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,
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摘要 以氧电极法的光合率作为藻类毒性测试指标
�

整个测试过程准确
,

简便
,

快速
�

能够随

时测定受试毒物对藻类光合作用的效应
,

与常规毒性试验比较
,

测定时间由 � � 缩短到 � �
�

灵敏度约提高了一倍
,

� 了
十

对光合作用的半数效应浓度���
。
�是 。

�

��� � 岁�
,

比 ��
� � 对藻的

急性毒性试验的 � ��。��
�

��� � 岁�� 少了一倍
�

关键词 光合率
,

藻类毒理
,

测试指标

藻类测试不管是营养物质的刺激作用测试
,

还是有毒物质的抑制或毒害测度
,

多 以

批量培养的数量变化即藻群的生物量作为测试指标汇
‘一 ’〕

,

藻生物量作为测试指标
,

尽管

准确可靠
,

但是试验时工作量较大
,

测试的时间短则 � 一 ��
,

长则 � 一 � ��
,

测试周期长
�

光

合作用是藻类重要的特征性的生理过程之一
,

光合作用效率可以快速地测定 �’�
,

为 了快

速监测环境中各种污染物或各种排放物 �如工业废水
�

生活污水等 �对水环境的胁迫和危

害程度
,

作者尝试建立一种以光合作用效率作为藻类毒性测试指标的方法
�

在水体污染

中
,

重金属污染相当严重
,

主要通过工业废水以及矿区地表径流和淋溶等方式污染水生态

系统并对人类生存构成威胁
,

对于重金属的排放有必要从各个营养层次进行测试
,

为制定

排放标准提供依据〔�〕
�

本文主要报道铜离子〔�
� � �

」对羊角月牙藻光合作用效率的抑制效

应
,

以此作为具体应用的例子
�

� 材料与方法

�
,

� 材料 羊角月牙藻�� �� �  �� �� � � �� � � ��� � � � �� � � � �� � � �� �� � � � �
,

试验前两周将

固体藻种接 种到液体 � � � 培养基中
�

试验前将预养的藻 液在无 菌条件下离 心 � � ��

��� ��
� � � �� �

,

弃去上清
,

用处置 �� � � ��
�

的 � �� �� � 溶液重新悬浮藻细胞
,

再离心
,

重复

两次最后以 �� � � � �
一 ‘� �� �几稀释备用

�

�
�

� 受试毒物 氯化铜 �� � � �� 
,

用重蒸水配成 � �� � � ��
�

� � �� �
的贮存液

�

正式试验时利

用缺 � � �
十

和 � � � � � � 的 � � � 培养基稀释至所需的浓度 试验采用两个浓度 系列的

� � �
�

溶液

即系列 � � �
�

� 又 ��
一 � ,

�
�

� � ��
一 � ,

� � 火 � �
一 ,

� � � ��
一 ‘和 一 � � �

·

�厂 �

系列 � �
�
�

�

� � 只 ��
一 礴,

�
�

�� � ��
一 � ,

�
�

�� 义 ��
一 � , ,

�
�

�� � � �
一 ‘和 �

�

�� � �
·

�
� 一 ‘

辛 上海市科技发展基金资助
� � � � 一 � � 一 �� 收到 � �� � � 一 � � 一 � � 修回
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每个系列重复 � 次实验
�

