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摘要：深入研究复合垂直流人工湿地基质理化性质及其对相关脱氮反硝化微生物的影响，可为解析人工湿地污水

处理及提高脱氮效率提供理论依据。2020年 12月采集贵州喀斯特地区复合垂直流人工湿地 4口池（一级垂直流

下行池、一级垂直流上行池、二级垂直流下行池、二级垂直流上行池）的基质样品，用 Illumina 高通量测序技术获

得反硝化功能基因序列，分析其种群组成和多样性特征，并采用冗余分析揭示反硝化菌群落与基质理化性质之间

的相关性。结果表明，复合垂直流人工湿地中 4口池的基质理化性质存在显著差异；pH在 4口池中均呈中性，溶

解氧（DO）呈先下降后升高趋势，下行池的基质电导率（EC）均比上行池要高；总氮（TN）、总磷（TP）含量随着人工

湿地梯级呈显著下降趋势，未出现厌氧现象；NO3
--N和NH4

+-N含量在二级垂直流下行池中大量积累并达到峰值。

在多样性分析中，nirS、nirK型反硝化菌丰度随着人工湿地梯级呈先降低后升高的趋势，多样性随人工湿地级数逐

渐降低，且下行池丰度多样性显著高于上行池。基质中 nirS型反硝化菌共 5门 9属，nirS型为 6门 14属，变形菌门

是 nirS、nirK型反硝化菌群的共同优势菌门，相对丰度为 55.36%~65.72%、30.06%~45.66%。nirS、nirK型反硝化菌

共有OTUs数分别为 392、245，并与反硝化菌群OTUs数目趋势一致，从多角度表明 nirS型反硝化菌群丰度明显高

于 nirK型，且共有OTUs占有率高达 41.6%和 41.7%，表明各级池中反硝化菌群相似度较高。冗余分析表明基质

中 nirS和 nirK反硝化菌群的构建主要受 pH、NH4
+-N、DO、TP、TN影响，且 nirS型对 pH、nirK型对NH4

+-N的响应更

为强烈。
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因人工湿地污水处理系统具有低成本、低功耗、

低碳排放的优点，现已得到广泛应用（Chen et al,
2011）。人工湿地中反硝化微生物多样性是湿地净

化污水的一个关键因素，其净化原理是利用植物、微

生物和基质三者的相互作用达到去除污染物的效果

（雷旭等,2015）。复合垂直流人工湿地综合了地表流

和潜流湿地系统特征，水流在基质床中呈上下垂直

流动，具有脱氮效率高且运行稳定的优点，对场地要

求低且不受季节影响还能实现高效净化效果（贺锋

等,2005）。因而，复合垂直流人工湿地基质理化性质

及相关脱氮反硝化微生物的深入研究，对于解析复

合垂直流人工湿地污水处理机制以及提高脱氮效率

具有重要意义。

近几年，随着高通量测序技术的快速发展，反硝

化菌群落研究领域取得了较大进展（Han et al,2021；
Xue et al,2021），主要体现在反硝化微生物的筛选、反

硝化基因的识别、反硝化微生物群落的演替特征及驱

动因素分析和人工湿地生物强化技术（康鹏亮等 ,
2018；邵汝英等,2019；文刚等,2020）等方面。研究较

多的有nirS和nirK型微生物，其多样性结构主要受温

度、NO3
--N、溶解氧（DO）和pH等影响，基质中nirS丰

度显著高于nirK（张盛博等,2017），而且nirS和nirK群

落种属丰度和结构因基质理化性质的改变而不同（Li
et al,2019）。同时，nirS和 nirK占据了不同的生态地

位，且随基质理化性质而改变（Yuan et al,2012）。因

此，人工湿地反硝化菌群多样性特征对脱氮效率的影

响是研究关键。
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在增强人工湿地氮处理能力研究中，黄铁矿（Xu
et al,2021）、沸石（Du et al,2020）等特殊基质材料可大

