
 

环境浓度扑草净存在下聚苯乙烯纳米塑料对隐秘小环藻

的毒性效应

刘旻昊，  张振忠，  刘    聪，  崔旭梦，  汝少国，  王    军

（中国海洋大学 海洋生命学院, 山东 青岛 266003）

摘    要：纳米塑料（nanoplastics, NPs）与除草剂扑草净是海洋环境中的常见污染物，但是它们同时存在

对海洋微藻的潜在危害尚不清楚。本文探究了环境浓度扑草净（500 ng/L）与聚苯乙烯纳米塑料（70 nm,

20 μg/L、200 μg/L 和 2000 μg/L）对隐秘小环藻（Cyclotella cryptica）的联合毒性作用。结果表明，20 μg/L、

200 μg/L 和 2000 μg/L NPs 能够显著降低隐秘小环藻的光合色素含量、损伤藻细胞结构、抑制隐秘小环

藻的种群增长，而 500 ng/L 扑草净单独暴露并未对隐秘小环藻的早期生长产生显著影响。在 500 ng/L

扑草净存在下，NPs 暴露对隐秘小环藻生长抑制作用会增强，尤其是扑草净与 2000 μg/L NPs 联合暴露

24 h 后的藻密度比 2000 μg/L NPs 单独暴露组降低了 19.4%。环境浓度扑草净的存在还会加重 NPs 对

藻细胞的损伤，使膜通透性增大至对照组的 1.6 倍。细胞膜受损降低了藻细胞对 NPs 的抵御能力，从而

加重了 NPs 对隐秘小环藻的毒性作用。与 2000 μg/L NPs 单独暴露组相比，扑草净与 2000 μg/L NPs 联

合暴露下的藻细胞在暴露 144 h 后的死亡率与异形细胞比例分别升高了 4.1% 和 3.4%。本文研究结果

可为评估 NPs 和除草剂污染对海洋初级生产力的危害提供参考。
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Toxic effects of polystyrene nanoplastics on Cyclotella cryptica in the presence of
environmental concentrations of prometryn

LIU Minhao,    ZHANG Zhenzhong,    LIU Cong,    CUI Xumeng,    
RU Shaoguo,    WANG Jun

(College of Marine Life Sciences, Ocean University of China, Qingdao 266003, China)

Abstract: Nanoplastics (NPs) and herbicide prometryn are common pollutants in the marine environments, but
their  joint  impacts  on  marine  microalgae  is  unclear.  In  this  study,  we  investigated  the  toxic  effects  of

environmental  concentrations  of  prometryn  (500  ng/L)  and  polystyrene  nanoplastics  (70  nm,  20,  200,  and

2000 μg/L) on Cyclotella cryptica.  The results showed that 20, 200 and 2000 μg/L NPs significantly reduced
photosynthetic  pigment  content,  damaged  algal  cell  structure,  and  hindered  the  population  growth  of  C.
cryptica.  Whereas  500  ng/L  prometryn  had  no  significant  effect  on  the  early  growth  of C.  cryptica.  In  the
presence  of  environmental  concentrations  of  prometryn,  NPs-induced  growth  inhibition  was  significantly

enhanced,  especially  after  24  h  of  exposure;  algal  density  in  the  prometryn  and  2000  μg/L  NPs  combined
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exposure  groups  was  reduced  by  19.4%  compared  with  that  of  the  2000  μg/L  NPs  single  exposure  group.
Moreover,  the  environmental  concentrations  of  prometryn  aggravated  the  damage  of  NPs  to  the  algal  cells,
which increased the membrane permeability to 1.6 times that of the control group (P < 0.05). Damage to the cell
membrane  reduced  the  ability  of  algal  cells  to  resist  the  NPs  and  thus  exacerbated  the  toxicity  of  NPs  to C.
cryptica. Compared to the 2000 μg/L NPs single exposure, the combined exposure of prometryn and 2000 μg/L
NPs increased the mortality and proportion of anomalous cells by 4.1% and 3.4%, respectively. The results of
this  study  provide  a  reference  for  assessing  the  hazards  of  NPs  and  herbicide  pollution  on  marine  primary
productivity.
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人类活动产生的塑料垃圾会通过地表径流

