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摘要    邻苯二甲酸二甲酯(dimethyl phthalate, DMP)是近海环境有机污染物之一, 不仅对海洋生物

造成毒害, 且能在生物体内富集和放大, 对海洋生态系统形成严重威胁。本文以鼠尾藻(Sargassum 

thunbergii)为研究对象, 通过测定比生长速率、叶绿素 a 含量、光合和呼吸速率、光合基因 rbcL 转

录水平上的相对表达量等指标 , 研究了鼠尾藻对不同浓度 DMP 的响应。结果表明 , 低浓度的

DMP(0.lmg/L)短时间内(≤15d)能促进鼠尾藻的生长和叶绿素 a 的合成, 并使藻体的光合作用增强, 

诱导光合基因 rbcL的表达, 而在高浓度 DMP(≥0.3mg/L)的作用下, 鼠尾藻的生长速率、光合和呼吸

速率、rbcL基因的表达量均随着暴露时间的延长呈明显下降趋势, 且 DMP浓度越高, 降幅越大。以

上研究结果对了解 DMP 对鼠尾藻胁迫的影响机制奠定了基础, 为保护海洋经济藻类的养殖环境提

供了理论依据。 
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有机物是近海环境的主要污染物之一 , 这类污

染物难以降解、易于积蓄, 对海洋生物造成毒害, 使

一些海洋水产资源受到严重影响(颜天等, 2000; Chen 

et al, 2005)。藻类作为海洋环境中的初级生产者, 是

生态系统中物质循环和能量流动的重要基础 , 其生

长和代谢会直接受到有机污染物的影响 , 进而影响

到初级消费者和次级消费者的生命活动。因此, 研究

藻类对有机污染物的响应 , 有助于揭示有机污染物

对整个生态系统造成的威胁 , 为解决海洋环境的污

染问题提供科学依据。 

邻苯二甲酸酯类(phthalate esters, PAEs)是海洋

中主要的有机污染物之一, 对人和动物具有致癌、致

畸、致突变和干扰内分泌等毒性(Kasahara et al, 2002), 

对水生生物(如浮游动物、鱼类、藻类)的生长和繁殖

产生影响(Rhodes et al, 1995; 况琪军, 2003; Chen et 

al, 2005; 余江等, 2007), 且能在生物体内富集和放

大(迟杰等, 2005; 聂湘平等, 2008), 其中邻苯二甲酸

二甲酯(dimethy1 phthalate, DMP)、邻苯二甲酸二丁酯

(dibutyl phthalate, DBP)和邻苯二甲酸二异辛酯 [Di 

(2-ethylhexyl) phthalate, DEHP]被我国列为环境优先

控制污染物(陈济安, 2007)。因此 PAEs对海洋环境的

污染日益引起学者的重视。 

国内外在有机污染物对大型海藻生理生化特征

的影响方面已有一些报道, 主要集中在色素、蛋白及

抗氧化防疫指标的测定方面(李钦等, 2004; 吴志辉等, 

2006; Yu et al, 2007)。对于大型海藻, 光合生理特征

的变化是衡量其生长状况的一个首要指标 , 但目前

关于有机污染物对大型海藻光合生理特征以及关键
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基因表达变化的研究还较少。 

