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  微生物胞外电子传递是地球表层系统元素循环与能量交换的重要驱动力。近年来，以微生物—腐殖质—矿物之间电子转移为核心的生物地球化学过程得到重视，拓展了以带电的土壤胶体与离子之间的相互作用为重心的土壤界面过程的内涵，成为地球表层系统物质间相互作用新的关注点，启示我们从化学与生物两个角度重新认识地球表层系统过程。本文从微生物、腐殖质和矿物等要素入手，综述了其地球化学角色与功能，讨论了它们之间的相互关系以及胞外电子传递的途径与方式；从热力学的角度探讨了胞外电子传递过程的能量变化，从动力学的角度探讨了胞外电子传递的传质与速率；介绍了若干胞外电子传递的研究方法；并提出了今后需要重点关注的重要科学问题。
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[bookmark: OLE_LINK56][bookmark: OLE_LINK57]地球表层系统中，微生物粘附到矿物表面是一个基本的生物地球化学过程，包括生物行为与非生物行为。生物行为主要指微生物自身的生长、发育、繁殖与代谢等。非生物行为则主要是微生物表面物质或分泌物与矿物表面的吸附/解吸、络合/溶解、氧化/还原的物理化学过程，矿物为这些过程提供物理支撑作用。
微生物厌氧呼吸驱动的氧化还原过程是联系不同圈层物质与能量交换的重要纽带[1]，是大气圈、水圈以及土壤圈中水、土、气、生、岩各要素相互作用的核心过程。微生物厌氧代谢是地球微生物最早的代谢方式，地球厌氧环境中，微生物通过与矿物的相互作用获得必需营养元素与能量[2-4]。
[bookmark: OLE_LINK41][bookmark: OLE_LINK42][bookmark: OLE_LINK112][bookmark: OLE_LINK113][bookmark: OLE_LINK121]有机质是微生物与矿物相互作用过程的重要参与者。环境中有机质组成与结构复杂，低分子量有机质能够被微生物吸收利用，作为电子供体；而大分子腐殖质无法进入细胞内部，可充当电子穿梭体。传统观点认为，腐殖质主要参与吸附、络合和配位等物理化学过程，而生物地球化学的观点认为，腐殖质能够担当电子穿梭体的角色，参与微生物在地表过程中的物质循环与能量代谢[4-6]。
因此，我们将重点关注微生物—腐殖质—矿物间胞外电子传递过程。该过程在地球表层系统中呈现出多要素、多元素、多界面、多过程的“四多”特征[4,7-9]。其内涵是：水、土、气、生、岩多要素相互作用；碳、氮、硫、铁、锰多元素循环[9-11]；水/土、水/气、生物/非生物多界面反应；异化金属还原、有机污染物降解、重金属迁移转化等多过程耦合。因此，胞外电子传递影响着自然界元素的生物地球化学循环，以及一系列重要地球表层过程，包括矿物的形成与演化、养分循环与污染物的环境行为等[11-12]。
胞外电子传递三要素：微生物、腐殖质与矿物
1.1 胞外呼吸微生物
[bookmark: OLE_LINK10][bookmark: OLE_LINK11]微生物胞外电子传递（Extracellular electron transfer，EET）是微生物胞外呼吸的本质，是微生物的厌氧代谢方式。胞外呼吸是指厌氧条件下，微生物在胞内彻底氧化有机物释放电子，产生的电子经胞内呼吸链传递到胞外电子受体，并产生能量维持自身生长的过程[2-3]。1987年，美国科学家Lovley等[2]首次从沉积物中分离获取了一株能够利用胞外固态物质为电子受体的微生物——Geobacter metallireducens GS-15。次年，美国科学家Myers和Nealson[3]从纽约Oneida湖的沉积物中分离获取了另一株具有相同能力的微生物——Shewanella oneidensis MR-1。这两株胞外呼吸菌的发现与深入研究，极大地加深了人们对胞外呼吸过程的认识，开启了微生物胞外呼吸研究的新篇章。
胞外呼吸菌在海洋沉积物、厌氧土壤和湿地沉积物中含量丰富。以地杆菌属与希瓦氏菌属为代表的胞外呼吸菌种相继从自然界分离获得。其他菌株，包括从我国红壤区获得的中国红细菌（Sinorhodobacter ferrireducens）胞外呼吸新属[13]、Comamonas guangdongensis胞外呼吸新菌[14]等，也相继被发现；此外，一些极端环境下生存的微生物的胞外呼吸功能也得到认识，如嗜碱菌Corynebacterium humireducens MFC-5等[15]。
[bookmark: OLE_LINK82][bookmark: OLE_LINK83]胞外呼吸微生物的重要性在于它与地表各要素间的相互作用。胞外呼吸过程在铁的生物地球化学循环以及氧化铁成矿过程中起着不可忽视的作用：电子的得失影响着铁氧化物的溶解性、价态和形貌等，并导致次生矿物的产生[16]；同时，胞外呼吸微生物驱动的铁循环过程又影响着有机碳源的利用，它对微生物活性的增强影响着有机碳源的代谢，参与全球碳循环。胞外呼吸微生物所能利用的电子受体包括一系列的有毒金属以及毒性有机物，各过程间相互耦合，作用于有机污染物的厌氧降解与重金属迁移转化过程，具有重要的环境地球化学意义[17-18]。胞外呼吸微生物的研究，改变了人们对于自然界各物种之间相互作用的传统理解，从原来土壤胶粒、离子和质子间作用的研究拓展至胞外呼吸微生物、腐殖质以及矿物之间的电子转移过程研究[2-4,10,17]，为深入理解元素地球化学循环提供了新的理论依据。
1.2 腐殖质