汇入海洋，在海洋环境中不断裂解为微塑料

（MPs， 1 μm～5 mm）和纳米塑料（NPs， <1 μm），

并且 MPs还会继续破碎形成新的 NPs，导致

NPs污染水平不断升高[1-2]。目前，NPs已成为海

洋中广泛存在的一种污染物，在南极海冰中的检

出浓度高达 52.3 μg/L[3-5]。MPs能够抑制浮游动

物和浮游植物的生长，并对机体产生损伤。暴露

于 50 μg/L 20 μm的 MPs会损伤大型溞（Daphnia
magna） 的 肠 道 ， 导 致 肠 道 微 环 境 紊 乱 ； 在

200  mg/L  5 μm的 PS-MPs暴 露 下 ， 莱 茵 衣 藻

（Chlamydomonas reinhardtii）的生长抑制率可达

50.41%[6-7]。与 MPs相比，NPs具有更高的细胞

亲和力，可能会对海洋生物产生更严重的伤

害 [8]。例如， 20  mg/L的 200  nm  PS-NH2 暴露

96 h能够使铜绿微囊藻（Microcystis aeruginosa）
的叶绿素 a 含量降低 6.1%[9]。另外，NPs具有很

大的比表面积，对疏水性有机污染物具有很强的

吸附能力，可能会成为其他污染物进入生物体的

载体，从而产生联合毒性 [10-11]。因此，NPs与常

见污染物联合对海洋生态系统的潜在危害值得

关注。

扑草净是一种常见的三嗪类除草剂，在全球

范围内被广泛用于田间杂草清除等，因具有性质

稳定、半衰期长等特点，容易在环境中残留[12-13]。

扑草净在我国黄海、渤海表层海水中的浓度约

为 627.5 ng/L；扑草净在大连市海水养殖区的平

均浓度为 2.1 μg/L，最高浓度可达 5.4 μg/L[14-15]。

作为除草剂，扑草净会对海洋藻类产生危害。研

究发现，12.5 μg/L扑草净能够显著抑制斜生栅藻

（ Scenedesmus  vacuolatus）光系统 II（PSII）的活

性，从而影响其种群生长[16]，提示扑草净可能会

对海洋初级生产力造成不利影响。考虑到 NPs
对其他污染物具有吸附作用[10-11]，环境中的扑草

净可能会被 NPs所吸附，并与 NPs一同与海洋

生物发生接触。因此，我们推测扑草净可能会影

响 NPs对海洋生物的毒性效应。

隐秘小环藻（Cyclotella cryptica）具有较高的

营养价值与优良的异养生长能力，是海洋微藻生

理学和生物技术研究中常用的模式物种 [17-18]。

本文选择隐秘小环藻作为实验对象，研究不同浓

度 NPs单独暴露以及与环境浓度扑草净联合暴

露，对隐秘小环藻种群生长、形态结构和光合作

用等指标的影响，以探究在扑草净存在下 NPs对
隐秘小环藻的毒性效应，以期为评估 NPs和除草

剂污染对海洋生态系统的危害提供参考。

 1   材料与方法

 1.1    纳米塑料与扑草净

聚苯乙烯纳米塑料微球 [NPs, 70  nm,  水
1∶1乳浊液, 2.5% （w/v）]购自天津市倍思乐色

谱技术开发中心，于 4 ℃ 条件下储存。实验前，

用超纯水将 NPs稀释成 2 mg/mL的悬浊液，经

超声后用于暴露实验。扑草净（分析标准品，纯

度>99%）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司，使用二甲基亚砜（DMSO）溶解后待用。

 1.2    微藻培养

隐秘小环藻采用经过 0.22  μm滤膜过滤、

121.5 ℃ 高压灭菌 40 min并添加 f/2培养基的天

然海水培养。隐秘小环藻于光照培养箱（GXZ-
500, 宁波江南仪器厂）中养殖，温度为（ 25  ±
1）℃，光照强度为 6000 lx，光 /暗周期为 12 h∶
12 h。每天定时摇藻 3次，以防止藻细胞贴壁和

