
摘 要：为了探索臭氧氧化技术应用于畜禽养殖废水排放前的预处理对环境可持续发展的影响，用不同浓度臭氧氧化处理经生化

工艺处理后的猪场尾水，以苦草为试验材料，从活性氧代谢和抗氧化系统的角度，探讨了沉水植物在臭氧氧化猪场处理尾水中的适

应性以及臭氧氧化技术的应用对水生植物的影响。结果表明：与未经臭氧氧化处理相比，臭氧氧化后（AO1 10 mg·L-1、AO2 30 mg·L-1、
AO3 50 mg·L-1）猪场处理尾水中苦草的过氧化氢（H2O2）含量有升高趋势；AO2处理中苦草的抗坏血酸（AsA）-谷胱甘肽（GSH）循环
对 H2O2调节起重要作用，苦草的抗坏血酸过氧化物酶（APX）活性、AsA和 GSH含量增加，从而使生物量增加；AO3处理中苦草 AsA
含量降低，H2O2与抗氧化物质之间没有达到平衡，从而使生物量降低。结果显示，试验条件下，30 mg·L-1的臭氧氧化应用于猪场处
理尾水，能增强沉水植物的抗氧化系统，促进生长，从而对水生生态系统有调节作用。
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Effects of ozonation of piggery tail water on the antioxidant system in Vallisneria spiralis
WANG Jun-li, CHEN Gui-fa, LIU Fu-xing*, SONG Xiang-fu, ZOU Guo-yan
（Shanghai Academy of Agricultural Science, Shanghai 201403, China）
Abstract：Ozonation is becoming more prevalent as a pretreatment in the dispose of livestock wastewater, there are growing concerns on the
effects of ozonation technology on sustainable development of environment.In this research, after the piggery tail water from biological pond
system was further treated by ozonation, the effects of ozonized piggery tail water on the health of aquatic ecosystems were investigated in the
terms of reactive oxygen species and antioxidant system of Vallisneria spiralis. The results showed that compared with the un-ozonized tail
water, ozonation（AO1 10 mg·L-1, AO2 30 mg·L-1, AO3 50 mg·L-1）increased hydrogen peroxide（H2O2）content in Vallisneria spiralis. AO2
treatment increased ascorbate peroxidase（APX）activity, ascorbic acid（AsA）and glutathione（GSH）content and the biomass, indicating
the important role of AsA-GSH cycle in regulating H2O2 levels. However, AO3 treatment decreased AsA content, broke the balance between
H2O2 and antioxidants and resulted in the decreased biomass of Vallisneria spiralis. Our results suggested that, 30 mg·L-1 is the optimum o原
zone concentration to treat piggery tail water, by which it could promote the antioxidant system and growth of submerged macrophytes, and
very helpful for the maintenance of healthy aquatic ecosystem.
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我国是世界上畜牧业资源丰富和历史悠久的国

家之一[1]。近年来，我国规模化畜禽养殖业迅速发展，
随之产生的废物量快速增加[2-3]。猪场废水排放量大，
传统的生化方法虽然能使猪场废水达到我国现行畜

禽养殖业的排放标准，但已远远达不到环境可持续发

展的要求，这使人们越来越关注畜禽养殖废水的深度

处理方法。

臭氧氧化可以用于地表水、地下水以及生活和

工业废水的处理和净化[4-6]，臭氧氧化技术在畜禽养
殖废水方面的应用近几年也逐渐被重视[3，7-9]。研究表
明，臭氧氧化能去除猪场废水的不良气味、颜色和无

机营养盐，提高透光率和藻类生物量等[8-9]，还能降低
抗生素耐药菌的生物活性[10]并使残留细菌引起的微
藻小球藻生长量下降[7]。然而，目前国内外对臭氧氧
化水处理技术的研究多注重水质的改善，但水处理

