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摘要: 为了解复合垂直流人工湿地系统对海水养殖尾水中各形态氮的处理效果, 以及植物与不同基质层微生物群

落特征的相似性和差异性, 以互花米草(Spartina alterniflora)-细砂-煤渣-碎石构建的复合垂直流人工湿地系统为研

究对象, 研究了该系统对海水石斑鱼养殖尾水中 COD、NO3
–-N、NO2

–-N、NH4
+-N 和总氮(TN)的去除效果, 并采用高

通量测序技术分析了植物根际和不同基质层微生物群落特征。结果表明, 复合垂直流人工湿地系统对污染物有较

好的去除效果, 出水中 COD、NO3
–-N、NO2

–-N、NH4
+-N 和 TN 的平均浓度分别为 4.00 mg/L, 0.15 mg/L, 0.16 mg/L, 

0.04 mg/L, 0.64 mg/L。植物根际样品和细砂层样品的微生物群落丰富度和多样性较高, 与其他基质层样品具有明

显差异; 在门分类水平上优势菌以变形菌门、拟杆菌门、放线菌门、绿弯菌门和厚壁菌门为主, 相对丰度分别为

53.7%、11.5%、11.9%、6.4%、3.7%; 在纲分类水平优势菌以 α-变形菌纲、γ-变形菌纲、放线菌纲和拟杆菌纲为主, 

相对丰度分别为 30.1%、20.9%、11.9%、10.3%; 人工湿地中丰度最高的脱氮功能菌包括亚硝化单胞菌属、硝化螺菌属、

芽孢杆菌属、假单胞菌属和不动杆菌属; 系统中微生物代谢功能丰富, 且所有样品功能组成相似; 相同基质层样品的微

生物群落组成差异较小, 二级湿地单元各基质层样品微生物群落的差异程度与一级湿地单元相比较小。 
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人工湿地是一种通过模拟自然湿地净化原理

而构造的复合系统, 它利用基质、植物和微生物

的过滤、吸附、离子交换、植物吸收和微生物降

解等物理、化学和生物综合作用来实现水质的高

效净化[1-2]。人工湿地因其工艺简单、投入少、能

耗小、抗冲击负荷能力强、水处理效果好和生态

效益显著等优势, 近年来在淡水养殖尾水处理领

域逐渐得到应用[3-4], 而由于受盐度影响, 在海水

养殖尾水处理中应用的成功案例较少[5-6]。氮是养

殖尾水的主要污染物, 若不处理直接排放会导致

局部水体富营养化[7]。人工湿地中氮主要依赖微

生物的硝化和反硝化等作用脱除 [8-9], 稳定的微

生物群落是人工湿地系统物质循环和高效脱氮的

重要保障[10-11]。因此, 探究海水养殖尾水人工湿

地处理系统中微生物群落的结构和功能对提高水

质净化效果的影响具有重要意义[12]。 

由于 rRNA 基因序列的高度保守性 , 基于

16S rRNA 的现代分子生物学方法已广泛应用于

微生物生态学中[13-14], 如变性梯度凝胶电泳(DG-

GE)[15-17]、限制性片段长度多态性分析(RFLP)[18]、

荧光原位杂交技术(FISH)[19]、实时荧光定量 PCR

技术(Q-PCR)[20]等。但这些方法难以检测到低丰

度的功能菌[21], 且不能对微生物群落进行同步定量

分析, 使微生物群落特征与功能研究受到限制[22]。
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高通量测序技术可以同时对几百万条 DNA 分子

进行序列测定[23-24], 运行快、成本低[22,25], 因此已

逐渐成为微生物群落特征研究的重要手段[26-27]。 

近年来, 关于人工湿地中微生物群落特征的

研究, 多数学者关注植物、基质和水力条件对微生

物群落结构的影响[28-29], 对不同基质层微生物群

落组成及变化特征的研究较少。本研究在实验室前

期研究的基础上, 以细砂、煤渣和碎石为基质, 构

建了复合垂直流人工湿地系统, 采用高通量测序

技术, 分析了人工湿地系统(上、下行池)不同基质

层及根际微生物群落特征, 旨在揭示人工湿地系

统脱氮效率与微生物群落结构的关系, 为阐明人

工湿地内部各基质层脱氮机理提供理论参考, 并

为构建高效的海水人工湿地系统提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  人工湿地构建 

构建的复合垂直流人工湿地中试系统位于山 

东省海阳市某水产有限公司, 该处理系统包括 6

个单元: 沉淀池、一级湿地下行池、一级湿地上

行池、二级湿地下行池、二级湿地上行池和储水

池 , 面积约 19 m2。其中沉淀池长×宽×高为

2.63 m×1.07 m×1.71 m, 4 个上下行池为 2.23 m× 

2.14 m×1.71 m, 储水池为 3.27 m×2.63 m×1.71 m。

人工湿地内选用 3 种粒径不同的基质进行填充, 

自下而上粒径逐渐变小, 依次为碎石 50 cm (粒径

5~15 cm)、煤渣 35 cm (粒径 3~10 cm)、细砂 10 cm 

(粒径 1~5 mm)。种植植物为互花米草(Spartina 

alterniflora Loisel), 密度为 120~150 株/m2(图 1)。

互花米草具有根系发达、耐高盐、氮磷吸收能力强

等优点 , 但因其是我国沿海地区的生物入侵种 , 

采用互花米草作为人工湿地植物进行水处理时必

须在封闭系统中 , 以防止其可能产生的生态风

险。此外, 为了控制其生态风险, 作者在植物开花

时及时剪掉花穗, 使其无法授粉; 在实验结束后, 

将植物根茎铲除[30-31]。养殖池排放的尾水经沉淀

池初步过滤后, 通过水泵依次流入一级湿地下行

池、一级湿地上行池, 再通过管道自流入二级湿

地下行池、二级湿地上行池, 最后收集于蓄水池

(图 2)。 
 

 
 

