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腐殖质还原菌是一类以环境中有机底物为电子供体，

能生物还原腐殖质的菌群，这种微生物在自然水体特别是底

泥沉积环境与地下厌氧环境中普遍存在 [1].  1996年，Lovely最

早发现Geobacter metallireducens和Shewanella alga 在厌氧条

件下能够以蒽醌-2,6-双磺酸（anthraquinone-2,6-disulfonate，
AQDS）为唯一电子受体，参与细菌的呼吸代谢过程，并提出

能进行腐殖质还原的微生物为腐殖质还原菌的概念 [2]. 目前

已从环境中富集分离得到多株具有腐殖质还原活性的微生

物. 腐殖质不仅可以直接作为电子供体、电子受体或是氧化

还原中间体，还能参与环境污染物的生物降 解过程 [3]. 腐殖

质微生物还原作用对环境污染治理具有极其重要的意义. 
研 究表明，污染严重的湖泊沉积物腐 殖化 程 度高，沉

积物中有机 质的70%以上都是 腐 殖 质 [4]，本研 究拟 从巢湖

底泥中分离纯化腐殖质还原菌并考察其对腐殖质模式物蒽

醌-2,6-双磺酸钠（AQDS）及对硝基苯酚的还原能力. 通过对

腐殖质还原菌的研究，初步探讨以腐殖质及其模式物作为电

子受体或电子穿梭物质，利用腐殖质还原微生物厌氧还原重

金属和降解有机污染物技术及其原理，将对环境污染的生物

修复过程具有重要的指导作用及其生态学意义 [5]. 

1  材料与方法
1.1  样 品  

菌种筛选样品来自安徽省巢湖底泥沉积物. 

1.2  菌种分离、纯化及鉴定
1.2.1  培养基    基础厌氧培养基（BAS）：NaHCO3 2.5 g，

NH4Cl 0.25 g，NaH2PO4 0.6 g，KCl 0.1 g，酵母浸提物 0.2 g，维

生素储备液10 mL，蒸馏水1 L，pH = 7.4，充氩气5 min 排氧. 
维生素储备液：生物素 0.002 g，叶酸 0.002 g，盐酸吡驮

醇 0.01 g，核黄素 0.005 g，硫胺素 0.005 g，烟酸 0.005 g，对

氨基苯甲醛 0.005 g，泛酸 0.005 g，蒸馏水 1 L. 
富集培养基：NaHCO3 2.5 g，NH4Cl 0.25 g，NaH2PO4 0.6 

g，KCl 0.1 g，酵母浸提物0.2 g，维生素储备液10 mL，蒸馏水 
1 L，pH=7.4. 0.5 mmol L-1 AQDS作为微生物厌氧呼吸的电子

受体和5 mmol L-1葡萄糖作为电子供体. 加入18%-20%的琼脂

即成固体培养基，用于菌种的分离纯化. 
LB培养基：蛋白胨10 g，酵母提取物5 g，NaCl 10 g，蒸馏
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水 1 L，pH 7.4. 加入18%-20%的琼脂即成固体培养基. 
1.2.2  菌种分离纯化   取巢湖底泥10 g于装有100 mL富集培

养基中，充氩气5 min排氧，盖橡胶塞，于厌氧培养箱中30 ℃
静置培养5 d. 然后采用梯度稀释法，分别按 10-1、10-2、10-3、
10-4、10-5、10-6、10-7、10-8稀释菌液，厌氧条件下在基础厌氧培

养基（BAS）上反复划线分离获得单菌株，命名为F1. 并用光

学显微镜观察细菌形态及革兰氏染色情况. 
1.2.3  菌种鉴定   以细菌总DNA为模板，以细菌通用引物
27F-1492R扩增16S rDNA片段 . 菌株16S rDNA的扩增、16S 
rDNA序列的测定以及BLAST对比参照文献[6]. 菌种DNA提取

