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摘   要：【背景】苯酚废水作为一种毒性强、难降解的废水而备受关注。目前，微生物燃料电池

(microbial fuel cell，MFC)已经广泛用于苯酚废水的降解，MFC 的产电效果和苯酚的降解效率与反

应器内的微生物群落有着密切关系。【目的】为了提高 MFC 的产电效果及对有害物质的降解能力，

需要对 MFC 中苯酚的降解和微生物群落结构进行探索。【方法】分别在开路和闭路情况下，利用

高效液相色谱(HPLC)测试 MFC 对苯酚的去除率；利用 16S rRNA 基因高通量测序技术分析阴极室

中微生物群落的变化。【结果】与开路控制相比，闭路情况下苯酚的去除效率有了显著提升。并且

阴极微生物的物种多样性增多，尽管整体的物种丰度减少了，但一些产电菌和降解菌的丰度明显

增加，例如门水平上的变形菌门(Proteobacteria)、放线菌门(Actinobacteria)和纲水平上的 γ-变形菌

纲(Gammaproteobacteria)。【结论】微电场的存在促进了一些功能微生物的生长，对苯酚的降解和

MFC 的产电产生了积极影响。 
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Effect of micro electric field on cathode microbial diversity in 
the process of phenol degradation in microbial fuel cell 

ZHANG Rong, HOU Bin*, LIU Xiaoyu, HE Pan, ZHANG Chao, SUN Hongxin, LU Jing 
School of Environmental and Safety Engineering, North University of China, Taiyuan 030051, Shanxi, China 

Abstract: [Background] Phenol wastewater has attracted much attention as a kind of wastewater with 

strong toxicity and refractory degradation. At present, microbial fuel cell (MFC) have been widely used 

for the degradation of phenol wastewater. The power generation efficiency of MFC and the degradation 

efficiency of phenol are closely related to the microbial community in the reactor. [Objective] In order 

to improve the electricity generation effect of MFC and the degradability of harmful substances, it is 

necessary to explore the degradation of phenol in MFC and the structure of microbial community. 

[Methods] In open and closed circuit condition, high-performance liquid chromatography (HPLC) was 

used to test the removal rate of phenol by MFC; 16S rRNA gene high-throughput sequencing technology 

was used to analyze changes in the microbial community in the cathode compartment. [Results] The 

results showed that compared with open circuit control, the removal effect of phenol in closed circuit 

condition has been significantly improved. In addition, the species diversity of cathodic microorganisms 

has increased. Although the overall species abundance has decreased, the abundance of some 

electricity-producing and degrading bacteria has increased significantly, such as, Proteobacteria and 

Actinobacteria at the phylum level and Gammaproteobacteria at the class level. [Conclusion] The 

existence of the micro electric field promotes the growth of some functional microorganisms, which has 

a positive impact on the degradation of phenol and the power generation of MFC. 

Keywords: microbial fuel cell; phenol; micro electric field; HPLC; 16S rRNA gene high-throughput 
sequencing technology; microbial diversity 

截至目前，科学家们对有毒有机废水进行

了广泛的研究，尤其是对毒性强、难降解的含

酚废水[1]。酚类物质主要来源于炼油厂、制药

厂和化工厂[2]。苯酚作为酚类物质的代表，在

工业废水排放的过程中进入水生生态系统，这

对当地的生物群落产生了不利影响，包括藻

类、原生动物、无脊椎动物和脊椎动物等。除

此之外，苯酚还可以通过皮肤和黏膜进入人体

内部，引起一系列皮肤病、神经系统疾病和内

脏疾病等 [3]。在水质标准方面，苯酚已经被列

入有毒化学品清单，世界卫生组织 (World 

Health Organization，WHO)表明饮用水中允许

的最大苯酚含量为 1 mg/L[4]。 

有关苯酚废水的处理方法包括物理法、化

学法和生物法，但在众多的方法中，生物降解

是最有利于生态系统的一种方法，可以将一些

有害的物质分解生成无害的产物排放[4]。生物

法通常包括微生物法和酶法，其中微生物法是

去除有机化合物、降解有毒废水的有效策略，

苯酚可以被酵母、真菌和细菌等多种微生物降

解[5]。好氧和厌氧微生物都可以将苯酚作为碳

源供其自身生长代谢，利用微生物降解苯酚具

有成本低、适应性强、环境友好等优点[6]。 

微生物燃料电池(microbial fuel cell，MFC)

是近年来发展起来的一种废水处理技术，可用

于酚类废水的生物修复，其利用微生物作为生
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物催化剂，将化学能转化为其他形式，如电、

