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摘要： 针对城市污水厂二级出水深度脱氮的需求，构建了一种分段式硫自养−异养反硝化协同系

统，探究了不同耦合顺序对脱氮效能和 N2O 排放的影响，并解析了系统中电子分配的特征。结果

表明，硫自养反硝化前置的协同系统（R1）实现了硫自养段硝酸盐高效还原（去除率>75%）和亚硝

酸盐累积（6~8 mg/L），随后异养段进一步深度去除剩余氮基质，使最终出水总氮浓度降至 4~
5 mg/L，去除率达 75.5%。相比之下，异养反硝化前置的协同系统（R2）中并未发现明显的反硝化

中间产物累积。同时，R1 系统的 N2O 排放因子仅为 0.12%，显著低于 R2 系统的 0.64%。进一步

的批次实验表明，R1 系统中硫自养段电子优先分配给硝酸盐还原酶（NAR 占比 45.36%），而异养

段电子更多流向反硝化下游酶（NIR、NOR 和 NOS），这可能促进了 N2O 的还原去除。2 个系统中

的功能微生物组成较为相似，硫自养段均以硫杆菌属（Thiobacillus，54.25%~69.00%）为主导，异养

段则为伯克霍尔德菌科（Burkholderiaceae，15.82%~24.21%）和陶厄氏菌属（Thauera，5.87%~16.45%）

占优势。本研究为城市污水厂二级出水高效深度脱氮与 N2O 控制提供了新思路。
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Abstract： Stringent  nitrogen  discharge  standards  necessitate  advanced  treatment  technologies  for
secondary effluent from municipal wastewater treatment plants (WWTPs). Conventional heterotrophic
denitrification  faces  limitations,  such  as  dependence  on  organic  carbon  and  potential  emissions  of
nitrous  oxide  (N2O),  a  potent  greenhouse  gas.  To address  these  challenges,  this  study established and
systematically  evaluated  a  novel  staged  denitrification  system  that  integrates  sulfur  autotrophic  and
heterotrophic  processes.  The  primary  objective  was  to  investigate  the  effects  of  different  coupling
patterns, i.e., sulfur autotrophic followed by heterotrophic (R1) versus heterotrophic followed by sulfur
autotrophic (R2),  on overall  nitrogen removal  efficiency,  N2O emission dynamics,  and the underlying
electron  distribution  patterns  within  the  microbial  consortia.  Results  demonstrated  that  the  R1
configuration  exhibited  superior  nitrogen  removal  performance.  In  the  initial  sulfur  autotrophic  stage,
high nitrate removal efficiency (> 75%) was achieved, accompanied by consistent nitrite accumulation
(6–8  mg/L),  indicating  incomplete  denitrification.  This  intermediate  was  subsequently  utilized  in  the
downstream heterotrophic stage, facilitating the near-complete removal of residual nitrogen substrates.
Consequently,  the  R1  system  produced  a  final  effluent  with  a  remarkably  low  total  nitrogen  (TN)
concentration of 4−5 mg/L and a TN removal efficiency of 75.5%. In contrast, the R2 system, initiating
with heterotrophic denitrification, demonstrated negligible accumulation of denitrification intermediates
but  achieved  lower  overall  TN removal.  Critically,  the  R1  configuration  demonstrated  a  significantly
lower  N2O  emission  factor  (0.12%  of  the  removed  TN)  compared  to  the  R2  system  (0.64%),
highlighting  its  environmental  advantage  in  mitigating  greenhouse  gas  emissions.  To  elucidate  the
mechanistic  basis  for  these  performance  differences,  targeted  batch  experiments  were  conducted  to
quantify electron flux distribution among key denitrifying enzymes. Results indicated that in the sulfur
autotrophic  stage  of  R1,  electrons  were  preferentially  channeled  towards  nitrate  reductase  (NAR),
accounting for  45.36% of  the  total  electron flux.  Conversely,  in  the  subsequent  heterotrophic  stage,  a
substantially larger proportion of electrons was allocated to the downstream enzymes nitrite reductase
(NIR),  nitric  oxide  reductase  (NOR),  and  nitrous  oxide  reductase  (NOS).  This  electron  allocation
pattern  in  the  heterotrophic  phase  likely  promoted  the  efficient  reduction  and  removal  of  N2O,
contributing to the lower emissions observed in the R1 system. Microbial community analysis revealed
structural  similarities  between  the  systems,  with  the  sulfur  autotrophic  stage  dominated  by  the  genus
Thiobacillus  (54.25%−69.00%),  renowned  for  its  sulfur-oxidizing  denitrification  capability.  The
heterotrophic  stages  were  primarily  colonized  by  members  of  the  family  Burkholderiaceae
(15.82%−24.21%)  and the genus Thauera  (5.87%−16.45%).  This  study provides compelling evidence
that  the  staged  sulfur  autotrophic-heterotrophic  denitrification  system,  particularly  with  autotrophy
preceding heterotrophy (R1),  is  a  highly effective and sustainable strategy.  It  simultaneously achieves
advanced nitrogen removal and significantly reduces N2O emissions, offering a promising solution for
enhancing the environmental sustainability of municipal WWTPs.
Keywords：Sulfur  autotrophic  denitrification；Heterotrophic  denitrification；Electron  distribution；
Nitrous oxide；Microbial community

