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摘要:为提升微生物电化学系统(Microbial
 

Electrochemical
 

System,
 

MES)处理低碳氮比(C/N)废 水 的 反 硝 化 效

能,
 

采用水热合成法制备二氧化锰(MnO2)修饰碳布电极,
 

运用周期极性反转策略(阳极+0.2
 

V/阴极-0.5
 

V
 

vs
 

SCE)培养双向电子传递生物膜,
 

以提高界 面 电 子 交 换 能 力。
 

结 果 表 明:
 

MnO2 修 饰 组 阴 极 期 起 始 电 流 密 度 达

-10.2
 

A/m2,
 

生物 膜 阳 极 期 最 大 储 电 子 量 为 (0.80±0.03)
 

mmol,
 

较 对 照 组 (无 修 饰 空 白 碳 布)提 升

15.9%;
 

修饰组总氮去除率从初始36%
 

提升至91%,
 

且 全 程 无 亚 硝 酸 盐 积 累。
 

MnO2 修 饰 实 现 了 功 能 菌 的

选择性富集,
 

核心电活性菌Geobacter
 

sp.
 

相 对 丰 度 从50.84%提 升 至
 

70.21%,
 

群 落 功 能 专 一 性 显 著 提 高。
 

氮代谢功能基因分析显示,
 

反硝化全通路基因相对拷 贝 数 同 步 提 升
 

2.17
 

倍,
 

激 活 了 硝 酸 盐→亚 硝 酸 盐→一

氧 化氮→一氧化二氮→氮气的反硝化通路。
 

电化学测试发现,
 

MnO2 修饰组在2.0
 

mV/s的扫描速率下,
 

氧化

态峰电流中直接电子传递贡献率达
 

56%,
 

显著高于对照组,
 

电极与生物膜间的电子交换速率明显提升。
 

生 物

膜三维结构分析发现,
 

修饰组活菌向生物膜表层迁移,
 

硝酸盐 扩 散 距 离 缩 短,
 

胞 外 聚 合 物 形 成 均 匀 的 三 维 网

络骨架,
 

多糖与蛋白组分分布均衡,
 

生物膜结构稳定性与传质效率得到了显著优化。
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Abstract:
 

To
 

improve
 

the
 

denitrification
 

efficiency
 

of
 

microbial
 

electrochemical
 

system
 

(MES)
 

in
 

treating
 

low
 

carbon-to-nitrogen
 

ratio
 

(C/N)
 

wastewater,
 

manganese
 

dioxide
 

(MnO2)-modified
 

carbon
 

cloth
 

electrodes
 

were
 

prepared
 

by
 

hydrothermal
 

synthesis
 

method
 

and
 

a
 

periodic
 

polarity
 

reversal
 

strategy
 

(anode
 

+0.2
 

V/cathode
 

-0.5
 

V
 

vs
 

SCE)
 

was
 

adopted
 

to
 

cultivate
 

bidirectional
 

electron
 

transfer
 

biofilms
 

to
 

further
 

accelerate
 

the
 

interfacial
 

electron
 

exchange
 

capability.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

initial
 

current
 

density
 

of
 

the
 

MnO2 modified
 

group
 

reached
 

-10.2
 

A/m2
 

in
 

the
 

cathode
 

period,
 

and
 

the
 

maximum
 

elec-

tron
 

storage
 

capacity
 

of
 

the
 

biofilm
 

in
 

the
 

anode
 

stage
 

was
 

(0.80±0.03)
 

mmol,
 

which
 

was
 

15.9%
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group
 

(without
 

modification).
 

The
 

total
 

nitrogen
 

removal
 

of
 

the
 

modified
 

group
 

increased
 

from
 

the
 

initial
 

36%
 

to
 

91%,
 

and
 

there
 

was
 

no
 

nitrite
 

accumulation
 

throughout
 

the
 

process.
 

MnO2 modification
 

realized
 

the
 

selective
 

enrichment
 

of
 

functional
 

bacteria:
 

the
 

relative
 

abundance
 

of
 

the
 

core
 

electroactive
 

bacterium
 

Geobacter
 

sp.
 

increased
 

from
 

50.84%
 

to
 

70.21%,
 

indicating
 

the
 

improved
 

community
 

functional
 

specificity.
 

At
 

the
 

level
 

of
 

nitrogen
 

metabolism
 

functional
 

genes,
 

the
 

relative
 

copy
 

numbers
 

of
 

genes
 

in
 

the
 

whole
 

denitrification
 

pathway
 

increased
 

synchronously
 

by
 

2.17
 

times,
 

which
 

com-

pletely
 

activated
 

the
 

denitrification
 

pathway
 

of
 

nitrate→nitrite→nitric
 

oxide→nitrous
 

oxide→nitrogen.
 

Electrochemical
 

tests
 

showed
 

that
 

the
 

direct
 

electron
 

transfer
 

contribution
 

rate
 

of
 

the
 

oxidation
 

peak
 

current
 

of
 

the
 

MnO2 modified
 

group
 

reached
 

56%
 

at
 

a
 

scan
 

rate
 

of
 

2.0
 

mV/s,
 

which
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

blank
 

group,
 

and
 

the
 

electron
 

exchange
 

rate
 

between
 

electrode
 

and
 

biofilm
 

was
 

improved.
 

The
 

analysis
 

of
 

biofilm
 

three-dimensional
 

structure
 

showed
 

that
 

the
 

viable
 

bacteria
 

of
 

the
 

modified
 

group
 

migrated
 

to
 

the
 

surface
 

of
 

the
 

biofilm,
 

shortening
 

the
 

nitrate
 

diffusion
 

distance.
 

