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摘 要： 针对水稻土壤硝态氮易经反硝化作用还原为气态氮，导致氮素损失的问题。对水稻土壤中能够将

硝酸盐异化还原为铵态氮，具有氮素保留功能的微生物进行了定向筛选，通过形态学和 16S rDNA基因测序技术

对菌株进行鉴定，并结合单因素实验优化了硝酸盐异化还原为铵功能菌株的产铵能力。结果表明：筛选出的菌

株S2具有较强的硝酸盐异化还原为铵的功能，被鉴定为阿斯布里肠杆菌（Enterobacter asburiae）。单因素优化实

验显示，Enterobacter asburiae S2的最适生长碳源为柠檬酸钠，最适生长 pH 值为 7.0，最适碳氮比为 25，在此条件

下最大产铵量可达34.84 mg/L。
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Abstract： The issue of nitrogen loss in paddy soils was addressed， where nitrate nitrogen was prone to 
dissimilatory reduction to gaseous nitrogen. The research focused on the targeted screening of microorganisms in 
paddy soils that can dissimilate nitrate to ammonium， thereby retaining nitrogen. The selected strains were identified 
using morphological and 16S rDNA gene sequencing techniques. Further， the ammonium production capability of 
these strains was optimized through single factor experiments. The results indicated that strain S2， identified as 
Enterobacter asburiae， exhibited a strong ability to dissimilate nitrate to ammonium. Optimization experiments 
revealed that the optimal carbon source for the growth of Enterobacter asburiae S2 was sodium citrate， the optimal 
pH for growth was 7.0， the optimal carbon-to-nitrogen ratio was found to be 25， under which the maximum 
ammonium production increased to 34.84 mg/L.
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0　引言

