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摘  要: 【目的】研究嗜水气单胞菌 HS01 的偶氮染料还原脱色特性。【方法】建立 HS01/

偶氮染料/电子供体序批式厌氧反应体系, 研究 Fe(III)/腐殖质还原菌 HS01 以偶氮染料为

电子受体的厌氧呼吸特性及影响因素; 并构建 HS01/偶氮染料/电子供体/铁氧化物体系, 探

讨铁氧化物对 HS01 偶氮还原的影响。【结果】HS01 可将金橙 I 迅速还原, 菌体增殖; 柠

檬酸、丙三醇、蔗糖和葡萄糖体系中, 16 h 金橙 I 的脱色率分别达 87%、85%、88%、90%; 

不同 pH 和金橙 I 初始浓度条件下的脱色率不同; 在反应体系中加入 α-FeOOH, 脱色率从

90%增加至 95%, Fe(II)生成量与无染料对照体系相当。【结论】HS01 能以葡萄糖为电子供

体, 金橙 I 为唯一电子受体, 进行厌氧呼吸; 蔗糖、柠檬酸、丙三醇也可作为有效的电子

供体, 脱色率依次递减; 甲酸、乙酸、乳酸、乙醇及丙酸不能作为 HS01 厌氧呼吸的电子

供体。金橙 I 脱色的最佳 pH 范围为 6.0−8.0; 高浓度(2.0 mmol/L)金橙 I 负荷下, HS01 仍

保持高脱色率(>85%)。在 HS01/α-FeOOH/金橙 I 体系中, 异化铁还原作用与偶氮呼吸作用

同时发生, 异化铁还原能促进偶氮脱色, 而脱色对 Fe(III)还原没有明显影响。这可为铁/腐

殖质还原菌在环境修复和废水处理等领域的应用提供研究积累。 

关键词: Fe(III)/腐殖质还原菌, 嗜水气单胞菌, 厌氧呼吸, 偶氮还原, 铁氧化物 
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Abstract: [Objective] The purpose was to study azo reduction activity in the strain Aeromonas 
hydrophila HS01 under anaerobic conditions. [Methods] We established the anaerobic system of 
HS01/electron donor/azo dye to investigate the ability of strain HS01 to obtain energy for 
growth by coupling the oxidation of electron donors to azo reduction, and further explore the 
enhanced azo microbial reduction by the presence of Fe(III) oxides. [Results] Within 30 h, HS01 
could reduce 0.45 mmol/L orange I at the expense of 4.35 mmol/L glucose, and the active cells 
increased by 27 times in the treatments of HS01/glucose/orange I. The decolorization rate of or-
ange I reached 87%, 85%, 88%, and 90%, respectively, when citrate, glycerol, sucrose or glu-
cose served as the electron donor. It showed different decolorization rate by pH of 5−10 and 
0.5−5.0 mmol/L of initial concentrations of orange I. In the system of HS01/glucose/orange with 
α-FeOOH, decolorization rate increased from 90% to 95%. [Conclusion] HS01 was capable of 
anaerobic respiration on orange I as the sole terminal electron acceptor with glucose as the elec-
tron donor. The decolorization rate depended on the types of electron donor, pH and initial con-
centrations of azo: citrate, glycerol, sucrose or glucose could serve as an effective electron donor 
for dissimilatory azo reduction, whereas formate, acetate, propionate, lactate and ethanol do the 
opposite; pH of 6.0−8.0 was optimum for azo reduction by HS01. Dissimilatory Fe(III) reduc-
tion and azo reduction by strain HS01 occurred simultaneously, and the presence of Fe(III) ox-
ides would enhance orange I decolorization. 

