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摘　 要： 采用最大可能数法对平原河网地区不同氮污染程度河道水体中浮游、颗粒附着及底泥中的氨化、亚硝化、硝化和

反硝化菌进行测定，研究水体氮污染程度对氮循环菌不同种群的影响效应及其分布特征． 结果表明，浮游、颗粒附着和底

泥中亚硝化菌的丰度随着水体氮污染程度的增加而升高，但不同氮污染程度下氮循环菌种群结构组成之间差异不大，而
浮游、颗粒附着及底泥生活类型之间的氮循环菌种群结构组成存在较大差异，其中浮游与底泥中氮循环菌种群组成结构

之间差异最大． 在氮污染水体中，浮游、颗粒附着和底泥氮循环菌中均以氨化菌为优势种群，显著高出其他氮循环菌种群

多个数量级，而亚硝化菌和硝化菌丰度相对较低，反硝化菌在水体悬浮颗粒物上存在相对较高的丰度，不同氮循环菌种

群组成比例存在失衡现象．
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平原河网地区由于其特殊的地理位置和自然条件，通常人口稠密，近年来随着社会经济的快速发展和

城市化进程的加快，河网水体纳污量不断增加，使得大量的氮素进入水体，从而破坏了原有的氮平衡体系，
导致水体的氮污染加剧，尤其是氨氮，已成为引起平原河网水体水质超标的主要污染物． 在水生态系统中广
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泛分布着个体微小、营养类型多样、种类繁多、代谢极为活跃的各类微生物［１］ ． 相关研究表明，微生物数量或

生物量随水环境中营养程度的递增而增加［２］ ． 因此，在平原河网这种严重富营养化、大型水生生物消亡的水

环境中，微生物所扮演的角色及发挥的生态效应将会显得尤为重要． 作为水生态系统中重要的组成部

分［３⁃４］ ，微生物在有机物的降解、生源要素的形态转化和地球化学循环等方面发挥着举足轻重的作用［５］ ，其
中，自然界中氮的生物地球化学循环主要由微生物驱动． 在富营养水生生态系统中，氮循环菌对氮素的迁移

和转化起着至关重要的作用，其相应的理论研究与实际应用均极为重要． 因此，对平原河网氮污染水体中的

氮循环菌开展相关研究，不仅可以深化对平原河网中氮转化机理及转化效应的认识，而且可为河道氮污染

的控制、修复及管理提供支撑．
温瑞塘河是温州市人口、经济和污染的聚集地，为典型的南方平原河网，河床比降小，流速缓慢，其水系

河道贯穿温州地区的鹿城、瓯海、龙湾、瑞安“三区一市”，其河道总长度为 １１７８．４ ｋｍ，其中主河道长 ３３．８ ｋｍ，
随着当地社会经济和城市建设的快速发展，各种生活污水和工业废水不断进入河网，导致其水环境污染问

