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摘要：采用纳米铁粉修复Cr(Ⅵ)不同程度污染底泥，通过测定底泥中4种土壤酶活性，分析纳米铁粉修复对Cr(Ⅵ)污染底泥土壤酶活性的恢复情况。结果表明，纳米铁粉修复对底泥Cr(Ⅵ)有很好的去除效果，添加底泥干质量1%的纳米铁粉在16 d内对底泥30～100 mg·kg-1的Cr(Ⅵ)的去除率均高于99.7%。Cr(Ⅵ)污染显著降低了底泥多酚氧化酶、过氧化氢酶、蛋白酶和脲酶的活性。其中多酚氧化酶对Cr(Ⅵ)污染有很好的线性响应，可用于0～100 mg·kg-1底泥Cr(Ⅵ)污染评价。经过16 d的纳米铁粉修复，Cr(Ⅵ)污染底泥的脲酶活性恢复至未污染对照水平，过氧化氢酶活性的恢复效果不明显，多酚氧化酶和蛋白酶活性有待进一步恢复。
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随着现代工业的迅速发展，含铬化合物被大量使用，重金属铬由此扩散到土壤、水体、底泥等环境中，造成了严重污染[1-2]。Cr(Ⅵ)和Cr(Ⅲ)是环境中铬的主要存在形式，前者对生态系统和人类健康具有严重危害，从而受到各国政府和研究人员的密切关注[3]。目前，Cr(Ⅵ)污染修复方法主要有：植物修复[4]、电动修复[5]、微生物修复[6]等。零价铁修复是近些年来提出的一种新的修复方式，广泛应用于重金属、氯代烃、硝基化合物、偶氮染料等的污染修复[7]。纳米铁粉由于具有极大的表面积和极强的表面活性，在零价铁修复中正日益引起人们的重视[8]。土壤酶是底泥生态系统的重要组成部分，参与许多重要的物质转化和能量代谢过程，是反映底泥微生物活性的良好指标，常用于污染物胁迫的考察和生态恢复的评价[9-10]。然而，底泥污染尚未引起人们的广泛重视，采用纳米铁粉修复Cr(Ⅵ)污染底泥的研究罕见报道，对土壤酶活性的影响更未见相关报道。本研究以纳米铁粉作为反应介质，对Cr(Ⅵ)污染底泥进行了修复研究，并分析了底泥中4种主要土壤酶的恢复情况，以期为底泥Cr(Ⅵ)的去除提供科学依据。
1  材料与方法

1.1  供试底泥与试剂

供试底泥于2006年10月采自辽河流域浑河沈阳段，底泥样品主要理化性质为：pH 7.41，含水量36.61%，有机质32.97 g·kg-1，全氮1.40 g·kg-1，速效氮16.39 mg·kg-1，全磷0.82 g·kg-1，速效磷23.56 mg·kg-1。
试剂：K2Cr2O7、FeSO4·7H2O、NaBH4、二苯碳酰二肼、KMnO4、邻苯三酚、茚三酮、尿素、次氯酸钠及其他分析纯化学试剂。

1.2  实验设计

纳米铁粉的制备：在剧烈搅拌下将浓度为0.54 mol·L-1的NaBH4水溶液逐滴滴入等体积的0.27 mol·L-1 FeSO4水溶液中，即可制得黑色的纳米铁粉沉淀，反应方程式为：Fe2++2BH4-+6H2O→Fe +2B(OH)3+7H2↑。去离子水充分洗涤，抽滤，在氮气保护下备用[11]。

采用100 mL培养瓶，每瓶加入10 g底泥、90 mL蒸馏水。加入K2Cr2O7储备液，使底泥Cr(Ⅵ)质量分数分别为0、30、50、100 mg·kg-1。按照底泥干质量的1%加入纳米铁粉0.1 g。每瓶均充入高纯氮气10 min驱除氧气，以保证底泥的厌氧环境，密封，25 ℃恒温摇床120 r·min-1避光培养。
1.3  测定方法

