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摘 要:研究了滤食性底栖动物背角无齿蚌提升西伯利亚鸢尾-苦草组合去除氮磷的效果,通过对比动植物体

内和底泥中氮磷含量变化、植物根系硝化反硝化强度和微生物群落结构差异,明确背角无齿蚌对水生植物去

除水中氮磷效果的影响。结果表明,背角无齿蚌可以强化西伯利亚鸢尾-苦草植物组合对水中氮磷的去除效

果,试验第63天,与西伯利亚鸢尾-苦草组(R1组)相比,西伯利亚鸢尾-苦草-背角无齿蚌组(R2组)的TN和

TP去除率分别提升了22.98%和28.50%,R2组植物体内氮磷含量分别提高了4.37%和5.60%,底泥中氮

磷含量分别提高了53.03%和9.88%,且R2组植物根系硝化与反硝化强度分别提升了21.74%和17.78%。
高通量测序结果显示,R2组与脱氮除磷相关的微生物相对丰度均高于R1组,与脱氮相关的微生物Thioba-
cillus、unclassified_k__norank_d__Bacteria和Nitrospira,相对丰度分别增加至2.3%、1.7%和1.5%;与除

磷相关的微生物norank_f__Gemmatimonadaceae和Flavobacterium 相对丰度分别增加至3.1%和1.4%,表
明背角无齿蚌能够提高功能微生物丰度,促进植物对氮磷的吸收同化。试验结果可为城市河流的污染治理与

生态修复提供理论指导。
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Abstract:
 

The
 

enhancing
 

effect
 

of
 

filter-feeding
 

benthic
 

benthos,
 

Anodonta
 

woodiana,
 

in
 

the
 

removal
 

of
 

nitrogen
 

and
 

phosphorus
 

by
 

Iris
 

sibirica-Vallisneria
 

natans
 

combination
 

was
 

in-
vestigated,

 

and
 

its
 

influence
 

on
 

the
 

effect
 

of
 

aquatic
 

plants
 

in
 

removing
 

nitrogen
 

and
 

phos-
phorus

 

from
 

water
 

was
 

clarified
 

by
 

comparing
 

the
 

changes
 

of
 

nitrogen
 

and
 

phosphorus
 

con-
tents

 

in
 

plants
 

and
 

animals
 

and
 

in
 

the
 

substrate,
 

the
 

intensity
 

of
 

nitrification
 

and
 

denitrifica-
tion

 

in
 

the
 

plant
 

root
 

system,
 

and
 

the
 

differences
 

in
 

the
 

structure
 

of
 

microbial
 

communities.
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The
 

results
 

showed
 

that
 

Anodonta
 

woodiana
 

could
 

strengthen
 

the
 

effect
 

of
 

the
 

Iris
 

sibirica-
Vallisneria

 

natans
 

combination
 

in
 

the
 

removal
 

of
 

nitrogen
 

and
 

phosphorus
 

from
 

water.
 

On
 

the
 

63rd
 

day
 

of
 

the
 

experiment,
 

compared
 

with
 

the
 

Iris
 

sibirica-Vallisneria
 

natans
 

group
 

(group
 

R1),
 

the
 

removal
 

rate
 

of
 

TN
 

and
 

TP
 

in
 

the
 

Iris
 

sibirica-Vallisneria
 

natans-Anodonta
 

woodiana
 

group(group
 

R2)
 

was
 

increased
 

by
 

22.98%
 

and
 

28.50%
 

respectively,
 

and
 

the
 

content
 

of
 

nitrogen
 

and
 

phosphorus
 

in
 

the
 

plant
 

body
 

of
 

the
 

group
 

R2
 

was
 

increased
 

by
 

4.37%
 

and
 

5.60%,
 

the
 

content
 

of
 

nitrogen
 

and
 

phosphorus
 

in
 

the
 

substrate
 

increased
 

by
 

53.03%
 

and
 

9.88%,
 

and
 

the
 

intensity
 

of
 

nitrification
 

and
 

denitrification
 

in
 

the
 

root
 

system
 

of
 

the
 

plants
 

in
 

the
 

group
 

R2
 

increased
 

by
 

21.74%
 

and
 

17.78%
 

respectively.
 

