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微生物厌氧甲烷氧化反硝化研究进展
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浙江大学环境与资源学院，环境保护研究所，浙江 杭州 310058

摘要:厌氧甲烷氧化反硝化过程(Denitrifying anaerobic methane oxidation，DAMO)以甲烷为电子供体进行反
硝化作用，在实现废水脱氮处理的同时，可有效削减温室气体甲烷的排放，从而减缓全球温室效应。相关机
制研究集中在逆向产甲烷途径耦合反硝化和亚硝酸盐依赖型厌氧甲烷氧化 ( nitrite-dependent anaerobic
methane oxidation，n-damo)两个方面。鉴于厌氧甲烷氧化反硝化过程对全球碳氮物质循环的重要意义，本文
对近年来厌氧甲烷氧化反硝化过程的研究进展进行了概述，着重阐述了有关厌氧甲烷氧化反硝化微生物富
集培养物，特别是含 Candidatus Methylomirabilis oxyfera(M． oxyfera)富集培养物的微生物特性、甲烷氧化反硝
化的机理以及影响因子。在此基础上，探讨了厌氧甲烷氧化反硝化过程未来的研究方向和工业化应用前景。
关键词: 厌 氧 甲 烷 氧 化 反 硝 化 ( DAMO )，亚 硝 酸 盐 依 赖 型 厌 氧 甲 烷 氧 化 ( n-damo )， Candidatus
Methylomirabilis oxyfera，内部好氧，微生物机制
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近年来，由于工业和农业废水的超标排放，我国
地表水体氮素含量不断升高，水体富营养化事件频
频发生，严重威胁人畜饮用水安全。厌氧和好氧处
理相结合的工艺是目前我国工业和农业废水处理常
用的技术。然而此类技术的应用，尤其是在中小型
废水处理厂，往往导致厌氧段温室气体甲烷［1 － 2］难
以有效资源化利用而大量无序排放、好氧段处理出
水 C /N 低、反硝化深度脱氮处理碳源不足、出水难
以达标等一系列环境与经济问题。

根据化学反应热力学可以预测，厌氧条件下
NO －

2 和 NO －
3 可以作为甲烷氧化过程的电子受体

［3］

(如式 1 和式 2 所示)。2006 年 Raghoebarsing 等首
次得到厌氧甲烷氧化反硝化富集物［4］，证实了自然

界中存在厌氧甲烷氧化反硝化过程及其在废水处理
中应用的可行性。该过程在对低 C /N 废水脱氮处
理上具有明显优势。首先，厌氧甲烷氧化反硝化过
程可以利用厌氧段无法完全回收的甲烷对废水进行
脱氮处理，实现了甲烷的资源化利用，并可有效减缓
甲烷排放引发的温室效应;其次，该过程可以以甲烷
为外加碳源对好氧段低 C /N 出水进行氮素的深度
脱除，进一步降低出水含氮量。

5CH4 + 8NO3
－ + 8H + → 5CO2 + 4N2 + 14H2O

ΔG θ， = － 765 KJmol －1 CH4 公式(1)

3CH4 + 8NO2
－ + 8H +→ 3CO2 + 4N2 + 10H2O

ΔG θ， = － 928 KJmol －1 CH4 公式(2)

厌氧甲烷氧化反硝化过程以甲烷为电子供体，
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进行氮素的脱除反应［5 － 6］。作为碳氮循环的重要桥
梁，其发现对加深全球碳氮循环的理解亦具有重要
的意义。鉴于此，本文简要总结了近年来国内外微
生物厌氧甲烷氧化反硝化过程机理的研究进展，阐
述了相关微生物富集培养物的组成以及代表性微生
物 M． oxyfera 的微生物学特性，并探讨厌氧甲烷氧
化反硝化过程未来的研究方向和工业化应用前景。

