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摘要：反硝化是在反硝化细菌的作用下，以硝酸盐作为最终电子受体而进行的无氧呼吸过程。从污水脱氮的角度

论述反硝化在污水脱氮中的作用、污水脱氮的机理、污水脱氮过程中反硝化作用的影响因素等。从反硝化的角度

出发，论述了反硝化细菌的类群、反硝化作用的机理、反硝化细菌细胞中参与反硝化过程的关键酶。另外，还论述

了近年来发现的有氧反硝化细菌、自养反硝化细菌及反硝化除磷细菌等方面的研究进展。
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反硝化（C?43DE3F3GHD3I4）是在反硝化细菌的作用
下，以硝酸盐作为最终电子受体而进行的无氧呼吸

过程，结果使硝酸盐逐渐还原为 19、1"9，最终变为

1"。反硝化在污水脱氮过程中具有重要意义。污

水中的含氮有机物经过异养菌的氨化作用转变为

氨氮，再经过硝化细菌的硝化作用将氨氮转变为亚

硝酸盐和硝酸盐态氮，最后经过反硝化细菌的反硝

化作用将亚硝酸盐和硝酸盐还原为 19、1"9，并最
终变为 1"，从而将含氮物质从污水处理系统中排

出。反硝化细菌（C?43DE3FL345 RHGD?E3H）是一类兼性厌
氧微生物，当处于缺氧环境时，反硝化细菌可用硝

酸盐、氮化物等作为末端电子受体。有些反硝化细

菌能还原硝酸盐和亚硝酸盐，有些反硝化细菌只能

将硝酸盐还原为亚硝酸盐［!］。

9 反硝化细菌与污水脱氮

当环境中有分子态氧存在时，反硝化细菌氧化

分解有机物，利用分子态氧作为最终电子受体。在

无分子态氧存在下，反硝化细菌利用硝酸盐和亚硝

酸盐作为电子受体，有机物则作为碳源及电子供体

提供能量。在污水处理中，当溶解氧（C9）小于或等
于 #*&N5[\情况下，反硝化细菌利用污水中的有机
碳源（污水中的 W9C）作为氢供体，以硝酸态盐作为
电子受体，将硝酸盐还原为 19、1"9或 1"，这既可

消除污水中的氮，又可恢复环境的 J8稳定性，对污
水处理系统的正常运行起重要作用。活性污泥系

统中 !#] ^ )#]的细菌具有反硝化能力。系统中
缺乏供反硝化细菌利用的碳源物质通常导致反硝

化效率降低。当缺乏有机物时，无机物如氢、1H"_
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等可作为反硝化反应的电子供体，微生物通过消耗

自身的原生质进行内源反硝化，结果导致细胞质的

减少，同时生成 !"#。因此污水处理系统中应在必

要时及时加入一些甲醇等作为反硝化过程的电子

供体。

在污水处理系统中反硝化细菌的种类很多，大

约有 $%多个属，&#%多个种。已经报道的包括无色
杆菌属（ !"#$%&%’(")*$），芽孢杆菌属（+(",--./），短
杆菌属（+$*0,’(")*$,.&），肠杆菌属（12)*$’(")*$），乳
杆菌属（ 3(")%’(",--./），微球菌属（4,"$%"%""./），假
单胞菌属（5/*.6%&%2(/），螺菌属（ 78,$,--.&）等。有
些种类在厌氧条件下既能进行反硝化，又能分解芳

