
hjh
x.r

cee
s.a

c.c
n

第 ３７ 卷　 第 １ 期

２０１８ 年　 　 １ 月

环　 境　 化　 学

ＥＮＶＩＲＯＮＭＥＮＴＡＬ ＣＨＥＭＩＳＴＲＹ
Ｖｏｌ． ３７， Ｎｏ． １
Ｊａｎｕａｒｙ ２０１８

　 ２０１７ 年 ４ 月 ７ 日收稿（Ｒｅｃｅｉｖｅｄ：Ａｐｒｉｌ ７， ２０１７） ．

　 ∗国家自然科学基金（４１３７１４６８）资助．

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （４１３７１４６８） ．

　 ∗∗通讯联系人， Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙｉｎｇｇｅ７１１＠ ｎｊａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ， Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｙｉｎｇｇｅ７１１＠ ｎｊａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

ＤＯＩ：１０．７５２４ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．０２５４⁃６１０８．２０１７０４０７０２
郑燕恒， 李颢， 张春华，等．胞内砷磷含量和比值对莱茵衣藻砷酸盐和亚砷酸盐耐性的影响［Ｊ］ ．环境化学，２０１８，３７（１）：７５⁃８１．
ＺＨＥＮＧ Ｙａｎｈｅｎｇ， ＬＩ Ｈａｏ， ＺＨＡＮＧ Ｃｈｕｎｈｕａ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｒｓｅｎｉｃ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｔｈｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ａｒｓｅｎａｔｅ
ａｎｄ ａｒｓｅｎｉｔｅ ｉｎ Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ［Ｊ］ ．Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１８，３７（１）：７５⁃８１．

胞内砷磷含量和比值对莱茵衣藻砷酸盐和
亚砷酸盐耐性的影响∗

郑燕恒１　 李　 颢１　 张春华２　 葛　 滢１∗∗

（１． 南京农业大学资源与环境科学学院，江苏省海洋生物学重点实验室， 南京， ２１００９５；
２． 南京农业大学生命科学实验中心，元素与生命科学示范实验室， 南京， ２１００９５）

摘　 要　 为探索胞内砷（Ａｓ）与磷（Ｐ）含量和比值与莱茵衣藻 Ａｓ 耐性的关系，本文设置两个磷酸盐（ＰＯ３－
４ ）和系

列砷酸盐（Ａｓ（Ｖ））、亚砷酸盐（Ａｓ（Ⅲ））浓度，处理 ７２ ｈ 后测定莱茵衣藻生长情况和胞内 Ａｓ、Ｐ 含量，并以培养液

Ａｓ 浓度（［Ａｓ］ ｄｉｓ）、胞内 Ａｓ 含量（［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ）、胞内砷磷比（［Ａｓ：Ｐ］ ｉｎｔｒａ）推算半数效应浓度（ＥＣ５０），比较这 ３ 种指

标对莱茵衣藻 Ａｓ 耐性的评价效果．结果表明，随着［Ａｓ］ ｄｉｓ的增加，莱茵衣藻［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ上升，提高培养液 ＰＯ３－
４ 浓度

不影响Ａｓ（Ⅲ）处理下的［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ，但显著降低了Ａｓ（Ｖ）处理下的［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ ．以［Ａｓ］ ｄｉｓ表征 ＥＣ５０时，两种 ＰＯ３－
４ 水平

（０．３１５、３．１５ ｍｇ·Ｌ－１）下的Ａｓ（Ⅲ）⁃ＥＣ５０（２０９０．３、２１１８３．６ μｇ·Ｌ－１⁃Ａｓ）明显高于Ａｓ（Ｖ）⁃ＥＣ５０（１６２．１、２３５８．３ μｇ·Ｌ－１⁃Ａｓ）．基
于［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ的 ＥＣ５０数据显示，ＰＯ３－

４ 水平不影响Ａｓ（Ⅲ）⁃ＥＣ５０（１２３．９、１２５．０ μｇ·ｇ－１⁃Ａｓ⁃ｄｗ），但显著影响Ａｓ（Ｖ）⁃ＥＣ５０

（７．４、５８．６ μｇ·ｇ－１⁃Ａｓ⁃ｄｗ）．由［Ａｓ：Ｐ］ ｉｎｔｒａ推算的 ＥＣ５０可知，ＰＯ３－
４ 对两种形态 Ａｓ 毒性的影响相反，Ａｓ（Ⅲ）⁃ＥＣ５０分别

为 ２１．１、６．１（ｍｏｌ ／ ｍｏｌ，Ａｓ ／ Ｐ），Ａｓ（Ｖ）⁃ＥＣ５０分别为 １．３、３．４（ｍｏｌ ／ ｍｏｌ，Ａｓ ／ Ｐ）．研究结果说明，Ａｓ（Ｖ）对该藻的毒性大

