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摘  要：【背景】低温条件下含重金属废水的生物脱氮处理面临严峻挑战，其中铜离子(Cu2+)会显

著影响微生物的脱氮效率，目前关于耐冷脱氮菌在 Cu2+胁迫下的脱氮特性及其耐受机制的研究尚

不充分。【目的】探究耐冷脱氮菌水生从毛单胞菌(Comamonas aquatilis) NY3 的脱氮特性和 Cu2+

耐受性，为低温含 Cu2+废水的生物处理提供理论指导。【方法】通过批量试验研究了不同浓度 Cu2+

对菌株 NY3 脱氮效率的影响，在高浓度 Cu2+下研究该菌株转化无机氮过程中的电子传递系统活性

与氮代谢关键酶的活性变化，同时测定外源硫化物添加是否有助于缓解 Cu2+对该菌株生长和代谢

的抑制。【结果】Cu2+显著影响了菌株 NY3 的脱氮能力，当不添加 Cu2+时，菌株 NY3 对铵态氮、

硝态氮和亚硝态氮的去除率分别为 99.98%、100.00%、100.00%，添加 8.0 mg/L Cu2+后，其去除率

分别降低至 51.56%、55.70%、0，同时，电子传递系统活性也从 0.306、0.115、0.124 μg/(g·min)
降至 0，氨单加氧酶(ammonia monooxygenase, AMO)和硝酸还原酶(nitrate reductase, NR)活性分别

从 0.260 U/mg 和 0.610 U/mg 降低到 0.250 U/mg 和 0.260 U/mg。添加 45.0 mg/L NaHS 和 50.0 mg/L 
Na2S 后，可显著缓解菌株 NY3 在 Cu2+胁迫下的生长和代谢抑制作用，145 mg/L NaHS 使菌株对铵

态氮和硝态氮的去除率分别提高了 48.17%和 70.94%。【结论】菌株 NY3 对 Cu2+胁迫具有一定的耐

受性，过量 Cu2+对菌株 NY3 的异养硝化和好氧反硝化脱氮有抑制作用，可通过添加适量的外源硫

缓解 Cu2+对菌株 NY3 的抑制强度，从而增加 Cu2+胁迫下的脱氮效率，可为低温环境下采用微生物
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处理含有 Cu2+的氮污染废水提供理论依据。 
关键词：生物脱氮；水生从毛单胞菌；铜离子耐受性；外源硫化物 
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LEI Hongxue, YANG Lu 
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Abstract: [Background] Biodenitrification of wastewater containing heavy metals under low 
temperature conditions is facing severe challenges. Copper ions (Cu2+) can significantly affect 
the denitrification efficiency of microorganisms. At present, the research remains limited 
regarding the denitrification characteristics and tolerance mechanism of psychrotolerant 
denitrifiers under Cu2+ stress. [Objective] To investigate the denitrification characteristics and 
Cu2+ tolerance of Comamonas aquatilis NY3, providing theoretical guidance for the biological 
treatment of low temperature wastewater containing Cu2+. [Methods] We conducted batch 
experiments to study the effects of different concentrations of Cu2+ on the nitrogen removal 
efficiency of strain NY3. The activities of the electron transfer system and the key enzymes in 
nitrogen metabolism during the transformation of inorganic nitrogen by strain NY3 were studied 
under high-concentration Cu2+. In addition, we determined whether exogenous sulphide addition 
helped to alleviate the inhibition on the growth and metabolism of this strain by Cu2+. [Results] 
Cu2+ significantly affected the nitrogen removal ability of strain NY3. When Cu2+ was not 
added, the removal rates of ammonium nitrogen, nitrate nitrogen, and nitrite nitrogen by strain 
NY3 were 99.98%, 100.00%, and 100.00%, respectively. After the addition of 8.0 mg/L Cu2+, 
the removal rates decreased to 51.56%, 55.70%, and 0, respectively. At the same time, the 
activity of the electron transfer system also decreased from 0.306, 0.115, and 0.124 μg/(g·min) 
to 0. The activities of ammonia monooxygenase and nitrate reductase decreased from 0.260 U/mg 
and 0.610 U/mg to 0.250 U/mg and 0.260 U/mg, respectively. The addition of 45.0 mg/L NaHS 
and 50.0 mg/L Na2S significantly alleviated the inhibition of Cu2+ stress on the growth and 
metabolism of strain NY3. Specifically, 145 mg/L NaHS increased the removal rates of 
ammonium nitrogen and nitrate nitrogen by 48.17% and 70.94%, respectively. [Conclusion] 
Strain NY3 has certain tolerance to Cu2+ stress. Excessive Cu2+ has inhibitory effects on 
heterotrophic nitrification and aerobic denitrification of strain NY3. The inhibition of strain 
NY3 by Cu2+ can be alleviated by the addition of appropriate amounts of exogenous sulphur, 
which thereby increases the denitrification efficiency under Cu2+ stress. The findings provide a 
theoretical basis for the treatment of nitrogen-contaminated wastewater containing Cu2+ by 
microorganisms in a low-temperature environment. 
Keywords: biodenitrification; Comamonas aquatilis; copper ion tolerance; exogenous sulfides 
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随着城市化和工业化进程的加快，水体中

