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摘要：异养硝化―好氧反硝化（heterotrophic nitrification-aerobic denitrification, HN-AD）脱氮技术可在好氧条件下同

步实现硝化/反硝化过程，在海水养殖废水生物脱氮处理中具有巨大应用潜力。梳理海水环境中HN-AD菌的分离筛

选研究进展，结合关键功能基因和酶系分析了HN-AD脱氮途径与机制，归纳了碳源、碳氮比、溶解氧、氮源、温度、pH

以及新型污染物等主要环境因子对HN-AD菌脱氮效果的影响。今后需进一步通过常规和分子生物学手段获得高

效脱氮菌株，借助多组学手段阐明脱氮途径与机制，厘清环境因素影响HN-AD菌的分子生物机制以获得最优工艺

参数。
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21世纪以来，海水养殖业由早期的粗放式养殖

模式逐渐向高密度、集约化方向转变（张志强等 ,
2020）。在新型海水养殖系统中，氮浓度控制对于养

殖生物和环境保护尤为重要（Huang et al,2020；马洪

婧等,2022）。现有氮去除工艺几乎均依托传统的生

物脱氮理论，即氨氮（NH4
+-N）在好氧条件自养硝化

细菌作用下先生成亚硝酸盐氮（NO2
--N）、硝酸盐氮

（NO3
--N），接着在缺氧或兼性厌氧条件下进行反硝

化将氮从水体中去除（Yan et al,2022）。由于硝化和

反硝化2个过程对有机底物和溶解氧（DO）的需求截

然不同，除氮必须分段进行，工艺操作复杂，反应耗

时且成本高（Zhang et al,2017）。
异养硝化―好氧反硝化（heterotrophic nitrifica⁃

tion-aerobic denitrification, HN-AD）菌是近年来发现

的新型生物脱氮菌，可在单一反应器内有氧条件下利

用有机碳实现同步硝化/反硝化过程，将NH4
+-N转化

为含氮气体排出，且几乎没有中间产物积累，成为生

物脱氮领域的研究热点（Chen & Ni,2011；Chen et al,

2016）。HN-AD菌为高DO的水产养殖水体在有氧条

件下有效脱氮提供了一种崭新的思路。苏兆鹏等

（2021）从海水养殖水体中分离出 1 株 HN-AD 菌

Halomonas sp. GJWA3，该 菌 株 分 别 以 NH4
+-N、

NO2
--N和NO3

--N为唯一氮源，48 h氮去除率分别为

96.44%、99.42%和78.27%，氮平衡结果表明该菌株能

够去除水体中大部分无机氮。成钰等（2016）从刺参

养殖环境中分离筛选出1株具有较强HN-AD能力的

花津滩芽孢杆菌（Bacillus hwajinpoensis）SLWX2，24 h
对 NH4

+-N、NO2
--N和 NO3

--N的去除率分别达到

100%、99.5%和85.6%。HN-AD菌在海水养殖废水脱

氮处理中展现出巨大的应用潜力。

盐度可以抑制脱氮菌的酶活性并影响其生长代

谢（Li et al,2018），导致菌株脱氮能力下降，来自淡水

等环境的菌株处理海水等高盐度废水无法有效发挥

作用（Uygur & Kargi,2004；Duan et al,2015）。目前，

关于海水HN-AD菌的研究逐渐增多（Liu et al,2019；
Zhao et al,2019；Zhang et al,2020a），但该类菌系统性

的综述研究鲜见报道。本文从海水HN-AD菌的分

离筛选、脱氮途径及机制、脱氮影响因素等方面评述

近年研究成果，并对今后研究方向进行展望，以期为

海水养殖水处理工程实际应用提供参考。

1 海水环境中HN-AD菌的分离筛选

目前，对HN-AD菌的研究还处于实验室阶段，

虽然一些菌株在反应器中表现出良好的脱氮效果，
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但尚未达到实际应用水平，主要原因是缺乏有效的

菌株资源（Song et al,2021）。人工及自然环境中均

能分离得到HN-AD菌，除少数归类为真菌外，大多

为细菌（Yao et al,2020）。近年来，研究人员利用不

同培养基并在不同筛选条件下不断从海水环境中

分离出 HN-AD 菌株 ，已发现的有盐单胞菌属

Halomonas sp.（苏兆鹏等 ,2021）、假单胞菌属 Pseu⁃
domonas sp.（Zhang et al,2020a）、海洋杆菌属Marino⁃
bacter sp.（Zheng et al,2012）、芽孢杆菌属Bacillus sp.
（Barman et al,2017）、发光杆菌属Photobacterium sp.
（Liu et al,2019）、克雷伯氏菌属 Klebsiella sp.（孙庆

