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藻红外辐射测试环境重金属急性毒性
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摘要：快速、简便、有效地检测环境中重金属毒性是环境保护的一项重要内容。敏感藻是指藻红外测试中对毒物响应的温差大、种类多、时间快、剂量低的特殊藻类，为探寻对重金属急性毒性响应的敏感藻，2006年5月至2007年10月，进行了8种藻对10种重金属的温度响应测试试验。结果表明：平均响应温差短线脆杆藻（Fragilaria brevistriata）最大，为0.24 ℃，高出8种藻的0.19 ℃总平均温差0.05 ℃；较好药品响应率短线脆杆藻最高，为80%；平均响应时间短线脆杆藻居中，为4.65 min，低于8种藻的总平均响应时间5.21 min；短线脆杆藻对重金属的灵敏度在0.06～7.0 mg∙L-1之间，发光细菌在0.07~15.3 mg∙L-1之间，表明短线脆杆藻对重金属响应的剂量低。根据敏感藻的定义和分析结果，确定短线脆杆藻为本试验的敏感藻。
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重金属是环境污染物中一类重要的有毒有害物质，其量在0.01~10 mg∙L-1即可产生毒性效应[1-3]，通过直接或食物链富积于生物体中，从而威胁人体健康和其它生物的安全，因此重金属污染检测一直是环境科学的研究热点。有害物质微毒检测有化学检测法、生化检测法以及生物检测法三类[4-7]，生物检测法包括底栖软体动物测试法[8]、鱼类测试法[9] 和微生物测试法[10-11]等。在微生物法中，发光细菌测试法具有费用低廉、测试快速、灵敏度高、容易操作等特点成为国内外普遍采用的一种微生物检测技术[12-13]。由于发光细菌的发光本质差异大，重现性低，误差较大[14-19]，同时操作较繁琐，且传感器携带不便难以现场测试等，探索成本更地、操作性更强、可现场测试的藻红外测试法的研究很有必要。敏感藻是指藻红外测试中对毒物响应的温差大、种类多、时间快、剂量低的特殊藻类，由于敏感藻是藻红外测试法的测试材料，因此首先需要对毒物响应的敏感藻加以研究，为此2006年5月至2007年10月，进行了藻红外测试环境重金属急性毒性的试验。
本文通过供试藻种筛选、药品设计、测试藻量指标确定、试验方案制定等，进行8种藻对10种药品响应的藻红外测试，分析各藻红外变化与各重金属的关系，确定试验中的敏感藻。

1  材料与方法

1.1  试验材料

供试藻种：根据试验要求在查阅大量资料分析研究后，由中国科学院武汉水生生物研究所确定并提供对水环境污染敏感的8种供试藻种：1水华鱼腥藻(Anabaena flos-aquae)、2莱茵衣藻(Chlamydomonas reinhardtii)、3羊角月牙藻(Selenastrum capricornutum)、4纤细裸藻(Euglena gracilis)、5双尖菱板藻（Nitzschia hantzschia amphioxys）、6蛋白核小球藻（Chlorella pyrenoidosa）、7短线脆杆藻（Fragilaria brevistriata）和8斜生栅藻（Scenedesmus obliquus）。其中2、3、6、8为绿藻门，1为蓝藻门，4为裸藻门，5、7为硅藻门。

试验药品：HgSO4、Pb(NO3)2、CuSO4·5H2O、K2Cr2O7、FeCl3·6H2O、KMnO4、ZnCl2、AlCl3·6H2O、BaCl2·2H2O、CrCl3·6H2O 10种为供试药品。

仪器设备：便携式红外测温仪，ST 60，分辨率0.1 ℃，质量320 g；LRH-250A生化培养箱；DR/4000U分光光度计；EBA21离心机；数码显微镜。

测试容器：选择直径4 cm、高3 cm、厚0.2 cm透明绝热平底塑料容器作为测试容器。

1.2  试验方法

测试原理：由于微生物中只有藻类同时具有光合磷酸化和氧化磷酸化两套能量代谢系统，对重金属毒性响应强于其它微生物。因不同藻种对重金属急性毒性的能量响应各异，用红外线测温仪测得藻细胞红外辐射的能量变化，通过比较、筛选出对重金属急性毒性的温度响应量高、时间响应快速的敏感藻。

