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Ｐｂ２＋对淡水硅藻谷皮菱形藻（Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｐａｌｅａ）
生长的影响

易婷婷，支崇远，李培林，杨雨嘉，帅春燕
（贵州师范大学生命科学学院，贵州贵阳５５０００１）

　　摘要：通过在自制培养基中加入不同浓度的Ｐｂ２＋，研究水环境中重金属 Ｐｂ２＋污染对谷皮菱形藻生长和叶绿素 ａ
含量的影响，并在光学显微镜下观察细胞形态变化，研究该藻对铅离子（Ｐｂ２＋）的耐受性。试验结果表明，谷皮菱形藻
对Ｐｂ２＋的耐受性较强。Ｐｂ２＋浓度低于５ｍｇ／Ｌ，促进其生长；Ｐｂ２＋浓度为１０ｍｇ／Ｌ时，对其无明显影响；Ｐｂ２＋浓度大于
５０ｍｇ／Ｌ时，明显抑制其生长，且藻细胞出现异常现象；９６ｈＥＣ５０值为２７．２６ｍｇ／Ｌ。Ｐｂ

２＋浓度小于１０ｍｇ／Ｌ时，藻叶绿

素ａ含量均较高，与正常生长情况相似；Ｐｂ２＋浓度大于５０ｍｇ／Ｌ时，叶绿素ａ含量明显降低。Ｐｂ２＋浓度较低时，藻细胞
体形态正常，且运动能力很强，Ｐｂ２＋浓度大于５０ｍｇ／Ｌ时，藻细胞体出现畸形，颜色加深，两端由圆形变成方形，且运动
能力很弱。

　　关键词：淡水硅藻；谷皮菱形藻（Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｐａｌｅａ）；Ｐｂ２＋；形态；生长
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈｉｃｙ＠１６３．ｃｏｍ。

　　硅藻是单细胞藻类，作为水体中重要的初级生产者，在地
球上已存在１．６５亿年，对整个海洋初级生产力的贡献高达
４０％［１］，与水生动物相比，硅藻具有生长周期短、易于分离培

养和可以直接观察细胞水平上的中毒症状等优点，对重金属

胁迫更加敏感，因此，是较为理想的实验材料［２］。菱形藻是

底栖硅藻的一种，因含有丰富的营养物质，可以作为鲍、海胆、

海参等名贵经济动物的饵料，另外菱形藻属也是环境污染检

测指示种［３－５］。

重金属污染不仅抑制藻类的生长速率，而且会使其形态

发生畸变，因而硅藻种群或群落中畸形细胞的数量可以作为

重金属污染程度的定量指标［６］。硅藻细胞形态异常在生物

监测中是一种很有前途的重金属污染物指示工具［７］。在环

境监测中，常将叶绿素 ａ含量作为湖泊富营养化的指标之
一［８］。铅是一种不能降解且广泛存在的重金属污染物，铅盐

少部分是溶解于水的，大部分是微溶或不溶于水的［９］。在自

然水体中，铅的含量一般为２０μｇ／Ｌ，但污染严重的地区水体
含量高达４００μｇ／Ｌ。目前 ＥＰＡ和 ＷＨＯ水体铅浓度标准分
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别为０．０５ｍｇ／Ｌ和１０μｇ／Ｌ。《水和废水监测分析方法》（第
四版）中指出，铅对水生生物的安全浓度为 ０．１６ｍｇ／Ｌ。然
而，由于工厂随意排放铅废水及释放含铅废气，不仅影响水质

