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　　　丙酮对小球藻和水华微囊藻的生长

及叶绿素荧光参数的影响
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摘要：　以小球藻和水华微囊藻细胞的生长状况、光合作用参数、叶绿素ａ质量浓度的变化作为指标，研究不

同体积分数的丙酮对２种藻类的毒性效应．结果表明：体积分数为０．０００５％～０．５０００％的丙酮对小球藻和

体积分数为０．０００５％～０．０５００％的丙酮对水华微囊藻均不同程度地促进藻细胞生长，对藻类的叶绿素ａ无

影响，明显提高了藻类的最大光合速率（ｒＥＴＲｍａｘ）、光能利用率（α）和光适应能力（犐ｋ），同时提高了光系统Ⅱ的

最大光化学效率（犉ｖ／犉ｍ）；丙酮体积分数为５．００００％的小球藻和丙酮体积分数为０．５０００％～５．００００％的水

华微囊藻，其藻类光合作用、叶绿素ａ显著降低，导致藻类生长严重抑制甚至死亡；丙酮对小球藻和水华微囊

藻的最大无影响体积分数（ＮＯＥＣ）分别为０．５０００％，０．０５００％，说明水华微囊藻对丙酮更为敏感．
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　　在环境污染物水生生态风险评价中，常遇到水溶性差的样品，因此，需要有机溶剂助溶．在实际操作

过程中，若有机溶剂体积分数太低，样品溶解不全；若体积分数太高，对水生生物又具有潜在的毒性，使

结果发生偏差［１］．然而，不同的水生生物对同一有机溶剂的耐受性不同，同一水生生物对不同的有机溶

剂的耐受性也不同［２?３］．丙酮由于具有良好的溶解性能，在很多生物毒性实验测定中作为助溶剂
［４?５］．因

此，如何选择适宜的丙酮质量分数尤为重要．小球藻、水华微囊藻等淡水藻类分布广、对毒物敏感，可在

较短时间内评价化学物质对其世代及种群水平的影响特性［６］，将其作为生物指示剂具有无可比拟的优

势．本文研究丙酮对小球藻和水华微囊藻的生长及叶绿素荧光参数的影响．

１　材料与方法

１．１　供试溶剂及仪器

丙酮（上海国药集团化学试剂有限公司，分析纯）；ＰＹＸ?２５０Ｑ?Ｂ型人工气候箱（福建省厦门精艺兴

业科技有限公司）；ＹＸＱ?ＳＧ４１?２８０型高温灭菌锅（上海华线医用核子仪器有限公司）；ＳＷ?ＣＪ?１Ｆ型垂

直无菌洁净工作台（上海博讯实业有限公司）；ＵＶ?２５５０型紫外可见分光光度计（日本岛津公司）；Ｐｈｙｔｏ?

