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Abstract：To explore the mechanism of microbial V（Ⅴ）reduction, a strain of Enterobacter kobei NC1-2 was isolated from vanadium-
contaminated soil to investigate the effects of different electron transfer inhibitors and electron shuttles on the electron transfer process of
V（Ⅴ）reduction, as well as the changes in toxicity before and after microbial V（Ⅴ）reduction and its effects on algal growth. The results
showed that the reduction rate of V（Ⅴ）by strain NC1-2 was 90.26% after 3 d of incubation at an initial V（Ⅴ）concentration of 20 mg·
L-1. Scanning electron microscopy showed that amorphous materials were attached to the surface of the strain, which was confirmed to
contain vanadium by energy-scattering X-ray spectroscopy. Additionally, X-ray photoelectron spectroscopy analysis indicated that strain
NC1-2 reduced V（Ⅴ）to V（Ⅳ）. Furthermore, the reduction of V（Ⅴ）by strain NC1-2 was inhibited by the electron inhibitors capsaicin,
quinacrine, and copper chloride. Conversely, riboflavin, acting as an electron shuttle, shortened the electron transfer distance and promoted
extracellular electron transfer, thus facilitating the reduction of V（Ⅴ）by strain NC1-2. The toxicity of V（Ⅴ）decreased after its reduction
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摘 要：为探究微生物还原五价钒[V（Ⅴ）]的机理，从钒污染土壤中筛选出一株V（Ⅴ）还原菌，经鉴定为神户肠杆菌（Enterobacter

kobei NC1-2），研究不同电子传递抑制剂和电子穿梭体对菌株NC1-2还原V（Ⅴ）的电子传递过程的影响，以及V（Ⅴ）微生物还原

前后的毒性变化及其对藻类生长的影响。结果表明，当V（Ⅴ）初始浓度 20 mg·L-1，培养 3 d时菌株NC1-2对V（Ⅴ）的还原率为

90.3%。扫描电镜（SEM）结果显示菌株表面附着无定形物质，结合能量散射X射线谱（EDS）分析证实无定形物质中含有钒元素；X
射线光电子能谱（XPS）分析表明菌株NC1-2将V（Ⅴ）还原为V（Ⅳ）。电子传递抑制剂辣椒素、奎那克林和氯化铜能抑制菌株

NC1-2对V（Ⅴ）的还原；核黄素作为电子穿梭体可缩短电子传递距离，促进胞外电子传递，有利于V（Ⅴ）的还原，进而加快菌株

NC1-2对V（Ⅴ）的还原。V（Ⅴ）还原成V（Ⅳ）后毒性降低，减少了对小球藻Chlorella pyrenoidosa和斜生栅藻 Scenedesmus obliquus

的生长胁迫，两种藻生长 96 h时的藻密度显著增加，且叶绿素 a含量均有所提高，分别为 17.4 mg·L-1和 15.8 mg·L-1。研究表明，强

化微生物还原V（Ⅴ），能降低其对水生生物的毒性。
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钒（V）是普遍存在于地壳中的过渡金属元素，其

