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二氧化钛纳米颗粒对沼泽土壤反硝化和 Ｎ２ Ｏ 排放的
影响

范峰华１，２，郑荣波３，∗，刘　 爽１，２，郭雪莲１，２

１ 西南林业大学湿地学院， 昆明　 ６５０２２４

２ 国家高原湿地研究中心， 昆明　 ６５０２２４

３ 西南林业大学化学工程学院， 昆明　 ６５０２２４

摘要：近年来，二氧化钛纳米颗粒（ＴｉＯ２ＮＰｓ）环境释放量不断增加，并通过多种途径进入湿地生态系统，不可避免地影响到湿地

生态系统环境和功能。 然而，关于 ＴｉＯ２ＮＰｓ 对沼泽土壤反硝化作用和氧化亚氮（Ｎ２Ｏ）排放的影响机及制尚不明确。 选择典型

沼泽土壤，通过室内培养实验研究土壤理化性质、反硝化酶活性、反硝化速率（ＤＮＲ）和 Ｎ２Ｏ 排放对不同剂量 ＴｉＯ２ＮＰｓ ０ ｍｇ ／ ｋｇ
（ＣＫ）、１０ ｍｇ ／ ｋｇ（Ａ１０）、１００ ｍｇ ／ ｋｇ（Ａ１００）、１０００ ｍｇ ／ ｋｇ（Ａ１０００）输入的响应，探讨 ＴｉＯ２ＮＰｓ 输入对沼泽土壤反硝化作用和 Ｎ２Ｏ
排放影响的内在机制。 结果表明：不同剂量 ＴｉＯ２ ＮＰｓ 处理显著降低了土壤 ｐＨ（Ｐ＜０．０５），Ａ１０ 处理显著降低土壤总有机碳

（ＴＯＣ）含量（Ｐ＜０．０１），Ａ１０００ 处理显著降低硝态氮（ＮＯ－
３ ⁃Ｎ）和亚硝态氮（ＮＯ－

２ ⁃Ｎ）含量（Ｐ＜０．０５）。 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理抑制硝酸盐还

原酶（ＮＡＲ）活性，促进一氧化氮还原酶（ＮＯＲ）和氧化亚氮还原酶（ＮＯＳ）活性（Ｐ＜０．０１），Ａ１０００ 处理先促进后抑制了亚硝酸盐

还原酶（ＮＩＲ）活性（Ｐ＜０．０５）。 不同剂量 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理抑制了土壤 ＤＮＲ，促进了 Ｎ２Ｏ 排放，ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理通过抑制 ＮＩＲ 活性，降
低土壤 ＤＮＲ，同时通过促进 ＮＯＲ 活性，提高 Ｎ２Ｏ 排放。 综上，ＴｉＯ２ＮＰｓ 输入通过影响反硝化还原酶活性改变沼泽土壤反硝化过

程，导致沼泽土壤 Ｎ２Ｏ 排放增加，改变湿地氮的源、汇功能，影响全球气候变化。 为 ＴｉＯ２ＮＰｓ 输入的湿地环境风险评估研究提

供理论基础。
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ｗｅｔｌａｎｄ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｔｉｔａｎｉｕｍ ｄｉｏｘｉｄｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ； ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ； Ｎ２Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎｓ； ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ； ｍａｒｓｈ

氮素是许多生物体生长的关键营养元素，也是湿地土壤重要养分［１］。 氮循环是影响湿地生态系统生产

力和可持续性的重要营养循环［２］。 反硝化作用是由许多厌氧或低氧条件下微生物参与的将 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 连续还原

为 ＮＯ－
２ ⁃Ｎ、一氧化氮（ＮＯ）、Ｎ２Ｏ 和氮气（Ｎ２）的过程［３⁃４］，其作为氮循环重要组成部分，由 ＮＡＲ、ＮＩＲ、ＮＯＲ 和

ＮＯＳ 催化的生物还原反应组成［５］。 反硝化过程中排放的 Ｎ２Ｏ 气体是重要温室气体之一［６］，其全球变暖潜力

是二氧化碳的 ３００ 倍［７］，所以研究湿地土壤反硝化过程，对全球气候变化研究具有重要意义［８］。
随着纳米技术的快速发展，ＴｉＯ２ＮＰｓ 被广泛应用于催化剂、废水处理和化妆品等方面［９］，这将不可避免地