�
�

� 操作步骤 调恒温水浴至所需的温度 �� ℃
,

调节光辐射量为 ���
�

� 拜� �
一 � � 一 ‘

�

� ��

一 � � � � 生物氧监测仪调至 ��� �
,

待自动记录仪的指针稳定后
,

将旋纽调至 �� �
�

�� �� 内

监测仪显示变化不低于 �� �
,

则说明氧电极有效
,

否则应当更换电极
�

开动监测仪
,

在反应杯中加入 �� �� 备用藻液
�

把反应杯中的气泡全部排除
,

接着开启

拌器不断搅拌藻液
,

当记录仪显示稳定后
,

将藻液遮光 巧� � 作为藻类的呼吸作用
,

然后

打开光源
,

使藻类进行光合作用 �� � ��
�

往反应杯中注入 �
�

��� 的 �
� �� � 溶液以达到实验

所需的 �了
十

浓度
�

重复即更换一次新鲜藻 液
�

叶绿素测定 和线性 回归分析按报道进

行 � �
, � �

�

�
�

� 光合放粗率和抑制率的计算 按以下公式进行
�

� 二 � · � ·

��
·

�
·

��
一 �

�
�

光合放氧率�� � 氏 �滩 �� � ·

��
, � � 一定温度下的氧饱和度�� � � 八力

,

�
�

试样的叶

率素
� 总量 �拜� �

, � �

计录仪的量程
,
� �

计录仪的量程的相对变化值
,
� �测试时 间

�� �� �� 一 � � � � � �
·

� � �

��
�

抑制率�� �
,

介 处理组的光合放氧率
,

� �
�

对照组的光合放氧率
�

� 结果

�
�

� 浓度系列 �试验结果

衰 � 钥离子浓度系列 �对月牙旅光合放扭的抑创作用

�� � � ���� ��玩 �� ��� 叮耐
�� �� ��� �

咖 ��� ��� � �饥 � �� 璐�� ���� 
� 《� � 仇 � 拌� � �� 

·

� �

�� �
�

‘
帅

�众� � �忿� 胜 � ��� ��

试验次数

� ����� �
����

�

�吨
�

�
一 ’

对 照

伽�� 闹

�
�

� 又 ��
一 � �

�

� 又 ��
一 �

�
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由表 1
.
可知在五次试验中

,

每次试验结果随着铜离子浓度【C了
十

〕的升高
,

〔C
uZ十
」对

月牙藻光合放氧的抑制率增大
.
最低浓度组 1

.
00 x 10

“ 4
m g

/ L

,

其抑制率在 6
.
0 一 20 % 之

间
,

汇C
uZ十

]最高浓度组(1
.
00 m 岁L )的抑制率在 58 一

72 %
,

其对月牙藻的光合放氧的半

数效应浓度
,

即抑制率在 50 % 时的 c
uZ十浓度均在 0

.
01 一0

.
l m 岁L 之间

.
将每次试验结果

中 C
uZ十浓度及其对月牙藻光合作用的抑制率进行线性 回归的统计分析

,

相关系数 (
r)在

0
.
95 % 以上

,

经 t检验相关显警(p< 0
.
05)
.
其相应的回归方程如下

:

I。; = 6 1
.
1 + 1 0

.
S I
J
g
[ e

u Z +
] (

n = 5
,
r =

0

.

9 7 4
) E

CS

。 = 0

.

0 8 9

10
2 = 6 0

.
1 + 1 1

.

6 L g [ e
u Z +

] (
n = 5

,
r =

0

.

9 5 5 )
E

CS

。= 0
.
1 3 5

玩3= 76
.
3 + 13

,

1 1召[e
uZ十
〕(
n = 5

,
r =

0

.

9 7 7
)

E
CS

。= 0
.
0 1 0

10 4 = 5 2
.
7 + z 2

.
S I
J
g
[ e

u Z +
〕(
n == 5

,
: =

0

.

9 7 3 ) E 几。= 0
.
6 0 4

10
5 = 5 7

.
0 + r 4

.
I L g [ e

u Z 十
] (

n =
:

5

,
r = 0

.

9 6 9 ) E CS

。 = 0

.

3 1 9

由此得出每次试验的半数效应浓度分别为 0
.
089 ;0

.
135 ;0

.
01 0 ;0

.
6 05 和 0

.
3 19 m g/I

, .

平

均值为 0
.
231 5(Sv = 0

.
2 371

,
n =

5)

.

而所有试验的 25 对【C了
千

1 浓度和抑制率 I之间的

线性回归关系为 x
A = 61

.
4 + lz

.
4 L g [e

uZ十
] (

n 二 5
,

r 二 o
,

5 5
2

)

,

E e
s 。 = 0

.
1 1 9 3 ;同时各处

理组五次的均抑制率与其对应浓度之间的线性回归方程与上述相同
,

但后者的
r
值比前

者的高(
r二 0

.
9 8 7 )

,

即后者的相关性 比前者的好
.

