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摘要：为了研究人工湿地处理中碳 ／氮水平的废水时植物种类及多样性对系统甲烷释放及功能基因丰度的影响，我们构建了实

验尺度的人工湿地微宇宙实验系统。 选取千屈菜（Ｌｙｔｈｒｕｍ ｓａｌｉｃａｒｉａ Ｌ．）和海寿花（Ｐｏｎｔｅｄｅｒｉａ ｃｏｒｄａｔａ Ｌ．）２ 种人工湿地常用、景观

效果好的植物，在系统中配置了单种处理和两物种混种处理。 结果表明：千屈菜与海寿花混种系统的甲烷释放强度（８．７８ ｍｇ

ＣＨ４ ｍ－２ ｄ－１）高于两物种单种系统的平均值（６．９７ ｍｇ ＣＨ４ ｍ－２ ｄ－１）（Ｐ ＜ ０．００１），同甲烷释放一样，混种系统的 ｍｃｒＡ 基因绝对丰

度（９７７５４１．６ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ ｄｗ ｓｏｉｌ）也高于两物种单种系统的平均值（５８５１４６．８ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ ｄｗ ｓｏｉｌ），但混种系统的 ｐｍｏＡ 基因绝对丰度

（３２６９５６．６ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ ｄｗ ｓｏｉｌ）低于两物种单种系统的平均值（１０４３６１６．０ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ ｄｗ ｓｏｉｌ）（Ｐ ＜ ０．００１）。 此外，混种系统的微生物

量、植物生物量高于两物种单种系统的平均值（Ｐ ＜ ０．０１），但出水铵态氮浓度低于两物种单种系统的平均值（Ｐ ＜ ０．０５），出水总

有机碳浓度和硝态氮浓度在单混种系统间无显著差异（Ｐ ＞ ０．０５）。 千屈菜单种系统和海寿花单种系统间的甲烷释放强度、

ｐｍｏＡ 基因绝对丰度、微生物量、植物生物量和出水铵态氮浓度存在显著差异（Ｐ ＜ ０．０５），但 ｍｃｒＡ 基因绝对丰度、出水总有机碳

和硝态氮浓度无显著差异（Ｐ ＞ ０．０５）。 为了达到人工湿地的高净化效率，需要将千屈菜与海寿花混合种植，但混合种植强化甲

烷释放。 通过植物种类和丰富度对各指标变异的解释度（ω２）分析发现，植物种类对甲烷释放、ｐｍｏＡ 基因绝对丰度、出水铵态

氮的影响大于植物丰富度，但对 ｍｃｒＡ 基因绝对丰度的影响小于植物丰富度。

关键词：ｍｃｒＡ 基因；ｐｍｏＡ 基因；生态系统功能；生物多样性；温室气体
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４ ⁃Ｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｐｌａｎｔ
ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｉｃｈｎｅｓｓ， ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｎ ｍｃｒＡ ａｂｓｏｌｕｔｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｗａｓ ｓｍａｌｌｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｒｉｃｈｎｅｓｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｍｃｒＡ ｇｅｎｅ； ｐｍｏＡ ｇｅｎｅ； ｅｃｏｓｙｓｔｅｍ ｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｇ； ｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ； ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅ ｇａｓ

人工湿地是一种强化自然过程的污水处理工程系统，通过微生物转化和植物吸收等途径去除污水中各种

污染物，如碳、氮和磷等［１］。 人工湿地的建设、运行成本低，处理效果好，是一种绿色、有效的污水处理技

术［２］。 虽然有很多优点，但由于污水中的碳含量较高，人工湿地也会释放一定量的甲烷［３］。 甲烷的全球变暖

潜力是二氧化碳的 ２８ 倍，是造成大气变暖的最重要的温室气体之一［４］。 此外，甲烷还通过其他化学反应对气

候产生间接影响［５］。 因此，人工湿地的甲烷排放受到越来越多的关注。
甲烷排放是由甲烷产生和甲烷氧化共同决定的［６］。 在人工湿地中，植物和微生物共同作用于甲烷的产

生和氧化过程。 植物在甲烷排放中扮演着重要的角色（ Ｉ）通过植物根系为产甲烷菌提供可用的有机碳［７］；
（ＩＩ）将氧气输送到根际，从而抑制甲烷生成和增强甲烷氧化成二氧化碳［８］；（ＩＩＩ）通过通气组织传输甲烷［９］。
除了植物，微生物在人工湿地中起着关键作用，决定了甲烷过程速率［１０］。 产甲烷菌和甲烷氧化菌分别是甲烷

