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　　摘要：以江苏省连云港市海州湾常见海洋微藻塔胞藻（Ｐｙｒａｍｉｄｏｍｏｎａｓｄｅｌｉｃａｔｕｌａ）、巴夫藻（Ｐａｖｌｏｖａｖｉｒｉｄｉｓ）为试验
材料，研究水环境中乙草胺对２种海洋微藻的致毒胁迫效应。以叶绿素ａ含量、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性、过氧化
氢酶（ＣＡＴ）活性及丙二醛（ＭＤＡ）含量为指标，研究２种海洋微藻的生长量及细胞内抗氧化系统对乙草胺致毒胁迫的
响应。结果表明：塔胞藻、巴夫藻２．５ｍｇ／Ｌ试验组培养至７ｄ，生长量分别为对照组的６．４％、６．０％；９６ｈ培养时间内，
乙草胺对塔胞藻及巴夫藻叶绿素ａ含量的影响表现在降低叶绿素ａ的合成量，２．５ｍｇ／Ｌ试验组叶绿素ａ的含量分别
为对照组的２６％、２８％；乙草胺对２种微藻的 ＳＯＤ活性均表现诱导性上升，１．０ｍｇ／Ｌ试验组达最高值，是对照组的
１５８倍；塔胞藻、巴夫藻０．５ｍｇ／Ｌ试验组ＣＡＴ活性达最高值，分别是对照组（０ｍｇ／Ｌ）的１．５、１．４倍；２种微藻体内
ＭＤＡ含量随乙草胺处理浓度增加而明显提高，塔胞藻、巴夫藻在２．５ｍｇ／Ｌ试验组达最高值，均为对照组１５倍以上。
一定浓度的乙草胺对塔胞藻及巴夫藻具有强烈的致毒胁迫效应，不同海洋微藻对乙草胺致毒胁迫的响应存在种属差异性。
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　　乙草胺是一种广泛使用的选择性酰胺类芽前除草剂，主
要适用于防除禾本科杂草和阔叶杂草，它能被杂草的幼芽和

幼根吸收，抑制杂草蛋白质合成而使杂草死亡［１－３］。由于酰

胺类除草剂具有较高的水溶性及相对较低的土壤吸附常数，

施用到农田的乙草胺容易通过渗透转移到浅层地下水或随雨

水径流而造成水体污染，直接或间接对人体健康造成危

害［４］。而乙草胺是我国使用最多的３种除草剂（甲草胺、乙
草胺和丁草胺）之一［５］，所以乙草胺使用后在环境中的归宿

及残留污染对人和动物的毒性成为学者关心的热点。

浮游藻类具有取材方便、易于培养和操作的特点，对化学

污染物的致毒胁迫敏感，浮游藻类受残留污染物致毒胁迫而

产生活性氧自由基，能够引发一系列氧化应激反应，产生有毒

代谢产物，对生物体的细胞造成损伤，最终导致细胞死亡［６］。

由超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）等组成的抗氧
化系统能够有效防御活性氧自由基的侵害。丙二醛（ＭＤＡ）
产生与脂质过氧化程度相关，可以指示细胞机体受到氧化损

伤的程度［７－９］。研究表明，许多农药能够抑制生物体内抗氧

化酶的活性，导致生物体内活性氧自由基含量的增加，对生物

体构成氧化胁迫。目前，国内外关于农药残留污染的研究主

要集中在它们对水生生物的急性毒性效应［１０］，而乙草胺对海

洋微藻抗氧化酶活性影响的研究尚属空白。本研究以江苏省

连云港市海州湾常见海洋微藻塔胞藻（Ｐｙｒａｍｉｄｏｍｏｎａｓｄｅｌｉｃａｔ
ｕｌａ）、绿色巴夫藻（Ｐａｖｌｏｖａｖｉｒｉｄｉｓ）为试验材料，研究水环境中

乙草胺对２种微藻的致毒胁迫效应。以叶绿素 ａ含量、超氧
化歧化酶活性、过氧化氢酶活性及丙二醛含量为指标，研究２
种海洋微藻的生长及细胞内抗氧化系统对乙草胺致毒胁迫的

响应，旨在提示农药污染对水环境破坏的严重性，揭示海洋微

藻作为环境毒理学评价指标的潜在应用，并为乙草胺的合理

安全使用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
塔胞藻、绿色巴夫藻均为淮海工学院海洋学院海藻实验

室保存种。微藻培养液采用 ｆ／２加富海水，海水采自连云港
市连岛海域（盐度３．１０％～３．２０％）涨潮时，醋酸纤维薄膜过
滤，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ待用。

乙草胺（济南天邦化工有限公司生产的５０％乳油）用蒸
馏水稀释为５００ｍｇ／Ｌ，备用。
１．２　方法
１．２．１　微藻培养方法　藻种在 ｆ／２培养液中培养到指数生
长期为接种物。微藻培养采用 ｆ／２海水培养液，不通气静止
培养，在无菌条件下将２０ｍＬ处于指数生长期的藻种接种于
装有 １８０ｍＬｆ／２培养液的 ５００ｍＬ锥形瓶中，光照度为
３０００ｌｘ，光—暗周期１２ｈ—１２ｈ，每天定时摇动３次，（２３±
１）℃下培养［１１］。

