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摘  要  异养硝化细菌（heterotrophic nitrifying bacteria）是重要的硝化微生物类群之一，在生长过程中可以通过硝化作

用快速去除污水中多余的氮，因而成为生物脱氮领域的研究热点. 近10年来异养硝化细菌的研究获得了较大进展，本文

系统总结异养硝化细菌类群的硝化酶系及其编码基因特点，梳理异养硝化代谢途径；同时总结其他氮转化功能酶及其

编码基因在整个类群中的分布，探讨异养硝化细菌的脱氮机理. 迄今为止，已发现的异养硝化功能酶比自养硝化酶的多

样性更高，具有更多硝化途径；且异养硝化细菌普遍具有氮转化功能多样性，硝化、反硝化、氨同化作用对脱氮作用贡

献很大. 目前还有部分异养硝化细菌的氮转化功能相关的基因信息仍然缺乏，生物脱氮过程的分子机制尚不明确. 从分

子水平对异养硝化细菌的氮转化功能活性进行验证，进一步阐明异养硝化细菌进行脱氮作用的生理机制是今后的重要

研究方向. （图2 表1 参96）
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Abstract   Heterotrophic nitrifying bacteria are an important group of nitrifying microbes and have been a hotspot 
in nitrogen bio-removal because of their high efficiency in removing sewage nitrogen. Research on heterotrophic 
nitrifying bacteria has made considerable progress during the last decade. This review summarizes the key 
enzymes that catalyze nitrification and other nitrogen-transforming processes in heterotrophic nitrifying 
bacteria, organized heterotrophic nitrification pathways, and underlying molecular and biochemical mechanisms 
of nitrogen bio-removal. The diversity of nitrifying functional genes is higher in heterotrophic nitrifying bacteria 
than in autotrophic nitrifiers. Heterotrophic nitrifying enzyme cluster includes ammonia monooxygenase 
(AMO), hydroxylamine dehydrogenase (HAO), pyruvic oxime dioxygenase (POD), and nitric oxide dioxygenase 
(NOD). Heterotrophic nitrifying bacteria possess different nitrifying genes and produce nitrate via different 
nitrification pathways. Moreover, heterotrophic nitrifying bacteria have multiple nitrogen metabolic functions 
and thus play a key role in sewage nitrogen turnover. Ammonia assimilation and nitrification-denitrif﻿ication are 
important ammonia removal pathways. Nonetheless, the genetic information on the nitrogen transformation and 
nitrogen removal pathways of some heterotrophic nitrifying bacteria remains unclear. In future, more molecular 
investigations of nitrogen metabolism are required to reveal the nitrogen metabolic pathways of heterotrophic 
nitrifying bacterial strains and explore bacterial nitrogen removal mechanisms.
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硝化微生物是介导氮元素生物地球化学循环的重要功能

类群，异养硝化细菌偏好富营养环境，主要通过联合硝化-反

硝化用于消耗还原当量（NADH）[1]，从而在氧气受限、能源物

质过剩条件下保持较快的生长速度. 在森林土等物质能源丰

富环境中，异养硝化作用对氮的转化总量远高于自养硝化过

程 [2-3]. 随着工业和农业等生产活动加剧，产生了大量氮素超

标的废水，引起了一系列环境安全问题，去除水体中过量的氮

素一直都是亟须解决的重大环境问题. 而部分异养硝化细菌
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可以快速降低环境中氮的浓度，受到生物脱氮领域的高度关

注[4-7]. 到目前为止，已报道的异养硝化细菌物种多样性极高，

在生物脱氮系统中检测到的异养硝化细菌即超过45种，各

菌株的氮转化途径不同，脱氮效率差异较大 [8]. 近年来，分子

生物技术不断成熟，基因组学（全基因组、功能基因组、16S 
rRNA等）和蛋白质组学（蛋白质分离纯化）等技术被广泛应

用于异养硝化细菌的研究中，使更多异养硝化细菌的氮代谢

功能得以揭示，加深了人们对异养硝化细菌类群脱氮生理机

制的认识. 本文对近10年来异养硝化细菌类群氮转化功能的

相关研究进行总结，包括硝化、反硝化、氨同化、硝酸盐异化

还原为铵、硝酸盐同化还原5个氮转化过程的关键酶及其编

码基因，对可能进行的异养硝化代谢途径进行梳理，同时剖析

各氮代谢过程对脱氮作用的贡献率，最后对今后异养硝化细

菌类群的研究方向进行展望，以期为优质脱氮菌种的筛选和

改造提供理论依据. 

1	 异养硝化作用代谢途径及其代谢产物

1.1  异养细菌中的硝化酶系
异养硝化细菌进行的硝化过程涉及多种硝化酶，其

中所包含的氨单加氧酶（ammonia monooxygenase，
AMO，amoCAB）和羟胺氧化还原酶（hydrox y lamine 
dehydrogenase，HAO，hao）也是自养硝化类群的硝化功

能酶. 已有的文献报道了异养硝化细菌与自养硝化细菌类群

中AMO和HAO的结构及生理活性之间存在明显差异 [9].  近
年来的研究发现了更多具有amo和hao基因的异养硝化细菌

（表1），Stenotrophomonas maltophilia DQ01等异养硝化

细菌基因组的amo基因与已知的Nitrosomonas、Nitrospira
等自养硝化细菌差异较大，无法采用自养硝化细菌的引物进

行扩增 [10-12]. 然而，也有研究发现Sphingomonas sp. YY2，
Acinetobacter sp. YY1 [13]和Janthinobacterium sp. M-11等多

