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２，２′，４，４′，５－五溴联苯醚（ＢＤＥ－９９）对巴夫藻和
塔玛亚历山大藻的致毒胁迫效应

王洪斌１，２，成　群１，熊文超１，胡业庆１，谢冰倩１，李士虎２

（１．淮海工学院海洋生命与水产学院，江苏连云港２２２００５；２．江苏省海洋生物技术重点实验室，江苏连云港 ２２２００５）

　　摘要：以２种海洋微藻的生长量、丙二醛（ＭＤＡ）含量及过氧化氢酶（ＣＡＴ）、酸性磷酸酶（ＡＣＰ）、碱性磷酸酶
（ＡＫＰ）活性为检测指标，在微藻对数生长期时加入不同浓度梯度的 ２，２′，４，４′，５－五溴联苯醚（ＢＤＥ－９９），研究
ＢＤＥ－９９对巴夫藻（Ｐａｖｌｏｃａｖｉｒｉｄｉｓ）和塔玛亚历山大藻（Ａｌｅｘａｎｄｒｉｕｍｔａｍａｒｅｎｓｅ）的致毒胁迫效应。结果显示：低浓度
（１．６７μｇ／Ｌ）的 ＢＤＥ－９９对 ２种微藻均有刺激生长作用，高浓度有强烈的抑制作用并具有明显的剂量效应，
２６．７２μｇ／Ｌ浓度的ＢＤＥ－９９试验组对巴夫藻、塔玛亚历山大藻的生长抑制率分别为 ７３％、７４％。用一定浓度
（６．６８μｇ／Ｌ）的ＢＤＥ－９９处理２种微藻，２种微藻的ＣＡＴ活性在２４ｈ开始升高，９６ｈ达最高值，巴夫藻与塔玛亚历山
大藻分别增加４７％、３１％；巴夫藻ＡＫＰ活性于７２ｈ达到最高值，与对照组相比，升高４３％，塔玛亚历山大藻的ＡＫＰ活
性于４８ｈ达到最大值，与对照组相比，升高４０％；２种微藻的ＡＣＰ活性变化趋势不明显；随着培养时间的增加，２种微
藻ＭＤＡ含量逐渐升高，特别是塔玛亚历山大藻升高趋势极其明显，巴夫藻、塔玛亚历山大藻均在１２０ｈ达最高值，与
对照组相比，分别增加５６％、９５％。研究结果可以为揭示多环芳烃化合物污染对水环境的危害程度提供参考。
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　　２，２′，４，４′，５－五溴联苯醚（ＢＤＥ－９９）是一种多溴联苯
醚（ＰＢＤＥｓ），也是一种溴代阻燃剂。ＰＢＤＥｓ拥有极为优异的
阻燃性能、热稳定性等，因此被广泛用作电子电路、建筑家具、

塑料制品、纺织等行业中。但是，这些产品在使用、焚烧和降

解等过程中，不与ＰＢＤＥｓ共价结合，这时 ＰＢＤＥｓ就会挥发到
自然环境中［１－２］，之后经过大自然的各类循环进入海洋，并最

终在沉积物和生物体体内积累［３］。大量研究和实证表明，

ＰＢＤＥｓ的化学结构与多氯联苯（ＰＣＢｓ）极为相似，具有难降
解、高脂溶性等特点，是一种新型的持久性有机污染物。２００４
年，欧洲部分国家已禁止八溴联苯醚等 ＰＢＤＥｓ的投放使用。
２００６年，欧盟颁布明令禁止欧盟各国在电子商品中使用多溴
联苯醚［４］。