沉降。
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 1.3    暴露实验与样品采集

 1.3.1    NPs单独暴露

选取处于指数增长期的隐秘小环藻接种于

250 mL 锥形瓶中，初始藻密度为  5×104 cells/mL，
接种体积为 100 mL。NPs单独暴露实验共设置

4个处理组，分别为对照组（Control）、20 μg/L
NPs、200 μg/L NPs和 2000 μg/L NPs暴露组，每

组设置 3个平行。

 1.3.2    扑草净单独暴露以及与 NPs联合暴露

实 验 共 设 置 5个 处 理 组 ， 包 括 对 照 组

（Control）、500 ng/L扑草净单独暴露组、扑草

净与 NPs的 3个联合暴露组（扑草净+20 μg/L
NPs暴露组、扑草净+200 μg/L NPs暴露组和扑

草净+2000 μg/L NPs暴露组），每组设置 3个平行。

 1.3.3    样品采集

整个暴露周期为 144 h，每隔 24 h取样 1 mL，
用于测定藻密度、死亡率等指标；在暴露 72 h和

144 h后，分别取样 10 mL、50 mL或 100 mL用

于测定光合色素含量、叶绿素荧光参数、营养

物质含量等指标；在暴露 144 h后，对照组和

2000 μg/L NPs暴露组各取样 15 mL用于扫描电

子显微镜分析。

 1.4    藻细胞密度测定和形态拍照

在光学显微镜（Nikon ECLIPSE 50i,  日本）

下，利用血细胞计数板计数藻细胞，同时利用光

学显微镜对暴露 48 h、96 h和 144 h的各组藻细

胞进行拍照，观察藻细胞形态变化。

 1.5    流式细胞仪分析

 1.5.1    微藻死亡率与异形细胞比例

使用流式细胞仪（Beckman Coulter  EPICS-
XL, 美国）分析藻细胞大小，前向散射（FS）和侧

向散射（SS）分别反映藻细胞的大小和聚集程

度。采用激发波长为 488 nm、最大发射波长为

670 nm的 FL4通道检测藻细胞的荧光，依据荧

光检测结果分析藻细胞的死亡率，荧光强度高

于 1.0的为活细胞，荧光强度低于 1.0的为死细

胞[19]。

 1.5.2    细胞膜通透性和酯酶活性

选择碘化丙啶（PI, 2.5 μg/mL, Sigma）作为荧

光探针，对暴露后的各组藻细胞进行染色，室温

下暗孵育 10 min，利用流式细胞仪的 FL2通道

（564～606 nm）检测 PI荧光，通过荧光强度反映

细胞膜通透性的变化[20]。

通过二乙酸荧光素（FDA）测定酯酶活性[19]。

暴露后每 24  h从各锥形瓶中取样 10  mL，在

4000 rpm下离心 10 min，浓缩至 1 mL，用灭菌海

水洗涤 3次。利用二甲基亚砜（DMSO）溶解

FDA，加入样品中，终浓度为 10.4 μg/mL。室温

下暗孵育 30 min，通过流式细胞仪的 FL1通道

（绿色荧光）检测 FDA荧光，通过荧光强度反映

酯酶活性的变化。

 1.6    光合色素含量和叶绿素荧光参数测定

将 10  mL样品在 4000  rpm下离心 10  min，
弃去上清液后加入 5 mL 90%丙酮，4 ℃ 条件下

避光提取色素 24 h。再次在 4000 rpm下离心

10 min，收集上清液使用紫外分光光度计（UV6000,
上海元析仪器有限公司）测定在 630 nm、647 nm、

664 nm、750 nm波长下的光密度（OD）值，参照

《海洋监测规范 第 7部分：近海污染生态调查和

生物监测》（GB 17378.7－2007）的方法计算叶绿

素 a （Chl a）和叶绿素 c （Chl c）的含量。

样品室温避光孵育 20 min后，利用藻类叶

绿素荧光仪（WATER-PAM-Ⅱ, 德国）测定隐秘

小环藻 PSII的最大量子产量（Fv/Fm）、非光化学

淬灭（NPQ）、光化学淬灭（qP）和表观电子传递

速率（ETR）。
 1.7    蛋白质和可溶性糖测定

将 100 mL样品在 4000 rpm下离心 10 min，
弃去上清液，用灭菌海水重悬沉淀，以清洗藻细

胞，再次离心弃去上清液，重复两次，浓缩至 1 mL。
经液氮速冻后，使用冷冻干燥机干燥 48 h，干燥

结束后称量样品的干重，使用南京建成生物工程

研究所的总蛋白定量测定试剂盒和植物可溶性

糖检测试剂盒，通过 BCA法和蒽酮比色法测定

