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摘要：【目的】探究不同菌浓度和亚铁浓度条件下，Acidovorax sp. strain BoFeN1 介导的厌氧亚铁氧化耦

合硝酸盐还原过程的动力学和次生矿物。【方法】构建包含菌 BoFeN1、硝酸盐、亚铁的厌氧培养体系，

测试硝酸根、亚硝酸根、乙酸根、亚铁等浓度，并收集次生矿物，采用 XRD、SEM 进行矿物种类和形

貌表征。【结果】在微生物介导硝酸盐还原耦合亚铁氧化的体系中，高菌浓度促进硝酸盐还原，对亚铁

氧化也有一定促进作用；高浓度亚铁在低菌浓度下氧化反应速率和程度降低，但是在高菌浓度下无明显

影响；亚铁浓度越高次生矿物结晶度越高，但对硝酸盐还原具有一定抑制作用。在微生物介导亚硝酸盐

还原耦合亚铁氧化的体系中，高的菌浓度和亚铁浓度都会促进亚硝酸盐还原，但亚铁氧化的次生矿物会

对亚硝酸盐的微生物还原产生较强的抑制作用，次生矿物的种类和结晶度主要受亚铁浓度影响。【结论】

硝酸盐还原主要是生物反硝化作用，亚硝酸盐还原包含生物反硝化和化学反硝化两部分，在硝酸盐体系

中亚铁氧化与次生矿物生成是受生物和化学反硝化作用的共同影响，但亚硝酸盐体系中亚铁氧化与次生

矿物生成主要是受化学反硝化作用影响。该研究可为深入理解厌氧微生物介导铁氮耦合反应机制提供基

础数据和理论支撑。 
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铁元素是地壳中含量第四丰富的元素，仅次

于氧、硅、铝元素[1–2]，同时铁元素也是地壳上分

布最为广泛的变价金属之一。铁元素与碳、氮、

氧和硫的氧化还原耦合过程，驱动了地球表层的

主要生物地球化学循环[3–4]。自然界的亚铁氧化与

其氧逸度密切相关，可以分为好氧和厌氧条件下
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两种不同的形式，其中好氧条件体系下主要是以

化学的氧化为主[5]；微生物介导的厌氧铁氧化过程

主要有微需氧型微生物、光营养型微生物、硝酸

盐还原微生物三种形式对亚铁进行氧化[6–11]。而

微生物介导的硝酸盐还原耦合亚铁氧化过程在

不同生境中广泛存在，例如各种沉积物、稻田土

壤等[12–13]。环境效应方面，亚铁氧化本身是铁循

环重要过程，可以影响矿物形成演化、重金属固

定；硝酸盐还原可以影响氮素污染转化、温室气

体排放[14–15]。因此，微生物介导的厌氧硝酸盐还

原耦合亚铁氧化过程得到国际上广泛关注。 

Straub 等在 1996 年报道了微生物驱动的硝酸

盐还原亚铁氧化过程[10]。在中性厌氧条件下，微

生物介导的硝酸盐还原耦合亚铁氧化可以生成的

铁-氢氧化物，通过吸附和共沉淀的方式影响环境

中的 As 等重金属的迁移转化[16–19]，所以微生物介

导的硝酸盐还原亚铁氧化成矿对地球化学环境有

很重要的环境意义。2005 年，Kappler 等科学家从

康斯坦斯湖底沉积物中分离得到 Acidovorax sp. 

