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摘要：以酶活性分析作为基本研究手段，选择水生维管束植物空心菜作为试验对象，在不同程度的富营养水体

中，利用细菌碱性磷酸酶、脱氢酶、脲酶指示植物根际缀生物分解营养物质的能力，确定其在水体碳、氮、磷循环中

的作用，确定不同程度富营养水体中，水生维管柬植物根际微生物分解营养物质的能力和净化水体的作用大小，同时

也为确定富营养水体生态修复用水生植物选取提供参考标准。
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Abstract：With enzymatic activity analysis as a basic research tool，water spinach subjected to aquatic vascular plants is

selected as the test subject．In different eutrophic water bodies，the capacities of rhizospheric microorganisms of indicator plants

such as bacterial alkaline phosphatase，dehydrogenase and urease for nutrient decomposition are used to identify their functions in

carbon，nitrogen and phosphoms cycles in water．Moreover，the capacities of rhizospheric microorganisms of aquatic vascular plants

for nutrient decomposition and their roles in water purification are also identified in the water bodies with different eutrophication

levels．Simultaneously，a reference standard for determination of aquatic plants selection for ecological restoration of eutrophication

waters is also provided．
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我国是一个资源性缺水和水质型缺水并存的

国家“1。流域和周边地区的人口增长和经济快速

发展，导致进人水体的氮、磷和有机物等污染物

质增多，水环境污染程度不断加重口1。其中，水

体富营养化(eutrophication)就是一个突出问是酽卅。

经过多年探索，人们逐渐认识到利用高等水

生维管束植物来净化富营养水体是一种低成本、

高效益的生物工程技术91。对于河道和浅水湖泊

而言，重建水生植被是富营养化治理和水体生态

修复的重要措施之一㈣。水生植物直接摄取水体

中的氮磷营养元素，同化为自身的结构组成物

质，能够有效去除水体中氮磷营养物质。同时，

水生植物为根际微生物提供了附着基质和栖息场

所，并为根际微生物降解污染物质提供了所需的

氧，从而促进了根际微生物的生长和水体中氮、

磷的释放和转化。

异养细菌胞外酶的活性可以指示细菌获得的

营养物质量。研究胞外酶在分解过程中的作用可
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为生态系统中营养物质的生物地球化学循环提供

非常有价值的信息”1。目前，对富营养水体水生

植物根际微生物的研究主要集中在微生物区系的

变化和数量的变化上，对不同程度富营养水体中

水生植物根际微生物酶活性及其对水质的净化能

力缺乏深入研究。

本实验以酶活性分析作为基本研究手段，选

择水生维管束植物空心菜作为试验对象，在不同

程度的富营养水体中，利用细菌碱性磷酸酶

(APA)、脱氢酶(DHA)、脲酶(Urease)指示植物

根际微生物分解营养物质的能力，确定不同程度

富营养水体中，水生维管束植物根际微生物分解

营养物质的能力和净化水体的作用大小，同时也

为确定富营养水体生态修复用水生植物选取提供

参考标准，以此实现水生植物大面积自然存活，

水体清水形态长期维持，从而达到修复水体生态

系统，提供理想水质的最终目标。

1 实验设计及研究方法

1．1 实验材料

实验材料采用空心菜(Water Spinach)。

1．2实验设计

1．2．1 实验材料培养 从网上购买空心菜种

子，挑选籽粒饱满、均匀一致的，放人50 cc的

温水中恒温浸泡30 min，然后放人常温清水中浸

泡24h，取出，做催芽处理。

在白色瓷盘中铺3层纱布，将处理后的种子

均匀撒在纱布上，再盖1～2层纱布，放在实验台

上，每天喷洒2～3次清水，保持纱布湿润。待发

芽，长出2片小叶片时移出。挑选长势相近的两

株作为一个样本，固定后放进一个小塑料杯中，

用剔除N、P营养盐的等量体积的l／4Hoagland营

养液【81培养1周，再用剔除N、P营养盐，加入硝

酸钾，使TN的浓度为1．64 m扎，加人磷酸二氢
钾，使TP的浓度为0．20 mg／L的等量体积的

1／2Hoagland营养液驯化3 d，用于实验处理。

1．2．2 实验处理设置先进行预实验，然后进行
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正式实验。正式实验时，在1／2Hoagland营养液基

