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�� � �� � � ��� �� �曾应用醋酸
、

哇琳等物质刺激

够鱼
,

以判断它的辨别力
�

� 记��
�
及 � � � � �。

等人 ��� � � �还应用电子生理学方法证明微量

重金属在几秒钟之内就能破坏这种感受器的

功能切
�

从 �� � � 年以来
,

笔者着重观察味蕾

在行为反应中作用
,

并获预邦排古果
�

味蕾是鱼类专司外界化学物质刺激反应

的重要器官之一
,

其分布甚广
,

遍及 口腔
、

触

须及体表等部位
,

它们分别 由 � �
、

�� 及 �

对脑神经支配
,

故对水中重金属离子
、

氨基酸

等许多物质具 育很 高 的 敏 感 性 �� 
�

如 据

� �� � � � ��� �  �报道
,

给鱼和蛔鱼的这种感受

器还能侦测一种浓度低于 �� 一‘, � �� 以下的

氨基酸
�

因此
,

也可用作水污染生物监测的

有效指标之一
重金属对鱼类味蕾细胞的影响问题

,

本

文实验结果表明
,

在一定的浓度范围内
,

它们

是依浓度增加和时间延长而影响加大
�

例如

卿鱼的味蕾细胞在 �
�

� � � � � 铜溶液中经 ��

� �� 后有少数味蕾产生水肿
,

经 �� � �� 后味

� � 卷 � 期

蕾受损加重
,

并出现空泡化� 水中铜含量增至

�� � � � 时
,

仅过 �� � �� 表皮及亚表皮细胞即

开始收缩
、

产生空隙
,

味蕾细胞遭受破坏
,

应当指出
,

由于重金属的种类不同
,

对鱼

类味蕾细胞的影 �向也有很大差异
�

如 �
�

�
�

� ��� �� � �己�� � � � 及 � � 奥� �� � �� � � ��� �  � 应

用金鱼的实验结果表明
,

以汞的影响最大
,

水

中 �� 一‘�� 浓度汞
,

仅 � � �� 即可使味蕾细胞

受到损害
,

其次是铜
,

在 �� 一 呼� �� 浓度时经

� � �� 微受影响 � 再次为锌
、

铅 �� 
�

但本实验

结果表明
,

其影响大小的顺序为
� 铜� 锌�

福 � 铅
�
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,
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�
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�
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,
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�
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�
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�
�
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藻类生物监测中测试参数对效应浓度的影响

