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摘  要: 亚硝酸还原酶(NiRs)是反硝化过程中的关键作用酶, 它使NO2
− 转变成NO, 减轻了水体中

的氮污染。根据辅基的不同, NiRs分为血红素cd1型亚硝酸还原酶(cd1-NiRs)和铜型亚硝酸还原酶

(Cu-NiRs)两种。Cu-NiRs呈三聚体结构, 每个单体都含有两种类型的铜原子, 它们在酶催化过程中

起着传递电子的重要作用。在催化过程中, Cu-NiRs中部分残基的结构变化有利于催化反应的进

行。此文结合Cu-NiRs的最新研究成果, 从整体上对其结构特点、电子传递过程及催化机理等研究

作了系统地阐述。 
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Abstract: Nitrite reductases (NiRs) are the key enzymes in the denitrification pathway of the nitrogen cycle. 
By the catalysis of NiRs, the nitrites are turned into nitric oxides and the nitrogen pollution is decreased in 
water body. NiRs are divided into two different types based on their prosthetic groups, namely 
heme-containing nitrite reductases (cd1-NiRs) and Copper-containing nitrite reductases (Cu-NiRs). As all 
know, Cu-NiRs have trimeric structures, in their each monomer, there exist two types of Cu centers that play 
pivotal roles as the components of electron transfer pathway in the process of catalysis. Furthermore, some 
residues alteration of Cu-NiRs would contribute to the catalytic reaction. In this review, the latest progresses 
about the construction features, the process of electron transfer and catalytic mechanism of Cu-NiRs were 
discussed. 
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由于工业废水和生活污水的排放, 以及水产养
殖业的影响使水体污染严重, 水体富营养化成为当
前我国及世界各国水环境共同面临的重大问题。含

氮化合物为水体富营养化的一大主要因子, 而利用
某些微生物的反硝化作用可以将水体中的氮氧化合

物(NO3
− 和NO2

−)通过气态中间产物(NO和N2O)转化
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为氮气, 从而减轻水体中的氮污染[1−3]。微生物的反

硝化作用在全球氮循环过程中起着重要作用, 特别
是在环境净化方面有着举足轻重的作用。目前已发

现超过 130 种反硝化细菌, 分布在 50 多个属[4]。此

外, 反硝化作用还产生了具有重要环境影响力的物
质 , 其中包括有毒气体NO和强烈的温室效应气体
N2O, 后者的温室效应影响仅次于CO2和CH4, 但其
温室效应潜势却远高于CO2和CH4

[5−7]。由于反硝化

的重要环境生态作用及其过程中产生的环境影响物

质, 使之得到了广泛研究。 
现在公认的反硝化过程分为 4 步, 分别由不同

的还原酶催化。其中NO2
− 转变成NO由亚硝酸还原

酶(NiRs)所催化, 其催化反应为：NO2
− + e− + 2H+→

NO + H2O, 这一步实现了水体中的氮向大气中转变, 
是反硝化作用区别于其它硝酸盐代谢的标志性反应, 
在反硝化过程中扮演了重要角色[8]。NiRs分布于细
胞壁与细胞膜之间, 根据其辅基的不同分为血红素
cd1型亚硝酸还原酶(cd1-NiRs)和铜型亚硝酸还原酶
(Cu-NiRs)两种类型 , 它们分别以血红素cd1和Cu作
为辅基, 每种反硝化细菌具有两种不同形式NiRs中
的一种[8,9]。目前, 对Cu-NiRs的电子传递模式和结构
机理作了大量研究, 而对cd1-NiRs的研究相对较少。
本文结合Cu-NiRs的最新研究成果 , 从整体上对其
结构和作用机理作了详细阐述。 

1  Cu-NiRs 的结构特点 

对酶蛋白所作的氨基酸序列分析和X射线结构
研究表明[10,11], Cu-NiRs呈三聚体结构(见图 1), 形成
一个高度保守的蛋白家族, 其每个亚基分子量约为
40 kD; 每个单体都含有两种类型的铜原子, 分别为
类型Ⅰ(T1Cu)和类型Ⅱ(T2Cu)铜活性中心。普遍认
为 [12,13], 在Cu-NiRs的电子传递过程中由T1Cu位点
从外部电子传递蛋白接受一个电子再将它传递到

T2Cu催化位点。 
T 1 C u被包埋在每个单体中 ,  脉冲分析显示

T1Cu 中心位于每个单体表面下约 7 Å 处, 具有
(His)2-Cys-Met连接特点(见图 2)[14−16]。T1Cu与亚单
位内的基团结合, 突变体研究发现电子由T1Cu传递
到T2Cu中心, 故T1Cu中心与分子内电子转移有关
[17,18]。Cu-NiRs根据T1Cu中心的光学特性分为蓝色
和绿色两种类别。蓝色还原酶在约 590 nm处呈现强

