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摘要    以人工高分子聚合物+农业废弃物为复合碳源的反硝化系统兼具高效脱氮和低脱氮成本的

优势。进水硝酸盐浓度(INC)和温度(T)是生物反硝化过程的重要影响因素，本研究以质量比为 1∶1

的聚己内酯(PCL)和玉米芯(CC)为复合碳源构建反硝化系统，设置 3 种 INC 和温度，测定了脱氮能

效、有机物利用情况、微生物群落结构和功能基因丰度来判定这 2 个因素对反硝化的影响。实验结

果显示，反应器最佳的 INC 为 30 mg/L，60~90 d 的平均硝酸盐去除率(NRE)达到 99.12%，且无明

显亚硝酸盐氮积累；在不同 INC 下，优势菌门均为变形菌门(Proteobacteria)，其丰度随 INC 升高而

下降，分别为 54.46%、39.96%和 24.77%；T=25 ℃为最佳温度条件，其功能基因表达量除 napA 外

均最高，后 30 d 的 NRE 为 99.21%；T=30 ℃和 T=25 ℃优势菌门均为变形菌门，丰度分别为 55.86%

和 38.85%，而 T=20 ℃的系统中丰度最高的为拟杆菌门(Bacteroidota)(28.87%)；各系统的优势菌属

都为红细菌属(Rhodobacter)。各系统产生的短链脂肪酸中，乙酸占比最高且其与丙酸的比值均>1，

同时未检出丁酸，有利于反硝化进行。本研究认为，人工高分子聚合物+农业废弃物形式的复合碳

源可为海水养殖尾水固相反硝化的工艺优化提供理论依据。 
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循环水养殖系统(recirculating aquaculture system, 

RAS)是一种先进的工厂化养殖技术，具有占地面积

小、养殖条件可控、环境友好等优势，同时能大幅减

少水资源的浪费(王海姮等, 2023)。传统水产养殖过

程中，残饵粪便产生积累的 NH4
+-N 和 NO2

–-N 对养殖

生物存在严重的毒害作用(Bussel et al, 2011)。循环水

养殖系统可利用生物滤池将 NH4
+-N 和 NO2

–-N 转化为

毒性较低的 NO3
–-N。然而，越来越多的研究表明，硝

酸盐的积累会对养殖生物产生慢性的不良影响

(Davidson et al, 2017; van Duc et al, 2018)。此外，含

高浓度硝酸盐的尾水排放到受纳海域中，可能会引起

水体富营养化，水源恶化进一步影响养殖生物的生长
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(Yang et al, 2021)。因此，高效去除养殖尾水中的

NO3
–-N 是海水循环水养殖业发展中至为关键的一环。 

异养反硝化是一种被广泛使用的高效生物脱氮

技术。海水养殖尾水具有高盐度、低碳氮比的特点，

会限制反硝化的进行，因此，需要额外添加碳源以保

证反硝化进程的高效进行。常见的液体碳源，如甲醇、

乙醇和乙酸钠等存在投加量难控制、易产生 N2O 等

弊端，糖类物质又由于结构复杂而分解较慢(朱启荣

等, 2021)。使用固体碳源，如可生物降解聚合物和农

业废弃物，可以有效解决这些问题。可生物降解聚合

物是一类不溶于水但能被微生物降解的高分子材料，

实践表明，以其为碳源的反硝化系统具有较高的脱氮

效率，且持续作用时间长(Chu et al, 2013)，但成本较

高。农业废弃物碳源兼具成本低、可大量获取的优势

和长期脱氮效果，但存在运行初期水色高、浊度大，

亚硝酸盐积累的问题(葛海华等, 2019)。复合碳源是

消除单一碳源的劣势、综合不同碳源优势的一条优良

途径。已有研究发现，将聚己内酯(PCL)和玉米芯(CC)

