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复合菌体及单一菌体催化的微生物燃料电池
产电机理初步研究

双陈冬�张恩仁∗�刁国旺�范芳芳�袁　杰
（扬州大学化学化工学院�江苏 扬州 225002）

摘要：　利用淡水沉积物作为接种源构建了微生物燃料电池�考察苯酚对该微生物燃料电池性能的影响．结
果表明�在淡水沉积物接种的微生物燃料电池中�电流的产生是由富集在电极表面的细菌引起的．苯酚降低了
细菌消耗葡萄糖的速率�并在加入相同量葡萄糖的情况下�延长了产电时间．另一方面�实验还研究了一株从
沉积物微生物燃料电池中分离出的单菌株的产电情况．该菌株在微生物燃料电池中需要借助自身代谢产生
有电极反应活性的中间产物才能产电．ＧＣ-ＭＳ分析表明�中间产物中有吩嗪类物质�该类物质可在该细菌细
胞与石墨电极之间充当电子传递介体�实现电子从细胞向电极的传递．
关键词：　微生物燃料电池；淡水沉积物；苯酚；假单胞菌；电子介体
中图分类号：　Ｏ646 文献标识码：　Ａ

　　微生物燃料电池 （ＭＦＣｓ）是利用微生物作为催
化剂实现化学能向电能转化的装置．近年来�微生
物燃料电池作为一种环境友好的产能装置受到许

多研究者的关注．对常见的Ｈ-型微生物燃料电池�
细菌作为催化剂安置于电池的阳极室�在理想的情
况下�将有机底物完全降解并产生 ＣＯ2和 Ｈ＋．释
放出的电子和质子分别通过外部电路和质子交换

膜到达阴极�并与Ｏ2结合生成水．由于细菌具有很
强的适应性、种类的多样性�广泛用于微生物燃料
电池．目前�已被用作微生物燃料电池的物质有各
种糖类、有机酸等纯净物�也有一些混合物�如动
物排泄物�废水等 ［1-5］．

微生物燃料电池性能受诸多因素的影响�包括
底物的转化速率、阳极超电势、阴极超电势�质子交
换膜的性能以及电池内阻 ［6］．以 ＬｏｇａｎＢ．Ｅ．为代
表的研究者们在微生物燃料电池影响因素和优化

电池性能上做了许多有意义的工作�有效地提高了
微生物燃料电池的输出功率 ［7-11］．电池的输出功率
由不足1ｍＷ·ｍ－2提高到数千ｍＷ·ｍ－2．随着微

生物燃料电池装置结构的不断优化�内阻的大幅降
低�微生物催化电极反应的效率便成为该燃料电池
发展的限制因素．在早期的研究中�人们常常借助
硫堇、中性红等电子介体来实现或加快电子从细胞
到电极的转移 ［12-13］�但这些电子介体的毒性对环
境和生物不利．在无介体的微生物燃料电池中�有
些微生物能够通过细胞的某些附器或细胞膜上存

在的氧化还原酶直接将电子传递给电极 ［14-16］�或
者自身代谢出电子介体来完成电子的转移 ［17］．

由于多种细菌存在下的电子传递过程十分复

杂�考察单一菌株在微生物燃料电池中电子传递的
机理�就成为进一步提高微生物燃料电池性能的关
键问题．本文利用淡水沉积物作为接种源�在成功
构建微生物燃料电池的基础上�考察了苯酚对电池
性能的影响�为微生物燃料电池利用含酚废水作为
燃料的应用提供了依据．同时�初步探讨了单一菌
种催化电极反应的机理．
1　实验部分
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1．1　培养基
实验使用3种培养基�成分如下：
培养基 Ｉ：2．5ｇ·Ｌ－1ＮａＨＣＯ3�0．1ｇ·Ｌ－1