技术应用的最终目的应该是恢复水体的生态功能[11]，
提高水体的自净能力，因而水处理技术应用后水体

的排放对水生生态系统中生物组分的影响研究尤为

重要。

臭氧氧化后的猪场废水中依然存在一些残留微

生物[7]，而且使水体中的溶解氧（DO）[12]、有机物和无
机物含量发生变化[9]，造成水体环境的改变。由于环境
变化会刺激植物体内产生各种类型的活性氧（ROS），
如果抗氧化系统抵御不了 ROS的积累，就会使植物
受到伤害，那么了解植物的抗氧化代谢特征可能有助

于对水处理技术后续影响的研究[13]。水生植物尤其沉
水植物在生态系统中具有不可替代的地位和作用，是

水质评估和后续风险评价的指示生物[14]。从沉水植物
生理水平上探求水环境对植物的影响更能准确地反

映植物体的代谢水平和对环境的响应。对沉水植物生

理影响的研究，目前多见水体富营养化或重金属胁迫

的报道[15-16]，而臭氧氧化技术的后续影响研究还未见
报道，所以用沉水植物抗氧化系统的响应来研究畜禽

养殖废水经臭氧氧化处理后对水生植物的影响具有

重要意义。

苦草是一种多年生沉水克隆植物，广泛分布于我

国的各种淡水栖息地[17]，具有良好的实验特性[18]。本研
究以苦草为材料，从其活性氧代谢和抗氧化系统的角

度出发，研究经臭氧氧化深度处理后的猪场尾水对苦

草生长的影响，探讨苦草在猪场处理尾水中的适应性

和臭氧氧化技术应用于畜禽养殖废水对水生生态系

统的影响，为臭氧氧化技术在环境可持续发展方面的

应用研究提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 试验地点与材料
本试验在上海市农业科学院庄行综合试验基地

（121毅23忆E、30毅53忆N）进行。水样采集于上海市农业科学
院畜牧试验场猪场的排放水池。该场以养殖生猪为主，

占地面积 3.33 hm2，年出栏数 3000余头。猪场废水主要
包括尿、粪和猪舍冲洗水。日产废水量约 5 t，排放间隔时
间为 7 d。猪场废水经生化处理后到达排放水池。本试验
于 2015年 9—10月进行，每隔 7 d在排放水池中采水 1
次，共采集 4次，采样后尽快进行臭氧氧化处理。

臭氧氧化装置由臭氧发生器（WG-S10，上海威
固）、臭氧浓度检测仪（IDEAL-2000，美国）、不锈钢增
压泵（JETB-0.37）、文丘里射流器（A25152）和气液反
应器（不锈钢材质，D 50 cm，H 90 cm）组成。通过臭氧
发生器制备臭氧，调节臭氧流量为 2.5 L·min-1，由臭
氧检测仪在线检测臭氧浓度，每次处理的水量固定，

设置 3个臭氧投加浓度，分别约为 10、30、50 mg·L-1，
反应时间为 30 min，处理时的猪场尾水温度约为 20
益。处理后的水在通风环境中放置 24 h，保证无剩余
臭氧，然后用于苦草试验。

苦草（Vallisneria spiralis，常绿品种，购自上海海
洋大学）的培育过程在普通池塘中完成，采集长势和

生长量相对一致的幼苗（长度 40依5 cm）在圆锥形塑
料桶（上口直径 40 cm，下口直径 32 cm，高 56 cm）中
进行前培育，桶中底泥（采自附近河道）高约 15 cm，每
个塑料桶中种植苦草 7簇，每簇 2株，并放入池塘水至
淹没叶片止，每个塑料桶下方 20 cm处装有排水口。待
植物苗进入正常的生长阶段并有外扩能力后，分别加

