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电子穿梭物质对异化 班 还原过程的影响

孙丽蓉
,

曲 东
西北农林科技大学 资源环境学院

,

陕西 杨凌

摘 要 〕选择采自吉林
、

四川
、

江西 和浙江 的水稻土样品
,

采用微生物混合培养和土坡泥浆

厌氧恒温培养的方法
,

研究了电子穿梭物质葱酿
一 , 一

二磺酸盐 对异化铁还原的影响
。

用 方程对异

化铁还原过程进行模拟
,

并对异化铁还原特征及 还原的最大累积量 “ 、

反应速率常数 。 、

最大反应速率

二 等参数进行了比较
。

结果表明
,

在微生物混合培养试验中
,

添加 能够明显加速 的还原
,

随着

浓度的增大
,

产生的速率越大
,

且在铁还原反应中不同来源微生物对 的敏感性不同
。

在土坡泥

浆培养中
,

添加 可明显增大 累积量
,

并且随着 浓度增大
,

在 和 水稻土中表现出 值不断增

大
,

其中 水稻土的增加幅度最大
,

而 和 水稻土的 值则随 浓度增大而减小 除儿 水稻土外
,

其他水

稻土中铁还原速率常数均随着 浓度的增加呈先增加后降低的趋势
,

表明过量的 对土坡中的铁还原反应

具有一定的毒害作用
。

试验证明 不仅能促进微生物对土体中易还原氧化铁的还原
,

而且也能使部分较难还原

的晶体氧化铁被还原
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, ,

,

厌氧水稻土中氧化铁还原是微生物介导的异化

还原
,

是铁还原微生物利用 作为最终电子受

体进行的厌氧呼吸过程
。

水稻土中的 主要

以各种氧化物形式存在
,

厌氧微生物对不同铁氧化

物的利用能力有区别
,

其中比表面大的非晶体氧化

物易于被利用
,

而针铁矿及赤铁矿等晶体结构的氧

化物因不易与微生物菌体外膜接触则难以被利

用〔,
一

〕。 当 等川 提出电子穿梭体概念后
,

人

们对晶型氧化铁还原机理有了新的认识
,

即微生物

不需要直接和铁氧化物接触也能进行铁还原过程
。

已有试验证据表明〔
‘
一

〕,

能进行厌氧呼吸的细菌通常

具有 电子 传递 系统
,

从 微 生 物菌体外膜 蛋 白到

氧化物的电子传递可 以通过中间体来完成
,

这一中间体被称为电子穿梭物质
,

其可不断地从微生物的外膜蛋白接受电子
,

再

把电子传给 复合物
,

完成对 的还原
。

还原微生物均具有还原腐殖物质或胞外酿的

能力 , 〕
。

与 络合的腐殖质可能是接受电子

的基团 幻 ,

其中酿是接受电子的主要部分 ,
。

这

些含酿 基 团被 微 生 物还 原成氢酿
,

而 氢酿 可 被

氧化再生成酿
。

通过这种方式
,

腐殖质上少

量的酿通过充当 还原微生物和 。 班 氧化

物之间的电子穿梭体被反复利用
一 ,

从而促进

班 氧化物的还原
。

腐殖质是沉积物环境中含量丰富且稳定存在的

一类复杂有机物
,

由于其结构复杂
,

实验室中常用其

同类物蕙酿
一 , 一

二磺酸盐
一 , 一

,

来研究腐殖质在异化 还原过

程中的作用
。

有关研究发现〔
”
一

, 〕,

还原微生

物
,

如 。 、 和
“ 均可利用 作为电子穿梭物质

,

在微生物

与金属氧化物之间高效地传递电子
。

因此
,

在实验

室模拟研究中
,

常被用作促进 还原的

电子穿梭体
。

以往的研究主要采用 还原微生物的纯

培养试验
,

并且在许多铁还原菌的纯培养中均发现

了类似于电子穿梭体的物质
,

如
一

型细胞色素〔
‘ 〕、

