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不同亚铁盐富集下铁自养反硝化菌群的差异化

微生物组装与结构特征

田 天*　崔金乐

（大连理工大学  环境学院，辽宁  大连  116024）

摘 要：铁自养反硝化（iron-dependent autotrophic denitrification， IDAD）是一种在低碳氮比废水处理中具有潜力的生

物脱氮技术。目前，不同研究所报道的 IDAD 菌群在群落结构上存在显著差异，其原因尚不明确。基于亚铁盐中阴离

子类型可能是导致菌群结构差异的关键因素的假设，分别以 FeCl2和 FeSO4为电子供体，在相同接种污泥条件下富集获

得 2 种 IDAD 菌群（R1 和 R2），系统比较了其在长期运行过程中的脱氮性能、胞外聚合物组成、铁氧化产物性质、微生物

群落结构及功能基因分布特征。结果表明，R1 具有更高的反硝化效率和 Fe（Ⅱ）氧化活性，其菌群中 Gallionella 等关键

铁氧化菌属的相对丰度显著高于 R2，且菌群多样性更高。宏基因组分析进一步揭示，R1 中与铁氧化和反硝化相关的

功能基因丰度更高，而 R2 中则富集了更多与硫酸盐代谢和复杂有机物降解相关的菌属。此外，不同菌群的胞外聚合

物（EPS）组分和铁矿物表面特性也存在明显差异。研究结果证实了亚铁盐类型对 IDAD 菌群结构组装与代谢功能具

有显著调控作用，为优化其在实际废水处理中的应用提供了理论依据。
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significantly higher relative abundance in R1 than in R2， and R1 also maintained higher community diversity. Metagenomic 
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contrast， R2 was enriched with more genera associated with sulfate metabolism and complex organic matter degradation. 
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Distinct differences were also observed in EPS composition and iron mineral surface properties between the two consortia . This 
study confirms that the type of ferrous salt significantly regulates the structural assembly and metabolic functions of IDAD 
consortia， providing a theoretical basis for optimizing their application in practical wastewater treatment.
Keywords：iron-dependent autotrophic denitrification； low C/N ratio wastewater； ferrous salts； community structure； 
metagenomics

0　引  言

水体氮素污染是制约我国经济发展、影响百姓

福祉的重要问题之一。《2024 中国生态环境状况公

报》指出，总氮依然是我国部分江河、湖泊（水库），尤

其是重要渔业水域水质的主要超标因子；无机氮是

全国近岸海域水质的主要超标因子之一。基于硝化/
反硝化的生物脱氮技术是当下废水处理中氮素污染

防治的最主要手段［1］。该技术包括好氧自养硝化和

缺氧异养反硝化过程：处理 1 kg 氨氮需要消耗 4. 57 
kg O2和 4. 77 kg COD，整体能耗较高。尤其是国家实

施“控源减排”有效控制了废水有机污染后，水中碳

氮比大幅降低，进一步提升了反硝化阶段外源有机

物（如乙酸钠、甲醇等）的消耗［2］。以无机电子供体驱

动的自养反硝化作为一种替代技术，在降低有机质

消耗和剩余污泥产量方面表现出一定优势［3］。

铁 自 养 反 硝 化（iron-dependent autotrophic 
dentirification，IDAD），是指微生物利用 Fe（Ⅱ）（或 Fe0）

作为电子供体，还原 NO-
3/NO-

2 的代谢作用［3⁃4］，于 1996年

被首次发现于淡水沉积物中［5］。代表性的 IDAD微生物

是富集培养菌群 KS［6］，其包括 4项显著特征：1）无需有

机碳源；2）仅提供 Fe（Ⅱ）、硝酸盐和 CO2即可生长；3）经

过多次传代培养能够保留铁氧化能力；4）吸收并同化

CO2合成生物量［7］。以上 4个特征使其有别于硝酸盐依

赖型铁氧化作用（nitrate-dependent iron（Ⅱ） oxidation，
NDFO）［8］，后者更强调反硝化中间活性产物（如 NO-

2）对

Fe（Ⅱ）的化学氧化作用，代表性菌株包括 Acidovorax sp.  
Strain BoFeN1［8］和 Klebsiella mobilis［9］。菌群 KS 中占主