图 1  复合垂直流人工湿地系统示意图 

Fig. 1  Schematic diagram of integrated vertical flow constructed wetland system 
 

 
 

图 2  复合垂直流人工湿地系统剖面图(箭头指水流方向) 

1#、2#、3#、4#分别为水质分析采样点; D1–D4 为植物根际样品微生物检测采样点; P1–P12 为基质层样品微生物检测采样点. 

Fig. 2  Profiles for integrated vertical flow constructed wetland system (arrows show water flow directions) 

1#、2#、3#、4# are sampling sites for water water quality amalysis. D1–D4 and P1–P12 are sampling sites for microbial  

detetion in the plant rhizosphere and different substrate layers, respectively. 
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人工湿地系统于 2019 年 8 月试运行, 首先在

人工湿地系统中泵入海水养殖石斑鱼尾水循环 1

周, 然后选择植株均匀且生长状况良好的互花米

草进行培植, 控制水力停留时间为 1.5 h, 水力负

荷为 12.6 m/d, 再运行 1 个月。2019 年 9 月系统

出水水质指标基本稳定, 达到尾水排放标准, 此

时认为微生物已处于基本稳定状态, 系统正式运

行。实验期间系统稳定运行 3 个月, 定时测定水

质指标。 

1.2  样品采集 

为了解人工湿地系统不同处理单元对污染物

的去除效果, 于一级湿地下行池进水口、一级湿

地上行池出水口、二级湿地下行池进水口、二级

湿地上行池出水口共设置 1#、2#、3#、4#共 4 个

水质分析采样点(图 2)。为了减少误差, 平行取样

两次, 采集的水样过滤后装于聚乙烯瓶中。系统

试运行期间 , 先将水样保存在−20 ℃冰箱 , 每

2 d 集中检测; 系统正式运行期间, 立即送回实

验室检测。 

为了系统分析人工湿地系统植物及不同基质

层微生物群落的相似性与差异性, 共设置 16 个微

生物检测采样点: 在人工湿地系统下行池和上行

池中, 利用五点取样法[32]采集植物根际样品, 分

别标记为 D1、D2、D3、D4; 在各基质层中部按

照水流方向采集基质层样品 , 分别标记为 P3、

P4、P5、P6、P7、P8、P9、P10、P11、P12, 其

中 P1、P6、P7、P12 是细砂层样品, P2、P5、P8、

P11 是煤渣层样品, P3、P4、P9、P10 是碎石层样

品, 每层样品设置 2 个平行样, 共 32 个样品。采

集的样品置于−80 ℃冰箱保存至测序。 

1.3  水质指标测定与分析 

温度、盐度、pH、DO 等水质指标用 YSI 多

参数水质分析仪测定; TN 采用岛津 TOC 测定仪

测定; TP 采用过硫酸钾氧化法; NH4
+-N 的测定采

用次溴酸盐氧化法; NO2
–-N 的测定采用萘乙二胺

分光光度法 ; NO3
–-N 的测定采用锌镉还原法 ; 

