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摘 要：反硝化过程是污水深度脱氮的关键环节，其本质是微生物驱动的电子传递平衡过程。随着脱氮研究从宏观指

标向微观调控转变，从电子流视角探究反硝化机制已成为当前研究前沿。系统综述了反硝化过程中电子流的理论基

础，比较了异养与自养反硝化菌胞内电子传递路径及其能量分配特征，重点阐述了以醌池为核心的电子汇集与再分配

作用。同时，从微生物种间相互作用角度总结了间接种间电子传递（IIET）与直接种间电子传递（DIET）机制，分析了混

合体系中不同微生物在电子供体与电子受体利用过程中的竞争与协同关系。在此基础上，进一步讨论了碳源类型、

pH、氧化还原电位及共存污染物对电子传递链及电子分配路径的影响机制。最后，针对当前电子通量原位量化手段

匮乏等挑战，提出了多尺度原位表征技术突破、新型电子传导材料开发及智能化电子流调控模型的未来研究方向，旨

在为实现低碳、高效的生物脱氮工艺提供理论基础与技术支撑。
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Building on this framework， the impacts of carbon source characteristics， pH， oxidation-reduction potential （ORP）， and 
coexisting contaminants on electron transport chains and electron allocation pathways were further discussed. Finally， in light 
of current limitations in the in situ quantification of electron fluxes， future research directions were proposed， including the 
development of multi-scale in situ characterization techniques， novel electron-conductive materials， and intelligent electron-
flow regulation models.
Keywords：denitrification； electron allocation； intracellular/extracellular electron transport chain； microbial competition 
mechanism

0　引 言

反硝化过程是全球氮循环中的关键环节之一，

在自然生态系统与人工污水处理系统中均发挥着重

要作用［1］。该过程通过微生物代谢作用，将硝酸盐和

亚硝酸盐等氧化态氮逐级还原为 N2，从而实现活性

氮向惰性氮的转化，维持生态系统氮素平衡［2］。在全

球尺度上，反硝化作用每年将 300~400 Tg 的氮素归

还至大气中（其中，陆地约 100 Tg/a，海洋为 200~300 
Tg/a）。随着人类活动导致的人为固氮量激增（目前

已超过 210 Tg/a），反硝化过程的压力显著增大。在

该过程中产生的一氧化氮（NO）和一氧化二氮（N2O）
等中间产物，属于重要温室气体和大气活性氮物种，

特别是 N2O，其大气浓度目前正以每年约 0. 3% 的速

度增长，且其全球变暖潜能值约为 CO2的 300 倍，并具

有极高的臭氧消耗潜势，这使得反硝化过程不仅关

系水环境治理，也与全球气候变化密切相关［3］。因

此，全方位了解反硝化过程的调控机制，对于同时实

现高效脱氮与温室气体减排具有重要意义。

随着脱氮研究的深入，人们对反硝化电子传递

的认知经历了从宏观表象到分子机制的深刻转变。

20 世纪中叶至末期的研究主要聚焦于反硝化还原酶

（硝酸盐还原酶 Nar、亚硝酸盐还原酶 Nir、一氧化氮还

原酶 Nor、一氧化二氮还原酶 Nos）的发现，及其在细

胞 膜 与 周 质 空 间 中 的 基 本 定 位 ，确 立 了 以 泛 醌

（ubiquinone）和细胞色素（cytochromes）为核心的经典

电子传递链模型［4］。进入 21 世纪初，随着生物电化

学与微观成像技术的成熟，反硝化研究逐步由胞内

电子传递拓展至群落尺度的胞外电子交换，相继揭

示 了 以 H2/甲 酸 盐 为 载 体 的 间 接 种 间 电 子 传 递

（IIET），以及依赖导电菌毛或介质的直接种间电子传

递（DIET）机制，构建起群落尺度的能量网络认知［5］。

随着化学生物工程与多组学技术的融合，人们开始

深入探讨复杂体系中微生物在电子供体/受体层面的

动态竞争博弈，并重点关注新污染物（如微塑料、抗

生素）对反硝化系统电子流向的分子干扰机制［6］。然

而，目前研究多侧重于宏观脱氮指标与功能基因丰

度的关联分析，缺乏对在不同微生物种群间以及胞

内不同代谢路径间的电子分配的机理探究，当多种

污染物共存或环境条件激烈波动时，反硝化体系的

电子流对外界压力的响应机制尚不明确。

基于此，本文从电子传递与电子分配机制出发，

对反硝化过程中的关键调控机制进行系统梳理与总

结，重点讨论微生物群落之间及胞内不同反应路径

之间的电子竞争与协同关系，并进一步分析了环境

条件、底物供给及运行参数等对反硝化系统电子流

分配及性能的影响机制，为深入理解复杂反硝化体

系运行机理，优化脱氮与温室气体控制策略提供理

论基础。

1　反硝化过程中的电子流基本理论

1. 1　异养/自养反硝化菌的胞内电子传递机制及反

硝化酶系

反硝化的本质是微生物通过受控的氧化还原反

应，将电子从底物转移至氮氧化物以维持化学渗透

梯度的过程。这一过程在胞内并非随机发生，而是

依托于一套高度保守的膜蛋白复合体和电子载体。

在典型异养反硝化体系中，有机物氧化产生的还原

作 用 主 要 以 胞 内 还 原 型 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸

（NADH）或黃素腺嘌呤二核苷酸（FADH2）的形式进

入胞内电子传递链。NADH 经 NADH 脱氢酶复合体

将 电 子 输 入 细 胞 膜 上 的 醌 类 电 子 载 体（quinone 
pool），如泛醌或甲萘醌等，形成还原态醌（QH2）。醌

池作为胞内电子汇集与再分配的重要节点，其氧化

还原状态直接影响下游反硝化酶系的电子供给强度

和路径选择。Zhao 等［7］研究发现，在含复杂电子途径

的反硝化体系中，电子通过醌池与复合体Ⅲ（细胞色

素 bc1）等物质传递至不同的载体蛋白，如周质空间中

的细胞色素 c 或小分子蓝铜蛋白，这些可溶性电子载

体在电子传递链中承担“中继”作用，从而连接到各
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级氮氧化物还原酶系。反硝化过程中，各级氮氧化

