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银杏叶提取液提高纳米零价铁活化过硫酸钠去除
抗生素抗性基因效果及作用研究
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030401)

摘要:抗生素抗性基因( antibiotic
 

resistance
 

genes,
 

ARGs)可以编码在细菌染色体或质粒中触发其生化防御机制,这
种机制使细菌能够在相应的抗生素存在下生存,对公众健康构成威胁。 本研究分别使用车前草和银杏叶作为原

料,通过液相还原法合成车前草改性型纳米零价铁( nanoscale
 

zero
 

valent
 

iron
 

modified
 

by
 

Plantago
 

asiatica
 

L. ,
 

P-nZ-
VI)和银杏叶改性型

 

nZVI( nZVI
 

modified
 

by
 

Ginkgo
 

biloba
 

L.
 

leaf,
 

G-nZVI) ,利用
 

qPCR
 

技术研究改性纳米零价铁活

化过硫酸钠( sodium
 

persulfate,
 

PS)对河流水中细菌 16S
 

rRNA 基因和
 

ARGs
 

的去除情况。 结果显示,相较于
 

nZVI+

PS
 

和
 

P-nZVI+PS
 

体系,G-nZVI
 

对
 

PS
 

表现出优异的活化作用,反应
 

30
 

min
 

后,细菌 16S
 

rRNA 基因丰度由
 

1. 56×

106
 

copies·μL- 1降至
 

8. 85×102
 

copies·μL- 1 ,
 

并实现最高的
 

ARGs
 

去除效率。 代谢组学分析发现,黄酮类化合物、二
萜类化合物( C20)和氰苷等可能是有效修饰

 

nZVI
 

的活性化合物。 KEGG
 

功能通路表明,下调代谢产物可能通过改

变分子间作用力、增加颗粒分散度、发挥抗氧化保护能力,实现
 

G-nZVI+PS
 

对细菌 16S
 

rRNA 基因和 aac(6′) -Ib 更

高的去除率。 G-nZVI
 

的特征官能团表征及改性效应相关潜在生物标志物和改性途径研究,为过硫酸盐技术高效

治理
 

ARGs
 

废水污染提供参考。
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Abstract:
  

Antibiotic
 

resistance
 

genes
 

( ARGs)
 

can
 

be
 

encoded
 

in
 

bacterial
 

chromosomes
 

or
 

plasmids
 

to
 

trigger
 

their
 

biochemical
 

de-
fense

 

mechanisms,
 

enabling
 

bacteria
 

to
 

survive
 

in
 

the
 

presence
 

of
 

corresponding
 

antibiotics,
 

posing
 

a
 

threat
 

to
 

public
 

health.
 

This
 

study
 

utilized
 

Plantago
 

asiatica
 

L.
 

and
 

Ginkgo
 

biloba
 

L.
 

leaf
 

as
 

raw
 

materials
 

to
 

synthesize
 

nanoscale
 

zero
 

valent
 

iron
 

modified
 

by
 

Plantago
 

asiatica
 

L.
 

( P-nZVI)
 

and
 

nZVI
 

modified
 

by
 

Ginkgo
 

biloba
 

L.
 

leaf
 

( G-nZVI)
 

through
 

the
 

liquid-phase
 

reduction
 

method.
 

The
 

qPCR
 

technique
 

was
 

employed
 

to
 

investigate
 

the
 

removal
 

efficiency
 

of
 

bacterial16S
 

rRNAgenes
 

and
 

ARGs
 

in
 

river
 

water
 

by
 

activating
 

sodium
 

persulfate
 

( PS)
 

with
 

the
 

modified
 

nanoscale
 

zero
 

valent
 

iron.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

compared
 

to
 

the
 

nZVI+PS
 

and
 

P-nZVI+PS
 

sys-
tems,

 

G-nZVI
 

exhibited
 

superior
 

activation
 

effects
 

on
 

PS.
 

After
 

30
 

minutes
 

of
 

reaction,
 

the
 

bacterial16S
 

rRNA
 

gene
 

abundance
 

de-
creased

 

from
 

1. 56×106
 

copies·μL- 1
 

to
 

8. 85×102
 

copies·μL- 1 ,
 

achieving
 

the
 

highest
 

ARGs
 

removal
 

efficiency.
 

Metabolomic
 

analysis
 

revealed
 

that
 

flavonoids,
 

diterpenoids
 

( C20) ,
 

and
 

cyanogenic
 

glycosides
 

might
 

be
 

the
 

active
 

compounds
 

effectively
 

modifying
 

nZVI.
 

The
 

KEGG
 

functional
 

pathway
 

analysis
 

suggests
 

that
 

the
 

downregulated
 

metabolites
 

may
 

enhance
 

the
 

removal
 

efficiency
 

of
 

G-nZVI+PS
 

on
 

bacterial
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

and
 

aac(6′) -Ib
 

by
 

altering
 

intermolecular
 

forces,
 

increasing
 

particle
 

dispersion,
 

and
 

exerting
 

antioxidant
 

protective
 

capabilities.
 

