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S0/牡蛎壳比例对海水硫自养反硝化性能 

及微生物群落的影响* 

周  瑀  李  甍  宋协法①  孙佐梁  董登攀  魏元戎 
(中国海洋大学水产学院海洋生物水环境工程实验室  山东  青岛  266100) 

摘要    本研究以人工海水循环水养殖尾水为处理对象，比较了 3 个单质硫颗粒(S0)/牡蛎壳配比

(5∶1、3∶1 和 1∶1)的硫自养反硝化(SAD)装置在 5 个水力负荷[HLR，0.19~0.95 m3/(m2·d)]下的脱

氮性能。结果显示，S0/牡蛎壳为 5∶1 和 3∶1 装置的脱氮性能较优。HLR 为 0.19~0.48 m3/(m2·d)

时，不同 HLR 下及同一 HLR 下 3 个装置间硝酸盐氮(NO3
–-N)去除率无显著差异；最高 HLR 为

0.95 m3/(m2·d)时，3 个装置 NO3
–-N 去除率均显著降低，且 S0/牡蛎壳为 5∶1 (61.16%±9.31%)和 3∶1 

(56.62%±7.23%)装置的 NO3
–-N 去除率显著高于 S0/牡蛎壳为 1∶1 (38.98%±10.19%)的装置。S0/牡蛎

壳为 5∶1 和 3∶1 装置的 NO3
–-N 去除负荷随 HLR 升高而升高。S0/牡蛎壳为 3∶1 装置的平均出水

亚硝酸盐氮(NO2
–-N)最低，为(0.59±0.39) mg/L。装置的出水 pH 随 S0/牡蛎壳的比例和 HLR 的升高而

降低。SAD 装置中优势菌门为弯曲杆菌门(Campilobacterota, 6.47%~59.73%)，优势菌属为具有反硝化

功能的硫单胞菌属(Sulfurimonas, 2.70%~49.50%)。随着 S0/牡蛎壳的比例下降，装置内及装置上部牡

蛎壳和 S0 交接处的硫单胞菌属丰度上升。pH 与反硝化基因丰度呈正相关。该研究结果可为海水循

环水养殖系统中 SAD 装置的设计与运行提供基础理论数据。 
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海水循环水养殖作为一种可持续发展的养殖方

式，具有节水节地、高产、环保等优势(He et al, 2018、

2020)。循环水养殖系统(recirculating aquaculture system, 

RAS)水处理设备中的生物滤池可通过硝化反应，将

养殖动物代谢产生的毒性较高的总氨氮、亚硝酸盐氮

(NO2
–-N)转化为硝酸盐氮(NO3

–-N)(He et al, 2021)。若

通过换水控制 NO3
–-N 浓度，不仅消耗大量水资源

(Diaz et al, 2012)，而且含有高浓度 NO3
–-N 的养殖尾

水排放会危害周边水域环境，造成水体富营养化

(Martins et al, 2010)。我国生态环境部明确提出，在

2023 年，各沿海省份均需根据各自养殖情况出台相

应的海水养殖尾水排放标准，以山东省为例，其总氮

一级排放标准为 4.0 mg/L，二级排放标准为 6.0 mg/L。

尾水中高浓度 NO3
–-N 成为限制尾水达标排放、制约

海水循环水养殖可持续发展的主要因素之一。 

生物反硝化是去除 NO3
–-N 的主要途径(Zheng et al, 

2020)。但由于海水循环水养殖水体中 C/N 低(阮赟杰

等 , 2009)，需额外添加液体碳源 (葡萄糖、甲醇 ) 
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(Tsukuda et al, 2015)、天然植物碳源(稻草、玉米秸

秆)(Tan et al, 2010)等有机碳源作为电子供体，驱动反

硝化，这不仅会增加成本，而且碳源的添加量难以与

波动的 NO3
–-N 浓度相匹配，也增加了对水体二次污

染的风险(Tsukuda et al, 2015)。硫自养反硝化(sulfur 

autotrophic denitrification, SAD)是硫自养菌在厌氧或

缺氧条件下，以无机碳(CO2、HCO3
–)为碳源，单质硫

颗粒(S0)等还原态硫为电子供体，将 NO3
–-N 还原为

N2，还原态硫自身被氧化为 SO4
2–的过程(Vo et al, 

2021)。S0 是目前应用最广泛的 SAD 电子供体，但属

于危险化学品，因此本研究采用复合填料进行探究

(王鸿博等, 2024)。SAD 过程具有无需添加有机碳源、

污泥产量低等优势(Christianson et al, 2015; Zhou et al, 
2017)。但 SAD 反应生成 H+ (式 1)，降低水体 pH，

影响反硝化装置长期运行稳定性(Moon et al, 2008)。 
55S+20CO2+50NO3

–+38H2O+4NH4
+→ 

 4C5H7O2N+25N2+55SO4
2–+64H+ (1) 