和溪流中的水生生物［１０］，还导致血铅儿童等污染事件频频发

生［１１］。铅对植物的影响主要是破坏水生植物细胞的叶绿素、

线粒体和细胞核结构，使得叶绿素和维生素 Ｃ含量减少，降
低了硝酸还原酶活性和脱氢还原酶活性，从而阻碍了植物的

新陈代谢和光合作用，最终导致正常生长植物数量受到

影响［１１］。

单一重金属对微藻生长繁殖的影响，国内外都进行了大

量工作。对于铅对微藻的毒性影响研究，国外文献主要报道

采用微藻吸附水体中铅从而达到净化水质效果［１２－１３］。硅藻

是当前研究的热点之一，国内偏重于海洋硅藻的研究，对淡水

硅藻的毒性研究也逐步展开［１４］，主要是从硅藻的生长速率、

细胞分化速率以及胞内植物螯合肽等３个方面进行探讨［６］。

随着环境污染程度的不同，硅藻会呈现不同的形态畸形，并且

影响研究者鉴定其属种。

本研究以谷皮菱形藻（Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｐａｌｅａ）为材料，研究 Ｐｂ２＋

毒害对谷皮菱形藻生长和叶绿素ａ含量的影响。用光学显微
镜观察细胞形态变化，评价不同Ｐｂ２＋浓度对谷皮菱形藻的影
响以及谷皮菱形藻细胞对 Ｐｂ２＋的耐受性，以期为探讨水体
Ｐｂ２＋污染对硅藻毒害的机理及其耐受机制积累科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验所选用的硅藻谷皮菱形藻（Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｐａｌｅａ）采集

于贵州省贵阳市花溪湿地公园的溪流中，应用微藻微吸管分

离方法分离，在自制培养基中纯化后保种培养。经扩大培养

后得到菱形藻纯种，并获得足够的藻液进行试验。当藻细胞

浓度达到６万 ～１０万个／ｍＬ时加入 Ｐｂ（ＮＯ３）２，使得培养基
中Ｐｂ２＋浓度依次为０．５、１、５、１０、５０、８０ｍｇ／Ｌ以及不加 Ｐｂ２＋

的对照组。每个浓度设置３个平行试验。
１．２　培养条件

试验所用的培养基及所有器皿均经过１２１℃高压灭菌
２０ｍｉｎ，试验在无菌条件下进行，试验藻种均用自制培养基培
养至对数生长期备用。自制培养基各成分质量浓度为ＮＨ４Ｃｌ
１５ｍｇ／Ｌ，ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ１２ｍｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ１８ｍｇ／Ｌ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１５ｍｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４１．６ｍｇ／Ｌ，ＮａＨＣＯ３５０ｍｇ／Ｌ，
ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ８０μｇ／Ｌ，Ｎａ２ＥＤＴＡ·２Ｈ２Ｏ１００μｇ／Ｌ，Ｈ３ＢＯ３
１８５μｇ／Ｌ，ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ４１５μｇ／Ｌ，ＺｎＣｌ２３μｇ／Ｌ，ＣｏＣｌ２·
６Ｈ２Ｏ１．５μｇ／Ｌ，ＣｕＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．０１μｇ／Ｌ，Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ７μｇ／Ｌ，
维生素Ｂ１２０．５μｇ／Ｌ，维生素Ｂ１０．１ｍｇ／Ｌ，维生素Ｈ０．５μｇ／Ｌ。
每１０００ｍＬ培养液加土壤浸出液５０ｍＬ，调节 ｐＨ值至８．０
左右。　

培养温度为２０℃，光照度为１８００ｌｘ，光暗周期为１２ｈ－
１２ｈ，静水培养，硅藻在对数生长期反复接种３次后混合所有
藻液，摇匀，重新分瓶后，开始下一步试验。

１．３　生物量测定
显微镜下用血球计数板进行藻细胞计数，测定藻细胞的

浓度（个／ｍＬ）。
通过计算硅藻暴露在不同浓度铅下的抑制率，采用回归

曲线拟合，计算抑制率为５０％时的铅浓度，记为 ＥＣ５０。特定
生长率（Ｕ）按以下公式计算：

Ｕ＝（ｌｎＮｔ－ｌｎＮ０）／（ｔ－ｔ０）。
式中：Ｎ０、Ｎｔ分别为开始期（ｔ０）和ｔ时刻（ｔ）的细胞数。

抑制率Ｉ＝（ＵＣＫ－Ｕｔｏｘ）／ＵＣＫ×１００％ 。
式中：ＵＣＫ为对照组的生长速度；Ｕｔｏｘ为有供试化合物时的生长
速度。

采用Ｏｒｉｇｉｎ８．０软件对试验数据进行作图。
１．４　叶绿素ａ含量测定

谷皮菱形藻藻株在不同Ｐｂ２＋浓度的培养基中培养至第９
天，取１０ｍＬ藻液于１０ｍＬ离心管中，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃
去上清液后，加入１０ｍＬ９５％丙酮，置于４℃冰箱里静置２４ｈ，然
后３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液后，用可见分光光度计
在６６３ｎｍ和 ６４５ｎｍ处测其吸光度，用 ９５％丙酮调零。按
Ａｒｏｎ的公式计算提取液的叶绿素ａ浓度。