花等 ,2016）、弧菌属 Vibrio sp.（Duan et al,2015）、节
杆菌属 Arthrobacter sp.（Zhang et al,2020b）、卓贝尔

氏菌属Zobellella sp.（白洁等,2018）、副球菌属Para⁃
coccus sp.（Zhang et al,2015）等。这些菌大多为革兰

氏阴性菌，也有少数为革兰氏阳性菌（成钰等,2016；
Zhang et al,2020b）。培养基的成分主要包括无机铵盐、

亚硝酸盐或者硝酸盐、碳源以及微量元素等，表 1
列出了部分培养基成分及筛选条件。Yao等（2013）
发现使用添加硝酸盐的培养基可以有效富集好氧

反硝化菌。由于反硝化过程产碱，可以使用添加溴

百里酚蓝（bromothymol blue，BTB）的固体培养基，

对遇碱变蓝色的菌株进行初筛（Chen et al,2016）。
另外，HN-AD 菌在好氧条件下可同时利用 O2 和

NO3
-，在厌氧条件下可利用NO3

-作为电子受体。根

据这一特征，采用间歇曝气法频繁切换好氧、厌氧

环境有利于其成为优势菌种，提高筛选效率（Huang
et al,2013）。目前，尝试从不同环境介质、使用不同

培养基和筛选方法得到高性能HN-AD菌是主要的

研究方向。

菌株

Bacillus litoralis N31

Halomonas sp. GJWA3

Photobacterium sp.
NNA4

Pseudomonas bau-
zanensis DN13-1

Zobellella sp. B307

来源

对虾养殖水体

对虾养殖水体

海水循环水养殖系统

海洋沉积物

胶州湾沉积物

培养基/L

琥珀酸钠 6.5 g, (NH4)2SO4 0.25 g, K2HPO4∙3H2O 1.5 g,
KH2PO4 0.45 g, MgSO4∙7H2O 0.05 g, FeSO4∙7H2O 0.01 g, Mn-

SO4∙4H2O 0.01 g, NaCl 30 g, 琼脂 20 g

富集培养基：葡萄糖 0.3ｇ, 乙酸钠 0.5 g, NaNO2 0.1 g,
K2HPO4∙3H2O 0.05 g, MgSO4∙7H2O 0.5 g, Fe3PO4∙4H2O 0.01 g,

过滤海水

筛选培养基：葡萄糖 0.15 g, 乙酸钠 0.25 g, NaNO2 0.05 g,
K2HPO4∙3H2O 0.05 g, 过滤海水, 琼脂

(NH4)2SO4 1.0 g, 酵母提取物 2.5 g, 胰蛋白胨5.0 g, 人工海水

琥珀酸钠 2.5 g, 二水合柠檬酸钠 2.5 g, K2HPO4 1.0 g, MgSO4∙
7H2O 0.2 g, NaNO2 1.0 g, KNO3 2.0 g, 微量元素溶液 2 mL, 混

合碳源溶液 10 mL

富集培养基：NaCl 5 g, 酵母膏 5 g, 胰蛋白胨 10 g
筛选培养基：NaCl 5 g, KH2PO4 1.5 g, MgSO4∙7H2O 0.01 g,
Na2HPO4 7.9 g, 柠檬酸钠 5.96 g, NaNO3 0.4268 g, NH4Cl

0.2686 g, 微量元素溶液2 mL, 去离子水

筛选条件

28℃
160 r/m

28℃
160 r/m

30℃
140 r/m

28℃
180 r/m

/

文献

Huang et al,
2020

苏兆鹏等,2021

Liu et al,2019

Zhang et al,
2020a

白洁等,2018

表1 部分海水HN-AD菌筛选培养基及筛选条件

Tab.1 Screening media and conditions for selected marine heterotrophic
nitrification-aerobic denitrification bacteria

