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　　摘要：为了解甲萘威对水生态系统中初级生产力的影响，以普通小球藻（ＣｈｌｏｒｅｌｌａＶｕｌｇａｒｉｓ）为供试藻种，研究了甲
萘威对其生物量以及叶绿素ａ、丙二醛和可溶性蛋白质含量的影响。结果表明，甲萘威对普通小球藻生长抑制的９６ｈ
ＥＣ５０为２．５０ｍｇ／Ｌ。将普通小球藻暴露于不同浓度的甲萘威（对照、１、５、１０ｍｇ／Ｌ）下，作用７ｄ后，发现普通小球藻叶

绿素ａ含量随着甲萘威浓度的增加而下降、丙二醛含量逐渐上升、可溶性蛋白质的含量呈先升高后降低的变化趋势。
结果表明，甲萘威对普通小球藻是高毒农药，对普通小球藻的生长能产生显著的抑制作用，从而降低水生生态系统的

初级生产力。
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　　甲萘威属萘基氨基甲酸酯类农药，主要通过抑制体内胆
碱酯酶活性来发挥其毒性作用。目前，国内外对甲萘威的研

究主要集中在检测方法以及对动物激素水平和生化指标的影

响［１－３］方面。而有关甲萘威对水生生态系统中初级生产力影

响的研究则鲜有报道［４－６］。

藻类是水生生态系统的初级生产者，其种类多样性和初

级生产量直接影响水生生态系统的结构和功能，对生态系统

的平衡和稳定也起着重要的作用，是较为理想的化学物质测

试生物［７］。此外，藻类对环境污染物非常敏感，通过测定和

评价外源污染物对藻类生长的影响，可以反映出污染物对整

个水生生态系统中初级生产力可能产生的综合效应［８］。因

此，研究污染物对藻类的毒害作用对评价污染物的生态风险

具有科学意义。本试验研究甲萘威对普通小球藻生长效应的

影响，以期为合理评价、管理和控制这一类物质提供一定的科

学依据。

１　材料与方法

１．１　试剂、仪器及试验材料
甲萘威（常州长龙化工有限公司，纯度≥８７％）、丙酮（分

析纯）、三氯乙酸（分析纯）、硫代巴比妥酸（分析纯）、考马斯

亮蓝 Ｇ－２５０，全温光照振荡培养箱（太仓市华美生化仪器
厂），紫外分光光度计 ＵＶ－１２００（上海美谱达仪器有限公
司），血小球计数板，普通小球藻藻种（中国科学院水生生物

研究所）。

１．２　试验条件
甲萘威对普通小球藻生物量的影响试验设置６个浓度梯

度组［０（对照组）、０．５、１．２、４．８、７．６、１０．０ｍｇ／Ｌ］，每组设３
个平行。试验容器为 ５００ｍＬ锥形瓶，培养体积为 ２００ｍＬ。
普通小球藻的培养采用 ＢＧ－１１培养基。培养温度
（２５±２）℃、光强２８００～３０００ｌｘ、光暗时间１２ｈ－１２ｈ，静置
培养，每天定时摇动３次。镜检藻细胞正常，进入对数生长期
时进行试验。

根据甲萘威对普通小球藻生物量影响的研究结果，设置

３个浓度梯度（１、５、１０ｍｇ／Ｌ），研究甲萘威对普通小球藻叶绿
素ａ、丙二醛、可溶性蛋白质含量的影响。培养条件同上。
１．３　测定项目及方法
１．３．１　生物量的测定　通过在显微镜下用血小球计数板进
行藻细胞计数以及在波长为６８０ｎｍ下测定藻液光密度，建立
不同藻细胞浓度和光密度之间的线性关系，试验中以测定的

光密度和根据线性方程计算出的藻细胞浓度表示生物量。绘

制普通小球藻的生长曲线，确定普通小球藻的对数生长期。

１．３．２　叶绿素含量的测定　用８０％的丙酮提取叶绿素，分
别在波长为６３０、６４５、６６３、７５０ｎｍ下测定其光密度，然后参照
《水和废水监测分析方法》（第４版）进行叶绿素含量计算，以
ｍｇ／ｍ３作为试验测定叶绿素含量单位。
１．３．３　丙二醛含量的测定　参照李合生的《植物生理生化
实验原理和技术》［９］，用硫代巴比妥酸的方法进行丙二醛含

