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DDT及其衍生物对2种单细胞藻的毒性效应
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摘要：研究4种不同质量浓度的DDT及其衍生物对2种单细胞藻（Nannochloropsis sp. 和Nannochloropsis. Oculata）生长及细胞活力的影响。将单细胞藻接种于f/2培养液中，接种培养10 d后，再添加各种种类及质量浓度的DDT及其衍生物，其后每隔7 d记数一次，培养周期为38 d，观察并记录单细胞藻的生长状况。单细胞藻的定量方法，参照血球计数板计数法。结果表明，Nannochloropsis sp. 具有较明显的抗性及良好的生长特征，其生长受DDT及其衍生物的影响较小，在p. p′-DDD作用组中，培养36 d后细胞数达到最高（23510细胞数·μL-1），空白对照为23290细胞数·μL-1；而DDT及其衍生物对Nannochloropsis. oculata的生长有一定的抑制作用，抑制作用大小依次为p.p′-DDT，p.p′-DDE，o. p′-DDT，p. p′-DDD；其中，p. p′-DDT的最大抑制质量浓度为5 μg· L-1，p. p′-DDE的最大抑制质量浓度为10 μg·L-1，o. p′-DDT最大抑制作用质量浓度为1 μg·L-1，p. p′-DDD的最大抑制质量浓度为10 μg·L-1。细胞活力的测定采用MTT法，检测结果表明，从第10 d起，Nannochloropsis sp. 就呈现出较高的细胞活力水平。其中p. p′-DDT，p. p′-DDD，p. p′-DDE 对其作用所引起的变化较大，在0.13 ~ 0.325 OD范围，o. p′-DDT 引起的变化较小，在0.145 ~ 0.237 OD范围，这与该藻具有抗逆性强特性相吻合。加入不同质量浓度的DDT及其衍生物后，从10 ~17 d起，Nannochloropsis. oculata均呈现出呈较低水平的细胞活力，平均在0.072 ~ 0.26 OD范围，但从24 d起出现较高的细胞活力，平均在 0.249 ~ 0.408 OD水平，其后呈现逐渐下降的趋势。
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环境激素是一类引起各种生殖异常的外源性干扰生物和人体正常内分泌的人工合成和天然化合物，其作用于人体和动物体内的内分泌系统[1-2]，影响雌雄比例[3]，诱发肿瘤发生[4]，降低免疫力[5]。环境激素可通过吸附、挥发、水解、光解、富集、降解进行迁移转化。由于其在低剂量下起作用，且毒性作用潜伏期长，环境激素可对某一物种和生态环境引起严重影响[6]。根据美国环保局（EPA）、疾病预防控制中心（CDC）和世界野生动物基金会（WWF）共同认定的环境激素有103种物质，其中DDT及其衍生物是一类主要的环境激素，已引起全世界各国的重视[7]。
水体中的DDT主要来自农药废水和雨刷大气中漂浮的农药粒子，它们在水中的含量虽不高，但因其在水体中残留时间长、有蓄积性，可促进慢性中毒，造成致癌、致畸、致突变等生理毒害，因此从海水化学角度进行DDT及其衍生物的环境背景分析，对环境评价等具有重要价值[8-12]。DDT包含大约80%的p, p’-DDT和15%~20%的o, p’-DDT。p, p’-DDT的代谢产物是p, p’-DDE和p, p’-DDD，其在陆地土壤、水生环境及水生生物体中有残留[13]。在USEPA 推荐的水环境优先监测的20种农药中，DDD、DDE、DDT名列其中。在中国，水环境中优先控制污染物黑名单中也包括了DDT[14]。水环境中DDT及其衍生物对鱼类等的作用有报道[15-17]，杨再福作了其对水生动物的影响综述[18]。DDT及其衍生物是通过食物链的生物放大作用逐步传递到鱼类及高等动物和人体内，单细胞藻是水中初级生产者，处于食物链的底端，在水生生态系统中对物质循环及能量交换起重要作用。有人发现DDT及其衍生物对淡水藻Scenedesmus的生长有抑制作用[19]；羽藻Spirogyra cylindrica对DDT及其衍生物也很敏感，在低质量浓度（25×10-6和30×10-6）下，DDT及其衍生物对其有毒性作用[20] 。
DDT及衍生物在食物网中的流动及富集的途径较复杂。运用生物指示效应来评价其环境污染的程度及其对人类健康的潜在效应，是目前该领域国内外研究的重点。张明星等分析了DDT降解菌株的特性等[21]；DDT也能被藻类降解为DDD和DDE，Rice et al. 研究了DDT及其衍生物对单细胞藻的毒理效应及其在单细胞藻中的吸收、富集过程，这对了解单细胞藻对DDT及其衍生物的吸收及吸附机制有重要意义[22]。

