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摘要：以普通小球藻为受试生物，采用批量培养方法研究了阳离子表面活性剂十六烷基三甲基氯化铵（’()’）的抑藻效应，通
过营养元素吸收、*+,-电位、酸性磷酸酶和亚显微结构的测定探讨了其作用机制 . 结果表明，’()’浓度在 %#! / ! 0123范围内
随浓度升高对小球藻的抑制作用增强，45 6抑制小球藻生长的半效应浓度（45 678’&%）为 %#!9 0123. %#: 0123 ’()’作用 9 ;
后，对小球藻生物量的抑制率为 <%#<=，对氮和铁单位吸收量的抑制率分别为 9:#4=和 95#"=，藻细胞 *+,-电位从 > !"#&
0?提高至 > 5#< 0?，酸性磷酸酶相对活力降至 ":#!=，藻细胞出现明显的质壁分离、蛋白核扭曲和溶酶体膨胀等现象 . 根据
实验结果分析，’()’提高了藻细胞 *+,-电位，抑制了小球藻对氮和铁的吸收，影响磷的代谢并引起亚显微结构的改变 .
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表面活性剂广泛用于纺织、制药、洗涤及化妆品

等领域 . "%%& 年中国表面活性剂的消耗量达到
:#%!9 ‘ !%5 ,，位居世界第二，其用量呈逐年上升趋
势［!］. 大量表面活性剂随工业废水和生活污水排放
进入水环境中，影响水生生物生长，导致生物种群

数量的变化和群落结构的改变，破坏生态系统的平

衡［" / $］. 因此，研究表面活性剂对生态环境的影响
十分重要 .
藻类对环境污染物非常敏感，通过测定和评价

外源污染物对藻类生长的影响，可以反映整个水生

生态可能的综合效应［&，5］. 表面活性剂对生态系统
的影响已引起国内外学者的广泛关注［< / 4］. 研究表
明阳离子表面活性剂（J-,BIGBJ ZEWK-J,-G,，’Y）对藻类
具有较强的抑制作用［!% / !"］，但主要集中在其对藻

类生物量和叶绿素的影响，而从细胞外吸附到细胞

内应答方面研究 ’Y抑制藻类生长的作用机制尚未
见报道 .
通常情况下，研究化学污染物对生物生长的影

响及机制常采用生物量、细胞表面特性、酶活性和细

胞亚显微结构等指标［!: / !5］. 本研究以十六烷基三
甲基氯化铵（J+,FC,WB0+,6FC -00IGBE0 J6CIWB;+，’()’）
作为 ’Y的代表，在考察其对典型淡水藻7普通小球
藻（!"#$%&##’ ()#*’%+,）生物量影响的基础上，重点研
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究 !"#!抑制小球藻生长的生理机制，包括 !"#!对
小球藻吸收营养物质氮、磷和铁以及藻细胞 $%&’电
位、酸性磷酸酶（#!(’)%）活性及亚显微结构的影响 *
研究结果可初步揭示 !+抑藻作用的作用机制，以期
为评价其生态风险提供理论依据 *

! 材料与方法

!"! 实验材料
普通小球藻购自中科院武汉水生生物研究所国

家淡水藻种库（,#!-.）* !"#!（分析纯，纯度!
/01）购自南京旋光科技有限公司，性质见表 23 对
硝基苯磷酸酯（ !45((，分析纯，纯度!/01）购自
上海生物科技有限公司 *

表 ! #$%#的理化性质

"’67% 2 (89):;’74;8%<:;’7 =>?=%>&:%) ?@ !"#!

物质 !"#!

