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摘 要：实验证明，希瓦氏菌新种（!"#$%&#’’% ()&)(%+%!3）在厌氧条件下可以利用多种有机酸盐和甲苯等环境有毒污

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（即醌呼吸）。电子在细胞膜呼吸链的传递过程

中，偶联能量的产生来支持菌体的生长，%..>45F 1G+H 可支持细胞增殖约 "$ 倍。电子供体的氧化和唯一电子受体

腐殖质还原之间存在着动态的偶联过程，随着电子供体量的增加腐殖质还原的量也随之增加。典型呼吸链抑制剂

诸如：抑制 6,9H 中心的 I=# J ，甲基萘醌类似物标桩菌素，抑制甲基萘醌氧化型向还原型转化的双香豆素和细胞色

素 K!2$ 的专一抑制物甲吡酮等对腐殖质的还原有着极为显著的抑制作用，为进一步证明希瓦氏菌（ !"#$%&#’’%
()&)(%）+%!3 可利用腐殖质进行厌氧呼吸提供了有力的佐证。而 +%!3 在进行腐殖质呼吸的同时，对于甲苯，苯胺等

环境有毒物质的有效降解则具有着重要的环境学意义。
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腐殖质物质（即醌类物质）在地球的生态环境中

大量存在，它们的形成主要是来自植物组织的分解，

是一种具有羰基结构的高分子量的芳香族有机化合

物，这种结构使其具有可以容易结合疏水和亲水的

物质的能力［%］。但是，过去普遍认为腐殖质极难被

微生物自然降解，尤其在污染物存在的环境中不能

参与微生物的代谢过程［#］。F>M4,N 最先提出腐殖质

呼吸的概念，他们以 *#+,%(-#. /#-%’’).#01(#&2 为研究

对象，发现该菌能够以腐殖质模式物 1G+H（7@OE079
P=;@>@,9#，"9Q;A=4R>@7O,）为唯一电子受体氧化多种有

机物或氢并支持菌体的生长。研究表明，在腐殖质

呼吸中，主要是一些醌类物质（P=;@>@, .>;,O;,A）起到

电子受体的作用，因此腐殖质呼吸又叫做醌呼吸

（P=;@>@, 0,A?;07O;>@）［#］。

腐殖质还原细菌不仅能以腐殖质作为氧化还原

中间体，而且有能力将其作为唯一电子受体对环境

中的多种有机物进行氧化，并接受来自菌体细胞膜

上电 子 传 递 链 的 电 子 从 中 获 得 生 长 所 需 的 能

量［#，(，!］。在此过程中，腐殖质自身还原成羟醌。因

此，此类微生物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。

中国希瓦氏菌（!"#$%&#’’% ()&)(%）+%!3 是本实验

室从处理印染废水的活性污泥中分离到的一株希瓦

氏菌新菌种［2］，该菌具有广谱的染料脱色、6,( J 还

原、硝酸盐还原、硫代硫酸钠还原等多种功能［2］。本

文将报道利用中国希瓦氏菌 +%!3 进行的有关厌氧

腐殖质呼吸的研究结果。+%!3 菌株能利用腐殖质

物质作为末端电子受体进行厌氧呼吸，为菌体生长

提供所需的能量。更重要的是 +%!3 可以利用甲苯、

苯胺等重要的环境有毒污染物作为电子供体进行厌

氧呼吸，同时将其氧化降解。这对于深入理解细菌

利用腐殖质作为电子受体在厌氧环境中对有毒物质

的生物降解和转化具有重要的环境学意义。

" 材料和方法

"%" 材料

"%"%" 菌 株：实 验 所 用 菌 株 中 国 希 瓦 氏 菌

（!"#$%&#’’% ()&)(%）+%!3，是本实验室分离的希瓦氏

菌新菌种。该菌株已保藏于中国典型培养物保藏中

心（保藏号为 II3II S #$($&(）和日本东京大学应

用微生物研究所（保藏号为 T1S %2$&!3），并已申请

了国家发明专利（专利申请号 #$$9(%$%%#("%C’）［2］。



!"!"# 培养基：（!）"#$ 培养基：每升含 %&’"()*·

+"’)（ !,-./）， 0"’()* · +"’)（ 1,23/）， %"*45
（1,63/），$/7)*（1,!’/），酵母抽提物（1,’/），少量维

生素和微量无机盐［3］。（’）还原实验中在 "#$ 培

养基中添加一定量的 "’、甲酸纳、乳酸钠、丙酮酸

钠、甲苯或苯胺做为电子供体，加入腐殖质作为末端

电子受体。

!"!"$ 主要试剂：实验所用腐殖质采用腐殖质构成

单元的模式物 897（&:;<=&>?@:A:BC’CD?5EA:&;B）、89F7
（&:;<=&>?@:A:BC’，3CG@D?5EA:&;B）为分析纯，购自 7@/H&

