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摘要:近年来 , 海洋重金属污染日益严重 ,为考察重金属对海洋藻类的生物毒性效应 , 进而评估其对海洋生态环境的影响 ,本

研究采用一次性培养的实验方法 ,测定了 2种重金属 Hg(Ⅱ)和 Pb(Ⅱ)对 8 种海洋单细胞藻的急性毒性效应 ,包括赤潮异弯

藻(H etero sigma akashiwo Hada)、旋链角毛藻(Chaetocero s curv isetus Cleve)、海洋原甲藻(Pro ro centrum micans Ehrenbe rg)、

裸甲藻(Gymnodinium sp.)、中肋骨条藻(Skele tonema co sta tum (Grev ille) Cleve)、三角褐指藻(Phaeodacty lum tricornutum

Bohlin)、青岛大扁藻(P latymonas helgo lanidica)和亚心型扁藻(Pla tymonas subco rdifo rmis), 测定出 H g(Ⅱ)对 8 种海洋藻的

96 h-EC50分别为 16、42 、24、37 、31 、12、385和 161 μg L - 1 , 而 Pb(Ⅱ)对赤潮异弯藻 、旋链角毛藻 、海洋原甲藻和裸甲藻的 96 h-

EC50分别为 9 516 、8 373、12 002 和10 128 μg L - 1。 在本研究的培养条件下 , Hg(Ⅱ)对受试海洋藻的毒性效应明显大于 Pb

(Ⅱ), Pb(Ⅱ)对赤潮异弯藻 、旋链角毛藻 、海洋原甲藻和裸甲藻的 96 h-EC50与 H g(Ⅱ)对这 4 种藻的 96 h-EC50的比值分别为

594. 75、199. 36 、500. 08 和 273. 73 , 而中肋骨条藻 、三角褐指藻 、青岛大扁藻和亚心型扁藻在有效浓度范围内未能检测到 Pb

(Ⅱ)对其相应的96 h-EC50 ,说明 Pb(Ⅱ)对这 4 种藻的生物毒性作用比较小;比较重金属对各种藻作用的 96 h-EC50 ,可知饵料

藻对重金属的耐受性高于赤潮藻。同时发现 ,低浓度的 Pb(Ⅱ)对藻类生长有一定的促进作用;在 f /2 营养液的培养条件下 ,

重金属对海洋单细胞藻 96 h-EC50值高于自然海水条件下相应的值。
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Abstract:Heavy metal pollution is becoming mo re and mo re serious in marine environment recent ly. In o r-

der to evaluate the impact of heavy metals on marine eco-environment , the bio to xici ty of heavy metals to

marine algae w as investigated. Using batch culture method , acute to xici ty o f Hg(Ⅱ) and Pb(Ⅱ) to 8 spe-

cie s o f marine unicellular alg ae , Heterosigma akashiw o Hada , Chaetocero s curvise tus Cleve , Pro rocentrum

micans Ehrenberg , Gymnodinium sp. , Skeletonema costatum (Greville) Cleve , Phaeodacty lum tricornu-
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tum Bohlin , Platymonas helgo lanidica and Platymonas subco rdiformis , was measured. The results showed

that the 96 h-EC50 of Hg(Ⅱ) for the tested algal species w ere 16 , 42 , 24 , 37 , 31 , 12 , 385 and 161 μg 

L
-1
, respectively ;and the 96 h-EC50 of Pb(Ⅱ) fo r Heterosigma akashiw o , Chaeto ceros curvisetus , Proro-

centrum micans and Gymnodinium sp. w ere 9 516 , 8 373 , 12 002 and 10 128 μg L
- 1
, respectively. The

to xici ty of Hg(Ⅱ)was signif icantly higher than that o f Pb(Ⅱ) unde r the f /2 culture condition;the ratios

of 96 h-EC50 values of Pb(Ⅱ) to Hg(Ⅱ) for Heterosigma akashiw o , Chaeto ceros curvise tus , Pro rocen-

t rum micans and Gymnodinium sp. w ere 594. 75 , 199. 36 , 500. 08 and 273. 73 , respectively. However , the

96 h-EC50 o f Pb(Ⅱ) for Skele tonema co statum , Phaeodacty lum trico rnutum , Pla tymonas helg olanidica and

Platymonas subco rdifo rmis could not be detected accurately in the effect ive concentra tion range unde r the

f /2 culture condit ion , which suggested that the to xicity o f Pb(Ⅱ) to these four algae w as very low . Based

on the value of 96 h-EC50 , the tolerance of feed alg ae to heavy metals w as est imated to be higher than that

of harmful bloom algae. Mo reover , it is found that Pb(Ⅱ) could st imulate the g row th of algae a t relatively

low er concentrat ion , and the tolerance of alg ae to heavy metal w as highe r under the f /2 cul ture condit ion

than that in natural envi ronment .