大提高脱氮效率，添加外源菌（Wang et al,2021）或耐

盐菌剂（Wang et al,2020）等可以定向改变湿地中的

反硝化菌群落结构，增强人工湿地对特殊废水的反

硝化作用，提高净化效率。然而，人工湿地反硝化菌

群落结构丰度及脱氮强化研究主要集中于单一的水

平和垂直流人工湿地中，该领域针对复合垂直流人

工湿地研究较少，尤其是复合垂直流人工湿地处理

污水过程中该菌群落变化及其驱动机制鲜见报道。

因而，本文基于 Illumina高通量测序技术识别nirS和
nirK反硝化菌群，对喀斯特地区复合垂直流人工湿

地基质理化性质及其反硝化菌多样性特征进行研

究，通过韦恩图和冗余分析（RDA）揭示菌群多样性

与环境因子的关系，以期为复合垂直流人工湿地高

效脱氮提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 基质样品采集

本研究中的复合垂直流人工湿地位于贵州喀斯

特地区瓮安县建中镇，其构成如下：农村生活污水流

经预处理单元（格栅、厌氧池、生物接触氧化池）后，

按顺序依次进入一级垂直流下行池（A池）、一级垂直

流上行池（B池）、储水渠、二级垂直流下行池（C池）、

二级垂直流上行池（D池）、生物稳定塘（图1）。2020
年 12月对复合垂直流人工湿地中 4口池（即一级垂

直流下行池、一级垂直流上行池、二级垂直流下行

池、二级垂直流上行池）的基质进行样品采集，每个

池子采集3个平行样，取其平均值。4口池中的基质

原本由土壤、细砂、粗砂和砾石组成，但随着污水的

进入、泥沙的沉积和微生物的繁殖使活性污泥大量

积累，故所采集的基质成分主要以活性污泥为主。

将样品放入便携式冰柜冷藏运输至实验室，手动去

除所有根部残留物和砂石后，将样品通过2 mm网筛。

每个基质样品分为2份：1份在-80℃下储存用于 Illu⁃
mina MiSeq高通量测序；1份等待自然风干，采用《土

壤农化分析》（鲍士旦,2008）的方法在室温下分析基

质理化性质，使用基质浸提液测定溶解氧（DO）。
1.2 微生物DNA提取与 Illumina MiSeq测序

采用 E.Z.N.A.soil DNA kit（Omega Bio-tek，Nor⁃
cross，GA，U.S.）提取基质微生物中的DNA，利用 1%

琼脂糖凝胶电泳对提取的DNA进行检测，并用 Na⁃
no Drop 2000（U.S.）测定DNA浓度，保存在-20℃冰

箱待用。

采用 Illumina MiSeq测序技术分析复合垂直流

人工湿地反硝化菌种群组成与多样性特征，将样品

送至上海美吉生物公司进行高通量测序。

图1 复合垂直流人工湿地流程

Fig.1 Flow chart of the integrated vertical-flow
constructed wetland

1.3 统计分析

高通量测序完成后，使用 fastp软件对反硝化功能

基因原始序列进行质控，去除低质量序列。处理得到

的优质序列反硝化功能基因通过QIIME进行序列长

度扩增，再将扩增后的序列数据通过SRA（Sequence
Read Archive）数据库进行比对。根据分类注释结果

对物种组成分类，去除丰度小于0.001的数值，在97%

相似水平下归类为操作分类单元（OTUs）。然后通过

Mothur软件对聚类分析结果进行解析，得到 nirS和
nirK型反硝化菌种群多样性指数，进而进行物种组

成和结构分析。采用 Excel进行数据处理，并通过

SPSS软件中单因素方差分析（ANOVA）对基质养分

进行解析，采用GraphPad Prism9.0软件进行图形绘制

与分析，利用Canoco5软件进行冗余分析（RDA）以揭

示反硝化菌群落与基质理化性质之间的相关性。

2 结果与分析

2.1 基质理化性质

复合垂直流人工湿地 4口池的基质理化性质

存在显著差异。基质浸提液DO随着梯级（即一级

垂直流下行池、一级垂直流上行池、二级垂直流下

行池、二级垂直流上行池）呈先降低后升高的趋势，

变化范围在 26.54~34.08 mg/L，在一级垂直流上行

池中DO最低，但均未出现厌氧现象（表 1）。基质

pH变化范围在 7.63~8.09，基本呈中性。下行池的

基质电导率（EC）均比上行池要高，但在梯级之间

没有显著差异。基质 TP含量呈显著下降趋势，TN
呈先降低后升高的趋势。NO3

--N和NH4
+-N呈先

升高后降低趋势，且在二级垂直流下行池中达到

峰值，氮素转化的中间态在此池中大量积累。综

上所述，复合垂直流人工湿地在脱氮处理上效果

显著。

赵 伟等，复合垂直流人工湿地基质理化性质对nirS和nirK型反硝化菌多样性的影响 133
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理化指标

