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对苯二酚对类珠藻的生物毒性 

闫琼，邵继海*，陈杰锋，冯烨 

(湖南农业大学环境生态学院，湖南 长沙 410128) 

摘 要：以从酸化稻田中分离的固氮蓝藻类珠藻(Aliinostoc sp. YYLX235)为研究对象，将类珠藻于脲酶抑制剂对

苯二酚最终质量浓度分别为 0.0、2.5、5.0、10.0 mg/L 的培养液中培养，培养 2、6 d 时分别对该藻株的生长、光

合作用、固氮酶活性、抗氧化酶活性和氧化损伤特征等进行分析，探究对苯二酚对农田类珠藻的生物毒性。结果

表明：2.5 mg/L 对苯二酚处理，短时间(2 d)内对类珠藻的生长和藻胆蛋白具有刺激效应，但随着处理时间的延长，

刺激效应转变为抑制效应；对苯二酚处理对藻细胞内叶绿素 a 和类胡萝卜素含量的影响不明显；对苯二酚处理下

类珠藻的光合系统Ⅱ电子传递效率表现敏感，造成光合系统Ⅱ反应中心电子供体侧受损，短时间(2 d)内 5.0 mg/L

对苯二酚处理的光合系统Ⅱ最大光化学效率仅为对照的 79.1%；对苯二酚处理条件下类珠藻细胞内的过氧化氢酶

(CAT)活性升高，6 d 时 10.0 mg/L 对苯二酚处理的 CAT 活性是对照的 9.96 倍，但是藻细胞的脂质氧化程度并未因

对苯二酚处理而加剧；对苯二酚对类珠藻固氮酶活性具有显著的抑制效应。 
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Bio-toxicity of hydroquinone on Aliinostoc 

YAN Qiong，SHAO Jihai*，CHEN Jiefeng，FENG Ye 

(College of Environment & Ecology, Hunan Agricultural University, Changsha, Hunan 410128, China) 

Abstract: In order to elucidate the biotoxicity of the urease inhibitor hydroquinone to the nitrogen-fixing 

cyanobacterium, Alinostoc sp. YYLX235, which was isolated from an acidified rice paddy field, the effects of 

hydroquinone (0.0, 2.5, 5.0, 10.0 mg/L) on the growth, photosynthesis, nitrogen fixing enzyme activity, antioxidant 

enzyme activity and oxidative damage characteristics of Alinostoc sp. YYLX235 were investigated on 2, 6 d. The results 

of concentration gradient toxicology tests showed that 2.5 mg/L hydroquinone had stimulating effects on the growth and 

phycobilin protein of Aliinostoc sp YYLX235 at the 2 d, but the stimulatory effect shifted to an inhibitory effect as the 

treatment time increased. Hydroquinone showed no significant effects on the contents of chlorophyll a and carotenoids in 

the cells of Aliinostoc sp. YYLX235. The electron transfer efficiency of photosystem Ⅱ(PSⅡ) of Aliinostoc sp. 

YYLX235 was sensitive to hydroquinone stress. The electron donating side of PS Ⅱ was severely damaged by 

hydroquinone, the maximum quantum yield of primary photochemistry of 5.0 mg/L hydroquinone treatment at 2 d was 

only 79.1% of that of the control. The activity of catalase(CAT) in the cells of Aliinostoc sp. YYLX235 was promoted by 

hydroquinone. The CAT activity of 10.0 mg/L hydroquinone treatment was 9.96 times that of the control at 6 d，while no 

oxidative damage on lipids was observed under hydroquinone stress. The activity of nitrogen fixation of Aliinostoc sp. 