产生和氧化的微生物［１１］。 产甲烷菌是在有机物的厌氧降解过程产生甲烷［６］，甲烷氧化菌仅利用甲烷为碳源

和能源，将甲烷氧化成二氧化碳［９］。 产甲烷菌相关的甲基辅酶 Ｍ 还原酶基因（ｍｃｒＡ）和甲烷氧化菌相关的甲

烷氧化单加氧酶基因（ｐｍｏＡ）作为功能基因，分别可以定量产甲烷菌和甲烷氧化菌［６］。 此外，其他因素如进水

Ｃ ／ Ｎ 比在甲烷排放中也起着关键作用［１２］。
一些研究发现，有植物的人工湿地系统比无植物的人工湿地系统排放更高强度的甲烷［１３］，也有研究发现

人工湿地植物种类对甲烷排放有不同影响［６］。 一些植物会促进甲烷排放，另一些植物会减少甲烷排放［１４］。
这些结果可能是由于不同的植物种类造成的，因为植物可以为微生物提供氧气和有机物［１５］，调节甲烷过程。
不同植物的代谢周期、氧气释放及通气组织结构和数量可能不同［１６⁃１７］。 最近，在人工湿地中增加了植物多样

性设计，表明植物多样性提高氮去除效率［１８⁃２０］，增强微生物生物量和酶活性［２１］、增加植物生物量［２０， ２２］。 然

而，据我们所知，只有少数研究关注植物多样性对甲烷排放的影响，并且，植物多样性对甲烷排放的影响还存
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在争议。 一项研究发现植物多样性促进甲烷排放［２３］，而另外两项研究发现植物多样性不影响甲烷排

放［２０， ２４］。 所有这些研究都只测定了人工湿地甲烷释放强度，未涉及甲烷过程相关功能基因等机理方面的内

容，也未分析植物丰富度与植物种类对甲烷释放的相对贡献比例，而且这些研究都是在低碳氮比水平（Ｃ ／ Ｎ＜
１∶１）的生境中进行的。 入水碳氮比在微生物和甲烷排放中起着至关重要的作用。 许多研究表明，中等比例的

Ｃ ／ Ｎ 比最有利于人工湿地甲烷的低水平排放和高营养去除［１２， ２５， ２６］。 目前尚不清楚，在 Ｃ ／ Ｎ 比率处于中间水

平的生境中，植物多样性对人工湿地甲烷排放及其功能基因丰度的影响。
针对上述问题，我们在中国东南部的福建省福州市福建农林大学构建了实验尺度的人工湿地微宇宙系

统，配置了千屈菜单种系统、海寿花单种系统、千屈菜和海寿花混种系统，研究（１）人工湿地处理中 Ｃ ／ Ｎ 比废

水时，植物多样性是否影响系统甲烷排放？ （２）人工湿地处理中 Ｃ ／ Ｎ 比废水时，植物多样性是否影响产甲烷

菌和甲烷氧化菌的功能基因丰度？ （３）如果植物多样性影响系统甲烷排放，植物丰富度与植物种类对甲烷释

放的相对贡献比例如何？ （４）如果植物多样性影响系统甲烷排放，甲烷排放是否与产甲烷菌功能基因丰度、
甲烷氧化菌功能基因丰度和系统氮去除效率一致。

１　 材料与方法

１．１　 实验设计

２０１７ 年 １—９ 月，在福建省福州市福建农林大学校园实验基地（１２０° ０５′ Ｅ，３０° １８′ Ｎ）设计了一套垂直流

人工湿地微宇宙系统。 为保证植物根系有充足的生长空间，人工湿地微宇宙采用正方体设计（长 × 宽 × 高 ＝
４５ ｃｍ × ４５ ｃｍ × ４５ ｃｍ），并填充用自来水清洗过的河沙作为培养基质，填充深度为 ３０ ｃｍ。 选取了千屈菜