COD 的测定采用碱性高锰酸钾法。 

1.4  微生物群落分析 

通过试剂盒抽提基因组 DNA, 并用超微量分

光光度计(NanDrop2000)测定 DNA 的浓度和纯

度。用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测抽提的基因组

DNA, 按指定测序区域, 合成带有 barcode 的特异

引物, 进行 PCR 扩增。细菌 16S rRNA 基因扩增的

上下引物为 338F: 5ʹ-ACTCCTACGGGAGGCA-

GCAG-3ʹ; 806R: 5ʹ-GGCTACHVGGGTWTCCTA-

AT-3。́PCR 扩增程序为: 95 ℃预变性 3 min; 95 ℃

变性 30 s, 55 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 30 s, 循环

27 次; 72 ℃延伸 7 min, 终止温度 10 ℃。通过 2%

琼脂糖凝胶回收 PCR产物, 再用 AxyPrep DNA凝

胶回收试剂盒(AXYGEN公司)切胶回收PCR产物, 

Tris-HCL 洗脱, 2%琼脂糖电泳检测; 利用 Quanti-

FluorTM-ST 蓝色荧光定量系统(Promega 公司)进

行 Illumina MiSeq 2×300 bp 高通量测序及生物信

息学分析。 

1.5  数据统计分析   

实验数据处理采用美吉生物云平台、Origin 

2019 和 Microsoft office Excel 2019。将 Miseq 测

序得到的 PE reads 根据 overlap 关系进行拼接, 同

时对序列质量进行质控和过滤, 区分样本后进行

OTU 聚类分析和物种分类学分析。基于 OTU 聚

类分析结果, 检测测序深度, 分析物种多样性指

数; 基于分类学信息, 在微生物各个分类水平上

进行群落结构的统计分析。在上述分析的基础上, 

对多样本的群落结构进行统计学和可视化分析。 

2  结果与分析 

2.1  除氮效果分析 

实验期间 , 水温为 (23.9±1.7) ℃ , 溶解氧为

(5.6±0.4) mg/L, 盐度为 30.9±1.0, pH 为 8.1±0.3。

经沉淀池过滤后入水口的 COD 初始含量为(7.84± 

1.62) mg/L, 出水含量为(4.00±1.38) mg/L, COD

的含量降低 48.98%。COD 含量明显下降, 符合

《海水养殖水排放要求》(SC/T 9103-2007)一级标

准(COD≤10 mg/L)。经一、二级人工湿地单元处

理后, NO3
–-N、NH4

+-N 和总氮(TN)含量分别降低

92.10%、94.49%和 78.36%, NO2
–-N 的平均浓度变

化范围是 0.03~0.16 mg/L (表 1)。NO3
–-N 和 NH4

+-N

占比呈逐渐上升趋势, NO2
–-N 占比呈逐渐下降趋

势(图 3)。无机氮含量符合《海水养殖水排放要求》

(SC/T 9103-2007)一级标准(无机氮≤0.50 mg/L)。人
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工湿地系统中不同采样点污染物去除率之间存在

差异显著, NO3
–-N 在 2#采样点处去除率为 71.4%, 

出水去除率为 93.2%; NH4
+-N 在 2#采样点处去除

率为 73.0%, 出水去除率为 92.2%; TN 在 2#采样

点处去除率为 67.0%, 出水去除率为 78.3%, 由此

可见, NO3
–-N、NH4

+-N 和 TN 的去除主要发生在一

级湿地。NO2
–-N 在 2#采样点处积累 0.064 mg/L, 出

水中积累 0.134 mg/L, NO2
–-N 在一级湿地和二级

湿地的积累量基本相同。 
 

表 1  人工湿地系统中各形态氮浓度变化 

Tab. 1  Concentration variations of NO3
–-N, NO2

–-N,  
NH4

+-N and TN in constructed wetland 
mg/L 

采样点 
sampling 

site 
NO3

–-N NO2
–-N NH4

+-N TN 

1# 2.172±0.034 0.025±0.001 0.488±0.005 2.940±0.024

2# 0.621±0.018 0.089±0.002 0.132±0.003 0.971±0.152

3# 0.422±0.030 0.106±0.003 0.097±0.004 0.793±0.020

4# 0.147±0.030 0.159±0.002 0.038±0.007 0.637±0.020

 

 
 

图 3  人工湿地系统中不同形态氮占无机氮比例变化 

Fig. 3  Variations of the proportion of NO3
–-N, NO2

–-N, NH4
+-N 

to dissovled inorganic nitrogen in constructed wetland 
 

2.2  微生物样品测序质量与复杂度分析 

采用 Illumina 高通量测序获得不同样品原始

序列数据, 再经剪切过滤低质量序列后, 得到各

样品组有效序列范围为 34398~54141 条, 碱基数

范围为 15524784~28511770 个, 平均长度为 411~ 

420 bp (表 2)。经 97%相似性聚类后共涵盖 1 域 1

界 48 门 109 纲 333 目 630 科 1444 属 2869 种

8135 OTUs。稀释性曲线能够检验测序量是否能

涵盖所有微生物群落, 本实验测序量超过 33000

时, 曲线趋于平坦, 这说明测序数据量合理, 测

序深度已经覆盖了样品中绝大多数物种(图 4)。 
 

表 2  高通量测序结果 

Tab. 2  High-throughput sequencing results 

采样点
sampling 

site 

原始序

列数 
raw read

OTU
碱基数 

base 
number 

平均长度
average 

sequence 
length 

序列长度范围
sequence length 

distribution 

D1 66533 34398 27353642 411 206–456 

D2 61016 34892 25058120 411 207–464 

D3 67475 39496 27882200 413 219–504 

D4 61470 35474 25337817 412 219–462 

P1 63804 44994 26572721 416 215–502 

P2 37023 34937 15524784 420 251–494 

P3 42425 35585 17527386 413 298–528 

P4 46702 44101 19347199 414 302–452 

P5 42400 40359 17641196 416 364–462 

P6 64865 50597 26987962 416 216–479 

P7 68705 51542 28511770 415 203–474 

P8 62690 48643 26127385 417 216–458 

P9 66461 41056 27621016 416 247–465 

P10 43059 40665 17876105 415 237–432 

P11 63233 54141 26367486 417 238–476 

P12 56801 45449 23591081 415 227–477 

 

 
 

