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久效磷对三角揭指藻的毒性

唐学玺 李永棋
(青岛海洋大学海洋生命学院

,

266 X() 3

摘 要 久效磷对饵料单胞藻—
三角褐指藻有严重的生长抑制作用

。

在其毒害下
,

三角褐

指藻细胞的超氧化物歧化酶和过氧化物酶活性降低
,

活性氧在细胞内大量积累
,

膜脂过氧化作用加

强
,

膜透性增大
,

细胞内的电解质大量外漏
,

细胞严重受害
。

研究表明
:
活性氧参加了久效磷对三角

褐指藻细胞的伤害
,

并是抑制藻细胞生长的主要原因之一
。

关键词 三角褐指藻
,

久效磷
,

活性氧
,

超氧化物歧化酶
,

膜脂过氧化

自 os 年代起
,

有机磷农药以其毒效大
、

易分解的特点代替了有机氯农药
,

并在农业与林业

生产上得到了广泛的使用
。

目前
,

有机磷农药对 近岸水域的污染已引起人们的高度重视
。

近

or 年来
,

近岸水域因有机磷农药污染不断导致大批鱼虾贝死亡事故
,

给生物资源和水产养殖

业造成严重损害
。

大多数学者认为
,

有机磷农药对昆虫
、

淡水鱼类和哺乳动物的致毒机理主要是抑制和使 乙

酞胆碱醋酶失活
,

从而导致神经系统的紊乱和伤害
。

单细胞藻不具备神经系统
,

有机磷农药对

其伤害机理应 当别于动物体
。

我们选用海水养殖中常用的单细胞藻饵料—
三角褐指藻为材

料
,

研究久效磷对其作用机理
,

对发展海洋环境科学
、

保护和促进我国海水养殖业的健康持续

发展具有重要意义
。

1 材料和方法

1
.

1 藻种来源

实验所用的三角褐指藻 ( Ph ea o

dac ytl mu tri oc 二 ut un )来 自本院微藻培养室
。

1
.

2 培养方法及条件

按照唐学玺等「1 99 5」的方法及条件进行
。

久效磷的处理浓度为其对三角褐指藻的 72 小

时半抑制剂量 ( 72 h
·

E与 ) 9
.

74 mg / L
,

实验中处理组和对照组各设三个平行样
。

实验结果取三

个样的平均值
。

1
.

3 超氧化物歧化酶 ( S O D )活性检测

采用 B ea uc hnal p 和 Fri do
v ci h[ 1卯 1〕所建立

,

Bwe le y 等【19 79 〕改进的氮蓝四哩光化学还原反

应法
。
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1
.

4过氧化物酶 (p D 0)活性检测

参照 C han c e和 Ma t y h l「 19 55」建立
,

s ri ve s

avt
a 和 v na Hu ys eet 【197 3」改进的愈创木酚法

。

1
.

5 超氧阴离子 自由基的检测

参照 SI hii 「19 87」的肾上腺素氧化法测定

1
.

6 膜脂过氧化作用的测定

参照 H既ht 和 P a c k er 〔19 8 1] 和林植芳等「19 84」的方法
,

根据膜脂过氧化产物丙二醛 (MD A

与硫代 巴妥酸 ( TB A )的定量反应来测定 M D[ A 的含量
。

1
.

7 电解质外渗率的测定

根据上海植物生理学会〔19 85〕的方法进行
。

2 结果

2
.

1 三角褐指藻细胞 中超氧阴离子 自由基的检出

对照组的三角褐指藻在无久效磷压力下培养 72 小时的全过程中
,

对肾上腺素的氧化强度

都较弱 ;而在半抑制剂量 ( 9
.

74 m g / L )久效磷的培养液 中随着培养时间的延长
,

处理组对 肾上

腺素的氧化能力显著增加 (表 1 )
。

处理组对 肾上腺素氧化作用的加强
,

是 由于久效磷的胁迫

处理导致三角褐指藻细胞产生了大量的超氧阴离子自由基
,

而超 氧阴离子 自由基是生物体中

一类重要的活性氧
,

会对细胞构成伤害
。

表 l 不同处理后的三角揭指藻对肾上腺素的氧化程度

T a bl e 1 11犯 e户料枷而e o 城山山叨 加勿亩妙度 山肠, 田 t 七侧吐de P彻招州址砂五脚. 崖成。m叻翻

材 料
对照组

36 小时 72 小时

处理组

36 小时 72 小时

肾上腺素氧化强度 OQ姗 0
.

