
中国环境科学  2020,40(8)：3644~3653 China  Environmental  Science 

 

ZnO-NPs对好氧反硝化细菌 Zobellella sp.B307的致毒机制 
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摘要：本文以一株筛自胶州湾沉积物中的好氧反硝化细菌 Zobellellasp.B307为研究对象,在短期暴露条件下,通过细菌的生长、脱氮能力,相关酶活以及

代谢途径等指标的变化,研究纳米氧化锌(ZnO-NPs)对该菌株的毒性效应;结合锌离子溶出试验、CAT和 ROS等氧化应激水平测定,探讨 ZnO-NPs对该

菌株的致毒机制.结果表明,200mg/L的ZnO-NPs会使菌株硝酸盐氮去除率降至57.53%,LDH升高至对照组的378%,ROS水平高达对照组的5.34倍,SOD

活性比对照组升高了 60.32%,NIR活性仅为对照组的 14.46%;ZnO-NPs主要通过诱导菌株活性氧的生成使其膜通透性改变、相关酶活性下降,并使相关

蛋白质、氨基酸的合成及基因表达等代谢通路受到影响,进而抑制该菌株的反硝化能力;游离锌离子的产生可能不是 ZnO-NPs对菌株的主要致毒途径. 
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Toxicity and mechanism of ZnO-NPs on an aerobic denitrifying bacteria strain Zobellella sp.B307. WU Chun-han1, BAI Jie1,2, 

ZHAO Yang-guo1,2, REN Zhao-meng1, CHEN Lin1, LI Kui-ran3* (1.College of Environmental Science and Engineering, Ocean 

University of China, Qingdao 266100, China；2.Key Laboratory of Marine Environment and Ecology, Ministry of Education, Ocean 

University of China, Qingdao 266100, China；3.College of Marine Life Sciences, Ocean University of China, Qingdao 266003, 

China). China Environmental Science, 2020,40(8)：3644~3653 

Abstract：In this paper, a strain of aerobic denitrifying bacteria Zobellellasp. B307screened from the sediment of Jiaozhou Bay was 

studied. Under short-term exposure condition, the toxic effect of ZnO-NPs on the bacterial strain was analysed through the changes 

in growth, denitrification ability, related enzyme activity and metabolic pathway of the bacteria. The toxicity mechanism of ZnO-NPs 

on the strain was discussed based on the dissolution test of zinc ions and the oxidative stress levels such as of CAT and ROS. The 

results showed that comparing with the control group, the addition of ZnO-NPs at 200mg/L could decrease the nitrate removal rate 

and NIR activity of the strain to 57.53% and 14.46%. Whereas it could increase the LDH、ROS level、SOD activity to 378%、534% 

and 60.32% respectively. ZnO-NPs could induce the formation of reactive oxygens species and through that, the membrane 

permeability of strain was changed, the enzyme activity was decreased, and the related pathway of protein, amino acid synthesis and 

gene expression were affected, which inhibited the denitrification ability of the strain. The production of free zinc ions is not the main 

cause of toxicity of ZnO-NPs on the bacterial strain. 
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随着纳米材料应用日趋广泛,人工纳米材料的

使用量逐年递增.纳米氧化锌(ZnO-NPs)因其优良的

理化性质被广泛应用于防晒产品、橡胶工业、半导

体、纺织品及医疗卫生等领域
[1-3]

.在 1a内被填埋的

约 30万 t的人工纳米材料中,ZnO-NPs和 TiO2-NPs

占 94%.ZnO-NPs 在生产、使用和处置过程中均可

能被释放进入海洋环境,并造成一定的生理毒性和

环境危害.因此,ZnO-NPs 的安全性及潜在毒性受到

国内外研究的广泛关注
[4-5]

. 