腐殖质是土壤有机质的主要组成部分，它们影响着土壤养分的保持及土壤结构的形成，为植物提供必需的氮、硫、磷和钾等元素。腐殖质分为胡敏酸、富啡酸和胡敏素三大类[19]。1996年， Lovley等[4]发现，腐殖质能够作为电子受体参与Geobacter metallireducens的胞外呼吸过程。由于腐殖质在地表环境中几乎无处不在，因此这个发现意义重大。研究表明，腐殖质能够被异化铁还原菌[6]、发酵型铁还原菌[20]、硫还原菌和产甲烷菌等[6,21]等多类菌株作为电子受体使用，是自然界重要的氧化还原活性物种。
与以往对腐殖质关注的不同之处在于，微生物—腐殖质—矿物体系中，研究者主要关注其氧化还原活性，特别是参与反应的基团以及反应位点的重要性等。一直以来，醌基被认为是腐殖质中最重要的直接参与电子传递的官能团[4]。环境中腐殖质的提取与表征比较困难，组成与结构复杂，因此，多种醌类物质被作为类腐殖质模拟物进行研究，包括AQDS（9,10-anthraquinone-2,6-disulfonic acid，蒽醌-2,6-二磺酸）、2-HNQ（2-Hydroxy-1,4-naphoquinone，2-羟基-1,4-萘醌）、AQS（9,10-anthraquinone-2-sulfonic acid，2-蒽醌磺酸）以及AQC（9,10-anthraquinone-2-carboxylic acid，蒽醌-2-羧酸）等[22-23]。事实上，除了醌基以外，类固态腐殖质生物炭的表面包含大量醌基和吩嗪类基团，都是参与电子传递的重要反应位点[21,24]。Ratasuk和Nanny[25]通过研究14种不同的胡敏酸与富啡酸，发现其参与电子转移的反应位点包括2个醌基的位点与1个非醌基位点，其中非醌基位点在参与氧化还原反应时提供了约21% ~ 56%的电子转移容量，揭示了非醌类基团的电子传递功能与相对贡献。无论是醌基或非醌基团，其氧化还原活性位点是腐殖质参与胞外电子传递的活性中心，是胞外电子传递链中重要一环。
1.3 矿物
[bookmark: OLE_LINK23][bookmark: OLE_LINK24][bookmark: OLE_LINK12][bookmark: OLE_LINK13][bookmark: OLE_LINK14][bookmark: OLE_LINK15]矿物既是微生物生存附着的粘附界面，又是胞外呼吸重要的电子受体。铁呼吸是最重要的微生物胞外呼吸，纤铁矿、水铁矿、赤铁矿和磁赤铁矿等氧化铁矿物能够接受胞外电子，直接参与胞外呼吸电子传递过程[3,16,26]。微生物与铁矿的作用受氧化铁的赋存状态影响，包括其晶型、结晶度、表面积和粒径[16,27-28]等。如纳米赤铁矿与大颗粒赤铁矿相比，其生物有效性显著增强[27]，这可能是由于赤铁矿与微生物的接触面积增大引起，也可能是因为纳米级的铁矿起到了增强胞外电子传递的导电作用[29-30]。生成的亚铁则对胞外呼吸具有自我抑制作用，赤铁矿异化还原研究表明，随着二价铁生成的积累，铁还原过程开始受到亚铁传质的限制，并且受到热力学驱动力变化的影响，还原效率降低[28]。
[bookmark: OLE_LINK43][bookmark: OLE_LINK44][bookmark: OLE_LINK16][bookmark: OLE_LINK17][bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK19][bookmark: OLE_LINK20][bookmark: OLE_LINK21][bookmark: OLE_LINK22][bookmark: OLE_LINK32][bookmark: OLE_LINK33][bookmark: OLE_LINK27][bookmark: OLE_LINK28][bookmark: OLE_LINK29][bookmark: OLE_LINK25][bookmark: OLE_LINK26]此外，参与胞外呼吸的氧化铁能够与铬Cr(VI)和铀U(VI)等高价金属氧化物相互作用或耦合反应，改变其水溶性与毒性，从而显著影响其环境行为；同时高价金属氧化物也能够作为电子受体直接被胞外呼吸微生物还原[31-32]。在微生物Cr(VI)还原过程中，铁还原过程的耦合起到关键的催化作用，亚铁介导的铬还原远超过微生物直接还原六价铬的作用，这可能是土壤中六价铬脱毒的重要途径[33]。U(VI)则一方面能够被胞外呼吸菌直接异化还原沉淀，同时微生物还原生成的Fe(II)也能够间接地作用于U(VI)，生成溶解性较低的U(IV)化合物，达到铀固定的目的[34]。对于类金属砷酸盐，砷显著影响铁的生物成矿，含砷的施威特曼石（Schwertmannite）异化还原过程中，低砷含量（小于0.3 wt %）条件下矿化产物为磁铁矿，高砷含量（大于0.79 wt %）条件下则有针铁矿生成[35]。
[bookmark: OLE_LINK60][bookmark: OLE_LINK61]氧化铁还具有半导体性质：一方面，矿物的导带能够传递胞外呼吸电子，可能存在从微生物外膜细胞色素c—矿物导带—底物的电子传递途径，以类似“半导体导带机制”加速微生物与电子受体之间的电子传递[36]；另一方面，矿物受光激发产生的电子又能够回传至微生物，实现矿物—细胞色素c的电子传递，作为微生物能量的来源反作用于微生物的生长代谢[37]。可见，理解异化铁还原过程是理解微生物作用下地球表层各金属氧化物迁移转化的枢纽。
胞外电子传递途径与方式
[bookmark: OLE_LINK80][bookmark: OLE_LINK95]胞外呼吸微生物—腐殖质—矿物之间的电子传递过程是驱动元素生物地球化学循环的核心过程。微生物如何将电子从胞内传递至细胞膜外？电子到达细胞膜表面之后又如何被传递至最终的电子受体？这些是微生物—腐殖质—矿物相互作用机制的核心科学问题。
2.1 胞外呼吸微生物的电子传递链