图 4  基于高通量测序结果的稀释性曲线 

Fig. 4  Rarefaction curve for high-throughput sequencing 
 

2.3  多样性分析 

采用 ace、chao、sobs、Simpson 指数对人工

湿地中微生物群落的 α 多样性进行分析, ace 指

数、chao 指数和 sobs 指数反映了微生物群落丰富

度, Simpson 指数反映了微生物群落多样性。本实
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验所有样品的测序覆盖率均在 0.992 以上, 说明

测序覆盖了样品中绝大部分微生物, 可以满足微

生物群落多样性分析的需要。由图 5 可以看出, 植

物根际样品(D1~D4)、细砂层样品(P1, P6, P7, P12)

和二级湿地上行池煤渣层样品(P8, P12)的 ace、

chao 和 sobs 指数较高, 表明其微生物群落丰富度

较高, 细砂层样品(P1, P6, P12)的 Simpson 指数较

低, 表明其微生物群落多样性较高。 

 

 
 

图 5  人口湿地系统中不同取样点的微生物 alpha 多样性分析 

采样点位置如图 2 所示。 

Fig. 5  Alpha diversity analysis of microbial community at different sampling sites in constructed wetland 
The sampling sites are shown in fig. 2. 

 
2.4  不同水平微生物群落组成分析 

为了解微生物在植物根际和各基质层的群落

组成和功能, 在不同分类水平上对微生物群落组

成进行分析, 结果表明, 人工湿地门、纲水平上植

物根际样品和各基质层样品的微生物群落组成基

本相同, 其中优势菌门有变形菌门(Proteobacteria, 

53.7%)、拟杆菌门(Bacteroidetes, 11.5%)、放线菌

门(Actinobacteria, 11.9%)、绿弯菌门(Chloroflexi, 

6.4%)、厚壁菌门 (Firmicutes, 3.7%)、蓝细菌门

(Cyanobacteria, 2.7%)、Patescibacteria (2.2%)和浮

霉菌门(Planctomycetes, 1.7%)(图 6a)。优势菌纲有

α-变形菌纲(Alphaproteobacteria, 30.1%)、γ-变形

菌纲 (Gammaproteobacteria, 20.9%) 、放线菌纲

(Actinobacteria, 11.9%) 、 拟 杆 菌 纲 (Bacterodia, 

10.3%)(图 6b)。 

此外, 为了进一步了解各基质层样品在种水

平上微生物群落组成的相似性和差异性, 根据各

基质层样品在种水平上的物种注释及丰度信息 , 

选取微生物群落相对排名较高的 10 个种, 并结合

其在单个样品中的微生物群落相对丰度信息, 构

建了含有各基质层样品聚类关系树的热图。由图

7 可知, 微生物群落经聚类分析后成为四大分支, 

植物根际样本(D1, D2, D3, D4)构成一支, 细砂层

样本(P1, P7, P12)构成一支, 煤渣层样本(P2, P5, 

P8, P11)和细砂层样品 P6 构成一支, 碎石层样本

(P3, P4, P9, P10)构成一支, 这说明不同基质层样

品之间的微生物群落有明显不同。植物根际样本

与细砂层样本和煤渣层样本的微生物群落进化关

系距离较近, 但与碎石层样本样本较远, 说明相

对于碎石层样本, 植物根际样本与细砂层样本和 
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图 6  人工湿地系统中门、纲分类水平上细菌菌落组成 

采样点位置如图 2 所示. 

Fig. 6  Compositions of bacterial colonies at the classification levels of phylum and class in comstructed wetland 
The sampling sites are shown in fig. 2. 

 

 
 

图 7  人工湿地中微生物群落聚类热图 

Fig. 7  The clustering heatmap of microbial communitiy in constructed wetland 
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煤渣层样本微生物群落组成和聚集规律更相似 , 

这可能是由于植物根际与细砂层接触, 同时有少

量长势较好的根蔓延到了煤渣层。 

2.5  脱氮功能菌分析 

人工湿地的脱氮功能菌在脱氮过程中发挥着

至关重要的作用。本系统的脱氮功能菌包括氨氧

化细菌、亚硝酸盐氧化细菌和反硝化细菌。氨氧

化细菌包括亚硝化单胞菌属(Nitrosomonas)和亚

硝化螺菌属(Nitrosospira), 亚硝酸盐氧化细菌包

括硝化螺菌属(Nitrospira), 反硝化细菌包括不动

杆 菌 属 (Acinetobacter) 、 假 单 胞 菌 属 (Pseu-

domonas)、芽孢杆菌属(Bacillus)、罗思河小杆菌

属(Rhodanobacter)、索氏菌属(Thauera)、黄杆菌

属(Flavobacterium)、红球菌属(Rhodococcus)、嗜

酸菌属(Acidovorax)、嗜氢菌属(Hydrogenophaga)、

生丝微菌属 (Hyphomicrobium)和硫杆菌属 (Thio-

bacillus)。本研究人工湿地中除氮功能菌丰度如

表 3 所示, 其中反硝化细菌总丰度最高(0.3745%), 

其次是亚硝酸盐氧化细菌(0.1551%)和氨氧化细

菌(0.1519%)。在优势菌属中硝化螺菌属丰度最高

(0.1551%), 其次是亚硝化单胞菌属(0.1484%)、芽

孢杆菌属(0.1294%)、假单胞菌属(0.0823%)和不

动杆菌属(0.0634%)。同时对比各采样点微生物

序列数可知 , 氨氧化细菌和亚硝酸盐氧化细菌

主要分布在一级湿地 , 反硝化细菌主要分布在

二级湿地。而且植物根际样品中的亚硝酸盐氧

化细菌数量高于基质样品 , 但反硝化细菌少于

基质样品。 
 

表 3  人工湿地中除氮相关功能细菌丰度 

Tab. 3  Abundance of nitrogen removal related functional bacteria in constructed wetland 

