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摘　 要　 通过逐步提高进水中的有机碳源浓度，探讨进水碳氮比（Ｃ ／ Ｎ）对基于亚硝化的全程
自养脱氮（ＣＡＮＯＮ）型潮汐流人工湿地（ＴＦＣＷ）脱氮效能及其微生物特性的影响．结果表明：
进水 Ｃ ／ Ｎ 可显著影响 ＣＡＮＯＮ 型 ＴＦＣＷ 中脱氮功能微生物的数量与活性，进而影响其氮素转
化速率．当进水 Ｃ ／ Ｎ 由 ０．０ 增至 ６．０ 时，ＴＦＣＷ 中反硝化功能基因的丰度随之增加，系统反硝
化性能提高，ＴＦＣＷ 中逐渐形成同步亚硝化、厌氧氨氧化与反硝化（ＳＮＡＤ）耦合反应体系，其
脱氮效果得以强化．当进水 Ｃ ／ Ｎ＞６．０ 时，好氧氨氧化菌活性受到抑制，数量逐渐减少，ＴＦＣＷ
中的厌氧氨氧化作用与反硝化作用受阻，系统脱氮性能恶化．当进水 Ｃ ／ Ｎ 为 ６．０ 时，ＴＦＣＷ 中
的 ＳＮＡＤ 作用可得到最大限度的强化，其总氮（ＴＮ）去除率和去除负荷分别达（９３．３±２．３）％和
（１４９．３０±８．００） ｍｇ·Ｌ－１·ｄ－１，高于 ＣＡＮＯＮ 系统中 ＴＮ 去除率的理论值．

关键词　 潮汐流人工湿地（ＴＦＣＷ）； 碳氮比（Ｃ ／ Ｎ）； 基于亚硝化的全程自养脱氮（ＣＡＮＯＮ）；
反硝化； 厌氧氨氧化
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　 　 强化人工湿地中基于亚硝化的全程自养脱氮

（ＣＡＮＯＮ）作用，构建 ＣＡＮＯＮ 型人工湿地反应体系

已成为当前人工湿地强化脱氮研究的热点［１－５］ ．
ＣＡＮＯＮ 作用依赖于好氧氨氧化菌（ＡＯＢ）和厌氧氨

氧化菌（ａｎａｍｍｏｘ）的相互作用关系：ＡＯＢ 在有氧条

件下将 ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ 氧化成 ＮＯ２

－ ⁃Ｎ 并消耗 Ｏ２，从而为

ａｎａｍｍｏｘ 创造了缺氧环境；ａｎａｍｍｏｘ 则在缺氧条件

下把前者生成的 ＮＯ２
－ ⁃Ｎ 与未参与氧化的 ＮＨ４

＋ ⁃Ｎ
转化成 Ｎ２，并生成少量的 ＮＯ３

－ ⁃Ｎ［６］ ．相比于传统脱

氮技术，ＣＡＮＯＮ 作用可节省 ６３％的耗氧量和将近

１００％的外加有机碳源［７］，因而其在污水生物脱氮过

程中具有诸多优势．在前期研究中，Ｗａｎｇ 等［８］ 通过

改进潮汐流人工湿地（ＴＦＣＷ）的运行方式，成功构

建了 ＣＡＮＯＮ 型人工湿地反应体系，并对系统中的

微生物群落结构进行了初步分析．
然而，ＣＡＮＯＮ 型人工湿地工艺本身仍存在缺

陷，且其运行性能亦受到诸多因素的影响［７］ ．其中，
污水的 Ｃ ／ Ｎ 是影响该系统脱氮效果及其稳定性的

关键因素之一［９］ ．众所周知，废水中不可避免地会含

有一定量的有机物，而不同浓度的有机碳源则会对

ＣＡＮＯＮ 型人工湿地的脱氮性能产生不同的影响．一
方面，ＣＡＮＯＮ 作用理论上只能达到 ８９％的 ＴＮ 去除

率，产生的 １１％左右的 ＮＯ３
－ ⁃Ｎ 无法被脱除［１０］，若能

通过适量有机碳源的引入在系统中培养一定量的反

硝化菌，将生成的 ＮＯ３
－ ⁃Ｎ 予以去除，则能够使

ＣＡＮＯＮ 系统获得更高的脱氮效率［１１］；另一方面，由
于 ＡＯＢ 和 ａｎａｍｍｏｘ 均是自养菌，当进水 Ｃ ／ Ｎ 过高

时，较高浓度的有机碳源又会对 ＡＯＢ 和 ａｎａｍｍｏｘ 产

生抑制作用，使其活性降低甚至失活，进而恶化

ＣＡＮＯＮ 系统的脱氮性能［１２］ ．
鉴于此，本文在前期研究基础上，以 ＣＡＮＯＮ 型

潮汐流人工湿地（ＴＦＣＷ）为试验装置，探究了不同

的进水 Ｃ ／ Ｎ 对系统脱氮性能及微生物特性的影响，
并确定了系统较佳的进水 Ｃ ／ Ｎ 范围，以期在ＣＡＮＯＮ
型 ＴＦＣＷ 的基础上构建同步亚硝化、厌氧氨氧化和

