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摘   要：【目的】人工湿地填料作为反硝化电子供体可以高效且稳定地脱氮除磷，但是填料的选

用方式和作用机理尚不明确。【方法】本文以磁黄铁矿、菱铁矿和农业废弃物(木屑等)为人工湿

地填料，研究了其对人工湿地反硝化脱氮除磷的效果。【结果】结果显示，质量比 1:1 的矿石组

合和木屑以 3:1 的质量比作为混合填料，驯化 8 个周期后 NO3
‒-N 和 PO4

3‒-P 的平均去除率达到

88.6%和 88.9%。扫描电子显微镜(scanning electron microscopy, SEM)、X 射线光电子能谱(X-ray 
photoelectron spectroscopy, XPS)、X 射线衍射仪(X-ray diffraction, XRD)和群落分析结果表明，微生

物能有效利用矿石及其次生产物和木屑进行高效和持久的脱氮除磷，脱氮除磷功能菌硫杆菌

(Thiobacillus)、罗姆布茨菌(Romboutsia)和溶杆菌(Lysobacter)得到了富集。【结论】本研究为人工

湿地实际应用中新型填料的选择提供理论依据与指导意义。  

关键词：人工湿地；组合填料；协同反硝化；功能菌  
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Development of reactive fillers in constructed wetland and its 
performance of nitrogen and phosphorus removal 

CHEN Yifan, WANG Mengnan, LU Jianping*, MAO Yimin, ZHANG Baogang 

Key Laboratory of Groundwater Circulation and Evolution, Ministry of Education, School of Water Resources and 
Environment, China University of Geosciences (Beijing), Beijing 100083, China 
 
Abstract: [Objective] Constructed wetland fillers as denitrification electron donors can 
remove nitrogen and phosphorus efficiently and stably, but the selection method and 
mechanism of filler are still unclear. [Methods] In this study, pyrrhotite, siderite and 
agricultural waste (sawdust, etc.) were used as fillers in constructed wetlands, and their effects 
on denitrification, nitrogen and phosphorus removal in constructed wetlands were studied. 
[Results] The results show that the ore combination with a mass ratio of 1:1 and wood chips 
are used as a mixed filler with a mass ratio of 3:1, the removal rates of NO3

‒-N and PO4
3‒-P 

reached 88.6% and 88.9% after eight cycles of domestication. The results of scanning electron 
microscopy (SEM), X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), X-ray diffraction (XRD) and 
community analysis showed that the microorganisms could effectively use the ore and its 
secondary products and sawdust for efficient and lasting nitrogen and phosphorus removal, and 
the functional bacteria Thiobacillus, Romboutsia and Lysobacter were enriched. [Conclusion] 
This study provides theoretical basis and guiding significance for the selection of new fillers in 
the practical application of constructed wetlands.  
Keywords: constructed wetland; combined packing; synergetic denitrification; functional 
bacteria 
 
 

氮磷是引起水体富营养化的重要因素之

一，人工湿地可以进行脱氮除磷，主要有物理

过程、化学反应和生物过程[1]。其中的填料和

微生物起到了重要作用[2]。微生物可以附着在

填料表面，在填料中降解、转化并影响自身的

结构与丰度[3]，能够进行硝化作用、反硝化作

用[4]。反硝化过程是人工湿地去除废水中硝酸

盐(NO3
‒-N)和磷酸盐(PO4

3‒-P)的主要途径[5]，其

过程涉及从 NO3
‒-N 到 N2 的一系列还原反应[6]，

该过程可以将 NO3
‒-N 转换为 N2 从系统中排

出。反硝化菌可以依靠自养反硝化和异养反硝

化进行生物还原，但电子供体的缺乏是限制湿

地系统反硝化性能主要原因之一[7]。 

自养反硝化是指自养微生物利用无机源氧

化氮氧化物，产生的无机电子将 NO3
‒-N 转换

为 N2。磁黄铁矿(Fe1‒xS)是自然界中最丰富的

还原性硫矿物之一，可作为人工湿地自养反硝

化电子供体填料[8]，不仅为微生物提供电子去

除 NO3
‒-N，其主要氧化产物 FeSO4、Fe2(SO4)3

等又是水处理中常用的混凝剂，可降低水体浊

度，能够同时去除 NO3
‒-N 和 PO4

3‒-P[9-10]。此

外，磁黄铁矿的微生物氧化可以形成一系列含

有 Fe3+和 Fe2+的次生矿物，更加有利于 PO4
3‒-P

的去除。有研究利用磁黄铁矿作为电子供体，

可以去除亚砷酸盐和 NO3
‒-N，同时产生 FeOOH

和 Fe3S4 等次生生物矿物[11]。菱铁矿(FeCO3)是
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一种储量丰富且价格低廉的碳酸盐矿物，作为

