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摘要: 为了探讨铜绿微囊藻对浮游甲壳动物溞类的毒害效应, 试验选取了两种不同株系 (产毒和非产毒 )的藻种,采

取利用其培养液的方法 ,以研究铜绿微囊藻在生长过程中向水体中释放的毒素或类毒素物质对溞类的效应以及比

较不同株系间效应的差异性。研究结果表明: ( 1)试验所选铜绿微囊藻产毒和非产毒株系的培养液均能对大型溞

(Daphnia m agna)的生长繁殖构成影响,表现为低剂量起促进效应,高剂量起抑制效应; ( 2)铜绿微囊藻产毒株较非

产毒株更能影响大型溞的存活; ( 3)铜绿微囊藻产毒和非产毒株对大型溞的生长影响差异不大,但对其繁殖却存在

明显不同, 表现为株系 942的抑制效应更强。可以初步推断, 在以产毒株铜绿微囊藻为优势种形成 /水华0的环境

下, 大型浮游甲壳动物溞类数量和生物量减少的主要原因可能是由于毒素对溞类较高的致死效应; 而以非产毒株

形成优势群体的水体里, 其主要原因可能并非毒素的效应, 而是由于其他原因, 如藻类群体的形成阻碍摄食, 缺乏

必需脂肪酸等。
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  蓝藻 /水华0会引起水域生态系统的紊乱, 关于

其危害报道较多
[ 1) 3]

; 其中之一就是会导致水体中

大型浮游甲壳动物枝角类数量和生物量的减少以及

浮游动物的小型化
[ 4]

, 究其机理研究较多, 却没有

形成一致意见;关于蓝藻对溞属产生负面效应的原

因概括起来主要有四点: ( 1)藻毒素的效应; ( 2)蓝

藻差的味觉; ( 3)较低的营养价值; ( 4)形态学上的

不利
[ 5]
。

铜绿微囊藻是形成 /水华 0的常见种之一, 关

于其对溞类的有害效应研究较多
[ 5) 8]

,但在方法上

几乎都是将微囊藻直接添加到试验液中再观察其

对溞类的效应, 这样可能难以排除其他因素的干

扰从单一角度去考虑上述因素对溞属的效应
[ 5) 9]
。

本试验利用两种不同株系 (产毒和非产毒 )铜绿微

囊藻纯培养液, 从另一角度来探讨不同株系铜绿

微囊藻在生长过程中向水体中释放的毒素或类毒

素物质对大型溞的效应以及比较这两种不同株系

间的差异性。

1 材料与方法

111 材料

11111 试验藻种的来源  试验所用两种不同株系
铜绿微囊藻均购自中国科学院水生生物研究所淡水

藻种库, 编号为 469和 942, 经藻毒素检测鉴定, 前

者为非产毒素株系,后者为产毒素株系。

11112 试验生物及其饵料斜生栅藻的获取  试验生

物为本实验室多年纯系培养的大型溞。培养大型溞

的实验用水为经活性炭过滤的自来水,再经曝气充氧

并静置 24h以上。毒性试验稀释水每 10L水中含有

C aC l2# H2O 2194g、M gSO 4 1123g、NaHCO3 0165g、KC l

01063g(根据国家标准 GB /T13266-91水质-物质对溞

类 (大型溞 )急性毒性测定方法 )。为消除大型溞母

体龄期上的差异,将同一个母体产生的幼体分别培养

在 100mL烧杯中,每天更换培养液,并饲以斜生栅藻,

浓度控制在 3 @ 10
5

ind1 /mL左右。取大型溞第 3) 6

成龄产生的幼体溞做试验材料。
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  斜生栅藻的培养基为 /水生 4号0,培养条件为