YYLX235 was significantly inhibited by hydroquinone. 
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尿素是目前广泛使用的化学氮肥之一。尿素使

用面临的问题是水解速度太快，导致氮肥流失、利

用率不高[1]。此外，尿素快速水解会引起铵态氮在

土壤中累积，过量的铵态氮在土壤中发生硝化反

应，引起农田土壤酸化，耕地质量降低[2–3]。对苯

二酚(氢醌)是一种常见的脲酶抑制剂，可延缓尿素

向铵态氮的水解转化，进而提高尿素利用效率[4–5]。

此外，对苯二酚还常与硝化抑制剂联合使用，减少

氮肥流失和遏制氮肥对土壤的酸化效应[6]。 

从作用分子机理来看，对苯二酚可以和脲酶上

的巯基结合，导致脲酶反应中心失活[7]，进而抑制

脲酶活性，对细胞产生生物毒性。毒理学的研究显

示，对苯二酚对许多水生微生物，如枝角类、桡足

类和微藻均具有较强的急性毒性[8]。对苯二酚对大

型溞的48 h的EC50仅为0.15 mg/L[9]。除水生微生物

外，对苯二酚对动物也具有毒性，能引起动物血肿，

并具有较强的致癌性[10–11]。可见，作为脲酶抑制剂，

对苯二酚的生态毒性和生态风险亟待深入研究。 

固氮蓝藻是陆地生态系统氮素输入的重要微

生物类群[12]。在稻田生态系统中，每季水稻固氮蓝

藻向稻田输入的氮素量最高可达60 kg/hm2，合理地使

用固氮蓝藻，能减少稻田50%左右的氮肥使用量[13]。

接种固氮蓝藻可以使水稻增产10%~30%[14]。HU等[15]

研究发现，施加类珠藻能显著降低水稻籽粒中镉的

含量，减少农作物对重金属的吸收和积累。对苯二

酚和固氮蓝藻分别在农田氮肥保持和氮素输入方

面具有重要的作用。本研究中，以类珠藻为材料，

从生长、光合作用、氧化损伤和抗氧化酶活性、固

氮能力等方面探讨类珠藻对脲酶抑制剂对苯二酚

胁迫的生理响应，探究对苯二酚的农田生态毒性，

旨在为合理利用对苯二酚提高尿素利用效率和农

田生物固氮提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 供试材料 

供试类珠藻(Aliinostoc sp. YYLX235)分离自湖

南省岳阳市临湘酸化稻田。藻株用 BG–11 培养基光

照培养，光照度为 2400 lx，光照与黑暗各 12 h，培

养温度为(25±1) ℃。对苯二酚购自 Macklin，纯度

≥98%。 

1.2 对苯二酚抑藻试验设计 

将 91 mL 无菌 BG–11 培养基加入到 250 mL 锥

形瓶中，分别加入 4.00 mL 用无菌蒸馏水现配制并

经过滤除菌的 62.5、125.0、250.0 mg/L 的对苯二酚

母液(3种处理)，对照处理加入4.00 mL无菌蒸馏水，

最后各加入 5 mL 对数培养期的类珠藻培养液，使

其终体积为 100 mL，对苯二酚的最终质量浓度分别

为 0.0、2.5、5.0、10.0 mg/L，各处理类珠藻藻细胞

起始密度约为 1.36×106/mL。每个处理 3 个重复。

将各处理光照培养，培养条件同 1.1。培养 2、6 d

时取样分析。 

1.3 测定方法 

1.3.1 类珠藻的细胞密度和光合色素含量及抗氧

化指标的测定 

采用浮游植物计数框在显微镜下测定类珠藻

的细胞密度。利用 6 d 时对苯二酚的使用剂量和其

对类珠藻的抑制率进行回归分析，计算 6 d 时对苯

二酚对类珠藻的 EC50。 

取 4 mL 藻液于 10 mL 离心管中，4 ℃、8000 

r/min 离心 10 min，弃上清液，收集藻细胞。向收

集了藻细胞的离心管中加入 4 mL 95%的乙醇，于

4 ℃低温环境中避光浸提藻细胞内的叶绿素 a 和类

胡萝卜素，24 h 后取出，再次离心并收集上清液，

用分光光度计于 665、649、470 nm 处测定吸光度，

参照李合生[16]所述方法计算藻细胞内叶绿素 a 和类

胡萝卜素的含量。 

按上述方法收集藻细胞，加入 5 mL 磷酸缓冲

液(0.05 mol/L、pH 6.8)重悬，将重悬后的藻细胞转

移至陶瓷研钵中，加入少许石英砂并在液氮环境中

研磨破碎藻细胞，4 ℃、8000 r/min 离心 10 min，

收集上清液。运用分光光度计分别测定上清液在

620、650、565 nm 处的吸光度，并按林燊等[17]所述

方法计算藻蓝蛋白(PC)和别藻蓝蛋白(APC)含量，

两者构成蓝藻中藻胆蛋白的主要成分，此处以两者

含量和为藻胆蛋白含量。采用氮蓝四唑光还原法和

钼酸铵比色法分别测定上清液中超氧化物歧化酶

(SOD)、过氧化氢酶(CAT)活性。采用考马斯亮蓝法
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和硫代巴比妥酸法分别测定上清液中可溶性蛋白

