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摘要: 为研究四溴双酚 A ( tetrabromobisphenol A，TBBPA) 对海洋微藻的毒性效应，本文设置五个不同浓度组( 0、1． 0、5． 0、10．
0、20． 0 mg·L-1 ) 进行中肋骨条藻( Skeletonema costatum) 培养实验，在 96 h 内取样分析其光合色素含量、可溶性蛋白含量、丙二

醛( MDA) 含量和超氧化物歧化酶( SOD) 活性的变化。结果表明，较低浓度组( 1． 0 和 5． 0 mg·L-1 ) 叶绿素 a、叶绿素 c 和类胡萝

卜素含量 48 h 之前被显著诱导，最大值出现在 24 h; 较高浓度组( 10． 0 和 20． 0 mg·L-1 ) 三种色素含量在 48 h 之前被显著抑

制，24 h 达最低值; 72 h 之后各浓度组均恢复到对照组水平。不同浓度 TBBPA 胁迫下，中肋骨条藻的可溶性蛋白含量、SOD 活

性和 MDA 含量一般被显著诱导，SOD 活性和 MDA 含量在 72 h 和 96 h 时随 TBBPA 浓度升高而增加。虽然 1． 0 mg·L-1 TBBPA
对中肋骨条藻生长不具有可观测效应，但已影响到其生理生化指标。目前海水中 TBBPA 浓度较低，尚不会对中肋骨条藻产生

毒性影响。
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Abstract: To study the toxic effect of tetrabromobisphenol A ( TBBPA ) on marine microalgae，Skeletonema
costatum was exposed to five different concentrations ( 0，1． 0，5． 0，10． 0，and 20． 0 mg·L-1 ) of TBBPA． The
contents of photosynthetic pigments，soluble protein，and malondialdehyde ( MDA) ，and the activities of super-
oxide dismutase ( SOD) were monitored within a 96 h period． The results showed that in the lower-concentration
groups ( 1． 0 and 5． 0 mg·L-1 of TBBPA) ，the contents of three pigments ( chlorophyll a and c，and carotenoid)

were induced till 48 h with a maximum value at 24 h． In the higher-concentration groups ( 10． 0 and 20． 0 mg·
L-1 of TBBPA) ，the pigments contents were inhibited till 48 h with the lowest values at 24 h． After 72 h，pig-
ments contents in all the exposed groups were similar to the control． In most of the cases，the contents of soluble
protein and MDA，and the activities of SOD showed significant induction in all the test groups． SOD activity and
MDA content increased with increasing TBBPA concentration at 72 h and 96 h． Although 1． 0 mg·L-1 of TBBPA
showed no effects on the growth of S． costatum，it did affect the physiological and biochemical parameters of the
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diatom． Currently，the TBBPA concentration in seawater is not high enough to cause toxic influence on S． costa-
tum．
Keywords: TBBPA; Skeletonema costatum; photosynthetic pigment; SOD; MDA

四溴双酚 A( tetrabromobisph A，TBBPA) 自上世

纪 70 年代以来被广泛应用于纺织品和建筑材料等

领域［1］，是目前市场上应用最广泛、全球产量最大

的含溴阻燃剂之一。目前在空气、土壤、底泥和水生

生物体内均已检测出，甚至在人体血液和母乳中存

在生物富集现象［2-4］。目前对海水中 TBBPA 含量的

研究较少，可能是因为海水中 TBBPA 浓度较低，往

往低于检出限［5］。据报道，英国湖泊水样中 TBBPA
的含量为 0． 14 ～ 3． 2 ng·L-1［6］，中国南方高度工业

化地区的河流中 TBBPA 浓度为 1 100 ～ 2 800 pg·
L-1［7］。虽然海水中 TBBPA 浓度较低，但是 TBBPA
所具有的迁移性、持久性和蓄积性等特点决定了这

类化合物不仅会在环境中长期残留，而且会通过生

物富集和放大作用影响生物体的正常生理活动。研

究表明，TBBPA 具有内分泌干扰作用，对水生生物

毒性较大［8］，如 TBBPA 能抑制斑马鱼胚胎的发育和

影响幼年斑马鱼的存活率，可引起红鲫肝脏脂肪化、
空泡化和线粒体囊泡化等现象［5，9］。

微藻是海洋生态系统的初级生产者，其种类多样

性和生物量影响海洋生态系统的结构功能，在食物链

中具有非常重要的作用［10］; 同时具有对毒物敏感、繁
殖快和易获得等优点，能在短时间内得到污染物对其

种群及世代的影响研究，是较为理想的指示生物［11］。
而目前关于 TBBPA 对微藻的毒性影响尚未见报道。
本文以中肋骨条藻( Skeletonema costatum) 为实验生