１．２．２　微藻生长测定　取培养至４ｄ的藻液１００ｍＬ，分别加
入０、１００、２００、３００、４００、５００μＬ乙草胺溶液，使乙草胺浓度分
别为０、０．５、１．０、１．５、２．０、２．５ｍｇ／Ｌ。采用吸光度法定时对
其生长进行测定。以接种时间为初始时间开始测定，每天定

时取出５ｍＬ藻液。以未接任何藻种的 ｆ／２加富海水营养液
为空白对照，在波长６８０ｎｍ下测定其 Ｄ６８０ｎｍ值，连续７ｄ

［１２］。

试验设３个平行组。
１．２．３　叶绿素ａ测定　采用丙酮提取法。取培养９６ｈ的藻
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液１０ｍＬ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集藻泥，加３ｍＬ８０％丙
酮，冻融３次，超声波破碎细胞、离心，上清液即为叶绿素ａ提
取液［１３］。

１．２．４　ＳＯＤ活性、ＣＡＴ活性、ＭＤＡ含量检测　试验根据南京
建成生物工程研究所试剂盒说明书进行。所有试验均重复３
次，数据取平均值，并分析其差异显著性。

２　结果与分析

２．１　乙草胺对塔胞藻、绿色巴夫藻生长特性的影响
由图１可见，处理组塔胞藻在培养３ｄ后，表现出强烈抑

制效应，０．５、１．０、１．５、２．０、２．５ｍｇ／Ｌ组培养７ｄ，Ｄ６８０ｎｍ分别
只有对照组的２４．０％、１８．０％、１０．０％、７．４％、６．４％。由图２
可见，低浓度的乙草胺（≤１．０ｍｇ／Ｌ）对绿色巴夫藻生长胁迫
作用不明显，在培养３ｄ后，生长水平与对照组（０ｍｇ／Ｌ）相
比，表现出抑制效应，０．５、１．０ｍｇ／Ｌ组培养７ｄ后，分别是对
照组的６９％、７０％；而１．５、２．０、２．５ｍｇ／Ｌ组表现出强抑制效
应，培养７ｄ后分别是对照组的１０．０％、６．０％、６．０％。乙草
胺浓度高于０．５ｍｇ／Ｌ，对２种微藻表现出明显抑制作用，说
明高浓度的乙草胺对塔胞藻、绿色巴夫藻具有强烈的致毒效

应。试验还证实，不同浓度乙草胺对不同微藻生长的胁迫作

用存在差异。

２．２　乙草胺对塔胞藻、绿色巴夫藻叶绿素ａ合成的影响
乙草胺对塔胞藻及绿色巴夫藻叶绿素ａ的影响主要表现

在降低叶绿素ａ的合成量，呈现明显的剂量效应（图３）。培
养至９６ｈ，与对照组相比，试验组塔胞藻及绿色巴夫藻叶绿素
ａ的含量均随浓度增加而降低，塔胞藻较绿色巴夫藻下降幅
度尤为明显，塔胞藻０．５、１．０、１．５、２．０、２．５ｍｇ／Ｌ试验组，叶
绿素ａ含量分别为对照组的５９％、５０％、３７％、３０％、２６％，经
分析，０．５、１．０ｍｇ／Ｌ组与对照组差异显著（Ｐ＜０．０５），而其他

各试验组与对照组相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）。绿色巴夫藻
０．５、１．０、１．５、２．０、２．５ｍｇ／Ｌ试验组叶绿素 ａ含量分别为对
照组的７７％、６５％、３８％、３１％、２８％，经分析，０．５、１．０ｍｇ／Ｌ
组与对照组差异不显著，而其他各试验组与对照组比较有极

显著差异（Ｐ＜０．０１）。２种微藻比较可知，低浓度乙草胺对
塔胞藻的叶绿素ａ合成致毒胁迫效应远大于绿色巴夫藻，高
浓度乙草胺对叶绿素 ａ合成的影响趋向一致，与“２．１”节所
述的生长状况结论是一致的，不同微藻对农药致毒胁迫的响

应存在较大的种属差异性。

２．３　乙草胺对塔胞藻、绿色巴夫藻ＳＯＤ活性的影响
乙草胺处理２种微藻９６ｈ后ＳＯＤ活性变化见图４，可见

低浓度乙草胺对２种微藻的 ＳＯＤ活性均表现诱导性上升。
塔胞藻在１．０ｍｇ／Ｌ试验组达最高值，是对照组的１．５８倍，差
异极显著（Ｐ＜０．０１）；随乙草胺质量浓度加大，ＳＯＤ活性逐渐
下降，２．５ｍｇ／Ｌ试验组恢复至对照组水平。绿色巴夫藻也在
１．０ｍｇ／Ｌ试验组达最高值，是对照组的１．８１倍，差异极显著
（Ｐ＜０．０１）；后缓慢降低，与塔胞藻类似，在２．５ｍｇ／Ｌ乙草胺
处理下恢复至对照组水平。