High-through-
put

 

sequencing
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

relative
 

abundance
 

of
 

microorganisms
 

related
 

to
 

deni-
trification

 

and
 

phosphorus
 

removal
 

in
 

the
 

group
 

R2
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

group
 

R1,
 

and
 

the
 

relative
 

abundance
 

of
 

microorganisms
 

related
 

to
 

denitrification,
 

Thiobacillus,
 

un-
classified_k__norank_d__Bacteria

 

and
 

Nitrospira,
 

was
 

increased
 

to
 

2.3%,
 

1.7%
 

and
 

1.5%
 

respectively;
 

the
 

relative
 

abundance
 

of
 

microorganisms
 

related
 

to
 

phosphorus
 

remov-
al,

 

norank_f__Gemmatimonadaceae
 

and
 

Flavobacterium,
 

increased
 

to
 

3.1%
 

and
 

1.4%
 

re-
spectively.

 

It
 

was
 

shown
 

that
 

Anodonta
 

woodiana
 

could
 

increase
 

the
 

abundance
 

of
 

functional
 

microorganisms
 

and
 

promote
 

the
 

assimilation
 

and
 

absorption
 

of
 

nitrogen
 

and
 

phosphorus
  

by
 

plants.
 

The
 

experimental
 

results
 

can
 

provide
 

theoretical
 

guidance
 

for
 

pollution
 

management
 

and
 

ecological
 

restoration
 

of
 

urban
 

rivers.
Key

 

words:
 

Anodonta
 

woodiana;
 

Iris
 

sibirica;
 

Vallisneria
 

natans;
 

nitrogen
 

and
 

phosphorus
 

removal;
 

high-throughput
 

sequencing

国家“十四五”水环境治理提出了“有河有水,有鱼有草,人水和谐”的治水目标,要求地表水好于Ⅲ类

水体的比例达到85%。氮磷是影响地表水水质的主要污染物。当前,水体中的氮磷主要依靠人工曝气、
引水调水等物理方法和投加化学药剂等化学方法去除,短期内虽能取得良好的效果,但存在着成本高、周
期短等缺点。与之相比,生物方法更加经济环保、自我维持能力更强,因而得到广泛应用[1],它主要是利用

适宜的水生动植物构建稳定的水生态系统,从而实现水环境保护的可持续性。
单一植物较难取得理想的氮磷去除效果,例如千屈菜对TN的去除率仅为54.8%,TP去除率低于

50%[2]。张泽西等[3]选取水葱、黄花鸢尾和狐尾藻等水生植物,配置成10种植物组合,结果表明,植物

组合的净水效果均比单一植物的净水效果好,水葱+黄花鸢尾+狐尾藻组合对水中TN和TP的去除

率达到74.38%和89.73%。朱晓瑞等[4]研究表明,与单独种植水葱相比,种植水葱+空心菜TN、TP
去除率分别提高了7.70%和10.81%。因此,利用水生植物去除氮磷等污染物的研究多聚焦于植物配

置的优化。
近年来,许多研究发现底栖类水生动物在水体氮磷循环过程中扮演着重要角色。李萍等[5]研究发现,

蚌草共存能更大程度地降低水中的TN含量,草处理组在试验第58天TN含量降至(1.73±0.76)
 

mg/
L,蚌草共存组降至(1.54±0.45)

 

mg/L。李雪娟等[6]研究表明,在TP去除方面,螺蚌+沉水植物组的效

果优于单独种植沉水植物组,轮叶黑藻+篦齿眼子菜组的TP去除率不足50.00%,而螺蚌+轮叶黑藻+
篦齿眼子菜组的TP去除率达到了88.57%。

目前,虽然利用底栖动物与水生植物协同去除氮磷的研究较多,但对二者协同作用过程中氮磷转移途

径以及微生物群落结构的变化研究仍较少。本文将背角无齿蚌投入西伯利亚鸢尾-苦草的水生植物组合

中,研究三者协同去除氮磷的效果,对比动植物体内和底泥中氮磷含量变化,分析植物根系硝化反硝化强

度和微生物群落结构差异,明确背角无齿蚌对水生植物去除水中氮磷效果的影响,以期为水生态修复工程

中氮磷去除提供理论指导。
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1 材料与方法

1.1 试验材料

根据各气候分区水质净化工程常用的植物种类,选择了适宜北方气候的西伯利亚鸢尾(Iris
 

sibiri-
ca)、黄菖蒲(Iris

 

