黄连须根浸提液对无机磷细菌的负化感效应
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摘 要 黄连（Coptis chinensis）是我国人工栽培的传统大宗中药材，种植面积大，连作障碍严重，了解黄连对土壤微生物的化感效应，有益于揭示黄连连作障碍的发生机理，为减轻连作障碍提供科学依据。试验利用固、液培养技术，以3株能溶解无机磷的伯克霍尔德氏菌（Burkholderia Yabunchi B05、B07和B09）为材料，研究了黄连须根浸提液（Extracts from fibrous roots of Coptis chinensis，ERC）对其生长繁殖和溶磷的化感作用。结果表明，在固体培养时，随ERC浓度提高，无机磷细菌（Inorganic phosphorus dissolving bacteria，iPDB）的菌落直径、溶磷圈直径和溶磷指数降低。在液体培养基中，ERC不同程度地抑制iPDB繁殖生长，数量减少35.98%~52.98%。供试菌株均能分泌氢离子、草酸和柠檬酸，B05和B09还能分别分泌乙酸和苹果酸，B07能分泌乙酸和丁二酸，三株iPDB溶磷量平均值（mg L-1）分别为228.31（B05）、311.64（B07）和174.89（B09）。有机酸和氢离子分泌总量分别与溶磷量呈显著正相关，相关系数依次为0.877和0.604（p0.05，n=12）。在ERC抑制iPDB分泌有机酸和氢离子的同时，溶磷量降低21.68%~60.55%。因此，在集约化种植黄连的土壤中，其根系分泌的化感物质可能影响iPDB的种群结构和生理生态功能，降低土壤无机磷的生物有效性，可视为发生连作障碍的潜在原因之一。
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黄连（Coptis chinensis）属毛茛科多年生草本植物，是我国人工栽培的传统大宗中药材植物之一[1-2]。在黄连生长过程中，通过茎叶淋溶、根系分泌和残株腐解等多种途径向土壤生态系统释放小檗碱（berberine）、黄连碱（coptisine）和甲基黄连碱（worenine）等多种化感物质，对土壤生态系统产生持续影响[3-4]。在黄连根系分泌物中，小檗碱含量最高，可达总分泌物的50%以上，且化感作用最强[5]。研究发现，黄连须根浸提液中的小檗碱影响隆线溞的泳动能力、趋光性和存活率；降低斜生栅藻和蛋白核小球藻的叶绿素和蛋白质含量，抑制它们的生长繁殖，并改变体内超氧化物歧化酶（SOD）和过氧化氢酶（CAT）的活性[6-7]。此外，黄连根系分泌物还破坏种子细胞膜结构，抑制蚕豆、豌豆、绿豆、莴苣和白菜等多种作物的种子发芽，胚乳养分利用和幼苗生长，以及硝酸还原酶和根系活性等[8-9]。
重庆市石柱县是我国黄连的主产区（超过全国的60%产量）。但是，当地种植黄连后的土壤必须间隔2~3年才能再次种植，严重影响黄连的持续供应，其原因尚不明确。有研究表明，在种植黄连后的土壤中，磷钾细菌、自生固氮菌、氨化细菌和硝化细菌等多种有益微生物数量和生物量大幅减少，螺杆菌属等病原菌增多，微生物群落多样性指数和均匀度指数降低，说明土壤微生物的固氮、溶磷、解钾、促生等功能受到抑制[10-11]，原因可能与黄连根系分泌物对有益菌群的化感效应有关，但迄今为止研究甚少。
无机磷细菌（inorganic phosphorus dissolving bacteria, iPDB）聚集的根系周围，能够将难溶性无机磷转化为植物能吸收的有效磷，是重要的土壤有益微生物[12-14]。黄连根系分泌物抑制有益微生物的新陈代谢和生长繁殖，直接影响土壤养分的有效含量，植物促生和抗生物质分泌，增加发生连作病害的风险，造成连作障碍。高通量测序表明，在黄连种植的供试土壤中，伯克霍尔德氏菌属（Burkholderia Yabunchi）的相对丰度较高，故本研究将以该菌属的3株iPDB作为有益菌的代表，通过固、液培养，测定黄连须根浸提液对其生长繁殖、氢离子和有机酸分泌，以及溶磷作用的影响，探讨黄连根系分泌物对有益菌群的化感效应，为揭示黄连连作障碍的发生机理和减轻连作障碍提供科学依据。
1材料与方法   
1.1  供试材料
供试菌株：伯克霍尔德氏菌属（Burkholderia Yabunchi）的3株iPDB（B05、B07和B09），从重庆市缙云山黄壤（106º20' E， 29º49' N，pH 4.34）中分离获得，保存于西南大学资源环境学院微生物实验室。
固体培养基（g）：琼脂20、葡萄糖10，磷酸三钙2.5、(NH4)2SO4 0.5、NaCl 0.2、MgSO47H2O 0.1、KCl 0.2、酵母膏0.5、MnSO44H2O和FeSO47H2O 各0.002、蒸馏水 1 000 ml、pH 7.0，液体培养基不含琼脂。
黄连须根：在重庆市石柱县黄水镇（108º30' E，30º15' N），田间采集新鲜黄连须根，小檗碱50.20 mg g-1（干基）。
1.2  研究方法
取保存菌株，固体培养72 h，无菌生理盐水洗涤，配成103个ml-1的菌液。
取新鲜黄连须根，洗净泥土，去离子水浸泡24 h（251℃），过滤，配制成每ml含0.1 g 原药的黄连须根浸提液（extracts from fibrous roots of Coptis chinensis，ERC），紫外线灭菌。
蒸汽灭菌（121℃，1.5大气压，30 min，下同）固体培养基。由于1000 mg L-1 ERC显著抑制蚕豆、莴苣和白菜等幼苗生长[8-9]，故当培养基冷却至4550℃时，加入ERC使其浓度分别达到0（对照）、500（低）、1000（中）和2000 （高）mg L-1，相当于含小檗碱0、7.31、14.62和29.24 mg L-1。取10 ml培养基于60 mm培养皿中，冷却后在中央分别接种0.1 ml B05、B07和B09菌液，251℃暗培养7 d，测量菌落和透明圈直径，计算溶磷指数[15]：