导致其在环境中释放和积累［１０］。 由于湿地处于地势较低的汇水环境，ＴｉＯ２ＮＰｓ 随水流迁移进入湿地，并在湿

地土壤中积累。 在我国长江、黄河、珠江等流域的沉积物中均检测到 ＴｉＯ２ＮＰｓ［１１］。 ＴｉＯ２ＮＰｓ 在湿地土壤中累

积，不仅造成一系列潜在的生态和健康风险问题［１２］，同时也会影响土壤微生物和酶活性，从而改变氮循环过

程［１３］。 Ｌｉ 等［１４］研究表明，在好氧条件下，２５ ｍｇ ／ ＬＴｉＯ２ＮＰｓ 处理会抑制反硝化假单胞菌属，而 ５０ ｍｇ ／ ＬＴｉＯ２

ＮＰｓ 处理则促进反硝化假单胞菌属。 Ｙａｎｇ 等［１５］研究表明，长期暴露于 ＴｉＯ２ＮＰｓ，会降低氮代谢途径和糖酵解

代谢过程中功能基因和酶编码基因的相对丰度，导致反硝化速率降低。 石清清等［１６］ 研究发现，０．５ ｇ ／ ｋｇＴｉＯ２

ＮＰｓ 处理抑制硝酸盐还原酶活性，影响了 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 还原为 ＮＯ－

２ ⁃Ｎ 的过程。 目前 ＴｉＯ２ＮＰｓ 的生物毒理学研究受

到广泛关注，而关于 ＴｉＯ２ＮＰｓ 输入对湿地土壤氮转化过程的影响研究鲜见报道。 因此，本文选择高原典型沼

泽土壤，研究 ＴｉＯ２ＮＰｓ 对沼泽土壤理化性质、反硝化酶活性、ＤＮＲ 和 Ｎ２Ｏ 排放的影响，探讨 ＴｉＯ２ＮＰｓ 对沼泽土

壤反硝化作用和 Ｎ２Ｏ 排放的影响及内在机制，以期为 ＴｉＯ２ＮＰｓ 输入的湿地环境风险评估研究提供理论基础。

１　 材料与方法

１．１　 ＴｉＯ２ＮＰｓ 材料及预处理

本研究选取的 ＴｉＯ２ＮＰｓ 为锐钛矿（Ａｎａｔａｓｅ），纯度为 ９９．８％，粒径为 １０—２５ ｎｍ，亲水，购于阿拉丁试剂官
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网。 为了防止聚集，将配好溶液放置超声波（２００Ｖ，５０ ｋＨｚ）超声 ３０ ｍｉｎ。
１．２　 土壤样品采样与预处理

２０１７ 年 ７ 月，在纳帕海国际重要湿地内（９９°３７′１０．６″—９９°４０′２０．０″Ｅ，２７°４８′５５．６″—２７°５４′２８．０″Ｎ）内选择

典型沼泽土壤。 用直径 ５ ｃｍ 的土钻随机采集 ０—１０ ｃｍ 的土壤，剔除土壤中可见的石块和动植物残体后，装
进自封袋，带回实验室经风干、均质化、研磨后过 ２ ｍｍ 筛，用于室内培养实验。
１．３　 培养实验

称取 １００ ｇ 干土于 ５００ ｍＬ 具塞玻璃三角瓶中，先用灭菌超纯水调节土壤含水量至田间持水量的 ４０％，盖
上橡皮塞，放入恒温培养箱 ２５ ℃下黑暗、活化培养 ５ ｄ。 活化培养结束后，将不同剂量 ＴｉＯ２ＮＰｓ 溶液（ＣＫ、
Ａ１０、Ａ１００、Ａ１０００）分别均匀加入三角瓶中，为了防止 ＴｉＯ２ＮＰｓ 溶液聚集，添加 ＴｉＯ２ＮＰｓ 溶液过程中不断用磁

