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杀虫双对杜氏盐藻生长和生理生化的影响
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摘要：以一种具有环境耐性的单细胞绿藻杜氏盐藻Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａｓａｌｉｎａ作为受试生物，检测一种杀虫剂杀虫双的毒性
作用，试验中检测了杀虫双对杜氏盐藻细胞生长、单细胞β胡萝卜素质量、细胞形态变化及超氧化物歧化酶（Ｓｕｐｅｒ
ｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）和过氧化氢酶（Ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）活性的影响．结果表明，当杀虫双质量浓度小于０５ｍｇ·Ｌ－１

时，细胞的毒性响应与对照的变化趋势类似．当使用１０～４０ｍｇ·Ｌ－１杀虫双处理盐藻，处理初期细胞生长缓慢
和单细胞β胡萝卜素质量降低，一段时间后恢复．当杀虫双质量浓度大于５０ｍｇ·Ｌ－１，细胞生长速度和单细胞 β
胡萝卜素质量都会一直降低直至检测不到．杀虫双对杜氏盐藻的１０ｄＩＣ５０为３２ｍｇ·Ｌ

－１．试验发现在低浓度下杀
虫双会刺激ＣＡＴ活性的增长．
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　　杀虫双（２－二甲胺基 －１，３－双硫代磺酸钠基
丙烷）是一种应用于水稻和其他农作物的有机氮杀

虫剂，与沙蚕毒素有类似结构，在中国作为六六六

（Ｂｅｎｚｅｎｅｈｅｘａｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＢＨＣ）的替代物［１］．由于水生

生物能够在体内积累杀虫剂等化学物质，杀虫剂的

使用会对水生生物包括藻类和它的生物化学系统造

成危害［２］．因此，寻找检测和监测水生环境中农业化
学污染物的有效方法是十分有意义的．藻类是初级



生产者的重要组成部分，对藻类的有害作用可能会

影响整个食物链［３］．杜氏盐藻 Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａｓａｌｉｎａ是杜
氏藻属中的一种极度耐盐的单细胞绿藻．杜氏盐藻具
有一些特殊的性质使之能够在极端环境中生存，例如

可以耐受 ００５ｍｏｌ· Ｌ－１至饱和（５５ｍｏｌ· Ｌ－１）
ＮａＣｌ、强光照、高温和ｐＨ１～１１的广泛酸碱环境［４］．
杜氏盐藻的另一种特性是它在极端的渗透胁迫下能

够在细胞内过度积累β胡萝卜素以维持胞内的渗透
平衡，是一种最优良的β胡萝卜素的生物来源［５］．杜
氏盐藻的这些性质使其在环境毒理学的研究领域作

为受试生物具有显著的应用价值．本论文通过检测
农业杀虫剂杀虫双对杜氏盐藻细胞生长、单细胞 β
胡萝卜素质量和抗氧化酶 ＳＯＤ及 ＣＡＴ活性的剂量
作用，以及杀虫双对杜氏盐藻的毒性作用，阐明该杀

虫剂的环境作用．希望能够为杀虫剂的使用和环境
控制提供有用的参考．

１　材料与方法
１．１　盐藻培养

杜氏盐藻藻种（ＦＡＣＨＢ４３５）购自中国科学院野
生生物种质库 －淡水藻种库．杜氏盐藻细胞培养在
含１５ｍｏｌ· Ｌ－１ＮａＣｌ的培养液中．培养条件为温度
２６℃，光照强度８０００ｌｘ，光／暗周期为１４ｈ／１０ｈ，摇
床转速９６ｒ·ｍｉｎ－１．
１．２　毒性试验

杜氏盐藻培养至对数期或对数后期收集藻细

胞，重悬于５０ｍＬ新鲜培养液中，同时，分别加入不
同浓度的杀虫双继续培养．设置杀虫双质量浓度为
０５、１０、２０、４０和５０ｍｇ·Ｌ－１．以不加杀虫剂的
藻液作为对照．培养条件同１．１所述．使用光学显微
镜观察细胞形态．