 

0    引　　言

目前，城市污水处理厂二级出水总氮浓度普

遍较高[1]，且其主要成分为硝酸盐，这导致受纳水

体存在潜在的氮素污染风险。同时，我国城市污

NO−2

水普遍具有低碳氮比特性（C/N<3），难以满足生物

脱氮的碳源需求，因而可能在反硝化脱氮时使中

间产物亚硝酸盐氮（ -N）和氧化亚氮（N2O）累

积[2]。亚硝酸盐具有潜在的致癌、致畸风险 [3]，

N2O是一种强温室气体，其全球变暖潜能值是
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CO2 的 265倍 [4-5]。面对日益严格的排放标准，深

度脱氮已成为污水处理工艺升级的必然选择[6]。

NO−3

生物异养反硝化作为主流脱氮工艺，在处理

低 C/N污水时需投加大量外碳源，导致污泥产

量高、运行成本高 [7]，且过量碳源可能引发出水

COD超标。为解决该问题，基于无机电子供体的

自养反硝化技术应运而生。其中，硫自养反硝化

以单质硫（S0）、硫化物或硫代硫酸盐为电子供体，

无需外加有机碳源且污泥产量低[8]。然而，硫自养

反硝化过程中优先选择 -N作为电子受体，进

而导致中间产物（亚硝酸盐、N2O）积累[9-10]。为协

同解决碳源依赖与中间产物积累问题，硫自养−异
养反硝化耦合工艺通过构建双电子供体协同代谢

网络，有效实现了功能菌群互补。其中，通常由硫

氧化菌（SOB）主导自养反硝化，异养反硝化菌

（HD）降解有机物[11]。

NO−2

近年来，硫自养−异养耦合工艺的相关研究主

要聚焦于混合营养型系统的构建与优化。例如，

陈俊等[12] 设计了固相碳源与硫磺共填的生物滤

池，KOJU等 [13] 使用甘油和木质素将自养反硝化

细菌与元素硫共固定化。由于自养与异养反硝化

速率的差异，二者存在竞争关系[14]，进而影响反硝

化过程的协同效率。同时，多种功能菌或功能酶

的特性差异、竞争大于合作等因素影响，电子流向

无法按照理想状态进行。因此，这类耦合系统中

依然存在 -N和 N2O等中间产物积累 [15]。相

比之下，通过不同功能区分别构建硫自养和异养

反硝化过程，有望实现不同的生态位，充分发挥硫

自养与异养反硝化过程的优势，进而从“电子争

夺”到“电子定向分配”转变。电子定向分配可能

在减少反硝化中间代谢产物积累方面具有优势，

有望促进整个系统的 N2O减排[16-17]。

因此，本研究构建硫自养前置与异养前置

2种耦合模式的分段式硫自养–异养反硝化系统，

评估脱氮效能、N2O排放及微生物群落结构，考察

其影响规律。同时，通过批次实验定量分析电子

分布特征，并解析不同耦合模式下电子分配特

征。本研究为实现系统高效脱氮与 N2O排放控制

提供新思路。 

1    材料与方法
 

1.1    反应器装置与运行策略

本研究构建的硫自养−异养反硝化滤池主体

由有机玻璃材料加工而成，分为上下 2层，每层有

效高度为 21 cm，层间以带小孔的有机玻璃孔板分

隔。下层底部设进水口，上层顶部配备三相分离

器以收集气体，于各层高 18 cm处设有出水口用

于液相分析取样、高 11 cm处设有填料取样口用

于获取生物膜样本。滤池内径 12 cm，外部设有保

温层，外径 18 cm。

实验设置 R1与 R2 2组反应器：R1为下层硫

自养段、上层异养段；R2为下层异养段、上层硫

自养段。硫自养段均填充 300 mL（堆积体积）硫

滤料（单质硫为主要硫源，硫含量 90%，粒径 3~
6 mm，堆积密度 1.05~1.15 g/cm3），异养段自下而

上均配置 40 mL聚羟基丁酸戊酸共聚酯（PHBV）

颗粒（粒径 3~6 mm，堆积密度 1.06 g/cm3）和 260 mL
陶粒。

NO−3

NO−3

反应器挂膜阶段，硫自养段连续接种硫自养

反硝化菌液 14 d，以完成生物膜定殖，异养段接种

南京某城市污水厂活性污泥。系统进水 -N浓

度为 20 mg/L，水力停留时间（HRT）设定为 2 h，通
过保温层维持反应温度在（26 ± 1）℃。本研究模

拟城市污水处理厂二级生化出水作为反硝化滤池

的进水，将其 -N浓度控制在 20 mg/L。污水

具体成分见表 1，微量元素浓缩液成分见表 2。
  

表 1    反应器进水成分

Table 1    Reactor influent composition
 

成分 浓度

NaNO3 121 mg/L

NaHCO3 250 mg/L

KH2PO4 50 mg/L

MgCl2·6H2O 10 mg/L

CaCl2·2H2O 5 mg/L

FeSO4·6H2O 1 mg/L

微量元素浓缩液 1 mL/L
 
  

