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摘要:以源于污泥的 DOM( dissolved organic matter)为供试材料,以中国希瓦氏菌( Shewanella cinica) D14T 为电子转移驱动力, 研究

了 DOM 的氧化还原性能与电子穿梭功能.结果表明, 污泥 DOM 可作为末端电子受体接受醌还原菌 D14T 呼吸链上的电子, 从

而转变为还原态 DOM, 而还原态 DOM 可将电子再次转移给 Fe( Ó ) .经 D14T 还原后, DOM 电子供给量( e-PC)由初始 212~ 14

Lmol#g- 1增加到 253~ 347Lmol#g- 1 .循环伏安法与多次还原-氧化循环实验表明, DOM 呈现2 对明显的氧化还原峰, 经3 次还原

-氧化循环后电子供给量可稳定维持在 150~ 250 Lmol#g- 1之间, 说明 DOM 具有重复利用、反复转移电子的特性. 在菌株 D14T

还原水铁矿的体系中,加入 DOM可提高水铁矿的还原溶解速率,其原因是 DOM 在 D14T 与水铁矿之间充当了电子穿梭体的角

色.这些结果反映了 DOM在电子转移反应中的重要性, 为 DOM 的环境属性提出了一个新见解.
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Abstract: The redox reactive and electron shuttling function of dissolved organic matter ( DOM) derived from sewage sludge were studied with

Shewanella cinica D14T as driving force of electron transfer. The results indicated that sludge DOM initially served as terminal electron acceptor

obtaining electrons from the respiratory chain of quinone- reducing bacteria D14T , then it translated to reduced DOM which can donate electrons

to Fe( Ó) again. The electron donating capacities ( EDC) of DOM increased from initial capacity of 21 2-14Lmol#g- 1 to 253-347Lmol#g- 1

after DOM was reduced by D14T1 The cyclic voltammetry measurements and multiple reduction-oxidation cycles experiments of DOM showed

that two pairs of redox peaks were clearly observed and the EDC remained at a level of 150-250 Lmol#g- 1 after three reduction-oxidation

cycles, indicating that DOM can be recyclably used for electron transfer. In the system of hydrous ferric oxide ( HFO) reduction by S . cinica

D14T , the reductive dissolution speed was improved with the presence of DOM , since that DOM was capable of acting as an electron shuttle

between S . cinica D14T and HFO. These results demonstrate the important role of DOM in electron transfer process, and bring out a new

perspective about the functions of DOM in the environment.
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  水溶性有机物( dissolved organic matter, DOM)通

常是操作上的定义, 它是指物料经水浸提后, 能通过

0145 Lm 的滤膜, 具有不同结构和分子量大小的有

机物的连续体或混合体
[ 1]
,它既包含低分子量的游

离氨基酸、糖类、有机酸, 也包括大分子量的腐殖质、

氨基糖和多酚等. DOM是陆地生态系统中极为活跃

的有机组分,不仅显著影响重金属、养分元素与有机

污染物的活化、迁移和生态毒性, 而且与矿物风化、

成土过程以及土壤有机质分解转化等重要过程密切

相关
[ 2]
.

长期以来, 有关 DOM的研究集中于吸附与络合

属性, 重点是它对重金属和有机污染物迁移扩散的

影响
[ 3~ 5]

.但最近 DOM的氧化还原属性逐渐成为研

究热点. 2007年, Bauer等
[ 6]
首先提出 DOM 作为氧化

还原缓冲剂的概念, 采用化学还原剂 (金属 Zn 和

H2S)与氧化剂(络合态三价铁) , 分别测定了电子接

受量( electron accept ing capacities, EAC)和电子供给

量( electron donat ing capacities, EDC) , 以及这一过程

中电子转移能力. 结果表明, 以腐殖质为模型物的

DOM溶液的氧化还原缓冲范围为- 019~ + 110 V.
荧光光谱

[ 7]
、电子自旋共振光谱

[ 8]
和电化学

[9]
等方

法研究表明, DOM 的氧化还原性主要是由于 DOM

结构中普遍存在的醌基.近年来研究表明,自然界中

普遍存在一类醌还原菌(又称腐殖质还原菌) ,它是

一类以腐殖质中的醌基作为唯一末端电子受体, 进
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行厌氧胞外呼吸的微生物
[ 10]

. 它们可以多种有机物

(如有机酸、糖类等)为电子供体,将电子传递链上的

电子传给腐殖质中的醌基, 醌基再将电子传给其他

电子受体(如铁氧化物) , 从而驱动电子转移
[ 11,12]

.