ＰＡＭ型叶绿素荧光仪（德国 Ｗａｌｚ公司）．

１．２　藻种及其培养

小球藻及水华微囊藻由中国科学院水生生物研究所淡水藻种库提供．小球藻采用悬乳剂（ＳＥ）培养

液培养，水华微囊藻采用ＢＧ１１培养液培养．接种的培养液在１２１℃高压灭菌锅内灭菌２０ｍｉｎ，冷却至

室温．在无菌洁净工作台中，紫外灭菌２０ｍｉｎ后，进行接种．每次实验开始前，藻种均需经过２～３周期

的活化，以保证藻种处于最佳生长状态．培养条件：温度为２５℃；湿度为６０％；白色日光灯，光暗比为１６

ｈ∶８ｈ，光强为３７００ｌｘ左右；静置培养，每天定时人工摇动３～４次．在藻密度约为１．０×１０
６
～３．０×

１０６个·ｍＬ－１时，加入丙酮，体积分数分别为０．０００５％，０．００５０％，０．０５００％，０．５０００％，５．００００％．每

组样设３个重复，并设空白对照组．静置培养，每天定期摇３～４次，培养１１ｄ．

１．３　藻类生长效应的测定

通过细胞计数法测定藻体细胞数量，通过分光光度计测定藻液在６８０ｎｍ处的吸光度值，建立细胞

数与吸光度之间的线性关系，可得有机溶剂对藻细胞数目的生长影响曲线．

１．４　藻类叶绿素荧光参数

采用Ｐｈｙｔｏ?ＰＡＭ型浮游植物荧光仪监测光合性能参数．最大光系统Ⅱ（ＰＳⅡ）的光能转换效率

（犉ｖ／犉ｍ）可看作潜在最大的光合效率，通过饱和脉冲猝灭方法测定．犉ｖ／犉ｍ 为

犉ｖ／犉ｍ ＝ （犉ｍ－犉０）／犉ｍ． （１）

式（１）中：犉０，犉ｍ 分别为光化光照射下得到的最小和最大的荧光产量．

快速光响应曲线（ＲＬＣ）反映不同实验条件下浮游植物光和活性的相对变化．拟合模型公式为

ｒＥＴＲ＝ｒＥＴＲｍａｘ·（１－ｅｘｐ（－α·ＰＡＲ／ｒＥＴＲｍａｘ））·ｅｘｐ（－β·ＰＡＲ／ｒＥＴＲｍａｘ）． （２）

式（２）中：ｒＥＴＲ为光合速率，即相对电子传递速率；ｒＥＴＲｍａｘ为光抑制时的最大潜在相对电子传递速率，

可作为一定光强下单位生物量内光合作用速率的探针；ＰＡＲ为光照强度；α为ＲＬＣ曲线的初始斜率；β
为光抑制参数．犐ｋ为半饱和光强，反映了浮游植物光适应能力，其计算公式为

犐ｋ＝ｒＥＴＲｍａｘ／α． （３）

１．５　溶剂犖犗犈犆值的测定

利用藻类细胞生长曲线，通过方差分析，与空白组没有显著性差异的最高体积分数，可以认为是最

大无影响体积分数（ＮＯＥＣ）
［７］．

１．６　数据处理

采用ＯｆｆｉｃｅＥｘｃｅｌ和Ｏｒｉｇｉｎ７．０进行数据的图表分析，采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行相关分析．

２　结果与分析

２．１　丙酮对小球藻和水华微囊藻藻细胞生长的影响

丙酮对小球藻和水华微囊藻藻细胞生长的影响，如图１所示．图１中：数据为平均值±标准差（狀＝
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３），犘＜０．０５，下同．由图１（ａ）可知：当丙酮体积分数为０．０００５％～０．５０００％时，小球藻的藻细胞数随

时间延伸呈现稳步增长的趋势；当丙酮体积分数低于５．００００％时，在第１～１１天，对藻体抑制效应明

显，抑制率达８６％，与其他组差异具有统计学意义（犘＜０．０５）．经方差分析可得：丙酮对小球藻 ＮＯＥＣ

为０．５０００％．由图１（ｂ）可知：当丙酮体积分数为０．０００５％～０．０５００％，促进作用明显，最大促进率达

１４％；而当丙酮体积分数为０．５０００％～５．００００％，丙酮对水华微囊藻抑制效应强烈；此时，０．５０００％，

５．００００％的丙酮对藻体生长的抑制率分别达到８４％，９２％．经方差分析可得：丙酮对水华微囊藻ＮＯＥＣ

值为０．０５％．这说明与小球藻相比，水华微囊藻对丙酮具有更高的敏感性．

　　　（ａ）小球藻　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）水华微囊藻

图１　丙酮对小球藻和水华微囊藻细胞数目的影响
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２．２　丙酮对小球藻和水华微囊藻叶绿素荧光参数的的影响

