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一、项目申请人情况 

	申
请
人
	姓　名
	曾露栩
	性别
	男
	民族
	汉
	出生日期
	1993．5．7

	
	所在学院
	生命科学学院
	专业、班级
	2011级生物学基地班

	
	项目名称
	凤眼莲化感抑藻物质对沉水植物及鱼类的影响及机理

	
	通讯地址
	云南大学呈贡校区楸苑四幢B217
	电话
	14787820743

	项目类别
	■创新训练　　□ 创业训练　　□ 创业实践

	项目周期
	1年
	所属学科专业
	污染生态学

	申请人参加科研的经历

	自何年月
	至何年月
	参加的项目
	担任的工作

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	项目组其他成员（不超过5人，不包括申请人和指导教师）

	姓　名
	性别
	年级
	所在学院
	专　　业
	分　工
	签　名

	李双丽
	女
	2011级
	生命科学
	生物学基地班
	实验材料收集及培养
	李双丽

	普芹芹
	女
	2011级
	生命科学
	生物学基地班
	实验操作人员
	普芹芹

	张雪健
	男
	2011级
	生命科学
	生物学基地班
	实验操作人员
	张雪健

	谢坊雨
	女
	2012级
	生命科学
	生物学基地班
	统计处理数据
	谢坊雨

	
	
	
	
	
	
	


二、拟申报项目情况

（一）项目介绍

（研究目标、研究背景及现状、工作原理和方案设想、计划进度安排等）

1．研究目标

了解凤眼莲大规模覆盖下其化感物质对水生植物及鱼类的影响，探讨凤眼莲大规模圏养的环境生态安全性和可行性。

2. 研究背景及现状

富营养化及由此导致的水华蓝藻大规模暴发已成为世界性的水环境问题（Heisler et al., 2008; O’Neil et al., 2011），且气候变化将进一步加剧蓝藻水华的发生及其危害（Paerl and Huisman, 2008; Wagner and Adrian, 2009），其中铜绿微囊藻占绝对优势 (Liu et al., 2011)。因此，湖泊有害藻类及其危害的有效控制是目前以及未来相当一段时间内亟待解决的首要任务之一。凤眼莲（Eichhornia crassipes）因具有生长速度快、生物量大、抑藻能力强等优点，从20世纪80年代开始即被用于污染水体生态修复的材料。
2.1 凤眼莲在水体污染治理中应用广泛

凤眼莲也称水葫芦，属于雨久花科植物。自从Margaret等（1983）发现凤眼

莲能显著吸收和富集水体中的金属Pt以来，国内外利用凤眼莲提取污染物的水体生物修复方法方兴未艾，直至目前仍然处于研究的热点和前沿。凤眼莲对重金属及类金属污染物的提取修复有很多报道，如Saraswat等（2010）、Mahamadi等（2010）利用凤眼莲吸收Zn(II)、Cd(II) 、Cr(VI)和Zn(II)等以去除水体重金属污染；Alvarado等（2008）对比了凤眼莲和浮萍对水中砷的去除效果，发现在0.15 mg/L 砷浓度下，浮萍对砷的去除效率为140 mg As/ha.d，而凤眼莲对砷的去除效率高达600 mg As/ha.d；Mishra（2009）报道了凤眼莲处理11d即能去除水中95%的锌和84%的铬；Módenes等（2011）也利用凤眼莲吸附Cu(II)和Cd(II)来消除水体重金属污染。凤眼莲对有机污染物也有较强的吸附及吸收能力，并可用于木材厂废水的去色及有机物的去除（有机物去除率可达 46~75%，酚类化合物的去除率达到11~17%，除色能力达到23.6% ）（Lagos等，2009）；对水体氰化物也有很好的净化作用（Ebel，2007）；Zawahry等（2004）还利用凤眼莲提

取净化水体中的含氮染料及蒽、醌类染料污染。凤眼莲还被用于提取富营养化水体中的N、P等营养物。李修岭等（2005）对比了水龙、水禾、凤眼莲和竹叶菜等4种植物对水中氮、磷的去除效果，发现凤眼莲的去除效果最好，45 d后N、P去除率分别达到87%和94%；Chen等（2010）报道了凤眼莲活体及干植物均能很好地吸附污水中的磷。