“非导电”的微生物膜之所以能够传递电子，关键在于微生物细胞内膜—周质—外膜结构中具有多个不同特征细胞色素c（c-Cyts），它们之间构成了一条由内向外完整的电子传递链，实现电子的胞外传输。以模式菌Shewanella oneidensis MR-1为例，电子由内向外的传递途径如图1所示：


图1 以希瓦氏菌为例，微生物细胞膜上电子传递示意图：各细胞色素c之间相互协作，将电子传递至细胞外
Fig. 1 A schematic diagram of extracellular electron transfer in Shewanella: Electron transfer via interaction with c-type cytochromes

(1)首先，电子经由内膜上的醌类物质传递至内膜上的CymA蛋白[38]，CymA拥有4个Heme结构，其电位范围为-350 ~ 0 mV[39]；(2)CymA的电子通过周质空间的STC （Small tetraheam cytochromec）、FccA （Flavocytochrome）以及ScyA （Monohaem cytochrome c5）蛋白[40]；(3)继而传递至细胞周质与外膜内部的MtrA[41]，MtrA是一个长度达到104Å，宽约50 Å的长条状跨膜蛋白[42]，跨膜部分与MtrB蛋白相结合，MtrB呈折叠状分布于细胞外膜中[43]，与MtrA 结合在一起由细胞外膜外部深入至周质空间，接受CymA传递的电子，并由MtrA的10个Heme负责运输；(4)Heme结构将电子源源不断地传导至细胞膜表面的MtrC或OmcA蛋白[38,43-44]。以MtrC为例，它包含10个Heme结构，各Heme的标准电极电位大约在-312 ~ -44 mV之间，在热力学上满足对外传递电子的要求，能够作用于胞外电子受体，是微生物细胞与外界受体传递电子的重要节点[44]。
微生物由内而外的电子传递，是微生物自身重要的代谢过程，众多c-Cyts构成一个相互协调的整体。研究表明，在蛋白与矿物作用过程中，MtrCAB复合蛋白通过微生物由内而外的电子传递方式运作，较单纯提取的MtrC纯蛋白与矿物反应的速率要高出6个数量级，说明各功能蛋白之间协调的重要性[45]。各c-Cyts之间相互协作，将电子传递至矿物、腐殖质等电子受体，形成完整的胞外呼吸电子传递链，实现胞外呼吸过程。
2.2 微生物与矿物间的“直接电子传递”
电子传递至微生物外膜表面之后，电子向外传递的最直接方式就是外膜细胞色素c与矿物直接接触。以Shewanella属为例，处于细胞膜最外端的MtrC和OmcA将直接负责将电子传递至膜外电子受体。若将MtrC和OmcA敲除，电子传递过程将被阻断，胞外呼吸能力大大减弱[43,46]。在Geobacter属中，与MtrC类似的蛋白是OmcZ, 一个包含8 个Heme的蛋白，敲除它同样会影响c-Cyts与固态电子受体的直接接触，阻断电子传递[47]（图2a）。
[bookmark: OLE_LINK34][bookmark: OLE_LINK35]除了外膜c-Cyts与矿物的直接接触之外，一种携带OmcS蛋白的导电纤毛状物质于2005年在Geobacter属中发现，被命名为纳米导线（Nanowire）[48]。2006年，在S. oneidensis MR-1、蓝细菌等其他菌属中检测到了类似纳米导线的存在[49]。导电原子力显微镜发现，Geobacter所生长出的纳米导线截面具有很强的导电性，是微生物胞外电子传递的重要运输途径，它延长了微生物呼吸电子传递的距离，使得远端的矿物也能被微生物代谢利用[48]。
作为两类重要的胞外呼吸模式菌，地杆菌Geobacter和希瓦氏菌Shewanella的纳米导线在结构上存在很大的差异。研究表明，Geobacter菌的纤毛传递电子类似于金属导体，电子离域在芳香氨基酸交叠的大π键之中完成运输与传递[50]；然而，Shewanella菌的纳米导线并不是纤毛结构，而是细胞外膜与周质向外延伸的一种形式，它并不具有纤毛的电导性，但其表面附着了密集的c-Cyts，c-Cyts之间的电子跃迁使得电子沿着导线传递，并且与外膜的囊泡结构相互作用，形成一种多步骤电子跃迁的导电机制[51-52]（图2b）。
当数量众多的胞外呼吸菌形成生物膜，纳米导线交织在一起时，微生物还能够形成纳米导线网络促进胞外电子的传递；并且，纳米导线与氧化铁交联，共同促进电子的传输，这使得微生物与不溶性矿物之间的作用更为复杂，电子传导的方式也更加丰富[53-54]。这种以纳米导线进行胞外呼吸的方式很可能是地球化学循环中的一种普遍现象，它改善了微生物的厌氧生存环境，在微生物与矿物之间起着不可忽视的作用（图2c）。


图2 微生物与矿物之间的“直接电子传递”方式（包括a. 直接接触；b. 纳米导线；c. 纳米导线网络）
Fig. 2 Direct electron transfer pathways between microbes and minerals (a. Direct contact; b. Nanowires ; c. Nanowire networks)

2.3 微生物—腐殖质—矿物间的“间接电子传递”
腐殖质具有较高的地球化学活性，氧化态腐殖质接受胞外呼吸电子被还原，还原态腐殖质供给电子给矿物被氧化，以“穿梭体”的形式介导微生物与矿物之间的电子传递过程。
自然界中，地表大量存在的可溶性有机物（DOM）以及天然可溶性腐殖质[55]，均能够加速微生物的异化铁还原过程，实现了微生物胞外呼吸电子的远距离和广范围传递。此外，固态腐殖质和生物炭也被证实能够作为穿梭体介导电子传递，生物炭甚至可以在可溶性类腐殖质AQDS存在的条件下，进一步提高异化铁还原速率[56]。电子穿梭效应既可以加速电子传递，又影响矿物的还原形态，如生物炭的存在使得水铁矿的还原产物由磁铁矿转变为菱铁矿[56]。从微生物生态学角度分析，电子穿梭过程还可能影响微生物群落结构。研究表明，生物炭可能促进种间电子传递[57]，并且还具有促进铁还原菌与脱氯菌生长的功能，说明电子穿梭类物质具有重要的生态学意义[58]。腐殖质的电子穿梭过程主要与其氧化还原活性位点相关，与天然腐殖质类似的醌类与非醌物质均具有介导微生物胞外电子传递的作用，包括蒽醌、萘醌、黄素类、刃天青等，均能够促进异化铁还原[23, 59]，同时影响铁还原产物的晶相转变过程，形成不同晶体结构的氧化铁矿物[60]。