采用购自TIANGEN公司的DNA产物提取、纯化试剂盒. PCR产

物测序由上海生物生工生物工程技术服务有限公司完成. 
1.3  菌株生长特性研究    

将所筛腐殖质还原菌F1接种于LB液体培养基中，于厌

氧培养箱35 ℃培养，定期取菌液测定OD600 nm值. 同时考察不

同初始pH、温度、电子供体种类条件下腐殖 质还原菌 F1对
AQDS的还原活性的影响. 研究不同初始pH对实验菌株F1还

原AQDS的影响，分别配制初始pH值为4、5、6、7、8、9、10的
BAS培养液，在35 ℃、厌氧条件下培养5 d后，取样测定培养

液中AQDS和AH2QDS的浓度. 
分别在温度为4 ℃、20 ℃、25 ℃、30 ℃、35 ℃、45 ℃、

50 ℃条件下进行菌株还原试验，考察不同温度对菌株F1还

原AQDS性能的影响. 
研究不同电子供体对菌株F1还原AQDS的影响，以起始

0.5 mmol L-1 AQDS为电子受体，分别配制浓度均为5 mmol 
L-1的葡萄糖、果糖、麦芽糖、乳糖、乙酸钠作为电子供体的
BAS培养基，厌氧培养5 d，取样测定培养液中AQDS浓度及
OD600 nm. 以上每个样品取3个平行，重复实验3次. 
1.4  菌株F1的还原活性研究
1.4.1  菌株F1对培养液中Cr(Ⅵ)及对PNP的还原作用     将菌株
F1接种于 50 mL BAS液体培养基，以5 mmol L-1乳糖为电子供

体，0.5 mmol L-1的AQDS为电子穿梭物质，分别加入不同浓度

的Cr(Ⅵ)，定时取样测定培养液中Cr(Ⅵ)浓度. 
将菌株F1接种于 50 mL BAS液体培养基，以5 mmol L-1

乳糖为电子供体，0.5 mmol L-1的AQDS为电子穿梭物，10 mg 
L-1 PNP，于厌氧及兼性条件下培养，于不同条件下定时取样

测定培养液中PNP含量. 另外设置不加菌种组为空白对照试

验. 以上每组实验均设3组重复，每次样品取样3个平行，重复

实验3次. 
1.4.2   菌株F1对土壤中PNP的还原作用     （1）土壤样品及

处理：土壤样品采自合肥市市郊废弃水田，采样深度为0-20 
cm耕作土壤. 将土样去除杂物后，置阴凉处自然风干. 研磨过
0.2 mm孔径筛，于阴暗处避光保存. 

