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摘 要：N 0和NO。是废水生物脱氮处理中常见的中间产物，传统硝化和反硝化被认为是其主要 

来源，但随着研究的深入，更多的生物氮转化代谢途径被发现，如厌氧氨氧化、化学反硝化等，实验已经 

证实这些过程中都有N O和／或 NO。生成。生物酶受到抑制和某些中间物质的化学分解以及物质间的 

化学反应都有可能成为N O和 NO。的生成机理，还有一些过程的机理尚不清楚。结合功能微生物的种 

类和生物化学反应类型阐述废水生物脱氮气态中间产物 N O和 NO。的来源及生成机理，有助于新的氮 

代谢途径的认识、新技术开发和大气环境二次污染的防治。 
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废水脱氮处理已经成为基本要求，生物法因被公 

认是一种经济、有效和最有前途的方法而广泛采 

用 I1。虽然经过 100多年的研究，人类在理解无机氮 

转化方面取得了巨大进展，但因氮转化存在多种可能 

途径及现实条件下分析这些反应所存在的复杂性，导 

致对该问题的认识还存在许多不清楚的地方，相互矛 

盾和带有推测性的研究报告常常出现 J。特别是近 

些年，废水生物脱氮在理论和工程实践方面取得了很 

大进步，如异养硝化和好氧反硝化‘4-5 J、厌氧氨氧 

化 】、自养硝化菌反硝化等现象相继被发现 】，这些 

新发展已经远远突破了传统理论的认识，其机理至今 

仍不为人们完全理解。N 0和 NO。(NO、NO )是废水 

生物脱氮中3种重要的中间产物，弄清楚它们的来源 

和生成机理将有助于这些新现象的认识，即使对传统 

反硝化，为了弄清各种反硝化酶的作用机理，必须要查 

清NO和 N 0还原酶的作用机理 J。另外，只有掌握 

了废水生物脱氮中产生 NO。和 N 0的基本过程后，才 

能够控制它们向环境中排放以避免二次污染。 

大量有关 N 0和 NO。产生的研究最早来 自土壤， 

并认为硝化作用是其主要来源 引，针对废水的研究 

起步较晚。Baalsrud(1954)发现脱氮硫杆菌的纯培养 

物能产生并转化 NO，Payne(1973)提出了生物脱氮的 

完整步骤并有大量证据证明 NO是必需的中间产物， 

Bonin等(2002)发现在河口附近和接近沉积层的底层 

反硝化是 N 0的主要来源(75％和83％～99％)，在海 

洋中硝化是主要来源(70％) 141。Ritehie和 Nicholas 

(1972)认为好氧条件下 NH；和 NH：OH氧化及好氧 

和厌氧条件下 NO；还原都能产生 N：0̈  。Poth和 

Foeht(1985)发现亚硝化菌 europaea能够在溶解氧受 

限条件下以 NO；为最终电子受体产生 N 0‘1引。Co1． 

1iver等(2000)也认为虽然缺氧反硝化是 NO和 N20 

的主要来源，但有些微生物能在好氧条件下反硝化产 

生 NO和 N：0，有些好氧硝化菌在低溶解氧条件下也 

能产生NO和 N 0[17]。因此，废水生物脱氮气态中间 

产物的来源绝不仅仅局限于传统硝化和反硝化过程， 

微生物的多功能性和生物氮转化的多途径使这些气态 

中间产物的来源更多，生成机理更复杂。 

1 反硝化中N O和NO 的来源及生成机理 

传统反硝化是缺氧条件下 NO；向N：的还原，功 

能微生物是异养菌，其过程和主要的酶见图 1 坞 引。 

NO是反硝化的必然中间产物，但对于其是否能够 自 

由扩散曾经存在争论 驯。现在，反硝化中 N：0的产 
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图 1 传统反硝化过程及其酶 

Brons等(1991)报道了还原 NO；的大肠杆菌培 

养液中有 NO产生，Casey等(1992)推测反硝化中 NO 

的短暂形成是由诸如活性污泥中丝状微生物生长等异 

常现象所致 卜 。Cutmzzola(1999)发现在反硝化期 

间，细菌胞外存在 NO，细菌中3种 NO2-还原酶(NIR) 