氢和甲烷 [7]。以往的研究表明，从人工模拟废

水到实际废水，多种有机基质都可以在 MFC 中

降解[8-9]。在通常的反硝化、铁和硫酸盐还原条

件下，电子受体的耗竭可能会阻止苯酚的完全

降解，而在 MFC 中，阳极微生物消耗底物释放

的电子通过外电路转移到阴极，电子最终被终

端电子受体消耗，终端电子受体(如空气中的氧

气)不会耗尽；与开路对照相比，MFC 对苯酚的

降解率提高了约 15%[10]。Hassan等[11]表明在MFC

中苯酚的降解与反应器内的微生物群落密不可

分，因此对微生物群落结构的研究相当重要。 

先前有许多有关苯酚在 MFC 降解过程中

阳极微生物群落的研究，但对好氧条件下阴极

微生物群落的报道较少，因此，本研究在开路

(无电场)和闭路(有电场)条件下对苯酚的降解

以及阴极微生物群落的变化进行研究分析，探

究微电场对苯酚的降解以及对阴极微生物群落

结构的影响。 

1  材料与方法 

1.1  MFC 反应器构型 
实验采用的是一种环形电场的双室 MFC，

其反应器由一个圆柱形有机玻璃组成，该反应

器分为阴极和阳极，阴极位于中间，有效容积

为 830 mL，阳极为环形结构围绕在阴极外侧，

有效容积为 760 mL。2 个反应室由 1 K 超滤膜

分离开来，其中阳极为厌氧环境，阴极为好氧

环境。阳极电极由 42 cm×6 cm 的碳毡组成，阴

极电极由 10 cm×10 cm 的碳毡卷成碳棒，两电

极之间由钛丝连接形成环形电场，固定外部电

阻为 1 000 Ω。本实验使用了 3 套(6 个)相同的

装置在不同的条件下运行，其中 3 个为开路(无

电场)、3 个为闭路(有电场)，并且采用连续流

的模式运行，苯酚废水先在阳极室进行厌氧反

应，然后再进入阴极室进行好氧反应。 

1.2  MFC 的接种与启动 
实验使用的活性污泥采集自山西省太原市

北郊污水处理厂的厌氧池。接种体为好氧污泥

和厌氧污泥的混合物，其体积比为 1:1。将悬浮

固体浓度为 2 000 mg/L 的预处理活性污泥转移

到 MFC 的阳极室和阴极室中进行培养。加入一

些营养液为微生物的生长提供舒适的环境，这

些营养液主要包括磷酸盐缓冲溶液(phosphate 

buffered saline，PBS)、矿物质溶液和维生素

溶液 [12]。实验采用的驯化方式为梯度驯化，

微生物的驯化分为 2 个阶段：第一阶段，以化

学需氧量(chemical oxygen demand，COD)浓度

为 450 mg/L 的葡萄糖为碳源，促进初始微生物

生长；第二阶段，采用苯酚逐步取代葡萄糖，使

苯酚和葡萄糖作为微生物生长的共同碳源，使  

2 种物质叠加的 COD 浓度保持在 450 mg/L，并

且最终达到固定的浓度(苯酚 300 mg/L COD，

葡萄糖 150 mg/L COD)，有研究表明共底物更有

助于难降解物质的去除[13-15]。在驯化期间以电压

低于 50 mV 为标志，同时更换阴阳极的营养物

质，直到电压升高并达到稳定值，驯化结束。 

1.3  主要试剂和仪器 
将 125.9 mg 苯酚溶解在 1 000 mL 蒸馏水中

制备模拟苯酚废水(300 mg/L COD)，加入适量葡

萄糖(150 mg/L COD)作为微生物生长的共同碳

源。苯酚和葡萄糖，阿拉丁试剂(上海)有限公司。 

NucleoSpin 土 壤 DNA 提 取 试 剂 盒 ，

Macherey-Nagel 公司；PCR 聚合酶，东洋纺(上

海 ) 生物科技有限公司。 PCR 仪， Applied 

Biosystems 公司；高效液相色谱仪 (HPLC)，

Thermo Fisher Scientific 公司。 

1.4  高效液相色谱法 
采用高效液相色谱(HPLC)检测 MFC 中苯

酚的浓度，色谱柱的型号为 Waters Symmetry 
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C18 (3.91 mm50 mm)，紫外检测器工作波长为