混合使用，既克服了成本较高的问题，又具有优秀的

脱氮性能，是一种优良的外加碳源(Cui et al, 2023)。 

课题组前期成功构建了基于 PCL+CC 复合碳源

的柱式反硝化生物反应器，并取得了较好的脱氮效果

(Cui et al, 2023)，但关于该系统运行的最佳条件还不

够明确。进水硝酸盐浓度(influent nitrate concentration, 

INC)会改变碳氮比而直接影响反硝化的进行(Ge et al, 

2012)，而温度又会改变微生物的生长代谢活性，从

而影响反硝化(Li et al, 2016)。本研究在前期柱式反硝

化生物反应器的基础上，探究 INC 和温度对以

PCL+CC 为外加碳源的固相反硝化系统脱氮效率和

微生物群落结构的影响，以期为养殖尾水脱氮系统的

优化提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  反硝化系统构建 

本研究所采用的反硝化系统由进水池(180 L)、蠕

动泵、柱式反应器和出水池(180 L)构成(图 1)。其中，

蠕动泵购自孚诺泰水处理公司(阿尔道斯 V 系列，中

国)。柱式反应器由透明亚克力板材制成，高 900 mm、

内径 50 mm。反应器所加碳源 PCL 和 CC 以 1∶1 的

质量比(干重)混合制备而成，分别购自广东省东莞市

樟木头苏元塑料原料经营部和河南省巩义市恒润水

处理材料有限公司。所选材料的粒径在 3~5 mm 之间，

PCL 和 CC 的比表面积分别为(0.047±0.011) m2/g 和

(0.198±0.031) m2/g，比表面积随机选取新鲜碳源使用

Full Report Set (ASAP 2020 Plus 1.03，美国)测定。经

洗净和烘干后加入反应器中使填充率达到 50%。 

为提高反应器的挂膜启动效率，实验前驯化富集

可适应高盐度的反硝化菌。采用海水循环水养殖系统

排放的固体废弃物为泥种，使用天然海水配制的营养

液(30 mg/L NO3
–-N，1 mg/L PO4

3–-P)均匀混合后于序批

式反应器(10 L)培养，初始污泥质量浓度约为 3.0 g/L。

实验启动时，反应器内分别加入复合碳源和 700 mL

经富集培养后的反硝化菌液。进水采用人工模拟配制

的海水循环水养殖尾水(参数见表 1)，NO3
–-N、PO4

3–-P、

NH4
+-N 和 NO2

–-N 的浓度分别由 KNO3、H2PO4、NH4Cl

和 NaNO2 调节。 
 

表 1  人工合成养殖尾水水质参数 
Tab.1  Water quality parameters of  

synthetic aquaculture wastewater 

参数 Parameters 数值 Value 

硝酸氮 NO3
–-N/(mg/L) 40, 30, 20 

亚硝酸氮 NO2
–-N/(mg/L) 1 

氨氮 NH4
+-N/(mg/L) 2.5 

磷酸盐 PO4
3–-P/(mg/L) 1 

盐度 Salinity 30±2 

pH 6.5~7.0 

水温 Water temperature/℃ 30, 25, 20 
 

1.2  INC 影响实验 

模拟尾水通过蠕动泵由进水池泵入反应器进水

口(图 1)，流经反应器，从出水口流出，水力停留时

间(HRT)设定为 5 h。为了探究 INC 对反硝化效果的

影响，本实验设置了 3 个柱式反应器，分别调节 INC

为 40、30 和 20 mg/L(以下简称 N-40、N-30 和 N-20)。

实验周期为 90 d，其中挂膜阶段 60 d，当出水的硝酸

盐浓度(effluent nitrate concentration, ENC)低于 1.5 mg/L

时，反应器启动完成，开始连续 30 d 实验阶段，每

天取进出水观察反硝化系统运行情况。 

1.3  温度影响实验 

3 个反应器的进水硝酸盐均设置为 30 mg/L，分

别置于 3 个独立房间内，利用恒温加热棒(森森水族，

100 W JRB-210)分别调节进水温度为 20 ℃、25 ℃、

30 ℃(以下简称 T-20、T-25 和 T-30)，用空调调节室

内恒定温度至与进水温度相同，因此，3 个系统进水

温度与反应温度之间无差异。其余条件同 INC 影响

实验。 
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图 1  柱式反硝化系统示意图 
Fig.1  Schematic diagram of column denitrification system 

 

1.4  水质指标测定 

1.4.1  无机氮(DIN)和总氮(TN)    常规水质指标包

括 NO3
–-N、NO2

–-N、NH4
+-N 和 TN 浓度。每天从反应

器的进水口和出水口取水样 100 mL 用于检测。水样

经 0.45 μm 玻璃纤维滤膜过滤后，再通过营养盐自动

分析仪(QuAAtro，SEAL，德国)测定 NO3
–-N、NO2

–-N

和 NH4
+-N 含量，TN 测定无需过膜。 

硝酸盐去除率(NRE)由下式计算得到： 

 

3 3

3

(NO -N) (NO -N)
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
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式中， (NO3
–-N)inf 代表进水水样中硝酸盐的浓度，

(NO3
–-N)eff 代表出水水样中硝酸盐的浓度。 

1.4.2  化学需氧量(COD)、溶解有机碳(DOC)和短链

脂肪酸(SCFAs)    连续实验阶段，每天取样 100 mL

用于测定水质 COD 和 DOC，在第 61、75 和 90 天取

样 100 mL 用来检测 SCFAs。COD 以《海洋监测规范》

(GB17378.4-2007)中的碱性高锰酸钾法为依据进行测

定。DOC 使用总有机碳分析仪(ASI-V，Shimadzu，

日本)进行测定。SCFAs 通过气相色谱–质谱联用仪

(GCMS QP2010-ULTRA, Shimadzu, 日本)测定，方法

参考 Chen 等(2020)。 

SCFAs 利用率(ESCFAs)计算如下： 

 

1 2
SCFAs

1

100%
C C

E
C


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   (2) 

式中，C2 为第 75 或 90 天出水中实测 SCFAs 浓度；

C1 是第 61 天出水中 SCFAs 浓度。 

1.5  微生物群落结构分析 

实验结束后，取反应器碳源表面的生物膜使用

FastDNA® Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, 美国)提

取基因组 DNA。对细菌 16S rRNA (V3~V4 高变区)