个菌株 [14-15]的amo基因可以被自养硝化细菌的amo引物成功

扩增，表明其amo基因与自养硝化细菌相似度较高.  有学者

对Sinorhizobium meliloti 1021全基因组序列进行分析比对，

发现一段序列可能是amo基因（putative amo，P-amo），根

据该P-amo设计的特异性引物成功扩增到Sinorhizobium sp. 
NP1的P-amo全基因序列，与原始菌株相比，P-amo基因被

敲除的菌株对NH4
+的去除率降低了35% [16]，证明P-amo的确

是与氨氧化作用相关的功能基因，同时也表明Sinorhizobium 
sp. NP1通过氨氧化作用可以转化35%的NH4

+.  此后，在

Rhizobium etli基因中也检测到P-amo，与Sinorhizobium sp. 
NP1的P-amo全基因序列相似度为66%-77% [5]. 由于P-amo
还未被正式确定为amo功能基因，KEGG、GO等微生物基因

库中还未进行注释，在已有的数据库中进行比对还不能鉴定

出菌株中是否含有P-amo基因. 
随着更多异养硝化细菌amo基因序列的揭示，为深入研

究AMO的功能结构提供了新的依据.  有研究根据基因库中

已有的异养硝化细菌的amo设计引物扩增到了Alcaligenes 
faecalis NR的amo全基因序列，并根据该序列预测到AMO
蛋白序列，并构建了该酶的三级结构模型，发现此AMO是

包含12个跨膜区的跨膜蛋白[12]. 也有研究参照Paracoccus、
Pseudomonas、Arthrobacter等8个属中的异养硝化细菌基

因设计了异养amo基因引物heteroamo 378f/634r，但是只能

扩增到Paracoccus、Alcaligenes、Aquamicrobium菌株中的

目的基因 [17]，表明该引物只适用于特定异养硝化细菌类群. 
Wang根据Pseudomonas sp. JQ-H3 [18]和Acinetobacter sp. 
JQ1004 [11]的分别设计了两对amoA基因引物，这两对引物对

其他异养硝化细菌类群amoA基因的扩增效果还有待进一步

验证. 上述研究结果明确了多种异养硝化细菌都可以编码氨

单加氧酶，且异养硝化细菌类群中的amo基因家族系统发育

多样性较高. 目前，Klebsiella sp. TN-10等多个具有氨氧化活

性菌株的AMO蛋白结构仍未揭示，也未检测到相应的amo基
因或相似序列 [6-7]，我们推测异养硝化细菌类群中可能还存在

与已知amo基因序列差异较大的氨单加氧酶基因还未被识别. 
异养硝化细菌催化羟胺氧化的主要功能酶是羟胺氧化

还原酶（hydroxylamine dehydrogenase，HAO）. 一直以来在

硝化作用的研究中均认为HAO催化NH2OH氧化生成的产物

是NO2
-，后来的研究表明HAO氧化羟胺的直接产物不是NO2

-

而是NO [19]. 2018年，Carantoa等人发现含铜的亚硝酸还原酶

（Cu-NIR，nirK）可以催化NO氧化为NO2
-[20]（图1）. 由于NO

被氧化为NO2
-的过程极易发生，因此目前的研究仍然将NO2

-视

为氨氧化作用的产物之一. 已有的研究检测到Acinetobacter 
junii [21]、Klebsiella pneumoniae CF-S等菌株 [15, 22-23]含有