公司。还原态 897（8"’97）最大吸收峰为 .62:H，

还原态 89F7（8"’9F7）最大吸收峰为 *-1:H。

实验所用细菌呼吸链抑制剂均为分析纯，其中

甲吡酮（$B;I=&JA:B ）、标桩菌素（7;@/H&C;B55@:）、双香

豆素（F@K?H&=A5 ）购自 7@/H& 公司。4?45’ 购自广东

环凯微生物科技公司。

!"# 菌株 %!&’ 的厌氧培养

将高纯氮气和二氧化碳混合气（%’ L 4)’ M * L !）

通过一个装有细菌过滤器的塑胶管充入到装有培养

液的培养瓶中（充气时间!!-H@:），充气完毕用另一

套过滤装置在瓶口剩余的空间充满高纯氮气，并快

速用丁基合成的橡胶塞将其密封放置在 N?/OAP 厌

氧工作站（Q?DR@:H）..S静置培养。

!"$ %!&’ 腐殖质还原的测定

在 "#$ 培养基中培养过夜的菌液于 3111=TH@:
离心收集菌体，用 1,1+HA5TU 的磷酸缓冲液（J" 2,1）

洗涤菌体 ’ 次，然后重悬于上述缓冲液中制成菌悬

液。以 1,+V（WTW）接种量接种于 "#$ 培养基中，

添加腐殖质浓度为 !HHA5TU。分别以不接种和不加

甲酸钠的培养基为对照，在相同的时间间隔测定其

还原态的腐殖质的转化量，以最大吸收峰时的吸光

度值反映，计录其变化。

!"& 腐殖质呼吸生长量的测定

在 "#$ 培养基中接种 F!*X 菌，加入不同电子

供体，以腐殖质模式物 897 或 89F7 作为唯一的电

子受体，按上述厌氧培养方法在厌氧培养箱中 ..S
培养。每隔一定的时间取样，用梯度稀释平板计数

法计数培养瓶中菌体的浓度（KE?THU）。

!"( 电子供体氧化与电子受体腐殖质还原的偶联

在 "#$ 培养基中接种 F!*X 菌，以甲酸钠为典

型电子供体，以腐殖质为唯一电子受体。将甲酸钠

按照一定的浓度梯度添加入 !! 个试剂瓶中，添加腐

殖质浓度均为 !HHA5TU，将试剂瓶在厌氧培养箱中

..S培养。分别于 1< 和 31< 后测定还原态腐殖质

的转化量，以最大吸收峰时的吸光度值来反映，记录

其变化。

!") 细菌呼吸链抑制剂对 %!&’ 腐殖质呼吸的影响

选用 * 种典型的电子呼吸链抑制剂，分别为标

桩菌素、双香豆素、4?’ Y 和甲吡酮。按所需浓度加入

到试剂瓶中，菌体接种培养同 !,.，培养基为 "#$
培养基，添加腐殖质浓度为 !HHA5TU。分别以不加

和加一定量呼吸链抑制剂为处理，按上述厌氧培养

方法在厌氧培养箱中 ..S培养。在相同的时间间

隔测其还原态的腐殖质的转化量，以其最大吸收峰

的吸光度值来反映，记录其变化。

!"* 环境有毒物质为电子供体时腐殖质对偶氮还

原的影响

将不同的浓度梯度的腐殖质物质加入到含一定

浓度偶氮化合物的 "#$ 培养基中，加入甲苯或者苯

胺为电子供体作厌氧培养。分别在相同的时间间隔

点取样，测偶氮染料在最大吸收峰时的吸光度值，进

而分析不同浓度腐殖质对 F!*X 偶氮还原的影响。

# 结果和讨论

#"! 菌株 %!&’ 的腐殖质还原

腐殖质（例如：89F7、897、894、(9、U9 等）之所

以具有接受电子并转移电子的能力，是因为其主要

组成成分为醌类物质。其作用机制是通过氧化态的

羰基结构与还原态的羟醌形式循环转化来完成。本

实验以腐殖质构成单元的模式物 897、89F7 进行研

