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摘要: 研究了两种有机磷农药(甲胺磷、辛硫磷)在较低浓度时对铜绿微囊藻的生长效应以及微囊藻摄取磷形态 :总

溶解磷( TSP)、溶解反应磷( SRP)和溶解有机磷( DOP)的动力学规律。保持各培养基中总磷的浓度 6�95mg/ L ,与培

养基中不加有机磷农药相比,当培养基中甲胺磷与 K2HPO4 的浓度比为 1�11 和 1�9, 辛硫磷与 K2HPO4的浓度比为

1�349和 1�114时, 微囊藻的生长受到促进, 并且当甲胺磷与 K2HPO4 ,的浓度比为 1�9, 辛硫磷与 K2HPO4 的浓度比为

1�114 时促进效果最好,而当培养基中没有 K2HPO4甲胺磷作为惟一磷源时,微囊藻的生长受到明显的抑制。微囊

藻摄取SRP的速度快于其他磷形态, 而对 DOP的利用较少。微囊藻生长越快,对 SRP的摄取速率也越快。结果表

明低浓度有机磷农药促进微囊藻生长的主要原因是有机磷的加入促进了藻类对 SRP的摄取。
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� � 有机磷农药具有杀虫力强、适用范围广、易分

解、残留期短等特点,在农药病虫害防治上起到了重

要的作用。从 20世纪 80 年代起, 有机磷农药很快

取代了有机氯农药, 并在农业上广泛使用,但也不可

避免地污染了周围环境, 并危害非靶生物[ 1, 2]。残

留农药通过各种途径进入到自然水体, 虽然在水中

的浓度很低,但是其作用不容忽视。

近年来, 我国许多淡水湖泊都不同程度的出现

了富营养化现象, 破坏了水生态系统的平衡。氮磷

在天然水体富营养化中起着重要作用, 由于自然界

中存在的含磷化合物的移动性较氮化物低, 因此磷

对水体中初高级生产力的限制作用比氮更为广泛,

所以磷是水体中藻类种群和密度的第一限制性营养

元素
[ 3]
。同时, 磷又在生物代谢过程中起着极其重

要的作用。因此,研究藻类对各种磷形态的摄取规

律,对揭示蓝藻水华暴发机理有重要意义。本文研

究了低浓度有机磷农药对微囊藻的生长效应以及微

囊藻摄取磷形态的规律, 从微囊藻摄磷的角度初步

探讨了低浓度有机物促进藻类生长的机理。

1 � 材料与方法

1�1 � 藻种及培养 � 铜绿微囊藻( Microcystis aerugi�

nosa K�tz)由中国科学院水生生物研究所淡水藻种

库提供。采用HGZ 培养基, 培养温度 27 � 1 � , pH8,

光照强度2000lx,光暗比为 12h/ 12h下,经 2 � 3次纯

化培养。取处于对数生长期的藻液于 5000r/ min离

心分离, 用无菌水反复冲洗数次以除去表面吸附的

多余磷, 然后将藻转入无磷的HGZ 培养基中饥饿培

养 3d,使藻体内蓄积的磷消耗完, 从而获得饥饿培

养后的藻,该藻液即作为实验用藻液
[ 3]
。

1�2 � 化合物及其配制 � 甲胺磷( Methamidophs) , 辛
硫磷( Phoxime)均由湖北省农药检测中心提供。甲

胺磷纯度> 80% ,易溶于水。辛硫磷纯度> 90% ,难

溶于水,用异丙醇作为溶剂。

通过预备实验, 各确定三个浓度梯度。保持各

培养基中总磷的浓度 6�95mg/ L, 甲胺磷的浓度为总
磷浓度的 1/ 12, 1/ 10和 1/ 8, 即与培养基中 K2HPO4

的比例为 1�11, 1�9, 1�7 以及培养基中全部添加甲

胺磷; 辛硫磷的浓度为 0�02mg/L , 0�06mg/L 和
0�1mg/L, 即与培养基中 K2HPO4 的比例为 1�349,
1�114和 1�69。

1�3 � 藻生长量的测定 � 取不同藻细胞浓度的藻液,
于 650nm处测定吸光度, 再用血球计数板计算其浓

度,得到标准工作曲线方程: Y= 0�284+ 31�5X。其
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中Y为藻细胞浓度( � 106个/ mL) , X为吸光度。相

