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缺氧土壤中硝态氮还原菌的生理生化特征*
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摘 要 综述国内外有关硝态氮还原菌生理生化方面的研究进展, 包括同化还原、硝酸异化还原成

铵、呼吸反硝化和非呼吸性反硝化,侧重于电子传递系统。
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氧气不足环境(如淹水土壤)中的硝态氮主要在微生物参与下还原。由于所参与的微生物的多样性

和复杂性,还原途径和还原产物亦具有多样性和复杂性。过去我国有关硝态氮还原的微生物研究主要

集中在该功能群的数量、区系组成及其活性, 对硝态氮还原的微生物生理生化的研究则相对欠缺, 因而

限制了从更深层次上认识土壤中硝态氮还原规律。本文综述国内外有关硝态氮还原菌生理生化方面的

研究成果,侧重于电子传递系统, 希望对有关的研究能起到抛砖引玉的作用。依照微生物生理过程的不

同,硝态氮还原可区分为如下几个不同途径: ( 1)同化还原; ( 2)硝酸异化还原成铵; ( 3)呼吸性反硝化;

( 4)非呼吸性反硝化。依次综述如下。

1 硝酸同化还原

硝酸同化还原是耗能过程。高等植物、许多真菌和细菌都能同化还原硝态氮 ,且还原过程非常相

似。真菌Neurosp ora crassa 的硝酸同化还原的过程如图1 所示[ 1]。细菌的同化硝酸还原酶为溶解性胞浆

酶,不含细胞色素 b。由于该酶在分离纯化时极不稳定, 加上细菌的 NO-3 同化其意义在生物界远没有

真核生物那么重要,所以至今对其组分、结构和电子传递途径仍不了解。同化亚硝酸还原酶组分包括

FAD、非血红素 Fe-S 中心和类血红素( Sirohaem)辅基, 电子供体是 NADPH。类血红素的结构是八羧基同

菌绿素
[2]
,专门催化 6 电子还原反应(如 NO

-
2 NH3、SO

2-
3 S

2-
) ,因此是该酶的特征性组分。

图 1 硝酸同化还原示意图

Fig 1 Assimilatory nitrate reduct ion

硝酸同化还原的目的是利用 NO-3 合成细胞物质,因此还原速度和还原的量主要决定于细胞生长速

度和细胞产量,细胞生长滞恒期没有净同化, 整个还原过程没有 NO-2 积累, 也不会有 NH+4 泌出。这是

硝酸同化还原和异化还原之间的最主要区别。
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硝酸同化还原对 NH+
4 极为敏感 ,土壤NH

+
4-N 浓度在 0 1 mg kg- 1时 1min 之内就可以抑制 60%的同

化还原, 10 mg kg- 1时 5 min 后可抑制 80% 。天门冬氨酸的抑制能力与 NH+
4-N 相似, 其余氨基酸则较

弱
[3]
。淹水土壤中通常含有较丰富的 NH

+
4-N 和有机氮,所以从生态层面上看硝酸同化还原在土壤中不

大可能占主导地位。

2 硝酸异化还原成铵

与同化过程不同,硝态氮异化还原是以产能为目的的。异养细菌有两种产能途径:基质水平磷酸化

和呼吸磷酸化,两者均以糖酵解( EMP)为起点。糖酵解途径将 1 分子葡萄糖分解成 2分子丙酮酸, 同时

产生 2 分子 ATP和 2 分子NADH。ATP消耗于细胞生长和活性的维持; NADH 必须被氧化掉, 否则糖酵

解不能继续进行。发酵是 NADH 再氧化途径之一。发酵将 NADH 中的电子转移给葡萄糖降解的某些中

间产物, 该过程不伴有 ATP 形成, NADH 中的能量被保存在部分发酵产物中。如果有外源电子受体

NO-3 / NO
-
2 存在, 因其氧化还原电位较高,发酵性细菌将优先利用 NO-3 / NO

-
2 作为电子受体氧化 NADH,

该过程仍然不伴有ATP形成, NADH 中的能量被保存在 NO-3 / NO
-
2 的还原产物中, 发酵途径依然不变,

此时还原产物往往是NH+4 , NO
-
3 / NO

-
2 充当发酵性电子受体的作用。这就是 DNRA ( Dissimilatroy nitrate

reduction to ammonium)过程。以 Klebsiella 为例:没有 NO-3 / NO
-
2 存在时, EMP 途径产出的NADH 主要消耗