绘制细胞数（Ｙ，×１０４）与Ｄ６３０ｎｍ（Ｘ）之间的关系
曲线，由回归方程（１）计算样品的细胞数．

Ｙ＝３４１８３Ｘ＋２２６３３，Ｒ２＝０９９０８． （１）
每２４ｈ取样，以相同盐度的新鲜培养液作为空

白调零，分别测量各个样品的光密度（Ｄ６３０ｎｍ）．
１．３　β胡萝卜素质量浓度检测

使用分光光度计测量 Ｄ４５３ｎｍ，并绘制 β胡萝卜

素／丙酮标准溶液与 Ｄ４５３ｎｍ之间的标准曲线，得回归
方程（２）：

ｙ＝３５２２４ｘ－００３４９，Ｒ２＝０９９７６， （２）
其中，ｙ为 β胡萝卜素质量浓度（ｍｇ·Ｌ－１），ｘ为
Ｄ４５３ｎｍ．

吸取２ｍＬ藻液８０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，收

集藻体并溶解于２ｍＬ丙酮中，不断震荡直至所有色
素都被提取出来．使用６０ｇ·ｍＬ－１的乙醇 －ＫＯＨ溶
液 ０２ｍＬ４℃下皂化色素提取混合液３ｈ．加入 ｗ
为１２％ ＮａＣｌ溶液后用乙醚萃取 β胡萝卜素，干燥
后溶解于２ｍＬ丙酮中，测量其Ｄ４５３ｎｍ值，最后根据标
准曲线计算 β胡萝卜素质量浓度，随后根据藻液细
胞数计算出单细胞的β胡萝卜素质量．
１．４　粗酶液的提取

加入杀虫剂培养２ｄ后的藻液在室温下８０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，去除培养液收集藻体．准确称
取０５ｇ新鲜藻体移至 ２ｍＬ离心管中，加入 １ｍＬ
ＰＢＳ（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ７８）和００２ｇ聚乙烯吡咯
烷酮（ＰＶＰ）．４℃ 条件下 １２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
２０ｍｉｎ，以破碎植物细胞．随后 ４℃条件下 １２０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心３０ｍｉｎ，上清液即为粗酶提取液．粗酶
提取液直接用于酶活检测或按体积比１∶１加入５０
ｇ·ｍＬ－１甘油溶液，－２０℃条件保存备用．
１．５　ＳＯＤ活性测定

参照王学奎［６］方法并略作修改进行 ＳＯＤ活性
测定．反应混合液包含 １ｍＬ甲硫氨酸（Ｍｅｔ，３９
ｍｍｏｌ·Ｌ－１）、１ ｍＬ硝 基 蓝 四 氮 唑 （ＮＢＴ，１８９
μｍｏｌ·Ｌ－１）、１５μＬ粗酶提取液和 １ｍＬ核黄素（６
μｍｏｌ·Ｌ－１）．反应液置于 ４０００ｌｘ日光下反应
２０ｍｉｎ后，使用分光光度计测定光密度（Ｄ５６０ｎｍ）．以
１ｍＬＭｅｔ、１ｍＬＮＢＴ和１ｍＬＰＢＳ混合液作为空白
样．１ｍＬＭｅｔ、１ｍＬＮＢＴ、１５μＬＰＢＳ和１ｍＬ核黄素
混合液作为对照样．１ｍＬＭｅｔ、１ｍＬＮＢＴ、１５μＬ粗酶
提取液和１ｍＬＰＢＳ混合液作为色素值样．一个ＳＯＤ
酶活性单位（Ｕ）定义为将ＮＢＴ的还原性抑制到对照
一半（５０％）时所需的酶量．由下式计算 ＳＯＤ活性
（Ｕ·ｇ－１）：