物还原由不同酶系催化完成，形成逐级还原路径：Nar
通常位于细胞膜内侧，直接从醌池获取电子；Nir、
Nor、Nos 系列还原酶通常依赖细胞色素 C（Cyt-c）或

小分子蓝铜蛋白作为电子中介［8］。由于不同氮氧化

物还原反应的中点电位存在差异，酶系对电子的争

夺既受热力学驱动影响，也受动力学参数制约。

Palmer 等［9］量化了微生物群落中 N2O 还原过程的半

饱和常数 Km，其一般处于微摩尔级别（0. 1~5 µmol/L），

表明在环境中 N2O 相对容易被 Nos 接受并还原；相比

之下，作为电子竞争起点的硝酸盐和亚硝酸盐还原

步骤往往表现出数十 µmol/L 甚至更高的 Km 值，这意

味着这些底物在微量情况下对电子供应具有更高的

动力学驱动力。

与异养反硝化菌依赖有机物氧化产生 NADH 作

为电子来源不同，自养反硝化菌通常以无机还原性

物质作为电子供体，通过无机物氧化反应获取电子

并驱动反硝化过程［10］。其中，以硫自养反硝化体系

最为常见，电子供体包括硫化物（S2-）、单质硫（S0）、

硫代硫酸盐（S2O 2
3

-）等还原态硫化合物，此外也包括

氢自养及铁自养反硝化途径［11］。许多硫氧化细菌，

如 Acidithiobacillus、A.  thiooxidans，可利用细胞质膜

上的硫化物——醌氧化还原酶（SQR）将 H2S 或 S2-氧

化为单质硫 /多硫化物，从而直接还原膜池中的醌

类［10］。周质或膜相关系统（例如 Sox 多酶复合物）将

硫代硫酸盐、硫化物及相关中间体氧化为硫酸盐；电

子传递给周质 c 型细胞色素，然后传递给醌池或末

端氧化酶［12］。这一过程与异养反硝化中 NADH 向醌

池供电子的阶段在功能上具有相似性，使醌池同样

成为电子汇集与再分配的重要节点。在电子进入醌

池之后，自养与异养反硝化体系在电子传递路径上

逐渐趋同，共同依赖 Nar、Nir、Nor 与 Nos 等酶系，完

成氮转化过程［13］。然而，自养反硝化菌在代谢策略

上存在一个重要差异，即其不仅需要利用电子供给

反硝化过程，还必须将部分电子用于 CO2 固定以合

成 细 胞 物 质 。 在 自 养 型 硝 酸 盐 还 原 铁 氧 化

（NRFeOx）微生物中，Fe（Ⅱ）氧化产生的电子中有约

12% 用于 CO2 固定，而约 88% 用于反硝化作用（主要

是 NO 生 成）［14］。 针 对 反 硝 化 硫 杆 菌（Thiobacillus 

denitrificans）进行的类似化学计量 /能量计算表明，

当 Fe（Ⅱ）作为供体时，需要大量的电子（以及质子

动力势中的质子）来提供 ATP 和还原力 NAD（P）H 以

进行卡尔文循环的 CO2 固定，通常会导致生长所需

的能量不足［15］。由于 CO2 固定过程需要还原力，通

常为 NAD（P）H，而无机供体氧化产生的电子多以较

低还原势形式进入电子传递链，因此细胞常需通过

逆向电子传递机制，将电子由醌池“提升”至更高还

原势的 NAD（P）H。

综上，尽管现有研究已系统阐明异养与自养反

硝化菌胞内电子传递链的基本结构与功能分工，明

确了醌池在电子汇集与再分配中的核心枢纽作用，

揭示了 Nar、Nir、Nor 与 Nos 等酶系在热力学梯度与动

力学参数共同作用下的电子竞争关系，但关于电子

分配主控机制仍缺乏统一框架。实际体系中电子流

向并非单纯由中点电位决定，而是受酶表达水平、膜

电位状态、醌池还原度及质子动力势等多重因素耦

合调控，其在动态负荷或电子受限条件下是否发生

优先级重构尚未被定量解析。

1. 2　胞外与种间电子传递连接微生物的能量网络

在复杂的微生物群落中，电子既可在单个微生

物细胞内部通过胞内电子传递链完成分配与利用，

也可通过胞外电子传递，实现不同微生物种群之间

的电子共享与协同代谢，从而影响群落结构与反硝

化效率。因此，反硝化不再是单一细胞的孤立行为，

而 是 通 过 种 间 电 子 传 递（interspecies electron 
transfer， IET），即间接种间电子传递（IIET）和直接种

间电子传递（DIET）所构建的协同网络。

1. 2. 1　IIET
IIET 是传统认知中最为常见的协同代谢方式，其

核心特征是电子并非直接在细胞之间传递，而是借

助可扩散的化学载体完成转移［16］。在此过程中，一

类微生物通过底物发酵或氧化反应释放还原性中间

产物，另一类微生物则利用这些中间产物作为电子

供体，实现能量代谢与电子受体还原的耦合［17］。氢

气与甲酸盐是 IIET 中最典型的电子载体［18］。在互养

代谢体系中，发酵菌或产氢菌将有机物分解为小分

子产物并释放 H2 或甲酸盐，这些分子可在液相中扩

散并被反硝化菌吸收。随后，反硝化菌通过膜结合

氢酶或甲酸脱氢酶将其氧化，将电子输入胞内电子

传递链，驱动硝酸盐及亚硝酸盐等受体的还原过程。

除了小分子代谢产物外，环境中还存在多种可逆氧

化还原物质可作为电子中介体［19］，如部分微生物分

泌的酚嗪类物质、核黄素以及腐殖质类物质均具有

可逆氧化还原特性，可在供体与受体之间循环传递
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电子。这类物质在获得电子后扩散至反硝化菌表

