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摘 要：利用液相还原法制备壳聚糖稳定纳米铁、油酸钠稳定纳米铁和普通纳米铁，在无氧条件下将其分别与反硝化细菌耦合用

于地下水中硝酸盐污染物的去除研究，探讨不同纳米材料与反硝化菌的耦合体系去除硝酸盐的速率和产物，并通过测定体系中反

硝化细菌总 RNA 浓度的变化来研究纳米材料对反硝化菌的毒害作用。结果表明，耦合体系均在 9 d 内将硝酸盐完全去除，反应过

程中有大量亚硝酸盐产生，但随着反应的进行又逐渐消失，3 种耦合体系的脱氮产物中均有氨氮产生，油酸钠稳定纳米铁体系、普
通纳米铁体系、壳聚糖稳定纳米铁体系产生的氨氮比例分别为 15%、37%和 58%。反应后 3 种耦合体系中反硝化菌总 RNA 浓度的

降低率分别为壳聚糖稳定纳米铁体系 37%、纳米铁体系 30%、油酸钠稳定纳米铁体系 21%，可见不同纳米材料对细菌毒性大小顺

序为：壳聚糖稳定纳米铁>普通纳米铁>油酸钠稳定纳米铁。综合反应速率、产物和对细菌的毒性各个方面因素，油酸钠稳定纳米铁

与反硝化细菌的耦合效果最好。
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Abstract：An integrated nitrate treatment using nanoscale zero-valent iron（NZVI） and Alcaligenes eutrophus , which is a sort of hy－
drogenotrophic denitrifying bacteria, was conducted to remove nitrate and decrease ammonium generation. In this paper, nano-scale chi－
tosan-Fe0, sodium oleate-Fe0 and nano-Fe0 were synthesized respectively using liquid-phase reduction method and then integrated with
denitrifying bacteria to remove nitrate from groundwater under anaerobic condition. Experiments were carried out to examine the removal rate
of nitrate, the reaction products and the RNA concentrations in these particle-bacteria systems. The results showed that nanoparticles-bacte－
ria systems removed all nitrate within 9 days. During the reaction, the nitrite increases firstly, achieving the maximum value and then de－
creased. The ammonium increased monotonously, the ratio of ammonium was as follows：58% in chitosan-Fe0 system, 37% in nano-Fe0 sys－
tem, and 15% in sodium oleate-Fe0 system. The total RNA concentrations of the bacteria decreased in content by 37%, 30%, and 21% in the
chitosan-Fe0, nano-Fe0 and oleate-Fe0 nanoparticles-bacteria systems respectively, which suggested the toxicities of these nanoparticles to
denitrifying bacteria should be in the following sequence：chitosan-Fe0>nano-Fe0>sodium oleate-Fe0. In summary, considering the various
factors synthetically（removal rate of nitrate, reaction products, and toxicities to bacteria）, sodium oleate-Fe0 could be applied as a promising
reactive material for the reduction of nitrate in groundwater under anaerobic condition together with denitrifying bacteria.
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地下水一直是重要的饮用水水源之一，但是随着

