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摘要:通过微小亚历山大藻 (A lexandrium m inu tum )对黑鲷 (Sparu sm acrocephalus)胚胎及仔鱼的急性和亚急性毒性的实验,研究了微小亚历山大

藻其藻细胞液和细胞破碎液对黑鲷幼体的生物毒性效应.结果表明,微小亚历山大藻对黑鲷胚胎的孵化产生不利影响,影响程度随藻细胞浓度

的增加而增加.在仔鱼 96h的急性毒性实验中,微小亚历山大藻对仔鱼的 96h理论半致死浓度分别为 1. 0 @ 105 cell# mL- 1 (藻细胞破碎液 )、

8. 0 @ 104 cell# mL- 1 (藻细胞液 ) ,而在 7d的亚急性实验中,高浓度藻细胞液对仔鱼的生长发育有一定的抑制作用,且相同浓度下, 藻细胞液产

生的毒性较藻细胞破碎液大.
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Abs tract: Th e bio-tox icity of the d inoflagellate A lexandrium m inu tum on b lack seabream ( Sparu s m acrocepha lu s) w as stud ied by observ ing the acu te

tox icity and subacu te tox icity ofA. m inutum on the S. macrocephalus emb ryo and larvae. The presence ofA. m inu tum has an adverse effect on th e

hatch ing ofS. m acrocephalu s emb ryo, and the adverse ef fect increased w ith increasing cell dens ity. In th e acu te toxicity experim en ts, the 96h-LC50 w ere

1. 0 @ 105 cells# mL- 1 for the intact algal so lut ion and 8. 0 @ 104 cel ls# mL- 1 for the lysate. In a 7 day subacu te exp erim en t on the larvae, h igher

concen trat ions of algal solut ion inh ib ited S. m acrocephalus larvae. The toxicity of the algal so lut ion w as h igher than that of the lysate at the sam e

concen trat ion.

Keywords: Alexandrium m inu tum; toxin; eggs and larvae; tox icity

1 引言 ( Introduct ion)

赤潮藻毒素所造成的渔业生态环境的恶化,成

为制约渔业生物资源可持续利用的主要因素 (尹伊

伟等, 2000). 藻毒素不仅能直接导致渔业生物的大

量死亡,也可以通过在生物体内富积, 经由食物链

导致人类中毒甚至死亡, 甚至还可通过影响鱼类的

幼体或生活史的其它阶段而改变海洋营养结构 (张

杭君等, 2003; 谭志军等, 2002). 微小亚历山大藻作

为一种赤潮藻,能够产生麻痹性贝类毒素 ( PSP). 该

毒素是一种带有胍基的三环化合物的非蛋白质毒

素,属于四氢嘌呤的衍生物 (华泽爱等, 1994). 它主

要通过一类特异性钠离子阻断剂,能阻碍动作电位

的形成, 进而引起神经和肌肉组织的紊乱, 最终导

致渔业生物身体机能病变及行为活动能力的失常

(W h ite et al. , 1980, 周成旭等, 2000) .以往有关赤

潮藻毒素的研究大多集中于鱼类的成体和幼体阶

段的毒性方面 (颜天等, 2002; 2006; U sup et al. ,
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2002; 徐轶肖等, 2006; 周立红等, 2003) , 但对于对

胚胎幼体发育阶段这一重要和敏感阶段研究却很

少 ( Km, 2001) . 因此, 本文旨在通过研究微小亚历

山大藻对黑鲷胚胎及仔鱼的生长发育的影响,对海

洋渔业生态系统的保护和赤潮灾害的评估提供参

考依据.

2  实验材料与方法 ( Experim ental m ethod and

m a terials)  

2. 1 材料

实验黑鲷来自江苏省海洋水产研究所养殖场,

为亲鱼直接产卵和孵化的初孵仔鱼. 实验用水来源

于养殖场的自然海水,主要盐度为 22.

