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摘  要：硝酸盐是全球氮循环的关键组成部分，同时也是植物有效氮的重要来源。研究硝酸盐的

转化过程对于生态系统生产力的提高有重要意义，而自然环境中硝酸盐的转化主要是硝酸盐的异

化还原。同时，硝态氮的大量输入导致了诸多环境生态问题，引起人们广泛关注。反硝化反应是

环境中硝态氮去除的主要过程。硝酸盐异化还原是反硝化过程硝态氮去除的第一步，可以为后续

的还原反应提供反应底物。研究硝酸盐还原过程还可以加深对微生物脱氮的理解。硝酸盐异化还

原由膜结合硝酸盐还原酶(Nar)和周质型硝酸盐还原酶(Nap)共同催化，但二者在结构、细胞定位、

反应机理以及基因调控等方面存在差异，并且二者对于环境因子的响应也不尽相同，因此可能在

催化硝酸盐还原过程中存在一定的差异性。本文系统论述了硝酸盐还原酶 Nar 与 Nap 在上述几方

面的异同，以提升对系统中硝酸盐发展动态的认识。 
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Abstract: Nitrate is a key component of the global nitrogen cycle and an important source of 
available nitrogen for plants. It is of great significance to study the transformation process of 
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nitrate to improve the productivity of ecosystems, and dissimilatory nitrate reduction is the main 
path of nitrate transformation in the natural environment. At the same time, the large input of 
nitrate nitrogen has led to multiple eco-environmental problems, garnering increasing attention. 
Denitrification is the main process of nitrate nitrogen removal in the environment. Dissimilatory 
nitrate reduction as the first step in denitrification provides substrates for subsequent reduction 
reactions. Studying nitrate reduction processes can deepen the understanding of microbial 
denitrification. Dissimilatory nitrate reduction is co-catalyzed by membrane-bound nitrate 
reductase (Nar) and periplasmic nitrate reductase (Nap), which showcase differences in 
structure, cellular localization, reaction mechanism, gene regulation, and responses to 
environmental factors. Therefore, the two enzymes may have differences in the catalysis of 
nitrate reduction. This paper systematically compares Nar and Nap in the above aspects, aiming 
to improve our understanding of the development dynamics of nitrate in the system. 
Keywords: nitrate reductase; structure; reaction mechanism; gene regulation; environmental 
factors 
 
 

硝酸盐是全球氮循环的关键组成部分，也

是生物有效氮的主要来源[1]。硝酸盐的有效性

对于植物生产力提高具有积极作用[2]。因此研

究硝酸盐的动态转化过程对于生态系统生产力

的提高有重要意义，而自然环境中硝酸盐的转

化主要是硝酸盐的还原过程(图 1)。同时，人口

数量的递增、农业和工业活动的加剧以及城市

化进程的加快，促使生物圈中硝态氮的人为负

荷空前增加，环境生态问题层出不穷，包括水

体富营养化、近岸赤潮暴发、溶氧锐减、生态

系统酸化和生物多样性丧失等方面[3-4]。反硝化

作用是生物地球化学循环中的一个关键环节，

也是维持氮平衡的重要途径。该作用一般是指

反硝化细菌在厌氧或缺氧的环境下，氧化有机

物作为能量来源，以硝酸盐或亚硝酸盐为无氧

呼吸的电子受体而实现无机氮去除[5-6]。硝酸盐

异化还原是反硝化过程硝态氮去除的第一步，

可以为后续的还原反应提供反应底物，该步骤

由硝酸盐异化还原酶催化完成(图 1)[7-8]。 
硝酸盐异化还原酶按照细胞定位、活性位

点结构及功能的不同可以分为膜结合硝酸盐还

原酶(membrane-bound nitrate reductase, Nar)和

周质硝酸盐还原酶(periplasmic nitrate reductase, 
Nap)[8]。Nar 广泛存在于具有硝酸盐呼吸功能的

微生物之中，锚定在细胞膜上并朝向细胞质侧，

仅在缺氧或者厌氧条件下催化硝酸盐的还原，

同时能够产生质子动力势(proton-motive force, 
pmf) 并 用 于 腺 嘌 呤 核 苷 三 磷 酸 (adenosine 
triphosphate, ATP)的合成[9-10]。传统观点认为反

硝化反应只能够在缺氧或者厌氧条件下发生，但

实际上反硝化反应也能够在好氧条件下进行[11]，

硝酸盐可由 Nap 催化还原为亚硝酸盐。Nap 位

于细胞周质，其本身不能够产生 pmf，只有与

质子转位酶结合时才能够形成 pmf，但其产生的

pmf 似乎也不足以支撑 ATP 的合成[12]。还原酶

Nap 优先在好氧条件下表达，但也能够在厌氧呼

吸中发挥作用，例如在假单胞菌(Pseudomonas 
sp.) strain G179 与反硝化类球红细菌(Rhodobacter 
sphaeroides f. sp. denitrificans)中，Nap 是参与厌