hao基因（表1），可以用根据自养硝化细菌（Nitrosomonas 
europaea）所设计的hao基因引物进行扩增，表明这部分异养

硝化细菌的羟胺氧化还原酶与自养硝化细菌相似度较高. 在
异养硝化细菌类群中，羟胺还可以通过丙酮肟（C3H7NO）双

加氧酶（pyruvic oxime dioxygenase，POD）途径氧化生成

NO2
-（图1）.  已有的研究对POD的氨基酸序列进行分析，并

结合基因序列初步预测了POD的编码基因序列，同时将所

得序列在基因库进行比对，发现Pseudomonas aeruginosa 
PAO1、Achromobacter xylosoxidans等菌株也含有相似的

基因[24]，A. faecalis中也已经检测到具有pod和podh基因[25]，

此外Cupriavidus pauculus UM1等菌株进行的硝化作用是以

丙酮肟为底物生成硝酸盐 [26]，可能也会编码丙酮肟双加氧酶

（表1）.  一些缺乏HAO的异养硝化细菌则可以通过POD将

NH2OH转化为NO2
−.  至今还未在自养硝化微生物中检测到

POD，因此POD可能是异养硝化细菌所特有的酶. 也有研究

表示多个异养硝化细菌被报道具有氧化羟胺的功能 [27]，却并

未检测到hao基因，而POD的存在可能会造成HAO活性检测

结果的假阳性，在这些菌株中主导羟胺氧化过程的是HAO还

是POD仍不明确. 
一氧化氮双加氧酶（nitric oxide dioxygenase，NOD）的

本质是黄血红蛋白（flavohemoglobin，flavoHb），是一种古

老的酶，编码基因简写为hmp（有的称为 fhp），在好氧条件

下可以催化NO直接氧化为NO3
- [28]，因此NOD也属于硝化酶

系. Arai等人在针对P. aeruginosa一氧化氮解毒机理的研究中

发现了该细菌基因组中存在hmp基因 [29]，此后检测到异养硝

化细菌Bacillus subtilis [30]和Vibrio fischeri [31]也包含hmp基因

（表1）.  到目前为止，自养硝化功能类群的研究还未报道过

hmp基因，因此NOD可能是除POD以外的另一种异养硝化类

群所特有的硝化酶. hmp基因还未引起异养硝化细菌研究领

域的重视，该基因在异养硝化细菌中的分布情况还有待进一

步研究. 根据以上研究可知，异养硝化细菌类群硝化酶系所包

含的功能酶比自养类群更丰富，异养硝化代谢途径也比自养

硝化更复杂；异养硝化细菌中的氨单加氧酶的基因族成员也

比自养类群更多，这也预示着异养硝化细菌类群中可能还蕴

藏着更多未被发现的异养硝化功能基因. 
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表1  分离自不同环境的异养硝化细菌的氮转化功能基因 
Table 1  Nitrogen-cycling genes of heterotrophic nitrifying bacteria isolates from diverse environmental samples

门 
Phylum

纲 
Class

种 
Species

采样点 
Sample site

硝化基因或
硝化活性 

Nitrification gene 
or activity

其他氮转化基因
Other nitrogen-

cycling gene
参考文献 
Reference

假单胞菌门
Pseudomonadota

α-变形菌纲
α-proteobacteria

Ochrobactrum anthropi 活性污泥 Activated sludge P-amo nosZ [5]
Paracoccus denitrificans 污水处理厂 WWTP P-amo nar, nir, norZ, nos [32-34]
Sinorhizobium medicae 酸性土壤 Acidic soils amo / [16]
Sinorhizobium meliloti 根际土壤 Soil surrounding roots amo, hmp glnAT [16, 35]

Sphingomonas paucimobilis 己内酰胺废水处理系统 Caprolactam 
wastewater treatment system amo, hao napA, nirK [13]

β-变形菌纲
β-proteobacteria

Alcaligenes faecalis 活性污泥 Activated sludge
焦化废水 Coking wastewater amoA, pod, HAO nirK, norB, nosZ [25, 36-

37]

Achromobacter xylosoxidans 生活污水 Domestic sewage water / gln, napA, nirK,
norB, nosZ [38]

Achromobacter sp. HNDS-1 水稻土 Paddy soil p-amo gltABD, narGHJI, 
nasA, nirBD [39]

Cupriavidus pauculus / POD / [26]

Diaphorobacter nitroreducens 焦化厂废水池 
Coking-plant wastewater ponds HAO NAP, NIR [40]

Diaphorobacter 
polyhydroxybutyrativorans

反硝化反应器 
Denitrification reactor in laboratory HAO NIR, NAR [27]

Janthinobacterium sp. M-11 松花江 Songhua Rive amoA napA, narG [14, 41]

γ-变形菌纲
γ-proteobacteria

Acinetobacter calcoaceticus 生物膜反应器 MBR
鲈鱼养殖场 Commercial sea bass farm HAO / [42-43]

Acinetobacter haemolyticus 污水处理厂 Sewage treatment plant amoA, hao napA, nirS [44-45]
Acinetobacter harbinensis 
HITLi7 松花江 Songhua River amoA, hao napA [46]

Acinetobacter junii 畜禽粪污沼液 
Livestock and poultry manure sewage hao napA, narG, nirK, 

nirS, nosZ [21, 47]

Acinetobacter sp. JQ1004 污水处理厂 WWTP amoA / [11]

Acinetobacter sp. JR1 酸性制药废水 
Acidic pharmaceutical wastewater HAO NR, NIR [6]

Acinetobacter sp. DN1 河流沉积物 River sediments hmp gdhA, nasAB, nirBD [48]

Enterobacter sp. HNDS-6 水稻土 Paddy soil hao gltABD, narGHJI, 
nasA, nirBD [39]

Klebsiella pneumoniae 生活污水 Domestic sewage water hao gln, napA, nas, NIR [23]
Klebsiella sp. TN-10 序批式反应器 SBR / NIR, NAR [7]

Providencia rettgeri 实验室序批式反应器 
Laboratory-scale SBR / NIR [49]

Pseudomonas mohnii 新鲜生物活性炭样品 
Fresh biological activated carbon amoA napA, narG [14, 41]

Pseudomonas aeruginosa 石油泄漏区域 Oil spill site pod, AMO, HAO, 
NXR

narG, nasA, nirS,
 norC, norZ

[24, 34,
 50-52] 

Pseudomonas bauzanensis 深海沉积物 Deep-sea sediment P-amo nasA, nirS, norB, nosZ [53]
Pseudomonas mendocina 活性污泥 Activated sludge / / [54-55]

Pseudomonas putida 焦化废水 Coking wastewater
水稻土 Paddy soil amoA, HAO napA, nirS, nasA, 

nasB [56-58]

Pseudomonas stutzeri 污水处理厂 WWTP / napA, nirS, narG, 
norB, nosZ [59-62]

Pseudomonas sp.YY3 己内酰胺废水处理系统 Caprolactam 
wastewater treatment system amoA, hao napA, nirK [13]

Pseudomonas sp. JQ170 污水 Sewage / napAB, nas, nirBD [63]
Stenotrophomonas 
maltophilia

垃圾填埋渗滤液污泥 
Landfill leachate sludge amoA napA, narG, nirK, 

nirS [10, 64]