微生物处于营养级的最底层,是水生和陆地食

物链的基础,是维持生态系统稳定的重要角色,纳米

颗粒更容易通过影响微生物而破坏生态平衡
[6]
.细

菌是单细胞结构,其染毒环境稳定,作用条件易控制,

便于了解 ZnO-NPs 毒性机制,是用来评价纳米材料

安全性的较好的模式生物
[7]
.Zobellella 菌属是近年

来所筛选出少见的好氧反硝化菌种
[8]
,它具有能在

有氧条件下短时间内高效脱氮的功能.随着好氧反

硝化菌应用范围的扩展,探究 ZnO-NPs 对好氧反硝

化功能菌的影响,对明确纳米材料对自然界以及水

处理等工程系统中氮素循环的影响和危害有非常

重要的理论和现实意义
[9]
. 

关于 ZnO-NPs 毒性的研究目前主要集中在其

对典型的动植物、模式微生物(大肠杆菌等)、脱氮 
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功能菌群(氨氧化菌、厌氧反硝化模式菌、污水处理

系统中的单菌或微生物群)的胁迫效应的研究,对于

ZnO-NPs 对好氧反硝化菌株的致毒机制却少有研

究
[7]
.因此,本研究选取 Zobellella sp.B307 为研究对

象,结合代谢组学,探讨了 ZnO-NPs 的致毒机制,以

期为深入研究 ZnO-NPs 对海洋生态系统的潜在影

响及作用途径提供科学参考. 

1  材料与方法 

1.1  ZnO-NPs表征及母液配置 

本实验中 ZnO-NPs 购自 Sigma-Aldrich(St. 

Louis,MO,USA),纯度>99.7%,取少量粉末,通过扫描

电子显微镜 (JSM-7500 型 )进行观察表征 ;取

0.15gZnO-NPs 溶解于 30mL 经高温灭菌处理后的

超纯水中,使用前,冰浴超声 3h,现配现用. 

1.2  细菌的培养 

实验菌株由本实验室从胶州湾沉积物中分离

获得,其 16S rRNA基因序列在GenBank中的登录号

为MF407315,经鉴定为 Zobellella.sp菌属. 

培养基:采用本实验室所筛菌株的好氧反硝化

培养基,参照白洁等
[10]
中的培养基配方. 

1.3  Zobellella sp.B307短期 ZnO-NPs暴露试验 

将菌株 Zobellella sp.B307 活化,在对数生长期,

以 5%的接种量接入培养基.共设置 5 个实验组, 

ZnO-NPs 浓度分别 0, 5, 20, 50 和 200mg/L,其中

0mg/L为空白对照,5mg/L为低浓度组,5, 20mg/L为

中浓度组,200mg/L为高浓度组. 

培养温度 30℃,转速 200r/min,恒温振荡培养

24h,定时取样 ,测定菌体 OD600 值及 NO3
-

-N 和

NO2
-

-N的浓度.培养结束后,取样测定培养基中乳酸

脱氢酶(LDH),收集菌体测定硝酸盐还原酶(NAR)、

亚硝酸盐还原酶(NIR)、氧化亚氮还原酶(N2OR)、

活性氧(ROS)、超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶

(CAT)、总抗氧化能力(T-AOC)和相关代谢产物等

指标,并用扫描电镜对菌体形态进行观察.每个实验

设 3个平行实验组,每个指标测 3个平行样. 

1.4  ZnO-NPs溶出锌离子对 Zobellella sp.B307毒

性试验 

在培养基中分别加入 ZnO-NPs 5, 20, 50 和

200mg/L,在同一条件下培养 24h,培养结束后,高速

离心去除培养基中的 ZnO-NPs 颗粒,分别取上清测

定 ZnO-NPs组培养液中溶解出的 Zn
2+
含量,去除培

养基中所含少量 Zn
2+
本底值后的净值,依此确定各

组ZnSO4加入量分别为 0, 4.09和 12.15mg/L,分别对

应空白、低浓度和中高浓度 ZnO-NPs 组锌离子的

溶出量.将菌株Zobellella sp.B307暴露于这3个Zn
2+

组,相同培养条件下同时取样,测定菌体 OD600 值、

NO3
-

-N 和 NO2
-

-N 的浓度,用于研究锌离子释放与

ZnO-NPs致毒之间的关系. 

