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Abstract：Six groups（three groups without plants）of constructed wetland systems with substrates of ceramic pellets + cinder, ceramic
pellets+zeolite, and zeolite+cinder were constructed to investigate the effect of nitrogen removal in Baotou Nanhai Lake and explore the
contribution of nitrogen reduction of each component in a constructed wetland and the mechanism of microbial nitrogen removal. Nitrogen
stable isotope tracing technology was used to quantify the contribution of plants, substrates, and microorganisms to nitrogen removal in a
constructed wetland. High-throughput sequencing technology was used to investigate the microbial community structure and nitrogen
metabolism functional genes in the system. The results showed that the constructed wetland with plants comprising ceramic+cinder was the
most effective in nitrogen removal, with removal rates of（41.18±2.61）%,（50.44±2.63）%,（40.93±2.32）%, and（74.34±1.97）% for TN, NH+4-N,
NO-3-N, and NO-2-N, respectively. 15N tracing revealed that the contribution rates of plants, substrates, and microorganisms to the NO-3-N
removal in the constructed wetland system were 27.74%, 48.43%, and 23.83%, respectively. High-throughput sequencing and PICRUSt2
functional prediction results revealed that plants significantly impacted microbial composition and metabolic pathways. The dominant
phylum was Proteobacteria, most of whose genera are involved in the nitrogen cycle and are crucial in biological denitrification. The
abundance of nirS on the substrate and nirK in the plant roots of a planted constructed wetland system increased significantly. Plants
effectively promoted the denitrification of microorganisms in constructed wetland systems.
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摘 要：为探讨人工湿地各组分氮素削减贡献度及微生物脱氮机理，本研究构建 6组（3组无植物对照）不同类型人工湿地系统，3
组有植物人工湿地基质分别为陶粒+煤渣、陶粒+沸石、沸石+煤渣，探究其对包头南海湖水中氮素的去除效果；采用氮稳定同位素

示踪技术，量化植物、基质和微生物在人工湿地氮去除中的贡献度；并利用高通量测序技术分析人工湿地系统中微生物的群落结

构及氮代谢功能基因。结果表明：陶粒+煤渣有植物组人工湿地氮去除效果最佳，对TN、NH+4-N、NO-3-N、NO-2-N的去除率分别为

（41.18±2.61）%、（50.44±2.63）%、（40.93±2.32）%、（74.34±1.97）%。15N示踪发现，植物、基质和微生物对人工湿地系统NO-3-N去除

的贡献率分别为 27.74%、48.43%和 23.83%。高通量测序和 PICRUSt2功能预测分析结果表明，植物对微生物群落组成和代谢途

径有显著影响。在植物根部样本中，优势菌门为Proteobacteria，其大部分菌属均参与了氮代谢，在生物脱氮过程中发挥重要的作

用。有植物人工湿地系统基质中微生物的 nirS基因、植物根系的 nirK基因丰度明显增加，植物有效促进了人工湿地系统中微生物

的反硝化作用。
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《2022中国生态环境状况公报》[1]显示湖泊（水库）

