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一种评价重金属污染对大型

海藻毒性效应的新方法
*

于志刚 张 经 史峰岩士 吴超元村

(青岛海洋大学化学化工学院 青岛 2 66 0 0 3)

十 (华东师范大学河口海岸研究所 上海 2 0 0 0 6 2)

tt (中国科学院海洋研究所 青岛 2 6 60 71 )

提要 提出一种监测污染物对大型海藻毒性效应的新方法
。

该方法仅需将在有害环境中生

长或培养的大型海藻置于 一封闭的
、

经 0. 45 协m 膜过滤的海水体系中
,

在一定条件下培养

lh (设白
、

黑二瓶 )
,

之后测定白
、

黑二瓶 pH 值并计算其差值△pH (,)’ 再同样测定对照组白
、

黑二

瓶 p H 差值△p H (c)
,

计算△p H (i) /△p H (c)
,

则此计算值即可用来代表相对光合作用速率
,

并用于评

价毒性效应大小
.

另外
,

还较详尽地论证了该方法的水化学依据
。

关健词 光合作用 大型海藻 毒性效应 重金属

学科分类号 P7 34 .2

在研究大型海藻的生长或评价污染物 (如石油
、

重金属
、

农药等 )对海洋大型藻类的毒

性效应时
,

最常用的方法主要有称重法
、

测量体长法和光合速率法 (Ru en es s
,

19 87 )
。

作为

辅助手段
,

也有的研究者测定海藻膜透性 (As el sso n 。t al
,

1 9 8 7)
、

叶绿素含量等 (于志刚

等
,

19 9 4)
。

但实践表明
,

光合速率法和称重法仍是最为基本和可靠的方法
,

且以光合速率

法的应用更为普遍
,

这是由于海洋大型藻类在受到污染物的毒害作用后
,

通常表现为光合

作用速率降低
,

因此光合作用速率的大小可作为评价污染物对大型海藻毒性效应的指标
。

光合速率的测定一般应用测氧法
,

这需要使用溶氧仪或 W e n kle r
滴定法

,

由于溶氧仪在一

般实验室并不普及而 W
e n kler

滴定法又较为繁琐
,

故光合速率法的应用常常受到限制
。

本文提出一种通过测定海藻发生光合作用前后 p H 值的改变来代表海藻光合作用速

率大小进而评价毒性效应的新方法
,

并介绍该方法的水化学依据
。

1 材料
、

方法及其水化学依据

L l 材料与方法

实验 中所用材料为缘管浒苔 (En te ro m 口rP ha lin za )和孔石药 (Ul va p er tu sa Kj ell m )
。

材料与海水均取 自青岛太平角
。

光照培养在 LR H ‘2 50 G 型生物培养箱 (广东医疗器械厂 )

中进行
,

光照强度约为 5 0O0 lx
,

温度为 20 ℃
。

pH 测定使用 pHs
一3c 型数显酸度计 (浙江萧

山仪器厂 )
。
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将在不同环境中生长或培养的大型海藻取出并吸干水分
,

称取 1
.

0 9 二份
,

分别置于

100 m l磨 口锥形瓶中
,

用虹吸法注满经 0. 45 协m 滤膜过滤的海水
,

盖紧瓶塞
。

设 白
、

黑二瓶
,

于一定温度和光照条件下培养 lh
,

测定白
、

黑二瓶 pH 值并计算其差值△p H (i) 一 p H (
‘)白 -

PH (i)x
。

用同样方法测定并计算对照组 白
、

黑二瓶 p H 值的差值△p H (c)
,

则△pH(
i, / △p H (c) 即

为海藻的相对光合速率近似值
,

此值可用于评价毒性效应大小
。

在进行本文方法和测氧法对比实验时
,

锥形瓶改用 25 oml
,

每瓶中加人海藻 2
.

