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硝化抑制剂双氰胺对葛仙米的生物毒性

邵继海,冯丹怡,冯烨,金文熙,谭雅琪

(湖南农业大学 环境与生态学院,长沙410128)

摘要:为了准确地评估硝化抑制剂双氰胺(DCD)对固氮蓝藻的生物毒性,为农田合理应用硝化抑制剂和固氮

蓝藻提供理论依据,选取稻田可食用固氮蓝藻—拟球状念珠藻(NostocSphaeroides,俗名葛仙米),从生长、光合系

统、固氮活性和氧化—抗氧化系统等方面,研究了田面水培养条件下DCD对葛仙米的生物毒性.结果表明,田面水中

DCD质量浓度为240mg·L-1时,显著抑制葛仙米的生长.DCD胁迫能降低葛仙米藻蓝蛋白(PC)含量,损伤光合系

统Ⅱ,诱导细胞内活性氧(ROS)含量升高.葛仙米胞内抗氧化防御系统可以消除低质量浓度DCD引起的氧化胁迫,

当DCD质量浓度达到300mg·L-1时,藻细胞受到氧化性损伤.低质量浓度的DCD可增强葛仙米的固氮活性,但是

当其质量浓度⩾240mg·L-1时,显著抑制该藻的固氮活性.研究结果表明,培育葛仙米的稻田,田面水中DCD质量

浓度建议不超过120mg·L-1.
关键词:生长率;光合系统;氧化 抗氧化系统;固氮酶活性

中图分类号:Q89      文献标志码:A 文章编号:1000-2367(2026)04-0001-08

氮素是植物生长必需的主要营养元素之一,氮肥的施加可以提高作物的产量[1].但如果施加过量的氮

肥,不仅对作物的增产效应甚微,还会降低作物对氮肥的利用效率,导致农田中大量氮肥流失[2].目前使用的

化学氮肥主要是尿素和碳酸氢铵.没有被作物吸收的铵态氮或尿素分解生成的铵态氮会被土壤中的硝化细

菌和硝化古菌氧化为硝态氮[3].而铵态氮转化为硝态氮的过程中,会释放出氢离子导致土壤酸化;此外,在转

化过程中也会产生温室气体氧化亚氮.相较于铵态氮,土壤中的硝态氮更易流失,并最终导致水体富营养

化[4].双氰胺(DCD)是一种常用的硝化抑制剂,该物质通过抑制氨氧化细菌和氨氧化古菌的氨单加氧酶

(AMO)和羟胺氧化酶(HAO),进而抑制农田土壤中氨态氮的硝化过程[5].
固氮蓝藻是农田中重要的微生物类群.这类微生物可以通过生物固氮作用向稻田输入氮素.据统计,接

种固氮蓝藻能减少稻田50%左右的化学氮肥使用量,还能增加水稻产量[6].除了生物固氮功能外,稻田固氮

蓝藻还可以通过提高氮素利用效率、减少稻田中氮挥发的方式减少稻田氮素流失[7].作为光能自养微生物,
固氮蓝藻还能通过光合作用同化稻田CO2,减少稻田中CO2 的排放,增加稻田土壤有机质含量[8].农田固氮

蓝藻的研究已有近百年的历史,然而到目前为止,鲜见其生产应用.固氮蓝藻生长缓慢,菌肥生产成本高是抑

制其产业化发展和应用的瓶颈.拟球状念珠藻(NostocSphaeroides,俗名葛仙米)是一种生长在稻田的可食

用固氮蓝藻.作为一种生物氮肥,葛仙米能增加稻田土壤氮含量,并可以促进水稻的生长.同时葛仙米具有较高

的保健和药用价值[9],稻田收获葛仙米带来的经济效益有望克服固氮蓝藻菌肥生产成本高难以产业化的缺点.
通过固氮微生物来削减稻田化学氮肥使用量和利用硝化抑制剂减少稻田铵态氮的硝化反应,均是提高