含量和丙二醛(MDA)含量。 

1.3.2 类珠藻叶绿素光诱导荧光测定(JIP–test) 

运用藻类叶绿素荧光测定仪(AquaPen–C AP–C 

100)测定类珠藻叶绿素光诱导荧光多相瞬态上升动

力学特征，并绘制类珠藻 OJIP 动力学曲线[18]。取

样 2 mL，荧光测定前将所有样品置于黑暗处进行暗

适应 15 min，荧光测定的光化光照度为 2.4×105 lx，

荧光瞬时上升曲线的记录时间为 5×10–5~1 s。参照

CHRISTEN 等[19]所述方法，分析叶绿素光诱导荧光

动力学参数：光合系统Ⅱ最大光化学效率(φP0)、捕

获的激子将电子传递到电子传递链中超过电子受

体 QA的其他电子受体的概率(ψ0)、用于电子传递的

量子产额(φE0)、热耗散量子比率(φD0)、光合放氧复

合体电子传递效率、光合系统Ⅱ综合效能(PIabs)。 

1.3.3 类珠藻固氮活性的测定 

于 120 mL 的培养瓶中加入 5 mL 藻液，以带硅

胶塞的螺帽密封，抽出 10%的气体，注入等体积的

乙炔，继续培养 5 h，而后抽取 800 μL 气样，使用

安捷伦GC–9A型气相色谱仪测定生成的乙烯的量。

气相色谱柱为安捷伦 CP7518(CP–Al2O3/KCl，50 

m×0.53 mm，i.d. 10.00 µm)，检测器为 FID。气相

色谱仪的工作条件设定如下：检测室温度 120 ℃，

柱温 70 ℃，氮气流速为 40 mL/min，氢气流速为

50 mL/min，空气流速为 500 mL/min。以单位藻细

胞在单位时间内产生乙烯的量表示固氮活性。 

1.4 数据统计分析 

运用 SPSS 13.1 对试验数据进行单因素方差分

析，选用 LSD 进行多重比较。 

2 结果与分析 

2.1 对苯二酚对类珠藻生长的影响 

从表 1 可知，2 d 时，2.5 mg/L 对苯二酚对类珠

藻的生长具有刺激作用，其藻细胞密度显著高于其

他处理的，比对照的高 30.6%；5.0、10.0 mg/L 对

苯二酚处理的类珠藻细胞密度与对照组的差异无

统计学意义。从 2 d 到 6 d，对照组类珠藻按正常的

速率生长，而对苯二酚处理的类珠藻的细胞密度均

下降。6 d 时，2.5、5.0、10.0 mg/L 对苯二酚处理的

类珠藻藻细胞密度均显著低于对照的，分别低

30.3%、35.2%、47.9%，但是不同质量浓度对苯二

酚处理间的差异均无统计学意义。6 d 时对苯二酚

对类珠藻的 EC50 为 12.88 mg/L。 

表 1 对苯二酚处理的类珠藻的细胞密度和光合色素含量 

Table 1 Cell densities and photosynthetic pigment contents of Aliinostoc sp. YYLX235 treated with hydroquinone 

培养 

时间/d 

对苯二酚质量浓度/ 

(mg·L–1) 

细胞密度/ 

(×106·mL–1) 

单个细胞叶绿素 a 

质量/ng 

单个细胞类胡萝卜素

质量/ng 

PC+APC 含量/ 

(μg·mg–1) 