于Ａｓ（Ⅲ），莱茵衣藻对Ａｓ（Ｖ）和Ａｓ（Ⅲ）的耐性除了受到培养液 ＰＯ３－
４ 浓度的制约外，还受到胞内 Ａｓ、Ｐ 含量及其

比值的影响．
关键词　 莱茵衣藻， 砷， 磷， 砷耐性．

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｒｓｅｎｉｃ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｔｈｅ
ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ａｒｓｅｎａｔｅ ａｎｄ ａｒｓｅｎｉｔｅ ｉｎ Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ

ＺＨＥＮＧ Ｙａｎｈｅｎｇ１ 　 　 ＬＩ Ｈａｏ１ 　 　 ＺＨＡＮＧ Ｃｈｕｎｈｕａ２ 　 　 ＧＥ Ｙｉｎｇ１∗∗

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｒｅｓｏｕｒｃｅ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｍａｒｉｎｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ，
Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｊｉｎｇ， ２１００９５， Ｃｈｉｎａ；　 ２． Ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｅｌｅｍｅｎｔ ａｎｄ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ，

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｃｅｎｔｒｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｊｉｎｇ， ２１００９５， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｒｓｅｎｉｃ（Ａｓ） ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ（Ｐ）
ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒａｔｉｏｓ ｗｉｔｈ Ａｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｉｎ Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ， ｔｗｏ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ （ ＰＯ３－

４ ）
ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ ａｒｓｅｎａｔｅ （Ａｓ（Ｖ）） ａｎｄ ａｒｓｅｎｉｔｅ （Ａｓ（Ⅲ）） ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｓｅｔ ｕｐ， ａｎｄ
ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｃ． ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ Ａｓ ａｎｄ Ｐ ｉｎ ｔｈｅ Ｃ． ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ７２ ｈ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ． Ｔｈｅ ｈａｌｆ ｍａｘｉｍａｌ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅｓ （ＥＣ５０） ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ Ａｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｇｒｏｗｔｈ ｍｅｄｉａ （［Ａｓ］ ｄｉｓ）， ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｒｓｅｎｉｃ ｃｏｎｔｅｎｔ （［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ） ａｎｄ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ
ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｒｓｅｎｉｃ ｔｏ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ （［ Ａｓ： Ｐ ］ ｉｎｔｒａ ） ｗｅｒｅ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
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７６　　　 环　 　 境　 　 化　 　 学 ３７ 卷

［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ ｏｆ Ｃ． ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ［Ａｓ］ ｄｉｓ ． Ｈｉｇｈｅｒ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＰＯ３－
４ ｉｎ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ

ｄｉｄ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ ｕｎｄｅｒ Ａｓ （Ⅲ） ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｂｕｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｔ ｕｎｄｅｒ Ａｓ（Ｖ）
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ｗｈｅｎ ＥＣ５０ ｉｓ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ ［Ａｓ］ ｄｉｓ， Ａｓ（Ⅲ）⁃ＥＣ５０（２０９０． ３， ２１１８３． ６ μｇ·Ｌ－１⁃Ａｓ
ｕｎｄｅｒ ｔｗｏ ＰＯ３－

４ ｌｅｖｅｌｓ） ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ Ａｓ（Ｖ）⁃ＥＣ５０（１６２．１， ２３５８．３ μｇ·Ｌ－１⁃Ａｓ）．
Ｔｈｅ ｄａｔａ ｏｆ ［Ａｓ］ｉｎｔｒａ ＥＣ５０ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＰＯ３－

４ ｌｅｖｅｌ ｄｉｄ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ Ａｓ（Ⅲ）⁃ＥＣ５０（１２３．９， １２５．０ μｇ·ｇ－１⁃Ａｓ⁃ｄｗ），
ｂｕｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｆｅｃｔｅｄ Ａｓ（Ｖ）⁃ＥＣ５０ （ ７． ４， ５８． ６ μｇ·ｇ－１⁃Ａｓ⁃ｄｗ）． Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＥＣ５０ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ
［Ａｓ：Ｐ］ ｉｎｔｒａ， ｗｅ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＯ３－

４ ｏｎ ｔｈｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｗｏ Ａｓ ｓｐｅｃｉｅｓ ｗａｓ ｏｐｐｏｓｉｔｅ． Ｔｈｅ
Ａｓ（Ⅲ）⁃ＥＣ５０ ｗｅｒｅ ２１．１ ａｎｄ ６．１（ｍｏｌ ／ ｍｏｌ， Ａｓ ／ Ｐ）， ｗｈｉｌｅ Ａｓ（Ｖ）⁃ＥＣ５０ ｗｅｒｅ １．３ ａｎｄ ３．４（ｍｏｌ ／ ｍｏｌ，
Ａｓ ／ Ｐ）． Ｔａｋｅｎ ｔｏｇｅｔｈｅｒ， ｔｈｅｓｅ ｄａｔａ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ Ａｓ（Ｖ） ｗａｓ ｍｏｒｅ ｔｏｘｉｃ ｔｏ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ ｔｈａｎ
Ａｓ（Ⅲ）． Ｔｈｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｏｆ Ａｓ（Ⅴ） ａｎｄ Ａｓ （Ⅲ） ｂｙ Ｃ． ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ ｗａｓ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＰＯ３－