微小亚历山大藻藻种 ( AMTK-9藻株 )由台湾大

学周宏农教授生物实验室提供, 并在实验室分离所

得,在实验室以 2L三角烧瓶 f /2培养液单种培养,

温度 ( 20 ? 1 ) e , 光照强度为 3000 lx, 光暗比为

12hB12h.实验选用指数生长期中期的藻细胞液, 藻

细胞液经过 10000r# m in
- 1
离心 10m in后 (或经

20Lm筛绢过滤浓缩 ) , 沉淀部分用海水稀释成原来

藻液的体积, 即为藻细胞液. 同时将该藻液进行超

声破碎后, 10000r#m in
- 1
离心 10m in,沉淀部分用海

水重新悬浮到原来体积,即得到藻细胞破碎液.

控制实验温度为 20. 2 e 左右,温度变幅不超过

2. 0 e , pH为 7~ 8, 并保持实验用水溶解氧为饱和

溶氧的 60%以上.

2. 2 方法

2. 2. 1 鱼卵胚胎发育毒性实验  将藻细胞液和细

胞破碎液作为母液分别与海水按一定比例混合稀释

成约为 5000、3000、1000、500ce ll# mL
- 1
的 4个浓度

组,同时以过滤海水为对照组,每个浓度组设 3个平

行样本.试验在盛有 1000mL溶液的白色搪瓷盆中进

行,收集刚进行受精的卵,并在解剖镜下进一步选取

卵膜完好透明的受精卵,在每个盆中投入约 100个左

右,并加以标号. 实验中实验过程中每隔 6h取样一

次,在解剖镜下详细观察鱼卵发育情况, 记录卵孵出

仔鱼所持续的时间、孵化的数量和存活情况.

2. 2. 2 仔鱼 96h-LC50的毒性实验  实验溶液浓度
组设置与鱼卵毒性实验相同.仔鱼选择由受精卵培

养孵化出的初孵仔鱼 (选择在水层中游动活泼的正

常仔鱼供作试验材料 ), 分别放置于 3000mL的白色

搪瓷盆中各约 100尾左右, 每天换水 20% ,分别于

试验开始后的 24、48、72、96h在解剖镜下详细观察

仔鱼的形态 (卵黄囊的体积、心脏跳动、外观畸形

等 )、游动情况及死亡数量,并作记录.

2. 2. 3 仔鱼生长的亚急性毒性实验  实验液浓度

组设置与鱼卵毒性实验相同. 每个平行样投放仔鱼

约 100尾左右, 充氧气, 每天换水 1次 (换水量

20% ),进行投饵 (轮虫 ) 1次, 观测 7d内的生长情

况,记录仔鱼生长游动情况、外观畸形以及死亡数

量.每 24h随机抽取 3尾,在显微镜下测定全长、电

子天平测定体重 ( g, 以湿重计 ) ,并根据公式 ( 1)和

( 2)计算全长日增长率 (L )和体重日增长率 (W ) .

全长日增长率: L =
lgL2 - lgL1

0. 434( t2 - t1 )
@ 100% ( 1)

体重日增长率: W =
lgW2 - lgW 1

0. 434( t2 - t1 )
@ 100% ( 2)

式中, L1、L2分别为 t 1、t2时全长 ( mm ), t1、t2分别表示

实验的时间天数, W1、W2分别为 t1、t2时的体重 ( g) .

2. 2. 4 数据处理  实验数据利用 SPSS13. 0统计分

析软件计算 LC50值和进行相应数据检验.

3 实验结果 ( Results)

图 1 微小亚历山大藻对黑鲷鱼卵孵化的影响

F ig. 1 Th e subacu te test of A lexand rium m in itum on eggs of Sparus

m acrocephalu s

3. 1 对鱼卵的发育影响

微小亚历山大藻对黑鲷鱼卵的孵化影响结果

如图 1所示.由图 1a可知, 整个孵化过程中,高浓度
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组藻液其相应的鱼卵孵化率较低浓度组和对照组

均明显要低,尤其是浓度约为 5000ce ll#mL
- 1
和 3000

cell#m L
- 1
藻液的鱼卵孵化率相对于对照组 80%的

孵化率而言, 明显偏低 (孵化率 < 60% , p < 0. 05) .