题日益突出［６⁃９］ ． 同时，由于温瑞塘河相对静止的状态，在其水系内创造了许多独特且相对稳定的生境，为相

关水环境的原位实验提供了良好条件． 因此，本研究以温瑞塘河不同氮污染程度的河道为研究对象，对其中

浮游、颗粒附着及底泥中的氮循环菌开展研究，揭示平原河网水体氮污染程度对氮循环菌的影响效应，探讨

氮污染水体中氮的迁移、转化规律，为平原河网地区氮污染水体的生态修复和可持续管理提供理论参考．

１ 材料与方法

图 １ 研究点位示意

Ｆｉｇ．１ Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｕｄｙ ｓｉｔｅｓ

１．１ 实验设计

实验区域（２７°５５′Ｎ，１２０°４２′Ｅ）设立在浙江省温州市温瑞塘

河茶山段舜岙河和横江河上，位于温州医科大学茶山校区附近

依据河道不同氮污染程度及水质状况，筛选 ３ 条河道设置研究点

位，分别标记为 Ａ１、Ａ２ 和 Ａ３（图 １）． 实验期间，不同实验区域的

水质情况见表 １，水质指标的测定方法参照《湖泊富营养化调查

规范》进行［１０］ ． 分别于 ２０１４ 年 １０ 月 １４ 日、１１ 月 ８ 日、１２ 月 ２ 日

及 １２ 月 ２２ 日，用采水器和彼得森采泥器（开口面积为 ０．０６２５
ｍ２）分别采集表层水样和表层底泥样品，用保温箱冷藏带回实验

室做后续处理． 整个实验参照随机区组设计，以河道中不同氮污

染程度为处理因素、以采样时间作为区组，对水体中不同生活方

式的氮循环菌影响效应进行研究．
１．２ 指标测定

采用最大可能数法（ｍｏｓｔ ｐｒｏｂａｂｌｅ ｎｕｍｂｅｒ， ＭＰＮ）对不同河

道水体中的浮游、颗粒附着及底泥中氮循环菌进行测定． 参照文

献［１１⁃１２］的膜过滤方法，经孔径为 ５ μｍ 聚碳酸酯膜过滤，截留

在滤膜上的微生物为颗粒附着微生物，并用与过滤体积相同的

灭菌水对截留的颗粒物进行振荡悬浮混匀，用于颗粒附着氮循

环菌的测定；而孔径为 ５ μｍ 聚碳酸酯膜过滤后的滤液用于浮游氮循环菌的测定；取底泥 １０ ｇ，置于含 ９０ ｍｌ
灭菌水的锥形瓶中，振荡混匀，即得稀释 １０ 倍的底泥样品，用于底泥中氮循环菌的测定，在将底泥样品与其

他样品进行比较时，视 １ ｇ 为 １ ｍｌ．
同时，分别配置氨化、亚硝化、硝化及反硝化菌培养液［１３］ ，分装于试管中，每支 ９ ｍｌ，并在反硝化培养液

中倒置小玻璃管，加塞，在 １２１℃下灭菌 ３０ ｍｉｎ． 每个样品作 ５～７ 个 １０ 倍系列稀释，每支试管各接种样品和

稀释样品 １ ｍｌ，每个稀释梯度做 ３ 个平行． 在 ２８±１℃下暗处进行培养，氨化细菌培养 ７ ｄ，反硝化细菌培养

１５ ｄ，亚硝化和硝化细菌均培养 ３０ ｄ． 以纳氏试剂、格利斯试剂、二苯胺试剂等对各种形态氮的产生和消失情

况进行检测，并定期观察倒置小玻璃管中的产气情况． 通过查 ＭＰＮ 表及相应的稀释倍数计算样品中各种氮

循环菌的数量．
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表 １ 实验期间研究点位的水环境状况

Ｔａｂ．１ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｕｄｙ ｓｉｔｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

参数 Ａ１ 点位 Ａ２ 点位 Ａ３ 点位 Ｆ 值 Ｐ 值

水温 ／ ℃ １７．５７±２．５８ １７．７８±１．９４ １７．７９±２．２１ ０．１２８ ０．８８２
透明度 ／ ｃｍ ３０．０±４．１ ２７．５±２．５ ２０．０±４．１ ２．０５３ ０．２０９
电导率 ／ （ｍＳ ／ ｃｍ） ０．３３±０．０３ｃ ０．５３±０．０５ｂ ０．６３±０．０４ａ １１３．７３４ ＜０．００１∗∗∗

ｐＨ 值 ７．６４±０．４９ ７．５８±０．２９ ７．２３±０．２６ ０．８５５ ０．４７１
溶解氧 ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ６．００±０．８７ａ １．３８±０．２５ｂ ０．６４±０．２３ｂ ３５．９５３ ＜０．００１∗∗∗