Keywords:acute to xicity;EC50 ;Hg(Ⅱ);Pb(Ⅱ);marine unicellula r algae

　　近年来 ,随着沿海地区经济和工业的迅速发展 ,

海洋污染日益严重 , 海洋生态环境遭到严重破坏 。

根据《中国海洋环境质量公报》,近岸海水中主要的

重金属污染物是铅(Pb)和汞(Hg)
[ 1]
。相对于国家

一类海水水质标准(GB 3097—1997)[ 2] ,渤海海区

海水中 Pb的超标率达 63. 4%,黄海近岸海域中 Pb

的超标率为 42%,超标均值为 3. 42 μg L
- 1
;东海近

岸海域中 Pb 的超标均值为 2. 97 μg L
- 1
,介于一 、

二类海水水质标准之间 ,污染指数为 2. 47[ 3-4] 。而

Hg 的超标也比较严重 ,锦州湾 、辽河口和双台子河

口的 Hg 的监测均值都超过了一类标准
[ 5]
。

　　重金属可以被浮游植物富集并通过食物链进入

海洋生态系统[ 6] 。早在 20世纪 30年代 ,针对藻类

与重金属关系的研究就已开始[ 7 -8] 。例如 Ismail

等
[ 9]
研究了 4种重金属 Cd 、Cu 、Mn和 As对钙质角

毛藻(Chaetocero s calcit rans)、球等鞭金藻(Isoch-

ry sis g albana)、四肩突四鞭藻(Tetraselmis tetra-

hele)和四鞭藻(Tetraselm is sp.)的毒性 ,发现 4 种

重金属的毒性排序为 Cu>Cd> Mn>A s。然而 ,

已有的研究多着重于重金属毒性和藻类耐受性的比

较 ,所研究的藻类也多局限于饵料藻 ,针对影响海洋

环境生态系统的赤潮藻种的研究基本未见报道。本

研究的目的即在于通过测定 2种重金属 Hg(Ⅱ)和

Pb(Ⅱ)对 5种赤潮藻和 3种饵料藻的急性毒性效

应 ,并结合实际海区重金属的污染状况 ,评估重金属

污染的生物毒性效应及其对海洋生态环境的影响 ,

从而为海水水质的综合评估和海洋环境污染的监测

提供有价值的资料。

1　材料与方法(Materials and methods)

1. 1　仪器与试剂

　　仪器:LRH - 250光照培养箱(广州医疗器械

厂)、自制光照培养架 、YXQD - 02型电热式消毒蒸

汽锅(山东新华医疗器械厂)和 MultisizerTM 3 Coul-

ter计数仪(美国 Beckman Coulter 公司)。

　　试剂:HgC l2(分析纯 ,北京化工厂)和 PbCl2(分

析纯 ,上海试剂四厂)。

1. 2　实验材料

　　实验所选用的赤潮异弯藻 (Hete rosigma

akashiw o Hada)、旋链角毛藻(Chae toceros curvise-

tus C leve)、海洋原甲藻 (Pro ro centrum micans

Ehrenberg)、裸甲藻(Gymnodinium sp. )和中肋骨

条藻(Skeletonema costatum (Greville)Cleve)由中国海洋

大学海洋生命学院提供 ,三角褐指藻(Phaeodactylum tri-

cornutum Bohlin)、青岛大扁藻(Platymonas helgolanidica)

和亚心型扁藻(Platymonas subcordiformis)由黄海水产研

究所微藻培养实验室提供。其中赤潮异弯藻在大连湾 、

胶州湾等曾多次形成赤潮;旋链角毛藻 、中肋骨条藻是胶

州湾夏季主要的优势藻 ,在东海 、黄海和渤海分布较多 ,

曾多次引发赤潮;海洋原甲藻 、裸甲藻分布于渤海、东海

和南沙群岛等水域 ,是形成赤潮的主要种类之一
[10-12]

;而

三角褐指藻 、青岛大扁藻和亚心型扁藻是 3种比较常见

的饵料藻[ 13] 。

1. 3　海洋单细胞藻培养方法

　　单细胞藻的培养采用 f /2 营养液配方 ,培养

条件为温度(20±1) ℃,明暗周期 12 h∶12 h ,光
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源为白色日光灯 , 光照强度约为 3 000 Lux 。在

