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裙带菜配子体对三种重金属离子

毒性耐受力的研究
*
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(中国科学院海洋研究所 青岛 2 6 6 0 7 1 )
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提要 裙带菜于 199 4 年采 自威海市理岛养殖场
.

199 5 年 2 月一 19 97 年 3 月
,

用不同浓度

(0
,

1
,

10
,

100
,

1 00 0协m ol / L) 的 C u Z 十 ,

cd
, 十

和 Znz
+

处理裙带菜配子体
,

研究这些重金属对其生

长和代谢的影响
。

结果表明
,

Cuz
+

对裙带菜配子体生长的抑制效应最强
:

在 1林m ol / L 时已 出现抑

制效应
,

叶绿素含量和光合作用速率明显下降
,

脯氨酸和丙二醛含量升高
;
10 协m ol / L 时

,

配子体

生长几乎停止
;
超过 10 “m of / L

,

配子体逐渐变绿
,

细胞解体死亡
.

cd
, +

在 1“m of / L浓度时
,

对裙

带菜配子体生长有促进作用
; 100 协m of / L 时

,

对配子体生长
、

叶绿素含量
、

光合作用具较强的抑制

作用
,

其抑制程度与 c u , +
1协m ol / L 浓度相似

; 1 00 0林m ol / L 下
,

配子体细胞很快死亡
。

zn
, 十

对裙

带菜配子体的毒性很小; 1 0 0 0 协m of / L 时
,

仍有缓慢生长
.

这 3 种金属离子 毒性 强弱 的顺序是

C uZ 十 > Cd Z 十 >
Zn

Z 十
。

关键词 裙带菜 配子体 重金属离子 生长 毒性

学科分类号 5 94 9

裙带菜是常见底栖褐藻
,

也是人工养殖 的主要海藻之一
。

由于沿海水域工业污染的

日益加重
,

某些重金属对其生长和发育 已造成威胁
.

研究裙带菜配子体对重金属离子的

耐受能力
,

可为避免和减轻这种危害提供科学依据
.

另外
,

在实验室条件下
,

裙带菜配子

体无性繁殖系的发育和增殖可以人为控制 (Pan g et al
,

19% )
,

因此
,

可将其用作很好

的外源基因表达的受体材料
。

利用金属硫蛋 白结合重金属而解除其毒害作用的能力
,

将

其基 因与 目的基 因构建于同一载体一起转人裙带菜配子体
,

可以大大加强转化配子体细

胞对重金属离子毒性的耐受力
,

这样可以利用某些重金属离子作为选择压力筛选出转化

细胞
。

这将形成一种新 的转化细胞筛选系统
.

确定重金属离子对裙带菜配子体的致死

浓度是建立这一系统的前提
.

本文报告 3 种重金属离子对裙带菜配子体生长和生理过

程影响的研究结果
,

以期 为减少重金属离子毒害和发展新 的转化细胞筛选技术提供依

据
.
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1 材料和方法
L l 材料

实验于 19 9 5 年 2 月 一 19 9 7 年 3 月进行
。

裙带菜 (饰da
r ia 夕in n a t梦定da )于 19 9 4 年采 自

威海市理岛养殖场
。

实验用配子体为中国科学院海洋研究所藻类生理组保存的该裙带菜

配子体
,

配子体保存在加富海水中 (p an g o t al
,

1 9 96)
,

雌雄混合
.

为扩大培养
,

将配子体

接种到 PES I培养液 中
,

在 25 ℃
,

3 OO0 lx
,

1 2 h
:
12 h 光暗周期条件下培养

。

获得一定量配

子体后
,

用作实验材料
.

L Z 实验方法

L 2. 1 生长抑制效应实验 在 PE SI 培养液中分别加人 C u Z + ,

Cd
Z +

和 zn
Z + ,

其浓度均依

次为 。
,

l
,

10
,

10 0
,

1 0 0 0 卜m o l / L
。

各处理均用 10 o lnl 三角瓶
,

培养液 50耐
,

配子体 1 5 om g
,

在 25 ℃
,

3 oo ol x ,

12 h
:
12 h光暗周期下振荡培养

.

每 7 天测定一次各处理配子体重量
,

方法

是用抽滤器将培养液抽滤干净后
,

称配子体鲜重
.

称重后换含相同浓度重金属离子培养液

继续培养
,

至下一次称重
。

L 2. 2 生理抑制效应实验 在 PEsl 培养液 中分别加人 C记
十 ,

C d Z 十 和 Z n Z 十 ,

其浓度均依

0
.

节

0
.