鼠尾藻(Sargassum thunbergii)是我国沿海常见的

经济海藻, 其藻体长、生长快、适应环境能力强, 可

用于提取褐藻胶、甘露醇、碘等工业原料以及褐藻多

酚、多糖等活性物质, 而且是海洋生态环境修复的理

想生物材料(詹冬梅等, 2006; 吴海一等, 2010), 具有

广泛的应用前景。本试验以鼠尾藻为研究对象, 选取

海洋环境中常见的有机污染物 DMP 为代表, 研究鼠

尾藻对 DMP 的响应, 以期为保护海洋经济藻类的养

殖环境提供评价指标和管理依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

鼠尾藻采自青岛市太平湾潮间带 (36°05´N, 

120°35´E)。采集的藻体用低温采集箱运回实验室, 海

水反复清洗去除泥沙及杂质后, 置于温度 15°C, 光

照 1000lx的恒温光照培养箱中充气培养, 5天后用于

实验。选取生长健壮、形态较一致、长度在 4—5cm

的个体用于实验。 

1.2  实验方法 

实验培养基质是加 DMP的过滤海水, DMP浓度

设为 0.1mg/L(低)、0.3mg/L(中)、1.0mg/L(高)三个梯

度, 以天然海水加等量的丙酮作为对照组。 

实验在容积为 3000mL的三角瓶中进行, 每个三

角瓶装 2000mL培养液。每个实验处理组设置 3个重

复, 每个重复放置 15 株藻体。实验在温度 15°C、光

周期 12h﹕12h、光照强度 3000lx 的恒温光照培养箱

内充气进行, 每天更换培养液。于实验开始后的第 3、

5、10、15天取样测定鼠尾藻的比生长速率、叶绿素

a含量、光合放氧速率和呼吸速率、rbcL基因的表达

量等指标。 

1.3  比生长速率的测定     

比生长速率(relative growth rate, RGR)的计算公

式如下:  

RGR=[(Wt/W0)
1/t1]×100 , 

式中 Wt为实验中期或结束时藻体鲜重(g), W0为实验 

开始时藻体鲜重(g), t为培养时间(d)。 

1.4  叶绿素 a含量的测定 

参照 Jeffrey 等(1975)与王丽梅(2011)的方法测

定。将藻体在液氮中研磨成匀浆状, 加入 8mL80%丙

酮于 4°C黑暗处抽提 12h。4000r/min, 4°C离心 15min, 

弃沉淀, 上清用 80%丙酮定容至 10mL。以 80%丙酮

作为空白对照 , 通过分光光度计测定 639、647 和

664nm处的光密度值。重复 3次以上, 计算平均值。

叶绿素 a 的浓度 (Cchl a)按照公式 Cchl a=11.85× 

OD6641.54×OD6470.08×OD639 计算, 单位为 mg/L。

最后根据稀释倍数计算每克鲜重藻体中的色素含量, 

单位为 mg/g。 

1.5  光合放氧速率和呼吸速率的测定 

采用氧电极(Chlorolab-3, Hansatech, 英国)测定

藻体的光合放氧速率和呼吸速率。测定反应杯的环境

温度为 20°C。光照强度选择预实验测定的饱和光强

300µmol/m2·s, 光合速率表示为每单位鲜重藻体的放

氧速率(nmolO2/min·gFW), 呼吸速率表示为每单位鲜

重藻体的耗氧速率(nmolO2/min·gFW), 以净光合放氧

速率与呼吸耗氧速率之比获得 P/R的值。 

1.6  rbcL基因 mRNA相对表达量的测定 

以 E.Z.N.A.TM Plant RNA Kit(Omega Biotek)提取

待测藻体的总 RNA, 以 High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit 参照说明书反转录合成 cDNA 第一

链。以 18S rRNA作为内参基因, 设计特异性扩增引

物(表 1), PCR反应在 CFX96实时荧光定量 PCR检测

系统(Bio Rad, USA)中进行, 所有反应均设置 3个重

复, 反应条件如下: 95°C预变性 10min; 95°C处理 10s, 

58°C处理 30s, 40个循环; 应用 CFX96 Manager软件

分析实验数据。以自然海水中生长的藻体作为参照, 

用CT法(Livak et al, 2001)计算待测组藻体 rbcL基

因的相对表达量。 

1.7  数据分析 

所得数值以平均值±标准误差表示。显著性差异

用单因素方差分析 , 分析软件为 SPSS 13.0, 当

P<0.05时为显著性差异。 

表 1  荧光定量 PCR 的引物 
Tab. 1  The primers for real-time quantitative PCR 

基 因 GB序列号 引物名 序 列 (5′→3′) 扩增长度 

18S rDNA DQ666483 18sF TGATTAGACCGAAACCAATGC 104bp 

  18sR GGCAGAAACTTGAATGAAACG  

rbcL JQ807790 rbcLF TCTACCGAGCGAAAGCATATC 107bp 

  rbcLR TGCAAGAGAACCTTCCTCAA  
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2  结果与分析 

2.1  比生长速率 

如图 1 所示, 当鼠尾藻暴露在不同质量浓度的

DMP 溶液时, 对照组藻体的比生长速率在实验期间

没有显著变化(P>0.05), 低浓度 DMP(0.1mg/L)下藻

体的生长速率在实验前 5天内显著升高, 然后逐渐下

降, 至 15d 时已显著低于对照组(P<0.05)。而中、高

浓度 DMP 下藻体的生长在实验期间均呈负增长, 且

DMP浓度越高, 藻体的生长速率越低。 

 

