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摘要:微生物燃料电池( microbial fuel cell, MFC)阳极微生物的种类和作用机制对 MFC 的产电性能有着重要的影响. 从已稳定运

行1 a的 MFC 的阳极室分离得到 1 株电化学活性革兰氏阴性细菌 ) ) ) 菌株 RE7, 其 16S rRNA 基因序列与 Pseudomonas

aeruginosa strain CMG 587 有 99%同源性, 属于假单胞菌属( Pseudomonas sp. ) . 利用菌株 RE7 构建的MFC的稳定产电和循环伏安

曲线测定结果都表明,菌株 RE7具有较强的电化学活性,利用菌株 RE7构建的MFC 的最大输出电压为 352 mV, 相应的最大面

积功率密度为 6912 mWPm2 , 体积最大功率密度为 612 WPm3. 由不同稀释比例的 MFC 排出液的产电效果比较可知, 菌株 RE7 极

有可能是通过自身分泌的氧化还原类物质进行电子传递.
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Abstract: Microbial components of the microbial fuel cells ( MFCs) , including species constitution and metabolic mechanism of the anodic

microorganisms, are cr itical to the optimization of electricity generation. An electrogenesis bacterium strain ( designated as RE7) was isolated

from anMFC that had been running in a fed batch mode for over one year. The isolate was identified as a strain of Pseudomonas aeruginosa

based on its physiolog ical, morphological characteristics and 16S rRNA sequence analysis. Direct electron transfer from RE7 to an electrode was

examined using cyclic voltammetry and MFC. Results of both methods showed the electrochemical activity of the bacterium without any

electrochemical mediator. The P . aeruginosa strain RE7 was inoculated into the anode chamber of a packing- type MFC and the maximal

voltage output was 352 mV with 1 500 mgPL glucose as the fuel. Correspondingly, the maximal area and volumetric power densities were 6912
mWPm2 and 61 2 WPm3 , respectively. Bacteria-producing soluble redox mediators, such as phenazine derivatives, are possible mechanism to

facilitate the direct electron transfer to the electrode from the bacterial cells.
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  微生物燃料电池( microbial fuel cell, MFC)利用

微生物的氧化作用将有机物转化为电能, 影响其产

能的因素很多, 如燃料的性质和浓度、阳极微生物构

成、质子交换膜以及阴极催化剂的性能等,其中产电

细菌的活性被认为是最为关键的因素之一. 目前已

分离到的产电细菌包括 Shewanella putrefaciens
[ 1]
、

Geobacter metallireducens
[ 2]
、Geobacter sulfurreducens

[ 3]
、

Rhodoferax f errireducens
[4]
、Pseudomonas aeruginosa

[ 5]
、

Clostridium butyricum
[ 6]
、 Geothrix f erementans

[ 7, 8]
、

Aeromonas hydrophila
[ 9]

和 Desulf itobacterium

hafniense
[ 10]

,以产电纯菌种构建的 MFC 最大功率密

度已达到3 600 mWPm2
.高效产电细菌的筛选对于提

高MFC的产电性能具有重要的意义.

产电细菌的作用机制一直是 MFC 研究的重点.

到目前为止,一般认为产电细菌的电子传递有 3种

可能的方式: ¹细菌通过其细胞膜外侧的细胞色素
C 将 呼吸 链中 的电子 直 接传 递到 阳极, 如

Shewanella
[ 3]

; º 细菌通过分泌吩嗪类衍生物和天青

蛋白等物质, 这些物质可充当氧化还原介体将电子

传递到阳极, 如 Pseudomonas aeruginosa 和 Geothrix

ferementans
[5, 7]

; » 细胞通过其纤毛将电子传递到固

体的三价铁氧化物, 如 Shewanella 和 Geobacter 菌能

够产生高导电性的纳米纤毛
[ 11]

. 研究产电细菌在
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MFC中的电子传递机制对于改进MFC结构,从根本

上提高其输出功率具有重要的意义.

本研究通过鉴定 1株产电细菌, 分析其产电性

能,探讨其产电过程中电子传递机制,以期为深入开

展和提高MFC产电性能奠定基础.

1  材料与方法

111  菌种的分离和纯化

菌源取自一个稳定运行了 1 a 的单极室型

MFC.取阳极液用液体稀释法分离. 固体培养基:

41089 6 gPL Na2HPO4 , 21544 gPL NaH2PO4 , 0131 gPL
NH4Cl, 0113 gPL KCl及少量维生素和微量元素

[ 11]
;

另外加入 3mmolPL的葡萄糖作为电子供体, 5 mmolPL
柠檬酸铁作为电子受体, 115% ~ 2% 的琼脂, pH=

710. 培养皿 涂布后 置于 厌氧箱 ( Don Whitley

Scientific, DG250 workstation)中恒温( 27 e )培养.培养

3 d后,将培养平板上的单菌落进行多次划线纯化.

