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摘要：采用一种从氯乙烯污染场址土壤中提取的脱氯菌种（!"#$%&’&’’&()"* @44(）进行三氯乙烯（F9;）降解实验，研究纳米铁厌

氧腐蚀产氢为该脱氯菌种提供电子的可能性 (结果表明，在甲醇做电子供体时，稀释 .E 倍的菌液［（./1 G 1/HH）I !1E >#**J6K）］

可以在 LM N 内将 .1 6<JK F9; 完全降解，并在 !L1 N 时有 ./21M!6&* 乙烯产生 (而在无甲醇做电子供体时，LM N 内只有部分 F9;
转化为顺二氯乙烯（>:@O39;），且 !L1 N 时几乎无乙烯产生（1/!EL!6&*），因此无电子供体时菌液脱氯活动不能维持 (但在 H <JK
纳米铁腐蚀产氢的情况下，脱氯菌可以利用纳米铁产生的阴极氢维持脱氯活动，在 !0! N 内将 .1 6<JK F9; 完全降解，并且其

耦合的脱氯速率高于纳米铁单独降解时的速率 (从乙烯的产量分析中可以看出，纳米铁供电时 !L1 N 后由脱氯菌产生的乙烯

量为 !/!P2!6&*，明显低于甲醇做电子供体时乙烯的产量 ./21M!6&*，表明纳米铁可能对微生物存在一定的毒性效应 (同时反

应 !L1 N 后乙炔的产量为 1/!1L!6&*，相对低于与纳米铁单独降解 F9; 时的产量 1/!M!!6&*，说明微生物在无电子供体的情况

下，竞争利用了纳米铁与水反应产生的电子导致乙炔的生成量降低 (上述结果表明 H <JK的纳米铁与水反应生成的活性氢可以

为脱氯菌提供电子，并维持其脱氯活动，这对纳米铁和脱氯菌耦合应用于地下水的有机氯修复具有重要的实际意义 (
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三氯乙烯（F9;）作为一种重要的挥发性有机溶

剂，被广泛的应用到电镀、干洗、金属加工等工业中，

其广泛的应用和不合理的排放，给土壤和地下水环

境造成了严重的污染［!，.］(近年来，国外学者从受有

机氯污染的土壤和河流底泥中提取到可以高效降解

F9; 的厌氧脱氯菌种［0 S M］，该菌种可以在厌氧条件

下把 F9; 作为电子受体，以其他还原性物质（如甲

醇、醋酸盐、氢气［2 S L］等）为电子供体，将 F9; 还原为

乙烯等产物，但脱氯过程中还原性物质的加入会给

地下水修复带来二次污染和安全隐患，限制了微生

物在地下水污染修复中的应用 (
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与此同时，纳米铁修复地下水中 !"# 技术迅速

发展，在实验室研究的基础上 #$$%&’’ 等［()］已经开始

将纳米铁及其复合金属注入到有机氯污染的地下水

中，开展现场实验研究 *但是纳米铁在土壤和地下水

中移动性较差［((，(+］，不能实现对 !"# 的彻底修复 *
作为一种强还原材料，纳米铁在自身还原脱氯的同

时可以产生大量富余的活性氢，如果脱氯菌可以利

用这些活性氢作为电子供体降解 !"#，不仅可以缓

解氢气聚集造成的安全隐患［(,，(-］，同时可以作为纳

米铁修复的“抛光剂”，将纳米铁修复后空隙中残留

的 !"# 彻底修复 * 基于此，本研究将纳米铁与脱氯

菌耦合进行降解 !"# 的试验，探讨纳米铁为脱氯菌

提供电子的可行性，以期为土壤和地下水的实际修

复提供理论基础 *

! 材料与方法

!"! 化学试剂及仪器

三氯 乙 烯（../，0%123），顺 二 氯 乙 烯（../，

0%123），甲醇（456" 级，7%89:; 0<%:=’%>%<），4:?:8 缓冲

试剂（7%89:; 0<%:=’%>%<）* 气体标准样品（体积比）：乙

烯（.@- A ()B C ），乙炔（( ),) A ()B C ）均购自 D$$’:<9
D88&<%3’:8 公 司，以 氦 气 平 衡 * 纳 米 铁 由 日 本 !&E3
F&1G& 公司提供（-) H C)!2，+, 2+ I1 *
!"# 分析方法

