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摘要：【目的】在异化铁还原细菌培养体系中，通过外加电子穿梭体，分析电子穿梭体种类与浓度对

细菌异化铁还原性质的影响。【方法】以一株发酵型异化铁还原细菌 Clostridium butyricum LQ25 为研究

对象，设置水溶性介体蒽醌-2-磺酸钠和核黄素作为外加电子穿梭体。【结果】在氢氧化铁为电子受体、

葡萄糖为电子供体培养条件下，不同浓度蒽醌-2-磺酸钠和核黄素对菌株 LQ25 异化铁还原效率影响具有

显著性差异。外加蒽醌-2-磺酸钠浓度为 0.5 mmol/L 时，菌株累积产生 Fe(II)浓度最高，为 12.95±0.08 mg/L，

相比对照组提高 88%。核黄素浓度为 100 mg/L 时，菌株累积产生 Fe(II)浓度是 11.06±0.04 mg/L，相

比对照组提高 61%。外加电子穿梭体能够改变菌株 LQ25 发酵产物中丁酸和乙酸浓度，提高乙酸相对

含量。【结论】蒽醌-2-磺酸钠和核黄素作为外加电子穿梭体能显著促进细菌异化铁还原效率，为揭示

发酵型异化铁还原细菌胞外电子传递机制提供实验支持。 

关键词：Clostridium butyricum LQ25，蒽醌-2-磺酸钠，核黄素，Fe(II)浓度 

 
 
 
 

异化铁还原是指细菌在细胞内氧化有机物

并释放出电子，在细胞外电子受体接受电子被还

原[1]。由于异化铁还原细菌在有机废水处理[2]、

重金属污染去除 [3–4]以及生物能源开发 [5]等方面

具有广阔的应用前景，异化铁还原细菌胞外电子

传递机理的研究引起学者们广泛关注[6–7]。希瓦氏

菌 (Shewanella oneidensis) 和 地 杆 菌 (Geobacter 

sulfurreducens)是研究呼吸型异化铁还原细菌的

模式菌。其基因组中含有大量细胞色素 c 的编

码序列，胞外电子传递过程中细胞色素 c 对电

子从细胞内膜传递到细胞外膜至关重要。希瓦

氏菌胞外电子传递中内膜蛋白 CymA、膜周质细

胞色素 c 以及外膜蛋白复合物 MtrABC 共同实现

跨膜电子传递[8]。吴云当等以模式菌 Shewanella 
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oneidensis MR-1 为例，研究发现电子传递按照内

