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不同海洋微藻对石油污染的响应差异 

耿沙沙, 刘  晨, 张少宁, 周成旭, 叶央芳, 骆其君, 严小军 

(宁波大学 海洋学院, 浙江 宁波 315211) 

摘要: 微藻对油污染物的不同响应, 势必造成其群落种类组成和结构的变化, 进一步影响海洋生态系统的

变迁。由于油污染对于浮游植物的影响具有污染源及生物响应的多样性、多维度性和复杂性, 产生影响的

时效长但可显示度低等特点, 造成该研究领域的极大限制。作者以石油标准品20-3和3种石油化学品(双酚、

对苯二甲酸、对二甲苯)作为油污染源, 利用多孔板高通量检测方法及大数据处理分析软件 Simca-P, 对中国

沿海常见单种微型藻类的种群消长受油污染影响进行了研究。以石油标准品 20-3 为油污染源, 分析了 31

株微藻增殖对不同油标浓度的不同响应; 利用 Simca-P 软件对 3 种不同浓度的石油化学品对 4 种典型微藻

(柔弱角刺藻(Chaetoceros debilis)、球等鞭金藻(Isochrysis galbana)、东海原甲藻(Prorocentrum donghaiense)、

剧毒卡罗藻(Karlodinum veneficum))增殖的影响进行了比较分析。研究结果显示: 不同种类微藻因油污种类

及其浓度不同, 其响应存在显著差异。利用多孔板以及微藻的吸光特征, 可以高通量快速筛查不同微藻对

不同油污及其不同浓度的响应差异, 并利用计算机软件对大数据的分析能力, 挖掘和比较不同微藻与不同

油污之间的相互关系, 从而就油污染对微藻影响这种多维度复杂关系进行研究。 
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来源于生活污水、石油及其化学制品等的油污

是海洋富营养化重要的有机污染源[1-2]。微型藻类构

成了海洋初级生产力, 其种类组成、生物量、种群消

长以及群落结构与海区生态系统的稳定和健康密切

相关。石油污染影响多种海洋浮游生物的生长、分

布、营养吸收、光合作用以及其他重要生理代谢过

程[3-7]。不同种类的微藻, 受复杂多样的油污染源影响

时, 其生理生化响应是不同的, 并且在不同季节[8]、不

同营养盐环境条件下 [9], 微藻群落中不同种类对油

污染的响应差异也显著不同, 从而形成了不同微藻

种间竞争能力的差异, 因此可能造成群落结构演变

进而影响海洋生态系统[10]。在石油污染严重的海区, 

赤潮的发生概率增加, 虽然不同种类赤潮的发生机

理各异, 但应考虑海域油污染的影响[11-12]。 

与其他生物种类受油污染而发生显著的可见度

反应不同, 油污染对于浮游植物的影响具有污染源、

生物响应的多样性、多维度性和复杂性等特点, 而且

产生影响的时效性长和可显示度低[13-16]。 

海洋富营养化问题中, 相对于无机营养盐的大

量研究而言, 关于油污染对海洋浮游植物影响的研

究, 则在方法学、生理指标、易感和耐受种类差异等

方面都具有显著的复杂性[17-19]。究其原因, 主要在于 

石油污染或其他油污染是一类复杂的多源性污染物, 

其组成成分在各时间各案例中都可能各不相同; 另

一方面, 微藻种类繁多, 且彼此相互作用。油污染和

微藻都属于多维度变动, 研究其相互关系常出现大

量复杂数据关系, 因此造成该领域的基础研究及方

法学方面的极大困难。 

作者利用自养微藻具有在可见光区吸光特征 , 

在多孔培养板上对大量不同微藻进行同期高通量检

测, 分析不同微藻种类受油污影响的种群消长情况; 

利用 Simca-P软件进行多变量主成分分析, 研究不同

微藻对典型油污的响应特征及彼此差异, 以期为油
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污染影响海洋生态系统的研究提供典型微藻案例以

