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摘要：富营养化湖泊沉水植物严重退化，可溶性无机碳DIC (Dissolved Inorganic Carbon)缺少是一个重要因素。本实验选择碳酸氢根形态DIC(HCO3- -DIC)对苦草进行处理，设计了不同的HCO3- -DIC添加量(0、10、20 mg·L-1)和营养水平N、P (N 0.96、1.92、2.88、3.84 mg·L-1，NH4+-N: NO3- -N=1:3，N: P=27)的交叉实验，研究不同营养水平下HCO3- -DIC对苦草 (Vallisneria natans) 的生理生态影响。实验证明，苦草幼苗在生长过程中可以不断吸收水体中的DIC，经15 d培养，培养液中DIC从16.91 mg·L-1下降到6.27 mg·L-1。21 d的实验结果显示，相同营养条件下高质量浓度HCO3- -DIC组苦草相对生长率RGR (Relative Growth Rate) 高于其他组；无外加HCO3- -DIC组过氧化物酶POD(peroxidase)活性随营养水平增加，从2.01 U·mg-1增至4.03 U·mg-1，相同营养水平下POD活性随HCO3- -DIC增加而降低，说明水体营养水平的增高加剧了对苦草生长的胁迫，而HCO3- -DIC大大减少和缓解了这种胁迫作用；中营养条件下，较低水平的HCO3- -DIC质量浓度已经满足苦草叶绿素合成，而在重富营养时较高质量浓度的HCO3- -DIC可以促进苦草叶绿素合成，缓解营养胁迫的黄化效应。研究揭示，水体HCO3- -DIC增加可以缓解富营养化对沉水植物的胁迫作用。
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我国湖泊富营养现象日趋严重，2007年太湖蓝藻大规模爆发引发了一系列危机问题。科学家认为太湖问题的根源是富营养的污水和农业用水的过多排入和积累[1-2]。但除了主要因素N、P营养过多外，无机碳缺少造成的影响不可忽视。对太湖草型湖区-东太湖和藻型湖区-梅梁湾湖水可溶性无机碳(DIC)调查显示，东太湖DIC为17.0 mg·L-1，梅梁湾的DIC为10.0 mg·L-1[3]，说明蓝藻快速生长和繁殖利用大量无机碳致使水体DIC降低成为沉水植物退化的一个原因，也为湖泊沉水植物恢复提出一个难题。富营养化湖泊水体无机碳引起沉水植物退化的原因可以归结为：藻类爆发使水体pH升高，导致水体容纳自由态CO2能力下降；大量繁殖的藻类竞争无机碳源；沉水植物表面大量的附生生物增加了水生植物叶片的胞外扩散层厚度，从而抑制沉水植物光合作用[4]。可见，研究富营养化湖泊水体无机碳对水生植物生理和生长的影响对于揭示水生植物的退化机理具有重要意义。

DIC在水体中的3种形态游离CO2、HCO3-和CO32-中，各个成分的比重主要由pH决定，随着pH升高，水体游离CO2浓度逐渐降低，HCO3-和CO32-的浓度逐渐升高。富营养湖泊的pH大于7，甚至达到9以上，因此富营养湖泊占主导的DIC形态是HCO3--DIC。3种形态DIC中，游离CO2可以被所有水生植物利用，且是原生质体首选的无机碳形式[5]。HCO3--DIC可以被大多数沉水植物利用，这些沉水植物主要是固着根茎直立分枝植物(elodeid)，而莲座状植物(isoetid)则不能利用HCO3--DIC[6-7]。CO32–形式无机碳不是主要的无机碳源。Maberly等学者的研究显示，大多数沉水植物可以适应低CO2环境的原因，是由于其可以利用HCO3--DIC，典型沉水植物苦草、菹草(Potamogeton crispus)和马来眼子菜(Potamogeton malaianus)等都可以利用HCO3--DIC[8-9]。

本实验选择太湖常见的可以利用HCO3--DIC的典型沉水植物苦草作为受试植物，设计进行N、P营养和HCO3- -DIC的正交实验，通过实验室静态模拟研究，向富营养水体中添加外来HCO3- -DIC以观察苦草生理与生长的特征变化，从而揭示HCO3- -DIC对富营养化湖泊胁迫环境的缓解机理。
1  材料与方法

1.1  实验材料
实验植物苦草(Vallisneria natans)是在实验室由种子播种培育得到。培养液采用改进的Hoagland稀释液(0.1x)，用新鲜自来水配制[10-11]。培养温度为25 ℃，光照为4000 lux，12 h/12 h光周期。