吸光带, 绿色还原酶在约 460 nm和 600 nm处有两个
强吸光带[11]。这两类Cu-NiRs因细菌种类不同而颜色
各异 ,  如 A l c a l i g e n e s  x y l o x i d a n s中的N i R s  
(AxNiR)是蓝色 , 而 Achromobacter cycloclastes  
(AcNiR)和 Alcaligenes faecalis(AfNiR)中的 NiRs 都 
是绿色[19−21]。 
 

 
 

图 1  Cu-NiR 的晶体结构, 每个单体由两个亚单位组成

(引自文献[10]) 
Fig. 1  Crystal structure of Cu-NiRs, each monomer has 
two subunits (Refer from [10]) 
 

 
 

图 2  AxNiR 中 T1Cu 结构(引自文献[14]) 
F
 

ig. 2  Native T1 Cu site in AxNiR (Refer from [14]) 

T2Cu结合在两个单体之间, 位于一个约 12 Å深
的溶剂通道底部, 起着催化中心的作用。T2Cu具有
(His)3-H2O (或OH− )的连接特点, 3个His中的两个来
自同一单体, 另一个来自其邻近单体, 且显示出扭
曲的四面体几何学构型(见图 3)[11,14,22]。 
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图 3  AxNiR 中 T2Cu 结构(引自文献[14]) 
Fig. 3  Native T2 Cu site in AxNiR (Refer from [14]) 
 
 

2  Cu-NiRs 的电子传递模式 

目前 , 通过新的实验技术已经获得一些Cu- 
NiRs的原子分辨率结构 , 其中包括催化过程中Cu- 
NiRs的不同构型(底物或产物结合形式的Cu-NiRs)
以及与催化过程密切相关的蛋白分子结构, 这些研
究成果和酶催化过程的动力学研究结论对于讨论

Cu-NiRs的催化机理具有重要作用。突变体研究表明
[23], 两个Cu活性中心对于酶的催化活性都是必不可
少的。为了阐明两个Cu活性中心在酶催化过程中的
具体作用, Nojiri M等进行了相关研究[24]。其结果说

明T1Cu作为电子受体从电子供体蛋白接受一个电
子再传递给T2Cu, 后者与底物结合还原NO2

− 为

NO。而在AxNiR中具体测定了电子传递途径中所包
含的氧化还原电位大小[23], 从天青蛋白(+305 mV)到
T1Cu(+240 mV)再到T2Cu(+230 mV), 这进一步说
明在催化过程中电子传递的具体过程。另外, 通过
对酶转变形式的电子顺磁共振波谱分析表明 [11], 
Cu-NiRs中的电子传递在催化过程中包括 3 个快速
的氧化还原过程：(a)T1Cu被外源电子供体还原; (b)
分子内电子从T1Cu向T2Cu转移; (c)NO2

− 在T2Cu中
心被还原。 

2.1  T1Cu 的还原 
在反硝化细菌的周质空间发现一系列小型氧化

还原蛋白作为潜在的电子供体传递给NiRs, 它们包
括细胞色素c(Cyt c)、假天青蛋白(Paz)和天青蛋白
(Az)[25]。在不同的有机体内蓝色和绿色Cu-NiRs分别
与Az和Paz相关联, 并作为潜在的电子供体将电子

传递给T1Cu中心 [1]。对Alcaligenes xylosoxidans 
NCIMB 11015中电子供体的研究表明[16], 在反硝化
条件下合成了两种天青蛋白, 分别为AzⅠ和AzⅡ, 
两者都是作为有效的电子供体传递电子给NiRs; 与
AzⅡ相比, AzⅠ在体内作为电子供体传递给AxNiR
更有效。还原型AzⅠ具有T1Cu中心, 并传递电子给
NiRs的T1Cu中心, 推测它可能通过形成蛋白-蛋白
复合体来完成[26]。对于Az与Cu-NiRs中T1Cu在电子
传递过程中的作用方式, Barrett ML等在AxNiR中进
行了研究[27], 发现酶表面的个别残基在这个过程中
可 能 起 着 关 键 作 用 。 B a r r e t t  M L 等 指 
出[27], Trp138 残基与T1Cu一个配基相毗连, 它位于
表面残基Trp197以下且在不同物种的NiRs中具有高
度的保守性, 这说明Trp138 可能是NiRs与其电子供
体Az形成复合物的关键; 他们通过对突变体进一步
研究 , 发现Trp138 是电子从Az中Cu位点传递到
AxNiR中T1Cu位点的关键残基。基于几种生物的
NiRs晶体结构和生化数据, 有学者提出在NiRs表面
存在“疏水区域”, 它接近T1Cu位点并作为氧化还
原辅助蛋白的结合位点[28]。 

