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摘 要：固氮蜡色杆菌(Cereibacter azotoformans)具备高效的氮、磷去除能力，且对水生动物有益

生功能，被广泛应用于水产养殖水质调节与渔业病害预防。目前，该菌是否具备同步反硝化聚磷

(denitrifying polyphosphate-accumulating, DPA)功能尚属未知。【目的】明确固氮蜡色杆菌的 DPA 表

型，并解析其分子调控机制。【方法】以固氮蜡色杆菌 ATCC 17025 菌株为研究对象，基于 DPA

产生条件对其代谢特点进行表征，明确是否具有 DPA 表型；通过基因敲除、DNA 亲和纯化测序

(DNA affinity purification sequencing, DAP-seq)及生理生化分析等手段系统研究双组分系统 NtrX/Y

在 ATCC 17025 菌株 DPA 代谢中的调控作用。【结果】固氮蜡色杆菌 ATCC 17025 表现出典型

DPA 表型：厌氧阶段释放磷酸盐，缺氧阶段过量吸收磷酸盐并与反硝化协同，实验结束时硝酸盐

降解率达到 95%，磷酸盐去除率则超过 90%。敲除 ntrY 导致该菌丧失 DPA 表型，特别是环境中

的磷酸盐浓度不仅未下降反而持续上升，且胞内聚羟基脂肪酸酯(polyhydroxyalkanoates, PHAs)的

合成峰值较野生型(0.11 mg/mL)显著降低。DAP-seq 分析表明，NtrX 可直接调控该菌反硝化关键

基因(nirK、norB/C)和聚羟基脂肪酸酯合成基因 phaC，从而协同调节其反硝化与聚磷代谢。【结

论】本研究证实不产氧光合细菌固氮蜡色杆菌具有优异的 DPA 能力，并揭示了 NtrX/Y 双组分系

统在该过程中的重要调控作用机制，有望为同步脱氮除磷微生物资源开发提供新的理论依据。
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An anoxygenic phototrophic bacterium Cereibacter azotoformans 
with simultaneous denitrifying and polyphosphate-accumulating 
capabilities and its molecular regulation mechanism

WANG Shilong, LIU Shuliang, ZHOU Bo, XING Xianchun, QI Zhengliang*, LIU Xinli

Shandong Provincial Key Laboratory of Biosensing and Microbial Intelligent Metabolic Regulation, Qilu University of 

Technology (Shandong Academy of Sciences), Jinan, Shandong, China

Abstract: Cereibacter azotoformans has been widely applied in the water quality regulation and 
disease prevention of aquaculture owing to its efficient nitrogen and phosphorus removal capacity 
as well as its probiotic effects on aquatic animals. However, whether this bacterium possesses both 
capabilities of denitrification and polyphosphate accumulation (DPA) remains unclear. [Objective] 
To identify the DPA phenotype of C. azotoformans and to elucidate its underlying molecular 
regulation mechanism. [Methods] Using the C. azotoformans strain ATCC 17025 as a model, we 
first examined its metabolic characteristics under DPA-inducing conditions to determine the 
presence of a DPA phenotype. Subsequently, gene deletion, DNA affinity purification sequencing 
(DAP-seq), and physiological and biochemical analyses were employed to systematically 
investigate the regulatory role of the NtrX/Y two-component system in DPA of the model strain. 
[Results] The C. azotoformans strain exhibited a typical DPA phenotype: releasing phosphate 
during the anaerobic stage and excessively absorbing phosphate in synergy with denitrification 
during the anoxic stage. At the end of the experiment, the nitrate degradation rate reached 95%, and 
the phosphate removal rate exceeded 90%. The deletion of ntrY resulted in the loss of the DPA 
phenotype. Particularly, the environmental phosphate concentration continuously increased rather 
than decreased, and the peak synthesis of intracellular polyhydroxyalkanoates (PHAs) was 
significantly impaired compared with that of the wild type (0.11 mg/mL). DAP-seq analysis 
revealed that NtrX directly targeted key denitrification genes (nirK and norB/C) as well as the 
PHAs synthesis gene phaC, thereby coordinately regulating denitrification and polyphosphate 
metabolism. [Conclusion] This study demonstrates that the anoxygenic phototrophic bacterium 
C. azotoformans possesses excellent DPA capabilities, and it reveals a central regulatory role of the 
NtrX/Y two-component system in this process. These findings offer a new theoretical basis for the 
development of microbial resources for simultaneous nitrogen and phosphorus removal.
Keywords: Cereibacter azotoformans; denitrification and polyphosphate accumulation; two-component 
system; molecular regulation mechanism

随着全球陆基集约化水产养殖的快速发展，

水产养殖尾水已逐渐成为一种棘手的新型污染

源[1]。此类微污染水体总体污染负荷较低，主要

污染物为氮、磷及有机物；其污染物组成相对

稳定，但具有废水产生量大、排放时段集中的

特点。研究表明，生物处理技术尤其是以微生

物为核心的处理工艺非常适用于此类污水的治

理[2]。水产养殖污水处理的核心目标在于降低
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氮、磷污染负荷。传统治理手段受相关微生物代