我国为发展中国家，每年使用多溴联苯醚用作阻燃剂等

也十分多。随着ＰＢＤＥｓ用量的增加，在大气、沉积物或污泥、
鱼类、人体血液和脂肪组织、母乳等中均能检测到其存在，而

在水、沉积物和生物体中含量最高的是以 ＢＤＥ－４７、ＢＤＥ－
９９、ＢＤＥ－１００为主的低溴联苯醚。

藻类作为海洋和陆地上的初级生产者，其价值在近几十

年来被越来越多的研究人员和学者看重。关于藻类的研究更

是不胜其数，其中微藻的生态价值已经渗透到工业、农业等各

方面。ＢＤＥ－９９一旦进入水体，开始“入侵”的对象就是浮游
藻类。在“侵入”后便在食物链中传播，进入水体和人体，从

而危害生物体健康。

本研究选用常见的巴夫藻（Ｐａｖｌｏｃａｖｉｒｉｄｉｓ）和塔玛亚历山
大藻（Ａｌｅｘａｎｄｒｉｕｍｔａｍａｒｅｎｓｅ）为供试材料，以它们的生长量等
为检测参数，分析塔玛亚历山大藻和巴夫藻对不同浓度梯度

ＢＤＥ－９９的致毒胁迫的响应，从而研究ＢＤＥ－９９对海洋微藻
的毒性效应，以期证明多环芳烃化合物会对水环境带来严重

的破坏性，揭示海洋微藻在水环境污染治理及修复中的潜在

应用价值。

—５２３—江苏农业科学　２０１８年第４６卷第２３期



１　材料与方法

１．１　试验材料
巴夫藻和塔玛亚历山大藻藻种均由淮海工学院海洋生命

与水产学院藻类实验室保存；本试验中所用海水均取于江苏

省连云港市连岛海域涨潮时，海水盐度为 ３１．００‰ ～
３２．００‰，经醋酸纤维素薄膜过滤后，于 １２１℃高压灭菌
２０ｍｉｎ后备用；ＢＤＥ－９９购自上海源叶生物有限公司（纯度
为９８％）；二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）购自生工生物工程（上海）股
份有限公司；酸性磷酸酶（ＡＣＰ）、碱性磷酸酶（ＡＫＰ）、过氧化
氢酶（ＣＡＴ）和丙二醛（ＭＤＡ）检测试剂盒购自南京建成生物
工程研究所；微藻培养采用通用的ｆ／２营养液（自配）；其他化
学试剂均为分析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　微藻培养及微藻细胞破碎　在２５０ｍＬ锥形瓶中加入
１５０ｍＬｆ／２营养液和１０ｍＬ藻种，混合均匀，置于光照培养箱
中进行封闭式培养，光照度为 ３０００ｌｘ，培养温度为（２２±
１）℃，光—暗周期为１２ｈ—１２ｈ。培养过程中每天定时摇动
３次，摇瓶过程中随机调换位置，以免光照不均匀。

量取２０ｍＬ待测藻液，于５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上
清，将沉淀物加入 １０ｍＬ０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ值为
７．８）中，采用超声波破碎藻细胞（破碎条件：功率为１９５Ｗ，超
声波工作时间为 ３ｓ，间歇时间为 ７ｓ，超声波破碎强度为
６５％，总工作时间为 １０ｍｉｎ），镜检无完整细胞后，于
５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液用于检测 ＡＣＰ、ＡＫＰ、ＣＡＴ
活性及ＭＤＡ含量。

１．２．２　ＤＭＦ对微藻生长量的影响　ＢＤＥ－９９溶液用 ＤＭＦ
配制，ＢＤＥ－９９母液浓度为５μｇ／ｍＬ，使用时根据需要稀释；
在研究 ＢＤＥ－９９对海洋微藻的影响时，可能会受到 ＤＭＦ的
干扰。在藻类生长至对数生长期时，分别在巴夫藻、塔玛亚历

