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铜和镉对小球藻硝酸盐还原酶活性的影响
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≤∏
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u n是毒性较大的两种重金属 o因此在

水质质量控制中对它们有严格的限制 ∀有关 ≤∏
u n和

≤§
u n对藻类代谢的影响已有不少报道 o然而有关两

种金属的致毒机理至今未完全弄清 ∀≥∏±§¤和 �∏¬̄̄¤µ§

t|zy年指出 ≤∏
u n的毒性依赖于离子活度 o而不是总

铜的浓度 ∀≥²µ̈±·¬±²t|z|年指出 ≤∏
u n首先影响细胞质

膜的透性 o导致细胞丢失 �
n离子和细胞体积的变化 o

进一步影响叶绿体电子传递 o并损坏叶绿体片层 o从

而抑制光合作用 ∀≥·µ²°ªµ̈± t|{s年通过对 w种潮间带

海藻的研究 o发现这些藻 ≤∏
u n的毒性大于汞 o最敏感

的是 Πελετια χαναλιχυλατα和 Φυχυσσπιραλισ, 当铜浓度为

ys ∗ {s °ªr �时生长速率减少 xsh ∀ ≤§
u n的毒性比

≤∏
u n大 o�¤µ®«¤°等 ot|{s年指出海带 k Λαµιναρια σαχ2

χηαριναl 孢子体在 u °ªr �≤§
u n的海水中生长速率减

少 xsh ∀�µ̈°̈ µ和 �¤µ®«¤° t|{u年通过 w种潮间带海

藻的研究 o证明 t °ªr�的 ≤§
u n促进 Πελϖετια χαναλιχυ2

λατα和 Ασχοπηψλλυµ νοδοσυµ 的生长 , 而 sqwx °ªr �的

≤§
u n抑制蛋白质合成 o并由此导致酶的数量减少 ∀

本文以小球藻硝酸盐还原酶k��¤¶̈l活性做指标

研究了 ≤∏
u n和 ≤§

u n的毒性 ∀

t 材料与方法

tqt 材料处理

实验所用小球藻k Χηλορελλα¶³ql取自青岛海洋大

学生命学院植物生理实验室 o扩种后当藻种处于对数

生长期时进行 ≤∏
u n和 ≤§

u n毒性实验 ∀

海水取自青岛鲁迅公园 o经孔径 sqwx Λ°滤膜过

滤 !煮沸消毒 o冷却后配制培养液 ∀培养液配方 }每

t sss °̄ 含有 xϕ �¤�� v t °̄ o xϕ �� u°� w 或

�u �°� w t °̄ osqtϕ ƒ̈ ≤ y � x � z t°̄ o尿素 ts °ª∀

实验前先将藻液离心 k转速 v sssµr °¬±l !洗涤

t ∗ u次 o弃去上清液 o将藻体k沉淀l洗入新鲜无氮海

水中培养 t § o以便消除培养过程中藻体死亡 !腐烂 !

分解而导致的 ��
p
u 离子的干扰 ∀然后 o将上述藻液培

养在每 t sss °̄ 海水含 us °°²̄ �¤�� v 和 t{ °°²̄r�

�� u°� w 的天然过滤海水中 o在温度 us ∗ ux ε o光强

w sss ∏̄¬的条件下诱导培养 t §后进行酶活性测定和

毒性实验 ∀

tqu 酶活性测定

取一定体积的藻液离心 kv sssµr °¬±l !洗涤 u

次 o将沉淀k藻体l加入等体积新鲜无氮海水培养 t §o

再在含有 us °°²̄r��¤�� v 和 t{ °°²̄r��� u°� w 的

天然海水中培养 t §o诱导酶活性 ∀

酶活性测定方法 }取 us °̄ 藻液 o反复离心 o洗涤

u ∗ v次 o将藻体全部移入 ux °̄ 试管中 o加入 us °̄ 含

有 vs °°²̄r ��¤�� v 的新鲜海水 k³� � zqxl 塞紧塞

子 o在恒温 ux ε 黑暗中反应 t «o经离心将沉淀于 zs

ε 烘干 !称重 ∀上清液按对氨基苯磺酸 2Α萘胺法 o用

zut2分光光度计在波长 xus ±°处测定 �� u
p含量 ∀

tqv 硝酸盐浓度对小球藻 ��¤¶̈ 活性影响

的实验

实验所用硝酸盐为 �¤�� v o浓度k°°²̄r�l分别

收稿日期 }usss2sv2tx~修回日期 }usss2s|2st
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为 sotsousovsowsoxs∀每个浓度设两个重复样 o诱导

