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摘要    利用实验室规模的复合垂直流人工湿地系统来处理海水养殖外排水，探讨了人工湿地对外

排水中主要污染物指标氨氮、磷酸盐和 COD 的去除效果，并利用变形梯度凝胶电泳技术(DGGE)

分析了人工湿地内部微生物的群落组成和结构特点。结果显示，人工湿地对海水养殖外排水中的氨

氮、磷酸盐和 COD 去除效果显著，平均去除率分别为(92.82±3.27)%、(72.53±2.31)%、(66.04±8.23)%；

人工湿地系统内微生物组成较为丰富，且不同位置存在着种属相同、数量不同的生态幅广泛的优势

种；人工湿地下行流池微生物多样性指数(H′)比上行流池高，且沿水流方向呈下降趋势；人工湿地

系统中距离越远相似性系数越小；海水养殖外排水人工湿地处理系统微生物种群包括变形菌门

(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)、放线菌门(Actinobacteria)、疣微菌门(Verrucomicrobia)、

硝化螺旋菌门(Nitrospirae)和厚壁菌门(Firmicutes)，其中，主要的优势菌群属于变形菌门和拟杆菌门。 
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人工湿地污水处理系统源于对自然湿地的模拟，

它利用基质、植物和微生物构成的复合系统通过物

理、化学和生物三重协同作用来实现对污水的净化作

用(王世和, 2007)。由于人工湿地净水技术具有处理

效果好、投入少、能耗小、管理方便、生态效益显著

的优点，目前已被广泛应用于处理生活污水(宣亚红

等, 2008; Kivaisi, 2001)、工业废水(籍国东等, 2002; 

Comin et al, 1997)、农业污水(Rivera et al, 1997)、养

殖废水(于涛等, 2008)等各种类型的污水，但在处理

海水养殖外排水方面的研究较为少见。微生物在净水

方面发挥着至关重要的作用。一方面，微生物可直接

同化吸收污水中的营养物质供自身生长需要；另一方

面，微生物充当着多种营养物质形态转化和矿化的主

要执行者的角色(黄德锋等, 2007; Dong et al, 2010)。

因此，了解人工湿地中微生物群落的结构组成和分布

状况，对深入理解人工湿地系统中污染物的去除机理

具有重要意义。 

现代分子生物学技术 PCR-DGGE 是一种分析微

生物群落的有效工具。PCR-DGGE 技术将 PCR 扩增

(聚合酶链式反应)和 DGGE(变性梯度凝胶电泳)结

合，利用不同 DNA 片段的溶解性质不同，在胶中不

同位置解链分离的原理，在分子生物学方面表征微生

物群落的结构组成及分布状况。相对于稀释平板、

MPN 等传统的微生物分离培养法，PCR-DGGE 技术

具有快速、准确、客观的优点，能更好的反映微生物

的种群结构 (周元清等 , 2011; Ferris et al, 1996;     

朱砺之等，2012)。作者在研究海水养殖外排水人工湿

地处理系统中氮、磷和 COD 去除效果的基础上，采
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用 PCR-DGGE 技术分析了系统内微生物群落的结构

组成、立体分布状况，以期为探讨人工湿地中微生物

的净化机制奠定理论基础。 

1  试验装置与材料 

构建了实验室规模的复合垂直流人工湿地系统

(图 1)。人工湿地装置由 PVC 材料制作，主要包括下行

流池和上行流池，长 60 cm、宽 40 cm、高 70 cm，出

水口比进水口低 10 cm。综合考虑对污染物的去除效

果、可能引起的堵塞问题及材料价格因素，选用了表 

面粗糙、粒径较大的珊瑚石和煤渣作为人工湿地基质。

装置自下而上依次填充了粒径依次减小的珊瑚石(粒径

3–5 cm)、煤渣(粒径 2–4 cm)和珊瑚石(粒径 0–3 cm)。

人工湿地植物为耐盐碱、耐潮汐淹没、繁殖力强、根

系发达的互花米草(肖强等，2005)，采自烟台海阳市

某海区滩涂，种植密度约为 64 株/m2。 

 