The
 

characterization
 

of
 

functional
 

groups
 

in
 

G-nZVI
 

and
 

the
 

study
 

of
 

related
 

potential
 

biomarkers
 

and
 

modifica-
tion

 

pathways
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

efficient
 

treatment
 

of
 

ARGs-contaminated
 

wastewater
 

using
 

persulfate
 

technology.
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　 　 为有效治疗细菌等病原体引起的各种疾病并抑

制细菌增殖,抗生素在临床医疗和禽畜养殖等领域

被大量使用。 然而在长期抗生素选择压力下,可能

导致抗生素 抗 性 基 因 ( antibiotic
 

resistance
 

genes,
 

ARGs)的产生。 携带有
 

ARGs
 

的耐药细菌一旦感染

人类,极其容易使人体内原本无抗生素抗性的致病

菌群获得抗性,使原本能消灭致病菌的抗生素药物

无法发挥治疗作用。 世界卫生组织已将抗生素耐药

性确定为全球健康问题的最大威胁之一。 预计到

2050 年,每年将有超过 1
 

000 万人直接死于抗菌素

耐药性 [ 1] 。
此外,抗生素耐药性主要通过 2 种方式传播。

一是通过垂直基因转移实现
 

ARGs
 

从亲代到子代的

传递 [ 2] ;二是通过水平基因转移完成种内甚至种间

的传播 [ 3] 。 细菌间的水平基因转移主要依靠包括

转座子、整合子和质粒的可移动遗传元件进行。 这

些可移动遗传元件可作为
 

ARGs
 

传播的载体 [ 4] ,通
过转化(裸露

 

DNA
 

的摄取) 、转导(使用噬菌体作为

遗传信息的转运体)和接合(携带
 

ARGs
 

的可移动遗

传元件从供体细胞转移到受体细胞)3 种方式传递抗

生素耐药性。 可以确定的是,细菌可以通过转化直接

从水环境中获得游离的
 

ARGs。 意味着常规处理方

法即使可以灭活抗性细菌,也有可能造成
 

ARGs
 

的转

移和增殖。 因此,ARGs
 

在环境中的持久性残留和易

扩散性使其比抗性细菌本身危害更大,去除
 

ARGs
 

对

于控制抗生素耐药性传播具有重要意义。
近年来,一些研究者采用高级氧化工艺来去除

 

ARGs,包括芬顿反应 / 光芬顿反应、光催化氧化反应

和基于硫酸根自由基( SO4
-·) 的高级氧化技术。 芬

顿试剂浓度和
 

pH
 

值是影响抗性细菌失活率和
 

ARGs
 

去除率的重要因素。 Fiorentino
 

等 [ 5] 研究了不

同
 

Fe2+ / H2 O2
 摩尔比下太阳光芬顿法对中性

 

pH
 

二

级出水中多重耐药大肠杆菌的灭活性能,当太阳光

剂量为
 

15 ~ 23
 

kJ·L- 1 时,不同的
 

Fe2+ / H2 O2
 摩尔比

(5 ∶10、10 ∶20、20 ∶40
 

mg·L- 1 ) 均使大肠杆菌完全灭

活。 但这一剂量对于供水设施来说是不切实际的。
Fiorentino

 

等 [ 6] 的另一项研究比较了太阳光 / H2 O2 、
太阳光 / TiO2

 和太阳光 / H2 O2 / TiO2
 对废水中抗氨苄

青霉素、环丙沙星和四环素的大肠杆菌的灭活效果。
结果表明太阳光 / H2 O2 / TiO2

 工艺的灭活效率要高

于太阳光 / H2 O2
 和太阳光 / TiO2

 的灭活效率。 但从

工程学的角度考虑,处理后
 

TiO2
 浆料的分离和再生

仍然是其在工程上全面应用的主要技术障碍。
由过硫酸钠( sodium

 

persulfate,
 

PS)活化产生的

SO4
-·具有高的氧化能力(2. 5 ~ 3. 1

 

V
 

NHE)和较长

的半衰期 ( 30 ~ 40
 

μs) , 是一种很有前途的氧化

剂 [ 7] 。 通常
 

PS
 

的活化方法有很多种,如热、碱、活
性炭、过渡金属、无金属多相活化剂等。 相比之下,
金属离子活化似乎更易应用。 加热和碱是活化

 

PS
 

的有效方法,但其都属于能源密集型方法,因为热活

化
 

PS
 

需要大量的热输入,而碱活化
 

PS
 

后需要将水

的
 

pH
 

值调整到中性条件;活性炭作为吸附剂和活

化剂已被广泛研究 [ 8] ,近年来利用氮掺杂碳材料、
过渡金属负载碳材料等来活化

 

PS
 

的方法受到人们

的关注,然而改性过程中的能耗是不可避免的;Luo
 

等 [ 9] 发现,不同金属活化
 

PS
 

的效果为:
 

PS / Zn>PS /
Fe>PS / MnO2 。 虽然

 

