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摘　要　从以苯酚为燃料且运行至稳定的微生物燃料电池阳极碳毡上筛选驯化获得一株能够降解高浓度苯酚的

产电菌株 ZY07，经 18S rRNA序列分析，鉴定该菌为热带假丝酵母菌 (Candida tropicalis)。初步探究了菌株

ZY07的生物学特性和产电特性。结果表明，经驯化后，菌株 ZY07的耐酚质量浓度可达到 2 000 mg·L−1，48 h基

本能完全降解 1 700 mg·L−1 的苯酚；菌株 ZY07的最适生长及降酚条件为：接菌量为 8%、pH为 8、温度为 35 ℃。

循环伏安分析结果表明，菌株 ZY07具有良好的电化学活性，以 ZY07构建的 MFC最大输出电压为 0.72V，最大

功率密度达 48.02 mW·m−2；阳极碳毡扫描电镜显示，产电菌 ZY07附着在碳毡表面形成生物膜。综合循环伏安

和扫描电镜分析结果可推测，菌株 ZY07是通过生物膜与电极表面直接接触的方式传递电子。

关键词　苯酚降解；产电微生物；微生物燃料电池；真菌 

  
苯酚是众多化工反应的中间体，是分布最广的酚类挥发性有机物之一，因其具有长效性、生

物累积性和强致癌性，被列入优先控制污染物 [1-2]。利用微生物降解苯酚二次污染小 [3]，已逐渐成

为处理含酚废水的主要方法。目前已发现多种苯酚降解菌，如假单胞菌 (Pseudomonas adaceae)[4-5]、
芽孢杆菌 (Bacillus)[6-7]、不动杆菌 (Acinetobacter)[8-9]、葡萄球菌 (Staphylococcus)[10]、酵母菌 (Yeast)[11-12]、
红球菌 (Rhodococcus)[13-14]，然而这些降解菌大部分仅适于低浓度含酚废水降解，高浓度下因微生物

生长受抑制导致降解能力下降。近年来也有高浓度苯酚降解菌的研究报道。周江亚等 [15] 筛选出假

丝酵母菌，以 1.5×108 cfu·mL−1 接菌量降解  1.03 g·L−1 苯酚，48 h降解率达 99.1%；丁杰等 [16] 筛选出

假丝酵母菌，以 1%(体积比 )接菌量，30 h可完全降解 1 500 mg·L−1 苯酚；魏炜等 [17] 筛选出酵母

菌，以 6%(体积比)接菌量降解 1 500 mg·L−1 苯酚，24 h降解率达 86.44%。

微生物燃料电池 (microbial fuel cell, MFC)利用附着在阳极表面的产电菌氧化分解有机物产生电

子，在降解污染物同时还达到产电效果 [18-19]。陈柳柳等 [20] 以葡萄糖和苯酚为双底物构建 MFC，当
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苯酚贡献 COD为 200 mg·L−1 时，苯酚降解率为 99.9%，库仑效率为 7.2%。汪家权等 [21] 以 MFC降解