何 林 华

�湖南省环境保护科学研究所�

藻类作为初级生产者对于水生态系统的

稳定和维持起着重要作用
�

藻类生物测试作

为生物侧试的一部分是水生态毒理学研究中

必不可少的方法
�

为了确定废水排放的安全

浓度和水体的营养状态及制订化学物质的安

全浓度
,

许多有关国际组织和国家提出了藻

类生物测试的标准方法
�

但仍然遇到许多方

法学问题
,

有许多争议
�

目前普遍采用的方

法获得的结果可比性很差
,

即使对于简单的

化学物质应用相同的藻类
,

各实牡室估耸的

�� , 。

值有时相差 �� �� 倍以上 �月一 产生达种

现象的主要原因之一是各研究者选择的测试

参数不同
�

在藻类生物测试中研究者往往只

用一个或两个反映生物量的参数来估算效应

浓度
,

很少同时用多项参数进行测定
,

以比较

所求效应浓度的差异
,

评价各参数的敏感性

和可行性
�

�
�

� � � � � �� 用五种不同的参数

评价了 � � 对小球藻的半抑制浓度切
�

结果

表明 � 用细胞密度所求的 �� � 。 最低
,

而 �
�

� “ ,

求得的 �� �。 较高
,

两者相差近 � 倍
�

本

实验将采用两种有机毒物和两种单细胞绿藻

为材料
,

同时用细把数
、

光密度
、

活体荧光
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���� � 含量
、

� � � 含量
、

干重为参数计算

��
, 。

�

比较各参数所求 �� � 。

的 差异
,

分析产

生差异的原因
,

评价各参数的敏感性和应用

的可行性
�

一
、

实验材料和方法

�一 � 待测化学物质

��  直链烷基苯磺酸钠 �� � ��
�

�� �

的含量为 �斗
�

�� 多
,

平均 分子量为 �� 斗
�

��
�

�

基碳原子为 �� 一 � �
,

平均为 �
�

��

�� � 五氯苯酚钠盐 ��� �
一
�
�

�
�

分子量

为 � �  
�

� � ,

纯度为 � �
�

�多
�

以上两种化学物质都是水溶性的
�

用蒸

馏水配成高浓度的母液于冰箱中短期 保 存
、

备用
�

�二� 藻种的来源
、

纯化
、

保种及培养

从中科院水生所藻类研究室获得一支羊

角 月芽藻 ��
��� , � � , � � � � �户� �� � � ” � ‘� , �斜

面藻种
�

用平板划线法和稀释法作了纯化处

理
�

普通小球藻 �� ��
� �  �� � 户, � � ” � �� � ‘。

� �� � �� 是从水生所藻类毒性试验实验室直接

获得的液体单种纯培养物
�

整个实验 都 用

� � �� 推荐的藻类培养基 〔��
�

培养基用高压

灭菌法灭菌
�

以后的操作都在无菌室进行
�

液体藻种每周转种一次
,

使细抱常处于旺盛

的对数生长期
�

培养条件 � 温度 �� 士 �℃
,

光照度 , � � �

�� , � �� 照光 � � 黑暗的光暗制
�

整个试验

都采用 �知� �三角瓶
�

�三 � 毒性试验

经过预备毒性试验确定适当 的 浓 度 范

围
,

正式毒性试验是根据以上确定的浓度范

围设计五个浓度
,

其中至少有一个浓度抑制

生长的 ��’外
�

处理与对照均没有重复
�

接

种后在标准培养条件下培养 � ��
�

每夭至少

将每个三角瓶摇匀三次以防细 胞沉淀
�

� �

后用不 同的参数测定每个三角瓶 中 的 生 物

量
。

�四 � 生物量的测定

科 学
�

”
·

��� �
�

� 。 � 用 � � �
一� 型分光光度计

,

�。� 光程比色杯测定
�

�� � 活体荧光值
� 用荧光计测定

�

�� � 细胞数
� 鲁哥氏液固定

,

用血球计

数板进行显微计数
�

�� � 千重的测定
� 离心法收集藻细胞

,

用 � � � � � 的 �
�
� � �

,

溶液洗涤两次
�

用称

量法进行测定
�

�� � �五�� 含量 � 离心法收集藻细胞
,

� �

� � � � �� � �
。

洗涤一次
、

� � � ℃ 水浴中保持 �

� �� “, �

加入 � � 外的甲醇抽提 � �� ��
,

共抽提

两次
.
合并两次的抽提液

,

定容
.
用 75 1一 G

型 分光光度计测定
. C hl a 含量按下式计算

C hla(ug
·

。 l一‘
) ~ 1 3

.

g O

.

D 志g{
.

(6) A T P 的抽提和测定
: 用膜过滤法

收集细胞
.
微孔滤膜的孔径为 0

.
朽户

.
收集

的细胞用 200℃ T ris一 H C I 缓冲液 (0
.
oZm o l

L 一l) p H 7. 8 幻 抽提 3m in
,

冷却后定容
.
用

己糖激酶法测定抽提液中的 A T P 含量
.

(五) 效应浓度的计算

根据抑制百分率的机率单位与相应的浓

度对数
,

用直线 回归法求浓度效应曲线
、

半抑

制浓度 (IC
、
) 及其 95 多置信区间

、

10 多 抑

制浓度 (IC
I。
)

.

浓度效应曲线的表达式为:

机率单位 ().) ~ C
,

作用浓度的对数 (X )+

D .

二
、

实验结果和讨论

实验结果见表 1一6
.

表 2
、

4

、

6 清楚地表明
: 不同的参数估算

的 Ic 值相差很大
,

有时相差近 3 倍
.
产生

这种现象的主要原因是各参数的生物学意义

和敏感性不同
.
下面对各参数分别进 行 讨

论
.

l
·

细胞数 (cell num ber)

是藻类生物测试中应用最多的参数
.
本

实验结果表明
,

细胞数为参数所求的 IC 5o 最

小
.
所以

,

在藻类生物测试中
,

细胞数是最敏

感的指标
.
同时也具有明显的生物学和生态
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生长抑制的结果

、.了
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) 生长抑制的结果

浓度效应曲线 相关系数

参数体系

IC , o

( P P m )

I C
, 。

的 95%

置信区间

IC :o

(P P m )
方差分析

理一果\表一给\
一算\
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.
D 61 .
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。
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‘
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生长抑制的结果
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表 4 多项参数计算 LA s 对月芽藻 (s
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生长抑制的结果

卜卜过臀
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生长抑制的结果
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<
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注: 以干重为参数估算的 IC , 。

)
l
.
o p p m

·

学意义
,

直观综合地反映了毒物对藻细胞生

长和分裂(抱子形成 )的抑制
,

对藻类种群密

度的抑制
.
细胞数用显微细胞计数法测定

,

尽管这种方法耗时
、

繁锁
,

但是设备简单
,

容

易操作
,

结果稳定可靠
.
目前

,

一般的显微计

数不能区分死活细胞
,

给效应浓度的计算带

来了误差
,

如果将能区 分死活细胞的荧光显

微术或细胞化学方法引于藻类生物测试是很

有意义的 16J
.