[bookmark: OLE_LINK92][bookmark: OLE_LINK36][bookmark: OLE_LINK37]除此之外，微生物还能够分泌类腐殖质物质进行电子穿梭，参与能量代谢[61]。Marsili等[62]研究表明，S. oneidensis MR-1能够分泌黄素类物质。电化学结果显示，将含有微生物生长分泌的黄素类物质的培养液加入新的反应体系，反应体系所产生的电流在短时间内增加大约5 倍，表明微生物分泌物黄素类物质大大加速了MR-1 的胞外电子传递[62]。MR-1分泌的黄素类物质主要是RF（Riboflavin，核黄素）和FMN （Flavin mononucleotide，黄素单核苷酸） [63]，其分泌受到“bfe(SO_0702)”基因的控制[64]。据估算，MR-1用于合成黄素类物质消耗ATP的速度只占细菌总ATP消耗的约0.1%，是一种低耗能的胞外呼吸促进方式[62]。这就意味着，微生物自身分泌类腐殖质作为电子穿梭体的行为，可能是微生物主动打破与矿物的物理隔离的本能行为，是自然界普遍存在的代谢形式。这种代谢形式在其他微生物中也已被证实，Shewanella algae BrY可以分泌黑色素作为电子穿梭体加速异化铁还原过程[65]。Pseudomonas aeruginosa KRP1能产生绿脓菌素—吩嗪类物质进行电子穿梭，并且，所产生的绿脓菌素还能被其他微生物所利用[66]。这类种间的协作将影响其他微生物的胞外呼吸，可能在促进自身代谢的同时改变环境微生物群落的组成与结构[67]。
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK3]电子穿梭包含三种主要的传递形式：第一种方式，腐殖质通过扩散作用往返穿梭于矿物与微生物表面，与外膜MtrC、OmcA等c-Cyts直接接触发生氧化还原，从而传递电子[68]（图3a），这是目前认可的最重要的电子穿梭形式。第二种方式，由于小分子的类腐殖质能够渗透到微生物膜内部，因此，穿梭体能与细胞膜内的c-Cyts作用，甚至渗入细胞内部参与代谢，最后将电子携带至外部固态电子受体，完成整个胞外呼吸过程[43,69]（图3b）；可能正是这个原因，使得不含外膜c-Cyts的大肠杆菌[70]以及细胞壁较厚的革兰氏阳性菌[71]也具有异化金属还原功能。然而，或许是由于这种途径的重要性有限，与之相关的研究仍相对较少。第三种方式，最新研究结果表明，穿梭体还能通过与微生物的结合与分离，调控微生物的胞外呼吸过程。当MR-1分泌的黄素类物质存在时，通过差分脉冲伏安扫描所得到的外膜c-Cyts电位值由+50 mV负移至-145 mV，电位负移使得微生物还原驱动力增强，胞外呼吸能力提高；顺磁共振结果显示，这种电位的负移来源于黄素类物质与微生物外膜的MtrC结合，形成了c-Cyts-半醌复合物[72]（图3c），c-Cyt-半醌复合物随着微生物代谢的强弱而形成与消散，从而改变微生物的表面电位，调控着微生物的呼吸过程。这种结合态半醌机理随后在地杆菌属中也被发现，可能是一种新的普遍的微生物自我调节代谢方式[73-74]，但是电子如何从这种c-Cyts-半醌复合物传递至矿物表面，是继续穿梭？还是直接接触矿物传递？以及这个过程对微生物的重要性如何？目前仍不是很清楚。


注：“ESs”代表电子穿梭体 Note: ESs means electron shuttles
图3 微生物与矿物之间的“间接电子传递”方式（包含a.穿梭体与细胞膜表面c-Cyts作用的穿梭过程；b.穿梭体渗透细胞外膜的穿梭过程；c. 穿梭体与c-Cyts结合形成半醌复合物传递电子的过程）
Fig.3 Indirect electron transfers between microbes and minerals (a. ESs reaction with c-Cyts on cell surface; b. ESs permeate into membrane; c. ESs combined with c-Cyts to form semiquinone compounds on cell surface)

胞外电子传递的热力学与动力学
微生物—腐殖质—矿物相互作用的胞外电子传递热力学与动力学，能够回答胞外电子传递过程的能量变化与速率问题，是解释此过程机理的另一关键。
3.1 胞外电子传递热力学


热力学主要研究物质系统的能量变化，从而对化学反应的方向和进程作出准确的判断。根据方程△G= - nEF（△G 为自由能变化，n代表电荷转移数，E为电极电势，F为法拉第常数），从反应电势E的变化入手，可利用电化学手段研究胞外电子传递过程的热力学状况。根据能斯特方程：，如果已知反应物的标准电极电位，同时测量出反应物的氧化态与还原态的比值，即可计算其实际电势值，从而判断其反应趋势。
