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酞酸酯对龙须菜的生态毒理研究
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摘要:研究了酞酸酯类化合物对龙须菜( Gracilar ia lemaneif o rmis )生长的影响以及酞酸酯

在龙须菜体内的积累状况。结果表明, 在邻苯二甲酸二甲酯 ( DM P)、邻苯二甲酸二乙酯

( DEP)、邻苯二甲酸二丁酯( DBP)、邻苯二甲酯二异辛酯( DEHP ) 4 种酞酸酯混合质量浓度为

0. 05, 0. 10, 0. 20和 0. 40 mg/ L 的暴露条件下,龙须菜的相对生长速率和叶绿素 a含量均受

到了明显影响。与对照组比较,在高质量浓度处理组 ( 0. 1~ 0. 4 mg/ L )中, 两指标分别下降

了 18. 4% ~ 21. 3%和 10. 4% ~ 15. 3% ,致毒效应与酞酸酯暴露浓度呈正相关。在受控水体

的暴露试验中,利用气相色谱( GC FID)分析表明, 4种酞酸酯类( DMP , DEP, DBP和 DEH P)

在龙须菜体内均有一定程度的积累, 其残留量分别为 0~ 0. 14 mg / kg , 0~ 0. 83 mg/ kg, 0. 11

~ 1. 89 mg / kg , 0. 01~ 10. 4 mg/ kg, 其积累程度与酞酸酯分子结构相关, 侧链较长的酞酸酯

比侧链较短的积累量要大,并随处理浓度的增加和时间推移呈增加趋势。
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酞酸酯( Pht halate esters, PAEs)是一类广泛用

于塑料和橡胶生产中的改性添加剂。已有研究表明

PAEs 为一种内分泌干扰物, 对生物具有毒性, 并具

有 三致 效应, 可在生物体内富集[ 1~ 3]。美国环保

总署将邻苯二甲酸二甲酯 ( DMP )、邻苯二甲酸二乙

酯( DEP)、邻苯二甲酸二丁酯( DBP)、邻苯二甲酸二

辛酯( DOP)、邻苯二甲酸丁基卡基酯 ( BBP )和邻苯二

甲酸二异辛酯 ( DEH P) 列为环境优先污染物。我国

环境优先污染物的名单上也有 DM P, DBP 和 DOP。

这些酞酸酯与塑料分子由氢键或范德华力联接, 彼

此间保留各自相对独立的化学性质, 因此随着使用

时间的推移,这些酞酸酯可从塑料中转移到环境中,

造成环境的污染。中国的大气、水体、生物等各种环

境样品中已广泛检出了 PAEs[ 4~ 6]。有关酞酸酯对浮

游动植物[7, 8]、陆生植物[ 9, 10]和水生动物[ 11]等生物的

毒性作用以及植物对酞酸酯的吸收积累方面开展了

较多的工作,但对大型海藻的影响却未见报道。

龙须菜( Gracilar ia lemaneif ormis )属红藻门江

蓠属,是一种重要大型海藻养殖品种。龙须菜的生产

力很高,在生长过程中可大量吸收氮和磷等生源要

素,在水生态系统碳循环和减缓近岸海域富营养化

方面有很重要的作用, 是重要的生态环境材料[ 12]。

此外, 龙须菜可以食用, 作为饲料、工业原料和有机肥

料, 具有较高的经济价值[13, 14]。作者选择了 4 种典

型酞酸酯类, 研究了该类物质在大型海藻龙须菜中的

吸收、积累及龙须菜对该类物质的毒性响应, 以评价

PAEs 的环境行为及其生态影响。

1 材料与方法

1. 1 实验材料

试验前期处理于 2005 年 5~ 7 月在汕头大学海

洋生物实验室南澳临海试验站进行。从养殖海区采

集龙须菜运回实验站用沙滤海水暂养。供试酞酸酯

类包括邻苯二甲酸二甲酯( DMP)、邻苯二甲酸二乙

酯( DEP)、邻苯二甲酸二丁酯( DBP )和邻苯二甲酸二

异辛酯( DEH P) , 均为分析纯, 购自天津市化学试剂

厂。酞酸酯标准品购自美国 AccuStandard 公司。
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1. 2 实验方法