量的测定，以 ｎｍｏｌ／１０７ｃｅｌｌ作为本试验测定 ＭＤＡ含量的
单位。

１．３．４　可溶性蛋白质的测定　参照李合生的《植物生理生
化实验原理和技术》［９］，用考马斯亮蓝Ｇ－２５０染色法进行蛋
白质含量的测定，以 ｍｇ／ｇ作为本试验测定可溶性蛋白质含
量的单位。

１．４　数据分析
试验数据采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计统计分析，显著性

水平取α＝０．０５、α＝０．０１。以“”表示试验组与对照组差异
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显著（Ｐ＜０．０５），“”表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

２　结果与分析

２．１　普通小球藻藻细胞浓度与光密度之间的关系
用血小球计数板和分光光度法对一系列对数生长期的普

通小球藻进行测定，得到藻液细胞个数（ｙ）与６８０ｎｍ处测定
的吸光度（Ｄ６８０ｎｍ），拟合两者的关系表明藻液中细胞个数与
吸光度之间呈现较好的线性关系，拟合方程为：

ｙ＝１２．８９７Ｄ６８０ｎｍ－０．０１２１（ｒ
２＝０．９９９８）

式中：ｙ为藻细胞浓度（１０６个／ｍＬ）。经检验，小球藻细胞密
度与光密度相关极显著（Ｐ＜０．０１），可用光密度值衡量藻类
的密度。因此，本试验使用吸光度的测定值作为衡量小球藻

生物量的指标。

２．２　甲萘威对普通小球藻生物量的影响
图１显示，在一个对数培养期（７ｄ）内，甲萘威在试验浓

度范围内对普通小球藻的影响较大，并且不同的浓度对普通

小球藻的影响程度不同，表现出了明显的剂量 －效应关系。
试验一开始，各个浓度处理组就表现出了一定的抑制作用，普

通小球藻的生物量均少于对照组，但不同浓度的处理组对普

通小球藻生长状况的影响无显著性差异（Ｐ＞０．０５），随着暴
露时间的延长，各处理组生物量增长率均小于对照组，出现了

不同程度的抑制效应，特别是４．８、７．６、１０．０ｍｇ／Ｌ甲萘威浓
度处理组，在试验前４ｄ，生长几乎处于停滞状态。从试验后
５ｄ开始，４．８、７．６ｍｇ／Ｌ的甲萘威剂量组开始有所生长，并且
表现为甲萘威浓度越高，普通小球藻的生物量增长越慢。试

验后７ｄ，除了最高剂量组以外，各浓度处理组普通小球藻生
物量均表现出了一定的增长。甲萘威各个浓度处理组对普通

小球藻的生长抑制率分别为 ６．９９％、１７．８３％、４９．８２％、
６５４６％、７８．４２％。

２．３　甲萘威对普通小球藻叶绿素ａ含量的影响
表１显示，不同浓度的甲萘威处理普通小球藻７ｄ后，对

照组普通小球藻的叶绿素 ａ的含量为２０８６．７２６ｍｇ／ｍ３。甲
萘威不同浓度处理组（１、５、１０ｍｇ／Ｌ）的普通小球藻叶绿素 ａ
的含量分别为１５９０．４０７、７７８．５９７、５２３．８２４ｍｇ／ｍ３，是对照组
叶绿素ａ含量的７６．２２％、３７．３１％、２５．１０％。甲萘威对普通
小球藻作用７ｄ后，１ｍｇ／Ｌ甲萘威对普通小球藻就表现出了
与对照组明显的差异性（Ｐ＜０．０５），随着浓度的增加，差异性
越来越明显。