等重要水域的氮含量超标。水体中氮含量过高，将不

利于水生态健康发展[2-3]，所以亟需对受污染水体进行

高效脱氮，提高水质。包头南海湖是我国西北部寒旱

区的代表性湖泊之一，近年自然环境和人为活动常导

致污染加重，对南海湖进行全年水质监测，结果显示

TN和NH+4-N浓度分别高达5.95 mg·L-1和2.39 mg·L-1，

并且随季节变化幅度较大，夏秋季浓度较高。

人工湿地（CWs）是天然湿地的工程模拟，具有良

好的水体生态修复能力，是一种成本低、生态友好型

水处理技术[4-8]。目前，CWs在废水的二级和三级处

理中得到广泛应用，主要包括工业废水、河湖水和农

业废水[9]。其中人工湿地系统的氮素去除性能受到

多种因素的影响，如植物及基质类型、微生物群落结

构等[10-12]。植物在脱氮过程中起着至关重要的作用，

同时对人工湿地系统的微生物群落结构也有较大影

响，是影响工艺运行的重要因素之一[13-15]。而基质不

仅是湿地植物生长的介质，又是微生物附着的载体，

其本身还可吸附污染物，成为保障人工湿地系统实现

高效脱氮的关键[16]。由于组成有差异，各类型人工湿

地各组分对人工湿地的氮去除贡献度尚不明晰。

近年来，新兴的稳定同位素示踪技术取得了长足

进步，氮稳定同位素已被用于生物氮循环的示踪研

究[17-18]。基于此，本研究采集南海湖原水，通过对比

不同基质组成的有植物、无植物人工湿地系统，通过

探究其对氮素的去除效果优选人工湿地组成。并通

过向最优组中投加 15N同位素进行氮示踪，实现对人

工湿地脱氮效果的准确定量及各组分氮的去除贡献

率量化；利用高通量测序技术对微生物群落多样性进

行探究，研究人工湿地中微生物对反硝化过程的影

响，旨在阐明人工湿地对地表水体氮素削减机制，为

人工湿地设计及功能的优化提供理论支撑。

1 材料与方法

1.1 实验装置与运行

由于垂直下行流人工湿地占地面积小，渗透速率

快且在脱氮方面优势显著[19]，因此本实验采用白色聚

乙烯圆柱桶装置构建高为 0.6 m，内径 15 cm，体积为

3.38 L规模的垂直流人工湿地系统（图 1）。水样取自

包头南海湖。在基质选择上，查阅国内外文献和实际

应用案例，并考虑实用性和使用寿命等因素，选用了

3种材料，分别为陶粒（粒径 2~4 mm）、煤渣（粒径 2~5
mm）和沸石（粒径 3~5 mm），这些基质具有储量多，成

本低，且吸附能力强，对环境无害等优点，满足实验需

求。基质层上表面覆盖防止基质流失和便于植物定

植的生态席垫（厚度为 5 mm）。为模拟流态水动力环

境，在盛放试验用水的塑料桶内安装同一规格的微型

蠕动水泵（流量为10 L·h-1）。

实验所选用的基质煤渣购置于网络商家，沸石购

置于河南同德环保科技有限公司，陶粒购置于巩义市

水处理药剂公司。考虑到南海湿地中水生植物大部

分是芦苇，且芦苇有较高的脱氮效率[20]，因此选用芦

苇作为实验植物。

1.1.1 人工湿地系统氮素去除效果分析

每组人工湿地只填充两种基质，并各设一组无植

物人工湿地，探究植物对脱氮的影响。因此共设 6组

实验，分为有植物实验组陶粒+煤渣（TMZ）、陶粒+沸
石（TFZ）、沸石+煤渣（FMZ），和无植物对照组（陶粒+
煤渣（TM）、陶粒+沸石（TF）、沸石+煤渣（FM）。各类

基质填充厚度为 15 cm，总厚度均为 30 cm，水力停留

时间为 24 h。实验期间，每 5 d在出水口取 100 mL水

样过0.45 μm滤膜后，立即进行NH+4-N、NO-2-N、NO-3-N
和TN浓度的测定。

1.1.2 15N示踪对人工湿地系统各组分的NO-3去除量化

选用氮去除效果最佳的人工湿地继续开展各组

分的NO-3去除量化研究。准确称量 15N同位素标记的

硝酸钾 447.06 mg（15N 为 64 mg）加入蓄水箱中，实验

进水体积为 2.5 L，搅拌均匀后加入实验装置内。设

置系统运行时间为 15 d，分别在第 5、10、15天对人工

湿地植物、上层基质、下层基质和出水口进行破坏性

采样。植物样品放入冰箱 0 ℃冷藏保存，水样和基质

样品放入冰箱-20 ℃冷冻保存，所有样品于实验第 16

图1 人工湿地示意图

Figure 1 Schematic diagram of CWs
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行氮同位素含量检测。

1.2 分析方法

TN 和 NH+4-N 分别采用过硫酸钾紫外分光光度

法和纳氏试剂分光光度法测定；NO-2-N和NO-3-N测

定采用N-（1-萘基）-乙二胺分光光度法和紫外分光

光度法。

1.3 高通量测序

为探究反应系统中微生物群落变化，分别采集系

统中上、下两层基质及植物根部样品。有植物人工湿

地系统，基质样品煤渣、陶粒依次标号为A、B；植物根

部样品分别为C。无植物人工湿地系统，基质样品煤

渣、陶粒依次标号为A′、B′。进行 2次重复采样，共

采集 10个样品，将离心、抽滤后的样品放置于-80 ℃
条件下干冰保存送至上海美吉生物医药科技有限公

司 Illumina MiSeq 平台进行 16S rDNA 高通量测序。

本实验选择通用引物 338F（5′ -ACTCCTACGGGAG⁃
GCAGCAG - 3′）和 806R（5′ - GGACTACHVGGGT⁃
WTCTAAT-3′）对细菌 16S rDNA基因中的V3~V4进