纯化得到的单一菌种在液体培养基中富集后移入经

灭菌的 MFC 反应器的阳极室, 测定其产电性能. 编

号为 RE7的菌株是筛选出来的电化学活性菌.

112  菌株 16S rDNA序列分析

采用 SDS-蛋白酶 K裂解细胞,用十六烷基三甲

基溴化铵( CTAB)沉淀细胞碎片和多糖, 再用异丙醇

沉淀提取总 DNA.采用细菌的 16S rDNA 通用引物:

上游引物 F27 ( 5c-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3c) 和

下游引物 R1522 ( 5c-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-

3c) . PCR扩增体系总体积为 50 LL: 超纯水 3410 LL,

10 @ PCR Buffer 5 LL, 215 mmolPL dNTP 4 LL, 10

LmolPL 上游引物 1 LL, 10 LmolPL 下游引物 1 LL, 25

mmolPL MgCl2 4 LL, 5 UPLL Taq DNA Polymerase 015

LL,模板 DNA稀释至适当浓度( 0101~ 1 ng)后取015
LL.另用 015 LL 超纯水代替模板 DNA进行空白试

验. PCR 反应时, 9410 e 变性 5 min 后进入循环:

9410 e 变性 1 min, 5610 e 退火 1 min, 7210 e 延伸
115 min. 30个循环后延伸 10 min.采用 PCR回收试

剂盒回收 16S rRNA的基因片段,琼脂糖凝胶电泳检

测扩增产物的大小后,将其 TA 克隆后进行测序(由

广东微生物研究所完成) . 测序结果通过在线分析

( http:PPwww. ncbi. nlm. nih. gov) , 与GenBank中的 16S

rRNA基因序列进行相似性比较.

113  菌株生长曲线测定

取盛有9 mL 无菌葡萄糖培养液的 15 mL 血清

瓶12个, 分别编号为 0、1、5、12、15、18、21、24、

28、32、36、48 h. 在厌氧箱中,用无菌移液管分别

准确吸取 1 mL 种子液加入已编号的 12 个血清瓶

中,于30 e 下振荡培养. 然后分别按对应时间将血

清瓶取出,立即放冰箱中贮存,待培养结束时一同测

定光密度值.

114  产电性能测定

菌种的产电性能通过循环伏安法和 MFC 进行

测定.

11411  循环伏安法

为了研究厌氧培养的菌株 RE7在溶液中的电

化学活性, 取 10 mL 培养 48 h 的菌悬液( D 600 nm =

01625) ,经离心和清洗后重悬于含50mmolPL NaCl的

磷酸盐缓冲溶液中, 然后采用电化学工作站(荷兰

Eco Chemie BV, PGSTAT302)在高纯 N 2 保护下, 以

100 mVPs的充P放电频率在- 450~ 900 mV之间循环

测试菌悬液的氧化还原特性
[ 6]

,绘制循环伏安曲线.

11412  MFC产电性能测试

采用双极室型MFC, 50 mmolPL铁氰化钾作为电
子的受体,质子交换膜( Dupont , 211型)隔开;阳极室

和阴极室的体积均为 36 cm
3
( 9 cm @ 2 cm @ 2 cm) ,分

别填充颗粒石墨( 16~ 20目, 平均孔隙率 10%) , 阳

极室和阴极室填充颗粒石墨后的有效体积均为 20

mL.外电阻为1 000 8.

阳极液由1 000 mgPL的葡萄糖和无机盐组成,无

机盐的主要成分为: 41089 6 gPL Na2HPO4 , 21544 gPL
NaH2PO4 , 01310 gPL NH4Cl, 01130 gPL KCl及少量维

生素和微量元素, pH= 7101MFC 反应器先经过灭

菌,在阳极室添加经 121 e 灭菌 15 min的阳极液,并

接种菌株 RE7 后, 开始运行并记录输出电压

( PCI1713型数据采集卡, 深圳研华) , 记录频率为 1

次Pmin.当输出电压降低到 35 mV 以下时, 更换燃

料,温度控制在 30 e ? 1 e .

115  测试和计算方法

电流通过 I= UPR 计算,功率通过 P= U
2PR 计

算.最大面积功率密度和最大体积功率密度分别通

过 PAn = PmaxPA 和 PV = PmaxPV 计算, 其中 P max为

MFC可获得的最大功率(通过测定极化曲线可得

到,单位为W) , A 为阴极的有效面积( m
2
) , V 为阳

极室的有效体积( L) .