导地位的是 Gallinoellaceae 科的菌株，其行使自养铁氧

化功能，但不同实验室所培养的菌群KS中Gallinoellaceae
的相对丰度差异很大，占比范围为 42%~96%，其余成分

为伴生菌株，部分具有固碳和反硝化功能［6，10⁃11］。寡营

养条件下，也有研究成功富集获得了群落结构与 KS类

似的、以黄铁矿为电子供体的 IDAD菌群［12⁃13］，具备实现

铁-硫协同反硝化潜力［14］。此外，通过活性污泥驯化得

到的铁自养菌群，同样展现出较高的反硝化活性［4，15⁃17］，

同时兼具除磷［18⁃19］、固砷［20］的能力。不过，鉴于 Fe（Ⅱ）

供给电子数量的局限，IDAD 技术更适用于污水处理厂

尾水深度脱氮除磷［2，21］。

与菌群 KS 的情况类似，由活性污泥富集获得的

IDAD 菌群也呈显著的群落结构差异。在 Tian 等［4］的

研究中，富集得到的 IDAD 菌群优势铁氧化细菌主要

隶属于 Gallinoellaceae 科，其相对丰度为 15. 5%，主要

伴生菌属包括 norank_f_Anaerolineaceae 和 norank_f_

Nitrosomonadaceae 等；而在 Zhang 等［16］报道的 IDAD
菌群中，Gallinoellaceae 科的相对丰度约为 5. 8%，主

要伴生菌属由 Nitrosomonadales 和 Anaerolineaceae 等

组 成 。 此 外 ，还 有 研 究 报 道 Sideroxydans sp. ［22］和

Rhodanobacter［23］在 IDAD 菌群中也扮演着关键的铁氧

化角色。接种污泥的性质，尤其是其原始微生物组

成，可能是导致不同 IDAD 菌群群落结构的一个重要

因素。然而，菌群 KS 相关研究表明，来源相同的菌群

在培养过程中，也可能因亚铁盐（电子供体）长期供

给方式的差异而发生显著的群落分化［6，10］。富集

IDAD 菌群常用的亚铁盐为 FeSO4 和 FeCl2，二者是不

同实验室培养菌群 KS 实验中的关键差异化指标；在

上述活性污泥驯化研究中也均有应用［4，15⁃20］。由此可

见，除接种污泥的初始组成外，亚铁盐中阴离子形式

及其长期影响亦可能在微生物群落结构塑造中起决

定性作用。尽管不同活性污泥富集出的 IDAD 菌群

在功能上趋于一致，SO2 -
4 和 Cl‒的存在差异可能是引

发群落差异化的主要原因。

为验证以上猜想，并深入了解不同亚铁盐富集

下 IDAD 污泥的差异化微生物组装与结构特征，本研

究构建了 2 组反应器，采用相同的接种污泥，分别以

FeSO4和 FeCl2作为电子供体，驯化富集 IDAD 污泥，通

过考察 2 组反应器在脱氮性能、微生物活性、铁氧化

产物以及群落结构等方面的差异，揭开 IDAD 污泥功

能化形成过程的面纱，为其拓展应用提供精细的理

论指导。

1　材料与方法

1. 1　IDAD 反应器设置与驯化

接种污泥取自凌水污水处理厂（大连）污泥浓缩
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池，经 30 目筛网过滤去除固体颗粒物，随后用去离子

水充分冲洗消除溶解性有机物。预处理后的污泥均

分并转移至 2个相同的升流式反应器（工作容积 2. 5 L，
直径 90 mm，高度 400 mm）。接种污泥初始 SS 与 VSS
分别为 14000，9000 mg/L。 IDAD 污泥驯化富集培养

基［20］：以 KHCO₃为碳源，添加 NaNO3 作为电子受体、

亚铁盐（R1：FeCl2，R2：FeSO4）作为电子供体。进水

pH 调节至 6. 2±0. 1，向进水箱吹扫 N2（99. 99%）20 
min 维持缺氧环境。反应器在（30±2） ℃下运行 200 
d，HRT 为 16 h。本实验设计排除了可能引起微生物

