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摘   要：生物脱氮具有经济高效、绿色环保的特点，在废水处理中具有广阔前景；目前在废水处

理工艺中脱氮效果较好的微生物大部分为嗜温菌，这类菌在低温条件下的脱氮效率会受到强烈抑

制，而耐冷脱氮菌可有效抵抗低温环境并进行高效脱氮，逐渐引起了研究者们的重视。其次，纳

米颗粒(nanoparticles, NPs)在生物学、农学、医药等领域的应用日渐广泛，但在生产、储存和使

用含 NPs 产品的过程中，不可避免地会向水和土壤环境释放 NPs，在水环境中，NPs 的大量积累

会阻碍微生物的脱氮过程，也对废水处理提出了新的挑战，成为公众日益关注的环境问题和研究

热点。当前，有部分研究已关注于耐冷菌的脱氮过程、NPs 对耐冷菌脱氮过程的毒害作用及减毒

措施。基于此，本篇文章将阐述耐冷菌的耐冷机理与脱氮过程，阐明 NPs 对耐冷菌脱氮过程的毒

害作用与减毒调控措施，为低温环境下采用微生物处理含有 NPs 的氮污染废水提供理论依据。 

关键词：生物脱氮；耐冷脱氮菌；纳米颗粒；毒害作用；减毒调控 
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Abstract: Biological denitrification is cost-effective, efficient, and environmentally friendly, 
which thus has broad prospects in the wastewater treatment. At the moment, most of the 
available denitrifying microorganisms in wastewater treatment are mesophilic bacteria. 
However, the denitrification is significantly inhibited in the case of low temperature. The 
cold-adapted denitrifying bacteria, with tolerance to low temperature and high efficiency in 
denitrification, have attracted the interest of scholars. Moreover, the nanoparticles (NPs) are 
widely used in biology, agronomy, medicine and other fields, which, however, are inevitably 
released to water and soil in the production, storage, and usage of NPs-containing products. 
Massive accumulation of NPs in the water will hinder the denitrification of microorganisms, 
posing a challenge to wastewater treatment and arousing the concern of scholars. The 
denitrification process of cold-adapted bacteria, the toxicity of NPs to the denitrification, and 
the countermeasures have been studied. On this basis, this article describes the cold-adapt 
mechanism and denitrification process of the cold-adapted bacteria and discusses the toxicity of 
NPs to the denitrification process and the countermeasures, which is expected to lay a 
theoretical basis for the use of microorganisms to treat nitrogen-polluted wastewater containing 
NPs in a low temperature environment. 
Keywords: biological denitrification; cold-adapted denitrifying bacteria; nanoparticles; toxicity; 
regulation for toxicity reduction 
 
 

氮是地球上的基本元素之一，广泛存在于自

然环境和生物体中。微生物产生的相关酶类能催

化无机氮和有机氮的转化，是自然界氮循环主要

组成部分，但人类的干预打破了氮循环过程的平

衡，导致无机氮化合物在环境中大量积累，特别

是水环境中，引发水生态系统恶化[1-2]。高浓度

的无机氮主要以 NH4
+-N、NO2

–-N 和 NO3
–-N 的

形式存在于水体中，造成藻类大量生长繁殖，降

低水体溶解氧(dissolved oxygen, DO)浓度，加重

富营养化过程，对水生植物、动物及微生物均

产生毒害作用，也会通过食物链富集至人体，

最终影响人体健康[3]。因此，减少排放废水中的

氮含量与改善水源的生态质量是许多发达国家

和发展中国家日益关注的问题。氮养分过剩也

是导致我国长江口及其邻近东海(ECS)一系列

环境问题的主要原因[4]。氮化合物可通过物理、

化学及生物方法去除，其中生物脱氮法具有成本

低、无二次污染、灵活性高等突出优势，而且随

着新的氮转化微生物不断被发现，极大地丰富了

氮转化的途径，使得生物脱氮技术成为去除环境
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中氮污染物质的重要手段之一[5]。如 Miao 等[6]

利用生物法分类处理污染程度不同的、含有机物

和高浓度 NH4
+-N 的垃圾渗滤废水，并取得较好

的效果，表明选择适当的生物脱氮工艺，可以在

处理垃圾渗滤液的各个阶段实现高效除氮。温度

是影响生物脱氮的一个重要环境因子，与微生物

的生长繁殖和脱氮效率密切相关[7]。目前所报道

的 大 部 分 脱 氮 功 能 菌 的 最 适 生 长 温 度 为

20–30 ℃，当季节或区域性温度低至 10 ℃以下

时，会降低本地脱氮微生物的生长活性与脱氮功

能，导致废水中氮污染物的处理达不到理想    
效果[8]。因此，研究耐冷脱氮菌如何在低温环境

中进行高效脱氮具有十分重要的现实意义。耐冷

菌是一类可在 0–5 ℃下进行生长繁殖，最适生长

温度为 15 ℃以上，最高生长温度可超 20 ℃的微

生物[9]。目前分离获得的耐冷菌种类较多，如假

单胞菌(Pseudomonas)、芽孢杆菌(Bacillus)、不

动杆菌(Acinetobacter)、鞘状杆菌(grarulnmatis)、
沙雷氏菌(Serratia)、节杆菌(Arthrobacter)等[10]。

随着研究的不断深入，耐冷菌在低温条件下的高

效脱氮方面逐渐显示出其优势。如 Huang 等[11]