图 1． Chistoserdova L 等提出的逆向产甲烷耦合反硝化途径［14］

Figure 1． Pathway for reverse methanogenesis ( a) coupled to denitrification( d) proposed by Chistoserdova L et al． ①-11perform the enzymes in this

process: ① Methyl-CoM reductase-likeprotein (MCR) ; ② Methyl-H4 MPT: coenzyme M ( CoM) methyl-transferase (Mtr) ; ③ Methylene-H4 MPT

(Mer) ; ④ F420-dependent methylene - H4 MPT dehydrogenase (Mtd) ; ⑤ Methenyl-H4 MPT cyclohydrolase (Mch) ; ⑥ Formyl-MFR: H4MPT

formyltransferase (Ftr) ; ⑦ Formyl-MFR dehyfrogenase (Fmd) ; ⑧ Nitrate reductase (Nar) ; ⑨ Nitrite reductase (Nir) ; ⑩ Nitric oxide reductase

(Nor) ; 瑏瑡 Nitrous oxide reductase (Nos) ． Reverse methanogenesis is thought to be connected to denitrification through an unknown intermediate(X) ;

e － represents an electron．

1 微生物厌氧甲烷氧化反硝化的发生
机理

目前有关微生物厌氧甲烷氧化反硝化过程机理
的研究尚处于起步阶段。由于缺乏足够的厌氧甲烷
氧化反硝化微生物富集培养物，其机理研究较为滞
后。已提出的有关该过程发生的微生物学机理主要
有两种:一种是 Raghoebarsing 等人于 2006 年提出
的逆向产甲烷途径耦合反硝化作用，即古菌经逆向
产甲烷途径氧化甲烷后提供电子给细菌完成反硝化
作用［4］;另一种是新型内部好氧的亚硝酸盐依赖型

厌氧甲烷氧化机理［3，7］，2010 年由 Ettwig 提出。
1. 1 逆向产甲烷耦合反硝化途径

逆向产甲烷途径(Reverse methanogenesis)［8 － 11］

是最早提出的厌氧甲烷氧化发生过程的假说，由厌
氧甲烷氧化古菌完成。由于产甲烷过程所涉及的大
部分酶促反应均可逆，该理论依据提示存在逆向产
甲烷的途径。Zehnder 等［12］通过同位素试验发现，
厌氧条件下产甲烷菌可在产甲烷的同时氧化少量的
甲烷并生成甲醇、甲酸和 CO2 等中间产物。Hallam

等［13］利用全基因组鸟枪法和 Fosmid 文库法分析了
厌氧甲烷氧化古菌富集物(Eel River)，从分子生物
学角度证实了厌氧甲烷氧化古菌中含有除编码亚甲
基-H4MPT 还原酶的功能基因之外的所有产甲烷基
因，并提出了相关逆向产甲烷理论的模型:该途径经
过甲烷活化，以及一系列脱氢酶的作用，最终被氧化
为 CO2(图 1)［14 － 15］。由于甲烷很稳定，该途径中以
甲烷的活化过程最难发生，甲基辅酶 M 还原酶
(methyl-coenzyme M reductase，MCR)在该途径中起
到活化甲烷的作用，编码 MCR 的 mcrA 基因以及检
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测 MCR 存在的镍辅因子 F430，即成为表征逆向产甲

烷过程的重要标记物［8，13］。
2006 年，Raghoebarsing 等［4］首次利用同位素示

踪试验发现，厌氧甲烷氧化反硝化富集培养物在进
行厌氧甲烷氧化反硝化过程中生成了甲醇或乙酸盐
等物质，该过程涉及到逆向产甲烷过程的部分中间
产物，推测其厌氧甲烷氧化过程极有可能是通过逆
向产甲烷过程完成的。分子生物学和基质辅助激光
解析 电 离 飞 行 时 间 质 谱 ( Matrix-Assisted Laser
Desorption / Ionization Time of Flight，MALDI-TOF)结
果分析表明厌氧甲烷氧化富集培养物中存在 mcrA
基因序列和 F430，同样支持逆向产甲烷途径