究。将 F!*X 菌（接种量为 1,+V，WTW）分别接种于

起始浓度为 !HHA5TU 的 89F7 和 897 的 "#$ 培养

基中，电子供体分别为甲酸钠和甲苯，将其在厌氧工

作站中静置培养，观察 F!*X 对 89F7 和 897 的还

原。结果发现，甲酸钠作为电子供体时，在反应开始

的 !1< 内，F!*X 将 89F7 迅速还原，还原态的 89F7
在其最大吸收峰 *-1:H 处的吸光值达到 ’,’ 左右，

在后续的 *1< 内基本保持在 ’ Z ’,- 的范围内变化。

而 897 在直到 !1< 后才开始被 F!*X 还原，在 -1< 达

到最高值。这可能是因为 89F7 与 897 的化学结构

不同从而表现出 F!*X 菌对其不同的适应性。甲苯

作为 电 子 供 体 时，F!*X 在 反 应 开 始 的 !1< 内 对

89F7 和 897 都没有明显的还原现象，在后续的时

间中表现出了对腐殖质的快速还原（图 !）。同时，

不加菌体的对照都没有产生还原态的 8"’9F7 和

8"’97，不加电子供体甲酸钠的对照组有微量的还

原态的 8"’9F7 和 8"’97 形成。其原因可能是因

*+6 #[ \<@CK<B:/ !" #$ ] T%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（’113）*3（3）



为培养基中含有微量的酵母抽提物，从而为菌体的

生长提供所需的还原力，但远低于以甲酸钠为电子

供体的实验组值。以上结果可以证明，是 !"#$ 菌的

生理活动将 %&!’ 和 %&’ 等腐殖质还原，形成相应

还原态的羟醌 %()&!’ 和 %()&’。还原态的羟醌

%()&!’ 和 %()&’ 暴露在空气中后，橙色很快消失。

这说明还原态羟醌极易被氧气氧化，重新转化为

%&!’ 和 %&’ 的氧化态形式（数据未列出）。

图 ! "!#$ 对腐殖质物质 %&"’ 和 %&’ 的还原

*+,-" ./0123+45 46 %&!’ 750 %&’ 89 ! - "#$#"% !"#$ - %：%&!’ :/0123+45 ;+3< 64:=73/ 7> /?/23:45 0454:；@：%&’ :/0123+45 ;+3<

64:=73/ 7> /?/23:45 0454:；A：%&!’ :/0123+45 ;+3< 34?1/5/ 7> /?/23:45 0454:；!：%&’ :/0123+45 ;+3< 34?1/5/ 7> /?/23:45 0454: -

()( 以腐殖质为唯一电子受体时菌株 "!#$ 的生长

目前，在有机物含量丰富的沉积物、土壤以及废

水处理厂的活性污泥中发现了多种细菌具有腐殖质

呼吸 的 能 力，主 要 包 括 */（!）还 原 菌（ 例 如：

&’()%"*’+ >BB-）［)，#，C］，硝酸还原菌（例如：!,’-%$’..%
/0*+’1%"#’$2 ）［#］，硫 还 原 菌（ 例 如：3’20.10+(4($%2
>BB-）［D］，发 酵 细 菌 （ 例 如： 5+(/#($#)%"*’+#04
1+’06’$+’#",##）［E］，嗜热产甲烷古细 菌（ 7’*,%$("(""02
*,’+4(.#*,(*+(/,#"02）［F］。为了研究 !"#$ 菌能否利用