59 (仍保

持 0. 01 9 海 藻 / m l海水 )
,

以保证有足够的海水用 于同 时测 定 p H 和溶解 氧
。

溶解 氧用

W e

喇
e r 法测定 (韩舞鹰

,

198 6)
。

重金属对海藻的毒性实验在 4 L 水族箱中进行
,

培养液用

0. 45 “m 膜过滤海水配制
。

每 2 天换一次培养液
,

培养密度为海藻 89 / L 海水
。

室温 (18 一

2 2℃ )
,

白色 4 0W (8 支 ) 日光灯照明 (约为 8 OO0 lx)
,

每天用充气泵通空气 6一8h
,

光 /暗比为

12八 2
。

L Z 水化学依据

L 2. 1 相对变化函数 尺C万 的推导 考虑对大气封闭的海水体系
,

海水的碱度 〔刁从」为
:

【兀从1 = q (a
l + 2a2 ) + [o H

一

] 一 [H
+

] + X (l)

式中
:

q = 〔代CO 3
] + [C 0 2 ·

aq ] + 〔HC O犷〕+ [C弼
一

l为体系的总二氧化碳
,

X 为其它形式

、.,产、、.少
,�,、�

了.、‘了甩、

弱酸盐 (如磷酸盐
、

硼酸盐
、

硅酸盐等)对碱度的贡献
。

a , = ( [H
+

] /凡 + l + 凡/ [H
+

l)
一 ’

a Z = ([H
十

]
, /戈凡 + l + [H

十

] /凡)
一 ‘

凡
、

凡分别为碳酸在海水中的一级和二级电离常数
,

它们是海水盐度 (S) 和温度 (力的函数

(斯塔姆等
,

19 8 1 )
.

将一定量大型海 藻置于这样一个封闭的海水体系 中
,

并假定按下式发生光合 (或呼

吸 )作用
:

10 6C o Z + 16No 犷
+ 即O ;

一 + 12 2巩o + 18H
‘ = {C

lo 6

乓
6 30 1 ,。N

1 6p
,

} (海 . ) + 1 3 8 0
2

(4 )

光合 (或呼吸 ) 开始前以
“

0
” 、

结束以
“

i"表示
,

则据 (l) 式
,

光合 (或呼吸 )前后的 阳Z月可分别

写成
:

[刀月 (。) = q (。) (a
, (。) + 2 a

2 (。) ) + [O H
一

] (
。) 一 [H

+

] (。) + X(
。)

(5 )

【月周 ( ‘) = C
: (

; ) (a
, (‘) + 2 a

2 (
‘) ) + [o H

一

] (
, ) 一 [H

+

]
(‘) + 戈

‘) (6 )

光合作用发生时
,

C产降低
,

而溶解氧
、

p H 及 阳从』均将升高
;
呼吸作用发生则反之

。

按 (4)

式
,

光合作用从海水中每同化 1 06 m of C0
2

将吸收 1 8m of H
十 ,

若不考虑过程 中分泌的少量有

机物的影响
,

并无 Ca C0 3沉淀形成 (控制 p H 值不要太高
,

例如 p H < 9
.

0)
,

则该过程将导致

阳z月升高 18m of
.

若按 (4) 式相反方向发生耗氧呼吸
,

则有 106 m of C O
Z
释放人海水中

,

并放

出 18m o lH
+ ,

即使 阳Z月降低 18 m o l
。

此两种情况可统一表示为
:

([Alk]
( ‘) 一 [Alk]

(。) ) / (C
: (。一 C T (。) )

一
18 / 10 6 一 A (7 )

硼酸盐和硅酸盐一般不参与大型底栖海藻的光合作用
。

磷酸盐虽参与光合作用
,

但 由于

本方法一般引起体系总二氧化碳变动 10 %一20 % (p H 改变 0
.

5一 1
.

0)
,

按海水中总二氧化

碳为 2 10 0 协m o l/ L计
,

将导致体系总二氧化碳变动 2 10一4 2 0卜m o l/ L
。

据式 (7 )可估算体系

碱度的改变为 3 6一7 2“m of / L
,

而海水中的磷酸盐一般不会超过 1
.