行 PCR扩增。PCR反应条件参数为：95 ℃预变性温

度下保持 3 min；95 ℃变性温度下保持 30 s，55 ℃退火

温度下保持 30 s，72 ℃延伸温度下保持 45 s，进行 27
次循环扩增；72 ℃下终止延伸 10 min，10 ℃至反应结

束，PCR扩增产物使用 2%琼脂糖凝胶电泳检测。采

用美国 AXYGEN 公司的 AxyPrepDNA 凝胶回收试剂

盒切胶回收 PCR扩增产物，并对其进行检测定量分

析，之后构建MiSeq文库，利用 Illumina MiSeq测序平

台进行高通量测序，将所得序列通过OTUs（运算分类

单位）以 97%的相似度进行聚类，本实验的测序工作

由测序公司完成。

1.4 数据分析与计算

为量化人工湿地中各组分 15N去除，需对人工湿

地各组分样品中 15N含量进行计算。

出水中 15N含量根据式（1）计算：
15N出=V出×（atom%出-atom%背）×C出 （1）

式中：V出：出水总体积，L；atom%出：出水样品中 15N原

子百分比；atom%背：N的自然丰度，0.365%；C出：出水

中NO-3-N浓度，mg·L-1。

植物中 15N含量根据式（2）计算：
15N植=m植×（atom%植-atom%背）×TN%植 （2）

式中：m植：整棵植物干质量，mg；atom%植：测得植物样

品中 15N原子百分比；TN%植：植物样品氮含量的质量

百分比。

基质中 15N含量根据式（3）计算：
15N基=m基×（atom%基-atom%背）×TN%基 （3）

式中：m基：基质样品的干质量，mg；atom%基：测得基质

样品中 15N原子百分比；TN%基：基质样品氮含量的质

量百分比。

此外，为表示 15N同位素在物质中的净含量，需计

算人工湿地各组分中 15N绝对丰度。水样中 15N绝对

丰度利用式（4）进行计算；基质及植物中 15N绝对丰度

利用式（5）进行计算。
15N绝对丰度（mg·L-1）=AT%×NO-3浓度×0.006

（4）
15N绝对丰度（mg·g-1）=N含量×AT%×0.10 （5）
实验数据采用 SPSS 24.0 软件对其进行统计分

析，采用Excel 2021和Origin 2022进行数据处理和图

表绘制。

2 结果与讨论

2.1 人工湿地系统对TN的去除

各人工湿地系统中TN的起始浓度均为 4.59 mg·
L-1，6组人工湿地出水中TN浓度随时间变化如图 2所

示。6 组人工湿地对 TN 的去除效果存在着显著差

别，含植物的人工湿地在两个周期中 TN的含量均有

显著降低；未种植植物的人工湿地中 TN含量则表现

为先升高后降低。经过各组人工湿地系统的净化后，

TMZ、FMZ、TFZ、TM、FM、TF水体中的TN浓度分别下

降至（2.70±0.12）、（3.71±0.11）、（3.09±0.12）、（3.47±
0.14）、（3.07±0.13）、（3.27±0.11）mg·L-1。有植物组中

陶粒+煤渣人工湿地系统对TN的去除效果最好，去除

率为 41.18%±2.61%，无植物组中是陶粒+沸石人工湿

地系统对 TN 的去除效果最好，去除率为 28.76%±
2.40%。有植物的人工湿地系统比无植物的人工湿

地系统具有更高的TN去除率，说明植物对TN的去除

性能影响较大。一方面由于人工湿地系统上层基质

中存在植物的一些细小根系，植物根系本身可以吸附

一些氮素污染，同时也可以附着微生物并提供氧气，

有利于微生物的生长，从而增强微生物对氮素的去

除[18]；另一方面植物可促进基质的氮吸附作用，植物

的根系可以改善基质的孔隙结构，帮助基质缓解堵

塞[21]，更利于基质对南海原水中氮素的吸收。因此植

物的加入提高了人工湿地整体的氮去除性能。

2.2 人工湿地系统对NH+4-N的去除

6组人工湿地出水中NH+4-N浓度随时间变化如

图 3所示。各人工湿地均能高效净化南海湖的含氮
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图2 6组人工湿地系统出水TN浓度与去除率

Figure 2 TN concentration and removal by six CWs
图3 6组人工湿地系统出水NH4+-N浓度与去除率

Figure 3 NH4+-N concentration and removal by six CWs
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污染物。各人工湿地系统出水中NH+4-N都有下降的

