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湖 泊 或 水 库 富 营 养 化 后 产 生 的 藻 毒 素 

影 响 果 树 生 长 的 实 验 室 证 据 

陈建中 。 孙庆俊 刘志礼。 郭佳兰 张海洋 
(1湖州师范学院生命科学学院 湖州 313000；2南京新世纪园艺研究所；3南京大学生命科学学院) 

随着人 El的增长 和工农业生 产 的发 展 ，水 环境 

质量 日趋恶化，淡水湖泊或水库中蓝藻水华频繁发 

生。微囊藻毒素(Microcystins，MCs)是蓝藻水华引 

起的危害最大的一类藻毒素，它进入生物体内对蛋 

白磷 酸酶 1和 2A起 抑制作 用 ，被认 为是一 种促 肝 

癌剂。本研究利用滇池蓝藻水华提取液探讨了微囊 

藻毒素在苹果组培苗中的积累情况及其对苹果苗生 

长和愈伤组织形成的影响。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

微囊藻水华材料来源于云南滇池，经冻干处理 

后保存于～2O℃下备用。微囊藻毒素一LR、一RR和一 

YR标准品购 自Calbiochem 公司 (Bad Soden，德 

国)。抗微囊藻毒素一LR的单克隆抗体由 Et本东京 

科技大学的Yoshio Ueno教授提供。 

1．2 有毒蓝藻提取液的准备 

将冻干蓝藻悬浮在蒸馏水中，冻融 8次以后， 

20 000 g下 离 心 3O分 钟 ，取 出 上 清 液 置 一2O℃ 

备 用。 

1．3 提取液中微囊藻毒 素的定量与特征分析 

采用小白鼠腹腔注射法[1]评估提取液中微囊藻 

毒素的毒性。以 4周龄、体重 16～19 g的雄性 ICR 

小 白 鼠用 于 剂 量反 应 试 验 ，检测 LD 。(半致 死 剂 

量)。微囊藻毒素的分离、定量与特征分析均根据前 

人所用 的试验方 法[2 ]，即提取 液经过 Sep-pak C18 

小柱(Waters公司)纯化[2 后，酶联免疫吸附方法 

(ELISA)检测微囊藻毒素总量，高效液相色谱法 

(HPLC)检验毒素组分[3]。 

1．4 苹果组培试验 

先获得长富 2号苹果(Malus pumila)无菌苗， 

扩繁至一定数量后进行微囊藻毒素处理。培养基配 

方 ：MS+ BA 1．0 mg／L+NAA 0．5 mg／L+ 蔗糖 

30 g／L+琼脂 6．5 g／L，pH值 5．8。无菌条件下，将 

毒素提取液过滤灭菌后加入已灭菌培养基中，对照 

加蒸馏水 ，接种后置培养室中培养。培养室温度 25 

±2℃，光照 3 000 Ix，每天光照 12小时。 

苹果愈伤组织诱导培养基：MS+BA 4．0 mg／L 

+NAA 1．0 mg／L+蔗糖 30 g／L+琼脂 6．5 g／L， 

pH值 5．8。接种后暗培养 3周，然后置光照培养室 

中培养 。 

1．5 ELISA测定苹果组织中的微囊藻毒素含量 

取苹果组培苗组织 0．5 g加入蒸馏水 2 ml研磨 

成匀浆，在 20 000 g下离心 2分钟，取上清液通过 

Sep-pak C18小柱进行纯化，ELISA测定总微囊藻 

毒素含量，结果用微囊藻毒素一LR(MC-LR equiv) 

