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摘要：为提高水体氮污染的生态修复效果的同时降低氧化亚氮(N2O)的释放,研究了高氨氮胁迫对不同类型沉水植物的附着生物膜氮转化和 N2O 释放

的影响和机制.结果表明,高氨氮条件下苦草和金鱼藻附着生物膜的硝化作用潜势分别提高了 27.1和 10.2倍;但反硝化作用受到抑制,造成水体中氮的积

累.高氨氮促进了由硝化菌参与的N2O释放,但硝化过程中N2O的释放速率最高约为反硝化过程的 1.28%,反硝化是N2O释放的主要途径.细菌群落结构

和氮转化功能基因丰度分析表明,高氨氮胁迫下硝化功能细菌和基因丰度增加,反硝化菌和基因丰度下降,同时 N2O 的释放潜势(nirS/nosZ 和 nirK/nosZ)

分别上升 90%和 59%,是导致氮转化活性变化与N2O释放量增加的主要原因.在 3种附着生物膜中,人工水草附着生物膜具有最强的硝化和反硝化潜力,

但苦草生物膜的N2O释放量仅为金鱼藻和人工水草的68.89%~78.46%和65.92%~82.76%,这可能是由于氮转化活性受到功能群丰度和微环境双重调控. 
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Abstract：The effects and mechanisms of high ammonium (NH4

+) stress on nitrogen transformation and nitrous oxide (N2O) 

emissions of attached biofilms on different substrate were investigated. Under high ammonium-nitrogen conditions, the nitrification 

potential of epiphytic biofilms associated with Vallisneria natans and Ceratophyllum demersum increased by 27.1-fold and 10.2-fold, 

respectively, whereas denitrification was suppressed, resulting in nitrogen accumulation. High NH4

+ levels promoted N2O emissions 

associated with nitrification; however, N2O production during nitrification accounted for only up to 1.28% of that from denitrification, 

and denitrification was the main pathway of N2O emissions. Under high NH4

+ stress, the increased abundances of nitrifying bacteria 

and genes but decreased denitrifiers contributed to changes in nitrogen transformation activities. Concurrently, the N2O emission 

potential (nirS/nosZ and nirK/nosZ) increased by 90% and 59%, which enhanced N2O emissions. Notably, artificial plant biofilms 

exhibited the highest nitrification and denitrification activities, whereas N2O emission from attached biofilms on Vallisneria natans 

was only 65.92%~82.76% of those from artificial plants and Ceratophyllum demersum L., suggesting dual regulation by functional 

microbial composition and microenvironment. 
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在淡水生态系统中,过量氮负荷的输入会损害

水体自净功能,进而导致水质恶化和生态系统功能

紊乱,并加剧水体氧化亚氮(N2O)排放
[1-4]

.N2O 是重

要的温室气体,其增温潜势为 CO2的 298 倍,同时还

能够破坏臭氧层
[5]
.沉水植物是水生态系统的重要

组成部分,不仅能通过吸收,释放氧气和抑制底泥再

悬浮等机制净化水体,还能为生物膜提供附着基质,

营养和适宜的微环境
[6-7]

,对水生态系统的稳定和功

能具有重要意义.水体中附着生物膜常富集有氮循

环微生物,能够通过硝化和反硝化作用将氮转化为

含氮气体(N2,N2O)而从水体中彻底去除
[6-9]

,但同时

也可能会造成 N2O 排放量的增加.野外观测证实,与

挺水植物及藻型湖区相比,沉水植物湖区的 N2O 排

放量较低,但不同的沉水植物对水体 N2O 排放量的

影响不同 ,如苦草 (Vallisneria natans)分布水域的

N2O 排放量低于狐尾藻分布水域
[10]

.目前对于不同

沉水植物影响附着生物膜 N2O产生的研究较少. 

沉水植物根据吸收和同化氨氮能力的不同可以

分为资源获取型和资源保守型两大类.水体中氮污

染,尤其是氨氮的增加对不同资源获取型沉水植物

的光合作用,形态,生理特征和生长的影响强度不 
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同,资源获取型植物的相对生长速率快,而资源保守

型植物则具有较高的营养储存能力,能更好在高氨

氮等胁迫环境下更好的生长
[11-12]

.沉水植物性状特

征的变化会进一步影响附着生物膜的微生物群落

结构,最终会导致其功能的改变
[13-16]

,可以推测,不同

资源获取策略的沉水植物对氮污染的响应差异会

使氮去除和 N2O 排放过程更加复杂,其影响和机制

仍需深入阐明. 

