
2022 年 11 月水 生 态 学 杂 志第 43 卷第 6 期

DOI：10.15928/j.1674-3075.202104130106

收稿日期：2021-04-13 修回日期：2022-11-21

基金项目：国家自然科学基金项目（31270372，32070383）。

作者简介：常诏峰，1992年生，男，硕士，研究方向为污染生态

学。E-mail:15071474610@163.com

通信作者：严雪，研究员，研究方向为水域污染生态学。E-mail:

yanx@wbgcas.cn

三种高原常见沉水植物对不同浓度铵氮的生理响应机制研究
常诏峰 1，2，3 ，鲜 玲 3，Samuel Wamburu Muthui3,刘 帆 3，严 雪 3

（1.西藏大学青藏高原生态与环境研究中心，西藏 拉萨 850000；
2.西藏大学理学院，西藏 拉萨 850000；

3.中国科学院水生植物与流域生态重点实验室，中国科学院武汉植物园，湖北 武汉 430074）

摘要：分析植物受到高铵态氮胁迫时的响应特征，明确高浓度铵态氮对沉水植物产生毒性机制，为利用沉水植物修复

高浓度铵态氮污染水体提供理论指导。选取苦草（Vallisneria natans）、大茨藻（Najas marina）和穿叶眼子菜（Potamoge‐

ton perfoliatus）3种沉水植物为研究对象，研究了不同浓度铵态氮（0、0.1、3、15和50 mg/L）对3种沉水植物的生理影响，

初步探讨了沉水植物在高铵态氮浓度水体中退化的原因。当水体铵态氮浓度超过15 mg/L时，植物体内叶绿素和蛋白

含量呈下降趋势，而游离氨基酸的含量呈上升趋势，植物叶绿素荧光值显著降低，植物无法正常进行光合作用。当铵

态氮浓度低于15 mg/L时苦草对铵态氮的去除率明显低于大茨藻和穿叶眼子菜。铵态氮浓度较高时，大茨藻组织总氮

含量高于穿叶眼子菜和苦草，而FAA和可溶性蛋白含量则是穿叶眼子菜最高。当水体中铵态氮浓度达到15 mg/L时，

湖泊中广泛分布的沉水植物无法存活，植物光合能力下降是影响其存活的主要因素。本研究从机理层面初步揭示了3

种广布沉水植物物种在高铵态氮水体中消失的原因。
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沉水植物不仅能够吸附、吸收和转化水体中养