库仑量 E 按照下面公式
[13]
计算:

E =
E
n

i= 1

Uiti

R
( 1)

式中, Ui 为 t i 时刻MFC输出电压, R 为外电阻.

为了进一步探讨 RE7菌株是否通过产生吩嗪
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和天青蛋白等电子介体来辅助自身的产能, 本研究

将填充型MFC的周期运行结束的阳极室排出液做

了不同比例的稀释, 然后添加葡萄糖使其最终 COD

浓度均为1 000 mgPL,高温灭菌后作为燃料依次测定

MFC的产能.

2  结果与分析

211  菌种的分离和鉴定结果

菌株RE7菌落淡黄色, 为革兰氏阴性细菌. 对

菌株RE7的 16S rRNA进行 PCR扩增并对扩增 DNA

测序, 结果显示该菌株的 16S rRNA 序列与菌株

Pseudomonas aeruginosa CMG 587的16S rRNA序列的

相似性为 99% , 故将该菌鉴定为假单胞菌属

( Pseudomonas sp. ) (图 1) .

由图 2 可见, 菌株 RE7 在 22 h 达到最大生

长量.

图 1  菌株RE7的 16S rDNAPCR产物琼脂糖凝胶电泳分析

Fig. 1  Agarose gel electrophoresis analysis of 16S rDNA PCR product of st rain RE7

图 2  菌株 RE7利用1 000 mgPL葡萄糖的生长曲线

Fig. 2  Growth curve of strain RE7 using glucose with

concentrat ion of 1 000 mgPL

  图 3为菌株 RE7纯培养及其在 MFC阳极附着

进行产能后的电极扫描电镜图.从中可明显看到, 将

呈杆状的菌株 RE7[见图3( a) ]接种到 MFC 反应器

的阳极室中进行为期 30 d的产能后, 菌株 RE7明显

附着在电极上且细胞间出现类似丝状的连接物质

[图3( b) ] ,其具体作用还有待进一步的研究.

212  产电特性

21211  循环伏安曲线
循环伏安法能够测定电解液中所含物质的氧化

还原特性.如图 4所示,厌氧培养条件下的菌株 RE7

的循环伏安曲线分别在- 200 mV 和+ 180 mV左右

均出现一个峰,其中+ 180 mV处出现的电流峰的高

度> - 220 mV的峰.

21212  菌株 RE7的MFC产电性能

以葡萄糖为基质,将菌株 RE7接种到阳极室启

动MFC,启动期电压为 20 mV.MFC在运行时间超过

80 h后, 外电路输出电压开始升高. MFC 达到稳定

产能后,以1 500 mgPL葡萄糖为燃料时, MFC的最大

输出电压达到 352 mV(见图 5) , 相应的最大功率密

度达到 6912 mWPm2
, 体积最大功率密度为 612

WPm
3
. 如图 5所示,每次更换新的基质后, MFC的输

出电压都迅速提升到一个高度, 保持稳定一段时间

( 6~ 10 h)后才再次上升到周期运行的最大值;而且

MFC运行的时间越长, 平台值与峰值之差越小. 这
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图 3  菌株 RE7纯培养及其在 MFC阳极附着的电镜扫描结果

Fig. 3  Transmission electron micrograph of strain RE7 and it. s on the anode surface in MFC reactors fed

with 1 000 mgPL glucose as the electron donor

图 4  厌氧条件下培养的菌株RE7的循环伏安曲线

Fig. 4  Cyclic voltammogram for strain RE7 under anaerobic condition

箭头表示燃料添加

图 5  纯菌株RE7构建的 MFC的连续产电特性

Fig. 5  Changes in voltage from the microbial fuel cells containing

Pseudomonas aeruginosa RE7w ith a 1 000 8 of resistor

可能是因为在菌株 RE7产电的过程中, 菌体自身代

谢产生的某种分泌物的积累能够有效增加电子的传

递速率,因此每个周期添加新基质后,产电曲线先出

现一个平台然后才达到峰值.

213  产电机制

由于阳极细菌代谢产物的组成复杂, 本实验采

取将阳极排出液逐级稀释的方法考察菌株 RE7的

代谢产物对 MFC 产能的影响. 实验结果表明, 更换

燃料后 MFC的输出电压均能立即达到最大值, 其

中,MFC的输出电压以无稀释的阳极液作为燃料时

最高,可达195 mV; 以新配基质和经 8倍稀释的阳

极液为燃料时最低,仅有约 150mV(图6) .MFC的周

期运行的时间随着稀释倍数的增加而增加(数据未

展示) .库仑量的计算结果表明,经 4倍稀释的阳极

液为燃料时 MFC 产生的电量最高, 为 2510 C; 而无

稀释的阳极液作为燃料时最低, 仅有 912 C(图 7) .