本研究构建了包含上覆水,底泥,苦草,金鱼藻

(Ceratophyllum demersum L.)和人工水草的微宇宙

系统以模拟水生生态系统.其中,苦草和金鱼藻在生

态修复中广泛应用,它们分别代表了资源保守型和

资源获取型的沉水植物
[17-19]

.人工水草作为非生物

基质对照 ,其上有大量附着生物膜 ,具有较高的

NH4
+
-N和总氮(TN)去除能力,但其N2O排放量也高

于沉水植物
[6,20-21]

.本研究通过探究 NH4
+
-N 污染对

不同类型沉水植物性状,脱氮效率及 N2O 释放的影

响,比较不同基质上附着生物膜对硝化/反硝化潜力

及N2O释放的作用,揭示高NH4
+
-N条件下沉水植物

影响氮去除和 N2O释放的机制. 

1  材料与方法 

1.1  实验设置与采样 

选用苦草(VA)和金鱼藻(CE)作为研究对象,以

聚偏氯乙烯材质的人工水草(AP)作为非生物基质

的对照,实验在 60cm×45cm×35cm 的玻璃缸中进行.

缸内配置 20cm上覆水和 8cm底泥,植物种植密度统

一为 900g/m²,在温室中(25℃,12h/12h 光暗循环)驯

化 2 周后开始实验.实验设置两种处理系统,共进行

9d:(1)单次污染 (SP):实验开始时设置上覆水

NH4
+
-N,NO3

-

-N 和 TP 的终浓度分别为 15,5 和

0.2mg/L,后期不再添加;(2)连续污染(CP):实验开始

时设置与 SP 相同,并分别在第 3,5,7d 补充 NH4
+
-N

至上覆水中 NH4
+
-N 终浓度为 15mg/L.两个系统均

设置 3 个重复组.实验期间每日采集上覆水,实验结

束时采集上覆水,底泥,植物和生物膜样品进行后续

检测. 

1.2  植物特征分析 

植物生物量采用重量法测定 ,叶片中叶绿素

a(Chla)通过乙醇提取后使用分光光度法进行定量 

[22]
.

植物全氮(TN)采用 H2SO4-H2O2消煮法测定
[23]

. 

1.3  水体中不同形态氮和 N2O浓度分析 

NH4
+
-N,NO2

-

-N,NO3
-

-N 和总氮(TN)的浓度测

定参照《水和废水监测分析方法》
[24]
进行.溶解态

N2O 浓度采用顶空平衡-气相色谱法测定,具体步骤

如下:从各系统采集 115mL水样置于血清瓶中,注入

30mL高纯氦气置换顶空气体.样品在振荡器上平衡

30min后,采集顶空气体,通过气相色谱仪(Agliet7890B, 

EDC检测器)定量分析 N2O浓度. 

1.4  硝化潜势,反硝化潜势和 N2O释放速率分析 

硝化潜势(PNR)采用NO2
-

-N和NO3
-

-N产生量

法测定
[25]

.分别称取 4g带生物膜的植物叶片,10g底

泥及 100mL 水样过滤后的 0.22µm 滤膜,置于含

30mL硝化培养液(15mg/L NH4
+
-N,1mmol/L PBS缓

冲液 ,pH=7.4)的 100mL 血清瓶中 ,24h 后测定

NO2
-

-N和 NO3
-

-N浓度并计算 PNR. 

反硝化潜势(PDNR)通过乙炔抑制法测定
[26]

.同

PNR 一样采集样品后,置于含 30mL 反硝化培养液

(20mg/L NO3
-

-N, 200mg/L葡萄糖,1mmol/L PBS缓

冲液,pH=7.4)的血清瓶中.瓶口用橡胶塞和铝盖密封

后,通入氦气去除 N2O 和溶解氧,随后在顶空注入

10% C2H2以抑制 N2O还原.分别于 0,1,2,3和 4h采

集 10mL 顶空气体用气相色谱定量分析 N2O 浓度

(Agliet7890B,EDC检测器),根据 N2O生成速率计算

PDNR. 