2
.
光密度 (optieal d ensity )

由于光密度的测定简便
,

同时在正常条

件下光密度与细胞数有一定的数量关系
.
许

多研究者和组织用光密度测定代 替 细 胞 计

数
.
在本实验中

,

以 O
.
D6
、 为参数求得的

IC S。 比以细胞数求得的高 2一 3倍
.
这是由

于光密度测定受细胞残体的干扰
,

而且与细

胞的形态和生理状态有关
.
在藻类生物测试

中随着毒物或废水浓度的变化
,

细胞残体
、

细

胞形态和生理状态发生变化
,

导致光密度与

细胞数不是呈线性关系
.
因此

,

在藻类生物

测试中
,

用光密度测定代替细胞计数是不恰

当的
.
光密度测定法快速

、

简便
,

可用于预备

毒性试验或较粗的筛选试验
.

3
.
活体荧光 (in一v i v o f l u o r e s e e n c e

)

活体细胞中的和抽提的 ch l
a 都具有荧

光特性
.
直接测定活细胞中的荧光强度叫做

活体荧光
.
但是活体荧光值并不是准确地与

chl a 成正比
,

许多因素可以影响荧光值
,

如

生理状态
、

叶绿体的结构和非生命颗粒
.
本

实验结果表明
,

以活体荧光为参 数 计 算 的

IC50 与 ch la 为参数计算的 IC 、 相差很大
,

而

且一般前者较高
.
这可能是因为有毒物质导



致藻细胞的生理状态和叶绿体的超微结构变

化
,

而在不同的作用浓度下这种变化有区别
.

当 LA S 为 12
.
sppm 时

,

与对照相比
,

细胞数

下降了 犯多
,

比la 下降了 28 务
,

但活体荧

光仍高于对照
.
在研究 LA S 对小球藻和

PC P 对月芽藻的毒性作用时 (表 1
.
, ) 发现

,

随着作 用浓度的升高
,

活体荧光值下降很有

规律
,

而且求得的 IC 5o 与 O
.
D ‘。 求得的

IC S。 很接近
.
尽管许多标准方法推荐用活体

荧光为测试参数或代替细胞计数
,

但是它是

不是最佳的测试参数
,

还值得进一步探讨
.
活

体荧光值的测定快速
、

简便
,

目前在我国使用

尚不普遍
.

4
.
干重 (d ry w eig ht)

以干重为指标计算的 IC
S。
值最大

.
有时

是以细胞数计算的 IC
、 的 4 倍以上

.
显然干

重是最不敏感的指标
.
这可能有如下原因:

( l) 细胞分裂受到强烈的抑制
,

细胞数明显

地低于对照
,

而光合作用和有机物质的积累

所受的抑制相对较小
.
(2) 千 重侧定法包括

了培养物中所有的颗粒
,

这时死细胞碎片明

显地影响千重的测定
.
以到减/J行处理与对

照间的差别
.
(3 ) 对于低密度白加台养物

,

干

重的测定误差颇大
.
在所述的第一种 情 况

下
,

细胞分裂和生长
“

解偶联
”

(
u n e o u

p l i
n
g
)

导致细胞体积超出正常体积的许多倍
,

积累

了更多的有机物
.
本研究中也经常观察到这

种现象
.
但是细胞体积的增大是有限度的

.

当藻类受到恒定浓度的毒物作用时
,

如果细

胞分裂受到抑制
,

细胞不可能无限度地增大
,

最终会破裂死亡
.
因此

,

短期的静态试验
,

如

果用干重为指标
,

往往导致效应浓度的估算

偏高
.
干重测定法极其繁琐

、

费时
、

误差较

大
,

且当天不能获得结果
.

5
.
C h la 含量

以 C h la 含量为参数求得的 IC * 尽管大

于细胞数求得的 IC S。 ,

但小于其它参数求得

的 Ic 、 ,

显然 。
hl

a
含量是一个比较敏感的

参数
. C hl a 普遍存在于藻类植物中

,

在能量

科 举 1。 拐 3 ;毋

的接收
、

传递和转换中起重要作用
.
因此

,

在

藻类生物测试中以 chl a 为参数可以判断有

毒物质对藻类有机合成和能量转换系统的毒

性作用
. c hl a 容 易抽提和测定

,

费时少
.
并

且排除了非生命物质的干扰
,

囚此较准确
。

6

.