Zn
 

活化
 

PS
 

效果好,但由于
 

Zn
 

对生物体有毒性 [ 10] ,因此暂不考虑
 

Zn
 

的使用;在高

级氧化法中,以铁基 ( Fe2+ ) 材料为催化剂活化
 

PS
 

是可行的、高效的、节能的。 纳米零价铁( nanoscale
 

zero
 

valent
 

iron,
 

nZVI)可以作为
 

Fe2+
 

的缓释源,然而

由于
 

nZVI
 

的粒径小,比表面积大,易团聚,因此具

有一定的应用局限性,此外
 

Fe2+
 

很容易被氧化成
 

Fe3+ ,降低
 

nZVI
 

的活化效率。 提高
 

nZVI
 

表面
 

Fe2+
 

含量或 改 变
 

Fe3+ / Fe2+
 

循 环 性 能, 可 以 显 著 提 高

nZVI 活化
 

PS
 

的性能。
为了克服

 

nZVI
 

具有的高表面强度和活跃内部

磁性,人们采用了许多表面改性技术。 其中利用植

物的不同部分(花、叶、果实和其他部分) 进行表面

涂层改性是当今研究人员感兴趣的领域。 黄酮类化

合物是一种植物多酚,分子结构里的羟基能与
 

Fe2+
 

络合,Fe2+
 

被还原成零价的颗粒时,原本与
 

Fe2+
 

络合

的生物大分子也能覆盖在颗粒表面 [ 11] ,羟基化生物

大分子结构和分子(内) 间的氢键都有助于提升颗

粒分散性。
本研究选取 2 种富含黄酮的植物改性

 

nZVI,通
过实时荧光定量聚合酶链反应( quantitative

 

polymer-
ase

 

chain
 

reaction,
 

qPCR)技术分析改性铁基催化剂

活化
 

PS
 

对河流水中细菌 16S
 

rRNA 基因和
 

ARGs
 

去除情况。 通过傅立叶红外光谱仪 ( fourier
 

trans-
form

 

infrared
 

spectrometer,
 

FTIR)探究植物成分对改

性铁基催化剂反应性的影响。 最后基于代谢组学深

层次分析挖掘与改性效应相关的潜在生物标志物和

改性途径。

1　 材料与方法

1. 1　 材料与试剂
　 　 硼氢化钾 ( KBH4 ) 购自国药化学试剂有限公
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司。 七水合硫酸亚铁( FeSO4·7H2 O) 以及用作氧化

剂和 终 止 剂 的
 

PS ( Na2 S2 O8 ) 和 硫 代 硫 酸 钠

( Na2 S2 O3 )购自麦克林生化有限公司。 所有试剂均

为分析级,未经进一步纯化即可使用。 银杏叶采自

冬季(11 月) 北京工业大学校内落叶。 车前草购自

京东,产地为安徽。 过滤膜( 0. 22
 

μm,Ø
 

50
 

mm) 购

自美国纽约市
 

Pall
 

公司。

1. 2　 nZVI
 

和改性型
 

nZVI
 

的制备
　 　 采用去离子水(18. 2

 

MΩ·cm) 制备溶液。 在室

温下,将
 

0. 267
 

M
 

KBH4 ( 20
 

mL) 溶液逐滴滴加到
 

0. 089
 

M
 

FeSO4·7H2 O ( 20
 

mL) 溶液中制备 nZVI。
为了保证亚铁离子完全还原,根据式( 1) 添加过量

的
 

KBH4 。 合成的
 

nZVI
 

用磁铁收集,用去离子水清

洗 3 次。
Fe2+ +2BH -

4 +6H2 O→Fe0 ↓+2B( OH) 3 +7H2 ↑.

(1)
将

 

30
 

g
 

银杏叶 / 车前草粉末 ( < 0. 3
 

mm) 置于
 

500
 

mL
 

水溶液中,在
 

80 ℃
 

下加热
 

40
 

min,并持续

搅拌,将加热后的溶液在
 

4
 

000
 

rpm
 

条件下离心

10
 

min, 得 到 银 杏 叶 / 车 前 草 提 取 液。 随 后, 将
 

0. 267
 

M
 

KBH4 ( 20
 

mL) 逐滴加入到含有
 

0. 089
 

M
 

FeSO4·7H2O(20
 

mL)和车前草 / 银杏叶提取液(20
 

mL)
的混合物中。 最后,得到

 

0. 089
 

M
 

车前草改性型纳

米零 价 铁 ( nanoscale
 

zero
 

valent
 

iron
 

modified
 

by
 

Plantago
 

asiatica
 

L. ,
 

P-nZVI)和
 

0. 089
 

M
 

银杏叶改

性型
 

nZVI( nZVI
 

modified
 

by
 

Ginkgo
 

biloba
 

L.
 

leaf,
 

G-nZVI) ,并用去离子水洗涤 3 次。

1. 3　 试验过程
1. 3. 1　 P-nZVI

 

和
 

G-nZVI
 

对活化
 

PS
 

去除河水中

细菌 16S
 

rRNA 基因和
 

ARGs
 

效果的影响

　 　 本研究对比了
 

nZVI+PS、P-nZVI+PS
 

和
 

G-nZVI+
PS

 