Vibrio diabolicus SF16 海洋沉积物 Marine sediment / napA [65]
Vibrio fischeri 污水处理厂 WWTP hmp / [31]

Zobellella taiwanensis 垃圾填埋区渗滤液收集池 Leachate 
collecting tanks from landfill / / [66]

厚壁菌门
Bacillota

芽孢杆菌纲
Bacilli

Bacillus haynesii 生物滤池的生物膜 Biofilm from biofilter nxrB, AMO, HAO nirK [67]
Bacillus litoralis 海水养虾场 Shrimp mariculture water hao napA, nirS [68]
Bacillus megaterium 生物滤池的生物膜 Biofilm from biofilter AMO, HAO / [67]
Bacillus sp. LY 生活污水处理厂 Domestic WWTP amoA / [69]

Bacillus subtilis 市政污水处理厂 Municipal WWTP hmp glnA, nap, narGH,
nasABCDE [30, 70]

Bacillus tequilensis 生物滤池的生物膜 Biofilm from biofilter nxrB, AMO, HAO nirK [67]
Bacillus wiedmannii 生物滤池的生物膜 Biofilm from biofilter AMO, HAO / [67]

放线菌门
Actinomycetota

放线菌纲
Actinomycetes

Arthrobacter sp. HHEP5 海水养殖池 Mariculture ponds amoA, hao narG, nirS, nosZ [15]
Rhodococcus pyridinivorans 养猪厂废水池 Swine wastewater ponds / / [22]

/：没有相关信息. MBR：生物膜反应器；SBR：序批式反应器；WWTP：污水处理厂. 大写字母：检测到相应的酶活性；斜体字母：具有对应的功能基因. 
/: Not mentioned. MBR: Membrane bioreactor; SBR: Sequencing batch reactor; WWTP: Wastewater treatment plant. Uppercase letters indicate 
the corresponding enzyme activity; italic letters Indicate the corresponding functional genes.
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1.2  异养硝化途径
1970年Odu等人从土壤中分离到一株异养硝化细菌，

在以NH4
+为底物的培养条件下会产生NO3

- [71].  而最近的研

究表明，以NH4
+为唯一氮源对Rhodococcus pyridinivorans 

CPZ24、K. pneumoniae CF-S9等多个菌株进行培养，同样

可以检测到产物NO3
-，并认为这些菌株具备将NH4

+氧化为

NO3
-的功能 [1, 15, 23, 32, 54, 68]. 由于硝化活性不同，所以不同异养

硝化细菌的培养体系中NO3
--N浓度差异很大 [49, 68, 72].  多数

菌株培养液中NO3
--N的浓度始终较低 [7, 23, 65]，Acinetobacter 

calcoaceticus在培养过程中无论是改变NH4
+-N的浓度还是将

底物更换为NH2OH，检测到NO3
--N的浓度变化不大（1.5-2.0 

mg/L）[42-43]，由于这些细菌往往含有多个硝酸盐还原酶编码

基因（nap，nar，nas）[15, 41]，无论在好氧还是厌氧条件下均可

还原硝酸盐，这可能是造成NO3
--N累积量较低的原因之一，同

时也表明在培养期间NO3
--的合成总量远高于检测值，仅通过

NO3
-的累积量来计算微生物的硝化过程会导致硝化活性被低

估. Rhodococcus sp. B83等少数菌株的培养过程中NH4
+-N

转化为NO3
--N的净转化率较高（8.0%-36.7%），NO3

--N净合

成量较大 [22, 27, 72]，以上的研究结果表明多种异养硝化细菌都

能将NH4
+-N转化为NO3

--N. 而自养硝化类群中，直到2015年
才发现存在全程氨氧化细菌（complete ammonia-oxidizing 
bacteria，comammox）同时具备amo、hao和nxr基因，可以

独自将NH4
+氧化为NO3

- [73]，目前发现的comammox都属于

Nitrospira，系统发育较为单一 [74]. 根据功能基因和细菌活性

的研究结果可知，P. aeruginosa同时具有AMO、HAO、NXR
活性 [50]，B. haynesii和B. tequilensis同时具有AMO、HAO活

性和nxr基因 [67]，这些菌株的硝化途径可能与自养全程氨氧化

过程相似 [73]（图2 ①）；而A. faecalis等含有AMO和POD编

码基因的菌株可能是经丙酮肟再生成NO3
- [10, 24]（图2 ②）；B. 

subtilis含有hmp、nap和narG却没有nirK [70]，可能是通过一氧

化氮双加氧酶产生NO3
-（图2 ③）. 但是迄今为止，还没有在

异养细菌中同时检测到amo，hao/pod和nxr/hmp基因，上述3
条异养硝化代谢途径还需要基因水平的证据进一步验证. 

NH4
+ NH2OH NO NO3

-
amoCAB hao nirK

+ CH3COCOOH
C3H7NO

pod

nxrAB

hmp

N2O

NO2
-

norZ nosZ N2

napA, narGH

 
Nitrification

 
Denitrification

 
Chemical process

图1  异养硝化作用及其产物的代谢途径. 
Fig. 1  The metabolic pathways of heterotrophic nitrification 
and their metabolites.  ① NH4

+→NH2OH→NO→NO2
-→NO3

-; ② 
NH4

+→NH2OH→C3H7NO→NO2
-→NO3

-; ③ NH4
+→NH2OH→NO→NO3

-.