基因进行 PCR 扩增(引物为 338F 和 806R)和纯化并使

用 quantum™荧光仪(Promega, 美国)进行定量。利用

Illumina 公司的 Miseq PE600 平台进行测序(北京百迈

客 生 物 科 技 有 限 公 司 ) 获 得 原 始 数 据 。 使 用

Trimmomatic V0.33 对原始数据进行质量过滤，然后

使用 Cutadapt V1.9.1 进行引物序列的识别与去除，其

后使用 USEARCH V10 对双端 reads 进行拼接并去除

嵌合体(UCHIME, V8.1)，最终得到高质量的序列用于

后续分析。使用 USEARCH V10.0 在相似性 97%的水

平上对序列进行聚类，以测序所有序列数的 0.005%作

为阈值过滤 OTUs，使用 QIIME2 V2020.6 对 Silva v138 

16S rRNA 数据库进行分类分析，分类器置信度为 0.7。 

1.6  微生物反硝化功能基因丰度分析 

收集微生物样本用于实时荧光定量 PCR (qRT- 

PCR)。利用 ABI PRISM 7300 序列检测系统(Applied 

Biosystems ，美国 ) 和 ChamQ SYBR Color qPCR 

Master Mix (2×)进一步评估反硝化菌中功能基因的丰

度，包括 narG(编码膜结合硝酸盐还原酶)、napA(编

码质外硝酸盐还原酶)、nirK(编码含铜亚硝酸盐还原

酶)、nirS(编码含血红素亚硝酸盐还原酶)、norB(编码

一氧化氮还原酶)和 nosZ(编码氧化亚氮还原酶)，引

物参考 Feng 等(2023)。qPCR 总体积为 20 μL，含有

10 μL 2× ChamQ SYBR Color qPCR Master Mix (中国

南京诺唯赞生物科技有限公司)、2 μL DNA、正向和

反向引物各 0.8 μL、0.4 μL ROX 参比染料Ⅱ(50×)，

并用无菌 ddH2O 补充至体积为 20 μL。 

1.7  分析方法  

使用 Origin 2018 软件进行统计和绘图。对于基

因丰度和多样性指数，采用 SPSS Statistics 26 进行单

因素方差分析(one-way ANOVA)和 t 检验(P<0.05)，以

检测系统间的显著差异。 

2  结果与分析 

2.1  INC 和温度对脱氮效能的影响 

2.1.1  INC 对脱氮效能的影响    反应器启动前期

(0~10 d)，系统 ENC 较高(图 2a)，NRE 均处于较低水

平(图 2b)，分别为 19.52% (N-20)、32.67% (N-30)和

25.28% (N-40)。在 10~45 d，随着反应器内碳源表面

微生物逐渐生长繁殖和生物膜生成，ENC 逐步下降，

NRE 升高。从 11 d 开始，N-40 的反应器 ENC 大幅

下降，NRE 为 43.84%，超过 N-20 (22.59%)和 N-30 

(37.80%)。45 d，NRE 均到达较高水平，超过了 90%，
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为了系统的稳定性，观察出水情况至 60 d。到 60 d

反应器启动完成后，反应器的出水均降至 1 mg/L 以

下且逐渐保持稳定。在连续实验阶段，3 个反应器的

ENC 均维持在较低水平，平均 NRE 达到 98.68% 

(N-20)、99.12% (N-30)和 98.31% (N-40)。TN 的变化

与 ENC 的曲线高度重合(图 2e)，变化基本保持一致。 

在反应器启动初期(1~5 d)，出水 NO2
–-N 浓度较

高，分别为 0.80 mg/L (N-20)、0.74 mg/L (N-30)、

0.77 mg/L (N-40)(图 2c)。在 5~60 d，出水 NO2
–-N 浓

度逐渐下降至 0.26、0.18 和 0.30 mg/L，与 NRE 有一

定的负相关性，随着 INC 上升，出水 NO2
–-N 浓度也

有一定增加。在连续实验阶段(61~90 d)，3 个反应器

的出水 NO2
–-N 均维持在较低浓度，分别为 0.17、0.23

和 0.22 mg/L，未发现明显积累。在 1~7 d，NH4
+-N 的

出水浓度较高(图 2d)，随着实验推进，浓度逐渐降低，

并在连续实验阶段一直维持在较低水平。 

2.1.2  温度对脱氮效能的影响    第 1 天，3 个系统

的 ENC 均很高(图 2f)，且 T-20 的系统出水 NRE 仅为

2.79% (图 2g)，远远低于 T-25(20.70%)和 T-30(22.50%)

系统。在反应器启动阶段(1~60 d)，各反应器的 ENC

逐渐降低，且随着温度升高，硝酸盐去除率也在升高，

T-30 的反应器的 NRE (70.20%)高于 T-25 (69.96%)和

T-20 (28.63%)。同时可以看出，较低温度下(T=20 ℃)，

系统的脱氮效率提升较慢，在 39 d 的 NRE 才达到 
 

 
 

图 2  不同 INC 和温度对脱氮效能的影响实验 
Fig.2  Experiment on the effect of different INC and temperature on the efficiency of denitrogenation 

a、f：进出水 NO3
–-N 浓度；b、g：NRE；c、h：出水 NO2

–-N 浓度；d、i：出水 NH4
+-N 浓度；e、j：进出水 TN 浓度 

a and f: NO3
–-N concentration in inlet and outlet water; b and g: NRE; c and h: NO2

–-N concentration in effluent;  
d and i: NH4

+-N concentration in effluent; e and j: TN concentration in inlet and outlet water 
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30.67%，而同时期其余 2 组系统均已达到 90%以上。

在连续实验阶段(61~90 d)，各反应器的 ENC 都维持

在较低水平，NRE 分别为 93.25%(T-20)、99.21% (T-25)

和 99.24(T-30)。  

在启动阶段初期(1~10 d)，各系统的出水 NO2
–-N

浓度均较高(图 2h)，其中，T-20 的反应器出水浓度为

0.69 mg/L ， 远 高 于 T-25 (0.58 mg/L) 和 T-30 

(0.57 mg/L)。随着实验进行，出水 NO2
–-N 浓度逐渐

降低，在 32~60 d，T-20 的反应器内出水 NO2
–-N 浓度

出现了较大的波动，一度达到了 1.67 mg/L 的高浓度，

而 T-25 和 T-30 的未出现明显波动。在实验后期(61~ 

90 d)，反硝化速率上升，各反应器的出水 NO2
–-N 浓

度均保持在较低浓度，分别为 0.24 mg/L (T-20)、

0.22 mg/L (T-25)、0.16 mg/L (T-30)。随着实验的进行，

各系统的出水 NH4
+-N 浓度呈下降趋势(图 2i)，且最终

阶段出水浓度非常低，去除率均超过 99%。同时发现，

在 50~90 d，各反应器出水 NH4
+-N 浓度均出现不同程

度的波动。TN 的变化趋势与 ENC 相近(图 2j)。 

2.2  INC 和温度对 DOC 和 COD 的影响 

2.2.1  INC 对 DOC 和 COD 的影响    在 61~64 d，

N-20 和 N-40 的反应器变化较为相似，起初的浓度较 

高(61 d 分别为 5.89 mg/L 和 6.21 mg/L)，在随后几天

出水浓度快速降低。不同的是，在 66~79 d，N-20 的

系统出水 DOC 浓度出现较大波动(3.2~7.4 mg/L)。随

后 N-20 与 N-40 的系统均保持在较低出水 DOC 浓度

并缓慢下降。N-30 的系统出水比较稳定，未有明显

波动，在 61 d 便降到 4.06 mg/L 的浓度，之后缓慢下

降至 1.91 mg/L (90 d)。在整个实验过程中，3 个系统

的平均出水 DOC 浓度为 4.87 mg/L (N-20)、2.94 mg/L 

(N-30)、3.34 mg/L (N-40)。 

3 个系统的出水 COD 浓度变化趋势相近(图 3b)，

均经历了先上升再下降的过程，平均出水浓度分别为

14.05 mg/L (N-20)、11.64 mg/L(N-30)、12.06 mg/L 

(N-40)。在连续实验前 10 d，各反应器的出水 COD

浓度均迅速上升，随后逐步下降，其中，N-30 的反

应器 COD 浓度下降速率最快。 

2.2.2  温度对 DOC 和 COD 的影响    3 个反应器的

平均出水 DOC 浓度(图 3c)分别为 2.77 mg/L(T-20)、

2.71 mg/L(T-25)、4.56 mg/L(T-30)，随着实验的进行，

出水浓度逐渐减低。T-30 的系统出水浓度明显高于另

外 2 个系统且在 61~68 d 和 74~82 d 显著超过进水浓

度且长时间保持在较高水平，而 T-20 和 T-25 反应器

的出水除少数几天外皆保有一定的 DOC 去除率。 

 