序列数 sequence number 代谢方式 
metabolize manner 

生物学分类 
scientific classification D1 D2 D3 D4 P(1–3) P(4–6) P(7–9) P(10–12) 

总丰度/% 
total abundance

亚硝化单胞菌属 Nitrosomonas 206 257 39 33 557 665 420 744 0.1484 氨氧化 
ammoxidation 

亚硝化螺菌属 Nitrosospira – – – – 2 6 2 58 0.0035 

亚硝酸盐氧化 
nitrite oxidation 

硝化螺菌属 Nitrospira 776 775 216 24 360 468 171 237 0.1551 

不动杆菌属 Acinetobacter 1 – – 1 248 217 145 619 0.0634 

假单胞菌属 Pseudomonas 10 85 15 37 172 211 150 926 0.0823 

芽孢杆菌属 Bacillus 111 112 243 209 364 285 301 900 0.1294 

罗思河小杆菌属 Rhodococcus 59 128 2 6 6 11 7 165 0.0190 

嗜酸菌属 Acidovorax – 1 – 1 37 64 92 241 0.0223 

嗜氢菌属 Hydrogenophaga 6 1 1 – – 12 122 354 0.0254 

生丝微菌属 Hyphomicrobium 2 2 – 2 18 54 16 106 0.0102 

硫杆菌属 Thiobacillus – – 1 – – 2 58 74 0.0069 

黄杆菌属 Flavobacterium 3 5 6 2 15 18 44 43 0.0070 

索氏菌属 Thauera – – – – – – 1 32 0.0017 

反硝化 
denitrification 

红球菌属 Rhodanobacter – – 18 1 1 2 1 3 0.0069 

 
2.6  微生物样品代谢功能分析 

为了探究植物根际与基质间微生物的代谢功

能差异 , 各样品间的同源蛋白簇(clusters of or-

thologous groups, COG)代谢功能组成分析结果表

明, 湿地内所有植物根际样品和基质样品的 COG

功能组成较为相似(图 8)。主要的 COG 功能包括: 

能量生产与转换、氨基酸转运与代谢、核苷酸转

运与代谢、碳水化合物转运与代谢、辅酶转运与

代谢、脂质转运与代谢、无机离子转运与代谢、

转录、复制重组与修复、细胞壁/膜包膜生物发

生、细胞运动、次生代谢产物生物合成、运输和

分解代谢等。该分析结果表明, 本研究中人工湿

地系统的微生物代谢功能非常丰富, 这有利于湿

地中碳、氮、硫等元素的循环。 

2.7  β多样性分析 

PCA (principal component analysis)分析可以 
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图 8  人工湿地中微生物同源蛋白簇(COG)功能预测 

Fig. 8  Prediction of microbial clusters of orthologous groups (COG) function in constructed wetland 
 

通过不同样本 OTU 组成反映样本间的差异和距

离, 样本组成越相似, 反映在 PCA 图中相应坐标

轴上的距离越近。结果表明(图 9)一级湿地中植物

根际样品(D1、D2)相近, 细砂层样品(P1、P6)相 

近, 煤渣层样品(P2、P5)相近, 碎石层样品(P3、

P4)相近 , 说明在相似环境下有相对稳定的微生

物群落组成关系。细砂层样品(P1、P6)与植物根

际样品(D1、D2)相距较近, 这是由于植物根际与

细砂层接触, 具有较相似的环境, 因此具有较相

似的微生物群落特征。在二级湿地中植物根际样

品和细砂层样品(D3、D4、P7、P12)相近, 煤渣层

样品(P8、P11)相近, 碎石层样品(P9、P10)相近, 也

说明在相似环境下有相对稳定的微生物群落组成

关系, 表现出与一级湿地相似的分析结果。 

PLS-DA (partial least squares discriminant 

analysis)分析可以通过对组间观察值进行有效区

分, 在反映样本间差异和距离的同时, 观察到各

样本的离散程度。一级湿地植物根际样品(D1、

D2)相近, 并与各基质层样品(P1、P2、P3、P4、

P5、P6)相距较远(图 10a), 二级湿地植物根际样品

(D3, D4)相近, 并与各基质层样品(P7、P8、P9、P10、

P11、P12)相距较远(图 10b), 说明不同环境下微生

物群落组成差异较大。同时对比图 10a 和图 10b 可

以发现一级湿地基质样品离散程度大于二级湿地。 
 

 
 

图 9  人工湿地中微生物群落主成分分析 

Fig. 9  PCA analyse of microbial community in constructed wetland 
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图 10  人工湿地中微生物群落偏最小二乘法判别分析 

