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摘 要

藻类是研究水生毒理学的很好的材料之一
,

对其毒性是评价化合物危害的基本效据
,

也是研究化合物结构与生物效应的手段之一 通过侧定工业废水
,

效种梢基芳烃及多种

有机锡对藻类的毒性
,

发现荆量与效应间有很好的相关性
,

化合物结构与效应之间也有

一定的规律
�

关工词
�

藻类
,

半数生长抑制浓度
,

硝基芳烃
,

有机锡
�

藻类广泛存在于各种天然水体
,

它种类族多
,

个体小
,

生长繁殖迅速
,

对毒物的毒

性敏感
�

它长时间在水体中生长
,

能较好地反映有害物的综合效应
�

它又是水体的初级

生产力之一
,

藻类种群和数量的变化
,

将影响鱼
、

虾等水产的发展
�

藻类中有许多是世

界性品种
,

实验室培养也比较容易
,

方法简便
,

实验周期短
,

因此是研究水生生态毒理

学很好的也是必不可少的材料之一
�

�

仪器
、

试荆及藻种
�

�

� 仪器

光照培养箱
、

恒温振荡器
、

离心沉淀器
、

显微镜
、

分光光度计
、

照度计
、

血球计数

板
、

烧杯和三角瓶玻璃仪器
�

�
�
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常量成分及微量成分分别配成储备液
,

再混合
,

并调 � � 至 �� �一 �� ��
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待测化学品以水配制成不同浓度
.

1
.
3 藻种

常用有小球藻 (‘祝加以七
之

叫卿七
,

c

.

几尸曰勿血b 勿 )
,

栅列藻 临浇伙拙砚粉以 , 及心甲晚血
, ,

召
.
孕目介‘

-

如闭阮
,
月
.

〔

观咖附)
,

月芽藻 (&丛黝创
~

ca 尹
~

以廿州 )
,

扁藻 (几龙护爪加招 印
.
) 等〔

2一
4].

2
.

操作步骤

2
.
1 藻种预培养

实验前两周将保存的藻种转移到三角烧瓶中进行扩繁和驯化培养
,

4d 移种一次
,

使

藻种达到纯化和同步生长
,

并记录每天的生长速度
,

做出生长曲线
.

2
.
2 实验条件

将培养好的藻种
,

在 3000
r/m in 离心 sm in

,

吸去上清液
,

加入适量等渗缓冲液
,

悬

浮洗涤
,

再离心
,

以去除营养物及其他物质
,

在 60 ml 试验液中加入适量藻液
,

使初始浓

度约 l创一10
5
个细胞/m l

,

培养温度 2。一 25 士 l℃
,

不同种类的适宜温度有所不同
,

以白

色 日光灯连续照明或 12 h 照明
,

1
2h 黑暗

,

平均照度 4000 lux 往复或旋转振荡培养
.

除对照外
,

各待测化合物设 5 个浓度
,

每个浓度最少做两个重复
.

实验前及实验后 12 ,

24

,

36

,

48

,

96
h

,

分别记录藻类的生长情况
.
通常有细胞计数

法
、

光密度法
、

叶绿素
a 法

、

A T P 测法
、

荧光法
、 ’‘

c 同位素法等[l.
,

,

5 〕
.

3
.

计算方法

3
.
1 阻碍生长实验法计算 Ec

(N
:
/万

。
)

‘
一

‘n

几二厄石一
山

I
n 万

‘

一in N
o

t一 t
o

U : 相对最大生长速度
; N 。 ,

N

: :

分别为对数期开始期 (t 。) 和后期 (t ) 的细胞数
.

阻碍率~
乙
万。
一 乙厂切

x

U
b

沐 10 0

U6
:
对照组的生长速度

,

氏
::
有洪试化合物时的生长速度

.

将供试化合物浓度与生长速度阻碍率进行一元线性回归
,

求 EC50值
.

3
.
2 概率单位法计算 EC 50



期 黄国兰等
:
有机污染物对藻类毒性的测定

以对照组的生长百分率 (K ) 为 100 %
,

求出各处理组的生长百分率 (, )
,

查百分比

与概率单位对照表得经验概率单位
; 以浓度的对数为横座标

,

以经验概率单位为纵坐标

制图
,

在曲线上任选两点
,

对应的概率单位 Y
, ,

y
:

和剂量对数 X
; ,

X
:

相关
.