报道的耐冷菌 Pseudomonas putida Y-9 在 15 ℃，

有氧条件下可将 NH4
+-N 直接转化为 NO，进而

转化为 N2O，NH4
+-N 去除率达 99.41%，且未检

测到有害中间产物羟胺(NH2OH)的积累，加快了

氮转化的速率。又如本研究团队分离的耐冷菌

Pseudomonas taiwan J488 和 Glutamicibacter 
arylations EM-H8 均具有高效除氮能力，菌株

J488 在初始 NO3
–-N 约为 50.0 mg/L 的条件下，

NO3
–-N 和总氮(total nitrogen, TN)去除效率分别

高达 100%和 84.48%，菌株 EM-H8 在 NH2OH
浓度为 20.0 mg/L 条件下，对 TN 和 NH2OH 去

除率达 100%和 93.75%[12-13]。 
纳米颗粒(nanoparticles, NPs)是指直径小于

100 nm 的颗粒结构，由于其独特的性质被广泛

应用于生物过程、能源设备、环境修复与医学等

领域[14]。随着 NPs 在废水处理中使用范围的不

断扩大，释放到水环境中的 NPs 也在不断增加；

人工湿地(constructed wetlands, CW)作为生物膜

处理技术广泛应用于处理含工程 NPs 的废水，

然而，当废水进入 CW 后，NPs 能迅速吸附到生

物膜和植物的根部表面，且残留的 NPs 量高达

90%，而 NPs 的长期暴露对脱氮微生物的毒害作

用越发明显，不仅降低了微生物的氮转化效率，而

且对水生态和人类健康也造成了不利影响[15-16]。

NPs 对生物的毒害作用基于细胞结构，细胞中 NPs
的局部浓度效应以及对氧化应激的诱导，这些可

能是导致细胞损伤的原因[17]。NPs 对生物氮转化

过程的抑制作用范围较广，包括厌氧氨氧化、硝

化、反硝化等过程[18-20]。Huang 等[21]研究发现，

部分 NPs 对耐冷脱氮菌毒害作用主要是由本身性

质引起的，如 NiO NPs；有的 NPs 毒性主要由释

放的金属离子产生的，如 TiO2 NPs；还有的 NPs
的毒性取决于其本身和释放的金属离子的共同作

用，如 CuO、ZnO NPs。随着对 NPs 影响生物氮

转化过程研究的不断深入，关于 NPs 影响耐冷脱

氮菌脱氮过程的相关研究也在不断被报道。基于

耐冷微生物在低温环境中的脱氮优势，NPs 又会

阻碍生物脱氮过程，降低脱氮速率，因此，本文

将系统论述耐冷菌的冷适应机制及脱氮过程、NPs
对耐冷菌脱氮过程的毒害作用及相应的解毒措

施，并对未来可能的研究方向提出展望。 

1  耐冷菌适应低温的机制与转

化无机氮的途径 
1.1  耐冷菌的冷适应机制 

低温环境在地球的某些地区持续存在，微生

物在适应低温环境过程中形成了特异的冷适应

机制[22]，微生物抵御冷胁迫过程如图 1 所示。

在分离获得的耐低温微生物中，细菌占主体地 
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图 1  微生物抵御冷胁迫过程 
Figure 1  The process of microorganisms adaption to cold coercion. INPs: Ice nucleoproteins; CSPs: Cold 
shock proteins; CAPs: Cold acclimated proteins; AFPs: Antifreeze proteins. 

 

位，且革兰氏阴性菌居多，其中假单胞菌属最具

代表性[21]。为克服低温胁迫，耐冷微生物在细

胞和分子水平上均表现出适应性反应，如细胞膜

上的磷酸化和去磷酸化修饰，使溶质在低温下能

顺利运输，形成对冷胁迫的快速适应[23]。此外，

微生物还可通过合成冷冻保护剂、冰核蛋白(ice 
nucleoproteins, Inps) 、 防 冻 蛋 白 (antifreeze 
proteins, Afps)、冷休克蛋白(cold shock proteins, 
Csps)、冷驯化蛋白(cold acclimated proteins, Caps)
和冷适应酶以适应低温环境，这些耐冷机制有利

于耐冷菌长期生活在寒冷环境中，并保持正常的

生长繁殖能力[24-25]。微生物产生可作为冷冻保护

剂的小分子是抵御低温胁迫的第一道防线，常见

的冷冻保护剂如酒精、糖和胺[26-27]。分泌的冷冻

保护剂可通过共价结合提高内部溶质浓度和减

少冷冻过程中靶酶与水分子之间的关联来抵御

低温胁迫[28]。Inps 是一种糖脂蛋白，通过在接近

熔点的温度下诱导冰的结晶来防止水的快速冷

却来保护微生物，此外，Inps 的合成基因与 Csps
的合成基因均能防止 mRNA 形成二级结构，使

mRNA 能够在低温下有效地翻译，进而使微生

物生长代谢活动正常进行[26]。Afps 通过吸附在

冰的表面降低结冰温度以抑制外部冰的生成，从

而保证微生物正常生存。自第一个编码具有防冻

性和冰成核活性的蛋白质基因 afpA 被分离和表

征后，对于 Afps 的研究逐渐深入[28]。不同的 Afps
间均存在疏水性冰结合表面，这也是常见的

Afps 标识符[29-30]。Inps 与 Afps 合称冰晶控制蛋

白，冰晶的形成分为冰成核和冰生长两个阶段，

Inps 诱导胚胎冰晶的形成，而 Afps 通过抑制冰

晶的生长来最大限度地减少冷冻损伤[31-32]。Csps
有利于对冷胁迫做出快速反应，其功能是抵消应

激反应的有害影响，Csps 基因具有较长的

5'UTR，研究证明 5'UTR 可以容纳一个大小为

11 bp 高度保守序列，即 UGACGUACAGA，称

为冷盒，由于较长 5'UTR 的存在，其他基因允

许 Csps 合成基因在低温下维持其 mRNA 稳定

性，从而保留如 DNA 复制、转录、翻译等细胞

功能，确保细胞的存活和生长[33-34]。冷诱导蛋白

(Csps 和 Caps)在细胞抵御低温胁迫过程中发挥

重要作用[35]。当耐冷微生物在短期冷胁迫下会发

生冷休克反应，Csps 会超量表达，当耐冷微生物

长期处于低温环境时，Caps 则会超表达，使微生

物在低温环境下长期生存。通常情况下，酶只有

在特定的温度范围内才会发生作用，高温会引起

酶结构的改变而导致永久性失活，低温则会抑制

酶的活性，但研究发现一些冷适应酶，如节杆菌

(Arthrobacter sp.)的 β-半乳糖苷酶，在低温条件下

能催化 β-D-半乳糖苷的水解和转糖基化反应，又

如菌株 Burkholder pyrrocinia JK-SH007 的内切

1,4-β-葡聚糖酶，在低温下酶活性增强[35-36]。 
在低温胁迫下，能量产生和应激相关的蛋

白质丰度显著增加，而与生物合成和能量消耗

过程相关的蛋白质减少[37]，且大多数下调蛋白

与细胞分裂有关[38]。耐冷微生物为在低温环境

下维持正常的生理活性，在胞内或胞外积累如
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Inps、Afps、Csps 等防冻代谢物，以维持细胞