2 HN-AD菌脱氮途径、机制及相关酶

HN-AD菌的不确定代谢机制也限制了其实际

应用。HN-AD菌种属繁多，不同菌株脱氮过程的催

化酶系及其编码基因各不相同，氮代谢过程复杂，环

境条件也会影响菌株脱氮性能（Song et al,2021），再
加上目前研究方法的局限性，导致对其脱氮途径和

机制尚不十分清晰，这也是HN-AD菌基础研究和应

用面临的主要挑战（Yan et al,2022）。
2.1 氮代谢途径

大多数研究是通过HN-AD菌的代谢产物、菌株

生长来推测脱氮途径。HN-AD菌可通过同化作用

将无机氮（NH4
+-N、NO2

--N、NO3
--N）转化为生长所

必需的细胞内氮（生物量氮），以及通过异化作用将

无机氮转化为含氮气体（NO、N2O、N2）（Zhang et al,
2020a ；Cao et al,2022），通过研究氮平衡来推测同化

与异化作用对脱氮的贡献率。

同化作用对脱氮的贡献不可忽视（图1）。Zhang
等（2020a）从海洋沉积物分离的 Pseudomonas bau⁃
zanensis DN13-1在以NO3

--N为唯一氮源脱氮过程

中，发现有 39.38%的总氮（TN）被转化为细胞内氮，

21.88%的TN可能被转化为气态氮从培养基中脱除；

比起异化作用，DN13-1更多地利用同化作用来转化

无机氮。Duan 等（2015）分离的 Vibrio diabolicus
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SF16，氮平衡表明有 35.83% NH4
+-N转化为生物量

氮。而H. GJWA3在不同氮源培养基中将无机氮

转化为气态氮的比例均高于对氮的同化率，说

明 H. GJWA3具有显著的反硝化能力（苏兆鹏等，

2021）。细菌死亡后分解产生新的含氮化合物（He
et al,2016），这些生物量氮又回到环境中，可能导

致脱氮效果受到影响。Huang等（2020）用初始浓

度20 mg/L的NH4
+-N作为唯一氮源，混合培养25株

分离自海水养虾池的 HN-AD 菌群，8~32 h期间，

因死亡细胞的分解，NH4
+-N浓度从 7.0 mg/L上升

到 9.0 mg/L。可见，分离筛选出合成气态氮转化率高

而生物量氮少的菌株可能更有益于提高总氮的去除

率。但Hu等（2014）认为，这些生物量氮可以丰富养

殖动物的食物蛋白源，并以此减少含氮温室气体的排放。

AMO，氨单加氧酶；HAO，羟胺氧化还原酶；POD，丙酮肟双加

氧酶；NXR，亚硝酸盐氧化还原酶；NAP，周质硝酸盐还原酶；NAR，

膜内硝酸盐还原酶；NIR，亚硝酸盐还原酶；NOR，一氧化氮还原酶；

NOS，一氧化二氮还原酶

图1 HN-AD菌脱氮途径及相关酶

AMO, ammonia monooxygenase；HAO, hydroxylamine oxidore-
ductase；POD, pyruvic oxime dioxygenase；NXR, nitrite oxidoreduc-
tase；NAP, periplasmic nitrate reductase; NAR, membrane-bound ni-
trate reductase；NIR, nitrite reductase；NOR, nitric oxide reductase；
NOS, nitrous oxide reductase

Fig.1 Pathway and related enzymes for HN-AD
bacterial removal of nitrogen

异化作用中HN-AD菌将无机氮转化为气态氮

而脱除，对水处理反应器脱氮起主要作用（图1）。目

前普遍接受的脱氮途径有2个：①完全HN-AD通路

（Kuenen & Robertson,1994；Richardson et al,1998）；
②羟胺氧化通路（Liu et al,2019；Yan et al,2022）。此