填料不但可以提供电子，其产生的碱度和 CO2 还

可以缓冲 pH，并为自养反硝化提供无机碳源，

能有效地稳定自养反硝化体系[12]，释放的 Fe3+

可以用来去除 PO4
3‒-P。农业废弃物(玉米芯、稻

壳、木屑、大豆秸秆等)在纤维素分解菌的作用

下释放碳源，作为人工湿地填料可进行异养反

硝化，其产生的缓释碳源稳定了反硝化过程[13]，

加快了电子的产生、传输和消耗，提高了反硝

化能力，有很好的脱氮效率[14]，但是作为有机

电子供体填料，对 PO4
3‒-P 的去除效果并不理

想。电子供体填料可以通过提供电子促进反硝

化，可缓解电子供体的缺乏对脱氮的限制[15]，但

是单一的电子供体填料仍然存在脱氮除磷效率

低，持续时间短，中间产物积累较多的问题。 
近年来对人工湿地填料的研究不只是局限

于某一种填料对氮、磷的去除效果，而是将多

种不同性质的填料组合，从而达到更高效的脱

氮除磷。在使用自养和异养反硝化填料处理

NO3
‒-N 污染地表水的研究中发现，自养与异

养反硝化可以产生协同作用[16]，并且组合填料

相较于单一填料对氮、磷有更加优越的吸附性

能和去除效果[17]，所以组合填料可以作为人工

湿地反应性填料的新选择，但是有关人工湿地

组合填料的使用却少有报道。有研究使用黄

铁矿和木屑改良剂作为生物滤池填料脱氮除

磷，结果显示，在长期复杂降雨条件下组合

填料具有除污效率较好、水力性能优良、副产

物排放少等特点[13]，但是其脱氮除磷效率仍仅

有 60%‒70%，仍需要进一步研究来揭示系统

中木屑使用量的影响，以及木屑与黄铁矿分解

之间的相互作用机制。尽管已经有研究尝试使

用组合填料脱氮除磷，但是目前组合填料的选

用与组合方式的研究较少，选用填料的脱氮除

磷效率较低，不具备人工湿地填料所需的高效

性、长期性和稳定性，且尚不能综合利用各种

填料的优点，发挥各自优势，提高脱氮除磷效

率。另外，组合填料的作用机理尚不明确，如

何提高反硝化效率，减少有害中间副产物的形成

和积累，是组合填料的开发研究和实际应用中仍

面临的挑战。 
本文主要研究了使用磁黄铁矿(CHTK，缩

写，用于图中表示，下同)、菱铁矿(LTK)和农

业废弃物玉米芯 (YMX) 、稻壳 (DK) 、木屑

(MX)、大豆秸秆(JG)等作为电子供体填料对人

工湿地反硝化的脱氮除磷效果，通过构建自养

体系 (ZY)、异养体系 (YY)和混养体系 (HY)，
探究了单一填料和组合填料对湿地反硝化系统

的影响及其适用情况。开发了高性能的组合填

料，确定了最佳性能的填料组成，并通过表征

手段进行了机理研究。 

1  材料与方法 
1.1  填料与微生物 

无机电子供体填料磁黄铁矿、菱铁矿采购

于广东省广州市，粉碎得到粒度为 0.10‒0.15 mm
的矿石[13]。有机电子供体填料玉米芯、稻壳、

木屑、大豆秸秆等采购于江苏省东海县某农

村，均过筛获得 2‒4 mm 粒径[1]。使用来自北京

某垃圾填埋场的厌氧污泥作为接种污泥(WN)。 

1.2  试验设计 
试验均用 250 mL 宽口血清瓶作为反应器，

分别加入 20 mL 厌氧污泥，模拟人工湿地水成分

