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摘要#采用液相还原法制得纳米=@(&并采用自制恒化器从活性污泥中驯化出自养反硝化细菌B对比单独投加纳米 =@( 与投加
纳米=@( 及微生物时硝酸盐培养液体系的脱氮效果&包括采用分光光度法监测三氮$,0c
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c
’ D,(,]* P,]

b
E D,%的浓度变

化&使用 O]计监测培养液中 O]的变化B结合吖啶橙染色荧光显微照片&证明了在纳米 =@(D微生物体系中&生物膜在纳米 =@(

腐蚀过程及生物反硝化过程中均起主导作用B在此基础上对比了分别投加纳米=@( 和微生物及投加在葡糖糖营养环境下制得
的生物膜D纳米=@( 复合材料时体系的脱氮效果B结果表明&分别投加纳米 =@( 和微生物时&可在 "( ?内将体系中的,0c

* D,完

全去除&其中 *$i转化成了氨氮&其余 %*i应以气态反硝化产物的形式离开溶液B投加生物膜D纳米 =@( 复合材料时仅需 ) ?
即可将体系中的,0c

* D,完全去除&其中 ’&i转化成氨氮&其余 $’i应以气态反硝化产物的形式离开溶液B实验结果同时表明

生物膜D纳米=@( 复合材料具有更大的微生物量和更强的反硝化活性&适用于去除地下水中的,0c
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!!由于农业生产中氮肥的大量使用及工业的发
展&硝酸盐已成为全球范围内地下水中的主要污染
物

,"-B婴儿消化道内的高含量硝酸盐是导致高铁血
红蛋白症的辅助因素

,’- &高浓度的硝酸盐还是导致
癌症的诱因&因此地下水中的硝酸盐污染受到了全
球范围内的重视B由于地下水环境的特殊地理条件&
治理被硝酸盐污染的地下水是一项耗资很大的工

程
,*- &’("( 年英国每年治理地下水硝酸盐污染的费

用约) &((万英镑,E-B目前治理地下水中的硝酸盐污
染主要可分为物理化学法和生物法两大类&电渗析(
反渗透和离子交换等物理化学方法需要把地下水抽

出处理&因此成本很高(不易推广B生物法是利用微
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生物的反硝化生理活动去除地下水中的硝酸盐&使
之转变为气态产物离开地下水水体

,)-B生物法可以
用于地下水的原位修复&但是由于地下水中营养匮
乏&缺少能为微生物反硝化活动提供电子的物质&因
此运用生物法需要向地下水中投加微生物可以利用

的电子供体
,%-B

零价铁在地下水中腐蚀产氢为微生物的反硝化

活动提供电子已有许多报道
,$-B普通铁粉曾被用于

为地下水中微生物提供电子&但是普通铁粉的还原
活性太低&用于地下水中硝酸盐的生物处理时需要
很大的投加量&限制了其应用,&-B纳米=@( 具有比普
通铁粉大得多的比表面积&因此具有更强的反应活
性B利用纳米=@( 在地下水中的腐蚀为微生物的反
硝化活动提供电子的研究已取得了一些成果

,#- &但
目前的研究都集中在硝酸盐还原的反应速率和产物

分布上&并且都着重纳米=@( 的纯化学腐蚀过程&没
有对纳米=@( 的生物腐蚀进行研究B
在金属的生物腐蚀过程中&生物膜对金属的腐

蚀具有重要影响&大约 #(i以上微生物的活性发生
在生物膜里

,"(-B生物膜是由微生物在金属等固体材
料表面生长形成的&除含有极大的微生物量外&还含
有多糖(核酸(脂质(蛋白质(有机酸等微生物胞外分
泌物以及吸附的有机物(无机物等B金属表面的微生
物膜可以在金属与微生物膜的界面上产生与周围环

境差异很大的化学环境&尤其是生物膜中的微生物
胞外分泌物对金属的腐蚀往往产生促进作用B微生
物的胞外分泌物是酸性的并含有某些官能团可以吸

附金属离子&这可能形成金属离子浓差电池&加速腐
蚀的进行B另外&生物膜对物质的扩散可产生阻碍作
用&同时还可以富集某些环境中含量低的化学物质B
目前关于生物膜对金属腐蚀作用的研究都集中

