
 

不同植物种类、碳氮源供给和 pH对人工湿地
真菌反硝化的影响
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摘要: 【目的】认识碳、氮和 pH 及其与植物的交互作用对垂直流人工湿地真菌反硝化作用的影响，为真菌反硝

化作用的调控提供依据。 【方法】采用 4 种常见的水生植物 (黄菖蒲、美人蕉、水葱和伞草)，在 20 个垂直流

人工湿地中设置了 4 种单独栽培处理。运行 5 个月后，分别从 20 个湿地中收集 0—30 cm 的细砂样品，利用微

宇宙培养的方法，检验不同碳源、氮源补充和 pH梯度对细砂样品中真菌反硝化潜力的影响。 【结果】双因素方

差分析表明，垂直流人工湿地中碳源、氮源与植物种类之间的相互作用对真菌反硝化潜力作用不明显 (P > 0.05)，
而 pH 与植物种类之间的相互作用对真菌反硝化潜力作用显著 (P < 0.05)。7 种碳源中的葡萄糖和琥珀酸钠的应

用最能促进湿地填料中真菌反硝化潜力的提高 (P < 0.05)，而在 4 种氮源中亚硝酸钠是最能提高真菌反硝化潜力

的氮源 (P < 0.05)。与未进行酸碱处理 (pH 6.89) 相比，调节 pH 到 2.8 显著降低了真菌反硝化潜力 (P < 0.05)，而

调节 pH 到 5.6 或 8.4 均不同程度地提高了真菌反硝化潜力。 【结论】本研究突出了葡萄糖、琥珀酸钠和亚硝酸

盐在调节真菌反硝化潜力中的重要性，并发现在 pH 5.6～8.4范围内，湿地填料中的真菌反硝化潜力较大。
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Abstract: 【Objectives】To provide guidelines for controlling fungal denitrification in constructed vertical flow
wetlands, some factors affecting the fungal denitrification were investigated. 【Methods】Four monocultured
treatments were set up using four macrophyte species (Iris pseudacorus, Canna glauca, Scirpus validus and
Cyperus alternifolius) in twenty simulated vertical flow constructed wetlands. After wetlands were operated for
five months, fine sand samples were collected from 0–30 cm depth of wetlands, and effects of carbon and
nitrogen amendments and pH gradient on potential fungal denitrification were tested using a room-incubating
method. 【Results】The two-way ANOVA (analysis of variance) indicated that the interactions between carbon
or nitrogen amendments and plant species did not significantly affect the potential fungal denitrification (P >
0.05), while the interactions between environmental pH and plant species significantly affected the potential
fungal denitrification (P < 0.05). Among seven carbon compounds, applications of both glucose and sodium
succinate mostly improved the potential fungal dentrification in the wetland filled materials (P < 0.05), whereas
among four nitrogen compounds, sodium nitrite was the best nitrogen compound in enhancing the potential fungal
denitrification (P < 0.05). Compared with the treatments unamended with acid or alkaline, the treatment with pH
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2.8 significantly decreased the potential fungal denitrification, whereas the treatments with pH 5.6 or 8.4
significantly increased the potential fungal denitrification to different extents. 【Conclusions】The study
highlights the importance of glucose, succinate and nitrite in enhancing the fungal denitrification potential, and the
pH range of 5.6 to 8.4 for active fungal denitrification.
Key words: constructed vertical flow wetland; potential fungal denitrification; carbon source; nitrogen source;

pH range

 