面，再将电子传递至膜结合还原酶，随后重新进入氧

化态并继续参与循环，从而实现远距离电子传输。

Zheng 等［20］量化了互养体系中氢气的扩散速率与反

硝化速率的耦合关系，指出在高氮负荷下，反硝化菌

会通过上调膜结合氢酶（hyn-type）的基因表达，主动

诱导 H2 向胞内流转，从而维持电子传递链的电子充

盈。Yao 等［21］通过数学建模发现，在扩散受限的生物

膜深层，IIET 提供的电子流仅能满足 Nar 的基本代

谢，这是导致低温脱氮效率下降、中间产物积累的主

要原因。因此，电子中介体可被视为连接不同功能

菌群的“电子穿梭体”，在复杂群落中对维持整体代

谢协同具有重要作用。

1. 2. 2　DIET
近年来，DIET 的发现为理解微生物群落中电子

交换机制提供了新的视角。与 IIET 不同，DIET 不依

赖可扩散中间体，而是通过细胞之间或导电材料构

建的电子通路实现电子的直接转移，从而显著降低

扩散限制，提高电子传递效率。Reguera 等［22］发现在

自然体系中，部分电活性微生物可通过导电结构实

现直接电子交换，如 Geobacter 等导电菌能够利用表

面的导电菌毛（e-pili）或外膜细胞色素蛋白与邻近微

生物形成物理连接，电子可沿这些导电结构在细胞

之间直接传递。该机制使电子流动更类似于导线传

输过程，从而提高电子交换速率并增强代谢协同程

度。此外，非生物导电材料的引入进一步拓展了

DIET 的应用潜力。磁铁矿、生物炭以及多种纳米碳

材料均具有一定导电性，可作为微生物之间的电子

传输媒介。磁铁矿/磁性生物可以介导 DIET 并供养

铁还原，可以将 DIET 速率显著提高 20%~150%［23］。

加入生物炭后，DIET 关键菌群（如 Geobacteraceae、

Methanosaetaceae、 Methanosarcina、Syntropicobacteraceae

等）明显富集，微生物网络复杂度与稳定性提升［24］。

因此，当上述材料投加至反应体系后，导电颗粒可吸

附并富集具有电子交换能力的菌株，在其表面形成

电活性生物膜，从而构建稳定的电子传递网络［25］。

这种“电子高速公路”效应可降低电子传递阻力，提

高反硝化体系在低温、低碳源或冲击条件下的运行

稳定性，并逐渐成为近年来强化生物脱氮的重要调

控策略之一。

总体而言，IIET 与 DIET 共同构成复杂微生物体

系中的胞外电子传递网络（图 1），利用热力学公式、

微 生 物 动 力 学 模 型（如 Nernst-Monod 和 Butler-
Volmer 方程）以及传递动力学定律（欧姆定律与扩散

定律），系统地定量对比了 DIET 与氢中介间接种间电

子传递 H2-MIET 在生物物理与化学机制上的差异。

使反硝化过程由单细胞代谢行为拓展为群落尺度的

能量协同过程。对这些机制的深入理解，为后续解

析不同菌群之间的电子竞争与协同关系提供了重要

理论基础。

注：S 为电子供体微生物的底物；A 为电子受体微生物的电子受体；P 和  P'为新陈代谢的产物［26］。
图 1　复杂微生物体系中的胞外电子传递网络

Figure 1　Extracellular electron transfer network in complex microbial systems
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2　反硝化体系中微生物间基于电子分配的竞争与