ＳＯＤ活性＝
２（ＤＣＫ－ＤＳ＋ＤＰ）×Ｖ
ＤＣＫ×ｍｆ×Ｖｔ

，

其中，ＤＣＫ为对照样的光密度，ＤＳ为样品的光密度，
ＤＰ为色素值样的光密度，Ｖ为粗酶提取液总体积
（ｍＬ），Ｖｔ为样品反应液中粗酶液体积（ｍＬ），ｍｆ为样
品鲜质量（ｇ）．
１．６　ＣＡＴ活性测定

参照王学奎［６］方法并略作修改进行ＣＡＴ活性的
测定．在２５℃ 下测定 ＣＡＴ活性，反应混合液包含
１ｍＬ粗酶提取液和２ｍＬＨ２Ｏ２（１ｍｍｏｌ·Ｌ

－１）．１ｍＬ
粗酶提取液和２ｍＬＰＢＳ（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ７８）混合
液为空白样．使用紫外分光光度计在２４０ｎｍ测定光密
度，准确反应５ｍｉｎ后，再测一次光密度．一个ＣＡＴ酶
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活性单位（Ｕ）定义为每分钟Ｄ２４０ｎｍ减少０１的酶量．由
下式计算ＣＡＴ活性（Ｕ·ｇ－１·ｍｉｎ－１）：

ＣＡＴ活性＝
ΔＤ２４０ｎｍ×Ｖ

０１×Ｖｔ×ｔ×ｍｆ
，

其中，ΔＤ２４０ｎｍ为光密度的减少量，Ｖ为粗酶提取液总
体积（ｍＬ），Ｖｔ为样品反应液中粗酶液体积（ｍＬ），ｍｆ
为样品鲜质量（ｇ），ｔ为反应时间（ｍｉｎ）．
１．７　数据分析

所有试验均设３个重复，并对试验结果取平均
值，使用软件 ＳＰＳＳ－１３对数据进行统计分析，在
９５％或９９％的置信界限确定显著性．

２　结果与分析

２．１　杜氏盐藻细胞生长
图１显示，使用０５ｍｇ·Ｌ－１杀虫双处理的杜氏

盐藻的细胞生长情况与未加杀虫剂的对照样的生长

情况相类似，只是细胞数相对显著下降．分别使用
１０、２０和４０ｍｇ·Ｌ－１杀虫双处理盐藻，在前５或
６ｄ内细胞数呈现下降趋势，但在８ｄ后细胞数开始增
长．另外，使用５０ｍｇ·Ｌ－１杀虫双处理盐藻导致细胞
死亡，１０ｄ后细胞几乎死亡殆尽．通过单因素方差分
析，各浓度处理样品之间细胞生长显示出显著差异

（Ｐ＜００５），而相关性分析结果表明，盐藻细胞生长显
著负相关于杀虫双浓度（ｒ＝－０８７１＜０，Ｐ＜００５），杀
虫双对杜氏盐藻的１０ｄＩＣ５０为３２ｍｇ·Ｌ

－１．

图中数据点代表３次重复试验的平均值和标准差（ｔ检验，ｐ＜０．０１）．

图１　不同质量浓度杀虫双处理时杜氏盐藻的细胞生长情况

Ｆｉｇ．１　ＣｅｌｌｇｒｏｗｔｈｏｆＤｕｎａｌｉｅｌｌａｓａｌｉｎａｔｒｅａｔｅｄｂｙｄｉｍｅｈｙｐｏａｔ

ｖａｒｉｏｕｓｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２．２　细胞形态变化
由于杜氏盐藻缺乏细胞壁，光学显微镜观察证

实盐藻细胞膜外仅包被着一层糖蛋白膜，长期与污

染物接触可能会破坏细胞的完整性．正常藻细胞呈
现鲜绿色，健康的细胞会不断游动，而杀虫剂处理的

细胞颜色变灰暗变模糊（图２）．污染的细胞呈现三
角形、圆形或不规则的形状，一些细胞发生破碎，所

有这些都说明了杀虫剂对盐藻细胞的破坏作用．从
图１和图２可以看出少量的杀虫剂对杜氏盐藻的生
长造成的不利影响很小．随着杀虫剂浓度的增大，细
胞数逐渐减少，并且破碎细胞的数目也不断增加直