分，净化水质，减少沉积物再悬浮，降低浊度，还能调

节水生态系统的物质循环，增加水生生物多样性

（Scheffer，1990）。利用水生植物尤其是沉水植物修

复水体，被认为是水体修复的有效途径之一（曹特，

2006），也是近几年的研究热点（Coban et al，2015；
Xian et al，2020）。

铵态氮（NH+
4-N）是影响沉水植物生长的重要因

素之一，低浓度铵态氮能促进沉水植物生长，高浓度

铵态氮会抑制沉水植物生长，过高浓度甚至可导致

其死亡（周金波等，2018）。高铵态氮的抑制作用干

扰营养的吸收和激素的平衡，导致碳和氮的不平衡，

并且影响叶绿素的合成和光合作用（钟爱文，2018）。
铵态氮能导致沉水植物体内游离氨基酸的积累，沉

水植物的叶片对抑制铵态氮的吸收缺少反馈机制，

在高铵态氮环境中它们就会倾向于吸收超过生长

和维持生命所需要的氮量（Cao et al，2007）。为了

防止NH+
4的毒性，许多大型植物通过将NH+

4与游离

氨基酸（FAA）结合或将其运输出植物细胞来减少

NH+
4 的积累（Britto & Kronzucker，2002；Cao et al，

2009）。已有研究关注到沉水植物在铵态氮影响下

的响应机制，其研究地点主要集中于湖泊中，其水

体铵态氮浓度范围小于 3 mg/L。前期野外调查结

果表明，在其他水体水环境中，尤其是黑臭河道铵

态氮的稳定浓度可达 15 mg/L（Xian et al，2020），但
沉水植物对更高浓度铵态氮的响应机制还不明确。

为了解植物吸收铵态氮后对植物的生理影响，本研

究选取了分布广泛的沉水植物为研究材料，对植物

组织中总氮、游离氨基酸以及可溶性蛋白含量进行

了测定，从生理上探究其不能存活的原因，通过测定

不同指标来分析植物受到高铵态氮胁迫时的响应特

征，进而明确高浓度铵态氮对沉水植物产生毒性的

机制。

1 材料和方法

1.1 物种的选择

本研究选取应用价值高、分布广的云贵高原常

见沉水植物苦草（Vallisneria natans）、大茨藻（Najas
marina）和青藏高原常见沉水植物穿叶眼子菜（Pota⁃
mogeton perfoliatus）作为实验材料，采集地点为云南
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洱海。苦草为水鳖科沉水草本，常用于绿化布置和

生态修复；大茨藻为茨藻科一年生沉水草本，全草可

做绿肥和饲料；穿叶眼子菜为眼子菜科多年生沉水

草本，用于绿化布置和饵料（赵家荣，2009）。这些沉

水植物应用价值高、应用范围广，且能稳定存活在铵

态氮浓度<3 mg/L的高原湖泊水体中，但不能稳定存

活在高浓度铵态氮水体（3~15 mg/L）中。野外湖泊

采样水体铵态氮浓度一般为 0.1~3.0 mg/L。另有实

验研究在铵态氮浓度高于3 mg/L条件下上述沉水植

物也能存活（高奇英等，2019；Xian et al，2020）。所以

上述 3种沉水植物的对比研究对了解高浓度铵态氮水

体（3~15mg/L）中沉水植物的消失具有重要意义。

1.2 实验设计

选用生长状态良好的沉水植物成熟植株地上部

分 10 g，清洗干净后培养在在塑料碗内。培养液采

用 1/10 Hoagland’s稀释液，1.25 L（NH4）2SO4溶液。

设置成 0、0.1、3、15和 50 mg/L 5个浓度，每个不含

植物的对应浓度溶液设为对照；上述浓度梯度依据

野外调查和前期的实验研究，其中 0 mg/L为纯水培

养的对照组；0.1 mg/L为参照地表水环境质量标准

基本项目标准限值，Ⅰ类水铵态氮浓度标准选取；

3 mg/L依据野外采样过程中沉水植被丰富的水体

中铵态氮浓度；15 mg/L为野外调查过程中有沉水

植物分布的最高浓度的铵态氮水体；50 mg/L为前

期实验研究中沉水植物耐受铵态氮胁迫的最高浓度

（Apudo et al，2016）。各处理5次重复，培养4 d。
1.3 测定指标

Fv/Fm可用于调查水生植物的生物和非生物胁

迫（Apudo et al，2016），通过测定Fv/Fm和总叶绿素

含量反映植物光合作用能力对铵态氮的耐受性。测

定水体中的溶解氧（DO）反映植物光合作用能力。

测定培养基中铵态氮含量、植物总氮、游离氨基酸

（FAA）和可溶性蛋白的含量反映植物对铵态氮的吸

收。计算铵态氮去除率（C）如下式。

C=（1-C1/C0）×100% ①
式中：C1为植物培养液 4 d后铵态氮浓度；C0为无

植物的培养液4 d后铵态氮浓度。

1.4 实验方法

用纳氏试剂分光光度法（HJ535-2009）测定铵态

氮含量；植物总氮按靛酚蓝法测定（Yao et al，2018）；
茚三酮法测定游离氨基酸FAA的含量（Yokoyama &
Hiramatsu，2003；Zhong et al，2018）；考马斯亮蓝G-
250 方法测定蛋白质的含量（Arias-Baldrich et al，
2017；Bradford，1976）；叶绿素荧光（Fv/Fm）由 PAM
2100（PAM-2100，Walz，Effeltrich，Germany）测定；用