趋势，整个过程有植物组NH+4-N的浓度低于无植物

组。实验 29 d后，TMZ、FMZ、TFZ、TM、FM、TF水体中

的 NH +4 -N 浓度从初始的 2.28 mg·L-1 分别下降到

（1.13±0.06）、（1.20±0.07）、（1.27±0.06）、（1.58±0.05）、

（1.32±0.08）、（1.38±0.07）mg·L-1。结果显示，有植物

组中陶粒+煤渣人工湿地系统对NH+4-N的去除效果

最好，去除率为 50.44%±2.63%，而无植物组中沸石+
煤渣人工湿地系统对NH+4-N的去除效果最好，去除

率为 42.11%±3.51%；同时在陶粒+煤渣人工湿地系统

中植物的作用在NH+4-N的去除中体现最明显。植物

对NH+4-N的去除作用主要表现在两个方面，一方面，

植物可以直接吸收NH+4-N[22]。另一方面，植物也有分

泌氧气的作用，可以将空气中的氧气传递至根部区

域[23]，南海湖原水在人工湿地中，表层溶解氧充足，在好

氧的环境中，硝化反应条件适宜，将NH+4-N转化为NO-2-
N和NO-3-N。此外，通过无植物组的人工湿地出水中

NH+4-N的 29 d变化结果可知，基质对NH+4-N的吸附

作用也是一种重要的氮去除方式[16]。因此在本研究

中，NH+4-N的去除主要依赖于基质的吸附、植物的吸
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收与硝化反应。

2.3 人工湿地系统对NO-3-N的去除

6组人工湿地出水中NO-3-N浓度随时间变化如

图 4所示。各人工湿地系统中NO-3-N的起始浓度平

均为 2.59 mg·L-1，经各组人工湿地系统的净化后，

TMZ、FMZ、TFZ、TM、FM、TF水体中NO-3-N的浓度分

别为（1.53±0.06）、（1.84±0.05）、（1.76±0.05）、（2.07±
0.07）、（2.09±0.08）、（1.83±0.06）mg·L-1之间。并且运

行 29 d后，有植物组陶粒+煤渣人工湿地系统对NO-3-
N的去除效果最好，去除率为 40.93%±2.32%，而无植

物组中陶粒+沸石人工湿地系统对NH+4-N的去除效果

最好，去除率为 29.34%±2.33%。3种有植物的人工湿

地对NO-3-N的去除率均高于无植物的，即植物在人工

湿地系统中对NO-3-N的去除起到重要作用。植物在

NO-3-N去除过程中主要表现为植物的直接吸收。含

植物的人工湿地，特别是具有发达根系的植物，可以

吸收水中更多的NO-3-N以供其生长发育[24]。此外，人

工湿地植物根部可以富集微生物，具有根际效应，能

够产生氧气和分泌物，并被微生物用于生长繁殖[25]。

植物可以通过影响微生物的活性而对人工湿地中氮

污染物的去除效果产生影响[26]。在有植物的人工湿

地系统中，特别是在植物根系中，有较多的微生物和

较强的生物活性；而不含栽种植物的人工湿地系统

因为植物的缺失，一方面，基质缺乏反硝化所需的微

生物、酶等；另一方面，基质中缺乏有氧与无氧的过

渡环境，导致底物中NO-3-N的持续积累，致使底物中

NO-3-N的浓度非但没有下降，反而升高。

2.4 人工湿地系统对NO-2-N的去除

6组人工湿地出水中NO-2-N浓度随时间变化如

图 5所示。各人工湿地系统对NO-2-N的去除均表现

出了较好的效果。在实验开始时，人工湿地系统进水

的NO-2-N初始浓度为 0.15~0.16 mg·L-1，人工湿地系

统运行 29 d 后，TMZ、FMZ、TFZ、TM、FM、TF 水体中

NO-2 -N 的浓度分别降低到（0.039±0.003）、（0.053±
0.004）、（0.041 ± 0.003）、（0.061 ± 0.004）、（0.064 ±
0.005）、（0.058±0.003) mg·L-1，去除率均达到 58% 以

