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摘  要：本研究对太湖地区高效除氮紫背浮萍 Spirodela polyrrhiza(HZ1)和低效除氮青萍 Lemna minor(WX3)的根

系分泌物进行了连续收集和分离，并考察了根系分泌物剂量与成分对反硝化细菌荧光假单胞菌 Pseudomonas fluorescens 脱

氮效率的影响。结果发现，两种浮萍根系分泌物总组分均能显著促进 P. fluorescens的脱氮效率，但对 P. fluorescens的

生长无影响。HZ1 根系分泌物总组分(HO)促进作用显著高于 WX3 根系分泌物总组分(WO)，这与 HZ1 对水体的除氮

效率高于 WX3 的结果一致。两种浮萍根系分泌物各组分也有不同的效果，其中仅 WX3 根系分泌物酸性组分(WA)显

著抑制了 P. fluorescens的脱氮效率，HZ1根系分泌物不同组分是促进或无作用。总体上，P. fluorescens的脱氮效率随

浮萍根系分泌物及其各组分添加剂量的增加呈先上升后下降的趋势，而WA组分先下降后基本不变，各组分在剂量为

1.0%(v/v)时起最大效果。总之，根系分泌物与浮萍–微生物耦合系统的除氮效率密切相关，酸性组分是两种浮萍根系

分泌物促进 P. fluorescens脱氮效果差异的主要原因。 
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浮萍是河网农田地区广泛存在的一种小型的浮

水植物，具有对氮磷吸收能力强，生长快，蛋白质含

量高和耐受能力强等优点，非常适合作为含氮污水净

化的水生植物材料。浮萍的除氮机制长期以来受到研

究人员的广泛关注，但由于研究对象和方法的不同，

对浮萍除氮机理说法不一，主要包括植物吸收、微生

物的硝化/反硝化作用和物理化学作用(氨挥发和沉
积)3个方面，而这往往决定浮萍污水处理系统的构建
及处理效果[1–4]。 

本课题组前期也对浮萍优势品种除氮机理进行

了初步研究，发现紫背浮萍(HZ1)对水体的除氮效率
高于青萍(WX3)，但 HZ1 体内吸收氮素量显著低于
WX3，说明生物吸收不是浮萍去除水体氮素的主要
因素，可能是浮萍释放出的某些次生代谢产物改变

了水体微环境，从而促进了微生物的硝化/反硝化作
用[5]。根际是植物–微生物相互作用的活跃中心，与
陆生植物类似，水生植物也存在着一个受根系影响的

特殊区域，根系分泌物是连结水体–植物–微生物的枢
纽，也是它们相互作用的信息物质[6]。浮萍和微生物

耦合系统根际加速有机污染物降解和重金属去除已

有很多报道[7–10]。但目前，关于浮萍-微生物根际互
作强化氮素去除的研究还很少。本课题组最近研究发

现HZ1和WX3两种浮萍品种均分泌脂肪酸甲酯类化
合物促进反硝化细菌脱氮效率[11]，初步揭示了浮萍促

进水体氮素去除的根际生物学机制。然而，不同浮萍

品种的根系分泌物与其对水体脱氮效率差异的关系，

以及不同品种浮萍根系分泌物成分和剂量对反硝化

细菌的影响还尚不清楚。 
荧光假单胞菌(Pseudomonas fluorescens)在自然

界中广泛存在，是太湖地区水稻土中的优势反硝化细

菌[12]，也被证明是浮萍根际筛选到的高效好氧反硝化

细菌，具有强化污水脱氮的能力[13–14]。因此，本研究

利用 P. fluorescens ACCC 01047作为供试的反硝化细
菌菌株，另外选取太湖地区筛选到的高效除氮紫背浮

萍 HZ1 和低效除氮青萍 WX3，通过对其根系分泌物
原位连续收集和分离，考察根系分泌物剂量与成分对

P. fluorescens脱氮效率的影响，并进行比较，以期从
根际分泌物角度阐明浮萍品种除氮效率差异的原因，
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为实际工程应用中筛选高效除氮的浮萍品种以及组

建高效浮萍–微生物耦合除氮系统提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试植物与菌株 
本实验选用的紫背浮萍 Spirodela polyrrhiza(HZ1)

