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异化铁还原菌介导的硝酸盐还原 亚铁氧化过程
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华南土壤污染控制与修复国家地方联合工程研究中心;广东省农业环境综合治理重点实验室,广州510650)

摘 要:中性厌氧的富铁环境中,微生物驱动硝酸盐还原 亚铁氧化(NRFO)过程和异化铁还原过

程,然而异化铁还原菌能否介导NRFO仍未知。选取异化铁还原菌(KlebsiellapneumoniaeL17、
ShewanellaoneidensisMR-1、ShewanellaputrefaciensstrainCN32)、亚铁和硝酸盐,构建厌氧

NRFO体系。结果表明:亚铁氧化、硝酸盐还原同步发生,主要是因为硝酸盐还原产物亚硝酸盐可

以直接氧化亚铁;亚铁抑制了硝酸盐还原,且该抑制作用随亚铁浓度升高而增强;亚铁对亚硝酸盐

的竞争性还原导致了铵根大量减少;亚铁氧化生成的次生矿物沉淀在细胞表面,阻碍硝酸盐进入细

胞进行还原。在低浓度亚铁条件下,亚铁的毒害和氧化成矿作用抑制L17还原硝酸盐;亚铁氧化成

矿作用是抑制CN32还原硝酸盐的主要原因;而亚铁的毒害是抑制MR-1还原硝酸盐的主要原因。
在高浓度亚铁条件下,亚铁氧化导致细胞结壳是抑制微生物硝酸盐还原的主要原因。
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Abstract:Microbially-mediatednitrate-reducingFe(Ⅱ)oxidation (NRFO)processandalienatediron
reductionprocessareubiquitousunderneutralanaerobiciron-richenvironments.However,itisstill
unknownwhetherNRFOcanbemediatedbydissimilatoryironreducingbacteria.Inthisstudy,anaerobic
NRFOsystemisconstructedbyselectingdissimilatoryiron-reducingbacteria(KlebsiellapneumoniaeL17,
ShewanellaoneidensisMR-1,andShewanellaputrefaciensstrainCN32),ferrousandnitrate.Theresults
showthatnitratereductionandFe(Ⅱ)oxidationoccurredsimultaneously.Theintermediateproductnitrite
duringnitratereductionisconsideredthedominantcontributortotheoverallFe(Ⅱ)oxidation.The



presenceofFe(Ⅱ)inhibitedmicrobialnitratereduction,andtheinhibitoryeffectofFe(Ⅱ)wasmore
significantwiththehigherFe(Ⅱ)concentration.CompetitivereductionofnitritebyFe(Ⅱ)resultedinthe
decreaseofammoniumproduction.Fe(Ⅱ)oxidizedsecondarymineralsprecipitatedonthecellsurface,
hinderingnitratefromenteringthecellforreduction.Thetoxicityandoxidation-mineralizationofFe(Ⅱ)
inhibitednitratereductionbyL17withlowFe(Ⅱ)concentration.NitratereductionbyCN32wasinhibited
byFe(Ⅱ)oxidation-mineralization,whiletheinhibitionofnitratereductionbyMR-1wasattributedto
toxicityofFe(Ⅱ).UnderhighFe(Ⅱ)concentration,microbialnitratereductionwasinhibitedbycell
encrustation.
Keywords:nitrate-reducingFe(Ⅱ)oxidation;iron-reducingbacteria;Fe(Ⅱ)oxidation-mineralization;cell
encrustation