 
 

图 1  复合垂直流人工湿地系统 
Fig.1  Constructed integrated vertical flow wetland 

 

2  试验方法 

2.1  人工湿地净化海水养殖外排水效果 

2.1.1   试验设计    人工湿地处理的海水养殖外排

水系人工配制，主要由海水、粉碎的饵料添加适量氯

化铵、磷酸氢二钾、磷酸二氢钾和葡萄糖混合配置而

成。主要水质指标为：氨氮为 0.29–0.35 mg/L；磷酸

盐为 0.60–0.70 mg/L；COD 为 7.38–9.42 mg/L。在研

究期间，出水理化指标波动范围为：温度为 27.68– 

29.62℃，平均为(28.70±0.72)℃；盐度为 31.30–33.07，

平均为 32.38±0.67；pH 为 7.46–7.67，平均为 7.62± 

0.03；DO 为 1.67–3.00 mg/L，平均为(2.32±0.61) mg/L。

人工配置的模拟海水养殖外排水由人工湿地装置进

水口进入，先后经过下行流池和上行流池后依靠重力

作用由出水口流出，收集后再经水泵提升进入装置进

行循环处理，日循环为 8–10 个量程，水力停留时间

约为 1.5 h。装置预运行 60 d 达到稳定后，以 7–8 d

为一循环周期，进行了 5 个周期的处理，期间每天监

测出水各水质指标的变化情况。 

2.1.2  水质监测方法及数据分析    依据《海洋监测

规范》 (GB 12763.4-2007)进行水质指标的检测。氨氮：

次溴酸盐氧化法；磷酸盐：磷钼蓝分光光度法；COD：

碱性高锰酸钾法。温度、盐度、pH、DO 采用 YSI

多参数水质分析仪进行测定。用 Origin 8.0 软件进行

作图和数据分析。 

2.2   人工湿地基质的 PCR-DGGE 分析 

2.2.1   样品采集     在人工湿地系统净化海水养

殖外排水效果试验后，采集系统基质进行 PCR-DGGE

分析，以探究人工湿地内部的微生物群落结构组成及

其演替变化情况。从图 1 可以看出，采集下行流池的

表层(0–20 cm，样品编号 S1)、中层(20–40 cm，样品

编号 S2)、底层(40–60 cm，样品编号 S3)和上行流池

的底层(30–50 cm，样品编号 S4)、中层(15–30 cm，

样品编号 S5)、表层(0–15 cm，样品编号 S6)，采集的

各层样品充分混匀。在进行 PCR-DGGE 分析之前，
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各层样品置于–20℃的冰箱中贮存。 

2.2.2  样品 DNA 的提取与纯化    采集的样品置于

灭菌后的锥形瓶中，加入 200 ml 灭菌后的蒸馏水，超

声波清洗 10 min，恒温振荡器以 120 r/min振荡 30 min，

取悬浮液在 8000 r/min 下离心 10 min，弃上清液，收

集沉淀用于 DNA 提取。DNA 提取采用 CTAB 法，具

体方法参照赵兴青等(2006)、Miller 等(1999)文献进

行。采用北京天根生化科技有限公司生产的试剂盒对

DNA 粗提取液进行了纯化。 

2.2.3  PCR 扩增    以样品基因组 DNA 为模板，采

用细菌通用引物 GC-338F 和 518R(表 1)扩增样品 16S 

rDNA 高变区序列，其中 PCR 扩增仪为德国 Biometra

公司生产的 T-gradient 梯度 PCR 仪，凝胶成像仪为美

国 Bio-Rad 公司生产的 Gel-Doc 2000 凝胶成像系统，

PCR 产物采用 OMEGA 公司的 DNA 凝胶回收试剂盒

纯化回收。 
 

表 1  引物信息 
Tab.1  PCR primers 

引物 
Primer 

序列 Sequence 

338F CCT ACG GGA GGC AGC AG 

518R ATT ACC GCG GCT GCT GG 

GC338F 
 

CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGGCGGGGCGGG
GGCGCGGGGGG CCT ACG GGA GGC AGC AG

 