图 1  DMP处理下鼠尾藻的比生长速率 
Fig. 1  The effects of DMP on the specific growth rate of 

Sargassum thunbergii 
 

2.2  叶绿素 a的含量 

鼠尾藻在低浓度 DMP 中, 藻体的叶绿素 a 含量

随着暴露时间的延长呈明显的上升趋势, 至 15d 时, 

较对照组上升了 28.4%; 但在中、高浓度 DMP 中时, 

叶绿素 a 含量随着培养时间的延长呈明显的下降趋

势, 且 DMP浓度越高, 叶绿素 a的含量越低, 至培养

15d时, 中、高质量浓度 DMP下的叶绿素 a含量较对

照组分别下降了 17.9%、22.8%(图 2)。 

2.3  光合放氧速率和呼吸速率 

从图 3的比较中可以看出, 对照组藻体的光合放

氧速率、呼吸速率和 P/R 值没有明显变化, 而不同

DMP浓度处理下却呈现差异性。低浓度 DMP组藻体

培养 3d 后的光合放氧速率和 P/R 都显著高于对照组

( P < 0 . 0 5 ) ,  而呼吸速率与对照组间差异不显著

(P>0.05)。中、高浓度 DMP 处理下藻体的光合放氧

速率明显下降, 在培养 15d 后, 较对照组分别下降了

69%和 92.8%, 而呼吸速率在培养 3d 时无显著变化, 

随后逐渐下降, P/R值在培养期间持续下降, 且 DMP  

 

图 2  DMP对鼠尾藻叶绿素 a含量的影响 
Fig. 2  The effects of DMP on chlorophyll a content of S. 

thunbergii 
 

浓度越高, 降幅越大, 至 15d 时较对照组分别下降了

66.2%和 92.1%。 

2.4  rbcL基因相对表达量的变化 

如图 4 所示, 对照组 rbcL 基因的表达量无显著

变化, 低浓度 DMP组 rbcL基因的表达量却随着培养

时间逐渐升高, 15d时升至对照组的 1.6倍; 与此同时, 

中、高浓度 DMP 组 rbcL 基因的表达量均显著下降, 

15d时仅为对照的 38.4%和 17.4%。 

3  讨论 

3.1  不同 DMP浓度对鼠尾藻生长的影响 

本研究结果表明, 有机污染物 DMP 对鼠尾藻生

长的影响表现为浓度和作用时间的相关性。低浓度

DMP(0.lmg/L)下鼠尾藻生长情况良好 , 生物量随培

养时间的增加而逐渐变大, 表明低浓度的 DMP 对鼠

尾藻不但没有毒害作用, 反而有促进作用。而高浓度

的 DMP(≥0.3mg/L)则明显抑制鼠尾藻的生长, 且随

着 DMP 浓度的升高和暴露时间的推移, 藻体的新陈

代谢受到抑制, 藻细胞开始衰退甚至死亡, 藻体表现

出发黄、发白、脱落等表观性状。余江等(2007)在龙

须菜(Gracilaria lemaneiformis)对 DMP毒性响应的研

究中也发现, 低浓度的 DMP(0.lmg/L)对龙须菜有促

进作用, 而 DMP 浓度超过 0.3mg/L 时表现明显的抑

制作用。此外, 在其他一些种类的有机污染物对藻类

毒性的研究中, 也发现了同样的现象(李钧等, 2000; 

李钦等, 2004), 因此这可能是普遍存在的一种毒理学

现象。 

目前 , 有机污染物对藻类产生毒性的机理还没
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有统一的定论。关于较低浓度污染物对藻类产生促进

作用的原因 , 学者们普遍认可的一种解释是生物具

有一种“毒物的兴奋效应”(Hormesis), 是其自我保

护的一种机制(Stebbing, 1982)。产生的机制可能是: 

(1)低浓度的有机污染物激活了藻细胞内一些相关酶

的活性, 因而促进了藻类的代谢; (2)有机物对藻类

的毒害和藻类降解有机污染物两个过程同时存在, 

在浓度较低时降解过程占主导地位, 因而在整体上

表现为降解(Chi et al, 2004; 迟杰等,2005; Gao et al,  

 

图 3  DMP处理下鼠尾藻藻体的光合放氧速率(a)、呼吸速

率(b)和 P/R (c)的比较 

Fig. 3  The effects of DMP on the oxygen exchange parameters 
of S. thunbergii 

 