  铁是地壳中第四丰富的元素,也是生物圈中最

普遍存在的氧化还原活性金属[1]。铁长期以来被认

为是生命所必须的,铁氧化菌(FeOB)与铁还原菌

(FeRB)驱动了铁的生物地球化学循环。铁循环过

程控制着土壤有机物矿化、甲烷排放、重金属的吸附

固定、反硝化等环境过程,是连接土壤养分循环与污

染物转化的纽带,是推动物质循环与能量代谢的重

要引擎[2-6]。氮是核苷酸和氨基酸的基本组成元素,
是构成生命的基本元素,从根本上影响着大多数生

态系统的结构和功能[7]。硝酸盐作为氮循环网络的

关键节点,在自然界氮循环过程中起着至关重要的

作用。在农业生产中,氮素的输入至关重要,而微生

物的反硝化作用会导致氮素的大量流失[8]。微生物

通过反硝化过程、异化硝酸盐还原成铵、厌氧氨氧化

竞争性还原硝酸盐[9]。硝酸盐还原的产物N2O作

为重要的温室气体,超过60%的排放来自农业土

壤,而土壤中超过2/3的N2O排放可归因于细菌和

真菌生物与非生物反硝化过程共同作用的结

果[10-11]。因此,微生物驱动的硝酸盐还原过程对元

素地球化学循环、农业生产、温室气体排放等方面具

有重要意义。
在厌氧环境中,微生物通过生物与非生物作用耦

合铁 氮循环普遍存在,是铁、氮氧化还原反应中的重

要过程[12]。1996年首次报道微生物介导的硝酸盐还

原亚铁氧化过程(NRFO)[13],在此后的二十多年里,
人们证明了NRFO过程在土壤中、海洋、温泉、地下

水、深海、湿地沉积物和海底热液喷口等环境中普遍

存在[14-19];甚至在火星也可能存在潜在的NRFO过

程[20]。在厌氧条件下,NRFO微生物将硝酸盐作为电

子受体,将Fe(Ⅱ)作为唯一或者辅助电子供体进行生

命代谢活动,同时硝酸盐还原的中间产物亚硝酸盐通

过化学反硝化作用氧化Fe(Ⅱ)[12,21-22]。

由于中性厌氧环境微生物活动的复杂性、物质

循环活动的广泛性以及元素之间的耦合过程,单独

的微生物种群进行完全的反硝化过程不普遍,大量

微生物种群只参与一个或者几个NO-X 还原反应,
这些微生物通常缺乏将硝酸盐还原为氮气的完整途

径基因组[8,23]。目前主要是通过NRFO微生物这

种模式菌研究硝酸盐还原亚铁氧化过程,例如

Pseudogulbenkianiasp.strain2002、Acidovorax
sp.strainBoFeN1[21,24-26]。实际上,很多微生物具

备将硝酸盐还原为亚硝酸盐,进而非生物氧化

Fe(Ⅱ)的能力。因此,反硝化微生物(非模式菌)能
够驱动NRFO过程[27]。大量铁还原微生物具有参

与硝酸盐还原过程的酶,并能够进行硝酸盐还原,铁
还原微生物是氮循环的重要参与者[28]。目前,研究

者陆续从多种环境中分离出大量铁还原微生物,如
深海沉积物、铜矿、海底热泉、森林沉积物和油田等

环境,这些微生物能够利用硝酸盐作为电子受体进

行硝酸盐还原。[29-33]。目前的研究表明,Fe(Ⅲ)和硝

酸盐能够作为铁还原微生物的电子受体进行竞争性

还原,而且硝酸盐的浓度影响微生物铁还原速

率[34-37]。然而,对于铁还原微生物驱动的硝酸盐还

原亚铁氧化过程需要进一步研究。
铁还原微生物驱动NRFO过程中,亚硝酸盐和亚

铁发生化学反硝化生成N2O排放到大气中,并造成厌

氧环境中的氮损耗。因此,铁还原菌驱动的NRFO过

程对于研究微观尺度温室气体排放具有重要的意

义[38-41]。以往对模式菌驱动NRFO过程的研究表明,
亚铁的存在促进了Acidovoraxsp.BoFeN1硝酸盐还

原,但抑制了Pseudogulbenkianiasp.strain2002硝酸

盐还原,不同微生物生成的次生矿物类型也存在差别,
说明不同的NRFO微生物对亚铁的响应不同[42]。因

此,不同铁还原微生物驱动的硝酸盐还原亚铁氧化过
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程反应动力学和矿物学有可能也存在明显区别。不同