有2种催化NO；还原为 NO，并对细菌中 NO的主要 

来源——异化亚硝酸盐还原起着重要作用  ̈ 引。 

N 0在低溶解氧浓度下会取代 N 成为反硝化最 

终产物。N 0还原酶是反硝化中对氧气最为敏感的 

酶，并最终导致 N 0积累  ̈。长期以来，都认为是 

NOr还原酶催化 了 NOr到 N20的反应，Zumft等 

(1988)发现不含 NOr还原酶的发生突变的 stutz- 

菌仍能还原 NO为 N 0，最先证明该反应 由NO还 

原酶(NOR)引起，Carr等(1989)发现不含 NO；还原 

酶的P．denitrificans菌的胞囊中仍有 NADH—NO氧 

化还原活性 J，Braun和 Zumft(1991)的工作最终证 

实 NOR参与了反硝化过程。后来，Ye等(1992)发现 

去除 Psedulnolzas SP、菌属 G一179菌中的 Cu—NO； 

还原酶仍不会除去其 NO还原活性，最终确认 NOR的 

存在 J。Schulthess等(1995)用 He吹脱反硝化中产 

生的NO，证实 NO对 N 0还原酶活性的抑制导致 N 0 

积累 引。 

Beline等(2001)用养猪场泥浆(pig slurry)所做的 

实验证明了反硝化是 N 0的主要来源 J。然而， 

Schonharting等(1998)的实验却发现即使NO；的抑制 

作用存在也不会出现 N 0的积累，因为N 0的还原速 

率是NO；和NO；还原速率的2倍，只有当N 0的还 

原被抑制 56％以上时才会有 N20释放 】。Schuhhess 

等(1995)通过脉冲投加 NOr的实验发现了NO2-对 

反硝化酶、反硝化菌的影响，并且研究了它与 NO和 

N 0累积的关系 引̈。反硝化中间产物向环境释放已 

经受到关注 J。 

103 

2 硝化中N O和NO 的来源及生成机理 

传统硝化反应是 NH：在好氧条件下被氧化为 

NO；的过程，包括亚硝化和硝化两步，通常由自养或 

混合营养型微生物完成，如图2[19， 勰]。 
Ammonia lIydr0xylamine Nitrite 

monooxy叠enase oxidoreductase oxidoreduCtase 

ammonia oxidation 

N20 

口 
N02 

I nitrite oxidation 
图2 传统硝化过程及其酶 

硝化过程中N 0和 NO的产生已经得到广泛公 

认，这些气态中间产物在亚硝化阶段和硝化阶段均有 

可能形成。有研究发现在强烈波动或微生物受到不良 

影响时，硝化生物膜中有 N 0形成，但由于硝化菌和 

反硝化菌同时存在，死亡的微生物可作为反硝化的基 

质，所以很难确定这些 N：0的真实来源 ‘加】。硝化 

抑制剂对土壤中 N 0释放产生的快速(部分)抑制证 

明硝化 对 N 0 的产生 具有 直接作 用‘3川。Beline 

(2001)的实验发现在完全 曝气保证 硝化 的条件 

下 ，7．4％的总氮以 N 0的形式排出，并通过示踪实验 

说明这些 N 0来源于硝化 。 

一 般认为硝化反应仅在溶解氧浓度大于 1．0 meVL 

的条件下发生，但低溶解氧浓度下的硝化反应也被发 

现。Bock等(1995)报道在溶解氧浓度为 0．2 mg／L 

时， eutropha和 europaea的培养液能够将 NH：氧 

化为 NO2- J。有研究显示硝化菌对低溶解氧浓度下 

土壤和废水处理系统中N 和N 0的产生可能具有重 

要作用，Sliekers(2002)等虽然也认为低溶解氧浓度 

下氨氧化菌会产生 NO和 N 0，但在实验中并未检测 

到这些气体 。 

尽管硝化菌在 NO；的氧化中会产生 NO和N 0， 