PCR 扩增体系(50 μl)：10× PCR Buffer 5 μl；

dNTP(2.5 mmol/L) 3.2 μl； rTaq(5 U/μl) 0.4 μl；

GC-338F(20 mmol/L) 1 μl；518R(20 mmol/L) 1 μl；模

板 DNA 50 ng；补 ddH2O 至 50 μl。 

PCR 扩增程序：94℃预变性 5 min；94℃变性   

1 min，55℃复性 45 s，72℃延伸 1 min，30 个循环；

最终 72℃延伸 10 min。 

2.2.4  PCR 产物的变性梯度凝胶电泳(DGGE)分析     

取 10 μl 扩增后的 PCR 产物进行变形梯度凝胶电

泳(DGGE)分析。采用变形梯度为 35%–55%、浓度为

8%的聚丙烯酰胺凝胶(100%化学变性剂中含有尿素 

7 mol/L 和 40%的丙烯酰胺)在 1×TAE 缓冲液中 150 V、

60℃恒温恒压下电泳 5 h。 

变形梯度凝胶电泳(DGGE)完毕后，采用银染法

对凝胶进行染色，染色完成后，利用 Gel-Doc2000 凝

胶成像系统进行成像观察、拍照。利用软件 Quantity 

one 分析图谱。 

2.2.5  DGGE 图谱中优势条带的回收与测序    用

灭菌的手术刀切下待回收的 DGGE 条带，采用

OMEGA 公司的 DNA 凝胶回收试剂盒纯化回收目的

条带。然后以 2 μl 回收产物为模板，338F/518R 为引

物进行 PCR 扩增。 

PCR 扩增体系(50 μl)：10× PCR Buffer 5 μl；

dNTP(2.5 mmol/L) 3.2 μl；rTaq(5 U/μl) 0.4 μl；338F  

(20 mmol/L) 1 μl；518R(20 mmol/L) 1 μl；模板 DNA 1 μl；

补 ddH2O 至 50 μl。 

PCR 扩增程序：94℃预变性 4 min；94℃变性 30 s，

55℃复性 30 s，72℃延伸 30 s，30 个循环；最后，72℃

延伸 10 min。 

将重新扩增的 DNA 片段切胶回收、纯化后，连

接到 pMD18-T 载体上，并转化至 DH5α 感受态细胞

中，筛选阳性克隆，进行序列测定。将所测条带的序

列在 GenBank 数据库中用 Blast 进行检索分析。 

2.2.6  数据分析    DGGE 图谱采用 Quantity one 软

件对每个样品的电泳条带数目、条带密度进行数字化

分析。由(1)式计算每个样品中的微生物多样性指数

H′(Shannon-Wiener 指数)，由(2)式计算各个样品间的

的相似性系数 Cs (Dice coefficient):  

 
1 1

ln ( / ) ln( / )
 

     
S S

i i i i
i i

H p p N N N N  (1) 

式中，pi 为样品中单一条带的强度在该样品所有

条带总强度中所占的比率，N 为泳道中所有条带的光

密度和，Ni 为第 i 个条带的光密度值。S 是某样品中

所有条带数目的总和。 

 CsAB=2LAB/(LA+LB)×100 (2) 