取100 ml液体培养基于250 ml 三角瓶中，蒸汽灭菌，冷却后加ERC形成浓度分别为0、500、1000和2000 mg L-1的处理，各接种1 ml B05、B07和B09菌液，于251 C摇瓶（75 r min-1）暗培养120 h，重复5次。
在培养6、12、18、36、72、120 h，各吸取5 ml液体培养基用于后续实验。首先，取200 μl培养液用XSP-6C显微镜（上海迪诺力泰公司）观测并计数iPDB数量。然后，将剩余培养基10 000 r min-1离心10 min，用PHS—3C精密酸度计测定上清液pH，钼蓝比色法测定无机磷含量[16]，计算溶磷量（培养液无机磷含量－对照培养液无机磷含量）×培养液体积[17]。培养结束后，用0.1 mol L-1 HCl酸化培养液，日立公司生产的D-7 000高效液相色谱仪测定有机酸浓度。色谱条件为：L-7 455二级管阵列检测器，RezexRoa-Organic Acid 300离子交换柱（美国Phenomenex公司生产），进样量20 μl，流动相2.5 mmol L-1H2SO4，流速0.5 ml min-1，柱温35℃，压力 450 psi，Diode Array L-7455紫外检测器，检测波长210 nm。所检测的有机酸包括草酸、柠檬酸、苹果酸、丁二酸和乙酸，出峰时间（min）依次为11.60、13.73、16.05、19.47和23.92。
1.3  数据处理
分别用 Excel 2010、SPSS 17.0 和SigmaPlot 12.5软件对试验数据进行基本计算、统计分析和作图，采用LSD进行多重比较，显著水平为P0.05。
2 结 果
2.1   ERC对iPDB生长和溶磷的影响
由图1和表1可知，在固体培养时，ERC显著降低B07和B09的菌落直径、溶磷圈直径和溶磷指数，浓度越高，降幅愈大；尽管低、中浓度的ERC对 B07的生长和溶磷参数无显著影响，但高浓度仍表现出抑制作用。在高浓度的ERC培养基中，透明圈直径、菌落圈直径和溶磷指数的最大降幅依次为51.01% ± 7.19%~61.17% ± 3.68%、48.51% ± 4.80%~66.38% ± 2.25%和9.15% ± 1.08%~20.77% ± 3.58%。此外，在含ERC的培养液中，溶磷量的降幅B09>B07>B05。
                                  B05   