铁还原微生物硝酸盐还原过程相关酶促反应不同。
研究表明,ShewanellaloihicastrainPV-4硝酸盐

还原过程中,能够通过亚硝酸盐还原酶NirK将亚

硝酸盐还原为N2O,也能够通过亚硝酸盐异化还原

成铵 酶 NrfA,将 亚 硝 酸 盐 还 原 为 NH+4 [43]。

Shewanellaputrefaciens MR-1硝酸盐还原过程

中,通过硝酸盐还原酶Nap将硝酸盐还原为亚硝酸

盐,然后通过亚硝酸盐异化还原为铵酶NrfA将亚

硝酸盐还原为NH+4 [44-45]。说明不同希瓦氏菌,其硝

酸盐代谢酶促反应途径不同,有可能导致硝酸盐还

原亚铁氧化动力学和矿物学的区别。
笔者选取发酵型和呼吸型两种铁还原菌作为模

式菌株,研究其驱动NRFO过程。设置不同铁还原

微生物驱动NRFO过程的对照实验,对反应物和生

成物反应动力学进行分析,对不同处理组的次生矿

物进行对比,研究目的包括:探究不同类型铁还原

菌、硝酸盐还原菌的NRFO过程动力学和矿物学差

异,揭示铁还原菌驱动的NRFO过程的反应机制和

影响因素。该研究可拓展NRFO过程的微生物范

畴,揭示厌氧环境微生物驱动的NRFO过程中的微

生物功能与贡献。

1 实验

1.1 实验材料

实验采用的微生物为发酵型兼性厌氧铁还原菌

KlebsiellapneumoniaeL17[46]、呼吸型兼性厌氧铁

还原菌ShewanellaoneidensisMR-1[47],来自海洋

微生 物 菌 种 保 藏 管 理 中 心 (Marine Culture
CollectionofChina,MCCC);呼吸型兼性厌氧铁还

原菌ShewanellaputrefaciensstrainCN32[48],来
自广 东 省 微 生 物 菌 种 保 藏 中 心 (Guangdong
MicrobialCultureCollectionCenter,GDMCC)。
好氧培养基成分为NaCl5g/L、牛肉浸膏5g/L、蛋
白胨10g/L,pH值调至7.0,并对培养基进行高温

高压灭菌处理。将-80℃冰箱中保存的微生物(1
mL)取出解冻后,在超净工作台倒入好氧培养基中,
在恒温震荡培养箱中活化培养14h(30℃,180r/

min),然后放置在超净工作台,取1mL菌液转接到

好氧培养基中,在恒温震荡培养箱中继续培养14h
(30℃,180r/min)。对100mL西林瓶、纯水用

100%N2充气30min排氧,并高温高压灭菌,然后

在厌氧工作站中配制亚铁母液(FeSO41mol/L),用
橡胶塞压紧并用铝盖进一步密封,平衡24h后,用

0.22μm滤头过滤并进行避光保存。配制葡萄糖母

液(1mol/L)、乳酸盐母液(1mol/L),并用0.22μm
滤头过滤,然后用100% N2 充气30min排氧。微

量元素储备液SL14和维生素储备液V10的具体配

方参考文献[49],用0.22μm滤头过滤之后,再用

100%N2 充气30min排氧。配制30mmol/L的哌

嗪-1,4-二乙磺酸(PIPES)作为洗菌和实验体系的缓

冲液(pH=7.0)。

1.2 实验方案及测试方法

1.2.1 实验方案  在体系厌氧培养实验前,对要

用到的所有的容器耗材和溶液进行高温高压灭菌。
在超净工作台上取微生物悬液,经8000r/min于

4℃离心8min后,用30mmol/LPIPES(pH=7.0)
缓冲液洗涤重悬浮,重复3次后,配成菌悬液(OD600=
1.0),在超净工作台上用100% N2 充气30min,排
氧,用 橡 胶 塞 压 紧 并 迅 速 用 铝 盖 密 封 待 用。

30mmol/LPIPES、5mmol/LNaNO3 分装于100mL
西林瓶中,100%N2充气30min,排氧后进行高温高

压灭菌,冷却至室温后转移到厌氧工作站中,根据不

同处理组(处理组见表1)配制反应体系,反应体系

溶液总体积为80mL,包括:4mL已制备的菌悬液、

5mmol/L NO-3、10 mmol/L 碳 源、微 量 元 素

10mL/L、维生素10mL/L、5mmol/L(1mmol/L)

FeSO4、30mmol/LPIPES。反应体系在生化培养

箱中(30±0.5℃)避光静置培养,每隔一段时间进

行取样,并测定反应物、生成物浓度。

表1 不同铁还原菌、不同亚铁浓度的处理组

Table1 Treatmentswithdifferentiron-reducing
bacteriaandFe(Ⅱ)concentrations

编号 微生物名称 组成

A
Klebsiella

pneumoniaeL17

Cell+NO-3+Glucose

Cell+Fe2+(5mmol/L)+NO-3+Glucose

Cell+Fe2+(1mmol/L)+NO-3+Glucose

B

Shewanella

putrefaciens

strainCN32

Cell+NO-3+Lactate

Cell+Fe2+(5mmol/L)+NO-3+Lactate

Cell+Fe2+(1mmol/L)+NO-3+Lactate

C
Shewanella

oneidensisMR-1

Cell+NO-3+Lactate

Cell+Fe2+(5mmol/L)+NO-3+Lactate

Cell+Fe2+(1mmol/L)+NO-3+Lactate
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1.2.2 测试分析方法  实验采取连续性取样,每
次取样1.5mL,迅速进行Fe(Ⅱ)的测定。采用邻