对河水中细菌 16S
 

rRNA 基因和
 

ARGs
 

的去除效

率。 所有试验均在环境温度( 22 ± 2) ℃ 下进行。 在

含有
 

100 mL
 

河水的烧杯中进行批次试验,向其中加

入
 

0. 1
 

g
 

的
 

nZVI / P-nZVI / G-nZVI
 

和
 

1 g
 

PS
 

以引发

反应。 使用磁力搅拌器以
 

400
 

rpm
 

摇动烧杯。 在设

置的时间间隔使用
 

Na2 S2 O3
 淬灭反应。 反应终止

后,100
 

mL
 

水样立即用
 

0. 22
 

μm
 

膜过滤,用于提取
 

DNA,并进一步通过
 

qPCR
 

定量细菌 16S
 

rRNA 基因

和
 

ARGs
 

的丰度。

1. 3. 2　 目标基因的
 

DNA
 

提取和
 

qPCR
 

分析

将截留了细菌的膜直接剪碎到裂解基质管中,
并依照

 

Fast
 

DNA® SPIN
 

Kit
 

for
 

soil ( Qiagen,
 

CA,
 

USA)试剂盒里的操作规程提取膜样品中的
 

DNA,
提取出的

 

DNA
 

保存在 - 20 ℃
 

条件下,以备后续分

子生物学分析。
采用

 

qPCR
 

法对样品中细菌 16S
 

rRNA 基因丰

度进行绝对定量分析。 用
 

BeyoFastTM-SYBR-Green-
qPCR

 

混 合 物 和 特 异 性 引 物 ( 2X, 低 ROX ) 在
 

MX3005P
 

qPCR
 

仪(安捷伦科技公司,美国) 上测定

样品中细菌 16S
 

rRNA 基因的丰度。 所有样本均一

式 3 份。 反应体系共
 

20
 

μL,其中包括
 

2
 

μL
 

模板
 

DNA、7. 2
 

μL
 

无菌水、0. 4
 

μL
 

各自前后引物和
 

10
 

μL
 

GoTaq®
 

qPCR
 

Master
 

Mix
 

组成。 热循环方案包括初

始阶段
 

95 ℃ 下运行 5
 

min,然后是
 

35
 

个循环(变性

阶段
 

95 ℃ 下运行 30
 

s,引物退火
 

58 ℃ 下运行 30
 

s
 

和延伸
 

72 ℃ 下运行 1
 

min) 。 将携带靶基因的质粒

连续稀释
 

10
 

倍 ( 质粒的最终稀释后浓度梯度为

108 ~ 101 ) ,得到
 

qPCR
 

的校准曲线。 根据标准曲线

算得待测样品中目标基因的绝对丰度。
利用高通量

 

qPCR
 

技术对 aac(6′) -Ib 丰度进行

相 对 定 量 分 析。 高 通 量
 

qPCR
 

通 过
 

Wafergen-
SmarChip

 

实时
 

PCR
 

系统(Wafergen,
 

Fremont,
 

CA)进
行。 每

 

100
 

nL
 

PCR
 

混合物由
 

1×LightCycle
 

480
 

SYBR
 

Green
 

I
 

Master(Roche
 

Applied
 

Sciences,
 

Indianapolis,
 

IN)、2
 

ng·μL-1模板
 

DNA
 

和
 

0. 5
 

μM
 

各自引物组成。
热循环如下进行:在

 

95 ℃
 

下初始预变性
 

10
 

min,然
后进行

 

40
 

个循环( 95 ℃ 下运行 30
 

s,
 

60 ℃ 下运行

30
 

s)。
细菌 16S

 

rRNA 基因和
 

aac( 6′) - Ib( 编码氨基

糖苷类药物的耐药性基因)用于
 

qPCR
 

分析的特异

性引物如表
 

1。
表 1　 qPCR

 

分析用特异性引物及其分类

Table
 

1　 Specific
 

primers
 

and
 

classification
 

for
 

qPCR
 

analysis
基因 前引物(5′-3′) 后引物(5′-3′) 基因分类 机制

16S
 

rRNA GGGTTGCGCTCGTTGC ATGGYTGTCGTCAGCTCGTG 16S
 

rRNA
aac(6′) -Ib CGTCGCCGAGCAACTTG CGGTACCTTGCCTCTCAAACC 氨基糖苷类 灭活

1. 3. 3　 车前草与银杏叶
 

FTIR
 

采集

取适量车前草 / 银杏叶植物粉末( <0. 3
 

mm),置
于样品杯内,样品与溴化钾按照质量比

 

1 ∶100
 

混合摊

平,压实,装样厚度为
 

0. 1
 

cm, 使用
 

FTIR ( Nicolet
 

iS10,
 

Thermo,
 

USA)对光谱宽度为
 

400 ~ 4 000
 

cm-1
 

范

围下的官能团进行分析。
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进一步使用冻干机将
 

nZVI
 

改性前后的样品冻

干,冻干后的样品与溴化钾按照质量比
 

1 ∶ 100
 

混

合,研磨后压成小圆片,进行
 

FTIR
 

测量,以研究样

品改性前后( nZVI
 

和
 

G-nZVI)官能团的变化。
1. 3. 4　 原始的银杏叶提取液以及与

 

nZVI
 

反应后

残留提取液的高分辨率质谱分析

　 　 原始的银杏叶提取液( raw
 

Ginkgo
 

biloba
 

L.
 