1.5  测定方法 

ZnO-NPs 及菌株形态采用扫描电子显微镜

(JSM-7500F 型)观察;菌体生长量(OD600)采用分光

光度法;NO3
-

-N 采用紫外分光光度法;NO2
-

-N 采用

N-(1-萘基)-乙二胺光法. 

酶提取液制备 :取各培养组 100mL 菌液

5000r/min 离心 10min,收获细胞,用 0.1mol/L 磷酸盐

缓冲液(PBS)清洗 3 次,在 4℃重悬于上述缓冲液中,

冰浴破碎(20kHz)3min、12000r/min离心 15min,上清

液即为酶提取液. 

NAR 和 NIR 活性测定参考 Kristjansson 等
[11]

的方法,以 NO3
-

、NO2
-

作为电子受体,甲基紫精作为

电子供体 ,在 5mL 反应混合物(0.047mol/L PBS; 

1mmol/LNaNO3/NaNO2;7mmol/LNa2S2O4;0.3mmol/

L 甲基紫精)中注射 5mL 酶提取液,引发反应,孵育

30min 后,测定 NO3
-

、NO2
-

浓度,计算酶活性.N2OR

活性参考杨立志等
[12]
的方法.绘制D600的变化曲线

并计算平均斜率,斜率大小反映 N2OR 的活性,酶活

力(U)＝平均斜率/底物的摩尔消光系数,在本试验中

底物甲基紫精的摩尔消光系数为 5.9mmol/cm. 

代谢产物分析采用 Agilent 1290Infinity LC 超

高效液相色谱系统(UHPLC)HILIC 色谱柱进行分离,

分离后用 Triple TOF 6600质谱仪(AB SCIEX)进行

质谱分析. 

ROS 使用流式细胞仪(AccuriTM C6Plus Flow 

Cytometer)在最佳激发波长 485nm、最佳发射波长

525nm下进行测定. 

LDH、SOD、CAT、T-AOC活性测定使用南京

建成生物工程研究所试剂盒,按照其操作说明书进

行操作 ,吸光度使用酶标仪 (Thermo Scientific 

Multiskan Spectrum)进行测定,经换算后得到每毫克

蛋白所含活性单位.培养液中锌离子含量使用M6型

原子吸收分光光度计进行测定. 
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1.6  数据分析 

数据结果以平均值±标准差表示.统计数据采

用统计软件 SPSS统计软件进行方差分析(One way 

ANOVA). 

2  结果与讨论 

2.1  ZnO-NPs的形貌表征 

由图 1可以看出,扫描电镜下的 ZnO-NPs 多呈

100nm 以下的球状粒子,粒径分布较不均匀,有不同

程度的粘连,其表面会受到粒子间静磁力和表面张

力的作用 ,因此会有团聚现象
[13]

.有研究表明 , 

ZnO-NPs 对细菌的毒性很大程度上取决于其粒径

的大小,粒径越小,其比表面积越大,与细菌接触作用

的面积越大,毒性也就越强
[14]

.为了更客观地探究

ZnO-NPs对菌株 Zobellella sp.B307的毒性效应,避

免因 ZnO-NPs 团聚影响实验效果,每次使用前都会

对其进行超声处理. 