pH

DO/mg·L-1

EC

NH4
+-N/mg·kg-1

NO3
--N/mg·kg-1

TP/g·kg-1

TN/g·kg-1

一级垂直流下行池

7.63±0.25ab

34.08±3.80a

191.47±6.77a

96.74±6.95a

0.11±0.03b

0.34±0.29a

0.50±0.32a

一级垂直流上行池

8.09±0.21a

26.54±5.59a

169.63±16.20a

100.34±20.59a

0.15±0.07bc

0.21±0.01a

0.47±0.30a

二级垂直流下行池

7.68±0.51ab

29.50±6.09a

197.87±30.46a

117.21±67.84a

0.18±0.11c

0.12±0.07a

0.76±0.02a

二级垂直流上行池

7.82±0.17a

32.10±2.84a

179.20±10.58a

96.01±44.89a

0.05±0.01ab

0.17±0.07a

0.86±0.52a

表1 复合垂直流人工湿地基质理化性质

Tab.1 Substrate physical and chemical properties of the integrated vertical-flow constructed wetland

注：组间不同字母差异显著（P<0.05），所有处理均有3个重复。

Note:Different letters in a same row shows a significant difference (P<0.05), with analysis of variance (ANOVA) conducted and owning three
replicates with all treatment.

多样性指数

OTUs

simpson指数

shannon指数

faith_pd指数

chao1指数

覆盖度/%

基因类型

nirS

nirK

nirS

nirK

nirS

nirK

nirS

nirK

nirS

nirK

nirS

nirK

一级垂直流下行池

592.00±30.51a

334.67±26.27a

0.97±0.01a

0.88±0.06 a

6.73±0.31a

4.92±0.42a

47.99±6.05ab

47.66±11.12a

737.76±33.47a

408.35±32.39a

99.66

99.08

一级垂直流上行池

540.00±19.67a

318.67±10.60a

0.96±0.01a

0.89±0.02a

6.31±0.13a

4.59±0.45a

39.06±2.19b

49.68±16.22a

690.79±17.56a

408.73±15.48a

99.10

99.17

二级垂直流下行池

590.33±78.85a

325.33±57.40a

0.93±0.07a

0.76±0.13a

6.04±1.16a

4.11±0.84a

51.65±7.65ab

53.83±18.72a

743.22±82.23a

414.20±58.66a

99.37

99.26

二级垂直流上行池

566.67±57.73a

254.67±78.56a

0.93±0.05a

0.81±0.08a

6.01±0.90a

3.91±0.55a

57.25±7.12a

40.51±7.77a

703.93±70.07a

346.04±75.67a

99.53

99.39

表2 复合垂直流人工湿地nirS和nirK型反硝化菌群多样性指数

Tab.2 Diversity indices of the nirS and nirK denitrifying bacteria in the
integrated vertical-flow constructed wetland

注：组间不同字母差异显著（P<0.05），所有处理均有3个重复。

Note: Different letters in a same row shows a significant difference (P<0.05), with analysis of variance (ANOVA) conducted and owning three
replicates with all treatment.