物，分析了不同 TBBPA 浓度胁迫下对光合色素含量、
可溶性蛋白含量、超氧化物歧化酶 ( superoxide dis-
mutase，SOD) 活性及丙二醛( malondialdehyde，MDA)

含量等指标在 96 h 内的变化情况，以期了解 TBBPA
对中肋骨条藻的毒性效应，从而为 TBBPA 毒性评价、
海洋生态污染效应等提供科学依据和基础资料。

1 材料与方法( Materials and methods)
1． 1 仪器与试剂

仪器: 光照培养箱( 宁波江南仪器厂) ，超声波

破碎仪( 宁波新芝生物科技有限公司) ，超低温冰箱

( 青岛海尔公司 ) ，高压灭菌锅 ( 日本 Tomy Digital
Biology 公司) ，可见光分光光度计 ( 尤尼柯 ( 上海)

仪器有限公司) ，CＲ22GⅡ型大容量离心机 ( 德国

Hermle 公司) ，显微镜( 重庆光学仪器厂) 。

试剂: TBBPA( 纯度 ＞ 98%，TCI 公司) ，考马斯

亮蓝 G-250( 分析纯，Sanland 公司) ，SOD 试剂盒和

MDA 试剂盒( 南京建成生物工程研究所) ，其他国产

分析纯试剂。
1． 2 实验材料

试验用中肋骨条藻( Skeletonema costatum) 由中

国海洋大学提供。采用 f /2 营养盐配方，海水取自

青岛石老人近岸海域，经 0． 45 μm 滤膜过滤后，煮

沸消毒，冷却后配制培养液。培养温度为( 20 ± 0．
2) ℃，光强约 4500 lx，光暗比为 12 h : 12 h，光源为

白色日光灯。用于培养实验的三角瓶经 1 : 5 的

HCl 浸泡处理后，用超纯水冲洗干净，蒸汽灭菌( 121
℃，15 min) 后待用。
1． 3 实验方法

1． 3． 1 TBBPA 实验溶液的配制:

由于 TBBPA 微溶于水，故以二甲基亚砜 ( DM-
SO) 为溶剂配制 TBBPA 母液，4 ℃ 下保存备用，以

f /2培养液稀释至实验浓度。
1． 3． 2 TBBPA 对中肋骨条藻的毒性实验

根据前期实验结果，TBBPA 对中肋骨条藻的 96
h-NOEC( 96 h 无可观测效应浓度) 为 2． 0 mg·L-1，96
h-EC50 ( 96 h 半最大效应浓度) 为 18． 08 mg·L-1［12］，

因而本实验中设置 TBBPA 浓度为对照、1． 0、5． 0、
10． 0 和 20． 0 mg·L-1。对照组中只含有 0． 2% ( V /
V) DMSO 的培养液( 该浓度 DMSO 对中肋骨条藻的

生长无显著效应) 。将处于指数生长期的中肋骨条

藻分别接种于 81 个 250 mL 三角瓶中，使初始细胞

密度为 1 ×105 ～ 2 ×105个·mL-1，加入 f /2 培养液，最终

定容到 150 mL。培养期间每天定时人工摇动三角瓶 3
次，并随机调换三角瓶位置以尽可能使光照均匀。

在实验的第 0 h、12 h、24 h、48 h、72 h、96 h 分

别取样，其中 1 mL 加入鲁格试剂固定，测定藻细胞

密度; 10 mL 样品离心收集藻泥，测定光合色素含

量; 其余样品离心收集藻泥，-80 ℃ 保存，用于测定

可溶性蛋白含量、SOD 活性和 MDA 含量。0 h 取 6
个平行，其余时间每个浓度组取 3 个平行。
1． 3． 3 光合色素含量的测定

在藻泥中加入 5 mL 90% 丙酮溶液，振荡混匀，

黑暗低温处提取 24 h; 然后离心取上清液，以 90%
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丙酮溶液作为参比，用分光光度计测定提取液在