谢特性的限制，污水中的反硝化与除磷过程通

常被设计为相互独立的处理单元[3]。反硝化聚磷

微 生 物 (denitrifying polyphosphate-accumulating 

organisms, DPAOs)的发现，使污水处理过程中反

硝化与除磷的同步实现成为可能[4]。将 DPAOs

应用于污水处理具有显著优势：其可实现“一碳

两用”，从而大幅降低外加有机碳源的需求[5]；

同时，该过程在厌氧-缺氧条件下运行，无需额

外供氧，可有效降低运行成本[6]。因此，基于

DPAOs 的废水同步脱氮除磷技术有望成为一种

新型、高效且经济的水产养殖污水治理策略。

目前， DPAOs 主要分离自假单胞菌属

(Pseudomonas)、索氏菌属 (Thauera) 和嗜水气

单胞菌属 (Aeromonas)[7]等，而在不产氧光合

细菌 (anoxygenic phototrophic bacteria, APB)中尚

未有 DPAOs 的报道。固氮蜡色杆菌(Cereibacter 

azotoformans)属于紫色非硫细菌，根据 KEGG

数据库对固氮蜡色杆菌 ATCC 17025 全基因组序

列的注释，其基因组内具有完整且成簇排布

的不产氧光合作用完整基因簇，包括编码光

反应中心的 puf 和 puh 操纵子、负责捕光天线

合成的 puc 操纵子以及参与细菌叶绿素合成的

bch 基因簇，证实固氮蜡色杆菌为不产氧光合

细菌(APB)[8-9]。因此，本研究旨在探究固氮蜡

色杆菌是否具有同步反硝化聚磷 (denitrifying 

polyphosphate-accumulating, DPA)能力。本研究

的开展有望进一步拓展 DPAOs 的微生物资源

库，从而为水产养殖污水的生物处理提供了一

种新的潜在功能菌。

双组分系统(two-component system, TCS)广

泛存在于细菌中，是许多细菌感知环境变化

并启动相关代谢反应(如反硝化作用)的关键调

控元件[10]。典型的 TCS 由成对的组氨酸激酶

(histidine kinase, HK)和响应调节蛋白 (response 

regulator, RR)构成。HK 的活性及其催化方向决

定 RR 的磷酸化水平，进而调控靶基因转录强

度[11]。NtrX/Y 双组分系统最早在茎瘤固氮根瘤

菌(Azorhizobium caulinodans)中被鉴定，随后发

现其在多种细菌中广泛分布并具有多样化的

生理功能[12]。例如，在草螺菌 (Herbaspirillum 

seropedicae)中，NtrX/Y 系统参与硝酸盐还原代

谢调控[12]；在荚膜红细菌(Rhodobacter capsulatus)

中，该系统不仅调控氮代谢，还控制光合生长

所必需的光反应中心的合成[13]。本课题组前期

研究已证实 NtrX/Y 系统可调控固氮蜡色杆菌的

反硝化过程，但该双组分系统能否介导其 DPA

功能仍有待阐明。

本研究主要目的是阐明 NtrX/Y 双组分系统

调控固氮蜡色杆菌 ATCC 17025 菌株 DPA 代谢

的分子机制。首先，验证固氮蜡色杆菌是否

具有 DPA 表型，其次明确 NtrX/Y 系统对固氮

蜡色杆菌 DPA 能力是否具有调控作用；在此

基础上，采用遗传操作技术、生理生化分析以

及 DNA 亲和纯化测序(DNA affinity purification 

sequencing, DAP-seq)等技术解析其调控机制。

本研究有望为蜡色杆菌属 APB 菌株在水产养殖

尾水处理中实现氮磷同步去除的应用奠定理论

基础。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　菌株、培养基及培养条件

固氮蜡色杆菌 ATCC 17025 菌株及其相应突

变株接种于 NH1 培养基中，于 30 ℃、200 r/min

条件下培养 12 h 作为种子液[14]。本研究所使用

的菌株及质粒信息见表 1。种子制备方法如下：

从甘油保藏管中挑取一环固氮蜡色杆菌 ATCC 

17025 菌苔，在 NH1 固体培养基上划线分离纯

种，平板倒置后置于 30 ℃恒温培养箱中培养，

待形成红色单菌落(2−4 d)。随后挑取单个菌落

接种于 NH1 液体培养基中，于 30 ℃、200 r/min

条件下振荡培养，直至菌液 OD600>1.0 (通常为

1−2 d)，作为种子菌液。接种前，将种子菌液于

6 000×g 离心 10 min，弃上清后用质量分数

0.85% 的无菌生理盐水重悬。在固氮蜡色杆菌突
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变菌培养中需要加入卡那霉素，其终浓度为