外，HN-AD过程还会伴随短程硝化―反硝化、厌氧

氨氧化、硝酸盐异化还原为铵等，需要进行全面和深

入的研究。

NH4
+→NH2OH→NO2

-→NO3
-→NO2

-→NO→
N2O→N2 ①

NH4
+→NH2OH→(NO、N2O、N2) ②

通路①中，在好氧条件下，NH4
+-N经硝化过程

转化为 NO2
--N、NO3

--N 后，再经反硝化过程将

NO3
--N转化为含氮气体。反硝化过程中有机碳作

为电子供体，NO3
-(NO2

-)和O2可同时作为电子受体

（Huang et al,2013），菌株通过电子传递过程获得能

量。Zhang等（2020b）从海水养殖系统分离出Arthro⁃
bacter sp. HHEP5，利用基因组DNA为模板，成功扩

增出基因 amoA、hao、napA、narG、nirS、nosZ，并结合

菌株的脱氮性能提出 HHEP5 的脱氮途径遵循通

路①。白洁等（2018）从胶州湾海底沉积物中分离到

的 Zobellella sp. B307，通过代谢产物的变化推测其

脱氮途径遵循通路①。通路①解决了传统硝化/反硝

化因为碳源、氧气需求的差异不能在同一空间进行

的问题。对于富氧的水产养殖水处理具有巨大优

势。但是如何稳定反应过程，避免中间产物积累还

需要深入探索。

通路②中NH4
+-N氧化为羟胺后被直接转化为

含氮气体。Liu等（2019）从海水循环水养殖系统分

离的Photobacterium sp. NNA4在好氧条件下羟胺氧

化还原酶（hydroxylamine oxidoreductase，HAO）比活

力为 0.009 U/mg，可耐受 10 mmol/L羟胺，并可高效

地将羟胺直接转化为N2O。菌株y6（王骁静等,2017）
以NH4Cl为唯一碳源脱氮过程中，没有NO2

--N和

NO3
--N的积累，推测遵循通路②。该通路优点是不

产生NO3
--N以及对水产动物毒害较大的NO2

--N，

可提升反应效率且不需要外源碳从而降低运行成本

（Yan et al,2022）。羟胺是硝化过程的关键中间产物，

对微生物具有毒害作用（Ouyang et al,2020），快速去

除羟胺对于提高脱氮效率有重要意义。

2.2 氮代谢相关酶

随着分子生物学技术的发展，在基因水平研究

HN-AD过程中涉及到的相关酶学及分子生物学也

成为近年来研究的热点之一。已发现的HN-AD菌

脱氮过程可能涉及的酶主要有：氨单加氧酶AMO、

羟胺氧化还原酶HAO、丙酮肟双加氧酶POD、亚硝酸

盐氧化还原酶NXR、硝酸盐还原酶NAP/NAR、亚硝

酸盐还原酶NIR、一氧化氮还原酶NOR、一氧化二氮

还原酶NOS等（Tsujino et al,2017；Liu et al,2018；Hol⁃
mes et al,2019；Song et al,2021；Xi et al,2022）。

AMO（amo基因编码）催化游离氨转化为羟胺

（Mevel & Prieur,2000），是硝化过程的第一步也是重

要的一步，amo被认为是好氧氨氧化的标志基因

（Dionisi et al,2002）。HAO（hao基因编码）是 1种具

有多种催化功能的酶，除了可以将羟胺转化成亚硝

酸盐，近年的研究表明，其也与羟胺转化为NO、N2O
密切相关（Holmes et al,2019；Liu et al,2019）。POD
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（pod基因编码）是羟胺转化为亚硝酸盐的另一种酶

