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摘  要: 生物反硝化是目前废水深度处理中应用最为广泛的硝酸盐氮处理技术，但该方法一般停留时间较长，在

冬季因低温处理效果欠佳，因此有必要开发反硝化强化技术。以施氏假单胞菌 Pseudomonas stutzeri 为研究对象，

考察了不同投加量下 Fe3O4 对 P. stutzeri 反硝化过程的影响。结果显示当 Fe3O4 投加量由 0 mg/L 增至 4 000 mg/L

时，硝酸盐氮最大比降解速率由 18.0 h–1 增加至 23.7 h–1，体系中的总蛋白含量以及细菌体内的铁含量显著增加。

RT-qPCR 和非标记 (Label-free) 定量蛋白组学分析表明，投加 4 000 mg/L Fe3O4 体系中的 P. stutzeri，其反硝化功

能基因 napA、narJ、nirB、norR、nosZ 表达量分别提高了 55.7%、24.9%、24.5%、36.5%、120%，对应反硝化还原

酶 Nap、Nar、Nir、Nor、Nos 表达量提高了 85.0%、147%、16.5%、47.1%、95.9%。对比体系中“游离细菌”和“Fe3O4

粘附细菌”，发现二者的反硝化功能基因以及反硝化相关酶没有显著差别；而 Fe3O4 粘附细菌电子传递相关蛋白表

达量有所提高，说明了 Fe3O4 通过与细菌直接接触促进其生长代谢，导致体系中细菌总量的增加，从而提高反硝

化速率。该结果可为反硝化强化技术的开发提供理论支撑。 

关键词: 施氏假单胞菌，Fe3O4，反硝化脱氮，铁运载，非标记蛋白组学 
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Abstract:  Biological denitrification is the most widely used technology for nitrate removal in wastewater treatment. 

Conventional denitrification requires long hydraulic retention time, and the nitrate removal efficiency in winter is low due to 

the low temperature. Therefore, it is expected to develop new approaches to enhance the denitrification process. In this paper, 

the effect of adding different concentrations of Fe3O4 nanoparticles on the denitrification catalyzed by Pseudomonas stutzeri 

was investigated. The maximum specific degradation rate of nitrate nitrogen improved from 18.0 h–1 to 23.7 h–1 when the 

concentration of Fe3O4 increased from 0 mg/L to 4 000 mg/L. Total proteins and intracellular iron content also increased along 

with increasing the concentration of Fe3O4. RT-qPCR and label-free proteomics analyses showed that the relative expression 

level of denitrifying genes napA, narJ, nirB, norR, nosZ of P. stutzeri increased by 55.7%, 24.9%, 24.5%, 36.5%, 120% upon 

addition of Fe3O4, and that of denitrifying reductase Nap, Nar, Nir, Nor, Nos increased by 85.0%, 147%, 16.5%, 47.1%, 95.9%, 

respectively. No significant difference was observed on the relative expression level of denitrifying genes and denitrifying 

reductases between the bacteria suspended and the bacteria adhered to Fe3O4. Interestingly, the relative expression level of 

electron transfer proteins of bacteria adhered to Fe3O4 was higher than that of the bacteria suspended. The results indicated that 

Fe3O4 promoted cell growth and metabolism through direct contact with bacteria, thereby improving the denitrification. These 

findings may provide theoretical support for the development of enhanced denitrification. 