strain BoFeN1，该菌是一个化能异养型的硝酸盐

还原-亚铁氧化微生物。微生物 BoFeN1 是以硝酸

盐为电子受体，亚铁为电子供体，乙酸盐为碳源，

最后氧化二价铁生成三价铁矿物[20]；同时，硝酸

盐通过微生物还原生成亚硝酸盐，而亚硝酸盐可

以继续还原生成一氧化氮，再通过生物反硝化生

成了氧化亚氮以及氮气，例如，菌 BoFeN1 还原

硝酸盐的产物有亚硝酸盐，最后再被微生物还原

为氧化亚氮[18,21–22]。上述过程主要由微生物相关

功能基因和所表达的蛋白完成。值得注意的是，

硝酸盐不能直接与亚铁反应，但是硝酸盐还原的

中间产物亚硝酸盐可以与亚铁发生快速的化学反

应[23–26]，即化学反硝化过程。上述过程生成的三

价铁矿物会导致很明显的细胞结壳现象，而且  

在细胞周质也出现了亚铁氧化生成的三价铁矿 

物[27–28]。该次生矿物主要包括针铁矿或纤铁矿或

有少量的绿绣等矿物[18,29]。据报道，不同微生物

种类以及微生物的菌量，会导致矿物的结晶度不

同[30]。硝酸盐还原的第一步产物是亚硝酸盐，在

微生物参与下，亚硝酸盐的生物还原和化学反硝

化作用是亚硝酸盐还原的两个主要途径[31–32]。硝

酸盐还原微生物能够表达亚硝酸盐还原酶 Nir 将

亚硝酸盐还原[21,33]。硝酸盐还原的中间产物亚硝

酸盐可以将亚铁通过化学反应氧化，同时微生物

也会对亚铁进行生物氧化，因此，亚铁的微生物

氧化与亚硝酸盐化学氧化形成了竞争关系[34]。但

是在实际环境中，微生物的生长条件都会受到其

他环境因素的影响，使得在厌氧环境体系中微生

物的量、亚铁的浓度不尽相同，从而导致其产物

和动力学各不相同，进而对不同体系的其他反应

过程造成不同程度影响。 

硝酸盐还原亚铁氧化菌 Acidovorax sp. strain 

BoFeN1 是一个典型的兼性营养型硝酸盐还原亚

铁氧化菌，在有碳源的条件下进行硝酸盐的还原

亚铁氧化反应[35]。尽管前人对于该过程已经有了

大量研究，但是对于菌浓度和亚铁浓度对该过程

的影响研究较少，因此，本文主要针对菌量和亚

铁浓度这两个关键的反应参数，构建厌氧硝酸盐

还原耦合亚铁氧化的实验体系，详细研究各物质

的动力学以及次生矿物生成情况，主要研究目的

是：探明菌量和亚铁浓度对于亚铁、硝酸盐转化

动力学及次生矿物的影响；揭示微生物介导硝酸

盐还原耦合亚铁氧的反应机制。该研究可以加深

对复杂多变的环境条件下铁氮耦合过程的理解，

具有重要的生物地球化学意义。 
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1  材料和方法 

1.1  实验材料 

本次实验采用的硝酸盐还原型亚铁氧化菌是

Acidovorax sp. strain BoFeN1，来自德国微生物菌

种保存中心(DSMZ)。使用的试剂包括 FeCl2·4H2O 

(阿拉丁有限公司，纯度 99%)、乙酸钠(广州化学

试剂厂，纯度 99%)、硝酸钠和亚硝酸钠(国药集团

化学试剂有限公司，纯度 99%)，微生物缓冲液采

用哌嗪-1,4-二乙磺酸(PIPES)(北京百灵威科技有

限公司，纯度 99%)。其他化学试剂购自广州化学

试剂厂。 

1.2  微生物培养 

解冻活化菌种的具体操作为：首先将菌从

–80 °C 冰箱中取出解冻并置于超净工作台。配制

矿物质培养基 B，采用 PIPES 9.07 g/L 作为缓冲

液，KH2PO4 0.14 g/L、NH4Cl 0.3 g/L、MgCl2·6H2O 

0.42 g/L、CaCl2·2H2O 0.1 g/L、NaCl 0.3 g/L[18,36]，

并进行高温高压灭菌处理。用无菌注射器接种 2 mL

菌悬液注射到 40 mL 厌氧的无机培养基中。用无

菌注射器加入 1 mL 已用 0.22 μm 滤头过滤灭菌的

微量元素和维生素到培养基中，在 30 °C 培养箱中

避光静置活化培养 24 h 后，再次以相同的步骤将

已活化培养的菌液接种到新的培养基中，30 °C 避

光静置培养 16 h 后，将所得菌液离心收集，去除

上清液后，使用 30 mmol/L 已灭菌的 PIPES 将离

心沉淀的菌重悬清洗，再次离心，重复上述步骤  

2 次。最后得到的菌液用高纯氮气曝气 40 min 后

加入到反应体系中。 

1.3  反应体系构建 

本研究设计 2 个实验体系，分别是以硝酸盐

和亚硝酸盐作为氮源，包括：Cells+Fe(II)+NO3
–+  

acetate 和 Cells+Fe(II)+NO2
–+acetate 的处理组以及

Fe(II)+NO2
–+acetate 的空白对照组。每个体系设置

不同的亚铁浓度和菌浓度。浓度各自设计为：空