但当与亚硝化菌共存时只要有NH：作为基质，就不能 

把NO2-氧化为NO；，特别是在高浓度NH：废水处理 

中，硝化菌对脱氮不起重要作用 。̈。。Conrad(1996)认 

为 N 0是硝化反应第一步的副产物 引。 

(苎『 

。 
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目前对于硝化过程中严生 NO和 N 0的确切机理 

仍不十分清楚，甚至有学者认为由于亚硝化菌 e／z— 

tropha在缺氧和好氧条件下都能产生 NO和N 0，还不 

能断定它们究竟是形成于 No；的生物还原还是 

NH，OH的化学分解 J。Jiang等(1999)认为在完全曝 

气情况下产生的少量 N 0可能是NH OH氧化为No； 

这一过程的直接副产物 ̈ 。 

3 厌氧氨氧化中 N O和 NO 的来源及生成 

机理 

以前认为 NH4只有在分子氧存在的好氧和限氧 

系统中才能被氧化，但理论上Nn；也可以作为反硝化 

的无机电子供体。Broda(1977)发表文章描述了两种 

能够以No；为电子受体氧化NH4为N 的化能无机 

营养型细菌存在的可能性 。最近，在流化床反应器 

中观察到了NH4的消失，同时伴随 No；的消耗和 N 

的产生，这一过程被命名为厌氧氨氧化 Anammox，功 

能微生物被称为厌氧氨氧化菌Anammoxidan 。随着 

诸如亚硝化菌 eutropha等某些好氧氨氧化菌在缺氧条 

件下用NH OH(或 NH )作为电子供体还原 NO；(或 

NO )现象的发现，Anammox的概念得到延伸形成两类 

微生物作用下的3种类型的厌氧氨氧化。研究表明， 

这3种Anammox过程中都有气态中间产物NO和N：0 

产生。 

3．1 Anammoxidan作用下N20和NO 的产生 

Anammoxidan作用下 Anammox的可能反应是： 

3NO；+5NH4— N +9H20+2H ，但示踪实验证明 

NO；是更合适的电子受体，反应方程为 ：NO；+ 

NH4+ N2+2H20。此类 Anammox中NO和 N20的来 

源有两个可能途径：一是 NH，OH和 No；反应产生 

N 0，N 0进一步转化为 N ，NH 被氧化为 NH2OH； 

二是一方面 NH 被氧化为 NH2OH，NH OH经 N2H 

被氧化为N ，另一方面 No；被还原为 NO，NO又被还 

原为 N 0，N 0再被还原为 N 引。有学者假设好氧 

(厌氧)氨氧化中与 AMO相关的酶对 NO或 HNO和 

NH 进行了雾化作用，之后产生的 N：H 或 N H：被 

HAO转化为N ，其产生的电子将No；还原为NO。在 

Anammoxidan培养液的细胞提取物中发现了很高的 

HAO活性，表明其中含有类似于HAO的酶，最新研究 

确实在 Anammoxidan中发现 了这种酶，它 能催化 

NH2OH和N2H4的氧化 。 

3．2 亚硝化菌Anammox中N：0和NO 的产生 

实验室中发现亚硝化菌(氨氧化菌)的功能之多 

已经超出了人们以前对它的认识，除传统亚硝化之外， 

还可以在缺氧条件下以H 为电子供体、No；为电子 

受体生长，以No；或NO 为电子受体进行Anammox， 

但还不能确定自然界中的亚硝化菌是否也是如此。 

Boettcher等(1994)在亚硝化菌以NH 和NH OH 

混合物为基质的生长实验中发现有气态 NO 形成。 

厌氧活性实验表明缺氧条件下当存在 NH OH时， 

trosomo~a3能够还原No；产生N 0，NH；也可以作为 

这一反应的电子供体产生 N 0 J。Jetten等(1999)也 

发现 N20和 NH2OH作为 eutropha的Anammox的 