硝化和反硝化过程的 N2O 净释放速率为未添

加 C2H2抑制剂的处理组中 N2O 的浓度随时间的变

化速率.所有实验均在微宇宙系统相同的光照和温

度条件下(25℃,12h/12h光暗循环)进行. 

1.5  DNA提取及氮转化功能基因定量分析 

实验结束后采集上覆水,底泥及生物膜样品,采

用 FastDNA SPIN土壤 DNA提取试剂盒(MP,美国)

进行总DNA提取,具体操作参照试剂盒说明书进行.

提取后的 DNA 浓度使用 NanoDrop 核酸定量仪

(Thermo,美国)测定.采用定量 PCR(qPCR)对氮转化

相关功能基因的丰度进行定量分析
[27]

. 

1.6  微生物群落结构分析 

采用细菌 16S rRNA通用引物 338F和 806R对

各样本的 16S rRNA扩增子进行测序.测序工作委托

上海美吉生物医药科技有限公司在 Illumina MiSeq

平台完成,后续细菌群落分析在美吉云平台在线分

析平台进行. 
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1.7  统计分析 

水体理化指标和 qPCR 数据进行 Two-Way 

ANOVA分析,所有统计学分析采用 GraphPad Prism 

7.0完成. 

2  结果和讨论 

2.1  植物性状特征的变化 

如图 1 所示,至第 9d 时,CP 组两种植物的 Chla

和生物量增长均显著低于 SP 组(P<0.05).与起始相

比,苦草的 Chla 在 SP 和 CP 组中虽均有上升,但在

SP 和 CP 组中分别增加了 61.33%和 8.43%,金鱼藻

的 Chla 则在 CP 组中出现了下降.Chla 是光合作用

的关键色素,光合作用为植物生长提供碳源和能量,

碳骨架还能将植物吸收的氮同化为氨基酸进行氨

氮的解毒
[28]

.Chla 在 CP 中显著低于 SP 表明高

NH4
+
-N 对苦草和金鱼藻的光合系统均能造成损伤,

并对金鱼藻的损伤更强
[12,29]

,导致对植物生长的抑

制.与金鱼藻中TN增量在CP组中依然低于 SP组不

同,CP组中苦草的 TN高于 SP组(P<0.01),与苦草作

为资源保守型植物所具有的高效营养储存特性相

符
[12]

.高 NH4
+
-N 胁迫对金鱼藻生理性状的影响更

为显著,金鱼藻的Chla在CP组中受到高浓度氨氮影

响,含量下降,光合作用受到抑制,不能固定足够的碳

源来同化氨氮以解毒,这与金鱼藻作为资源获取型

植物 (高相对生长速率 )对高氨氮胁迫更敏感一

致 

[12,30-31]
. 

   

图 1  苦草和金鱼藻植物特征在单次和连续氨氮污染下的变化 

Fig.1  Variation of plant traits of Vallisneria Natans and Ceratophyllum demersum L. in SP and CP 

2.2  上覆水中不同形态氮含量的变化 

如图 2所示,NH4
+
-N浓度在 SP和 CP中均随

时间呈线性下降,其终浓度在 SP 和 CP 中分别为

(2.20±0.09)和(12.12±0.03)mg/L,对应的 NH4
+
-N总

去除量分别为(12.80±0.90) mg/L(去除率 85.26%)

和(18.76±0.55) mg/L(去除率 60.75%)(图 2(a)).随

着 NH4
+
-N 浓度的降低,SP 和 CP 中 NO2

-

-N 和

NO3
-

-N浓度均呈现逐渐上升趋势(图 2(b)),表明氨

氧化作用在 NH4
+
-N去除中发挥了关键作用

[5]
.CP

中的 NH4
+
-N净去除速率((1.90± 0.34)~(2.34±0.17) 

mg/(L·d)) 显 著 高 于 SP((1.53±0.09) mg/(L·d)) 

(P<0.05),与 NH4
+
-N 浓度呈现显著正相关,这可能

与高 NH4
+
-N 浓度对硝化菌群的刺激作用相

关  

[32-34]
. 