伙 9士 。 」叉万 0
.

05 1士 。
.

以刀 0
.

。粉 土 。 J l巧 0
.

以 7士 0
.

印 7 .0 99 1土 。众万 1
.

2 0 7士 。 」】刃

2
.

2 三角褐指藻膜脂过氧化程度及膜透性的变化

表 2表明
: 对照组 (培养液中不含久效磷 )的丙二醛 (M D A )含量和电解质外渗率在培养过

程中变化极不明显 ;而三角褐指藻的处理组 (培养液中含有半抑制剂量的久效磷 )细胞
,

无论是

M D A 的含量
,

还是电解质外渗率在培养过程 中均不断增加
。

即随着胁迫时间的延长
,

二者均

表现出逐渐上升的趋势
。

丙二醛 (M D A )是膜脂过氧化的产物
,

它的含量可作为膜脂过氧化程度的指标 ;而电解质

外渗率直接反映出细胞膜透性的变化
。

三角褐指藻细胞 M D A 含量和电解质外渗率的上升变

化反映了久效磷胁迫下膜脂过氧化作用的增强和细胞膜脂过氧化伤害的加重
。

分析表明
,

久

效磷对 M D A 含量 ( t = 2
.

的8
,

P < 0
.

02 )和电解质外渗率 ( t = 2
.

70 2
,

P < 0
.

02 )有显著影响
。
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表 2久效磷的不同处理时间对三角揭指藻脂质过叙化和膜透性的影响

T 目比 e2T b e团C e rt of 功曰阴旧闻切户胭 皿 舫禅d P 曰℃劝da 住o n a n d

.胜址阳叨 ep 牙 mo lb址 ty of P 阮独川址和加功 扮众切节“ 灿优

胁迫时间 (小时 )0 2 1跳 6 3铭 印 2 7

MD A含量 对照组 0
.

旧 2土 O」】犯 0
.

田 2土 O」 )犯 0
.

田 l士 0
.

仪巧 0
.

旧 0土 O J 】刀 0
.

阳 5士 0工川犯 0
.

田弓士 0J I犯 0
.

旧 2士 0工洲犯

(阳
。 F l护

个细胞 )处理组 0
.

图 2土 0
.

仪日 0
.

田石土 0洲万 0
.

臼晒士 0
.

侧犯 0
.

旧9 土 0
.

田 70办“ 土 0
.

田 0 7
.

仓仍士 0
.

《X哈 0
.

0汤 士 0
.

田 5

电解质 对照组 8
.

9 土 1
.

0 8
.

5土 2
.

8 1
.

5士 1
.

48
.

7士 2
.

49
.

0士 0
.

9 9
.

1土 2
.

79
.

0士 1
.

3

外渗率
( % )处理组 8

.

9 士 0
.

9 7
.

4士 1
.

1 17
.

4士 3
.

7咫
.

7士 4
.

19 3
.

6 土 4
.

9 印
.

1土 6
.

16 2
.

4士 `
.

4

2
.

3久效磷对三角褐指藻超氧化物歧化酶 (S O D )活性的影响

久效磷对三角褐指藻细胞 S OD 活性的影响显著 (图 1
,
t = 2 洲 J扫8

,

P < 0
.

0 5 )
。

与对照组相

比
,

在久效磷胁迫的前 36 小时
,

处理组 SO D 活性保持相对稳定
,

变化不 明显
。

而 36 小 时过

后
,

其活性随着胁迫时间的延长急剧下降
。

SO D 是一切需氧有机体内清除活性氧
,

使机体免

受氧化伤害的一种关键性保护酶
,

它的活性的降低无疑使三角褐指藻细胞清除活性氧的能力

(ll J(i 厂降
。
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图 2 久效磷对三角褐指藻 PO D 活性影响

E g
.

2 1 1犯 e任即 t of 伽旧=or 娜伽
5 no P OD ac it vi妙

of PI 泊
e
叼反妙 lum t

~
:

,

2
.

