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摘  要 : 铜绿假单胞菌产生的次生代谢产物吩嗪化合物具有电子传递作用，可用于构建微生物燃料电池。如

何通过改进微生物自身性质来提升微生物燃料电池产电量是研究的热点与难点之一。本文以铜绿假单胞菌

SJTD-1 和其敲除突变株 SJTD-1 (ΔmvaT) 为对象，研究了以其搭建的微生物燃料电池的放电过程，分析了影响

其放电量的主要因素。结果显示，假单胞菌产生的吩嗪化合物和发酵系统中细菌的活性与存活数量均会直接影

响燃料电池的产电量。敲除突变株 SJTD-1 (ΔmvaT) 可产生较多的吩嗪化合物，在生物燃料电池系统可持续放

电超过 160 h，产生 2.32 J 的总电量；而野生菌株 SJTD-1 仅能放电 90 h，产生 1.30 J 的总电量。细胞生长分析

结果进一步显示，与野生菌株相比，突变菌株 SJTD-1 (ΔmvaT) 在发酵过程中维持了较长的稳定期生长，细胞

存活时间更长，放电时间更持久。因此，铜绿假单胞菌存活时间延长，可增加其在微生物燃料电池中的放电时

间，从而提升微生物燃料电池的总产电量。本研究可为通过工程菌株改造来提升微生物燃料电池总产电量的研

究提供思路，有利于推进微生物燃料电池的实际应用。 

关键词 : 铜绿假单胞菌，微生物燃料电池，吩嗪化合物，存活时间，产电量  
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Abstract:  The secondary metabolites, phenazine products, produced by Pseudomonas aeruginosa can mediate the 

electrons transfer in microbial fuel cells (MFCs). How increase the total electricity production in MFCs by improving the 

characteristics of Pseudomonas aeruginosa is one of research hot spots and problems. In this study, P. aeruginosa strain 

SJTD-1 and its knockout mutant strain SJTD-1 (ΔmvaT) were used to construct MFCs, and the discharge processes of the 

two MFCs were analyzed to determine the key factors to electricity yields. Results indicated that not only phenazine but 

also the viable cells in the fermentation broth were essential for the discharge of MFCs. The mutant strain SJTD-1 (ΔmvaT) 

could produce more phenazine products and continue discharging over 160 hours in MFCs, more than that of the wild-type 

SJTD-1 strain (90 hours discharging time). The total electricity generated by SJTD-1 (ΔmvaT) strain could achieve 2.32 J in 

the fermentation process, much higher than the total 1.30 J electricity of the wild-type SJTD-1 strain. Further cell growth 

analysis showed that the mutant strain SJTD-1 (ΔmvaT) could keep a longer stationary period, survive much longer in MFCs 

and therefore, discharge more electron than those of the wild-type SJTD-1 strain. Therefore, the cell survival elongation of  

P. aeruginosa in MFCs could enhance its discharging time and improve the overall energy yield. This work could give a clue to 

improve the characteristics of MFCs using genetic engineering strain, and could promote related application studies on MFCs. 

Keywords:  Pseudomonas aeruginosa, microbial fuel cells, phenazine, survival time, electricity production 

微生物燃料电池是利用电化学活菌的作

用，通过其催化一系列氧化反应，将消耗能量

产生的电子传递到阳极，产生电流并将化学能

转化为电能的技术[1-7]。微生物燃料电池可应用

到环境污染物处理、生物能产生与高价值附加

材料的合成等过程，提供了一种有利于环境的

可持续性发展方案，实现了在污染物去除或低

附加值物质转化的同时产生电能的目标[8-11]。尽

管微生物电池具有广泛应用潜能，但因微生物

和电极间极缓慢电子传递所致的低功率密度直

接限制了微生物燃料电池的实际应用[6,12-13]。因

此，如何通过改进生物燃料电池性能来提高微

生物燃料电池的产电量一直是研究的热点。 

研究人员已从电极材料改造、电池结构改

造及能量消耗等多个方面对生物燃料电池进行

改造来改善生物燃料电池的性能[14-17]。也有研

究者从电化学活菌入手，试图通过提升电子传

递体含量和改进电子传递介质等方法来提高生

物燃料电池产电量[18-21]。由于铜绿假单胞菌生

长适应性强，可利用多种碳源并可产生多种次

生代谢产物，这其中包括许多可作为电子介质进

行电子传递的化合物，如吩嗪类化合物，因此可

被用于搭建微生物燃料电池进行产电。研究发现

假单胞菌产生的吩嗪类化合物中的绿脓菌素

(Pyocyanin，PYO)或吩嗪-1-羧酸(Phenazine-1-acid，

PCA)等可介导该菌搭建的微生物燃料电池中阳

极胞外电子的传递过程[19-20]。通过基因改造提升

绿脓菌素的产量可提高细胞外电子传递效率和
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电流的输出功率，实现产电量增加的目的[2]。在