细胞电荷胁迫和渗透胁迫的 Cl⁻与 SO2 -
4 浓度［24］，并排

除 了 盐 度 对 微 生 物 活 性 、氮 循 环 功 能 酶 活 性 及

Fe（Ⅱ）氧化产物质量的潜在影响。

1. 2　铁氧化产物表征

在第 200 天，采用粉末 X 射线衍射（XRD）和 X 射

线光电子能谱（XPS）对 2 个 IDAD 反应器中形成的

Fe（Ⅱ）氧化产物进行对比鉴定。采集的含 Fe（Ⅲ）矿

物在分析前均经过真空冷冻干燥处理。XRD 分析使

用 D8 Advance 型仪器（德国布鲁克），使用 Cu Kα 辐

射（λ=1. 54718 Å），扫描范围 2θ 为 10°~70°。XPS 测

定 使 用 K-alpha plus 型 仪 器（美 国 赛 默 飞），使 用

Mg Kα 辐射，以确定其化学组成与表面元素氧化态。

1. 3　胞外聚合物（EPS）提取和定量

采用改进的热提取法提取 EPS［25］。取 1. 0 g 湿污

泥置于 50 mL 离心管中，用 0. 9%（质量/体积）NaCl 重
悬 至 20 mL，离 心（8000 r/min，10 min，25 ℃）后 用

0. 9% NaCl 洗涤 3 次。将沉淀用 20 mL 0. 05%（质量/
体积）NaCl 重悬，以 2000 r/min 离心 15 min，收集上清

液，即为可溶性微生物产物（SMP）。剩余沉淀用 20 
mL 经预热（60 ℃）的 0. 05% NaCl 重悬 ，涡旋振荡

1 min 后离心（4000 r/min，10 min），收集上清液作为

松散结合型 EPS（LB-EPS）。随后将沉淀用 20 mL 
0. 05% NaCl 重悬，涡旋振荡 1 min，置于恒温水浴摇

床（60 ℃ ，120 r/min）中 孵 育 30 min，离 心（10000 
r/min，15 min）后收集上清液作为紧密结合型 EPS
（TB-EPS）。收集的上清液均经 0. 45 μm 滤膜过滤。

SMP、LB-EPS 和 TB-EPS 中的多糖与蛋白质浓度分别

采用 Dubois法［26］和改良 Lowry 法［27］进行定量分析。

1. 4　IDAD 污泥宏基因组分析

使用 E. Z. N. A® Soil DNA 试剂盒（Omega Biotek）
并参照说明书，从 1. 0 g IDAD 湿污泥中提取基因组

DNA。通过 NanoDrop 2000 分光光度计评估 DNA 质

量与浓度，并经琼脂糖凝胶电泳验证完整性；样本于

-20 ℃保存直至送至上海凌恩生物科技有限公司进

行 扩 增 与 测 序 。 采 用 TruSeq® DNA 建 库 试 剂 盒

（Illumina）对 高 质 量 DNA 样 本（OD260/280=1. 8~2. 2，
OD260/230≥2. 0）进 行 文 库 构 建 ，使 用 Qubit 荧 光 计