400 mg·L−1 苯酚，35 ℃ 下降解率达 88%，输出电压 280 mV，功率密度达 30 mW·m−2。产电微生物

作为 MFC核心也受到广泛关注，已报道的产电菌多达数十种，其中研究较多的有希瓦式菌

(Shewanella)[22-24]，假单胞菌 (Pseudomonas  adaceae)[25] 等，但有关真菌的报道较少。殷赟等 [26] 在

2010年首次发现酒精酵母菌 (Saccharomyces cerevisiae)可用于 MFC产电，2015年 LEE等 [27] 发现假

丝酵母菌 (Candida)接种 MFC可产生 200~250 mV的电压。产电微生物消耗分解有机碳源是 MFC运

行的基础 [19]，以苯酚为唯一碳源筛选具有高效降解性的产电菌株将为苯酚废水处理与能源节约提

供新思路。

本研究以上海海滨污水处理厂进样区污泥为底物构建 MFC，从阳极生物膜上分离驯化一株可

降解高浓度苯酚的产电菌 ZY07，经鉴定后分析其生长特性及最适降酚条件，并对其产电性做初步

探讨，以期为MFC处理高浓度苯酚废水提供参考。 

1    材料与方法
 

1.1    培养基及缓冲液

液体富集培养基：5 g·L−1 牛肉膏、10 g·L−1 蛋白胨、10 g·L−1 NaCl、500 mg·L−1 苯酚、25 mmol·L−1

柠檬酸铁，调节 pH为 7.2。筛选驯化苯酚培养基：0.2 g·L−1 NaCl、0.2 g·L−1 CaCl2、0.5 g·L−1 kH2PO4、

0.5 g·L−1 K2HPO4、0.2 g·L−1 MgSO4、1 g·L−1 NH4NO3、苯酚 (按实验所需加入)，调节 pH为 7.2。分离

纯化固体苯酚培养基为液体培养基中加入 18 g·L−1 琼脂粉。阳极缓冲液： 1 000 mg·L−1 苯酚、

2.5 g·L−1 NaH2PO4、4 g·L−1 Na2HPO4、0.3 g·L−1 NH4Cl、0.5 g·L−1 Na2SO4、0.15 g·L−1 KCl。阴极缓冲液：

50 mmol·L−1 铁氰化钾、8 g·L−1 NaCl、0.2 g·L−1 KCl、1.44 g·L−1 NaH2PO4、0.24 g·L−1 K2HPO4。 

1.2    产电微生物的富集

采用双室微生物燃料电池，阳极室接种污泥样品并加入 500 mg·L−1 苯酚，阴极室加入阴极缓

冲液，待电池电压稳定时取出阳极室碳毡，用接种环刮取生物膜，重悬于无菌水。以 4%接种量接

种于液体富集培养基，30 ℃ 下培养 24 h后稀释涂布于固体培养基，30 ℃ 下培养 48 h，挑选形态和

颜色差异明显的单菌落分别接种至富集培养基，培养 3~5代得到若干纯菌株。 

1.3    苯酚降解菌的驯化与筛选

将初步筛选后的纯菌株接种至富集培养基，培养至对数生长期取适量菌液离心，收集菌体重

悬于生理盐水，接种于 500 mg·L−1 苯酚培养基，30 ℃、160 r·min−1 下培养 24 h，取 0.1 mL菌液涂布

于固体苯酚培养基培养 24 h后观察固体平板，若有菌落生成，则以 300 mg·L−1 浓度梯度逐步提高

培养基苯酚浓度继续驯化，若无菌落生成，则结束该菌株培养。经驯化筛选得优势纯菌株 ZY07。 

1.4    菌株的鉴定

菌液经稀释后涂布于固体苯酚培养基，30 ℃ 下培养 48 h观察其菌落特征。采用扫描电镜观察

其单一菌体表面形态。采用上游引物 ITS1：TCCGTAGGTGAACCTGCGG和下游引物 ITS4：TCCTCCG
CTTATTGATATGC进行 PCR扩增，由上海生工生物工程股份有限公司进行 18S rRNA测序，测序

结果提交至 Gen bank中进行同源性序列比对，利用Mega软件构建系统发育树。 

1.5    菌株降解苯酚特性

1)菌株生长曲线和苯酚降解曲线。取 3%(所占苯酚培养基体积比，1%接菌量对应菌落总数为

3×108 cfu·mL−1，干菌量为 56.43 mg)对数生长期菌液以 5 000 r·min−1 速率离心，所得菌体重悬于生理

盐水并接种于 500 mg·L−1 苯酚培养基，30 ℃、160 r·min−1 下培养 24 h，间隔 2 h取样。

2)最适苯酚降解条件及 COD去除比较。取对数生长期菌液接种于苯酚培养基，160 r·min−1 下
培养进行单因素实验，初始苯酚质量浓度为 100、300、500、800、1 100、1 400、1 700、2 000 mg·L−1；
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pH为 3、4、5、6、7、8、9、10、11；温度为 20、25、30、35、37、40 ℃；接菌量为 1%、2%、

