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提要   于 1994年 8 月 ) ) ) 1995 年12月, 运用生态毒理学和生物化学实验方法, 选用扁藻、

叉鞭金藻、三角褐指藻及盐藻 4 种海洋微藻为材料进行海洋微藻对久效磷的抗性与抗氧化能

力相关性的实验。结果表明,久效磷在胁迫过程中,微藻细胞内产生了过量的对细胞有伤害

作用的活性氧, 4种海洋微藻细胞内活性氧清除酶 ) ) ) 超氧化物歧化酶的活性高低依次为盐

藻> 三角褐指藻> 叉鞭金藻> 扁藻。比较毒性实验证明: 4 种海洋微藻对久效磷的抗性大小

依次为盐藻> 三角褐指藻> 叉鞭金藻> 扁藻,说明4 种海洋微藻对久效磷的抗性与其本身抗

氧化能力具一定的正相关性,活性氧对细胞的伤害是久效磷毒害的重要原因之一。
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近年来,由于沿海农、林、果种植业的发展, 加上害虫抗药性的提高, 有机磷等农药的

使用量大增。由于有机磷农药污染,近岸水域鱼、虾、贝死亡事故屡有发生,对沿海海洋生

物的生存和水产养殖业的发展构成了威胁。有关石油、重金属、有机污染、放射性和有机

氯农药对海洋微藻的影响已有大量研究报告(李永祺等, 1991;陈国蔚等, 1994; Oya, 1994) ,

而关于有机磷农药对海洋微藻的毒性效应的研究相对较少(陈碧鹃等, 1993; Wong, 1988;

邹立等, 1999)。已有的污染物对海洋微藻的毒性效应研究,主要是对个体、群体和超微结

构的影响,涉及致毒机理的研究甚少。大多数学者认为,有机磷农药对水生动物的毒性机

理,主要是抑制乙酰胆碱酯酶的活性,从而干扰和损伤神经系统。微藻没有神经系统,有

机磷农药对其致毒机理应当有别于水生动物。开展有机磷农药对微藻的毒性机理研究,

不仅是水生环境毒理学的一项基础性工作,而且对于沿海地区农药的合理使用,以及保护

海洋生物多样性和促进水产业的持续发展均有重要意义。本文报道这一研究结果。

1  材料与方法
1. 1  实验材料

选用青岛海洋大学海洋生命学院藻类培养室提供的4种海洋微藻: 扁藻( Platymonas
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sp. )、叉鞭金藻( Dicrateria sp. )、三角褐指藻( Phaeodactylum tricornutum )和盐藻( Dunaliella

sp. )。

培养液选用 f / 2营养盐配方,原配方中的 FeCl3 和EDTA以 20Lg/ ml的柠檬酸铁代替,

扁藻的培养液需另加脲素至 10mg/ L。

海水取自青岛鲁迅公园附近海滨,经孔径 0145Lm滤膜抽滤煮沸消毒,冷却后配制培

养液。

微藻培养的三角瓶, 预先在 1mol/ L 的稀盐酸中浸泡数日, 再分别用含有相应久效磷

浓度的培养液预平衡 2次, 每次平衡时间为 1d,以清除实验过程中容器壁对久效磷的吸

附作用。

培养条件为:光强2500 ) 3500lx、光暗周期比14B10、pH= 810 ? 011、盐度3010 ? 110、温
度25 ? 1 e (三角褐指藻为 17 ? 1 e ) ,指数生长期接种。实验中所用久效磷为青岛农药厂