SAD装置实际运行过程中，常使用CaCO3 (Di Capua 

et al, 2015)、石灰石(Kilic et al, 2014; Wang et al, 2023)、

牡蛎壳(Simard et al, 2015)等作为填充基质调节水体

pH，维持装置脱氮效能，其中，牡蛎壳作为厨房废

弃物，便宜、易得，受到了广泛关注(Liang et al, 2018)。

牡蛎壳中 CaCO3 含量约为 93%，能够较好地调节水

体 pH，提供有利于微生物附着的有机基质以及含有

大量营养元素促进微生物生长(Liang et al, 2020)。

Liang 等(2020)将硫粉和牡蛎壳粉以 3∶1 (V/V)的比

例制成均匀颗粒填充 SAD 装置处理地表水，最大的

NO3
–-N 去除速率为 0.33 kg N/(m3·d)，且 pH 保持在

6.8~7.2 之间。Simard 等(2015)研究表明，S0/牡蛎壳

体积比为 3.3∶1，进水 NO3
–-N 为 25~30 mg/L，水力

停留时间(hydraulic retention time, HRT)为 16~19 h

时，SAD 装置能去除海洋水族馆水体中几乎所有的

NO3
–-N。He 等(2020)研究了海水进水 NO3

–-N 为 60 mg/L，

S0/牡蛎壳体积比为 1.7∶1，HRT 分别为 24、12 和 8 h

时 SAD 装置的脱氮性能，结果表明 NO3
–-N 去除速率

在 84~942 g N/(m3·d)之间，pH 保持在 7.5~8.2 之间，

且随着 HRT 的降低，出水 NO3
–-N 浓度呈线性增加。 

不同 S0–牡蛎壳配比会对装置内部微环境产生影

响，进而改变功能菌的丰度与分布特征。水力负荷

(hydraulic loading rate, HLR)是反应装置的重要运行

参数(Çakir et al, 2015)。高 HLR 会提升装置的处理水

量，但同时也会降低水体与基质及功能菌的接触时

间，导致反硝化效率降低；低 HLR 会在一定程度上

提升反硝化效率，但会减少处理水量。因此，适合的

HLR 对 SAD 装置的实际应用至关重要。目前，关于

不同 S0/牡蛎壳填充比例下 SAD 装置对海水循环水养

殖尾水在不同 HLR 下的脱氮性能、微生物群落结构

的研究鲜有报道。 

本研究比较了 3 个 S0/牡蛎壳配比的 SAD 装置在

5 个 HLR 下其处理海水循环水养殖尾水的脱氮性能

及进、出水 pH 和溶解氧的变化，结合微生物群落特

征及功能基因预测分析，评估不同 S0/牡蛎壳配比对

SAD 装置脱氮性能的影响，以期为海水循环水养殖

尾水 SAD 装置的设计与运行提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验装置 

3 个 SAD 装置的本体采用有机玻璃圆形结构，圆

柱体直径为 14 cm，高 30 cm，有效体积为 4.7 L。圆

柱体下方填充 S0/牡蛎壳填料，上方填充火山岩(粒径

3~6 mm)至出水口，S0/牡蛎壳填料体积共为 4 L，将

S0 (粒径 2~6 mm)铺设于中间，牡蛎壳(2~6 mm)均匀铺

设于 S0 上方及下方。装置中 S0/牡蛎壳体积比分别为

5∶1 (R1)、3∶1 (R2)和 1∶1 (R3)，对应的孔隙率分

别为 36.97%、40.53%和 48.94% (Kilic et al, 2014)。装

置中平均水体温度为(21.71±0.76) ℃，外壁包裹锡纸

以排除光照影响，采取上行流运行模式，液面略高于

填料，以创造缺氧环境。实验装置具体结构见图 1。 

1.2  实验方法 

装置采用活性污泥接种挂膜的方式启动，活性污 
 

 
 

图 1  实验装置示意图 
Fig.1  Schematic diagram of experimental setup 
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泥取自山东莱州明波水产有限公司循环水养殖厂排

水管。使用人工配制的海水养殖尾水开展实验，将硝

酸钠(NaNO3)溶解到过滤海水中，NO3
–-N 质量浓度为

18 mg/L。启动阶段：通过蠕动泵将活性污泥的上清

液循环泵入装置中，HRT 为 48 h，运行 8 d 进行接种。

然后将人工海水泵入装置中，HRT 缩短为 24 h (Wang 

et al, 2023)，对菌群进行驯化培养。当出水 NO3
–-N 连

续 5 d 为 0 mg/L 时，开展正式实验(阮赟杰等, 2009)。 

正式实验周期为 75 d，根据 HRT 分别为 15、12、

9、6 和 3 h 计算 HLR，不同 HLR 分为 5 个阶段：Ⅰ，

HLR=0.19 m3/(m2·d)；Ⅱ，HLR=0.24 m3/(m2·d)；Ⅲ，

HLR=0.32 m3/(m2·d)；Ⅳ，HLR=0.48 m3/(m2·d)；Ⅴ，

HLR=0.95 m3/(m2·d)，每个 HLR 下运行 15 d。每 24 h

测进、出水水温、pH，每个阶段测 3 次溶解氧(DO)。

每 24 h 取进、出水桶水样，水样经 0.45 μm 滤膜过滤

后测定 NO3
–-N、NO2

–-N 和氨氮(NH4
+-N)。3 个 SAD 装

置运行稳定后，正式实验前于装置上部(牡蛎壳与 S0

填料)交接处、中部(S0 填料)、底部(S0 与牡蛎壳填料)