2.2 基质nirS和nirK型反硝化菌多样性指数

从nirS和nirK型反硝化菌的丰富度与多样性指

数计算结果看，反硝化菌文库覆盖率均在 99%以上,
表明得到的多样性指数数据有效可靠（表 2）。在各

级人工湿地中，OTUs数目空间尺度上变化较明显，

总体呈下降趋势（一级垂直流下行池>二级垂直流

下行池>二级垂直流上行池 >一级垂直流上行池），

且下行池高于上行池。随着人工湿地梯级的变化，

多样性指数（Shannon指数和 Simpson指数）变化趋

势与OTUs正好相反，而丰富度指数（Chao1指数和

faith_pd指数）变化趋势与OTUs结果基本一致。

2.3 基质nirS和nirK型反硝化菌群落组成

nirS和nirK 型反硝化菌群落门水平的组成见图

2，nirS 型群落共获得 5 门，nirK 型群落共获得 6 门。

两类菌群除未分类菌门（unclassified）外，主要为变形

菌门（Proteobacteria），且各级湿地中nirS、nirK型反硝

化菌种群结构具有相似性。本研究中，在nirS和nirK
型中变形菌门占绝对优势，平均占比分别为57.38%和

41.78%，总体呈先上升后下降的趋势，且二者上行池

显著高于下行池。

nirS和 nirK型反硝化菌群落属水平的组成和差

异见图3，nirS型反硝化菌主要归为9个属，除未分类

菌属（unclassified）外，主要包括红细菌属（Rhodo⁃
bacter）和脱氯单胞菌属（Dechloromonas）。在二级

垂直流上行池中红细菌属占绝对优势，一级垂直流

下行池与其完全相反，占比最低，各级湿地中丰度

变化较为明显。一级垂直流上行池、二级垂直流

下行池湿地中脱氯单胞菌属占绝对优势，于一级垂

直流下行池、二级垂直流上行池湿地占比最低，呈先

升高后降低趋势。nirK型反硝化菌主要归为14个属，
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除未分类菌属外，主要包括红假单胞菌属（Rhodopseu⁃
domonas）、慢生根瘤菌属（Bradyrhizobium）、氏菌属

（Bosea）等。红假单胞菌属在一级垂直流上行池湿地

中占绝对优势，于二级垂直流上行池湿地占比最低，且

一级垂直流上行池湿地丰度较一级垂直流下行池、二

级垂直流下行池湿地有显著升高；慢生根瘤菌属在一

级垂直流下行池湿地中最占优势，随级数增加丰度逐

渐降低；氏菌属随级数的增加也呈持续下降的趋势。

此外，各级上下行池中反硝化菌种群结构存在显著差

异。在各级湿地基质nirS和nirK型反硝化菌群中分别

发现了硫杆菌属（Thiobacillus）、产黄杆菌属（Rhodano⁃
bacter）、厌氧绳菌属（Anaerolinea）和Starkeya属、红细

菌属、假单胞菌属（Pseudomonas）、中华根瘤菌属（Sino⁃
rhizobium）、根瘤菌属（Rhizobium）。然而，nirS、nirK型

反硝化菌群未分类菌属占比较高，可能具有反硝化功

能，需进一步研究。

各级湿地中OTUs数目组成关系见图4，在nirS、
nirK型反硝化菌中，特有OTUs数最多的分别为一级

垂直流下行池湿地和二级垂直流下行池湿地（55和
63个），同时，nirS型中共有OTUs数（392个）明显高

于 nirK型（245个），与表 2复合垂直流人工湿地 nirS
和 nirK型反硝化菌群OTUs数目趋势一致。以上结

果表明，各级湿地之间反硝化菌种群相似度较高，且

nirS型反硝化菌种群丰度显著高于nirK型。

图2 nirS（a）和nirK（b）型反硝化菌群落门水平结构组成

Fig.2 Horizontal composition of the nirS (a) and nirK (b) denitrifying community at the phylum level
in the integrated vertical-flow constructed wetland
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图3 基于nirS（a）和nirK（b）型反硝化菌构建的系统进化树及组间丰度分布

A, B, C, and D are the first-level vertical flow descending tank, the first-level vertical flow ascending tank, the second-level vertical flow de-
scending tank, and the second-level vertical flow ascending tank.

Fig. 3 Phylogenetic tree based on denitrifying bacteria nirS (a) and nirK (b) and the heat map
of abundance distribution among groups
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2.4 基质反硝化菌与理化性质的关系