山大藻试验组中加入０、５０、１００、２００、４００、８００μＬＤＭＦ溶液；
用吸光度法（检测波长为６８０ｎｍ）检测其生长量，２４ｈ测定１
次，直至１２０ｈ，试验设置３个平行。
１．２．３　ＢＤＥ－９９对微藻生长量的影响　在微藻对数期添加
不同浓度梯度的ＢＤＥ－９９，根据文献［５］，分别在巴夫藻和塔
玛亚历山大藻试验组中加入 ０、５０、１００、２００、４００、８００μＬ
ＢＤＥ－９９的ＤＭＦ溶液，对应浓度分别为０、１．６７、３．３４、６．６８、
１３．３６、２６．７２μｇ／Ｌ；用吸光度法（检测波长为６８０ｎｍ）检测其
生长量，２４ｈ测定１次，直至１２０ｈ，试验设置３个平行。
１．２．４　ＡＣＰ、ＡＫＰ、ＣＡＴ活性和ＭＤＡ含量的测定　在微藻对
数期分别添加 ０、６．６８μｇ／Ｌ浓度的 ＢＤＥ－９９，对其 ＡＣＰ、
ＡＫＰ、ＣＡＴ活性和ＭＤＡ含量进行测定，时间间隔为２４ｈ，直至
１２０ｈ，试验设置３个平行。ＡＣＰ、ＡＫＰ、ＣＡＴ活性和ＭＤＡ含量
的测定按照试剂盒的说明书进行。

２　结果与分析

２．１　ＤＭＦ对２种海洋微藻生长量的影响
由图１可以看出，２种海洋微藻的生长量均呈现快速增

长的趋势，ＤＭＦ各添加量试验组与对照组的生长量几乎相
等，增长趋势一致，可见 ＤＭＦ添加量增加对巴夫藻及塔玛亚
历山大藻的生长没有抑制作用，ＤＭＦ作为 ＢＤＥ－９９溶剂对
本研究结果无明显影响。

２．２　ＢＤＥ－９９对２种海洋微藻生长量的影响
如图２所示，随着处理时间增加，１．６７μｇ／ＬＢＤＥ－９９试

验组的巴夫藻生长得最好，说明低浓度的ＢＤＥ－９９对巴夫藻
有一定的刺激生长作用，１２０ｈ时 ２６．７２μｇ／ＬＢＤＥ－９９试验
组的巴夫藻生长受到最大抑制，抑制率为７３％，与对照组相
比，经ｔ检验分析，差异极显著（Ｐ＜０．０１）。除 １．６７μｇ／Ｌ
ＢＤＥ－９９试验组外，ＢＤＥ－９９对巴夫藻的抑制作用具有明显
的剂量效应。随着ＢＤＥ－９９浓度的增加，对塔玛亚历山大藻
生长的抑制强度增大。与巴夫藻不同的是，除了１．６７μｇ／Ｌ
ＢＤＥ－９９试验组外，其他各个浓度试验组对塔玛亚历山大藻
生长的抑制作用均很强，３．３４、６．６８、１３．３６、２６．７２μｇ／Ｌ
ＢＤＥ－９９试验组对塔玛亚历山大藻生长抑制率分别为６４％、
７８％、７４％、７４％，与对照组相比，经 ｔ检验分析，差异极显著
（Ｐ＜０．０１）。

２．３　ＢＤＥ－９９对２种海洋微藻ＣＡＴ活性的影响
按照第１．２．４节的方法，添加６．６８μｇ／Ｌ浓度的 ＢＤＥ－

９９处理２种微藻，０～１２０ｈ后的ＣＡＴ活性变化见图３。可以
看出，在同一时间条件下，ＢＤＥ－９９对２种微藻 ＣＡＴ活性的
影响有差异，巴夫藻ＣＡＴ活性在处理２４ｈ后开始升高，９６ｈ
达到最高值，与对照组相比，增加了４７％，经ｔ检验分析，差异
显著（Ｐ＜０．０５），１２０ｈ后几乎恢复至对照组水平；对于塔玛
亚历山大藻，在同一时间条件下，自用 ＢＤＥ－９９处理后２４ｈ
起，ＣＡＴ活性即有增加，增加趋势同巴夫藻，９６ｈ达最高值，
与对照组相比，增加 ３１％，经 ｔ检验分析，差异显著（Ｐ＜
０．０５），１２０ｈ恢复至对照组水平，略低于对照组。
２．４　ＢＤＥ－９９对２种海洋微藻ＡＫＰ活性的影响