本研究以 1 株醌还原菌 ) ) ) 中国希瓦氏菌

( Shewanella cinica) D14
T[ 13]
作为电子转移驱动力, 考

察了 DOM 被 D14
T
菌株还原后的电子供给量

(EDC) , 测定 DOM 的氧化还原活性, 以及 DOM 对

D14
T
还原难溶性铁氧化物的影响, 以期为进一步分

析DOM在元素循环、污染物的降解以及生物地球化

学电子转移反应中的作用提供科学依据.

1  材料与方法

1. 1  DOM的提取

取一定体积广州某污水处理厂浓缩污泥(含固

率3128% ) ,在 4 e 下, 13 000 rPm离心 20 min, 上清液

过0145 Lm滤膜,滤液中的有机物即为 DOM(相关性

质见表 1) , 其 pH 由 pH 计测得, 浓度以水溶性有机

碳( dissolved organic carbon, DOC) 表示, 由 TOC 仪

(TOC-V CPH, 岛津)测定, 然后用超纯水将 DOM 的

浓度(以 C计, 下同)稀释到100mg#L- 1
,避光冷藏备

用. SUVA 值是 UV254与 DOC 的比值, 该值可表征

DOM的分子量大小、芳构化或腐殖化程度.

1. 2  污泥 DOM的电子供给量测定

EDC是指 DOM作为电子供体可提供的电子数

量.通过测定其对 Fe( Ó)净还原量, 计算每 g 有机

碳( DOC) 所转移的电子数 ( e
- PC ) , e- PC 的单位:

Lmol#g- 1
.为了描述 DOM 电子转移过程, 本研究将

D14
T
转移电子至 DOM 的过程定义为 DOM 还原阶

段;DOM转移电子给 Fe( Ó)定义为 DOM 氧化阶段

(图 1) . 氧化阶段又分 2 种情况: ¹ 初始电子供给

量,即DOM提取后未被空气氧化直接还原 Fe( Ó)

所测得的量; º 潜在电子供给量,即初始 DOM 被微

生物还原后, 还原态 DOM 将电子转移给 Fe( Ó)所
测得的量.实验选用中国希瓦氏菌 D14

T
, 因为其厌

氧条件下可以利用多种有机酸盐和甲苯等污染物作

为电子供体, 以腐殖质作为唯一末端电子受体进行

厌氧呼吸
[ 13]

.
表 1  污泥DOM相关性质1)

Table 1  Some properties of sludge DOM

DOM来源 pH DOCPmg#L- 1 FePLg#L- 1 MnPLg#L- 1 ZnPLg#L- 1 NiPLg#L- 1 CuPLg#L- 1 SUVA254 nmPL#mg- 1

污泥 7113 788 2482 410 8815 33 1519 01038

1) Fe、Mn、Zn、Ni、Cu浓度是由 ICP-AES测得

a代表 DOM 还原阶段, b和 c代表 DOM氧化阶段

图 1  DOM还原-氧化过程中电子转移示意

Fig. 1  Electron transfer schematic for reduct ion-oxidat ion

process of DOM

 

  在牛肉膏蛋白胨液体培养基中培养过夜的菌液

于4 e 下, 6 000 rPmin离心收集菌体,用已灭菌去离

子水洗涤菌体 2次,然后重悬于其中制成菌悬液, 并

用梯度稀释平板计数法计数(个PmL) . 在无菌操作
台,往 20 mL 西林瓶(含 9 mL 无菌去离子水)加入菌

悬液( 10
9
个PmL)、乳酸盐(电子供体)和 DOM, 控制处

理未加电子供体, 最终溶液总体积 15 mL, 3个平行,

充氮气( 99199% ) 15min, 压盖蔽光30 e 恒温培养( 24

? 1) h, 这称为DOM还原阶段.