入未处理和不同臭氧浓度处理的水样，之后每 7 d换一
次水，在换水之前采集水样和植物样（苦草叶片），进行

生理生化指标测定，共采集 4次。
本试验设 4个处理，包括 3个不同浓度臭氧氧化

处理和 1个对照，即：BO（Before O3，对照，未经处理的
猪场处理尾水）、AO1（After O3，臭氧投加浓度为 10 mg·
L-1）、AO2（After O3，臭氧投加浓度为 30 mg·L-1）、AO3
（After O3，臭氧投加浓度为 50 mg·L-1），分别用于苦草
培养，每个处理设 3个重复。

加入苦草中的处理水和试验后水质情况见表 1。
1.2 测定指标与方法

超氧阴离子（O-2·）产生速率采用羟胺法测定[19]；
过氧化氢（H2O2）含量采用分光光度计法测定[20]；丙二
醛（MDA）含量的测定采用硫代巴比妥酸比色法，消
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表 1 加入苦草中和苦草试验后水质情况

Table 1 Water quality before and after Vallisneria spiralis test

光系数为 0.155 滋mol·L-1·cm-1 [21]。
超氧化物歧化酶（SOD，EC 1.15.1.1）活性采用

四唑氮蓝（NBT）光氧化还原法测定，以每分钟每克
植物组织（鲜重）的反应体系对 NBT 光化还原抑制
50%为一个 SOD 活性单位（U）。过氧化氢酶（CAT，
EC 1.11.1.6）活性采用紫外吸收法测定，以 1 min
内 A240减少 0.1 的酶量为一个酶活单位（U）。过氧
化物酶（POD，EC 1.11.1.7）活性采用愈创木酚法测
定，将每分钟 1 个单位的吸光度变化定义为一个
POD活性单位（U）[20]。抗坏血酸过氧化物酶（APX，
EC 1.11.1.11）活性采用紫外分光光度计测定，消光
系数为 2.8 mmol·L-1·cm-1）[22]。酶活性（比活）以可
溶性蛋白为基础来表示。可溶性蛋白含量根据

Bradford[23]的方法检测，以牛血清白蛋白（BSA）为标
准。抗坏血酸（AsA）含量参照邹琦[24]的方法测定。谷胱
甘肽（GSH）含量参照 Griffith[25]的方法测定。
1.3 数据统计与分析

采用 SPSS 13.0（SPSS Inc.，Chicago，IL，USA）软件
进行统计分析，Sigmaplot 12.0软件完成制图工作。
2 结果与分析

2.1 臭氧氧化猪场处理尾水对苦草生物量的影响
第 4次采样时，以每个处理 3簇统计了苦草叶片

干重，4个处理生物量分别为 BO 1.63 gDW、AO1 1.83
gDW、AO2 2.44 gDW、AO3 1.15 gDW。从图 1 可以看
出，AO1、AO2与 BO相比，苦草长势良好，生物量分
别增加了 12.3%和 49.7%，AO3 的苦草长势最弱，生
物量与 BO相比降低了 29.4%。
2.2 臭氧氧化猪场处理尾水对苦草活性氧含量的影响

臭氧氧化猪场处理尾水对苦草 O-2·和 H2O2的影
响如图 2所示。与 BO相比，AO2处理的苦草 O-2·含

量有降低趋势，但并未达到显著水平（P>0.05）；在第 1
次采样时，AO1处理的苦草 O-2·含量有升高趋势，并

与 AO2 处理之间达差异显著水平（P<0.05，图 2A）。
与 BO相比，臭氧氧化处理有增加苦草 H2O2含量的
趋势，并在第 1次采样中，AO3处理与 BO处理之间
达差异显著水平（P<0.05，图 2B）。臭氧氧化猪场尾水
处理对苦草 O -2·（P=0.010）和 H2O2（P=0.017）含量都
有显著影响（表 2）。
2.3 臭氧氧化猪场处理尾水对苦草抗氧化酶防御系
统的影响

