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聚苯乙烯纳米塑料和 Cu2+对施氏假单胞菌的
复合胁迫研究

孟韦乐，屈健伟，黄 杰，杨 蕤，许小伟，陈猷鹏，晏 鹏，方 芳，郭劲松
（重庆大学  环境与生态学院，重庆  400044）

摘要：聚苯乙烯纳米塑料（PS-NPs）和 Cu2+在废水中共存可产生复合胁迫效应。采用 PS-NPs 和

Cu2+对好氧反硝化菌（施氏假单胞菌）进行胁迫，考察了菌株的生长、脱氮以及生化特性，通过转录

组学阐明了胁迫机制。研究表明，在 50 mg/L 的 PS-NPs 胁迫下，菌株生长活性与对照相比提升了

25.3%，脱氮活性提高，有关核糖体、TCA 循环及 ABC 转运通路显著上调。在 10 mg/L 的 Cu2+胁迫

下，菌株生长活性与对照相比下降了 83.2%，菌株受到显著抑制，细胞膜破损，有关核糖体、氮代谢

及 ABC 转运通路代谢途径显著下调，与胞外聚合物（EPS）分泌、细胞膜合成有关基因丰度显著上

调。复合胁迫下，Cu2+胁迫占据主导地位，但 PS-NPs 会刺激更多 EPS 产生，PS-NPs 和 EPS 可以吸附

部分 Cu2+，减缓 Cu2+对菌株的损伤。
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Abstract: The coexistence of polystyrene nanoplastics (PS-NPs) and Cu2+ in wastewater can induce compound 

stress effects on microorganisms. This study investigated the effects of PS-NPs and Cu2+ on the growth, nitrogen 

removal, and biochemical characteristics of the aerobic denitrifying bacterium Pseudomonas stutzeri, and further 

elucidated the stress mechanism through transcriptomics analysis. The results showed that under exposure to 

50 mg/L PS-NPs, bacteria growth activity increased by 25.3% compared to the control, accompanied by enhanced 

nitrogen removal and significant upregulation of genes related to ribosome function, the tricarboxylic acid (TCA) 

cycle, and ABC transport pathways. In contrast, under 10 mg/L Cu2+ stress, bacterial growth activity decreased by 
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83.2% compared to the control, with severe inhibition, cell membrane damage, and marked downregulation of 

ribosomal, nitrogen metabolism, and ABC transport pathways. Genes related to extracellular polymeric substances 

(EPS) secretion and cell membrane synthesis were significantly upregulated. Under combined stress, Cu2+ exerted 

the dominant inhibitory effect; however, PS-NPs promoted EPS secretion, which, along with PS-NPs themselves, 

adsorbed part of the Cu2+ ions and mitigated their toxicity.

Keywords: aerobic denitrifying bacteria; polystyrene nanoplastics; copper ion; combined stress; transcriptomics