中间产物出现 J。 

Schmidt等(1997)发现Ⅳ-eutropha能够在无氧条 

件下以NO 或 N 0 为电子受体氧化氨，NO是中间产 

物且没有被进一步代谢，反应方程为：NH，+N 0 一 

HNO2+2NO+2H +2e一，产生的No；有47％被反硝 

化成N ，整个过程中主要气体产物是 N 、NO和微量 

N 0，其中NO来源于 NH 的厌氧氧化，N：0来源于 

NO；的反硝化 】。这一发现为亚硝化菌的 Anarnmox 

提供了证据，同时也表现了氮氧化物在好氧氨氧化菌 

代谢中的复杂作用(图3) J。除 Ⅳ．eutropha外， 

europaea、Nitrosolobus和 multiformis都能进行 NO2型 

Anammox产生 NO【 。’。 

NH20H+H20 

0 

图3 Nitrosomonas NO2型 flnalnmox的假设模型 

4 异养硝化 一好氧反硝化和自养反硝化中 

N，O和 NO 的产生 

人们发现异养硝化现象已很久，但由于技术限制 

和研究对象选择不当导致好氧反硝化在以往的研究与 

生产中没有得到证实 ，Muler等(1995)证明了好氧 

反硝化与硝化相伴发生，速率与氨消耗速率基本处于 

同一数量级 J。各种纯培养液中氮平衡表明有几种 

菌类的异养硝化速率要比以前所知的高得多[3 J。异 

养硝化 一好氧反硝化中N 0主要来源于反硝化过程。 

Wrage等(2001)认为异养硝化的过程和产物与自养硝 

化相同，但酶的性质不同，而且异养硝化菌能够进行好 

氧反硝化产生N20【19]。Niel等(1992)和Robertson等 

(1995)相继进行限制曝气恒化培养液中的过度实验 

和好氧／厌氧交替实验证实了几种异养硝化菌在充分 
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混合、好氧条件下产生 N 的现象，其中 A．faecal~ 

TUD菌属产生了几乎等量的N 和N 0，Robertson等 

(1988，1995)用气相色谱和质谱进行的批实验证实在 

充分混合、好氧条件下 pantotropha能利用NH；和／ 

或 NO；产生 N2 ，Arts等(1995)发现了 pantotro— 

pha在连续培养液中产生 N 和 N O的现象，并证实 

NH OH对 pantotropha氨氧化活性有抑制作用 。 

自养亚硝化菌和硝化菌也能进行好氧反硝化，并 

有NO和N O作为中间产物出现。亚硝化菌的好氧反 

硝化现象比较普遍，但一般不完全，主要产物是 NO和 

N O，硝化菌的好氧反硝化作用不普遍 。Ritchie等 

(1972)对好氧和缺氧条件下 N 0的来源进行研究，发 

现 N 0主要由氨氧化菌还原 NO：-而产生，NO似乎在 

氨氧化和NO；还原中均能产生，Poth等(1985)也证 

实在限制溶解氧条件下，J7、7．europaea仅能还原 NO：- 

产生 N O(N 0并未来自氨的氧化)，Remde等(1990) 

认为好氧反硝化是氨氧化过程中NO和N 0的主要来 

源，Anderson等(1993)使用硝化和亚硝化抑制剂以及 

人工电子受体和电子供体进行的研究表明，NO和N 0 

主要来 自于 NO：-还原，而不是氨的氧化 加。。在限 

制氧气的条件下，自养亚硝化菌好氧反硝化作用更明 

显，Miller和 Nicholas(1985)发现 J7、7．eutropha能够通 

过 NO：-还原酶还原 NO：-为 NO和 N20，Stuven等 

(1992)和MiHer等(1993)也发现起硝化作用的亚硝 

化菌产生了明显的NO、N 0和N ，Zart和Bock(1998) 