 
 

图 3  INC 和温度对 DOC 和 COD 的影响 
Fig.3  Effects of INC and temperature on DOC and COD 

a：INC 对 DOC 浓度的影响；b：INC 对 COD 浓度的影响；c：温度对 DOC 浓度的影响；d：温度对 COD 浓度的影响 
a: Effects of INC on DOC concentration; b: Effects of INC on COD concentration;  

c: Effects of temperature on DOC concentration; d: Effects of temperature on COD concentration 
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各系统的平均出水 COD 浓度 (图 3d)分别为

15.4 mg/L(T-20)、11.0 mg/L(T-25)和 12.7 mg/L(T-30)，

均显著大于进水浓度。与 INC 对 DOC 和 COD 的影

响类似，T-20 和 T-25 的出水浓度均出现先上升后下

降的现象，分别在 61~66 d 和 61~67 d 有一段浓度上

升时期，而 T-30 的反应器内出水浓度下降比较平稳。  

2.3  INC 和温度对 SCFAs 的影响 

图 4a 展示了不同 INC 下 SCFAs 的浓度变化。在

第 61 天，随着 INC 的升高，各系统出水 SCFAs 的浓

度分别为 0.60、0.32 和 0.30 mg/L，N-20 的系统内浓

度最高。3 个系统的 ESCFAs 差距较大，在第 75 天，分

别为 66.7%(N-20)、68.8%(N-30)和 0%(N-40)；到 90 d，

各系统的 ESCFAs 均降低，分别为 50.0%(N-20)、–25.0% 

(N-30)和–66.7%(N-40)。 

在 61 d ，各系统出水 SCFAs 浓度分别为

0.51 mg/L(T-20)、0.30 mg/L(T-25)和 0.50 mg/L(T-30) 

(图 4b)。在 75 d，3 个系统的 ESCFAs 分别为 41.2% 

(T-20)、30.0% (T-25)和 60.0%(T-30)，T=20 ℃的系统

中出现 SCFAs 积累。到第 90 天，各系统 ESCFAs 有所

下降，分别下降至 2.0%(T-20)、20%(T-25)、20%(T-30)。 

表 2 展示了不同 INC 和温度下各类型 SCFAs 浓

度的变化。SCFAs 包括乙酸、丙酸、丁酸和其他类型

(如异丁酸、戊酸、异戊酸和己酸)。各系统中均未检

出丁酸，在 75 d 和 90 d，大多系统均未检出丙酸和

其他类型，仅在 90 d，T-20 和 T-30 的系统检出低浓

度的丙酸。乙酸的占比均最高，其和丙酸最低的浓度

比为 1.1。 

2.4  微生物群落结构分析 

2.4.1  微生物多样性指数变化     本实验采用

Illumina MiSeq 高通量测序对实验结束后生物膜中的

微生物群落结构进行分析。所有样本的 Coverage 指

数均大于 0.99，可以反映菌群的真实状况。ACE 指

数用来估计群落中含有物种数目，Chao1 指数是物种

数目丰富度的衡量标准之一，这 2 个指数越大，物种

丰富度越大，二者展现出相似的结果(表 3)，N-20 和

T-20 的系统中物种丰度均最低。Shannon 和 Simpson

指数用于衡量物种多样性，受样品群落中物种丰富度

和物种均匀度的影响，数值越大，说明样品的物种多

样性越高(Grice et al, 2019)。N-20 和 T-20 的系统微生

物多样性最低，N-30 和 T-25 的多样性最高。所有的

Alpha 多样性指数均随着温度升高而下降。 

2.4.2  INC 对微生物群落结构的影响    3 个反应器

的样品中共检测到 34 个门，其中，变形菌门

(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidota)、互养菌门

(Synergistota) 、 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 和 弯 曲 菌 门

(Campylobacterota)是主要的微生物群落组成(图 5a)。

变形菌门为优势菌群，丰度分别 54.46%(N-20)、

39.96%(N-30)、24.77%(N-40)，其丰度随着进水 NO3
–-N

浓度的升高而下降。拟杆菌门也具有较大的丰度占

比，从大到小分别为 N-30(20.65%)、N-40 (17.82%)、

N-20(17.29%)。 
 

表 2  出水 SCFAs 组成及含量 
Tab.2  Effluent SCFAs composition and content 

时间 
Time/d 

样品 
Sample

乙酸
Acetic 
acid 

/(mg/L) 

丙酸
Propioni

c acid 
/(mg/L) 

丁酸
Butyric 

acid 
/(mg/L)

其他
Others
/(mg/L)

N-20 0.30 0.23 N.D. 0.07 

N-30 0.32 N.D. N.D. N.D. 

N-40 0.13 0.12 N.D. 0.05 

T-20 0.51 N.D. N.D. N.D. 

T-25 0.20 0.10 N.D. N.D. 

61 

T-30 0.50 N.D. N.D. N.D. 

N-20 0.20 N.D. N.D. N.D. 

N-30 0.10 N.D. N.D. N.D. 

N-40 0.30 N.D. N.D. N.D. 

T-20 0.30 N.D. N.D. N.D. 

T-25 0.20 N.D. N.D. N.D. 

75 

T-30 0.20 N.D. N.D. N.D. 

N-20 0.30 N.D. N.D. N.D. 