270 nm，流动相甲醇:水的体积比为 80:20，流

速为 1 mL/min，此条件下苯酚的保留时间为 

3.4 min。进样量为 20 µL，进样前用 0.22 µm 滤

膜过滤。 

1.5  微生物的提取与分析 

1.5.1  样品的采集 

分别对每个反应器阴极反应室内的污泥混

合液进行取样，每个反应器中取 3 个平行样。

具体操作步骤为：用玻璃棒将阴极反应室内的

泥水混合，取 10 mL 泥水混合物放入离心管中，

14 800×g 离心 10 min，弃掉上清液后在−80 °C

的条件下保存。 

1.5.2  DNA 提取与分析 

采用 NucleoSpin 土壤 DNA 提取试剂盒提

取样品的 DNA。PCR 反应采用细菌 16S rRNA

基因 V3–V4 区域引物 338F (5′-ACTCCTACGG 

GAGGCAGCA-3′)和 806R (5′-GGACTACHVG 

GGTWTCTAAT-3′)。将获得的序列 (相似性为

97%)聚类为操作分类单元(operational taxonomic 

unit，OTU)，并选取每个 OTU 的代表序列进行

分类。α 指数采用 Mothur V1.30 软件分析[16]。

生物信息分析流程参考文献[17]。为了更简约直

观地看出有无电场这 2 种情况下样品间的差

异，将每种情况下 3 个样品的结果进行合并分

析讨论。 

2  结果与讨论 

2.1  MFC 的产电 

如图 1 所示，MFC 的启动分为 2 个阶段。

前 4 个循环为第一阶段，以葡萄糖为唯一碳源，

电压逐渐升高，达到 0.48 V 左右，表明接种了

营养物和活性污泥混合物的 MFC 正式启动[18]。

后 2 个循环为第二阶段，苯酚和葡萄糖作为微 

 
 
图 1  MFC 在梯度驯化期间产生电压的变化曲

线图 
Figure 1  The change curve of the voltage 
generated by the MFC during the gradient 
acclimation. 
 

生物生长的共同碳源，在此阶段，最大电压值

从 0.48 V 上升到 0.60 V，电压上升速度明显提

高。这表明功能微生物已经在一定程度上适应

了苯酚作为营养物质供其生长繁殖，苯酚作为

MFC 的底物可以提供电子，并且共底物能比单

有葡萄糖产生更多电子[13]。这种现象可能是由

于梯度驯化增加了混合废水的微生物多样性，

功能微生物更好地利用苯酚废水作为碳源产生

电子，从而增加了电压的产生[19-20]。 

2.2  微电场对苯酚去除率的影响 

苯酚在 MFC 反应器的阳极和阴极室内分

别经过 36 h 反应后几乎完全降解，因此在水力

停留时间为 36 h 的情况下分别对 2 个反应器内

的废水取样测试苯酚的浓度。测试结果如图 2

所示，经过 36 h 的反应后，在阳极室内，开

路条件下苯酚的去除率可以达到 35.8%，而闭

路条件较开路条件相比高 8%。在整体的出水

中，微电场存在时，在 30 h 取到的样品中苯

酚的去除率就接近 100%，而此时开路条件下  
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图 2  开路闭路条件下 MFC 中阳极室和整体对

苯酚去除率的对比 
Figure 2  Comparison of phenol removal rate 
between anode chamber and overall MFC in the 
open and closed circuit condition. 
 

苯酚的去除率仅有 88.3%。结果表明，与开路

控制相比，微电场的存在可以提高苯酚的去除

效果。然而在 MFC 中苯酚的代谢途径与功能微

生物群落有很大的关系，微电场可以对微生物

产生一种刺激，为微生物呼吸过程提供能量并

促进污染物降解，从而增强苯酚的代谢[21-22]。 

2.3  开路闭路条件下阴极微生物群落的稀

释曲线和 OTU 聚类分析 
为了揭示微电场对 MFC 阴极微生物群落

的影响，分别在开路和闭路条件下对阴极溶液

中的泥水混合物进行取样分析。从图 3A 可以

看出，开路和闭路条件下阴极样品的稀释性曲

线开始都呈一个上升趋势并逐渐趋于平稳，表

明达到了测试目的。 

OTU 是通过对相似度为 97.0%的 reads 进行

聚类得到的。如图 3B 所示，开路和闭路条件下

样品的 OTU 数分别为 400 和 406，其中 382 种是

重合的，这表明 2 个样品中的微生物种类较相

似。此外，还检测到开路样品中独有的 OTU 数

为 18，闭路样品中独有的 OTU 数为 24，微电

场的存在增加或者改变了部分微生物的种类。

这表明微电场刺激了阴极微生物的生长繁殖，

可能使阴极室中微生物的物种增多或者产生一

些嗜电菌和苯酚降解菌，为加速苯酚的降解提

供了更有利的条件。 

 