Keywords: Fe(III)/humus-reducing microorganisms, Aeromonas hydrophila, Anaerobic respira-
tion, Azo reduction, Iron oxide 

偶氮染料是印染行业广泛使用的一类人工

合成化合物, 含有一个或多个偶氮键发色基团。

由于使用量大和环境有害性, 偶氮染料的脱色

及脱毒成为化工与环境领域研究热点。目前, 利

用微生物处理偶氮染料废水脱色的研究报道较

多, 这类脱色微生物主要分布在气单胞菌属、假

单胞菌属、芽孢杆菌属、红球菌属、志贺菌属、

克雷伯氏菌属、棒杆菌属、肠杆菌属以及希瓦氏

菌属[1−2]。 
Fe(III)/腐殖质还原菌是一类重要的环境功能

菌, 参与多种物质的生物地球化学循环及有机污

染物降解脱毒[3−5]。近年研究发现, 这类菌株促进
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偶氮染料还原脱色有两种途径: (1) 直接还原脱

色: Fe(III)/腐殖质还原菌氧化胞内电子供体, 产

生的电子传递到胞外大分子偶氮染料, 使其还

原 脱 色。如 , Hong 等 (2007)报道 , Shewanella 

decolorationis S12 能以 H2、丙酮酸、乳酸为电子

供体, 还原苋菜红、金橙 II、酸性红等偶氮染料, 

并且在偶氮还原的过程中产生能量, 使菌体增

殖, 属于菌株厌氧呼吸的一种方式[6]。(2) 腐殖质

介导脱色: 腐殖质在还原菌和偶氮染料之间充当

电子穿梭体, 即腐殖质首先获得来自菌体内部的

电子而被还原, 还原态的腐殖质与偶氮键发生氧

化还原反应, 使偶氮键断裂, 实现脱色, 该过程

可显著提高偶氮还原脱色效率[7]。对促进偶氮染

料还原的电子穿梭体的深入研究表明, 氧化还原

电势(E0)在−320 mV 到−50 mV 之间的氧化还原

介体通常在偶氮染料厌氧微生物还原中发挥作

用, 究其原因, 与微生物细胞外膜辅酶 NAD(P)H

与偶氮染料之间的电势差(−180−430 mV)有关[8]。

按照氧化还原电势理论, Fe(III)氧化物也可在还

原菌与偶氮染料之间充当电子穿梭体, 促进偶氮

键断裂。Fe(III)氧化物在还原菌和 DDT、四氯化

碳、五氯酚等有机氯污染物之间充当电子穿梭体, 

促进这类物质还原脱氯[3,9−10]。但关于铁氧化物在

偶氮还原中的作用少见报道。 

本文以嗜水气单胞菌 HS01 作为 Fe(III)/腐殖

质还原模式菌, 研究 HS01 以偶氮染料金橙 I 为电

子受体进行厌氧呼吸特性及影响因素, 并构建

HS01/偶氮染料/电子供体/铁氧化物体系, 探讨异

化铁还原与偶氮染料的微生物还原脱色之间的

相互作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  偶氮染料: 金橙 I (OrangeI, 1-萘酚偶氮对