交接处取填料表面生物膜，使用 0.22 μm 孔径的过滤

膜过滤，取过滤膜贮存于–80 ℃冰箱。 

1.3  分析方法 

温度、pH 采用 YSI 便携式多参数水质分析仪

(Multi 3630 IDS，德国 WTW 公司)测定；DO 采用光

纤氧气测量仪(FireStingO2，德国 Pyroscience 公司)测

定；NO3
–-N、NO2

–-N 和 NH4
+-N 使用 Skalar 连续流动

分析仪(SA5000，荷兰)测定；总无机氮(TIN)为三氮

之和。使用 Microsoft Excel 软件进行数据处理，实验

所得数据以平均值±标准差(Mean±SD)表示。采用 SPSS 

26.0 进行单因素方差分析(one-way ANOVA)，P<0.05

表示差异显著。使用 Qiime 软件计算 α 多样性指数，

使用 PICRUSt2 功能预测分析与 KEGG 基因数据库预

测和注释氮代谢相关酶的功能基因，使用 TBtools 绘

制氮代谢基因热图，微生物群落结构分析在上海美吉

生物医药科技有限公司云平台完成 (www.majorbio. 

com)。 

2  结果 

2.1  氮变化情况 

2.1.1  NO3
–-N 去除情况    3 个装置进、出水 NO3

–-N

浓度如图 2a 所示。HLR 改变时，装置运行前 2 d 脱

氮性能出现波动，因此，本研究采用每阶段运行稳定

期(后 13 d)数据分析装置的反硝化性能。实验期间，

R1、R2 和 R3 的 NO3
–-N 平均去除率分别为(68.88± 

11.24)%、(68.61±13.07)%和(65.71±15.75)%(P>0.05)，

NO3
–-N 平均去除负荷分别为(19.36±11.64)、(18.90± 

10.63)和(16.83±7.34) mg N/(m3·d) (P>0.05)。 

如图 2b 和 2c 所示，Ⅰ~Ⅳ阶段(除第Ⅲ阶段)，同

一 HLR 下不同 SAD 装置之间及同一装置在不同 HLR

下的 NO3
–-N 去除率均无显著差异，R1、R2 和 R3 的

去 除 率 分 别 为 (72.11±12.64)%~(75.85±7.95)% 、

(76.00±6.91)%~(78.13±6.45)%、(70.40±7.78)%~(75.76± 

8.98)%。当 HLR 继续提升至第Ⅴ阶段时，R1、R2 和

R3 的 NO3
–-N 去除率均显著降低，分别为 (61.16± 

9.31)%、(56.62±7.23)%和(38.98±10.19)%，且 R3 的

NO3
–-N 去除率显著低于 R1 和 R2 (P<0.05)。如图 2d

和 2e 所示，除第Ⅲ阶段外，Ⅰ~Ⅳ阶段，R1、R2 和

R3 间 NO3
–-N 去除负荷无显著差异。Ⅰ~Ⅴ阶段，随着

HLR 升高，R1 和 R2 的 NO3
–-N 去除负荷显著升高，

分 别 达 (39.10±6.18) 和 (36.19±4.66) mg N/(m3·d) 