于乙醇的形成,发酵主产物是醋酸、乙醇和甲酸(分子比大约是 1 1 1) [ 4] :

C6H12O6 CH3COOH + C2H5OH + HCOOH

但有NO-3 / NO
-
2 存在时,几乎不产生乙醇, 同时NO

-
3 / NO

-
2 被还原成铵,反应式如下:

3C6H12O6+ 2NO-2 + 2H2O 6CH3COOH + 2NH+
4 + 6HCOOH

显然原本可以在乙醇形成中被氧化的 NADH 这时被 NO-2 所氧化, 表明 DNRA 与 NADH 再氧化直接相耦

联。直接耦联的好处是显然的: NO-3 / NO
-
2 被还原成铵时要接受 8~ 6 个电子, 是 NADH 的高效氧化剂,

特别有利于基质丰富条件下发酵产能。事实上,与 DNRA相耦联的可以是任何其它由基质脱氢酶产生

的氢载体(光合过程除外) ,只要这些氢载体的再氧化没有呼吸链参与就都视为发酵。

DNRA 细菌包括专性厌氧菌、兼厌氧菌、微嗜氧菌和好氧菌[5]。专性厌氧菌 Desulf ovibrio desulfuricans

的 DNRA过程如图 2A所示。乳酸(或H2)在乳酸脱氢酶( LDH) (或氢化酶 Hy)的作用下将乳酸脱掉的氢

直接交给亚硝酸还原酶( Nir) , 此处氢载体是什么尚不知晓[ 6]。最简单的呼吸链由脱氢酶- 泛醌- 还原

酶构成[7] ,上述电子转移中没有泛醌的参与, 所以不是呼吸过程, 只是一步还原反应而已。Nir 的辅基是

六细胞色素 c 复合体( Hexhaem c) , 催化 6 个电子还原反应。该菌没有 NO-3 还原酶, NO
-
2 由外源提供。

电子从乳酸和H2传递到 Nir分别通过2 个和 1 个质子转移位点,指示有基质水平磷酸化过程[ 8]。

兼厌氧菌尤其是 Enterobacteriaceae 的 DNRA 功能比较普遍, Escherichia coli (图 2B)在厌气条件下将

NADH 中的电子通过泛醌 Q传递给硝酸还原酶 (硝酸呼吸过程) , 或者直接交给 NO-2 还原酶 ( Hexheme

c) , 将 NO-2 还原成 NH+
4 。硝酸呼吸与 DNRA 共用同一段呼吸链, 都经过 2 个质子转移位点, 表明硝酸

呼吸和DNRA 产生同样多的能量; 提供 NO-3 和NO
-
2 细胞生长量无明显差别(殷士学, 待刊资料)。如果

电子供体不足, DNRA相对于硝酸呼吸来说显得无意义, 因为此时无需高效电子受体, 此时往往有

NO-2 积累。Escherichia coli还含有另外一种以类血红素 ( Sirohaem)为辅基的亚硝酸还原酶, 该酶是可溶

性胞浆酶, 与前述的同化亚硝酸还原酶极为相似, 其还原产物也是NH+
4 ,但由不同的基因控制。事实上

E coli 共有至少 3 种硝酸还原酶和 2种亚硝酸还原酶,它们之间相互配合起不同作用, 例如图 2 中的硝

酸还原酶与溶解性亚硝酸还原酶(含 Sirohaem)配合, 主要作用是解除细胞质中 NO-2 的毒害
[ 9]。

微嗜氧菌 Campylobacter sputorum 的 DNRA 过程(图 3A)与兼厌氧菌不同之处在于: 呼吸链延长到了

细胞色素 b, 是一个较完整的呼吸系统,其结构与反硝化菌的呼吸链 (图 3B)非常相似, 但 C sputorum 在

细胞色素 b 之后没有产能位点而反硝化菌则有。目前还不知道该菌是否是通过呼吸系统将 NO-3 / NO
-
2

还原成NH+4 的一个特例, 它是已报道的唯一的具备 DNRA功能的微嗜氧菌。

严格好氧菌 Bacillus 值得特别关注。按细菌分类通典贝氏手册上的定义, Bacillus 都是好氧菌[ 10]。

但近几年的研究表明, 该属的某些种在有 NO