协同机制

2. 1　微生物间的电子竞争作用

在实际生物脱氮体系中，反硝化过程通常由异

养反硝化菌与自养反硝化菌共同参与，而电子供体

在不同代谢途径中的分配不仅影响群落结构，也决

定了系统整体脱氮性能。从电子流视角来看，电子

竞争首先发生于微生物胞内代谢层面，随后扩展至

不同功能微生物之间，并最终在混合体系中表现为

竞争与协同并存的动态关系。

2. 1. 1　异养与自养反硝化菌的胞内电子分配权衡

在反硝化功能群落内部，异养菌与自养菌的胞

内电子流向受其生理代谢特征的本质约束，形成了

独特的能量分配优先级。异养反硝化菌的电子流不

仅受瞬时底物有效性的影响，更取决于胞内碳源循

环——特别是聚羟基烷酸酯（PHAs）的分解与合成。

以 Pseudomonas Stutzeri 等模式反硝化菌为例，使用

PHB/PHA 作为碳源时，电子更优先流向反硝化链和

PHA 合 成 途 径 用 于 生 物 量 生 长［27］；不 仅 如 此 ，

Estévez-alonso 等［28］证实了在较低 DO 浓度环境中

（0. 9 mg/L），仅当硝酸盐供应充足时才能维持恒定

的 PHA 生产速率，因此反硝化过程与 PHA 生产过程

不可避免地会产生电子竞争。但近些年的研究表明

PHA 的生产与高效脱氮可以同时进行。Tu 等［29］在

好氧盛宴 /缺氧饥饿模式下，利用进水 SCOD 约为

4. 0 g/L 的热水解污泥发酵液，并在饥饿期以硝酸盐

为电子受体，配合 4 d 污泥龄及末端好氧脉冲补料的

策 略 下 ，筛 选 出 了 富 集 短 杆 菌 属 脱 氮 菌

（Brachyobacterium denitrificans，占比 60. 18%）的混合

微生物培养物，其展现出优异的 PHA 储存能力（挥

发性脂肪酸 PHA 产量达到 0. 47 g/g），同时保持卓越

脱氮性能（硝酸盐去除率达到 98%）。与异养菌不

同，自养反硝化菌（如硫氧化或氢氧化细菌）面临着

更为严苛的能量分配补偿。以典型硫驱动自养反硝

化为例，有限的硫化物电子通量需要在电子传递链

还原 NO-
3/NO-

2/N2O 与反向电子传递和 CO2 固定（卡尔

文循环）之间进行分配，体系中硫负荷率降低时，电

子优先供给 Nar，Nos 获取的电子最少，体系中 N2O 容

易积累［13］。在混和营养体系中，异养反硝化菌与自

养反硝化菌共存。两者不仅竞争氮素受体，更在电

子传递链的氧化还原平衡上存在干扰。异养菌的高

代谢速率产生的还原力可能通过改变微环境的 ORP
来抑制自养菌对无机电子供体的利用。这种竞争不

仅是底物的争夺，更是对局部微环境“电子压力”的

重塑。

2. 1. 2　反硝化菌与非反硝化菌之间的电子竞争

除反硝化菌外，废水处理体系中还存在大量非

反硝化微生物，如好氧异养菌、发酵菌及产甲烷菌

等，上述微生物同样依赖有机物或无机供体获取电

子，从而与反硝化菌形成竞争关系。在电子受体层

面的分流竞争中，硝酸盐异化还原成铵（DNRA）是反

硝化过程最主要的竞争路径。环境因子对 DNRA/反
硝化分流的影响如表 1 所示。在高 C/N 比且电子通

量过剩的微环境中，DNRA 菌凭借其 1 mol NO-
3 还原

可消耗 8 mol 电子的高容量特性，在电子获取速率上

优于仅消耗 5 mol 电子的反硝化菌［30］。这种路径选

择受胞内细胞色素电位及外部氧化还原环境的共同

驱动，直接决定了系统中氮素的最终归宿。在电子

供体层面同样存在底物截留，厌氧体系中的产甲烷

菌（Methanogens）与硫酸盐还原菌（SRB）会对反硝化

菌的电子供体（如乙酸、还原态硫化物）产生竞争性

截留。已有研究表明：只有在电子供体有限时，具有

更低半饱和常数 Km、更高最大比生长速率 μmax的群体

（如 SRB、某些反硝化菌）才更容易在 H2、乙酸等底物

竞争中胜出，即调节乳酸/SO2
4

-或 COD/SO2
4

-比值可在

反硝化/硫氧化菌/产甲烷菌之间切换主导群落：低电

子供体比时，硫氧化菌与反硝化菌占优势；高比值或

缺硫酸盐时，产甲烷与乙酸生成优势凸显。因此这

种竞争关系取决于功能菌群对底物的亲和力系数及

环境 ORP 的反馈调节［31］。

表 1　环境因子对  DNRA/反硝化分流的影响

Table 1　Effects of environmental factors on DNRA/denitrification partitioning

条件/因子

高 C/NO-3 或高 Ac/N，NO-3 限制

NO-3 充足、电子供体有限

强还原 ORP（极低 Eh）、高硫化物/有机比

金属/Cr(VI)/Cd(II)毒性抑制部分反硝化酶

倾向路径

DNRA
反硝化

DNRA
DNRA

机制要点

电子供体相对过剩，DNRA 高电子传递量占优

反硝化 1 mol NO-3 需电子少，更节能

低  ORP 和硫化物等强还原剂促进 DNRA 酶系

优化 NADH 分配，促进反硝化链受阻，电子改道至 Nrf途径

文献

[32]
[33]
[34]
[35]
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然而，目前多数研究仍停留在单因素或经验关

