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$-!($!%0"!(>($!8(?$-%!!#+$-&’!/&$!.$0+"(,0$-&)$@+#$!%0+A6$-!#&.#!.$%+$0&.&*BCDE&.">’!#%!+(!’+"0$$"!<
F-!%!()"$(&*$-0(($)’>0.’0#+$!$-+$/-&$&!"!#$%&.(,0$-’0**!%!.$!.!%70!(*%&8(!80#&.’)#$0.780.!%+"(0.*")G
!.#!$-!8!$+@&"0(8+.’’!.0$%0*0#+$0&.#+/+@0"0$>&*-!$!%&$%&/-0#80#%&@!H!"#$%&$’()"
!"#$%&’()(!80#&.’)#$0.780.!%+"(I!"#$%&$’()I’!.0$%0*0#+$0&.I/-&$&!"!#$%&.

天然土壤中普遍含有铁、锰氧化物半导体矿物，

如赤铁矿（J!KCE）、针铁矿（J!CCL）、软锰矿（M.CK）
等（鲁安怀，K22E），其导带电势多集中在D:32:!
23KN5（9(OBLP，.&%8+"->’%&7!.!"!#$%&’!）之间
（Q)+.’R#-&&.!.，K222）。已有研究证实，在日光的
激发下，天然半导体矿物如金红石和闪锌矿可产生

光生电子 空穴对（鲁安怀等，K22S；李艳，K22N），导
带电子或价带空穴可参与环境中物质的氧化还原反

应（李艳等，K224；鲁安怀，K22T；U0%*$’O，K22N）。
数亿年来，土壤体系中所含有的丰富的微生物种已

衍生出多种营养类型和能量利用方式，不断地从周

围环境中获取电子能量以维持自身的新陈代谢

（B+..0/0!%0%*$’O，K22E）。
现有研究发现，天然半导体矿物闪锌矿和金红

石的日光光生电子可显著促进化能自养型微生物嗜

酸性氧化亚铁硫杆菌（!&(+*,(-.$&(’’/)#%00--1(2
+$3)，简称 !4#%00--1(+$3)）的生长，分别使 !4
#%00--1(+$3)的生长量增加到无光电子对照组的

:3V2倍和:34V倍（吕明等，K22N；王鑫等，K22V）；
半导体矿物W’R光催化产生的光电子能够作用于从
异养产碱杆菌!’&$’(5%3%)%/*0-6,/)菌体中提取的

BXY辅酶，使其还原为 BXYL（R-)80"0.%*$’O，

:VVK）。土壤半导体矿物日光光生电子作为土壤微
生物的外源电子来源之一，理应对土壤微生物的生

长代谢行为产生一定的影响。

由于土壤体系中含有丰富的有机质成分，以有

机质为能量和碳素来源的异养微生物种类和数量与

化能自养微生物相比更加庞大。因此，本文在前人

研究基础上，选择土壤中广泛分布的兼性厌氧异养

微生物粪产碱杆菌（!’&$’(5%3%)#$%&$’()，!4#$%2
&$’()）作为研究对象，在研究纯培养条件下!4#$%2
&$’()反硝化行为的基础上，运用电化学方法于不同
电势下，模拟与微生物相接触的半导体矿物导带光