同时, 高浓度组藻液引起的鱼卵的死亡率和致畸率

也都随浓度的增加而逐步增大, 对鱼卵胚胎的发育

影响是显而易见的. 在相同藻细胞浓度下, 对于细

胞液和破碎液 (图 1b)而言,两者对鱼卵产生死亡率

的差异性较显著 ( p < 0. 05) ,细胞破碎液导致的鱼

卵死亡率约占浸染细胞原液死亡率的 66%, 而两者

对致畸率的影响程度的差异则不显著 (p > 0. 1).

3. 2 仔鱼 96h-LC50的实验

图 2 微小亚历山大藻对黑鲷仔鱼 ( 96h内 )的死亡影响

Fig. 2 The 96h-LC50 test( m ortality rate) of A lexandrium m in itum on

larvae of Sparu s m acrocephalu s

不同浓度下,藻液对仔鱼的 96h急性毒性染毒

结果如图 2所示.由图 2b可知, 藻细胞破碎液染毒

下,仔鱼染毒 24h除低浓度组 (约 500cell#mL
- 1

)和

对照组未出现死亡现象外,其余各浓度均有个别死

亡现象;实验进行到 48h后,包括对照组在内的各浓

度组均有不同程度死亡仔鱼出现, 尤其是高浓度组

(约 5000 cell#mL
- 1

)的死亡率最高; 到 72h后, 对照

组和低浓度组 (约 500 cell#mL
- 1

)保持原有死亡率,

没有再出现死鱼的现象, 但高浓度组 (约 5000

cell#mL
- 1

)的死亡现象持续产生, 直至 96h实验结

束.和藻细胞破碎液相比, 除 24h低浓度藻细胞液

(约 500 ce ll#mL
- 1

)产生仔鱼死亡现象外, 其他各浓

度组在不同时间节点产生的染毒影响均相同 (图

2a) .此外,相同浓度下细胞液对仔鱼造成的死亡率

较细胞破碎液要高.

根据实验结果计算得出微小亚历山大藻细胞

藻液对黑鲷仔鱼的 LC50约为 8. 0 @ 10
4

ce ll# mL
- 1

,

95%的可信限区间约为 2. 3 @ 10
4

~ 1. 7 @ 10
6

cell#mL
- 1

. 细胞破碎液对黑鲷仔鱼的 LC50约为 1. 0

@ 10
5

ce ll#mL
- 1

, 95%的可信限区间约为 3. 4 @ 10
5

~ 3. 3 @ 10
6

cell# mL
- 1

. 由此可见, 藻细胞液的毒性

比细胞破碎液高一些.

3. 3 仔鱼亚急性的生长发育影响实验

如图 3所示, 微小亚历山大藻的细胞液和细胞

破碎液对黑鲷仔鱼的全长和体重的发育均产生一

定的抑制作用. 尤其是当藻细胞浓度达到约

5000cell#L
- 1
时,藻细胞液和细胞破碎液下的仔鱼体

重日增长率仅为 1. 487和 1. 457, 显著低于对照组

的体重日增长率 ( p< 0. 01) .同样,对全长日增长率

而言,在约 5000cell# L
- 1
浓度下的增长率明显低于

对照组 ( 0. 563和 0. 564) 的水平. 此外, 由图 4还

可知,体重日增率随藻浓度增加而下降的幅度明显

大于全长日增长率. 由此可见, 藻液对仔鱼的全长

增量的抑制作用要明显低于体重的增量. 相同浓度

下,藻细胞液对体重的抑制作用要大于细胞破碎液

( p< 0. 05),而对全长的抑制作用, 两者则相差无几

( p> 0. 05).