醒 〔’
‘〕、腐殖酸阵

‘ 〕
、

黑色素〔
” 〕等均可 自由穿梭细胞

内外
,

甚至携带电子穿梭于不同的微生物之间
,

促进

铁的异化还原过程
。

然而
,

针对水稻土中电子穿梭

物质与氧化铁还原关系的研究鲜有报道
。

除无定形

氧化铁外
,

土壤中 以上的铁氧化物以晶体结构

存在
,

其中包括纤铁矿
、

赤铁矿
、

针铁矿及其铝取代

物
。

因此研究电子穿梭体对水稻土中氧化铁的还

原
,

无疑具有重要的理论和实际意义
。

本研究通过

向水稻土及来源于不同土壤的微生物混合培养中添

加不 同浓度
,

探讨水稻 土 中的微 生物对

的功能响应
,

及其对土壤中异化铁还原过程

的影响
,

为强化及调控水稻土中铁的异化还原过程

提供必要的理论依据
。

材料与方法

供试土坡

供试水稻土分别采 自吉林市丰满区前二道 乡

用 表示
、

四川省邓睐市回龙镇 用 表示
、

江西省安福县竹江乡 用 表示 和浙江省宁海县

梅林镇 用 表示
。

以上 种土壤有机质含量分

别为
, ,

和
,

无定型铁含

量分别为
, ,

和
,

游离铁含

量分别为
, ,

和
,

分

别为
, , ,

土 , 去离子

水
‘ 。

土样 自然风干
,

磨细
,

过孔径为

的土壤筛
,

用以制备微生物接种液和进行土壤泥浆

培养试验
。

徽生物混合培养试验

分别将风干过筛的四川和浙江水稻土以 水

稻土 去离子水 一 的比例在 。 ℃下淹水

周
。

培养后的土样 于离心机中
,

离心
,

取上清液作为徽生物接种液 采用厌暇棍

合培养研究方法 ’〕
,

以人工合成的 为推

一电子受体
,

采用来源于四川和浙江的水稻土浸提

液为微生物接种液
。

在若干 的血清瓶中分

别加人 人工合成的 悬液 含铁 为
,

加盖
,

℃高温灭菌 冷却
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后
,

分别加人过细菌滤器 拌 后的氯化钱

一磷酸 盐 混 合溶液 含 和
一 。

缓冲液
、

葡萄糖溶液
,

微生物接种液 和不 同浓度
, ,

各
。

充氮除氧
,

密封
,

置于恒温培养箱中 ℃暗光培养
。

土坟泥桨厌权恒温培养试验

称取采自不同地区的风干水稻土样品

若干份
,

置于容积为 的血清瓶内
,

分别添加

不同浓度 溶液
, , ,

,

以添加同体积无菌水处理作为对照
。

充氮除

氧
,

加盖密封
。

于 ℃恒温培养箱中暗光培养
。

培

养过程中定期采样测定 浓度
。

采样及测定方法

每次采样时各处理取出 瓶
,

充分摇匀
,

剔除铝

盖
,

揭开橡胶塞
,

用自动加样器吸取一定体积悬液
,

每瓶取 次做重复
。

将取得的样品置于浓度为

盐酸溶液中
,

置培养箱中于 ℃下浸提
”〕。 浸提液过 。 拌 滤膜

,

用邻菲哆琳分光光

度法测定滤液中 浓度〔
’ 〕。

结果与分析

添加 对异化铁还原的影响

时微生物混合培养中 还原的影响

分别以
、

水稻土浸提液作为微生物接种液
,

以微生物易于利用的
,

为惟一电子受体
,

以

葡萄糖为惟一电子供体
,

研究 对异化铁还原

过程的影响
,

结果见图
。

由图 可知
,

添加

处理的
。还原速率较对照明显增加

,

且添加

的 浓度越大
,

对 还原的促进

作用越明显
。

证实了在体系中 作为电子穿

梭体起传递电子的作用
,

加速了 的还原
。

二
二绝 三三习

, 。 。

二 ’“ 甲一七 ,

甲‘。。 不了尸
彗
’

份坏
落
’

‘ ’