我国种植业普遍存在氮肥过度施用问题，导

致氮素大量流失，对环境造成严重压力［1］。据统

计，2022 年我国农用氮肥（折纯量）施用量高达约

1.65亿吨，然而氮肥利用率不足 50%［2］，大量氮素

通过硝态氮淋溶、氮氧化物排放等途径流失。第

一次全国污染普查数据显示，我国种植业氮素流

失量占全国氮素总流失量的34%［3］，其中土壤硝态

氮损失在各种形态氮损失中占比最高。农田氧化

亚氮排放是温室效应加剧和大气雾霾形成的重要

来源之一［4］，而土壤氮素流失和氧化亚氮排放与硝

酸盐还原过程密切相关［3， 5］。当前针对氮素流失的

调控主要集中于硝化抑制剂施用和反硝化过程抑

制，但这些方法存在成本高、环境风险大等问题，

且未能解决氮素循环中“氮素保留”这一核心

矛盾。

硝酸盐还原过程主要分为同化型硝酸盐还原

和异化型硝酸盐还原两大类［6］。其中，同化型硝酸

盐还原是指硝酸盐在生物体内被还原为氨，并进

一步参与氨基酸等含氮有机物的合成过程［7］。这

一过程在生物体内具有重要的生理意义，主要体

现在氮的同化作用上，即将无机形态的氮（如硝酸

盐）转化为有机形态的氮（如氨基酸）。同化型硝

酸盐还原是植物和微生物获取氮素的关键途径之

一，其显著特征是在还原过程中不会向外界环境

释放铵态氮，所有还原产物均被用于细胞内的氮

代谢。异化型硝酸盐还原过程又分为反硝化作用

（DEN）和硝酸盐异化还原为铵作用（DNRA）［8］。

反硝化作用是能够将硝酸盐（NO3
−-N）依次还原为

亚硝酸盐（NO2
−-N）、一氧化氮（NO）、一氧化二氮

（N2O）和氮气（N2）的过程［9］。DEN 是造成土壤氮

肥大量流失的重要原因［10］。而硝酸盐异化还原为

铵作用能够将 NO3
−-N 还原为 NO2

−-N，然后生成

铵态氮（NH4
+-N），该途径有利于土壤氮素的保

留［11］。现有研究多聚焦于反硝化过程调控，而对

DNRA关注不足。

1938 年，DNRA 过程就首次在自养土壤生物

中被发现［12］，现已被认为是陆地和水生生态系统

中全球生物地球化学氮循环的重要组成部分。

2015 年，荷兰的 VAN DEN BERG［13］首次使用恒

化器的方法成功地富集到了 DNRA 菌群，并通过

凝胶电泳分析，确认其功能菌类型为Geobacter，从

而为 DNRA 的实际应用提供了重要的理论支撑。

韦宗敏［14］、刘佳等［15］通过从生物膜上提取 DNRA
菌株假单孢菌属 Pseudomonas alcaliphila，并研究

了它们的各种理化特征，例如碳氮比、温度和 pH
值等，以深入了解它们的作用。

我国学者近年来对于DNRA菌的研究主要集

中在南方红树林、河口、湿地以及水稻田等生态系

统，探索了DNRA过程在不同生境中的活性、对硝

酸盐还原的贡献率及环境因素对其的影响［16-17］。

DNRA根据电子供体的不同分为自养型和异养型

两类，大多数的DNRA菌属于异养型，需要碳源来

提供电子供体［18］。按照呼吸类型的不同又可分为

微好氧菌、好氧菌、兼性厌氧菌和厌氧菌，其中

DNRA 菌以兼性厌氧菌最为广泛［19-20］。另外有研

究者发现在已知的厌氧氨氧化菌 Candidatus 
Jettenia caeni检测到DNRA菌的功能基因nrfA，并

且 观 测 到 Candidatus Jettenia caeni 能 够 产 生

NH4
+-N，说明 Candidatus Jettenia caeni 在特定条

件下也能够进行 DNRA 过程［21］。然而，目前

DNRA 研究仍然存在 3个关键瓶颈问题：（1）已知

DNRA 功能菌株多分离自水生系统，对农田土壤

特别是水稻土适应性差；（2）环境因子对DNRA菌

株产铵效率的影响规律不明确；（3）缺乏针对淹水

土壤的DNRA菌株定向筛选方法。

本研究以此为切入点，鉴于 DNRA 过程在厌

氧或微氧环境下极易发生，而淹水水稻田是典型

的农田厌氧环境，故以淹水水稻土壤为材料，致力

于筛选出 DNRA 能力较强的功能菌株。进一步

探究不同培养条件对 DNRA 功能菌株产铵能力

的影响，期望借此提高功能菌株的氮素保留能力。

本研究不仅能丰富土壤固氮菌种种质资源，更为

开发利用高效水稻土壤 DNRA 生物固氮技术奠

定基础，有望为解决我国种植业氮素流失问题提

供新的思路与方法。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

1.1.1　水稻土壤和菌种来源

水稻土壤取自信阳市罗山县楠杆镇淹水水稻

田，并从水稻土壤中富集筛选菌群。

1.1.2　培养基

Giltay 培 养 基 ：A 溶 液 为 KNO3 1.0 g、1% 
BTB 乙醇溶液 5.0 mL、蒸馏水 500 mL；B 溶液为
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柠檬酸钠 8.5 g、KH2PO4 1.0 g、MgSO4·7H2O 1.0 
g、FeCl3·6H2O 0.05 g、CaCl2·2H2O 0.2 g、蒸馏水

500 mL。混合 A、B 溶液调节 pH 值为 7，115 ℃灭

菌15 min。固体培养基加入琼脂。

Giltay 培养基基础液：KNO3 1.0 g、KH2PO4 
1.0 g、MgSO4·7H2O 1.0 g、FeCl3·6H2O 0.05 g、
CaCl2·2H2O 0.2 g、蒸馏水1000 mL。

