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研究报告 

Pseudomonas alcaliphila AD-28 的脱氮性能及其关键酶活性 

张峰峰*  周可  谢凤行  赵琼  赵玉洁 
天津市农业生物技术研究中心  天津  300192 

摘  要：【背景】异养硝化-好氧反硝化菌由于能够同时实现硝化反硝化作用而备受关注，但由于菌

的种类不同，其脱氮途径不尽相同，研究菌株脱氮关键酶的种类及其活性可以推测菌株的脱氮途径，

从而为菌株在生产上的应用提供技术支撑。【目的】研究 Pseudomonas alcaliphila AD-28 的脱氮性能

及其关键酶的活性，为菌株脱氮分子机理研究奠定基础。【方法】以柠檬酸钠为碳源，以硫酸铵、亚

硝酸钠、硝酸钾为氮源，研究菌株 AD-28 的脱氮性能并检测其关键酶氨单加氧酶(AMO)、羟胺氧化还

原酶(HAO)、亚硝酸盐还原酶(NIR)、硝酸盐还原酶(NAR)的酶活性。【结果】菌株 AD-28 培养 24 h

的菌密度(OD600)可达 1.971，对初始浓度为 18.85 mg/L 的氨氮、26.13 mg/L 的硝酸盐氮、19.47 mg/L

的亚硝酸盐氮、66.11 mg/L 的总氮去除率均达到 96%以上；关键酶 AMO、HAO、NIR 和 NAR 的比活

力分别为 0.028、0.003、0.011、0.027 U/mg。【结论】Pseudomonas alcaliphila AD-28 能同时进行异养

硝化-好养反硝化作用，该菌在AMO作用下将NH4
+-N氧化为羟胺，然后由HAO氧化为NO2

−-N，NO2
−-N

和 NO3
−-N 在 NIR、NAR 等酶的催化作用下脱氮。 

关键词：异养硝化，好氧反硝化，嗜碱假单胞菌，氨单加氧酶，羟胺氧化还原酶，亚硝酸盐还原酶，

硝酸盐还原酶 

Nitrogen removal characteristic and key enzymes activity of 
Pseudomonas alcaliphila AD-28 
ZHANG Feng-Feng*  ZHOU Ke  XIE Feng-Xing  ZHAO Qiong  ZHAO Yu-Jie 

Tianjin Research Center of Agricultural Biotechnology, Tianjin 300192, China 

Abstract: [Background] Heterotrophic nitrifying-aerobic denitrifying microorganisms have received more 
and more attention, because they achieve the vision of simultaneous nitrification and denitrification in one 
system. The nitrogen removal pathway is different along with different bacteria. While the nitrogen 
metabolic pathway of bacteria is direct correlation with the type and activity of nitrogen elimination enzyme. 
So find out the nitrogen removal pathway of Pseudomonas alcaliphila AD-28 will provide technical support 
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in application. [Objective] In order to reveal the nitrogen removal mechanism, the nitrogen removal 
characteristic and key enzymes for nitrogen degradation of Pseudomonas alcaliphila AD-28 were studied. 
[Methods] The nitrogen removal characteristic of strain AD-28 was investigated when sodium citrate was 
used as carbon source, ammonium sulfate, sodium nitrite and potassium nitrate were used as nitrogen 
sources. At the same time, the activities of key enzymes-ammonia monooxygenase (AMO), hydroxylamine 
oxidoreductase (HAO), nitrite reductase (NIR) and nitrate reductase (NAR) were measured. [Results] After 
24 h treatment by strain AD-28, bacteria density (OD600) reached 1.971, the degradation rates of NH4

+-N, 
NO3

−-N, NO2
−-N and total nitrogen (TN) were all exceeded 96% when the initial concentrations were 18.85, 

26.13, 19.47, 66.11 mg/L, respectively. The corresponding specific activities of AMO, HAO, NIR and NAR 
were 0.028, 0.003, 0.011, 0.027 U/mg, respectively. [Conclusion] The results suggest that AD-28 is a 
simultaneous heterotrophic nitrification-aerobic denitrification strain. The nitrogen removal pathway of the 
stain was deduced as following. NH4

+-N was oxidized to NH2OH by AMO, then NH2OH oxidized to 
NO2

−-N by HAO, NO2
−-N and NO3

−-N removed from the medium by NIR and NAR. 