土壤为粘土，含水量为2.1%，有机质含量为2.16%，pH
为8.35. 土壤含水量采用质量法测定；有机质含量采用灼烧

法 [7]；土壤pH值采用水浸提电位测定法测定 [18]. 
（2）还原反应实验：准确称取5 g土样于试管中，121 ℃

湿热灭菌4 h. 向灭菌土壤中加入1 mL 0.1 mol L-1 PNP标准溶

液（甲醇为溶剂），再加入2 g土覆盖，于避光处静置一晚，待

自然挥发去除溶剂后制得模拟PNP污染土样. 以5 mmol L-1乳

糖作电子供体，0.5 mmol L-1 AQDS的BAS液体培养基接种F1. 
设置以下实验组：M1污染土壤+ Fe(Ⅲ)、M2污染土壤+ 5 mL菌

液、M3污染土壤+ 5 mL菌液+ Fe(Ⅲ)，同时以灭菌土壤为空白

对照组M0. Fe(Ⅲ)为0.5 mL 1 mol L-1氯化铁溶液，菌液为上述
BAS液体培养菌液，空白对照组加入同体积无菌水 . 各实验

组样品混合均匀，用聚四氟乙烯膜封口后在25 ℃恒温生化培

养箱中反应. 定期取样测定土壤中PNP、Fe3+及Fe2+含量. 每处

理组均设3个重复，每次样品取样3个平行，重复实验3次. 
（3）样品处理：在反应后的样品中加入5 mL乙醇，旋涡

混合器充分振荡萃取5 min；再以2 000 r/min离心10 min后取

上清液 [19]，供HPLC分析. 
1.5  实验方法
1.5.1  微生物厌氧培养方法    本研究中腐殖质还原菌的筛

选培养采用厌氧培养. 首先将氩气通过一个装有 0.22 μm滤

膜的细菌过滤器的充气袋冲入到血清瓶中，通气5 min，迅速

加盖密封放入厌氧培养箱中. 
1.5.2  实验分析测定方法    AQDS还原产物AH2QDS的测定

采用连二亚硫酸钠分光光度法 [5]，铁离子[Fe(Ⅲ)和Fe(Ⅱ)]浓度

的测定采用邻菲啰啉分光光度法 [10]，Cr(Ⅵ)的测定采用二苯

碳酰二肼分光光度法 [11]. 
对硝基苯酚的定性微量测定采用的是液相色谱法，流动

相为甲醇/水= 45:55（V:V）；等度洗脱，流速为1.0 mL/min；紫

外检测波长为275 nm；柱温35 ℃；进样体积20 μL；甲醇为色

谱纯，在使用之前超声波振动，去除其中的微小气泡. 
1.5.3  PNP去除率计算     PNP去除率= (ρ0-ρt)/ρ0*100%. 式中，
ρ0—起始PNP浓度（单位：mg L-1）；ρt—取样PNP浓度（单位：
mg L-1）. 
1 . 5 . 4   统计学方法   采 用 单 因素 方 差 分 析（One -way 
ANOVA）实验数据，P < 0.05 被认为显著差异性，P < 0.01被

认为具有极显著差异性. 

2  结果与分析
2.1  菌株F1形态及革兰氏染色结果

经富集培养的液体涂在固体培养基上分离纯化，再经过

测定培养液中的AQDS，得出一株对AQDS还原效果较好的菌

株，其AQDS还原率可以达到90%以上，命名为F1. 液体培养

过程中培养基逐渐由红色变成深橙色 . 其在LB固体培养基

平板上培养24 h后，菌落表面光滑，半透明，边缘整齐，菌落

直径1.5-3.0 mm . 革兰氏阴性菌，兼性厌氧，短杆状. 革兰氏

染色及扫描电镜（5万倍）结果如图1所示.  

图1  菌株F1扫描电镜照片及革兰氏染色结果
Fig. 1  Stereoscan photograph and gram straining of F1
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2.2  16S rDNA序列分析
提取细菌基因组DNA[12]采用PCR技术扩增出16S rDNA，

PCR扩增产物位于1 500 bp. 在NCBI采用BLAST将菌株的16S 
rDNA基因序列进行检索. 结果发现F1与GenBank数据库中的

克雷伯氏菌（Klebsiella）有较高的同源性（表1）. 

表1  菌株F1的分离鉴定结果
Table 1  Isolation and identification results for F1 

菌株
Strain

GenBank数据库中最大同源性菌株
The maximum homology strain in GenBank 

database

相似性
Similarity

F1
Klebsiella pneumoniae stain OAJ
Klebsiella pneumoniae stain JDM-8
Klebsiella sp. 0103

99%
99%
98%

2.3  菌株F1的生长曲线及生长特性
2.3.1  菌株F1的生长曲线      菌株F1在液体LB培养基生长可以

很快适应进入对数期，并以较快的速率生长，在第5天（d 5）
进入稳定生长期，稳定期较长（图2）. 