膜-周质-外膜的顺序，由内至外的电子传递链是

CymA→MtrA→MtrB→OmcA/MtrC→Fe3+[9] 。 地

杆菌胞外电子传递由内膜蛋白 MacA、膜周质细

胞色素 c 以及外膜蛋白复合物 OMCs 共同实现。

地杆菌细菌中细胞色素 c 种类更丰富，且膜蛋白

复合物 OMCs 与 MtrABC 没有同源性，这也表明

呼吸型异化铁还原细菌胞外电子传递机制的多

样性[10–11]。 

2014 年 Vecchia 等以一株发酵型的异化铁还

原菌 Desulfotomaculum reducens strain MI-1 为研

究对象，通过 SDS-PAGE以及质谱分析研究发现，

该菌株没有相关的多血红素细胞色素 c 参与电子

传递。这是关于发酵型异化铁还原细菌胞外电子

传递机制的首次报导[12]。李曦研究发酵型异化铁

还原细菌 Anoxybacter fermentans DY22613T 时，

发现该菌株基因组序列没有编码细胞色素 c 的基

因，胞外电子传递过程缺少细胞色素 c。发酵型

菌株 DY22613T 属于革兰氏阳性菌，具有很厚的

细胞壁，其胞外电子过程中电子如何跨越细胞壁

的机理还不清楚。这意味着发酵型异化铁还原细

菌胞外电子传递过程不同于呼吸型异化铁还原

细菌[13]。 

对于缺少细胞色素 c 的发酵型异化铁还原细

菌，利用电子穿梭体可能是胞外电子传递的一种

策略[14]。电子穿梭体具有氧化态和还原态，在胞

内接受电子而被还原，传递电子至胞外电子受体

表面，失去电子而被氧化，通过氧化还原过程，

实现了电子的跨膜转移。因此，电子穿梭体可作

为铁还原菌与胞外电子受体接触的媒介，使细菌

脱离了需要与胞外电子受体直接接触的限制。 

醌类物质是一种电子穿梭体，其醌基基团接

受电子被还原为氢醌，释放电子再重新氧化形成

醌。电子通过醌与氢醌之间的转化，实现异化铁

还原细菌与胞外电子受体之间的电子传递。

Newman和Kolter研究异化铁还原细菌 Shewanella 

putrefaciens MR-1，首次提出微生物可以利用自

身分泌的某种醌类物质作为电子穿梭体传递电

子的机制[15]。异化铁还原菌 Shewanella putrefaciens 

CN32 在不含有电子穿梭体 AQDS 培养条件下铁

还原率是 16.80%，而在添加 AQDS 的培养条件

下，其铁还原率可达到 24.30%[16]。此外，AQDS

作为电子穿梭体能够加快电子转移速率，从而增

强菌株 Geobacter sulfurreducens 还原 Cr(VI)[3]。

Liu 等研究发现在外源电子穿梭体 AQS 存在的

条件下，温度不仅可以改变菌株 Shewanella 

oneidensis MR-1 的生理特性，也能改变 AQS 的

特性从而影响生物的电子传递速率[17]。 

核黄素类也能够作为电子穿梭体进行电子

传递，主要包括 3 种物质，分别是：黄素单核苷

酸(FMN)、黄素腺嘌呤二核苷酸(FAD)以及核黄

素(Riboflavin 即维生素 B2)，并且这三者之间可

以相互转化。You 等利用革兰氏阳性菌株 Bacillus 

megaterium LLD-1 为材料，外加核黄素的实验

表明，核黄素对于该菌株胞外电子传递过程至

关重要 [18]。Zhou 等分析了 AQDS 和核黄素对

Shewanella oneidensis MR-1 还原 Fe(III)的影响，

结果表明核黄素的增强作用明显高于 AQDS[19]。

Canstein 等首次研究发现希瓦氏菌能够产生黄素

单核苷酸(FMN)和核黄素，并分泌到胞外起电子

穿梭的作用，加速对结晶性较弱的 Fe(III)氧化物

的还原[20]。许多学者将核黄素介导的胞外电子传

递反应应用于环境中污染物的处理，王萍萍等研

究表明，Shewanella putrefaciens 分泌核黄素能明
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显加速电子向 U(VI)的转移，提高了还原 U(VI)

效率[21]。 

前期研究中，从海洋沉积物中筛选得到一株

革兰氏阳性细菌 Clostridium butyricum LQ25。菌

株 LQ25 属于发酵型异化铁还原细菌。论文以菌

株 LQ25 为研究对象，设置水溶性介体 AQS 和核

黄素作为外加电子穿梭体，分析电子穿梭体种类

与浓度对细菌异化铁还原效率的影响。旨在进一

步揭示发酵型异化铁还原细菌胞外电子传递机

制，为异化铁还原细菌在重金属污染等生物处理

的应用提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株：Clostridium butyricum LQ25 由本课

题组成员分离自渤海海洋沉积物(GenBank 号：

MK156151) 