The
 

extra-

cellular
 

polymeric
 

substance
 

formed
 

a
 

uniform
 

three-dimensional
 

network
 

skeleton,
 

with
 

a
 

balanced
 

distri-

bution
 

of
 

polysaccharide
 

and
 

protein
 

components,
 

and
 

the
 

structural
 

stability
 

and
 

mass
 

transfer
 

efficiency
 

of
 

the
 

biofilm
 

were
 

significantly
 

optimized.
 

This
 

study
 

realized
 

the
 

improvement
 

of
 

denitrification
 

efficien-

cy
 

of
 

MES
 

biocathode
 

through
 

MnO2 modification,
 

and
 

provided
 

experimental
 

basis
 

for
 

the
 

development
 

of
 

functional
 

electrode
 

materials
 

and
 

the
 

optimization
 

of
 

operation
 

strategies
 

for
 

denitrification
 

of
 

low
 

C/N
 

wastewater.
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由于农业生产中含氮化肥的过量施用、
 

生活污水的大量排放及工业废水的直接排放等因素,
 

水体硝

酸盐污染日益严峻。
 

硝酸盐在水体中的累积不仅会引发富营养化,
 

破坏水生生态系统结构与功能,
 

其不

完全还原产物(亚硝酸盐)还会诱发高铁血红蛋白血症,
 

对人类健康构成极大威胁。
 

硝酸盐作为一种氧化

态电子受体,
 

其去除需依赖电子供体的还原。
 

一些低C/N废水(一般指C/N<8)[1],
 

例如生活污水、
 

市

政污水处理厂二沉池出水等,
 

因有机碳源匮乏,
 

导致硝酸盐无法被完全去除。
 

为高效去除该类废水中的

硝酸盐,
 

传统异养反硝化工艺常依赖大量外源有机碳源的投加,
 

这不仅大幅提升了处理成本,
 

又易因碳

源利用不充分造成二次污染。
 

因此,
 

开发高效、
 

经济、
 

环境友好的低C/N废水脱氮技术,
 

已成为水环境

修复领域的核心需求[2-3]。
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微生物电化学系统(Microbial
 

Electrochemical
 

System,
 

MES)作为融合微生物代谢与电化学过程的绿

色创新技术,
 

为低C/N废水脱氮提供了极具前景的解决方案。
 

与传统工艺不同,
 

MES以电极为电子供体

驱动反硝化菌生长,
 

大幅降低了反硝化过程对有机碳源的依赖,
 

契合绿色低碳治理理念[4-5]。
 

然而,
 

该系统

仍面临电极与生物膜间胞外电子传递效率偏低的难题,
 

反硝化菌难以高效获取电子,
 

限制了硝酸盐还原速

率[4]。
 

在 MES阴极反硝化体系中,
 

电活性生物膜是电子传递与硝酸盐还原的核心载体。
 

已有研究证实,
 

通

过电极极性反转方式可获得双向电子转移生物膜,
 

其中的电活性菌可通过胞外电子传递搭建电极与反硝化

菌间的电子转移桥梁,
 

并驱动硝酸盐逐步还原为氮气。
 

然而,
 

电极极性的切换易引起活性细菌的大量流失,
 

导致系统脱氮效能难以维持,
 

影响长期运行稳定性[6]。

优化电极表面特性及系统运行策略可实现对电活性生物膜的有效调控。
 

利用功能性纳米材料修饰电

极,
 

可精准调控其电化学特性与表面微观结构:
 

一方面可提升电极导电性、
 

电容性能与电子储存能力,
 

强

化电极与生物膜间的电子传递效率[7];
 

另一方面可为电活性细菌提供适宜附着位点,
 

促进功能菌群富集,
 

优化微生物群落组成与生物膜空间结构[8-9]。
 

周期极性反转策略通过交替切换电极的阴阳极属性,
 

定向培

养双向电子传递生物膜,
 

使其在阳极期储存电子、
 

阴极期释放电子还原硝酸盐,
 

实现电子的高效利用[4,6]。
 

二氧化锰(MnO2)作为典型的过渡金属氧化物,
 

兼具优异的导电性、
 

电容特性、
 

化学稳定性与生物相容性,
 

已被广泛应用于电催化与生物电化学领域[9]。
 

已有研究表明,
 

MnO2 可刺激电活性菌产生胞外囊泡[10-11],
 

增强电极与电活性菌间的电子转移。
 

同时,
 

其赝电容特性也有助于增强种间电子转移能力,
 

提升厌氧系统

的产甲烷效率[12]。
 

因此,
 

将 MnO2 修饰于碳布电极表面,
 

既可提升电极电子储存与传递能力,
 

又能优化电

极表面形貌,
 

为Geobacter
 

sp.等电活性细菌的定殖营造适宜微环境,
 

促进电活性生物膜的形成与功能发

挥,
 

提高系统稳定性。

本研究通过水热合成法制备 MnO2 修饰碳布电极,
 

构建单室 MES反应器,
 

采用周期极性反转策

略定向培养双向电子传递生物膜,
 

以未修饰空白碳布电极为对照,
 

系统探究 MnO2 修饰对 MES处理

低C/N废水反硝化效能的影响。
 

从脱氮效能、
 

电子传递特性、
 

微生物群落结构及生物膜形貌组成等

角度,
 

解析
 

MnO2 修饰的强化机制,
 

揭示其对电极 生物膜电子传递、
 

生物膜结构优化及功能菌群富

集的调控规律,
 

旨在为提升 MES脱氮效能提供可行技术手段,
 

并为功能性电极材料开发与运行策略

优化提供理论依据和实验支撑。

1 材料与方法

1.1 反应器的组装与运行

通过水热合成法制备 MnO2 修饰碳布工作电极,
 

具体流程如下:
 

