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摘要：【目的】为了体现并突出亚硝酸盐还原酶在污水脱氮以及短程硝化中的重要性，对过表达亚硝酸

盐还原酶的大肠杆菌进行了污水脱氮的研究。【方法】通过转化带有亚硝酸盐还原酶基因的重组质粒，

将亚硝酸盐还原酶在大肠杆菌中过表达，通过分析重组大肠杆菌的产物研究了该酶的表达及还原亚硝酸

盐的情况，通过将该重组菌与已报道的硝化-反硝化细菌或生活污水进行混合培养，研究重组菌用于辅

助氨氮去除的短程硝化能力。【结果】重组大肠杆菌能正确表达亚硝酸盐还原酶，OD600=2.0 的菌悬液

在 2 h 内还原约 1 mmol/L 的亚硝酸盐，并产生几乎等量的一氧化氮；重组大肠杆菌与 Acinetobacter sp. 

YF14 菌株等比例混合时，12 h 能够提高氨氮脱氮效率约(36.0±7.4)%，且在 4 h 时，最大亚硝酸盐的积

累量减少 37%；重组大肠杆菌(OD600=1.0) 12 h 内能够提高污水厂活性污泥的脱氮效率约(31.0±5.7)%，

且未检测到亚硝酸盐和硝酸盐的积累；溶氧水平对于亚硝酸盐还原酶重组菌辅助脱氮具有明显的影响，

中等溶氧量[(6.40.7) mg/L]时脱氮效果最好。【结论】过表达亚硝酸盐还原酶的大肠杆菌可以提高污水

脱氮的短程硝化能力。 
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自工业革命以来，大量含氮化合物的产生和

排放使环境中氮含量严重超标，由此带来的水体

富营养化等是水环境污染中最突出的问题。水体

富营养化会对鱼类造成毒害作用以及使藻类大量

增殖，并大量消耗水中的溶解氧等[1–2]。目前，含

氮化合物主要是通过生物法处理，相比化学法处理，

生物法具有费用低、不产生二次污染等优势[2–3]。传

统的氨氮生物处理主要是通过好氧硝化和厌氧反

硝化相偶联的方法，氨氮经过亚硝化细菌和硝化

细菌依次氧化为亚硝酸盐和硝酸盐，再经过反硝

化细菌将硝酸盐还原为亚硝酸盐，进而还原为氮

气，从而达到从环境中去除氨氮的目的[2]。约 20 年

前产生的短程硝化方法，则与传统的硝化-反硝化

方法不同，其特点是不经过或尽量少地经过硝酸

盐阶段，使反应体系控制在亚硝酸盐阶段时即被

还原为氮气[4–6]。短程硝化比传统的硝化-反硝化节
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约大量能源，并防止污泥膨胀，提高脱氮效率等。

目前，实现短程硝化的方法主要是通过控制部分

理化条件，例如温度[7]、pH[6,8]、游离氨[8]以及溶

解氧[9]等，其不足之处是有些条件不易控制，如温

度和 pH 等，一旦进水性质确定后则往往不容易

改动，并且容易产生大的动力消耗和二次污染等

问题。 

分析传统及短程硝化过程可以发现[10–11]，在

传统的过程中，硝化作用负责从氨氮向硝态氮转

化，经过亚硝酸盐产生硝酸盐，反硝化过程是先

将硝酸盐还原为亚硝酸盐，再还原为一系列的还

原产物直至氮气；而典型的短程硝化，则通过控

制各种条件使反应体系尽量不经过硝酸盐，直接

由亚硝酸盐还原产生氮气。在由传统的硝化-反硝

化向短程硝化转变过程中，亚硝酸盐的转化方向

至关重要，如果氧化为硝酸盐则是传统的硝化-反

硝化过程，而迅速还原为一氧化氮(NO)进而还原

为 N2 则属于短程硝化过程，因此，实现短程硝化

的关键在于控制亚硝酸盐的去向。 

亚硝酸盐还原酶(Nitrite reductase，NIR)是反

硝化过程中将亚硝酸盐转化为气态氮(NO)的酶 

(EC 1.7.1.2)。大部分亚硝酸盐还原酶都催化相同的

反应(反应式 1)，在细菌和古细菌中均广泛分布[12]。 

NO2
–+还原态细胞色素+2H+→NO↑+ 

氧化态细胞色素+H2O
[13]  反应式     (1) 