工农业的发展和人口的急剧增长，大量生活污水与垃

圾粪便、化肥、工业废水等污染物进入地下水，成为地

下水硝酸盐污染的主要来源[1-2]。水中硝酸盐可在人体

内转化为亚硝酸盐，从而导致高铁血蛋白症，严重的

可致死亡。另外，硝酸盐还有使人致癌的危险[3-5]。因此

开展地下水中硝酸盐氮修复技术的研究越来越受到

学者的关注。
地下水硝酸盐的修复技术大致可以分为物理化

学修复技术、生物修复技术和化学还原技术[6]。物理化

学修复技术只是起到了废物转移或浓缩作用，没有彻

底的将硝酸盐去除，同时产生高浓度再生废液同样需

要处理，所以此法在应用上受到一定的限制。生物修

复技术包括异养菌脱氮法和自养菌脱氮法。异养法需

要投加有机碳源，若有机碳源投加过量会造成二次污

染，投加量少则反硝化不完全，且反应过程中产生的

污泥量较大，后续处理比较麻烦。自养脱氮法不需要

有机碳源，但是需要电子供体，目前自养菌脱氮法多

采用 H2 作为电子供体，存在使用不安全和价格昂贵

等问题[7-9]。化学方法是利用一定的还原剂还原水中的

硝酸盐从而去除硝酸盐。铁还原法是目前研究最多的

技术，它能够还原去除水环境中多种污染物[10-11]，但使

用普通零价铁去除水中硝酸盐时，铁粉用量较大，且

反应需在低 pH 条件下方可获得较高的去除效果。
近年来，将纳米零价铁用于环境污染的修复是一

种新的污染控制技术[12-14]，与普通铁粉相比，纳米铁粒

径小，具有极高的比表面积和表面活性，可以被直接

注入污染场所，因而在地下水修复中具有独特的优

势。但是纳米零价铁稳定性差，在环境中易氧化甚至

自燃，其与硝酸盐氮反应，生成的产物大部分为氨氮，

容易造成二次污染。因此，单独使用任何一种方法都

无法得到令人满意的处理效果。
为了更好地修复地下水中硝酸盐的污染，国内外

学者开始将纳米零价铁修复技术与生物脱氮技术耦

合去除硝酸盐[15-17]。纳米铁在地下水的厌氧腐蚀过程

中产生的 H2 供给自养反硝化菌进行生物反硝化作

用，可以同时解决脱硝产物中氨氮比例过高和生物反

硝化缺少电子供体这两方面的缺陷，是一种理想的地

下水硝酸盐污染的处理方法。有研究表明[18]，纳米零

价铁与微生物的耦合体系可在 3 d 内将硝酸盐完全

降解。但是纳米零价铁在空气中易被氧化，很容易在

刚注入地下后或与硝酸盐及地下水发生反应丧失活

性，不利于纳米铁持续长期的脱硝应用。另外，过快的

纳米铁还原产氢速率不利于反硝化菌对氢气的及时

有效利用，容易造成地下环境中高浓度氢气的聚集，

带来安全隐患[19-20]。纳米铁在实际应用中，更容易以稳

定型纳米铁的形式出现，其包覆物可以减缓氢气的产

生速率，更好地适应反硝化菌的氢气需求。
基于此，本文利用液相还原法制备了壳聚糖稳

定纳米铁、油酸钠稳定纳米铁、普通纳米铁，将其分

别与反硝化细菌（真养产碱杆菌）耦合用于地下水中

硝酸盐污染物的去除研究。分别考察了不同耦合体

系的脱氮速率和脱氮产物，并进一步研究了纳米材

料对反硝化细菌总 RNA 浓度的影响，从而选择最佳

的耦合纳米材料，为地下水中硝酸盐的修复提供理

论基础。

1 材料与方法

1.1 试剂和仪器

实验试剂：FeSO4·7H2O，KBH4，聚乙二醇，无水乙

