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典型多环芳烃对红树林区硅藻的毒性效应
＊

洪有为 ,袁东星
(厦门大学近海海洋环境科学国家重点实验室 ,福建厦门 361005)

摘　要:研究了 2种典型多环芳烃对福建九龙江口红树林区优势藻的毒性效应。所选藻种为浮游藻中肋骨条藻和附着藻菱

形藻 ,经分离 、纯化和培养;所用的典型多环芳烃为菲和荧蒽。结果表明:丙酮对两种藻的不可见效应浓度值均为 0.3%(v/

v),菲对中肋骨条藻和菱形藻急性毒性试验的 72h半数生长抑制浓度(72-EC50)分别为 0.95mg/L和 0.32mg/L,而荧蒽对

中肋骨条藻和菱形藻的 72-EC50分别为 0.17mg/L和 0.09mg/L。中肋骨条藻对菲和荧蒽的耐受性比菱形藻强 ,菲对中肋骨

条藻和菱形藻的毒性比荧蒽弱。
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Toxiceffectoftypicalpolycyclicaromaticshydrocarbons
ondiatomsinmangrovearea
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Abstract:ThisstudyfocusedonthetoxiceffectoftwotypicalpolycyclicaromaticshydrocarbonsondiatomsinthemangroveareainJi-

ulongjiangriverestuary, Fujian.Aftertheseparation, purificationandculture, SkeletonemacostatumandNitzschiasp.werewereex-

posedindifferentconcentrationsofphenanthreneandfluoranthene, respectively.Theresultsshowedthatconcentrationofacetone, in

whichthetoxiceffectwasnotobservedfortwokindsofdiatoms, was0.3%(V/V.ThevaluesofEC50 of72hforphenanthreneto

SkeletonemacostatumandNitzschiasp.were0.95mg/Land0.32mg/L, respectively.Whilethoseof72h-EC50 offluorantheneon

inhibitionofthegrowthsofSkeletonemacostatumandNitzschiasp.werecalculatedas0.17mg/Land0.09mg/L, respectively.The

toleranceofSkeletonemacostatumtophenanthreneandfluorantheneisbetterthanNitzschiasp.Thetoxiceffectoffluorantheneon

SkeletonemacostatumandNitzschiasp.ishigherthanphenanthrene.
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　　多环芳香烃(PAHs)是一类长久存在于环境中 , 具有