Fig. 10  PLS-DA analyse of microbial community in constructed wetland 
 

3  讨论 

3.1  不同水平微生物群落组成及多样性分析 

本实验中植物根际样品和细砂层样品具有较

高的丰富度和多样性, 这是由于人工湿地中的植

物通过光合作用在根区还原态介质中形成了氧化

态微环境[33], 根区有氧区域和厌氧区域共同存在

为根区好氧、兼性厌氧和厌氧微生物提供了各自

适宜的小生境 , 促进了微生物的生长和繁殖 [34]; 

同时由于细砂层样品与植物根际接触, 相较其他

基质层有更高的群落丰富度及多样性。 

综合一级湿地和二级湿地的 PLS-DA 结果, 

人工湿地中植物根际样品微生物群落组成相似 , 

主要是因为植物根际分泌的各种次生代谢物质对

根区附近的微生物数量、种类、分布和活性有很

大影响[35]。同时可以看出一级湿地中的基质样品

离散程度大于二级湿地, 这可能是由于一级湿地

是尾水净化的主要场所, 一级湿地中的氮、磷等

污染物含量以及溶解氧、盐度等相关影响因素沿

水流方向变化梯度较大, 造成微生物生长环境变

化也较大, 因此微生物群落组成差异比较明显。

而经过一级湿地的下行池和上行池处理过的尾

水中各种污染物的浓度已经较低 , 各种影响因

素沿水流方向变化梯度较小, 微生物生长环境变

化也较小, 也即微生物生长环境趋于相似, 因此

二级人工湿地微生物群落组成差异较一级人工湿

地小。 

本研究中整个人工湿地中试系统植物根际样

品和各基质层样品的优势菌门基本相同, 有变形

菌门、拟杆菌门、放线菌门等。其中变形菌门、

拟杆菌门、放线菌门、厚壁菌门作为优势菌门和

前人研究结果基本一致[36-38]。变形菌门在各层样

品中均具有较大丰度, 此研究结果与之前有关人

工湿地的研究结果一致[39-42]。变形菌门包含参与

硝化作用的氨氧化细菌和亚硝酸盐氧化细菌以及

大部分的反硝化细菌[43-44], 这些细菌在生物脱氮

过程中具有非常重要的作用[45-46]。拟杆菌门和厚

壁菌门的细菌能降解多种有机污染物, 对反硝化

作用具有重要的影响[47]。放线菌门在基质下层(碎

石层 P3、P4、P9、P10)的丰度明显大于其他基质

层, 这是由于放线菌门在寡营养胁迫条件下也能

生长, 甚至能寻觅并利用非营养物质[48], 基质下

层存在营养物质缺乏的问题, 这使放线菌门在碎

石层竞争力较强。其中绿弯菌门作为优势菌门可

能是由于其在枯枝烂叶分解过程的碳循环中具有

潜在作用[12]。植物根际样品和各基质层样品的优

势菌纲也基本相同, 有 α-变形菌纲、γ-变形菌纲、

放线菌纲、拟杆菌纲。各层样品均有 α-变形菌纲、

γ-变形菌纲且丰度较大, 这与前人的研究结果基

本一致[12,49-50]。这是由于 α-变形菌纲的外观较为

独特, 附有菌柄, 能够增加表面积和容积比, 对

环境的适应能力较强, 可以通过多种途径利用营

养, 即使在贫营养环境下也能生存 [51]; γ-变形菌

纲属于革兰氏阴性菌, 对于污染物的生物降解能
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力较强[12,52]。虽然之前也有少量研究报道了不同

