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摘　要　利用反硝化筛选培养基从稳定运行的MFC-AA/O反应器阴极板上分离纯化反硝化细菌，经 16S rRNA鉴

定后，接种于双室 MFC的阴极，测试其产电能力以筛选同步产电反硝化细菌，之后对 MFC的运行温度和 pH进

行优化，最后通过扫描循环伏安曲线分析其产电机理。结果表明：分离获得的一株反硝化菌经鉴定为铜绿假单

胞杆菌 (Pseudomonas aeruginosa)，该菌可实现同步产电脱氮，最高输出电压可达 168 mV左右，其脱氮反应的最

优 pH为 7.5，最适温度为 30 ℃；在生物阴极起催化产电反硝化作用的可能是 Pseudomonas aeruginosa 的分泌物，

其作为中介体，可从电极获得电子，完成硝酸盐的还原。上述结果说明，Pseudomonas aeruginosa 作为接种

MFC生物阴极的纯菌，可以实现同步产电反硝化，为反硝化生物阴极MFC的实际应用奠定基础。
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能源危机和环境污染是当今人类社会发展面临的 2大突出难题。通过生物的方法从污水中获

得新能源，从可持续发展的角度解决水污染问题已成为众多研究者关注的领域。微生物燃料电池

(microbial fuel cell，MFC)是一种以微生物为催化剂将有机物中的化学能转化为电能的装置 [1]，以反

硝化微生物作为阴极催化剂的生物阴极 MFC可以利用微生物还原废水中的氮，同时产生电能。在

阳极室厌氧环境下，有机物在微生物作用下分解并释放出电子和质子，电子依靠合适的电子传递

介体在生物组分和阳极之间进行有效传递，并通过外电路传递到阴极形成电流；在阴极室中，硝

酸盐、亚硝酸盐等的氮在阴极反硝化菌作用下获得电子，被还原为氮气[2]。CLAUWAERT等[3] 首次

构建了双室生物阴极反硝化 MFC，利用好氧厌氧混合污泥接种阴极室，实现了阴极还原硝酸盐的

同时产生电能。VIRDIS等 [4] 将生物阴极 MFC与好氧硝化反应器相结合，增大了硝酸盐去除速率和

产电能力。XIE等 [5-6] 将 MFC与 AA/O污水处理工艺相结合，构建 MFC-AA/O反应器，可以将反应

器的有机物和总氮去除率平均提高 15.93%和 9.25%，平均输出电压约为 (168.8±8.2) mV，实现了在
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增强污水脱氮效率的同时产生电能。因此，反硝化生物阴极 MFC技术有望帮助解决城市污水处理

行业既要求处理效率高又要求节能降耗的矛盾，在含氮污水处理领域具有极佳的应用前景[7]。

在反硝化生物阴极 MFC中，微生物作为阴极还原反应的催化剂，起着决定性作用 [8]。目前，

关于生物阴极反硝化微生物的研究多集中在混菌 MFC的生物阴极群落结构上。PARK等 [9] 通过

PCR-DGGE分析了接种污水厂厌氧污泥的反硝化阴极生物膜的群落结构，发现 α-proteobacteria，β-
proteobacteria，γ-proteobacteria 和 flavobacteria 是阴极主要的菌群。XIAO等 [10] 通过 454测序，确认

了 proteobacteria 为反硝化生物阴极生物膜上主要的门，同时猜测 Alphaproteobacteria、Anaerolineae、
Phycisphaerae 可能是同步产电反硝化菌。VIRDIS等 [11-12] 通过 FISH技术确认了电极生物膜内层大量

富集了 Paracoccus 和 Pseudomonas，并猜测其参与产电。XIE等 [6] 的研究也表明，MFC-AA/O反应

器缺氧区阴极板上大量定植了 Proteobacteria、Bacteroidetes 和 Chloroflexi，并且发现 Pseudomonas、
Thauera、Emticicia 等菌属丰度大大超过了悬浮液中丰度，猜测可能与产电相关。