Ｃｈｌａ＝１２．７Ｄ６６３ｎｍ－２．６９Ｄ６４５ｎｍ
［１５］。

１．５　谷皮菱形藻活细胞的形态观察
取少量不同Ｐｂ２＋浓度下９６ｈ的藻液，在光学显微镜下观

察其形态，并拍照。

２　结果与分析

２．１　不同质量浓度的Ｐｂ２＋对谷皮菱形藻生长的影响
由图１可见，当Ｐｂ２＋浓度小于５ｍｇ／Ｌ时，Ｐｂ２＋对谷皮菱

形藻的生长有一定的促进作用，藻细胞生长呈上升趋势；当

Ｐｂ２＋浓度大于５０ｍｇ／Ｌ时，与对照组相比，谷皮菱形藻的生长
受到明显抑制。

　　在培养的前７２ｈ，当Ｐｂ２＋浓度为１ｍｇ／Ｌ时，与空白对照
组的生长情况无明显差异，培养至９６ｈ时，能够促进谷皮菱
形藻的生长，且明显超过了对照组。Ｐｂ２＋浓度为 ０．０５ｍｇ／Ｌ
时，２４ｈ时的抑制率为３１．１４％，而在之后，起着促进生长作
用。其他试验组中，２４ｈ时的抑制率均较高，之后均大幅度
降低。使用回归曲线模拟，计算得出 ９６ｈＥＣ５０值为
２７．２６ｍｇ／Ｌ。　

２．２　不同质量浓度的 Ｐｂ２＋对谷皮菱形藻叶绿素 ａ含量的
影响

由图２可见，不同质量浓度的Ｐｂ２＋对谷皮菱形藻叶绿素
ａ含量的影响不同，当Ｐｂ２＋浓度小于１０ｍｇ／Ｌ时，叶绿素ａ含
量高于对照组中叶绿素 ａ含量；Ｐｂ２＋浓度为１ｍｇ／Ｌ时，叶绿
素ａ含量达到最大值；当Ｐｂ２＋浓度大于５０ｍｇ／Ｌ时，叶绿素ａ
含量明显降低。试验结果表明，Ｐｂ２＋浓度小于１０ｍｇ／Ｌ时，有
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利于谷皮菱形藻叶绿素ａ含量的积累。
２．３　不同质量浓度的Ｐｂ２＋对谷皮菱形藻形态的影响

用肉眼可直接观察出谷皮菱形藻在不同 Ｐｂ２＋浓度培养
基中的生长情况。Ｐｂ２＋浓度较低时，谷皮菱形藻生长旺盛，藻
液颜色正常，呈黄褐色，且附着在培养瓶底部，随着Ｐｂ２＋浓度
增加，藻液颜色均变浅，且出现浑浊现象。

对照组和不同浓度Ｐｂ２＋培养基中谷皮菱形藻活细胞见图
３。从光学显微镜中观察到，在低于１０ｍｇ／ＬＰｂ２＋浓度中的谷
皮菱形藻细胞（图３－ａ至图３－ｅ）生长正常，颜色较鲜，叶绿
体分布均匀，且容易分辨，细胞形态上与对照组无明显差异，游

动很快；而在高浓度Ｐｂ２＋（＞５０ｍｇ／Ｌ）的培养基中（图３－ｆ、图
３－ｇ），细胞发生畸变，活细胞体颜色加深，藻细胞末端位置形
状由圆形变成方形，几乎没有游动，有轻微的振颤运动，与对

照组相比，形态呈明显差异。随着 Ｐｂ２＋浓度增加，藻细胞死
亡及残骸数量也增多，即使是正常的细胞，其颜色也很淡。

３　讨论与结论

重金属对水环境造成的污染已经引起人们的日益关注。

在工业时代，尤其是将铅添加到车辆的汽油燃料中，导致水生

态系统中的铅含量大大增加［１６］。

本研究表明，不同质量浓度Ｐｂ２＋对菱形藻的生长影响不
同。Ｐｂ２＋浓度低于５ｍｇ／Ｌ，促进其生长；Ｐｂ２＋浓度为１０ｍｇ／Ｌ
时，对其无明显影响；Ｐｂ２＋浓度大于５０ｍｇ／Ｌ时，对菱形藻的
抑制作用明显，藻液颜色变为淡黄色，藻细胞体出现畸变，这