LB培养基：牛肉膏 0.5 g、酵母膏 0.5 g、蛋白胨

1.0 g、葡萄糖 0.5 g、NaCl 0.5 g、琼脂 1.5 g、蒸馏水

100 mL。115 ℃灭菌30 min。
1.1.3　试剂

2 mol/L NaOH 溶 液 ，1 mol/L HCl 溶 液 ，

10 %的硫酸锌溶液，纳氏试剂（定性检测 NH4
+-N

的含量）。

称取 16 g NaOH 溶于 50 mL 水中，完全冷却

至室温。再称取 7 g KI 和 10 g HgI2 溶于 20 ~40 
mL 去离子水中，边搅拌边缓慢加入 NaOH 溶液

中，用水定容至100 mL，贮存于瓶中备用。

酒石酸钾钠溶液：称取 50 g 的酒石酸钾钠溶

于 100 mL 水中，用微波炉加热煮沸，除去溶液中

的氨气，冷却至室温后定容至 100 mL，储存在瓶中

备用。

0.8%的氨基磺酸溶液。

1. 2　实验方法

1.2.1　DNRA功能菌的富集

取 10 g 土壤溶于 90 mL 无菌水中，30 ℃，220 
r/min振荡 30 min。无菌条件下取 10 mL土壤悬浊

液加入灭菌备用的 Giltay 培养基 150 mL，30 ℃，

140 r/min，振荡培养 72 h，得到蓝色培养液。在超

净工作台中，用接种环从培养液中取一环菌液，在

未添加BTB乙醇溶液的Giltay培养基琼脂平板上

进行划线分离。再将平板放置于 30 ℃生化培养箱

中培养 2~3 d。将该平板存放于 4 ℃冰箱中保藏，

随后平板上有大量白色结晶析出。

1.2.2　DNRA功能菌的筛选

刮取能够析出晶体的平板菌落，在Giltay培养

基中进行培养，富集得到混合菌群。用接种环将

混合菌群在 Giltay 平板上进行划线分离。得到能

够使培养基变蓝的细菌，将此类细菌利用划线分

离法接种于未加 BTB 乙醇溶液的 Giltay平板上。

然后将平板置于 30 ℃的恒温箱培养 2~3 d。当平

板上出现菌落时，挑选单菌落，采用平板划线分离

法划Giltay琼脂平板，同样条件培养 1~2 d。挑取

单菌落，经多次平板划线法分离纯化，直到菌种镜

检为单一菌种后制作细菌斜面、保存。

1.2.3　DNRA功能菌能力的测定

从斜面刮取少许新鲜菌种，接种于液体Giltay
培养基中。培养瓶在摇床中以 28 ℃、140 r/min做

序批式培养实验，每隔8 h取样进行以下分析。

采用紫外分光光度计法，测定菌液的 OD600 nm

值。将所测得的一组 OD 值与相应的培养时间作

图，绘制不同培养条件下 DNRA 功能菌株的生长

曲线。

采用紫外分光光度法测定 NO3
−-N 含量［22］。

将菌悬液离心，取 1 mL 上清液加入 50 mL比色管

中，用去离子水定容至 50 mL。混匀后依次加入

1 mL HCl（1 mol/L）、0.1 mL（0.8%）氨基磺酸溶

液，混匀后，分别测定OD220 nm及OD275 nm值，最终校

准后吸光值A 校准=OD220 nm−2×OD275 nm。

NO3
−-N 标准曲线的绘制：分别取 0.50、1.00、

2.00、3.00、4.00 mL 的硝酸盐标准储备液（优级纯

硝酸钾），并用去离子水定容至 200 mL，其浓度分

别为 0.25、0.50、1.00、1.50、2.00 mg/L 硝态氮，分

别测定 OD220 nm 及 OD275 nm，按照上述方法计算校

准后的吸光值，绘制标准曲线（图1）。

采用纳氏试剂法测定 NH4
+-N 含量［22］：取

1 mL 上清液加入 50 mL 比色管中，用去离子水定

容至 50 mL。混匀后依次加入 1 mL 50% 酒石酸

钾钠和 1.5 mL 纳氏试剂。混匀静置 10 min，测定 
OD420 nm 。

标准曲线绘制：用优级纯氯化铵制备标准曲

线（图 2），具体方法参照 NO3
−-N 标准曲线的

绘制。

图1　NO3
−‐N标准曲线

Fig.  1　Standard curve of NO3
−‐N
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1.2.4　细菌染色及形态学鉴定