25 μg/mL。

1.2　固氮蜡色杆菌在合成污水中的反硝

化聚磷代谢分析

采用两阶段(厌氧/缺氧)培养策略研究固氮蜡

色杆菌 ATCC 17025 的 DPA 代谢，实验装置如

图 1A 所示。厌氧阶段：用 N2 充分置换反应器

中的溶解氧(dissolved oxygen, DO)，随后紧固夹

具以建立厌氧条件，此时培养基中溶解氧(用电

极测定)<0.2 mg/L。缺氧阶段：松开夹具以允许

空气进入，通过开闭排气管调节培养液中溶解

氧维持在 0.2−0.7 mg/L。

采用人工合成污水培养基开展上述研究[15]。

其中，无水乙酸钠、NH4Cl/KNO3 和 K2HPO4 分

别模拟污水中的碳、氮和磷污染物。ΔntrY 突变

株在谷氨酰胺为唯一氮源的条件下生长良好，

因此培养 ΔntrY 时将 NH4Cl 替换为谷氨酰胺

(ntrY 缺失使细胞无法利用胞外 NH4Cl，否则将

完全抑制菌体生长)。

厌氧阶段操作：取体积分数 10% 种子菌接

种于 800 mL 人工合成污水培养基中(反应器工

作体积 1 000 mL)，30 ℃培养 48 h。缺氧阶段操

作：向培养液中加入 KNO3，使其终浓度达到

30 mg/L，继续 30 ℃培养 60 h。培养过程中，每

12 h 取样 10 mL，8 000 r/min 离心 5 min，上清

液可立即分析或−20 ℃保存备用。同时，整个实

验维持 12 h 光照/12 h 黑暗循环，光照由全光谱

LED 灯提供，光照强度控制在 5 000−6 000 lx。

1.3　生物信息学分析

从 KEGG 数据库(https://www.genome.jp/kegg/)

中获取固氮蜡色杆菌 ATCC 17025 的 NtrB、

NtrC、NtrY 和 NtrX 氨基酸序列。利用 SMART

保守结构域数据库(https://smart.embl.de/)对上述

蛋白的主要结构域及螺旋-转角-螺旋(helix-turn-

helix, HTH)基序进行鉴定。采用 Predict Protein

数据库(https://predictprotein.org/)预测 NtrY 的跨

膜 结 构 ， 同 时 利 用 SWISS-MODEL 数 据 库

(https://swissmodel. expasy. org/interactive)对蛋白

质三级结构进行预测。NtrX 的磷酸化位点及

NtrY 的组氨酸残基通过 Pfam 软件(InterPro)进行

分析鉴定。

1.4　RNA 提取及实时荧光定量逆转录

PCR (RT-qPCR)

在缺氧阶段，于选定时间点收集 ATCC 

17025 菌体，常温 6 000 r/min 离心 10 min 去除

上清后，于−80 ℃保存备用。采用 TRIzol 法提取

菌体总 RNA，并使用 First cDNA Synthesis Kit 

(北京鼎国昌盛生物技术有限公司)反转录合成

cDNA。荧光定量逆转录 PCR (reverse transcription 

quantitative PCR, RT-qPCR)反应体系：cDNA 模

板 1.0 μL，2×SuperReal PreMix Plus 5.0 μL，正、

反向引物(10 μmol/L)各 0.4 μL，ddH2O 补充体系

至 10.0 μL。混合均匀后使用实时荧光定量 PCR

仪(ThermoFisher Scientific 公司)进行检测。扩增

条件：95 ℃ 15 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，共

40 个循环。以 16S rRNA 基因为内参基因，对

不同样品间的基因表达水平进行标准化处理，

表1　本研究所用菌株及质粒

Table 1　Strains and plasmids used in this study

Strains and plasmids

Wild-type (WT)

ΔntrY

WT/op

ΔntrY/ntrY

pBBR1MCS-2

Description

Cereibacter azotoformans ATCC 17025

ntrY markerless deletion mutant

WT harboring pBBR1MCS-2

ΔntrY harboring pBBR1MCS-2::ntrY

Ori pBBR1, lacZa, Kmr, used for gene overexpression

Resource

Lab preservation

Lab preservation

Lab preservation

Lab preservation

Lab preservation
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具体引物序列见表 2。通过 2−ΔΔCt 方法对数据进