B07   
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图1在不同浓度ERC固体培养基上，iPDB的生长和溶磷状况
Fig. 1 Growth of iPDB and phosphorus dissolution in the solid culture medium relative to ERC concentration
表1在固体培养时，ERC对iPDB生长和溶磷的影响
Table 1 Effects of ERC on iPDB growth and phosphorus dissolution in the solid culture medium
	菌株
Strains
	ERC浓度
ERC concentration
(mg L-1)
	菌落直径
Diameter of 
bacteria colony
 (cm)

	透明圈直径
Diameter of 
The halo
（cm）


	溶磷指数
P dissolving index

	B05
	CK
	1.01±0.11bc
	2.05±0.13a
	3.13±0.55cd

	
	500
	1.07±0.08ab
	2.07±0.45a
	3.27±0.22bcd

	
	1000
	0.90±0.04c
	1.50±0.27b
	2.79±0.25de

	
	2000
	0.52±0.03e
	0.93±0.07d
	2.48±0.11e

	B07
	CK
	0.92±0.03c
	2.47±0.06a
	4.07±0.63a

	
	500
	0.91±0.04c
	2.34±0.27a
	3.68±0.07ab

	
	1000
	0.53±0.05e
	1.36±0.14bc
	3.58±0.38abc

	
	2000
	0.40±0.02e
	1.21±0.20bcd
	3.57±0.12abc

	B09
	CK
	1.16±0.13a
	2.06±0.34a
	3.06±0.78cd

	
	500
	0.67±0.11d
	1.38±0.28b
	3.05±0.10cd

	
	1000
	0.52±0.01e
	0.96±0.06cd
	2.85±0.16de

	
	2000
	0.39±0.05e
	0.80±0.07d
	2.78±0.20de


注：在同一列中，有不同小写字母者表示差异显著（p0.05），下同 
Note: Different lowercase letters in the same column indicate significant diference at p0.05 and the same below
图2可见，在培养液中，iPDB生长对ERC的敏感性因菌株不同而异，在培养液中的平均数量变化于15.26×108个 ml-1（B05）~ 30.15×108 个ml-1（B07）。低、中浓度的ERC对B05生长无显著影响，高浓度则抑制生长；低浓度ERC对B07生长无抑制作用，中、高浓度表现出抑制现象；B09数量随ERC浓度提高而降低，最大降幅为52.98%± 5.37%。

注：不同大、小写字母分别表示菌株间和处理间差异显著（p 0.05）Note: Different capital and lowercase letters indicate significant difference between bacterial strains and treatments at p0.05, respectively
图2在不同浓度的ERC培养液中，iPDB的数量变化
Fig.2 Variation of the population of iPDB in the liquid culture medium relative to ERC concentrations
2.2  ERC对iPSB分泌有机酸和氢离子的影响
在液体培养时，ERC对iPDB分泌有机酸和氢离子的影响见表2。
草酸：B09分泌草酸最多，平均浓度分别是B05和B07的1.72和2.21倍。随ERC浓度提高，iPDB分泌草酸速率显著降低，最大降幅依次为31.12%± 3.13%（B05）、73.37%± 5.28%（B07）和40.20%± 4.37%（B09）。
柠檬酸：ERC浓度越高，B07和B09分泌柠檬酸速率愈低；但低浓度的ERC对B05分泌柠檬酸无显著影响，中、高浓度则产生抑制作用。此外，柠檬酸分泌速率B07>B05>B09。
乙酸：在培养液中，B09不分泌乙酸。低、中浓度的ERC对B07分泌乙酸无显著影响，但高浓度则降低分泌速率；但是，ERC对B05乙酸分泌无显著影响。
苹果酸：在B05和B07的培养液中，未检测出苹果酸。ERC浓度越高，B09培养液中苹果酸含量愈低，最大降幅比对照降低24.92%± 6.93%。
丁二酸：在供试菌株中，B05和B09不分泌丁二酸；B07的丁二酸分泌量随ERC浓度增加而降低，比对照降低14.78%± 5.76%51.61%± 2.75%。
氢离子：ERC浓度提高，B05、B07和B09分泌氢离子的速率持续降低。此外，培养液中的氢离子平均浓度（g L-1）B07（331.18）> B09（160.56）> B05（11.34）。
表2 iPDB培养液中的有机酸和氢离子浓度
Table 2 Concentrations of organic acids (mg L-1) and protons in the iPDB culture solutions (μg L-1)
	菌株
Strains
	ERC
(mg L-1)
	草酸
Oxalic acid
	柠檬酸
Citric acid
	乙酸
Acetic acid
	苹果酸
Malic acid
	丁二酸
Succini
cacid
	H+

