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摘要 应用接触致毒 一 恢复培养法
,

试验共有五个浓度组
,

即 �
�

��
,

�
�

��
,

�
�

��
,

�
�

�� 和

�
�

�� � �以� �� � 十 ,

和对照组 以比增长率作指标
,

实验结果经回归分析
�
确定 � � � 十 对月牙藻逐

步加深的三种致毒效应
�

半数效应浓度
、

完全抑藻浓度和完全杀藻浓度分别为 �
�

� ��
、

�
�

���

和 。
�

�� � � 岁� �
� � 十

�

由恢复培养可知在杀藻效应浓度以上
,

藻类细胞受到不可逆转损害
�

恢复

培养试验结果能客观地反映了毒物对藻类的毒理效应
�

关键词 藻类
,

毒性测试
,

杀藻效应
,

安全评价

有毒化学物质如
�

重金属
、

除草剂和杀虫剂等
,

每年都以几十吨甚至几百吨的产量在

使用着
,

这些物质经各种途径进入水体
,

从而对水生生物类群
,

水生态系统的结构和功能

产生影响
�

化学物质的生态毒理学评价已越来越引起人们的重视
�

藻类处于水生态系统初

级生产者的地位
,

在毒性试验和安全评价中是其他水生物评价的基础 藻类的毒性测试作

为毒物评价方法已有广泛介绍如 � �� � 〔’〕和 � �� � 的标准方法
,

国家环保局的《化学品

测试准则》
,

都详细地规定了藻类毒性试验的内容方法和实施步骤
�

一般在藻类毒性试验中
,

通常是 以生物量或生长率作为藻类抑制指标和安全评价指

标的
,

随着测试时间的延长
,

�几。的浓度会发生变化��,
’�

�

因此需要对藻类毒性 的试验及

其表达方法进行必要的改进
,

使其能够反映实际情况
�

与其他水生物 比较
,

藻类具有生长

周期短的特点
�

这可以在短时间的恢复培养中进一步鉴定毒物 的效应浓度
�

本文参照

�� ��
。
等方法 � �〕

,

将毒性试验分为接毒致毒培养和恢复培养两大步骤
,

以一定比增长率下

的毒物浓度来说明毒物对藻类逐步加深的三种致毒效应
�

� 材料和方法

�
�

� 材料 羊角月牙藻 �� �� � �� ��� � �� � � �� ��
� �� � � �� �� � �� ! ∀# ∃ � �

,

藻种来自中国

科学院水生生物研究所藻种库
,

将固体培养藻种接种于 �� � ��� �� � �
��� � ��� ��  �液体

培养基中预培养直至对数生长期
�

藻种的培养
,

玻璃器皿的洗涤
,

藻细胞密度的测定比生

长率的计算分别参考有关文献〔
� 一 �〕

�

受试化合物
�

氯化铜 � � �� �
,

用重蒸水配成 � �� � � � �

, 上海市科委发展基金资助
� �� �

一

� �
一

� � 收到
� �� � � � �

一

� � 修回
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�� ��
�
的贮存液

�

试验时利用缺 � � “
十

和 � � ! � � � 的 � � � 培养基稀释至所需的浓度
�

�
�

� 试验浓度的设置 设置 � 个 � � �
十

浓度
,

��
�

� � � ��
一 � ,

� � ��
一 ‘, �

�

� � 又 � �
一 � , � 和

� �� � � � �� 进行预试验
�

按照等对数间距法
,

设置正式试验的 � � �
十

浓度组
,

�
�

�
、

�
�

� �
、

�
�

� �
、

�
�

�� 和 �
�

�� � � � ��
� ,

一个空白对照组
�

每组三个平行
�

�
�

� 藻液制备 无菌倒取预培养藻液
,

� � � � 一 � �� ��� � � 离心 � 一 �� 功��
,

去掉上清
,

藻

体液用 � �� � � �
�

� �� �� � 洗涤二遍后作为藻种
�

最终以每个三角瓶 �� � �
�

计
,

预试验 的初

始密度为 �
�

� � � ��
�

�� ��� � �
,

后两次试验的藻液的初始密度为 �
�

� � ��
一 �

�� � �� � � 进行