白对照组不加菌，对应 Fe(II)为 0.5、2、5 mmol/L

的反应体系；OD600 为 0.2，对应 Fe(II)为 0.5、2、

5 mmol/L 的反应体系；OD600 为 1.0，对 Fe(II)为

0.5、2、5 mmol/L 的反应体系。反应体系中配    

制 30 mmol/L PIPES，加入 3 mmol/L 乙酸盐，加

入 5 mmol/L 的硝酸盐/亚硝酸盐，然后加入不同浓

度的亚铁和菌。以上操作均在厌氧箱中操作，厌

氧避光静置培养 124 h。 

1.4  反应物和产物测试 

实验测试指标：硝酸根、亚硝酸根、乙酸根和

亚铁浓度。在实验过程中采取连续在 0、3、10、20、

36、56、80、100、124 h 取样，整个取样过程在

厌氧箱中使用无菌注射器进行取样。其中硝酸根、

亚硝酸根、乙酸根取样共 0.6 mL 之后，马上曝氧

气 15 min，然后用 0.22 μm 滤膜过滤，放入到–40 °C

冰箱中保存。在整个取样完成之后，使用离子色

谱(DionexICS-90，美国戴安(DIONEX)公司)测试

硝酸根、亚硝酸根和乙酸根浓度。亚铁的测试：

包括游离态加吸附态的亚铁，在厌氧箱中取样  

0.2 mL 到离心管中后，向离心管中加入 40 mmol/L 

0.8 mL 的氨基磺酸，然后取出样品，放入摇床，

在 180 r/min 下提取 1.5 h，之后使用 0.22 μm 的滤

头过滤，取滤液加入邻菲罗啉和乙酸钠缓冲液避

光显色 5 min，最后使用酶标仪在 510 nm 波长处

测试吸光值。分别在 X 射线衍射仪(D2phaser，德

国布鲁克 AXS 公司)测试矿物的晶体结构，在扫

描电子显微镜(PhenomProX，荷兰)测试矿物和菌

体形貌[34]。 
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2  结果和讨论 

2.1  硝酸盐还原耦合亚铁氧化的动力学与次生

矿物 

在不同菌浓度和亚铁浓度条件下，测试亚铁

氧化和硝酸盐还原的反应动力学，结果显示(图 1)，

硝酸根、亚铁和乙酸盐的衰减速率都与亚铁、菌

浓度密切相关。硝酸盐还原结果如图 1-A 和 1-B

所示，反应速率见表 1。在菌浓度 OD600 为 0.2 的

体系中，硝酸盐的还原在亚铁浓度为 0.5 mmol/L

和 2.0 mmol/L 条件下非常接近，但是在 5 mmol/L

亚铁条件下，硝酸盐还原的量低于 0.5 mmol/L 和

2 mmol/L 亚铁体系。但是对于 OD600 为 1.0 的反应

体系下，其总体反应速率高于 OD600 为 0.2 的体系。

亚铁浓度从 0.5 mmol/L 提高至 2 mmol/L 时，硝酸

盐的还原速率略有加速。亚铁提高至 5 mmol/L 时，

硝酸盐还原速率反而下降，但 OD600=1.0 条件下，

随着反应时间延长，其还原程度高于 0.5 mmol/L 和

2 mmol/L 亚铁体系。而在整个过程中硝酸盐还原

的第一中间产物亚硝酸盐生成结果如图 1-C 和

1-D，说明基本该过程亚硝酸盐没有长时间积累。

上述结果说明，菌浓度对于硝酸盐还原是主要影

响因素，较低亚铁浓度对硝酸盐还原影响不显著，

高浓度亚铁对硝酸盐还原具有一定抑制作用。 

亚铁氧化动力学如图 1-E 和 1-F 所示，反应速率

见表 1。OD600 为 0.2 体系中，5 mmol/L 亚铁中反应

速率最慢，在 124 h 时反应不完全，剩余 2.94 mmol/L，

仅反应了总亚铁的 41.2%；在 2 mmol/L 亚铁体系中，

反应 124 h 降至 0.866 mmol/L，反应了 57.5%；初始

0.5 mmol/L 亚铁在 124 h 反应了 78.4%。OD600 为

1.0 体系中，同样是亚铁浓度为 5 mmol/L 条件下

的反应最慢，但是与图 1-E 相比，亚铁氧化更加

彻底，从初始 5 mmol/L 亚铁反应了 96.6%，初始

2 mmol/L 亚铁反应了 98.5%，初始 0.5 mmol/L 亚

铁反应了 98.1%。由上述结果可知，亚铁浓度和

菌浓度都对其反应速率和亚铁氧化反应程度产生

影响，菌浓度越高对亚铁氧化的速率和反应程度

越高，而亚铁浓度越高，在低菌浓度体系下则反

应速率越慢，且亚铁氧化反应程度降低，但高菌

浓度条件下反应速率和程度无明显差异。 

电子供体乙酸盐的消耗动力学如图 1-G 和

1-H 所示，平均反应速率见表 1。对于 OD600 为 0.2

体系，乙酸盐的动力学曲线和硝酸盐的动力学曲

线趋势呈现相似规律，5 mmol/L 亚铁体系中的乙