	   B05
	CK
	78.88±3.03de
	79.69±5.21d
	71.64±6.17a
	ND
	ND
	13.59±0.82g

	
	500
	79.44±4.66de
	78.04±3.37d
	71.20±8.90a
	ND
	ND
	12.15±0.37g

	
	1000
	72.76±4.97e
	65.44±2.52e
	68.33±5.91a
	ND
	ND
	11.71±1.44g

	
	2000
	54.33±4.36f
	48.33±5.78f
	66.29±5.25a
	ND
	ND
	8.28±1.84h

	B07
	CK
	86.23±4.07d
	135.17±8.90a
	44.66±3.27b
	ND
	79.66±2.55a
	396.89±1.63a

	
	500
	74.48±4.47e
	122.23±2.86b
	43.75±2.34b
	ND
	67.89±5.79b
	396.87±5.44a

	
	1000
	38.69±2.69g
	105.31±5.03c
	35.36±2.55b
	ND
	45.19±4.25c
	273.44±7.32b

	
	2000
	22.96±5.06h
	74.67±3.34d
	26.10±2.76c
	ND
	38.55±2.80c
	257.51±4.18c

	B09
	CK
	160.29±3.82a
	41.55±7.37f
	ND
	48.56±3.09a
	ND
	199.68±5.85d

	
	500
	136.30±7.40b
	30.44±1.69g
	ND
	42.12±2.38b
	ND
	160.17±7.27e

	
	1000
	98.36±4.04c
	27.39±2.43g
	ND
	39.44±2.96bc
	ND
	143.77±3.18f

	
	2000
	95.85±4.79c
	15.33±4.14h
	ND
	36.46±2.67c
	ND
	138.62±2.76f


注：ND表示未检出 Note: ND indicated not detected
2.3   ERC对iPDB溶磷量的影响
图3可见，iPDB菌株不同，在培养液中的溶磷量也不一样，平均值（mg L-1）分别为228.31±18.76（B05）、311.64±30.40（B07）和174.89±38.61（B09）。B05和B09的溶磷量（y）与培养时间（x）的关系可用y=x/(a+bx)描述，B07则可用y=y0＋a(1-e-bx)c反应。随ERC浓度提高，B07和B09的溶磷量显著降低。对B05而言，高浓度ERC抑制溶磷；培养时间72 h，低、中浓度ERC处理的溶磷量与对照无显著差异。






图3在不同浓度的ERC培养液中，iPDB的溶磷量
Fig. 3 Content of phosphorus dissolved by iPDB in the liquid culture medium relative to ERC concentration
2.4  有机酸和氢离子分泌与溶磷量的关系
相关分析表明，在B07和B09培养液中，溶磷量与氢离子浓度和有机酸分泌总量分别呈极显著（P < 0.01）和呈显著正相关（P < 0.05）；B05的溶磷量与氢离子和有机酸分泌总量的相关性均未达到显著相关水平（表3）。但是，按三株iPDB进行统计，iPDB的溶磷量均与氢离子和有机酸分泌总量呈显著正相关(r氢离子 = 0.604*，r有机酸= 0.877**，n = 12）。此外，iPDB的氢离子和有机酸分泌总量也呈显著正相关（r= 0.598*，n = 12）。
表3有机酸和氢离子分泌及溶磷量之间的相关系数
Table 3 Correlation coefficients of P dissolution with release of organic acids and protons
	菌株
Strains
			指标
Index
	溶磷量
Dissolved P
	氢离子
Protons
	有机酸
total organic acids