图 4  DMP处理下 rbcL基因在转录水平上相对表达量的

变化 
Fig. 4  The effects of DMP on the relative expression of rbcL 

gene at the transcriptional level of S. thunbergii 
 
2015), 降解产物可作为促进藻类生长的营养源; (3)低

浓度的有机污染物可以引起藻细胞脂质过氧化程度

在一定范围的升高, 而此时脂质过氧化程度的升高

并不引发对细胞的伤害, 反而具有刺激藻细胞生长

繁殖的作用(谢荣等, 2000)。而高浓度有机污染物对

藻类一般都有抑制作用 , 本研究也进一步证实了这

一结论。 

3.2  不同 DMP浓度对鼠尾藻光合作用的影响 

高浓度有机污染物对藻类的毒性效应主要表现

为抑制光合作用、呼吸作用和固氮作用, 降低酶的活

性 , 从而影响藻类的活性代谢和生理进程(李钧等 , 

2000; Yu et al, 2007; Liu et al, 2016)。叶绿素 a是植物

最重要的光合色素 , 因此光合作用的强弱与植物体

中叶绿素 a的含量息息相关。李钦等(2004)对坛紫菜

(Porphyra haitannensis)的研究表明 0.lmg/L的甲胺磷

可使叶绿素 a 的含量上升; 余江等(2007)对龙须菜的

研究结果也表明 0.1mg/L DMP 作用下叶绿素 a 含量

逐渐上升, 而高浓度的 DMP 则引起叶绿素 a 含量的

降低。本文的研究结果也充分证实了这一点, 鼠尾藻

暴露在 DMP中叶绿素 a含量变化表现为低浓度略升

高而高浓度显著下降的趋势。在一定浓度 DMP 胁迫

下, 叶绿素 a 含量的上升可能与低浓度 DMP 胁迫并

未对藻的生长造成影响 , 反而促进其生长有一定关

系。而高浓度 DMP 作用下, 叶绿素 a 含量下降的原

因可能是: (1)叶绿素 a 的合成受到抑制, Alberte 等

(1977)研究发现, 逆境胁迫下叶绿素 a 含量降低的主

要原因是叶绿体片层中捕光 chl a/b-Pro 复合体合成

受到抑制; (2)已有的叶绿素 a降解, 原因可能是 DMP
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胁迫使一些叶绿素酶的活性增强 , 因此促进了叶绿

素 a的分解或者 DMP胁迫导致藻细胞中活性氧和自

由基的催化合成, 进一步引起叶绿素 a的降解。 

从氧电极的检测结果来看(图 3), 低浓度 DMP处

理下藻体的光合放氧速率高于对照组(P<0.05), 而呼

吸速率与对照组间差异不显著, 中、高浓度 DMP 处

理下藻体的光合放氧速率迅速下降 , 而呼吸速率在

处理 3d 才出现下降趋势。这表明在藻细胞内, 叶绿

体可能比线粒体更易受到 DMP 的毒害, 但这还需要

进一步的实验证实。净光合放氧速率与净呼吸耗氧速

率的比值 P/R 是衡量细胞代谢水平的有效参数

(Humphrey, 1975), 它受众多因素影响, 如细胞生长

状态(Ryther, 1955)、营养环境(McAllister et al, 1964)