整个培养过程中 ,各操作步骤前均进行灭菌处理

(160 ℃, 2 h)。

1. 4　Hg(Ⅱ)和 Pb(Ⅱ)对海洋单细胞藻毒性效应

测定

　　取20 mL 藻液加入 300 mL f /2营养液中 ,使单

细胞藻的起始细胞密度 B0均在 104 mL - 1以上 ,并在

其中分别加入 0 、10 、30 、50 、80 和 100 μg L - 1的

Hg(Ⅱ)以及 0 、100 、500 、1 000 、5 000和 10 000μg 

L -1的 Pb(Ⅱ)进行实验 ,实验设 3组平行 ,以藻细胞

密度代表浮游植物生物量 。经预实验发现 ,赤潮异

弯藻和三角褐指藻对重金属的耐受力与其他藻差异

较大 ,对这 2种藻的重金属暴露浓度做了适当调整 ,

赤潮异弯藻的 Pb(Ⅱ)暴露浓度为 0 、500 、1 000 、3

000 、5 000和 10 000 μg L
- 1
,三角褐指藻的 Hg(Ⅱ)

和 Pb(Ⅱ)暴露浓度分别为 0 、1 、10 、50 、100 、200 μg

 L - 1和 0 、50 、200 、1 000 、3 000 、5 000 μg L -1 。实

验条件与单细胞藻培养条件相同 ,实验周期是 144

～ 196 h 。每隔 24 h取 10 mL 藻液 ,应用Coul ter 计

数仪测定其细胞密度 Bt ,重复测定 3 ～ 6次 ,平行样

之间的相对偏差小于 10%。Coulter 计数法的平均

测量精密度为(99. 7±0. 2)%。

1. 5　数据处理

1. 5. 1　重金属对藻类 96 h-EC50计算方法

　　t时刻重金属对浮游植物生长抑制率 P 可由

(2 - 1)求得:

P=
lgB t , control - lgB t

lgBt , control - lgB0 , cont rol
(2 - 1)

　　其中 B t , control为 t时刻参比样品的细胞密度;B t

为 t时刻样品的细胞密度;B0 , control为参比样品的起

始细胞密度。

　　建立重金属离子对数浓度 C-藻生长抑制率 P

的方程[ 14] :

P=( e
β
0
+β

1
C

1+eβ0 +β1 C
)×100 (2 - 2)

　　C=logCBT , CBT为重金属离子的实验浓度;β0 、

β1为可调参数 。

　　由于 CBT =EC50时 ,P 为 50%,所以上式又可变

形为:

P=
(
CBT

EC50
)b

(1+
CBT

EC50
)b

(2 - 3)

　　b为可调参数 ,这样由 P 对 CBT进行拟和即可

直接得到 EC50 。当低浓度重金属对浮游植物的生

长有促进作用时:

P=
(2fEC50 +1)(

CBT

EC50
)

b
- fCBT

1+(2fEC50 +1)(
CBT

EC50
)
b

(2 - 4)

　　f 、b为可调参数 , f可表示促进作用(hormesis)

的大小。如果没有促进时 , f=0。

1. 5. 2　拟合方法

　　采用 O rig inPro 8软件用非线性拟合方法对实

验结果进行拟合。

2　结果(Results)

2. 1　Hg(Ⅱ)和 Pb(Ⅱ)对海洋单细胞藻生长的影

响

　　如图 1和图 2所示 ,加入重金属后 ,海洋藻类生

长明显受到抑制 ,生长周期缩短 ,随着重金属浓度的

增加 ,藻类生长受到的抑制程度也逐渐加大 ,甚至完

全停止生长或死亡。例如 ,浓度大于 50 μg L - 1的

Hg(Ⅱ)几乎完全抑制了三角褐指藻和赤潮异弯藻

的生长。同时发现 ,暴露于低浓度的 Pb(Ⅱ)溶液反

而促进了某些藻类的生长 ,例如 , 50 μg L -1的 Pb

(Ⅱ)对三角褐指藻的生长具有促进作用;500 μg 

L
- 1
的 Pb(Ⅱ)对亚心形扁藻和赤潮异弯藻的生长具

有促进作用;500和 1 000 μg L - 1的 Pb(Ⅱ)对青岛

大扁藻和旋链角毛藻的生长也具有促进作用。

2. 2　Hg(Ⅱ)和 Pb(Ⅱ)对海洋单细胞藻的 EC50及

重金属对藻类毒性的比较

　　本研究利用重金属离子对数浓度C-藻生长抑制率P

的方程拟和计算重金属对8种藻的96 h-EC50
[ 14]
,结果列于

表1。由表1可以看出 ,在 f /2营养液的培养条件下 ,重金

属Hg(Ⅱ)对8种海洋单细胞藻的96 h-EC50

表 1　Hg(Ⅱ)和 Pb(Ⅱ)对 8 种海洋藻的 96 h-EC50值

Table 1　Values of 96 h-EC50 of Hg(Ⅱ)

and Pb(Ⅱ) to eight marine algae　(μg L- 1)