具有良好的延展性、抗腐蚀性以及导电性被广泛应用

于钢铁生产、航天航空、材料等领域[1-3]。长期以来含

钒合金钢的生产、钒矿的开采以及化石燃料的燃烧等

人为活动造成环境中的钒污染严重[4]。钒的毒性与

其价态相关，化合价越高毒性越强，V（Ⅴ）毒性最大

且迁移性强。研究表明，人体暴露于高剂量钒后可能

会损害人体肾脏及中枢神经系统[5]，导致生殖和发育

异常[6]，长期累积会促使蛋白质变性以及干扰酶的运

输，进而会诱发癌症的产生[7]。相比物理法和化学法

修复钒污染，微生物法因具有效率高、选择性强以及

成本低等优点而受到研究者们的广泛关注[8-9]。

电子传递是微生物重要的代谢方式，其可以将胞

内氧化有机物过程中产生的电子输出到胞外受体，实

现了电子在胞内和胞外物质之间的高效传递并产生

能量以维持微生物自身生长[10-11]。电子传递主要有

直接电子传递和间接电子传递两种方式，直接电子传

递是通过胞外膜上的细胞色素 c或纳米导线将电子

传递至胞外受体，间接电子传递是由电子穿梭体如核

黄素、吩嗪类等介导电子传递至电子受体[12-13]。研究

表明，V（Ⅴ）还原与电子传递过程密切相关，并且V（Ⅴ）

和V（Ⅳ）能分别通过磷酸盐转运蛋白和阳离子通道

进入细胞质[14]。Myers等[15]首次证明V（Ⅴ）还原是由

一个完整的电子传递链介导，该过程由细胞质膜成分

（甲醌和细胞色素 CymA）和外膜细胞色素 OmcB、

OmcA组成，并通过电子自旋共振谱证实溶液中的

V（Ⅴ）被还原为 V（Ⅳ）。Carpentier等[16]以钒酸盐为

Shewanella oneidensis MR-1唯一电子受体，以乳酸为

电子供体驱动厌氧钒呼吸。通过氧化脉冲实验发

现钒酸盐还原过程中发生了质子跨细胞膜易位，并

证实膜结合的甲醌和细胞色素 c 参与钒还原。在

Shewanella loihica PV-4处理V（Ⅴ）和 Cr（Ⅵ）的复合

污染中发现，含有细胞色素 c的膜组分、可溶性蛋白质

以及NADH的细胞质组分可能参与V（Ⅴ）和Cr（Ⅵ）

的还原，并且发现大多数 Cr（Ⅵ）在细胞外被还原，

而V（Ⅴ）则倾向于通过细胞内过程被还原[17]。

重金属对生物体的毒性评价一直是环境毒理领

域的研究重点。藻类作为初级生产者，其易培养、繁

殖快、对重金属敏感，在较短时间内可得到重金属对

藻类的毒性系数，是检测毒性效应的重要途径[18]。在

钒对藻类的毒性评价研究中，Shu等[19]发现高浓度的

钒抑制了小球藻Chlorella vulgaris的生长，Meisch等[20]

研究表明钒对小球藻 Chlorella pyrenoidosa的细胞分

裂具有毒性影响。Tambat等[21]发现受钒胁迫的山梨

小球藻Chlorella sorokiniana SU1和冈绿小藻Picochlo⁃

rum oklahomensis会导致活性氧积累，抑制叶绿素的

合成，还会产生膜脂过氧化等现象。

尽管一些具有V（Ⅴ）还原功能的细菌被鉴定并

分离出来，但钒还原菌如何在代谢过程中传递电子还

原V（Ⅴ）仍是值得探讨的问题。此外，关于微生物还

原V（Ⅴ）后产物的毒性研究较少。基于此，本研究采

用筛选菌株 Enterobacter kobei NC1-2，研究不同的电

子传递抑制剂阻断电子传递链，以探讨菌株还原

V（Ⅴ）过程中的电子传递途径，并以核黄素为电子穿

梭体探究其对菌株还原V（Ⅴ）的影响，最后利用两种

绿藻对菌株还原V（Ⅴ）后的产物进行毒性评价，为利

用微生物修复钒污染提供科学依据。

1 材料和方法

1.1 供试材料

药品：钒标准液，浓度 1 000 mg·L-1，购于国家标

准物质检测中心；偏钒酸钠（NaVO3），纯度≥99.5%；环

乙二胺四乙酸（CyDTA），纯度 99.5%；4-（2-吡啶）偶

氮间苯二酚（PAR），纯度 98%；核黄素（Riboflavin），纯

度 98%；奎那克林（Quinacrine Dihydrochloride），纯度

98%；无水氯化铜（CuCl2），纯度 99.99%；N-乙酰-L-
蛋氨酸（AcMet），纯度 98.5%；辣椒素（N-Vanillylnon⁃
anamide），纯度 97%；鱼藤酮（Rotentone），纯度 98%；

抗霉素A（Antimycin A），纯度 98%。以上试剂均购于

上海阿拉丁试剂有限公司。

试验菌种：供试菌株为本实验室从钒污染矿区土

壤中分离筛选出的对钒具有较高抗性的Enterobacter

kobei NC1-2[22]。菌株NC1-2为一株革兰氏阴性菌，单

菌落呈淡黄色，表面光滑湿润，边缘整齐。菌体呈现

短棒状，周身有鞭毛。吲哚、甲基红、柠檬酸盐、鸟氨

酸脱羧酶反应以及山梨醇、蔗糖、蜜二糖、过氧化氢酶

to V（Ⅳ）, resulting in reduced growth stress to Chlorella pyrenoidosa and Scenedesmus obliquus. Both algal species exhibited a significant
increase in algal density after 96 h of growth and in chlorophyll a content at 17.4 and 15.8 mg·L-1, respectively. This study demonstrates
that enhanced microbial reduction of V（Ⅴ）reduces its toxicity to aquatic organisms.
Keywords：pentavalent vanadium; vanadium-reducing bacteria; electron transfer; Chlorella pyrenoidosa; Scenedesmus obliquus
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反应均为阳性，VP试验、淀粉水解为阴性。

菌悬液制备：将菌株 NC1-2 接种至固体培养基

（胰蛋白胨 30 g·L-1，酵母浸粉 3 g·L-1，琼脂 15 g·L-1），

置 30 ℃完全厌氧条件下培养 24 h。挑取单菌落接至

营养肉汤培养基中（胰蛋白胨 10 g·L-1，牛肉浸粉 3 g·
L-1，氯化钠 5 g·L-1），培养 24 h后 4 000 r·min-1离心 10
min 收集菌体，用磷酸盐缓冲溶液（PBS，0.1 mol·L-1