1.2  实验设计

1.2.1  苦草幼苗对DIC利用实验

选取长势良好高约10 cm的苦草幼苗一缸加入用自来水配制的Hoagland稀释液，在苦草生长的第1天，第3天，第15天分别取水样用TOC仪(TOC-5000A)测定水体DIC质量浓度。

1.2.2  HCO3-与N、P对苦草的正交实验

实验选取长势健壮，高20~30 cm的苦草植株进行一周驯养后，移栽到5 L大烧杯。每个烧杯种植4株苦草，每个处理设置两个烧杯，实验进行21 d，每7天更换一次培养液，实验期温度为25~32 ℃，光照为4000 lux，12 h/12 h光周期。正交实验设计如表1，其中添加的HCO3- -DIC质量浓度分别是0、10、20 mg·L-1，是指向自来水中加入的NaHCO3的含C量。自来水中DIC本底值上海地区的质量浓度为14.91 mg·L-1[12]，南京市自来水DIC本底值，实验室测得为16.91 mg·L-1。N、P设置4个质量浓度水平(N为0.96、1.92、2.88、3.84 mg·L-1，N: P=27)，N盐为 (NH4)2SO4和NaNO3，NH4+-N: NO3--N=1:3，P的形式是NaH2PO4。营养程度设置参照2006年中国环境状况公报和《中国湖泊富营养化》[13]。

实验培养21 d后，收获不同处理的苦草植株，测定每株苦草的生物量及形态指标，包括叶片数、最大叶长、各级分蘖数等。然后将苦草液氮冷冻，-20 ℃保存待测，分别测定不同处理下每株苦草的叶绿素质量分数和POD活性，其中叶绿素质量分数测定采用95%乙醇(体积分数)提取法[14]，POD活性测定选择邻苯三酚法[15]。叶绿素质量分数与POD活性以苦草叶片鲜质量计。
1.3  实验数据

实验数据采用EXCEL，SPSS软件进行整理分析。
2  结果与分析

2.1  苦草对DIC的利用

表2  苦草幼苗培养过程中DIC质量浓度的变化

Table 2  Change of DIC concentration during the 
culture of Vallisneria natans seedling

	培养液
	Hoagland稀释液
	3 d后培养液
	15 d后培养液

	ρ(DIC)/(mg·L-1)
	16.91
	10.98
	6.27


实验中对苦草幼苗培养过程中水体DIC质量浓度测定结果显示，在无外加DIC的情况下随着苦草培养天数的增加DIC质量浓度逐渐减少（表2），表明苦草生长过程中利用了水体中的DIC。
2.2  实验期间水体pH变化

DIC在水中的质量浓度和存在形态受pH影响，因此实验期间对pH进行了测定，在最后一个换水周期的7天中每天pH最高的时间16:00测定pH值[16]。
表1  HCO3-与N、P的正交实验设计

Table 1  The orthogonal experiment design of HCO3- and N、P

	添加HCO3- -DIC

质量浓度/(mg·L-1)
	N质量浓度/(mg·L-1), N∶P=27

	
	0.96

(中营养)
	1.92

(中富营养)
	2.88

(富营养)
	3.84

(重富营养)

	0
	T1
	T4
	T7
	T10

	10
	T2
	T5
	T8
	T11

	20
	T3
	T6
	T9
	T12


从图1可以看出，换水加营养液和HCO3- -DIC后，水体pH与自来水很接近，7 d内水体pH逐渐增长，且第1天增长最快，直至达到10以上。说明苦草生长过程中逐渐吸收水体CO2、HCO3-，使水体pH增加，减少自由CO2的存在，即在pH达到9以后苦草主要靠水体中HCO3-进行光合作用，进一步证明了苦草可以利用HCO3--DIC。另外，各组处理之间的pH在同一时间的测定值差别不大，因此可以忽略pH对实验的影响。
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图1  最后一个换水周期7 d内不同处理pH的变化

Fig.1  Chang of pH during the last 7 days’ exchange 
water cycle under different treatments

2.3  HCO3- -DIC对苦草生长的影响

不同处理苦草的RGR变化(图2)显示，在相同的HCO3--DIC质量浓度下，随着营养水平增加，苦草RGR没有显著性变化。然而，在相同营养水平下不同HCO3--DIC质量浓度组的RGR有显著性差异(P<0.05)。在每个营养水平均呈现随HCO3--DIC质量浓度升高RGR增加。研究结果表明在富营养水体投加HCO3- -DIC有利于苦草生长。

收获时同步测定的不同处理组苦草最大叶片长度、叶片数、各级分蘖等形态学生长指标测定结果显示(表3)，每株最大叶长在相同营养水平下都是不添加HCO3--DIC组最短，表明添加HCO3--DIC可以促进苦草叶片伸长。而每株叶片数目和3级分蘖数，在不同营养水平和不同HCO3- -DIC质量浓度组，均没有发现明显的显著性差异，表明21 d实验仅对苦草生物量和叶长有影响，提示还需要开展长期试验的研究。
表3  不同处理苦草的形态学参数