悬浮质 ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ３９．３±１１．６ ３２．１±７．６ ４６．７±１０．３ ０．５８９ ０．５８４
总氮 ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ２１．００±４．１５ｂ ３８．６１±６．５２ａ ４６．６３±７．０９ａ １２．４０１ ０．００７∗∗

氨氮 ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ７．００±２．５２ｃ ２０．８０±１．３１ｂ ２６．９９±２．００ａ １５８．２７８ ＜０．００１∗∗∗

硝态氮 ／ （ｍｇ ／ Ｌ） １．５９±０．２４ａ １．１１±０．２３ｂ １．０７±０．１２ｂ ６．２４９ ０．０３４∗

亚硝态氮 ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ０．０９±０．０１ ０．８７±０．８６ １．２０±１．１９ ０．８３１ ０．４８０

同一行上标不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）；∗表示 Ｐ＜０．０５； ∗∗表示 Ｐ＜０．０１； ∗∗∗表示 Ｐ＜０．００１．

１．３ 数据分析

实验数据采用 ＳＰＳＳ １６．０ 统计软件进行方差分析和 Ｄｕｎｃａｎ 多重对比，采用 Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ １２．０ 软件进行作

图，采用 ＰＡＳＴ 软件的相似性分析（Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ， ＡＮＯＳＩＭ）模块对不同氮污染程度下氮循环菌种群

结构的差异进行定量比较． ＡＮＯＳＩＭ 是一种比较不同群落差异显著性的非参数检验方法［１４］ ，在本实验中，将
数据经过百分数转换后，以 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 指数为相似性度量参数，显著性以 １００００ 次重复取样的排列群组算法

进行计算． 通过比较 ＡＮＯＳＩＭ 产生的 Ｒ 值（Ｒ 值的大小表示不同群落的分离程度，１ 表示完全分离，即两个群

落没有任何相似性，０ 表示两个群落完全相同，没有分离）对氮循环菌组成结构的相似性进行比较．

２ 结果与分析

２．１ 水体氮污染程度对浮游氮循环菌的影响

由不同氮污染程度下浮游氮循环菌的丰度变化可知，在氮污染情况下，氮循环菌中的氨化菌丰度显著

高于其他氮循环菌多个数量级． 浮游态亚硝化菌和反硝化菌的丰度随水体氮污染程度的增加而升高；而硝

化菌的丰度出现先升高后下降的趋势，其丰度与亚硝化菌相比，差距逐渐增大（图 ２ａ） ．
２．２ 水体氮污染程度对颗粒附着氮循环菌的影响

由不同氮污染程度下颗粒附着氮循环菌的丰度变化可知（图 ２ｂ），在氮污染情况下，颗粒附着氮循环菌

中的氨化菌在丰度上依旧具有明显优势，与浮游态相比，颗粒附着氮循环菌中的反硝化菌具有相对较高的

丰度． 另外，随着氮污染程度的升高，亚硝化菌和硝化菌丰度逐渐升高，而反硝化菌丰度则逐渐降低．
２．３ 水体氮污染程度对底泥中氮循环菌的影响

由不同氮污染程度下底泥中氮循环菌的丰度变化（图 ２ｃ）可知，在不同的氮污染区域，氮循环菌中的氨

化菌丰度都最高，显著高出其他氮循环菌多个数量级． 随着氮污染程度的增加，底泥氮循环菌中的氨化菌和

亚硝化菌丰度有所增加，但 ４ 类氮循环菌的组成比例情况变化不大，均呈现出高丰度的氨化菌和低丰度的

硝化菌的组成情况，并随氮污染程度的升高亚硝化菌与硝化菌丰度之间的差距逐渐增大．
２．４ 不同氮污染程度、不同生活类型氮循环菌组成结构的相似性分析

为了能够更好地判断不同氮污染程度、不同生活类型氮循环菌在组成结构上出现的变化，对氮循环菌

的组成结构进行相似性分析（ＡＮＯＳＩＭ），结果可知，氮循环菌组成结构在不同氮污染程度之间的差异不显

著． Ａ１ 与 Ａ２ 点位、Ａ１ 与 Ａ３ 点位以及 Ａ２ 与 Ａ３ 点位 Ｒ 值分别为－０．０１６７８、－０．０２４９９ 以及－０．０２３３１（Ｐ＞
０．０５） ． 而在不同生活类型之间差异相对较大，浮游与颗粒附着氮循环菌之间（Ｒ ＝ ０．１０９９，Ｐ＜０．０５）、底泥与