接种
�

�
�

� 培养条件 日光灯光源
,

� � � 士 � � �� ��
�

�
一 �

�

� 一 ’,

光周期 �� �
, �

�� � �培养温度 �� 士

�℃ �在光照期间
,

每隔 �� 摇动培养瓶一次
�

�
�

� 接毒培养 无菌条件下
,

接毒培养 ��
,

在第 ��
、

第 �� 各组计数得到藻密度
,

依公式

计算每组的生长率 拜 进行回归分析
,

得出回归方程
,

由此计算当 拌 � �� �拜� �� 〔�
� “十
」时的

� 几。 �然后计算 产二 � 时的〔�
� �十
〕浓度

,

表示 � �� � � 二 �
,

即 � � � ��
,

藻类生长完全被抑制

的浓度
�

�
�

� 恢复培养 将致毒培养 ��� � 后的各处理组
,

分别计数
,

高于接种密度的处理组用离

心法收集细胞
,

小于或等于接种密度的用离心法或过滤法收集全部水样中的细胞
�

藻细胞

的洗涤方法与前述 �
�

� 步骤 中相 同
�

在 同等条件下
,

由 � �� 培养基培养 � � � 进行细胞

计数
�

恢复生长时
,

拜� � 的最低浓度
,

为完全杀藻浓度
�

�
�

� 细胞计数和生长率�川的计算 自接种的次日起
,

每日在 同一时间
,

利用微量吸液

器吸取 �� � 的藻类培养液
,

移至经高压灭菌的加有 �
�

�� � �
�

鲁哥氏液的青霉素瓶中
,

整

个取样过程都是在无菌操作台上进行的
�

采用平板计数法
,

在 �� ���
� 双筒显微镜下

,

进行

细胞计数
�

以公式
� � �� ���八

� 一 � ��  �
。 一 �

� 一 � �
,

���
�

当天的细胞数值 � � 。一 � � 前一天的细胞数值 �

�� �
对应于

� 。 的培养天数 � �� 一 � � 对应于 、
一 �
的培养天数 � 计算指数生长期内每天的

�
值

,

取其中的最大值为 拌 值
�

�

� 回归分析及其检验�� 

� 结果

�
�

� 预试验结果

各处理组的藻类细胞在致毒培养和恢复培养中的生长见表 �
�

可知
,

在接毒培养 ��

中
,

铜离子浓度〔�
� � �

〕等于或大于 �
�

� �� � � � � 的三个处理组
,

藻细胞数量下降
,

低于起

始密度
�

而 �
�

� �� � � ��
�

和 �
�

��� ��
矛

的 2 个处理组
,

藻类呈指数增长
.
由恢复培养的可知

,

藻类在〔C
u“十
〕为 0

.
316 m g/I

J
和 3

.
16 mg /I

、

两个浓度组中接毒培养 5d 后
,

第 11d
、

14 d

,

不

能恢复生长到对数生长的水平;而对照组
,

0

.

0 3 2 m g
/

L 和 0
.
lm g/I

J
二个浓度组都可恢复

生长
,

而达到对数生长期
.
计算接毒培养第 5d 的 拜值见表 1

,

当 cu
Z十 浓度大于 0

.
316m g/

I
J
时

,

拜值明显下降
.
这表明在一定浓度范围内 c了

十

对月牙藻的生长有抑 制作用
.
利用作

图法求出公式
:
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拼 = 一 3
.
6 2 [ e

u Z +
]
+ 1

.
0 5 2

,

计算得 E CS
。为 0

.
199 ;计算 拌 = o 时

,

[
e

u Z 十

]
= 0

.

2 9 9吨/L
.
尽

管第一次试验选择的 C了
+
浓度范围广

、

间距大
,

但是可以得到 C 了
十

对藻细胞生长最高无

害浓度 E q
、

完全 抑制 (拜 二
0) 浓度和 不能恢复生长 的杀藻 浓度分别为 0

.
loo m g /L

,

0

.

29
9 m g

/ L 和 0
.
3 16 mg /

L
.
为了更准确描述 c

uZ十对藻类细胞的致毒过程
,

在原有的实验

基础上缩小 c
uZ+浓度范围在 0

.
10 一 0 3 16 m 创I

,

之间
,

进行深入的试验
,

同时小于或等于

0
.
10 m g/L 的浓度组不进行恢复培养试验

.