藻种培养：按中国科学院武汉水生生物研究所提供藻种培养基配方、培养方法进行。

测试藻量指标：各种藻种细胞大小、形态各异，为了保证相同条件下测试结果的比较，需要统一测试藻量指标，经试验研究采用叶绿素a含量作为测试藻量指标。

测试用藻含量：供试藻叶绿素a浓度≥4.0 mg·L-1时用于测试。

测试用藻液量：每一测试容器中加入培养好了的供试藻液5 mL。

测试药品浓度：用蒸馏水将供试药品配制成2 g·L-1稀释液。

测试药品用量：测试时滴加0.05 mL的2 g·L-1药品稀释液。

测试环境：室内，自然光照，20~28 ℃。

测试过程：将测试分为试验组和对照组，每组各设3个平行样。测试时在试验组、对照组的每个容器中加入5 mL培养好的测试藻液，当藻液温度变化稳定时，在试验组每个容器中加0.05 mL药品稀释液，对照组每个容器中加0.05 mL蒸馏水，立即用红外测温仪对藻液面中部进行测试记录，并每隔1.5 min测试一次，直到温度变化停时止。

数据分析：用测试的最大变化响应温度和对应时间来分析藻对毒物的响应，但是同一测试组内各重复间的测试结果不尽相同，需要将试验组、对照组的温度和时间处理成平均值，再用平均响应温差分析毒性大小，用平均响应时间分析毒性快慢。