Keywords:  Pseudomonas stutzeri, Fe3O4, denitrification, iron transport, label-free proteomics 

 

随着工业化进程加快，水污染问题日趋严

重。水环境中过量的硝酸盐会对人体健康和生态

环境造成危害[1]。许多国家和机构组织都规定了

水中硝酸盐氮的限值，如世界卫生组织  (World 

Health Organization，WHO) 规定饮用水中硝酸盐

浓度限值为 50 mg-NO3
–/L[2]，我国为 10 mg-N/L[3]，

此 外 《 城 镇 污 水 处 理 厂 污 染 物 排 放 标 准 

(GB18918-2002)》[4]中一级 A 标准要求总氮 (Total 

nitrogen，TN) 浓度不超过 15 mg/L。 

在废水处理中，生物反硝化是目前广泛应用

的硝酸盐去除工艺[5]，它是指在缺氧的环境下，

反硝化菌以 NO3
–-N 为末端电子受体，将其还原

为 N2 的过程。然而，反硝化需要的停留时间长，

易受温度、碳源、pH 等外界因素影响[6]。报道显

示，我国北方污水处理厂在冬季反硝化效果不佳，

导致出水总氮很难达标[7-8]。因此有必要开发反硝

化强化技术，以提高反硝化速率，保障出水稳定

达标。 

铁是微生物生长必需的微量元素[9]，铁元素

不同价态间的氧化还原过程，对环境中其他污染

物的降解[10-11]、微生物的生长代谢过程[12-13]都有

重要的作用。研究表明，铁氧化物能够作为胞外

呼吸的终端电子受体/供体、电子储存介质或是种

间电子传递介体促进微生物代谢过程[14-16]。在反

硝化研究中，Zhang 等[17]发现针铁矿 α-FeOOH、

纤铁矿 γ-FeOOH、赤铁矿 α-Fe2O3 和磁铁矿

γ-Fe2O3 能够作为电子介体促进芽孢杆菌 Bacillus 

sp.的反硝化过程。Ni 等[18]发现，当活性污泥长期

暴露于 50 mg/L 的 Fe3O4 纳米颗粒后，总氮去除

率由 80.3%提高到 94.4%，反硝化酶 Nor、Nar、

Nir 活性分别提高了 12%、23%、27%。乔楠等[19]

将好氧反硝化菌负载于 Fe3O4 纳米颗粒上，发现

细菌对总氮、总磷 (Total phosphorus，TP)、化学

需氧量 (Chemical oxygen demand，COD) 的去除
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率随着 Fe3O4 用量的增加而提高。 

目前，Fe3O4 对反硝化微生物的影响及其作用

机制的研究较少。本研究采用向反硝化体系中投

加 Fe3O4 纳米颗粒的方式考察其对施氏假单胞菌

Pseudomonas stutzeri 反硝化过程的影响，旨在从

反硝化动力学过程、微生物生长代谢水平、反硝

化酶与功能基因的表达等角度，探讨 Fe3O4 对   

P. stutzeri 反硝化过程的影响机制，为反硝化强化

技术的开发提供理论支撑。 

1  材料与方法  

1.1  实验材料  

本实验所用的施氏假单胞菌 ATCC17588 冻

干粉购自中国普通微生物菌种保藏管理中心；纳

米 Fe3O4 (20 nm)、石墨粉 (8 000 目) 均购自上海

麦克林生化科技有限公司；磷酸盐缓冲溶液 

(PBS) 购自江苏凯基生物技术股份有限公司。 

1.2  培养基 

LB 肉汤培养基：购自青岛海博生物技术有限

公司，作为活化培养基，121 ℃高压灭菌 15 min。 

反硝化培养基  (g/L)：CH3COONa 3.086、

KNO3 0.619、K2HPO4·3H2O 4.78、MgSO4·7H2O 

0.2、KH2PO4 1.24 和 1 mL 微量元素溶液。 

微量元素溶液  (g/L)：MnCl2·6H2O 0.03、

(NH4)6Mo7O24·4H2O 2.00、FeCl2·4H2O 1.50、ZnCl2 

0.05、CoCl2·6H2O 1.61 和 H3BO3 2.86。 

所用试剂均为分析纯，除 KNO3、ZnCl2、

H3BO3 购 自 国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司 ；

MgSO4·7H2O 购自西陇科学股份有限公司；其余

均购自南京化学试剂有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  菌种的活化 

于 250 mL 锥形瓶中加入 100 mL LB 肉汤，

接种菌株，置于 37 ℃、200 r/min 的数显振荡培

养箱中恒温振荡培养，取培养 10 h 后 (OD600=0.8) 