对于 MFC区别于其他燃料电池最核心的微生物催化过程，尤其是产电微生物与电极之间的电

子传递机制，目前的了解尚十分有限，降低由其引起的非欧姆阻力是进一步降低内阻，提高输出

功率，使 MFC走向实用的关键。分离获得高效产电微生物纯菌，并以纯菌作为对象进行 MFC产

电机理解析是可行的途径 [13]。然而，目前关于纯菌生物阴极 MFC的报道很少，而产电同步反硝化

阴极细菌的分离纯化也尚未见报道。本研究从稳定运行的 MFC-AA/O反应器缺氧区阴极板上分离

纯化出 1株同步产电反硝化菌株，以此构建纯菌生物阴极 MFC，研究其产电同步反硝化能力，优

化其脱氮条件，探究其电子传递机制，为反硝化生物阴极MFC的实际应用提供参考。

1    材料与方法

1.1    实验原料

菌株来源：菌株分离源来自连续稳定运行至少半年以上的 MFC-AA/O生物反应器缺氧区电极

上的生物膜，缺氧区活性污泥来自北京某污水处理厂回流污泥。

富 集 培 养 基 (enrichment  medium， EM)： KNO3  2  g·L−1、 柠 檬 酸 钠 5  g·L−1、 K2HPO4  1  g·L−1、

MgSO4·7H2O 0.2 g·L−1、微量元素 2 mL·L−1[14]；溴百里酚蓝 (bromothymol blue，BTB)培养基：L-天冬

氨 酸 10  g·L−1、 KNO3  1  g·L−1、 FeCl2·6H2O  0.05  g·L−1、 CaCl2·2H2O  2  g·L−1、 MgSO4·7H2O  1  g·L−1、

BTB 1 mL·L−1(1%量溶于乙醇)、琼脂 20 g·L−1；分离培养基 (screen medium，SM)由 EM加入 20 g·L−1

琼脂组成；反硝化性能测试培养基 (denitrification ability test medium，DATM)：KNO3 0.5 g·L−1、柠檬

酸 钠 5  g·L−1、 K2HPO4  1  g·L−1、MgSO4·7H2O  0.2  g·L−1、 NH4Cl  0.6  g·L−1、 矿 物 质 溶 液 12  mL·L−1、

维他命溶液 12 mL·L−1。

PBS缓冲液 (phosphate buffer saline，PBS)：NaH2PO4·2H2O 6.08 g·L−1、Na2HPO4·12H2O 21.83 g·L−1、

NaCl  5.85  g·L−1；阳极液 (anode  solution，AS)：NaAc  0.64  g·L−1、KCl  0.13  g·L−1、NH4Cl  0.31  g·L−1、

PBS缓冲液、矿物质溶液 12.5  mL·L−1、维他命溶液 12.5  mL·L−1；阴极液 (cathode  solution，CS)：
KNO3 0.5 g·L−1、NaHCO3 2.0 g·L−1、PBS缓冲液、矿物质溶液 12.5 mL·L−1、维他命溶液 12.5 mL·L−1[15]。

1.2    实验装置

如图 1所示，本研究中的电池壳体采用聚碳酸酯 (PC)材质，单室尺寸均为 10 cm×10 cm×5 cm，

中间通过预处理后的阳离子交换膜隔开，阳离子交换膜有效面积为 40 cm2。阳极电极材料统一采

用 3 cm×5 cm碳布 [16]；非生物阴极电极材料采用 1 cm×3 cm载铂碳纸，载铂量为 0.5 mg·cm−2，生物

阴极则采用 3 cm×5 cm氨化处理的碳布为电极材料；以钛丝连接阴阳极，并在 2个电极之间加载外

电阻 2 000 Ω。

1.3    反硝化菌株的分离鉴定方法

取本实验室运行良好的 MFC-AA/O生物反应器缺氧区阴极碳布样品，在 PBS溶液中超声处理
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吸取上清液，接种至 EM培养基摇床，培养 5 d，
反复富集 3次。之后，将富集液连续稀释并均