表1  藻类对重金属的响应
Table 1  The response of algae to heavy metals
	药品
	水华鱼腥藻
	
	莱茵衣藻
	
	羊角月芽藻
	
	纤细裸藻
	
	双尖菱板藻
	
	蛋白核小球藻
	
	短线脆杆藻
	
	斜生栅藻

	
	温差

/℃
	时间/min
	温差

/℃
	时间/min
	温差

/℃
	时间/min
	温差

/℃
	时间/min
	温差

/℃
	时间/min
	温差

/℃
	时间/min
	温差

/℃
	时间/min
	温差

/℃
	时间/min

	三氯

化铁
	-0.17±

0.07
	6.00
	-0.26±

0.07
	6.00
	-0.25±

0.13
	0.00
	-0.17±

0.12
	6.00
	0.13±

0.12
	6.00
	0.22±

0.07
	1.50
	-0.21±

0.12
	6.00
	-0.33±

0.13
	6.00

	硫酸汞
	0.09±

0.02
	0.00
	-0.12±

0.12
	3.00
	0.22±

0.12
	4.50
	-0.13±

0.11
	7.50
	-0.17±

0.13
	1.50
	-0.12±

0.07
	1.50
	0.27±

0.13
	4.50
	-0.08±

0.11
	7.50

	氯化钡
	-0.25±

0.13
	9.00
	-0.15±

0.15
	6.00
	0.09±

0.10
	9.00
	-0.28±

0.13
	0.00
	-0.10±

0.13
	6.00
	-0.18±

0.17
	6.00
	-0.22±

0.12
	0.00
	-0.18±

0.16
	6.00

	氯化铝
	-0.23±

0.12
	6.00
	-0.20±

0.20
	6.00
	-0.26±

0.14
	9.00
	-0.21±

0.12
	7.50
	-0.15±

0.12
	0.00
	-0.26±

0.09
	6.00
	0.23±

0.13
	1.50
	-0.16±

0.16
	9.00

	硫酸铜
	-0.25±

0.13
	7.50
	-0.23±

0.20
	4.50
	-0.15±

0.20
	0.00
	-0.26±

0.12
	4.50
	-0.22±

0.13
	1.50
	-0.29±

0.08
	4.50
	-0.10±

0.15
	4.50
	-0.22±

0.12
	7.50

	硝酸铅
	-0.12±

0.15
	7.50
	0.16±

0.17
	1.50
	-0.22±

0.14
	7.50
	-0.16±

0.12
	1.50
	-0.10±

0.12
	4.50
	-0.21±

0.08
	9.00
	0.17±

0.13
	6.00
	-0.08±

0.02
	7.50

	三氯

化铬
	-0.33±

0.15
	9.00
	0.32±

0.17
	0.00
	-0.40±

0.14
	9.00
	-0.20±

0.12
	9.00
	0.20±

0.12
	1.50
	0.28±

0.09
	7.50
	0.25±

0.13
	0.00
	-0.12±

0.15
	9.00

	高锰

酸钾
	-0.27±

0.13
	10.50
	0.04±

0.08
	0.00
	-0.18±

0.16
	7.50
	-0.11±

0.12
	9.00
	0.10±

0.12
	1.50
	-0.18±

0.08
	7.50
	0.41±

0.14
	10.50
	-0.20±

0.12
	10.50

	重铬

酸钾
	-0.22±

0.20
	7.20
	-0.15±

0.11
	4.35
	-0.16±

0.18
	5.40
	-0.16±

0.12
	4.50
	-0.12±

0.12
	2.55
	-0.16±

0.09
	5.10
	0.27±

0.13
	4.65
	-0.12±

0.17
	7.95

	氯化锌
	-0.31±

0.13
	7.45
	-0.20±

0.19
	7.50
	-0.13±

0.10
	6.00
	-0.22±

0.13
	0.00
	-0.08±

0.13
	3.00
	0.14±

0.14
	4.50
	0.30±

0.13
	9.00
	-0.20±

0.12
	7.50

	平均

绝对值
	0.22±

0.07
	7.20±

2.83
	0.18±

0.08
	4.35±

2.59
	0.21±

0.09
	5.40±

3.24
	0.19±

0.05
	4.50±

3.23
	0.14±

0.05
	2.81±

2.13
	0.20±

0.06
	5.10±

2.47
	0.24±

0.08
	4.65±

2.80
	0.17±

0.08
	7.95±

1.39


注：数据表示方式为平均值±标准差；时间为实测值，没有标准偏差
平均响应温差 =（试验组最大变化响应温度之和-对照组平均温度之和）/3

平均响应时间=（试验组最大变化响应温度的时间之和）/3

2  结果与分析

将试验测试结果处理后整理为表1，并将表1中相关数据处理成表2，用表2中8种藻对10种药品响应温度的总平均温差分析藻对药品的响应效果，初步确定敏感藻。将初定敏感藻灵敏度测试结果和发光细菌对同类重金属的灵敏度整理为表3、表4，分析并最终确定敏感藻。
2.1  对重金属响应分析
温度响应：从表2可知，在8种藻中短线的平均响应温差最大，为0.24 ℃，高出第二的鱼腥藻（0.22 ℃）0.02 ℃，高于总均温差（0.19 ℃）0.05 ℃。响应温差范围（表1），脆杆藻在0.10~0.41 ℃，其余藻在0.08~0.33 ℃。综合分析认为，短线脆杆藻在8种藻中温度响应最好。     

较好的药品响应率：从表2可知，大于总均温差的药品响应数，脆杆藻8种，第二的裸藻5种，因此较好的药品响应率脆杆藻80%，第二的裸藻50%。≥0.20 ℃的药品数，脆杆藻5种，第二的裸藻4种；0.30~0.35 ℃的药品数，脆杆藻3种，其余藻中月牙藻有1种。
响应时间：脆杆藻在4.5~10.5 min，平均4.65 min低于8种藻对10中药品的总平均响应时间，在各藻中居中，响应时间较快。  
2.2  敏感藻初步确定

