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不同浓度氨氮对轮叶黑藻的生理影响

颜昌宙8，!，曾阿妍#，金相灿8，!，赵景柱!，许秋瑾8，王兴民8

（82 中国环境科学研究院湖泊生态环境创新基地 \国家环境保护湖泊污染控制重点实验室，北京] 8$$$8!；

!2 中国科学院生态环境研究中心城市与区域生态国家重点实验室，北京] 8$$$^9；#2 吉林大学环境与资源学院，长春] 8#$$8!）

摘要：在实验室条件下，比较研究了不同浓度（$2 9、8、!、7、̂、8: >G \ *）的氨氮（._ ‘
7 ;.）对沉水植物黑藻（!"#$%&&’ ()$*%+%&&’*’）的

生理生化影响，测定了黑藻生物量、叶绿素、可溶性糖、蛋白质含量和过氧化物酶（X)V）、超氧化物歧化酶（-)V）、谷氨酰氨合成

酶（+-）的活性变化。实验结果表明低浓度的氨氮（$2 9、8、! >G \ *）对轮叶黑藻的生长稍有促进作用，但培养液中氨氮浓度超过

7>G \ *时，黑藻的相对生长率（,）明显下降，当浓度达到 8:>G \ *时，黑藻在 !$ 多天内全部死亡。在低浓度氨氮条件下，黑藻叶

绿素和可溶性糖含量随氨氮浓度增加呈上升趋势，当培养液中氨氮浓度超过 7>G \ * 时，叶绿素和可溶性糖含量在第 !7、#!、7$

天取样时较对照组明显降低。低浓度氨氮处理组（$2 9、8、! >G \ *）的蛋白质含量先下降后又上升，而对照组的蛋白质含量一直

在上升，高浓度氨氮处理组（̂、8:>G \ *）的蛋白质含量则呈明显下降趋势。X)V、-)V和 +- 活性变化趋势基本一致，在高浓度

氨氮条件下增加显著，并表现为先上升再下降的格局，在第 8: 天或第 !7 天达到最大值。研究结果提示在富营养化条件下氨氮

浓度的升高将影响其生理功能，过高浓度的氨氮对轮叶黑藻是一种逆境胁迫，可抑制其生长甚至导致植物死亡。轮叶黑藻对氨

氮浓度变化虽有一定耐性，但耐性会随时间延长而变弱。
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湖泊富营养化已经成为世界范围内一个较为突出的环境问题。富营养化造成沉水植被衰退和消失的现

象已经广为人知［7］，但有关富营养化过程中沉水植被退化的原因却众说纷纭。目前已有研究表明氨氮对植

物生理影响非常明显［8 Q .］，然而至今还很少有关水体氨氮浓度升高对沉水植物直接胁迫效应的研究。氮是植

物生长的必需元素，其中铵态氮（+, R
. /+）和硝态氮（+H R

C /+）是植物利用的主要形式。研究证实，植物优先利

用 +, R
. /+，但当植物吸收了过多的 +, R

. /+ 时就会产生氨害［6］，而且 +, R
. /+ 的存在还会抑制 +H -

C /+ 的吸

收［F］。目前，我国许多湖泊特别是城市湖泊的总氮和氨氮污染严重［S］，如：在富营养化严重、沉水植物绝迹的

西五里湖区，8448 年 74 月 Q 844C 年 74 月总氮和氨氮的浓度分别达到 .5 7S Q 775 7F29 : ; 和 75 TT Q S5 SC
29 : ;。因此，阐明不同浓度氨氮（+, R

. /+）对沉水植物生理活动的影响，对认识沉水植被在富营养化湖泊中衰
退的机理以及指导沉水植被在富营养化湖泊中的恢复重建具有重要意义。

轮叶黑藻（!+,%’))* #$%&’(’))*&*）是一种多年生沉水植物，在我国南北各省的湖泊、池沼及水流缓慢的河流
中均有分布。O=’(等人研究发现轮叶黑藻能耐受较高浓度的营养盐［E］，具有较强的竞争优势。本文研究了
在实验模拟条件下，不同浓度 +, R