(P<0.05)。R3 的 NO3
–-N 去除负荷在Ⅰ~Ⅳ阶段显著升

高，达(24.24±1.87) mg N/(m3·d)；而第Ⅴ阶段，R3 的

NO3
–-N 去除负荷无显著升高，维持在(24.94±6.63) mg 

N/(m3·d)，并且显著低于 R1 和 R2 (P<0.05)。 

2.1.2  NO2
–-N 和 NH4

+-N 产生情况    3 个装置出水

NO2
–-N 与 NH4

+-N 浓度变化如图 3a 和 3b 所示。实验

期间，R1、R2 和 R3 出水平均 NO2
–-N 浓度分别为

(0.79±0.46)、(0.59±0.39)和(0.86±0.43) mg/L，R2 出水

平均 NO2
–-N 浓度最低(P<0.05)；出水平均 NH4

+-N 浓度

分别为(0.17±0.07)、(0.18±0.07)和(0.19±0.11) mg/L，

3 个装置间无显著差异(P>0.05)。 

NO2
–-N 是 SAD 反应的中间产物(He et al, 2020)。

如图 3c 所示，3 个装置出水 NO2
–-N 浓度在第Ⅱ阶段

均较高，分别为 (1.33±0.15)、 (1.28±0.22)和 (1.33± 

0.30) mg/L (P>0.05)。随着实验开展至第Ⅴ阶段，R2

出水 NO2
–-N 浓度较低且趋于稳定，而 R3 在第Ⅴ阶段

出水 NO2
–-N 浓度升高，为(0.85±0.08) mg/L (P<0.05)。 

3 个装置的出水中均有 NH4
+-N，表明 SAD 装置

中存在硝酸盐异化还原为氨 (dissimilatory nitrate 

reduction to ammonium, DNRA)的过程(Wang et al, 
2023)。如图 3d 所示，在第Ⅴ阶段，即最高 HLR 下，

3 个装置的出水 NH4
+-N 浓度均有所降低，可能是高的

HLR 对 DNRA 过程有抑制作用(Wang et al, 2023)。 

2.1.3  TIN 去除情况    3 个装置进、出水 TIN 浓度

如图 4a 所示，实验期间，3 个装置 TIN 平均去除率分别

为 (63.81±11.14)% 、 (64.49±12.47)% 和 (60.19±15.91)% 

(P>0.05)，TIN 平均去除负荷分别为 (18.07±11.20)、

(17.90±10.32)和(15.38±6.94) mg N/(m3·d) (P>0.05)。  
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图 2  NO3
–-N 去除情况 

Fig.2  NO3
–-N removal situation 

R1、R2 和 R3 的 S0/牡蛎壳体积比分别为 5∶1、3∶1 和 1∶1。Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ和Ⅴ阶段的水力负荷(HLR) 

分别为 0.19、0.24、0.32、0.48 和 0.95 m3/(m2·d)。不同字母表示组间存在显著差异(P<0.05)。下同。 

R1, R2 and R3: S0/oyster shell is 5∶1, 3∶1 and 1∶1, respectively. The HLR of phaseⅠ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ and Ⅴis 0.19, 0.24, 0.32, 0.48 and 
0.95 m3/(m2·d) , respectively. Different letters represent significant difference (P<0.05). The same below. 

 

实验期间，SAD 对 TIN 和 NO3
–-N 的去除呈类似

趋势。如图 4b 和 4c 所示，除第Ⅲ阶段外，Ⅰ~Ⅳ阶

段，R1、R2 和 R3 间 TIN 去除率差异均不显著，分别

达(68.94±7.25)%、(74.81±6.64)%和(72.08±5.53)% 

(P>0.05)。当 HLR 继续提升至第Ⅴ阶段时，R1、R2

和 R3 的 TIN 去除率均显著降低，分别为(58.09±9.55)%、

(54.09±7.28)%和(34.07±10.65)%，且 R3 的 TIN 去除

率显著低于 R1 和 R2 (P<0.05)。如图 4d 和 4e 所示，

除第Ⅲ阶段外，Ⅰ~Ⅳ阶段，R1、R2 和 R3 间 TIN 去

除负荷无显著差异。Ⅰ~Ⅴ阶段，随着 HLR 升高，R1

和 R2 的 TIN 去除负荷显著升高，分别达(37.15±6.36)

和(34.57±4.69) mg N/(m3·d) (P<0.05)。R3 的 TIN 去除负

荷在Ⅰ~Ⅳ阶段显著升高，达(23.29±1.94) mg N/(m3·d)； 

而在第Ⅴ阶段 TIN 去除负荷无显著升高，为(21.79± 

6.89) mg N/(m3·d)，并且显著低于 R1 和 R2。 

2.2  DO 和 pH 变化情况 

装置进、出水 DO 和 pH 变化情况如表 1 所示。

实验期间，3 个装置的出水 DO 显著低于进水，装置

间的出水 DO 无显著差异。3 个装置的出水 pH 显著

低于进水，R1 和 R2 的出水 pH 低于 R3 (P<0.05)。如

图 5 所示，随着 HLR 提升，装置的出水 pH 降低。 

2.3  微生物群落特征 

2.3.1  α 多样性    各实验组的 α 多样性指数如表 2

所示，不同装置及同一装置不同取样位置的细菌 α 多

样性存在差异。通过 Chao 指数分析发现，相比于上  
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图 3  NO2
–-N 和 NH4

+-N 产生情况 
Fig.3  Production of NO2

–-N and NH4
+-N 

 

 
 

图 4  TIN 去除情况 
Fig.4  TIN removal situation 
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表 1  各实验组进、出水 DO 和 pH 均值变化情况 
Tab.1  Changes in mean values of DO and pH of inlet and outlet water in each experimental group 

出水 Outlet 
组别 Group 进水 Inlet 

R1 R2 R3 

DO/(mg/L) 6.51±0.37a 3.39±0.60b 3.31±0.50b 3.68±0.54b 

pH 7.95±0.06a 7.32±0.15c 7.36±0.16c 7.55±0.10b 

注：同行数据上标不同字母表示组间存在显著差异(P<0.05)，上标相同字母表示组间无显著差异(P>0.05)。 
Note: Peer data superscripted with different letters indicate significant differences between groups and superscripted with 

the same letter indicate no significant differences between groups (P>0.05). 
 