自从 Bol lag 和 Tung [ 1 ]报道了土壤尖镰孢菌

(Fusarium oxysporum) 和腐皮镰孢菌 (Fusarium solani)
在低氧条件下均能将亚硝酸盐还原成 N2O 以来，真

菌反硝化作用引起了微生物学者的关注。随着对真

菌反硝化研究的逐渐深入，人们发现真菌反硝化在

森林、草地、农田以及干旱地区土壤中对总反硝化

的贡献很重要[2–6]，因为一方面反硝化真菌具有较大

的生物量，另一方面更重要的是反硝化真菌细胞中

的硝酸盐和亚硝酸盐还原酶位于线粒体膜上，所以

其对氧的适应范围较大。

为了更好地对土壤真菌反硝化进行调控，人们

已经调查了控制土壤真菌反硝化的环境因素[7]。McLain
和 Martens[3]研究了几种有机氮 (蛋白质、短肽和氨基

酸) 与无机氮 (NH4
+、NO3

– 和 NO2
–) 补充对土壤真菌

反硝化潜力的影响，结果发现短肽类和亚硝酸盐补

充最能改善土壤真菌反硝化。Crenshaw 等 [ 8 ]和

Lavrent’ev 等[9]在各自实验室里比较了不同的土壤含

水量对土壤真菌反硝化潜力的影响，分别指出土壤

含水量在 30%～70% 或 16%～50% 范围内土壤真菌

反硝化潜力呈线性增长。Seo 和 DeLaune[10]调查了森

林湿地土壤反硝化真菌和细菌对总反硝化的贡献，

结果表明土壤反硝化真菌在微好氧或好氧条件下承

担了绝大部分的反硝化 (Eh 250～400 mV)。Herold
等[5]发现土壤 pH 的改变对真菌反硝化没有多大影响，

但对细菌反硝化却有显著作用。Crenshaw 等 [ 8 ]和

Wei 等[11]先后报道了农田表面施加氮肥促进了真菌反

硝化的进行。Ma 等[12]发现甲酸盐含量的提高对土壤

反硝化真菌的促进要比对反硝化细菌大。

人工湿地是一类用于处理废水的工程系统[13]。反

硝化是人工湿地中氮净化的最重要途径，据估计微

生物反硝化对氮去除占在人工湿地总氮去除的 75%～

90%[14–15]。长期以来，人们一直认为细菌驱动的反硝

化才是人工湿地的反硝化途径[13]。由于环境工作者研

究背景的局限，使得真菌反硝化一直未引起重视[10]。

最近 Liu 等[16]调查了垂直流人工湿地的真菌反硝化潜

力，结果表明 0—30 cm 深的滤料中的真菌反硝化潜

力很大。与陆地土壤不同，人工湿地常以高碳、高

氮污染负荷以及连续或间歇式供水为主要特征[13]。在

这种特殊的生态系统中，碳、氮和 pH 等因素与真菌

反硝化的关系如何？这直接涉及到真菌反硝化的调

控问题，但目前还少有报道。

已有研究表明，植物是人工湿地的主要组成成

份，植物不仅可直接吸收污水中的氮、磷等污染物，

而且还可以向根际填料中分泌有机物和氧气，进而

影响根际微生物群落结构及其活性 [17–18]。Liu 等 [16 ]

的研究表明，在垂直流人工湿地中栽培不同的植物

种类会对真菌反硝化产生很大影响。因此，综合现

有研究，另一个值得探讨的问题就是在垂直流人工

湿地中，植物种类与不同碳、氮以及 pH 载荷之间的

相互作用对真菌反硝化的影响如何？

为了探明上述问题，我们建立了 20 个小型模拟

垂直流人工湿地进行试验，试图回答以下几个问

题： 1) 哪种碳源、氮源和 pH 最能影响模拟湿地中

真菌的反硝化活性？ 2) 碳源、氮源供给和 pH 与植

物种类之间的相互作用如何影响模拟湿地中真菌的

反硝化活性？

1    材料与方法

1.1    垂直流模拟湿地构建

于 2014 年秋季在浙江省台州学院内 (121° 21' E,
28° 34' N) 构建了 20 个模拟垂直流人工湿地  (长、

宽、高分别为 0.45 m、0.45 m、1.20 m)。根据 Liu等[16]

的设计，除了顶部 10 cm 以外，每个湿地填料组成

及深度自上而下分别为：细河砂 50 cm (直径 1～2
mm)、粗河砂 30 cm (直径 4～6 mm)、鹅卵石 30 cm
(直径 50～85 mm)。湿地备选植物为黄菖蒲  (Iris
pseudacorus-IP)、美人蕉 (Canna glauca-CG)、水葱