酸盐消耗量低于 0.5 mmol/L 和 2 mmol/L 体系，且

0.5 mmol/L 和 5 mmol/L 体系中的乙酸盐消耗更彻

底。在 OD600 为 1.0 体系中，不同亚铁浓度下呈现

相同规律，5 mmol/L 亚铁体系下的乙酸盐消耗速

率比 2 mmol/L 和 0.5 mmol/L 亚铁体系更慢，且在

2 mmol/L 和 0.5 mmol/L 亚铁体系下乙酸盐的消耗 

 

表 1.  硝酸盐体系下亚铁氧化、硝酸盐还原、乙酸盐消耗的反应速率 

Table 1.  The reaction rate of Fe(II) oxidation, nitrate reduction, and acetate consumption in nitrate system 

OD600 c(Fe(II)/mmol/L)  KFe(II)/(h
–1) r2 Knitrate/(h

–1) r2 Kacetate/(h
–1) r2 

0.2 0.5  0.012 0.968 0.014 0.946 0.024 0.968 

 2.0   0.007 0.977 0.015 0.981 0.027 0.962 

 5.0   0.004 0.938 0.006 0.964 0.008 0.980 

1.0 0.5  0.029 0.966 0.032 0.890 0.141 0.978 

 2.0  0.039 0.957 0.043 0.904 0.076 0.954 

 5.0   0.028 0.989 0.019 0.992 0.008 0.955 
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图 1.  不同亚铁浓度(0.5、2.0、5.0 mmol/L)与菌浓度(OD600 为 0.2、1.0)条件下，硝酸盐还原、亚硝酸盐生成、亚

铁氧化、乙酸盐消耗的反应动力学曲线 

Figure 1.  The kinetic results of nitrate reduction, nitrite formation, Fe(II) oxidation, and acetate consumption with 
different initial Fe(II) concentrations (0.5, 2.0 and 5.0 mmol/L) and different initial cell density (OD600 0.2 and 1.0). 
Error bars represent the standard deviation of the mean (n=3). 
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速率非常快，在接近 40 h 时已经完全被消耗。上

述结果说明亚铁浓度会影响到乙酸盐的消耗程度

和速率，在相对较低的亚铁浓度条件下高浓度菌

则加速乙酸盐的消耗，而高浓度亚铁抑制乙酸盐

消耗。 

亚铁被氧化成了三价铁矿物沉淀下来，利用

XRD 和 SEM 对反应 124 h 后的次生矿物沉淀进行

表征。如图 2-A，OD600 为 0.2 体系中，生成的结

晶态矿物主要是针铁矿，随着亚铁浓度提高，成

矿的结晶度不断提高。如图 2-B，OD600 为 1.0 体

系成矿情况相似，生成的矿物也主要为针铁矿，

成矿的结晶度也随亚铁浓度不断提高。SEM 结果

如图 3 所示，菌浓度 OD600 为 0.2 时，随着亚铁浓

度逐渐提高，菌体表面次生矿物沉淀不断增多； 

菌浓度 OD600 为 1.0 时呈现出相似的结果，菌体表

面次生矿物随着亚铁浓度提高不断增多，且所有

的次生矿物主要都呈团聚的球形。两个菌浓度体

系下 5 mmol/L 亚铁中，微生物细胞都几乎完全被

次生矿物包裹，出现很明显的细胞表面结壳。因

此，从上述表征结果可以看出，菌浓度对次生矿

物形成没有显著影响，但是亚铁浓度对次生矿物

类型和结晶程度有显著影响，高浓度亚铁有利于

形成高结晶度次生铁矿物。 

基于上述动力学与次生矿物表征结果，在微

生物介导硝酸盐还原耦合亚铁氧化的体系中，硝

酸盐还原主要受到菌浓度影响，高浓度亚铁对硝

酸盐还原具有一定抑制作用；亚铁氧化受到亚铁

浓度和菌浓度的共同影响，菌浓度越高则亚铁反

应速率越快，低菌浓度条件下，亚铁浓度越高，

则反应速率越慢，且亚铁被氧化的程度降低，但

是高菌浓度条件下，无明显影响；次生矿物类型

和结晶程度主要受到亚铁浓度影响，高浓度亚铁

条件下形成高结晶度次生铁矿物。在微生物介导

硝酸盐还原耦合亚铁氧化的反应过程中，硝酸盐

可以通过反硝化作用被微生物直接还原，其中间

产物亚硝酸盐等则可以与亚铁发生化学反硝化反应， 

 