 
 

图 5  各实验组在不同 HLR 下出水 pH 变化情况 
Fig.5  Change of effluent pH of each experimental  

group under different HLRs 
 

表 2  各实验组 α 多样性指数 
Tab.2  α diversity index in each experimental group 

组别 
Group 

OTUs 
丰富度 
Chao 

香农指数 
Shannon 

覆盖率 
Coverage

R1bot 1479 1646.32 4.60 0.99 

R1mid 624 734.50 3.26 0.99 

R1top 1354 1408.50 4.90 0.99 

R2bot 1762 1841.30 5.34 0.99 

R2mid 770 864.48 3.51 0.99 

R2top 1094 1165.55 4.56 0.99 

R3bot 1598 1679.91 4.98 0.99 

R3mid 917 1037.67 3.67 0.99 

R3top 884 997.19 3.86 0.99 

注：top 代表装置上部(牡蛎壳与 S0 填料)交接处、mid

代表装置中部(S0 填料)、bot 代表装置底部(S0 与牡蛎壳填

料)交接处。 
Note: top represents the junction of the upper part of the 

device (oyster shell and S0 filler), mid represents the middle 
part of the device (S0 filler), and bot represents the junction of 
the bottom of the device (S0 and oyster shell filler). 
 

部基质交接处和中部，3 个装置底部基质交接处的物

种丰富度最高。通过 Shannon 指数分析发现，3 个装

置中部，即 S0 填料表面的物种多样性最低，SAD 装

置上部以及底部基质交接处的物种多样性较高。 
2.3.2  优势菌门、属的组成    在各实验组中主要检

测到 8 个菌门，如图 6a 所示，分别为弯曲杆菌门

(Campilobacterota, 6.47%~59.73%) 、 变 形 菌 门

(Proteobacteria, 16.46%~53.93%) 、 髌 骨 细 菌 门

(Patescibacteria, 5.76%~28.75%)、拟杆菌门(Bacteroidota, 

3.04%~17.35%)、脱硫杆菌门(Desulfobacterota, 1.71%~ 

8.69%)、厚壁菌门(Firmicutes, 0.34%~4.05%)、绿弯菌

门(Chloroflexi, 0.41%~2.97%)和浮霉菌门(Planctomycetota, 

0.08%~2.07%)。SAD 装置中弯曲杆菌门丰度最高。

大多数弯曲杆菌参与反硝化过程(Jin et al, 2023)。R1、

R2 和 R3 中部弯曲杆菌门丰度最高，分别为 54.03%、

59.73%和 51.12%。变形菌门和拟杆菌门丰度分别位

于第 2 和第 4。这 2 个菌门中包含许多反硝化菌，且

在水产养殖系统菌群中占据主导地位 (Chen et al, 
2023; Zhang et al, 2022)。脱硫杆菌门在 SAD 过程中

具有重要作用(Wei et al, 2023; Liu et al, 2023)。R1、

R2 和 R3 中平均丰度分别为 5.06%、5.53%和 6.13%。

厚壁菌门在 SAD 装置处理水体过程中占据重要地位

(Zhou et al, 2023)。R1、R2 和 R3 中平均丰度分别为

1.92%、1.33%和 0.54%。 

如图 6b 所示，在属水平上使用主成分(PCA)分析

比较各反应装置中细菌群落的差异，2 个主坐标贡献

率分别为 27.29% (PC1)和 18.44% (PC2)，3 个实验组

间菌群差异不显著(P=0.728)。同一装置中不同位置的

菌属存在较大差异；3 个装置中部，即 S0 填料上的菌

属差异较小。 

为了进一步揭示装置中的功能细菌，本研究分析

了属水平上的细菌群落组成。如图 6c 所示，丰度排

名前 10 的菌属为硫单胞菌属(Sulfurimonas, 2.70%~ 

49.50%)、α 变形菌(Alphaproteobacteria, 2.01%~ 

10.52%)、硫卵菌属(Sulfurovum, 1.58%~12.81%)、聚

集杆菌属(Sedimenticola, 1.79%~10.55%)、脱硫藻属

(Desulfocapsa, 1.04%~6.81%)、白杆菌属(Albirhodobacter, 

0.24%~5.54%)等。硫单胞菌属属于弯曲杆菌门，参与

硫自养反硝化反应，其高丰度可以作为 SAD 装置菌

群挂膜成熟的指标(Wang et al, 2023)。R1、R2 和 R3

中部的硫单胞菌属丰度最高，分别为 42.30%、49.50%

和 46.61%。硫卵菌属是以 S0 等还原态硫为电子供体  
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图 6  门水平细菌群落结构(a)、主成分分析(PCA)(b)、属水平细菌群落结构(c)、功能基因热图(d)、 