（Ｌｙｔｈｒｕｍ ｓａｌｉｃａｒｉａ Ｌ．）和海寿花（Ｐｏｎｔｅｄｅｒｉａ ｃｏｒｄａｔａ Ｌ．）２ 种人工湿地常用、景观效果好的植物。 ２０１７ 年 ３ 月

初，从园艺公司购买了两种植物的幼苗。 选取生长健壮、株高、体积、长势基本一致的幼苗，分别配置了 ２ 个单

种处理和 １ 个两物种混种处理，每个处理重复 ３ 次。 每个人工湿地微宇宙系统随机种植 １２ 棵植物，混种系统

中的两种植物随机分布且棵数相同，均为 ６ 棵。
本实验用的模拟污水是在霍格兰营养液的基础上加以调整，即无机氮浓度为 １１２ ｍｇ ／ Ｌ，硝铵比为 １∶１。

在此基础上，我们添加葡萄糖作为碳源，碳氮比为 ５∶１。 依据人工湿地的水力停留时间，我们每 １０ ｄ 注入一次

污水，使水面高于沙面 ５ ｃｍ。
１．２　 取样与分析

采用国际通用的静态气密箱和气象色谱技术检测系统的甲烷通量。 气密箱是由聚氯乙烯材料定制的圆

柱箱体，其尺寸（高 １２０ｃｍ，直径 ４４ｃｍ）是根据本实验人工湿地微宇宙的尺度和所种植植物的高度确定。 按照

Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ． （２０１２） ［２３］的方法，我们于 ２０１７ 年 ８ 月 ２６ 日，采集了每个人工湿地微宇宙的气体样品。 气体样

品在气象色谱 ７８９０Ｂ（Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０Ｂ， ＵＳＡ）上测定。
２０１７ 年 ８ 月 ２７ 日，我们依次打开每个微宇宙系统的出水开关，收集出水样品。 水样暂存于 ４℃冰箱，用

于测定水样中的碳氮浓度。 随后，从各个微宇宙系统收获整株植物样品。 之后，采集每个微宇宙系统的基质

样品，每个系统随机采集 ５ 个点，然后混合成一个基质样品。 基质样品暂存于 ４℃冰箱和 －２０℃冰柜中，分别

用于定量基质中微生物生物量和甲烷功能基因。 植物样品于 ６５℃烘干至恒重，用于计算植物生物量。 基质

微生物生物量采用氯仿熏蒸⁃总有机碳分析仪（ＴＯＣ⁃Ｌ， Ｊａｐａｎ）测定。 水样中的硝态氮和铵态氮浓度用全自动

间断分析仪（Ｓｍａｒｔ Ｃｈｅｎ ２００， Ｉｔａｌｙ）测定，水样中的总有机碳浓度用总有机碳分析仪（ＴＯＣ⁃Ｌ， Ｊａｐａｎ）测定。
１．３　 ＤＮＡ 提取与实时荧光定量 ＰＣＲ

用 Ｓｏｉｌ ＤＮＡ ｋｉｔｓ ＤｃＰ３３６ （ＴＩＡＮＧＥＮ， Ｃｈｉｎａ）试剂盒提取和纯化基质样品基因组 ＤＮＡ，具体方法步骤参照

试剂盒说明。 用 １％琼脂糖凝胶电泳对所提取的基质 ＤＮＡ 样品质量进行检测。 基质 ＤＮＡ 样品暂存于－２０ ℃
冰箱保存，待分析。

对基质样品中的产甲烷菌相关的甲基辅酶 Ｍ 还原酶基因（ｍｃｒＡ）和甲烷氧化菌相关的甲烷氧化单加氧酶
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基因 α 亚基 （ ｐｍｏＡ） 进行绝对定量分析。 用于 ｍｃｒＡ 基因扩增的引物序列分别为 ｍｃｒＡ 上游引物 ５′⁃
ＣＡＡＡＧＧＧＡＡＣＣＣＡＧＧＡＡＧＴ⁃３′和 ｍｃｒＡ 下游引物 ５′⁃ＧＣＡＧＧＴＣＧＴＡＧＣＣＧＡＡＧＡ⁃３′。 用于 ｐｍｏＡ 基因扩增的引

物序列分别为上游引物 ５′⁃ＧＧＮＧＡＣＴＧＧＧＡＣＴＴＣＴ⁃ ＧＧ⁃３′和下游引物 ５′⁃ＧＧＴＡＡＲＧＡＣＧＴＴＧＣＮＣＣＧＧ⁃３′。
利用 ＡＢＩ７５００ （Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ， ＵＳＡ）测定产甲烷菌 ｍｃｒＡ 基因和甲烷氧化菌 ｐｍｏＡ 基因的拷贝数。 简

