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剩余污泥硫氧化耦合氮固定效能及功能微生物识别研究
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摘要：随着污水处理规模扩大，剩余污泥资源化处理受到关注。剩余污泥含有害成分的同时，具有一定利用潜力。硫氧化可解决剩余污泥中的含硫污染物的同时为微生物提供电子和能量；生物固氮可以生产可利用氮素的同时需要能量和还原力支持，二者可能存在耦合关系。本研究以池塘厌氧底泥为类污泥接种源，构建硫代硫酸盐体系和有机碳体系，并设置相应低氮体系，通过厌氧批次实验考察不同光照条件下的总氮变化。同时，结合16S rRNA高通量测序，分析微生物群落结构及固氮相关潜在功能特征，以探讨硫氧化耦合固氮过程的可行性。结果表明，光照条件明显影响体系氮素积累和微生物群落结构。在硫代硫酸盐体系中，各处理组溶解态总氮均下降，表明培养基中的可溶性氮可能被微生物吸收利用；在硫代硫酸盐低氮体系740 nm处理组总氮积累最高，达到11.14 mg/L；在有机碳低氮碳体系740 nm处理组总氮净增量最高，为24.26 mg/L。与硫代硫酸盐体系相比，有机碳体系总氮积累量更高，但其依赖外加有机碳源，成本高；不能满足剩余污泥中含硫污染物转化需求。群落分析显示，近红外光和白炽灯有利于Allochromatium、Sulfuricurvum、Thiocapsa等光合硫细菌或硫氧化相关菌群富集，功能预测结果也表明白炽灯、740 nm、860 nm和LED2处理组固氮相关功能基因预测丰度较高。综上，一定光照条件下可促进潜在固氮功能微生物富集，剩余污泥硫氧化耦合固氮过程具有一定可行性。
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Abstract: With the expansion of sewage treatment scale, the resource treatment of excess sludge has attracted attention. The excess sludge contains harmful components and has certain utilization potential. Sulfur oxidation can solve the sulfur-containing pollutants in excess sludge and provide electrons and energy for microorganisms. Biological nitrogen fixation can produce available nitrogen while requiring energy and reducing power support, and there may be a coupling relationship between the two. In this study, the anaerobic sediment of the pond was used as the sludge inoculation source to construct the thiosulfate system and the organic carbon system, and the corresponding low nitrogen system was set up. The total nitrogen changes under different light conditions were investigated by anaerobic batch experiments. At the same time, combined with 16S rRNA high-throughput sequencing, the microbial community structure and potential functional characteristics related to nitrogen fixation were analyzed to explore the feasibility of sulfur oxidation coupled with nitrogen fixation process. The results showed that light conditions significantly affected the nitrogen accumulation and microbial community structure of the system. In the thiosulfate system, the total dissolved nitrogen in each treatment group decreased, indicating that the soluble nitrogen in the medium may be absorbed and utilized by microorganisms ; in the thiosulfate low nitrogen system, the total nitrogen accumulation in the 740 nm treatment group was the highest, reaching 11.14 mg/L ; in the organic carbon low nitrogen carbon system, the net increase of total nitrogen in the 740 nm treatment group was the highest, which was 24.26 mg/L. Compared with the thiosulfate system, the total nitrogen accumulation in the organic carbon system was higher, but it depended on the additional organic carbon source and the cost was high. It can not meet the demand for the conversion of sulfur-containing pollutants in excess sludge. The community analysis showed that near-infrared light and incandescent lamp were beneficial to the enrichment of photosynthetic sulfur bacteria or sulfur oxidation-related bacteria such as Allochromatium, Sulfuricurvum and Thiocapsa. The functional prediction results also showed that the incandescent lamp, 740 nm, 860 nm and LED2 treatment groups had higher predicted abundance of nitrogen fixation-related functional genes. In summary, under certain light conditions, it can promote the enrichment of potential nitrogen-fixing functional microorganisms and residual pollution.
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1 绪论
1.1 研究背景及意义
近年来，我国城市化进程不断加快，城市污水处理设施规模日益增大，也使得剩余污泥产量随之显著增加[1]。最新数据显示，以80%含水量折算，我国城市污水处理厂产生的污泥量从2019年的1.38×107 t[2]增加到2024年的1.60×107 t[3]。这表明剩余污泥的高效处理与资源化利用成为当前固废处理领域的核心问题之一[4]。作为污水处理过程中的副产物，剩余污泥中含有大量的有机质、病原微生物、重金属及各类污染物，若处置不当，不仅会造成二次污染，还可能制约水环境治理体系的可持续发展。
传统的污泥处理工艺主要包括浓缩、脱水、厌氧消化、好氧发酵及焚烧等，然而这些工艺普遍存在能耗高、运行成本大、二次污染风险高及资源回收率低等多重缺陷[1,4]。例如，厌氧消化受可降解有机质比例、氨氮抑制和水力停留时间等因素的限制，导致甲烷转化效率波动较大；好氧发酵过程需不断供氧保证微生物的生命活动所需氧气，能耗较高；焚烧虽可实现减量化，但对含水率控制、烟气净化和灰渣处置提出较高要求[5]。与此同时，剩余污泥含有丰富氮、磷、钾等植物营养元素和有机质，若仅进行无害化处理而不进行资源化利用，不仅造成资源浪费，也不利于污水处理系统的低碳转型。因此，开发高效、低碳、资源化的剩余污泥生物处理新技术，是当前固废处理与环境工程领域亟待突破的重要方向。
在全球生态环境持续变化与可持续发展需求日益增强的背景下，地球元素生物地球化学循环正受到广泛关注。微生物在地球元素生物地球化学循环中扮演着不可替代的核心角色，尤其在碳、氮、硫等关键元素的转化过程中发挥着驱动性作用[6]。硫是构成生物体所必需的化学元素之一，是地球元素生物地球化学循环的关键元素。硫的氧化和还原是硫循环中重要的一环[7]。其中，硫氧化反应可在工业废水治理中去除有毒有害的硫化氢及硫化物，是硫脱除的核心手段[8]。氮循环是生态系统物质循环的重要组成部分，而氮固定是氮循环中将惰性氮气转化为生物可利用氮的重要过程，是自然生态系统氮素输入的主要途径。氮是影响农业生产的关键因素之一，不仅是农作物生长发育的必需营养元素，也与畜禽及水产养殖的生长效率密切相关[9]。因此，氮固定对维持生态系统生产力、保障农业生产和促进养殖业发展具有重要意义。
传统认知中，硫氧化过程与生物固氮过程通常由不同功能微生物群落在不同生态位中完成。然而，自然界中各元素的生物地球化学循环并非孤立存在，而是与其他元素循环相互耦合并且相互推动的[10]。因此，将硫氧化与氮固定置于同一体系中进行考察，不仅具有理论探索价值，也可能为低碳氮素回收和污泥资源化提供新的生物学路径。
基于此，本研究提出构建“剩余污泥硫氧化耦合氮固定”协同系统，其核心科学假说是：在特定环境下，剩余污泥中的功能微生物可利用还原性硫化物氧化释放的化学能，驱动固氮酶活性，从而实现大气氮的固定与污泥有机质、硫污染物的同步降解。本研究旨在通过选择性富集、光照调控和群落功能预测，探索硫氧化与固氮在剩余污泥体系中耦合发生的可能性，并识别其潜在功能微生物及功能特征。
1.2 硫氧化耦合氮固定理论基础
1.2.1 硫氧化反应
硫氧化指硫氧化微生物（如硫杆菌属、着色菌属）氧化单质硫（S⁰）、硫化物（S²⁻）、硫代硫酸盐（S₂O₃²⁻）等还原态硫化合物获得能量，并生成硫酸盐（SO₄²⁻）等氧化态硫化合物的过程[7]。
以硫代硫酸钠为例，其核心硫氧化半反应式为：

S₂O₃²⁻+5H₂O→2SO₄²⁻+10H⁺+8e⁻1
（‑1）
在此过程中释放的电子通过微生物细胞内的电子传递链进行传递，并伴随质子（H⁺）的跨膜泵出，建立跨膜质子电化学梯度。这一质子动势随后驱动ATP合成酶合成ATP，为微生物自身生长及共生的其他耗能过程提供能量。因此，硫氧化反应是自养微生物获取能量和还原力的重要途径。
自然界中存在光能自养型与化能自养型两种自养硫氧化微生物。已有研究表明，部分硫氧化微生物不仅能够氧化还原态硫化合物获取能量，还具有固氮能力或固氮功能潜力。紫色硫细菌Allochromatium vinosum是较典型的光合硫氧化菌，可氧化硫化氢、单质硫和硫代硫酸盐等还原态硫化合物，并且其基因组中检测到与固氮相关基因[16]，可通过钼固氮酶进行原位固氮[17]。除光合硫细菌外，部分化能自养型硫氧化菌也被证实具有固氮能力。例如，Endothiovibrio diazotrophicus，为非光合、海洋来源的硫氧化细菌，可利用硫化物和硫代硫酸盐作为电子供体进行化能自养生长，并在缺乏固定氮源条件下表现出显著的生物固氮能力[18]；Sulfurimonas microaerophilic和Sulfurimonas diazotrophicus也被报道兼具氢氧化、硫氧化和固氮潜力[23]。