培养 t §后 o分别取 ts °̄ 藻液离心 o弃去上清液 o用

新鲜过滤海水洗涤 u ∗ v次 o然后将沉淀移入 ux °̄ 试

管中 o分别加入新鲜无氮海水 k³� � zqxl和不同浓度

的硝酸钠 o使总体积至 us °̄ o然后在恒温 ux ε 下 o黑

暗中反应 t «后 o比色测定 ∀

tqw ≤§u n和 ≤∏u n毒性实验

不同浓度的 ≤§
u n和 ≤∏

u n系用分析纯 ≤§≤̄ u 和

≤∏≥� w # x� u �配制而成 ∀ ≤§
u n浓度为 sosqsxosqto

sqxotqsouqs °ªr�o≤∏
u n浓度为 sosqsuxosqsxosqto

sqxotqsouqs °ªr�∀

实验培养容器为 xss °̄ 三角瓶 o实验前所有三角

瓶均用 tΒv的 �≤�浸泡 t§o再用去离子水充分洗涤 o

之后用相应浓度的 ≤§
u n ! ≤∏u n培养液预平衡两次 o每

次 t §∀实验培养液和以上扩种培养液相同 o每个三角

瓶 uss °̄ 培养液 o接种密度 {ss sss个细胞r °̄ o培养

条件和扩种实验相同 o待对数生长期加入不同浓度的

≤§
u n和 ≤∏

u n继续培养 tovox§测 ��¤¶̈ 活性 ∀

u 实验结果

uqt 硝酸盐浓度对小球藻 ��¤¶̈ 活性的影

响

硝酸盐还原酶是一种诱导酶 o必须在硝酸盐存

在时才能显示其活性 ∀为了解小球藻 ��¤¶̈ 对硝酸盐

的最佳浓度 o在 ≤§
u n和 ≤∏

u n毒性实验前做了不同浓

度硝酸钠对小球藻 ��¤¶̈ 活性影响的实验 ∀结果如图

t所示 ∀

图 t 不同浓度硝酸盐对 ��¤¶̈ 活性的影响

从图 t中可以看出 o�¤�� v 浓度从 ts到 vs °°²̄r

�o酶活性随浓度增加而增加 ∀在 vs °°²̄r�处出现高

峰 o当 �¤�� v 浓度在 ws ∗ xs °°²̄r�时酶活性不断下

降 ∀此结果与 �̈±§̈ 等人 t|zt年用陆地植物麦仙翁

所做实验及高尚德等人 t|{x年以海带所做实验均不

一致 ∀其原因可能是由于各种植物对硝酸盐的代谢水

平及实验条件不同所致 ∀

uqu ≤§
u n对 ��¤¶̈ 活性的影响

用不同浓度的 ≤§
u n离子处理藻液 tovox §后 o

在最适硝酸盐浓度kvs °°²̄r�l和最适 ³�kzqxl条件

下 o测定酶活性 ∀结果以对照酶活性作 tsso换算成相

对酶活性 o如图 u∀

图 u 不同浓度的 ≤§
u n 对小球藻 ��¤¶̈ 活性的影响

从图 u表明 o第 t天 o≤§
u n处理浓度除 sqsxosqt

°ªr �外其他各组 �� 活性均比未加 ≤§
u n 的对照组

小 ∀sqsxosqt °ªr�≤§
u n处理 t §�� 活性分别高于和

持平对照组 o而 ≤§
u n ∴sqx °ªr�酶活性迅速下降 o且

随 ≤§
u n浓度越大 ��¤¶̈ 活性下降越多 ∀

第 v天 o除 ≤§
u n浓度 sqsx °ªr�组 ��¤¶̈ 活性高

于对照组外 o其他各组均出现毒性 ∀ ≤§
u n浓度从 sqt

°ªr �开始 ��¤¶̈ 活性低于对照 ∀与第 t天相比 o除

uqs °ªr�组外各浓度组 ��¤¶̈ 活性均低于第 t天 o说

明同样浓度下 o≤§
u n处理时间越长 o毒性越大 ∀这可

能是由于时间延长 o藻体内 ≤§
u n累积的结果 ∀而 u

°ªr �≤§
u n浓度组第 v天的酶活性明显高于第 t天 o

这可能是在高浓度下第 v天藻体开始死亡 o由于藻体

腐烂致使 �� u