Mantel 检验(e)和 Pearson 相关性分析 
Fig.6   Phylum level bacterial community structure (a), Principal Component Analysis (PCA) at the genus level (b),  

Genus level bacterial community structure (c), Functional gene heatmap (d), Mantel test and Pearson correlation analysis (e) 
 

的 ε 变形杆菌(Kilic et al, 2014)。聚集杆菌属具有氧化

S0 等还原态硫的化学自养能力(Slobodkina et al, 2023)。

脱硫藻属与无机硫化物的歧化有关，可以通过 S0 进

行富集(Song et al, 2020)。白杆菌属属于红杆菌科

(Rubrobacteraceae)，是需氧或兼性厌氧的化学自养菌

(Foesel et al, 2011)。 

2.3.3  功能基因预测及分析    根据基因丰度绘制

热图，如图 6d 所示，在 3 个装置中发现了 2 种潜在

的氮代谢途径，其功能基因的相对丰度从高到低依次

为：将 NO3
–-N 还原为 N2 的 SAD 过程(包括将 NO3

–-N

还原为 NO2
–-N，NO2

–-N 还原为 NO，NO 还原为 N2O，

N2O 还原为 N2 的过程)，包括 narGHI、napAB、nirKS、
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norBC 和 nosZ 功能基因；将 NO3
–-N 还原为 NH4

+-N

的 DNRA 过程，包括 nirBD、nrfAH 功能基因。 

如图 6e 所示，对属水平菌群、环境因子和氮代

谢功能基因之间进行相关性分析，通过 Mantel 检验

表示其相关性，线条宽度对应 Mantel´s r 统计量；颜

色梯度表示其 Spearman 相关系数。硫单胞菌、α 变

形菌、硫卵菌、白杆菌与 napAB 基因存在相关性

(P<0.05)；聚集杆菌与 narGHI 基因存在相关性

(P<0.05)。硫卵菌与 nirKS 基因有相关性(P<0.05)；α

变形菌、白杆菌与 nirS 基因存在相关性(P<0.05)(Xing 

et al, 2022)。α 变形菌、聚集杆菌、脱硫藻、白杆菌

与 nirBD 基因存在相关性(P<0.05)。属水平菌群丰度

与环境因子无显著相关性(P>0.05)。pH 与装置出水

NO3
–-N、TIN 和 NH4

+-N 浓度呈正相关，可归因为 R3

出水的 pH 最高，但 R3 的脱氮性能最差，出水 NH4
+-N

最高。pH 与 narGHI、nirS、norC、nosZ 和 nirBD 基

因丰度呈正相关，与 nirK 基因丰度呈负相关。 

3  讨论 

3.1  硫自养反硝化性能 

第Ⅲ阶段，3 个装置的 NO3
–-N 去除率均显著降低

(P<0.05)，主要是由于该阶段开始时出水 NO3
–-N 浓度

波动较大导致，考虑其对本研究比较不同 S0/牡蛎壳

配比装置性能并无影响，具体原因将在后续研究中深

入探讨。 

S0/牡蛎壳为 5∶1 和 3∶1 装置的脱氮性能优于

S0/牡蛎壳=1∶1。3 个装置出水 NO2
–-N 浓度在第Ⅱ阶

段均较高，可能是前期装置脱氮性能不稳定，NO2
–-N

还原为 N2 的速率低于 NO3
–-N 还原为 NO2

–-N 的速率，

造成 NO2
–-N 累积(史航等, 2022)。本研究在 HLR 为

0.19~0.48 m3/(m2·d)时，不同 S0/牡蛎壳配比的装置间

NO3
–-N 与 TIN 的去除率和去除负荷无显著差异，可

能是电子供体 S0 过量的原因，水体 pH 均在 SAD 合

适 的范围内，即进水 NO3
–-N 负荷为 (12.83±0.25)~ 

(32.36±0.70) mg N/(m3·d)时，装置中 S0/牡蛎壳配比在

5∶1、3∶1 和 1∶1 之间变化不会影响脱氮性能。

Sahinkaya 等(2014)研究表明，厌氧条件下进水 NO3
–-N

负荷低于 0.24 g N/(m3·d)，不同 S0/石灰石配比的 SAD

装置反硝化性能无明显差异；类似的，Kilic 等(2014)

研究表明，进水 NO3
–-N 负荷低于 0.4 g N/(m3·d)，装

置中 S0/石灰石配比在 1∶1、2∶1 和 3∶1 间变化不

影响其反硝化性能。不同 S0/牡蛎壳配比的 SAD 装置

脱氮时具有相似的现象。当 HLR 提升至 0.95 m3/(m2·d)

