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摘要：中性厌氧条件下，脱色希瓦氏菌 Shewanella decolorationis(S12)能够使用多种电子受体进行厌氧呼吸，包括溶解态的

硝酸盐以及难溶态的氧化铁基质。因此，本文通过构建“脱色希瓦氏菌/铁氧化物/硝态氮”的交互反应体系，研究这一体系中

铁还原与硝态氮还原的相互作用过程，并对相互作用机制进行初步探讨。结果表明，交互反应体系中氧化铁还原与硝酸盐还

原存在明显的竞争关系；随着氧化铁比表面积、可利用态铁含量的增大，硝酸受抑制作用逐渐增强；通过不同温度煅烧而得

到的不同结晶度的赤铁矿对硝态氮的抑制作用也被研究。结果还表明，氧化铁结晶度越高，S12 对硝态氮的还原抑制作用越

小。循环伏安电化学测试结果发现，加入硝酸条件下，铁氧化峰几乎完全消失，表明硝态氮存在条件下，铁还原受到明显抑

制。针对以上结果，初步探讨了铁还原与硝态氮还原竞争的原因，即: (1) Fe(Ⅲ)与 NO3
–同时作为电子受体，因竞争电子而受

到抑制；(2)吸附态 Fe(Ⅱ)物种还原 NO3
–，导致 Fe(Ⅱ)累积减少，NO3

–还原因产生的 Fe(Ⅱ)的低速率而被抑制。 
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Fe是地壳环境中比较普遍且含量丰富的变价
金属元素，Fe还原对其他元素和污染物如C、N和
金属的迁移转化有很大影响[1-3]。由于大多数天然
水体或沉积物的氧化还原电位较高，并且有近中
性的pH值，因此铁大多以不溶态铁氧化物的形式
存在。厌氧条件下，Fe(Ⅲ)还原成Fe(Ⅱ)主要受异
化铁还原菌(DIRB)控制，它可以使用铁氧化物作
为电子受体维持自身生长，同时与有机质氧化耦
合，导致有机质降解成小分子的有机酸和CO2

[2]。
但是，在自然环境中，很多其他的电子受体（如
硝酸盐、硫酸盐、腐殖质和锰矿物）共同存在，
这会导致还原反应之间复杂的相互作用(比如抑
制或促进)[1, 4-5]。 

近年来，许多研究均证明，Fe(Ⅲ)还原过程可
以与 NO3

–还原过程发生相互耦合作用[6-11]。而且
在 Fe(Ⅲ)还原与 NO3

﹣还原的耦合过程中，NO3
﹣

还原主要是由微生物酶还原直接导致[12]，但是也
存在 NO3

﹣的非生物还原过程，比如，中性 pH 环
境下，绿锈的存在可以将 NO3

﹣还原成 NH4
+[13]。

另外，厌氧环境中微生物催化的 NO3
﹣还原耦合

Fe(Ⅱ)的氧化过程也有报道[14-15]。虽然之前有研究
认为Fe(Ⅲ)还原与NO3

﹣还原是相互抑制或是单方
受抑制过程，但是对动力学及影响因素的研究还
不完全。本文拟采用脱色希瓦氏菌 S12 来研究不
同氧化铁加入对 NO3

﹣还原过程的影响，并研究氧
化铁的性质，比如结晶度、比表面积以及可利用
态铁等对氧化铁还原速率及 NO3

﹣还原速率的影
响，同时对微生物 Fe(Ⅲ)还原与 NO3

﹣还原过程的
竞争效应进行进一步探讨分析。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 
    NaNO3 (w≥99.0%)和其他分析纯试剂均购于
广州化学试剂厂。针铁矿 (α-FeOOH)、纤铁矿
(γ-FeOOH)、赤铁矿(α-Fe2O3)和磁赤铁矿(γ-Fe2O3)

的制备方法见文献[16]。将合成的γ-FeOOH分别在
300、400、500、600、700、800 ℃马弗炉中煅烧，
升温速率为2 ℃·min–1，煅烧2 h后即得不同结晶
度的 α-Fe2O3