 
 

图 2.  不同亚铁浓度(0.5、2.0、5.0 mmol/L)与菌浓度(OD600 为 0.2、1.0)条件下，硝酸盐还原耦合亚铁氧化生成的

次生矿物的 XRD 图谱 

Figure 2.  XRD patterns of the secondary minerals from nitrate reduction coupled with Fe(II) oxidation in the 
incubation with different initial Fe(II) concentrations (0.5, 2.0 and 5.0 mmol/L) and different initial cell density 
(OD600 0.2 and 1.0). “G” strands for goethite. 
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图 3.  不同亚铁浓度(0.5、2.0、5.0 mmol/L)与菌浓度(OD600 为 0.2、1.0)条件下，硝酸盐还原耦合亚铁氧化生成的

次生矿物的 SEM 图 

Figure 3.  SEM images of the secondary minerals from nitrate reduction coupled with Fe(II) oxidation in the 
incubation with different initial Fe(II) concentrations (0.5, 2.0 and 5.0 mmol/L) and different initial cell density 
(OD600 0.2 and 1.0).  
 
 

亚铁还会被菌外膜上的细胞色素 c 直接氧化[18,37]。在

相同亚铁浓度条件下，提高菌浓度可加速硝酸盐

的还原，导致菌的代谢过程加快，乙酸盐消耗速

率也越快，具有活性的微生物数量越多[38–39]，通

过硝酸盐还原酶 Nar 将更多硝酸盐还原为亚硝酸

盐[14,21,40–41]。与此同时，大量的亚硝酸盐与亚铁直

接反应，导致亚铁的氧化速率也加快，这也解释了

高浓度菌加速亚铁氧化的结果。针对亚铁浓度的影

响，提高亚铁浓度导致硝酸盐和乙酸盐的反应速  

率降低，主要的原因可能是：亚铁氧化过程中会出  

现到三价铁矿物的生成，导致细胞结壳现象的出  

现[20,27–28,42–45]，可能会损害细胞对营养物质和底物的

摄取利用，限制细胞的活性，甚至导致细胞的死   

亡[29]。所以亚铁浓度高的体系中，更多亚铁被氧化，

大量三价铁生成导致细胞更容易结壳，从而限制了

细胞的活性；此外，高浓度亚铁可能对于生物具有

一定的毒性作用[46–47]，导致微生物细胞的代谢活性

降低，使微生物对硝酸盐的还原降低，也进一步降

低了亚铁氧化能力。最后生成的矿物都主要是针铁

矿，说明 Strain BoFeN1 介导的硝酸盐还原亚铁氧化

在反应 124 h 之后，生成的三价铁矿物转化成了相

对比较稳定的针铁矿[29]，但是高浓度亚铁体系中，

大量三价铁产生，导致矿物的形成与结晶过程加快，

从而生成结晶度更高的次生矿物。 
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2.2  亚硝酸盐还原耦合亚铁氧化的动力学与次生

矿物 

亚硝酸盐是硝酸盐还原的第一级中间产物，

既可以被微生物直接还原，也可以被亚铁化学还

原。分别测试了不同处理组的亚硝酸根、亚铁和

乙酸的动力学曲线。如图 4-A、B 和 C，反应速率

见表 2。两个菌浓度体系下呈现相同的规律，即亚

铁浓度为 2 mmol/L 的体系中亚硝酸盐的还原量最

少，反应速率也最慢；5 mmol/L 亚铁体系下的亚硝

酸盐还原比 2 mmol/L 体系快，且 2 个菌浓度下的还 

 
 

图 4.  不同亚铁浓度(0.5、2.0、5.0 mmol/L)与空白对照组(无菌)以及菌浓度(OD600 为 0.2、1.0)条件下，亚硝酸盐

还原、亚铁氧化、乙酸盐消耗反应动力学曲线 

Figure 4.  The kinetic results of nitrite reduction, Fe(II) oxidation, and acetate consumption with different initial 
Fe(II) concentrations (0.5, 2.0 and 5.0 mmol/L) and blank control (no cells) and different initial cell density (OD600 
0.2 and 1.0). Error bars represent the standard deviation of the mean (n=3). 
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表 2.  亚硝酸盐体系下亚铁氧化、硝酸盐还原、乙酸盐消耗的反应速率 

Table 2.  The reaction rate of Fe(II) oxidation, nitrite reduction, and acetate consumption in nitrite system. 
OD600 c(Fe(II)/(mmol/L) KFe(II)/(h