3%、4%、5%、6%、7%、8%、9%、10%。另以 500 mg·L−1 苯酚作为研究对象，30 ℃、160 r·min−1

下培养 24 h，6 h间隔取样，比较苯酚降解率和 COD去除率。以上实验均在摇瓶中进行，设置 3组

平行和 3个无菌对照。 

1.6    菌株产电特性

1)菌株循环伏安分析。将菌株与碳毡在富集培养基中培养，用电化学工作站定期进行循环伏

安扫描，通过氧化还原峰表征电化学活性。以负载对数生长期菌株的碳毡为工作电极，铂电极为

对电极，Ag/AgCl电极为参比电极，扫描速率为 100 mV·s−1，扫描电压为−0.8~0.8 V。

2) MFC的菌株接种与运行。双室微生物燃料电池反应器阴阳极室均为 100 mL，电极材料为碳

毡。将菌液与阳极缓冲液按一定比例混合加入阳极室，阴极室加入阴极缓冲液，30 ℃ 下运行记录

MFC电压变化。调节外接电阻阻值测量对应的输出电压，绘制极化曲线和功率密度曲线。

3)阳极碳毡扫描电镜。将稳定运行的 MFC阳极碳毡取出，用叔丁醇和戊二醛法制备扫描电镜

样品[28]，用扫描电子显微镜在 5.00 kV的加速电压下进行表面形态观察。 

1.7    分析测定方法

1)采用紫外分光光度法在 600 nm波长处测定菌液吸光度 (OD600)表示菌体生物量；用 4-氨基安

替比林直接分光光度法测定苯酚质量浓度 [29]；取 4 mL菌液离心后弃掉上清液，加入 4 mL无酚水

超声萃取 10 min，离心取上清液测定吸附苯酚质量浓度 [30]。苯酚表观去除率、吸附率、被氧化损

失率和降解率根据式 (1)~式 (4)计算。

η =
C0−C

C0
×100% (1)

α =

Cα×
Vm

Vn

C0
×100% (2)

β =
C0−Ct

C0
×100% (3)

δ = η−α−β (4)

式中： η 为表观去除率； C0 为初始苯酚质量浓度，mg·L−1； C 为反应后表观苯酚质量浓度，

mg·L−1；α 为吸附率；Cα 为菌体萃取液中苯酚质量浓度，mg·L−1；Vm、Vn 分别为萃取剂、取样体

积，mL；β 为被氧化损失率；Ct 为氧化后苯酚质量浓度，mg·L−1；δ 为微生物降解率。

2) MFC输出电压用数据采集器采集，电阻箱调节阻值。电流密度和功率密度根据式 (5)和式

(6)计算。

I =
U
RA

(5)

P =
U2

RA
(6)

式中： I 为电流密度，A·m−2；P 为功率密度，mW·m−2；U 为测量电压，V；R 为外接电阻阻值，

Ω；A 为电极面积，m2。 

2    结果与讨论
 

2.1    菌株的分离鉴定

筛选所得菌株 ZY07的菌落形态如图 1(a)所示。可见，菌落呈卵圆或椭圆状，边缘整齐，不透

明乳白色。由扫描电镜图 1(b)可见，菌体呈不透明椭圆状，颜色较为均一，且菌体之间相互黏
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接，可明显看到液泡存在。

对菌株 ZY07的 18S  rRNA片段进行 PCR
扩增，测序后将序列提交至 Gen bank，序列号

为 (MZ373278)。序列进行同源性比对，选取模

式菌株序列构建系统发育树如图 2所示，可

见 ， 菌 株 ZY07与 热 带 假 丝 酵 母 菌 (Candida
tropicalis)汇聚于同一分支中，且序列同源性高

达 100%。因此，菌株 ZY07属于假丝酵母菌属

(Candida)的热带假丝酵母菌 (Candida tropicalis)。 

2.2    生物学特性

1)生长曲线和苯酚降解曲线。菌株 ZY07的生长曲线和苯酚降解曲线如图 3所示。对数生长期

是研究菌株生物学特性的最佳时期。可见，ZY07约 12 h结束对数生长期，期间内生长迅速且 12 h
后仍保持良好的生物量。当 ZY07处于对数生长期时苯酚质量浓度迅速降低，仅 12 h降解率达

95.5%，说明菌株 ZY07具备降解高浓度苯酚的潜力。

2)初始浓度的影响。不同初始浓度下苯酚降解菌 ZY07生物量变化如图 4所示。在 0~12 h，不

 