Keywords: Heterotrophic nitrification, Aerobic denitrification, Pseudomonas alcaliphila, Ammonia 
monooxygenase, Hydroxylamine oxidoreductase, Nitrite reductase, Nitrate reductase 

近年来，由于人类活动产生的城市污水、工业

废水、农田灌溉、养殖尾水等各种污染废水的排放，

导致全国各大水系富营养化严重[1-2]，从而导致蓝藻

水华暴发、生物链破坏等一系列环境问题，影响了

生态系统的稳定和人类健康发展[3]。其中氮污染

已成为水体最主要污染源，如何解决水体中的氮

素污染问题已成为解决当前水体污染问题的研究

热点和难点[4]。异养硝化-好氧反硝化(Heterotrophic 

nitrification-aerobic denitrification)菌可利用有机碳

源进行生长，同时将含氮化合物硝化生成羟胺、亚

硝酸盐、硝酸盐等产物，再通过好氧反硝化作用直

接将硝化产物转化为含氮气体，其同步去除有机

物、氨氮和(亚)硝态氮的优点成为目前最有前景的

生物脱氮方法之一[5]。然而目前发现的异养硝化-

好氧反硝化细菌脱氮效率不高[6]，且脱氮过程受到

各种环境因子的抑制[7]，相关研究多数还是集中在

菌株的筛选和生物学特性上，对其脱氮机理及脱氮

途径方面研究较少，特别是从酶学角度进行脱氮相

关关键酶的提取和酶活性研究鲜有报道。 

本研究从天津市西青区养殖池活性污泥中分

离筛选出一株有较强脱氮性能的菌株，具有较强的

异养硝化能力和好氧反硝化能力，命名为 AD-28，

通过生理生化鉴定和 16S rRNA 基因同源性分析，

鉴定其为嗜碱假单胞菌 Pseudomonas alcaliphila[8]。

同时，本研究在实验室条件下采用单因素试验和正

交试验优化超声波破碎法提取酶的条件，检测关键

酶氨单加氧酶(AMO)、羟胺氧化还原酶(HAO)、

亚硝酸盐还原酶(NIR)、硝酸盐还原酶(NAR)的酶

活[9-10]，为从酶学角度深入了解该菌株的脱氮性能

提供参考，以期为该菌在养殖水体中的脱氮应用提

供理论支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株来源 

菌株 AD-28 分离自天津市西青区养殖池的活

性污泥，经形态、生理生化和分子试验鉴定为嗜碱

假单胞菌(Pseudomonas alcaliphila)，保藏在中国微

生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心，保藏号

为 CGMCC 8991。 

1.1.2  培养基 

DM 培养基(g/L)：柠檬酸钠 5.0，KH2PO4 1.0，

MgSO4·7H2O 0.2，(NH4)2SO4 0.1 或 NaNO2 0.1 或

KNO3 0.18，蒸馏水 1 L，pH 7.2。1×105 Pa 灭菌

30 min 备用。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

蛋白质浓度定量试剂盒，上海杰美公司；羟胺，

Sigma 公司；Tris-HCl、K3[Fe(CN)6]、EDTA，上海

阿拉丁生化科技股份有限公司。 

冷冻离心机，Heraeus 公司；总氮分析仪，哈

希水质分析仪器(上海)有限公司；紫外分光光度计，
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岛津公司；超声波破碎仪，宁波新芝生物科技股份

有限公司；精密电子天平，赛多利斯科学仪器(北京)