pH=7.0）冲洗 3次再将其重悬于无菌 PBS溶液中，得

到菌体浓度为108 cells·mL-1的单一菌悬液。

绿藻的来源和培养：蛋白核小球藻（Chlorella py⁃

renoidosa）和斜生栅藻（Scenedesmus obliquus）均购于

中国科学院淡水藻种库，编号分别为 FACHB-5 和

FACHB-13，采用高温高压灭菌后的 BG11培养基进

行培养。

藻种培养条件：照度 2 000 lx，明暗比 12 h∶12 h，
温度 25 ℃。将小球藻和斜生栅藻分别培养至藻密度

在683 nm和690 nm波长下光密度值为0.4~0.5，备用。

1.2 试验方法

初始V（Ⅴ）浓度对菌株还原V（Ⅴ）的影响：向灭

菌后的NB培养基中加入不同剂量的NaVO3储备液，

使溶液中 V（Ⅴ）浓度分别为 0、20、40、80 mg·L-1 和

160 mg·L-1，体系中初始接菌量为 1×106 cells·mL-1，

于 30 ℃、150 r·min-1恒温振荡培养。使用无菌注射器

在 0、1、2、3、4、5、6 d和 7 d内定期取样，测定OD600以

及V（Ⅴ）浓度。

电子传递抑制剂对V（Ⅴ）还原的影响试验：选择

辣椒素、奎那克林（浓度设置均为 5、10、50 μmol·L-1

和 100 μmol·L-1），CuCl2、N-乙酰-L-蛋氨酸（浓度设

置均为 25、50、100 μmol·L-1和 200 μmol·L-1），鱼藤酮

（浓度设置为 0.1、0.5、1.0 mmol·L-1和 2.0 mmol·L-1），

抗霉素A（浓度设置为 0、25、50 μmol·L-1和 100 μmol·
L-1），V（Ⅴ）初始浓度为 40 mg·L-1，细菌接种量 1×106

cells·mL-1，在 30 ℃、150 r·min-1的恒温摇床中避光培

养。每个处理3次重复。

核黄素对V（Ⅴ）还原的影响试验：以核黄素作为电

子穿梭体，设置核黄素浓度为0、2.5、5、10 μmol·L-1，初

始V（Ⅴ）浓度为 40 mg·L-1，pH 7.0，细菌接种量 1×106

cells·mL-1，充氮气保证体系处于厌氧环境下，在30 ℃、

150 r·min-1的恒温摇床中避光培养48 h测定V（Ⅴ）的

浓度。同时测定样品OD600值以表征核黄素对菌株受钒

胁迫下生长状况的影响。采用电化学循环伏安法表征

核黄素对微生物还原V（Ⅴ）的电子得失能力。

V（Ⅴ）还原对两种绿藻生长的影响试验：设置

V（Ⅴ）浓度为 160 mg·L-1，微生物接种量为 1×106

cells·mL-1，还原试验在 30 ℃、150 r·min-1的恒温振荡

培养箱中进行，在第 0天和第 7天取样测定V（Ⅴ）含

量。菌株还原V（Ⅴ）后对绿藻的毒性试验在 96微孔

板中进行，在空白组和对照组中各加入培养至对数生

长期的藻液 100 μL，对照组中依次加入V（Ⅴ）还原产

物溶液 100 μL，空白组中加入纯培养菌液离心过滤

所得上清液 100 μL，使孔内溶液总体积为 200 μL。
将微孔板置于 25 ℃、照度 2 000 lx、明暗比为 12 h∶12
h的人工气候箱中培养，分别在 24、48、72 h和 96 h时