在磁力搅拌条件下,
 

将256
 

mg氟化

钾(KF)和200
 

mg高锰酸钾(KMnO4)依次加入20
 

mL去离子水中,
 

搅拌溶解后加入25
 

mL
 

0.5mol/L的

H2SO4 溶液,
 

继续搅拌30
 

min。
 

随后,
 

取一块碳布放入上述溶液中,
 

将溶液和碳布同时移入内衬聚四氟乙

烯的不锈钢高压反应釜中,
 

于120
 

℃反应80
 

min。
 

待反应完成后,
 

将反应釜冷却至室温,
 

取出碳布,
 

用去离

子水洗涤3次,
 

而后于60
 

℃真空干燥箱中干燥12
 

h,
 

即得到 MnO2 修饰的工作电极。

反应器的组装:
 

使用有机玻璃构建立方体单室生物反应器,
 

其内部空腔横截面直径约为35
 

mm,
 

腔体

长度为30
 

mm,
 

反应器有效容积为28
 

mL。
 

采用合成的MnO2 修饰碳布(直径30
 

mm)作为工作电极,
 

安装

相同直径的钛网(120目,
 

纯度
 

99.99%,
 

昆山恒博新材料有限公司)作为对电极。
 

参比电极为饱和甘汞电极

(SCE,
 

相对标准氢电极的电位为+241.5
 

mV),
 

固定在工作电极旁。

反应器的运行:
 

启动阶段,
 

反应器进水中加入体积分数为20%的生活污水,
 

并在+0.2
 

V
 

vs
 

SCE电

位下运行。
 

在阳极电流输出稳定后,
 

为培养双向电子传递生物膜,
 

对反应器施加-0.5
 

V
 

vs
 

SCE的恒定

负电位。
 

阳极期以乙酸钠(1
 

g/L)为电子供体,
 

电极为电子受体。
 

阴极期进水模拟二沉池出水,
 

提供
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mmol/L的硝酸盐氮作为电子受体,
 

电极为唯一电子供体。
 

运行过程中,
 

通过恒电位仪(CHI
 

1000C,
 

上海辰华仪器有限公司)施加恒定电位。
 

此外,
 

阳极和阴极电解质溶液均含有
 

50
 

mmol/L
 

PBS缓冲液、
 

1.25%微量矿物质溶液和0.50%维生素溶液[13]。
 

进水前,
 

阳极和阴极进水均用 N2(99.99%)曝气

30
 

min以保持厌氧状态。
 

阳极、
 

阴极期运行时间均为1
 

d,
 

待获得成熟阳极生物膜后,
 

系统共运行了

14个完整的阴阳极周期。

1.2 分析方法

化学需氧量(Chemical
 

Oxygen
 

Demand,
 

COD)的测定:
 

COD采用《水质
 

化学需氧量的测定
 

快速消解

分光光度法》(HJ/T399—2007)测定。
 

使用移液枪准确量取2
 

mL待测溶液置于COD测试管中,
 

随后准确

量取1
 

mL消解液1,
 

之后准确加入4
 

mL消解液2,
 

拧紧瓶盖,
 

充分震荡使管内液体混合均匀。
 

在快速消解

仪DRB
 

200上设定恒温消解程序,
 

消解温度为165
 

℃。
 

待仪器升温完成后,
 

将消解管置于消解槽中恒温消

解15
 

min,
 

之后缓慢降温,
 

待温度降到120
 

℃时将消解管取出,
 

震荡混合均匀,
 

置于室温下自然冷却至常

温。
 

随后用分光光度计DR
 

3900测定其吸光度。

氮含量的测定:
 

测定前,
 

水样先经过0.45
 

μm滤膜过滤。
 

硝酸盐氮(NO-
3-N)使用紫外分光光度法测

定;
 

亚硝酸盐氮(NO-
2-N)使用N-(1-萘基)-乙二胺光度法测定;

 

氨氮(NH+
4-N)使用纳氏试剂分光光度法测

定,
 

由于系统中游离氨浓度仅占总氨氮的0.8%~1.0%,
 

氨氮基本以NH+
4-N形式存在,

 

为简化表达,
 

使

用NH+
4-N来代替氨氮。

 

总氮去除率通过式(1)计算:

TNremoval = 1-
(NO-3-N)eff+(NO-2-N)eff+(NH+4-N)eff

(NO-3-N)inf
􀭠
􀭡

􀪁
􀪁 􀭤
􀭥

􀪁
􀪁 ×100% (1)

  微生物群落结构分析:
 

于第14个运行周期结束后采集两组电极表面生物膜样品,
 

液氮速冻后置于-80
 

℃
冰箱保存。

 

对生物膜样品进行16S
 

rRNA高通量测序,
 

探究其微生物群落结构组成。
 

具体流程如下:
 

首先对

样品进行DNA提取,
 

测试DNA浓度后,
 

利用1%琼脂糖凝胶电泳检测DNA的质量,
 

若电泳条带清晰明

亮即可进行下一步扩增。
 

对细菌16S
 

rRNA基因的 V3-V4区进行扩增,
 

正向引物为338F(5'-ACTC-

CTACGGGAGGCAGCAG-3'),
 

反向引物为806R(5'-GGACTAACHVGGGTWTCTAAT-3')[14],
 

经变性、
 

退火、
 

延伸后得到PCR产物。
 

将PCR产物回收并进行纯化处理后,
 

进行DNA浓度检测及定量。
 

依据Illu-

mina
 

Miseq平台的操作规范,
 

对纯化后的DNA片段构建基因文库。
 

高通量测序完成后,
 

利用美吉生物公

司云平台(www.i-sanger.com)进行生物信息学分析,
 

以优化后的扩增子序列变体特征表为基础,
 

在属分类

水平下,
 

对空白碳布组和 MnO2 修饰碳布组样品进行群落结构可视化分析。
 

同时,
 

基于FAPROTAX方

法,
 

在该云平台完成微生物群落的氮代谢功能预测。

电化学测试方法:
 

