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摘要: 以大肠杆菌为研究对象，通过检测尺寸为 20 nm 的零价纳米铁暴露下大肠杆菌形貌、生长曲线和细胞内酶活性的变化，

研究了零价纳米铁对大肠杆菌的毒性效应，并探讨了其可能的毒性机制。用透射电镜( TEM) 观察零价纳米铁与大肠杆菌

( JM109) 接触后细胞的形态变化; 用 0、112、560 和 1 120 mg·L －1的零价纳米铁染毒大肠杆菌细胞，测定大肠杆菌的生长曲线

变化; 并测定零价纳米铁染毒 24 h 后细胞培养液上清中乳酸脱氢酶( LDH) 活性、细胞内超氧化物歧化酶( SOD) 活性、丙二醛

( MDA) 的含量，同时观察加入抗氧化剂 N-乙酰半胱氨酸( NAC) 后细胞的生长变化。结果表明，零价纳米铁能够破坏细胞完

整性，造成细胞损伤; 抑制大肠杆菌的细胞生长，缩短大肠杆菌的对数期，延长稳定期; 零价纳米铁浓度越高，大肠杆菌的稳定

期越长。零价纳米铁还可导致细胞培养上清液中 LDH 活性显著升高，细胞内 SOD 活性显著下降，MDA 含量显著升高，且

MDA 含量变化与零价纳米铁浓度存在剂量-效应关系。加入抗氧化剂 NAC 后，加 NAC 的实验组细胞数大于没加 NAC 的实验

组。以上结果表明零价纳米铁的毒性机制为氧化损伤。
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Abstract: Cytotoxicity effects and mechanism of 20 nm nano-Fe0 on Escherichia coli were studied． In this paper，
morphology of E． coli in the presence of nano-Fe0 was observed by transmission electron microscopy ( TEM) ． E． coli
cells were exposed to 0，112，560，1 120 mg·L －1 nano-Fe0particles． Experiments were carried out to study the inhib-
itive effect of nano-Fe0on E． coli growth． E． coli exposed to nano-Fe0 for 24 h，the activities of lactate dehydrogenase
( LDH) ，cellular superoxide dismutase ( SOD) ，malondialdehyde ( MDA) were determined． Moreover，the influence
of addition of N-Acetylcysteine ( NAC) on the viability of cells was studied． TEM images of E． coli cells treated with
nano-Fe0 exhibited significant disruption of the cell membranes． Experimental results of growth curves showed that
nano-Fe0 nanoparticles could inhibit the growth of cells in liquid LB medium． Additionally，the shortened log phase and
the prolonged stable phase of E． coli both resulted from the toxicity of nano-Fe0． Furthermore，the stable phase of E． coli
is proportional to the concentration of nano-Fe0 particles． The activities of LDH and the levels of MDA significantly in-
creased and there was a linear relationship between the concentration of nano-Fe0 and MDA levels，while the activities of
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SOD significantly decreased． To nano-Fe0-NAC exposure groups，the number of cell was higher than that of simple nano-
Fe0 exposure groups． The results demonstrated that oxidative damage was the mechanism of nano-Fe0 toxicity to E． coli．
Keywords: nano-Fe0 ; Escherichia coli; growth curves; enzymes activities; oxidative damage