   

图 2  水体中不同形态氮浓度的变化 

Fig.2  Variation of different nitrogen species in overlying water 

3a,5a,7a为补加氮污染 
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与氨氧化作用不同,CP中NO2
-

-N和NO3
-

-N浓

度均比 SP 中高,同时,CP 中 TN 浓度((27.93±0.10) 

mg/L)显著高于 SP((13.29±0.40) mg/L) (图 2(a)) 

(P<0.05),表明微生物的反硝化活性受到明显抑制.

这可能由于反硝化更多受到除底物浓度外其他因

素的影响,如细菌活性,微生物群落结构,有机质含量

及溶解氧水平等因素均可影响反硝化作用的进

行 

[35]
.第 9d 时水体中溶解态 N2O 的浓度在 CP 中

((4.97±0.29)µg N/L)达到 SP 中((1.55±0.33)µg N/L)

的 3.19倍,说明高氨氮浓度显著促进了 N2O的产生. 

2.3  硝化/反硝化潜势及其对 N2O排放贡献 

N2O 的产生途径包括硝化过程产生的羟胺

(NH2OH)的化学氧化,硝化菌反硝化以及经典的反

硝化作用等
[5]
.为了厘清高 NH4

+
-N对水体氮脱除的

影响及所造成 N2O 释放量增加的主要途径 ,对

PNR,PDNR 以及硝化/反硝化过程中的 N2O 净释放

速率进行分析(图 3).附着生物膜的总 PNR在 SP和

CP 中均显著高于水体和沉积物(P<0.05),表明生物

膜是水生生态系统氮转化热点
[20,36]

.除人工水草

外,PNR在CP中显著高于SP(P<0.05),其中苦草和金

鱼藻的附着生物膜分别增加了 27.1和 10.2倍,再次

证明高 NH4
+
-N 浓度能够促进硝化作用的进行.CP

中人工水草,苦草和金鱼藻附着生物膜的 PDNR 受

到抑制,分别为 SP组的 80.99%,85.09%和 81.66%(图

3(b)),导致水体中 TN,NO2
-

-N 和 NO3
-

-N 的积累

(图 2). 

  

  

图 3  硝化与反硝化潜势及在 N2O释放速率的变化 

Fig.3  Variation of PNR, PDNR and N2O emission rate during nitrification and denitrification 

在硝化过程中,附着生物膜 N2O释放速率在 CP

组中为 SP中的 2~35倍(P<0.01),表明氨氧化作用的

提高也促进了硝化过程中N2O的释放(图 3(c)).这可

能是由于在高氨氮条件下,伴随着氨氧化菌活性的

增强,氨氧化细菌(AOB)可以通过羟胺氧化酶和一

氧化氮还原酶将 NH2OH 和 NO 转化为 N2O 外
[37]

,

其在代谢过程中所产生对 ROS 还可以通过化学氧

化 NH2OH 产生 N2O
[38]

.CP 中的附着生物膜在反硝

化过程中N2O释放速率也显著高于SP组,同时,硝化

过程中 N2O的释放速率在 CP中虽然较 SP中升高,

但最高仍仅为反硝化过程的约 1.28%,表明反硝化

过程在 SP和 CP中均是 N2O产生的主要途径.目前

已发现 AOB中携带 nirK和 nor基因,硝化菌的反硝

化作用可能也是在高 NH4
+
条件下反硝化过程中

N2O释放量增加的原因
[34,39-40]

. 

苦草生物膜的 N2O 释放速率[562.20~850.68µg 

N/(g·h)] 始 终 低 于 人 工 水 草 [852.81~1027.68µg 

N/(g·h)]和金鱼藻[716.55~1234.88µg N/(g·h)],这与前

人的研究结果类似,即苦草能够降低N2O的产生
[6,21]

.

但在CP中,金鱼藻生物膜的N2O释放速率显著高于

苦草,并且其增幅高于苦草和人工水草生物膜(图 3),

表明不同资源获取类型植物的附着生物膜 N2O 释
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放响应存在差异,这可能与植物在受到高氨氮胁迫

时其光合作用和生理特征等的差异有关(图 1). 