的稳定状态。此外，研究发现不同温度下生存

的耐低温细菌中，其脂肪酸浓度的平均百分比

也有所不同，如多不饱和脂肪酸(polyunsaturated 
fatty acids, PUFAs)浓度随着温度升高而降低，

而单不饱和脂肪酸(monounsaturated fatty acids, 
MUFAs)的浓度随着温度升高而增加 [39]，因此

PUFAs 在较冷的温度下可调节细胞的生物膜流

动性，提高微生物在低温环境下的生存能力[40]。

然而，在抵御冷胁迫的同时，部分微生物还会

产生一些具有细胞毒性的物质，如活性氧

(active oxygen species, ROS)[41]，因此对微生物

耐冷机制进行相关研究时，还需要考虑到产生

的细胞毒性物质对微生物生长与代谢的影响。 
 
 
 

1.2  耐冷脱氮菌的脱氮过程 
1.2.1  耐冷脱氮菌去除铵态氮和羟胺的反应

过程 
目前分离得到的耐冷脱氮菌主要有硝化细

菌(nitrobacteria, NOB)、反硝化细菌(denitrifying 
bacteria, DNB)和同时硝化反硝化(simultaneous 
nitrification and denitrification, SND)细菌，耐冷

脱氮菌种类的不断丰富也形成了此类菌脱氮途

径的多样性，如图 2 所示。硝化作用是指将

NH4
+-N 逐步转化为 NO3

−-N 的过程，传统的好

氧 硝 化 过 程 为 NH4
+-N→ NH2OH → 

 NO2
−-N→ NO3

−-N，如菌株 Microbacterium sp. 
SFA13 则是以此途径进行硝化反应[10,42]。传统的

硝化反应的第一步是转化 NH4
+-N，部分耐冷菌

转 化 NH4
+-N 与 传 统 转 化 方 式 不 同 ， 如

Acinetobacter sp. HA2 是通过短程硝化转化

NH4
+-N ，其转化途径为 NH4

+-N→NH2OH→ 
NO2

−-N→N2O→N2，此过程不产生 NO3
−-N，直

接由 NO2
−-N 进入反硝化过程，中间过程减少，

加快了脱氮速率，分别由氨单加氧酶(ammonia 
monooxygenase, Amo) 和 羟 胺 氧 化 还 原 酶

(hydroxylamine oxidoreductase, Hao) 催 化 进    
行[43]。又如耐冷菌 Pseudomonas putida Y-9 的

NH4
+-N 代谢过程为 NH4

+-N→NO→N2O，这是一

种新的 NH4
+-N 转化途径，其转化过程受到

NO2
−-N 的显著抑制[44]，但其终产物为 N2O，该

气体的温室效应比 CO2 强约 300 倍，会对环境

造成严重的污染[45]。菌株 Y-9 在硝化过程中未检

测到 NH2OH、NO2
−-N 和 NO3

−-N 积累，终产物

为 N2O，可能是由于硝化反应相关酶在该菌株中

没有活性所致，而在后续的研究中发现该菌株不

存在与 Amo 相关的基因，且 Hao 活性极低，因

此，NH4
+-N 如何通过菌株 Y-9 高效转化为 NO，

进而氧化成 N2O 气体释放到大气中的机理还不

清楚[11]。除上述 2 种 NH4
+-N 转化途径外，本研

究 团 队 成 员 He 等 [45] 通 过 对 Pseudomonas 
taiwanensis J488 的脱氮机制研究中首次发现，菌

株 J488 可将 NH4
+-N 直接转化为 N2O，进一步转

化为 N2 释放到大气中，即 NH4
+-N→N2O→N2，

在 NH4
+-N 转化过程中未检测到 NH2OH、NO3

−-N
和 NO2

−-N 的积累；由于菌株 J488 能高效转化

NH2OH 并产生 NO2
−-N，由此推测 NH4

+-N→ 
NH2OH→NO2

−-N→N2O 的转化途径也存在于该

菌中，该菌的主要脱氮产物为 N2，产生的 N2O
含量较少，对环境污染小。随后，本研究团队成

员 Chen 等[13]通过检测耐冷菌 Glutamicibacter 
arylations EM-H8 脱氮过程中新形成的无机氮与

相关酶活发现，菌株 EM-H8 转化 NH2OH 的途

径可能为：①NH2OH→NO3
−-N→气态氮，②

NH2OH→NO2
−-N→气态氮，③NH2OH→NO2

−- 
N→NO3

−-N 和④NH2OH→有机氮，其具体终产

物气体种类有待后续研究证明。 

1.2.2  耐冷脱氮菌去除硝态氮与亚硝态氮的反

应过程 
反硝化是指 NO3

−-N 或 NO2
−-N 逐步转化为

气态氮的过程，反硝化分为厌氧反硝化和好氧反 
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硝化。传统观点认为反硝化过程必须在厌氧或缺