DOM电子供给量( EDC) 的测定参考了 Lovley

等
[ 11]
和Heitmann 等

[14]
实验方法, 并进行了相应修

改. 2 mL 011 mol#L- 1
乙酸 钠缓冲 液 [ 含 015

mmol#L- 1
FeCl3 或 Fe( citrate) , 缩写为 FeCi ] , pH

5187,先通氮气 15 min去氧,然后在 Bactron- Ñ型厌

氧工作站内( N2BCO2 体积比为 80B20, 美国 shellab)

加入 2 mL 还原态 DOM滤液(过 012 Lm 膜) , 2个平

行,控制处理不加 FeCl3 或 FeCi, 空白不加 DOM 滤

液,压盖放入摇床 220 rPmin,蔽光 30 e 恒温培养( 24

? 1) h, 这称为 DOM 氧化阶段. 采用邻菲 啉分光

光度法测定溶液中 Fe
2+
浓度

[15]
. 011%邻菲 啉预

先通氮气30 min去氧, 厌氧下每个样品注射4 mL 邻

菲 啉, 显色 10 min 后, 510 nm 下比色 (TU-1800PC

型紫外可见分光光度计) . 净产生的 Fe
2+
量可由下

式求得:

cFe2+ = cFeCl
3
PFeCi - c control - cblank ( 1)
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1. 3  污泥 DOM还原-氧化循环过程测定

1. 3. 1  微生物方法

DOM 在相同的条件下, 进行重复的还原-氧化

反应,以还原态 DOM的 EDC来表征. 首先, DOM( 30

mg#L- 1
)被 D14

T
还原, 还原态 DOM 在厌氧下过滤,

部分样品滤液测其 EDC (方法同 112) , 剩下样品的
滤液通无菌的空气 30 min,使还原态 DOM 转变为氧

化态 DOM;然后重新加入菌和电子供体, 充氮气 15

min, 压盖培养, DOM再次被还原, 厌氧下过滤 DOM,

部分样品滤液测其 EDC, 剩下样品的滤液通无菌的

空气 30 min;接着再次重新加入菌和电子供体,充氮

气15 min,压盖培养,厌氧下过滤 DOM,测其 EDC.

1. 3. 2  循环伏安法( cyclic voltammetry, CV)

在 CHI605C 电化学分析仪 (上海辰华仪器公

司)上测定,采用三电极体系电解槽.测试条件:电解

质为 110 mmol#L- 1
NaClO4 , 溶剂为二甲基亚砜

( dimethyl sulfoxide,DMSO) ,工作电极为直径 310 mm

的Pt 圆柱, 辅助电极铂丝, 参比电极 AgPAgCl[ 9] .
DOM溶液冷冻干燥后溶于二甲基亚砜. 具体步骤参

考文献[ 9] .

1. 4  污泥DOM对D14
T
还原难溶性铁氧化物的影响

水铁矿溶液
[ 16]

( pH 710, 终浓度 12 mmol#L- 1
,

121 e 湿热灭菌 20 min ) 加入 D14
T
菌悬液 ( 10

8

个PmL)、乳酸盐和 DOM,空白即水铁矿溶液,控制处

理不加 DOM 或不加乳酸盐, 充 N2 15 min 后压盖,

30 e 恒温避光培养, 定时取样测定 Fe( Ò) . 采用邻
菲 啉分光光度法测定溶液中 Fe ( Ò)浓度, 先用

015 mol#L- 1
HCl提取

[ 17]
, 放摇床 220 rPmin, 90 min,

过滤,显色 10 min后, 510 nm下比色.