在光学显微镜下观察细胞形态，并测定细胞

大小，采用常规染色方法对分离菌株进行革兰氏

染色和芽孢染色。

1.2.5　细菌DNA提取扩增和测序

提取功能细菌总DNA作为PCR扩增的模板。

用于 16S rDNA PCR 扩增反应的引物为通用引

物，27F（5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-

3'）和 1492R（5'-AGAGTTTGATCMTGGCTC-

AG-3'）。反应总体系为 20 μL：2×Taq酶 12.5 μL，

引 物 27F 和 1492R 各 1 μL，模 板 DNA 1 μL，

ddH2O 9.5 μL。PCR 扩增程序有 4 步：（1）95 ℃，3 
min；（2）95 ℃，30 s；55 ℃，30 s；72 ℃，3 min；（3）第

二步循环 35 次；（4）72 ℃，10 min。引物的合成及

PCR产物的测序由上海生工测序公司完成。

1.2.6　不同环境因子对 DNRA 功能菌产铵能力的

影响

以硝酸盐为唯一氮源，采用单一变量法利用

Giltay 培养基测定菌株在不同碳源（柠檬酸钠、乙

酸钠、酒石酸钾钠）、不同初始pH（5、7、10）、不同碳

氮比（10.00、17.18、25.00），180 r/min 振荡培养 48 
h 的氮代谢情况，每 8 h 取样测定 OD600 nm、NO3

−-N
和NH4

+-N含量，探究不同的环境因子对DNRA功

能菌产铵能力的影响。由于在相同碳氮比下，存

在碳源与氮源浓度的差别。因此本研究在相同碳

氮比情况下，分别设置了两种碳源与氮源添加的

方式（根据物质分子量中碳或氮占的百分比计算

添加量，表 1），来探究相同碳氮比，不同碳源或氮

源浓度下菌株产铵能力的强弱。

2　结果

2. 1　混菌生长及晶体析出现象

混合菌群在 Giltay 琼脂平板上利用硝酸盐为

氮源、柠檬酸钠为碳源进行生长，将硝酸盐还原为

铵。在 28 ℃培养 48 h后存放在 4 ℃条件下观察到

晶体析出现象（图 3）。最初，混合细菌的琼脂平板

上无法观察到明显晶体析出的现象；而经低温驯

化后，混合菌群在琼脂平板上则析出具有三维空

间的针状的晶体聚集在琼脂层中部。通过将纳氏

试剂滴加在晶体上的颜色变化，判定以上晶体含

有铵盐。通过长期的试验观察和多次的试验发

现，只有将生长有该混合菌群的Giltay平板保存在

低温条件下，才可能有铵晶体的析出，晶体出现的

时间在低温培养后的3~5 d到2周不固定。

2. 2　不同细菌产铵能力的比较及功能菌株的

筛选

将混合菌液在固体平板（添加BTB）上进行平

板划线，划线后的固体平板放置于培养箱中进行

培养，筛选能使培养基变蓝的菌落，采用平板划线

法从中挑选菌种，得到S1、S2、S3、S5、Y4、Y7、Y8、

表1　不同碳氮比实验设置

Tab.  1　Experimental Settings of different carbon 
nitrogen ratios

碳氮比

17.18(基础)