醇等试剂均为分析纯；油酸钠，化学纯；聚乙烯吡咯烷

酮 K30（PVP K30），分析纯；壳聚糖 （脱乙酰度为

85%，分子量为 100 000），分析纯；总 RNA 提取试剂

盒（北京普博欣生物科技有限责任公司）。
实验仪器：THZ-82B 汽浴恒温振荡器（江苏省金

坛市医疗仪器厂）；Cary 50 型紫外可见分光光度计；

台式高速离心机 RJ-TGL-16-Ⅱ（无锡市瑞江分析仪

器有限公司）；250-D 恒温培养箱（江苏省常州国华电

器有限公司）；JJ-1 数显电动搅拌器；320-S pH 计（梅

特勒-托利多有限公司）；KQ-100D 型数控超声波清

洗器。
1.2 不同纳米材料的制备

1.2.1 壳聚糖稳定纳米铁的制备

将分子量为 100 000 的壳聚糖溶解于 HNO3 溶液

中，得到质量百分含量为 0.5%的壳聚糖硝酸溶液，使

用前通过 0.22 μm 的微孔滤膜过滤去除不溶部分，然

后向上述壳聚糖溶液中加入 FeSO4·7H2O 的水溶液，

氮气除氧 15 min，搅拌 15 min 使之混合均匀，边搅拌

边向混合溶液中滴加新配制的 KBH4 溶液，反应 30
min，得到黑色的纳米铁溶液。用磁选法分离出壳聚糖

稳定的纳米铁粒子，然后用脱氧去离子水洗涤 3 次，

得到壳聚糖稳定纳米铁复合粒子。反应方程式为：

Fe2++2BH-
4+ 6H2OChitosan Fe0+2B（OH）3+7H2↑（1）

1.2.2 油酸钠稳定纳米铁的制备：

氮气保护下，向 FeSO4·7H2O 溶液中加入聚乙烯

吡咯烷酮和无水乙醇，高速搅拌下将 KBH4 和油酸钠
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混合水溶液滴加到上述体系中进行反应，滴加完毕后

继续反应 30 min。反应结束后，用磁铁将黑色产物与

反应体系分离，弃去上层液体，然后用脱氧去离子水

洗涤 3 次。
普通纳米铁的制备采用 Wang 等[21]提出的液相还

原法。在氮气保护下，于醇-水体系中用 KBH4 还原

FeSO4·7H2O，反应方程式为：

Fe2++2BH-
4+6H2O→Fe0+2B（OH）3+7H2↑ （2）

反应完成后，用脱氧去离子水洗涤 3 次，得到普

通纳米铁粒子。
1.3 微生物的培养

实验采用的真养产碱菌购自中国微生物菌种保

藏管理中心。在正式实验之前，以连颈瓶培养细菌[22]，

如图 1 所示。连颈瓶中一侧装有 0.5 g 还原性铁粉

（300 目）和 100 mL HCl（0.5 mol·L-1）以产生氢气，生

成的氢气通过上方玻璃管通入另一侧锥形瓶中，作为

电子供体供给微生物生长；在连颈瓶的另一侧导入

10 mL 培养液，该培养液组成：15.000 g·L-1 NaHCO3，

3.036 g·L-1 NaNO3，0.975 g·L-1 KH2PO4 以及 10 mL 微

量元素溶液，其组分为（以 mg·L-1 计）0.52 ZnCl2，1.90
CoCl2·6H2O，1.00 MnSO4·7H2O，0.24 NiCl2·6H2O，0.29
CuCl2·2H2O，0.36 Na2MoO4·2H2O 和 0.30 H3BO3，并用