氧环境下才能进行，自 1988 年好氧反硝化细菌

被发现后，反硝化必须在厌氧条件下进行这一传

统观点逐渐发生改变[46]。好氧反硝化过程由硝

酸盐还原酶(nitrate reductase, Nar)、亚硝酸盐还

原酶 (nitrite reductase, Nir)、一氧化氮还原酶

(nitric oxide reductase, Nor)、氧化亚氮还原酶

(nitrous oxide reductase, Nos)参与下将 NO3
−-N或

NO2
−-N 最终转化为 N2

[47-48]。耐冷好氧反硝化细

菌在低温环境条件下具有生长繁殖快、耐溶解氧、

耐贫营养等优点，且部分耐冷菌反硝化过程中没

有或较少的 NO2
−-N 积累，如蔡茜等[49]报道的耐冷

菌 Pseudomonas monteilii H97 在 15 ℃条件下，可

去除 97.69%的 NO3
−-N (初始浓度为 50.0 mg/L)，

与之相比，在温度低于 20 ℃时，非耐冷菌

Pseudomonas stutzeri F1 的生长与反硝化脱氮作用

均受到抑制，其 OD600低于 0.2 (30 ℃时 OD600约

为 0.5)，NO3
−-N 浓度从 20.0 mg/L 逐渐累积至

140.0 mg/L；菌株 Pseudomonas sp. 2–8 在温度低

于 20 ℃时，对 NO2
−-N 去除能力基本消失[50-51]，

表明耐冷菌对低温环境的适应性显著优于嗜温

菌。Zheng 等[51]研究发现，耐冷好氧反硝化细

菌 Psychrobacter sp. S1-1 在高浓度 NO3
−-N 

(140.86 mg/L)或 NO2-N (60.0 mg/L)条件下生长

良好，且去除率分别达 100%和 63.50%，TN 去

除率分别为 46.48%和 31.89%，且在 NO3
−-N 去除

过程中 NO2
−-N 积累量极少。又如王兆阳等[52]从垃

圾滤液活性污泥中分离得到耐冷好氧反硝化细菌

Pseudomonas sp. GL19在NO3
−-N浓度为140.0 mg/L

条件下，其去除效率高达 100%，TN 平均去除

率为 96.5%，无 NO2
−-N 积累，证明了耐冷菌在

低温条件下能通过反硝化进行高效脱氮。此外，

同化作用也是耐冷菌去除 NO2
−-N 的主要作用机

制，在好氧反硝化过程中，耐冷菌通过同化作用

将 NO2
−-N 转换为自身生长代谢所需物质， 

如氨基酸，以促进自身生长[46]，若能在低温条件

下将无机氮同化为生物质氮，收集并加以合理利

用，不仅减轻了环境污染，还使得氮素的转化或

循环利用更有利于人类的发展。上述研究表明，

耐冷好氧反硝化细菌在低温下的高效除氮能力使

其在污水的生物修复方面具有潜在的应用前景。 
1.2.3  耐冷脱氮菌同时硝化反硝化除氮的过程 

同时硝化反硝化(SND)细菌是指能在同一

个反应器内既能进行硝化反应，又能进行好氧

反硝化反应的一类细菌，该类菌摆脱了传统生物

脱氮在不同阶段需氧差异的限制。自 Robertson
等[53]发现好氧 SND 细菌 Thiosphaera pantotropha
以来，研究者们对此类菌研究逐渐深入。本研究

团队发现，SND 菌株 Pseudomonas taiwanensis 
EN-F2 在 25 ℃条件下具有较强的异养硝化与   

 

 
 

图 2  耐冷菌无机氮转化途径 
Figure 2  Inorganic nitrogen transformation pathway of cold-adapted bacteria. 
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好氧反硝化能力，能去除 100% 的 NH4
+-N   

(52.90 mg/L)、100%的 NH2OH (23.32 mg/L)、86.99%
的 NO2

−-N (56.32 mg/L)和 89.21%的 NO3
−-N  

(56.18 mg/L)，最大去除速率分别达到了 8.72、
2.12、4.55 和 5.80 mg/(L·h)，可高效去除废水中

多种无机氮源[54]。对于耐冷 SND 细菌也有此方

面报道，如 Zhang 等[55]分离获得一株 SND 菌株

Pseudomonas stutzeri. YZN-001，对 NH4
+-N 去除

率为 95%，去除速率为 0.3 mg/L/h；在 15 ℃条

件下，菌株 Arthrobacter arylations Y-10 可去除

65.0%的 NH4
+-N (初始浓度为 208.43 mg/L)，

100%的 NO3
–-N (初始浓度为 201.16 mg/L)[56]。

相比于传统的自养硝化和厌氧反硝化细菌，利用

SND 微生物处理氮污水具有许多明显的优势，

如：(1) 异养微生物生长更快，有利于长期保留

在污水处理系统中；(2) 温度耐受性强，在较低

温度下能进行生长代谢活动；(3) 硝化产物可直

接被反硝化，中间产物 NO3
−-N 和 NO2

−-N 的积

累较少[43]。然而，部分耐冷菌由于缺乏编码脱

氮相关酶的基因导致其无法进行全程脱氮，可能

会造成中间产物如 NH2OH、NO3
−-N 和 NO2

−-N
的大量累积，对水环境造成二次污染[57]。 

综上所述，耐冷菌脱氮途径按其脱氮最终产

物不同主要分为 3 类，其一是终产物为 N2，如

① NH4
+-N→NH2OH→NO2

−-N→N2O→N2 ， ②

NH4
+-N→N2O→N2，③NH4

+-N→NH2OH→NO2
−-N→ 

NO→N2O→N2 等
[43,45,58]；其二是终产物为 N2O，

如①NH4
+-N→NO→N2O，②NH4

+-N→ NH2OH→ 
NO2

−-N→N2O[44-45]；其三是终产物为有机物，微

生物利用同化还原作用将无机氮，如 NH4
+-N、

NH2OH 和 NO2
−-N[13]，转化为自身生长代谢所需

含氮有机物，同化还原也是耐冷菌去除无机氮的

主要途径之一；此外，部分耐冷脱氮菌能利用

NO3
−-N 为氮源异化还原为 NH4

+-N，此部分作为理

论研究对于揭示耐冷菌氮素转化极为重要，但由于

应用性不高，目前研究该原理的团队及相关文献报

道也较为缺乏[45,52,54]。耐冷菌的非传统生物脱氮方

式极大地丰富了氮转化的途径，拓宽了生物脱氮实

际应用中的最适温度范围，为将来低温条件下的氮

污染废水处理提供了更佳的解决方案。 

2  NPs 对耐冷脱氮菌脱氮过程

的毒害调控 
2.1  NPs 来源及分类 

NPs 可通过风尘火山、森林火灾、动植物腐

烂等自然渠道释放到环境中；也可从冶炼厂、铸

铁厂、发电站、市政燃烧、污水、农业处理系统

等工业途径释放到环境中[59]。工业生产是环境

中工程 NPs 的主要来源。NPs 的小尺寸预示着

更大的迁移率和细胞穿透性[14]。NPs 的表面效

应、体积效应、量子尺寸和宏观量子隧道效应赋

予了 NPs 巨大的比表面积和超强的吸附、催化

及螯合能力，已在多领域广泛应用[60]。按属性，

NPs可分为非金属、金属和金属氧化物(metal and 
metal oxide, MMO) NPs[61-62]，其中，金属 NPs
按大小和组成可分为单金属 NPs 以及由两种或