单细胞藻Nannochloropsis sp. 及N. oculata是重要的海水经济藻类[23]，通过分析其对DDT及其衍生物的毒性效应，对海洋环境的背景分析有重要参考价值。M. Sidharthan等研究了有机锡对N. oculata的毒性作用，其生长在不同质量浓度下受抑制，叶绿素及碳水化合物、蛋白质的含量降低[24]。另外2种单细胞藻均含有不饱和脂肪酸，是浮游动物的优质饵料，可在盐度4‰～30‰，温度10～36 ℃条件下生长，因此，可定向培育单细胞藻，改善水环境[25-26]。

本研究通过采用上述2种单细胞藻，研究对4种DDT及其衍生物对其毒性及单细胞藻的抗性效果，为深入探讨DDT及其衍生物在单细胞藻中吸收或吸附的途径，及运用单细胞藻监测海水环境提供依据，也为单细胞应用于DDT及其衍生物的转化打下基础。

1  材料与方法

1.1  藻种及培养液

本研究所采用的单细胞藻是：眼点拟微球藻Nannochloropsis oculata（购自CSIRO，澳大利亚）和Nannochloropsis sp.（购自新加坡国立大学），后一种单细胞藻是经过筛选获得一种具有抗逆性强、生长快的细胞系[27]。该2种藻的培养条件均为25 ℃，光照强度30 μmol·m-2·s-1，光周12∶12 h（L∶D）。单细胞藻培养液为f/2溶液[28]，培养液、维生素储存液及微量元素溶液配制好后，在0～5 ℃下保存。

1.2  使用DD及其衍生物T种类及其质量浓度

实验采用4种DDT及其衍生物，均购自北京环境监测中心，母液配制质量浓度为100 μg·L-1，通过稀释，配制成不同的使用质量浓度（表1）。每种DDT及其衍生物选择5个质量浓度梯度，同时设一组空白做对照；每组实验设计3次重复。C表示Nannochloropsis sp.，S表示Nannochloropsis. oculata，各种DDT及其衍生物分别表示为A: P. P′-DDT，B: O. P′-DDT，C: P. P′-DDD，D: P. P′-DDE。各种质量浓度分别表示为1：100 μg·L-1；2：10 μg·L-1；3：5 μg·L-1；4：1 μg·L-1；5：0.1 μg·L-1。
表1  使用DDT及其衍生物的不同质量浓度
Table 1  Various DDTs and the concentrations applied
	序号
	p. p′-DDD/
(μg·L-1)
	p. p′-DDT/
(μg·L-1)
	o. p′-DDT/
(μg·L-1)
	p. p′-DDE/
(μg·L-1)

	1
2
3
4
5
	20.0
10.0
5.0
1.0
0.1
	20.0
10.0
5.0
1.0
0.1
	20.0
10.0
5.0
1.0
0.1
	20.0
10.0
5.0
1.0
0.1


4种DDT及其衍生物名称缩写：p, p'-DDD [1,1-dichloro-2-bis-(p-chlorophenyl)ethane]；p, p'-DDT [1,1,1-trichloro-2,2-bis-(p-chlorophenyl)ethane]；o, p'-DDT[1,1,1-trichloro-2-(o-chlorophenyl)-2-
(p-chlorophenyl)ethane]；p, p'-DDE [1,1-dichloro- 2,2-bis-(p-chlorophenyl) ethylene]。
1.3  接种、培养及观察

