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武汉东湖蓝藻水华毒性的研究 �
�

淡水蓝藻毒性的检测

俞家禄 陈明惠 林坤二 俞敏娟
�中国科学院水生生物研究所

,
武汉�

提 要

用国外检测蓝藻水华毒性的血凝法和小白鼠腹腔注射藻类提取液法
。
对武汉东湖蓝藻水

华进行检测
。
发现八月份到十月份其间的藻类水华有不同程度的毒性反应

。

关键词 蓝藻
,

水华
,

毒性
,
血凝反应

湖泊
,

水库是我国城市居民饮用水的主要来源
。

近十多年来由于城镇工业的迅速发

展和城市人口的增加
,

生活污水和部分工业污水大量排入湖泊致使湖泊渐渐富 营养化
�

每当温暖季节湖泊中浮游蓝藻大量繁殖并且形成水华时
,

严重影响水质和环境卫生
。

这

种蓝藻水华是否会突变产生毒株而影响人体健康
,

正在日益引起供水机构和公共卫生部

门的关注
。

早在一百多年前
,

��
��� �� 第一次发表了某些蓝藻水华引起动物中毒的报告

。 � � � �

年就有水华束丝藻 �� ��朋�幼 , 阴口。 ��。
一

��
“�� � 引起牛中毒的报道

。

六十年代中期又有

许多文章报道蓝藻水华引起动物甚至于人中毒的情况
。 ��� �� � � � �� 综述 中报道多起北

美洲大平原的湖泊
,

水库和池塘使动物中毒事例
。

在欧洲
,

亚洲
,

非洲
,

大洋洲及南美洲也

有类似的使动物中毒情况发生
。

据报道
〔�� ,

淡水蓝藻中有毒性的藻类主要是下面 � 个属 �

鱼腥藻属��
, � � � � , � �

,

束丝藻属 �� 户�
� �艺� � � � � � ,

�
,

腔球藻属 ��
� � �� � ���

�
厅� � �

,

胶刺藻

属 �� �
� � � � , �� � ����

,

微囊藻 �斌
� � � �夕� ����

,

节球藻属 ��
� � “�� �王“�

,

念珠藻 属 ��
� 了�� � �

,

其中主要产生毒性的蓝藻是鱼腥藻
,

束丝藻和微囊藻属中的某些品系
。

蓝藻毒性间题比较系统的研究工作是在最近二十年中进行的
。 � �� �� � �� 首先在 实

验室中分离和培养成功微囊藻毒性品系
,

该品系被命名为 � � �
一 � 。 微囊藻毒素有二个组

分都是肤类
。

一种使实验老鼠在一至二小时死亡的微囊藻毒素是一种环状多肤被称为快

速死亡因素 ��� �
,

�� �� �� �� � �� �� �� � 对老鼠的最低致死剂量是 纯 毒 素 �
�

� � 毫克 �公斤

�体重 �
。

以后他又从加拿大西部萨斯喀彻温省的伯顿湖中分离 出有 毒 的水 华 鱼 腥 藻

��
, 动�� �� �� 口�

一

�� “�� �
,

他认为这些藻类是引起二条水牛死亡的原因
,

从其中分离得到一

种毒性品系� 巨进行实验室培养
。

这种品系称为 � � �
一 � � 一 � 。 � �� �� �� 测定了鱼腥藻

本工作进行过程中得到黎尚豪教授和卢孝曾副教授的热忱指导特此致谢
。

� � �  年 � 月 � � 日收到
。
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毒素证明是一种神经毒碱为 �“ 道尔顿的低分子量毒素
,

