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摘要：本实验以新月菱形藻为受试生物，研究了低浓度不同粒径ＴｉＯ２ 颗粒（２１ｎｍ、６０ｎｍ和４００ｎｍ）

对海洋微藻生长、抗氧化酶活性（超氧化物歧化酶ＳＯＤ、过氧化氢酶ＣＡＴ 和过氧化物酶ＰＯＤ）、脂质

过氧化产物（ＭＤＡ）含量的影响，并测定了相应的活性氧自由基（ＲＯＳ）的含量，初步探讨了ＴｉＯ２ 颗粒

对海洋微藻的作用机制。结果表明，１ｍｇ／ＬＴｉＯ２ 颗粒对新月菱形藻生长的抑制作用随着粒径的减

小而逐渐增强，第４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ呈现出显著的纳米效应。ＴｉＯ２ 颗粒可以诱导藻细胞内ＲＯＳ的含量

增加，对藻细胞产生氧化胁迫，新月菱形藻的抗氧化酶活性发生应激响应，以清除过量的ＲＯＳ，但剩余

的ＲＯＳ对藻细胞产生氧化损伤，导致ＭＤＡ含量升高，并且纳米级ＴｉＯ２ 颗粒对新月菱形藻的氧化损

伤大于微米级颗粒。在不同粒径ＴｉＯ２ 颗粒的胁迫下，藻细胞ＳＯＤ和ＣＡＴ 活性的响应也存在差异。

本研究将为开展人工纳米材料对海洋生态系统影响的潜在风险评估提供科学依据。
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１　引言