!"# 及其降解产物用 45J@.) 气相色谱仪采用

顶空法测定，以气密性进样针（KL"L 公司）取 ())!6
顶空气体测定［(J］* 色谱柱类型：C>’ * A (I@ 外径，C)I
@) "3;M&?3<N OI(/ 05P()))Q 检测器为火焰离子化检

测器（7LR），检测温度为 ,))S * 气相色谱柱炉温度

程序为：J)S 保持 + 2%=，以 -) SI2%=速度升温至

+))S，在 +))S持续 C 2%=［(,］* 氦气作为载气，流速

(- 26I2%=* 乙烯，乙炔等气体标准曲线采用气密性

进样针直接进样制作 * !"#，<%8PR"# 等采用与实验

完全相同的 +J) 26 棕色血浆瓶制作 *
!"$ 微生物培养

实验采用的脱氯菌种为一种从氯乙烯污染场址

土壤中提取、富集、培养的混合菌种，能够迅速有效

的降解 !"# 等有机氯污染物，已经被成功的应用四

氯乙烯污染源的生物强化实验研究［(C，(T］*菌种采用

+) 6 高密度聚氯乙烯桶培养保存，每天将 )Q+J 22&$
的 !"# 溶于 , 22&$ 的甲醇后注射到培养桶中，并以

一定量的新培养液代替部分菌液，维持该培养器的

水力停留时间为 @) E 左右 *
脱氯菌培养液采用去离子水配制，分别取 ()

26 预先配制的浓缩溶液至 ( 6 去离子水中：基础盐

溶液（-) 1I6 F"$，-) 1I6 U1"$+·C4+V，-) 1I6 W4-"$，

(- 1I6 F4+5V-，+QJ 1I6 "3"$+·+4+V）；微量元素溶液

"（J) 21I6 X="$+，J) 21I6 U="$+·-4+V，J) 21I6
4,OV,，+J) 21I6 "&"$+·C4+V，J) 21I6 W%"$+·C4+V，

J) 21I6 W3+U&V-·+4+V）；微 量 元 素 溶 液#（( )))
21I6（W35V,）(C，+J) 21I6 FL，J) 21I6 W4-KV,）［(J］*
培养液在高温高压下灭菌处理后，以氮气曝气 ,)
2%= 除氧，随后转移到厌氧箱中，加入碳酸氢钠（T H
() 1I6）作为培养液缓冲溶液，另采用 ,)) 21I6 W3+0
·.4+V 和 -) 21I6 7:"$+·-4+V 来还原培养液［(@］* 所

有脱氯实验均在此厌氧培养液中进行 *
!"% RWD 提取测定

微生物 RWD 样品采用 U&O%&!U试剂盒（U&O%& 公

司）在实验开始前及实验过程中严格按照试剂盒的

操作步骤提取，每个样品均采用 , 次平行样品对照 *
RWD 样品浓度和纯度（D+C)ID+@)）采用分光光度计

（D2:;8932 公司）测定 * 提取后的 RWD 样品保存于

B +)S（F:$Y%=3’&; 公司）冷柜中 *
采用 TJ)) 型实时定量 5"Z（DO 公司）测定 !"#

降解菌株 !"#$%&’&’’&()"* 8??*的细胞浓度 *每个 5"Z
扩增混合液中含有 ( A !3[23= 5"Z U38’:; U%\!Z（DO
公司）；)QJ !2&$I6的 正 向 和 反 向 突 变 引 物，)Q+J

!2&$I6探针，-!6 样品 RWD，最后采用无 RWD 酶水

定容至 +J!6*正向逆向引物和探针（表 (）均从联合

RWD 技术公司获得 * 5"Z 反应升温程序为：J)S保持

+ 2%=，.JS保持 () 2%=，.JS -) 循环，最后 C)S保持

( 2%=*
表 ! !"#$%&’&’’&()"* &’’(引物及探针基因序列［!) * ##］

!3M$: ( ]:=: 8:[^:=<: &> ?;%2:; 3=E ?;&M: >&; !"#$%&’&’’&()"* 8??*

基因类型 基因序列

正向突变引物 J_P"!]]D]"!DD!""""DDD]"!P,_
逆向突变引物 J_P"DD"!!"D!]"D]]"]]]P,_
探针 J_P7DUP!""!"D]!!"]]D!!]"D]]"!]DDP,_