上，最高可达 76.31%。从图 5中可以看出，相较于其

他氮素指标的去除，有植物的陶粒+煤渣组并未在

NO-2-N的去除方面与无植物组拉开差距，这可能是因

为NO-2-N在人工湿地环境中的转化和去除过程相对

复杂。NO-2-N属于一种相对不稳定的化合物，容易转

化为其他更稳定的形态，如NO-3-N或NH+4-N[27]。这些

转化过程可能受到人工湿地环境中多方面因素的影

响，包括 pH值、温度、基质孔隙大小、微生物活性等。

因此，植物的存在可能对这些转化过程产生一定的影

响，但这种影响比较微弱。此外，在0~9 d的时间内，与

陶粒+煤渣组相比，陶粒+沸石、沸石+煤渣基质的有

植物组NO-2-N的去除效果对比无植物组有显著差异。

说明含有沸石的基质组合更能促进人工湿地NO-2-N
的去除，由于沸石的表面结构较粗糙且多孔，在水中

有利于离子的吸附与交换且不改变晶体结构[28]。同

时具有更大比表面积，为微生物提供了更多的依附场

所和活动空间。但是随着吸附的污染物越多，基质

图4 6组人工湿地系统出水NO-3-N浓度与去除率

Figure 4 NO-3-N concentration and removal by six CWs
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出现明显堵塞，去除率下降，导致出水NO-2-N浓度逐

渐趋于稳定。

2.5 15N同位素在人工湿地中的绝对丰度质量

为进一步研究人工湿地系统中各组分对NO-3-N
的去除贡献度，采用陶粒+煤渣组人工湿地进行氮同

位素标记定量实验，选择煤渣作为上层基质，陶粒作

为下层基质。基质和植物中氮含量、原子百分比

（AT%）和同位素 15N 的绝对丰度分别列于表 1。其

中，氮含量指的是基质和植物中氮元素占整体物质含

量的百分比。由表 1 可知，植物根际的氮含量为

0.57%，上层基质和下层基质氮含量分别为 0.18%和

0.13%，植物根际氮含量远高于基质。原因是基质本

身只通过吸附作用去除氮，而植物能利用基质中的氮

元素合成自身的物质；此外，基质本体含量高也致使

其氮含量占比低于植物。

15N同位素的绝对丰度是指一种物质中 15N同位

素的净含量，它是根据含氮量和原子百分比进行计算

的。根据 AT%数值及 NO-3-N 浓度，计算出实验原

水 15N的绝对丰度，见图 6。实验开始时，原水中的 15N
的绝对丰度是 0.396 mg·L-1，经过 5 d的处理后，15N的

绝对丰度降至 0.230 mg·L-1；15 d 后降到 0.134 mg·
L-1，此时人工湿地对 15N的去除率达到了 66.16%，也

再次反映出该人工湿地良好的氮去除效果。植物和

基质中 15N的绝对丰度如表 1所示：在上层基质中，单

位质量的基质中 15N浓度最高，其绝对丰度可达 8.64×
10-3 mg·g-1，单位质量基质的吸附量也最大；下层基质

中，15N的含量最小，绝对丰度为 6.31×10-3 mg·g-1，它

的吸附能力是最小的。植物中 15N 的绝对丰度达到

55.29 mg·g-1，明显高于基质，说明单位质量植物对氮

的吸收量较大。

2.6 人工湿地各组分NO-3-N去除的贡献率

人工湿地各组分 15N去除总量变化如表 2所示，

在15 d后，有植物组植物、上层基质、下次基质以及微

生物的 15N去除总量分别为 13.49、12.51、11.04、11.59
图5 6组人工湿地系统出水NO-2-N浓度与去除率

Figure 5 NO-2-N concentration and removal by six CWs

表1 基质和植物中氮含量、AT%和 15N绝对丰度
Table 1 Absolute abundance of nitrogen content，AT% and 15N in

substrates and plants
样品

Sample
植物

煤渣

陶粒

氮含量
Nitrogen content/%

0.57
0.18
0.13

原子百分比
Atomic percent/%

0.97
0.48
0.49

15N绝对丰度
15N absolute

abundance/（mg·g-1）

55.29×10-3

8.64×10-3

6.31×10-3

图6 水样中 15N绝对丰度与去除率

Figure 6 Absolute abundance and removal of 15N in water samples
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mg；而无植物各组分的 15N 去除总量分别为 11.76、
9.01、15.64 mg。从整个过程来看，植物的 15N去除总