95%乙醇避光萃取植物叶片 24 h后分光光度计测萃

取液吸光度的方法测定叶片叶绿素含量（Apudo et
al，2016；Wellburn & Lichtenthaler，1984）。利用便携

式溶氧仪（YSI，Pro Plus）测定各培养液的溶解氧

（DO）含量。

1.5 统计分析

数值用平均值±标准差（Mean ± SD）表示。水质

参数的平均值和标准误由一次采样时间内每个处理

的重复计算所得。数据分析采用 SPSS 22.0软件进

行，在进行 t检验和单因素方差分析（one-way ANO⁃
VA）之前，所有的数据都经过正态性和方差齐性检

验。所有测试的显著性水平P值为 0.05。同一物种

的不同浓度铵态氮处理条件下，总叶绿素含量、溶解

氧、铵氮、游离氨基酸、可溶性蛋白之间的差异采用

单因素方差分析，用 Tukey 法进行多重比较。用

OriginPro 2016软件作图。

2 结果与分析

2.1 培养液铵态氮浓度的变化

随着水体铵态氮浓度升高，植物对铵态氮的去

除率降低（图 1）。0.1~3 mg/L培养液培养的植物对

图1 培养4 d后植物对培养液中铵态氮去除率

Fig. 1 Removal of ammonia nitrogen from solution by plants after four days
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水体铵态氮的去除率超过 50%；培养液浓度>3 mg/L
时植物对水中铵态氮去除率显著下降，培养液铵态

氮浓度>15 mg/L时植物对水体铵态氮去除率急剧下

降，铵态氮浓度高达50 mg/L时沉水植物的活性已经

急剧下降或其本身已消解。3种沉水植物对铵态氮

的去除能力有差异。当铵态氮浓度低于 15 mg/L时

苦草（图 1A）对铵态氮的去除率明显低于大茨藻（图

1B）和穿叶眼子菜（图1C）。
2.2 植物对氮的吸收与转化

培养4 d后，3种植物叶片中总氮含量见图2。苦

草在高浓度铵态氮培养下植物总氮含量显著低于低

浓度组（图 2A）；大茨藻植物总氮含量随着培养液铵

态氮浓度的升高显著增加，并在15 mg/L时达到最大

值65.3 mg/g(图2B)；穿叶眼子菜在0.1、3、15 mg/L培

养液中培养后植物总氮无显著差异，但在50 mg/L浓

度培养的植物总氮达到 33.9 mg/g，与其他各组差异

显著。铵态氮浓度较高时，大茨藻组织总氮含量高

于穿叶眼子菜和苦草（图2），而FAA和可溶性蛋白含

量则是穿叶眼子菜最高（图3和图4）。

随着培养液中铵离子浓度的增加，3种沉水植

物的 FAA 含量显著增加。苦草 FAA 含量从对照

组（0 mg/L）的 1.47 μg/mg 增长到最高培养液浓

度（50 mg/L）的 6.93 μg/mg（图 3A），不同浓度培养

液使苦草体内 FAA含量差异显著；大茨藻 FAA含

量从对照组（0 mg/L）的 5.78 μg/mg 增长到最高

培养液浓度（50 mg/L）的 12.42 μg/mg（图 3B），

0.1 mg/L和 3 mg/L培养液使大茨藻体内 FAA含量

差异最显著；穿叶眼子菜FAA含量从对照组（0 mg/L）
的 1.85 μg/mg增长到最高培养液浓度（50 mg/L）的
12.31 μg/mg（图 3C），不同浓度培养液使大茨藻体

内 FAA含量差异显著。与 TN 和 FAA 不同，在铵

态氮浓度增加条件下，苦草（图 4A）可溶性蛋白

含量下降，从对照组的 0.44 mg/g下降到高浓度组

（50 mg/L）的 0.17 mg/g；大茨藻（图 4B）可溶性蛋白

含量下降，从对照组的 0.74 mg/g下降到高浓度组

（50 mg/L）的 0.35 mg/g；而穿叶眼子菜（图 4C）在铵

态氮浓度高于 3 mg/L条件下可溶性蛋白含量下降，

最低为0.69 mg/g。
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同一测定指标下不同字母表示处理间差异显著（P<0.05）
图2 培养4 d后植物叶片中（干重）总氮含量