颗粒附着氮循环菌之间（Ｒ ＝ ０．１１３８，Ｐ＜０．０５）统计分析均达显著水平，而浮游与底泥氮循环菌之间（Ｒ ＝
０．２０２８，Ｐ＜０．０１）统计分析达极显著水平． 通过对各生活类型之间分别进行比较可以看出，浮游与底泥中氮

循环菌之间的 Ｒ 值大于底泥与颗粒附着氮循环菌之间的 Ｒ 值，而浮游与颗粒附着氮循环菌之间的 Ｒ 值相对
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图 ２ 不同氮污染程度对浮游氮循环菌（ａ）、颗粒附
着氮循环菌（ｂ）和底泥中氮循环菌（ｃ）丰度的影响

Ｆｉｇ．２ Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｑｕａｔｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｌａｎｋｔｏｎｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ（ａ），ｐａｒｔｉｃｌｅ⁃

ａｔｔａｃｈｅｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ（ｂ）ａｎｄ
ｂｅｎｔｈｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｙｃｌｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ（ｃ）

最小，说明氮循环菌组成结构在浮游与底泥之间差

异最大．

３ 讨论

随着我国经济的快速发展和城市化进程的加

快，生活生产污水中大量的含氮物质被排入城市河

道，造成平原河网地区水环境的严重污染． 受污染

的河水不仅会失去资源功能和使用价值，而且会严

重破坏周围景观，甚至危害人类的身体健康． 水体

中不同形态氮之间的转化主要依赖于水生态中大

量的氮循环微生物． 这些在水环境中广泛分布、代
谢活跃的氮循环微生物，对平原河网水生态的平

衡、过量氮素的迁移转化发挥着积极地作用． 然而，
作为氮循环的直接参与者，这些氮循环微生物的群

落特征和功能作用也会受到包括氮素形态、浓度在

内的多种环境因子的影响［１５］ ． 本文研究结果显示，
高氮污染的河流水环境中氮循环菌呈现出一些与

其他环境不一样的分布特征． 首先，氨化菌的丰度

显著高于其他氮循环菌，而亚硝化菌和硝化菌丰度

相对较低，组成比例失衡（图 ２）． 这应该是由于氨

化菌以有机氮为底物，通常在有机物较多的环境中

生长较好［１６⁃１８］ ． 而平原河网水体受到沿岸生活、餐
厨污物的影响较大，有机物汇入较多，水体氮浓度

高，溶解氧浓度普遍偏低，在研究中总氮浓度最低

的 Ａ１ 点，实验期间其平均总氮浓度也在２１．００±４．１５
ｍｇ ／ Ｌ（表 １），这为氨化菌的生存提供了充足的底物

和适宜的生存环境，这可能是本研究结果中氨化菌

丰度相对较高的原因． 而亚硝化菌和硝化菌为化能

自养菌，当氨化菌等异养菌利用有机物快速增殖

时，对亚硝化菌和硝化菌会产生竞争优势，使其生

长受到限制［１９⁃２０］ ，这可能是亚硝化菌和硝化菌丰度

较低的原因之一，也有可能正是因为亚硝化菌和硝

化菌丰度显著低于氨化菌进而导致水体中氨态氮

得不到有效转化，使研究水域出现高氨态氮浓度的

情况．
另外，对比亚硝化菌与硝化菌，发现亚硝化菌丰

度普遍高于硝化菌（图 ２）． 相关研究表明在自然水

体中游离氨对亚硝化菌、硝化菌存在抑制作用，作用

浓度范围分别为 １０～１５０ ｍｇ ／ Ｌ 和 ０．１～１．０ ｍｇ ／ Ｌ，可见硝化菌对游离氨更为敏感［２１］ ． 同时，据文献报道，亚硝

化菌的溶解氧饱和常数一般为 ０．２～０．４ ｍｇ ／ Ｌ，而硝化菌的溶解氧饱和常数一般为 １．２ ～ １．５ ｍｇ ／ Ｌ，在低溶解