0卜m of / L
,

即便全部耗尽

也不致对碱度产生很大影响
。

因此 ( l) 式中 X 项的影响可忽略
。

据此并联立式 (5) 一 (7) 可
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得
:

膨一
(C : 。一 C

: (。) ) / q (。)

一 {[(a :(。 + 2 a 2(。 )一 (a l(。) + 2 a 2 (。))] + [([O H
一

] (。一 [o H
一

](
。))

一 ([H
+

](。一 [H
+

](
。))] / C

: (。)} / (a , (。 + 2 a 2(。一 A) (8)

从 (8) 式可见
,

R C F是光合 (或呼吸)作用导致的体系总二氧化碳减少 (或增加)的量 占

体系中原有总二氧化碳的百分数
。

光合作用发生使 尺C F > 0
,

p H (i) > pH (0) ; 呼吸作用发生

时反之
。

尺C F 是海水 p H (0 ) 、

总二氧化碳浓 度 cr (0 )
、

温度
、

盐度
、

参数 A 及 过程发生后之

pH (i )的函数
,

在海水确定 (即 q (0 )和 p H (0 )确定 )
、

A 值和实验温度一定的前提下
,

尺c尸仅是

光合 (或呼吸)作用后海水 p H (i) 的函数
·

1.2 .2 影 响相对变化函数 尺C尸的因素 温度和盐度对 尺C万 的影响是通过对凡
、

长的影

响而产生的
,

经验式 (张正斌等
,

198 9) 为
:

19凡 = 1 3
.

7 2 0 1 一 0
.

0 3 1 3 3 4 T 一 3 2 3 5
.

7 6 / T 一 1
.

30 0 x 1 0
一 ’ X T X S + 0

.

10 3 2 5
0 ,

(9 )

19凡 = 一 5 3 7 1
·

9 6 4 5 一 1
.

6 7 1 2 2 T 一 0
·

2 2 9 13 5 一 18
.

3 8 0 2 19 5

+ 12 8 3 7 5
.

2 5 / T + 2 19 4
.

3 0 5 slg T + 8
.

0 9 4 4 x 10
一 4 x T

X S + 5 6 17
.

1 119 5 / T 一 2
.

1 3 6 5 / T (10)

将 (2 )
、

(3 )
、

(9 )
、

(10 )代人 (8 )式
,

即可计算出 R C F
。

按青岛近海海 水的一般情况考虑
,

取 T = 2 93 K
、

S = 3 0
、

pH (。) = 8
·

o
、

C
: (。) = 2

.

1 X 10
一 ’m o l / L

,

并 按

Re d fi el d 比值取 A = 一 18 / 106
,

计算结果见图 1 及表 1

第 1 行数据
。

以此为基础
,

按可预见的变动范围分别改变 C
: (0 ) 、

& A
、

只 p H
,

可计算 出同样 pH (i) 下的 尺C厂 (i), 其与表 1

第 l 行的对应值的相对百分偏差绝对值的算术平均可

用以估计上述 因素对相对变化 函数 R CF 的影响程度
,

结果见表 1
。

0
.

5

0
.

4

0
.

3

,乙,卫�”�0.0.阮口肥

一 0
.

1

一 0
。

2

6 7 8 9 10 11

班

图 I R〔华‘ pH (i) 曲线

R g
.

1 R C卜p城。
c

UrV
“

表1 影响相对变化函数R C不
,

的因素

Ta b
.

1 Fa
c to rs a

ffe
c ti ng th e re lati

v e chal l g e fu n c ti on R C卢
,

T( K ) S p城。) A

序号

门
0,

.

,了乙曰

1 2 9 3 30

2 2 9 3 30

3 2 9 3 3 3

4 2 8 8 3 0

5 2 9 3 3 0

6 2 9 3 3 0

影响因素

CT (o )

0 刃0 2 1

0
.

0 0 2 4

0
.

0 0 2 1

0 0 0 2 1

0
.

0 0 2 1

0
.

0 0 2 1

pH 相对偏差

8刀 8 2 8 4 8石 8名 9
.

0 (% )

一 1 8八 06

一 1 8/ 1 06

一 1 8/ 1 0 6

一 1 8/ 1 0 6

一 9 / 10 6

一 1 8/ 1 0 6

0

0
.

0 2 1

0
.

0 2 7

0
.

0 2 7

0
.

0 2 8

0
.

0 2 4

0
.

0 2 9

0 0 4 8

0
,

0 6 1

0
.