图 1    菌株 ZY07 的菌落形态及扫描电镜图

Fig. 1    Colcolony morphology and SEM image of strain ZY07

 

图 2    菌株 ZY07 基于 18S rRNA 序列构建的系统发育树

Fig. 2    Phylogenetic tree based on the 18S rRNA sequence of the strain ZY07

 

图 3    菌株 ZY07 生长曲线和苯酚降解曲线的关系

Fig. 3    Relationship between strain ZY07 growth curve and
phenol degradation curve

 

图 4    初始苯酚浓度对菌株 ZY07 生长的影响

Fig. 4    Influence of the initial phenol concentration
on the growth of strain ZY07
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同浓度苯酚对菌株产生显著影响。作为唯一碳源，苯酚质量浓度为 300 mg·L−1 和 500 mg·L−1 时对微

生物生长起促进作用，生物量随苯酚浓度增加而增加，此时 ZY07可以充分利用低浓度苯酚碳源获

取营养 [31]。但苯酚质量浓度低至 100 mg·L−1 时，因无法满足微生物需求导致生物量增长较小 [32]。当

苯酚质量浓度为 800~2 000 mg·L−1 时，ZY07生长受到抑制， 2 000 mg·L−1 时生长最缓，仅增长

13%。苯酚质量浓度越高，毒害作用越强，微生物生长代谢越缓慢 [33]。值得注意的是，ZY07并未

因为苯酚浓度升高而停止生长，只是延长了缓慢生长期，当苯酚质量浓度为 800~1 700 mg·L−1 时，

生长曲线大致呈 S形，即使在 1 700 mg·L−1 时，ZY07也可在 24~36 h内达到对数生长期。

初始浓度对苯酚降解的影响如图 5所示。可见，100、300和 500 mg·L−1 苯酚在 12 h降解趋于

完全，800 mg·L−1 苯酚降解率约为 50%，而 1 100、1 400和 1 700 mg·L−1 苯酚降解率仅 20%左右。

对比图 4和图 5，100~1 700 mg·L−1 时 ZY07的生长和降解曲线变化呈一致趋势，降解率快速上升阶

段与对数生长期相对应，且 ZY07生长至稳定期时苯酚也达到最大程度降解。以上结果均说明，

ZY07具有良好的耐酚性和降解高浓度苯酚特性。

3) pH的影响。酸碱环境变化可影响微生物新陈代谢和生长状况 [34]。如图 6所示，随着 pH的

升高，ZY07生物量及苯酚降解率均呈现先上升后下降的趋势。pH的变化可影响微生物胞外酶活

性，进而影响微生物生长及其对污染物的降解 [35-36]。中性环境下 ZY07的生物量和苯酚降解率显著

提升，当 pH为 8时，培养 9 h后 ZY07生物量

达到最高，苯酚降解率达 69.1%。随着 pH的进

一步增大，ZY07生物量和苯酚降解率显著降

低。当 pH为 11时，苯酚降解率仅 6.8%。此外，

还发现反应后菌液最终 pH均有所降低，这是

由于微生物降解苯酚过程中生成如羟基黏酸、

酮基己二酸、酮基戊酸等有机酸的中间产物[37]。

4)温度的影响。温度是影响微生物酶学性

质的重要因素。由图 7可见，不同温度下 ZY07
生物量与苯酚降解率的变化趋势较为一致；培

养 9 h后，35 ℃ 下 ZY07的生物量和降解率均

达到最大，苯酚降解率 86.9%。20 ℃ 下 ZY07
生长最为缓慢，降解率仅 11%，温度过低时微

 

图 5    初始苯酚浓度对苯酚降解的影响

Fig. 5    Influence of the initial phenol concentration
on phenol degradation

 

图 6    pH 对菌株 ZY07 生长及苯酚降解的影响

Fig. 6    Influence of pH on the growth of strain and
phenol degradation

 

图 7    温度对菌株 ZY07 生长及苯酚降解的影响

Fig. 7    Influence of temperature on the growth of strain ZY07
and phenol degradation

 