反硝化（ＳＮＡＤ）耦合脱氮体系，实现该系统对污水

中有机物和氮素的高效同步去除，进而为 ＣＡＮＯＮ
型人工湿地工艺的工程化应用提供理论依据和数据

支持．

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验装置

ＴＦＣＷ 试验装置位于温室内（温度 Ｔ≈２５ ℃），
其表面积约为 ３１４ ｃｍ２（直径 φ≈２０ ｃｍ），系统的构

型与运行方式如图 １ 所示．湿地填料层孔隙率为

４０．３％（即其有效体积为 １０．１２ Ｌ），厚度为 ８０ ｃｍ：下
层（７０～８０ ｃｍ）为砾石支撑层（填充粒径为 １０ ～ １５
ｍｍ）；上层（０ ～ ７０ ｃｍ）为海蛎壳填料层（填充粒径

图 １　 ＣＡＮＯＮ 型潮汐流人工湿地的构型与运行方式
Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｔｉｄａｌ ｆｌｏｗ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｗｅｔｌａｎｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＡＮＯＮ ｐｒｏｃｅｓｓ．
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为 ２～５ ｍｍ）．湿地中种植芦苇，芦苇数量为 ２ 株．ＴＦ⁃
ＣＷ 顶部设置有“Ω”型穿孔管，以此作为系统的进

水管，出水管则设置于距试验装置底部 ５ ｃｍ 处，湿
地装置底部设置有另一个“Ω”型穿孔管作为其分流

进水管．湿地装置侧壁按不同高度设置有 ４ 个取样

管．该取样管主要用于填料样品的采集．
１􀆰 ２　 运行方式

试验装置为已经成功启动的 ＣＡＮＯＮ 型 ＴＦＣＷ，
其 ＴＮ 去除负荷为（１２７．００±１３．７８） ｍｇ·Ｌ－１·ｄ－１［８］ ．
此 ＣＡＮＯＮ 型 ＴＦＣＷ 按照两段式潮汐流运行方式连

续运行（图 １），系统每天运行 ４ 个周期，每个周期 ６
ｈ：每个周期之初，将 ５ Ｌ 进水由进水管泵入系统中

（ ｔ＝ １０ ｍｉｎ）；与此同时，剩余的 ５ Ｌ 进水自分流进水

管由蠕动泵泵入系统（ ｔ ＝ １０ ｍｉｎ），分流管进水流向

为上向流，可在一定程度上降低系统中的溶解氧

（ＤＯ）含量；然后，填料层整体处于淹水状态并反应

４ ｈ； 反 应 结 束 后， 通 过 出 水 管 将 系 统 排 空

（ ｔ＝ １０ ｍｉｎ）；而后湿地系统进入闲置期 （ ｔ ＝ １００
ｍｉｎ），即一个周期共包括进水期、淹水期、排水期和

闲置期 ４ 个阶段． 该过程中 ＴＦＣＷ 的水力负荷

（ＨＬＲ）为 １．２８ ｍ３·ｍ－２·ｄ－１ ．
本研究中 ＣＡＮＯＮ 型 ＴＦＣＷ 共运行了 ３７１ ｄ，可

划分为 ６ 个时期，分别定义为：Ａ（Ｃ ／ Ｎ≈０．０，时长为

４１ ｄ）、Ｂ（Ｃ ／ Ｎ≈２．０，时长为 ６６ ｄ）、Ｃ（Ｃ ／ Ｎ≈４．０，时
长为 ６６ ｄ）、Ｄ（Ｃ ／ Ｎ≈６．０，时长为 ６６ ｄ）、Ｅ（Ｃ ／ Ｎ≈
８．０，时长为 ６６ ｄ）和 Ｆ（Ｃ ／ Ｎ≈１０．０，时长为 ６６ ｄ）．
１􀆰 ３　 进水水质

ＣＡＮＯＮ 型 ＴＦＣＷ 进水为人工模拟废水．其中，
进水中 ＮＨ４

＋ ⁃Ｎ 浓度为 （ ３８． ５１ ± ２． ２４） ｍｇ·Ｌ－１，
ＮＯ２

－ ⁃Ｎ 浓度为（０．５０±０．３３） ｍｇ·Ｌ－１，ＮＯ３
－ ⁃Ｎ 浓度

为（０．９９±０．６７） ｍｇ·Ｌ－１，总氮（ＴＮ）浓度为（４０．００±
１．９０） ｍｇ·Ｌ－１，总磷 （ ＴＰ） 浓度为 （１０． ６４ ± ２． ３９）
ｍｇ·Ｌ－１，ｐＨ 值为（７．７４±０．５８），进水中 Ｃ ／ Ｎ 的调节