-
3 存在的情况下可以进行厌气生活

[ 11, 12]
, 其中能进行
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图 2 细菌电子传递链( A. 专性氧菌; B. 兼厌氧菌)

Fig. 2 Electron transport chain(A. Desulfovibrio desulfuricans; B. Escherichia coli )

图 3 细菌的电子传递链( A. 微嗜氧菌; B. 反硝化菌)

Fig. 3 Electron transport chain( A. Campylobacter sputorum; B. Paracoccus denitricans )

DNRA 过程的有 Bacillus subtilis [ 11, 13]、Bacillus macerans [14]、Bacillus lichenif ormis [ 15]以及 Bacillus sp [16, 17]。有

些菌已知为混合酸发酵类型[ 11] ,但电子传递过程尚不清楚。Bacillus 的另一些种被认为是反硝化菌[ 18]。

Bacillus 是普遍且常常是主导的土壤微生物区系,所以它们在土壤硝态氮还原过程中的作用值得进一步

研究。
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DNRA 过程一般都在电子供体充足的条件下进行的。对异养型细菌而言一般的土壤都是碳源短缺

的环境, 这对 DNRA过程较为不利, 所以如果不外加碳源一般土壤中 DNRA 只占硝态氮还原的百分之

几[19, 20] , 高的也只有 12 5% [ 21]。

3 呼吸性反硝化

除发酵以外, EMP 途径产生的NADH 还可以通过呼吸链再氧化,电子逐步传递给终端电子受体, 终

端电子受体可以是NO-3 / NO
-
2 / NO/ N2O 等一系列的氮氧化物, 还原终产物往往以( N2O+ N2 )为主, 微生

物学家将该过程描述为 伴有电子传递磷酸化、硝态氮依序还原的细菌呼吸过程 ,即呼吸反硝化或反硝

化。生态学家、土壤学家、环境科学家主要关心还原终产物, 常将产出气态氮氧化物的微生物过程都叫

做反硝化,但从微生物角度来说产出 N2O和 N2的不一定都是呼吸过程 ,这将在下一节讨论。

关于反硝化菌呼吸链的结构, Paracoccus denitricans 是目前了解最多的有限的几种细菌之一 (图

3B) [ 22~ 24]。虚线表示未知或待定的内容, H+ 泵出是形成质子动力( ATP形成)的位点, 、 a、 b 是已

确定的产能位点。在进行无氧呼吸和有氧呼吸时, Paracoccus denitricans 共用一部分呼吸链, 分枝点是 cyt

b ,有氧时 cyt b 将电子传给 cyt o , 无氧时将电子传给 cyt c, NO-3 还原直接由泛醌将电子传递给亚硝酸

还原酶中的 cyt b。该菌厌氧呼吸链比上述的 Escherichia coli(图 2B)和 Campylobacter sputorum (图 3A)的要

复杂得多。从NADH 传递两个电子给NO-3 通过 2 个产能位点,传递到 O2 通过 3 个产能位点, 传递到 N2

通过 4 个产能位点。实际测定结果是该菌厌氧呼吸产生的 ATP只是好氧呼吸的 67% ~ 71% , 其差别的

原因尚不清楚。一般而言, pH 为 7时厌氧细菌从 ADP形成 ATP约耗能 43 9 kJmol- 1[ 24]。根据反应热力

学参数,呼吸反硝化的每一步反应都可能伴有 ATP 产出,但实际上(图 3)并不一定如此。

关于反硝化细菌及其酶系已有很多综述
[ 18, 25]