香化合物。如一株固氮弧菌和一株属于螺菌属的

细菌能在反硝化条件下分解酚。这类反硝化细菌

既可消除污水中的氮同时又消除了含氮的有毒有

害污染物。污水处理系统中微生物的群落组成非

常复杂，"’()*+’等用分子方法分析反硝化体系中微
生物群落的组成成分［,］。但活性污泥中存在的大

量微生物是不可培养微生物，传统的培养方法不能

真实反应活性污泥中反硝化细菌的真实情况［#］。

许多研究应用 &-. /0!1序列研究微生物的种群多
样性，但反硝化细菌属于系统发育中不相关的种

群，不适合用此方法来研究其种群结构，因此有人

提出用功能基因来研究［2］。这些功能基因包括细

胞周质空间及细胞膜结合的硝酸盐还原酶基因

（2(81和 2($3）、含有细胞色素 45&和 67的亚硝酸
盐还原酶（ 2,$.和 2,$8）基因以及一氧化氮还原酶
基因（2%/9）等。

! 影响污水脱氮过程中反硝化反应的因素

!"# 有机碳源
一般认为，当污水中的 :;0$ <=>!值 ? # @ $时，

即可认为碳源是充足的，此时不需要补充外加碳

源。甲醇作为碳源时反硝化速率高，被分解后的产

物为 6;, 和 ",;，但处理费用较高。污水处理系统

中碳源的种类不同可导致反硝化细菌的类群及反

硝化活性不同。

!"! $%值
反硝化过程最适宜的 A"范围为 -B$ @ CB$，不

适宜的 A"值会影响反硝化细菌的生长速率和反硝
化酶的活性。当 A"值低于 -B%或高于 DB%时，反应

受到强烈抑制。反硝化反应对 !;E
# 或 !;E

, 的消耗

有助于 A"值保持在所需范围内并可补充在硝化过
程中消耗的一部分碱度。

!"& 温度
反硝化细菌适宜的生长温度在 ,$F @ #$F之

间，低于 &$F时增殖速率和代谢速率降低，导致反
硝化速率降低。实际中反硝化一般控制在 &$F @
#%F。
!"’ 溶解氧
当同时存在分子态氧和硝酸盐时，反硝化细菌

优先进行有氧呼吸。微生物从有氧呼吸转变为无

氧呼吸的关键是合成无氧呼吸的酶，而分子态氧的

存在会抑制这类酶的合成及活性。为了保证反硝

化过程的顺利进行，必须保持严格的缺氧状态。一

般认为，系统中溶解氧保持在 %B$GH<I以下时反硝
化才能正常进行［$］。

另外，一些其它因素如污水中有毒有害物质、

盐度等都会影响反消化过程的进行，如随着污水中

盐度的增加，反硝化活性逐渐降低［-］。

& 参与反硝化过程的酶

反硝化过程是在一系列酶的催化下将硝酸盐

逐渐还原的过程［C］。在这一过程中硝酸盐代替氧作

为电子受体。硝酸盐还原酶催化硝酸盐还原为亚

硝酸盐。根据微生物不同，亚硝酸盐（!;E
, ）变为

!;，或者由 45&或 67>亚硝酸盐还原酶催化。!;变
为 !,;由含有细胞色素 J4的 !;还原酶催化，!,;
转变为 !,，由含有 67的 !,;还原酶催化。到目前

为止发现每个细菌中并不含有全部这些还原酶。

对硝酸盐还原酶和亚硝酸盐还原酶了解的相对清

楚，对 !;和 !,;还原酶的了解则较少。

&"# 硝酸盐还原酶
在反硝化细菌中发现两种类型的硝酸盐还原

酶，一种与细胞膜相连接，另一种位于周质空间。

膜结合的硝酸盐还原酶已经在铜绿假单胞菌

（5/*.6%&%2(/ (*$.9,2%/(），脱氮副球菌（ 5($("%""./
6*2,)$,:,"(2/），施氏假单胞菌（5/*.6%&%2(/ /).);*$,），
荧光假单胞菌（5 K :-.%$*/"*2/），大肠杆菌（1 K "%-,）
等进行了研究。膜结合的硝酸盐还原酶含有 #个亚
基，其中的!亚基是催化亚基，是这个酶的活性位
点。!亚基由 2($< 编码。可溶的"亚基，由 2($"
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编码，含有 ! 个［!"#$!%］簇。!亚基，由 !"#&编码，
含有 ’个 (型血红素。膜结合的硝酸盐还原酶形成
’个结构域，"和#组成细胞质结构域，!亚基组成
膜结构域，!亚基对于"和#与细胞膜内侧细胞质
的吸附起作用，即通过!亚基与细胞膜相连，!亚基
接受电子并把电子传递给#亚基（通过 ($血红素）。
周质空间硝酸盐还原酶由 ’个亚基组成，)*+,

和 )*+-［.］。前者是大亚基，含有钼辅因子和一个
［!"#$!%］。)*+- 是一个 /$型细胞色素，)*+/ 是推
测的膜结合的亚基，其功能是作为电子传递体。

!"$ 基因簇已经在许多反硝化细菌中发现，包括富
养罗尔斯通氏菌（ %"&’()!*" +,(#)$-"），脱氮副球菌
（."#"/)//,’ 0+!*(#*1*/"!’）等。膜结合的和周质空间
硝酸盐还原酶在蛋白质结构、基因组成和生物化学

特性都存在许多差异。膜结合的酶能还原氯酸盐，

以 ),012作为电子供体，其活性被低浓度的叠氮
化合物所抑制。周质空间硝酸盐还原酶不能以

),012作为电子供体，对低浓度叠氮化合物不敏
感。

在可进行有氧反硝化的脱氮副球菌（."#"/)//,’
0+!*(#*1*/"!’）中两种类型的酶都存在，其中周质空间
硝酸盐还原酶在好氧和厌氧条件下都能表达，但在

