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斜生栅藻对乙酰甲胺磷的急慢性毒性响应
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摘要
为了解有机磷农药乙酰甲胺磷污染

对本 土 水 生 敏 感 性 物 种 斜 生 栅 藻
（Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓ ｏｂｌｉｑｕｕｓ）的毒性效应，在实
验室条件下采用静态毒性试验，研究了
乙酰甲胺磷对斜生栅藻 ９６ ｈ 急性毒性效
应，并在急性试验基础上进行慢性试验，
分析了斜生栅藻连续染毒 １４ ｄ 的叶绿素
质量浓度、可溶性蛋白质量分数以及丙
二醛（ＭＤＡ）质量摩尔浓度的变化． 结果
表 明： 乙 酰 甲 胺 磷 的 ９６ ｈ ＥＣ５０ 为
４８２􀆰 ９ ｍｇ ／ Ｌ，属低毒农药，但在 １ ｍｇ ／ Ｌ
低质量浓度下可促进藻细胞生长；乙酰
甲胺磷对栅藻光合作用无明显影响，但
可通过干扰藻细胞代谢活动和引起膜脂
过氧化反应，对斜生栅藻产生毒性作用；
可溶蛋白和 ＭＤＡ 可作为有效的生物标
志物对农药引起的毒性做出评价． 研究
结果可为本土水生敏感性物种的保护和
农药 安 全 使 用 标 准 的 制 定 提 供 理 论
依据．
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０　 引言

　 　 我国水生态基准的制定研究零星、分散，《地表水环境质量标准》
的标准值主要是参考美国各州、日本、前苏联、欧洲等国家及地区的

水质基准值和标准值来确定，没有考虑我国水生态系统的区域性特

征［１⁃２］ ． 因此从维护我国水生态系统的长远利益来看，根据区域水体

的实际水质特性与水生态系统的结构特征制定相应的区域性水生态

基准或标准［３］，开展我国水质基准的研究意义重大［４⁃５］ ．
目前，越来越多的农药污染的报道已引起人们对水环境的关注，

特别是近几年来发生比较多的有机磷农药污染［６］，使得针对农药的

水环境基准研究已迫在眉睫．
藻类是水生生态系统的初级生产者，是评价水环境质量的重要

指标． 斜生栅藻是一种广泛分布于温暖地区池塘、沟渠及河流中的淡

水单细胞绿藻，其生命力强、繁殖快，对环境条件变化反应敏感，在检

测污染物对水环境的影响时，通常把污染物对斜生栅藻的影响作为

测试的一项重要指标［７］ ． 本文通过对重点流域（长江三角洲流域）农
药生产及使用状况调查、农药暴露水平的模型预测和实际监测，选择

一种高效低毒有机磷农药———乙酰甲胺磷（ａｃｅｐｈａｔｅ），在对斜生栅藻

急性毒性基础上，进一步对斜生栅藻进行系统完整的慢性毒性效应

试验，旨在为开展本土水生生物和有机磷农药品种筛选研究提供理

论和科学数据支持，为下一步开展毒性评价终点的深入研究和完成

重点有机磷农药品种水生态基准的制定工作提供参考．

１　 材料和方法

１􀆰 １　 试验材料

斜生栅藻购自中国科学院水生生物研究所，编号为 ＦＡＣＨＢ４１６，
经实验室驯化培养后，选取对数生长期的藻种进行试验．

乙酰甲胺磷（体积分数 ４１％ ），由环保部南京环境科学研究所

提供．

１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 急性毒性试验

试验参照 ＯＥＣＤ［８］ 标准方法，以 ＢＧ１１ 为培养基，置于恒温光

照培养箱培养（光照强度 ３ ０００ ｌｘ 左右，光暗时间比 １２ ｈ ∶ １２ ｈ，温
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　 　 　 　度 ２５ ℃） ［９⁃１０］，每天定时摇动 ４ 次． 正式试验采用国