腐殖质进行呼吸，把 !"#$ 菌培养在只有 %&!’ 或

%&’ 为唯一电子受体的 (GH 培养基中，加入不同的

电子供体在 DDI厌氧培养箱中培养。每隔 J< 取

样，进行梯度稀释平板计数 !"#$ 菌体量的变化，本

实验以有机酸盐甲酸钠作为模式电子供体进行实验

（图 )）。结果显示，前 "K< 没有表现出明显的生长，

这可能是因为菌体对整个反应体系适应的过程。在

后续的时间中，!"#$ 菌快速的生长，细胞数在 DJ<
达到 JL)EE M "KC 261N=O，约增殖 PK 倍。而未加电子

供体甲酸钠或未加电子受体醌类物质的两个对照都

没有明显的生长表现。以上结果表明，在厌氧条件

下 !"#$ 菌具有腐殖质呼吸的能力，可利用 %&!’ 为

唯一电子受体偶联有机电子供体的氧化获得能量，

支持生长。同时，本实验还分别以 ()、乳酸钠、丙酮

酸钠、甲苯和苯胺作为电子供体进行实验，结果同样

证明这几种物质可以支持 !"#$ 进行厌氧腐殖质呼

吸（数据未列出）。

图 ( 以甲酸钠作为电子供体，%&"’ 作为唯一电子受体

的 "!#$ 的生长

*+,-) Q:4;3< 46 !"#$;+3< %&!’ 7> >4?/ /?/23:45 722/B34: -

()* 电子供体氧化与电子受体腐殖质还原的偶联

随着电子供体甲酸钠量的变化，观察其氧化与

唯一电子受体 %&!’ 还原量的变化的偶联关系（图

D）。结果显示随着甲酸钠浓度的增加，%&!’ 被还

原的量也随着增加。按理论计算 "=4?NO %&!’ 还原

需要 )=4?NO 的甲酸钠来提供电子。所以甲酸钠在

JCF许志诚等：中国希瓦氏菌 !"#$ 的厌氧腐殖质呼吸 - N微生物学报（)KKP）#P（P）



! " #$$%&’(之间变化时还原态 )*+, 量的变化与其

浓度呈正相关的关系，而甲酸钠在 # " -$$%&’( 之间

变化时，)*+, 还原的量与其浓度的对应关系明显

减弱，渐现平缓。实验结果证明，电子供体甲酸钠的

氧化与 )*+, 的还原之间存在明显的偶联关系，并

且呈现正相关的关系。

图 ! 甲酸钠氧化与腐殖质还原的偶联

./01- 23/4/567/%8 %9 9%:$67; <%=>&;4 :;4=<7/%8 %9 ?=$=@1

图 " 电子传递链典型抑制剂对腐殖质呼吸的抑制

./01A B%4;& /8?/C/7%:@ %9 ;&;<7:%8 7:68@9;: <?6/8 /8?/C/7/80 ?=$=@ :;@>/:67/%81

)：,7/0$67;&&/8；D：+/<=$6:%&；E：E=# F ；+：B;7G:6>%8;1

#$" 细菌呼吸抑制剂对 %&"’ 腐殖质呼吸的影响

观察不同的呼吸链抑制剂对腐殖质呼吸的抑制

时间过程（图 A）。结果证明 A 种呼吸链抑制剂都对

腐殖质的还原产生了显著抑制作用：标桩菌素在

H!!$%&’( 就明显对腐殖质还原产生抑制作用；双香

豆素则在 I!!$%&’( 的浓度对腐殖质还原产生了一

定的抑制作用，在 #!!!$%&’( 时对腐殖质还原产生

彻底 抑 制 作 用；E=# F 的 抑 制 效 果 更 为 明 显，在

HA!$%&’( 时产生明显的抑制现象。同样，I!!$%&’(
的甲吡酮很明显的抑制了腐殖质的还原。

在厌氧呼吸链的结构中，存在着泛醌或者甲基

萘醌物质，它们在电子传递链中起着传递电子的作

用。标桩菌素的抑制作用是因为其结构与这些醌类

物质极为相似，这样产生了竞争抑制，阻止了该醌类

物质与电子传递链中细胞色素 C 的结合，也就阻止

了细胞色素 C 接受来自电子传递链的电子，从而对

电子传递产生抑制作用［H!］。而双香豆素则是对厌

氧呼吸链中的重要组成成分甲基萘醌的氧化态与还

原态的重复转化产生了抑制作用，从而阻止了甲基