2
.
1 系列 五试验结果

衰 2 钥离子浓度系列 盯对月牙荡光合放扭的抑制作用
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由表 2
.
可知

:
铜离子浓度【C

uZ十
〕及其对光合放氧的抑制率有同样的正 的线性关系

,

即抑制作用随着〔c了
十

] 浓度增大而增大
.
但是其最低浓度处理组(3

.
16 X 10

一 4
m

g川
,

和

最高浓度组(3
.
16 mg /l )的抑制率分别在

5
.
10 一7

.
53 % 和 79

.
8 一 90

.
3 %

,

其对月牙藻的光

合放氧的半数效应浓度均在 0
.
0 3 16一 0

.
3 16 m g / L 之间

.
将每次试验结果中 c

uZ十浓度及

其对月牙藻光合作用的抑制率进行线性回归的统计分析
,

相关系数(
r)在 0

.
975 以上

,

经

t检验相关显著
.
其相应 的回归方程如下

:

E C 10 E几
0 E q

。

IA = 7 2
.
7 + 2 2

.
o L g 〔e

uZ+
] (
n = 5

,
r =

0

.

9 5 9 ) 1

.

o 3
x

z o

一 3
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.

0 5 3 6

.

6 2

I A
= 7 0

.

0
+

z g
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S L g
(
e
u Z 十

] (
n =

5

,
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.

9 9 0 ) s

.

3 7
x

l o
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.

0 9 4 1 0

.

5

x A
= 7 7

.

0
+

2 1

.

o
Lg

[
e
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十

] (
n =

s

,
r 二 0

.
9 9 2 ) 7

.
3 7 x 1 0

一 4
0

.

0 5 5 4

.

0 3

I A
=

6 4

.

7 +
z g

.

o L g 【e
uZ+ ] (

n = 5
,

r =
0

.

9 7 7
) 1

.

3 2
x

z o

一 3
0

.

1 6 5 2 1

.

4

I A
=

6 4

.

0
+ i s

.

7
Lg (

Cu

Z
+

1 (
n =

5

,
r =

0

.

9 7 5 ) l

.

2 9
x

l o

一 3
0

.

0 7 8 2 4

.

6

由这些方程得出每次试验的半数有效 抑制浓 度分别为 。
,

0 8 2 7

,

0

.

0 9 3 9

,

。
.
0 5 4 8

,

0

.

2 6 5 4 和 o7s3 m g/L
.
平均值为 0

.
096 (s v == o

,

0
4

3 1

,
n = 5

)

.

而所有试验的 25 对(e
uZ十
」

浓度和抑制率 I之 间的线性回归关系为 x̂ = 69
.
7 + 19

.
gLg [e

uZ+
](
n == 5

,
r 二 0

.
9 7 7 )

E q
。= 0

.

10 3 ;同时各处理组五次的平均抑制率与其对应浓度之间的线性 回归与前者相

同
,

但是后者的
r
值比前者的高(

r= 0
.
986)

,

即后者的相关性 比前者的好
.

3 分析和讨论

以上结果分析表明
,

每个系列各次试验的浓度和抑制效应之 间的相关性各不相同
,

由

此得出的半数有效抑制浓度也不一样
.
但是每个系列所有试验的总体相关所得出的 E q

。

非常接近
.
系列 I的 E几

。
为 0

.
119 ;系列 n 的 E蝙为 0

.
103 ;其相对误差为 14

.
4 % 比每个

系列的五次试验得到的 Eq
。
平均值之间的相对误差 83

.
11 % 小得多

.
这说明对藻类抑制

试验的统计分析中应该利用所有的试验数据或者几次试验数据的平均值进行回归分析
,

即应该包括试验所取得的所有信息量
.