两种以上金属 NPs 合成的合金 NPs，其中，合

金 NPs 因协同作用在成像、诊断、治疗等方面

的应用效果较好[63]。纳米技术的进步无疑为环

境修复和监测带来了便利，且表现出极高的修复

效率，如水处理实践中广泛使用的纳米纤维膜由

于其大的表面积、极多孔的结构、适宜的孔径分

布等优点在污水处理方面具有广阔前景，能高

效、安全和清洁地修复污水环境，但溶解的无机

物、有机化合物、悬浮物易吸附在膜表面，堵塞

膜孔，限制水通量，造成膜污染，降低了废水处

理的效率，膜污染也成为当前纳米纤维膜投入实

际应用和工业用途的主要阻碍之一[15]。此外，

研究发现，大多数 NPs 具有抗菌活性从而对生

物产生毒害作用，当 NPs 通过淋浴、洗衣、清 
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洁 和 雨 水 从 消 费 品 中 释 放 到 废 水 处 理 厂

(WWTPs)及自然水生环境时，对环境和人类健

康均会造成巨大危害[64]。研究证明，当人体摄

入 Cu NPs 超过一定限度时，会导致呼吸系统异

常、胃肠道损坏和皮肤病，过量摄入 Cu NPs 会

引起黄疸，而后溶血并最终导致死亡[65]。Ag NPs
会诱导肝脏特异性炎症反应，也会对细菌、鱼类、

藻类产生不同程度的危害[66-67]。WWTPs 是氮污

染废水处理必然途径，但废水中存在的多种 NPs
会抑制该处理过程所涉及到的硝化细菌、反硝化

细菌或异养硝化–好氧反硝化细菌的代谢功能，

极大地削减了脱氮菌的氮转化效率[68]。 

2.2  NPs 对耐冷脱氮菌脱氮过程的影响 
2.2.1  NPs 对耐冷脱氮菌硝化过程的影响 

大量研究表明，NPs 对生物脱氮过程的影响

具有差异性，主要体现在细菌种类及 NPs 的种

类、浓度、作用时间等不同条件下的氮去除效率

的不同，如表 1 所示。仅有少数的 NPs 在低浓

度条件下对细菌硝化过程起促进作用或作用不

显著，大多数 NPs 可抑制微生物的硝化过程。

如 0.1 mg/L 的 CuO NPs 和 NiO NPs 均能显著促

进耐冷菌 Pseudomonas putida Y-9 的生长和

NH4
+-N 去除效率，去除率分别提高了约 18.0%

和 5.3%，该研究结果还表明：低剂量的 CuO NPs
和 NiO NPs 可通过诱导相关酶合成和激发电子

转移来提高菌株 Y-9 的生物活性，从而刺激菌株

Y-9 的 NH4
+-N 去除反应[21]；Yang 等[69]报道的异

养硝化细菌 P. putida NP5 在 NiO NPs 作用浓度

高达 100.0 mg/L 时，NH4
+-N 的去除率仍高于

90%，证明菌株 NP5 对 NiO NPs 具有较强耐受

性；Hou 等[70]也曾报道，50.0 mg/L CuO NPs 短

期 暴 露 (8 h) 于 测 序 间 歇 生 物 膜 反 应 器

(sequencing batch biofilm reactor, SBBR)中，反应

器 TN 去除效率为 75.92%，与对照组相当

(76.35%)，且 NH4
+-N、NO2

−-N 和 NO3
−-N 去除

效率几乎与对照组相同，对硝化过程没有明显抑

制作用。以上研究结果表明，不同硝化细菌对

CuO NPs 和 NiO NPs 的耐受性具有差异性。NPs
对氮转化的影响也与 NPs 的种类有关，如刘美

婷等[71]研究发现，在好氧条件下 50.0 mg/L 的

CeO2 NPs 和 ZnO NPs 降低了 Nitrosomonas 
europaea 的氨氧化效率，但 2 种 NPs 抑制率具有

差异性，分别降低了(33.3±6.1)%和(60.0±9.4)%。

不同的 NPs 对耐冷菌 Y-9 氮去除效率也具差异 
 

表 1  NPs 对耐冷脱氮菌脱氮过程的抑制作用 
Table 1  Inhibitory effect of NPs on the denitrification process of cold-adapted denitrifying bacteria 
Strain NPs types Reaction processes Effective inhibition concentration References 
P. putida Y-9 NiO Nitrification >0.1 mg/L [21] 
P. putida Y-9 CuO Nitrification >0.5 mg/L [21] 
P. tolaasii Y-11 CuO Nitrification >0.0 mg/L [72] 
Microbial community Cu Nitrification >10.0 mg/L [74] 
Microbial community Zn Nitrification 10.0 mg/L [73] 
Microbial community ZnO Nitrification 10.0 mg/L [73] 
P. putida Y-9 ZnO Nitrification >0.0 mg/L [21] 
P. putida Y-9 TiO2 Nitrification >0.0 mg/L [21] 
Microbial community CuO Denitrification 50.0 mg/L [70] 
P. tolaasii Y-11 CuO Denitrification >1.0 mg/L [72] 
Microbial community Cu Denitrification >10.0 mg/L [74] 
Microbial community SiO2 Denitrification 50.0 mg/L [76] 
P .tolaasii Y-11 ZnO Denitrification 10.0 mg/L [81] 
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性，在相同浓度下(0.5 mg/L)，CuO NPs 可以促