际通用“瓶法”，５００ ｍＬ 锥形瓶中接 ２００ ｍＬ 处于对

数生长期的藻液． 根据预试验的结果，确定试验的质

量浓度范围，设置 ５ 个等差质量浓度梯度和一个空

白对照，每个处理设 ３ 个平行，然后向锥形瓶中添加

农药至相应质量浓度，空白 Ａ 的质量浓度为 ０，处理

Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ 的质量浓度分别为 １、２００、４００、６００ 和

８００ ｍｇ ／ Ｌ．
每天早上 ９ 点定时取样，一次取样 ２ 份，每隔

２４ ｈ 取样 １ 次，连续取样 ５ ｄ，分别记为 ０、２４、４８、７２
和 ９６ ｈ． 每份 １ ｍＬ，加水稀释定容至 １０ ｍＬ，采用浮

游计数框［１１⁃１２］测定藻细胞密度，做藻细胞个数测定，
以 Ｔｒｉｍｍｅｄ Ｓｐｅａｒｍａｎ⁃Ｋａｒｂｅｒ 软件计算 ２４、４８、７２ 和

９６ ｈ 的 ＥＣ５０ ．
１􀆰 ２􀆰 ２　 慢性毒性试验

根据急性毒性试验结果，以 １
２ Ｑ（９６ ｈ ＥＣ５０） ［１３］

为试验最高质量浓度，设置 ５ 个农药质量浓度等差

梯度组和 １ 个空白对照组，并做空白试验，共设 ３ 个

平行组． 然后向锥形瓶中添加农药至相应质量浓度，
空白 Ｇ 的质量浓度为 ０，处理 Ｈ、Ｉ、Ｊ、Ｋ 的质量浓度

分别为 ４８􀆰 ３、９６􀆰 ６、１４４􀆰 ９、１９３􀆰 １，处理 Ｌ 为 １
２ Ｑ，单

位 ｍｇ ／ Ｌ． 每天早上 ９ 点定时取样，一次取样 ４ 份，每
份 ５ ｍＬ，每隔 ４８ ｈ 取样 １ 次，连续取样 １４ ｄ，分别记

为 ０、２、４、６、８、１０、１２ 和 １４ ｄ． 其中第 １ 份采用滤膜

差重法精确称量藻液的干质量，再按鲜藻含水质量

分数 ９０％换算藻的鲜质量［１４］ ．
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 叶绿素 ａ 测定

第 ２ 份，用 ４７ ｍｍ 玻璃纤维滤膜过滤后对折放

入 １０ ｍＬ 离心管，保存在 － ２０ ℃的冰柜中（此样品

最长冷冻 ３ 个月），叶绿素 ａ 质量浓度测定采用热乙

醇萃取法［１５］ ．
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 可溶蛋白测定

第 ３ 份，冷冻离心（１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ）２０ ｍｉｎ，弃上

清液加 ５ ｍＬ ｐＨ ＝７􀆰 ８ 磷酸缓冲液，采用冰浴下超声

破碎［１６⁃１７］（超声 ３ ｓ 停止 ３ ｓ，每 ９９ 次换 １ 次自制带

有离心管槽的冰杯，每次破碎 ２ 个），破碎完再次冷

冻离心（１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ）２０ ｍｉｎ 取上清液即为粗酶液，
粗酶液用于可溶蛋白质量分数的测定，其可溶蛋白

测定采用 Ｇ⁃２５０ 染色法［１８］ ．
１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ３　 ＭＤＡ 测定

第 ４ 份，用 １０％ （质量分数）的三氯乙酸代替

ｐＨ ＝ ７􀆰 ８ 磷酸缓冲液作为酶液提取液，其余步骤同

１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２，粗酶液用于丙二醛（ＭＤＡ）的测定，其丙二

醛测定采用硫代巴比妥酸法［１８］ ．

２　 结果与分析

２􀆰 １　 乙酰甲胺磷对斜生栅藻的急性毒性效应

用不同质量浓度乙酰甲胺磷分别处理藻类培养

液，以藻细胞密度为指标做生长曲线（图 １）． 由图 １
可见：对于农药乙酰甲胺磷，在低质量浓度１ ｍｇ ／ Ｌ
条件下，藻细胞数目呈增长趋势，且高于空白样，这
种现象与 Ｗｏｎｇ 等［１９］ 发现溴谷隆在低于１ ｍｇ ／ Ｌ 时