通 过 对 Hyphomicrobium denitrificans 中 Cu- 
NiRs(HdNiR)的突变体C114A(N-末端结构域缺失
T1Cu离子)和C260A(C-末端结构域缺失T1Cu离子)
的研究发现[12,29], C114A突变体显示出催化活性, 而
C260A突变体则几乎不具有任何NO2

− 还原活性; 同
源的Cyt c550 作为电子供体传递电子给C114A但不
传给C260A, 说明HdNiR中的电子接受位点是C-末
端结构域中与T2Cu配对的T1CuC而不是N-末端结构
域中的T1CuN。Nojiri M等[24]也进行了HdNiR及其突
变体C114A和C260A被生理电子供体蛋白Cyt c550
还原的动力学研究, 发现HdNiR中的最快和最慢还
原过程可能分别与T1CuC和T1CuN的还原过程相关, 
并提出可能Cyt c550 结合位点位于T1CuC距蛋白表

面约 15 Å处形成的一个约 500Å2的裂口, 在裂口中
心是 4 个疏水性氨基酸, 它们由极性氨基酸残基所
包围。Glu172 残基位于裂口表面, 其羧基O原子与
His219 残 基 上 的 N 原 子 形 成 氢 键 [Glu172 
(Oe1)-His219 (Ne2), 2.69 Å]。由于Cu位点与Glu172的
羧基部分距离约 7 Å, 故该氢键提供了与T1CuC的直

接表面可接触性。因此, 还原的Cyt c550 结合到裂
口上可能在初始快速阶段通过Glu172提供 1个电子
给T1CuC, 随后发生了从T1CuC到T2Cu和还原底物
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的分子内电子传递过程。此外, Gln76的酰胺基与Cu
中心距离约 8 Å, 电子供体蛋白也可通过Gln76提供
电子给T1CuN

[24]。然而, 从T1CuN到T1CuC的距离大

约是T1CuC到T2Cu的 2倍, 所以从T1CuN到T1CuC的

远程电子传递可能非常缓慢, 可见还原的T1CuN对

于催化反应是不利的 [12,24]。基于以前的研究可知 , 
外源电子供体传递电子给T1CuC, 而T1CuN可能是

作为T1CuC的电子传递配偶体,其详细机理还有待进
一步通过动力学测定来讨论。 

2.2  T1Cu 到 T2Cu 的电子传递 
NiRs的结构和动力学研究[30,31]说明, T1Cu位点

首先从上游电子供体(Az、Paz或Cyt c)接受一个电子
再将它传递给NO2

− 还原的T2Cu位点, 这些Cu位点
之间相距约 12 Å, 并通过十分保守的T1Cu位点上的
Cys残基和T2Cu位点上的His残基连接。在AfNiR中
研究 [32]发现, 其电子传递的限速步骤是从T1Cu到
T2 Cu的电子传递, 这说明在Cu-NiRs的催化反应中, 
从T1Cu到T2Cu的电子传递是催化反应的关键, 它
控制着整个催化反应的进行。Nojiri M等[24]测定了

HdNiR的晶体结构, 该Cu-NiRs整体呈一个三角棱
形分子, 由两个三聚体紧密联合成一个统一的六聚
体结构。一般而言, 电子传递途径极依赖于电子供
体和受体之间的距离, 而HdNiR六聚体中T1CuC和

T2Cu之间的Cu-Cu距离最近, 因此最可能的电子传
递是从T1Cu C到T2Cu的电子传递 , 这对于随后在
T 2 C u 中 心 的 N O 2

−  还 原 也 有 重 要 
作用。 

2.3  NO2
− 的还原 

已经证明NO2
− 结合到T2Cu催化中心取代结合

的水分子是通过一个有序的机理完成的[33]。Paraske- 
vopoulos K等 [28]在AxNiR的突变体Met144Leu中研
究发现, 电子最初从氧化还原配体蛋白传递到T1Cu
位点, 然后内部电子传递通过Cys130→His129 从
T1Cu传递到T2Cu。Cys-His连接两个金属中心并通
过底物感受器 /信号环 (His94–Asp92–His89)来控 
制[28,34]。Kataoka K等[35]研究发现, Cys-His连接两个
Cu位点之间的距离约 12.5 Å。酶在T1Cu位点从电子
供体蛋白接受 1个电子并在T2Cu位点催化 1个电子
还原NO2