440 nm、630 nm、644 nm、662 nm、664 nm、750 nm 波

长处的吸光值，按照 Jeffrey and Humphrey［13］的方法

进行计算叶绿素 a( Chl-a)、叶绿素 c( Chl-c) 和类胡萝

卜素( Car) 的浓度，并换算为单位细胞密度下的浓度。
1． 3． 4 粗酶液的制备及酶活性的测定

将藻泥悬浮于预冷的 2 mL 磷酸盐缓冲液中超

声波破碎 5 min，6 000 r·min-1离心 10 min，上清液即

为粗酶液，置于-80℃冰箱中待测。
可溶性蛋白含量以牛血清蛋白为标准，采用考

马斯亮蓝 G-250 法进行测量。SOD 活性和 MDA 含

量均采用南京建成生物工程研究所 SOD 试剂盒和

MDA 试剂盒进行测量，其操作过程严格按照说明进

行，计算时换算为单位细胞密度下的活性或含量。
1． 4 数据分析

实验结果以平均值 ± 标准偏差 ( Mean ± SD)

表示。采用 SPSS 18． 0 软件，以单因素方差 分 析

( One-way ANOVA) 对光合色素含量、可溶性蛋白含

量、SOD 活性和 MDA 含量变化情况进行差异性分

析，并用 Origin 8． 5 软件绘图。与对照组相比，p ＜
0． 05 认为差异显著，p ＜ 0． 01 认为差异极显著。

2 结果( Ｒesults)
2． 1 不同浓度 TBBPA 对中肋骨条藻光合色素含量

的影响

不同浓度 TBBPA 污染下中肋骨条藻的 Chl-a、
Chl-c 和 Car 含量随时间的变化如图 1 所示。可以

看出，较低浓度组( 1． 0 和 5． 0 mg·L-1 ) 三种色素含

量呈先升高后降低的趋势，24 h 时达最大值; Chl-a
含量在 24 h ～ 72 h 显著高于对照组 ( p ＜ 0． 01 或
p ＜ 0． 05) ; Chl-c 和 Car 含量在 24 h 和 48 h 显著高

于对照组( p ＜ 0． 01) ，96 h 时与对照组无显著差异。
较高浓度组( 10． 0 和 20． 0 mg·L-1 ) 三种色素含量则

呈先降低后升高的趋势，24 h 时达最低值; 三种色

素在 24 h 和 48 h 均显著低于对照组 ( p ＜ 0． 01 或
p ＜ 0． 05) ，72 h 和 96 h 时与对照组无显著差异。
2． 2 TBBPA 对中肋骨条藻可溶性蛋白含量、SOD
活性和 MDA 含量的影响

由图 2 可以看出，不同浓度 TBBPA 作用下中肋

骨条藻的可溶性蛋白含量、SOD 活性和 MDA 含量

随时间变化基本一致，表现为升高-降低-升高的趋

势，在 96 h 时达最大值。
1． 0 mg·L-1浓度组可溶性蛋白含量在 24 h 前被

显著诱导，48h之后恢复到对照组水平; 5． 0和10． 0

图1 不同浓度TBBPA作用下中肋骨条藻光合色素含量的变化

( 注: 与对照组相比，* : p ＜ 0． 05; ＊＊: p ＜ 0． 01)

Fig． 1 Changes of photosynthesis pigment content in
Skeletonema costatum under different concentration of

TBBPA treatments
( Note: compared with the control，* : p ＜ 0． 05; ＊＊: p ＜ 0． 01)

mg·L-1浓度的 TBBPA 对可溶性蛋白含量主要起促

进作用，其中在 5． 0 mg·L-1 浓度组可溶性蛋白含量

在 12 h、72 h 和96 h 被显著诱导;10． 0 mg·L-1浓度组可

溶性蛋白含量在 24 h、72 h 和 96 h 被显著诱导，其

他胁迫时间内与对照组无显著差异; 20． 0mg·L-1 浓
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图 2 不同浓度 TBBPA 作用下中肋骨条藻可溶性

蛋白含量( a)、SOD 活性( b) 和 MDA 含量( c) 的变化

( 注: 与对照组相比，* : p ＜ 0． 05; ＊＊: p ＜ 0． 01)

Fig． 2 Changes of soluble protein content ( a) ，SOD
activity ( b) ，MDA content ( c) in Skeletonema costatum

under different concentration of TBBPA treatments
( Note: compared with the control，* : p ＜ 0． 05; ＊＊: p ＜ 0． 01)