进行有底物状态下的循环伏安(Cyclic
 

Voltammetry,
 

CV)扫描时,
 

待一个运行周

期结束后,
 

向反应器中加入新鲜的电极液(与进水阳极液保持一致),
 

并在开路状态下稳定2h,
 

使用电化

学工作站的CV模块进行测试。
 

通过对 CV曲线各数据点电流(I)对应的电极电位(E)求一阶导数

(DCV),
 

进而获得有底物状态下电活性生物膜的催化活性位点。
 

在进行无底物状态下的CV扫描时,
 

待

各系统完成一个完整周期运行并消耗完底物后,
 

加入50
 

mmol/L
 

PBS缓冲液,
 

开路稳定2
 

h以上再进行

测试。
 

CV扫描的参数设置如下:
 

起始电位-0.5
 

V;
 

终止电位+0.6
 

V;
 

有底物CV测试扫描速率为

5.0
 

mV/s,
 

无底物CV测试扫描速率分别为0.5、
 

0.7和1.2
 

mV/s;
 

扫描圈数为3圈,
 

选择最后一圈结

果作为最终数据。

生物膜三维结构分析:
 

使用激光共聚焦显微镜(CLSM
 

800,
 

德国蔡司)对生物膜三维结构进行观

察,
 

观察前对生物膜进行活死菌染色。
 

染色母液配制:
 

将1
 

mg钙黄绿素 AM 溶于1
 

mL二甲基亚砜

中,
 

1
 

mg碘化丙啶溶于1
 

mL去离子水中。
 

工作液配置前,
 

先将50
 

mmol/L
 

PBS缓冲液置于37
 

℃恒
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温箱中备用,
 

再分别配制钙黄绿素 AM 工作液(取2
 

μL母液稀释于1
 

mL
 

PBS缓冲液中)与碘化丙啶

工作液(取1
 

μL母液稀释于1
 

mL
 

PBS缓冲液中)。
 

随后用恒温PBS缓冲液冲洗待测电极生物膜,
 

除

去电极表面多余的培养基,
 

先加入钙黄绿素 AM 工作液,
 

37
 

℃染色15
 

min,
 

再加入碘化丙啶工作

液,
 

37
 

℃继续染色5
 

min,
 

之后用恒温的PBS缓冲液快速冲洗电极生物膜2次,
 

再浸泡电极5
 

min以

去除多余染液。
 

染色完成后,
 

将电极生物膜置于激光共聚焦显微镜下进行三维形貌测试。
 

生物膜胞外

聚合物(Extracellular
 

Polymeric
 

Substance,
 

EPS)分析:
 

首先对生物膜EPS进行染色,
 

荧光染料异硫氰

酸荧光素(Fluorescein
 

Isothiocyanate,
 

FITC)用于蛋白染色,
 

染料刀豆蛋白 A(Concanavalin
 

A,
 

ConA)

和钙荧光白(Calcofluor
 

White,
 

CFW)分别用于测试α-D-吡喃葡萄糖和β-D-吡喃葡萄糖。
 

染料工作液

的配置参考Liang等[15]的方法,
 

全程在暗室进行,
 

具体染色步骤如下:
 

首先进行样品固定,
 

将附着有

电活性生物膜的电极浸泡在2.5%戊二醛溶液中,
 

于4
 

℃下固定12
 

h,
 

随后倒掉多余戊二醛溶液,
 

向

电极生物膜样品中加入0.1
 

mol/L
 

NaHCO3 溶液(pH=9.0)至完全覆盖样品,
 

室温反应10
 

min后倒

掉溶液;
 

然后进行样品染色,
 

将FITC溶液加入样品并覆盖电极生物膜,
 

室温反应1
 

h,
 

用PBS缓冲液

缓慢冲洗后,
 

加入ConA溶液染色30
 

min,
 

再用PBS缓冲液轻微冲洗电极,
 

随后加入CFW,
 

室温反应

30
 

min;
 

最后用PBS缓冲液缓慢冲洗掉多余染色剂。
 

测试时,
 

将样品置于激光共聚焦显微镜下观测,
 

通过设置Z 轴层扫对EPS形态进行三维建模。

1.3 计算

电流积分:
 

阳极期,
 

电极作为电子受体,
 

产生正电流;
 

阴极期,
 

电极作为电子供体向生物膜提供电子,
 

产生负电流。
 

电流积分结果可反映电极与生物膜之间的双向电子传递能力,
 

计算公式如下:

nA-anode =
∫

t

0
IAndt

F ×1
 

000 (2)

nA-cathode =
∫

t

0
ICathdt

F ×1
 

000 (3)

式中:
 

nA-anode 为阳极期电极获得的电量(mmol);
 

nA-cathode 为阴极期电极提供的电量(mmol);
 

IAn 和ICath

分别为阳极期和阴极期记录的正电流和负电流(A);
 

t为采集一个电流数据的时间间隔(s);
 

F 为法拉第常

数(96
 

485
 

C/mol)。

电子平衡分析:
 

在阴极期,
 

电极是唯一的电子供体,
 

在阳极期,
 

电子从乙酸盐氧化中释放。
 

其中一部分

电子通过电流形式转移至电极,
 

另一部分则储存于生物膜中,
 

用于阴极期的硝酸盐还原过程[16]。
 

因此,
 

在

阴极期,
 

总电子量来自电极和生物膜,
 

计算公式如下:

nC =nA-cathode +nbiofilm (4)

式中:
 

nC 为阴极期总电子量(mmol);
 

nA-cathode 为阴极期电极提供的电子量(mmol);
 

nbiofilm 为生物膜储存

的电子量(mmol)。

各系统中用于硝酸盐还原的电子量计算公式如下:

nN =5×ΔNO-3-N+2×ΔNO-2-N+8×ΔNH+4-N (5)