氮污染日益严峻[1]。未经有效处理的含氮废水

排放到河流或海洋中会引起水体富营养化，导

致鱼类和水生动物死亡，并干扰氮的生物地球

化学循环，甚至威胁人体健康，因此氮污染废

水的处理至关重要[2-3]。生物脱氮技术因其环境

友好、成本低廉、无二次污染等优势，已成为治

理水体无机氮污染(包括铵态氮、硝态氮和亚硝

态氮)的重要方法[4]。然而，脱氮微生物对环境

条件敏感，尤其是温度对脱氮效率的影响较大。

常规脱氮微生物的最适温度范围为 28−37 ℃[5]，

而随着温度降低，微生物的生长和酶活性受

到的抑制也逐渐增强，导致污染物降解效率

持续下降。研究表明，当温度降低至 10 ℃以

下时，降解效率较最适温度会降低 50%以上[6]。

耐冷微生物是一类能够耐受较低温度，在低

温环境下可正常生长与代谢的微生物，是开

发低温废水处理技术的理想菌种资源。例如

假单胞菌(Pseudomonas sp.) NY3[4]、简单芽

孢 杆 菌 (Bacillus simplex) H-b[7] 、不动杆菌

(Acinetobacter sp.)、恶臭假单胞菌(Pseudomonas 
putida) Y-12、微杆菌(Microbacterium sp). SFA13[8]

等可在低温环境下(5−15 ℃)正常生长代谢，是

低温条件下污染物处理的重要菌种资源。 
铜离子(Cu2+)作为微生物生长和代谢所必

需的微量元素，可作为辅助因子参与微生物体内

多种关键酶的催化反应，促进电子传递链中氧分

子的还原，从而增强细胞的氧化磷酸化[9-10]。然

而 Cu2+会阻碍脱氮微生物的生存和代谢，如改

变硝化和反硝化菌的菌群丰度，抑制反硝化酶

和电子传递系统的活性，最终降低生物脱氮效

率[11]。据报道，电镀废水、蚀刻漂洗废水、锂

离子电池生产废水及光伏蚀刻废水中均面临高

浓度的重金属 Cu2+和氨氮污染，如半导体行业废

水中 Cu2+浓度高达 5−100 mg/L，矿山开采和冶炼

排放的废水中铜浓度达到 50−1 550 mg/L[12]，而

这类废水往往伴随高浓度的氨氮污染，其浓度

高达 40−380 mg/L[12-13]，此类废水对传统生物脱

氮工艺构成严峻挑战。研究表明，Cu2+对硝化

反 硝 化 功 能 菌 群 的 氨 单 加 氧 酶 (ammonia 
monooxygenase, AMO)活性具有浓度依赖性抑

制作用，在 Cu2+浓度高于 5 mg/L 的条件下，

AMO 活性通常下降超过 70%，脱氮效率随之显

著衰减[14]。更复杂的是，废水中高浓度的 Cu2+

与 NH3 形成的[Cu(NH3)4]2+络合物会阻碍化学

沉淀法对氨氮的去除[15]，因此开发兼具 Cu2+抗

性、脱氮功能稳定的功能菌株，成为实现高负

荷重金属-氨氮废水绿色处理的重要途径之一。 
目前，有关缓解 Cu2+对微生物抑制作用的

研究主要聚焦在微生物内源抗性调控、外源干

预及环境因子优化三方面。微生物内源抗性调

控是通过微生物自身的强化机制进行，部分微

生物通过携带铜抗性基因(如 cop 操纵子、cus
系统)主动外排或区室化隔离 Cu2+[16]；其次，微

生物通过分泌富含多糖、蛋白质及核酸的胞外

聚合物(extracellular polymeric substance, EPS)形
成生物膜，其表面负电荷基团(如羧基、磷酸基)
可高效吸附并络合 Cu2+，降低其对微生物的毒

害作用[17]；微生物还能通过内源性合成金属硫

蛋白和谷胱甘肽来应对铜胁迫，这两种物质均

能与 Cu2+结合，从而维持细胞内环境的稳定[18]。

外源干预主要是通过添加化学试剂如 EDTA 等

螯合剂的配位作用，降低游离 Cu2+浓度[8]；抗

坏血酸(维生素 C)、硫代硫酸钠等抗氧化剂可直

接清除 ROS，阻断 Cu2+诱导的氧化损伤级联反

应[19]；补充碳源、氮源等营养成分促进微生物

能量代谢，缓解 Cu2+对微生物的抑制作用。而

调节 pH、添加生物炭、氧化石墨烯等吸附材料

可以优化环境因子，减少 Cu2+的有效浓度，减

轻其对微生物的毒害作用。另外，有研究指出

硫化物的添加可有效减缓 Cu2+的毒害作用来保

护微生物免受 Cu2+的危害[17,20-21]，但已有硫化

物-Cu2+互作研究多聚焦常温菌(如大肠杆菌、假

单胞菌)。在低温环境下，硫化物的溶解度通常

升高，并且相较于常温，低温下菌株的膜流动

性、酶活性及代谢通路具有显著差异，这些因
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素都可能影响硫化物在低温下的解毒机制及其