电子能量，探讨不同能量的光电子对!4#$%&$’()生
长代谢及反硝化行为的影响。

: 实验材料及方法

*O* 实验材料
粪产碱杆菌（!4#$%&$’()，XFWWNTZ2）购自中

国普通微生物菌种保藏管理中心。实验所用化学试

剂均为分析纯。

*O+ 微生物培养
微生 物 培 养 基 成 分：[KL\CS V3KN7／U，

[LK\CS:3N:7／U，（BLS）KRCS44:87／U，B+KM&CS
·KLKCKS3K87／U，J!RCS·TLKCZ3487／U，M.W"K·

SLKC23VV87／U，W+W"K·KLKCZ:3Z87／U，M7RCS·

TLKCK2287／U，柠檬酸三钠:3:N7／U，用:B硫酸
调整/L值至T32（X.’!%(&.%*$’3，:VVE）。接种

:;（体积比）的粪产碱杆菌并置于E2]W恒温摇床中
以:Z2%／8振荡活化培养。K天后将处于对数生长
期的细菌接种于体系中进行实验。

*O, 实验过程

:OEO: 纯培养实验
溶解氧浓度（YC值）是影响微生物反硝化途径

的重要因素，故微生物纯培养实验分别在有氧和无

氧情况下设置有菌实验组和无菌对照组，并在培养

体系中添加BCDE 或BCDK，以考察不同培养情况下
微生物对BCDE 或BCDK 的反硝化效果。其中，BCDE
体系中 BCDE 的初始浓度为Z8M，BCDK 体系中

BCDK 的初始浓度为:8M。接种Z;（体积比）已活

化的!4#$%&$’()，用:B硫酸调整/L T̂32，每隔一
定时间测定体系中BCDE 及BCDK 的浓度和微生物的

CY422值。有氧实验在U_LH:Z2生化培养箱中（上
海齐欣科学仪器公司）进行，无氧实验在厌氧操作箱

（NZZXW，\XRHUX‘R）中进行。

:OEOK 电化学实验
实验采用双室电化学装置在有氧条件下进行，

装置由透明玻璃制成，分为阴极室和阳极室，装置用

K4T 岩 石 矿 物 学 杂 志 第EK卷

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 

 



!"#硅胶密封。其中，阴极室为培养基及活化后的

!"#$%&$’()菌液，并添加$%&’()* 为反硝化反应
的电子受体，阳极电解液为"+,-的生理盐水。两室
以质子交换膜（./&，01.234，567）相隔。实验前
将质子膜分别置于"+*-89(9和:’896(#煮沸:
;后，浸泡于去离子水中洗净。工作电极和对电极均
为光滑石墨板电极（9+$<%=:"<%，上海弘枫石墨
科技中心），阴极参比电极为9*9型饱和甘汞电极。
用:"""7电化学工作站（上海辰华仪器有限公司）
固定阴极电势（)"+:$>／)"+"?>／@"+"?>AB+
’8/），实验体系运行时间为两周。实验同时设置无
菌和断路对照组。实验每隔一段时间从阴极室取样

测定’()* 和’()9 的浓度、C8值、溶解氧浓度以及
微生物(0?""值，实验全程记录电流 时间曲线。
实验结束后取阴极电极样品进行石墨板表面细菌的

扫描电子显微镜（B<D33E3FGHG<4I23 %E<I2B<2CG，

6/&）（J/KL1D34D9""J/M）观察，并测定电极表面
总蛋白量。

!N" 测试方法

:N#N: ’()* 和’()9 的测定方法
在紫外光谱区，’()* 有强烈的吸收，根据OD%P

QGI4RSGGI定律，可知其吸收值与硝酸根的浓度成正
比，在波长9:"!99"3%处，可测定其吸光度。水中
溶解的有机物，在9:"3%及9!$3%处均有吸收，而

’()* 在9!$3%处没有吸收，从而可通过测定9!$
3%的吸光度对其吸光度进行校正（中华人民共和国
环境保护行业标准：8T／U*#?R9""!）。具体方法如
下：取"+$%O待测样于9$%O比色管中，加入:
%O:’盐酸溶液，摇匀。加入*%O氨基磺酸铵溶
液（$"F／O），用蒸馏水稀释至刻度，摇匀。用:<%
石英比色皿，以不添加’()* 的空白试剂作参比，使
用紫外分光光度计于波长9:"3%处，测定吸光度