４

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ， ｂｕｔ ａｌｓｏ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ａｓ ａｎｄ Ｐ ｃｏｎｔｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒａｔｉｏｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ， ａｒｓｅｎｉｃ， ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ， ａｒｓｅｎｉｃ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ．

随着世界经济的快速发展，矿山开采、金属冶炼、农药施用等工农业活动的不合理排放造成了大量

含砷化合物进入环境，导致周围的土壤、地下水和河流被污染，并随河流从陆地迁移到海洋，导致地球水

生态系统砷污染日益严重，在一些采矿水中砷浓度可以高达 ８５０ ｍｇ·Ｌ－１ ［１－２］，远远高于砷在 ＷＨＯ 饮用

水的标准（１０ μｇ·Ｌ－１）．砷污染已成为人们普遍关注的环境污染问题之一［３］ ．
微藻在水环境中广泛存在，具有表面积大、吸附吸收能力强等特点，在砷污染水体净化上具有良好

的应用前景［４⁃５］ ．在众多微藻中，莱茵衣藻具有遗传背景清楚、培养条件相对简单、生长周期短等优点，具
有较强的砷富集能力［１，５⁃８］ ．

研究表明，砷的毒性受其总量影响，但更取决于其形态［９］ ．水体中的砷以无机砷（包括砷酸盐Ａｓ（Ｖ）
和亚砷酸盐Ａｓ（Ⅲ））为主．以往研究发现，莱茵衣藻对Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ｖ）的耐性存在不同的结果．例如，
Ｋａｉｓｅ 等［７］和 Ｗａｎｇ 等［５］ 研究莱茵衣藻Ａｓ（Ⅲ）的 ＥＣ５０值分别为 ７５０、１３２．２ ｍｇ·Ｌ－１，Ｙｉｎ 等［８］ 与 Ｗａｎｇ
等［１］研究得到Ａｓ（Ｖ）的 ＥＣ５０值分别为 ７５、３３．５ ｍｇ·Ｌ－１ ．

不同形态砷进入微藻细胞的途径不同［４］，致毒机理也不同［１０⁃１１］ ．砷酸盐与磷酸盐的性质类似，因此

Ａｓ（Ｖ）通过磷酸盐通道进入细胞，而亚砷酸盐主要由水⁃甘油通道蛋白转运．研究表明，莱茵衣藻对

Ａｓ（Ｖ）和Ａｓ（Ⅲ）的吸收都受到磷酸盐含量的影响［１，５］ ．磷酸盐含量增加抑制了Ａｓ（Ｖ）吸收［１］，与胞内 Ｐ
含量上升、磷转运蛋白数量降低有关．磷酸盐对Ａｓ（Ⅲ）吸收的影响可能是磷酸盐与亚砷酸盐之间存在非

竞争性抑制作用，改变了转运体的空间构象［５］，也可能是磷酸盐影响了Ａｓ（Ⅲ）氧化为Ａｓ（Ｖ）的速率造

成的［１２］ ．但是，莱茵衣藻对Ａｓ（Ｖ）和Ａｓ（Ⅲ）的耐性差异及其与培养基磷水平的关系还缺乏系统的研究．
为此，本文设置不同 Ａｓ、Ｐ 处理，探讨培养液和莱茵衣藻胞内的 Ａｓ、Ｐ 含量及其比值对两种形态 Ａｓ

的吸收和毒性的影响，以期为微藻在水环境砷污染修复中的应用提供依据．

１　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　 试验材料

莱茵衣藻（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ）购于中国科学院水生物研究所（中国，武汉）．莱茵衣藻培养基

采用 ＴＡＰ （ｔｒｉｓ⁃ａｃｅｔａｔｅ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ）培养基，ｐＨ 值为 ７．０，在 １２１ ℃下灭菌 ３０ ｍｉｎ；培养条件：昼 ／夜光照条

件为 １２ ｈ ／ １２ ｈ，温度 ２５ ℃ ／ ２０ ℃，光照强度为 ２０００ ｌｕｘ；且在藻种传代扩增及培养过程中均保证无菌

操作．
１．２　 试验方法

１．２．１　 莱茵衣藻对砷酸盐和亚砷酸盐的毒性试验

采用 ７２ ｈ 生长抑制试验，将对数生长期的莱茵衣藻缺 Ｐ 驯化 ３ ｄ 后接种，初始藻细胞浓度 ＯＤ６８０值

０．０６（即细胞数为 １０５ ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１），接种 ２５ ｍＬ 藻液至 ５０ ｍＬ 锥形瓶中培养，整个接种过程中在超净工作