接种环从已培养好的平板培养基上挑取少量真养产

碱杆菌的菌落置于培养液中，最后用已灭菌的去离子

水稀释至 100 mL。然后将连颈瓶置于 30℃恒温培养

箱中进行连续培养，直至细菌浓度趋于稳定，此时菌

液 OD420 约为 0.006 8±0.000 2。

1.4 总 RNA 的提取和测定

本文通过定时测定纳米铁与反硝化菌耦合体系

中总 RNA 浓度来反映纳米铁对反硝化菌的毒性影

响。RNA 的提取和测定严格按照试剂盒的操作步骤

进行，每个样品均采用 3 次平行样品对照。

1.5 实验方法

在体积为 170 mL 的血浆瓶中，加入 10 mL 培养

液、25 mL 菌液，再用去离子水稀释至 100 mL，此溶液

NO-
3-N 的浓度为 50 mg·L-1，调节 pH 为 7.3。将 0.056

g（以 Fe0 量计）的普通纳米铁、壳聚糖稳定纳米铁、油
酸钠稳定纳米铁分别加入上述溶液中，并通氮气除

氧。在 30℃条件下，将反应瓶置于气浴恒温振荡器

中，以 150 r·min-1 转速振荡反应。定期用 1 mL 注射器

从密闭反应器中取样，通过 0.22 μm 滤膜过滤，分析

其 NO-
3-N、NO-

2-N、NH+
4-N 的含量，并测定反应体系中

反硝化细菌总 RNA 浓度。同时在血浆瓶中分别加入

培养液和菌液、培养液和纳米材料作为对照实验。
1.6 分析方法

NO-
3 -N 浓度用紫外分光光度法测定；NH+

4 -N 浓

度用纳氏试剂法测定；NO-
2 -N 浓度用 N-（1-萘基）-

乙二胺分光光度法测定 [23]；菌浓度测定 420 nm 处吸

光度；RNA 浓度（A260/A280）用紫外分光光度法测定。

2 结果与分析

2.1 微生物和纳米材料的表征

由 TEM 图（图 2）可以看出，该细菌为杆状，宽度

约为 0.5 μm，长度为 1.8~2.6 μm。

图 3a 为普通纳米铁，呈链状团聚，粒径 80 nm 左

右，分散性差，暴露在空气中自燃；图 3b 为壳聚糖稳

定纳米铁，粒径的分布范围为 20~150 nm，平均粒径

为 82.4 nm，纳米铁粒子呈球形或椭圆形，在纳米铁周

围形成了灰白色的包覆层，为稳定材料壳聚糖。壳聚

糖稳定纳米铁在空气中放置 60 d 后，仍具有较高的

图 1 细菌培养装置

Figure 1 The device with microbial culture

Fe（O） cells

H2

A B
H2 H2

图 2 真养产碱杆菌的 TEM 图

Figure 2 TEM microphotographs of alcaligenes eutrophus
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图 4 不同纳米材料体系脱氮速率比较

Figure 4 Nitrate reduction in different denitrifying systems

活性[24]；图 3c 为油酸钠稳定纳米铁，在整个体系中纳

米颗粒呈不规则颗粒状，具有较好的分散性，粒径

50~100 nm，呈明显的核壳结构，油酸钠包覆层厚度为

10 nm 左右，使得纳米铁颗粒可在空气中稳定放置一

个月以上[25]。
2.2 3 种耦合体系脱氮速率的比较

3 种纳米铁材料与微生物的耦合体系去除硝酸

盐的速率如图 4 所示。为方便下面分析，普通纳米铁

与微生物的耦合体系简称为纳米铁体系，壳聚糖稳定

纳米铁和油酸钠稳定纳米铁与微生物的耦合体系分

别简称为壳聚糖体系和油酸钠体系。
由图 4 可知，单独微生物体系中硝酸盐浓度 8 d

内仅降低了约 15%。纳米铁体系、壳聚糖体系在 7 d
内将硝酸盐完全去除，而油酸钠体系则需 9 d。
2.3 3 种耦合体系脱氮产物的比较

3 种纳米材料耦合体系脱氮产物如图 5 所示。
由于实验条件所限，体系中微量的气态脱氮产物

并没有检测。在对照实验中，单独反硝化菌降解硝酸

盐的产物几乎未检出，故在图中未显示。从图 5 可以

（a：普通纳米铁；b：壳聚糖稳定纳米铁；c：油酸钠稳定纳米铁）

（a：nano-Fe0；b：nano chitosan-Fe0；c：nano sodium oleate-Fe0）

图 3 不同纳米粒子的 TEM
Figure 3 TEM microphotographs of nanoparticles
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Figure 5 The concentration changes of（a）nitrite and（b）
ammonium in different nanoparticles-bacteria systems

