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轮叶黑藻腐解过程营养物质释放及
微生物胞外酶活性变化规律

张松贺,张丽莎,韩摇 冰,严玲玲,周甜甜

(河海大学环境学院,江苏 南京摇 210098)

摘要: 通过轮叶黑藻腐解模拟试验,分析了底泥和砂石 2 种基质条件下营养物质释放和微生物胞

外酶活性变化特征。 结果表明,试验结束时底泥组和砂石组的轮叶黑藻质量损失率分别为

64郾 62%和 62郾 15% 。 植物腐解过程释放的营养物质使得水体溶解氧含量迅速降低,TN、TP 质量浓

度迅速增加。 试验结束时(146 d),上覆水体的水质基本恢复初始水平。 水体有机质在 56 d 以色氨

基酸类蛋白质为主,之后逐渐以类富里酸和类腐殖酸类物质为主。 植物腐解过程与微生物胞外酶

活性具有一定的响应关系,跟水体水质及植物本身的特性相关。 纤维素酶、蔗糖酶密切相关( r =
0郾 70,P<0郾 05),且受植物 TOC 和水体 TN 的影响,过氧化氢酶与水体的 DO 和 EC 相关(P<0郾 05),
碱性磷酸酶及脲酶则分别受 TP 和 NH3 鄄N 的抑制调节(P<0郾 05)。
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Changes of nutrients and enzyme activity during the decomposition process of
Hydrilla verticillatum

ZHANG Songhe, ZHANG Lisha, HAN Bing, YAN Lingling, ZHOU Tiantian
(College of Environment, Hohai University, Nanjing 210098, China)

Abstract: The release of nutrientsand microbial enzyme activities were monitored during the decomposition of
Hydrilla verticillatum incubated in tanks with sediments or sands. It can be found that the decomposition rates of
sediment and sand substrates were 64. 62% and 62. 15% , respectively. And during the plant decomposition,
abundant nutrients were released into overlying water, and the dissolved oxygen concentrations and oxidation鄄
reduction potential values decreased while the concentrations of total nitrogen and total phosphorus rapidly
increased. At the end of decomposition (146 d), the quality of overlying water was recovered back to the initial
level. The aromatic protein was the main dissolved organic matter into overlying water at first,then the humic acid鄄
and fulvic acid鄄like refractory organic compounds increased gradually. The decomposition process of plant has a
relationship with microbial enzyme activities, which is related to the water quality and the characteristics of plant
itself. Cellulase and sucrase have a close relationship ( r = 0. 70,P<0. 05) , which is affected by total organic
carbon and total nitrogen. Meanwhile, the catalase has a significant correlation between dissolved oxygen and
electrical conductivity in overlying water (P < 0. 05), while alkaline phosphatase and urease had a negatively
correlation with the total phosphorus and the ammonia nitrogen respectively (P<0. 05).
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在湿地生态系统中,以沉水植物为主导的水生植物生态修复已经成为富营养化湖泊治理的重要途

径[1鄄2]。 然而当沉水植物集中衰败、死亡时,会释放大量营养物质,使水体营养物质含量升高,溶解氧含量降

低,造成水质恶化,甚至形成“湖泛冶现象[3]。 水生植物腐解过程分为快速分解阶段和缓慢分解阶段[4],水体

营养物质、水文条件等因素均会对腐解过程产生影响[5]。 研究发现,陆生植物落叶腐解过程中微生物的数

量会明显增多,且微生物间的相互作用对降解有机物质及系统碳代谢具有一定的影响[6]。 微生物的作用主

要依赖于其胞外酶系统,不同微生物的酶系统有所不同,分泌同种酶的微生物种类也有所不同,如产生纤维

素酶的微生物种类较广泛,而产木质素酶的微生物很少。 因而,充分了解沉水植物腐败过程微生物胞外酶活

性的动态特征及其对水环境的影响,对沉水植物的控制和管理具有重要意义[7]。 轮叶黑藻 (Hydrilla
verticillatum)具有较强的再生能力,被广泛应用于湖泊和人工湿地的生态恢复中。 砂石是常用的人工湿地基