p增加的结果 ∀

第 x天 o不同浓度 ≤§
u n处理各组 ��¤¶̈ 活性全

部低于对照 o且低于第 v天 ∀进一步说明随时间的延

长藻体内 ≤§
u n累积浓度加大 o出现更大的毒性 ∀

整个实验表明 o≤§
u n在低浓度k [ sqsx °ªr�l短

时间 k � u §l 对 ��¤¶̈ 活性有促进作用 ∀而 ≤§
u n浓

度 � sqt °ªr �对 ��¤¶̈ 活性有明显的毒性 ∀浓度越

大 o毒性越大 ∀同一浓度下 o时间越长 o毒性越大 ∀

uqv ≤∏
u n对 ��¤¶̈ 活性的影响

用不同浓度的 ≤∏
u n处理小球藻 tovox §后 o测定

酶活性 o结果如图 v所示 ∀
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以海藻作为目标材料制备海藻植物生长剂已有

很长的历史 ∀海藻植物生长剂自 t|xs年首次在英国

诞生并被利用在花卉和农业生产上已经近半个世纪 o

图 v 不同浓度 ≤∏
u n 的对小球藻 ��¤¶̈ 活性的影响

图 v可见 o第 t天 o≤∏
u n

sqsux °ªr�组 �� 活性明

显高于对照 o其余各组均低于对照 o出现了抑制作用 o

并且浓度越大 o抑制越明显 ∀

第 v天 o≤∏
u n

sqsux °ªr�组 ��¤¶̈ 活性仍高于对

照组 o 但比第 t天有所降低 ∀ sqsx ∗ tqs °ªr �组

��¤¶̈ 活性比第 t天大幅度下降 o但 uqs °ªr�组比第

t天有所回升 o这一现象和 ≤§
u n处理结果相同 o即由

于藻体腐烂分解生成 �� u
p所致 ∀

第 x天 o≤∏
u n

sqsux °ªr�组 ��¤¶̈ 活性明显低于

对照 o出现毒性 ∀但 sqsx ∗ sqt °ªr�组 �� 活性比第

v天有所回升 o这可能由于处理时间较长 o同样浓度

下 o时间越长 ≤∏
u n累积越多 o毒性越大 o导致藻体开

始死亡所致 ∀这一结果在 sqx∗ uqs °ªr�间更加明显 ∀

v 讨论

vqt ≤∏
u n和 ≤§

u n对小球藻 ��¤¶̈ 活性有明

显的影响 o≤∏
u n浓度在 sqsux °ªr�o≤§

u n在 sqsx °ªr

�短时间 kt ∗ v §l对 ��¤¶̈ 活性有促进作用 o长时间

k � v §l有抑制作用 ∀ ≤∏
u n

� sqsx °ªr�o≤§
u n

� sqt

°ªr �处理小球藻 ∀第 t天对 ��¤¶̈ 活性就有明显的

抑制作用 ∀浓度越大 o时间越长 o抑制越明显 ∀ ��¤¶̈

活性是一较好的生态毒理实验指标≈v  ∀

vqu ≤∏
u n 和 ≤§

u n 相比较 o ≤∏
u n 的毒性大于

≤§
u n

o sqsx °ªr �的 ≤§
u n 处理小球藻 t ∗ v §o 对

��¤¶̈ 活性有明显的促进作用 o 而在相同条件下 o

≤∏
u n有明显的抑制作用 ∀重金属对藻类的毒性顺序随

藻类种类和实验条件而变化 o据 �¤¬�q≤ qt|{t年报

道 o一般情况下是 �ª� ≤∏� ≤§� �ª� °¥� �±等 ∀以

上在张首临和林春野≈u 的实验中也得到了证明 ∀

vqv 低浓度 ≤∏
u n 和 ≤§

u n 在短时间内对 ��¤¶̈

活性有促进作用 o该现象属于 / 毒性兴奋作用0 o由于

毒性的刺激引起小球藻的代谢加快 o致使 ��¤¶̈ 活性

增加 ∀
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