在生物膜对管道(船舶等大块金属的腐蚀研究上&关
于生物膜在地下水环境中对纳米 =@( 腐蚀作用的研
究还鲜见报道B本研究的目的在于分析地下水环境
中生物膜对纳米 =@( 腐蚀的影响&及利用腐蚀产氢
进行反硝化活动的能力B尝试用人工合成的生物膜D
纳米=@( 复合材料处理地下水中的硝酸盐污染&以
期为应用纳米=@( 处理地下水中硝酸盐污染探索新
的途径

,"" a"*-B

QR材料与方法

QSQ!试剂(仪器与分析方法
试剂#七水合硫酸亚铁&硼氢化钾&W+[DE(((

$聚乙二醇DE(((%&无水乙醇&葡萄糖&均为分析纯B

仪器# 6GL<)( 型 紫 外 可 见 分 光 光 度 计
$-GLAG8%’ CCD" 数显电动搅拌器’*’(D5 O]计$梅特
勒D托利多有限公司%’2]\D&’U气浴恒温振荡器
$江苏省金坛市医疗仪器厂%’\@ANN3JA7.FGV@L\"
型高级正置荧光显微镜$\+.55%B
分析方法#,0c

* D,用紫外分光光度法’,]
b
E D,

用纳氏试剂光度法’,0c
’ D,用 BD$"D萘基%D乙二胺

光度法
,"E-B

QSE!微生物驯化
本实验采用从活性污泥中驯化的反硝化微生物

作为实验用微生物&活性污泥取自天津市纪庄子污
水处理厂B根据微生物不同的生理特点&采用自制恒
化器对活性污泥中的微生物进行筛选培养&以获得
有较强利用氢气做电子供体进行反硝化活动的微

生物B
所采活性污泥首先经过前期 * 个月的驯化培

养B培养方法#将活性污泥及上清液约 " 4密封在
"‘) 4的大瓶子里&氮气脱氧&投加硝酸钠 ) V&" 月
后测得污泥清液中含硝酸盐氮 ’)) FVP4&而后每半
月加入硝酸钠 ) VB

细线条表示导管

图 QR微生物培养恒化器

=AVB"!6:@F7N9G9S7LFAML7RAG;M>;9>L@

采用自制恒化器$图 "%&微生物培养瓶里装入
硝酸盐培养液 $成分为#")‘((( V)4c" ,G]60*&
*‘(*% V)4c" ,G,0*& (‘#$) V)4

c" ]̂’W0E& 以及 "(
F4微量元素溶液&微量元素溶液组分为,$- #(‘)’
FV)4c" \86;’& "‘#( FV)4

c" 676;’)%]’0& "‘((
FV)4c" 1850E)$]’0&(‘’E FV)4

c" ,A6;’)%]’0&
(‘’# FV)4c" 6>6;’)’]’0&(‘*% FV)4

c" ,G’170E)
’]’0和 (‘*( FV)4

c" ]*U0*%)(( F4&培养液瓶里
同样装入一定量上述培养液B取经过先期驯化的活
性污泥上清液 ’ F4&加入微生物培养瓶中&氮气脱
氧 *( FA8B每天检测恒化器中的硝酸盐氮及亚硝酸
盐氮含量&在第 ) ? 硝酸盐几乎完全被反硝化时打
开恒流泵B开始时调节流速至静水停留时间约 "’(

"’%"
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:&逐天调节流速&* ? 后调节流速至静水停留时间
约 ’) :&并保持该流速 " 周B其间每天按时监测培养
瓶里硝酸盐氮和亚硝酸盐氮含量&发现均保持在很
低的水平B
整个驯化过程中每天早晚 ’ 次向氢气发生瓶

$装约 "( V*(( 目还原铁粉&"(( F4去离子水%中注
入经氮气脱氧的 E( F4"y’E 硫酸溶液&每 ’ ? 更换
氢气发生瓶中的铁粉B按时补充新鲜培养液瓶中的
培养液&平衡压力用氮气袋B
在微生物培养瓶里&不具有利用氢气进行反硝

化的能力或在实验条件下细胞分裂周期长于静水停

留时间的微生物&随出水会被逐渐淘汰出培养瓶B培
养瓶中获得的微生物为具有较强的利用氢气进行反

硝化能力的菌种B采用革兰氏染色法观察获得的微
!!