力搅拌器搅拌，最后，调节土壤含水量至田间持水量的 ７０％。 将处理好的样品放入 ２５ ℃恒温培养箱中黑暗、
避光培养。 实验设置 ３ 个平行，共 ３６ 个样品。 用差重法定期补充水分。 根据 ＴｉＯ２ＮＰｓ 的慢性毒性，分别在培

养第 ７、１４、３５ 天进行破坏性取样，土壤样品部分保存于 ４ ℃冰箱，用于测定铵态氮（ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ）、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ、ＮＯ－
２ ⁃Ｎ、

反硝化酶活性、Ｎ２Ｏ 通量和 ＤＮＲ；另一部分风干保存于自封袋，用于测定土壤 ｐＨ 值、总氮（ＴＮ）、ＴＯＣ。
１．４　 样品测定

土壤 ｐＨ 值采用 ｐＨ 计（ＳＴＡＲＴＥＲ ３００）测定；土壤 ＴＯＣ 含量采用总有机碳分析仪（德国元素 Ｖａｒｉｏ）测定；
土壤 ＴＮ、ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ、ＮＯ－
２ ⁃Ｎ、ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 含量，ＮＡＲ 和 ＮＩＲ 活性，使用连续流动分析仪（ ＳＫＡＬＡＲ Ｓａｎ＋＋，Ｓｋｌａｒ Ｃｏ，
Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）测定；土壤 ＮＯＲ 和 ＮＯＳ 活性使用一氧化氮酶联免疫分析试剂盒和氧化亚氮还原酶酶联免疫分析

试剂盒测定；Ｎ２Ｏ 通量使用超痕量 Ｎ２Ｏ ／ ＣＯ 分析仪（Ｎ２Ｏ ／ ＣＯ ＬＯＳ ＧＡＴＯＳ ＲＥＳＥＡＲＣＨ）测定，ＤＮＲ 采用乙炔抑

制法测定［１７］。 （本实验所用仪器均属于西南林业大学大型仪器共享平台）

２　 数据统计

实验数据运用 ＳＰＳＳ ２５ 软件统计分析，采用单因素方差分析不同剂量 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理对沼泽土壤理化性

质、反硝化酶活性、ＤＮＲ 和 Ｎ２Ｏ 排放的影响（Ｐ＜０．０５）。 采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 分析 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理下沼泽湿地土壤理化

性质、反硝化酶活性和 ＤＮＲ、Ｎ２Ｏ 排放相关关系。 使用 Ａｍｏｓ ２４ 构建 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理对 ＤＮＲ 和 Ｎ２Ｏ 排放影响

的结构方程模型。 图件制作采用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１８ 软件。

３　 结果与分析

３．１　 ＴｉＯ２ＮＰｓ 对沼泽土壤理化性质的影响

ＴｉＯ２ＮＰｓ 对沼泽土壤理化性质影响详见表 １，培养 ７ ｄ，Ａ１０００ 处理 ｐＨ、ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量显著降低（Ｐ＜０．０５）。

Ａ１０ 处理 ＴＯＣ 含量显著降低（Ｐ＜０．０１）。 培养 １４ ｄ，不同剂量 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理 ｐＨ 均显著降低（Ｐ＜０．０１），Ａ１００

处理 ＴＮ 含量降低；培养 ３５ ｄ，Ａ１０ 和 Ａ１００ 处理 ＴＯＣ 含量显著降低（Ｐ＜０．０１），Ａ１０００ 处理 ｐＨ、ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－

