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硝基芳烃类对斜生栅列藻的毒性及中毒症状
一

’

刘静玲 郎佩珍

《东北师范大学环境科学系
,

长春 � � � � � � �

摘要 藻类实验是水生态毒理学研究中的主要方法
。

通过 � � � 标准藻类阻碍生长实验
,

得到 �� 种典型硝基

芳烃化合物对斜生栅列藻 ��� 翻
�� �‘从。 咖咖�� �的 �� � 半数有效抑制浓度 � � �。值

。

其毒性由高到低的顺序为
�

二硝基氛苯� 二硝基苯� 二硝基苯胺� 二抓硝基苯‘二硝基 甲苯� 硝基漠苯� 硝基抓苯 � 硝基甲苯� 硝基苯

甲醚� 硝基苯酚 � 硝基苯胺� 硝基苯
。

同时在光学显微镜下详细观察到斜生栅列藻的中毒症状
�

� 似亲抱子

释放受阻
� � 质壁分离 � � 细胞核和细胞器解体

,

� 原生质体解体
。

关� 词 燕类阻碍生长实验
,

斜生栅列藻
, � � �。 ,

中毒症状
。

�

藻类作为水生态系统的初级生产者对其处

于平衡和稳定状态起着极其重要的作用
,

生物

测试中的藻类测试是水生态毒理学研究中必不

可少的方法
,

�� 年代末一些国家和有关国际组

织相继提出了藻类测试的标准方法阁
。

通过对

大量生物测试结果进行分析
,

发现藻类对于许

多毒物比鱼类
、

甲壳类更为敏感〔们 ,

而且具有生

长周期短
、

易于分离培养和可以直接观察细胞

水平上的中毒症状等优点
,

是较理想的毒性试

验材料
。

硝基芳烃类化合物是工业废水中较常

见的毒物
,

对水生态环境产生 巨大影响
。

本文

按照国际经济合作与发展组织 �� � � � �所规定

的藻类阻碍生长实验的标准方法�� 
,

选用斜生

栅列藻为试验藻种
,

得到 �� 种典型硝基芳烃化

合物对斜生栅列藻 的 �� � 半数有效抑制浓度

���
。

值
。

同时观察到显微水平上的中毒症状
,

通

过对中毒症状和毒物浓度相互关系的分析
,

初

步探讨了硝基芳烃类化合物对斜生栅列藻的毒

性机制
。

� 实验部分
一 ‘

一

�
�

� 试剂与仪器

�� 种硝基芳烃化合物 �分析纯 �
‘ � � � 一 ���

� 光照培养箱 �广东省医疗器械厂 �� � � 一

�� � 型

超生清洗器 �北京医疗设备二厂 �
‘ �� � 一� 水溶

恒温振荡器 �常州国华仪器厂 �
。

�
�

� 实验材料与方法

斜生栅列藻 ��
�动� � �� � �� 砧�匆。� � � 购自中

国科学院武汉水生所
。

实验方法严格按照 � � � � 藻类阻碍生长实

验标准方法
。

�
�

� 实验条件

温度
�

�� ℃士 �℃ � 酸碱度
� �� 值调至 �

�

�

士 �
�

� � 照明
�

白色 日光灯连续照明
,

平均光照

度为 �� � � ��
。

培养液 ��, 幻 �
见表 � 。

按表 �配成 �� � � 倍的贮备液
,

待用
。

助剂
� � � ���

�

丙酮溶液
。

在光照培养箱中静止培养
,

每天震荡 �次
,

每次 �� 而
� 。

农 � 培养液配方

化合物 浓度 � � � � � �
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。尤 ��
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污�
�� �
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� 助�口� ‘ � �� ��
’

二 � � �� 一 �
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只旦匕望四� �
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, 国家 自然科学基金资助项目

