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草甘膦对铜绿微囊藻生长和叶绿素荧光诱导动力学的影响

潘文静,王钰亮,刘洋,李效宇

(河南师范大学 生命科学学院,河南 新乡453007)

摘 要:以 铜 绿 微 囊 藻 Microcystisaeruginosa PCC7806为 研 究 对 象,研 究 草 甘 膦 Glyphosate 胁 迫 下

M.aeruginosaPCC7806生长、细胞色素含量的变化,以及对光合系统的影响.结果表明,当草甘膦质量浓度⩾50mg/

L时,M.aeruginosaPCC7806的生长受到显著抑制.通过线性回归分析,96h,草甘膦对铜绿微囊藻的半效应质量浓

度EC50为62.33mg/L.草甘膦质量浓度为200mg/L时能显著降低铜绿微囊藻单位细胞内叶绿素a和类胡萝卜素含

量.光诱导动力学分析结果显示,低质量浓度下光系统没有表现出明显抑制,并表现出高于对照组的峰,而当质量浓

度为100mg/L时,24h与96h结果发现O-J-I-P特征均已消失,表明其光合系统Ⅱ(PSⅡ)活性受到抑制.
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我国作为一个农业大国,除草剂在现代农业中应用较多,除草剂有灭生性和选择性,可以使农作物的产

量和质量得到提高,除草剂属难降解易污染的有毒有机物[1].早期使用的大多是灭生性除草剂,发展到百草

枯、草甘膦等选择性除草剂.
草甘膦是我国发展迅速、产量高、出口量最大的其中一种农药[2],其具有广谱灭生性,通过内吸传导方式

杀死杂草.其使用范围比较广泛,可以在园林、田地等进行除草[3].残留在环境中的除草剂通过地表径流、降
雨冲刷等途径进入到水体中,随着食物链的积累放大,导致大量水生生物死亡,对水生生态系统的稳定构成

危害[4-5].Solomon等[6]在20世纪90年代在水体的表层检测出低剂量的除草剂.最新的研究表明,在地表

水、饮用水和循环用水中的真实环境微量污染物中,除草剂对藻类的毒性占着主导地位[7].虽然除草剂在水

体中残留较少,但是要重视其对水生生态系统的影响.
水生生态系统藻类是初级生产者,藻类密度及群落结构的改变都会影响到其他生物[8].水体的养料和能

量都来源于其光合作用,还可以维持水生态系统的平衡.因此,除草剂对藻类毒性的研究具有重要意义.
叶绿素荧光诱导动力学曲线分析方法—JIP-test[9],可以反映PSII反应中心的生理状态.藻类的光合系

统II对环境较为敏感,叶绿素光诱导荧光多相瞬态上升动力学曲线可以反映出样品受胁迫的程度.
本文以铜绿微囊藻为研究对象,观察除草剂草甘膦胁迫下铜绿微囊藻的生长及细胞色素含量及的变化,

以及对藻类光合系统的影响.阐述了草甘膦对藻类的毒性效应,为水体附近草甘膦除草剂的合理使用和水生

生物多样性的保护等研究提供参考.

1 材料与方法

1.1 实验材料

以铜绿微囊藻MicrocystisaeruginosaPCC7806为实验材料,由中国科学院水生生物研究所淡水藻种
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库提供,藻株用BG11完全培养基培养[10],在无菌条件下接入BG11培养基,于光照培养箱中培养7d,至对

数生长期进行扩大培养,培养条件为光强30μmolprotons/(m2·s),光周期12h∶12h,温度(25±1)℃.静
置培养.草甘膦除草剂(有效成分68%粉剂)购自新乡市某农药市场.
1.2 草甘膦抑藻试验

实验在250mL三角瓶中进行,将对数期的 M.aeruginosaPCC7806加入,再加入无菌的BG11培养基

终体积为100mL,草甘膦的最终质量浓度为50、100、200、400、800mg/L,M.aeruginosaPCC7806的初始藻

细胞数为7.9×105cells/mL.试验以0mg/L处理组作为对照,每组设3个重复.在光照培养箱中培养,光强

30μmolprotons/(m2·s),光暗比12h∶12h,温度(25±1)℃,每天定时摇动3次,使藻细胞充分与培养液

接触.
1.3 细胞计数

实验每24h取样,藻细胞密度用血球计数板在 OLYMPUS-CX31显微镜(日本,OLYMPUS)40倍下

计数.
1.4叶绿素和类胡萝卜素含量的测定及EC50测定

藻细胞叶绿素和类胡萝卜素的含量用80%的丙酮进行提取测定,低温暗处静置24h提取脂溶性色素.
在450、645、663nm下测定藻细胞吸光值,按照下列公式进行计算:叶绿素质量浓度Chla=12.72×OD663-
2.7×OD645;类胡萝卜素质量浓度Carotenoids=4.1×OD450-0.0435×Chla[11-12].以概率单位-质量浓度对