进该菌 NH4
+-N 的氧化，而 NiO NPs 则抑制其生长

和 NH4
+-N 的去除效率，表明菌株 Pseudomonas 

putida Y-9 对 NiO NPs 更敏感[21]。NPs 的暴露浓

度是影响硝化作用的关键因素，NPs 是否抑制氮

转化过程与其浓度阈值密切相关，当 CuO NPs
浓度从 0 mg/L 增加到 20.0 mg/L 时，耐冷菌

Pseudomonas tolaasii Y-11 的 NH4
+-N 去除效率 

从 29.83%下降到 2.33%[72]。又如 Wu 等[73]综合

研究 Zn NPs、ZnO NPs 和 Zn2+的对硝化菌群的

影响得知，随着 Zn NPs、ZnO NPs 和 Zn2+浓度

从 10.0 mg/L 增加到 50.0 mg/L，NH4
+-N 去除率

分别下降到 65%–80%和 15%–40% (对照组

NH4
+-N 去除率约为 100%)，且浓度均为 0.1 mg/L

时，Zn NPs 和 ZnO NPs 均抑制了细菌的硝化作

用，但 Zn2+起促进作用；当浓度高于 10.0 mg/L
时，起抑制作用的主要物质为 Zn2+，表明随着

NPs 暴露剂量的增加，金属离子毒害作用越强，

不同浓度 NPs 作用下对细胞产生毒害作用的主

要物质也不同。此外，NPs 浓度的增加使得废水

中溶解的金属离子被 NPs 吸附，形成较高浓度

的二价阳离子废水，最终导致金属氧化物 NPs
在水环境中积累更多，从而产生生态毒性[72]，

但过高浓度 NPs 会带来聚集效应，降低 NPs 对

耐冷菌脱氮过程的抑制作用。对于复杂的环境系

统，如活性污泥，暴露时间长短是影响氮转化的

因素之一。据报道，在(20±2) ℃条件下，Cu NPs 
(10.0 mg/L)暴露于反应器中 1 d 后，NH4

+-N 去除

率从 90.1%下降到 64.8%，随着暴露时间的延长，

硝化效率逐渐恢复，反应 16 d 后硝化作用均处于

正常的水平[74]。NPs 还可通过控制生物反应器活

性污泥中硝化细菌的 Amo 表达量来影响 NH4
+-N

的去除，然而，耐冷菌 P. putida Y-9 中不存在

Amo，因此，NPs 对耐冷菌硝化过程的抑制作用

可能涉及其他目前尚未明确的作用机制[21]。 

2.2.2  NPs 对耐冷脱氮菌反硝化过程的影响 
NPs 可抑制反硝化过程中关键酶的催化活

性和相关基因的表达，如还原酶 Nar、Nir、Nor
和 Nos，最终导致 NO3

−-N 还原速率降低和

NO2
−-N 积累量增加。研究者们普遍认为，静电

力引起 NPs 沉积在反硝化细菌表面和 ROS 的产

生是 NPs 对细胞产生毒害作用的主要原因，ROS
的产生会损伤反硝化细菌的细胞壁、破坏细胞

膜、损伤蛋白质和中断电子传递，进而对反硝化

过程产生抑制作用[59,75]。Hou 等[70]研究发现长期

(45 d)暴露于 50.0 mg/L CuO NPs 的间歇生物膜

反应器(SBBR)中，菌群的 Nar 和 Nir 的活性明显

降低，NO3
−-N、NO2

−-N 去除效率降低，TN 去

除率从 75.43%显著降至 47.75%。非金属 SiO2 
NPs 由于其高颗粒分散性、易于合成的优点，常

与其他 NPs 结合成复合材料增加吸附能力，是

废水处理中最受欢迎的纳米材料之一，但其在水

环境中的大量积累同样对微生物产生毒害作用；

为确定 SiO2 NPs 对反硝化的影响，有研究通过

分别添加 1.0 mg/L 和 50.0 mg/L 的 SiO2 NPs 至反

应器中，进行短期和长期暴露影响实验发现，随

着 1.0 mg/L SiO2 NPs 暴露时间从 1–70 d，NO2
−-N

无明显变化，当长期暴露于 50.0 mg/L SiO2 NPs
时，NO3

−-N 的浓度从(4.8±0.6) mg/L (1 d)增加到

(12.1±1.1) mg/L (70 d)，这些结果表明，当高浓

度的 SiO2 NPs (如 50.0 mg/L)存在时，长期暴露

后对耐冷菌高效处理氮污染废水具负面影响，

这也是由于高浓度 SiO2 NPs 导致反硝化酶 Nar
和 Nir 活性下降所致[76]。关于 NPs 的毒性是由

NPs 本身还是释放的金属离子引起的并没有研

究清楚，一般认为金属 NPs 可以释放金属离子

到水介质中，释放的金属离子形成的离子污染

物与金属 NPs 形成的稳定胶体分散系统相结

合，导致水体的双重污染，严重影响微生物的

脱氮过程。因此，研究金属和金属氧化物 NPs
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对应金属离子对脱氮过程的影响对于揭示其抑

制作用机制具有重要意义[75,77]。He 等[78]研究发

现，耐冷菌 Pseudomonas taiwanensis J488 存在

反硝化关键酶基因 nirB，该菌的脱氮过程易受

到金属离子的影响，低浓度的金属离子，如 Ca2+    
(0.5 mg/L)、Mn2+ (20.0 mg/L)、Zn2+ (5.0 mg/L)
可通过刺激 Nir、Nos、Nor 等反硝化相关酶的

