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摘  要: 亚硝酸盐氧化还原酶(nitrite oxidoreductase, NXR)是硝化细菌将亚硝酸盐氧化为硝酸盐的

关键酶, 广泛存在于亚硝酸盐氧化菌中。由于它是可溶性的膜内酶, 其催化机理与膜内电子传递

密切联系, 给它的研究带来了一定的困难。本文综述了多年来国内外研究者从不同方面对 NXR 研

究的成果, 详细论述了 NXR 的组成结构、工作机理以及不同因子对其活性的影响, 总结了近几年

应用于研究 NXR 的新方法, 并展望了对 NXR 研究的发展方向及其意义。 
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Abstract: Nitrite oxidoreductase (NXR) is the key enzyme responsible for the oxidation of NO2- to NO3- in 
nitrite-oxidizing bacteria. Since NXR is a dissoluble enzyme, located at the inner side of the membranes of 
cells, its function is dependent on the electron transfer chain related to membranes. This paper reviews the 
advances in study on NXR, including the structure, catalysis mechanism and the impact of different factors. 
New techniques applied in recent studies and research prospects are also presented. 
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硝化作用是由硝化细菌的两个关键共生菌群相

互作用来实现的, 分别是亚硝化细菌即氨氧化细菌, 

利用体内的氨单加氧酶和羟胺氧还酶将氨氮转化为

亚硝酸盐, 氨作为其唯一氮源; 硝化细菌即亚硝酸

盐氧化细菌(Nitrite-oxidizing bacteria, NOB)利用亚

硝酸氧还酶将亚硝酸盐氧化为硝酸盐, 亚硝酸盐作

为其唯一氮源[1]。其中亚硝酸盐氧化菌是由进化上

截然不同的 4 类菌构成：硝化杆菌属(Nitrobacter)

属于变形菌纲的γ亚纲, 硝化球菌属(Nitrococcus)属

于γ亚纲, 硝化刺菌属(Nitrospina)属于β亚纲、硝化

螺菌属 (Nitrospira)属于硝化螺菌门 (phylumNitros- 

pira)[2]。 

近几年随着研究的深入, 氨氧化菌体内的两种

酶被广泛研究并取得了一定的成果, 而亚硝酸盐氧

化还原酶一步催化反应则未受到广泛重视, 国内外

对于其作用机制的研究尚处于起步状态。但是, 亚

硝酸盐氧化细菌在水体治理过程中的作用同样不可

忽略。亚硝酸盐氧化菌作为降解水体中对生物体具

有毒害作用的亚硝酸盐的关键菌群 [3], 对其催化亚

硝酸盐氧化还原反应的关键酶的研究具有重要意义, 

研究其降解效率的调节机制, 促进其降解效率提高

具有极其重要的理论与实践意义。 
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1  NXR 概述 

亚硝酸盐氧化还原酶 (nitrite oxidoreductase, 
NXR)是硝化细菌将亚硝酸盐氧化为硝酸盐的关键
酶。但由于其为可溶性酶, 又是膜内酶, 位于细胞膜
靠近细胞质的一侧, 它的催化反应与膜内电子传递
链紧密相关, 因此给 NXR的研究带来了很大困难。 

由于亚硝酸盐氧化还原酶既具有氧化亚硝酸盐

的功能性亚基, 又具有将硝酸盐还原的功能性亚基, 
因此它是一个具有多重功能的酶, 既可以催化亚硝
酸盐的氧化, 还可以催化硝酸盐的还原。从能量代
谢的角度讲, 此酶可以根据氧化还原反应的电势逆
向工作。从宏观的角度讲, 不同的外界环境可以诱
导NXR的不同功能 , 使菌株进入不同的代谢途径 , 
比如缺氧条件下它可将硝酸盐还原[4]。 

由于硝化细菌在进化上的系统发育异源性, 其
体内所含的亚硝酸盐氧化还原酶也呈现出多态性。

通常对亚硝酸盐氧化菌混合培养时, 硝化杆菌是其
中的优势菌种, 故研究者多以硝化杆菌为代表对亚
硝酸盐氧化还原酶进行研究。硝化杆菌属又以

Nitrobacter hamburgensis、N. winogradskyi、N. al-
kalicus以及 N. vulgaris等几种菌较为常见。因此, 对
NXR 多态性以及根据 NXR 基因序列分析硝化细菌
系统发育也是重要的研究方向。 

