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　　摘要：以浮游硅藻舟形藻（ＰｌａｎｋｔｏｎｉｃｄｉａｔｏｍｓＮａｖｉｃｕｌａ）为受试藻，研究其在不同浓度Ｃｕ２＋胁迫下生长和运动变化
特征。试验以９６ｈ半致死浓度（ＥＣ５０）、叶绿素ａ含量及综合运动等指标研究Ｃｕ

２＋对舟形藻的毒性响应。Ｃｕ２＋对舟形

藻 ９６ｈＥＣ５０值为４．５１０ｍｇ／Ｌ；Ｃｕ
２＋对舟形藻叶绿素ａ累积最大抑制率为５０％；运动速率在１．１２７５ｍｇ／Ｌ附近达到最

高，表现出“中毒兴奋”，随后速率线性下降。舟形藻叶绿素ａ含量对 Ｃｕ２＋反应不敏感，其运动状态可综合指示 Ｃｕ２＋

含量。利用舟形藻作为指示种来反映水体受Ｃｕ２＋污染程度具有一定的可行性，同时可为农业、工业及生活污水中的
Ｃｕ２＋监测及评价提供依据。
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　　Ｃｕ２＋是舟形藻生长必需的微量营养元素之一，但当其超
过正常需求量时，Ｃｕ２＋会对硅藻产生毒性作用［１－２］。随着人

类对环境的各类干预，环境中Ｃｕ２＋浓度大大提高［３］。由于重

金属有着毒性大、不易被代谢及易被生物富集等特点，严重威

胁着水生生物和人类的生存［４］。硅藻为水生生态系统的初

级生产者，在整个生态系统的物质循环与能量流动中有着重

要的作用［５］。进入硅藻中的 Ｃｕ２＋可通过水生食物链食物网
富集到高等动物体内，最终进入人体危害人类健康，同时

Ｃｕ２＋将影响硅藻细胞的种群增长，导致水生生态系统中初级
生产力下降，进而破坏整个生态系统的平衡［６－７］。

贵州省贵阳市的小车河湿地作为居民饮用水源地之一，

水质长期以来受到Ｃｕ２＋等重金属的影响，其治理与监测备受
关注。本研究通过 Ｃｕ２＋的急性毒性胁迫对舟形藻的生长和
运动过程的观察［８］，对舟形藻在相同胁迫条件下表现出不同

的生长及运动特点进行了线性相关分析，为探索舟形藻对

Ｃｕ２＋毒性胁迫的响应、舟形藻生长和运动速率与Ｃｕ２＋浓度间
的变化关系奠定研究基础［９］，同时为舟形藻作为指示种，监

测水环境重金属污染提供新角度［１０］。

１　材料与方法

１．１　试验藻种及培育方法
舟形藻采自贵州省贵阳市小车河湿地，应用微藻微吸管

分离方法分离。原液经沉淀、过滤（０．４５μｍ微孔滤膜），
１２１．３℃灭菌 ３０ｍｉｎ。采用自制培养液加富的灭菌原液中培
养。置于无菌培养室中培养，温度（２０±１）℃，光照度
６６μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），光－暗周期１２ｈ－１２ｈ，ｐＨ值７．５左右。
经预培养和扩大培养得到舟形藻纯种，在获得足够藻液后进