2.4  细菌群落结构及氮转化相关功能群的变化 

微生物是水体中氮转化作用的主要驱动者,因

此对沉积物,水体和附着生物膜的细菌群落进行了

分析(图 4(a)).在门水平上,CP中水体样品的优势菌

群由变形菌门 (Proteobacteria)转变为蓝藻门

(Cyanobacteria),这与富营养化水体中蓝藻逐渐成

为优势种一致.在苦草的附着生物膜中,变形菌门在

CP和 SP中均占据主导地位,而蓝藻门丰度较低,这

可能是由于苦草对蓝藻的化感作用抑制了蓝藻的

增殖
[29]

.人工水草和金鱼藻的附着生物膜中优势菌

群均为蓝藻门 ,且在 CP 中其相对丰度分别达到

47.30%和 49.29%(图 4),成为绝对优势菌门.Liu 等

的研究同样发现人工基质附着生物膜中蓝藻丰度

高于沉水植物
[41]

.蓝藻能够通过光合作用,提供用

于硝化作用的氧气
[42]

,还能够通过光合作用提供反

硝化作用的碳源
[43]

,人工水草附着生物膜中高丰度

的蓝细菌可能是其硝化和反硝化活性都高的原因

之一. 

在属水平上,本研究共检测到 4 类硝化功能

菌.CP 中硝化菌的相对丰度显著高于 SP,特别是人

工水草和苦草附着生物膜中的硝化菌丰度分别达

到 SP中的 3.85倍和 5.21倍.表明硝化菌能够快速适

应高 NH4
+
-N胁迫环境,并通过 NH4

+
-N的氧化作用

实现种群增长
[5,44]

,其高丰度又直接促进了 CP 中

NH4
+
-N的高效去除. 

在优势菌属(相对丰度>1%)中有 10个反硝化功

能 菌 属 , 包 括 Acidovorax,g__norank_f__ 

Caldilineaceae,Hydrogenophaga,Methylotenera,Pseud

omonas,Rhodobacter,Thiobacillus,g_unclassified_f_R

hodobacteraceae,Vogesella以及 Flavobacterium.除苦

草生物膜中反硝化菌丰度在 CP中有所上升外,其余

样本中反硝化菌的相对丰度均从 SP 中的 7.77%~ 

25.33%降低至 CP 的 5.49%~17.29%(图 4(c)).其中,

人工水草生物膜的反硝化菌丰度降幅尤为显著,达

到近 50%.已有研究表明,高浓度 NH4
+
-N 会对微生

物产生毒性,不可逆地抑制其代谢活性
[44]

,NH4
+
-N

胁迫可能直接导致关键反硝化功能菌的代谢活性

受到损伤,导致其丰度降低和反硝化能力下降. 

    

 

图 4  细菌门水平群落组成,硝化菌丰度和优势菌属丰度的变化 

Fig.4  The bacterial community composition at phylum level (a), relative abundance of nitrifiers (b) and the top 50bacteria on genus level (c) 
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2.5  硝化和反硝化功能基因丰度的变化 

与细菌群落分析结果一致 ,硝化和反硝化相

关功能基因的定量 PCR结果显示,CP中苦草和人

工水草生物膜中氨单加氧酶基因(amoA)的丰度显

著高于 SP(P<0.05),而硝酸盐还原酶基因(narG 和

napA)在CP中显著下降(P<0.05)(图 5).反硝化功能

基因丰度的下降再次证实了 CP 中反硝化作用受

抑制的现象. 

   

   

   

图 5  氨氧化与反硝化相关功能基因丰度 

Fig.5  Functional gene abundance of ammonia oxidization and denitrification 

AOB中携带 nirK基因,nirK和 nirS分别作为硝

化菌和反硝化菌反硝化参与 N2O 产生的标记基

因 

[40]
.nirK 丰度始终显著高于 nirS(P<0.01),表明硝

化菌反硝化可能是 CP 和 SP 中 N2O 产生的重要途

径.尽管 N2O可能通过多种途径产生,nosZ基因编码

的 N2O 还原酶是唯一能够消耗 N2O 的关键酶
[5]
,其

活性是影响N2O释放的关键因素之一.在CP中,nirK

和 nirS丰度上升,而 nosZ丰度显著低于 SP(P<0.05) 

(图 5),同时 nirS/nosZ和 nirK/nosZ分别上升 90%和

59%,表明硝化菌和反硝化菌介导的 N2O 生成潜力

均超过其消耗潜力,导致系统净 N2O排放潜能增加. 