数法(Probitmethod),利用SPSS17.0中Probit程序对 M.aeruginosaPCC7806在草甘膦暴露后96h的

EC50值进行计算[13-14].
1.5 叶绿素荧光多相瞬态上升动力学参数分析

不同温度下的叶绿素荧光多相瞬态上升动力学用水体叶绿素荧光仪(Aquapen-CAP-C100,PhotoSys-
temsInstruments,TheCzechRepublic)测定,测定光强为30μmolprotons/(m2·s),记录50μs~1s荧光

瞬时上升曲线的变化.测定前,所有样品充分暗适应15min[15].
1.6 数据统计分析

实验数据使用SPSS19.0进行单因素方差分析(Qne-WayANOVA,LSD)及回归分析,P<0.05时认为

具有显著差异,P<0.01时认为有极显著差异.

2 结果与分析

2.1 草甘膦对M.aeruginosaPCC7806生长的影响

草甘膦对M.aeruginosaPCC7806生长的影响如图1所示,在草甘膦胁迫24h后,当质量浓度大于或等

于50mg/L时,M.aeruginosaPCC7806的生长就表现出显著抑制效应.随着草甘膦质量浓度的增加,M.
aeruginosaPCC7806生长抑制效应也逐渐增强.胁迫时间达到96h后,50~400mg/L草甘膦胁迫处理组

的细胞数还是显著低于对照.将草甘膦质量浓度对数与96h相对应的抑制率做回归分析(图2),得出草甘膦

对M.aeruginosaPCC780650%生长抑制质量浓度(EC50)为62.33mg/L.
2.2 草甘膦对M.aeruginosaPCC7806细胞色素含量的影响

图3、图4分别显示了草甘膦胁迫对 M.aeruginosaPCC7806细胞内Chl.a类胡萝卜素的影响.细胞内

Chl.a与类胡萝卜素含量变化趋势基本相似.当草甘膦质量浓度为50mg/L时,M.aeruginosaPCC7806细

胞内Chl.a 含量在48h显著高于对照.在100mg/L时,M.aeruginosaPCC7806细胞内Chl.a 和类胡萝卜

素含量在72h均显著高于对照.当草甘膦质量浓度大于或等于200mg/L时,M.aeruginosaPCC7806细胞

内Chl.a 和类胡萝卜素含量均显著低于对照.
2.3 叶绿素光诱导动力学

从图5(a:24h;b:96h)中可以看出草甘膦胁迫下M.aeruginosaPCC7806叶绿素诱导荧光多相瞬态上

升动力学呈O-J-I-P特征.对照及低质量浓度(50mg/L)组的叶绿素诱导荧光多相瞬态上升动力学均具有典

型的J,I,P三个波峰.24h培养后,低质量浓度(50mg/L)组的I相和P相高于对照组,100mg/L与200mg/
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L组的叶绿素诱导荧光均低于对照组,二者变化幅度较高质量浓度(400mg/L)组低,且二者曲线较为接近.
当质量浓度达到800mg/L,其O-J-I-P特征消失.96h培养后,各质量浓度变化较大,低质量浓度(50mg/L)
组的P相高于对照组,100mg/L与200mg/L组的叶绿素诱导荧光的P相均高于对照组,O-J-I-P特征变化

较为平缓,400mg/L与800mg/L质量浓度的O-J-I-P特征均已消失.

3 讨 论

长期以来农药的广泛使用为防治病害

对农作物及农副产品的危害,保障农业健

康稳定发展,做出了贡献,但长期使用农药

对于环境及人类健康又是一把双刃剑,会
对环境产生巨大影响.除草剂进入市场较

晚,但发展迅速,目前已经成为第一大类农

药,草甘膦是一种非选择性、无残留灭生性

除草剂,目前被广泛使用.通过长期的喷洒,
草甘膦可通过地表径流和渗透进入水环

境,直接威胁水生态平衡,已有研究表明,
可以在地表水中检测出一定质量浓度的草

甘膦,其对于水中的初级生产力有一定影

响,如草甘膦可以影响藻类群落的组成,对于绿藻的生长具有抑制作用等.
蓝藻作为水体中常见的原核藻类,其分布较为广泛,由于水体富营养化,蓝藻常常成为水体的优势种类.