强致毒性 、致突变与致癌等特性的环境污染物 ,它对人类

和生态系统的影响引起了各界的广泛关注 [ 1] 。 PAHs作

为石油烃的主要组分 , 对海洋生态环境产生的持久性危

害尤为重要 [ 2] 。菲和荧蒽是 16种优控 PAHs中 3环和 4

环芳烃的代表性化合物 , 在红树林区水域和表层沉积物

中含量较高 [ 3, 4] 。

红树林是生长于热带 、亚热带陆海交汇的海湾河口

潮间带的盐生木本植物群落 , 在维护海岸生态平衡 , 防风

减灾 、护堤保岸 , 环境监测 、污染净化与防治等方面发挥

重要的作用 [ 5] 。藻类在红树林生态系统中是重要的初级

生产者 , 藻类群落的改变势必严重影响水生态系统的平

衡。目前 , 重金属 、农药等污染物对藻的毒性研究较多 ,

PAHs对海洋浮游植物的生物毒性研究较少 , 然而有关

PAHs对红树林区藻类的毒性效应未见报道。本研究筛

选了福建九龙江口红树林区的优势浮游藻中肋骨条藻和

附着藻菱形藻 , 经分离 、纯化和培养 , 研究了菲和荧蒽对

它们的毒性效应。研究结果可为探讨 PAHs对红树林区

生态环境的影响提供参考依据。

1　材料与方法

1.1　实验材料

中肋 骨 条 藻 (Skeletonemacostatum)和 菱 形 藻

(Nitzschiasp.);菲(phenanthrene)和荧蒽(fluoranthene)均

购自日本 Fluka公司;丙酮(分析纯)购自汕头市达濠精细

化学品公司。
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1.2　研究方法

1.2.1　藻的采集

在福建九龙江口红树林区分别采集水样和秋茄根带

回实验室 , 进行浮游藻类和附着藻类的分离 , 从中选择具

有一定优势度的藻 , 经多次纯化培养 , 获得实验藻种。浮

游藻类的采集:高潮时于红树林内的 3个地点各采集 3 L

海水;附着藻类的采集:土壤刀刮取采集树干基茎附着物

如树皮 、大型藻类等。测定气温(28.0 ～ 29.0℃)、表层海

水温度(27.0 ～ 27.5℃)、盐度(10)和 pH值 (7.46 ～

7.50)。

1.2.2　藻的培养

实验所用器皿和培养基都经灭菌 , 培养温度(20 ±

1)℃,光强 4500lx,光暗周期 L∶D=14∶10,营养液为 f/

2培养液 ,所用海水为盐度 15的人工海水 ,煮沸消毒后待

用。在三角瓶中培养 , 每个浓度处理设置 2个平行样 ,培

养期间每天摇动三角瓶一次。

1.2.3　测定及计算方法

细胞密度测定:用 Lugol碘液固定样品 , 血球计数板

计数。

叶绿素 a(Chl-a)的测定:采用分光光度法测定 [ 6] 。

细胞生长速率(μt)的计算
[ 7]:

μt=
lnNt--lnN0

t-t0
,

式中:μt为 t时间(d)的生长速率 [细胞数 /(mL· d)
-1 ] ;

N0和 Nt分别代表在初始期 t0和时间 t时的细胞数(ind

mL-1);

细胞生长抑制率(I%)的计算 [ 8]:

I% =
Uc-Ut
Uc

×100%。

式中:I为生长抑制率(%);Ut为 t时间的藻类生长

速率 [细胞数 /(mL· d)-1] ;Uc为对照组的藻类生长速率

[细胞数 /(mL· d)-1] ;

1.2.4　溶剂不可见效应浓度(noobservedeffectconcen-

tration, NOEC)的测定

按照有毒化学品对藻类毒性测试的标准实验方法 ,

测定溶剂丙酮对实验藻种的不可见效应浓度 NOEC

值 [ 9] 。在藻培养液中设置系列丙酮浓度:0.1%(处理

A)、0.3%(处理 B)、0.6%(处理 C)、0.9%(处理 D)。

1.2.5　急性毒性(EC
50
)的测定

根据试验结果采用机率单位法 [ 9]计算 EC50 , 并对回

归方程进行 X2检验。

2　结果与讨论

2.1　溶剂丙酮对中肋骨条藻和菱形藻生长的影响

根据处理 A、B、C、D系列培养液中藻细胞生长状况 ,

来确定丙酮对藻的不可见效应浓度 NOEC值。如图 1、 2

所示 , 除了 D处理的菱形藻细胞受到严重的伤害 , 其他处

理的藻均经历了缓慢生长期 、指数生长期 、稳定期 , 最后

进入衰亡期。不同丙酮浓度下藻细胞增长的速度并不相

同:以中肋骨条藻为例 ,处理 D藻细胞分裂受到最严重抑

制 , 到第 10 d才恢复生长;处理 C藻细胞受到轻微的抑

制 , 表现为细胞增长缓慢;处理 B和对照组藻细胞生长速

率基本相同 , 处理 A反而刺激了藻细胞的生长 , 生长速率

最大。菱形藻细胞的生长规律与中肋骨条藻的大致相

同 , 均随着丙酮浓度的增加藻细胞的生长速率降低。因

此 , 丙酮对实验藻种的不可见效应浓度为 0.3%(V/V)。
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图 4　不同丙酮浓度对菱形藻叶绿素含量的影响