氧条件下亚硝化菌对溶解氧的亲和力大于硝化菌［２２］ ． 相应的，在杨旭楠等的研究结果中便出现在低氧的河

流沉积物中亚硝化菌丰度高于硝化菌的情况［２３］ ． 因此，在高氮污染的水体中游离氨的存在及低浓度的溶解

氧可能是导致亚硝化菌丰度普遍高于硝化菌的原因． 而随着水体氮污染程度的增加，溶解氧浓度的降低，相
应的会更有利于亚硝化菌而不利于硝化菌的生长，这可能是实验中随着氮污染程度的增加亚硝化菌和硝化
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菌丰度差异逐渐增大的原因．
通过对不同氮污染程度、不同生活类型氮循环菌组成结构进行相似性分析，发现不同氮污染程度之间

氮循环菌在组成结构上均较为相似，而不同生活类型之间差别相对较大，并均达到显著性水平． 水体中微生

物生理类群的数量往往与相应化合物的浓度密切相关，但在本研究中不同污染程度区域之间氮浓度虽然存

在显著差异，但这种差异可能不及不同生活类型的氮循环菌所处的微环境差别之大，即使在氮浓度如此之

高的水环境中，底泥与水体之间的差异依旧是不同研究区域之间所不能比拟的，这可能是导致不同生活类

型氮循环菌组成结构差异相对较大的原因． 另外，与其他生活类型相比，在颗粒附着态中明显出现了较高丰

度的反硝化菌，这可能与颗粒微界面这一特殊环境存在联系；而随着氮污染程度的增加，颗粒附着反硝化菌

的丰度出现下降，这可能与反硝化菌的底物硝态氮在研究水域中随着总氮、氨态氮浓度的增加而出现降低

存在联系（表 １）．
不同生活类型的氮循环菌种群结构组成存在较大差异，在悬浮颗粒物上反硝化菌存在相对较高的丰度．

而纵观平原河网氮污染水体中氮循环菌丰度的分布可以发现，在氮循环菌中氨化菌为优势种群，而亚硝化

菌和硝化菌丰度相对较低，不同生理类群氮循环菌组成比例失衡．
致谢：感谢洪宇轩、蔡芬芬、杨李君、严璐在实验中给予的帮助．
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１００⁃１０３．］
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ｘｅｓ ａｎｄ ｓｅｄｉｍｅｎｔ ｇｅｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｉｎ ｔｈｅ Ｄｅｒｗｅｎｔ Ｅｓｔｕａｒｙ， Ｔａｓｍａｎｉａ． Ａｑｕａｔｉｃ Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｅｃｏｌｏｇｙ， ２０１３， ７０（１）： ６３⁃７５． ＤＯＩ
１０．３３５４ ／ ａｍｅ０１６４２．

［１６］ 　 Ｌｉｕ Ｄｏｎｇｓｈａｎ， Ｌｕｏ Ｑｉｆａｎｇ． Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｏｌｅ ｏｆ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ， ｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ， ｎｉｔｒｏｓａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｍｍｏｎｉｆｙｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ Ｅａｓｔ
Ｌａｋｅ． Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００２， ２３（３）： ２９⁃３５（ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ） ． ＤＯＩ １０．３３２１ ／ ｊ． ｉｓｓｎ：０２５０⁃３３０１．
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