A T P 含量

A T P 是细胞中能量代谢的中转站
.
几

乎所有的生命活动都需要 A T P 参加
.
因此

,

A T P 含量能反映细胞的生理和 代 谢 状 态
.

A T P 作为最佳活性生物量指标有如下优点
:

( l) 在正常条件下是稳定的
,

并且与经典的

参数如干重
、

有机碳成正比 ;(2 ) 细胞一旦死

亡
,

A T P 迅速分解
,

因此测定不受非生命物

质的千扰 ; (3 ) A T P 易于抽提
,

具有高度灵

敏和专一的分析方法
.
这些优越性也有利于

将 A T P 楠作藻类生物测试的参数
.
当 Pc P

-

N 。 为 0
.
3ppm 时

,

其干重和 A T P 含量都高

于对照
,

这说明 o
.
3P pm 的 PC P一 N

:

刺激藻

类生长
.
但当 PC P 一N 。

为 0 5 , p p m 时
,

干重

比对照高 10 务
,

而 A T P 含量只有对照的

56 关
.
显然

,
A T P 含量反映了活性生物量

,

而干重的测定没有排除非生命颗粒的 干 扰
.

A T P 为参数求得的 IC 、 较干重
、

活体荧光
、

0

.

D
67 。 为参数求得的 IC S。 小

,

而大于以细

胞数
、

C hl
a

含量为参数求得的 IC ,。. 在整

个实验中
,

L A S 和 PC P 对细胞分裂抑制较

强烈
,

相对来说
,

对 A T P 的合成影响较小
.

一些研究表明: 藻类中的 A T P 含量会

对营养饥饿
、

p
H 的变化和重金属离子的胁

迫作出迅速反应
.
因此 A T P 作为藻类生物

测试的参数是可行的
,

有许多优越性
.
但是

几乎所有的标准方法中都尚未推 荐 用 A T P

作为藻类生物测试的参数
,

这个问题有待于

深人的研究
。

三
、

‘

结 论

在藻类生物测试中
,

测试参数显著地影

响 IC S。 和 IC la . 以细胞数求得的 IC 、
最

小
,

是最敏感的参数
.
以千重求得的 I

Cs. 龄
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大
.
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环境信息
·

重金属对土壤的污染不容忽视

最近
,

有人在讨论如何恢复受到工业三废污染

的土壤
,

以便继续进行耕作的对策
.
当然

,

对污染程

度较轻的广大农村地区
,

应当考虑污染土壤的治理

和利用问题
,

但是要从根本上防止含有锌
、

镐
、

铜
、

镍
、

铬和铅的废水废渣的危害
,

则必须从控制污染源

着手
.

土壤中的重金属并不随农作物 的收获 而被 移

去
,

也不会从地表的中性土壤渗漏下去
.
20 年的耕

种与收获
,

只能减少大约 0
.
, % 的蓄积量

,

因此
,

这

些重金属一旦进入土壤
,

就可能在那里存留几千年
.

以铜为例
,

除了极高浓度之外
,

土壤中的铜基本不被

植物吸收
,

因为多数植物表面含有真菌
,

可防止铜的

进入
. ‘

但是其它的重金属却不是这样
.
土壤中的镐

可以很容易被植物摄取
,

从而进入到整个食物链中
。

到目前为止
,

还没有证据表明植物表面的真菌层可

以阻止福的吸收
.
事实上

,

真菌感染农作物后
,

重金

属的吸收反而增加
.

有实验证明
,

重金属可完全抑制土壤中的共生

固氮过程
,

使三叶草的产量减少 40 %
.
这是因为高

浓度的金属引起共生质粒的丢失
,

导致植物丧失根

瘤结节的能力
.
重金属的污染还可使上壤中微生物

的总量成倍地降低
,

阻碍植物的生长和固氮作用
.

重金属对土壤的持续污染
,

将导致严重的后果
。

例如
,

正常数量的微生物种群的生态平衡遭到破坏
,

会扰乱生物的固氮和营养素的循环
,
使植物的生存

受到威胁
.
这将直接减少可供使用的农业耕地 面

积
.
因此

,

如何控制工业三废中重金属的扩散污染
,

是目前保护土壤环境的当务之急
.
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p H 使之保持中性或微碱性
,

有利于反硝化作

用的持续进行
.
反硝化作用 的 最 佳温 度 以

25 一30 ℃ 为宜 ;

3
.
在一定时间和含水量的范围内

,

由反

硝化形成的产物 N ZO 的含量与时间呈对数

相关
.
一般在 3 到 9 天内反硝化速度增加较

快
,

之后渐趋平缓;

4
.
用乙炔作禁阻剂

,

利用气相色谱技术

定量研究反硝化作用
,

方法可靠
,

规律性明

显
,

值得推荐
.

[ 5]
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