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反硝化功能基因—— 检测反硝化菌 
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摘  要: 反硝化菌种类繁多, 且分属多个分类学上的不同种属, 故不能利用常规的 16S rRNA 测序

方法对其进行研究。利用编码反硝化酶的功能基因作为分子标记, 可以有效研究环境样品中反硝

化菌的种群结构、数量以及活性等。本文重点介绍了主要的反硝化功能基因以及常用的扩增引物, 

分析了反硝化功能基因与 16S rRNA 系统发育之间的关系, 比较了 nirS 和 nirK 基因菌的群落分布

特征, 对目前反硝化功能基因的研究和应用现状进行了综述, 讨论了研究中发现的新问题, 期望

为研究复杂微生物的生态特征提供参考。 
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Abstract: Denitrification is carried by a diversity of bacteria belonging taxonomically to the various genus, 
which precludes the use of 16S rRNA-based routine methods to study denitrifiers. However, as a molecular 
marker, the functional genes of encoding denitrifying enzyme can be employed to investigate the community 
structure, abundance and activity of denitrifying bacteria in environmental samples. In this review, we in-
troduced the denitrifying functional genes and their amplifying primers, compared the phylogenetic rela-
tionship of the denitrifying functional genes with 16S rRNA genes and community distribution of nirS deni-
trifiers with nirK denitrifiers. The article also summarized the studies and applications recently of denitrify-
ing functional genes, discussed the problems unresolved in researches, which would be expected to be a 
reference for studying complex microorganisms. 
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反硝化作用是指在缺氧条件下微生物将硝酸盐

或亚硝酸盐还原成N2或N2O的过程。研究参与这一
过程的微生物对于废水生物脱氮、土壤肥分的保持

和减少臭氧层破坏气体N2O的排放均具有重要意
义。但由于自然环境中多数微生物不可培养, 同时
反硝化菌种类非常繁多, 导致长期以来对反硝化菌
的研究不够系统和深入。近年来, 分子生物技术的
发展为解决这一问题提供了契机, 然而常规的基于
16S rRNA测序的方法研究反硝化菌也存在着极大
困难, 因为研究表明, 反硝化菌不能按传统的分类
学方法被划分为某些特定种群, 即脱氮显型不能从
系统发育进行推断[1], 目前已经发现有超过 50 个属
的细菌具有反硝化功能。因此, 需要利用编码反硝
化酶的功能基因来作为分子标记对反硝化菌进行研

究。与相对保守的 16S rRNA相比, 功能基因具有更
多的序列变化, 利用功能基因可以区分生态功能不
同但亲缘相近的微生物种群, 但更重要的是利用功
能基因可以鉴定生态功能相同但亲缘较远的微生物

种群, 如反硝化菌。本文在介绍主要反硝化功能基
因的基础上, 重点对利用某些反硝化功能基因作为
分子标记, 研究各种环境样品中反硝化菌的菌群结
构、数量和功能的最新进展进行综述。 

1  反硝化功能基因 

通常认为, 反硝化过程由以下 4 个步骤组成, 
分别由硝酸还原酶 Nar、亚硝酸还原酶 Nir、一氧化
氮还原酶 Nor 和一氧化二氮还原酶 Nos 催化, 如图
1所示。  
 

 
 
图 1  反硝化功能酶和功能基因[2] 

Fig. 1  Denitrifying functional enzyme and functional 
genes[2]

 

1.1  硝酸盐还原酶 Nar 
硝酸盐还原酶有两种存在形式, 一种镶嵌于细

胞膜内, 称为膜结合硝酸盐还原酶Nar, 另一种游离
于细胞膜外周质中, 称为周质硝酸盐还原酶Nap。这
两种酶生理学作用不同 , 一般Nar在厌氧条件下优
先表达 , 且仅在厌氧状态下发挥作用 ; 而Nap则在