Table 3  The morphological indexes of Vallisneria 
natans under different treatments

	处理
	每株最大
叶长/cm
	每株叶
片数目
	一级分
蘖总数
	二级分
蘖总数
	三级分
蘖总数

	T1
	53.13±8.04
	13.13±3.68
	8
	2
	1

	T2
	53.38±10.66
	11.50±3.82
	7
	2
	0

	T3
	56.38±6.00
	11.38±3.58
	7
	3
	0

	T4
	50.00±6.37
	9.88±2.64
	5
	0
	0

	T5
	57.63±9.36
	14.13±2.85
	10
	3
	0

	T6
	58.00±6.99
	11.13±3.23
	5
	3
	1

	T7
	50.13±5.79
	13.25±4.86
	6
	3
	1

	T8
	56.88±6.73
	15.38±6.37
	9
	5
	2

	T9
	54.00±6.28
	15.88±5.79
	9
	4
	0

	T10
	50.63±9.53
	14.13±6.17
	10
	3
	0

	T11
	61.63±10.53
	10.63±2.72
	6
	1
	0

	T12
	59.75±9.29
	12.75±1.28
	8
	0
	0
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图3  不同处理苦草的叶绿素a、b质量分数

Fig. 3  Chlorophyll a and Chlorophyll b of Vallisneria 
natans under different treatments
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图2  不同处理苦草的生长率
Fig.2  RGR of Vallisneria natans under different treatments
Ⅰ：ρ(HCO3--DIC)=0mg·L-1；Ⅱ：ρ(HCO3--DIC)=10 mg·L-1；Ⅲ：ρ(HCO3--DIC)=20 mg·L-1 ,下同
注：字母相同表示相同营养水平下差异无显著性(P>0.05)，字母不相同表示相同营养水平下差异有显著性(P<0.05)，下同
由不同处理下苦草的叶绿素质量分数(图3)可以看出，中营养水平下，叶绿素质量分数随HCO3--DIC质量浓度增高而降低，其中添加HCO3--DIC质量浓度为0 mg·L-1与10 mg·L-1组叶绿素a有显著差异(P=0.013<0.05)，叶绿素b亦差异显著(P=0.005<0.05)。重富营养情况下，高HCO3- -DIC质量浓度对叶绿素合成有促进作用，但差异不显著。该实验结果表明，中营养条件下，较低的HCO3- -DIC质量浓度已经可以满足苦草叶绿素合成，但是在重富营养条件下，苦草需要较多的HCO3- -DIC来满足叶绿素合成，缓解营养胁迫的黄化效应。
2.4  HCO3- -DIC对苦草POD的影响
[image: image5.wmf]0

3

6

9

12

15

中营养

中富营养

富营养

重富营养

RGR

¢ñ

¢ò

¢ó


图4  不同处理苦草的POD活性

Fig.4  POD activities of Vallisneria natans under different treatments

图4显示，无外加HCO3--DIC时，随营养增高POD活性逐渐增高，one-way ANOVA分析, 四个营养水平下的POD活性有显著性差异(P=0.001<0.05)。在无外加HCO3--DIC下，POD活性随营养增加而逐步升高，从2.01 U·mg-1增至4.03 U·mg-1，表明营养增高对苦草的胁迫作用使苦草体内的过氧化物增多。然而，在相同营养水平下POD含量随HCO3--DIC增加而降低，说明HCO3- -DIC对营养胁迫产生了缓解作用，降低了过氧化物的含量进而使POD降低。

3  讨论  

据调查20世纪50年代以来, 西太湖水生植物种类减少了50种，现有水生植物仅16种，其中沉水植物8种，分布面积占水生植物总面积的64.58%。沉水植物中马来眼子菜( Potamogeton malaianus)的分布频度最高，苦草次之[17]。水质下降是导致水生植物种类不断减少甚至消失的一个重要原因。而剩余种类沉水植物的存活正是由于它们对富营养现象和DIC缺少等环境的适应。本实验中随着营养水平的逐渐增高苦草的抗氧化系统指标POD和叶绿素显示，苦草受到一定胁迫。RGR显示在无外加HCO3--DIC条件下苦草的RGR随营养增加没有明显变化，说明营养增高对苦草生理造成一定胁迫和损伤，但对其生长在短期内没有收到很大影响，表明苦草对富营养水体的适应性很强，这是其在富营养环境中仍能存活的重要原因。