蛋白质和可溶性糖含量。

 1.8    丙二醛和超氧化物歧化酶测定

将 50 mL样品通过匀浆机匀浆后，在 4000 rpm
下离心 10 min，取上清液待测。使用南京建成生

物工程研究所的丙二醛（MDA）测定试剂盒和超

氧化物歧化酶（SOD）测试盒进行测定。

 1.9    扫描电子显微镜分析

将 15  mL样品在 4000  rpm下离心 10  min，

第 4 期 刘旻昊，等:    环境浓度扑草净存在下聚苯乙烯纳米塑料对隐秘小环藻的毒性效应 629



浓 缩 至 1  mL。 将 其 加入含 2.5%戊 二 醛 的

0.2 mol/L PBS缓冲液（pH=7.0）中，在 4 ℃ 条件

下固定细胞 48 h，固定好后用去离子水冲洗，分

别以 60%、70%、80%、90%、100%的酒精进行

梯度脱水，干燥后进行喷金，使用扫描电镜

（SEM, VEGA 3 LMH/LMU, TESCAN, 捷克）观察并

拍照。

 1.10    统计分析

所有数据均以平均值  ± 标准偏差（mean ±
standard deviation，SD）表示，通过 SPSS 26.0软件

进行统计分析，在经过正态分布和方差齐性检验

后，使用单因素方差（One-Way ANOVA）、邓肯

法（Duncan）等分析比较对照组和各暴露组之间

的差异性。以“*”标记表示暴露组与对照组之

间的差异性，其中，当*P < 0.05时，认为差异显

著；当**P < 0.01时，认为差异极显著。不同的字

母标记表示各组之间具有显著差异（P < 0.05）。

 2   结果与讨论

 2.1    不同浓度 NPs暴露对隐秘小环藻的影响

 2.1.1    藻密度变化

与对照组相比，20 μg/L、200 μg/L和 2000 μg/L
NPs暴露下的隐秘小环藻的藻密度均显著降低

（P < 0.05）。其中，200 μg/L和 2000 μg/L NPs在
整个暴露培养期间对隐秘小环藻的生长始终

表现出抑制作用，至暴露 144 h时 200 μg/L和

2000 μg/L NPs暴露组的藻密度仅为对照组的

79.2%和 76.0% （图 1A）。可见，NPs暴露能够显

著抑制隐秘小环藻的生长，降低藻细胞生长速

率[21]。NPs暴露浓度越高，隐秘小环藻受到的生

长抑制作用越显著，这在暴露 120～144 h时表现

得最为明显。我们推测，随着暴露时间的延长，

微藻与 NPs的接触频率不断增加，导致藻细胞活

性降低与生长抑制程度加重。

 2.1.2    死亡率和异形细胞比例变化

NPs单独暴露 24 h后，隐秘小环藻的死亡率

升高得最显著，20 μg/L、200 μg/L和 2000 μg/L
NPs暴露组的死亡率分别比对照组高出 1.5%、

2.2%和 1.7% （P < 0.05, 图 1B）。随着暴露实验

的延长，20 μg/L和 200 μg/L NPs暴露组的死亡

率有所降低，但 2000 μg/L NPs暴露组的死亡率

在整个暴露周期内均极显著地高于对照组（P <
0.01）。此外，2000 μg/L NPs暴露组的异形细胞

比例在整个暴露周期内也极显著升高（P < 0.01,
图 1C），在暴露 72 h时异形细胞比例比对照组高

出 6.8%。死亡率和异形细胞比例的显著升高，

是 NPs暴露下隐秘小环藻生长受到抑制的重要

原因之一，这也说明 NPs影响了隐秘小环藻的细

胞活性[21]。

 2.1.3    细胞膜通透性和酯酶活性变化

20 μg/L、200 μg/L和 2000 μg/L NPs暴露组

隐秘小环藻的细胞膜通透性在暴露 24～48 h均

显著增大（P < 0.05, 图 2A），200 μg/L和 2000 μg/L
NPs暴露组的膜通透性在暴露 72 h后分别为对

照组的 1.16倍（P < 0.05）和 1.24倍（P < 0.01），
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Fig. 1    Algal  density,  mortality  and  proportion  of

anomalous  cells  of  C.  cryptica  under  NPs  single

exposure
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200 μg/L NPs暴露组的膜通透性在暴露 96 h后