pseudacorus)、千屈菜(Lythrum
 

salicaria)3种挺水植物,苦草(Vallisneria
 

natans)、菹
草(Potamogeton

 

crispus)和马来眼子菜(Potamogeton
 

malaianus)3种沉水植物,耐寒睡莲(Nymphaea
 

tetragona)1种浮水植物,共计7种水生植物进行预试验。根据试验结果,经综合考虑,选取西伯利亚鸢

尾-苦草组合为本次试验的水生植物。植物购自青岛市某水生植物基地,试验前对所有植物进行7
 

d预培

养,以恢复植物的根系活性。
选取常见的双壳贝类背角无齿蚌(Anodonta

 

woodiana)、三角帆蚌(Hyriopsis
 

cumingii)、河蚬(Cor-
bicula

 

fluminea)和刮食性梨形环棱螺(Bellamya
 

purificata)预培养,选择成活率和滤食率较高的背角无

齿蚌进行试验。背角无齿蚌购自青岛某水产中心,预培养72
 

h,不喂食。
试验用水取自青岛市张村河上游中层水,取水时间为夏季,初始水质指标见表1。后续进水使用自来

水模拟配制,同时在自来水中加入浓度为1∶10的霍格兰氏营养液,以满足动植物对除氮磷元素以外其他

元素的需要。
表1 水质指标

水温/℃ NH+4-N/(mg·L-1) NO-3-N/(mg·L-1) NO-2-N/(mg·L-1) TP/(mg·L-1) COD/(mg·L-1) pH

25±1 4.029±0.120 1.920±0.100 0.064±0.050 0.401±0.100 50.0±1.2 6~9

  试验底泥取自青岛市张村河上游河段,初始氮磷含量分别为(1550±45.6)和(1563±81.1)
 

mg/kg。
1.2 试验方法

选择生长状态良好且茎粗、根长相近的西伯利亚鸢尾植株3棵,苦草植株15棵,分别修剪至株高30
和10

 

cm,鲜重为(10.7±0.2)和(6.1±0.3)
 

g,植入长方体透明亚克力水缸(尺寸约为35
 

cm×25
 

cm×23
 

cm)中作为R1组,水缸内试验底泥约5
 

kg,试验用水约11
 

L。R2组中除西伯利亚鸢尾和苦草2种水生植

物外,引入6只生命状态活跃、体长4
 

cm、体重(36.0±0.3)
 

g的背角无齿蚌,其他条件与R1组保持一致。
在水缸两端开孔用于进出水,模拟动态河流,水力停留时间为2

 

d,试验共进行63
 

d,采取自然光照,温
度为(25±1)

 

℃。前3
 

d每天取样,之后隔天取样,以对比2组试验中氮磷的浓度变化。
试验完成后,分别采集R1和R2组植株根际1

 

cm范围内的底泥各2
 

g。将同组的样品置于无菌烧杯

中充分混匀,每组设置5个生物学重复。混合后的样品分装至无菌密封袋,随后转移至-80
 

℃超低温冰

箱保存,直至DNA提取。
为了准确测定植物根际硝化强度,设置2组试验。①分别将R1和R2植株根系周围的底泥充分混

匀,准确称取10
 

g混合样品置于250
 

mL锥形瓶内。向瓶内注入100
 

mL
 

NH+4-N培养液(质量浓度为25
 

mg/L),瓶口用脱脂棉和纱布密封,在恒定的20
 

℃温度和140
 

r/min的转速下,对样品进行振荡培养,持
续时间为24

 