	
B05
	溶磷量
Dissolved P
	1
	
	

	
	氢离子
Protons
	0.736
	1
	

	
	有机酸
Total organic acids
	0.810
	0.962*
	1

	
B07
	溶磷量
Dissolved P
	1
	
	

	
	氢离子
Protons
	0.996**
	1
	

	
	有机酸
Total organic acids
	0.956*
	0.936*
	1

	
B09
	溶磷量
Dissolved P
	1
	
	

	
	氢离子
Protons
	0.998**
	1
	

	
	有机酸
Total organic acids
	0.952*
	0.968*
	1


注：*，**分别表示显著（p< 0.05）和极显著相关（p< 0.01）Note: * and ** indicates significant correlation at p< 0.05 and 0.01, respectively
3 讨 论
黄连释放的化感物质选择性抑制植物、原生动物和微生物的生长繁殖[6]。前人研究发现，1g L-1 ERC（相当于小檗碱14.62 mg L-1）可抑制作物幼苗生长，显著降低土壤微生物生物量、细菌数量和种群多样性指数[8-11]。因此，本试验选取ERC浓度梯度（mg L-1）为0、500（低）、1000（中）和2000（高），进行固、液培养试验，研究ERC对iPDB的负化感效应。结果表明，在固、液培养基中，尽管低浓度的ERC对B05和B07的生长繁殖无显著影响，但浓度高于500 mg L-1则抑制iPSB生长。因而，ERC对iPDB具有生物毒性。医学研究表明，ERC对淋球菌（Neisseria gonorrhoeae）、白色念珠菌（Candida albicans）和肺炎克雷伯氏菌（klebsiella pneumoniae）等病原菌有抑制作用[18-19]。小檗碱是黄连的有效成分之一，能改变铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）膜脂流动性和膜蛋白构象，抑制其繁殖生长 [20]；此外，小檗碱还能与副溶血菌（Vibrio parahaemolyticus）的核酸结合，抑制细胞膜蛋白合成，破坏细胞结构[21]。因此，在了解ERC抑制iPDB生长繁殖的基础上，很有必要继续研究有关机理。
    iPDB能够有效参与土壤无机磷活化，提高土壤磷的生物有效性[22]。本研究表明，ERC抑制IPSB繁殖生长的同时，不同程度地降低其溶磷指数和溶磷量。由此可以推测，黄连生长过程中根系分泌物的释放将抑制iPSB生长并进一步影响无机磷活化，由此产生连作障碍。
iPDB主要依赖分泌有机酸和氢离子活化土壤难溶性磷酸盐[23]。供试菌株均能不同程度地分泌氢离子、草酸和柠檬酸和特异性分泌乙酸、苹果酸和丁二酸，由此造成溶磷指数和溶磷量差异。由于iPDB主要分泌草酸和柠檬酸，而柠檬酸和草酸对Ca2＋、Fe3＋和Al3＋有极强的络合效应（log K稳=7.2625.00[24]），因而柠檬酸和草酸可能是土壤无机磷释放的关键有机酸。此外，草酸和乙酸属于较强的有机酸，能电离出大量的氢离子，促进难溶性磷酸盐溶解[29]。从结果可以看出，iPDB的氢离子和有机酸分泌总量与溶磷量呈显著正相关（r有机酸 = 0.877**，r氢离子= 0.604*，n = 12）。推测iPDB溶磷圈减小，溶磷指数和溶磷量降低的原因可能与ERC抑制氢离子和有机酸分泌有关。
iPDB合成与分泌有机酸和氢离子的速率关系到培养液中的有机酸和氢离子含量。在iPDB培养液中加入ERC，不同程度地降低溶液有机酸和氢离子浓度，说明它们的合成与分泌可能受到抑制。在微生物糖代谢过程中，ERC抑制丙酮酸氧化，乙酰CoA生成减少，影响三羧酸循环（TCA，Tricarboxylic acid cycle）正常进行，直接涉及到柠檬酸和乙酸的生物合成，它们同时也是草酸合成的直接（乙酸）和间接前体（柠檬酸）[19,25]。黄连富含小檗碱、黄连碱和巴马汀等多种化感物质，其中小檗碱能与它们的主要靶点——膜蛋白发生非特异性结合，导致细胞膜的通透性改变，进而弥散进入细胞内，与细胞核膜上的磷脂结合，对细胞的毒性极强；小檗碱还抑制某些微生物的DNA复制、RNA转录、蛋白质和脂质的生物合成，影响有机酸合成酶的基因表达或活性 [26-27]。此外，iPDB利用ATP提供的能量，通过质子泵将H+释放到细胞膜外，ERC影响膜电子传递和ATP合成与分解等，可能降低H+分泌速率[28-29]。因此，ERC中的化感成分可能妨碍iPDB合成分泌有机酸和氢离子。
4 结 论
ERC对iPDB呈负化感效应，不同程度的抑制iPDB生长繁殖，有机酸和氢离子分泌，以及无机磷溶解。在种植黄连的土壤中，其根系分泌的化感物质可能影响iPDB的种群结构和功能，降低土壤无机磷的生物有效性，可视为发生连作障碍的潜在原因。
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Negative Allelopathic Effects of Extract of Coptis chinensis Hair Root on Inorganic Phosphorus-Dissolving Bacteria
WANG Yushu1 LIU Hai1,2  HUANG Jianguo1†
（1. College of Resources and Environment, Southwest University, Chongqing 400716 ,China）
（2. Guizhou Institute of Agricultural Science and Technology Information, Guiyang 550006, China）
Abstract 【Objective】Coptis chinensis is a medicinal herb traditionally cultivated and used for many centuries in China. As it is now cultivated extensively in large areas and often continuously for years in a row, sustainable development of the industry has come across serious obstacles caused by mono-cropping. it is, therefore, essential to explore allelopathic effects of this medicinal plant on soil microorganisms, in order to understand mechanisms of the occurrence of obstacles in the mono-cropping and provide certain scientific basis for lifting the obstacles.