台中进行．设置 ２ 个不同 ＰＯ３－
４ 水平（Ｐ １、Ｐ ２），浓度分别为 ０．３１５、３．１５ ｍｇ·Ｌ－１，每个 ＰＯ３－

４ 水平下设置 ７ 个



hjh
x.r

cee
s.a

c.c
n

　 １ 期 郑燕恒等：胞内砷磷含量和比值对莱茵衣藻砷酸盐和亚砷酸盐耐性的影响 ７７　　　

不同Ａｓ（Ｖ）和Ａｓ（Ⅲ）处理浓度（表 １），每组设置 ３ 个重复，以不加砷的藻液作为对照组．分别在 ０、２４、
４８、７２ ｈ 利用酶标仪测定细胞密度 ＯＤ６８０值．
１．２．２　 相对生长率 μ 计算公式

Ｋｅ ＝
ｌｎ ＯＤＴ２－ｌｎ ＯＤＴ１

Ｔ２－Ｔ１
　 　 Ｋｃ ＝

ｌｎ ＯＤＴ２－ｌｎ ＯＤＴ１

Ｔ２－Ｔ１
（１）

μ ＝
Ｋｅ

Ｋｃ

× １００％ （２）

式中，ＯＤＴ１是 Ｔ１ 时间点藻液的光密度 ＯＤ６８０值，ＯＤＴ２是 Ｔ２ 时间点藻液的光密度 ＯＤ６８０值；Ｋｃ 表示空白对

照组莱茵衣藻生长速率，Ｋｅ 表示处理组莱茵衣藻生长速率．

表 １　 莱茵衣藻在 Ｐ１和 Ｐ２条件下砷（Ａｓ（Ⅲ）、Ａｓ（Ⅴ））的毒性试验中各处理组（Ａ－Ｇ）砷的处理浓度（μｇ·Ｌ－１ ⁃Ａｓ）

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｒｓｅｎｉｃ （Ａｓ（Ⅲ）， Ａｓ（Ⅴ）） ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ （μｇ·Ｌ－１ ⁃Ａｓ） ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（Ａ－Ｇ）
ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｆｏｒ Ｃ． ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ ｕｎｄｅｒ Ｐ１ ａｎｄ Ｐ２ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

Ａｓ（Ⅲ） Ａｓ（Ｖ）
Ｐ１ Ｐ２ Ｐ１ Ｐ２

Ａ ２００ ５００ ２０ ２００

Ｂ ５００ １０００ ５０ ５００

Ｃ ８００ １００００ １００ ８００

Ｄ ２０００ ２００００ ２００ ２０００

Ｅ ６０００ ４００００ ３００ ５０００

Ｆ １００００ ６００００ ５００ １００００

Ｇ ２００００ ８００００ ８００ ２００００

１．２．３　 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 模型的剂量效应曲线

用半数效应浓度 ＥＣ５０值（导致莱茵衣藻细胞生长速率降低 ５０％的 Ａｓ 浓度）来表示Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ｖ）

对莱茵衣藻的毒性．结果计算通过用 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ １２．５ 软件里 Ｓ 型剂量－效应曲线方程（３）拟合［１３］：

ＢＲ＝ＢＲｍｉｎ＋
ＢＲｍａｘ－ＢＲｍｉｎ

１＋１０ ｌｏｇＥＣ５０－ＢＲ( ) ×Ｈｉｌｌｓｌｏｐｅ （３）

式中，ＢＲ 代表生物效应，ＢＲｍｉｎ和 ＢＲｍａｘ分别对应最小和最大的生物效应，ＥＣ５０是导致莱茵衣藻细胞生长

速率降低 ５０％的Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ｖ）浓度（ｍｇ·Ｌ－１），Ｈｉｌｌｓｌｏｐｅ 值来反应曲线斜率因子．
１．２．４　 莱茵衣藻样品中总 Ａｓ、Ｐ 含量的测定

Ａｓ 处理 ７２ ｈ 后，离心（６０００ ｇ·ｍｉｎ－１，２ ｍｉｎ）收集藻样和上清液，藻样分别用冷的 ０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐

缓冲液（ｐＨ ７．０）和去离子水清洗 ３ 遍，藻样冷冻干燥，培养液放置－６０ ℃低温冰箱保存待测．藻细胞总

Ａｓ 和 Ｐ 含量测定如下：称量 ５０ ｍｇ 冷冻干燥的莱茵衣藻样品于消煮管中，加入 ２ ｍＬ 硝酸⁃高氯酸的混酸

（ＶＨＮＯ３
∶ＶＨＣｌＯ４ ＝ ４∶１）溶液［１４］，浸没过夜．使用石墨消解仪（海能 ＳＨ２３０，上海海能实验仪器科技有限公司）

在 １２０±２ ℃下电热消解至溶液澄清透明，赶酸消煮至管内剩下 ０．５ ｍＬ 左右的液体，静置冷却，将消煮液

及消煮管的润洗液转移至 １０ ｍＬ 容量瓶，加入 ０．５ ｍＬ 浓盐酸（优级纯）、１ ｍＬ 的还原剂（１０％硫脲和

１０％抗坏血酸混合溶液）后用去离子水定容至 １０ ｍＬ．同时以不加莱茵衣藻的相同体系作为试剂空白．总
Ａｓ 含量测定采用氢化物发生⁃原子荧光光谱仪（ＨＧ⁃ＡＦＳ，ＡＦＳ⁃８２３０，北京吉天仪器有限公司）进行测

