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摘要:研究了纳米级零价铁(ｎＺＶＩ)存在下克雷伯氏菌(Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｓｐ.－ＬＪＢ２)的厌氧反硝化作用及其机理ꎬ采用血清瓶装置ꎬ
接种克雷伯氏菌快速启动短程反硝化进程ꎬ在此基础上添加纳米级零价铁(ｎＺＶＩ)ꎬ构建了加铁的短程反硝化反应封闭装置ꎮ
阐明了 ｎＺＶＩ 和 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｓｐ.－ＬＪＢ２ 之间的相互作用和脱氮贡献率ꎬ探究了不同 Ｃ / Ｎ 比、不同 ｐＨ 脱氮效能的影响机制及微生物

种群响应特性ꎮ ｎＺＶＩ 加速了硝态氮和氨氮的去除ꎬ减少了亚硝酸盐氮的积累ꎮ ｎＺＶＩ 投加量是影响厌氧反硝化效果的关键因

素ꎮ 结果表明ꎬｎＺＶＩ 可以有效提高废水中的氮去除率ꎮ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｓｐ.－ＬＪＢ２ 的电子转移效率得到增强ꎮ ｎＺＶＩ 还刺激了厌氧反

硝化过程中反硝化酶及相关基因的表达ꎮ
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　 　 微生物脱氮是治理水体氮污染的一种经济有效

的手段ꎬ传统的废水脱氮工艺主要依赖于硝化和反

硝化过程ꎮ 铁是环境中普遍存在的金属元素ꎬ也是

微生物所需的重要微量元素之一ꎮ 在微生物氮循环

网络中ꎬ铁在 ＤＮＡ 合成、酶合成、能量代谢和细胞呼

吸的许多酶反应中起着至关重要的作用[１]ꎮ 此外ꎬ
铁可以作为无机电子供体ꎬ增强微生物代谢活性ꎬ从
而提高微生物群落的稳定性[２]ꎮ Ｆｅ、Ｆｅ２＋ 和 Ｆｅ３＋ 通

常被添加到生物处理系统中ꎬ以富集反硝化细菌并

增加生物脱氮[３－４]ꎮ 硝酸盐是污水处理厂污水中氮

的主要形式[５]ꎮ Ｗａｎｇ 等[６] 构建建筑信息模型－数
字原生建筑格式(ＢＩＭ－ＤＮＢＦ)系统ꎬ发现生物量是

促进 Ｆｅ３＋还原为 Ｆｅ２＋的关键因素ꎬ从而推动铁自养

反硝化反应的发生ꎮ 铁介导的自养反硝化系统已成

功克服有机碳限制并用于反硝化[７]ꎬ与颗粒零价铁

(Ｆｅ０)相比ꎬｎＺＶＩ(纳米零价铁)具有更大的比表面

积和更高的表面活性ꎬ提高了集成铁微生物系统的

反硝化效率[８]ꎮ Ｆｅ０ 去除硝酸盐氮(ＮＯ－
３－Ｎ)的过程
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中ꎬ同时存在化学反应和生物协同作用:非生物还原

作用将 ＮＯ－
３－Ｎ 转化为氨氮(ＮＨ＋

４ －Ｎ)ꎻ而生物还原

则以 Ｆｅ０ 厌氧腐蚀产生的氢气(Ｈ２)作为电子供体ꎬ
以 ＮＯ－

３－Ｎ 作为电子受体ꎬ通过自养反硝化作用生成

氮气(Ｎ２) [９]ꎮ
尽管反硝化菌在废水脱氮中展现出重要的工程

应用价值ꎬ但目前对其生理生化特性、代谢机理以及

在实际工程中的应用仍存在许多未解之谜ꎮ 例如ꎬ
部分厌氧反硝化菌的纯培养困难ꎬ限制了对其代谢

途径的深入研究ꎻ同时ꎬ厌氧反硝化菌在不同废水类

型和环境条件下的适应性和稳定性尚需进一步验

证ꎮ 基于此ꎬ本研究通过构建单一反硝化菌系统ꎬ研
究纳米铁对反硝化的影响ꎮ 厌氧反硝化菌的应用不

仅可以降低运行成本ꎬ还能减少温室气体排放ꎬ具有

显著的环境和经济效益ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与化学药品

兼性厌氧反硝化菌来源于太原理工大学环境与

生态学院实验室筛选纯化的菌株ꎮ 在基础反硝化

(ＤＭ)培养基(１ Ｌ 超纯水ꎬ含 ０􀆰 ４６８ ８ ｇ Ｃ６Ｈ１２Ｏ６、
０􀆰 ６０７ ２ ｇ ＮａＮＯ３、 ０􀆰 ４ ｇ Ｋ２ＨＰＯ４􀅰３Ｈ２Ｏ、 ０􀆰 ２０ ｇ
ＫＨ２ＰＯ４、０􀆰 １ ｇ ＮａＣｌ、１ ｇ ＭｇＣｌ２ 和 ０􀆰 １ ｍＬ 微量元素