Fig.4Chl.acontentsofNitzschiasp.underdifferentacetone

concentrations

随着培养时间的延长 , 中肋骨条藻和菱形藻的叶绿

素 a含量呈现出先增大后减小的变化规律。图 3所示 , 处

理 A的中肋骨条藻细胞叶绿素 a持续增加 , 这是由于低

浓度的丙酮促进藻细胞的分裂 ,从而使得叶绿素 a总量增

大。随着丙酮浓度的增大 ,藻细胞的叶绿素 a含量逐渐下

降;处理 B的中肋骨条藻和菱形藻的叶绿素 a含量和对

照组的相同 , 因此 ,处理 B的丙酮浓度 0.3%(V/V),即是

NOEC值。

有关研究发现 , 许多有机污染物在较低浓度(<

EC50)时能刺激藻类生长
[ 10～ 12] 。毒物在较低浓度下出现

这种增益现象 , 是其在无毒情况下对受试生物的刺激反

应 , 被称之为 “毒物的兴奋效应” [ 13] 。本实验结果表明 ,

丙酮浓度为 0.3%(V/V)的试验组和对照组的藻细胞生

长速率基本相同;0.1%(V/V)丙酮对藻细胞的分裂有一

定的促进作用 , 使其生长速率高于对照组。

2.2　菲和荧蒽对中肋骨条藻和菱形藻的毒性

2.2.1　菲和荧蒽对中肋骨条藻的效应曲线

根据确定的 NOEC值 , 分别设置菲的浓度为 0.4、

0.8、1.2、1.6、2.0 mg/L, 荧蒽的浓度为 0.08、 0.10、 0.12、

0.16、0.20 mg/L,研究了不同浓度的菲和荧蒽对中肋骨条

藻生长的影响 , 结果见表 1。

表 1　不同浓度的菲和荧蒽对中肋骨条藻的生长率和生长抑制率的影响

Tab.1GrowthandinhibitionrateofSkeletonemacostatumunderdifferentphenanthreneandfluorantheneconcentrations

项目 菲

浓度 /mg· L-1 0 0.40 0.80 1.20 1.60 2.00

生长率 /细胞数(mL· d)-1 0.73 0.65 0.42 0.31 0.14 -0.02

抑制率 /(%) - 10.81 41.78 57.25 80.38 102.94

荧蒽

0 0.08 0.10 0.12 0.16 0.20

0.90 0.97 0.86 0.84 0.50 -0.16

- -7.28 5.07 7.31 44.17 117.89

　　随着菲浓度的增加 ,中肋骨条藻的生长率逐渐降低 ,

生长抑制率逐渐增大(表 1)。对照组的生长率为 0.73/

(mL· d), 菲浓度为 1.6 mg/L实验组的生长率仅为

0.14/(mL· d);菲浓度为 2.0 mg/L的实验组藻类则出现

了负增长 , 这是高浓度的菲对藻细胞产生毒害的结果。

荧蒽对中肋骨条藻生长的影响与菲相似 , 而荧蒽浓度为

0.08 mg/L实验组的生长率高于对照组 , 达到 0.97/(mL

· d), 这说明了荧蒽在低浓度时并不引发对细胞的伤害 ,

反而具有刺激藻细胞生长繁殖的作用。

在不同浓度菲作用下 , 中肋骨条藻的生长受到不同

程度的影响(图 5)。当菲浓度为 0.4 mg/L时 , 中肋骨条

藻的生长速率略低于对照组 ,而菲浓度为 0.8mg/L时 ,中

肋骨条藻的生长受到明显抑制 , 表现在接种前的 48 h,藻

细胞没有明显增加 , 直到 72 h才开始有所增加。 菲浓度

分别达 1.6 mg/L和 2.0 mg/L时 ,中肋骨条藻的生长则完

全受到抑制。

图 6所示 , 当荧蒽浓度为 0.08 mg/L时 , 中肋骨条藻

在接种的前 48h的生长速率高于对照组 , 72 h后又低于

对照组。当荧蒽浓度分别为 0.10mg/L和 0.12 mg/L时 ,

中肋骨条藻的生长速率小于对照组;荧蒽浓度达 0.16

mg/L时 , 中肋骨条藻的生长速率大大低于对照组 , 接种

96 h后藻细胞才开始恢复分裂。荧蒽浓度增至 0.20 mg/

L时 ,藻细胞的分裂几乎停止。

图 5　不同菲浓度下中肋骨条藻的生长曲线

Fig.5 GrowthcurvesofSkeletonemacostatumunderdifferent

phenanthreneconcentrations

本研究表明 ,低浓度的菲和荧蒽在一定程度上促进

藻细胞的生长。这些低浓度的有机污染物不同程度地增

加藻体内某些酶的活性 ,或者使藻细胞 DNA、RNA和蛋白

质合成增加 , 从而促进藻类的生长;也可能是由于污染物

引起藻细胞脂质过氧化程度在一定范围内升高 , 而此时

脂质过氧化程度的升高并不引发对细胞的伤害 , 反倒具

有刺激藻细胞生长繁殖的作用 [ 10, 14 , 15] 。中等浓度的有机

污染物在初期对藻类有明显的生长抑制 , 但随着时间的

延长 , 藻对其的耐受性增加 ,细胞结构恢复正常 , 继续分
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图 6　不同荧蒽浓度下中肋骨条藻的生长曲线