能刺激栅藻的生长， ２， ４⁃Ｄ 和杀螟松在低浓度

（１ ｍｇ ／ Ｌ）时能促进莱哈衣藻生长，Ｄｏｇｇｅｔｔ 等［２０］ 发

现二嗪磷在 １ ｍｇ ／ Ｌ 时促进蛋白核小球藻和羊角月

芽藻的生长是一致的，可能原因是毒物在低质量浓

度下对微藻有“毒物兴奋效应” ［２１］，同时也可能是因

为本文选取的培养液 ＢＧ１１ ｐＨ 值在 ７􀆰 ５ ～ ８􀆰 ５ 之间，
呈弱碱性，对乙酰甲胺磷有一定的分解作用；可提供

藻细胞生长需要的营养元素 Ｐ，从而起一定的促进

作用；当农药质量浓度达到 ６００、８００ ｍｇ ／ Ｌ 时，发现

在 ２４ ｈ 出现一低点，然后随处理时间延长藻细胞密

度上升，可以看出斜生栅藻仍能得到较好的恢复． 但
可以发现：随着农药质量浓度的增大，藻细胞受到一

定的抑制作用，且随着农药质量浓度的升高，抑制现

象越来越明显，呈良好的浓度⁃剂量效应． 此外在显

微镜观察藻细胞形态结构过程中，发现当农药质量

浓度高时，可以观察到部分藻细胞体积增大，子细胞

发生畸形分裂，出现人字形和裤型，这种现象与其他

研究者发现 ＤＢＰ 对栅藻细胞形态所产生的影响有

相似之处，说明它们均使斜生栅藻的生长与分裂产

生一定的解偶联作用［２２］ ．

图 １　 乙酰甲胺磷对斜生栅藻生长的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ａｃｅｐｈａｔｅ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓ ｏｂｌｉｑｕｕｓ

０９２
陈敏东，等． 斜生栅藻对乙酰甲胺磷的急慢性毒性响应．

ＣＨＥＮ Ｍｉｎｄｏｎｇ，ｅｔ ａｌ． Ａｃｕｔｅ ａｎｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓ ｏｂｌｉｑｕｕｓ ｔｏ ａｃｅｐｈａｔｅ．
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以 Ｔｒｉｍｍｅｄ Ｓｐｅａｒｍａｎ⁃Ｋａｒｂｅｒ 分析计算，确定各

时间（２４、４８、７２ 和 ９６ ｈ）的 ＥＣ５０值及其 ９５％置信区

间，如表 １ 所示．

表 １　 乙酰甲胺磷对斜生栅藻的 ＥＣ５０

Ｔａｂｌｅ １　 ＥＣ５０ ｏｆ ａｃｅｐｈａｔｅ ｔｏ Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓ ｏｂｌｉｑｕｕｓ

时间 ／ ｈ ＥＣ５０ ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ９５％置信区间 ／ （ｍｇ ／ Ｌ）

２４ ６１３􀆰 ０ ５５０􀆰 ７ ～ ６８２􀆰 ３

４８ ６６７􀆰 ７ ５７１􀆰 ３ ～ ７８０􀆰 ５

７２ ５２３􀆰 ０ ４８８􀆰 ４ ～ ５６１􀆰 １

９６ ４８２􀆰 ９ ４５２􀆰 ２ ～ ５１５􀆰 ６

　 　 由表 １ 可知：乙酰甲胺磷对斜生栅藻 ２４、４８、７２ 和

９６ ｈ ＥＣ５０分别为 ６１３􀆰 ０、６６７􀆰 ７、５２３􀆰 ０ 和 ４８２􀆰 ９ ｍｇ ／ Ｌ，
其 ＥＣ５０值随处理时间先升后降，说明斜生栅藻在染

毒作用下短时间内有少许恢复，但最终仍体现出受

农药的胁迫作用．

２． ２　 乙酰甲胺磷对斜生栅藻的慢性毒性效应

２􀆰 ２􀆰 １　 乙酰甲胺磷对斜生栅藻叶绿素 ａ 的影响

用不同质量浓度乙酰甲胺磷分别处理藻类培养

液，经暴露 １４ ｄ，以叶绿素 ａ 质量浓度为指标做生长

曲线（图 ２）． 由图 ２ 可见：乙酰甲胺磷对叶绿素 ａ 的

影响在同一质量浓度上，其叶绿素 ａ 质量浓度随着

染毒时间的增加呈递增趋势，但在同一时间段上，随
着农药质量浓度的增大，即增大到 １ ／ ２ 急性 ＥＣ５０时，
也无明显的变化趋势，且实验值均与对照样接近，整
体表现出无明显的毒物效应，但是在质量浓度 １ ｍｇ ／ Ｌ