有氧条件下优先表达, 且在有氧或无氧条件下均能
发挥作用[1]。有些微生物 2 种酶都可以表达[3]。Nar
由 3个亚基组成： 1) 催化α亚基, 由narG基因编码, 
含有一个钼辅因子; 2) 可溶性β亚基, 由narH基因
编码, 含 4个[4Fe-4S]中心; 3) γ亚基, 由narI基因编
码, 含有 2个b型血红素。Nap是由 2个亚单位(NapA, 
NapB)组成的二聚体, 分别由napA和napB基因编码, 
NapA包含钼辅因子催化亚基和一个[4Fe-4S]中心 , 
NapB是一种细胞色素c[4]。也有研究发现了不含钼的

硝酸盐还原酶[5]。 

1.2  亚硝酸盐还原酶 Nir 
亚硝酸盐还原酶Nir有 2种：Cu型亚硝酸盐还原

酶和细胞色素cd1 型亚硝酸还原酶 , 它们分别由
nirK和nirS基因编码, 一般认为这 2种基因不会同时
在一个菌株中出现, 却可存在于同属但不同种的菌
株中[6], 然而也有人发现了能同时含这 2 种基因的
菌株[7]。Cu型Nir存在于细胞周质中, 是一种同源三
聚体, 每个单聚体有 2个Cu离子。细胞色素型Nir通
常是一个可溶性的二聚体, 由 2 个相同亚基组成, 
每个亚基均含有一个血红素c和一个血红素d1。 

1.3  一氧化氮还原酶 Nor 
Paracoccus halodenitrificans 、 Pseudomonas 

spp.、 Alcaligenes faecalis 和 Rhodobacter sphaer- 

oides等菌种的一氧化氮还原酶Nor由norC和norB基

因编码的 2个亚基组成, norC基因编码膜结合的c型

细胞色素, norB基因编码具有 12个跨膜区的细胞色

素b亚基[4]。这种酶可以用c型细胞色素作为电子供

体, 称为cNor。在Ralstonia eutropha中发现norC基因

编码的亚基缺失, 这种NorB单亚基酶从氢醌(Quinol)

得电子 , 被称为qNor, 编码基因为qnorB(也称为

norZ[4])。但一些非反硝化菌为了在缺氧环境中生存

或解除NO的毒性, 也具有一氧化氮还原酶Nor[8]。 

1.4  一氧化二氮还原酶 Nos 
一氧化二氮还原酶由含有 8个Cu离子的 2个相

同亚基组成, 编码一氧化二氮还原酶的nos基因由 3
个转录单元组成：nosZ、nosR和nosDFYL, 其中nosZ
基因编码催化亚基[4]。 

2  反硝化功能基因的 PCR 引物 

可靠的PCR (Polymerase chain reaction)引物对
于研究和考察环境样品中微生物群落至关重要 [9]。
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自从Ward首先设计以nirS为靶基因的PCR引物以来, 
反硝化功能基因引物的设计陆续展开, 表 1 列举出

了一些引物的序列、长度或位置。还有研究者 

 

表 1  某些常用扩增反硝化功能基因片段的引物序列 
Table 1  Primer sequences and length/positions used to amplify fragments from functional  

genes in the denitrification pathway 

功能基因 
Functional gene 

引物名称 
Primer 

引物序列(5′-3′) 
Primer sequence 

扩增序列长度/位置 
Length/position of 
amplified sequence 

参考文献
References

narG narGf 
narGr 

GA[C/T]ATGCA[C/T]CC[A/C/G/T]TT 
A[C/T]CCA[A/G]TC[A/G]TT[A/G]TC 1008 bp [10] 

 1960m2f 
2650m2r 

TA(CT) GT(GC) GGG CAGGA(AG) AAA CTG 
CGTAGA AGA AGC TGG TGC TGT T 110 bp [11] 