短的讲就是：反应体系（２０ μＬ）：１０ μＬ ２ × Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ，０．５ μＬ 上游特异引物 （１０ μＭ），０．５ μＬ 下游特异引物

（１０ μＭ），２ μＬ ＤＮＡ 模板，７ μＬ 水。 ＰＣＲ 反应条件为：９５ ℃， ３０ ｓ；４０ 个 ＰＣＲ 循环（９５ ℃，５ ｓ，６０ ℃，４０ ｓ（收
集荧光））。 为了建立 ＰＣＲ 产物的溶解曲线，扩增反应结束后，按（９５ ℃，１０ ｓ， ６０ ℃，６０ ｓ，９５ ℃，１５ ｓ），并从

６０ ℃缓慢加热到 ９９ ℃（仪器自动进行⁃Ｒａｍｐ Ｒａｔｅ 为 ０．０５ ℃ ／ ｓ）。 最后结合土壤干土百分数计算基因拷贝

数（ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ ｄｒｉｅｄ ｗｅｉｇｈｔ （ｄｗ） ｓｏｉｌ）。
１．４　 植物丰富度和植物种类对各响应变量的相对贡献分析

参照 Ｇｒａｈａｍ ｅｔ ａｌ． （２００１） ［２７］和 Ｄｕｆｆｙ ｅｔ ａｌ． （２００５） ［２８］方法，对混种系统与单种系统有显著差异的指标

进行植物丰富度和植物种类的相对贡献分析，即先进行单因素方差分析再将该平方和分为单种与混种之间的

先验对比，即丰富度效应，剩余平方和代表植物种类的效应，这两种效应使用方差分析中误差的均方 ＭＳ 作为

Ｆ 检验的分母，计算植物种类和丰富度效应的大小，ω２表示植物种类或丰富度对总变异的解释度，ω２的数值越

大表示植物种类或丰富度的作用越强。
１．５　 统计分析

所有数据统计分析均在 ＳＰＳＳ １６．０ 中完成，所有数据均用平均值±标准误表示。 采用单因素方差分析比

较植物单种系统与混种系统各指标是否存在差异（Ｐ ＝ ０．０５），若差异显著则进行多重比较（Ｔｕｋｅｙ ｍｅｔｈｏｄ）。

２　 结果与分析

２．１　 植物种类和多样性对甲烷释放及功能基因丰富的影响

千屈菜单种系统和海寿花单种系统间的甲烷释放强度分别为 ５．４２ ｍｇ ＣＨ４ ｍ－２ ｄ－１和 ８．５１ ｍｇ ＣＨ４ ｍ－２

ｄ－１，两系统间存在显著差异（图 １ Ａ，Ｐ ＜ ０．００１）。 千屈菜与海寿花混种系统的甲烷释放强度高于两物种单种

系统的平均值，其释放强度分别为 ８．７８ ｍｇ ＣＨ４ ｍ
－２ ｄ－１和 ６．９７ ｍｇ ＣＨ４ ｍ

－２ ｄ－１（图 １ Ｂ，Ｐ ＜ ０．００１）。 此外，混种

系统的甲烷释放强度显著高于千屈菜单种系统，但与海寿花单中系统间无显著差异（图 １Ｃ，Ｐ ＜ ０．００１）。 通

过植物种类和丰富度对甲烷释放变异的解释度（ω２）发现，植物种类和丰富度分别解释变异的 ６６．０％和 ２９．９％
（表 １），说明植物种类对甲烷释放的影响大于植物丰富度。

图 １　 植物种类（Ａ）、多样性（Ｂ）和植物种类与多样性（Ｃ）对甲烷释放的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ （Ａ）， ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ （Ｂ）， ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ （Ｃ） ｏｎ ｍｅｔｈａｎｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ

植物种类简写：Ｌｓ （千屈菜）， Ｌｙｔｈｒｕｍ ｓａｌｉｃａｒｉａ； Ｐｃ （海寿花）， Ｐｏｎｔｅｄｅｒｉａ ｃｏｒｄａｔａ

千屈菜单种系统和海寿花单种系统间的 ｍｃｒＡ 基因绝对丰度分别为 ４１０３５５． ２ ｃｏｐｉｅｓ ｇ－１ ｄｗ ｓｏｉｌ 和

７５９９３８．３ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ ｄｗ ｓｏｉｌ，但两系统间无显著差异（图 ２ Ａ，Ｐ ＞ ０．０５）。 千屈菜与海寿花混种系统的 ｍｃｒＡ 基因
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绝对丰度高于两物种单种系统的平均值，其绝对丰度分别为 ９７７５４１．６ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ ｄｗ ｓｏｉｌ 和 ５８５１４６．８ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ ｄｗ
ｓｏｉｌ（图 ２ Ｂ，Ｐ ＜ ０．００１）。 通过植物种类和丰富度对 ｍｃｒＡ 基因绝对丰度变异的解释度（ω２）发现，植物种类和

丰富度分别解释变异的 ３６．８％和 ６１．９％（表 １），说明植物丰富度对 ｍｃｒＡ 基因绝对丰度的影响大于植物种类。

表 １　 植物种类及丰富度对各参数影响的相对贡献

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｉｃｈｎｅｓｓ ｏｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｗｅｔｌａｎｄｓ

参数
Ｐａｒａｍｅｔｅｒ

效应源
Ｓｏｕｒｃｅｓ
ｏｆ ｅｆｆｅｃｔ

离均差平
方和 ＳＳ

自由度
ｄｆ

均方
ＭＳ Ｆ 值 Ｐ 值

变异的

解释度 ω２

甲烷释放 ＣＨ４ ｅｍｉｓｓｉｏｎ Ｒｉｃｈｎｅｓｓ ６．６０７ １ ６．６０７ ３３．８８２ ０．００１ ０．２９９

Ｉｄｅｎｔｉｔｙ １４．３６５ １ １４．３６５ ７３．６６７ ＜０．００１ ０．６６０

ＭｃｒＡ 丰度 ＭｃｒＡ ａｂｕｎｄａｎｃｅ Ｒｉｃｈｎｅｓｓ ３．０７９×１０１１ １ ３．０８×１０１１ ２０８．３２２ ＜０．００１ ０．６１９

Ｉｄｅｎｔｉｔｙ １．８３４×１０１１ １ １．８３×１０１１ １２４．０８７ ＜０．００１ ０．３６８

ＰｍｏＡ 丰度 ＰｍｏＡ ａｂｕｎｄａｎｃｅ Ｒｉｃｈｎｅｓｓ １．０２７×１０１２ １ １．０３×１０１２ １６２２．４３０ ＜０．００１ ０．２３９

Ｉｄｅｎｔｉｔｙ ３．２７２×１０１２ １ ３．２７×１０１２ ５１６９．０４０ ＜０．００１ ０．７６１

氨氮浓度 Ｒｉｃｈｎｅｓｓ １３．５７４ １ １３．５７４ ７．３８５ ０．０３５ ０．１２８

ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ ｃｏｎｃｅｎｔｅａｔｉｏｎ Ｉｄｅｎｔｉｔｙ ７３．３４２ １ ７３．３４２ ３９．９０３ ＜０．００１ ０．７８１

微生物量 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ Ｒｉｃｈｎｅｓｓ １２６３．０１７ １ １２６３．０１７ １８．０４１ ０．００５ ０．１７６

Ｉｄｅｎｔｉｔｙ ５３４３．８１８ １ ５３４３．８１８ ７６．３２９ ＜０．００１ ０．７７８

植物生物量 Ｐｌａｎｔ ｂｉｏｍａｓｓ Ｒｉｃｈｎｅｓｓ ３．８１８ １ ３．８１８ ４．４０４ ０．０８１ ０．０４８

Ｉｄｅｎｔｉｔｙ ５５．９９０ １ ５５．９９０ ６４．５７９ ＜０．００１ ０．８８９

图 ２　 植物种类对 ｍｃｒＡ （Ａ） 和 ｐｍｏＡ （Ｃ） 绝对丰度的影响与植物多样性对 ｍｃｒＡ （Ｂ） 和 ｐｍｏＡ （Ｄ） 绝对丰度的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｎ ａｂｓｏｌｕｔｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｍｃｒＡ （Ａ） ａｎｄ ｐｍｏＡ （Ｃ） ｇｎｅｎ ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｎ ａｂｓｏｌｕｔｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｍｃｒＡ

（Ｂ） ａｎｄ ｐｍｏＡ （Ｄ） ｇｅｎｅ

千屈菜单种系统和海寿花单种系统间的 ｐｍｏＡ 基因绝对丰度有显著差异，分别为 ３０５１４５．３ ｃｏｐｉｅｓ ｇ－１ ｄｗ
ｓｏｉｌ 和 １７８２０８７．６ ｃｏｐｉｅｓ ｇ－１ ｄｗ ｓｏｉｌ（图 ２ Ｃ，Ｐ ＜ ０．００１）。 千屈菜与海寿花混种系统的 ｐｍｏＡ 基因绝对丰度低于

两物种单种系统的平均值，其绝对丰度分别为 ３２６９５６．６ ｃｏｐｉｅｓ ｇ－１ ｄｗ ｓｏｉｌ 和 １０４３６１６．０ ｃｏｐｉｅｓ ｇ－１ ｄｗ ｓｏｉｌ（图 ２
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Ｄ，Ｐ ＜ ０．００１）。 通过植物种类和丰富度对 ｐｍｏＡ 基因绝对丰度变异的解释度（ω２）发现，植物种类和丰富度分

别解释变异的 ７６．１％和 ２３．９％（表 １），说明植物种类对 ｐｍｏＡ 基因绝对丰度的影响大于植物丰富度。
２．２　 植物种类和多样性对微生物与植物生物量的影响

千屈菜单种系统和海寿花单种系统间的微生物量存在显著差异，分别为 ３２．９８ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ９２．６７ ｍｇ ／ ｋｇ（图
３ Ａ，Ｐ ＜ ０．０１）。 千屈菜与海寿花混种系统的微生物量高于两物种单种系统的平均值，其微生物量分别为

８７．９５ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ６２．８２ ｍｇ ／ ｋｇ（图 ３ Ｂ，Ｐ ＜ ０．０１）。 通过植物种类和丰富度对微生物量变异的解释度（ω２）发现，
植物种类和丰富度分别解释变异的 ７７．８％和 １７．６％（表 １），说明植物种类对微生物量的影响大于植物丰

富度。
千屈菜单种系统和海寿花单种系统间的植物生物量存在显著差异，分别为 １．７４ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ７．８５ ｍｇ ／ ｋｇ（图

３ Ｃ，Ｐ ＜ ０．０１）。 千屈菜与海寿花混种系统的植物生物量高于两物种单种系统的平均值，其生物量分别为６．１７
ｍｇ ／ ｋｇ 和 ４．７９ ｍｇ ／ ｋｇ（图 ３ Ｄ，Ｐ ＜ ０．０１）。 通过植物种类和丰富度对植物生物量变异的解释度（ω２）发现，植物

种类和丰富度分别解释变异的 ８８．９％和 ４．８％（表 １），说明植物种类对植物生物量的影响大于植物丰富度。

图 ３　 植物种类对微生物量碳（Ａ）和植物生物量（Ｃ）的影响与植物多样性对微生物量碳（Ｂ）和植物生物量（Ｄ）的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ ｃａｒｂｏｎ （Ａ） ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｂｉｏｍａｓｓ （Ｃ） ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｎ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｂｉｏｍａｓｓ ｃａｒｂｏｎ

（Ｂ） ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｂｉｏｍａｓｓ （Ｄ）

２．３　 植物种类和多样性对碳氮移除的影响

千屈菜单种系统和海寿花单种系统间的出水总有机碳浓度分别为 １２．３３ ｍｇ ／ ｋｇ 和 １０．８４ ｍｇ ／ ｋｇ，但两系统

间无显著差异（图 ４ Ａ，Ｐ ＞ ０．０５）。 千屈菜与海寿花混种系统的出水总有机碳浓度低于两物种单种系统的平

均值，但差异不显著，其出水总有机碳浓度分别为 ８．５４ ｍｇ ／ ｋｇ 和 １１．５９ ｍｇ ／ ｋｇ（图 ４ Ｂ，Ｐ ＞ ０．０５）。
千屈菜单种系统和海寿花单种系统间的出水铵态氮浓度有显著差异，分别为 １０．０２ ｍｇ ／ Ｌ 和 ３．０３ ｍｇ ／ Ｌ