小鼠的 �� 务 致死化剂量是纯毒

素 �
�

� 毫克 �公斤 �体重�
。

�� �� � 首先分离出束丝藻毒素
,

他将采集的有毒束丝藻经过冰冻以后
,

将冰冻后的藻

类粗提物注射到小鼠体内后立刻引起死亡
,

束丝藻毒素的性 质和 贝类 毒 素 ���� �� �� ��

相似
,

化学结构是四氢嘿吟碱 �
��� � � ��� � � � � � �� � �

��
�
���  �

。

以后 ���而
� � 指出束丝藻毒素

是几种贝类毒素的混合物
,

四氢嗦吟碱是其中的一种
。

对蓝藻水华毒性的生物监测
,

目前国外主要采用两种方法
�
�� 血凝法

,

��
�
而 ��

��� 刀

认为铜绿微囊藻产生的毒素是分子量 � �� 一 � � � � 道尔顿的肤类
,

动物中毒后的组织病理

学检查时
,

能看到肝脏充血和红血球聚集在肝小叶门静脉中
。

这种情况和外源凝集素作

用相似
,

外源凝集素的作用是凝集细胞
,

特别对红血球凝集作用更明显
。

因此他认为采用

红血球凝集方法来监测蓝藻毒素是一个有效的方法 � � � 小白鼠腹腔注射粗提物 是一 种

常规的测试动物中毒的手段
,

测试结果表明
,

凡是对兔
、

鼠
、

人的红血球有强凝集作用

者
,

动物试验时均能出现毒性
。

我们基于以上的情况开展了对武汉东湖蓝藻水华毒性的

研究
。

材 料 和 方 法

材料来源 取自本所藻种保藏室的藻种有
� 雪松聚球藻 �� �二动 �� �� ��

� “�� 口川 , 水

生 � � � �
,

粘球藻 �� �
� � �  � 户了�

��
·

水生 �� � �
,

实球藻 ��
�
“

� � “� � � � � 。 水生 � � �
,

铜绿

微囊藻 ��� ��
�卿�‘�, � 。,

·

“� �� � , � 水生 � � � �
,

钝顶螺旋藻 ��声
� � �� � � 户��� � � , �� 水生 � � ��

,

上

述藻类用 �
�

� 升培养瓶置于 �� 士 �℃ 的恒温水箱中培养 �� 一 �� 天
。

光 照 强 度 �
,

� �� ��
。

培养过程中通人过滤空气
。

培养后的藻类悬液经 � � � � 转 �分离心沉淀
,

浓缩的藻类放 在

液氮中冷冻保存备 用
。

水华藻类收集于武汉东湖边
,

我们从 �� 年春当东湖岸边出现少量蓝藻水华时
,

开始

定期在岸边用 �� 号浮游植物网采集藻类
,

带回实验室除去植物碎屑以及其他杂物后
,

进

得显微镜检查确定藻类主要种属
。

以后将蓝藻浓缩液倾人一升容量的长圆柱形的浮游生

物沉淀器中静置二小时
,

藻类就全部密集上浮成一厚层
,

然后取出浓藻浆
,

弃去清水及沉

淀物
。

浓藻浆用少许蒸馏水冲洗二次后经 �
,

� �� 一 �
,

� �� 转 �分离心 �� 分钟吸出上清液
。

浓缩的藻浆置于聚乙烯有盖试管中并放人液氮中冷冻保存备用
。

血凝法具体步骤 �� 红血球悬浮液的制备
。

血液取 自 �� 一 �� 克体重的健 康小 白

鼠
。

取血前停食一天
,

取血时先用氯仿轻度麻醉后用玻璃毛细吸管从眼底部取血
。

正常

情况下一只小 白鼠一次可以取血 �
�

� 至 �
�

� 毫升
。

取 出血液立即放人 ��  外氯化 钠 溶 液

�生理盐水�中
,

用生理盐水洗涤 � 次
,

每次洗涤时充分搅匀后低速离心 , 分钟以除去血块

等物而获得均匀的红血球细胞
,

为了防止血液凝集
,

要加人保护剂 �外拘椽酸钠 �血
�
拘

椽酸钠一 斗� �� 或者加少量肝素
。

试验开始前吸取 �
�

� 毫升浓血球悬液
,

用生理盐水稀释

成 �� 毫升红血球悬浮液
,

即 �务浓度
‘

��

�� 光密度 �
·

�
·

� �� � � ‘ � �
·

� 。
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藻类粗提液的制备 将已浓缩而贮存于液氮中的藻类取出
,