衰 1 不同铜离子浓度〔C了
十

]致毒和恢复培养的藻类细胞密度和生长率(
x l少 ce lls /m L)
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.
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,
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.
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.

9

3

.
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一
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一
1
.
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1

.
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一
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5 6

5 d

1 l d

4
.
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.
8 8 0

.
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6 3
.
6 1 0 9

.
0

1 4 d 9 2

.

3 4 1 1 7 5 3 0

.

4 9 2 1
.
2 0

.
9 6

2

.

2 第一次试验结果

衰 2 不同铜离子浓度〔C
uZ十

1致毒和恢复培养的月牙蕊细胞密度 (
欠
1 0
4

Ce
ll 扩司)

Tab
.
2 川g公d e ns ity ( x 1 0 4 ce u

sz m l) of 5
.
。a p r ico rn

u t u
m w it h

。o n e e n t

rat lon
g r司ien t of

co p匹r io n[e
uZ+
]i
n ex , sure

一
r e

co

v e 即 。
ul
t u r e

[
e
u Z +

]毗/1 0
.
0 0.10 0.13 0

.
18 0

.
24 0

.
326

Zd 6.83 8.02 8.64 3.49 2.04 2.16

sd 34.7 29.8 34
.
3 25.8 6.14 2.30

sd 2.5 2
.
5 1

.
78 0.68

1ld 5.59 61.67 4.20 2.58

14d 3:;8.7 560
.7 3.36 1.60

致毒培养的藻类生长 见表 2
.
【c
uZ十
」( 0

.
18 m g/I

J
的 3 个组均 以指数方式增 长

.

〔c了
十

」二 0
.

24 m 岁I
J
的浓度组

,

藻细胞在第 2d 生长下降
,

第 sd 呈上升趋势
,

但其最大值

没有达到最大组的一半
.
o
.
316 m 岁L 组的藻细胞密度始终总是低于起始密度

,

没有增加
.

拼值和【c
uZ十
〕进行回归分析

,
t 检验表明线性相关极显著

,

得到回归方程如下
:

Zd : 拼= 一 4
.
3 9 7 5 [ C

u Z 十
]
+

1

.

1 5 9 6 (
n 二 5

,
r = 一 Q

,

8 9 1 2
)

s d

: 拌= 一 2
.
5 6 0 4 [ C 了

干

]
+

0

.

5 5 1 (
n 二 5

,
: = 一。

.
9 5 4 6 )

由此得到第2d 和第 5d 的 E几
。
分别为 0

.
19 3 ppm 和 0

.
2 16 m g/I

J,
藻类被完全抑制 (即 拼

= o 时)的浓度分别为 o
.
z64m g/I

J
和 o

.
300m g/ L [e

uZ十
]

.

从恢复生长可知(表 2)
,

0

.

13 m g
/

L 和 0
.
18 m g/ L 浓度组完全恢复生长

.
但 0

.
24 m g/L

和 o
.
31 6m g/ L 有少量增长

,

但到第 9d 又下降了
,

没有完全恢复生长
.
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2
.
3 第二次试验结果

衰 3 不同铜离子浓度〔C
uZ十

]致毒和恢汉培并的月牙蕊细胞密度《
x 104 C ell岁耐j

T ab
.
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ity (x lo4ce 叼耐l
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e
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的 grad lent
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]i
n ex
邵
u
份
re
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e理 。
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u r e

一
....口. . . . . . . . . .

[
C uZ

+

]
0

.

0 0

.

1 0 0

,

1 3 0

.

1 8 0

.

2 4 0

.

3 1 6

Z d 6

.

0 0 1 1

.

5 7

.

0 4 6

.

2 4 6

.

2 4 2 4 2

s d 1 5

,

8 7 1 2

.

6 8 4 8

.

2 7 1 5

.

9 0 1 6

.

2 8 1

.

7 9

s d 2

.

5 2

.

5 0

.

5 0

.

5

1 l d 2 5

.

3 5

.

3 6 1

.

8 7 0

.

1 3

1 4 d 3 2

.

7 3 3 1 0

‘

5 5 0

.

2 6

致毒培养的藻类生长见表 3
,

0

.

1 m g
/I

刁 ,

o

.

13 m g
/I

, ,

0

.