行试验。微藻培养瓶定时摇动３次／ｄ，预防附壁生长。
１．２　试验仪器及设备

光学显微镜（深圳市新明光学仪器有限公司，ＸＳＰ－２ＣＡ
生物显微镜）、光学显微镜物镜测微尺（深圳市新明光学仪器

有限公司，Ｃ６物镜测微尺）、电子秒表（ＰＣ２８１０）、照相机
（Ｎｉｋｏｎ－ＣＯＯＬＰＩＸ５４００）、载物片、血球计数板。
１．３　试验方法
１．３．１　藻种扩大培养　试验藻种在自制培养液加富的灭菌
原液中进行扩大培养，自制培养基各成分质量浓度为：ＮＨ４Ｃｌ
１５ｍｇ／Ｌ，ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ１２ｍｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１５ｍｇ／Ｌ，
ＫＨ２ＰＯ４ ２．３ｍｇ／Ｌ，ＮａＨＰＯ４ ５０ｍｇ／Ｌ，ＦｅＣ６Ｈ５Ｏ７· ５Ｈ２Ｏ
５０ｍｇ／Ｌ，Ｎａ２ＥＤＴＡ· ２Ｈ２Ｏ ４５ ｍｇ／Ｌ，ＭｎＣｌ２ · ４Ｈ２Ｏ
１６０ｍｇ／Ｌ，ＺｎＳＯ４２５ｍｇ／Ｌ，ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ１０ｍｇ／Ｌ，Ｎａ２ＭｏＯ４·
２Ｈ２Ｏ０．００７ｍｇ／Ｌ，维生素Ｂ１２０．５ｍｇ／Ｌ，维生素Ｂ１５０ｍｇ／Ｌ，
维生素Ｈ０．５ｍｇ／Ｌ。
１．３．２　急性毒性试验　试验设置１个空白组和４个试验组，
根据预试验结果各组中 Ｃｕ２＋的质量浓度分别为０、１．５、２．５、
３．５、４．５ｍｇ／Ｌ。硅藻初始含量为７００００ｃｅｌｌｓ／ｍＬ。每个质量
浓度设置３个平行组，试验所有容器和培养基均经过１２１℃、
２０ｍｉｎ高压蒸气灭菌。试验共进行９６ｈ，０、２４、４８、７２、９６ｈ取
样后，使用血球计数板观察及统计运动数据。观察时，摇匀培

养瓶至藻液颜色统一，每日定时取样，取１ｍＬ充分混匀的藻
液，加适量鲁格氏固定液（Ｌｕｇｏｌ），混匀后取２００μＬ藻液用血
球计数板计数，每个样品计数３次，取平均值。之后按照下式
计算出抑制率Ｘ＝（Ｉ０－Ｉ）／Ｉ０×１００％，以抑制率作图，利用加
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权直线回归法建立线性回归方程，并计算各时间段的半致死

浓度（ＥＣ５０）值。
１．３．３　亚急性毒性试验　设置１个对照组和４个试验组，根
据急性毒性试验结果，设置质量浓度分别为９６ｈＥＣ５０，９６ｈ
ＥＣ５０／２，９６ｈＥＣ５０／４，９６ｈＥＣ５０／８。硅 藻 初 始 含 量 为
７０００ｃｅｌｌｓ／ｍＬ。容器为 ５００ｍＬ三角培养瓶，培养体积为
２００ｍＬ。共进行１５ｄ，其他条件与“１．１”节相同。在试验的
前５ｄ每天对各组进行取样，之后每２ｄ取样１次，共取样９
次，每次取样１０ｍＬ，其中５ｍＬ进行叶绿素 ａ含量测定并对
硅藻细胞的运动状态进行观察。

１．３．３．１　叶绿素ａ含量测定　取５ｍＬ藻液，应用文献［１１］
中叶绿素ａ含量的测定方法，对硅藻叶绿素ａ含量进行测定。
１．３．３．２　舟形藻运动状态观察与分析　对舟形藻的运动过
程录像，利用血球计数板上线的交点记录硅藻的行动距离，并

用秒表计时，对计数框内硅藻的最大运动速率和平均运动速

率进行计算。舟形藻运动状态参数包括平均运动速率、最大

运动速率和运动硅藻占总数的比率。通过录像观察，对计数

框内硅藻进行计数，得出硅藻总数和３０ｓ内所有运动硅藻数
量，并记舟形藻运动２μｍ所耗时间。以上过程按照计数框
内硅藻的数量重复３～５次，其中，最大运动速率取最大值，平
均运动速率取平均值，运动硅藻占总数的比率取各计数框中