2  反硝化功能基因及活性

2.1  硝酸盐和亚硝酸盐还原作用
1 9 8 8 年 R o b e r t s o n 等人 发现了P a r a c o c c u s 

denitrifications具有好氧反硝化功能，并认为只有极少数微生

物可以进行硝化-反硝化作用[75]，而后续的研究结果发现绝大

多数异养硝化细菌都具有反硝化功能. 部分异养硝化细菌具

有将NO3
-转化为NO2

-的功能，该过程主要由硝酸盐异化还原

酶（dissimilatory nitrate reductases）主导，根据酶蛋白所在

位置可细分为膜结合硝酸盐异化还原酶（NAR，narGH）和

周质硝酸盐异化还原酶（NAP，napA），两种酶的结构组成完

全不同 [9]. NAR对氧分子敏感，主要参与厌氧反硝化；而NAP
对氧分子不敏感，与好氧反硝化紧密相关.  Agrobacterium 
tumefaciens LAD9和Sphingomonas paucimobilis等超

过 1 6个异养硝化细菌菌株含有n a p基因[6, 13, 22, 36, 47, 63, 68]

（表1），这些微生物主导好氧条件下的硝酸盐异化还原

反应；Achromobacter sp. strain HNDS-1和Enterobacter 
sp. HNDS-6等超过10种细菌被检测到nar基因 [15, 32, 39, 50, 65]

（表1），主导微好氧和缺氧环境中的硝酸盐异化还原过

程. 此外，Pseudomonas mohnii M-8、Janthinobacterium 
sp. M-11 [14, 41]、S. maltophilia DQ01 [10]和Pseudomonas 
stutzeri [59-60, 76]等超过5个菌株同时具有编码NAP和NAR的

基因，可以根据环境中氧气浓度变化调动不同代谢途径催化

NO3
-还原为NO2

-.  NO2
-又进一步被亚硝酸盐还原酶（nitrite 

reductases，NIR，nirS/nirK）还原为一氧化氮（NO），在污水

处理厂的活性污泥中nirK/S的丰度很高，A. calcoaceticus和
K. pneumoniae等超过19种异养硝化细菌已被确认含有nir基
因 [6-7, 10, 32]（表1），氨氧化作用和硝酸盐还原产生的NO2

-迅速

被NIR还原为NO，培养液中NO2
-的浓度往往很低，有的接近

于0.0 mg/L [23, 27, 42, 48, 65]. 异养硝化细菌硝化产NO3
-的活性很

强，而广泛存在的反硝化功能可以快速降低环境中硝酸盐和

亚硝酸盐浓度，作为一种保护机制使自身免受NO3
-和NO2

-的

毒害，这种保护机制也促使水体中氮转化过程更活跃. 
2.2  反硝化作用产生N2O和N2

N2O和N2是水体中反硝化作用的终产物，已知的异养硝化

细菌通过硝化和反硝化作用产生的含氮气体（N2O，N2）占总

氮的27.4%-83.7% [5, 42-43]（图2），是重要的生物脱氮途径. 其
中N2O是温室气体，其温室效应是CO2的265倍，同时N2O也

会损耗臭氧层. N2O是由亚硝酸盐还原的产物NO经一氧化氮

还原酶（nitric oxide reductases，NOR）还原产生，目前已知

的NOR有5种，其中氧化氮细胞色素c依赖性（cNOR, cnorB）
和喹啉依赖性（qNOR, norZ）一氧化氮还原酶在自然水体和

污水处理系统中广泛分布. 最近的研究发现，异养硝化细菌类

群中的Cupriavidus和Sphingomonas两个属的菌株含有norZ，
Mycobacterium和P. stutzeri KCB有多个cnorB基因拷贝，而

Diaphorobacter同时具有qNOR和cNOR的编码基因 [62]，A. 
faecalis WY‑01的一氧化氮还原酶基因也被成功扩增 [36]（表

1）. 在氮充足的水生环境中一氧化氮还原活性很高，最近，

Liang等人报道了富营养水体中硝化联合反硝化作用会排放大

量N2O [77]，由于环境中产生N2O的生物酶的数量和种类极为

丰富，识别N2O的具体来源是十分具有挑战性的工作，要明确

混菌环境中异养硝化细菌类群对N2O排放的贡献率还有较大

难度. 已有的报道多采用独立培养方法对菌株的一氧化氮还

原活性进行研究，当以硝酸盐为底物对Enterobacter asburiae 
GS2进行培养，排放的N2O占总氮的30.6% [78]，Acinetobacter 
haemolyticus ZYL将超过4.6%的NH4

+转化为N2O等含氮

气体 [45]；也有研究采用同位素标记技术，发现Providencia 
rettgeri YL在好氧生物反应器中将大量NH4

+转化为N2O [79]，

这些异养硝化细菌是污水处理过程中N2O的重要来源. 
部分异养硝化细菌可以编码氧化亚氮还原酶（nitrous 

oxide reductase，NOS，nosZ），催化N2O还原生成无毒

性的N2，NOS是目前已知的唯一可以直接将N2O还原为N2

的具有生物学意义的酶 [80].  Ochrobactrum anthropic [5]、

Pseudomonas stutzeri [61]和A. faecalis WY‑01 [36]等都可
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以编码NOS [47]（表1）.  已有的研究采用稳定性同位素核酸