菲罗啉显色法进行亚铁的测定,使用酶标仪测定在

波长510nm处吸光值。然后将样品充氧气15min,
充分氧化样品中的Fe(Ⅱ),用0.22μm滤头过滤保

存于-20℃。取样完成后,用配备离子色谱柱

(IonPacAS14A4×250mm)的离子色谱仪(Dionex
ICS-90)测定其中的NO-3、NO-2 浓度,采用连续流

动分析仪测定 NH+4。使用 X 射线衍射仪(D2
phaser)(Co靶、衍射角10°~80°、扫描速度0.2(°)/

min)测定生成矿物晶体结构,使用扫描电子显微镜

观察微生物和矿物形貌。

2 实验结果与讨论

2.1 硝酸盐还原动力学

不同亚铁浓度条件下,3种异化铁还原菌的硝

酸盐还原动力学曲线见图1,3种异化铁还原菌的硝

酸盐还原准一级速率常数见表2。结果表明,不加

亚铁情况下,L17和CN32体系的硝酸盐在1.6d时

被完全还原,硝酸盐还原的准一级速率常数分别为

1.772、1.672/d(表2),说明L17和CN32的硝酸还

原能力接近。MR-1体系与L17和CN32不同,在

0~16h硝酸盐迅速还原,在16~64h硝酸盐还原

速率变慢,在第3天,硝酸盐被完全还原。硝酸盐还

原准一级速率常数0.674/d,显著低于 L17和

CN32。分别在体系中添加1、5mmol/L亚铁,结果

显示,硝酸盐的还原均受到显著抑制。亚铁为

1mmol/L条件下,微生物硝酸盐还原速率明显高于

高浓度亚铁条件,反应在第7天已达到稳定,L17菌

在第7天将硝酸盐完全还原;CN32体系的硝酸盐在

第4天基本被还原;说明低浓度亚铁抑制了L17、

CN-32硝酸盐还原速率,但硝酸盐最终能被完全还

原。在MR-1体系,初始阶段硝酸盐还原速率较快,
之后迅速达到平衡,硝酸盐被还原30%,说明低浓

度亚铁显著的抑制了MR-1硝酸盐还原过程。综上

所述,在低浓度亚铁条件下,微生物硝酸盐还原速率

为CN32 (0.563/d)>L17 (0.179/d)>MR-1
(0.034/d)。在高浓度5mmol/L亚铁条件下,L17
处理组仅仅有0.7mmol/L硝酸盐被还原,CN32处