质,而底泥沉积物通常作为自然湿地的基质。 因此,笔者选取底泥沉积物和砂石作为试验基质,模拟分析自

然条件下轮叶黑藻腐败过程营养物质的释放及微生物酶活性的变化规律,以期为人工湿地和湖泊生态修复

中水生植物的管理提供重要的参考依据。

1摇 材料与方法

1. 1摇 供试材料

沉水植物轮叶黑藻和表层沉积物(0 ~ 5 cm)取自江苏省南京市高淳水生植物基地。 自然风干后,将表层

沉积物样品研磨并过 100 目网筛,以去除底泥内植物的残体及杂物。 用去离子水将收集的植物样品进行清

洗,去除根部保留茎叶并切成 3 ~ 5 cm 的小段,置于 105 益烘箱中杀青 10 min,再在 80 益下烘干至恒重。
1. 2摇 试验设计

轮叶黑藻通常在 11 月底进入衰亡期, 4 月残体腐解逐步消失。 为了模拟自然衰败过程,自 2016鄄11鄄24
至 2017鄄04鄄13 进行试验,共计 146 d。 环境温度变化范围为 4郾 20 ~ 22郾 76 益,以 5 L 聚丙烯塑料桶(15 cm伊
25 cm伊21 cm)作为反应器。 取 500 g 的干燥底泥或细砂石(粒径均小于 0郾 1 cm)和 4 L 的自来水放在反应器

中静置 3 d。 称取 20 g 植物样品放入微米网袋(孔径 25 滋m,规格 20 cm伊20 cm)并放在反应器中,以不加植物

作为对照。 每个处理设定 3 个平行反应器,试验全程采取避光处理。 在第 7 天、 第 14 天、第 21 天、第 28 天、
第 35 天、第 42 天、第 49 天、第 56 天、第 96 天、第 146 天采集植物、上覆水以及基质样品。 现场用多参数水

质分析仪(HQ30d,HACH,美国)测定水体电导率(EC)、氧化还原电位(ORP)和溶解氧(DO)。 植物样品晾

干后于 80 益下烘干至恒重以测定其残体量,采样时注意尽量避免引起水体扰动。
1. 3摇 试验方法

总氮(TN)、氨氮(NH3 鄄N)和总磷(TP)的测定均采用国际标准法;植物总有机碳(TOC)采用 TOC 分析仪

(Multi 3100)测定。 将水体样品通过 0郾 45 滋m 滤膜(GF / F, Whatman, UK)放置于 F鄄7000 荧光分光光度计

(日本 HITACHI 公司)中进行荧光光谱分析水体有机质。 设置激发波长为 200 ~ 500 nm,狭缝宽为 5 nm;发
射波长为 200 ~ 500 nm,狭缝宽为 1 nm。 脲酶活性的测定使用 Solomon 等[8]方法进行优化。 纤维素酶、过氧

化氢酶、蔗糖酶、碱性磷酸酶的测定均选用南京建成生物工程研究所提供的酶类测试盒。
1. 4摇 统计分析

分解速率常数采用 Olson 指数衰减模型[9]进行计算,腐烂分解 50%的时间 t50 = 0郾 693 / k,其中 k 为分解

速率常数。 采用 SPSS19郾 0 和 Origin9郾 0 软件进行数据分析,采用 Person 相关系数进行相关性分析。

2摇 结果与分析

2. 1摇 植物腐解过程中上覆水的动态变化

与对照组相比,试验初期处理组水体 DO 质量浓度和 ORP 均迅速下降,在 14 d 达到最低(图 1(a)(b)),
这与轮叶黑藻腐解初期释放营养物质导致微生物快速繁殖和消耗水体中氧气有关[10]。 大量营养物质释放,
使得处理组水体 EC 迅速升高(图 1(c))。 随着水体营养物质被分解,后期水体 DO 质量浓度和 ORP 逐渐上

升。 相关性分析表明,水体 DO 质量浓度和 ORP 之间均呈显著正相关关系(P<0郾 01),这与王博等[10]的研究

结果总体一致。
氮、磷是引起水体富营养化的主要营养元素,了解水体氮、磷的迁移转化对水体的净化和富营养化湖泊
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图 1摇 轮叶黑藻腐解过程中水体 籽(DO)、ORP、EC、籽(TN)、籽(NH3 鄄N)和 籽(TP)的变化