[bookmark: OLE_LINK90][bookmark: OLE_LINK91]然而，在微生物胞外电子传递过程中，c-Cyts的氧化还原状态并不容易测量。常用的分子生物学手段，如RNA表达量分析、转录组分析等，均只能获得c-Cyts的总量变化。幸运的是，c-Cyts中含有大量血红素基团，该基团在410 ~ 419 nm、 522 nm以及 550 nm处具有较强吸收，因此，可以采用这些吸收峰来测试c-Cyts的状态变化，并结合电化学手段测试纯外膜蛋白的光谱电化学性质[75-76]。然而，活体蛋白与分离纯化的蛋白并不相同，活体细菌是大颗粒，细胞表面强烈的散射光干扰带来很高的背景吸收，普通光谱测试无法顺利进行。近年来，利用紫外―可见漫透射光谱技术中的积分球扣除散射光背景，从方法学上解决散射光背景吸收问题，活体c-Cyts测试得到应用。Nakamura 等[76]首次采用紫外―可见漫透射光谱测试了希瓦氏菌c-Cyts的氧化还原性质变化。Liu等[77]将生物膜负载在透明导电电极表面，在特定电压条件下实时监测生物膜光谱信号的变化，首次将电化学信号与活体细菌中的c-Cyts变化关联起来。
在此基础上，Wu等[78]利用漫透射光谱法，原位研究了Shewanella putrefaciens 200的胞外电子传递过程，发现AQDS等类腐殖质的标准电极电位和平衡状态下氧化/还原物种比例是决定电子穿梭过程反应驱动力以及能量损耗的主要因素。氧化还原物种比例影响表观电极电位Eh，从而影响着穿梭体与电子受体之间的电势差，决定电子传递反应的驱动力[78]。此过程的电势差主要以热能的形式散失，因此成为了穿梭过程能量损失的主要来源，其电势损失表达式如下：

                       （1）


式中，以及分别代表c-Cyts与腐殖质穿梭体的标准电极电位，而red与ox则分别代表还原态与氧化态。可见，腐殖质的标准电极电位及其氧化还原状态，将直接决定此过程电势损失的大小。
[bookmark: OLE_LINK122][bookmark: OLE_LINK123][bookmark: OLE_LINK75][bookmark: OLE_LINK76][bookmark: OLE_LINK77][bookmark: OLE_LINK78][bookmark: OLE_LINK81]标准电极电位和氧化还原反应平衡又共同决定了腐殖质的电子穿梭容量（Electron transfer capacity, ETC，包括电子供给容量（Electron donor capacity, EDC）和电子接收容量（Electron acceptor capacity, EAC））。研究表明，腐殖质的ETC与其穿梭介导铁还原的能力呈显著正相关关系，电子穿梭容量越大，其铁还原穿梭介导能力越强，微生物铁还原速率越快[59,79]。电子接收容量（EAC）可简化理解为如下方程：

                                 （2）
式中，[Humred]代表还原态腐殖质的量，[Humox]代表氧化态腐殖质的量。由于[Humred]:[Humox]将直接影响Eh值， EAC的实质仍然与表观电极电位直接相关，EAC对腐殖质穿梭过程影响的本质仍然归结于反应过程实际的表观电极电位的改变。热力学的分析，从驱动力的角度解析了反应体系能量损失规律，从分子层面揭示了电子穿梭体介导的胞外电子传递的驱动机制。
3.2 胞外电子传递动力学
与反应过程能量变化相对应的，是反应的传质与速率问题。微生物胞外电子传递过程中，传递速率的大小将决定传递方式的效率。若将已发现的胞外电子传递方式分为三类：直接接触的电子传递、穿梭体介导的电子传递以及纳米导线和纳米导线网络传递，从动力学的角度，需要解释一个重要的疑问：三种传递方式哪一种最有效率？
2008年，Torres等[80]根据莫诺方程推导出了微生物燃料电池模拟体系中微生物直接电子传递过程的传递效率。

                              （3）
[bookmark: OLE_LINK124][bookmark: OLE_LINK125]式中，Lfa为微生物膜的厚度；Xf代表有活性的生物量浓度；qmax为最大底物利用速率；γs为转化因子，有活性的生物量按2.8×105 g dwt m-3计算，γs为860 mg BOD cm-3 d-1[80]；最大底物利用速率大约为72 mmol e-g-1dwt h-1 [81-82]。由于生物膜厚度过大时外部电子无法顺利直接传递至受体电极，Lf最大只能达到大约2 μmol L-1，因此，由于表面生物量的限制，直接电子传递方式所能得到的最大电流效率jmax大约为0.24 A m-2。
[bookmark: OLE_LINK88][bookmark: OLE_LINK89]对于穿梭体介导的过程，无论穿梭体与微生物或穿梭体与电子受体之间的反应速率多么高效，穿梭体介导始终受到扩散作用的限制，这一过程必定满足菲克扩散定律，其最大电流密度j如下所示：

                                     （4）
[bookmark: OLE_LINK84][bookmark: OLE_LINK85]式中，Δz为扩散距离，在由微生物自然产生穿梭体的体系中，由于穿梭体浓度较低，仅1 μmol L-1级别[62]，Δcshuttle为浓度梯度，按最大浓度梯度计算，为1 μmol L-1；若穿梭体要穿过1 μm的微生物膜，Δz大约按1 μm计算；Dshuttle为扩散系数，常见类腐殖质的扩散系数近似于葡萄糖的扩散系数，Dshuttle≈ Dglucose [83]，代入数据计算得到的最大电流密度仅为0.13 Am-2，其最大电流密度仍然有限。
此外，纳米导线过程，Marcus等[84]进行了动力学建模，若将纳米导线视为一种半导体物质，则其满足欧姆定律，电流密度j符合以下公式：

                                      (5)