氮肥利用效率,减少稻田氮素流失和减缓农田土壤酸化的重要举措.然而,当硝化抑制剂和固氮蓝藻同时使用
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时,硝化抑制剂可能对固氮蓝藻产生毒性,抑制其生态功能的发挥.有研究表明,在微藻培养基BG11培养条

件下,100mg·L-1DCD对类珠藻(Aliinostocsp.)生长具有抑制作用[10].不同微藻对同一环境胁迫的响应

可能具有很大的差异,Gauthier等[11]研究显示,在相同的铝胁迫下,宽松鱼腥藻(Anabaenalaxa)相较于灰

色念珠藻(Nostocmuscorum)体内抗氧化系统防御能力更强,铝胁迫导致的氧化性损伤更小.微藻对环境胁

迫的响应也受环境条件的影响.例如,Liao等[12]的研究指出,在氮缺乏或者磷缺乏的环境中,铜绿微囊藻

(Microcystisaeruginosa)对PFOS的摄取量较之在营养充足的环境中有显著的增加,受到PFOS损伤也更

强.稻田田面水的化学成分与微藻的培养基有较大的差别,尽管最近有研究探讨了BG11培养基培养条件

下,DCD对类珠藻的生物毒性,然而,在稻田环境中,DCD对固氮蓝藻的生物毒性尚不清楚.此外,葛仙米在

稻田会形成球状群体,其对DCD胁迫的生理响应也必然不同于呈分散丝状的固氮蓝藻.
为了真实反映稻田环境条件下DCD对葛仙米的毒性,本文以田面水为介质,研究了DCD对葛仙米生

长、光合作用、固氮活性和氧化-抗氧化系统的影响,以期为稻田中合理使用硝化抑制剂和固氮蓝藻提供理

论依据.

1 材料与方法

1.1 实验材料

试验选用的拟球状念珠藻(NostocSphaeroides,俗名葛仙米)分离自湖北鹤峰稻田.将球状的葛仙米颗

粒经体积分数75%酒精表面消毒,并进一步碾磨、破碎后接种至BG11培养基中,光照振荡培养获得直径⩽
0.1mm的微粒状葛仙米待用.培养条件:光照强度2000lx、光照与黑暗周期为12h:12h、培养温度(25±1)℃.

收集稻田土后经风干、研磨后过20目筛,按照10∶9(m∶m)的比例与去离子水混合均匀.于25℃黑暗

环境下温育15d,实验全程保持淹水1cm状态.温浴结束后,取上清液后过0.22μm醋酸纤维滤膜,得到无

菌的田面水.田面水理化性质如下:pH6.62、TN(12.59mg·L-1)、NH+
4-N(0.322mg·L-1)、NO-

3-N
(6.76mg·L-1),TP(0.14mg·L-1)、有效磷0.0617mg·L-1、COD(692.3mg·L-1).实验所使用的稻田

土来源于湖南农业大学耘园基地(28°18'25″N,113°07'34″E).
1.2 实验设置

毒理实验在田面水介质中进行.向250mL锥形瓶中加入91mL无菌田面水、3mL对数生长期的葛仙

米微粒悬浮液、5mL柠檬酸—柠檬酸钠缓冲液和1mL不同质量浓度DCD母液.鉴于DCD在田间用量为土

壤全氮含量5%~10% 时产生最佳效果[13].因而在设定DCD质量浓度时,我们参考了其在农田中的施用标

准,将DCD的最大应用质量浓度定为不超过土壤全氮含量的10%,最高质量浓度设定为300mg·L-1.实验

起始时,培养体系pH为7.0,各组初始叶绿素a(Chla)质量浓度设置为0.55mg·L-1,DCD质量浓度分别

设置为0(对照组)、120、240和300mg·L-1,其中对照组使用等量蒸馏水替代DCD溶液.柠檬酸-柠檬酸钠

缓冲液的终浓度为40mmol·L-1.预实验结果表明,该质量浓度的缓冲液对葛仙米的生长和光合作用无显

著影响,并能有效维持培养液pH稳定.每个处理组设置3个重复,光照条件与前述1.1节相同.在DCD胁迫

24h后,对葛仙米的各项生理指标进行取样测定.
1.3 光合色素含量及生长速率的测定

取样4mL,置于4℃,8500r·min-1条件下离心5min,去除上清液,用体积分数95%乙醇定容至

4mL,保持在4℃ 避光条件下浸提,同时为了确保提取过程的均匀性,不定时进行摇晃,24h后再次离心取

上清液,测定其在665、649、470nm处的吸光值.Chla(mg/L)和类胡萝卜素(carotenoids)(mg/L)的计算公式

如下.