leaf
 

extract,
 

RG)以及与
 

nZVI
 

反应后的残余银杏叶提取

液( residual
 

Ginkgo
 

biloba
 

L.
 

leaf
 

extract
 

after
 

reaction
 

with
 

nZVI,
 

AG) 通过台式冻干机 ( 2. 5
 

L
 

Freezone,
 

Labconco,
 

USA)进行冷冻干燥。 50
 

mg
 

银杏叶提取

液冻干后的粉末在
 

400
 

μL
 

超纯水( 含
 

80%
 

甲醇)
中 均 质 化, 并 向 其 中 添 加

 

20
 

μL
 

内 标 物

(0. 3
 

mg·mL- 1 、 L - 2 - 氯苯丙氨酸和乙腈 ) , 研磨

6
 

min,超声 30
 

min( 5 ℃ ,
 

40
 

kHz) 。 然后将 2 种混

合物置于-20 ℃下放置 30
 

min,在 4 ℃ 、转速 13
 

000
 

rcf
条件下离心

 

15
 

min
 

后获得的上清液作为植物样品。
使用三重液相色谱-串联质谱仪分析溶液。 每个样品

制备 6 份。 色谱流动相
 

A
 

和
 

B
 

为
 

0. 1%
 

甲酸水溶液

和含
 

0. 1%
 

甲酸的甲醇 / 异丙醇(1 / 1)。 使用
 

HSS
 

T3
(100

 

mm × 2. 1
 

mm
 

i. d. ,
 

1. 8
 

μm;
 

Waters,
 

Milford,
 

USA)作为色谱柱。 根据
 

Progenesis-QI
 

软件对 2 组

(每组
 

n = 6)的原始数据进行分析,建立数据矩阵。

2　 结果与分析

2. 1　 nZVI、P-nZVI
 

和
 

G-nZVI
 

活化
 

PS
 

去

除细菌 16S
 

rRNA 基因和
 

ARGs
 

能力对比
　 　 原水中细菌 16S

 

rRNA 基因丰度为
 

1. 56 × 106
 

copies·μL- 1(图
 

1a) ,通过
 

nZVI +PS、P-nZVI +PS
 

和

G-nZVI+PS
 

处理
 

10
 

min
 

后,其丰度分别下降到
 

6. 14×
103

 

copies·μL-1 、 4. 57 × 103
 

copies·μL-1 和
 

2. 96 ×
103

 

copies·μL- 1 。 反应
 

30
 

min
 

后,其丰度分别下降

到
 

2. 16× 103
 

copies·μL- 1 、1. 95 × 103
 

copies·μL- 1 和
 

8. 85 × 102
 

copies·μL- 1 。 G-nZVI + PS
 

对 细 菌 16S
 

rRNA 基因的去除率又增加了一个数量级,而
 

nZVI+
PS

 

和
 

P-nZV + PS
 

对细菌 16S
 

rRNA 基因去除率与

10
 

min 相比变化不大。 降解结果表明,以
 

G-nZVI+PS
 

去除细菌 16S
 

rRNA 基因的效果比
 

nZVI+PS
 

和
 

P-nZ-
VI+PS

 

去除细菌 16S
 

rRNA 基因效果高一个数量级,
G-nZVI

 

对
 

PS
 

的活化效率高于
 

nZVI
 

和
 

P-nZVI。
同样,以 aac(6′) - Ib 作为污染物,比较

 

nZVI +
PS、P-nZVI+PS

 

和
 

G-nZVI+PS
 

体系的去除能力。 结

果显示(图
 

1b) ,原水样本中 aac(6′) - Ib 的丰度最

高。 反应
 

30
 

min
 

后,nZVI+PS、P-nZVI+PS
 

和
 

G-nZ-

VI+PS
 

体系均可将 aac(6′) - Ib 的丰度降低到检测

限以下。 然而, G-nZVI + PS
 

体系用最少的时间将

aac(6′) -Ib 丰度降至检测限以下,其次是
 

P-nZVI +
PS

 

体系,再次是
 

nZVI+PS
 

体系。 结果表明
 

G-nZVI
+PS

 

体系对 aac(6′) -Ib 的去除效率最高。
当

 

nZVI
 

与
 

PS
 

反应时,nZVI
 

被认为是
 

Fe2+
 

的

缓释源 [ 12- 13] ,公式如下:

Fe0 + 1
2

O2 +H2 O→Fe2+ +2OH - , (2)