零价纳米铁( nanoscale zero valent iron，NZVI)
是目前应用较为广泛的一种多功能材料，与普通铁

粉相比，零价纳米铁粒径小，表面活性高，具有良好

的迁移性，可以被直接注入污染场所，能够更有效地

降解污染物［1-2］，其在原位修复技术中具有不可比

拟的优势［3-4］。但其特殊的物理化学性质可能会对

人类健康和生态环境造成负面影响。如 You 等［5］

实验证实，零价纳米铁粒子可以迅速地杀死水体中

的病毒。Lee 等［6］从零价纳米铁和大肠杆菌细胞接

触后的透射电镜图( TEM) 中发现当大肠杆菌暴露

在零价纳米铁中时，细胞膜会发生破碎，致使微生物

失活; 9 mg·L －1的零价纳米铁染毒大肠杆菌 10 min，

对细胞的灭活率 lg( N0 /N) 为 3． 4( N0为零价纳米铁

与大肠杆菌接触前菌落数，N 为零价纳米铁与大肠

杆菌接触后菌落数) ，而相同条件下，l g·L －1 零价铁

粉染毒细胞 1 h 后，对细胞的灭活率 lg( N0 /N) ＜ 0．
1，这说明零价纳米铁的毒性远远大于零价铁粉的毒

性。Keenan［7］根据零价纳米铁染毒微生物后细胞

内的活性氧物质( reactive oxygen species，ROS) 含量

变化推测零价纳米铁的毒性机制为零价纳米铁和分

子氧( O2 ) 反应产生了大量的氧化物和过氧化物，使

细胞内的氧化压力增加，从而导致细胞毒性。
虽然国内外学者的一些研究证实了零价纳米铁

会对微生物产生毒性影响，但是对于零价纳米铁的

毒性效应和机理的研究还不全面。目前对于零价纳

米铁的毒性效应研究方面多侧重于零价纳米铁对微

生物的致死率和细胞内活性氧自由基的含量变化实

验，对于零价纳米铁对细菌生长周期的影响以及对

细胞酶活性和脂质过氧化产物的影响还是一个研究

空白。纳米材料的毒性效应研究包括很多方面，不

仅是宏观方面还有微观方面，不仅要研究致死率和

最终 ROS 含量，还要研究其对微生物的生长周期、
酶活性和脂质过氧化产物等因素的影响［8-12］。

为了更加全面和明确地了解零价纳米铁的毒性

效应和机制，本研究拟通过制备在培养液中分散的

零价纳米铁悬浮液，使用不同浓度的零价纳米铁处

理大肠杆菌( JM109 ) 细胞，考察零价纳米铁对典型

环境微生物———大肠杆菌细胞形态、生长周期及生

化指标的影响，并比较加入抗氧化剂 N-乙酰半胱氨

酸( NAC) 后细胞生长的变化，以期明确零价纳米铁

毒性效应及毒性与浓度的量效关系，为了解零价纳

米铁的毒性机制提供参考数据。

1 材料与方法( Materials and methods)
1． 1 试剂与仪器

试剂: FeSO4·7H2O，KBH4，聚乙二醇，无水乙醇

等试剂均为分析纯。用于配制磷酸盐缓冲液( PBS)

的试剂 KCl、NaCl、KH2PO4 和 Na2HPO4·12H2O 均为

分析纯。抗氧化剂 N-乙酰半胱氨酸( NAC，纯度 ＞
99% ) 购自上海生工生物工程有限公司。超氧化物

歧化酶( SOD) 测试盒、考马斯亮兰蛋白测定试剂盒、
丙二醛( MDA) 测定试剂盒、乳酸脱氢酶( LDH) 测

定试剂盒购自南京建成生物工程研究所。实验培养

液为 LB 培养液，培养液组成: 10 g·L －1 胰蛋白胨，5
g·L －1酵母提取物，10 g·L －1 NaCl。

主要仪器: SW-CJ-1G 超净工作台( 苏州净化科

学仪器厂) ; THZ-82B 汽浴恒温震荡器( 江苏省金坛

市医疗仪器厂) ; Cary50 型紫外可见分光光度计( 美

国 VARIAN 公司) ; RJ-TGL-16-Ⅱ台式高速离心机

( 无锡市瑞江分析仪器有限公司) ; VCX130 超声波

破碎仪( 美国 Sonics 公司) ; 250-D 恒温培养箱( 江苏

省常州国华电器有限公司) ; YQX-II 厌氧培养箱( 上

海福玛实验设备有限公司) ; Philips EM400ST 型透

射电镜( Philips 公司) 。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 零价纳米铁悬浮液的制备和表征

采用 Wang 等［13］提出的液相还原法制备零价

纳米铁。在氮气保护下，在醇-水体系中用 KBH4 还

原 FeSO4·7H2O，反应方程式为:

Fe2 + + 2BH －
4 + 6H2O = Fe0 + 2B( OH) 3 + 7H2↑

反应完成后，用脱氧去离子水洗涤 3 次，得到零

价纳米铁粒子。将零价纳米铁放置于 LB 培养液

中，得到零价纳米铁的悬浮液。表征时将溶液滴在

铜网上，利用 Philips EM400ST 型透射电镜对这些纳

米粒子进行形貌分析和粒径分析。
1． 2． 2 大肠杆菌的培养及生长曲线的测定

大肠杆菌培养方法为以 LB 培养液为培养基，

37℃振荡培养至对数生长期备用。生长曲线的测定

方法为: 将少量细菌接种到一定体积的、含有不同浓
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度零价纳米铁的新鲜培养基中，在汽浴恒温震荡器

中 37℃ 进行培养，分别于 0、1． 5、3、4、6、8、10、12、
14、16、20 和 24 h 测定培养液中的细菌量，以蒸馏水

为对照测定 600 nm［14］处的吸光值( OD600 ) ，以细菌

的吸光度值作纵坐标，生长时间作横坐标，绘制生长

曲线。将不同时间取出的菌液经适当稀释后，取一

定量的稀释液接种到平板上，置于恒温培养箱中培

养 48 h，统计菌落数。以上实验均有 2 个平行样。
将抗氧化剂 NAC 溶解于 PBS，配制成 10 g·L －1

的 NAC 溶液，经过滤( 0． 22 μm 滤膜) 除菌后，在实

验组中加入 2 mL NAC，在对照组中加入等量的 PBS
溶液，测 定 各 个 体 系 中 大 肠 杆 菌 生 长 曲 线，方 法

同上。
1． 2． 3 细胞酶活性的检测及形态变化表征

在厌氧( 置于厌氧培养箱中) 条件下，用浓度分

别为 0、112、560 和 1 120 mg·L －1的零价纳米铁悬浮

液染毒处理大肠杆菌细胞 24 h 后，离心收集培养液

上清，按照 LDH 试剂盒使用说明进行检测; 细胞经

过超声波破碎仪以振幅 14 μm 超声处理 30 s 后，按

照考马斯亮兰蛋白测定试剂盒、SOD 和 MDA 试剂

盒操作说明测定细胞内的蛋白质含量、SOD 活性和

MDA 含量。LDH 酶活力单位定义为: 1 000 mL 血

清( 浆) 37℃与基质作用 15 min，在反应体系中产生

1 μmol 丙酮酸为 1 单位; SOD 酶活力单位定义为:

每 mg 组织蛋白在 1 mL 反应液中 SOD 抑制率达

50% 时所对应的 SOD 量为 1 个酶活力单位( U) ;

MDA 以每 mg 组织蛋白中 MDA 数表示。
为进一步探索零价纳米铁产生细胞毒性的机制，

了解零价纳米铁是否破坏细胞的完整性，本文利用透

射电镜( TEM) 观察大肠杆菌菌液与零价纳米铁( 112
mg·L －1) 接触前和接触 1 h 后细胞的形态变化。
1． 3 数据分析

实验数据表示为平均值 ± 标准差( Mean ± SD) ，

采用 SPSS 11． 5 软件进行单因素方差分析( one-way
ANOVA) ，处理组与对照组间的差异显著性检验采

用 Dunnet’t 法，p ＜ 0． 05 表示差异显著; Pearson 检

验相关性; 使用 Origin 8． 0 作图。

2 结果( Results)
2． 1 零价纳米铁颗粒和大肠杆菌的表征

由图 1 可知，实验制备的零价纳米铁颗粒为粒

径 20 nm 左右的球状粒子，颗粒间有不同程度的粘

连，这是由于磁性纳米粒子受地磁力、小粒子间的静

磁力及表面张力的共同作用，容易发生团聚［15］。需

要指出的是，这种团聚现象并不会明显地影响实验

结果［16］。

图 1 零价纳米铁颗粒的透射电镜照片

Fig． 1 TEM microphotograph of NZVI

图 2 为零价纳米铁与大肠 杆 菌 接 触 前 后 的

TEM 图。由图 2a 可以看出，在无零价纳米铁存在

时，大肠杆菌细胞为杆状，宽度约为 0． 2 μm，长度约

为 0． 8 μm，细胞周围均匀、光滑。与零价纳米铁接

触 1 h 后，可以看到大肠杆菌周围吸附了一些零价

纳米铁颗粒( 图 2b 箭头处) ，且细胞表面变得模糊

并明显破损，细胞膜出现凹陷( 图 2c) 。

图 2 大肠杆菌与零价纳米铁接触前( a) 和接触后( b、c) 的

TEM 图( ［NZVI］=112 mg·L －1，接触时间为 1 h)