为：0.246 4 g/L CaCl2，1.057 2 g/L MaCl2·6H2O，

0.445 9 g/L NaCl，0.028 3 g/L KCl，0.808 2 g/L 
NaHCO3，经氮气吹脱 20 min 后加入反应器，初始

NO3
‒-N 和 PO4

3‒-P 浓度为 21.1 mg/L 和 3.4 mg/L，
初始 pH 值设置为 7.0，反应器封装后置于转速

为 175 r/min 的恒温(30 ℃)振荡箱中培养[18]，隔

天取样，测定 NO3
‒-N、NO2

‒-N 和 PO4
3‒-P 浓度。 
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1.2.1  自养体系 
使用磁黄铁矿和菱铁矿作为自养体系填

料，每组反应器中加入 5 g 矿石，其中磁黄铁

矿与菱铁矿的质量比分别为 1:0、1:1、1:2、
2:1、3:1 和 0:1。当一个驯化周期 (8 d)结束

时，去掉上清液更换新鲜的模拟人工湿地水，

进入下一周期，共驯化 8 个周期，根据脱氮除

磷效率，筛选出最优配比的矿石填料(KS)作为

混养体系的无机电子供体。 
1.2.2  异养体系 

每组反应器中分别加入 5 g 农业废弃物(玉
米芯、稻壳、木屑和大豆秸秆)作为异养体系

填料。按照上述方法驯化 8 个周期，根据脱氮

除磷效率，筛选出最优碳源作为混养体系的有

机电子供体。 
1.2.3  混养体系 

根据自养和异养体系的最佳结果作为人工

湿地组合填料，每组反应器加入 5 g 填料，其

中矿石与最优碳源质量比分别为 1:0、1:1、
1:2、2:1、3:1 和 0:1，按照上述方法驯化 8 个

周期，研究各反应器的脱氮除磷效率。 

1.3  样品采集与分析 
液体样品在分析前经过 0.22 μm 滤膜过滤。

NO3
‒-N 使用紫外分光光度法测定[19]，NO2

‒-N 使

用 N-(1-萘基)-乙二胺分光光度法测定，PO4
3‒-P

使用过硫酸钾消解-钼锑抗分光光度法测定[20]。

试验结束时，将底物样品离心收集，使用扫描电

子显微镜(scanning electron microscopy, SEM)观
看反应产物的形态，用 X 射线光电子能谱(X-ray 
photoelectron spectroscopy, XPS)对 Fe、S 价态进

行了表征，使用 X 射线衍射仪(X-ray diffraction, 
XRD)对反应物的物相组成变化进行了分析。 

1.4  微生物群落分析 
在试验结束时收集生物样品，进行 16S rRNA

基因序列分析。使用 FastDNA®Spin Kit 提取不

同反应体系中的生物样品的 DNA[21-22]，进行聚

合酶链式反应，送到上海美吉生物医药科技公

司进行高通量 Illumina MiSeq 测序[23]。测序结

果提交至美国国家生物技术信息中心(National 
Center for Biotechnology Information, NCBI)数
据库 (登录号：PRJNA971607)。使用 FLASH
软件对获得的序列数据进行处理和分析，低质