取样，用酶标仪测定OD值以表征绿藻生长情况。同

时，测定暴露96 h后藻体叶绿素 a含量的变化。

1.3 分析测定方法

V（Ⅴ）测定：采用 4-（2-吡啶）偶氮间苯二酚分光

光度法[23]。绿藻叶绿素 a含量测定：采取乙醇提取法，

取 10 mL 摇匀后的藻液置于离心管中，在 10 000 r·
min-1下离心 10 min，弃上清液，加入 5 mL 95%的乙醇

溶液，超声破碎 20 min，置于 4 ℃条件下避光保存。

提取液于 24 h后取出，将其在 4 ℃、10 000 r·min-1条

件下离心 10 min，取上清液测定其在 649 nm 及 665
nm处的吸光度，以 95%乙醇做空白参比，并计算绿藻

叶绿素 a含量。

V（Ⅴ）还原后溶液的循环伏安法分析：将待测样

品用氮气曝气20 min后密封，快速移至电化学三电极

体系中测定（CHI-660E型电化学工作站，上海辰华仪

器有限公司）。工作电极：玻碳电极；对电极：铂丝电

极；参比电极：饱和甘汞电极。扫描范围为-0.8~0.8
V，扫描速率为0.005 V·s-1。

扫描电镜-能量散射X射线谱（SEM-EDS）：4 000
r·min-1离心 10 min收集反应后的菌体沉淀，于 5%戊

二醛溶液中 4 ℃固定过夜，用PBS缓冲溶液洗涤菌体

3次，通过 30%、50%、70%和 90%的乙醇溶液依次梯

度脱水，用丙酮溶液置换两次，将样品置于 CO2临界

点干燥仪中干燥，最后使用Hitachi S-4800冷场发射

扫描电镜（日立，日本）观察菌株及还原V（Ⅴ）后的细

胞形貌，X-Max N150 X射线能谱仪（牛津仪器，上海）

点扫描分析沉淀物成分。

X射线光电子能谱（XPS）：样品溶液8 000 r·min-1、

10 min离心得到沉淀，并用去离子水清洗 2~3遍，放

入-80 ℃冷冻干燥，24 h后取出样品并将其研磨过200
目筛，采用高性能X射线光电子能谱进行观察。

1.4 数据处理

V（Ⅴ）还原率计算方法：
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V（Ⅴ）还原率（%）=（C0-Ct）/C0×100% （1）
式中：C0为初始V（Ⅴ）浓度，mg·L-1；Ct为 t时刻V（Ⅴ）

的浓度，mg·L-1。

绿藻生长抑制率的计算方法：

I=（OD0-ODt）/OD0×100% （2）
式中：I为生长抑制率，%；OD0为空白组绿藻的吸光

度，ODt为试验组绿藻的吸光度。

叶绿素含量计算方法：

P=13.95×OD665–6.88×OD649 （3）
式中：P表示叶绿素 a浓度，mg·L-1。

除产物表征外，摇瓶试验均重复 3次，处理结果

均以平均值±标准差表示，相关数据使用Excel和Ori⁃
gin 2021软件分析处理。XPS数据使用XPSPEAK软

件分析。

2 结果与分析

2.1 Enterobacter kobei NC1-2对V（Ⅴ）的还原及其产

物分析

Enterobacter kobei NC1-2对V（Ⅴ）的还原动力学

如图 1所示。当V（Ⅴ）初始浓度为 20 mg·L-1时，连续

培养 3 d时V（Ⅴ）的还原率为 90.3%，连续培养 7 d时

V（Ⅴ）的还原率为 91.2%。当V（Ⅴ）浓度为 160 mg·
L-1时，培养 3 d时 V（Ⅴ）的还原率为 82.6%，培养 7 d
时 V（Ⅴ）的还原率为 96.3%。研究结果表明，菌株

NC1-2在较大V（Ⅴ）浓度范围内具有良好的V（Ⅴ）还

原能力，且初始 V（Ⅴ）浓度越高，其还原速率越快。

图 1b显示，菌株 NC1-2生长活性随 V（Ⅴ）浓度的升

高呈现先上升后降低的趋势，当 V（Ⅴ）浓度低于 40
mg·L-1 时，对 NC1-2 生长有一定的刺激作用，随着

V（Ⅴ）浓度增加，菌株生长受到抑制。低浓度V（Ⅴ）

促进菌株的生长，但高浓度V（Ⅴ）在一定程度上抑制

菌株生长。

通过扫描电镜观察菌体还原V（Ⅴ）前后形貌的

变化，从图 2中可以观察到添加V（Ⅴ）的菌体呈现凹

陷、破损且不规则的形态，可能是还原过程中菌体受

到氧化损伤所致。此外，还观察到细胞表面有无定形

物质附着，其可能是V（Ⅴ）生物还原过程中的还原产

物。进一步对该无定形物质进行能谱分析，结果表明

图1 不同初始浓度下V（Ⅴ）的微生物还原（a）及其对菌株生长（b）的影响

Figure 1 Effects of different V（Ⅴ）concentration on microbial V（Ⅴ）reduction（a）and the strain growth（b）

图2 菌株还原V（Ⅴ）的SEM（a）和EDS图谱（b）
Figure 2 SEM（a）and EDS（b）images of the strains under V（Ⅴ）reduction

a

（b）（a）
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无定形物质中含有V。SEM-EDS证实菌株表面有含

