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摘要!在实验条件下通过混合振荡的方式$探究了零价铁纳米颗粒",Z-.#对硫酸盐还原菌" 5/T#的杀灭能力和杀灭效果’并

通过电镜扫描等手段观察零价纳米铁颗粒与硫酸还原菌形态变化$推测杀灭机制B结果表明$当向油田回注水中分别加入 ((

"( ’( ) 和 "(FUOF4的零价铁时$该纳米粒子对硫酸还原菌的杀灭效率分别为 (( $)‘%i( #(‘(i( ##‘#i和 ##‘#iB染色与

电镜结果说明$在杀灭过程中 ,Z-.与 5/T之间发生了紧密的吸附$并在细菌细胞表面发生了氧化作用B)FUOF4的 ,Z-.对
5/T有很强的杀灭作用$其作用机制主要是通过包被细胞( 抑制细胞增殖$而非破坏细胞结构而达到B
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!!硫酸盐还原菌 "M>;RG9@L@?>CA8UQGC9@LAG$5/T#

是一类在厌氧条件下$能把硫酸盐( 亚硫酸盐( 硫
代硫酸盐( 连二亚硫酸盐等硫氧化物及元素硫还原
成硫化物 )"* $本身以有机物"如乳酸( 乙酸#为营养

的细菌的统称$适宜在脱氧后的油田回注水$密闭污
水系统中的污水$管线垢下( 死水区中生长 )’*B5/T

的大量繁殖对油井存在腐蚀( 结垢和阻塞三大危
害$它们之间相互关联( 相互作用B因此$抑制 5/T

的繁殖是防治油田注水井微生物腐蚀的一个重要
环节B

零价铁纳米颗粒" 8G87g@L7DSG;@89AL78$ ,Z-.#

作为一种热门的纳米材料$与一般商用铁粉相比$具
有粒子的直径小$颗粒的比表面积和表面能大等特
性$从而具有优越的吸附性能和很高的还原活
性 )** $近年来被用于催化还原废水中多种有机与无

机污染物"V6TM)E* ( 26+))* ( 有机农药 )%*等#$使其

转化为无毒或者低毒的化合物$以及去除废水中多
种重金属离子等 )$$&*B此外$,Z-.对病毒也具有较

好的杀灭作用 )#*B目前杀灭油田回注水中 5/T的主
要手段为添加化学杀菌剂$而利用 ,Z-.对环境微
生物抑制作用方面的相关研究仍未见报道B本研究
拟在厌氧条件下$通过测定混合液中 5/T残存率$
探索 ,Z-.对 5/T的杀灭效果’并通过观察 5/T细
胞形态变化$分析 ,Z-.产生效用的原因$以期为深
入研究 ,Z-.对生物细胞的杀灭作用提供基础B

KL材料与方法

KOK!实验设计
采用化学方法制备并纯化 ,Z-.$并将富含 5/T

的油田回注水样与浓度分别为 (( "( ’( )( "(
FUOF4的 ,Z-.悬浊液混合进行反应"每个浓度重
复 E 次#’对反应后混合液进行 5/T计数$检测不同
浓度 ,Z-.对 5/T的杀灭效率$绘制杀灭曲线’根据
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杀灭曲线选取最适宜杀灭浓度$将该浓度下的反应
后体系分作/上清0与/沉淀0两部分$分别进行 5/T
计数( 革兰氏染色D镜检( 台盼蓝染色D镜检"重复 E
次#B

采用环境扫描电镜"+5+1#对反应前的 5/T菌
液与 ,Z-.( 反应后的混合体系进行电镜扫描"重复
E 次#’根据 5/T计数结果( 革兰氏染色结果( 台盼
蓝染色结果( 电镜扫描结果$推测杀灭机制B
KOM!实验材料

本研究的水样采集自胜利油田的油田回注水$
硫酸还原菌 " 5/T#浓度为 E‘)( t"(E 个OF4$ N[
%‘#B
KON!零价铁纳米颗粒",Z-.#的制备与纯化

!!采用液相化学还原法制备 ,Z-.!将 (‘(E)
F7;O4=@6;*,%[’0和 (‘’) F7;O4]T[E 以 "|"的体
积比混合B经磁性转子搅拌 (‘) : 后$过滤B并将得
到的纳米零价铁依次用去离子水和无水乙醇分别洗
涤 * 次 )"(* !