通过改变进水中 Ｃ６Ｈ１２Ｏ６的浓度来实现．当进水中

Ｃ ／ Ｎ 分别为 ０．０、２．０、４．０、６．０、８．０ 和 １０．０ 时，进水中

化学需氧量（ＣＯＤ）的浓度则分别为 ０、８０、１６０、２４０、
３２０ 和 ４００ ｍｇ·Ｌ－１ ．
１􀆰 ４　 分析方法

１􀆰 ４􀆰 １ 水样采集及分析方法　 每天采集 ＴＦＣＷ 进出

水水样进行分析．水样中 ＣＯＤ、ＴＮ、ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ、ＮＯ３

－ ⁃
Ｎ、ＮＯ２

－ ⁃Ｎ 和 ＴＰ 的测定方法均参照《水和废水监测

分析方法》 ［１３］中的标准方法．
１􀆰 ４􀆰 ２ 脱氮功能基因定量分析　 分别在不同时期对

稳定后的 ＴＦＣＷ 进行填料样品的采集，采集次数为

２～３ 次．采集过程中，首先从各个取样管中采集填料

样品，然后混合均匀，获取填料层生物膜后，使用土

壤 ＤＮＡ 试剂盒（Ｄ５６２５⁃０１ Ｏｍｅｇａ ＵＳＡ）对生物膜中

的 ＤＮＡ 进行提取纯化．提取后的 ＤＮＡ 产物经紫外

分光光度计测定核酸浓度和纯度，置于冰箱中－２０
℃保存．基于提取的 ＤＮＡ 样品，对其中的细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 以及生物脱氮过程中的关键功能基因 （即

ａｍｏＡ、 ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ ｒＲＮＡ、 ｎｘｒＡ、 ｎａｒＧ、 ｎａｐＡ、 ｎｉｒＳ、
ｎｉｒＫ、ｑｎｏｒＢ 和 ｎｏｓＺ）进行荧光定量 ＰＣＲ 测定．荧光

定量 ＰＣＲ 分析使用的仪器为 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
ＳｔｅｐＯｎｅＴＭ，试验采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 荧光染料法进

行测试，扩增体系如下：１０ μＬ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ ＰＣＲ
ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ （Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ， ＵＳＡ）、８ μＬ ＤＥＰＣ
处理水（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ， ＵＳＡ）、正反向引物各

０．５ μＬ、ＤＮＡ 模板 １ μＬ，共 ２０ μＬ．每种功能基因的

引物种类及反应条件均参照文献［１４］进行．
１􀆰 ５　 数据处理

采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 和 ＳＰＳＳ ２１．０ 软件对数据进行

统计分析．采用单因素（ ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）进行方差

分析，采用利用逐步线性回归模型解析氮素转化速

率与相关脱氮功能基因的定量响应关系．利用 Ｏｒｉｇｉｎ
８．５ 软件作图．图中相关数据为平均值±标准差．

２　 结果与分析

２􀆰 １　 不同 Ｃ ／ Ｎ 条件下 ＴＦＣＷ 的脱氮效果

由图 ２ 可知，当 Ｃ ／ Ｎ 为 ０．０ 时，ＣＡＮＯＮ 型 ＴＦ⁃
ＣＷ 对 ＴＮ 和 ＮＨ４

＋ ⁃Ｎ 的去除负荷分别达 １２７．８９ 和

１４８．６４ ｍｇ · Ｌ－１ · ｄ－１，与同类型的研究结果相

比［１５］，该系统的脱氮性能较为理想．此时 ＴＦＣＷ 的

ＴＮ 和 ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ 去除率分别为 ８０．０％和 ９６．７％，系统