  3328 环　境　工　程　学　报 第 15 卷    
环
境
工
程
学
报
版
权
所
有



生物产酶活性受到抑制 [38]。随着温度的提高，ZY07生物量和苯酚降解率不断上升。但当温度大于

35 ℃ 时，生物量和降解率均明显降低，这是因为高温影响微生物酶活和酶促反应，从而影响有机

物代谢[39]。

5)接菌量的影响。不同接菌量对 ZY07的影响如图 8所示。可见，生物量和降解率整体变化均

呈上升趋势。当接菌量为 2%~8%时，ZY07生物量持续增长，且以 8%接菌量培养 9 h后，苯酚降

解率可达 99.3%，故 8%为 ZY07降解苯酚的最适接菌量。接菌量继续增大时生物量和降解率略微

降低，这可能是由于：当碳源量一定时，微生物之间竞争作用使其生长受到抑制[37]。

6)苯酚降解率和 COD去除率对比结果如图 9所示。可见，COD去除率小于苯酚降解率。培

养 12 h后，苯酚几乎降解完全，COD 去除率仅为 74.5%；继续培养至 24 h，苯酚降解率变化不

大，COD 去除率仍不断上升，这说明苯酚降解完全时 COD仍未完全去除。在降解过程中，有机酸

等中间产物的存在使得 COD去除率低于苯酚降解率[37]。 

2.3    产电特性

1)循环伏安分析。ZY07的电化学活性可通过循环伏安分析表征，图 10为不同生长时期

ZY07的循环伏安曲线。可见，CV曲线氧化峰为 0.15~0.25 V，还原峰为−0.4~−0.6 V。峰值随培养

时间的增加而增加，氧化还原活性不断增强。有研究表明，假丝酵母菌通过好氧呼吸代谢降解苯

酚 [40]，并通过生物膜与材料接触直接传递电

子 [41]，随着时间的增加，生物膜逐渐发育成

熟，电子转移效率随之提高。

2) MFC产电分析。以 1 000 mg·L−1 苯酚为

唯一碳源接种 ZY07构建 MFC，其产电状况如

图 11所示。可见，阳极缓冲液加入后电压快

速上升，随着苯酚不断消耗，电压缓慢下降。

周期结束更换阳极缓冲液后，峰值电压较前一

周期均有所增加，运行至第 4周期时最大可产

生 0.72 V开路电压。在 MFC稳定输出阶段绘

制极化曲线和功率密度曲线，如图 12所示，

当外接电阻为 500 Ω时，功率密度最大达到

48.02 mW·m−2。姜允斌等 [42] 筛选出土壤产电菌

 

图 8    接菌量对菌株 ZY07 生长及苯酚降解的影响

Fig. 8    Influence of inoculation amount on the growth of
strain ZY07 and phenol degradation

 

图 9    苯酚降解率与 COD 去除率对比

Fig. 9    Comparison of phenol degradation rate and
COD removal rate

 

图 10    菌株 ZY07 不同生长时期的循环伏安曲线

Fig. 10    Cyclic Voltammogram during different growth periods
of strain ZY07
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最大输出功率为 44.42  mW·m−2，并认为 MFC
产电能力的关键在于阳极电子传递方式，纳米