 

图 1  ZnO-NPs扫描电镜图 

Fig.1  SEM image of ZnO-NPs 

放大倍数:60000× 

2.2  ZnO-NPs对菌株 Zobellella sp.B307的毒性

效应 

2.2.1  对菌株生长的影响  由图 2可以看出不同浓

度的 ZnO-NPs对菌株 Zobellella sp.B307生长的影

响.在投加 ZnO-NPs的前 4h 差异并不明显;6h 各浓

度组间开始出现差异 ;8h 差异最为明显 ,对照组

OD600值已经达到 1.21,而 200mg/L 浓度组的 OD600

值仅为 0.65;但在菌株生长后期,各浓度组与对照组

变化趋势无明显差异,OD600 值经过生长平台期后,

都达到 1.4左右.对照组与 5mg/L浓度组生长趋势一

致,且 5mg/L 浓度组较对照组对 Zobellella sp.B307

的生长还有一定的促进作用,这可能是由于低浓度

ZnO-NPs 可以溶出极其微量的 Zn
2+
,作为细菌生长

所需的微量元素可以促进其生长.由本研究结果可

见,高浓度 ZnO-NPs 对处于对数生长期的菌株生长

有一定抑制作用,使细菌总数达到极大值的时间延

长,但并未显著降低其极大值的数值(P>0.05),在培

养后期的抑制作用明显减弱,细菌数量回升. 

 
图 2  ZnO-NPs对 Zobellella sp.B307生长的影响 

Fig.2  Effect of ZnO-NPs on growth of Zobellella sp. B307 

2.2.2  对菌株细胞形态结构的影响  经过 24h 不同

浓度ZnO-NPs暴露处理后的菌株表面形态的扫描电

镜结果如图 3所示.对照组的细菌呈短杆状,菌体饱满

且分散,表面无颗粒物附着(图 3a).ZnO-NPs 浓度为

5mg/L时,菌体表面较对照组无明显变化,菌体密度较

对照组有所升高,可能是由于释放的微量 Zn
2+
对菌株

的生长起到了促进作用,与上述该浓度组菌株生长量

增加的结果一致,文献[15-16]也表明,浓度低于一定

值的 ZnO-NPs 对微生物的生长不但不会抑制,反而

会有一定的促进作用.当浓度升高至20和50mg/L时,

细胞膜结构破坏,胞内物质渗漏,导致细胞之间粘滞

性增加,开始出现团聚现象(图 3c). 200mg/L 时,菌体

表面几乎被颗粒物全部覆盖,细胞之间出现明显的粘

连和团聚.有研究表明,纳米金属氧化物的主要抗菌

机制是纳米粒子对细菌的物理作用,ZnO-NPs 因有

较大的比表面积,易与细菌表面发生大面积接触和作

用,纳米粒子会附着在细菌上,堵塞细胞壁、膜和离子

通道,引起细胞膜通透性的改变,干扰营养物质的运

输和离子交换
[15]

,上述结果与此有关. 
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图 3  ZnO-NPs浓度对 Zobellella sp.B307表面形态的影响 

Fig.3  Effect of ZnO-NPs on morphology of Zobellella sp. B307 

(a)对照 l (b)5mg/L (c)20mg/L (d)50mg/L (e)200mg/L,其中 a、b放大 10000倍,c、d、e放大 20000倍 

2.2.3  对菌株细胞细胞膜功能的影响  LDH 在细

胞溶质内含量非常丰富,正常状态下其不能通过细

胞膜,但当细胞受到损伤或死亡时可释放到细胞外,

此时细胞培养液中 LDH 的活性与细胞的死亡数目

呈正比,因此,LDH释放作为膜损伤的指标,可用于表

征 ZnO-NPs 对菌株细胞膜完整性和通透性的影响.

由图 4可见,当 ZnO-NPs 浓度为 5和 20mg/L时,培

养液中 LDH 的含量与对照组无显著差异(P>0.05);

当浓度上升至 50 和 200mg/L 时,培养液中 LDH 的

含量分别达到对照组的 315%和 378%,显著高于对

照组(P<0.05).可见,随 ZnO-NPs 浓度升高,培养液中

LDH 的活性逐渐增大,表明此时细胞膜透性增加,细

胞逐渐趋于溶解死亡 .Li 等
[16]
的研究也显示

ZnO-NPs 会导致大肠杆菌的菌膜破裂,继而引发菌
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体死亡 ,Xie 等
[17]
对空肠弯曲杆菌的研究也发现

ZnO-NPs粒子可导致细菌内容物泄露. 