RDA分析表明，前两主轴对复合垂直流人工湿地

nirS和nirK型反硝化菌群落总变异系数的解释率分别

为56.53%、54.93%，第1个RDA维度对结构变化的解

释率分别为 34.51%、34.75%，第 2个的解释率分别

22.02%、20.18%（图5）。从图5可知DO、pH是驱动nirS
型反硝化菌群演替的主要环境因子，其次是TP、TN、
NO3

--N和NH4
+-N等。此外，脱氯单胞菌属与TN、

NO3
--N、NH4

+-N和 pH呈正相关，与DO呈显著负相

关；TP是红细菌属的主要影响因子；磁螺菌属与NO3
--

N和TP呈正相关，与DO和pH呈负相关。湿地基质中

TP、TN、NH4
+-N、DO、pH是驱动nirK型反硝化菌群演

替的主要环境因子，其次是NO3
--N、EC等。此外，氏

菌属和慢生根瘤菌属与DO、TP呈显著正相关，与pH、
NH4

+-N呈显著负相关，且两属之间种群结构相似度较

高；TN是红假单胞菌属主要影响因子，二者反硝化种

群结构受pH、DO的显著影响，其中nirS型关键菌属多

为严格厌氧型细菌群落，nirK型菌属群落多为兼性厌

氧型，二者对氧的敏感程度不同，且nirK型对有机物

N、P的变化更为敏感，其中，nirK型反硝化菌丰度与pH
虽存在显著相关关系，但携带nirS的反硝化菌比携带

nirK的反硝化菌对土壤pH更为敏感。

A：一级垂直流下行池；B：一级垂直流上行池；C：二级垂直流下行池；D：二级垂直流上行池

图4 nirS（a）和nirK（b）型反硝化菌在各级湿地中OTUs数目组成

A, B, C, and D represent the first-level vertical flow descending pool, the first-level vertical flow ascending pool, the second-level vertical flow
descending pool, and the second-level vertical flow ascending pool, respectively.

Fig.4 Wayne figure based on denitrification bacteria nirS (a) and nirK (b)

Rhodobacter：红细菌属；Thiobacillus：硫杆菌属；Rhodanobacter：罗河杆菌属；Magnetospirillum：磁螺菌；Dechloromo⁃
nas：脱氯单胞菌；Rhodopseudomonas：红假单胞菌；Achromobacter：无色杆菌；Bradyrhizobium：慢生根瘤菌；Pseudo⁃

monas：假单胞菌；Paracoccus：微球菌；Rhizobium：根瘤菌

图5复合垂直流人工湿地nirS（a）和nirK（b）反硝化种群RDA分析

Fig. 5 Redundancy analysis of denitrification bacteria nirS (a) and nirK (b) populations
in the integrated vertical-flow constructed wetland
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由图 6可知，nirS型反硝化菌群中磁螺菌属与

NO3
--N呈正相关。nirK型反硝化菌群中, NH4

+-N、
NO3

--N是根瘤菌属的主要影响因子，且EC与根瘤菌

属呈显著正相关。

3 讨论

3.1 基质理化性质随湿地梯级的变化

本研究表明，有机物进入湿地后，因前置硝化作用

中微生物是好氧生物，消耗湿地中大量氧气，进入厌氧

反硝化过程后，水中溶氧慢慢恢复上升，从而导致DO
随湿地空间变化先下降后升高（王爱平等,2010）。反硝

化菌对有机物转化利用，使得TN、TP含量随着人工湿

地梯级呈显著下降趋势，有机氮在反硝化菌作用下转

化为氮素中间产物（赵斌等,2019），引起pH、NO3
--N和

NH4
+-N含量升高，最后还原成N2释放，并且释放出

H+，导致湿地各池基质pH先升高后降低。因水流作用

方向不同，下行池中带电离子更容易在基质层附着，导

致其电导率EC均比上行池要高（贺锋等,2005）。
3.2 基质nirS和nirK菌群的识别

根据高通量测序结果对OTU进行注释，对基质

nirS、nirK型反硝化菌门属水平下细菌进行分析。从

图 2、3中可知，nirS型反硝化菌鉴定为 5门 9属，nirK

型鉴定为6门14属，变形菌门是nirS、nirK型反硝化菌

群的共同优势菌门。nirS型主要含红细菌属、脱氯单

胞菌属和磁螺菌属等；nirK型主要含红假单胞菌属、

慢生根瘤菌属和氏菌属等，二者优势菌属多属于变形

菌门。红假单胞菌属（杨文焕等,2020）、红细菌属（杨

浩等,2017）是典型的反硝化脱氮细菌，其余菌属占比

虽然不高，对反硝化脱氮也发挥着不可替代的作用

（Hou et al,2018），但其驱动机制需进一步分析。

韦恩图（图 4）可以非常直观地看出各级湿地中

OTUs数目组成的相似性和独特性情况，本研究表明

nirS型反硝化菌共有OTUs数目（392个）显著高于nirK
型的数目（245个），与反硝化菌群OTUs数目（表2）趋
势一致，证明其nirS的丰度显著高于nirK型反硝化菌，