【Method】To that end, an indoor experiment was carried out culturing three strains of inorganic phosphorus dissolving bacteria, B05, B07 and B09 of Burkholderia Yabunchi bacteria, using the solid and liquid culturing techniqu, During the experiment, extract of fibrous roots of C. chinensis (ERC) was spiked to explore allelopathic effects of the extract on growth, reproduction, and tricalcium phosphate dissolving capacity of the three strains. Fresh C. chinensis roots were soaked in deionized water at 251℃ for 24 h to extract active components, and then the solution was filtrated through a 50 M filter, and diluted to 0.1 g ERC L-1. The dilution was sterilized with ultraviolet and kept in a refrigerator at 4C for future use. For spiking of the extract, the experiment was designed to have four treatments, i.e. 0.000 (CK), 500 (low concentration), 1000 (middle concentration), and 2000 mg/L (high concentration). After incubation at 25C for 7 days on a solid medium, size of bacterial colonies, diameter of P-dissolving halos, and P-dissolving indexes were measured. During the incubation of iPDB in a liquid culture medium, solutions were sampled periodically at 6，12，18，36，72 and 120 h for determination of population of the iPDB with a microscope, inorganic P with a molybdenum blue colorimetry, low-molecular-weight organic acids with a high pressure liquid chromatography (HPLC), and protons with a pH meter. 【Result】Results show that the higher the concentration of the ERC, the smaller the size of bacterial colonies, the diameter of P-dissolving halos and the lower the P-dissolving index on the solid culture medium. ERC also inhibited the growth and reproduction of iPDB in variable degrees, reducing the population of iPDB by 35.98-52.98% in the liquid culture medium as compared with the blank control (without ERC). All the three strains of bacteria tested in the liquid culture released protons, oxalate, and citrate into the solution. Besides, acetate was found in the culture solution with B05, malate with B09, and acetate and succinate with B07. In addition, iPDB varied greatly in tricalcium phosphate dissolving capacity in the culture solution. The mean amount of P dissolved was 228.31 mg/L for B05, 311.64 mg/L for B07, and 174.89 mg/L for B09. Inorganic P dissolution by these bacteria was positively related to efflux of proton (r = 0.877, p  0.05, n = 12) and organic acids (r = 0.604, p  0.05, n = 12). When ERC inhibited efflux of protons and organic acids in culture solutions, it reduced P dissolution by 21.68-60.55%. 【Conclusion】 During the growing period, C. chinensis roots released allelopathic chemicals, which affected adversely community structure and physiological and ecological functions of the iPDB, thus reducing bio-availability of inorganic P in the soil, which could be one of the possible reasons why obstacles occur in mono-cropping of C. chinensis. 
[bookmark: _GoBack]Key words Coptis chinensis; Allelopathy; Inorganic phosphate-dissolving bacteria; organic acids; protons