(Scirpus validus-SV) 和伞草 (Cyperus alternifolius-
CA)。2015 年 3 月份从温室中分别采集上述 4 种苗

龄和大小基本一致幼苗，然后按每单元湿地 4 株或

4 丛的密度进行栽培，每种植物重复 5 个湿地单元。

然后对湿地进行定期灌溉，水载荷率为 0.2 m3/d，水

滞留时间为 10 d，湿地排空时间为 0.5 d。为了保证
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每个湿地的废水质量一致，将 20 个湿地以并联的方

式与储水箱连接。在湿地运行的初期，每天检查幼

苗的生长状况，如果发现幼苗出现萎蔫现象，则马

上替换，以保证植物的同步生长及各湿地单元植物

栽培密度的一致性。期间要及时剔除非备选的入侵

植物，以保证实验处理的一致性。本研究采用的灌

溉水为 Hoagland 营养液，具体组成成份见 Liu 等[16]

的相关研究。Hoagland 营养液质量指标分别为：

CODcr 132.51 mg/L、BOD5 79.51 mg/L、总氮 79.73
mg/L、总磷 34.52 mg/L、NH4

+-N 38.05 mg/L和 NO3
–-N

39.63 mg/L。

1.2    样品收集

待湿地运行 5 个月后 (同年 8 月中旬) 进行样品

采集。根据 Liu等[16]的试验结果，主要收集 0—30 cm
深度范围的细砂样品，因为该层的反硝化真菌活性

最大。每个湿地用直径 3 cm 的 PVC 管分别垂直采

集 5 个点样，然后将这些点样混匀，于阴凉处过孔

径 0.15 mm 筛以保证不同样品粒径的可比性。筛后

的样品马上分装到铝盒与封口袋中，并标记。铝盒

样品马上称鲜重，并放在 105℃ 的干燥箱中烘干，

以测定样品的含水量。同时袋装样品于 4℃ 保鲜柜

中储存，备用。

1.3    室内样品碳、氮源补充和 pH 梯度设置及样

品培养

1.3.1  放线菌酮抑制真菌处理　采用国际通用的呼吸

选择性抑制技术 [5]，首先确定放线菌酮最佳应用剂

量。将 10 g鲜砂放进 100 mL的血清瓶中，然后将硫

酸链霉素和放线菌酮分别用无菌水溶解，配成不同

浓度的水溶液，然后按不同的添加浓度进行抗生素

处理。根据选择性抑制实验原理，即当 [(A – B) +
(A – C)]/(A – D) 接近 1 时所填加的放线菌酮剂量为

最佳剂量。式中: A 为不添加任何抗生素的处理中测

得的 CO 2 释放量；B 为填加硫酸链霉素后测得的

CO2 释放量；C 为填加放线菌酮后测得的 CO2 释放

量；D 为同时填加硫酸链霉素和放线菌酮后测得的

CO2 释放量。最后得出硫酸链霉素和放线菌酮在砂

子中最佳用量分别为 3.2 mg/g DW和 2.5 mg/g DW。

根据 Herold 等[5]的研究，基于乙炔处理 (抑制反

硝化细菌将 N2O 进一步还原为 N2) 为前提，不填加

抗生素处理的砂子释放的 N2O 被定义为总反硝化活

性，而用放线菌酮处理的砂子释放的 N2O 定义为细

菌和其他可能途径引起的反硝化活性，二者之差为

真菌反硝化活性。将 10 g鲜砂放入 100 mL的血清瓶

中，加适量放线菌酮水溶液，使放线菌酮在砂子中

的含量达到 2.5 mg/g DW，手动摇匀。同时，只加

10 g 鲜砂和适量无菌水的处理作为对照。将放线菌

酮和无菌水 2 种处理的血清瓶 25℃ 预培养 12 h，供

后面碳、氮、pH处理用。

1.3.2  碳源、氮源补充和 pH 处理　预培养结束后，

在放线菌酮和无菌水 2 种处理的血清瓶中先添加硝

酸钠溶液，使其在砂子中最终浓度为 N 10 mg/g DW[19]，

然后分别填加葡萄糖、琥珀酸钠、柠檬酸钠、甲

醇、乙醇、甘油和醋酸钠的无菌水溶液[10]，使它们的

最终浓度均为 C 5 mg/g DW[5]，以不补充碳源的作为

对照。所有处理均重复 3次。

在放线菌酮和无菌水 2 种处理的血清瓶中，添

加葡萄糖溶液，使其在砂子中的最终浓度为 C 5
mg/g DW [ 5 ]。然后，分别添加天冬氨酸、硝酸钠、

氯化铵和亚硝酸钠，使它们的最终浓度均为 N 10
mg/g DW[19]，以不补充氮源的处理作为对照。所有处

理均重复 3次。

砂子的 pH 采用 0.1 mol/L HCl 或  0.1 mol/L
NaOH 溶液来调整[20]。放线菌酮和无菌水 2 种处理的

血清瓶中砂子的平均 pH 值为 6.8。首先，在两种血

清瓶中加入葡萄糖和硝酸钠溶液，调整其碳、氮浓

度分别为 C 5 mg/g DW 和 N 10 mg/g DW，以满足真

菌反硝化的基本要求。然后用 0.1 mol/L 的 HCl 或
NaOH 溶液调整砂子的 pH 至分别为 2.8、5.6 和 8.4，
以不调整的为对照。所有处理均重复 3次。