并且张敏等（2015）在对人工湿地反硝化菌群功能基因

丰度研究中，从多角度证明其 nirS的丰度显著高于

nirK型，从侧面表明湿地中反硝化菌群主要以nirS型
群落为主。且在nirS、nirK型反硝化菌中，特有OTUs
占有比重最高的分别为一级垂直流下行池湿地和二级

垂直流下行池湿地，占有率高达41.6%和41.7%，显著

高于其他几级湿地，这可能是因为复合垂直流人工湿

地梯级变化对菌属的筛选作用，使得一级下行池和二

级下行池中特有OTUs占比显著高于其他几级湿地。

AM为NH4
+-N，NN为NO3

--N。
图6 复合垂直流人工湿地nirS（a）和nirK（b）型反硝化菌群与基质理化因子的相关性

AM is NH4
+-N, and NN is NO3

--N.
Fig. 6 Heat map showing the correlation between nirS (a) and nirK (b) denitrifying bacteria and the substrate

physical and chemical properties in the integrated vertical-flow constructed wetland
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3.3 基质理化性质对反硝化菌的影响

反硝化菌群演替的驱动因子主要包括 pH、

DO、氮类营养盐（NH4
+-N 和 NO3

--N）等（周石

磊 ,2017）。张成龙等（2019）发现 pH 是变形菌门

变化的首要驱动因子，本研究也证明了此现象，

随 pH 的增加，nirS、nirK 变形菌门的优势作用增

强（表 1、图 2），其中 RDA 也显示了 pH 对脱氯单

胞菌属和红假单胞菌属、慢生根瘤菌属、氏菌属

的重要影响（图 5），同样的现象在明红霞等

（2020）的研究中得到证实，但该文也指出，nirK
型反硝化菌还存在于更广泛的细菌分类中，包括

以放线菌门、厚壁菌门等为主的类群。环境中也

可能存在着更高丰度的反硝化菌和更丰富的群

落多样性。

DO主要通过 3个方面影响反硝化菌的脱氮：

（1）和硝酸盐竞争电子；（2）抑制反硝化过程酶的

合成；（3）抑制硝酸盐的还原（Hu et al,2021）。本研

究在 RDA分析中证实了DO与红细菌属呈现高的

相关性（图 5-a）；且 RDA分析也显示人工湿地 TN
主要来源于NO3

--N和NH4
+-N，其为反硝化菌属代

谢生长提供了氮类营养盐，如 nirS中脱氯单胞菌属

随湿地空间变化呈升高趋势，其与NH4
+-N变化趋

势一致（表 1），呈现正相关（图 5-a）；nirK中红假单

胞菌属、慢生根瘤菌属和氏菌属，随湿地空间变化

呈降低趋势，其与NH4
+-N、NO3

--N变化趋势（表 1）
相反，呈负相关（图 5-b）。以上结果与钊珍芳

（2019）、陈泽斌等（2021）、梁伟光等（2022）对反硝

化菌群结构的研究结果相一致。鲍林林等（2016）
研究发现北运河沉积物中NO3

--N是反硝化群落演

替的主要影响因子；Zhou等（2019）通过对反硝化菌

群影响因素的研究，发现DO和NO3
--N是脱氮细菌

组成的重要影响因素。氧通过为反硝化菌群提供更

高效的电子受体而抑制反硝化活性，但随硝化过程

DO的大量消耗，达到反硝化菌群最适繁殖条件，其

丰度显著上升，随NH4
+-N、NO3

--N的进入，反硝化

菌群落从应激到稳定状态，快速响应氮素变化，从而

达到动态平衡。

综上，复合垂直流各级人工湿地反硝化菌群有

明显差异，菌群演替特征与 pH、DO和氮类营养盐等

因素紧密相关。本研究仅讨论了已识别功能菌属与

环境因子的重要关系，尚有诸多未分类菌属功能有

待研究，进一步研究可能为解析复合垂直流人工湿

地氮素变化和丰富nirS、nirK型反硝化研究提供重要

思路。

4 结论

（1）复合垂直流人工湿地基质理化性质中，DO
总体在 26.54~34.08 mg/L，未出现厌氧现象，pH在

7.63~8.09，湿地基质基本呈中性，转化过程中间态

NO3
--N和NH4

+-N在二级垂直流下行池中大量积

累，TN的含量最终呈明显降低趋势。nirS型反硝化

菌群丰度明显高于 nirK型，且各自在不同级人工湿

地中反硝化菌群相似度较高。

（2）通过高通量测序，nirS型鉴定为 5门 9属，

nirK型鉴定为 6门 14属，变形菌门是 nirS、nirK型反

硝化菌群的共同优势菌门。nirS型主要含红细菌属

和脱氯单胞菌属等，菌群多样性及丰度呈时空变化，

即随湿地级数升高，丰度呈升高趋势，且下行池显著

高于上行池；nirK型主要含红假单胞菌属、慢生根瘤

菌属和氏菌属等，与nirS型菌群变化趋势完全相反，

菌群多样性及丰度的时空变化随级数升高，丰度呈

降低趋势。二者优势菌属都多隶属于变形菌门。

（3）对于nirS型，DO、pH是反硝化菌群结构和多

样性塑造的主要驱动因子，反硝化菌群多样性和脱

氯单胞菌属的空间变化主要受DO影响，红细菌属空间

变化主要受TP影响；对于 nirK型，TP、TN、NH4
+-N、

DO、pH是反硝化菌属结构和多样性塑造的主要驱动

因子，氏菌属的空间变化主要受DO、TP影响，红假单

胞菌属空间变化主要受TN影响，其中nirS型关键菌

属多为严格厌氧型细菌群落，nirK型菌属群落多为

兼性厌氧型，对有机物N、P的变化更为敏感，且携带

nirS型的反硝化菌比携带 nirK型的反硝化菌对土壤

pH更为敏感。
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Effects of Substrate Physical and Chemical Properties on the Diversity of nirS and
nirK Denitrifying Bacteria in an Integrated Vertical-Flow Constructed Wetland
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Abstract：In this study, we explored the effects of substrate physical and chemical properties on the
community diversity of nirS and nirK denitrifying bacteria in an integrated vertical-flow constructed wet⁃