出水中 ＴＮ、ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ、ＮＯ３

－ ⁃Ｎ 和 ＮＯ２
－ ⁃Ｎ 的浓度分别

为 ７．９９、１．２７、６．２８ 和 ０．４５ ｍｇ·Ｌ－１，系统在典型周

期内 ＮＯ３
－ ⁃Ｎ 的生成量与 ＮＨ４

＋ ⁃Ｎ 的消耗量之比约

为 ０．１４．随着进水中有机碳源浓度的增加（图 ３），进
水 Ｃ ／ Ｎ 逐渐增至 ６．０，但 ＴＦＣＷ 始终保持着较高的

ＣＯＤ 去除率，出水 ＣＯＤ 浓度小于 ２０ ｍｇ·Ｌ－１ ．当进

水 Ｃ ／ Ｎ 为 ６． ０ 时， 系统对 ＣＯＤ 的去除负荷达

（９２０．７９±３８．２８） ｍｇ·Ｌ－１·ｄ－１ ．值得注意的是，进水

中有机碳源浓度的适量增加并未显著影响 ＴＦＣＷ
对 ＮＨ４

＋⁃Ｎ 的去除效果，且在一定程度上强化了系统

对 ＴＮ 的去除效果．由图 ２ 和图 ３ 可知，当进水 Ｃ ／ Ｎ 为

６．０ 时，ＴＦＣＷ 对 ＴＮ 和 ＮＨ４
＋⁃Ｎ 的去除率和去除负荷

分别为 （９３． ３ ± ２． ３）％、（１４９． ３０ ± ８． ００） ｍｇ·Ｌ－１ ·
ｄ－１和（９３．６±０．２）％、（１４３．３３±９．８６） ｍｇ·Ｌ－１·ｄ－１，
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图 ２　 不同进水 Ｃ ／ Ｎ 条件下 ＴＦＣＷ 中氮素的转化与去除性能
Ｆｉｇ．２　 Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＴＦＣＷ ｕｎｄｅｒ ｉｎｆｌｕｅｎｔ Ｃ ／ Ｎ ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｓ．
Ａ⁃Ｆ： 运行时期 Ｒｕｎｎｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄｓ． Ⅰ： 进水 Ｉｎｆｌｕｅｎｔ； Ⅱ： 出水 Ｅｆｆｌｕｅｎｔ； Ⅲ： 去除率 Ｒｅｍｏｖａｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ； Ⅳ： 去除负荷 ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅ． ＴＮ： 总氮 Ｔｏｔａｌ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ． 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ．

此时系统的 ＴＮ 去除率已超过ＣＡＮＯＮ反应体系 ＴＮ
去除率的最大值（η ＝ ８９％）．随着进水 Ｃ ／ Ｎ 的进一

步增大，ＴＦＣＷ 对 ＴＮ 和 ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ 的去除率均开始下

降．当进水 Ｃ ／ Ｎ 增至 １０．０ 时，系统对 ＣＯＤ 的去除负

荷高达（１５３７．９１±５３．３３） ｍｇ·Ｌ－１·ｄ－１，但其对 ＴＮ
和 ＮＨ４

＋ ⁃Ｎ 的去除率和去除负荷分别降至（７７． ５ ±
３．５）％、（１２４．１０±７．２０） ｍｇ·Ｌ－１·ｄ－１和（７８．５±３．５）％、
（１２４．３１ ± ６． ７５） ｍｇ·Ｌ－１ ·ｄ－１，出水中 ＮＨ４

＋⁃Ｎ 随

之增至（８．４９±１．３５） ｍｇ·Ｌ－１，ＮＯ２
－ ⁃Ｎ 和 ＮＯ３

－ ⁃Ｎ 的

浓度则分别为（０．２８±０．１５）和（０．２３±０．１２） ｍｇ·Ｌ－１ ．
由此可知，进水 Ｃ ／ Ｎ 的适当提高可强化 ＴＦＣＷ 的脱

氮性能；但当进水Ｃ ／ Ｎ＞６．０后，过高的有机碳源浓

图 ３　 不同进水 Ｃ ／ Ｎ 条件下 ＴＦＣＷ 的化学需氧量（ＣＯＤ）去
除性能

Ｆｉｇ．３　 ＣＯＤ ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ｔｈｅ ＴＦＣＷ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｆｌｕｅｎｔ Ｃ ／ Ｎ
ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｓ．

度反而会对ＣＡＮＯＮ型人工湿地系统产生抑制作用，
进而恶化系统的脱氮效果．
２􀆰 ２　 不同 Ｃ ／ Ｎ 条件下 ＴＦＣＷ 中脱氮功能基因的

变化

研究表明，微生物作用是人工湿地中氮素脱除

的主要途径［１６－１７］ ．本文探究了不同进水 Ｃ ／ Ｎ 条件下

ＴＦＣＷ 中脱氮功能基因的丰度变化，以期解析进水

Ｃ ／ Ｎ 与系统脱氮性能的关系．图 ４ 表明，当进水 Ｃ ／ Ｎ
由 ０．０ 增至 １０．０ 时，系统中的细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷

贝数由 １．２７×１０９增至 １．３２×１０９ ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１ ．究其原

因，可能与进水中有机碳源添加后 ＴＦＣＷ 中异养菌

的过量增殖有关．
对于 ＣＡＮＯＮ 型 ＴＦＣＷ，ａｍｏＡ 和 ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ

ｒＲＮＡ 分别是参与 ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ 转化的关键基因［９，１８－１９］ ．

由图 ４ 可知，当进水 Ｃ ／ Ｎ 为 ０ 时，样品中的 ａｍｏＡ 和

ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数分别为 ６．９１×１０５和

２．４９×１０５ ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１ ．当进水 Ｃ ／ Ｎ 增至 ６．０ 时，样品中

的 ａｍｏＡ 基因拷贝数逐渐降至 ５．６４×１０５ ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１，
ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数却无显著变化．随
着进水 Ｃ ／ Ｎ 进一步增加，样品中的 ａｍｏＡ 基因拷

贝数显著下降．当进水 Ｃ ／ Ｎ 为 １０． ０ 时，样品中的

ａｍｏＡ基因拷贝数最终降至 ７． ４３ × １０４ ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１，
ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数亦降至 １． １２ × １０５

ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１ ．ｎｘｒＡ 是参与 ＮＯ２
－ ⁃Ｎ 氧化过程的关键基