( 25 ? 1) e , 光强 3000 lx左右, 全日照, 每天早晚摇

匀一次,生长至指数生长期末, 静置待其沉淀后将上

清液倒掉,取浓缩后的藻液做饵料。

112 方法
11211 两种株系铜绿微囊藻的培养及其生长曲线

的测定  在 2000mL的厄伦美厄三角瓶中加入经过

高温灭菌的 BG11培养基 1000mL, 将生长在对数期

的铜绿微囊藻在 4e , 5000 r/m in条件下离心 5m in。

将藻泥无菌操作接种至上述培养基中, 使得每瓶起

始光密度 OD值 ( K= 520nm,参比: BG11培养基 )为

01078,培养温度 ( 25 ? 015) e , 12LB12D, 光强 2000

lx左右,每种株系设置三个重复,每天早晚均振荡摇

匀一次并于每天定时测其光密度 OD ( K= 520nm )

值
[ 10]

,试验持续 10d。待培养至第 10天, 将同一株

系的原藻液混合摇匀后,取样在显微镜 ( OLYM PU S

BH-2)WHK 15 @ 40倍镜下计数, 计数两遍取其均

值, 再换算出藻的最终生长密度。混合液经

0145Lm的滤膜过滤后, 再经曝气充氧即得试验所

用的滤液。

取每种株系三个重复测得的光密度均值, 按天

数绘制成如下曲线:各点为光密度均值 ? 2标准差。

从生长曲线可以看出,这两种藻的生长状况很接近,

经镜检计数,测得两种株系混合藻液的最终密度分

别为: 216 @10
7

ind1 /mL ( 469)和 112 @ 10
7

ind1 /m L

( 942)。虽然初始接种藻密度相同, 但经过一段时

间培养后,藻的密度出现分歧, 表现为 469较 942生

长快 (图 1)。

图 1 两种株系铜绿微囊藻的生长曲线,误差线为 2倍标准差

F ig11 Grow th cu rve of the tw o strain s ofM icrocy stis aerug inosa

at differen t days, error bars ind icate 2 SD

11212 毒性试验方法  为了消除滤液中 BG11培

养基本身所含的化学物质对大型溞的背景效应,故

设置了一组 BG11培养基对大型溞的慢性毒性效

应。按照溞类毒性试验方法
[ 11]

, 试验在 100mL烧

杯中进行, 每只烧杯中试验液总体积为 50mL, 置溞

一个 (溞龄 < 12h,且来自同一批两个大小相近的母

体 ), 按照 BG11培养基占试验液总体积的百分比,

将梯度设置为 20%、40%、60%、80%、100%, 加上

对照 ( CK )共 6组,每组 5个重复。试验期间温度为

( 25 ? 015) e ,光暗比为 12LB12D, 光强 1500 lx。每

天定时在解剖镜下测量溞的体长,记录其存活、脱壳

数、怀卵和产仔情况, 并将新产生的幼体移出; 同时

更换试验液,并喂以斜生栅藻,栅藻的浓度约为 3 @

10
5

ind. /mL。试验持续到溞的第 7龄。

两种不同株系的铜绿微囊藻滤液的急性毒性试

验参照 US EPA 标准方法
[ 12]
并有所改进, 即在

100mL烧杯中,置试验液 50mL; 设置 6个试验浓度

组和一个空白对照组, 每组 3个平行。每个烧杯中

随机放入 5只小于 24h龄的新生健康幼体溞 (来自

同一批母体 ), 试验持续 48h,试验终点为死亡 (以心

脏停止跳动为标准 ) ,试验期间条件同上。

滤液的慢性毒性试验同 BG11培养基的毒性试

验方法,即在 100mL烧杯中置试验液 50mL,每只烧

杯中置溞一个 (溞龄 < 12h, 且来自同一批母体 )。

按照滤液占试验液总体积的百分比,设置 6个浓度

梯度,加上对照共 7组, 每组 5个重复。两种株系的

梯度设置相同, 梯度的设置要结合 BG11培养基的

慢性毒性和滤液的急性毒性试验结果。试验数据的

记录和试验液的更换同 BG11培养基的慢性毒性试

验。

11213 数据处理  统计分析在 spss1310版软件中

进行,使用重复测量方差分析探讨株系、浓度梯度和

龄期对大型溞生长的影响及各因素间的交互效应;