度组可溶性蛋白含量在 12 h 被显著抑制，其余时间

则被显著诱导。96 h 时可溶性蛋白含量与 TBBPA 浓

度之间存在正相关关系( r =0． 944，p ＜ 0． 05，n =15)。

由图 2( b) 可见，除了 1． 0 mg·L-1浓度组 SOD 活

性在 48 h 和 96 h 与对照组无显著差异，5． 0 mg·L-1

浓度组在 48 h SOD 活性被显著抑制，其余时间各浓

度组 SOD 活性均被显著诱导。72 h 和 96 h SOD 活

性随 TBBPA 浓度增加而增加 ( r 分别为 0． 874 和

0． 957，p 分别为 0． 004 和 0． 02，n = 15) 。
由图 2( c) 可见，TBBPA 胁迫下，中肋骨条藻的

MDA 含量同样被显著诱导，但 1． 0 mg·L-1浓度组在

48 h 和 72 h 时、20． 0 mg·L-1 浓度组在 48 h 时与对

照组无显著差异，5． 0 mg·L-1 浓度组在 48 h 时被显

著抑制。进一步分析可知，72 h 和 96 h 时 MDA 含

量与 TBBPA 浓度之间存在显著的正相关性( r 分别

为0． 91和 0． 94，p 分别为 0． 015 和 0． 025，n = 15) 。
对 TBBPA 胁迫下中肋骨条藻的可溶性蛋白含

量、SOD 活性和 MDA 含量进行偏相关性分析。结

果显示，SOD 活性和可溶性蛋白含量在暴露第 24
～ 96 h 期间内呈现正相关性( r = 0． 935 ～ 0． 998，p
= 0． 000 ～ 0． 044，n = 15) ; SOD 活性和 MDA 含量在

第 12 ～ 96 h 时呈正相关性( r = 0． 889 ～ 0． 999，p =
0． 000 ～ 0． 013，n = 15) ; 可溶性蛋白含量和 MDA 含

量在 24 h、72 h 和 96 h 呈正相关性( r 分别为 0． 99、
0． 89 和0． 99，p 分别为 0． 001、0． 044 和 0． 00，n =15)。

3 讨论( Discussion)

叶绿素含量变化能较好地反映生物各阶段生长

发育正常与否［14］。本文研究结果表明，较低浓度

TBBPA( 1． 0 ～ 5． 0 mg·L-1 ) 对微藻的光合色素的影

响主要是促进作用，而较高浓度 TBBPA( 10． 0 ～ 20．
0 mg·L-1 ) 的影响则体现为微藻光合色素的含量降

低。之前关于有机污染物对微藻的毒性研究也发现

存在类似现象，如低浓度( ≤5． 0 mg·L-1 ) 多效唑胁

迫下绿色巴夫藻的 Chl-a 含量升高，高浓度( ≥15． 0
mg·L-1 ) 胁迫则使其含量降低，且随污染物浓度的增

加，Chl-a 含量有迅速降低的趋势［15］。
可溶性蛋白在植物生长中起着很重要的作用，

是衡量植物生理生化特性的重要指标，可以提供代

谢酶类以消除活性氧自由基并对污染物进行生物降

解; 可溶性蛋白含量的增加有助于提高微藻对不利

环境的适应性［11，16-17］。本研究结果显示，1． 0 mg·
L-1 TBBPA 胁迫下中肋骨条藻可溶性蛋白含量在 24
h 内被诱导，时间延长至 48 h 恢复到对照组水平，表

明藻细胞逐渐适应了外部环境的压力［18］; 较高浓度

( ≥5 mg·L-1 ) TBBPA 污染下可溶性蛋白一般被显著

诱导，并且随 TBBPA 浓度增加而增加，这可能是微
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藻为抵抗逆境胁迫而积累营养物质以适应外界环境

的变化［10，19-20］。研究表明三角褐指藻在 0 ～ 14． 0
mmol·L-1 2-甲基乙酰乙酸乙酯 ( EMA) 胁迫下可溶

性蛋白含量随 EMA 浓度增加而增加［18］。同样，谷

皮菱形藻在 0． 1 ～ 0． 3 mg·L-1的 Cd2 + 胁迫下可溶性

蛋白含量呈现随着 Cd2 + 浓度增加而增加的趋势［19］。
目前，抗氧化防御系统的变化作为指示污染物

胁迫的生物标志物已成为生态毒理学领域的研究热

点之一［21］。SOD 是生物体内重要的抗氧化酶之一，

是活性氧清除体系中的关键酶，能够保护生物膜系

统的结构和功能［22］。本研究表明，中肋骨条藻 SOD
活性一般被显著诱导，并且在 72 h 和 96 h 随 TBB-
PA 浓度增加而增加。据文献报道，栅藻在 Cu2 + ( 62
～ 414 μmol·L-1 ) 胁迫下培养 7 d，其 SOD 活性随

