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中国希瓦氏菌 !"#$ 的 %&（!）还原特性及其影响因素

许玫英 林培真 孔祥义 钟小燕 孙国萍"

（广东省微生物研究所 广东省菌种保藏与应用重点实验室 广州 "1%%3%）

摘 要：报道了中国希瓦氏菌 G1!4 的 6.（!）还原特性，研究了溶氧浓度、光照强度、温度、=H 等条件对菌株 6.（!）

还原的影响。结果发现，随着培养基中 6.（!）浓度的提高，菌株 G1!4 的 6.（!）还原速率相应降低；氧气和光照对

6.（!）还原有一定的抑制作用；菌株还原 6.（!）的最适反应温度为 #3I；在反应起始 =H&J% D 1%J% 的条件下菌株

可进行 6.（!）还原。对不同形态 6.（!）还原特性的研究结果表明，6.（!）的溶解度越高越有利于还原反应的进

行。采用 KGK 和 LMN 这两种蛋白变性剂对 6.（!）还原蛋白进行初步定位的结果表明，参与 6.（!）还原的蛋白主

要位于细胞可溶性外周蛋白。在同时含有偶氮染料和 6.（!）的条件下，菌株 G1!4 的偶氮染料脱色率和 6.（!）还

原率均有所提高。
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早在 1C 世纪，人们就发现微生物具有酶促催化 6.（!）

还原的能力［1］。近年来，越来越多的地球化学证据表明 6.
（!）有可能是地球上微生物代谢的第一个外部电子受体，6.
（!）还原可能是早期地球生命活动的重要呼吸途径［$ P !］。