溶液) 中ꎬ以 ３０℃ 和 １２０ ｒ / ｍｉｎ 的条件培养细菌ꎮ
ＮＯ－

３－Ｎ 为细菌提供氮资源ꎮ 纳米级零价铁(ｎＺＶＩꎬ
１００ ｎｍꎬ纯度为 ９９􀆰 ９％)购自上海茂果纳米科技有

限公司ꎮ 其他化学试剂(分析纯)购自中国国药化

学试剂有限公司ꎮ
１􀆰 ２　 纳米颗粒增强实验

在营养肉汤(ＬＢ)培养基(蛋白胨 １０ ｇꎬ牛肉膏

５ ｇꎬ氯化钠 ５ ｇꎬ１ Ｌ 培养基)中培养厌氧反硝化菌ꎬ
当细胞质量浓度为 ３ ｇ / Ｌ 时ꎬＯＤ６００为 １􀆰 ２０ꎬ然后将

１０ ｍＬ 细胞液加入到 ２００ ｍＬ ＤＭ 培养基中ꎮ 同时ꎬ
在菌液中加入不同量的 ｎＺＶＩꎬ在 ３０℃、１２０ ｒ / ｍｉｎ 的

条件下培养 ２４ ｈꎮ 培养基中化学需氧量(ＣＯＤ)、
ＮＯ－

３－Ｎ 的初始浓度分别为 ５００、１００ ｍｇ / Ｌꎮ 通过改

变 ｎＺＶＩ 的浓度(１０、５０、１００、２００、２５０ ｍｇ / Ｌ)、Ｃ / Ｎ
(３、５、７、９、１１ꎬ培养基中 Ｃ、Ｎ 元素质量比)及 ｐＨ(５、
７、９、１０)ꎬ研究其对厌氧反硝化效果的影响ꎮ 在本

研究中ꎬ碳氮比通过改变培养基中碳源(无水葡萄

糖)含量来调节ꎮ
１􀆰 ３　 酶测定

测定了克雷伯氏菌反硝化过程中反硝化酶和辅

酶Ⅰ的活性ꎮ 将菌液以 ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ用

０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸盐缓冲液(ＰＢＳꎬｐＨ ＝ ７􀆰 ４)洗涤细胞

沉淀ꎮ 重悬后ꎬ用超声(４℃ꎬ２０ ｋＨｚ)处理 ５ ｍｉｎꎬ然
后离心(１２ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ１０ ｍｉｎ)ꎮ 之后立即用试剂盒

测定所得上清液中 ＮＡＰ(硝酸盐还原酶)、ＮＩＲ(亚
硝酸盐还原酶)和辅酶Ⅰ(烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

(ＮＡＤＨ) / ＮＡＤ＋)的水平ꎮ 检测步骤严格按照制造

商的说明进行ꎮ ＮＡＰ、ＮＩＲ 检测试剂盒由中国南京

建成生物工程研究所提供ꎬＮＡＤＨ 检测试剂盒由白

鲨 ＢＩＯＳＨＡＲＰ ＬＩＦＥ ＳＣＩＥＮＣＥＳ 提供ꎮ 本研究中所

有实验均为 ３ 次重复ꎮ
１􀆰 ４　 电子传递系统活性测定

电子传递系统活性(ＥＴＳＡ)与呼吸的测定:采用

下述方法检测 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｓｐ. －ＬＪＢ２ 的 ＥＳＴＡ[１０]ꎮ 取

１０ ｍＬ 菌液ꎬ以 ６ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后ꎬ用 １０ ｍＬ
０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＰＢＳ 缓冲液洗涤 ３ 次ꎮ 在 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ
ＰＢＳ 缓冲液中重悬后ꎬ与 １ ｍＬ 氯化碘硝基四唑混

合ꎮ 在黑暗中孵育 ３０ ｍｉｎꎬ振荡培养(２００ ｒ / ｍｉｎ)氧
化成哌醋甲酯ꎬ然后加入 １ ｍＬ 甲醛终止反应ꎮ 加入

５ ｍＬ 甲醇振荡提取 １０ ｍｉｎꎬ然后离心(８ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ
１０ ｍｉｎ)ꎮ 用紫外－可见分光光度计测定上清液在

４９０ ｎｍ 处的吸光度ꎮ
１􀆰 ５　 转录组分析

为了研究 ｎＺＶＩ 对反硝化的反应ꎬ对 ｎＺＶＩ(Ｋ１
为添加 ｎＺＶＩ 的处理组) 影响下的 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｓｐ. －
ＬＪＢ２ 菌进行了转录组学分析ꎮ 使用 ＮＯ－

３ －Ｎ 作为唯

一的氮资源ꎮ 对照组(ＣＫ)为未添加铁元素的培养

体系ꎮ 使用 ＲＮＡ － ｓｅｑ 技术进行转录组学分析ꎮ
ｎａｐＡ、ｎｉｒＣ、ｎｏｒＶ 和 ｎｉｒＢ 是厌氧反硝化基因ꎬｎｉｆＪ 基

因与铁氧还蛋白氧化还原酶有关ꎮ 它们还参与铁代

谢的调节ꎮ 上述基因的表达水平通过上海美吉生物

技术有限公司的原核转录组测序分析测定ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 纳米零价铁对脱氮的增强作用