‘ 【 ‘ ‘ ‘ “

一

一

确一
一

︸︸︸︸﹄、曰、︸,‘

︵曰
。
的日︾︵一一︶。﹄

培养时间

少一一
‘

一
“一 一刃‘

一培养时间

圈 不同浓度 对徽生物混合培养过程中 《 生成 , 的影响

《 】

由图 还可以看出
,

水稻土 中的微生物对

的还原速率明显 比 水稻土的快
,

表明

不同来源的微生物对 的还原能力具有一

定的差别
。

此外
,

在反应过程中 水稻土的微生物

对 比较敏感
,

其 浓度的增加速率较

大
。

但各处理中无论异化铁还原发生早或晚
、

速率

快或慢
,

浓度均能达到一个稳定水平
,

而且

浓度的稳定值与初始体系中 浓度

接近
,

说明在电子供体充足的情况

下
,

的最终还原量不受 加人量的影

响
,

即对于易还原的 来说
,

的促进

作用主要是增加 还原反应速率
。

对土壤泥装厌氧培养中 还原的影响

种水稻土中添加不同浓度 对异化铁还

原过 程 的影 响 如 图 所 示
。

由图 可 知
,

添加

不仅影 响水稻土 中 的还原速率
,

而

且对 的最终还原量 用 的生成量表

示 有显著的影响
。

同时
,

在不同土壤中的表

现也存在一定差异
。

其中在
、

和 水稻土

中
,

添加 均能明显提高土壤中 的生成

速率
,

在培养 内
,

的生成量明显增大
。

在培养后期
,

的最终生成量也明显高于对照
,

表明 对促进土壤中部分晶体态氧化铁的生

物还原具有重要作用
。

土壤中 的生成量基本

上随 浓度的增加而增大
,

仅在 水稻土中

高浓度 处 理 较 其他浓 度

处理略有降低
,

但明显高于
。

添加不同

浓度 后不同水稻土对 生成速率的敏

感性高低顺序为
,

最终 生成量

的大小顺序为
。

在 水稻土中
,

添加不同浓度 后
,

其对

的生成基本上均有抑制作用
。

在培养
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内
,

的生成量及其速率小于或与 接近
,

仅

低浓度 处理在培养后期 的

生成量较 略有增加
。

在整个培养期间高

浓度 处理的 生成量明

显低于对照
。

这可能与土壤本身的有机质性质及土

壤中铁还原微生物特征有关
。

助 璧月曰多
三三三三

一

一
一
‘气

一 一

今

。

助日试一工︶。﹄
助
。

的日︾︵一一︶。山

培养时间 培养时间

助
。

的已岌一一︶。山

︸十杏︸十
潇渊
气曰,,工

的
。

的日︾︵一一︶。山

培养时间 培养时间

图 不同浓度 对水稻土泥浆厌氧培养过程中 生成量的影响

不同浓度 对异化铁还原特征的影响 分别是对照的
,

和 倍
,

最大反应速

异化 还原是微生物介导的生物学过程
,

率对应的时间 。 较 分别提前了
,

与微生物的生长密切相关
,

所以可用表征微生物生 和
。

对比 种来源微生物的 还原

长动力学的
矛 。方程描述 〔‘

, 一 。 。方程 过程
,

水稻土对 的响应较 水稻土更为

的表达式为 。 · 。

用
一

敏感
。

。方程拟合的 还原过程的参数见表
, 。

由表 可见
,

对不同水稻土中 还

利用参数 “ 可得出 班 还原的最大 累积 原的影响存在差异
。

在 种水稻土中
,

除
,

水稻土

量 参数 ‘ 表示还原速率常数 用参数 和 ‘ 可求出 中 处理外
,

其他 处理表

最大反应速率 。 ,

其数值等于 最大反应 征 还原潜势的最大 累积量均较对照

速率对应的时 ’
。、 ,

数值为 和 ‘ 分别表 增加
,

增 加 比 例 分 别 为
,

示相关系数和偏差
。 , ,

由表 可知
,

在微生物混合培养试验中
, 。

随着 浓度的增加
,

在 和 水稻

还原 速 率常数 。 和最 大反应 速 率 均 随 土中的 值不断增大
,

其中在 水稻土中的增加幅

浓度的增加而增大
。

在 水稻土 中
, ,

度最大 和 水稻土的 值逐渐减小
。

值增大

和
碑

处理的 还原速 说明土壤中被还原的 量增加
,

与 相比增

率常数 ’ 分别是对照的
,

及 倍
,

最 加的量主要是土壤中的晶体氧化铁
。

上述结果显

大反应速率对应的时间
。、

较 分别提前 了 示
,

对促进土壤中晶体氧化铁的还原具有重
,

和 在 水稻土 中
,
。

,

和 要作用
。

对不同土壤 中 还原速率常

处理的 还原速率常数 数
〔
、

的总体影响趋势表现为 随着 浓度增
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大
,

还原速率常数 占 的比例基本上 土中 处理的 还原速率常数 均低

降低
,

其中 水稻土为
,

水稻土为 于
,

处理仅是 的
。

这

一 写
,

水稻 土 为 一 可能与土壤有机质性质及其含量有关