将同一体积的f/2培养液分别加入各培养瓶中（100 mL），每个三角烧瓶中加入1 mL藻种液，计算起始单细胞藻密度：Nannochloropsis. Oculata（S）为127细胞数·μL-1，Nannochloropsis sp.（C）为102细胞数·μL-1。光照条件下培养，每天培养瓶摇2次。为保证单细胞藻接种后的生长处于指数期，采用接种培养10 d后，再添加各种种类及质量浓度的DDTs，其后每隔7 d记数一次，培养周期为38 d，观察并记录单细胞藻的生长状况。

1.4  单细胞藻计数

每组单细胞藻计数后，计算平均值，单位为细胞数·μL-1。单细胞藻的定量方法，参照血球计数板计数法[29]。

1.5  细胞活力的测定

参照庞战军等[30], 采用MTT法测定，原理依据是检测细胞内线粒体中氧化还原能力，采用活细胞线粒体中NADH2、NADPH2与MTT偶联反应，通过检测颜色的变化，间接反应出活细胞氧化还原能力及单细胞藻的活力。配制PBS缓冲液：1000 mL去离子水中含有8.0 g NaCl、0.2 g KCl、3.6 g Na2HPO4(12H2O)、0.24 g KH2PO4，pH 7.4。采用滤膜（0.20 μm）过滤灭菌，4 ℃条件下保存PBS缓冲液。MTT购于上海生工公司，称取0.25 g，用PBS溶液配成10 mg/mL的母液，在4 ℃下避光保存，用时稀释1倍，使用质量浓度为5 mg/mL。二甲基亚枫购自沈阳新西试剂厂。

SOD细胞活力在Emax型-酶标仪（Bio-Rad Co. USA）上进行测定，选择波长为490 nm，通过条件摸索，最后选择18、21、24、27、30 h为间隔时间，进行细胞活力的测定。在每个组织培养板的孔中加入20 μL的5 mg·mL-1 MTT溶液，继续在16 ℃条件下培养4 h，抽取上清液，在酶标板上每孔滴加100 μL的二甲基亚砜，使溶解产生的紫色结晶，待完全溶解后，在酶标仪上检测光吸收值。

2  结果

2.1  不同种类及质量浓度的DDT及其衍生物对Nannochloropsis sp.生长的影响

加入4种DDT及其衍生物，与对照组相比，其对Nannochloropsis sp. (C)的生长作用多数情况下差异不明显（p﹥0.05），仅在加入不同质量浓度的A、C后一周时间内（第17天检测时）显示出对Nannochloropsis sp. (C)的生长有抑制作用，作用效果差异显著（p﹤0.001）。随着培养时间的推移，在第24、31和第38天检测时这种抑制作用消失。
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图1  不同种类及质量浓度的DDT及其衍生物对Nannochloropsis sp. 生长的影响
Fig. 1  Effects of different isomers of DDT and their concentrations on the growth of Nannochloropsis sp
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图2  不同种类及质量浓度的DDT及其衍生物 对N. oculata生长的影响
Fig. 2  Effects of different isomers of DDT and their concentrations on the growth of N. oculata
2.2  不同种类及质量浓度的DDT及其衍生物对Nannochloropsis. oculata生长的影响