理组在反应12d后,1mmol/L硝酸盐被还原,MR-
1处理组在反应12d后,1.6mmol/L硝酸盐被还

原,其准一级速率常数分别为0.010/d、0.014/d、

0.010/d,显著低于1mmol/L亚铁处理以及不加亚

铁的处理。3种菌在高浓度亚铁条件下,反应前期

少量的硝酸盐被还原,之后硝酸盐还原过程停滞,表
明了高浓度亚铁对微生物硝酸盐还原具有显著的抑

制作用。综上所述,亚铁的添加抑制了微生物硝酸

盐还原过程,而随着亚铁浓度的升高,对微生物还原

硝酸盐的抑制作用增强,亚铁对不同类型铁还原微

生物硝酸盐还原的抑制程度存在差异。

表2 硝酸盐还原亚铁氧化过程中亚铁氧化和硝酸盐还原的准一级速率常数

Table2 Pseudo-first-orderrateconstantskofNO-
3 reductionandFe(Ⅱ)oxidation

Strain Treatment Fe(Ⅱ)oxidationk/d-1 r2 NO-3reductionk/d-1 r2

L17

Cell+NO-3 1.772 0.965

Cell+NO-3+Fe(Ⅱ)(5mmol/L) 0.066 0.978 0.010 0.535

Cell+NO-3+Fe(Ⅱ)(1mmol/L) 0.734 0.961 0.179 0.927

CN32

Cell+NO-3 1.672 0.895

Cell+NO-3+Fe(Ⅱ)(5mmol/L) 0.051 0.971 0.014 0.558

Cell+NO-3+Fe(Ⅱ)(1mmol/L) 0.659 0.957 0.563 0.908

MR-1

Cell+NO-3 0.674 0.738

Cell+NO-3+Fe(Ⅱ)(5mmol/L) 0.034 0.931 0.010 0.356

Cell+NO-3+Fe(Ⅱ)(1mmol/L) 0.008 0.682 0.034 0.330

2.2 亚硝酸盐和铵根生成动力学

实验选取的铁还原微生物硝酸盐代谢途径存在

差异,亚硝酸盐是铁还原微生物还原硝酸盐的次级

产物。L17不仅能将硝酸盐还原为N2O和NO,也

能够还原为NH+4 [30]。CN32还原硝酸盐的产物为

N2O和NO,MR-1还原硝酸盐的产物为NH+4 [45]。
亚硝酸盐、铵根的生成动力学结果如图2所示。对

于生物处理组cell+NO-3,L17在第1.5天的亚硝
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图1 异化铁还原菌的硝酸盐还原反应动力学曲线

Fig.1 Kineticresultsofnitratereductionofdissimilatory
ironreducingbacteriaunderdifferentinitialFe(Ⅱ)

concentrations
 

酸盐积累达到4.8mmol/L,随后被持续还原,在第

12天亚硝酸盐剩余1.7mmol/L。铵根作为L17还

原亚硝酸盐的产物,在第0~5天生成速率较慢,在
第12天积累量为1.4mmol/L。对于cell+NO-3+
Fe2+处理组,加入1mmol/L亚铁后,亚硝酸盐持续