匀涂布在 BTB培养基上，28 ℃ 恒温倒置培养

24 h。挑选 BTB培养基中出现蓝色晕圈的单菌

落，在 SM培养基上划线分离至单菌落，再接

种至 EM富集，随后再重复挑取单菌落富集以

纯化菌种。最后在 EM富集筛选所得纯菌的对

数生长期，按照 10%的比例接种到 DATM中摇

床培养，每 24 h取样，测试其还原硝酸盐的能

力[17]。

同时，将筛选得到的菌种通过 16S rDNA测序鉴定。利用引物 27F、1492R得到目标片段，使

用 50 μL PCR扩增体系扩增。PCR产物测序工作由上海生物工程股份有限公司完成，测序结果在NCBI
的 Genbank数据库与已有序列进行同源性分析比对。

1.4    同步产电反硝化菌株的性能评价和反硝化条件优化

使用分离鉴定得到的多株反硝化纯菌接种到阴极室，构建多组双室 MFC。其中，1组电池不

接种阴极微生物，作为对照。采用改良版 2阶段法启动 MFCs[10]，进入阶段 1，驯化阳极微生物；

待电池有稳定电压输出后，进入阶段 2，将阴极更换为 3 cm×5 cm碳布，以 30%的比例接种分离纯

化的纯菌。MFCs输出电压通过数据采集卡 (USB-1608FS，美国 MCC公司)实时采集，当电压下降

至 50 mV时，更换阳极液和阴极液，通过比较各纯菌生物阴极 MFC产电及反硝化性能，筛选获得

1株同步产电反硝化性能最佳的菌株。

随后通过研究 pH和温度对纯菌生物阴极 MFC反硝化速率的影响，进一步优化反硝化条件。

将对比筛选得到的产电反硝化性能最佳的 1株纯菌接种到 EM培养基中富集。取富集液接种到

pH为 4.5、5.5、6.5、7.5、8.5和 9.5的 NIM反硝化性能测试培养基中，培养 24 h后 (0 h时 NO2
−-N

浓度为 0)，取样测试硝酸盐和亚硝酸盐的浓度，通过比较各组硝酸盐去除率和亚硝酸盐积累量确

定 pH对纯菌生物阴极 MFC反硝化的影响。同样，取活化后的富集液接种到 NIM反硝化性能测试

培养基中，调节 pH为上述实验所得最适值，分别于 15、20、25、30、35、40 ℃ 不同温度下培养

24 h，取样测试硝酸盐和亚硝酸盐的浓度，以确定温度的影响。每个实验均进行 3个生物学重复。

1.5    纯菌反硝化生物阴极形貌表征

为研究筛选得到的阴极产电菌形态特征及其与电极材料间的结合关系，在双室生物阴极

MFC产电稳定运行阶段，将阴极室电极取出，切取 5 mm×5 mm大小的样品，使用扫描电子显微镜

(SEM，Quanta 600，美国 FEI公司)观察其表面形貌。

1.6    纯菌反硝化生物阴极电子传递机制的探究

利用电化学工作站 (Zennium，德国 Zahner公司)进行循环伏安曲线的测试。三电极体系分别以

未挂膜的碳布作工作电极，饱和 Ag/AgCl电极作参比电极，铂丝作对电极；以 MFC的生物阴极液

作为溶液介质；电压设定为−1~1 V，速率设为 20 mV·s−1，根据扫描结果，综合比较后，初步确定

推测产电菌电子传递机制。

1.7    硝酸盐和亚硝酸盐浓度计算方法

NO−3 NO−2-N测试采用紫外分光光度法， -N测试采用 N-(1-萘基 )-乙二胺分光光度法 [18]。NO3
−-N

去除率计算方法见式 (1)。

 

图 1    生物阴极MFC反应器实物图

Fig. 1    Experimental equipment of MFC with biocathode
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η =
C1−C2

C1
×100% (1)

式中：η 为去除率；c1 为阴极室初始硝酸盐浓度，mg·L−1；c2 为产电一个周期后阴极室硝酸盐浓

度，mg·L−1。

2    结果与讨论

2.1    反硝化菌株的分离鉴定

阴极生物膜经 BTB培养基 3次富集培养纯化后，共得到 36株 BTB平板阳性菌。通过反硝化

能力测试后，共得到 8株具有硝酸盐还原能力的菌株，命名为 BZ1~BZ8，经 16S rDNA序列测定后

发现同属于假单胞菌属 (表 1)。测得 8株菌对硝酸盐的去除率如图 2所示。由图 2可知，8株菌反

硝化效率均在 70%以上。其中，BZ2、BZ3和 BZ5菌株在培养 120 h后，对 NO3
−-N的去除率均高

于 95%，说明其具有较强的反硝化能力。

假单胞菌属是污水处理中最常见的反硝化细菌之一，同时分离的 8种菌 BZ1~BZ8均可以还原

硝酸盐，因此，可以推断这 8株菌是反硝化菌株。Pseudomonas sp.在之前的研究中被猜测为潜在产

电反硝化菌株。VIRDIS等 [12] 研究发现，Pseudomonas sp.在生物阴极能够接收电子还原硝酸盐，产

生氮气。RABAEY等 [19-21] 研究发现，Pseudomonas aeruginosa 能够分泌绿脓菌素、吩嗪甲酰胺等化

合物，其可以作为中介体，协助自身或其他产电微生物完成电子从细胞到电极的转移，实现物质

的氧化。产中介体微生物的发现有效避免了外源中介体的添加，降低成本的同时也提高了 MFC的

产电性能。因此，将这 8株鉴定为假单胞菌属的菌株，均接种至MFC阴极，以确认其是否具有产电能力。

2.2    纯菌反硝化生物阴极产电性能

采用两段法接种纯菌生物阴极 MFC，待阶段 1(空气阴极 )中的各 MFC输出电压平稳 (图 3)
后，将 8株分离得到的反硝化菌株分别接种阴极，分别标记为 BZ1-MFC1至 BZ8-MFC8。然而，接