还发现当外加 NO和 NO 时 Ⅳ．eutropha的好氧反硝 

化作用会明显加强，导致形成的 NO：-有 50％被还原， 

但强化机理仍不清楚 卜 引。J7、7．eutropha和 Ⅳ．euro— 

paea已经被认为是两种好氧反 硝化菌。Wrage等 

(2001)提出 了“硝化 菌反硝化 (nitrifier denitrifica— 

tion)”的概念，指一种微生物(自养硝化菌)在本身细 

胞内几种酶的作用下顺序完成硝化(亚硝化)和反硝 

化(图4)，能完成这一过程的最常见的微生物是氨氧 

化菌，但 Freitag(1987)发现 NO：-氧化菌也具有这一 

功能，而目前有关资料还很少  ̈。 

异养硝化 一好氧反硝化和自养菌好氧反硝化现象 

Nitric oxide Nitrous oxide 

reductase reductase 

图4 硝化茵反硝化假设的过程及其可能的酶 

N2 

的存在并不能使人们对其在废水生物脱氮中的作用持 
一 致肯定的观点 -3,23,28,43]。有关这些过程中气态中 

间产物 NO和N 0的产生还有待进一步研究。 

5 化学反硝化中 N：0和 NO 的来源及生成 

机理 

化学反硝化(chemodenitrification)指亚硝化过程 

中间产物 NH OH和 NO：-的化学分解及 NH OH和 

NO：-之间的化学反应引起的反硝化脱氮作用，可能的 

反应方程 式 有  ̈：3HNO2一 HNO3+2NO+H2O， 

2HNO2 H NO +NO2+H2O，HNO2+HNO3+-~2NO2+ 

H20，NH2OH+HNO2一N20+2H20。在可能途径中， 

N 0、NO和NO 都有可能作为气态中间产物出现，但 

实际中观察到的主要是N 0和NO。Cleemput(1984) 

认为在酸性条件下主要产物是NO，Chalk等(1983)认 

为也会有 N20【19]。 

有研究认为在亚硝化过程中，NH OH氧化速率慢 

而成为NH：氧化的瓶颈，反应不平衡导致 NH OH积 

累，与 NO；反应产生 NO Ll 。金属离子还原 NO；的 

反应也被认为是化学反硝化中N 0和NO产生机理之 

一

，一 般方程是：M咧+NO；+2H _M“+NO+H，0， 

对 pH为6～8时由Fe 引起的NO；分解的厌氧研究 

发现有大量N 0和N 产生，Harper等(2000)却只发 

现了少量的 N 0，虽然 Schulthess等(1995)也承认这 
一 机理，但认为对他本人实验中 NO的积累并不 

重要 18,28]。 

至今，人们对化学反硝化作为 NO和 N 0的来源 

还存在着争论和怀疑。Remde和 Conrad(1990)发现 

抑制了亚硝化菌活性后仍有 15％(不抑制时)的 NO 

产生，认为是由化学分解作用引起，但 Anderson和 Le— 

vine(1986)却认为主要由微生物活性引起，Martikainen 

等(1993)也认为化学反硝化过程与硝化(亚硝化)过 

程紧密联系在一起，很难确定NO和N 0是来自硝化 

还是化学反硝化，Schulthess等还发现化学反硝化和生 

物还原可能会联合作用产生 NO，Brons(1991)描述了 

E．coli．将 NO；还原为 NO；，同时 Fë 还原为 Fë ， 

然后 Fe 和 NO；再发生化学反应产生 NO和 Fë ， 

Fë 再进人下一个循环 。 

6 甲烷菌作用下 N：O和 NO 的来源及生成 

机理 

甲烷菌在现行废水处理中的作用还不十分明显， 

厌氧技术的推广、甲烷化和反硝化耦合的实现和氨氧 

化菌与甲烷营养型细菌之间的协同作用现象却预示了 

这类微生物的巨大潜力。尽管在甲烷菌作用下 NO和 
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N 0的产生已经被观察到，但 目前对甲烷菌产生 NO 