（Tsujino et al,2017），探究羟胺氧化途径时通常对这

2种酶进行研究。NAP（nap基因编码）和NAR（nar基
因编码）是可以将NO3

--N还原为NO2
--N的2种酶。

在好氧条件下，nap占主导地位，nar受到抑制（Holm⁃
es et al, 2019）。NIR（nirS、nirK 基因编码）可催化

NO2
--N还原为NO，nirS和nirK通常不同时存在于同

一菌株。有研究发现，与 nirK相比，nirS在反硝化过

程中发挥的作用更大（Sun et al,2018），特别在水产养

殖中，亚硝酸盐对养殖动物毒害比较严重，研究NO2
--

N的转化意义重大。NOR（nor基因编码）可催化NO
还原为N2O，NOS（nos基因编码）可催化N2O还原为N2。

其中，NOR活性较强，NO不容易积累（Fujiwara & Fu⁃
kumori,1996），而NOS对氧气敏感，DO的控制对于温

室气体N2O的转化至关重要（Matsuzaka et al,2003）。
HN-AD过程中酶的活性（基因表达）通常是通过添加

特定的氮底物来测定，而这种分析方法并不适用于不

确定特性或未知的酶（基因）（Xi et al,2022）。
虽然HN-AD菌在有氧条件下有许多共同的性

状，但由于其系统发育的多样性和生理上的差异，它

们在污水处理中的功能尚不明晰（Xi et al,2022）。总

结现有研究发现，对于HN-AD过程的分子生物学研

究主要集中在代谢相关酶和基因的功能及结构方

面，关于细胞内电子传递机制、酶分子动力学等方面

的研究极为有限。到目前为止，还没有 1株HN-AD
菌可以通过多组学方法解读普遍的分子信息（Xi et
al,2022）。大多研究通过传统分子生物学方法，如聚

合酶链式反应（PCR）来确定细菌种类和脱氮基因，但

PCR不能全面反映氮转化过程中的微生物结构和功

能的变化（Yang et al,2021）。另外，HN-AD过程有

些功能基因或同源基因仍然未知（Zhang et al,
2020a）。未来，应通过基因组学、转录组学、蛋白组

学、代谢组学以及同位素技术的联合分析，全面解读

HN-AD菌脱氮途径和机理。

3 HN-AD脱氮的影响因素

适合的生长条件是水处理微生物发挥作用的重

要因素。为了获得适合实际应用的菌株，需要探索

HN-AD菌生长和代谢的影响因素。碳源、碳氮比

（C/N）、溶解氧（DO）、温度、氮源和 pH是HN-AD菌

的主要影响因素（表2）。
3.1 碳源

脱氮过程中，有机碳源为HN-AD菌提供必需

的能源和反硝化反应的电子，是HN-AD过程必不

可少的关键因素。碳源的类型和含量都会对HN-
AD速率产生显著的影响（Obaja et al,2005）。
3.1.1 碳源类型 目前，常用的碳源多为可溶性碳

源，如葡萄糖（Barman et al,2017）、琥珀酸钠（Liu et
al,2019）、柠檬酸钠（王骁静等,2017）、乙酸钠（Pan et
al,2020）等。HN-AD菌作为异养菌，必须依赖有机

碳进行细胞大分子的生物合成和能量生产（Xia et
al,2020）。王骁静等（2017）等从胶州湾海底沉积物

中分离筛选出 1株克雷伯氏菌属（Klebsiella sp.）y6，
使用琥珀酸钠、柠檬酸钠为唯一碳源时NH4

+-N去

除率都高于 92%。菌株V. SF16（Duan et al,2015）使
用乙酸钠、葡萄糖、琥珀酸钠、蔗糖为唯一碳源，

NH4
+-N 去除率均在 88% 以上，使用柠檬酸钠时

NH4
+-N 去除率只有 40% 左右，而柠檬酸钠却是

Klebsiella sp.y5（孙庆花等,2016）的最适碳源。琥珀

酸钠、柠檬酸钠等分子量小、化学结构简单易于菌

株利用（Xia et al,2020）。也有报道，琥珀酸、柠檬酸

是三羧酸的中间体，可直接进入三羧酸循环供微生

物利用（Borrero-de et al,2017；Xia et al,2020）。葡萄

糖可支持芽孢杆菌属（Bacillus sp.）高效脱氮（Zhao
et al,2019），可见，不同菌株对碳源有不同的偏好。

碳源投加不足会导致脱氮不彻底，而投加过量

会造成出水 COD（chemical oxygen demand，化学需

氧量）过高等二次污染。因此，需要复杂的检测和

控制系统。此外，一些液态碳源，如甲醇、乙醇，由

于其毒性和可燃性，在储存、运输和使用过程中会

带来安全风险（Zhang et al,2017）。相比之下，生物

可降解聚合物（Biodegradable Polymers，BDPs）可同

时作为细菌生长的载体和碳源，具有释碳稳定、无

需反复添加、易于控制等优点，在近几年吸引了大

量学者的关注（Lopardo & Urakawa,2019），但因其经

济成本高等原因还处在实验室研究阶段。目前，寻

找适用于海水养殖污水处理的经济有效、稳定缓释

的碳源是HN-AD方法应用于水产养殖面临的巨大

挑战。

3.1.2 碳氮比 针对发现的新HN-AD菌，研究碳氮

比（C/N）对脱氮性能的影响十分重要。C/N过低，菌

株因营养供应不足生长会受到抑制（Yang et al,
2019a），同时，因缺乏电子供体而导致反硝化不彻底

（Zhao et al,2010）；C/N过高也会抑制脱氮速率、造成

出水二次污染且浪费资源（Xia et al,2020）。应根据菌

株生理生态特征和环境因素选择适当的C/N。从目前

海水HN-AD的研究结果来看，大多数菌株的最适C/N
在 10以上，只有少数菌株在 10以下（表 2）。菌株
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V. SF16在C/N为10时NH4
+-N去除率达到最大值93%。