关系数为 0�999,显著性水平 P< 0�0001。实验开始
后,自接种起,每 24h测定藻细胞光密度( OD650nm )。

1�4 � 不同磷形态的测定 � 采用钼蓝显色法[ 3]测定

藻液中的磷形态浓度。溶解有机磷( DOP)为总溶解

磷(TSP)与溶解反应磷( SRP)之差。

2 � 结果

2�1 � 两种有机磷农药对微囊藻生长的影响及动力
� � 学分析
2�1�1 � 异丙醇对微囊藻生长的影响 � 实验中三个
浓度的 异 丙 醇分 别 是 0�0014%、0�0042% 和

0�007%,溶剂异丙醇对微囊藻的生长无明显影响
(表 1)。

表 1 � 加入异丙醇后微囊藻生长的动力学参数

Tab. 1 � Kinet ic parameters of growth of Microcystis a. in isopropanol

treated medium

异丙醇浓度( V/ V)

Concent ration of isopropanol
k( h- 1) A ( � 106cell/mL) r

对照Control 0. 01961 13. 1182 0. 9947

0. 0014% 0. 01964 13. 1511 0. 9950

0. 0042% 0. 01967 13. 0911 0. 9947

0. 007% 0. 01959 13. 0660 0. 9940

2�1�2 � 两种有机磷农药对微囊藻生长的影响 � 加
入不同浓度的有机磷农药后, 微囊藻的生长有较大

差异。图 1、2可以看出,在实验时间内,微囊藻的生

长经历了 2个生长期:延滞期和对数期。

图 1 � 甲胺磷对微囊藻生长的动力学曲线

Fig. 1 � Kinetic curves of methamidophs on the growth of Microcystis a.

1� 全部添加 K 2HPO4 � 2� 甲胺磷�K2HPO4 = 1�11 � 3� 甲胺磷�

K 2HPO4= 1�9� 4�甲胺磷�K2HPO4= 1�7 � 5� 全部添加甲胺磷

图 2� 辛硫磷对微囊藻生长的动力学曲线

Fig. 2 � Kinetic curves of phoxime on the growth of Microcystis a .

1� 全部添加K 2HPO4 � 2�辛硫磷�K2HPO4= 1�349

3�辛硫磷�K2HPO4= 1�114 � 4� 辛硫磷�K2HPO 4= 1�69

� � 从图1、2可以看出,在延滞期, 各培养介质中微

囊藻的生长较缓慢,差异不大。进入对数生长期后,

各培养介质中藻的生长趋势明显不同。培养介质中

有机磷和无机磷的浓度在适当的比例时对微囊藻的

生长有促进作用。当培养介质中不添加无机磷而以

有机磷作为藻类生长的惟一磷源时, 藻类的生长缓

慢,受到明显抑制。

在实验时段内, 微囊藻的生长曲线是指数函数

曲线,可用指数函数方程拟合:

y= Aekt ( 1)

式中 y 为藻细胞浓度( � 106 个/mL) ; A 为指前因

子,藻细胞的外推浓度( � 106个/mL) ; t为时间( h) ;

k 为微囊藻的生长速率常数( h- 1)。对式( 1)两边取

自然对数,可得:

lny= lnA + kt ( 2)

lny 与t 成线性关系,进行线性回归后可求得 A 和生

长速率常数 k ,结果于表 2。

低浓度的甲胺磷能促进微囊藻的生长,并且,当

甲胺磷与无机磷 1�9 时, 这种促进效果尤为明显。

当甲胺磷作为惟一磷源时,微囊藻的生长速率常数

较小。低浓度的辛硫磷也能促进微囊藻的生长, 且

这种促进作用也存在辛硫磷与无机磷的最佳比例

点。辛硫磷的这个比例点比甲胺磷低很多。

2�2 � 微囊藻摄取磷形态的动力学分析
培养介质中各磷形态浓度变化曲线为�倒 S�曲

线,如图 3 � 8 所示。因而可以用动力学方法进行

分析。
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表 2 � 加入有机磷农药后微囊藻生长的动力学参数