联层面，缺乏对“电子分配优先级”形成机制的统一

理论框架。尤其在混合营养体系中，异养菌快速代

谢所造成的局部还原环境是否会系统性压制自养电

子通路，DNRA 与反硝化分流是否主要由电子通量而

非 C/N 比主导，以及不同功能菌群之间是否存在可预

测的电子竞争阈值，仍缺乏定量证据。此外，电子竞

争不仅影响氮素去向，也可能通过重塑微环境“电子

压力”改变群落演替方向，但这一群落间的电子耦合

反馈机制尚未被系统解析。因此，未来研究亟需从

电子流守恒与分配规律出发，构建跨胞内与群落尺

度的电子竞争模型，以揭示不同功能路径在动态负

荷与电子限制条件下的优先级切换机制，为精准调

控脱氮效率与氮素归趋提供理论基础。

2. 2　微生物间电子协同机制作用

在实际污水处理体系中，异养与自养反硝化菌通

常以复合群落形式共存，形成多电子供体、多电子受

体耦合的混合脱氮网络。在该体系中，电子流向并非

由单一代谢途径决定，而是由底物结构、电子供体丰

度、空间结构以及氧化还原环境共同调控。本质上，

微生物间电子协同机制是群落尺度电子分配格局在

资源约束条件下的自组织优化过程［36］。在有机碳与

无机电子供体供应相对充足、环境条件稳定的情况

下，异养反硝化菌与自养反硝化菌通常会同时参与硝

酸盐还原过程。此时，两类菌群对电子受体的利用呈

并行状态，系统总体反硝化速率主要由不同途径代谢

速率的叠加决定［37］。由于电子供体供应较为充裕，菌

群之间更多表现为对硝酸盐等电子受体的竞争利用，

而非对电子供体的直接争夺。在混合供体条件下，外

源硫与有机碳的充足供应显著抑制内源反硝化和硝

酸盐同化还原，说明主要竞争集中在 NO-
3 这一受体层

面［38］。电极-生物膜系统中，H2与有机碳并存时，同样

能观察到电子足够但 Nir/Nos 等还原酶之间仍存在对

NO-
x 电子分配竞争的现象［35］。这种竞争关系在一定程

度上有利于维持系统代谢通量与群落多样性，使不同

功能菌群能够共同参与脱氮过程。

然而，当系统运行条件趋于不利，如外源有机碳

供应下降、电子供体不足或体系 pH 发生偏移时，菌群

之间的关系往往由竞争逐渐转向协同。对于低 C/N
废水，多个个体基础模型与生物膜实验均表明，当

C/N 为 0. 25~2，异养-自养反硝化以协同为主，出现共

聚集或空间分层而非完全排斥，即通过代谢互补与

电子共享弥补单一菌群电子供给不足的问题［39］。在

此背景下，引入无机电子供体与导电介质是一种强

化电子协同的重要策略。Zhao 等［40］通过引入碳基导

电载体证明了在缺乏碳源的废水中铁-反硝化作用

的增强，当 Fe（Ⅱ）作为唯一电子供体时，采用导电载

体构建的生物反应器实现 0. 016 h-1的反硝化速率常

数 kDN，较非导电材料系统提升 1. 7 倍。该增强效应

源于导电载体促进直接电子传递并支持电活性微生

物生长。对于 C/N 仅为 0. 76 的低浓度废水，同时采

用 Fe（Ⅱ）与导电载体的生物反应器 kDN 达到 0. 095 
h-1，较无 Fe（Ⅱ）条件提升 5 倍。机制上，一方面

Fe（Ⅱ）作为电子供体参与铁驱动反硝化过程，另一

方面通过 Fe（Ⅱ）/Fe（Ⅲ）循环在生物膜内部形成可逆

电子缓冲体系，增强胞外电子传递稳定性。群落结

构分析进一步表明，添加 Fe（Ⅱ）不仅能改变生物膜

群落的组成，还能显著提高异养条件下导电生物膜

载体中脱氮剂的富集程度。微生物分析表明，添加

Fe（Ⅱ）可富集如假单胞菌属（Pseudomonas）的电活性

细菌及黄杆菌属（Flavobacterium）等反硝化菌。这种

群落重构有助于建立以导电载体为核心的电子传递

网络，使异养与铁驱动自养反硝化过程形成互补关

系，而非单向竞争。

此外，在电子供体受限条件下，不同菌群之间往

往通过代谢中间产物交换或种间电子传递实现能量

补偿，从而维持体系电子通量的连续性。该协同机

制可概括为 3 种主要形式：代谢互补型协同、IIET 以

及 DIET。在代谢互补型协同中，异养菌首先分解复

杂有机物产生小分子中间体（如乙酸、甲酸或 H2），随

后由自养或兼性反硝化菌进一步利用这些产物完成

硝酸盐还原。此类“分步释放—逐级利用”模式可降

低单一菌群的电子压力，提高整体电子利用效率。

尤其在低 C/N 条件下，异养菌产生的微量 H2或有机酸

可成为自养反硝化的重要补充电子来源，实现跨代

谢途径的电子耦合［40］。Gao 等［41］在 Fe0-S. oneidensis-

P. aeruginosa 的共培养体系中发现 S. oneidensis 可以

从 Fe0 收集电子并经 Fe/外膜复合体直接供给反硝化

菌，弥补其自身供电子不足。在存在导电颗粒或生

物膜结构的条件下，部分研究发现不同微生物之间

还可能通过直接或间接电子传递方式建立能量连

接 ，实 现 电 子 重 新 分 配［42］。 Liang 等［43］研 究 发 现

Shewanella 与反硝化群落、厌氧氨氧化菌共存时，通

过黄素、细胞色素和导电铁矿物构建电子共享网络，
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显著提高脱氮速率、降低 NO-
2 积累。因此，在混养反