PC 与 APC 含量 

的比值/% 

2 0.0 2.32b 1.19 0.30 0.07b 1.96ab 

 2.5 3.03a 0.86 0.21 0.09a 1.33b 

 5.0 2.51b 1.06 0.23 0.09a 1.75ab 

 10.0 2.18b 1.20 0.29 0.08a 2.42a 

       
6 0.0 3.07a 1.88ab 0.51 0.08a 2.23b 

 2.5 2.14b 2.09a 0.59 0.09a 4.44b 

 5.0 1.99b 1.73b 0.47 0.08ab 7.81a 

 10.0 1.60b 2.05ab 0.57 0.04b 3.17b 

同列不同字母示同一时间组内的差异有统计学意义(P<0.05)。 
 

2.2 对苯二酚对类珠藻光合色素含量的影响 

从表 1 可知，与对照相比，对苯二酚处理对类

珠藻细胞内叶绿素 a 和类胡萝卜素的含量无显著影

响；2 d 时，2.5、5.0、10.0 mg/L 对苯二酚对类珠藻

细胞内藻胆蛋白(PC+APC)含量具有显著的刺激作

用，对类珠藻细胞内 PC 和 APC 含量的比值影响不

大；6 d 时，对苯二酚对类珠藻细胞内藻胆蛋白含

量的刺激作用消失，2.5、5.0 mg/L 对苯二酚对类珠
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藻细胞内藻胆蛋白含量没有显著的影响，但 PC 和

APC 含量的比值分别为对照的 1.99 倍和 3.50 倍，

而 10.0 mg/L 对苯二酚处理显著降低细胞内的藻胆

蛋白含量，但对 PC 和 APC 含量的比值影响不大。 

2.3 对苯二酚对类珠藻叶绿素荧光动力学特征的

影响 

从图 1 可以看出，2、6 d 时，所有处理类珠藻

叶绿素荧光瞬态动力学特征均呈现典型的 OIJP 曲

线特征；2 d 时，荧光动力学瞬态上升曲线斜率

(dV/dt0)随对苯二酚质量浓度的增加而增加，6 d 时，

各处理组动力学 dV/dt0差异不明显。从表 2 可以看

出，与对照相比，2 d 时，对苯二酚处理能降低能

量分配比率参数 φP0、φE0和 PIabs 值，5.0 mg/L 对苯

二酚处理的 φP0 仅为对照的 79.1%，对苯二酚质量

浓度越高，抑制效应越明显，对 ψ0 和光合放氧复合

体电子传递效率也具有抑制效应，且随着对苯二酚

浓度增加，抑制效应越强，而 φD0 随着对苯二酚质

量浓度升高逐渐增强；6 d 时，2.5 mg/L 对苯二酚处

理的 PIabs 值显著增加，而 10.0 mg/L 对苯二酚处理

的 φP0显著降低，ψ0显著增加。 

           
         10     102

            103   104    105    106      10     102
                                       103   104    105    106 

                    时间/μs                             时间/μs 

图 1 对苯二酚处理的类珠藻叶绿素荧光瞬态动力学特征 

Fig.1 Chlorophyll fluorescence transients of Aliinostoc sp. YYLX235 treated with hydroquinone 
 

表 2 对苯二酚处理的类珠藻叶绿素荧光瞬态动力学参数变化特征 

Table 2 Variations of the parameters deviated from chlorophyll fluorescence transients of Aliinostoc sp. YYLX235 treated with hydroquinone 