 

 narG1960f 
narG2650r 

TAYGTSGGSCARGARAA 
TTYTCRTACCABGTBGC 650 bp [12] 

 narG T37b f 
narG T39b r 

CAY GGN GTN AAY TGY ACN GG 
TAR TGN GGC CCA NCC NCC NCC 1690 bp [13] 

 narG W9b f 
narG T38b r 

MGN GGN TGY CCN MGN GGN GC 
ACR TCN GTY TGY TCN CCC CA 500 bp [14] 

napA napA V16c f
napA V17c r

GCN CCN TGY MGN TTY TGY GG 
RTG YTG RTT RAA NCC CAT NGT CCA 1040 bp [15] 

 napA V66c f
napA V67c r

TAY TTY YTN HSN AAR ATH ATG TAY GG 
DAT NGG RTG CAT YTC NGC CAT RTT 385 bp [14] 

 Fnapd 
Rnapd 

TTYYTNHSNAARATHATGTAYGG 
TGYTGRTTRAANCCCATNGTCCA 890 bp [3] 

nirS Heme 832F 
Heme 1606R

TA(C/T) CAC CC(C/G) GA(A/G) CCG CGC GT 
AGKCGT TGA ACT TKC CGG TCG G 774 bp [15] 

 nirS1F 
nirS6R 

CCT A(C/T)T GGC CGC C(A/G)C A(A/G)T 
CGT TGA ACT T(A/G)C CGG T 890 bp [6] 

 cd3aF 
R3cd 

GT(C/G) AAC GT(C/G) AAG GA(A/G) AC(C/G) GG 
GA(C/G) TTC GG(A/G) TG(C/G) GTC TTG A 425 bp [9] 

nirK Cunir3 
Cunir4 

CGT CTA (C/T)CA (C/T)TG CGC (A/C/G)CC 
GCC TCG ATC AG(A/G) TT(A/G) TGG 540 bp [16] 

 F1aCu 
R3Cu 

ATC ATG GT(C/G) CTG CCG CG 
GCC TCG ATC AG(A/G) TTG TGG TT 473 bp [9] 

 Copper583F 
Copper909R

TCATGGTGCTGCCGCGYGANGG 
GAA CTT GCC GGT KGCCCA GAC 326 bp [15] 

 
nirK1F 
nirK3R 
nirK5R 

GG(A/C) ATG GT(G/T) CC(C/G) TGG CA 
GAA CTT GCC GGT (A/C/G)G(C/T) CCA GAC 
GCC TCG ATC AG(A/G) TT(A/G) TGG 

526~542 
898~918 
1023~1040 

[6] 

qnor 
qnorB2F 
qnorB5R 
qnorB7R 

GGN CAY CAR GGN TAY GA 
ACC CAN AGR TGN ACN ACC CAC CA 
GGN GGR TTD ATC ADG AAN CC 

1204~1220 
1466~1444 
1841~1822 

[8] 

cnor 

cnorB1F 
cnorB2F 
cnorB6R 
cnorB7R 

GAR TTY CTN GAR CAR CC 
GAC AAG NNN TAC TGG TGG T 
GAA NCC CCA NAC NCC NGC 
TGN CCR TGN GCN GCN GT 

364~380 
553~571 
942~925 
1007~991 

[8] 

nosZ nosZ-F 
nosZ1622R 

CG(C/T) TGT TC(A/C) TCG ACA GCC AG 
CGC (G/A)A(C/G) GGC AA(G/C) AAG GT(G/C) CG 453 bp [9] 

 nosZ661b 
nosZ1773b 

CGG (C/T)TG GGG (C/G)(A/C)(A/T) (T/G)AC CAA 
AA(C/T) GA(A/G/C/T) CA(G/A) (T/C)TG ATC CG(T/C) AT 1112 bp [9] 

 nosLb 
nosRb 

CCC GCT GCA CAC C(A/G)C CTT CGA 
CGT CGC C(C/G)G AGA TGT CGA TCA 300 bp [9] 

 nosZ-F-1181 
nosZ-R-1880

CGCTGTTCITCGACAGYCAG 
ATGTGCAKIGCRTGGCAGAA 700 bp [17] 

 nosZf 
nosZr 

AACGACAAG[G/A/T][C/T]CAA 
A[G/T][G/C]GC[A/G]TGGCAGAA 1433 bp [10] 
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为了某些特殊目的专门设计了一些特别引物 , 如
Delorme等人 [10]设计了专门扩增Pseudomonas narG
基因的引物; Lo´pez-Gutie´rrez等人 [11]针对Cheneby
等人发现的未知narG菌簇, 设计了两对引物以扩增
这些narG片段; Throbäck等人[9]特别为DGGE (dena-
turing gradient gel electrophoresis)筛选设计了小于
500 bp的nirS、nirK和nosZ引物。应用这些引物, 可
方便地检测出环境样品中含某种功能基因的反硝化