2.6  不同类型介质附着生物膜氮转化和 N2O 释放

的差异 

人工水草生物膜在不同氨氮污染下均表现出

最强的硝化和反硝化潜力,N2O排放量相对较低.人

工水草附着生物膜中硝化菌和 amoA 基因的丰度

在 SP 和 CP 系统中均显著高于苦草上的附着生物

膜(P<0.05),这解释了其较高的硝化活性.人工水草

附着生物膜中蓝藻丰度较高,外层蓝藻的光合作用

提供了充足的 O2,通过藻菌的协同作用促进了硝化

作用. 

然而,反硝化活性的分布模式与功能菌丰度不

完全一致,苦草附着生物膜中含有最高丰度的反硝

化菌及其功能基因(图 4,图 5),但其反硝化活性却低

于人工水草生物膜,这可能是由于沉水植物与非生

物介质表面生物膜层内微环境的差异所导致的.附

着生物膜可划分为内层,中层和外层,为不同功能菌

群提供了差异化的生态位和微环境
[21]

.由于传质阻
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力的存在,人工水草附着生物膜的内层更易形成适

合反硝化的缺氧微环境,保护了内层反硝化菌因免

受水体及外层生物膜中氧和活性氧的影响,保障了

对氧敏感的 nosZ 酶活性
[45]

,推动 N2O 向 N2的完全

转化,可能是其更高的反硝化活性和 N2O 产生量较

低的重要原因
[36]

. 

与人工水草相比,苦草和金鱼藻附着生物膜中

反硝化菌和功能基因丰度较高,但反硝化活性却低

于人工水草,这可能是由于植物叶片光合释氧会破

坏反硝化所需的厌氧微环境.但在高氨氮胁迫下,苦

草与金鱼藻对 N2O 释放的影响不同.苦草对高氨氮

胁迫有较好的适应性,尽管苦草生物膜中反硝化菌

和功能基因丰度最高,叶表较高的 O2浓度会抑制反

硝化作用和中间产物N2O的产生.Huang等
[6,21]
也发

现在扰动情况下,苦草附着生物膜的反硝化作用受

到抑制,从而使得N2O释放量的降低.在自然水体中,

苦草分布区的水体 N2O 浓度较其他沉水植物区域

低 40%~60%
[10]

.与苦草不同,金鱼藻对高氨氮胁迫

更为敏感,光合作用受到严重抑制(图 1),但氧化亚氮

还原酶即使在极低氧浓度(<0.5mg/L)下也会受到显

著抑制
[45]

,N2O还原为N2的反应受到抑制,导致N2O

释放量的增加.同时,光合作用产生氮部分有机物被

用于植株的解毒代谢,在金鱼藻附着生物膜中,有效

碳源供应不足也可能导致更高的 N2O产生. 

3  结论 

3.1  高氨氮促进了水体的硝化作用但抑制了反硝

化作用.高氨氮下附着生物膜中硝化菌丰度最大提

高了 5.21倍,反硝化菌丰度降低了 50%,其硝化潜力

最高可达对照的 27.1 倍,同时反硝化潜力降低至对

照的 80.99%~85.09%. 

3.2  高氨氮胁迫提高了硝化和反硝化过程 N2O 释

放速率,分别是对照组的 2~35 倍和 1.2~1.7 倍,但反

硝化过程依然是 N2O 产生的主要途径;高氨氮下

N2O释放潜势(nirS/nosZ和 nirK/nosZ)分别上升 90%

和 59%. 

3.3  在高氨氮下,苦草 TN 增量是对照的 1.5 倍,高

于金鱼藻(36.4%),苦草对高氨氮的耐受性更好,其附

着生物膜的N2O释放速率[562.20~850.68µg N/(g·h)]

低于人工水草[852.81~1027.68µg N/(g·h)]和金鱼藻

[716.55~1234.88µg N/(g·h)],具有更广泛的生态应用

价值. 
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