（Thermo）检测文库浓度。宏基因组鸟枪法文库在

Illumina NovaSeq 6000 平台上进行双末端 150 bp 测

序。将质控后的 clean data 用 Megahit（SdBG）组装为

样 本 contigs，统 计 并 评 估 N50、N90 组 装 指 标 。 用

PlasFlow 识别可能的质粒 scaffold。对组装 contigs 用
MetaProdigal 预测 ORF，并用 CD-HIT 对所有样本的

基因序列聚类，取每簇最长序列构建非冗余基因集。

用 Salmon 将原始序列比对到非冗余基因集并计算基

因 TPM 丰度。将基因产物蛋白序列用 DIAMOND 注

释于 eggNOG、NR、SARG、NCycle、SCycle 等数据库；

用 HMMER v3. 2. 1 将蛋白与 CAZy v12 的 HMM 库比

对以注释 CAZymes；用 KofamScan（含 HMMSEARCH）

进行 KEGG 同源注释。原始测序数据已保藏于 NCBI 
BioProject 数据库（项目号 PRJNA1359363），原始测序

读段可在 SRA 数据库获取（登录号 SRR36097515 对

应 R1，SRR36104250 对应 R2）。

1. 5　化学分析测试方法

pH、DO 和 ORP 使用便携式多功能水质分析仪

（WTW， multi-3630 IDS）进行测定。通过无菌注射器

从各样品瓶中采集液体样本，经 0. 22 μm 滤膜过滤。

NO-
3‒N、NO-

2‒N 及 NH+
4‒N 浓度分析采用紫外可见分光

光度法［20］（P3，MAPADA）。为减轻 NO-
2 引起的非生

物 Fe（Ⅱ）氧化的潜在干扰，采用经改进的菲洛嗪法

定量分析 Fe（Ⅱ）和 Fe（Ⅲ）［23，28］。

2　结果与讨论

2. 1　IDAD 反应器脱氮性能

在 IDAD 菌群驯化 1~9 d 期间，R1 和 R2 均实现

100% 的 NO-
3‒N 去除。第 10 天，NO-

3‒N 去除率分别为

83. 3%（R1）和 87. 5%（R2）（见图 1a）；同时，Fe（Ⅱ）的

去除率仅为 46. 7% 和 33. 2%（见图 1c）。反应过程

中，还原的 NO-
3 ‒ N 与氧化的 Fe（Ⅱ）摩尔比（R1 为

0. 35，R2 为 0. 55，见图 1d）均明显高于 IDAD 的理论

计量比 0. 2［式（1）］。这是由于接种污泥中的反硝化

细菌利用微生物凋亡释放的有机质作为碳源，进行

异养反硝化作用的同时，促进了 Fe（Ⅱ）的化学氧

化［4，20］。这一时间段内出水中较高的 NH+
4‒N 浓度也

进一步支持了该解释［29］。当有机质耗尽时，反应器
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出水中 NO-
3‒N 迅速升高，并在 25 d 达到约 20 mg/L，此