N-25 0.40 N.D. N.D. N.D. 

N-30 0.50 N.D. N.D. N.D. 

T-20 0.40 0.10 N.D. N.D. 

T-25 0.20 N.D. N.D. N.D. 

90 

T-30 0.30 0.10 N.D. N.D. 

注：N.D.代表未检出。 
Note: N.D.: Not detected.  

 
表 3  菌群结构多样性指数 

Tab.3  Microbial diversity index 

样品 Sample ACE Chao1 Simpson Shannon

NO3
–-N =20 mg/L 522.97b 521.57b 0.97c 6.54b 

NO3
–-N =30 mg/L 566.57a 565.27a 0.99a 7.03a 

NO3
–-N =40 mg/L 543.81ab 542.63ab 0.98b 7.04a 

T=20 ℃ 615.77a 614.77a 0.98a 7.11a 

T=25 ℃ 545.26b 543.65b 0.98b 6.84b 

T=30 ℃ 534.26b 533.23b 0.97c 6.70c 

注：不同字母表示统计学上具有显著性差异(P<0.05)。 
Note: Different letters indicate statistically significant 

difference (P<0.05). 
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图 4  INC(a)和温度(b)对 SCFAs 影响 
Fig.4  Effects of INC (a) and temperature (b) on SCFAs 

 

在 属 水 平 上 ( 图 5b) ， 优 势 属 为 红 细 菌 属

(Rhodobacter)，分别占 19.53% (N-20)、13.26% (N-30)、

10.08% (N-40) 。 亚 优 势 菌 群 为 海 杆 菌 属

(Marinobacter)，其丰度为 10.05% (N-20)、 8.14% 

(N-30)、6.98% (N-40)，该 2 种菌属的丰度均与进水

NO3
–-N 浓度成反比。海胞菌属(Marinicella)和假单胞

菌属(Pseudomonas)也被检出，它们的丰度随 INC 的

升高而降低。 

2.4.3  温度对微生物群落结构的影响    门水平上

的微生物群落结构如图 5c 所示。优势菌门为变形菌

门和拟杆菌门。T-30 和 T-25 的反应器内变形菌门丰

度最高，分别为 55.86%和 38.85%，拟杆菌门次之。

而在 T-25 的反应器内，拟杆菌门为优势菌群，丰度

达到 28.87%，高于变形菌门的 15.35%。作为反硝化

系统中常见的菌门，去磺杆菌门(Desulfobacterota)、

厚 壁 菌 门 、 螺 旋 体 门 (Spirochaetota) 、 绿 弯 菌 门

(Chloroflexi)等也被检测到，且它们的丰度均随着温

度的升高而下降。 

在属水平上(图 5d)，3 个系统的优势菌属均为红

细菌属，其丰度随温度升高而上升，分别为 5.83% 

(T-20)、19.16% (T-25)和 21.62% (T-30)。海胞菌属也

是常见的反硝化细菌，与红细菌属有相似的变化规

律，随温度升高其丰度分别为 0.28%、2.75%和 4.50%。

海杆菌属在各反应器中也有一定的占比，在 T=30 ℃

时，其为亚优势菌为 10.08%，其余丰度较低。温度

升高能促进单螺旋体属(Simplicispira)的生长，在 T-25

系统内，其占比第 2 (5.80%)。 

2.5  反硝化功能基因丰度分析 

不同 INC 下各反应器反硝化功能基因丰度的差

异如图 6a 所示。INC 的变化对 narG 和 nosZ 没有显

著影响，其余基因在不同 INC 下有较大的差异。narG、

nirS、nosZ 的拷贝数比其余功能基因高几个数量级。

各功能基因的拷贝数基本满足 N-30>N-20>N-40 的规

律。而 napA 在 N-20 系统内拷贝数更多，N-40 次之，

N-30 反而最少，但与同样表达硝酸盐还原的 narG 相

比，其丰度较小。在所有系统中，norB 的表达量均

最低。  

各功能基因表达量随温度的变化如图 6b 所示。

NarG、nirS、nosZ 的功能基因丰度在系统中占比相对

较高。温度变化对 norB 的表达无显著影响，且表达

量较低，其余功能基因受温度影响较大。T=20 ℃时，

各功能基因的拷贝数均最低。T=25 ℃和 T=30 ℃时，

narG、napA、nosZ 的拷贝数存在显著差异，其余功

能基因均具有相近的表达量。 

3  讨论 

3.1  INC 对反硝化性能的影响 

INC 对脱氮效率有显著影响，浓度升高时，水中

的碳氮比降低，碳源释放的碳相对于氮处于非饱和状

态，无法为反硝化菌提供足够的电子供体(Ge et al, 

2012)，导致反硝化不完全出现 NO2
–-N 的积累。在实

验前期(0~10 d)，随着 INC 增大，ENC 也增大，且

N-40 的 NRE 低于 N-30。这是因为在该阶段，反应器

表面的微生物进行反硝化的能力有限，从而使 N-30

和 N-40 的反应器反硝化速率相近，同时，由于反硝

化反应不完全，导致中间产物 NO2
–-N 的浓度较高。

但在中期(15~60 d)，随着反应器表面微生物逐渐生长

繁殖和生物膜形成，反硝化能力逐步提升，各组 NRE

增大，NO2
–-N 积累降低。而高浓度组由于单位体积内

电子供体更多，有效反硝化的 NO3
–-N 也更多，其反

硝化速率更快(Wang et al, 2020)。同时发现，在挂膜

启动完成后，提升 INC 对 NRE 没有明显影响，这与

高书伟等(2023)以 PCL 为碳源的研究结果相似，说明

在设置的浓度范围，复合碳源具有足够的处理能力。

沈志强等(2014)和李华等(2016)分别对淀粉/PCL 共混

物和荔枝核/聚乙烯醇复合碳源进行反硝化研究，分 
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图 5  不同 INC 和温度对微生物群落结构组成的影响 
Fig.5  Effects of different INC and temperature on the structural composition of microbial communities 

a：不同 INC 条件下门物种分布；b：不同 INC 条件下属物种分布； 

c：不同温度条件下门物种分布；d：不同温度条件下属物种分布 
a: Distribution of phylum species under different INC; b: Distribution of genus species under different INC;  

c: Distribution of phylum species under different temperature; d: Distribution of genus species under different temperature 

 

 
 

图 6  不同 INC(a)和温度(b)对反硝化功能基因丰度的影响 
Fig.6  Effects of different INC (a) and temperature (b) on the abundance of functional genes for denitrification 

不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 
Different lowercase letters indicate significant differences (P<0.05). 