4 久效磷对三角褐指藻过氧化物酶 (PO D )活性的影响

以经久效磷处理过的三角褐指藻 (处理组 )和未经久效磷处理的三角褐指藻 (对照组 )为材

料
,

进行 PO D 活性分析
。

结果如图 2 所示
。

首先
,

在久效磷胁迫的前 24 小时
,

P OD 的活性略

有升高
,

24 小时过后
,

随着培养时间的延长
,

活性逐渐降低
。

胁迫后期 P O D 活性的逐渐降低再

次证明了久效磷的胁迫使三角褐指藻细胞清除活性氧的能力下降
。
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3讨论

3
.

1久效磷胁迫下三角褐指藻细胞的膜脂过氧化伤害

M日Cod r和 F i rdo
vic ll〔 1%9 」提出的生物 自由基伤害学说

,

已广泛应用于逆境 (污染
、

盐害
、

病害等 )胁迫对植物细胞伤害机理的研究
。

植物在逆境胁迫下
,

往往会打破固有的活性氧产生

与消除间的平衡
,

使活性氧在细胞内过量产生并积累
。

在久效磷的胁迫压力下
,

三角褐指藻细

胞内活性氧产生与消除间的平衡同样地遭到破坏
,

使得超氧 阴离子 自由基在细胞内大量产生

并积累
。

超氧阴离子 自由基在细胞内可以转换成多种形式的活性氧
,

最终导致活性氧总量的

增加
。

细胞内过量的活性氧会攻击细胞膜脂中的不饱和脂肪酸
,

造成膜脂过氧化作用
,

进而导致

细胞膜结构的破坏和功能的丧失【s et 场恤 rt 和 B e w le y 19印〕
。

M D A 是膜脂过氧化的产物
,

其含

量的高低指示着膜脂过氧化 的水平
,

而细胞的电解质外渗率可直接反 映出细胞膜的通透性
。

我们从三角褐指藻为材料的实验结果充分证明
:
久效磷胁迫下细胞内产生的过量活性氧引起

了细胞的膜脂过氧化伤害
,

导致细胞膜 的通透性增加
,

大量离子外渗
,

细胞代谢紊乱
,

生长和繁

殖受到抑制
。

3
.

2 久效磷胁迫下 SO D 和 P OD 在清除三角褐指藻细胞内活性氧中的作用

在大气污染
、

低温
、

干旱
、

盐分和强光辐射等逆境胁迫下
,

植物体内的活性氧产生能力大于

清除能力
,

相对过量的活性氧能影响生物膜与其它大分子的结构与功能
。

SO D 和 P OD 等活性

氧清除酶具有维持活性氧代谢平衡
,

保护膜结构的功能〔王建华等 1989
,

M al i 和 N企h at 19 7 7〕
。

据报道
,

许多高等植物 在环境胁迫下受到伤害时
,

常常会伴有 活性氧的过量积累 及 SO D 和

PO D 活性的降低
。

三角褐藻的实验结果基本类似于这种情况
。

在久效磷胁迫的初期 阶段
,

SO D 和 PO D 的活性保持相对稳定并有所升高
,

使三角褐指藻细胞清除活性氧的能力增强
。

这

可能是三角褐指藻为维持其细胞内活性氧平衡
,

防御细胞免受活性氧伤害
,

从而有效地抵抗久

效磷的毒性胁迫而作出的积极性适应反应
。

与此同时
,

细胞 的电解质外渗率和膜脂过氧化强

度的变化也表现得相对不明显
,

这充分证明了此间藻细胞的受害较轻
。

在胁迫的后期
,

随着久

效磷胁迫时间的逐渐延长
,

SO D 和 PO D 的活性都急剧下降
,

使藻细胞清除活性氧的能力降低
,

藻细胞的膜透性及 由活性氧伤害而引发的膜脂过氧化作用相应地显著增加
,

这是三角褐 指藻

细胞的伤害性反应
,

且表明此时的细胞伤害较为严重
。

鉴于上述
,

我们认为
,

久效磷对三角褐指藻形成毒害的主要原因之一为
: 在久效磷的胁迫

下
,

藻细胞的 SO D 和 PO D 活性下降的同时
,

也降低 了藻细胞清除活性氧的能力
,

从而打破了

活性氧的代谢平衡
,

造成活性氧的过量产生和积累
,

并进而引发膜脂过氧化作用
,

对细胞形成

膜脂过氧化伤害
。

国家攀登 B( PD B 6 一 7 一 )l 和 山 东省自然科学基金 (Y争1以关哈5 )资助 项 目
。
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