及方法学上的参考。 

1  材料与方法 

1.1  石油标准品及石油化学品 

石油标准品为 20-3 石油标准, 购自国家海洋局

环境监测中心, 产品规格为 1 g/L。石油化学品为双

酚、对苯二甲酸、对二甲苯(分析纯, Sigma, USA)。 

1.2  藻种及其培养条件 

微藻藻种取自宁波大学微藻种质库, 均为中国

沿海分离纯化种。室内保种的微藻培养在 f/2培养液

中, 均为单种培养。用于检测的微藻均为各微藻适宜

条件下经新鲜培养液培养至指数生长期时取样研究

的。微藻培养于光照培养室, 温度 18~20℃, 光照 35~ 

85μmol/(m2·s)(L︰D=12h︰12h)。本研究中所用微藻

藻株信息见表 1。 
 
表 1  本研究所用微藻信息 
Tab.1  Microalgae species used in this study 

 品系编号 采样地 

硅藻 三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum) NMBguh001, 未知 

 小新月菱形藻(Nitzschia closterium f. minutissima) NMBguh002, 未知 

 尖刺拟菱形藻(Pseudo-nitzschia pungens) NMBguh002-1-1, 朱家尖 

 中肋骨条藻(Skeletonema costatum) NMBguh004-2, 厦门 

 冠盘藻(Stephanodiscus sp. ) NMBguh017, 乐清 

 柔弱角刺藻(Chaetoceros debilis) NMBguh003-1, 未知 

 圆海链藻(Thalassiosira rotula) NMBguh0010, 南麂岛 

 直链藻(Melosira sp. ) NMBguh009-1, 象山港 

 海毛藻(Thalassiothrix frauenfeldii Grunow) NMBguh023, 南麂岛 

 双眉藻(Amphora sp. ) NMBguh007, 大西洋 

 中华盒形藻(Bidduphia sinensis) NMBguh018, 南麂岛 

 几内亚藻(Guinardia sp. ) NMBguh022, 未知 

针胞藻 赤潮异弯藻(Heterosigma akashiwo) NMBRah03-2, H1, 南田岛 

 赤潮异弯藻 NMBRah03-2-2, H2, 胶州湾 

 赤潮异弯藻 NMBRah03-2-3, H3, 渔山 

甲藻 微小亚历山大藻(Alexandrium minutum) NMBjah042, 香港 

 海洋原甲藻(Prorocentrum micans) NMBjah041, 青岛 

 无纹环沟藻(Gyrodinium instriatum) NMBjah046, 洞头 

 塔玛亚历山大藻(Alexandrium tamarense) NMBjah048, 香港 

 东海原甲藻(Prorocentrum donghaiense) NMBjah045, 洞头 

 锥状斯克里普藻(Scrippsiella trochoidea) NMBjah044, 象山港 

 剧毒卡罗藻(Karlodinum veneficum) NMBjah047, 洞头 

 米氏凯伦藻(Karenia mikimotoi) NMBjah052, 洞头 

 微小原甲藻(Prorocentrum minimum) NMBjah049, 渔山 

定鞭藻 球等鞭金藻(Isochrysis galbana) NMBjih021-2, 未知 

 金色巴夫藻(Pavlova gyrans Butcher) NMBjih025, 未知 

 颗石藻(Pleurochrysis caterae) NMBjih026, 象山港 

 颗石藻(Pleurochrysis sp.) NMBjih026-1, 象山港 

 Apedinella radians NMBjih028, 象山港 

绿藻 青岛大扁藻(Tetraselmis helgolandica) NMBluh011, 未知 

 小球藻(Chlorella sp.) NMBluh015-1, 未知 
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1.3  不同浓度油标准 20-3 对不同微藻增殖

