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摘  要  考察了孔雀石绿对小球藻 (Ch lorella py reno idosa)和金藻 ( I sochry sis zhan j iangensis)生长的影响, 并研

究了孔雀石绿对小球藻中叶绿素含量的影响. 结果表明, 孔雀石绿对两种藻类的生长具有较强的抑制效应,

96 h的半抑制效应浓度 ( EC50 )分别为 01133 m g# l- 1和 01 017mg# l- 1时属于高毒, 而且对金藻的毒性大于小

球藻. 小球藻中叶绿素 b和类胡萝卜素的含量随孔雀石绿浓度的增加而明显下降.

关键词  孔雀石绿, 小球藻, 金藻, 叶绿素.

  孔雀石绿是一种三苯甲烷类化工染料, 其潜在的致癌、致畸、致突变性受到广泛关注
[ 1) 3]

, 孔雀

石绿引起的药物残留及对靶生物的影响已有大量文献报道
[ 4) 9]

, 但关于孔雀石绿对非靶生物的影响还

缺乏足够的认识.

  本文选取孔雀石绿对小球藻和金藻的生长以及两种藻类在吸收代谢孔雀石绿的过程中的毒性进行
研究, 探讨孔雀石绿药物残留对藻类的影响.

1 材料与方法

111 供试生物及其培养

  小球藻 ( Chlorella py renoidosa )和湛江等鞭金藻 ( Isochrysis zhanjiangensis)由大连水产学院生理实验

室提供 1试验用培养基及所有器皿均经过 121e 高压灭菌 15m in1营养液的配制采用 f /2营养盐改良配

方 1藻种置于 1000m l锥瓶中培养, 培养量 400m l1明暗周期为 1B1, 温度: 16) 18e ; 每天定时摇瓶.

112 急性毒性实验
  根据预实验结果设 6个浓度组, 每组三个平行: 小球藻: 0, 0102, 0106, 0118, 0154, 1162和

2 m g# l
- 1

; 金藻: 0, 010125, 01025, 0105, 011, 012和 014 m g# l
- 1

.

  孔雀石绿暴露后 0, 24, 48, 72和 96h定时取样, 用血球计数板计数细胞密度, 采用分光光度计

法测定叶绿素的含量.

  叶绿素的浓度 (m g# l
- 1

)计算:

叶绿素 a = 1217 OD663 - 2169 OD645

叶绿素 b = 2219 OD645 - 4168 OD663

叶绿素总量 =叶绿素 a + 叶绿素 b = 2012 OD645 + 8102 OD663

类胡萝卜素 = 4170 OD440 - 0127 (叶绿素 a+叶绿素 b)

  比生长率 (L)的计算:

L= ( lnN t - lnN 0 ) / ( t- t0 )

式中, N t和N 0分别为 t时刻 ( t)和开始时 ( t0 )的细胞数.

抑制率 (% ) = (L对照组 - L处理组 ) /L对照组 @ 100%

  根据抑制率的概率单位 (y )与相应的浓度对数 (x ), 用直线回归法得到浓度效应方程.

  y = b @ x + a

  将回归方程进行 r检验 ( A= 0105). 抑制率的概率单位为 5时, 得到的浓度对数取反对数即为所

求半抑制效应浓度 EC50.
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2 结果与讨论

211 两种藻类的生长曲线

  图 1分别显示了孔雀石绿浓度为 01133 m g# l
- 1
时对小球藻和 01017 m g# l

- 1
时对金藻生长 ( 96 h

EC50 )的影响. 从图 1可见, 对金藻的毒性大于小球藻, 属于高毒. 以下实验选择小球藻为靶生物.

图 1 小球藻和金藻的生长曲线

Fig11 Grow th curve o fChlorella pyreno idosa and Isochry sis zhanjiangensis

212 半抑制效应浓度 ( EC50 )

  在孔雀石绿暴露下, 显微镜观察到部分小球藻和金藻的细胞形态发生变化. 在高浓度组 ( 1162

m g# l
- 1

), 小球藻藻体亮度降低, 金藻在高浓度组 ( 0105 m g# l
- 1

)的藻体活性降低, 部分藻体出现细

胞肿胀现象, 个别藻体细胞壁破坏, 藻体开始破裂.

  孔雀石绿对小球藻的毒性试验 (图 2)显示, 空白组在 24) 48 h之间细胞数量变化不明显, 但从

96 h空白组和图 1小球藻空白组的生长曲线来看, 小球藻没有出现生长暂停现象, 这可能是误差造成

的. 0102 m g# l
- 1
和 0106 m g# l

- 1
浓度组 24) 48 h的细胞密度略高于空白组, 表现为对小球藻的生长

有一定的刺激作用, 这与文献报道的低浓度有机物暴露时对藻类生长有刺激作用相符
[ 10, 11]

. 96 h后

孔雀石绿对小球藻细胞密度的影响很小; 孔雀石绿浓度为 2100 m g# l
- 1

, 72h时细胞开始出现死亡.

  金藻对孔雀石绿的敏感性明显强于小球藻, 孔雀石绿对金藻生长的抑制随浓度的增加而增加 (图

2) . 在孔雀石绿浓度为 0105 mg# l
- 1
时已经有大量细胞开始死亡, 表明金藻对孔雀石绿的耐受性远小

于小球藻, 这与其它研究报道的金藻类对化学药物的耐受性远小于其它藻类相一致
[ 12, 13]

.