ＣａＣｌ2·2Ｈ2Ｏ�0．1ｇ·Ｌ－1 ＫＣｌ�1．5ｇ·Ｌ－1
ＮＨ4Ｃｌ�0．6ｇ·Ｌ－1ＮａＨ2ＰＯ4·Ｈ2Ｏ�0．1ｇ·Ｌ－1
ＮａＣｌ�0．1ｇ·Ｌ－1ＭｇＣｌ2·6Ｈ2Ｏ�0．1ｇ·Ｌ－1Ｍｇ-
ＳＯ4·7Ｈ2Ｏ�0．005ｇ·Ｌ－1ＭｎＣｌ2·4Ｈ2Ｏ�0．001ｇ
·Ｌ－1ＮａＭｏＯ4·2Ｈ2Ｏ�0．8ｇ·Ｌ－1Ｄ-葡萄糖；
培养基ＩＩ：10ｇ·Ｌ－1蛋白胨�5ｇ·Ｌ－1酵母浸

出汁�10ｇ·Ｌ－1ＮａＣｌ；
培养基ＩＩＩ：1ｇ·Ｌ－1Ｄ-葡萄糖�1ｇ·Ｌ－1蛋白

胨�0．5ｇ·Ｌ－1酵母浸出汁�10ｇ·Ｌ－1ＮａＣｌ．
各培养基 ｐＨ调至中性�经微孔滤膜 （∅0．20

μｍ）过滤灭菌后使用．
培养基Ｉ用于复合菌体接种的微生物燃料电

池．为考察苯酚对该电池放电性能的影响�以培养
基Ｉ配制苯酚浓度分别为0．0、0．5、0．8和1．0ｇ·
Ｌ－1的溶液；培养基ＩＩ为ＬＢ培养基�用于单一细菌
的分离与培养；培养基ＩＩＩ用于单一细菌催化电极
反应实验．
1．2　装置及操作

微生物燃料电池模拟装置采用传统的Ｈ-型电
池�阴、阳两电极均用石墨纤维布 （4ｃｍ×5ｃｍ）．
阴极室与阳极室容积各为200ｍＬ�中间用阳离子
交换膜相隔．阴极室的电解液均为50ｍｍｏｌ·Ｌ－1
Ｋ3Ｆｅ（ＣＮ）6和100ｍｍｏｌ·Ｌ－1ＫＨ2ＰＯ4的混合溶
液180ｍＬ�ｐＨ调至中性．在放电过程中�阴极室持
续通入经微孔滤膜 （∅0．22μｍ）过滤的空气．

复合细菌催化的微生物燃料电池阳极室盛

180ｍＬ培养基Ｉ�用10ｍＬ淡水沉积物接种�持续
通高纯氮气2ｈ�严格密封保持阳极室为厌氧环境�
在500Ω外接电阻下进行放电．放电结束后�取出
阳极并于厌氧条件下保存�阳极室经清洗、灭菌后
重新加入180ｍＬ新鲜含酚培养基．此时�不再作沉
积物接种�以考察电极表面细菌的活性�并于再次
除氧后密封放电．记录放电曲线�放电结束后�按上
述操作更换不同苯酚浓度的培养基Ｉ．

单一菌种接种的微生物燃料电池阳极室盛

180ｍＬ培养基ＩＩＩ�持续通高纯氮气2ｈ�严格密封�
记录电流．此外�为考察细菌代谢产物对电池性能
的影响�取细菌在培养基 ＩＩ中培养22ｈ后的10
ｍＬ残留液�离心除去细胞得上清液�加入接种后阳

极室中�记录其放电曲线�与未加代谢产物的放电
过程形成对比．放电结束后�阳极溶液更换新鲜培
养基ＩＩＩ�不再进行接种以考察电极表面细菌的作
用．
1．3　细菌

淡水沉积物取自扬州大学瘦西湖校区半塘1．5
ｍ深池底�密封保存�短期内使用．

将培养基 ＩＩ制成平板�在复合菌体催化的微
生物燃料电池放电结束后的阳极表面分离出多种

细菌�取最大菌落数的细菌在培养基 ＩＩ中进行扩
大培养�分光光度计测定ＯＤ600值�以观察培养基中
的细菌生长状况．扩大培养22ｈ后�取10ｍＬ培养
液于2500ｇ条件下离心15ｍｉｎ后得下层细胞与上
层清液．该细菌细胞经无菌培养基ＩＩＩ再悬浮、离心
去除残余代谢产物后�用于构建单一细菌微生物燃
料电池．上层清液则作为代谢产物进行分析�并加
入到单一细菌催化的电池阳极室�考察其对该电池
放电性能的影响．
1．4　化学分析与电化学分析