时，R1 和 R2 的脱氮效率降低至 30% 左右。而后，尽

管偶有波动，R1 和 R2 出水中 NO-
3‒N 及 Fe（Ⅱ）浓度均

呈逐步降低趋势；同时，还原的 NO-
3‒N与氧化的 Fe（Ⅱ）

摩尔比也逐渐降低，趋近于 0. 2。
10Fe2++2NO-

3+24H2O→10Fe（OH）3+N2+18H+ （1）

在 50~150 d，R1 和 R2 的平均 NO-
3‒N 去除率分别

为 52. 1% 和 48. 1%，平 均 Fe（Ⅱ）去 除 率 分 别 为

46. 4% 和 40. 6%，结果表明，R1 的反硝化效率略优于

R2。其中，在 75~105 d，R2 出水中 NO-
2‒N 显著积累，

表明此阶段 R2 中污泥亚硝酸盐还原酶的活性低于

R1［4］，可能归因于菌群的代谢活性或群落差异。随

后，在 150~200 d，R2 的 NO-
2‒N 积累消失，各反应器脱

氮趋于稳定。这期间，R1 和 R2 的平均 NO-
3‒N 去除率

分别为 42. 4% 和 34. 6%，较前一阶段下降，推测是反

应器内 Fe（Ⅱ）氧化产物的积累以及同微生物团聚作

用阻碍了 Fe（Ⅱ）的生物可得性［15⁃16，30］，限制了反硝化

作用，导致脱氮效率下降。出水中 Fe（Ⅱ）浓度的升

高和波动支持了这一观点。

2. 2　IDAD 菌群代谢特征差异

R1 和 R2 在富集 IDAD 菌群期间的反硝化效率特

征，尤其是在稳定阶段（150~200 d），R1 反硝化速率

显著高于 R2，预示所富集的 2 个菌群可能存在代谢

特征差异。为验证这一推测，实验提取了第 200 天的

样品用于分析 EPS。EPS 是微生物分泌的高分子物

质，主要由多糖和蛋白质组成，与微生物多种胞外活

动相关［31］。在 IDAD 作用中，EPS 可参与微生物-铁矿

物互作、胞外电子传递、反硝化碳源等多种机制

中［4，30］，被视为间接反映菌群代谢特征的关键因素。

总体而言，R2 的 IDAD 菌群中 EPS 的多糖含量

（11. 7 mg/g VSS）略高于 R1（8. 1 mg/g VSS）（图 2a），而

两者的蛋白质含量则相当。不过多糖在 SMP、LB-
EPS 和 TB-EPS 中的分布有显著差异：R2 菌群的 SMP
多糖含量远高于 R1，而 LB-EPS 中 R1 的多糖含量则

高于 R2。考虑到 SMP 作为微生物代谢和细胞衰变的

有机产物，可被异养反硝化细菌用作电子供体以支

持寡营养条件下的 NO-
3‒N 还原［32］。结合先前研究结

果，以 FeSO4 作为电子供体富集得到的 IDAD 菌群无

法利用 SMP 进行反硝化脱氮［4］，推测 R1 中富集的

IDAD 菌群具备利用 SMP 作为反硝化电子供体的能

力，这可能解释了为何 R1 菌群中检测到的 SMP 含量

低于 R2，同时 R1 表现出优于 R2 的反硝化效率的现

象。蛋白质在各组分中的分布则较为均匀，未见显

著差异。

图 1　IDAD 富集反应器的性能变化

Figure 1　Performance of the IDAD consortia enrichment reactor

76



第  3 期 田 天，等：不同亚铁盐富集下铁自养反硝化菌群的差异化微生物组装与结构特征

EPS 的红外光谱（图 2b）显示：在 3465，2932 cm-1

处的吸收对应多糖和蛋白质分子的 N—H、O—H 和

C—H 的振动伸缩［33］；1638 cm-1 处对应 C==    O 伸缩振

动，1166，1073 cm-1 处对应—C—O—伸缩振动；946，
856 cm-1 处对应—C—O—C—弯曲振动；1455，1359 
cm-1 处 对 应 —CH2 弯 曲 振 动 。 以 上 结 果 说 明 2 种

IDAD 菌群 EPS 中分子组分接近，均含有可被异养微

生物利用的有机质成分。此外，EEM 图谱显示 R1 菌

群 EPS 中类腐殖质和类富里酸的荧光强度（尤其是

SMP 和 TB-EPS）明显高于 R2 样本（图 2c、d），预示着

R1 菌群中可能有更高活性的胞外电子传递作用，这

有利于缓解铁矿物与微生物的团聚对菌群代谢的

抑制［23，30］。

2. 3　IDAD 菌群 Fe（Ⅱ）氧化产物分析

2 组反应器中提取的 Fe（Ⅱ）氧化产物均呈红褐

色，具有微弱磁性。XRD 图谱显示二者均具有纤铁矿

［FeO（OH）］晶型（图 3a），但结晶度相对较弱，可能是

由于系统内 EPS 的有机官能团削弱了矿物的成核和

结晶作用［4，34］。R1 和 R2 中铁矿物的 C、Fe、O 3 种元素

的相对占比存在差异，但 Fe 与 O 元素的比例均在 1∶2
左右（图 3b），与 FeO（OH）结构一致。R2 中矿物的 C
含量较 R1高出约 10%，说明其表面附着的有机质含量

更高，与微生物的互作可能较 R1更为强烈。铁矿物的

C 1s XPS图谱在 284. 8，286. 55，288. 85 eV 处显示 3个

峰，分别对应脂族的 C—C、醚或醇中的 C—O 以及

—C==    O（图 3c、d）；O 1s 的 XPS 图谱显示 R1 矿物的两

个主要共价键分别为 Fe—O 和 C==    O，而 R2 矿物则为

Fe—O、C—O 以及 C==    O，表明 EPS 或细胞本身吸附于

铁矿物表面（图 3e、f）［35］。以上结果证实了微生物与

Fe（Ⅱ）氧化产物的相互作用。Fe 2p 的 XPS 谱图显示

出 3个典型的特征峰，分别对应于 Fe 2p3/2和 Fe 2p1/2。
铁矿物的主要铁物种为 Fe（Ⅲ），其中，R1 中 Fe（Ⅲ）占

比达到 98%，高于 R2 中 Fe（Ⅲ）的 94. 7%，表明 R1 中

Fe（Ⅱ）氧化产物的成熟度更高［36⁃37］，也与 R1相对更高

的铁氧化、反硝化效率吻合。

图 2　IDAD 菌群 EPS 含量及特征分析

Figure 2　Analysis of EPS content and characteristics of IDAD consortia
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2. 4　IDAD 菌群结构与宏基因组解析