基因的表达来促进 NO3
−-N 向 N2 转化，使

NO3
−-N 去除效率分别提高了 1.33%、3.33%、

5.99%和 1.53%；而高浓度(30.0 mg/L)的金属离

子 Ca2+、Mn2+及 Zn2+处理时，其反硝化过程均受

到了抑制作用。尽管如此，菌株 J488 在 30.0 mg/L
的 Zn2+作用下仍能进行反硝化作用，对 TN 的

去除稳定不变，表明该菌具有较高的金属离子

耐受性。相关研究表明，耐冷菌反硝化作用相关

酶比硝化作用相关酶对 NPs 耐受性更高[72,79]，

其可能原因是许多反硝化过程的还原酶含有某

些金属离子，如 Cu2+和 Zn2+均为 Nos、Nor、
Nir 等还原酶的组成成分。另外，有研究发现多

金属系统的协同抑制可能低于单个金属的抑制

作用[80]，故本身存在金属离子的还原酶可能需

要 NPs 释放出来的金属离子，又或溶液中共存

的离子间相互作用降低了单一 NPs 的毒性，进

而增加了细菌对 NPs 的耐受性。总之，NPs 对

整个脱氮过程的影响表现出低剂量促进和高剂

量抑制的效果[78]。 

2.3  NPs 对耐冷脱氮菌的毒害作用机制 
NPs 毒性取决于其大小、形状、暴露持续时

间、浓度及在胞内产生的氧自由基和氧化应   
激[82]，如图 3 所示。NPs 对耐冷菌的毒害作用通

常从以下几个方面进行评估：功能退化、细胞损

伤、参与脱氮过程的酶活性下降、功能基因表达

的下调和微生物群落结构的变化[64]。其毒性机

制如下：(1) NPs 溶解的金属离子与细菌细胞壁

中带负电荷的化合物结合，导致细胞壁不稳定或

塌陷；NPs 溶解释放的金属离子对含有–SH 基团

的蛋白质具有高亲和能力，这种结合可以破坏维

持蛋白质完整性所必需的 S–S 键，而后直接破

坏某些酶的功能[72,83]。(2) 产生 ROS 导致细胞毒

害作用。金属 NPs 的溶解也会产生 ROS，ROS
通过氧化膜组分(如脂质)导致细胞膜损伤，使酶

失活或抑制外多糖的形成，内化的金属离子也可

以与胞内物质反应并产生胞内 ROS，胞内产生

的 R O S 也可通过脂质氧化损害细胞膜或

DNA/RNA[70,72,75]；部分非金属 NPs，如 TiO2 NPs，
具光催化活性，其能量高于能隙带能量或其能级

引发光激发现象时从而促进 ROS 的产生，造成

氧化胁迫，损伤细胞，ROS 的增加会导致酶失

活和 DNA 损伤，这可能是与硝化有关的关键酶

被抑制的原因[84]，此外，NPs 本身可进入细胞并 
 

 
 
图 3  NPs 对耐冷脱氮菌的毒害作用机制(改编自文献[62]) 
Figure 3  Toxic mechanism of NPs on cold-adapted denitrifying bacteria (adapted from reference [62]). 
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与细胞内 DNA、蛋白质及其他生物分子结合，诱

导 ROS 产生或损害细胞功能[73]。(3) NPs 和胞外

聚合物质(extracellular polymers, EPS)之间的强相

互作用可能导致微生物剥离具保护作用的 EPS
层，使微生物更容易受到伤害[64,70]。(4) 中断电

子传递。NPs 可使微生物的电子转移中断，产生

静电效应，降低耐冷菌的活性，进而降低金属

蛋白酶或脱氮功能酶的表达量，使氮素的利用

和转化率降低[21,72]；如 Yang 等[81]采用傅立叶红

外光谱分析(FTIR)发现 ZnO NPs 作用下，光谱

在 642 cm−1 处出现峰值，经分析对应 ZnO NPs
的拉伸振动，证明了 ZnO NPs 使得耐冷菌 P. 
tolaasii Y-11 的官能团发生改变，即该菌原本的电

子转移发生改变。(5) NPs 毒害作用对硝化与反硝

化过程相关基因的调控。NPs 毒害作用使暴露于

NPs 的细菌基因组表达量发生变化，研究证明，

在 50.0 mg/L Zn NPs 作用下，可导致硝化菌群

amoA 基因表达下调及 hao、nxrA 基因表达上调[73]。 

2.4  减缓 NPs 对耐冷脱氮菌产生毒害作用

的相关措施 
减少 NPs 对耐冷脱氮菌毒害作用的相关措

施大致可分为两类，其一从 NPs 本身出发，提

高 NPs 的稳定性或降低其溶解释放出来的金属

离子浓度来减轻 NPs 对微生物的毒害程度；其

二从微生物自身出发，即加强微生物对 NPs 的

屏障和抵抗作用。具体措施如下：(1) 添加有机

物三氯生(TCS)可以减轻 NPs 对耐冷脱氮菌造成

的损害[79]。有机物可以改变 NPs 的聚集、暂停

和运输，三氯生(triclosan, TCS)的存在增加了环

境中的有机物，使得 Cu NPs 的团聚程度有所增

加，降低了 NPs 对硝化菌的毒害作用，但 TCS
会污染环境，该物质的存在会导致污泥结构变得

松散，使其沉降性能变差[74,85]。(2) 添加牛血清

白蛋白(bovine serum albumin, BSA)。BSA 为天

然有机质(natural organic matter, NOM)，易吸附

在 CuO NPs 表面官能团上，尤其是酰胺和羧基，

导致静电斥力增加，增强 NPs 聚集，增加了 CuO 
NPs 团聚体的尺寸，阻碍了 NPs 与生物膜上的

负电荷和官能团的直接接触，以此缓解 NPs 对

耐冷菌的毒害作用[70]。(3) 添加抗生素。Zhang
等[86]研究表明，抗生素或 NPs 单独作用于反硝

化细菌时均导致反硝化关键基因 nosZ 的表达量

降低，同时可降低菌群的相对丰度，以此抑制

NO3
−-N 的去除，而当二者混合时，抗生素的存

在使得 NPs 吸附在其表面，进而减少了二者与

脱氮菌直接接触的概率，进而降低 NPs 的毒害

作用，促进氮转化效率。(4) 加入外源性 Fe2+。

外源性 Fe2+可增强 NPs 的静电斥力，促进 Fe2+

吸附在 NPs 的表面，进而在 NPs 的表面上形成

“涂层”，有效阻碍 NPs 与细胞膜之间的物理接

触，此外，外源性 Fe2+的加入还可促进 ZnO 和

CuO NPs 的胞外聚集，减缓 NPs 扩散，进一步

抑制 NPs 释放有毒离子，增强细菌对 NPs 的抗

性。如外源性 Fe2+的添加减缓了 CuO 和 ZnO NPs
对菌株 Pseudomonas tolaasii Y-11 的毒害作用，

其原因可能是 Fe2+是该菌株金属蛋白酶或某些

功能酶的辅酶因子，可促进电子转移，提高酶的

活性，从而提高菌株 Y-11 对氮的利用和转化能

力，添加的 Fe2+对环境不造成二次污染，减少了

污水处理的负担，是减缓 NPs 对耐冷脱氮菌毒

害作用的理想措施[72,81]。(5) 通过控制细胞外聚

合物质(extracellular polymeric substances, EPS)
的产生来保护微生物免受 NPs 的危害。EPS 主

要分为两类，松散结合 EPS (loosely bound EPS, 
LB-EPS)和紧密结合 EPS (tightly bound EPS, 
TB-EPS)，具有特定形状的 TB-EPS 存在于生物