如图 3A所示，第 1 次采样中，与 BO相比，AO1
和 AO2处理中的苦草 SOD活性有升高趋势，但未达
到显著水平（P>0.05）；在之后的采样中，臭氧氧化处
理有降低苦草 SOD活性的趋势，AO2处理中的苦草
SOD活性在第 2次采样中明显降低，与 BO之间达到
差异显著水平（P<0.05）。与 BO相比，臭氧氧化处理
中的苦草 CAT活性在第 1次采样中有降低趋势，并
且 AO3与 BO之间达差异显著水平（图 3B）；而在之
后的采样中，臭氧氧化处理的苦草 CAT活性与 BO
相比有增加趋势，并且 AO3处理与 BO之间都达到
显著差异水平（P<0.05）。

图 1 苦草形态照片（每处理 3簇）
Figure 1 The morphology of Vallisneriaspiralis

A02 A03A01B0

指标
Parameters 加入苦草前

Before
苦草生长后

After
加入苦草前

Before
苦草生长后

After
加入苦草前

Before
苦草生长后

After
加入苦草前

Before
苦草生长后

After
pH 8.34依0.19 8.31依0.21 8.56依0.19 8.29依0.24 8.49依0.25 8.47依0.22 8.29依0.24 8.13依0.24

EC/滋S·cm-1 774依178 936依302 772依174 947依318 770依178 943依313 770依181 969依333
DO/mg·L-1 3.0依0.9 2.4依0.2 10.9依0.5 2.4依0.3 7.0依0.3 2.5依0.3 12.4依1.6 2.5依0.4
TN/mg·L-1 10.80依1.97 8.25依1.99 10.94依1.96 7.06依1.67 10.55依2.05 7.35依1.97 10.88依2.22 7.01依1.99
TP/mg·L-1 1.267依0.277 0.412依0.226 1.302依0.268 0.285依0.210 1.432依0.236 0.292依0.229 1.168依0.186 0.273依0.199

DOC/mg·L-1 31.3依4.4 32.4依3.7 30.0依3.7 29.6依3.8 29.9依4.3 26.8依4.1 30.4依3.9 27.9依3.7

BO AO1 AO2 AO3

注：表中数值为 4次采样的平均值。
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图 2 臭氧氧化猪场处理尾水对苦草活性氧含量的影响
Figure 2 Superoxide（O-2·，A）production and hydrogen peroxide（H2O2，B）content in Vallisneriaspiralis under

piggery tail water of ozonation in four sampling numbers
表 2 采样批次、臭氧氧化处理以及交互作用对苦草生理指标

影响的显著性分析

Table 2 P-values for the effects of sampling number，ozonation
treatment and their interaction on physiological parameters in

Vallisneria spiralis

指标
Parameters

P值 P-values

O-2· 0.035 0.010 ns
H2O2 0.008 0.017 ns
SOD 0.050 ns ns
CAT 0.004 0.007 0.001
POD <0.001 0.022 ns
APX ns 0.003 ns
AsA ns 0.001 0.007
GSH 0.013 0.017 ns

批次
Number

处理
Treatment

批次伊处理
Number伊Treatment

注：P>0.05以 ns表示。
Note：Values of P>0.05 are marked non-significant（ns）.

结合 4次采样来看（图 3C），与 BO相比，臭氧氧
化处理有降低苦草 POD活性的趋势，且在第 2次采
样中，AO2 处理的苦草 POD活性与 BO 之间差异显
著（P<0.05）；第 3次采样中，AO3处理与 AO1处理相
比 POD活性降低明显（P<0.05）。臭氧氧化处理有增
加苦草 APX 活性的趋势（图 3D），且 AO2 处理增加
相对明显，与 BO之间在第 3次采样中达差异显著水
平（P<0.05）。臭氧氧化猪场尾水处理对苦草 CAT（P=
0.007）、POD（P=0.022）和 APX（P越0.003）活性有显著
影响（表 2）。
2.4 臭氧氧化猪场处理尾水对苦草抗氧化物质的影响