定［１５］ ．样品中的总 Ｐ 含量测定使用电感耦合等离子体原子发射光谱法（ ＩＣＰ⁃ＡＥＳ， ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ Ｏｐｔｉｍａｌ
２１００ＤＶ， ＵＳＡ）测定．方法的可靠性采用同批次消解标准物质米粉（ＮＩＳＴ⁃ＳＲＭ １５６８ｂ）进行评估［１６］，标准

物质米粉中总 Ａｓ 和总 Ｐ 的回收率分别为 ８９％—１０３％、９５％—１１０％，说明测定实验数据可靠．
１．３　 数据分析

采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 进行数据处理、ＳｉｇｍａＰｌｏｔ １２．５ 作图，并采用 ＳＰＳＳ ２０．０ 进行差异显著性分析（Ｐ＜
０．０１）．实验数据为平均值±标准偏差（ｎ＝ ３）．
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２　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

２．１　 Ａｓ（Ⅲ）对莱茵衣藻的毒性

Ａｓ（Ⅲ）毒性试验结果显示，莱茵衣藻胞内砷含量（［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ）随着胞外砷浓度（［Ａｓ］ ｄｉｓ）的增加而增

加，但 Ｐ １和 Ｐ ２条件下，藻细胞内［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ含量相似（图 １ａ）．为比较不同磷水平下莱茵衣藻对Ａｓ（Ⅲ）耐性

差异，以不同处理组相对于各自对照组的相对生长率 μ 与 Ａｓ 处理浓度［Ａｓ］ ｄｉｓ通过 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 剂量－效应曲

线关系作图 （图 ２ａ， ２ｃ， ２ｅ），结果发现，在 Ｐ １、 Ｐ ２ 条件下以 ［ Ａｓ］ ｄｉｓ 表征 ＥＣ５０ 时分别为 ２０９０． ３、
２１１８３．６ μｇ·Ｌ－１⁃Ａｓ（图 ２ａ），两者之间耐性相差 １０ 倍，显然 Ｐ ２条件下莱茵衣藻对Ａｓ（Ⅲ）耐性要高于 Ｐ １

条件下．当基于［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ表示时，在 Ｐ １、Ｐ ２条件下莱茵衣藻对Ａｓ（Ⅲ）耐性无差异，它们的 ＥＣ５０值分别为

１２３．９、１２５．０ μｇ·ｇ－１⁃Ａｓ⁃ｄｗ（图 ２ｃ），此时两者之间的剂量效应曲线几乎接近重合．当剂量参数基于胞内

砷磷比值（［Ａｓ：Ｐ］ ｉｎｔｒａ）来表示 ＥＣ５０值时，Ｐ １、Ｐ ２条件下 ＥＣ５０值为 ２１．１、６．１（ｍｏｌ ／ ｍｏｌ，Ａｓ ／ Ｐ）（图 ２ｅ），两者

之间毒性相差近 ４ 倍，说明胞内 Ａｓ、Ｐ 含量比值能明显影响Ａｓ（Ⅲ）的毒性．

图 １　 Ａｓ（Ⅲ）（ａ）和Ａｓ（Ｖ）（ｂ）毒性实验中在 Ｐ１、Ｐ２水平和不同砷浓度（［Ａｓ］ ｄｉｓ， μｇ·Ｌ－１ ⁃Ａｓ）

条件下莱茵衣藻细胞砷含量（［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ， μｇ·ｇ－１ ⁃Ａｓ⁃ｄｗ）

Ｆｉｇ．１　 Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｒｓｅｎｉｃ ｃｏｎｔｅｎｔ（［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ， μｇ·ｇ－１ ⁃Ａｓ⁃ｄｗ） ｏｆ Ｃ． ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ

Ａｓ（Ⅲ）（ａ） ａｎｄ Ａｓ（Ｖ）（ｂ） （［Ａｓ］ ｄｉｓ， μｇ·Ｌ－１ ⁃Ａｓ） ｉｎ ｔｈｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｕｎｄｅｒ Ｐ１ ａｎｄ Ｐ２ ｌｅｖｅｌｓ