以假单胞菌 MBR 为催化剂构建的双室微生物

燃料电池中，研究者发现由假单胞菌产生的吩

嗪-1-羧酸在燃料电池中可作为一个循环的电子

穿梭载体，促进有机物和阳极棒之间的电子传

递，提高微生物燃料电池的利用率[21]。尽管电

化学活菌产生电子传递体的量可影响微生物燃

料电池的产电量，但是微生物有多重途径来搭

建细胞表面与电极间的电子传递通道，其他因

素的影响依旧不明确。 

研究发现，铜绿假单胞菌的全局调控因子

MvaT参与了其群体感应系统、次生代谢途径和

生物膜的形成等过程的调控，其敲除菌株产生

的绿脓菌素是野生菌株的 2 倍以上[22]。这提示

这一基因的敲除突变株可能用于高产电量生物

燃料电池的构建。本文以高产吩嗪化合物的铜

绿假单胞菌 SJTD-1 和其敲除突变株 SJTD-1 

(ΔmvaT) 为研究对象，研究了以其搭建的微生

物燃料电池的放电过程，分析了影响其放电量

的主要因素。结果显示吩嗪-1-羧酸的含量和细

胞活性对微生物燃料电池的放电量均有重要影

响，突变菌株可在微生物燃料电池的发酵液中

存活更长的时间，产电量比野生型菌株增加了

77.9%。这为后续利用工程菌株来优化微生物燃

料电池的性能提供了思路。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、培养基与试剂 

本实验所用的细菌及质粒见表 1。

Luria-Bertani (LB) 液体培养基 (蛋白胨 10.0 g/L，

酵母提取物 5.0 g/L，NaCl 10.0 g/L) 和无机盐基

础培养基 (MM) (KH2PO4 4.5 g/L；K2HPO4·3H2O 

13.75 g/L； (NH4)2SO4 2.0 g/L；MgSO4·7H2O  

0.16 g/L；0.5% FeSO4·7H2O 1.0 mL/L；1.1% 

CaCl2·2H2O 1.0 mL/L；0.2% MnCl2·4H2O 1.0 mL/L；

2.0%葡萄糖) 用于微生物培养。LB固体培养基

含有 8.0 g/L的琼脂粉。电极缓冲液 (K3Fe(CN)6 

16.45 g/L；Na2HPO4·12H2O 17.91 g/L；KH2PO4 

6.80 g/L) 用于搭建微生物燃料电池。所有化学

试剂均为分析纯，购自生工生物工程有限公司 

(上海，中国)。限制性内切酶与 T4 DNA连接酶

均购自 Thermo Fisher Scientific公司 (MA，US)。

质粒小量提取试剂盒与 PCR产物柱回收试剂盒

等购自天根生物科技有限公司 (北京，中国)。 

1.2  同源重组构建 SJTD-1 (ΔmvaT) 敲除突

变菌株 

利用二步法同源重组方法敲除铜绿假单胞

菌 SJTD-1中的 mvaT基因，方法参考文献[24]。 

 
表 1  本文所用菌种与质粒 

Table 1  Bacterial strains and plasmids used in this work 

Strains/plasmids Characteristics Sources/references

DH5α E. coli cloning host Qiagen 

SM10 thi-1 thr leu tonA lacY supE recA::RP4-2-Tc::Mu Qiagen 

SJTD-1 P. aeruginosa strain, CGMCC No. 6584 [23] 

SJTD-1 (ΔmvaT) mvaT-knockout mutant of P. aeruginosa SJTD-1 This study 

pEX18Gm GmR; oriT+ sacB+, gene replacement vector with MCS from pUC18 [24] 

pEX18Gm-mvaT-HR 
pEX18Gm inserted with the 700 bp upstream and 500 bp downstream 
fragments of mvaT. 