h。通过比较培养前后NO-3-N含量的差异,计算得出植物根际硝化作用强度。②取1个锥

形瓶,加入100
 

mL
 

NO-3-N培养液,采用橡皮塞和保鲜膜双重密封,并用黑色遮光袋包裹。将样品置于

20
 

℃恒温条件下培养24
 

h。培养完成后,过滤收集上清液,测定其中NO-3-N浓度。通过比较培养前后

NO-3-N含量的差异,计算得出植物根际反硝化作用强度。
1.3 主要指标测定及分析

TN质量浓度采用碱性过硫酸钾法测定;NH+4-N采用纳氏试剂分光光度法测定;NO-3-N、NO-2-N采

用紫外分光光度法测定;TP质量浓度采用钼酸铵分光光度法测定;pH 和溶解氧(DO)采用 WTW-
Multi3620IDS便携式多参数测定仪测定。

微生物群落结构多样性分析采用16S
 

rRNA测序,使用IIlumina
 

MiSeq平台进行高通量测序(上海美

吉科技股份有限公司),并采用Mothur(V.1.31.2)和QIIME(V.l.8.0)等软件进行微生物群落结构多样

性分析,PCR扩增引物名称为338F_806R,F端序列为5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3',R端序列为5'-
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GACTACHVGGGTATCTAATCC-3'。
硝化反硝化强度计算公式如下:

w=(c1-c2)×(v1+v2)×k/(t×m) (1)
式中:w 为单位质量的底泥样品在单位时间内所产生的NO-3-N,mg

 

/(kg·h);c1为初始时溶液中NO-3-
N的含量,mg/L;c2为培养24

 

h后溶液中NO-3-N的含量,mg/L;v1和v2分别为培养液和底泥样品中水

分的体积,L;k为水分系数;t为培养时间,h;m 为样品质量,kg。
植株体内的TN和TP采用

 

H2SO4-H2O2的消解方法测定;底泥中的TN和TP分别采用半微量凯

氏法和HC1O4-H2SO4消煮钼锑抗比色法测定。

2 结果与讨论

2.1 协同去除氮效果

水体中N浓度与去除率的变化如图1
所示。

由图1(a)可知,第63天,R1组中TN的

质量浓度为(1.8±0.021)
 

mg/L,去除率为

70.05%;R2组为(0.4±0.063)
 

mg/L,去除

率达到93.03%,比R1高出22.98%,表明

添加背角无齿蚌可以提高西伯利亚鸢尾-苦
草植物组的TN去除率。

由图1(b)可知,第63天,R1组和R2组

的 NH+4-N 去 除 率 分 别 为 52.14% 和

62.94%,R2略高于R1。但R1组的NH+4-
N浓度整体呈下降趋势,R2组浓度则先上升

后下降。有研究表明底栖动物通过排泄可直

接影响水体中氮的形态[7],背角无齿蚌在试

验初期代谢活动较为活跃,NH+4-N浓度的

上升可能与其排泄有关,随着其逐渐适应新

环境,生命活动趋于稳定,水中NH+4-N的减

少量开始超过释放量,从而导致其浓度降低。
因此,尽管背角无齿蚌在短期内可能导致水

中NH+4-N浓度的上升,但从长期来看,它能

够提升西伯利亚鸢尾-苦草组合对NH+4-N
的去除率。

如图1(c)所示,2组试验NO-3-N浓度

呈现下降趋势,第63天R1组NO-3-N质量

浓度 为(0.4±0.034)
 

mg/L,去 除 率 为

87.9%;R2组在第31天NO-3-N基本得到

去除。
2.2 协同去除磷效果

水体中TP浓度和去除率变化如图2所示。
由图2可知,第63天,R1组TP浓度降

至(0.147±0.007)
 

mg/L,去除率为26.5%;
R2组TP质量浓度降至(0.09±0.008)

 

mg/
L,去除率为55%,比 R1组去除率高出
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28.5%。但在前35
 

d,R1组和R2组去除效果均不明显,这是因为背角无齿蚌刚进入新环境时,在泥水界

面层的活动较为活跃,从而扰动了基质内的磷,使其向水中释放[8]。随着背角无齿蚌逐渐适应环境,其活

动强度减弱,水体中的磷可能通过沉降吸附和微生物作用被有效转移。可见,引入背角无齿蚌对西伯利亚

鸢尾-苦草组合去除TP也有一定作用。
2.3 动植物体内和底泥中氮磷含量变化

试验第63天,R1组和R2组中各受试植物皆表现出良好的生长趋势,西伯利亚鸢尾和苦草湿重增加

了20.03~111.08
 

g;背角无齿蚌生命状态良好,未出现死亡现象。各样品中氮磷含量的变化如图3所示。

  由图3(a)可知,西伯利亚鸢尾植株体内初始TN含量为(15
 

390±769.50)
 