Different letters indicate significant differences among treatments (P<0.05)；DW, dry weight
Figure 2 Total nitrogen content in the different plant leaves after four days
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图3 培养4 d后植物叶片游离氨基酸含量

Different letters indicate significant differences among treatments (P<0.05)
Fig. 3 Free amino acid content of different plant leaves after four days
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穿叶眼子菜和大茨藻的可溶性蛋白含量和游离

氨基酸含量高于苦草。结合 3种沉水植物对铵态氮

的去除率比较（图1）可知，苦草受高浓度铵态氮胁迫

后蛋白质含量和产生的游离氨基酸含量低于大茨藻

和穿叶眼子菜，所以在高浓度铵态氮的生理响应上

苦草较大茨藻和穿叶眼子菜更敏感。

2.3 沉水植物对铵态氮的耐受性

以 Fv/Fm和总叶绿素含量为主要指标判断沉

水植物是否存在铵态氮胁迫，如图 5。在不同浓度

铵态氮溶液中培养 4 d后，不同物种之间发生了显

著变化。苦草和大茨藻的Fv/Fm显著降低，苦草从

对照组的 0.72降到高浓度组（50 mg/L）的 0.08，大

茨藻从对照组的 0.74降到高浓度组的 0.16；在低铵

态氮浓度（<3 mg/L）下，穿叶眼子菜没有显著差异，

Fv/Fm为 0.7~0.72，15 mg/L和 50 mg/L浓度组与低

浓度组差异显著，分别为 0.62和 0.37。叶绿素含量

的变化趋势与Fv/Fm变化趋势一致，苦草从对照组

0.87 mg/g降到高浓度组的 0.2 mg/g，大茨藻从对照

组的 0.85 降到高浓度组的 0.17；在低铵态氮浓度

（<3 mg/L）下，穿叶眼子菜没有显著差异，叶绿素含

量在 15 mg/L 和 50 mg/L浓度组与低浓度组差异显

著，分别为 1.3 mg/g和 0.9 mg/g。上述 3种沉水植

物中，苦草是铵态氮最敏感的物种，而穿叶眼子菜

是最耐受的物种。

同一测定指标下不同字母表示处理间差异显著（P<0.05）
图4 培养4 d后植物叶片蛋白质含量

Different letters indicate significant differences among treatments (P<0.05)
Fig. 4 Protein content of different plant leaves after four days
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同一测定指标下不同字母表示处理间差异显著（P<0.05）
图5 培养4 d后植物（鲜重）叶绿素荧光和叶绿素含量

Different letters indicate significant differences among treatments (P<0.05)
Fig. 5 Plant chlorophyll fluorescence and chlorophyll content of the different plant leaves after four days
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光合反应中心各有数个叶绿素分子，反应中心减

少会引起叶绿素含量的下降。高铵态氮损害了沉水

植物叶片中光系统中的反应中心，致使沉水植物叶片

光反应减弱，Fv/Fm与三磷酸腺苷（ATP）的合成过程

有关，并直接影响植物放氧和植物色素的含量。与大

茨藻和穿叶眼子菜相比苦草叶绿素含量受铵态氮浓

度影响更显著，表明高游离氨基酸解除植物细胞毒性

的能力有利于光合作用的正常进行。

与对照组相比上述 3种沉水植物培养液中的溶

氧均呈显著下降趋势（图 6），表明在高浓度铵态氮

溶液胁迫下，上述 3种沉水植物的生物活性显著下

降（P<0.05）。在高铵态氮胁迫下，沉水植物的光合系统

等遭到破坏。苦草培养液溶氧由对照组的6.86 mg/L
下降到高浓度组的 2.31 mg/L，大茨藻培养液溶氧由

对照组的6.66 mg/L下降到高浓度组的2.65 mg/L，穿
叶眼子菜培养液溶氧在低铵态氮浓度（<3 mg/L）下
为 5.17~6.11mg/L，15 mg/L和 50 mg/L浓度组与低浓

度组差异显著，分别为3.26 mg/L和1.26 mg/L。
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图6 培养4 d后培养液溶氧的含量

Fig. 6 Dissolved oxygen (DO) content in the different
culture solutions after four days