Fig． 2 TEM microphotographs of ( a) native E． coli cells

and treated cells with nano-Fe0 ( b，c)



52 生 态 毒 理 学 报 第 7 卷

2． 2 零价纳米铁对大肠杆菌生长曲线的影响

大肠杆菌在不同浓度零价纳米铁中的生长曲线

如图 3 所示。从图中可以看出，零价纳米铁可以抑

制大肠杆菌的生长。在前 3 h，实验组大肠杆菌吸光

度与 0 mg·L －1的对照组相比没有明显变化; 3 h 后，

对照组和 112 mg·L －1零价纳米铁体系进入对数期，

对数期持续 10 h，稳定期为 6 h; 但是 112 mg·L －1零

价纳米铁体系中的大肠杆菌生长速度小于对照组。
560 和 1 120 mg·L －1体系大肠杆菌直到第 8 小时才

进入对数期。其中 560 mg·L －1 体系对数期持续 4
h，稳定期为 8 h; 而 1 120 mg·L －1体系对数期仅持续

2 h，稳定期为 10 h。另外计算各个体系最后的吸光

度大小，得出 112、560 和 1 120 mg·L －1 体系相比于

对照组的吸光度降低率分别为 20%、44%和 66%。

图 3 零价纳米铁对大肠杆菌生长的影响

Fig． 3 Effect of NZVI on growth of E． coli

由于生长曲线的测定是根据菌液的吸光度来确

定大肠杆菌的生长情况，因此吸光度反映的结果为

活细胞和死细胞的总和。为了更好地了解体系中活

细胞的生长情况，本文还利用了平板计数法测定零

价纳米铁对活细胞的影响。从图 4 中可以看出，对

照组细胞数随着时间的延长不断增长，到第 14 小时

细胞数量最大，此时也为细胞生长曲线的对数期吸

光度最大点，14 h 以后，细胞数量开始减少。112 mg
·L －1体系中细胞生长规律和对照组相似，但是菌落

数小于对照组，这说明在此浓度下，零价纳米铁对活

细胞的影响还不明显。560 和 1 120 mg·L －1 体系细

胞数量在 4 ～ 6 h 有小幅度的增加，但是最终的细胞

数量与对照组相比大大减少，这说明 560 和 1 120
mg·L －1浓度的零价纳米铁对细胞的毒性较大，从而

抑制了细胞生长。

图 4 零价纳米铁对大肠杆菌菌落数的影响

Fig． 4 Effect of NZVI on number of E． coli colonie

2． 3 零价纳米铁对大肠杆菌细胞酶活性的影响

大肠杆菌细胞经不同浓度零价纳米铁悬浮液染

毒处理 24 h 后，其 LDH、SOD 和 MDA 的变化情况分

别如图 5、6 和 7 所示。

图 5 零价纳米铁对大肠杆菌 LDH 活性的影响

( * 表示与对照组( 0 mg·L －1 ) 比较，p ＜0． 05)

Fig． 5 Effect of NZVI on LDH activity of E． coli cells

LDH 是反映细胞膜损伤和细胞膜通透性升高

的一项比较灵敏的指标，由图 5 可知，染毒组细胞培

养液上清中的 LDH 活性显著高于对照组 ( p ＜ 0．
05) ，112、560 和 1 120 mg·L －1 体系中 LDH 活性分

别约为对照组的 3 倍、5 倍和 15 倍，此结果表明零

价纳米铁会导致细胞膜损伤和细胞膜通透性增加，

且零价纳米铁浓度越高，细胞破损越严重。SOD 是

细胞内重要的抗氧化酶，当活性氧自由基大量积累

会影响 SOD 酶活性，因此 SOD 活性的高低可以间接

反映机体清除氧自由基的能力［17］。由图 6 可知，SOD
活性随纳米铁暴露浓度的增加均有不同程度的降低，
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这说明零价纳米铁染毒大肠杆菌会产生自由基，且零