Cu2 + 增加而增加［23］; 三角褐指藻在 0 ～ 14． 0 mmol
·L-1 2-甲基乙酰乙酸乙酯 ( EMA) 胁迫下培养 3 d
时，SOD 活性也随着 EMA 浓度增加而增加［18］。这

是由于在环境胁迫下，生物体能及时调动自身的抗

氧化防御系统增强机体消除活性氧自由基的能力，

在一定耐受限度内，污染物浓度越高，抗氧化机能越

活跃，从而减小污染物对生物体的影响［24-25］。
MDA 是细胞脂质过氧化产物中的一类，可以与

细胞内各种成分发生反应，破坏细胞膜结构和生理

功能［24］。MDA 含量常用来衡量机体的膜脂质过氧

化程度，从而间接评价机体细胞受损伤的程度［9］。
本研究结果表明，随 TBBPA 质量浓度的增加 MDA
含量逐渐上升，在 72 h 和 96 h 时 MDA 含量与 TBB-
PA 浓度之间存在正相关性。这与三角褐指藻 MDA
含量与 EMA 以及 Cu2 +、荧蒽等污染物浓度增加而

增加的变化趋势是一致的［18，26］。这可能是因为随

浓度增加和时间延长，对藻细胞造成氧化损伤，藻细

胞清除活性氧的速度小于脂质过氧化的速度，过氧

化产物积累，导致 MDA 含量升高［23］。
本文结果显示，可溶性蛋白含量、SOD 活性和

MDA 含量随时间延长均表现为升高-降低-升高的趋

势，48 h 出现最小值，可能是因为在暴露初期藻细

胞对污染物做出应激性反应，导致含量升高; 随着中

肋骨条藻的适应能力增强在 48 h 达较低值; 当时间

延长至 72 h 以后，藻体需要合成较多的蛋白来对抗

胁迫压力，同时体内自由基增多，导致膜脂质过氧化

产物 MDA 含量升高，从而诱导可溶性蛋白含量和

SOD 活性升高［27］。TBBPA 胁迫下中肋骨条藻的可

溶性蛋白含量、SOD 活性和 MDA 含量之间均存在

密切相关性。这可能是因为植物细胞受到外界环境

胁迫时，SOD 和可溶性蛋白共同作用来减弱外界不

利的影响，表现为 SOD 活性和可溶性蛋白含量变化

一致的趋势，而当胁迫加强，动态平衡被打破时，细

胞的结构和功能受到损伤，细胞过氧化产物 MDA
逐渐累积，呈现出随着胁迫时间延长、污染物浓度增

高而含量上升的趋势［23］。
综上所述，TBBPA 污染下中肋骨条藻的光合色

素含量、可溶性蛋白含量、SOD 活性和 MDA 含量均

呈现规律性变化。较低浓度组的光合色素含量主要

被诱导，而较高浓度组的光合色素含量被抑制; 各浓

度组的可溶性蛋白含量、SOD 活性和 MDA 含量随

时间延长呈升高-降低-升高的变化趋势，一般被显

著诱导，且三者之间存在相关性; 实验后期均与污染

物浓度之间呈正相关性。本研究结果表明，在实验

条件下 1． 0 mg·L-1 TBBPA 虽然未对中肋骨条藻生

长产生影响，但是已影响到其生理生化指标的变化。
鉴于目前海水中 TBBPA 浓度水平远低于此实验浓

度，因而目前尚不会对中肋骨条藻产生毒性。然而，

海洋微藻长期暴露于低浓度 TBBPA 所产生的慢性

毒性效应还不清楚，有待进一步研究。

通讯作者简介: 蒋凤华( 1977—) ，女，海洋化学博士，副研究
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欧盟机构更新替代方法数据库

2014 年 10 月 2 日 来源: 欧盟动物实验替代方法参考实验室

欧盟动物试验替代方法参考实验室 ( EUＲL ECVAM) 更新了其替代方法数据库的数据检索系统 DB-
ALM2014。

此外，已经发布了符合规制要求并且 /或正在致癌性、眼刺激性和皮肤致敏性等领域进行验证的下列体

外方法:

①在 6 孔和 96 孔板中的 bhas42 细胞转化试验;

②体外 BALB /c 3T3 细胞转化分析;

③眼刺激分析系统;

④人类细胞系活化试验。
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