E=@*c c*T[b
E c#[’ &--0

E=@(. c*[’T0
b
* c"’[

c c%[’/
!!真空干燥后$置于无水乙醇中保存备用B
KOQ!实验方法

按照表 " 的比例$将富含 5/T的水样与不同浓
度的 ,Z-.溶液混合$所有反应体系均在 "( F4离
心管中进行B将体系各组分在振荡器上振荡( 充分
混合$反应 ") FA8B

表 KL混合反应各体系组分

2GQ;@"!67FN78@89M7R@GC: FAJ@? M<M9@F

项目
组号

( " ’ * E )

水样OF4 ( )‘( (‘) (‘) (‘) (‘)
??[’0OF4 (‘) ( ( ( ( (

=@OFU,F4b",F4 "( tE‘) ( "( tE‘) ) tE‘) ’ tE‘) " tE‘)

KOR!硫酸盐还原菌"5/T#计数方法
5/T的检测与计数采用油田系统中通用的绝迹

稀释D1V,法 )""*B选用北京华兴公司改进的新型
5/T测试瓶"T[̂ %$D5/TD$ 硫酸盐还原菌细菌测试
瓶#$培养时间为 $?B
KO!!反应体系形态表征方法

采用革兰氏染色( =+.e>G89G’((=场发射环境
扫描电镜"+5+1#( 台盼蓝染色$对最适宜杀灭浓度
下反应后混合液的上清与沉淀进行如下检测B

""#革兰氏染色!分别取原始水样( 反应后混
合液的上清与沉淀制成临时装片$进行革兰氏染色$
在光学显微镜下进行观察$观察细菌的数目与细胞
形态的改变B

"’#台盼蓝染色!分别取原始水样( 反应后混合

液的上清与沉淀制成临时装片$进行台盼蓝染色$在
光学显微镜下进行观察$观察细菌细胞的着色情况B

"*#场发射环境扫描电镜扫描"+5+1#!分别
取 =@( =@0( 原始水样( 反应后混合液的上清与沉
淀$涂抹于 ) FFt) FF的单面硅片上$晾干后粘于
电镜样品台上$进行扫描B

其中$=@指的是新制备的 ,Z-.悬浊液$=@0指
的是制备出的 ,Z-.悬浊液被充分氧化后形成的含
有红棕色颗粒的浊液B

ML结果与讨论

MOK!5/T杀灭效果
经过 $ ? 的培养计数$得不同浓度的 ,Z-.悬浊

液对 5/T的杀菌效果如表 ’‘

表 ML不同浓度铁悬浊液杀菌率

2GQ;@’!]A;;A8ULG9@M7R,Z-.>8?@L?ARR@L@89C78C@89LG9A78M

项目 原水样"稀释 "( 倍# "(FUOF4=@ )FUOF4=@ ’FUOF4=@ "FUOF4=@

菌液浓度 E‘)( t"(* E‘( E‘( E‘)( t"(’ "‘" t"(*

杀灭率Oi ( ##‘# ##‘# #(‘( $)‘%

!!以原水样中的菌液浓度为参照$计算 5/T的杀
灭率$,Z-.悬浊液浓度与水样中 5/T的杀灭率关
系如图 " 所示B

由图 " 可知$,Z-.悬浊液浓度在 ( a) FUOF4
范围内$对 5/T的杀灭效率随着 ,Z-.悬浊液的浓
度的升高而增大$在 ) FUOF4处达到最大$杀灭率接