随着纳米科技的迅猛发展，纳米材料已经广泛的

应用在人类生产和生活中，同时也会不可避免的进入

到水环境中，对水生生态结构和功能产生潜在的影

响，已引起国内外科研工作者的广泛关注［１—２］。纳米

ＴｉＯ２ 已被工业化生产并大量的应用在水质净化、医

药、化妆品、食品、电子及工程制造等领域［３—５］。微藻

是水生生态系统的初级生产者，能为其他营养级的生

物提供能量和氧气，对维护整个水生生态系统的物质

平衡和能量循环起着十分重要的作用。因此，藻类毒

性试验被广泛应用于评估有害物质的毒性效应［６—７］。

目前国内外已有不少关于ＴｉＯ２ 纳米颗粒（Ｎａｎｏｐａｒｔｉ

ｃｌｅｓ，ＮＰｓ）对微藻毒性效应的报道
［８—１２］，均表明ＴｉＯ２

ＮＰｓ可以抑制浮游植物的生长，并对藻细胞造成氧化

损伤。但是以上研究都是针对ＴｉＯ２ＮＰｓ对淡水微藻

的影响，而不同粒径ＴｉＯ２ 颗粒对海洋微藻毒性效应

的研究还未见报道。

ＮＰｓ通过地表径流，大气沉降或人为泄漏等方式

进入到海洋环境后，会受到海水有机质、离子强度和

ｐＨ等水化学条件，光照、风浪等环境因素的影响而发

生一系列复杂的聚集－分散－再聚集或者分散－聚



集－再分散过程
［１３］，所以ＮＰｓ在海洋环境中的行为

相比与淡水中会更加复杂，进而会影响到ＮＰｓ对海

洋生物的毒性效应及致毒机制［１４—１５］。新月菱形藻

（犖犻狋狕狊犮犺犻犪犮犾狅狊狋犲狉犻狌犿）是一种海洋真核单细胞硅藻，

因其富含蛋白质、碳水化合物及多不饱和脂肪酸而被

作为优良饵料广泛应用于水产养殖，是多种软体动

物、甲壳类幼体和浮游动物的主要饵料。本研究选取

３种不同粒径ＴｉＯ２ 颗粒（２１ｎｍ、６０ｎｍ和４００ｎｍ），

分析ＴｉＯ２ 颗粒对新月菱形藻生长、抗氧化酶活性

（ＳＯＤ、ＣＡＴ 和 ＰＯＤ）和脂质过氧化产物丙二醛

（ＭＤＡ）的影响以及相应的胞内活性氧自由基（ＲＯＳ）

含量的变化，探讨不同粒径ＴｉＯ２ 颗粒对海洋微藻的

毒性效应，为客观评价人工纳米材料对海洋生态系统

的潜在影响提供理论依据。

２　材料与方法

２．１　实验材料

新月菱形藻取自中国水产科学研究院黄海水产

研究所藻种培养室。２１ｎｍＴｉＯ２ 颗粒购自西格玛奥

德里奇（中国）有限公司，纯度大于９９．５％；６０ｎｍ和

４００ｎｍＴｉＯ２颗粒购自阿拉丁试剂（中国）有限公司，

纯度分别为大于９９．８％和大于９９．８％。本实验所用

试剂均为国产优级纯或分析纯。玻璃器皿在使用前

均用１０％浓硝酸浸泡４８ｈ，并用蒸馏水冲洗干净，高

温高压（１２０℃，２０ｍｉｎ）灭菌后待用。

２．２　实验方法

２．２１　新月菱形藻的培养

将砂滤海水用０．４５μｍ混合纤维滤膜过滤后，置

于锥形瓶中进行高温高压灭菌，添加ｆ／２
［１６］培养液

后，接入新月菱形藻，放入光照培养箱进行培养。培

养温度为（２０±０．５）℃，光照强度为３５００ｌｘ，光暗比

为１２ｈ∶１２ｈ。

２．２２　ＴｉＯ２母液的制备

将ＴｉＯ２颗粒加入到ｆ／２培养液中，制备浓度为

１０００ｍｇ／Ｌ的ＴｉＯ２ 母液，置于棕色玻璃瓶中，待用。

配制试验液之前超声波震荡３０ｍｉｎ。

２．２３　ＴｉＯ２颗粒对新月菱形藻生长的影响

取生长状况良好，处于对数增长期的新月菱形藻

加入到ｆ／２培养基中，使得新月菱形藻密度为１×１０６

ｃｅｌｌ／ｍＬ。把混合好的藻液分装到２５０ｍＬ的锥形瓶

中，每瓶体积为２００ｍＬ，分别将２１ｎｍ、６０ｎｍ和４００

ｎｍＴｉＯ２ 母液加入到藻液中，立即摇匀，配置浓度为

１ｍｇ／ＬＴｉＯ２ 实验组，每个实验组设３个平行，以正

常培养的藻液（无ＴｉＯ２）为对照组，然后放入光照振

荡培养箱中培养。于０ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ和９６ｈ在

奥林巴斯显微镜（ＡＸ７０）下用血球计数板计数得到藻

细胞密度，以表征不同粒径ＴｉＯ２ 颗粒对新月菱形藻

生长的影响。

２．２４　ＴｉＯ２颗粒对新月菱形藻生理指标的影响

将新月菱形藻暴露在浓度为１ｍｇ／Ｌ的２１ｎｍ、

６０ｎｍ和４００ｎｍＴｉＯ２ 实验组９６ｈ后，运用高速冷冻

离心机离心（５０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）收集１００ｍＬ的藻细

胞，加入２ｍＬ新鲜培养液使藻细胞悬浮，将收集到的

藻细胞用超声破碎仪进行破碎，４０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ取上清液，用于 ＳＯＤ，ＣＡＴ，ＰＯＤ 活性以及