Fe0 +2H2 O→Fe2+ +2OH - +H2 . (3)
由于其表面积大、尺寸小,因此

 

nZVI
 

容易钝化

和团聚 [ 14] 。 此外,nZVI
 

很容易与氧反应,这些氧化

层抑制了
 

nZVI
 

表面的氧化位点活性,并阻止了电

子从
 

nZVI
 

表面转移到
 

PS
 

上。 车前草与银杏叶提

取液能阻止
 

nZVI
 

氧化物的形成,延长
 

Fe2+
 

的有效

释放时间。 但与
 

P-nZVI
 

相比,G-nZVI
 

具有更好的

性能,这可能是由于银杏叶的成分 ( 黄酮类化合物

和其他酚类化合物) 有助于金属离子的稳定,充当

改性剂。 因此,需要对车前草和银杏叶的化学成分

和结构进行进一步的分析与鉴定。

2. 2　 植物改性剂对
 

nZVI
 

表面官能团影响
　 　 通过

 

FTIR
 

分析了车前草和银杏叶的官能团

(图
 

2a) ,显示两者均在
 

3 420
 

cm - 1
 

和
 

1 620
 

cm - 1
 

处

有吸收峰,对应为
 

O—H
 

伸缩振动峰,以及烯烃的
 

C 􀪅􀪅C
 

伸缩振动峰或醛、酮、酰胺类
 

C 􀪅􀪅O
 

伸缩振动

吸收峰。 值得注意的是,银杏叶在
 

2 850
 

cm - 1
 

处,以
及

 

1 550
 

cm - 1
 

和
 

1 520
 

cm - 1
 

处出现独有吸收峰,对应

亚甲基中
 

C-H
 

伸缩振动的吸收峰和多环芳烃的骨

架振动产生的吸收峰,表明银杏叶中可能含有糖类,
酚类,黄酮类、脂肪胺等抗氧化物质。 这些物质涂敷

在
 

nZVI
 

表面可以形成稳定的配合物,并通过静电

排斥和分散活性位点来增加
 

G-nZVI
 

与
 

PS
 

接触的

可及性,从而产生更多的活性氧来提高对目标基因

去除率。 另外,银杏叶在
 

1 060
 

cm - 1
 

处的强吸收峰

表明了 存 在 吡 喃 糖 环, 这 是 多 糖 特 征 吸 收 峰 之

一 [ 15] ,在
 

779
 

cm - 1
 

处有一个较弱的吸收峰表明可能

存在
 

β-糖苷键 [ 16] 。 多糖是生物体内最重要的 4 种

生物大分子之一,其中一些具有生物活性的多糖被

称为活性多糖,活性多糖最具代表性的生物活性有

免疫调节活性、抗氧化活性、抗病毒活性等 [ 17] ,有助

于将
 

Fe3+
 

还原成
 

Fe2+ ,不断释放的
 

Fe2+
 

活化
 

PS
 

产

生
 

SO4
-·及

 

OH·,可提高对目标基因的去除率。 以

上原因可能是造成
 

G-nZVI+PS
 

去除细菌 16S
 

rRNA
基因和 aac(6′) -Ib 性能优于

 

P-nZVI+PS
 

的原因。
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a:0. 1
 

g 的 nZVI / P -nZVI / G-nZVI 和 1g
 

PS 反应对细菌 16S
 

rRNA 基因的去除效果;b:0. 1
 

g 的 nZVI / P -nZVI / G-nZVI 和 1g
 

PS 反应对

aac(6′) -Ib 的去除效果。

图 1　 nZVI+PS、P-nZVI+PS
 

和
 

G-nZVI+PS
 

体系对基因的去除效果

Figure
 

1　 The
 

removal
 

efficiency
 

of
 

genes
 

by
 

nZVI+PS、P-nZVI+PS
 

and
 

G-nZVI+PS
 

systems

a:红黑线分别对应银杏叶和车前草的 FTIR 谱图;b:红黑线分别对应 nZVI 和 G-nZVI 的 FTIR 谱图。

图 2　 光谱宽度为
 

400 ~4
 

000
 

cm -1
 

范围下的 FTIR
 

谱图

Figure
 

2　 FTIR
 

spectrum
 

with
 

a
 

spectral
 

width
 

in
 

the
 

range
 

of
 

400 ~4
 

000
 

cm -1

　 　 另外,通过
 

FTIR
 

分析了
 

nZVI
 

和
 

G-nZVI
 

的官能

团(图
 

2b)。 与
 

nZVI
 

相比,G-nZVI
 

在
 

3 420
 

cm-1
 

处的

峰值变得更宽,且峰的强度大,代表银杏叶提取液中

的多酚物质包裹在
 

nZVI
 

表面。 多酚类含量与
 

G-
nZVI

 

的抗氧化性成正比 [ 18] 。 由此印证
 

G-nZVI+PS
 

对细菌 16S
 

rRNA 基因和 aac(6′) - Ib 具有高去除率

的原因。 同样,与
 

nZVI
 

相比,G-nZVI
 

在
 

1 630
 

cm-1
 

和
 

1 380
 

cm - 1
 

处的峰值变得更宽,且峰的强度大,这是

由于银杏叶提取液中不饱和烯烃
 

C = C
 

官能团和多

环芳烃的骨架振动引起的。
另外,G-nZVI

 