上述结果表明，莱茵衣藻对Ａｓ（Ⅲ）有较强的耐性，这与 Ｋａｉｓｅ 等［７］ 和 Ｗａｎｇ 等［５］ 结果一致，但是所

得 ＥＣ５０值（２１．２ ｍｇ·Ｌ－１⁃Ａｓ）明显小于他们的结果（７５０ ｍｇ·Ｌ－１⁃Ａｓ、１３２．２ ｍｇ·Ｌ－１⁃Ａｓ）．由此可知，即使对

于同一种藻类，砷的毒性受到藻细胞密度、温度、ｐＨ、光强、磷酸盐浓度、砷胁迫浓度和时间等多种因素

的影响［１７⁃１８］ ．当基于［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ⁃ＥＣ５０时，莱茵衣藻在正常磷、低磷条件下的 ＥＣ５０值无显著性差异（图 ２ｃ），分
别为 １２５．０、１２３．９ μｇ·ｇ－１⁃Ａｓ⁃ｄｗ，这与图 １ａ 中 Ｐ １、Ｐ ２水平下胞内［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ含量近似相一致，说明Ａｓ（Ⅲ）对
莱茵衣藻的毒性是受细胞内 Ａｓ 含量控制的，而培养液中的 ＰＯ３－

４ 水平对藻细胞 Ａｓ 含量没有明显影响．
当剂量参数基于［Ａｓ：Ｐ］ ｉｎｔｒａ⁃ＥＣ５０时，Ｐ １和 Ｐ ２水平下的 ＥＣ５０值有显著性差异，分别为 ２１．１、６．１（ｍｏｌ ／ ｍｏｌ，
Ａｓ ／ Ｐ）（表 ２），表明提高培养液 ＰＯ３－

４ 增加了胞内 Ｐ 含量，但不会增强莱茵衣藻对Ａｓ（Ⅲ）的耐性，这可能

是由于Ａｓ（Ⅲ）的吸收是通过水通道蛋白而非磷酸盐通道，以及Ａｓ（Ⅲ）解毒主要是通过与疏基物质（如
谷胱甘肽、植物螯合肽等）结合和外排等途径［１９－２１］，与磷酸盐没有直接的关系．
２．２　 Ａｓ（Ｖ）对莱茵衣藻的毒性

图 １ｂ 中，胞内［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ随着毒性试验开始时胞外［Ａｓ］ ｄｉｓ的增加而呈线性增加，但在 Ｐ １条件下胞内

［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ明显高于 Ｐ ２条件下．Ａｓ（Ｖ）对不同 Ｐ 水平下莱茵衣藻相对生长率 μ 的抑制情况如图 ２ｂ，２ｄ， ２ｆ．
当基于［Ａｓ］ ｄｉｓ表示 ＥＣ５０时，在 Ｐ １、Ｐ ２条件下莱茵衣藻对Ａｓ（Ｖ）毒性有显著差异，ＥＣ５０值分别为 １６２．１、
２３５８．３ μｇ·Ｌ－１⁃Ａｓ（图 ２ｂ），两者之间相差 １５ 倍．当基于［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ表示 ＥＣ５０时，不同磷酸盐水平下莱茵衣藻
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对Ａｓ（Ｖ）毒性也有显著差异（ＥＣ５０分别为 ７．４、５８．６ μｇ·ｇ－１⁃Ａｓ⁃ｄｗ），这与 Ｐ １、Ｐ ２条件下胞内［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ明显

不同相一致（图 １ｂ）．当基于胞内砷磷比（［Ａｓ：Ｐ］ ｉｎｔｒａ）来表示 ＥＣ５０时，不同 Ｐ 水平下Ａｓ（Ｖ）毒性差异减

小，ＥＣ５０值分别为 １．３、３．４（ｍｏｌ ／ ｍｏｌ，Ａｓ ／ Ｐ）（图 ２ｆ），这与Ａｓ（Ⅲ）处理下的毒性结果刚好相反．

图 ２　 在 Ｐ１和 Ｐ２水平下Ａｓ（Ⅲ）（ａ， ｃ， ｅ）、Ａｓ（Ｖ）（ｂ， ｄ， ｆ）的毒性实验中，基于不同条件下莱茵衣藻细胞相对

生长率 μ 的相对变化．ａ， ｂ：不同砷浓度［Ａｓ］ ｄｉｓ（μｇ·Ｌ－１ ⁃Ａｓ）、ｃ， ｄ：不同胞内砷含量

［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ（μｇ·ｇ－１ ⁃Ａｓ⁃ｄｗ）、ｅ， ｆ：不同胞内砷磷比［Ａｓ：Ｐ］ ｉｎｔｒａ（ｍｏｌ ／ ｍｏｌ， Ａｓ ／ Ｐ）；实线为拟合的 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 模型剂量⁃效应曲线

Ｆｉｇ．２　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｅｌｌ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ μ ｏｆ Ｃ． ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｏｆ
Ａｓ（Ⅲ） （ａ， ｃ， ｅ） ａｎｄ Ａｓ（Ｖ）（ｂ， ｄ， ｆ） ｕｎｄｅｒ Ｐ１ ａｎｄ Ｐ２ ｌｅｖｅｌｓ． ａ， ｂ： ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ａｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ［Ａｓ］ ｄｉｓ（μｇ·Ｌ－１ ⁃Ａｓ）．