导线传递能使产电菌在阳极表面形成多层生物

膜，产电性能较优。此外，电极材料、面积及

装置构造等因素也会影响产电能力。MFC系

统阳极苯酚降解结果如图 13所示。可见，产

电同时苯酚不断消耗，1 000 mg·L−1 苯酚在MFC
运行 36 h后几乎降解完全。以上结果均说明，

以苯酚为碳源接种 ZY07的 MFC具有良好的降

酚和产电特性。

3)阳极碳毡扫描电镜分析。生物膜的形成

分为黏附、起始、成熟、分散 4个阶段。对不

同运行阶段 ZY07所构建 MFC的阳极碳毡进行

生物膜扫描电镜观察，结果如图 14所示。由

图 14(a)可以看出，碳毡内部呈长条状相互交

错，该结构有利于微生物在其表面负载形成生

物膜。如图 14(b)所示，6 h后在碳毡表面仅观

察到少量零散无规则菌体，此时生物膜处于黏

附阶段，菌体呈个体分布，在黏附过程中，生

物膜极容易受到破坏而回到游离状态 [43]。如

图 14(c)所示，24 h后单个菌体开始相互连接

形成微菌落，菌丝不断增殖，入侵材料表面并

逐渐成为生物膜的基底层。碳毡表面出现菌体

掉落的痕迹，进一步说明菌丝的黏性与入侵性

提升了生物膜的抗压性[44]。如图 14(d)所示，在

生物膜发育至 72 h时，碳毡表面出现类似连接

体的基质，这是假丝酵母菌产生的胞外基质包

裹覆盖菌体，菌落相互融合形成成熟的生物膜[45]。

 

图 11    菌株 ZY07 构建 MFC 的输出电压

Fig. 11    Output voltage of MFC built by strain ZY07

 

图 12    菌株 ZY07 构建 MFC 的极化曲线和

功率密度曲线

Fig. 12    Polarization curve and power density curve of
MFC built by strain ZY07

 

图 13    菌株 ZY07 构建 MFC 的苯酚降解曲线

Fig. 13    Phenolic degradation curve of
MFC built by strain ZY07

 

图 14    不同运行阶段 MFC 阳极生物膜扫描电镜图

Fig. 14    SEM images of MFC anode biofilm at
different operation stages
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通过阳极生物膜扫描电镜分析可初步推断 ZY07电子传递机制。产电微生物电子转移机制主要

有直接电子转移和间接电子转移 2种，其中直接电子转移又可以分为生物膜接触传递如希瓦式菌

(Shewanella)[46] 和纳米导线接触传递如地杆菌 (Geobacteraceae)[47]，而铜绿假单胞菌 (Pseudomonas
aeruginosa)则是典型的借助自身产生绿脓素作为电子介体进行的间接电子传递 [48]。有研究 [41, 49] 表

明，假丝酵母菌可通过生物膜直接接触的方式转移电子，ZY07在碳毡表面形成成熟的生物膜，属

于生物膜接触式直接电子传递，但其具体的电子转移方式还有待进一步探究。 

3    结论

1)筛选出一株可降解高浓度苯酚的产电菌 ZY07，经 18S rRNA鉴定为假丝酵母菌属的热带假

丝酵母菌。

2) ZY07在 12 h内达到对数生长期，温度为 35 ℃、接菌量为 8%、pH为 8是 ZY07生长及降解

苯酚的最适条件，48 h基本能完全降解 1 700 mg·L−1 的苯酚，ZY07对浓度高达 2 000 mg·L−1 的苯酚

具有耐受性。

3) ZY07所构建 MFC可产生最大输出电压 0.72 V，最大功率密度 48.02 mW·m−2。据循环伏安曲

线和扫描电镜结果推测，ZY07的电子传递机制为生物膜接触式直接传递。
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Abstract    An electrogenic strain ZY07 capable of  degradation high concentration phenol  was screened from
the anodic carbon felt in a stable running microbial fuel cells with phenol as fuel and domesticated, 18S rRNA
analysis  showed  that  the  bacteria  was  the  Candida  tropicalis.  The  biological  characteristics  and  electrical
production  properties  of  the  strain  ZY07  were  preliminarily  investigated.  The  results  showed  that  the  phenol
resistant concentration of strain ZY07 could reach 2 000 mg·L−1, and this strain could almost completely degrade
1 700 mg·L−1 in 48 h after domestication; The best growth and phenol-degrading conditions of strain ZY07 were
following:  the  receiving  volume  of  8%  , initial  pH  8  and  35  ℃;  cyclic  voltammogram  analysis  showed  that
strain  ZY07  had  a  good  electrochemical  activity,  the  maximum  voltage  output  of  MFC  built  by  ZY07  was
0.72V, and the maximum power density could reach 48.02 mW·m−2; the scanning electric microscope of anode
carbon  felt  showed  that  ZY07  attached  to  the  carbon  felt  surface  to  form  biofilms;  based  on  the  cyclic
voltammogram and SEM results, it is speculated that the strain ZY07 transmits the electrons through the direct
contact between the biofilm and the electrode surface.
Keywords    phenol degradation; current-producing microbe; microbial fuel cell; fungi
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