Tab. 2� Kinetic parameters of growth of Microcystis a . in organophosphorus pesticides treated medium

有机磷与K 2HPO4 浓度比

Concentrat ion ratios of organic phosphorus to K2HPO4
k ( h- 1) A ( � 106cell/mL) r

K 2HPO4 0�01961 13�1182 0�9947

甲胺磷( Methamidophs)�K2HPO4= 1�11 0�02013 13�1347 0�9922

甲胺磷( Methamidophs)�K2HPO 4= 1�9 0�02045 13�1512 0�9915

甲胺磷( Methamidophs)�K2HPO 4= 1�7 0�01891 13�1371 0�9957

甲胺磷(Methamidophs) 0�00990 13�6315 0�9437

辛硫磷( Phoxime)�K 2HPO4= 1�349 0�01970 13�1075 0�9946

辛硫磷( Phoxime)�K 2HPO4= 1�114 0�02062 13�1053 0�9938

辛硫磷( Phoxime)�K2HPO4= 1�69 0�01913 13�0685 0�9958

图 3� 加入不同浓度甲胺磷时培养介质中 SRP浓度变化曲线

Fig. 3� Kinetic curves of change of SRP concentration in
methamidophs treated medium

1�全部添加 K2HPO4 � 2� 甲胺磷�K2HPO4= 1�11 � 3� 甲胺磷�
K2HPO 4= 1�9� 4� 甲胺磷�K2HPO4= 1�7 � 5� 全部添加甲胺磷

图 4 � 加入不同浓度甲胺磷时培养介质中TSP 浓度变化曲线

Fig. 4 � Kinetic curves of change of TSP concentrat ion in
methamidophs treated medium

1�全部添加 K2HPO4 � 2� 甲胺磷�K2HPO4= 1�11 � 3� 甲胺磷�

K2HPO 4= 1�9� 4� 甲胺磷�K2HPO4= 1�7 � 5� 全部添加甲胺磷

图 5 � 加入不同浓度辛硫磷时培养介质中 SRP浓度变化曲线

Fig. 5 � Kinetic curves of change of SRP concentration in
phoxime treated medium

1�全部添加 K2HPO4 � 2� 辛硫磷�K2HPO4= 1�349

3� 辛硫磷�K 2HPO4= 1�114� 4� 辛硫磷�K2HPO4= 1�69

图 6 � 加入不同浓度辛硫磷时培养介质中 TSP浓度变化曲线

Fig. 6 � Kinet ic curves of change of TSP concentration in

phoxime treated medium
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图 7 � 加入不同浓度甲胺磷时培养介质中 DOP浓度变化曲线

Fig. 7� Kinetic curves of change of DOP concentration in

methamidophs treated medium

1� 甲胺磷�K2HPO4= 1�11 � 2� 甲胺磷�K2HPO4= 1�9

3�甲胺磷�K2HPO4= 1�7 � 4� 全部添加甲胺磷

设藻摄磷过程中的阻抑因子为 s , t时刻培养介质中

磷形态质量减少量M t ( mg) , ks 为磷形态浓度的变化

速率常数,即微囊藻摄取磷形态的速率常数( h- 1)。

则有:

dM t

dt
= - ksM t (1- sM t ) ( 3)

设磷形态单位减少值的磷形态浓度为 CN , t 时刻的

磷形态浓度为 Ct ( mg/ L) , 则有:

Ct= CNM t ( 4)

对式( 4)微分,则有:

dM t

dt
=

1
CN

dCt

dt
( 5)

图 8 � 加入不同浓度辛硫磷时培养介质中 DOP 浓度变化曲线

Fig. 8 � Kinetic curves of change of DOP concentrat ion in

phoxime treated medium

1� 辛硫磷�K2HPO4= 1�349� 2�辛硫磷�K2HPO4= 1�112

3�辛硫磷�K2HPO4= 1�69

将式( 4)和式( 5)带入式( 3)中,则有:

dCt

dt
= - ks

Ct- sC
2
t

CN
( 6)

对式( 6)积分后有:

ln
CN / s

Ct
- 1 = - kst ( 7)