为了深入探究不同亚铁盐对微生物群落结构及

功能的影响，采用宏基因组学技术对 R1 和 R2 中

IDAD 菌群的群落结构和代谢功能等关键方面进行了

对比分析。Alpha 多样性分析显示：R1 的 Shannon 指

数（7. 276）高 于 R2（7. 129），同 时 Simpson 指 数

（0. 967）略低于 R2（0. 973），表明 R1 中 IDAD 菌群群

落的物种均匀度和多样性均高于 R2。将非冗余基因

集比对至 NR 数据库，通过对应的分类学数据库获取

物种注释信息。基于注释结果，对各物种的基因丰

度进行求和，得到该物种的丰度。随后，在各分类学

水平上统计所有样品中相应类群的丰度，构建不同

水平的丰度谱。为进一步解析菌群结构，选取具有

代表性的门水平和属水平丰度谱进行分析。在细菌

门水平上（图 4a），R1 中相对丰度占优势的细菌包括

Bacteroidota（34. 8%）、Pseudomonadota（26. 1%）、

Chloroflexota （7. 5%） 、Acidobacteriota （6. 4%） 和

Desulfobacterota_F（6. 3%）。 与 R1 相 比 ，R2 的

Bacteroidota 相 对 丰 度 显 著 下 降 至 15. 5%，而

Chloroflexota 和 Acidobacteriota 的相对丰度则分别上

升 至 14. 4% 和 11. 7%，Pseudomonadota（25. 0%）和

Desulfobacterota_F（6. 3%）的占比相对稳定。

在属水平上（图 4b），R1 群落中相对丰度较高的

菌 属 包 括 unclassified_Melioribacteraceae（20. 4%）、

Gallionella（10. 3%）、unclassified_Desulfobacterota_F

（5. 3%） 、 unclassified_Acidobacteriota （3. 3%） 和

unclassified_Bacteroidota（2. 3%）。其中，Gallionella 是

菌群 KS 中代表性铁氧化与碳固定关键菌属［6，38］；同

时，另一种典型的铁氧化菌属 Rhodanobacteraceae［38］

也在 R1 中富集，相对丰度为 1. 8%。有研究表明，

Melioribacteraceae 携带编码 NO 和 N2O 还原酶的基因，

推测其在 IDAD 菌群中可能通过及时转化 NO，减轻

其对 Gallinoella 等微生物的毒性影响［38］。在 R2 中

（图 4c），unclassified_Melioribacteraceae 和 unclassified_

Acidobacteriota 的 相 对 丰 度 分 别 下 降 至 9. 5% 和

1. 7%。铁氧化菌属方面，Gallionella 的相对丰度降至

1% 以下，而 Rhodanobacteraceae 则上升至 4. 5%。由

于 Rhodanobacteraceae 不具备固碳能力，其生长与代

谢所需有机质主要依赖于如 Chloroflexota 等伴生细菌

提供［23，38］。因此，铁氧化菌属在物种组成与相对丰度

上的变化，可能是导致 R2 中铁氧化与反硝化效率低

于 R1 的关键因素。

在 R2 的 IDAD 菌群中，unclassified_Anaerolineales 

（8. 2%） 、 unclassified_Parvularculaceae （7. 5%） 和

unclassified_Pyrinomonadaceae（7. 0%）显 著 富 集 。

Anaerolineales 作为一类典型的反硝化细菌，具有降解

有机质的能力［39］。其在先前报道的以 FeSO4 或黄铁

矿为电子供体的 IDAD 菌群［4，16］和硫自养反硝化菌

群［39］中也有富集，但是具体功能尚未完全阐明。有

研究表明，部分 Anaerolineales 菌株能够进行锰氧化还

原硝酸盐作用［40］。基于此，推测 R2 的 IDAD 菌群中

富集的 Anaerolineales 可能参与铁氧化反硝化过程，并

图 3　铁氧化产物的 XRD 和 XPS 表征分析

Figure 3　XRD and XPS characterization of iron-oxidizing products
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可能与 S 元素的代谢相关，这有待进一步研究证实。