生成并在第7天积累量为4mmol/L。添加5
mmol/L亚铁条件下,亚硝酸盐在第2.6天积累量

达到最大0.74mmol/L;亚铁的添加抑制了铵根的

生成,在1mmol/L亚铁条件下铵根的最高生成量

仅仅0.09mmol/L,而5mmol/L亚铁条件下未发

现铵根的生成。图2(b)结果表明,CN32生物处理

组在反应第2天亚硝酸盐生成量达到最高,之后还

原速率减慢,亚硝酸盐在第12天仅仅被还原9.8%,
说明CN32硝酸盐还原速率显著高于亚硝酸盐还原

速率。低浓度亚铁条件下,CN32亚硝酸盐在第4天

生成量达到最高4.6mmol/L,之后亚硝酸盐被持续

还原。而高浓度亚铁浓度显著的抑制了CN32亚硝

酸盐的生成,其亚硝酸盐最高生成量为0.91mmol/L。

CN32处理组未发现铵根的生成。图2(c)结果表

明,MR-1迅速还原硝酸盐,导致了亚硝酸盐大量积

累,在16h亚硝酸盐积累量达到3.98mmol/L,之
后被持续还原。研究表明,亚硝酸盐的添加抑制了

MR-1的生长,证明亚硝酸盐对MR-1代谢活动的抑

制作用[44]。因此,高浓度的亚硝酸盐积累抑制了

MR-1的硝酸盐还原过程。铵根在第12天积累量

达到3.97mmol/L,表明亚硝酸盐基本上被异化还

原为铵。而含有亚铁的处理组中,亚硝酸盐的积累

量为1mmol/L左右。在低浓度亚铁条件下,铵根

的最大生成量为0.23mmol/L;而在高浓度亚铁条

件下,没有发现铵根的生成,说明亚铁显著抑制了亚

硝酸盐异化还原为铵。上述结果表明,3种微生物

处理组中,亚铁的添加减少了亚硝酸的积累,一方面

是因为亚铁抑制了微生物硝酸盐还原成亚硝酸盐,
另一方面是因为亚铁与亚硝酸盐化学反硝化作用消

耗了一部分亚硝酸盐[38,42,50]。亚铁抑制了L17和

MR-1铵根的生成,随着亚铁浓度的升高,微生物硝

酸盐异化还原为铵越少,原因是NRFO过程中,亚
硝酸盐一方面被微生物还原,另一方面被亚铁化学

反硝化过程还原。相比于亚硝酸盐的生物还原过

程,亚硝酸盐和亚铁之间化学反应相对较快[51]。这

导致了亚铁添加条件下铵根生成量远远小于生物处

理组铵根生成量。

2.3 亚铁氧化动力学

亚铁氧化动力学如图3所示。在未添加硝酸盐

的条件下,L17、CN32和 MR-1均不能生物氧化亚

铁;而加入硝酸盐后,在1、5mmol/LFe2+的体系中均

发生了氧化,在厌氧无催化剂存在的条件下,亚铁和

硝酸盐不能直接发生化学反应[31,51]。说明铁还原

条件下的亚铁氧化是由硝酸盐还原导致的。对于1
mmol/LFe2+,在L17体系中,亚铁在第4天接近完

全氧化;CN32体系亚铁完全氧化耗时6d;MR-1体

系中,直到第7天亚铁仅氧化14.4%。其准一级速

率常数分别为L17(0.066/d)、CN32(0.051/d)、

MR-1(0.034/d)(表2)。在5mmol/LFe2+条件

下,第12 天 L17、CN32、MR-1 体 系 中 分 别 有

57.1%、51.4%、34.1%的亚铁发生氧化,其准一级

速率常数分别为L17(0.066/d)、CN32(0.051/d)、

MR-1(0.034/d)。上述结果表明,3种铁还原菌的

亚铁氧化速率为L17>CN32>MR-1,亚铁氧化速

率不同的原因是,不同微生物的硝酸盐还原速率的
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图2 不同亚铁浓度条件下异化铁还原菌的亚硝酸盐生成、铵根生成反应动力学曲线

Fig.2 Kineticresultsofnitriteformation,ammoniumformationunderdifferentinitialFe(Ⅱ)concentration.

Celldensity:OD600=1.0;initialNO-
3 concentration:5mmol/L

 

图3 不同亚铁浓度条件下铁还原微生物的

亚铁氧化动力学曲线

Fig.3 KineticresultsofFe(Ⅱ)oxidationofiron-reducing

bacteriaunderdifferentinitialFe(Ⅱ)concentration.

Celldensity:OD600=1.0;initialNO-
3

concentration:5mmol/L.
 

差异以及代谢途径的不同。在L17和CN32体系

中,高浓度亚铁不完全氧化,但低浓度亚铁可以完全

氧化;MR-1在不同的亚铁浓度下均表现为亚铁的

不完全氧化。

2.4 次生矿物表征

亚硝酸盐与亚铁化学反硝化作用生成的次生矿

物分为3部分,一部分沉淀于细胞周围环境(绿色箭

头所示),一部分粘附在细胞表面但结合并不紧密

(蓝色箭头所示);一部分沉淀生成在细胞表面或者

外膜,形成细胞结壳(红色箭头所示)。如图4所示。
在Fe2+浓度为5mmol/L的条件下,次生矿物

大量附着在细胞表面,3种微生物均发生了明显的

细胞结壳,导致在高浓度亚铁条件下硝酸盐还原速

率远远低于低浓度亚铁浓度。在 Fe2+ 浓度为

1mmol/L条件下,如图5所示。

L17和CN32亚铁氧化生成铁氧化物并沉淀在

细胞表面,会阻碍硝酸盐进入细胞周质进行还原。
然而,大部分微生物没有结壳,所以,在反应后期,硝
酸盐仍然能被完全还原;而且L17细胞表面沉淀的

次生矿物明显多于CN32,导致L17硝酸盐还原速

率明显低于CN32。低浓度亚铁条件下,MR-1处理

组亚铁几乎没有被氧化,所以,未收集到次生矿物,
这可能是因为亚铁的添加导致了细胞活性降低,从
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图4 高浓度亚铁条件下硝酸盐还原亚铁氧化过程

生成矿物的SEM结果

(菌浓度OD600=1.0;硝酸盐初始浓度5mmol/L)

Fig.4 SEMimagesofthemineralsformationduringnitrate
reductionFe(Ⅱ)oxidationunderhighFe(Ⅱ)concentration

(Celldensity:OD600=1.0;initialNO-
3

concentration:5mmol/L)
 

而抑制了硝酸盐还原过程。同时,对次生矿物类型

进行了XRD表征,如图6所示,结果表明,在高浓度

亚铁条件下,3种铁还原微生物处理组生成的结晶

态矿物主要为针铁矿。亚铁与亚硝酸盐化学反应生

成的铁氧化物主要为针铁矿和纤铁矿[50]。在低浓

度亚铁条件下,生成的铁氧化物除了针铁矿之外,还
生成了结晶度较差的水铁矿,说明亚铁氧化成矿的

结晶度与亚铁浓度正相关。

图5 低浓度亚铁条件下硝酸盐还原亚铁氧化过程

生成矿物的SEM结果

(菌浓度OD600=1.0;硝酸盐初始浓度5mmol/L)