菌株H. GJWA3（苏兆鹏等,2021）利用葡萄糖作为碳

源，C/N大于10 时，NH4
+-N和NO2

--N的去除率接近

100%。而随着C/N从 10逐渐降低，氮的去除率也呈

现不断下降的趋势，当C/N为0时，菌株对NH4
+-N和

NO2
--N的去除率也降为 0。Huang等（2017）从对虾

海水养殖池塘分离出的海滨芽孢杆菌（Bacillus lito⁃
ralis）N31，使用乙酸钠为碳源，C/N为5~20时NH4

+-N

去除率均稳定保持在 90%左右，相比于H. GJWA3
（苏兆鹏等,2021）具有更宽泛的C/N耐受性。

然而，水产养殖水体 C/N较低，通常只有 2~3
（Schneider et al,2006），不足以维持HN-AD过程，碳

源不足是导致海水养殖废水脱氮不彻底的主要原因

（郑冰冰等,2020）。额外添加碳源会增加水处理的成

本，筛选或驯化出低C/N的HN-AD菌是生物脱氮的

一个重要方向。

菌株

Bacillus litoralis N31

Halomonas sp. GJWA3

Bacillus hwajinpoensis SL-

WX2

Vibrio diabolicus SF16

Photobacterium sp. NNA4

Pseudomonas bauzanensis

DN13-1

Arthrobacter sp. HHEP5

Zobellella sp. B307

来源

对虾养殖水体

对虾海水养殖水体

刺参养殖池塘

海洋沉积物

海水循环水养殖系统

海洋沉积物

海水养殖废水

胶州湾沉积物

最适脱氮条件

30℃

C/N：5~20

盐度：30~40

pH：7.5~8.5

25~35℃

C/N：10~20

盐度：24~40

pH：7.0~8.5

30℃

C/N：25

盐度：25

pH：8.0

乙酸钠

C/N：10
盐度：10~50
pH：7.5~9.5

30~37℃

琥珀酸钠

C/N>10

盐度：10~40

DO：5.89 mg·L-1

pH：7.0~8.0

/

/

35~40℃

琥珀酸钠

C/N：5

盐度：10~50

pH：9

氮源（初始浓度/mg·L-1）

NH4
+-N（20）

NO2
--N（20）

NO3
--N（20）

NH4
+-N（10）

NO2
--N（10）

NO3
--N（10）

NH4
+-N（1.65）

NO2
--N（1.65）

NO3
--N（1.65）

NH4
+-N（119.77）

/

NO3
--N（136.43）

NH4
+-N（140）

NO2
--N（139）

NO3
--N（57）

NH4
+-N（140.06）

NO2
--N（147.12）

NO3
--N（144.86）

NH4
+-N（20）

NO2
--N（20）

NO3
--N（20）

（NH4
+-N+NO3

--N）（77.59）

/

NO3
--N（76.42）

氮去除率

86.3%
89.3%
89.4%

96.44%

99.42%

78.27%

100%

99.5%

85.6%

91.82%

/

99.71%

12.5 mg·L-1·h-1

4.5 mg·L-1·h-1

16.4 mg·L-1·h-1

100%
98.82%
65.87%

99.87%

100%

99.37%

98.35%

/

99.75%

文献

Huang et al,2017

苏兆鹏等,2021

成钰等,2016

Duan et al,2015

Liu et al,2019

Zhang et al,2020a

Zhang et al,2020b

白洁等,2018

表2 部分海水HN-AD菌最适脱氮条件及氮去除率

Tab.2 Optimum denitrification conditions and nitrogen removal rate of some marine heterotrophic
nitrification-aerobic denitrification bacteria
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3.2 溶解氧

