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异养硝化机理的研究进展

何 霞，吕 剑，何义亮"，赵 彬，李春杰
（上海交通大学环境科学与工程学院 上海 $%%$!%）

摘 要：硝化作用是自然界氮素循环的一个重要环节。除了传统上的自养硝化细菌以外，至今为止已发现许多异

养微生物可以进行硝化作用。异养硝化已成为环境领域的热点问题。简要的介绍了自然界中的异养硝化微生物

的分布以及针对其生物多样性而建立的探测和分离方法。着重从异养硝化的关键酶，相关基因，电子传递及代谢

途径这几个方面综述了异养硝化机理的研究进展。最后总结了目前在研究异养硝化机理过程中存在的问题，并对

其今后进一步的研究方向做出了展望。
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与传统自养硝化作用不同，异养硝化作用的底物可以是

无机态氮或有机态氮。有研究者提出较为严格的异养硝化

作用的定义为［&］：异养微生物在好氧条件下将氨H铵或是氧
化态45的有机态氮氧化到羟胺，亚硝酸盐和硝酸盐的过程。
在深入了解传统硝化作用的同时，越来越多的研究围绕异养

硝化展开。杜睿等［$］对内蒙古草原土壤 I$*产生的机理进

行研究，发现异养硝化作用是主要原因。温东辉等［5］认为在

污水脱氮过程中，异养硝化与自养硝化相比有其自身优点，

更利于治理高氮低碳废水。杨凤林等［!］发现异养硝化菌也

是高效活性污泥中的重要组成部分。在国外，在研究异养硝

化在处理高氮污水脱氮过程中的应用［#］，异养硝化对温室效

应气体 I$*的贡献［"］，土壤氮素循环中的异养硝化［)］等问题

的同时，对异养硝化机理也进行了深入研究。而国内对异养

硝化机理的研究则起步较晚，相关研究和论述也不够深入。

为此，本文从异养硝化作用的微生物、关键酶及其基因、电子

传递、代谢途径这几方面对异养硝化机理进行了较为系统的

论述。

! 环境中的异养硝化微生物

异养硝化微生物分布广泛，土壤、污泥、湖水、深海火山

口等处发现了多种具有硝化活性的异养硝化微生物，包括细

菌、放线菌、真菌，甚至是藻类［’］。真菌被认为是数量最大效

率最高的异养硝化微生物［1］。然而在实验室的培养中，细菌

也表现出了较好的异养硝化能力。JA/D/D［&%］总结了一些常
见的异养硝化菌（表 &）。
由于异养硝化菌的代谢活动范围远大于自养硝化菌，再

加上异养硝化菌的生物多样性，使得对其探测、分离、纯化变

得困难。常用的方法是以有机底物为介质进行选择性培养，

经过多次富集分离，从而得到目的菌株，张光亚等［&&］从土壤

中分离到一株名为 !"#$#%#%%&’ ?KB LI的异养硝化菌。我们

从膜生物反应器中分离出了异养硝化菌 ()%*++&’ ?KB MN［&$］，

该菌株对污水中的总氮和 O*P有较高的去除率［&5］。利用相

关的功能基因检测异养硝化菌的存在是目前的研究方向［&!］，

随着研究的深入，更多的异养硝化菌将被分离纯化出来，从

而更有利于异养硝化机理的深入研究。

表 ! 常见的原核和真核异养硝化菌
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! 异养硝化作用的关键酶及其基因

异养硝化机理研究的重点是异养硝化作用的关键酶及

其基因。研究发现［!"］，异养硝化菌在代谢底物时，有着与自

养硝化菌相似的酶系统，即先由氨单加氧酶（#$$%&’(
$%&%%)*+,&(-,，#./）催化铵氧化，得到羟胺，然后由羟胺氧
化酶（0*12%)*3($’&, %)’1(-,，0#/）催化进一步氧化得到亚硝
酸。氨单加氧酶和羟胺氧化酶就是异养硝化菌代谢过程中

