
书书书

邓祥元，高　坤，裴　峰，等．１－辛基－３－甲基咪唑溴盐对牟氏角毛藻生长及叶绿素荧光特性的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（１０）：３５４－３５６．

１－辛基 －３－甲基咪唑溴盐对牟氏角毛藻生长
及叶绿素荧光特性的影响

邓祥元１，２，高　坤２，裴　峰１，曹科伟１，王长海１

（１．南京农业大学江苏省海洋生物学重点实验室，江苏南京２１００９５；２．江苏科技大学生物与化学工程学院，江苏镇江 ２１２０１８）

　　摘要：以牟氏角毛藻（Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓｍｕｅｌｌｅｒｉ）为材料，利用浮游植物荧光仪（Ｐｈｙｔｏ－ＰＡＭ）分析了不同浓度１－辛
基－３－甲基咪唑溴盐（１－ｏｃｔｙｌ－３－ｍｅｔｈｙｌｉｍｉｄａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ）对其生长及叶绿素荧光特性的影响。结

果表明：［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ严重抑制牟氏角毛藻的生长并影响其叶绿素含量；［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ处理后牟氏角毛藻的叶绿素荧光

参数，如光合系统Ⅱ（ＰＳⅡ）最大光能转化效率（Ｆｖ／Ｆｍ）、ＰＳⅡ潜在活性（Ｆｖ／Ｆｏ）、最大相对电子传递速率（ｒＥＴＲｍａｘ）、

光能转化效率（α）、半饱和光强（Ｉｋ）等，均显著降低，并随［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ浓度的增加及处理时间的延长，各参数下降幅度

增大。这可能是由于［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ改变了牟氏角毛藻细胞的膜透性，并阻碍其光合电子的传递，导致牟氏角毛藻无法

进行正常的光合作用和新陈代谢，引起藻细胞死亡。
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　　离子液体（ｉｏｎｉｃｌｉｑｕｉｄｓ）因蒸汽压接近零，对水和空气稳
定，易被回收利用，而被称为“绿色溶剂”。离子液体在分离

工程、有机合成、电化学及材料加工等领域具有广阔应用前

景［１－２］。与传统有机溶剂相比，离子液体具有极低的蒸汽压，

且不易挥发，可显著降低对空气的污染，但其在水中的溶解度

很高，且不易降解［３］，因此对水生生物及群落具有潜在影

响［４］。研究表明，释放到水中的离子液体会导致水体污染，

对水生生物的影响表现出“烷基链效应”（ａｌｋｙｌｓｉｄｅｃｈａｉｎ
ｅｆｆｅｃｔ）和“截止效应”（ｃｕｔｏｆｆｅｆｆｅｃｔ）［２］。咪唑类离子液体作
为被最广泛应用的一类离子液体，近年来有关其对绿藻、大型

蚤、斑马鱼等水生生物影响的研究工作已见诸报道［５－７］，但有

关咪唑类离子液体对藻类生长及光合作用影响的研究尚未见

报道。藻类作为水生生态系统的初级生产者，是环境污染物进

入食物链的重要途径。角毛藻作为水产经济动物的优良饵料，

水环境污染对角毛藻的毒害必然会通过食物链影响水产经济

动物的产量与质量［８］。本研究以牟氏角毛藻（Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓ
ｍｕｅｌｌｅｒｉ）为材料，利用叶绿素荧光技术分析了１－辛基 －３－
甲基咪唑溴盐（１－ｏｃｔｙｌ－３－ｍｅｔｈｙｌｉｍｉｄａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，
［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ）对其生长及叶绿素荧光特性的影响，探讨了
［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ对牟氏角毛藻可能的毒性作用机制，旨在为评价
［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ对藻类的毒性效应及其环境风险积累提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
牟氏角毛藻保存于江苏省海洋生物学重点实验室。在无