图2  菌株F1的生长曲线
Fig. 2   Growth curve of the strain F1

纵条表示标准偏差（N = 3），下同  
Bars indicate standard deviation (N = 3). The same below

2.3.2  初始pH及温度对腐殖质还原菌还原性能的影响     考察

不同初始pH及温度对腐殖质还原菌F1还原AQDS性能的影

响，结果见图3和图4. 结果表明，F1菌还原AQDS的最适pH值

为8.0. 在pH值小于8的情况下，AH2QDS的浓度随pH的增大而

增大，即AQDS的还原率逐渐增大，而在pH大于8的碱性环境

下，AH2QDS的浓度逐渐减少. 这可能是由于过酸或过碱的环

境不利于菌体生长，从而影响菌株F1的还原性能 . 菌株F1可

以在4-40 ℃下生长，还原AQDS的最适温度为25 ℃.  微生物

细胞的生长和还原反应是在各种酶的作用下进行的，而酶活

性的大小与温度有密切的关系[13].  另一方面，这也可能与它

生活在巢湖底泥中有关，高温条件下菌株无法存活. 
2.4  不同电子供体种类对腐殖质还原菌还原活性的影响

腐殖 质还原菌 F1在不同电子受体条件下还原 AQDS为
AH2QDS的活性及生物量如图5所示. 结果显示以AQDS为电

子受体（起始浓度0.5 mmol L-1）时，厌氧培养10 d，F1能利用

葡萄糖、果糖、麦芽糖、乳糖，几乎不能利用乙酸钠，还原能

力大小顺序为乳糖﹥麦芽糖﹥果糖﹥葡萄糖﹥乙酸钠，支持

菌体生长能力为乳糖﹥葡萄糖﹥麦芽糖﹥果糖﹥乙酸钠. 

图3  pH对菌株F1还原AQDS的影响
Fig. 3  Effect of pH on reduction of AQDS

图4  温度对菌株F1还原AQDS的影响
Fig. 4  Effect of temperature on reduction of AQDS

图5  不同电子供体对菌株F1浓度和AQDS还原的影响
Fig. 5  Influence of different electron donors on bacterial 

concentration and reduction of AQDS

2.5  腐殖质还原菌F1的还原活性
2.5.1  腐殖质还原菌对Cr(Ⅵ)的还原作用     菌株F1对不同初

始浓度的Cr(Ⅵ)还原能力略有不同（图6），对低浓度的Cr(Ⅵ)
（0.1 mmol L-1、1.0 mmol L-1）还原能力较强，10 d能达到99%
的还原率. 在菌体与腐殖质等微作用的环境中，Cr(Ⅵ)被还原

成低毒的Cr(Ⅲ)，有效降低了铬对菌体的毒性 [14]. 对于高浓度

（5.0 mmol L-1）的Cr(Ⅵ)，d 16对其还原率可达到98%，在d 25
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左右时对其还原率达到99%. 

图6  菌株F1对不同浓度的Cr(Ⅵ)的还原情况

Fig. 6  The strain F1 reducing t Cr(Ⅵ)of different concentrations

2.5.2  F1对培养液中对硝基苯酚的降解情况     每隔2 d用灭菌

注射器取样，经滤膜孔径为0.22 μm的细菌过滤器，用液相色

谱法测定培养液中PNP的含量. 从图7中可以看出，无菌组的

PNP几乎没有降解，PNP具有苯环结构较稳定，较难降解. 添
加腐殖质还原菌但未添加AQDS的培养液经过5 d的滞后期，

其还原率 率才 稍微有所增加，但降 解仍较为缓慢，还原率

不高，d 5才达到19.20%，d 14达到40.07%，最后趋于稳定趋

势. 严格厌氧条件下添加AQDS的腐殖质还原菌的培养液中

PNP的还原率在1-3 d期间急剧升高，3-9 d时缓慢增加，9-14 d
已经趋于平稳，在d 14左右能达到81.31%. 另外，从结果可以

看出菌株F1在兼性厌氧条件下也可以生长，并能较好地还原

PNP，还原率可达到77.86%. 

图7  不同条件下菌株F1对PNP的去除影响
Fig. 7  Removal of PNP by F1 under different conditions

2.5.3  腐殖质还原菌对土壤中硝基苯的还原作用      不同处理土

壤中PNP的去除情况见表2. 可见空白对照组M0中PNP去除率

很小. 在M2、M3样品组中PNP从开始就逐渐降解，起初降解

稍慢，12 h后降解加快，从24 h开始去除率与空白对照组M0

相比都达到了极显著性水平（P < 0.01），与M1组相比也均达

到显著性水平（P < 0.05）. M3组中PNP的去除率稍快，在24 h
即反应1 d后去除率达到42.72%，最终M2组中PNP去除率为

80.40%，而M3中PNP去除率达到了93.26%，此过程中Fe(Ⅲ)也

得到了还原. 从48 h开始M2、M3组PNP去除率达到显著性水

平. 分析Fe(Ⅲ)的加入促进了PNP的还原降解. 