2.2 凤眼莲因具有强烈的化感抑藻效应而被用于有害藻类的生物治理

在水华蓝藻治理方面，凤眼莲因具有显著的化感抑藻能力而被用于富藻水体的生物治理。“化感作用”（Allelopathy）的概念由德国科学家Molish于1937 年首次提出，后来Rice于1984 年在Allelopathy（第二版）中将其较完整地定义为：“植物或微生物通过分泌次生代谢物到环境中，从而对其它植物或微生物造成有利或不利影响的过程”。化感作用在自然界中广泛存在，是生物在进化过程中发展起来的一种对适应环境的化学调控机制。国内外报道了凤眼莲、轮叶狐尾藻、粉绿狐尾藻、金鱼藻、小眼子菜（Potamogeton pusillus）等几十种具有化感抑藻效应的高等水生植物（Hilt et al., 2008； Joo et al., 2007; Mulderij et al., 2007； Takeda et al., 2011；Wu et al., 2008；常学秀等，2007），它们分泌的一些化感物质被用作潜在的生物杀藻剂（Nakai et al., 2005; Zhang et al., 2010）。其中凤眼莲的化感抑藻效应尤为显著，如Kim等（2000）通过种植凤眼莲有效控制了池塘中的有害藻浓度；Hölscher等（2005）及DellaGreca等（2009）进一步从凤眼莲根及叶片中分离到苯基非那啉类化合物。在我国，中国科学院上海植物生理研究所最早报道了凤眼莲的化感抑藻作用，他们于1986~1987年利用凤眼莲治理富营养化水域，使原来繁盛的藻类显著减少甚至消失（孙文浩等，1988、1989、1990），其中的化感抑藻物质主要是N-苯基-2-萘胺、亚油酸及亚油酸甘油酯，而N-苯基-2-萘胺的抑藻活性甚至强于CuSO4（杨善元等，1992）。俞子文等（1992）列出了几种水生植物的抑藻强弱次序为：凤眼莲>水花生>水浮莲、满江红>紫萍>浮萍。唐萍等（2000）发现栅藻细胞内的蛋白质合成系统及水解酶系统对凤眼莲的根系分泌物十分敏感，毒害机理之一是产生超氧阴离子（O2-·）导致细胞膜过氧化，丙二醛（MDA）含量上升。研究表明8种滇池常见水生植物凤眼莲、粉绿狐尾藻、金鱼藻、水浮莲、荇菜、穗状狐尾藻、 黑藻和苦草，发现凤眼莲对水华优势藻种——铜绿微囊藻的化感抑制作用最强，处理第7 d时的抑藻率达到

74.17%，且在夏、秋时节水华高发期时抑藻效果最好（吴程，2008，硕士论文）。

2．3 目前滇池流域大规模圏养水葫芦，但对其生态安全性缺乏全面的认识和客观的评价

近年来，为了加快云南滇池等富营养化水体的污染治理进程，几年前因泛滥成灾而花费大量人力物力清除殆尽的凤眼莲，重新在圏养条件下被大规模种植于滇池流域的湖泊、水库及河道中，但因人们对其生态效应的认识不足而备受质疑。凤眼莲的化感抑藻物质在抑制有害藻类生长的同时，也可能同时损害沉水植物及鱼类等水生动物，但目前对该问题尚未引起足够的重视。为明确滇池等水体大规模种植凤眼莲的生态安全性，亟待开展凤眼莲化感抑藻物质对沉水植物及鱼类的影响及其生理机制。
 3. 工作原理和方案设想
本项目拟通过实验室模拟的方法，采用物质添加法研究已知的凤眼莲化感抑藻物质N-苯基-2-萘胺对滇池常见沉水植物及鱼类的影响及其机理，明确凤眼莲大规模种养对水生生态系统的深远影响。所采取的主要研究方法和技术路线如下：