探针技术（DNA stable-isotope probing, DNA-SIP）发现

Achromobacter sp. HNDS-1和Enterobacter sp. HNDS-6
参与生物脱氮的基因包括norB和nosZ，具有将氮转化为

N 2O再转化为N 2的潜力 [ 39 ]（表1）.  在独立培养体系中A . 
haemolyticus ZYL [45]可以将自身所产生的绝大部分N2O转化

为N2，A. calcoaceticus HNR在培养后所产生的N2占总氮的比

例可以达到40.2% [42]. 虽然这些异养硝化细菌表现出较高的

氧化亚氮还原活性，但是仍然会释放出少量N2O，不能完全氧

化自身产生的N2O. 与环境中N2O的排放通量相比，目前已知

的微生物所编码的NOS的氧化能力都十分有限 [81]，不能处理

环境中大量产生的N2O，这也是污水处理系统中N2O排放高的

原因之一. 
2010年，Ettwig等人首次发现一氧化氮歧化酶（nitr ic 

oxide dismutase，NO-D，norZ），催化NO氧化还原为N2和

O2 
[82]，该反应不生成N2O，是较为理想的生物脱氮过程.  目

前针对异养硝化细菌类群NO-D的研究较少，只确定了少数

菌株具有编码NO-D的功能，P. aeruginosa和Paracoccus 
denitrificans已被证实含有norZ基因 [34]，P. aeruginosa在氧

气充足的环境经过硝化-反硝化作用转化生成的含氮气体主

要为N2 
[83]（表1）. 多个研究发现一些异养硝化细菌在适宜的

培养环境中也只产生N2，如Zobellella taiwanensis DN-7 [66]，

Vibrio diabolicus SF16. [65]在单独培养时不产生N2O，48.8%-
65.6%的NH4

+-N最终转化为N2；以及Acinetobacter sp YY-
5 [84]和Diaphorobacter polyhydroxybutyrativorans [27]等菌株

也只产生N2，可能具有编码一氧化氮歧化酶的功能，这些菌

株催化生成N2的代谢途径尚不明确，还有待进一步研究. 自
然水生系统的沉积物和工程水生系统中的活性污泥都可以

检测到较高丰度的norZ [34]，这些区域是异养硝化细菌的热

点分布区域，根据已有的研究结果我们推测norZ基因可能

广泛存在于异养硝化细菌类群中. 总体而言，Z. taiwanensis 
DN-7，V. diabolicus SF16.，Acinetobacter sp YY-5，D. 
polyhydroxybutyrativorans，P. aeruginosa和P. denitrificans
在适宜的环境中可以将污水中的无机氮（NH4

+，NH2OH，

NO2
-，NO3

-）转化为N2，不产生或只产生微量N2O，对环境的

负面影响较小，是潜在的优质脱氮菌种. 2022年，Müller等人

报道了Pseudomonas stutzeri组装NOS酶的分子机制 [58]，这

一研究加深了对N2O还原生成N2这一关键过程的认识，为今

后通过生物工程改造氧化亚氮还原酶体系以减少大气中的

N2O含量提供了重要依据. 

3  其他氮转化功能

3.1  异养硝化细菌的氨同化活性
异 养 硝 化 细 菌 普 遍 具 有 氨同 化 功 能 ，纯 菌 株 A . 

haemolyticus [45]、A. junii [21, 85]以及V. diabolicus SF16. [65]在

培养初期10-20 h内可以观察到细胞生长的对数时期，该时间

段氨 /铵的去除速率达到最高，随后生物量累积速度变慢，氨

/铵的去除速率也随之降低，氨同化活性与脱氨 /铵过程呈正

相关关系.  不同菌株氨同化对脱氮作用有着不同的贡献率，

如E. asburiae GS2和P. rettgeri同化的氨分别占67.8% [78]和

54.5% [49]，A. calcoaceticus HNR在C/N为20条件下可以

把41.7%的NH4
+转化为胞内有机氮 [49]，而R. pyridinivorans 

CPZ24的氨同化量更低，占总NH4
+的24.0% [22]. 部分异养硝

化细菌的氨同化功能基因已经得到确认，K. pneumoniae

和A. xylosoxidans CF-S36基因组中包含glnA基因 [23, 38]（表

1），glnA是谷氨酰胺合酶（glutamine synthetase，GS）
的编码基因 .  本课题组在分析水稻土微生物宏基因组学

信息，发现Providencia属中细菌的氨同化基因也是glnA，

而R. pyr id inivorans含有GDH2基因（未发表），此外，

Acinetobacter sp. DN1包含gdhA基因 [48]（表1）.  GDH2和
ghdA参与编码谷氨酸脱氢酶（glutamate dehydrogenase，
GDH），GS和GDH催化氨氧化生成谷氨酰胺和谷氨酸，使