硝化体系中，竞争与协同并非彼此对立的两种状态，

而是在环境条件变化下不断调整的动态过程。当电

子供体与环境条件适宜时，体系表现为多途径并行

的竞争利用；而在资源受限或运行压力增强时，不同

功能菌群通过代谢互补与电子共享形成协同关系，

以维持整体脱氮能力的稳定。

因此从电子流动的本质来看，微生物间协同并

非简单的“互利共生”，而是群落尺度电子分配格局

的重构过程。在电子供体受限条件下，单一菌株往

往难以同时满足还原当量平衡与能量收益最大化的

需求，导致电子在胞内积累或末端还原受阻。通过

代谢中间产物交换或种间电子传递，不同菌群可建

立跨物种电子通路，降低单细胞电子压力，提高还原

当量再氧化效率，并优化自由能捕获效率。这种群

落层面的“电子经济学优化”机制，使体系在低资源

条件下仍能维持稳定电子通量与脱氮功能。

3　影响反硝化电子传递的关键因子

反硝化过程中的电子传递并非孤立的生物化学

反应，而是受环境条件、底物特性及共存物质共同驱

动与调控的复杂动力学过程。电子流的产生、传递

速率以及在不同还原酶之间的分配比例，直接决定

了脱氮系统的转化效率与中间产物（如 NO-
2、N2O）的

积累水平。研究表明，影响这一过程的核心因素可

归纳为以下 4 个维度：1） 碳源特性，它作为电子供

体，通过代谢途径的多样性决定了胞内还原力（如

NADH）的供给强度；2） pH 值与质子动力势，它们构

成了电子传递的环境势场，通过调节跨膜质子梯度

与酶中心稳定性来影响呼吸效率；3） 氧化还原电位

（ORP），它作为热力学驱动力，决定了电子由供体向

受体流动的自发性与强度；4） 共存污染物（如微塑

料、抗生素、重金属等），则通过诱导氧化胁迫、抑制

关键酶蛋白或干扰胞外电子传递网络，改变电子流

的分配方向与通量强度。以上因素交织作用，共同

调控反硝化电子传递链的动态网络。

3. 1　碳源特性影响电子流的源头供给与代谢流向

在反硝化体系中，碳源不仅为细胞提供合成所

需的碳骨架，同时也是驱动电子流动的主要来源。

碳源的化学结构与降解途径直接影响胞内还原力生

成速率，从而决定电子池的充盈程度与电子流分配

方式。碳源结构的复杂程度决定代谢快慢。不同碳

源对电子池和中间产物的典型影响如表 2 所示。易

降解碳源（如乙酸盐、甲醇等）可通过特定代谢途径

迅速进入中心代谢循环，快速生成大量 NADH，为电

子传递链提供高通量电子流［44］，快速释放电子的模

式虽可显著提升反硝化速率，但若电子传递速率与

下游还原反应不同步，则可能导致中间产物（如 NO-
2）

阶段性积累。若电子供应大于下游酶（Nir、Nor、Nos）
处理能力，易造成 NO-

2、NO、N2O 的阶段性积累：在葡

萄糖组中，NO-
2、NO、N2O 的最大积累量分别是乙醇组

的 1. 5，7. 4，26. 6 倍，说明“电子-酶活不同步”会放大

中间产物风险［45］。

相比之下，复杂有机物（如淀粉、纤维素等）需经

胞外水解及逐级代谢过程，其电子释放呈现持续而

缓慢的缓释特征，有助于维持电子供给与还原反应

之间的平衡，从而增强系统运行稳定性。农业废弃

物如玉米芯、小麦秸秆等或木质基碳源中，功能

CAZymes（糖苷水解酶等）与糖酵解关键酶（GAPDH、

PK 等）富集以保证电子持续供应，使长期脱氮效率可

与乙酸相当，同时减弱瞬时负荷冲击［49］。不同碳源

在分解过程中产生的还原型电子载体比例存在差

异，如 NADH 与 FADH2生成比例不同，进而影响电子

进入电子传递链的方式。Leng 等［50］在异养硝化-好

氧 反 硝 化（HNAD）过 程 中 分 离 出 一 种 名 为

Acinetobacter johnsonii ZHL01 的菌株，氮平衡分析表

明，该菌株可分别同化 58. 29% 和反硝化 16. 58% 的

氮。同化作用、硝化/反硝化作用及呼吸作用过程均

受小分子碳源不同代谢途径产生的还原型烟酰胺腺

表 2　不同类型碳源对电子池和中间产物的典型影响

Table 2　Typical effects of different carbon sources on electron pool and intermediate products

碳源类型

乙酸/乙醇/甲醇

葡萄糖等可发酵小分子

纤维素/木质生物质

可降解聚合物/PHB

代谢特征与电子释放

快速进入中心代谢，NADH 生成速率高，

ETS 活性高

代谢途径更复杂、调控层级多

先水解后利用，DOC 缓释

内/外源缓释，兼具储碳与供电子

中间产物/稳定性特征

反硝化速率高；若酶系不同步，NO-2、NO、N2O 易峰值积累

可能出现更严重 NO-2、N2O 积累或旁路（DNRA、同化）增强

总速率略低但运行平稳；部分成分（木质素）限制降解、提高残留 DOC
优化 NADH 分配，促进反硝化而抑制副产物与过度生物量生成

来源

[44]

[46]
[47]
[48]
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嘌呤二核苷酸（NADH）浓度调控。当某些底物利用

过程中 FADH2 比例上升时，电子进入醌池的方式发

生改变，从而影响醌池整体氧化还原状态。

3. 2　pH 值影响质子动力势（PMF）与酶中心稳定性

pH 不仅影响微生物生长环境，同时也是电子传

递链运行的重要调节因子。由于反硝化过程本质上

为电子与质子协同传递反应，pH 变化直接影响电子

传递效率。在中性细菌中，即使外界 pH 值在 5. 5~
9. 0，胞质 pH 值通常也能被稳定维持在 7. 5~7. 7，因
此 pH 主要通过作用于周质/胞外侧来影响电子传递