（图 ５ Ａ，Ｐ ＜ ０．０１）。 千屈菜与海寿花混种系统的出水铵态氮浓度低于两物种单种系统的平均值，其出水铵态

氮浓度分别为 ３．９２ ｍｇ ／ Ｌ 和 ６．５２ ｍｇ ／ Ｌ（图 ５ Ｂ，Ｐ ＜ ０．０５）。 通过植物种类和丰富度对出水铵态氮浓度变异的

６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３９ 卷　
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图 ４　 植物种类（Ａ）和多样性（Ｂ）对出水 ＴＯＣ 浓度的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ （Ａ） ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ （Ｂ） ｏｎ ｅｆｆｌｕｅｎｔ ＴＯＣ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

解释度（ω２）发现，植物种类和丰富度分别解释变异的 ７８．１％和 １２．８％（表 １），说明植物种类对出水铵态氮浓

度的影响大于植物丰富度。
千屈菜单种系统和海寿花单种系统间的出水硝态氮浓度分别为 ２０．６９ ｍｇ ／ Ｌ 和 １６．５１ ｍｇ ／ Ｌ，但两系统间

无显著差异（图 ５ Ｃ，Ｐ ＞ ０．０５）。 千屈菜与海寿花混种系统的出水硝态氮浓度低于两物种单种系统的平均值，
但差异不显著，其出水硝态氮浓度分别为 １６．２９ ｍｇ ／ Ｌ 和 １８．６０ ｍｇ ／ Ｌ（图 ５ Ｄ，Ｐ ＞ ０．０５）。

图 ５　 植物种类对出水铵态氮（Ａ）和硝态氮（Ｃ）的影响与植物多样性对出水铵态氮（Ｂ）和硝态氮（Ｄ）的影响

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｎ ｅｆｆｌｕｅｎｔ ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ （Ａ） ａｎｄ ＮＯ－

３ ⁃Ｎ （Ｃ） ａｎｄ ｐｌａｎｔ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｎ ｅｆｆｌｕｅｎｔ ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ （Ｂ） ａｎｄ ＮＯ－

３ ⁃Ｎ （Ｄ）
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３　 讨论

甲烷是系统碳转化过程的产物之一，甲烷排放主要由植物和微生物过程驱动［６］。 在本研究中，海寿花单

种系统的甲烷释放强度显著高于千屈菜单种系统，并且千屈菜与海寿花混种系统的甲烷释放强度（８．７８ ｍｇ
ＣＨ４ ｍ

－２ ｄ－１）高于两物种单种系统的平均值（６．９７ ｍｇ ＣＨ４ ｍ
－２ ｄ－１），说明增加植物多样性有利于提高人工湿地

系统的甲烷释放强度，植物多样性对人工湿地系统的甲烷释放强度有正效应，同时植物种类也显著影响系统

甲烷释放。 支持了 Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ． （２０１２） ［２３］ 的研究结论，植物多样性对甲烷释放具有促进作用。 Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ．
（２０１２） ［２３］ 将多样性对甲烷释放的促进作用解释为植物生物量对甲烷的促进作用和多样性条件下互补效应

导致甲烷的超排放效应。 本研究，我们发现混种系统的植物生物量显著高于单种系统，混种增加的植物生物

量会通过根系向基质释放更多的有机碳，这些有机碳被产甲烷菌转化成甲烷而促进甲烷的产生［１１］，因此，植
物多样性对甲烷释放的正效应可能与多样性对植物生物量的正效应有关。 然而，我们发现混种系统甲烷释放

强度与单种系统甲烷释放强度的最高值（海寿花单种系统）之间无显著差异，说明本研究中多样性高的系统

并未出现甲烷的超排放效应，即不存在互补效应，与 Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ． （２０１２） ［２３］的研究结果不同。 这可能与人工

湿地系统处理的污水成分有关，本研究污水的碳氮比为 ５∶１，产甲烷菌可能主要利用污水中的碳，但 Ｚｈａｎｇ ｅｔ
ａｌ． （２０１２） ［２３］所处理的污水中未添加任何碳，也就是说产甲烷菌利用的碳完全依赖于植物供给的碳，这部分