厌氧条件下，大多数硝酸盐还原酶的活性是由膜结

合的硝酸盐还原酶所体现，因此推测周质空间硝酸

盐还原酶在有氧条件下催化第一步反应。

!"# 亚硝酸盐还原酶
在反硝化细菌的功能基因中研究最多的是亚

硝酸盐还原酶基因［3］。亚硝酸盐还原酶是反硝化

途径的关键酶［45］，已作为反硝化细菌的分子标记用

于研究其种群结构及多样性。不同反硝化细菌中

存在两个独特类型的亚硝酸盐还原酶（)67% 和
)678），尽管这两种类型的酶在结构等方面存在差
异，但它们执行相同的生理功能。这两个酶分布于

分类地位不相关的微生物种群中，也可发现于同一

种微生物的不同菌株中。)67%的分布更广，在已经
研究过的反硝化细菌中，只有 95:的菌株含有
)678。)67%和 )678 表现出不同的免疫学和分子量
特性。研究反硝化细菌亚硝酸盐还原酶基因 !*#8
和 !*#%主要是根据变形菌纲（17;<#;(*=<#76*）设计探
针。%,>, 2,??&)等根据 !*#8和 !*#%基因设计了
两套 1/>引物研究污水处理系统反硝化细菌的种
群。@A#BA*C ?6A 等通过 1/> 方法用 !*# 基因研究

了墨西哥大陆边缘沉积物中反硝化细菌中反硝化

基因的分子多样性。燕永亮等对 !*# 及相关基因进
行了基因结构分析［44］。这些研究为进一步探索反

硝化机制奠定了基础。

$ 有氧反硝化细菌

许多微生物能有氧呼吸，同时反硝化。从污水

中分离的副球菌属的细菌（."#"/)//,’ $"!()(#)$-,’）
是首先被描述的有氧反硝化细菌，硝酸盐或亚硝酸

盐还原为 )’ 可在大气氧存在情况下发生。施氏假

单胞菌（.’+,0)2)!"’ ’(,(3+#）是另一个报道的有氧反
硝化 细 菌，对 氧 的 耐 受 力 要 超 过 ."#"/)//,’
$"!()(#)$-,’。有氧反硝化细菌的许多问题还需深入
研究。."#"/)//,’ $"!()(#)$-,’ 在有氧条件下不表达
亚硝酸盐还原酶，所以有氧条件下还原亚硝酸盐的

机制还不清楚。大多数反硝化细菌在有氧条件下

产生 )’D而不是 )’。)*;E6 F*E*G*等研究检测到两

株细菌使硝酸盐还原需要氧，也属于有氧反硝化细

菌［4’］。由于有氧反硝化细菌在环境中的特殊意义，

对其进行研究受到广泛关注［49］。

% 自养反硝化细菌［&$］

近年来发现一些自养细菌能够利用一些无机

物（/D’，2/D9H）在氧化过程中释放出来的能量将硝

酸盐还原，进行反硝化作用，这类细菌称为自养反

硝化细菌。由于不需要投放有机物作为碳源可节

省开支，同时由于只产生极少量的污泥，可使污泥

的处理量降低到最低。因此，自养反硝化细菌在污

水脱氮中具有重要意义。倍受关注的自养反硝化

细菌有脱氮硫杆菌（ 4-*)5"/*&&,’ 0+!*(#*1*/"!’）和反硝
化硫微螺菌（4-*)2*/#)’$*#" 0+!*(#*1*/"!’）。

’ 反硝化除磷细菌

污水生物除磷是非常经济有效的方法，聚磷菌

需要交替的好氧和厌氧条件，在厌氧区释放磷，而

在好氧区则在细胞中合成并积累多聚磷酸盐。最

近发现一些聚磷菌在好氧或缺氧条件下以硝酸盐

作为电子受体而积累磷［4I］。这类细菌被称为反硝

化 除 磷 细 菌（ 0#C6<76JG6CK 1L;M+L;7AM$7#N;O6CK
-*=<#76*）。反硝化除磷细菌能在聚磷的同时进行硝
酸盐的去除，而不需要厌氧和好氧的相互交替。反
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硝化除磷细菌的发现可在理论上探讨反硝化细菌