２ ⁃
Ｎ 含量显著降低（Ｐ＜０．０５）。

随着培养时间的延长，Ａ１０ 和 Ａ１００ 处理 ｐＨ 先降低后增加（Ｐ＜０．０１）；Ａ１０００ 处理 ＴＮ 先增加后降低（Ｐ＜
０．０５）；Ａ１０ 处理 ＮＯ－

２ ⁃Ｎ 含量持续降低（Ｐ＜０．０１）；Ａ１０ 和 Ａ１００ 处理 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 含量显著增加（Ｐ＜０．０１）；ＣＫ、Ａ１００

和 Ａ１０００ 处理 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 含量显著降低（Ｐ＜０．０１）。

３．２　 ＴｉＯ２ＮＰｓ 对沼泽土壤反硝化酶活性的影响

ＴｉＯ２ＮＰｓ 对沼泽土壤反硝化酶活性影响详见图 １，培养 １４ ｄ，Ａ１０００ 处理 ＮＩＲ 活性显著降低（Ｐ＜０．０５）；培
养 ３５ ｄ，Ａ１０ 和 Ａ１０００ 处理 ＮＡＲ 活性显著降低（Ｐ＜０．０１）。 培养 ７ ｄ，Ａ１０００ 处理 ＮＩＲ 活性显著增加（Ｐ＜
０．０５）；培养 １４ ｄ，Ａ１０００ 处理 ＮＩＲ 活性显著降低（Ｐ＜０．０１）。 在整个培养周期，ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理 ＮＯＲ 活性均显著

增加（Ｐ＜０．０１）。 除 １４ ｄ Ａ１００ 处理外，ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理 ＮＯＳ 活性均显著增加（Ｐ＜０．０１）。

７２５６　 １６ 期 　 　 　 范峰华　 等：二氧化钛纳米颗粒对沼泽土壤反硝化和 Ｎ２Ｏ 排放的影响 　
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表 １　 ＴｉＯ２ＮＰｓ处理对沼泽土壤理化性质影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴｉＯ２ＮＰｓ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｍａｒｓｈ ｓｏｉｌ

天数
Ｔｉｍｅ ／ ｄ ｐＨ

总有机碳
Ｔｏｔａｌ ｏｒｇａｎｉｃ

ｃａｒｂｏｎ ／ （ｇ ／ ｋｇ）

总氮
Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／

（ｇ ／ ｋｇ）

硝态氮
Ｎｉｔｒａｔｅ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

铵态氮
Ａｍｍｏｎｉｕｍ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

亚硝态氮
Ｎｉｔｒｉｔｅ

ｎｉｔｒｏｇｅｎ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ＣＫ ７ ７．４７±０．０４Ａａ ８３．１０±１．２９Ａａ ５．９３±０．０４Ａａ ５７．０４±３．６８Ａａｂ ９．８１±２．５７Ａａ ０．７５±０．０９Ａａ

１４ ７．４０±０．０５Ａａ ８２．９１±４．９３Ａａ ５．２６±０．０８ＡＢａ ４８．９６±３．３７Ａａ １．０５±０．０８Ａｂ ０．５５±０．１０Ａａ

３５ ７．４３±０．０４ＡＢａ ８７．２３±０．６７Ａａ ４．１３±０．０１Ａａ ８２．６６±４．５６Ａｂ ２．９１±０．８４Ａｂ ０．５２±０．０５Ａａ

Ａ１０ ７ ７．４４±０．０３ＡＢａ ６７．１６±２．３０Ｂａ ５．４８±０．２８Ａａ ５２．９１±２．４８ＡＢａ １６．３３±３．６８Ａａ ０．７２±０．０４Ａａ

１４ ７．２８±０．０２Ｂｂ ７２．９８±５．９７Ａａ ５．０６±０．２５ＡＢａ ５７．０６±３．３６Ａａ １．０３±０．１７Ａａ ０．５４±０．０２Ａｂ

３５ ７．４８±０．０６Ａａ ７５．０１±２．９９Ｂａ ５．０８±０．２３Ａａ ７８．４０±２．５１Ａｂ ２．６９±０．１７Ａａ ０．３３±０．０８ＡＢｃ

Ａ１００ ７ ７．４１±０．０４ＡＢａ ８２．１２±１．３５Ａａ ５．４７±０．０５Ａａ ５４．７５±３．０５Ａａ １１．４１±０．９５Ａａ ０．６６±０．０８Ａａ