２．４　甲萘威对普通小球藻丙二醛（ＭＤＡ）含量的影响
丙二醛（ＭＤＡ）是脂质过氧化作用的典型产物，其含量的

高低可反映细胞膜脂过氧化的程度，是膜氧化损伤的重要指

表１　不同浓度的甲萘威对普通小球藻叶绿素含量的影响（７ｄ）

甲萘威浓度（ｍｇ／Ｌ） 叶绿素ａ含量（ｍｇ／ｍ３）
０ ２０８６．７２６±８９．９４０
１ １５９０．４０７±１３４．２９５

５ ７７８．５９７±３８．３７２

１０ ５２３．８２４±５１．７９３

标之一。从图２可以看出，１ｍｇ／Ｌ甲萘威浓度处理组虽然也
能引起单位数量普通小球藻 ＭＤＡ含量的增加，高出对照组
普通小球藻 ＭＤＡ含量的 ２９．３１％，然而差异不显著（Ｐ＞
００５）。５ｍｇ／Ｌ和１０ｍｇ／Ｌ甲萘威处理组的 ＭＤＡ含量比对
照组分别高出 ７６．８８％和 １８５．２６％，分别达到显著（Ｐ＜
００５）和极显著（Ｐ＜０．０１）水平。

２．５　甲萘威对普通小球藻可溶性蛋白质含量的影响
如图３所示，对照组普通小球藻可溶性蛋白质含量为

１５５１ｍｇ／ｇ，１、５、１０ｍｇ／Ｌ甲萘威浓度组的普通小球藻可溶
性蛋白质含量分别为１．７８５、１．７０７、１．５０３ｍｇ／ｇ。１ｍｇ／Ｌ甲
萘威处理组普通小球藻可溶性蛋白质含量高出对照组

１５０９％，达到显著水平（Ｐ＜０．０５）。５ｍｇ／Ｌ甲萘威处理组普
通小球藻可溶性蛋白质含量也高于对照组，但差异不显著

（Ｐ＞０．０５）。当甲萘威的浓度达到１０ｍｇ／Ｌ时，对普通小球
藻可溶性蛋白就产生了抑制作用，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

根据普通小球藻的生长曲线，当初始接种密度为

Ｄ６８０ｎｍ＝０．０４４时，培养前３ｄ为生长延滞期，３ｄ后普通小球
藻进入生长对数期，Ｄ６８０ｎｍ ＝２．３０５，其细胞个数为 ２９．７２×
１０６个／ｍＬ，比徐晓燕在 Ｎ－苯基 －２－萘胺对小球藻的毒性
机制研究中所作的普通小球藻的生长曲线［１０］大１个数量级，
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这有可能是因为普通小球藻在不同的培养环境条件下以及不

同的初始接种密度，会导致普通小球藻生物量的增长不同。

通过浓度对数（ｘ）与抑制率进行一元回归计算得出９６ｈ
后，甲萘威对普通小球藻的ＥＣ５０为２．５０ｍｇ／Ｌ，根据藻类生长
抑制毒性分级标准，可将甲萘威的毒性等级归为高毒，在１个
对数培养期（７ｄ）内，甲萘威在试验浓度范围内对普通小球藻
的影响较大，并且不同的浓度对普通小球藻的影响程度不同，

表现出了明显的剂量 －效应关系。在试验前４ｄ，４．８、７．６、
１０．０ｍｇ／Ｌ甲萘威浓度处理组，普通小球藻的生长几乎处于
停滞状态，从试验后５ｄ开始，４．８、７．６ｍｇ／Ｌ的甲萘威剂量组
开始有所生长，并且表现为甲萘威浓度越高，普通小球藻的生

物量增长越慢。试验后７ｄ，除了最高剂量组以外，各浓度处
理组普通小球藻生物量均表现出了一定的增长。说明甲萘威

对普通小球藻具有一定的毒性，且浓度越高，毒性越强。

由甲萘威对普通小球藻叶绿素 ａ影响的研究结果看，随
着甲萘威浓度的增加，普通小球藻叶绿素ａ含量逐渐下降，并
呈明显的剂量 －效应关系，表明了藻细胞合成叶绿素 ａ的水
平下降［１１］。添加了甲萘威的培养基使普通小球藻处于一种