苯磺酸钠)购自上海试剂公司(化学纯), 分子式为

C16H12N2O4SNa, 分子量为 328.34, 化学结构式如

图 1 所示。 

1.1.2  铁氧化物: 针铁矿(α-FeOOH)合成方法参

照文献[11]。 

1.1.3  供试菌株: 菌株 HS01 分离于广东省四会

地下古森林沉积物, 具有异化铁/腐殖质还原特

性, 保藏于中国典型培养物保藏中心(保藏号为

CCTCC AB 209165), 命 名 为 嗜 水 气 单 胞 菌

(Aeromonas hydrophila) HS01[12]。 

1.1.4  基础培养基(BAS): 每升含 NaHCO3 2.5 g, 

(NH4)2SO4 0.25 g, NaH2PO4 0.6 g, KCl 0.1 g, 酵母

浸提物 0.2 g, 少量维生素储备液和微量元素。 

1.1.5  菌悬液: 用牛肉膏蛋白胨固体培养基活

化菌株, 挑取单菌落接种到牛肉膏蛋白胨液体

培养基中, 置摇床中 30 °C 培养(180 r/min), 菌

数达到对数生长期(约 18 h)时, 将培养基 4 °C

冷冻离心 10 min (8 000 r/min), 倾去上清液, 用已

灭菌的 BAS 洗涤菌体, 再次离心, 重复 3 次, 

最后用等体积 BAS 重新悬浮菌体, 制成菌悬

液(3×108 CFU/mL)备用。 

1.2  方法 
1.2.1  厌氧培养操作: 在装有反应溶液的西林瓶

中充入 80:20 (V/V)的 N2/CO2 混合气 15 min 排氧, 

盖橡胶塞, 并迅速压铝盖密封, 置于厌氧工作站

30 °C 避光静置培养。以下实验均采用严格的无菌

和厌氧培养操作, 每个处理设置 3 个重复。 

1.2.2  偶氮还原实验: 依次将葡萄糖、金橙 I、菌

悬 液 加 入 B A S 培 养 基 中 ,  终 浓 度 分 别 为 
 

 
图 1  金橙 I 的化学结构式 
Fig. 1  Chemical structure of orange I 
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5.0 mmol/L、0.5 mmol/L、1.5×107 CFU/mL。为稳

定反应体系的 pH, 使用 10 mmol/L 磷酸二氢钠/

磷酸氢二钠溶液缓冲体系(pH 7.0)。以不加菌悬液

和不加葡萄糖的处理作为对照, 测定各处理中活

菌数、金橙 I 和葡萄糖浓度变化。 

1.2.3  电子供体实验: 考察 HS01 偶氮脱色可以

利用的电子供体类型。依次将不同电子供体、金

橙 I、菌悬液加入到 BAS 培养基中, 终浓度和缓

冲体系同偶氮还原实验。选用的电子供体为: 甲

酸、乙酸、丙酸、乳酸、柠檬酸、乙醇、丙三醇、

葡萄糖和蔗糖。以不加菌悬液和不加电子供体的

处理作为对照, 测定各处理中金橙 I 浓度变化。 

1.2.4  pH对脱色的影响: 考察不同 pH 对 HS01 偶

氮 脱 色 的 影 响 。 在 偶 氮 还 原 实 验 基 础 上 , 用

1 mmol/L 的 NaOH 或 HCl 溶液调节体系的 pH 为

5−10。用缓冲溶液控制体系 pH, pH 5−8 时用磷酸

二氢钠/磷酸氢二钠缓冲体系; pH 9−10 用碳酸钠/碳
酸氢钠缓冲体系。测定各处理中金橙 I 浓度变化。 
1.2.5  金橙 I初始浓度对脱色的影响: 考察金橙 I
初始浓度对 HS01 偶氮脱色的影响。将葡萄糖、