和青萍 Lemna minor(WX3)分别采自太湖流域的湖州
市和无锡市。反硝化细菌荧光假单胞菌 Pseudomonas 
fluorescens 01047购于中国农业微生物菌种保藏管理
中心(ACCC)。 

1.2  培养基 
1.2.1  修正的 Steinberg 营养液(mg/L)    NH4Cl 12.5，
KH2PO4 1.76，Mg2SO4·7H2O 100，Ca(NO3)2·4H2O 98.9，
Na2EDTA·2H2O 1.50，ZnSO4·7H2O 0.18，MnCl2·4H2O 
0.18，H3BO3 0.12，NaMoO4·2H2O 0.04，FeCl3·6H2O 
0.76，pH 6.8。 
1.2.2  LB培养基(g/L)    胰蛋白胨 10，酵母提取物 
5，NaCl10，pH 7.0。 
1.2.3  反硝化培养基(DM，g/L)    KNO3 0.72，
KH2PO4 1.0，MgSO4·7H2O 0.2，C4H4Na2O4·6H2O 2.8，
pH 7.0。 

1.3  试验设计 
1.3.1  浮萍根系分泌物的收集和分离    将约 200
个的 HZ1和WX3叶状体用去离子水冲洗 3次后，转
移到浮萍根系分泌物原位连续收集系统中[11]，经过 5
天的收集，将树脂柱用 500ml 去离子水冲洗，再用
200ml甲醇洗脱，甲醇洗脱液在旋转蒸发仪 40℃下浓
缩，得到浮萍根系分泌物粗液(总组分)。用超纯水把
根系分泌物粗液稀释至 50 ml后，根据极性和溶解度
差异极性进行分离，具体分离步骤参见文献[11]，最
终得到根系分泌物总组分、酸性组分、中性组分、碱

性组分和水不溶性组分，用 2ml 甲醇溶解，置于 –20℃
保存。取一定量的根系分泌物各组分经氮吹仪浓缩至

干，用二氯甲烷(CH2Cl2)溶解，经 0.22μm 滤膜过滤
后备用。 
1.3.2  浮萍根系分泌物总组分对 P. fluorescens 脱氮
和生长的影响    P. fluorescens在 LB培养基中活
化，将处在指数增长期(6h)的菌液离心 15 min(5000 
r/min，4 ℃)后重新悬浮于无菌 DM中(OD600=0.5)。添
加 1 ml 菌液和 200 μl 两种浮萍根系分泌物总组分
(1%，v/v)到 50 ml 三角瓶中，终体积为 20ml，30℃，
120 r/min振荡培养。实验用 CH2Cl2取代根系分泌物作
为对照(CK)，每个处理 3个重复。实验每 12h从体系中
取 0.5 ml菌液测定OD600值, 并在离心后(10 000 r/min，

10 min)测定上清液中的总氮(TN)浓度。 
1.3.3  浮萍根系分泌物剂量对 P. fluorescens 脱氮效
率的影响    实验设置 0.1%、0.5%、1%、1.5%(v/v)4
个剂量的根系分泌物总组分及其不同组分的处理，培

养条件如 1.3.2所述，培养 48h后测定上清液 TN浓度。 

1.4  测定方法及数据处理 
菌体生物量采用比浊法测定，即用分光光度计

(Bio-Rad 3000；USA)测定 OD600值，TN 测定采用过
硫酸钾消解–紫外分光光度法。 

P. fluorescens 的脱氮效率(%)和脱氮促进率(%)计
算公式如下： 

(%)
TN (mg/L) 48h TN (mg/L) /

TN (mg/L) 100%

=

−⎡ ⎤⎣ ⎦
×⎡ ⎤⎣ ⎦

脱氮效率

初始 浓度 培养 后 浓度

初始 浓度

(%)
(%) (%) /

(%) 100%

=

−⎡ ⎤⎣ ⎦
×⎡ ⎤⎣ ⎦

脱氮促进率

各组分的脱氮效率 对照的脱氮效率

对照的脱氮效率

 