 
别获得 97%以上和 96.81%的 NRE，在连续实验阶段，

各反应器的 NRE 均为 98%以上，可以认为以 CC+PCL

为外加碳源的反硝化系统具有较好的脱氮能力。 

3.2  温度对反硝化性能的影响 

温度也是影响反硝化效果的重要因素，它会影响

反硝化菌的代谢速率和酶活性，对微生物群落结构也

产生一定影响。在李致远等(2020)的研究中，当温度

从 18 ℃提高到 28 ℃，生物膜成熟更快。而当温度从

18 ℃下降到 8 ℃，反硝化会被抑制(Li et al, 2016)。

本研究中，随着温度升高，ENC 逐渐降低，NRE 提

高，这是因为温度该范围内的上升导致微生物活性上

升，生物膜成熟更快，提升了反硝化速率(李致远等, 

2020)，但温度从 25 ℃升高到 30 ℃带来的 NRE 提升
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并不明显。T-20 的系统脱氮效率提升更慢，这与温度

对生物膜成熟的影响有关。此外，该温度下 NO2
–-N

浓度出现了 2 次明显的波动，分别在 31~37 d 

(0.29~1.40 mg/L)和 43~49 d (0.43~1.67 mg/L)。可能是

此温度下反硝化菌的活性较低，降低了反硝化的速

率，反硝化反应不充分，留下了中间产物 NO2
–-N (Du 

et al, 2017)。此外，分别在 36~53 d 和 49~59 d，T-20

和 T-30 的反应器出水均出现了 NH4
+-N 浓度的波动，

分别从 0.80、0.02 mg/L 骤升至 1.26、0.14 mg/L，这

与此时反应器内可能产生的硝酸盐异化还原为铵有

关，该反应以 NO3
–-N 为底物生成 NH4

+-N，同时由于

其与反硝化的竞争关系导致反硝化速率下降，此结果

也与 NRE 的变化相对应。课题组前期已开展了单一

碳源的研究，CC 和 PCL 都有较高的 NRE，在 180 h

内最高分别达到 84.12%和 73.26% (Feng et al, 2023)，

本研究将 2 种碳源混合使用，在启动完成的 180 h 内

使 不 同 系 统 的 NRE 均 达 到 了 90% 以 上

(91.00%~99.34%)，提升了反硝化性能。 

3.3  INC 和温度对有机物利用的影响 

在 61~75 d，高浓度和低浓度的 INC 都会造成较

高的出水 DOC 浓度。在 76~84 d，N-20 的系统出水

DOC 出现了较大的波动，这与 PCL 结晶部分和 CC

木质纤维素组分的降解有关，这一阶段内的碳源释放

DOC 有一个增长的过程，且部分附着的微生物脱落，

其活性受到影响。而 N-30 的系统出水 DOC 浓度下降

稳定且迅速，可能是其碳源释放效率高，在系统启动

完成前便已经完成了 PCL结晶部分和 CC木质纤维素

组分的降解，达到了溶解平衡状态(周贵忠等, 2008)。

N-30 的反应器不仅出水浓度低且非常稳定，是较为

理想的条件。在 61~70 d，各系统的出水 COD 浓度迅

速上升，在此阶段，碳源表面附着的小分子有机物和

碳源内部一些脱出的小分子溶解到水溶液中，导致出

水浓度上升(Li et al, 2022)。经过短暂的增长之后，反

硝化细菌将这些小分子碳源降解，导致 COD 浓度逐

渐降低(Guan et al, 2019)。目前，课题组已经探究了

CC 和 PCL 作为单一碳源时的释碳实验(Feng et al, 

2023)，CC (9.34 mg/g)的平均出水 DOC 浓度远高于

PCL (0.92 mg/g)，本实验系统的平均出水 DOC 浓度

为 3.54 mg/L，相较于 CC 出水浓度大幅下降且可为

反硝化反应提高充足的碳源。 

T-30 的系统出水 DOC 浓度明显高于其他 2 组，

这与微生物对有机碳物质的利用有关，该温度下，碳

源降解最快，释放出大量有机物质，系统内微生物通

过自身的生长和代谢无法完全利用这些有机碳物质，

导致 DOC 的积累，而 20 ℃和 25 ℃的温度较为适宜。

T-20 和 T-25 的出水 COD 浓度均出现先上升后下降的

现象，在此阶段，碳源表面的一些小分子和内部的结

晶快速降解到水中，导致浓度上升，随后在微生物的

分解下，出水浓度逐渐下降至较低水平。T-30 的反应

器内出水浓度下降比较平稳，可能是较高温度下碳源

释放效率高，在连续实验阶段开始前(0~60 d)，碳源

已完成了表面小分子及易溶解有机组分的降解，进入

了溶解平衡状态，COD 释放较为稳定 (周贵忠等 , 

2008)。 

农业废弃物作为反硝化碳源时会通过产酸发酵

分解产生乙酸、丙酸和丁酸等 SCFAs (Atasoy et al, 

2018)。与传统的外加有机物相比，SCFAs 已被证明

是能被微生物直接利用的碳源且释放缓慢，具有较高

的利用率和反硝化速率(Liu et al, 2020a)。在反应器启

动完成后，随着 INC 增大，SCFAs 浓度降低，这可

能是因为 PCL+CC 产生足够被反硝化反应利用的

SCFAs，当 INC 较低时(20 mg/L)，SCFAs 含量超出可

被微生物利用的量，致使利用量降低，存在 SCFAs

浪费的问题 (Liu et al, 2020b)。而 INC 浓度较高