氧反硝化唯一的硝酸盐还原酶[10]。 
Nar 与 Nap 这 2 种还原酶在结构、细胞定

位、反应机理及基因调控等方面存在差异，并

且二者对于环境因子的响应也不尽相同。本文

系统论述了硝酸盐还原酶 Nar 与 Nap 在上述几 
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图 1  氮循环过程示意图   氮循环过程中，微生物利用硝酸盐还原酶 Nar 与 Nap 催化硝酸盐还原为亚

硝酸盐。DNRA：硝酸盐异化还原成铵。 
Figure 1  Schematic diagram of the nitrogen recycling process. During the nitrogen cycle, microorganisms 
catalyze the reduction of nitrate to nitrite using nitrate reductases Nar and Nap. DNRA: Dissimilatory nitrate 
reduction to ammonium. 
 
方面的异同，旨在加深对硝酸盐还原为亚硝酸

盐这一反应步骤的理解，有利于进一步推动研

究者和决策者认识生态系统中硝酸盐的发展动

态和生态环境效应，制定相关的环境保护规划

及控制措施。 

1  硝酸盐还原酶结构与反应机理 
硝酸盐还原酶 Nar 与 Nap 都属于含钼的二

甲 基 亚 砜 还 原 酶 家 族 (dimethyl sulfoxide 
reductase family, DMSOR)[13]，都能够将硝酸盐

还原成亚硝酸盐，二者在结构上皆为多亚基的

蛋白复合体(图 2)，由催化亚基以及电子传递亚

基组成。然而，Nar 与 Nap 在催化亚基活性位

点、底物通道、细胞定位以及反应机理等方面

存在差异。 

1.1  硝酸盐还原酶结构 
硝酸盐还原酶 Nar 和 Nap 催化亚基分别为

NarG 和 NapA，二者都包含一个由 Mo 原子结

合两个钼喋呤鸟嘌呤二核苷酸(molybdopterin 
guanine dinucleotide, MGD)形成的钼辅因子

(Mo-bisPGD cofactor)活性位点以及一个铁硫聚

簇([4Fe–4S])，前者在硝酸盐还原过程中起主要

的催化作用，后者作为电子传递链的一部分[13]。

催化亚基 NarG 与 NapA 都被组织成 4 个结构

域，活性中心皆是由 Mo 原子与 6 个配体以扭

曲的三棱柱几何构型配位，二者皆有 4 个硫配体

并由 2 个 MGD 提供[13-14]。在 NarG 中，Mo 原

子剩下的 2 个配体则是由天冬氨酸残基的羧酸

侧链和 1 个氧基配位或是天冬氨酸侧链的 2 个

氧原子均与 Mo 原子形成配位；硝酸盐还原过

程中天冬氨酸的羧酸侧链会发生去质子化并旋

转形成双齿配位，阻碍硝酸盐与活性位点的结

合[14-15]。在 NapA 中，另外 2 个硫配体则来自

半胱氨酸残基与硫化物基团；同时，这 2 个配

体之间还能够形成部分二硫键，构成伪喋呤环，

对活性中心起到一定的保护作用[14,16]。Nar 与 
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图 2  硝酸盐还原酶 Nar 与 Nap 结构示意图 
Figure 2  Schematic diagram of the structure of nitrate reductase Nar and Nap. 
 
Nap 都需要通过底物通道将硝酸盐底物引导至

活性位点，但二者底物通道所带电荷不同：还原

酶 Nar 指向活性中心的底物通道带有负电荷；而

还原酶 Nap底物通道的氨基酸残基带正电荷[14]。

此外，Nar 还原酶的活性位点是非特异性的，

能够还原不同构型的阴离子，例如硝酸盐、氯

酸盐、高氯酸盐等；但是，Nap 还原酶活性位

点对于底物的选择却相对专一，其对硝酸盐分

子高度特异[16]。 
还原酶 Nar 除了催化亚基 NarG 还包括

NarH 和 NarI 这 2 个电子传递亚基。NarH 由 4 个

铁硫中心组成，NarI 由 2 个 b 型血红素组成[13]。

除了电子传递，NarI 还负责将复合物 NarGH
固定在膜的细胞质侧，并且提供生理电子供

体氧化的结合位点[14]。在硝酸盐还原过程中，

电子经 NarI、NarH 到达 NarG (图 2)。还原酶

Nap 一般还包括电子传递亚基 NapB，该亚基由

2 个 c 型血红素组成，其通过保守的酪氨酸侧

链与 NapA 相连 [13]。某些菌株中 Nap 可能仅

以单体形式存在，不含 NapB 亚基，例如菌株

Desulfitobacterium hafniense DCB-2与Desulfovibrio 
desulfuricans ATCC 27774[8,13]。同时，还原酶