行相对定量分析。

1.5　DNA 亲和纯化测序

DNA 亲和纯化测序(DNA affinity purification 

sequencing, DAP-seq)是一种用于研究转录因子与

DNA 相互作用的高效技术。与染色质免疫共沉

淀测序(chromatin immunoprecipitation sequencing, 

ChIP-seq)相比，该方法无需制备转录因子特异

性抗体[16]。DAP-seq 的基本流程如下：首先，

提取固氮蜡色杆菌 ATCC 17025 的基因组 DNA，

并构建 NtrX 表达载体；其次，对部分基因组

DNA 进行片段化处理，通过琼脂糖凝胶电泳筛

选 100−500 bp 片段，构建亲和测序文库；将纯

化的 NtrX 蛋白与 DNA 文库在体外孵育，利用

磁珠特异性富集与 NtrX 蛋白结合的靶 DNA 片

段；最后，将洗脱回收的 DNA 片段(DAP-seq 文

库)进行高通量测序。下机数据比对至 ATCC 

17025 参考基因组后，采用 MACS2 软件进行全

基因组结合峰(peak calling)识别，并利用 MEME 

Suite 工具包进行核心结合基序 (motif)的预测

分析[17]。

1.6　细胞内多聚磷酸盐及多聚羟基脂肪

酸酯测定

分别在实验过程的 48、72、96 h 取野生型

(WT)和 ΔntrY 菌株的菌悬液各 1.5 mL。样品于

4 ℃、10 000 r/min 离心 15 min，弃去上清。将

菌体沉淀置于 1.0 mL 20 mmol/L HEPES 缓冲

液 (pH 7.0)中充分涡旋重悬后，再次于 4 ℃、

10 000 r/min 离心 15 min[18]，弃去上清。随后将

图1　固氮蜡色杆菌的DPA过程

Figure 1　Denitrifying polyphosphate-accumulating process of Cereibacter azotoformans. A: Physical diagram 

of the culture experimental apparatus; B: Changes in the concentrations of various indicators during anaerobic 

and anoxic cultivation processes (DO was <0.2 mg/L during anaerobic stage and was maintained among 

0.2−0.7 mg/L during anoxic stage); C: Fluorescence microscope image of intracellular poly-P.

表2　用于RT-qPCR的引物

Table 2　Primers used for RT-qPCR

Primer names

16S-F

16S-R

ntrY-F

ntrY-R

ntrX-F

ntrX-R

Primer sequences (5′→3′)

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

TACGGCTACCTTGTTACGACTT

CTTTGACGATGTGACCGATCT

GTCAGCGGGTTCTTGATCTC

GCTCGAGAAGGTCACGAAAT

CCCGAGTTGGAATGGATGAA
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菌体沉淀重悬于 1.0 mL HEPES 缓冲液中。取

0.3 mL 菌悬液加入 1.5 mL 离心管中，加入 0.1 mL 

100 μmol/L DAPI 溶液[19]，充分涡旋混匀后，于

室温避光条件下孵育 10 min；随后于 4 ℃、

10 000 r/min 离心 3 min，弃去上清[20]。菌体沉

淀用 HEPES 缓冲液洗涤 1 次，并重悬于 1.0 mL 

HEPES 缓冲液中。取 10 μL 重悬液滴加于载玻

片上，加入香柏油后，在荧光显微镜下使用

100×油镜物镜和 10×目镜进行观察。以 488 nm

为激发波长，在 500−560 nm 波段采集绿色荧光

信号，用于表征 DAPI-多聚磷酸盐复合物的荧光

强度[21]。

尼罗红可快速穿透悬浮细胞，实现细胞内

多聚羟基脂肪酸酯(polyhydroxyalkanoates, PHAs)