根据敏感藻定义中敏感藻具有响应的温差大、药品种类多、时间快、剂量低的前3个特性，以及上述对重金属响应的综合分析结果，初步确定短线脆杆藻为试验的敏感藻。
2.3  短线脆杆藻灵敏度分析
（1）灵敏度试验结果
试验中供试药品浓度设计5个浓度级别：10-3 mg∙L-1、10-2 mg∙L-1、10-1 mg∙L-1、1 mg∙L-1、10 mg∙L-1，测试材料、方法、条件、过程同敏感藻确定的研究方法，测试结果见表3。短线脆杆藻响应重金属的最小浓度范围在0.06 mg∙L-1(重铬酸钾)~7.0 mg∙L-1(硫酸汞)，对重金属离子响应的最低浓度顺序为：Cr6+＜Al3+＜Mn7+（Pb2+）＜Fe3+（Cr3+）＜Zn2+＜Ba2+＜Cu2+＜Hg2+。

表3  短线脆杆藻对重金属的灵敏度
Table 3  The sensitivity of Fragilaria brevistriata to Heavy metals
	药品
	最小浓度/(mg·L-1)
	响应初始时间

/min

	
	化合物
	离子
	

	重铬酸钾  Cr6+
	0.17       0.06
	立即

	硫酸汞    Hg2+
	10.36      7.00
	立即

	氯化铝    Al3+
	0.90       0.10
	立即

	三氯化铁  Fe3+
	1.45       0.30
	立即

	高锰酸钾  Mn7+
	0.58       0.20
	立即

	硫酸铜    Cu2+
	19.64      5.00
	立即

	氯化锌    Zn2+
	2.92       1.40
	立即

	氯化钡    Ba2+
	5.35       3.00
	立即

	硝酸铅    Pb2+
	0.32       0.20
	1.50

	三氯化铬  Cr3+
	0.71       0.30
	立即


（2）与发光细菌法灵敏度比较
表2  重金属对藻响应温差分析
Table 2  Analysis of the algae to temperature difference response to heavy metals
	响应分析
	小球藻
	衣藻
	月芽藻
	栅藻
	裸藻
	菱板藻
	脆杆藻
	鱼腥藻
	总均值

	平均温差/℃
	0.20 ℃  
	0.18 ℃  
	0.21 ℃   
	0.17 ℃   
	0.19 ℃  
	0.14 ℃   
	0.24 ℃  
	0.22 ℃  
	0.19 ℃

	平均时间/min
	5.10
	4.35
	5.40
	7.95
	4.50
	2.81
	4.65
	7.20
	5.21

	≥0.19 ℃的药品温差平均值
	0.25 ℃
	0.24 ℃
	0.27 ℃
	0.24 ℃
	0.23 ℃
	0.21 ℃
	0.27 ℃
	0.27 ℃
	

	≥0.19 ℃温差药品数
	5
	5
	5
	4
	5
	2
	8
	6
	

	较好药品响应率
	50%
	50%
	50%
	40%
	50%
	20%
	80%
	60%
	

	≥0.20 ℃的药品数
	5
	5
	6
	4
	5
	2
	8
	7
	

	≥0.25 ℃的药品数
	3
	2
	3
	1
	2
	0
	5
	5
	

	≥0.30 ℃的药品数
	0
	1
	1
	1
	0
	0
	2
	2
	


有关发光细菌对重金属灵敏度的公开发表文献有限，只进行几种药品的对比分析。短线脆杆藻灵敏度在0.06~7.00 mg∙L-1之间，发光细菌在0.07~15.3 mg∙L-1，响应Hg2+、Cu2+、Zn2+的灵敏度低于发光细菌，响应重铬酸钾、Pb2+的灵敏度高于发光细菌，尽管参考文献中几种重金属的化合物未交代，但仍可从表4看出短线脆杆藻对重金属的灵敏度接近发光细菌对重金属的灵敏度，因此短线脆杆藻对试验药品的响应剂量较低。
表4  发光细菌对重金属的灵敏度[21]
Table 4  The sensitivity of luminescent bacteria
	发光细菌
	