与空白组对照，4种DDT及其衍生物对Nannochloropsis. oculata (S)的生长有一定的抑制作用，其作用大小依次为(A) p. p′-DDT，(D) p. p′-DDE，(B) o. p′-DDT，(C)p. p′-DDD。在加(A)p. p′-DDT的实验组中，最大抑制作用质量浓度为A3（5μg·L-1），最高细胞数平均为29780细胞数·μL-1。在加(D)P. P′-DDE的实验组中，最高抑制质量浓度为D2（10μg·L-1），最多细胞数平均为33160细胞数·μL-1。在加(B)O. P′-DDT试验组中，当最大抑制作用质量浓度为B 4（1 μg·L-1），单细胞藻平均数为35690细胞数·μL-1。说明DDT对该单细胞藻的线粒体膜上的呼吸链产生较明显的抑制作用，从而抑制单细胞藻细胞的增加。与对照组最大平均值比，SA2、SB1表现出差异显著（p﹤0.05），而其他质量浓度组也均与对照组存在显著差异（p﹤0.01）。P. P′-DDT和P. P′-DDE相比，P. P′-DDT对 N. oculata (S)的抑制作用较P. P′-DDE及O. P′-DDT明显（p﹤0.05）。在加(C) P. P′-DDD组中，SC1、SC2、SC3、SC4、SC5的细胞数平均分别为：45070，26180，40800，36270，41300数·μL-1，其中C2（10 μg·L-1）显示最大抑制效果（最高26180细胞数·μL-1）。
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图3  不同种类及质量浓度的DDT及其衍生物对Nannochloropsis sp. 细胞活力的影响

Fig. 3  Effects of different isomers of DDT and their concentrations on the cellular activity of Nannochloropsis sp. 
2.3  不同种类及质量浓度的DDT及其衍生物对Nannochloropsis sp. 细胞活力的影响

从图3中可看出，加入不同质量浓度及种类的DDT及其衍生物后，从第10天起，Nannochloropsis sp.就表现出较高的细胞活力水平。其中A、C、D质量浓度所引起的变化较大，在0.13 ~ 0.325范围；B引起的变化较小，在0.145 ~ 0.237OD范围，这反应出该单细胞藻是通过筛选得到的具有较强的抗逆性，其线粒体上呼吸链的氧化能力也较强，细胞代谢活力没受到严重抑制作用。与对照组比，CA1、CA5、CB1、CB3、CB4、CB5、CC、CC5组差异不显著（p﹥0.05）；而CA3、CA4、CC2、CC3、CD1、CD4组差异显著（p﹤0.05）; CA2、CA3、CA4、CC4、CD2、CD3、CD5组显著（p﹤0.01）。

2.4  不同质量浓度DDTs对Nannochloropsis. oculata细胞活力的影响

从图4中可看出，加入不同质量浓度及种类的DDTs后，从10~17 d起，N. oculata均呈现出呈现出较低水平的细胞活力，光吸收值（OD）平均在0.072 ~ 0.26范围。但从24 d起出现较高的细胞活力，光吸收值（OD）平均在0.249 ~ 0.408范围，其后呈现逐渐下降的趋势，说明其线粒体膜上呼吸链系统的酶及NADH2和NADPH2受到一定的影响。与对照组比较，所有实验组结果均差异显著（p﹤0.001），说明该单细胞藻在海水环境污染监测中具有潜在应用价值。
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图4  不同种类及质量浓度的DDT及其衍生物对N. oculata细胞活力的影响

Fig. 4  Effects of different isomers of DDT and their concentrations on the cellular activity of N. oculata
3  讨论

对比各自的空白对照组中，Nannochloropsis. oculata藻的细胞数在培养36 d后平均达到最高（44910细胞数·μL-1），Nannochloropsis sp. 藻的细胞数在培养36 d平均达到最高（23510细胞数·μL-1），2种单细胞藻的生长呈现相同趋势（图1；图2）。
4种DDT及其衍生物对2种单细胞藻生长及细胞活力的作用效果不同。其对Nannochloropsis sp. 的生长没有产生显著的抑制或促进作用，这间接说明该单细胞藻的抗逆性较强，其对DDT及其衍生物具有一定的抗性。由于该藻是经过多次筛选、分离所获得的一种具有抗逆性强、生长快的单细胞藻，从本研究所体现的生长速度及细胞活力指标变化看，该单细胞藻也具有较强的抗DDT及其衍生物的特征。