生物脱氮是废水处理中不可或缺的环节，好氧反硝化菌在生物脱氮中起着重要作用。施氏假单胞菌是

典型的好氧反硝化菌 [1]，它能够在好氧条件下通过反硝化途径去除中水中的硝氮，在生物脱氮领域具有极好

的应用潜力 [2⁃3]。已有研究报道了不同碳源、pH、C/N 比、溶解氧、温度等培养条件下，好氧反硝化菌的性能表

现出明显差异 [4⁃5]，但对于重金属、微塑料、抗生素等污染物如何影响好氧反硝化菌脱氮尚不明晰。

微/纳塑料作为一类新兴污染物，已引起了全球的广泛关注。目前，通常将微塑料（microplastics，MPs）定

义为小于 5 mm 的颗粒，而尺寸小于 1 μm 的颗粒通常被认定为纳米塑料（nanoplastics，NPs）[6⁃7]。近年来研究

发现纳米塑料具有比微塑料更深远的影响 [8]。纳米塑料可以触发微生物的氧化应激反应，改变基因表达，引

起代谢紊乱，阻碍微生物生长和繁殖，甚至可能导致微生物死亡等 [9⁃10]。据报道 [11]，污水中 MPs 为每升 3.2~ 

1 106.0 颗粒，尺寸多介于 100~1 000 μm。以平均粒径 500 μm，密度 1.05 g/cm3[12]估算，可知污水中 MPs含量可

达 0.22~75.92 mg/L。进入污水处理系统后，MPs 在机械破碎、空气和水流剪切等作用下产生大量的 NPs[13⁃14]，

并进一步被污泥吸附和富集。聚苯乙烯纳米塑料（polystyrene nanoplastics，PS-NPs）结构稳定，不易被微生物

降解形成可溶解的有机化合物，在实验中常被用作模型塑料 [15⁃16]。Liu 等 [17]研究表明，1 mg/L 的 PS-NPs 抑制

了活性污泥的氨氧化速率、硝酸盐生成速率以及反硝化速率，并且剩余污泥的短链脂肪酸产生、水解、酸化过

程也受到抑制。Huang 等 [18]发现，20 mg/L 和 100 mg/L 的 PS-NPs 对活性污泥的脱氮性能有显著抑制作用。

目前，已有研究仅在宏观的微生物群落层面评估了 PS-NPs 的影响，关于 PS-NPs 对相关功能菌的影响鲜有

研究。

Cu2+是微生物生长的必需微量元素，但高浓度 Cu2+可造成微生物活性抑制、DNA 损伤、细胞结构和功能

损伤 [19]。在冶金、化工、电镀以及农药工业废水中，铜离子含量可高达几至十几毫克每升 [20]。Yang 等 [21]发现

5 mg/L 的 Cu2+引起厌氧氨氧化颗粒污泥的活性显著降低。Ochoa-Herrera 等 [22]研究发现，50 mg/L 的 Cu2+对硝

化菌和反硝化菌等多种微生物具有抑制作用，但胁迫 140 h 后，显示代谢活性有所恢复。废水中往往多种污

染物共存，由于微/纳塑料具有疏水性、高表面积等特点，使 Cu2+倾向于被吸附至其表面 [23]，二者在废水中共存

将引起更广泛和深远的环境污染问题。目前的研究很少关注 PS-NPs 和 Cu2+复合胁迫下好氧反硝化菌生命

活动的变化，对于复合胁迫效应对好氧反硝化菌的影响也尚不清楚。

笔者以好氧反硝化菌（施氏假单胞菌）为研究对象，选用 PS-NPs 和 Cu2+进行胁迫实验，考察单独及复合

胁迫对菌株生长情况、脱氮性能以及生化特性等的影响。进一步结合原核转录组学分析，揭示 PS-NPs 和

Cu2+胁迫对菌株的影响机制。

1　材料与方法

1.1　胁迫实验

采用氮气保护乳液聚合法制备聚苯乙烯纳米塑料（PS-NPs）[12, 24]，粒径为（85.2±2.3）nm，Zeta 电位为

（-24.8±3.2）mV。

菌株为施氏假单胞菌 Pseudomonas stutzeri（GenBank 登录号 FJ713783），购自中国工业微生物菌种保藏

管理中心，保藏编号为 CICC 10428。菌株复壮采用胰酪大豆胨培养基（TSA 培养基），胁迫实验采用反硝

化培养基（DN 培养基）[25]。每升胰酪大豆胨培养基含 15.0 g 胰蛋白胨，5.0 g 大豆蛋白胨和 5.0 g 氯化钠，用

1 mol/L 的 HCl 或 NaOH 溶液调节 pH 至 7.0~7.5。每升反硝化培养基含 0.72 g 硝酸钾（KNO3），3.0 g 一水葡萄
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糖（C6H12O6·H2O），4.78 g 十二水磷酸氢二钠（Na2HPO4·12H2O），1.24 g 二水磷酸二氢钠（NaH2PO4·2H2O），4.0 g

氯化钠（NaCl）和 3 mL 微量元素溶液。其中，每升微量元素含 3.01 g 七水合硫酸镁（MgSO4·7H2O），3.36 g 一

水合硫酸锰（MnSO4·H2O），1.12 g 硼酸（H3BO3），3.00 g 七水合硫酸锌（ZnSO4·7H2O），0.30 g 七水合硫酸亚铁

（FeSO4·7H2O），以及 0.6 g 无水氯化钙（CaCl2）。根据污水中 PS-NPs和 Cu2+的含量，选择 50 mg/L 的 PS-NPs和

10 mg/L 的 Cu2+进行实验。共设置 4 个实验组，未添加 PS-NPs 和 Cu2+的 CK 组为对照组，50 mg/L 的 PS-NPs 为

PS 组，10 mg/L 的 Cu2+为 CO 组，50 mg/L 的 PS-NPs+10 mg/L 的 Cu2+为 CP 组，分别探究 PS-NPs、Cu2+及二者复