1.1.2  菌株 LQ25 培养(g/L)：氯化钠 4.0，氯化

镁 0.1，磷酸氢二钾 1.5，半胱氨酸 0.5，酵母粉

1.0，葡萄糖 20.0，胰蛋白胨 4.0。菌株 LQ25 接

种到含 100 mL 培养基的血清瓶中，充氮气 5 min，

密封瓶口。培养条件：pH 7±0.5，温度 32 °C。厌

氧培养 36 h。以合成的氢氧化铁作为电子受体。

氢氧化铁溶液配制：称取 10.82 g 的 FeCl3·6H2O

于 1000 mL 烧杯中，再加入 666 mL 超纯水，调

pH 至 7.0 左右，静置沉降，出现红褐色沉淀，主

要是中性条件下的氢氧化铁，洗涤 3 次，定容至

200 mL，终浓度为 200 mmol/L。 

1.2  电子穿梭体 

外加电子穿梭体 AQS 至培养液的浓度分别

为 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 和 0.6 mmol/L，对照

组不加 AQS。电子穿梭体核黄素浓度梯度为 5、

25、50、75、100 和 150 mg/L，对照组不加核黄

素。菌株 LQ25 分别接种于上述含不同浓度电子

穿梭体培养液中，3 组重复样。恒温培养 12 h 后，

分别测定菌体密度 OD600、蛋白质含量、累积 Fe(II)

浓度、铁还原酶活以及发酵产物，分析外加电子

穿梭体对异化铁还原细菌 LQ25 生长及铁还原性

质的影响。 

1.3  异化 Fe(III)还原性质 

Fe(II)浓度根据邻菲啰啉法测定[22]，当缓冲溶

液为弱酸性时，邻菲啰啉可以与 Fe(II)生成稳定

的橙红色配合物，并在波长 510 nm 处具有最大

吸光值，且 Fe(II)浓度大小与吸光值是成正比的。

具体步骤如下：吸取 1 mL 0.1%邻菲啰啉溶液和 

1 mL 乙酸-乙酸钠(pH=4.6)缓冲液到 10 mL 比色

管中，再加 1 mL 待测样，加水定容至 10 mL，

摇匀静置 10 min 后，测其 OD510。根据标曲计算

Fe(II)含量。 

按文献[23]测定异化 Fe(III)还原酶活性，步

骤如下：采用超声波破碎仪对菌株 LQ25 细胞进

行破碎，取细胞破碎液 2 mL、PBS 溶液 2 mL、

NADH (电子供体) 200 μL 和柠檬酸铁(电子受体) 

15 μL，加超纯水定容至 10 mL。对照组反应体

系不加电子供体 NADH，其余条件相同。恒温

培养，30 °C，1 h。反应结束，测定该反应液于

510 nm 处光吸收值。标准曲线计算 Fe(II)浓度。

自定义酶活单位：10 mL 体系中，1 mg 蛋白     

1 h 产生 1 μmol Fe(II)为 1 个酶活，用 U 来表示。

U=1 μmol/(h·mg)。 

1.4  分析方法 

利用分光光度计测定菌液在波长 600 nm 处

的吸光值，以此来表示菌液密度。菌体蛋白质含
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量测定利用考马斯亮蓝法。发酵产物分析测定