Fig. 1摇 Dissolved oxygen, oxidation鄄reduction potential, electrical conductivity, total nitrogen,
ammonia nitrogen and total phosphorus during the decay process of H. verticillatum

的管理防治等方面具有重要意义[11]。 对照组水体 TN、NH3 鄄N 和 TP 质量浓度始终低于处理组,且一直保持

较低水平(图 1(d)(e)(f)),说明植物腐解过程向水体释放了大量的氮和磷。 试验结束时,植物腐解释放到

水体的氮、磷在硝化、反硝化作用及微生物的吸收利用下逐渐降低[10],使得处理组水体的氮、磷含量与初始

时相差不大。 试验发现,轮叶黑藻腐解使水体处于缺氧状态,大量营养物质的释放使水体氮、磷浓度在短期

内(21 ~ 28 d)升高,水体发黄发臭,极易诱发水华现象。 但之后由于腐解的稳定化和水体中微生物作用,水
体中的氮、磷经生物和物理化学作用逐渐下降,水体环境逐渐恢复。
2. 2摇 植物残体内碳、氮变化特征

随着轮叶黑藻的腐解,处理组植物残体剩余质量逐渐减少(图 2(a))。 植物腐解初期为快速释放期,此
阶段主要以细胞溶解性大分子有机物(如溶解性糖、蛋白质、DNA 等)的释放为主[12],之后进入缓慢分解期。 试

验结束时,底泥组和基质组的分解速率常数分别为 0郾 0071 d-1和 0郾 0067 d-1, t50分别为 97郾 38 d 和 104郾 14 d。 结

果表明,与砂石基质相比,底泥基质更有利于轮叶黑藻腐解。
轮叶黑藻残体内 TN 含量的变化趋势呈现先降低后升高再降低的趋势,试验结束时砂石组和底泥组中

植物体内的 TN 质量比分别减少了 44郾 18%和 61郾 33% (图 2(b)),这与戚美侠等[13]对春季芦苇和狭叶香蒲

腐解的研究结果基本一致。 植物腐败初期,淋溶作用下可溶性无机盐流失导致植物 TN 含量下降[14];之后微

生物固定作用对植物 TN 的累积率大于同期植物残体损失率致使植物 TN 含量增加[15]。 在 146 d 的试验周

期内轮叶黑藻体内的碳被矿化并释放,至试验结束时其体内的 TOC 含量较初始时砂石组和底泥组分别减少

了 18郾 25%和 26郾 94% (图 2(c))。 与底泥组相比,前期砂石组植物内碳的释放较快,这种变化与基质类型和

微生物相关。 砂石初始携带的微生物量和营养物质比底泥少,在初期底泥能够为植物表面微生物提供部分

碳源,降低其对植物残体内碳的利用。 经过 146 d 的试验,底泥组和砂石组轮叶黑藻的残体剩余量为
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图 2摇 植物残体质量、植物体 TN 和有机碳质量浓度及 C 颐 N 比值变化

Fig. 2摇 Change of residual quality, total nitrogen, total organic carbon and C 颐 N value in the residual plants

35郾 38%和 37郾 85% ,这与植物体内的碳、氮含量密切相关。 腐解试验结束时,底泥组和砂石组植物体内C 颐 N
值分别为 7郾 33 和 5郾 68,显著高于初始 C 颐 N 值(3郾 88)(图 2(d))。 已有研究表明,植物体内碳、氮和相互之

间的比值会影响植物的腐解速率[16]。 随着植物的腐解,植物残体的碳被逐渐释放,大量的营养物质使植物

表面微生物增加,加快对植物内氮的分解利用。 而可溶性的碳逐渐减少,大部分碳多存在于植物体内难以腐

烂的纤维素和木质素部分[3],使得后期轮叶黑藻的分解率降低,C 颐 N 值升高。
2. 3摇 植物腐解过程荧光有机质的变化

表 1摇 溶解性有机质的主要荧光峰及相应位置

Table 1摇 Major fluorescence peaks and their spectral
position of dissolved organic matter摇 摇 nm