Fig.5 SEMimagesofthemineralsformationduring
nitratereductionFe(Ⅱ)oxidationunderlowFe(Ⅱ)

(concentrationCelldensity:OD600=1.0;initialNO-
3

concentration:5mmol/L)
 

综上所述,亚铁氧化成矿并附着在细胞表面,能
影响微生物硝酸盐还原。随着亚铁浓度的提高,细
胞结壳逐渐增加,次生矿物结晶度提高,阻碍硝酸盐

进入细胞周质进行还原,导致了硝酸盐还原速率明

显降低甚至完全停滞,从而抑制了微生物的代谢

活动[52]。

2.5 反应机制与环境意义

大量的异化铁还原菌具有还原硝酸盐的功

能[31,34,43,53-55]。在厌氧富铁环境中,微生物还原硝

酸盐的中间产物NO-2 一方面与亚铁发生化学反硝

化,另一方面亚硝酸盐被微生物还原,亚硝酸盐还原

产物为NO和N2O,亚铁氧化形成铁氧化物并沉淀

在细胞表面[36,56]。然而,微生物不能将亚铁作为电

子供体进行氧化。不同异化铁还原菌介导的硝酸盐

还原-亚铁氧化过程机制存在差异,由动力学结果和

矿物学表征的结果分析得到3种异化铁还原菌的反

应机制,如图7所示。L17菌介导的硝酸盐还原亚
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图6 不同亚铁浓度下硝酸盐还原亚铁氧化生成矿物的

XRD图谱(菌浓度OD600=1.0;硝酸盐初始浓度5mmol/L)

Fig.6 XRDpatternsofthesecondarymineralsfromnitrate
reductionFe(Ⅱ)oxidationunderdifferentinitialFe(Ⅱ)

concentration(Celldensity:OD600=1.0;

initialNO-
3 concentration:5mmol/L)

 

