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田晓春1，2 吴雪娥1 赵 峰2＊＊ 姜艳霞1＊＊ 孙世刚1

( 1． 厦门大学化学化工学院 厦门 361005; 2． 中国科学院城市环境研究所 中国科学院城市污染物转化重

点实验室 厦门 361021)

摘 要 胞外电子传递( EET) 是指氧化还原反应所产生的电子在微生物细胞内和细胞外的电子受体 /电子

供体之间互相转移的过程，这一过程伴随着能量和物质的转化。阐明 EET 机制是提高微生物能量和物质转

化效率的基础，为元素的生物地球化学循环、金属防腐以及生物电化学系统的应用等提供理论支撑。电化学

技术作为研究电极 /溶液界面电子转移的简便、有效方法，在研究微生物的直接电子传递和间接电子传递机

制中发挥了重要的作用，也促进了 EET 机制的研究从宏观层面到微观层面不断深入。本文综述了研究微生

物 EET 机制所涉及的电化学联用技术( 包括微电极、扫描电化学显微镜、电化学联用光学显微镜和光谱电化

学等) ; 详细介绍了这些电化学联用技术的功能和优势; 重点阐述了这些电化学联用技术如何推动着 EET 机

制的研究，从宏观的生物膜层面到微观的单个微生物细胞、蛋白和分子层面不断深入; 展望了新的电化学联

用技术在 EET 研究领域的应用前景。
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Abstract Microbial extracellular electron transfer ( EET ) is the process that electrons generated from redox
reactions transfer between inside of cells and extracellular electron donors /acceptors． This process accompanies
with the energy transformation and substance conversion． Studies of microbial EET have attracted increasing
interests in recent years because it is found to be significant to understand element biogeochemical cycle，anti-
corrosion of metals，bioelectrochemical systems，etc． Electrochemical techniques have played important roles in
EET mechanisms analysis，because these techniques are simple and available in studying electron transfer
reactions at the interfacial region between electrode and solution． In this review，electrochemical integrated
techniques used to study EET pathways including microelectrode，scanning electrochemical microscopy，three-
electrode cell combined with optical microscopy and electrochemical spectroscopy are summarized． The functions
and advantages of these integrated techniques are illustrated in detail． The EET pathways from macroscopic to
microcosmic aspects are reviewed， which include four hierarchies: whole biofilm， redox reaction in
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microenvironment of biofilm，single cell，redox proteins or molecular． This review proposes that several
advanced electrochemistry combined techniques can be useful for the investigation of microbial EET mechanisms
in the future．
Key words extracellular electron transfer; electrochemically active microorganisms; scanning electrochemical
microscopy ; electrochemical integrated techniques
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1 引言

微生物的胞外电子传递 ( extracellular electron
transfer，EET) 是指电子跨过细胞膜从细胞内传递到

细胞外终端电子受体的过程，或者电子从细胞外的

电子供体传递至细胞内被利用的过程［1，2］。具有

EET 能 力 的 微 生 物 被 称 为 电 化 学 活 性 微 生 物

( electrochemically active microorganisms，
EAMs) ［3，4］，它们能通过代谢作用将化合物的氧化还

原电势差转换为微生物可利用的能量。EET 的研究

涉及环境科学、化学、材料、微生物等多学科交叉领

域，在污染修复、废水处理、元素的生物地球化学循

环、生物能-电能转换等方面引起越来越多的关注［5］。
经典电化学技术，如伏安法、计时电流，在 EET

研究的初期起到了关键作用。由于生物膜组成复

杂，微生物分泌物、胞外聚合物等部分成分也具有电

子传递能力［6］。经典的电极 /溶液界面反应动力学

信息的数学模型已不适用，无法获得分子和蛋白结

构发生变化的信息，电子转移的具体途径难以区分

和定量。因此，随着 EET 研究内容的丰富和深入，

电化学联用技术逐渐用于研究微生物的电子传递反

应，并有效地推进了 EET 机制从宏观到微观层面的

发展。

图 1 电极表面电化学活性微生物研究的不同层面。
( a) 生物膜; ( b) 生物膜微区环境; ( c) 微生物个体; ( d)