图 3 藻毒素对黑鲷仔鱼的体重全长增长的影响

Fig. 3 The ef fect ofHAB toxin on th e overal l length and w eigh

4 讨论 ( ( D iscussion)

黑鲷鱼卵有一层卵膜, 对外界干扰有保护屏障
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的作用.实验结果表明, 微小亚历山大藻细胞液及

细胞破碎液对黑鲷鱼卵的孵化产生了一定的影响,

而且随着细胞浓度的增加呈现孵化率降低, 死亡率

和致畸率都相应增加的趋势.这种毒性反应可能是

由于藻液中的某些物质穿透卵膜, 破坏胚胎组织结

构,从而引起中毒的特异作用的结果. 根据对海湾

扇贝受精卵浸染亚历山大藻的实验 (陈桃英,

2007) ,发现亚历山大藻可以影响受精卵的细胞膜

结构和胞内结构, 促使大量的溶酶体产生, 并使其

稳定性下降. 因此, 微小亚历山大藻可能正是通过

影响黑鲷卵胚胎的细胞结构和免疫功能而导致其

孵化率的降低.

对比对照组的实验数据发现, 尚未开口的黑鲷

仔鱼在不同浓度的微小亚历山大藻细胞液和细胞

破碎液浸染 96h过程中均产生不同个体死亡的致毒

影响效应. 尤其是受高浓度染毒后的仔鱼, 其游泳

能力受到抑制, 中毒症状均表现为身体失去平衡、

侧转、上下乱撞乱游的现象. 初孵仔鱼的个体较小,

对外界的刺激反应能力较强, 在严重中毒时, 鱼体

呈现发白状况, 尾鳍末端弯曲而死亡. 微小亚历山

大藻会产生一种 PSP的神经毒素物质, 如膝沟藻毒

素 ( GTX1-4) ,会阻碍钠离子通道, 引起神经和肌肉

组织的紊乱, 从而导致机能病变、行为活动能力的

失常 (缪宇平等, 2004) . 而在藻细胞液和细胞破碎

液均含有该物质 (陈洋等, 2007).

实验结果显示, 高浓度的藻细胞液和破碎液对

黑鲷仔鱼的生长发育会产生较明显的抑制作用,仔

鱼逐步向水面下游动, 速度缓慢, 但心跳依稀可见.

鱼体的体重和全长的日增长率与对照组及低浓度

组相比出现较明显的差异性 ( p < 0. 05 ), 而且对于

体重增量产生的毒性抑制作用要大于对全长增量

的抑制作用.仔鱼暴露于该藻细胞液和细胞破碎液

中,游泳活动力明显较差, 活力的减弱势必会影响

正常代谢, 使得仔鱼生长发育过程受到抑制. 由此

可见, 微小亚历山大藻对黑鲷仔鱼的生长发育和生

理活动干扰作用较为明显.

此外,通过对藻细胞液和细胞破碎液两种染毒

的胚胎孵化和仔鱼生长的影响情况比较发现,藻细

胞液对黑鲷鱼卵和仔鱼的致毒效应要高于藻细胞

破碎液.借此可以推断黑鲷早期发育阶段受微小亚

历山大藻的毒性影响, 其藻细胞表面产生的影响可

能比藻细胞内部物质的影响更大一些. 根据 Km等

( 2001)的研究证实,藻细胞表面存在一层多糖蛋白

结构,而这种多糖蛋白在鱼卵胚胎膜和仔鱼体表的

累积可能也会对鱼类的正常生理功能产生影响. 因

此, 这种非 PSP毒素物质对生物的毒害性不容

忽视.

值得注意的是, 一般认为, PSP中毒一般都在

12~ 14h左右,度过此期, PSP的毒性对生物的影响

会逐步减弱 (刘洁生, 2007). 但是在 7d亚急性实验

进行过程中,受试的仔鱼体重和全长增长抑制影响

并未表现出随时间的延续而减弱的现象, 相反这种

抑制作用一直保持着持续性. 这种影响是藻液毒素

累积效应的结果还是由于其他毒性物质的联合作

用还有待进一步深入研究.
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