［16］。据
此，Raghoebarsing 等推测，厌氧甲烷氧化反硝化过程
由厌氧甲烷氧化古菌和反硝化细菌共同作用完成，
甲烷在厌氧甲烷氧化古菌的作用下经逆向产甲烷途
径转化为 CO2，生成的甲醇和乙酸盐等中间产物及

释放出的电子提供给反硝化细菌还原 NO －
2 和

NO －
3 ，最终完成反硝化过程。

1. 2 内部好氧的亚硝酸盐依赖型厌氧甲烷氧化机
理

随着研究的深入，Ettwig 等发现逆向产甲烷途
径耦合反硝化过程无法完全解释厌氧甲烷氧化反硝
化过程。首先，通过向厌氧甲烷氧化反硝化微生物
富集培养物(其中古菌 10%，细菌 80% )中添加产
甲烷 菌 抑 制 剂———溴 乙 烷 磺 酸 ( bromoethane
sulfonate，BES)试验发现，添加 20 mmol /LBES 时，
富集培养物的厌氧甲烷氧化速率并没有受到影
响［16］，但以相同剂量的 BES 处理甲烷八叠球菌(一
种典型的产甲烷菌)时，厌氧甲烷氧化过程则被明
显抑制。据此推测厌氧甲烷氧化反硝化过程并不完
全依赖于逆向产甲烷过程。在此基础上通过进一步
的富集试验发现后期厌氧甲烷氧化反硝化微生物富
集培养物中 F430和古菌逐渐消失，而厌氧甲烷氧化
速率却保持相对稳定状态。这一现象的发现不仅证
实了厌氧甲烷氧化反硝化过程不需要古菌参与，而
且明确表明了逆向产甲烷途径无法完全解释厌氧甲
烷氧化反硝化过程。

因此，Ettwig 等认为厌氧甲烷氧化反硝化过程
可以由细菌(M． oxyfera)独立完成，提出了一种内
部好氧的亚硝酸盐依赖型厌氧甲烷氧化机理［3］

( Intra-aerobic metabolism of nitrite-dependent
anaerobic methane oxidation):NO2

－首先被亚硝酸盐

还原酶还原为 NO，经过一种未知 NO 歧化酶的作用
将 2 分子 NO 催化生成 N2 和 O2，生成的 O2 一部分
用于甲烷氧化，甲烷经甲烷单加氧酶( pMMO)氧化
为甲醇，后经一系列脱氢酶的作用，最终被氧化为
CO2，剩余 O2 用于正常的呼吸作用(图 2)。随后通
过基因组学、转录组学以及蛋白质组学的研究进一
步发现，M． oxyfera 富集物中不存在 mcrA 基因，因
而排除了厌氧甲烷氧化反硝化过程通过逆向产甲烷
途径耦合反硝化进行的可能性;甲烷氧化过程方面，
M． oxyfera 富集物转录、翻译和表达了好氧甲烷氧
化过程所需要的所有酶，因此可以推测该富集物内
部存在完整的好氧甲烷氧化过程。与此同时，研究
还发现 M． oxyfera 富集物中缺乏传统反硝化过程中
催化 N2O 生成 N2 的氧化亚氮还原酶，然而 NO －

2 最
终还是可以被完全还原为 N2。

2010 年，Ettwig 等又通过同位素示踪技术验证
了该途径［3］。结果发现，甲烷的氧化活性只有在
NO2

－存在的情况下才能被激发，该途径必须通过反
硝化过程后进行甲烷氧化;实验过程中未检出传统
反硝化过程的中间产物 N2O，表明该途径中的 NO
并未转换为 N2O。尽管实验过程中 O2 的生成量一

直低于检出限［17］，然而好氧甲烷氧化关建酶 pMMO
酶以及 4 种末端呼吸氧化酶(2 种细胞色素 c 氧化
酶、乙醇酸氧化酶和抗氰化物交替氧化酶)的发现，
从侧面佐证了 M． oxyfera 富集物内部确实有 O2 生