–1) r2 Knitrite/(h
–1) r2 Kacetate/(h

–1) r2 

No cells 0.5 0.006 0.953 0.0002 0.801 –  

 2.0 0.035 0.960 0.002 0.845 –  

 5.0 0.036 0.982 0.007 0.893 –  

0.2 0.5 0.008 0.955 0.008 0.961 0.065 0.861 

 2.0 0.026 0.988 0.003 0.839 –  

 5.0 0.032 0.986 0.006 0.936 –  

1.0 0.5 0.008 0.859 0.072 0.923 0.017 0.944 

 2.0 0.028 0.996 0.002 0.810 –  

 5.0 0.029 0.994 0.005 0.933 –  

 

原速率和趋势相近；OD600 为 0.2 的体系中 0.5 mmol/L

亚铁与 5 mmol/L 亚铁的亚硝酸还原速率接近，但

OD600 为 1.0 时，0.5 mmol/L 亚铁体系中亚硝酸盐

的还原程度更高。空白对照组中亚硝酸盐的还原

与两个处理组有相似结果，即亚铁 5 mmol/L 的比

2 mmol/L 体系的亚硝酸盐消耗多，但是 0.5 mmol/L

亚铁体系的亚硝酸盐消耗最少，与有微生物的处

理组中 0.5 mmol/L 亚铁体系有较大差别，说明了

微生物对亚硝酸盐有明显的还原作用。上述结果

说明亚铁浓度和菌浓度都对亚硝酸盐还原具有影

响，即在低浓度亚铁体系下，高的菌浓度会促进

亚硝酸盐的微生物还原；而在较高的亚铁浓度下，

亚铁与亚硝酸盐的化学反应占据主导，而且亚铁

氧化会对亚硝酸盐的微生物还原产生较强的抑制

作用。 

亚铁氧化动力学如图 4-D、E 和 F 所示，反应速

率见表 2。在空白对照组，5 mmol/L 体系中亚铁在

124 h 后剩余 0.035 mmol/L，反应了 99.2%；2 mmol/L

亚铁体系中亚铁在 124 h 后剩余 0.019 mmol/L，

反应了 98.9%；0.5 mmol/L 亚铁体系中亚铁在 124 h

后 剩 余 0.243 mmol/L， 反 应 了 54.1%。 OD600      

为 0.2 的体系下，5 mmol/L 亚铁在 124 h 后剩余

0.086 mmol/L，反应了 98.2%；2 mmol/L 亚铁 124 h

后剩余 0.08 mmol/L，反应了 96%；而 0.5 mmol/L

亚铁反应 124 h 后仍然剩余 0.18 mmol/L，仅反应

了 64.8%。在 OD600 为 1.0 条件下，反应 124 h 之

后，5 mmol/L 亚铁剩余 0.164 mmol/L，反应了

96.7%；2 mmol/L 亚铁剩余 0.065 mmol/L，反应了

96.8%；0.5 mmol/L 亚铁剩余 0.38 mmol/L，仅反

应了 28.8%。空白对照组和两个处理组体系下亚

铁 0.5、2、5 mmol/L 的反应动力学变化趋势非常

相似。上述结果表明，低的亚铁浓度条件下亚铁

的氧化率相对比较低，菌浓度对亚铁氧化速率和

氧化程度无明显影响，表明亚铁氧化以亚硝酸盐

的直接化学氧化作用为主。 

电子供体乙酸盐的消耗动力学如图 4-G、H 和 I

所示，对照组以及两个处理组的2 mmol/L 和5 mmol/L

的亚铁体系中，乙酸盐都几乎没有被消耗；但是

亚铁浓度为 0.5 mmol/L 条件下，乙酸盐都被大量

消耗，在 OD600 为 1.0 体系中亚铁在 40 h 时已基

本被完全消耗。说明菌浓度和亚铁浓度对乙酸盐

的消耗都有影响，但是亚铁的影响因素要大于菌

浓度的因素，即在低浓度亚铁条件下，菌浓度越

高则乙酸盐消耗越快，而较高浓度的亚铁对微 

生物代谢产生直接抑制作用，导致乙酸盐无明显

消耗。 
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利用 XRD 和 SEM 对亚硝酸盐还原耦合亚