 

L
D
H
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对
释
放
率
(%

) 

 

图 4  ZnO-NPs对 Zobellella sp.B307细胞膜的影响 

Fig.4  Effect of ZnO-NPs on cytomembrane of Zobellella sp. 

B307 

*表示与对照组的差异具有显著性,P<0.05 

2.2.4  对菌株好氧反硝化关键过程的影响  研究

表明高浓度的 ZnO-NPs 对微生物活性污泥厌氧消

化产气效率、有机物降解效率和污泥减量效果等会

产生显著抑制
[18]

.ZnO-NPs 对菌株硝酸盐去除能力

的影响如图 5 所示,不同浓度 ZnO-NPs 对菌株

NO3
-

-N 去除效率的影响不同,暴露 24h 后,对照组

NO3
-

-N去除效率达到 93.36%;5mg/L浓度组的去除

率达到 95.63%,与对照组无明显差异,甚至略优于对

照组,这与上文低浓度组菌株生长速率略有增加的

结果一致,可能是由于 ZnO-NPs促进了菌株的生长,

从而间接提高了菌株对NO3
-

-N的去除效率.20mg/L

浓度组在暴露的前 8h 去除率显著低于对照组,在

10h 时去除率达到 90.84%,但与对照组无显著差异

(P>0.05).50和 200mg/L 浓度组在暴露的前 8h 去除

率显著低于对照组;12h 后 50mg/L 浓度组 NO3
-

-N

的去除率显著回升至 94.62%,已与对照组无显著差

异(P>0.05);而 200mg/L浓度组直至暴露 24h后,体系

中NO3
-

-N去除效率仍仅为 57.53%较对照组差异显

著(P<0.05). 

对亚硝酸盐积累量的影响见图 6.细菌在脱氮过

程中,会先将体系中的 NO3
-

-N 转化为 NO2
-

-N,再转

化为N2O及N2释放,因此在脱氮过程中,体系中会出

现 NO2
-

-N 的积累.5mg/L 浓度组 NO2
-

-N累积趋势

与对照组基本一致,在暴露 4h 体系中累积量达到峰

值,为 5.03mg/L;中、高浓度组 NO2
-

-N分别在暴露 8

和 10h时出现累积量峰值,其中 50和 200mg/L浓度

组累积量分别达到 55.05和 104.69mg/L,显著高于对

照组(P<0.05),并均较对照组有不同程度的延迟,表

明 ZnO-NPs 暴露前期对菌株将 NO3
-

-N 转化为

NO2
-

-N的过程的抑制作用更显著;暴露 24h后,对照

组和低、中浓度组的 NO2
-

-N均被完全去除,已不存

在累积现象,只有高浓度组 NO2
-

-N 累积量仍高达

20mg/L,表明低、中浓度组受抑制的反硝化能力在培

养后期基本恢复,只有高浓度组对反硝化过程的抑

制作用持续存在. 

 

硝
酸

盐
氮

去
除

率
(%

) 

 
图 5  ZnO-NPs对 NO3

-

-N去除率的影响 

Fig.5  Effect of ZnO-NPs on removal efficiency of NO3

-

-N 
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图 6  ZnO-NPs对 NO2

-

-N积累量的影响 

Fig.6  Effect of ZnO-NPs on volume accumulation of NO2

-

-N 

对反硝化作用酶活性的影响如图 7 所示,经过

ZnO-NPs 24h暴露后,5mg/L浓度组反硝化酶活性与

对照组无显著差异(P>0.05);浓度为 20mg/L 时,仅
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N2OR 活性与对照组差异显著(P<0.05),为对照组的