菌 , 从而对这些反硝化菌的多样性及组成进行研
究。 

3  反硝化功能基因与 16S rRNA 基因的 
关系 

16S rRNA 被广泛用于建立原核生物的系统发
育关系 , 但反硝化菌分布广泛 , 通常分散在 16S 
rRNA 系统发育树的不同簇, 因此最近一些研究致
力于发现反硝化功能基因与 16S rRNA 之间的对应
关系, 希望能利用某个功能基因直接推断反硝化菌
的系统发育。 

Gregory等人 [3]对narG基因PCR扩增并建立了 
narG 基因发育树, 发现含有 narG 基因的细菌分散 
在不同亚簇, 与 16S rRNA分类的结果并不一致, 因 
此认为不能直接用 narG 基因对硝酸盐代谢菌进行 
分类。但Petri等人 [18]对比研究一些细菌的narH和 
16S rRNA系统发育树, 发现二者对于大部分细菌均 
高度相似。Heylen等人[19]发现很多可培养反硝化菌 
的 nirS基因与 16S rRNA系统发育关系除个别菌株 
之外在科、属水平上较为一致, 而 nirK与 16S rRNA 
的系统发育关系则差别较大, 同时还发现同一环境 
中的 nirK 基因常常同源性较高, 即不同种属的反硝 
化菌可能有 100%的 nirK 序列相似性, 这很可能是 
反硝化基因种间水平传递的结果, 因此他认为 nir 
功能基因的多样性不能代表亚硝酸盐还原菌的多样 
性。Heylen等人 [8]在分析了norB基因的系统发育后 
发现 cnorB 和 qnorB 可以将含 Nor 的细菌分成两个 
明显的簇, 但两者都与 16S rRNA系统发育不一致。 
Dandiea等人[20]从马铃薯耕地上分离了 31 株反硝化 
菌, 发现 nosZ 基因在所有菌株中都存在, 90%的菌 
株含 cnorB 基因 ,  剩下的含 qnorB 基因 ,  比较 
Pseudomonas属细菌的 nosZ、cnorB和 16S rDNA基 
因的系统发育树, 发现大部分是相似的, 但是一些 
Pseudomonas 属的隔离菌株分组因分析基因而异。 

Delorme等人[10]用PCR-RFLP分析了不同Fluorescent 
pseudomonads菌株的narG、nosZ和 16S rRNA基因的
多样性, 发现这些菌株的narG和nosZ的相似性比较
低(0.04~0.8), 而 16S rRNA的相似性较高(0.77~0.99), 
表明功能基因和 16S rRNA的进化速度不同。 

基于上述研究可以推断, 由于功能基因存在种
间转移, 并且与 16S rRNA进化速度不同, 大部分反
硝化功能基因与 16S rRNA 的系统发育关系存在较
大差异, 这也进一步解释了无法从系统发育关系上
推断反硝化微生物的原因。 

4  nirK基因菌和 nirS基因菌的关系 

研究反硝化菌种群结构最常用的功能基因是

nirK和nirS基因 , 因为由亚硝酸盐到一氧化氮这一
气体产生过程是反硝化途径中的关键步骤。许多研

究希望能够找到nirK和nirS基因所代表的菌群之间
的关系, 从而对反硝化菌有更深入了解。通常认为
nirS菌分布较多, 而nirK菌仅占反硝化菌的 30%, 但
出现在到更广泛的生理类群中。Hallin等人[21]的研究