２􀆰 １􀆰 １　 不同纳米铁用量的影响

ｎＺＶＩ 具有更大的比表面积和更高的吸附性能

和还原活性[１１]ꎮ 在厌氧反硝化过程中ꎬＮＯ－
３ －Ｎ 还

原为 ＮＯ－
２ －Ｎ 和 ＮＨ＋

４ －Ｎ[１２]ꎮ 在没有 ｎＺＶＩ 的情况

下ꎬ克雷伯氏菌在 １２ ｈ 内完全消除了 ＮＯ－
３ －Ｎꎬ而

１００ ｎｍ ｎＺＶＩ 的存在加速了厌氧反硝化菌对 ＮＯ－
３ －Ｎ

的消除ꎮ 不同纳米铁投加量对兼性厌氧反硝化的促

进效果如图 １ 所示ꎮ 当用量为 ２００ ｍｇ / Ｌ 时ꎬ１００ ｎｍ
ｎＺＶＩ 对克雷伯氏菌降解 ＮＯ－

３－Ｎ 的影响明显ꎮ

􀅰１２１􀅰
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如图 １(ａ)所示ꎬ４ ｈ 内硝氮快速下降ꎬ转化为亚

硝态氮及氨氮ꎮ 可以看出加入 ２００ ｍｇ / Ｌ 的纳米铁

可有效促进硝态氮降解ꎬ与单一克雷伯氏菌相比ꎬ
ｎＺＶＩ 与细菌共存导致 ＮＯ－

２ －Ｎ 的积累量和 ＣＯＤ 的

去除量增加ꎮ 结果表明ꎬ高浓度的 ｎＺＶＩ 对厌氧反硝

化有显著促进作用ꎮ 反应 １２ ｈ 后ꎬ添加 ２００ ｍｇ / Ｌ
纳米铁ꎬＮＯ－

３ －Ｎ 去除率达 ９３􀆰 ２５％ꎮ 此外ꎬ高剂量

ｎＺＶＩ 的增强效果无显著差异ꎮ ｎＺＶＩ 的用量太低ꎬ

不能提供足够的电子来还原 ＮＯ－
３ －Ｎꎬ也不能刺激细

菌呼吸和促进酶的活性ꎮ 图 １(ｂ)、(ｃ)为添加不同

浓度纳米铁后亚硝酸盐与铵盐的变化ꎮ 如图 １(ｄ)、
(ｅ)ꎬ厌氧反硝化过程中 ＣＯＤ、细胞生长和 ＯＤ６００的

变化与去除 ＮＨ＋
４ －Ｎ 过程相同ꎮ 细菌在生长过程

中ꎬ利用碳资源和 ＮＨ＋
４ －Ｎ 生物合成细胞内的有机

物在副球菌细胞中添加 ｎＺＶＩꎬ当 ｎＺＶＩ 浓度为 ５０
ｍｇ / Ｌ 时ꎬ对 ＮＯ－

３－Ｎ 的去除率达到 ８５􀆰 ２％[１３]ꎮ

１—０ ｍｇ / Ｌꎻ２—１０ ｍｇ / Ｌꎻ３—５０ ｍｇ / Ｌꎻ
４—１００ ｍｇ / Ｌꎻ５—２００ ｍｇ / Ｌꎻ６—２５０ ｍｇ / Ｌ

(ａ)ＮＯ－
３ －Ｎ

１—０ ｍｇ / Ｌꎻ２—１０ ｍｇ / Ｌꎻ３—５０ ｍｇ / Ｌꎻ
４—１００ ｍｇ / Ｌꎻ５—２００ ｍｇ / Ｌꎻ６—２５０ ｍｇ / Ｌ

(ｂ)ＮＯ－
２ －Ｎ

１—０ ｍｇ / Ｌꎻ２—１０ ｍｇ / Ｌꎻ３—５０ ｍｇ / Ｌꎻ
４—１００ ｍｇ / Ｌꎻ５—２００ ｍｇ / Ｌꎻ６—２５０ ｍｇ / Ｌ

(ｃ)ＮＨ＋
４ －Ｎ

１—０ ｍｇ / Ｌꎻ２—１０ ｍｇ / Ｌꎻ３—５０ ｍｇ / Ｌꎻ
４—１００ ｍｇ / Ｌꎻ５—２００ ｍｇ / Ｌꎻ６—２５０ ｍｇ / Ｌ

(ｄ)ＯＤ６００

１—０ ｍｇ / Ｌꎻ２—１０ ｍｇ / Ｌꎻ３—５０ ｍｇ / Ｌꎻ
４—１００ ｍｇ / Ｌꎻ５—２００ ｍｇ / Ｌꎻ６—２５０ ｍｇ / Ｌ

(ｅ)亚硝酸盐积累率

１—０ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ２—１０ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ
３—５０ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ４—１００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ
５—２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ６—２５０ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩ

(ｆ)反硝化速率

图 １　 不同浓度纳米零价铁对 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｓｐ.－ＬＪＢ２ 的氮去除影响

２􀆰 １􀆰 ２　 Ｃ / Ｎ 的影响

高 Ｃ / Ｎ 比有利于厌氧反硝化ꎬ且 ＮＯ－
３ －Ｎ 去除

率较高[１４](图 ２)ꎮ Ａ.Ｊｕｎｉｉ 是一种好氧反硝化细菌ꎬ
当 Ｃ / Ｎ 比高时ꎬ它可以更有效地传输电子[１５]ꎮ 当

Ｃ / Ｎ 过低时ꎬｎＺＶＩ 只能在有限范围内促进厌氧反硝

化过程和反硝化速率ꎮ 当碳源不足时ꎬＮＯ－
３ －Ｎ 和

ＮＨ＋
４－Ｎ 都不能被充分利用ꎮ 高 Ｃ / Ｎ 意味着细菌可

以利用更多的碳资源ꎬ通过代谢产生更多的能

量[１６]ꎮ 当 Ｃ / Ｎ 为 ３ 时ꎬ培养 １２ ｈꎬ该菌株 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｓｐ.－ＬＪＢ２ 对 ＮＯ－

３ －Ｎ 的去除率仅为 ６０􀆰 ８２％ꎬ对 ＮＯ－
３ －

Ｎ 的降解受到明显抑制ꎮ 添加 ｎＺＶＩ 后ꎬ在 １２ ｈ 时

ＮＯ－
３－Ｎ 去除率达到 ９５􀆰 ８０％ꎬ说明在低 Ｃ / Ｎ 条件

下ꎬｎＺＶＩ 可以提高 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｓｐ.－ＬＪＢ２ 对 ＮＯ－
３ －Ｎ 的

去除率ꎮ 此外ꎬ最大 ＮＯ－
３ －Ｎ 积累量减少ꎬ说明在低

Ｃ / Ｎ 条件下ꎬｎＺＶＩ 加速了 ＮＯ－
３ －Ｎ 向 ＮＯ－

２ －Ｎ 的转

化ꎬ但对 ＮＨ＋
４－Ｎ 的同化和硝化作用没有促进作用ꎮ

碳是厌氧反硝化的电子供体ꎮ 当碳源足够提供电子

时ꎬｎＺＶＩ 可以取代碳作为电子供体的作用ꎮ 当 Ｃ / Ｎ
增加到 ５ 时ꎬｎＺＶＩ 的增强效果与 Ｃ / Ｎ ＝ ３ 时相似ꎮ

１—Ｃ / Ｎ＝ ３ꎻ２—Ｃ / Ｎ＝ ３＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ３—Ｃ / Ｎ＝ ５ꎻ
４—Ｃ / Ｎ＝ ５＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ５—Ｃ / Ｎ＝ ７ꎻ６—Ｃ / Ｎ＝

７＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ７—Ｃ / Ｎ＝ ９ꎻ８—Ｃ / Ｎ＝ ９＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ
９—Ｃ / Ｎ＝ １１ꎻ１０—Ｃ / Ｎ＝ １１＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩ

(ａ)ＮＯ－
３ －Ｎ
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１—Ｃ / Ｎ＝ ３ꎻ２—Ｃ / Ｎ＝ ３＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ３—Ｃ / Ｎ＝ ５ꎻ
４—Ｃ / Ｎ＝ ５＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ５—Ｃ / Ｎ＝ ７ꎻ６—Ｃ / Ｎ＝

７＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ７—Ｃ / Ｎ＝ ９ꎻ８—Ｃ / Ｎ＝ ９＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ
９—Ｃ / Ｎ＝ １１ꎻ１０—Ｃ / Ｎ＝ １１＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩ

(ｂ)ＮＯ－
２ －Ｎ

１—Ｃ / Ｎ＝ ３ꎻ２—Ｃ / Ｎ＝ ３＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ３—Ｃ / Ｎ＝ ５ꎻ
４—Ｃ / Ｎ＝ ５＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ５—Ｃ / Ｎ＝ ７ꎻ６—Ｃ / Ｎ＝

７＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ７—Ｃ / Ｎ＝ ９ꎻ８—Ｃ / Ｎ＝ ９＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ
９—Ｃ / Ｎ＝ １１ꎻ１０—Ｃ / Ｎ＝ １１＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩ

(ｃ)ＮＨ＋
４ －Ｎ

１—Ｃ / Ｎ＝ ３ Ｋ.Ｓ.ꎻ２—Ｃ / Ｎ＝ ３ Ｋ.Ｓ.＋ｎＺＶＩꎻ３—Ｃ / Ｎ＝ ５ Ｋ.Ｓ.ꎻ
４—Ｃ / Ｎ＝ ５ Ｋ.Ｓ.＋ｎＺＶＩꎻ５—Ｃ / Ｎ＝ ７ Ｋ.Ｓ.ꎻ６—Ｃ / Ｎ＝ ７ Ｋ.Ｓ.＋ｎＺＶＩꎻ