生物&几乎全部为革兰氏阴性细菌,")&"%-B
QSG!纳米=@(的制备
采用液相还原法&在氩气保护下&用 ]̂UE 还原

=@50E)$]’0制取纳米铁&反应方程为#
=@’b b’U]c

E b%]’ $((0 =@( b’U$0]%* b$]’)
$"%

!!反应结束后&产物先用脱氧去离子水洗涤 * 次&
再用脱氧无水乙醇洗涤 * 次,"$-B为排除在实验中乙
醇对微生物的干扰&本实验中所制备的纳米铁在经
过上述洗涤后&再用脱氧去离子水洗涤 * 次B
QST!实验方法
本实验设计 ) 组实验$见表 "%&每组均设有重

复对照实验B所有实验均在 "$) F4血浆瓶中
进行B

表 QR各实验组实验条件

2GR;@"!+JO@LAF@89G;M78?A9A78 S7L@GM: @JO@LAF@89G;VL7>O

组别 实验条件

第 " 组 加入 "’ F4硝酸盐培养液&用去离子水稀释至 "’( F4&将新制纳米=@( (‘()% V导入血浆瓶中

第 ’ 组 加入 "’ F4硝酸盐培养液&用去离子水稀释至 "’( F4&将新制纳米=@( (‘()% V导入血浆瓶中&) ? 后加入微生物培养瓶
中的菌液 ’ F4

第 * 组 加入 "’ F4硝酸盐培养液&用去离子水稀释至 "’( F4&加入微生物培养瓶中的菌液 ’ F4
第 E 组 加入 "’ F4硝酸盐培养液&用去离子水稀释至 "’( F4&加入 (‘% V葡萄糖及微生物培养瓶中的菌液 ’ F4

第 ) 组

加入不含硝酸盐的培养液 "’ F4$成分同硝酸盐培养液&但不含 ,G,0* %&用去离子水稀释至 "’( F4&将新制纳米 =@(

(‘()% V导入血浆瓶中&加入 (‘% V葡萄糖及微生物培养瓶中的菌液 ’ F4B于 *)p振荡培养 ’ ?后用磁铁吸住纳米铁&将
瓶中的溶液抽出&用脱氧去离子水洗 * 遍以除去葡萄糖&水洗时动作要轻&避免破坏微生物与纳米铁形成的生物膜B然后
加入 "’ F4硝酸盐培养液&用去离子水稀释至 "’( F4

!!,0c
* D,初始浓度为 )( FV)4

c"&各瓶均用聚四
氟乙烯胶塞密封&抽样处的针孔用蜡烛油密封B置于
恒温振荡器中&温度 *)p&转速 ")( LPFA8B

ER结果与讨论

ESQ!纳米=@( 粒子的表征
利用W].4.W5 +1E((52型透射电镜$2+1%对

纳米=@( 粒子进行了2+1(粒径分析等表征$图 ’%B
可以看出&本实验采用的液相还原法所制得的

纳米=@( 为直径约 &( 8F的球形颗粒状物B由于纳
米=@( 粒子具有磁性&且具有巨大的比表面能&因此
很容易团聚B
ESE!生物膜对纳米=@( 腐蚀的影响
虽然纳米铁具有大的比表面积和比普通铁粉更

高的反应活性&但是在高 O]$ t#%环境中纳米 =@(

与硝酸盐的反应活性很差,图 *$G%-B本实验反应
初始的 O]为 &‘#&而纳米 =@( 与硝酸盐反应 ) ? 后
测得溶液 O]为 #‘’B,0c

* D,"( ? 的降解率仅有
"(i&并且降解速率越来越低B

图 ER纳米8%FD/M照片

=AVB’!2+1O:797VLGO: 7S8G87D=@(

纳米=@( 与硝酸盐反应的主要方式为,$- #
,0c* bE=@

( b"(] $((b E=@’b b,]b
E b*]’0

$’%
!!另外&还有一些次要反应,"&&"#- #

’’%"
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=@( b,0c* b’] $((b =@’b b]’0b,0
c
’ $*%