有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  菌株的脱氮性能 

将 1 mL 处于对数生长期的菌株 AD-28 接种到

装有 100 mL 灭菌培养基的 250 mL 锥形瓶中。

30 °C、150 r/min 振荡培养，每 4 h 取样，测定菌密

度(OD600)，6 000 r/min 离心 10 min 后测定上清液中

的氨氮 NH4
+-N、亚硝酸盐氮 NO2

−-N、硝酸盐氮

NO3
−-N 及总氮。结果取 3 个重复试验平均值。 

1.2.2  超声波破碎 

将 1 mL 处于对数生长期的菌株 AD-28 接种到

装有 100 mL DM 培养基的 250 mL 锥形瓶中，30 °C、

150 r/min 振荡培养 24 h。将菌液 4 °C、10 000 r/min

离心 20 min，弃上清收集菌体。用 0.01 mol/L pH 7.4

的磷酸盐缓冲液洗 3 次，重悬菌体于离心管中，用

超声波细胞粉碎机破碎，工作条件按单因素和正交

试验表(表 1)进行。超声波破碎后，将破碎液 4 °C、

14 000 r/min 离心 20 min，上清即为粗酶液。由于

蛋白质对紫外光具有吸收作用，其最大吸收光度

在波长 280 nm 处，通过测定细胞破碎前后 280 nm

处的吸光度 A280 变化情况，可以间接了解菌体的破

碎程度和细胞内蛋白质的溶出量，并以此表征细胞

破碎后的粗酶含量[9]，结果取 3 个重复试验平均值。 

1.2.3  酶活性测试 

AMO 酶活性测试方法[9]：通过测定 NH4
+-N 的

浓度来确定 AMO 的酶活性。在 20 mL 的反应体系

中，包含 4 mL 的粗酶、10 mmol/L 的 Tris-HC1 缓 

 
表 1  L9(3

4)正交试验因素水平表 
Table 1  Factors and levels of L9(3

4) orthogonal experiment 

水平 

Levels 

因素 Factors 

A 菌液密度 

OD600 

B 功率 

Ultrasonic 
power (W) 

C工作与间歇时间 

Work/Interval 
time (s/s) 

D 总工作时间

Total work 
time (min)