胁迫环境，普通小球藻的光合作用呈现不同程度的下降趋势，

表明甲萘威主要是使普通小球藻光能吸收和传递的叶绿素 ａ
含量减少，从而破坏普通小球藻的光合作用，同时，普通小球

藻在逆境胁迫下，细胞膜也会受到损伤［１２］。主要是使起光能

吸收和传递的叶绿素含量减少，破坏光合作用过程中的某些

酶，抑制光合作用过程的进行或者直接破坏光合作用电子传

递链降低光合作用效率［１３－１４］。

ＭＤＡ是细胞氧化损伤的一个重要检测指标，它的含量反
映了生物体受损伤的程度［１５］。从图３可以看出，随着甲萘威
浓度的增加，普通小球藻脂质过氧化产物 ＭＤＡ含量也随之
而增加。说明甲萘威造成了藻细胞内活性氧清除系统失活，

不能有效地与活性氧建立新平衡，造成膜脂过氧化，藻细胞的

ＭＤＡ含量就会急剧上升，使藻细胞受到伤害。甲萘威浓度越
高，对普通小球藻的氧化损伤越大。

蛋白质是植物体生命过程中重要的结构物质和功能物

质［１６］，植物在逆境胁迫下，细胞蛋白质合成受抑，植物通过应

激反应合成新的蛋白质，以稳定细胞内酶系统［１７］。同时，植

物内源蛋白质可能具有清除活性氧的作用［１８］。不同浓度甲

萘威处理组对普通小球藻作用７ｄ后，对普通小球藻可溶性
蛋白质造成了不同的影响。随着甲萘威浓度的不断加大，普

通小球藻可溶性蛋白质含量表现出先升高后降低的趋势。这

可能是由于在药物的胁迫下，普通小球藻藻细胞为了应对药

物对其造成的胁迫效应，改变基因的表达，关闭一些正常表达

的基因，启动一些与逆境相适应的基因，从而合成新的抗氧化

酶抑或结构稳定、功能更强的同工酶，用以补偿被自由基破坏

的抗氧化酶，基因表达的结果是蛋白质含量的升高。而随着

作用药物浓度的升高，蛋白质含量逐渐降低，可能是因为药物

大量进入藻细胞，诱导藻体产生过多自由基，破坏其原有体系

的平衡，造成代谢紊乱，细胞结构出现不可逆转的破坏，进而

抑制普通小球藻蛋白质的形成和积累。

４　结论

甲萘威对普通小球藻的生长具有明显的抑制作用，９６ｈ

ＥＣ５０为２．５０ｍｇ／Ｌ。第７天时，０．５、１．２、４．８、７．６、１０．０ｍｇ／Ｌ
甲萘威浓度组对普通小球藻的生长抑制率分别为 ６．９９％、
１７．８３％、４９．８２％、６５．４６％、７８．４２％，具有明显的剂量 －效应
关系。

生化指标研究显示，甲萘威对普通小球藻叶绿素 ａ、ＭＤＡ
和可溶性蛋白质含量能产生明显影响。随着甲萘威浓度的增

加，普通小球藻叶绿素ａ含量逐渐下降，ＭＤＡ含量逐渐升高，
且都呈明显的剂量效应关系；而甲萘威对可溶性蛋白质含量

的影响则表现为低促高抑现象。
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　　摘要：将雄性泥鳅分别暴露于４种不同浓度镉（４５、５８、７５、９７ｍｇ／Ｌ）中持续７、１４、２１、２８ｄ，采用碱不稳定性蛋白结
合磷法检测泥鳅血清卵黄蛋白原（Ｖｔｇ）水平的变化。结果显示，与对照相比，泥鳅在低浓度镉溶液（４５ｍｇ／Ｌ）中暴露
７ｄ，血清Ｖｔｇ水平极显著升高，并且随着镉浓度的增加，Ｖｔｇ水平逐渐升高；在同一暴露浓度下，Ｖｔｇ水平在１４ｄ略有
下降，之后随暴露时间的延长逐渐升高。镉可诱导雄性泥鳅肝脏合成 Ｖｔｇ，具有一定的环境雌激素效应，其诱导作用
随着暴露剂量的增大和时间的延长逐渐增强。