1.4    培养和 N2O 含量分析

上述处理后的血清瓶均用特制的胶塞密封，即

每个胶塞上均有 2 个孔，一个用于通入乙炔气体，

另一个孔为取气样用。将胶塞涂上凡士林后，塞好

瓶口。每个瓶子注入 10 mL 乙炔[10]后，于 25℃ 培养

箱中培养 8 h。其间，每 2 h 用注射器取气样 1 次，

储存在气袋中，用于分析 N2O 含量。N2O 分析采用

装有 63Ni 电子检测器的 (ECD) 气相色谱 (Shimadzu
GC-14B, Kyoto, Japan) 进行，Poropak Q 柱子和检测

器的温度分别为 65℃ 和 300℃。最后计算 N2O 随时

间变化的线性方程的斜率，该斜率即为 N2O 的释放

速率，并转换成 N2O μg/(g·d) DW。

1.5    统计分析

不同碳源、氮源和 pH 梯度处理及其与不同植物

栽培之间的相互作用对真菌反硝化影响的显著性用

双因素方差方法进行分析，并辅以 Turkeyxs 法进行

检验。上述统计均利用 SPSS 11.5统计软件完成。

 1032 植 物 营 养 与 肥 料 学 报 23 卷



2    结果分析

2.1    不同碳源对真菌反硝化活性的影响

图 1 表明，在栽培同一种植物的湿地中，与未

补充碳源相比，补充 7 种碳源都显著增加了人工湿

地砂子中的真菌反硝化潜力 (P < 0.05)，其中又以补

充葡萄糖和琥珀酸钠的作用最强。补充同一种碳

源，不同植物对真菌反硝化潜力的影响不显著 (P > 0.05)。
双因素方差分析显示 (表 1)，碳源和植物种类对真菌

反硝化潜力的影响没有显著交互作用 (P > 0.05)。
2.2    不同氮源对真菌反硝化活性的影响

图 2 表明，类似于碳源补充处理，与未补充处

理相比较，4 种氮源补充均显著地强化了真菌反硝化

活性 (P < 0.05)。在同一种植物栽培处理中，与其他

3 种含氮化合物相比，亚硝酸钠补充处理最能提高湿

地砂子中的真菌反硝化潜力 (P < 0.05)。另外在补充

氮源条件下，不同植物种类并未显著改变真菌反硝

化潜力，即植物种类与氮源补充之间的相互作用对

真菌反硝化潜力影响不显著 (P > 0.05) (表 1)。

2.3    不同 pH 对真菌反硝化活性的影响

类似于碳源和氮源补充处理，与未进行酸碱处

理 (pH 6.89) 相比较，pH 降低至 2.8 时显著地降低了

真菌反硝化活性 (P < 0.05) (图 3)，但当 pH 提高到

5.6 和 8.4 时真菌反硝化活性的改变却依赖于具体栽

培的植物种类，即 pH 与植物种类之间存在着明显的

相互作用 (P = 0.05) (表 1)。当湿地栽培黄菖蒲或伞

草时 pH 提高为 5.6 和 8.4 均未显著改变真菌反硝化

活性，但当湿地栽培美人蕉或水葱时，pH提高为 5.6

和 8.4 均显著提高了真菌反硝化活性。在同一种植物

栽培处理中，与 pH 2 .8 相比，pH 为 5 .6 或 8 .4

均显著提高了真菌反硝化活性 (P < 0.05)。另外在同

一 pH 条件下，植物种类变化并未显著改变真菌反硝

化活性 (P > 0.05)。

3    讨论

众所周知，在反硝化过程中，碳水化合物被用

作电子供体和能量来源[21]，因此湿地中的一些可溶性

含碳化合物的含量大小就可能影响真菌反硝化活性[12]。

在人工湿地的以往研究中，人们主要关注的是含碳

化合物对细菌反硝化的影响，很少考虑对真菌反硝

化的作用。本研究所涉及到的 7 种可溶性含碳化合

表 1   植物种类、碳、氮和 pH 影响模拟人工湿地真菌反硝

化潜力的双因素方差分析

Table 1   The two-way ANOVA of fungal denitrification