蛋白和分子

Fig． 1 Different hierarchies for the study of
electrochemically active microorganisms． ( a) Biofilm; ( b)

Microenvironment of biofilm; ( c) Single cell; ( d) Ｒedox
proteins or molecular

研究微生物与电极之间的电子转移机制从宏观

到微观分为 4 个层面［7］，如图 1 所示: ( a) 生物膜整

体作为研究对象的层面; ( b) 生物膜内外微区环境

层面; ( c) 微生物个体与电极之间相互作用的层面;
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( d) 与 EET 相关的蛋白和分子层面。本文重点阐述

电化学联用技术如何推动着 EET 的研究从生物膜

层面到微生物个体、蛋白和分子层面，并展望新的电

化学联用技术将如何进一步促进 EET 机制的发展。

2 微电极及扫描电化学显微镜研究生物膜

微区环境的电子转移

微电极尺寸小，具有较高的灵敏度，目前已经成

为无损表征生物膜微区环境的重要工具。Beyenal
等［8，9］用微电极研究了 Shewanella 和 Geobacter 生物

膜内部的氧化还原电势梯度，发现越靠近电极处，生

物膜的电活性越强; 通过选择性测定 H + 的浓度，他

们认为在缓冲体系中 Shewanella 生物膜内的质子迁

移不是影响生物膜活性的限制条件; 对 Geobacter 而

言，生物膜电活性增强时 pH 值降低，说明乙酸钠的

消耗利于质子产生。随后，他们也利用 Shewanella
分泌的电子中介体 flavins 测得生物膜的厚度，测量

结果与 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 测 得 的 结 果 一 致［10］。
Zhao 等将 微 电 极 用 于 原 位 监 测 生 物 电 化 学 系 统

( Bioelectrochemical systems，BESs) 阴极的溶解氧浓

度、pH 值和氧化还原电势，结果表明在相对较低的极

化电势下微生物的电化学活性更高，并提出可通过控

制溶解氧浓度和 pH 值来优化 BESs 的性能［11］。由此

可见，微电极将 EET 机制的研究层面拓展至生物膜

内的微区环境，并可用于监测生物膜微区环境中铜离

子浓度［12］、H2O2 浓度的分布［13，14］等。
以微电 极 为 探 针 电 极 的 扫 描 电 化 学 显 微 镜

( scanning electrochemical microscopy，SECM) 是一种

电化学成像技术，其结构如图 2 所示。通过准确控

制微电极与基底之间的距离以及微电极的移动速

度，Matsue 等［15］利用微生物芯片中的微生物与铁氰

化钾之间的氧化还原反应，监测微生物培养不同时

间的生长状况。Bard 等［16］利用 SECM 定量铜绿假

单胞菌生物膜微区环境内分泌的绿脓菌素的浓度及

其分布，并通过电化学电流呈现了生物膜的三维空

间图像。Hsing 等［17］监测 Shewanella 生物膜形成过

程中电流的变化，提出其可用于原位检测微生物的

活性。最近，Jiang 等利用 SECM 的穿透模式，通过

微电极介导外源性电子中介体二茂铁甲醇分子与

S． oneidensis MＲ-1 的 氧 化 还 原 反 应，测 定 了

Shewanella 生物膜在电极 /溶液界面的氧化还原性

质和界面结构［18］。
目前，SECM 用于研究 EET 机制仍处于生物膜

内外的局部微区环境层面，微电极纳米化和微生物

图 2 扫描电化学显微镜用于研究微生物胞外电子传递

机制示意图。WE1: 微电极; WE2: 工作电极; ＲE: 参比电

极; CE: 对电极

Fig． 2 Schematic diagram of SECM for studying EET
mechanism． WE1: microelectrode; WE2: working
electrode; ＲE: reference electrode; CE: counter electrode