10.00

25.00

实验组

CK
①
②
①
②

KNO3添加量/
（g/L）

1.00
1.72
1.00
0.69
1.00

柠檬酸钠添

加量/（g/L）
8.5
8.50
4.95
8.50

12.37

图 3　混合菌群晶体析出现象

Fig.  3　The phenomenon of crystal precipitation of 
mixed flora

图2　NH4
+‐N标准曲线

Fig.  2　Standard curve of NH4
+‐N
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Y15、Y18等9个菌株，最后甘油低温保存备用。

分别对 9 株菌的 OD600 nm 和产铵能力进行测

定。9个菌株在生长情况良好，且均具有将硝酸盐

异化还原的功能（表 2、表 3），其中，S2 菌株对

NO3
−-N 的利用最高且产铵能力最强（表 3、表 4），

培养液中 NH4
+-N 的浓度可达 25.95 mg/L（表 4）。

因此，以S2菌株作为后续研究对象。

表2　功能菌株48 h内生长情况（OD 600 nm）

Tab.  2　Growth rules of functional strains within 48 h （OD 600 nm）

菌株

S1
S2
S3
S5
Y4
Y7
Y8

Y15
Y18

0 h
0.012±0.020
0.018±0.016
0.019±0.002
0.031±0.003
0.009±0.002
0.021±0.003
0.024±0.003
0.009±0.002
0.023±0.002

8 h
0.424±0.050
0.250±0.017
0.658±0.024
0.741±0.050
0.288±0.010
0.357±0.045
0.227±0.096
0.239±0.278
0.253±0.048

16 h
1.168±0.048
1.429±0.067
1.491±0.075
1.222±0.090
1.045±0.038
1.065±0.047
1.219±0.052
1.298±0.006
1.054±0.007

24 h
1.381±0.033
1.567±0.100
1.614±0.072
1.526±0.141
1.194±0.071
1.391±0.038
1.186±0.123
1.540±0.078
1.082±0.122

32 h
1.361±0.016
1.724±0.160
1.773±0.028
1.474±0.294
1.219±0.044
1.379±0.113
1.272±0.027
1.598±0.132
1.557±0.105

40 h
1.442±0.024
1.735±0.020
1.759±0.036
1.783±0.090
1.427±0.291
1.356±0.090
1.428±0.108
1.501±0.201
1.491±0.281

48 h
1.357±0.047
1.520±0.056
1.704±0.078
1.587±0.034
1.341±0.118
1.285±0.166
1.328±0.213
1.398±0.070
0.888±0.019

表3　功能菌株48 h内NO3
−‐N还原能力 

Tab.  3　NO3
−‐N reduction capacity of functional strain within 48 h                                  mg/L

菌株

S1
S2
S3
S5
Y4
Y7
Y8

Y15
Y18

0 h
176.43±4.770
146.03±2.202
157.54±6.932
146.80±1.560
167.90±2.108
175.87±3.439
172.25±1.356
159.11±1.165
169.99±2.219

8 h
141.65±4.650
132.66±2.691
138.54±4.718
109.12±2.450
152.60±4.030
104.13±8.210
151.71±8.163
153.35±3.405
134.65±9.456

16 h
70.15±4.156

9.87±4.892
56.94±4.476
94.07±1.249
50.19±0.108
12.75±1.778

6.95±0.181
16.16±0.671
17.74±1.086

24 h
18.86±5.626

8.00±2.691
10.36±1.309
17.44±7.062
11.12±1.807
15.31±3.635
21.48±0.029

8.44±1.135
15.95±0.040

32 h
4.29±3.424
5.84±2.202
2.83±0.015

17.28±0.067
15.46±0.042
17.45±6.711
12.25±0.031
11.49±1.142

9.54±0.049

40 h
0.00±0.000
3.01±3.307
3.17±0.028
1.26±0.031

14.22±0.200
7.33±0.039
6.40±0.033

11.86±1.917
8.11±0.033

48 h
11.62±1.651

2.74±0.122
9.06±0.153
4.64±0.019
7.65±0.067
8.46±0.049
4.86±0.064
4.29±0.037

12.11±0.057

表4　功能菌株48 h内产NH4
+‐N能力

Tab.  4　NH4
+‐N production capacity of functional strain within 48 h                                 mg/L