NH4
+进入有机氮库.  与GDH相比，GS对氨具有更高的亲和

力，其米氏常数（Km）在微摩尔（μmol）范围内，而GDH的

Km在毫摩尔（mmol）范围内 [86]，这种对氨亲和力的差别导

致GDH在氨浓度高的环境中对氨同化作用有显著贡献，而

GS在NH4
+浓度较低的环境中发挥重要作用 [87].  由于这种差

异，A. haemolyticus、A. junii、Acinetobacter sp. JR1以及

R. pyridinivorans CPZ24仅在前期NH4
+浓度较高的短时间

内进行氨同化作用，当氨浓度降低后氨同化活性减弱；而P. 
rettgeri等可以编码谷氨酰胺合酶的菌株在NH4

+浓度偏低的环

境中仍能继续将氨同化为有机氮，固定的NH4
+超过外源NH4

+

总量的一半，可以消耗更多的氨 /铵. 上述研究所发现的异养

硝化细菌在单独培养过程中对氨 /铵的去除率范围为24.0%-
67.8% [22, 49, 78]（图2），但是仍有多数异养硝化细菌的氨同化

活性及其编码基因的信息尚缺乏，有待进一步探究. 
除了纯培养体系之外，混菌培养系统中的脱氮效果同样受

到氨同化作用影响显著. 最近，对垃圾渗滤液处理系统中的氮

转化功能基因的研究结果显示，微生物的氨同化功能基因丰

度是所有氮转化功能基因中最高的；且当处理器中氨态氮浓

度降低时有机氮的含量随之增加，在所有氮转化功能中氨同

化对去除全氮和氨 /铵起着主导作用 [4]，该研究进一步验证了

氨同化功能是脱氮的重要生理过程之一. 与硝化-反硝化作用

相比，氨被固定为有机氮则可以避免产生温室气体副产物，是

更为环保的脱氮过程. 硝化作用和氨同化作用需要竞争共同

的底物氨，促进氨/铵进入同化途径可以减少硝化-反硝化作用

从而抑制N2O排放. 当向污水处理装置中添加碳源时，处理系

统中的氨基酸合成量会进一步提高 [88]，氨同化量可以达到环

境中总氮的77.9%[10]，而缺乏磷酸盐的环境会强烈抑制氨同化

过程 [89]. 因此通过添加碳源，减少磷酸盐浓度等方式调节培
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图2  异养硝化细菌生物脱氮代谢途径及脱氮贡献率. 
Fig. 2  The ammonia removal pathways of heterotrophic nitrifying 
bacteria and contribution of these pathways.
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养环境，增加活性污泥中微生物氨同化过程对氨的利用率，

也是减少污水处理过程中N2O排放的有效方法. 
3.2  硝酸盐同化/异化还原

硝酸盐是异养硝化作用的主要产物，NO3
-除了经过反

硝化作用被转化为N2O和N2之外，还可以被异养硝化细菌

同化吸收（图2）.  Pseudomonas putida含有nasA和nasB
基因 [58]，nasA编码硝酸盐同化还原酶（assimilatory nitrate 
reductase，NAS；nasA/nirA），催化NO3

-同化还原为NO2
-；

nasB参与编码亚硝酸盐同化还原酶（assimilatory nitrite 
reductase，cNIR；nasB/nirB），催化亚硝酸盐同化还原为

NH4
+，然后NH4

+最终被固定为细胞的组分.  除此之外，K. 
pneumoniae [23]、S. meliloti [53]和Acinetobacter sp. DN1 [48]

等多个异养硝化细菌基因组中包含NAS和cNIR的编码基因，

均可通过NAS复合体同化吸收环境中的NO3
-（表1）.  由于

nasAB结构基因的表达会受到NH4
+的抑制，硝酸盐同化还原

为氨 /铵的反应在低氨 /铵环境中更为活跃.  硝酸盐异化还原

为铵（dissimilatory nitrate reduction to ammonium，DNRA）
是转化NO3

-的另一代谢途径.  微生物采用DNRA在NO3
-和

NO2
-浓度较高的环境中进行异养发酵产能 [90]，或者消耗环境

中过量的NO3
-和NO2

-避免细胞遭受毒害；在低氨/铵环境中，

微生物通过硝酸盐同化还原作用将NO3
-转化为氨 /铵，再作

为自身的氮源，两个途径的作用并不相同.  但是有研究发现

Mycobacterium tuberculosis通过膜结合硝酸盐异化还原酶

系也可以同化吸收NO3
- [91]，表明微生物的硝酸盐同化还原和

异化还原两种代谢途径没有绝对区别，任一途径都可以吸收

NO3
-，NO3

-被还原吸收并不产生N2O，也是脱氮中较为环保的

氮转化过程之一. DNRA的功能基因narGH和nrfABCDH在

污水处理器和河流沉积物中丰度都非常高 [4, 92-93]，S. meliloti
和P. putida都具有DNRA功能 [53, 57]（表1）. Acinetobacter sp. 
JR1、Pseudomonas mendocina X49、A. xylosoxidans等在

以NO3
-为唯一氮源的培养基中快速增殖（OD600 > 1.0），并且

能在产物中检测到NH4
+ [6, 38, 54-55]，这些菌株可能也具有DNRA

功能，有待进一步验证. 
DNRA会截留环境中的氮，使其以氨/铵的形态重新进入

内循环，可以提高氮素利用率，有利于农业生产，但对于氨 /
铵浓度超标的污水处理似乎没有积极的效果. Wang等人采用
15N同位素技术对NH4

+-N浓度为18.4-46.0 mg/L的8个污水处

理装置进行分析，结果显示尽管具有DNRA代谢功能的微生

物数量很多，但是DNRA的速率（以N计，0.4-2.1 nmol g-1 h-1）

远低于反硝化速率（9.5-15.7 nmol g-1 h-1），对水体中的氮转

化过程没有显著贡献 [94]，这也表明在氨 /铵充足的环境中，包

括异养硝化细菌在内的整个微生物类群主导的DNRA代谢作

用对脱氮的贡献可以忽略不计. 而在氨浓度较低（0.0-5.7 mg/
L），硝酸盐浓度较高（18.6-36.8 mg/L）的环境中可以观察到

DNRA活性较高（1.3-33.0 nmol m-2 h-1）[95]. 此外，在特定的

培养条件下部分异养硝化细菌也具有较高的DNRA活性，P. 
putida Y-9在以葡萄糖为碳源，C/N比为9，pH为7，摇床转速

为150 r/min的培养条件下，81.8%的NO3
-被还原为氨/铵或被

同化吸收，10.6%通过反硝化作用流失 [96]. 当污水处理后期进

入氨/铵浓度较低，硝化作用产物累积的阶段，P. putida和S. 
meliloti等细菌可以用于还原吸收残余的硝酸盐，进一步降低

水体中含氮化合物的浓度；也可以控制反应器中的培养条件，

诱导菌株的硝酸盐同化或异化还原为铵代谢活性，减少反硝

化作用，从而减少N2O的生成量. 