ｃ， ｄ： ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ａｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ（μｇ·ｇ－１ ⁃Ａｓ⁃ｄｗ）． ｅ， ｆ： ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ａｓ

ｔｏ Ｐ ［Ａｓ：Ｐ］ ｉｎｔｒａ（ｍｏｌ ／ ｍｏｌ， Ａｓ ／ Ｐ）；Ｓｏｌｉｄ ｌｉｎｅｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｃｕｒｖｅｓ ｂｙ ｔｈｅ Ｌｏｇｉｓｔｉｃ ｄｏｓｅ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｏｄｅｌ

由以上结果可以看出，砷酸盐在两个磷水平下对莱茵衣藻的毒性有极显著性差异（图 ２ｂ），Ｐ １和 Ｐ ２

水平下的 ＥＣ５０值分别为 １６２．１、２３５８．３ μｇ·Ｌ－１⁃Ａｓ，显著低于同样 Ｐ 条件下Ａｓ（Ⅲ）的 ＥＣ５０值（２０９０．３、
２１１８３．６ μｇ·Ｌ－１⁃Ａｓ）（表 ２）．当基于［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ推测 ＥＣ５０时，两个磷水平下对Ａｓ（Ｖ）毒性也有显著性差异

（ＥＣ５０分别为 ７． ４、５８． ６ μｇ·ｇ－１⁃Ａｓ⁃ｄｗ，图 ２ｄ），这与胞内［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ 随培养液 Ａｓ 处理浓度增加而增加
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（图 １ｂ）是一致的．
两种 ＰＯ３－

４ 条件下，Ａｓ（Ⅲ）处理下的［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ⁃ＥＣ５０值都显著高于Ａｓ（Ｖ）对应的 ＥＣ５０（１２３．９ ｖｓ ７．４；
１２５．０ ｖｓ ５８．６ μｇ·ｇ－１⁃Ａｓ⁃ｄｗ），这些结果表明，相对Ａｓ（Ⅲ）而言，Ａｓ（Ｖ）对莱茵衣藻的毒性更强，这与

Ｗａｎｇ 等［１］研究结果一致．缺 Ｐ 条件下莱茵衣藻对Ａｓ（Ｖ）更敏感，主要是由于胞内 Ｐ 含量下降引起的．一
方面，由于 Ａｓ、Ｐ 化学结构类似，Ａｓ（Ｖ）能通过磷酸盐通道进入藻细胞体内［４］，两者之间形成竞争关系；
另一方面，在缺 Ｐ 状态下，Ｃ． ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ 细胞磷酸盐转运基因和蛋白的表达增加，吸收速率（Ｖｍａｘ）变大，
促进对 Ｐ 的吸收，但也增加了Ａｓ（Ｖ）的积累［１］ ．Ａｓ（Ｖ）的毒性在于干扰细胞内的磷酸盐代谢（如光合磷

酸化、氧化磷酸化） ［１１］，胞内积累的砷酸盐也可能与糖代谢过程中的中间产物高能硫酯分子结合，形成

１－砷酸－３－磷酸甘油酸，从而减少了 ＡＴＰ 的合成而造成毒害［２２－２３］，这也解释了缺磷状态下莱茵衣藻对

Ａｓ（Ｖ）更敏感．当用［Ａｓ：Ｐ］ ｉｎｔｒａ推算 ＥＣ５０时，两个磷水平下Ａｓ（Ｖ）的毒性差异减小（数值分别为 １．３、３．４
（ｍｏｌ ／ ｍｏｌ，Ａｓ ／ Ｐ），图 ２ｆ），表明除了培养液 ＰＯ３－

４ 外，藻细胞内的 Ｐ 含量及其与 Ａｓ 的比值也制约着

Ａｓ（Ｖ）的吸收和毒性．
２．３　 Ａｓ（Ⅲ）与Ａｓ（Ｖ）对莱茵衣藻砷毒性的差异

对比Ａｓ（Ⅲ）、Ａｓ（Ｖ）对莱茵衣藻的毒性试验可知，当基于［Ａｓ］ ｄｉｓ⁃ＥＣ５０ 时，Ａｓ（Ⅲ）、Ａｓ（Ｖ）两者在

Ｐ １、Ｐ ２水平下的 ＥＣ５０值有极显著差异（Ｐ＜０．０１），并且在相同磷水平（Ｐ １或 Ｐ ２）下，Ａｓ（Ⅲ）的 ＥＣ５０值都显

著高于Ａｓ（Ｖ）的 ＥＣ５０（表 ２），说明莱茵衣藻对Ａｓ（Ⅲ）耐性较强，Ａｓ（Ｖ）对莱茵衣藻毒性更大，并且 Ｐ 浓

度增加能显著增强莱茵衣藻对砷酸盐和亚砷酸盐的耐性．然而，当基于［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ⁃ＥＣ５０表示时，两个磷水平