,这里只提一下反硝化菌的亚硝酸还原酶( dNir )。已

知有两种 dNir(表 1) ,一种是含铜的( Cu-dNir) , 这类反硝化菌约占土壤反硝化菌总数的 1/ 3;另一种是含

c-型和 d-型细胞色素复合体( cd1-dNir)的,这类菌约占土壤反硝化菌总数的2/ 3。 cd 1是反硝化菌特有的

组分,有可能是控制反硝化的突破口所在。目前趋于认为 dNir 催化单电子还原反应, 将 NO-2 还原成

NO[26]。生物界单电子传递反应是稀少的。

表 1 已知含有 Cu- dNir和 cd1- dNir的反硝化细菌
[18]

Table 1 Denitrifying bacteria containing cytochrome cd1 and of Cu-containing nitrite reductase

Cyt cd1- dNir organisms Cu-dNir organisms

Alcaligenes faecalis IAM 1015 Achromobacter cycloclastes

Azospirillum brasilense SP7 Alcaligenes faecalis S6

Erythrobacter sp OCh114 Alcaligenes xylosoxidans subsp xylosoxidans

Paracoccus denitrif icans Bacil lus halodenitrif icans

Paracoccus halodeni trif icans Nitrosomonas europaea

Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aureofaciens

Pseudomonas stutzeri ATCC 17591 Rhodobacter sphaeroides f sp denitrif icans

Pseudomonas stutzeri ZoBell Rhodopseudomonas palustris

Thiobacillus denitrif icans Thiosphaera pantotropha

同时有O2 和NO
-
3 / NO

-
2 存在时, 绝大多数反硝化菌优先利用 O2, cyt o 活性受抑

[ 17, 27] ;如果从厌氧

转换到好氧条件 NO-3 还原将很快终止,所以在有氧条件下难以观察到反硝化的现象。由此看来反硝化

功能似乎只是这些菌的一个兼职,好氧呼吸才是本职。

反硝化菌通常以培养基中 NO-3 / NO
-
2 是否全部消失作为基本特征加以鉴别,对还原产物不作区分。

显然这种方法较为粗糙,可能将 DNRA 细菌也列入反硝化菌之中。依据呼吸磷酸化有无和硝态氮还原

主产物, Mahen 和 T iedje[ 28]提出了鉴别反硝化菌的三条主要指标: ( 1)细胞蛋白的净增长量与基质中
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NO-3 / NO
-
2 量呈直线关系(有呼吸磷酸化) ; ( 2)产自 NO-3 / NO

-
2 的 N2+ N2O 超过 NO-3 / NO

-
2 总量的 80%

(还原主产物) ; ( 3)气态氮化物产出速率> 10 mol min- 1 g- 1(反硝化速率)。这种方法排除了经典方法

中的不确定因素,对研究土壤中参与硝态氮还原的微生物有特别意义。

4 非呼吸性反硝化

这是指那些没有呼吸链参与、能将硝态氮还原成气态氮化物的一类微生物, 它是包括 DNRA细菌、

亚硝酸积累菌、自生固氮菌、酵母、真菌、蓝细菌、好气反硝化菌等在内的、生理过程复杂的一个混合群

体[29]。对 DNRA 细菌和亚硝酸积累细菌而言,气态氮化物往往是 N2O, 且在提供 NO-2 时都比提供 NO-3

时产出更多的N2O, 表明N2O的产出可能与解毒有关。Escherichia coli的硝酸还原酶缺失突变株不产出

N2O,但亚硝酸还原酶缺失突变株却产生,表明 N2O产出可能是硝酸还原酶作用于 NO-2 的结果。N2O的

产出速率一般只有 NO-3 / NO
-
2 还原速率的1% ,细胞生长滞恒期 N2O的产出速率最快;无产能相伴。这

些现象表明,这些菌产出 N2O似乎没有特别的生理功能。

另一些细菌在低氧分压条件下同样能将硝态氮还原成包括 N2在内的气态氮化物, 文献中称之为

好气反硝化 。 好气反硝化 菌多数具有硝化功能, 包括自养型 Nitrosomonas sp [ 30]、Nitrosomonas eu-

tropha [ 31]和异养型 Alcaligenes f aecalis[ 32]、Pseudomonas [ 33]、Thiosphaera pantotropha [34]、Hyphomicrobium [ 35]等。