（a）亚硝酸盐（b）氨氮

b

a
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看出，3 种纳米铁体系反应过程中都出现了硝酸盐氮

浓度不断减少，氨氮浓度首先随时间升高，然后趋于

稳定，而亚硝酸盐氮的浓度是先增大再减小，在反应

过程中出现极大值的现象。
图 6 为耦合体系与单独纳米铁去除硝酸盐生成

的氨氮量比较，可以看出，单独纳米材料去除硝酸盐

的产物中氨氮占到 90%以上，而与微生物耦合后生成

的氨氮比例均在 60%以下。其中壳聚糖体系生成氨氮

的比例为 58%；纳米铁体系生成的氨氮比例为 37%；

油酸钠体系生成氨氮比例最低，为 15%。由此可知，反

硝化菌的加入大大降低了脱氮产物中氨氮的比例。

2.4 3 种纳米材料对反硝化菌总 RNA 浓度的影响

本文从纳米材料对反硝化菌总 RNA 浓度的影响

来反映 3 种纳米材料对微生物的毒性作用。从图 7 可

以看出，对照试验中 RNA 浓度小幅度下降，这是由于

在对照试验中没有添加电子供体，反硝化菌通过内源

呼吸来维持自身生长，所以 RNA 浓度下降。3 种纳米

材料的耦合体系中 RNA 浓度先下降后上升，可知 3
种纳米材料对反硝化菌均产生不利影响。壳聚糖体系

中，RNA 浓度从 721 ng·μL-1 降到 456 ng·μL-1，降低

率为 37%；纳米铁体系中，RNA 浓度从 705 ng·μL-1

降到 490 ng·μL-1，减少了 30%；油酸钠体系中 RNA 浓

度从 710 ng·μL-1 降到了 560 ng·μL-1，降低率为 21%。

3 讨论

由图 4 可知，由于对照组体系中没有添加额外的

电子供体，反硝化菌降解硝酸盐的速率非常缓慢。硝

酸盐浓度的小幅度降低可能是微生物本身分泌的一

些粘性物质对硝酸盐的吸附作用引起的。
在前 5 d，纳米铁体系的反应速率大于油酸钠体

系，原因可能为纳米铁与油酸钠之间发生了化学键

合，包覆在纳米铁表面的油酸钠有机层提高了纳米铁

的亲油性和稳定性，降低了水中硝酸盐与纳米铁的接

触机会[25]，所以油酸钠体系的反应速率小于纳米铁体

系。随着反应的不断进行，原本活性很高的普通纳米

铁由于与水和硝酸盐不断反应，被大量消耗，虽然此

时反硝化菌开始适应环境，发挥反硝化作用，但是由

于铁量的不足，耦合效果不好，脱氮速率减缓。而油酸

钠稳定纳米铁的稳定性较好（可在空气中稳定放置一

个月），此时油酸钠包覆纳米铁开始与反硝化菌耦合

去除硝酸盐，所以在 5~6 d 反应速率加快。
单独纳米铁去除硝酸盐符合 NO-

3→NO-
2→NH+

4 反

应模式[26-28]，最终还原产物主要为氨氮。而生物反硝化

是首先在硝酸盐还原酶的作用下将硝酸盐氮还原成

亚硝酸盐，然后再在各种酶的催化作用下将亚硝酸盐

还原成气态氮，反应过程中并不会产生氨氮，氨氮仅

仅产生于纳米铁化学还原硝酸盐的反应中。前 4 d 氨

氮的含量一直增加，这是由于在反应初期，刚进入新

环境的反硝化菌生长处于停滞状态，该阶段反硝化菌

的活性很低，而对于纳米铁来说，这个阶段正是铁量

最多、比表面积最大、反应速率最快的阶段。因此，脱

氮反应以化学降解为主，产物主要为氨氮。在后 5 d，

已经适应新环境的反硝化菌，开始利用纳米铁与水反

应生产的 H2 降解硝酸盐，生物反硝化作用在硝酸盐

的去除过程中发挥主导作用，此时氨氮含量趋于稳

定，亚硝酸盐的含量开始下降。
壳聚糖体系生成的氨氮比例是纳米铁体系中氨

氮比例的 1.5 倍，原因可能是壳聚糖的主链上含有亲
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图 6 耦合体系与单独纳米铁脱氮产物中氨氮的比较

Figure 6 The concentration changes of ammonium in coupling
systems and separate iron systems

图 7 纳米材料对反硝化菌总 RNA 浓度的影响

Figure 7 The concentration changes of total RNA in
different systems
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水基团-OH、-NH2，其在水溶液中容易溶胀进而变成