通过分子生物学方法过表达 NIR，使亚硝酸

盐向气态 NO 的转化多于向硝态氮的转化，从而

使脱氮体系向短程硝化的方向进行，达到污水脱

氮短程硝化的目的。目前，尚少见通过改造菌株

控制短程硝化的报道。本文利用大肠杆菌对 NIR

进行了过表达，并检测了重组菌的亚硝酸盐还原

酶的活性，并将重组菌与已经报道的异养硝化-反

硝化菌 Acinetobacter sp. YF14[14]或待处理污水进

行混合，检测了重组菌在污水脱氮中的作用，本

文还初步研究了溶氧对于重组菌辅助脱氮的影

响，希望可以为通过生物法控制短程硝化提供基

础的理论支持。 

1  材料和方法 

1.1  菌种、药品及培养基 

菌株 E.coli BL21(DE3)在 LB 培养基中 37 °C

培养，Acinetobacter sp. YF14 菌株使用的 LB 培

养基，基本培养基等参考文献[14]。使用药品均

购自 Sigma Aldrich 公司，为分析纯。含氨氮配水

为 pH 7.0 的 100 mmol/L HEPES 缓冲液溶解的氯

化铵(1.0–1.5 mmol/L)。生活污水和活性污泥取自

曲阜市污水处理厂。 

1.2  重组菌株构建 

利用试剂盒(OMEGA，USA)提取 Pseudomonas 

aeruginosa PAO1 的基因组，采用 Phusion 高保真

聚合酶(Life technology，USA)，利用 PCR 的方法

获得目的基因 PaNir。基因 PaNir 的扩增引物为：

F1：5′-CACACAGGAAACAGCTATGCCATTTGG 

CAAG-3′；R1：5′-TTCCATTCGCCATTCATCAGTA 

CACGTCGTGC-3′，其中下划线部分为与质粒载体相

连接时的同源臂序列。质粒载体 pBBR1MCS2 的线

性化通过 PCR 获得，引物为 F2：5′-TGAATGGCGA 

ATGGAAATTGTAAG-3′；R2：5′-AGCTGTTTCCT 

GTGTGAAATTGTTATC-3′。将目的基因与线性化

的质粒通过 In-fusion 的方法进行连接，并转化到

E. coli BL21(DE3)中，获得目的重组菌株 BL21 

(PaNIR)。同时直接将质粒 pBBR1MCS2 转化进入

BL21(DE3)，获得对照菌株 BL21(C)，该菌株只含
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有一个空白质粒。 

1.3  重组菌株的氨氮化合物代谢的全细胞分析 

利用 LB 培养基将重组菌株培养过夜，按照

1%的接种量扩大培养 100 mL，当生长到 OD600 为

0.6 左右，加入 0.5 mmol/L IPTG 诱导，在 30 °C

下继续培养 4 h，离心(5000 r/min，5 min)收集菌

体，利用 pH 7.0 的 100 mmol/L HEPES 缓冲液洗

涤菌体 2 次，并用相同缓冲液悬浮菌体至 OD600

为 2.0，将该菌悬液分装至反应器中，加入一定浓

度的氯化氨，在一定时间取样，离心(13000 r/min，

2 min)去菌体，检测上清中的氮化合物。 

1.4  混合培养菌群的脱氨氮效果实验 

为评估重组菌株辅助污水脱氮短程硝化作用，

分别采用 2 种处理方式：(1) 利用已经报道的异养

硝化-反硝化菌 Acinetobacter sp. YF14[14]为试验菌

株，加入不同比例的重组菌株；(2) 根据之前报道

的方法略作改动[14]，取曲阜市污水处理厂进水口经

初步预处理的生活污水作为试验水样，另取曝气池

活性污泥，按照水样:污泥体积比为 100:25 的比例

进行配比成试验组，加入 OD600=1.0 的重组菌

BL21(PaNIR)，以不加重组菌的样品或用 BL21(C)