2  NXR 的结构与功能 

2.1  NXR 的结构 
1984 年Sundermeyer等人率先从Nitrobacter 

hamburgensis中分离出了NXR。证明了此酶是由 3
个分子量分别为 115 kD、65 kD和 32 kD的 3种蛋白
构成的[5]。但在接下来的研究中发现, 第 3种蛋白即
分子量为 32 kD的蛋白并不存在于经热处理后的
NXR中 [ 6 ]。1990 年Bock等人 [ 7 ]的研究证实了N. 
winogradskyi以及N. vulgaris中的NXR具有几乎相同
分子量的类似蛋白亚基。1 9 9 8 年 S p i e c k  E等 
人[8] 通过热处理细胞膜将关联膜的整个亚硝酸盐氧
化系统从一株Nitrospira moscoviensis中分离出来。 
电子显微镜观察纯化后的酶显示了大概 7 nm×9 nm 
的均匀颗粒, 并识别出了含 b 型细胞色素的 β 亚基 
类似物, 这与硝化杆菌中发现的 β 亚基蛋白一致。 
故通常认为 NXR 是由一个 α 亚基(大亚基)和一个 β 
亚基(小亚基)组成的异源二聚体, 两个亚基的 Mr 分 

别为 116 kD(NxrA)和 65 kD(NxrB)。NXR复合体还 
含有铁、钼、硫和铜离子, 是一直径大约为 95 Ů ± 30 Ů 

的颗粒 , 其中 NxrB 的双核中心含无血红素的铁 
离子。 

NXR的这种亚基组成和催化硝酸盐还原的能力
与异化硝酸盐还原酶非常相似。其中NxrA和NxrB是
异养脱氮菌中NarG、NarH多肽的同系物, 由硝酸盐
还原酶A的大小亚基组成。NXR是膜内酶, 在细胞膜
近胞质的一面 , 但至今未检测出NxrA和NxrB的信
号肽。根据TOPPRED和TMPRED对其基因序列的分
析, 可能α亚基上有 2 个或 3 个跨膜的α螺旋转角将
NXR定位在细胞质膜上[9]。 

2.2  NXR 的功能 
由于传统方法的热处理溶解提取蛋白的方法会

使NXR在纯化过程中发生变化, 因此越来越多的研
究者使用生物信息学方法研究NXR, 从基因序列推
测其蛋白组成、结构以及功能。由于NXR基因的多
态性, 其基因序列在不同菌株中略有差别[10], 但至
少含有 2 个功能性基因：nxrA和nxrB分别对应大小
两个亚基, nxrA约为 3000 bp、nxrB为 1539 bp, 受亚
硝酸及硝酸诱导表达[11]。nxrA和nxrB与大肠杆菌的
异化硝酸盐还原酶基因nrA、nrZ的α亚基和β亚基有
较高的相似性, 在氨基酸序列上分别可以达到 60%
和 65%的相似性。由nxrB推测出NxrB含有 4个与细
菌的铁氧化还原蛋白的铁-硫中心非常同源的半胱
氨酸残基串。 

2006 年, 首个亚硝酸盐氧化菌—— Nitrobacter 
winogradskyi-Nb255 的全基因组序列得到破译 [9], 
为通过序列分析研究亚硝酸盐氧化过程提供了充足

的信息。研究表明, N. winogradsky中的nxr基因簇除
了nxrA与nxrB以外还有一个 648 bp 的nxrX基因 , 
推测nxrX基因可能与NXR的空间折叠构象有关。
DNA序列分析表明 , 它们在染色体上相邻排列：
nxrA、nxrX、nxrB, 形成一个基因簇。这个nxr基因
簇和与其相邻的 4 个其他基因(可能有NXR的附属
作用)形成了一个操纵子(图 1), 但其调控机理仍待
研究。 

nxrA上游的基因编码一种与亚硝酸盐氧化还原
有关的c型细胞色素 , 它还可能是电子传递系统的
一部分, 电子通过亚硝酸盐氧化还原酶的组分细胞
色素a1、c1 释放出来, 然后改用细胞色素c氧化酶
(Cox)穿过细胞色素c550 [13]。NxrB的下游 ,  两个 

http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&doc=18&db_id=&SID=4AgDF5nai9B5NEM5K19&field=AU&value=Spieck%20E&ut=000072519200008&pos=1
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图 1  nxr基因簇操纵子[9]

Fig. 1  Nitrite oxidoreductase Cluster[9]

 
基因编码NarJ和NarI这两个与异养脱氮菌的异化硝
酸盐还原酶类似的亚基[12]。NarJ是硝酸盐还原酶的δ
亚基 , 插入硝酸盐还原酶A的钼辅助因子 [14], 可能
在NxrA的合成中扮演类似角色。NarI(硝酸盐还原酶
的γ亚基)是一个b型细胞色素, 作为苯锟的电子受体
和钼辅助因子α亚基的电子供体。Nxr族的最后两个
基因认为编码类似NarK的硝酸盐/亚硝酸盐运载体
和C4 二羟酸/苹果酸或碲的运载体。NarK是一个运
载体的主要推进子超家族的膜, 有报道认为它是一
个NO3-H共输送体 , 一个NO3-NO2反向转运体 , 一
个亚硝酸盐单输送体。亚硝酸盐的主动吸收或硝酸