式中，CsAB 为泳道 A 和泳道 B 之间的相似性系

数；LAB 为泳道 A 与泳道 B 上位置相同的条带数；LA

为泳道 A 上的条带数；LB 为泳道 B 上的条带数。 

3  结果与讨论 

3.1  人工湿地处理海水养殖外排水效果 

氮在人工湿地中存在 7 种价态的多种转换，其迁

移和转化过程复杂，涉及的主要机理有基质吸附、植

物吸收、氨的挥发作用、氮的固定、氨化、埋藏及微

生物的硝化反硝化作用等(Reddy et al, 1997；Sun et al, 

2007; Tanner et al, 2002; Vymazal et al, 2007)。人工湿

地对氨氮的去除主要是通过微生物的作用，少部分是

通过植物同化吸收、基质吸附作用去除。有机氮可通

过微生物的氨化作用转化为氨氮，氨氮再经硝化作用

转化为硝态氮，硝态氮进一步被反硝化细菌通过反硝

化作用还原成气态氮从系统中去除(周群英等, 2000)。

本研究运行期间，进水氨氮浓度范围为 0.29–0.35 mg/L，

平均为(0.33±0.03) mg/L；在处理 6 d 之后，出水氨氮

浓度基本达到稳定，范围为 0.008–0.04 mg/L，平均为
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(0.02±0.01) mg/L；去除率范围为 87.61%–97.76%，平

均为(92.82±3.27)%(图 2)，去除效果极佳。 

 

 
 

图 2  人工湿地对氨氮净化效果 
Fig.2  Effects of the constructed wetland on the  

removal of ammonia nitrogen 

 
人工湿地对磷的去除主要通过基质吸附沉降、植

物同化吸收和微生物降解 3 条途径，其中基质的吸附

和沉降是最主要途径，70%–87%的磷都是通过这种途

径去除的(夏宏生等, 2005; Reddy et al, 1998)。不同的

基质对磷的吸附能力不同，基质含有的 Fe3+、A13+、

Ca2+和 Mg2+等金属离子也可与磷酸盐发生化学沉淀

作用而将其去除(Al-Omari et al, 2003)。本研究采用对

磷酸盐有很好的吸附效果的煤渣(Sakadevan et al, 

1998)和含有丰富钙质的珊瑚石作为基质，显示出很好

的去除效果。研究期间，进水磷酸盐浓度范围为 0.60– 

0.70 mg/L，平均为(0.65±0.05) mg/L；每天出水磷酸盐

浓度范围为 0.14–0.24 mg/L，平均为(0.18±0.02) mg/L；

去除率范围为 65.74%–75.98%，平均为(72.53±2.31)% 

(图 3)。有研究表明(Yli-Halla et al, 1995；赵海洋等, 

2006)，土壤对磷的作用过程中存在着吸附解吸平衡

点(EPC0)，若水中的磷酸盐浓度高于 EPC0，土壤会 

 

 
 

图 3  人工湿地对磷酸盐净化效果 
Fig.3  Effects of the constructed wetland on the  

removal of phosphate  

吸附水中的磷；反之，土壤则释放磷。因此，土壤对

磷的吸附解吸是一个动态平衡过程。本研究中人工

湿地装置出水磷酸盐浓度稳定在 0.2 mg/L 左右，可能

是人工湿地基质与处理水之间的磷酸盐浓度达到动

态平衡状态，基质无法再吸附沉降水中的磷酸盐。 

COD 是衡量水体中好氧有机物多少的一个重要指

标，可直接反映水体的受污染程度(雷衍之等, 2004; 

过锋等, 2012; 陈芳等, 2013)。人工湿地对有机物具有

较好的去除效果，水体中的不溶性有机物可通过湿地

中基质的过滤沉淀而被截留下来，进而被部分兼性或

厌氧微生物利用；可溶性有机物则通过基质和植物根

系表面形成的生物膜吸附、分解及代谢作用去除(王

晖文等, 2010; Zhu et al, 1995)。故微生物的代谢作用

是人工湿地去除水体中有机物的主要机制。在本研究

期间，进水 COD 浓度范围为 7.38−9.42 mg/L，平均为

(8.41±0.80) mg/L；每天出水 COD 浓度范围为 1.83− 

4.78 mg/L，平均为(2.86±0.73) mg/L；去除率范围为

40.84%–77.63%，平均为(66.04±8.23)%。出水 COD 平

均浓度小于 3 mg/L，达到第二类海水水质标准(图 4)。 
 

 
 