[bookmark: OLE_LINK86][bookmark: OLE_LINK87]式中，EOM为细胞外膜电位，Einterface为电极表面电位，△z为导电距离，κbio为纳米导线电导率。电流密度如果要达到A m-2级别，纳米导线的电导率κbio必须满足 > 10-3 mS cm-1。Torres等[80,85]利用Nernst-monod方程拟合阳极微生物膜导电过程，结果表明，导电微生物膜的电导率达到了0.05 mS cm-1，佐证了纳米导线或类纳米导线过程高电导率的可能性，而实测值也表明，微生物所产生的电流密度是能够达到10 A m-2级别的，这也从侧面证实了纳米导线机制或其他固态物质构建的类纳米导线机制高传递效率的可能。
微生物胞外电子传递动力学的研究，从电子传递速率以及传质速率的角度解析了不同途径的传递区别，增进了胞外呼吸过程的基础理解。
胞外电子传递的研究方法
胞外呼吸微生物—腐殖质—矿物间电子传递过程研究的难点在于“四多”：多要素相互作用、多元素循环、多过程耦合和多界面反应。因此，需要综合国内外现有技术方法，解决原位、在线、活体观测等技术难题。
[bookmark: OLE_LINK107]4.1  电化学与光谱电化学技术研究胞外电子传递动力学与热力学机制
电化学分析手段被用于解决微生物—腐殖质—矿物间电子传递的通量、速率、阻力和氧化还原电位等基本信息。借鉴微生物燃料电池的基本原理，以微生物反应池为阳极、矿物修饰电极为阴极，能够实时在线监测微生物—矿物间的电子传递库伦量。循环伏安法能够直观地获得微生物外膜c-Cyts的氧化还原电位[86]，根据不同扫速下峰电位的偏移，采用Bulter-volmer方程，可以计算微生物胞外电子传递的速率[87]，定量描述胞外电子传递动力学机制。电化学阻抗谱法是测试微生物—矿物间的电子传递阻力的有力工具[88]，通过模拟电路的构建可以了解体系各部分传递的阻力来源。
除此之外，差分脉冲伏安法被成功运用于c-Cyts与核黄素结合态物质的表征，半峰宽的变化以及峰位置的改变，预示着电子传递数量从2个电子转变至1个，佐证了核黄素以半醌形式在c-Cyts上结合的机制[62,74]。
电化学还可以与原位漫透射光谱技术联用，在测试电位的同时观察外膜c-Cyts氧化还原光谱变化，这使得外膜c-Cyts的氧化还原平衡研究成为可能，丰富了微生物与电活性物质作用的热力学数据，为胞外电子传递过程热力学模型的建立提供了条件[78]。
4.2  分子生物学技术研究外膜功能蛋白
[bookmark: OLE_LINK93][bookmark: OLE_LINK94]微生物胞外电子传递过程在很大程度上受细胞膜结构、分泌物以及膜外构造的影响，异化铁还原以及腐殖质还原过程中，敲除编码某些蛋白的基因片段后，如MtrC、MtrA、MtrB、Omc [38]、OmcF [89]、OmcB [90]、menC [7]等，微生物铁还原和腐殖质还原能力均大大下降，证明了这些蛋白在胞外呼吸过程中的关键作用；敲除纤毛基因pili以及OmcS等基因，则证实了地杆菌纳米导线与纤毛存在的直接关系，以及c-Cyts在纳米导线表面起到的电子传递作用[48-49,91]；此外，转录组学以及RNA反转录定量PCR的运用则可进一步阐明微生物基因表达与其胞外电子传递能力的定量关系[29,92]。可见，以基因敲除技术控制变量，电化学作为电子传递的表征手段，结合转录组学以及RNA表达定量分析，可针对外膜功能蛋白开展胞外电子传递机理的深入研究。
4.3 显微技术研究胞外电子传递的纳米导线与作用位点
研究胞外电子传递的常用显微技术包括透射电子显微镜（TEM）[48]、扫描电子显微镜（SEM）[49]、原子力显微镜（AFM）[48]、激光共聚焦显微镜（CSLM）[91]、免疫荧光成像技术[51]以及抗体识别力显微镜（Ig-RFM）[93]等。
显微技术在胞外电子传递中最重要的应用是发现并深入研究微生物纳米导线机制。纳米导线的发现源于透射电镜拍摄到Geobacter metallireducens生长出连接到氧化铁表面的细丝，导电原子力显微镜证实了这种细丝的电导性[48]。并且，El-Naggar等[94]突破性地将显微技术与电化学联用，检测到纳米导线切断前后微生物胞外电子传递的情况，用直接证据证实了纳米导线在胞外呼吸中的作用。近期，运用免疫荧光成像阐明了希瓦氏菌与地杆菌属纳米导线机制的差异，剖析了希瓦氏菌纳米导线的“电子跃迁机制”，使得纳米导线得到了较为透彻的认识[51]。
4.4 时间分辨光谱法研究功能蛋白与底物间的分子反应动力学
胞外呼吸功能蛋白与Fe(III)的反应动力学是铁还原胞外电子传递的核心科学问题之一。近年来，瞬态动力学技术可提供重要的研究手段[95]，Qian等[75]和Ross等 [45]采用停流光谱仪（Stopped-flow）对功能蛋白与Fe(III)之间的快速反应动力学进行了研究，获得了c-Cyts与不同电子受体在0.1秒内的反应动力学数据，为快速反应动力学模型的建立提供了可能。
[bookmark: OLE_LINK103][bookmark: OLE_LINK105]需要重点关注的科学问题与展望
微生物—腐殖质—矿物胞外电子传递过程的研究，是解析元素生物地球化学循环的关键一环，也是理解地球表层微生物、矿物和有机质环境行为的关键。对于此过程，有以下几个值得关注的方面：
5.1胞外呼吸微生物类群的认知、资源发掘和分布规律
[bookmark: OLE_LINK51][bookmark: OLE_LINK52]胞外呼吸菌不是一个分类学上的概念，而是具有胞外呼吸能力的微生物的统称。受技术所限，缺乏对胞外呼吸菌共同的遗传学特征与进化特征的认知；目前还欠缺有效的分子生物学技术鉴定环境中的所有胞外呼吸菌类群，因此，也无法认知其在环境中的分布规律。此外，我国报道的模式菌株较少。稻田与富营养化湖泊是我国典型的厌氧生态系统，人为干扰强烈，大量的碳氮营养输入[96]，我国应加强稻田与湖泊胞外呼吸微生物资源的挖掘与研究[97-98] 。
5.2外膜功能蛋白结构及其电子传递功能 