菌株

S1
S2
S3
S5
Y4
Y7
Y8

Y15
Y18

0 h
6.71±0.837
3.04±0.002
4.99±0.027
4.34±0.048
5.85±0.044
7.44±0.024
4.75±0.035
4.75±0.124
5.24±0.066

8 h
6.38±0.656
6.54±0.025
7.32±0.036
3.49±0.037
4.26±0.079

14.05±0.079
4.79±0.109
6.87±0.132

10.09±0.109

16 h
6.63±0.397

21.47±0.039
9.11±0.058
5.85±0.026
7.36±0.088

16.37±0.041
12.50±0.164
16.61±0.111
12.41±0.140

24 h
8.83±0.005

25.95±0.038
5.81±0.039
8.46±0.098
6.26±0.085
8.05±0.095

15.64±0.182
19.92±0.095
22.08±0.408

32 h
8.79±0.002

13.31±0.069
5.97±0.044
8.05±0.038
4.38±0.020

13.07±0.079
18.20±0.091

8.58±0.031
11.23±0.039

40 h
10.09±0.010
11.76±0.069
11.44±0.103

8.34±0.064
5.57±0.087

11.64±0.023
10.91±0.085

8.50±0.076
21.87±0.136

48 h
9.23±0.010

10.99±0.004
11.07±0.117

7.36±0.018
6.14±0.097

18.00±0.047
12.01±0.097

6.18±0.117
10.17±0.217
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2. 3　功能菌的鉴定

经富集培养、分离筛选，获得具有硝酸盐异化

还原为铵的最佳的功能细菌 S2。菌株 S2 的菌落

为灰白色，菌落边缘整齐，表面光滑，中间凸起，菌

体呈杆状，革兰氏染色为红色，为革兰氏阴性

菌（图4）。

将菌株 S2 的 16S rDNA 的序列通过 NCBI 
GENBANK中数据库进行对比分析（http：//www.
ncbi.nlm.nlh.gov/blast）。菌株 S2 与 Enterbacteria 
asburise的模式株的相似性高达 100%。根据上述