２．４　乙草胺对塔胞藻、绿色巴夫藻ＣＡＴ活性的影响
图５显示乙草胺处理２种微藻９６ｈ后 ＣＡＴ活性变化情

况，可见塔胞藻０．５ｍｇ／Ｌ试验组ＣＡＴ活性达最高值，是对照
组（０ｍｇ／Ｌ）的１．５倍；随乙草胺浓度的进一步上升而下降，
２．５ｍｇ／Ｌ试验组ＣＡＴ活性是对照组的９５％，基本恢复至对
照组水平。绿色巴夫藻也在０．５ｍｇ／Ｌ试验组ＣＡＴ活性达最
高值，是对照组的１．４倍；２．５ｍｇ／Ｌ试验组 ＣＡＴ活性是对照
组的９４％，基本恢复至对照组水平。各试验组与对照组比
较，差异性均不显著。

２．５　乙草胺对塔胞藻、绿色巴夫藻ＭＤＡ含量的影响
图６显示，９６ｈ培养时间内，２种微藻体内ＭＤＡ含量随
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乙草胺处理浓度增加而明显增高，２种微藻在０．５ｍｇ／Ｌ试验
组与对照组（０ｍｇ／Ｌ）相比即大幅度升高，且随乙草胺质量浓
度加大而明显增加；在２．５ｍｇ／Ｌ试验组达最高值，为对照组
１５倍；绿色巴夫藻在１．５ｍｇ／Ｌ时ＭＤＡ含量就高达对照组１５
倍，后增长趋势平缓，２．５ｍｇ／Ｌ试验组也达最高值，为对照组
１６倍，差异性均为极显著（Ｐ＜０．０１）。ＭＤＡ含量反映机体受
过氧化损伤程度，塔胞藻、绿色巴夫藻对乙草胺致毒胁迫的响

应存在差异。２种海洋微藻 ＭＤＡ含量变化与其生长特性的
响应是一致的。

３　讨论

农作物施用农药和沿海一些农药生产厂的排污已对近海

水域构成污染，目前，农药残留污染对海洋生物资源、养殖生

态环境的破坏性影响已引起广大学者的高度重视。因此监测

海洋农药残留污染对保护海洋生物资源及生态修复具有重要

意义，本研究用乙草胺残留污染对海洋微藻的致毒胁迫效应

进行初步研究，探讨其对海洋微藻毒性效应，为农业生产上合

理、安全使用酰胺类除草剂提供理论依据。

本研究以江苏省连云港市海州湾常见藻种塔胞藻、绿色

巴夫藻为供试藻，实验室条件下研究乙草胺致毒胁迫对２种
海洋微藻生长、抗氧化系统及叶绿素 ａ合成的影响。试验证
实，高浓度乙草胺具有强烈的毒性效应，从对叶绿素含量影响

情况看出，乙草胺对绿色巴夫藻的致毒胁迫效应远大于塔胞

藻，与对其生长特性胁迫影响的结论一致，不同微藻对农药致

毒胁迫的响应存在较大的种属差异性。乙草胺对海洋微藻的

毒性影响远大于另一种除草剂草甘膦［１４］。

ＳＯＤ和ＣＡＴ活性是好氧生物抗氧化机制的主要活性酶，
其活性变化可以反映微藻抵御污染物胁迫能力［１５］。本研究

显示，低浓度乙草胺对２种微藻的ＳＯＤ活性均有诱导性刺激

上升作用，反映微藻受乙草胺氧化胁迫，机体抗氧化能力增

强，而后随乙草胺浓度增加逐渐下降，在质量浓度１．０ｍｇ／Ｌ
时，ＳＯＤ活性达最高，在质量浓度 ２．５ｍｇ／Ｌ时恢复至对照组
水平，没有出现抑制效应，与刘霞等结论［１６］不一致，至于多少

质量浓度的乙草胺能诱导机体产生过量的超氧阴离子自由

基，超出机体的清除能力而导致藻体暴发性死亡，有待进一步

研究。对ＣＡＴ活性表现趋势同ＳＯＤ。ＭＤＡ是生物膜中多种
不饱和脂肪酸在活性自由基攻击后产生的过氧化产物，其含

量高低反映藻细胞膜过氧化损伤程度，２种ＭＤＡ含量反应与
其生长特性的响应一致，９６ｈ培养时间，随乙草胺处理浓度
加大，ＭＤＡ含量显著增加，表明微藻体内活性自由基积累，脂
质过氧化产物增加，有毒代谢产物大量积累，ＭＤＡ含量与污
染物的浓度呈正相关，与刘霞等试验结果［１６－１７］一致。

本研究没有涉及其他环境因素，对于乙草胺致毒效应机

制以及微藻的种属差异、微藻的适应机制等需要进一步深入

研究。
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