[17] ，文中分别表示为 Hem-300 、
Hem-400 、 Hem-500 、 Hem-600 、 Hem-700 和
Hem-800。脱色希瓦氏菌S12由广东省微生物研究
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所提供[18]，菌体在30 ℃的LB液体培养基好氧培
养16 h，经8 000 r/min 4 ℃冷冻离心10 min, 无菌
超纯水洗涤重悬浮, 此操作重复3次, 最终配成一
定浓度的菌悬液待用。 

1.2  实验方法 
    在体系厌氧培养实验开始前，对所有要用到
的器具和溶液进行标准的高压灭菌程序后方可在
无菌操作台上进行实验操作。反应体系分装于 25 

mL 西林瓶中，培养的溶液总体积为 20 mL，内含
1 mL 上面已制备的菌悬液(约 2 ×107 CFU·mL–1)，
7.0 mmol·L–1 NaNO3 和 5 mmol·L–1 乳酸，体系由
20 mmol·L–1 PIPES 提供缓冲能力(pH=7.0)。反应
体系用 100% N2 充气 30 min 排氧，然后用橡胶塞
压紧，并立即压铝盖密封。样品置于厌氧培养箱
中(30±0.5) ℃静置培养，每隔一段时间取样，并
测试反应体系中 NO3

﹣、NO2
﹣以及 Fe(Ⅱ)物种的

浓度。 

    采用循环伏安方法(CV)与传统的三电极体系
测试交互反应体系中的活性铁物种的氧化还原电
位及强度变化。其中，饱和甘汞电极为参比电极，
铂电极为对电极，而玻碳电极为工作电极。同时，
为了避免工作电极上细菌或氧化铁粉末的附着，
每测试完一个样品要对电极进行 Al2O3 抛光。整
个过程中，一直保证氮气的通入。扫描速率设置
为 50 mV/S，扫描范围为-0.8~+0.8 V(vs.SCE)。 

1.3  测试方法 
样品经 10 000 × g 离心 10 min 去除菌体和铁

氧化物后，取上清液过 0.22 μm 滤膜，用离子色
谱仪(Dionex ICS-90)，配备离子色谱柱(IonPac 

AS14A 4×250 mm)测定其中的 NO3
﹣和 NO2

﹣浓
度。流动相为 Na2CO3(8.0 mmol·L–1)-NaHCO3(1.0 

mmol·L–1)缓冲溶液，流速为 1.0 mL·min–1；Fe(Ⅱ)