25

U裂仪000

邹乃朽000

妙�

始书乃15仍0.0.D.氏氏

次为。
,

5
,

2 0
,

4 0
,

6 0
,

8 0
,

10 0“m of / L
。

各处理均

用 2 0 0m l三角瓶
,

培养液 10 0司
,

配子体 500 m g
,

在与生长测定相同的条件下培养
。

每 4 天测定

一次叶绿素含量
、

光合速率
、

脯氨酸和丙二醛含

量
。

叶绿素含量按 A m o n
(1 9 4 9) 的方法测定

,

单

位 以每毫克鲜重 配子体中含 叶绿素的微 克数

(“g / m g ) 表示
;
光合速率 用氧 电极测定 (叶济

宇等
,

19 8 5)
,

光合速率单位是每毫克叶绿素每

小 时放 出氧气的微摩尔数
,

以 “m ol / (m g
·

h)

表示
;
脯氨酸含量按朱广廉等 ( 19 90) 的方法测

定
,

单位以每克鲜重 配子体含脯氨酸的微克数

(“g / g )表示
;丙二醛含量按林植芳等 ( 19 84) 的

方 法测定
,

单位 以每 克鲜重配子体含丙二醛的

纳摩尔数 (nln of / g )表示
。

上述生长和生理抑制效应实验各处理均设

3 次重复
,

结果为 3 次重复的平均值
。

2 结果

2. 1 3 种重金属离子对生长的影响

3 种重金属离子对裙带菜配子体生长 (W /

g ) 的抑制效应不 同
。

C u Z +

的抑制效应最强
,

在

浓度为 1“m ol / L 时抑制效应就很明显
,

已接近

生长的半抑制浓度
;
在 10 “m of / L 浓度时

,

配子

体生长几乎停止
,

只是在处理初期略有生 长
.

以
2 +

对裙带菜配子体的抑制比 Cu
Z 十 弱很多

,

在

0 7 14 Z1 2B

图 1 3 种重金属离子对裙带菜配子体生长

的影响

R g
.
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1卜m of / L 时
,

C矛
十

似乎有促进生长的作用
; 在 1 0 0卜m of / L 时

,

裙带菜配子体的生长相 当

缓慢
,

已达到半抑制浓度
。

zn
, 十

对裙带菜配子体的毒性很弱
,

在 100 卜m ol / L 时
,

配子体的

生长仍很旺盛
; 1 0 0 0 卜m o l / L 时

,

zn
Z +
已表现出毒性 (图 l)

。

3 种 重金属离子对裙带菜配子体的毒性 与处理时间的长短有关
。

C u Z 十和 Cd Z +

都

表现出随处理 时间加 长而毒性加强的趋势
。

即使在抑制生长的浓度下 (C u Z 十
1 0“m of /

L ; c d Z +
1 0 0 卜m of / L)

,

处理早期配子体仍有生长
。

随处理 时间加长 (2 ld)
,

生长则完全

停止
,

鲜重不再增加
,

甚至有所下降
.

另外
,

在配子体生长完全停止的各浓度实验中
,

观

察到配子体逐渐失 去褐 色而变为绿色
; 显微镜下观察

,

有些细胞已 经解体
,

内容物外

溢
.

这就是 为什 么在抑制 生长浓度下
,

配子体鲜重低于最初实验 时配子体鲜重的原

因
。

T ab

表1 3 种不同浓度里金属离子对裙带菜配子体叶绿索含t 和光合速率的影响

Inf’l ue nc es o f 仕ir ee he av y m e
tal io n s at di ffe re n t eo nc e nti 习 ti o ns on

e川o r o Phyll an d 曲以
。syn

the ti e ra te

o f U p in n a

咖da gam
eto phy te

测定时间

(d )

重金属

离 子

C u Z十

Cd
Z +

Z n Z +

C矿
+

份
+

Z矿
+

C u Z +

C矛
+

Zn
Z +

C u Z +

Cd
Z +

Z n Z 十

C u Z +

Cd Z +

2 n 2十

C u Z 十

Cd Z 十

znz
十

cuz
+

C d Z 十

znz
十

C u Z +

份
+

Z n Z+

重 金 属 离 子 浓 度 (“m of / L)

0 5 2 0 4 0 6 0 80 10 0

, ,气j

;
气、艺n

416375一215.270一146.55.0一0.84.66.2一4286104一7 5乡 7 4 6
.

4 5
.

0 4
.

8

叶 7 6 6 7 6
一

9

8 4 8
.

3 8
.

0 7
.

8

绿 7
一

9 7
.

0 4 5 3 2 l 0

8
.

2 6
.

9 6
.

5 5
.

8 5
.

7

6.4一0.4素 8石 8 2 7
.