 
 
图 3  开路和闭路条件下阴极样品的稀释曲线图(A)和 OTU 分布的韦恩图(B) 
Figure 3  Rarefaction curve (A) and Venn diagram of OTU distribution (B) of cathode samples in the open 
and closed circuit condition. 
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2.4  开路和闭路条件下阴极微生物的 α 多

样性分析 
由表 1 可见，开路和闭路条件下阴极样品

的覆盖指数均为 99.98%，表明测序数据足以捕

捉 2 个样品中微生物群落的实际多样性。α 多

样性分析反映的是微生物的物种丰度及物种多

样性，衡量指标包括 Chao1、ACE、Simpson 和

Shannon 指数。其中前 2 个指标可以反映物种的

丰度，后 2 个指标可以反映物种的多样性[23]。

与开路阴极样品中的 ACE 指数和 Chao1 指数相

比，闭路条件下这 2 个指数略有下降，表明无

电场情况下阴极的微生物物种丰度高于有电场

的阴极。Simpson 和 Shannon 指数表明，有电

场阴极室中的微生物多样性比无电场阴极室中

的微生物多样性更丰富。结果表明，微电场的

存在减少了 MFC 阴极微生物的物种丰度，微电

场对一些菌有一定的选择作用，因此一些菌在

微电场的作用下无法大量存活，整体丰度减少，

这与之前的研究结果一致[24]。然而在微电场存

在的条件下微生物的物种多样性却略微增高，

这可能是由于微电场的存在会刺激一些嗜电菌

生长，因此种类增多。 

2.5  开路和闭路条件下阴极微生物的群落

组成和相对丰度 
2.5.1  门水平上分析对比开路和闭路条件下阴

极微生物群落 

首先从门水平分析，如图 4 所示，在 MFC

的 阴 极 室 内 检 测 到 的 优 势 菌 为 变 形 菌 门

(Proteobacteria) 、 异 常 球 菌 - 栖 热 菌 门

(Deinococcus-Thermus)、拟杆菌门(Bacteroidetes)

和放线菌门 (Actinobacteria)，在开路和闭路   

2 种条件下这 4 种菌门的总占比高达 80%以

上。在开路条件下，物种相对丰度由高到低依

次为 Proteobacteria、Deinococcus-Thermus、

Bacteroidetes 和 Actinobacteria，其占比分别为

45%、25%、10%和 9%。与开路控制相比，闭

路情况下 Proteobacteria 和 Actinobacteria 的丰

度分别增加了 9%和 2%；Bacteroidetes 的丰度

保持不变；Deinococcus-Thermus 的丰度显著减

少，在闭路条件下仅占 12%。 

Proteobacteria 是一种电化学活性细菌

(electrochemically active bacteria，EAB)，在细

胞外电子转移过程中起着非常重要的作用，对

MFC 的产电性能具有促进作用[25-26]。结果表明，

微电场的存在导致 Proteobacteria 的丰度增加，

使其更好地参与苯酚的降解和 MFC 的产电。

Actinobacteria 是一种脱氮菌，外形上属于丝状

细菌，以降解代谢物和有毒化合物而闻名[27-28]。

有研究报道微电场对丝状细菌的生长有积极影

响，与本研究结果一致，因此闭路条件下阴极

室中检测到的放线菌丰度高于开路条件 [29]。

Bacteroidetes 多为革兰氏阴性菌，在众多水处

理工艺中发挥着重要作用，尤其在 MFC 中较常

见，其可以对大分子物质进行高效分解，结果

表明其生长繁殖不受微电场的影响[11,30]。有关

Deinococcus-Thermus 产电活性和降解方面的相

关报道较少，在本研究结果中闭路条件下此菌 

 
表 1  开路和闭路条件下阴极微生物的 α 多样性指数对比 
Table 1  Comparison of alpha diversity index statistics of cathodic microorganisms in the open and closed 
circuit condition 

Sample  ACE index Chao1 index Simpson index Shannon index Coverage (%) 

Open circuit 420.854 3 474.375 0 0.869 8 4.401 2 99.98 

Closed circuit 418.921 8 433.000 0 0.921 4 5.185 3 99.98 
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图 4  开路和闭路条件下门水平的物种相对丰度对比图 
Figure 4  Comparison of relative abundance of species at phylum level in the open and closed circuit 
condition. 
 