７—Ｃ / Ｎ＝ ９ Ｋ.Ｓ.ꎻ８—Ｃ / Ｎ＝ ９ Ｋ.Ｓ.＋ｎＺＶＩꎻ９—Ｃ / Ｎ＝ １１ Ｋ.Ｓ.ꎻ
１０—Ｃ / Ｎ＝ １１ Ｋ.Ｓ.＋ｎＺＶＩ
(ｄ)亚硝酸盐积累率

图 ２　 不同碳氮比下添加纳米零价铁对

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｓｐ.－ＬＪＢ２ 的氮去除影响

当 Ｃ / Ｎ 为 ７、９ 和 １１ 时ꎬ单个 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｓｐ.－ＬＪＢ２ 可

以在 ８~ １２ ｈ 内完全转化 ＮＯ－
３ －Ｎꎬ而在 ｎＺＶＩ 存在

下ꎬ完全去除 ＮＯ－
３－Ｎ 的时间缩短至 ８ ｈꎮ

２􀆰 １􀆰 ３　 ｐＨ 的影响

ｐＨ 可以影响反硝化酶的活性ꎬ改变细菌细胞的

电荷ꎬ从而影响反硝化细菌对营养物质的利用[１７]ꎮ
ｐＨ 过高或过低都会抑制细菌生长[１８]ꎮ 在低 ｐＨ 的

条件下ꎬ反硝化过程中有毒副产物的积累导致早期细

胞生长停滞[１８]ꎮ 从图 ３ 可以看出ꎬｎＺＶＩ 对 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｓｐ.－ＬＪＢ２ 去除 ＮＯ－

３ －Ｎ 的效果显著ꎮ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｓｐ.－
ＬＪＢ２ 在 ｐＨ＝ ７ 和 ９ 的条件下ꎬ对 ＮＯ－

３ －Ｎ 的去除效

果也较好ꎮ 在酸性或碱性条件下ꎬ细菌的厌氧反硝

化能力较低ꎻ此外ꎬｎＺＶＩ 的增强作用非常有限ꎮ ｐＨ
为 １０ 时ꎬｎＺＶＩ 对 ＮＯ－

３ －Ｎ 的去除无促进作用ꎬ且有

轻微抑制作用ꎮ ｎＺＶＩ 不能修复这种抑制ꎬ可能是由

于细菌生长受到碱性环境的抑制ꎮ 不同的反硝化细

菌也得到了类似的结果ꎮ 土壤反硝化细菌副球菌在

(ａ)ＮＯ－
３ －Ｎ

(ｂ)ＮＯ－
２ －Ｎ

(ｃ)ＮＨ＋
４ －Ｎ

(ｄ)ＣＯＤ

１—ｐＨ＝ ５ꎻ２—ｐＨ＝ ５＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ３—ｐＨ＝ ７ꎻ

４—ｐＨ＝ ７＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ５—ｐＨ＝ ９ꎻ６—ｐＨ＝ ９＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ

７—ｐＨ＝ １０ꎻ８—ｐＨ＝ １０＋２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩ

图 ３　 不同 ｐＨ 对厌氧反硝化菌的脱氮影响
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ｐＨ＝ ９􀆰 ０ 时可以还原 ＮＯ－
３ －Ｎꎬ但在 ｐＨ ＝ １０ 时则不