按照第１．２．４节的方法，用ＢＤＥ－９９处理２种微藻，０～
１２０ｈ后ＡＫＰ的活性变化见图４。可以看出，随着ＢＤＥ－９９
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暴露时间的增加，巴夫藻、塔玛亚历山大藻的 ＡＫＰ活性先逐
渐升高，巴夫藻的 ＡＫＰ活性于 ＢＤＥ－９９处理７２ｈ后达最高
值，与对照组相比，升高４３％，经 ｔ检验分析，差异显著（Ｐ＜
０．０５），以后逐渐降低，处理１２０ｈ后恢复至对照组水平；塔玛
亚历山大藻的ＡＫＰ活性变化趋势同巴夫藻，ＡＫＰ活性在处理
后４８ｈ达到最大值，与对照组相比，升高４０％，经 ｔ检验分
析，差异显著（Ｐ＜０．０５），处理 ４８ｈ以后逐渐降低，处理后
１２０ｈ恢复至对照组水平。

２．５　ＢＤＥ－９９对２种海洋微藻ＡＣＰ活性的影响
用ＢＤＥ－９９处理２种微藻０～１２０ｈ的ＡＣＰ活性变化见

图５。可以看出，随着ＢＤＥ－９９暴露时间的增加，２种微藻的
ＡＣＰ活性变化趋势不明显，巴夫藻、塔玛亚历山大藻的 ＡＣＰ
活性均于ＢＤＥ－９９处理７２ｈ达到最高值，与对照组相比，升
高１５％，经ｔ检验分析，差异不显著，以后逐渐降低，１２０ｈ后
恢复至对照组水平。

２．６　ＢＤＥ－９９对２种海洋微藻ＭＤＡ含量的影响
用ＢＤＥ－９９处理２种微藻０～１２０ｈ的ＭＤＡ含量变化见

图６。可以看出，随着培养时间的增加，２种微藻的ＭＤＡ含量

整体上逐渐升高，特别是塔玛亚历山大藻的升高趋势非常明

显，巴夫藻则在１２０ｈ达最高值，与对照组相比，提高５６％，经
ｔ检验分析，差异极显著（Ｐ＜０．０１）；塔玛亚历山大藻同样在
ＢＤＥ－９９处理后１２０ｈ达最高值，与对照组相比，提高９５％，
经ｔ检验分析，差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

胡恒等进行了ＢＤＥ－９９等５种 ＰＢＤＥｓ对亚心型扁藻和
盐生杜氏藻的毒性试验，结果显示：对照组的２种微藻生长较
好，当加入不同浓度的 ＢＤＥ－９９后，２种微藻的生长均受到
不同程度的抑制，高浓度的ＢＤＥ－９９等抑制盐生杜氏藻生长
的作用特别明显［６］。ＢＤＥ－９９等对盐生杜氏藻的生长呈现
特殊的“兴奋作用”［７－８］。在本研究中，ＢＤＥ－９９对２种海洋
微藻的致毒胁迫也呈现出类似结果，低浓度（１．６７μｇ／Ｌ）的
ＢＤＥ－９９对２种微藻均有刺激生长作用，高浓度的 ＢＤＥ－９９
有强烈的抑制作用并具有明显的剂量效应，２６．７２μｇ／Ｌ
ＢＤＥ－９９的试验组对巴夫藻、塔玛亚历山大藻生长的抑制率
分别为７３％、７４％。２种微藻对ＢＤＥ－９９处理表现出相似的
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时间－剂量效应：随着 ＢＤＥ－９９浓度的增大，抑制作用显著
增强。绿色巴夫藻表现为随着处理浓度的增大，出现缓慢生