逐步转人室温解冻后
,

用

少量生理盐水充分搅匀 �此时大部分藻细胞均已破碎
,

色素蛋 白及细胞内含物多半在溶液

中�
,

经 �
,

� �� 转 �分离心 �� 分钟后吸取上清液即为藻类粗提液
。

将粗提液用生理 盐水配

成 � � � , � � � , � � � , � � �� 等不同浓度的溶液
。

然后用生理盐水作对照 �包括阴性和阳性对

照 �
。

在 � 孔 � 形血凝板上进行测定
。

不 同浓度的藻类粗提液和 �务红血球悬浮液各 ���

微升加人一个小孔中
,

待各稀释度及血球加完后
,

在室温条件下静置 � 小时
,

反应完成
,

记

录血凝作用的强弱程度
。

每次测定用生理盐水作对照
。

小白鼠毒性试验方法 取 �� 一 �� 克体重的健康小 白鼠
,

从腹腔中线一侧注射人 � ��

微升经过 �
�

�� 微米超滤膜过滤的藻类粗提液
。

注射后在 � 小时内观察中毒及死亡情况
,

并解剖观察脏器的肉眼变化
。

对照组小 白鼠注射 �� � 微升生理盐水 �即每个对照的小 白

鼠注射 �
�

� 毫升生理盐水 �
。

结 果

�一� 血凝结果 我们选择了 � 种常见的
,

室内培养的实球藻
,

铜绿微囊藻
,

胶球藻
,

雪松聚球藻以及螺旋藻进行血凝反应的测试
,

发现除螺旋藻外均有血凝反应 �表 ��
。

同

时我们对东湖的蓝藻水华定期采样并进行测定
,

发现大多数蓝藻水华如铜绿微囊藻
,

颤藻

农 � 室内培养旅类粗提液的血扭作用
�

� � �
�

� � �� �
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* 巾
据文献报道 5

.
砂at o sis 系无毒性藻类

。

等都有较强的血凝反应
,

但 占四月份蓝藻水华总数 80 并的卷曲鱼腥藻却无血凝反应
。

只

有当水华中含有 25 沁的水华束丝藻而藻类总浓度达 30 一60 毫克/毫残时方才有反应(表
2)
o



表 2 东湖蓝燕水华粗提物血凝作用结果
T ab

·

2
H

e

m

a

朋l
utination result: of the crude extraet, f

r o
m t h

e
w

a t e r
b l

o o
m

i n t h
e

D
o n

gh

u
L

a
k

e

{{{{{

血球凝集反应结果 藻浓度(毫克/。
·

, 毫升)))

}}}}}

H二
·9 9 ,一‘一‘。

一
, t· C

。

… ‘m g‘。
·

’m ‘,,

·· 期

………
藻类名称

...
藻类组成百百 藻浓度度血凝结果果藻浓度度血凝结果果 藻浓度度血凝结果果藻浓度度血凝结果果 小鼠毒性性

罚罚罚
}spe“’已’ 。 , “ , g “ ””

分率%%% C on C--- resulttt C ooe--- re, u
l
ttt C o n C

---
r e s u

l
ttt C o n c

。。

r e , u
l ttt 反应应

剑剑剑剑
Bloommm工。

2
44444

0

。

6
22222

0

.

3 rrrrr 0

。

1 22222
T

o x

i

c

it
yyy

兰兰……………………………………
6。 00000 3

。

00000 1

。

55555555555

圳圳圳圳
‘ 。J l二F 。

吕几L二o nnn
2

。

44444 1

。

22222 0

。

66666666666

川川川川川川川川川川川川川川川川川川川川川川川川川川川川川川川川川川
0.666666666666666 0。 3333333333333333333333333333333333333

刊刊刊
A称a b a 心刀 aaa 8 0000000 1

。

00000 0

。

555555555 N DDD

…………
c矛rci刀 a 八了了 1 5555555 1

.
6 55555 0

。

8
22222222222

州州州
A。 扩 a 犷

f
a
b 萝l云了了 5555555 l

。

0
55555 0

.

5
22222222222

AAAAA

·
‘
P i
r o 派J 心sssssssss 3

。

44444 l

。

7 00000000000

1111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111

.

6 55555555555555555555555555555555555555555555555555555555555

AAAAA

。
c 云rc i刃a l行行 7 00000 门斗斗 2

.
1 555 咔+++++ 十一一 0

。

666 + 一一一

AAAAA P入a ”泣2 0叨翻
。刃刃 2 5555555 l

。

444444444
0

。

2 呼呼呼呼

fffffl
o卜a叮t, a eee

5555555 2
。

222222222
0

。

1 2222222

汉汉汉
. JP介o id“““““ 0

。

888888888888888

MMMMM
i
c r o c 夕st若了了 1 0 00000

+++++ +++++
+++++ +++ N DDD

口口口心r “ g ‘刃0 5召召召召召召召召召召召召

MMMMM

。

谙cr o ey ‘t i了了 1 0 000 l
。

222 译斗斗斗 卡于于于于于于于

召召召心犷t ‘g 忿”O ‘召召召 2
。

0000000000000000000

MMMMM

。

i
c r o c 夕了对sss 1 0 00000 十琦」

.
+++++ 月月

,
+++++++

0

。

2222222

aaaaa

er

u 岁”o 了44444444444444444444444

材材材
。

矛cr o c夕了衍了了 1 0 000 3
。

333
+ 斗斗干干干 斗干十干干干 + 月月

...
0

。

3 33333 N DDD

aaaaa 己犷“ g 皿刀o 了召召召 2
。

lllllllllllllllllll

MMMMM

.