图 2 孔雀石绿对小球藻和金藻生长的影响

F ig12 Effects o fM a lachite G reen on g row th ofChlorella pyrenoido sa and I sochry sis zhanj iangensis

  孔雀石绿对两种藻类不同时间段抑制率的概率单位-浓度对数曲线方程和 EC50如表 1所示.

  从表 1看出, 孔雀石绿对小球藻的 EC50值在 24) 48 h和 72) 96 h之间处于升高状态, 而在 48)
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72 h时 EC50值明显降低, 出现这种情况可能是随着暴露时间的增加, 藻体通过富集作用, 使体内孔

雀石绿的浓度逐渐升高, 造成一些活性氧自由基或一些亲电子刺激产物在藻体内的积累, 积累到一定

程度时导致藻体中谷胱甘肽硫转移酶 (GST )被诱导, 促使谷胱甘肽 (GSH )与其结合, 藻体表现为对毒

物毒性的解除或降解
[ 14 ]

. 孔雀石绿对金藻的 EC50值则随药物暴露时间的增加而逐渐升高.

表 1 孔雀石绿对小球藻和金藻的概率单位-浓度对数曲线方程和 EC50

Tab le 1 Reg ression curve of prob it-concen tration logar ithm and EC50 o fm a lach ite g reen to

Chlorella py reno idosa and Isochry sis zhanjiangensis

藻类名称 时间 /h 浓度对数曲线方程 相关系数 ( r) EC
50

/m g# l- 1

小球藻

24 y = 41302x - 51323 01918 01058

48 y = 11674x - 11487 01983 01129

72 y = 01967x - 01907 01968 01115

96 y = 01791x - 01694 01918 01133

金藻

24 y = 31540x - 21570 01985 01007

48 y = 21854x - 51884 01984 01009

72 y = 21413x - 41659 01991 01012

96 y = 21707x - 41807 01997 01017

213 小球藻光合色素含量的变化

  孔雀石绿浓度对类胡萝卜、叶绿素 a、叶绿素 b和叶绿素总含量的影响见图 3. 从图 3孔雀石绿

对小球藻生长的影响来看, 在 24) 48 h内, 0102 mg# l
- 1
和 0106 mg# l

- 1
浓度组的细胞密度略高于空

白组, 藻类的生长没有受到抑制, 甚至有促进作用, 但空白组藻体内的叶绿素 a、叶绿素 b, 叶绿素

总含量以及类胡萝卜素的含量都明显高于浓度组, 因此, 可以认为孔雀石绿对藻类生长的影响是通过

抑制叶绿素的形成, 进而抑制光和作用来实现的.

图 3 孔雀石绿浓度对小球藻中类胡萝卜素、叶绿素 a、叶绿素 b和叶绿素总含量的影响

F ig1 3 E ffects of m alach ite green concentration on caroteno ids, ch lo rphy ll a , ch lo rophy ll b and

to tal chlorophy ll contents in Chlorella py reno idosa
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  小球藻中叶绿素 b和类胡萝卜素的含量在 24h后低于对照组, 孔雀石绿浓度为 0154m g# l
- 1

,

1162m g# l
- 1
和 2m g# l

- 1
组, 96h时叶绿素 b和类胡萝卜素的含量低于 0h, 培养液颜色变浅, 说明孔

雀石绿在藻体内达到一定浓度时可降解叶绿素 b和类胡萝卜素. 叶绿素总量与细胞密度有很好的相关

性.

3 结论

  孔雀石绿对两种藻类的致毒试验结果显示, 孔雀石绿在低浓度时能促进小球藻的生长, 孔雀石绿

对两种藻类的 24h, 48h, 72h, 96 h的半抑制效应浓度 ( EC50 )远小于水生生物标准 (低毒性 96 h的

EC50 > 310m g# l
- 1

; 中毒性 96 h的 EC50 = 310) 013 m g# l
- 1

; 高毒性 96 h的 EC50 < 013 m g# l
- 1

) ,

属于高毒. 两种藻类对孔雀石绿的敏感度较高, 金藻对孔雀石绿的敏感性较小球藻强.
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ABSTRACT

  The study investigated the effects o fm alach ite green on the grow th o fChlorella pyreno idosa and Isochry sis

zhan jiangensis and the ch lorophy ll content o fChlorella pyreno idosa. The dataw ere processed w ith them e thod

of probab ility un its- logarithm concentration1 The results ind icated that the tox icity o f m a lach ite green to

Isochry sis zhanjiangensis w as h igher than Chlorella pyrenoidosa, and the 96 h EC50 o fm alachite g reen to the

tw o a lgae w ere 01133 m g# l
- 1

and 01017 m g# l
- 1

, respect ively1 The conten ts of chlorophy ll b and caroteno id

in Chlorella py renoidosa decreased sign if icantly w ith increasing o fm a lach ite g reen concentration1
  Keywords: m a lach ite green, Chlorella pyreno idosa, Isochry sis zhanjiangensis, chlorophyl.l