大量的研究表明，6.（!）还原细菌能以 6. 为唯一电子受体

对环境中的多种有机物进行氧化，并从中获得生长所需的能

量，在有机污染环境的生物治理和生物修复中起着关键的作

用，是一类重要的环境微生物。然而相对于甲酸、硝酸、硫酸

等物质作为厌氧呼吸电子受体而言，目前国内对于微生物 6.
（!）还原特性的研究报道仍然很少。希瓦氏菌能以多种物

质作为唯一未端电子受体，完成形式多样的呼吸过程，是一

群重要的 6.（!）还原细菌。本实验室从印染废水处理系统

的活性污泥中分离到一株希瓦氏菌 G1!，经鉴定该菌株属于

希瓦氏菌的一个新种，命名为中国希瓦氏菌 G1!4。该菌不仅

具有广谱的染料脱色、硝酸盐还原、硫代硫酸钠还原等多种

功能，同时还具有与大部分希瓦氏菌相同的 6.（!）还原能

力［"］。目前有关厌氧 6.（!）还原与偶氮染料脱色降解之间

的关系尚未见报道。本文将重点报道中国希瓦氏菌 G1!4 的

6.（!）还原特性及其与偶氮染料脱色降解之间的关系，为更

好地利用这一类微生物进行染料污染的生物治理提供理论

基础。

" 材料和方法

"’" 材料

"’"’" 菌种来源：从广州某印染厂废水处理系统的活性污

泥中分离纯化的中国希瓦氏菌 G1!4，其分离鉴定见文献［"］。

"’"’( 6.（!）还原培养基：在乳酸钠培养基（乳酸钠 $<，酵

母抽提物 $<，/7$HNL!·3H$L 1$J0<，QH$NL! #<，/7R) %J"<，

/H!R) 1J%<，补水到 1%%%:S）中添加一定量的 6.（!）。

"’"’) 主要试剂和仪器：十二烷基硫酸钠（KGK），超纯级，购

于 TURF.:；LMN（ (B@E)5"5G5M),B(=EV7-(>;A.），超 纯 级，购 于

2TW9KRL。GX &!% 紫外分光光度计（美国 U9RQT2/ 公司）；

U,<Y(8 厌氧操作工作站（W,>Z;--）；[MN5!%% 隔水式电热恒温

培养箱（重庆万达仪器有限公司）。

"’( 不同条件下 %&（!）还原率的测定

将在 SU 培养液中培养过夜的菌液于 &%%%V\:;- 离心收

集菌体，用 1\1":()\S 的磷酸盐缓冲液（=H0J%）洗菌体 $ 次，重

悬于上述缓冲液中制成菌悬液，以 1%]的接种量接种于 6.
（!）还原培养基中，分别于不同起始 6.（!）浓度、不同溶氧

浓度、不同培养温度、不同起始 =H 和不同光照强度条件下静

置培养，采用邻菲#啉分光光度法定期测定培养基中 6.（#）

的浓度［&］，以不接种的培养基为阴性对照，所测得 6.（#）的

浓度与培养基中原 6.（#）浓度之差，除以培养基中总铁浓度

的百分比，即得 6.（!）还原率。

"’) 不同形态 %&（!）的还原率

分别以 6.R)#，6.#L$，6.（LH）# 和柠檬酸铁这四种溶解

度不同的 6.（!）配制 6.（!）还原培养基，使培养基中的起

始 6.（!）浓度均为 1::()\S，以不接种的培养基为阴性对照，

比较这 ! 种 6.（!）的还原率。

"’# 蛋白变性剂 *!* 和 +,-（./01234/"/!/546107389.0:;<&）

对菌株 %&（!）还原的影响

用 1]、$]和 #]的蛋白变性剂 KGK 和 LMN 分别处理菌



体 !"#$，以 %&’的接种量接种至 ()（!）还原培养基中，*&+
静置培养，以未处理的菌体为阳性对照，不接种的培养基为

阴性对照，比较 ()（!）的还原率。

!"# 细菌 $%（!）还原与偶氮染料脱色降解之间的关系

将菌液接种于同时含酸性大红 ,- 和 ()./* 的培养基

（012 (）中，以只含酸性大红 ,- 的染料培养基（01）和只含

()./* 的 ()（!）还原培养基（0(）为对照，分别比较不同培养

基条件下细菌的偶氮染料还原率和 ()（!）还原率。

& 结果和讨论

&"! 菌株 ’!() 对 $%（!）的利用

在 起 始 ()./* 浓 度 为 &3&4，&3*5，&354，*356，534*，

%4375""8/9: 的 ()（!）还原培养基中，比较菌株 1%4; 的 ()
（!）还 原 速 率。结 果 发 现，随 着 培 养 基 中 ()./* 浓 度 由

&3&4""8/9: 升高至 %4375""8/9:，菌株 1%4; 的 ()（!）还原速

率总 体 呈 下 降 的 趋 势。 而 当 培 养 基 中 ()./* 浓 度 由

&3&4""8/9: 升高至 534*""8/9: 时，反应 %*<= 后，培养基中 ()
（"）的 浓 度 从 &3&*""8/9: 升 高 至 %3<>""8/9:，继 续 提 高