和除磷细菌之间的关系，在实际中可探讨污水脱氮

除磷的新机制和新工艺。

! 存在问题及展望

!"# 硝化作用与反硝化作用的动态平衡
反硝化是污水脱氮的最后环节，硝化作用和反

硝化作用必须处于动态的平衡过程才能保证良好

的污水脱氮效果。硝化作用和反硝化作用分别由

硝化细菌和反硝化细菌完成，而这两类细菌分别要

求不同的环境条件。因此，如何在污水处理的不同

区段创造适宜的环境条件，分别满足硝化细菌和反

硝化的生长繁殖成为提高污水脱氮效率的关键。

!"$ 反硝化细菌的优势种群与季节的变化规律
在污水处理系统中存在许多种类的反硝化细

菌，其种群随季节等环境条件的变化而发生。因此

发现每个季节污水处理系统中发挥主要作用的优

势种群并创造适宜环境是很重要的。我们从 !""#
年开始对污水处理系统中反硝化细菌的数量、种群

及不同季节的优势种类进行了初步研究，为深入研

究反硝化细菌及在污水脱氮中的作用奠定了基础。

!"% 低温反硝化细菌的研究
在北方地区，除夏季外环境温度都很低，导致

反硝化细菌生长繁殖慢，反硝化活性低。我们从北

京某污水处理厂取样进行低温反硝化细菌的分离

筛选，并通过 $%& ’()*序列分析方法对所分离的反
硝化细菌进行了初步鉴定。发现低温反硝化细菌

在污水处理系统中是存在的，所分离的反硝化细菌

在实验室条件下，在 +, - $",具有反硝化的活性
（未发表）。

!"& 反硝化细菌基础研究
近年来，虽然发现了不同类型的反硝化细菌，

但这些反硝化细菌如何成为反应体系中的优势种

群而发挥反硝化作用以及如何根据这些新的反硝

化细菌的生物学和生态学特性建立新的脱氮工艺

是问题的关键所在。因此，开展反硝化细菌进行反

硝化作用的分子机理、生物学特性和生态学研究，

可为使其成为污水处理系统中的优势种群而奠定

理论基础。

有氧反硝化细菌、自养反硝化细菌和脱氮除磷

细菌的发现丰富了反硝化细菌的研究内容，也增加

了对反硝化过程新的认识，同时也为有效控制反硝

化活性及污水脱氮开拓了新的途径。通过研究反

硝化细菌的生态及生物学特性，改变环境条件，使

反硝化细菌充分发挥作用，将对于提高污水脱氮水

平发挥重要作用。

参考文献

［ $］(./0 1 2，*3456 7，244 8，!" #$ 9 *::5 ;/<=’./ 8=>’.?=.5，!""!，

’(（+）：!$#" - !$#@A

［ !］B.CD=/. E，E4’6D6’6 E，ECF/436 &，!" #$ 9 G .H *::5 8=>’.?=.5，!""+，

))：$$%+ - $$@+A

［ I］J=/?=/ 2=F，K4/0 LD6/0，M=6.N= K4/0，!" #$ 9 K;8& 8=>’.?=.5 ;>.5，

!""%，**：!@# - !O%A

［ #］P4C>D4 J，G=QD./0 L，2=R.FS T， !" #$ 9 *::5 ;/<=’./ 8=>’.?=.5，

!"""，’’：!"U% - !$"#A

［ +］8>V4//4R ( G，(’F’R W K，T6/0 & T9 &.=5 &>= &.> *8 G，!""$，’*：

$!% - $I!A

［ %］1.CD=4 &，X06Y6 E，86Z=/. B，!" #$ 9 24[[4’C =/ *::5 8=>’.?=.5.0R，

!""%，&$：!@@ - !OIA

［ @］T65[4’ P LF\H[ 9 8=>’. 6/3 8.5 J=.5.0R 74<=4Y，$UU@，’#（#）：+II

- %$%A

［ O］26F’6 J，E6. T，7=>Z T 1 ;9 G .H J6>[4’=.5.0R，$UUU，#(#（U）：

!O"! - !O"%A

［ U］BF?4’[FC G ; J，).’\6/ P B，2F=C * &]&，!" #$ 9 G .H J6>[4’=.5.0R，

!""!，#(&（U）：!++@ - !+%"A

［$"］P4C>D4 J，G=QD./0 L，2=R.F T，!" #$ 9 *::5 ;/<=’./ 8=>’.?=.5，!"""，

’’（+）：!"U% - !$"#A

［$$］燕永亮，杨 剑，陈立宏，等 9中国科学 W辑生命科学，!""+，%*

（I）：!#% - !+IA

［$!］)6.Z= E，86’=6 * J，W6[656/ &， !" #$ 9 *::5 ;/<=’./ 8=>’.?=.5，

!""I，’)：I$+! - I$+@A

［$I］̂ =/ M V，M=/ T T，8=/ G，!" #$ 9 K;8& 8=>’.?=.5 24[[，!""%，$’+：

$+" - $++A

［$#］任延丽，靖元孝，微生物学杂志，!""+，$*（!）：OO - U!A

［$+］1.’6\ J，G66: _9 *::5 ;/<=’./ 8=>’.?=.5，!"""，’’：$!"U - $!$!A

·%@@· 微 生 物 学 通 报 !""@年 I#（#）