价纳米铁浓度越高，自由基产生量越大。活性氧自由

基可以攻击生物膜上的不饱和脂肪酸引起脂质过氧

化反应，并产生 MDA 等代谢产物。MDA 作为细胞发

生脂质过氧化反应的代表性产物，可以通过测定其

含量变化来了解脂质过氧化水平［18］。图 7 中染毒

组细胞中 MDA 含量明显高于对照组，且 MDA 含量

变化 与 零 价 纳 米 铁 浓 度 存 在 剂 量-效 应 关 系

( r = 0． 945，p ＜ 0． 05 ) 。这表明零价纳米铁可以导

致细胞发生脂质过氧化反应，产生氧化损伤。

图 6 零价纳米铁对大肠杆菌 SOD 活性的影响

Fig． 6 Effect of NZVI on SOD activity of E． coli cells

图 7 零价纳米铁对大肠杆菌 MDA 含量的影响

Fig． 7 Effect of NZVI on MDA content in E． coli cells

为了验证活性氧物质( ROS) 产生的氧化损伤是

否是零价纳米铁产生毒性的原因，本研究中加入了

具有干扰自由基生成的抗氧 剂 N-乙 酰 半 胱 氨 酸

( NAC) ，然后测定零价纳米铁对大肠杆菌生长的影

响。从图 8 可以看出，对照组在加入 NAC 后吸光度

与未加 NAC 吸光度相比没有太大变化，112、560 和

1 120 mg·L －1 实验组加入 NAC 的大肠杆菌吸光度

要大于没有加入 NAC 的菌液吸光度，吸光度增长率

分别为 32%、10% 和 16%，这表明氧化损伤确实是

零价纳米铁产生细胞毒性的原因，但是 NAC 抗氧化

作用在零价纳米铁浓度较低时( 112 mg·L －1 ) 比较

显著，当零价纳米铁浓度较高时( 560 和 1 120 mg·
L －1 ) ，抗氧化作用较小，原因可能是高浓度时零价

纳米铁产生的自由基量较大，超过了 NAC 的清除能

力，导致 NAC 不能更有效地减缓零价纳米铁的毒性

作用。

图 8 零价纳米铁和 NAC 联合作用下对大肠杆菌的生长影响

Fig． 8 Effect of NZVI + NAC on growth of E． coli

3 讨论( Discussion)

3． 1 零价纳米铁对大肠杆菌细胞形态的影响

本实验采用的零价纳米铁是由液相还原法制得

的产品，粒径约为 20 nm，并且具有巨大的比表面

积。高的表面能和范德华力使得零价纳米铁很容易

吸附到细菌的表面。实验采用 TEM 观察了大肠杆

菌细胞与零价纳米铁接触前后的形貌对比图 ( 图

2) 。从 TEM 图中可以看出，在无纳米铁投加的情况

下，该细菌呈现规则并且清晰的椭圆状形貌，大小约

为 0． 2 × 0． 8 μm。当细菌与零价纳米铁混合后，其

表面明显吸附了一些纳米铁颗粒，且大肠杆菌细胞

表面出现凹陷，形状变的不规则。零价纳米铁是一

种强还原剂，可能被细胞内的分子氧氧化发生 Fen-
ton 反应从而导致细胞氧化损伤。同时零价纳米铁

也存在穿透细胞膜进入细胞内部的可能性［6，19］，这

需要后续的细胞切片观察才能得到理论依据。
3． 2 零价纳米铁对大肠杆菌生长曲线的影响

从图 3 可以看出，零价纳米铁对大肠杆菌生长
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的抑制作用主要表现为缩短对数期，促进大肠杆菌

