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低 pH、铝及钙铝比对斜生栅藻( Scenedesmus
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摘要　为探讨酸沉降对生物早期伤害的作用机理,研究不同 pH 条件下, 铝及钙/铝比对斜生栅藻与磷和氮营养代谢有关酶活

性的影响.结果表明,铝对酸性磷酸酶和硝酸还原酶活性有显著抑制作用. 当 pH 为6. 8和5. 2,铝浓度为0. 7mg/ L 时,酸性磷酸

酶活性仅分别为对照组的46%和56% ,而硝酸还原酶活性仅为对照组的37%和30% ;当培养基中加入适当量的钙离子,会一定

程度保护藻细胞中这2个酶活性不受低 pH 及铝的伤害,钙的缓解作用取决于钙与铝的相对量;生物体内酶活性对环境比较敏

感,可作为对环境进行早期监测的生化指标.
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Abstract　The effects of low pH value, A l and various rat ios o f Ca to Al on the enzymes associ-

ated w ith the pho spho rus and nit ro gen in gr een alga Scenedesmus obliquus wer e studied. The re-

sults show ed that the act ivit ies of acid phosphatase and nitr ate reductase w ere signif icant ly in-

hibited by Al. Af ter t reated w ith 0. 7 mg/ L Al at pH 6. 8 and 5. 2, acid phosphatase show ed on-

ly 46% and 56% act ivity , nit rate reductase show ed 37% and 30% act iv ity , relative to that in the

control respect ively . Supply of Ca to g row th medium had a pr otect iv e ef fect on these tw o en-

zymes against Al and low pH injury . The ex tent of protect ive ef fect w as depended on the rat io

of Ca to A l. The enzymes acted as the bio chem ical indicators are very sensitive, and they can be

used to early monitor the effects of chemical compounds on environment .

Keywords　S cenedesmus obl iquus, low pH, Al , Ca, enzyme act ivity.

　　McCain 和 Davies曾报道, 铝有可能导致

植物根部的磷缺乏.例如,在有铝存在的培养基

中加入足够量的磷, 将会使植物免受铝的伤

害
[ 1]

. 早期的研究以及放射性元素示踪实验已

证明,在低 pH 下,铝抑制了水生生物对
45
Ca 的

吸收[ 2, 3] .有研究表明,环境中的铝钙比对铝的

生物毒性具有一定的调节作用 [ 4] . 但对钙缓解

低 pH 和铝对生物毒性作用机理仍在探讨中.

Tay lor 报道了铝、钙、磷和 pH 之间的复杂相互

作用及其对植物生长的影响, 并肯定了钙和磷

保护植物不受铝及低 pH 的伤害作用
[ 5] .

本实验选择常见水生藻类生物斜生栅藻作

为实验生物, 以酸性磷酸酶( acid phosphatase,

AP)和硝酸还原酶( nit rate r eductase, NR)作为

指标,研究不同 pH 条件下铝离子的存在以及

不同钙铝比( Ca/ Al )对这2个与藻类生物的磷

和氮营养关系密切的酶的影响,以深入研究酸



雨对生物早期伤害的作用机理.

1　材料与方法

1. 1　生物及培养方法

斜生栅藻( Scenedesmus obl iquus Kutz)从

中国科学院水生生物研究所获得.培养于250

ml锥型瓶内80 ml水生四号培养基中. 置于光

照培养箱内振荡培养, 25℃, L D为14 10h.

1. 2　溶液 pH 值及铝浓度设置

用1 mol/ L HCl调节培养液的 pH 分别为

6. 8和 5. 2, 并在 2个 pH 处理组中各加入

Al2 ( SO4 ) 3 , 使其 Al
3+ 理论浓度为0. 0, 0. 25,

0. 45, 0. 7, 1. 4mg L
- 1

.在分光光度计上测定藻

培养液光密度, 并在4d后取样, 离心收集, 用蒸

馏水洗涤数遍, 在干燥箱105℃中烘干至衡重,

测定单位体积培养液中藻细胞干重, 以确定不

同 pH条件下铝的96 h EC50.

1. 3　钙/铝比对生物影响实验

在确定了 Al
3+

96 h EC50后, 在 pH 分别为

6. 8和5. 2的培养基中, 选择0. 7mg L
- 1
为铝实

验浓度,同时加入相应量的钙,使培养基中的钙

/铝离子比(摩尔浓度比)分别为0/ 0, 0/ 1, 0. 5/

1, 1/ 1和2/ 1. 然后接入新鲜藻培养液,使初始藻

细胞密度为3. 0- 5. 0×10
6
cell L

- 1
,培养方法

同上. 4d后, 藻细胞经离心收集并洗涤后, 用液

氮冷冻,低温真空干燥14d.称重,待用于酶活性

测定.每个处理为3个平行样,并重复实验.

1. 4　酶的提取及活性测定

称取一定量干燥的藻细胞, 用 T ris 硼酸

盐缓 冲液 ( 0. 1 mol/ L 0. 3mo l/ L , pH7. 5,

5mmol/ L EDTA, 7 mmol/ L -巯基乙醇) 在

0℃下提取10 min,离心, 10 000g , 4℃, 10 m in,

上清液保存于- 30℃下,用于酶活性和蛋白质

含量测定.