代替重组菌的样品为对照组。以上 2 种处理方式

的反应均在 100 mL 三角瓶中进行，反应体系为

25 mL，在 25 °C、100 r/min 摇床振荡培养，并在不

同时间检测各种氮化合物含量。除不用 IPTG 诱导

外，菌株 YF14 的收集方式均与重组菌相同(见 1.3)。 

溶氧对于重组菌株辅助脱氮作用的影响：在

100-mL 三角瓶中放置 25 mL 的 OD600=2.0 的菌株

YF14 中或污水厂污泥(氨氮含量为 1.5 mmol/L 左

右)，添加 OD600=2.0 经 IPTG 诱导后的重组大肠

杆菌 BL21(PaNIR)，用氮气吹 5 min 以去除氧气，

于 25 °C 振荡培养，通过不同转速(50、100、   

200 r/min) 来 控 制 溶 氧 量 ( 实 际 DO 值 分 别 为

4.50.6、6.40.7、7.80.9 mg/L)，振荡培养 2 h 后，

取样检测氨氮量(NH4
+-N)，计算消耗氨氮的百分比。 

1.5  水质分析方法 

氨氮采用靛酚蓝分光光度法；亚硝酸盐采用

重氮化偶合分光光度法；硝酸盐采用紫外分光光

度计法[14]；NO 的检测利用将生成的 NO 通入水中，

使其自发氧化形成 NO2
–后，采用 Griess 试剂

(Sigma，USA)检测 OD540，计算出 NO2
–的浓度，

再根据 NO 与 NO2
–为 1:1 的比例计算 NO 的浓度。

溶氧(DO)利用奥立龙 RDO 探头(Thermo Scientific，

USA)进行检测。 

1.6  生物统计及生物信息学 

统计及计算使用 GraphPad Prism 5.0 软件。序

列 比 对 利 用 NCBI 数 据 库 中 的 BlastP 程 序

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM
=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=b

lasthome)。PCR 获得基因的测序由上海生工生物

公司完成。 

2  结果和分析 

2.1  亚硝酸盐还原酶基因在大肠杆菌中的表达 

在大肠杆菌 BL21(DE3)的基因组中，利用

Pseudomonas aeruginosa 的亚硝酸盐还原酶的氨

基酸序列(PaNIR: NP_249210.1)进行广泛比对，没

有发现相似的序列，说明大肠杆菌自身不含有与

P. aeruginosa 类似的 NIR 酶。将 PaNIR 的编码基

因利用 PCR 扩增，产物电泳检测正确，测序结果

显示没有突变(结果未展示)。将该条带与线性化质

粒 pBBR1MCS2 相 连 后 ， 转 化 入 大 肠 杆 菌

BL21(DE3)中进行表达，利用活性检测方法验证该

酶能在 BL21(DE3)中正常表达(图 1)。 
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图 1.  重组大肠杆菌还原亚硝酸盐为一氧化氮 

Figure 1.  Recombinant E. coli reduce nitrite to NO. 
(□): NO concentration of BL21(C); (○): NO 
concentration of BL21(PaNIR); (■): Nitrite 
concentration of BL21(C); (●): Nitrite concentration of 
BL21(PaNIR). Data represent the average of three 
independent experiments. Error bars indicate standard 
deviations. 