Nap 还需要辅助蛋白作为电子传递链的一部

分，例如蛋白 NapC，该蛋白负责生理电子供体

到 NapB 的电子传递；若细菌不能编码蛋白

NapC 时，该功能则由铁氧还蛋白 NapG 与 NapH
代替(图 2)[8]。 

另外，Nar 与 Nap 细胞定位不同(图 2)，因

此二者在硝酸盐吸收过程中也存在差异。Nar
的催化位点位于细胞质，需要依靠硝酸盐转运

蛋白(NarK1 与 NarK2)将硝酸盐从细胞周质运输

到胞质，该过程需要消耗硝酸盐还原的能量；

Nap 位于细胞周质，硝酸盐可以沿着浓度梯度

扩散进入细胞周质[17-19]。 
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1.2  硝酸盐还原酶反应机理 
催化硝酸盐还原时，Nar 可以氧化生理电

子供体甲萘酚(menaquinol, MQH2)并获得电子，

经 NarI、NarH 将电子传递给 NarG[8]；Nap 存在

两条电子传递路径，一是将 MQH2 氧化成甲基

萘醌(menaquinone, MQ+)并获得电子，经 NapH、

NapG 以及 NapB 传递给 NapA，另一条则是将

生理电子供体泛醇(ubiquinol, UQH2)氧化成泛

醌(ubiquinone, UQ+)获得电子，经 NapC、NapB
传递给 NapA[10] (图 2)。硝酸盐还原酶 Nar 与

Nap 催化硝酸盐还原存在相似之处，二者均可

概括为 3 步：(1) 利用具有醌氧化活性的膜蛋白

从醌池获得电子；(2) 利用氧化还原辅助酶蛋白

将电子传递到钼活性位点；(3) 钼活性位点与底

物结合，完成氧化还原反应，释放产物[13]。但

Nar 与 Nap 在催化步骤的顺序有所不同，下面

将详细介绍。 

1.2.1  硝酸盐还原酶 Nar 反应机理 
硝酸盐还原酶 Nar 依靠活性位点中 Mo 原

子价态的变化催化硝酸盐还原。还原酶 Nar 的

反应机理主要是基于酶动力学、电子顺磁共振

以及蛋白膜伏安法提出[20-21]。该机理认为在催

化过程中，硝酸盐只能与 Mo(IV)或者 Mo(V)结
合再被还原，由此提出了两条反应路径(图 3)：
一条路径是 Mo(VI)先被还原成 Mo(V)，再与硝

酸盐结合；另一条路径则是 Mo(VI)直接被还原

成 Mo(IV)，然后与硝酸盐结合，途径的选择取

决于底物的可用性[13]。Mo(V)对硝酸盐的亲和

力比 Mo(IV)高，因为后者存在更多的负电荷与

硝酸盐产生静电排斥，但 Mo(IV)对应着较快的

酶周转速率[21]。当硝酸盐浓度较低即底物受限

时，催化过程需要尽可能利用硝酸盐，因此底

物与 Mo(V)结合更加有利；当硝酸盐浓度较高

时，硝酸盐与 Mo(IV)结合，以较高周转速率的

替代途径成为主导[22]。Nar 催化顺序为先进行

电子的转移，再与底物结合，接着消耗 2 个质

子，最后释放底物(图 3)。 

1.2.2  硝酸盐还原酶 Nap 反应机理 
硝酸盐还原酶 Nap 的作用机理是硝酸盐与

Mo 原子直接结合，其中涉及钼和硫的氧化还原

化学[23]。首先，硝酸盐与 Nap 活性位点相互作

用，使活性位点发生构象重排，最终半胱氨酸

残基配体与 Mo 原子之间的共价键断开，但是

通过与另一个硫化物配体形成的部分二硫键与

Mo 原子间接相连[13]。此时，Mo 原子为五配体，

存在自由位置，硝酸盐中的 1 个氧原子通过共

价键与 Mo 原子形成配位，接着 Mo 原子的 1 个

硫配体被氧化，将硝酸盐还原成亚硝酸盐，产

物释放后，Nap 活性位点接收电子和质子，释

放 1 个水分子，自由位置再次可用[13] (图 4)。若此 
 

 
 
图 3  硝酸盐还原酶 Nar 催化过程示意图[13] 

Figure 3  Schematic diagram of the nitrate reductase Nar catalyzed process[13]. 
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图 4  硝酸盐还原酶 Nap 催化过程示意图[13]   Nap 催化过程中，先生成并释放产物(A)再进行内部的

电子转移(B)。 
Figure 4  Schematic diagram of the nitrate reductase Nap catalyzed process[13]. In the process of Nap 
catalyzed process, the product (A) is formed and released first, and then the internal electron transfer (B) 
happens. 
 