1.2.2 固氮反应
氮元素是构成生命体蛋白质、核酸和多种辅酶的关键元素之一。氮气（N2）是大气中含量最丰富的氮素形态，体积分数约为78.1%。然而，大部分生物却很难直接利用，而是以氨（NH4+/NH3）或硝酸盐（NO3−）等形式吸收氮素。这是因为N2分子中强三键的惰性键能为（940.95 kJ·mol-1）[11]，想要将其固定转化成氮化合物的第一步就需要大量的能量，使得氮固定极其困难。
固定氮的方式有三种：（1）闪电固氮，是指闪电发生时放电通道内及其周围瞬间高温（30000 K）会将其中的N2和O2电离，发生一系列的化学反应从而转化为氮氧化物的过程[12]；（2）工业固氮，指以Haber-Bosch法为代表，在高温高压条件下利用铁基催化剂促使氮气与氢气反应合成氨的人工固氮技术[13]；（3）生物固氮，指固氮生物将空气中的氮气转化为生物可利用氮素的过程。
闪电固氮属于自然非生物固氮过程，受气候和区域环境制约，难以作为可控氮源利用。Haber-Bosch法自20世纪初问世以来，全球大部分人口都依赖于工业固氮生产的氮肥。该工艺每年生产约5亿吨含氮肥料[14]，但代价巨大：需要在高温高压的极端条件下进行反应，对能源供给提出了极高要求——每年消耗的天然气约占全球总消耗量的1%～2%，且每生产1吨NH₃约释放1.87吨CO₂[15]，这不仅大幅增加了生产成本，也与节能减排的可持续发展理念背道而驰[13]。同时，氮肥的过量施用还导致内陆水域和近海富营养化，并增加强效温室气体N₂O的排放。而生物固氮中的固氮酶在温和条件下起作用，是一种绿色无污染的固氮方式。因此，深入探索和开发应用生物固氮技术，对推动农业绿色低碳发展具有重要意义。
生物固氮核心还原半反应式为：

N₂+10H⁺+8e⁻+16ATP→2NH₄⁺+H₂+16[ADP+Pi]
（1‑2）
该过程由固氮微生物主导，其体内的固氮酶系统是反应的关键催化载体。以典型钼固氮酶为例，固氮酶由两种蛋白组分构成：组分Ⅰ为钼铁蛋白（MoFe蛋白），含有铁钼辅因子，是N₂结合与还原的活性中心；组分Ⅱ为铁蛋白（Fe蛋白），负责将电子从电子供体传递至MoFe蛋白，并伴随ATP水解[19]。每传递一个电子需要消耗2个ATP，因此每固定1分子N₂需消耗16分子ATP，能量消耗极大，故氮固定需依赖外部能量供给或协同代谢系统的支撑。
1.2.3 硫氧化耦合氮固定过程
硫氧化耦合氮固定简化总反应式为：

S₂O₃²⁻+5H₂O+N₂+16ATP→2SO₄²⁻+2NH₄⁺+H₂+8e⁻+16ADP+16Pi
（1‑3）
如图1‑1，该耦合体系的核心逻辑在于：还原态硫化合物氧化过程中释放的电子进入微生物电子传递链，并通过形成质子动势促进ATP合成。同时，部分电子或还原当量可进一步传递至固氮系统，为N₂还原提供还原力支持。由于生物固氮过程需要消耗大量ATP和电子，硫氧化过程提供的能量与还原力可能成为维持固氮代谢的重要来源。因此，硫氧化与固氮之间可能通过电子传递和能量供给形成代谢耦合关系。
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图1‑1 硫氧化耦合氮固定机制
1.3 国内外研究现状
目前，围绕剩余污泥硫氧化耦合固氮的直接研究较少，相关认识主要来源于硫还原耦合脱氮、厌氧氨氧化耦合硫循环、生物电化学系统以及沉积物硫氮耦合循环等领域。
在国内，席尚东等[24]在厌氧—生物电化学耦合系统研究中识别出硫氧化基因Sox、氮还原基因NirK、固氮基因NifH等关键功能基因，为污泥体系中硫氮耦合功能菌筛选提供了技术参考。刘子娟等[25]和任宏洋等[26]研究表明，污泥预处理可促进有机质及硫氮组分释放，提高基质可利用性。胡悦[27]揭示了含硫氨基酸厌氧消化过程中硫化氢的生成及毒性效应，为硫代谢调控提供了参考。李阳[28]、许久勇[29]和史经新[30]的研究则为电子传递强化和功能菌群富集提供了思路。
在国际上，Jeseth V D等[21]在甲烷与氮循环生物膜反应器的研究中发现，硫化物可通过调控微生物间的物质与能量交换关系，定向诱导亚硝酸盐异化还原为氨。Qin Y等[22]构建了硫化物型反硝化与厌氧氨氧化耦合体系，明确了N/S摩尔比对脱氮除硫效果和核心菌群协同作用的影响。Rolando[20]等在互花米草根际盐沼生态系统中回收239个宏基因组组装基因组，发现硫氧化菌大量表达碳固定（RuBisCO）、氮固定（nifHDK）和硫氧化（dsrAB）基因，明确该耦合过程为沿海植物提供了重要氮源。Zhong Y等[23]在红树林沉积物中，成功分离鉴定出两株新型化能自养菌：Sulfurimonas microaerophilic sp. nov.和Sulfurimonas diazotrophicus sp. nov.，表明这两株菌兼具氮固定与硫氧化双重功能，可通过氧化硫化合物获取能量驱动氮固定过程。
综上，目前的研究成果已经在硫氧化-固氮功能基因挖掘、硫氮循环途径解析、电子传递效率提高以及功能微生物群落构建等方面起到很好的指导作用和发展方向指引作用。然而，针对剩余污泥或类似厌氧复杂基质中硫氧化耦合固氮的直接证据仍然不足，其实际固氮效能、关键功能微生物及主要影响因素尚不明确。尤其是硫氧化供能能否有效支持固氮过程，以及光照条件和电子供体类型如何影响耦合效能，仍需进一步验证。因此未来需要建立专门的硫氧化-固氮实验系统并结合总氮变化、微生物群落分析与功能基因预测等手段来进一步阐明其作用机理以及开发其在资源回收利用和环境保护方面的应用前景。
1.4 研究目的和内容
生物组学表明硫氧化耦合氮固定是活性污泥中潜在的微生物互作方式，但其实际效能与功能微生物一直不清楚。本研究将探究剩余污泥硫氧化耦合氮固定效能并识别其功能微生物。具体研究内容包括：
（1）基于热力学计算设计并筛选硫氧化耦合氮固定微生物选择性培养基。基于热力学吉布斯自由能计算，分析硫氧化反应的能量释放与氮固定反应的能量需求关系，设计适用于耦合功能微生物富集的选择性培养基，为后续实验体系构建提供基础。
（2）评估硫氧化耦合氮固定效能并确定关键影响因子。分别以有机碳氧化和硫代硫酸盐氧化作为不同能量来源，在厌氧条件下设置不同光照波长处理组，监测体系中总氮浓度变化，比较不同条件下的固氮效能，明确光照条件和能量来源类型对硫氧化耦合固氮过程的影响规律。
（3）通过微生物信息学分析鉴别硫氧化耦合氮固定功能微生物。采用高通量测序技术对体系中微生物16S rRNA基因进行扩增和测序，分析不同处理条件下微生物群落结构及优势菌群变化，并结合功能预测和相关性分析，筛选可能参与硫氧化和固氮过程的关键微生物类群。
1.5 技术路线
本研究技术路线如图1‑2所示。整体研究思路为：以复兴镇池塘厌氧底泥为接种源，分别构建异养有机碳氧化体系和自养硫氧化体系的厌氧培养系统，并设置不同光照波长处理组。通过监测体系中总氮浓度，评估不同条件下的固氮效能。同时，结合微生物多样性分析，解析不同处理条件下微生物群落结构及潜在功能特征。
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图1‑2 技术路线图
2 材料与方法
2.1 实验材料
2.1.1 接种污泥准备
接种污泥取自重庆市两江新区复兴街道池塘表层3-10 cm厌氧底泥，污泥样品呈黑色且伴有臭味，长期处于厌氧或低氧环境，含丰富的微生物种类，满足实验要求。
如图2‑1，采集后样品，用500 mL塑料样品瓶密封保存，减少与空气接触，并在低温4 ℃条件下短期保存，以降低群落结构改变。需要说明的是，本研究实际接种源为池塘厌氧底泥，其微生物生态位与剩余污泥具有厌氧、高有机质和功能菌群复杂等相似性，虽并不完全等同于污水处理厂剩余污泥，但可作为剩余污泥硫氮耦合生物处理前期机理探索和功能菌富集的参考接种源。
[image: image4.jpg]