从以上试验结果可知
:系列 I 的试验结果得到的 C了

小

抑制率的覆盖区间较小
,

五次

的均值在 4
.
24 一 65

.
12 % 之间;每次试验获得的的 E q

。
差别很大

,

其标准差也大
,

变异系

数为 10 2
.
5% ;而 系列 H 试验结果

,

其抑制率所包括的范围较广
,

其均值在 6
.
29 一 89

.

31 % 之间
,

每次试验获得的 E几
。
差异较小

,

变异系数为 45
.
1 %

,

故试验时
,

受试浓度的设

置应反映出最高的无作用 (效应)浓度和最低的完全作用 (或效应)浓度
.
综合

“

水生生物毒

性试验法
”

和
“

水污染的生物监测
”

中的观点
,

以 E C 、。表示最高的无作用 (效应 )浓度和

E C9 0 表示最低的完全作用 (或效应 )浓度
.
则以系列 11 的试验结果所得到 的全部信息量

的回归分析方程
,

计算获得 C
uZ十
对藻类光合效率的最高的无作用(效应)浓度和最低的完

全作用(或效应)浓度分别为 1
.
01 X 10

“
3
m g

/ L 和 10
.
43 m g/L

.

与 C了
+
对藻类生长的急性毒性试验比较

,

C
u Z +

对光合作用的抑制效应的半数有效

浓度(E几
。= 0

.

10 5 m g / I
J
) 比急性毒性的(EC

S。二 0
.
2 04

mg
/I
J
)少一倍

.
v vi sv iki 等[s] 曾报道

C uZ
十

对 D un aliella m in uta 的 E C
S。
为 7

.
57 (M (约 0

.
4s ztn g/ L )

.
L ash een 等[

, ]报道当 e
uZ十

0

.

40
m g

/ L 对藻类的生长即有明显的影响
.
林碧琴等综述

: c uZ十浓度为 o
.
75 m g/L 时对黄



期 陈德辉等
:
光合率作为藻类毒理测试指标 4 53

群藻等金藻的生长完全抑制
,

对于野外栅藻 1
.
55 m g/L 完全抑制生长

,

10 m g
/l 完全抑制

小球藻的生长 ; sh eh at
e 和 B ad e:等研究表明

,

影响栅藻生长率的 c
uZ十 浓度为 0

.
Zm g/I

J.

T am ai 和 S as a 观察到铜离子对镰形纤维藻光系统 H 具有抑制作用
.
痕量的铜是藻类生长

所必须的
,

但高浓度的铜对藻类有毒害作用
.
由于光合作用是藻类生长过程中的一个重要

的提供物质和输送能量的环节
,

同时光合作用过程是在亚细胞水平上的一种生理生化反

应
,

因而光合作用对外部环境协迫的反应就比整个细胞生长的多种生理生化复合过程的

反应来得敏感和快速
.
由此可见这可能是 C

uZ十
对光合作用的抑制效应 比其对整个细胞生

长的抑制作用来得敏感的原因之一
综上所述以光合效率作为藻类毒理测试指标

,

具有如下特点
:

测试过程简便
、

快速
,

能够随时测定受试毒物的效应
,

亚细胞层次的生化反应
,

对毒物

的毒害作用响应快
,

在 15 m in 内即可看出毒效应的程度
.
与藻类生长的急性毒性试验 比

较
,

测定一个样品的时间由 % h 缩短到 2 h
.

灵敏性好
,

对于同一受试毒物和同一受试生物
,

如和藻类生长的急性毒性试验 比较
,

其灵敏度约提高了一倍
.

精度高
,

由于测试过程简捷
,

便于试验的多次重复
,

通过统计分析方法作出结论
,

提高

了试验结果的精确度
.
从以上的结果分析可知

,

即使是不同的毒物浓度系列
,

尽管每次试

验获得的 C
uZ干
的 E几

。不同 ;但是由含有五次试验结果全部数据的线性回归方程得 出的

两个系列的 C
uZ十浓度对藻类光合作用的半数有抑制浓度

,

两者非常接近
.
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