到观察不到活细胞．

ａ～ｆ：杀虫双质量浓度分别为０（对照）、０．５、１０、２０、４０和５０ｍｇ·Ｌ－１．

图２　不同质量浓度杀虫双处理时杜氏盐藻的细胞形态变化情况
Ｆｉｇ．２　ＣｅｌｌｓｈａｐｅｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆＤｕｎａｌｉｅｌｌａｓａｌｉｎａｔｒｅａｔｅｄｂｙｄｉｍｅｈｙｐｏａｔｖａｒｉｏｕｓｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２．３　β胡萝卜素含量变化
使用上述浓度的杀虫双处理盐藻，在第２天所

有样品的单细胞 β胡萝卜素含量都会降低（图３）．
第３～６天，使用０５、１０、２０和４０ｍｇ·Ｌ－１杀虫
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双处理的样品内单细胞 β胡萝卜素含量显著积累，
并且与对照样的积累趋势类似，第３～５天各样品中
单细胞β胡萝卜素含量始终低于对照样，而第６天
时使用０５、１和２ｍｇ·Ｌ－１杀虫双处理的样品内单
细胞β胡萝卜素含量反而高于对照样．前４种浓度
杀虫双处理样品中单细胞 β胡萝卜素含量在第７天
再次降低并在第８天重新增长，除１ｍｇ·Ｌ－１杀虫双
处理的样品在最后两天高于对照样外，其余样品始

终低于对照样．使用５ｍｇ·Ｌ－１杀虫双处理的样品
内β胡萝卜素含量显著降低，最终已检测不到（图
３）．通过单因素方差分析，大部分处理时间内各浓度
处理样品细胞 β胡萝卜素的积累显示出显著差异
（Ｐ＜００５），而相关性分析结果表明，单细胞β胡萝卜
素含量显著负相关于杀虫双浓度（ｒ＝－０８８３＜０，
Ｐ＜００５）．

图中数据点代表３次重复实验的平均值和标准差（ｔ检验，ｐ＜００５）．

图３　不同质量浓度杀虫双处理时杜氏盐藻单细胞β胡萝卜
素质量变化情况

Ｆｉｇ．３　ＳｉｎｇｌｅｃｅｌｌβｃａｒｏｔｅｎｅｃｏｎｔｅｎｔｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆＤｕｎａｌｉｅｌｌａｓａｌｉ
ｎａｔｒｅａｔｅｄｂｙｄｉｍｅｈｙｐｏａｔｖａｒｉｏｕｓｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２．４　ＳＯＤ活性
在所有杀虫双处理的样品中，杀虫双的处理都

会造成杜氏盐藻 ＳＯＤ活性的降低．相关性分析表明
ＳＯＤ活性与杀虫双处理浓度没有显著性关系（Ｐ＞
００５）．并且单因素方差分析表明杀虫双处理的样品
与对照样的ＳＯＤ活性在生物学上同样没有显著差异
（Ｐ＞００５）（表１）．
２．５　ＣＡＴ活性

除最高质量浓度５．０ｍｇ·Ｌ－１杀虫双处理的样
品外，其他所有杀虫双处理的样品中均检测到 ＣＡＴ
活性的显著提高（表１），但相关性分析结果显示，在
所有处理样品中，ＣＡＴ活性与杀虫剂处理浓度没有
显著性关系（Ｐ＞００５）．浓度较低时，杀虫双质量浓
度的提高，会刺激ＣＡＴ活性提高，并在１０ｍｇ·Ｌ－１