图2‑1 池塘厌氧底泥
2.1.2 实验试剂
该实验所主要用的试剂名称、试剂规格及试剂厂家见表2‑1。
表2‑1 实验试剂信息
	试剂名称
	化学式
	试剂规格
	试剂厂家

	无水硫代硫酸钠
	Na2S2O3
	AR
	阿法埃莎（中国）化学有限公司

	无水硫酸镁
	MgSO4
	AR
	成都市科隆化工试剂厂

	磷酸二氢钾
	KH2PO4
	AR
	成都市科隆化工试剂厂

	碳酸氢钠
	NaHCO3
	AR
	成都市科隆化工试剂厂

	甲酸钠
	CHNaO2
	AR
	上海麦克林生化科技有限公司

	乙酸钠
	CH3COONa
	AR
	上海麦克林生化科技有限公司

	丙酸钠
	C3H5NaO2
	AR
	成都市科隆化学品有限公司

	丁二酸钠
	C4H4Na2O4
	AR,≥99.0%
	上海麦克林生化科技有限公司

	酵母浸粉
	无
	BR:生物试剂
	北京奥博星生物技术有限责任公司

	高纯氮
	N2
	≥99.99%
	重庆市力拓气体有限公司


2.1.3 实验主要仪器
该实验所用的仪器名称、仪器型号及仪器厂家见表2‑2。
表2‑2 实验仪器信息
	仪器名称
	仪器型号
	仪器厂家

	双光束紫外分光光度计
	T-9200A 
	皮肯仪器（上海）有限公司

	高压蒸汽灭菌锅
	LDZM-80L-IA
	上海中安医疗器械厂

	分析天平
	梅特勒ME 204E
	梅特勒托利多国际有限公司

	电子天平
	CN-LQC6002
	上海瑶新电子科技有限公司

	防爆冰箱
	BL-300L
	广州安菲环保科技有限公司

	超低温冷冻储存箱
	DW-HL340G
	中科美菱低温科技股份有限公司

	超纯水机
	ATSmole181OA Pro
	重庆市安特生环保设备有限公司

	超声波清洗机
	宁波新芝SB-5200D
	宁波新芝生物科技股份有限公司

	离心机
	TGL-16G
	上海安亭科学仪器厂


2.1.4 光源
光照是影响光能自养型硫氧化菌的生长、代谢和生理功能的关键因素之一。为考察不同光照条件对硫氧化耦合固氮过程的影响，本研究设置了光照处理组。本研究所用光源及类别见表2‑3。所采用的光照条件包括黑暗处理、复合光照处理及不同单峰波长光源处理。其中，黑暗处理与复合光光源的光谱特征见图2‑2，其余光源均表现为单峰波长。
表2‑3 实验光源选择
	编号
	光源
	类别

	1
	LED灯-1
	可见光

	2
	LED灯-2（除2.3节中（3））
	可见光+近红外

	3
	808 nm
	近红外

	4
	860 nm
	近红外

	5
	740 nm
	近红外

	6
	940 nm
	近红外

	7
	1050 nm
	近红外

	8
	1550 nm
	近红外

	9
	白炽灯
	可见光+近红外

	10
	黑暗
	黑暗


[image: image5.png]Count

30000

25000

20000 |
15000 |
10000 |
5000 |

0
30000

25000

20000 |
15000 |
10000 |
5000 |

——LED-I [ —— LED-2
—— YT i
200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000

Wave (nm)





图2‑2 黑暗和复合光照光谱图
2.2 选择培养基
2.2.1 理论可行性分析
在生物化学标准状态（pH=7，1 atm，除H+外，其余物质浓度为1 mol/L）条件下，关键物质的生成吉布斯自由能（ΔGf0′）见表2‑4。反应的吉布斯自由能方程式为：


[image: image7.png]AGE,=SAGY (F47)-EAGY (JZKi471)




（2‑1）

根据反应式（1-3），硫氧化耦合氮固定总自由能变化为：


[image: image8.png]NG =[20GY (SOF )+2AGY (NH; ) +AGY (H)]
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（2‑2）
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综上，[image: image16.png]


<0，该耦合途径在标准状态下自发进行，说明硫氧化耦合固氮过程具有热力学可行性。
表2‑4 标准状态下对应吉布斯自由能
	物质
	化学式
	ΔGf0′ (kJ·mol−1)

	硫代硫酸根
	S2O32−（aq）
	−522.5

	硫酸根
	SO42−（aq）
	−744.6

	水
	H2O（l）
	−237.2

	氮气
	N2（g）
	0

	铵离子
	NH4+（aq）
	−79.4

	氢气
	H2（g）
	0

	三磷酸腺苷
	ATP
	30.5


2.2.2 实际培养确定
依据上述热力学分析结果，本研究构建了硫代硫酸盐体系和有机碳体系两类模拟废水，用于比较不同能量来源条件下体系的固氮效能及微生物群落特征。其中，硫代硫酸盐体系以硫代硫酸钠为主要电子供体和能量来源，用于富集潜在硫氧化耦合固氮微生物；有机碳体系以甲酸钠、乙酸钠、丙酸钠和丁二酸钠为有机碳源，用于对比异养有机碳氧化条件下的固氮效能和功能菌群变化。
为考察外源有机氮和生长因子对体系固氮过程的影响，本研究分别设置基础体系和低氮体系。基础体系中加入少量酵母粉和维生素，以提供生长因子并促进微生物复苏和富集，具体配方见表2‑5和表2‑7。低氮体系不添加酵母粉和维生素，以降低外源氮输入，更直接地评价体系潜在固氮能力。碳酸氢钠用于提供无机碳源并维持体系缓冲能力，磷酸二氢钾提供磷源，无水硫酸镁提供镁离子，微量元素溶液则为固氮酶及电子传递相关酶系提供必要金属元素，如Fe、Mo、Ni、Co等。具体配方见表2‑6和表2‑8。
表2‑5 硫代硫酸盐体系模拟废水组成
	名称
	含量