处理之间苦草 AsA的变化趋势在 4次采样中不

尽相同（图 4A），与 BO相比，臭氧氧化处理在第 1和
第 2次采样中有增加苦草 AsA含量的趋势，且在第 1
次采样中，AO3处理增加相对明显（P<0.05），第 2次采
样中，AO2处理增加相对明显（P<0.05）；在第 3和第 4
次采样中，AO2处理中苦草 AsA含量有增加趋势，而
AO1和 AO3处理中苦草 AsA含量降低，AO2处理（升
高）与 AO3处理（降低）之间差异显著（P<0.05）。

除第 4次采样外，与 BO相比，臭氧氧化处理有
增加苦草 GSH含量的趋势。在第 1次采样中，AO1和
AO2处理与 BO之间达差异显著水平（P<0.05）；在第
3 次采样中，AO2 和 AO3 处理与 BO 相比增加明显
（P<0.05）。从 4次采样样品平均值来看，AO2处理的
苦草 AsA和 GSH含量与 BO处理相比增加明显，平
均分别增加 33.3%和 14.9%。臭氧氧化猪场尾水处理
对苦草 AsA（P=0.001）和 GSH（P=0.017）含量都有显
著影响（表 2）。
3 讨论

活性氧（ROS）是植物体内正常代谢的产物。在适
宜的浓度下，ROS被认为是信号转导级联反应中的第
二信使，调节细胞内的几种植物响应，包括气孔关闭、

程序性细胞死亡及对生物或非生物胁迫的耐性等[26]。
高浓度的 ROS会对植物产生伤害，使植物过早衰老，
而 ROS信号的强度、寿命和大小取决于氧化剂的产
生和被抗氧化剂清除之间的平衡[13]。O-2·是最重要的

氧自由基，也是其他 ROS的前体物。本试验结果表
明，臭氧氧化猪场尾水处理并没有使苦草产生 O-2·积

累（图 2A），且 AO2处理中苦草 O-2·含量在 4个处理
中最低，说明苦草较为适应 AO2的环境。相对于 H2O2
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图 3 臭氧氧化猪场处理尾水对苦草抗氧化防御酶活性的影响
Figure 3 Superoxide dismutase（SOD，A），catalase（CAT，B），peroxidase（POD，C）and ascorbate peroxidase（APX，D）activities in

Vallisneriaspiralis under piggery tail water of ozonation in four sampling numbers

图 4 臭氧氧化猪场处理尾水对苦草抗氧化物质含量的影响
Figure 4 Ascorbic acid（AsA，A）and glutathione（GSH，B）content in Vallisneriaspiralis under piggery tail water of

ozonation in four sampling numbers
来说，O-2·是一个非常不稳定的 ROS，可迅速通过歧
化作用转化为 H2O2[27]。可以看出（图 2B），臭氧氧化处
理中苦草 H2O2含量与 BO相比有升高趋势，结合苦
草的生物量和长势（图 1）可以说明，AO1 和 AO2 处
理中苦草 H2O2含量增加可能起到信号转导作用，激
发体内抗氧化系统发生反应[28]，使其在生长过程中产

生独特的代谢和保护机制 [29]，从而维持苦草生长；
AO3处理中苦草 H2O2含量增加可能使其体内产生了
ROS积累，从而影响了苦草生长。

植物的酶系统是植物细胞中 O-2·和 H2O2的主要
来源[30]。SOD在所有需氧生物防御氧化胁迫中起着重
要的作用，它存在于大多数产生 ROS的亚细胞中，而
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SOD产生的 H2O2主要是由多种 POD清除的。因此，
SOD和 POD经常相耦合而起作用[31]。在植物生长过
程中，POD活性的变化可以反映植物体内代谢的变
化，也可以作为植物特性研究的工具。CAT的周转率
很快，但与 APX相比对 H2O2有较低的亲和性[13]。APX
在植物细胞中被认为是分布最广的抗氧化酶，在胁迫