55.68%;浓度为 50mg/L时,N2OR和 NAR、NIR活性

均与对照组有显著差异(P<0.05),分别为对照组的

38.20%、46.07%、和 83.74%;200mg/L浓度组对 3种

酶活性的抑制程度更为明显,影响最显著的NIR活性

仅为对照组的 14.46%.表明低浓度 ZnO-NPs 对反硝

化过程无显著影响;浓度为 20mg/L时,仅对N2O还原

过程产生显著影响;浓度为500mg/L时,对3个反硝化

过程均产生显著抑,但对N2O还原过程影响最为显著;

高浓度组对 3 个反硝化过程的抑制程度更为显著,且

对 NO2
-

-N 还原过程抑制最为明显 .由此可见 , 

ZnO-NPs对 Zobellella sp.B307不同反硝化酶活性及

脱氮过程的影响与其浓度有关,随浓度的升高,所影

响的酶种类越多、受影响的过程越多、影响程度越

显著.有研究表明
[19-21]

,ZnO-NPs 因其具有较高的比

表面积,易吸附 Fe、Mo和 Cu等与反硝化酶活性密切

相关的金属离子,加之菌体结构受到破坏,酶合成能

力下降,从而导致反硝化酶活性的降低. 

 

相
对
酶
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) 

 
图 7  ZnO-NPs对 Zobellella sp.B307反硝化酶活性的影响 

Fig.7  Effect of ZnO-NPs on enzyme activity of Zobellella sp. 

B307 

由上述结果可以看出,不同浓度 ZnO-NPs 对菌

株 Zobellella sp.B307的 NO3
-

-N、NO2
-

-N去除能力

及酶活性的影响不同.低浓度组的影响不显著;中浓

度组对 NO3
-

-N 去除能力在暴露前期有显著抑制,加

上NIR的活性也受到抑制,因而造成NO2
-

-N累积,但

暴露后期抑制作用减弱,NO3
-

-N、NO2
-

-N 均被完全

去除;高浓度组菌株去除 NO3
-

-N、NO2
-

-N的能力及

各酶活性均受到显著抑制,反硝化能力显著降低,在

暴露前期对菌株将NO3
-

-N转化为NO2
-

-N的能力的

抑制作用更显著,后期对NIR和N2OR活性的抑制程

度显著高于NAR,因此导致NO2
-

-N和N2O的去除能

力低于 NO3
-

-N,这种结果可能会导致体系中 NO2
-

-N

和 N2O的累积,由此带来的环境影响将更为严重. 

2.2.5  对菌株代谢通路的影响  将培养 24h后的高

浓度 ZnO-NPs 暴露组和对照组菌体进行质谱分析,

共鉴定到 124 个差异代谢产物,将差异代谢产物进

行 KEGG 信号通路分析.根据 KEGG 富集汇总表,

选择了调控通路显著性最强的 10 条通路,结果如图

8所示. 

 
图 8  ZnO-NPs对 Zobellella sp.B307代谢途径的影响 

Fig.8  Effect of ZnO-NPs on metabolic pathways of 

Zobellella sp. B307 

由图 8 可知,差异代谢产物在代谢途径最为集

中;在植物次生代谢产物合成通路的富集较多,可能

与细菌受到纳米材料刺激时会分泌更多次生代谢物

如茶多酚、单宁和类黄酮,将纳米材料包裹有关 

[22-23]
;

此外,暴露组和对照组在 ABC 转运蛋白的代谢、嘌

呤代谢、嘧啶代谢、氨基酸的生物合成、蛋白质生

物合成和氨酰 t-RNA 生物合成途径都有显著差异

(P<0.05),其中 ABC 转运蛋白的代谢差异最明显. 

ABC 转运蛋白是细菌体内最重要的蛋白之一,它们

将 ATP 水解与各种底物的主动运输结合在一起;嘌

呤代谢和嘧啶代谢与氮元素的代谢息息相关;氨酰

-tRNA具有基因表达调控、调节氨基酸合成、信号

传导等方面的功能
[24]

.由此可以看出,ZnO-NPs 对

Zobellella sp.B307代谢通路的作用主要与对菌株相

关蛋白质、氨基酸的合成,以及基因表达调控和氮
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元素的代谢影响有关. 