对微生物生理的效应。此外，前人研究多关注

硫化物对 Cu2+的化学沉淀作用，忽视其对微生

物氮代谢关键酶(如 AMO、NR)活性的调控。因

此，系统研究耐冷脱氮菌在 Cu2+胁迫下的脱氮

特性及硫化物对其减毒效应的具体机制(尤其

是对氮代谢关键酶活性的影响)，将填补低温、

Cu2+、硫化物多因素交互作用下微生物脱氮机

理认知的空白，对于含铜废水中生物脱氮技术

的开发具有重要的理论和应用价值。 
本研究以实验室前期分离筛选获得的耐冷高

效脱氮菌水生丛毛单胞菌(Comamonas aquatilis) 
NY3[22]为研究对象，通过批量试验研究不同

Cu2+浓度对菌株 NY3 脱氮效率的影响，在高浓

度 Cu2+下，研究该菌株转化无机氮过程中的电

子传递系统活性与氮代谢相关酶的活性变化，

同时测定高浓度 Cu2+胁迫下，添加外源硫化物

对该菌株脱氮效率的影响。本研究通过量化低

温条件下硫化物投加量-Cu2+毒性-脱氮效率及

关键酶活性的剂量效应关系，旨在阐明硫化物

对耐冷脱氮菌的减毒机制及其对氮代谢的影

响，为低温含铜-氨氮工业废水的生物处理提供

关键的理论依据与技术储备。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

本研究所采用的菌株 Comamonas aquatilis 
NY3 是实验室前期分离筛选所保存的耐冷脱氮

菌株[22]，其在 0−25 ℃范围内能生长和代谢，并

且最佳脱氮温度为 15 ℃。 
1.2  培养基 

LB 培养基(g/L)[23]：胰蛋白胨 10.0，酵母浸

粉 5.0，氯化钠 10.0，pH 8.0 (固体培养基另加入

1.8%的琼脂)。该培养基用于菌株的活化及扩大

培养。 
硝化培养基 (g/L)[24]：C4H4Na2O4 2.026，

(NH4)2SO4 0.236，CaCl2 0.014，K2HPO4 5.590，
KH2PO4 0.513，Fe2(SO4)3 0.009，MgSO4 0.040，

pH 8.0。该培养基用于测定菌株的异养硝化能力。 
反硝化培养基(g/L)[24]；C4H4Na2O4 2.026，

KNO3 0.361/NaNO2 0.250，CaCl2 0.014，K2HPO4 
5.590，KH2PO4 0.513，Fe2(SO4)3 0.009，MgSO4 
0.040，pH 8.0。该培养基用于测定菌株的好氧

反硝化能力。 

1.3  主要试剂和仪器 
BCA 蛋白浓度测定试剂盒，北京索莱宝科

技有限公司；碘硝基四唑紫(iodine nitrotetrazole 
violet, INT)，上海麦克林生化科技股份有限公

司。恒温培养振荡箱，上海智城分析仪器制造

有限公司；紫外可见分光光度计，北京普析通

用仪器有限责任公司；超声细胞破碎仪，宁波

新芝生物科技股份有限公司；高速冷冻离心机，

赛默飞世尔科技公司；高压灭菌锅，致微(厦门)
仪器有限公司。 

1.4  Cu2+对菌株 NY3 脱氮特性的检测 
实验室前期通过批量的单因素试验确定了

菌株 NY3 脱氮的最佳条件：温度 15 ℃、pH 8.0、
C/N=15、初始接菌种量为 0.5×108 CFU (细菌密

度，用 OD600 值表示)、转速 150 r/min、碳源为

丁二酸钠[22]。在此条件下，分别以 50.0 mg/L 
(NH4)2SO4、KNO3 和 NaNO2 作为氮源的硝化和

反硝化模拟废水，并添加不同浓度的 Cu2+ (0、
0.1、0.5、1.0、2.0、4.0、8.0 mg/L)，接种菌株

NY3 后进行培养，同时设置不添加菌液的空白

对照组。硝化试验每间隔 1 h 取样，反硝化试

验每间隔 3 h 取样，先测定样品中 OD600 值，剩

余样品于 6 500 r/min 离心 5 min 后取上清液检

测铵态氮、硝态氮及亚硝态氮的含量，从而计

算相应的脱氮效率。计算公式如(1)和(2)所示： 
Ef=(R1–R2)/R1                      (1) 
Ev=(R1–R2)/h               (2) 

式中，Ef、R1、R2、Ev 和 h 分别表示脱氮效率、

初始氮浓度、最终氮浓度、脱氮速率和培养

时间[4]。 

1.5  Cu2+对电子传递系统活性的检测 
将 0.5 mL 的 NY3 菌液与 2.0 mL、0.2% INT
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混合，在 15 ℃培养 6 h (以铵态氮为唯一氮源)和
18 h (分别以硝态氮和亚硝态氮为唯一氮源)后避

光处反应 25 min。加入 0.2 mL 甲醛 10 000 r/min
离心 5 min。沉淀用 4.0 mL 96%甲醇溶解，以

10 000 r/min 离心 5 min，取上清在 495 nm 处测

量 吸 光 度 [25] ， 电 子 传 递 系 统 活 性 (electron 
transport system activity, ETSA)的计算如公式(3)
所示： 

ETSA [μg/(g·min)]=
495

1 M
2

Ab V
ε S t

× ××
× ×

     (3) 

式(3)中，ε495、S、t、Ab、V 和 M 分别表示摩尔

消光系数(ε495=15.9 mmol/cm)、样品体积(mL)、
反应时间(min)、495 nm 处吸光度、甲醇体积(mL)
和 O2 分子质量(M=32)。 

1.6  Cu2+对酶活性的检测 
采用 AMO、硝酸还原酶(nitrate reductase, 

NR)和亚硝酸还原酶(nitrite reductase, NIR)活性

测定法，研究了 Cu2+对菌株 NY3 脱氮过程中关

键酶活性的影响。将菌株 NY3 在以 50 mg/L 的

铵态氮、硝态氮和亚硝态氮分别培养 6、15、
15 h 后，取样于 15 ℃、6 500 r/min 离心 5 min，
并使用超声波破碎(300 W, 5 min)与裂解溶液接

触，提取粗酶液[26]。其中 AMO 反应体系 20.0 mL，

由 20.0 mg/L (NH4)2SO4、酶提取物、0.2 mmol/L 
NADH 和 10.0 mmol/L Tris-HCl 组成。在 15 ℃
条件下培养 15 min 后，以减少的铵态氮浓度