能[１９]ꎮ 在副球菌反硝化菌中ꎬ酸性条件下参与 ＮＯ－
３ －

Ｎ 降解和反硝化的辅助因子和酶活性的生物合成途

径降低[２０]ꎮ 在碱性条件下ꎬｎＺＶＩ 转化为 Ｆｅ(ＯＨ) ２、
Ｆｅ(ＯＨ) ３ 和 ＦｅＣＯ３ꎬ这些 Ｆｅ(ＯＨ) ３ 和 ＦｅＣＯ３ 包裹在

ｎＺＶＩ 表面ꎬ降低了其表面的活性位点ꎬ从而降低了

ＮＯ－
３－Ｎ 的去除效率[２１]ꎮ

２􀆰 ２　 细菌细胞的形态

采用扫描电镜( ＳＥＭ)观察克雷伯氏菌及 １００
ｍｇ / Ｌ、１００ ｎｍ 的 ｎＺＶＩ 处理后的细菌ꎬ可以看到两种

不同的放大倍数下的细菌形态ꎬ如图 ４ 所示ꎬ根据放

大 ２０ ｋ 倍和 ３０ ｋ 倍观察ꎮ 显示了克雷伯氏菌的典

型形态ꎬ细菌呈杆状ꎬ表面有明显的突起和附着物ꎮ
细菌的两端略微圆润ꎬ这是克雷伯氏菌的典型特征ꎮ
图 ４ 中可以看出添加 ｎＺＶＩ 导致细胞破裂ꎬ细胞壁的

破损、内容物的外泄等现象ꎮ

(ａ)２􀆰 ００ μｍ (ｂ)１􀆰 ００ μｍ

图 ４　 ＳＥＭ 图

２􀆰 ３　 纳米铁颗粒溶解 Ｆｅ２＋和 Ｆｅ３＋对兼性厌氧反硝

化的影响

２􀆰 ３􀆰 １　 纳米铁颗粒溶解 Ｆｅ２＋ 和 Ｆｅ３＋ 对兼性厌氧反

硝化的影响

Ｆｅ２＋和 Ｆｅ３＋ 可以促进厌氧反硝化[２２]ꎮ 为评估

ｎＺＶＩ 溶解释放铁离子对厌氧反硝化过程的贡献机

制ꎬ本研究通过对 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｓｐ.－ＬＪＢ２ 外源补充不同

浓度 Ｆｅ２＋ / Ｆｅ３＋替代 ｎＺＶＩ 的实验体系ꎬ开展对比研

究ꎮ 如图 ５(ａ) ~(ｃ)所示ꎬＦｅ２＋和 Ｆｅ３＋的剂量对 ＮＯ－
３ －

Ｎ 的去除效能并不显著ꎻ在最优浓度下ꎬｎＺＶＩ 的促

进作用高于 Ｆｅ２＋和 Ｆｅ３＋ꎬ这与二者还原电势的梯度

差异相吻合ꎮ 与对照组相比ꎬ在特定时间段 Ｆｅ２＋或

Ｆｅ３＋的存在可增强 ＮＯ－
３ －Ｎ 的去除效率ꎬ但 ｎＺＶＩ 对

氮去除的强化效果更突出ꎬ这是由于 ｎＺＶＩ 能比铁离

子更快地去除 ＮＯ－
３ －Ｎꎮ 当 Ｆｅ３＋ 浓度超过 ５ ｍｇ / Ｌ

时ꎬ对 ＮＯ－
３－Ｎ 的去除率产生抑制作用ꎻ而在低铁离

子浓度(<５ ｍｇ / Ｌ)下ꎬ氮的去除率虽有提高ꎬ但仍低

于添加 ｎＺＶＩ 时的 ＮＯ－
３－Ｎ 和 ＮＨ＋

４－Ｎ 的去除率水平ꎮ
因此ꎬｎＺＶＩ 介导的厌氧反硝化强化主要通过直接的

细胞内化机制发生ꎬ而可溶性铁离子的产生是次要

的辅助途径ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２　 纳米颗粒对 ＥＴＳＡ 和呼吸的影响

ＥＴＳＡ 用于评估电子传递能力和微生物代谢活

性[２３]ꎮ 其变化趋势如图 ５ ( ｄ) 所示ꎬ可以看出ꎬ
ＥＴＳＡ 在 １０ ｈ 内呈连续波动状ꎮ 无 ｎＺＶＩ 时ꎬＥＴＳＡ
波动幅度较小ꎬ在 ８ ｈ 时降至 ２􀆰 ５０ μｇ / (ｍＬ􀅰ｍｉｎ)ꎮ

１—０ ｍｇ / Ｌꎻ２—５ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ２＋ꎻ３—１０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ２＋ꎻ４—２０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ２＋ꎻ

５—５ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ３＋ꎻ６—１０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ３＋ꎻ７—２０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ３＋

(ａ)ＮＯ－
３ －Ｎ

１—０ ｍｇ / Ｌꎻ２—５ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ２＋ꎻ３—１０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ２＋ꎻ４—２０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ２＋ꎻ

５—５ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ３＋ꎻ６—１０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ３＋ꎻ７—２０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ３＋

(ｂ)ＮＯ－
２ －Ｎ

１—０ ｍｇ / Ｌꎻ２—５ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ２＋ꎻ３—１０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ２＋ꎻ４—２０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ２＋ꎻ

５—５ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ３＋ꎻ６—１０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ３＋ꎻ７—２０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ３＋

(ｃ)ＮＨ＋
４ －Ｎ

１—０ ｍｇ / Ｌꎻ２—５ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ２＋ꎻ３—１０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ２＋ꎻ４—２０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ２＋

(ｄ)ＥＴＳＡ

图 ５　 Ｆｅ２＋和 Ｆｅ３＋对厌氧反硝化的影响
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值得注意的是ꎬ在 ６~８ ｈ ＥＴＳＡ 整体处于相对高位ꎻ
随后于 ８ ｈ 出现下降ꎬ之后逐渐回升ꎮ 该 ＥＴＳＡ 变化

模式恰好对应厌氧反硝化效率在此阶段的快速提升

及其后的速率减缓ꎮ 相比之下ꎬｎＺＶＩ 的存在显著促

进了 ＮＯ－
３－Ｎ 在 ６~８ ｈ 内的快速降解ꎬ并大幅提高了

胞内电子传递效率ꎮ
ＥＴＳＡ 的最大值对应系统的最高脱氮效率ꎬ这

与电子转移的增加密切相关[２４]ꎮ 由于 ＮＯ－
３ －Ｎ 在没

有 ｎＺＶＩ 的情况下被 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｓｐ.－ＬＪＢ２ 去除ꎬ６ ｈ 后