１４ ７．３１±０．０５Ｂｂ ８１．７０±２．２８Ａａ ４．４７±０．３６Ｂａ ３９．８４±４．１２Ａａ １．１１±０．２６Ａｂ ０．４３±０．０３Ａａ

３５ ７．４２±０．０２ＡＢａ ８４．００±１．４２Ｂｂ ４．１４±０．２７Ａａ ７５．４５±１．４５ＡＢｂ ２．２２±０．１９Ａｂ ０．４９±０．０５Ａａ

Ａ１０００ ７ ７．３９±０．０６Ｂａ ８１．５２±９．９９Ａａ ４．５７±０．１５Ａｂ ４０．３６±５．８３Ｂａ ７．０４±１．２４Ａａ ０．５１±０．１１Ａａ

１４ ７．２８±０．０２Ｂａ ８０．６１±２．４６Ａａ ５．８１±０．１６Ａａ ４５．８３±１．５５Ａａ １．２３±０．０６Ａｂ ０．４７±０．０６Ａａ

３５ ７．３５±０．０３Ｂａ ８７．０５±５．０３Ａａ ３．５０±０．１７Ａｃ ５２．４９±４．１３Ｂａ ２．９８±１．０７Ａｂ ０．２６±０．０３Ｂａ

　 　 表中数据为平均值±标准差（ｎ＝ ３），同一列中，大写字母代表不同浓度处理之间差异显著，小写字母代表培养时间之间差异显著（Ｐ＜０．０５）；

其中，不同剂量 ＣＫ：０ ｍｇ ／ ｋｇ；Ａ１０：１０ ｍｇ ／ ｋｇ；Ａ１００：１００ ｍｇ ／ ｋｇ；Ａ１０００：１０００ ｍｇ ／ ｋｇ

图 １　 ＴｉＯ２ＮＰｓ处理对沼泽土壤 ＮＡＲ 活性、ＮＩＲ 活性、ＮＯＲ 活性和 ＮＯＳ 活性的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴｉＯ２ＮＰｓ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ Ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ， Ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ， Ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ Ｎｉｔｒｏｕｓ

ｏｘｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｏｆ ｍａｒｓｈ ｓｏｉｌ

ＮＡＲ：硝酸盐还原酶 Ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ；ＮＩＲ：亚硝酸盐还原酶 Ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ；ＮＯＲ：一氧化氮还原酶 Ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ；ＮＯＳ：氧化亚氮还原

酶 Ｎｉｔｒｏｕｓ ｏｘｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ；ＣＫ：０ ｍｇ ／ ｋｇ；Ａ１０：１０ ｍｇ ／ ｋｇ；Ａ１００：１００ ｍｇ ／ ｋｇ；Ａ１０００：１０００ ｍｇ ／ ｋｇ
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　 　 随着培养时间的延长，Ａ１０ 处理 ＮＡＲ 活性降低。 不同剂量 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理的 ＮＩＲ 活性总体呈下降趋势