使用概率单位回归处理滤液的急性毒性试验结果。

比较大型溞的繁殖按前三代产生的幼体数计

算, 因为前三代产生的幼体数最能体现溞的种群增

长率
[ 13]

, 种群增长率按如下公式计算 ( Stearns

1992)
[ 14 ]

:

r =

lnE
]

x= 0
lxmx

T
,

r-种群增长率; x-溞的年龄 ( Instars) ; lx-第 x龄

的存活率; mx-第 x龄的繁殖率; T-首次繁殖的时间

( d)。使用双因素方差分析探讨株系和浓度梯度对

大型溞种群增长率的影响。
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2 结  果

211 BG11培养基毒性试验

首先,在对照组 ( CK )及其他各试验浓度组中,

溞的存活率均为 100%。从图 2和图 3可以看出,

随着 BG11浓度梯度的增加, 大型溞的生长和繁殖

都受到了显著的抑制。

重复测量方差分析结果表明, 大型溞的体长在

不同的龄期和浓度处理组间均存在极显著差异 (p <

0101) , 且龄期和处理间的交互作用明显 ( p <

0101) ;经多重比较 ( LSD )发现, 体长在对照组与

20%、40%浓度组间无显著性差异,而与其余三组差

异明显。因此,在滤液的慢性毒性试验中,为了避免

  

图 2 不同处理下大型溞的平均体长与龄期的关系,误差线为 2倍标准差

F ig12 M ean body length (mm ) ofDaphn ia magna in success ive

instars und er d ifferent treatm ents, error bars ind icate 2 SD

图 3 不同处理下大型溞的平均产仔数 ? 1倍标准差

F ig13 Average offsp ring perDaphn ia under d ifferen t treatm ents,

error bars ind icate 1 SD

BG11培养基本身所含化学物质对试验产生的影响,

滤液占试验液总体积的百分比以不超过 40%为宜。

212 滤液的急性毒性试验

先进行大范围浓度梯度系列的预试验,得出大

型溞 48h的最大耐受浓度和最低全致死浓度。本试

验这两种滤液对大型溞的急性毒性试验浓度梯度设

置 (表 1)。

经概率单位回归分析, 滤液 942对大型溞 48h

的半数致死浓度 ( 48h-LC50)为 1414% (体积比 ),

滤液 469对大型溞 48h无致死效应。此外, 由卡方

检验的显著性水平还可以看出, 方程式对数据的拟

合优度是满意的 ( p = 01747)且满足两条直线互相

平行的假设 (p = 11000)。

表 1 两种不同株铜绿微囊藻培养液对大型溞的急性毒性

Tab11 Acu te tox icity of the tw o filtered cu ltu re m ed ia toDaphn ia magna

株系 S tra in

梯度组数

T reatment groups

株系 469 S train of 469 株系 942 S train of 942

浓度梯度

Grad ients( rat io

of volum e, % )

试验大型溞个体数

Testing num ber of

Daphnia

48h致死数

Death num ber

for 48h

浓度梯度

G rad ients( rat io

of volum e, % )

试验大型溞个体数

Testing num ber of

Daphn ia

48h致死数

Death num ber

for 48h

1 0 15 0 0 15 0

2 50 15 0 6 15 3

3 60 15 0 12 15 6

4 70 15 0 18 15 9

5 80 15 0 24 15 13

6 90 15 0 30 15 10

7 100 15 1 36 15 11

213 滤液的慢性毒性试验

综合 BG11培养基慢性毒性试验和两种株系滤

液的急性毒性试验结果, 将滤液的慢性毒性试验梯

度设置为: 0、1%、2%、4%、8%、20%、40% (体积

比 )。结果如下:

株系 469各浓度组下大型溞均存活至第 7龄;株
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系 942 20%、40%二浓度组 2d后,大型溞全部死亡, 8%