表明投加甲醇后中试反硝化装置中nirK基因的多样
性降低, nirS基因的多样性增加, nirS基因类型总比
nirK基因类型丰富。投加外加碳源对菌群结构的影
响主要体现在nirS反硝化菌上, nirK反硝化菌更稳定
一些。Yan等人 [15]推测硝酸盐浓度可能改变nirK和
nirS反硝化菌在地下水中的比例, nirK基因的多样性
与nirS基因的多样性相互影响。Cole等人[22]对膜曝气

生物膜反应器的研究表明含nirK和nirS基因的菌群
适合不同的小生境, 稍高的氧浓度和较低的有机物
浓度适合含nirK基因的菌群生长。通过对这 2 类反
硝化菌的比较, 我们对反硝化菌的分布特征和生理
习性都有一定程度的了解, 但是反硝化由 4 个步骤
组成, 至少由Nar、NaP、Cu-Nir、cd1-Nir、cNor、
qNor、Nos这 7 种酶催化, 要了解：1) 另外几对功
能相同的不同酶之间的关系; 2) 哪些细菌使用何种
组合的酶系催化整个反硝化反应; 3) 哪些细菌只能
催化其中某几步反应, 而不能催化其他反应等问题
都需要进一步探讨。 

5  反硝化功能基因的应用 

通过对反硝化功能基因的PCR产物进行指纹图
谱分析或克隆测序等, 可研究环境样品中反硝化微
生物的群落结构, 并发现可能的新菌种, 如Tsuneda
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等人 [23]克隆一个SBR反应器中的nirS片段并进行
T-RFLP 分 析 , 发 现 其 中 的 反 硝 化 聚 磷 菌 与
Rhodocyclus相关。利用定量PCR(如MPN-PCR、竞
争PCR和实时PCR技术还可对含某种功能基因的反
硝 化 菌 进 行 定 量 研 究 。 Dandie 等 人 针 对[24]

Pseudomonas mandelii及相关菌属的cnorBP基因、

Bradyrhizobium及相关菌属的cnorBP基因设计了引

物, 采用实时PCR对土壤中这 2 类反硝化菌的功能
基因进行定量。Michotey等人[25]设计定量nirS基因的
引物, 采用MPN-PCR和竞争PCR方法对海水和沉积
物中的nirS反硝化菌进行定量, 发现比传统MPN计
数法多 10 到 1000 倍。有研究通过检测某种反硝化
功能基因的mRNA, 进而发现表达某种催化活性的
反硝化菌 , 如Nogales等人 [26]利用RT(reverse tran-
scription)-PCR分析了河口沉积物中反硝化菌功能基
因(narG、napA、nirS 、nirK和nosZ)的表达, 仅检测
到nirS 和nosZ基因的mRNA, 表明在取样时nirS和
nosZ基因具有较好活性。识别活性反硝化菌更有效
的方法是直接标记反硝化酶, Metz等人[27]利用寡核

苷酸探针EUB338, 再利用异化Cu型亚硝酸盐还原
酶(DnirK)的特异性单克隆抗体, 可以从环境样品中
识别表达DnirK的反硝化菌 , 结合共聚焦扫描电镜
和流式细胞仪 , 可将表达DnirK的反硝化菌从其他
未被标记的细胞中分选出来。总之, 反硝化功能基
因作为最直接的分子标记已经广泛应用到反硝化菌

群落结构分析、定量和活性检测中。 

6  问题与展望 

随着对反硝化功能基因研究的深入, 越来越多
的研究揭示出更为复杂、多变的反硝化功能基因特

征, 了解这些特性对于深入了解反硝化微生物, 进
而优化污(废)水生物脱氮工艺、防止土壤流失以及
降低N2O的排放均具有重要意义。通过大量研究, 人
们已经发现并确定反硝化功能基因存在某些共性 , 
但不少新研究也发现反硝化功能基因还存在一些例