表 2    微量元素浓缩液成分

Table 2    Composition of trace element concentrate
 

成分 浓度/（g·L−1）

EDTA·2Na 10.00

CoCl2·6H2O 0.15

ZnSO4·7H2O 0.12

MnCl2·4H2O 0.12

CuSO4·5H2O 0.03

Na2MoO4·2H2O 0.06

FeCl3·6H2O 0.40

H3BO3 0.15
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1.2    检测与分析方法 

1.2.1    水质指标

NO−3 NO−2

水样中总有机碳（TOC）采用 TOC分析仪

（TOC-L cph，岛津，日本）测定； -N、 -N和

硫酸盐浓度采用离子色谱（ICS-1000，Dionex，美
国）测定。

气态 N2O使用气体采样袋收集 ；溶解态

N2O使用一次性真空管从出水口采集 5  mL含

N2O水样，振荡后 4 ℃ 冷藏静置 24 h，使 N2O达

到气液平衡后收集顶空气体。

N2O采用安捷伦 7890B气相色谱仪测定，所

用色谱柱为 HayeSep Q填充柱 6Ft 1/8，色谱条件

为柱温箱 60 ℃，流量恒压模式 275 kPa；火焰离子

化检测器（FID）的检测条件为 250 ℃，空气流量

450 mL/min，氢气流量 45 mL/min，尾吹氮气流量

25 mL/min；电子捕获检测器（ECD）的检测条件为

300 ℃，尾吹氩甲烷气流量 5 mL/min。催化过程

中镍催化剂 375 ℃，运行时间 7.5 min。

CL =CG

(
βRT
22.4

+
VG

VL

)
（1）

CL

CG

β

式 中： 为 平 衡 前 液 相 中 待 测 气 体 的 浓 度

（mol·L−1）； 为平衡后气相中待测气体的浓度

（mol·L−1）； 为待测气体的 Bunsen溶解度（6.66
Pa−1）；R 为气体常数（8.31 L·kPa·mol−1·K−1）；T 为绝

对温度（K）；22.4为 N2O气体的摩尔体积（L·mol−1）；
VG 为顶空体积（L）；VL 为待测水样体积（5 mL）。

EFN2O =
EN2O

LTNR
×100% （2）

EFN2O EN2O式中， 为 N2O排放因子（%）； 为 N2O每

天产量（mg·d−1）；LTNR 为总氮去除负荷（mg·d−1）。 

1.2.2    高通量测序与数据处理方法

在反应器的运行初期和运行稳定后的末期，

分别从 R1与 R2反应器的硫自养层、异养层采集

3份的污泥平行样 ，利用 FastDNA  Soil  Kit（MP
Biomedicals CA, USA）试剂盒提取总 DNA。将提

取的微生物 DNA样品委托北京诺禾致源科技股

份有限公司，在Novaseq-PE250平台上对 16S rRNA
基因 V4高变区进行扩增子测序，所用引物对为