盐的输出对于维持NXR的工作效率非常重要, 其作
用机制仍有待研究。 

3  NXR 的工作机理 

亚硝酸氧化菌将NO2
−氧化为NO3

−, 产生ATP和

NADH, 并通过卡尔文循环固定CO2。亚硝酸盐氧化

还原酶(NXR)催化亚硝酸氧化为硝酸, 通过呼吸链

的氧化磷酸化产生还原剂(NADH)。原子示踪实验证

明亚硝酸盐好氧氧化过程中, 产物硝酸盐中的氧原

子来自于水。亚硝酸氧化酶(NXR)位于细胞的呼吸

颗粒上 , 与膜紧密结合 , 因为能量的需要 , 参与此

过程的细胞色素不是C型, 而是a型, 整个体系称为

“亚硝酸氧化酶”, 整个反应至今未检出任何中间产

物, 是一步完成的(图 2)[15]。 

这种利用无机物的化能自养代谢过程, 各反应

的还原电势都比较高：E'(NO 2
− /NH 4

+ )=340 mV, 

E'(NO3
− /NO2

−)=430 mV, 因此欲使无机基质的氧 

化和 NAD的还原相偶联, 必须提供一定的能量, 而

细菌的氧化磷酸化效率很低, NAD 还原过程产生 1 分

子 NADH需消耗 3分子 ATP, 然而实际情况是氧化

1分子亚硝酸盐只产生 1分子的ATP, 因此为获得合

成细胞所需的还原力, 必须消耗大量 ATP, 这就是

硝化细菌生长慢、世代时间长、细胞产率低的原因。 

 
 
图 2  亚硝酸盐氧化过程的电子传递示意图[15]

Fig. 2  Electron transfer sketch map of nitrite oxidation[15]

 

4  环境因素对 NXR 的影响 

NXR 是与膜偶联的酶, 一旦分离出细胞膜即失
去了酶活性, 故对NXR酶催化氧化反应活性的研究
至今仍以亚硝酸盐氧化菌降解亚硝酸盐的能力来 
表达。 

4.1  抑制剂的影响 
硝化反应的主体和反应中间产物, 如游离氨、

亚硝酸盐、硝酸盐, 都会对硝化反应产生抑制作用, 
其中被研究者们广泛认可的是游离氨(free ammonia, 
FA)。早在 30 年前Anthonisen等人就指出FA和游离
亚硝酸(FNA)对硝化反应有抑制作用 , 并且这种抑
制受到pH值、温度等的影响。之后有很多研究者考
察和验证了FA的这种选择性抑制作用 , 不过对FA
的浓度有不同的结果。在FA对亚硝态氮聚集影响的
研究中, 一个值得注意的问题是亚硝酸盐氧化菌对
这种抑制的适应性。研究发现, 亚硝酸盐氧化菌虽
然较氨氧化菌对FA的抑制作用敏感, 但在长时间与
游离氨接触后, 可产生适应性从而使受到抑制的代
谢系统得到恢复。最新的研究中, Vel M Vadivelu等
人[16]使用一种新的研究方法, 解除了菌体生长和能
量代谢间的偶联关系, 通过对硝化杆菌富集培养过
程中化学量的监测得出, 游离氨对菌体硝化作用的抑
制非常明显, 另一项实验证实了是FNA而非亚硝酸盐
对菌体能量代谢有明显的抑制作用[17]。 



张  星等: 硝化细菌中亚硝酸盐氧化还原酶的研究进展  1809 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

亚硝酸盐通过 NXR 的氧化是可逆的 ,  而且 
NXR 可以催化硝酸盐还原为亚硝酸盐; 这种转化被 
认为是维氏杆菌执行脱氮作用(反硝化作用)路径的
一部分。但硝酸盐和亚硝酸盐对NXR的调控并不是
简单的底物诱导和产物抑制, NXR的催化方向受到
外界环境因素尤其是溶氧量的影响。对于自养型亚

硝酸盐氧化菌 , 亚硝酸盐是降解NAD的电子供体 , 
它能够倒转电子流并通过氧化磷酸化产生ATP, 有
机化能型的菌株生长比亚硝酸盐作为能量来源时明

显减慢。而对于兼性异养的亚硝酸盐氧化菌N. wi-
nogradsky在缺氧或碳源不足的条件下更容易形成
降解硝酸盐的短程硝化代谢回路[4]。 

4.2  环境因子的影响 
环境因子变化对硝化能力也有不容忽视的影

响。1999年王歆鹏等人[18]研究了不同环境因子变化

对硝化菌群的增殖能力及其对硝化作用活性的影响, 
认为温度、pH、供氧状况、无机碳源浓度等对于硝
化细菌菌群的增殖能力及硝化作用活性具有较重要

的影响, 而含盐量高低几乎无影响。2005 年, 琚姝
等人[19]对一株亚硝酸盐氧化菌做了详细的研究, 实
验得出菌体生长的最适pH值为 8.0~8.5, 在适宜的
氮、碳源条件下, 经过 9 d的培养能够收获 4.6×109 
MPN/mL浓度的菌体。培养 18 d后 , 培养基中
4.05×104 mg/L的NaNO2可完全转化为NO3