来计算混合体系中的 AMO 活性。NR 反应体

系 20.0 mL，由酶提取物、0.2 mmol/L NADH、

20.0 mg/L KNO3 和 10.0 mmol/L Tris-HCl 组成。

NIR 反应体系由酶提取物、0.2 mmol/L NADH、

20.0 mg/L KNO2 和 10.0 mmol/L Tris-HCl 组成。

以硝态氮和亚硝态氮的减少量来计算混合体系

中 NR 和 NIR 的酶活性[27]。 
一个酶活力单位(U)的定义为：在特定条件

下，每分钟转化 1.0 µmol 底物所需的酶量。酶

的比活性(U/mg)的定义为每 1.0 mg 蛋白质所含

的酶活力单位数。对照组不含酶提取物。 

1.7  添加外源硫化物对菌株 NY3 Cu2+耐

受的检测 
为了探索缓解耐冷脱氮菌 NY3的 Cu2+抑制

的方法，分别以(NH4)2SO4 和 KNO3 作为唯一的

氮源制作了含高浓度 Cu2+ (8.0 mg/L)的硝化和

反硝化模拟废水，接种菌株 NY3 并分别向模拟

废水中添加 NaHS (0、10.0、45.0、80.0、110.0、
145.0 mg/L)和 Na2S (0、10.0、30.0、50.0 mg/L)，
通过测定实验开始和结束时的细菌密度、各无

机氮含量研究 2 种不同的外源硫化物缓解 Cu2+

对菌株 NY3异养硝化和好氧反硝化脱氮抑制的

作用效果[12-13]。 
1.8  检测与分析方法 

铵态氮测定方法为靛酚蓝比色法；羟胺测

定方法为 8-羟基喹啉紫外分光光度法；硝酸盐

测定方法为紫外分光光度法；亚硝酸盐测定方

法为 N-(1-萘基)-乙二胺光度法；总氮测定方法

为碱性过硫酸钾消解紫外分光光度法；OD600

测定方法为比浊法[28]。本研究所有处理均重复

3 次，使用 Excel、SPSS Statistics 19.0 和 Origin 
8.6 软件对实验数据进行统计分析与作图。 

2  结果与分析 
2.1  Cu2+对菌株 NY3 脱氮效率的影响 

Cu2+是微生物生长繁殖所必需的微量元

素，在低浓度下可促进菌体生长，但 Cu2+浓度

过高不仅可能会抑制微生物的活性，还会导致

菌株脱氮效率下降[29-30]。为明确缓解耐冷脱氮

菌株 NY3 的 Cu2+抑制方法，本研究将该菌接种

至添加了不同浓度 Cu2+的硝化和反硝化模拟废

水中。 
如图 1A 所示，培养不同浓度 Cu2+胁迫下

的菌株 NY3 6 h，在 0 和 0.1 mg/L Cu2+条件下，

菌株 NY3 对铵态氮的去除率均接近完全，分别

为 99.98%和 100.0%。然而，随着 Cu2+浓度升

高至 0.5、1.0、2.0、4.0、8.0 mg/L，6 h 时的铵

态氮去除率相应下降至 99.57%、 90.18%、

93.03%、71.91%、51.56%。同时，总氮去除率
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变化趋势与铵态氮基本一致(图 1B)，对应去除

率分别为 90.75%、86.65%、88.12%、80.99%、

83.76%、65.80%、51.43%。此外，亚硝态氮几

乎没有积累(<0.060 mg/L)，但是硝态氮有少量

残留(0.120−0.720 mg/L) (图 1C)。综合结果表

明，在 0.1−4.0 mg/L Cu2+浓度范围内，菌株 NY3
仍具有较高的铵态氮去除能力，当 Cu2+浓度超

过 8.0 mg/L 后，菌株 NY3 的脱氮效率会受到严

重抑制。这种现象与 Yang 等[4]的研究结果相似。

另外，即使在 8.0 mg/L Cu2+的强胁迫条件下培

养 6 h，菌株 NY3 仍保持了 51.56%的铵态氮去

除率。这表明菌株 NY3 对 Cu2+胁迫具有显著的

耐受能力。相比之下，气单胞菌(Aeromonas sp.) 
HN-02[31]在 1.5 mg/L Cu2+胁迫条件下及假单胞菌

(Pseudomonas sp.) NY1 [4]在 4.0 mg/L Cu2+胁迫

条件下即已完全丧失脱氮活性，铵态氮去除率

为 0。这一对比凸显了菌株 NY3 在耐受高浓度

Cu2+胁迫方面具有明显优势。 

 

 
 
图 1  不同 Cu2+浓度对菌株 NY3 铵态氮去除率的影响   A：铵态氮去除率；B：总氮去除率；C：Cu2+

对铵态氮去除过程的中间产物及细胞生长的影响。不同小写字母表示差异显著。下同。 
Figure 1  The NH4

+-N removal performances of strain NY3 under different concentrations of Cu2+. A: 
Removal rate of NH4

+-N; B: Removal rate of total nitrogen (TN); C: Effect of Cu2+ on intermediates and cell 
growth in NH4

+-N removal process. Different lowercase letters indicate significant differences. The same 
below. 
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以硝态氮为唯一氮源时，菌株 NY3 在不同 Cu2+

浓度下的脱氮效率变化如图 2 所示。当 Cu2+浓

度≤4.0 mg/L 的条件下培养 18 h 后，菌株对硝

态氮的去除率高达 99.61%−100.0% (图 2A)，总

氮去除率达 90.68%−94.93% (图 2B)。然而，当

Cu2+浓度升高至 8.0 mg/L 时，菌株 NY3 的脱氮

效率受到明显抑制，硝态氮和总氮去除率分别

大幅降低至 55.70%和 51.16%，这与 He 等[32]