的菌液进行反硝化实验。 

1.3.2  反硝化实验 

取 1 mL上述培养好的菌液接种至 100 mL无菌

反硝化培养基中，进行 P. stutzeri 生物反硝化实验。 

为考察无机颗粒物对 P. stutzeri 反硝化的影

响，在以下体系中开展实验：4 000 mg/L Fe3O4+  

P. stutzeri； 4 000 mg/L 石墨粉 +P. stutzeri；       

P. stutzeri (Control)。为进一步研究 Fe3O4 对     

P. stutzeri 的影响，向反硝化体系中分别加入  

500 mg/L、1 000 mg/L、2 000 mg/L、4 000 mg/L、

6 000 mg/L Fe3O4。 

1.3.3  游离细菌与粘附细菌的电镜表征 

用磁铁将 Fe3O4 吸附于锥形瓶底部，将上清

液离心，得到游离细菌  (Fe3O4_S)，将底部的

Fe3O4 与细菌混合物用 PBS 反复清洗，得到粘附

细菌(Fe3O4_A)。用 2.5%戊二醛对菌体进行固定

化，4 h 后离心，用 PBS 清洗 3 遍，去上清。用

30%、50%、70%、80%、90%的梯度乙醇溶液对

菌体脱水，每次 15 min，之后在 100%乙醇中脱

水 2 次，离心，去上清后置于 1︰1 乙醇和叔丁醇

混合液中 15 min，去上清，用纯叔丁醇置换 2 次，

每次 15 min。最后将细菌悬浮液滴在盖玻片上，

置于−80 ℃冰箱冷冻后放入冷冻干燥机中，样品

充分干燥后在电镜下观察。 

1.3.4  总蛋白质含量测定 

蛋白质含量采用二喹啉甲酸  (Bicinchoninic 

acid，BCA) 法微量蛋白质浓度试剂盒测定。取  

一定体积的菌液，利用超声破碎仪在冰水浴中进

行细胞破碎 (功率 400 W，破碎 1.0 s 停 1.0 s，   

15 min)。破碎后 4 ℃、8 000 r/min 离心 15 min，

取上清液，经 0.22 μm 的滤膜过滤后用于溶液体

系总蛋白量的测定。 

1.3.5  反硝化功能基因和反硝化还原酶表达 

将上述不同体系反硝化 12 h 后的细菌混合液

置于高速离心机中，0 ℃、8 000 r/min 离心 15 min，

倒去上清液，用  0.1 mol/L PBS (pH 7.4) 清洗   

3 次，重复离心后将沉淀物置于−80 ℃冰箱中保
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存，利用实时荧光定量 PCR (RT-qPCR) 测定功能

基因的相对表达量，利用非标记 (Label-free) 定

量蛋白组学分析酶的相对表达量。 

RT-qPCR 反应在 ABI7300 型荧光定量 PCR

仪上进行，设 3 次重复实验，目的基因及引物如

表 1 所示，反应体系 20 μL，包括 2× Taq Plus 

Master Mix 10 μL、Primer F (5 μmol/L) 0.8 μL、

Primer R (5 μmol/L ) 0.8 μL、cDNA 1 μL、ddH2O 

7.4 μL。PCR 反应程序：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s；

退火 30 s，35 个循环；72 ℃延伸 1 min。采用 2–ΔΔCt

法进行相对定量，–ΔΔCt 可根据以下公式计算： 

ΔCt=Ct (目标基因)–Ct (内参基因，16S rRNA)。 

ΔΔCt=ΔCt (实验组)–ΔCt (对照组)。 

Label-free 测定流程如下：从样品中提取蛋

白，用 BCA 法定量蛋白质浓度；蛋白质经十二烷

基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 (Sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis，SDS- 