0	ab
a
a

0.74	1.66	1.44	0.74	1.66	1.44	B05	B07	B09	15.26	30.15	24.63	500	a
a
b

0.57999999999999996	0.95	0.98	0.57999999999999996	0.95	0.98	B05	B07	B09	16.37	29.21	15	1000	b
b
c

0.99	0.75	0.7	0.99	0.75	0.7	B05	B07	B09	14.59	18.11	12.86	2000	c
b
c

0.6	1.35	1.25	0.6	1.35	1.25	B05	B07	B09	9.77	17.399999999999999	11.58	
iPDB数量
Number of iPDB（×108 ml-1）




image3.jpeg




image4.emf
0 30 60 90 120

0

60

120

180

240

300

0 mg L

-1 

500 mg L

-1

 

1000 mg L 

-1

2000 mg L

 -1

时间Time (h)溶磷量

Amount of dissolved phosphorus(mg L

-1

)

A

C

D

B

C： y=x/(0.0465+0.0037x)， 

R

2

=0.882，

P < 0.01

A：y=44.0231+212.1141/[1+(x/30.7473)

-5.4992

]，

R

2

=0.920，

P < 0.01

B：y=38.1459+206.9119/[1+(x/31.5791)

-5.9087

]，

R

2

=0.940，

P < 0.01

D：y=20.7698+143.7936/[1+(x/30.9248)

-3.2745

]，

R

2

=0.899，

P < 0.01

B05


oleObject1.bin

image5.emf
0 30 60 90 120

0

100

200

300

400

500

溶磷量

Amount of dissolved phosphorus(mg L

-1

)

时间Time (h)A：y=22.2553+338.4708(1-e

-0.1694x

)

27.2870

，

R

2

=0.937， 

P < 0.01

B：y=18.5119+330.9231(1-e

-0.1494x

)

20.2542

，

R

2

=0.917，

P < 0.01

C：y=12.7807+251.7674(1-e

-0.1940x

)

56.7654

，

R

2

=0.908，

P < 0.01

D：y=10.2570+242.4720(1-e

-0.1731x

)

39.3989

，

R

2

=0.890，

P < 0.01

A

C

D

B

B07


oleObject2.bin

image6.emf
0 30 60 90 120

0

80

160

240

320

400

溶磷量

Amount of dissolved phosphorus(mg L

-1

)

时间Time (h)

B09

B：y=18.5119+330.9231(1-e

-0.1494x

)

20.2542

，

R

2

=0.929，

P < 0.01

C：y=12.7807+251.7674(1-e

-0.1940x

)

56.7654

，

R

2

=0.913，

P < 0.01

D：y=10.2570+242.4720(1-e

-0.1731x

)

39.3989

，

R

2

=0.907，

P < 0.01

A： y=x/(0.0738+0.0026x)，

R

2

=0.894，

P < 0.01

A

C

D

B


oleObject3.bin

image1.jpeg




image2.jpeg