2  结果与讨论

2. 1  污泥 DOM的电子供给量

图2反映了污泥 DOM经 D14
T
菌株还原前后的

电子供给能力. 初始 EDC 是 DOM 直接作为电子供

体,不进行微生物还原,所测得电子供给量. DOM 初

始EDC很小,说明 DOM 初始状态以氧化态为主. 潜

在EDC 是指污泥 DOM 从 D14
T
菌株电子呼吸链上

获得电子成为还原态,然后还原态 DOM再转移电子

给可溶的 Fe( Ó) , 测得电子供给量. 在没有外加电

子供体 (乳酸盐)下, D14
T
的加入提高了污泥 DOM

的EDC值, 由初始 212 Lmol#g- 1
和 14 Lmol#g- 1

增加

到 247 Lmol#g- 1
和 159 Lmol#g- 1

, 分别为 FeCl3 和

FeCi所测结果, EDC的增加可能是 DOM 中存在一些

小分子物质(如有机酸、氨基酸等)被菌利用
[ 18]

. 在

D14
T
和乳酸盐同时存在下, DOM 潜在 EDC 比未加

电子供体 (只有菌)的要多 4015% ( FeCl3 测得)和

5912% ( FeCi 测得) , 说明 D14
T
可以转移电子给

DOM, DOM 接受电子后可再次转移出来, 且在这一

电子转移过程中 D14
T
菌体增加一个数量级(数据未

列出) ,说明 D14
T
在转移电子过程中获得能量支持

生长.许志诚等
[ 13]
研究也表明, D14

T
以乳酸盐为电

子供体还原腐殖质过程中可以获得能量支持生长.

从图 2还可看出, 总体上 FeCl3 测试的结果比

FeCi测试的结果要高很多. FeCl3 溶解于水后, 以水

合离子形式存在于溶液中, 而 FeCi溶解于水后是以

络合形式存在于溶液中. Fe
3+ PFe2+ 半反应的标准电

势为0177 V, [Fe( citrate) ] 0P[ Fe( citrate) ] 1- 半反应的
电势为 01391 V,电势高的容易被还原[ 19]

,所以FeCl3

中 Fe( Ó)易于被还原, 这与测试的结果相符. 但初

始 EDC测试的结果正好相反,可能是菌的加入影响

了 DOM或者存在其他作用, 需更深入研究.

图 2 污泥 DOM电子供给量

Fig. 2  Electron donating capacities of sludge DOM
 

2. 2  污泥 DOM的氧化还原性

图 3为污泥 DOM 在 3次氧化还原循环过程中

的电子供给量. DOM 先被菌株 D14
T
还原,然后还原

态 DOM 被氧气氧化, 在相同的条件下, 进行重复的

还原-氧化反应, 以潜在电子供给量( EDC)来表征.

结果表明,污泥DOM经历 3次还原-氧化循环后,潜

在 EDC能稳定维持在 150~ 250 Lmol#g- 1
之间, 说明

DOM可以被重复利用, 反复转移电子. 这与 Ratasuk

等
[ 20]
利用氧气(氧化剂)和氢气(还原剂)研究腐殖

质氧化还原性的结果相似.

图 4为 DOM 溶于有机溶剂 DMSO 测得循环伏

安图,有 2对氧化还原峰:氧化峰 A1和还原峰 C1,

氧化峰A2和还原峰 C2,即阳极发生 2次氧化(失电

子) ,阴极发生 2 次还原 (得电子) . 空白扫描显示

22998 期 许伟等: 水溶性有机物的电子穿梭功能研究



图 3  3次还原-氧化循环过程中污泥DOM电子供给量

Fig. 3  Electron donat ing capacit ies of sludge DOM

over three reduct ion-oxidat ion cycles

 

图 4  污泥 DOM循环伏安

Fig. 4  Cyclic voltammograms of sludge DOM

 

DMSO不产生氧化还原峰,而电解质NaClO4 作为导

电媒介也不会产生氧化还原峰, 所以出现的 2对氧

化还原峰应源于 DOM. Nurmi等
[ 9]
用循环伏安法测

试醌模型物蒽醌-2, 6-二磺酸 ( anthraquinone-2, 6-

disulfonate,AQDS)也出现了 2 对氧化还原峰, 表示

AQDS发生相继的单个电子转移, 即 Q + e
-

Q
#-
, Q

#-
+ e

-
Q

=
(Q 代表醌, Q

#-
代表半醌自由

基, Q
=
代表对苯二酚) . 由此可见, DOM 在这一循环

中也发生了类似的电子转移.