PAGE) 分析并评价样品质量是否符合后续实验

要求；对质量达标的蛋白样品进行还原烷基化处

理，每个样品取等量蛋白用胰蛋白酶  (Trypsin) 

酶解，对已酶解的肽段进行定量；取等量样本进

行 LC-MS 分析。 

1.4  分析方法 

乙酸根、亚硝酸根、硝酸根的测定选用标准 

HJ/T 84-2001离子色谱法[20] (ICS-1100离子色谱仪，

赛默飞，美国)。OD600 通过酶标仪 (Multiskan FC，

赛默飞，美国) 测定。溶液中的 Fe2+和 Fe3+根据

HJ/T 345-2007 邻 啰菲 啉比色法测定 [21]。将干细

胞硝化后用电感离子耦合等离子体原子发射光

谱仪  (ICP-OES) 测定细胞内铁含量。 

使用 Uniprot 数据库，通过软件 Proteome 

Discover 2.2 进行搜库和蛋白质鉴定，计算一级质

谱相关的肽段峰面积，再对样品中每个肽段的谱

图积分，进行定量。通过软件 InterProScan 进行

GO 功能注释，通过 KEGG 对蛋白质进行通路分

析。使用 SAS 8.0 软件进行单因素方差分析及

Pearson 相关性分析。 

2  结果与分析  

2.1  Fe3O4 对反硝化过程的影响 

从图 1 可以看出，向 P. stutzeri 反硝化体

系中分别投加 Fe3O4 和石墨后，体系中硝酸盐

氮、乙酸盐以及 OD600 都呈现出前期变化缓慢

后期快速的趋势。在实验前期，乙酸盐和硝酸

盐浓度均无明显降低，微生物生长迟缓。从 8 h

开始，微生物进入快速生长阶段，乙酸盐被快

速降解，硝酸盐氮明显降低，12 h 时 Fe3O4 体

系中硝酸盐氮被彻底还原，16 h 时对照组硝酸

盐氮被完全去除，而石墨体系中仍残余 20 mg/L

硝酸盐氮。 

 

表 1  目的基因及扩增引物  
Table 1  Target genes and primers  

Target genes Primers Sequences (5′–3′) 

napA napA-F GCGTCGCCTTCTATGTCTCCG 
 napA-R GCCTCGCCTTGGCTTCTTC 
narJ narJ-F ATCCCGCTTTACCTCGAATACC 
 narJ-R AAGTTGACCTGTTCCTCCTCCC 
nirB nirB-F GTTCTACCGTCACTCCGCTCAC 
 nirB-R CCGTGGCTGCTGTAGTAGTCG 
norR norR-F TCGTTTCGACGCTGCCAATG 
 norR-R TGCCCGTCACGCACGCTTT 
nosZ nosZ-F CAACGCCGAGTTCATCATCC 
 nosZ-R TCTCCGAGTTGTAGCAGGTGG 
16S rRNA 16S RNA1F GCGCGTAGGTGGTTCGTTAA 
Loading control 16S RNA1R AAATTCCACCACCCTCTGCC 

 



 
 

徐珊姗 等/Fe3O4 对施氏假单胞菌反硝化过程的影响 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

3689

 
 
图 1  不同无机物对反硝化过程的影响 
Fig. 1  Effects of different inorganic substances on denitrification. (A) NO3

–-N reduction. (B) NO2
–-N reduction. (C) 

Acetate degradation. (D) Cell growth of P. stutzeri. 