表示 。 

2 结果与分析 

2．1 滇池蓝藻水华的藻毒素组分 

我国湖泊中最常见的水华蓝藻种类为微囊藻。 

滇池位于中国西南部，在最近 15年中经常出现有毒 

蓝藻水华的报道。我们已从富营养化的滇池中分离 

到产 生水华 的蓝 藻——铜绿 微囊藻 (Microcystis 

aeruginosa)，并已证实能产生肝毒素。为了研究微 

囊藻毒素对苹果生长的影响，我们以冷冻干燥 的滇 

池水华为原材料，获得了有毒蓝藻的粗提液，并用小 

白鼠生物测试了粗提液的肝毒性，粗提液腹腔注射 

小 白鼠后可引起小白鼠的死亡 ，其 半致死剂量 LD5。 

为 83 mg／kg体重。反相高效液相色谱法分析表明 

粗提液中至少含有 3种微囊藻毒素：MC-RR、MG 

LR、MC-YR，分别占 62％、35％、3 。根据 ELISA 

测定，有毒蓝藻水华粗提液中的微囊藻毒素总量为 

每毫克水华干重含相当于 0．4／lg MC-LR的微囊藻 

毒素 。 

2．2 苹果无菌苗中微囊藻毒素的积累 

如果人们用有微囊藻毒素的水灌溉植物，微囊 

藻毒素就有可能进入植物体内并积累。为了评估微 

囊藻毒素通过食物链对人类健康产生危害的可能 

性，本研究利用 ELISA方法检测了微囊藻毒素在苹 

果组培 幼 苗 中 的积 累情 况。试 验结 果 看 出 ，随 着 

Mcs处理浓度增加和培养时间延长，苹果组培苗体 

内积累的微囊藻毒素含量逐渐增高，微囊藻毒素在 
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苹果组培苗中富集；但 0．03~g／ml处理例外，14天 

后苹果苗中毒素含量反而略低于 7天后。苹果对照 

样品中检测不到微囊藻毒素的存在(见表 1)。 

表 1 培养基添加微 囊藻毒素(MCs)在 

苹果组培苗中的积累情况 (n一3) 

MCs浓度 组培苗 MC-LR e
—

qu
—iv鎏壁 ：!： 

／蝎 ·ml 0天 7天 14天 

2．3 MCs对 苹果 生长的影 响 

为了探讨微囊藻毒素对苹果生长和发育的影 

响，我们研究了滇池水华的粗提液对苹果组培苗生 

长的影响。试验结果表明，微囊藻毒素可显著影响 

苹果 组 培 苗 的分 化 和 生 长，当毒 素 浓度 达 到 

0．30 g／ml时，植株生长受到明显抑制，苹果无菌苗 

的增殖系数也由对照的 18倍骤减至 5倍，植株叶片 

狭长，节间变短，植株呈浅黄色，表现出异常幼苗症 

状；当毒素浓度达到 3．00／~g／ml时，苹果植株几乎 

停止生长和分化 ，植株呈黄褐色 (见 图 1)。 

微囊藻毒素是极强的促肿瘤剂，已被众多学者 

所共识 ，但是否能促进 植物细胞 的增殖 尚未见 有报 

道。鉴于此，我们研究了微囊藻毒素对苹果叶片、叶 

柄和茎段脱分化产生愈伤组织的影响。结果表明低 

浓度的 MCs可以诱导苹果叶片、叶柄和茎段脱分化 

产生愈伤组织，0．03／~g／ml的MCs有利于苹果叶片 

脱分化，而 0．12 i~g／ml MCs则可以诱导苹果叶柄 

和茎段的脱分化产生愈伤组织 ；随着 MCs浓度的增 

加，诱导作用逐渐减弱并出现抑制现象，当 MCs浓 

度达到 1．92 pg／ml时，微囊藻毒素对苹果叶片、叶 

柄和茎段外植体产生毒害作用，苹果叶片、叶柄和茎 

段逐渐 变褐 、死亡 。 

3 讨论 

0~g／ml(对照) 0．03~g／ml 0．3 0~g／ml 

图 1 不同浓度微囊 藻毒 素处理 2个月后苹果组培 苗的生长状况 

大部分关于微囊藻毒素对植物影响的研究都集 

中在单个微囊藻毒素异构体上。最近研究发现微囊 

藻毒素一LR、-RR和一LF对芥菜生长的抑制效应存在 

显著差异“]。为了研究混合毒素对植物的作用效 

应，我们采用含有微囊藻毒素一RR、-LR和一YR的水 

华粗提液进行试验，这种毒素混合物的情况很大程 

度上代表了植物在自然界中所面临的环境。 

虽然本研究的毒素处理浓度并不能很好地代表 

发生蓝藻水华时湖水 或水库 中的毒素含量，但 

微囊藻毒素是一种被认为很难降解的物质E 73，土壤 

中的微囊藻毒素可能被积累；Jones和 0rrl_8 研究发 

现，在杀藻剂处理的湖水中曾检测到微囊藻毒素含 

量高达 1 300 1 8OO g／L。本试验结果 表明 ，使用 

被蓝藻毒素污染的水灌溉将影响果树生长。 
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少用农药防治好南方葡萄病害的综合措施 