1 1.512 150 4/2 4 

2 2.103 200 4/6 6 

3 2.524 250 7/8 8 

冲液(pH 8.0)、0.2 mmol/L 的 NADH，反应以加入

NH4Cl 时开始，在恒温摇床上以 30 °C、120 r/min 的

条件反应 15 min，测定反应前后体系中 NH4
+-N 的

浓度。 

HAO 酶 活 性 测 试 方 法 ： 测 定 的 体 系 包 括

0.050 mmol/L Tris-HCl (pH 7.4)、0.001 mmol/L 

K3[Fe(CN)6]、0.004 mmol/L EDTA、1 mL 粗酶液，

加入羟胺开始反应，30 °C 孵育 15 min，以加入灭

活后的酶液作为对照，根据反应体系中羟胺的减少

量测定 HAO 的活性[11]。 

NIR、NAR 酶活性测试方法：测定体系包括

10 mmol/L 磷酸盐缓冲溶液(pH 7.4)、0.2 mmol/L 

NADH、1 mL 粗酶液，分别加入 10 μmol/L 亚硝酸

钠、硝酸钠开始反应，30 °C 孵育 15 min，根据反

应前后亚硝酸钠、硝酸钠的减少量分别测定 NIR、

NAR 的活性[12]。 

蛋白浓度的测定用 GENMED Bradford 蛋白质

浓度定量试剂盒。1 个酶活单位(U)定义为每分钟催

化 1 μmol 反应物所需的酶量。酶比活力(U/mg)定义

为每毫克蛋白所具有的酶活力单位。 

1.2.4  分析方法 

菌密度(OD600)采用可见分光光度计测定；氨氮

采用纳氏试剂光度法[13]；亚硝酸盐氮采用 N-(1-萘

基)-乙二胺光度法[13]；硝酸盐氮采用紫外分光光度

法[13]；总氮采用碱性过硫酸钾消解紫外分光光度

法[13]；羟胺用 8-羟基喹啉光度法[13]；粗酶含量利

用酶液的 A280 吸光度值表示。 

1.3  数据分析 

试验结果用平均数±标准差(x±SD，n=3)表示，

运用软件 SPSS19.0，经 One-way ANOVA 分析，采

用 Duncan’s 多重检验分析试验结果的差异显著性，

P<0.05 为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的脱氮性能 

如图 1 所示，菌株 AD-28 生长的迟缓期较短，

培养 4 h 后进入对数生长期，4−16 h 时生长速度最
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快，16 h 时基本进入稳定期，OD600 可达 1.971。培

养 8 h 时能去除 97.03%的 NH4
+-N，相应的硝化速

率达到 2.53 mg/(L·h)；16 h 时对亚硝酸盐氮去除率

达到 99.59%；24 h 时 3 种含氮污染物的去除率均达

到 96%以上，培养基中总氮浓度随着菌株的生长也

逐渐降低，总氮去除率达到 96.99%。说明在 3 种氮

源同时存在的情况下，AD-28 先去除氨氮，再去除

亚硝酸盐氮，最后去除硝酸盐氮，而培养基中的总

氮也随着菌株的生长逐渐去除，说明 AD-28 具有较

强的脱氮性能。 

2.2  关键酶的提取 

2.2.1  超声波破碎法提取粗酶条件优化 

为了研究 HAO、NIR 和 NAR 的酶活性，需要

进行关键酶的提取。超声波破碎法提取粗酶在实验

室规模应用普遍，但由于超声对细菌有热效应、空

化效应、机械效应，应首先考察影响粗酶溶出量的

因素(主要有 OD600、破碎功率、工作与间歇时间、

总工作时间)，并采用正交试验进行优化，确定超声

波破碎的最佳工作条件。 

由图 2 可以看出，菌液 OD600、超声波破碎功

率、工作与间歇时间、总工作时间对粗酶液的蛋白 
 

 
 

图 1  AD-28 的生长及脱氮性能 
Figure 1  The growth and nitrogen removal characteristic 
of strain AD-28  

 

 
图 2  粗酶溶出量与 OD600 (A)、超声波破碎功率(B)、工作与间歇时间(C)、总工作时间(D)的关系 
Figure 2  Relationship between A280 and OD600 (A), ultrasonic power (B), work/interval time (C), total work time (D) 
注：A：超声波破碎功率 200 W，工作与间歇时间分别为 4 s 和 6 s，总工作时间 4 min；B：工作与间歇时间分别为 4 s 和 6 s，OD600

为 2.5，总工作时间 4 min；C：超声波破碎功率 200 W，OD600 为 2.5，总工作时间 4 min；D：超声波破碎功率 200 W，工作与间歇

时间分别为 4 s 和 6 s，OD600 为 2.5. 
Note: A: Ultrasonic power 200 W, work/interval time 4 s/6 s, total work time 4 min; B: Work/Interval time 4 s/6 s, OD600=2.5, total work 
time 4 min; C: Ultrasonic power 200 W, OD600=2.5, total work time 4 min; D: Ultrasonic power 200 W, work/interval time 4 s/6 s, OD600=2.5. 
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质浓度(A280)影响较大。由图 2A 可见，OD600 增加，