"E(*
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图 KL杀灭率.=cb?悬浊液浓度关系曲线

=AUB"!6>LS@7RIA;;A8ULG9@G8? ,Z-.C78C@89LG9A78

近 "((iB因此$取 ) FUOF4作为该 5/T样品的最佳
杀灭浓度B此时分别对 ) FUOF4的上清液和沉淀进
行 5/T计数B其测试瓶计数结果如表 *$结果证明$
在最佳杀灭浓度下$杀灭后体系的上清液与沉淀中
的 5/T含量均为 (B说明杀灭后$上清液与沉淀中均
不存在可增殖的 5/TB

表 NL反应后混合液上清与沉淀的 "X̂ 计数结果"#

2GQ;@*!,>FQ@L7RM@?AF@89G8? M>N@L8G9@7R9:@FAJ@? M<M9@F

稀释倍数
5/T阴阳性

上清液 沉淀

"( b" + +

"( b’ + +

"( b* + +

"( bE + +

5/T含量"单位# ( (

"# /+0表示 5/T计数瓶呈阴性$即不出现 5/T黑色沉淀

MOM!5/T杀灭前后的形态变化
将富含 5/T的水样加入 ,Z-.悬浊液中$可观

察到原本呈现悬浊状态的体系立刻出现沉降
"图 ’#B

图 ML"X̂ 水样中加入 =cb?悬浊液中后出现沉降现象

=AUB’!5@99;@F@89GR9@LN>99A8U,Z-.A8975/TGd>@7>MM7;>9A78

观察革兰氏染色结果$原本在水样中分散分
布呈现粉色的细菌细胞 )图 * "G# * $在添加 ,Z-.
悬浊液后发生聚集$并且被红棕色颗粒物紧密覆
盖)图 *" Q#和 * "C# *B根据 _AG7等 )"’*的研究$深
红棕色的物质主要由 ,Z-.与 ,Z-.的氧化产物
=@0"0[#组成B由于 5/T是一类以有机物 "如乳
酸( 乙酸#为营养的异养型细菌$其生长所需营养
与代谢产物的运输均通过细菌的细胞膜( 细胞壁
与环境的直接接触完成B当细菌细胞表面被纳米
级的 ,Z-.以及其氧化产物所覆盖时$细胞与周围
环境间的物质交换势必将受到阻碍$进而阻碍细
菌细胞生长增殖B

图 NL革兰氏染色结果照片

=AUB*!/@M>;9M7RYLGFM9LGA8A8U

!!观察 +5+1扫描电镜结果发现$原本在扫描电
镜的磁场作用下呈整齐( 规律分布的 5/T细胞)图

E"Q#*$在混合反应结束后$细胞表面被大量的絮状
物包裹)图 E "C#*$进一步放大电镜倍数可以观察

’E(*
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到 5/T细胞周围的絮状物为针状物质)图 E " ?#*B
同时对照 ,Z-.氧化产物的电镜图片)图 E"G#*$可
以观察到 5/T细胞周围的针状物与 ,Z-.氧化针状
产物$在形态的上有很大的相似性$由此可以推断
出$5/T细胞周围的絮状物是由 ,Z-.氧化产物构
成的$其应该是导致细胞发生聚集沉降$并且是失活
的主要因素B

由以上结果可以发现$由于 5/T细胞的直径
小$比表面积大以及表面能大等特性$使其具有很强
的吸附能力$将油田回注水加入到 ,Z-.悬浊液以

后$5/T细胞能与 ,Z-.颗粒或其氧化颗粒发生吸
附作用$形成以细菌细胞为中心的颗粒物$并由于自
身重力作用$使整个反应体系发生沉降作用B在
\78@M等 )"**的研究中$他们发现在 =@’ c到 =@* c的快
速氧化过程中$杆状细菌的存在":%I!((**<)B#2/等#
可以减缓这一过程$并会导致针状铁氧化物的出现B
在本研究中$反应结束后$5/T细胞周围被大量的针
状物质包裹$可能是由于 ,Z-.悬浊液与油田回注
水混合后$,Z-.颗粒迅速被 5/T细胞吸附$并在其
表面被氧化$生成 =@0"0[#红棕色针状物质B