i
c r o c

y
s
t 行行 900000 十斗咔咔咔咔 + + +++++ +++ 0

。

2
111 十十 N DDD

口口口 亡r “g 留” o 了aaa 1 000000000000000 0
。

6 8888888

AAAAA
刀 a

b
‘口”aaaaaaaaaaaaaaaaa

0
。

3 3333333

OOOOO
了c
i l l

a t o r云aaaaaaaaaaaaaaaaa 0
。

4
3333333

00000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

。

4 4444444444444444444444444

00000
‘c
i l了a 多o r泣aaa 10 000 6

。

888
十斗斗十十十 十于斗十十十 十1闷冲冲冲 十一一一

MMMMM
。

i
c r o c

y
s t

i
sss

1
0
000 3

。

333

于斗斗斗 斗十十
0

。

8 222
门斗斗斗 +++ N DDD

aaaaa 亡r “
g’刀 0 5口口口 4

。

333333333 1

。

0 77777777777

2222222222222222222222222222222222222222222222222222222

。

888888888888888888888888888 1

。

1111111111111111111111111111111111111

MMMMM

.

矛c ro cy 了ti 了了 9 000 4
。

444
斗于」呼呼呼 + 十+ 干干 0

。

444
斗+++++ +++++

aaaaa 亡r “砰刀 o s aaaaa
1
.
666666666 0

。

66666666666

MMMMM

亡
1
0 5若犷aaaaa 2

。

444444444 1

.

0 55555555555

OOOOO
‘c ‘rla to 犷亡“““ 4

。

222222222
1

。

0
22222222222

AAAAA P 人a 刃矛名。娜亡”o 俘俘俘
4

。

lllllllll 0

。

55555555555

4444444444444444444444444444444444444444444444444444444

。

222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222

MMMMM

.

矛cr o c夕“i了了 1 0 000 2
。

000

译寸寸寸 +++++++++++ +++

aaaaa e r 翻
g’蛇 o 了aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

MMMMM

。

i
c r o c

y
了t涪sss 1 0 00000 + H 冲冲冲 十十+ 干干干 闷斗斗斗 」月月日

...
N DDD

aaaaa
er
t’g 忿刃 o了aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

999
。

1
111

M

。

i
c r o c

y
s 多索了

’’

1
0 00000

呼咔+++++ 十备备备 呼斗斗
0

。

1 666
+++

N DDD

999

。

1
777

召e 犷“g f刀 o 了召召召召召召召召召召召召

999
。

2 22222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222222

MMMMM

。

i
e r o c

y
‘ti

‘‘
1 0 00000

斗门斗斗斗 + 于于于 +++
0

。

2 44444 十十

奋奋奋亡r “g 才刀 O saaaaaaaaaaaaaaaaa 0
。

4 2222222

000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

。

4 1111111111111111111111111

MMMMM

。

矛cr o ey st泣sss 1 000000 十1
.
卜十十十 」冲冲冲冲 0

。

22222 十十
aaaaa 亡r tfg 忿月O 了aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

MMM

.
云c,刀 cy ‘多i‘‘ 1 0 00000

」十十十十十 斗斗十+++++ 」月月咔咔咔 斗咔于斗斗 十十

召召群召g 才刀O 了aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

MMM

.
云c了

·

o c
y

s t云‘‘ 1 0 00000
+ 干斗+++++ + 十十十十十 咔斗斗十十十 十+++ +++

口口己犷份 g 才刀 0 5 召召召召 」斗十十十十 斗斗斗寸寸寸寸寸寸寸

十琦」
.
+

+斗斗干

十斗咔咔

十斗斗十

呼咔+

斗门斗

十1
.
卜十

」十十十

」冲

.....户.. . . . 户 ., . .

斗斗十+

+ 于叶
斗斗咔斗

注:
“
十 ”二有血球凝集作用

“
一

”

二没有血球凝集作用 N D 二 未进行小鼠毒性试验
。



水 生 生 物 学 报 11 卷

(二) 生物测试结果 将 1斗批藻类粗提液分别注射小 白鼠
,

发现有 6 批藻类能使小

白鼠致死
。

注射藻类粗提液 10 一巧 分钟后小白鼠开始有不安而转入昏睡现象
,

并伴有抽

搐
,

最后在 1一2 小时内死亡
,

解剖小白鼠体时发现肝脏充血肿大
。

毒性最强的一批是 10

月 17 日及 10 月18 日的蓝藻水华样品
。

其余 8 批中有些有血凝反应
,

但无急性中毒现象
,

如实球藻
,

雪松聚球藻等
。

螺旋藻既无血凝反应又无小 白鼠急性中毒症状 (表 3)
。

各种燕类粗提液对小白鼠的毒性作 用
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…
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讨 论