植物碳可能被产甲烷菌互补利用导致甲烷的超排放效应。 此外，为了更好地解释植物多样性对甲烷释放的效

应，我们除了同前人的研究一样，测定了多样性条件下的植物生物量和超排放效应外［２０， ２３］，还检测了与甲烷

释放直接相关的微生物。 产甲烷菌和甲烷氧化菌是甲烷产生和氧化过程涉及的两类微生物［１１］。 由于分子生

物学技术的发展，产甲烷菌和甲烷氧化菌的数量可以分别由功能基因 ｍｃｒＡ 和 ｐｍｏＡ 来定量［６］。 与传统的微

生物培养计数相比，实时荧光定量 ＰＣＲ 方法不仅省时、省力，而且准确率更高。 然而，在人工湿地中，基于植

物多样性栽培条件下，用定量 ＰＣＲ 技术探讨甲烷排放与产甲烷菌和甲烷氧化菌功能基因关系的研究却很少。
本研究，千屈菜与海寿花混种提高了 ｍｃｒＡ 基因绝对丰度（Ｐ ＜ ０．００１），但却降低了 ｐｍｏＡ 基因绝对丰度（Ｐ ＜
０．００１）。 ｍｃｒＡ 基因通过产甲烷菌的转化过程催化甲烷的产生［６］，因此，混种对甲烷释放的正效应可能主要取

决于产甲烷菌对产甲烷的正效应。 另一方面，人工湿地产甲烷菌产生的甲烷有一部分未到达大气之前被甲烷

氧化菌氧化成二氧化碳［９］。 本研究中，混种系统较高的产甲烷菌数量、较低的甲烷氧化菌数量与较高的甲烷

释放强度一致。 因此，混种对甲烷释放的正效应也可能与甲烷氧化菌对甲烷氧化的负效应有关。
与甲烷释放相反，混种降低了出水 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 浓度（Ｐ ＜ ０．０５），说明混种对 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去除有正效应。 人工湿地

氮去除主要靠微生物转化和植物吸收［２９］。 本研究，混种对微生物量和植物生物量均有正效应（Ｐ ＜ ０．０１）。
ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 转化成 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 依靠微生物中的硝化细菌实现［３０］，由于混种强化了微生物量，而硝化细菌是其中的一

类微生物，推测混种也可能增强了硝化细菌量。 因此，混种对 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去除的正效应可能与硝化细菌有关。 植

物根系对氮的吸收是人工湿地氮去除的重要途径［２４］。 因此，混种对 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去除的正效应也可能与植物通过

根系吸收 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 构建自身组织有关。 此外，混种还可能出现对氮的互补利用效应。 然而，混种没有显著影响

出水 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 浓度（Ｐ ＞ ０．０５），说明混种对 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 去除无效应。 这可能与植物对氮的偏好吸收利用有关，因为

不同氮形态影响植物生长，一些植物偏好吸收 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ，如芦苇、水甜茅、黑麦草、茶树［３１⁃３３ ］，另一些植物偏好吸

收 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ，如番茄、豌豆［３４⁃３５］。 此外，还可能与混种强化 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 转化成 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 有关。 本研究，混种降低了出

水 ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 浓度，也就是说，与单种处理相比，混种将更多的 ＮＨ＋

４ ⁃Ｎ 转化成 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ，混种系统的 ＮＯ－

３ ⁃Ｎ 浓度比

单种系统高，即使混种系统的反硝化作用强于单种系统，表现在出水 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 浓度上，混种系统与单种系统的

出水 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 浓度也可能没有差异。

４　 结论

本研究探究了植物多样性对人工湿地甲烷释放及其功能基因的影响，拓展了生物多样性与生态系统功能

８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３９ 卷　
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研究的内容和深度。 研究表明，植物多样性强化甲烷释放强度、ｍｃｒＡ 基因绝对丰度、ＮＨ＋
４ ⁃Ｎ 去除效率，但降低

ｐｍｏＡ 基因绝对丰度，没有影响 ＮＯ－
３ ⁃Ｎ 和 ＴＯＣ 去除效率。 植物种类比丰富度对甲烷释放、ｐｍｏＡ 基因绝对丰

度、铵态氮去除的影响更大。 千屈菜单种具有甲烷释放低、氮去除率低的特征，从甲烷释放角度考虑是一个好

的工具种；海寿花单种具有甲烷释放高、氮去除率高的特征，从氮净化角度讲是一个好的工具种。 然而，为了

达到人工湿地的高净化效率，需要将千屈菜与海寿花混合种植，但混合种植强化甲烷释放。 本研究综合考虑

植物种类和丰富度带来的生态效应，对人工湿地植物配置具有指导意义。 由于研究空间的局限，本研究仅配

置了 ２ 个植物种类及其混种栽培模式。 但为了更好的研究生物多样性效应，未来应该在更高多样性水平下开

展相关研究。
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