利用气相色谱质谱仪 GC-2010。培养结束后，

取菌液 20 mL，离心(5000 r/min，5min)，取上

清 10 mL 置于顶空瓶中，在旋转蒸发仪上水浴

(50 °C)旋蒸 30 min，然后用取样针头吸附 30 min。

测定条件是：色谱柱：HP-FFAP 毛细管分析柱  

(30 m×0.53 mm，膜厚 1.0 μm，惠普公司生产)；

载气是 N2，10 mL/min；检测器是 FID；柱箱温

度：程序升温，初始温度为 40 °C，恒温 3 min

后，以 20 °C/min 的速率升温至 220 °C。 

2  结果和分析 

2.1  异化铁还原细菌 LQ25 生长 

菌株 LQ25 在葡萄糖为电子供体和氢氧化铁

为电子受体厌氧培养条件下细胞生长曲线见  

图 1。在培养 12 h 时，菌株 LQ25 开始进入对数

生长期，培养 24 h 时，细胞生长达到稳定期，

OD600 最高达到 1.5195±0.0100。培养 36 h 时，菌

株进入衰亡期，OD600 下降至 1.231±0.060。对于

未添加氢氧化铁对照组与异化铁培养体系实验

组，菌株细胞生长在培养初期没有显著差异

(P>0.05)。当培养 12 h 后对照组和实验组之间细

胞生长差异极显著(P<0.01)。未添加氢氧化铁的

对照组在培养 24 h时细胞生长到达稳定期，OD600

最高为 1.013±0.020。培养 36 h 时，菌株细胞生

长进入衰亡期，OD600 下降至 0.821±0.040。 

2.2  电子穿梭体对菌株 LQ25 生长的影响 

2.2.1  蒽醌-2-磺酸钠(AQS)：菌株 LQ25 分别接

种于含不同浓度蒽醌 -2-磺酸钠 (AQS)培养基

中，无添加 AQS 培养为对照组。培养 24 h 时，

测定不同 AQS 浓度下菌株 LQ25 生长及蛋白质

含量，见图 2。AQS 浓度为 0.1–0.5 mmol/L 时，

细胞生长随着 AQS 浓度增加而提高，当 AQS 浓

度为 0.5 mmol/L 时，OD600 和蛋白质含量最高，

随 AQS 浓度继续增加，细胞生长开始下降。在

设定 AQS 浓度范围内(0.1–0.6 mmol/L)，实验组

细胞生长相比对照组(未添加 AQS)均有所提高。

显著性分析显示，3 个 AQS 浓度组(0.1、0.2 和 

 

 
 

图 1.  菌株 LQ25 生长曲线 

Figure 1.  The growth curve of Clostridium butyricum 
LQ25. 

 

 
 

图 2.  电子穿梭体 AQS 浓度对菌株 LQ25 生长影响 

Figure 2.  The effects of concentration of electron 
shuttle AQS on cell growth by strain LQ25. Lowercase 
letters indicate different significance at 0.01 level, 
P<0.01. n=3, Error bars=s.e.m. 
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0.3 mmol/L)之间对菌株蛋白质含量的影响没有

显著差异(P>0.05)，而且其蛋白质含量极显著低

于其他浓度组(0.4、0.5 和 0.6 mmol/L) (P<0.01)。

6 个浓度组中，浓度 0.4 mmol/L AQS 对菌株 LQ25

蛋白质含量的影响相较于其他浓度组具有极显

著差异(P<0.01)。当 AQS 浓度为 0.5 mmol/L 时，

菌株蛋白质含量最高(95.07±3.73 mg/L)，相较于

对照组提高 41%。浓度组 0.5 和 0.6 mmol/L 之间

对菌株蛋白质含量影响差异不显著(P>0.05)。研

究结果显示不同浓度电子穿梭体 AQS 对菌株

LQ25 生长具有极显著的促进作用(P<0.01)。 

2.2.2  核黄素(VB2)：设置核黄素浓度 5、25、50、

75、100 和 150 mg/L，核黄素浓度对菌株 LQ25

生长的影响如图 3。核黄素浓度在 5–100 mg/L，

菌株细胞生长和蛋白质含量与核黄素浓度成正

相关，当核黄素浓度为 100 mg/L 时，菌体蛋白

质含量最高，相较于对照组(不添加核黄素)蛋白

质含量提高 26%。显著性分析显示，核黄素浓度

为 5 mg/L 对菌株 LQ25 蛋白质含量具有显著促进

(P<0.05)，其他核黄素浓度组都是极显著促进菌

株 LQ25 生长及蛋白质含量(P<0.01)。低浓度组

(5、25 和 50 mg/L)之间对菌株蛋白质含量的影响

没有显著差异(P>0.05)，同样地，高浓度组(75、

100 和 150 mg/L)之间对菌株蛋白质含量的影响

不显著(P>0.05)。而两个高低浓度组对菌株 LQ25

生长的影响具有极显著差异(P<0.01)，由此可见，

核黄素浓度是影响菌株 LQ25 生长的重要因素。 

2.3  电子穿梭体对菌株 LQ25 异化铁还原性质

的影响 

2.3.1  蒽醌-2-磺酸钠(AQS)：AQS 浓度对菌株

LQ25异化铁还原产生 Fe(II)浓度及铁还原酶活性

的影响见图 4。AQS 浓度在 0.1–0.5 mmol/L， 

 
 