量和嵌合序列被过滤以获得高质量序列，然后

通过 UPARSE 聚类为操作分类单元(operational 
taxonomic units, OTU)。采用 RDP classifier 贝

叶斯算法对 97%相似水平的 OTU 代表序列进

行分类学分析，并分别在各个分类学水平统

计 各样本的群落物种组成。通过 (principal    
co-ordinates analysis, PCoA)分析研究样本群落组

成的相似性或差异性，使用 Venn 图统计多个样

本中共有和独有的 OTU 数目，在门和属层面分

析不同体系中微生物的丰度变化。 

2  结果与讨论 
2.1  脱氮除磷性能 
2.1.1  自养体系 

如图 1 所示，在最后一个驯化周期结束

时，当磁黄铁矿：菱铁矿质量比为 1:1 时，反应

器中 NO3
‒-N 和 PO4

3‒-P 的去除率最高，分别

为 68.2%和 71.8%，且 8 个周期的平均去除率

为 78.4%和 84.8%。图 1B 显示，自养体系中

出现了 NO2
‒-N 积累(1.19‒4.45 mg/L)，这个现

象可能是由于反硝化不彻底导致 [1,24]，由于碳

量不充足，生成了中间产物 NO2
‒-N，并未直

接转化成 N2 逸出系统 [8]。自养体系的结果说

明，质量比为 1:1 的磁黄铁矿：菱铁矿脱氮除

磷效果最佳，但是由于碳量不足出现了反硝化

不彻底的现象，这说明虽然矿石中的 Fe 与 S
均可以提供无机电子强化自养反硝化，但其电

子贡献率仍然不足[24-26]。 
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图 1  自养体系 8 个驯化周期中 NO3

‒-N (A)、NO2
‒-N (B)和 PO4

3‒-P (C)的浓度变化 
Figure 1  Concentration changes of NO3

‒-N (A), NO2
‒-N (B) and PO4

3‒-P (C) in autotrophic system during 
eight acclimation cycles. 
 
 

2.1.2  异养体系 
图 2A 显示，在最后一个驯化周期结束时，

木屑异养反应器中 NO3
‒-N 的去除率最高，为

70.4%，8 个周期的平均去除率为 73.8%。据报

道，木屑释放的速度较慢，与玉米芯和稻壳相

比，木屑具有长期的反硝化能力，碳释放性能

更稳定，虽然没有较高的脱氮除磷效率，但是

保证了长期反硝化的需要[27]。图 2B 显示，异

养体系中，在碳源充足的条件下，各个反应器

中的 NO2
‒-N 积累更少(浓度几乎为 0)，这说明

异养体系反硝化进程更彻底，在脱氮中更具优

势[28]。然而 PO4
3‒-P 基本没有去除，反而出现

了升高(图 2C)，推测是农业废弃物在分解时溶

出的。异养体系结果显示，木屑作为异养反硝

化填料，可以达到同步脱氮除磷，并且与自养

体系相比，反硝化过程更加彻底，但脱氮除磷

效率较低。不添加矿石的湿地系统并不具备废

水处理的长期性和稳定的 PO4
3‒-P 去除能力，

这说明了异养体系虽然能够达成稳定的脱氮效

果，但是其除磷性能较差。 
2.1.3  混养体系 

根据上述结果，选用质量比 1:1 的矿石组合

与木屑作为反硝化混合填料，组建混养体系。

图 3 显示，在最后一个驯化周期结束时，矿石

和木屑质量比为 3:1 的反应器中，NO3
‒-N 和

PO4
3‒-P 去除率最高，分别为 82.1%和 80.3%，

8 个周期的平均脱氮除磷效率达到了 88.6%和

88.9%，比矿石自养体系和木屑异养体系有了

更高、更稳定的脱氮除磷效率。从图 3B 看出，

木屑的存在影响了反应过程中 NO2
‒-N 的积

累。在没有木屑的反应器中，出现了 NO2
‒-N

的积累。在加入木屑的反应器中，由于木屑的 
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图 2  异养体系 8 个驯化周期中 NO3

‒-N (A)、NO2
‒-N (B)和 PO4

3‒-P (C)的浓度变化 
Figure 2  Concentration changes of NO3

‒-N (A), NO2
‒-N (B) and PO4

3‒-P (C) in heterotrophic system 
during eight acclimation cycles. 

 

 
 
图 3  混养体系 8 个驯化周期中 NO3

‒-N (A)、NO2
‒-N (B)和 PO4

3‒-P (C)的浓度变化 
Figure 3  Concentration changes of NO3

‒-N (A), NO2
‒-N (B) and PO4

3‒-P (C) in mixed culture system 
during eight acclimation cycles. 
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分解，体系内含碳量升高，反应过程中几乎没