时底物足够，便可以与 Mo 原子快速结合进行

新的氧化还原反应；若底物受限，Nap 的活性

位点便会恢复到六配位体的构象[23] (图 4)。Nap
催化过程中，底物与活性位点的结合早于外部

电子的转移[19]，换句话说 Nap 是先生成亚硝酸

盐产物，再进行电子、质子的转移。 
总的来说，Nar 催化时需要先进行内部电

子转移，将 Mo(VI)还原成 Mo(IV)或者 Mo(V)，
然后与硝酸盐结合，这可能是其还原过程中的

限速步骤；而在 Nap 催化过程中，硝酸盐直

接与活性位点结合，还原生成亚硝酸盐后迅速

释放[19]。 

2  硝酸盐还原酶基因调控 
2.1  硝酸盐还原酶操纵子的基因组成 

硝酸盐还原酶 Nar 和 Nap 分别由 nar 与 nap
操纵子编码，这 2 个操纵子都包含编码结构亚

基以及辅助蛋白的基因 [8]。还原酶 Nar 由

narGHJI 操纵子编码，该操纵子相对保守，在

多个菌种中都有发现(表 1)，其中组成操纵子的

基因 narGHI 分别编码对应的结构亚基，基因

narJ 所编码的伴侣蛋白 NarJ 并不直接参与硝酸

盐的还原，而是在 Nar 的组装、成熟过程中发

挥重要作用 [38]。在大肠杆菌(Escherichia coli)
中，还存在额外的 Nar 操纵子 narZWYV，可能

在厌氧条件下发挥缓冲细胞呼吸的作用[39]。鼠

伤寒沙门氏菌(Salmonella typhimurium)中操纵

子 narZWYV 具体功能还有待研究[10,25]。 
还原酶 Nap 以及硝酸盐还原过程中需要的

辅助蛋白由 nap 操纵子编码[8]。与 nar 操纵子不

同，nap 操纵子基因的组成及排列表现出显著

的多样性，目前共发现 11 个 nap 基因。除了

napA 基因外，又相继发现了多个 nap 基因，这

些基因在不同的生物体内具有不同的排列组 
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表 1  硝酸盐还原酶 Nar 与 Nap 操纵子的基因组成 
Table 1  Genes composition of nitrate reductase Nar and Nap operon 
Nitrate reductase Operon Microorganism Source 
Nar narGHJI, narZWYV Escherichia coli  [24] 

narGHJI, narZWYV Salmonella typhimurium [25] 
narGHJI Bacillus subtilis [26] 
narGHJI Paracoccus denitrificans [10] 
narGHJI Paracoccus pantotrophus [27] 
narGHJI Pseudomonas aeruginosa [28] 

Nap 
 

napFDAGHBC Escherichia coli  [29] 
napKEFDABC Rhodobacter sphaeroides [30] 
napEDABC Paracoccus pantotrophus [31] 
napEDABC Wautersia eutropha [32] 
napEDABC Bradyrhizobium japonicum [33] 
napEFDABC Starkeya novella [30] 
napEFDABC Pseudomonas aeruginosa [34] 
napAGHBLD Campylobacter jejuni [35] 
napAGHBFLD Wollinella succinogenes [36] 

 napAGHBFLSD Thiomicrospira (formerly Sulfurimonas) denitrificans DSM 125 [30] 
 napCMADGH Thermovibrio ammonificans [37] 
 