*=@( b,0c’ b&] $((b *=@’bb,]b
E b’]’0$E%

!!可以看出&上述反应的动力学常数都与溶液的
O]呈负相关&即溶液 O]越高反应动力学常数就越
低&这是造成在高 O]培养液中纳米=@( 与硝酸盐反
应活性差的主要原因B另外&5GLG9:<,’(-认为&用硼氢
化物还原的方法所制备的纳米=@( 短期暴露于硝酸

盐溶液中会导致纳米=@( 颗粒尺寸缩小及表面积的
增大&但是对硝酸盐的还原速率并无太大影响&这与
本实验前 ’?的结果基本一致B随着纳米=@( 与硝酸
盐反应的进行&纳米 =@( 核表面会形成富含=@$*%
的氧化壳&逐渐生成更多的钝性 =@*0E&阻碍硝酸盐
与纳米=@( 的反应&这与本实验中硝酸盐的还原率
逐渐降低的现象一致,图 *$G%- ,’" a’E-B

图 GR第 Q(E 组实验硝酸盐及不同还原产物的浓度变化
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!!第 ’组实验初始条件和第 " 组相同&在反应进行
) ?后加入微生物培养瓶中的菌液 ’ F4B微生物的反
硝化过程是一系列生物酶利用电子供体催化还原

,0c
* 的过程#包括被硝酸盐还原酶还原成亚硝酸盐(
亚硝酸盐被亚硝酸盐还原酶还原成,0(,0被,0还
原酶还原成 ,’0(最后 ,’0被 ,’0还原酶还原成
,’

,’)-‘对比第 "组实验的数据&发现第 ’组在加入微
生物后硝酸盐的还原率大幅提高&并表现出明显的微
生物反硝化活动的特征#亚硝酸盐先是积累后又快速
降解,图 *$R%-B加入微生物反应 "( ?后,0c

* D,被完
全去除&有 *$i转化为了氨氮&其余 %*i应以,’0(
,’ 等气态形式的反硝化产物离开溶液B

图 *$R%中&,0c
’ D,浓度逐渐增加是生物反硝

化的典型表现B加入微生物后的起初 ’ ?&微生物由
于进入新的环境而在做生理上的适应&包括相应酶
的合成&此时没有表现出明显的反硝化作用&,0c

’ D,

浓度变化不大B之后微生物开始适应环境&,0c
’ D,

浓度逐渐增加&溶液中总氮含量持续下降&表现出明
显的反硝化活动的特征B微生物的反硝化活动需要
有电子供体才能进行&在本实验所用微生物培养液
中没有生物可利用的电子供体&因此判断纳米 =@(

的腐蚀产氢为微生物的反硝化活动提供了电子&而
利用纳米铁在水中腐蚀产氢作为微生物反硝化的电

子供体已被许多研究所证实
,#&’’-B

第 ’ 组实验中&反应瓶中溶液的 O]同第 " 组
相似&一直维持在较高水平&在 &‘# a#‘) 之间B如上
所述&从纯化学反应的角度来看&在本实验 O]高于
# 的条件下&铁水析氢腐蚀几乎难以进行B但是&在
纳米=@( 表面形成的生物膜&可以从至少 ’ 个方面
加速纳米=@( 的腐蚀#第一&生物膜具有更适合微生
物生长而且不同于溶液中的理化性质&如 O]值&因
此生物膜可以在纳米=@( 表面创造一个不同于溶液
中的较低的 O]环境’第二&生物膜中微生物分泌的
胞外黏多糖可以通过螯合等化学作用方式结合纳米

=@( 表面的离子态腐蚀产物&然后生成结构疏松的
羟基氧化铁而不是结构紧密的 =@*0E 沉积在铁核
上&由此暴露出内层铁核&增加反应的活性位点,’%-B
反应后的吖啶橙荧光显微照片证实了微生物在纳米

=@( 表面形成的生物膜的存在,图 E$G%-&同时显示
出纳米=@( 表面生物膜中微生物的密度远远大于溶
液中微生物的数量&同生物活性的 #(i发生在生物
膜内的论点一致