mg/kg,试验后R1组和

R2组分别增加至(33
 

510±570.50)和(34
 

800±694.50)
 

mg/kg;TP含量也由试验前的(2
 

230±118.35)
 

mg/kg分别增加至(4
 

842±222.90)和(5
 

376±206.92)
 

mg/kg。
由图3(b)可知,苦草植株体内的TN含量由(13

 

490±8.50)
 

mg/kg分别增加至(20
 

090±4.36)和
(21

 

140±8.00)
 

mg/kg;TP含量由(3
 

039±125.76)
 

mg/kg分别增加至(6
 

115±233.10)和(6
 

195±
121.46)

 

mg/kg。这是由于水生植物通过同化作用吸收了水体和底泥中铵态氮和硝态氮,在谷氨酰胺合

成酶和谷氨酸合成酶作用下转化为有机氮[9],这一结果同时也证实了西伯利亚鸢尾和苦草具有良好的氮

磷吸收能力。相较R1组,R2组2种水生植物体内TN、TP的含量分别提高了4.37%和5.60%,可能是

背角无齿蚌代谢活动的产物有利于西伯利亚鸢尾和苦草的生长,加快了2种水生植物对氮磷的吸收利用。
由图3(c)可知,R1组底泥中的TN含量由试验前的(1

 

550±21.76)
 

mg/kg增加至(1
 

980±59.01)
 

mg/kg,这主要是水体中的氮经过自然沉降,转移至底泥中;R2组底泥中的TN含量由试验前的(1
 

550±
21.76)

 

mg/kg增加至(3
 

030±86.46)
 

mg/kg,相较于R1组高出53.03%,表明背角无齿蚌可能促进了水
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中的氮向底泥中转移。R1组底泥中的TP含量由试验前的(1
 

563±65.58)
 

mg/kg增加至(1
 

589±
77.42)

 

mg/kg,R2组底泥中的TP含量由试验前的(1
 

563±65.58)
 

mg/kg增加至(1
 

746±87.06)
 

mg/kg,比R1组高出9.88%,表明背角无齿蚌可能对底泥中磷的沉降吸附有一定的影响。这是由于底栖

动物在泥水界面层的生命活动会调节沉积物—水体的物质和能量交换,影响污染物归趋。
由图3(d)可知,因为试验期间并没有对背角无齿蚌进行喂食,其体内的TN、TP含量分别降低了

(581.6±1.21)和(279±1.17)
 

mg/kg,证明背角无齿蚌可能向外释放了体内的氮磷。NOGARO等[10]在

试验中也观察到,除滤食外,双壳贝类的呼吸、分泌、排泄等生理活动会增加水中营养盐浓度,这也可能是

试验前35
 

d
 

NH+4-N和TP升高的原因。
2.4 根系微生物硝化反硝化强度

对R1组和R2组根系微生物进行硝化反硝化强度计算,结果显示,R1组硝化强度为(0.69±0.003)
 

mg/(kg·h),R2组硝化强度为(0.84±0.022)
 

mg/(kg·h),R2组比R1组提高了21.74%;R1组反硝化

强度为(55.58±1.702)
 

mg/(kg·h),R2组反硝化强度为(65.46±2.721)
 

mg/(kg·h),比R1组提高了

17.78%,表明在西伯利亚鸢尾-苦草组中添加背角无齿蚌会促进水生植物根系硝化反应和反硝化反应。
BETINA等[11]在研究中发现,底栖动物缢蛏能够改变微生物群落结构和组成,提高硝化菌数量,增加酶的

活性,进而影响污染物的去除。
2.5 根系微生物群落结构变化

对R1组和R2组植株根际沉积物样品进行微生物群落分析,通过16S
 

rRNA基因高通量测序共获得

优化序列173
 

734条,优化序列碱基数为72
 

187
 

075,平均序列长度为415
 

bp。如表2所示,2组样品的

Coverage指数均超过99%,表明测序获得的数据较为完整,能够有效反映样品中微生物群落的真实组成。
Alpha多样性分析中,在群落丰富度方面,采用Ace指数进行评估,