的测试采用邻菲罗啉比色法，具体的测试方法参
照文献[10, 16]。 

2  结果与讨论 
2.1  氧化铁对 NO3

﹣还原动力学的影响 
    在加入与不加入铁氧化物的条件下，S12还原
硝酸量与时间关系见图1a。结果表明，体系培养
14 d后，NO3

-并不能完全被S12还原。S12还原NO3
-

的一级动力学常数k= 0.651 d–1 (R2=0.893)。反应前
5天，4种铁氧化物的加入明显抑制了NO3

-还原，
且加入4种铁氧化物(α-FeOOH、γ-FeOOH、α-Fe2O3

和γ-Fe2O3)后一级速率常数分别为0.279、0.256、
0.336和0.484 d–1。结果表明，铁氧化物的加入可
以抑制S12还原NO3

﹣，且NO3
﹣还原速率常数的顺

序 如 下 ： S12>S12+ γ-Fe2O3 >S12+α-Fe2O3 > 

S12+α-FeOOH > S12+γ-FeOOH。体系同时也检测
到了还原中间产物NO2

﹣。由图1b可看出，随着
NO3

-的不断还原，NO2
﹣的量逐渐增多，而且不管

是在纯菌体系中，还是在纯菌+IO体系中，NO2
﹣

的生成量与NO3
﹣还原量成正比。 

    另外，在样品的测试分析中，我们同样检测
到了 NH4

+的存在(数据未给出)。NH4
+的产生一方

面可能是 NO3
﹣异化产 NH4

+的结果，另一方面也
可能存在反硝化途径还原 NO3

﹣。但对于另一株希
瓦氏菌 SP200 来说，研究已证实氧化铁存在时，
SP200 还原 NO3

﹣和 NO2
﹣的主要产物是 NH4

+，在
异化硝酸还原成 NH4

+的反应中，N2O 的产生只能
作为酶催化的一个副反应[10-11]。 

2.2  NO3
-对氧化铁还原动力学的影响 

    由于循环伏安法(CV)可以比较直观地反应出
反应体系活性物种的电位及强度变化[3]，因此，
本研究中采用传统的三电极体系测试铁氧化物异
化还原溶解过程中吸附态 Fe(Ⅱ/Ⅲ)的浓度变化，

 
图 1  4 种氧化铁对 S12 还原 NO3

-及 NO2
-生成动力学的影响 

Fig.1  NO3
-reduction and NO2

-formation in various experiments treatment 
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结果见图 2。 

    结果发现，体系培养 14 d 后，S12+IOs 的体
系中均可以看到一对相应的氧化还原峰，此对峰
是由 Fe(Ⅱ/Ⅲ)活性铁物种引起。然而，在单独几
种氧化物存在的对照组中均无氧化还原峰出现，
说明体系中 Fe(Ⅱ)的产生主要是由微生物作用引
起，非生物作用下 Fe(Ⅱ)的生成量很少甚至没有。
但是，在微生物、氧化铁与 NO3

﹣共存的体系中，
我们并不能明显地观察到 Fe(Ⅲ)/Fe(Ⅱ)活性铁物
种引起的一对氧化还原峰。这就意味着，反应 14 

d 后体系中几乎没有或只有很少的 Fe(Ⅱ)覆盖在
氧化铁或细胞表面，因此，CV 结果定性地说明了
体系中NO3

﹣的加入同样对Fe(Ⅱ)的生成产生抑制
作用。 

2.3  氧化铁比表面积与 NO3
﹣还原动力学的关系 

有研究表明，不管铁氧化物的晶体结构存在
多大差异，微生物异化还原铁氧化物的程度主要
与铁氧化物的比表面积有关[19]。因此，通过研究
氧化铁比表面积，从而找出氧化铁比表面积与
NO3

﹣还原之间的关系非常必要。 

    化学法合成的 4 种氧化铁 α-FeOOH 、
γ-FeOOH、α-Fe2O3 和γ-Fe2O3 的比表面积分别为
120.93、115.44、29.40 和 14.36 m2·g–1。图 3 为 S12

体系中硝酸还原一级速率常数 k 与氧化铁比表面
积的关系图。结果发现，氧化铁的比表面积越大，

硝酸还原速率越小，按比表面积逐渐增大，硝酸
还原速率依次为 0.484、0.336、0.256 和 0.279 d–1。 

2.4  氧化铁的可利用态铁含量与 NO3
﹣还原转化

动力学的关系 
    铁氧化物的可利用性与其溶解性密切相关，
而微生物铁还原的最大速率与铁氧化物本身的溶
解性也呈正相关关系[20]。本实验中，不同氧化铁
的可利用态 Fe(Ⅲ)的浓度采用盐酸羟氨提取的方
法。Lovley 等[21]认为，盐酸羟氨提取的方法要比
其他方法更适于指示可被微生物还原的 Fe(Ⅲ)

量，而 Fe(Ⅲ)还原量的多少又进而影响了 NO3
﹣还

 
图 3  S12 还原硝酸的一级速率常数 k 与氧化铁比表面积的关系 

Fig. 3  The relationship between nitrate reduction rate(k) and surface 

areas of Fe(Ⅲ) oxides in S12 system 

 