的关键酶，与之相对应的是 !"# 和 $!# 基因。

!林燕的博士论文：膜生物反应器中异养硝化细菌的分离及其硝化性能实验研究 4

!"# 氨单加氧酶（$%&）
在对异养硝化菌 % 4 &!’(#()#&$! 的 #./的研究中发现，

% 4 &!’(#()#&$!的 #./ 有很多特性与自养硝化菌相似。但
是，与自养硝化菌不同，% 4 &!’(#()#&$!的 #./需要 5#670作
辅酶，对光敏感，镁离子能刺激其活性［!8］。并且，该酶对羟胺

敏感程度远大于自养硝化菌［!9］。

.%’2等［!:］在研究异养硝化菌 *!)!+#++,- ./’0()010+!’- 时，
获得了部分纯化的 #./。这个酶含有 ;个亚基，大小分别是
<:=6(和 >8=6(，与欧洲亚硝化单胞菌（自养硝化菌）的 #$%#
和 #$%?相似，与产甲烷菌 2/($34#+#++,- +!&-,4!(,- 的 7$%#和
7$%?同源。纯化的酶是一种醌醇氧化酶，受到光与多种螯
合剂抑制，有一个易变的铜离子中心，能被二价铜离子激活。

与欧洲亚硝化单胞菌不同，!$$%3@A 的乙炔并不能抑制
*!)!+#++,- ./’0()010+!’-中该酶的活性，这可能是由于乙炔不能
进入该酶的活性位点。因此，乙炔有可能被用于区分环境中

异养硝化菌和自养硝化菌。

!"! 羟胺氧化酶（’$&）
从自养硝化菌中纯化的羟胺氧化酶是一个多体蛋白，然

而 B,C2D2’EF等［!G］从 % 4 &!’(#()#&$!中纯化的 0#/是一种溶解
性的单体周质酶，;H=6(，铁离子能提高其活性，螯合剂 I6J#

会抑制其活性。这个酶与自养硝化菌的 0#/ 有很大的不
同，它可以使用周质还原蛋白、细胞色素 K""!和亚硝酸盐还
原酶作为反硝化酶。

研究者还从 5)($)#6!+(/) 74#601#)"0-、*-/,.#"#’!- -L4［!G，;H］

中获得了部分纯化的 0#/，发现它们与自养硝化菌的 0#/
有明显的不同：（!）异养硝化菌的 0#/结构相对简单，只是
一个单体蛋白；（;）异养硝化菌的 0#/ 酶中都不含有血红
素，含有非血红素 M, 的 0#/可能在异养硝化菌中广泛分
布［;!］；（<）两者可能没有序列同源性。
!"( !"#和 $!#基因
异养硝化菌 !"# 和 $!# 基因的研究是建立在与自养硝

化菌对应基因相比较的基础上。6(N$［;;］等将异养硝化菌
*-/,.#"#’!- &,(0.! 的 65# 片断与自养硝化菌 80()#-#-&0)!
6)0/’-0-的 !"#5探针进行杂交，结果表现出与自养硝化菌较
高的相似性。但是异养硝化菌 *!)!+#++,- ./’0()010+!’- 71!;;;
的 !"# 基因与自养硝化菌的 !"# 基因仅有微弱的交叉杂交
现象［;<］，说明它与自养硝化菌的 !"# 基因存在较大的差异，
而且 *!)!+#++,- ./’0()010+!’- 71!;;;的 $!# 基因只有 !个拷贝，
自养硝化菌却有 <个拷贝。我们参考 O%EEC(NP,［;>］等设计的
!"#5引物和 A(’(［;"］等设计的 !"#9 的引物，对 9!+044,- -L4
AQ的 !"# 基因进行了 7RO扩增。研究表明，该菌株与自养
硝化菌的 !"# 基因有较大的差异。现有的研究表明，不同异
养硝化菌之间，!"# 和 $!# 基因也存在较大的差别!。