3.1 凤眼莲化感物质（N-苯基-2-萘胺）对沉水植物的影响研究

沉水植物的获取及培养：本研究拟在滇池周边坝塘及河流中采集常见的3种沉水植物（穗花狐尾藻、菹草和金鱼藻），洗净后在实验室水族箱中驯化培养15d。切取长约6cm的顶枝作为实验材料，按每瓶15株的密度种植于装有500ml凤眼莲处理液（浓度梯度设置为0.5、1、5、10、30、50 ug.L-1，用0.05%的DMSO作为助溶剂添加到改良的HGZ培养基中配制而成）或对照液（仅为改良的HGZ培养基）的1000ml组织培养瓶中，分别测定培养0、5、10、20、30d时的植物生物量（分别以株高、鲜重、干重及叶绿素含量来表征）。通过计算抑制率来确定凤眼莲化感抑藻物质在滇池常见密度下对沉水植物产生化感效应的时间阈值及浓度阈值，以确定后续机理研究的处理浓度及时间。每个处理设置3个平行样。  

影响机理研究：收获受凤眼莲化感胁迫的植物及对照样品，采用冻融提取-比色法测定植物幼苗中的超氧阴离子(O2-)、超氧化物歧化酶（SOD）活性及丙二醛（MDA）含氧，了解凤眼莲活性物质对沉水植物的氧化损伤、植物本身的抗

化能力及最终的膜脂过氧化后果。

3.2 凤眼莲化感物质（N-苯基-2-萘胺）对鱼类的影响研究
本研究拟选择滇池流域的珍稀濒危鱼类——金线鱼为研究对象。
金线鱼的获取及处理：本研究所用鱼苗由中科院昆明动物研究所提供，鱼苗分别选择刚出膜仔鱼、45d龄稚鱼及150d幼鱼作为实验鱼类。按一定密度（以不发生密度制约效应为最低要求）养殖于凤眼莲处理液（浓度梯度设置为0.5、1、5、10、30、50 ug.L-1，用0.05%的DMSO作为助溶剂添加到金线鱼专用培养液中配制而成）或对照液（仅为金线鱼专用培养液）的实验鱼缸中，分别测定培养0、5、10、20、30、50、100d时的鱼类生物量（主要以体长及体重来表征）。通过计算抑制率、死亡率、畸变率等来确定凤眼莲化感抑藻物质对滇池名特优鱼类产生化感效应的时间阈值及浓度阈值，以确定后续机理研究的处理浓度及时间。每个处理设置3个平行样。

影响机理研究：定期收获处理及对照样品，提取并测定鱼体内的蛋白质、脂肪、糖类等基础代谢物质的组成等，来初步评价凤眼莲化感物质对金线鱼的影响机理。
技术路线：
本研究技术路线如图1所示。
          








图1.研究技术路线图
4. 计划进度安排 

① 2013年9月~ 2013年11月，完成沉水植物的采集培养,并对其使用凤眼莲处理液进行试验操作,最后对实验结果进行分析。

② 2013年9月～2014年2月，完成在不同实验环境下金线鱼的培养，通过计算抑制率、死亡率、畸变率等来确定凤眼莲化感抑藻物质对滇池名特优鱼类产生化感效应的时间阈值及浓度阈值，完成论文两篇

③  2014年3月～4月，总结材料，准备结题。

（二）项目自我评价

（创新点、实现的可能性、可操作性、可能存在的问题等）

1．创新点
（1）本项目从关注滇池水华蓝藻大面积、高频率暴发及大规模圏养凤眼莲来治理滇池污染的现实出发，探讨凤眼莲化感抑藻物质对滇池水体生态系统的深远影响；

（2）本项目选择滇池流域的珍惜濒危鱼类为研究对象，为滇池大规模圏养凤眼莲条件下金线鱼的回放研究提供条件依据。

2. 可行性分析
（1） 指导老师具有较好的研究基础

指导教师及其团队研究了铜绿微囊藻胞化感物质对滇池沉水植物（海菜花、马来眼子菜和金鱼藻）、水生动物（金线鱼卵及育苗）、绿藻及硅藻、浮游细菌等的化感效应，积累了丰富的化感效应研究思路、方法和经验。在化感效应研究方面产出了5篇硕士论文（其中1篇为云南省优秀硕士论文）、3篇SCI论文（分别发表于Harmful Algae、Ecological Engineering和Aquatic Botany）、4篇国家级核心刊物论文（《生态学报》等），参与2次国际学术会议并作口头报告。