藻　种 Hg(Ⅱ) Pb(Ⅱ)

赤潮异弯藻(Heterosigm a akashiw o) 16 9 516

旋链角毛藻(C haetoceros curvi setu s) 42 8 373

海洋原甲藻(Prorocent rum micans) 24 12 002

裸甲藻(Gymnodinium sp.) 37 10 128

中肋骨条藻(Skeletonem a cos tatum) 31 -

三角褐指藻(Phaeodactylum tricorn utum) 12 -

青岛大扁藻(Platymonas helgolanidica) 385 -

亚心型扁藻(Platymonas subcordi formis) 161 -

注:-表示Pb(Ⅱ)对该藻种的 96 h-EC50在有效浓度范围内未能检测到。
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图 1　8 种海洋藻在不同浓度 Hg(Ⅱ)中的生长曲线

Fig . 1　Grow th curves of eight marine algae expo sed to Hg(Ⅱ) a t diffe rent concentrations
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图 2　8 种海洋藻在不同浓度 Pb(Ⅱ)中的生长曲线

Fig. 2　Grow th curves of eight marine algae expo sed to Pb(Ⅱ) a t diffe rent concentrations

远小于 Pb(Ⅱ)对 8种藻的 96 h-EC50 ,Pb(Ⅱ)对赤潮异

弯藻 、旋链角毛藻 、海洋原甲藻和裸甲藻的 96 h-EC50

与 Hg(Ⅱ)对这4种海洋藻的 96 h-EC50的比值分别为

594. 75 、199. 36 、500. 08和 273. 73 ,这表明 , Hg(Ⅱ)的

生物毒性明显大于 Pb(Ⅱ);而Pb(Ⅱ)对中肋骨条藻 、三

角褐指藻 、青岛大扁藻和亚心型扁藻在有效浓度范围

内未能检测到其 96 h-EC50 ,说明 Pb(Ⅱ)对这4种藻的

生物毒性作用比较小。
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图 3　不同浓度的 Hg(Ⅱ)对 8 种海洋藻的生长抑制率

Fig . 3　Inhibition ra tes of eight marine a lg ae g row th against Hg(Ⅱ) concentr ations

图 4　不同浓度的 Pb(Ⅱ)对 8种海洋藻的生长抑制率

F ig . 4　Inhibition ra te s o f eight marine alg ae g row th against Pb(Ⅱ) concentr ations

　　图 3 和图 4 是 Hg(Ⅱ)和 Pb(Ⅱ)对 8 种单细

胞藻的 “浓度-抑制率”曲线图 。由图 4 可知 ,

Pb(Ⅱ)的浓度与抑制率关系表现为比较明显的

“U”型(β-型) ,这种“U”型曲线被认为是典型的

homesis效应的结果 , 其峰值表示最大刺激效

应[ 15-1 8] 。由此可知 ,低浓度的 Pb(Ⅱ)对藻类生

长有一定的促进作用 。

　　针对重金属离子对浮游植物的毒性研究较多 ,

但实验结果较难比较 。因为实验所用的浮游植物不

同 ,且不同研究者采用的实验条件也不尽相同 。通

常 ,几种常见的重金属对藻类的毒性顺序是 Hg >

Cu ≈Cd> Cr>Zn>Pb ,本研究结果与之相符 ,

表 2列出了本 研究与 部分 文献的 毒性 实验

结果
[ 9 , 19-24]

。

3　讨论(Discussion)

　　高浓度的重金属离子对海洋浮游植物的生长具

有抑制作用 ,这可能是因为重金属离子造成藻细胞

线粒体损伤 ,影响了光合作用的电子传递系统 ,阻碍

了蛋白质合成 ,从而抑制了藻类生长[ 25-26] ;而低浓度

的 Pb暴露能促进浮游植物生长这一结论与何学佳

等
[ 27]
及周银环等

[ 28]
的研究结果一致 。

　　EC50可用于表示化学污染物对浮游植物(如藻

类)的生物毒性 ,且具有简单 、明确的特点 ,是生物毒

性学中一个重要的参数 ,EC50值越小 ,污染物毒性越
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表 2　几种常见重金属对藻类毒性作用的比较