	硫代硫酸钠
	5.0 g/L

	碳酸氢钠
	1.0 g/L

	无水硫酸镁
	0.1 g/L

	磷酸二氢钾
	0.2 g/L

	酵母粉
	0.1 g/L

	维生素
	1.0 mL/L

	微量元素
	1.0 mL/L


表2‑6 硫代硫酸盐低氮体系模拟废水组成
	名称
	含量

	硫代硫酸钠
	5.0 g/L

	碳酸氢钠
	1.0 g/L

	无水硫酸镁
	0.1 g/L

	磷酸二氢钾
	0.2 g/L

	微量元素
	1.0 mL/L


表2‑7 有机碳体系模拟废水组成
	名称
	含量

	甲酸钠
	1.0 g/L

	乙酸钠
	1.0 g/L

	丙酸钠
	1.0 g/L

	丁二酸钠
	1.0 g/L

	碳酸氢钠
	1.0 g/L

	无水硫酸镁
	0.1 g/L

	磷酸二氢钾
	0.2 g/L

	酵母粉
	0.1 g/L

	维生素
	1.0 mL/L

	微量元素
	1.0 mL/L


表2‑8 有机碳低氮体系模拟废水组成
	名称
	含量

	甲酸钠
	1.0 g/L

	乙酸钠
	1.0 g/L

	丙酸钠
	1.0 g/L

	丁二酸钠
	1.0 g/L

	碳酸氢钠
	1.0 g/L

	无水硫酸镁
	0.1 g/L

	磷酸二氢钾
	0.2 g/L

	微量元素
	1.0 mL/L


本研究培养基所用维生素配方为：为50 mg维生素B1，10 mg维生素B2，10 mg维生素B6，5 mg维生素B12，50 mg烟酸，30 mg对氨基苯甲酸（C₇H₇NO₂），5 mg生物素，10 mg肌酸，10 mg叶酸（C19H19N7O6），10 mg抗坏血酸，10 mg柠檬酸溶于水，定容至1000 mL，此溶液在0～4℃可稳定保存1个月。所用微量元素配方为：称取100 mg氯化锰（MnCl2·4H2O），100 mg氯化钴（CoCl2·6H2O），100 mg氯化锌（ZnCl2），200 mg硫酸亚铁（FeSO4·7H2O），1000 mg硼酸（H3BO3），10 mg氯化铜（CuCl2·2H2O），20 mg钼酸钠（NaMoO4·4H2O），20 mg氯化镍（NiCl2·4H2O）溶于水，定容至1000 mL，此溶液在0～4℃可稳定保存1个月。
2.3 实验方案
采用批次实验研究，试验用100 mL厌氧顶空瓶进行，瓶盖采用丁基橡胶塞密封。根据不同模拟废水配方配制培养基，并分装至100 mL厌氧顶空瓶中，每瓶装液量为50 mL。随后每瓶接种1 mL污泥，并通入高纯氮气5 min，以降低体系中溶解氧并置换顶部气相。最后将瓶口密封，置于对应光照条件中，静置培养（如图2‑3）。为降低光照造成的温度差异，培养过程中各光照配有散热系统，并每种光源单独设置暗室，避免不同光源间串光。
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图2‑3 批次试验装置（以740nm为例）
2.3.1 自养硫氧化耦合固氮效能及功能微生物识别
（1）不同光照条件下硫代硫酸盐体系固氮效能及功能微生物识别。
为系统探究不同光照条件下硫氧化耦合氮固定机制，将硫代硫酸盐体系模拟废水（见表2‑5）作为培养基，其中添加硫代硫酸钠（5 g/L）提供还原态硫源、电子供体和潜在能量来源，碳酸氢钠作为无机碳源和缓冲组分。设置10个光照处理组（见表2‑3）。根据培养情况，使用1 mL注射器经丁基橡胶塞抽取水样，检测总氮变化，以评估固氮效能。实验末期取底部污泥样品，进行微生物多样性测序，以解析不同光照条件下硫氧化耦合固氮体系中的微生物群落组成及潜在功能特征。
（2）不同光照条件下硫代硫酸钠低氮体系固氮效能。
基于不同光照条件下硫代硫酸盐体系实验，将硫代硫酸盐低氮体系模拟废水（见表2‑6）作为培养基，不添加酵母粉和维生素，以减少外源固定氮输入，考察在基础营养条件下和无初始总氮条件下微生物的固氮能力。设置10个光照处理组（见表2‑3）。根据培养情况用1 mL注射器在瓶口处吸取水样，检测总氮变化，以评估固氮效能。
2.3.2 异养有机碳氧化耦合固氮效能及功能微生物识别
（1）不同光照条件下有机碳体系固氮功能微生物识别。
为与硫代硫酸钠体系对比，系统探究不同光照条件下有机碳氧化耦合氮固定机制，以有机碳体系模拟废水（见表2‑7）作为培养基，其中添加甲酸钠（1 g/L）、乙酸钠（1 g/L）、丙酸钠（1 g/L）、丁二酸钠（1 g/L）共同提供有机碳源、电子供体和能量来源。根据光照的类型，设置9个光照处理组（见表2‑3，除LED2）。实验末期取底部污泥样品，进行微生物多样性测序，比较有机碳供能条件下不同光照对潜在固氮功能特征的影响。
（2）不同光照条件下有机碳低氮体系固氮效能。
为与硫代硫酸钠体系对比，基于不同光照条件下有机碳体系固氮功能微生物识别，以有机碳低氮体系模拟废水（见表2‑8）作为培养基，不添加酵母粉和维生素，以降低外源固定氮干扰，优化培养条件，考察在基础营养条件下和无初始总氮条件下微生物的固氮能力。设置10个光照处理组（见表2‑3）。根据培养情况用1 mL注射器在瓶口处吸取水样，检测总氮变化，以评估固氮效能。
2.4 实验分析方法
2.4.1 水质分析方法
水样收集后以经过0.45 μm水系滤膜过滤后检测为溶解态总氮浓度（DTN）；以未经过0.45 μm水系滤膜过滤后检测为总氮浓度（TN），即包含溶解态和生物量总氮浓度。具体检测方法采用碱性过硫酸钾消解紫外分光光度法（HJ 636-2012）测定。取1 mL试料稀释至10 mL，然后加入5 mL碱性过硫酸钾，在高压灭菌锅中（121 ℃，30 min）进行消解。消解结束后自然冷却至室温，然后加入1 mL（1+9）盐酸并定容至25 mL。最后在220 nm和275 nm波长处测定吸光度，根据标准曲线计算总氮浓度。
2.4.2 微生物多样性分析
将污泥样品取样后，首先以1000 rpm离心5 min后去除上清液，然后放入-80 ℃冰箱保存。处理后的污泥样品送至美吉生物测试平台进行微生物多样性分析。16SrRNA基因序列包括保守区和可变区[31]。不同种类的细菌都有着相同的保守区序列但不同的可变区序列。因此，可根据样品中可变区序列的差异来区分不同种类的细菌。具体分析步骤如下：
①DNA提取与质检：从环境样品中抽提总基因组DNA，利用1%琼脂糖凝胶电泳检测DNA完整性和质量。
②PCR扩增与文库构建：以上述提取的DNA为模板，使用携带Barcode序列的上游引物515F和下游引物806R对16S rRNA基因V4可变区进行PCR扩增。PCR产物混合后用2%琼脂糖凝胶电泳检测并切胶回收纯化，随后使用Quantifluor™-ST荧光定量系统进行定量，按各样本测序量要求进行混合。
③通过PCR将Illumina接头序列添加到目标区域外端，使用凝胶回收试剂盒切胶回收PCR产物，Tris-HCl缓冲液洗脱，2%琼脂糖电泳检测，经氧化铝纯化产生单链DNA片段。
④上机测序：单链DNA片段通过接头序列与芯片上包埋的互补序列结合并被固定。以芯片上的序列为引物进行PCR合成，经桥式PCR扩增产生DNA簇并线性化为单链。随后采用边合成边测序策略，加入DNA聚合酶和四种荧光标记dNTP，每轮延伸一个碱基后激光扫描读取荧光信号，化学切割荧光基团和终止基团，反复采集信号获取序列；利用Illumina平台完成双端测序。
⑤生物信息分析：对测序获得的双端reads进行样本拆分、质量质控、双端拼接过滤得到优化数据。使用DADA2/Deblur等降噪方法获得ASV代表序列及丰度信息。基于ASV开展物种分类学注释，计算Alpha多样性指数，进行Beta多样性（如PCoA、NMDS、PERMANOVA等）、群落组成、物种差异、相关性网络以及PICRUSt2、Tax4Fun、FUNGuild等功能预测分析。需要注意的是，PICRUSt2功能进行固氮相关功能预测，预测结果只能反映潜在功能丰度，不能直接等同于功能基因的实际表达或固氮酶活性。
测序数据处理过程在美吉生信云平台上操作完成（http://www.majorbio.com/）。
3 结果与讨论
3.1 不同光照条件下硫代硫酸盐体系固氮效能及功能微生物识别
3.1.1 固氮效能评估
硫代硫酸盐体系以硫代硫酸盐为主要电子供体和能量来源。如图3‑1 硫代硫酸盐体系实验结果所示，从左到右依次为S_LED1、S_LED2、S_808、S_860、S_740、S_940、S_1050、S_1550、S_IL和S_Dark。当反应进行至第42天时，处理组S_LED2、S_808、S_860、S_740、S_IL呈现不同程度的污泥颜色变化。其中S_808、S_860、S_740、S_IL白炽灯处理组呈粉色或淡粉色，S_LED2处理组呈绿色，这主要与体系内光合细菌在特定波长光照下大量增殖有关，其光合色素，如类胡萝卜素、细菌叶绿素等，可能导致污泥颜色发生变化。颜色变化本身不是固氮发生的直接证据，但是光照筛选功能菌群的表观指示。
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图3‑1 硫代硫酸盐体系实验结果（a）反应前；（b）反应第42天
反应前后各处理组溶解态总氮变化如图3‑2（a）所示。总体来看，反应结束后各处理组溶解态总氮均呈下降趋势，说明培养基中原有的溶解性氮可能被微生物吸收、利用。其中S_808、S_740、S_LED2和S_IL处理组溶解态总氮较低，分别为1.81 mg/L、1.70 mg/L、2.92 mg/L和3.37 mg/L，较初始值下降明显。因此，仅依据溶解态总氮变化难以判断固氮效能，还需结合总氮进行分析。从总氮变化来看，不同光照条件下氮素积累差异明显。S_740和S_IL总氮较初始值净增加约4.11～4.55 mg/L，说明740 nm和白炽灯光照条件下微生物有氮固定作用，但并未表现出较好的固氮效能。
各处理组总氮浓度变化如图3‑2（b）所示。除S_Dark、S_1550、S_940相对趋势平缓以外，所有样品初期皆为下降趋势。其中，S_LED2和S_808处理组下降后未出现明显回升；S_LED1和S_1050处理组后期有所回升，但未超过初始值；S_860、S_740和S_IL处理组后期回升明显，且最高值超过初始值。反应初期体系总氮下降可能与微生物适应环境、利用培养基中原有含氮物质进行生长代谢，以及氮素在不同形态间转化有关；而后期部分处理组体系总氮回升并超过初始值，则说明在相应光照条件下，体系可能发生了外源N₂向生物量氮或其他含氮形态转化的过程，表现出一定的潜在固氮效应。
综上，740 nm和白炽灯处理组更有利于硫代硫酸盐体系中的氮素积累，表现出较强的潜在固氮效能。但总体来看，总氮净增量仍较有限，说明该体系的固氮效能仍有提升空间，故需要通过优化培养基组成、电子供体浓度和培养条件等进一步提高耦合固氮效果。
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图3‑2 不同光照条件下硫代硫酸盐体系（a）溶解态总氮浓度；（b）总氮浓度
3.1.2 微生物群落结构
为解析不同光照条件下硫代硫酸盐体系中微生物群落结构差异，对各处理组样品进行了16S rRNA高通量测序分析。根据光照类型，将样品分为可见光组（Vis）、可见光-近红外组（Vis-Nir）、近红外组（Nir）和黑暗组（Dark）。
由下图3‑3（a）可知，4类光照样品共有的细菌门为42个，其中Nir组检测到的细菌门数量最多，为57个。Dark、Vis和Vis-Nir处理分别为49、48和47个。Nir特有的细菌门为5，占Nir总体微生物菌属总数的8.8%。
由下图3‑3（b）可知，4个不同光照类别样本处理共有的细菌属为247个，其中Nir微生物群落数最高，为564个细菌属；Dark、Vis和Vis-Nir处理分别为390、388和355个。Nir特有的细菌属为96，占Nir总体微生物菌属总数的17.0%。这说明在硫代硫酸盐体系中，Nir光照条件下微生物群落的多样性最高，特有菌属比例明显高于其他光照条件，表明近红外光照有利于提高微生物群落丰富度，并可能促进特定功能菌群形成。
[image: image22.png]Vis_Nir Nir