Fig.6GrowthcurvesofSkeletonemacostatumunderdifferent

Fluorantheneconcentrations

裂。较高浓度的有机污染物完全抑制藻类生长 , 毒害藻

细胞 , 主要是因为其破坏了藻类的细胞膜 , 使细胞膜的透

性增加 , 污染物直接进入细胞与某些生命活性物质发生

反应 , 加大了对藻类的毒害 [ 16 ～ 18] 。 另外 , 若把藻类暴露

于 PAHs, 一般导致叶绿素含量迅速降低 , 细胞和无机组

成变化 , 如 Mn和 K减少 , 最后造成蛋白质水平下降 , 碳水

化合物和类脂物增高 , 导致死亡率升高 [ 19] 。在本实验结

果中 , 即观察到 0.9%(V/V)丙酮使中肋骨条藻和菱形藻

分别在 9 d和 13 d后才开始恢复分裂;浓度为 1.6 mg/L

的菲和 0.2 mg/L的荧蒽使得中肋骨条藻停止分裂 , 部分

藻细胞死亡;浓度为 0.8 mg/L的菲和 0.14 mg/L的荧蒽

使得菱形藻停止生长。

2.2.2　菲和荧蒽对菱形藻的效应曲线

设置菲的浓度分别为 0.1、 0.4、0.8、1.2 mg/L, 荧蒽

的浓度分别为 0.06、0.08、 0.10、 0.12、0.14 mg/L, 进行菲

和荧蒽对菱形藻生长的抑制实验 ,结果见表 2。

表 2　不同浓度的菲和荧蒽对菱形藻的生长率和生长抑制率的影响

Tab..2 GrowthandinhibitionrateofNitzschiasp.underdifferentphenanthreneandfluorantheneconcentrations

项目 菲 荧蒽

浓度 /mg· L-1 0 0.10 0.40 0.80 1.20 0 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14