生产的40%水溶性产品,现配现用。

1. 2  相对增长速率( K )求算方法

K =
lgN t - lgN0

T

  其中, N t为培养 t 时刻的细胞密度, N 0为起始细胞密度, T 为培养时间。

1. 3  超氧化物歧化酶活性检测
采用 Beauchamp等( 1971)建立, Bewley等( 1979)改进的氮蓝四唑光化学还原反应法。

1. 4  超氧阴离子自由基的检测

参照 Ishii( 1987)的肾上腺素氧化法测定。

2  结果与讨论
2. 1  4种海洋微藻对久效磷抗性的差异性

图1a 结果表明:久效磷对扁藻、叉鞭金藻和三角褐指藻的生长有严重的抑制作用。

随着培养液中久效磷浓度的逐渐提高,其相对增长率逐渐下降。由 K 值的变化求得它们

半抑制剂量( 72hEC50)分别为扁藻: 1146mg/ L; 叉鞭金藻: 3149mg/ L; 三角褐指藻: 9174mg/

L。盐藻与前三者相比呈现出对久效磷较高的抗性,在所使用的胁迫浓度范围内, 其生长

未受到明显的抑制, 即 72hEC50超过 12mg/ L。因此, 4种微藻对久效磷的抗性大小依次为

盐藻> 三角褐指藻> 叉鞭金藻> 扁藻。扁藻为最敏感的藻种。

2. 2  久效磷胁迫下微藻细胞超氧化物歧化酶( SOD)活性的变化

总体上, 在久效磷胁迫下 4 种海洋微藻细胞的 SOD活性变化有一定的规律性 (图

1b)。扁藻和三角褐指藻随着培养液中久效磷浓度的提高,其 SOD活性逐渐降低, 且扁藻

的下降幅度大于三角褐指藻。叉鞭金藻的 SOD活性在低浓度的胁迫下呈现上升趋势,而

随着胁迫压力的不断增大,其 SOD活性又逐渐下降。盐藻细胞内的 SOD活性高于其它 3

种微藻,久效磷对其 SOD活性的影响不明显,在整个胁迫过程中,其 SOD始终保持相对稳

定的高活性水平。

从SOD活性变化的总趋势可以看出, 扁藻 SOD活性在整个胁迫过程中, 始终处于最

低水平,叉鞭金藻和三角褐指藻较高,盐藻最高, 即 4种微藻按照胁迫过程中 SOD活性的

高低依次排列为盐藻> 三角褐指藻> 叉鞭金藻> 扁藻。因此可以推断, 4种海洋微藻对
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图 1 久效磷对 4 种海洋微藻相对增长率( a)和

SOD活性( b)的影响

Fig. 1  The effect of monocrotophos on the relative growth

( a) and SOD act ivity ( b) of 4 species of microalgae

o 扁藻; p 叉鞭金藻; v 盐藻; @ 三角褐指藻

久效磷的抗性与其 SOD 活性有一定

的正相关性。即抗性弱的扁藻其细胞

内 SOD的活性较低, 抗性强的盐藻其

SOD活性较高,而抗性居中的三角褐

指藻和叉鞭金藻其活性大小也居其

间。

2.3  久效磷胁迫下微藻细胞内超氧
阴离子自由基的检出

对照组扁藻在不加久效磷的培养

液中培养 0、36、72h时, 对肾上腺素的

氧化强度皆较弱; 在含有半抑制剂量

久效磷的培养液中培养 0、36、72h的

处理组细胞, 除 0h对肾上腺素的氧化

强度较弱外, 后二者(培养 36h和 72h)

则对肾上腺素的氧化能力显著增加。

对照组和处理组的扁藻细胞当加入

35Lg/ml的 SOD时, 会完全抑制其对

肾上腺素的氧化作用。而当加入已煮

沸灭活的 SOD时, 它们对肾上腺素的

氧化能力没有影响(表 1)。其余 3种

微藻细胞的测试结果与扁藻类似。这

表明处理组对肾上腺素氧化作用的加

强是由于久效磷的胁迫处理导致扁藻

细胞内产生了大量的超氧阴离子自由基。而超氧阴离子自由基是生物体内的一种重要的

活性氧,是氧进行单电子还原首先生成的产物, 由它可以转换成多种其它形式的活性氧。

因此,久效磷的胁迫处理,无疑会引起藻细胞内活性氧总量的提高,造成活性氧的积累,对

细胞产生氧化伤害。

表 1  不同处理组的扁藻细胞对肾上腺素的氧化强度( OD 480)

Tab. 1  The epinephrine oxidation intensity ( OD 480) of diff erent treated Platymonas sp.