已有研究报道了草甘膦对于部分蓝藻的生理影响,如对蓝藻超微结构、色素含量等研究,但关于草甘膦对蓝

藻叶绿素光诱导动力学研究较少,对于其光合系统的响应还需要进一步研究.
通过本研究,发现除草剂对藻类的毒性效应在很多时候表现为剂量—效应相关性.草甘膦在高质量浓度

(大于100mg/L)下能抑制 M.aeruginosaPCC7806叶绿素a和类胡萝卜素的含量,草甘膦质量浓度越大,
其抑制作用越强;而低质量浓度下(50mg/L和100mg/L)的草甘膦对叶绿素a和类胡萝卜素具有促进作

用.不少研究表明,低质量浓度下,除草剂能够促进藻类生长;而高质量浓度下,除草剂又抑制藻类生长,这可

能是由于除草剂对藻细胞的毒性和藻细胞对除草剂的降解两种作用同时存在,只是对于不同的质量浓度,两
种作用占主导地位会有所不同[16].

将草甘膦质量浓度对数与96h相对应的抑制率做回归分析,得出草甘膦对 M.aeruginosaPCC7806
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50%生长抑制质量浓度(EC50)为62.33mg/L.而同一种除草剂对不同藻种的生长影响是不同的,主要是由

于藻细胞对有害污染物的亲和性不同,进而导致毒性的差异[17].王娜[18]研究发现在96h下草甘膦对四尾栅

藻的EC50值7.25mg/L.其急性毒性较比辛硫磷大.朱国念等[19]研究发现草甘膦对斜生栅藻的EC50(96h)为

623.2mg/L,同时观察到低质量浓度下(18.8mg/L)72h后,草甘膦对斜生栅藻的生长有刺激作用.张哲[20]

研究发现质量浓度2~8mg/L以及5~15mg/L的草甘膦分别对旋链角毛藻和盐生杜氏存在不同的刺激生

长效应,而草甘膦对两种藻的抑制生长剂量分别是>10mg/L和>15mg/L.李培林[21]研究发现草甘膦对硅

藻的EC50(96h)值为55.92mg/L,草甘膦属于中毒性.藻类对除草剂的降解,会影响其在水体中的残留,藻
类降解草甘膦的过程中需要可能需要细菌的参与,蓝藻细胞没有此类基因[23].

藻类常常被作为环境的指示种应用于毒理学研究,藻类的光合系统II对环境较为敏感,叶绿素光诱导

荧光多相瞬态上升动力学曲线可以反映出样品受胁迫的程度,邱志浩[22]对两种微囊藻的草甘膦胁迫研究发

现,24h质量浓度0.2mg/L胁迫下的微囊藻SOD活性增高,MDA含量降低,从酶指标反映出了藻细胞受

到了胁迫后的低质量浓度兴奋效应,但未研究其光合系统的影响,本研究发现在低质量浓度时,叶绿素诱导

荧光多相瞬态上升动力学曲线在24h后呈现出典型的J,I,P三个峰.而且高于对照,表明了其PSII光化学

活性增高,同时从曲线表明草甘膦对微囊藻细胞PSII电子的供给产生了影响.已有研究表明,高质量浓度下

的草甘膦会对绿色微囊藻(M.viridis)的生长产生影响,并诱导细胞内的细胞器发生程序性死亡[22].通过本
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研究对其光合活性的研究,发现在高质量浓度下,96h的胁迫导致 M.aeruginosaPCC7806的O-J-I-P特征

消失,通过分析可以推测高质量浓度草甘膦胁迫导致PSⅡ的反应活性中心破坏,抑制了反应中心的电子传

递,同时导致受体侧电子容量减小,导致光合系统中的放氧复合体损伤,最终抑制了光合作用.
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Effectsofglyphosateonthegrowthandchlorophyllfluorescence
inductiondynamicsofMicrocystisaeruginosaPCC7806

PanWenjing,WangYuliang,LiuYang,LiXiaoyu

(CollegeofLifeScience,HenanNormalUniversity,Xinxiang,Henan453007,China)

Abstract:Theeffectsofthegrowth,cytochromecontentsandchlorophyllfluorescencetransientofM.aeruginosaPCC
7806underthestressofglyphosatewerestudied.TheresultsindicatedthatthegrowthofM.aeruginosaPCC7806wassignifi-
cantlyinhibitedwhentheconcentrationofglyphosatewasgreaterthan50mg/L,Bylinearregressionanalysis,96h,EC50of

glyphosateonM.aeruginosaPCC7806was62.33mg/L.ATtheconcentrationof200mg/L,thecontentsofchlorophyllaand
carotenoidcouldbesignificantlyreduced.Theresultofchlorophyllfluorescencetransientanalysisshowedthatphotosynthetic
systemwasnosignificantlyinhibitedbythelowconcentrationofglyphosate,andthepeakshowedhigerthancontrolgroup.But
whentheconcentrationofglyphosatewas100mg/L,24hand96hresultsindicatedthatO-J-I-Pfeatureshavedisappeared,that
thephotosystemII(PSII)activityisinhibited.

Keywords:Glyphosate;Microcystisaeruginosa;EC50;Cytochrome;Chlorophyllfluorescence
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