的
 

FTIR
 

图谱出现了新的条带,分

别为在
 

2 920
 

cm-1、1 340
 

cm-1、1 257
 

cm - 1
 

和
 

1 030
 

cm - 1
 

处对应-CH2
 官能团、 - CH3

 官能团、C = O
 

官能团和
 

C-N
 

官能团的存在,可以推测这些物质可能归属于
 

C
 

链,如树脂、油和烷基化合物 [ 19] 。 G-nZVI
 

的
 

FTIR
 

显示有这些官能团,表明银杏叶提取液的生物组分

成功包裹在
 

nZVI
 

的表面。

2. 3　 G-nZVI
 

制备前后银杏叶提取液的代谢

组学分析和潜在的生物标记物分析
2. 3. 1　 G-nZVI

 

制备前后银杏叶提取液代谢物的变化

　 　 研究采用
 

LC-MS
 

技术进行非靶向代谢组学分

析,对
 

G-nZVI
 

制备前后银杏叶提取液代谢物的变
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化进行数据处理(图 3a) ,包括改性前组(Ginkgo
 

bi-
loba

 

L.
 

leaf
 

extract
 

before
 

preparation
 

of
 

G-nZVI,
GBG)和改性后组(Ginkgo

 

biloba
 

L.
 

leaf
 

extract
 

after
 

preparation
 

of
 

G-nZVI,GAG) 。 预处理后,阳 / 阴离子

模式分别鉴定出
 

5
 

247
 

和
 

5
 

406
 

个峰。
Upset

 

图是用于多组差异的统计工具,可以看

出不同组样本之间的相似度和差异程度。 从图
 

3b
可知,本实验对

 

GBG
 

组和
 

GAG
 

组 2 个实验组特有

和共有代谢物进行分析,去除该组内样本缺失值≥

50%的代谢物后,制成
 

Upset
 

图。 结果显示,阳离子

模式下,GBG
 

组共鉴定出
 

486
 

个代谢物,其中特有

代谢物
 

145
 

个,其似乎参与了
 

nZVI
 

的改性。 GAG
 

组共鉴定出
 

368
 

个代谢物,其中特有代谢物
 

27
 

个。
2

 

个样本共有
 

341
 

个代谢物。 同样,阴离子模式下,
GBG

 

组共鉴定出
 

453
 

个代谢物,其中特有代谢物
 

163
 

个,其可能参与了
 

nZVI
 

的改性。 GAG
 

组共鉴定

出
 

305
 

个代谢物,其中特有代谢物
 

15
 

个。 2
 

个样本共

有
 

290
 

个代谢物。

a:阳离子模式;b:阴离子模式。

图 3　 GBG
 

和
 

GAG
 

组别中所共有和特有的代谢物数目 Upset 图
Figure

 

3　 Upset
 

modeling
 

of
 

the
 

identified
 

common
 

and
 

unique
 

metabolites
 

including
 

GBG
 

and
 

GAG
 

samples
 

analysis

2. 3. 2　 差异代谢物鉴定及
 

KEGG
 

注释和分析

VIP(图
 

4)展示差异组中代谢物在各样本中的

表达模式和代谢物在多元统计分析的
 

VIP
 

值和单

维统计中的
 

P
 

值,从而直观的看出差异代谢物的重

要性和表达量趋势变化。
制备

 

G-nZVI
 

后,GBG
 

和
 

GAG
 

间的代谢物差异

明显。 说明
 

nZVI
 

与银杏叶提取液相互作用后,银

杏叶提取液的代谢物发生了明显的变化,并可能转

化为可测量的代谢物水平变化。 根据
 

OPLS-DA
 

模

型的加权系数,使用
 

VIP
 

评分对
 

GBG
 

和
 

GAG
 

组的

代谢产物鉴别贡献进行排序。 纵坐标是代谢物名

称,横坐标是代谢物对应的
 

VIP
 

值,右边的色块分

别代表
 

GBG
 

和
 

GAG
 

组,灰色代表代谢物在该组中

表达量高,黄色代表代谢物表达量低。 结果显示,类

固醇和类固醇衍生品( Ganosporelactone
 

A) 、类黄酮

( Prodelphinidin
 

A1 和 Epicatechin) 、酮类 ( Muramic
 

acid) 、羧酸和衍生品 ( N-Acetylaminooctanoic
 

acid) 、
糖脂类( Gingerglycolipid

 

C) 显著下调。 通过上述分

析得到的差异代谢物具有一定的修饰功能。 其中,
飞燕草素( Prodelphinidin

 

A1)被报道 [ 20] 为具有抗氧

化活性物质。 此外, 表儿茶素 ( Epicatechin ) 被报

道 [ 21] 为可显著增加黄酮类化合物的积累。 因此,银
杏叶提取液中显著差异代谢物可能将

 

Fe3+
 

还原成
 

Fe2+ 。 改变
 

Fe3+ / Fe2+
 

循环性能,即提高
 

nZVI
 

表面
 

Fe2+
 

含量,可以显著提高
 

G-nZVI
 

活化
 

PS
 

的性能,成
为提高

 