采用纯种 !"#$%&’&’’&()"* 8??* 菌种，按照 () 倍

序列稀释，以实时定量 5"Z 测定其 (C0 ;RWD 拷贝数

"’ 值，与已知 !"#$%&’&’’&()"* 8??*菌种稀释序列浓度

做标准曲线［+,］*
!"+ 实验方法

所有脱氯菌实验均采用 +J) 26 棕色血浆瓶及

气密 性 瓶 盖（0^?:$<& 公 司）在 手 套 式 厌 氧 箱（"&G
63M&;3’&;G 5;&E^<’8 公司）中准备 *将一定量混合脱氯

菌液接种到棕色血浆瓶中，补充厌氧培养液至 ())
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!"，相应的加入一定量的纳米铁、纯 #$% 或溶于甲

醇中的 #$%& 采用 ’()(* 溶液控制反应液 )’ 值为

+,-, 在 --.条件下，将反应瓶置于平板振荡器上，

以 -// 01!23转速振荡反应 &菌种接种之前，采用混合

气体（-/4 $5-，6- 平衡）曝气 7/ !23，吹掉所有残

留的有机氯污染物［-8］&采用高压稳定杀菌后的菌种

作为空白，定时测定反应瓶中 #$% 及其降解产物

浓度 &

! 结果与讨论

!"# 最佳脱氯菌浓度实验

与实验室制备的纳米铁相比，日本 #9:; <9=>9
公司的纳米铁反应活性较低，因此其可以保证较长

时间的产氢供电，但是 8 =1"的纳米铁仍然可以将 -/
!=1"（?@,-!!9A）的 #$% 在 @ : 内完全降解掉［?7］&而
按照上述方法接种培养的脱氯菌在达到最大细胞浓