铁氧化反应 124 h 后的次生矿物沉淀进行矿物种

类和形貌表征。如图 5 所示，在不同菌浓度的 2、

5 mmol/L 亚铁体系中，生成的矿物主要是针铁矿

和纤铁矿，且随着亚铁浓度提高，成矿的结晶度

不断提高。菌浓度对成矿晶体结构没有明显影响，

但是亚铁浓度对成矿的结晶程度有一定影响，高

浓度亚铁条件下最后矿物的结晶度较高，且包含

针铁矿和纤铁矿，而低浓度条件下生成矿物主要

是针铁矿，且结晶度较差。SEM 结果显示(图 6)，

菌浓度 OD600 为 0.2 和 1.0 时，随着亚铁浓度逐渐

提高，菌体表面次生矿物不断增多；空白对照组

中出现矿物生成量随亚铁浓度提高不断增多。2、

5 mmol/L 亚铁体系下次生矿物都主要呈针形和纤

形，但是在 0.5 mmol/L 亚铁的 3 个处理组次生矿

物主要呈团聚球形。两个菌浓度体系下 5 mmol/L

亚铁中，微生物细胞被次生矿物包裹最为显著，

出现明显的细胞结壳。因此，次生矿物的种类和

结晶度主要受亚铁浓度影响，受菌浓度影响较小。 

基于上述动力学与次生矿物表征结果，在微

生物介导亚硝酸盐还原耦合亚铁氧化的体系中，

菌浓度和亚铁浓度都会对亚硝酸盐还原造成影

响，高浓度菌会促进亚硝酸盐的微生物还原，而

高浓度亚铁则会促进亚硝酸盐的化学还原，亚铁

氧化会对亚硝酸盐的微生物还原产生较强的抑制

作用，次生矿物的种类和结晶度仍然主要受亚铁

浓度影响。在微生物介导亚硝酸盐还原耦合亚铁

氧化的反应过程中，亚硝酸盐可以通过生物反硝

化和化学反硝化的共同影响，二者是竞争关系，

其次生矿物也会进一步影响生物反硝化过程。菌浓

度对亚铁氧化速率没有明显影响，但是亚铁浓度越

高，则反应的速率越快。说明亚硝酸盐与亚铁的化

学反硝化作用在亚铁氧化中起主导作用[48–49]，微生

物外膜蛋白虽然可能有一定作用，但是与化学作

用相比非常微弱。总的来讲，在亚硝酸盐体系中，

亚硝酸盐通过亚铁的化学还原作用和菌体的生物

还原作用消耗。其中亚铁浓度越高，化学还原作

用越强；亚铁浓度越低，生物还原作用越强。 

 

 
 

图 5.  不同亚铁浓度(0.5、2.0、5.0 mmol/L)与空白对照组(无菌)以及菌浓度(OD600 为 0.2、1.0)条件下，硝酸盐还

原耦合亚铁氧化生成的次生矿物的 XRD 图谱 

Figure 5.  XRD patterns of the secondary minerals from nitrate reduction coupled with Fe(II) oxidation in the 
incubation with different initial Fe(II) concentrations (0.5, 2.0, 5.0 mmol/L) and blank control (no cells) and 
different initial cell density (OD600 0.2 and 1.0). “L” strands for lepidocrocite, “G” strands for goethite. 
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图 6.  不同亚铁浓度(0.5、2.0、5.0 mmol/L)与空白对照组(无菌)以及菌浓度(OD600 为 0.2、1.0)条件下，亚硝酸盐

还原耦合亚铁氧化生成的次生矿物的 SEM 图 

Figure 6. SEM images of the secondary minerals from nitrite reduction coupled with Fe(II) oxidation in the 
incubation with different initial Fe(II) concentrations (0.5, 2.0 and 5.0 mmol/L) and blank control (no cells) and 
different initial cell density (OD600 0.2 and 1.0).  

 

当亚铁被氧化，会导致三价铁矿物生成和细胞结

壳[50–52]，同时较高浓度亚铁对微生物产生一定毒

性[29,53]，因此高浓度亚铁会显著降低微生物活性，

导致生物还原作用降低。值得注意的是，两个微

生 物 处 理组 中 亚 铁浓 度 为 2 mmol/L 体 系 的    

亚硝酸盐还原是最少的。结果表明在 2 mmol/L

和 5 mmol/L 亚铁体系中乙酸盐基本没有被消耗，

证实了微生物活性受到抑制，亚硝酸盐还原主要

以化学还原作用为主，亚铁浓度越高则消耗亚硝

酸盐  越多，所以 2 mmol/L 相对 5 mmol/L 亚铁

体系消耗更少的亚硝酸盐。而 0.5 mmol/L 亚铁体

系中乙酸被大量消耗，说明生物作用为主，且微

生物活性远高于 2 mmol/L 亚铁体系，从而导致 

0.5 mmol/L 亚铁体系的亚硝酸盐消耗多于 2 mmol/L 
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亚铁体系。在高浓度亚铁体系下生成的主要是针