− 为NO; 此外, T2Cu周围Asp和His所包含
的氢键网络作用在于为底物提供质子。对于NO2

− 结

合到 T 2 C u催化中心的过程 ,  B a r r e t t  M L 
等 [27]通过两种催化晶体结构证实了酶蛋白表面的

“疏水口袋”在引导NO2
− 进入其活性位点过程中发

挥作用。 

3  催化机理探讨 

Cu-NiRs还原NO2
− 的步骤包括NO2

-与酶的结

合、还原反应、结合的中间产物脱水以及NO的释放

和酶的重新形成[8]。对于Cu-NiRs的催化机理, 最近

的模型[11,13]认为NO2
− 结合到氧化形式的T2Cu中心, 

取代一个可溶性分子并在NO2
− 的一个氧原子和

Asp98 残基间形成氢键。当电子从T1Cu中心传递到

T2Cu中心后, 该氢键的质子从Asp98 残基转移到底

物的氧原子上形成中间产物O=N-O-H; 该氧原子的

N-O键随后断裂并形成产物NO, 然后在活性中心被

释放。 

Antonyuk SV等[8]测定了AxNiR的结构, 发现邻

近单体残基形成一个 6Å宽的疏水性通道, 其提供底

物进入的可能路径。Ellis MJ等 [36]发现Asp残基是

AxNiR中T2Cu位点的关键残基, 它涉及底物的识别; 

而在底物的引导中, 由Leu106和Ala137多个残基与

Asp98 共同作用。晶体结构数据显示Asp98 残基具

有底物引导和产物形成/释放的多个功能。当底物靠

近进入位点时 , 部分残基的构象变化引导其进入

T2Cu位点[8]。可见, 在NO2
− 与NiRs相结合的过程中, 

NiRs结构中的一些关键残基起到对底物的识别作用, 

并通过空间结构的变化引导底物进入催化位点。该

过程中除了个别起主要作用的关键残基外, 还包括

其他一些起辅助作用的残基, 它们在空间上的相邻

位置使之能协同作用。 

为了阐明NiRs的空间结构与催化过程的关系 , 

有不少学者从催化过程中酶空间结构变化的角度进

行了研究, 如Tocheva EI等[37]研究了Cu-NiRs的晶体

结构, 发现N原子和O原子与Cu的等距离侧向配位

结合模式与该酶的催化机理密切相关。而在

Met144Leu的晶体结构中观察到AxNiR的三聚体之

间头碰头的作用方式, 这说明NiRs能通过这些表面

接触区域自我联合, 以利于电子传递以及催化作用

的进行[23]。刘盛权等[38]利用定点突变的方法得到了

AcNiR的突变体并测定了其晶体结构, 该突变体已

无酶活 ,  其晶体结构表明突变残基的侧链羧基与

T2Cu结合, 堵住了T2Cu与外面接触的溶剂通道, 表

明T2Cu的可接触性是酶保持生物活性的必要条 
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件。在HdNiR的研究中发现[12], C-末端片段能够接受
一个来自Cyt c550的电子且表现出比普遍Cu- NiRs
更大的NO2

− 还原活性 , 这说明C-末端结构域是
HdNiR分子内电子转移和催化反应的基本区域。结
构研究表明[38,39], C-末端以β折叠片方式介导单体
间相互作用, 是维系三体结构的重要因素; 尽管C-
末端远离活性中心, 但它不仅参与维系AcNiR的四
级结构, 而且对保持酶的活力也是必须的。以上研
究说明Cu-NiRs空间结构的特殊变化是催化过程能
进行的主要因素, 该过程同样涉及一些关键残基的
协同变化。 

在NO2
− 结合到酶的催化中心后, 中间产物的形

成以及最终产物的释放过程受到不少学者的关注。

Antonyuk SV等[8]对底物或产物结合形式的Cu-NiRs
构象研究表明 , 在引导底物和产物形成过程中 , 
Asp98 占据产物NO对应位点并与水分子结合, 说明
这种Asp构象有利于去质子作用 , 它导致键的断裂
和产物的形成及释放。在T2Cu还原位点, 质子从Asp
转移到NO2

− 形成Cu+NOOH中间产物, 而His255 的
咪唑基则提供第 2 个质子用于断裂N-ON键以形成
NO, 然后与水结合的氧化型T2Cu离子断裂并释放
[11,23,40]。另外 , 对 Alcaligenes faecalis S-6 中的
Cu-NiRs晶体结构研究表明[10], 属于T2Cu配位层的
界面残基His306 被Ala取代后, 明显影响了NiRs的
热稳定性, 该突变阻碍了T2催化位点Cu离子的结合
并使酶丧失其催化活性, 说明His306 具有结构和功
能的双重作用。 