２．２．１　丙酮对犉ｖ／犉ｍ 的影响　犉ｖ／犉ｍ 是反应胁迫对浮游植物的影响研究中重要的衡量标准
［８］，该值

的改变可以灵敏地反应环境因子对于藻类而言是否适宜［９］．丙酮对小球藻和水华微囊藻最大光合作用

效率（犉ｖ／犉ｍ）的影响，如图２所示．由图２（ａ）可知：当丙酮体积分数为５．００００％时，小球藻的犉ｖ／犉ｍ 显

著降低（犘＜０．０５），在第５天后，０．０５００％，０．５０００％处理组的犉ｖ／犉ｍ 显著高于其他处理组及空白组

（犘＜０．０５）；０．０００５％，０．００５０％处理组与空白组无显著差异（犘＞０．０５）．

由图２（ｂ）可知：从第１天开始，丙酮体积分数为０．５０００％，５．００００％时，显著降低了水华微囊藻的

犉ｖ／犉ｍ（犘＜０．０５），尤其是５．００００％处理组；第３天后，其值降为零．实验期间，０．０００５％～０．０５００％处

理组的犉ｖ／犉ｍ 均与空白组无显著差异（犘＞０．０５）．

　　　（ａ）小球藻　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）水华微囊藻

图２　丙酮对小球藻和水华微囊藻最大光合作用效率的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｃｅｔｏｎｅｏｎ犉ｖ／犉ｍｏｆ犆犺犾狅狉犲犾犾犪狏狌犾犵犪狉犻狊ａｎｄ犕犻犮狉狅犮狔狊狋犻狊犳犾狅狊?犪狇狌犪犲

２．２．２　丙酮对快速光响应曲线的影响　通常情况下，快速光曲线与放氧量间有非常好的线性关系，能

较好地反映植物的光合作用活性变化情况．在第１，５，９天，丙酮对小球藻和水华微囊藻光响应曲线的影

响，如图３所示．由图３（ａ），（ｃ），（ｅ）可知：丙酮体积分数为５．００００％时，小球藻ｒＥＴＲ值显著降低（犘＜

０．０５）；体积分数为０．０００５％，０．００５０％时，在暴露期间与空白组差异不具有统计学意义（犘＞０．０５）；随

着暴露时间的加长，体积分数为０．０５００％，０．５０００％条件下，小球藻ｒＥＴＲ值增加趋势明显．

由图３（ｂ），（ｄ），（ｆ）可知：丙酮体积分数为５．００００％时，水华微囊藻的ｒＥＴＲ值显著降低；体积分数

为０．５０００％时，第１天与空白组无显著差异，随着暴露时间的增长，ｒＥＴＲ值显著降低（犘＜０．０５）；其余
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处理组在实验暴露期间与空白组差异不具有统计学意义（犘＞０．０５）．

　　　（ａ）小球藻（第１天）　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）水华微藻（第１天）

　　　（ｃ）小球藻（第５天）　　　　　　　　　　　　　　　（ｄ）水华微藻（第５天）

　　　（ｅ）小球藻（第９天）　　　　　　　　　　　　　　　（ｆ）水华微藻（第９天）

图３　丙酮对小球藻和水华微囊藻快速光响应曲线的影响
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２．２．３　丙酮对叶绿素光合作用参数的影响　丙酮对小球藻和水华微囊藻叶绿素光合作用参数（α，

ｒＥＴＲｍａｘ，犐ｋ）的影响，如图４所示．图４中：为与空白对照组差异具有统计学意义（犘＜０．０５，狀＝３）．由

图４（ａ），（ｃ），（ｅ）可知：暴露第３天后，丙酮体积分数为０．０５００％，０．５０００％时，小球藻α值均高于空白

组；０．０００５％，０．００５０％处理组与空白组差异不具有统计学意义（犘＞０．０５）；体积分数为０．００５０％～

０．５０００％时，从第３天开始，小球藻ｒＥＴＲｍａｘ测量值均显著增加（犘＜０．０５）；体积分数为０．０００５％时，

在暴露期间均与空白组差异不具有统计学意义．在暴露期间，０．０００５％～０．５０００％处理组的小球藻光

合参数犐ｋ值均大于空白组，而５．００００％处理组则显著降低．

由图４（ｂ），（ｄ），（ｆ）可知：０．０００５％～０．０５００％处理组的水华微囊藻α，ｒＥＴＲｍａｘ，犐ｋ 均表现出前增

后降的趋势；α在整个暴露期间内均与空白组差异不具有统计学意义（犘＞０．０５）；ｒＥＴＲｍａｘ，犐ｋ 在前５ｄ

高于空白组，之后其值降低，０．５０００％～５．００００％处理组各参数值分别在第５天和第３天后显著降低．

２．２．４　丙酮对小球藻和水华微囊藻叶绿素的影响　实验最后１ｄ，测定各处理组藻液的叶绿素ａ的质

量浓度（ρ（叶绿素ａ）），如图５所示．图５中：相同字母表示差异不具有统计学意义；不同字母表示差异具

有统计学意义，犘＜０．０５．由图５（ａ）可知：丙酮体积分数为０．０００５％～０．５０００％时，小球藻叶绿素ａ质

量浓度与对照组无明显差异；丙酮体积分数为５．００００％时，小球藻叶绿素ａ质量浓度急剧下降，与对照

组相比，减少９６．８％．
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　　　　（ａ）小球藻（第１天）　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）水华微藻（第１天）