处理条件下，叶绿素 ａ 有微弱上升的趋势，表现出轻

微的诱导效应，这一现象与前面的低浓度下促进藻

细胞生长是一致的．

图 ２　 乙酰甲胺磷对斜生栅藻叶绿素 ａ 的影响（２ ～ １４ ｄ）
Ｆｉｇ． ２　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ａｃｅｐｈａｔｅ ｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ（２ － １４ ｄ）

２􀆰 ２􀆰 ２　 乙酰甲胺磷对斜生栅藻可溶蛋白的影响

经暴露 １４ ｄ，以可溶蛋白质量分数为指标做生

长曲线（图 ３）． 由图 ３ 可知：在处理 ２ ｄ 后，斜生栅藻

的可溶蛋白质量分数与对照组相比，均有显著增高，
呈先上升的趋势，当乙酰甲胺磷质量浓度为 ２４１􀆰 ４
ｍｇ ／ Ｌ 时，可溶蛋白质量分数为 １０􀆰 ６ ｍｇ ／ ｇ 达到最高

点；处理 ４ ｄ 变化趋势与 ２ ｄ 相似，亦呈上升趋势，且
也在 ２４１􀆰 ４ ｍｇ ／ Ｌ 质量浓度时，可溶蛋白质量分数达

到最高点为 １６􀆰 ３ ｍｇ ／ ｇ，表现出很好的浓度诱导效

应，这与卢晶等［２３］发现四羟甲基硫酸鏻促进铜绿微

囊藻可溶性蛋白质量分数升高一致；随着处理时间

的延长，当处理质量浓度为中等水平时，可溶蛋白质

量分数已达到最高点，其后有下降趋势；当处理时间

为 １４ ｄ 时，发现可溶蛋白质量分数曲线较１２ ｄ升高，
本文认为可能是因为农药降解，毒性降低所引起的

促进作用．
２􀆰 ２􀆰 ３　 乙酰甲胺磷对斜生栅藻 ＭＤＡ 的影响

图 ４ 研究发现，在乙酰甲胺磷农药处理条件

下，每个时间段内栅藻 ＭＤＡ 质量摩尔浓度呈上升

的趋势，与对照组相比，均有显著提高，表现出很好

的浓度诱导效应． 在处理时间 ６ ｄ 时，不同质量浓

度处理后 ＭＤＡ 质量摩尔浓度均达到该浓度点的最

高值，且在 ６ ｄ，处理 Ｊ 时，达到整个实验中最大值

１９２
学报：自然科学版，２０１３，５（４）：２８９⁃２９５

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｅｄｉｔｉｏｎ，２０１３，５（４）：２８９⁃２９５
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图 ３　 乙酰甲胺磷对斜生栅藻可溶蛋白的影响（２ ～ １４ ｄ）
Ｆｉｇ． ３　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ａｃｅｐｈａｔｅ ｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ（２ － １４ ｄ）

图 ４　 乙酰甲胺磷对斜生栅藻 ＭＤＡ 的影响（２ ～ １４ ｄ）
Ｆｉｇ． ４　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ａｃｅｐｈａｔｅ ｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＭＤＡ（２ － １４ ｄ）

为 ２３５􀆰 ５ μｍｏｌ ／ ｇ． 从前后时间上纵向分析 ＭＤＡ 质量

摩尔浓度曲线，表现出其随时间的延长呈先上升后

下降的趋势． 前期上升的原因可能是脂质过氧化反

应造成其产物 ＭＤＡ 的大量积累引起的，而后期下降

可能是因为长时间的胁迫作用造成生物膜的损伤，
乃至引起藻细胞的大量死亡引起的，这与马剑敏

等［２４］溴化 １⁃己基⁃３⁃甲基咪唑对斜生栅藻 ＭＤＡ 质量

摩尔浓度影响是一致的．

３　 讨论

本文选择栅藻起始密度约为 ４ × １０６ ｍＬ －１，培养

９６ ｈ 后藻细胞密度与初始密度相比增值比例约为 ４
倍，其栅藻细胞密度能达到 １􀆰 ５ × １０７ ｍＬ －１，说明栅藻

在该初始密度较高的条件下仍能很好地繁殖生长． 牟
文等［２５］也以藻细胞约为 ３􀆰 ９ ×１０６ ｍＬ －１的初始密度进

行重金属对斜生栅藻的毒性研究． 藻细胞初始密度较

低会导致后期试验中其他生化指标测定不明显．

２９２
陈敏东，等． 斜生栅藻对乙酰甲胺磷的急慢性毒性响应．

ＣＨＥＮ Ｍｉｎｄｏｎｇ，ｅｔ ａｌ． Ａｃｕｔｅ ａｎｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓ ｏｂｌｉｑｕｕｓ ｔｏ ａｃｅｐｈａｔｅ．
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国内外藻类毒性试验中需要提交杀虫剂对绿藻