疏松多孔的结构，硝酸盐溶液容易透过这层包覆材料

与其中的纳米铁反应[29-30]，把硝酸盐还原为氨氮；另外

有研究表明，壳聚糖对微生物有抑制作用[31-33]，壳聚糖

稳定纳米铁对反硝化菌的毒害作用大于普通纳米铁，

使体系中微生物的反硝化作用减弱，最终壳聚糖体系

生成的氨氮比例比纳米铁体系高。由此可知，壳聚糖

的引入仅仅是增强了纳米材料的稳定性和抗氧化性，

对于脱氮产物的改进作用不大，因此壳聚糖稳定纳米

铁不适合作为与微生物耦合的纳米材料。
油酸钠作为稳定材料在纳米铁制备过程中，通过

化学定向吸附可在纳米铁表面形成一层包覆层，延缓

了纳米铁与氧化性物质的反应速度，引起表面反应活

性的下降，一方面使纳米铁更加稳定，另一方面可以

降低其对微生物的损害，使微生物的反硝化作用加

强，使体系反应的氨氮生成比例最小，仅为纳米铁体

系的一半。在油酸钠体系中，油酸钠的引入减弱了纳

米铁对硝酸盐的还原活性且对细菌的反硝化能力影

响不大，因此油酸钠稳定纳米铁可以作为与反硝化菌

耦合的纳米材料。
从图 7 可以看出，在反应的前 2 d，微生物RNA

浓度急剧降低，这可能是因为一方面微生物还在适应

环境，生长速度缓慢；另一方面，纳米材料这时候的反

应活性很高，对微生物产生不利影响。由于壳聚糖有

抑菌作用[31-33]，所以壳聚糖体系中反硝化菌的 RNA 浓

度降低率最大。油酸钠稳定纳米铁的包覆层降低了纳

米铁的表面活性，其对反硝化菌 RNA 的毒性影响最

小。2 d 以后，RNA 的浓度又开始回升，原因可能为随

着反应的进行，微生物开始适应环境且利用纳米材料

被氧化而产生的 H2 进行生长，此时反硝化菌的反硝

化反应占主导作用，这时氨氮的含量趋于稳定，这与

前面的论述结果一致。
根据以上硝酸盐的降解速率、亚硝酸盐、氨氮及

总 RNA 浓度的变化情况可得出纳米铁-反硝化细菌

耦合体系的脱氮反应大致可以分为 4 个阶段：物理混

合阶段→杀菌产氨阶段→纳米铁氧化阶段→生物反

硝化阶段。整个脱氮反应中纳米铁与微生物反硝化作

用对体系中硝酸盐的去除贡献率是不同的。由于氨氮

仅仅产生于纳米铁化学还原硝酸盐的反应中，可以根

据最后生成的氨氮量来了解耦合体系中纳米铁对硝

酸盐去除的贡献率。壳聚糖体系、纳米铁体系和油酸

钠体系生成氨氮的比例分别为 58%、37%和 15%，可

知在 3 种体系中，壳聚糖稳定纳米铁、普通纳米铁、油

酸钠稳定纳米铁对硝酸盐去除贡献率分别为 58%、
37%和 15%，相应地，微生物的贡献率分别为 42%、
63%和 85%，可见在油酸钠耦合体系中生成的氨氮量

最小，微生物的贡献率最大，因此油酸钠稳定纳米铁

与微生物的耦合效果最好。

4 结论

（1）在本实验中，3 种纳米材料耦合体系与硝酸盐

的反应速率大小依次为：壳聚糖体系>纳米铁体系>油

酸钠体系，由于不同纳米材料的结构和特性不同，导

致其反应速率不同。
（2）由反应产物可知，油酸钠体系生成的氨氮的

比例仅为纳米铁体系的 50%，为壳聚糖体系的 25%，

因此油酸钠体系脱氮产物最为理想。
（3）不同纳米材料对 RNA 含量影响的大小依次

为：壳聚糖稳定纳米铁>普通纳米铁>油酸钠稳定纳米

铁。可知 3 种纳米材料中油酸钠稳定纳米铁对反硝化

菌的毒性作用最小。
（4）纳米铁-反硝化细菌耦合体系的脱氮反应大

致可以分为 4 个阶段：物理混合阶段→杀菌产氨阶

段→纳米铁氧化阶段→生物反硝化阶段。
（5）综合各个方面因素（反应速率、产物和对微生

物的毒性），可知 3 种纳米材料中，油酸钠稳定纳米铁

与微生物的耦合效果最好，因此可以采用油酸钠稳定

纳米铁作为与微生物耦合的纳米材料。
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