溶解氧（DO）是影响HN-AD的又一个重要因

素。水产养殖用水通常具有较高DO浓度，HN-AD
菌虽然具有一定的DO耐受性，但亚硝酸盐还原酶对

O2敏感，高浓度 DO 可能会导致亚硝酸盐的积累

（Körner & Zumft,1989）；低浓度DO又抑制菌株的快

速生长，导致NH4
+-N的去除受到影响。因此，DO浓

度的高低对HN-AD脱氮效果至关重要（Zhao et al,
2019）。

段金明等（2019）将海洋菌株（Vibrio diabolicus）
SF1接种到曝气生物滤池中，随着DO浓度的升高，

NH4
+-N去除率呈增强趋势，当DO浓度为 4~5 mg/L

时，NH4
+-N去除率达到最高99%，但再提高DO浓度

时，NH4
+-N去除率开始下降，同时NO2

--N、NO3
--N

积累量上升，推测原因可能是过高的DO浓度抑制了

脱氮酶的合成和活性。与此不同，也有菌株耐受高

浓度 DO，Zhao 等（2019）从养虾池分离的 Bacillus
subtilis H1 是 1 株典型的好氧菌，在 DO 饱和度为

91.1%（6.65 mg/L）接近饱和水平时 ，NH4
+-N 和

NO2
--N的去除率都达到最高90%左右。由此可见，不

同HN-AD菌对DO的适应性不尽相同，即使同一菌株

在不同DO水平下的脱氮能力也可能有所差异。确定

菌株最适DO是基础研究和未来应用的重要前提。

3.3 温度

大多数HN-AD菌对温度敏感，在一定的温度范

围内，温度升高，菌株生长和脱氮能力会显著提高

（Ren et al,2014）。而在高温或低温条件下，它们的生

长和代谢会受到明显的抑制（Song et al,2021）。
P. NNA4（Liu et al,2019）最适温度范围为 30~37℃。

当温度从16℃上升到30℃时, NH4
+-N去除率和菌株

生长都显著上升，而当温度进一步从 37℃增加到

45℃时, NH4
+-N浓度从50 mg/L急剧上升到160 mg/L，

细胞光密度（OD600）从 1.6几乎下降到 0。GJWA3对
高温具有很好的耐受性，40℃时，NH4

+-N和NO2
--N

的去除率仍高于70%。对于一般的HN-AD菌，最适

温度范围为 28~37℃（何环等,2017），已发现的海洋

HN-AD菌也基本位于这个范围（表 2）。水产养殖

中，考虑到低温季节和冷水鱼的需要，嗜冷HN-AD
菌的筛选尤为重要。

3.4 氮源

作为反应底物，氮源的种类和含量也会影响

HN-AD 菌株生长和脱氮效果（Song et al, 2021）。
Huang 等（2017）在考察菌株 B.N31 的硝化速率与

NH4
+-N初始浓度关系时发现，硝化速率随NH4

+-N

初始浓度（10~250 mg/L）的增加而增加。可能原因

是硝化反应酶需要足够的NH4
+-N含量进行激活，较

低浓度的氮不能保证HN-AD菌的脱氮效果（苏兆鹏

等 ,2021）。混合氮源中，HN-AD菌往往优先利用

NH4
+-N（Huang et al,2017）。孙庆花等（2016）从海底

沉积物中分离的 Klebsiella sp.y5，分别以 NH4
+-N、

NO2
--N、NO3

--N为唯一氮源时，36 h的氮去除率分

别为 77.07%、64.14%和 100%。而将 3 种氮源混合

时，36 h的总氮去除率达到100%。这个结果与B307
类似，B307在混合氮源中NH4

+-N去除率达98.35%，

显著高于NH4
+-N为唯一氮源的67.23%，推测可能是

NO3
--N加快了电子传递速率，促进了NH4

+-N的代

谢（白洁等 ,2018）。NH4
+-N、NO2

--N、NO3
--N是阻

碍海水循环水养殖的重要污染，菌株选择应当全面

考察对这3种氮素的去除能力。

3.5 pH
HN-AD过程中大多伴随着 pH值的变化，当 pH

值超出菌株适应范围时会降低菌株的酶活性，抑制

菌株的生长代谢，进而影响菌株的脱氮性能（Nan⁃
charaiah & Reddy,2018）。大多数从海水养殖系统分

离的HN-AD菌最适脱氮pH值范围为7.0~9.0（表2）。
菌株SF16（Duan et al,2015）具有良好的硝化作用，在

弱碱性环境中（pH 7.5~9.5）NH4
+-N去除率达到93%

以上，可能游离氨对异养硝化有一定的促进作用。

氨单加氧酶利用的底物是游离氨而非铵离子，故弱

碱性水环境含有更多的氨对异养硝化作用是有利的

（Mevel & Prieur,2000）。有研究报道海水养殖水体

的 pH值为 7.0~9.0（Tsukuda et al,2015），适合大多数

HN-AD菌株的生态特性。

除了以上因素，抗生素、微塑料以及重金属等也

影响到HN-AD菌的脱氮性能。抗生素在水产养殖

中用来防治养殖动物疾病，然而其杀菌作用会抑制

微生物的脱氮能力。25 mg/L的氨苄青霉素可以明

显抑制HN-AD菌株的活性，达到50 mg/L时，总氮去

除率和有机物去除率分别下降至 48.6%和 50.9%

（Wang et al,2020）。另外，微塑料（史文超等,2021）、
重金属（Yang et al,2019b）也被发现会影响微生物脱

氮性能。海水养殖废水HN-AD脱氮处理研究也应

对这些新型污染物等影响因素进行探索。

环境因素会影响基因的表达和酶的活性，目前，

关于HN-AD菌影响因素的研究大多集中在脱氮性能

方面，而对其内在机制的探索较少。生化反应的调节

是菌株适应环境的重要因素，因此，有必要对更多菌