 

门的丰度较开路条件显著减少，我们推测微电

场在一定程度上抑制了 Deinococcus-Thermus

的生长繁殖。 

2.5.2  纲水平上分析对比开路和闭路条件下阴

极微生物群落 

如图 5 所示，在纲水平上，开路条件下

阴极优势菌相对丰度的比例由高到低依次为

γ-变形菌纲(Gammaproteobacteria) 39%、异常

球 菌 纲 (Deinococci) 25% 、 拟 杆 菌 纲

(Bacteroidia) 10%、放线菌纲 (Actinobacteria) 

9%和 α-变形菌纲(Alphaproteobacteria) 5%。与

开路条件相比，在闭路条件下的阴极样品中发

现 Gammaproteobacteria 、 Actinobacteria 和

Alphaproteobacteria 的丰度均有所增加，分别为

49%、11%和 6%；Bacteroidia 的丰度保持不变；

Deinococci 的丰度从 25%下降至 12%，这与在

门水平上检测到的趋势一致。 

Gammaproteobacteria 与 Alphaproteobacteria

都属于变形菌门，微电场的存在刺激了这两类

菌的生长，尤其是 Gammaproteobacteria，此前

也有研究表明这种菌在 MFC 的生物阴极微生

物群落中占有较高的丰度，在 MFC 降解苯酚

的过程中扮演着重要角色，在微电场存在的条

件下，其相对丰度的提高加速了苯酚的降解效

率[31]。同样 Alphaproteobacteria 也能产生将电

子传递到电极表面的电子介质，提高 MFC 的

产电效能 [32]。与门水平相同，Actinobacteria

的增加也与微电场的刺激有密不可分的关系，

对苯酚的降解产生积极影响。 

2.5.3  属水平上分析对比开路和闭路条件下阴

极微生物群落 

如图 6 所示，从属水平来看，开路条件

下 阴 极 中 检 测 到 的 优 势 菌 为 uncultured_ 

bacterium_f_Burkholderiaceae 、 特 吕 珀 菌 属

(Truepera)、uncultured_bacterium_f_Microbacteriaceae

和孤岛杆菌属(Dokdonella)，其相对丰度分别为

25%、25%、7.9%和 6.4%。在微电场存在的情

况下，uncultured_bacterium_f_Burkholderiaceae

的 丰 度 有 所 增 加 但 不 明 显 ； uncultured_ 

bacterium_f_Microbacteriaceae 和 Dokdonella 略

微下降；而 Truepera 显著下降。 

uncultured_bacterium_f_Burkholderiaceae 是 
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图 5  开路和闭路条件下纲水平的物种相对丰度对比图 
Figure 5  Comparison of relative abundance of species at class level in the open and closed circuit 
condition. 

 

 
 
图 6  开路和闭路条件下属水平的物种相对丰度对比图 
Figure 6  Comparison of relative abundance of species at genus level in the open and closed circuit 
condition. 
 
一 种 革 兰 氏 阴 性 菌 ， 属 于 变 形 菌 门 ；

uncultured_bacterium_f_Microbacteriaceae 是一种

革兰氏阳性菌；Dokdonella 是一种好氧型的革

兰氏阴性菌。研究结果表明，这 3 种优势菌属

在微电场作用下的变化并不明显，这说明它们

可能对外部环境的适应能力都比较强。有报道

称 Truepera 可以利用多种有机质进行生长繁

殖，但其适应环境的能力较弱，在微电场作用

下只能存活一部分[33]。然而有关这些细菌降解

有机物能力和产电能力的研究较少，我们推测

这些功能微生物之间复杂的协同作用显著加强

了 MFC 中苯酚的降解和产电。目前，在属水平
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上检测到的相关细菌的报道很少，仅仅通过 16S 

rRNA 基因序列分析不足以说明已鉴定的细菌

在 MFC 中的具体作用，还需要进一步探究[34]。 

3  结论 

对环形电场的双室 MFC 同时发电和降解

苯酚化合物进行研究，结果表明 MFC 在驯化

期间的最高电压可达到 0.6 V，微电场的存在

加强了苯酚废水的降解；并且微电场提高了

阴极的物种多样性，对一些优势菌的生长产

生刺激；虽然整体丰度减少，但一些产电菌

和降解菌的丰度增加，例如，门水平上的

Proteobacteria 和 Actinobacteria，以及纲水平上

的 Alphaproteobacteria、Gammaproteobacteria 和

Actinobacteria。微电场的存在使这些优势菌种

更好地生长繁殖，从而促进了 MFC 的产电和苯

酚的降解。 
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