式中:
 

nN 为用于硝酸盐还原的电子量(mmol)
 

;
 

ΔNO-
3-N为去除的硝酸盐氮摩尔数;

 

ΔNO-
2-N为每个循

环后出水中产生的亚硝酸盐氮摩尔数;
 

ΔNH+
4-N为出水中产生的氨氮摩尔数。

直接电子传递(Direct
 

Electron
 

Transfer,
 

DET)和间接电子传递(Mediated
 

Electron
 

Transfer,
 

MET)
 

对电流构成的贡献:
 

为明确电极与生物膜间主导的电子传递过程,
 

对不同扫描速率下无底物循环伏安(CV)

测试所得数据进行线性拟合分析,
 

计算公式如下:
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logi=blogv+k (6)

式中:
 

i为特定外加电位下的峰值电流(包括阳极峰值电流和阴极峰值电流,
 

mA);
 

v 为扫描速率(mV/s);
 

b为斜率,
 

是评估主导电子传递过程的重要指标;
 

k为常数。
 

当b≈1时,
 

对应直接电子传递过程的动力学

控制反应;
 

当b=0.5时,
 

表现为扩散控制行为,
 

对应介导电子传递过程;
 

当0.5<b<1时,
 

代表电子传递

过程为动力学控制和扩散控制相结合[17]。

在特定扫描速率下进一步分析了
 

DET(动力学控制过程)和 MET(扩散控制过程)的贡献。
 

电流i由与

扫描速率(v)和扫描速率平方根(v1/2)相关的两部分组成,
 

如式(7)所示:

i=k1v+k2v1/2 (7)

式中:
 

k1 和k2 是常数;
 

k1v 代表动力学控制过程的贡献;
 

k2v1/2
 

表示扩散控制过程的贡献。
 

将式(7)两边除

以
 

v1/2,
 

得到式(8):

i/v1/2=k1v1/2+k2 (8)

  通过在不同扫描速率下对i/v1/2 和v1/2 进行线性拟合,
 

可以得到斜率k1。

DET贡献率计算公式如下:

R=k1v/i (9)

  为了确定 MnO2 修饰组与空白对照组在总氮去除率上是否具有统计学意义,
 

用 Microsoft
 

Excel
 

2019
软件进行了t检验,

 

当p<0.001
 

时,
 

判定两组数据间差异有统计学意义。

2 结果与讨论

2.1 微生物电化学系统脱氮效能

采用周期性极性反转方法,
 

成功获得了具有双向电子传递功能的生物膜。
 

结果表明,
 

阳极期和阴极阶

段分别产生正向和负向电流,
 

说明电活性生物膜与电极之间实现了双向电子传递。
 

如图1所示,
 

系统在经

历多次极性反转后,
 

阳极最大输出电流密度及阴极输出电流密度在各周期间并未产生巨大变化,
 

说明该生

物膜的双向电子转移能力较为稳定。
 

系统阳极期的最大电流密度均可维持在约5.9
 

A/m2,
 

MnO2 修饰组在

阴极期的起始电流密度较空白碳布组更低,
 

约为-10.2
 

A/m2。
 

电极极性反转后,
 

生物膜内储存的电子可

能发生瞬时释放,
 

且电极表面生物膜电容强度越大时,
 

其产生的初始电流绝对值越高。
 

在本系统中,
 

MnO2
修饰碳布组的初始电流值显著高于对照组,

 

这与其生物膜电量存储能力直接相关,
 

得益于 MnO2 的电容特

性,
 

使得生物膜具备暂时储存更多电子的能力。

图1 MnO2 修饰组与空白组各运行周期阴阳极状态电流输出情况
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对极性反转后生物膜的脱氮能力进行探究,
 

图2为 MnO2 修饰组和对照组在阴极状态运行24
 

h后的

硝酸盐转化情况。
 

结果显示,
 

两组均未观察到明显的亚硝酸盐积累;
 

NH+
4-N均呈先累积后降低的趋势,

 

这

可能与阳极期富集的高丰度Geobacter
 

sp.有关,
 

与部分生物电化学系统中存在的硝酸盐还原为氨氮的现

象类似[18]。
 

在硝酸盐的持续胁迫下,
 

系统反硝化功能逐步被驯化,
 

生物膜的代谢路径发生功能性调整。
 

最

终,
 

MnO2 修饰组总氮去除率由初始的36%提升到了91%,
 

显著高于空白碳布组(p<0.001),
 

表明 MnO2
修饰对生物膜功能演替起到正向调节作用,

 

有利于微生物群落的稳定发展。

图2 系统中阴极状态下各周期硝酸盐转化情况

已有研究证实,
 

电活性生物膜具有“生物赝电容”特征,
 

能够在阳极期将电子储存在聚羟基脂肪酸酯

(Polyhydroxyalkanoate,
 

PHA)、
 

胞外聚合物(EPS)或细胞色素C中,
 

并在电子供体缺乏的阴极期按需释

放[19]。
 

图3a展示了空白碳布组与 MnO2 修饰组在14个运行周期内阳极期与阴极期的平均电流积分,
 

直

观呈现了系统电子储存与释放的动态特征。
 

空白碳布组与 MnO2 修饰组阳极期电流积分均显著高于阴

极期,
 

证实阳极期是系统电子储存的关键时期;
 