度后，可以在 -8 B 内将 -/ !=1"的 #$% 迅速转化为

乙烯和 C2*DE$% 等产物，因此要让纳米铁为微生物

高效持续的提供电子，必须寻找合适的接种脱氯菌

浓度，以使其脱氯速率与纳米铁释放氢气的速率相

适应 &
将脱氯菌培养至最大细胞浓度后，在手套式厌

氧箱中分别将菌液稀释 ?//、@/、-@、?-,@ 倍至 ?//
!"厌氧培养液中，注射 ?//!" 溶于甲醇的 #$% 使

其在反应液中的浓度为 -/ !=1"&在 --.条件下将反

应瓶置于平板振荡器上振荡反应 &同时在反应前后

分别 7 次平行移取 ?,F !" 菌液至 - !" 的 E6G 提取

管中，平行提取混合菌液 E6G，测定与 #$% 降解有

关的 !"#$%&’&’’&()"* *))&菌种的细胞浓度 &
由图 ? 可以看出，稀释 ?//、@/、-@、?-,@ 倍的

脱氯菌种分别可以在 -//、?-F、+@、+7 B 的时间内

将 ?@,-!!9A 的 #$% 完全降解 & 考虑到脱氯菌还需

要较长时间将产物 C2*DE$% 继续转化为 H$ 和乙烯

等产物，实验选取稀释 -@ 倍的菌液与纳米铁进行耦

合脱氯实验 &
以菌液稀释倍数衡量的脱氯菌量只是一个估测

的数值，存在较大波动，因此实验采用实时定量 I$J
测定 !"#$%&’&’’&()"* *))&菌种细胞浓度，以更加清楚

的表达细胞浓度与脱氯速率之间的关系 &
实验采用菌液的初始浓度为（@,? K ?,?）L ?/M

C(AA1!"，按上述相应比例稀释后进行脱氯反应，反应

后 !"#$%&’&’’&()"* *))&菌种细胞数目均明显上升 &其
中稀释 -@ 倍的反应瓶由初始的（-,/ K /,88）L ?/@

C(AA1!"上升至（8,M? K /,F）L ?/@ C(AA1!"，说明脱氯菌

图 # 不同脱氯菌浓度降解 $%& 速率对比

N2=&? $9!);02*93 9O :2OO(0(3P :(CBA9023;P293 0;P( Q2PB

:2OO(0(3P !"#$%&’&’’&()"* *))& C93C(3P0;P293

图 ! 反应前后脱氯菌细胞浓度对比

N2=&- !"#$%&’&’’&()"* *))& C(AA C93C(3P0;P293 R(O90(

;3: ;OP(0 :(CBA9023;P293

在降解 #$% 的同时自身生长繁殖 &
!"! 有无电子供体降解实验对比

合适的电子供体是该脱氯菌种生长的重要条

件 &在正常情况下，该菌种不能在无电子供体的情况

下降解 #$%，因此在验证纳米铁是否可以为脱氯菌

提供电子之前，必须对该菌种在无电子供体时的降

解情况进行研究 &在厌氧操作箱中分别准备两瓶以

厌氧培养液稀释 -@ 倍的脱氯菌反应液（?// !"），注

射 #$% 甲醇溶液和纯 #$%，使反应液 #$% 终浓度均

为 -/ !=1"，置于平板振荡器上反应 &
由图 7（;）的对比可以看出在有甲醇作为电子

供体的情况下，脱氯菌在 SM B 的时间内几乎将 #$%
完全降解，而在无甲醇做电子供体的时候 #$% 降解
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速率明显缓慢，在 !"# $ 时仍然有 %!&’( 的 )*+ 未

被降解转化 ,在无甲醇的情况下脱氯菌降解 )*+ 的

原因是接种菌液本身含有少量的初始电子供体，因

此即使在无甲醇的情况下依然实现了对 )*+ 的降

解 ,但是从图 %（-）乙烯的产量可以看出，虽然在无

电子供体时脱氯菌降解了 )*+，但是在其自身的电

子供体耗尽后，脱氯几乎停止，!"# $ 后只有 #.!/"

!&’( 的微量乙烯生成，而在有甲醇做电子供体的情

况下，脱氯产物由 01234*+ 继续降解为 5* 和乙烯 ,
乙烯在 !"# $ 后达到 6.7#8!&’(，这表明在无电子供

体时脱氯反应不能维持，更不能实现 5* 和乙烯的

完全转化 ,

图 ! 有无电子供体对脱氯的影响

91:,% +;;<0=2 ’; <(<0=>’? @’?’> ’? @<0$(’>1?A=1’?

"#! 纳米铁作为电子供体实验研究

纳米铁是一种活性很高的还原性材料，B## &:
的纳米铁与培养液接触后，会迅速与水反应生成

C6，同时产成 DCE ，导致溶液 FC 值升高至 ".BB ,
9<# G 6C6D! 9<6G G 6DCE G C6

［!%］

纳米铁腐蚀产生的氢气可以给脱氯菌提供电

子，但同时 DCE 引起的高 FC 值会抑制微生物的生

长，因此在实验中需要采用相应的缓冲溶液来调节

FC 值 ,在手套式厌氧操作箱内，将接种菌液，B## &:
纳米铁以及二者的结合分别投加到棕色血浆瓶中 ,
另投加 C<F<2 缓冲溶液使其终浓度为 8# &&’(HI，补

充厌氧培养液至 !## &I,分别注射相应的 )*+ 甲醇

溶液或纯 )*+，以此对比研究纳米铁是否可以为脱

氯菌供电降解 )*+,
由图 B 可以看出，在纳米铁做电子供体的情况

下，脱氯菌可以利用纳米铁腐蚀产生的 C6 实现对

)*+ 的降解，二者耦合的反应速率明显高于纳米铁单

独降解 )*+ 时的速率，这是纳米铁和微生物联合作用

的结果 ,在理想的情况下，纳米铁供电时除脱氯菌降

解 )*+ 之外，其本身亦可以降解 )*+，因此其加合降

解速率应为二者速率之和 ,实验得到的结果未达到理

想的脱氯速率，耦合降解速率低于甲醇做电子供体时

的降解速率，其原因是脱氯菌与纳米铁耦合降解 )*+
时，其脱氯的主要产物为无毒的乙炔、乙烯以及微量

的 01234*+ 和 5* 等，而脱氯菌单独降解的 )*+ 的主

产物为 5*、乙烯及少量的 01234*+，降解过程并不彻

底 ,另外 5* 到乙烯的转化是脱氯菌脱氯的限速步

骤，需要较长的时间才可以达到完全脱氯，因此脱氯

终产物的不同造成脱氯速率的明显差异 ,

图 $ 纳米铁、脱氯菌及其耦合脱氯效果对比

91:,B *’&FA>12’? ’? @<0$(’>1?A=1’? <;;<0=2 ’; JK5L，

-A0=<>1A A?@ =$<1> 0’&-1?A=1’?