下Ａｓ（Ⅲ）的毒性无显著性差异（ＥＣ５０分别为 １２３．９、１２５．０ μｇ·ｇ－１⁃Ａｓ⁃ｄｗ），说明不同磷酸盐含量不影响莱

茵衣藻对 Ａｓ（Ⅲ） 的积累和毒性效应，相反对Ａｓ（Ｖ） 的积累和毒性有显著影响 （ ＥＣ５０ 分别为 ７． ４、
５８．６ μｇ·ｇ－１⁃Ａｓ⁃ｄｗ，Ｐ＜０．０１）．当基于［Ａｓ：Ｐ］ ｉｎｔｒａ⁃ＥＣ５０时，不同 Ｐ 条件下对砷酸盐和亚砷酸盐的毒性影响

相反（表 ２），并且两者 ＥＣ５０值在 Ｐ １、Ｐ ２水平下都有显著性差异（Ｐ＜０．０５）．

表 ２　 基于溶液中砷浓度（［Ａｓ］ ｄｉｓ ⁃ＥＣ５０， μｇ·Ｌ－１ ⁃Ａｓ）、胞内砷含量（［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ ⁃ＥＣ５０， μｇ·ｇ－１ ⁃Ａｓ⁃ｄｗ）及
胞内砷磷比（［Ａｓ：Ｐ］ ｉｎｔｒａ ⁃ＥＣ５０， （ｍｏｌ ／ ｍｏｌ， Ａｓ ／ Ｐ））得到的 ＥＣ５０值．数据为平均值±标准差（ｎ＝ ３）

Ｔａｂｌｅ ２　 ＥＣ５０ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ａｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ （［Ａｓ］ｄｉｓ⁃ＥＣ５０， μｇ·Ｌ－１ ⁃Ａｓ）， ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ａｓ ｃｏｎｔｅｎｔ
（［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ ⁃ＥＣ５０， μｇ·ｇ－１ ⁃Ａｓ⁃ｄｗ） ａｎｄ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ａｓ ｔｏ Ｐ （［Ａｓ：Ｐ］ ｉｎｔｒａ ⁃ＥＣ５０，

（ｍｏｌ ／ ｍｏｌ， Ａｓ ／ Ｐ））． Ｄａｔａ ａｒｅ ｍｅａｎ ±ＳＤ （ｎ＝ ３）

Ａｓ Ｐ
［Ａｓ］ ｄｉｓ ⁃ＥＣ５０ ／
（μｇ·Ｌ－１ ⁃Ａｓ）

［Ａｓ］ ｉｎｔｒａ ⁃ＥＣ５０ ／
（μｇ·ｇ－１ ⁃Ａｓ⁃ｄｗ）

［Ａｓ：Ｐ］ ｉｎｔｒａ ⁃ＥＣ５０ ／
（ｍｏｌ ／ ｍｏｌ， Ａｓ ／ Ｐ）

Ａｓ（Ⅲ）
Ｐ１ ２０９０．３±７８．５ １２３．９±１．８ ２１．１±１．３∗∗

Ｐ２ ２１１８３．６±４０６．４∗∗ １２５．０±０．９ ６．１±０．２

Ａｓ（Ｖ）
Ｐ１ １６２．１±１．６ ７．４±０．５ １．３±０．１
Ｐ２ ２３５８．３±２７．８∗∗ ５８．６±３．７∗∗ ３．４±０．２∗

　 　 注：∗ 代表 Ｐ１和 Ｐ２处理间有显著性差异（Ｐ＜０．０５）；∗∗ 代表 Ｐ１和 Ｐ２处理间有极显著性差异（Ｐ＜０．０１） ．
Ｎｏｔｅ： ∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｐ１ ａｎｄ Ｐ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ （Ｐ＜０．０５）； ∗∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｐ１ ａｎｄ Ｐ２

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ （Ｐ＜０．０１） ．

３　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）

莱茵衣藻对Ａｓ（Ⅲ）有较强的耐性，而对Ａｓ（Ｖ）更加敏感．当以胞内 Ａｓ 含量推算 ＥＣ５０时，培养液中磷

酸盐含量对莱茵衣藻Ａｓ（Ⅲ）的积累和耐性无明显影响，但显著制约着Ａｓ（Ｖ）的积累和耐性．藻细胞 Ａｓ、
Ｐ 含量比值推算的 ＥＣ５０结果显示，培养液中磷酸盐含量对Ａｓ（Ｖ）和Ａｓ（Ⅲ）的毒性影响相反，说明除培

养液中磷酸盐含量外，莱茵衣藻对 Ａｓ 的吸收和耐性还受到胞内 Ａｓ、Ｐ 含量和比值的制约．
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