链和 PMF［51］。所以在多种 N 转化酶中，随着 pH 偏离

中性，电子与质子的协同传递效率将逐步下降，导致

整体呼吸效率降低［52］。

根据化学渗透理论，反硝化过程中电子沿电子传

递链传递的同时，质子被排出胞外，从而形成跨膜质

子梯度并驱动 ATP 合成。当环境 pH 降低时，胞外质

子浓度升高，质子外排阻力增加，导致跨膜质子梯度

形成受阻，从而对电子传递过程形成反馈抑制，降低

整体呼吸效率。反硝化四步反应对应的酶对 pH 的耐

受度存在显著差异。其中，Nos 酶对酸性环境极度敏

感。在低 pH（<6. 5）条件下，Nos 酶的活性中心（CuZ 
cluster）易发生构型改变，导致其获取电子的能力断崖

式下降［53］。在碱性侧（pH>7. 5），部分酶（如 cNOR）因

质子转运受限，周转率可随着 pH 值上升而降低 20 倍

以上，而 Nos 酶在 pH<7. 0 时无法正确组装，综合导致

中性偏碱环境（pH=7. 0~7. 5）下常表现为 N2O 净生成

的峰值区，pH≈8时 N2O消耗能力增强［51］。

3. 3　氧化还原电位（ORP）调节电子传递的热力学驱

动力

ORP 可被视为体系整体电子供受状态的宏观指

标，反映电子供体与受体之间的热力学势差，从而决

定电子流动方向与强度。反硝化通常在中低 ORP 条

件（ -50~ -300 mV）下 最 活 跃 。 以 Ochrobactrum 

anthropi为例，硝酸盐还原只在 ORP 为-70~-80 mV 下

启动，进一步降低初始 ORP 可显著增强酶活和反硝

化效率，说明足够“还原”的环境是电子链全速运行

前提［54］。反硝化电子传递链本质上为电子由高能级

向低能级逐级释放能量的过程。当体系 ORP 降低

时，通常表明环境中电子供给能力增强，使电子供体

与受体之间的电位差增大，从而为电子传递提供更

大的驱动力。在种间电子传递中，核黄素、腐殖质等

中介体需在氧化态与还原态之间交替。ORP 决定了

这些中介体的存在形式。如果 ORP 过高，中介体倾

向于保持氧化态，无法携带电子；如果 ORP 过低且缺

乏电子受体，中介体则会被“过度还原”，失去循环能

力。比如在 Shewanella-Methanosarcina 和多种地杆菌

共培养的体系中，腐殖质/核黄素作为电子穿梭体，需

在一个既能被还原又被再氧化的 ORP 区间内维持循

环，可将种间电子传递速率提高 2~3 倍以上［52］。因

此，维持一个动态平衡的 ORP 范围是保障 IET 协同高

效运行的前提。

3. 4　共存污染物对电子传递链的干扰机制

随着环境问题的演变，微塑料、抗生素及重金属

等共存污染物对反硝化电子流的干扰成为近年研究

的热点。许多共存污染物（如纳米银、光化学活性物

质）会诱导微生物产生活性氧（ROS）。为了清除

ROS，微生物被迫将原本用于反硝化的电子流转向防

御系统（如谷胱甘肽还原途径），显著降低了系统脱

氮效率。Pang 等［55］发现微塑料可与纳米 CuO 形成团

聚，并且改变铜离子释放与氧化应激水平，对糖酵解

和 NADH 电子转移相关基因的抑制在共暴露条件下

会部分恢复，表现为对单一污染物毒性的“拮抗”调

节。类似地，在好氧颗粒污泥中，长期暴露于微/纳米

塑料后，群落内群体感应（QS）削弱，活性代谢物（如

核黄素）供应不足，胞外电子传递能力下降 12%~
20%，反硝化电子传递链活性降至对照的约 63%，直

接导致脱氮效率下降［56］。

同时，部分重金属离子（如 Cu2+、Zn2+）可能与关键

酶蛋白活性中心结合，破坏电子传递通路，使电子无

法顺利传递至末端还原反应。Cu2+与溴阻燃剂 TBBPA
共存时，进一步抑制电子传递相关基因和关键脱氮酶

活性，并通过刺激胞外聚合物（EPS）分泌阻碍底物跨

膜传输，导致电子供体不足与电子传递活性双重下

降，氮去除率下降 24. 5%［57］。Zn2+在同步部分亚硝化、

厌氧氨氧化与反硝化（SNAD）体系中积累于胞内，诱

导氧化胁迫，增加电子传递阻抗、降低黄素/细胞色素 c
含量和 ATP 水平，导致多种脱氮相关酶活性下降，且

暴露扰乱了 QS机制，导致调节胞外电子传递和微生物

代谢的酰基高丝氨酸内酯（AHLs）分泌减少，进一步削

弱胞外电子传递与代谢网络［58］。长期暴露于污染物

压力环境下，微生物可能通过调整基因表达以适应环

境变化，部分与电子传递相关的蛋白表达可能下降，

从而在群落层面降低电子流分配效率。PFOA 暴露

下，携带抗性基因的反硝化菌被强烈富集（脱氮菌相
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对丰度为 67. 8%），在 Fe（Ⅱ）作为电子供体的条件下，