和N 0的机理还未形成定论。 

Ren等(2000)对3种甲烷菌产生NO和N，0的现 

象进行了实验研究，首次报道了T20这种甲烷菌在无 

氧条件下产生了大量的 NO(高达 250ppmv)，比活性 

与所报道的某些反硝化菌接近，但比另外一些报道低 

得多，其余两种甲烷菌产生的 NO极少；3种甲烷菌 

N 0的产率比NO低得多，T20产 N 0的比活性最大， 

却也比反硝化酶的比活性至少低 1000倍以上，并且无 

论甲烷或氧气存在与否，T20都不能还原 N 0。研究 

还发现这些甲烷菌产生 NO的反应是氧气限制型，临 

界溶解氧浓度为5．7 M，即使没有氧气，投加甲烷也 

会刺激 NO的产生，而且这 3种细菌都能在好氧条件 

下消耗 NO。因为没有生理学和分子学的证据证明 

T20中存在反硝化系统，因此，反硝化不太可能作为其 

产生 NO和N 0的机理；研究发现T20在好氧含 NH 

介质中发生硝化反应产生 NO和 N 0，但也可能是 

NH4+氧化产物(NH OH、NOr)的化学分解，很难确定 

哪种作用更重要；反硝化菌之外的其它细菌的异化 

NO[还原也可能是实验中 NO和 N O的产生机理； 

NO；同化会产生N O，但是否会产生NO还未明确，该 

实验表明 NO；同化及其后的 NO；化学分解可能是 

T20产生较多 NO和少量 N O的机理；NO合酶形成 

NO需要精氨酸和氧气，但在 T20中，精氨酸没有促进 

NO产生，氧气反而抑制了 NO的产生，所以 NO合酶 

不可能是 T20产生 NO的机理；黄嘌呤氧化还原酶催 

化 NO；或 NO；还原产生 NO的机理也不太可能，但 

仍需进一步研究 。 

7 结 语 

废水生物脱氮过程中氮元素在各种生物酶的作用 

下存在形态发生一系列变化，形成各种中间产物，其中 

NO (NO、NO )和 N O是常见的必然中间产物，在生 

物氮转化中广泛存在，受到了极大的关注。传统硝化 

和反硝化、厌氧氨氧化以及化学反硝化等都可以作为 

这些中间产物的来源，不同的来源有着不同的产生机 

理，有些机理至今仍不为人们完全理解。弄清楚它们 

的来源及产生机理有助于发现引起氮损失的新途径， 

确定氮形态转化过程，推测可能的生物化学反应，最终 

弄清楚整个代谢机理，开发新的废水生物脱氮技术和 

控制 NO 的排放、避免废水脱氮处理对大气环境的二 

次污染。 
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Sources and Production Mechanisms for N2 O and NO 

in W astewater Biological Nitrogen Removal 

LU Pei-I／，ZHANG Dai-jun ，XU Dan-yu~ 

(1．College of Resources and Environmental Science，Chongqing University，Chongqing 400030，China； 

2．Key Laboratory for the Exploitation of South—western Resources& the Environmental Disaster 

Control Engineering Under the State，Ministry of Education，Chongqing 400030，China) 

Abstract：In wastewater biological treatment for nitrogen l'emoval，N2 0 and NO ar_e conanon gaseous intermediates．Tra— 

ditional nitrification and denitrifieation ale considered to be the main soueees for them．But with the development of rele— 

vant study，more new metablie pathways for nitrogen aFe found and the production of N20 an d／or NO in these processes 

ale experimentally confirm ed，which makes the mechan isms for N2 O and NO production more complex．Though inhibi— 

tory of enzymes and chemical reaction 8．Fe the probable mechanisms，there aFe still others unknown．Discussing the 

sources and mechan isms of N2 O and NO in wastewater treatm ent from the point of contributing microorganisms and bio— 

chemistry reaction will benefits the understanding of new nitrogen metabolic pathways，the development of new technolo— 

gY and the protection of air pollution from NO ． 

Key words：wastewater treatment；biological nitrogen removal；N2 0；NO 
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Synthetize of the Polysilic Aluminum Ferric Sulfate(PSAFS) 

ZHAO Hui-ming ，LUO Gu-yuan2 

(1．College of CheITlisⅡy and Chemical Engineering，Chongqing University，Chongqing 400030，China； 

2．College of Urban Constrnefion and Environmental Engineering，Chongqing University，Chongqing 400030，China) 

Abstract：Polysilieate aluminum ferric sulfate(PSAFS)is presented as one kind of new polymerized inorganic coagu— 

lants．Th e advan tage of aluminum an d ferric homopolymer aFe still contained while the disadvantage is thrown  away such 

as high AI residuals of polyaluminum chloride(PAC)in treated water and the poor stability of polyferrle chloride(PFC)． 

Because of those，considerable interest and attention have been paid to PSAFS home and ab road in recent years．PSAFS 

is prepared from aluminum sulfate and ferric sulfate and water glasses．The influence of different factors(the stability of 

ploy—silieie acid，AI／Fe／Si molar ratio，ete．)in floeeulation is studied and the optimal compounding condition is ob— 

rained finally． ’ 

Key words：flocculant polysilic—aluminum—ferric—sulfate(PSAFS)； preparation—method； flocculating—behavior； 

affecting—factors 
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