令 a= CN / s,则有:

ln
a
Ct
- 1 = - kst ( 8)

ln( a/ C t- 1)与 t 成线性关系, 通过计算寻求两者线

性关系最好时的 a 值, 可以确定微囊藻摄取各磷形

态的速率常数 ks( h- 1)。结果列于表 3。

表 3 � 微囊藻摄取培养介质中各磷形态的动力学参数

Tab. 3 � Kinetic parameters of uptake of phosphorus forms by of Microcystis a. in organophosphorus pest icides treated medium

有机磷与K 2HPO4 浓度比

Concentrat ion ratios of organic phosphorus to K2HPO4

磷形态

Phosphorus
ks( h- 1) r

K 2HPO4
SRP

TRP

0�03698

0�03360

0�9781

0�9876

甲胺磷( Methamidophs)�K2HPO4= 1�11

SRP

TSP

DOP

0�03742

0�02796

0�00131

0�9820

0�9784

0�9539

甲胺磷( Methamidophs)�K2HPO 4= 1�9

SRP

TSP

DOP

0�03783

0�02745

0�00167

0�9834

0�9793

0�9908
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续表

有机磷与K 2HPO4 浓度比

Concentrat ion ratios of organic phosphorus to K2HPO4

磷形态

Phosphorus
ks( h- 1) r

甲胺磷( Methamidophs)�K2HPO 4= 1�7

SRP

TSP

DOP

0�03514

0�02589

0�00106

0�9917

0�9864

0�9867

甲胺磷(Methamidophs)