 
The scan rate is 50 mV·s–1 

图 2  S12/IOS 体系反应 14 d 后不同处理之间的循环伏安图(CV)图 

Fig.2  Cyclic voltammograms obtained on a glass carbon electrode in S12/IOS system after 14 days of operation 
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原速率。实验结果表明，在分别加入 100 

mmol·L–1α-FeOOH、γ-FeOOH、α-Fe2O3 和γ-Fe2O3

的体系中，提取的可利用态 Fe(Ⅲ)的浓度分别为
5.537、12.800、0.904 和 0.676 mmol·L–1，可利用
态铁的顺序依次为γ-FeOOH>α-FeOOH>α-Fe2O3> 

γ-Fe2O3，这与 Bonneville[20]得到的铁还原溶解的
顺序相同。图 4 为 S12 体系硝酸还原一级速率常
数 k 与可利用态铁的关系图。结果显示，在不加
氧化铁的体系中，S12 还原 NO3

﹣的一级速率常数
k=0.651(R2=0.994)。体系中加入氧化铁后，随着可
利用态铁含量的升高，硝酸还原速率依次为
0.355、0.336、0.279 和 0.256 d–1。此结果也说明
可利用态铁量对 NO3

﹣还原具有主要影响，随着可
利用态铁量的升高，硝酸还原速率逐渐降低。 

2.5  氧化铁结晶度与 NO3
-还原动力学的关系 

为了更进一步证实体系中Fe(Ⅱ)的角色，本实
验通过在300~800 ℃煅烧纤铁矿的方法合成了不
同结晶度的赤铁矿，在2θ=33.2°处的峰分别为685、
1 355、1 791、3 031、4 493和5 371，并根据煅烧
温度分别命名为Hem-300、Hem-400、Hem-500、
Hem-600、Hem-700和Hem-800[22]。图5代表不同
结晶度赤铁矿的峰强与体系中NO3

﹣还原及Fe(II)

生成的关系图。结果表明，在不同结晶度的赤铁
矿与S12的体系中，随着矿物结晶度的升高，NO3

-

还原速率依次增高，分别为1.311、1.364、1.949、
2.095、2.145、2.146 d–1，但是均低于不加氧化铁
体系的NO3

-还原速率(k=2.150 d–1)，这与之前得到
的4种氧化铁加入抑制硝酸还原的规律一致。与此
同时，我们也测试了不同结晶度赤铁矿的Fe(Ⅲ)

还原情况，结果发现，与NO3
-还原的情况正好相

反，不管是加NO3
-或是不加NO3

-的处理中，氧化
铁的结晶度越高，Fe(Ⅲ)还原量就越少，这或许与
氧化铁的比表面积有关，因为对于同一种铁氧化

物来说，煅烧温度越高，它的比表面积就越小，
而Fe(III)还原量则越少。体系中Fe(Ⅱ)生成速率分
别为0.108、0.037、0.030、0.009、0.009和0.005 

mmol·L–1，均低于不加硝酸处理中Fe(Ⅱ)的生成速
率。本结果清楚地证明了S12体系中，氧化铁结晶
度与硝酸还原速率成正比，而与Fe(Ⅱ)生成速率成
反比的关系。 

    同样，在 NO3
﹣还原的同时也检测到 NO2

﹣的
生成具有相同的规律(数据未给出)，氧化铁的结晶
度越高，NO2

﹣的生成量越大，而加硝酸和不加硝
酸的同一种氧化铁体系中，可以很明显地看出铁
还原的差异。 

2.6  Fe(Ⅲ)还原与 NO3
﹣还原竞争机制探讨 

研究表明，在针铁矿存在条件下，NO3
﹣或

NO2
﹣受到抑制主要是 Fe(Ⅱ)与 NO3

﹣或 NO2
﹣通过

表面催化作用将 Fe(Ⅱ)氧化成 Fe(Ⅲ)氧化物，使
其覆盖在细菌表面，从而阻止了 NO3

﹣进入细胞内
被还原[11]。采用循环伏安方法与传统的三电极体
系测试交互反应体系中活性铁物种的氧化还原电
位，结果发现加入硝酸条件下，铁氧化峰几乎完
全消失，表明硝态氮存在条件下，铁还原也受到
明显抑制。因此，氧化铁还原与硝酸盐还原的竞
争效应主要由下面两个方面解释：（1）微生物同
时具有 NO3