79:"；调整波长至9!$3%处，仍以空白试剂作参
比，测定吸光度79!$，通过79:"R79!$得出最终的
吸光值。

在酸性溶液中，’()9 能与对氨基苯磺酰胺起重
氮化作用，再与"R萘胺起偶氮反应，生成紫红色偶氮
染料。故’()9 测定方法如下：吸取9$+"#O水样
于9$%O比色管中，加:%O对氨基苯磺酸R"R萘胺
混合溶液，摇匀，放置:"%E3。在紫外分光光度计上
于波长$9"3%处，用:<%石英比色皿，以不添加

’()9 的空白试剂作参比，测量吸光度（中华人民共
和国国家标准：MS／U$"",+**R:,,?）。

:N#N9 6/&制样方法
将"+9&的’D98.(#和"+9&的’D89.(#以

?:：*,的体积比配制"+9& 的.S6（磷酸盐缓冲
液），调整C8V!+"。取$"%O.S6加入:F多聚甲
醛于?"W水浴:;溶解，冷却后加入9$-戊二醛水
溶液:"%O，加水至:""%O，配制9+$-的戊二醛固
定液。取阴极石墨电极样品，经.S6溶液清洗9!*
次后置于9+$-戊二醛中固定（#W过夜），取固定后
的样品依次于9$-（9"!*"%E3）、$"-（9"!*"
%E3）、!$-（9"!*"%E3）、,$-（*"!?"%E3）、:""-
（?"%E3）的乙醇溶液中梯度脱水（其中!$-乙醇浓
度较敏感，脱水时间要适宜），随后将样品置于乙酸

异戊脂中处理以置换乙醇用于最后的临界点干燥

（XY$"）。处理完的样品喷金后待观察。

:N#N* 电极表面蛋白测试方法
首先称取:"%F考马斯亮蓝MR9$"，加入,$-

乙醇$%O和Y$-磷酸:9%O，定容至:""%O，配制
考马斯亮蓝MR9$"染料试剂（:""%F／O）。随后将阴
极电极（9+*<%9／$Y<%9）置于"+9&’D(8中沸水
浴:"%E3，得到电极表面微生物蛋白液。取待测蛋
白液用"+,-生理盐水按一定比例稀释至"+Y%O，
加入"+9%OMP9$"（:""%F／O）于比色管中混合摇
匀。使用紫外分光光度计于峰位$,$3%和#$"3%
处，以生理盐水作参比，测定吸光度。通过7$,$／

7#$"得出最终的吸光值。

:N#N# 其他化学分析方法

C8值由&G44HGIU2HGZ2J/9"型C8计测定；硝
酸根及亚硝酸根的浓度、菌浓度、蛋白量由 53E<2
5>R9:"9.[型紫外可见分光光度计测定；光电子模
拟、电流 时间曲线监测均使用[8K:"""7型电化学
工作站（上海辰华仪器有限公司）。

9 结果与讨论

#$! 普通培养条件下!"#$%&$’()的生长及其反硝
化效率

在有氧和无氧普通培养条件下，通过观察’()*
和’()9 体系中的(0值变化可知，有氧环境中!"
#$%&$’()的浓度均显著增长而无氧环境下微生物则
只有微弱增长趋势，说明溶解氧（0(）在一定程度上
促进了!"#$%&$’()的生长代谢。进一步分析’()*
和’()9 浓度变化曲线得出，’()* 体系中（图:D）的

’()* 浓度基本无变化，始终在9$"!9!"%F／O之间
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波动，说明普通培养条件下的!"#$%&$’()无法还原

!"#$；而!"#% 体系中（图&’）的!"#% 浓度降低明
显，%(后浓度由)*+,／-降为零，其中，有氧条件下

!"#% 浓度明显下降，由初始的)*+,／-到./0降
为零，!的去除效率为12$.+,／-·0，而无氧条件下
的!"#% 还原效率略低于有氧条件下，至3%0方去
除完全，!的去除效率为12%$+,／-·0。且实验过
程中无 !"#$ 检出。说明普通培养条件下的 !"