potential affected by plant species, carbon and nitrogen

sources and pH in simulated wetlands

控制因素

Fixed factors
平方和

Sum of squares
显著性水平

Significance

碳 Carbon (C)   7.04 0.03

植物 Plant (P)   0.79 0.65

C × P   0.60 0.78

氮 Nitrogen (N) 82.87 0.00

植物 Plant (P)   3.44 0.57

N × P 10.34 0.73

pH   0.02 0.00

植物 Plant (P)   0.00 0.74

pH × P   0.16 0.05
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图 1   栽培不同植物条件下补充 7 种碳源对模拟垂直流人工湿地真菌反硝化潜力的影响

Fig. 1   Effects of seven carbon sources on fungal denitrification potential in constructed vertical flow
wetlands under different plants
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物补充到湿地填料中均不同程度地强化了真菌反硝

化活性，表明碳源对真菌反硝化的重要性。这一发

现是符合客观实际的，因为在 7 种含碳化合物中，

除了甲醇和乙醇外，其他 5 种均为常见的根系分泌

物[22–23]。还有，Bais 等[24]和 Esperschütz 等[25]研究发

现，40% 以上的产自光合作用的根系分泌物可用于

促进真菌的生长。另外一些早先的研究也发现葡萄

糖、醋酸钠和甲醇均能改善人工湿地中的细菌反硝

化[26–27]。

同时我们也观察到，无论栽培哪一种植物，在

供试的 7 种碳源中，葡萄糖和琥珀酸钠最能刺激人

工湿地中的真菌反硝化活性。尽管相关机理尚不清

楚，但我们推测葡萄糖和琥珀酸钠可能是真菌反硝

化的最适电子供体，因为真菌反硝化需要的硝酸盐/
亚硝酸盐还原酶均位于线粒体膜上，而葡萄糖和琥

珀酸钠在有氧呼吸过程中均可以通过脱氢产生电子[28]。

然而，在补充碳源的条件下，不同植物种类栽培并

没有对湿地填料中的真菌反硝化产生显著影响，这

与 Liu 等[16]的报道不同，他们发现在灌溉废水一致的

前提下不同植物种类显著影响了湿地真菌反硝化活

性。本研究的发现最有可能的原因是碳源补充到湿

地填料中后，由于外加碳源的浓度高于植物根系碳

分泌物的量，从而掩盖了植物根系碳分泌物的影响。

在本研究中，供试的 4 种氮源补充均显著地强

化了真菌反硝化活性，表明氮化合物可以直接影响

环境中的细菌/真菌反硝化活性，因为含氮化合物可

以直接或间接充当反硝化作用的底物[28]。Crenshaw
等[8]和 Wei 等[11]也发现无机和有机氮肥促进了草地和

农田中的真菌反硝化活性。同时，无论栽培哪种植

物，亚硝酸盐在 4 种氮源中均是改善湿地填料中真

菌反硝化活性的最佳氮源。McLain 等 [ 3 ]比较了

NH4
+、NO3

– 和 NO2
– 对土壤真菌反硝化活性的影响，

结果也表明 NO2
–最能提高土壤真菌反硝化活性，他

们认为这可能与亚硝酸盐的参与缩短了真菌反硝化

的进程有关。后来 Lavrent’ev 等[9]同样发现草甸灰化

土补充 NO3
– 或 NO2

– 后真菌反硝化均有明显的提高。
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图 2   不同植物栽培条件下补充 4 种氮源对模拟垂直流人工湿地真菌反硝化潜力的影响