　　关键词：镉；泥鳅；卵黄蛋白原；血清
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＠１２６．ｃｏｍ。

　　镉（Ｃａｄｍｉｕｍ）是水中常见的重金属污染物，对水生生物
及人体具有一定毒害作用。卵黄蛋白原（Ｖｉｔｅｌｌｏｇｅｎｉｎ，Ｖｔｇ）是
卵生动物卵黄蛋白的前体，雄性个体在外源雌激素或类雌激

素化合物的诱导下可由肝细胞合成，因此雄性动物体内卵黄

蛋白原的异常变化可作为生物标志物来检测环境化学污染物

的雌激素效应［１－２］。目前环境雌激素效应多集中于对酚类化

合物的研究［３－４］，对重金属镉的环境雌激素效应研究鲜有报

道。泥鳅（Ｍｉｓｇｕｒｎｕｓａｎｇｕｉｌｌｉｃａｕｄａｔｕｓ）是一种良好的土壤与水
域环境污染的监测动物，是一种鲤形目（Ｃｙｐｒｉｎｉｆｏｒｍｅｓ）鳅科
（Ｃｏｂｉｔｉｄａｅ）泥鳅属（Ｍｉｓｇｕｒｎｕｓ）［５］小型淡水鱼，能适应淤泥、
水体２种栖息环境，抗病能力较强，食性广，是一种较理想的
动物试验材料［６］。本研究以泥鳅为试验动物，检测镉胁迫下

泥鳅血清Ｖｔｇ水平的变化规律，分析其环境雌激素效应，旨在
为重金属对鱼类的内分泌干扰作用研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
试验用泥鳅购于陕西省延安市农贸市场。室温下，用经

过３ｄ自然脱氯的自来水驯养２周后，挑选健康强壮的雄性
泥鳅进行试验。受试泥鳅平均体重为（１２．６±３．５）ｇ，平均体
长为（１１．４±２．５）ｃｍ。氯化镉分析纯购自天津市福晨化学
试剂厂。

１．２　暴露试验
根据预试验所确定的安全浓度和最大零致死浓度，将镉

设置４个浓度处理（４５、５８、７５、９７ｍｇ／Ｌ）进行毒性暴露试验，
同时设置空白对照组。每个处理３次重复，每个处理１０尾雄
性泥鳅。２４ｈ更换１次受试药液，以保证药液溶氧量、ｐＨ值、
水温及其他理化指标的稳定［７］，并及时捞出死亡泥鳅。隔天

喂食少许小米和玉米碎粒，取样前一天停止喂食。每隔１周
观察１次鱼的活动、中毒情况以及体色变化。
１．３　血清样品制备

分别在试验开始后７、１４、２１、２８ｄ处死泥鳅，断尾取血，
所得血样在４℃下静置４～６ｈ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取
上清，－８０℃冷冻保存［８－１０］。采血结束后，解剖泥鳅，根据性

腺进一步鉴定其性别，雄性：白色精巢，雌性：黄色卵巢。

１．４　Ｖｔｇ含量测定
采用碱不稳定性蛋白结合磷的方法测定血清 Ｖｔｇ含量。

将血清样品加入含１０％三氯乙酸（ＴＣＡ）溶液的离心管中，
０℃ 过夜，离心；加入５％ ＴＣＡ溶液，９０℃孵育３０ｍｉｎ，离心
去上清；分别用无水乙醇、氯仿 ∶乙醚 ∶无水乙醇（体积比
１∶１∶２）、丙酮、乙醚按顺序清洗沉淀，弃上清；加入 ＮａＯＨ，
１００℃ 水解３ｈ，待测。将样品转入比色管中，盐酸中和，加
显色液，３７℃孵育 １．５～２ｈ。用 ７２３０型分光光度计测定
７８０ｎｍ波长处的吸光度，根据吸光度算出磷含量，即可反映
Ｖｔｇ的含量。为使测定的吸光度在有效范围内，将血清稀释
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