报道的 Cu2+抑制效应一致。此外，在整个脱氮

过程中未观察到中间产物的积累(图 2C)，说明

菌株 NY3能高效地将硝态氮转化为气态氮释放

到大气中[28]。 
以亚硝态氮为唯一氮源，进一步研究不同

Cu2+浓度对菌株 NY3 反硝化能力的影响。结果

如图 3 所示，添加 Cu2+后菌株 NY3 去除亚硝态

氮(图 3A)和总氮(图 3B)的能力受到抑制，菌株

NY3 在 0−6 h 内亚硝态氮含量无显著变化，表

明菌株暂处于延滞期。在 0.1−2.0 mg/L Cu2+浓

度下，菌株 NY3 表现出优异的亚硝态氮去除能

力，培养 18 h 后对亚硝态氮的去除率达 100.0%  

 

 
 
图 2  不同 Cu2+浓度对菌株 NY3 硝态氮去除率的影响   A：硝态氮去除率；B：总氮去除率；C：Cu2+

对硝态氮去除过程的中间产物及细胞生长的影响。 
Figure 2  The NO3

−-N removal performances of strain NY3 under different concentrations of Cu2+. A: 
Removal rate of NO3

−-N; B: Removal rate of total nitrogen (TN); C: Effect of Cu2+ on intermediates and cell 
growth in NO3

−-N removal process. 



 
尹梦圆 等 | 耐冷菌水生从毛单胞菌(Comamonas aquatilis) NY3 的高效脱氮特性及其 Cu2+耐受性 141 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

(图 3A)。当 Cu2+浓度大于 2.0 mg/L 时，菌株

NY3 的反硝化能力受到显著抑制，8.0 mg/L Cu2+

可完全抑制该菌去除亚硝态氮过程。这一现象与

文献[33-34]报道的低浓度 Cu2+会促进反硝化的

结果存在显著差异。总的来说，菌株 NY3 的反

硝化过程对 0.1−2.0 mg/L Cu2+具有耐受性，其

硝态氮和亚硝态氮的去除率均达 100.0%。此

外，在 Cu2+浓度为 4.0 mg/L 和 8.0 mg/L 的条

件下，菌株 NY3 的 OD600 值分别降至 0.45 和

0.40 (图 3C)，这一现象表明菌株 NY3 的细胞可

能出现了死亡与裂解情况。与此同时，Cu2+浓

度在 0−2.0 mg/L 时 pH 值均高于 8.7，而 Cu2+

浓度为 4.0 mg/L 和 8.0 mg/L 时 pH 值分别为 8.1
和 7.9 (图 3C)，推测 Cu2+可能是通过破坏膜脂

质双分子层的完整性，导致胞内物质发生泄漏，

其中胞内有机酸(像乳酸等)的释放便是引发 pH
值降低的一个重要因素[35-36]。在细胞发生裂解

之后，原本存在于细胞内的氮源(例如蛋白质、

核酸等)会被分解转化为铵态氮，而溶解氧的存

在使这些铵态氮又会经过微生物的硝化作用进

一步转化为硝态氮。实验结果中产生了大量的

硝态氮，同时也存在一定量的铵态氮(图 3C)， 
 

 
 
图 3  不同 Cu2+浓度对菌株 NY3 亚硝态氮去除率的影响   A：亚硝态氮去除率；B：总氮去除率；C：

Cu2+对亚硝态氮去除过程的中间产物及细胞生长的影响。 
Figure 3  The NO2

−-N removal performances of strain NY3 under different concentrations of Cu2+. A: 
Removal rate of NO2

−-N; B: Removal rate of total nitrogen (TN); C: Effect of Cu2+ on intermediates and cell 
growth in NO2

−-N removal process. 
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这为细胞裂解释放氮源的推测提供了有力的

依据。 
总之，上述结果表明，在本研究条件下，

菌株 NY3 异养硝化-好氧反硝化过程对 Cu2+具

有一定的耐受性，但高浓度的 Cu2+会抑制菌株

NY3 的脱氮过程，其脱氮过程的 Cu2+敏感性

大小依次为亚硝态氮去除>铵态氮去除>硝态氮

去除。 
2.2  Cu2+对电子传递系统活性的影响 

微生物脱氮过程本质上是一系列依赖电

子传递的生物还原反应。已有研究表明，Cu2+

的存在会影响脱氮过程中微生物的电子传递

系统活性，进而影响脱氮效率[37-39]。ETSA 可

以反映微生物的电子传递效率和微生物代谢

活性[40]，进一步探究 Cu2+对微生物脱氮过程中

电子传递的影响，本研究在 15 ℃、Cu2+浓度

为 8.0 mg/L 条件下对菌株 NY3 进行 ETSA 检

测。结果如图 4 所示，菌株 NY3 在以铵态氮

为唯一氮源培养 6 h 后，未添加 Cu2+时 ETSA 值

为 0.306 μg/(g·min)，添加 8 mg/L Cu2+后 ETSA
急剧下降至 0.027 μg/(g·min)；菌株 NY3 分别在

以硝态氮和亚硝态氮为唯一氮源培养 15 h 后，未

添加 Cu2+时的 ETSA 值分别为 0.115 μg/(g·min)和 
 

 
 
图 4  Cu2+对菌株 NY3 电子传递系统活性的影响 
Figure 4  The effect of Cu2+ on the electron 
transport system activity of strain NY3. 