的实验材料，故本文选择长江三角洲地区使用残留较

多、污染较重的杀虫剂乙酰甲胺磷为目标农药． 目前，
已有大量关于农药对斜生栅藻毒性研究的报道，农药

对藻类细胞造成的损害，主要表现为对藻类的杀灭性

和对生长的抑制作用，以 ＥＣ５０值表示． 根据《水和废水

检测分析方法》 ［２６］中规定，乙酰甲胺磷对斜生栅藻的

９６ ｈ ＥＣ５０ ＝４８２􀆰 ９ ｍｇ ／ Ｌ ＞１００ ｍｇ ／ Ｌ，属于低毒农药．
叶绿素是各种浮游藻类中广泛存在的天然色素，

其中叶绿素 ａ 存在于所有的浮游藻类中，大约占有机

物干质量的 １％ ～２％，是估算浮游植物生物量的重要

指标［２７］ ． 本文选择误差较小的热乙醇法萃取法测定

叶绿素 ａ 质量浓度，保证了实验数据的可靠性． 同时

叶绿素质量浓度也是客观反映植物利用光照能力的

一种重要指标，往往作为判断植物光合能力强弱，反
映环境胁迫状况的依据［２８］，但从实验中发现杀虫剂

乙酰甲胺磷对斜生栅藻叶绿素 ａ 的抑制并不明显，可
以说明该农药对栅藻的光合作用无明显影响，叶绿素

ａ 在该毒性试验中不能作为一个有效的毒性效应敏感

指标．
蛋白质是细胞中重要的结构物质，其功能是细胞

代谢过程中的催化剂． 蛋白质质量分数变化可以反映

细胞内代谢活动是否正常［２９］，经不同质量浓度的乙

酰甲胺磷处理后，各组斜生栅藻细胞可溶性蛋白质量

分数较对照组均有提高，说明乙酰甲胺磷能够刺激藻

细胞蛋白合成，干扰藻细胞蛋白代谢平衡．
ＭＤＡ 作为脂质过氧化反应的产物之一，可以用

来度量过氧化反应的程度［３０］ ． 因此可以认为，农药的

胁迫造成了自由基的大量产生，从而在分子水平上快

速而高效地动员了藻细胞的防御反应． 本文的试验结

果表明：ＭＤＡ 质量摩尔浓度在短时间的农药处理下

均有极显著增高，说明农药胁迫已经引起了自由基的

大量产生，对细胞的膜系统造成了广泛的损伤，引起

膜脂的过氧化反应，从而造成了 ＭＤＡ 质量摩尔浓度

的显著增高；同时，长时间处理下，藻 ＭＤＡ 质量摩尔

浓度的普遍降低很可能暗示长时间的胁迫已经对斜

生栅藻的细胞造成了实质性的损伤，已接近藻细胞负

荷的极限，以至藻细胞功能无法完全恢复，这与前面

发现乙酰甲胺磷干扰藻细胞代谢活动，从而对藻细胞

产生毒性作用是相一致的．
本实验是在室内模拟条件下进行的，没有考虑生

物体组织、细胞或基因水平的改变，拟继续开展农药

对斜生栅藻组织水平和分子水平的评价终点研究． 另

外，关于农药品种的性质及对水生藻类作用机理还有

待进一步研究和探讨．

４　 结论

１） 乙酰甲胺磷的 ９６ ｈ ＥＣ５０为 ４８２􀆰 ９ ｍｇ ／ Ｌ，为低

毒农药，在 １ ｍｇ ／ Ｌ 质量浓度下可促进藻细胞生长．
２） 慢性毒性试验中，乙酰甲胺磷对栅藻光合作

用无明显影响，但通过干扰藻细胞代谢活动和引起膜

脂过氧化反应，对斜生栅藻产生毒性作用．
３） 可溶蛋白和 ＭＤＡ 可作为有效的生物标志物

对农药引起的毒性做出评价．
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