合胁迫对菌株的影响。

将复壮后的菌悬液按照 5%（V/V）接种至反硝化培养基中，以 150 r/min、28 ℃条件进行培养。分别收集

各实验组 0、6、12、18、24、30、36、42、48、54 h 时刻的细菌培养液，通过 0.22 μm 滤膜过滤后获得水样。测定水

样 NO−
3-N、NO−

2-N、NH+
4-N 质量浓度。NO−

3-N 采用紫外分光光度法测定，NO−
2-N 采用 N-（1-萘基）-乙二胺光度

法测定，NH+
4-N 采用水杨酸−次氯酸盐分光光度法测定 [26]。

由于分散在溶液中的纳米塑料会干扰基于吸光度的细菌密度测定 [27]，故采用平板菌落计数法测试各实

验组培养 24 h 后菌株的生长情况并根据式（1）计算生长活性 [28]。

生长活性 (%) =
Ni

N 0

× 100%， （1）

式中：Ni为实验组细菌数量；N0为 CK 组细菌数量。

1.2　菌株生化指标检测

收集培养 24 h 后各实验组菌株，对菌株生化指标进行检测。采用活性氧（reactive oxygen species，ROS）

检测试剂盒检测细菌的胞内 ROS 水平（北京索莱宝科技有限公司）；采用乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，

LDH）活性检测试剂盒检测细菌 LDH 的释放量（北京索莱宝）；硝酸盐还原酶（nitrate reductase，NR）和亚硝酸

盐还原酶（nitrite reductase，NiR）的活性采用试剂盒测定（苏州格锐思生物科技有限公司）；菌株的微观形貌通

过扫描电镜（ZEISS Gemini 300，德国）观察。

1.3　胞外聚合物的提取与实验

采用阳离子树脂法提取各实验组培养 24 h 后菌株的胞外聚合物（extracellular polymeric substances，

EPS）[29]。采用 BCA 试剂盒（北京索莱宝）测定 EPS 中的蛋白质含量，采用蒽酮−硫酸法测定多糖含量。将提

取的 EPS 液置于-35 ℃下冷冻干燥成固体粉末，采用 FTIR 光谱仪（NicoLet iS50，Thermo，USA）测定 4 000~

400 cm-1波长范围的红外光谱，并将数据归一化处理。采用多功能 X 射线光电子能谱仪（ESCALAB250Xi，

Thermo，USA）在 0~1 200 eV 范围下对 EPS 粉末进行全范围扫描，并对 C 1s、N 1s 和 O 1s 元素进行高分辨

扫描。

此外，将提取 EPS 后的菌株以 5%（V/V）接种至各实验组反硝化培养基中，实验组的设置同胁迫实验。收

集各实验组培养 24 h 的细菌测试各实验组菌株的生长活性，通过对比未去除 EPS 菌株的生长活性，考察 EPS

在菌株响应 PS-NPs和 Cu2+胁迫中发挥的作用。

1.4　转录组学分析

收集各实验组培养 24 h 后的菌悬液进行转录组测序分析，委托上海美吉生物医药科技有限公司进行建

库测序。根据京都基因和基因组百科全书（KEGG）对序列进行注释，鉴定功能基因并分析代谢途径。基于

每千碱基/百万映射读取的映射数（FPKM）对不同样本之间的原始计数进行归一化，分析和鉴定不同组之间

的差异表达基因。差异表达基因（DEGs）为 |Log2FC|≥1 且调整后 P 值<0.05 的基因。

1.5　数据分析及处理

通过方差分析（ANOVA）检验结果的显著性，P<0.05 时，数据具有显著性差异，并在图中以不同字母表

示。采用 Origin 2021a软件进行绘图。
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2　结果与讨论