515F和 806R。
原始测序数据采用 QIIME 2（v2024.2）平台进

行分析。首先使用 DADA2方法进行质量控制和

降噪处理，生成高质量的特征表和代表性序列。

然后将代表性序列与 Greengenes2数据库进行比

对，获得物种分类信息。最后使用 Vegan包分析

α多样性（Shannon指数和 Chao1指数）和 β多样

性。使用 R语言程序包 ggplot2进行数据可视化。 

1.3    批次实验设计与方法

在反应器连续稳定运行结束后，采用批次实

验对硫自养–异养耦合系统中电子分配特征进行

系统性解析。本研究共设计 3组不同电子受体的

实验，详细条件见表 3。
  

表 3    各组批次实验进水氮素组成

Table 3    Nitrogen composition of influent in each
group of batch experiments

 

组别 氮素

a NO−320 mg/L  -N

b NO−220 mg/L  -N

c NO−3 NO−210 mg/L  -N, 10 mg/L  -N
 

NO−3 NO−2定时取样监测实验出水中 、 和 N2O
浓度，绘制浓度曲线，并计算反硝化各阶段电子分

配率，具体计算方法参考已有研究[18-19]。

rNO−3 ,a
rNO−2 ,a

rN2O,a

氮氧化物的表观比还原速率（ 、 和

）通过最大消耗速率除以反应器中的 MLVSS
浓度计算得到。氮氧化物的真实比还原速率计算

如下：

rNO−3
= rNO−3 ,a

（3）

rNO−2
= rNO−2 ,a

+ rNO−3
（4）

rNO = rNO,a+ rNO−2
（5）

rN2O = rN2O,a+ rNO （6）
rNO−3

rNO−2
rNO rN2O NO−3 NO−2式 中： 、 、 和 分 别 为 、 、

NO和 N2O的真实比还原速率（mg/（g-VSS·h））。
由于 NO对细菌细胞有毒性，在生物反硝化过程

中，NO会被优先还原，因此，N2O的真实比还原速

率可以按式（7）计算：

rN2O = rN2O,a+ rNO−2
（7）

利用式（8）~（11）计算反硝化步骤中还原酶的

比电子消耗速率：

rNAR,e =
rNO−3

14
×2 （8）

rNIR,e =
rNO−2

14
×1 （9）

rNOR,e =
rNO

14
×1 （10）

rNOS,e =
rN2O

14
×1 （11）

rNAR,e rNIR,e rNOR,e rNOS,e式中： 、 、 和 分别表示硝酸盐氮

还原酶（NAR）、亚硝酸盐氮还原酶（NIR）、一氧化

氮还原酶（NOR）和氧化亚氮还原酶（NOS）的比电
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子消耗速率（mmol-e/（g-VSS·h））。
电子分布为反硝化酶的比电子消耗率与总电