础上用硝酸钾和磷酸二氢钾调配不同的N、P梯

度，5个N梯度，TP=O．20mg／L，TN一0．06 mg／L，

TN一0．30 mg／L，TN一1．64 mg／L，TN一4．00 mg／L，

TN一5．00 mg／L；5个P梯度，TN=I．64 mg／L，TP一

0．004 mCL，TP一0．05 mg／L，TP一0．20 mg／L，TP一

0．50 mg／L，TP一1．00 mg／L，将驯化后的植株放入

等量体积的不同N、P梯度的水样中培养，每次

实验用3个平行样，正式实验进行5次，故每一个

梯度需要15个样，真正设置时每个梯度培养20个

样左右，以供实验时挑选。

正式实验时，在第2、6、8、1 1、14 d时取

样实验。

1．3指标测定方法

1．3．1样品的收集与处理将剪刀、镊子、蒸馏

水、EP管、25 mL比色管、移液管、50 mL塑料

离心管等放进高压灭菌锅灭菌，取出置于无菌操

作台内冷却。用灭菌的剪刀剪取不同梯度下各平

行样中植物根部，置于50 mL塑料离心管中，称

量根部质量，然后加人约40 mL无菌水，于XW一

80A型漩涡混合仪(2 800 r／rain)上振荡30 min。

用灭菌镊子夹起植物根部，用少量灭菌水冲洗，

定容至50 mL，然后静置，取上清液于同一规格

的离心管中，之后用于三种酶活性的测定。

1．3．2酶活性的测定方法 此次实验测定脲酶

(Urease)、碱性磷酸酶(APA)、脱氢酶(DHA)3种酶

的活性，均采用比色法阻“1。

2结果与分析

水中的有机物质在脲酶的作用下生成氨态

氮，本实验条件下无外加有机物质，所以含氮有

机物质的来源只有空心菜根部代谢产物。植物吸

收水中的含氮无机盐合成细胞物质，降低水中无

机氮的含量，而代谢产物则能够促进根际微生物

生长，刺激脲酶合成及活性增强，分解水中有机

氮释放无机氮供植物利用””。相同氮浓度不同磷

梯度下脲酶活性变化情况见图1。
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艾验日期

图1 相同氮浓度不同磷梯度下脲酶活性变化情况

在TN=I．64 mg／L的条件下分别设置从小至大

5个磷浓度：P1--0．004叫江，P2--0．05哗儿，P3m20

rI虮，P4—0．50 mg／L，P5—1．00 mg／L的营养液，分
析空心菜根际微生物脲酶的活性强弱。在5个不

同的磷浓度下，脲酶活性大致趋势都是从低到

高，然后降低，再回升，这表明脲酶活性跟磷的

浓度关系不大。实验第8 d(2012年7月5日)，

脲酶活性达到第一个高峰，前6 d，水中的无机

氮含量足够植物生长所需，所以脲酶活性不高，

到第8 d，水体中无机氮浓度已经不能满足植物

的营养吸收，而植物根部的代谢产物刺激了根际

微生物脲酶的产生及活性的增强，进而将水中的

含氮有机物大量转化为无机氮，供给植物吸收，

因而空心菜根际微生物酶活性出现峰值，此后，

水体中现存无机氮含量较高，足够植物吸收利

用，所以脲酶活性出现低谷，然后，植物吸收水

体中的无机氮导致水中无机盐浓度降低，刺激植

株根际微生物脲酶活性增强，呈现回升。这样空

心菜根际微生物的酶活性就在一定浓度范围内出

现了周期性的变化趋势。相同磷浓度不同氮梯度

下脲酶活性变化情况见图2。
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图2 相同磷浓度不同氮梯度下脲酶活性变化情况