0.124 μg/(g·min)，添加 8.0 mg/L Cu2+后 ETSA 急

剧下降至 0.016 μg/(g·min)和 0.003 μg/(g·min)。
结果显示，添加 8.0 mg/L Cu2+显著抑制了菌株

NY3 的 ETSA 活性，并且高浓度 Cu2+对细菌电

子传递系统活性的抑制趋势与其对菌株 NY3脱

氮效率的抑制趋势一致，表明高浓度的 Cu2+可

通过抑制参与电子传递关键酶的活性，从而抑

制细菌脱氮效率并对细胞产生毒害作用[11,41]。 
2.3  Cu2+对菌株 NY3 酶活性的影响 

微生物的生长和代谢过程高度依赖于关键酶

的催化作用，AMO 负责铵的氧化，NR 和 NIR
分别负责硝酸盐和亚硝酸盐的还原[42]。为进一

步探究 Cu2+对菌株 NY3 脱氮特性的影响，本

研究在 15 ℃添加 8.0 mg/L Cu2+的条件下检测

了 AMO、NR、NIR 的酶活性，结果如表 1 所

示，Cu2+胁迫对 AMO 活性影响不显著，添加

8.0 mg/L Cu2+和未添加 Cu2+条件下的 AMO 活

性分别为 0.250 U/mg 和 0.260 U/mg。相比之下，

添加 8.0 mg/L Cu2+ NR 的酶活性显著下降至

0.260 U/mg，但仍高于其他几种已报道的菌株，如

农杆菌(Agrobacterium sp.) LAD9 (0.094 U/mg)[43]、

米兰链霉菌 (Streptomyces mediolani) EM-B2 
(0.120 U/mg)[37]和恶臭假单胞菌(Pseudomonas 
putida) NP5 (0.021 U/mg)[44]。以上结果进一步表

明高浓度 Cu2+会抑制菌株 NY3 异养硝化-好氧反

硝化过程，并且其硝化过程对于 Cu2+的耐受性

更强。 
 
表 1  Cu2+对菌株 NY3 酶活性的影响 
Table 1  The effect of Cu2+ on the specific enzyme 
activities of strain NY3 
Enzyme Specific activities (U/mg) 
 0 mg/L Cu2+ 8.0 mg/L Cu2+ 
Ammonia 
monooxygenase (AMO) 

0.260 0.250 

Nitrate reductase (NR) 0.610 0.260 
Nitrite reductase (NIR) – – 
–：未检测到酶活性。 
–: No enzyme activity detected. 
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2.4  添加外源硫对菌株 NY3 Cu2+耐受的

影响 
研究表明，NaHS 不仅可与 Cu2+反应生成

CuS 沉淀，减少水中游离的 Cu2+含量，还可显

著提高细胞抗氧化酶的活性，以减轻 Cu2+胁迫

下细胞产生的活性氧对自身的损伤，从而提高

含铜废水的生物修复效率[45-46]。因此，为明确

NaHS 能否缓解 Cu2+对耐冷脱氮菌 NY3 的抑

制，在含高浓度 Cu2+的模拟废水中添加不同浓

度的 NaHS，浓度分别为 10.0、45.0、80.0、110.0、
145.0 mg/L。结果显示，接种菌株 NY3 培养   
15 h 后，相较于未添加 NaHS 的铵态氮去除率

(17.74%)，添加 NaHS 后铵态氮的去除率分别提

高了 37.29%、36.71%、45.56%、40.63%、48.17% 
(图 5A)。硝态氮去除率相较于添加 NaHS 前的

28.94%分别增加了 62.78%、71.06%、70.79%、

70.75%和 70.94% (图 5B)。此外，相较于未添

加 NaHS，添加 NaHS 后细菌的 OD600 值显著增

加。上述结果证明了添加 NaHS 能不同程度地

缓解 Cu2+对耐冷脱氮菌 NY3 的抑制作用，从而

提高其在高浓度 Cu2+胁迫下的异养硝化和好氧

反硝化效率。 
EPS 中的巯基在微生物重金属吸附过程中

发挥重要作用，而 Na2S 可诱导 EPS 产生更多

巯基，从而提高微生物对重金属离子的耐受能

力[21,47]。此外，Na2S 也可与 Cu2+反应生成 CuS
沉淀减少游离 Cu2+对细菌的胁迫。本研究向含

高浓度 Cu2+的模拟废水中分别添加不同浓度

(0.0、10.0、30.0、50.0 mg/L)的 Na2S，探索 Na2S
能否减轻高浓度 Cu2+对菌株 NY3 脱氮的毒害

作用。结果表明，以铵态氮为唯一氮源，添加

10.0 mg/L 的 Na2S 对菌株 NY3 的 OD600 值和铵

态氮去除率均有小幅提升；当 Na2S 浓度为

30.0−50.0 mg/L 时，菌株 NY3 的 OD600 值和铵

态氮的去除率相较于未添加 Na2S 的对照组均

有所显著提高，并在 Na2S 浓度为 50.0 mg/L 时

OD600 值和去除率升高至 0.8 和 58.0% (图 6A)，
尽管仍远低于无胁迫水平。以硝态氮为唯一氮

源时，添加 Na2S 可显著减轻高浓度 Cu2+对菌

株 NY3 反硝化过程的抑制作用，并促进细胞

生长，提高菌株的反硝化脱氮效率。当 Na2S
浓度为 30.0 mg/L 时，菌株 NY3 的生长和脱 

 

 
 