图 3.  电子穿梭体核黄素浓度对菌株 LQ25 生长影响 

Figure 3.  The effects of concentration of electron 
shuttle riboflavin on cell growth by strain LQ25. 
Lowercase letters indicate different significance at 
0.01 level, P<0.01. n=3, Error bars=s.e.m. 

 

 
 

图 4.  电子穿梭体 AQS 浓度对菌株 LQ25 异化铁还

原影响 

Figure 4.  The effects of concentration of electron 
shuttle AQS on Fe(III) reduction by strain LQ25 
(lowercase letters indicate different significance at 
0.01 level, P<0.01) (n=3, Error bars=s.e.m.) 

 
菌株 LQ25 异化 Fe(III)效率随 AQS 浓度增加而

提高。当 AQS 浓度为 0.5 mmol/L 时，累积 Fe(II)

浓 度 及 铁 还 原 酶 活 性 达 到 最 高 ， 分 别 是

12.95±0.08 mg/L 和 3.83±0.09 U，Fe(II)浓度相较

于对照组提高 88%，铁还原酶活性是对照组的   
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2.9 倍。除 0.1 mmol/L 浓度组外，添加不同浓度

电子穿梭体 AQS 实验组产生 Fe(II)浓度较对照组

都有极显著提高(P<0.01)。不接种菌株 LQ25 的对

照组，含不同浓度 AQS 的培养基都没有测定出

Fe(II)的浓度。这表明培养液中 Fe(II)的累积由菌

株 LQ25 异化还原 Fe(III)产生。各浓度组之间对

菌株铁还原产生 Fe(II)浓度影响具有极显著差异

(P<0.01)。由此可见，AQS 作为电子穿梭体加入

异化铁还原培养体系能够显著提高菌株 LQ25 异

化铁还原效率，AQS 浓度是影响菌株异化铁还原

过程的重要因素。 

2.3.2  核黄素(VB2)：核黄素(VB2)对菌株 LQ25

异化铁还原的影响见图 5。加入电子穿梭体核黄

素，Fe(II)累积产生浓度和铁还原酶活性随着核黄

素浓度的增加呈现先升后降的趋势。在核黄素浓

度为 100 mg/L 时，Fe(II)浓度和铁还原酶活性最

高，分别是 11.06±0.04 mg/L 和 2.64±0.02 U。Fe(II)

浓度相较于对照组提高 61%，铁还原酶活性是对

照组 1.9 倍。不接种菌株 LQ25 的对照组，含不

同浓度核黄素的培养基都没有测定出 Fe(II)的浓

度。添加不同浓度的核黄素组，其对菌株 LQ25

异化铁还原效率具有极显著提高 (P<0.01)。在   

6 个浓度组中，核黄素 5 mg/L 浓度组对菌株 LQ25

异化铁还原影响具有极显著性差异(P<0.01)，其

他 5 个浓度梯度组(25、50、75、100 和 150 mg/L)