图 4  人工湿地对 COD 净化效果 
Fig.4  Effects of the constructed wetland on the  

removal of COD 
 

3.2  人工湿地基质的 PCR-DGGE 分析 

3.2.1  细菌的 16S rDNA V3 区 PCR 扩增    以样品

基因组 DNA 为模板，采用细菌通用引物 GC-338F 和

518R 扩增样品 16S rDNA 高变区序列，得到长度约

为 230 bp 的 DNA 片段。从图 5 可以看出，6 个样品

均已扩出，未出现非特异性扩增，且阴性对照未有产

物出现，表明 PCR 扩增效果良好。 

3.2.2   微生物 DGGE指纹图谱分析    各样品细菌

16S rDNA V3 区的 PCR 扩增产物经变性梯度凝胶电

泳后，获得较为清晰的 DGGE 分离图谱(图 6)。DGGE

图谱中条带数越多说明生物多样性越丰富，条带染色

后的荧光强度则反映该细菌的丰富度，条带信号越 
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图 5  PCR 扩增产物凝胶电泳图像 
Fig.5  Agarose gel electrophoresis of PCR products 

M: 100–600 bp DNA ladder; Nc: 阴性对照 Negative control 

 

 
 

图 6  各样品的 DGGE 凝胶电泳图谱 
Fig.6  DGGE fingerprints of different samples 

 
亮，表示该种属的数量越多(赵兴青等, 2006)。本研

究人工湿地基质样品中约有 30 条条带，并且有几个

条带信号较强，表明人工湿地内部的微生物群落组成

较为丰富。条带 1、6、11、12、13、15、16、17、23

在各个样品中都存在，并且信号较强，表明人工湿地

中存在着优势微生物种群，这些细菌的生态幅较广，

对环境变化的适应性比较强，在湿地系统的不同位置

均能稳定存在(黄德锋等, 2007)，只是由于外界营养

盐水平和环境条件的不同，在数量上有所差异。条带

18、20 在样品 S3、S4、S5 中属于数量较多的优势种

群，在其他样品中含量相对较少，可能与这几个样品

位于人工湿地底部而产生的独特的厌氧环境有关。另

外，各个样品并没有产生自己的特有种群，可能与本

研究水处理方式为循环处理有关。 

3.2.3   微生物多样性和相似性分析    不同深度基

质样品的细菌群落多样性指数 H′按照式(1)计算后结

果见图 7，各样品的微生物多样性指数都在 2.8 以上。

从图 7 可以看出，下行流池样品(S1、S2、S3)的 H′

值要明显高于上行流池(S4、S5、S6)样品，主要是由

于处理水首先经过下行流池的处理，再进入上行流

池，而人工湿地对污染物的去除主要发生在下行流

(袁林江等, 2008)，进入上行流池的处理水营养盐浓

度较下行流池已经显著降低，DO 也由于沿程的消耗

而降低，导致下行流池的条件较上行流池更适于微生

物的生长。各样品中，又以下行流池表层 S1 的 H′值

最高，达到了 3.177，沿程逐渐下降，至上行流池中

层 S5 达到 H′值最低，仅为 2.804，上行流池表层 S6

又升至 2.902。虽然处理水流至 S6 层，碳源、氮源、

磷源等营养盐浓度已逐步减少，但 S6 层有大量的植

物根系，根际效应、植物供氧、植物枯枝落叶的积累

以及更接近外界环境产生的复氧作用，使样品 S6 的

微生物多样性指数反而比样品 S5 高。 
 

 
 