AP 活性用 Bo ller 和 Kende 方法
[ 6] ,在405

nm 处测定底物释放速率; NR活性按 Hageman

和 Reed法测定
[ 7]

.单位干重藻细胞中蛋白质含

量用 Folin-酚方法测定, 以牛血清蛋白( BSA)

为标准蛋白[ 8] .

本实验中所用生化药品来自 Sigma ,酶活

性测定数据统计分析用 STAT GRAPHICS 软

件包进行.

2　结果与讨论

2. 1　低 pH 及铝对酶活性的影响

不同 pH 及 Al
3+ 对 AP 和 NR活性影响测

定结果见图1和2. 从图中可知, 当 pH 为5. 2时,

AP 的活性与 pH6. 8时的活性相比, 虽然有差

异,但并不十分明显.在2个 pH 处理组中, 当钙

/铝比为0/ 1(即 Al
3+ 浓度为0. 7mg L

- 1, 钙为

0. 0mg L
- 1

) , AP 活性均有明显下降. 如在 pH

为6. 8处理中, 其活性仅为对照组的 46% ,

pH5. 2处理组中仅为对照组的56% .可见, 铝对

该酶活性有显著的抑制作用( P< 0. 01) .

图1　钙/铝比及 pH 对 AP 活性的影响

图2　钙/铝比及 pH 对 NR活性的影响

　　铝的存在对于 NR活性的影响比对 AP 的

影响更为明显. 在 pH 为5. 2和6. 8,钙/铝比为

0/ 1(即铝离子浓度为0. 7mg L
- 1

,钙为0. 0mg

L
- 1

)时,该酶的活性仅分别为对照组的30%和

37%.这表明, NR对铝十分敏感( P< 0. 01) .比

较不同 pH 条件下 NR活性测定结果,可以看

到,当培养基中无铝存在时(钙/铝比为0/ 0) ,该
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酶活性在不同 pH 值处理组中无明显差异; 但

当同时加入铝离子时, 在所有处理组中, pH5. 2

中的酶活性均明显低于 pH6. 8的处理组.这可

能是由于铝和低 pH 环境的联合毒性,抑制了

该酶的活性.

2. 2　不同钙/铝比对酶活性影响

酶活性测定结果表明, AP 和 NR 活性对

钙/铝比有类似的反应(图1和图2) .当培养基中

加入适当量的钙离子,均会改变低 pH 及铝对

藻细胞中这2个酶活性的作用效果.实验结果表

明,当培养基中钙/铝比从0/ 0提高到0. 5/ 1,也

就是说, 钙离子的浓度逐步增加, 在 pH 为5. 2

和6. 8两处理组中,均导致所测2个酶活性上升.

当钙铝比为1/ 1时, 虽然其活性仍然低于对照

组,但与其它不同钙/铝比值的处理组相比较,

AP 和 NR的活性均达到最大值( P< 0. 05) .当

钙/铝比为2/ 1,酶的活性又有所下降.这说明,

钙的作用不仅决定于其加入量,同时还取决于

与铝的相对量.

生物体内的酶对物质的分解、合成的催化

作用,是生态系统中物质循环正常进行的基础.

AP 和 NR与生物的磷和氮营养代谢过程十分

密切. AP 可以将环境中的有机磷分解为无机

磷,提高了环境中生物可利用磷的浓度,使藻类

得以吸收利用; NR 可将植物所吸收的氧化态

氮化合物转为还原态氮,进一步合成氨基酸及

蛋白质.形成初级生产力.如果环境因子降低了

生物体内这些与营养代谢关系密切的酶活性,

将会改变藻类的营养平衡, 藻类的生长和繁殖

受到抑制,种群增长受阻,并通过食物链,对整

个群落及生态系统的结构与功能产生影响.因

此选择特定的酶活性作为生物标志, 是研究污

染物质对生态系统影响机理的重要手段之一.

本研究结果证明,在低 pH 条件下, 一定浓

度的铝明显抑制 AP 和 NR的活性,影响了藻

类正常的磷和氮代谢过程, 导致藻细胞对环境

中营养物质的吸收与利用不足,这可能是酸雨

对生物产生毒害的重要原因之一.而在培养基

中加入适当量的钙离子,会在一定程度上保护

关键酶活性不受伤害,以减缓酸性环境以及铝

对藻类的伤害.使藻体内氮、钙和磷的代谢能够

在一定水平上正常进行,这可能是钙的缓解作

用,保护植物不受伤害的机理之一.同时,本研

究结果也证明,由于生物代谢过程中一些关键

酶的活性对环境因子的改变比较敏感, 其变化

比生物的生长、种群的增长以及群落的演替等

变化更灵敏,测定周期更短.因此, 可以作为生

化指标,对环境中的污染物浓度进行早期监测,

对环境质量作出更为准确的预报.

3　结论

( 1)在低 pH 条件下,铝对 AP 和 NR 的活

性有显著抑制作用;

( 2)当培养基中加入适量钙离子,会改变低

pH 及铝对藻细胞中这2个酶活性的作用效果.

当钙/铝为1/ 1时,酶活性达最大值.钙的缓解作

用主要取决于钙与铝的相对量;

( 3)生物代谢过程中一些关键酶的活性对

环境因子的改变比较敏感, 可以作为生化指标,

对污染物对环境的影响进行早期监测.
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