分子式 !2/-AB!75

化学结构式

亲水亲油指数 2B3B
相对分子质量 C2/3/D
临界胶束浓度E<?7·FG 2 23C H 2I G C

!"& 实验方法
小球藻的培养：用照度计（"J+ 2CCI#，台湾）测

定光照强度，调节光照强度达到B DII 7K，光暗比 FL
M N 2B 8L2B 8，设定温度为（BD O 2）P，每天人工摇
瓶 C次，培养基为 QJ!M培养液［2R］* 实验前藻种扩
大培养 R S后，取一定体积的藻液离心弃去上清液，
用碳酸氢钠溶液洗涤，再离心，重复 C次，用无菌
水稀释后计数 * 取 2II <F实验起始浓度为 C3D H 2ID

个E<F的藻液，加入培养液，分别加入 !"#! 使其
浓度达到 I32、I3B、I3C、I3D、I30、23I <TEF，调节
=-到 03I，设置 C组平行，每天定时测定生物量，0
S后测定单位氨氮、总磷和总铁含量，$%&’电位，酸
性磷酸酶活性和观察亚显微结构 *
!"’ 分析测定方法
（2）生物量测定
采用显微镜下血球计数板进行计数，并在波长

U0I V<下测定小球藻光密度，建立不同藻细胞浓度
和光密度之间的线性关系［20］* 根据实验数据运用机
率单位法计算 /U 8半抑制浓度（/U 84J!DI）

［2/，BI］，为

了保证计算结果的可信度，对 !"#!浓度对数与机
率单位之间的剂量反应方程进行了 "B 检验。

（B）$%&’电位测定
将培养 0 S含有不同浓度 !"#!的藻液，调节

=-到 R3I，用 $%&’电位仪（M%7)’ AAI+W，美国）测定
小球藻的 $%&’电位，重复 C次，结果取平均值 *
（C）亚显微结构测定
一组加入 !"#!，另一组不加 !"#! 作为对照

组，培养 0 S，离心，获得藻细胞依次进行如下处
理：C1戊二醛前固定 B 8，Q)QA 在 AP下后固定 B 8，

I32 <?7EF磷酸缓冲液冲洗 B次，21乙酸铀酰染色 2
8，梯度酒精脱水，用丙酮包埋剂浸透 2 8，纯包埋
剂浸透过夜，UIP固化 A0 8，降温切片，透射电镜
（XJY42BCI，日本）观察藻细胞亚显微结构 *
（A）氮、磷和铁测定
将培养 0 S 含有不同浓度 !"#! 的藻液（2II

<F）离心 BI <:V（D III >E<:V），取上清液 * 采用纳氏
试剂光度法，磷钼杂多酸光度法和改进的二氮杂菲

实验方法［B2］分别测定上清液中氨氮、总磷和总铁

含量 *
（D）酸性磷酸酶活性 参照 X?))?V等的方法进
行测定 *

& 结果与讨论

&"! !"#!对小球藻生物量的影响
随着 !"#!浓度的增加，小球藻受到了不同程

度的抑制作用（图 2）* 从中可以清楚的看出，小球
藻的生长周期为：I Z B S为延滞期，B Z / S为生长
期，/ Z 2B S为平稳期 * 不同浓度的 !"#!对延滞期
藻细胞的生长影响不大，但在生长期 !"#!对小球
藻抑制作用明显，并随 !"#! 浓度的增大而增强 *
当 !"#!为 I32 <TEF时，随着培养时间的增加，小球
藻继续生长，但对小球藻的生长有一定的抑制作用 *
当 !"#!浓度达到 I3C <TEF，小球藻生长受到显著
抑制，细胞密度趋于稳定 * 当 !"#! 浓度超过 I3C
<TEF，!"#!完全抑制小球藻的生长，培养数日出
现负增长 *
当 !"#!浓度处于 I32 Z I3C <TEF时，作用 A S

后对小球藻生长的抑制率有明显的上升趋势，I3C
<TEF !"#!对小球藻的抑制率达 RI3R1 * 当 !"#!
浓度达到 23I <TEF，小球藻的生长受到完全抑制 *
通过浓度对数（#）与机率单位（$）进行一元回归，得
到剂量方程 $ N 223CA0 G 23B2R B#，当机率单位为 D
时，通过换算得到 !"#!的 /U 84J!DI为 I320 <TEF*
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图 ! "#$"对小球藻的生物量的影响