萘醌对电子的传递。E=# F 则是与呼吸链始端脱氢酶

的 .;J, 蛋白的活性中心相结合，破坏了蛋白的活性

中心，从而使该蛋白失去氧化电子供体的能力［HH］。

甲吡酮是对电子传递链中的主要组成成分细胞色素

KAI! 酶产生抑制作用，其原理是因为与该酶的活性

中心特异性的结合，使其活性中心的晶体结构发生

了改 变，从 而 使 KAI! 酶 失 去 了 对 电 子 传 递 的 能

力［H#］。本实验更进一步的证明中国希瓦氏菌 +HAL

的腐殖质还原是与电子传递链密切相关的过程。

#$( 以环境有毒物质为电子供体的腐殖质对 %&"’

偶氮还原的影响

以甲苯为电子供体，苋菜红为模式偶氮染料，观

察不同浓度 )*+, 对其还原的影响。每 M? 从 )*+,
不同梯度的处理取样测定在苋菜红最大吸收峰的

!" 值（图 IJ)）。变化曲线可以明确的表现出 )*+,
对偶氮化合物苋菜红的还原影响。)*+, - 个浓度

梯度均能够显著的促进偶氮染料苋菜红的还原脱

色。其原理是 )*+, 在偶氮还原过程中作为氧化还

NOP QR S?/J<?;80 #$ %& 1 ’’($% )*(+,-*,&,.*(% /*0*(%（#!!N）AN（N）



原中间体接受来自甲苯提供的电子，自身被还原，生

成羟醌。还原态的 !"#$ 再将电子传递给偶氮染料

断开双键，还原脱色。随着 !"#$ 氧化态与还原态

形式的循环转换对偶氮还原效率起到明显的促进效

应。同时，甲苯失去电子被氧化降解为 %&’
［(］。并

且，苯胺已证实与甲酸钠一样也可以作为电子供体

支持 #)*+ 的厌氧腐殖质呼吸（数据未显示），其作为

电子供体的 !"#$ 对偶氮还原的影响同样体现出与

甲苯相似的结果，但时间延长了 ,-. 左右（图 -/0），

我们认为这是由于菌株对不同电子供体的特异性所

致。我们推测将会有更多其它环境有毒物质可以作

为电子供体支持 #)*+ 的厌氧腐殖质呼吸，这需要进

一步实验证明。

图 ! 以甲苯或苯胺为电子供体的 "#$% 对苋菜红还原

的影响

1234- 566789 :6 !"#$ :; <=<><;9. >7?@892:; A29. 9:B@7;7 :> <;2B2;7 <C

9.7 7B789>:; ?:;:> 4 !：+:B@7;7 <C 9.7 7B789>:; ?:;:>；0：!;2B2;7 <C 9.7

7B789>:; ?:;:> 4

& 结论

上述试验结果证明：中国希瓦氏菌 #)*+ 可以在

厌氧的条件下以腐殖质作为唯一的电子受体，其接

受来自菌体细胞膜上电子传递链的电子被还原。同

时，在电子传递的过程中，菌体细胞膜内外形成质子

浓度电势梯度，偶联能量的产生，从而支持菌体的生

长；同时，电子供体甲酸钠的氧化与唯一电子受体腐

殖质还原量的变化之间存在着正向的偶联关系；典

型的呼吸链抑制剂实验更进一步证明腐殖质的还原

是与电子传递链密切相关的一个过程。因此，我们

认为中国希瓦氏菌 #)*+ 可以将腐殖质作为唯一电

子受体进行厌氧呼吸。不仅如此，#)*+ 还可以利用

环境中有毒物质的电子（例如：甲苯、苯胺等），使其

加速氧化降解，同时，腐殖质自身得到还原。

中国希瓦氏菌 #)*+ 不仅具有着显著的偶氮还

原能力［-］，而且具有明显的腐殖质还原能力，进行厌

氧腐殖质呼吸。可以将腐殖质作为氧化还原中间体

加速偶氮染料的还原降解［),］。更重要的是它可以

利用环境的重要污染物芳香族化合物作为电子供体

加速其降解。据此开发污染物生态环境的生物修复

技术 和 城 市 废 水 处 理 技 术 的 具 有 着 重 要 的 应 用

前景。
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