,# a""-B
ESG!葡萄糖营养环境下制得的生物膜D纳米 =@( 复
合材料及其反硝化作用

第 "( ’ 组实验的结果显示出了生物膜在纳米
=@( 腐蚀及生物反硝化活动中的重要作用B因此&本

*’%"
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图 TR吖啶橙染色荧光显微照片
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图 UR第 G( T 组实验硝酸盐及还原产物的浓度变化
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实验进一步考虑让微生物在营养丰富且对纳米 =@(

腐蚀性很小的环境中快速生长繁殖&形成生物膜D纳
米=@( 复合材料&然后用这种生物膜D纳米 =@( 复合
材料进行反硝化&其可能会在反硝化速度(产物分布
上同第 ’ 组中分开投加纳米=@( 和微生物的情形有
所不同B另外&由于地下水中营养物质稀少&其中的
微生物量很少&典型地下水中的总微生物量大约为
"(* a"(% 个PF4,’$-B因此在利用纳米 =@( 腐蚀产氢
作为微生物电子供体来降解地下水中污染物时&常
常面临地下水中的微生物量尤其是有针对的能利用

纳米=@( 腐蚀产氢作为电子供体来降解污染物的微
生物量太少的问题&这使得纳米铁在相当长的一段
时间内被无意义地腐蚀

,’(-B这样既浪费了纳米 =@(

所携带的电子&又因腐蚀引起纳米 =@( 老化而导致
纳米=@( 的活性降低&不利于纳米 =@( 用于地下水
中污染物的降解B而本实验中由纳米 =@( 和驯化筛
选出的具有较强反硝化能力的微生物&在营养丰富

的环境中形成的生物膜D纳米 =@( 复合材料含有丰
富的微生物量&可以有效解决这一问题&因此更具有
实际的应用前景B
本实验使用葡萄糖为微生物耦合纳米 =@( 形成

生物膜D纳米=@( 复合材料创造所需的营养环境&因
此首先考察葡萄糖对微生物反硝化能力的影响B在
第 * 组实验中&微生物单独与硝酸盐培养液反应&结
果显示在没有外加电子供体的情况下&微生物利用
其自身所携带的营养物质进行内源反硝化的活性很

有限,图 )$G%-B这种条件下大约只能去除溶液中
,0c

* D,的 )i&且被去除的,0c
* D,中的大多数转化

为了,0c
’ D,B第 E 组实验中&微生物与投加了 )VP4

葡萄糖的硝酸盐培养液反应&微生物在这种条件下
* ? 就能将培养液中的,0c

* D,完全反硝化 ,图 )
$R%-&表明本实验所用微生物可以利用葡萄糖作电
子供体进行反硝化B综合第 ’ 组和第 E 组实验的结
果&证明本实验驯化筛选的微生物既可以自养反硝

E’%"



% 期 李宁等#生物膜对纳米铁D微生物去除地下水中,0c
* D,的影响

化也可以异养反硝化&但是异养反硝化的速率比自
养反硝化的速率快得多B
第 ) 组实验使用在葡萄糖营养环境下生成的生

物膜D纳米=@( 复合材料进行反硝化B吖啶橙染色荧
光显微照片表明&在葡萄糖营养环境下形成的生物
膜D纳米=@( 复合材料是由生物量很大的微生物膜
包住纳米=@( 团构成的,图 E$R%-B
生物膜D纳米 =@( 复合材料可以在 ) ? 内将

,0c
* D,完全反硝化$图 )%&产物中有 ’&i转化为氨
氮&其余 $’i应以 ,’0(,’ 等气态形式的反硝化产
物离开溶液B生物膜D纳米 =@( 复合材料的反硝化能
力比分开投加微生物和纳米=@($第 ’ 组实验%体系
的反硝化能力要强许多&后者需要 "( ? 才能去除同
等量的,0c

* D,B
生物膜D纳米 =@( 复合材料的强反硝化能力主

要来自于 ’ 个方面#首先&从吖啶橙染色荧光显微照
片来看,图 E$R%-&生物膜D纳米 =@( 复合材料的生
物膜&比分别投加纳米 =@( 和微生物形成的生物膜
,图 E$G%-厚得多且生物量大得多B由于微生物反
硝化的速率同生物量呈正相关&因此丰富的生物量
是该复合材料具有强反硝化能力的一个重要因素B
其次&虽然在加入硝酸盐培养液前已将原来瓶内的
葡萄糖培养液抽出&并用脱氧去离子水冲洗了 * 遍&
但生物膜本身会吸附少量葡萄糖B虽然这部分葡萄
糖量很少&但是从第 E 组实验的结果来看&葡萄糖对
微生物的反硝化作用具有较强的促进作用&因此生
物膜中的这部分葡萄糖对微生物的反硝化作用也会