葡萄糖浓度由苯酚-硫酸法测定�重铬酸钾氧
化法测ＣＯＤ�采用4-氨基安替比林直接光度法测
定苯酚．取样后�样品用直径为0．22μｍ的微孔滤
膜过滤后立即进行成分分析．细菌代谢产物分析
使用 ＧＣ-ＭＳ （ＴｒａｃｅＤＳＱ�ＦＩＮＮＩＧＡＮ�Ａｍｅｒｉｃａ）．
单一细菌代谢产物以及细胞的电化学活性分析使

用ＣＨＩ660ｂ（上海辰华仪器有限公司 ）�其工作电
极为直径为3ｍｍ的玻碳电极�参比为饱和甘汞电
极�对电极为铂片电极．
1．5　细菌观察

取出阳极 （约1ｃｍ2）经无菌生理盐水轻轻冲
洗后�依次放入不同浓度 （25％�50％�70％�
85％�95％�100％ ）的乙醇溶液脱水．将脱水后的
电极样品固定在铜靶上喷金 （ＰｏｌａｒｏｎＥ-5100Ｓｐｕｔ-
ｔｅｒＣｏａｔｅｒ）后�其表面形貌由扫描电镜观察 （Ｐｈｉｌｉｐｓ
ＸＬ-30ＥＳＥＭ）．悬浮于阳极室溶液中的细菌用普通
光学显微镜观察．
2　结果与讨论
2．1　苯酚对微生物燃料电池的影响

图1为微生物燃料电池的放电曲线．如图所
示�放电结束后的微生物燃料电池经更换含不同苯
酚浓度的培养基后�还能够迅速产生电流．由于每
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次培养基的更换都去除阳极室中的悬浮细菌和代

谢产物�所以电流的产生应当是由附着在电极表面
的细菌引起的．而电流的下降则与培养基中不利于
细菌生长的因素有关�如有机物的减少�ｐＨ值的降
低�有毒代谢产物的产生等等．

图1　淡水沉积物接种的微生物燃料电池放电曲线
箭头表示培养基的更换�培养基中苯酚浓度／ｇ·
Ｌ－1：1）0．0；2）0．5；3）0．8；4）1．0

Ｆｉｇ．1　ＣｕｒｒｅｎｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｂｙＭＦＣｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｂｙｆｒｅｓｈｗａｅｒ
ｓｅｄｉｍｅｎｔ

ａｍｏｕｎｔｏｆｐｈｅｎｏｌ（ｇ·Ｌ－1）ｉｎｆｒｅｓｈｍｅｄｉｕｍ：1）0．0�
2）0�5�3）0．8�4）1．0�ａｎｄａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｍｅｄｉｕｍ
ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ

图2给出了沉积物接种的微生物燃料电池阳
极室中葡萄糖和苯酚浓度随着放电过程的变化．对
比图1可以看出�虽然放电电流的增大主要是因为
更换新鲜培养基补充了充足的葡萄糖 （图1）�但

葡萄糖的消耗速率却因苯酚的加入而减慢 （图
2Ａ）�这可能是因为苯酚在一定程度上抑制了阳极
室中细菌的某些生理过程．实验表明�逐次更换培
养基使苯酚对细菌起到了一定的驯化作用．例如�
在苯酚浓度分别为0．5、0．8、1．0ｇ·Ｌ－1的细菌阳
极电解液中�放电过程对应的苯酚消耗量依次为
0．15、0．40、0．46ｇ·Ｌ－1．可见�苯酚对细菌催化的
放电过程没有抑制作用�而是抑制细菌对葡萄糖的
消耗�这可能也是放电时间随苯酚浓度增加而延长
的原因之一．