不同浓度金橙 I、菌悬液加入到 BAS 培养基中, 金

橙 I 初始浓度为 0.5、1.0、2.0、5.0 mmol/L, 其他

条件同偶氮还原实验。 
1.2.6  HS01/α-FeOOH 体系中脱色实验: 设计 5

个处理: (1) 主反应: BAS+金橙 I+α-FeOOH+葡

萄 糖 +HS01; (2) 非 生 物 对 照 : BAS+ 金 橙

I+α-FeOOH+葡萄糖; (3) 生物对照: BAS+金橙

I+α-FeOOH+HS01; (4) 异 化 铁 还 原 : BAS+α- 

FeOOH+葡萄糖+HS01; (5) 偶氮脱色: BAS+金橙

I+葡萄糖+HS01。α-FeOOH 终浓度为 1 mmol/L, 
其他物质浓度与缓冲体系同偶氮还原实验。测定

体系中金橙 I 和生成的总 Fe(II)浓度。 

1.2.7  分析方法: 总 Fe(II)与葡萄糖测定方法参

照文献[13]; 平板稀释涂布直接计数法测定活菌

数变化; 紫外可见分光光度法测定金橙 I 浓度, 

先将样品于 4 000 r/min 离心 15 min, 在波长为

200−600 nm 范围内测上清液(或稀释后)的吸收光

谱 曲 线 , 确 定 金 橙 I 的 偶 氮 键 的 特 征 波 长

λmax=480 nm。用脱色率表征金橙 I 脱色强度, 脱

色率(D)计算公式为: D=(C0–Ct)/C0×100%, C0 为金

橙 I 初始浓度, Ct 为金橙 I 在反应 t 时间的浓度。 

2  结果 

2.1  HS01 的偶氮还原特性 
2.1.1  金橙 I 脱色与菌体增殖: 在“葡萄糖+HS01”

处理中, 培养液的颜色由橙黄色变为浅黄色直至

无色, 同时, 检测结果显示, “葡萄糖+HS01”处理

中 , 金橙 I 浓度迅速降低 , 18 h 时减少量达

0.46 mmol/L, 之后趋于稳定(图 2A), 葡萄糖浓

度也相应降低, 由 5 mmol/L 降至 0.65 mmol/L, 

未加葡萄糖或 HS01 的对照处理, 各物质浓度无

变化; 金橙 I 和葡萄糖浓度减少的同时, 活菌数

30 h 内增殖 27 倍, 而未加电子供体葡萄糖或金橙

I 的对照处理中, 活菌数与起始浓度接近(图 2B)。

以上结果表明, 只有葡萄糖存在时, HS01 才进行

偶氮厌氧脱色, 该过程为微生物的生物化学反

应; 在脱色过程中, 菌株能够获得能量进行生长,  
 

 
图2  HS01/金橙 I/葡萄糖体系中金橙 I浓度(A)和活菌

数(B)变化曲线 
Fig. 2  Dynamic curves of active orange I (A) and cells 
number (B) in the HS01/orange I/glucose system 
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使菌体增殖, 表明偶氮脱色也是 HS01 厌氧呼吸

代谢形式之一。30 h 后活菌数的迅速减少可能是

由于脱色产物的毒性所致。 

2.1.2  脱色产物: 分别在反应零点和 16 h 时, 对 

“葡萄糖+HS01” 处理中的金橙 I 进行紫外-可见

吸收光谱扫描, 结果见图 3。金橙 I 有 3 个特征吸

收峰段, 分别为 230 nm、300 nm 附近和 480 nm

处。通过偶氮键而形成大的共轭体系的吸收在可

见区(>400 nm), 萘环结构与苯环结构在紫外区, 

且萘环结构的吸收峰较苯环结构有所红移, 因

此, 3 个特征峰分别对应的是苯环、萘环和偶氮

键。培养 16 h 后, 萘环与偶氮键吸光值均较零点

下降明显, 在偶氮键特征峰 480 nm 处下降最快, 

几乎降为 0。同时, 在 230 nm 处有新峰生成, 可

能是受附近基团的影响苯环结构有所偏移所致。

230 nm 处的吸光值明显高于零点苯环结构的吸

光值, 表明脱色过程中生成新的苯环结构, 偶氮

键断裂, 可能生成对胺基苯磺酸和对胺基萘酚。 

2.2  HS01 偶氮还原脱色的影响因素 
2.2.1  电子供体种类: 分别以甲酸、乙酸、丙酸、 

柠檬酸、乳酸、丙三醇、乙醇、葡萄糖和蔗糖为

电子供体, 研究不同电子供体对脱色的影响。图

4 为反应 30 h 时金橙 I 的脱色率: 含有柠檬酸、

丙三醇、蔗糖和葡萄糖的反应体系, 脱色率达到

80%−90%; 含有乳酸和乙醇的体系, 金橙 I 浓度

没有降低; 甲酸、乙酸、丙酸的体系中也未见脱

色现象(数据未列出); 不加电子供体或 HS01 的

对照, 均未见有脱色现象。以上结果表明, 菌株 

 
图3  HS01/金橙 I/葡萄糖体系中金橙 I的紫外-可见扫

描光谱变化曲线 
Fig. 3  Wavelength scanning of anaerobic decolorization 
of orange I in HS01/orange I/glucose system 

 

 

 
图 4  电子供体种类对金橙 I 脱色的影响 

Fig. 4  Effects of electron donor types on orange I decolorization by strain HS01 under anaerobic conditions  
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HS01 能以葡萄糖、蔗糖、柠檬酸和丙三醇作为