4  结论与展望

近年来分子生物技术的应用揭示了异养硝化细菌普遍具

有多种氮转化功能，包括硝化、反硝化、氨同化、硝酸盐同化

还原和硝酸盐异化还原为铵等，在多个氮周转过程中都十分

活跃，是生物脱氮技术中优质工程菌的重要微生物资源库. 总
结异养硝化细菌的氮转化功能活性及相应的调控基因有利

于明确各菌株的脱氮特性，为筛选出优质脱氮菌种提供理论

依据. 近10年的研究表明异养硝化细菌中的硝化酶系比自养

硝化酶系更丰富，氨单加氧酶编码基因（amo）的多样性也更

高；且多数异养硝化细菌都可以催化NH4
+氧化生成NO3

-，根

据已有的研究结果，我们预测异养硝化细菌可能通过3种代

谢途径将NH4
+转化为NO3

-（图2），是营养物质充足的环境中

NO3
-的主要产生者. 这些研究阐明了部分异养硝化细菌的脱

氮分子机制：（1）S. meliloti等菌株具有硝酸盐异化还原为铵

和硝酸盐同化吸收功能，在氨氮浓度较高的污水中，这两种功

能对脱氨 /铵作用几乎没有贡献；而在铵态氮浓度低，硝化产

物累积量较大时对生物脱氮具有积极作用；（2）异养硝化细

菌主要通过硝化联合反硝化降低环境中的氨/铵浓度，氨/铵去

除率可以达到27.4%-83.7%，但是会产生有害气体N2O；反硝

化过程中的一氧化氮歧化酶途径可以将氮转化为N2，是比较

环保的脱氮过程；（3）异养硝化细菌还可以通过GS或GDH
等途径进行氨同化作用，目前已知的菌株通过氨同化作用去除

的氨/铵占24.0%-67.8%，该过程也不会产生副产物. 在所有

氮转化功能中，氨同化和硝化-反硝化是异养硝化细菌类群的

主要脱氮途径，P. rettgeri和E. asburiae GS2的氨同化活性很

高，仅通过氨同化作用就可以除水体中大部分游离的氨/铵；

在适宜的环境中Z. taiwanensis DN-7、V. diabolicus SF16.、
Acinetobacter sp. YY-5、D. polyhydroxybutyrativorans、P. 
aeruginosa和P. denitrificans等菌株一氧化氮活性或氧化亚

氮歧化酶活性较强，将大量无机氮转化为N2，对环境的负面

影响较小，以这些细菌为脱氮菌剂有望减少污水处理过程中

N2O的排放量. 
异养硝化细菌是包含多个物种的庞大功能类群，还有很

多菌株的氮转化活性特点尚未揭示，为了更准确、全面地认识

异养硝化细菌对自然生境和人工系统中氮周转的作用，今后

的研究可以从以下3个方面进行：（1）从分子水平上对菌株的

异养硝化代谢途径进行验证. 目前催化氨、羟胺、亚硝酸盐、

一氧化氮、丙酮肟等物质氧化的调控基因都已被确认，氨单

加氧酶编码基因（amo）的相关信息最为丰富，今后还需要采

用高通量二代或三代测序技术对hao、pod、hmp等异养硝化

功能基因在整个细菌类群中的分布情况进行确认；同时还需

要通过室内模拟培养或者原位监测探究上述功能酶的表达条

件，明确异养硝化功能对细菌的意义. （2）各氮转化功能与

异养硝化细菌脱氮性能之间的联系. 目前很多菌株的氮转化

功能酶活性和功能酶的编码基因仍不明确，如P. mendocina、
R. pyridinivorans和Z. taiwanensis DN-7等多个菌株在硝化作

用和硝酸盐异化/同化还原等氮代谢作用的认识仍停留在产物

水平上，具体的代谢机理还存在诸多疑问，需要从分子水平找

到确切的证据，进而明确菌株通过何种氮转化代谢途径进行

脱氮作用. （3）各氮转化功能对生物脱氮的相对贡献率. 氮
代谢产物NO、NO2

-的化学性质非常活泼，在环境中不能稳

定存在，NO2
-、NO3

-在硝化作用中是产物，同时也是反硝化作
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用和硝酸盐同化 /异化还原的底物，这些中间产物在水体中的

浓度波动很大，导致难以获得各氮代谢活性的准确数据.  今
后可采用培养实验，采用稳定性同位素核酸探针技术（DNA-
SIP）、代谢组学以及转录组学等技术探究不同菌株的各个氮

代谢功能在菌株脱氮过程中的相对贡献率. 这些研究可以加

深对异养硝化细菌类群功能活性特点的认识，为评估各菌株

的脱氮性能提供更准确的信息，有助于后续对潜在的脱氮菌

株进行筛选、改造和利用. 
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