量在 0~5、10~15 d变化较小，而在 5~10 d变化较大，

即对 15N的吸收速率呈现出先缓后快再缓的趋势。由

于初期是植物对新环境的适应阶段，故 15N的吸收在

初期并不显著，适应后则会加速对 NO-3-N 的吸收。

在初期，上层基质对NO-3-N的吸收发挥更重要作用。

试验中后期，由于土壤养分、环境等因素的影响，植物

对 15N的积累速度减慢，但此时的微生物已经适应环

境并逐渐发挥作用，加快对 15N的吸收。此外，对比有

植物和无植物组发现，有植物组微生物中 15N去除总量

低于无植物组，这是由于无植物组对NO-3-N有去除作

用的只有基质与微生物，而有植物组中植物也能吸收

氮，从而为人工湿地系统氮素去除贡献一定比例，使得

微生物对NO-3-N去除的量减少；同时植物根系有泌氧

功能，一定程度制约微生物对氮的反硝化[29]。因此无

植物组微生物的脱氮效果好于有植物组。

同时以各组分 15N同位素的去除总量为依据，可

以得出有植物人工湿地植物、基质和微生物组分在

15 d后对NO-3-N去除的贡献率。植物的吸收和基质

的吸附对人工湿地系统NO-3-N去除的贡献率分别为

27.74%和 48.43%，微生物对NO-3-N的去除贡献率占

23.83%。但从表 2可以看出，实验的中后期植物与基

质对 15N 的吸收变得缓慢，而微生物则加快了对

NO-3-N的去除，说明在人工湿地稳定运行后微生物将

会对人工湿地NO-3-N的去除起主导作用。

2.7 植物对微生物多样性的影响

5组样品的微生物多样性指数如表 3所示，通过

物种多样性指数（Simpson）与丰富度指数（Chao、Ace）
变化情况可知，5组样品中的多样性及丰富度均有较

大的差异，有植物组的丰富度较无植物组有显著提

升。植物的加入使人工湿地中的微生物数量得到了

增加，从而提高了人工湿地的氮净化性能。植物能向

基质中输送氧气，维持底物中微生物的活力和多样

性；植物的生长和代谢，凋落物和植物根系分泌物等

也可以为微生物的繁殖和发育提供能量[30]，丰富的微

生物群落物种多样性强化了人工湿地系统去除氮素

的能力。

2.8 植物对微生物群落结构的影响

各组人工湿地系统中微生物门水平群落结构组

成如图 7（a）所示。各组人工湿地系统中基质及植物

根系上的细菌共鉴定出 53个菌门。其中相对丰度前

10为优势菌门，主要包括 Proteobacteria（变形菌门）、

Actinobacteriota（放线菌门）、Bacteroidota（拟杆菌门）、

Firmicutes（厚壁菌门）、Patescibacteria（髌骨菌门）、

Chloroflexi（绿弯菌门）、Acidobacteriota（酸杆菌门）和

Cyanobacteria（蓝藻门）。Proteobacteria 的丰度最高，

相关研究表明，其大部分菌门均参与氮循环途径，在

生物脱氮过程中具有至关重要的作用[31-32]。对比两

组人工湿地系统，植物中的 Bacteroidota 数量明显高

于两组基质，Bacteroidota为异养细菌，能够分解水中

的碳水化合物，利用水中的NO-3-N，参与反硝化作用。

Firmicutes 是具有脱氮功能的互养细菌，对比 5组样

品，有植物组中Firmicutes相对丰度占比均较高，故有

植物人工湿地系统脱氮效果更佳。

各组人工湿地系统中微生物属水平群落结构组

成如图 7（b）所示，各系统的群落组成存在一定的差

异，主要表现在有植物的人工湿地系统优势菌属主要

分布在 Pseudomonas（49.08%~62.69%）、Pseudarthro⁃

bacter（4.11%~4.93%）和 Malikia（3.25%~10.78%）菌

属 ；无 植 物 系 统 主 要 为 Limnobacter（40.32%~
51.58%）、Nevskia（9.23%~11.57%）和 Rhodobacter

（3.04%~5.45%）菌属。此外，不同于有植物系统，无

植物系统两基质表面的微生物群落组成表现出明显

不同，陶粒中 Saccharimonadaceae、Rhodobacter、Azoar⁃

cus等菌属的比例显著提高，Sulfuritalea、Rhodoferax和

Sphingomonas等菌属显著降低。说明植物的加入使

取样位置
Sampling position

植物

有植物组上层基质

有植物组下层基质

无植物组上层基质

无植物组下层基质

有植物组微生物

无植物组微生物

15N总量 15N Total mass/mg
5 d
4.77
5.59
1.14
4.87
0.95
0.87
2.47

10 d
12.65
9.87
6.63
9.16
4.42
3.35
6.89

15 d
13.49
12.51
11.04
11.76
9.01
11.59
15.64

表2 各组分 15N去除总量变化
Table 2 Variation of 15N total remove mass of each component

表3 微生物多样性指数
Table 3 Microbial diversity index

Sample
A
B
C
A′
B′

Simpson
0.004 9
0.004 5
0.022 4
0.021 1
0.020 8

Shannon
6.98
6.87
5.70
5.50
5.45

Ace
5 177
4 865
3 323
2 807
2 631

Chao
5 027
4 688
3 128
2 760
2 589

Coverage
0.96
0.97
0.98
0.98
0.98
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两个基质的微生物系统逐渐均质化，使出水水质更稳