杀虫双处理时达到最大值．随后，杀虫双质量浓度的
进一步提高反而抑制 ＣＡＴ活性，但仍然高于对照
（表１）．试验结果表明，相对低质量浓度的杀虫双会

促进杜氏盐藻细胞 ＣＡＴ活性的显著提高，而过高的
杀虫双质量浓度（如５０ｍｇ·Ｌ－１）对 ＣＡＴ活性的
提高又有抑制作用．

表１　不同质量浓度杀虫双处理杜氏盐藻 ２ｄ后 ＳＯＤ和
ＣＡＴ活性变化情况１）

Ｔａｂ．１　ＴｈｅＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄＣＡＴａｃｔｉｕｉｔｙｏｆＤｕｎａｌｉｅｌｌａｓａ
ｌｉｎａａｆｔｅｒ２ｄｔｒｅａｔｅｄｂｙｄｉｍｅｈｙｐｏａｔｖａｒｉｏｕｓｍａｓｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ρ（杀虫双）／
（ｍｇ·Ｌ－１）

ＳＯＤ活性／
（Ｕ·ｇ－１）

ＣＡＴ活性／
（Ｕ·ｇ－１·ｍｉｎ－１）

０（对照） ２００．８９±４．０１ ３０．９７±２．０５
０．５ １９０．４９±２．３６ ３５．８５±２．００

１．０ １９０．００±１．７６ ５８．１５±１．７２

２．０ １８９．２９±１．４３ ４２．８８±０．３４

４．０ １８６．６２±０．８２ ４２．６６±０．４８

５．０ １８６．３７±０．９２ ３４．４４±１．５７

　１）表中数据为平均值±标准差（ｎ＝３，ｔ检验，ｐ＜００１）；使
用单因素方差分析方法分析对照与其他样品相应酶活性之

间的差异显著性，表示差异显著（Ｐ＜０．０５）．

３　讨论
污染物能够引起杜氏盐藻细胞内大量活性氧簇

（Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），包括·Ｏ２
－、１Ｏ２和

Ｈ２Ｏ２的积累和膜脂质的过氧化．为了缓解和修复
ＲＯＳ造成的损害，杜氏藻通过积累抗氧化剂包括低
分子量的非酶自由基清除剂（如β胡萝卜素）和抗氧
化酶如ＳＯＤ、ＣＡＴ与过氧化物酶（Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＰＯＤ）保
护非饱和的膜脂质、核酸、酶和其他分子结构免受氧

自由基的毒害［７］．本文中，在相对低质量浓度杀虫双
（０５～２０ｍｇ·Ｌ－１）处理的杜氏盐藻中，单细胞 β
胡萝卜素质量在一定时期内（第 ６天）会高于对照
样，同时在杀虫双处理的杜氏盐藻中检测出高水平

的ＣＡＴ活性．使用不同浓度杀虫双进行处理，虽然都
会造成ＳＯＤ活性的降低，但细胞始终保持相对较高
的ＳＯＤ活性水平．所有这些结果都表明，抗氧化剂
（β胡萝卜素、ＳＯＤ和 ＣＡＴ）的存在可能是杜氏盐藻
细胞能够在杀虫剂存在的环境下生存和生长的重要

因素．根据 Ｓｔｒｅｂ等［８］的研究，一种高山植物 Ｈｏｍｏ
ｇｙｎｅａｌｐｉｎａ由于一种稳定的ＣＡＴ的存在能够耐受光
胁迫．另一项研究表明，高强度的 ＵＶ－Ｂ辐射（１３２
ｋＪ·ｍ－２·ｄ－１）使杜氏盐藻ＳＯＤ活性显著降低（Ｐ＜
００５），而ＣＡＴ活性只有轻微的变化（Ｐ＞００５）［９］．
陈传红等［１０］研究了丁草胺对杜氏盐藻生理生化的影

响，发现在较低浓度时对盐藻的类胡萝卜素含量有

一定促进作用，浓度加大，类胡萝卜素含量逐渐降

低．另外，不同浓度的丁草胺对杜氏盐藻ＳＯＤ活性具
有明显的影响，低浓度时ＳＯＤ的活性有所增加，随着
浓度的加大活性降低，并且过氧化物酶（ＰＯＤ）活性
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的变化情况与 ＳＯＤ类似．本研究中，ＳＯＤ活性随着
杀虫双浓度的提高不断降低，ＣＡＴ活性在低浓度杀
虫双处理下升高，随后在高浓度处理下降低，但在杀

