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摘要　采用脉冲振幅调制（ＰＡＭ）技术，对同一浓度金属离子 Ｈｇ
２＋、Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋对斜生栅藻、蛋白核小球藻、

普通小球藻的抑制作用进行了测定研究。通过对３种藻叶绿素ａＰＳⅡ系统各荧光参数的测定，以抑制率和重金属

响应时间为分析参考依据，确定蛋白核小球藻为４种重金属的敏感藻种。３种不同藻对４种重金属的敏感度为：蛋

白核小球藻＞斜生栅藻＞普通小球藻，４种重金属对蛋白核小球藻的急性毒性大小为：Ｈｇ
２＋
＞Ｃｕ

２＋
＞Ｃｄ

２＋
＞

Ｚｎ２＋。与传统的藻类生长抑制实验相比，该敏感藻种筛选方法具有简便、快速的优点。
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１　引　　言

利用生物毒性检测技术进行水质安全预警和应

急检测是目前国内外环境科学领域的研究热点。因

藻类具有易培养、繁殖快、对环境毒物敏感并可直接

观察细胞水平上的中毒症状等优点，是一种较理想

的生物毒性实验材料［１，２］。藻类受重金属胁迫，其

生长代谢、光合作用、酶活性、细胞色素含量和细胞

结构会发生改变［２］。依据藻类对重金属的反应即可

对被试毒物的毒性强弱及其环境效应做出较为客观

的综合性评价。在众多的藻类毒物检测方法

中［３～８］，利用藻类生长抑制实验［３］对毒物毒性进行

检测的方法，于１９８１年被国际经合组织（ＯＥＣＤ）确

ｓ１３０００１１
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定为国际标准方法［９］。该实验方法可用于受试物对