之间对菌株 LQ25 异化铁还原影响没有显著性差

异(P>0.05)。根据产生 Fe(II)的累积浓度和培养基

Fe(III)的初始浓度，两者比值表示为铁还原率。

根据数据计算，不同核黄素浓度下(0、5、25、50、

75、100 和 150 mg/L)，菌株 LQ25 铁还原率(平均

值)分别是 24.5%、35%、38.1%、38.9%、39.3%、

39.2%和 37.7%。显著性分析显示，5 个浓度梯度

组(25、50、75、100 和 150 mg/L)之间对菌株 LQ25

异化铁还原率的影响没有显著性差异(P>0.05)。

由此可见，核黄素作为外加电子穿梭体可促进菌

株 LQ25 异化铁还原效率，核黄素浓度变化没有

显著影响菌株异化铁还原过程。 

2.4  电子穿梭体对菌株 LQ25 发酵产物的影响 

在没有外加电子穿梭体时，菌株 LQ25 在葡

萄糖为电子供体、氢氧化铁为电子受体的异化铁

培养体系下发酵产物主要是丁酸和乙酸。从表 1

可以看出，无外加电子穿梭体时，菌株 LQ25 发

酵液组分中，丁酸浓度是 444.2 μL/mL，乙酸浓

度是 56.6 μL/mL，表现为典型的丁酸型发酵。外

加电子穿梭体 AQS 的浓度为 0.5 mmol/L 时，菌

株 LQ25 发酵液中乙酸浓度是对照组的 4.43 倍，

达到 251.2 μL/mL。外加电子穿梭体核黄素的浓

度为 100 mg/L 时，发酵液中乙酸浓度是对照组的

2.49 倍。结果表明，外加电子穿梭体能够提高菌

株 LQ25 发酵产物中乙酸相对含量。 

 

 
 

图 5.  电子穿梭体核黄素浓度对菌株 LQ25 异化铁还

原影响 

Figure 5.  The effects of concentration of electron 
shuttle riboflavin on Fe(III) reduction by strain LQ25. 
Lowercase letters indicate different significance at 
0.01 level, P<0.01. (n=3, Error bars=s.e.m.) 
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表 1.  电子穿梭体对菌株 LQ25 发酵产物影响 

Table 1.  The effect of electron shuttles on fermentation 
products by strain LQ25  
Electron 
shuttles 

Butyric 
acid/(μL/mL) 

Acetic acid/  
(μL/mL) 