#$%&$’()可有效还原!"#% 为低价态的氮氧化物或氮
气，其在有少量溶解氧的情况下对!"#% 的反硝化效
率更高。前人研究表明，氧气虽然不会抑制细胞内

亚硝酸根还原酶的活性，但会抑制亚硝酸根还原酶

的生成（456(75%*$’8，&99*）。因此，虽然有氧条件
下微生物生长情况明显优于无氧条件，但是有氧条

件下!"#% 还原能力却仅略优于无氧条件。

图& !"#$ 体系（5）和!"#% 体系（’）中离子浓度和":值的变化曲线

;<,8& =57<5><?6@A7BC?D!"#$，!"#%@?6@C6>75><?656(":<6>0CEFE>C+>05>@?6>5<6C(!"#$（5）56(!"#%（’）

!"! 不同阴极电势下!"#$%&$’()在电极表面的生
长及形态特征

根据土壤半导体矿物的导带电势，设置$组不
同的阴极电势（#12&)=／#121*=／G121*=BE2
!HI）模拟不同能量的导带光生电子，在电化学实验
装置中对!"#$%&$’()进行培养。两周后发现，!"
#$%&$’()可在具不同电势的电极表面发生不同程度
的附着（图%）。$组电势下的菌体形态均为短杆状，
长度约为123!&"+。而断路体系中的电极表面基
本无菌体附着，仅极少量菌体在粗糙的石墨电极表

面零散分布。定量蛋白测试结果显示，!"#$%&$’()
在电势为#12&)=和#121*=的电极表面附着量
较大，分别为&929$",／@+%和&*2))",／@+%，而在

G121*=的电极表面附着量较小，为32/9",／@+%。
以上结果表明，光生电子可促进!"#$%&$’()在固体
表面的附着生长，其生长量与光生电子的能量相关，

光生电子越负，其生长情况越好。

!"# 不同阴极电势下!"#$%&$’()的反硝化特性
在双室体系!"#$ 中（:"J.2%*+,／-），当微生

物附着于电极表面形成具有生物活性的菌膜（图%）
并同时外加电极电势（#12&)=、#121*=、G121*
=）以提供不同能量的模拟光电子后，体系中!"#$
浓度在.!*天出现了不同程度的下降（图$5）。与
菌膜生长状况相同，!"#$%&$’()菌膜在#12&)=和

#121*=的电极电势体系中还原!"#$ 的效果更
好。当体系运行&1天后，#12&)=实验组的!"#$
去除率最高，达到了)%K；#121*=体系去除率略
低，为$12)K；G121*=体系去除率为&12*K（图

$’）。在仅提供外源电子的无菌对照体系中，!"#$
浓度也略有降低，但其去除率远远低于同电势下有

菌体系，$组电势下的去除率分别为&$29K、&32%K
和)2&K。断路体系中!"#$ 浓度基本无变化，始终
在%)1+,／-左右波动（图$’）。!"#$ 还原效果与

!"#$%&$’()在电极表面的附着情况基本一致。由于

.*3 岩 石 矿 物 学 杂 志 第$%卷

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 

 



图! 两周后不同电势下固体电极表面"#$图像

%&’(! "#$&)*’+,-./*01-2+,34.*/+352+46-&,+26-0+50&*7,*.0+4!8++9,

图: 固定电极电势条件下;<=: 浓度变化图（*）和>?天后;<=: 去除率（@）

%&’(: A*4&*0&-5/34B+-.;<=:/-5/+504*0&-5*06-&,+2C6-0+50&*7,（*）*524+)-B*74*0+-.;<=:*.0+4>?2（@）

DEF第E期 余 萍等：光电子作用下土壤微生物粪产碱杆菌反硝化性能研究

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 

 



!"#$%&$’()纯培养条件下就具有较强的还原!"#$
的能力（图%&），体系中产生的!"#$ 很快被!"#$%*
&$’()还原为其他氮氧化物进而转变为!$，所以!"#$
的变化趋势相对比较微弱，其浓度一直保持在较低