()./* 浓 度 至 %4375""8/9:，培 养 基 中 ()6 2 的 浓 度 也 仅 为

%34&""8/9:（图版?!?@）。这可能是由于随着 ()./* 浓度的升

高，培养基中电子受体 ()（!）与电子供体乳酸钠的比例相应

提高，使细菌的 ()（!）还 原 能 力 相 应 降 低。这 一 结 论 与

(A)BA#CDE8$ 等人的研究结论相一致［5］。

&"& 溶氧浓度对 $%（!）还原的影响

将菌液接种到起始溶氧浓度为 %3&"F9: 的培养基中，分

别在常规恒温培养箱和厌氧操作工作站中静置培养细菌，比

较菌株 1%4; 在兼性厌氧和绝对厌氧这两种条件下的的 ()
（!）还原速率。结果发现，在开始反应的前 4 个小时内，两

种条件下的 ()（!）还原速率基本一致，随着反应的继续进

行，厌氧条件下的 ()（!）还原率始终保持比兼性厌氧条件下

高 ! G %*’。而此时厌氧条件下的溶氧浓度为 &，兼性厌氧条

件下的溶氧浓度仍为 &37"F9:。出现以上结果的原因，可能

是由于反应一开始时，培养基中仍含有一定浓度的溶解氧。

随着反应的进行，厌氧条件下，培养基中的溶氧逐渐被消耗，

最终达到完全厌氧的状态，而兼性厌氧条件下，培养基中则

始终保持一定浓度梯度的溶解氧。由此可见，菌株 1%4; 是

在厌氧呼吸的条件下以 ()（!）为电子受体，环境中的氧浓度

将抑制细菌对 ()（!）的还原。

&"* 光照强度对 $%（!）还原的影响

在自然光照和黑暗条件下进行 ()（!）还原反应，比较菌

株 1%4; 在不同光照强度下的 ()（!）还原速率。结果发现，

在开始反应的前 6=，菌株 1%4; 在黑暗和光照条件下几乎具

有相同的 ()（!）还原速率，随着反应的进行，黑暗条件下的

()（!）还原逐渐显示出优势。反应 %6= 时，黑暗条件下的 ()
（!）还原率达到 <!3%’，而光照条件下的仅为 !*34%’。反

应 %7= 时，黑暗条件下的 ()（!）还原率仍然保持比光照条件

下的快 %%’左右。由此可见，光照对菌株 1%4; 的 ()（!）还

原具有一定的抑制作用，但自然光照条件下菌株仍具有一定

的 ()（!）还原能力。

&"( 温度对 $%（!）还原的影响

在不同培养温度条件下比较菌株 1%4; 的 ()（!）还原

率。结果发现，当温度由 4+升至 *5+时，()（!）还原速率基

本上呈上升趋势。反应 7= 时，4+条件下的 ()（!）还原率为

**3!*’，*&+ 和 *5+ 条 件 下 的 ()（!）还 原 率 均 已 超 过

!%3!’。当反应进行到 *&= 时，4+条件下的 ()（!）还原率达

到 *>3&5’，此时 *&+和 *5+条件下的 ()（!）还原率已分别

达到 543<!’和 7&34%’。将反应温度升高到 4&+，菌株无法

对 ()（!）进行还原。由此可见，菌株可在 4 G *5+的条件下

对 ()（!）进行还原，在 *5+时具有最高的 ()（!）还原率。

&"# +, 对 $%（!）还原的影响

在起始 HI!3& J %&3& 的条件下比较菌株 1%4; 的 ()（!）

还原率及其反应过程中 HI 的变化。结果发现，HI73& 时，菌

株 1%4; 具有最快的起始 ()（!）还原率，随着反应的进行，()
（!）还原率出现下降的趋势，继续反应 <= 后，菌株重新恢复

高的 ()（!）还原率，反应 %&= 后达到最高的 ()（!）还原率。

在 HI53& 的条件下，反应 6 G 4= 获得最大的 ()（!）还原率，

经过 6= 的稳定期后，菌株的 ()（!）还原率再次提高，继续反

应 6= 后，还原率再次出现下降。反应起始 HI<3& 的条件下，

菌株经过 6= 的迟滞期后，()（!）的还原率不断提高，并始终

保持稳定的上升趋势直至达到最大的 ()（!）还原率。HI>3&
时，反 应 6= 后 的 ()（!）还 原 率 为 >’，反 应 <= 后 达 到

6<3&<’，反应 6*= 后达到 HI<3& G 73& 条件下相当的最大 ()
（!）还原率（<%3!’）。在 HI%&3& 的条件下，菌株始终保持相

对较低的 ()（!）还原率，反应 66= 后的还原率仅为 6<36*’。

在 HI!3& 的条件下，菌株 1%4; 对 ()（!）几乎不具有还原作

用。对反应过程中培养基的 HI 变化情况进行监测，结果发

现，随着反应的进行，培养基的 HI 在不同程度上得到调节，

并逐渐趋向中性。在培养基 HI 小于 <3& 和大于 %&3& 的条件

下，菌株无法还原 ()（!），随着反应的进行，培养基的 HI 逐

渐被调节到 <3& G %&3& 之间，菌株就可以表现出不同程度的

()（!）还原。由此可见，菌株 1%4; 可在 HI<3& 到 %&3& 的范

围内对 ()（!）进行还原，且反应过程中，培养基的 HI 会由细

菌的生长代谢做出自动调节，逐渐趋向中性。

&"- 菌株 ’!() 对不同形态 $%（!）的还原率

比较菌株 1%4; 对 ()./*，()*K6，()（KI）* 和柠檬酸铁这

4 种溶解度各不相同的 ()（!）的还原时发现，菌株 1%4; 对柠

檬酸铁这种易溶性 ()（!）的还原率最高，而对溶解性较差的

()*K6 和 ()（KI）* 还原率相当低。反应 6= 时，菌株 1%4; 对

柠檬酸铁的还原率为 <63>!’，对 ()./* 的还原率为 4>3>*’，

而对 ()*K6 和 ()（KI）* 的还原率则分别为 %346’和 %3<4’。

反应 %7= 后，菌 株 1%4; 对 柠 檬 酸 铁 的 最 高 还 原 率 达 到

4<4 微 生 物 学 报 4! 卷



!"#$$%，对 &’()* 的最高还原率为 $+#",%，而对 &’*-. 和 &’