所有的试验均设置 3个重复。试验数据用 Excel 
2007和 SPSS 18.0 软件进行数理统计分析，并用LSD
检验进行多重比较(P＜0.05)。 

2  结果与讨论 

2.1  HZ1和WX3根系分泌物总组分对P. fluorescens
脱氮效率和生长影响的差异 
本实验对 HZ1 和 WX3 的根系分泌物进行了 5

天的原位连续收集，浓缩后获得 HZ1 的根系分泌物
总组分(HO)和 WX3 的根系分泌物总组分(WO)。如
图 1a所示，在 48h 的培养中，前 12h是微生物生长
的延滞期，DM中 TN浓度在 12h后开始下降，相对
于 CH2Cl2对照，添加浓度为 1%(v/v)的两种浮萍根系
分泌物促进了 P. fluorescens对 TN的去除速率。到 48h
时，TN浓度分别为 56.16 mg/L(HO)和 62.96 mg/L (WO)，
即 HO处理后 P. fluorescens的 TN去除率(43.8%)显著
高于WO处理(37.0%)。这与 HZ1对水体的除氮效率
高于 WX3 的结果一致[5]，表明两种浮萍除氮效率的

差异与植物根系分泌物密切相关。常会庆等[15]的研

究也指出水生植物根系分泌物的种类和数量及其与

微生物之间的作用，是今后在实际工程中筛选高效去

除营养盐的水生植物的重要依据。 
尽管根系分泌物能提供碳源和能量来促进微生

物的生长，但本实验为了排除浮萍根系分泌物的营养

效应，使得实验添加根系分泌物总有机碳(TOC)浓度
占基础 DM中碳源的不足 2%，即根系分泌物对培养 
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体系中碳源的质和量影响基本可忽略。如图 1b所示，
浮萍根系分泌物对 P. fluorescens的生长无显著影响，
根系分泌物处理和对照均在 24h 时达到了微生物生
长的最高值，OD600约为 0.35。因此，浮萍根系分泌
物对 P. fluorescens 脱氮的促进主要是通过非营养性

效应促进了微生物的反硝化活性，而不是简单提供碳

源来促进反硝化微生物的生长。根系分泌物中存在着

很多微量、非营养性的功能物质，它们能作为特定信

号在植物–微生物互作中发挥更为关键的作用，如作
为识别和趋化因子[16–17]。 

 

(CK：CH2Cl2对照；HO：HZ1根系分泌物总组分；WO：WX3根系分泌物总组分) 
图 1  HZ1 和 WX3 根系分泌物总组分对 P. fluorescens 脱氮(a)和生长(b)的影响 

Fig. 1  Effects of crude root exudates of HZ1 and WX3 on nitrogen removal (a) and growth (b) of P. fluorescens 
 
2.2  浮萍根系分泌物总组分剂量对 P. fluorescens

脱氮效率的影响 
添加 0.1%、0.5%、1.0%、1.5%(v/v)4 个剂量的

根系分泌物培养 48h后，P.fluorescens的脱氮效率与
对照相比均有显著提高(图 2)，但WO处理在 0.1%剂
量时基本无影响，这可能是由于 WO 中活性物质浓
度太低导致的。在 0.1% ~ 1.5%剂量内，P.fluorescens
脱氮效率随两种浮萍根系分泌物添加剂量的增加呈

先上升后下降的趋势，最大脱氮效率时添加剂量为

1.0%，此时促进率是 33.7%(HO)和 13.0 %(WO)。当
根系分泌物添加剂量低于 1.0%时，两种浮萍根系分
泌物显著促进了 P. fluorescens的脱氮效率，与对照差
异显著(P<0.05)；但当根系分泌物添加剂量高于 1.0%
时，两种浮萍根系分泌物对 P. fluorescens脱氮的促进
作用迅速减弱，说明根系分泌物在浮萍和细菌耦合除

氮系统中起了重要作用。另外，在 4种剂量下 HO处
理的促进效果均显著高于WO处理(P<0.05)，进一步
验证了 HZ1的根际效应强于WX3，且不同剂量下效
果的一致性也表明根系分泌物是影响浮萍–微生物耦
合系统除氮效率的重要因子。当添加剂量为 0.1% ~ 
1.0% 时，HO和 WO处理对 P. fluorescens脱氮影响
的差异随根系分泌物浓度的升高而变大；但大于