的快速检测，其染色后细胞的荧光强度与 PHAs

含量呈正相关关系[22]。以二甲基亚砜为溶剂配

制尼罗红储备液，终浓度为 80 μg/mL，用于菌

体染色。在 0、24、48、72、96 h 取适量菌液，

12 000 r/min 离心 5 min 收集菌体沉淀，并通过

涡旋振荡以纯水重悬，将所有时间点细胞悬液

调整为 OD600=0.8。随后向 1.0 mL 菌悬液中加入

50 μL 尼罗红染色液，室温孵育 30 min 以完成

染色；染色结束后，于 12 000 r/min 离心 5 min，

弃去上清。菌体沉淀以纯水重悬并洗涤 1 次，

最终重悬于 1.0 mL 纯水中。荧光测定时，取

200 μL 重悬后的菌液加入 96 孔板中，每个样品

设置不少于 2 个重复孔。采用荧光酶标仪进行检

测，激发波长为 535 nm，发射波长为 595 nm。

通过与 PHAs 标准曲线对比计算样品中的 PHAs

含量[23]。

1.7　生物量、脱氮除磷理化指标测定及

数据分析

细 胞 密 度 采 用 UV2300 Ⅱ 分 光 光 度 计

(Techcomp 公司)在 600 nm 波长下测定(OD600)。

细胞干重 (dry cell weight, DCW)与吸光度的关

系为：1 OD600 对应 0.40 g DCW/L。硝酸盐氮

(NO3
−-N) 采用紫外分光光度法测定 ( 分别在

220 nm 和 275 nm 处测量吸光度)；亚硝酸盐氮

(NO2
−-N)采用 N-(1-萘基)-乙二胺分光光度法测

定。上述指标检测的具体操作步骤参照文献[15]。

磷酸盐(PO4
3−-P)采用铵-钼酸盐比色法测定。检

测前，所有样品均以 10 000 r/min 离心 10 min。

所有数据分析均使用 SAS Ver 8.01 软件(SAS 公

司)，结果以均值±标准差形式表示。

2　　结果与讨论结果与讨论

2.1　固氮蜡色杆菌具备典型的同步反硝

化聚磷代谢表型

如图 1B 所示，实验过程中硝酸盐(NO3
−-N)、

亚硝酸盐(NO2
−-N)和磷酸盐(PO4

3−-P)的浓度变化

符合典型的 DPA 代谢特征。具体来说，厌氧阶

段固氮蜡色杆菌释放出一定量的磷酸盐，导致

环境中 PO4
3−-P 浓度升高；随后，在缺氧阶段呈

现 PO4
3−-P 快速下降的现象，这是多聚磷酸盐

(poly-P)过量积累所致，最终 PO4
3−-P 去除率超

过 90%。缺氧阶段开始时加入硝酸盐，其间

NO3
−-N 浓度迅速下降，到实验结束(96 h)时降

至<1.0 mg/L。同时，实验过程中 NO2
−-N 浓度

先短暂升高随后下降，最终降至<0.2 mg/L，硝

酸盐去除率达到 95%。这种变化趋势在污水反

硝化处理中较为常见，通常是由于处理初期细

菌反硝化酶合成能力的不平衡所致。此外，通

过荧光显微镜观察到细菌细胞内 DAPI-poly-P 的

荧光强烈积累(图 1C)，证实了缺氧阶段细胞内

储存 poly-P。

DPAOs 驱动的氮、磷同步去除在水产养殖污

水处理中的应用前景广阔[24]。现有研究表明，大

多数 DPAOs 属于假单胞菌属(Pseudomonas)、索氏

菌属(Thauera)和嗜水气单胞菌属(Aeromonas)[7]，

但来源于这 3 个属中的部分 DPAOs 菌株可能对

水产养殖物种构成潜在的致病风险。本研究证

实，固氮蜡色杆菌具有典型 DPA 特征。同时，

考虑到蜡色杆菌属 APB 在水产养殖中具有多种

有益功能，可维持水质并抑制病害。因此，固
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氮蜡色杆菌 ATCC 17025 作为推进水产养殖尾水

处理中 DPA 处理策略的候选菌株，展现出极高

的应用潜力与安全性。

2.2　NtrY 突变抑制固氮蜡色杆菌反硝化

聚磷代谢

细菌通过多种代谢调控机制适应环境变化。

其中，双组分系统(TCS)是细菌快速响应外界刺

激的重要机制。研究表明，双组分系统 NtrX/Y

可以调控多种细菌的反硝化过程。例如，已证

实 NtrX/Y 系统在固氮蜡色杆菌 ATCC 17025 中

正向调控反硝化代谢[15]。鉴于在 DPAOs 中反硝

化和聚磷代谢密切协同，本研究提出了一个重

要问题：NtrX/Y 系统是否也调控固氮蜡色杆菌

的这种同步代谢？

为解答这一问题，本研究对野生型 WT 和

ntrY 基因敲除株(ΔntrY)进行了 DPA 能力测试。本

研究监测了硝酸盐(NO3
−-N)、亚硝酸盐(NO2

−-N)

和磷酸盐(PO4
3−-P)的浓度变化(图 2)。结果显示

ΔntrY 与 WT 之间存在显著差异。关于 PO4
3−-P

代谢：ATCC 17025 WT 菌株在缺氧阶段显示

出快速吸收磷酸盐的表型，但对于接种了 ΔntrY

菌株的实验组，在缺氧阶段 PO4
3−-P 浓度并未下

降，反而持续上升(图 2A)，表明敲除 ntrY 后细

菌 poly-P 合成功能显著受损。关于 NO3
−-N 还

图2　ntrY基因突变对固氮蜡色杆菌DPA代谢的影响

Figure 2　 The effect of ntrY mutation on the denitrifying polyphosphate-accumulating metabolism of 

Cereibacter azotoformans. A: PO4
3−-P concentration profiles for the WT and ΔntrY; B: NO3

−-N concentration 

profiles for the WT and ΔntrY; C: NO2
−-N concentration profiles for the WT and ΔntrY; D: NO3

−-N concentration 

profiles for the WT/op and ΔntrY/ntrY; E: PO4
3−-P concentration profiles for the WT/op and ΔntrY/ntrY. 