MnO2 修饰组阳极期平均电流积分在多数周期内高于空

白碳布组,
 

充分体现了 MnO2 的电容特性。
 

MnO2 作为典型赝电容材料,
 

可通过 Mn4+/Mn3+的可逆氧化

还原反应直接储存电子。
 

同时,
 

MnO2 修饰组阴极期电流积分的绝对值也略高于空白组,
 

表明其在阴极

期可更高效地释放储存电子,
 

为硝酸盐还原提供电子供体。
 

空白碳布组和 MnO2 修饰组生物膜在阳极期

的最大电子储存量分别约为(0.69±0.01)
 

mmol和(0.80±0.03)
 

mmol,
 

这部分电子可作为阴极期硝酸

盐还原的补充电子供体。
 

图3b的电子平衡分析进一步显示,
 

在所有运行周期中,
 

MnO2 修饰组来自生物

膜与电极的累计电子量均显著高于空白碳布组,
 

这是其电子储存能力提升的直接量化体现。
 

其中,
 

生物

膜贡献电子量的增加,
 

可能与 MnO2 诱导电活性菌(如Geobacter属)过表达C型细胞色素等关键蛋白有

关,
 

增强了生物膜的电子储存与传递效能;
 

电极贡献电子量的提升,
 

则应归因于 MnO2 材料自身赝电容

特性所贡献的额外电子储存,
 

弥补了空白碳布电极因缺乏电容特性而导致储电能力不足的局限。
 

与此同

时,
 

MnO2 修饰组用于反硝化的电子量持续高于空白碳布组,
 

这有利于硝酸盐的还原。
 

周期性极性反转

策略利用“生物赝电容”特性,
 

实现了充电和放电反应的交替进行,
 

有利于双向电子传递生物膜的形成。
 

在本系统中,
 

硝酸盐还原的理论电子需求量略小于电极供给电子与生物膜储存电子之和,
 

推测多余电子

可能用于生物同化作用。

2.2 群落结构分析

MnO2 修饰碳布电极对微生物群落结构与氮代谢功能基因的表达有显著调控作用。
 

对系统运行结束后
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图3 双向电子转移过程中每个周期的平均电流积分和系统中的电子平衡分析

的群落结构分析表明,
 

MnO2 修饰实现了对功能菌的选择性富集与筛选,
 

核心电活性菌Geobacter
 

sp.作为

电子传递关键功能菌[20],
 

其相对丰度从空白对照组的50.84%升至 MnO2 修饰组的70.21%(图4a),
 

该菌

可通过外膜细胞色素C与导电菌毛构建电极与微生物间的直接电子传递路径[21],
 

为反硝化过程持续提供

电子供体。
 

另一电活性菌Geothrix
 

sp.的相对丰度从空白对照组的1.16%升至 MnO2 修饰组的1.45%,
 

进一步完善了生物膜胞外电子传递网络[22];
 

Thiobacillus
 

sp.是典型的电极营养型自养反硝化菌,
 

在活性

炭、
 

磁铁矿等的作用下可与Geobacter
 

sp.形成互营关系,
 

实现种间电子传递[23]。
 

反硝化菌Thauera
 

sp.可

高效将硝酸盐还原为氮气[24],
 

其相对丰度在修饰组中保持稳定,
 

保障了反硝化功能的稳定性;
 

修饰组中反

硝化菌Pseudazoarcus
 

sp.丰度虽低但略有提升(从0.02%提升至0.04%),
 

该菌可高效利用电极型无机电

子供体进行反硝化[25]。
 

与此同时,
 

MnO2 修饰组中Dechlorobacter
 

sp.等反硝化菌相对丰度下降,
 

Pseudo-

monas
 

sp.和Thiopseudomonas
 

sp.未检出,
 

说明 MnO2 修饰降低了菌群整体的多样性,
 

提升了群落功能

专一性。
 

此外,
 

未分类杂菌丰度从空白对照组的
 

29.74%
 

降至 MnO2 修饰组的
 

23.17%,
 

进一步增强了群

落功能专一性。

已有研究表明,
 

Geobacter
 

sp.作为“电子桥梁”,
 

可通过胞外电子传递系统将电极表面电子传递至

Thauera
 

sp.等核心反硝化菌,
 

构建起电活性菌、
 

反硝化菌互惠协同的功能体系[26]。
 

与空白碳布相比,
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MnO2 修饰对电活性菌的固着能力增强,
 

使其能够持续发挥电子桥梁作用。
 

与传统碳布电极仅依靠阳极电

势富集电活性菌群不同,
 

MnO2 凭借其优异的赝电容特性与可逆氧化还原特性,
 

使Geobacter
 

sp.稳定在更

高丰度水平。
 

高丰度的Geobacter
 

sp.既保障了生物膜的双向电子传递功能,
 

其含有的细胞色素C、
 

导电菌

毛及胞外电子中介体等组分,
 

还强化了电极向反硝化菌的定向电子转移效率,
 

并实现了在阳极期储存更多

电子、
 

在阴极期按需释放的功能。

菌群变化结果与前述电子平衡分析结果高度吻合,
 

MnO2 诱导Geobacter
 

sp.大量富集,
 

使得
 

MnO2 修

饰组生物膜最大电子储存量高于空白组,
 

同时,
 

电极供给电子与生物膜储存电子总量均明显提升。
 

菌群结

构优化为电子储存与双向传递提供了微生物基础,
 

而电子储存与释放能力的增强又进一步巩固了Geobact-

er
 

sp.等核心功能菌的生态位优势。
 

由此可见,
 

MnO2 修饰在传统
 

“电活性菌—反硝化菌”
 