此外，R2 中硝化细菌 Nitrosymbiomonas 的相对丰度达

到了 4. 8%。先前的研究也观察到 Nitrosymbiomonas

与 Anaerolineales 的共生现象［40⁃41］。值得关注的是，

Zhang 等［16］ 和 Tian 等［4］ 的 研 究 也 同 样 发 现 了

Anaerolineales 同亚硝化细菌 Nitrosomonadaceae 的共

生。综上，SO2 -
4 的存在可能会诱导系统中 N、Fe 和 S

元素转化之间的复杂互作，从而导致了反硝化效率

的降低。Parvularculaceae 是一类典型的寡营养型细

菌 ，对 高 盐 和 低 pH 环 境 表 现 出 较 强 耐 受 性［42］；

Pyrinomonadaceae 同样能够耐受高盐环境，并具有利

用广泛有机碳源生长潜力［43］，被视为 N2O 排放的生物

标志物［44］。基于其在 IDAD 菌群的显著富集，推测这

2 类细菌可能在菌群中执行着反硝化作用。

为解析 R1 和 R2 富集的 IDAD 菌群中在 N 转化、

C 固定和 Fe 氧化过程中的功能差异，基于对原始拼

接序列 contigs 进行基因预测构建的非冗余基因集，

结合 NR 数据库分析获得的物种组成与丰度谱，并将

该基因集的蛋白质序列与 Ccycs、Ncycs 及 HMM 数据

库进行比对，进而得到相关功能基因信息。在此基

础上进一步分析了主要菌群在 N 转化、C 固定和 Fe 氧

化代谢通路中所起的作用。IDAD 的生物脱氮过程主

要依赖于反硝化途径，同时氮转化涉及多种关键基

因 ，包 括 nasA、napABC、narBCGHIJVYZ、nirABDKS、

nrfAC、norBC 和 nosZ［1］。与 R1 相比，R2 在硝酸盐还原

（narH、narIZ、napA）和亚硝酸盐氧化还原（nxrAB）相

关的酶编码基因相对丰度上有所增加（图 5a）。相反

地，NO 和 N2O 还原（norC 和 nosZ）以及异化硝酸盐还

原为铵（DNRA）通路涉及的 nirB 和 nrfA 的相对丰度

降低。其余基因的丰度变化不显著，基本维持稳定。

R2 中相关基因丰度的变化，与菌群富集过程中观察

到的 NO-
2‒N 积累现象相符。norC 和 nosZ 丰度下降可

能导致 NO 积累并抑制 NO-
2‒N 还原［45］（图 5b）。菌群

可能通过 nxrAB 介导的亚硝酸盐氧化来降低 NO 积

累 ，实 现 解 毒 。 Fe（ Ⅱ ）氧 化 方 面 ，基 于

Acidithiobacillus ferrooxidans 细胞色素 c Cyc2（cyc2 基

因）驱动 Fe（Ⅱ）氧化的机制［46］，R1 更高的 cyc2 基因丰

度（图 5c）表明，其 Fe（Ⅱ）氧化能力可能优于 R2［23，47］，

且与富集阶段的性能及 R1 铁氧化细菌丰度更高的结

果一致。固碳功能上，R1 和 R2 固碳基因总体丰度相

似，但 R1 在卡尔文循环（cbbL、cbbM）基因上占优，而

R2 则以 3-HP/DC/4-HB 途径基因为主。

R1 中 的 Gallionella、 Desulfobacterota 以 及

norank_c_Alphaproteobacteria 均具备编码完整反硝化

通路的基因（图 6）。先前研究并未在 Gallionella 中检

测到 norBC 和 nosZ 基因，认为其解毒 NO 依赖于其他

如 Rhodanobacter 等 伴 生 细 菌［6，38］。 本 研 究 证 实 了

Rhodanobacteraceae 携带了 norBC 和 nosZ 基因，与前

人观察结果一致［6，38］。本研究发现 Gallinoella 拥有完

整的反硝化通路基因组，暗示其在 IDAD 菌群中的功

能可能被低估。因此，Gallinoella 在 IDAD 菌群的 NO
代谢和整体反硝化过程中扮演的角色，应得到更深

入 的 关 注 和 研 究 。 cyc2 基 因 在 Melioribacteraceae、