	短线脆杆藻

	测定对象
	最小限量/(mg·L-1)
	测定对象
	最小限量/(mg·L-1)

	Hg2+
	0.07
	Hg2+
	7.00

	Cu2+
	0.80
	Cu2+
	5.00

	Zn2+
	0.25
	Zn2+
	1.40

	K2Cr2O7
	15.30
	K2Cr2O7
	0.17

	Pb2+
	0.60
	Pb2+
	0.20


2.4  敏感藻最终确定

由于短线脆杆藻灵敏度分析认为短线脆杆藻对试验药品的响应剂量较低，根据敏感藻定义中敏感藻具有响应的温差大、药品种类多、时间快、剂量低的特性，最终确定短线脆杆藻为试验的敏感藻。
2.5  对试验中测试的正负温差值原因分析

测试结果出现的正负温差值是由试验组与对照组的温差差异得出，反映出重金属对藻类能量代谢既有促进作用和有抑制作用，具体机理尚不清楚，有待进一步研究。

2.6  对重金属藻红外测试的灵敏性分析

测试中供试藻用量5 mL，藻量较小，对急性毒性响应的温度变化微小，测得响应温差偏低。试验用便携式红外测温仪的灵敏度为0.1 ℃，对温度微变化的测试效果还不理想。随着灵敏度更高的便携式测温仪的开发，藻红外测试的灵敏性将有所提高，对微变化温度进行更准确测试。
3  结论

（1）8种供试藻中存在对重金属具有更好响应的特殊藻，这种特殊藻可通过试验方法寻找并确定；（2）根据藻对药品响应的温差大、种类多、时间快、剂量低的敏感藻的4个特性，确定短线脆杆藻为8种供试藻的敏感藻，对高锰酸钾、氯化锌、硫酸汞、重铬酸钾的响应效果相对较好；（3）短线脆杆藻响应的10种重金属的最小浓度在0.06 ~7.0 mg∙L-1之间，其灵敏度接近发光细菌对相应重金属的灵敏度。（4）藻红外辐射测试重金属急性毒性研究中除敏感藻的选择外，红外线测温仪也非常重要，高灵敏度的红外测温仪能够更准确测试微小变化的响应温度。
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The research of algae infrared radiation 
for acute toxicity test of heavy metals
Guo Weihua1, Su Haiyan1*, Zhang Zhi1, You Tongxian2, Wang Bin2
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Abstract: To detect fast and easy and effectively the toxicity of heavy metals is an important content in environment protect. Sensitive algae have the characteristics of bigger change in temperature， faster time，many poisons，and lower dose while they were used as test materials in measuring algae infrared radiation to respond to acute toxicity. To explore sensitive algae the test of eight kinds of algae to respond to ten kinds of heavy metals had been studied from May 2006 to October 2007. The results showed: Fragilaria brevistriata had the highest average difference in temperature to respond to heavy metals, it was 0.24 ℃ that was 0.05 ℃ high more 0.19 ℃ of together average difference in temperature of eight kinds of algae to respond to heavy metals; The percent of Fragilaria brevistriata responding better to the reagents was 80% that was the highest in eight kinds of algae; The average response time of Fragilaria brevistriata responding to the reagents was 4.65 min that was low more 5.21 min of together average response time of eight kinds of algae; Fragilaria brevistriata’ sensitivity was between 0.06 mg·L-1 and 7.0 mg·L-1, and the luminescent bacteria’ sensitivity was between 0.07 mg·L-1 and 15.3 mg·L-1, so Fragilaria brevistriata had lower dose to respond to the heavy metals. According to the definition of sensitive algae and the analysis of the results in test, Fragilaria brevistriata had been determined as the sensitive algae of the heavy metals in the experiment. 
Key words: heavy metals; acute toxicity; algae infrared radiation; sensitive algae 
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