2.1　菌株在胁迫下的生长情况及脱氮性能

各实验组胁迫 24 h 后菌株的生长活性如图 1（a）所示。相比 CK 组，PS 组菌株的生长活性显著增强（P<

0.05），提升了 25.3%。CO 组菌株的生长活性相比 CK 组下降了 83.2%，表明 Cu2+对好氧反硝化菌的生长具有

显著的抑制作用（P<0.05）。CP 组菌株的生长活性比 CK 组下降了 78.2%（P<0.05）。CP 组中 PS-NPs 的存在

使菌株的生长活性相比 CO 组有所提升，说明 PS-NPs 一定程度上缓解了 Cu2+ 对细菌的生长抑制作用，但 Cu2+

胁迫仍占据主导地位。

菌株的脱氮情况如图 1（b）~（d）所示。由图 1（b）可知，相比 CK 组，PS 组菌株对硝氮的去除进程有所提

前，菌株 24 h、48 h 的硝氮去除率分别为 15.2%、73.7%，而 CK 组菌株在 24 h、48 h 的去除率分别为 7.5%、

61.6%。CO 组菌株 24 h、48 h 的硝氮去除率分别为 2.7%、7.9%，且 54 h 的硝氮去除率仅有 27.5%，表明 Cu2+对

菌株的脱氮抑制作用尤为明显，这与 Cu2+对菌株生长的显著抑制作用相符。CP 组菌株 24 h、48 h 的硝氮去除

率分别为 9.6%、45.1%，在 54 h 的硝氮的去除率可达 72.6%，表明 PS-NPs 的存在缓解了 Cu2+对菌株脱氮的抑

制作用。

如图 1（c）（d）所示，与 CK 组相比，PS 组亚硝氮和氨氮积累峰值的时间有所提前，这与硝氮降解进程提前

的现象相符，但峰值无明显变化。CO 组菌株在氮去除过程中的亚硝氮和氨氮积累明显增加。CP 组菌株的

亚硝氮和氨氮积累峰值和历时有所降低，但仍高于 CK 和 PS 组的积累程度。

图 1　各实验组菌株的生长活性以及 NO−
3-N、NO−

2-N和 NH+
4-N的质量浓度变化

Fig. 1　　Growth activity and NO−
3-N, NO−

2-N and NH+
4-N concentrations of bacteria in each experimental group
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2.2　菌株在胁迫下的生化响应及微观形貌