Desulfobacterota、 Anaerolineales、 norank_c_

Alphaproteobacteria 以及 Nitrosymbiomonas 中的检出，

表明这些细菌可能通过编码富集可传递电子的外膜

图 4　IDAD 菌群在门水平和属水平的群落结构

Figure 4　Community structures of IDAD consortia at phylum and genus 
levels
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Cyc2 蛋白而拥有潜在的铁氧化能力。尽管在 R1 和

R2 的 IDAD 菌群中，铁氧化和反硝化基因整体分布均

匀，但不同的亚铁盐电子供体对群落结构和关键基

因的分布产生了显著的差异化。

为进一步了解检出基因的生物学功能，包括代

谢途径、遗传信息传递以及细胞学过程等，基于

KEGG 数据库对 R1 和 R2 中的 IDAD 菌群进行基因功

能注释。R1 与 R2 中 IDAD 菌群在 KEGG 通路层面的

基因表达总体相近，表明二者在整体功能与代谢通

路上差异有限（图 7）。其中，主要差异表达基因集中

在 细 胞 运 动（cell motility）和 信 号 转 导（signal 
transduction）（R1 相对丰度更高），提示在 Cl‒长期作用

下 IDAD 菌群对环境刺激的响应潜能增强［48］，有利于

向底物的趋化并提高底物利用效率，这与 R1 表现出

更高的铁氧化与反硝化活性密切相关。相反，R2 中

与细胞群落（cellular community）、氨基酸代谢（amino 
acid metabolism）和 异 生 素 生 物 降 解 与 代 谢

（xenobiotics biodegradation and metabolism）相关基因

的丰度更高，表明 R2 的群体交互与定植能力以及对

复杂有机底物的降解潜能增强［48⁃49］；这一特征与 R2
中 IDAD 菌群均匀度与多样性的下降相吻合。考虑

到 Fe（Ⅱ）氧化产物易于细胞团聚［15，30］，运动潜能下降

而定植能力提升可能会限制菌群对底物的直接利

用，同时衰亡细胞释放的有机物可能被其他微生物

利用以维持菌群功能。综合来看，就脱氮效率、群落

稳定性与可持续性而言，用 FeCl2（R1 条件）富集培养

IDAD 菌群优于 FeSO4（R2 条件）。

图 5　氮代谢功能基因相对丰度、氮转化流程及铁氧化基因与固碳基

因相对丰度

Figure 5　Relative abundance of nitrogen metabolism functional genes，
nitrogen transformation pathways， and relative abundance of iron 

oxidation and carbon fixation genes

图 6　IDAD 菌群物种-注释基因贡献

Figure 6　Species contributions to annotated genes in IDAD consortia
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3　结  论

本研究对比分别以 FeCl2（R1）和 FeSO4（R2）为电

子供体富集的 IDAD 菌群，系统揭示了不同亚铁盐对

菌群反应性能、结构组装及代谢功能的差异化影响。

R1 在富集过程中表现出更优的铁氧化活性和反硝化

效率，其 IDAD 菌群的多样性更高，Fe（Ⅱ）氧化与反

硝化，尤其是 NO 和 N2O 还原相关基因丰度更高。综

上，亚铁盐中阴离子类型（Cl‒或 SO2 -
4 ）是驱动 IDAD 菌

群差异化组装与功能分化的关键因素。在实际工程

应用中，推荐优先选用 FeCl2作为电子供体，以富集获

得更具脱氮优势且代谢更完整的 IDAD 菌群。
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