Vis Dark



[image: image23.png]Vis_Nir Nir

o Dark

Vis




图3‑3 硫代硫酸盐体系中的物种Venn图（a）门水平；（b）属水平
通过对反应器中微生物的物种分类研究，有助于更好地探究反应器的微生物结构和功能，10种不同光照条件下的样本在门和属水平上的物种丰度分布如图3‑4所示。
从图3‑4（a）中可以看出，硫代硫酸盐体系在门水平上，主要优势物种为Pseudomonadota、Thermodesulfobacteriota、Chloroflexota、Bacillota、Bacteroidota，分别占总细菌丰度的16.62%-60.24%、2.03%-27.25%、6.62%-27.36%、8.17%-16.37%、3.92%-11.07%。这些菌门整体上主要参与生态系统中的有机质降解、碳循环、氮循环、硫循环和能量转化。说明硫代硫酸盐体系中形成了较复杂的厌氧微生物群落结构。其中，Bacteroidota和Bacillota更偏向多糖/有机物分解与发酵，常与短链脂肪酸产生有关；Pseudomonadota功能最广，常参与氮、硫、铁等多种元素循环和污染物降解；Thermodesulfobacteriota更偏向厌氧硫酸盐还原和硫循环；Chloroflexota常与复杂有机质降解、厌氧环境中的碳氮磷循环和系统稳定性相关。
从图3‑4（b）中可以看出，硫代硫酸盐体系在属水平上的优势菌属主要包括Allochromatium、norank_f__Anaerolineaceae、Cereibacter、Macellibacteroides、Erysipelothrix、Desulfobulbus、Cetobacterium、Desulfomicrobium、Thiocapsa和Sulfuricurvum，平均相对丰度分别为8.15%、6.00%、5.78%、3.55%、2.84%、2.61%、2.54%、2.46%、2.45%和2.06%。这些菌属涉及光合硫细菌、硫氧化菌、硫酸盐还原菌和厌氧发酵菌等功能类群，说明体系中可能同时存在硫转化、有机质厌氧转化及潜在氮素转化过程。
不同光照条件下优势菌属组成差异明显。白炽灯处理组S_IL中Cereibacter和Allochromatium相对丰度较高，分别为15.85%和15.35%，Thiocapsa、Erysipelothrix和Rhodopseudomonas也分别达到5.99%、5.79%和4.39%，说明白炽灯能促进光合细菌和光合硫细菌共同富集。在740nm、808nm和860nm处理组中，Allochromatium明显富集，其在S_808、S_860和S_740中的相对丰度分别为24.64%、19.40%和17.26%，同时S_860中Cereibacter、Rhodopseudomonas和Thiocapsa分别占18.13%、6.21%和5.84%，S_740中Cereibacter、Thiocapsa、Erysipelothrix和Rhodopseudomonas分别占10.04%、7.74%、6.26%和5.59%。将Allochromatium、Thiocapsa和Sulfuricurvum作为光合硫氧化或硫氧化相关代表菌属合并统计，其在S_808、S_860和S_740中的合计相对丰度分别为26.39%、25.24%和25.01%，明显高于S_940（0.20%）、S_1050（0.10%）和S_Dark（2.74%），说明740–860nm近红外光更有利于光合硫细菌和硫氧化相关菌群富集。相比之下，S_940和S_1050中厌氧代谢相关菌属占比较高，其中S_940的优势菌属为Desulfobulbus（6.88%）、norank_f__Anaerolineaceae（5.97%）、Desulfomicrobium（4.73%）、Macellibacteroides（4.47%）和Alkaliphilus（3.80%），S_1050中norank_f__Anaerolineaceae占比最高，为12.83%，其次为Desulfovibrio（4.42%）和Desulfobulbus（4.26%），表明940 nm和1050 nm条件下光合硫细菌富集较弱，体系更偏向厌氧有机质降解、发酵代谢和硫酸盐还原。S_1550处理中Sulfuricurvum相对丰度较高，为10.29%，说明该条件下可能存在一定硫氧化过程，同时Macellibacteroides、norank_f__Anaerolineaceae、Desulfovibrio和Desulfolutivibrio分别占7.37%、6.63%、4.95%和3.50%，表明体系中也存在厌氧发酵和硫酸盐还原过程。黑暗处理组S_Dark中norank_f__Anaerolineaceae（9.72%）、Cetobacterium（7.26%）、Desulfobulbus（6.15%）、Macellibacteroides（3.76%）和Desulfomicrobium（3.72%）占比较高，与740–860nm处理组相比，光合相关菌属丰度降低，厌氧发酵及硫酸盐还原相关类群占比升高，说明缺乏光照时体系更偏向厌氧有机质转化和还原性硫代谢。LED处理组中，S_LED1主要富集Cetobacterium（8.29%）、Macellibacteroides（6.14%）、Desulfomicrobium（5.55%）和Desulfobulbus（5.46%），而S_LED2中Cereibacter、Sulfuricurvum和Allochromatium分别占11.22%、5.84%和4.84%，且Sulfuricurvum、Allochromatium和Thiocapsa合计相对丰度为13.75%，高于S_LED1的0.42%，说明有红外光的LED灯更有利于硫循环相关菌群富集。
综合来看，740 nm、808 nm、860 nm及白炽灯处理更有利于Allochromatium、Thiocapsa、Cereibacter和Rhodopseudomonas等光合硫氧化细菌或光合相关菌属富集；而黑暗、940 nm和1050 nm条件下，体系更偏向厌氧发酵和还原性硫循环过程。总体而言，光照条件能够影响硫代硫酸盐体系微生物群落结构，并可能进一步影响其潜在固氮表现。
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图3‑4 硫代硫酸盐体系中的物种Bar图（a）门水平（b）属水平
为进一步比较不同处理组间群落结构差异，对属水平相对丰度较高的前50个菌属进行聚类热图分析。结果如图3‑5所示，不同光照条件下样品的菌属组成呈现明显分化，说明光照条件对功能微生物的富集方向具有重要影响。
基于属水平相对丰度的聚类结果，各样品大致可分为三个主要类群：S_1550、S_LED1、S_Dark、S_940和S_1050聚为一类，S_860、S_740、S_LED2和S_IL聚为另一类，S_808单独形成一类。其中，S_LED2与S_IL聚类距离较近，表明有红外光的LED灯和白炽灯处理下形成了较为相似的群落结构；S_860和S_740与S_LED2、S_IL相邻，说明740nm、860nm、白炽灯及LED2条件下菌群组成较为接近。S_808虽然单独成类，但在热图中同时表现出部分光合相关菌属和厌氧代谢相关菌属的富集特征，说明808nm处理下群落结构具有一定特殊性。
从具体菌属来看，S_808、S_860、S_740、S_LED2和S_IL处理中Allochromatium、Cereibacter、Thiocapsa和Rhodopseudomonas等菌属丰度较高。其中，Allochromatium和Thiocapsa属于光合硫细菌相关类群，Cereibacter和Rhodopseudomonas与光合代谢有关，说明这些光照条件更有利于光合细菌和光合硫细菌富集。图中S_LED2和S_IL处理中Sulfuricurvum也表现出较高丰度，Sulfuricurvum属于硫氧化相关菌属，表明这两种光照条件下硫氧化相关菌群可能具有一定富集优势。
相比之下，S_1550、S_LED1、S_Dark、S_940和S_1050处理中Macellibacteroides、norank_f__Anaerolineaceae、Desulfomicrobium、Desulfobulbus、Desulfovibrio、Desulfolutivibrio和Desulfocastanea等菌属丰度较高。这些类群多与厌氧有机质降解、发酵代谢和硫酸盐还原过程有关，说明这些条件下体系更偏向厌氧有机质转化和还原性硫代谢。其中，S_Dark与S_940聚类距离较近，表明940 nm处理下群落结构更接近黑暗条件；S_1550和S_LED1也与该类群相近，说明较长波长光照或不含红外的LED灯对光合硫细菌富集作用相对较弱。
综合来看，硫代硫酸盐体系中微生物群落由光合硫细菌、硫氧化菌、厌氧发酵菌和硫酸盐还原相关菌群共同组成。其中，S_860、S_740、S_LED2和S_IL更有利于光合代谢和硫循环相关菌属富集，S_808表现出一定过渡性；而S_1550、S_LED1、S_Dark、S_940和S_1050则更偏向富集厌氧发酵和硫酸盐还原相关菌群。结合总氮变化结果可知，光照条件能够显著影响硫代硫酸盐体系功能菌群的富集方向，并可能进一步影响体系潜在固氮效能。
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图3‑5 硫代硫酸盐体系群落Heatmap图
3.1.3 基于PICRUSt的关键功能丰度的预测