合方式，其中最常见的组合方式是 napEDABC，

有的 nap 操纵子还包括 napFGHKL 基因[30]。

napA 与 napD 这 2 个基因在含有硝酸盐还原酶

Nap 的微生物中是广泛存在的，前者负责编码

催化亚基 NapA，后者编码的辅助性蛋白 NapD
并不直接参与硝酸盐的还原，而是在催化亚基

NapA 的合成以及成熟过程中发挥重要作用[40]。

基因 napF 所编码的非血红素铁硫蛋白(non-heme 
iron sulfur protein) NapF 与 NapD 功能相似，同

样与催化亚基 NapA 的成熟有关[30]。基因 napB
也出现在几乎所有 nap 操纵子中，负责编码周

质硝酸盐还原酶一般结构中的电子传递亚基

NapB[8]。基因 napC 编码膜结合的醌氧化酶蛋白

NapC，负责从醌池到还原酶 Nap 的电子传递[30]。

nap 操纵子中的 napGH 基因分别编码 2 个铁硫

(Fe-S)蛋白 NapG 和 NapH，蛋白复合体 NapGH
在不编码 NapC 蛋白的微生物中，负责醌池到

还原酶 Nap 的电子传递[13,30]。napM 所编码的

NapM也是电子传递蛋白[30]。剩余基因 napEKLS
编码相应的蛋白质，但不直接参与硝酸盐还原

过程，具体功能仍待继续研究[8]。 

2.2  硝酸盐还原酶操纵子的转录调控 
硝酸盐还原酶 Nar 和 Nap 由对应操纵子编

码，而操纵子的表达是通过转录因子(transcription 
factor, TF)在转录水平上进行调控的。转录因子

能够接收并整合环境信号的变化，诱导或抑制

硝酸盐还原酶的表达[41]。一般在厌氧且硝酸盐

存在的条件下，硝酸盐还原酶才会表达，因此

氧含量和硝酸盐是调控硝酸盐还原酶操纵子表

达的关键因素[32]。 
还原酶 Nar 与 Nap 主要有 2 种感知氧含量

的转录因子[42]。第一种是富马酸硝酸盐还原酶

(fumarate and nitrate reductase, FNR)及其同源

蛋白，该转录因子可以响应环境中氧含量的变

化[43]。转录因子 FNR 中含有对氧气敏感的铁硫

簇，在缺氧或厌氧的条件下，该结构保持稳定，
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并且可以与 nar 和 nap 操纵子的基因序列结合，

激活参与无氧代谢的基因，同时抑制参与有氧

代谢的基因转录[44-45]。FNR 同源蛋白厌氧调节

精 氨 酸 脱 亚 胺 酶 和 硝 酸 还 原 酶 (anaerobic 
regulator of arginine deiminase and nitrate 
reductase, ANR)、富马酸盐和硝酸盐还原蛋白

(fumarate and nitrate reduction protein, FnrP)等
也能响应氧含量的变化[44]。另外，FNR 及 FNR
同源蛋白还可以响应其他环境信号的变化，调

动多种代谢途径，以便细菌能够快速适应缺氧

环境[10]。第二种则是由组氨酸激酶蛋白 FixL 与

其同源反应调节蛋白 FixJ 构成的双组分调控系

统响应环境氧含量的变化并调控硝酸盐还原酶

基因的表达，该系统主要存在日本慢生根瘤菌

(Bradyrhizobium japonicum)等根瘤菌中[45]。 
反硝化微生物中同样存在多种响应硝酸盐

变化的转录因子，例如 NarXL、NarQP 和 NarR。

NarXL、NarQP 属于双组分调控系统，其中 NarX
和 NarQ 是膜结合的组氨酸激酶蛋白，可以响应

环境中硝酸盐浓度的变化；而 NarL 与 NarP 分别

是 NarX 和 NarQ 同源的反应调节蛋白[40,42]。环境

中存在硝酸盐时，组氨酸激酶蛋白 NarX 与

NarQ 便可发生磷酸化，分别激活反应调节蛋白

NarL 和 NarP，进而诱导硝酸盐还原酶操纵子的

表达[46]。当微生物中不含有转录因子 NarXL 和

NarQP 时，硝酸盐还原酶调节因子 (nitrate 
reductase regulator, NarR)则会启动相应功能，响

应环境中硝酸盐浓度的变化[47]。 
反硝化反应中生成的中间产物例如亚硝酸

盐和一氧化氮也是调控硝酸盐还原酶操纵子表

达的重要因素[48]。响应硝酸盐变化的转录因子

NarXL、NarQP 以及 NarR，同样能够响应环境

中亚硝酸盐的变化来调控硝酸盐还原酶的表

达[10]。转录因子蛋白 NsrR、FnrP 以及 DNR 等

能够响应环境中一氧化氮的变化进而调控硝酸

盐还原酶的表达[48]。除此之外，细胞氧化还原

状态的变化也能够调控硝酸盐还原酶基因的表

达，但具体的转录因子与转录调控机制还有待

更加深入地研究[43]。 
硝酸盐还原过程是转录因子响应多个环境

信号综合调控的结果，如图 5 所示。在脱氮假

单胞菌(Pseudomonas denitrificans)中(图 5A)，
nar 操纵子在厌氧以及硝酸盐存在条件下由

FNR 同源蛋白 FnrP、NarR 共同激活：FnrP 能

够感知环境中氧含量与一氧化氮的变化；NarR
则感知环境中硝酸盐的变化[47]。E. coli 中(图 5B)
存在 FNR、NarQP、NarXL 以及 NsrR 这 4 种转