总的蛋白质含量增大，OD600 为 2.561 时 A280 达到最

大值，但 OD600 超过 3.0 后，菌液粘度相对升高，

菌体接触空化气泡的机会减少，导致破碎效率降

低，粗酶溶出量随之减少，A280 值降低。A280 随着

超声波破碎功率的提高呈现先增加后减少的趋势，

在破碎功率达到 250 W 时 A280 达到最大值，进一步

提高功率则 A280 随之减小(图 2B)，可能是由于超

声波功率增大，细胞壁的网状结构容易被破碎为较

小的碎片，但功率过大时溶出蛋白易断裂[9]。前

人研究表明[10]，不同的工作/间歇时间对粗酶的溶出

也有较大的影响，如果工作时间太短则破碎不彻

底，而工作时间太长则产生的热量不能及时扩散

会导致蛋白质变性，如果间歇时间太短，空化效

应产生的气泡能有足够时间爆炸。比较 7 个不同

的工作/间歇时间处理，发现在 4 s/2 s 的处理条件

下，A280 显著高于其他处理(P<0.05) (图 2C)。总破

碎时间越长，细菌破碎越完全，粗酶溶出量增加(图

2D)，在处理 8 min 时 A280 显著高于其他短时处理

(P<0.05)，但是总工作时间太长则热效应增强，空

化效应也会产生高温高压，导致部分蛋白变性[14]，

所以要合理选择总工作时间。 

采用 L9(3
4)正交试验，结合单因素试验结果，

对粗酶提取条件进行优化。各因素所选参数如表 1 所

示，正交试验结果如表 2 所示。由正交试验结果分

析可知，各因素对粗酶溶出量影响的重要程度依次

为 A>B>D>C，即菌液密度对粗酶溶出量影响最大，

然后是超声波破碎功率、总工作时间，工作/间歇时

间影响最小。由正交结果 T 值分析可知，利于粗酶

溶出的最佳工作参数组合为 A3B2D3C1，即菌液密

度 2.524，超声波破碎功率 200 W，总工作时间 8 min，

工作/间歇时间为 4 s/2 s。 

2.2.2  AMO、HAO、NIR、NAR 酶活性测试 

根据正交试验得出的最佳超声波破碎条件对

菌株 AD-28 菌液进行破碎获得酶液，检测关键酶

AMO、HAO、NIR 和 NAR 酶活，结果如表 3 所示。

菌株 AD-28 的 AMO 酶活力为 0.112 U/mL，比活力为

0.028 U/mg，高于已报道菌株 Alcaligenes faecalisstrain 

NR[9]；AD-28 的 HAO 酶活力为 0.012 U/mL，比活

力为 0.003 U/mg，高于已报道菌株 Agrobacterium sp. 

LAD9、Achromobacter sp. GAD3、Comamonas sp. 

GAD4[15]，但不及 Alcaligenes faecalis NR[16]和

Acinetobacter calcoaceticus HNR[17]，而且远低于活

性污泥的 HAO 酶活力 0.339 U/mL[18]；AD-28 的 NIR 

 
表 2  L9(3

4)正交试验结果 
Table 2  L9(3

4) orthogonal result 
试验 

Tests 

A 菌液密度 

OD600 

B 功率 

Ultrasonic power 

C 工作与间歇时间 

Work/Interval time 

D 总工作时间 

Total work time 
A280 

1 1 1 1 1 0.403 

2 1 2 2 2 0.932 

3 1 3 3 3 1.381 

4 2 1 2 3 0.95 

5 2 2 3 1 1.382 

6 2 3 1 2 1.533 

7 3 1 3 2 1.705 

8 3 2 1 3 3.818 

9 3 3 2 1 1.943 

T1 0.905 1.019 1.918 1.243  

T2 1.288 2.044 1.275 1.39  

T3 2.489 1.619 1.489 2.05  

R 1.584 1.025 0.643 0.807  
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表 3  四种酶的酶活力和比活力 
Table 3  Enzyme activities and specific activities of four 
enzymes 

酶 

Enzyme 

酶活力 

Enzyme activity (U/mL) 

比活力 

Specific activity (U/mg)