时，随进水 NO3
–-N 负荷继续升高，3 个 SAD 装置的

NO3
–-N 去除负荷升高，但平均 NO3

–-N 去除率显著下

降，可能是过高的 HLR 导致水体与基质接触时间过

短，导致反应时间不足(Liang et al, 2020)。S0/牡蛎壳

=1∶1 装置的 S0 的体积比最小，考虑到 S0 的有限溶解

速率，该装置的脱氮性能在 HLR 持续升高时最先受

到影响，反硝化无法反应完全，可能导致了装置出水

NO2
–-N 浓度最高，从而导致其平均 NO3

–-N 去除率和

去除负荷显著下降。因此，S0/牡蛎壳为 5∶1 和 3∶1

装置的反硝化性能优于 S0/牡蛎壳=1∶1。Kilic 等(2014)

研究同样发现，在低 HRT 或高 NO3
–-N 负荷下，S0/

石灰石为 3∶1 装置的反硝化性能优于 S0/石灰石=1∶

1 和 2∶1 的装置。因此，SAD 装置用于海水养殖尾

水处理时应优先考虑增大装置中 S0 的体积比，以满足

高 HLR 下运行高脱氮性能的需求(Liang et al, 2022)。 

3.2  DO 和 pH 的影响 

本研究中装置出水 DO 低于进水，可能是装置中

的菌对 O2 的消耗(He et al, 2018)；但出水 DO 浓度无

显著差异且均大于 3 mg/L。Wang 等(2023)研究建议

将 SAD 装置中的 DO 保持在 2.0 mg/L 以下。Zhang

等(2022)研究表明，进水中 DO 的存在会影响 SAD 装

置的反硝化性能，抑制 NO2
–-N 还原酶的活性。本研

究的进、出水溶氧过高，这解释了 SAD 装置脱氮性

能低于类似研究的原因。后续可通过控制海水循环水

养殖尾水中的 DO，探究不同 S0/牡蛎壳配比的 SAD

装置最佳的反硝化性能。 

SAD 过程产酸，随着进水 NO3
–-N 负荷增加，装

置出水 pH 下降，但本研究中水体 pH 均在硫自养菌

适宜的范围内。随 S0/牡蛎壳比例升高，装置出水 pH

降低，表明牡蛎壳能够调节水体 pH (Zheng et al, 
2020)。随着 HLR 升高，装置出水 pH 均降低，因为

随着平均 NO3
–-N 去除负荷提升，SAD 反应产生了更

多 的 酸 ， 但 牡 蛎 壳 溶 解 的 速 率 并 未 发 生 改 变

(Sahinkaya et al, 2014)。因此，在高 HLR 运行条件下，

可增大牡蛎壳的体积比以满足 pH 稳定的需求。 

3.3  微生物群落特征 

α 多样性结果与前人研究一致。基质的交接处更

有利于多种菌的生长。Wang 等(2019)研究表明，SAD

装置底部交接处微生物数量最多。Tong 等(2017)研究

表明，相比于 S0，牡蛎壳上的物种多样性较高。单一

富足 S0 的底物条件更利于硫自养菌占据主导

(Christianson et al, 2015)。S0 和牡蛎壳的不同配比对装

置中部 S0 上的菌群结构影响不大(Kilic et al, 2014)，可

能会影响菌群的丰度。SAD 装置中主要功能菌为硫自
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养菌，其具有完整的反硝化功能基因。硫单胞菌属在

SAD 装置中属水平上的平均丰度最高。随 S0/牡蛎壳

比例下降，装置内以及装置上部交接处的硫单胞菌属

丰度上升，可能是随 S0 体积的减少，装置的反硝化

效率降低，当进水自下而上流到装置上部交接处时，

水体中 NO3
–-N 浓度变高，硫单胞菌属丰度因底物浓

度升高而随之上升。Wang 等(2019)研究表明，硫单

胞菌属丰度与较高浓度的 NO3
–-N 正相关。R2 中的变

形菌门和 α 变形菌平均丰度最高，装置中部弯曲杆菌

门和硫单胞菌属丰度最高，可能是导致实验第Ⅰ阶段

R2 的 NO3
–-N 和 TIN 去除率较高的原因。Wang 等(2019)

研究表明，装置中硫自养菌越多，反硝化速率越快。 

Mantel 检验表明，硫单胞菌属与 napAB 基因显

著相关，可能是硫单胞菌属只参与了 SAD中的NO3
–-N

还原为 NO2
–-N 这一步反应(Huang et al, 2021)。R3 中

napAB 基因丰度最高与 R3 中的硫单胞菌属丰度最高

相一致。脱硫藻属只与 nirBD 基因存在相关性，可能

只参与了 DNRA 反应，因此，随着 S0/牡蛎壳的比例

下降，装置中脱硫藻属的平均丰度升高与装置出水

NH4
+-N 逐渐上升的趋势相一致。随 S0/牡蛎壳的比例

下降，装置中 nirS 基因丰度上升，nirK 基因丰度下降。

Xing 等(2022)研究表明，nirS 和 nirK 这 2 个基因对环

境因子会表现出不同的生态响应，且 nirS 基因对脱氮

性能的贡献更大。因此，除了 nirK 基因，本研究中

pH 与所有反硝化基因丰度呈正相关，表明装置出水

pH 越高，越有利于反硝化反应的进行。杨文焕等(2023)