Fig. 2   Effects of four nitrogen sources on fungal denitrification potential in vertical flow constructed
wetlands under different plants
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图 3   不同植物栽培条件下 pH 变化对模拟垂直流人工湿地真菌反硝化潜力的影响

Fig. 3   Effects of pH on fungal denitrification potential in vertical flow constructed wetlands under different plants
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类似于碳源处理，在向湿地填料中补充氮源的前提

下，不同植物种类栽培对真菌反硝化活性也没有产

生显著影响。这也可能与氮源补充到湿地填料中

后，氮源的添加浓度高于植物根系氮分泌物的量，

从而掩盖了植物根系含氮分泌物的影响有关。

长期以来，pH 一直被认为是环境中各种环境物

理–化学特性和生物过程的主导因素，但也存在着争

议。Oishi 等 [28 ]和 Herold 等 [5 ]调查了土壤有机质和

pH 对真菌反硝化的影响，结果表明，pH 在 4.5～7.6
范围内，土壤有机碳含量是主要影响因素，而土壤

pH 影响不明显。Šimek 等[20]和 Chen 等[30]均类似地研

究了影响土壤反硝化的最佳 pH，他们观察到在 pH
4.0～11.0 范围内，土壤反硝化的最佳 pH 接近于中

性[20, 30]。在本研究的人工湿地环境中，未进行酸碱处

理的湿地填料 pH 平均为 6.89，接近于中性。无论在

栽培哪种植物的湿地中，与未进行酸碱处理相比，

当填料 pH 降至 2.8 时，真菌反硝化活性显著降低。

这一发现与过低的 pH 抑制了真菌硝酸盐或亚硝酸盐

还原酶有关。迄今为止，人们发现真菌反硝化所能

忍受的最低 pH 为 4.0 左右[5, 30]。然而当 pH 分别提高

到 5.6 和 8.4 时，真菌反硝化的大小则显著依赖于具

体植物种类，即在栽有黄菖蒲或伞草的湿地中真菌

反硝化与未进行酸碱处理湿地中的没有显著差异，

但当湿地栽有美人蕉或水葱时真菌反硝化显著大于

未进行酸碱处理的湿地。这个发现最有可能与植物

根系对基质 pH 缓冲能力的差异有关，因为已有的研

究表明植物根系可以分泌 H+ 或 OH– 到根际环境中，

结果是要么提高根际 pH，要么降低根际 pH，进而

影响根际微生物活性[31–32]。为此我们推测栽培黄菖蒲

或伞草可能将 5.6 和 8.4 缓冲为接近于 6.89 的 pH 环

境，而美人蕉或水葱栽培可能将 5.6 和 8.4 缓冲为真

菌反硝化最适的 pH环境。

本研究还发现，在栽培同一种植物的湿地中，

pH 为 5.6 和 8.4 时真菌反硝化均高于 pH 为 2.8 时的

活性，这至少表明供试的人工湿地环境有利于适合

pH 5.6～8.4 的反硝化真菌的生长，因为真菌能在非

常广谱的土壤或湿地等环境中分布[30]。

4    结论

补充碳源和氮源以及改变 pH 都会不同程度地影

响垂直流人工湿地 0—30 cm 填料中的真菌反硝化活

性。葡萄糖、琥珀酸钠和亚硝酸盐是最能强化真菌

反硝化活性的碳化合物和氮化合物。同时，在 pH
5.6～8.4 范围内，湿地填料均具有较大的真菌反硝化

活性。本研究的这些结果对于今后强化垂直流人工

湿地这一好氧系统中的真菌反硝化活性，提高氮净

化效率尤为重要。
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