This study 
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以引物 mvaT-F1/R1 和 mvaT-F2/R2 扩增 mvaT

基因上游 700 bp同源臂片段和下游 500 bp同源

臂片段 (F1：5′-GGGGGGGAGCTCATCGAAGG 

CCGGCTGCTTG-3′，R1：5′-GGGGGGGGATCC 

CGTGGCGCGATATTCGTTGAT-3′；F2：5′-GGGG 

GGGGATCCACCCTGCTCGGCTAAACCAG-3′，

R2：5′-GGGGGGCTGCAGTTCTCCGCCAGCGA 

CGACC-3′)。电泳检测后纯化 PCR产物。分别用

限制性内切酶 Sac /Ⅰ BamH Ⅰ和 BamH /Ⅰ Pst Ⅰ

对上游同源片段和下游同源片段进行双酶切，酶

切后产物检测后回收。利用 T4 DNA连接酶将酶

切后的片段与 Sac /Ⅰ Pst Ⅰ双酶切的 pEX18Gm

质粒进行连接后转化大肠杆菌 DH5α。鉴定的

阳性克隆命名为 pEX18Gm-mvaT-HR。将该质

粒转化大肠杆菌 SM10 中获得转化子 SM10 

(pEX18Gm-mvaT-HR)。混合该转化子与铜绿假

单胞菌 SJTD-1使其进行接合，之后利用含有庆

大霉素的 LB 固体平板和含有 10%蔗糖的固体

平板筛选获得二次重组的敲除菌株，阳性克隆

经 PCR 验证等确定为 mvaT 敲除突变株，命名

为 SJTD-1 (ΔmvaT)。 

1.3  微生物燃料电池搭建 

生物燃料电池包含 2 个由玻璃制成的圆形

部分，每部分的容积是 400 mL。本文中每部分

工作体积为 360 mL。在阳极室和阴极室之间由

一张离子交换膜来隔离阳极和阴极；在双室生

物燃料电池中，每部分各有一根碳棒作为电极

棒。在使用之前，碳棒用水清洗几次除去杂质。

离子交换膜用稀释的 HCl 浸泡过夜后，用去离

子水清洗数次。挑取铜绿假单胞菌 SJTD-1 或

SJTD-1 (ΔmvaT) 单克隆至 3 mL LB 小管，

37 ℃、200 r/min摇培过夜。次日，接种 1 mL

过夜培养物到 100 mL LB中，37 ℃、200 r/min

摇培至 OD600=1.2–1.6。4 ℃、4 000 r/min离心

15 min收菌。用灭菌的超纯水重悬菌体，4 ℃、

4 000 r/min离心 8 min收菌，重复清洗 2次。用

无机盐培养基悬浮菌体后备用。阳极室灌入  

360 mL 无机盐培养基并接种菌体使其起始

OD600为 0.01。阴极室装入 360 mL电极缓冲液。

用铜线将阳极棒、阴极棒和电阻器连成闭合回

路，外电阻设为 1 980 Ω。该生物燃料电池系统

在 37 ℃培养箱中连续运行 180 h。每隔 1 min

用数据采集器测量流过固定外电阻 (1 980 Ω) 

的电流和电压。利用 USB接口将数据采集器和

电脑连接，取每小时测得电压的平均值，绘制

电压的时间变化曲线。所有结果均为 3 次独立

实验的平均值。 

1.4  菌株生长曲线测定与吩嗪含量测定 

每 2 h 从铜绿假单胞菌 SJTD-1 或 SJTD-1 

(ΔmvaT) 搭建的生物燃料电池的阳极室取出   

2 mL发酵液，其中 1 mL用于测OD600，取 3次实

验的平均值绘制菌株的生长曲线。另 1 mL菌液

用于吩嗪含量测定，步骤如下。将 1 mL菌液离

心 (室温，10 000 r/min、5 min) 后，取 900 μL

上清加入等体积氯仿，振荡混匀后离心 (室温，

10 000 r/min、5 min)；吸取下层有机相，加入

等体积的 0.2 mol/L 盐酸振荡混匀后离心 (室

温，10 000 r/min、5 min)，取下层有机相测

OD251
[25-26]。取 3次实验的平均值绘制吩嗪含量

随时间变化曲线。  

2  结果与分析 

2.1  吩嗪 -1-羧酸主要介导了铜绿假单胞菌

SJTD-1 的微生物燃料电池放电过程 

有研究显示铜绿假单胞菌的次生代谢产物

吩嗪-1-羧酸 (PCA) 可介导微生物燃料电池的
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电子传递，降低 MFCs 的内阻，提高 MFCs 的

利用率[21]。为了探讨 PCA在本文用铜绿假单胞

菌 SJTD-1搭建的 MFCs中的作用，我们测定了

在整个放电过程中，发酵液中 PCA的含量与电

压的时间变化曲线。结果显示，假单胞菌 SJTD-1

产生的 PCA的含量随着放电时间的延长而逐渐

增高，与此同时微生物燃料电池产生的电压也

逐渐增加；当发酵液中的 PCA含量达到峰值时，

微生物燃料电池产生的电压也达到了最大值 

(图 1)。类似现象也在突变菌株 SJTD-1 (ΔmvaT)