 

结果显示R2组(999.086)高于R1组

表2 微生物群落Alpha多样性指数

组别 Ace Shannon Simpson Coverage

R1 977.087 5.451 0.009 0.998

R2 999.086 5.719 0.006 0.999

(977.087),表明引入背角无齿蚌的R2组具

有更高的微生物丰富度;在群落多样性方面,
通过Simpson指数分析发现,R2组(0.006)
的指数值低于R1组(0.009),说明R2组的

群落多样性相对更大,物种更丰富。
为了更好地了解微生物的结构和组成,进一步分析了主要微生物在门水平和属水平上的分布及其相

对丰度,如图4所示。

图4 微生物群落结构在门水平和属水平上的组成变化情况

59



青 岛 理 工 大 学 学 报 第46卷

  由图4(a)可知,在2组微生物样品中,变形菌门(Proteobacteria)、绿弯菌门(Chloroflexi)、放线菌门

(Actinobacteriota)、拟杆菌门(Bacteroidota)和厚壁菌门(Firmicutes)是相对丰度最高的5类,其中,变形

菌门和拟杆菌门含有大量与脱氮除磷有关的微生物[12]。大多数脱氮细菌隶属于变形菌门,在反硝化中起

着主导作用[13],与R1组相比,R2组的变形菌门相对丰度提高了15.7%。拟杆菌门同样也可以促进反硝

化反应[14],在R2中的相对丰度提高了7.1%。因此R2组反硝化反应进行较快,促进了硝态氮的降解。
对R1、R2

 

2组样品在属水平上进行微生物分析,结果如图4(b)所示,R1组相对丰度最大的菌属为

norank_f__norank_o__norank_c__KD4-96(4.0%)、Clostridium_sensu_stricto_1(3.0%)、norank_f__

Anaerolineaceae(2.5%)、Romboutsia(2.4%)和norank_f__Gemmatimonadaceae(2.0%),R2组相对丰

度最大的菌属为norank_f__Gemmatimonadaceae(3.1%)、Thiobacillus(2.3%)、unclassified_k__

norank_d__Bacteria(1.7%)、Nitrospira(1.5%)和Flavobacterium(1.4%)。其中Nitrospira(硝化螺

旋菌属)是常见的硝化菌属[15],Thiobacillus(硫杆菌属)是典型的植物根系反硝化菌属[16],它们在R2组

的相对丰度均高于R1,这也解释了章节2.4中R2组硝化强度和反硝化强度提高的原因。unclassified_

k__norank_d__Bacteria(未分类属的反硝化细菌)相对丰度增大,进一步证明了背角无齿蚌能够提高底泥

中硝化细菌和反硝化细菌的丰度,从而提高西伯利亚鸢尾-苦草组合的脱氮效果。
与除磷相关的微生物为Flavobacterium(黄杆菌属)和norank_f__Gemmatimonadaceae(未分类属的

芽单胞菌属)[17]。R2组样品中常见的反硝化除磷菌属Flavobacterium 相对丰度增加至1.4%,norank_

f__Gemmatimonadaceae作为聚磷酸盐积累生物,相对丰度也比R1组中高出1.1%。

3 结论

1)
 

背角无齿蚌可以强化西伯利亚鸢尾-苦草组合对水中氮磷的去除作用,添加背角无齿蚌使TN、TP
去除率分别提升了22.98%和28.50%,同时,2种水生植物体内的TN、TP含量提高了4.37%和5.60%,
底泥中的TN、TP含量提高了53.03%和9.88%。

2)
 

添加背角无齿蚌后,植物根系硝化强度和反硝化强度分别提升了21.74%和17.78%;与脱氮相关

的微生物Thiobacillus、unclassified_k__norank_d__Bacteria 和Nitrospira,相对丰度分别增加至

2.3%、1.7%和1.5%;除磷相关微生物norank_f__Gemmatimonadaceae和Flavobacterium 相对丰度分

别增加至3.1%和1.4%。
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