"#$ 脱氯特征产物对照

在甲醇做电子供体时，微生物降解 )*+ 的产物

为乙烯和 5* 等产物，而在无甲醇做电子供体时，脱
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氯反应几乎终止于 !"#$%&’，仅有微量的 (& 和乙烯

生成 )因此对比乙烯的产量不仅可以表明脱氯菌是

否利用了纳米铁产生的活性氢，而且可以从侧面反

应脱氯菌在与纳米铁接触后的活性 )
由图 *（+）可以看出脱氯菌与纳米铁耦合时产

生的乙烯量明显高于甲醇供电时乙烯的产生量，其

原因是纳米铁降解 ,&’ 时同样有产物乙烯生成 )为
便于对比脱氯菌在甲醇供电和纳米铁供电情况下的

乙烯产量的差异，图 *（+）中采用虚线粗略指示耦合

反应中由脱氯菌降解 ,&’ 产生的乙烯量 )由乙烯产

量对比可以看出，在纳米铁作为电子供体时，脱氯菌

可以将 ,&’ 降解为乙烯，但 -./ 0 时乙烯的产量为

-1-23!456，明显低于甲醇做电子供体时乙烯的产量

713/8!456，这从侧面表明纳米铁对脱氯菌可能具有

一定的毒性效应，使其降解活性受到抑制 )相对于土

壤和 地 下 水 中 的 产 甲 烷 菌 等 其 他 菌 种，脱 氯 菌

（!"#$%&’&’’&()"* #99)）较为敏感［7*］，这是纳米铁应用

于实际地下水修复过程中需要考虑的一个因素 )
由图 *（:）乙炔的产量看，脱氯菌与纳米铁耦合

时，反应 -./ 0 后乙炔的产量为 /1-/.!456，相对低

于与纳米铁单独降解 ,&’ 时的产量 /1-8-!456，这

表明此时纳米铁脱氯活性同样受到了微生物的竞争

抑制 )其原因是微生物在没有电子供体的情况下，竞

争利用了纳米铁与水反应产生的电子生成乙烯等产

物，因此导致乙炔的生成量降低 )
综合上述实验结果可知，脱氯菌可以利用纳米

铁腐蚀产生的活性氢作为电子供体，将 ,&’ 还原为

!"#$%&’ 和 (&，并最终完全脱氯为无毒产物乙烯 )这
给土壤和地下水的修复提供了新的途径 ) 在高浓度

非水相有机污染源（%;<=>）修复过程中，纳米铁因

受移动性差的限制只能修复局部区域，而脱氯菌也

受到高浓度污染物的毒性效应以及修复周期的限

制 )如果将纳米铁直接注射到 %;<=> 源核心区域进

行迅速修复，而脱氯菌在 %;<=> 浓度降低后利用纳

米铁提供的氢气做电子供体将残余在孔隙中的污染

物进一步修复，则可以达到短期内迅速、彻底修复有

机氯污染源的目标，这对地下水修复具有重要的实

际意义 )

图 ! "#$降解产物对比

?"@)* &549+A"#5B 5C ,&’ DE@A+D+F"5B EBD9A5DG!F#

% 结论

（-）经 批 实 验 研 究 得 出 稀 释 7* 倍 后 的 菌 液

［（71/ H /1II）J -/* !E66K4>］可以将 ,&’ 转化为 !"#$
%&’，并在后续反应中将其转化为乙烯和 (& 等产

物，其脱氯速率可以与 I @K>纳米铁供电的速率相

适应 )
（7）在甲醇做电子供体时，,&’ 在 .8 0 后被降

解，其中 -./ 0 时乙烯的产量为 713/8!456，但在无

甲醇做电子供体时 ,&’ 未被完全降解，仅有 /1-*.

!456 乙烯产生，这表明在无外来电子供体的情况

下，脱氯菌虽然可以利用投加菌液中自身含有的微

量电子供体将 ,&’ 转化为 !"#$%&’，但其不能持续的

实现 !"#$%&’ 向 (& 和乙烯的转化 )
（L）纳米铁投加量为 I @K>时，稀释 7* 倍的脱氯

菌可以有效利用纳米铁提供的活性氢，并且其耦合

的脱氯速率高于纳米铁单独降解时的速率 ) 从乙烯

的产量分析中得出，-./ 0 时由脱氯菌产生的乙烯量

为 -1-23!456，明显低于甲醇做电子供体时乙烯的

产量 713/8 !456，这 表 明 脱 氯 菌（ !"#$%&’&’’&()"*
#99)）相对较为敏感，纳米铁可能对其有一定的毒性

效应，这是纳米铁应用于实际地下水修复过程中需
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