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摘要：对比研究了不同浓度Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ⅴ）对斜生栅藻（Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ）生长及叶绿素荧光特性的影响。
试验表明，较高浓度（≥５００μＭ／Ｌ）时，Ａｓ（Ⅲ）对栅藻生长速率的影响大于 Ａｓ（Ⅴ）。对叶绿素 ａ含量影响表明，
随着砷浓度的增加，栅藻叶绿素ａ含量呈现降低趋势；２种价态之间表现为叶绿素ａ对于Ａｓ（Ⅲ）浓度的变化更为
敏感。２种价态对斜生栅藻光合系统ＩＩ主要荧光参数Ｆｖ／Ｆｍ（ＰＳＩＩ的最大光化学量子产量）、Ｙｉｅｌｄ（ＰＳＩＩ的实际
光能转化效率）以及ＥＴＲｍａｘ（ＰＳＩＩ最大电子传递速率）均与砷浓度呈显著的负相关。研究结果表明，砷对斜生栅
藻产生的抑制作用与对光合系统产生的抑制相一致，并且Ａｓ（Ⅲ）对叶绿素荧光产生的抑制作用要大于Ａｓ（Ⅴ）。
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　　砷（Ａｓ）是地表环境中普遍存在的微量元素，其
形成的各类有机和无机化合物被广泛应用于冶金、

制药、农业等领域。近年来，随着工农业的快速发

展，砷及其化合物的应用也越来越广泛，导致微量砷

在人们的日常饮食、空气及土壤中均有发现；因其对

动植物的广泛致毒性，被美国环保局（ＵＳＥｎｖｉｒｏｎ
ｍｅｎｔａｌＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎＡｇｅｎｃｙ，ＵＳＥＰＡ）列为清洁水源优
先控制污染物（张楠等，２０１３）。砷可分为无机砷和
有机砷化合物两大类，其中无机砷主要为三价 Ａｓ
（Ⅲ）和五价 Ａｓ（Ⅴ），有机砷化合物比较常见的是
单甲基砷（ＭＭＡＡ）和二甲基砷（ＤＭＡＡ）。

随着环境生物学的发展，砷对各类生物生理生

态学效应成为重金属生态毒理学的研究热点之一。

目前，砷对水生生物毒性效应的研究主要集中于原

生动物、枝角类动物、昆虫、底栖无脊椎动物、鱼类和

哺乳类水生脊椎动物（高世荣等，１９９７；Ｍａｒｋｌｅｙ＆
Ｈｅｒｂｅｒｔ，２０１０；Ｎａｖｒａｔｉｌｏｖａｅｔａｌ，２０１１；Ｙｉｎｅｔａｌ，
２０１１）；对藻类的毒性作用也开展了相关研究，较高
浓度砷均会抑制藻类的生长（康瑞娟等，２００５；李妍

丽等，２０１２）。最近以产毒微囊藻为材料的研究表
明，较低浓度的砷会增加微囊藻毒素的产量（龚艳

等，２０１０；２０１１）；砷对藻类的影响同样十分显著，随
着Ａｓ３＋浓度增大，其群落逐渐减少，多样性指数明
显下降（高世荣等，１９９７）。

由于砷的毒性很大程度上决定于其价态，不同

形态的砷对浮游植物毒性大小及作用机制有所差别

（龚艳等，２０１０）。已开展的研究主要集中在毒性较
强的Ａｓ（ＩＩＩ），对毒性较弱却是水体主要存在状态的
Ａｓ（Ｖ）开展的对比研究相对有限。本文主要研究了
自养条件下，斜生栅藻（Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ）在不同
浓度Ａｓ（ＩＩＩ）和Ａｓ（Ｖ）作用下，藻细胞的生长、光合
色素以及光合效能等生理方面的毒性响应，初步探

讨了砷对藻类的致毒机理。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验用斜生栅藻来自中国科学院典型培养物保

藏委员会淡水藻种库（ＦＡＣＨＢ），在实验室用 ＢＧ１１
培养基进行扩大培养，取对数生长期藻类开展毒理

试验。三价和五价砷分别使用亚砷酸钠（ＮａＡｓＯ２）
和砷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＡｓＯ４·７Ｈ２Ｏ），均为市售分析
纯。分别用去离子水配制成砷溶液终浓度为０、１０、
５０、１００、５００、１０００μＭ／Ｌ的１５０倍母液待用。
１．２　试验设计