外情况。 

6.1  引物和探针 
Heylen等人[19]发现 227 个菌株中有一半不能由

以前设计的任何nir引物得到扩增, 这是因为以前报
道的引物设计可能只是基于当时可得到的序列并偏

向保守, 对于环境中的功能基因不能完全扩增, 因
此反硝化功能基因的PCR引物需要重新评价, 补充

进大量不同分类位置的序列, 目前当务之急是针对
这些不能得到扩增的序列设计出新引物。反硝化菌

功能基因的探针设计也是如此。 

6.2  反硝化功能基因在细胞中的位置 
Powell等人[28]对南极土壤中的nosZ细菌进行了

分析 , 发现有一些Pseudomonas菌的nosZ基因在质
粒DNA中为阳性, 而在 16S rRNA中为阴性, 也就是
说nosZ基因可能独立于染色体仅存在于质粒上, 在
Rhizobium meliloti、Rhodobacter sphaeroides都发现
过位于质粒上的nosZ基因, nir基因也曾出现在质粒
上 , 对于Ralstonia eutropha, 整个反硝化基因簇都
在大质粒pHG1 上。上述发现都为反硝化功能基因
的种间水平转移提供了证据, 是否可以利用这一种
特性建立反硝化基因工程菌非常值得研究。 

6.3  功能基因归属的单一性 
Etchebehere等人 [29]在一株Thauera中发现同时

存在两种nirS序列, 一个是Thauera mecherni- chen-
sis的nirS序列, 另一个序列与Pseudomonas stutzeri, 
Azoarcus species, Alcaligenes faecalis以及另一种
Thauera的nirS基因相似。Heylen等人 [8]也发现一株

Pseudomonas sp. (R-25208)同时具有cnorB基因和
qnorB基因 , 这些可能是反硝化功能基因在种间水
平传递的结果 , 而Cramm报道过在Cupriviavidus 
necator H16 中发现 2 个同源性qnorB基因, 一个在
染色体上, 一个在质粒pHG1, 则很可能是基因复制
的结果。但以往研究均是基于一种菌株中只有一种

反硝化功能基因的假设, 在一个菌株发现了两种或
以上反硝化功能基因序列, 表明以往研究高估了反
硝化菌的多样性, 因此, 如何根据反硝化功能基因
准确反映其多样性还需要更深入的 研究。 

6.4  反硝化功能基因的表达 
Etchebehere等人 [29]对上述Thauera菌株的两种

nirS基因的mRNA进一步研究, 发现 2个基因可以同
时表达, 对 2 种基因的mRNA实时定量PCR后有了
意外发现, 前一基因的表达与硝酸盐有关, 而后一
基因无论好氧、厌氧或有无硝酸盐都能高度表达 , 
这表明即使不执行反硝化功能, 仍有可能检测到反
硝化功能基因的表达。Chèneby等人[30]发现一些具有

nosZ基因的反硝化菌不能还原N2O, 相反, 另一些
不含nosZ基因的反硝化菌却能够还原N2O产生氮气, 
表明一些反硝化菌的 n o s Z基因没有得到表  
达, 并且可能有不同的N2O还原酶序列在反硝化菌



632 微生物学通报 2009, Vol.36, No.4 

  

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

中存在。总之, 具有nosZ序列不能很好的预测细菌

还原N2O的能力。Metz等人 [27]用Ochrobactrum an-

thropi菌株研究N2O产生和DnirK表达之间的关系 , 

发现当N2O合成速度最高时DnirK表达最大 , 但是

N2O产量降低时表达DnirK的酶数量没有减少, 由此

可以得出一个结论：即功能酶的表达与功能的执行

可能不具有同步性, 功能酶也不能及时反映微生物

活性的变化。 

7  结语 

通过标记功能基因反映微生物的多样性、数量

和功能已经成为研究复杂微生物的一个主要手段 , 

但由于功能基因自身的复杂性, 使之快速、准确的

反映微生物的生理性状还有待进一步研究。但今后

的研究可以利用反硝化菌作为模型菌 , 开发新技

术、发现新机理, 探寻解决这一微生物生态学难题

的途径。 
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