生理生化特征、形态特征和 16S rDNA 的序列测试

比 对 结 果 ，菌 株 S2 被 鉴 定 为 Enterobacter 
asburiae （图5）。

2. 4　培养条件对硝酸盐还原为铵功能菌产铵能

力的影响

2.4.1　不同碳源条件下 Enterobacter asburiae 

S2硝酸盐异化还原为铵的能力

如图 6 所示，当以柠檬酸钠作为碳源时，

Enterobacter asburiae S2能够快速生长，OD600在接

种 32 h 达到最大值，并且其产铵量最高，为 25.95 
mg/L，远高于其他两种碳源；而 S2 在以乙酸钠为

碳源的培养基中生长速度缓慢，在 32 h之后其OD
值才明显升高，其硝酸盐消耗量也增加，但是铵态

氮产量仅为 4 mg/L；以酒石酸钾钠为碳源时，菌株

生长极慢，硝酸盐消耗少，几乎不具备产铵能力。

以上结果表明，Enterobacter asburiae S2 最适碳源

为柠檬酸钠。

2.4.2　不同初始 pH 条件下 Enterobacter asburiae 
S2硝酸盐异化还原为铵的能力

研究结果表明，pH 值对 Enterobacter asburiae 
S2的生长有显著影响，如图 7所示，pH=7的环境

更有利于菌株的 Enterobacter asburiae S2 生长。

在培养 16 h之前，菌株均呈快速增长状态，在培养

32 h时，菌株生长浓度最大，到达平台期。

在 pH=7 的环境下，Enterobacter asburiae S2
的NH4

+-N产量最高，最高达到 25.95 mg/L。尤其

当 pH=7 时 ，NH4
+-N 的 产 量 最 高 ，在 第 8 h 

NH4
+-N 开 始 大 量 积 累 ，最 大 产 铵 量 为 25.95 

mg/L，而 pH=10的环境下该菌株的产铵量很少，

图4　菌株S2革兰氏染色结果

Fig.  4　Gram staining results of strain S2

图 5　菌株S2系统进化树

Fig.  5　Phylogenetic tree of strain S2

图 6　不同碳源对Enterobacter asburiae S2生长及产铵能力的影响

Fig.  6　Effect of different carbon sources on the growth and ammonium production capacity of Enterobacter asburiae S2
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仅为6 mg/L。

以上结果表明，在碱性环境下 Enterobacter 
asburiae S2 的 DNRA 功 能 被 抑 制 ，菌 株

Enterobacter asburiae S2 在弱酸性和中性环境下

的产铵率高于碱性环境。

2.4.3　 不 同 碳 氮 比 条 件 下 Enterobacter 

asburiae S2硝酸盐异化还原为铵的能力

不同碳氮比实验结果如图 8所示，结果表明在

相同氮源添加量，不同碳氮比的实验处理中即：碳

氮比为 10②和碳氮比为 25②，结果显示与低碳氮

比为 10②相比高碳氮比为 25②处理下细菌浓度和

铵态氮产量更高；在相同碳源添加量，不同碳氮比

实验处理中即：碳氮比为 10①和碳氮比为 25①，结

果显示，与低碳氮比为 10①相比，高碳氮比为 25①
相比，高碳氮比为 25②处理下细菌浓度和铵态氮

产量更高。由上可知，Enterobacter asburiae S2 在

碳氮比为 25 和碳氮比为 17.18的培养基中的产铵

能力更强，在碳源充足，氮源减少，而维持碳氮比

为 25 的条件下，菌株的产铵量最高，达到 34.84 
mg/L。

3　结论与讨论

对水稻土壤中能够进行硝酸盐异化还原为铵

的功能微生物进行探讨，采用以硝酸盐为唯一氮

源的Giltay培养基进行培养，通过对水稻土壤中微

生物进行筛选，得到 1株产铵能力较强的功能菌，

经 鉴 定 其 为 阿 斯 布 里 肠 杆 菌（Enterobacter 
asburiae）。

在异化硝酸盐还原的研究领域，肠杆菌属中

的 Enterobacter asburiae 作为无芽孢杆菌，具有对

环境无污染的特性，其在植物相关领域的作用已

有所研究，主要体现在促进植物生长、增强植物抗

逆性以及植物病害防治方面。例如，文献［23］ 
Enterobacter asburiae L3R3-1 对柑橘树脂病具备

较好的防治效果，Enterobacter asburiae L95 能够

有效防止作物细菌性软腐病［24］。此外，肠杆菌科

的其他成员已被证实具有 DNRA功能［25］，然而，关

于 Enterobacter asburiae 在 DNRA 这一过程的功

能 尚 无 相 关 研 究 。 本 研 究 中 的 Enterobacter 
asburiae S2 菌株，系首次被证实具备 DNRA 功
能。经对环境因素进行优化后，该菌株产铵能力

最高可达 34.84 mg/L。与现有文献中肠杆菌科其

图 7　不同pH值对Enterobacter asburiae S2生长及产铵能力的影响

Fig.  7　Effect of different pH on the growth and ammonium production ability of Enterobacter asburiae S2

图 8　不同碳氮比对Enterobacter asburiae S2生长及产铵能力的影响

Fig.  8　Effect of different C/N on the growth and ammonium production capacity of Enterobacter asburiae S2
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他具有 DNRA 功能的菌种相比，Enterobacter 
asburiae S2 的优势在于其对环境无污染的特性，