* indicates significant difference, *: P<0.05; **: P<0.01.
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原：ΔntrY 突变株的硝酸盐还原能力显著受到抑

制(图 2B)。关于 NO2
−-N 积累：ΔntrY 菌株在缺氧

阶段的 NO2
−-N 积累明显高于野生型菌株(图 2C)，

这一现象与之前的研究结果一致[15]。此外，

ΔntrY 在 0 h 时仅显示微弱荧光，且随着培养时

间的延长始终未出现绿色荧光，进一步证实其

无法积累 poly-P。接下来，本研究使用导入空质

粒的突变菌株(WT/op)作为对照，测试 ntrY 基因

回补株(ΔntrY/ntrY)是否恢复 DPA 能力。结果表

明，回补株成功恢复了 DPA 表型(图 2D、2E)，

进一步证实了 ntrY 基因的缺失显著损害了固氮蜡

色杆菌的聚磷能力。同时，该结果揭示 NtrX/Y

系统通过直接或间接的方式正向调控该代谢过

程。上述研究表明，NtrX/Y 双组分系统在固氮

蜡色杆菌的 DPA 代谢中发挥关键的调控作用。

2.3　固氮蜡色杆菌反硝化聚磷代谢的调

控机制

2.3.1　NtrX/Y 蛋白结构解析

在固氮蜡色杆菌 ATCC 17025 基因组中，编

码 NtrX/Y 蛋白的基因位于另一双组分系统 NtrB/C

的下游(图 3)。其中，响应调节蛋白 NtrX 属于

Fis 家族，是一种 σ54 依赖型转录因子。其结构

图3　固氮蜡色杆菌中NtrB/C、NtrX/Y功能的生物信息学分析

Figure 3　Bioinformatics analysis of the functions of NtrB/C and NtrX/Y in Cereibacter azotoformans.
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域组成包括 N 端的受体结构域(REC，通过磷酸