蓝藻水华在一些富营养性湖泊中是很常见的
,

武汉东湖处于湿热地带
,

营养物质丰

富
,

属强富营养化湖泊
,

因此每年水华持续时间往往长达七个 月
,

即从四 月下旬到十一月

上旬
。

根据历年来的资料
,

水华中主要的种类为铜绿微囊藻
,

卷曲鱼腥藻
,

水华鱼腥藻
,

水

华束丝藻和美丽颤藻
。

1 9
84 年四月份蓝藻水华种类主要是卷曲鱼腥藻

,

五月份 以后一直

到十一月份都以铜绿微囊藻为主体
。

八月份夹有一个短期的美丽颤藻水华
,

但很快就被

微囊藻所替代
。

根据国外的资料
,

常见的毒水华也是以这些藻类为主
,

因此武汉东湖的水

华是否有毒
,

作为饮用水源是否有影响
,

是一个值得深人研究的问题
。

一般鉴别水华毒性的方法有两种 ;一为血凝法
,

一为小 白鼠生物测试法
。

从我们实验

的结果分析
,

大部分水华均有血凝反应
,

而八
、

九
、

十月份水华现存量最大
,

血凝反应也较

强
。

根据 C arm ic hael[
ZJ 的报道

: 他认为有血凝反应的都有毒性
,

我们的结果与此有相似

之处
,

即凡对小白鼠有急性致死反应的均有血凝
,

但是也有一些结果和此规律不一致
,

如

美丽颤藻
,

及实验室培养的实球藻
,

微囊藻虽然均有较强的血凝反应
,

但对小白鼠却无急



期 俞家禄等 : 武汉东湖蓝藻水华毒性的研究 L 淡水蓝藻毒性的检测

性致死的效应
,

10 月 18 日的铜绿微囊藻只有以上藻类粗提液一半的浓度就已可使小 白

鼠 中毒死亡
。

因此我们认为血凝法应与小 白鼠生物测试并行检测
,

或找出另一种快速而

可靠的测试毒性方法
。

我们测试的东湖蓝藻水华材料中有 6 批铜绿微囊藻对小白鼠有毒性
,

其中毒症状及

解剖学观察均和国外的报道相同
。

我们认为是肝毒素引起的
,

最为明显的是肝脏肿大充

血
。

1 9 8 0 年渡边tsJ 研究了 日本富营养化型湖泊中微囊藻毒素对小白鼠的最低致 死 量 为

50 毫克 /毫升 (指藻类粗提液中藻类的干重量 )
。

我们测试的浓度为 10 一60 毫克/毫升
,

一般为 40 毫克/毫升
,

最低致死量为 10 毫克/毫升
。

G
o r

h
a。 及 ear而

chael (1950)
〔‘ , ‘,
认

为微囊藻产生的毒素有两类
,

一种为快死因素能使小白鼠在 1一2 小时内死亡
,

另一种为

4一48 小时死亡的慢致死因素(其中包括细菌的影响)
。

根据我们的实验结果可以认为东

湖 8一10 三个月这个时期的微囊藻毒素是属于快死因素
。

我们将这类能使小白鼠致死的

藻类粗提物经葡聚糖凝胶进行粗分离
,

其淡黄色的一峰有毒性
,

用它注射小 白鼠其症状及

死亡的时间均类似于文献中报道的多肤类毒素(详情另文发表)
‘
)
。

一般认为多肤类的微

囊藻毒素较为复杂
,

目前已报道的有 弓种
,

武汉东湖中铜绿微囊藻的毒性属于何种尚须进

一步分析
,

但至今为止尚未见水鸟
,

家畜或鱼类的死亡与蓝藻水华直接相关的报道 。

不是所有的蓝藻水华都有毒性
,

东湖从五月份开始水华就以微囊藻为主
,

但小白鼠无

急性中毒反应
,

八月底开始一直到十月中旬所测试的材料均有急性致毒的效应
,

究竟是何

因素导致原来无毒的水华变为有毒水华现在尚不清楚
。

1 9 8 4 年东湖六月中旬开 始 到 八

月 中旬有两个月的水温持续维持在 30 士 l℃
,

总辐射量较高
,

p
H g 一10

,

此时由于风力作

用
,

使大量蓝藻聚集子湖岸
,

厚度达 4一 , 厘米
。

这些因素是否能造成毒水华的形成尚待

进一步验证
。
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