Cr(Ⅵ)质量分数采用二苯碳酰二肼分光光度法（GB/T7467-1987）测定。底泥中多酚氧化酶活性采用邻苯三酚比色法测定，以1 g干土3 h内生成的没食子素的量（以mg计）为多酚氧化酶的1个活性单位。过氧化氢酶活性采用高锰酸钾滴定法测定，以1 g干土1 h内分解H2O2对应的0.1 mol·L-1 KMnO4体积（以mL计）为过氧化氢酶的1个活性单位。蛋白酶活性采用茚三酮比色法测定，以1 g干土24 h内生成的NH2-N的量（以mg计）为蛋白酶的1个活性单位。脲酶活性采用靛蓝比色法测定，以1 g干土24 h内生成的NH3-N的量（以mg计）为脲酶的1个活性单位[12-13]。
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图1  底泥中多酚氧化酶活性变化

Fig. 1  Change of polyphenol oxidase activities in the sediments

1.4  数据分析方法

实验数据采用SPSS 13.0 for Windows统计软件进行方差分析、相关分析和回归分析。

2  结果与讨论

2.1  纳米铁粉对底泥Cr(Ⅵ)的去除

经过16 d的培养，分别测定各处理底泥的Cr(Ⅵ)质量分数，计算其去除率，结果如表1所示。Cr(Ⅵ)污染底泥中，Cr(Ⅵ)的去除率均高于89.80%，说明底泥对Cr(Ⅵ)具有一定的去除作用。这可能是由于底泥吸附、化学还原作用的结果，Mayer等[14]利用底泥吸附水体中Cr(Ⅵ)的实验研究也证实了这一点。然而随着Cr(Ⅵ)初始质量分数的升高，剩余Cr(Ⅵ)质量分数也不断升高。这说明底泥对Cr(Ⅵ)的去除作用比较有限，自然恢复能力不足，需要人工强化修复。采用纳米铁粉修复Cr(Ⅵ)污染底泥的剩余Cr(Ⅵ)质量分数均较低，去除率均高于99.7%，说明纳米铁粉对底泥中Cr(Ⅵ)具有很好的去除效果。大量研究表明，当物质加工到纳米尺度以后，其物理化学性质发生突变，出现某些不同于宏观物质的特殊性能。纳米铁粉具有极大的表面积和极强的表面活性，可以迅速与Cr(Ⅵ)反应，并通过吸附共沉淀等途径与其还原产物Cr(Ⅲ)结合，在底泥近中性pH值条件下形成Cr(OH)3沉淀，从而解除Cr(Ⅵ)毒性[15]。Niu等[16]研究发现，0.4 g·L-1的纳米铁粉可以在短短几分钟时间内完全去除水体中质量浓度为20 mg·L-1的Cr(Ⅵ)。Hoch等[17]也报道了类似的研究结果。

2.2  多酚氧化酶活性变化

经过16 d的培养，分别测定各处理中4种土壤酶活性。多酚氧化酶是底泥中一类重要的氧化还原酶，参与芳香族化合物的分解转化，与土壤腐殖质的形成有关。不同质量分数Cr(Ⅵ)污染底泥和纳米铁粉修复底泥中的多酚氧化酶活性变化如图1所示。底泥Cr(Ⅵ)质量分数为0时，多酚氧化酶活性为0.21，随着Cr(Ⅵ)质量分数的提高，多酚氧化酶活性显著降低，表明Cr(Ⅵ)对底泥多酚氧化酶有抑制作用。将Cr(Ⅵ)质量分数和多酚氧化酶活性进行相关分析，结果发现二者呈极显著负相关（P<0.01）。回归方程为：Y= -0.001X+0.185（r=0.905，P<0.01），式中X为Cr(Ⅵ)质量分数，Y为多酚氧化酶活性。添加纳米铁粉修复后，底泥多酚氧化酶活性较Cr(Ⅵ)污染底泥大幅升高，说明纳米铁粉修复进一步增强了多酚氧化酶活性。Aydemir等[18]研究发现铁离子可以激活多酚氧化酶，多酚氧化酶活性的升高可能是由于纳米铁粉在还原Cr(Ⅵ)过程中产生的微量铁离子引起。多酚氧化酶活性有待进一步恢复。

2.3  过氧化氢酶活性变化
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图2  底泥中过氧化氢酶活性变化

Fig. 2  Change of calatase activities in the sediments

表1  纳米铁粉对底泥Cr(Ⅵ)的去除率
Table 1  The removal of Cr(Ⅵ) in sediments by nanoscale iron