2.3  ZnO-NPs对菌株Zobellella sp.B307的致毒机制 

2.3.1  Zn
2+
释放对菌株的致毒作用  有研究表明, 

ZnO-NPs 能够通过释放锌离子,从而促进细胞吞噬

泡的形成,进而导致细胞死亡,且其毒性效应与其粒

径大小、暴露方式、暴露剂量以及时间等多种因素

相关
[25]

.本研究测定了 24h 暴露后不同浓度 ZnO- 

NPs 培养液中的锌离子浓度,结果见图 9.ZnO-NPs

浓度为 5mg/L时,培养液中锌离子浓度为 4.09mg/L;

当 ZnO-NPs为 20, 50, 200mg/L的各浓度组培养液

中锌离子均稳定在12.15mg/L左右,表明该浓度为其

离子释放的平衡浓度,因此以加入 ZnSO4 后锌离子

浓度为 4.09和 12.15mg/L分别代表低浓度和中高浓

度 ZnO-NPs组锌离子的溶出量. 

 

图 9  ZnO-NPs的锌离子释放量 

Fig.9  The Zinc ions release amount of ZnO-NPs 

ZnO-NPs 可以在含水介质中持续缓慢释放

Zn
2+
,高浓度的金属离子会破坏菌体内原有稳态,继

而对细菌产生毒性
[26]

.通过添加与 ZnO-NPs释放等

当量 Zn
2+
的 ZnSO4对菌株的影响见图 10.由图 10a

结果表明,不同锌离子释放量对菌株的生长均没有

显著影响(P>0.05),且少量锌离子对菌株的生长有一

定的促进作用.图 10b 表明在暴露的前 6h,不同浓度

的锌离子会对菌株的硝酸盐氮去除效率有不同程

度的抑制作用,但在 8h 后暴露组与对照组变化趋于

一致;图 10c 显示不同浓度锌离子暴露组与对照组

亚硝酸盐氮积累量峰值都出现在 6h,但各组间累积

量大小有所不同(P>0.05),这可能与锌离子对硝酸盐

氮转化的轻微抑制有关;在 8h 时暴露组与对照组亚

硝酸盐氮都被完全去除 .相比于 ZnO-NPs 对

Zobellella sp.B307 除氮效果的抑制作用 ,等当量

ZnSO4 对菌株脱氮能力的抑制作用并不显著.有研

究也表明,10倍于 ZnO-NPs浓度的 ZnCl2 对大肠杆

菌和金黄色葡萄球菌都未获得理想的抗菌效果
[27]

.

由此可见 ,锌离子的释放可能不是 ZnO-NPs 对

Zobellella sp.B307的主要致毒途径. 
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图 10  Zn2+释放对 Zobellella sp.B307的影响 

Fig.10  Effect of Zinc ions release on Zobellella sp. B307 

(a)OD600(b)NO3

-

-N(c)NO2

-

-N 
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2.3.2  氧化胁迫对菌株的毒性作用  Kumar 等
[28]

研究结果表明 ZnO-NPs 能被细菌内化并且产生显

著的氧化胁迫,最终导致细胞的凋亡.田文静等
[29]

也

证明氧化应激是 ZnO-NPs 导致斑马鱼胚胎细胞损

伤的作用机制之一.本文通过研究 ZnO-NPs 对菌株

胞内 ROS水平、SOD、CAT、T-AOC 活性等生理

生化指标的变化,以揭示氧化胁迫在 ZnO-NPs 对菌

株致毒机制中的作用,结果见图 11. 
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图 11  氧化胁迫机制对 Zobellella sp.B307的影响 