V化合物的存在。

为了验证V（Ⅳ）的存在，采用X射线光电子能谱

仪对微生物还原V（Ⅴ）试验中固相产物进行表征分

析，如图 3所示。在 250~550 eV之间监测到 4个明显

的特征峰，分别代表 C1s、N1s、V2p和O1s。通过V2p
轨道峰后可以看出 3个不同的特征峰，2p1/2轨道中

524.1 eV和 2p3/2轨道中 517.7 eV处出现的特征峰对

应 V（Ⅴ），2p3/2轨道中 515.9 eV出现的特征峰对应

V（Ⅳ）[24]。以上结果证实 NC1-2 能将 V（Ⅴ）还原为

V（Ⅳ），从而有效地降低了V（Ⅴ）毒性。

2.2 电子传递抑制剂对E. kobei NC1-2还原V（Ⅴ）的

影响

呼吸链抑制剂能阻断特定的电子传递途径，菌株

在还原 V（Ⅴ）过程中的电子转移过程如图 4 所示。

当添加 50 μmol·L-1的辣椒素和奎那克林，培养 24 h
时菌株对V（Ⅴ）的还原率分别为 40.0%和 74.3%，培

养 48 h 菌株对 V（Ⅴ）的还原率分别为 68.3% 和

92.8%；随着两种抑制剂浓度升高，菌株对V（Ⅴ）的抑

制作用增强。研究发现，辣椒素可作用于NADH脱氢

酶抑制电子传递途径，奎那克林可用作 FAD脱氢酶

的抑制剂阻碍电子传递过程[25-26]。研究结果表明

NADH脱氢酶和 FAD脱氢酶可能催化菌株对V（Ⅴ）

还原过程的电子传递过程，且NADH在电子传递过程

中起主导作用。

CuCl2可以通过抑制 NADH-CoQ 从而抑制电子

传递途径[27]，当分别添加 100、200 μmol·L-1 CuCl2时，

培养 24 h时V（Ⅴ）的还原率分别为 54.1%、33.9%，培

养 48 h 时 V（Ⅴ）的还原率分别为 73.7%、65.4%。但

当CuCl2浓度为 25 μmol·L-1时，培养后期对菌株还原

V（Ⅴ）有轻微的促进作用。Cu2+作为重金属离子对菌

株有毒害作用，可能在生长过程中产生氧化损伤，随

着CuCl2浓度升高，V（Ⅴ）的还原被明显的抑制。

抗霉素A可以阻碍Cyt bL-Cyt bH的胞外电子传递

途径，鱼藤酮常用于细胞膜内电子传递系统[28]，包括

泛醌氧化还原活性酶、醌类、细胞周质的细胞色素载

体等，N-乙酰-L-蛋氨酸多用于细胞膜上细胞色素 c
功能障碍的研究。当添加不同浓度的上述三种抑制

剂时发现，菌株对V（Ⅴ）的还原并未被抑制，并且当

添加鱼藤酮时，V（Ⅴ）的还原反而被促进。以上结果

表明，菌株对V（Ⅴ）的还原可能仍主要在胞内进行，

当使用抑制细胞膜上细胞色素等相关电子传递抑制

剂时，并未对菌株还原V（Ⅴ）的过程产生明显抑制作

用。这验证了菌株对V（Ⅴ）的还原主要在胞内进行，

而菌株生长代谢产生的对V（Ⅴ）具有氧化还原活性

的物质主要在胞内产生。

2.3 电子穿梭体核黄素对E. kobei NC1-2还原V（Ⅴ）

的影响

微生物自身分泌或外源的黄素类物质、吩嗪、醌

类等有机分子被认为能作为电子穿梭体参与微生物

的胞外电子传递。为探究核黄素能否促进菌株还原

V（Ⅴ）的过程，不同核黄素浓度下菌株对V（Ⅴ）的还

原结果如图 5所示。当核黄素浓度分别为 0、2.5、5、
10 μmol·L-1时，培养 12 h时，V（Ⅴ）的还原率分别为

51.3%、53.8%、58.9%、67.7%；培养 24 h时，V（Ⅴ）的还

原率分别为 84.2%、91.6%、92.4%、91.4%。随着核黄

素浓度升高，菌株生长也受到不同程度的促进作用，

如图 5b所示，培养 24 h时，菌株生长随核黄素浓度增

大而明显增强。以上结果表明核黄素有利于菌株对

V（Ⅴ）的还原，同时促进菌株生长代谢。

为探究核黄素在还原过程中的作用机理，分别测

定了不含核黄素以及添加 10 μmol·L-1核黄素的菌株

还原V（Ⅴ）时溶液氧化还原电位变化及CV曲线，如图

6所示。培养 12 h时，不添加核黄素和添加 10 μmol·

图3 菌株还原V（Ⅴ）的XPS全谱图（a）及V2p轨道峰（b）
Figure 3 Full spectrum of XPS（a）and V2p orbital peak（b）of

the strains under V（Ⅴ）reduction

V（Ⅴ）（31.2%）

V（Ⅴ）（23.91%）

V（Ⅳ）
（44.9%）

（b）

（a）
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L-1核黄素溶液体系的氧化还原电位分别为-79、-102
mV；随着培养时间延长，氧化还原电位差异逐渐增大，

培养48 h时，不添加核黄素和添加10 μmol·L-1核黄素

溶液体系的氧化还原电位分别为-304、-382 mV，如

图 6a 所示。这可能是由于核黄素加速菌株生长代

谢，使得氧化还原电位降低并加速V（Ⅴ）的还原，也

可能核黄素促进菌株还原V（Ⅴ）时，产生较多的还原

酶等物质，使得氧化还原电位降低。

从图 6b 可以看出，不添加 V（Ⅴ）时，菌液的 CV
曲线在-0.236 V处出现特征峰，表明菌株在生长代谢

过程中可能产生了氧化还原活性物质。CV曲线的封

闭区域可用于表征体系中的电子转移能力。对比不

添加V（Ⅴ）、添加 40 mg·L-1 V（Ⅴ）时CV曲线面积和

峰值电流明显增大，溶液分别在-0.119 V和 0.094 V
附近出现氧化还原峰，表明溶液中的氧化还原反应增

强。添加核黄素后对电化学活性有明显增强的效果，

可能的原因是核黄素促进了菌株还原V（Ⅴ）的电子

传递过程。

2.4 E. kobei NC1-2还原V（Ⅴ）过程中的电子传递强

化机制

为了验证核黄素对菌株还原V（Ⅴ）的促进机理

及V（Ⅴ）还原过程中的电子传递链，向含有电子传递

图4 电子传递抑制剂辣椒素（a）、奎那克林（b）、CuCl2（c）、N-乙酰-L蛋氨酸（d）、鱼藤酮（e）、抗霉素A（f）对
E. kobei NC1-2还原V（Ⅴ）的影响