ＥＴＳＡ 快速下降可能是由于介质中 ＮＯ－
３ －Ｎ 含量低ꎬ

缺乏足够的电子传递底物ꎬ导致电子传递效率下降ꎮ
总体而言ꎬｎＺＶＩ 显著提高了 ＥＴＳＡꎬ增强了电子传递

能力ꎬ提高了厌氧反硝化效率ꎮ 此外ꎬ铁离子对电子

传递系统也有类似的影响ꎮ 厌氧反硝化的电子传递

链包含含铁反硝化酶(如硝酸还原酶)及复合物Ⅰ、
Ⅲ等ꎬ其中血红素和 Ｆｅ － Ｓ 簇蛋白是关键活性位

点[２２]ꎮ 推测这是 ｎＺＶＩ 促进电子传递的原因之一ꎮ
２􀆰 ４　 纳米颗粒呼吸的影响与基因表达

２􀆰 ４􀆰 １　 纳米颗粒呼吸的影响

ＮＡＤＨ 作为主要的电子供体ꎬ通过电子传递链

将电子传递给好氧反硝化过程中的硝酸盐ꎬ实现

ＮＯ－
３－Ｎ 的生物还原[２５]ꎮ 图 ６(ｃ)显示ꎬＮＡＤＨ / ＮＡＤ＋

比值随着培养时间的延长而增加ꎬ培养 １２ ｈ 时ꎬ与
对照组相比ꎬ铁的存在使 ＮＡＤＨ / ＮＡＤ＋显著增加ꎮ
特别是添加 ｎＺＶＩ 后ꎬ该比值较单独培养的 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｓｐ.－ＬＪＢ２ 高 ８􀆰 ４２ 倍ꎮ 有报道称 ＮＡＤＨ 通常被用作

生物还原的直接电子供体ꎬ然后通过电子传递链转

化为 ＮＡＤ ＋ꎮ 在反硝化过程中ꎬＮＡＤＨ 被氧化为

ＮＡＤ＋ꎬ同时 ＮＡＤ＋可在细胞利用碳源的代谢过程中

被还原为 ＮＡＤＨꎮ ＮＡＤＨ 与 ＮＡＤ＋的相互转化对于

维持氧化还原平衡至关重要[２６－２７]ꎮ 在本研究中ꎬ铁
促进了 ＮＡＤ＋向 ＮＡＤＨ 的转化ꎬ加速了反硝化过程ꎬ
ＮＡＤＨ / ＮＡＤ＋比值与 ＮＯ－

３ －Ｎ 去除率呈正相关[２７]ꎬ
这一结果也被前文所述的电子传递系统活性的增加

所证实ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ２　 反硝化相关基因表达

在生物脱氮过程中ꎬ每个还原过程都涉及特定

的脱氮酶ꎬ对应于 ＮＲ(ＮＯ－
３ →ＮＯ－

２ )、ＮＩＲ (ＮＯ－
２ →

ＮＯ)、ＮＯＲ(ＮＯ→Ｎ２Ｏ)和 ＮＯＳ(Ｎ２Ｏ→Ｎ２)ꎮ 如图 ６
所示ꎬ低浓度的 Ｆｅ３＋提高了 ＮＡＰ 和 ＮＩＲ 的活性ꎬ且
随时间增加ꎬ底物浓度降低ꎬ酶活性整体水平也随之

降低ꎮ 图 ６( ｄ) 中ꎬＣＫ 为空白对照组ꎬＫ１ 为添加

ｎＺＶＩ 的处理组ꎬ可以看出添加纳米铁可以提高反硝

化相关酶的活性ꎮ 有报道称ꎬ铁离子可以刺激反硝

化细菌中 ＮＡＰ 和 ＮＩＲ 酶的活性[２２]ꎮ 在这项研究

中ꎬｎＺＶＩ 和铁离子促进了反硝化相关酶活性ꎬ表明

铁加速了 ＮＯ－
３－Ｎ 的转化ꎮ

对应 ２􀆰 ３ 节中加铁离子强化脱氮的结果一致:
添加 ｎＺＶＩ 的组ꎬ氮去除率更高ꎬ且对应反硝化酶活

１—空白ꎻ２—２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ３—５ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ２＋ꎻ４—１０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ２＋ꎻ

５—２０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ２＋ꎻ６—５ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ３＋ꎻ７—１０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ３＋ꎻ

８—２０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ３＋

(ａ)硝酸盐还原酶活性

１—空白ꎻ２—２００ ｍｇ / Ｌ ｎＺＶＩꎻ３—５ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ２＋ꎻ４—１０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ２＋ꎻ

５—２０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ２＋ꎻ６—５ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ３＋ꎻ７—１０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ３＋ꎻ