图2可见，在TP=0．200叫皿的条件下分别设置

从小至大5个氮浓度：N1-0．06 111商几，N2-0．30 rn固乱，

N3—1．64 mg／L，N4-4．00 mg／L，N5—5．00 mg／L的营

养液，分析空心菜根际微生物脲酶活性的强弱。

图2显示在5个氮浓度下，脲酶活性的变化趋势均

为从低到高，然后降低，再回升，在第8 d(7月

5日)时脲酶活性达到峰值。显示了在实验初

期，水中无机盐浓度高，能够满足植株生长需

要，随着空心菜植株的继续生长，水中无机盐浓

度持续降低，刺激了根际微生物脲酶的合成和活

性的增强，因而水中脲酶含量出现了峰值。因而

植物根际微生物脲酶活性较强时可以表征水生植

物生长良好，同时净化水体的效果较好。

在实验第8 d(7月5日)，5个不同氮浓度下

的脲酶活性也呈现出一定的规律，见图3。
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图3 7月5日相同磷浓度不同氮梯度下脲酶活性变化情况

图3可见，在实验第8 d，不同氮浓度下的脲

酶活性，氮浓度较低或较高时，脲酶活性均不

强，这与之前认为的低促高抑现象产生了矛盾。

结合实验过程中植株生长的照片，N1、N2植株

长势较N3、N4、N5这3个较高氮浓度的差，可以

认为，较低的氮浓度有利于脲酶合成和活性增强

却影响了植株生长，因而对水中无机氮吸收不

多，对脲酶产生及活性增强的促进作用小。

N4、N5梯度下植株生长旺盛，但两者氮浓度较

高，所以脲酶活性也呈较低状态，且N5浓度更

高，酶活性较N4更低。N3浓度时，植株长势以

及无机氮的浓度都比较适中，因而脲酶活性高。

因而植株长势好，水体中无机氮浓度低时，脲酶

活性强。相同磷浓度不同测定时间下脲酶活性变

化情况见图4。
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图4相同磷浓度不同测定时间下脲酶活性变化情况

图4可见，实验第2 d(6月29日)与第6 d

(7月3 E1)空心菜根际微生物脲酶含量变化曲

线呈互补状态。表明在实验开始阶段水中无机

氮含量较低时，由于植物吸收作用导致水中无

机氮含量减少时，脲酶活性增强，将水中的有

机氮转化为无机氮，满足空心菜植株对无机氮

一段时间的需求，所以随即脲酶活性减弱，两

者呈现互补状态；而当水中无机氮含量较高

时，脲酶活性较弱，但随着空心菜植株对无机

氮的吸收，导致水体中无机氮含量降低，刺激

了脲酶的合成和活性的增强，因而两者也呈现

互补状态；同时，由于此时空心菜处于适应新

环境的阶段，水生植物根际微生物脲酶的活性

变化可能有些异常。实验第8 d(7月5日)，第

11 d(7月8日)，第14 d(7月11日)显示，在

实验中后期，酶活性呈现先升高，后降低的变

化趋势，这是由于氮浓度较低时，植株长势较

差，影响了酶活性，随着氮浓度的增高，植株

生长较好，无机氮被大量消耗，促进了脲酶的

产生和活性的增强，当氮浓度更高时，足够植

株吸收，脲酶活性反而就减弱，并且上一阶段

产生的无机氮较多，因而一定程度上影响了脲

酶的活性。相同氮浓度不同磷梯度下APA活性

变化情况见图5。

碱性磷酸酶能催化所有的磷酸酯水解反应和

磷酸基团转移反应，外界环境无机磷含量低，

APA才显示作用，将有机磷降解为无机磷供植物

利用。碱性磷酸酶指示了微生物将含磷有机物转

化为无机物的过程””。
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图5相同氮浓度不同磷梯度下APA,活性变化情况