 

2.2  重组大肠杆菌能迅速氧化亚硝酸盐为 NO 

将重组的大肠杆菌 BL21(PaNIR)进行培养并

诱导后，收集并重悬菌体为 OD600=2.0，加入不同

浓度的亚硝酸盐进行培养。结果显示(图 1)，该菌

能在 30 min 内将 50%以上的亚硝酸盐转化为 NO，

2 h 以后能将约 1 mmol/L 的亚硝酸盐彻底转化，

生成的 NO [0.64±0.70 mmol/(L·h)]与消耗的亚硝酸

盐[0.72±0.10 mmol/(L·h)]几乎等量。对照菌 BL21(C)

只有少量的亚硝酸盐消耗和 NO 生成，可能来源

于大肠杆菌自身具有的亚硝酸盐还原活性[15]。 

综上说明，重组大肠杆菌 BL21(PaNIR)能够

表达有功能的亚硝酸盐还原酶。 

2.3  重组大肠杆菌辅助菌株 YF14 实现短程硝化 

菌株 YF14 是一株异养硝化-反硝化菌株[14]，

为了验证构建的重组菌 BL21(PaNIR)是否能够促

进菌株 YF14 的氮去除效率，以 OD600 值为 2.0 的

菌株 YF14 为基础，添加不同比例的 BL21(PaNIR) 

[以 BL21(C)作为对照菌]，研究复合菌群的氮去除

及短程硝化能力。短程硝化能力的评估是根据在

反应过程中检测到的亚硝酸盐量和脱氨氮效率比

较的，亚硝酸盐积累越少而脱氨效率越高，说明

其短程硝化能力越强。 

结果显示，重组菌 BL21(PaNIR)可以辅助菌

株 YF14 进行更快的生物脱氮(图 2-a，b，c)，且

随着加入的重组菌越多，辅助脱氮效果越明显，

以 12 h 的数据为例，添加 OD600 为 1.0 (图 2-a)、

2.0 (图 2-b)和 4.0 (图 2-c)的重组菌比仅含有菌株

YF14 的 氨 氮 去 除 率 分 别 提 高 了 (24.0±3.5)% ，

(36.0±7.4)%和(42.0±8.3)%。此外，只添加对照菌

BL21(C)后，对于菌株 YF14 也具有一定的辅助效

果(图 2-a，b，c)，这说明大肠杆菌自身也具有还

原亚硝酸盐氮的功能，与前人报道结果类似[15]。

经过计算，去除掉对照菌 BL21(C)自身的影响后，

重组菌 BL21(PaNIR)产生的辅助脱氮效率中由

NIR 过表达产生的部分就比较有限，添加 OD600

为 1.0、2.0 和 4.0 的重组菌，这部分氨氮去除效率

仅分别提高了 11.9%、22.3%和 28.8%，提高效率

有限的原因可能是由于菌株 YF14 代谢氨氮产生

的亚硝酸盐释放较少[14]。 

另外，在脱氮的过程中积累的亚硝酸盐明显

减少(图 2-d，e，f)，以 4 h 数据为例，添加 OD600

为 1.0 (图 2-d)，2.0 (图 2-e)和 4.0 (图 2-f)的重组菌

BL21(PaNIR)时，最大亚硝酸盐积累量相比只有菌

株 YF14 时分别减少了 18.5%、37.0%和 56.9%，这

进一步说明重组菌与异养硝化-反硝化菌 YF14 组

合后，能够帮助减少在脱氮过程中积累的亚硝酸

盐，从而提高脱氨氮和短程硝化能力。硝酸盐积

累量的变化趋势与亚硝酸盐类似(图 2-g，h，i)，

添加了重组菌后，硝酸盐的积累变少，但幅度小

于亚硝酸盐，这可能有两个原因：(1) 表达亚硝酸 
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图 2.  重组大肠杆菌辅助菌株 YF14 去除氨氮 