Figure 4 Effects of electron transfer inhibitor capsaicin（a），quinacrine（b），copper chloride（c），AcMet（d），rotenone（e），

and antimycin A（f）on V（Ⅴ）bioreduction
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抑制剂的溶液中加入核黄素，研究体系中V（Ⅴ）的微

生物还原效率，结果如图 7所示。根据V（Ⅴ）与 3种

电子传递抑制剂的直接化学反应表明，抑制剂并不会

直接还原V（Ⅴ），当向菌株还原V（Ⅴ）溶液中加入抑

制剂后，V（Ⅴ）还原率降低，这表明抑制剂能有效阻

断V（Ⅴ）还原的电子传递过程。

如图7a所示，当向含100 μmol·L-1辣椒素的V（Ⅴ）

微生物还原体系中加入10 μmol·L-1核黄素，培养24 h
时V（Ⅴ）的还原率为 55.6%，培养 48 h时V（Ⅴ）还原

率增加至 88.0%。如图 7b所示，当向含 100 μmol·L-1

奎那克林的V（Ⅴ）微生物还原体系中加入 10 μmol·
L-1核黄素，培养 48 h时V（Ⅴ）的还原率为 91.1%，略

高于只含抑制剂的组分。如图 7c 所示，当向含 100
μmol·L-1 CuCl2的 V（Ⅴ）微生物还原体系中加入 10
μmol·L-1 核黄素，培养 48 h 时 V（Ⅴ）的还原率为

93.6%，高于微生物体系中加入 CuCl2，其V（Ⅴ）的还

原率为 73.4%。以上结果表明，连续培养 48 h后，添

加核黄素的处理中电子传递抑制剂的作用明显减弱，

这表明核黄素降低了抑制剂在V（Ⅴ）还原的电子传

递过程中的影响，NADH脱氢酶及FAD脱氢酶可能是

菌株还原V（Ⅴ）电子传递链中的重要一环。核黄素

作为黄素辅酶FAD和FMN的前体物质可能参与菌株

生长[29]，促进微生物代谢过程，另一方面核黄素可能

参与到微生物还原V（Ⅴ）的电子传递过程中，并强化

被特定阻断的电子传递过程，从而促进菌株对V（Ⅴ）

的还原。

2.5 V（Ⅴ）微生物还原对蛋白核小球藻和斜生栅藻生

长的影响

V（Ⅴ）微生物还原前后对蛋白核小球藻及斜生

栅藻生长的影响，如图 8所示。V（Ⅴ）对两种绿藻的

生长在不同暴露时间内呈现不同的作用效果，根据统

计分析发现随着时间的延长，小球藻和斜生栅藻的藻

密度增加，且V（Ⅴ）还原前后对藻密度具有显著的影

响（P<0.05）。图 8a为V（Ⅴ）微生物还原前后蛋白核

小球藻藻密度的变化，与对照处理相比，V（Ⅴ）还原

前在 48 h后，藻密度显著降低，说明V（Ⅴ）对小球藻

生长有抑制，这可能与小球藻对 V（Ⅴ）的耐受性有

关。V（Ⅴ）还原后，藻密度明显增加，OD683值为 1.5，

图5 不同浓度核黄素对菌株还原V（Ⅴ）（a）及菌株

生长（b）的影响

Figure 5 Effects of riboflavin concentration on V（Ⅴ）

bioreduction（a）and strain growth（b）

图6 核黄素对V（Ⅴ）还原过程中氧化还原电位（a）及
CV曲线（b）的影响

Figure 6 Effects of riboflavin on Eh（a）and CV curve（b）
during V（Ⅴ）bioreduction
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原
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E.kobei+40 mg·L-1 V（Ⅴ）
E.kobei+10 μmol·L-1核黄素+40 mg·L-1 V（Ⅴ）

E.kobei
E.kobei+10 μmol·L-1核黄素+40 mg·L-1 V（Ⅴ）
E.kobei+40 mg·L-1 V（Ⅴ）
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且高于对照组OD683值（1.2），说明V（Ⅴ）还原为V（Ⅳ）