人工湿地纲水平上微生物群落组成, 但关于人工

湿地的优势菌纲仍存在争议, 不同的人工湿地往

往会有不同的优势菌纲[53-54], 这主要是由于湿地

运行参数、湿地类型、处理尾水的差异等多种原

因[55]。 

在淡水养殖尾水人工湿地处理系统中优势菌

门主要有变形菌门、蓝细菌门、浮霉菌门和放线

菌门[56]; 优势菌纲主要有 α-变形菌纲、β-变形菌

纲(Betaproteobacteria)、γ-变形菌纲、ε-变形菌纲

(Epsilonproteobacteria)、δ-变形菌纲(Deltaproteo-

bacteria)、放线菌纲、拟杆菌纲和硝化螺旋菌纲

(Nitrospirae)[3]。这与本研究以及其他海水养殖尾

水人工湿地处理系统中优势菌门和优势菌纲基本

一致, 但硝化螺旋菌纲在淡水养殖尾水人工处理

系统中丰度较高, 这可能是由于淡水盐度较低的

影响。 

3.2  人工湿地的除氮效果及脱氮功能菌 

经一、二级人工湿地单元处理后, NO3
–-N、

NH4
+-N 和 TN 均具有较高去除率。NO3

–-N 和 TN

具有较高去除率可能是由于 9—11 月植物生长旺

盛, 使植物可以通过发达的根系吸收污染物, 同

时植物也为微生物提供良好的生境, 加快对营养

盐的降解。硝化反应适宜温度在 30 ℃左右, 实验

期间的温度有利于硝化细菌生长, 从而使 NH4
+-N

的去除率较高。NO2
–-N 不降反增, 出水浓度保持

在 0.16 mg/L 左右, 其原因可能是由于反硝化过

程中 NO2
–-N 的还原速率低于 NO3

–-N 生成 NO2
–-N

的速率, 也可能是由于人工湿地内部 DO 含量较

低, 硝化反应不能完全进行。  

本实验中反硝化细菌和氨氧化细菌拥有较高

丰度, 使 NH4
+-N、NO3

–-N 和 TN 可以通过硝化作

用和反硝化作用高效去除。各层样品中均能检测

到硝化螺菌属, 硝化螺菌属属于亚硝酸盐氧化细

菌, 对生物脱氮有重要作用。硝化螺菌属的丰度

与进水 pH 值成正相关, 本研究进水 pH 为 8.1 左右, 

这可能是该菌属在系统中含量较高的原因[57]。此外

硝化螺菌属在一级湿地含量较二级湿地含量高, 其

原因可能是二级湿地内部溶解氧含量较低, 抑制

了硝化反应的进行。亚硝化单胞菌属属于氨氧化

细菌, 在一级湿地下行池和一级湿地上行池的植

物根际处和细砂层比较丰富, 这是由于氨氧化作

用需要在有氧条件下进行, 植物可以通过光合作

用在根际处形成氧化态微环境, 同时细砂层由于

与种植植物和与空气接触也具有较高的溶解氧浓

度。芽孢杆菌属属于反硝化细菌, 是有机物降解

菌, 不仅能够还原硝酸盐和亚硝酸盐, 还能起到

生物固氮的作用, 将水体里的无机氮转化成有机

氮, 为植物提供营养[58]。假单胞菌属属于反硝化

细菌 , 为好氧或兼性厌氧细菌 , 含有降解质粒 , 

可以分解有机污染物, 能够在有氧条件下利用好

氧反硝化酶进行反硝化作用[59]。不动杆菌属属于

反硝化细菌, 能够将 NO3
–-N 通过异化还原作用转

化为 NH4
+-N 以供湿地植物利用[60]。其中需要注意

的是反硝化细菌中的硫杆菌属, 硫杆菌属能在厌

氧条件下能通过反硝化作用参与氮、硫循环生成

硫化物。当水体中的硫化物过高时, 会不利于湿

地植物的生长, 也会抑制硝化反应的进行[61]。本

研究系统中的硫杆菌属大部分位于二级湿地的煤

渣层, 这表明煤渣中的硫杆菌属会参与硫化物的

生成, 进而影响系统的脱氮效果。 

氨氧化细菌和亚硝酸盐氧化细菌主要分布在

一级湿地, 反硝化细菌主要分布在二级湿地, 原

因是一级湿地的溶解氧含量高于二级湿地, 不适

合反硝化细菌的生长。此外, 反硝化细菌的丰度

无论是在一级湿地还是二级湿地都很具有优势 , 

这可能是由于本实验是处理海水养殖尾水的系统, 

其盐度较高, 反硝化细菌的抗盐冲击能力强于硝

化细菌[62-63], 随着盐度的升高, 亚硝酸盐氧化菌

先受到抑制, 随后氨氧化细菌受到抑制, 反硝化

作用优势突出。 

4  结论 

(1) 经一、二级人工湿地单元处理后, 出水中

COD、NO3
–-N、NH4

+-N 和 TN 的平均浓度分别为

4.00 mg/L、0.15 mg/L、0.04 mg/L 和 0.64 mg/L, 去

除率分别为 48.98%、92.10%、94.49%和 78.36%, 

NO3
–-N 的平均浓度变化范围是 0.03~0.16 mg/L, 

COD 和无机氮浓度均符合《海水养殖水排放要

求》(SC/T 9103–2007)中的一级标准。 
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(2) 本次测序深度已经覆盖了样品中绝大部