3 讨论

尽管沉水植物被广泛用于铵态氮污染水体的修

复，但很少有人在不同浓度尤其是高浓度铵态氮水

体的修复物种选择上区分沉水植物耐铵态氮的浓度

及生理响应。本研究将Fv/Fm和总叶绿素含量作为

主要指标，分析广泛分布的沉水植物苦草、大茨藻和

穿叶眼子菜在高浓度铵态氮培养下的生理响应。

Fv/Fm是检查沉水植物胁迫状态下能否表达光系统

II的至关重要指标（Baker & Oxborough，2004）。当

植物面临胁迫时，ATP和NADPH的产生将受到影

响，导致可用的开放式反应中心数量减少（Baker，
2008）。当用高浓度的铵态氮处理时，3个物种的

Fv/Fm显著降低，特别是苦草。

植物细胞中的铵毒性与植物体内碳供应的枯竭

及叶绿体超微结构的破坏有关（Bittsanszky et al，
2015）。对耐铵型植物的研究表明，内部碳库为维持

组织内的低氨含量提供了能量基础（Cao et al，2011;
Yuan et al，2015）。穿叶眼子菜需要更多的光来进行

光合作用，因此总是分布于浅水区（Li et al，2015；Yu⁃
an et al，2013）。然而，在较高的铵态氮胁迫下，它的

光系统遭到破坏，实验中Fv/Fm、叶绿素含量和溶氧

的急剧下降可以反映出这一现象。这可能是因为铵

转化为氨基酸或酰胺的总速率低于其吸收速率或通

过氨基酸机制的细胞生产速率（Bittsanszky et al，
2015），增加了植物组织中铵的积累。细胞中的高铵

离子也可能破坏叶绿体的超微结构和碳骨架，并破

坏碳氮的平衡（Cao et al，2011；Yu et al，2017）。总

氮、游离氨基酸和可溶性蛋白的显著增加表明，当铵

态氮耐受型沉水植物受到高浓度的铵态氮胁迫时，

它具有很强的吸收铵的能力。为了避免铵在植物细

胞中积累，植物通常将铵吸收到含氮有机化合物中

（Britto & Kronzucker，2002；Cao et al，2009）。对于铵

敏感型沉水植物如苦草，随着培养液铵态氮浓度的

增加，未观察到植物总氮升高的趋势，但是苦草的游

离氨基酸含量显著上升。这可能导致了苦草中蛋白

质降解（Skopelitis et al，2006），吸收铵的能力降低，

致使铵在细胞内积累，最终造成损伤（Nolte et al，
2004）。

植物吸收利用铵态氮受植物体内酶的活性影

响，沉水植物体内铵的合成主要由谷氨酰胺合成酶

（GS）和谷氨酸脱氢酶（GDH）参与（Xian et al，2020）。
在高浓度铵态氮胁迫下，沉水植物铵的同化主要通

过GDH的催化作用完成（Zhou et al，2015）。低浓度

铵态氮条件下，GS途径对铵的同化起主要作用，但

GS能耗较高（Geisseler et al，2009），当环境中铵态氮

浓度过高时 GS 活性会受到抑制（Silberbach et al，
2005）。高浓度铵态氮条件下，植物光合系统受损，

导致沉水植物吸收NH4
+后，会将NH4

+合成含氮有机

物并储存在体内以避免 NH4
+在体内的大量积累

（Cao et al，2009）。
游离氨基酸在高铵态氮环境中含量较高。铵态

氮对植物碳氮代谢有显著影响，因为在高铵态氮环

境下生长，植物被动吸收大量的氮素，使铵态氮在组

织中大量积累导致氮代谢水平改变，游离氨基酸大

量产生（郭洪涛等，2008）。本研究发现，苦草、大茨

藻、穿叶眼子菜在培养液浓度达到15 mg/L及更高浓

度时植物体内游离氨基酸含量增加，但植物可溶性
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蛋白含量显著降低，且植物已经逐步降解。游离氨