环境中有毒物质的刺激会导致细胞内产生过量的 ROS，它们是生物氧代谢的有害副产物 [30]，可以在细胞

内引起氧化应激，导致 DNA、蛋白质和脂质等生物分子的氧化损伤 [31]。如图 2（a）所示，PS 组菌株的 ROS 水平

相比 CK 组增加了 15.3%（P<0.05）。尽管 PS-NPs一定程度上诱导了菌株氧化应激水平升高，但并未引起菌株

生长及脱氮活性的降低。CO 组菌株的 ROS 水平显著上升，与 CK 组相比增加了 115.5%（P<0.05）。CP 组菌

株 ROS 水平也有所升高，比 CK 组上升了 110.3%，与 CO 组的 ROS 水平接近，表明 Cu2+是复合胁迫中诱导细菌

产生氧化应激的主要因素。

当细菌的细胞膜被损伤时，LDH 会从胞内释放出来，可以通过测定 LDH 释放量来表征细胞膜的完整

性 [10]。如图 2（b）所示，PS 组菌株的 LDH 释放量与 CK 组相比差异不大。CO 组菌株的 LDH 释放量显著增加

（P<0.05），相比 CK 组增加了 163.4%，表明 Cu2+胁迫对菌株造成了显著的细胞膜损伤。CP 组菌株的 LDH 释

放量比 CK 组增加了 94.7%，表明复合胁迫仍对细菌造成了显著的细胞膜损伤，但 PS-NPs存在时 LDH 释放量

显著低于 Cu2+单独胁迫（P<0.05），可见 PS-NPs一定程度缓解了 Cu2+对细胞膜的损伤。

PS-NPs 与 Cu2+胁迫下好氧反硝化菌的 NR 活性如图 2（c）所示。PS 组菌株的 NR 活性与 CK 组相比显著

提升（P<0.05）。CO 组菌株的 NR 活性相比 CK 组降低了 76.4%，CP 组菌株的 NR 活性相比 CK 组降低了

50.2%，说明 Cu2+的存在显著抑制了细菌的 NR 活性（P<0.05）。此外，CP 组 NR 活性与 CO 组相比显著上升

（P<0.05），这从酶活性的角度表明了 PS-NPs能够一定程度上缓解 Cu2+对脱氮的抑制作用。

菌株的 NiR 活性如图 2（d）所示。同样地，发现 PS 组菌株的 NiR 显著活性升高（P<0.05），而 CO 和 CP 组

菌株的 NiR 活性普遍显著降低（P<0.05）。CP 组的 NiR 活性与 CO 组相比显著上升（P<0.05），这与 CP 组亚硝

氮的积累更少的现象相符，说明 PS-NPs的存在能够一定程度上缓解 Cu2+引起的亚硝氮积累。

图 2　各实验组菌株的 ROS水平、LDH释放量、NR活性，以及 NiR活性

Fig. 2　　ROS level, LDH release, NR activity, and NiR activity of bacteria in each experimental group
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如图 3 所示，CK 组的菌株呈短杆状，细菌颗粒饱满，结构完整。PS 组观察到较多塑料微粒和细菌团聚在

一起，塑料微粒的数量增多，菌株聚集程度增加，大部分菌株的形态依然完整。值得注意的是，CO 组大量菌

株受损，表面出现凹陷，细胞膜破裂的受损程度明显提高，菌株形态发生了明显变化。CP 组菌株的受损程度

仍然较为严重，观察到大量塑料微粒与细菌团聚在一起，与 PS 组的现象相同。上述结果表明复合胁迫下 PS-

NPs 的存在虽然能够促进细菌的聚集，但 Cu2+对细菌的抑制作用仍占据主导，Cu2+单独胁迫和复合胁迫均对

细菌造成严重损伤。

2.3　胞外聚合物在菌株响应胁迫中的作用

EPS 可以保护细胞免受有毒物质的外部刺激，对细胞聚集、生物吸附和稳定系统的污染物去除效率至关

重要 [32]。如图 4（a）所示，与 CK 组相比，PS 组菌株 EPS 含量没有明显变化，但胞外蛋白的占比有所增加，蛋白

组分的增加使得 EPS 的疏水性增强，进而有利于微生物的聚集 [33]。而 CO 和 CP 组菌株的 EPS 总量大幅度增

加，并且蛋白成分的占比显著升高。已有研究也报道过类似的现象，Xie 等 [34]发现 Cu2+胁迫使得生物膜中 EPS

含量升高，并且 EPS 中蛋白与多糖含量的比值从 0.93 增加到 1.99。可见，Cu2+会使菌株产生更多 EPS。此外，

Cu2+胁迫导致细菌的细胞膜出现严重破损，胞内物质的泄露也可能是导致 EPS 显著增多的原因之一。

图 3　各实验组菌株的扫描电镜图像

Fig. 3　　Scanning electron microscope images of bacteria in each experimental group

图 4　各实验组菌株 EPS含量以及去除 EPS前后菌株的生长活性

Fig. 4　　EPS content of bacteria in each experimental group and growth activity of bacteria before and after removal of EPS
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未去除 EPS 和去除 EPS 后菌株在胁迫下的生长情况如图 4（b）所示。去除 EPS 后菌株的生长活性普遍低