录因子负责硝酸盐还原的转录调控：narGHJI
操纵子由蛋白 FNR与 NarL激活，napFDAGHBC
操纵子则由蛋白 FNR 与 NarP 激活，同时 nap
操纵子还受到蛋白 NsrR 的抑制[10]。厌氧条件

下，在铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)
中(图5C)，narGHJI操纵子由FNR同源蛋白ANR、

DNR 以及双组分调控系统 NarXL 激活，其中蛋

白 ANR 还能够促进编码蛋白 DNR 与 NarXL 的

基因 dnr 及 narXL 的表达，而 NarL 直接抑制 nap
操纵子的表达[10]。 

硝酸盐还原酶 Nar 与 Nap 的操纵子都可以

响应氧含量、硝酸盐、亚硝酸盐、一氧化氮以

及细胞氧化还原状态的变化，但是二者的受调

控方式不同[44,47]。还原酶 Nar 是硝酸盐还原的

主要呼吸酶，其操纵子高度保守，在厌氧且存

在硝酸盐的条件下，nar 操纵子表达上调[16]。

相较于还原酶 Nar，还原酶 Nap 操纵子的基因

组成和排列显著多样，调控方式更加复杂[10]。

此外，Nap 基因的转录还受到催化亚基 NapA
中钼辅因子与铁硫聚簇合成的影响，钼辅因子

合成受到钼酸盐响应转录调节蛋白(molybdate 
responsive, ModE)的调节，铁硫聚簇合成则由铁

硫聚簇调控因子(iron-sulfur cluster regulator, IscR) 
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图 5  脱氮假单胞菌(A)、大肠杆菌(B)以及铜绿假单胞菌(C)硝酸盐还原酶的基因调控图   由上往下，

每一层分别是环境信号、转录因子以及硝酸盐还原酶(操纵子)。红色箭头代表抑制，绿色箭头代表激活

和促进。 
Figure 5  Gene regulation of nitrate reductase in Pseudomonas denitrificans (A), E. coli (B), and 
Pseudomonas aeruginosa (C). From top to bottom, each layer is the environmental signal, the transcription 
factor, and the nitrate reductase (operon). The red arrows represent inhibition, and the green arrows represent 
activation and facilitation. 
 
调节，因此蛋白 ModE、IscR 也能够影响还原酶

Nap 的表达[30]。 

3  环境因子对硝酸盐还原酶的

影响 
3.1  电子供体 

电子供体为反硝化菌提供所需要的电子和

能量，因此对于硝酸盐的还原过程至关重要[49]。

反硝化菌主要利用有机化合物作为电子供体，

包括低分子量有机物(如乙酸、丙酸、丁酸、乙

醇、甲醇、葡萄糖、苯、甲烷等)和高分子量有

机物(如纤维素、聚乳酸、聚己内酯等)[49-50]。 
对于还原酶 Nar 来说，具有简单代谢途径

的碳源可以带来更高的电子产生效率，有利于

其活性的提高和表达[50]。Wei 等[50]研究碳源对

解芳樟醇索氏菌(Thauera linaloolentis)反硝化

的影响，发现以乙醇、乙酸等具有简单代谢途

径的有机物作为碳源时，Nar 活性较高。Strong
等[51]同样发现乙醇、乙酸作为碳源添加时能够

有效提高硝酸盐的去除效率。Zhang 等[52]在对
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比不同碳源添加的脱氮效率时，发现乙酸组硝

酸盐去除率高于葡萄糖组。不同碳源被反硝化

菌利用的难易程度不同，因此具有不同的电子

产生效率：结构、代谢途径简单的碳源更容易

被反硝化菌利用，其氧化产生的电子可以快速

地供给 Nar 用于硝酸盐还原；结构、代谢途径

复杂碳源的分解是电子产生过程中的限速步

骤，其电子产生效率较低[53-54]。反硝化过程中

不同还原酶之间存在电子竞争，这可能导致有

毒中间体亚硝酸盐积累，其离子化形式游离亚

硝酸(free nitrous acid, FNA)会对微生物体产生

毒害并下调还原酶 Nar 的表达，而更高的电子

产生效率能够缓解反硝化还原酶之间的电子竞

争，避免亚硝酸盐的积累[50,55]。另外，碳源还

可以影响硝酸盐的转运过程，从而对硝酸盐还

原过程产生间接影响。例如，Wunderlich 等[56]

发现 反硝 化菌 芳香 化合 物索 氏菌 (Thauera 
aromatica)和解芳香物解芳香油菌(Aromatoleum 
aromaticum) strain EbN1 以苯甲酸盐、甲苯作为