图5可见，5个不同的磷浓度下，空心菜根际

微生物APA活性的大致趋势都是从低到高，然后

降低，再回升，5个磷浓度下基本都是在第8 d

(7月5 E1)时，APA的活性达到高峰。实验初

期，水中无机磷含量足够植物生长所需，APA活

性不高，随着植株生长，消耗了无机磷，刺激了

空心菜根际微生物APA的产生及活性增强，在第8

d时出现峰值。之后，由于峰值阶段产生的APA将

有机磷转化为无机磷，可供植物使用一段时问，

从而APA活性出现低谷。当植物继续吸收利用，

水中无机盐浓度持续降低时，又导致了APA活性

增强，分解有机物，出现了曲线回升趋势。相同

磷浓度不同氮梯度下APA活性变化情况见图6。
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图6相同磷浓度不同氮梯度下APA活性变化情况

图6可见，5个不同氮浓度下，空心菜根际微

生物APA活性大致趋势都是从低到高，然后降

低，在实验第8 d时达到峰值，说明实验初期，

水中无机磷浓度能够满足植株生长的需要，随着

植株继续生长，水中无机盐浓度逐渐降低，刺激

了APA的合成及其活性的增强，因而APA活性出

现了峰值，此时转化成的无机磷可以满足植物一

段时间的生长所需，因而APA活性降低。而唯有
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N5的APA活性回升，可能是高浓度氮下植株生长

好，对磷的吸收效率高，刺激了APA的合成和活

性增强。这说明水体中氮的浓度能够通过影响植

株长势来间接影响APA活性，这与水体中脲酶活

性与磷浓度关系不大有一定的区别。相同氮浓度

不同测定时间下APA活性变化情况见图7。

图7相同氮浓度不同测定时间下APA活性变化情况

图7可见，实验第2 d与第6 d空心菜根际微生

物APA活性变化的曲线呈互补状态。表明实验初

期，空心菜植株正在适应新环境，当水中无机氮

含量较少时，由于植物吸收利用导致水中无机磷

含量逐步减少，APA活性增强，可以满足植株一

段时间对无机磷的需求，继而APA活性减弱，两

者呈现互补状态；而当水中无机氮含量较高时，

APA活性较弱，但紧接着由于植株对无机磷的吸

收，导致水体中无机磷含量降低，刺激了APA的

合成和活性的增强，两者也呈现了互补状态。到

实验实验中后期的第8、11和14 d，APA活性呈

逐渐降低的变化趋势，是由于植株已经基本适应

实验水环境，对磷的需求小于对氮的需求，磷浓

度较低时，并没有对植株生长产生明显的不利影

响，进而影响APA的合成。

3结论与展望

脲酶与水中含氮有机物质有关，有机氮能够

在脲酶的作用下生成氨态氮。碱性磷酸酶能催化

所有的磷酸酯水解反应和磷酸基团转移反应，外

界环境无机磷含量低时，APArt显示作用，将有机

磷降解为无机磷供植物利用。脱氢酶能够去除有机

物中的H，有机物含量越高，脱氢酶活性越强“1。

(1)水生植物根际微生物脲酶活性较强时

表征了植物生长良好，对水体的净化效果较好。

我们可以利用总氮来表征水体目前受污染的状

况，用水生植物根际微生物脲酶活性的强弱来表

征水生植物一微生物系统净化效果的强弱。碱性

磷酸酶亦是如此。

(2)水生植物根际微生物的脲酶活性不仅

受水体中无机氮／有机氮比值的影响，还受到水

生植物植株长势的影响，当植株长势较好，水体

中无机氮浓度较低，脲酶活性相对较强。碱性磷

酸酶亦是如此。

(3)水生植物根际微生物的脲酶和碱性磷

酸酶活性的变化趋势大致都是从低到高，然后降

低，再回升，在一定时间范围内呈现周期性的变

化趋势。在本实验周期内脲酶涪|生和碱性磷酸酶

均在实验第8 d达到峰值。

(4)水生植物植株对磷的需求小于对氮的

需求，磷浓度较低时，并没有明显影响植物的生

长，进而影响水生植物根际微生物APA的合成。

(5)水生植物根际微生物的脱氢酶与脲酶

之间存在一定的正相关性。
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