﹣还原与 Fe(Ⅲ)还原功能，因此 NO3
﹣

与 Fe(Ⅲ)同时作为电子受体时，两者之间因竞争
电子供体而导致还原均受抑制；（2）体系中由于
异化铁还原作用产生的吸附态 Fe(Ⅱ)具有较高的
还原活性，可以与硝态氮(或亚硝态氮)发生氧化还
原反应，因此，这种现象直接导致体系中 Fe(Ⅱ)

累积减少，NO3
﹣还原速率减慢。 

3  结论 
中性厌氧条件下，通过构建“S12/铁氧化物/

硝态氮 ” 的交互反应体系发现， α-FeOOH 、
γ-FeOOH、α-Fe2O3 和 γ-Fe2O3 4 种氧化铁的加入均
会抑制体系中硝态氮的还原速率。反之，CV 结果

 
图 4  S12 体系硝酸还原一级速率常数 k 与可利用态铁量的关系 

Fig. 4  The relationship between nitrate reduction rate(k) and Fe(Ⅲ) 

oxyhydroxide availability 

 

 
图 5  S12 体系中硝酸还原一级速率常数 k 和 Fe(Ⅱ)生成的 

速率 r 与氧化铁结晶度的关系 

Fig.5  The relationship between nitrate reduction rate(k) or Fe(Ⅱ) 

production rate(r) and crystalline degree of Fe(Ⅲ) oxides 
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定性地说明了体系中 NO3
﹣的加入同样对 Fe(Ⅱ)

的生成产生抑制作用。研究发现，氧化铁的比表
面积、可利用态铁量、氧化铁结晶度是影响铁还
原以及硝酸盐还原的主要因素，三者均可影响铁
还原能力，且铁还原能力越强对硝酸盐还原的抑
制作用越强。因此，推测氧化铁还原与硝酸盐还
原的竞争效应主要由下面 2 个方面解释：(a) FeⅢ)

与 NO3
﹣作为竞争性电子受体；(b)吸附态 Fe(Ⅱ)

物种还原 NO3
﹣。这为深入揭示自然环境中 Fe 循

环与 N 循环的耦合过程提供理论依据，也可为 Fe

调控的其他环境行为提供一些基本借鉴。 
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Abstract: Decolorizing Shewanella (Shewanella decolorationis, S12) can be used as a variety of electron acceptor for anaerobic 

respiration under anoxic condition, including dissolved nitrates and insoluble iron oxide matrix. Therefore, the aim is to study the 

interaction mechanism of this interactive response system in iron reduction and nitrate reduction by constructing “S12 / iron oxide/ 

nitrate”interactive response system. The results show that there is a significant competitive relationship with the nitrate reduction and 

ferric reduction in the reaction system. The iron oxides with higher surface area and Fe(Ⅲ) availability take up stronger inhibition of 

nitrate reduction. The effect of crystalline degree of hematite on the inhibition of nitrate reduction was studied with hematite sintered 

at different temperature. Results showed that the extent of nitrate reduction inhibition decreased gradually in presence of increasing 

crystalline degree of hematite. Electrochemical methods were used to investigate the ferrous peak in the presence and absence of 

nitrate. Results showed that sharp peaks of Fe(Ⅱ) was found in the CV curves, indicating the formation of reactive Fe(Ⅱ), while the 

presence of nitrate can obviously decrease the reactive Fe(Ⅱ) peaks, indicating the iron reduction was significantly inhibited by the 

addition of nitrate. In response to the above results, the mainly reasons leading to competition between nitrate reduction and ferric 

reduction are as follows: (1) Fe (Ⅲ) and NO3
– act as the competitive electron acceptor; (b) NO3

– reduction by adsorbed Fe(Ⅱ) 

specials. 

Key words: competition effect; nitrate reduction; ferric reduction; interactive response system 

 