组  别
处理时间( h)

0 36 72

对照组 0. 032 ? 0. 004 0. 037 ? 0. 006 0. 036 ? 0. 004

处理组 0. 036 ? 0. 007 1. 011 ? 0. 008 1. 136 ? 0. 003

对照组+ 35Lg/ml SOD 0. 000 ? 0. 000 0. 000 ? 0. 000 0. 000 ? 0. 000

处理组+ 35Lg/ml SOD 0. 000 ? 0. 000 0. 000 ? 0. 000 0. 000 ? 0. 000

对照组+ 35Lg/ ml 灭活 SOD 0. 034 ? 0. 003 0. 034 ? 0. 007 0. 031 ? 0. 005

处理组+ 35Lg/ ml 灭活 SOD 0. 035 ? 0. 004 0. 997 ? 0. 006 1. 138 ? 0. 004
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McCord等( 1969)提出的生物自由基伤害学说, 已广泛用于植物的抗逆生理及逆境胁

迫下植物细胞伤害机理的研究。在逆境(盐害、低温、病害、干旱、污染)胁迫下, 生物体内

产生的活性氧如果得不到及时清除,常常会造成生物体的活性氧伤害。作者以扁藻等为

实验材料, 以久效磷为胁迫因子的实验结果也证实了这一点。微藻细胞在久效磷的胁迫

下,其对肾上腺素的氧化强度远远高于未经久效磷处理的对照组,表明其细胞内由于久效

磷的胁迫产生了大量的超氧阴离子自由基,势必会对细胞造成伤害。

研究表明, 植物细胞内产生的过量活性氧会参与逆境胁迫对细胞的伤害作用。所以

海洋微藻对逆境压力的抗性与其本身的抗氧化能力密切相关。微藻细胞的抗氧化系统有

2种, 其一为酶系统, 包括超氧化物歧化酶( SOD)、过氧化物酶( POD)、过氧化氢酶( CAT)

等;其二为非酶系统,主要指细胞内的一些抗氧化物质, 2种系统共同来完成活性氧的清

除。

4种海洋微藻对久效磷的抗性与它们的抗氧化能力呈现出一定的正相关性。盐藻与

其它 3种微藻相比,对久效磷的抗性最强, 这与它具较强的抗氧化能力有关。众所周知,

盐藻富含一种抗氧化物质即 B- 胡萝卜素, 是提取 B- 胡萝卜素的重要原料。而且实验

结果表明,盐藻的 SOD活性最高, 这无疑决定了盐藻细胞清除活性氧的能力较强。对三

角褐指藻来说,它一方面具有较高的SOD活性,另一方面包含有类似 B- 胡萝卜素活性的

抗氧化物质 ) ) ) 墨角藻黄素( Kawakami et al , 1994) , 二者均能有效地清除活性氧, 这也可

能是它对久效磷的抗性高于叉鞭金藻和扁藻原因之一。相比之下, 扁藻的 SOD活性最

低,对久效磷的抗性最弱。

综上所述, 可以认为活性氧参与了久效磷对微藻细胞的毒害,微藻细胞对久效磷的抗

性与活性氧的伤害及细胞的抗氧化能力有着密切的联系。
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RELATIONSHIP BETWEEN MONOCROTOPHOS RESISTANCE AND

ANTIOXIDIZATION IN FOUR SPECIES OF

MARINE MICROALGAE

TANG Xue- xi, LI Yong- qi

( Coll ege of Marine Lif e Sciences, Ocean University of Qindao, Qingdao, 266003)

Abstract   During Aug. 1994 ) Dec. 1995, an experiment was carried out to investigate the relationship between

monocrotophos resistance and antioxidation in four species of marine microalgae using ecotox icology and biochemistry

methods. The results showed that ex cess active oxygens were induced in algal cells under monocrotophos stress, and

the active oxygen caused the damage of alga cells. The order of superox ide dismutaes ( SOD). s activities for scaveng-

ing active oxygen in four species was: Dunaliella sp. > Phaeodactylum tricornutum > Dicrateria sp. > Platymonas

sp. ; and monocrotophos resistance of the four species was in the same order Dunaliella sp. > Phaeodactylum tricor-

nutum> Dicrateria sp. > Platymonas sp. . All these indicated that close relationship between monocrotophos resis-

tance and antioxidization in the four species of marine microalgae were obvious, and damage of the active oxygens was

one of the main reasons for monocrotophos- induced toxic damage to the four species of marine microalgae.

Key words  Marine microalgae   Active oxygen   Superoxide dismutase   Antioxidization

Subject classification number   Q178. 1
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