阳极溶液初始 COD均为 1000mgPL

图 6  灭菌后阳极排出液的投加量对MFC产电效果的影响

Fig. 6  Voltage generat ions as a function of time for f ive sequential

dilutions in MFC reactors w ith the same initial COD of 1000 mgPL
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阳极溶液初始 COD 均为 1 000 mgPL

图 7  不同阳极排出液的投加量(经灭菌)的 MFC

周期产电量和功率密度

Fig. 7  Electrical quantities and power densities for five sequent ial

dilut ions in MFC reactors with the same init ial COD of 1 000 mgPL

3  讨论

循环伏安曲线的测定结果表明, 假单胞菌属

RE7具备较强的氧化还原活性, 表现在氧化反应和

还原反应曲线都出现 1个较明显的峰值. 本研究中

菌株RE7的循环伏安曲线的形状与其他文献中报

道的诸如 S . putrifaciens IR-1
[14]
所得到的曲线相似.

MFC的连续周期产电曲线表明, 单一的菌株 RE7构

建的MFC能够利用葡萄糖进行稳定的产电, 其最大

      

功率密度可达 612 WPm3
. 从表 1可见, MFC 的产电

性能与产电细菌的种类有着紧密的关系, 同样利用

乳酸作为燃料, Shewanella putrefaciens 和 Shewanella

oneidensis产生的功率密度相差很大. 而同样利用

Pseudomonas aeruginosa 构建的 MFC, 本研究获得的

面积功率密度优于 Rabaey等
[ 5]
报道的结果, 但是体

积功率密度相当, 可见, 尽可能详尽地报道 MFC的

结构参数对于不同研究之间 MFC产电性能的比较

尤为重要.

菌株 RE7的产能机制实验结果表明,在MFC环

境下,菌株RE7的代谢产物的确可以起到电子介体

的作用, 基质中添加这类产物有助于 MFC输出电压

的提升. 假单胞菌属细菌在电极作为唯一电子受体

时可产生吩嗪类衍生物和天青蛋白, 这类物质不仅

可充当假单胞菌与电极之间的电子传递介质,而且

也可被阳极室的其他菌种利用进行电子的传递
[ 18]

,

这与本研究结果一致. 与 Pham 等
[18]
只利用提取到

的单一代谢产物进行研究不同, 本实验考虑了菌株

RE7的综合代谢产物的电子传递辅助作用, 实验结

果证实, MFC以 4倍稀释的阳极液为燃料时获得的

周期产电量最大, 可见, 电子介体的添加浓度与

MFC的产电效率不是呈简单的正相关, 可能代谢产

物中还有其他的作用参与其中, 具体的原因还有待

进一步探讨.

表 1  MFC利用不同燃料的产电性能比较

Table 1  Comparison of the MFC performance using different fuels between this study and typical lit eratures

菌种类型 燃料 阳极材料
电子介

体添加
UmaxPmV PAnPmW#m- 2 PVPW#m- 3 文献

Pseudomonas aeruginosa 葡萄糖 碳布 无 352 6912 612 本研究

Pseudomonas aeruginosa 葡萄糖 碳片 无 ) 1167 818 [ 5]

Geobacter sulfurreducens 乙酸 碳片 无 200 355 60 [ 15]

Rhodoferax ferrireducens 葡萄糖 碳布 无 620 17 117 [ 4]

Shewanel la putrefaciens 乳酸 碳布 无 40 01000 32 0108 [ 1]

Aeromonas hydrophila 酵母浸膏 ) 无 150 ) ) [ 9]

Desulf itobacterium hafniense 甲酸 ) 中性红PAQDS 300 400 56 [ 10]

Geobacter metallireducens 乙酸 碳纸 无 300 40 ) [ 16]

Geothrix f ermentans 丙酸 无 155 ) ) [ 3]

Shewanel la oneidensis 乳酸 石墨纤维 无 517 3 000 500 [ 17]

4  结论

( 1)分离出 1株产电细菌 ) ) ) 菌株 RE7.由菌株

长1 445 bp的 16S rRNA基因序列与 GenBank中已登

录的基因序列进行比对分析得知, 该菌株与

Pseudomonas aeruginosa strain CMG 587 有 99%同源

性,同时革兰氏检验呈阴性, 故菌株 RE7 最有可能

为假单胞菌属 ( Pseudomonas sp. ) .

( 2)循环伏安方法和 MFC产电性能实验均证实

了菌株 RE7的电化学活性. 利用菌株 RE7 构建的

MFC的最大输出电压为 352 mV,相应的最大面积功

率密度为 6912 mWPm2
, 体积最大功率密度为 612

WPm3
.
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