影响的实验设置 

在 24 孔组织培养板上进行小体积高通量的检测, 

分析表 1中海洋微藻对不同浓度油标准的响应差异。 

不同浓度油标培养液的制备: 取 120 µL石油标

准品 20-3于 200 mL容量瓶中, 用 f/2培养液定容, 用

力摇晃 0.5 h 后转入三角瓶中, 用 f/2 培养液进行 2

次 10 倍稀释, 获得含有油标浓度分别为 0.6 、0.06

和 0.006 mg/L的 f/2油水培养液。 

取培养至指数期各微藻, 将油水培养液与藻液

按照 1︰1比例置于 24孔板中, 形成对微藻作用的油

标工作浓度为: 0.003、0.03、0.3 mg/L。设置无油污

f/2培养液空白对照组各 3平行。将各 24孔板置于培

养室对应微藻适宜培养环境中, 培养 72 h。利用多功

能酶标仪(Thermo, USA)在 680 nm 波长处检测实验

始(0 h)末(72 h)吸光值(A680nm)。 

微藻生物量及其变化的分析: 根据始末吸光值

相对变化, 分析藻液增殖所受的影响:  

相对增殖百分比=(A72h-A0h)/A0h×100% 

1.4  不同浓度石油化学品对不同微藻增殖

影响的实验设置 

石油化学品为双酚、对苯二甲酸、对二甲苯。

微藻为柔弱角刺藻、球等鞭金藻、东海原甲藻、剧

毒卡罗藻。 

不同浓度石油化学品培养液及藻液的制备: 以

f/2 培养液为溶剂, 根据实验预定工作终浓度, 分别

配制质量浓度为 1000 μg/L或 100 μg/L的 3种石油化

学品母液。分别对应定量取 3种石油化学品母液, 分

别加入到培养至指数生长期的 80 mL各微藻藻液中, 

最终制成含石油化学品工作终质量浓度分别为 5、

0.5、0.05 μg/L的受油污影响藻液。以不添加任何石

油化学品的 4 种微藻分别为各自对照组。因全部实

验非同时进行, 故各处理分别设置对应的空白对照

组, 全部处理 3平行, 培养环境条件同上述。 

每天定时分别取各组藻样 2 mL, 置于洁净的 24

孔培养板上, 使用多功能酶标仪(Thermo, USA)检测

各藻液在 680 nm波长处吸光值。实验进行 7d, 各藻

对照组均进入指数增殖阶段时结束实验。 

1.5  数据分析 

数据结果为取样平均值, 利用 SPSS程序进行显

著性统计分析。利用 Simca-P软件分析不同微藻对不

同石油化学品油污的相应差异。 

2  结果与讨论 

2.1  不同浓度油标准对不同微藻增殖的影响 

本实验利用 24孔板小体积高通量的特点、结合

多功能酶标仪检测技术, 对多种不同微藻受不同浓

度油标准的影响进行了分析。 

图 1 显示了多种微藻在不同浓度油污染状态下, 

培养 72 h后各藻液在 680nm处吸光值相对于起始值

变化百分比。 

由图 1 可见, 不同微藻对同一种油污染的响应

各异, 且微藻增殖差异因不同油污浓度而异。微藻受

72 h 不同浓度油标准作用后, 呈现出显著的效应多

样性特征: 相对于对照组, 其增殖或受到显著抑制

或得到促进; 抑制或促进作用与油污浓度相关或不

相关; 一些微藻则表现出低浓度促进高浓度抑制的

特点。典型的微藻响应显示, 硅藻中, 柔弱角刺藻的

增殖随油标浓度增大而受抑制作用越大; 小新月菱

形藻随着油标浓度增大受促进作用越显著; 圆海链