成［18］，因此推测存在一种未知的一氧化氮歧化酶将
NO 转化为 N2 和 O2。

内部好氧的亚硝酸盐依赖型厌氧甲烷氧化途径
不仅较好地解释了仅有细菌存在情况下的厌氧甲烷
氧化反硝化过程机理，同时也发现了地球上存在着
第四种生物产氧途径［19］。然而由于一氧化氮歧化
酶至今尚未检出，因此，该假说仍需进一步研究得以
证实。

2 厌氧甲烷氧化反硝化微生物及其特
性

自 2006 年 Raghoebarsing 等首次报导了相关厌
氧甲烷氧化反硝化的微生物富集培养物以来［4］，研
究者又相继在泥炭地土壤［20］、水稻土［21］、湖泊底
泥［22］及污水处理厂污泥［23］中检测到厌氧甲烷氧化
反硝化现象的存在。目前，有关厌氧甲烷氧化反硝
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图 2． Ettwig 等提出的内部好氧的亚硝酸盐依赖型厌氧甲烷氧化途径［7］

Figure 2． Intra-aerobic metabolism of the nitrite-dependent( c) methane-oxidation ( a) proposed by Ettwig et al． ① － ⑨ perform the

enzymes and intermediate in this process: ① Particulate methane mono-oxygenase ( pMMO) ; ② Methanol dehydrogenase (MDH) ; ③

Tetrahydromethanopterin (H4MPT) ; ④ Tetrahydrofolate ( H4 F) ; ⑤ Mehylene-H4 MPT dehydrogenase ( MtdB ) ; ⑥ Methylene-H4 F

dehydrogenase (FolD) ; ⑦ Formate dehydrogenase (FDH) ; ⑧ Nitrite reductase (Nir) ;⑨ Nitric oxide dismutase (Nod) ． These two

parts are thought to be connected through an unknown intermediate (X) ; e － represents an electron．

化微生物的研究主要集中在富集培养物的微生物组
成，特别是富集培养物中 M． oxyfera 的微生物特性
以及富集培养物的脱氮性能等方面。
2. 1 厌氧甲烷氧化反硝化富集培养物的微生物组
成

目前有文献记录的仅有 8 种厌氧甲烷氧化反硝
化微生物富集物［3 － 4，16，20，23 － 24，26］(表 1)，分析富集培

养物种类相对较少的主要原因有两点:一是满足该
过程发生的环境主要是底泥中的好氧 /缺氧界面，采
样相对较困难;二是进行厌氧甲烷氧化反硝化过程
的菌群生长非常缓慢，倍增时间约 1 － 2 周，因而造
成实验室富集培养的难度［27］。近年来，已报导的厌
氧甲烷氧化反硝化富集培养物按其组成可分为古菌
和细菌共存以及仅为细菌的富集培养物。

表 1． 厌氧甲烷氧化反硝化富集培养物及其反硝化速率［28］

Table 1． The reported enrichment cultures of anaerobic oxidation of methane coupled to denitrification

inoculum T /℃
composition /%

bacteria archaea
conversion rate /

［nmol NO2
－ /(mg protein·min)］ reference

canal sediment(Twentekanaal) 25 80 10a 6. 2 ［4］
canal sediment(Twentekanaal) 30 70 0 3. 7 ［16］
canal sediment(Ooijpolder) 30 70 0 3. 4 － 5. 6 ［24］

mixed inoculum1 22 15b 0 / ［25］

mixed inoculum1 35 30b 40a 2. 5 ［25］
wastewater sludge 20 － 23 60 － 70 / 0. 9 ［23］
canal sediment(Ooijpolder) 30 70 － 80 / / ［26］
minerotrophic peatland 25 80 0 1. 06 ［20］

1 Mixed inoculums including sediment from sediment from a freshwater lake，anaerobic digester sludge，and returned activated sludge from a sewage
treatment plant． a Anaerobic methanotrophic archaea(ANME) ． b The bacteria of NC10 phylum．
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2. 1. 1 古菌和细菌共存的富集培养物:2006 年，
Raghoebarsing 等以灌溉管中的底泥 ( Twentekanaal，
Netherlands)为菌源，在厌氧反应器中通过以甲烷为
唯一碳源，以 NO2