ρChla =13.95×A665-6.88×A649, (1)

ρcarotenoid=
1000×A470-2.05×ρChla

245 . (2)

  由于葛仙米生长速率较低,且菌丝聚集呈球形,无法利用传统方法进行显微镜计数,于是选用96h内单

位时间Chla 的变化速率来表征DCD对葛仙米生长的影响.
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1.4 粗酶液的提取及藻胆素含量的测定

取样30mL,在4℃,8500r·min-1条件下离心去除上清液后,采用液氮研磨法进行粗酶液的提取.利
用考马斯亮蓝染色法测定酶液总蛋白的质量浓度.按照Basheva等[14]所述方法计算其中的藻蓝蛋白(PC)
(mg/L)和别藻蓝蛋白(APC)(mg/L)含量.藻细胞内藻胆蛋白含量用每毫克蛋白质所含藻胆蛋白含量进行

标准化.

ρPC=
A620-0.70×A650

7.38
, (3)

ρAPC=
A650-0.19×A620

5.65 . (4)

1.5 叶绿素光诱导荧光(OJIP)的测定

葛仙米叶绿素光诱导荧光瞬态上升动力学使用浮游植物叶绿素荧光分析仪(AquaPen-C100)测定.取样

2mL,暗适应15min后测定葛仙米OJIP动力学曲线.参照Lin等[15]所述方法,分析叶绿素光诱导荧光动力

学主要参数,即光合系统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初级质体醌

(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

体性能(1-Vk/Vj)r 以及光合系统Ⅱ综合效能(PIabs).
1.6 氧化 抗氧化系统的测定

藻细胞的过氧化氢酶(catalase,CAT)活性采用钼酸铵分光光度法测定[16].采用硫代巴比妥酸的方法测

定藻细胞中的丙二醛(malondialdehyde,MDA)含量[16].藻细胞内活性氧(reactiveoxygenspecies,ROS)含量

利用荧光探针—还原型二氯荧光素二乙酯染色法测定[16].选用总超氧化物歧化酶测定试剂盒(南京建成)测
定葛仙米藻细胞内超氧化物歧化酶(superoxidedismutase,SOD)的活性.
1.7 固氮活性的测定

葛仙米的固氮活性采用经典乙炔还原法测定[16].将葛仙米在BG110培养基中氮饥饿15d后按照1.2节

的步骤布置实验,并从中取样40mL.样品在4℃,8500r·min-1下离心5min后移除35mL上清液,然后

转入120mL血清瓶中,抽出瓶中10%的空气,并向其中注入等体积的乙炔,光照培养24h后,用气相色谱

仪(安捷伦GC-7890)检测其中乙炔还原产物乙烯的含量.
1.8 数据分析

利用统计软件SPSS26对实验数据进行单因素方差分析(ANOVA).数据以平均值±标准差来表示,其
中p<0.05定义为具有显著差异.

2 结果与分析

2.1 DCD对葛仙米生长和藻胆素含量的影响

图1显示在田面水培养条件下,不同质量浓度

DCD处理对葛仙米生长速率的影响.质量浓度为

120mg·L-1的DCD对葛仙米的生长无显著影响.
当DCD为240mg·L-1时,葛仙米生长速率显著

低于对照,为对照的49.8%.当DCD达到300mg·

L-1时,葛仙米生长受到进一步抑制,出现负生长,
生长速率为对照的-39.5%.