种 24 h内除了接种 BZ5 (Pseudomonas aeruqinosa)的 MFC5可以监测到产电外，其余 MFC均没有电

压输出 (图 3)。待 MFC5输出电压下降至 50 mV后，所有电池更换阴极液，重复 3次后，仍然是除

MFC5外，其余电池均没有电压输出。MFC5接种后， 3个周期电压曲线图如图 4所示，当

MFC5阴极接种后，电压迅速上升至 50 mV，第 1个周期最高电压约 130 mV。此后，每次换液峰值

电压均有上升，经过 3个周期后，其输出电压趋于稳定，峰值电压达到 168 mV。因此，可认为筛

选得到的 1株铜绿假单胞杆菌 (Pseudomonas aeruqinosa)BZ5为同步产电反硝化菌。

表 1    分离获得的反硝化菌类型

Table 1    Types of isolated denitrifying bacteria

样品编号 最相似菌种名称 登录号 相似度/%

BZ1 Pseudomonas sp. KP462872.1 100

BZ2 Pseudomonas sp. KP979538.1 100

BZ3 Pseudomonas sp. KF791346.1 100

BZ4 Pseudomonas sp. KT368822.1 100

BZ5 Pseudomonas aeruqinosa NC002516.2 100

BZ6 Pseudomonas sp. KF544922.1 100

BZ7 Pseudomonas indoloxydans strain KP462871.1 99

BZ8 Pseudomonas stutzeri strain NZ-CP007441.1 100

 

图 2    8株菌对 NO3
−-N的去除率随时间的变化

Fig. 2    Changes of NO3
−-N removal rate by 8 isolated

bacteria strains with time
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2.3    pH 和温度对同步产电反硝化菌脱氮效率的影响

过酸或过碱的环境都会损害反硝化菌的活性，pH对 Pseudomonas aeruginosa 硝酸盐去除率及亚

硝酸盐积累的影响如图 5所示。由图 5可以看出，pH对 Pseudomonas aeruginosa 的硝酸盐去除率有

明显的影响。当 pH为 7.5时，Pseudomonas aeruginosa 具有最快的硝酸盐还原速率，此时亚硝酸盐

的积累量仅为 6 mg·L−1；随着 pH的降低或升高，Pseudomonas aeruginosa 的反硝化能力均明显降

低。图 6是温度对 Pseudomonas aeruginosa 还原硝酸盐和亚硝酸盐积累的影响。从图 6可以看出，

其最优反硝化温度为 30 ℃，硝酸盐去除率为 84%，此时，亚硝酸盐累积量进一步降低至 5.33
mg·L−1。这一结果与 LI等 [22] 有关混菌生物阴极 MFC的研究结果类似。已有研究 [23] 发现，当温度

低于 15 ℃ 时，以硫代硫酸盐为电子供体的自养反硝化速率可以忽略不计。而在本研究中，温度为

15 ℃ 时，反硝化作用仍可发生，说明本研究所筛选菌株以阴极为电子供体所进行的自养反硝化反

应可在更为广阔的温度范围内进行。值得注意的是，当温度或 pH不合适时，亚硝酸盐积累增加，

表明亚硝酸盐还原是反硝化过程中的限速步骤，这一发现与 SUN等[24] 的研究结果一致。

2.4    纯菌反硝化生物阴极形貌特征

图 7是培养稳定的同步产电反硝化菌 Pseudomonas aeruginosa 在电极材料上的生长情况。由此

 

图 3    BZ1-MFC1~BZ8-MFC8的输出电压

Fig. 3    Output voltage of BZ1-MFC1~BZ8-MFC8

 

图 4    BZ5-MFC5电池的输出电压

Fig. 4    Output voltage of BZ5-MFC5

 

图 5    pH对硝酸盐去除率和亚硝酸盐积累的影响

Fig. 5    Effect of pH on nitrate removal and
nitrite accumulation

 

图 6    温度对硝酸盐去除率和亚硝酸盐积累的影响

Fig. 6    Effect of temperature on nitrate removal
and nitrite accumulation
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可知，该菌能够在阴极电极材料上均匀挂膜，有利于接收阴极电子，促进硝酸盐的还原；此外，