运动硅藻总数占所有计数框中硅藻总数的比率。

２　结果与讨论

２．１　Ｃｕ２＋急性暴露对舟形藻的影响
在不同质量浓度Ｃｕ２＋胁迫下，舟形藻的生长曲线见图１。

与空白组相比，添加１．５、２．５ｍｇ／ＬＣｕ２＋的试验组舟形藻的生
长受到一定的促进，且促进程度与 Ｃｕ２＋质量浓度呈正相关，
表现出明显的毒性兴奋效应。在２．５ｍｇ／Ｌ试验组中，在２４ｈ
时抑制率为 －２．４４％，之后呈线性增加；而在 ３．５ｍｇ／Ｌ、
４．５ｍｇ／Ｌ试验组中，在９６ｈ时抑制率为０．２３％、０．５６％，表
明其生长明显受到抑制。

　　使用加权直线回归法分析计算，Ｃｕ２＋对舟形藻各时间的
ＥＣ５０和９５％ 置信区间见表１。各时间段 ＥＣ５０值较为稳定，都

在４．５１０ｍｇ／Ｌ左右，说明随时间的延长 Ｃｕ２＋对舟形藻的毒
性无降低，未产生长期毒性，不会对舟形藻产生持续性影响。

２．２．１　Ｃｕ２＋对舟形藻叶绿素 ａ含量的影响　在不同质量浓
度Ｃｕ２＋胁迫下的藻液，经过１５ｄ培养，以叶绿素ａ的质量浓
度为指标的曲线见图２。在开始胁迫的前３ｄ叶绿素质量浓
度有明显的增加趋势，与对照组差距很小，但随时间的推移Ｃｕ２＋

表１　Ｃｕ２＋对舟形藻的半数致死浓度

时间（ｈ） ＥＣ５０（ｍｇ／Ｌ） ＥＣ５０的９５％置信区间（ｍｇ／Ｌ）
２４ １．９８０ －３３．１９～３７．１５
４８ ２．５９３ －５０．２５～５５．４４
７２ ３．５８３ －１６．９６～２４．１２
９６ ４．５１０ －１４．３８～２３．４０

对舟形藻叶绿素 ａ含量的抑制作用渐渐增大，５ｄ时
４．５１０ｍｇ／Ｌ的质量浓度下对叶绿素的抑制率达到５０％，最终
抑制率持续下降稳定在３０％左右。表现出一定的质量浓度
计量效应。７～１３ｄ叶绿素ａ含量保持稳定，而在１５ｄ时，各
组叶绿素ａ含量均略有增加，这可能与 Ｃｕ２＋被从离子态代谢
固化为相对稳定的化合物有关。

２．２．２　Ｃｕ２＋对舟形藻运动状态的影响
２．２．２．１　Ｃｕ２＋对运动硅藻数量占总硅藻数量比率的影响　
添加不同质量浓度Ｃｕ２＋胁迫下的舟形藻，各组中运动硅藻数
量占总硅藻数量比率见图３。由图３可知：在同等条件下随
时间增长运动硅藻数量占总硅藻数量的比率减小，暴露１ｄ
后运动硅藻数量占总硅藻数量的比率未出现明显变化。在

２～５ｄ期间，随Ｃｕ２＋质量浓度增高硅藻占总硅藻的比率出现
显著下降。随后，虽有一定降低趋势，但是变化相对较小。由

此可见Ｃｕ２＋对运动硅藻的数量有一定影响。

２．２．２．２　Ｃｕ２＋对硅藻平均运动速率的影响　经过１５ｄ的培
养，以最快运动速率为指标的曲线见图４。前１～３ｄ速率变
化较稳定，两端相近，中间波动较大；之外其他的总体运动速

率都随质量浓度的增高而降低，但是在４ｄ、２．２５５ｍｇ／Ｌ以及
７ｄ、１．１２７５ｍｇ／Ｌ时出现２个异常值，平均运动速率分别达
到１．０、１．３μｍ／ｓ，明显偏高。但是与该组其他慢速运动硅藻
相比，运动距离和时间均较短，快速运动２～５ｓ后就停止运
动或转为慢速运动。