。

不同

处理除外
,

水稻土为 处理的 , 与 还原速率常数 的变化趋势
,

在 水稻土中较低浓度的 处理对 相似
。

当 对 还原过程具有促进作用

还原速率常数 。 影响增大
,

如 时
,

均表现为 减小
。

处理占 的比例可达
,

而在儿 水稻
衰 徽生物混合培养中不同浓度 处理 《 还原过程的动力学 橄

《 二

徽生物来像
浓度

八
· 一

方程参数
、
碑 介

。

,

一

衰 土坟泥桨厌级培养中不同浓度 处理 《 》还原过程的动力学今傲

《 。

︸
土坡
〕

浓度
· 一

方程参数 一

·

一 ,

儿

通常氧化铁还原与土壤的有机质含量有关
。

供

试的
、 、

和 水稻土中有机质含量分别为
, ,

和
,

与表 中铁还原最

大累积量 比较可知
, 、

和 水稻土中铁还

原最大累积量 均随着有机质含量的增加而增

大
。

但对 水稻土而言
,

与 水稻土相 比尽管其

有机质含量很高
,

但其铁还原最大累积量 却较

低
。

这可能是由于 水稻土属于石灰性土壤
,

其

有机质的性质及对土壤颗粒表面性状的影响与其他

种土壤有所 区别
,

大量
一

存在改变了土壤颗

粒表面有机质的分布与包裹状态 「
’〕,

致使铁还原过

程的最大 累积量降低
。

另外
,

本试验中发
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现
,

在有机质含量高的土壤 儿 中添加
,

随着

浓度的增加
,

最大 累积量有降低的趋

势
。

这可能是土壤中原有的腐殖质充当了铁还原电

子穿梭体
,

添加 反而抑制了微生物的活性
。

在 水稻土中
,

导致的 还原速

率常数 。 和最大反应速率 、 的变幅最大
,

这

可能与不 同浓度 的 变化有关
。

随着

浓度的增加
,

其 不断降低 图
。

异化

还原是微生物介导的酶促还原过程
,

微生物

生长有其适宜的 范围
,

酶促还原反应也有最佳

的 值
。

因此
,

环境 中的 会直接影响异化

还原过程
。

水稻土是石灰性土壤
,

过低

必然会影响到土壤本身的微生物区系和活性
,

导致异化铁还原的 还原速率常数 。 和最大

反应速率 降低
。

工
。

浓度
· 一 ’

图 不同浓度 溶液 值的变化

讨 论

的浓度范围
,

国外针对微生物的纯培养研究

较多
。

等 〕报道
,

低浓度 拌 的

可促进铁氧化物与 尸 、 之间的电

子传递
,

极大促进弱晶体铁氧化物的还原
,

且随着

浓度 一 拌 的增加
,

促进作用越

明显
,

这同本研究混合培养试验的结果一致
,

即铁还

原的速率常数
、

最 大 反 应 速 率
、

均 随

浓度的增加而增大
,

但本研究中的 浓

度为 一
,

表明微生物混合培养体系

与纯培养存在一定的区别
。

对于土壤泥浆培养试验

中 浓度的选择
,

主要参考了 等
’ 」在厌

氧沉积物中的试验结果
。

等「
’钊报道

,

在

沉积物中添加不同浓度 拼
,

对

铁还原的促进作用不同
,

其中 拜 可

明显促进沉积物中的铁还原
,

但当 浓度继续

增加到 拌 时
,

铁还原速率反而降低
,

并认为

下降的原因可能与高浓度 对沉积物中的微

生物产生毒性作用有关
。

在本研究中
, 、

及

水稻土中添加 处理 相当

于 土壤中添加 一 拜 ,

累积量明显高于对照
,

还原速率尽管明显大

于 处理
,

但整体表现出降低的趋势
,

说明在水稻

土中 对异化 还原
,

可能与沉积物中有

相似的规律
。

等 通过微生物纯培养试验

提出
,

不但可以加速 还原
,

而且扩大

了微生物对 氧化物的利用范围
,

提高微生物

对晶体 氧化物的利用能力
。

本研究在不同

水稻土中验证了 的结果
,

即添加 不

仅促使微生物还原了土体中易还原的氧化铁
,

还将

一部分较难还原的晶体氧化铁还原释放
。

腐殖质是沉积物和土壤中稳定存在的有机物聚

积体
。

虽然腐殖质一直被认为对微生物引起的异化

还原作用无明显促进作用
,

但有研究指出
,

微生物在

非溶性氧化铁还原条件下氧化有机物质
,

可以通过

添加腐殖质或酿族有机物来刺激该反应 〕。 腐殖

质类物质在铁还原微生物
、

铁氧化物及有机物之间

可以非 生物性 的转 移 电子 给 氧化物
,

使

班 还原为
。

由于其所具有的这种电子

穿梭性能
,

克服了铁还原菌和铁氧化物之间必须物

理性接触的限制条件
,

加速了铁还原〔
“

, ·

”〕。

本研究中
,

微生物混合培养和泥浆培养试验均

表明
,

在 还原过程中作为电子穿梭体

起传递电子的作用
,

加速了 田 还原
。

关于添加
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