于未去除 EPS 菌株。PS 组去除 EPS 的菌株生长活性与未去除 EPS 的菌株相比有所降低，表明去除 EPS 后削

弱了 PS-NPs 对菌株生长的促进作用。CO 和 CP 组去除 EPS 后的菌株生长活性受到显著的抑制作用。这是

由于 EPS 可以提供吸附位点与金属离子发生结合，降低了金属离子对细菌的抑制 [35⁃36]。

各实验组胞外聚合物 FTIR 分析结果如图 5（a）所示，各实验组均会对 EPS 官能团产生一定程度的影响。

与 CK 组相比，各实验组菌株 EPS 几处特征峰的强度发生了变化。3 343 cm-1附近的宽重叠峰归属于 N—H、

O—H 的伸缩振动 [37⁃38]，N—H、O—H 有利于蛋白质等分子间氢键的形成，氢键含量的增加有利于菌株之间的

聚集，PS 和 CP 组该峰增强表明 PS-NPs 有利于菌株的聚集。900~600 cm-1之间的光谱指纹区，包含芳香族的

环振动 [39]，PS 和 CP 组该区域峰值的增加表明 PS-NPs 可与 EPS 相互作用并被 EPS 吸附。各实验组胞外聚合

物 XPS 分析结果如图 5（b）所示，菌株的 EPS 主要包含 C、N、O 等元素。其中 C 是 EPS 的主要元素。图 6 为各

实验组菌株 EPS的 C 1s峰高分辨扫描谱，在  C 1s峰谱中检测出 3个信号峰，结合能分别在 284.08 eV、285.80 eV

和 287.67 eV 附近。结合能在 285.80 eV 附近的 C 1s峰归属于蛋白质和多糖中醇、酰胺基团等的 C—(O, N)[40]，

结合能在 287.67 eV 附近的信号峰归属于羧酸盐、羰基、酰胺等的 C=O 和 O—C—O[41]，CO 和 CP 组 EPS 中这

些官能团含量的升高有利于 EPS 结合 Cu2+，缓解菌株所受到的胁迫。

图 5　各实验组菌株 EPS的 FTIR光谱和 XPS能谱

Fig. 5　　FTIR spectrum and XPS energy spectrum of C1s peak of EPS in each experimental group
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2.4　胞外聚合物在菌株响应胁迫中的作用

2.4.1　KEGG 通路富集分析

各组与 CK 组相比，菌株受到胁迫后差异表达基因数量如图 7（a）（c）（e）所示。PS 组有 84 个基因上调，

139 个基因下调。CO 组有 819 个基因上调，288 个基因下调。CP 组有 1 588 个基因上调，403 个基因下调。这

表明 Cu2+及 Cu2+与 PS-NPs复合胁迫会对菌株产生更强烈的影响，菌株通过调整基因表达来抵抗。

选取具有显著差异的通路进行分析（P<0.05），KEGG 通路富集分析如图 7（b）（d）（f）所示，富集图圈越大

代表显著性越高，PS 组菌株上调最为显著的通路是核糖体、TCA 循环以及 ABC 转运蛋白。核糖体是生物翻

译的主要场所，其主导的氨基酸和蛋白质合成被认为是细胞生命的主要过程 [42⁃43]，该通路上调能够调节胞内

过程并协调菌株的转录翻译，有利于菌株在 PS-NPs胁迫下的生长代谢。TCA 循环是微生物的中枢代谢途径

之一 [44]，该通路上调表明菌株能够产生更多的物质和能量来缓解 PS-NPs 的胁迫。ABC 转运蛋白是广泛存在

于原核生物细胞膜上的跨膜转运蛋白，该通路上调表明 ATP 驱动进行多种底物的特异性跨膜主动运输增强。

此外，显著上调的通路还有原核生物的碳固定和氧化磷酸化，这些通路均会参与细菌的能量代谢。由此可

知，NPs胁迫会促进细菌的蛋白质生物合成和能量代谢，有助于细菌生长代谢，表现为脱氮性能增强。

CO 组上调的通路主要富集于嘌呤代谢、缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸降解通路。这些氨基酸代谢通路的

增强有助于 EPS 胞外蛋白的完整合成 [45]，阻挡 Cu2+进入细胞。下调的通路主要富集于核糖体、氮代谢以及

ABC 转运通路，表明蛋白质合成、氮转化和跨膜主动运输的酶和蛋白减少 [42]。核糖体通路的下调最终会削弱

细菌的能量产生系统，导致能量合成减少，影响氮代谢。ABC 转运通路的下调是由于菌株的细胞膜受到损

伤，相关转运体受到影响。

图 6　各实验组菌株 EPS的 C 1s峰高分辨扫描谱

Fig. 6　　The high-resolution scanning spectrum of C 1s peak of EPS in each experimental group
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值得注意的是，CP 组大多数上下调通路与 CO 组相似，但 ABC 转运通路表现为显著上调，这可能是由于