Fig.11  Effect ofoxidative stress mechanismon Zobellella sp. B307 

(a)ROS (b)SOD (c)CAT (d)T-AOC 

图 11a为以对照组 ROS的释放率为 100%时各

ZnO-NPs浓度组ROS的相对释放率.由图可知,各浓

度暴露组与对照组的 ROS 释放率均存在显著差异

(P<0.05).5mg/L 浓度 ZnO-NPs 即能引起胞内 ROS

的显著释放,为对照组的 1.35 倍,随暴露浓度增加

ROS的释放量显著增加,到 200mg/L 浓度组时,ROS

水平高达对照组的 5.34倍.表明 ROS诱导的细胞损

伤可能在 ZnO-NPs 对菌株的致毒过程中起着重要

作用
[31]

.有研究表明,一些活性氧的活性能高到足以

破坏几乎所有类型的生物分子,如羟基自由基(⋅OH)

的氧化电位为 2.78V,可以对碳水化合物、核酸、脂

类、蛋白质、DNA和氨基酸进行非选择性损伤
[30]

. 

从图 11b 可以看出,当 ZnO-NPs 浓度为 5 和

20mg/L 时,SOD 酶活性与对照组相比无显著差异

(P>0.05);当浓度上升至 50mg/L时,SOD活性与对照

组差异显著,浓度为 200mg/L时,SOD 活性比对照组

升高了 60.32%,随 ZnO-NPs 浓度增加,菌株 SOD 酶

活性逐渐增强,与菌株胞内的超氧自由基增多有关,

表明 ZnO-NPs 对菌株的毒性作用与菌体产生及清

除超氧阴离子自由基的过程有关
[32]

. 

由图 11c 可知,ZnO-NPs 浓度为 5 和 20mg/L

时,CAT 活性与对照组无显著差异(P>0.05);浓度为
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50mg/L时,CAT活性较对照组显著增加,为对照组的

2.73 倍;而高浓度组的 CAT 活性与对照组并无显著

差异,可能是 ZnO-NPs浓度过高,超出细菌氧化应激

防御系统的去除能力,造成CAT活性被抑制
[29]

.H2O2

可穿透大部分细胞膜,它比不能穿透细胞膜的超氧

阴离子自由基具有更强的细胞毒性,CAT 的作用是

促使H2O2分解为分子氧和水,使细胞免于遭受H2O2

的毒害
[33-34]

,因此,ZnO-NPs对菌株CAT活性的抑制

将使细胞受 H2O2的毒害作用增强. 

由图 11d 可以看出,ZnO-NPs 暴露组与对照组

T-AOC 均存在显著差异(P<0.05),50mg/L 浓度组

T-AOC 活性是对照组的 3.77 倍,且其变化趋势和

CAT 一致,可能是由于高浓度 ZnO-NPs 暴露下,细胞

发生损伤,活菌减少,导致抗氧化体系调节失衡,总抗

氧化能力减弱.细菌有酶促与非酶促两个抗氧化防御

体系,T-AOC 是评价这两个体系防御能力的总指标,

反映了细菌抗氧化力的总体水平,高浓度组 T-AOC

水平的显著降低,也进一步表明 ZnO-NPs 对菌株的

毒性作用与其对细胞总抗氧化力的抑制有关. 

3  结论 

3.1  ZnO-NPs 会改变菌株细胞膜通透性,影响相关

蛋白质、氨基酸的合成及基因表达等代谢通路,抑制

其还原酶活性和脱氮能力,且浓度越高,毒性效应越

明显. 

3.2  ZnO-NPs 对菌株的主要致毒机制包括促进活

性氧的产生、诱导菌体产生及清除超氧阴离子自由

基和抑制菌株总抗氧化力,使细胞因 H2O2和超氧阴

离子自由基的毒害作用受到损伤. 

3.3  在暴露前期 ZnO-NPs 对菌株将 NO3
-

-N 转化

为 NO2
-

-N 能力的抑制作用更显著,后期对 NIR 和

N2OR 活性的抑制程度显著高于 NAR,因此使

NO2
-

-N 和 N2O 的去除能力低于 NO3
-

-N,导致体系

中NO2
-

-N 大量累积,由此带来的环境影响可能更为

严重. 
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