( 异养硝化作用的电子传递和代谢途径

("# 异养硝化作用的电子传递
目前，对于异养硝化电子传递过程的研究较少，主要集

中在常见的菌株上。B,C2D2’EF 等［!G］研究异养硝化菌 % 4
&!’(#()#&$!时指出，在铵氧化阶段，% 4 &!’(#()#&$!与自养硝化

图 # )*+*,-,,./ 01234+353,*2/在异养硝化过程中电子传递和质子分离模式
M’+4! SKC,$, D%2 EC, ,3,KE2%& E2(&-D,2 (&1 KC(2+, -,L(2(E’%& 1N2’&+ C,E,2%E2%LC’K &’E2’D’K(E’%& ’& *!)!+#++,- ./’0()010+!’- 4
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菌 ! ! "#$%&’"’相似，都是以还原态泛醌为电子供体；但在羟
胺氧化阶段，! ! "#$%&’"’ 的电子受体是细胞色素 "##$，电子
传递到泛醌，其中一部分用于启动铵氧化，另一部分经过 %"&
复合体传递到 ’’(型细胞色素 "氧化酶，而在 ( ! &’)*%*$%&+’
中，电子直接经过细胞色素 ")##*或是亚硝酸盐还原酶传递
到细胞色素 "氧化酶。

+,-.,/’012等［34］在研究 ,’$’-%--#. /")0*$010-’). 代谢无机
氮的过程中总结了其在进行异养硝化时的电子传递模式（图

&）。从此模式可以看出，,’$’-%--#. /")0*$010-’).将 56( 氧化到

573
8所得到的电子先传递到细胞色素 "##*，其中一半传递
给细胞色素 "氧化酶，另一半通过铁硫蛋白传递给氧化态泛
醌，氧化态泛醌转变为还原态泛醌后作为电子供体再为 56(

氧化提供电子。

!"# 异养硝化作用的代谢途径
异养硝化菌种类繁多，并且其可以利用的基质范围广

泛，如铵、胺、酰胺、58烷基羟胺、肟、氧肟酸及芳香硝基化合
物等［39］，这使得异养硝化机理的研究异常困难因此，异养硝

化作用的代谢途径还不完全清楚，许多研究者提出了不同的

假想途径。

目前，多以丙酮肟以及其他一些肟类为有机底物研究异

养硝化的有机代谢途径，认为异养硝化菌氧化丙酮肟存在两

种可能的代谢途径［3:］：一种是无机途径，即丙酮肟先水解为

羟胺和丙酮酸，羟胺再氧化为亚硝酸；另一种是有机途径，即

将丙酮肟直接氧化成亚硝酸。

;.1<1<［&*］在他的研究基础上总结出了异养硝化菌在进
行硝化作用时的代谢通式，包括无机氮硝化代谢途径（即

56$
=!56376!573

8 !57(
8）和有机氮硝化代谢途径（即

>563!>5676!>8 57!>573!57(
8）。

在 >-%12,?-<等［3@］发现了具有异养硝化和好氧反硝化能
力的异养硝化菌 ( ! &’)*%*$%&+’后，陆续有报道发现类似的异
养硝化菌，对它们的脱氮能力也展开了研究［#，(*，(&］。

>A"/’2B?-<等［(3］在对这类异养硝化菌进行深入研究后，提出
了较为详细的脱氮假想途径：（图 3）

图 # $%&’()*+,-提出的异养硝化脱氮假想途径
CAD!3 +"/101 E-2 <A,2-D1< 210-F’G H’,/I’J B.2A<D /1,12-,2-H/A" <A,2AEA"’,A-< H2-H-?1B %J >A"/’2B?-<!

我们目前的研究表明，2’-033#. ?H! KL的异养硝化脱氮
途径很有可能是从氨氮氧化到羟胺，然后从羟胺直接氧化到

氧化亚氮，进而氧化到氮气。

. 问题和展望

异养硝化菌的生物多样性使其硝化机理的研究变得困

难。已有的研究成果仅局限在个别菌株上。并且，不同菌株

参与异养硝化过程的关键酶及其编码基因都存在较大的差

别。因此，异养硝化机理有待于进一步深入研究。今后的研

究重点主要包括以下几方面：（&）深入研究异养硝化反应中
的关键酶，包括酶的分离、纯化，酶学特性等，通过酶学的研

究来进一步证实异养硝化菌的代谢途径；（3）进一步研究关
键酶的基因及其外源表达，从分子水平上阐明异养硝化作用

的机理；（(）研究异养硝化菌在反应中的电子传递以及其关
键的控制步骤，从能量转化的角度理解异养硝化菌的代谢机

理；（$）通过对异养硝化机理的研究，深入探讨异养硝化过程
在自然界氮素循环中的地位，为寻求合理的氮素循环调控技

术手段和改进废水脱氮工艺提供理论依据。
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