图 7  各样品的微生物多样性指数(H′) 
Fig.7   Diversity index of microbial communities in 

different samples 

 
表 2 为根据式(2)所计算的各样品间的微生物群

落相似性系数(Cs)。从表 2 可以看出，各样品间的相

似性系数不同，总体上呈现出各样品沿水流方向相距

越远，Cs 越小的趋势。样品 S2、S3、S4、S5、S6

之间的相似性系数较高，都在 80%以上。而样品 S1

与后 5 个样品之间 Cs 相对较低，并且沿水流方向随 
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表 2  各样品间的微生物群落相似性系数(Cs, %) 
Tab.2  Comparability index of microbial communities in 

different samples (%) 

样品 Samples S1 S2 S3 S4 S5 S6 

S1 100 79.6 78.4 76.6 65.1 69.9

S2 79.6 100 90.1 86.0 81.1 81.1

S3 78.4 90.1 100 89.4 83.5 84.0

S4 76.6 86.0 89.4 100 85.1 88.5

S5 65.1 81.1 83.5 85.1 100 83.6

S6 69.9 81.1 84.0 88.5 83.6 100

 
距离的增大减小趋势明显，与样品 S5 的 Cs 只有

65.1%，与 S6 的 Cs 又升高到 69.9%，这与两个样品

同为植物根部区域有关。人工湿地不同的位置营养水

平和周围的理化条件不同，形成了各自的“小环境”，

各自的“小环境”又适宜不同的微生物群落生长，产生

不同的优势菌群，所以导致各样品间的 Cs 不同。另 

外，本研究中各样品间的平均 Cs 达到了 81.47%，远

大于黄德锋等(2007)的 64.43%，这与本研究的水处理

方式为循环水处理有关。 

3.2.4   DGGE 条带基因片段的测序分析    将图 6

中所标记的 30 条条带进行切胶回收、测序后，在

GenBank 数据库中进行比对，比对结果见表 3。从表

3 可以看出，30 条条带所含的 DNA 序列与 GenBank

中的已知序列具有较高的相似度，都在 98%以上，可

以认为是同一种。比对结果表明，30 条条带中有 9 个

属于变形菌门(Proteobacteria)，占 30%，其中 γ-变形菌 

 
表 3  测序序列与其 GenBank 比对结果 

Tab.3  The comparison of the results of sequence and GenBank 

条带 Band 相似菌(登录号)Closest relative bacteria(Accession number) 相似度 Similarity(%) 分类 Classification 