因［２０］ ．不同进水Ｃ ／ Ｎ条件下ＴＦＣＷ中的 ｎｘｒＡ基因

８７０４ 应　 用　 生　 态　 学　 报　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２８ 卷



图 ４　 不同进水 Ｃ ／ Ｎ 条件下 ＴＦＣＷ 中相关脱氮功能基因的
变化
Ｆｉｇ．４　 Ａｂｓｏｌｕｔｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＴＦＣＷ ｕｎｄｅｒ ｉｎｆｌｕｅｎｔ Ｃ ／ Ｎ ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｓ．
ｂａｃｔｅｒｉａ： 细菌 Ｂａｃｔｅｒｉａ．
拷贝数远低于 ａｍｏＡ．基于 ＣＡＮＯＮ 型人工湿地反应

体系的特点，亚硝酸盐氧化菌（ＮＯＢ）的数量应保持

在较低水平．另外，随着进水中 Ｃ ／ Ｎ 的增加，好氧异

养菌对 Ｏ２的竞争会抑制 ＮＯＢ 的活性，导致样品中

的 ｎｘｒＡ 基因拷贝数进一步降低．当进水 Ｃ ／ Ｎ 由 ０．０
增至 １０． ０ 时，填料样品中的 ｎｘｒＡ 基因拷贝数由

７．００×１０３降至 ２．８９×１０２ ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１ ．
反硝化过程是反硝化菌将 ＮＯ３

－ ⁃Ｎ 最终还原为

Ｎ２的生物化学过程．该过程可表述为［２１］：ＮＯ３
－ ⁃Ｎ→

ＮＯ２
－ ⁃Ｎ→ＮＯ→Ｎ２Ｏ→Ｎ２ ．参与上述 ４ 步还原过程的

关键基因分别为 ｎａｒＧ、 ｎａｐＡ、 ｎｉｒＫ、 ｎｉｒＳ、 ｑｎｏｒＢ 和

ｎｏｓＺ．其中，ｎａｒＧ 和 ｎａｐＡ 均可编码 ＮＯ３
－ ⁃Ｎ 还原酶的

催化中心，是参与反硝化过程第一步还原反应

（ＮＯ３
－ ⁃Ｎ→ＮＯ２

－ ⁃Ｎ）的 ２ 种关键基因［２２］；而亚硝酸

盐还原酶 Ｎｉｒ 催化 ＮＯ２
－ ⁃Ｎ 还原为 ＮＯ 的过程则通

常是反硝化过程的限速步骤，也是区别于其他硝酸

盐代谢的标志性反应［２３］ ．亚硝酸盐还原酶包括细胞

色素型（由 ｎｉｒＳ 基因编码）和 Ｃｕ 型（由 ｎｉｒＫ 基因编

码），对 ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 基因的定量研究能够准确反映

出系统中反硝化菌群的丰度［２４］ ．另外，ｑｎｏｒＢ 和 ｎｏｓＺ
基因分别编码 ＮＯ 还原酶和 Ｎ２Ｏ 还原酶的催化中

心［２５－２６］，分别是参与反硝化过程第 ３ 步和第 ４ 步还

原反应的关键基因．图 ４ 表明，当进水 Ｃ ／ Ｎ 由 ０．０ 增

至 ６．０ 时，系统中 ６ 种功能基因拷贝数的变化特征

基本一致，ｎａｒＧ、ｎａｐＡ、ｎｉｒＳ、ｎｉｒＫ、ｑｎｏｒＢ 和 ｎｏｓＺ 基因

拷贝数分别由 ４．２８×１０４、３．６５×１０３、２．７３×１０３、２．３９×
１０３、８．５３× １０３ 和 ７． ４１ × １０３ ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１ 增至 ２． ７０ ×
１０５、６． ２９ × １０３、１． ４９ × １０５、６． ９８ × １０３、５． ５０ × １０４ 和

８．１４×１０３ ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１ ．然而，随着进水 Ｃ ／ Ｎ 进一步增

大，上述 ６ 种功能基因的拷贝数均呈现下降趋势．当
进水 Ｃ ／ Ｎ 为 １０．０ 时，填料样品中 ６ 种功能基因的拷

贝数分别降至 ４．５３×１０４、１．９２×１０３、５．０３×１０４、３．７７×
１０３、１．１０×１０４和 １．３０×１０３ ｃｏｐｉｅｓ·ｇ－１ ．

结合 ２．１ 的试验结果可知，进水中有机碳源的

增加影响了 ＴＦＣＷ 中相关脱氮功能基因的丰度，进
而造成了系统脱氮性能的变化．当进水 Ｃ ／ Ｎ 由 ０．０
增至 ６．０ 时，ＴＦＣＷ 中的 ＤＯ 相对充足，好氧异养菌