图2显示了田面水中DCD胁迫对葛仙米细胞

内藻蓝蛋白(PC)和别藻蓝蛋白(APC)含量的影响.
从图2(a)中可以看出,田面水中各种质量浓度的

DCD均造成葛仙米细胞内藻蓝蛋白(PC)含量的显

著下降,但各质量浓度间不具有显著性差异,为对
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照的90%.而葛仙米细胞内的别藻蓝蛋白对DCD的抗性强于藻蓝蛋白,质量浓度为300mg·L-1以内的

DCD对葛仙米APC的含量均没有显著影响(图2(b)).

2.2 DCD对葛仙米光合系统Ⅱ(PSⅡ)的影响

从图3(a)中可以看出,对照及各DCD处理组叶绿素光诱导荧光均呈现典型的OJIP曲线.然而,当DCD
达到300mg·L-1,P相向右偏移.图3(b)显示了PSⅡ电子传递特征和综合性能相关参数的变化特征.当

DCD为120mg·L-1时,反映PSⅡ综合性能的参数PIabs值显著低于对照,而且随着DCD质量浓度的增加

而进一步降低.当DCD为240和300mg·L-1时,荧光动力学参数φP0 和φE0 相较于对照组均出现不同程

度的下降,而φD0 则较对照组分别上升了8.6%和6.7%.各处理组荧光动力学参数(1-Vk/Vj)r 无显著

差异.

2.3 DCD对葛仙米氧化 抗氧化系统的影响

葛仙米细胞内CAT对DCD胁迫响应灵敏,图4(a)显示当DCD为120mg·L-1时,藻细胞内CAT活

性显著高于对照,为对照的124.2%;当DCD为300mg·L-1时,藻细胞内CAT活性进一步提升,为对照的

1.46倍.DCD为120和240mg·L-1处理组藻细胞内SOD活性均值高于对照,但是差异均没有达到显著性

水平(图4(b));当DCD为300mg·L-1时,藻细胞内SOD活性显著高于对照,为对照的170.3%.从图4(c)
可以看出,DCD胁迫导致了葛仙米细胞内类胡萝卜素与叶绿素a 的比值升高.当DCD的为240和300mg·

L-1时,葛仙米细胞内Car/Chla 比值分别较对照升高了15.0%和13.6%.
图5(a)显示了田面水中不同质量浓度DCD对葛仙米细胞内ROS含量的影响.当DCD为120mg·L-1

时,葛仙米细胞内ROS含量与对照相比无显著差异,然而,当DCD为240和300mg·L-1时,藻细胞内的

ROS含量显著高于对照,分别是对照的1.81倍和1.85倍.葛仙米细胞内MDA含量检测结果显示,仅当DCD为

300mg·L-1时,藻细胞内MDA含量显著高于对照(图5(b)),为对照的1.37倍.
2.4 DCD对葛仙米固氮活性的影响

如图6所示,田面水中120mg·L-1的DCD显著提升了葛仙米的固氮酶活性,较对照提高了66.3%.而随
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着DCD的进一步升高,葛仙米的固氮酶活性

受到显著抑制.在240mg·L-1和300mg·

L-1的DCD处理下,葛仙米固氮酶活性相较

于对照分别降低了50.6%和90.8%.