－和 NO3
－为电子受体成功富集到

第一种厌氧甲烷氧化反硝化微生物富集培养物［4］，
经过 16 个月的富集，富集培养物中细菌和厌氧甲烷
氧化古菌的比例约为 80%和 10%。2009 年，Hu 等
以淡水湖底泥沉积物、厌氧消化污泥和污水处理厂
回流污泥的混合物为原料，在 35℃条件下成功培养
出厌氧甲烷氧化反硝化过程的富集培养物，富集物
中 NC10 门细菌和古菌分别占到 30%和 40% ［25］。

基因文库和 FISH 实验结果表明两种富集培养
物均由一种不可培养的细菌和一种厌氧甲烷氧化古
菌所组成，其中细菌属于 NC10 门，厌氧甲烷氧化古
菌与产甲烷古菌 Methanosaeta 和 Methanosarcina 具
有较高的亲缘性。13 C 甲烷的标记试验证实富集培
养物中细菌和古菌均在厌氧甲烷氧化反硝化过程中
起到了一定的作用，推测其厌氧甲烷氧化反硝化过
程可能是通过逆向产甲烷耦合反硝化过程完成。两
种富集培养物的最高反硝化速率分别为 6. 2 nmol
NO －

2 /( mg protein·min ) 和 2. 5 nmol NO2
－ /( mg

protein·min)。
2. 1. 2 纯细菌富集培养物:2008 年，Ettwig 等经过
长达 19 个月的富集，发现最终富集培养物仅存在细
菌，但对甲烷和 NO2

－ 的转换速率却没有产生任何

影响。通过基因组学发现［16］，隶属于 NC10 门的
“Candidatus Methylomirabilis Oxyfera”在该富集培养
物中所占比例高达 70% － 80%［3］。

之后，又有多项研究得到了纯细菌厌氧甲烷氧
化反硝化富集培养物。2009 年，Hu 等以淡水湖底
泥沉积物、厌氧消化污泥和污水处理厂回流污泥的
混合物为原料［25］，Ettwig 等以灌溉管中的底泥
(Ooijpolder，Netherland)为原料［16］，Luesken 等以污
水处理厂污泥为原料富集得到的厌氧甲烷氧化反硝
化富集培养物均不含古菌［23］。

同时，新型非 M． oxyfera 的 NC10 门细菌亦被成
功富集并证实可以进行完整的厌氧甲烷氧化反硝化
过程。Zhu 等以矿养型的泥炭地土壤为原料富集得
到的厌氧甲烷氧化反硝化富集培养物中不含古菌。
通过对富集培养物中细菌的 pmoA 基因序列进行检
测，分析证实该富集培养物物主要由一种不同于 M．
oxyfera 的 NC10 门细菌组成，该细菌在富集培养物

中的比例高达 80%［20］。鉴于此，厌氧甲烷氧化反
硝化过程是 M． oxyfera 特有的特征还是 NC10 门细
菌的共有特性有待于进一步研究。
2. 2 M． oxyfera 的微生物特性

有关 M． oxyfera 的微生物特性的研究主要集中
在形态学特性，细胞、亚细胞特性，生理生化特性和
分子生物学特性等方面。

M． oxyfera 是一种革兰氏阴性菌(G － )，具有一
个非典型的多角形细胞结构。细胞直径约为0. 25 －
0. 5 μm，细胞长度约为 0. 8 － 1. 1 μm［16］。扫描电镜
和透射电镜结果均显示该菌细胞具有与维持细胞结
构稳定性有密切关系的表面蛋白。另外，研究中发
现 M． oxyfera 中不含提供 pMMO 结合位点的胞质内
膜( ICMs)，这与其它具有厌氧甲烷氧化功能的古菌
结构不一致［29］。