长的趋势，波动性较大，抑制作用较低。由此可见，ＢＤＥ－９９
对各种海洋微藻的致毒胁迫效应存在种属差异。

本研究设计添加固定浓度（６．６８μｇ／Ｌ）ＢＤＥ－９９处理２
种微藻，随着培养时间的递增，２种微藻的ＡＣＰ活性变化趋势
不明显，巴夫藻和塔玛亚历山大藻的ＡＣＰ的活性均于处理后
７２ｈ达到最高值，与对照组相比，分别提高１８％、１５％。随着
ＢＤＥ－９９暴露时间的增加，巴夫藻、塔玛亚历山大藻的 ＡＫＰ
活性逐渐升高，巴夫藻于ＢＤＥ－９９处理后７２ｈ达到最高值，
与对照组相比提高了４３％，塔玛亚历山大藻的ＡＫＰ活性变化
趋势同巴夫藻，ＡＫＰ活性在 ＢＤＥ－９９处理后４８ｈ达到最大
值，与对照组相比，提高了４０％。在同一时间条件下，ＢＤＥ－
９９对２种微藻ＣＡＴ活性的影响有差异，处理后９６ｈ巴夫藻、
塔玛亚历山大藻的 ＣＡＴ活性分别增加４７％、３１％；２种微藻
体内的ＣＡＴ活性增加与 ＢＤＥ９９的暴露时间呈正相关趋势，
ＣＡＴ活性在高位持续至处理后９６ｈ，ＡＣＰ、ＡＫＰ、ＣＡＴ活性的
变化反而说明２种海洋微藻对 ＢＤＥ－９９的致毒胁迫产生应
激响应，在短时间内刺激ＡＣＰ、ＡＫＰ和ＣＡＴ活性升高，特别是
ＣＡＴ活性的剧烈变化程度明显，结果与生长量的变化一致。

张智华等指出，小新月菱形藻的 ＣＡＴ活性和 ＭＤＡ含量
在蒽菲芘作用下会有不同程度的升高，细胞损伤加剧［９］。任

加云等指出，进入生物体中的污染物在分解代谢过程中能够

形成多种中间产物，并产生大量活性氧物质，造成生物体的氧

化损伤，一些抗氧化防御系统能够转化超氧阴离子自由基，从

而使得机体免受损伤［１０－１１］。在本研究中，用ＢＤＥ－９９胁迫２
种微藻，结果显示，２种微藻ＭＤＡ含量随着 ＢＤＥ－９９暴露时
间的增加而升高，特别是塔玛亚历山大藻的升高趋势非常明

显，巴夫藻在处理后１２０ｈ达到最高值，与对照组相比，提高
了５６％，经ｔ检验分析，差异极显著（Ｐ＜０．０１）；塔玛亚历山
大藻同样在处理后１２０ｈ达到最高值，与对照组相比，提高了
９５％，经ｔ检验分析，差异极显著（Ｐ＜０．０１）。本研究结果显
示，塔玛亚历山大藻对 ＢＤＥ－９９的响应较巴夫藻强烈，与上
述生长量变化结果一致。本研究设定时间为 １２０ｈ，由于
ＢＤＥ－９９对巴夫藻和塔玛亚历山大藻致毒效应较强，１２０ｈ
后由于藻体本身的活性减弱，死亡率加剧而导致 ＭＤＡ含量

仍然维持在高位。王丽平等也指出，荧蒽胁迫对藻细胞的膜

脂质过氧化作用有明显增强的迹象，藻细胞的 ＭＤＡ含量对
荧蒽毒性较为敏感，是个潜在的有价值的参考指标［５］。

本研究从浮游藻类的视角，通过研究绿色巴夫藻和塔玛

亚历山大藻的生长、部分抗氧化酶活性及 ＭＤＡ含量对
ＢＤＥ－９９的致毒胁迫的响应，旨在揭示多环芳烃化合物对水
环境污染的重要性，并研究了海洋微藻在水环境污染治理及

修复中的潜在应用价值。
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