将扩大培养后处于对数生长期的栅藻接入到

１５０ｍＬ的无菌三角瓶中，并加入不同价态的砷溶
液，使最终藻液体积为１００ｍＬ，接种后的三角瓶以



无菌膜封口。培养温度为 （２５±１）℃，光强
２０００ｌｘ，光周期 Ｌ∶Ｄ ＝１２∶１２，静置培养。每隔
６ｈ摇动 １次，并随机更换锥形瓶位置。栅藻接种
后，按照０、１０、５０、１００、５００、１０００μＭ／Ｌ终浓度加入
砷溶液母液，然后放入人工气候箱中培养，每隔２４ｈ
取样１次，测定６６５ｎｍ光密度，培养结束后（１０ｄ），
取样测定细胞色素和叶绿素荧光。

１．３　测定方法
１．３．１　生长测定　藻细胞密度和６６５ｎｍ处吸光度
具有很好的线性关系，因此其生长状况以Ｕ３４００分
光光度计测定光密度值表示（ＯＤ６６５）；同时，根据细
胞生长情况计算生长速率（μ），公式如下：

μ＝（ｌｎＮ１－ｌｎＮ０）／（Ｔ１－Ｔ０）
式中：Ｎ０和Ｎ１分别为起始时间Ｔ０和取样时间

Ｔ１的测定值。
１．３．２　色素含量测定　叶绿素的测定方法参照
Ｓａｒｔｏｒｙ＆ Ｇｒｏｂｂｅｌａａｒ（１９８４），取 ３ ｍＬ 藻 液
８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去掉培养基，用９５％乙醇
重悬浮提取叶绿素，４℃过夜抽提；再离心，以９５％
的乙醇为参比，测定上清液在６６５ｎｍ与６４９ｎｍ处
的吸光度值（Ａ６６５和 Ａ６４９）。叶绿素 ａ含量（μｇ／ｍＬ）
＝１３．７Ａ６６５－５．７６Ａ６４９
１．３．３　叶绿素荧光测定　使用浮游植物效率分析
仪（ＰＨＹＴＯＰＡＭ，ＨｅｉｎｚＷａｌｚ，Ｅｆｆｅｌｔｒｉｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）进
行叶绿素荧光测定，表征光合效率的强弱。样品经

暗适应后，分别在 ＰＨＹＴＯＰＡＭ的 ＬｉｇｈｔＣｕｒｖｅｗｉｎ
ｄｏｗ和 Ｒｅｐｏｒｔｗｉｎｄｏｗ获取光系统Ⅱ（ＰＳⅡ）的最大
光化学量子产量，实际光能转化效率和最大电子传

递速率。所测得的最大光化学量子产量反映了藻细

胞光系统Ⅱ（ＰＳⅡ）光化学能量的变化状况，即通常
的Ｆｖ／Ｆｍ（Ｆｖ为可变荧光，Ｆｍ为最大荧光）。
１．４　数据分析

统计制图采用 Ｏｒｉｇｉｎ７．０完成，对藻细胞色素
和叶绿素荧光测定结果采用 ＳＰＳＳ１３统计软件进行
方差分析和组间差异显著性检验（ＯｎｅｗａｙＡＮＯ
ＶＡ，Ｔｕｋｅｙ）。

２　结果与分析

２．１　砷对斜生栅藻生长的影响
试验结果显示，低浓度时Ａｓ（Ⅴ）能够刺激栅藻

细胞生长，栅藻的光密度随着添加浓度的增加而增

加；当Ａｓ（Ⅴ）浓度到达５００μＭ／Ｌ时，斜生栅藻的
生长速率最大，日均可达到０．８２，显著高于对照组；
而当Ａｓ（Ⅴ）添加浓度为１０００μＭ／Ｌ时，斜生栅藻

的生长速率则有所降低（图１）。Ａｓ（Ⅲ）对斜生栅
藻生长的影响表明，仅在添加初期表现为刺激作用，

随着培养时间的增加，４８ｈ后迅速表现出抑制作
用，并且随着添加浓度的逐渐升高，生长速率逐渐降

低；在５００μＭ／Ｌ和１０００μＭ／Ｌ时，藻细胞生长速
率明显低于对照组（图２）。

图１　不同浓度Ａｓ（Ⅴ）对斜生栅藻生长的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡｓ（Ⅴ）

ｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＳｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ

图２　不同浓度Ａｓ（Ⅲ）对斜生栅藻生长的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡｓ（Ⅲ）

ｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＳｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ

２．２　砷对斜生栅藻细胞色素的影响
试验结果表明，Ａｓ（Ⅲ）可以显著影响藻细胞叶

绿素ａ含量，随着Ａｓ（Ⅲ）添加浓度的增加，叶绿素ａ
含量逐渐降低，５００μＭ／Ｌ和１０００μＭ／Ｌ组藻细胞
叶绿素ａ含量显著低于对照组。对Ａｓ（Ⅴ）添加，栅
藻叶绿素ａ含量也有降低的趋势，但除１０００μＭ／Ｌ
浓度组降低的幅度显著低于对照组外，其他浓度组

对栅藻叶绿素 ａ含量的影响并不显著。通过 Ａｓ
（Ⅲ）和Ａｓ（Ⅴ）两组处理的对比研究，随着２个价
态Ａｓ处理浓度的增加，栅藻叶绿素含量大体上均呈
现降低的趋势，并有明显的组间差异，表现为栅藻叶

绿素ａ对于Ａｓ（Ⅲ）浓度的变化更为敏感（图３）。
２．３　砷对栅藻光合效能的影响

由图４－６可以看出，高浓度砷添加对斜生栅藻
ＰＳⅡ的Ｆｖ／Ｆｍ、Ｙｉｅｌｄ以及ＥＴＲｍａｘ均存在一定抑制作
用，且Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ⅴ）对其产生抑制作用的有效
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浓度存在差异。对 Ａｓ（Ⅲ）而言，当添加浓度高于
１００μＭ／Ｌ时，处理组光合效能和最大电子传递速率
即可被显著抑制；而对于 Ａｓ（Ⅴ），当添加剂量达到
１０００μＭ／Ｌ时才会对光合效能和最大电子传递速
率产生显著的抑制作用。

图３　不同浓度Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ⅴ）对斜生栅藻
叶绿素ａ含量的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡｓ（Ⅲ）
ａｎｄＡｓ（Ⅴ）ｏｎｔｈｅｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌａｃｏｎｔｅｎｔ

ｏｆＳｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ

图４　不同浓度Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ⅴ）对斜生栅藻
ＰＳⅡ最大光化学量子产量的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡｓ（Ⅲ）ａｎｄ
Ａｓ（Ⅴ）ｏｎｔｈｅｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＦｖ／Ｆｍｏｆ

Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ

图５　不同浓度Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ⅴ）对斜生栅藻ＰＳⅡ
实际光能转化效率的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡｓ（Ⅲ）ａｎｄ
Ａｓ（Ⅴ）ｏｎｔｈｅｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＹｉｅｌｄｏｆ

Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ

图６　不同浓度Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ⅴ）对
斜生栅藻ＰＳⅡ最大电子传递速率的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡｓ（Ⅲ）ａｎｄ
Ａｓ（Ⅴ）ｏｎｔｈｅｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＥＴＲｍａｘｏｆ

Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ

３　讨论

３．１　不同价态砷对藻类生长的抑制作用
自然存在的砷可表现出多种价态，最常见的是

－３、＋３和＋５价，其对生物的毒性也很大程度上依
赖于砷的价态。试验结果表明，斜生栅藻对重金属

砷在低浓度条件下表现出一定的耐受与生长刺激作

用，相同添加浓度下，砷对斜生栅藻生长的抑制作用

表现为Ａｓ（Ⅲ）＞Ａｓ（Ⅴ）；其中，Ａｓ（Ⅲ）对斜生栅藻
生长的抑制作用与硅藻、铜绿微囊藻（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｉｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、羊角月牙藻（Ｓｅｌｅｎａｓｔｒｕｍ ｃａｐｒｉｃｏｒｍｕ
ｌｕｍ）等藻类的结果相类似，均表现为较高浓度的生
长抑制作用（陈于望和张文，１９８５；康瑞娟等，
２００５）。Ａｓ（Ⅴ）对藻类毒性研究较少，以铜绿微囊
藻为试验材料的研究表明，其耐受阈值均值为