图 5  NaHS 对菌株 NY3 脱氮效率的影响   A：NaHS 对菌株 NY3 铵态氮去除的影响；B：NaHS 对

菌株 NY3 硝态氮去除的影响。 
Figure 5  Effect of NaHS on nitrogen removal efficiency of strain NY3. A: The effect of NaHS on the 
removal of ammonium nitrogen; B: The effect of NaHS on nitrate nitrogen removal. 
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氮效率达到最高，其 OD600 值为 1.190，硝酸盐

去除率高达 99.92% (图 6B)，与其在低浓度 Cu2+    
(0−2.0 mg/L)下并且无外源硫添加时的硝酸盐

去除率相当。上述结果表明，外源 Na2S 的添加

可有效缓解 Cu2+对该菌株的胁迫强度，并减轻

高浓度 Cu2+对 NY3异养硝化和好氧反硝化过程

的抑制作用。 
另外，在本研究的实验组中 NH2OH 浓度均

低于检测限，表明其作为中间产物未在体系中

积累。这可能是在 Cu2+胁迫下，菌株 NY3 通过

调控代谢优先将电子传递至 NIR，而非羟胺的

氧化路径，进一步减少了 NH2OH 的生成。 

3  讨论 
在氮污染废水处理过程中，常规微生物通

常无法耐受高浓度 Cu2+的毒性作用，导致生物

脱氮效率显著降低。实际工业废水和农业污水

中 Cu2+浓度普遍较高，其中工业废水 Cu2+浓

度从几毫克每升到数百毫克每升不等，如半导

体行业废水中 Cu2+浓度(5−100 mg/L)更是远

超欧盟国际标准规定的 0.05 mg/L[29]。然而，

目前关于耐受高浓度 Cu2+的耐冷脱氮菌研究

报道仍然十分有限。本文利用耐冷高效脱氮

菌 Comamonas aquatilis NY3 探究不同浓度的

Cu2+对其脱氮过程的影响及增强 Cu2+耐受性的

方法。 
3.1  菌株 NY3 在 Cu2+影响下的脱氮特

性及耐受机制 
研究结果显示，高浓度 Cu2+ (8.0 mg/L)会显

著抑制菌株 NY3 的代谢活性，使其对铵态氮、

硝态氮的去除率分别降至 51.56%和 55.70%，亚

硝态氮的去除被完全抑制，同时 ETSA 和相关

酶的活性也明显下降，这一结果表明高浓度的

Cu2+对菌株 NY3 的脱氮功能产生了严重的干

扰，原因可能在于 Cu2+能够进入微生物细胞内

部，与蛋白质或酶表面的巯基(-SH)发生化学反

应，干扰细菌中各种酶的正常功能，进而使微

生物丧失正常的生物功能，最终导致脱氮效率

的 降 低 [48] 。 而 相 较 于 已 报 道 的 假 单 胞 菌

(Pseudomonas sp.) W13 [49]，菌株 NY3 在高浓度

Cu2+胁迫下仍展示出一定的铵态氮和硝态氮去

除能力，表现出更强的 Cu2+耐受性。具体为

Pseudomonas sp. W13 在 5 mg/L Cu2+胁迫下对

铵态氮和硝态氮的去除率低于 20.0%[49]，而菌

株 NY3 在 8.0 mg/L Cu2+胁迫下，铵态氮和硝态

氮去除率仍大于 50%，这表明菌株 NY3 具有更

强的 Cu2+耐受性，同时，该菌的铵态氮和硝态

氮去除能力明显优于亚硝态氮去除能力。 
 

 
 
图 6  Na2S 对菌株 NY3 脱氮效率的影响   A：铵态氮去除率；B：硝态氮去除率。 
Figure 6  Effect of Na2S on nitrogen removal efficiency of strain NY3. A: Removal rate of ammonium 
nitrogen; B: Removal rate of nitrate nitrogen. 
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此外，在 8.0 mg/L Cu2+胁迫下，NR 与 NIR
的活性受到显著抑制，甚至丧失活性，尽管