	处理
	w(初始Cr(Ⅵ))
/(mg·kg-1)
	w(剩余Cr(Ⅵ))
/(mg·kg-1)
	去除率/%

	污染
	0
	ND.
	－

	
	30
	0.14±0.01
	99.54%±0.02

	
	50
	2.00±0.59
	95.99%±1.19

	
	100
	10.20±0.10
	89.80%±0.10

	修复
	0
	ND.
	－

	
	30
	0.08±0.01
	99.74%±0.02

	
	50
	0.11±0.16
	99.79%±0.32

	
	100
	0.07±0.04
	99.93%±0.04


注：ND.为未检出；数据表示方式为：平均值±标准差。

过氧化氢酶是底泥中另一类重要的氧化还原酶，通过催化分解H2O2，防止代谢产生的H2O2对生物体的损伤。不同质量分数Cr(Ⅵ)污染底泥和纳米铁粉修复底泥中的过氧化氢酶活性变化如图2所示。底泥Cr(Ⅵ)质量分数为0时，多酚氧化酶活性为0.83，随着Cr(Ⅵ)质量分数的提高，过氧化氢酶活性逐渐降低，表明Cr(Ⅵ)对底泥过氧化氢酶有抑制作用。回归方程为：Y=0.689－0.012 lnX（r=0.829，P<0.01），式中X为Cr(Ⅵ)质量分数，Y为过氧化氢酶活性。林立金等[19]在铬对稻田土壤酶活性影响的研究中发现，100～400 mg·kg-1的铬在水稻分蘖期、孕穗期及灌浆结实期对土壤过氧化氢酶活性均有显著抑制作用。添加纳米铁粉修复后，Cr(Ⅵ)污染底泥的过氧化氢酶活性均略有升高，但是并未达到P=0.05的显著水平。这说明纳米铁粉修复对Cr(Ⅵ)污染底泥的过氧化氢酶活性的恢复作用并不明显。

2.4  蛋白酶活性变化

蛋白酶是底泥中一类重要的水解酶，通过分解蛋白质和肽类为氨基酸，从而参与氮素循环。不同质量分数Cr(Ⅵ)污染底泥和纳米铁粉修复底泥中的蛋白酶活性变化如图3所示。底泥Cr(Ⅵ)质量分数为0时，蛋白酶活性为26.4，随着Cr(Ⅵ)质量分数的提高，蛋白酶活性逐渐降低，表明Cr(Ⅵ)对底泥蛋白酶有抑制作用。回归方程为：Y=19.845－0.573 lnX（r=0.835，P<0.01），式中X为Cr(Ⅵ)质量分数，Y为蛋白酶活性。添加纳米铁粉修复后，底泥蛋白酶活性略有降低，但是并未达到P=0.05的显著水平。这说明纳米铁粉修复未能恢复Cr(Ⅵ)污染底泥的蛋白酶活性。多酚氧化酶和蛋白酶活性在16 d的实验过程中均未恢复，这一现象需要进一步实验研究。

2.5  脲酶活性变化
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图4  底泥中脲酶活性变化

Fig. 4  Change of urease activities in the sediments
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图3  底泥中蛋白酶活性变化

Fig. 3  Change of protease activities in the sediments

脲酶是底泥中另一类重要的水解酶，通过分解尿素为氨和二氧化碳，从而参与氮素循环。不同质量分数Cr(Ⅵ)污染底泥和纳米铁粉修复底泥中的脲酶活性变化如图4所示。底泥Cr(Ⅵ)质量分数为0时，脲酶活性为0.91，随着Cr(Ⅵ)质量分数的提高，脲酶活性逐渐降低，表明Cr(Ⅵ)对底泥脲酶有抑制作用。通过回归分析，没有找到有统计学意义的回归方程，这表明Cr(Ⅵ)对底泥脲酶的影响比较复杂。Wyszkowska等[20]在Cr(Ⅵ)对土壤酶活性的影响的研究中发现，Cr(Ⅵ)质量分数在10～40 mg·kg-1对土壤脲酶有轻微的刺激作用，更高质量分数的Cr(Ⅵ)对土壤脲酶有显著的抑制作用。大量研究表明，脲酶对重金属污染比较敏感，可用于指示土壤重金属污染的程度[21-23]。然而本实验研究表明脲酶活性与Cr(Ⅵ)质量分数之间并没有明显的相关性，说明脲酶指示底泥Cr(Ⅵ)污染的能力有限。添加纳米铁粉修复的底泥均与未受Cr(Ⅵ)污染底泥的脲酶活性没有显著差异。这说明16 d的纳米铁粉修复可以使Cr(Ⅵ)污染底泥的脲酶活性恢复至未污染对照水平。Kumpiene等[24]在对铬铜砷复合污染土壤的零价铁修复研究中发现，零价铁修复可以使污染土壤的脲酶活性显著升高，这与本实验研究结果相类似。