种进行研究总结出生化机制，从而为实际应用打下良
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好基础。此外，现有海水HN-AD菌影响因素研究几

乎均为单因素研究，单因素研究为菌株应用提供重要

的理论依据，但实际工程应用需要对多个因素交互作

用进行评价，通常采用生物学领域常用的响应曲面法

优化脱氮条件（司圆圆等,2020；Xu et al,2021）。海水

HN-AD菌多因素复合影响的研究有待加强。

4 问题及展望

HN-AD作为 1种新型的生物脱氮工艺，可以仅

在有氧条件下同步完成硝化和反硝化，对于海水养

殖废水中氮去除具有明显的优势和较大应用潜力。

当前，对 HN-AD的研究已经取得了一些成果，但

HN-AD技术距离实际应用仍存在一些“瓶颈”问题

需解决。如尚不明确脱氮机理和途径、缺乏经济有

效的碳源、不明晰多因素共同影响机制等。目前，有

不少学者进行模拟反应器中的HN-AD过程研究，但

大部分仅限于实验室规模。今后需重点从以下几个

方面开展研究：

（1）继续通过常规和分子生物学手段获得适合

海水养殖废水的高效脱氮HN-AD菌株。筛选耐盐、

脱氮能力高的HN-AD菌株，利用宏基因组测序技术

对养殖环境中的菌群进行全面分析；通过基因编辑

等方法重新设计关键基因，提高HN-AD过程的电子

传递效率，强化HN-AD菌株脱氮性能。

（2）采用组学方法（如基因组学、转录组学、蛋白

质组学和代谢组学）多层次深入阐明海水养殖废水

HN-AD脱氮途径机制。通过酶的体外表达、功能基

因敲除等方法深入解析HN-AD菌的特征酶和功能

基因；通过代谢组学分析不同碳源、氮源在HN-AD
过程中关键代谢产物的变化。除了深入研究HN-
AD菌代谢机制以外，还需进一步构建稳定的HN-
AD菌群，以便更好地应用于工程实践。

（3）深入考察海水养殖废水中单一因素对HN-AD
过程的影响和分子生物学机制，探索新型污染物对

HN-AD过程的影响。明晰多个因素对HN-AD过程

的复合影响和生化反应调节机制，获得最优工艺参数。
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Abstract：Heterotrophic nitrification-aerobic denitrification (HN-AD) technology can simultaneously
produce nitrification and denitrification under aerobic conditions, a significant advantage for the bio⁃
logical denitrification of marine aquaculture wastewater. In this study, we reviewed recent research on
the isolation and screening HN-AD bacteria in seawater, the denitrification pathway and mechanism
of HN-AD bacteria, and the key functional genes and enzymes guiding denitrification. The effects of
primary environmental factors (carbon source, carbon-nitrogen ratio, dissolved oxygen, nitrogen
source, temperature, pH and emerging contaminants) on nitrogen removal by HN-AD bacteria were
also summarized. Finally, prospects for future research were discussed for optimizing the biological
denitrification of marine aquaculture wastewater. Promising research directions include obtaining
high-efficiency denitrification strains by conventional and molecular methods, elucidating the mecha⁃
nism of nitrogen removal using a multi-omics approach, and clarifying the molecular mechanism of
environmental factors affecting HN-AD bacteria. Our study provides a reference for the practical ap⁃
plication of HN-AD bacteria in treating wastewater from mariculture.
Keywords：mariculture wastewater; denitrification bacteria; biological mechanism; environmental factors;
process parameter
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