组 3d后全部死亡, 4%组至第 7龄溞的存活率为 60%,

1%和 2%两组至第 7龄溞全部存活。显然,这两种不

同株系铜绿微囊藻的培养液对溞的存活存在差异。

由图 4可以看出, 大型溞在生长初期,各浓度组

体长差异不明显, 但在后期 ( 5
th
、6

th
、7

th
三龄 ) ,这两

种株系不同处理下溞的体长出现明显分化。因此,

取大型溞 5
th
、6

th
、7

th
三龄下的体长进行重复测量方

差分析,这一点与 Luerling的做法不同, 他是取溞前

三龄下的体长进行分析
[ 5]

; 统计结果表明, 大型溞

的体长在这两种株系间的差异不显著 ( p > 0105 ),

但在龄期和浓度梯度二因素间差异极显著 ( p <

0101)。经多重比较 ( LSD)发现,大型溞在这两种株

系滤液的处理下, 体长均有随浓度梯度增加而下降

的趋势。与对照组相比, 这两种株系均表现为低浓

度梯度促进生长,高浓度抑制。

图 4 两种滤液不同处理下大型溞的平均体长与龄期的关系,误差线为 2标准差

F ig14 M ean body length (mm ) ofDaphn ia magna in successive instars under d ifferen t treatm ents, error bars ind icate 2 SD

图 5 不同处理下大型溞的平均产仔数 ? 1倍标准差

Fig15 Average offspring p erDaphnia under d ifferent treatm en ts,

error bars ind icate 1 SD

由图 5可以看出, 株系 469各浓度组下大型溞

均产生幼体,而株系 942因为较低的存活率只有前

三个浓度组产生幼体, 并且这两种株系低浓度组产

生的幼体数均高出对照组, 即低浓度组有促进大型

溞繁殖的效应。经二因素方差分析发现, 大型溞的

种群增长率在株系和浓度梯度间均达极显著水平

( p< 0101), 且二者的交互作用明显 ( p < 0105) ; 同

时随浓度梯度的增加,二株系滤液作用下溞的增长

率均有下降的趋势。

3 讨  论

铜绿微囊藻分为产毒株系和非产毒株系。产毒

株系能够产生胞内毒素, 并能够在生长过程中向水

体中释放。已有研究报道, /水华 0发生的水体中能

够检测到藻毒素
[ 15) 17]

, 特别是在 /水华 0爆发后期,

由于藻细胞的大量死亡破裂而引发水体中藻毒素含

量的骤增
[ 18]

;关于藻毒素的毒害效应研究较多, 雷

腊梅和宋立荣的研究表明, 微囊藻毒素 LR能够对

多种纯培养的细胞产生明显的毒性效应
[ 19]

; Luer-

ling研究发现, 铜绿微囊藻非产毒株也能产生类似

于毒素的化学物质
[ 5]
。本研究证实了这一观点, 并

且这种有害物质在低剂量下对溞类的生长繁殖起促

进作用,与 Chen, et al1研究报道一致 [ 20]
。

本研究在探讨铜绿微囊藻产毒株和非产毒株对

大型溞的毒性效应差异时, 没有考虑到滤液中有害
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物质的准确含量,但是从这两种株系铜绿微囊藻的