0 6 1

0
.

0 6 4

0
.

0 5 5

0 0 6 6

0
一

0 82

l0

l0

l6

l6

0 2 1

0 2 1

l l

0 9 5

l6

l4

0
.

2 2

0
.

2 0

0
.

1 1

0
.

12

17 0
,

2 2

17 0
.

2 3

八曰nCUnnU00
‘.

⋯
00OCn6000八,了

可见
,

总二氧化碳浓度 叭
。)

、

海水盐度 S和温度 T对RCF
的影响很小 (表 l第 2

、

3
、

4 行

数据)
,

故在实验中其影响可以不予考虑
。

A 是每一单位的碳固定 (或释放) 引起的体系碱

度的改变
,

它应是一个受生物学和水化学因素影响的参数 (如海藻种类
、

生长阶段
、

海水中
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营养盐的种类与供给等 )
。

按 (4) 式同化 No 歹时
,

A = 一 1 8八0 6 ;但若按下式同化 N H犷
:

lo6C o Z + 16NH 了
+
HP代

一 + 10 8巩o = {C
lo 6

坟
6 30

l lo

N
6p ,

}(, 。 ) + 10 7 0 2 + 14 H
+

(1 1)

则 A = + 14/ 106
;
若 C 0 2固定过程中不伴随营养盐的同化

,

则 A = 0( 斯塔姆等
,

19 8 1 )
。

由

表 1 第 5 行数据可见
,

A 对 尺CF 影响也不大
。

表 1 第 6 行数据为实验用海水的 p H 值 (p H (0) )对 RCF
的影响

。

可见 pH (0 )的影响最大
。

L 2. 3 R C F 和相对光合速率的关系 据 (8) 式
:

、

,
声、.尹、.了

2
,,�

4
‘1.,. 1..且

了

‘
、z布.了、.、

、.少、.尸子�、�6
弓.二山

且
了.、了.、

、.少、.JJ

,了QO
J..二, .二了.、

了娜.、

、.户声、.声护

n,0
�

且2
了.了、.、

尺C尸(‘) = 一 (C
: ( , ) 一 q (。) ) / q (。)

对白瓶和黑瓶
,

可分别写成

R CF
(
‘)白 = 一 (C

: (门白 一 C
: (。) ) / cT<

。)

R CF
(

, )黑 = 一 (C
: ( , )黑 一 C

: (。) ) / C T( 。)

由 ( 1 3 ) (14 )得
:

△R CF
(i , = R CF

(
; )白 一

RCF
(i ), = 一 ( c o i )白 一

味
i )黑)/ 叭

。

对照组 以 C 表示
,

则亦有相同结果
:

△尺C F (
: ) = 尺C F (。)白 一 尺c F (

。
)黑 = 一 (C。

: )白 一 C 。
。)黑) /鸟

。)

( 15 ) ( 16 )二式相除

△RCF
( , ) /△R CF

(
。, 一 (C 。

,) 白 一
几

‘) , ) / (乓(
。)白 一

吼
‘) , )

海藻对碳的同化速率 (即光合速率)

尸尺口D (‘) = 一 d q / d t 之 一 (q 白 (‘) 一 C : 黑 (‘) ) / △t

对于对照组
,

将实验组的角标 i 换作 。 ,

则得
:

尸尺口D (
: ) “ 一 (q 白(

:
) 一 味黑 (

: 〕) /△t

上述二式 ( 18
,

19) 相除并结合 (17) 式可得
:

△尺〔子
,

(‘) / △尺C尸(
。) = 尸双口D (

; ) / 尸尺口D (
。
)

由式 (20 )可见
,

△R CF
(i) /△尺C尸(

c )
代表了光合作用发生后

,

实验组碳的同化速率相对于对照

组的百分数
,

即△尺C尸( : ) /△尺C声
,
(
c )就是相对光合速率

。

1
.