(40 mg/L)时，碳氮比低，电子供体不足使得 SCFAs

未被完全利用，90 d 时系统内出现了 SCFAs 的积累

(Zhang et al, 2016)，N-40 后期 NRE 产生波动的现象

也证明了这一结果。此外，与 75 d 相比，各系统 90 d

的 ESCFAs 都在下降，Li 等(2022)研究发现，长期运行

后，CC 的脱氮性能会变差，从侧面解释了这一点，

而 PCL 的高效脱氮可以持续 270 d 以上(Chu et al, 

2013)，推测在实验后期(75~90 d)，反硝化碳源的释

放由 PCL 主导。 

乙酸主要为 CC 释放产生，已有研究发现，CC

释放的 SCFAs 中乙酸最高可占 60.19%，而丁酸含量

则极低，当乙酸作为外加碳源时产生乙酰辅酶 A，可

直接被微生物利用在三羧酸循环中产生能量，是

SCFAs 中最易利用的类型(Li et al, 2022)，各系统中乙

酸的高占比表明碳源释放的有机物质可被微生物高

效利用。高浓度丁酸对硝酸盐的去除存在抑制(Chen 

et al, 2017)，各系统均未检出丁酸，保证了反硝化高

效进行。此外，丙酸的浓度还与 NO2
–-N 的积累有关，

在 Chen 等(2017)的研究中，乙酸/丁酸≤1 时会产生

大量的 NO2
–-N 积累，本系统产生的 SCFAs 中乙酸/

丁酸最小为 1.1，不产生明显积累。 

3.4  微生物群落结构和功能基因丰度分析 

在各系统中，N-30 系统的微生物群落具有最高

的 Alpha 多样性，表明该浓度下具有更高的物种丰富
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度和多样性，该结果与 N-30 优秀的反硝化性能相对

应。各系统中的优势菌门均为变形菌门，该类细菌具

有降解多种有机物的作用。拟杆菌门也被大量检测

到，且在 N-30 系统中丰度最大，它的主要作用是分

解蛋白质、纤维素和纤维等大分子物质(Nakasaki et al, 

2009)。这 2 门细菌常常在污水处理系统中主导反硝

化进程(Chu et al, 2016; Feng et al, 2017)，它们的高占

比决定了该复合碳源反硝化的高效性。在属水平上，

优势菌属为红细菌属，养殖水体中添加碳源对红细菌

属有富集作用，其为水产养殖动物肠道的核心定殖菌

群，可利用多种有机物为碳源进行异养代谢反应，起

到降低水体中 COD 的作用(高繁等, 2022)，Foesel 等

(2011)也曾在海水循环水养殖的生物滤池中分离出红

细菌属。亚优势菌属为海杆菌属，这 2 种菌属的丰度

均与 INC 成反相关。在这些细菌的共同作用下系统

具有高效的反硝化能力。 

本研究中，随着温度升高，微生物的多样性和种

群丰度均增大，与污水处理得到的结论一致(康小虎

等, 2020)。在 T-20 和 T-30 的系统内，优势菌门为变

形菌门，而在 T=20 ℃时，优势菌门为拟杆菌门。变

形菌门在反硝化过程中占主导地位，拟杆菌门也常在

高处理能力的反硝化系统中检出，这 2 门菌群在不同

温度下的差异可以解释高温条件下 NRE 高而低温条

件下出水 DOC 浓度低的问题。此外，部分种的去磺

杆菌可以利用挥发性脂肪酸等物质，螺旋体门可以加

快有机物向反硝化所需碳源的转变，厚壁菌门和绿弯

菌门被认为有着分解大分子的能力(Nakasaki et al, 

2009)，温度的改变对这些微生物都有着不同程度的

影响从而体现在反硝化的结果上。属水平上，优势菌

属为红细菌属，该细菌还有还原硝酸盐、亚硝酸盐和

一氧化二氮的功能，其丰度与温度成正相关，可以解

释 T-20 的反应器出水亚硝酸盐积累的问题。

Simplicispira 为完全缺氧和好氧反硝化菌，T=20 ℃时

其丰度减少导致反硝化性能变差。 

NarG、nirS 和 nosZ 的高表达量有利于发挥还原

NO3
–-N、NO2

–-N 的重要作用。各功能基因的拷贝数基

本满足 30 mg/L＞20 mg/L＞40 mg/L 的规律，说明在

N-30 的条件下更有利于反硝化的进行。NapA 在 N-20

的高表达数与变形菌门的丰度最大对应，其在 N-20

的反应器内的占比明显高于其余系统，据报道称

napA 基因与来自 γ-Proteobacteria 的基因具有高度的

序列同一性(Flanagan et al, 1999)。N-30 的反应器内

各功能基因的表达量高，而过高的浓度(40 mg/L)会抑

制各功能基因的表达。T-20 的功能基因表达量均最

低，适当升高温度有利于各功能基因的表达，这与

T-20 反应器较低的 NRE，较高的 NH4
+-N、NO2

–-N 浓

度相符合。T-25 和 T-30 的系统内功能基因除 narG、

napA、nosZ 外均无显著差异，因此，它们具有相近

的反硝化能力。 

4  结论 

进水硝酸盐浓度(INC)和温度都是反硝化的重要

影响因素。在系统启动前期，过高的 INC 不利于反

硝化系统的运行。在反应器启动后，改变 INC 对反

硝化的影响不明显，硝酸盐去除率 (NRE)最低为

97.62%，N-30 和 N-40 系统表现的反硝化性能和有机

物利用能力相近，推测聚己内酯(PCL)和玉米芯(CC)