起到一定促进作用B
图 % 表明&氨氮的生成速率同亚硝酸盐的变化

速率呈很好的正相关性B在本实验中氨氮是由硝酸
盐与纳米=@( 的化学反应而非生物活动生成&而亚
硝酸盐的积累与降解是微生物反硝化活性的重要表

征B这一产物变化趋势表明&生物膜D纳米 =@( 复合
材料中纳米=@( 的化学腐蚀同生物膜中微生物的活
性密切相关&这与第 ’ 组实验中观察到的情形一致&
进一步证明了生物膜在纳米 =@( 腐蚀&及利用腐蚀
产氢提供的电子供体进行反硝化过程中的主导

作用B
另外&生物膜D纳米=@( 复合材料用于去除地下

水中,0c
* D,的潜在负面影响是可能会引起地下水中

铁离子浓度的升高B但是铁元素是地壳中含量很丰
富的一种元素&地下水中普遍溶解了一定量的铁元
素&用于污染修复所投加的纳米铁量相比较与地下
水中铁元素的本底值是很少的B另外&不论二价铁还

图 !R第 U 组实验硝酸盐及不同还原产物的浓度变化
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是三价铁的化合物都仅在酸性条件下有一定溶解

度&在中性或碱性条件下溶解度都很小,’&-B而采用
生物膜D纳米 =@( 复合材料去除地下水中,0c

* D,的
过程中&地下水环境的 O]值会随着铁水腐蚀及生
物反硝化的进行逐渐升高&形成碱性环境&使得投加
生物膜D纳米=@( 复合材料的地下水中铁元素的溶
解度降低B此外&由于铁对人和动物的毒性较小&各
国的环境标准中对生活饮用水铁元素的含量要求较

宽B例如!中华人民共和国地下水水质标准"中规定
生活饮用水中铁元素的允许含量为 n(‘* FVP4&且
铁元素含量n"‘) FVP4时可在适当处理后作为饮用
水B因此笔者认为采用生物膜D纳米铁材料去除地下
水中,0c

* D,会引起地下水中铁离子浓度的一定提
升&但是除非是非常大剂量的投加&否则不会使地下
水中的铁元素含量超过生活饮用水水质标准中所规

定的含量B

GR结论

$"%在高碱性$ O]t#%(纯化学体系下&纳米
=@( 与溶液中硝酸盐的反应活性很低&而微生物的
引入可以加快纳米=@( 的腐蚀并利用腐蚀产氢提供
的电子供体进行反硝化作用B该环境下纳米 =@( 的
腐蚀速率同微生物活性密切相关&结合吖啶橙染色
荧光显微图片所反映的信息&表明生物膜在纳米
=@( 腐蚀过程中具有主导地位B

$’%对比分开投加微生物和纳米 =@( 体系中形
成的生物膜的荧光显微照片&葡萄糖营养环境下形
成的生物膜D纳米 =@( 复合材料的生物膜具有大得

)’%"
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多的生物量B另外&分开投加微生物和纳米 =@( 的体
系需要 "( ?才能将体系中的,0c

* D,完全去除&产物
中气态,约占 %*i&而葡萄糖营养环境下形成的生
物膜D纳米=@( 复合材料可以在) ?内就将同等量的
,0c

* D,完全去除&且产物中气态 ,达 $’i&即有更
多的反硝化产物可以气态形式离开地下水体B

$*%生物膜D纳米=@( 复合材料具有高反硝化速
率&并且反硝化产物更加环境友好B另外&生物膜D纳
米=@( 复合材料含有丰富的微生物量&并且这些微
生物为驯化筛选出的具有较强反硝化能力的微生

物&这种特性使其更适合地下水中本底微生物量稀
少&能利用纳米 =@( 腐蚀产氢作为电子供体进行反
硝化的微生物量更少的特点&因此具有实际应用
前景B
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