后对小球藻毒性会降低。图 8b为V（Ⅴ）生物还原前

后对斜生栅藻生长的影响，V（Ⅴ）还原后的产物同样

在48 h后显著促进了斜生栅藻的生长，以上结果表明

菌株对 V（Ⅴ）的还原降低了钒对藻类的胁迫作用。

这可能是因为E. kobei将V（Ⅴ）还原为V（Ⅳ），毒性降

低，同时钒能参与固氮酶作用，对藻类生长具有一定

程度的促进效果。

图 9为菌株还原V（Ⅴ）前后两种绿藻中叶绿素 a
含量。叶绿素含量的高低与藻类的生长密切相关，叶

绿素含量降低表明环境对其生长有阻碍作用，反之则

图8 V（Ⅴ）微生物还原对蛋白核小球藻（a）和斜生栅藻（b）
藻密度的影响

Figure 8 Effects of microbial reduction on algal density in
Chlorella proteinacea（a）and Chlorella obliqua（b）

不同大写字母表示时间尺度上在P<0.05水平上差异显著，不同小写
字母表示不同处理组在P<0.05水平上差异显著。

Different uppercase letters indicate significant difference at P<0.05 level
on time scale，and different lowercase letters indicate significant

difference at P<0.05 level among different treatment groups.

图7 核黄素在电子传递链上促进V（Ⅴ）生物还原

Figure 7 V（Ⅴ）bioreduction enhanced by riboflavin on the
electron transport chain
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图9 V（Ⅴ）微生物还原对蛋白核小球藻和斜生栅藻叶绿素 a
含量的影响

Figure 9 Effects of microbial reduction on algal density in
Chlorella proteinacea and Chlorella obliqua
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at P<0.05 level.