图 QL/"/‘扫描结果照片

=AUBE!/@M>;9M7R+1+5

!!,Z-.氧化产物包裹在 5/T细胞周围$并造成
细胞失活$其可能的原因有!(由于 ,Z-.与 5/T细
胞吸附紧密$其氧化形成的针状产物与细菌细胞发
生物理接触$造成穿刺伤害$导致细胞死亡B]G8U

等 )"E*已证明超纯度的单层碳纳米管能够表现出很

强的抗菌性$并证明碳纳米管与细菌的直接接触会
造成细胞膜损坏$从而导致细胞死亡’3LAMG等 )")*也

发现单层碳纳米管在不同的缓冲体系中均表现出很
强的杀菌效果$并推测导致细菌死亡可能是由于细
胞膜受损造成的B)与降解卤代烃等有机物一样$

,Z-.的强还原作用导致细菌细胞膜上的氧化还原
状态发生变化$导致发生结构与构象的改变$影响细
胞的信号转导( 基因转录等过程中的调控作用$影

响细胞生命活动$造成细胞死亡 )"%*B*5/T细胞被
,Z-.氧化产物包被$使细胞膜的通透性变差$抑制
了细菌细胞的生命活动$使细胞处于沉睡状态$从而
抑制细菌的增殖B

在以上提出的机制可能性中$前 ’ 种将会导致
细菌细胞的死亡B在本研究中$根据死亡细菌的细胞
膜通透性与活细菌不同的原理$分别对原始水样以

*E(*
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及混合反应结束后的上清液和沉淀进行台盼蓝染
色$结果显示 * 个体系中的 5/T细胞均未被台盼蓝
染成蓝色$说明细菌细胞结构并未完全破坏B这个结
果说明$虽然反应后的计数结果显示混合反应体系
中已经不存在能够增殖的 5/T细胞$但不能肯定细
胞已经死亡B

根据电镜扫描的结果)图 E"C#和" ?#*$在混合
反应结束后$5/T的细胞周围被 ,Z-.的氧化产物
紧紧包被$形成了一种由针状物质组成的外壳B这层
外壳也可能会阻止台盼蓝染料与细胞膜接触$而使
染色反应无法进行B这就导致了台盼蓝试验结果的
不确定性$,Z-.对 5/T细胞的抑制和破坏作用机
制还需要进一步研究B

NL结论

""# 通过对 ,Z-.对 5/T的杀灭效率的计算$
以及对革兰氏染色( 台盼蓝染色和场发射环境扫描
电镜扫描结果的分析$可以看出$在本研究结果条件
下$,Z-.对 5/T的杀灭效率在 ) FUOF4剂量时达
到最大$杀灭率接近 "((iB而在最佳杀灭浓度下$
5/T与 ,Z-.的混合体系无论是在上清液中还是在
沉淀中$均不存在可增殖的 5/T细胞$但 ,Z-.对
5/T细胞的作用原理尚有待研究B

"’#总结本研究结果以及前期同类研究$,Z-.
可以作为一种有效且廉价的灭菌剂$为处理废水以
及减小 5/T对管道腐蚀提供了一种新的可能性B同
时由于其反应产物的环境友好性$不会造成二次污
染$且由于产物颗粒小$能够很容易地被微生物以及
其他颗粒吸附$使得其去除工艺也比较简单B但是由
于 ,Z-.在环境中很容易被氧化$且大规模生产工
艺的不成熟$对 ,Z-.有效的利用仍需要进一步研
究B
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