的 MFCs 系统的放电过程中被观察到。在

SJTD-1 (ΔmvaT) 的 MFCs 系统的初始放电阶

段，发酵液中 PCA含量很低，微生物燃料电池

产生的电压也很低；随着发酵时间延长，发酵

液中 PCA含量不断增加到最大值，与之对应的

微生物燃料电池产生的电压也不断增大，直至

达到最高值  (图 2)。因此，在铜绿假单胞菌

SJTD-1 和 SJTD-1 (ΔmvaT) 的微生物燃料电池

中，次生代谢产物吩嗪-1-羧酸 (PCA) 是介导放

电过程中的一个主要因素。进一步分析发现，

尽管突变菌株 SJTD-1 (ΔmvaT) 的 PCA 产量最

大可达 20 μg/mL，高于野生型菌株 SJTD-1 的

13 μg/mL 的 PCA产量；但是野生型菌株 SJTD-1

在放电过程中可产生最大 440 mV的电压，远高

于突变菌株 SJTD-1 (ΔmvaT) 产生的 130 mV最

大电压。此外，虽然 2 个菌株在 MFCs 系统中

的吩嗪含量随时间变化的曲线类似，但两者的

电压时间曲线差异较大，突变菌株 SJTD-1 

(ΔmvaT) 的电压可在 130 mV持续约 40 h后出

现下降，但是野生型菌株 SJTD-1在出现电压的

峰值后其电压迅速发生了下降 (图 1 和图 2)。

这些说明尽管吩嗪-1-羧酸作为电子传递体是微

生物燃料电池放电过程中的主要因素，但不是

唯一决定因素，还有其他因素影响了两个微生

物燃料电池的产电性质。 

2.2  细菌活性与活菌数量是影响铜绿假单胞

菌 MFCs 放电过程的关键因素 

在生物燃料电池放电过程中，铜绿假单胞

菌产生的吩嗪-1-羧酸作为电子传递体可循环使 

 

 
图 1  SJTD-1 生物燃料电池电极电压与 PCA 含量随

时间变化曲线 (黑色三角形代表 PCA 含量，灰色圆

点代表电极电压) 

Fig. 1  Time course of electrode voltage and PCA 
concentration in SJTD-1 MFCs. The black triangles 
represent the contents of PCA, and the gray dots 
represent the electrode potential. 
 

 
图 2  SJTD-1 (ΔmvaT) 生物燃料电池电极电压与

PCA 含量随时间变化曲线 (黑色三角形代表 PCA 含

量，灰色圆点代表电极电压) 

Fig. 2  Time course of electrode voltage and PCA 
concentration in SJTD-1 (ΔmvaT) MFCs. The black 
triangles represent the contents of PCA, and the gray 
dots represent the electrode potential. 
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用，其含量不会因电子传递而降低。铜绿假单

胞菌的活菌似乎仅在产电起始阶段起重要作

用，用于产生大量电子传递体；当吩嗪-1-羧酸

达到最大值后，活菌似乎没有了明显作用。对

比野生型菌株 SJTD-1和突变株 SJTD-1 (ΔmvaT)

的 MFCs 系统中的吩嗪含量与电压随时间变化

曲线的异同，我们思考是否用于产生电子传递

体吩嗪的细菌活性与活菌数量在整个 MFCs 发

酵过程中都存在重要作用？为此，我们测定并

绘制了野生型菌株 SJTD-1 和突变株 SJTD-1 

(ΔmvaT) 的 MFCs 在整个放电过程中其发酵液

中细菌的生长曲线与电压随时间变化的曲线。

结果显示，在初始放电阶段，发酵液中的野生

型菌株 SJTD-1处于对数期，活菌数目不断增加，

生物燃料电池中产生的电压也不断增大。当细

菌进入稳定期，发酵液中的细胞活性最高，活

菌数目达到一个最大值；与此同时在 MFCs中，

电压也在这个时期达到了最高值。最后当细菌

进入衰亡期时，细胞活性下降，活菌数量逐渐

减少，MFCs产生的电压也随之减小 (图 3)。类

似现象也见于突变菌株 SJTD-1 (ΔmvaT) 的

MFCs 系统：处于对数期和稳定期时，即细胞

活性最高和活菌数目最多时，生物燃料电池产

生的电压增大到最大；反之，发酵液中活菌数

目减少，生物燃料电池产生的电压也随之减小 

(图 4)。因此，在铜绿假单胞菌生物燃料电池放

电过程中，其发酵液中的细菌活性与活菌数目

对于整个放电过程十分关键，会直接影响生物

燃料电池产生的电压值。 

2.3  铜绿假单胞菌 SJTD-1 (ΔmvaT) 的存活

时间延长可提高生物燃料电池的总产电量 

从图 3 和图 4 可见，在两个 MFCs 放电过

程中，野生型菌株 SJTD-1在到达稳定期后，迅 

 
 
图 3  SJTD-1 生物燃料电池电极电压与活菌数目随

时间变化的曲线 (黑色三角形代表活菌数目，灰色圆

点代表电极电压) 

Fig. 3  Time course of the electrode voltage and the 
viable cells number in the SJTD-1 MFCs. The black 
triangles represent number of the viable cells, and the 
gray dots represent the electrode potential. 