协同脱氮体系之

上,
 

进一步构建了以高丰度Geobacter
 

sp.为核心、
 

兼具高效电子传递与生物赝电容特性的强化体系,
 

使生

物膜不仅能够高效传递电子,
 

还可稳定存储与释放电子,
 

从而在周期性极性反转条件下实现更持续、
 

更高

效的硝酸盐还原。

氮代谢功能基因预测结果进一步揭示了 MnO2 修饰提升脱氮效果的生物学机制(图4b)。
 

基于

FAPROTAX功能预测结果,
 

硝酸盐异化还原成铵、
 

亚硝酸盐异化还原成铵相关功能基因的相对表达量

在空白组与 MnO2 修饰组中均处于较低水平,
 

且组间无明显差异,
 

这与硝酸盐加入后期,
 

系统出水仅有

极少量氨氮产生的实验结果一致。
 

MnO2 修饰组中反硝化全通路基因呈现上调特征,
 

硝酸盐还原、
 

亚硝

酸盐还原、
 

一氧化二氮还原及总反硝化功能基因相对表达量均提升了2.17倍,
 

激活了从硝酸盐→亚硝

酸盐→一氧化氮→一氧化二氮→氮气的完整反硝化通路[27],
 

且各步骤基因表达同步上调,
 

避免了中间

产物积累。
 

Geobacter
 

sp.的富集与反硝化基因上调形成协同作用,
 

Geobacter
 

sp.通过高效胞外电子传递

系统为反硝化提供充足电子,
 

反硝化基因的上调则增强了反硝化菌对电子的利用效率,
 

形成“电子供体

供给—电子受体利用”的协同,
 

促进反硝化反应高效运行。
 

综上所述,
 

MnO2 修饰通过富集电活性菌强化

了反硝化电子供体供给,
 

通过上调氮代谢功能基因激活了反硝化全通路,
 

微生物群落演替与功能基因表

达的协同调控共同缓解了低C/N废水反硝化能力不足的问题。

图4 群落结构分析及功能基因预测

2.3 电极生物膜电化学特性解析

探究生物膜电化学活性位点对理解代谢过程及电子传递机制具有重要意义。
 

如图5a所示,
 

在有底物状

态下的循环伏安(CV)扫描测试中,
 

阳极状态下CV曲线呈明显“S型”,
 

这是以
 

Geobacter
 

sp.为优势菌的

电活性生物膜的典型特征[28],
 

表明阳极生物膜中富集了大量
 

Geobacter
 

sp.,
 

这与微生物群落组成结果一
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致。
 

MnO2 修饰组表现出更强的电容特性,
 

也印证了其在阳极状态能够储存更多电量的能力。
 

由图5b可

知,
 

阳极态生物膜的电化学活性位点均位于-0.34
 

V(E1、
 

E2),
 

这一电位与以往报道的以Geobacter
 

sp.为

主的生物膜电位特征一致[29]。
 

在反硝化态下,
 

有底物CV曲线与阳极态呈现显著差异,
 

表明其群落结构发

生演替。
 

DCV
 

曲线显示,
 

空白碳布组和 MnO2 修饰组的电活性生物膜活性位点分别位于-0.31
 

V(E3)
 

以

及-0.15
 

V(E4)。
 

其中,
 

-0.15
 

V
 

处的活性位点推测主要归因于细胞色素C的低电位血红素中心[30]。
 

在

Geobacter
 

sulfurreducens中,
 

内膜多血红素细胞色素中点电位约为-0.15
 

V,
 

负责将电子从内膜醌库传递

至周质蛋白[31]。

E1,
 

-0.34
 

V;
 

E2,
 

-0.34
 

V;
 

E3,
 

-0.31
 

V;
 

E4,
 

-0.15
 

V。

图5 系统中生物膜的电化学特性

无底物状态下的CV测试是表征电极—生物膜电子传递过程的重要研究手段,
 

图6a和图6b分别为

空白碳布组和 MnO2 修饰组在无底物状态下的CV曲线,
 

以及峰电流与扫描速率平方根之间的线性拟合

结果。
 

从电流密度绝对值来看,
 

MnO2 修饰组生物膜电流密度显著高于空白碳布组,
 

表明 MnO2 修饰可

显著提高生物膜导电性,
 

增强电子转移能力,
 

这与前述分析 MnO2 诱导生物膜产生更多细胞色素C或导

电菌毛的分析结论一致。
 

当扫描速率从0.5
 

mV/s
 

增加至
 

1.0
 

mV/s
 

时,
 

峰电流与扫速平方根呈显著正
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相关,
 

表明此扫描速率范围内,
 

反应主要受扩散过程限制,
 

电子传递过程以间接电子传递为主。
 

为精准

反映直接电子传递(DET)与间接电子传递(MET)对电流的具体贡献,
 

通过1.3节的公式计算二者对峰

电流的贡献率。

图6 不同扫描速率下的无底物CV以及不同扫描速率下DET和 MET对峰电流的贡献率
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图6c和图6d分别为空白碳布组和MnO2 修饰组DET及MET对峰电流的贡献率。
 

空白碳布组中,
 

当

扫描速率较小时(0.5
 

mV/s),
 

还原态峰电流中 MET贡献率接近100%,
 

氧化态峰电流中DET贡献率为

10%。
 

随着扫描速率的增加,
 

DET的贡献率有所增加,
 

但无论是还原态还是氧化态峰电流中,
 

DET贡献率

仍未超过20%,
 

说明空白碳布组电极 生物膜界面反应主要由扩散反应控制,
 

电子传递过程以 MET为主

导。
 

对 MnO2 修饰组还原态和氧化态峰电流的DET和 MET贡献率进行计算发现,
 

同样扫描速率下,
 

其

DET贡献率高于空白碳布组;
 