（2）具有良好的国内外合作平台

项目组与德国莱布尼兹淡水生态与内陆渔业研究所、中科院昆明动物研究所珍稀鱼类繁育基地、中科院南京地理湖泊所及武汉水生所等权威科研机构建立了良好的实质性合性合作关系，为本项目的顺利实施奠定了良好的基础条件。
（3）具有完善的技术条件、实验设备及研究平台

云南大学生命科学学院环境科学与生态修复研究所在滇池开展了大量的野外研究和实验室培养、分析工作，具备凤眼莲、沉水植物及鱼类的样品采集、培养、生理生化指标测定及分子生物学研究等所需的技术和设备条件，如水族箱、光照培养箱、紫外－可见分光光度计、叶绿素荧光仪、凝胶成像系统等；金线鱼鱼苗等特殊实验材料可以有偿从中科院昆明动物研究所获得。这些良好的技术条件、实验设备及研究平台能够保证项目的顺利实施。

总之，本项目具有较好的前期工作基础，研究条件具备，人员搭配合理，在大量前期工作的基础上设计的研究方案切实可行，通过努力，完全可以达到预期目标。

	（三）预期成果

（成果的具体形式，如：申请专利、公开发表论文、制作科技实物（含软件程序）等，可以同时有多种成果形式）

通过本项目的实施，拟实现的预期研究结果如下：

①  揭示凤眼莲大规模圏养对滇池沉水植物及鱼类的化感作用及其机理，明确其生态安全性。

③  本项目的成果主要以科研论文的形式展现，通过本项目的实施，拟在核心期刊上发表论文1～2篇。




三、指导教师简况及对申请人和申报项目的评价
	姓　名
	常学秀
	性别
	女
	民族
	彝族
	政治面貌
	九三学社
	年龄
	41

	最终学历
	博士
	职务
	环境科学系主任
	职称
	教授
	专业
	污染生态学

	所在学院
	云南大学生命科学学院
	研究方向
	污染化学生态学

	通讯地址
	云南大学生命科学学院
	邮编
	650091
	电话
	65033547

	电子信箱(e-mail)
	changxx@ynu.edu.cn

	当前从事的教学、研究工作简介：

常学秀教授具有扎实的专业基础，1997年7月毕业于云南大学生物系生态学专业，获理学硕士学位；2000年7月毕业于云南大学生命科学与化学学院生态学专业，获理学博士学位，同期留校工作，2002年10月晋升为副教授，2012年晋升为教授。其中2000年9月~2003年11月在南京农业大学“农业资源利用”博士后流动站作兼职博士后，2006年9月～2007年8月在中国科学院大气物理研究所担任“西部之光”访问学者，2010年4月~2011年4月由国家公派到德国莱布尼兹淡水生态与内陆渔业研究所访学。现任云南大学生命科学学院环境科学系主任。

多年来从事污染生态学特别是污染化学生态学领域的基础研究及应用基础研究，熟悉滇池富营养化及生态退化的环境和生态效应，掌握蓝藻与水生植物间的化感作用原理及方法。2010年以来，主持国家自然科学基金项目2项，联合主持国家自然科学基金委-云南省联合基金重点项目2项，作为骨干成员参加国家重大科技水专项1项；作为第一作者及通讯作者发表SCI及EI论文4篇；副主编及参编教材/专著3部；指导研究生获得云南省优秀硕士论文奖1项；指导本科生获得国家大学生创新项目1项；获得云南省及云南大学教学成果特等奖各一项（排名第七）；曾获云南大学优秀本科生导师奖。连续主讲《污染生态学》、《环境污染微生物学》等专业主干课程。