. /+对沉水植物轮叶黑藻生物量、叶绿素、可溶性糖、蛋白质含量的影响，以

及过氧化物酶（KHL）、超氧化物歧化酶（JHL）和谷氨酰胺合成酶（IJ）的活性变化，试图阐明 +, R
. /+ 浓度变

化对轮叶黑藻的生理生化影响，为揭示富营养化湖泊沉水植物退化机理提供科学依据。

表 ) 培养液的配方和化学成分

* +,-." )* /0"123,. 3%14%(252%6 ,6’ 7%&18.,52%6 %7 38.58&" (%.852%6

化学成分 U=$2(!’) !"21"3(%("#

参量

U"21"3(%("#

浓度

U"#!$#%&’%("#
（29 : ;）

配方 V"&2B)’%("#

试剂

W$’9$#%

数量

U"#!$#%&’%("#
（29 : ;）

U’ C8 U’U)8 EE5 E
X F X8JH. 7C5 .
Y9 78 Y98 JH.·S,8H 78C
JH. 665 .
U) 6F5 E

)* 材料与方法
)5 )* 实验材料
轮叶黑藻属于单子叶植物纲，水鳖科，黑藻属，取自

北京房山区拒马河。在温室预培养 8 周，选取生长良
好、形态大小一致的 74!2顶枝做实验材料。
培养液采用修改的 7 : 74 ,"’9)’#A’3 稀释液，+ 浓

度按不同的实验组配成 45 6、7、8、.、E、7F29 : ;，同时参
照湖泊富营养化标准设定 K 浓度为 45 829 : ;。培养液
的配方和其它化学成分见表 7。
)5 9* 实验设计
选用株高 74!2、鲜重约 45 S9的轮叶黑藻顶枝，移栽到底层铺有 C Q .!2石英砂的无色玻璃水缸（规格：长

84!2、宽 84!2、高 C4!2）中。每个缸中定植 7E 株，测定每个缸中的黑藻鲜重，保持植物样鲜重基本相等。培
养液中的铵态氮设置成 F 个不同水平：45 6、7、8、.、E、7F29 : ;，分别以 U7、U8、UC、U.、U6、UF 表示，同时设置一
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个不加氨氮的对照组（!"）。实验设置 # 个平行。
将各实验组放置于温室中培养，温室的温度控制在 $% & $’(!，光暗时间比为 )$*+)$*，照度约为 #,%%-.。

实验进行 /%0，每隔 ’0换 ) 次培养液。培养液更换后，测定 12 3
/ 41 浓度，以保证缸中培养液的 12 3

/ 41 浓度
维持不变。第 )、5、),、$/、#$、/% 天时，在每个处理组随机分别取相等重量轮叶黑藻的茎和叶共 $6 %7，混合样
品用于生理生化指标测定。

!6 "# 分析方法

培养液中氨氮含量测定方法采用纳氏试剂比色法［8］；叶绿素含量的测定采用丙酮提取法［)%］；可溶性总糖

含量用蒽酮法测定［)%］；超氧化物歧化酶（9:;）活性测定采用氮蓝四唑（1<=）光化还原法［)%］；过氧化物酶
（>:;）活性的测定采用愈创木酚氧化法［))］；蛋白质含量的测定采用考马斯亮蓝法［)%］；谷氨酰胺合成酶（?9）
活性参照 @A7A-*ABC 等的方法［)$］。每次测定重复 # 次，取平均值。试验结束时，将轮叶黑藻所有的根、茎、叶
均收集起来，洗净后迅速用滤纸擦干测量鲜重（!"），在恒温烘箱中 ,%(! 烘 $/*，然后测定生物量（干重，
#"）。
相对生长率（$） $ D（"%/% E"%%）F"%%

式中，"%/%为实验结束后的生物量总量，"%%为实验前生物量总量。

G 图 )G 第 /% 天时不同浓度 12 3
/ 41培养液处理下的轮叶黑藻相对

生长率

HI76 )G ?JKLM* JAMB KN &’ ()*%+,+--.%. IO 0INNBJBOM 12 3
/ 41 PKOPBOMJAMIKO

PQ-MQJB CK-QMIKO KO M*B /%M* 0AR

G 图 $G 不同浓度 12 3
/ 41培养液处理下轮叶黑藻的叶绿素和可溶

性糖含量

HI76 $ G !*-KJKS*R-- PKOMBOMC AO0 CK-QT-B CQ7AJ PKOMBOMC KN &’

()*%+,+--.%. IO 0INNBJBOM 12 3
/ 41 PKOPBOMJAMIKO PQ-MQJB CK-QMIKO

$# 结果与分析

$6 !# 不同浓度 12 %
& 41对轮叶黑藻的相对生长率、叶绿

素和可溶性糖含量的影响

经过 /%0实验，不同处理组培养的轮叶黑藻的生长
状况明显不同。从图 ) 中看出，对照和各处理组相对生
长率（$）的大小次序为：!, U !’ U !" U !/ U !) U !$ U
!#，即轮叶黑藻的相对生长率（$）在低浓度时（%6 ’，)，
$V7 F W）随浓度增加而增大，在高浓度时（5，),V7 F W）随
浓度增大而显著降低（/ U %6 %’），其中，),V7 F W 12 3