M． oxyfera 细菌生长缓慢，倍增时间约为 1 － 2
周［24］，反硝化速率不高。现有研究中 M． oxyfera 的
最高反硝化效率仅为 6. 2 nmol NO2

－ /(mg protein·

min)(表 1)［4］。尽管如此，当生长环境中的甲烷浓
度低至 0. 6 μmol /L 时，M． oxyfera 细菌仍可利用甲
烷完成厌氧甲烷氧化反硝化过程［4］。

M． oxyfera 具有特殊的脂肪酸组成。现阶段脂
质分析已逐渐被应用于微生物群落组成的研究
中［24，30 － 31］，特定的脂质作为生物标记物已经成功用
于硫酸盐型甲烷厌氧氧化过程的研究［32］。因此
Kool 等研究了 M． oxyfera 富集物中脂质的组成以寻
找适合作为 M． oxyfera 生物标记物的脂肪酸，结果
发现，占 M． oxyfera 脂肪酸 10% 量的 10MeC16∶ 1Δ7之

前从未在其它甲烷氧化菌中发现［33］;而 10MeC16∶ 0

在所有脂肪酸中占主导地位，比例约为 46%。
分子生物学方面，M． oxyfera 具有特殊的 pmoA

基因序列。pmoA 基因用于编码好氧甲烷氧化过程
中的关键酶 pMMO。目前已存在通用 pmoA 基因引
物用于该基因的检测［34 － 36］。然而该 pmoA 基因通
用引物却无法检测出 M． oxyfera 细菌的存在，推测
M． oxyfera 的 pmoA 基 因 具 有 一 定 的 特 异 性。
Luesken 的研究证实 M． oxyfera 与其它甲烷氧化菌
的 pmoA 基因序列存在一定的差异［31］，pmoA 基因的
通用反向引物与 M． oxyfera 中 pmoA 基因序列存在
错配。此外，基因组学研究表明 M． oxyfera 细菌具
有与其特殊的细胞结构有关的编码类骨骼成分的基
因［37］。
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3 影响厌氧甲烷氧化反硝化过程的因
素

环境因子对厌氧甲烷氧化反硝化过程具有一定
的影响，主要体现在对富集培养物中古菌和细菌的
组成比例、生长情况的影响，进而影响甲烷氧化活性
和脱氮性能。目前确定的对厌氧甲烷氧化反硝化过
程产生影响的主要因子有温度、电子受体以及环境
中 O2 浓度。
3. 1 温度

Hu 等研究了不同温度对厌氧甲烷氧化反硝化
富集培养物中微生物组成和脱氮效率的影响。通过
设置 45、35 和 22℃ 3 个不同温度的反应器，在富集
底物、甲烷浓度、NO2

－ 和 NO3
－ 浓度均一致的条件

下，Hu 等共富集得到 2 种微生物富集培养物(其中
45℃反应器中经 40 d 富集后反硝化现象消失，富集
失败)。经过 16S rRNA 基因克隆文库和 FISH 分
析，22℃反应器中富集培养物 A 只能检测到细菌的
存在，而 35℃反应器中得到的富集培养物 B 由厌氧
甲烷氧化古菌和细菌共同组成。基因分析结果表明
富集培养物 A 和富集培养物 B 中的细菌同源性高
达 99%，两 者 和 NC10 门 细 菌 的 相 似 度 达 到
98%［25］。

研究过程中同时发现，3 个不同温度反应器厌
氧甲烷氧化反硝化速率存在显著性的差异。首先，
富集开始的前 40 天 3 个反应器均经历了一个有机
物的消耗过程，反硝化速率一直低于 0. 3 mmol
NO3