藻受油标影响有促进作用, 但在低、中浓度下, 随其

浓度增大促进作用越大, 并在实验的中等浓度达到

最大, 在更高浓度影响下, 其促进作用降低, 但增殖

率仍大于对照组。甲藻中, 剧毒卡罗藻在低、中浓度

油标下的促进作用显著且相似 , 但在高浓度时 , 其

增殖相对于对照组则无显著差异; 中国东海典型赤

藻原因种东海原甲藻受不同浓度油标影响下, 其种

群增殖与对照组均无显著差异; 麻痹性贝毒原因种

微小亚历山大藻的增殖随着油标浓度增大受抑制作

用越大; 而另一种 PSP 产毒种塔玛亚力山大藻则不

受油污影响, 其增殖与对照组没有显著差异。定鞭藻

中, 常见水产养殖用的饵料微藻球等鞭金藻与金色

巴夫藻受油标浓度影响效果不显著; 围塘养殖环境

以及沿海水域中常见定鞭藻颗石藻在油标低、中浓

度下无显著影响 , 但高浓度时受到促进 , 与对照组

有显著差异; 同属的另一颗石藻品系 Pleurochrysis 

sp.(cocco2)在低、中浓度中无显著影响, 但在高浓度

时受到抑制, 与对照组有显著差异。典型鱼毒性赤潮

种类赤藻异弯藻的 3 个不同地理品系受油污影响的

结果显示, 其中两个地理品系(H1, H2)受油标影响效

果不显著, 但另一个地理品系(H3)则表现出低油污

情况下增殖受到显著促进 , 随着油污浓度增加 , 其

促进作用减少。3株赤藻异弯藻没有基因型差异, 但

是不同地理株对油污染影响的响应存在差异, 说明
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不同地理株的微藻可能由于其不同生态适应而表现

不同表型。对盐藻的耐油污基因突变研究显示, 盐藻

耐油污遗传突变是发生在油污前的随机突变而非获

得性的遗传特征[20]。由此可见, 油污染并没有形成类

似极端环境的生物种类, 而只是广泛分布种类的环

境筛选。这种来源于长期耐受过程中逆境对随机突 
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图 1  不同浓度油标准 20-3对不同微藻细胞增殖的影响 

Fig. 1  Variation inpopulation growth rate of different microalgae as a function of the concentration of Standard Oil 20-3 

 

变基因的筛选过程, 是否在浮游植物界具有普遍的

生物学基础尚待解决。综合分析不同浓度油标影响

下微藻增殖受影响的信息总结如表 2所示。 

研究结果显示 ,  不同海洋微藻在石油标准品

20-3 不同实验浓度下都有不同程度的种群增殖, 并

未出现种群增殖完全被抑制或种群消亡的现象, 说

明该石油标准品对微藻没有显著毒性。油污染的存

在对浮游植物的生长来说并非都是有害的 [ 2 1 ]。

Fábregas[22]等的研究显示低浓度的烃类能够刺激绿

藻 Tetraselmis suecica的生长, 而高浓度则起抑制作

用。Megharaj[23]等在一个利用烃类污染的泥土浸出

液做的生长抑制实验中也得到了相似的结论: 在低度 
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表 2  海洋微型藻类种群增殖受石油标准品 20-3影响下的