培养 

时间/d 

对苯二酚质量浓度/ 

(mg·L–1) 
φP0 φE0 ψ0 φD0 PIabs 

光合放氧复合体 

电子传递效率 

2  0.0 0.43a 0.20a 0.46a 0.57c 0.20a 1.00a 

  2.5 0.40a 0.17ab 0.43ab 0.60c 0.13b 0.95b 

  5.0 0.34b 0.14bc 0.42ab 0.66b 0.08bc 0.92bc 

 10.0 0.28c 0.11c 0.41b 0.73a 0.04c 0.88c 

        
6  0.0 0.36ab 0.11 0.32b 0.64bc 0.07b 1.00 

  2.5 0.39a 0.13 0.34ab 0.61c 0.09a 0.96 

  5.0 0.33bc 0.12 0.38ab 0.67ab 0.07b 0.97 

 10.0 0.30c 0.12 0.41a 0.70a 0.06b 1.00 

同列不同字母示同一时间组内的差异有统计学意义(P<0.05)。 
 

2.4 对苯二酚对类珠藻固氮活性的影响 

从表 3 可知，2 d 时，对苯二酚处理的类珠藻

固氮活性均显著低于对照的；但在 2.5~10.0 mg/L

的浓度范围内，固氮活性随对苯二酚浓度的增加而

增加。6 d 时，2.5 mg/L 对苯二酚处理的固氮活性与

对照的差异无统计学意义，而 5.0、10.0 mg/L 对苯

二酚处理的固氮活性仍显著低于对照的。 

2.5 对苯二酚处理下类珠藻细胞内抗氧化酶活性

和 MDA 含量变化特征 

从表 3 可知，2.5~10.0 mg/L 对苯二酚对藻细胞
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内的 SOD 活性没有显著影响；5.0、10.0 mg/L 对苯

二酚可显著提高藻细胞内的 CAT 活性，2 d 时，5.0、

10.0 mg/L 对苯二酚处理 CAT 活性分别为对照的

4.92 倍和 5.83 倍，6 d 时所有处理细胞内的 CAT 活

性较 2 d 时同一处理的均有所下降，但 5.0、10.0 

mg/L 对苯二酚处理的 CAT 活性与对照的差距进一

步扩大，分别为对照的 7.51 倍和 9.96 倍；2 d 时，

2.5~10.0 mg/L 对苯二酚处理的类珠藻 MDA 含量均

显著低于对照的，其中，2.5 mg/L 对苯二酚处理的

含量最低，仅为对照的 36.4%，3 组对苯二酚处理

的类珠藻 MDA 含量随对苯二酚处理浓度的增加而

显著递增，6 d 时，各处理的 MDA 含量间的差异均

无统计学意义。 

表 3 对苯二酚处理的类珠藻的固氮活性和抗氧化酶活性及丙二醛含量 

Table 3 Nitrogen fixation activity, antioxidant enzyme activity and malondialdehyde content of Aliinostoc sp. YYLX235 treated 

with hydroquinone 

培养时间/d 
对苯二酚质量浓度/ 

(mg·L–1) 

单个细胞固氮活性

(C2H2产量)/(ng·h–1) 

CAT 活性/ 

(U·mg–1) 

单个细胞 MDA 量/ 

pmol 

SOD 活性/ 

(U·mg–1) 

2 0.0 26.14a 3.54b 0.33a 13.76 

 2.5 11.15c 8.38b 0.12d 14.47 

 5.0 12.74c 17.40a 0.21c 17.47 

 10.0 18.09b 20.64a 0.26b 19.30 

      
6 0.0 54.73a 1.50b 0.16 10.78 

 2.5 55.69a 3.51b 0.23 12.57 

 5.0 46.95b 11.27a 0.10 14.27 

 10.0 47.79b 14.94a 0.10 16.20 

同列不同字母示同一时间组内的差异有统计学意义(P<0.05)。 
 

3 结论与讨论 

对苯二酚具有较强的生物毒性。BÄHRS 等[20]