－ N /(L·d)。直到 220 d 左右富集培养物 B 的
反硝化速率突然升高，至 312 d 达到最大值 2. 0
mmol NO3

－ N /(L·d)，而富集培养物 A 的反硝化速

率则一直保持在 0. 11 NO3
－ N mmol /( L·d ) 左

右［25］。
3. 2 电子受体

尽管 NO2
－ 和 NO3

－ 均可作为厌氧甲烷氧化过

程的电子受体，但研究证实 NO2
－比 NO3

－更适合作

为厌氧甲烷氧化的电子受体。Hu 等［38］研究发现不
同的电子受体(NO2

－ 和 NO3
－ )组成可以影响富集

培养物中细菌和古菌组成比例，从而进一步影响厌
氧甲烷氧化反硝化过程以及脱氮效率。

将细菌和古菌组成的厌氧甲烷氧化反硝化富集
培养物分为 B1 和 B2 两份，分别加入 NO2

－ 或

NO3
－，其中加入 NO3

－ 的富集培养物 B1 中微生物
群落稳定不变，仍由古菌和细菌共同组成。相反，在
加入 NO2

－后富集培养物 B2 中古菌数量逐渐减少，
直到 100 d 后消失，富集培养物 B2 最后仅有细菌存
在。与此同时，富集培养物 B2 对 NO2

－的降解率迅

速提高，每克可挥发性颗粒物(VSS)对 NO2
－的降解

率由原来的 1. 1 mmol NO2
－ N /d 升高到 7. 3 mmol

NO2
－ N /d，富集培养物 B1 对 NO2

－的去除效果则没

有明显变化，始终维持在 0. 56 mmol NO2
－ N /d。

该研究得到不同电子受体对富集培养物中微生
物组成具有明显影响的结果，也进一步证实了
Raghoebarsing 提出的相较于 NO3

－，NO2
－ 是更优的

电子受体的结论。然而，研究过程中也发现过高负
荷的 NO2

－ ( ＞ 1 mmol NO2
－ N /L)对细菌的生长具

有一定的抑制作用，此结论与前人的研究不一
致［4］，需要进一步试验确认。

通过对比不同微生物菌群组成的厌氧甲烷氧化
反硝化富集培养物对 NO2

－和 NO3
－的去除效果，可

以看出:由细菌和古菌共同组成的富集培养物对
NO3

－的去除效果远远高于仅由细菌组成的富集培

养物;然而对 NO2
－ 的去除效果则相反。据此推断

出富集培养物中古菌只起到将 NO3
－ 转化为 NO2

－

的作用，而细菌则是以 NO2
－ 为电子受体完成厌氧

甲烷氧化反硝化过程。由于 NO2
－对一般微生物生

长具有一定的抑制作用［39］，因此可以推测，古菌可
能需要依赖细菌去除 NO2

－ 以避免 NO2
－ 对其自身

生长的毒性，这就可以解释古菌存在的环境中必须
有 M． oxyfera 细菌存在，而 M． oxyfera 细菌可以在
以 NO2

－ 为电子受体的环境中单独存在的现象，但

该推测还有待于进一步试验予以证实［25］。
3. 3 O2

尽管 Ettwig 等假设的新型厌氧甲烷氧化反硝化
过程中甲烷氧化是一个好氧过程，但 Luesken 等研
究表明外界 O2 的存在会对厌氧甲烷氧化反硝化过

程产生抑制作用［40］。当环境中 O2 浓度为 2% 或
8%时，经过 24 h 环境暴露培养，对 M． oxyfera 的
cDNA 序列分析表明大多数编码好氧甲烷氧化过程
的基因、反硝化过程中 NO 还原酶 NorZ2 以及大多
数已知的功能基因均被抑制，但抑制机理尚不清楚。
与 NO 还原酶基因被抑制的现象一致，环境中 O2 浓

度为 2%和 8%时，NO2
－ N 的去除率仅为厌氧条件
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下的 43%和 19%。另外，M． oxyfera 对好氧 /厌氧交
替环境的适应性也有待于进一步研究［40］。