Y 一Y 一
Y
Z
一Y
I

x 一x
,
一 x

Z
一灭

:争 y ”
a
+ 乙X

求出
。 ,

b 值
,

代入各剂量对数
,

求得概率单位计算值
,

反查表得估计生长率 (对) (以小

数表示 ) 和估计生长百分率 (W ) (以百分数表示 )
:

求卡方值-
(r一W )2

天」叮 (l 一M )

计算时不带百分号
,

将各处理的卡方值相加 艺尸
,

查卡方值表
,

凡反应百分率为 0 或

100 % 的剂量数不计算在内
,

若 尸大于 0
.
05 表示差异不显著

,

该试验可靠
,

即可计算 EC50

值
.

4. 实例介绍与注意事项

4
.
1 矿山废水对藻类的毒性[6j

以小球藻 (C
.
乃尸臼如“匕如 ) 研究废水 (其中含有浮选剂及重金属等) 的毒性

,

用 SE 培

养液稀释废水
,

配成相差 1
.
5 倍的 7个浓度级别

,

测定光密度变化
,

经计算其 48 h 时的

Ec
s。
一 l八5

.
29 稀释比

.
若以上游的清洁河水作为稀释液

,

其 EC
S。
一 1/ 60

.
67

,

显示毒性

偏高
.

4
.
2 九种硝基芳烃化合物对藻类的毒性

用斜生栅藻 (S
.

之

观咖哪) 研究了九种硝基芳烃化合物的毒性
,

由表 1 可见
,

不同结

构的硝基芳烃毒性不同
.

表 l 九种硝基芳烃对斜生姗藻的 EC
S。
值 (48h)

T.目e 1 EC s。 of 5
.

浏冲.“ 加
r njn e nitr y l ar om atic hy dr oc习r bo ns

化 合 物 1叨C
S。 化 合 物 叨C

so

‘月�勺J,�七
9
OJ内才,‘

.

…
,d恤曰ld
3

通勺一匕一bo‘�匕一Un�Q�CJnU..

…
��二JJ工.J任‘,邻

一

硝基苯

间
一

硝基苯

对
一

硝基苯

2
.
4一二硝基甲苯

2. 6
一

二硝荃甲苯

邻
一

硝基抓苯

间
一

硝基抓苯

对
一

硝基甲苯

硝基苯

经预培养侧定斜生姗藻进入对数生长初期大约是 1“1
.
5d

,

此时接种最好
,

在以后

48卜 的试验期中
,

对照组细胞数可增加 1
一

。倍
,

实验组抑制效果明显
,

误差也较小
;
细胞

计数时以 4 次读数为好
,

即保证了可信度
,

噢不至太花时间
; 因受毒物的作用

,

细胞形

态结构及分裂会受到影响
,

除非原生质完全解体
,

其他均计算在内
,

正在分裂而未成为

独立个体的细胞
,

仍按一个计算
.
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4
.
3 不同形态有机锡化合物对藻类的毒性

研 究了十六种不同形态有机锡化合物 (R
一

sn

一

x) 对斜生栅藻 (S
.
喇咖哪 ) 及扁藻

(月目 , 搜
~

印
.
)的生长影响

.
测定了 EC

50要通过显微摄影观察藻细胞的形态
、

结构和分裂
.

十六种有机锡化合物都不同程度地影响藻的生长
,

低浓度和中等浓度时
,

细胞体积增大
,

叶绿体分散
,

子细胞不能分开
,

有的形成链状或星芒状
;
高浓度时

,

叶绿体褪色
,

质壁

分离
,

细胞死亡
.
根据 EC

S。
和分子量 (M 勘 ) 计算各化合物的毒性值 T ~ (EC so/ M

sn)一 ’ ,

可

以看出其毒性强弱与形状有关
,

三取代有机锡》二取代有机锡) 一取代有机锡
; 同一取

代系列中
,

烷基 R 越大
,

毒性越大
;
当 x 是易解离的不同无机离子时

,

对毒性影响不大
,

但若 x 是较大的难解离的有机基团时
,

则会延缓毒性作用的表现
.
十六种有机锡化合物

对这两种藻的 ECs
。

具有一定的相关性
.
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