land in the karst area of south China. In December 2020, substrate samples were collected in four pools
(the first-level vertical flow descending pool, the first-level vertical flow ascending pool, the second-lev⁃
el vertical flow descending pool, and the second-level vertical flow ascending pool) of the integrated ver⁃
tical-flow constructed wetland, and the sequences of the nirS and nirK denitrifying functional bacteria
were obtained by Illumina Qualcomm sequencing technique for species composition and community di⁃
versity analysis. The relationship between the denitrifying bacteria and the substrate physical and chemi⁃
cal properties was analyzed by redundancy analysis. Results show that there were significant differences
in substrate physical and chemical properties of the four pools. Among them, pH was neutral in all four
ponds, DO decreased initially and then increased, and substrate conductivity (EC) of the descending pool
was higher than that of the ascending pool. The contents of TN and TP decreased significantly while cas⁃
cading through the constructed wetlands, and there was no anaerobic activity. The contents of NO3

--N
and NH4

+-N accumulated and peaked in the secondary vertical flow descending pool. The abundance of
nirS and nirK denitrifying bacteria decreased initially and then increased in the four cascaded pools, while
community diversity of the denitrifying bacteria gradually decreased. Diversity in the descending pools
was significantly higher than in the ascending pools. The nirS and nirK denitrifying bacteria identified in
the substrate included, respectively, 9 genera and 5 phyla, and 14 genera and 6 phyla. Proteus was the
common dominant phylum of nirS and nirK denitrifying bacteria, with a relative abundance of 55.36%-
65.72%, 30.06%-45.66%, respectively. The dominant bacteria genera were Rhodobacter, Dechloromon⁃
as, Rhodopseudomonas, Bradyrhizobium and Bosea. The Wayne diagram shows that the common OTUs
of nirS and nirK denitrifying bacteria were 392 (41.6%) and 245 (41.7%), respectively, consistent with the
total OTU composition of the denitrifying bacteria, and the abundance of denitrifying bacteria of nirS was
significantly higher than nirK, indicating that the similarity of denitrifying bacteria in all levels of pools
was high. Redundancy analysis shows that the construction of nirS and nirK denitrifying bacteria in the
substrate was primarily affected by pH, DO, TP, TN, NH4

+-N, and the responses of nirS to pH and nirK
to NH4

+-N were stronger. Our study provides a theoretical basis for efficient nitrogen removal in integrat⁃
ed vertical flow constructed wetlands.
Key words：nirS and nirK types; denitrifying bacteria; Illumina high-throughput sequencing; redundan⁃
cy analysis; the integrated vertical-flow constructed wetland
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