电极材料经多次冲洗后，微生物仍旧能够紧密结合在电极上，这也可能是菌株能参与产电过程相

关的直观证据。

2.5    同步产电反硝化菌在生物阴极的电子传递机制

以初始生物阴极液作为三电极体系中电化学反应溶液介质，以未挂膜的碳布作为工作电极，

接种同步产电反硝化菌 Pseudomonas aeruginosa，分别得到反应 0 h和 48 h时的循环伏安曲线，如

图 8(a)和图 8(b)所示。比较并分析同步产电反硝化菌 Pseudomonas aeruginosa 在不同时间点的循环

伏安曲线的特性，结果表明：随着反应的进行，0 h时的循环伏安曲线上出现了 1个很明显的氧化

峰，其位置在−0.5 V左右，对应的电流为 1.5×10−3 A左右，说明初始生物阴极液中存在添加的氧化

还原介体，负责阴极电极与微生物间的电子传递；运行 48 h时的循环伏安曲线上出现多对氧化还

原峰，说明随着反应的进行，该菌的新陈代谢产生的分泌物中的某种物质可以作为氧化还原介

体，负责在微生物和电极之间进行电子的传递，同时也证明了生物阴极 MFC体系中存在电子穿梭

传递机制。结合文献报道的结果和本研究结果可知，本研究中分离获得的 Pseudomonas aeruginosa

作为生物阴极催化剂的产电机制可能是：此过程中所分泌的化合物 (如绿脓菌素、吩嗪-1-甲酰胺

等 [19-21])可作为中介体，从电极获得电子，完成硝酸盐的还原，但其捕获电子的具体传递通道，还

有待进一步的研究证明。

 

图 7    碳布表面 SEM扫描图像

Fig. 7    SEM images of carbon cloth

 

图 8    Pseudomonas aeruginosa 接种MFC的循环伏安特性曲线

Fig. 8    Cyclic voltammograms of MFC inoculated with Pseudomonas aeruginosa
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3    结论

1)本研究从稳定运行的 MFC-AA/O反应器阴极上取样，在 BTB富集培养基上培养分离出 1株

具有反硝化产电功能的细菌，经 16S  rRNA鉴定为环境微生物铜绿假单胞杆菌 Pseudomonas
aeruginosa。

2)将 Pseudomonas aeruginosa 接种至双室 MFC生物阴极，其峰值电压可达到 168 mV左右，对

阴极室硝酸盐去除率可达 95%以上；进一步对其反硝化条件进行优化，发现其反硝化最优 pH为

7.5，最适温度为 30 ℃。通过 SEM测试结果分析，Pseudomonas aeruginosa 能够与阴极紧密结合。

3)循环伏安特性曲线结果表明，Pseudomonas aeruginosa 作为生物阴极催化剂的产电机制可能

是：其分泌的化合物可作为中介体，从电极获得电子，从而完成硝酸盐的还原。
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Isolation  and  identification  of  a  simultaneous  electricity  production  and
denitrification  strain  in  a  microbial  fuel  cell  with  biocathode  and  its
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Abstract    Multiple denitrification screening mediums were used to isolate and purify denitrifying bacteria from
the  biocathode  of  a  stably  operated  MFC-AA/O  reactor,  and  16S  rRNA  sequence  analysis  was  conducted  to
identify the pure strains. The electricity production capacity was tested by inoculating the pure bacterial strains
into cathodic chambers of MFCs to screen simultaneous electricity production and denitrification strains. Then,
operation  temperature  and  pH  of  MFC  were  further  optimized.  Finally,  the  electricity  production  mechanism
was analyzed by scanning cyclic voltammetry curve. The results indicated that one isolated strain, identified as
Pseudomonas aeruginosa, could achieve simultaneous electricity production and denitrification. The maximum
output voltage could reach about 168 mV, and the optimum pH and temperature for denitrification were 7.5 and
30 ℃, respectively. Electrochemical analysis indicated that the simultaneous electricity production and denitrifi-
cation  might  be  catalyzed  by  some  secretions  of Pseudomonas  aeruginosa,  which  could  act  as  mediators  to
obtain electrons from the electrode and complete nitrates reduction. This study demonstrated that Pseudomonas
aeruginosa as a pure electricigen inoculated in cathode chamber of MFC could achieve simultaneous electricity
production  and  denitrification,  which  might  lay  a  foundation  for  the  practical  application  of  MFC  with
denitrifying biocathode.
Keywords     microbial  fuel  cell;  simultaneous  electricity  production  and  denitrification;  biocathode;
Pseudomonas aeruginosa
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