（Ｐ＜０．０１）。 Ａ１０ 和 Ａ１０００ 处理 ＮＯＲ 活性呈下降趋势（Ｐ＜０．０１）。 Ａ１０ 和 Ａ１０００ 处理 ＮＯＳ 活性先增加后降

低，Ａ１００ 处理 ＮＯＳ 活性降低（Ｐ＜０．０１）。
３．３　 ＴｉＯ２ＮＰｓ 对沼泽土壤 ＤＮＲ 和 Ｎ２Ｏ 通量的影响

ＴｉＯ２ＮＰｓ 对沼泽土壤 ＤＮＲ 和 Ｎ２Ｏ 通量的变化的影响详见图 ２。 培养 １４ ｄ，Ａ１０００ 处理 ＤＮＲ 显著降低

（Ｐ＜０．０５）；培养 ３５ ｄ，Ａ１００ 处理 ＤＮＲ 显著降低（Ｐ＜０．０１）。 培养 ７ ｄ，Ａ１０ 和 Ａ１０００ 处理 Ｎ２Ｏ 通量显著提高

（Ｐ＜０．０１）；培养 ３５ ｄ，Ａ１００ 和 Ａ１０００ 处理 Ｎ２Ｏ 通量显著提高（Ｐ＜０．０１）。 随着培养时间的延长，Ａ１００ 处理

ＤＮＲ 先增加后降低（Ｐ＜０．０５）。 Ａ１００ 处理 Ｎ２Ｏ 通量不断增加（Ｐ＜０．０１）。

图 ２　 ＴｉＯ２ＮＰｓ处理对沼泽土壤 ＤＮＲ 和 Ｎ２Ｏ 通量的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴｉＯ２ＮＰｓ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｎ ＤＮＲ ａｎｄ Ｎ２Ｏ ｆｌｕｘ ｏｆ ｍａｒｓｈ ｓｏｉｌ

３．４　 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理下沼泽土壤反硝化作用与土壤环境的关系

沼泽土壤 ＤＮＲ 与 ＮＩＲ 活性呈显著正相关（Ｐ＜０．０１）；Ｎ２Ｏ 排放与 ＮＯＲ 活性呈显著正相关（Ｐ＜０．０１），与
ＴＮ、ＮＯ－

２ ⁃Ｎ 含量（Ｐ＜０．０１）和 ＮＡＲ 活性（Ｐ＜０．０５）呈显著负相关（表 ２）。
结构方程分析表明，ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理下土壤环境与反硝化作用之间存在联系，ＮＩＲ 活性、ＴＮ、ＮＯ－

２ ⁃Ｎ 含量和

ＮＯＲ 活性对 ＤＮＲ 有显著的直接影响；ＴＮ、ＮＯＲ 活性和 ＮＩＲ 活性对 Ｎ２Ｏ 的排放有显著的直接影响（图 ３）。

表 ２　 ＴｉＯ２ＮＰｓ处理下沼泽土壤反硝化作用和 Ｎ２Ｏ 排放与土壤环境的关系

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ， Ｎ２Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎｓ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ ｍａｒｓｈ ｓｏｉｌ ｗｉｔｈ ＴｉＯ２ＮＰｓ ａｄｄｉｔｉｏｎ

指标
Ｉｎｄｅｘ

反硝化速率
Ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ

Ｎ２Ｏ 通量

Ｎｉｔｒｏｕｓ
ｏｘｉｄｅ ｆｌｕｘ

指标
Ｉｎｄｅｘ

反硝化速率
Ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ

Ｎ２Ｏ 通量

Ｎｉｔｒｏｕｓ
ｏｘｉｄｅ ｆｌｕｘ

ｐＨ －０．１６ －０．０１ 亚硝态氮 Ｎｉｔｒｉｔｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ０．００ －０．４７∗∗

总有机碳 Ｔｏｔａｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ ０．１８ －０．１３ 硝酸盐还原酶 Ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ０．２６ －０．４０∗

总氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ０．３１ －０．４３∗∗ 亚硝酸盐还原酶 Ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ０．４３∗∗ －０．３２

铵态氮 Ａｍｍｏｎｉｕｍ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ０．１５ －０．１０ 一氧化氮还原酶 Ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ －０．２７ ０．４４∗∗

硝态氮 Ｎｉｔｒａｔｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ０．３０ ０．０５ 氧化亚氮还原酶 Ｎｉｔｒｏｕｓ ｏｘｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ －０．０１ ０．２４
　 　 ∗∗表示差异显著，∗∗表示差异极显著

４　 讨论

４．１　 ＴｉＯ２ＮＰｓ 对沼泽土壤反硝化酶活性的影响分析

反硝化酶作为反硝化作用的重要驱动因素［１８］，其活性的变化会直接影响反硝化过程。 本研究中，ＴｉＯ２

ＮＰｓ 处理降低了 ＮＡＲ 活性，影响了 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 还原为 ＮＯ－