2.6  底泥土壤酶与Cr(Ⅵ)质量分数的变异分析
表2  底泥土壤酶活性与Cr(Ⅵ)质量分数的相关变异分析

Table 2  Correlation analysis between soil enzyme 
activities and Cr(Ⅵ) concentration 

	处理
	
	平均值
	标准偏差
	变异系数/%

	污染
	多酚氧化酶
	0.12
	0.06
	53.13

	
	过氧化氢酶
	0.71
	0.12
	16.39

	
	蛋白酶
	19.54
	4.69
	23.98

	
	脲酶
	0.75
	0.23
	30.22

	修复
	多酚氧化酶
	0.47
	0.08
	17.61

	
	过氧化氢酶
	0.79
	0.13
	16.60

	
	蛋白酶
	16.39
	4.95
	30.18

	
	脲酶
	1.01
	0.14
	14.28


通过计算变异系数，分析各处理对各土壤酶的影响，结果见表2。Cr(Ⅵ)污染底泥中各土壤酶的变异系数差异较大，相对其他土壤酶，多酚氧化酶的变异系数最大，为53.13%，说明Cr(Ⅵ)污染对多酚氧化酶的影响较大。统计表明，Cr(Ⅵ)质量分数与多酚氧化酶活性呈显著负相关。这说明底泥多酚氧化酶对Cr(Ⅵ)污染有很好的线性响应，可用于0～100 mg·kg-1底泥Cr(Ⅵ)污染评价。纳米铁粉修复Cr(Ⅵ)污染处理中，除蛋白酶外，其他土壤酶的变异系数均较Cr(Ⅵ)污染处理减小，说明纳米铁粉修复减小了不同Cr(Ⅵ)质量分数间土壤酶的波动性，降低了Cr(Ⅵ)对土壤酶活性的影响。

3  结论

（1）纳米铁粉修复对底泥Cr(Ⅵ)有很好的去除效果。

（2）Cr(Ⅵ)污染显著降低了底泥中多酚氧化酶、过氧化氢酶、蛋白酶和脲酶的活性。其中多酚氧化酶对Cr(Ⅵ)污染有很好的线性响应，可用于底泥Cr(Ⅵ)污染评价。

（3）纳米铁粉修复后，Cr(Ⅵ)污染底泥的脲酶活性恢复至未污染对照水平，过氧化氢酶活性的恢复效果不明显，多酚氧化酶和蛋白酶活性有待进一步恢复。
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Remediation of Cr(Ⅵ)-contaminated sediments using nanoscale iron
and dynamics of soil enzyme activity
Wang Xinxin1,2, Zhang Ying1, Wang Yuanfen1,2
1. Institute of Applied Ecology, Chinese Academy of Sciences, Shenyang 110016, China;

2. Graduate School of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China

Abstract: A series of laboratory experiments were performed to elucidate the removal of hexavalent chromium in the sediments using nanoscale iron. The activities of polyphenol oxidase, calatase, protease and urease were measured to assess the restoration of soil enzymes after the remediation. The results showed that nanoscale iron had excellent ability to remove hexavalent chromium from contaminated sediments. After 16 days remediation using nanoscale iron, the removal rate of hexavalent chromium were all higher than 99.7% at different concentration of hexavalent chromium from 30～100 mg·kg-1. Hexavalent chromium was found to inhibit the activities of polyphenol oxidase, calatase, protease and urease significantly. There was a significant negative correlation between polyphenol oxidase and hexavalent chromium concentration, so it was presumed to use polyphenol oxidase activity as primary biochemical index to evaluate hexavalent chromium pollution. The activity of urease was restored to the control level after 16 days remediation using nanoscale iron, while the remediation had no obvious effect on the activity of calatase. Yet it was depressed that the activity of polyphenol oxidase and protease were not restored to the control level in the course of experiments, so the further research was still needed.

Key words: nanoscale iron; remediation; hexavalent chromium; sediments; soil enzymes
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