菌条件下，将藻种转接到ｆ／２培养基［９］中。培养条件为：温度

２０℃，光照度３０００ｌｘ，光－暗周期为１２ｈ－１２ｈ。
１－辛基 －３－甲基咪唑溴盐购自上海成捷化学有限公

司，纯度为９９％；其他试剂均为上海国药集团化学试剂有限
公司生产的分析纯试剂。

１．２　方法
１．２．１　藻种的活化、培养、生长抑制试验　用于生物测试的
藻必须是处于对数期并且是同步化生长的细胞，因此在测试

前要进行藻类的同步化培养［１０］。将牟氏角毛藻在无菌条件

下转移至ｆ／２培养基中，于光照培养箱中驯化培养７ｄ，至对
数生长期后进一步扩大培养（培养条件为：温度２０℃，照度
３０００ｌｘ，光－暗周期１２ｈ－１２ｈ），静置培养，每天定时人工
摇动３次。

参照ＯＥＣＤ２０１藻类生长抑制试验的标准方法［１１］，牟氏

角毛藻接种后（初始密度为１×１０５个／ｍＬ），根据预试验结果
加入 ［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ，使其浓度分别为 ０、３０、６０、９０、１２０、
１５０ｍｇ／Ｌ，每个处理重复３次，静置培养，每天定时人工摇动
３次。
１．２．２　细胞密度的测定　定时取样０．２ｍＬ，采用血球计数
板法测定藻细胞密度。

１．２．３　叶绿素相对含量的测定　采用德国Ｗａｌｚ公司生产的
浮游植物荧光仪（Ｐｈｙｔｏ－ＰＡＭ）测定叶绿素相对含量，其原理
是基于瞬间荧光产量（Ｆｔ值）与叶绿素含量在一定范围内成
正比，仪器校正后可测出叶绿素相对含量［８］。

１．２．４　叶绿素荧光参数的测定　定时取样２ｍＬ，用浮游植
物荧光仪测定叶绿素荧光参数。测定前将各样品暗适应

１５ｍｉｎ，然后测定光合系统Ⅱ（ＰＳⅡ）最大光能转化效率

—４５３— 江苏农业科学　２０１３年第４１卷第１０期



（Ｆｖ／Ｆｍ）、ＰＳⅡ潜在活性（Ｆｖ／Ｆｏ）、最大相对电子传递速率
（ｒＥＴＲｍａｘ）、光能转化效率（α）、半饱和光强（Ｉｋ）等参数。

２　结果与分析

２．１　［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ对牟氏角毛藻生长及叶绿素含量的影响
由图１可知，加入［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ后，牟氏角毛藻的生长及

叶绿素含量受到显著抑制，且随处理时间的延长，这种抑制效

应越明显。镜检发现，［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ可导致藻细胞体积增大、
畸形分裂等现象，这可能是由于［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ改变了牟氏角毛
藻细胞的膜透性，使大量［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ进入细胞，从而使细胞
生理代谢过程受到抑制，这与段炼等的研究结果［１２］基本

一致。

２．２　［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ对牟氏角毛藻叶绿素荧光参数的影响
如图 ２所示，牟氏角毛藻的各项叶绿素荧光参数

（Ｆｖ／Ｆｍ、Ｆｖ／Ｆｏ、ｒＥＴＲｍａｘ、α）随［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ浓度的增大而降
低，且处理时间越长，下降幅度越大。与对照相比，在７２ｈ时
３０、６０、９０、１２０、１５０ｍｇ／Ｌ［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ处理的ＰＳⅡ最大光能转
化效率（Ｆｖ／Ｆｍ）分别下降了５０．７％、７４．９％、８０．５％、９６．５％、
９８８％；ＰＳⅡ潜在活性（Ｆｖ／Ｆｏ）则分别下降了 ６０．７％、
８８１％、９１．７％、９８．６％、９９．６％。而最大相对电子传递速率
（ｒＥＴＲｍａｘ）在６ｈ内大幅下降，之后随时间变化不明显。光能
转化效率（α）则随［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ浓度的增大及处理时间延长而

降低，３０ｍｇ／Ｌ［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ处理较对照下降了 ７１．９％，而当
［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ浓度＞３０ｍｇ／Ｌ时，在４８ｈ后α值接近０。

３　结论与讨论

近年来咪唑类离子液体已成为化学领域的研究热点，咪

唑类离子液体在化学化工领域相关行业中得到了广泛应用，

但与其环保问题相关的研究未得到足够重视，导致有关其毒

性的相关数据较少，无法对其环境危害性进行正确评估［１３］。

本研究以牟氏角毛藻为材料，利用叶绿素荧光技术分析了

［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ对其生长及叶绿素荧光特性的影响，以期为评价
［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ对藻类的毒性效应及其环境风险积累提供数据
资料和科学依据。