 
 
 

对比 3 个体系可以发现，Fe3O4 对反硝化起

促进作用，石墨起抑制作用。选用单一底物限制

的 Monod 模型[22]来描述 6 h 后 P. stutzeri 反硝化

动力学，3 个体系拟合结果 R2 均大于 0.9，硝酸盐

氮最大比降解速率 Vmax-Fe3O4 (=23.7 h–1)>Vmax-control 

(=18.0 h–1)>Vmax-graphite (=17.1 h–1)。由于石墨与

Fe3O4均可作为导体促进微生物胞外电子传递[23]，

说明胞外电子传递并不是 Fe3O4 促进反硝化的主

要机制。 

进一步考察了 Fe3O4 投加量对反硝化过程

的影响。从图 2 可以看出随着 Fe3O4 投加量的增

加，OD600 增加，P. stutzeri 的生长速率提高，

同时硝酸盐氮的还原速率也显著提高，通过

Monod 方程拟合计算出最大比降解速率，发  

现当 Fe3O4 投加量分别为 500 mg/L、1 000 mg/L、

2 000 mg/L、4 000 mg/L、6 000 mg/L 时，硝酸

盐氮最大比降解速率分别为 19.4 h–1、19.6 h–1、

21.5 h–1、23.7 h–1、24.0 h–1，表明 Fe3O4 对       

P. stutzeri 反硝化过程的促进作用随着投加量的

增加而加强。 

2.2  Fe3O4 强化反硝化机制的研究 

近年来的研究发现，微生物与含铁矿物之间

存在着多种相互作用机制。铁氧化物在中性水环

境中多为不可溶矿物，难以穿透微生物的细胞质

膜进入到胞内。因此，微生物会通过直接或间接

方式利用胞外的矿物进行呼吸作用[24]。为了探究

P. stutzeri 对 Fe3O4 的利用机制，测定了不同体系

中的 Fe2+和 Fe3+浓度。 
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图 2  不同 Fe3O4 投加量对反硝化过程的影响 
Fig. 2  Effects of different concentrations of Fe3O4 on denitrification. (A) NO3

–-N reduction. (B) NO2
–-N reduction. (C) 

Acetate degradation. (D) Cell growth of P. stutzeri. 
 

所有体系中均未检测出 Fe3+，图 3 反映了体

系中 Fe2+浓度变化，可以看出，反硝化培养基中

投加 Fe3O4 后，在未接种细菌的体系中，Fe2+浓度

没有变化，说明体系中的 Fe3O4 没有溶出。而在

接种 P. stutzeri 后，无论有无 Fe3O4 的存在，Fe2+

浓度均明显降低，说明 P. stutzeri 可以利用 Fe2+。

通过对溶液中 Fe2+浓度的变化计算，发现在无

Fe3O4 生物体系中 P. stutzeri 摄取的 Fe2+总量 

(4.355 μg) 与有 Fe3O4体系中的摄取量 (4.358 μg) 

几乎相同。 

另一方面，对细胞内铁含量进行分析，从图 4

可以看出，随着 Fe3O4 投加量增加至 4 000 mg/L，

细胞内铁含量由 0.427 mg/g 增加至 0.864 mg/g。

而 P. stutzeri 从溶液中 Fe2+的摄取量几乎相等，说

明 P. stutzeri 可以直接将 Fe3O4 中的铁元素运载到

细胞内进行生长代谢，而不需要将 Fe3O4 转化为

溶解态的 Fe2+和 Fe3+再利用。有研究表明，一些

微生物可以分泌铁载体 (Siderophore) 将矿物晶

格中的铁离子转化为可溶性的含铁络合物，然后

进入胞内参与代谢过程[25]。 
 

 
 

图 3  不同反硝化体系中的亚铁浓度 
Fig. 3  Concentration of Fe2+ in different denitrification 
systems. 
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图 4  不同 Fe3O4 投加量下生物细胞内铁含量 
Fig. 4  Intracellular iron content under different 
concentrations of Fe3O4. 