DDT及其衍生物对N. oculata的生长有一定的抑制作用，不同质量浓度均可使N. oculata细胞活力下降。其中，1~10 μg·L-1的质量浓度范围N. oculata的生长呈现出明显的抑制作用。N. oculata细胞活力对DDT及其衍生物的质量浓度20 μg·L-1及0.1 μg·L-1 2种水平较为敏感，而且与对比组相比，差异显著（p﹤0.01）。表明可用其细胞生长及细胞活力指标，作为检测海水环境中DDTs及其衍生物的存在。

Rice et al.（1973）指出单细胞藻对DDT及其衍生物具有吸收和体内代谢的作用[22]，本研究中所采用的2种单细胞藻是否对海水环境中DDT及其衍生物也具有吸收和代谢过程，有待深入对比分析培养液中的残留质量浓度及单细胞藻内的含量，才能判断出其在这2种藻类中是否存在吸收等代谢过程。 

4  结论

4种不同质量浓度的DDT及其衍生物对2种单细胞藻的细胞生长影响不同，Nannochloropsis sp. (C)具有较明显的抗性及良好的生长特征，培养36 d后达到平均最高（23510细胞数·μL-1）；而其对N. oculata(S)的生长分别产生不同的抑制作用，培养36 d后达到最高（44910细胞数·μL-1），抑制作用大小依次为p. p′-DDT，p. p′-DDE，o. p′-DDT，p. p′-DDD。
Nannochloropsis sp. 对不同质量浓度的DDT及其衍生物，从第10 d就呈现出较高水平的细胞活力。其中A，C，D所引起的变化较大，在0.13 ~ 0.325范围；B引起的变化较小，在0.145 ~ 0.237范围，这与该藻具有抗逆性强特性相吻合。而N. oculata从10到17 d起，一直出呈较低水平的细胞活力，平均在0.072 ~ 0.26范围；从24 d起才出现较高的细胞活力，平均在0.249 ~ 0.408水平，其后呈现逐渐下降的趋势。
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Toxic effects of DDT and it’s derivatives on single cell algae 
Nannochloropsis sp. and Nannochloropsis oculata
Shuai Li1, Shao Liyan1, Yang Yongliang2, 3
1. College of Chemistry ,Chemical engineering and Environmental Science, Qingdao University, Qingdao 266071, China;
2. Key Laboratory of Eco-geochemistry, Chinese Academy of Geological Sciences, Beijing 100037, China;
3. National Research Center for Geoanalysis, Beijing 100037, China
Abstract: The Toxic effects of DDT and it’s derivatives to the growth and cellular activity of Nannochloropsis sp. and Nannochloropsis. oculata were studied. Nannochloropsis sp. and Nannochloropsis. Oculata were inoculated into f/2 culture medium and DDTs were added into the culture medium 10 days later. It is showed that the growth of Nannochloropsis sp. was less influenced by DDTs. It reached 23510 cells· μL-1 (compared with the control 23290 cells·μL-1 ) in culture medium with p. p′-DDD in 36 d. In contrast, DDTs showed inhibiting effects to the growth of Nannochloropsis. oculata, from high to low degree in a sequence of  p. p′-DDT, p. p′-DDE, o. p′-DDT and p. p′-DDD with the maximum of the inhibiting concentrations of 5 μg·L-1，10 μg·L-1，1 μg·L-1 and 10μg·L-1 respectively. Cellular activity was measured with MTT method. The results indicated that, Nannochloropsis sp. showed high activity 10 days after the culture, with great variation in range of 0.13 ~ 0.325OD in the culture solution containing p. p′-DDT, p. p′-DDD and p. p′-DDE, but less variation appeared in o. p′-DDT solution with 0.145 ~ 0.237OD. For Nannochloropsis . oculata, however, less variation appeared in the culture solution with DDTs after 10~ 17 d with range of 0.072 ~ 0.26OD, but it exhibited high activity after 24 d with range of 0.249 ~ 0.408OD, and finally declined gradually.
Key words: single cell algae; Nannochloropsis sp. ; N. oculata; DDT; growth; cellular activity; toxic effects
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