与周长芳等、李勇勇等的研究结果［１７－１８］相近。周长芳等研究

铅污染对钝顶螺旋藻生长的影响，发现当 Ｐｂ２＋浓度高于
２０ｍｇ／Ｌ时，钝顶螺旋藻生长受抑制，藻细胞随着浓度的升高

和时间的延长而黄化死亡［１７］。有报道表明，铅会抑制硅藻的

细胞分化速率，当其达到一定浓度（４．８×１０－７ｍｏｌ／Ｌ）时，中
内骨条藻的细胞分化速率几近为 ０［１９］。铅还能使小环藻
（Ｃｙｃｌｏｔｅｌｌａｓｐ．）细胞形态发生变化，使其叶绿体相对体积
减小［２０］。

硅藻的生长取决于多种环境因素，包括微量金属元素。

而过量的重金属，则会引起藻细胞功能障碍，降低其生长量，

并可能最终导致其死亡。为了生存，硅藻会启动防御机制，如

产生抗氧化剂或金属螯合剂，从而克服重金属胁迫［２１］。

本研究中，谷皮菱形藻９６ｈＥＣ５０值为２７．２６ｍｇ／Ｌ，根据
《水与废水监测分析方法　第四版》中藻类生长抑制毒性评
价的分级标准，属于中毒级别。李勇勇等研究了铅离子对２
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株螺旋藻生长的影响，９６ｈＥＣ５０值分别为６１．６６、７２．４４ｍｇ／Ｌ
［１８］。

温军杰等报道的Ｐｂ２＋对螺旋藻的７２ｈＥＣ５０值为１１．４６ｍｇ／Ｌ，
Ｐｂ２＋对湛江叉鞭金藻、小球藻的 ９６ｈＥＣ５０值分别为 ９．０３、
２０ｍｇ／Ｌ［２２］。从Ｐｂ２＋对谷皮菱形藻生长及前人研究的Ｐｂ２＋对
其他藻类生长的影响结果比较看，该藻具有一定的 Ｐｂ２＋耐
受性。

研究指出，铅对普通小球藻和原壳小球藻的叶绿素 ａ具
有剂量抑制效应［３］。这个结果也可从本试验中得出。邱昌

恩等研究也表明，Ｐｂ２＋可抑制绿球藻叶绿素 ａ的合成［２３］。

Ｙａｎ等研究发现，铅之所以能抑制叶绿素ａ合成，是因为铅破
坏了植物吸收必需元素如 Ｍｇ和 Ｆｅ，甚至加速叶绿素 ａ分
解［２４］。因此，本试验中，低浓度铅对谷皮菱形藻叶绿素 ａ合
成具有促进作用，高浓度铅则抑制其合成，可能是由于低浓度

铅促进了谷皮菱形藻吸收必需元素，而过量的铅则抑制其吸

收必需元素或者分解叶绿素ａ的缘故。
用光学显微镜观察谷皮菱形藻活细胞在高浓度铅胁迫下

的结果，与对照组比较，藻细胞出现畸变，颜色加深，运动能力

明显减弱。资料表明，高浓度的铅可使亚心形扁藻丧失运动

能力，最终导致鞭毛变形或者脱落。部分研究发现，藻类显示

了对较高浓度铅离子的忍耐力，可能是由于铅离子容易从细

胞壁排出或是高浓度的铅易于从溶液中沉淀所致［２５］。通过

光学显微镜观察到硅藻细胞的畸变情况，一些类群更容易在

环境胁迫中受到影响而致变形。例如，舟形藻科的细胞会表

现出延长细胞形态，而脆杆藻科的硅藻细胞膜则是扭曲的。

重金属被认为是引起硅藻细胞表面畸形的重要因素。有试验

证明，在高浓度镉暴露中，高达３％的硅藻细胞膜发生了变
化，无污染的对照组中，硅藻畸形瓣膜的数量少于１％［２６］。

本试验首次对谷皮菱形藻进行重金属Ｐｂ２＋胁迫研究，分
析藻细胞的生长情况，得出９６ｈＥＣ５０值，以了解 Ｐｂ

２＋对谷皮

菱形藻的生长影响及谷皮菱形藻的铅耐受范围，为Ｐｂ２＋污染
对淡水底栖硅藻的影响及解析耐受机理积累研究基础。另

外，本研究提供了在不同 Ｐｂ２＋浓度下生长的谷皮菱形藻图
片，以期对野外样品中畸形硅藻的鉴定提供参考依据。
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