分物种。采用 ace、chao、sobs、Simpson 指数对

人工湿地中微生物群落的 α 多样性进行分析, 可

以得出: 植物根际样品和细砂层样品的微生物群

落丰富度多样性较高。 

(3) 本研究的人工湿地中试系统中的优势菌

门是变形菌门、拟杆菌门、放线菌门、绿弯菌门

和厚壁菌门, 占比分别为 53.7%、11.5%、11.9%、

6.4%、3.7%; 系统中的优势菌纲是 α-变形菌纲、γ-

变形菌纲、放线菌纲和拟杆菌纲 , 占比分别为

30.1%、20.9%、11.9%、10.3%。在种水平上, 微

生物群落经聚类分析后成为四大分支, 包括植物

根际样品、细砂层样品、煤渣层样品和碎石层样

品, 这说明不同基质层之间的微生物群落有明显

不同。其中植物根际样品与细砂层样品和煤渣层

样品的微生物群落进化关系距离较近, 但与碎石

层样品较远, 说明相对于碎石层样品, 植物根际

样品与细砂层样品和煤渣层样品微生物群落组成

和聚集规律更相似。 

(4) 该系统中丰度最高的脱氮功能菌包括亚

硝化单胞菌属、硝化螺菌属和芽孢杆菌属、假单

胞菌属和不动杆菌属, 它们分别参与硝化作用和

反硝化作用。氨氧化细菌和亚硝酸盐氧化细菌主

要分布在一级湿地, 反硝化细菌主要分布在二级

湿地。而且无论在一级湿地还是二级湿地, 反硝

化细菌的丰度都很具有优势。COG 功能预测显示

系统中所有样品功能组成相似, 且微生物代谢功

能丰富, 有利于生物脱氮的进行。 

(5) 采用 PCA 和 PLS-DA 对人工湿地中微生

物群落的 β 多样性进行分析, 可以得出: 植物根

际样本、细砂层样本、煤渣层样本和碎石层样本

微生物群落组成均具有差异, 但各层样本中不同

取样点微生物群落组成差异较小, 因此相似的环

境会保持相对稳定的微生物群落组成关系; 一级

湿地基质样品微生物群落的差异程度要大于二级

湿地。 
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Comparison of microbial community characteristics in plant rhizos-
phere and other substrates in an integrated vertical flow constructed 
wetland 
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Abstract: A constructed wetland combines the functions of the substrate, plants, and microorganisms, such as 
filtration, adsorption, ion exchange, plant absorption, and microbial degradation, to realize the efficient 
purification of aquaculture tail water. Such a system has the advantages of simple processes, less investment costs, 
low energy consumption, high anti-shock load capacity, effective water treatment, and remarkable ecological 
benefits. However, due to the influence of salinity, such systems are rarely used to treat mariculture tail water. 
High-throughput sequencing technology provides a rapid and affordable method for sequencing millions of DNA 
molecules simultaneously and has become an important technique for studying the characteristics of a microbial 
community. To determine the NO3

–-N, NO2
–-N, NH4

+-N, and TN removal efficiencies in a constructed wetland for 
the treatment of mariculture tail water and to evaluate the microbial community characteristics in the plant 
rhizosphere and different substrate layers, we conducted experiments with an integrated vertical flow constructed 
wetland containing Spartina alterniflora, fine sand, coal cinder, and crushed stone. We determined the nitrogen 
removal efficiency of a vertical flow composite constructed wetland using the tail water of grouper culture. The 
characteristics of the microbial community in the plant rhizosphere and different substrate layers were determined 
using high-throughput sequencing. In this experiment, water samples were collected at four locations every day 
from September to November, and the concentrations of COD, NO3

–-N, NO2
–-N, NH4

+-N and TN were determined 
using the national standard method. Subsequently, microbial samples were collected from 16 locations and 
sequenced using high-throughput sequencing technology. The results of water quality analysis show that the 
average concentrations of COD, NO3

–-N, NO2
–-N, NH4

+-N, and TN in the outlet water were 4.00 mg/L, 0.15 mg/L, 
0.16 mg/L, 0.04 mg/L, and 0.64 mg/L, respectively, yielding removal rates of 48.98%, 92.10%, 94.49% and 
78.36%, respectively. High-throughput sequencing revealed a highly abundant and diverse microbial community 
in the plant rhizosphere and fine sand layer, in contrast to other substrates. This is because plants in a constructed 
wetland form an oxidative microenvironment in the reducing medium of the root zone through photosynthesis. The 
co-existence of aerobic and anaerobic zones provides suitable niches for aerobic, facultative anaerobic, and 
anaerobic microorganisms in the root zone and promotes the growth and reproduction of microorganisms. 
Additionally, the contact between the fine sand layer and the plant rhizosphere increases the community richness 
and diversity of the fine sand layer compared to those in other substrate layers. The predominant microbes were in 
the phyla Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Chloroflexi, and Firmicutes with relative abundances of 
53.7%, 11.5%, 11.9%, 6.4%, and 3.7%, respectively. The predominant microbes were of the classes 
Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Actinobacteria, and Bacterodia with relative abundance of 30.1%, 
20.9%, 11.9%, and 10.3%, respectively. The predominant functional microbes related to nitrogen removal included 
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those in the genera Nitrosomonas, Nitrospira, Bacillus, Pseudomonas, and Acinetobacter. Microbial metabolism 
function was abundant in the constructed wetland, and all samples had a similar functional composition. Microbial 
community composition showed little variation within the same substrate layer, indicating that microbial 
composition remains relatively stable within a consistent environment. The degree of difference between microbial 
communities in each substrate layer was smaller in the secondary wetland unit than in the primary wetland unit. 
This is because the majority of tail water purification occurs in the primary wetland, where the change gradient in 
the concentration of nitrogen, phosphorus, and other pollutants, dissolved oxygen, salinity, and other related 
factors is greater along the flow direction, resulting in larger changes in the microbial growth environment. 
Consequently, variation in the microbial community composition is more pronounced. However, the gradient of 
various influencing factors along the flow direction is smaller in the secondary wetland, and the variation of the 
microbial growth environment is also limited, resulting in less variation in the microbial community composition 
in the secondary wetland than in the primary wetland. These results reveal the relationship between nitrogen 
removal efficiency and microbial community structure. Moreover, they provide a theoretical basis for elucidating 
the nitrogen removal mechanism of each substrate layer in a constructed wetland, to enable the construction of 
wetland systems for the efficient treatment of tail water. 
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