2. 4 p H 和相 对光合速率的关系 上述 已经证明
,

△RCF
〔i ) / △尺C F (c) 就是相对光合速

率
,

因此
,

理论上
,

只要测定实验组和对照组光合作用发生后白
、

黑二瓶 pH 值
,

即可计算相

对光合速率
。

但实际上
,

尺C厂为 C砌 )
、

只 & p H (0 ) 、 A
、

pH (
; )的函数

,

它除取决于 p H (i )外
,

还受

CT(0 )
、

只 ￡ 瓜 pH (0 )的影响
。

只 ￡ p H (0 )是易测参数
,

特别是 C助 ) 、 只 S 对 尺CF影响很小
,

实际

上可依经验设定一个值 (如 0
.

002 lm ol / L
,

2 93
,

30 )
,

而不必测定
。

但 A 值受多种因素影响
,

也没有经验值可借鉴
,

式 (7) 中
,

A = 一 1 8八 06
,

这是据 Re dfie kl 比值 (赖利等
,

1 9 7 4) 而得

的适合于开阔海洋中混合浮游植物的一个数值
,

对大型海藻不能简单借用
。

当然 A 可据

(7) 式进行实验测定
,

但这样做就违背了本文的初衷
:

找寻一个比测氧法更简单
、

快速和实

用的表征相对光合速率的方法
。

为此
,

进行近似处理
。

由图 1 可以看到
,

尺C声 一 p H 是一条曲线
,

但在实验室控制的 p H 范围 (7
.

8一9 .0 )
,

可以

近似按直线处理
,

即假定
:

尺“
二 方+ 无x pH 伪

,

无为常数) (2 1)

这样可推出
:

(pH (, ) 白 一 pH (
, )黑) / (p H (

。
)白 一 pH (

‘)黑) = △pH (‘) / △p H (
: ) 侧 △

RCF
(‘) / △尺c 尸(

。
)

·

(2 2 )
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结合 (20 )式可得
:

△p H (, )/△pH (
: ) 留 尸尺口D (‘)/尸尺口D T(

: )
(2 3 )

(2 3 )式表明
,

测定实验组和对照组光合作用发生后 白
、

黑二瓶 p H 值并计算△pH(
: )/ △p H (c ) ,

即可近似表示海藻的相对光合速率
。

这就是本方法的水化学依据
。

L 2. 5 方法的适用的条件 由上述推导不难看出
,

本方法要求
:

体系必须完全密 闭
,

每

组实验所用海水应 当用相同的一批
;
实验过程 中温度应基本稳定

,

海水 pH (i )
应控制在

< 9, pH (0 )最好大于或等于 8
,

若低于此值
,

可加少量 卜厄O H 调节
,

因为 由图 1 可见
,

p H (0)

< 8 时
,

曲线弯曲度增大
,

近似的线性处理易引起较大误差
。

培养时间不宜过长
,

一般 以

lh 为佳
,

控制 p H (i) < 9o 原因是过长会引起 pH 升得过高而产生 C a Co 3 ,

这将使 A 发生剧

变
,

这是本方法所不允许的
; 另一方面

,

海藻分泌物过多也可能对 〔刀月产生较大影响
。

2 结果与讨论

2
.

1 不同浓度 c d Z 十
、

H g
, 十

对孔石纯的毒性效应

按
“

1
.

1
”

中所述方法试验 了不 同浓度 Cd
, 十

(0
.

0
、

0
.

2
、

1
.

0
、

5
.

0
、

lo
.

om g / L)和 Hg
Z 十

(0
.

0
、

0
.

05
、

0
.

20
、

o
.

50 m g / L) 对孔石药的毒性效应
,

旨在将用本文方法测定的近似相对光合速率

与用测氧法测定的相对光合速率进行 比较
,

以验证本文方法
。

图 2 为以
2 +

对孔石药的毒

录
_ _

体、~
~

童
““

{
‘

“

) 渡

莺
‘o

r
叼

r
0 L es es

一

△

⋯ 户决

2 4 6 8 1 0

臼(n )/ (m g
·

L 一 l )

2 4 6

份(11) / (m 名
·

L 一 1 )

/////
匆H 《‘) /匆H 介 ) (% )

图2 Cd
2+ 对孔石药光合作用的影响

R g Z E跳
c t o f 以

, + o n pho to syn 山e si: o f Ul
va 尸e r扭 s。

均
el一m

一O 一 ld ; 一. 一 2d ; 一△一 14 d

性实验结果
。

图 2a 是测氧法确定的相对光合速率 (△D q
i)/ △D o(

c )
)与Cdz

+

浓度的关系
,

图

2b 是本文方法确定的近似相对光合速率 (△p H (i ) / △pH (c ))与 Cdz
十

浓度的关系
,

两图的基本

规律是一致的
,

即
:

(1 )0
.