不同沉水植物在富营养湖泊中的频度与它们对不同形态DIC利用情况和竞争能力也密切相关。不同含量CO2对伊乐藻(Elodea Canadensis)和水马齿(Callitriche cophocarpa)生长的影响研究显示，CO2浓度高时两种植物单位组织氮的增长率都有所增高，但水马齿对CO2的需求大于伊乐藻[18]。由于对CO2的需求多水马齿在富营养湖泊中的竞争力会相对减弱。湖泊中轮叶黑藻对HCO3- -DIC的竞争能力比微齿眼子菜强[19]，这也与西太湖中轮叶黑藻数量大于微齿眼子菜的情况相一致[17]。可见对湖泊主要形态DIC竞争力强的沉水植物在沉水植物的退化中得以存留并成为优势种。

富营养湖泊中沉水植物利用HCO3- -DIC使水中无机碳减少。Marcel S.等人的实验测得有微齿眼子菜(Potamogeton maackianus)的水体夏季HCO3-浓度从2.5 mmol·L-1降到<0.75 mmol·L-1，有轮叶黑藻的水体HCO3-浓度从2.5 mmol·L-1降到<0.5 mmol·L-1 [19]。本实验中苦草幼苗在15 d培养过程中使培养液DIC从16.91 mg·L-1下降到6.27 mg·L-1，与其研究结果相符。由于沉水植物利用和藻类竞争造成富营养水体DIC下降，因此向水体添加HCO3- -DIC有利于沉水植物修复。J.IWANJONES等模拟天然湖泊向水体添加HCO3-和硝氮、伊乐藻(Elodea nuttallii)和其他各种水生生物，2 a的实验证明在其实验条件下低DIC的湖泊沉水植物更容易退化[20]。Marcel S [19]等证明低的HCO3-含量增加可以提高轮叶黑藻和篦齿眼子菜光合效率。而在本实验中苦草的RGR、叶绿素、POD随营养水平和HCO3--DIC的变化进一步证明苦草可以利用HCO3- -DIC，而且增加HCO3- -DIC加入可以促进植物生长，减缓富营养胁迫。
4  结论

（1）苦草生长使水中pH逐渐升高，游离CO2含量被HCO3- -DIC取代，苦草仍能生长，进一步说明苦草可以利用HCO3- -DIC。

（2）相同营养水平下，HCO3- -DIC质量浓度升高有利于提高苦草的RGR和对营养物质的利用率。

（3）在无外加HCO3- -DIC情况下，营养增高对苦草产生胁迫作用。相同营养水平下POD含量随HCO3- -DIC增加而降低，HCO3- -DIC对富营养胁迫产生了缓解作用，降低了苦草体内过氧化物的含量。
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Mitigtive effect of HCO3- -DIC on eutrophication stress on Vallisneria natans
Dou Yanyan1, Wang Baozhong1, Zhang Liu1, Yin Daqiang1,2

1. State Key Laboratory of Pollution Control and Resource Reuse, School of the Environment, Nanjing University, Nanjing 210093, China;

2. Key Laboratory of Yangtze River Water Environment, Ministry of Education, College of Environmental 
Science and Technology, Tongji University, Shanghai 200092, China

Abstract: Shortage of DIC (Dissolved Inorganic Carbon) is an important factor on the degradation of submersed plants in eutrophic lakes. Seedling growth experiment showed that Vallisneria natans could use DIC, the concentration of DIC decreased from 16.91 mg·L-1 to 6.27 mg·L-1 after 15 days’ culture. In our 21 days’ experiment, Vallisneria natans were used for Orthogonal experiment design of  HCO3- and N, P, comprising three concentration of added HCO3- -DIC (0, 10, 20 mg·L-1) and four separate nutrient loadings (0.96, 1.92, 2.88, 3.84 mg·L-1N, NH4+-N: NO3- -N=1: 3, N: P=27). During the 7 days’ exchange water cycle, Relative Growth Rate (RGR) of Vallisneria natans was higher than the other groups with more HCO3--DIC under the same nutritional condition. Peroxidase (POD) activity increased from 2.01 U·mg-1 to 4.03 U·mg-1 as the nutrition increased without HCO3- - DIC addition, and decreased with increased HCO3- -DIC under same nutritional conditions. For the synthesis of chlorophyll, less HCO3- -DIC was enough under lower nutritional conditions, however, more HCO3- -DIC was needed under Hypertrophic conditions. Due to the mitigative effect of HCO3- -DIC on eutrophication stress in Vallisneria natans, HCO3- -DIC addition in the eutrophic lakes was beneficial to submersed plants restoration. 
Key words: DIC; Vallisneria natans; eutrophication; HCO3--DIC; stress
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