8 7 名 7
.

5

1
.

8

4.352一0.44.83.2一31831084.57.0一1.54.6竺一5398112一1883110一863100一05497

气�,才

:
冉j4�了9

:
气曰一、�气、�

4

:
‘U‘U7月

含 l2

8 4 8 2 7
.

3

量 7
.

6 5
.

7

7
.

3

2
.

1

4
‘.1

:
4工

JI

6.18.1一101120118一83115110一7293108一6589110l6 8刀 5
.

6

7 5

10 8

8 0

10 4

04283一0498005990一08954

67103114一4189106一2973118一2060105

“一76113120不101114一3877105一26731088 4
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光

合

速

l2

率
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2. 2 叶绿素含t 和光合速率

在 5 协m of / L C u , 十

浓度下
,

处理 12d 后
,

配子体的叶绿素含量 比对照低 20
.

3%
,

光合速

率 比对照组降低 44 石%
,

抑制作用 已相 当明显 (表 l)
。

但在短时间内 (4 d) 要达到同样的抑

制效应
,

Cu , +

浓度约为 25 卜m of / L 左右
。

可见处理时间与毒性大小成正相关
。

Cd
, +

对叶

绿素和光合作用的抑制作用与处理时间成正相关的特点更加 明显
,

高浓度短时间 (8 0“m of

/ L
,

4 d) 的毒性低于低浓度长时间 (5 卜m ol / L
,

16 d) 的毒性 (表 1 )
。

z n , 十

对裙带菜配子体

的叶绿素和光合作用的抑制作用不 明显
,

100 “m of / L处理 16d
,

叶绿素含量下降 42
.

9%
,

光合作用下降 36
.

5% (表 1)
。

2. 3 脯氨酸和丙二醛含t

结果表 明
,

随 C u Z 十

浓度的增加或同一浓度处理时间的加长
,

脯氨酸和丙二醛含量都

表 2 3 种不同浓度皿金属离子下裙带菜配子体中脯氮酸
、

丙二醛含, 的变化

T ab
.

2 C han g e s o f Pro lin e an d m al o

ndi ai de h yd e in gazn
etoPhyte o f U P切n a t梦定da

a t di ffe re n t c o nc e n ti a o o nS o f

th re e he av y m e
tal io ns

测测测定时间 重金属 重 金 属 离 子 浓 度 (“m ol / L)))

(((((d ) 离 子 0 5 2 0 4 0 6 0 80 10 000

脯脯脯 C了
+

14 0 15 9 2 0 3 3 2 7
、

4 3 0 5 39 6 3 555

氨氨氨 4 Cd Z十 1 52 14 5 18 9 18 6 2 0 5 2 36 2 9 222

酸酸酸 Z n Z +
1 3 5 13 6 12 8 13 3 13 2 1 6 2 18 666

含含含含含含含含含含含含含含含含含含含含含含含含含含

量量量 C u Z +
14 2 18 2 2 4 6 4 0 2 5 12 60 3 000

sssss
Cdz

+
14 5 14 0 14 1 2 0 8 2 3 7 2 49 34 333

zzzzzn
Z +

1 39 1 3 5 1 34 14 9 15 4 1 7 1 2 1555

CCCCC矿
+

14 0 22 1 29 6 4 6 1 5 3 5 0 000

一一一Z
Cdz

+
一4 2 1 5 1 1 8 2 2 2 6 2 5 1 2 6 1 39 000

zzzzz n Z +
14 1 14 3 1 5 5 一6 2 1 76 17 0 20 555

CCCCC了
+

1 3 5 2 56 3 6 2 50 2 0 0 000

111116 以
2 +

14 6 14 5 加8 2 2 1 2 4 1 2 5 1 4 3 555

zzzzzn
Z +

14 3 14 9 16 3 19 3 2 0 2 2 0 5 24 333

丙丙丙 C u Z+
2

.

9 5
.

2 10
.

4 1 7
.

7 2 5石 3 3
.

3 4D
.

777

醛醛醛 4 Cd
Z+ 3

.

1 3
.

2 3
.

2 4
.

3 5
.

1 7
.

7 12
.

666

含含含 zn
Z +

2
.

9 3
.

0 3
.

2 4
.

3 4
.

9 5
.

1 6
.

111

量量量量量量量量量量量量量量量量量量量量量量量量量量量

CCCCCuz
+

3 0 6
.

x 16
.

5 2 2
.

1 3 5
.

2 4 2
.

2 000

88888 Cd Z十 3
.

0 3
.

2 3
.

6 5
.

0 6
.

3 8 4 18 333

ZZZZZnz
+

3
.