　　　　（ｃ）小球藻（第５天）　　　　　　　　　　　　　　　　（ｄ）水华微藻（第５天）

　　　　（ｅ）小球藻（第９天）　　　　　　　　　　　　　　　　（ｆ）水华微藻（第９天）

图４　丙酮对小球藻和水华微囊藻光合作用参数的影响
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　　　　（ａ）小球藻　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）水华微藻

图５　丙酮对小球藻和水华微囊藻叶绿素的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｃｅｔｏｎｅｏｎｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｉｎ犆犺犾狅狉犲犾犾犪狏狌犾犵犪狉犻狊ａｎｄ犕犻犮狉狅犮狔狊狋犻狊犳犾狅狊?犪狇狌犪犲

　　由图５（ｂ）可知：水华微囊藻曲线与小球藻差异性同生长曲线相一致；丙酮体积分数为０．００５０％～

０．０５００％时，水华微囊藻叶绿素ａ与对照组无明显差异；丙酮体积分数为０．５０００％，５．００００％时，藻液

叶绿素ａ明显降低，与对照组相比，分别减少了８８．２％，９９．７％．

３　讨论

研究表明，丙酮对小球藻与水华微囊藻生长都产生低促高抑现象，然而，发生抑制作用的起始体积
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分数不同，分别为５．００００％（小球藻）和０．５０００％（水华微囊藻）．这种现象称为毒物兴奋（ｈｏｒｍｅｓｉｓ）效

应．Ｍｏｒｒé
［１０］从分子生物学的角度对ｈｏｒｍｅｓｉｓ效应进行研究，一些低剂量刺激植物生长而高剂量抑制

生长的物质，如丙酮、苯、二甲苯、氯仿和四氯化碳等在低剂量下能刺激生长，这与 ＮＡＤＨ 氧化酶

（ＮＯＸ）活性有关．ＮＯＸ与植物细胞生长速率密切相关，能促进细胞的分裂速度．在植物体内，当 ＮＯＸ

活性被抑制后，细胞就不能增大，低剂量的刺激作用能增加ＮＯＸ活性
［１１］．

体积分数较低的丙酮还可以提高藻类光合作用，提高ＰＳⅡ反应中心光化学速率犉ｖ／犉ｍ 和光合活

性．Ｓｔｒａｔｔｏｎ等
［１２］研究丙酮对藻类的影响中发现，低剂量的丙酮的双极性分子能改变细胞膜的磷脂结

构而提高细胞膜的渗透性，如提高ＣＯ２ 的扩散性可提高光合作用强度，而细胞膜对ＣＯ２ 的扩散性是光

合强度最重要的限制因子之一．由此可见，一定体积分数的丙酮，不论是对光合作用的光反应阶段，还是

对暗反应阶段均有促进作用．丙酮为０．０００５％～０．５０００％和０．０００５％～０．０５００％时，分别提高了小

球藻和水华微囊藻的最大光合作用速率和光能利用率，有利于减轻环境胁迫对光合作用的抑制，以增强

光合系统反应中心的稳定性，有较强的光适应能力，从而改善和提高藻类的光合能力，进行物质积累．而

体积分数较高的丙酮有显著的光合抑制作用，严重损害了光合器官，导致藻类对光能的吸收、传递、转化

和电子捕获等过程也遭到抑制，用于耗散的能量显著增多，阻碍了藻类生长、光合作用和物质的积累．

４　结束语

分析了丙酮对小球藻和水华微囊藻生长及光合作用的影响，得到丙酮对两种藻类的ＮＯＥＣ值．这

为进一步探索丙酮对藻类在生态毒性研究中的应用提供依据．今后的研究的内容和目标是探索多种溶

剂混合使用对藻类产生的联合毒性作用，以利于研究多种溶剂联合作用对环境产生的影响．
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