杨治元 王金 良 
(浙江省海盐县农业科学研究所 314300) (浙江省海盐县农经局植保站) 

海盐县地处浙江北部，属南方东部暖湿地区，年 

平均温 度 16．7℃，年 降雨量多数 年份 1 300～ 

1 400 mm，年 日照 1 700小时左 右 。1987年引 种巨 

峰葡萄，尔后每年均引入新品种。根据当时总结的 

经验，葡萄防病 7天左右用一次药，雨后必用药，多 

药混用。频繁使用农药，不但使生产成本增高，果实 

农药污染较重，而且黑痘病、灰霉病和炭疽病等主要 

病害仍控制不住，每年均受到一定的损失。我们在 

认真总结 I987—1993年病害发生规律和病害防治 

经验教训的基础上 ，从 1994年开始，在海盐县农业 

科学研究所葡萄实验园上进行少用农药防好病害的 

实践，逐步探索到一套综合措施。 

1 少用农药 防好病 害实践概况 

1994--2005年的 12年 中，试验 园 3种栽培 方 

式的农药使用情况如下。 

露地 栽培 ：1994~ 2000年 ，欧美杂交种 品种 ，全 

年使用农药次数平均为 14．9次(8～l9次)，其中两 

药混 用 2．4次，每 667 1TI。农 药 成本 140．10元 

(79．00～199．00元 )。 

花前覆膜 避雨 栽培 ：2001--2005年 ，欧 美杂 交 

种品种，全年使用农药次数平均为 9．6次，其中两药 

混用 1次，每 667 In。农药成本 95．OO元 。 

大棚促成栽培：1999--2005年，欧亚种品种，全 

年使用农药次数平均为 6．9次，其中两药混用 1次， 

每 667 m。农药成本 69．3O元。 

在这 12年中黑痘病未发生过，霜霉病、灰霉病 

和穗轴褐枯病均控制住。唯独欧亚种品种还在一定 

程度上受到果穗白腐病为害，其中美人指发病率 

3 左右，其余品种 1 左右。 

2 少用农药防好病害综合措施 

2．1 保健栽培 ，增 强树 体抗病 力 ，减轻发病 实施 

保健栽培 ，改善葡萄园生态环境，提高通风透光度， 

促使根系发达，树体健壮，提高植株自身抗病能力 ， 

是减轻和防治病害的基础。具体措施如下： 

(1)采用双十字 V形架，使冠幕分成通风带、结 

果带和光合带 ，可减轻发病，减少用药量。(2)创造 良 

好的土壤环境 ，搞好水、土管理，保持土壤疏松，水气 

协调，使根 系 具有 活力。(3)平衡 施肥。晚 秋 每 

667 1TI。施鸡、鸭粪 1 t，磷肥 5O kg。因品种特性施好 

催芽肥、膨果肥、着色肥和采果肥 ，有些欧亚种补施 

秋肥，要求“控氮，稳磷，增钾”，掌握蔓、叶不徒长，着 

果后果、蔓协调生长。(4)合理整蔓。根据品种特性 

确定留梢量，每 667 1TI。留 2 500～3 000条，果穗以 

上副梢留 1叶绝后摘 心 ，叶面 积指 数在 2～2．5，叶 

片整齐分布在叶幕上，蔓叶不郁闭，叶叶见光，通风 

透光良好。若蔓叶郁闭，则很难控制灰霉病和穗轴 

褐枯病。(5)控穗 ，控产。按品种特性合理定穗，不超 

量挂果，每 667 1TI。产量控制在 1 500 kg左右。超量 

挂果，很难控制白腐病。 

2．2 上 中下隔 离栽培 ，避免发 病 上 隔离 ：设 施栽 

培 ，薄膜覆盖，避免雨淋，覆膜期基本免受黑痘病 、炭 

疽病和霜霉病为害，不必防治，因而可减少用药 5～ 

8次。中隔离：果穗套袋 ，减轻病菌传到果穗，减轻 

农药污染果穗。下隔离：畦面铺双色反光膜，减少土 

壤中病菌传播，并有保湿和灭草效果。 

2．3 绒球末期用好杀 茼剂 试验 园 3种栽 培方式 

均在葡萄绒球末期对树体和畦面喷波美 5度石硫合 

剂，杀灭越冬病原菌。此次用药原则为“宁焦勿早， 
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