电子供体, 进行偶氮还原脱色, 且脱色效率依次

递减; 乙醇、乳酸等其余 5 种有机物不能作为有

效的电子供体支持脱色。 

2.2.2  体系pH: 如图 5 所示, pH 为 5 和 10 时, 菌

株对金橙 I 的脱色率为 0; pH 9 时, 12 h 的脱色率

为 44%, 18 h 的脱色率达 60%, 之后趋于稳定; pH 

6−8 的脱色趋势基本相同, 18 h 后脱色率稳定在

90% (图 5A); 不加菌的对照体系也有少许脱色现

象, 脱色率为 1.6%−2.5%, 是还原糖葡萄糖与金

橙 I 的化学反应所致(图 5B)。以上结果表明, HS01

还原金橙 I 的最适 pH 范围为 6−8, 过酸或过碱条

件不利用反应。 

2.2.3  金橙 I 初始浓度: 以葡萄糖为电子供体, 

研究了不同金橙 I 初始浓度下, HS01 的偶氮脱

色率, 结果如表 1 所示, 24 h 时, 0.5、1.0、2.0、

5.0 mmol/L 初始浓度下, 金橙 I 的脱色率分别为

90.76%、87.71%、80.16%、15.46%, 表明金橙

I 初始浓度影响 HS01 对偶氮的脱色率, 初始浓

度 2.0 mmol/L 内 , HS01 可 保 持 高 脱 色 率 , 

5.0 mmol/L 金橙 I 对 HS01 偶氮脱色率有显著抑

制作用。 
 

 
图 5  不同电子供体对金橙 I 脱色的影响 

Fig. 5  Effects of electron donor on orange I decolorization by strain HS01 under anaerobic conditions 
注: A: 葡萄糖+HS01+金橙 I; B: 葡萄糖+金橙 I. 
Note: A: Glucose+HS01+orange I; B: Glucose+orange I. 
 

表 1  HS01/金橙 I/葡萄糖体系中不同浓度金橙 I 对厌氧脱色的影响 
Table 1  Effect of different orange I concentration on anaerobic decolorization in HS01/orange I/glucose system 

金橙 I 脱色率 Decolorization rate (%) 反应时间 
Reaction time (h) 0.5 mmol/L 1.0 mmol/L 2.0 mmol/L 5.0 mmol/L 

6 32.94±0.064 10.11±0.059  4.56±0.021  1.13±0.010 

12 89.29±0.136 74.05±0.094 58.45±0.067 12.02±0.033 

18 90.27±0.098 80.79±0.108 66.19±0.082 15.02±0.054 

24 90.76±0.079 87.71±0.089 80.16±0.121 15.46±0.051 

48 90.74±0.141 87.80±0.101 84.11±0.099 15.48±0.063 
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2.3  铁氧化物对 HS01 偶氮还原的影响 
构建 “HS01+α-FeOOH+葡萄糖+金橙 I” 厌氧