研究也表明，pH 是影响氮代谢路径基因丰度的主要

影响因子，pH 值与反硝化基因和绝大多数 DNRA 基

因呈显著正相关。 

4  结论 

HLR 为 0.95 m3/m2·d 时，S0/牡蛎壳为 5∶1 和 3∶

1 装置的 NO3
–-N 去除性能显著优于 S0/牡蛎壳=1∶1

的装置。装置的出水 pH 随 S0/牡蛎壳比例和 HLR 的

升高而降低。SAD 装置中优势菌门为弯曲杆菌门

(6.47%~ 59.73%) ， 优 势 菌 属 为 硫 单 胞 菌 属

(2.70%~49.50%)。随着 S0/牡蛎壳的比例下降，装置

内及装置上部牡蛎壳和 S0 交接处硫单胞菌属丰度上

升。pH 与反硝化基因丰度呈正相关。 
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The Effect of Different S0/Oyster Shell Ratios on the Performance of Seawater 
Sulfur Autotrophic Denitrification and Microbial Community 

ZHOU Yu, LI Meng, SONG Xiefa①
, SUN Zuoliang, DONG Dengpan, WEI Yuanrong 

(Ocean University of China, Hydro-Environmental Engineering Laboratory, Qingdao  266100, China) 

Abstract    Seawater recirculating aquaculture is a sustainable aquaculture method that provides 
benefits such as the conservation of water and land resources, high productivity, and environmental 
protection. The high NO3

–-N concentration in wastewater is a primary factor limiting wastewater discharge 
to meet compliance standards and restricting the sustainable development of seawater recirculation 
aquaculture. Biological denitrification is the primary method for removing NO3

–-N in the water. Sulfur 
autotrophic denitrification (SAD) does not require an external organic carbon source and produces low 
sludge production, making it suitable for treating seawater recirculating aquaculture water with lower C/N 
ratios. However, SAD generates H+, which reduces the pH of water, thus affecting the stability of the 
denitrification device in long-term operation. In the actual operation of the SAD device, oyster shells are 
frequently used as a filler substrate to regulate the pH of water and ensure the effectiveness of the device 
in denitrification. Oyster shells, as kitchen waste, are cheap and easy to obtain and have received 
widespread attention. Studies on the denitrification performance and microbial community structure of the 
SAD device for marine recirculating aquaculture wastewater with varying hydraulic loading rates (HLRs) 
and S0/Oyster shell filling ratios are limited. In this study, we compared the denitrification performance of 
SAD devices with three S0/Oyster shell ratios (5:1, 3:1, and 1:1) under five HLRs [0.19, 0.24, 0.32, 0.48, 
and 0.95 m3/(m2·d)] and the changes in influent and effluent pH and DO in the treatment of seawater 
recirculating aquaculture wastewater, using artificial seawater recirculating aquaculture wastewater as the 
treatment target. The effects of different S0/Oyster shell ratios on the nitrogen removal performance of the 
SAD device were evaluated in combination with microbial community characterization and functional 
gene prediction analysis. When the HLR was 0.19~0.48 m3/(m2·d), no significant difference was observed 
in the NO3

–-N removal rates among the four HLRs and three devices, which were (72.11±12.64)%~ 
(75.85±7.95)%, (76.00±6.91)%~(78.13±6.45)%, (70.40±7.78)%~(75.76±8.98)%, respectively. At the 
highest HLR [0.95 m3/(m2·d)], the NO3

–-N removal efficiency of the three devices significantly decreased, 
and the NO3

–-N removal efficiency of the S0/Oyster shell=5:1 (61.16%±9.31%) and 3:1 (56.62%±7.23%) 
devices was significantly higher than that of the S0/Oyster shell=1:1 (38.98%±10.19%). For the S0/Oyster 
shell=3:1, the average concentration of effluent NO2

–-N of the device was the lowest at (0.59±0.39) mg/L. 
No significant difference was observed in the average concentration of effluent NH4

+-N among the three 
devices, ranging from (0.17±0.07) to (0.19±0.11) mg/L. The denitrification performance of S0/Oyster 
shell=5:1 and 3:1 devices was better. The effluent pH of the device decreased with increased S0/Oyster 
shell ratio and HLR. The dominant bacterial phyla in the SAD device were Campilobacterota 
(6.47%~59.73%) and Proteobacteria (16.46%~53.93%), and the dominant bacterial genus was 
Sulfurimonas (2.70%~49.50%). As the ratio of S0/Oyster shells decreased, the abundance of Sulfurimonas 
increased within the device and at the intersection of oyster shells and S0 in the upper part of the device. 
pH was positively correlated with denitrification gene abundance. This study provides basic theoretical 
data for the design and operation of SAD devices in seawater RAS. 
Key words    Sulfur autotrophic denitrification (SAD); Denitrification performance; S0; Oyster shell; 
High throughput sequencing 
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