的研究显示，对苯二酚对铜绿微囊藻(Microcystis 

aeruginosa)具有极强的生物毒性，其 24、48 h 的生

长 EC50 分别为 0.96、0.49 mg/L；对苯二酚对不同

种类微藻的毒性差异较大，对苯二酚对蓝藻门中的

集胞藻(Synechocystis sp.)的毒性是其对铜绿微囊藻

的毒性的 8.46%。本研究中；10.0 mg/L 的对苯二酚

对类珠藻的生长没有明显的抑制作用，可见类珠藻

对对苯二酚的耐受能力强于铜绿微囊藻；6 d 时，

2.5 mg/L 对苯二酚即可显著抑制类珠藻的生长，此

时对苯二酚对类珠藻的 EC50 为 12.88 mg/L，这也进

一步表明类珠藻对对苯二酚有较强的耐受性。 

丁惠君等[21]的研究结果显示，当对苯二酚浓度

为 0.2 mg/L 时，铜绿微囊藻的叶绿素 a 含量已无法

检测到。本研究中，所有对苯二酚处理的类珠藻细

胞内的叶绿素 a 与类胡萝卜素含量并未出现下降现

象，光合色素含量的变化特性再次表明类珠藻对对

苯二酚的耐受能力强于铜绿微囊藻；2 d 的对苯二

酚处理能增加蓝藻藻胆蛋白的含量，这可能与藻细

胞的应激效应有关[22]；随着处理时间的延长，6 d

时，10.0 mg/L 对苯二酚处理显著降低了类珠藻藻胆

蛋白含量，尽管 2.5、5 mg/L 对苯二酚处理的类珠

藻藻胆蛋白含量没有显著影响，但是却显著改变了

PC 和 APC 含量的比值，PC 所占比例增加，而 APC

所占比例降低。APC 的捕光效率高于 PC 的[23]，尽

管对苯二酚处理没有降低类珠藻藻胆蛋白的含量，

却提高了 PC 的相对比率，从而导致了类珠藻捕光

效率降低。 

本研究中，即使是 2.5 mg/L 对苯二酚处理 2 d

也能显著降低类珠藻光合系统Ⅱ的综合性能，由此

推测2.5 mg/L对苯二酚可能已造成了类珠藻光合系

统Ⅱ的损伤。荧光参数 φP0、ψ0、光合放氧复合体

电子传递效率分别反映光合系统Ⅱ反应中心电子

供体侧、受体侧及光合放氧复合体的性能[23]。荧光

参数分析结果表明，对苯二酚处理可造成光合系统

Ⅱ反应中心电子供体侧和受体侧受损，其中电子供

体侧表现更为敏感。光合系统Ⅱ电子传递受损导致

部分电子回流，使得对苯二酚还原速率(dV/dt0)增
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加。对比对苯二酚处理下类珠藻叶绿素荧光参数、

生长和光合色素含量的变化特征可以发现，类珠藻

叶绿素荧光参数比生长和光合色素含量变化特征

更灵敏。 

KULASOORIYA 等[24]的研究结果显示，微生

物的固氮活性对环境因子胁迫响应灵敏。本研究的

结果也显示，固氮活性对对苯二酚处理的响应比生

长和光合色素含量的灵敏。生物固氮需要消耗大量

的生物能，细胞每固定 1 分子的氮气需要消耗 16

分子的 ATP[25]。当细胞受到胁迫时，细胞需要更多

的生物能来应对胁迫，导致分配给固氮作用的能量

份额会降低，进而降低细胞的固氮活性[26]。此外，

对苯二酚处理条件下类珠藻光合作用效率显著降

低。光合作用产能降低可能是对苯二酚处理条件下

其固氮活性降低的另一个原因。 

光合系统中，受到光活化的高能电子若不通过

光合作用电子传递的方式淬灭，则会转化为氧自由

基，这是光合微生物细胞内源性氧自由基的主要来

源之一[23]。SOD 和 CAT 是细胞内主要的抗氧化酶，

当细胞受到氧化胁迫后，细胞内的抗氧化酶活性往

往会上升[27]。对苯二酚处理条件下类珠藻光合系统

的电子传递效率降低，表明有更高比例的高能电子

转化为内源性氧自由基，这可能是对苯二酚处理条

件下类珠藻细胞内 CAT 活性升高的原因之一。从

对苯二酚的化学结构来看，对苯二酚本身是一种还

原剂，但是对苯二酚也可以在金属离子的诱导下发

生自氧化，产生氧自由基[28–29]。可见，对苯二酚对

细胞氧化和抗氧化系统具有复杂的作用效应，它既

可以充当还原剂缓解氧化胁迫，也可以自氧化成自

由基对细胞造成氧化损伤[8]。本研究的结果显示，

尽管对苯二酚处理后类珠藻细胞内 CAT 活性升高，

但是细胞内脂质氧化产物 MDA 含量却显著低于对

照。据此可以推测，对苯二酚处理可能没有导致细

胞质膜受到氧化性损伤。此外，由于对苯二酚本身

的化学性质不稳定，其在类珠藻培养体系中的浓度

会随培养时间的延长而衰减，这可能是 2 d 时对苯

二酚对类珠藻光合系统Ⅱ电子传递效率和固氮酶

活性的抑制强度远高于 6 d 的原因。 
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