 

2.3  Fe3O4对反硝化功能基因、蛋白表达的影响 

2.3.1  有/无 Fe3O4 体系 

P. stutzeri 具备完整的氮代谢通路，反硝化过

程涉及多种酶和多种中间产物，4 种反硝化还原

酶包括硝酸盐还原酶 (Nap 或 Nar)、亚硝酸盐还

原酶 (Nir)、一氧化氮还原酶 (Nor)、一氧化二氮

还原酶  (Nos)，对应的编码基因分别是 napA、

narJ、nirB、norR 和 nosZ[26]。 

从图 5 可以发现，投加 Fe3O4 后，P. stutzeri

反硝化功能基因 napA、narJ、nirB、norR、nosZ

表达量分别提高了 55.7%、24.9%、24.5%、36.5%、

120%，对应的反硝化还原酶 Nap、Nar、Nir、Nor、

Nos 表达量提高了 85.0%、147%、16.5%、47.1%、

95.9% (P<0.05)。这说明 Fe3O4 的存在可以提高   

P. stutzeri 反硝化还原酶的表达，有效促进硝酸盐

还原以及一氧化二氮还原为氮气的末端反应。 

2.3.2  Fe3O4 体系中的游离细菌与粘附细菌 

有研究发现纳米颗粒可以很容易地附着到细

胞表面，对微生物的代谢活动造成影响 [27]。对

Fe3O4反硝化体系上清液中的游离细菌 (Fe3O4_S) 

与 Fe3O4 粘附细菌  (Fe3O4_A) 进行扫描电镜表

征，图 6A 中游离细菌表面无明显颗粒态物质存

在，图 6B 中细菌周围布满 Fe3O4，这表明在反硝

化过程有一部分细菌可与 Fe3O4 进行直接粘附。 

将实验鉴定到的蛋白按粘附细菌和游离细菌

分组，探究 Fe3O4 对细菌蛋白的差异影响。共鉴

定出 2 530 种差异蛋白，差异倍数 (Fold change) 

大于 2.0 倍的差异蛋白为 99 种，以游离细菌为参

照，粘附细菌表达上调的差异蛋白有 67 种，表达

下调的有 32 种，这说明 Fe3O4 调控了 P. stutzeri

的蛋白表达。表 2 列出了差异倍数前 5 位的差异

上调蛋白和下调蛋白，GO 注释表明上调蛋白主 

 

 
 
图 5  有/无 Fe3O4 体系中反硝化功能基因和酶的相对表达量 
Fig. 5  Relative expression of denitrifying genes and reductases (Fe3O4/Control). (A) Denitrifying genes. (B) 
Denitrifying reductases. 
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图 6  Fe3O4 体系中游离细菌和粘附细菌扫描电镜 
Fig. 6  SEM of bacteria surface. (A) Bacteria suspended. (B) Bacteria adhered to Fe3O4. 
 
表 2  差异倍数前 5 位的上调蛋白和下调蛋白 
Table 2  Top 5 up-regulated proteins and down-regulated proteins  

Proteins 
GO description 

(biological process) 
KEGG description Fold change

Up-regulated protein    

Maltokinase Carbohydrate metabolic 
process 

Starch and sucrose metabolism, 
metabolic pathways 

70.9 

30S ribosomal protein S17 Translation  Small subunit ribosomal protein 7.6 

ABC transporter substrate-binding 
protein 

– Simple sugar transport system 
substrate-binding protein 

7.5 

BMP family ABC transporter 
substrate-binding protein 

– Simple sugar transport system 
substrate-binding protein 

6.2 

Membrane protein – Periplasmic iron binding protein 5.9 

Down-regulated protein    

Nicotinate phosphoribosyltransferase – Nicotinate and nicotinamide 
metabolism 

0.2 

3′(2′),5′-bisphosphate nucleotidase CysQ Phosphatidylinositol 
phosphorylation 

Sulfur metabolism 0.2 

3-isopropylmalate dehydratase small 
subunit 

Metabolic process  Valine, leucine and isoleucine 
biosynthesis 

0.3 

Acyl-CoA dehydrogenase Oxidation-reduction 
process 

– 0.3 

50S ribosomal protein L35 Translation Large subunit ribosomal protein 0.3 

 