响应特征 
Tab. 2  The population growth of marine microalgae 

affected by Standard Oil 20-3 

响应特征 
中文名 

促进 抑制 无明显作用

三角褐指藻   + 

小新月菱形藻 +   

尖刺拟菱形藻 +   

中肋骨条藻 +   

冠盘藻  +  

柔弱角刺藻  +  

圆海链藻 +   

直链藻   + 

海毛藻   + 

双眉藻   + 

中华盒形藻   + 

几内亚藻   + 

赤潮异弯藻 H1   + 

赤潮异弯藻 H2   + 

赤潮异弯藻 H3 +   

微小亚历山大藻  +  

海洋原甲藻   + 

无纹环沟藻 +   

塔玛亚历山大藻 +   

东海原甲藻   + 

锥状斯克里普藻   + 

剧毒卡罗藻 +   

米氏凯伦藻 +   

微小原甲藻   + 

球等鞭金藻   + 

金色巴夫藻  +  

颗石藻 +   

颗石藻  +  

Apedinella radians +   

青岛大扁藻 +   

小球藻   + 

注: +为具有该响应特征 
 

污染的泥土浸出液中 Chlorococcum sp.的生长得到了

刺激, 而在污染更严重的泥土浸出液中 Chlorococcum 

sp.的生长则受到了抑制。 

2.2  不同浓度石油化学品对不同微藻增殖

影响 

每天定时取样检测各藻液在 680nm 波长处的吸

光值。本实验进行了 7d, 待各藻对照组进入指数增

殖以后结束实验。4种微藻在 3种石油化学品不同浓

度下的 7d种群增殖如图 2所示。 

结果显示, 在不同实验浓度的 3 种石油化学品

影响下, 4种微藻均有不同程度的种群增殖。其中双

酚对微藻种群增殖的胁迫作用最为明显, 其质量浓

度为 0.5 μg/L 时, 显著抑制东海原甲藻和剧毒卡罗藻

的种群增殖。可以看出, 实验浓度为 0.5 和 0.05 μg/L

的中低质量浓度时 , 微藻种群增殖状态相对稳定 , 

有利于比较不同石油化学品对微藻种群增殖的影

响。例如, 柔弱角刺藻和球等鞭金藻在中低浓度的

3 种石油化学品作用下其种群增殖变化的规律性较

强 , 对进一步研究和建立石油污染下微藻生理生

化反应模型有潜在应用价值。由于硅藻是海洋初级

生产力的主要组成 , 因此 , 关于油污染对硅藻的

影响研究工作较多 [24-25]。油污染可以影响硅藻细胞

致死或细胞分裂停止。西班牙科学家通过对硅藻的

研究 , 得出油污染对硅藻的影响取决于藻类的大

小。直径小于 20 µm 的硅藻在油污染中生长加快; 

但超过 20 µm的会受到抑制。这是由于光合途径和

对多环芳香烃 (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, 

PAHs)的敏感度决定的 [19, 26]。硅藻中布氏双尾藻

(Ditylum brightwellii)被认为是对油污染最敏感的指

示种[27]。但是, Özhan [28]等的研究显示, 布氏双尾藻

对原油污染的耐受性大于甲藻等其他微藻, 该研究

发现大型微藻较小型微藻耐受原油油污的能力强。

由此可以看出浮游植物对油污染响应特征研究问

题的复杂性。 

本研究结果显示 , 高质量浓度下(5μg/L), 微藻

种群增殖状态不稳定, 变动幅度差异较大。由于石油

化学品的挥发性特点各异 , 水中溶解性也有差异 , 

并且本实验时间相对较长(7d), 期间石油化学品的

变化未知 , 其稳定性尚待查明 , 上述原因可能造成

高浓度的影响波动较大。 

为了利用微藻种群增殖数据挖掘与比较不同石

油化学品对 4 种海洋微藻的影响效应以及微藻对不

同石油化学品的响应差异, 将实验结果的数据群导

入 Simca-P软件, 分别就不同微藻受不同浓度石油化

学品影响以及同一微藻受不同浓度石油化学品影响

进行分析, 结果如图 3, 图 4所示。 

相对于对照组而言, 同一种微藻对不同石油化

学品响应存在差异(图 3), 柔弱角刺藻受对苯二甲酸

影响与对照组无明显差异, 而双酚、对二甲苯则影响

明显; 球等鞭金藻受对二甲苯影响与对照组无明显

差异, 而双酚、对苯二甲酸则影响显著, 不与对照聚

在一起。东海原甲藻受对二甲苯影响与对照组无明 
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图 2  4种微藻在 3种不同浓度石油化学品作用下的种群增殖 

Fig. 2  Population growth of 4 species of microalgae in the presence of 3 kinds of oil products as the function of the concentration 

 

图 3  4种微藻对 3种石油化学品的响应差异 

Fig. 3  Difference in the response of 4 species of marine microalgae to 3 different oil chemical products (PCA results) 
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图 4  4种微藻对 3种石油化学品的响应差异 