区域 类型 姿Ex 姿Em

玉 络氨酸类蛋白质 220 ~ 250 280 ~ 330
域 色氨酸类蛋白质 220 ~ 250 330 ~ 380
芋 类富里酸 220 ~ 250 380 ~ 550
郁 溶解性微生物代谢产物 250 ~ 380 280 ~ 380
吁 类腐殖酸 250 ~ 380 380 ~ 550

摇 摇 摇 摇 注:姿Ex为激发波长,姿Em为发射波长。

摇 摇 溶解性有机质(DOM)对水环境中营养物质(特别是

氮、磷等元素)的迁移和分配起着重要作用。 三维荧光

光谱技术(3D鄄EEM)能够定性地表达水体中所含物质,
而被广泛应用于湖泊沉积物、水体及植物 DOM 组成结

构及迁移转化规律研究[17]。 对比已有研究(表 1) [18鄄19]

可知,植物腐解过程中,色氨酸类蛋白质(II)和溶解性微

生物代谢产物(郁)的荧光峰在前 56 d 较强(图 3),表明

植物腐解过程中,以氨基酸为代表的水溶性物质最先被

释放、分解。 溶解性微生物代谢产物(郁)的荧光峰强度

在 96 d 比 146 d 高,但仍低于 28 d 和 56 d 的荧光峰强度(图 3)。 溶解性微生物代谢产物的变化,间接反映了

微生物活性的变化[20]。 随着植物的不断腐解,类富里酸(芋)和类腐殖酸(吁)2 种物质的荧光峰强度增加,
说明难降解性物质在逐步增加。 综上,水生植物腐解过程中,首先向水体释放易生物降解的色氨酸类蛋白质

物质,随着腐解过程的继续,水体中逐渐出现难以降解的类富里酸以及类腐殖酸等物质。
2. 4摇 植物腐解过程微生物胞外酶活性及其对环境的响应

在整个腐解试验期间,底泥组和砂石组的纤维素酶均无显著差异(图 4(a),图中星号表示底泥组和砂石

组的显著性差异,*:P<0郾 05,**:P<0郾 01)。 植物腐解初期先向水体释放易降解的可溶性物质,随着腐解

过程的进行,纤维素、半纤维素、木质素等难降解的物质被逐步降解[14]。 随着腐解的进行,可溶性的有机质
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图 3摇 轮叶黑藻腐解过程中水体有机质三维荧光光谱

Fig. 3摇 Fluorescence spectrum of DOM in overlying water during the decay process of H. verticillatum

图 4摇 轮叶黑藻腐解过程中生物酶活性变化

Fig. 4摇 Change of enzymes during the decomposition process of H. verticillatum

释放减少,大量纤维类的有机质存在刺激微生物的生长代谢而大量产生相应的酶类,因此处理组的纤维素酶

活性在腐解 35 d 达到最大值。 与纤维素酶活性变化相比,蔗糖酶活性在 49 d 和 56 d 达到最高值,具有一定

的滞后效应(图 4(b))。 纤维素酶将纤维素分解为多糖及单糖,而蔗糖酶主要分解蔗糖等二糖[21]。 纤维素

酶的活性与蔗糖酶的活性密切相关( r=0郾 70,P<0郾 05)。 纤维素酶活性的增加,分解不溶性纤维素成葡萄糖

的活动加强;微生物的大量繁殖对营养的需求加强,逐步开始分解植物体内的蔗糖,因此蔗糖酶活性逐渐增

加。 腐解后期植物残体量和碳源的不足导致纤维素酶和蔗糖酶活性降低。 根据相关性分析结果显示,纤维

素酶活性与水体 DO 质量浓度呈显著负相关关系( r= -0郾 73, P<0郾 05),与水体 EC、TN 及 NH3 鄄N 质量浓度呈

显著正相关关系( r=0郾 77、 0郾 74、0郾 80, P<0郾 05)。 腐解前期,水体 DO 质量浓度显著降低,EC、TN 及 NH3 鄄N
质量浓度显著增加(图 1),纤维素酶活性增加(图 4(a)),表明腐解初期微生物分解纤维素类大分子物质的