/ 41
浓度下的轮叶黑藻在培养 $% 多天后全部死亡。这与国
外报道氨氮对植物生长胁迫的研究结果较一致［)#］，报

道表明：水培条件下，)V7 F W氨氮促进金鱼藻生长，’V7 F W开始抑制生长［)#，)/］。

叶绿素和可溶性糖含量的变化见图 $。从图 $ 可
以看出，对照和处理组叶绿素、可溶性糖含量的变化趋

势基本一致，除 !, 组外均有一个先下降、再升高的趋
势。在对照和 !)、!$、!# 处理下，叶绿素和可溶性糖含
量随浓度增加呈上升趋势，在 !# 浓度时达到最大值；
随着 12 3

/ 41浓度的进一步升高（!/、!’、!,），叶绿素
和可溶性糖含量明显降低，直至植物死亡。这说明低浓

度 12 3
/ 41能促进轮叶黑藻叶绿素和可溶性糖的生成，

但 12 3
/ 41浓度超过 /V7 F W时，黑藻的叶绿素和可溶性

糖含量在第 $/ 天、#$ 天、/% 天取样时较对照组明显降
低（/ U %6 %’）。
$6 $# 不同浓度 12 %

& 41对轮叶黑藻蛋白质含量的影响
蛋白质含量随时间的变化见图 #。从图 # 可看出：

对照组 !"和处理组 !)、!$、!# 的轮叶黑藻的蛋白质含
量随时间延长呈上升趋势，但蛋白质含量变化不明显

$’%) G 生G 态G 学G 报G G G $X 卷G



（! ! "# "$），其中 %&、%’、%( 组蛋白质含量先下降后又上升，而对照组的蛋白质含量一直在上升。%)、%$、%*
组蛋白质含量随时间变化呈下降趋势，其中 %) 组蛋白质含量变化不明显，而 %$、%* 组蛋白质含量下降明显
（! + "# "$）。在实验结束时，对照和处理组蛋白质含量的大小次序为 %, ! %’ ! %& ! %( ! %) ! %$ ! %* - "。

. 图 (. 不同浓度 /0 1
) 2/培养液处理下轮叶黑藻的蛋白质含量

345# ( . 6789:4; <8;9:;9= 8> "# $%&’()(**+’+ 4; ?4>>:7:;9 /0 1
) 2/

<8;<:;97@948; <AB9A7: =8BA948;.

!# " # 不同浓度 /0 $
% 2/ 对轮叶黑藻抗氧化酶（CDE、

6DE）活性的影响
结果见图 )。对照和处理组轮叶黑藻的 6DE、CDE

活性随时间变化的趋势基本一致，除 %$ 组外，6DE、
CDE值基本上在第 &* 天达到最大值，在随后的第 (’ 天
和第 )" 天取样中，对照和处理组的 6DE、CDE 值逐渐
减低。在图 ) 中还可以看到，在整个实验期间，低浓度
处理组 %&、%’、%( 和对照组 %,的 6DE、CDE 值变化基
本不大，高浓度处理组 %)、%$、%* 的 6DE、CDE 值变化
较大，尤其是 6DE活性较高。
!# % # 不同浓度 /0 $

% 2/ 对轮叶黑藻谷氨酰胺合成酶

. 图 ). 不同浓度 /0 1
) 2/培养液处理轮叶黑藻的 6DE和 CDE活性

345# ). 6DE @;? CDE @<94F494:= 8> "# $%&’()(**+’+ 4; ?4>>:7:;9 /0 1
) 2/

<8;<:;97@948; <AB9A7: =8BA948;

（GC）的影响
随着培养时间的延长，对照和处理组的 GC 活性都

有升高，并且基本上在第 &* 天达到最大值，其中 %$、%*
组的变化显著高于其它处理组和对照组（! + "# "$），尤
其是 %* 组第 &* 天达到 &# )H DE$)" I（J5 K789:4;·L），远
高于其它处理组和对照组（此后由于该处理组的轮叶

黑藻死亡或濒临死亡，其 GC 活性迅速衰减为 "）（图
$）。结果表明，轮叶黑藻生长在较高浓度的 /0 1

) 2/ 培
养液中，其谷氨酰胺合成酶（GC）活性相对较高。
"# 讨论
沉水植物对富营养化的反应机理一直存在分

歧［&$］，%L@JM:7 等［&*，&H］认为沉水植物对富营养化的敏
感性主要受水体透明度下降引起的光衰减（包括与藻

类的光竞争）和植物生长型的影响，而不受水体中氮、

. 图 $. 不同浓度 /0 1
) 2/培养液处理下轮叶黑藻的 GC活性

345# $. GC @<94F494:= 8> "# $%&’()(**+’+ 4; ?4>>:7:;9 /0 1
) 2/ <8;<:;97@948;

<AB9A7: =8BA948;.