１０６．５μｇ／Ｌ（龚艳等，２０１０），低于本研究中对斜生
栅藻产生抑制作用的浓度。

３．２　砷对斜生栅藻叶绿素ａ的抑制作用
重金属对藻类的毒性作用是多方面的，对叶绿

素含量的影响是最常用的指标。重金属不仅能引起

藻类细胞类囊体结构的发生变化，而且会最终导致

叶绿素合成与功能的改变。本研究中，砷对斜生栅

藻叶绿素ａ影响的结果表明，较高浓度砷会破坏藻
体的叶绿体，抑制其叶绿素的合成，进而导致其叶绿

素ａ含量明显下降。叶绿素ａ作为藻类主要的捕光
和光量子能量传递物质，对藻类进行物质转运与能

量代谢具有至关重要的作用，直接影响藻类的生长

过程。因此，本研究中叶绿素 ａ对 Ａｓ（Ⅲ）和 Ａｓ
（Ⅴ）添加的响应变化与对其生长的影响是一致的，
均表现为Ａｓ（Ⅲ）对叶绿素ａ的影响大于Ａｓ（Ⅴ）。
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３．３　砷对斜生栅藻光合系统的毒性机制
叶绿素荧光是研究藻类光合作用的良好指标和

探针，通过对各种荧光参数的分析，可以快速灵敏地

得到藻类光能利用信息，是研究和测定逆境对植物

光合作用影响的理想方法（潘晓洁等，２０１０；李明
等，２０１２）。本试验发现，重金属砷胁迫后，斜生栅
藻的荧光参数Ｆｖ／Ｆｍ、Ｙｉｅｌｄ、ＥＴＲ在低浓度条件下与
对照组差异不显著，而后随着浓度的增加逐渐下降，

且Ａｓ（Ⅲ）对叶绿素荧光各项参数产生影响的有效
浓度要远低于Ａｓ（Ⅴ）。相关性分析表明，各荧光参
数与Ａｓ（Ⅲ）和 Ａｓ（Ⅴ）均呈现显著的负相关关系
（Ｐ＜０．０１；Ｐ＜０．００１）。

Ｆｖ／Ｆｍ在藻类光合作用研究中被广泛用于评价
其光合作用过程对环境胁迫的响应。由于任何影响

ＰＳⅡ效能的环境胁迫均会使 Ｆｖ／Ｆｍ值降低，本研究
中砷对斜生栅藻的作用表明其 ＰＳⅡ系统受到一定
影响，且相同作用浓度下，Ａｓ（Ⅲ）的影响要大于 Ａｓ
（Ⅴ），这与姚琴等（２００９）的研究结果一致。ＰＳＩ作
为藻类进行光合作用过程中ＮＡＤＰ＋的最终电子受
体，供应量不足会导致 ＰＳＩＩ功能下降，表现为 ＰＳＩＩ
实际光能转化效率（Ｙｉｅｌｄ）、相对表观电子传递效
率（ＥＴＲ）的降低。本研究结果表明，砷对栅藻光
能转化效率和相对表观电子传递效率的影响同其对

Ｆｖ／Ｆｍ作用相一致，说明砷胁迫可能阻止了斜生栅
藻的细胞同化产物（ＮＡＤＰＨ）的形成，导致藻类细
胞电子传递效率降低。通过对叶绿素 ａ的影响表
明，相对于叶绿素 ａ含量出现显著下降的作用浓度
而言，光合系统荧光参数产生响应的浓度更低，这是

由于微藻叶绿素荧光对重金属响应上要快于叶绿素

含量，较低浓度的胁迫也会通过荧光参数表现出来。

志谢：中国科学院水生生物研究所朱阿俊为本

试验提供藻种，在此表示衷心感谢！
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