研究发现，［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ严重抑制牟氏角毛藻的生长并影
响其叶绿素含量，这可能是由于［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ可改变藻细胞中
纤维素类物质的晶型结构，导致细胞变形、分裂，从而影响藻

类正常的新陈代谢和生理过程，抑制牟氏角毛藻生长。段炼
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等通过透射电镜观察发现，１－丁基 －３－甲基咪唑氯盐
（［Ｃ８ｍｉｍ］Ｃｌ）可造成斜生栅藻（Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｎｕｓ）细胞的
质壁分离，体内叶绿体片层断裂，线粒体嵴数量减少等现象；

且对其细胞膜的通透性具有一定破坏作用［１２］。

叶绿素荧光分析技术是一种以光合作用理论为基础，利

用植物体内叶绿素作为天然探针，研究和探测植物光合生理

状况及各种外界因子对其细微影响的新型植物活体测定和诊

断技术［１４］，该技术可以快速、灵敏、无损伤地研究和探测多种

逆境因子对植物光合作用的影响［１５－１６］。在荧光分析中，

Ｆｖ／Ｆｍ表示ＰＳⅡ最大光能转化效率，反映藻体内潜在的最大
光合能力，在非胁迫条件下 Ｆｖ／Ｆｍ值变化很小，但在胁迫条
件下其变化很大［１５］。研究表明，加入［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ后牟氏角毛
藻的Ｆｖ／Ｆｍ值随处理时间延长呈线性降低趋势，７２ｈ后
１５０ｍｇ／Ｌ［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ处理的Ｆｖ／Ｆｍ值接近０，表明牟氏角毛
藻的ＰＳⅡ反应中心已受到严重损坏，抑制了光合作用的原初
反应，使反应过程无法继续进行，而对照的 Ｆｖ／Ｆｍ值一直维
持在０．６２左右，表明其处于正常生理状态［１７］。此外，Ｆｖ／Ｆｏ
表示ＰＳⅡ的潜在活性，随［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ处理浓度及时间的增加
而迅速降低，也说明牟氏角毛藻的光合作用受到严重抑制。

ｒＥＴＲｍａｘ代表无光抑制时的最大相对电子传递速率，在达
到光饱和前ｒＥＴＲｍａｘ与光合放氧速率及 ＣＯ２固定速率具有良
好的线性关系。本研究中，加入［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ后牟氏角毛藻的
ｒＥＴＲｍａｘ值在前６ｈ大幅降低，之后小于１０，表明电子传递受到
严重阻碍。电子传递受阻会导致 ＰＳⅡ反应中心无法正常接
受光子，光子累积到一定程度产生光抑制，使藻细胞的同化力

（ＮＡＤＰＨ和ＡＴＰ）无法正常形成，从而影响对碳的固定和同
化，光合利用效能和转化效率也就出现明显下降趋势［１８］。α
表示光能转化效率，与捕光色素对光能的吸收有关，由图２可
以看出，［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ导致牟氏角毛藻的α值随处理时间逐渐
降低，当其浓度超过３０ｍｇ／Ｌ、处理时间超过４８ｈ时，α值接
近０，表明色素对光能的吸收能力逐渐减弱，最终丧失该能
力。此外，半饱和光强Ｉｋ可由公式 Ｉｋ＝ｒＥＴＲｍａｘ／α进行计算，
分析发现，加入［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ后牟氏角毛藻的 Ｉｋ值逐渐减小，
表明牟氏角毛藻在较低光强下就能达到饱和，这可能是由于

其电子传递链受阻，无法进行光合作用的缘故。

因此［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ严重抑制牟氏角毛藻的生长及叶绿素
含量，这种抑制作用一方面可能是由于［Ｃ８ｍｉｍ］Ｂｒ导致藻细
胞发生膜透性的改变，致使质壁分离、叶绿体破损等，进而影

响了牟氏角毛藻正常的新陈代谢和生理过程；另一方面可能

是通过阻碍其光合电子传递引起的，电子传递受阻后，ＰＳⅡ
反应中心无法接受光子，抑制了光合作用的正常进行，从而使

其生长及生理过程受到抑制；也可能是这２种影响的叠加。
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