3 讨论

DCD是常用的硝化抑制剂,常被作为

肥料添加剂施用于农田,抑制土壤中铵态氮

的硝化作用[5].但Salis等[17]的研究发现,

DCD会对溪流中底栖藻类产生负面影响.同
时陈红宇等[10]的研究也表明,质量浓度为

100mg·L-1的DCD对类珠藻的生长产生

了显著抑制.而本研究则显示,质量浓度为

120mg·L-1的DCD对葛仙米的生长无显

著影响.葛仙米胞外多糖含量高,藻丝体聚

集并被胞外多糖包裹,形成球状群体.有研

究显示,胞外多糖有助于藻丝体抵抗环境胁

迫[18].较高的胞外多糖含量可能是葛仙米对

DCD耐受性强于分散丝状固氮蓝藻的原因.
藻胆蛋白是蓝藻细胞内重要的捕光天

线复合物组分[19].葛仙米藻细胞内藻胆蛋白

含量可以高达7%~8%,能有效捕捉红、蓝、
绿光[19].捕光效率的强弱直接影响着葛仙米

的光 合 作 用 效 率,进 而 影 响 其 生 长 和 繁

殖[20].在能量传递链中,不同藻胆蛋白的位

置及功能不同.PC位于远离核心的外部区

域,而APC更靠近藻胆体的核心部位,因此

当光能被藻胆体捕获时,PC作为外围的色

素蛋白,会比APC更先接收到光能[21],这代

表PC更易受环境因子的影响.在氮源受限的情况下,藻胆蛋白可以作为氮源,满足其他蛋白质的合成[20].而
藻细胞内的PC含量较高,在受到环境胁迫时可能被优先分解以补充氮源,这可能是造成PC降低的原因.

叶绿素光诱导动力学反映了PSⅡ的光化学反应效率和光电子传递状态[16].叶绿素荧光参数φP0 和ψ0
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分别反映PSⅡ反应中心电子传递供体侧和受

体侧的状态[16].陈红宇等[10]研究显示,DCD胁

迫条件下,类珠藻的PSⅡ电子传递效率升高,
表现为应激效应.而本研究结果显示DCD胁迫

条件下,葛仙米叶绿素荧光参数φP0 显著降低,
但是ψ0 无显著变化,据此推测DCD可以损伤

葛仙米PSⅡ电子供体侧,但是对其受体侧无显

著影响.闫琼等[22]的结果中也得到了相似的结

论,脲酶抑制剂-对苯二酚造成了类珠藻PSⅡ损

伤,且反应中心电子供体侧更为敏感.
光合作用过程中非正常淬灭的高能电子是

微藻细胞内ROS的主要产生源,当藻细胞的光

合系统受损后,不能通过光化学反应淬灭的高

能电子比率增加,从而导致细胞内ROS含量升高[23].叶绿素荧光分析结果显示,DCD胁迫能导致葛仙米PS
Ⅱ反应中心电子供体侧受损,其变化趋势与藻细胞内ROS含量的变化趋势基本一致.据此推测,DCD通过

损伤葛仙米的光合系统,导致藻细胞内ROS含量升高.藻细胞内有一套完整的抗氧化系统,用于消除细胞内

的过量ROS.正常情况下,藻细胞可以根据细胞内ROS的含量,通过一定的信号传导途径来调节细胞内的

抗氧化酶的活性和非酶类抗氧化物质的含量.SOD和CAT是细胞内两种最主要的抗氧化酶[24].SOD主要

负责催化细胞内的超氧阴离子产生 H2O2 和 H2O.CAT则将细胞产生的 H2O2 进一步分解为 H2O和

O2[24].葛仙米细胞内的SOD和CAT活性分析结果显示,DCD胁迫能上调葛仙米细胞内的SOD和CAT活

性,这也进一步表明DCD导致了葛仙米受到氧化胁迫.类胡萝卜素是藻细胞内的一种非酶抗氧化物质,该物

质能淬灭细胞内的ROS,同时也可以作为一种抗氧化剂,保护膜脂免受氧化性损伤[25].前人的研究结果表

明,当蓝藻细胞受到氧化胁迫时,藻细胞内的类胡萝卜素含量或ρCar/ρChla的比值升高[11].本研究的结果也显

示DCD胁迫导致了葛仙米细胞内ρCar/ρChla的比值升高,该结果也从另外一个方面表明DCD导致葛仙米受

到氧化胁迫.
MDA是膜脂氧化反应的最终产物.细胞内 MDA含量可以反映细胞受到的氧化性损伤情况[26].DCD胁

迫条件下,葛仙米细胞内的氧化—抗氧化系统分析结果显示,DCD质量浓度为120mg·L-1时就可以上调

藻细胞内的抗氧化系统,质量浓度为240mg·L-1时细胞内ROS显著升高,而仅当DCD为300mg·L-1

时,藻细胞内的 MDA含量才显著升高.这些结果表明,低质量浓度DCD胁迫下,葛仙米可以通过上调藻细

胞的抗氧化系统,消除ROS,维持细胞内氧化—抗氧化系统的动态平衡,避免细胞受到氧化性损伤.只有当

DCD的质量浓度足够高(如300mg·L-1)时,藻细胞才受到氧化性损伤.
在环境胁迫条件下,细胞可以通过调整自身代谢来应对环境胁迫,减轻环境胁迫对细胞的损伤[27].例