−。NaCl含
量在 0.5%以下、葡萄糖含量在 0.1%以下时对菌体生
长不构成影响。2005年陈旭良等人[20]剖析了pH对生
物硝化的影响以及与碱度的关系, 认为pH不仅影响
硝化细菌的生长和代谢, 也影响硝化基质和产物的
有效性和毒性, 可制约生物硝化反应器的效能。生
物硝化系统的碱度主要由碳酸盐类组成, 因为碳酸
盐系统在pH 6.5~8.5 时缓冲强度较弱, 硝化过程中
极易发生pH大幅度波动, 操作中应予以高度关注。
2007年Tyson RV等人研究了培养基中各营养成分、
硝酸盐以及pH对硝化速率的影响[21]。Kim等人结合
FISH技术鉴定硝化细菌种群分布, 研究了温度和游
离氨对垃圾渗出液中硝化作用和亚硝酸盐累积的作

用[22]。 
NxrB的双核中心含无血红素的铁离子而非铜

离子, 且NxrB中有 4 个谷氨酸残基用来协调无血红
素铁配基, 故铁离子对NXR的降解效率也应有相当
大的影响[23]。钼是在由氨氮氧化为亚硝氮的过程中

对其关键酶有极其明显的影响作用, 有研究表明亚
硝酸盐氧化酶的活性也依赖于钼的存在[8]。 

5  展望 

随着生物技术的发展, 新的研究方法不断应用
于NXR的研究。Aamand 等人[24]制备出 3 种针对硝
化杆菌中NXR的单克隆抗体：hyb153.1 和 153.3 可
识别分子量为 64 kD的蛋白即β亚基, 153.2能识别分
子量 115 kD的蛋白即α亚基, 开创了免疫分析法鉴
定NXR蛋白的方法。靶标为NXR基因序列的PCR技
术也逐渐成熟, 并与DGGE等其它分子生物学技术
相结合, 用于研究系统发育[25]以及种群结构中亚硝

酸盐氧化菌的定性与定量[26]。最近Li Jun-Wen等人
[27]将DNA-Shuffling技术应用于NXR的研究 , 以解
决亚硝酸盐氧化菌生长缓慢酶浓度低带来的困扰。 

目前, 水体的富营养化已经成为世界环境最为
突出的问题之一, 利用硝化细菌代谢分解含氮有害
物质已成为世界公认最经济最有效的绿色途径之

一。但由于 NXR的特殊性, 对其主要研究仍停留在
定性定量的工作上, 对于其氧化还原反应具体作用
机理及过程仅有一些国外研究者提出的猜想与假设, 
至今未能有充分的解释, 因此也给提高亚硝酸盐氧
化酶活性带来难度。为此, 笔者认为应该从以下几
个方面加强对 NXR的研究： 

(1) NXR 的亚基组成已确定, 但其三维结构以
及与铁、钼等辅助因子的结合形式仍不甚清

楚。X射线衍射晶体结构分析法是研究蛋白
质三维结构的最主要手段, 可用以测定酶的
高分辨率三维结构, 并通过与底物类似物结
合形成复合物的结构分析来研究 NXR 与辅
助因子的结合形式。 

(2) 利用先进的分子生物学技术以及生物信息学
的方法 , 从基因序列的层面进行分析 , 对
NXR基因的转录、翻译以及酶合成的调节机
理进行更深入的研究具有重大的理论意义。 

(3) 从宏观上进一步研究各种环境因子和抑制剂
对 NXR 活性影响, 以及产生影响的原因, 从
微观上探讨酶与底物分子的相互识别及其催

化机理, 以期找到提高酶活性的最有效途径。 
(4) 作为复杂的多功能酶, NXR 既具有氧化能力
又具有还原能力, 若能精确控制其催化能力
则应用价值倍增, 故应加强应用方面研究, 以
期找到人工诱导其不同功能发挥的最适条件。 

作为降解有毒物质亚硝酸盐的关键酶, NXR 不
仅已应用于水体污染综合治理, 以及养殖水体防止
鱼虾中毒, 更可应用于人类的食品饮品中去除亚硝
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酸盐。因此, 对 NXR的基础研究, 不仅开拓了膜内
酶的研究先例, 有着重要的理论意义, 更为今后能
够更好地利用该酶为人类生产生活做贡献打下理论

基础。 
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