化调节蛋白活性)以及核心 AAA+ ATPase 结构域

(在核苷酸结合/水解、寡聚化以及与 σ54 的直接

相互作用中发挥关键作用)[25]。REC 结构域的磷

酸化状态受到严格调控，是控制 AAA+结构域寡

聚化的关键开关[26]。磷酸化引发蛋白构象发生

改变，从而促进寡聚体组装或解除 REC 与 AAA+

结构域之间的自抑制相互作用，从而形成转录

激活所必需的功能性六聚体[27]。

NtrY 作为 NtrX/Y 系统的组氨酸激酶，含有

组氨酸激酶二聚体/磷酸受体结构域(HisKA)、类

组氨酸激酶 ATP 酶结构域(HATPase_c)以及 PAS

信号感知结构域。HisKA 与 HATPase_c 结构域

协同介导 NtrY 在保守组氨酸残基上的自磷酸化

及随后向 NtrX 的磷酸基团转移。HAMP 结构域

通过响应 PAS 域传递的信号，在调控 NtrY 同源

二聚体构象与活性中发挥关键作用。值得注意

的是，与其相类似的激酶 NtrB 不同，NtrY 具有

跨膜区和 HAMP 信号转导结构域。在 α-变形菌

中，NtrB/C 系统主要调控氮代谢，通过转录调

控靶基因实现对有限氮源(如硝酸盐)的利用[28]。

然而，先前研究发现，固氮蜡色杆菌中的 NtrB/C

系统对反硝化起负调控作用，而 NtrX/Y 系统则

发挥激活作用，这一调控模式在草螺菌等细菌

中也有体现[12]。更为重要的是，结构分析揭示

了 NtrY 与 NtrB 之间的一个关键差异：NtrY 为

膜结合型传感激酶，具有跨膜结构域和 HAMP

结构域，而 NtrB 缺乏上述结构。该结构特征使

NtrY 能够感知胞外或周质信号，而胞质型的

NtrB 则不具备此功能。

综合功能差异(NtrX/Y 系统与 NtrB/C 系统

在反硝化调控中发挥相反作用)与结构特征(NtrY

为膜整合结合型传感激酶)等分析结果，可以推

断出固氮蜡色杆菌在进化过程中更倾向于以

NtrX/Y 系统而非 NtrB/C 系统作为调控反硝化代

谢的信号传导通路。

2.3.2　ntrX/Y 基因的转录动态变化

为明确固氮蜡色杆菌 ATCC 17025 在 DPA 过

程中 ntrX 和 ntrY 的转录动态变化，采用 RT-qPCR

方法进行分析。在 48−72 h 期间，每隔 6 h 采集

3 个生物学重复样品(图 4)。结果显示，在 48、

54、60 h 时 ntrY/X 的转录水平持续上调，表明

NtrX/Y 双组分系统在该耦合代谢过程中处于活

跃状态。

值得注意的是，在 66 h 出现了明显的转录

转折点：ntrX/Y 的表达水平急剧下降。与此同

时，NO2
−-N 浓度出现峰值(图 1)。NO2

−-N 浓度

升高可能抑制细菌的反硝化活性，从而导致

NtrX/Y 表达下调。此外，ntrX/Y 的表达水平在

72 h 时再次回升。考虑到 NtrX/Y 系统作为一种

全局转录调控因子，推测固氮蜡色杆菌可能通

过反馈调控机制重新激活 ntrX/Y 的表达，以满

足新的代谢需求或适应资源变化，从而维持自

身的生存适应性。

2.3.3　细胞内多聚羟基脂肪酸酯含量变化

多聚羟基脂肪酸酯 (polyhydroxyalkanoates, 

PHAs)是 DPAOs 中驱动 DPA 代谢的重要能量

与还原力储备物质[29]。在厌氧阶段，细胞内

poly-P 水解释放 PO4
3−-P 同时生成 ATP；与此同

时，乙酰辅酶 A (acetyl-CoA)作为前体合成并储

图4　厌氧阶段ntrY和ntrX的转录水平分析

Figure 4　Transcriptional level analysis of ntrY and 

ntrX during the anaerobic stage. Different letters 

indicate significant differences in data (P<0.05).
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存 PHAs。随后在缺氧阶段，PHAs 发生分解再

生成乙酰辅酶 A，产生 ATP 和 NADH，从而为

聚磷代谢与反硝化的耦合过程提供关键的电子

和能量[30]。

与上述代谢模型一致，固氮蜡色杆菌在厌

氧条件下表现出显著的 PHAs 合成能力(图 5)。

结果显示，在 48 h 时细胞内 PHAs 含量达到峰

值(0.11 mg/mL)，该时间点对应厌氧阶段磷酸

盐释放的后期。进入缺氧阶段并发生聚磷积

累后，细胞内 PHA 含量迅速下降，符合 DPAOs

的经典代谢动态特征。值得注意的是，ΔntrY 菌

株的 PHA 生物合成能力显著受损，进一步表明

NtrX/Y 双组分系统在 PHA 代谢调控中发挥关键

作用。

2.3.4　NtrX 靶基因的全基因组规模鉴定

本研究采用 DAP-seq 技术对固氮蜡色杆菌全

基因组范围内的 NtrX 结合靶位点进行了鉴定[相

关数据已上传 ScienceDB 数据库(www.scidb.cn)，

CSTR 编号为 31253.11.sciencedb.j00231.00072)]。

2 次技术重复中峰型分布高度一致，表明实验

样品具有良好的重复性和数据可靠性。利用

depTools2 软件分析发现，NtrX 的结合峰主要聚

集于靶基因编码区起始位点附近，其中 46.30%

的结合位点位于转录起始位点 (transcription 

start site, TSS)上游 2 000 bp 以内，证实 NtrX

作为转录因子主要通过结合启动子区域发挥

调控作用。MEME-chip 分析进一步揭示 49.10%

的 结 合 峰 序 列 中 存 在 一 个 保 守 序 列 基 序

(YGTGGCVNWNBYGCM，命名为 MEME-1)，

该序列被确定为 NtrX 的核心结合位点。对目标

基因进行 GO 富集分析发现，其主要参与 DNA

结合、整合及转录调控等功能，反映了 NtrX/Y

系统的调控特征。KEGG 富集分析结果显示，

排名前 20 的通路主要集中于氮代谢相关通路，

包括酪氨酸代谢，表明 NtrX/Y 系统可能通过调

控氮代谢及氧化磷酸化相关基因来介导固氮蜡

色杆菌的 DPA 代谢。

截至目前，细菌 DPA 代谢的转录调控机制

仍不清楚。本研究将 NtrX/Y 双组分系统与固氮

蜡色杆菌的 DPA 代谢过程直接联系起来。表 3

总结了部分鉴定的 NtrX 靶基因，其中包括反硝

化关键基因 nirK (亚硝酸盐还原酶)和 norB/C (一

氧化氮还原酶)，与先前研究结果一致[15]。此外，

电泳迁移率实验 (electrophoretic mobility shift 

assay, EMSA) 进一步验证了 DAP-seq 的结果

(图 6A)。

值得注意的是，DAP-seq 结果显示，聚磷代

谢的核心基因(如 ppk 和 ppx)并未出现在 NtrX 的

直接靶基因列表中，提示 NtrX 并不直接作用于

聚磷途径。然而，NtrX 却直接作用于 PHAs 合

酶基因(phaC)以及 NADH-醌氧化还原酶亚基 D

基因(nuoD)。在经典的 DPA 模型中，PHAs 是反

硝化和生成 ATP 的重要内碳源与能量前体；而

nuoD 编码的复合物 I 直接参与电子传递链并建

立跨膜质子梯度，是驱动 ATP 合成的关键枢

纽。基于上述靶基因网络，结合 WT 在缺氧阶

段积累高达 0.11 mg/mL 的 PHAs 且将硝酸盐降

至<1 mg/L，而 ΔntrY 突变体反硝化与 PHA 合成

图5　整个实验过程中多聚羟基脂肪酸酯含量的

变化

Figure 5　 Polyhydroxyalkanoates content change 

during the whole experimental process. * indicates 

significant difference, *: P<0.05; **: P<0.01.
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受阻且完全丧失聚磷能力的宏观表型，推测