SRP

TSP

DOP

0�00165

0�00092

0�00196

0�9244

0�9834

0�9942

辛硫磷( Phoxime)�K 2HPO4= 1�349

SRP

TSP

DOP

0�03100

0�02764

0�00134

0�9812

0�9714

0�9843

辛硫磷( Phoxime)�K 2HPO4= 1�114

SRP

TSP

DOP

0�03743

0�02988

0�00008

0�9834

0�9844

0�9818

辛硫磷( Phoxime)�K2HPO4= 1�69

SRP

TSP

DOP

0�03024

0�02431

0�00005

0�9745

0�9712

0�9878

� � 由表 3可知,在各种培养介质中,微囊藻摄取各

磷形态的速率常数 ks 的大小均为: ksSRP> ksTSP , 这

表明, 微囊藻摄取SRP的速度快于 TSP, SRP 是微囊

藻优先摄取的磷形态。藻类生长的越快,对 SRP 的

摄取也越快。从图 7, 8可以看出, 培养介质中 DOP

的浓度均有所下降, 但下降的幅度很小。

3 � 讨论

在培养基中加入低浓度的有机磷农药甲胺磷、

辛硫磷后,能促进微囊藻的生长,并且加入的有机磷

农药与无机磷在某个合适的比例点时, 这种促进作

用比较明显。两种有机磷农药促进微囊藻生长的比

例点不同, 辛硫磷的比例点远远低于甲胺磷的比例

点,其主要原因是两种有机磷农药的分子结构和理

化性质有较大的差异。辛硫磷的亲脂性较强, 甲胺

磷的亲水性较强。有机磷农药的亲脂性越强, 疏水

性越强,致毒作用越大[ 4]。辛硫磷有电子密度较高

的苯环结构,并且苯环上有 � CN 基, 是强吸电子基

团,使辛硫磷的结构较甲胺磷稳定得多,其毒性比甲

胺磷强[ 5]。

有许多研究认为[ 5, 6] , 低浓度有机磷农药能促

进藻类的生长是因为藻类能利用有机磷农药作为其

生长的磷源。本实验中, 从 DOP 浓度的变化来看,

藻类能利用有机磷作为生长的磷源,但对有机磷的

利用较少。在通常情况下, SRP 是藻类优先利用的

磷形态, 但是当环境中的 SRP 不足时, 藻类会在酶

的作用或借助外界环境条件增加对溶解态有机磷的

利用。当甲胺磷作为微囊藻生长的惟一磷源时, 从

微囊藻的摄磷情况看, 甲胺磷在酶的作用下转化成

无机正磷酸盐的过程。碱性磷酸酶可使磷酸单酯水

解成无机磷酸盐而被藻类利用[ 5]。从实验结果看,

这种作用是非常有限的。当培养基中的无机正磷酸

盐足够时, 碱性磷酸酶的活性受到抑制, 因此 DOP

浓度的变化很小, 此时藻类主要是利用溶解态无机

正磷酸盐。所以, 从微囊藻摄磷的角度可以认为,培

养基中加入低浓度的有机磷农药后促进藻类生长的

主要原因不是因为藻类利用有机磷作为生长的磷源

而加速生长, 而是因为有机磷的加入促进了藻类对

SRP 的摄取,藻类对 SRP 的摄取速度越快,其生长速

率也越快。这表明, 藻类的生长效应与藻类摄取

SRP 有直接关系。一定浓度的有机磷和无机磷在促

进藻类生长的过程中存在某种协同作用。另外, 有

研究表明,溶解有机碳( DOC)对藻类的生长有特殊

的促进作用, 可能有机磷在转换成无机磷的同时还

能提供额外的碳源而促进微囊藻的生长, 其作用机

制有待进一步研究。

本文是在实验室培养基体系中研究有机磷农药

对微囊藻生长的影响, 其中各种营养盐处于理想状

态,总磷浓度远远大于富营养化湖泊中的总磷浓度,

因此在天然湖泊中, 有机磷对微囊藻的生长影响以

及微囊藻摄取磷形态的动力学规律与培养基中的作

用机制有所不同, 关于这方面的工作将在今后报道。
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KINETIC STUDIES ON THE EFFECTS OF

ORGANOPHOSPHORUS PESTICIDES ON THE GROWTH

OF MICROCYSTIS A. AND ITS UPTAKE TO PHOSPHORUS

SHEN Hong, LIN Jun, ZHENG Zhen�Hua, DING LI and ZHOU Pei�Jiang
( Department of Environmental Science , Wuhan University , Wuhan � 430072)

Abstract:Organophosphorus pest icides ( OPs) are widely used in agriculture and they do not only kill target organisms but also

extend to some nontarget organisms. Major portions of some nontarget organisms are algae cells. The objective of this work was to

study the effects of low concentration methamidophs(MAP) and phoxime on the growth ofMicrocystis aeruginosa. Meanwhile, the

kineticmechanism of uptake of three kinds of phosphorus forms � total soluble phosphorus ( TSP) , soluble reaction phosphorus

(SRP) and dissolved organic phosphorus ( DOP) by Microcystis were also studied. The concentration of total phosphorus was

6. 95 mg/ L in each medium. Methamidophs and phoximewere diluted with sterile distilled water and added into the sterilemodi�
fied HGZ medium at various phosphorus concentration ratios of methamidophs and phoxime to K2HPO4. Microcystis cell density

measured by spectrophotometer every 24hr at 663nm after inoculation. And adopted ammonium molybdate spectrophotometric

methods to determine the phosphorus forms concentration. Comparedwith no MAP and phoxime in medium, whenMAP, phoxime

and K2HPO4 combined in concentration ratio ( 1�11 and 1�9, 1�349 and 1�114) was treated, the growth ofMicrocystis was stim�
ulated. And the algal cells in MAP, phoxime�K2HPO4 ratio 1�9, 1�114 treated medium grew faster than that of inMAP�K2HPO4
ratio 1�11, 1�349 treated medium. The growth of Microcystis significantly inhibited by MAP when no K2HPO4 in medium and

MAP as unique P source of algal growth. The kinetic curves of change of phosphorus forms concentration in each medium were fit

to logistic model. The SRP could be assimilated by algae at higher velocity than that of other phosphorus forms, and few DOP

used by algae. The algal grew faster, the values of uptake velocity of the SRP by Microcystis were bigger. All these results

showed that the MAP and phoxime could stimulate growth of Microcystis when they and inorganic phosphorus combined in certain

ratio, but the point of the certain ratio forMAP is higher than that for the phoxime. The growth rate ofMicrocystis was dependent

upon the concentration of intracellular phosphorus, and SRP was the preferent ial phosphorus form used by algae. The cause of

stimulation might be the MAP and phoxime could accelerate the velocity of SRP uptake by the algal at the low concentration.

Key words:Methamidophs; Phoxime; Microcystis aeruginosa; Growth effect; Phosphorus forms; Uptake of phosphorus; Kinetics
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