AMO 0.112±0.003 0.028±0.001 

HAO 0.012±0.001 0.003±0.000 

NIR 0.043±0.002 0.011±0.001 

NAR 0.108±0.004 0.027±0.001 
 

酶活力和比活力分别为 0.043 U/mL 和 0.011 U/mg，

优于 Acinetobacter sp. Y1[10]，但低于 Providencia 

rettgeri YL[19] 0.041 U/mg 的水平；AD-28 的 NAR

酶活力和比活力分别为 0.108 U/mL 和 0.027 U/mg，

优于 Acinetobacter sp. Y1[10]、Alcaligenes faecalis 

C16[11]、Klebsiella pneumoniae CF-S9[20]的比活力，

与 Providencia rettgeri YL[19]比活力相当。 

以上酶活性测试结果表明，在 AD-28 的脱氮过

程中，AMO、HAO、NIR、NAR 都有一定量的表

达。其中 AMO 和 NAR 酶活较高，说明在 3 种氮

源存在的情况下，菌株氨氮的催化去除作用较强，

在后期硝酸盐去除过程中，NAR 也表达较多，结合

不同时期的不同含氮污染物的去除效果，初步推断

AD-28 对含氮污染物可能的去除顺序路径，NH4
+-N

在 AMO 作用下被氧化为羟胺，然后由 HAO 氧化

为亚硝酸盐氮(NO2
−-N)，而后 NO2

−-N 和 NO3
−-N 在

NIR、NAR 等的催化作用下还原为含氮气体。 

3  讨论与结论 

近年来对异养硝化-好氧反硝化菌的分离、筛

选、鉴定的研究较多，主要分布在不动杆菌属

(Acinetobacter sp.)[21]、气单胞菌属(Aeromonas sp.)[22]、

粪产碱杆菌(Alcaligenes faecalis)[23-24]、Anoxybacillus 

contaminans[25]、节杆菌属(Arthrobacter sp.)[26]、芽

孢杆菌属(Bacillus sp.)[27]、脱氮副球菌(Paracoccus 

denitrificans)[28]、假单胞菌属(Pseudomonas sp.)[29-30]、

红球菌(Rhodococcus sp.)[31]、Zobellella taiwanensis[32]