G-nZVI+PS
 

去除细菌 16S
 

rRNA 基因和
 

aac
(6′) -Ib

 

效率的最重要贡献者。
为了解下调差异代谢物的分类情况以及主要参
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与的生化代谢途径和信号转导途径,对鉴定到具有

分类信息的代谢物,基于
 

KEGG
 

数据库进行分类注

释(图
 

5) 。 结果显示,下调差异代谢物主要为黄酮

类化合物、二萜类化合物( C20)和氰苷等,属于黄酮

类、萜烯类、氨基酸类化合物。 Zhang
 

等 [ 22] 发现激

活黄酮类化合物可以通过谷胱甘肽-抗坏血酸途径

显著改变代谢,维持抗氧化防御系统。 此外,Ahmad
 

等 [ 23] 首次证明了从天然植物乌头中分离得到的二

萜类生物碱具有显著的抗氧化和抗胆碱酯酶活性。
这些抗氧化生物组分包覆在

 

G-nZVI
 

表面还可以保

护颗粒,使其不与水或氧气反应,阻止
 

nZVI
 

氧化物

的形成,延长
 

Fe2+
 

的有效释放时间。 这些结果表

明,黄酮类化合物、二萜类化合物( C20)和氰苷可能

是改性
 

nZVI
 

的活性成分。

图 4　 GBG
 

和
 

GAG
 

中代谢物投影评分的可变重要性

Figure
 

4　 Variable
 

importance
 

in
 

projection
 

(VIP)
 

scores
 

of
 

metabolites
 

in
 

GBG
 

and
 

GAG

图 5　 差异代谢物的化合物分类图

Figure
 

5　 Compound
 

classifications
 

of
 

differential
 

metabolites
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2. 3. 3　 基于
 

KEGG
 

数据库的功能通路分析

明确下调代谢产物的修饰作用后,为了进一步

了解银杏叶提取液对
 

nZVI
 

的改性作用,对下调代

谢产物的功能通路进行了分析。 下调的代谢物主要

参与类黄酮生物合成、单萜生物合成、氨基酸生物合

成、类固醇生物合成等功能通路。 黄酮类是一种多

羟基化的生物大分子,由于其独特的分子结构和分

子内(间)氢键,能使覆盖在颗粒表面的多羟基化生

物大分子克服颗粒之间的范德华力和磁吸引力,对
颗粒起分散剂的作用 [ 24] ,颗粒的分散度提高有利于

与细菌 16S
 

rRNA 基因和
 

aac( 6′) - Ib
 

接触得更充

分,实现对细菌 16S
 

rRNA 基因和
 

aac( 6′) - Ib
 

更高

的去除率。 此外也有研究 [ 25] 发现,氨基酸生物合成

通路中的脯氨酸能够通过其含量的积累及与可溶性

糖等物质间的相互作用来发挥其抗氧化保护能力,
从而实现对细菌 16S

 

rRNA 基因和
 

aac(6′) -Ib
 

更高

的去除率。

3　 讨论与结论

　 　 G-nZVI+PS
 

体系对细菌 16S
 

rRNA 基因和 aac
(6′) -Ib 具有良好的去除性能,这是由于银杏叶提

取液中糖类,酚类,黄酮类、脂肪胺、二萜类生物碱等

抗氧化物质主要通过参与类黄酮生物合成、单萜生

物合成、氨基酸生物合成、类固醇生物合成等功能通

路涂敷在
 

G-nZVI
 

表面形成稳定的配合物。 首先,
配合物中的抗氧化活性成分有助于将

 

Fe3+
 

还原成
 

Fe2+ ,不断释放的
 

Fe2+
 

活化
 

PS
 

产生更多的自由基。
其次,配合物通过静电排斥和空间排斥来分散稳定

 

G-nZVI
 

粒子,从而减少粒子团聚,提高金属纳米粒

子的利用性,提供了更多的
 

Fe2+
 

来活化
 

PS
 

提高系

统中自由基的生成,这对于有效去除污染物非常重

要。 再次,nZVI
 

很容易与氧反应,这些氧化层抑制

了
 

nZVI
 

表面的氧化位点活性,并阻止了电子从
 

nZ-
VI

 

表面转移到
 

PS
 

上。 因此,富含萜类生物组分的

配合物包覆在
 

G-nZVI
 

表面可以保护颗粒,使其不

与水或氧气反应,阻止
 

nZVI
 

氧化物的形成,延长
 

Fe2+
 

的有效释放时间。 这些结果表明,黄酮类化合

物、二萜类化合物( C20) 、氰苷等抗氧化活性组分可

能是改性
 

nZVI
 

的活性成分。 基于以上原因,G-nZ-
VI+PS

 

体系将产生更多的活性氧来提高对目标基因

去除。 但本研究对于一些具体的反应细节和中间产

物的鉴定仍不够明确,接下来,作者将进一步深化研

究
 

PS
 

被活化后产生的自由基与
 

ARGs
 

的具体作用

方式、基因片段的断裂和降解路径等方面的内容。
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