4 结论和展望

厌氧甲烷氧化反硝化过程近年来被证实广泛存
在于各种环境中。尽管现有研究已获得了许多相关
的微生物富集培养物，并提出了相对较为合理的机
制解释。然而，目前对厌氧甲烷氧化反硝化富集培
养物微生物方面的研究还停留在分离培养和生理生
化特性初步探究阶段，主要微生物如“Candidatus
Methylomirabilis oxyfera”细菌尚未得到高效的纯培
养物。富集初期的厌氧甲烷氧化反硝化机理以及相
关功能微生物种群需要进一步确定。内部好氧的亚
硝酸盐依赖型厌氧甲烷氧化途径虽已基本证实，然
而该假设机制中转化 NO 生成 N2 和 O2 的关键歧化
酶至今尚未找到，O2 的生成也一直低于检出限，目
前仍缺乏证实假设机制成立的直接证据。此外，有
关富集培养物中高效微生物的筛选和环境因子对厌
氧甲烷氧化反硝化过程的影响等均有待于进一步研
究。

除厌氧甲烷氧化反硝化过程，厌氧条件下甲烷
氧化过程大多集中在以 SO4

2 － 为电子受体的研究。

从热力学角度分析，Fe3 +、MnO4
－、ClO4

－和 HAsO4
2 －

也能作为甲烷氧化的电子受体［41］，它们同时也是污
染水体中普遍存在的重金属和非金属强氧化离子，
若这些离子的还原均可与甲烷氧化耦合，对污染水
体的治理和达标排放具有重要的意义。厌氧甲烷氧
化反硝化过程与其它新型脱氮途径如厌氧氨氧化
(Anammox)耦合脱氮过程也是目前研究的一个热
点。有研究证实厌氧甲烷氧化反硝化和厌氧氨氧化
过程可以耦合实现脱氮。然而，该过程中两种菌群
的竞争、环境中 O2 的存在、电子受体的种类组成以
及脱氮效率也需要进一步探索。

实际应用方面，厌氧甲烷氧化反硝化的发现为
新工艺的设计和发展提供契机。然而富集培养物和
细菌倍增时间长是该过程工程化应用的主要限制因
素。下一步研究可以在富集过程中加入营养物质，
调整温度和 O2 浓度，寻找合适的接种污泥和接种物
等方式缩短 M． oxyfera 的富集培养时间;利用反应
器，如序批式反应器(SBR)和膜生物反应器(MBR)
提高污泥滞留、减少生物量流失;改进现有反应器，

通过设置中空纤维生物膜等方法延长甲烷和污水的
滞留时间，增大接触面积，使甲烷在反应器中循环利
用提高甲烷利用率，从而提升反应器的脱氮性能。
另外利用与电化学相结合的方法提高 M． oxyfera 富
集和脱氮效能研究也有待于进一步开展。总之，甲
烷作为城市污水反硝化脱氮的新型碳源，具有来源
广泛、廉价无毒、储备充足、溶解度低不会引起出水
COD 增加的优点，与甲醇、乙酸等碳源相比具有明
显的优势。尽管厌氧甲烷氧化反硝化工艺大规模推
广应用还有一定的难度，但是该工艺研发及应用具
有广阔的前景，值得进行深入研究。
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Research progress in microbial anaerobic methane
oxidation coupled to denitrification—A review
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Abstract:The process of denitrifying anaerobic methane oxidation (DAMO)，which uses methane as electron donor for
denitrification，can achieve nitrogen remove of wastewater and simultaneously reduce the emission of methane． The
research of DAMO mechanism focuses on two pathways - the reverse methanogenesis coupled denitrification and the nitrite-
dependent anaerobic methane oxidation ( n-damo) ． Considering that DAMO process makes a significant contribution to
global carbon and nitrogen cycling，our review summarizes the progresses of DAMO in recent years and focuses on the
enrichment culture of microorganism，especially the microbiological characteristic of enrichment containing M． oxyfera．
The microbiological mechanisms and parameters of the process are also reviewed． On this basis，some practical problems
and prospects in the engineering application of the process are also discussed．
Keywords: anaerobic methane oxidation coupled to denitrification，nitrite-dependent anaerobic methane oxidation ( n-
damo)，Candidatus Methylomirabilis oxyfera，intra-aerobic，mechanism
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