收稿 日妨
� �� � �一。� 加

,
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�
�

� 实验过程

按等浓度对数间距 �� � 设置毒物浓度
,

每

一种化合物设 � 个浓度组和一个对照组
,

不同

化合物浓度设置有一定的差异
,

以便使所测化

合物的最低浓度对藻类生长无阻碍
,

而最高浓

度应使藻类李长受到胆�的抑料溥皿叩驳抑制
,

实验设计实例见表 � �被测化合物以冷价二稍基

苯为例 �
。

表 � 实验设计实例

实验组别 浓度梯度 �一 �� � � � 药量 �� �� 培养液 �� �� 蒸馏水�� �� 藻液 �� �� 实验瓶数
,�上��, �

,

,上,几,�,���俘‘乃了连
‘行‘�曰口�月��沙��

�,
曰
�
月�八��

电
工,工�人
��人

�上二�亡����乙只��任�
��内�

��

…

�
�乙
�
�了��脚了

�����

空白对照

�
。

�

���

���

� �
�

� �

同上

同上

同上

同上

同上

孟气连
‘��介�,曰��
‘口反����自心,上,曰八��艺�
����������� �������������  !���������������� ������� ��� � � � �

实验器皿选用 �� � � �锥形瓶
,

每个锥形瓶

中接入约 � �  少个 � �� 处于对数生长初期 �� 的

藻液 � � �
,

等体积的培养液
,

不 同体积的毒物
,

最后用蒸馏水补齐至 �� � �
。

每个被测化合物共

计 � 组
,

设一平行
,

共计 �� 瓶
,

依次置于光照

培养箱内
,

�� � 后镜检
。

�
� ‘

� 实验数据处理

镜检所得数据按如下公式处理��,
’〕�

产 一 �� ��
,

�� � �� 一 � 。

式中
,

�
。

为初始细胞数
,

�� 为 �� � 后细胞数
。

阻碍率 �铸 � � �产� � � 一 产� ��� � 〕� 产�� � 又 � � �

式中
, 产� �� �� 为加测试化合物组的生长速度

, 产

�� �为对照组的生长速度
。

根据上述公式
,

将浓度与生长速度阻碍率

作一元线性回归
,

求出 �� �� 值
。

表 �
一

�� 种硝签劳轻对斜生姗列葬的毒性

化合物名称
�

一烤 � �
�。 ��� �� � �

��户��臼���
�

��口��吕
�

…
��乃��任
‘
OQ

2 密脸结梁
一

2

.

1

25 种硝基芳烃化合物对斜生栅列 藻的

E C S。

实验结果见表 3
。

25 种硝基芳烃化合物的

毒性顺序为
:
二硝基氯苯> 二硝基苯 > 二硝基

苯胺> 二氯硝基苯* 二硝基甲苯> 硝基澳苯、

硝基氯苯> 硝基甲苯、硝基苯甲醚、硝基苯酚

> 硝基苯胺> 硝基苯
。

由此可知
:
硝基芳烃的

毒性受取代基种类和取代基位置的影响
。

对
一

硝基甲苯

邻
一

二硝墓苯

间
一

二硝基苯

对
一

二硝基苯

2 ,
4
一

二硝基甲苯

2, 6?二硝基甲苯

邻
一

硝基抓苯

间
一

硝基抓苯

对
一

硝基抓苯

硝基苯

3 ,

4

一

二氛硝基苯

2 ,

5

一

二抓硝基苯

2, 4 一

二硝基叙苯

邻
一

硝基苯胺

间
一

硝基苯胺

对
一

硝基苯胺

2 ,
4
一

二硝基苯胺

邻
一

硝基苯酚

间
一

硝基苯酚

对
一

硝基苯酚

令体
一

硝基苯甲醚

间
一

硝基苯甲醚

对
一

硝基苯甲醚

间
一

硝基澳苯

对
一

硝基澳苯

3
。

5
7

3 4 4

升

姜女
妓

斜生栅列藻的中毒症状

在光学显微镜下(10 x切 倍)观察到
,
在 硝

基芳烃类化合物的作用下
,

斜生栅列燕发生一

系列细胞水平上的变化(见图 1
,

2)