铁氧化过程机制如图7(a)所示,硝酸盐进入细胞周

质被硝酸盐还原酶(Nap)还原为亚硝酸盐,亚硝酸

盐有3种代谢途径,一方面能够被亚硝酸盐还原酶

(NirK和NrfA)还原为N2O和NH+4,另一方面被

亚铁化学还原。CN32菌介导的硝酸盐还原亚铁氧

化过程机制如图7(b)所示,硝酸盐进入细胞周质被

硝酸盐还原酶(Nap)还原为亚硝酸盐,亚硝酸盐有

两种代谢途径,一方面能够被亚硝酸盐还原酶

(NirK)还原,另一方面被亚铁化学还原。MR-1菌

介导的硝酸盐还原亚铁氧化过程机制如图7(c)所
示,硝酸盐进入细胞周质被硝酸盐还原酶(Nap)还
原为亚硝酸盐,亚硝酸盐通过生物与非生物共同作

用被还原,微生物还原亚硝酸盐(NrfA途径)的产物

只有NH+4,另一方面亚硝酸盐被化学还原为N2O。
亚铁氧化生成铁氧化物,铁氧化物能够被铁还原菌

还原。以往研究表明,即使是较小浓度亚铁也会抑

制微生物的NO-X 还原[36]。所以,铁还原菌硝酸盐

还原途径和对亚铁毒害响应的差异,导致了硝酸盐

还原和亚铁氧化速率的明显差异。亚铁竞争性还原

亚硝酸盐抑制了NH+4 的生成,促进了N2O的生成。

亚铁氧化形成的铁氧化物沉淀在细胞表面,阻碍了硝

酸盐进入细胞被还原,抑制了微生物硝酸盐还原过

程,亚硝酸盐生成的减少进一步影响了亚铁氧化速

率。随着亚铁浓度的提高,亚铁氧化速率升高并导致

细胞结壳,硝酸盐无法进入细胞被还原,导致硝酸盐

还原亚铁氧化过程停滞。亚铁氧化主要生成的是针

铁矿,随着亚铁浓度的提高,铁矿的结晶度也越高。

图7 异化铁还原菌介导的硝酸盐还原亚铁氧化过程机制

Fig.7 Mechanismofnitrate-reducing
Fe(Ⅱ)oxidationmediatedbydissimilatory

iron-reducingbacteria
 

铁还原菌还原铁主要通过3种途径:铁还原菌

与铁氧化物直接接触;细胞分泌胞外螯合物提高铁

矿物溶解性,促进铁还原过程;细胞分泌或者利用周

围环境的电子穿梭体,通过胞外电子传递过程进行

铁还原[57]。铁还原菌介导的Fe-N循环已有报道,
铁氧化物作为电子受体被微生物还原为亚铁,亚铁

被亚硝酸盐化学氧化,生成的铁氧化物仍然能够作

为铁还原菌的电子受体被还原,实现铁的氧化还原

循环。对于亚硝酸盐来说,一方面被亚铁化学还原,
另一方面能够作为微生物的电子受体,被生物还

原[58-59]。说明铁还原菌介导的铁氧化还原循环和硝

酸盐的持续还原理论上可行。但研究当中没有发现

明显的铁还原过程,其主要原因可能是:1)细胞结壳

一方面限制微生物的运动、生长和营养物的摄入,导
致微生物铁还原相关酶活性的降低,阻碍铁还原菌

胞外电子传递。另一方面微生物不能有效地利用细
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胞表面铁氧化物作为电子受体[36,60]。2)硝酸盐还

原过程抑制了铁还原过程。目前的研究表明,细胞

色素CymA能够参与多种电子受体的还原过程,微
生物更倾向于利用硝酸盐作为电子受体,所以硝酸

盐还原CymA的电子传递过程可能导致铁还原速

率的减慢,表现为硝酸盐和铁的竞争性还原[44,61]。

3)由于较高浓度亚硝酸盐的存在,导致铁还原生成

亚铁发生再氧化。4)体系残留的亚铁吸附在铁氧化

物表面,导致铁活性的降低,微生物无法进行生物铁

还原过程。
研究表明,厌氧环境中多种微生物群落参与

NRFO过程[62]。本研究强调了在厌氧富铁环境中

非模式菌驱动的NRFO过程,表明在厌氧环境中

NRFO过程并不是单一微生物驱动的,非亚铁氧化

功能菌也能够驱动NRFO过程。在低氮肥施加水

稻土和厌氧沉积物中,微生物硝酸盐异化还原为铵

(DNRA)在硝酸盐代谢途径中占有主导地位[63-64]。
铁还原菌DNRA生成铵根,然后被植物或者其他微

生物吸收利用,有利于厌氧环境氮沉积和再循环。
厌氧富铁环境中亚铁显著抑制微生物DNRA过程,
亚铁竞争性还原亚硝酸盐导致微生物产铵的大量减

少,生成的NO和N2O释放到大气中,造成厌氧环

境中氮损耗[39]。细胞结壳阻碍硝酸盐等电子受体

进入细胞还原,导致硝酸盐的不完全还原,同时限制

微生物的运动、生长、营养物质摄入[60]。该研究表

明,细胞结壳抑制了异化铁还原菌介导的NRFO过

程,细胞结壳对不同铁还原菌的抑制机制不同。本

工作丰富了硝酸盐还原亚铁氧化的研究思路,加深

了对微生物驱动的NRFO反应机制的理解。

3 结论

铁还原菌能够通过硝酸盐还原的中间产物亚硝

酸盐与亚铁的化学反硝化作用实现亚铁氧化过程。
亚铁抑制了微生物硝酸盐还原、亚硝酸盐和铵根的

生成。低浓度亚铁条件下,亚铁降低了 L17和

CN32硝酸盐还原速率,而亚铁完全抑制了MR-1硝

酸盐还原,其抑制顺序为 MR-1>L17>CN32。亚

铁严重抑制了硝酸盐异化还原成铵过程。在高浓度

亚铁条件下,亚铁氧化成矿明显抑制了微生物硝酸

盐还原过程。在低浓度亚铁条件下,对于L17和

CN32来说,亚铁氧化生成的铁氧化物抑制了微生

物的硝酸盐还原,但大部分微生物没有完全结壳,所

以,硝酸盐最终能被完全还原,且CN32硝酸盐还原

速率明显高于L17。亚铁毒害作用抑制了L17硝酸

盐还原过程,也是影响 MR-1硝酸盐还原的主要原

因。随着亚铁浓度的升高,微生物细胞结壳程度越

高,细胞的完全结壳是硝酸盐还原停滞的主要原因。
本研究拓展了硝酸盐还原亚铁氧化过程的微生物类

型,加深了对微生物介导的硝酸盐还原亚铁氧化的

理解,对研究微生物介导的铁-氮循环过程具有重要

的意义。
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