经孔蛋白-细胞色素 c 胞外电子传递系统强化硝酸还

原，总氮去除率提高 178. 6%［59］。

为降低共存污染物对反硝化电子传递链的干

扰，近年来相关研究逐步从“毒性识别”转向“调控缓

解”与“系统适应”层面的机制优化。首先，在过程调

控层面，通过调节 C/N 比、投加缓冲碳源或构建缓释

型电子供体体系，可在一定程度上弥补因 ROS 清除

或酶失活造成的电子流损耗，从而维持电子传递链

的基本通量［60］。其次，投加导电材料（如生物炭、磁

铁矿、石墨烯等）或天然电子穿梭体，可强化胞外电

子传递（EET）网络，提高电子在群落间的分配效率，

减轻污染物对单一酶促路径的抑制效应［61］。研究表

明，复合菌群在重金属耐受与去除上显著优于单菌，

通过代谢互补、不同金属抗性系统与电子利用途径

的协同，实现更高的金属还原或固定效率［62，63］。

综上所述，无论是碳源类型、pH 条件、ORP，还是

共存污染物胁迫，其对反硝化过程的影响本质上均

可归结为对电子流供给强度、传递路径与分配结构

的重构。然而，现有研究多集中于单因素效应或酶

活/基因表达层面的表征，缺乏从“电子通量平衡”与

“电子流网络重构”角度出发的统一理论框架。不同

环境扰动下电子供给速率、酶催化能力与电子竞争

路径之间的耦合阈值尚未被定量解析，电子在多功

能菌群间的分配机制亦缺乏系统模型支撑。因此，

构建以电子通量为核心的多尺度耦合模型，揭示环

境因子驱动下电子流失衡与 N2O 选择性积累的内在

机制，是推动反硝化调控理论由经验优化迈向机制

预测的关键科学问题。

4　挑战与展望

4. 1　挑 战

首先，电子通量的原位量化手段依然匮乏。目

前对于电子流分配的讨论多基于宏观底物变化或末

端产物的推导。 Jin 等［64］通过计算电子产量与 NO-
3/

COD 变化，可定量电子分配到硝酸、氧等受体的比

例，如单室反硝化微生物燃料电池中定量得出 16. 7%
电子被 NO-

3 消耗，其他流向 O2。然而，在实际反硝化

体系中，电子传递过程具有显著的空间与时间非均

一性，尤其在生物膜和颗粒污泥内部，微环境条件在

微米尺度上即可发生显著变化，不同微区可能同时

存在电子竞争与协同过程。如何在复杂结构内部实

现电子流的原位监测，成为当前研究的重大技术挑

战。传统三电极体系下的恒电位/计时电流、循环伏

安法（CV）、电化学阻抗谱法（EIS）已广泛用于表征反

硝化生物阴极和电活性生物膜的整体电子通量与传

递阻抗，可反推出限制步骤和形式电位，但仍属于平

均信号［59］，难以直接揭示细胞间乃至酶分子尺度的

电子传递速率与路径。电化学技术多适用于生物电

化学体系，在传统活性污泥系统中空间分辨率有限；

此外，NADH/NAD+比值的测定通常需要破坏细胞结

构，难以实现真正意义上的原位、动态追踪。因此，

发展高分辨率、低干扰的电子通量原位监测技术，仍

是未来该领域的重要突破方向。

其次，微生物间的电子关系并非始终处于竞争

状态，在特定条件下可能转变为电子共享或代谢协

同。具体表现为在合成代谢体系中，当底物浓度低、

反应靠近热力学极限时，单一菌种难以获得足够的

吉布斯自由能 ΔG，往往通过氢/甲酸或 DIET 建立热

力学互赖的合成营养关系，从竞争向协同转变［26］。

然而，目前关于这一转换发生的条件与阈值仍缺乏

系统认识。如在何种碳源浓度、电子供体供应水平

或氧化还原环境条件下，菌群会从各自独立利用底

物的竞争模式转向种间协同利用电子的状态，尚未

形成统一的判别标准。现有研究多基于实验现象观

察，缺乏对电子流密度、电子受体利用效率及能量收

益等关键参数，且导电材料或电子中介体投加虽然

被证实可促进种间电子传递［23］，但长期运行中是否

会导致微生物对外部电子传导路径产生依赖，仍缺

乏长期系统性研究。这一问题直接关系到电子调控

策略在工程实践中的稳定性与可持续性。

最后，目前广泛应用的反硝化动力学模型，如活

性污泥数学模型，多基于底物浓度和经验动力学参

数进行描述［65］，未能将胞内电子载体状态（如 NADH/
NAD+）或电子传递过程作为独立变量纳入模型体系，

这使得模型在复杂工况中预测能力明显受限。此

外，在共存污染物干扰、电化学辅助脱氮或导电材料

强化体系中，电子传递路径可能发生重构，而传统模

型难以捕捉这些变化，导致预测误差显著增大。因

此，将电子载体状态、电子竞争过程及种间电子传递

机制纳入模型体系，构建基于电子流分配的新脱氮

模型，是未来重要发展方向。

4. 2　展 望

针对上述挑战，未来反硝化电子传递领域的研

究应聚焦于以下方向：
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1）在机制解析层面，应建立“电子通量可测化”

的原位表征体系，而非仅停留于宏观 ORP 或功能基

因表达指标。未来研究可围绕以下技术组合展开：

结合单细胞拉曼光谱与稳定同位素标记，定量解析

不同功能菌在电子供给条件变化下的代谢通量分

配；利用高分辨扫描电化学显微镜测定生物膜或颗

粒污泥表面微区电子释放速率，构建空间电子流分

布图；通过体外重构关键酶（Nar、Nir、Nos）反应体系，

测定其在不同还原型辅酶比例下的电子竞争动力学

参数。上述方法可建立“电子供给速率-酶催化能

力-中间产物积累阈值”的定量关系，为 N2O 形成的预

测模型提供实验参数。

2）在调控路径层面，应从“增强电子通量”转向

“精准电子分配”。未来研究可重点验证 3类可操作策

略：构建缓释型固相碳源体系，通过控制水解速率实

现电子释放与酶处理能力的匹配，并量化其对 N2O/N2
产率比的影响；筛选具有明确氧化还原电位窗口的天

然电子中介体（如腐殖质衍生物），并系统测定其在不

同 ORP 区间内的循环效率与电子转移常数；在低 C/N
体系中引入微电场调控，通过外加低电位定向增强

Nos 酶电子供给，验证 N2O 还原速率是否显著提升。

上述策略均应以电子通量变化和气体产物分布为核

心评价指标，而非仅以总氮去除率作为判断标准。

3）在碳中和背景下，反硝化电子传递的研究将

超越氮循环本身。在工程转化层面，应探索电子流

导向型反硝化系统构建。未来研究可在实验尺度反

应器中建立生物电化学耦合系统，将有机废水中的

电子部分导入阴极驱动特定还原反应，并比较“传统

异养反硝化”与“电辅助反硝化”在碳源消耗强度与

温室气体排放方面的差异。同时，可设计光电半导

体-微生物耦合微反应器，测试光生电子对 Nos 活性

与 N2O 净排放的影响，并评估其能量输入/脱氮收益

比。通过建立明确的能量-电子-氮转化效率评价体

系，判断其工程可行性，而非停留在概念验证阶段。
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