ＭＤＡ和ＲＯＳ含量的测定，均采用南京建成科技有限

公司的试剂盒完成，具体操作参照说明书进行。其

中，蛋白含量采用考马斯亮蓝法测定；ＳＯＤ活性采用

黄嘌呤氧化酶法测定，定义每ｍｇ蛋白在１ｍＬ反应

液中ＳＯＤ抑制率达５０％时所对应的ＳＯＤ量为１个

ＳＯＤ活力单位（Ｕ／ｍｇ）；ＣＡＴ活性采用紫外吸收法测

定，定义为每毫克组织蛋白每秒钟分解１μｍｏｌ的过

氧化氢的量为一个活力单位（Ｕ／ｍ）；ＰＯＤ活性的测

定采用催化过氧化氢反应的原理，在４２０ｎｍ处测定

吸光度的变化，定义在３７℃条件下，每毫克组织蛋白

每分钟催化１μｇ底物的酶量为一个ＰＯＤ活力单位

（Ｕ／ｍｇ）；ＭＤＡ含量采用硫代巴比妥酸法测定，单位

为ｎｍｏｌ／ｍｇ；在激发波长４８５ｎｍ，发射波长５３８ｎｍ，

采用荧光分光光度计检测ＲＯＳ含量，结果以荧光强

度／ｍｇ表示。

２．３　数据处理

每个实验重复３次，数据结果以平均值±标准偏

差表示，采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行单因素方差分析（ａ

ｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ，ＡＮＯＶＡ），用Ｔｕｋｅｙｓｔｅｓｔ进行各

组均数的多重比较，犘＜０．０５表示显著差异。

３　结果与讨论

３．１　犜犻犗２ 颗粒对新月菱形藻生长的影响

不同粒径ＴｉＯ２ 颗粒对新月菱形藻生长的影响如

图１所示。第２４ｈ时２１ｎｍ、６０ｎｍ和４００ｎｍＴｉＯ２

颗粒对新月菱形藻生长出现抑制作用，到４８ｈ时达

到最大，抑制率分别为２３．８８％、２１．６６％和７．１９％，

随着暴露时间的延长，抑制率有所降低，到９６ｈ时，

抑制率分别为１３．８９％、１２．６８％和５．４８％。第２４ｈ

１０１１０期　马菲菲等：不同粒径ＴｉＯ２ 颗粒对海洋微藻的毒性效应



时３种粒径ＴｉＯ２ 颗粒对新月菱形藻的抑制作用没有

显著差异（犘＞０．０５），随后２１ｎｍ与６０ｎｍＴｉＯ２颗粒

对新月菱形藻的抑制作用没有显著差异（犘＞０．０５），

但与４００ｎｍＴｉＯ２ 颗粒均具有显著差异（犘＜０．０５），

这表明在纳米尺度范围内（１～１００ｎｍ），１ｍｇ／Ｌ的

ＴｉＯ２ 颗粒对新月菱形藻的抑制作用不具有尺寸效

应，但是纳米级与微米级颗粒相比具有尺寸效应。

Ａｒｕｏｊａ等
［８］研究了大颗粒和纳米级 ＣｕＯ、ＺｎＯ及

ＴｉＯ２ 对羊角月牙藻（犘狊犲狌犱狅犽犻狉犮犺狀犲狉犻犲犾犾犪狊狌犫犮犪狆犻狋犪狋犪）

生长的影响，结果表明大颗粒对微藻的７２ｈＥＣ５０值

均显著大于纳米颗粒。Ｓａｄｉｑ等
［９］研究表明微米级

ＴｉＯ２ 颗粒对栅藻（犛犮犲狀犲犱犲狊犿狌狊ｓｐ．）和小球藻（犆犺犾狅

狉犲犾犾犪ｓｐ．）生长的抑制作用要小于纳米颗粒。以上研

究是不同粒径颗粒对淡水微藻生长的抑制作用，但与

本实验结果一致，均表现出良好的纳米效应，这表明

虽然纳米颗粒在海水中发生团聚［１７］，但仍有部分颗

粒以纳米形式存在，从而对海洋微藻产生毒性效应。

图１　不同粒径ＴｉＯ２ 颗粒对新月菱形藻生长的影响

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｉｍｐａｃｔｏｆＴｉＯ２ｐａｒｔｉｃｌｅｓｏｎ犖．犮犾狅狊狋犲狉犻狌犿

ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ

不同字母表示不同实验组间呈显著差异（犘＜０．０５），下同

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（犘＜０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ

３．２　犜犻犗２颗粒对新月菱形藻的犚犗犛含量的影响

当细胞受到外界毒物的干扰时，细胞就会处于氧

化胁迫状态使得胞内ＲＯＳ升高。在正常条件下，细

胞内产生的ＲＯＳ会被细胞的抗氧化还原系统清除

掉，而如果细胞内产生的 ＲＯＳ过多超出细胞的清除

能力时，大量的ＲＯＳ就会在细胞内累积从而引起细

胞的氧化损伤，发生脂质过氧化、基因损伤及细胞凋

亡等［１８］。

不同粒径ＴｉＯ２ 颗粒对新月菱形藻活性氧自由基

（ＲＯＳ）的影响如图２所示，新月菱形藻在１ｍｇ／Ｌ

ＴｉＯ２ 颗粒的作用下产生大量的ＲＯＳ，与对照组有显

著性差异（犘＜０．０５），２１ｎｍ和６０ｎｍＴｉＯ２ 颗粒与

４００ｎｍＴｉＯ２ 颗粒实验组相比具有显著差异（犘＜

０．０５），这表明纳米级和微米级ＴｉＯ２ 颗粒对新月菱形

藻细胞ＲＯＳ的影响具有显著的尺寸效应。细胞内

ＲＯＳ水平的增加，是对环境压力的一个早期响应
［１９］。

已有研究证明，在纳米ＴｉＯ２ 颗粒的作用下，大肠杆菌

（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻）
［２０］、莱茵衣藻（犆犺犾犪犿狔犱狅犿狅狀犪狊狉犲