。

(1 ) 母细胞内似亲袍子释放受阻 所侧试

的 25 种硝基芳烃化合物在斜生栅列藻生长阻碍

率为 25 % 左右时
,

如邻
一

二硝墓苯
:
毒物浓度为

3
.
98 x 10

一 ‘

mo
l
/L

,

藻生长阻碍率方25
.
05 % ;



卷 2 期 环 境 科 学

对
、

硝基甲苯
:
毒物浓度 L 26 x l于

‘

mo

l / L

,

藻

阻碍率
卜

2
3

.

67 %

;

2

,
6

一

二硝基甲苯
:
毒物浓度

3
.
2又 10

一 5
m d / L

,

阻碍率为24
.
04 % ; 硝基苯

:

毒物浓度 2
.
5 x 10一 ‘

mo

l / L

,

阻碍率为 19
.
46 %

。

部分藻胞明显表现为体积巨大
,

母细胞内已经

能够观察到有 3一 4 个子细胞
—

似亲抱子的形

成
,

但释放受阻
,

这时藻胞体积为正常藻胞的 3

一 4 倍(见图 1
一

a)

。

碍率为 46
.
06 %

;
间

一

硝基氯苯
:
毒物浓度 1 又

1 0 一‘

mo
l/

L, 阻碍率为 45
.
07 %

。

斜生栅列藻体

积变小
,

仅为正常藻胞的冬
,

同时
,

细胞核和细
’一 ’

一
研 ’

一~ 一
”

‘

~

叼
u

“ 砂

3 ”
谬 一 切 ’

‘叫
~

’
八

’
~

~

胞器解体
,

藻胞原生质体皇现类似兰藻的均匀
、

透明的蓝绿色或淡绿色
,

此时的藻胞 已丧失生

长繁殖的功能
,

濒临死亡的边缘(见图 2
一

a)

。

判八�
。

驾

人

侧八恻
。

1召m
‘一

一- 一一J 图 2 斜生栅列藻细胞变化
a.
细胞核

、

细胞器解体(l 。x 40 倍 )

b.
、

原生质体解体(10 x 40 倍 )

图 1 斜生栅列藻细胞变化

a.
似亲抱子释放受阻 (l 。x 40 倍)

b
‘ 、

藻胞质壁分离(1 。x 4 。倍)

(2) 藻胞发生质壁分离 在所测试的化合

物中
,

只有 2 种化合物在高浓度下发生此中毒

症状
。

即 2
,

4

一

二硝基氯苯浓度大于 l x lo
一 3

m ol / L
,

对
一

二硝基苯浓度为 3
.
98 X 10

一 Z

mo
l/ L

时
,

它们在所测的化合物中均属毒性强的类型
。

视野中多数藻胞内部渗透压发生变化
,

出现 明

显的质壁分离现象
,

从而阻碍藻胞的生长和繁

殖
,

但此时细胞核和叶绿体仍没有解体 (见图 1
-

b)
。

( 3 ) 细胞核和细胞器解体 所有被测化合

物浓度达到藻胞生长阻碍率为 50 % 左有时
,

如

邻
一

二硝基苯
:
毒物浓度 1x 10

一 5

mo
l/ L

,

阻碍率

为 55
.
45%

;
对

一

硝基 甲苯
:
毒物浓度 2 x l。以

m o l/L
,

阻碍率为 57
.
14 %

; 2
,

4

一

二硝基甲苯
:

毒 物 浓 度
一

3

.