子消耗率的比值，计算如下：

ED =
rNOred,e

rNAR,e+ rNIR,e+ rNOR,e+ rNOS,e
×100% （12）

rNOred,e

式中：ED 表示反硝化过程中电子分布率 （%）；

表示反硝化酶的比电子消耗速率（mmol-e/
（g-VSS·h））。 

2    结果与讨论
 

2.1    不同耦合模式下反应器脱氮性能 

2.1.1    氮浓度

NO−3 NO−2

通过连续 672 h的运行实验，对比分析了 2种

耦合模式反应器系统的脱氮效能及亚硝酸盐积累

的规律，如图 1所示。R1下层硫自养段主要还原

硝酸盐，出水 -N浓度低于 5  mg/L，而 -

NO−2
NO−3

NO−3 NO−2
NO−3

N积累 6~8 mg/L。随后，上层异养段通过有机碳

源代谢将 -N浓度降至 3~5 mg/L，并维持最终

出水 -N平均浓度约为 1 mg/L。最终，出水总

氮浓度降至 4~5 mg/L，去除率达 75.5%。相比之

下，R2则呈现完全反硝化特征 [20]，异养段出水的

-N浓度（13.8 ± 2.1）mg/L，且无明显 -N积

累（< 2 mg/L）；上层硫自养段进一步将 -N浓

度降至 2 mg/L以下。

NO−2

NO−3
NO−2

NO−2

R1中 -N“下层积累−上层去除”的变化表

明其耦合模式实现了电子供体的定向利用，即下

层硫自养段电子优先流向硝酸盐氮还原酶，驱动

-N的高效转化，上层异养段的电子则更多地

流向亚硝酸盐氮还原酶，完成 -N的深度去

除。R2系统各段均未出现 -N积累，暗示该耦

合模式未形成电子传递的分层级调控，硫自养段

与异养段可能表现出相似的电子分配特征。
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图 1   反应器 R1 和 R2 出水氮氧化物浓度

Fig. 1    Nitrogen oxide concentrations in the effluent from reactors R1 and R2
 
 

2.1.2    N2O 排放特征

NO−2除 -N外，N2O排放特征是反硝化过程碳

排放量化的关键指标。为评估硫自养−异养耦合

体系对 N2O排放的影响，本研究在系统稳定期定

量检测了 2种反应器的气、液两相 N2O，结果如

图 2所示。其中，由于下层溶解态的 N2O会流经

上层，而上层反硝化过程同时产生和还原去除

N2O，因此反应器总体 N2O排放浓度为气态 N2O
与上层溶解态 N2O之和。

R2总体 N2O排放浓度（120.26 μg/L，其中气

态 18.06 μg/L，上层溶解态 102.20 μg/L）显著高于

R1（18.86 μg/L，其中气态 7.67 μg/L，上层溶解态

11.19  μg/L） ，前者约为后者的 6.4倍。相应地 ，

R2排放因子（0.64%）也远高于 R1（0.12%），为 R1
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图 2    总 N2O 排放因子，包括气态 N2O

及不同层溶解态 N2O 浓度

Fig. 2    N2O emission factors, including gaseous N2O and

dissolved N2O concentrations from different layers
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的 5.3倍。值得注意的是，2个反应器均呈现溶解