的状态，在’()*+,／-左右波动（图中未给出）。以
上结果说明，外源光电子可影响微生物对!"#. 的还
原效率，一定范围内的光电子能量可促进微生物的

反硝化过程。

. 结论

在仅有!"#$%&$’()和仅提供外源电子的体系
中，!"#. 均无法被单一的微生物过程或电化学过程
还原。然而，当!"#$%&$’()附着于阴极表面形成具
有生物活性的菌膜，并同时恒定电势（#’(%/0、

#’(’)0、1’(’)0）以模拟半导体矿物光催化产生
的不同能量的光电子后，体系中的!"#. 浓度出现
了明显的下降，#’(%/0体系中!"#. 的去除率达
到了/$2，#’(’)0体系次之，对应345和蛋白测
试结果也显示，在此电势下，!"#$%&$’()在石墨电极
上的附着较好，而1’(’)0体系的反硝化效果及菌
体与电极界面的化学变化均比较微弱。综上所述，

半导体矿物光电子能够一定程度上促进非光合微生

物!"#$%&$’()在固体表面附着生长并影响其新陈
代谢，增强其还原!"#. 的能力，并且一定范围内电
势越低，其反硝化能力越强。

!"#"$"%&"’

6789:;<7=>，?<@A6B78C<+;@9B8DE%FF.E6G<+HB:I;<7<J!"B78

!$"H:<8KG@I<7&L@A9BK@<@:<HAIG7I@:IJI9:!I@:<;<+<7B;9K:<HB9B

B78@A9A9@9:<@:<HAIG7I@:IJI9:!’&$’(+%,%)#$%&$’()［D］E6HHE47MIN

:<7E5IG:<&I<OE，/F（%%）：./$/E

-IP，-K6，QB7,>，%-$’E$’’*E>AB:BG@9:IRB@I<7<J7B@K:BO;HABN

O9:I@9B;B7<M9OMI;I&O9OI,A@S8:IM97HA<@<GB@BOL;@［D］E3<OE479:,L

5B@9:E3<OE>9OO;，F$（*）：F/.!F/FE

-IPB7E$’’*E0I;I&O9OI,A@S8:IM97HA<@<GB@BOL;I;<J7B@K:BO;HABO9:I@9B78@A9

H:<8KGI7,+9GAB7I;+;［T］E?9UI7,V7IM9:;I@L（I7>AI79;9）E

-IPB7，-K67AKBIB78QB7,>AB7,WIKE$’’)E679XH9:I+97@BO;@K8L<7

HA<@<GB@BOL@IG:98KG@I<7<J+9@ALO<:B7,9&L7B@K:BO;HABO9:I@9K789:MI;IN

&O9OI,A@I::B8IB@I<7［D］EYKOO9@I7<J5I79:BO<,L，?9@:<O<,LB78Z9<GA9+N

I;@:L，$/（[）：.’[!.’*（I7>AI79;9\I@A47,OI;AB&;@:BG@）E

-K67AKBIE$’’.E5I79:BO<,IGBOHA<@<GB@BOL;I;I77B@K:BO;9OJSHK:IJIGB@I<7

<JI7<:,B7IG+I79:BO;［D］E6G@B?9@:<O<,IGB9@5I79:BO<,IGB，$[（[）：

.$.!..%（I7>AI79;9\I@A47,OI;AB&;@:BG@）E

-K67AKBIE$’’]E59GAB7I;+;<J97MI:<7+97@BO:9;H<7;9@<&I<+I79:BON

IRB@I<7［D］EZ9<O<,IGBOD<K:7BO<J>AI7BV7IM9:;I@I9;，%.（[）：)%.!