如,受到氧化胁迫时,藻细胞能上调抗氧化酶相关基因的表达,提升抗氧化酶的合成[27].细胞代谢的调整必

然涉及多种蛋白质的合成.因此,环境胁迫条件下,细胞需要通过提高氮素的摄取或动员细胞内氮素的再分

配等方式来满足新蛋白质合成对氮素的需求[28].生物固氮则是固氮蓝藻在缺氮条件下获取外源氮素的主要

方式,环境胁迫条件下,固氮微生物可以通过提高固氮酶的活性满足细胞对氮素的需求.在本研究中,低质量

浓度DCD胁迫条件下,葛仙米可能通过上调固氮酶的活性满足细胞调整代谢过程中对氮素的需求.然而,生
物固氮是一个高耗能的过程[29],高质量浓度DCD胁迫条件下,葛仙米光合作用效率显著降低,导致细胞通

过光合作用合成生物能效率降低.细胞内能量供应不足可能是高质量浓度DCD胁迫条件下葛仙米固氮活性

下降的重要原因.

4 结论

在田面水培养条件下,DCD胁迫对葛仙米的生长和光合作用有显著抑制作用,导致藻细胞内ROS含量
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显著升高,进而导致细胞膜脂发生氧化性损伤.此外,低质量浓度的DCD可增强葛仙米的固氮活性,但当质

量浓度大于等于240mg·L-1,其固氮活性受到显著抑制.因而,培育葛仙米的稻田,为了减少DCD对葛仙

米生长和代谢的负面影响,建议稻田田面水中DCD质量浓度不宜超过120mg·L-1.
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Bio-toxicityofnitrificationinhibitordicyandiamideonNostocsphaeroides

ShaoJihai,FengDanyi,FengYe,JinWenxi,TanYaqi

(CollegeofEnvironmentandEcology,HunanAgriculturalUniversity,Changsha410128,China)

Abstract:Inordertoaccuratelyevaluatebio-toxicityofnitrificationinhibitordicyandiamide(DCD)ondiazotrophiccya-
nobacteriaandprovideusefulinformationonreasonableapplicationofDCDanddiazotrophiccyanobacteriainagriculturalfields,

thisstudyinvestigatedtheeffectsofDCDongrowth,photosynthesis,nitrogen-fixingactivity,andtheoxidative-antioxidative
characteristicsofanediblediazotrophiccyanobacteriumNostocSphaeroidesinpaddyfloodedwater.Theresultsshowedthat,

DCD,ataconcentrationof240mg·L-1,significantlyinhibitedthegrowthofN.Sphaeroides.Andalso,DCDdecreasedthe
contentofphycocyanin(PC),severelydamagedthePSⅡ,andincreasedreactiveoxygenspecies(ROS)incellsofN.Sphae-
roides.TheintracellularantioxidantdefensesystemcouldeliminateoxidativestressinducedbylowlevelofDCD.However,

highlevelofDCD(300mg·L-1)resultedinoxidativedamageoncellsofN.Sphaeroides.Thedinitrogen-fixingactivityof
N.SphaeroideswaspromotedbylowlevelofDCD,butitwassignificantlyinhibitedbyDCDataconcentrationof⩾240mg·

L-1.Basedonthesefindings,itisrecommendedthattheDCDconcentrationinpaddyfloodedwaterwhereN.Sphaeroidesis
cultivatedshouldnotexceed120mg·L-1.

Keywords:growthrate;photosyntheticsystem;oxidative-antioxidantsystem;dinitrogen-fixingenzymeactivity
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