态 N2O占比优势（R1：59.3%，R2：85.0%），因此，可

以通过追踪反应器各层出水中溶解态 N2O浓度来

进一步探究其排放的空间分布特征。

NO−2

N2O空间分布特征解析表明，R1下层硫自养

段的溶解态 N2O浓度高达 70.38 μg/L，而 R2下层

异养段仅 8.09 μg/L，证实 N2O主要在硫自养区域

生成。事实上，R1反应器硫自养段的亚硝酸盐积

累显著驱动了 N2O的释放，主要是由于电子供体/
受体不匹配：当硫氧化速率（电子供给速率）与硝

酸盐还原为亚硝酸盐的速率相对较快，但亚硝酸

盐进一步还原为氮气的速率相对较慢时，会导致

亚硝酸盐在系统中积累。类似地，R2上层硫自养

段 N2O浓度较 R1下层高 45%。与 -N变化规

律类似，N2O在 R1系统中呈现的“积累−去除”变

化进一步证实了其电子供体的流向。这有效降低

了 N2O逃逸释放，为氮素转化过程中温室气体的

控制提供了新思路和实验依据。 

2.1.3    TOC 浓度

出水 TOC结果显示（图 3），硫自养段（R1下

层与 R2上层）均值 4~5 mg/L，异养段（R1上层与

R2下层）均值 8~9 mg/L，均远低于文献所报道的

39.75~82.42 mg/L[21]，这可能归因于反应器设计中

固相碳源投配量与水力参数的不同。值得注意的

是，FENG等 [22] 在相近 PHBV投加量下的碳源释

放动力学实验表明，单位质量碳源释放的溶解性

有机物仅 0.19 mg/g（折算 TOC浓度约为 7.6 mg/L），
与本研究数值相近。这些研究表明，通过精准调

控固相碳源填装比例，可在满足反硝化碳需求的

同时，有效控制溶解性有机物残留，避免因过量释

放导致的二次污染风险。
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图 3   反应器 R1 和 R2 出水 TOC 浓度

Fig. 3    TOC concentrations in the effluent

from reactors R1 and R2 

2.2    微生物群落结构分析

采用 16S rRNA高通量技术分析了硫自养−异
养耦合系统初始时期与稳定期的微生物群落结构

差异。其中，C0和 S0分别为初始时期异养段、硫

自养段的样品，R1-C、R2-C、R1-S和 R2-S分别为

稳定期的 R1异养段、R2异养段、R1硫自养段和

R2硫自养段。图 4展示了微生物主要的 11个门

的菌群相对丰度。
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图 4   耦合系统中门水平群落结构

Fig. 4    Microbial community structure at phylum

level of the coupled system
 

在硫自养段中，初期主导的假单胞菌门

（Pseudomonadota，94.50%）在稳定运行后其丰度显

著下降，而异养段该菌门丰度从初始的 63.10% 升

至 R1-C的 73.75% 和 R2-C的 73.79%。这反映假

单 胞 菌 门 具 有 可 塑 性， 其 下 属 的 硫 杆 菌 属

（Thiobacillus）和假单胞菌属（Pseudomonas）分别

主导硫自养与异养反硝化过程[23-24]。

NO−2

NO−2

此外，硫自养段中的弯曲菌门（Campylobacterota）
为标志性硫氧化脱氮菌[25]；绿弯菌门（Chloroflexota）
的代谢活动与硫自养段的 N2O积累密切相关[26]。

异养段中的髌骨细菌门（Patescibacteria）和拟杆菌

门（Bacteroidota）丰度与 -N还原效率呈正相

关[27]，因此二者在 R2中的较高丰度有效抑制了

-N积累。此外，有机碳源促进了异养菌粘球

菌门（Myxococcota）和放线菌门（Actinomycetota）
在 R2中显著富集[28-30]。

属水平微生物群落结构如图 5所示。硫杆菌

属（Thiobacillus）作为典型的硫自养反硝化菌[31-32]，

在 S0、R1-S、R2-S中占绝对优势（相对丰度分别

为 72.93%、69.00% 和 54.25%）。在初始群落中，

具有 N2O还原优势的热单胞菌属（Thermomonas）
丰度显著降低[33]，其生态位可能由硫单胞菌属

（Sulfurimonas） 替 代 。 脱 硫 芽 孢 杆 菌 属

（Desulfobacillus）作为还原硫酸盐的细菌 [34]，在
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R2中丰度比 R1高，证明 R2上层硫自养段受残留

有机碳的影响而发生硫酸盐还原过程。
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图 5   耦合系统中属水平群落结构变化