Relative content 
of acetic acid/%

Control  444.2 56.6  12.7 

AQS 434.7 251.2  36.6 

Riboflavin 293.4 141.2 32.5 
 

3 讨论 

醌类物质是一种典型的外加电子穿梭体，

如，蒽醌-2,6-二磺酸盐(AQDS)接受电子被还原为

2,6-蒽氢醌-二磺酸盐(氢醌)，释放电子被氧化为

蒽醌-2,6-二磺酸盐(醌)。电子穿梭体蒽醌-2,6-二

磺酸盐 AQDS 浓度影响细菌胞外电子传递效率。

Bai 等将铁还原细菌与胞外电子受体铁氧化物或

针铁矿进行空间隔离(分离长度 2 cm)，当外加

AQDS 浓度增加 10 倍，铁还原速率从 0.07 增加到

0.19 μmol/d，表明铁还原速率与电子穿梭体 AQDS

浓度有关[24]。Gerlach 等研究电子穿梭体浓度对菌

株 Cellulomonas sp. ES6 铁还原的影响，随着

AQDS 浓度增加铁还原效率也会相应提高，当

AQDS 浓度达到 0.5 mmol/L 时，铁还原效率最高，

是对照组的 1.5 倍[25]。在针铁矿未达到饱和吸附之

前，AQDS 浓度越高，针铁矿解离速率也越大[26]。

刘亮等研究发现 AQDS 浓度在 1–500 µmol/L 范

围内，实验用 3 株细菌 Klebsiella pneumonia 

L17、Aeromonas hydrophila HS01 及 Shewanella 

decolorationis S12 异化铁还原效率与 AQDS 成正

相关关系。而当 AQDS 浓度提高至 1000 µmol/L，

3 株细菌的异化铁还原率都出现不同程度下降[27]。

菌株 Shewanella putrefaciens 在以针铁矿为电子

受体的异化铁培养条件下，外加电子穿梭体

AQDS 促进菌株还原过程。当 AQDS 浓度从  

0.025 mmol/L 增大到 0.3 mmol/L 时，针铁矿还原

率从 50%增大到 60%，变化幅度不大。可能是对

于浓度为 2.0 mmol/L 的电子受体针铁矿，低浓度

(如 0.025 mmol/L)的 AQDS 已经能够完全承担电

子传递，即使再增大 AQDS 浓度，针铁矿还原率

没有出现明显提升[28]。 

随着 AQS 浓度升高，AQS 促进菌株异化铁

还原效率下降的因素可能有两个方面：一方面，

若电子穿梭体浓度较高，可能对微生物有毒害作

用，抑制细胞代谢和生长[29]；另一方面，AQS 是

电子传递的介质，本身不产生电子，菌株氧化有

机物产生的电子数量是有限的，当添加的 AQS

超过一定界限后，多余的 AQS 不能完成电子传

递的功能[30]。 

以累积 Fe(II)浓度为指标，添加 AQS 和核黄

素最高可分别提升菌株 LQ25 异化铁还原效率

88%和 61%。相比较典型外加电子穿梭体 AQS，

核黄素作为电子穿梭体促进菌株 LQ25 异化铁还

原效率的影响相对较弱。周雨行等研究发现添加

核黄素能够提高菌株 Shewanella oneidensis 的铁

硫还原能力，证实核黄素具有较强的电子传递功

能，加速对水体 As(V)的吸附[31]。Li 等分析电子

穿梭体核黄素对菌株 Shewanella decolorationis 

NTOU1 的电子传递效率的影响，结果显示浓度

高于 10 μmol 时，核黄素可以显著提高菌株的电

子传递效率[32]。事实上，核黄素作为外加型电子

穿梭体能够提高胞外电子传递效率，同时，在许

多菌株中发现核黄素可作为内在型电子穿梭体，

并以此提高菌株胞外电子传递效率。Canstein 等

首次研究发现异化铁还原模式菌 Shewanella 自身
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能分泌核黄素介导胞外电子传递[20]。Wu 等利用

菌株 Shewanella oneidensis MR-1 为材料，研究发

现电子受体能够影响菌株分泌核黄素从而影响

胞外电子传递[33]。核黄素无论作为外加型还是内

在型电子穿梭体，因其辅助形式 FMN 或 FAD 接

受电子被还原为 FMNH2 或 FADH2，也称为黄素

氢醌；给出电子后，再转化为氧化型 FMN或 FAD。

FMN 和 FAD 能够接受电子及释放电子进行氧化

和还原反应，是一种典型电子传递物质。而关于

菌株 LQ25 是否分泌核黄素作为内在型电子穿梭

体，还需进一步证实。 

菌株 LQ25属于发酵型异化 Fe(III)还原细菌，

即在菌株异化铁还原过程中会产生中间代谢产

物，如甲酸、乙酸、丁酸及乙醇等[34]。刘进超等

研究发现，菌株 Clostridium pasteurianum DSM525

在氧化铁为电子受体培养下，其发酵产物乙酸和

丁酸产量相比对照有显著增加[14]。由此可见，乙

酸和丁酸含量能在一定程度上反映菌株发酵代

谢类型以及异化铁还原细菌胞外电子传递状态。

梭菌利用葡萄糖发酵代谢途径中，铁氧还蛋白氧

化还原酶催化丙酮酸生成乙酰 CoA，其中一部分

可以生成乙酸，而另一部分则生成丁酸，乙酰 CoA 

是乙酸和丁酸代谢途径的分节点[35]。根据纯培养

梭菌发酵代谢途径[36]，对于乙酸代谢支路，1 分

子葡萄糖转化成 2 分子乙酸可获得 4 分子 ATP，

反应见公式(1)。 

C6H12O6+2NAD+
 +4ADP+4Pi+4H2O→ 

2CH3COOH+2NADH+2H+ +2H2+2CO2+4ATP  (1) 