Thiosphaera pantotropha 在有氧条件下确能检测到 NO
-
3 、NO

-
2 、NO、N2O 还原酶活性, 但反硝化速度远比厌

氧条件下低[27]。深入研究好气反硝化菌(尤其是异养型)有两方面的意义:好气反硝化是目前了解很少

的一种生命现象,对它的认识至少可以补充现有的反硝化知识;好气反硝化可能导致废水处理技术的革

新。好气反硝化在土壤中有没有? 如果有能占多大份量? 目前尚没有估计。通气土壤确能测得少量的

气态氮化物产出,过去一般认为是土壤不均质性所致,是否有 好气反硝化 的贡献还不清楚。

5 现象、问题和展望

参与硝态氮还原的微生物具有惊人的多样性。已知的反硝化菌分布于 10 个原核生物科中[ 36] :

Rhodospirillaceae, Cytophagaceae, 生芽或具附属物细菌( Budding or appendaged bacteria) , Sp irileaceaee, Pseu-

domonaceae, Rhiz obiaceae , Halobacteriaceae, N eisseriaceae, Nitrobacteraceae, Bacillaceae; 只有三组尚没发现有

反硝化细菌分布:专性厌氧菌、除 Bacillus 以外的革兰氏阳性菌以及Enterobacteriaceae。如果再考虑 DNRA

过程(专性厌氧菌和 Enterobacteriaceae 恰恰是 DNRA细菌的主要分布群) , 可以说任何一种无机氧化物都

没有像NO-3 这样有那么多微生物卷入其还原转化。同样是氮素,固氮微生物和硝化微生物的种群就远

比硝酸还原菌种群来得简单。

土壤微生物学的基本目标是了解土壤中微生物的多样性(质量信息)和群体结构(数量信息)。现有

知识还远未达到这一目标,举几个实例。( 1)在参与硝态氮还原的细菌中, 反硝化菌是被了解最多的类

群了,但是已了解的那些菌株未必是土壤中主导类群[ 36] , 因此这些知识能在多大程度上说明土壤中的

实际情况令人怀疑。( 2)土壤微生物学过去主要依赖分离培养技术来积累知识, 但是现代分子生物技术

研究表明土壤中 可培养 的微生物数量仅占总数的百分之几以下[ 37] ,说明我们已知甚少。( 3)土壤微

生物的质量、数量信息与宏观表象往往不符。例如有两种土壤, 一种 NO-3 的主导还原产物为 N2O, 另一

种为N2, 推测前者应以将 NO-3 只还原到 N2O的细菌为主,后者应以终产物为N2 的细菌为主, 实测结果

恰恰相反[4]。从这几个事例可以看出,我们的土壤微生物学知识还十分贫乏。

解决这些问题是相当困难的。一方面要引入现代生物技术研究手段,设法了解那些 不可培养 微

生物的种类、数量、功能;另一方面要利用现有的技术手段深入认识那些 可培养 微生物的生命规律,后

者在许多实验室的现有条件下都能做到。比较研究硝态氮还原菌的不同功能群的生理生化,无疑将在

十分贫乏的知识库中添加一些内容。
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PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF NITRATE

REDUCERS IN ANAEROBIC SOILS

Yin Sh-i xue Shen Q-i rong

( College of Resources and Environmental Sciences , NanjingAgricultural University , Nanjing 210095, China )

Summary

This paper presents an overview of currently available literature on the physiology and biochemistry of

nitrate reducing microorganisms in anaerobic soils, with emphasis on electron transport chains in assimila-

tory reduction, dissimilatory nitrate reduction to ammonium, respiratory denitrification and non-respiratory

denitrification

Key words Nitrate reducers, Electron transport chain, Denitrifcation
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