Fig. 5    Variations of the community structure at genus

level of the coupled system
 

异养段中，隶属于伯克霍尔德菌科的菌属

（Burkholderiaceae_A）、陶厄氏菌属（Thauera）和固

NO−2

氮螺菌属（Azospira）构成核心微生物群落。其中，

相对于初始时期（22.98%），Burkholderiaceae_A 在

R1中相对丰度上升 （ 24.21%） ，在 R2中下降

（15.82%），表明其可能偏好利用亚硝酸盐进行异

养反硝化。Thauera 在 R2的丰度（16.45%）显著高

于 R1（5.87%），其富集可能增强全程反硝化过

程[35]，减少 R2下层出水中的 -N积累。此外，

Azospira_A 在稳定期丰度显著提升 （初期时期

1.38%，稳定期 R1为 8.28%，R2为 11.54%），动胶

菌属（Zoogloea）在 R1中丰度不足 1.00%，在 R2中

维持 6.7% 不变。此趋势与 TONG等[36] 以乙酸盐

作碳源的系统中一致。

α

α

群落的 多样性如图 6所示，长期运行显著提

升了各反应器微生物群落的 多样性。异养段

Shannon指数增幅分别为 3.43%（ R1）和 6.57%
（R2），Chao1指数增长 19.44%（R1）和 18.74%（R2）。
硫自养段的多样性提升更为显著，Shannon指数增

幅分别达 16.16%（R1）和 68.45%（R2），Chao1指数

升高 63.15%（R1）和 113.88%（R2）。这表明稳定运

行能有效促进微生物群落结构复杂化，且硫自养

系统的多样性增幅更大。R2的硫自养段群落比

R1展现出更为显著的多样性，可能与溶解性有机

物密切相关，促使反应器具有混合营养特性，从而

提高微生物多样性[24]。
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图 6   耦合系统中群落的 α 多样性

Fig. 6    α diversity of the community in the coupled system
 
 

2.3    电子分配特征

为探究硫自养−异养耦合系统的电子分布特

征与耦合模式，本研究通过批次实验对比了 2种

耦合模式下的氮还原速率和电子分布规律。由于

反硝化中间产物的动态转化会影响表观动力学特

征，因此采用真实比还原速率和电子分布指标反

映电子在多步还原反应中的竞争与分配行为。

NO−3
NO−3

NO−2 NO−2
NO−3

NO−3

如图 7所示，2种反应器各反应层中氮氧化物

真实比还原速率与反硝化酶电子分布呈现显著差

异。在 R1中，下层硫自养段单一 组（a组）的

的真实比还原速率（1.35 mg/（g-VSS·h））是单

一 组 （ b组 ）中 （ 0.77  mg/（ g-VSS·h） ）的

1.75倍，表明硫自养段中 对电子的竞争力更

强。类似地，上层异养段在 a组的 真实比还
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NO−2

NO−3

原速率（1.0 mg/（g-VSS·h））为 b组 （0.70 mg/
（g-VSS·h））的 1.42倍，表明异养对底物的适应性

更高。需要注意的是，a组中硫自养段的 真实

比还原速率为异养段的 1.35倍，与通常认为的异

养反硝化速率更高相矛盾[37]。这是因为本研究使

用可降解高聚物 PHBV作为有机碳源，并非传统

NO−3

反硝化滤池中最优或易降解的碳源。高聚物

PHBV在被反硝化菌利用之前，需要被水解酸化

菌降解为小分子有机物，因而限制了异养反硝化

速率[38]。相比之下，R1反应器中硫单质滤料显著

高于进水中 -N浓度，电子供体浓度相对充足，

因而增强了自养反硝化速率。
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NO−3 NO−2
NO−2 NO−3