在基底表面的有序排列是未来实现 SECM 从单细胞

层面研究 EET 机制的关键。

3 电化学联用光学显微镜研究单个微生物

的直接电子传递

在单个细胞层面，通过微纳加工技术得到的电

极与显微镜的联用推动 EET 机制向原位、直观的方

向发展［19］。Hashimoto 等［20］ 利用光镊技术控制单

个 S． loihica PV-4 细胞与直径约为 2 μm 的氧化铟

锡( indium tin oxide，ITO) 微电极接触和分离，通过

接触前后电流的变化定量了单个微生物细胞产生的

电流约为 200 fA［20］。该体系中通过微加工得到的

ITO 电极以及三电极体系的构型都为电化学联用光

学显微镜奠定了基础。El-Naggar 等［21］利用显微镜

观察光捕获微生物，得到单个 S． oneidensis MＲ-1 通

过直接电子传递产生的电流在 15 ～ 100 fA，同样条

件测定敲除外膜细胞色素 c 蛋白的缺陷菌株时，电

流并无变化，这从单细胞层面直观地体现了外膜细

胞色素 c 蛋白在直接电子传递过程中的重要作用。
为了分离和定量直接电子传递和间接电子传递

途径产生的电流，Lieber 等［22］设计了两种纳米结构

的电极: 一种是通过纳米孔阵列隔离微生物与电极

的接触，这样电极测到的电流来自于间接电子传递

和纳米附属物; 另一种是面积一定的微电极，可以通

过显微镜观察到与电极接触的微生物的数量并测得

它们产生的电流。将该体系用于测定S． oneidensis
MＲ-1的产电能力时，在去除上清液和恢复上清液得

到的电流变化几乎相同，并且接触到电极的细胞数

量与 产 生 的 电 流 大 小 没 有 关 联，以 此 说 明 S．
oneidensis MＲ-1胞外电子传递的主要贡献来自间接

电子传递途; 在该体系用于研究 G． sulfurreducens
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DL-1 单细胞的产电能力时［23］，两个微米电极分别

记录了一个和两个微生物与电极接触产生的电流分

别为( 92 ± 33) pA 和( 196 ± 20) fA，根据此结果推

算生物膜的产电能力理论上应比目前 BESs 的产电

能力高 2 ～ 3 个数量级，说明 BESs 的输出能力还有

提升空间。电化学联用光学显微镜测量单个微生物

的产电能力，将 EET 机制的研究微观至微生物个体

层面。

4 光谱电化学研究与胞外电子传递相关的

蛋白 /分子

光谱电化学从蛋白和分子层面研究微生物的

EET 机制，能原位得到分子水平的反应信息和动力

学过程。目前，联用电化学研究 EET 机制的谱学技

术主要有紫外可见光谱、红外光谱、拉曼光谱等，其

关键在于电极要有利于光的透射或反射，基本原理

如图 3 所示。

图 3 电化学联用紫外可见光谱、红外光谱或拉曼光谱

研究微生物电极表面的胞外电子传递机制示意图

Fig． 3 Schematic diagram of electrochemistry combined
ultraviolet-visible spectrometry， infrared spectroscopy or
Ｒaman spectroscopy on EET mechanism studies

4. 1 电化学紫外可见光谱

紫外可见吸收光谱能测定外膜细胞色素 c［24］，

因为细胞色素 c 中的血红素铁具有较高的摩尔吸光

系数。Hashimoto 等［25］在扩散透射模式下控制电极

电势从 0. 82 V 变化至 － 0. 18 V( vs SHE) ，外膜细胞

色素 c 蛋白的特征吸收峰从 419 nm 处移至 409 nm;

同时得到 S． loihica PV-4 菌体的氧化还原态的电势

范围在 20 ～ 270 mV，这相比纯化的外膜细胞色素 c
蛋白的电势明显正移。另外，Bond 等［26］和 Marsili
等［27］实时无损地监测 G． sulfurreducens 在透明电极

表面形成生物膜的过程，收集的谱学信号有效证明

了细胞色素 c 参与 EET 过程，并且发现亚铁血红素

的中心 Fe 的价态与胞外固体受体的电势有关。这

些研究从与 EET 相关的蛋白层面指出，在体的外膜

细胞色素 c 蛋白和纯化后得到的外膜细胞色素 c 蛋

白的氧化还原性质存在差异。
4. 2 电化学红外光谱

Feliu 等［28］利用衰减全反射表面增强红外光谱

( Attenuated total reflection surface enhanced infrared
reflection absorption spectroscopy，ATＲ-SEIＲAS) 研究