Table 2　Comparison of to xici ty of several common heavy metals to algae

重金属种类 藻　种 毒性排序 数据来源

C d 、Zn 中肋骨条藻(Skeleton ema costatum) Cd>Zn [ 19]

Cd 、Cu 、Mn 、As
角毛藻(Chaetoceros calcit rans)、

球等鞭金藻(Isoch rysis galban a)
C u>Cd> Mn> As [ 9]

Cu 、Cd 、Zn 栅藻(Scenedesmus) Cu> Cd>Zn [ 20]

Cu 、Pb 、Zn 、C r、Cd
新月菱形藻(Nitzschia closterium)、

青岛大扁藻(Platym on as su bcordiformis)
Cu>Pb> Cd>C r>Zn [ 21]

Zn 、Cd 、Pb 、Cu 三角褐指藻(Phaeodactylum tricornu tum Bohlin) Cu> Cd>Zn> Pb [ 22]

Cu 、Zn 、Cd
三角褐指藻(Phaeodactylum tricornu tum Bohlin)、

青岛大扁藻(Platym on as helgolanidica)
Cd>Cu>Zn [ 23]

Hg 、Cu 、Zn 、Cd 角毛藻(Chaetoceros calcu t rans) H g>Cu>Zn>C d [ 24]

Hg 、Pb

旋链角毛藻(Chaetoceros curvis etus)、

中肋骨条藻(Skeleton ema costatum)、

三角褐指藻(Phaeodactylum tricornu tum Bohlin)、

亚心型扁藻(Platym on as su bcordiformis)、

青岛大扁藻(Platym on as helgolanidica)

Hg> Pb 本研究

大。比较 EC50值可知 , 硅藻门的旋链角毛藻对

Hg(Ⅱ)的耐受性比较强 ,而对 Pb(Ⅱ)的耐受性比

较弱;黄藻门的赤潮异弯藻对这 2种重金属离子的

耐受性都比较弱;绿藻门的青岛大扁藻和亚心形扁

藻对这 2种重金属的耐受性都很强;甲藻门的海洋

原甲藻和裸甲藻对这 2种重金属都具有一定的耐受

性 ,2种藻耐受性的差别不明显。由此可以看出 ,饵

料藻对重金属的耐受性高于赤潮藻 。不同的单细胞

藻类对重金属的耐受性的差异可能与藻细胞形态上

的区别有关 ,重金属离子在通过细胞壁这一屏障时 ,

一部分离子会形成无机沉淀在细胞壁上沉积或嵌

入;同时 ,细胞壁上存在的活性基团也可结合重金

属 ,从而在一定程度上保护了细胞;此外 ,细胞的胞

外分泌物和酶等因素也都会影响重金属对细胞的作

用。不同门类单细胞藻细胞结构和生理机能各不相

同 ,从而造成了其对重金属的耐受性也各不相

同
[ 29]

。

　　另外有研究表明 ,营养液浓度的高低也会直接

影响海洋浮游植物对重金属的耐受力。将张首临

等
[ 22]
的研究结果和相应的实验条件与本研究进行

比较 ,可知 ,在 f /2 营养液的培养条件下 ,重金属对

海洋单细胞藻的 96 h-EC50值明显高于自然海水条

件下的值 。Wang 和 Dei
[ 30]
的研究也表明 ,当培养

液中 N 的含量增加 ,海洋浮游植物对某些重金属的

耐受性增强 ,这可能是因为营养盐与重金属离子之

间存在拮抗作用所致
[ 31]

。将本研究的金属和营养

盐浓度与实际海区做比较 ,由于实际海域营养盐浓

度远远低于 f /2营养液 ,因此可以推测 ,自然条件下
重金属对单细胞藻会产生更大的毒性。同时 ,由于

较低浓度的重金属可以促进浮游植物的生长 ,笔者

推测 ,低浓度重金属有可能是刺激赤潮形成的因素
之一 。
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更正说明

　　2010年第 5卷第 6期第 857-861页 , “小麦根对镉离子的吸收机制及镉的亚细胞分布”一文做出如下

更正:

　　第 859页图 1“差速离心法分离小麦根的亚细胞组分”中:“10 000 g ,60 min”应为“100 000 g ,60 min” 。