对于丁酸代谢支路，1 分子葡萄糖转化成   

1 分子丁酸可获得 3 分子 ATP，反应见公式(2)。 

C6H12O6 +3ADP+3Pi+2H2O → 

CH3(CH2)2COOH+2H2+2CO2 +3ATP            (2) 

由此可见，梭菌的发酵代谢途径中，乙酸代

谢可产生还原力 NADH+H+。在外加电子穿梭体

条件下，菌株 LQ25 发酵产物中乙酸相对含量都有

不同程度提高，这也意味着较高产量乙酸伴随着更

多还原力 NADH+H+，以用于异化铁还原过程。 

实验菌株 LQ25 分离自海洋沉积物，是一株

发酵型异化铁还原细菌。关于电子穿梭体介导下

菌株 LQ25 的还原机制研究，将有助于进一步揭

示发酵型异化铁还原菌的铁还原机制，从而推动

有关微生物异化铁还原机制的研究进程。 

4  结论 

异化铁还原细菌 Clostridium butyricum LQ25

分离自海洋沉积物。在异化铁还原培养体系中，

菌株 LQ25 能够以葡萄糖为电子供体和氢氧化铁

为电子受体进行异化铁还原。在外加电子穿梭体

蒽醌-2-磺酸钠时，菌株 LQ25 异化铁还原累积产

生 Fe(II)浓度都极显著提高(P<0.01)。当蒽醌-2-磺

酸钠浓度为 0.5 mmol/L 时，累积 Fe(II)浓度为

12.95±0.08 mg/L，相比对照组提高 88%。核黄素

作为外加电子穿梭体添加至培养体系，菌株 LQ25

生长和异化铁还原都显著提高。当核黄素浓度为

100 mg/L 时，累积 Fe(II)浓度是 11.06±0.04 mg/L，

相比对照组提高 61%。发酵产物分析结果表明，

外加电子穿梭体能够改变菌株 LQ25 发酵产物

中丁酸和乙酸相对含量。相比对照组，外加蒽

醌-2-磺酸钠和核黄素实验组中发酵产物乙酸相

对含量分别提高 24%和 20%。研究结果为丰富发

酵型异化铁还原细菌胞外电子传递机制提供实

验支持。 
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Characteristics of Fe(III) reduction by Fe(III)-reducing 
bacterium Clostridium butyricum LQ25 under the condition of 
electron shuttles 

Hongyan Liu*, Yuan Yuan, Shan Zhang, Kaiqiang Li 
College of Marine and Environmental Sciences, Tianjin University of Science & Technology, Tianjin 300457, China 

Abstract: [Objective] This study aimed to investigate the characteristics of microbial Fe(III) reduction under the 

condition of adding electron shuttles. [Methods] The effects of anthraquinone-2-sulfonic acid (AQS) and riboflavin 

on cell growth and Fe(II) concentration by a fermenting bacterium Clostridium butyricum LQ25 were investigated. 

[Results] The results showed that Fe(II) concentrations were significantly different under the series of electron 

shuttle concentrations, Fe(OH)3 as electron acceptor and glucose as electron donor. The highest Fe(II) concentration 

under Fe(III)-reducing conditions by strain LQ25 was 12.95±0.08 mg/L at the AQS concentration of 0.5 mmol/L, 

which was 88% higher compared to the control without added AQS. When riboflavin was added as the electron 

shuttle, Fe(II) concentration was 11.06±0.04 mg/L at the riboflavin concentration of 100 mg/L, which was 61% 

higher compared to the control. The adding of electron shuttles could change the concentration of butyrate and 

acetic acid in fermentation products by strain LQ25, with the increasing of relative content of acetic acid. 

[Conclusion] The adding of electron shuttle AQS and riboflavin could significantly promote microbial Fe(III) 

reduction, which will provide the experimental evidence for the mechanism of extracellular electron transfer by 

fermentative Fe(III)-reducing bacteria.  

Keywords: Clostridium butyricum LQ25, anthraquinone-2-sulfonic acid (AQS), riboflavin, Fe(II) concentration 
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