等近 20 个属中，而关于嗜碱假单胞菌 Pseudomonas 

alcaliphila 只有在废水重金属处理中应用及还原硝

酸盐的报道[33-34]，且未见去除氨氮和亚硝酸盐应用

的报道，本研究筛选的 Pseudomonas alcaliphila 

AD-28 在 3 种氮源同时存在的条件下生长 24 h，

OD600 可达 1.970，对初始浓度为 18.85 mg/L 的氨氮、

26.13 mg/L 的硝酸盐氮、19.47 mg/L 的亚硝酸盐氮、

66.11 mg/L 的总氮去除率均达到 96%以上，脱氮效

果良好。  

对异养硝化-好氧反硝化菌的研究，除了对脱氮

优良菌株筛选外，还主要集中在碳源、氮源、C/N、

DO、pH 值、温度等环境因素对菌株脱氮性能的影

响方面[21,23,29-31]，而针对异养硝化-好氧反硝化菌对

氮污染物的代谢路径研究，成为该类菌株进行脱氮

应用的关键。不同菌株表达的酶系不同，代谢途径

差异较大，因此，系统研究异养硝化-好氧反硝化过

程中酶的种类、活性和代谢产物的种类可推测菌株

对氮污染物的代谢路径。 

提取菌株粗酶液的方法主要有渗透压休克

法 [10,18-19]、超声波破碎法 [9-11,18]、化学渗透处理

法[18]等，刘泽英等[10]对菌株 Acinetobacter sp. Y1 提

取 HAO 酶的方法进行了比较，发现超声波破碎法

得到的粗酶液蛋白条带较多、含量高，渗透压休克

法得到的粗酶液蛋白条带少、含量也较低；原因可

能是超声波破碎会使细胞壁、细胞膜破裂，细胞内

容物完全释放，而渗透压休克法使细菌的质壁分

离，细菌外膜破裂，释放周质蛋白。因此，本研

究提取酶液主要采用超声波破碎法。超声波破碎

法中，菌液 OD600、超声波破碎功率、工作与间歇

时间、总工作时间等条件对粗酶液的蛋白质浓度

影响较大，不同菌株的提取条件也不尽相同[9-10]，

本研究中 AD-28 粗酶提取的最佳工作条件为：

OD600=2.524，超声波破碎功率 200 W，总工作时间

8 min，工作/间歇时间为 4 s/2 s。 

在异养硝化-好氧反硝化作用中可能涉及到的

酶有氨单加氧酶(AMO)、羟胺氧化酶(HAO)、硝酸

盐还原酶(NAR)、亚硝酸盐还原酶(NIR)、NO 还原

酶(NOR)和 N2O 还原酶(NOS)[5]。因菌株的不同，

异养硝化-好氧反硝化菌不同类型酶是否表达以及

表达活性存在较大的差别。AMO 将氨氮氧化为羟 
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图 3  不同菌株的氮代谢路径[36,38] 
Figure 3  Proposed nitrogen metabolic pathway of different strains[36,38] 

 
胺；HAO 将羟胺转化为 NO2

−-N；NAR 一般有膜质

硝酸盐还原酶(Membrane-bound nitrate reductase，

NAR) 和 周 质 硝 酸 盐 还 原 酶 (Periplasmic nitrate 

reductase，NAP)两种类型，菌体生长的好/厌氧条件

直接影响两种酶类型的活性，在缺氧条件下前者表

达较多，在好氧条件下后者表达较多；NIR 是反硝

化途径中的关键酶，包括 Cyt cd1 型亚硝酸盐还原

酶和 Cu 型亚硝酸盐还原酶两种，均可还原亚硝酸

盐氮。Zhang 等[35]研究发现 Pseudomonas fluorescens 

wsw-1001 AMO 和 HAO 的活性分别为 0.28 U/mg 

和 0.24 U/mg，Zhao 等[16]测定了 Alcaligenes faecalis 

NR 的酶活，未发现 NAR 和 NIR，而 HAO 的活性为

0.063 U/mg，Zhao 等[17]对 Acinetobacter calcoaceticus 

HNR 的酶活进行了测定，发现其中并不存在 NAR 

和 NIR，而 HAO 的活性为 0.051 U/mg；Chen 等[15]

测定了 Agrobacterium sp. LAD9、Achromobacter sp. 

GAD3、Comamonas sp. GAD4 细胞周质中的 NAP，

其活性分别为 0.094、0.22 和 0.754 U/mg；菌株

Acinetobacter sp. Y1[10]的 NIR 活性仅有 0.002 U/mg，

而 Providencia rettgeri YL[19]则高达 0.041 U/mg 的

水平。本研究测定了 AD-28 用超声波破碎法得到的

粗酶液中最主要的 4 种酶活，发现 AMO、HAO、

NIR、NAR 的酶活力分别为 0.112、0.012、0.043、

0.108 U/mL，比活力分别为 0.028、0.003、0.011、

0.027 U/mg。其中 AMO、NAR 的比活力较高，优

于或和已报道的菌株相当。 

Huang 等[36]通过酶活试验，提出了 Acinetobacter 

sp. Y16 的氮代谢路径(图 3A)，这与 Zhang 等[37]对

Bacillus methylotrophicus L7 的研究结果相同；

Taylor[38]对 Providencia rettgeri YL 的脱氮途径推测

如图 3B 所示。Li 等[39]通过酶活试验和气体产物的

分析，得出 Pseudomonas stutzeri YG-24 可能的脱氮

途径为 NH4
+(→NH2OH)→NO2

−→NO (N2O→N2)。本

研究根据酶活测定结果，初步推断 AD-28 对含氮污

染物可能的代谢路径，NH4
+-N 在 AMO 作用下被氧

化 为 羟 胺 ， 然 后 由 HAO 氧 化 为 亚 硝 酸 盐 氮

(NO2
−-N)，而后 NO2

−-N 和 NO3
−-N 在 NIR、NAR

等酶的催化作用下还原为含氮气体。由于不同条件

下的酶学特征有很大差异，下一步还需要通过对

AD-28 异养硝化-好氧反硝化的酶基因进行扩增、序

列分析以及外源表达方面进行比较深入的研究，从

而进一步确定其脱氮机理。 
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