碳源时，细胞膜的流动性降低，阻碍硝酸盐的

运输。 
代谢途径简单的有机碳源(乙酸钠、琥珀酸

钠等)也能够快速为 Nap 提供反应所需的电子，

加速硝酸盐的去除[57]。此外，Nap 的表达还受

到碳源还原程度的调控。有研究表明，好氧条

件下，全食副球菌(Paracoccus pantotrophus)的
Nap 在还原程度较高的碳底物中(己酸盐、丁酸

盐)的活性高于在氧化程度较高的碳底物(琥珀

酸盐、苹果酸盐)的活性[58]。同样好氧条件下，

反 硝 化 菌 Rhodobacter sphaeroides f. sp. 
denitrificans 在还原程度更高的碳底物(丁酸盐)
上生长时，Nap 有更高的表达量[59]。这个现象

或许可以用 Nap 能够耗散多余的还原当量，维

持细胞的氧化还原平衡来解释[60]。在异养反硝

化的过程中，碳源充当硝酸盐同化和异化过程

中的底物：在硝酸盐同化过程中，需要将碳源

还原或氧化成细胞碳原子的平均还原状态，相

对还原的碳源比相对氧化的碳源产生更多的还

原当量，而过量的还原当量不利于细胞氧化还

原平衡的维持，可能会导致过量 ATP 的积累，

从而使得二磷酸腺苷 (adenosine diphosphate, 
ADP)浓度降低，而 ADP 的磷酸化与微生物呼

吸相关联，最终对生物体呼吸产生不利影响[61]。

而 Nap 能够消耗多余的还原当量，并且不与

ATP 的产生耦合，因此在高度还原的碳源上生

长时，Nap 活性以及硝酸盐还原速率也较高[62]。 

3.2  溶解氧(dissolved oxygen, DO) 
反硝化过程中，氧和硝酸盐都能够作为电

子受体，但是从热力学角度来说，氧作为电子

受体能够产生更多的能量，因此氧能够影响硝

酸盐还原过程[57]。DO 对于 Nar 的影响主要体

现在基因调控和硝酸盐转运这 2 个方面。在基

因调控方面，还原酶 Nar 的合成、表达是由转

录因子(例如，FNR 及其同源蛋白)感知环境中

DO 含量的变化来进行调控：在厌氧条件下，操

纵子 narGHJI 被转录因子激活并合成还原酶

Nar，如 E. coli、荧光假单胞菌(Pseudomonas 
fluorescens) 以及施氏假单胞菌 (Pseudomonas 
stutzeri)；在好氧条件下，转录因子失活，Nar
的基因表达受到抑制[10]。在硝酸盐转运方面，

DO 能够降低硝酸盐转运蛋白的活性，阻碍硝酸

盐的跨膜运输[32]。例如，Ren 等[45]发现在好氧

条件下，编码索氏菌属(Thauera)细菌硝酸盐转

运蛋白的基因表达被显著下调。相较于 Nar，
Nap 对氧气并不敏感，在厌氧或者好氧条件下都

可以发挥作用，这可能是由于 Nap 位于细胞周

质，不需要依靠转运蛋白进行硝酸盐的运输[62]。 

3.3  硝酸盐 
硝酸盐作为电子受体，能够通过转录因子

(如 NarXL、NarQP 等)在转录水平上调控硝酸
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盐还原酶 Nar 与 Nap 的表达。除了作为电子受