标准条件下, 可逆的电化学反应 CV 呈现阳极

和阴极对峰,两峰电势的差( $Ep )等于 01059Pn V( n

是转移电子数) , 阳极与阴极的峰电流比( I
A
pPI

C
p )接

近1
[ 21]

.A1与 C1的 $E p为01181 V, A2与C2的 $Ep

为01602 V; A1 与 C1 的 I
A
pPI

C
p 为 017, A2 与 C2 的

I
A
pPI Cp为 014. 这些结果表示 $Ep > 01059Pn V, I

A
pPICp

< 1, 与标准条件下不一致, 这可能与 Fe( Ò)-DOM

和 Fe( Ó)-DOM 络合物有关. 由表 1可知污泥 DOM

中铁的含量相对较高. 在阴极扫描时 Fe ( Ó)-DOM

络合物被还原,可能引起 Fe ( Ò)-DOM 络合物的离
解,所以在随后的阳极扫描中铁络合物可能表现出

差异,从而不会产生相等强度的电流. 这些结果暗

示,除了醌基以外, DOM 中还可能存在其他氧化还

原活性基团, 如多种氧化态的杂环原子结构(氮或

硫)和金属有机络合基团
[ 22]

.

2. 3  污泥 DOM 对菌株 D14
T
还原水铁矿 ( hydrous

ferric oxide, HFO)的影响

微生物 Fe( Ó)还原不但对铁的生物地球化学

循环产生影响,而且对其它的痕量元素和营养物质

的分布及有机物的降解起着重要的作用. 自然界中

Fe( Ó)多以不溶性铁氧化物存在, 使得微生物还原

铁氧化物的速率很慢. 为了减轻微生物与铁矿物直

接接触的需要,氧化还原介体(电子穿梭体)的存在

就很有必要
[ 23]

,如腐殖质及其模型物AQDS等.以难

溶性水铁矿(HFO)为电子受体,以乳酸盐为电子供

体,研究了 DOM 对菌株 D14
T
还原 HFO 的影响, 结

果见图 5.

图 5  污泥 DOM对 D14T 还原水铁矿的影响

Fig. 5  Effect of sludge DOM on hydrous ferric oxide

reduction by S . cinica D14T

 

从图 5可知,只有 D14
T
和 DOM 作用,没有外源

电子供体, HFO有很少量的还原, 可能是 DOM中存

在一些小分子物质(如有机酸、氨基酸)被 D14
T
利

用,与 211结果一致.在 D14
T
和乳酸盐同时存在下,

添加DOM有利于加速 HFO还原, 且随反应时间的

增加,促进作用越明显, 经 14 d 的反应, 添加 DOM

处理的 HFO的还原速率比不添加 DOM(菌液+ 10

mmol#L- 1
乳酸盐)的高出 5112% .由以上实验可知,

DOM具有氧化还原活性, 可以反复转移电子, 且在
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D14
T
还原 HFO中起到明显的促进作用, 说明 DOM

可以从D14
T
获得电子,然后将电子传递给不溶性的

HFO,从而提高了电子的传递速率,起到氧化还原介

体的作用.

3  结论

( 1)污泥 DOM 可作为末端电子受体接受醌还原

菌D14
T
呼吸链上的电子,从而转变为还原态 DOM,

而还原态的 DOM 可作为电子供体转移电子给

Fe( Ó) . 污泥 DOM 初始电子供给量为 212 ~ 14

Lmol#g- 1
,在 D14

T
和乳酸盐的参与下, 其潜在电子

供给量显著增加到 253~ 347 Lmol#g- 1
.

( 2)污泥 DOM 可经历多次还原-氧化,反复转移

电子. 循环伏安扫描表明污泥 DOM存在 2对氧化还

原峰,即阳极发生 2次氧化(失电子) ,阴极发生 2次

还原(得电子) ; 多次氧化还原循环实验表明, 污泥

DOM在 3次还原-氧化循环后电子供给量( EDC)可

稳定维持在150~ 250 Lmol#g
- 1
之间.

(3)污泥 DOM 可加速 D14
T
菌株对难溶性水铁

矿的还原溶解.具体途径为: DOM 从 D14
T
电子呼吸

链上获得电子, 转变为还原态 DOM, 然后还原态

DOM将电子传递给铁氧化物, 自身又变成氧化态,

可循环利用,多次转移电子,从而加速铁还原, 因而

具有电子穿梭功能.
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