活性增强,消耗了大量氧气,释放了大量的营养物质。 而后期随着腐解的稳定化,纤维素类物质逐渐减少,纤
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维素酶活性降低,水体环境逐步恢复正常。
过氧化氢酶分解细胞代谢过程中产生过氧化氢,可以避免或减轻过氧化氢对细胞产生的毒性。 初期植

物体可溶性营养物质的快速释放和末期溶解氧质量浓度增加后导致大量微生物的繁殖,从而使得过氧化氢

酶在腐解初期和末期活性较高(图 4(c))。 而中间时期由于植物内叶绿体、线粒体、内质网的破裂及低溶解

氧浓度下好氧微生物难以生存[22],导致腐解中过氧化氢酶一直处于较低水平。 湖泊水体中,当溶解性磷的

浓度较低时,植物、细菌体中的碱性磷酸酶被诱导大量产生,从而通过酶的作用水解水体中的有机化合物释

放出磷[23]。 腐解初期水体的初始磷浓度较低(1 mg / L),碱性磷酸酶的活性被激发、增加,植物中的有机磷化

合物被水解,向水体释放出磷,使得水体的 TP 质量浓度迅速升高。 随着水体中 TP 质量浓度的增加抑制碱

性磷酸酶的活性( r= -0郾 72,P<0郾 05),使得植物中磷的分解、释放速率减缓,再加上藻类、细菌的利用导致水

体中 TP 质量浓度逐渐减少,最终又使得水体中碱性磷酸酶的活性逐渐增加,这种循环往复的波动如

图 4(d)所示。 2 种基质的脲酶活性之间的差异出现在 35 d、56 d 和 146 d(图 4(e))。 脲酶活性表现为 146 d
活性最低,这可能是由于在腐解末期,轮叶黑藻衰亡趋于结束,植物残体中氮、磷含量降低,微生物的营养来

源减少。 与 Solomon 等[24]研究浮游植物体内脲酶活性结果相似,脲酶的活性与水体 NH3 鄄N 呈显著负相关

( r= -0郾 72,P<0郾 05),NH3 鄄N 的增加会抑制脲酶的活性。
在腐解初期由于底泥组引入微生物来源,且可提供部分营养来源,这对微生物的适应能力、种类和数量

都造成一定的影响。 底泥组和砂石组的各生物酶活性的差异,表明基质的类型对微生物存在一定的影响,继
而对植物的腐解造成一定的差异。 微生物胞外酶主要来源为微生物次级代谢产物。 腐解过程中酶活性复杂

变化表明,一种微生物可以迅速利用另一种微生物的代谢产物,菌群间的互利共生或竞争性抑制的复杂关系

可使微生物群落的生长得到平衡并维持复杂微生物群落结构和功能的稳定,从而达到腐解的顺利进行。

3摇 结摇 摇 语

到 146 d 试验结束时,底泥组和砂石组植物的分解率分别达 0郾 0071 d-1和 0郾 0067 d-1,基质对轮叶黑藻残

体的腐解率存在一定影响,底泥沉积物更有利于轮叶黑藻的腐解。 2 种基质条件下轮叶黑藻腐解会向水体

中释放大量的有机质使得水体的 DO、ORP 迅速降低,TN、TP 浓度迅速增加,其后由于微生物作用及腐解的

稳定化,水质基本恢复初始水平。 植物在腐烂过程中首先向水体释放易降解的色氨酸类蛋白质等物质,随着

腐解过程的进行,色氨酸类蛋白质逐渐减少,水体中逐渐出现难以降解的类富里酸以及类腐殖酸等物质。 植

物腐解过程与微生物胞外酶活性具有一定的响应关系。 植物腐解过程中,纤维素酶和蔗糖酶活性在腐解第

35 d 和 49 d 达到最高,且受植物 TOC 和水体 TN 的影响,过氧化氢酶与水体的 DO 和 EC 相关,碱性磷酸酶及

脲酶则分别受 TP 和 NH3 鄄N 的抑制调节。 底泥组和砂石组的生物酶活性具有一定的差异,继而对植物的腐

解造成影响。
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