此外, 还有学者从底物对酶的调节方面进行了
研究。Pinho D等[11]的研究说明底物在调节T2Cu中
心氧化还原电位上起了重要作用, 并影响分子内两
个Cu中心的电子转移率。在Ac. cycloclastes中研究了
电子在Paz与NiRs之间的转移, 发现Paz从电极接受
电子并在NO2

− 存在的条件下传递给NiRs[11]。电子顺

磁共振数据提出NO2
− 结合到T2Cu增加了该中心的

氧化还原电位, 从而使分子内电子转移更有利[40]。

这些证据说明底物的存在加强了NiRs催化过程的电
子传递, 使反应更加有效地进行。 

4  基因表达调控 

Cu-NiR由nirK基因编码 , 该基因已从Pseudo- 
monas aureofaciens中分离并测序, nirK编码含有 363

个氨基酸的多肽, 该多肽含有一段由 24个氨基酸组
成的起蛋白输出作用的信号肽 [ 4 1 ]。Har r i s  RL 
等 [1]对Alcaligenes xyloxidans的研究发现, azuA和
nirK不是同步转录的; 且nirK基因的转录起始发生
在两个邻近的胸腺嘧啶残基, 它们位于nirK基因的
翻译起始密码子上游 43和 44碱基处。Beaumont HJ
等[42]对Nitrosomonas europaea中NirK基因的表达调
控进行了深入研究, 发现NirK基因受NsrR调控, 而
NsrR通过抑制启动子Pnir转录来调控。NsrR的阻抑可
通过细胞内NO2

− 或HNO2逆转, 因此可通过增加细
胞外NO 2

−  浓度和降低细胞外pH来诱导P nir转录增

加。Pittman MS等 [ 4 3 ]证实了底物NO 2
−  在诱导 

基因表达中的作用, 因此不排除还有其他 NirK表达
调控的附加调节机制的可能性, 比如可能存在翻译
后和代谢水平调控。 

在分子水平, NO2
− 还原由NNR控制, NNR是一

种属于转录激活因子FNR家族的调节蛋白[44]。最近

在副球菌属反硝化细菌中发现, NO激活NNR介导的
转录活性[45]。在缺失NNR调控的NirX基因的突变体
上观察到反硝化细菌Paracoccus中NO2

− 的积累, 该
基因编码一种与NiRs转录激活有关的可溶性周质蛋
白。Barak Y等[44]的研究证明, 在Paracoccus的质粒
中可能含有促进NO2

− 还原的基因, 并找到该质粒的
一个ORF-orfB, 它与编码细菌的ABC转运蛋白基因
具有高度同源性, 而ABC转运蛋白涉及NO3

− 活化、

NO2
− 运输以及Cyt c生物发生等多个生化过程。这些

研究表明, 在Cu-NiRs的催化过程中, 涉及一些基因
调控的蛋白分子协同作用, 而底物的反馈调节又影
响这些蛋白的表达调控。目前虽然获得了不少研究

成果, 但对于Cu-NiRs在催化过程中相关蛋白分子
的基因表达调控还有待于进一步研究, 特别是涉及
催 化 过 程 中 的 一 些 电 子 传 递 蛋 白 ,  它 们 
的表达与调控对于催化反应的进行起着至关重要的

作用。 

5  展望 

 随着工业污水以及农用化肥的影响 , NO3
− 和

NO2
− 对水体污染严重, NO2

− 的高致癌性威胁着人们

的生活, 细菌的反硝化作用对于环境具有重要的生
态学意义。生物脱氮以其独特的优势吸引着世界各

国环保工作者的目光。NiRs是反硝化过程中的关键
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催化酶, 因此对NiRs结构和作用机理的研究尤为迫
切。我国在这方面的深入研究相对较少, 但也有学
者利用晶体结构学研究了NiRs的突变体和特异结构, 
对NiRs的催化机理研究做出了贡献[46,47]。目前对于

两种NiRs的结构以及机理研究已取得了不少成果 , 
但还有待进一步深入研究其分子机理, 主要包括以
下几方面：(1) 催化过程中NiRs内部涉及电子传递
相关氨基酸残基的结构变化特点; (2) Cu-NiR内部残
基间以及与两个铜活性中心的电子传递过程 ; (3) 
NiRs及其与其他反硝化酶之间的基因表达调控研
究。通过这些研究以便进一步开发利用反硝化细菌, 
为生物脱氮开辟新途径。 
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