为分析不同光照条件对硫代硫酸盐体系潜在固氮功能的影响，本研究利用PICRUSt2工具对16S rRNA基因扩增子测序数据进行了功能预测分析，并结合KEGG 数据库对关键酶的丰度进行了预测解析。结果显示，各处理组中均预测到较完整的固氮相关功能基因，包括NifB（固氮蛋白）、NifE（钼因子合成蛋白）、NifH（铁蛋白固氮酶） 、NifN（氮酶钼铁蛋白）、NifT（固氮蛋白）、NifX（固氮蛋白）、NifZ（固氮蛋白）、NifU（固氮蛋白）、NifQ（固氮蛋白）、NifK（固氮酶钼铁蛋白beta链）、NifD（固氮酶钼铁蛋白alpha链），其具体的丰度见图3‑6。结果显示，白炽灯、740 nm、860 nm光照条件下固氮相关关键酶的预测丰度整体较高，表明这些光照条件可能更有利于固氮功能微生物的富集，并提高体系的潜在固氮能力。结果与前述总氮增加和生物量氮积累结果基本一致，进一步表明这些光照条件下硫代硫酸盐体系具有较强的潜在固氮效应。
结合微生物群落结构分析，近红外光及白炽灯等光照条件可能有利于Allochromatium、Sulfuricurvum、Thiocapsa和Rhodopseudomonas 等光合硫细菌或硫氧化相关菌群的富集，而这些类群可能参与硫氧化、光能利用和潜在固氮过程。因此，光照可能通过调控微生物群落结构和功能菌群组成，影响固氮相关基因的潜在丰度，进而影响硫氧化耦合固氮过程。
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图3‑6 硫代硫酸盐体系下，不同固氮相关基因预测功能丰度
3.2 不同光照条件下硫代硫酸钠低氮体系固氮效能
根据图3‑7显示，从左到右依次为S_LED1、S_LED2、S_808、S_860、S_740、S_940、S_1050、S_1550、S_IL和S_Dark。反应前各处理组样品颜色差异较小，反应后部分光照处理组出现颜色变化，说明不同光照条件可能影响微生物群落的富集方向。具体颜色变化与硫代硫酸盐体系一致，但颜色偏浅，这源于其培养基未添加维生素和酵母粉，营养条件差。
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图3‑7 硫代硫酸盐低氮体系实验结果（a）反应前（b）反应第29天
图3‑8展示了在硫代硫酸钠低氮体系中总氮浓度随时间的变化趋势。该体系去除酵母粉和维生素等可能带入固定氮的组分，更适合评价固定氮源受限条件下的潜在固氮能力。由图3‑8可知，实验初始阶段，各处理组总氮浓度接近零。随着培养进行，不同光照处理下总氮呈现不同程度的上升或波动。其中，740 nm处理组总氮积累最明显，反应结束时最高达到 11.14 mg/L，表明该光照条件可能更有利于硫代硫酸盐供能条件下的潜在固氮过程。其次是860 nm、白炽灯、LED2处理组，分别为6.81 mg/L、5.14 mg/L，4.26 mg/L。而LED1、808 nm、940 nm、1050 nm、1550 nm和黑暗处理组总氮增加更弱。
从机制上看，硫代硫酸盐低氮体系中总氮增加可能来自两方面：一是具有硫氧化和固氮潜力的功能菌直接利用硫代硫酸盐获取能量用于固定N₂；二是光合细菌在近红外光照下通过光合磷酸化获得额外ATP，提高固氮酶相关代谢潜力。总体来看，740 nm光照条件下总氮积累最明显，说明其可能是硫代硫酸盐低氮体系中较有利的光照条件。
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图3‑8 不同光照条件下硫代硫酸盐低氮体系固氮效能
3.3 不同光照条件下有机碳体系固氮功能微生物识别
3.3.1 微生物群落结构
如图3‑9所示，有机碳体系在反应前后出现一定颜色变化。反应14 d后，部分光照处理组样品颜色加深。从左到右依次为Org_LED1、Org_808、Org_860、Org_740、Org_940、Org_1050、Org_1550、Org_IL和Org_Dark。其中，Org_LED1处理组呈浅橙黄色，Org_860处理组呈红褐色，Org_740处理组呈橙黄色，Org_IL处理组呈浅黄色或淡黄褐色。说明不同光照条件可能影响有机碳体系中微生物的富集方向。
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图3‑9 有机碳体系实验结果（a）反应前（b）反应第14天
为进一步解析有机碳体系在不同光照条件下的微生物群落差异，对各处理组样品进行了16S rRNA高通量测序分析。根据光照类型，将样品分为近红外组（Nir）、可见光-近红外组（Vis-Nir）和黑暗组（Dark）。
在有机碳体系中，由图3‑10（a）可知，4类光照样品共有14个细菌门，其中Nir微生物群落数最高，为52个细菌门；Vis、Dark和Vis-Nir处理分别为38、45和15个。Nir特有的细菌属为6，占Nir总体微生物菌属总数的11.5%。
由图3‑10（b）可知，4类光照样品处理共有的细菌属为82个，其中Nir微生物群落数最高，为441个细菌属；Dark和Vis-Nir处理分别为315、291和103个。Nir特有的细菌属为95，占Nir总体微生物菌属总数的21.5%。这说明近红外光照同样能显著提高有机碳体系微生物群落丰富度，并促进特有菌群富集，与硫代硫酸钠体系一致。
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图3‑10 有机碳体系中的物种Venn图（a）门水平（b）属水平
有机碳体系中不同光照条件下微生物群落组成如图3‑11所示。
图3‑11（a）中可以看出，有机碳体系在门水平上，主要优势物种为 Bacillota、Pseudomonadota、Bacteroidota、Chloroflexota，分别占总细菌丰度的23.21%-52.42%、14.75%-55.83%、3.79%-27.49%、0.74%-17.13%。与硫代硫酸盐体系相比，有机碳体系中Bacillota相对丰度较高，说明甲酸钠、乙酸钠、丙酸钠和丁二酸钠等有机酸盐可能促进了兼性厌氧菌和发酵类群的生长。Pseudomonadota中包含多种光合细菌、反硝化菌和潜在固氮菌，可能与有机碳体系中的氮素转化过程有关。
图3‑11（b）中可以看出，，有机碳体系在属水平上的优势菌属主要包括Allochromatium、Erysipelothrix、norank_f__Rikenellaceae、norank_f__Acidaminococcaceae、Acetobacterium、Blastochloris、Cereibacter、norank_f__Anaerolineaceae、unclassified_f__Rikenellaceae和Acinetobacter，平均相对丰度分别为10.93%、8.59%、6.52%、5.44%、5.01%、4.58%、4.28%、2.96%、2.83%和2.76%。这些菌属涉及光合代谢、厌氧发酵、有机酸降解、产乙酸及潜在氮素转化过程，说明有机碳体系中微生物功能类型较丰富。
不同光照条件下优势菌属差异明显。Org_808处理中Allochromatium占绝对优势，相对丰度达到47.47%；Org_860处理中Cereibacter占比最高，为33.47%，Allochromatium也达到13.87%；Org_1050处理中Blastochloris显著富集，相对丰度为41.20%。Allochromatium、Cereibacter和Blastochloris均与光合代谢有关，说明808nm、860nm和1050nm近红外光对光合相关菌群具有明显筛选作用，但不同波长富集的优势菌属不同。Org_740处理中，Erysipelothrix和Allochromatium为主要优势菌属，相对丰度分别为26.92%和19.00%，同时unclassified_f__Rikenellaceae、norank_f__Rikenellaceae和unclassified_f__Paracoccaceae分别占10.62%、9.30%和5.90%。Org_IL处理中，Erysipelothrix和Allochromatium相对丰度分别为32.45%和18.01%，unclassified_f__Rikenellaceae和norank_f__Rikenellaceae也分别达到14.84%和12.11%。这些结果表明，740 nm和白炽灯条件下，光合相关菌属和有机物降解相关菌属均能得到一定富集。相比之下，Org_940、Org_1550、Org_Dark和Org_LED处理中，群落结构更偏向厌氧发酵和有机碳转化相关类群。Org_940中Acetobacterium、norank_f__Acidaminococcaceae和norank_f__Anaerolineaceae相对丰度分别为11.68%、10.78%和6.73%；Org_1550中Acetobacterium和norank_f__Rikenellaceae分别占10.17%和9.11%；Org_Dark中Acinetobacter占15.11%；Org_LED1中norank_f__Acidaminococcaceae占19.52%。这些菌属多与有机酸利用、乙酸生成、厌氧发酵、氨基酸降解和复杂有机物降解有关，说明这些条件下光合相关菌属富集较弱，体系更偏向厌氧有机碳转化过程。
综合来看，740 nm、808 nm、860 nm、1050 nm和白炽灯处理更有利于光合细菌或光合硫细菌相关菌属富集，而940 nm、1550 nm、黑暗和LED1处理则更易富集厌氧发酵菌、有机酸降解菌和产乙酸相关菌群。该结果说明，光照条件能够改变有机碳体系属水平微生物群落结构，并可能通过影响光合代谢菌群与厌氧有机碳转化菌群的比例，进一步影响体系氮素积累和潜在固氮功能表现。
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图3‑11有机碳体系中的物种Bar图（a）门水平（b）属水平