在利用 Ｏ２时未对 ＡＯＢ 造成不利影响（即 ａｍｏＡ 基因

拷贝数并无显著下降），而有机碳源的增加则强化

了系统的反硝化活性，使得 ６ 种反硝化功能基因的

基因拷贝数增加．由于该条件下有机碳源浓度仍相

对较低，反硝化菌对 ＮＯ２
－ ⁃Ｎ 的亲和力要小于 ａｎａｍ⁃

ｍｏｘ 对 ＮＯ２
－ ⁃Ｎ 的亲和力［２７］， 致使 ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ

ｒＲＮＡ 基因拷贝数并未下降，ａｎａｍｍｏｘ 活性亦未受到

抑制．由此可推断，此条件下系统中已逐步形成了

ＳＮＡＤ 耦合反应体系，从而使 ＣＡＮＯＮ 型 ＴＦＣＷ 的

ＴＮ 去除率和去除负荷得以进一步提高．当进水 Ｃ ／ Ｎ
为 ６．０ 时，系统中的 ＳＮＡＤ 作用可得到最大限度的

强化，其 ＴＮ 去除率和去除负荷分别达（９３．３±２．３）％
和（１４９．３０±８．００） ｍｇ·Ｌ－１·ｄ－１ ．随着进水 Ｃ ／ Ｎ 的进

一步增大，进水中过量的有机碳源使得好氧异养菌

大量繁殖，好氧异养菌对 Ｏ２的大量消耗导致 ＡＯＢ
开始受到抑制，ａｍｏＡ 基因拷贝数随之显著下降，进
而阻碍了亚硝化反应的进行，使得出水中 ＮＨ４

＋ ⁃Ｎ
的浓度升高，ａｎａｍｍｏｘ 则由于底物 ＮＯ２

－ ⁃Ｎ 的不足

受到抑制（即 ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因拷贝数出现

下降）．另一方面，由于亚硝化反应受阻，好氧异养菌

又消耗掉了系统中大部分的有机碳源，使系统的反

硝化过程受到阻碍，６ 种反硝化功能基因的基因拷

贝数随之显著减少．当进水 Ｃ ／ Ｎ 增至 １０．０ 时，ＴＦＣＷ
的 ＴＮ 去除率和去除负荷分别降至（７７．５±３．５）％和

（１２４．１０±７．２０） ｍｇ·Ｌ－１·ｄ－１ ．
２􀆰 ３　 ＴＦＣＷ 中氮素转化与脱氮功能基因的响应

关系

利用逐步线性回归模型解析了试验阶段各形态

氮素转化速率与相关脱氮功能基因的定量响应关系

（表 １）．由表 １ 可知，４ 组回归模型的 Ｒ２ 值均大于

０．９８６．
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表 １　 ＴＦＣＷ 中氮素转化速率与脱氮功能基因的定量响应
关系
Ｔａｂｌｅ １　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎｉｔｒｏ⁃
ｇｅｎ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｓ （ｎ＝１８）

逐步线性回归方程式
Ｓｔｅｐｗｉｓｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ

Ｒ２ Ｐ

ｖ（ＴＮ）＝ ３４５．０３＋１５．１３［（ａｍｏＡ＋ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ ｒＲＮＡ） ／ ｂａｃｔｅ⁃
ｒｉａ １６Ｓ ｒＲＮＡ］ ＋６．１２×１０－８·ｂａｃｔｅｒｉａ １６Ｓ ｒＲＮＡ＋８．５２×１０２

［（ｎｉｒＳ＋ｎｉｒＫ） ／ ｂａｃｔｅｒｉａｌ １６Ｓ ｒＲＮＡ］ ＋１．５２×１０４（ａｍｏＡ ／ ｂａｃｔｅ⁃
ｒｉａ １６Ｓ ｒＲＮＡ）

０．９９９ ０．００１

ｖ（ＮＨ４
＋⁃Ｎ）＝ １．３９×１０－５ａｍｏＡ＋８．１９［（ａｍｏＡ＋ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ

ｒＲＮＡ） ／ ｂａｃｔｅｒｉａ １６Ｓ ｒＲＮＡ］－１８４．９０
０．９８６ ０．０１２

ｖ（ＮＯ３
－⁃Ｎ）＝ ２．０９×１０－２ｎｘｒＡ＋５９．６１［（ａｍｏＡ＋ｎｘｒＡ） ／ （ｎｉｒＳ＋

ｎｉｒＫ）］ ＋ １３． ６４ ［（ ａｍｏＡ ＋ ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ ｒＲＮＡ） ／ （ ｎａｒＧ ＋ ｎａ⁃
ｐＡ）］＋４．１９

１．０００ ０．００４

ｖ（ ＮＯ２
－⁃Ｎ） ＝ ９． ３３ × １０－２ ［（ ｎａｒＧ ＋ ｎａｐＡ） ／ ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ

ｒＲＮＡ］＋１．５５×１０３［ａｍｏＡ ／ （ｎｉｒＳ＋ｎｉｒＫ）］ －７．２７×１０６［（ ｑｎｏｒＢ
＋ｎｏｓＺ） ／ ｂａｃｔｅｒｉａ １６Ｓ ｒＲＮＡ］ － １． ６２ × １０６（ ｎｘｒＡ ／ ｂａｃｔｅｒｉａ １６Ｓ
ｒＲＮＡ）＋１０．２５

０．９９３ ０．００７

　 　 表 １ 表明，ＴＮ 去除速率［ｖ（ＴＮ）］主要受 ４ 个变

量的影响：［（ａｍｏＡ＋ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ ｒＲＮＡ） ／细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ］、 １６Ｓ ｒＲＮＡ 丰度、 （ ｎｉｒＳ ＋ ｎｉｒＫ ） ／细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 和（ａｍｏＡ ／细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ）．上述 ４ 组变量均与

ｖ（ＴＮ）呈正相关关系．其中，［（ ａｍｏＡ＋ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ
ｒＲＮＡ） ／细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ］表明 ＣＡＮＯＮ 作用是 ＴＦＣＷ
中 ＴＮ 去除的主要途径之一，且功能基因相对丰度

的提高更加有助于系统中 ｖ（ＴＮ）的提高．细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 则表明 ＴＦＣＷ 中微生物量的增加亦会促进系

统对 ＴＮ 的去除效果．由（ａｍｏＡ ／细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ）可

知，功能基因 ａｍｏＡ 相对丰度的增加有利于系统中

ＮＯ２
－ ⁃Ｎ 的生成，有助于后续脱氮作用的进行（如反

硝化作用与厌氧氨氧化作用）．当进水中有机碳源含

量增加时，ＴＦＣＷ 中的反硝化活性逐渐增强，亚硝化

作用产生的 ＮＯ２
－ ⁃Ｎ 与 ＣＡＮＯＮ 作用产生的 ＮＯ３

－ ⁃Ｎ
均可被反硝化作用脱除． ［（ ｎｉｒＳ ＋ ｎｉｒＫ） ／细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ］表明，亚硝酸盐还原酶 Ｎｉｒ 催化 ＮＯ２

－ ⁃Ｎ 还原

为 ＮＯ 的过程是反硝化过程的限速步骤，反硝化菌

群丰度的适当增加有利于系统中 ＴＮ 的去除．由此可

推断，ＴＦＣＷ 中 ＴＮ 的去除应主要依靠 ＳＮＡＤ 耦合

反应．
ＮＨ４

＋ ⁃Ｎ 去除速率［ ｖ（ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ）］主要受 ａｍｏＡ

和［（ａｍｏＡ＋ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ ｒＲＮＡ） ／细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ］２
个变量的影响，且其均与 ｖ（ＮＨ４

＋ ⁃Ｎ）呈正相关关系．
如前所述，ａｍｏＡ 基因是参与好氧氨氧化过程的关键

基因，其丰度变化可在一定程度上反映出系统对

ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ 的 去 除 效 果． 而 ［（ ａｍｏＡ ＋ ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ

ｒＲＮＡ） ／细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ］则表明 ＣＡＮＯＮ 作用也是

ＴＦＣＷ 中 ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ 去除的主要途径之一．由此可知，

ＴＦＣＷ 中 ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ 的去除主要依靠好氧氨氧化作用

和 ＣＡＮＯＮ 作用 ２ 种途径．
ｎｘｒＡ、［（ａｍｏＡ＋ｎｘｒＡ） ／ （ｎｉｒＳ＋ｎｉｒＫ）］和［（ａｍｏＡ＋

ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ ｒＲＮＡ） ／ （ｎａｒＧ＋ｎａｐＡ）］是影响 ＮＯ３
－ ⁃Ｎ