16

x
1

0--

5

m

o

l
/

L

,

阻 碍 率 为

56
.
30 %

; 2 ,

6

一

二硝基甲苯
:
毒物浓度 1

.
26 X

10
一 4

m
o
l / L

,

阻碍率为 51
.
95 % , 硝基苯

:
毒物

浓度 6
.
31 X 10

一 堪

mo

l / L
,

阻碍率为 45
.
32 % ; 邻

一

硝基氯苯
:
毒物浓度为 1

.
58 x lo

一 ‘

mo

l
/L

,

阻

(4) 藻胞原生质体解体 所有被测化合物

当浓度达到使藻胞生长阻碍率为 70 % 一 100 %

时
,

例如
,

间
一

二硝基苯
:
毒物浓度为 2

.
5X 10一 ‘

mo
l/ L

,

阻碍率为 94
.
8% ; 对

一

硝基甲苯
,

毒物

浓度为 3
.
16 X 10

一 咯

mo

l/ L
,

阻
一

碍率为73
.
97 % ;

2
,

4
一

二硝基甲苯
,

毒物浓度 7
.
9 x l。一 5 m ol

/L

,

阻碍率 85
.
95 %

; 2
,

6

一

二硝基甲苯
,

浓度为 2
.
0

x 10一 4
mo

l / L
,

阻碍率 94
.
5% ;硝基苯 1 X 10

一 3

mo
l/ L

,

阻碍率为 81
.
14 %

;
邻
/
硝基氛苯

,

浓度

为 2
.
5 x 10一 毛 m ol / L

,

阻碍率为93
.
95 %

;
间

一

硝

基氯苯
,

浓度为
一

2., 吞X 10
一‘

耐/L, 阻碍率为

78
.
08 %

‘

斜生栅列藻部分藻胞出现原生质体解

体现象
,

藻胞仅余细胞壁或细胞壁残体
,

细胞

壁内原生质体全部解体
,

标志着藻胞生命活动

中止
。

而且
,

随着毒物毒性和浓度的增大
,

视野

中原生质体解体的藻胞数量增多(见图 2
一

b)

。

3 结论

(l) 利用藻类阻碍生长实验
,

可以在短时

间内准确得到被测毒物的半数有效抑制浓度

E C S。,

从而得知被测化合物的生物毒性和细胞

水平的中毒症状
。

在生态毒理学和污染生态学
,

研究中
,

不失为一种经济快捷
、

反应敏感的生
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物测试方法
,

在水质污染监测和治理方面有着

广泛的应用前景
。

.

( 2) 所测 25 种硝基芳烃类化合物的一 19

E Cs
。

值在 3. 26一 5
,

52 之间
,

毒性最大的化合物

是 2
,

4
一

二硝基氯苯
,

毒性最小的化合物是硝基

苯
。

它们的毒性受取代基种类和取代基位置的

影响
。

( 3) 当毒物浓度达到使藻胞生长阻碍率为

25% 左右时
,

斜生栅列藻繁殖受到抑制
,

似亲

抱子释放受阻
。

当斜生栅列藻生长阻碍率为
50% 左右时

,

藻胞的细胞核
、

细胞器遭到破坏
、

解体
。

当藻胞生长阻碍率为 70 % 一 100 % 时
,

藻

胞原生质体解体
。

在所测化合物中
,

只有 2
,

4

-

二硝基氯苯和对
一

二硝基苯在高浓度下观察到藻

胞发生质壁分离现象
。

引起这些中毒症状与毒

物在藻胞内与某些生命活性物质发生反应有关
,

从而抑制某些生命物质的合成
。

致谢 王显久和陆光华同志参加了部分工

作
,

表示感谢
。
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和颗粒物污染

之苦
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至少 200 万人曝露于大气中过量的铅
。

部长们同

意 1997 年以前制定画家环境与健康行动计划
。
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尔辛基会议是自苏联集团国家 (那里存在多数环境间
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、
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“

有效预防和控制环境健康危险
,

以及公平获得健康的

环境
” 。

下一次最高级会议将于 1999 年在伦敦召开
.
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