这在环境友好型农业及相关领域具有潜在应用价

值。不过，目前对于 Enterobacter asburiae S2 在异

化硝酸盐还原过程中的作用机制研究尚不够深

入，与已知高效 DNRA 菌株相比，其产铵能力提

升空间的探索也有待加强，这将是后续研究中需

要重点关注并进一步完善之处 。
具有 DNRA功能的菌株能够利用多种有机物

作为碳源，而碳源种类的差异会对 DNRA 过程产

生不同的影响。在 DNRA 过程中，碳源主要起到

为代谢提供所需能量以及作为代谢过程中电子供

体的关键作用［26］。已有研究报道指出，在以易发

酵有机物作为碳源的反应体系中，DNRA 过程更

易于发生［27］；与之相反，反硝化过程则更倾向于利

用挥发性酸及盐等不易发酵的底物［28］。例如，唐

婧等［29］从处理高盐废水的生物接触氧化池的活性

污泥中成功分离出一株好氧反硝化假单胞菌 F10，
并证实了在以乙酸钠为碳源的条件下，该菌株的

反硝化脱氮速率最快。

土壤 pH 值也是影响 DNRA 速率的一个关键

因素。对污水湖进行 DNRA 相关研究时发现，

DNRA 速率与 pH 值呈现出负相关关系［23］。而 
ZHANG 等［30］在水稻土中开展不同 pH 条件对 
DNRA 影响的研究时则发现，在中性条件下，

DNRA 能够较好地发挥氮保留的作用。这表明在

不同的土壤环境中，pH 值对 DNRA 的影响存在

明显差异。

碳氮比是影响 DNRA 过程的重要因素。

SILVER 等［31］运用 15N 同位素标记法对热带森林

土壤中 DNRA 的速率进行测定，证实了可利用的 
NO3

−-N 以及有机碳源是影响 DNRA 的主要因

素；RUTTIN 等［32］通过微生物技术和 15N 示踪技

术对土壤中的 DNRA 过程展开研究，发现碳氮比

是 DNRA 过程最为关键的调控因子；LU 等［33］在

温室栽培蔬菜土壤的研究中发现，提高土壤中有

机碳与硝酸盐的比值能够有效提升 DNRA 速率。

与上述现有文献的研究结果相比，本研究中

的 Enterobacter asburiae S2 菌株展现出了独特的

特性。Enterobacter asburiae S2 菌株生长的最适

碳源为柠檬酸钠，这与部分文献中提到的其他碳

源情况不同，说明 S2 菌株对碳源的偏好具有特异

性 。 其 最 适 pH 值 为 7.0，处 于 中 性 范 围 ，与 
ZHANG 等［30］在水稻土中发现的中性条件利于 
DNRA 发挥氮保留作用相契合，但在最适 pH值的

具体数值上可能存在一定差异，这或许与菌株自

身特性以及实验环境等因素有关。此外，S2 菌株

的最适碳氮比为 25（氮源限制），在此条件下，菌

株 S2 生长速度最快，产铵量最大，可达 34.84 
mg/L。相较于其他文献中关于 DNRA 功能菌的

产铵能力描述，S2 菌株在适宜条件下的产铵能力

具有一定优势，这体现了该菌株在异化硝酸盐还

原方面的潜在应用价值。然而，菌株 Enterobacter 
asburiae S2 也存在一些不足之处。尽管其具有较

好的产铵能力，但目前对于该菌株 DNRA 的具体

作用机制尚未完全明晰，与其他已知 DNRA 功能

菌的作用机制对比研究也相对缺乏。同时，在实

际应用方面，虽然其具备较大的研发应用潜力，但

在不同复杂环境中的适应性以及大规模应用的可

行性等方面仍有待进一步探索和验证。综上所

述，菌株 Enterobacter asburiae S2 作为 DNRA 功
能菌，具有较好的产铵能力，具备较大的研发应用

潜力，但其 DNRA 作用机制及实际应用还有待深

入探索。
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