铁矿和纤铁矿，与硝酸盐体系的结果不一致，说

明在亚硝酸盐体系生成的矿物稳定性弱于硝酸盐

体系，但是在低浓度亚铁体系下 0.5 mmol/L 中最

后生成的矿物主要也是针铁矿，所以在低浓度亚

铁体系下，反应速率较慢，会生成更为稳定的矿

物。硝酸盐和亚硝酸体系中的亚铁氧化动力学曲

线也有差异，亚硝酸盐体系空白对照组和微生物

的处理组中亚铁氧化速率整体上快于硝酸盐体

系，特别是 2 mmol/L 和 5 mmol/L 亚铁体系更为

明显，氧化速率可能是导致次生矿物晶形差异的

原因之一；同样乙酸盐的动力学曲线也有明显差

异，硝酸盐比亚硝酸盐体系中乙酸盐消耗的更

多，且高浓度亚铁体系中乙酸盐消耗相对最少，

说明了高浓度亚铁对微生物活性产生了抑制，而

相同亚铁浓度 2 mmol/L 和 5 mmol/L 条件下，亚

硝酸盐体系的乙酸盐消耗明显低于硝酸盐体系，

说明在亚硝酸盐体系中高浓度亚铁对微生物的

抑制更加明显。 

综上所述，在微生物-硝酸盐-亚铁体系中，高

菌浓度促进硝酸盐还原和亚铁氧化；在低菌浓度

条件下，亚铁浓度越高，则反应速率和程度降低，

但在高菌浓度条件下影响较小；亚铁浓度越高，

其次生矿物结晶度也越高，对硝酸盐还原具有一

定抑制作用。菌浓度和亚铁浓度都会促进亚硝酸

盐还原，但亚铁氧化的次生矿物会对亚硝酸盐的

微生物还原产生较强的抑制作用，次生矿物的种

类和结晶度仍然主要受亚铁浓度影响。因此，硝

酸盐还原主要是生物反硝化作用，亚硝酸盐还原

包含生物反硝化和化学反硝化两部分，在硝酸盐

体系下亚铁氧化与次生矿物生成主要是受生物和

化学反硝化作用共同影响，但亚硝酸盐体系下主

要是化学反硝化作用。该研究有助于深入认识厌

氧土壤、沉积物环境中的微生物介导铁循环耦合

氮转化过程。 
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Kinetics and influencing factors of microbially-mediated nitrate 
reduction coupled with Fe(II) oxidation process 
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Abstract: [Objective] This study aims to investigate the effects of cell density and Fe(II) concentrations on the 
kinetics and secondary minerals during nitrate reduction and Fe(II) oxidation by Acidovorax sp. strain BoFeN1 
under anoxic condition. [Methods] The anaerobic culture system containing strain BoFeN1, nitrate and Fe(II) was 
set up; the concentrations of nitrate, nitrite, acetate, Fe(II) were determined with the use of ion chromatography and 
microplate reader; and the mineralogy and morphology of the secondary minerals were characterized by using XRD 
and SEM. [Results] In the system of microbially-mediated nitrate (NO3

–) reduction coupled with Fe(II) oxidation, 
high cell density substantially promoted nitrate reduction and Fe(II) oxidation. With low cell density,  the Fe(II) 
oxidation reaction rate and extent of reaction declined for the high concentrations of Fe(II), while no obvious effect 
was observed in the high cell density. The higher crystallinity of secondary minerals was generated and inhibited 
the nitrate reduction to some extent. In the system of microbially-mediated nitrite (NO2

–) reduction coupled with 
Fe(II) oxidation, the high cell density and Fe(II) concentration promoted the nitrite reduction, but the Fe(II) 
oxidation had a strong inhibitory effect on the microbial reduction of nitrite, and the types and crystallinity of 
secondary minerals were mainly affected by the concentration of Fe(II). [Conclusion] Biological denitrification is 
the main process controlling nitrate reduction; nitrite reduction was contributed by both of the biological and 
chemical denitrification; biological and chemical denitrification are the main reasons for Fe(II) oxidation and 
secondary mineral formation in the nitrate system; but chemical denitrification is the main reason for Fe(II) 
oxidation and secondary mineral formation in the nitrite system. This study can provide basic data and theoretical 
support for the coupling reactions of iron and nitrogen mediated by anaerobic microorganisms. 

Keywords: Acidovorax sp. strain BoFeN1, nitrate reduction, ferrous oxidation, iron-containing minerals 
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