)$’（I7>AI79;9\I@A47,OI;AB&;@:BG@）E

-K67AKBI，ZK<PB7̂K7，-IKDKB7，%-$’E$’’[E?A<@<GB@BOL@IG9JJ9G@<J

7B@K:9B78+<8IJI980S&9B:I7,:K@IO9［D］E>AI79;93GI97G9YKOO9@I7，

[F（$%）：$./’!$./.（I7>AI79;9\I@A47,OI;AB&;@:BG@）E

-_5I7,，-K67AKBI，CB<‘KIXIB，%-$’E$’’*EaA9K@IOIRB@I<7<JHA<N

@<I78KG989O9G@:<7;J:<+7B@K:BO:K@IO9&Lb9&BG@9:IB［D］E6G@B

?9@:<O<,IGB9@5I79:BO<,IGB，$]（.）：$%%!$$’（I7>AI79;9\I@A

47,OI;AB&;@:BG@）E

!B77IHI9:I?，6;GA9:D，>9GGA9:I7I5a，%-$’E$’’.E5IG:<&IBO8IM9:N

;I@LB78;<IOJK7G@I<7;［D］E4K:<H9B7D<K:7BO<J3<IO3GI97G9，/[：

)//!)]’E

3B78:B"@@9，!IG<O9ZZB78-9;O9L6‘E%FF)E!I@:<K;<XI89H:<8KGN

@I<7&L!’&$’(+%,%)#$%&$’()K789:@:B7;I97@B788L7B+IGB9:<&IGB78

B7B9:<&IGG<78I@I<7;［D］E47MI:<7+97@BO5IG:<&I<O<,L，)$（]）：

$[$%!$[$)E

3AK+IOI7=6，!IUB78:<M00，?<H<M0"，%-$’E%FF$E?A<@<,979:BN

@I<7<J!6TCK789:G<KHO98BG@I<7<J>83;9+IG<78KG@<:B78ALN

8:<,97B;9J:<+!’&$’(+%,%)%.-/012.)\I@A<K@9X<,97<K;+98IB@<:;
［D］Eb989:B@I<7<J4K:<H9B7YI<GA9+IGBO3<GI9@I9;，.’)（$，.）：

%$/!%$*E

QB7,cI7，-IPB7，-K67AKBI，%-$’E$’’FE4XH9:I+97@BO:9;9B:GA9;

<7@A9HB@A\BL<J@A9GA9+<BK@<@:<HA+IG:<&9;K@IOIRI7,;<OB:979:N

,L［D］E6G@B?9@:<O<,IGB9@5I79:BO<,IGB，$*（)）：/$]!/.[（I7

>AI79;9\I@A47,OI;AB&;@:BG@）E

cKPB783GA<<797566E$’’’EaA9B&;<OK@9979:,LH<;I@I<7;<J

G<78KG@I<7B78MBO97G9&B78;<J;9O9G@98;9+IG<78KG@I7,+I79:BO;
［D］E6+9:IGB75I79:BO<,I;@，*/：/[.!//)E

附中文参考文献

李 艳E$’’*E天然闪锌矿可见光催化作用及其形成机制研究［T］E
北京大学E

李 艳，鲁安怀，王长秋E$’’)E天然闪锌矿可见光催化还原甲基橙

的实验研究［D］E矿物岩石地球化学通报，$/（[）：.’[!.’*E
鲁安怀E$’’.E无机界矿物天然自净化功能之矿物催化作用［D］E岩

石矿物学杂志，$$（[）：.$.!..%E
鲁安怀E$’’]E生命活动中矿化作用的环境响应机制研究［D］E高校

地质学报，%.（[）：)%.!)$’E
鲁安怀，郭延军，刘 娟，等E$’’[E天然含钒金红石：一种用于降解

卤代有机物的光催化剂［D］E科学通报，[F（$%）：$./’!$./.E
吕 明，鲁安怀，郝瑞霞，等E$’’*E铁细菌利用天然金红石光生电

子能量研究［D］E岩石矿物学杂志，$]（.）：$%$!$$’E
王 鑫，李 艳，鲁安怀，等E$’’FE化能自养型微生物利用太阳能

途径的实验研究［D］E岩石矿物学杂志，$*（)）：/$]!/.[E

))] 岩 石 矿 物 学 杂 志 第.$卷

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 

 