体，高浓度的硝酸盐还会导致有毒中间产物亚

硝酸盐积累，其离子化形式 FNA 会抑制细菌以

及生物酶活性，同时高浓度硝酸盐冲击会下调

Nar 基因的表达[63-64]。此外，Nar 对硝酸盐的亲

和力弱于 Nap，这可能导致二者在不同的硝酸

盐浓度条件下具有不同的优势地位[29]。例如，

E. coli 在硝酸盐浓度低于 3 mmol/L 时优先表达

Nap，在硝酸盐浓度高于 3 mmol/L 时优先表达

Nar[65]。 

3.4  pH 
还原酶 Nar 最适 pH 值在 7.0±0.5，低于或

者高于该值，都会对其活性产生不利影响[66]。

Olaya‑Abril 等[67]发现，厌氧条件下，菌株脱氮副

球菌(Paracoccus denitrificans) PD1222 在 pH 6.5
条件下 Nar 活性低于 pH 7.2。在 Nar 催化过程

中，钼辅因子中 MGD 配体附近 2 个保守的组

氨酸残基会发生去质子化，使得天冬氨酸羧酸

基团旋转并形成一个双齿配体，从而阻止硝酸

盐的结合[13]。pH 的升高会对组氨酸残基的质子

化、去质子化产生影响，改变 Nar 周转效率[68]。

Carlson 等 [66] 纯 化 并 研 究 了 Pseudomonas 

aeruginosa 的还原酶 Nap，发现其最适 pH 范围

在 6.5−7.5。超出这个范围势必会抑制 Nap 活性，

但 pH 影响 Nap 催化活性的确切机制尚不清晰。 

3.5  其他因素 
细菌生长及反硝化活性最适温度范围是

25−35 ℃，当温度超过这一范围时，会抑制细

菌生长，降低其反硝化性能[69]。在以有机物为

碳源的反硝化过程中，温度还影响碳源的释放

速率。Shen 等[69]在研究温度对于反硝化影响机

制时发现，30 ℃条件下碳源的释放速率是 13 ℃
条件下的 2 倍；同时，碳源释放速率的降低会

导致电子供体不足，加剧反硝化还原酶之间的

竞争，易出现亚硝酸盐的累积，从而抑制微生

物活性，不利于 Nar 与 Nap 活性的提高。 
反硝化菌对盐度具有一定的耐受范围，如

果超出这个范围，则会破环细胞的渗透交换，抑

制电子传递系统进而降低还原酶的活性[70-71]。Li
等[72]研究发现，当盐度水平从 6%提高到 8%时，

硝酸盐去除率从 95.77%降低至 38.01%，同时电

子传递以及还原酶 Nar 活性降低。廖绍安等[73]

研究发现好氧反硝化菌 Pseudomonas stutzeri 在

高盐度水平条件下，硝酸盐去除效率下降，由

此推测 Nap 活性被抑制。 
此外，一些金属元素也能够影响还原酶 Nar

与 Nap 活性，如 Fe 元素与 Mn 元素。其中，Fe
是重要的微量元素，参与微生物生长、代谢等

生物过程，也是许多生物酶合成所必需的，如

Fe3+能够参与还原酶 Nar 的合成[74]。Fe 添加有

利于提高 Nar 与 Nap 活性，例如，Chen 等[75]

发现在好氧条件下，向反硝化系统补充铁屑能

够上调 Nap 编码基因并且提高酶的活性；Jiang
等[76]利用石墨烯提高微生物细胞内 Fe3+的含量

后，编码 Nar 基因被显著上调。另外，部分细

菌可以将 Fe2+作为电子供体将硝酸盐还原成亚硝

酸盐，如 Song 等[77]研究发现添加 Fe2+后，硝酸

盐去除率显著提高。硝酸盐还原过程中，Fe2+

可以作为电子供体，但过量的 Fe2+添加反而显

著抑制硝酸盐的还原。例如，张相杰等[78]发现

在高浓度 Fe2+添加下，硝酸盐还原受到抑制，

这是由于大量的 Fe2+氧化产物附着在细菌表

面，形成细胞结壳，阻碍硝酸盐进入细胞，硝

酸盐还原酶活性被抑制。Mn2+也可以作为硝酸

盐还原过程中的电子供体，但是过多的 Mn2+胁

迫会影响蛋白质等大分子的稳定性，同时过量

的 Mn2+也被证明抑制 E. coli 厌氧呼吸中 Nar 与
Nap 的基因表达[79-80]。 
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4  总结与展望 
硝酸盐还原酶 Nar 与 Nap 在以下方面存在

差异，具体表现在：(1) 在结构方面，Nar 与

Nap 都为多亚基蛋白复合体，但二者在催化位

点配位氨基酸、底物通道所带电荷等方面存在

差异。除此之外，还原酶 Nar 与 Nap 细胞定位

不同，因此二者在硝酸盐吸收过程中也存在差

异。(2) 在反应机理方面，二者都依靠膜结合的

电子传递链将电子传递到催化位点，但硝酸盐

底物与活性位点结合的顺序并不相同，这可能

影响硝酸盐还原的速率。(3) 在基因调控方面，

编码硝酸盐还原酶 Nar 的操纵子基因组成相对

保守，而编码还原酶 Nap 的操纵子基因的组成

和排列却因物种而异，具有显著的多样性，但

二者都是依赖转录因子感知环境信号的变化。

(4) 还原酶 Nar 与 Nap 在不同的环境条件下，

具有不同的竞争优势。 
基于已有的研究进展，有如下问题值得今

后研究：(1) 与还原酶 Nar 不同，还原酶 Nap
本身并不能产生用于 ATP 合成的 pmf，但在厌

氧条件下，Nap 仍然是许多菌种硝酸盐呼吸的

唯一还原酶。因此，需进一步研究厌氧条件下

还原酶 Nap 通过何种机制供给微生物能量。(2) 
研究环境因子对于硝酸盐还原酶 Nar 与 Nap 影

响的具体范围可以为反硝化脱氮系统的参数设

置提供参考，对还原酶 Nar 与 Nap 的进一步对

比研究，将完善对硝酸盐还原亚硝酸盐这一步

骤的理解。 
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