1.0%后，差异又变小。由此可见，浮萍根系分泌物对
P. fluorescens脱氮的影响有特定的剂量–效应关系，
微生物的反硝化活性并不是随着根系分泌物的增加

而持续增加，根系分泌物的促进作用是在一定的范围

内。同样是污染物的去除，吴辉和郑师章[18]研究凤

眼莲根分泌物对 Enterobacter sp. nov.苯酚代谢的影

响也得到了类似的结果，发现低浓度的根分泌物 
(1%，v/v)促进细菌生长，提高降酚效率，而高浓度
的根分泌物(10%，v/v)会抑制细菌降酚酶的诱导，降
低降酚效率。这些结果意味着在植物生物修复中为了

强化植物–微生物根际互作，需特别考虑植物品种和
植物生物量等，因为这些因素直接影响根系分泌物的

质和量[15,19]。另外，今后可在鉴定了浮萍根系分泌物

特定活性物质后，对其剂量关系进行具体研究，获得

最佳的作用浓度。 

 

(图中不同小写字母表示同一剂量下不同处理间在 P＜0.05 
水平差异显著，下同) 

图 2  不同剂量的 HZ1 和 WX3 根系分泌物总组分对 
P. fluorescens 脱氮效率的影响 

Fig. 2  Effects of different doses of crude root exudates of HZ1 and 
WX3 on nitrogen removal efficiency of P. fluorescens 

  
2.3  浮萍根系分泌物各组分剂量对 P. fluorescens

脱氮效率的影响 
两种浮萍根系分泌物各组分在不同剂量下对   

P. fluorescens脱氮效率也有不同的影响。如图 3a和
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3b 所示，在各剂量处理下，两种浮萍的水不溶性组
分(HF、WF)均有最显著的促进效果(P<0.05)，随着
组分添加剂量的增加，HF 和 WF 的促进率分别从
26.0% 和 22.2%提高到 36.0% 和 33.6%，在 1.0%(v/v)
后略有下降，但不同剂量处理下两个浮萍品种间的效

果无显著差异。其次，WX3的中性组分(WN)在各剂
量处理下对 P. fluorescens 脱氮效率分别有 10.7% ~ 
17.6%的促进效果，而 HZ1 根系分泌物的中性组分
(HN)略低，有 4.18% ~ 13.6%。与对照相比，不同剂
量的浮萍根系分泌物碱性组分对 P. fluorescens 的脱
氮效率基本无影响，且两个品种间也无显著差异。然

而，两种浮萍根系分泌物的酸性组分却有完全相反的

作用。WX3根系分泌物的酸性组分(WA)从添加剂量
为 0.5% 起约有 10.9% 的显著抑制效果(图 3b，P＜
0.05)，但 HZ1根系分泌物的酸性组分(HA)在各剂量
下同样有 7.40% ~ 24.0% 的促进率。 

总体上，P. fluorescens脱氮效率随根系分泌物各
组分添加剂量的增加呈先上升后下降的趋势(除了
WA 组分是先下降后基本不变的情况)，且在 1.0%剂
量时各组分效果达最高值。当剂量为 0.1%(v/v)时，两
种浮萍的根系分泌物除了效果最高的 HF、WF 组分
和HA组分，其他均对P. fluorescens脱氮无显著影响，
这可能与这些组分中活性物质浓度偏低有关，最终导

致根系分泌物总组分效应不显著(图 2)。由此可见，
浮萍根系分泌物各组分与 P. fluorescens脱氮效率也

存在着特定的剂量-效应关系，这与根系分泌物总组
分的效果趋势是一致的，表明根系分泌物不是简单

的营养因子。 
根系分泌物对细菌的作用不是单一组分的效应，

而是各组分的综合效应[20]。浮萍根系分泌物与单一

的酸性组分、中性组分、碱性组分和水不溶性组分对

P. fluorescens的影响有差异，与这一理论是一致的。
而且，各个组分的作用也不是等同的，这主要与其化

学成分有关。两种浮萍根系分泌物中仅WA组分具有
显著的抑制作用，这种负面效应可能是由该组分中特

定的化感物质导致。由于各组分是相互影响，相互作

用的，WA 组分的抑制作用能削弱 WX3 根系分泌物
中WF和WN组分的促进效果，而 HA组分具有正效
应(图 3a)，这就能很好地解释WO促进效果低于 HO
的原因(图 2)。从环境效应角度考虑，WA组分的反硝
化抑制特性将减弱浮萍对水体的除氮效果，但在农学