 

 
 

图 4  SJTD-1 (ΔmvaT) 生物燃料电池电极电压与活

菌数目随时间变化的曲线 (黑色三角形代表活菌数

目，灰色圆点代表电极电压) 

Fig. 4  Time course of the electrode voltage and the 
viable cells number in the SJTD-1 (ΔmvaT) MFCs. The 
black triangles represent number of the viable cells, 
and the gray dots represent the electrode potential. 

 
速进入衰亡期，大量细胞破裂，活菌数目下降，

同时其产生的电压也随之立刻降低；而突变菌

株 SJTD-1 (ΔmvaT) 可在稳定期持续约 50 h后

才进入衰亡期，其产生的电压也会在其最高值
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处保持一段时间后才会随着细胞进入衰亡期而

缓慢下降。因此，尽管突变菌株 SJTD-1 (ΔmvaT)

的最高产电电压低于野生型菌株，但是其放电

时间可持续超过 160 h，产生的总电量达到了

2.32 J；而野生型菌株 SJTD-1只能持续 90 h的

放电时间，产生 1.30 J的总电量。相比于野生型

菌株，突变菌株 SJTD-1 (ΔmvaT) 产生的总电量

增加了 77.9%。这说明，由于铜绿假单胞菌

SJTD-1 (ΔmvaT) 的存活时间延长，其放电时间

更持久，故其生物燃料电池的总产电量得到了

显著提高。 

3  讨论与结论 

本研究对以单一菌株铜绿假单胞菌 SJTD-1

及其突变菌株 SJTD-1 (ΔmvaT) 搭建的生物燃

料电池的放电过程进行了研究，并分析了影响

其产电效能的关键因素。结果显示吩嗪-1-羧酸

是介导该铜绿假单胞菌 SJTD-1搭建的MFCs中

的主要电子传递体；无论是在 MFCs 的产电初

期还是在放电过程中，发酵液中假单胞菌的细

菌活性与活菌数目均是影响此 MFCs 产电量的

关键因素。虽然发酵系统中阳极表面始终保持

适当规模的活性生物量，但发酵液中的活性细

胞数量增加与存活时间延长可改善系统的电子

传递效率，提升整个微生物燃料电池系统的产

电量。因此，这一发现为通过改进菌株性质或

构建工程菌株来优化以单一菌株构建的微生物

燃料电池效能的研究提供了思路，有利于推进

相关微生物燃料电池的实际应用。 

微生物燃料电池是由具有电化学活性的微

生物菌群、阴阳极与极室、外电路共同构建的

完整系统，其产电过程会受到包括电极材料、

电池结构及微生物自身性质及产生的电子供体

性质等多种因素影响。本文以铜绿假单胞菌作

为催化菌株的双室微生物燃料电池，研究其放

电过程的主要影响因素，认为其电子传递途径

主要利用其产生的吩嗪类化合物作为电子穿梭

载体，在微生物和电极之间实现电子的传递从

而产生电流。在阳极阴极与外电路条件等其他

因素相同的条件下，敲除铜绿假单胞菌 SJTD-1

的调控因子 MvaT 可使细菌存活时间与放电时

间延长，产生更多的电量。由于 MvaT 参与了

铜绿假单胞菌的群体感应系统、次生代谢途径

和生物膜的形成等多个过程的负调控，敲除

MvaT的突变株，其吩嗪化合物产量较野生型有

所提升；同时，突变菌株 SJTD-1 (ΔmvaT) 具有

较厚的生物膜，在其保护下，其环境耐受能力

更强，使其可在生物燃料电池系统中存活更长

时间。由于吩嗪化合物的产生主要是在假单胞

菌的对数生长期后期和稳定期，具有较长稳定

期的突变菌株也可持续产生电子传递体，提升

MFCs的总产电量。另一方面，较厚的生物膜也

会降低阳极电子与阳极棒之间的传递速率，导

致产生的电压最高峰值降低。因此，如何在增

加电子传递体与活菌数目的情况下提升电子的

传递速度，仍需进一步研究。 
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