等, 在正常藻体中这一比值约为 4 (Melis et al, 2006)。

本实验中正常藻体的 P/R 比为 4.3, 低浓度 DMP 下

P/R值约为 4.4, 呈现出正常的光合能力, 且光合活性

略微增强。而中、高浓度 DMP处理 5d后, P/R值分

别降为 3.4和 2.1, 已显著低于正常值, 至 15d时, P/R

值只有约 1.5 和 0.3(图 3), 表明此时藻体的光合作用

已受到极大的破坏。 

3.3  不同 DMP 浓度对鼠尾藻光合基因 rbcL 表达的

影响 

核酮糖 -1, 5-二磷酸羧化酶 /加氧酶 (ribulose 

bisphosphate carboxylase oxygenase, Rubisco)是植物

体内重要的功能蛋白和储能蛋白 , 是光合碳同化过

程的关键限速酶, 对光合作用的研究有重要意义, 其

亚基的编码基因 rbcL 的表达受植物生长发育状态和

生长环境的影响。许建方 (2013)研究了浒苔 (Ulva 

prolifera)的 rbcL 基因在干出、不同盐度、不同光照

强度和不同温度条件下的表达模式, 结果表明 rbcL

基因在干出过程中的表达量逐渐降低 , 而在盐度稍

高(45‰)或稍低(15‰)、强光和黑暗、高温和低温等

胁迫处理时表达量都会升高, 但超过一定范围时, 表

达量都会有所降低。Shao等(2014)对海带(Saccharina 

japonica)的研究发现 rbcL 基因的表达是一种快递光

响应模式, 光照下表达量上升, 而黑暗条件下表达量

下降, 呈现昼夜变化的规律。对于大型海藻在温度、

盐度、光照、营养盐等环境胁迫下光合作用的分子变

化机制的研究不仅局限于此 , 但是有关大型海藻对

有机物胁迫的研究却多在生理水平上 , 在分子水平

的相关研究尚未见报道。 

本实验用荧光定量 PCR 技术检测了鼠尾藻在不

同浓度 DMP作用下 rbcL基因相对表达量的变化。从

本研究的结果(图 4)看, 低浓度的 DMP(0.lmg/L)可以

在短时间内诱导 rbcL 基因的表达, 长时间暴露和高

浓度 DMP 则抑制 rbcL 基因的表达。以上结果表明, 

DMP 作用下, rbcL 基因表达量与光合作用变化规律

一致, 因此我们推测 DMP 对鼠尾藻光合作用产生影

响的作用机制之一可能是影响 rbcL 基因的表达量, 

从而对细胞中 Rubisco 酶的合成量产生影响, 使藻的

光合作用发生变化。 

以上结果可以看出, 有机物胁迫与温度、盐度、

光照、营养盐等环境因子一样均可导致 rbcL 基因表

达的变化, rbcL基因的表达量与藻的生长状况有一定

的相关性, 因此, rbcL基因可以作为诊断大型海藻生

长状况的潜在分子指标, 通过 rbcL 基因的表达量来

评估大型海藻应对环境变化的响应特征 , 这将为评

价海洋经济藻类养殖环境的影响提供一种新的思路。 

4  结论 

水体有机物污染和藻类生长发育有明显的相关

性, 即低浓度的 DMP 能促进鼠尾藻的生长和叶绿素

a的合成, 并使藻体的光合作用增强, 诱导 rbcL基因

的表达, 而高浓度的 DMP 则抑制鼠尾藻的生长、光

合作用和 rbcL 基因的表达。藻类对有机物胁迫的响

应是多层次的, 既有生理生化方面的, 也有基因转录

方面的, 并且这种调控在不同的藻类中可能不同。因

此我们下一步将对大量藻种开展广泛研究, 用多项指

标综合评价环境胁迫对藻类的潜在影响, 从而更有效

地对水环境污染做出早期预警, 对藻类个体、种群、

群落和生态系统造成的环境胁迫做出更准确的预测。 
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RESPONSE OF SARGASSUM THUNBERGII TO THE STRESS OF  
DIMETHYL PHTHALATE 

LÜ Fang1, 2,  DIND Gang1, 3,  WANG Xiang-Yu1, 2,  FANG Hui1,  WU Hai-Yi1, 2 
(1. Marine Biology Institute of Shandong Province, Qingdao 266104, China;  

2. Qingdao Macroalgae Engineering Technology Research Center, Qingdao 266104, China;  
3. Engineering Research Center of Healthy Marine Aquaculture, Shandong province, Qingdao 266104, China) 

Abstract    Dimethyl phthalate (DMP) is one of the organic pollutants in coastal environment. It is not only harmful to 

marine organisms, but also can be accumulated in organism bodies, building up serious problems to the ecosystem. We 

measured the specific growth rate, chlorophyll content, photosynthesis and respiration rate, and the expression level of the 

rbcL gene to study the response of Sargassum thunbergii under different concentrations of DMP. The results show that 

lower DMP concentration (0.lmg/L) could promote the growth of S. thunbergii; the content of chlorophyll a, the 

photosynthesis, and expression of rbcL gene increased obviously when exposure time lasted. Under the higher DMP 

concentration (≥0.3mg/L), the growth rate, oxygen evolution rate, respiration rate, and rbcL gene transcript level 

decreased continuously with exposure, and the higher the DMP concentration was, the greater the decrease would occur. 

These findings may provide a theoretical basis for understanding the mechanism of the effect of DMP on S. thunbergii, and 

the protection of breeding environment of the economic algae. 

Key words    Sargassum thunbergii;  dimethyl phthalate (DMP);  chlorophyll a;  photosynthesis rate;  respiration 

rate;  rbcL 
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