效应上，这种抑制作用却有减少农田氮素流失的潜力，

从而间接提高植物对氮素的利用率[21]。因此，WA 组
分中特定化学成分具有开发为天然生物硝化抑制剂的

潜力。植物根系能分泌有抑制硝化作用的物质，如环

二萜化合物(brachialactone)和 4-羟基苯-3-甲基丙酸分
别是非洲湿生臂形牧草 B.humidicola 和高粱根系分泌
的强有力的硝化抑制剂[22–23]。为了更好地阐明两种浮

萍除氮效率差异的原因，今后需对WA和 HA组分进
行化学成分鉴定，并比较两者成分和含量差异。 

 

(CK：CH2Cl2对照；HA/WA：HZ1/ WX3根系分泌物酸性组分；HN/WN：HZ1/WN3根系分泌物中性组分； 
HB/WB：HZ1/WX3根系分泌物碱性组分；HF/WF：HZ1/WX3根系分泌物水不溶性组分) 

图 3  不同剂量 HZ1(a) 和 WX3 (b) 根系分泌物各组分对 P. fluorescens 脱氮效率的影响 
Fig. 3  Effects of different doses of root exudate fractions of HZ1 (a) and WX3 (b) on nitrogen removal efficiency of P. fluorescens 

 

3  结论 

HZ1和WX3的根系分泌物总组分均促进了 P. fluo-
rescens 脱氮效率，且促进效果为 HZ1>WX3，这与
HZ1对水体的除氮效率高于WX3一致，表明根系分
泌物与浮萍–微生物耦合系统除氮效果密切相关。而且，
浮萍根系分泌物不是传统的营养因子，P. fluorescens脱
氮效率与浮萍根系分泌物具有特定剂量–效应关系， 

除WA组分处理脱氮效率随添加剂量的增加先下降
后基本不变外，其他组分呈先上升后下降的趋势，在

剂量为 1.0%(v/v)时起最大效果。根系分泌物中仅WA
组分具有显著抑制 P. fluorescens脱氮的效果，这很有
可能是两种浮萍根系分泌物促进 P. fluorescens 脱氮
效果有差异的原因，进而导致了浮萍对水体除氮效率

的差异。今后对 WA 和 HA 组分化学成分的鉴定和比
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较，以及特定物质与微生物相互作用的研究，能为筛

选高效除氮的浮萍品种提供理论依据。  
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Different Effect of Root Exudates of Two Duckweed Species on 
Nitrogen Removal of Pseudomonas fluorescens and Their 

Dose-relationships 
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Abstract: In this study, the root exudates of nitrogen-removal efficient Spirodela polyrrhiza(HZ1) and nitrogen-removal 

inefficient Lemna minor (WX3) from Tai Lake region were collected continuously and separated, and the effects of dose and 

composition of root exudates on the nitrogen removal efficiency of the denitrifying bacterium Pseudomonas fluorescens were also 

investigated. The results showed that the nitrogen removal efficiency of P. fluorescens was significantly stimulated by the crude 

root exudates of two duckweed species, which exhibited no effect on the growth of the P. fluorescens. The stimulation of the 

crude root exudates of HZ1 (HO) was significantly higher than that of WX3 (WO), which was consistent with the earlier research 

that the nitrogen removal abilities of HZ1 was higher than WX3 in treating the polluted water. An effect of different fractions of 

two duckweed root exudates was also observed. Among these fractions, only the acidic fraction of root exudates of WX3 (WA) 

inhibited the nitrogen removal efficiency of P. fluorescens, while all the fractions of root exudates of HZ1 displayed a stimulatory 

effect or no effect. Overall, the nitrogen removal efficiency of P. fluorescens firstly increased and then decreased with doses of 

duckweed root exudates and their fractions increase, with the exception of WA, where the efficiency remained unchanged after the 

initial decrease. When the dose was 1.0% (v/v), all of the fractions had the maximum effect. Therefore, these results indicated a 

close relationship between the root exudates and the nitrogen removal abilities of coupled duckweed-microbe systems, and the 

acidic faction was mainly responsible for the different effects of root exudates from two duckweed species on the nitrogen 

removal efficiency of P. fluorescens. 

Key words: Duckweed, Root exudate, Pseudomonas fluorescens, Nitrogen removal, Dose 
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