定。植物根系和基质附着的微生物也有明显的不同，

植物根系的优势菌属丰度更大，尤其是 Flavobacteri⁃

um菌属占比明显高于其他两基质。Flavobacterium是

常见的植物促生菌之一[33]，可以溶解磷酸盐，制造生

长激素[34]，推测植物的加入提高了此类菌属的占比，

反过来又促进植物生长及其对氮素的循环作用，从而

通过影响基质中氮素的分布间接影响基质所附着微

生物的群落结构。

2.9 微生物氮代谢功能基因分析

通过对植物根系C、有植物组煤渣A、陶粒B和无

植物组煤渣A′、陶粒B′基质样品的微生物氮代谢基

因功能的鉴定与分析，筛选出具有脱氮功能的优势基

因。目前，国内外研究已发现的氮代谢功能基因有：

亚硝酸还原酶（NIR）基因 nirS/nirK；硝酸还原酶（NR）
基因 narG/napA；一氧化氮（NO）还原酶基因 norB；一

氧化二氮（N2O）还原酶基因 nosZ；单加氧酶（AMO）基

因 aomA；羟胺氧化酶（HAO）基因 hao；亚硝酸盐氧化

酶（NXR）基因nor等。在各系统中鉴定出与氮代谢相

关的功能基因主要有参与反硝化过程的 narG/narZ、

narH/narY、nirK、nirS和参与固氮过程的 nasA、nirA、

nirB，如图 8所示。不论是在基质还是植物中，nasA与

nirB基因的丰度都远高于其他基因，这表明固氮过程

是本实验人工湿地微生物氮代谢的主要途径。此外，

有植物人工湿地系统不同基质表面微生物 nirS基因

丰度明显高于无植物系统，说明植物能有效促进人工

湿地系统中微生物的氮代谢，主要体现在反硝化过程

中[35]。而另一个反硝化过程的 nirK基因，其在植物根

系中的基因丰度明显高于基质中的。植物可以通过

根系分泌多种初级代谢物，例如糖和有机酸等[36]，并

释放到水体中，或附着在基质表面，被微生物吸收利

用，这改变了根际区域微生物的结构与多样性，从而

促进人工湿地的反硝化速率以及反硝化基因丰度，对

氮素去除的反硝化过程中微生物的作用产生了不容

忽视的影响[37]。但也可以看出，无植物人工湿地基质

中 nirB基因丰度大于有植物系统，说明在人工湿地固

氮过程中，植物反而产生了负反馈。这是由于植物可

以通过光合作用产生氧气，而参与固氮过程的微生物

周围氧气浓度越高，对固氮作用的抑制程度就越大，

即固氮速率与氧气浓度成反比关系[38]，同时也会影响

基质中固氮基因的丰度。

为了深入研究植物对人工湿地系统氮去除机理

图7 各样点微生物群落组成

Figure 7 Microbial communities of each sample
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的影响，通过高通量技术获得不同处理组的非冗余基

因集，将全部基因片段与 KEGG（Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes）数据库内氮代谢相关的酶基因