生长曲线可以看出,两者的生长状况很相似,最终藻

密度株系 469较株系 942高 (见方法 11211)。而研

究结果表明,株系 942对大型溞的毒害效应明显强

于株系 469,因此,可以排除这两种株系滤液因藻细

胞密度不同造成效应差异的可能。

从研究结果来看, 铜绿微囊藻产毒和非产毒株

对溞类的生长影响差异不大,但对存活和繁殖,株系

942效应明显强于株系 469,这可能跟生殖指标是溞

类最敏感的指标有关
[ 21]
。试验条件下存活的溞均

可以产生幼体。因此,可以初步推断,在以产毒株铜

绿微囊藻为优势种形成 /水华 0的环境下, 大型浮游

甲壳动物溞类数量和生物量减少的主要原因可能是

由于毒素对溞类较高的致死效应; 而以非产毒株形

成优势群体的水体里, 其主要原因可能并非毒素的

效应, 而是由于其他原因, 如藻类群体的形成阻碍摄

食,缺乏必需脂肪酸等。

本研究表明, BG11培养基对大型溞的生长和繁

殖也存在效应, 因此, 可以推断在富营养化水体中,

过高的营养盐含量可能也是造成溞类不能存活的原

因之一;本研究同时也证实了非产毒株铜绿微囊藻

能够产生对溞类生长繁殖构成影响的有害物质,具

体是何种有害物质,有待进一步研究。

4 结  论

通过以上研究表明, 所选铜绿微囊藻产毒和非

产毒株系的培养液均能对大型溞的生长繁殖构成影

响,表现为低剂量起促进效应, 高剂量抑制; 铜绿微

囊藻产毒株较非产毒株更能影响大型溞的存活;铜

绿微囊藻产毒和非产毒株对大型溞的生长影响差异

不大, 但对其繁殖却存在明显不同, 表现为株系 942

的抑制效应更强。
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STUDIES ON THE TOXIC EFFECTSOF FILTERED CYANOBACTERIA CULTURE

MED IA OF TWO DIFFERENT STRAINS(M ICROCYSTIN-PRODUCING AND M ICRO-

CYSTIN-FREE)OFM ICROCYSTIS AERUGINOSA ON DAPHNIAMAGNA

ZHANG Sh-iY ang
1, 2

, CHENG Shu-iP ing
1
, HE F eng

1
, ZHUANG D e-Hui

1
and WU Zhen-B in
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( 11TheS tateK ey Laboratory of F reshwa ter E cology and B iotechnology, Institu te of Hydrobiology, Chinese Academ y of S cien ces, Wuhan 430072, Ch ina;

21G raduate S chool of the Ch inese Academ y of S cien ces, B eijing 100049, Ch ina )

Abstract: N egative effects of cyanobacteria on crustacean zooplanktonDaphnia can be docum ented w idely and severalm ain

explainary causes have been proposed ( .i e. , tox icity, poor nutrit ional va lue, bad taste, and m orphology ). But most of the

previous studies concentrated on the direct effects of cyanobacteria onDaphnia by add ingM icrocystis s. alone or inm ixtures

( such asw ithScenedesmus s. ) , in form at ion on the effects of culture m ed ia ofM icrocystis s. onDaphnia was little. Th is pa-

per w as to explore the harm ful effects of info-chem icals re leased by cyanobacterium M icrocystis aeruginosa during grow th

and to compare the d ifferences in effects of different stra ins ofM. aeruginosa on the crustacean zooplanktonDaphnia mag-

na. F iltered cyanobacteria culturem edia of tw o different stra ins (m icrocystin-produc ing and m icrocystin- free) w ere used in

this study. The resultswere as fo llow: ( 1) Both of the culture m edia o f the two strains selected affected the grow th and pro-

duction ofD. magna and the results showed that inhibitory effect occurred at high concentrations, wh ile stmi ulatory effects

w ere detected at low concentrat ions; ( 2) M icrocystin-producing strain affected the survival ofD. magna much more than

the m icrocystin- free stra in did; ( 3) N o significant differences in grow th o fDaphnia w ere detected betw een the two strains,

butm icrocystin-producing strain show ed stronger inhibitory effects on production than the m icrocystin-free stra in did.

T herefore, it can be pred icted that, when cyanobacterial bloomsw ere dom inated by m icrocyst in-producing strainsM. aerugi-

nosa, reduction in abundance and / or b iomass of large filter- feeding cladocerans ( such asDaphnia ) could probab ly be ex-

pla ined by the high lethal effects ofm icrocystin; butwhen the phytoplankton commun ity was dom inated by m icrocystin- free

stra ins, the forego ing phenom enon could not be expla ined by that, and then it should be attributed to other factors, such as

lacking essential fatty acids, form ing colony which can hamper ingestion or digestion, etc.

K ey words:M icrocystis aeruginosa; Crustacean Zooplankton; Daphnia magma; M icrocystin