Pseudomonas fluorescens 与金电极的相互作用; 证明

G． sulfurreducens 的最外层细胞色素 c 蛋白与电极表

面能够接触［29］，并从蛋白层面确认直接电子传递机

制的存在［30］。此外，他们利用电化学石英晶体微天

平测得电极表面吸附微生物的量和产电量之间的关

系，结合 ATＲ-SEIＲAS 的结果认为，生物膜培养至成

熟期并不是增强产电量的最佳时期，水的吸附结构随

着吸附 在 电 极 表 面 的 生 物 量 以 及 培 养 时 间 而 变

化［31］。尽管红外谱峰是来自于蛋白的羰基、羧基、酰
胺 I 等官能团的振动，但是生物膜组成复杂且含有的

蛋白种类多，Jiang 等通过对比 S． oneidensis MＲ-1 及

其缺陷型( ΔomcA /ΔmtrC) 菌株在周转和非周转条件

下的红外光谱，从蛋白层面确认参与直接电子传递的

蛋白种类，认为 1742 cm －1的羰基峰来自于参与直接

电子传递的外膜 OmcA-MtrC 蛋白［32］。
4. 3 电化学拉曼光谱

Wandlowski 等结合了电化学红外和拉曼光谱研

究了亚单层 G． sulfurreducens 在金电极、银电极，以及

羧基终端的自组装单分子层表面通过细胞色素 c 蛋

白 OmcZ 进行短程的直接电子传递，结果表明微生物

在氧化和还原过程中细胞色素 c 蛋白的构象没有发

生变 化［33，34］。Schrder 等［35］ 的 研 究 结 果 表 明 G．
sulfurreducens 与电极之间通过两个双组氨酸结合的

亚铁血红素氧化还原电对进行直接电子传递，并且这

两种细胞色素 c 的活性中心与电极之间的距离相当。
Batstone 等［36］利用时间分辨的共振拉曼光谱实时测

定生物膜内能增强胞外电子传递能力的电化学活性

物质，认为细胞色素 c 中心的铁是六配位、低自旋，有

两个组氨酸作为轴向配体，并得到电子在生物膜的扩

散系数 DE 约为 2. 3 ×10 －6 cm2·s －1。由此可见，电化

学拉曼光谱不仅能从蛋白分子层面揭示 EET 的电子

传递机理，而且能得到反应动力学参数。
最近，Ｒeisner 等［37］结合紫外可见和电化学拉

曼光谱研究纯化的 S． oneidensis MＲ-1 的外膜 MtrC
蛋白与 ITO 的相互作用，由于在氧化还原过程中形

成了高价铁的催化活性中间体，MtrC 对 H2O2 的催

化活性远超辣根过氧化酶，高达 1 mA·cm －2。虽然，

这不是在体的微生物蛋白与 ITO 相互作用的结果，
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但是很可能在未来用于解释目前文献中使用 ITO 电

极研究 S． oneidensis MＲ-1 的胞外电子传递机制的

优越性。

5 总结与展望

电化学联用技术已经有效地推动了 EET 机制的

研究从宏观向微观发展。虽然经典电化学技术难以

直接测定微生物体内与 EET 代谢途径相关的蛋白、
酶和分子等信息，但能从电子转移层面为微生物学的

研究提供线索和研究内容。合理地将三电极体系耦

合表征仪器是拓展电化学联用技术应用于研究 EET
机制的关键。例如，Jiang 等将三电极体系与化学发

光检测仪联用，将 EET 机制的研究拓展至发光细菌

领域，并发现了 S． woodyi 的 EET 和生物发光之间的

联系［38］。目前可用于研究 EET 机制的先进电化学联

用技术和表征方法还包括电化学联用色谱仪、液相电

化学核磁共振、电化学原位透射电镜、电化学-原子力

显微镜等。这些技术在定性和定量微生物分泌的电

子中介体以及原位观察微生物合成过程等方面将发

挥重要作用。因此，推进电化学与先进原位技术联用

研究微生物 EET 机制，一方面能够促进微生物电化

学技术作为清洁高效能源技术的发展; 另一方面，研

究微生物以电子形式转移的热力学和动力学，能丰富

微生物学、环境理论化学等的研究内容。
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