1 3
.

1 3 2 4
.

5 5
.

2 5
.

5 6夕夕

CCCCCuz
+

2名 6
.

3 2 0
.

1 3 3
.

1 4 1
.

3 0 000

111112
Cdz

+
3刃 3

.

1 3
.

7 6 3 5 2 10
.

8 2 7
.

666

ZZZZZnz
+

2乡 3
.

2 3
.

4 4
.

9 5
.

7 6
.

1 7石石

CCCCC u Z+ 2
.

8 7
.

2 3 0
.

2 4 0
.

0 0 0 000

111116 Cd
Z+ 2

.

9 3
.

2 3
.

6 7
.

4 1 0
.

6 14
.

5 3 5
.

444

ZZZZZnz
+

3刀 1
.

1 3
.

4 5
.

0 6
.

2 7 0 8
.

1
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明显增加 (表 2)
.

100 林m of / L 下处理 4 d
,

脯氨酸含量 比对照组的增加约 4
.

5 倍
,

丙二醛增

加约 14 倍
。

该浓度下处理 sd
,

8 0 协m o l / L 下处理 1Zd 和 60 林m o l / L 下处理 16 d
,

配子体已

经变绿死亡
,

脯氨酸和丙二醛含量检测不到
.

在 10 0卜m ol / L Cd
Z 十

下处理 16d 后
,

配子体

内脯氨酸 比对照组的高了 3 倍
,

丙二醛高 12 倍
; Z n Z 十在同样浓度下

,

脯氨酸含量 比对照组

的高 1
.

7 倍
,

丙二醛含量高 2. 7 倍
,

可见其毒性远低于 C u Z +

和 以
2 +

(表 2)
.

3 讨论与结语

实验结果表明
,

3 种重金属离子对裙带菜配子体毒性强弱的顺序是 C u Z 十 >
臼

2 十 >

Z n Z + 。

这与一些报道的结果是一致的
.

凡ee 等 (1 9 7 3) 和 R ai 等 (19 8 1) 的研究都表明
,

尽管

重金属对藻类的毒性随种类和实验条件的变化而变化
,

但一般而言
,

其毒性大小的顺序是

Hg
>
Cu

>
cd

> A g > Pb > z n 。

本研 究表 明
,

C u Z +

对裙带莱配 子体的毒性很 强
,

1林m ol / L

C u Z +
已 明显抑制配子体生长

,

10 协m of / L 已达致死浓度
。

因此
,

在 自然海水条件下
,

裙带

菜的生长发育和养殖生产
,

最可能受到 C u Z +

污染的危害
,

而 口
2 十 和 Zn

Z 十

的危险性小得

多
。

本文的结果表 明
,

C u Z 十 和 Cd
Z ‘

对裙带菜配子体叶绿素含量和光合作用的影响方式不

同
.

C u Z 十

直接作用于叶绿体及其类囊体
,

导致膜结构的破坏
、

色素降解
、

电子传递解偶联

(S
o re nti no

,

19 7 9)
。

因此
,

在 Cu
Z 十

毒性浓度下
,

裙带菜配子体很快丧失正常颜色
,

解体死

亡
.

创
2 十

则可能通过抑制蛋 白质合成表现出对生长
、

色素合成和光合作用等生理现象的

抑制效应 (K re m e r et al
,

19 82)
,

所以
,

即使在毒害浓度下
,

配子体颜色没有明显变化
,

只

是在高浓度
、

长时间处理下
,

配子体才开始变绿解体
。

这与 M a rk haJ 叭 等 (1 9 8 0) 的研究结果

一致
。

脯氨酸和丙二醛含量随 C扩
十

和 Cd
Z +

浓度加大和处理时间加长而显著增加
,

这可能是

配子体细胞对伤害的反应
。

脯氨酸的增加表明氨基酸代谢途径改变或蛋 白质分解加强
.

丙二醛的增加表明细胞膜的过氧化加快
。

这两种物质与叶绿素含量降低和光合速率下降

平行 出现
,

是配子体受伤害的产物
,

可以用做伤害程度的指标
。

10 “m o F L C u Z 十

已达到裙带菜配子体的致死浓度
,

可以用做选择压力
,

筛选出与含有

金属硫蛋白基因的外源基 因载体整合的裙带菜配子体转化细胞
.

10 0 “m of / L Cd
Z 十也可

起到同样 的作用
,

但选择的时间会比用 C u Z +

的长
。

可是
,

臼
2 +

的毒性要 比Cu
Z 十

小得多
,

对细胞的伤害小
,

可能更适合用做裙带菜配子体外源基 因转化细胞 的筛选剂
。
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