为进一步比较不同处理组间群落结构差异，对属水平相对丰度较高的前50个菌属进行聚类热图分析，结果如图3‑12。
从样品聚类结果来看，Org_860、Org_740和Org_IL聚为一类，表明860 nm、740 nm和白炽灯处理下形成了较为相似的群落结构，且与其他处理组分离较明显，说明这三种光照条件对有机碳体系菌群结构具有较强筛选作用。Org_1050、Org_LED1、Org_1550、Org_940和Org_Dark聚为另一类。Org_808单独形成一类，表明808 nm处理下菌群组成具有一定特殊性。
从具体菌属来看，Org_860、Org_740和Org_IL处理组中Allochromatium、Cereibacter、Erysipelothrix及norank_f__Rikenellaceae等菌属丰度较高。其中，Allochromatium和Cereibacter与光合代谢相关，说明860 nm、740 nm和白炽灯条件可能更有利于光合细菌或相关功能菌群富集。Org_808处理中Allochromatium和Thiobaca丰度较高，说明808nm光照对部分光合硫细菌或硫循环相关菌属具有一定筛选作用。Org_1050处理中Blastochloris丰度较高，表明1050 nm光照可能有利于部分光合异养菌富集。
相较而言，Org_LED1、Org_1550、Org_940和Org_Dark等处理组中，Acetobacterium、Macellibacteroides、Anaerovorax、Romboutsia、norank_f__Anaerolineaceae、Methanobacterium和norank_f__Methanobacteriaceae等菌属丰度较高。这些类群多与厌氧发酵、有机物降解、乙酸生成或产甲烷过程有关，表明这些条件下有机物厌氧转化过程更为突出。其中，Org_940与Org_Dark聚类距离较近，说明940 nm处理下群落结构更接近黑暗条件；Org_LED1和Org_1550也与其相邻，表明这两种处理下群落结构同样更偏向厌氧有机碳转化过程。
总体来看，有机碳体系中的微生物群落由光合细菌、厌氧发酵菌、有机物降解菌、产甲烷相关菌群及部分硫循环相关菌群共同组成。其中，Org_860、Org_740和Org_IL更有利于光合相关菌群富集；Org_808表现一定过渡性；Org_1050、Org_LED1、Org_1550、Org_940和Org_Dark则更偏向富集厌氧发酵、有机物降解、乙酸生成和产甲烷相关菌群。结合硫代硫酸盐体系结果可知，光照条件和能量来源共同影响功能菌群的富集方向，并可能进一步影响体系潜在固氮效能。
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图3‑12 有机碳体系群落Heatmap图
3.3.2 基于PICRUSt的关键功能丰度的预测
为进一步分析有机碳体系中不同光照条件对潜在固氮功能的影响，本研究基于16S rRNA测序结果，利用PICRUSt2对固氮相关功能基因进行预测分析。结果显示，不同光照处理下固氮相关功能基因的预测丰度存在明显差异。
总体来看，多数nif相关功能基因预测丰度较高，其中nifH、nifD、nifK、nifE、nifB和nifU等关键基因较为突出。nifH、nifD和nifK分别与固氮酶铁蛋白及钼铁蛋白亚基相关，是固氮酶系统的重要组成部分；nifE、nifB和nifU等则主要参与固氮酶辅因子的合成、装配及电子传递相关过程。
由图3‑13可知，Org_808、Org_860和处理组光照条件下固氮相关基因整体丰度较高、其次是Org_740 nm和Org_IL光照条件下较高，其余相对较低。说明在808 nm、860 nm光照条件下可能更有利于潜在固氮功能微生物的富集，并提高有机碳体系的固氮功能潜力。
与硫代硫酸盐体系相比，有机碳体系中固氮相关功能基因的高丰度处理组有所不同。硫代硫酸盐体系中，白炽灯、740 nm、860 nm和LED1光照处理组的固氮相关功能基因预测丰度较高，并且 740 nm和白炽灯处理组与总氮积累结果较为一致；而有机碳体系中，Org_808、Org_860、Org_740和Org_IL和处理组的固氮功能预测丰度更突出。这说明不同能量来源会改变光照条件对固氮功能微生物的筛选方向。硫代硫酸盐体系主要依赖还原态硫氧化供能，更容易富集光合硫细菌和硫氧化相关菌群；有机碳体系则以有机碳氧化供能为主，更可能促进光合异养菌、厌氧发酵菌及混合营养固氮菌等类群的富集。
总体而言，硫代硫酸盐体系中固氮功能预测结果与总氮积累趋势的对应关系更明显，而有机碳体系中固氮功能基因预测丰度较高的处理组并不完全对应总氮积累优势。这可能是因为有机碳体系中存在更复杂的有机物降解、发酵、产乙酸和产甲烷等过程，导致氮素同化、释放和转化过程相互叠加，从而削弱了功能预测结果与总氮变化之间的直接对应关系。
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图3‑13 有机碳体系下，不同固氮功能相关丰度
3.4 不同光照条件下有机碳低氮体系固氮效能
有机碳低氮体系不添加酵母粉和维生素，但以甲酸钠、乙酸钠、丙酸钠和丁二酸钠作为混合有机碳源和电子供体。与硫代硫酸盐低氮体系相比，有机碳低氮体系能够为异养固氮菌和光合异养菌提供更直接的碳源和还原力，因此更有利于微生物生长、氮素同化及潜在固氮过程。
如图3‑14（a）所示，有机碳低氮体系在反应26 d后出现明显颜色差异，说明不同光照条件可能影响体系中微生物的富集方向。从左到右依次为Org_LED1、Org_LED2、Org_808、Org_860、Org_740、Org_940、Org_1050、Org_1550、Org_IL和Org_Dark。其中，Org_LED2、Org_860、Org_740和Org_IL处理组颜色较深，整体呈橙黄色至红褐色，表明这些条件下可能促进了含色素微生物或光合相关菌群的富集；Org_808和Org_1050处理组颜色较浅，呈浅黄色或淡黄色；Org_LED1、Org_940、Org_1550和Org_Dark处理组颜色变化不明显，整体较为澄清或呈浅黄色，说明这些条件下含色素菌群富集程度相对较弱。总体来看，740 nm、860 nm、白炽灯及LED2处理组颜色变化更明显，可能与有机碳体系中光合细菌或相关功能菌群的富集有关。
如图3‑14（b）所示，各处理组初始总氮浓度均处于较低水平。随着培养进行，不同光照条件下总氮变化差异明显。其中，Org_740、Org_860、Org_LED2和Org_IL处理组总氮呈明显累积上升趋势，说明这些光照条件更有利于有机碳低氮体系中的氮素积累。反应结束时，Org_740处理组总氮浓度最高，净增量达到24.26 mg/L；Org_860、Org_LED2和Org_IL 处理组次之，总氮净增量分别为21.14 mg/L、17.70 mg/L和15.92 mg/L。相比之下，Org_LED1、Org_808、Org_940、Org_1050、Org_1550和Org_Dark处理组总氮仅小幅波动或增加较弱，未表现出明显的总氮累积优势。
与功能基因预测结合，Org_808处理组虽然固氮相关功能基因预测丰度较高，但总氮积累并不明显，说明潜在功能基因丰度较高并不必然对应较强的实际固氮效能。这可能与功能基因表达水平、固氮酶活性、体系氧化还原状态、有机碳利用效率以及氮素同化和释放过程有关。换言之，808 nm光照条件下可能促进了部分携带固氮相关基因微生物的富集，但其代谢活性或固氮过程可能受到限制，导致固氮效能未达到预期。相比之下，740 nm、860 nm和白炽灯处理组在总氮积累方面表现更突出，说明这些光照条件可能更有利于有机碳低氮体系中微生物固氮潜力向实际氮素积累转化。如图3‑14（b）显示，反应前各处理组样品颜色差异较小，而反应后部分光照处理组出现明显颜色变化，尤其是740 nm、860 nm、LED2和白炽灯处理组颜色加深，说明这些条件下可能发生了特定色素微生物或功能菌群的富集。结合总氮变化结果可知，适宜光照条件可能通过促进光合细菌、光合异养菌或混合营养固氮菌的生长，提高体系潜在固氮效能。
从机制上看，740～860 nm波段可能与部分光合细菌的光合色素吸收范围相匹配，有助于促进光合电子传递和ATP形成，从而为固氮过程提供能量支持。同时，有机酸盐可作为碳源和电子供体，为异养或混合营养固氮微生物提供底物来源，这可能是有机碳低氮体系总氮积累量高于硫代硫酸盐低氮体系的重要原因。LED2和白炽灯属于复合或宽谱光源，可能同时支持多类光合微生物生长，因此也表现出一定的氮素积累效果。
总体来看，有机碳低氮体系中740 nm和 860 nm光照条件下总氮积累最明显，表明适宜近红外光照可增强有机碳供能条件下的潜在固氮效能。与硫代硫酸盐低氮体系相比，有机碳体系的总氮净增量更高，说明有机碳源供给能够增强微生物生长和氮素积累能力。然而，有机碳体系依赖外加有机碳源，运行成本和后续有机物控制压力相对较高；而硫代硫酸盐体系以还原态硫化合物为电子供体，更贴近剩余污泥中含硫物质转化及硫污染控制的应用场景。因此，有机碳体系可作为固氮效能对照和机制分析参考，而硫代硫酸盐体系在低碳资源化和硫氮协同转化方面具有更直接的研究价值。
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图3‑14 有机碳低氮体系（a）反应前；（b）反应第26天；（c）总氮变化
4 结论与展望
4.1 结论
本研究围绕剩余污泥硫氧化耦合固氮效能及功能微生物识别，构建了硫代硫酸盐体系和有机碳体系两类厌氧培养系统，比较了不同光照条件下体系总氮变化、微生物群落结构及固氮相关功能基因预测丰度。主要结论如下：