有 NO2
‒-N 的积累，说明反硝化进行得较为彻

底[24]，解决了矿石自养体系中提供电子不足的

问题。与自养和异养体系相比，使用组合填料

的混养体系较好地解决了两种单一体系中存在

的问题，降低了 NO2
‒-N 的积累，达到了更高

的脱氮除磷效率，满足人工湿地反硝化脱氮除

磷的长期性和稳定性的要求。 

2.2  反应前后材料表征 
2.2.1  SEM 

SEM 图像表明(图 4)，微生物的附着和侵

蚀坑的出现，说明人工湿地反硝化填料不仅起

到了电子供体的作用，还为反硝化微生物提供

了良好的生存环境[13]，侵蚀坑增加了矿物与微

生物的接触面积，促进了自养反硝化的电子传

递[13]。木屑的分解加快了异养反硝化作用[29]，

有利于脱氮除磷功能菌的富集和混养体系的电

子传递。SEM 结果说明组合填料介导的自养

和异养反硝化出现了协同作用，填料表面结构

的变化加快了矿石的氧化，提高了电子传递的

效率；微生物的富集促进木屑中纤维素的分

解，进而使反硝化过程更加稳定。 
2.2.2  XPS 

通过 XPS 分析了 Fe 和 S 的化学形态。Fe 
2p 窄谱分析(图 5A)可知，体系中 Fe2+、Fe3+同

时存在，707.1、710.7 和 724.7 eV 峰值的出现，

表明有 Fe2+存在，而 712.7 eV 和 719.8 eV 属于

Fe3+物种[27]。峰值为 707.1 eV 和 712.7 eV 显示

主要为 FeOOH、高铁络合物等[11]。S 2p 窄谱分

析(图 5B)得出，161.5 eV 峰值的出现说明产生

了 SO3
2‒，163.1 eV 峰值的出现，表明有 SO4

2‒生

成[11,30]。XPS 结果说明磁黄铁矿、菱铁矿作为无

机电子供体，其中的 Fe、S 在混养体系中均得

到了不同程度的氧化，促进了反硝化过程的电

子传递；次生产物 FeOOH 等能够更好地去除体

系中的 PO4
3‒-P，达到了高效同步脱氮除磷。 

 

 
 
图 4  反应前后的矿石(A、B 和 C)和木屑(D、E 和 F)的扫描电子显微镜(SEM)图像 
Figure 4  Scanning electron microscope (SEM) images of ore (A, B and C) and sawdust (D, E and F) before 
and after reaction. 
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图 5  反应后矿石的 X 射线光电子能谱(XPS)分析 Fe 2p (A)、S 2p (B)以及反应前矿石(C)和反应后矿

石(D)的 XRD 物相分析 
Figure 5  X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) analysis of ores after reaction Fe 2p (A), S 2p (B) and XRD 
phase analysis of ores before reaction (C) and after reaction (D). 
 
2.2.3  XRD 

XRD 物相分析得出(图 5C)，反应前的矿

石主要以 Fe1‒xS、FeCO3 为主，反应后这两种

物质的特征衍射峰均明显降低(图 5D)，这是由

于矿石中的铁硫化物被微生物利用进行了自养

反硝化。反应产物中出现了 FePO4物相(图 5D)，
证明了 PO4

3‒-P 的去除。菱铁矿提供的 CO3
2‒

使自养反硝化更加稳定，反应中的次生产物有

Fe3S4 和 FeOOH 等，这是硫酸盐还原菌进一步

转化 Fe3+和 SO4
2−的结果[11,31]，有利于 PO4

3‒-P
的去除。 

2.3  微生物群落分析 
PCoA 分析(图 6A)表明，反硝化填料的加

入，造成了各个体系中微生物的显著差异。

Venn 图显示(图 6B)，总共有 575 个 OTU 为所

有体系共有，这可能是混养体系高效脱氮除磷

的原因[32]。图 6C 显示，混养体系中变形菌门

(Proteobacteria)的丰度达到 36.8%，表明硫自养

微生物已成功富集。适合异养环境的拟杆菌门

(Bacteroidetes)和厚壁菌门 (Firmicutes)丰度分

别达到了 12.9%和 14.2%。研究表明变形菌门

(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)和拟杆菌门

(Bacteroidetes)对反硝化过程具有重要作用[33-35]。 
图 6D 显示，自养、异养和混养体系中的微

生物富集情况存在显著差异，这说明填料介导

的自养和异养反应影响了体系中的反硝化过

程，造成了对应功能微生物的丰度变化，从而

影响了脱氮除磷效率。与自养和异养体系相 
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图 6  微生物分析 PCoA 图(A)、OTU 层面的微生物 Venn 图(B)、门层面微生物丰度(C)和属层面微生

物丰度(D) 
Figure 6  Microbial analysis PCoA map (A), microbial Venn map at OTU level (B), microbial abundance at 
gate level (C), and microbial abundance at genus level (D). 
 