1 Uncultured Bacteroidetes bacterium(JX844001) 98 Bacteroidetes 

2 Uncultured bacterium clone(U775370) 100 Environmental samples 

3 Flavobacterium sp. KN6(HQ231950) 99 Bacteroidetes 

4 Flavobacterium sp. H43(HM209363) 99 Bacteroidetes 

5 Uncultured bacterium clone(JF745519) 100 Environmental samples 

6 Uncultured bacterium clone(EU802122) 99 Environmental samples 

7 Uncultured Nitrospirae bacterium(F183020) 99 Nitrospirae 

8 Microbacteriaceae bacterium MS244c(JN616364) 100 Actinobacteria 

9 Microbacterium sp. Y7(F192059) 99 Actinobacteria 

10 Marinobacterium sp. 08XMAC-12(HM565972) 99 γ-Proteobacteria 

11 Uncultured Flectobacillus sp.( HQ111157) 100 Bacteroidetes 

12 Uncultured bacterium(J534960) 98 Environmental samples 

13 Flavobacterium sp. AcJ(KC853132) 100 Bacteroidetes 

14 Uncultured delta proteobacterium(F344084) 99 δ-Proteobacteria 

15 Bdellovibrio sp. N322(KC836746) 99 δ-Proteobacteria 

16 Uncultured Methylobacteriaceae bacterium(JX575912) 100 α-Proteobacteria 

17 Acinetobacter sp. P4C7(HF936888) 100 γ-Proteobacteria 

18 Alpha proteobacterium 2715(B498881) 100 α-Proteobacteria 

19 Glaciecola sp. KJF8-12(Q800127) 100 γ-Proteobacteria 

20 Alteromonadales bacterium(AM931132) 100 γ-Proteobacteria 

21 Uncultured Firmicutes bacterium(JN371677) 99 Firmicutes 

22 Uncultured actino bacterium(GQ242437) 99 Actinobacteria 

23 Uncultured bacterium(KC787589) 100 Environmental samples 

24 Arthrobacter sp. LT37(KF202856) 100 Actinobacteria 

25 Uncultured Verrucomicrobia bacterium(EF188433) 99 Verrucomicrobia 

26 Uncultured actino bacterium(EF471555) 99 Actinobacteria 

27 Uncultured bacterium(JQ769588) 99 Environmental samples 

28 Uncultured Verrucomicrobia bacterium(EF188433) 99 Verrucomicrobia 

29 Uncultured Rhodobacteraceae bacterium(KC917939) 100 α-Proteobacteria 

30 Uncultured bacterium(FJ645555) 100 Environmental samples 



第 6 期 王加鹏等: 人工湿地净化海水养殖外排水效果与微生物群落分析 7 

 

纲(γ-Proteobacteria) 4 个，α-变形菌纲(α-Proteobacteria) 