达到对照组的 1.92倍（P < 0.01）。暴露 48 h后，

200 μg/L和 2000 μg/L NPs暴露组的酯酶活性降

低最显著，为对照组的 80.8%和 68.4% （P < 0.01,
图 2B）。暴露 144 h后，各暴露组的酯酶活性有

所恢复，但 200 μg/L和 2000 μg/L NPs暴露组的

酯酶活性只有对照组的 85.5%和 80.8% （P  <
0.01）。以上结果表明， 20  μg/L、 200  μg/L和

2000 μg/L NPs暴露能够显著增大隐秘小环藻细

胞的膜通透性，并降低其酯酶活性。聚苯乙烯

NPs亲脂性的苯环结构使其易于与细胞膜发生

相互作用 [22]，膜通透性和酯酶活性的变化说明

NPs确实对隐秘小环藻的细胞膜结构产生了损

伤，这在一定程度上解释了暴露组死亡率和异形

细胞比例为何显著升高。
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Fig. 2    Membrane  permeability  and  esterase  activity  of C.

cryptica under NPs single exposure
 

 2.1.4    光合色素含量和叶绿素荧光参数变化

Chl a 和 Chl c 的含量在所有浓度 NPs单独

暴露 72 h后均极显著降低（P <  0.01）。其中，

200 μg/L NPs暴露组的 Chl a 和 Chl c 含量仅为

对照组的 29.9%和 26.0% （P < 0.01, 图 3A和图

3B）。叶绿素荧光参数的测定结果显示，光系统

II（PSII）的最大量子产量（Fv/Fm）在暴露 72 h和

144 h后并无显著差异（P > 0.05, 图 3C）。光化学

淬灭（qP）值则在 20 μg/L、200 μg/L和 2000 μg/L
NPs暴露 72 h后，分别降低至对照组的 92.5%、

91.6%和 90.6% （P < 0.01，图 3D）。200 μg/L和

2000 μg/L NPs暴露组的 NPQ 值在暴露 72 h后

极显著降低（ P  <  0.01，图 3E） ，暴露 144  h后

2000 μg/L NPs暴露组的 NPQ 值则升高至对照组

的 1.35倍（P  <  0.01）。与 qP 相类似，20  μg/L、
200 μg/L和 2000 μg/L NPs暴露组的 ETR 值在暴

露 72 h后均极显著降低（P < 0.01，图 3F）。
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and ETR of C. cryptica under NPs single exposure
 

NPs暴露显著降低了隐秘小环藻光合色素

的含量，这可能会影响叶绿体对光能的吸收，从

而抑制光合作用，阻碍隐秘小环藻的生长 [23]。

这与 Sendra等 [24] 研究发现 50  mg/L  100  nm的

NPs会 通 过 抑 制 三 角 褐 指 藻 （ Phaeodactylum
tricornutum）的光合作用来抑制其生长的结果相

类似。光合色素含量对 PSII的活性至关重要，

尤其是 Chl a 含量的降低会直接导致光合效率下

降[25]。叶绿素荧光参数常用于评估光合作用效

率和生理状态[26-27]，其中 Fv/Fm 表示最大量子产

率，可反映 PSII的光能转换效率，qP 和 NPQ 则

反映 PSII反应中心的相对开放程度，而 ETR 则
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体现 PSII的电子捕获效率 [25-27]。NPs暴露导致

藻细胞 qP 和 NPQ 值显著降低，表明藻细胞的光

合活性下降、光保护能力减弱，从而使藻细胞捕

获光的能力受到限制；ETR 值的降低进一步表

明 NPs暴露组的藻光合效率降低[28]。叶绿体受

到的不良影响和光合效率的降低会影响微藻细

胞的活力[29]，这可能是导致暴露组藻细胞死亡率

和异形细胞比例升高的原因之一。

 2.1.5    蛋白质和可溶性糖含量变化

与对照组相比，20 μg/L和 2000 μg/L NPs暴
露组的蛋白质含量在暴露 72 h后显著升高（P <
0.05），其中 2000 μg/L NPs暴露组的蛋白质含量

达到对照组的 4.4倍（P < 0.01, 图 4A）。可溶性

糖含量在 NPs暴露下则显著降低（图 4B），暴露

72 h后，20 μg/L和 2000 μg/L NPs暴露组的可溶

性糖含量分别降低至对照组的 60.8%和 9.4% （P
< 0.05）。暴露 144 h后，3个浓度 NPs暴露组的

可溶性糖含量均极显著降低，分别为对照组的

23.3%、53.0%和 20.8% （P < 0.01）。蛋白质和可

溶性糖含量的变化与隐秘小环藻光合效率的降

低密切相关。NPs暴露阻碍了藻细胞对光能的

吸收利用，影响了营养物质的产生和积累，从而

影响隐秘小环藻的生长和发育[30]。
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图 4    纳米塑料单独暴露下隐秘小环藻的蛋白质、可溶性