表2  不同处理土壤中PNP的去除分析（N=3）
Table 2  Removal of PNP (N=3) in soil with different treatment 

t/h
PNP去除率 Removal rate of PNP (r/%)

M0 M1 M2 M3

12 2.98±0.17 0.10±0.11 7.57±0.01 6.75±0.05
24 2.98±0.12 3.36±0.08 27.36±0.06b** 42.72±0.05bc**

48 6.29±0.09 7.52±0.10a 47.54±0.07b** 57.76±0.05bc**

72 6.37±0.04 12.09±0.07a 67.35±0.06b** 80.40±0.03c**

96 8.67±0.09 19.93±0.07a 85.01±0.06b** 93.26±0.02c**

M0：空白对照组；M1：污染土壤+ Fe(Ⅲ)；M2：污染土壤+ 5 mL菌液；M3：污

染土壤+ 5 mL菌液+ Fe(Ⅲ). *：P < 0.05，**：P < 0.01（与空白对照组比较）；

小写字母：P < 0.05（M1、M2、M3组间相比）

M0: Blank control; M1: Soil + Fe(Ⅲ); M2: Soil + bacterium; M3: Soil + 
bacterium + Fe(Ⅲ). *: P<0.05, **: P<0.01, compared with blank control; 
lower-case letters: P < 0.05, compared within M1, M2, M3 groups

3  讨 论
以乳糖作为电子供体，在d 14时腐殖质还原菌对培养液

中PNP去除率可以达到81.31%，可能降解途径有以下两条：

（a）腐殖质还原菌氧化乳糖将电子直接传递给PNP将其还

原降解；（b）通过AQDS的电子穿梭作用间接将电子传递给

PNP将其还原降解（图8）. 以乳糖为电子供体，AQDS为电子

穿梭体，腐殖质还原菌氧化乳糖将电子传递给AQDS将其还

原为AH2QDS，还原态的AQDS再将电子传递给PNP使其被

还原，AH2QDS再被氧化为AQDS，又可以继续起到穿梭电子

的作用.

图8  腐殖质还原菌降解PNP的可能机制
Fig. 8  The possible mechanism of degradation of humus-

reducing bacteria
在含有Fe(Ⅲ)的土壤中，AQDS作为微生物与Fe(Ⅲ)之间

的电子传导中间体，辅助电子传递，与Fe(Ⅲ)协同促进微生

物降 解有机物PNP，降 解率可以达到93.26%. Boreh等研究

发现以蔗糖作为电子供 体时，AQDS/Fe(Ⅲ)、Fe(Ⅲ)能促 进

Cellulomonas sp.对TNT的还原降解 [15]. AQDS已被认为是在非

生命腐殖酸电子中介体的相似体，能以类似于腐殖质的方式

刺激三价铁生物还原 [16]. Fe(Ⅲ)将电子转移给AQDS来保存能

量，支持生长，还原产物AH2QDS能非生命地转移两个电子

给Fe(Ⅲ)，从而再生AQDS [6]. 此过程中铁还原现象明显，而且

AQDS与Fe(Ⅲ)共同作用能进一步提高PNP的降解. 可能反应

机制如图9.
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图9  腐殖质醌类物质在生物和非生物反应中作为氧化还原
中间体的循环反应机制[17]

Fig. 9  The cycle reaction mechanism of  humic quinone as 
redoxmediator in biologic and abiogenic reaction [17]

4  结 论
本研究通过在厌氧条件下从巢湖底泥中富集分离到腐

殖质还原菌F1，结合形态及生长特性、16S rDNA序列分析可

知该菌为克雷伯氏菌. F1在25 ℃，初始pH 8.0时对AQDS的还

原能力最佳，为兼性厌氧菌. 以乳糖为电子供体时菌体生长

及还原AQDS的效果均为最好. 该株菌可以将Cr(Ⅵ)还原为
Cr(Ⅲ)，还原硝基芳香化合物对硝基苯酚. 

本研究结果确定了腐殖质还原菌F1的分类学地位、培

养条件及还原污染物特性，为后续腐殖质还原微生物在污染

物生物降 解和污染环境生物修复中作用的深入研究奠定了

基础. 
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