生长率 /细胞数(mL· d)-1 0.73 0.67 0.44 0.07 0.02 0.78 0.67 0.51 0.28 0.23 0.05

抑制率 /(%) - 8.30 39.53 90.63 97.90 - 14.08 34.73 63.48 70.14 93.90

　　随着菲和荧蒽处理浓度的增加 , 菱形藻的生长率逐

渐降低 , 生长抑制率逐渐增大(表 2)。菲处理的对照组生

长率为 0.73/(mL· d), 菲浓度为 1.2 mg/L时 ,菱形藻的

生长率仅为 0.02/(mL· d), 抑制达 97.90%。当荧蒽浓

度为 0.14 mg/L时 , 菱形藻的生长抑制率为 93.90%, 明

显高于荧蒽浓度为 0.06mg/L实验组的 14.08%。

菱形藻的生长随着菲浓度的不同表现出很大的差异

(图 7)。对照组的菱形藻生长正常 , 当菲浓度为 0.1 mg/

L时 ,菱形藻的生长速率略低于对照组;而菲浓度为 0.4

mg/L时 , 菱形藻的生长受到明显抑制 , 表现在接种前的

72 h,藻细胞没有明显增加 , 直到 96 h才开始有所增加。

菲浓度分别达 0.8 mg/L和 1.2 mg/L时 ,菱形藻生长几乎

停止。

图 7　不同菲浓度下的菱形藻生长曲线

Fig.7GrowthcurvesofNitzschiasp.underdifferentphenan-

threneconcentrations

图 8所示 , 菱形藻的生长速率因荧蒽浓度的不同而

表现出差异 。当荧蒽浓度为 0.06 mg/L时 ,菱形藻在接种

前的 24h生长速率明显小于对照组;而荧蒽浓度分别达

图 8　不同荧蒽浓度下的菱形藻生长曲线

Fig.8 GrowthcurvesofNitzschiasp.underdifferentFluoran-

theneconcentrations

0.08 mg/L、0.10 mg/L和 0.12mg/L时 ,菱形藻的生长受

到更明显抑制 , 直到接种 72 h后才开始有所恢复;荧蒽浓

度为 0.14 mg/L时 , 藻细胞停止分裂。

石油泄漏 、船舶运输 、城区生活污水和工业污水以及

大气沉降向海洋环境排放了大量 PAHs[ 20] ,红树林生长在

热带 、亚热带海岸区潮间带 , 具有特殊的生态与环境特

性 , 如高生产力 、富含有机质碎屑 、细小沉积物颗粒 、缺氧

环境等。这些特性使红树林可能成为 PAHs的吸收和累

积场所。水体中的 PAHs虽然浓度很低 ,但对藻类的生长

影响却很大。本实验结果表明 , 当水中荧蒽的浓度仅为

0.09 mg/L时 ,在 72h内就有半数以上菱形藻的藻细胞生

长受到抑制;若浓度达到 0.14 mg/L,藻细胞停止生长 ,甚

至受到毒害而死亡。

2.3　72h-EC50的计算及 X
2检验

采用机率单位法 ,即通过查表 , 先将生长抑制率换算

成概率单位 , 然后利用污染物浓度的对数和概率单位进
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行一元线性回归 , 得到污染物对藻的剂量-反应方程;当概

率单位为 5时 , 通过回归方程计算 EC50值。为保证计算

结果的可信度 , 对所做一元回归方程进行 X2检验 , 结果见

表 3。

表 3　菲 、荧蒽的时间剂量-反应方程及 X2检验

Tab.3Eachdose-responseequationandX2 testforphenanthreneandfluoranthene

污染物 藻种 剂量反应方程 R X2 X20.05
72h-EC50 /

mg· L-1

菲 中肋骨条藻 y= 3.2904x+ 5.0715 0.9922 0.2219 5.99 0.95

菱形藻 y= 3.201x+ 6.5654 0.9718 2.2694 5.99 0.32

荧蒽 中肋骨条藻 y= 7.6006x+ 10.793 0.9562 0.2561 3.84 0.17

菱形藻 y= 6.6574x+ 11.968 0.9764 0.8835 7.82 0.09

　　由表 3得 X2

0.05
>X2 , 故所做回归方程完全符合要求。

PAHs对藻类的毒性效应与藻的种类 、PAHs的理化

性质和环境条件有关。 如许多抗生素对铜绿微囊藻的

EC50值比对羊角月芽藻的 EC50值低很多 ,相差 2到 3个数

量级 [ 21] 。本研究结果指出 ,在相同的光照强度 、温度 、pH

值和营养盐的条件下 , 污染物菲对中肋骨条藻的 72 h-

EC50为 0.95 mg/L, 而对菱形藻仅为 0.32 mg/L;因此认

为 , 中肋骨条藻对菲的耐受性比菱形藻强。不同藻类的

形态大小 、细胞膜和细胞壁的组成等生理结构方面的差

异 , 导致其对有机污染物的敏感性各不相同。不同污染

物对同一藻类的毒性也有差异 , 本研究中表明 ,菲和荧蒽

对菱形藻的 72h-EC50分别为 0.32mg/L和 0.09 mg/L,荧

蒽的 72h-EC
50
值明显小于菲。 菲和荧蒽分别是 3环和 4

环的 PAHs, 荧蒽的水溶解度小于菲 , 它们的物理化学性

质差异是毒性效应差异的主要原因。

3　结　论

本研究筛选了红树林区的优势浮游藻和附着藻 , 考

查了菲和荧蒽对它们的毒性效应 , 结果表明 , 菲对中肋骨

条藻和菱形藻急性毒性试验的 72h-EC50分别为 0.95 mg/

L和 0.32mg/L, 荧蒽对中肋骨条藻和菱形藻的 72 h-EC50
分别为 0.17 mg/L和 0.09 mg/L。中肋骨条藻对菲和荧

蒽的耐受性比菱形藻强 , 荧蒽对中肋骨条藻和菱形藻的

毒性比菲强。随着海上人为活动的日趋频繁和陆源污染

物排放的增加 , 红树林生态系统中藻的生长受到抑制。

因此 , 藻类可能成为红树林中水质 PAHs污染的指示生

物 , 藻类对红树林生态环境中持久性有机污染物的富集

或降解作用亦值得进一步研究。
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