3 个，δ-变形菌纲(δ-Proteobacteria) 2 个；5 个属于拟杆

菌门(Bacteroidetes)，占 16.7%；5 个放线菌门(Actino-

bacteria)，占 16.7%；2 个疣微菌门 (Verrucomicrobia)，

占 6.7%；1 个厚壁菌门(Firmicutes)，占 3.3%；1 个硝

化螺旋菌门(Nitrospirae)，占 3.3%；7 个已被收录的

环境样品的未知种群 (Environmental samples)，占

23.3%。大部分(18 个，占 60%)为不可培养的(Uncu-

ltured)细菌。信号较强的条带 1、6、11、12、13、15、

16、17、23 中，条带 6、12、23 属于环境样品的未

知种群，条带 1、11、13 属于拟杆菌门，条带 15、

16、17 属于变形菌门。 

变形菌门在很多环境的调查中都是主要的微生

物类群(罗鹏等, 2009; O'Sullivan et al, 2002)。在本研

究的人工湿地内部高盐度环境下，变形菌门也是主要

的微生物类群，其中偏好于高营养盐环境，并且易于

吸收低分子量的溶解性有机物的 γ-变形菌纲(张海耿

等, 2012; Naganuma et al, 2000)所占比例最大。5 个拟杆

菌门中有 3 个是黄杆菌属(Flavobacterium)，在低氧或

无氧条件下，它们能利用硝酸盐或亚硝酸盐作为最终

电子受体进行无氧呼吸，同时有机物被氧化(朱砺之

等, 2012)，这说明人工湿地内部存在着反硝化作用。

放线菌门所占比例也较大，但放线菌在碳氮源物质循

环、能量流动等生态学方面的研究相当滞后，有待进

一步研究(田新朋等, 2011)。另外，在样品中检测到了

属于硝化螺旋菌门的微生物种群。近几年研究表明，

在硝化过程中，真正起亚硝酸盐氧化作用的可能是硝

化螺旋菌属的细菌，而不是变形菌门的硝化杆菌属

(Nitrobacter)这一传统硝化菌属的菌种 (钦颖英等 , 

2007; Burrell et al, 1999; Lee et al, 2002)。 

本研究系海水体系人工湿地，微生物优势种属有

拟杆菌门的弯杆菌属(Flectobacillus sp.)、黄杆菌属

(Flavobacterium sp.)和变形菌门的蛭弧菌属 (Bdell-

ovibrio sp.)、甲基杆菌(Methylobacteriaceae)、不动杆

菌属(Acinetobacter sp.)。Calheiros 等(2010)利用 PCR- 

DGGE 技术，分析了处理高盐度制革废水人工湿地的

微生物群落组成，发现主要细菌群落有厚壁菌门、放

线菌门、拟杆菌门和变形菌门。淡水体系人工湿地中，

Calheiros 等(2009)研究表明，芦苇湿地主要微生物群

落有 γ-变形菌、鞘脂杆菌门(Sphingobacteria)、放线

菌门和拟杆菌门；Dong 等(2010)利用 PCR-DGGE 技

术得出处理畜牧业废水的人工湿地微生物优势种属

为 γ-变形菌纲(γ-Proteobacteria)的假单胞菌(Pseudo-

monas sp.)、放线菌门的节细菌属(Arthrobacter sp.)、

厚壁菌门的芽孢杆菌属(Bacillus sp.)。人工湿地内部

微生物受湿地类型、湿地植物和基质的组成、运行方

式、理化条件、季节等各方面因素的综合影响，表现

出不同的组成和结构特点。 

4  结论 

(1) 人工湿地循环处理模拟海水养殖外排水效果

显著，对主要的污染物指标氨氮、磷酸盐和 COD 都

显现出了较高的处理效果，平均去除率分别达到了

(92.82±3.27)%、(72.53±2.31)%和(66.04±8.23)%。 

(2) PCR-DGGE 图谱表明，在盐胁迫条件下，人

工湿地内部的微生物群落组成较为丰富，并且在不同

位置都存在着一些种属相同、数量不同的生态幅广泛

的优势种。 

(3) 由于营养水平与环境条件的不同，人工湿地

内部不同位置的微生物多样性指数(H′)与相似性系数

(Cs)也不同。人工湿地下行流池微生物多样性指数要

高于上行流池，并且沿水流方向呈下降趋势；人工湿

地系统中各样品微生物相似性系数(Cs)与样品位置

存在一定关系，沿着水流方向样品距离越远，相似性

系数越小。 

(4) 海水养殖外排水人工湿地处理系统中微生物

种群分布较为广泛，与 GenBank 对应的已知微生物种

群有变形菌门、拟杆菌门、放线菌门、疣微菌门、硝

化螺旋菌门和厚壁菌门，其中，主要的优势菌群属于

变形菌门和拟杆菌门。这些微生物种群参与了人工湿

地对污染物的去除过程，并且起到了非常重要的作用。 
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Removal Effect of Mariculture Wastewater and Analysis of Microbial 
Communities in Constructed Wetlands 

WANG Jiapeng1,2, CUI Zhengguo2①
, ZHOU Qiang1,2, MA Shaosai2, QU Keming2, MAO Chengquan3 

(1. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Key Laboratory of Sustainable 
Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture, Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery 
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Abstract    Constructed wetland, a new technique of wastewater treatment, has been widely used in 

fresh aquaculture wastewater treatment but not in mariculture wastewater treatment. In present  study, 

we  established a laboratory scale integrated vertical-flow constructed wetland (IVCW) to purify the 

mariculture wastewater. We examined the removal efficiencies of the main pollutants such as ammonia 

nitrogen, phosphate and chemical oxygen demand (COD), and explored the composition and structure of 

the bacteria community in IVCW using denaturating gradient gel electrophoresis (DGGE). The results 

suggest that the IVCW efficiently removed ammonia nitrogen, phosphate and COD (92.82±3.27)%, 

(72.53±2.31)% and (66.04±8.23)%, respectively. The results show a variety of bacterial divisions in the 

IVCW. The quantities of the dominant species were different in each layer of the IVCW. The Shannon- 

Wiener (H) of the down-flow tank is higher than that of the up-flow tank and it shows a decreasing trend 

along the water flow. The Dice coefficient (Cs) of microbial community in each layer showed an inverse 

relationship between the distance along the water flow and Dice coefficient. Six known bacteria groups 

including Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Verrucomicrobia, Nitrospirae and Firmicutes 

were observed in the IVCW, and Proteobacteria and Bacteroidetes were the dominant species. This study 

provide a theoretical reference for elucidating the removal mechanism of contructed wetlands. 
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