８—２０ ｍｇ / Ｌ Ｆｅ３＋

(ｂ)亚硝酸盐还原酶活性

１—６ ｈꎻ２—１２ ｈ
(ｃ)ＮＡＤＨ / ＮＡＤ＋还原氢辅酶 / 辅酶Ⅰ

１—ＣＫꎻ２—Ｋ１ꎻ３—Ｋ２ꎻ４—Ｋ３
(ｄ)基因相对数量

图 ６　 反硝化相关酶活与基因表达
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性也相对更高ꎻ５ ｍｇ / Ｌ 的 Ｆｅ３＋在 ６ ｈ 时硝氮降解速

率达到最大值ꎬ对应图 ６(ａ)硝酸盐还原酶的活性相

对较高ꎮ 而在 １２ ｈ 时ꎬＮＲ 与 ＮＩＲ 的活性整体下降ꎬ
推测在反应周期末期ꎬ由于实验反应的底物浓度大

大减少ꎬ导致相关酶活性整体下降ꎮ
２􀆰 ４􀆰 ３　 基于转录组的差异基因表达

通过转录组测序结果分析 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｓｐ. －ＬＪＢ２
菌株脱氮过程中的差异表达基因ꎮ 在 Ｋ１ 与 ＣＫ 的

比较中ꎬ有 ３４ 个基因显著上调ꎬ３９４ 个基因显著下

调ꎬ而 ５１１９ 个基因表达差异不明显ꎮ 显著上调和下

调的基因在火山图中分别位于右上角和左上角ꎬ表
明这些基因在 Ｋ１ 与 ＣＫ 之间的表达差异不仅显著ꎬ
而且变化倍数较大ꎮ 通过火山图可以快速识别出在

Ｋ１ 与 ＣＫ 之间表达差异显著的基因ꎬ结果 [使用

(ｌｏｇ２ＦＣ)≤－２􀆰 ５ 或≥２􀆰 ５ 作为筛选阈值]表明ꎬ５９
个编码转录因子的基因转录发生了显著变化(９ 个

上调ꎬ５０ 个下调)如图 ７ꎮ

图 ７　 基于转录组的 Ｋ１、ＣＫ 差异基因表达
　 　 注:横坐标为基因在两组样本间表达差异的倍数变化值ꎬ即
ＦＣ 值ꎮ 纵坐标为基因表达量变化差异的统计学检验值ꎬ即 ｐ
值ꎮ ｐ 值越高则表达差异越显著ꎬ横纵坐标的数值都做了对数化

处理ꎮ

３　 结论

本研究揭示了 ｎＺＶＩ 强化克雷伯氏菌厌氧反硝

化的多尺度作用机制ꎮ 实验表明ꎬｎＺＶＩ 投加量显著

影响脱氮效能ꎬ２００ ｍｇ / Ｌ 条件下 ＮＯ－
３ －Ｎ 去除率最

高ꎬ达 ９３􀆰 ２５％ꎬ且缩短完全脱氮时间至 ８ ｈꎮ ｎＺＶＩ
通过双重路径增强脱氮效率:一方面ꎬ其高比表面积

与表面活性直接加速 ＮＯ－
３ －Ｎ 的化学还原ꎻ另一方

面ꎬ通过提升 ＥＴＳＡ 及 ＮＡＤＨ / ＮＡＤ＋比值(最高增加

８􀆰 ４２ 倍)ꎬ优化微生物代谢能量分配ꎬ促进反硝化酶

(ＮＡＰ、ＮＩＲ)活性及关键基因(ｎａｐＡ、ｎｉｒＣ)表达ꎮ 此

外ꎬ转录组分析显示 ｎＺＶＩ 诱导 ｎｉｆＪ 基因显著上调

(铁吸收调控)ꎬ同时抑制 ｎｔｒＢ / ｎｔｒＣ(氮代谢负调控

因子)ꎬ表明铁－氮代谢网络存在协同互作ꎮ
环境参数研究表明ꎬ中性 ｐＨ(７ ~ ９)与高 Ｃ / Ｎ

(≥７)条件下ꎬｎＺＶＩ 的强化效果最佳ꎬ而碱性环境

(ｐＨ>９)因 Ｆｅ(ＯＨ) ３ 钝化作用导致效能受限ꎮ 对比

可溶性 Ｆｅ２＋ / Ｆｅ３＋ꎬｎＺＶＩ 的强化作用更优ꎬ证实其细

胞内化机制为主导路径ꎮ ＳＥＭ 观察发现 ｎＺＶＩ 促进

菌体表面附着物形成ꎬ但高浓度(１００ ｍｇ / Ｌ)引发细

胞破裂ꎬ需优化投加策略以平衡增效与生物毒性ꎮ
本研究为 ｎＺＶＩ－微生物耦合脱氮技术提供了理

论支撑ꎬ其通过跨尺度调控(电子传递效率－反硝化

酶活性－氮代谢基因表达)实现高效脱氮ꎬ在低碳工

业废水处理中具显著应用潜力ꎮ 未来需结合多组学

与机器学习ꎬ进一步解析铁代谢网络动态ꎬ推动工艺

精准调控与工程化应用ꎮ
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