1. 2. 1 酞酸酯对龙须菜生长和生理代谢影响的研究

根据预备实验设以下 4 个处理质量浓度: 0. 05,

0. 1, 0. 2 和 0. 4 mg/ L 和空白对照组, 每个处理组设

3 个重复; 取质量为 2 g 处于生长期的新鲜龙须菜置

于 1 L 的锥形瓶中, 用过滤海水并以 f/ 2 配方加富氮

和磷,在 4 000 lx (光暗周期12 h! 12 h) , 25~ 28∀ 的
条件下培养 14 d 后测定其相对生长速率 ( Relative

Growt h Rate, RRG )和叶绿素 a( Chl a)含量。相对生

长速率 ( % / d) 由公式 RRG = [ 100ln ( N t / N 0 ) ] / t 求

得[15] , 其中 N 0是初始时的质量, N t是 t 天后的质量;

叶绿素 a含量则以 DMF( N , N 二甲基甲酰胺 )法[ 16]

测定:准确称取 0. 5 g 鲜藻剪碎后以 25 mL N , N 二

甲基甲酰胺在暗处提取 2 h 后测其提取液的吸光度,

由经验公式 c( Chla, g / g ) = 11. 85A 664- 1. 54A 647-

0. 08A 630求得,其中 A 664 , A 647和 A 630分别为提取液在

664, 647 和 630 nm 处的吸光度。

1. 2. 2 酞酸酯在龙须菜藻体中积累的研究

根据预备实验设以下 4 个处理质量浓度: 0. 05,

0. 1, 0. 2, 0. 4 mg / L 和空白对照组, 每个处理组设 3

个重复;取 50 g 处于生长期的新鲜龙须菜置于 15 L

的玻璃缸中,用过滤海水, 在室内( 2 000~ 3 000 lx ,

光暗周期 12 h!12 h, 温度 25~ 28 ∀ )的条件培养 30

d, 分别在第 10 天、第 20 天和第 30天取一定质量( 15

g)藻样进行气相色谱 ( GC F ID) 分析。分析过程如

下:

1. 2. 2. 1 样品预处理

准确称取 1~ 2 g 经冷冻干燥后的干样品以乙醚

进行索氏抽提 24 h, 提取液在旋转蒸发仪上水浴

40 ∀ , 90 kPa真空度和转速 30 r/ min 的条件浓缩至

1 mL ,再过硅胶柱净化, 柱条件为: 10 mm # 300 mm

规格柱,柱底填一薄玻璃纤维层, 该柱以 15 g ( 60~

100 目)经 120∀ 烘箱过夜的硅胶(分析纯, 购自上海

化学试剂厂)填充, 上端再填以 1 cm 厚的无水硫酸

钠。洗脱条件为: 先以 50 mL 二氯甲烷洗脱, 再以

30 mL 20! 80的丙酮/正己烷混合液洗脱, 两馏分经

氮气吹干后以正己烷溶解合并, 最终定容至 1 mL 进

行气相色谱测定。上述所用试剂皆为分析纯,除乙醚

外都经双蒸处理; 所用玻璃仪器经超声波清洗器洗

净并在 120∀ 的条件下烘干后再以正己烷冲洗。
1. 2. 2. 2 标准样品

PAEs 的混合标准溶液: 包括 DMP, DEP , DBP

和 DEH P共 4 种化合物。工作标准液的质量浓度除

DEHP 外,其他 3 种皆为 10, 5, 1, 0. 5 和 0. 1 mg/ L ,

其中 DEH P 工作标准液的浓度为 100, 80, 40, 10 和

8 mg/ L。

1. 2. 2. 3 GC 条件

气相色谱仪为 H P 6890, FID检测器; 色谱柱为

H P 5 30. 0m 柱; 载气为高纯氦气, 初始压力为 0. 56

kPa,载气流速为 40 mL/ min; 不分流进样, 体积为

2 L ;升温程序: 80 ∀ ( 1 min) 150 ∀ ( 20 ∀ / min)

290 ∀ ( 4 ∀ / min, 保留 5 min) ,进样口温度为 290 ∀ 。

2 结果

2. 1 酞酸酯对龙须菜的致毒效应

不同处理浓度条件下龙须菜的相对生长速率和

叶绿素 a含量的变化分别见图1 和图 2。从图1、2 上

可以看到, 混合状态下 4 种酞酸酯类化合物对龙须菜

的相对生长速率和叶绿素 a含量都产生影响: 随着酞

酸酯处理浓度的增加,龙须菜的相对生长速率和叶绿

素 a含量都呈下降趋势,当处理浓度进一步增加时,

两者的下降趋势趋于平缓。与空白对照组相比,当酞

酸酯为高处理浓度时( 0. 1~ 0. 4 mg/ L) , 龙须菜的相

对生长速率和叶绿素 a 含量分别下降了 18. 4% ~

21. 3%和 10. 4% ~ 15. 3%。

图 1 不同处理浓度下龙须菜藻体叶绿素 a 含量的变化

Fig. 1 Chla content changes of G raci lar ia l emanei f or mis

under dif f erent t reatm ents

图 2 不同处理浓度下龙须菜相对生长速率( RRG )的变化

Fig. 2 RGR chan ges of Gr aci lar ia l emanei f or mis under dif

feren t t reatments
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2. 2 酞酸酯在龙须菜藻体内的积累

不同处理浓度条件下 DMP, DEP , DBP和 DEH P

的含量在龙须菜藻体内随时间的动态变化见图 3(结

果均扣除对照处理组)。从图上可以看到, 随着酞酸

酯侧链长度( DM P< DEP< DBP< DEH P)的增加, 它

们在龙须菜组织内的积累量呈增加趋势: DMP ( 0~

0. 14 mg / kg) < DEP( 0. 23~ 0. 83 mg / kg ) < DBP( 0~

1. 32 mg / kg ) < DEH P( 0. 38~ 9. 72 mg / kg )。侧链最

长的 DEHP 在龙须菜藻体内的含量随处理浓度的增

加和时间推移都呈增加的趋势;而侧链较短的 DBP ,

其在龙须菜组织内的含量在第 20 天最多, 第 10 天和

30 天的含量则相差不大 ,曲线呈倒 V 型; 侧链最短

的两种酞酸酯, DMP 和 DEP, 其在龙须菜藻体内的

含量在 0. 05 ~ 0. 4 mg / L 处理组间的差异不显著 ,

0. 05, 0. 1和 0. 2 mg / L 的处理组在 10 d 后其含量都

开始下降, 而最高浓度处理 0. 4 mg / L 在 20 d 后有上

升的趋势。

图 3 不同处理浓度下 PAEs 的含量在龙须菜藻体内的动态变化

Fig. 3 Dynam ics changes of PAE s in G raci laria lemane if or mi s under dif f erent t reatments

3 讨论

由于酞酸酯的广泛使用, 这类化合物对生物的

毒性及其在环境中的归趋已引起了人们的极大关

注。本研究表明酞酸酯不仅使龙须菜的相对生长率

下降、叶绿素 a 含量降低,且在藻体内有明显的残留。

尹睿[17]报导土壤里 DBP 和 DEHP 的污染能影响蔬

菜的品质, 如维生素 C 含量下降, 糖酸比提高等, 并

认为这些指标的变化是由于植物吸收了 DBP 和 DE

H P 而引起的。相对生长速率可作为植株生长能力

的指标,叶绿素 a( Chla)是植物进行光合作用的最主

要的光合色素, 其含量的变化可以敏感地反映环境

因子对植物生长的影响。实验结果中两项指标的下

降表明酞酸酯对龙须菜确有致毒效应。酞酸酯的这

种毒性效应, 一方面可能是因为酞酸酯降低了叶绿

素含量, 影响光合作用,导致细胞受损。况琪军[ 8]报

道 DBP 对斜生栅藻的致毒效应表现为降低该藻的叶

绿素 a含量,使藻细胞老化 ,破坏细胞内含物, 阻止细

胞分裂; 另一方面是酞酸酯作为一种环境激素, 可能

干扰了植物的生理生化代谢活动。王晓娟[18] 报道

DBP 能造成拟南芥菜茎段细胞分化和再分化过程延

迟。酞酸酯类化合物的这种激素效应在其它生物上

也有发现[ 19]。

有资料报道植物能吸收酞酸酯类化合物[ 10, 17]。

本实验结果显示长链酞酸酯比短链酞酸酯的积累量

大且呈现出一定规律: DMP 和 DEP 含量一直处于低

水平, 高质量浓度 ( 0. 4 mg / L )处理组在 20 d 后有上

升趋势; DBP的含量曲线在 30 d 的试验周期内呈倒

V 型; DEH P 含量随处理浓度的增加和时间推移都

呈增加的趋势。龙须菜积累酞酸酯呈现的这种规律
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一方面是与这类化合物本身的理化性质有很大关