２ ⁃Ｎ 的过程。 并且随着培养时间的延长，ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理对

ＮＡＲ 活性的抑制作用增强，这可能是 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理改变了微生物群落组成，导致相关微生物基因丰度降低，

９２５６　 １６ 期 　 　 　 范峰华　 等：二氧化钛纳米颗粒对沼泽土壤反硝化和 Ｎ２Ｏ 排放的影响 　
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　 图 ３　 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理对沼泽土壤 ＤＮＲ 和 Ｎ２Ｏ 排放的影响机制

分析

Ｆｉｇ．３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＴｉＯ２ＮＰｓ ａｄｄｉｔｉｏｎ

ｏｎ ＤＮＲ ａｎｄ Ｎ２Ｏ ｅｍｉｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｍａｒｓｈ ｓｏｉｌ

其拟合指标选取概率值（Ｐ）、卡方自由度比（ＣＭＩＮ ／ ＤＦ）、比较拟

合指数（ＣＦＩ）、拟合度指数（ＧＦＩ）及综合拟合指标（ＡＩＣ）；黑色粗

实线代表正向影响，黑色粗虚线代表负面影响，灰色细虚线代表

无显著影响；∗为Ｐ＜０．０５，∗∗为Ｐ＜０．０１，∗∗∗为Ｐ＜０．００１

从而抑制了 ＮＡＲ 活性［１９］。 因为 ＴｉＯ２ＮＰｓ 可以产生具

有很强化学活性的氧自由基和氢氧自由基［２０］，这些自

由基能与有机物反应，使其降解成二氧化碳和水，而微

生物基本由有机物构成［２１］，所以 ＴｉＯ２ＮＰｓ 极易影响微

生物群落组成［９］。 关于 ＴｉＯ２ＮＰｓ 对微生物群落组成的

影响，有待深入研究。
本研究发现，培养 １４ｄ，Ａ１０００ 处理 ＮＩＲ 活性显著

降低。 这是因为 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理降低了 ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 含量，而

且 ＮＡＲ 活性也受到抑制，导致 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 向 ＮＯ－

２ ⁃Ｎ 转化速

率降低，参与反应的底物减少，从而抑制了 ＮＩＲ 活性。
这表明 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理抑制 ＮＩＲ 活性，影响了 ＮＯ－

２ ⁃Ｎ 还

原为 ＮＯ 的过程。 整个培养周期中，ＴｉＯ２ ＮＰｓ 处理对

ＮＡＲ 的抑制作用都显著高于对 ＮＩＲ 的抑制作用，说明

ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 生成速率大于 ＮＯ－

２ ⁃Ｎ 还原速率，ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理将

会降低沼泽土壤环境中氮去除能力，导致沼泽土壤中

ＮＯ－
２ ⁃Ｎ 的积累，从而对湿地生物产生毒性效应［２２］。 本

研究发现，ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理显著提高了 ＮＯＲ 和 ＮＯＳ 活性，
这可能是由于 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理对 ＮＯＲ 和 ＮＯＳ 相关菌属没有产生毒性抑制作用，反而激发了其活性，从而提高

ＮＯＲ 和 ＮＯＳ 活性。 有研究表明，ＮＡＲ 和 ＮＯＲ 稳定地嵌入膜内，而 ＮＩＲ 和 ＮＯＳ 则自由分布于膜周，与 ＮＡＲ 和

ＮＯＲ 相比，ＮＩＲ 和 ＮＯＳ 的活性更容易受到影响［２３］。 在本研究中发现 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理对四种酶活性均产生了影

响，且 ＮＯＲ 比 ＮＯＳ 对 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理更敏感，这可能是 ＴｉＯ２ＮＰｓ 对沼泽土壤微生物群落组成的影响具有选