要涉及的生物学过程包括碳水化合物代谢和翻

译，KEGG 注释表明差异上调蛋白主要调控淀粉

和蔗糖代谢、单糖转运系统底物结合蛋白和周质

铁结合蛋白。由此可以发现，与 Fe3O4 的直接接

触促进了 P. stutzeri 对碳源的代谢过程、蛋白质的

生物合成以及对铁的吸收转运过程。差异下调蛋

白则主要涉及磷脂酰肌醇磷酸化、代谢过程、氧

化-还原过程和翻译，调控的 KEGG 通路包括烟酸

和烟酰胺代谢、硫代谢以及缬氨酸、亮氨酸和异

亮氨酸的生物合成。 

图 7 反映了 Fe3O4 体系中粘附细菌与游离细

菌反硝化功能基因、反硝化还原酶的变化，可以

看出反硝化基因和酶的相对表达量均在 1.0 左右，

在游离细菌与粘附细菌中的表达量没有明显   

差别。 

P. stutzeri 反硝化电子传递链包括 NADH、

FAD、Fe-S 中心、泛醌、Cu 中心以及细胞色素 a、

b、c[28]，其中大量的蛋白 (如细胞色素 c) 都含有
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铁活性中心[29]。从图 8 可以发现，相较于游离细

菌，粘附细菌的电子传递蛋白均有不同程度的提

高，NADH 脱氢酶、FAD、细胞色素 c 的相对表

达量分别是游离细菌的 2.02 倍、1.76 倍、3.30 倍。 

测定了有/无 Fe3O4 体系中总蛋白浓度的变

化，发现在添加 Fe3O4 后，蛋白浓度由 195 μg/mL

增加至 252 μg/mL，进一步测定了 Fe3O4 体系中游

离细菌和粘附细菌的蛋白浓度，发现游离细菌的

蛋白浓度 (256 μg/mL) 高于粘附细菌 (219 μg/mL)。

结合基因、酶以及蛋白的变化可以发现，与 Fe3O4

的直接接触提高了电子传递蛋白的表达，促进了

粘附细菌的生长代谢，使得整个体系中的细菌数

目增加 (结合前文图 2D)，反硝化速率因此得到

提高。 

 
 

 
 
图 7  粘附细菌与游离细菌的反硝化功能基因和酶的相对表达量 
Fig. 7  Relative expression levels of denitrifying genes and reductases (Fe3O4_A/Fe3O4_S). (A) Denitrifying genes. (B) 
Denitrifying reductases. 

   

 
 
图 8  粘附细菌反硝化电子传递蛋白的相对表达量 
Fig. 8  Relative expression levels of election transfer proteins involved in denitrification. 
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3  总结 

本研究探讨了 Fe3O4 对 P. stutzeri 反硝化过程

的影响。研究发现随着 Fe3O4 投加量由 0 mg/L 增

加至 4 000 mg/L，硝酸盐氮最大比降解速率由

18.0 h–1 提高至 23.7 h–1，体系中总蛋白浓度和细

胞内的铁含量均显著增加。RT-qPCR 和 label-free

分析结果显示，Fe3O4 体系中的反硝化功能基因和

对应的反硝化还原酶表达量均显著提升，当 Fe3O4

投加量为 4 000 mg/L 时，P. stutzeri 反硝化功能基

因 napA、narJ、nirB、norR、nosZ 表达量分别提

高了 55.7%、24.9%、24.5%、36.5%、120%，对

应反硝化还原酶 Nap、Nar、Nir、Nor、Nos 的表

达量提高了 85.0%、147%、16.5%、47.1%、95.9%。

游离细菌和 Fe3O4 粘附细菌的反硝化功能基因以

及反硝化相关酶没有显著差别，但 Fe3O4 粘附细

菌的 NADH 脱氢酶、FAD、细胞色素 c 等电子传

递相关蛋白表达量均有所提高。这说明 Fe3O4 通

过与细菌直接接触可促进生长代谢，导致体系中

细菌总数的增加，从而提高反硝化速率。 
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