信息进行比对，获得氮循环过程中相关功能酶的丰

度。在本实验中检测出的氮代谢相关功能酶的具体

功能和名称如表 4所示。有植物和无植物人工湿地

丰 度 前 三 的 功 能 酶 相 同 ，为 硝 酸 还 原 酶（EC：
1.7.99.4）、亚硝酸盐还原酶（EC：1.7.1.15）、谷氨酸脱

氢酶（EC：1.4.1.2）。相比于无植物系统，有植物人工

湿地中显著上调了NADP依赖型（谷氨酸脱氢酶，EC：
1.4.1.4）、谷氨酸合酶（铁氧还蛋白，EC：1.4.7.1）、固氮

酶（EC：1.18.6.1）、一氧化氮还原酶（细胞色素 c，EC：

1.7.2.5）、氰化酶（EC：4.2.1.104）、羟胺还原酶（EC：
1.7.99.1）、亚硝酸盐还原酶（EC：1.7.2.1）、氨基甲酸激

酶（EC：2.7.2.2）、一氧化二氮还原酶（EC：1.7.2.4）、铁

氧还蛋白-硝酸还原酶（EC：1.7.7.2）、亚硝酸盐还原酶

（细胞色素，氨形成，EC：1.7.2.2）丰度，表明植物的加

入有促进固氮、硝化、反硝化以及异化硝酸盐过程的

作用。同时观察到植物根系微生物中的氮代谢相关

功能酶丰度与两基质层几乎一致，说明功能酶在整个

有植物的湿地中分布均匀，整体氮代谢作用稳定。

3 结论

（1）净化效果最佳的组合为陶粒+煤渣，相比无

植物系统，有植物系统的TN、NH+4-N、NO-3-N和NO-2-N
去 除 率 分 别 为（41.18 ± 2.61）% 、（50.44 ± 2.63）% 、

（40.93±2.32）%、（74.34±1.97）%，有植物人工湿地具

有较好的氮去除效果及反硝化作用。3组有植物人

工湿地系统对南海湖水体氮污染物的总体净化效果

排序为陶粒+煤渣>陶粒+沸石>沸石+煤渣。无植物

系统对南海湖水体氮污染物的净化效果依次为陶

粒+沸石>陶粒+煤渣>沸石+煤渣。

（2）基质中 15N绝对丰度值低于植物中的，单位质

量植物吸收氮素能力更强。15N同位素的示踪量化了

表4 微生物群落主要功能酶丰度
Table 4 Abundance of major functional enzymes in microbial communities

酶Enzyme
6.3.1.2
1.4.1.13
4.2.1.1
1.7.99.4
1.7.1.15
1.4.1.2
1.4.1.4
1.4.7.1
1.18.6.1
1.7.2.5
3.5.1.49
1.7.2.4
1.7.7.1

4.2.1.104
1.7.99.1
1.7.2.1
1.7.7.2
1.7.2.2
1.7.2.6
2.7.2.2

酶功能信息Enzyme function information
谷氨酸氨连接酶

谷氨酸合酶

碳酸盐脱水酶

硝酸还原酶

亚硝酸还原酶

谷氨酸脱氢酶

谷氨酸脱氢酶[NADP（+）]
谷氨酸合酶

固氮酶

一氧化氮还原酶

犬尿氨酸甲酰胺酶

一氧化二氮还原酶

铁氧还蛋白-亚硝酸还原酶

氰化酶

羟胺还原酶

亚硝酸还原酶

铁氧还蛋白-硝酸还原酶

亚硝酸还原酶

羟胺脱氢酶

氨基甲酸激酶

A
71 384.40
55 975.41
44 655.23
35 142.07
30 284.16
12 269.75
11 055.42
7 341.88
8 577.49
5 322.36
2 335.90
2 876.45
1 434.44
3 666.08
5 566.87
4 709.11
1 162.21
1 237.42
61.42

4 308.99

B
73 714.47
57 333.84
44 649.79
34 920.80
30 897.07
11 560.94
10 808.44
8 656.25
10 734.22
6 157.35
2 844.39
3 266.61
1 351.52
4 559.36
6 520.93
4 899.16
1 002.84
1 232.81
49.75

4 369.97

C
70 684.66
57 924.19
51 159.28
36 286.46
35 113.52
14 584.99
16 788.60
8 674.93
9 608.33
8 570.39
1 435.59
2 662.05
932.93

2 821.08
7 018.58
5 052.64
1 608.50
1 670.66

8.00
5 064.42

A′
73 639.52
58 978.68
45 694.54
33 870.90
33 056.94
14 946.78
7 243.94
8 916.33
1 338.76
3 694.08
2 190.01
1 190.74
1 752.87
6 510.44
2 038.89
2 284.32
1 250.62
551.52
69.00

2 110.47

B′
68 233.07
56 571.49
49 893.29
34 120.49
34 029.65
14 479.53
7 095.74
5 522.85
1 050.62
3 131.65
2 789.05
1 334.12
1 315.31
7 562.89
1 708.15
2 764.41
850.62
899.00
71.00

2 256.99

图8 氮代谢功能基因丰度图
Figure 8 Abundance map of functional genes for

nitrogen metabolism
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植物、基质和微生物对人工湿地系统NO-3-N去除的

贡献率分别为 27.74%、48.43%和 23.83%。在人工湿

地建设初期，NO-3-N的去除主要是由上层基质完成；

稳定运行后，NO-3-N的去除主要以微生物为主。

（3）在有植物人工湿地系统中，参与氮循环的优

势菌门相对丰度较高，促进系统的脱氮性能。此外，

有植物人工湿地系统基质中的 nirS基因、植物根系的

nirK基因丰度显著增加，植物有效促进了人工湿地系

统中微生物的反硝化能力，且植物根系微生物中的氮

代谢相关功能酶丰度与两基质层几乎一致，即有植物

的湿地中整体氮代谢效果相对稳定。
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