择性［２４］。
４．２　 ＴｉＯ２ＮＰｓ 对沼泽土壤 ＤＮＲ 及 Ｎ２Ｏ 排放的影响分析

本研究发现，ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理下 ＤＮＲ 与 ＮＩＲ 活性呈显著正相关。 反硝化作用过程 ４５．５％以亚硝酸盐为电

子受体［２５］，亚硝酸盐转化为一氧化氮的过程，是反硝化过程中重要的限速步骤［２６⁃２７］。 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理降低了

ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－

２ ⁃Ｎ 含量，导致底物减少，ＮＩＲ 活性降低，抑制了亚硝酸盐向一氧化氮的转化，从而降低土壤

ＤＮＲ。 说明 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理下 ＮＩＲ 活性是影响 ＤＮＲ 的重要因素，这与 Ｔａｔｔｉ 等［２８］的研究结果一致。 Ｎ２Ｏ 是反硝

化过程的中间产物，反硝化酶活性的变化会直接影响 Ｎ２Ｏ 的排放［２９］。 本研究发现，ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理促进 Ｎ２Ｏ 排

放，ＮＯＲ 活性远高于其它酶活性，这说明 Ｎ２Ｏ 的生产速率远远高于还原速率，Ｎ２Ｏ 排放的增加可能直接受

ＮＯＲ 活性增强的影响，ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理主要影响了 ＮＯ 还原为 Ｎ２Ｏ 的过程。 研究表明 Ｎ２Ｏ 排放增加是由于硝

酸盐还原酶、亚硝酸盐还原酶以及一氧化氮还原酶的产生速度较快，而氧化亚氮还原酶的产生较慢，从而导致

了大量的 Ｎ２Ｏ 产生［３０］，酶活性是影响 Ｎ２Ｏ 排放的重要因素［３１］。 微生物反硝化反应是酶介导的生化过程，反
硝化酶活性是调节生化还原的直接因素［３２］，之前相关研究也证实这种生化反应主要受酶活性控制，而不是基

因丰度［６，２３］。 因此，本研究结果证实了 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理下 ＮＯＲ 活性控制着沼泽土壤 Ｎ２Ｏ 的排放。

５　 结论

本研究采用室内培养实验，研究了 ＴｉＯ２ＮＰｓ 输入对沼泽土壤反硝化作用和 Ｎ２Ｏ 排放的影响，结果表明不

同剂量 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理会对沼泽土壤反硝化作用和 Ｎ２Ｏ 排放影响。
（１）不同剂量 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理导致沼泽土壤 ｐＨ 显著降低（Ｐ＜０．０５）；Ａ１０ 处理 ＴＯＣ 含量显著降低（Ｐ＜

０．０１）；Ａ１０００ 处理 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 和 ＮＯ－

２ ⁃Ｎ 含量显著降低（Ｐ＜０．０５）。
（２）ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理抑制了 ＮＡＲ 活性，其中 Ａ１０ 和 Ａ１０００ 处理 ＮＡＲ 活性显著降低（Ｐ＜０．０１）；Ａ１０００ 处理
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抑制了 ＮＩＲ 活性（Ｐ＜０．０５），但随着培养时间的延长，ＴｉＯ２ＮＰｓ 抑制作用减弱；不同剂量 ＴｉＯ２ＮＰｓ 处理 ＮＯＲ 和

ＮＯＳ 活性显著提高（Ｐ＜０．０１）。
（３）ＤＮＲ 与 ＮＩＲ 活性呈显著正相关（Ｐ＜０．０１），Ｎ２Ｏ 排放与 ＮＯＲ 活性呈显著正相关（Ｐ＜０．０１），ＴｉＯ２ＮＰｓ

输入通过抑制沼泽土壤 ＮＩＲ 活性降低 ＤＮＲ；通过促进沼泽土壤 ＮＯＲ 活性促进 Ｎ２Ｏ 排放。 酶活性的变化影响

了土壤反硝化过程，环境因子的变化在调控沼泽生态系统功能中具有重要的作用，ＴｉＯ２ＮＰｓ 在环境中的大量

释放可能对水环境和区域气候构成潜在威胁。
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