犻狀犺犪狉犱狋犻犻）
［２１］、短裸甲藻（犌狔犿狀狅犱犻狀犻狌犿犫狉犲狏犲）

［１１］均产

生大量ＲＯＳ，与对照组呈显著差异（犘＜０．０５），与本

实验结果一致。所以，ＲＯＳ是纳米颗粒对细胞产生

氧化损伤的主导因素，而纳米颗粒的氧化损伤机制是

迄今最为普遍接受的一种纳米材料致毒机制［２２］。

图２　ＴｉＯ２ 颗粒对新月菱形藻ＲＯＳ的影响

Ｆｉｇ．２　ＲＯＳｌｅｖｅｌｏｆａｌｇａｌｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｅｄｔｏＴｉＯ２

ｐａｒｔｉｃｌｅｓｆｏｒ９６ｈ

３．３　犜犻犗２ 颗粒对新月菱形藻丙二醛（犕犇犃）含量的

影响

丙二醛（ＭＤＡ）是膜脂受活性氧作用产生的物

质，测定其含量可以评价质膜受损程度，反映植物遭

受逆境伤害的程度。ＭＤＡ从膜上产生的位置释放出

后，可以与蛋白质、核酸反应，从而丧失功能，还可使

纤维素分子间的桥键松驰，或抑制蛋白质的合成。因

此，ＭＤＡ的积累可以对膜和细胞造成一定的伤害。

不同粒径ＴｉＯ２ 颗粒对新月菱形藻 ＭＤＡ含量的

影响如图３所示，１ｍｇ／ＬＴｉＯ２ 颗粒处理新月菱形藻

后，各实验组藻细胞 ＭＤＡ含量均增加，其中２１ｎｍ

和６０ｎｍＴｉＯ２ 颗粒实验组与对照相比增加了近１倍，

具有显著差异（犘＜０．０５）。４００ｎｍＴｉＯ２ 颗粒实验组

与对照组，２１ｎｍ和６０ｎｍＴｉＯ２ 颗粒实验组均无显著

差异（犘＞０．０５）。在纳米 ＴｉＯ２ 颗粒（２１ｎｍ 和６０

ｎｍ）暴露下，藻细胞ＲＯＳ和 ＭＤＡ含量变化趋势基本
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一致，也进一步证实藻中ＲＯＳ的增多导致细胞脂质

过氧化产物 ＭＤＡ的累积，从而使得细胞发生脂质过

氧化。侯东颖等研究表明在１ｍｇ／Ｌ纳米ＴｉＯ２ 颗粒

暴露下，普生轮藻（犆犺犪狉犪狏狌犾犵犪狉犻狊）的ＭＤＡ含量显著

升高，造成了膜脂质过氧化，与本实验结果一致［１２］。

在微米ＴｉＯ２ 颗粒暴露下，藻细胞ＲＯＳ含量虽然显著

高于对照组，但藻细胞 ＭＤＡ含量与对照组没有显著

差异，这主要是由于藻细胞内抗氧化酶活性对胁迫发

生响应，清除了一部分ＲＯＳ，剩余的ＲＯＳ没有对藻细

胞产生脂质过氧化。

图３　ＴｉＯ２ 颗粒对新月菱形藻 ＭＤＡ含量的影响

Ｆｉｇ．３　ＭＤＡｌｅｖｅｌｓｏｆａｌｇａｌｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｅｄｔｏＴｉＯ２ｐａｒｔｉｃｌｅｓ