!"#$% &’’()* +’ ,-., +/ *0( 1"+2344 +’ !"#$%&##’ ()#*’%+,

对上述剂量反应方程进行 -5 检验，计算的 -5 值为

%655 7 -5
86895 : ;6<56 故上述剂量反应复合精度要

求，计算出的 => 0?&,98真实可靠 $ 本研究中 ,-.,
对小球藻的毒性作用与 @"(44 等［%A］研究 ,-., 对
!"#$%&##’ .),/’ 是一致的 $

表 % 剂量反应方程及 !% 检验

-31B( A C+4( D(4E+/4( (FG3*"+/ 3/H "*4 -5 *(4* D(4GB*

,-.,浓度对数（ 0） I6>% 96A 96; >65% >6><

计算机单位（ 1） 96;; I6;= I6I> A6<< A6%9

剂量反应方程 1 : %%6AI< J %65%;50（ %5 : 86==5=）
反应率（ 2） 86;< 86I5 865= 86%A 868A
对照反应率（ 3）KL %88 %88 %88 %88 %88
实际反应率（ %）KL ;>6= I96= 5;6< %%6A A6;
（ % J 32）5 K［ 32（% J 2）］ 8689 86>= 86%% 865< 868=
-5 %655

%&% ,-.,对藻细胞吸收氮、磷和铁的影响
氮、磷为藻类生长的重要营养物质［5A，5I］，而铁

是藻类生长的一种重要性元素［59，5>］$ 图 5为培养 <
H后不同浓度 ,-., 对藻细胞吸收氮、磷和铁的影
响 $ 溶液中氮、磷和铁源分别以氨氮、磷酸盐和铁离
子形式存在 $对照组溶液中氮、磷和铁的单位吸收量
分别为 86A% 2#、868> 2#和 %%68>!#$ 从图 5中可
以看出，,-.,在浓度 7 86A 2#KM时，对小球藻吸收
氮和铁的抑制作用明显，而基本不影响磷的吸收 $
如 86A 2#KM ,-.,作用下，小球藻对氮和铁的单位
吸收量分别为 8689 2#和 %69A!#，与对照组比较计
算得到对氮和铁的抑制率分别为 <A6=L和 <>65L $
当 ,-.,浓度增大到 86A 2#KM以上时，小球藻生长

完全受到抑制并呈现衰亡状态，导致小球藻不能吸

收营养物质因此对其吸收氮、铁和磷的抑制作用是

一致的 $
一般认为，化学污染物对生物体产生影响主要

通过以下步骤："污染物溶于水中，#污染物被细
胞壁或细胞膜吸附，$污染物通过被动吸收跨膜进
入细胞内［5;］$ ,-.,表面带正电荷并具有长疏水链，
比氨氮和铁离子更容易吸附于带负电荷的小球藻细