NPs带负电荷，一定程度上可以吸附部分 Cu2+，从而使得细胞膜损伤减弱。

2.4.2　相关基因表达分析

过量的 ROS 可以在细胞内引起氧化应激，而谷胱甘肽代谢可以参与清除 ROS[25]。如图 8（a）所示，与 CK

组相比，PS-NPs 胁迫会引起菌株抗氧化系统一定程度的调节，但并无显著性变化。CO、CP 组有关谷胱甘肽

代谢途径的基因（如 ggt和 gst）表达与 CK 组相比显著上调，这些基因的上调可以提升菌株清除 ROS 的能力，

从而减缓 Cu2+对细菌的抑制作用。

细胞膜是细菌的保护屏障 [46]，如图 8（b）所示，与 CK 组相比，PS 组有关细胞膜合成的基因（mrdA、hsbA、

gmhC、pilG 等）变化不大，但 CO 组有关细胞膜合成的基因与 CK 组相比明显上调，这是由于 Cu2+胁迫损坏了

菌株的细胞膜，从而上调有关细胞膜合成基因来抵抗 Cu2+的胁迫。CP 组有关细胞膜合成的基因与 CK 组相

比也有所上调，但大多数基因上调水平要小于 CO 组，这是由于 NPs 可以吸附部分 Cu2+，使进入细胞的 Cu2+较

少，从而减少 Cu2+对细胞膜的损伤。

EPS 有利于细胞聚集，有助于减轻外界对细菌的毒性[47]。如图 8（c）所示，各实验组有关 EPS 基因（glgB、

malZ、pgi等）的表达与 CK 组相比均有所上调，CP 组中 malZ 和 pgm 基因上调尤为明显。这些基因与氨基糖和

核苷酸糖代谢以及淀粉和蔗糖代谢相关，上调可以分泌更多的 EPS[48]。相应地，CP 组的 EPS 含量高于 PS 和

CO 组（见图 4（b））。更多 EPS的产生可以抵御 Cu2+进入细胞，从而减缓 Cu2+对菌株生长以及脱氮抑制效果。

图 7　各实验组组间基因的火山图以及 KEGG通路中 DEGs的富集图

Fig. 7　　Volcano map of inter-group genes in each experimental group and DEGs enrichment map in KEGG pathway
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根据上述结果，提出了 PS-NPs 和 Cu2+胁迫对好氧反硝化菌的影响机制。PS-NPs 胁迫下菌株有关能量合

成、蛋白质合成以及转录相关通路显著上调，从而促进菌株生长，提升脱氮性能。Cu2+胁迫破坏了菌株的细

胞膜完整性并进入胞内，刺激菌株产生大量 ROS，导致 LDH 泄露以及增殖受阻，从而抑制细菌的生长和脱氮

性能。复合胁迫下 PS-NPs 会刺激更多 EPS 产生，PS-NPs 和 EPS 可以吸附部分 Cu2+，减少进入细胞的 Cu2+，缓

解 Cu2+导致的细胞损伤。

3　结  论

1）PS-NPs 胁迫促进了菌株的生长和脱氮，而 Cu2+胁迫使菌株的生长活性下降了 83.2%，脱氮进程和氮还

原酶活性受到显著抑制，而复合胁迫下 PS-NPs的存在缓解了 Cu2+的抑制作用。

2）PS-NPs 胁迫未造成菌株显著的氧化应激和细胞膜损伤，PS-NPs 与菌株聚集并吸附在细菌表面，而

Cu2+胁迫使菌株 ROS 水平显著升高了 115.5%，细胞膜严重破损，菌株表面出现凹陷。复合胁迫下，菌株受损

得到缓解。

3）去除 EPS 后，菌株的生长活性普遍低于未去除 EPS 菌株。Cu2+胁迫及复合胁迫下 EPS 含量显著升高，

蛋白组分显著增加，羧酸盐、羰基、酰胺等官能团含量增加，进而缓解 Cu2+胁迫。

4）PS-NPs 胁迫下菌株有关核糖体、TCA 循环及 ABC 转运通路显著上调，从而促进菌株生长和脱氮。

Cu2+胁迫下菌株有关核糖体、氮代谢及 ABC 转运通路显著下调，显著抑制了菌株的生长和脱氮，而与 EPS 分

图 8　各实验组有关 ROS、细胞膜合成和 EPS分泌相关的基因表达变化

Fig. 8　　Gene expression changes related to ROS, cell membrane synthesis and EPS secretion in 

each experimental group
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泌、细胞膜合成基因丰度显著上调有利于菌株抵抗 Cu2+胁迫。复合胁迫下，菌株上下调通路与 Cu2+胁迫相似，

菌株的生长和脱氮仍受到较为严重的抑制，但 ABC 转运通路、有关 EPS 分泌基因上调有助于菌株抵抗 Cu2+胁

迫，缓解抑制作用。
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