２．２．２．３　Ｃｕ２＋对硅藻最快运动速率的影响　经过１５ｄ的培
养，以最快运动速率为指标的曲线见图５。除１ｄ和１５ｄ速
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率变化明显之外其他的总体运动速率都随质量浓度在

０．５６３７５ｍｇ／Ｌ和 １．１２７５ｍｇ／Ｌ附近增高而增高，在
２．２５５ｍｇ／Ｌ附近转而降低。但是在４ｄ、１．１２７５ｍｇ／Ｌ以及
１１ｄ、０．５６３７５ｍｇ／Ｌ时出现２个异常值运动速率分别达到
０．８、１．０３μｍ／ｓ，速度明显降低。但是与该组与其他慢速运动
硅藻相比，运动距离和时间均较短，快速运动５～７ｓ后就停
止运动或转为慢速运动。

３　结论

硅藻作为自然界中重要的初级生产者，对生态系统的稳

定起着重要作用。通过其在Ｃｕ２＋胁迫下运动变化的研究，能
为在水环境评价监测、水污染治理等方面提供一定的理论依

据。利用硅藻种类、数量及变化作为评价水生态环境质量指

示物种的做法由来已久，而利用硅藻运动速率变化对水质中

不同污染离子浓度测定的研究相对很少。相关研究表明，在

众多除藻剂中铜的杀藻作用有效、稳定、价格低廉、且对人体

健康的毒性作用低，目前在国外已有大量使用［１２－１４］。

本试验就９６ｈＥＣ５０值（４．５１ｍｇ／Ｌ）来看，参照《水和废水
监测分析方法》的规定［１１］为中毒，与小球藻（５５．６２ｍｇ／Ｌ）［１５］

低毒差距较大。原因是不同的藻类由于生存方式、运动类型

及生存环境不同。另外部分 Ｃｕ２＋可能会被舟形藻富集代谢
为相对离子态更为稳定的化合物，对水生生物进而对水生生

态系统产生直接或间接的影响。

叶绿素ａ含量对 Ｃｕ２＋的反应呈现一定的梯度变化，１～
５ｄ和对照组相比，叶绿素 ａ的累积较快，表现出“促进”作
用；６～１１ｄ后含 Ｃｕ２＋各组与对照组出现一定差异（Ｐ＜
０．０５），而在同一天含 Ｃｕ２＋各组差异较小（Ｐ＞０．０５）。可见
藻细胞中叶绿素ａ含量对Ｃｕ２＋反应敏感，少量Ｃｕ２＋对叶绿素
ａ含量的累积有明显促进作用，但是之后随质量浓度增大叶
绿素ａ含量变化则逐渐降低，表现出一定的抑制作用；１１～
１５ｄ，叶绿素ａ含量的累积出现一定的提高，可能与Ｃｕ２＋被富
集代谢而浓度降低有关［１６］。

Ｃｕ２＋急性毒性胁迫能显著影响舟形藻的运动速率。低

浓度０．５６３７５～１．１２７５ｍｇ／Ｌ区间内 Ｃｕ２＋胁迫能刺激舟形
藻运动，使其表现出毒物的“兴奋效应”，随着胁迫浓度的增

大和胁迫时间的延长，Ｃｕ２＋对舟形藻的运动表现出明显的抑
制效应，在１．１２７５ｍｇ／Ｌ附近达到最高之后，速率线性下降，
在２．２５５ｍｇ／Ｌ趋近无胁迫速率。表明随着胁迫浓度的提高，
舟形藻细胞提高了对胁迫的适应能力，抗性得到一定的增强。

硅藻在受Ｃｕ２＋污染水质处理的治理运用方面有一定的可
行性，同时对农业、工业及生活污水中的Ｃｕ２＋监测方面有广阔
的应用前景［１，１７］。本研究发现运动硅藻数量占总硅藻数量的

比率和平均运动速率在２～３ｄ时变化较大，所以可以应用这２
个指标在２～３ｄ时的值来对Ｃｕ２＋的毒性进行综合指示。
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