（-/）* 的最高 还 原 率 则 分 别 仅 为 *#"0% 和 .#00%。这 与

1234256 和曲东等研究环境中不同铁氧化物的还原状况所得

的结论相一致［!，7］。

!"# 蛋白变性剂 $%$ 和 &’( 对 )*（!）还原的影响

898 是一种带电荷的离子型水溶性蛋白变性剂，而 -1:
是一种不带电荷的非离子型膜蛋白变性剂，它们对膜脂和膜

蛋白的影响是不一样的。898 主要扰动可溶性外周蛋白，对

内在膜蛋白的影响较小；而 -1: 则主要使内在膜蛋白受到扰

动，对可溶性外周蛋白的影响较小［+"］。

由图版;!;< 可见，经 + = *%的 898 作用后，菌株几乎丧

失了 &’（!）还原的能力。相比较而言，经 +%的 -1: 作用

后，菌株 9+,> 的 &’（!）还原率稍慢于对照组，继续提高 -1:
的浓度至 .%时，菌株的 &’（!）还原率进一步减慢，当 -1:
浓度提高至 *%时，才抑制了几乎全部的 &’（!）还原能力。

由此可见，898 对菌株 9+,> 的 &’（!）还原的影响作用远远

大于 -1:，推测菌株 9+,> 负责 &’（!）还原的蛋白主要集中

在可 溶 性 外 周 蛋 白。<’)?2’@ 和 AB’53 等 也 发 现 !"#$%&#’’%
(&#)*#&+)+ &’（!）还原的功能蛋白主要集中在细胞外膜［++，+.］。

!"+ 菌株 %,-. )*（!）还原与偶氮染料脱色降解作用之间

的关系

将菌株 9+,> 接种于同时含 "#"0$CCD)EF 酸性大红 1G 和

"#0,CCD)EF &’()* 的液体培养基（A9H &）中，以单独含酸性大

红 1G（A9）和单独含 &’()*（A&）的培养基为对照，比较菌株

9+,> 在上述不同培养基中的染料脱色率和 &’（!）还原率。

由图版;!;( 可见，在反应起始的 +#IJ，菌株 9+,> 在 A9H & 中

的脱色速率比在 A9 中的低。"#IJ 时，菌株在 A9 中的脱色

率已 达 到 $+#*7%，而 此 时 在 A9H & 中 的 脱 色 率 则 仅 有

,+#07%。继 续 反 应 到 +#IJ，在 A9 中 的 脱 色 率 已 达 到

7.#I.%，在 A9H &中的脱色率为 !!#7+%。但反应 .#IJ 后，在

A9H &中的脱色率与 A9 基本相同。继续反应到 *J，在 A9 中

的脱色率达到 7*#",%，此时，在 A9H &中的脱色率为 7,#".%。

由此可见，在反应起始阶段 &’（!）对染料的脱色有一定的抑

制作用，但菌株很快以高的脱色率完成脱色反应，并不受低

的起始脱色率的影响。这一结论与菌株 9+,> 在固体培养基

上观察到的脱色圈形成效果（图版;!;9）相一致。当菌株

9+,> 涂 布 于 同 时 含 酸 性 大 红 1G（"#0$CCD)EF）和 &’()*
（+#!ICCD)EF）的固体培养基上，以及单独含 "#0$CCD)EF 酸性

大红 1G 的培养基上，培养 *6 后发现含有 &’()* 的培养基上

的脱色圈比不含 &’()* 的明显。由此推测，在反应的起始阶

段（.#IJ 内），&’（!）与偶氮键还原竞争电子，因此对偶氮染

料表现出一定的抑制作用，但随着 &’（!）的还原，所产生的

&’（"）对染料脱色具有一定的促进作用。

在染料完全脱色后，开始测定培养基中的 &’（!）还原

率。结果发现（图版;!;K），刚完成脱色反应时，A9H & 和 A&

两种培养基中的 &’（!）还原率基本相同，但随着反应的进

行，A9H &中的 &’（!）还原率逐渐高于 A&，并基本上保持这一

趋势对 &’（!）进行还原。由此可见，染料降解产物的存在对

菌株 &’（!）还原具有一定的促进作用。这可能是由于染料

脱色后的产物可作为 &’（!）还原时的电子供体，培养基中可

利用的电子供体量的增加促进了 &’（!）的还原。

有关菌株 9+,> 的 &’（!）还原与偶氮染料脱色过程相互

促进的机理需在酶水平、电子传递链层次进行进一步研究。
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