18
m g

/ L 和 0
.
24 m g /I

J
c uZ十

浓度组及对照组藻细胞生长呈指数增长
.
而 0

.
3 16 m g/L 浓度组

,

在接种培养 24 h 后
,

生长

下降
,

低于起始密度

拜值和 〔C了
十

〕的回归分析
,

得到如下回归方程
,

t 检验表明线性相关极显著
.

第 Zd “= 一 3
.
5 1 7 4 [ C

u Z 十
]

+ 1

.

1 1 5 (
n = 5

,
r “ 一 0

.
9 2 3 1 )

第 sd 拼= 一 3
.
5 0 3 7 〔e

uZ十
]
+ 一 1 4 5 7 (

n = 5
,

r 二 一 0
.
9 6 2 0 )

由此得yIJ Zd 和第 sd 的 E rCS
。
分别为 o

.
Zo ssm 岁L 和 o

.
1978m g /I

J;而第 Zd 和第
·

s
d

的 C u“
+
对藻类生长完全抑制的浓度当 拜二 O 时分别为 0

.
31 7 和 0

.
301 m g/L

.
从恢复生长

可知
,

0

.

13 m g
/

I

夕

浓度组藻细胞呈指数增长能够恢复生长
.
0
.
18 mg /

L 组虽然在恢复培养

后增长
,

可恢复生长 o
.
24 m 岁L 组可以增长

,

能够恢复培养
.
但是 0

.
316 m g/I

,

浓度组没有

增长
,

不能恢复生长
.

3 讨论和结论

从以上三 次 的 5d 致毒 试验 结 果可知
:
当 拜 二 1

/2
拜m ax

,

三 次 试验 的 E几
。
分别为

0
.
19 94

,

0

.

2 1 6 0 和 0
.
19 78

,

c 了
+
对于羊角月牙藻 的 比增长率的半数抑制浓度的均值为

0
.
20 44 士 0

.
0 0 8 3

.
而完全抑制藻类生长的铜离子浓度〔c

uZ十
]

,

【X
S/溉 二 1

,

拌 = 0 〕分别为

0
.
29 89

,

0

.

30
0 和 0

.
301

,

其平均值为 0
.
297 m 创I

J.
而 o

.
3 16 m g/ L 浓度组的藻类都无法恢

复生长
.
这一浓度和兰智文 (1992) [81 围隔实验的所得 到的铜离子[c

uZ十
〕的杀 藻浓度

o
.
30 0u岁L很接近

.

致毒培养试验主要测定毒物对藻类的抑制效应
,

即生长率 的半数抑制浓度 E Cs
。和完

全抑制浓度
.
经过 比增长率 。和 [“

]的回归分析
‘

和所得的回归方程
,

即可计算出 ; 一 1/

2 拜ma
x
和 科 = O 的 E q

。和完全抑制浓度 (Al gi st at i
。
re

spo

n
se )

.

从恢复培养可知
,

在 E几
。
即

〔cu
Z十
〕= 0

.
20 0m g/I

J
附近的 。

,

1 8
m

g 八
J
处理组在去除毒物后能够很快地恢复生长

.
而在

完全抑制浓度为 o
.
30om g/L 附近的处理组 0

.
316 浓度组

,

则很难恢复培养或生长下降无

法恢复培养
,

这一浓度为永久性的杀藻浓度
,

50

% 抑制效应并不意味着决定性的毒效应浓度
,

( 1) 是随着时间的变化 E几
。
变大[

3],

或者变小如本次试验
.
这可能与 c 了

十

在藻细胞 内富集有关
.
(2) 在去除毒物后 E几

。浓度

的处理组藻细胞很快恢复生长达到对数期
.
如本实验

,

还有 Pa yn
e
等试验

.
这表明藻类的
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生命力并没有相应地降低 50 %
.

恢复培养表明在由急性致毒试验中获得的半数抑制浓度下藻类的数量及其生活力没

有发生任何改变
.
而完全抑制浓度却可估计藻类细胞被破坏的程度

.
即在细胞质产生的抑

制效应
,

而这一浓度则有可能对细胞的生长产生不可逆的破坏作用 杀藻浓度对细胞的生

长产生不可逆的破坏作用
,

是有毒物质安全评价一个稳定的指标
.
因而致毒一恢复培养试

验则是较全面而稳妥的化合物毒性的安全评价方法
.
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