Figure 2.  Recombinant E. coli contribute to the denitrification of the YF14. The figures (a), (d), (g), (j) and (m) 
showed the several changes of the mixture of OD600 of 1.0 BL21(C) or BL21(PaNIR) and OD600 of 2.0 YF14; The 
figures (b), (e), (h), (k) and (n) showed the mixture of OD600 of 2.0 BL21(C) or BL21(PaNIR) and OD600 of 2.0 YF14; 
And the figures (c), (f), (I), (l) and (o) showed the mixture of OD600 of 4.0 BL21(C) or BL21(PaNIR) and OD600 of 2.0 
YF14; ○: YF14 alone; ∆:YF14 and BL21(C); □: YF14 and BL21(PaNIR). Error bars represents the standard deviations. 
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盐还原酶的重组菌消耗了部分亚硝酸盐，根据传

统的硝化-反硝化过程，作为底物的亚硝酸盐的消

耗会使硝酸盐的产量降低；(2) 亚硝酸盐的消耗也

促进了硝酸盐经过反硝化形成亚硝酸盐的速度，

这进一步消耗了体系中的硝酸盐。 

同时检测了在培养过程中体系 OD600 值的变

化情况(图 2-j，k，l)，从结果可以看出，在检测的

12 h 过程中，体系的 OD600 并没有发生大的变化，

这可能是在培养过程中未添加必要的碳源导致

的，也可能与菌种的生长速度相关[14]，这同时也

说明，在脱氮过程中，由于菌种自身生物量增加

而消耗的氮量所占比例不大。溶氧量 DO 在反应

过程中没有明显的变化(图 2-m，n，o)，基本保持

在稳定供氧状态，未出现大幅度消耗氧气情况，

说明供氧量能够满足该反应需求。 

2.4  重组大肠杆菌辅助污水处理实现短程硝化 

为验证重组菌 BL21(PaNIR)是否能促进实际

污水的脱氮微生物进行短程硝化，将重组菌与活

性污泥厂硝化池中活性污泥相混合，活性污泥含

有大量的微生物种群，本身具有一定的脱氮效果，

重组菌加入后可能促进其中亚硝酸盐快速还原为

NO，并促进脱氮。 

从结果来看(图 3-A)，与对照相比，重组大肠

杆菌 BL21(PaNIR)能显著提高污水中氨氮的去除

效果。以 12 h 为例，重组菌相比污水原污泥的脱

氮效率提高了(31.0±5.7)%，添加对照的菌 BL21(C)

与只有污泥的效果相差不大，这说明重组菌 BL21 

(PaNIR)表达的亚硝酸盐还原酶发挥了作用。 

在本实验中，未检测到亚硝酸盐和硝酸盐的积

累(结果未展示)，因此无法定量说明 NIR 的作用程

度。与图 2 实验相似的是，反应体系的 DO 值也基

本未发生变化，说明供氧满足体系要求(图 3-B)。 

 
 

 
 

图 3.  重组大肠杆菌辅助污泥去除氨氮 
Figure 3.  Recombinant E. coli contribute to the 
denitrification of sludge. The amino nitrogen (A) and 
dissolved oxygen (B) were showed. ○: Sludge alone; ∆: 
Sludge and BL21(C); □: Sludge and BL21(PaNIR). 
Error bars represents the standard deviations. 
 

2.5  溶氧对重组菌功能的影响 

短程硝化过程中影响的重要因素是氧气的供

应，本研究以 OD600=2.0 的重组大肠杆菌为例，研

究了重组菌 BL21(PaNIR)辅助污水脱氮体系中氧

气供应的影响。从结果来看(图 4)，无论是重组菌

与菌株 YF14 相混合(图 4-A)，还是与生活污水相

混合(图 4-B)，均获得了较为一致的结果，即氧气

供应量的变化明显影响重组菌的辅助效果，并且

溶氧为 6.40.7 mg/L 时，氨氮的脱除效果最好，2 h

内氨氮的去除率分别是 19%和 28%左右。过高的

溶氧(7.80.9 mg/L)并没有进一步提高氨氮的脱除

效果。 
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图 4.  氧气供应对于重组大肠杆菌功能的影响 

Figure 4.  Effect of oxygen supply for the function of 
recombinant E. coli. The amino nitrogen removal rate 
(%) were showed in the mixture of YF14 and 
BL21(PaNIR) (A) or sludge and BL21(PaNIR) (B). 
Error bars represents the standard deviations. 