叶
绿

素
a含

量
/（m

g·L
-1 ）

对照组 V（Ⅴ）还原前 V（Ⅴ）还原后
菌株还原V（Ⅴ）的时间

（b）

（a）

523



农业环境科学学报 第43卷第3期
有促进作用。与对照处理相比，V（Ⅴ）还原前，在暴

露 96 h后小球藻和斜生栅藻的叶绿素 a含量分别为

13.9、9.5 mg·L-1，与V（Ⅴ）还原前的处理相比，V（Ⅴ）

还原后在暴露 96 h后小球藻和斜生栅藻的叶绿素 a
含量分别显著增加 3.5、6.3 mg·L-1（P<0.05）。结果表

明随着V（Ⅴ）被还原沉淀，暴露在还原产物中生长的

小球藻和斜生栅藻中的叶绿素 a 含量均有所提高。

菌株对V（Ⅴ）的还原降低了钒对绿藻可能产生的胁

迫作用，且低浓度钒对藻类的生长有促进效果。

3 讨论

3.1 微生物对V（Ⅴ）的还原及其影响因素

微生物通过其自身的代谢过程将V（Ⅴ）转化为

毒性较小的V（Ⅳ），已成为环境中钒污染治理的研究

热点。Zhang等[30]发现在纯培养条件下两种产甲烷菌

Methanosarcina mazei和 Methanothermobacter thermau⁃

totrophicus均对 V（Ⅴ）具有还原能力，且后者作为嗜

热菌，能在 65 ℃环境下表现出较优的钒还原能力。

Carpentier等[31]发现 Shewanella oneidensis通过乳酸盐、

甲酸盐和丙酮酸的厌氧氧化反应还原V（Ⅴ），并形成

固体沉淀。Shewanella putrefaciens能将V（Ⅴ）作为唯

一电子受体还原，当初始V（Ⅴ）浓度为5 mg·L-1时，在

2 d 内对 V（Ⅴ）的去除率达到 77%[32]。Ortiz-Bernad
等[33]发现Geobacter metallireducens以醋酸盐作为电子

供体，能有效去除地下水中V（Ⅴ），电子显微探针分

析 V（Ⅴ）还原沉淀物可能是 [CaV2（PO4）2（OH）4 ·
3H2O]。van Marwijk 等[34]分离出一株肠杆菌 Entero⁃

bacter cloacae能还原V2O5并形成沉淀，但未对较高浓

度下钒还原及机理进行探究。近年来通过高通量测

序和宏基因组等技术发现肠杆菌（Enterobacter）、假单

胞菌（Pseudomonas）、沉淀杆菌（Sedimentibacter）、芽孢

杆菌（Bacillus）、陶氏菌（Thauera）等[35-39]能作为优势

菌属参与到V（Ⅴ）还原过程中，但目前有关神户肠杆

菌还原V（Ⅴ）的报道较少。

本研究表明随着V（Ⅴ）初始浓度增大，会加快菌

株NC1-2对V（Ⅴ）的还原。郝丽婷[40]通过屎肠球菌

Enterococcus faecium对不同初始浓度的V（Ⅴ）还原研

究与我们的研究结论一致。Zhang 等[30]研究结果也

表明随着 V（Ⅴ）初始浓度的增大，Lactococcus raf⁃

finolactis对V（Ⅴ）的还原率升高。菌株的生长受到初

始V（Ⅴ）浓度的影响，低浓度V（Ⅴ）可能会促进微生

物生长，高浓度V（Ⅴ）对菌株可能产生毒害作用，进

而抑制菌株的生长。钒酸盐和磷酸盐化学结构相似，

相较于其他重金属元素的毒性较小[41]。

本研究通过 SEM发现菌株在还原V（Ⅴ）后，细胞

表面有不定形物质附着，且出现凹陷、破损现象，因此

V（Ⅴ）还原过程中可能会对菌体产生氧化损伤，导致

部分菌体细胞膜破损使得胞内V（Ⅳ）溶出，最终附着

在细胞表面。通过对V（Ⅴ）还原后的固相产物进行

XPS 分析，结果显示存在V（Ⅴ）和V（Ⅳ），表明菌株

NC1-2吸附还原V（Ⅴ）时，其表面除V（Ⅳ）外还存在

部分V（Ⅴ），证明菌株NC1-2吸附还原V（Ⅴ）过程同

时包含吸附作用和还原作用。

3.2 微生物还原V（Ⅴ）过程中的电子传递

在研究菌株的电子传递过程中，利用电子传递抑

制剂特异性阻断了菌株可能存在的电子传递链，结果

发现，与细胞色素 c等膜上电子传递机制相关的抑制

剂效果不显著，表明 E. kobei NC1-2对V（Ⅴ）的还原

可能与膜结合物质的直接关联较小。CV曲线结果表

明纯培养的菌液中存在氧化还原活性物质，但相比文

献报道中的产电菌能力较差。研究表明核黄素作为

内源性电子穿梭体具备增强电子传递的能力，地衣芽

孢杆菌 Bacillus licheniformis可以利用希瓦氏菌分泌

的核黄素加速不锈钢的腐蚀[42]，嗜甲基菌Methylophi⁃

lus methylotrophs能通过核黄素和细胞色素 c 将电子

传递至细胞外的水铁矿[43]。通过向菌株还原 V（Ⅴ）

溶液中添加核黄素，发现促进了菌株生长和V（Ⅴ）还

原，并使得氧化还原电位降低，因此核黄素在参与菌

株代谢过程中可能直接充当电子穿梭体的作用。

Masuda等[44]发现 Lactococcus lactis以黄素单核苷酸作

为电子穿梭体能促进电子转移。当向抑制菌株

NADH脱氢酶、FAD脱氢酶的溶液中加入核黄素后发

现，菌株对V（Ⅴ）的还原被明显促进，表明这些物质

可能在E. kobei NC1-2还原V（Ⅴ）过程中起到重要的

催化作用，核黄素在E. kobei NC1-2代谢过程中扮演

重要角色，也表明菌株在还原V（Ⅴ）过程中存在多条

电子传递途径，核黄素可能作为 FAD的前体物质参

与菌株对V（Ⅴ）的胞内还原。

3.3 V（Ⅴ）微生物还原的毒性评价

从V（Ⅴ）微生物还原前后对藻类生长的影响可

以看到，E. kobei NC1-2对 V（Ⅴ）的还原产物减少了

其对小球藻和斜生栅藻生长过程中的抑制作用，提高

了藻类生物量和叶绿素 a含量。菌株还原过程中产

生的代谢产物可能在一定程度上会刺激藻类的生长。

Shu等[45]发现钒抑制了Chlorella vulgaris的生长，在初

始浓度为 400 mg·L-1，50 mg藻类生物量下 40 ℃培养
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24 h后，最大吸附容量达到 94.0 mg·g-1，但过程中并

未发生氧化还原而是化学吸附的作用。Tambat等[21]

利用小球藻在处理 2周后的钒去除量为 25.5 mg·L-1，

研究表明小球藻细胞对钒的吸附及转化主要是通过

糖类及蛋白质上的COO-基团发挥着作用。目前关于

微生物菌株对V（Ⅴ）还原后的产物进行毒性评价的

相关研究较少，尽管试验表明V（Ⅴ）还原产物的毒性

降低，但利用微生物方法还原V（Ⅴ），其过程中产生

的代谢产物在藻类生长过程中是否产生积极或消极

影响仍是一个值得探讨的问题。

4 结论

（1）筛选获得的菌株 E. kobei NC1-2能有效还原

V（Ⅴ），初始浓度 20 mg·L-1、培养第 3天时V（Ⅴ）的还

原率达到 90.3%。

（2）SEM-EDS 和 XPS 结果显示，菌株 E. kobei

NC1-2将V（Ⅴ）还原为V（Ⅳ），并形成不溶性的无定

型物质附着在菌体表面。

（3）当电子传递抑制剂辣椒素、奎那克林浓度分

别为 50 μmol·L-1，CuCl2浓度为 100 μmol·L-1时，均对

E. kobei NC1-2还原 V（Ⅴ）产生明显的抑制作用，而

鱼藤酮、N-乙酰-L-蛋氨酸和抗霉素A的抑制效果不

显著。添加电子穿梭体核黄素能加快菌株的生长，促

进了V（Ⅴ）微生物还原。

（4）将小球藻和斜生栅藻培养在 V（Ⅴ）微生物

还原后的溶液中，96 h后两种绿藻的藻密度均提高，

同时叶绿素 a含量均显著升高，菌株 E. kobei NC1-2
对V（Ⅴ）的还原降低了V（Ⅴ）对小球藻和斜生栅藻

生长的抑制作用。
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