Fig. 4  Difference in the response of 4 species of marine microalgae to 3 different oil chemical products (PCA results) 

 
显差异, 而双酚、对苯二甲酸则影响明显。剧毒卡罗

藻受双酚、对二甲苯、对苯二甲酸影响与对照组均

有明显差异, 说明 3 种石油化学品对该藻均具有显

著影响。 

同一石油化学品作用下 4 种微藻响应差异关系

如图 4 所示: 双酚影响下, 两种甲藻(东海原甲藻 , 

剧毒卡罗藻)响应相似, PCA 分析聚在一起, 与定鞭

藻中球等鞭金藻和硅藻中柔弱角刺藻响应均有明显

差异; 对二甲苯影响下, 2种甲藻(东海原甲藻, 剧毒

卡罗藻)响应相似, 与球等鞭金藻和柔弱角刺藻明显

分开, 后两者没有明显区分; 对苯二甲酸影响下, 2

种甲藻(东海原甲藻, 剧毒卡罗藻)响应相似, 与球等

鞭金藻和柔弱角刺藻响应均明显差异, 显著分成 3

组。由以上结果显示, 在同一种石油化学品影响下, 

分属于甲藻、定鞭藻和硅藻的各类微藻响应存在显

著差异: 同属于甲藻的东海原甲藻和剧毒卡罗藻的

响应相似, 与定鞭藻中球等鞭金藻和硅藻中柔弱角

刺藻都存在显著差异, 而定鞭藻和硅藻对油污染的

响应也存在显著差异。 

王摆[29]等研究了几种石油化学品对球等鞭金藻

和新月菱形藻的影响, 结果显示几种石油化学品对

两种微藻的增殖都有明显的抑制作用, 并且两种对

污染物的响应有显著差别。本研究所用化学品浓度

较该研究中所使用浓度低, 但微藻的响应差异能显

著区分。油污染与微型藻类相互关系是时间、空间

上的多维度效应 , 因此 , 对这种关系的研究需要借

助不断发展更新的分析手段, 从而能从中挖掘并确

证关键的规律[30]。 

3  结论 

本研究的结果显示 , 石油及其化学制品对不

同种类以及不同地理株的海洋微藻种群增殖的影

响不同。  

基于多孔培养板上微藻多重条件下的增殖技术, 

Simca-P 主成分分析软件可应用于微藻对油污染响

应差异的大数据规律的挖掘。 
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Abstract: Microalgae are a fundamental component of aquatic food web. Oil spills or the release of other sources of 

hydrocarbons into the marine environments account for most of the organic pollution that occurs in coastal areas. 

Different species of microalgae will respond differently to oil pollution, producing different downstream effects on 

phytoplankton communities and possibly reshaping marine ecosystems. Research into the response of different ma-

rine microalgae to oil pollution has largely been held back by the high degree of complexity that exists in the rela-

tionship between various phytoplankton species and the many different oil pollution scenarios that are possible. The 

present study uses a high-throughput screening method to examine the responses of different microalgae to oil pol-

lution. This is accomplished using oil standard 20-3 and 3 oil chemical products: bisphenol, terephthalic acid, and 

paraxylene, as sources of oil pollution together with 30 strains of microalgae isolated from the coastal area of China. 

For the first time, principle component analysis (PCA) based on Simca-P software was used to analyze a large data 

set measuring population growth of microalgae over 72 h in the presence of various oil pollutants. The resultsshow 

that the growth of different strains of microalgae was affected differently by the oil pollutants and the effect of oil 

pollutants was concentration-dependent. Multiwell culture plates, e.g., 24-well plate, were efficient growth vehicles 

for algae growth when used in the high-throughput screening procedure. Analysis of this large data set showing 

microalgal population growth in response to various oil pollutants of different concentration can be performedef-

fectively by applying the method of PCA based on the computer software Simca-P. 
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