3  讨论 

短程硝化比传统硝化过程约节约 25%的能

源，并且能降低污泥产量[16]。传统控制短程硝化

的方法是通过理化手段，例如通过控制 pH、温度、

溶解氧等，但一些理化指标难以实际控制，马勇

等指出在实际水处理过程中，实际可控的理化因

素只有溶解氧，其他如 pH、温度等均由于进水条

件以及实际应用等难以实现[16]。利用生物控制法

实现污水的短程硝化，是结合生物学和污水处理

的发展而出现的交叉应用，目前通过分离异养硝

化-反硝化细菌[17–20]、厌氧氨氧化细菌[21–22]和短程

反硝化相结合[23]等，均是通过生物控制法实现短

程硝化的具体应用。 

通过细菌过表达亚硝酸盐还原酶从而帮助脱

氮体系更快地进入短程硝化，从原理上和本文结

果来看是可行的。首先，重组大肠杆菌能够降低

菌株 YF14 在脱氮过程中积累的亚硝酸盐和硝酸

盐，提高其脱氮效率(图 2)；其次，重组大肠杆菌

可以与污水污泥一起发挥作用，加快其脱氮效率

(图 3-A)；最后，重组大肠杆菌能够消耗体系中的

亚硝酸盐(图 1)，使其产生 NO，NO 作为小分子可

以自由进出生物体内，从而进入下一步的脱氮反

应，最终生成 N2。 

本研究中提出的短程硝化与传统的短程硝化

不同，传统短程硝化一般是指通过理化手段等控

制硝化菌的生长，并提高亚硝化菌的生长速率从

而提高体系中的亚硝酸盐量，其标志是有稳定且

较高的亚硝态氮的积累[9]；而本研究中的短程硝化

则是指通过生物法将体系中产生的亚硝态氮迅速

转化为 NO，从而使亚硝态氮尽量少地进入硝态氮

阶段，促进体系更快地进入反硝化脱氮过程。因

此，两者目的相同，但在实现短程硝化的途径和

方法上有本质上的区别。 

另外，尽管重组大肠杆菌能够提高菌株 YF14

或生活污泥的脱氮效率，但从实际促进效率上来

看并不大，推测可能有几个原因：首先，脱氮体

系(无论是菌株 YF14 还是活性污泥)所释放到体外

的亚硝酸盐的量很关键，因为亚硝酸盐是重组大

肠杆菌的底物，直接关系到它还原的效率，从结

果来看(图 2，图 3)，这个量可能不大(菌株 YF14

检测到的亚硝酸盐积累较少，而生活污泥处理污

水时检测不到亚硝酸盐)，因此需要认真评估在体

系中所释放的亚硝酸盐的量；其次，重组菌还原

亚硝酸盐的效率不高，从实验结果来看，加入了

重组大肠杆菌后对于菌株 YF14 产生的亚硝酸盐
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去除率提高不大，这可能是提高脱氮效率不高的