累积 速 率 ［ ｖ （ ＮＯ３
－ ⁃Ｎ ）］ 的 ３ 个 变 量， 且 均 与

ｖ（ＮＯ３
－ ⁃Ｎ）呈正相关关系．由于 ａｍｏＡ 与 ｎｘｒＡ 基因均

是参与硝化过程的关键基因，两种基因丰度的增加

有利于 ＴＦＣＷ 中 ＮＯ３
－ ⁃Ｎ 的累积． （ ａｍｏＡ＋ａｎａｍｍｏｘ

１６Ｓ ｒＲＮＡ）表明 ＣＡＮＯＮ 作用可引起系统中 ＮＯ３
－ ⁃Ｎ

累积．ｎａｒＧ、ｎａｐＡ、ｎｉｒＳ 和 ｎｉｒＫ 基因均是参与反硝化

过程的关键基因，上述 ４ 种基因丰度的增加会促进

系统中 ＮＯ３
－ ⁃Ｎ 的还原．由此方程可知，硝化作用和

ＣＡＮＯＮ 作用是造成 ＴＦＣＷ 中 ＮＯ３
－ ⁃Ｎ 累积的主要

原因，而反硝化作用则是系统中 ＮＯ３
－ ⁃Ｎ 去除的主

要途径．此结果亦与 Ｗａｎｇ 等［２８］的研究结论一致．
表 １ 还表明，ＮＯ２

－ ⁃Ｎ 累积速率［ｖ（ＮＯ２
－ ⁃Ｎ）］主

要 受 到 ［（ ｎａｒＧ ＋ ｎａｐＡ ） ／ ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ ｒＲＮＡ ］、
［ａｍｏＡ ／ （ ｎｉｒＳ ＋ ｎｉｒＫ）］、 ［（ ｑｎｏｒＢ ＋ ｎｏｓＺ） ／细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ］和（ｎｘｒＡ ／细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ）４ 个变量的影响．其
中，［（ｎａｒＧ＋ｎａｐＡ） ／ ａｎａｍｍｏｘ １６Ｓ ｒＲＮＡ］和［ ａｍｏＡ ／
（ｎｉｒＳ＋ｎｉｒＫ）］均与 ｖ（ＮＯ２

－ ⁃Ｎ）呈正相关关系，而变

量［（ｑｎｏｒＢ＋ｎｏｓＺ） ／细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ］和（ ｎｘｒＡ ／细菌

１６Ｓ ｒＲＮＡ）则与 ｖ（ＮＯ２
－ ⁃Ｎ）呈负相关关系．此方程表

明，由于 ＴＦＣＷ 中生物膜结构及其内部微环境的复

杂性，使得硝化菌、反硝化菌和厌氧氨氧化菌等脱氮

功能微生物均参与了系统中 ＮＯ２
－ ⁃Ｎ 的转化，进一

步证实了 ＴＦＣＷ 中有 ＳＮＡＤ 耦合反应发生．

３　 讨论与结论

人工湿地中脱氮功能微生物的种类与丰度受多

种因素的影响，如环境条件、进水水质和运行工况参

数等．一旦某种因素改变，则系统中脱氮微生物的群

落结构随之会发生变化，其不同形态氮素的转化速

率亦会受到影响［２９］ ．本试验结果表明，当进水 Ｃ ／ Ｎ
由 ０．０ 增至 ６．０ 时，随着进水中有机碳源浓度的增

加，ＣＡＮＯＮ 型 ＴＦＣＷ 出水中的 ＮＯｘ
－ ⁃Ｎ 浓度会随之

降低，系统对 ＴＮ 去除率和去除负荷可得到进一步

地强化．究其原因，主要是进水中有机碳源的适量增

加促使 ＴＦＣＷ 内形成了 ＳＮＡＤ 反应体系（即在同一

个系统内 ＡＯＢ 和 ａｎａｍｍｏｘ 共同完成 ＣＡＮＯＮ 反应，
反硝化细菌则以有机碳源为电子供体，将体系中剩

余的 ＮＯ２
－ ⁃Ｎ 以及 ＣＡＮＯＮ 反应产生的少量 ＮＯ３

－ ⁃Ｎ
还原为 Ｎ２的过程），从而进一步提高了 ＣＡＮＯＮ 型
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ＴＦＣＷ 的 ＴＮ 脱除效果．有研究表明，进水中低质量

浓度的有机物不会显著影响 ａｎａｍｍｏｘ 反应，反而可

通过反硝化作用提高 ＴＮ 去除率［２７，３０－３１］ ．本研究得

出的试验结果与其结论一致．然而，当进水 Ｃ ／ Ｎ＞６．０
后，ＴＦＣＷ 出水中的 ＮＯｘ

－ ⁃Ｎ 浓度虽进一步降低，但
系统出水中的 ＴＮ 和 ＮＨ４

＋ ⁃Ｎ 浓度却开始上升，即系

统对 ＴＮ 和 ＮＨ４
＋ ⁃Ｎ 的去除率和去除负荷均下降．此

结果可归咎于以下原因：进水中过量有机碳源的添

加引起 ＴＦＣＷ 中好氧异养菌大量繁殖，使 ＡＯＢ 受到

抑制，其数量和活性随之急剧减少和降低，进而导致

系统中的厌氧氨氧化作用和反硝化作用受阻，使
ＴＦＣＷ 的脱氮性能恶化．

综上所述，进水中有机碳源的适当增加可在一

定程度上强化系统的反硝化性能，即能够在单级

ＣＡＮＯＮ 型 ＴＦＣＷ 的基础上构建出 ＳＮＡＤ 反应体系，
使人工湿地系统的脱氮效果得到进一步强化．当进水

Ｃ ／ Ｎ 为 ６．０ 时，ＴＦＣＷ 中的 ＳＮＡＤ 作用可得到最大限

度的强化，其 ＴＮ 的去除率与去除负荷达到最高．
在试验过程中，由于 ＴＦＣＷ 试验装置的表面积

有限，致使湿地植物在系统脱氮过程中所起的作用

较小（数据未列出）．考虑到在实际工程中植物对人

工湿地中污染物的去除贡献［１６］，在后续的中试研究

中，会进一步深入考察湿地植物对 ＣＡＮＯＮ 型 ＴＦＣＷ
脱氮机制的影响．
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