磷浓度变化所直接引起的生理反应的影响。但也有研

究表明水体中较高的 /、6 浓度对沉水植物而言，与盐
胁迫、环境污染物胁迫一样是一种逆境胁迫，影响其正

常生理活动［&$，&N，&O］，可能是湖泊富营养化过程中影响沉

水植物退化的机制之一。

氨氮是富营养化水体重要的氮形态之一。虽然氨

氮是可被植物直接利用的氮，但高浓度的非离子态氨和

铵根离子会对植物产生毒害作用，影响植物的生长，因

此大部分的植物不能耐受高浓度的氨氮。本实验中，发

现沉水植物轮叶黑藻在培养液 /0 1
) 2/浓度达到 )J5 I P

时，随着 /0 1
) 2/浓度的升高，叶绿素、可溶性糖和蛋白

质含量明显降低。可以认为，当水体里的 /0 1
) 2/浓度升高，对轮叶黑藻形成逆境胁迫，产生氨害，影响了轮叶

黑藻正常生理活动，抑制了它的正常生长。
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超氧化物歧化酶（!"#）和过氧化物酶（$"#）是防御过氧化系统的重要保护酶，在消除自由基、减轻脂质
过氧化物作用和膜损伤方面起重要作用［%&］。本研究发现，高浓度 ’( )

* +’处理下轮叶黑藻的 !"# 和 $"# 活
性逐渐升高，并在第 ,- 天或第 %* 天达到最大值（见图 *），以保护膜的正常结构和功能，抵抗氨的逆境胁迫。
随着培养时间的延长，胁迫使黑藻生长受到抑制，其 !"# 和 $"# 活性又有所下降。这一现象说明在高浓度
’( )

* +’处理下，黑藻具有一定的抗逆性能和适应能力，但长期胁迫使生长受抑制，抗逆性能也受到抑制，严重

时甚至导致植物死亡。此外，已有研究发现高浓度的铵处理使植物的耗氧量增加 *,.，并据此推测把 ’( )
* 从

细胞内运出细胞时要耗费巨大的能量［,/］；更传统的研究认为植物避免氨害可能是通过在植物体内合成谷氨

酰胺途径进行解毒［/，%,］。这两种产能途径都会大量增加活性氧。在本实验中，$"# 活性较 !"# 活性高出许
多，说明 $"#在氨氮胁迫下发挥着重要作用。由此推测出植物体内产生了大量的过氧化物和少量的超氧化
物。而随后 $"#与 !"#活性逐渐消失，可能是因为植物体内的碳水化合物已逐渐消耗殆尽，因而无法维持
酶的响应活力。

谷氨酰胺合成酶（0!）是植物体内氨同化的关键酶之一。植物中蛋白质的形成，在很大程度上与碳水化
合物的供应有关。当 ’源充足时，在 12$和 34% )存在下，植物体内的氨基酸会在谷氨酰胺合成酶的作用下

进一步胺化，形成酰胺，以避免游离的氨中毒。’( )
* +’浓度对谷氨酰胺合成酶（0!）活性具有一定的影响，本

实验中高浓度处理组（*，5，,-64 7 8）的蛋白质和可溶性糖（碳水化合物）含量较对照组 9: 明显降低，表明在
此环境中，植物体内含有一定的游离氨，氮代谢较多停留在酰胺的阶段，不能进一步合成蛋白质，影响了轮叶

黑藻的正常生理活动和生长。

通过本研究发现，沉水植物轮叶黑藻对水体富营养胁迫有较高的耐性，即抗逆性。即使在 ’、$浓度达到
超富营养的水平（*; &64 7 8 ’( )

* +’，&; %64 7 8 2$），表观上看轮叶黑藻仍生长良好，这说明轮叶黑藻可以长期

忍受超富营养水平 ’、$浓度的胁迫。但水体中较高的 ’( )
* +’浓度已经影响到轮叶黑藻的生理活动，在该条

件下轮叶黑藻是否仍能完成正常的生活史需要进一步的研究。
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