（1）热力学分析表明，反应吉布斯自由能小于0，能自发进行。硫代硫酸盐完全氧化可释放8 mol 电子，理论上能够满足1 mol N₂还原所需的电子量，说明硫氧化耦合固氮具有一定理论可行性。

（2）在硫代硫酸盐体系中，光照条件明显影响体系氮素积累和微生物富集，740 nm和白炽灯处理组总氮表现为净增加，增量约为4.11～4.55 mg/L。硫代硫酸盐低氮体系中，740 nm处理组总氮积累最明显，最高达到11.14 mg/L。结果表明，硫代硫酸盐在特定光照条件下可支持潜在固氮过程，其中740 nm近红外光照的促进作用较为明显。

（3）在有机碳低氮体系中，740 nm处理组总氮净增量最高，为24.26 mg/L；860 nm、LED2和白炽灯处理组次之，净增量分别为21.14 mg/L、17.70 mg/L和15.92 mg/L。与硫代硫酸盐低氮体系相比，有机碳源供能条件下总氮积累更明显，说明有机酸盐能够为异养或光合异养固氮微生物提供更充足的碳源、电子供体和能量来源。然而，与硫代硫酸盐体系相比，有机碳体系依赖外加有机碳源，成本高，且不能满足剩余污泥中含硫污染物转化需求。因此，有机碳体系可以作为对比参考，但硫代硫酸盐体系在低碳资源化和硫氮协同转化方面具有更直接的研究价值。
（4）16S rRNA扩增子测序结果表明，近红外光照可提高硫代硫酸盐体系和有机碳体系中微生物群落丰富度，并促进部分特异性菌属富集。硫代硫酸盐体系中，Allochromatium、Sulfuricurvum、Cereibacter、Desulfobulbus等类群可能与硫氧化、光合代谢及硫氮循环过程有关；有机碳体系中，Cereibacter、Blastochloris、Acinetobacter、Acetobacterium等类群可能参与有机碳代谢、光合异养代谢及潜在固氮过程。

（5）PICRUSt2功能预测结果显示，不同光照条件下固氮相关功能基因预测丰度存在差异。硫代硫酸盐体系中，740 nm、860 nm、白炽灯和LED2处理组中nifH、nifD、nifK等固氮相关功能基因预测丰度相对较高，与总氮积累和光合细菌富集趋势基本一致。该结果表明，光照可能通过调控功能微生物群落结构和固氮功能潜力，影响硫氧化耦合固氮及有机碳氧化耦合固氮过程。

4.2 展望
本研究初步探讨了剩余污泥体系中硫氧化耦合固氮的可行性及潜在效能，但由于实验体系和检测手段仍存在一定限制，后续仍需从以下方面进一步深化研究：

（1）改进新增氮源识别的方法。为了使结果更具有说服力，在实验设计上可增加空白对照、无菌对照、惰性气体密封对照等一系列对照试验，在此基础上通过统计学方法分析不同处理下氮素循环的特点，从而判断出在生物固氮过程中起作用的主要氮源是什么以及它们所占的比例。
（2）完善氮素和硫素形态监测体系。后续将NH₄⁺-N、NO₂⁻-N、NO₃⁻-N、颗粒态氮及其可溶性组分、硫代硫酸盐、硫酸盐、硫化物以及pH等主要参数进行同时测定的方法，形成比较完善的氮硫循环监测系统，以更准确解析硫氧化与固氮之间的耦合关系。

（3）优化反应条件并评估工程适用性。后续可系统考察光照强度、光周期、硫代硫酸盐浓度、有机碳源类型、pH、温度和接种量等因素对耦合固氮效能的影响，并采用实际污水处理厂剩余污泥进行验证，以评估该体系在污泥减量化、资源化和低碳处理中的应用潜力。

（4）分离培养关键功能微生物。针对Allochromatium、Sulfuricurvum、Cereibacter、Blastochloris等潜在功能类群，可进一步开展富集分离、纯培养鉴定和共培养实验，以阐明硫氧化菌、光合细菌和固氮菌之间的互作机制。
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