20 m g / L Cd
, +

在 4d 内对孔石药基本无毒性效应
,

14d 以后才略有

毒性效应
; (2 )l

.

o m g / L Cd
, +

经 4 d 对孔石药显示明显的毒性效应
,

即 C d Z +

对孔石药的 96h

毒性效应闭值在 0
.

20 一 1
.

om g/ L之间 ; (3 )cd
, 十

浓度愈大
,

毒性愈强
,

培养时间愈长
,

毒性效

应愈明显
。

图 2c 为两种方法的比较
,

可见其 良好的一致性
。

图 3 为 Hg
Z +

对孔石药的毒性

实验结果
。

图3a 是测氧法的结果
,

图3 b 是本文法的结果
,

两图所反映的基本规律一致
,

即
:

(l )0
.

05 m g / L Hg
, 十

对孔石药经 7d 培养未见明显毒性效应
;
(2) o

.

20 m g / L Hg
, +

经 4 d 培养

对孔石药有明显毒性效应
,

即 Hg
, 十

对孔石药 的 % h 毒性效应闭值在 0
.

05 一0
.

20 m g / L之

间 ; (3) Hg
, +

浓度愈大
,

毒性愈强
,

培养时间愈长
,

毒性效应愈明显
。

图 3c 是两种方法所得

结果的比较
,

同样表现了良好的一致性
。
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R g
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c t o f嘴
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Ph

o

tos yn th e si s o f vl va 夕e r tu sa 均
e一lm

一O 一 l氏 一. 一 2d ; 一△一 7d

不同浓度和形态的 C u Z +

对缘管浒苔的毒性效应

关于不同浓度和形态的 Cu
Z 十

对缘管浒苔的毒性效应
,

作者曾主要用称重法
,

配合其

�次�八占号牙/(吞;著

图4 不同浓度和形态的铜对缘管浒苔的毒性效应

R g
,

4 To
x ic ity o f e o Ppe r

on 肠 te r o

mo , h a lin 留

横坐标
:
1

.

对照
; 2

.

0 之o m gi L cu
, + ; 3

.

o Z o m g/ L

e 了
+ + ED 叮A ; 4

.

o Z o m g/ L cu
, + + s一轻基喳琳

;

5
.

0
.

SOm g/ L Cu
, +

图中
: a为 sh ; b为 I Oh ; e 为2 0 h ; d为4 8 h

它方法做过 比较仔细 的实验研究 (于志刚

等
,

1 9 9 4 ; 雷清新等
,

19 98 )
,

其主要结论为
:

( l) CuZ
+

对缘管 浒苔有很 强毒 性
,

o
.

Zom g z

L e u Z +

即表 现 出 明 显 毒 性
,

0. 50 m g / L

Cu Z +

可在较短时间内使缘管浒苔死亡
;
(2)

配合剂的加人对 Cu Z +

的毒性有 明显影 响
,

即铜离子形态决定了其毒性
。

E D叮A 可基本

消除 C u Z 十的毒性
,

8一经基喳琳可加剧 C u Z 十

的毒性
,

但 E D 丁A 和 8一轻基唆琳本身对缘管

浒苔无毒性
。

配合剂对毒性有重要影响的

原因在于
:
E D丁A 和 C u Z +

形成了水溶性配合

物
,

阻止缘管浒苔对 C扩
+

的吸收
,

而 8一经基

喳琳与 C了
+

可形成脂溶性配合物
,

加速 (促

进 )Cu
Z 十

的累积
。

本方法对这一实验的主要 内容进行了重新研究
,

结果如图 4
。

该图表明

了上述结果
,

从另一侧面验证了本方法的可靠性
。

致谢 王修林 教授曾与作者进行过有益的讨论
。
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