微生物胞外呼吸相关蛋白的表达水平、结构与电子传递功能的关系是胞外电子传递动力学和热力学关注的核心科学问题，也是难点。采用分离纯化技术获取外膜蛋白，是研究功能蛋白结构域性质的有效手段[43,75]。然而纯化蛋白与活体细菌中的蛋白存在较大差异[45,76]。直接测试活菌中功能蛋白含量可为胞外电子传递热力学研究提供真实可靠的依据。此外，采用先进的分子生物学手段，构建胞外呼吸菌的基因组学和蛋白组学信息库，有助于从分子、基因与蛋白水平阐明胞外电子传递机制。
5.3 腐殖质结构及其电子传递功能
腐殖质加速胞外电子转移的能力一方面受其氧化还原电位（E0）控制，另一方面，近期研究表明该能力还受其电子穿梭容量控制[79]。Aeschbacher等[99]建立了完善的腐殖质电子穿梭能力的测试方法，对于腐殖质电子传递能力与其结构和活性的关系研究提供重要方法基础。腐殖质能够大大增加水稻土中具有胞外呼吸功能的地杆菌、脱卤素杆菌与脱亚硫酸菌的丰度，这说明腐殖质具有胞外呼吸功能菌激活剂的作用[58]。因此，土壤腐殖质的结构与电子传递功能的关系，以及腐殖质结构与具体功能微生物群落之间的关系，均是需要重点关注的科学问题。
5.4 矿物结构及其胞外电子传递功能
前期研究表明，矿物的比表面积、颗粒尺寸和溶解性等性质直接影响微生物与矿物间的电子传递过程；近期研究表明，矿物的半导体性质也在微生物与矿物间的胞外电子传递过程中起着重要作用[53,100]。矿物半导体导带可以介导胞外电子传递，从而影响微生物与电子受体之间的反应速率；不同矿物具有不同的导带能级，从而导致同一微生物在不同矿物体系中电子传递能力的差异，这些机制目前尚缺乏系统深入的研究。另一方面，土壤体系中，矿物作为电子受体，反过来影响微生物的活性与丰度，甚至作为微生物激活剂，促进某些功能微生物的生长，这些作用机制是需要关注的重要科学问题[37]。
5.5胞外电子传递的热力学与动力学模型
胞外电子传递的本质是外膜蛋白、电子穿梭体和电子受体之间的氧化还原反应，以往的研究多以效应为主，分子反应热力学与动力学研究尚不系统。要建立分子层面的反应热力学与动力学理论模型，需要定性解析胞外电子传递链式反应，获得各步骤的基元反应方程；同时需要从电子、分子（蛋白）和单菌的水平，结合时间分辨，综合运用光谱学、电化学和生物信息学技术相结合的新方法，获得各关键活性物种的反应动力学与热力学信息。在此基础上，将理论与实验分析相结合，建立反应模型，定量描述胞外电子传递机制。
5.6 胞外电子传递与重要环境过程的耦合效应
已有大量的研究结果表明，微生物—腐殖质—矿物间的相互作用与土壤中有机碳矿化、温室气体排放、养分循环和污染物转化等关键生物地球化学过程密切相关[5,17,16,26]。如何阐明微生物、腐殖质、矿物等要素在这些过程中的角色与功能，是地球科学关注的重点，也是运用微生物—腐殖质—矿物间的电子传递微观机制，解释其生物地球化学效应的重要前提。需要重点关注的环境过程包括：中性厌氧亚铁氧化耦合二氧化碳还原、铁循环耦合砷/镉等重金属的环境行为、异化铁还原耦合有机碳的矿化以及铁循环耦合氮循环等。
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[bookmark: OLE_LINK166][bookmark: OLE_LINK157][bookmark: OLE_LINK158]Abstract  The process of microbial extracellular electron transfer (EET) is an important driving force of element cycling and energy exchange in epigeosphere. While the previous studies focused on the interaction between soil particles and ions, recently, the biogeochemical processes of the EET among microbe–humus–mineral received widespread attention. The current EET studies enlightened us with new insights into the epigeosphere from the perspectives of chemistry and microbiology. 
Since microbes, humus and minerals are very essential factors of the biogeochemical processes on earth surface system via their interactive redox reactions, the main aim of this review is to reveal the detailed mechanism of the EET among microbe–humus–mineral and illustrate their biogeochemical significances on the earth surface system. The paper introduces, first, pathways via which electrons flow from inside to outside of a microbial cell, and then, two pathways via which electrons transfer from the surface of microbes to humus and minerals: (i) direct electron transfer, including direct contact and nanowires; (ii) indirect electron transfer mediated by humus, including “electron shuttling processes” and processes of bonding between humus and membrane c-type cytochromes. 