虫双处理的所有样品中 ＣＡＴ活性都高于对照样．说
明杀虫双处理时均会刺激杜氏盐藻内ＣＡＴ活性不同
程度的提高，但可能会抑制ＳＯＤ活性，并且高浓度的
杀虫双加剧了这种抑制作用，使ＳＯＤ活性降低．我们
在研究农业杀虫剂敌百虫对杜氏盐藻毒性作用的试

验中发现，敌百虫对杜氏盐藻细胞生长、β胡萝卜素
含量和抗氧化酶活性的影响与本次试验结果相类

似［１１］．由此可以推测，杜氏盐藻对农业杀虫剂等毒性
物质的一种响应机制可能是通过对细胞内抗氧化剂

的调控来应对毒性物质及由其产生的 ＲＯＳ的毒害，
且在其他胁迫条件下（如 ＵＶ辐射），也可能存在类
似的响应机制．

另外，在一些藻类中存在“两阶段效应”（Ｂｉｐｈａｓｉｃ
ｅｆｆｅｃｔｓ），即低水平的有机污染物先抑制后刺激藻类生
长．本论文中，在特定质量浓度（０５～４０ｍｇ·Ｌ－１）
的杀虫双处理杜氏盐藻时也发现了类似的结果，显

示出对杜氏盐藻的“两阶段效应”．β胡萝卜素水平
的恢复可能是细胞生长在抑制作用下得以恢复的原

因．Ｓｈａｒｉａｔｉ等［１２］的研究表明，镉离子浓度的提高显

著降低了２个品种（Ｉｒａｎｉａｎ和 Ａｕｓｔｒａｌｉａｎ）杜氏盐藻
的细胞数和叶绿素含量，并且培养液中高浓度镉离

子导致氧自由基的形成可能造成了生长速率的降

低．与对照样相比，在２个品种的细胞中都检测到单
细胞β胡萝卜素含量的提高，这些 β胡萝卜素可能
也在杜氏盐藻中作为一种非酶的抗氧化机制起重要

作用．与“两阶段的效应”不同，陈传红等［１０］的研究

发现，低浓度的丁草胺对杜氏盐藻生长速率有促进

作用，而高浓度的丁草胺对杜氏盐藻生长速率有显

著的抑制作用．这种现象被称为“毒物兴奋效应”
（Ｈｏｒｍｅｓｉｓ），即非常低浓度的有机污染物会刺激藻类
生长．

总之，当杀虫双质量浓度小于０５ｍｇ·Ｌ－１时，
杜氏盐藻的毒性响应与对照样类似．当使用 １０～
４０ｍｇ·Ｌ－１杀虫双处理盐藻时，处理初期细胞生长
和单细胞β胡萝卜素水平均降低，接着在几天后恢
复．当杀虫双质量浓度大于５０ｍｇ·Ｌ－１，细胞生长和
单细胞β胡萝卜素水平都会一直降低，直至检测不到．
杀虫双对杜氏盐藻的１０ｄＩＣ５０为３２ｍｇ·Ｌ

－１，小于敌

百虫对杜氏盐藻的１０ｄＩＣ５０（１７９ｍｇ·Ｌ
－１）［１１］，因而

杀虫双对杜氏盐藻的毒性更强，说明杜氏盐藻对不

同的农业杀虫剂的耐受效果不同，有助于对不同毒

物的毒性进行比较．杀虫剂浓度的提高会抑制盐藻

生长，但也能够刺激ＣＡＴ的活性．以后研究工作的重
点将会集中在有机污染物对杜氏盐藻中其他酶（如

ＰＯＤ）的毒性作用和多种污染物对杜氏盐藻的联合
效应方面．
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