NtrX 蛋白可能通过直接激活反硝化与能量代谢

途径(phaC、nuoD)，以电子传递和 ATP 供应为

桥梁，间接驱动聚磷代谢的完成。

综上所述，NtrX/Y 系统通过直接调控反硝

化代谢和 PHAs 合成，从而协同调节整个 DPA

过程(图 6B)。与前人报道的经典 DPAOs 相比，

固氮蜡色杆菌在代谢调控网络上展现出了鲜明

的特性。传统理论认为 DPAOs (如假单胞菌属、

候选累积杆菌等)的聚磷代谢通常是“以磷为驱

动”的，其核心调控信号主要来源于环境磷浓度

感受器(如经典的 PhoB/PhoR 双组分系统)，通过

直接结合聚磷核心基因启动相关代谢[31-32]。然

而，本研究证实固氮蜡色杆菌 ATCC 17025 展现

出一种“以氮驱动”的全局调控策略：其高度依

赖感应环境氮素信号的 NtrX/Y 系统，以反硝化

模块作为关键中枢枢纽，连接 PHAs 与聚磷代谢

途径。这种跨网络的调控模式，不仅在转录层

面上丰富了微生物同步反硝化聚磷代谢的分子

机制理论框架，也表明了固氮蜡色杆菌在应对

复杂水环境时的代谢灵活性。

3　　结论结论

本研究以一种具有 DPA 能力的不产氧光合

细菌固氮蜡色杆菌为研究对象，系统研究了其

DPA 代谢特征及分子调控机制。结果表明，固

氮蜡色杆菌表现出典型的 DPA 表型，能够在厌

氧/缺氧交替条件下实现氮、磷的协同去除。通

过构建 ntrY 缺失突变株并开展对比分析发现，

双组分调控系统 NtrX/Y 在固氮蜡色杆菌 DPA

代谢中发挥重要的调控作用。ntrY 缺失显著削

弱了菌株的反硝化能力和聚磷能力，并导致胞

内 PHAs 合成受阻，表明 NtrX/Y 系统是连接反

硝化、PHAs 代谢与聚磷过程的重要调控纽带。

DAP-seq 结果进一步揭示，NtrX 可直接结合并

调控多种反硝化及能量代谢相关基因(如 nirK、

norB/C、phaC 等)，从转录水平上协调反硝化与

PHAs 合成过程，而聚磷代谢可能通过能量代谢

间接受到调控。

表3　基于DAP-seq鉴定的与DPA相关的NtrX靶基因

Table 3　DAP-seq based target genes of NtrX associated with DPA

Gene name

nirK

glnA

norB/C

phaC

sdhA

glgB

nuoD

gltB, gltD

nifD, nifK1, 
nifH

Login ID

Rsph17025_1595

Rsph17025_1344

Rsph17025_0970

Rsph17025_0254

Rsph17025_0088

Rsph17025_1783

Rsph17025_2004

Rsph17025_2781, 
Rsph17025_2778

Rsph17025_1247, 
Rsph17025_1248, 
Rsph17025_1246

Function

Nitrite reductase mediates the key denitrification reaction by catalyzing the reduction of 
NO2

− to NO

L-glutamine synthetase: involved in ammonia assimilation, and helps maintain the overall 
carbon and nitrogen metabolic balance during the DPA process

Nitric oxide reductase subunit C: catalyzes NO reduction and maintains the operation of 
denitrification electron transport chain

PHAs synthase: synthesizes PHAs and supplies electrons (NADH) and energy reserves 
for nitrogen and phosphorus removal

Succinate dehydrogenase subunit A: participates in TCA cycle and provides crucial 
reducing power for nitrogen and phosphorus removal

1,4-α-glucan branching enzyme: participates in glycogen synthesis

NADH-quinone oxidoreductase subunit D: involves in electron transport chain and pumps 
protons, acting as a core hub driving ATP synthesis

Glutamate synthase II: Cooperates with glnA to mediate efficient ammonia assimilation 
pathway

Participates in the assembly of nitrogenase complex
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综上所述，本研究从分子水平阐明了 NtrX/Y

系统在固氮蜡色杆菌 DPA 代谢中的重要调控作

用，加深了对 DPA 代谢调控网络的认识，为

DPA 功能菌的筛选、调控及其在水产养殖污水

氮磷协同去除中的应用提供了重要理论基础。
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图6　固氮蜡色杆菌DPA代谢调控机制

Figure 6　 Regulatory mechanism of denitrifying polyphosphate-accumulating metabolism in Cereibacter 

azotoformans. A: Results of electrophoretic mobility shift assay (EMSA); B: Model of the regulatory mechanism 

for denitrifying polyphosphate-accumulating metabolism in Cereibacter azotoformans. Genes marked in red are 

the target genes of NtrX.
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