从阳极室电解液中可观察到一些球菌及杆状

细菌�说明其培养基的细菌种类是多样的．多种微
生物降解有机物过程的复杂性及相关电子传递机

理有待进一步研究．总之�以淡水沉积物作为接种
源而构建的微生物燃料电池可以利用含苯酚浓度

高达1ｇ·Ｌ－1的葡萄糖溶液作为燃料�苯酚不仅没
有抑制细菌的产电过程�反而在一定程度上优化了
电池的性能�使放电电流有所增大�放电时间有所
延长．
2．2　单一细菌微生物燃料电池

以革兰氏阴性、杆状细菌作单一菌株构建单一
细菌微生物燃料电池．该细菌在好氧条件下生长旺
盛�消耗有机物迅速．20ｈ内�其生长使培养基ＩＩＩ
的ＣＯＤ值从1900±100ｍｇ·Ｌ－1降低到780±40
ｍｇ·Ｌ－1�并在培养基 ＩＩ和培养基 ＩＩＩ中都能够代
谢出蓝绿色吩嗪类物质．过氧化氢酶实验显示阳
性．据此�似可初步判断该菌当为假单胞菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）．图3表明�该细菌在生长过程中能

图2　淡水沉积物接种的微生物燃料电池放电过程葡萄糖浓度 （Ａ）和苯酚浓度 （Ｂ）随放电时间的变化
初始培养基所含苯酚／ｇ·Ｌ－1：○ ）0�● ）0．5�△ ）0．8�×）1．0

Ｆｉｇ．2　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｇｌｕｃｏｓｅ（Ａ）ａｎｄｐｈｅｎｏｌ（Ｂ）ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｗｉｔｈｄｉｓｃｈａｒｇｅｔｉｍｅｆｏｒｔｈｅＭＦＣｉｎｄｉｓｃｈａｒｇｅｐｒｏｃｅｓｓ
ｉｎｉｔｉａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｈｅｎｏｌ／ｇ·Ｌ－1：○ ）0�● ）0．5�△ ）0．8�×）1．0
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够产生具有电化学活性的代谢产物�而其细胞不具
有化学活性．

图3　假单胞菌代谢产物循环伏安曲线　Ａ）细菌生长22ｈ
后的培养基Ⅲ；Ｂ）新鲜培养基Ⅲ

Ｆｉｇ．3　Ｃｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｄｕｃｔｓｐｒｏｄｕｃｅｄ
ｂｙｐｕｒｅｃｕｌｔｕｒｅ　Ａ）ｍｅｄｉｕｍⅢ ｃｕｌｔｕｒｅａｆｔｅｒ22ｈｂａｃ-
ｔｅｒｉａｌｇｒｏｗｔｈ�Ｂ）ｆｒｅｓｈｍｅｄｉｕｍⅢ

图4表明�用处于生长旺盛期的革兰氏阴性细
菌接种后�50ｈ内�未见电池电流明显增大．重新
接种时�加入代谢产物�电流则由0．02±0．01ｍＡ
增大到0．27±0．02ｍＡ．然而�仅由代谢产物在电
极上的反应并不会出现电流逐渐增大的现象．这一
结果表明该细菌在其阳极催化反应中�电流是由细
菌在好氧条件下产生的溶解在培养基中的代谢产

物�如一些吩嗪类物质�经过氧化还原态的转化而

图4　单一细菌催化的微生物燃料电池放电曲线
1）细菌细胞接种；2）部分代谢产物和细菌细胞接种；
3）培养基的更换

Ｆｉｇ．4　ＣｕｒｒｅｎｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｂｙａＭＦＣｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙｐｕｒｅｃｕｌｔｕｒｅ
1）ｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇｗｉｔｈｂａｃｔｅｒｉａｌｃｅｌｌｓ�2）ｗｉｔｈｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｃｅｌｌｓａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｄｕｃｔｓ�3）ｗｉｔｈｇｒｏｗｔｈｍｅｄｉｕｍ
ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ

产生的�或者说�电子从细胞到电极的传递是由其
代谢产物作为电子介体完成的．所以�更换培养基
后�电流没有迅速恢复�这与使用沉积物接种的微
生物燃料电池的现象并不一致 （见2．1）．

图5表明�仅当阳极室中存在代谢产物时�细
菌才有明显生长．这是因为该细菌借助代谢产物之
存在�可以利用电极作为电子接受体�在电子传递
的同时获得了部分能量而进行生长．细菌的生长
可能使阳极区产生更多的代谢产物�并促进代谢产
物转移电子效率增大�从而使该微生物燃料电池
产生的电流有所增加．但如作为电子介体的代谢产
物不存在时�细菌不能直接利用电极作为电子接受
体�无法生长．

图5　单一细菌催化的微生物燃料电池中细菌的生长曲线
○ ）细菌细胞接种后的阳极室�△ ）部分代谢产物和
细菌细胞接种后的阳极室�×）培养基的更换后的阳
极室

Ｆｉｇ．5　ＧｒｏｗｔｈｏｆｂａｃｔｅｒｉａｉｎＭＦＣｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙｐｕｒｅｃｕｌｔｕｒｅ　
○ ）ＭＦＣｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｂｙｂａｃｔｅｒｉａｌｃｅｌｌｓ�△ ）ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｃｅｌｌｓａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｄｕｃｔｓ�×）ｍｅｄｉｕｍｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ

图6为上述两种微生物燃料电池阳极表面的
ＳＥＭ照片．如图所示�在以葡萄糖为电子供体的电
池阳极表面 （Ａ）存在着大量球形细菌构成的生物
膜�而在以假单胞菌接种的电池阳极表面 （Ｂ）�只
有较少量的细菌�未形成致密的生物膜．由此可见�
在对应的微生物燃料电池中�后者的电流产生机理
与前者可能有所不同．然而�由于在电极表面附近�
其氧化态电子介体的产生为细菌提供了较为合适

生长环境�可能也是引起假单胞菌在电极表面有一
定富集 （Ｂ）的原因．
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图6　两种微生物燃料电池阳极表面ＳＥＭ照片
Ｆｉｇ．6　ＳＥＭｉｍａｇｅｓｏｆｔｈｅａｎｏｄｅｓｓｕｒｆａｃｅｆｏｒｔｗｏｔｙｐｅｓｏｆＭＦＣｓ

Ａ）ＭＦＣｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｂｙｆｒｅｓｈｗａｔｅｒｓｅｄｉｍｅｎｔ�Ｂ）ＭＦＣｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｂｙｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ

3　结　论
淡水沉积物接种的微生物电子转移机理十分

复杂�首先体现在沉积物中细菌的多样性．本文利
用淡水沉积物接种�不考虑细菌的种类�得到了由
细菌富集的电极．该电极能够迅速对底物响应�产
生电流；而以从淡水沉积物中分离的假单胞菌接种
时�电流的响应却依赖于溶解态的代谢产物．实验
结果表明：
1）以淡水沉积物接种、葡萄糖作为电子供体

的微生物燃料电池�能够在苯酚高达1ｇ·Ｌ－1的浓
度下较好地工作．在完全更换新鲜培养基后电流迅
速增大主要是由富集在电极表面细菌构成的 “生
物膜 ”引起的．苯酚对细菌代谢起到抑制作用�使
葡萄糖的消耗速率降低�但在一定程度上使放电电
流有所增加�延长了放电时间．
2）从淡水沉积物中分离出的假单胞菌株可以

利用其在好氧条件下的代谢产物作为电子介体�在
厌氧条件下实现电子从细胞到电极的转移�同时得
到生长�以该假单胞菌接种的微生物燃料电池体
系�其电流的增大与附着在电极表面的细菌无直接
关系�确证了该菌株是利用其自身代谢出的溶解态
电子介体进行电子转移的机制．
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