但当扫速低于1.0
 

mV/s时,
 

DET的贡献率仍低于50%,
 

说明此时界面反应

仍由扩散反应控制。
 

当扫描速率提高至2.0
 

mV/s时,
 

氧化态峰电流中DET的贡献率达到56%,
 

即氧化态

电流主要由动力学过程控制,
 

电子传递以DET为主导,
 

表明该体系具有更快的储存电子释放能力。
 

DET
 

贡献比例越高,
 

表明生物膜 电极界面电子交换速率越快。
 

DET主要与膜结合型细胞色素C、
 

导电菌毛等直

接相关,
 

这些组分可作为生物膜与电极间的
 

“电子桥”,
 

实现电子的直接传递[32-33]。
 

该结果与2.1节讨论中

电子可能储存在细胞色素C中相吻合。
 

在反硝化阶段,
 

MnO2 修饰组生物膜中的细胞色素C可作为“电子

库”,
 

释放其储存的大量电子,
 

用于硝酸盐的还原。

2.4 生物膜三维结构分析

电极经修饰后,
 

生物膜结构也随之发生变化。
 

如图7所示,
 

空白碳布组与 MnO2 修饰组电极生物膜厚

度均约为220
 

μm,
 

但活菌空间分布存在显著差异。
 

空白碳布组活菌荧光强度峰值出现在距电极
 

80
 

μm
 

处,
 

MnO2 修饰组则迁移至
 

120
 

μm
 

处,
 

且生物膜表层(100~150
 

μm)活菌比例显著提升。
 

结合本体系以硝酸盐

氮为电子受体的特性,
 

这种活菌空间分布差异对硝酸盐氮去除具有积极作用。

硝酸盐氮作为可溶性电子受体,
 

通过扩散作用从溶液主体进入生物膜内部。
 

空白碳布组活菌集中于

近电极(80
 

μm)区域,
 

硝酸盐氮需克服更大的扩散阻力才能到达活菌富集区,
 

易形成表层硝酸盐氮浓度

高、
 

内部底物匮乏的传质瓶颈,
 

导致部分硝酸盐氮未被充分降解便随溶液流出。
 

而
 

MnO2 修饰组活菌向

表层(120
 

μm)迁移后,
 

活菌富集区与硝酸盐氮扩散前沿直接重合,
 

大幅缩短了硝酸盐氮的扩散距离,
 

减

少了传质阻力,
 

使溶液中的硝酸盐氮能快速与高活性活菌接触,
 

提升了底物与微生物的作用效率。
 

结合

前文硝酸盐氮还原速率提升、
 

中间产物积累减少的结果,
 

可进一步证实 MnO2 修饰组的生物膜传质效率

得到了有效优化。
 

这种活菌“外移”现象,
 

表明微生物在适应硝酸盐冲击时,
 

可主动调节其在生物膜中的

空间位置,
 

而这一适应性变化与 MnO2 修饰强化了生物膜的电子传递能力密切相关。
 

该体系中,
 

反硝化

过程是电子传递驱动的还原反应,
 

电子传递效率直接决定硝酸盐氮的还原速率与效能。
 

无底物状态下

CV结果显示,
 

MnO2 修饰组的生物膜电流密度远高于空白碳布组,
 

说明其导电性显著高于空白碳布组,
 

这可能与 MnO2 诱导下生物膜大量分泌细胞色素C及导电菌毛等相关,
 

进而搭建起高效的电子传输网

络。
 

空白碳布组活菌集中于近电极区,
 

虽能直接获取电子,
 

但电子需经多层生物膜传递至表层,
 

受限于

较差的生物膜导电性,
 

表层硝酸盐氮无法获得充足电子,
 

易出现硝酸盐还原不彻底的现象;
 

而
 

MnO2
修饰组活菌外移后,

 

依赖生物膜优异的导电性,
 

保障了电子快速传输,
 

使表层活菌快速获得来自电极

的电子,
 

为硝酸盐氮的多步还原反应提供了充足电子驱动力,
 

提升了硝酸盐氮的还原速率,
 

减少了中

间产物的积累。

图8为生物膜胞外聚合物(EPS)的激光共聚焦扫描显微成像及三维重构结果,
 

其中,
 

红色、
 

绿色、
 

蓝色

分别对应
 

EPS
 

中的α-多糖、
 

蛋白类物质和β-多糖。
 

测试结果显示,
 

空白碳布组EPS整体组成以
 

α-多糖为

主,
 

β-多糖含量极低。
 

α-多糖虽覆盖生物膜全域,
 

但分布不均,
 

呈块状聚集特征。
 

MnO2 修饰组α-多糖分布

连续且均匀,
 

形成三维网络骨架,
 

为细菌黏附提供稳定支撑,
 

同时蛋白类物质和β-多糖填充于
 

α-多糖网络

间隙,
 

使EPS
 

组成更均衡,
 

表明生物膜结构稳定性得到了显著提升。
 

连续的
 

EPS
 

三维网络可维持生物膜

内部的水分平衡与菌群生理活性,
 

确保系统在长期运行中仍能保持高效的硝酸盐氮去除性能,
 

进一步提升

了系统的稳定性。
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图7 生物膜三维结构及各层活死菌比例

图8 生物膜EPS三维结构
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3 结论

MnO2 修饰碳布电极结合周期极性反转策略,
 

可显著提升微生物电化学系统(MES)的反硝化脱氮效

能,
 

该修饰通过优化电极电化学特性、
 

定向调控微生物群落结构、
 

改善电活性生物膜形貌与组成,
 

实现了

电极 生物膜电子传递效率、
 

反硝化功能基因表达及生物膜传质效率的协同提升。
 

反应器阴极期起始电流

密度达-10.2
 

A/m2,
 

生物膜在阳极期的最大储电子量提升至(0.80±0.03)
 

mmol,
 

总氮去除率从初始

36%提升至91%,
 

且反应全程无亚硝酸盐积累。
 

MnO2 通过发挥自身电容特性,
 

增强了生物膜的电子储存

与释放能力,
 

加速了硝酸盐还原;
 

同时促使活菌向生物膜表层迁移,
 

缩短了硝酸盐扩散距离,
 

为反硝化营

造适宜微环境,
 

保障了系统脱氮效能的长期稳定。
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