	对申请人的专业基础、工作态度、学风及研究能力的评价：

曾露栩同学为2011级生物学基地班学生，在两年的大学学习生活中，已经修学《动物生物学》、《植物学》、《生物化学》、《遗传学》、《生态学》、《细胞生物学》等基本相关专业课程，并以优异成绩通过考核，具有扎实的专业基础。该同学工作态度严谨端正，在担任云南大学生命科学学院学生会生活部部长期间以高度认真负责地精神态度在工作中取得了优异成绩。他热爱学习，在掌握课堂知识的基础上积极学习生物学有关领域诸多前沿知识。虚心求教，课后积极与老师探讨不懂的问题，经常和同学学习交流，对班级良好学风的形成起了建设性作用。除此之外，曾露栩同学还非常注重对自己动手能力和实验研究能力的培养，在不断的学习努力中获得了较强的研究能力，一定能出色完成该项实验。建议优先考虑！

	对申请课题的价值、研究方案的可行性、工作基础等方面的评价：

凤眼莲的化感抑藻物质可能影响沉水植物、水生动物等，对其效应程度、物质基础及生理机制的研究是评价滇池水体大规模种植凤眼莲生态安全性的基础条件，但目前对其关注不足。开展该项目研究能为凤眼莲的生态安全性评价提供依据，具有重大的研究意义。项目研究思路及方案清晰具体，考虑周密，研究基础及条件具备，可以实现预期目标。

    建议优先推荐！

指导老师（签名）：常学秀
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2013　年5　月8　日


四、申请资助金额和经费预算（请根据研究方案修改，剔除未涉及的项目并补充完整）

	项目经费
	资金总额及来源（单位：万元）

	
	共计
	上级部门立项资助
	学校配套经费
	学院配套经费

	
	2.0
	1.0
	1.0
	0

	预算支出科目
	支出金额
	预算根据及理由

	1、测试费、分析费
	0.5
	本实验需要用到组织培养等鉴定技术。仪器租用及试剂购买需要经费。

	2、图书、资料费
	0.2
	下载论文资料和购买相关书籍

小型会议

	3、小型会议
	0.05
	短期知识和技能培训

交通费


	4、交通费
	0.15
	本部和呈贡来回往返的车费



	5、实验材料费
	0.60
	实验所需器材、试剂、工具

	6、参观考查费
	0.05
	参观相关实验室

	7、专家指导费 
	0.15
	邀请相关专家进行技术指导和理论指导

	8、其他
	0.3
	论文发表费用、通讯费用和临时应急费用

总计

	总计
	2.0
	以上经费预算共计2万元人民币。


（注：质量工程领导小组办公室将依据项目申请资助金额高低分批次评审遴选，且同一批次不合格项目不再进入下一批次遴选，请各高等学校对经费做合理预算）

五、审核意见
	申请人所在学院审核意见：

    该项目申报书中各项情况真实可信，经费预算合理，学院在经费和实验条件上将给与支持。学院将负责各方关系，给课题组成员提供最大方便，保证课题顺利进行。

    学院同意立项。
学院负责人签名：

学院公章：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　                     　　2013年5月8日

	学校审核意见：

（请就是否同意立项及理由、具体资助额度签署具体意见）
    该项目经我校大学生创新性实验计划专家委员会评审、论证，该项目难度适合本科学生，符合创新性实验计划的理念，同意推荐该项目立项。如果该项目立项获批，学校将给予1:1的经费配套支持。
学校负责人签名：

学校公章：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　                 　2013年5月8日

	云南省大学生创新创业训练计划工作领导小组审核意见：
□同意该项目为云南省大学生创新创业训练计划资助立项项目，资助金额　  　元。
　□不同意立项建设。　
　　　　　　　　　　　　　　　　　       　 云南省大学生创新创业训练计划工作

领导小组办公室（高教处代章）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　                   年    月　　日


生物材料的收集及培养





对不同生长期的金线鱼进行凤眼莲化感物质处理





对采集的材料进行凤眼莲化感物质处理





定期收获处理及对照样品并提取测定有关组分来初步评价凤眼莲化感物质对金线鱼的影响及机理





收获凤眼莲化感胁迫的植物及对照样品，了解凤眼莲活性物质对沉水植物的影响





明确凤眼莲对水体沉水植物及鱼类的影响机制，分析其对生态系统的深远影响并提出防预措施