的复合碳源可以承载更高的进水 INC 负荷，对该碳

源的最大脱氮能力为之后研究的重点。在一定区间

内，温度的提升能带来反硝化性能的增强。本研究中，

最佳温度条件 25 ℃时，具有较高的 NRE 和有机物利

用率。INC 和温度的改变都会造成微生物群落结构的

变化。INC 初期通过影响碳氮比改变优势菌群种类与

丰度，进而改变微生物群落结构及其多样性，最终表

现出反硝化效率的不同，但 INC 影响在反应器启动

过后无显著差异，NRE 均维持在 97%以上。温度会

影响微生物的生长繁殖，从而改变菌群的丰度和群落

的多样性，进而造成反硝化性能的差异，但在一定区

间内温度改变带来的影响较小，如 25 ℃ (99.21%)和

30 ℃(99.23%)的 NRE 相近。PCL+CC 的复合碳源克

服了 PCL成本过高以及 CC释放前期出水溶解有机碳

浓度过高的劣势，且具有较高的反硝化效率，能为海

水循环水养殖尾水固相反硝化的工艺优化提供理论

依据。 
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Investigation of Denitrification Performance of Composite Solid  
Carbon Source of Polycaprolactone and Corn Cob under Different  

Influent Nitrate Concentrations and Temperatures 
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Abstract    China is the largest producer of marine aquaculture, and in terms of the output of sea water 
products, China has ranked first in the world for many years. In the traditional aquaculture process, 
residual bait and feces produce ammonia nitrogen (NH4

+-N) and nitrite nitrogen (NO2
–-N), which are toxic 

to aquaculture organisms. Recirculation in aquaculture systems can be performed using biological filters 
to purify water and convert NH4

+-N and NO2
–-N into nitrate nitrogen (NO3

–-N) which has a lower toxicity; 
however, its accumulation leads to chronic adverse effects on aquaculture organisms. Heterotrophic 
denitrification is a highly efficient biological denitrification technique that converts NO3

–-N into harmless 
nitrogen. Because of the low carbon-to-nitrogen ratio of mariculture wastewater, additional carbon 
sources are required. Liquid carbon sources have the disadvantages of difficulty in controlling the dosage 
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and the ease of the production of N2O. Solid carbon sources can effectively solve these problems. 
Biodegradable polymers have a high denitrification efficiency and long duration of action; but their cost is 
high. Agricultural-waste carbon sources have the advantages of low cost and large quantity, but they are 
associated with problems of slow start-up and high water color and turbidity in the early stages of 
operation. A mixture of polycaprolactone (PCL) and corn cob (CC) can overcome the problem of high 
cost and has excellent denitrification performance, so it is an excellent externally added carbon source. In 
this study, a denitrification system consisting of inlet tanks (180 L), peristaltic pumps, column reactors 
and outlet tanks (180 L) was constructed, and a composite carbon source comprising PCL mixed with CC 
at a mass ratio of 1:1 was used as the denitrification carbon source, and three types of influent nitrate 
concentrations (INC), 20 mg/L (N-20), 30 mg/L (N-30), and 40 mg/L (N-40), and three temperature 
conditions, 20℃ (T-20), 25℃ (T-25), and 30℃ (T-30), were set. A 90-d experiment was conducted to 
investigate the effects of these two factors on denitrification, including a 60-d start-up phase and a 30-d 
continuous phase. During this period, the inlet and outlet water samples were taken daily to determine the 
NO3

–-N, NO2
–-N, NH4

+-N, and total nitrogen content using an automatic nutrient salt analyzer (QuAAtro, 
SEAL, Germany). The inlet and outlet water samples were taken at 61 d, 75 d, and 90 d to determine the 
chemical oxygen demand (COD), dissolved organic carbon (DOC), and short chain fatty acids (SCFAs). 
In addition, the biofilm on the carbon source was sampled at 90 d for Illumina MiSeq high-throughput 
sequencing. The experimental results showed that INC affected denitrification by changing the C/N ratio. 
In the pre-startup period of the denitrification system (0~10 d), a very high INC (40 mg/L) was 
detrimental to the operation of the denitrification system, and the nitrate removal efficiencies (NREs) 
were all lower at 19.52% (N-20), 32.67% (N-30), and 25.28% (N-40). After biofilm maturation, an 
increase in the INC resulted in a higher denitrification rate but not a significant increase in NRE. The 
effluent DOC concentration tended to decrease as the INC increased. The optimal INC was 30 mg/L, and 
the corresponding NRE reached 99.12% in the last 30 days. No obvious accumulation of NH4

+-N and 
NO2

–-N was observed during the process, and the decrease in its DOC and DOC concentrations was also 
stable and rapid. Temperature also had an important effect on denitrification. In a certain interval, the 
increase in temperature enhanced the denitrification performance and accelerated the nitrogen removal 
efficiency. During the reactor startup stage, the effluent NO3

–-N concentration of each reactor decreased 
gradually, and the nitrate removal rate increased with an increase in temperature. The NRE of reactor T-30 
(70.20%) was higher than that of reactors T-25 (69.96%) and T-20 (28.63%). The effluent DOC 
concentration of the system at T-30 was significantly higher than that of the other two groups, and the 
temperatures of 20℃ and 25℃ were more suitable. The optimum temperature was 25℃ when the 
microbial enzyme activity was higher, and the NRE of the system reached 99.21% in the last 30 days. In 
contrast, the NH4

+-N and NO2
–-N produced were also lower, and the organic matter utilization was high. 

The SCFAs produced by each system had the largest proportion of acetic acid (AC) and no detectable 
butyric acid, and the AC/PA(propanoic acid) were all >1, which was favorable for denitrification to 
proceed efficiently. The dominant phylum at different INCs was Proteobacteria, and its abundance 
decreased with the increasing of INC, which was 54.46%, 39.96% and 24.77% in N-20, N-30 and N-40 
groups, respectively. Temperature had a significant influence on the microbial community, and the 
dominant phylum was Proteobacteria at T= 30℃ and 25℃, with abundances of 55.86% and 38.85%, 
respectively, whereas the dominant phylum was Bacteroidota (28.87%) at T = 20℃. The dominant genus 
in all systems was Rhodobacter. In addition, several other active phyla in the denitrification process 
existed in the system. The influent NO3

–-N concentration of 30 mg/L and T = 25℃ were the optimal 
conditions for the denitrification system using CC+PCL as an additional carbon source. The combination 
of CC+PCL as a composite carbon source has excellent denitrification performance, which can provide a 
theoretical basis for the process optimization of solid phase denitrification of mariculture wastewater.  
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