反应体系, 每 6 h 取样分析体系中金橙 I 浓度与生

成的 Fe(II)浓度, 与 HS01 偶氮还原体系(HS01+葡

萄糖+金橙 I)和异化铁还原体系(HS01+葡萄糖+ 

α-FeOOH)比较金橙 I 脱色率或 Fe(II)浓度, 以未加

HS01 或葡萄糖的处理作为对照。由图 6 可知, 

“HS01+α-FeOOH+葡萄糖+金橙 I” 复杂体系中, 同

时检测到 Fe(II)的生成和金橙 I 的减少: (1) 44 h 脱

色率达95%, 而只含金橙 I 的脱色体系, 44 h 脱色率

为 90%, 对照体系几乎没有脱色现象 , 可见 , 

α-FeOOH 能够促进菌株 HS01 的偶氮还原脱色(图
6A); (2) 生成的总Fe(II)动力学曲线与HS01 异化铁

还原体系的Fe(II)生成曲线几乎重合, 金橙I的加入

对 HS01 的异化铁还原没有影响(图 6B)。综上, 在 

“HS01+α-FeOOH+葡萄糖+金橙 I”, Fe(III)还原与偶

氮还原脱色两个过程同时发生, Fe(III)促进 HS01 偶

氮脱色作用, 而金橙 I 不影响 HS01 的 Fe(III)还原。 

3  讨论 

微生物的厌氧偶氮还原是偶氮染料脱色降解 

的一个重要途径。偶氮染料是极性化合物, 不易

透过细胞膜, 因此认为偶氮还原脱色发生在细胞

膜外: 胞内电子供体氧化产生的电子首先传递到

细胞内膜, 经一系列还原活性电子载体, 最终传

递到胞外偶氮结构, 使偶氮键断裂[2]。在这一过

程中, 一部分菌体能获得生长所需能量 , 使菌

体增殖 , 称为偶氮呼吸, 是微生物胞外呼吸的

一种方式。希瓦氏菌属是胞外呼吸研究最多的

一类菌属, Hong 等(2007)报道, 脱色希瓦氏菌

(Shewanella decolorationis) S12 能以甲酸为电子

供体, 以偶氮染料为唯一电子受体进行偶氮呼

吸, 在 4 mmol/L 甲酸氧化、2 mmol/L 苋菜红

脱色的过程中, 菌体增殖 30 倍[6]。除偶氮外, 

S12 的胞外电子受体还有铁氧化物(α-FeOOH、

柠檬酸铁)[15]、AQDS[16]及 DDT[10]。嗜水气单胞

菌(A. hydrophila)也是一株典型的胞外呼吸菌 , 

硝酸盐、延胡索酸盐、Fe(III)、Co(III)、Se(VI)、

AQDS、电极可作为该菌厌氧呼吸的唯一电子受

体 [12,14] 。 于 文 娟 等 (2012) 发 现 嗜 水 气 单 胞 菌

RB5-M1 在厌氧条件下能使偶氮染料活性黑脱色, 

但对脱色机制未作解释[17]。 
 

 
图 6  HS01/金橙 I/α-FeOOH/葡萄糖体系中金橙 I 脱色率(A)和生成总 Fe(II) (B)的变化曲线 

Fig. 6  Dynamic curves of decolorization (A) and total Fe(II) production (B) in the system of HS01/orange I/α-FeOOH/glucose 
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本文以嗜水气单胞菌(A. hydrophila) HS01 为

目标菌, 建立 HS01/偶氮染料/电子供体序批式厌

氧反应体系, 研究 Fe(III)/腐殖质还原菌 HS01 的

厌氧偶氮脱色机制。在嗜水气单胞菌 HS01/金橙

I/葡萄糖体系中, HS01 以葡萄糖为电子供体, 偶

氮染料金橙 I 为唯一电子受体, 进行厌氧呼吸, 

HS01 对偶氮染料的脱色是通过偶氮呼吸途径进

行; 呼吸过程中, 菌株对电子供体具有选择性, 

可以作为电子供体被 HS01 利用的碳源为葡萄

糖、蔗糖、柠檬酸、丙三醇, 因此, 添加不同电

子供体会引起脱色率的差异。 
Fe(III)/腐殖质微生物还原是厌氧环境中一种

重要的电子转移途径, 该还原条件下[Fe(III)/腐

殖质作为电子穿梭体]的污染物原位生物修复已

成为国际热门领域[3−4]。在本文构建的“HS01/金橙

I/葡萄糖/α-FeOOH 体系”, 金橙 I 的脱色机制为: 

(1) 微生物直接脱色机制: HS01 通过自身酶系作

用, 将电子供体葡萄糖氧化生成小分子有机酸, 

氧化过程中产生的电子通过呼吸链传递给氧化

还原电位较高的金橙 I, 使其还原脱色; (2) Fe(III)

介导脱氯机制: α-FeOOH 通过 HS01 的厌氧呼吸

作用被还原, 产生的 Fe(II)与 Fe(III)氧化物形成

吸附态 Fe(II)物种, 吸附态 Fe(II)物种进一步将电

子传递到金橙 I 使其还原 , Fe(II)再次转化为

Fe(III)。可见, 在该复杂反应体系中, 偶氮脱色并

非是单纯的生物作用或者化学反应, 而是生物与

非生物交互作用的过程 , 腐殖质/Fe(III)还原菌

HS01 是核心驱动力, 而 Fe(III)是电子穿梭体, 它

们协同促进作为电子供体的有机物矿化与作为

末端电子受体的偶氮染料的还原脱色。 

嗜水气单胞菌 HS01 电子供体利用谱广、兼

性厌氧、生长 pH 范围宽、易于扩大培养, 该菌

还具有还原脱氯、偶氮脱色特性, 因此在偶氮废

水处理、有机氯污染土壤修复等领域具有开发应

用潜力。 
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