一个原因；最后，重组菌与原土著菌之间的协同

作用没有经过优化，由于过表达了亚硝酸盐还原

酶，使得体系中原有的亚硝酸盐消耗过快，而产

生 NO 的速率过快，这打破了原有的菌群平衡，

菌群的其他功能并没有及时跟上这种变化，使下

游产物积累而反馈抑制了整个体系，导致脱氮效

率促进不大。 

利用重组大肠杆菌表达亚硝酸盐还原酶基

因，从而将亚硝态氮迅速转化为 NO，使体系进行

短程硝化，只是一次利用分子生物学方法改进脱

氮工艺的尝试，其本身存在着不足之处。首先，

生物法处理污水的通病是添加的外来菌株是否能

与土著菌株协同作用[24]，既能保证添加菌种的正

常生长和功能的发挥，又不至于过度生长导致膨

胀而使土著菌株体系消失，这需要对于外来和土

著菌株的基础研究都非常清楚，因此，仔细研究

含氮污染中起关键作用的微生物的基础生理生

化、遗传及代谢等对于更好地利用它们非常重要；

其次，该体系仍然需要生物诱导，即需要添加

IPTG 诱导 NIR 的表达，这样既增加了生产成本，

亦不符合大型生产的要求，因此研究有效的组成

型表达的细菌协助污水的短程硝化，以及从环境

中进一步筛选所需要的高效菌株十分重要；最后，

本研究使用批次培养的方式，这与其他文献用

SBR 反应器不同，批次培养在氧气的供应上不如

SBR 反应器准确，根据以前的报道，污水的脱氮

过程中溶氧越低越有利于短程硝化[16]，本研究利

用超过一般硝化菌的氧饱和常数[5]的溶氧浓度(图

2，图 3)，研究重组菌辅助污水的脱氮效果，这可

能会带来一定的误差，因此，改进供氧方式研究

重组菌的作用十分必要。 

由此，笔者认为将来的研究可从以下 3 点入

手：(1) 加强环境微生物的基础理论研究，重点研

究污水处理过程中的微生物，特别针对于含氮污

水中的微生物的生理生化及遗传代谢特性；(2) 加

强分子生物学与污水脱氮处理的结合研究，利用

分子生物学手段，改造一些关键的微生物或酶，

使体系向着污水短程脱氮的方向进行。例如：在

起到关键作用的微生物菌群内部加强亚硝酸盐还

原酶的作用，并减弱硝酸盐氧化酶的作用；(3) 加

强污水脱氮机理的进一步研究，包括其中的微生

物及其酶学作用、脱氮原理及化学计量学原理等。 
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Shortcut nitrification of sludge by recombinant Escherichia coli 
overexpressing nitrite reductase 

Yufeng Xin*, Xiaohua Qu* 
College of Life Sciences, Qufu Normal University, Qufu 273165, Shandong Province, China 

Abstract: [Objective] To highlight the significance of nitrite reductase in wastewater denitrification and shortcut 

nitrification, we studied wastewater denitrification by Escherichia coli expressing nitrite reductase. [Methods] 
Nitrite reductase was overexpressed by transformed a recombinant plasmid with nir gene in E. coli. Expression of 

nitrite reductase and metabolism of nitrite were studied by detecting the products in the whole cell of recombinant 

E. coli. To evaluate the function of recombinant E. coli used for shortcut nitrification, we measured the 

denitrification efficiency of the mixture consisting of the recombinant E. coli and YF14 that was a nitrifying and 

denitrifying bacterium. [Results] The recombinant E. coli could express nitrite reductase, reduced about 1 mmol/L 

nitrite within 2 hours and produced almost equal amounts of nitric oxide (OD600=2.0 bacterial suspension). When 

the recombinant E. coli and YF14 were mixed in equal proportions, the ammonia nitrogen removal efficiency 

increased by about (36.0±7.4)% within 12 hours, and the maximum accumulated amount of nitrite decreased by 

about 37%. Recombinant E. coli (OD600=1.0) significantly improved the ammonia nitrogen removal efficiency of 

activated sludge by about (31.0±5.7)% within 12 hours, and no nitrite and nitrate were detected. Oxygen supply 

affected ammonia nitrogen removal with optimal DO of (6.40.7) mg/L. [Conclusion] Recombinant E. coli with 

nitrite reductase can contribute to the shortcut nitrification capacity of wastewater. 

Keywords: nitrite reductase, E. coli, recombinant, shortcut nitrification, sewage, sludge, denitrification 
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