较早进入稳定期，并减少稳定生长期的活菌数，且零

价纳米铁浓度越高，稳定期越长，对大肠杆菌的生长

周期影响越大。原因可能为零价纳米铁抑制细胞生

长，减少进入稳定期的活菌数。细胞数量越少，消耗

培养液中的营养成分越少，细胞可以利用剩余的营

养物质维持稳定期的生长，因此染毒组细胞的稳定

期时间要长于对照组。这 和 陈 灏 等［20］ 研 究 纳 米

TiO2水悬浮液对大肠杆菌生长的影响结论相似。
3． 3 零价纳米铁对大肠杆菌细胞酶活性的影响

LDH 为胞浆酶，当细胞膜受损或通透性增加时

可漏出至细胞外，导致细胞外液中 LDH 的活性明显

增加。因此，细胞培养液上清中 LDH 活性的大小可

反映细胞膜的受损程度，而膜通透性的改变是许多

毒性物质作用于细胞膜时的一种常见的早期反应，

能够反映细胞的损伤程度［21-22］。由 LDH 检测结果

( 图 5) 可知，染毒组细胞培养液上清中的 LDH 活性

显著高于对照组( p ＜ 0． 05 ) ，这表明零价纳米铁能

够破坏细胞膜的完整性，从而对细胞造成损伤。
Nel 等［23］在《Science》杂志上发表综述文章提

出活性氧的生成和氧化应激反应是纳米材料引起多

种生物毒性效应的主要方式。从纳米材料本身的特

性来看，颗粒的尺寸越小，其表面积就越大，颗粒表

面电子受体和供体活动位点就越多。纳米颗粒表面

的电子受体和供体活动位点能与分子氧( O2 ) 发生

作用，形成超氧离子，并通过歧化反应产生过量的活

性氧 物 质 ( reactive oxygen species，ROS ) ，其 包 括

O2 －·、NO 等自由基产物以及 H2O2、ONOO
－ 等非自由

基产物，ROS 的增多可造成蛋白质、DNA 和脂质损

伤。SOD 是一种清除超氧阴离子( O2 －·) 的特异性

酶，能够与 O2 －·作用发生歧化反应，将其分解为 H2

O2和 O2，对机体的氧化与抗氧化平衡起着至关重要

的作用［24-25］，其活力的降低提示机体内自由基产生

增加。丙二醛( MDA) 作为细胞发生脂质过氧化反

应的代表性产物，是氧化损伤的标记物，它可以与蛋

白质、核酸( DNA、RNA) 和磷脂等含有氨基的生物

大分子发生交联，严重的损伤组织细胞的膜性结构，

影响膜的功能，从而导致组织细胞功能的损伤，其生

成量是一个反映体内 ROS 生成量的间接指标［26-27］。
从图 6 可以看出，实验组中 SOD 活性均低于对

照组( p ＜ 0． 05) ; 由图 7 可知，实验组细胞中的 MDA
含量显著高于对照组( p ＜ 0． 05) ，且 MDA 含量与零

价纳米铁浓度存在剂量-效应关系( r = 0． 945，p ＜

0． 05) 。该结果表明，零价纳米铁会导致细胞产生

过量的 ROS，致使细胞内氧化和抗氧化状态失去平

衡，发生氧化应激反应，降低了细胞内 SOD 活性，产

生脂质过氧化产物 MDA，最终导致细胞受损，细胞

胞浆酶 LDH 漏出。从图 8 中可以看出，加入 NAC
的体系大肠杆菌的吸光度要大于没有加入 NAC 的

体系。NAC 是一种含有巯基的抗氧化剂，具有干扰

自由基生成，清除已生成的自由基的作用。NAC 能

够有效地减缓零价纳米铁对大肠杆菌细胞的毒性作

用，验证了氧化损伤为零价纳米铁的毒性机制之

一［28］。零价纳米铁产生活性氧物质的机理可由以

下化学方程式表示［29］:

Fe0( s) + O2 + 2H +→Fe( II) + H2O2

Fe0( s) + H2O2 + 2H +→Fe( II) + 2H2O
Fe( II) + O2→Fe( III) + O2 －·
Fe( II) + O2 －· + 2H +→Fe( III) + H2O2

Fe( II) + H2O2→oxidant
综上所述，零价纳米铁可以破坏细胞膜的完整

性，造成细胞破损; 抑制大肠杆菌的生长，缩短细菌

生长的对数期，促进大肠杆菌较早进入稳定期; 影响

细胞内活性氧与抗氧化物质的动态平衡，进而产生

自由基和脂质过氧化物，产生细胞毒性。因此氧化

损伤是零价纳米铁的毒性机制之一。
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