In this review, based on the key processes and key factors of the thermodynamics, energy transport processes of the whole EET chain of the microbe–humus–mineral system was discussed on a theoretical basis. The importance of redox state of c-type cytochromes on EET was highlighted through those discussions, which suggests that the standard redox potential (E0) and electron transfer capacity (ETC) of humus play dominant roles in the humus-mediated electron shuttling processes. Furthermore, the mass transfer and reaction rates under molecule level are also analyzed using a kinetic approach, which suggests that mediated nanowire-network-mediated electron transfer might be the most efficient way for facilitating EET processes.
In this field, there are several new technical means available to solve the key scientific issues, including: (i) spectroelectrochemistry, combining electrochemistry and spectroscopy, is a useful approach for correlating thermodynamics and kinetics; (ii) molecular biology techniques are essential for recognizing the functional proteins responsible for EET processes; (iii) high-resolution imaging techniques are very conducive to the study on micro-structure of the nanowires; and  (iv) time-resolved techniques are essential to determination of the rapid reaction occurring in the EET processes.
To sum up, the future studies in this field should encompass the following four aspects: (i) studies related to extracellular respiring bacteria, which may help build a complete picture of the bacterial community, and will be helpful for the reorganization of other unknown strains; (ii) The summary on the functions of the proteins responsible for EET will help understanding their roles in this EET process; (iii) The discussion on humus and minerals, especially their structure, can improve the understanding of their functional mechanism and highlight their microbial ecological significances; (iv) The modeling of EET processes from thermodynamics and kinetics can provide a quantitative understanding of the intrinsic factors controlling EET processes.
[bookmark: OLE_LINK170]Key words  Extracellular electron transfer; Microbes; Mineral; Humus; Thermodynamics; Kinetics
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