胞膜表面，从而抑制了以阳离子形式存在的氨氮和

铁离子的吸收 $ 王修林等［5<］和周律等［5=］指出正离
子头基的双季胺盐和十六烷基三甲基溴化铵可吸附

于细胞膜表面，改变细胞膜的通透性，破坏营养物

质到达细胞的正常流动，导致细胞死亡 $ 肖琳等［A8］

报道附生假单胞菌信号分子对微囊藻有抑制作用，

但对细胞内磷的积累无影响，本研究也同样得到类

似的结果，,-.,对小球藻有抑制作用，但对细胞
内磷的积累无影响 $

图 % "#$"对藻细胞吸收氮、磷和铁的影响

!"#$5 &’’()* +’ ,-., +/ *0( 314+DE*"+/ +’ /"*D+#(/，"D+/ 3/H

E0+4E0+DG4 1N 3B#3( )(BB

%&’ ,-.,对藻细胞 O(*3电位的影响
,-.,抑制了小球藻吸收阳离子型营养物质，

进一步通过测定藻细胞表面 O(*3 电位来推断其影
响机制 $ 图 A 为 ,-.,对藻细胞 O(*3 电位的影响 $
对照组的小球藻 O(*3电位为 J %569 2P$ 随着 ,-.,
浓度的增大，小球藻 O(*3 电位逐渐上升 $ 在 86A
2#KM ,-., 作用下，小球藻 O(*3 电位提高到 J >6;
2P，与对照组相比增大了 I>6IL $ 869 2#KM ,-.,
使小球藻 O(*3 电位提高到 J I6= 2P，增大了
>86<L $
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!"#$电位值的高低能衡量藻细胞表面所带电荷
量的多少 % 根据 &’(&作用下藻细胞表面电荷量变
化，可初步探讨其抑藻机制 % 小球藻的表面同时存
在有亲水位点和疏水位点，亲水性位点主要是带电

荷的基团，例如羧基，磷酸基团；疏水性位点主要

是脂类，脂多糖与蛋白质 % 细胞壁上的这些化学成
分使小球藻表面带有负电荷，对阳离子有强烈的吸

附作用［)*］% ’+,-$.等［)/］研究表明，褐藻的羧基基团
是其吸附重金属的机制之一 % 阳离子表面活性剂含
有烷基疏水基和带正电荷的亲水基团，在液固界面

易吸附于负电荷的表面，使表面变为憎水性 % &’(&
分子结构中氮原子所带正电荷与带负电荷的小球藻

产生静电吸附作用，稳定地被吸附在小球藻表面，

引起小球藻表面电负性的降低 % 随着 &’(&浓度的
增大，藻细胞 !"#$电位逐渐升高 % 已有研究表明消
毒剂戊二醛能与细胞壁肽聚糖结构中肽链上亚氨基

和自由氨基发生酰化作用，使细菌的 !"#$ 电位升
高，从而达到杀菌的作用［))，)0］%
结合 /1/和 /1)的数据可以推断，&’(&在小球

藻上发生吸附作用，提高了小球藻表面 !"#$电位，
从而抑制小球藻对以阳离子形式存在的营养元素的

吸收 %

图 ! "#$"对藻细胞 %&’(电位的影响

234%) 566"7# ,6 &’(& ,8 !"#$ 9,#"8#3$: ,6 $:4$" 7"::

)*+ &’(&对藻细胞 (&;$."的影响
由图 /可知当浓度 < =1) -4>?时，&’(&基本不

影响磷的吸收 % 为进一步探讨抑制机制，从磷的代
谢方面研究 &’(&对小球藻 (&;$."的影响 % 从图 0
可以看出，&’(&对小球藻 (&;$."具有明显的抑制
作用，在浓度为 =1* @ =1) -4>?时，随 &’(&浓度的

增加，小球藻 (&;$." 活性迅速下降 % 与对照组相
比，&’(& 浓度从 =1* -4>?增加到 =1) -4>?时，
(&;$."相对活力从 A=1=B降低到 /)1*B % 当浓度 C
=1D -4>?后，(&;$." 的相对活力趋于稳定 % 利用
E;EE软件进行单因素方差分析得到当 &’(&浓度 <
=1) -4>?，(&;$." 活力有明显的差异性（! < =1=D），
当 &’(&浓度 C =1D -4>?，(&;$."活力的差异性不
明显（! C =1=D）%

图 + "#$"对藻细胞酸性磷酸酶活性的影响

234%0 566"7# ,6 &’(& ,8 $73F 9+,.9+$#$." $7#3G3#H ,6 $:4$" 7"::