基酸与铵离子结合解除沉水植物毒性的现象在更高

浓度铵态氮水体中不能实现。

综合上述研究，3种沉水植物中大茨藻对铵态氮

的去除能力最强，去除率高于苦草，在与穿叶眼子菜

的比较中发现，铵态氮去除率接近的情况下其体内

总氮含量要高于穿叶眼子菜。这表明其体内组织对

氮的转化更有效。在铵态氮胁迫中，苦草敏感性高

于大茨藻和穿叶眼子菜，这一现象与苦草受胁迫时

产生游离氨基酸含量低于大茨藻和穿叶眼子菜有

关。游离氨基酸可以与铵离子结合减轻植物体内铵

的毒性，穿叶眼子菜和大茨藻受胁迫时植物体内总

氮含量、游离氨基酸含量和能够分解产生游离氨基

酸的蛋白质含量高于苦草，对氮的转化能力也强于

苦草。苦草叶绿素荧光、叶绿素含量和培养液溶氧

均低于大茨藻和穿叶眼子菜，表明苦草在3种植物中

光合能力损伤最严重。沉水植物对铵态氮的耐受机

理为：沉水植物体内总氮含量、游离氨基酸含量和蛋

白质含量越高，植物转化氮的能力越强，植物对铵态

氮的耐受性越强；植物体内游离氨基酸和蛋白质含

量越高植物结合铵离子能力越强，植物对水体铵态

氮的抗性越强；植物叶绿素荧光、叶绿素含量及水体

溶氧含量越高植物光合能力损伤越弱。沉水植物叶

片的光合作用细胞中产生游离氨基酸的能力是沉水

植物叶片对水体铵态氮净化和沉水植物对铵态氮耐

受的关键因素。在湖泊水体铵态氮浓度低于3 mg/L
时，沉水植物通过分解可溶性蛋白产生游离氨基酸

缓解铵态氮的毒性。而铵态氮浓度高于 3 mg/L时，

随着水体铵态氮浓度的增加，沉水植物游离氨基酸

与铵的结合加速了蛋白质的分解，最终导致植物的

损伤。
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Physiological Response of Three Common Submerged
Plateau Plants to Ammonia Nitrogen
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Abstract：In this study, three submerged plant species (Vallisneria natans, Najas marina and Potamo⁃
geton perfoliatus) were selected for a stress test with high concentrations of ammonia nitrogen (NH +

4-N)
Four NH +

4-N concentrations with a control (0, 0.1, 3, 15 and 50 mg/L) were set, and the physiological
response of the three plants to the different concentrations were compared by determining the levels of
NH +

4-N and dissolved oxygen in the solution, and the total nitrogen (TN), free amino acid (FAA),
soluble protein, chlorophyll-a and maximum photochemical quantum yield (Fv/Fm) in the plant leaves.
The response of submerged plants to high concentrations of NH +

4-N was then characterized and the
causes of submerged macrophyte degradation at high NH +

4-N concentrations were discussed. With
increasing solution concentrations of NH +

4-N, the removal rate of NH +
4-N by plants decreased. In treat⁃

ment groups with NH +
4-N below 15 mg/L, the removal rate of NH +

4-N by V. natans was clearly lower
than by N. marina and P. perfoliatus. In the treatments with higher NH +

4-N, the TN in V. natans
leaves was higher than in the leaves of N. marina and P. perfoliatus, while the levels of FAA and solu⁃
ble protein were highest in P. perfoliatus leaves. When the concentration of NH +

4-N in the water body
exceeded 15 mg/L, the chlorophyll-a and protein in the three plants declined, while the FAA increased.
Further, the Fv/Fm of macrophytes decreased significantly, indicating that photosynthesis was inhibited
when the NH +

4-N concentration reached 15 mg/L. In conclusion, the submerged macrophytes cannot
survive in aquatic ecosystems at NH +

4-N concentrations at or above 15 mg/L, due to loss of photosyn⁃
thetic capacity. This study revealed the causes of submerged macrophyte degradation in lakes with high
NH +

4-N, and provides theoretical guidance for using submerged macrophytes to restore aquatic ecosys⁃
tems with high NH +

4-N levels.
Keywords：submerged macrophyte; ammonia nitrogen; free amino acids; Vallisneria natans; Najas mari⁃
na; Potamogeton perfoliatus
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