条件下对 H2O2的清除更有效[32]。在植物正常的生理
条件下，抗氧化防御酶系统可以提供足够的抗 ROS
损伤的保护作用，从而避免由 ROS引起的生理失调。
但由于酶的活性有一个阈值，酶系统对植物的保护作

用是有一定限度的。

在本试验中，与 BO相比，除第 1次采样外，臭氧
氧化处理有降低苦草 SOD 活性的趋势（图 3A），且
AO2处理降低明显，这与 AO2处理中的 O-2·含量低

有关（图 2A）；而苦草 SOD 活性的降低可能是因为
SOD发挥了歧化作用，从而使自身活性降低。与 BO
相比，臭氧氧化处理使苦草 CAT活性在第 1次采样
中有降低趋势（图 3B），在之后的采样中又逐渐升高，
说明在试验初始，苦草对环境产生了不适反应，而在

不适条件下苦草会调节自身的内源保护机制，以促进

抗氧化酶活性的表达[33]。综合 4次采样来看，与 BO相
比，臭氧氧化处理有降低苦草 POD 活性的趋势（图
3C），说明臭氧氧化猪场处理尾水环境下，苦草 H2O2
含量的增加并没有激发 POD活性，POD对苦草的调
节没有起到主要作用，苦草是通过另外的抗氧化途径

来进行 ROS调节的。APX是 AsA-GSH循环中的关
键酶[32]，臭氧氧化处理有增加苦草 APX活性的趋势
（图 3D），且 AO2处理中增加相对明显，而 AO2处理
中苦草的生物量也最大，说明与 POD 相比，可能
AsA-GSH循环在本试验条件下对苦草的 ROS 调节
更有效。

AsA-GSH 循环负责清除 H2O2，AsA 和 GSH 是
AsA-GSH循环中两个重要的抗氧化物质，它们往往
通过相互耦合而起作用。叶片 AsA水平被认为是衡
量植物耐受性的一个指标[34]。如图 4A所示，在第 1次
采样中，AO3处理中苦草 AsA含量显著增加，在之后
的采样中又显著降低，说明短期处于逆境中时，植物

会激发体内的抗氧化物质来抵御不适条件，而之后苦

草不能将体内的 AsA含量维持在正常水平，可能是
在此环境下时间过长对 AsA再生系统产生了不利影
响[35]，植物体抗氧化胁迫的能力减弱[36]。AO2中苦草
的 AsA含量较高，说明 AsA在调节苦草的适应性和
体内的生理平衡上发挥重要作用。GSH是再生 AsA

的重要物质，是植物代谢过程中生理变化的潜在标记

物。臭氧氧化处理有增加苦草 GSH含量的趋势（图
4B），对 AsA的再生起到重要作用。在 AO2处理中，
苦草的 APX活性、AsA含量和 GSH含量都有增加趋
势，说明 AsA-GSH循环在该环境中对苦草的 ROS调
节和维持生物量具有重要作用。

4 结论

（1）除 SOD活性以外，臭氧氧化处理对苦草的活
性氧和抗氧化指标均有显著影响（P<0.05）。
（2）AO1和 AO2处理与 BO处理相比，苦草的生

理指标调节功能相对较好，AO2处理中苦草的生物量
最高，AsA-GSH循环对 ROS的调节起重要作用，其
中的 APX活性、AsA和 GSH含量增加明显。
（3）AO3处理中，苦草的 H2O2含量增加，AsA含

量降低，活性氧和抗氧化指标之间没有达到平衡，限

制了苦草的生长，使苦草生物量降低。

（4）在合适的臭氧氧化浓度条件下，臭氧氧化技术
应用于畜禽养殖废水处理对沉水植物的生长具有促

进作用，从而对水生生态系统的调节具有重要意义。
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