(&;$."能够催化磷酸单酯的水解及无机磷酸
的释放，是生物磷代谢的重要酶类，同时也是溶酶

体中的标志酶，酶活性的强弱可以表征生物体中的

磷水解速率和细胞活性［)D］% IJ3:+"K-38,$$等［*/］研究
得到十二烷基硫酸钠能抑制藻细胞的乙酰胆碱酯酶

的活力，同时 L,..,8等［//］也表明十二烷基苯磺酸钠
类似于汞离子能抑制藻细胞 (&;$." 的活力 % 重金
属汞引起酶分子结构中色氨酸、酪氨酸残基的微环

境产生变化，导致酶活性中心的构象发生改变，从

而抑制酶的催化活性［)M］% &’(&类似于重金属可能
破坏酶蛋白二维结构中盐键、氢键和疏水键，缩短

活性基团之间的距离 % &’(&干扰了溶酶体的功能，
进一步影响细胞相关生理代谢过程 %
)*, &’(&对藻细胞亚显微结构的影响

&’(&对小球藻亚显微结构的影响如图 D所示 %
对照组小球藻大小为 / @ )!-，蛋白核位于叶绿体
的中央，被内囊体包围 % 蛋白核形状为椭圆形或球
形 % 细胞内囊体结构清晰，片层连续 % 每个小球藻
细胞仅有 * 个蛋白核，蛋白核被一层淀粉鞘所保

A=/ 环 境 科 学 /N卷



护，淀粉鞘为椭圆形，横切面为两片船形结构，合

夹着蛋白核，溶酶体是由 ! " # $%厚的单层膜所围
着直径为 &’(!%的颗粒或小泡［图 )（*）］+加入 &’,
%-./ 01*0后，藻细胞受到不同程度的破坏 + 虽然
小球藻的细胞核没有受到损害，但大部分的小球藻

蛋白核扭曲变形，蛋白核髓部电子密度减小［图 )
（2）］，部分小球藻明显出现质壁分离现象［图 )
（3）］，少数小球藻变形严重，细胞膜完全脱落，部
分细胞质浓缩在一起，内含物模糊不清，溶酶体出

现膨胀［图 )（4）］+

放大倍数 (&&&&’ *：对照组；5，0，6：&’, %-./ 01*0
作用下的小球藻 + 注：7，细胞核；8，蛋白核；09，细胞壁；

0:，细胞膜；/，溶酶体；;，淀粉粒

图 ! "#$"对藻细胞亚显微结构的影响

<=-+) >??@3A B? 01*0 B$ AC@ DEAFGHAFD3ADF@ B? GE-G@ 3@EE

01*0的疏水基团与膜脂结构结合，引起小球
藻质壁分离并破坏其亚显微结构 + 膜中的蛋白质分
子是季胺盐离子极好的附着点，引起细胞膜中膜蛋

白亲脂键的破裂，从而破坏半透膜完整性引起质壁

分离甚至膜结构的破坏［,I］+ 质膜的收缩使破损的细
胞器残体集中于细胞中央位置，影响细胞间的物质

运输和信息传递，导致细胞死亡 + 这种抑制机制与
李锋民等［J)］研究 K L甲基乙酰乙酸乙酯对藻细胞亚
显微结构的影响机制相一致 + 01*0抑制了小球藻
*08GH@活性，酶蛋白功能丧失并发生变异，导致底

物在溶酶体中大量贮积，引起小球藻的溶酶体出现

膨胀现象 +

% 结论

（J）01*0抑制了小球藻的生长，其 M! CN>0)&

为 &’J# %-./+ 01*0浓度 O &’, %-./，能完全抑制小
球藻的生长 +
（K）&’, %-./ 01*0作用 # 4下，小球藻对氮和
铁单位吸收量的抑制率分别为 #,’MP和 #!’KP，藻
细胞 Q@AG电位从 L JK’) %R提高至 L !’I %R，小球
藻酸性磷酸酶的相对活力降至 K,’JP +
（,）01*0使藻细胞出现明显的质壁分离，蛋
白核扭曲和溶酶体膨胀 +
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