膜的内层，而 LB-EPS 在外层[87]。LB-EPS 松散

多孔结构为 NPs 的吸附提供了足够的吸附位点，

TB-EPS 的紧密结构为细菌内部免受毒害作用提

供了保护。EPS 作为微生物抵御 NPs 毒害作用
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的第一道防线，起着至关重要的作用，因 NPs
的带电表面易与 EPS 上的离子官能团(例如羟

基、羧基、胺基等)之间结合，可吸附 NPs，使

NPs 团聚体直径大于生物膜孔径(生物膜孔径为

10–50 nm)，阻碍 NPs 进入细菌体内[88]。多糖

(polysaccharides, PS)、蛋白质(proteins, PRO)和腐

植酸(humic acids, HA)是 EPS 的主要成分，PS 可

以增大 CeO2 NPs 的流体动力学直径，使 NPs 几

乎无法进入细胞；死细胞被分解会产生 PRO 和

HA，而 PRO 和 HA 浓度的提高会促进活细胞吸

收更多的营养物质，促进 EPS 的形成，因此可

通过离心、超声破碎和热提取方法分馏得到死细

胞 EPS 的主要成分(如 PS 和 PRO)并加入至存活

的菌群中，促进菌群分泌更多的 EPS 来抵御 NPs
的毒害作用[70,89-90]。Khan 等[91]通过化学实验发现

离子、非离子表面活性剂十二烷基硫酸钠

(sodium lauryl sulfate, SLS)和壬基酚聚氧乙烯醚

(nonylphenol ethoxylate, Tergitol NP-9)可促进合

成废水中CuO NPs的聚集和沉降，且SLS对CuO 
NPs 的聚集性比 NP-9 更佳，表面活性剂通过增

强 NPs 在天然水中的胶体稳定性，从而影响 NPs
在水处理过程中的迁移和去除，但该方法针对耐

冷脱氮菌的影响效果目前缺乏研究证明。此外，

已有研究团队利用硫化物(如抗氧化剂谷胱甘肽)
和金属离子螯合剂(如 PBS 缓冲液)以降低相关

NPs 对 细 胞 的 毒 害 作 用 ， 还 原 谷 胱 甘 肽

(glutathione, GSH)，是一种三肽硫醇，在氧化

GSH 的过程中可清除 NPs 产生的 ROS 分子，进

而保护细胞免受有害氧化还原反应的损伤，而

PBS 缓冲液会使 ZnO NPs 在该溶液中形成络合

物而沉淀，因而降低 ZnO NPs 溶解的 Zn2+浓度，

从而降低 NPs 对大肠杆菌的毒害作用；但目前利

用硫化物和金属离子螯合剂减缓NPs对耐冷脱氮

菌毒害作用的相关报道较为缺乏，后续可设计合

理实验方案进行探究[45,92]。综上所述，目前减轻

NPs 对耐冷脱氮菌或其他微生物的危害作用的

措施大部分是添加有机物或氮转化过程关键酶

的辅酶因子(如金属离子)，有机物通过增大 NPs
团聚体直径，使其聚集后沉淀，金属离子则是作

用于微生物自身，提高微生物抵御 NPs 毒害的

能力，但很多有机物及金属离子本身对生物体具

有潜在的危害作用，其在废水处理系统中的回收

利用率是否达到标准，也将给污水治理带来新的

挑战，给人类健康造成未知的威胁，因此在探究

减缓 NPs 对耐冷脱氮菌毒害作用的措施时，应

充分评估外加物质对环境和生物体带来的危害。 

3  结论与展望 
耐冷脱氮菌由于其特殊的耐冷机制，为低温

下废水处理提供了新的媒介，其存在如 NH4
+-N→ 

NO→N2O和 NH4
+-N→N2O→N2的非传统的氮转

化途径，丰富了氮循环过程。NPs 对氮转化过程

的抑制作用受到多种条件的影响，总体表现为低

浓度促进，高浓度抑制。NPs 在氮污染废水中主

要通过影响硝化和反硝化过程相关酶的活性和

基因表达来降低微生物的氮转化能力，且硝化相

关酶对 NPs 的敏感度高于反硝化相关酶。离子

组成、离子强度、有机物等介质的化学性质会影

响 NPs 的聚集、表面电荷和化学形式，也成为

研究减缓 NPs 毒害作用措施的突破口。文章总

结了耐冷菌的适冷机制及脱氮过程，阐述 NPs
对耐冷菌脱氮过程的影响，分析了 NPs 对耐冷

菌的毒害机制及 NPs 胁迫下的解毒措施。然而，

当前针对 NPs 对耐冷菌脱氮过程影响的相关研

究主要聚焦于 CuO NPs、ZnO NPs、NiO NPs 等

几种常见 NPs，且研究过程多在单一 NPs 作用

下进行，与实际水环境中多种 NPs 共同存在的

情况具有差异。对 NPs 的解毒机制也主要集中

在单一 NPs 作用下进行，因此，今后的研究方

向可从以下几个方面展开： 
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(1) 在耐冷菌中新发现的脱氮途径中，能直

接将 NH4
+-N 转化为 N2，且中间有害产物，如

NH2OH 和 NO2
–-N 的积累量较少，具有理想的

脱氮效果，但其具体转化过程尚未阐明，因此可

深入研究其脱氮机理，为低温条件下的氮废水处

理工艺提供新的视角和策略。 
(2) 目前针对 NPs 对耐冷菌脱氮过程影响

的研究较为单一，可开展多种类与多浓度 NPs 存

在下的作用效果探索。 
(3) 探究耐冷脱氮菌在多种类与多浓度 NPs

胁迫下的减毒措施，包括如何增强关键酶的活

性、增加相关功能基因表达量、降低 ROS 产生、

加速 NPs 聚集和促进电子转移。 
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