系[20] : 侧链较短的酞酸酯 ,其分子量小,正辛醇/水分

配系数 Kow 值小,水溶性高, 其侧链短且结构简单,

在环境中较易转化和降解; 侧链较长的酞酸酯, 其分

子量大, K ow 值大, 水溶性低,其侧链长且结构复杂,

在环境中持留时间长, 难转化和降解,容易被吸附和

在生物体内富集。曾巧云[21] 报道用经过 DEP, DBP

和 DEHP 处理的土壤来载种菜心, 其根系中 DBP 和

DEHP 的含量都随 DBP 和 DEHP 的处理浓度呈正

相关,而 DEP 则没被检测到 , 这与本实验的结果相

似。另一方面是因为酞酸酯类化合物可被降解[ 22] ,

而且生物降解是酞酸酯类化合物发生转化的主要方

式。阎海[ 23, 24]报道斜生栅藻能降解 DEP和 DMP 并

呈直线下降型的降解曲线, 而蛋白小球藻降解 DEP

的曲线呈倒 V 型。这和本实验 DBP 积累表现有类

似之处。可能在时间上龙须菜对中等长度侧链的酞

酸酯如 DBP的分解作用滞后于它的积累作用, 最后

呈现出这种倒 V 型积累曲线。可以推论这 4 种酞酸

酯类在龙须菜藻体内的积累情况可能是上述两方面综

合作用的结果,关于其机理还需要做进一步的研究。

据报道酞酸酯在海水中的质量浓度为 10 ~

50 g / L[ 25]。作者认为在自然水体中酞酸酯对龙须

菜的毒性作用不大, 但它在龙须菜藻体内有一定程

度的积累,特别是侧链较长的酞酸酯类可能通过食

物链进入了人体,就会对人体健康构成潜在威胁, 并

且这类化合物的生产量每年都在增长, 因此必须重

视酞酸酯类化合物对海洋环境的污染。

4 结论

( 1) 酞酸酯对龙须菜有一定致毒效应, 这种致毒

效应与酞酸酯的浓度呈正相关, 随着混合的 DMP,

DEP, DBP, DEHP 四种酞酸酯处理浓度的增加, 龙须

菜的相对生长率和叶绿素 a含量都呈下降趋势。

( 2) DMP , DEP, DBP 和 DEHP 4 种酞酸酯类在

龙须菜体内有一定程度的积累, 并且这种积累效应

呈现一定的规律: 侧链较长的酞酸酯比侧链较短的

积累量要大。DEHP 在龙须菜藻体内的积累量随处

理浓度的增加和时间推移都呈增加的趋势; DBP 的

含量曲线在 30 d 的试验周期内呈倒 V 型; DMP 和

DEP的含量一直处于低水平, 高质量浓度 0. 4 mg / L

处理组在 20 d 后有上升趋势。
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Abstract: T he effects of phthalate esters ( PAEs) on the g r ow th o f Gracilaria lemaneif ormis , as well as

the accumulation of PAEs in the seaw eed, w ere studied by a ser ies o f indoo r experiments. Results show ed that

the relat ive g row th rate( RGR) and t he chlo rophyll a( Chl a) content of G. lemaneif ormis were notably affected

when exposed to the mixt ur e of Dimethy l phtha late ( DMP) , Diethy l phthlate( DEP ) , Dibut yl phthlate ( DBP )

and Di( 2 ethlhexyl) phthlate ( DEH P) at the concentrat ions of 0. 05, 0. 10, 0. 20, 0. 40 mg/ L and the tox ic

effect o f PAEs on the seaw eed increased w ith the increasing of concent rations o f PAEs. When the concentr a

t ion of PAEs w as 0. 1~ 0. 4 mg / L , the RGR and Chl a contents decr eased by 18. 4% ~ 21. 3% and 10. 4% ~

15. 3% , respect ively, as compared to contro l treatment. Analysis by means of g as chromatog raphy ( GC )

show ed that these four PAEs w ere accumulated in the seaw eed to some ex tent, and t he r esidues of DMP ,

DEP, DBP and DEH P were 0~ 0. 14 mg/ kg, 0. 23~ 0. 83 mg / kg , 0~ 1. 32 mg/ kg and 0. 38~ 9. 72 mg/ kg, r e

spect ively. Results indicated that the mo lecular st ruct ur e o f PAEs had a significant relat ionship w ith the accu

mulat ion of PAEs in sea alg ae, longer side chain PAEs were accumulated more in G. lemaneif ormis than the

sho rter ones did, and the amounts o f these PAEs increased w ith increasing t he expo sed concentr ations and

time.
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