藻类短期暴露效应的初评，但实验周期较长，需要重

复，操作繁琐，无法满足水质安全预警和应急检测的

需求。为了快速监测环境中各污染物对水环境的胁

迫和危害，有学者在藻类荧光方面开展了一定的前

期研究工作并尝试建立以光合作用活性作为藻类毒

性测试指标的方法［６，１０～１６］。藻类在受到环境污染物

胁迫时，其光合作用电子传递过程受到抑制，光合活

性明显下降，导致藻荧光产量的增加，光合作用活性

下降的多少和环境毒物的毒性直接相关。梁英

等［１０］研究了不同浓度的Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、Ｃｄ２＋对三角

褐指藻叶绿素荧光特性的影响，以犉ｖ／犉ｍ、犉ｖ／犉０、

狉ＥＴＲ、犳ＰＱ、犳ＮＰＱ等为主要荧光参数，通过计算得出３

种重金属毒性大小顺序为Ｃｄ２＋＞Ｃｕ
２＋
＞Ｚｎ

２＋；Ｐ．

Ｊｕｎｅａｕ等
［１３］利用脉冲振幅调制（ＰＡＭ）技术对３种

藻（普通小球藻、羊角月牙藻、莱茵衣藻）对铜的敏感

性进行了评价。不同藻类对不同环境毒物的敏感程

度不同，选择出一种藻对所要检测的多种环境毒物

均有较好的敏感度是本实验的研究目的，也是利用

藻类对水质进行安全预警和应急检测的基础。

本文选取国家卫生部颁发的“生活饮用水安全

标准”［１７］中所规定的重金属（Ｈｇ
２＋、Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋）为

检测对象，以常用淡水藻为实验材料，利用ＰＡＭ 技

术［１３，１６］，通过变化光源的激发光强对叶绿素ａＰＳⅡ

系统各荧光参数进行测定，筛选敏感藻种并对重金

属对敏感藻种的毒性强弱进行评价。该方法具有快

速、简便、灵活、无需对样品进行前处理的优点。

２　材料与方法

２．１　材料

选取３种常用淡水藻：斜生栅藻（ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓ

ｏｂｌｉｑｕｕｓ、ＦＡＣＨＢ４１７）、蛋白核小球藻（ｃｈｌｏｒｅｌｌａ

ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ、ＦＡＣＨＢ１２２２）、普通小球藻（ｃｈｌｏｒｅｌｌａ

ｖｕｌｇａｒｉｓ、ＦＡＣＨＢ１２２７）为实验材料。均购自中国

科学院水生生物研究所淡水藻种库。选取４种“生

活饮用水安全标准”所规定的重金属：Ｈｇ
２＋、Ｃｄ２＋、

Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋为检测对象
［１７］。

２．２　藻种培养方法

在１０００ｍＬ的透明玻璃瓶中进行预培养，采用

ＢＧ１１培养基，培养温度：（２０±５）℃，连续光照，光

照度：２００μｍｏｌ／（ｍ
２·ｓ），光暗比：１４ｈ／１０ｈ，ｐＨ：７，

并进行预实验，以确定合适的重金属浓度范围。

实验在２５０ｍＬ的锥形瓶中进行，根据预实验

的结果，将Ｈｇ
２＋、Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋质量浓度均设定

为１００ｍｇ／Ｌ。以不加重金属的空白组为对照，将以

上４种重金属溶液分别加入处于对数生长期的斜生

栅藻、蛋白核小球藻、普通小球藻液中，使每毫升的

藻液个数约为１×１０５，为每种重金属设定３个平行

样。

２．３　叶绿素荧光参数测定方法

用水样叶绿素荧光仪 ＷａｔｅｒＰＡＭ（德国 Ｗａｌｚ

公司）对受重金属胁迫藻液的叶绿素ａＰＳⅡ系统各

荧光参数进行测定。每４ｍｉｎ测定一次，每个样品

连续测定６次（约３０ｍｉｎ）。测定的叶绿素荧光参

数有：潜在最大量子效率（犉ｖ／犉ｍ）、实际量子效率η、

电子传递速率狏ＥＴＲ、光化学淬灭参数犳ＰＱ和非光化

学淬灭参数犳ＮＰＱ。

２．４　相关参数计算方法

１）藻活性犌的计算
［１８］：

犌＝１００×
犉ｍ－犉０
犉ｍ

， （１）

式中犌以百分数的形式表示藻活性，其数值取决于

藻的种类和生理状态，最高可达到７５％，至少应高

于６０％；犉０ 为没有背景光时的荧光反应；犉ｍ 为有强

背景光时的荧光反应。

２）藻活性抑制率犚的计算：

犚＝１００× １－
犌ｓａｍｐｌｅ
犌（ ）
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

， （２）

式中犌ｓａｍｐｌｅ为藻液样品活性值；犌ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ为空白参比活

性值。

２．５　统计分析

用Ｏｒｉｇｉｎ７．５软件对实验结果进行统计分析。

３　结果与讨论

３．１　犎犵
２＋、犆犱２＋、犆狌２＋、犣狀２＋对３种供试藻光合活

性的抑制

图１表明，不同重金属离子对不同种藻光合活

性的抑制不同。Ｈｇ
２＋对３种藻光合活性的抑制如

图１（ａ）所示：３０ｍｉｎ内，Ｈｇ
２＋对３种藻均有较强的

毒性作用，３种藻对质量浓度为１００ｍｇ／Ｌ的 Ｈｇ
２＋

胁迫均有显著响应。这可能是由于 Ｈｇ
２＋对其光合

作用及似亲抱子形成的抑制［１９］。随胁迫时间的延

长，微藻光合作用的电子传递系统受到迫害，导致光

合色素损害和叶绿素含量下降，光合系统ＰＳⅡ的荧

光参数下降，光合活性抑制率显著增加，不同种藻光

合活性抑制率增加幅度存在一定的差异。斜生栅

藻、蛋白核小球藻、普通小球藻光合活性抑制率最大

值分别为９８．５４％、１００％、７５．２％，说明３种藻对

ｓ１３０００１２
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Ｈｇ
２＋的敏感度不同，敏感度大小为：蛋白核小球藻

＞斜生栅藻＞普通小球藻。

图１（ｂ）为Ｃｄ２＋对３种藻光合活性的抑制，由

图可知：３０ｍｉｎ内，Ｃｄ２＋对３种藻的毒害作用较弱，

３种藻对质量浓度为１００ｍｇ／Ｌ的Ｃｄ
２＋胁迫的响应

不明显，这可能是Ｃｄ２＋刺激了微藻的三羧酸循环产

生了能量［１８］，或是受Ｃｄ２＋诱导产生了金属结合硫

蛋白（ＭＴ）和植物整合肽（ＰＧ）
［２０，２１］，最终使Ｃｄ２＋的

毒性降低。随胁迫时间的增加，３种藻的光合活性

抑制率略有增加，这说明ＰＳⅡ反应中心己受到损

害，抑制了光合作用的原初反应，光合电子传递受到

了阻碍。不同种藻光合活性抑制率增加幅度不同，

斜生栅藻、蛋白核小球藻、普通小球藻光合活性抑制

率最大值分别为７．８７％、１１．４％、２０．７％ ，３种藻对

Ｃｄ２＋的敏感度大小为：普通小球藻＞蛋白核小球

藻＞斜生栅藻。

图１ （ａ）Ｈｇ
２＋、（ｂ）Ｃｄ２＋、（ｃ）Ｃｕ２＋、（ｄ）Ｚｎ２＋对斜生栅藻、蛋白核小球藻、普通小球藻光合活性的抑制

Ｆｉｇ．１ Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｓｏｆ（ａ）Ｈｇ
２＋，（ｂ）Ｃｄ２＋，（ｃ）Ｃｕ２＋，（ｄ）Ｚｎ２＋ｏｎｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆ

ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ，ｃｈｌｏｒｅｌｌａｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａａｎｄｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ

　　图１（ｃ）为Ｃｕ
２＋对３种藻光合活性的抑制，从图

可见：３０ｍｉｎ内，Ｃｕ２＋对斜生栅藻和蛋白核小球藻

的毒性作用较强，对普通小球藻的毒性作用较弱。

Ｃｕ２＋对微藻的毒害作用可能是通过破坏细胞原生

质层膜的渗透性，造成细胞中的钾和镁不可逆的流

失，使得藻细胞代谢中断，正常的化合物代谢受到影

响来实现的［２２］。Ｃｕ２＋还会使得叶绿素ａ光合系统

的蛋白复合体含量下降，影响藻细胞的光合速率，抑

制供试藻的光合色素合成，从而使测得的ＰＳⅡ反应

中心的荧光参数值下降，藻细胞的光合抑制率上升。

实验期间，Ｃｕ２＋对斜生栅藻、蛋白核小球藻、普通小

球藻光合活性抑制率最大值分别为７２．７４％、４４％、

３８．８１％；３种供试藻对Ｃｕ２＋毒性的敏感程度大小

是：斜生栅藻＞蛋白核小球藻＞普通小球藻。

图１（ｄ）为Ｚｎ２＋对３种藻光合活性的抑制，从图

可见：３０ｍｉｎ内，３种供试藻对质量浓度为１００ｍｇ／Ｌ

的Ｚｎ２＋胁迫的响应不明显。Ｚｎ２＋是生物代谢所必须

的微量营养元素，在适当浓度下可促进酶的活性，但

当其浓度达到一定范围时，就会影响藻细胞叶绿体

中还原型辅酶的形成及三磷酸腺苷的合成［２３，２４］，抑

制藻类的生长，降低叶绿素含量，从而导致类胡萝卜

素的比例失调，光合系统电子传递受阻，光合反应抑

制率上升。高浓度锌还能通过增加藻细胞的渗透性

和细胞蛋白核的完整性对细胞体产生毒害作用［２５］。

实验期间，Ｚｎ２＋对斜生栅藻、蛋白核小球藻、普通小

球藻光合活性抑制率最大值分别为５．１％、６．４３％、

９．５９％ ，３种供试藻对Ｚｎ２＋毒性的敏感程度大小

是：普通小球藻＞蛋白核小球藻＞斜生栅藻。

３．２　对犎犵
２＋、犆犱２＋、犆狌２＋、犣狀２＋敏感藻种的确定

斜生栅藻、蛋白核小 球藻、普 通小 球藻对
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Ｈｇ
２＋、Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋敏感程度各不相同。以重

金属离子对３种藻的抑制率为首要条件，结合３种

供试藻对４种重金属达到某一抑制率时的响应时

间，对敏感藻种进行筛选［１９］。重金属离子对供试藻

的抑制率为测试时间内的最大抑制率。根据抑制率

响应时间拟合曲线，分别选取 Ｈｇ
２＋、Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋、

Ｚｎ２＋对３种藻抑制率达到７０％、１０％、１０％和５％的

时间作为响应时间，用犜Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ表示。

用最大抑制率及某抑制率对应的响应时间来分

析藻对毒物的响应，用平均抑制率分析毒性大小，用

平均响应时间分析毒性快慢。各供试藻对重金属胁

迫的抑制率及对应某一抑制率的响应时间如表１所

示。供试藻对重金属响应抑制率的总均值为

４０．０７％，响应的时间总均值为１１．５５ｍｉｎ。

表１ ３种藻受 Ｈｇ
２＋、Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋胁迫的最大抑制率及对应某一抑制率的响应时间

Ｔａｂｌｅ１ ＭａｘｉｍｕｍｉｎｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｉｏｓｏｆＨｇ
２＋，Ｃｄ２＋，Ｃｕ２＋，Ｚｎ２＋ｓｔｒｅｓｓｏｎｔｈｒｅｅｍｉｃｒｏａｌｇａｌ

ａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅｔｉｍｅｏｆｃｅｒｔａｉｎｉｎｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｉｏｓ

Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ

犚ｍａｘ／％ 犜Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ／ｍｉｎ

Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ

犚ｍａｘ／％ 犜Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ／ｍｉｎ

Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ

犚ｍａｘ／％ 犜Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ／ｍｉｎ

Ｈｇ
２＋ ９８．５４ ５．９５ １００ １．１７ ７５．２ ２０．９１

Ｃｄ２＋ ７．８７ ３６．５１ １１．４ １２．２５ ２０．７ ２．５７

Ｃｕ２＋ ７２．７４ １．６８ ４４ ０．８２ ３８．８１ ８．６７

Ｚｎ２＋ ５．１ ２４．３３ ６．４３ ４．３８ ９．５９ ０．２８

Ａｖｅｒａｇｅ ４５．９８ １７．１２ ４０．４６ ４．６６ ３６．０８ ８．１１

　　斜生栅藻对４种重金属离子的响应抑制率为

４５．９８％，是各供试藻种中最高的，在４种重金属中

Ｈｇ
２＋、Ｃｕ２＋的抑制率比总均值明显，说明斜生栅藻

对Ｈｇ
２＋、Ｃｕ２＋特别敏感。斜生栅藻对４种重金属

毒性响应顺序为：Ｈｇ
２＋
＞Ｃｕ

２＋
＞Ｃｄ

２＋
＞Ｚｎ

２＋。斜

生栅藻较其他两种供试藻种对４种重金属的响应平

均时间最长，即１７．１２ｍｉｎ，响应最慢，其中，Ｃｄ２＋最

大抑制率为７．８７％，抑制率为１０％的响应时间已超

出实验范围，由拟合曲线估算得到。斜生栅藻对

Ｃｄ２＋和Ｚｎ２＋的响应最慢。

蛋白核小球藻对４种重金属离子的响应抑制率

为４０．４６％，高于总均值４０．０７％。４种重金属中对

Ｈｇ
２＋、Ｃｕ２＋的胁迫作用敏感，其中对 Ｈｇ

２＋的胁迫

尤为敏感。实验时间内，Ｈｇ
２＋对蛋白核小球藻的抑

制率已达１００％。蛋白核小球藻对４种重金属毒性

响应顺序为：Ｈｇ
２＋
＞Ｃｕ

２＋
＞Ｃｄ

２＋
＞Ｚｎ

２＋，与斜生栅

藻相似。就响应时间分析，蛋白核小球藻对４种重

金属的响应平均时间最短，即４．６６ｍｉｎ，响应最快。

其中对 Ｈｇ
２＋、Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋的响应时间均低于响应时

间总均值，响应较好。从时间响应上看，蛋白核小球

藻较斜生栅藻而言，对４种重金属更为敏感。

普通小球藻对４种重金属离子的响应抑制率为

３６．０７５％，低于总均值。在４种重金属中 Ｃｕ２＋、

Ｃｄ２＋、Ｚｎ２＋的抑制率均低于总均值，响应较弱。就

响应时间而言，普通小球藻对４种重金属的响应平

均时间为８．１１ｍｉｎ，低于响应时间总均值，但较蛋

白核小球藻的响应时间长。因此判断，普通小球藻

相对于其他两种供试藻种而言，对４种重金属离子

的敏感度最弱。

根据以上分析可知：３种供试藻对４种重金属

的敏感度为：蛋白核小球藻＞斜生栅藻＞普通小球

藻，４种重金属对蛋白核小球藻的急性毒性大小为：

Ｈｇ
２＋
＞Ｃｕ

２＋
＞Ｃｄ

２＋
＞Ｚｎ

２＋。

４　结　　论

１）不同供试藻对不同重金属敏感度不同：３种

供试藻对 Ｈｇ
２＋的敏感度大小为：蛋白核小球藻＞

斜生栅藻＞普通小球藻；对Ｃｄ
２＋的敏感度大小为：

普通小球藻＞蛋白核小球藻＞斜生栅藻；对Ｃｕ
２＋毒

性的敏感度大小是：斜生栅藻＞蛋白核小球藻＞普

通小球藻；对Ｚｎ２＋毒性的敏感度大小是：普通小球

藻＞蛋白核小球藻＞斜生栅藻。

２）以重金属离子对３种藻的抑制率为首要条

件，结合３种供试藻对４种重金属达到某一抑制率

时的响应时间，对敏感藻种进行筛选，可得，３种供

试藻对４种重金属的敏感度为：蛋白核小球藻＞斜

生栅藻＞普通小球藻，４种重金属对蛋白核小球藻

的急性毒性大小为：Ｈｇ
２＋
＞Ｃｕ

２＋
＞Ｃｄ

２＋
＞Ｚｎ

２＋。

３）采用ＰＡＭ技术，测定３种供试藻种（斜生栅

藻、蛋白核小球藻、普通小球藻）叶绿素ａＰＳⅡ系统各

荧光参数，计算４种重金属离子（Ｈｇ
２＋、Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋、

Ｚｎ２＋）的抑制率和响应时间，以确定４种重金属的敏

感藻种这一方法是切实可行的，且与传统的藻类生长

抑制实验方法相比，具有快速、简便的优点。
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