３．４　犜犻犗２颗粒对新月菱形藻抗氧化酶活性的影响

抗氧化酶主要包括超氧化物歧化酶（ＳＯＤ），过氧

化氢酶（ＣＡＴ）和过氧化物酶（ＰＯＤ）。ＳＯＤ能够催化

细胞内的超氧化物的阴离子自由基（Ｏ－２ ）发生歧化反

应，生成过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）和分子氧（Ｏ２）。ＣＡＴ 是生

物体抵抗氧化损伤的第二道防线，能够促进过氧化氢

转化成分子氧和水，从而有效地清除活性氧，具有保

护细胞的作用。ＰＯＤ广泛存在于植物体中，是活性

较高的一种酶。它与呼吸作用、光合作用及生长素的

氧化等都有关系，与 ＣＡＴ 都可以清除细胞内的

Ｈ２Ｏ２，防止脂质过氧化作用。不同粒径ＴｉＯ２ 颗粒对

新月菱形藻抗氧化酶活性的影响如图４所示，当用

ＴｉＯ２ 颗粒处理小新月菱形藻时，与对照组相比，２１

ｎｍ实验组ＳＯＤ活性显著增加（犘＜０．０５），６０ｎｍ实

验组的ＳＯＤ活性略有增加但差异不显著，而４００ｎｍ

实验组ＳＯＤ活性略有降低但不具有显著差异。这表

明在纳米颗粒的作用下，藻细胞内ＲＯＳ含量的增加

诱导了ＳＯＤ的活性，ＳＯＤ发挥保护作用清除细胞内

多余的ＲＯＳ，从而使细胞免受毒害
［１８］。在６０ｎｍ和

４００ｎｍＴｉＯ２颗粒处理下的新月菱形藻体内ＣＡＴ 活

性与对照组相比显著升高（犘＜０．０５），呈诱导作用；而

在２１ｎｍＴｉＯ２ 颗粒暴露下，藻细胞ＣＡＴ活性略有降

低，但与对照组没有显著差异，呈抑制作用。这可能

说明小新月菱形藻在６０ｎｍ和４００ｎｍＴｉＯ２ 颗粒的

诱导下，产生大量过氧化氢自由基，从而激发了抗氧

化系统第二道防线，ＣＡＴ 活性也随之增加，分别是对

照组的１．７４和１．７５倍；而２１ｎｍＴｉＯ２ 颗粒对藻细胞

作用产生的氧化氢自由基已超出ＣＡＴ 的清除能力，

受到抑制作用。在不同粒径ＴｉＯ２ 颗粒暴露下，新月

菱形藻ＰＯＤ的活性略有升高，但与对照相比均没有

显著差异（犘＞０．０５），这表明藻细胞ＰＯＤ活性没有发

生显著响应。

综上所述，低浓度ＴｉＯ２ 颗粒进入海水中发生团

聚［１７］，但仍有部分颗粒以纳米形式存在，对新月菱形

藻生长的抑制作用以及氧化损伤均呈现出纳米效应。

在不同粒径ＴｉＯ２ 颗粒暴露下，海洋微藻细胞发生应

激响应，ＳＯＤ和ＣＡＴ 活性受到显著诱导或抑制，以

清除过量的ＲＯＳ，从而减轻藻细胞的氧化损伤。由于

暴露ＴｉＯ２ 颗粒粒径的不同，藻细胞抗氧化酶活性响

应存在差异，这可能是由于不同粒径ＴｉＯ２ 颗粒对新

月菱形藻的作用方式有所不同，这将是我们下一步研

究的重点，以明确不同粒径ＴｉＯ２ 颗粒对海洋微藻的

致毒机制。

４　结论

（１）浓度为１ｍｇ／Ｌ的ＴｉＯ２ 颗粒（２１ｎｍ、６０ｎｍ

和４００ｎｍ）对新月菱形藻的生长均有抑制作用，并且

在第４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ时纳米级和微米级颗粒对新月

菱形藻生长的抑制作用具有显著差异，呈现出纳米

效应。

（２）在ＴｉＯ２ 颗粒的作用下，新月菱形藻ＲＯＳ的

含量增加，ＭＤＡ的含量升高，且纳米级的ＴｉＯ２ 颗粒

（２１ｎｍ和６０ｎｍ）对新月菱形藻的氧化损伤要大于微

米级（４００ｎｍ）。

（３）在不同粒径ＴｉＯ２ 颗粒的胁迫下，新月菱形藻

的ＳＯＤ和ＣＡＴ活性受到显著诱导或抑制，但响应存

在差异，这可能是由于ＴｉＯ２ 颗粒因粒径不同对海洋

微藻的作用方式有所不同。
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图４　不同粒径ＴｉＯ２ 颗粒对新月菱形藻抗氧化酶活性的影响

Ｆｉｇ．４　ＡｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｅｎｚｙｍｅｓａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆａｌｇａｌｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏＴｉＯ２ｐａｒｔｉｃｌｅｓ
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