AMO 活性也受到抑制，由 0.260 U/mg 蛋白下

降至 0.250 U/mg 蛋白，但抑制程度相对较低。

该菌脱氮酶对 Cu2+的敏感性为 NIR>NR>AMO。

这解释了为何在高浓度 Cu2+下，硝化过程(依赖

AMO)仍能部分维持，而反硝化过程(尤其依赖

NIR)受抑制严重。当 Cu2+浓度在 0−4.0 mg/L 时，

图 2C 显示亚硝酸盐积累量很少，未添加 Cu2+

处理组检测不到 NIR 活性，结合图 3A 低浓度

Cu2+下高效的亚硝态氮还原，推测该菌的 NIR
可能为含铜型 NIR，需要以 Cu2+作为辅因子才

能完成催化中心的组装[50]，当无 Cu2+时，酶蛋

白可能因缺乏金属辅因子无法正确折叠，丧失

活性，导致无 Cu2+处理组检测不到 NIR 活性；适

量浓度 Cu2+时能激活 NIR，支持 NO2⁻-N 高效还

原；而过量 Cu2+与酶活性中心过度结合，改变酶

的构象，降低其活性[51]。此外，据报道，部分

反硝化菌的 NIR 需底物(NO2⁻-N)或胁迫因子(如
重金属)激活相关基因(如 nirS 或 nirK)[50,52]，诱

导 NIR 表达，因此在未添加 Cu2+的条件下检测

不到亚硝酸盐酶的活性。有关菌株 NY3 对 Cu2+

耐受性，可能与微生物的外排泵系统强化、抗

氧化防御的激活及 EPS 的屏障作用等机制有关，

未来需要通过基因和蛋白分析进一步验证。 

3.2  硫化物缓解 Cu2+抑制菌株 NY3 的

效果及机制 
现有研究多采用添加有机物的方法来缓解

Cu2+对微生物的毒害作用，其机制是在 Cu2+胁

迫下，微生物会产生 EPS 以抵抗其毒害作用[17]。

然而，目前关于无机硫化物增强耐冷脱氮菌

Cu2+耐受性的研究报道较少。本研究通过添加

无机硫化物 NaHS 和 Na2S，探索其对缓解菌株

NY3 的 Cu2+抑制。结果表明，添加无机硫化物

NaHS 和 Na2S 均可有效提升菌株 NY3 在高浓度

Cu2+下的脱氮性能，其中 Na2S 对菌株 NY3 的

铵态氮和硝态氮去除率的促进作用更为显著，

添加 50.0 mg/L Na2S 时菌株 NY3 的 OD600 值和铵

态氮去除率达到最高，而 NaHS 需要 145.0 mg/L
才能达到相近效果。这一差异可能源于 Na2S 能

更有效地与 Cu2+形成 CuS 沉淀，而 NaHS 过量

时会产生 H2S 气体[53]，表明 Na2S 的添加效果

优于 NaHS。另外，30.0 mg/L Na2S 对硝态氮去

除的促进效果最佳，这表明针对不同氮源需优

化硫化物添加量。 
据报道，目前硫化物缓解 Cu2+对菌株的抑

制作用主要有以下几种机制： (1) 硫化物 (如
NaHS 和 Na2S)加入后，会与 Cu2+发生化学反应

生成难溶的 CuS 沉淀[54]，使水体中游离 Cu2+

浓度显著降低，减少了 Cu2+与耐冷脱氮菌 NY3
接触的几率，进而降低了 Cu2+对菌体的毒害风

险，有效缓解了其毒性。(2) NaHS 进入菌体后

能显著提高细胞抗氧化酶(如超氧化物歧化酶、

过氧化氢酶等)的活性。在 Cu2+胁迫下，菌体会

产生大量活性氧自由基，这些自由基会对细胞

造成氧化损伤，而抗氧化酶活性的提升，使得

菌体能及时清除这些活性氧自由基，从而减轻

氧化损伤，维持细胞的完整性和稳定性，进而

增强菌株对 Cu2+的耐受性[45-46]。(3) Na2S 可诱

导菌株细胞表面的 EPS 产生更多巯基。巯基具

有与重金属离子(如 Cu2+)结合的能力，通过这

种结合作用，可将 Cu2+固定在细胞表面或 EPS
层，阻止 Cu2+进一步进入细胞内部，减轻其对

细胞内部生理活动的干扰和抑制，也可提高菌

株对 Cu2+的耐受能力[21,47]。本研究体系的创新

之处在于并非单纯依靠化学沉淀法先去除 Cu2+，

再由耐冷脱氮菌执行脱氮功能。而是在含有高

浓度 Cu2+的模拟废水中同时添加硫化物和接种

菌株 NY3。硫化物的加入一方面通过化学沉淀

作用减少游离 Cu2+的浓度；另一方面，通过后

两种机制直接增强菌株 NY3 对 Cu2+的耐受性，

使菌株能在相对较高的 Cu2+胁迫环境下正常生
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长并发挥脱氮功能，实现硫化物添加后对 Cu2+

毒性的缓解和脱氮效率的提升。 
本研究在耐冷脱氮菌中，揭示了 Cu2+胁迫

下菌株 NY3的脱氮性能及 Cu2+对氮代谢过程的

影响，将无机硫化物引入耐冷脱氮菌的 Cu2+抗

性调控体系中，揭示了其“化学-生物”协同减毒

机制，为高铜低温废水的生物脱氮强化处理提

供了新策略。后续将开展更全面深入的影响机

制研究，如 EPS 含量、酶活性测定实验，15N
同位素追踪实验，明确菌株的氮转化途径，深

入了解硫化物添加对耐冷脱氮菌 NY3 脱氮功

能的影响机制。开展基因敲除实验，并针对与

Cu2+耐受性相关基因进行敲除，观察敲除后的

菌株在含不同浓度梯度的 Cu2+和硫化物环境

中的生长和脱氮特性变化，从而明确这些基因

在硫化物缓解 Cu2+毒性过程中的作用。构建硫

化物-菌株 NY3 耦合工艺的动态模型，并评估

硫化物在实际废水中的工程适用性，以期通过

上述一系列严谨的实验研究，能够更加全面详

细地阐明硫化物缓解 Cu2+对耐冷脱氮菌 NY3
抑制的机制，为该领域的研究提供更深入的理

论支持。 

4  结论 
本研究探究了耐冷高效脱氮菌 Comamonas 

aquatilis NY3 在 Cu2+胁迫下的脱氮特性及其调

控机制。结果表明，菌株 NY3 对 Cu2+具有显著

耐受性，在 0.1−4.0 mg/L Cu2+浓度范围内，菌株

NY3 具有较高的铵态氮去除能力，在 8.0 mg/L 
Cu2+条件下仍能保持 51.56%的铵态氮去除率和

55.70%的硝态氮去除率，但其电子传递系统活

性和 NR 的酶活性显著下降。通过添加外源硫

化物可显著缓解 Cu2+对菌株 NY3 抑制强度，从

而促进高浓度 Cu2+胁迫下菌株 NY3的硝化和反

硝化能力，145.0 mg/L NaHS 和 30.0 mg/L Na2S
下其硝态氮去除率分别为 99.88%和 99.92%，可

为低温季节氮污染和重金属污染废水生物处理

提供新的思路，同时为废水治理新工艺的研发

提供理论依据。 
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