NO−2
NO−3
NO−2

NO−3

混合电子受体组（c组）硫自养段和异养段的

真实比还原速率均低于 ，符合热力学规

律， 比 具有更低的负标准吉布斯自由

能[39]。其中，异养段 真实比还原速率（0.85 mg/
（g-VSS·h））比 （0.49  mg/（g-VSS·h））高 73%，

而硫自养段的 真实比还原速率 （ 0.90  mg/
（g-VSS·h） ） 仅 比 （ 0.74  mg/（ g-VSS·h） ） 高

21%。因此，a组实验以硝酸盐氮为电子受体时，

硫自养段流向 NAR的电子比例高达 45.36%。同

时，c组中硫自养段流向 NAR的电子（35.68%）高

于异养段（27.99%），后者更多的电子流向了 NIR、
NOR和 NOS，这与 LIU等 [40] 曾报道的反硝化生

物膜/絮凝体系统电子分配规律一致。

NO−2
NO−3

NO−2

相比之下，R2电子分配呈现出不同的特征。

下层异养段 b组的 真实比还原速率（0.75 mg/
（g-VSS·h） ）是 a组 （ 0.62  mg/（ g-VSS·h） ）的

1.2倍，进一步证实了异养段 NIR酶对电子的竞争

力更强。上层硫自养段 a、b组的真实比还原速率

相近，无显著电子受体偏好性，这解释了 2.1.1节

中 R2硫自养段出水中 -N浓度低的现象。电

子分布数据进一步显示，R2硫自养段和异养段的

电子分布比例差异小（<1%），且 NAR酶始终占主

导（a组占 46%，c组占 33%），该结果与非碳源限

制条件下的电子分布一致[41]。

NO−3

NO−3

NO−3

NO−3

NO−3
NO−2

对比 2个系统，R1在混合电子受体条件下的

真实比还原速率降幅显著（c组相较于 a组），

而 R2保持稳定。从理论上讲，在电子供体充足

时， 真实比还原速率不受其他电子受体影响，

只有在电子供应受到限制时，电子受体种类增加

才会导致电子竞争加剧，进而导致 真实比还

原速率下降[18]。此处表现差异可以归因于 2种滤

料电子供给方式和耦合模式的不同。R1系统中

仅有硫滤料表面微生物直接获电子，呈现受限状

态；而 R2系统中有机碳源 PHBV通过酶解/物理

解双重途径释碳，能够缓解传递限制，呈现电子供

体充足的状态[42]。同时，R2下层释放的溶解性有

机物为上层提供辅助电子源，使其 真实比还

原速率降幅（15%）远低于 R1（51%）。此外，R1上

层异养段的 真实比还原速率显著下降可能

与长期接收含 -N的进水导致群落结构变化

有关。

NO−3
NO−2

NO−3 NO−2

不同反应器间的同种工艺段对比显示，单一

电子受体条件下，R1的硫自养段和异养段 真

实比还原速率均显著高于 R2，但其 真实比还

原速率略低于 R2，与 R1出水亚硝酸盐氮残留现

象相关。R2的总 还原速率和 还原速率

相近，更可能源于固相碳源释碳作用，而非层级间

电子分配互补。综上，尽管 R1总氮去除率低于
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R2，但其层级间电子分布呈现互补特征，初步实现

了耦合系统可以针对性调控电子分配。 

3    结　　论

NO−3 NO−2

（1）硫自养段前置的 R1系统实现了较高的脱

氮效能和良好的 N2O减排。其中，硫自养段优先还

原 -N（出水浓度低于 5 mg/L， -N 6~8 mg/L，
N2O积累 70.38 μg/L），异养段进一步去除硝酸盐

氮和中间产物，最终总氮去除率达 75.5%，N2O总

排放浓度 18.86 μg/L，排放因子低至 0.12%。相比

之下，异养段前置的 R2系统未表现出电子定向分

配的效果，且最终 N2O总浓度 120.26 μg/L，排放因

子为 0.64%。

（2）硫自养段均以 Thiobacillus 为主导（R1为

69.00%，R2为 54.25%），异养段由Burkholderiaceae_
A（R1为 24.21%，R2为 15.82%）和 Thauera（R1为

5.87%，R2为 16.45%）主导。R1硫自养段中更高

度富集的优势菌可能促进了单质硫电子供体的定

向分配。

（3）批次实验验证了 R1中存在电子定向分

配。R1硫自养段电子分配至 NAR酶的比例达到

45.36%，异养段中电子更易分配至反硝化下游功

能酶（NAR酶利用的电子仅占 27.99%），形成反硝

化不同步骤之间的互补。R2硫自养段和异养段

的电子分配比例高度一致，未表现出电子分配的

偏好性。
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