比，混养体系中微生物更加丰富和复杂，表明它

们具有更快、更强的适应性和更高的稳定性，

有利于生物反硝化作用。在混养体系中硫杆菌

(Thiobacillus)、罗姆布茨菌(Romboutsia)等反硝

化菌属都得到了富集，丰度分别为 9.1%和 3.6%，

Thiobacillus 是典型的自养反硝化的功能属，可

以利用 Fe3+/Fe2+氧化还原循环中的电子进行自养

反硝化[11]。溶杆菌(Lysobacter)等除磷功能菌属

在混养体系中也得到了富集，丰度为 2.8%[36-37]，

而在木屑异养体系中，Lysobacter 的丰度较低，

这说明矿石的加入促进了 Lysobacter 的生长，组

合填料的使用较好地解决了木屑异养体系的除

磷效率不高的问题。脱硫杆菌(Desulfatitalea)等
具有纤维素降解功能的菌属在混养体系中丰度

的增加(1.4%)说明木屑得到很好的分解[38]，在反

应过程中，产生的有机酸和其他小分子作为反
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硝化细菌的电子供体。因此，木屑的分解是去

除硝酸盐的关键步骤，同时使混养体系碳源能得

到持续的供应，提高了反硝化过程的稳定性。 
2.4  混养体系协同反硝化过程的脱氮除磷

机理 
以上研究结果表明，协同反硝化能够有效

地去除 NO3
‒-N 和 PO4

3‒-P。菱铁矿分解产生的

CO2 可作为细菌生长的无机碳源(式 1)，磁黄铁

矿的氧化同时促进了菱铁矿的溶解，产生了更

多的 Fe2+，微生物驱动 Fe2+氧化为 NO3
‒-N 的还

原提供了电子(式 2)，产物 Fe3+可以与 PO4
3‒-P

结合并沉淀(式 3)；次生产物促进了 PO4
3‒-P 的去

除(式 4)；木屑提供了易生物降解有机碳(式 5)，

促进了异养微生物的富集，降低了 NO2
‒-N 的

积累，提升了混养反硝化的稳定性和长期脱氮

除磷的性能，混合填料的使用较好地解决了自

养和异养体系填料存在的问题，达到了高效脱

氮除磷的效果。 

3 3 2 3

2 2 3

5FeCO +NO +8H O 5Fe(OH) +
0.5N +4CO +HCO

−

−

→

      (式 1) 

3 2 2 3

2
4

9 8 9FeS+ NO + H O N +Fe(OH) +
5 5 10

1 H +SO
5

−

+ −

→

   (式 2) 

3 3
4 4Fe +PO FePO+ − → ↓                  (式 3) 

3
4 n m n m 4 ppPO Fe (OH) Fe (OH) (PO )− + → ⋅ ↓  (式 4) 

2 3 2 2 25CH O+4NO +4H 2N +5CO +7H O− + →  (式 5) 

3  结论 
本研究使用矿石和木屑作为人工湿地组合

填料，在分别研究单一填料体系的基础上，构

建了混养体系。在矿石和木屑质量比为 3:1 的

体系中，NO3
‒-N 和 PO4

3‒-P 平均去除率最高，

磁黄铁矿、菱铁矿及其次生产物被微生物利用

进行反硝化脱氮除磷，木屑的分解提供了有机

碳源，让反硝化过程更加彻底，同时硫杆菌

(Thiobacillus)、罗姆布茨菌(Romboutsia)、溶杆菌

(Lysobacter)等脱氮除磷功能微生物得到富集。

综上所述，本研究使用的组合填料提高了人工

湿地脱氮除磷的长期性和稳定性，达到了高效

同步脱氮除磷。本研究为人工湿地实际应用中

新型填料的选择提供理论依据与指导意义。 
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