糖、MDA和 SOD含量

Fig. 4    The  content  of  protein,  soluble  sugar,  MDA  and

SOD of C. cryptica under NPs single exposure
 

 2.1.6    丙二醛和超氧化物歧化酶含量变化

暴露 72 h后，20 μg/L和 2000 μg/L NPs两个

暴露组的 MDA含量分别降低至对照组的 56.1%
和 18.4% （P < 0.01，图 4C）。暴露 144 h后，2000 μg/
L NPs暴露组的MDA含量则显著升高（P < 0.05）。
暴露 72 h后，20 μg/L和 2000 μg/L NPs两个暴露

组的 SOD含量也极显著降低（P < 0.01，图 4D）；

暴露 144 h后，2000 μg/L NPs暴露组的 SOD含

量则升高至对照组的 1.4倍（P < 0.01）。MDA是

细胞膜脂质过氧化的重要产物，其含量能在一定

程度上反映细胞膜过氧化作用的强弱[31]。暴露

组 MDA和 SOD含量的变化说明在 20 μg/L和

2000 μg/L NPs胁迫下隐秘小环藻的氧化应激系

统出现异常，这进一步说明隐秘小环藻的膜结构

受到了损伤。

 2.1.7    藻细胞形态变化和扫描电镜分析结果

20 μg/L、200 μg/L和 2000 μg/L NPs暴露均

导致藻细胞出现藻体聚集、藻细胞畸形等变化，

在暴露 48 h、96 h和 144 h时均观察到藻细胞增

大、细胞质颜色加深、藻细胞聚集成团等现象

（图 5）。暴露 144 h后，2000 μg/L NPs暴露组的

藻细胞表面出现褶皱、破损等机械损伤。与对

照组相比，2000 μg/L NPs暴露组的藻细胞聚集

成团现象更加明显，藻体受到的损伤更加严重。

2000 μg/L NPs暴露组藻细胞表面出现的破损和

褶皱表明 NPs能够对隐秘小环藻产生直接的结

构损伤，这与膜通透性和酯酶活性的测定结果相

吻合。作为抵御外部环境污染物的重要屏障，细

胞膜对保护微藻细胞和维持正常的细胞代谢具

有重要意义 [32]。NPs所造成的细胞膜结构损伤

降低了藻细胞活性，这也是暴露组隐秘小环藻的

生长受到抑制的重要原因之一。

 2.2    扑草净存在下 NPs对隐秘小环藻的影响

 2.2.1    藻密度变化

500 ng/L扑草净单独暴露下，隐秘小环藻的

早期生长并未受到显著影响，只是在暴露 96 h
后藻密度出现显著降低（P < 0.05, 图 6A）。暴露

24 h后，20 μg/L、200 μg/L和 2000 μg/L NPs单独

暴露组的藻密度分别为对照组的 80.6%、77.8%
和 69.4% （P < 0.05），而在引入扑草净后，联合暴

露组隐秘小环藻的藻密度降低更显著，藻密度

分别降低至对照组的 57.4%、 46.3%和 50.0%
（图 6A）。以上结果表明，环境浓度的扑草净会
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显著增加 NPs暴露对隐秘小环藻的生长抑制作

用，这可能是由于扑草净能够附着在 NPs上，并

与藻细胞接触，扑草净影响隐秘小环藻细胞的活

性，从而降低藻细胞对 NPs的抵御作用[23]。

 2.2.2    死亡率和异形细胞比例变化

当扑草净与 NPs联合暴露 72～144 h时，隐

秘小环藻的死亡率相比 NPs单独暴露进一步升

高（图 6B）。联合暴露组的死亡率相比 NPs单独

暴露升高了 1.19%～4.94%，这一现象在暴露 120 h
后最明显， 3个联合暴露组的死亡率分别为

6.62%、7.95%和 8.43%，相比其对应的 NPs单独

暴露组分别升高了 4.15%、4.94%和 4.73%。而

扑草净的引入也升高了 NPs暴露下隐秘小环藻

的异形细胞比例。在暴露 144 h后，3个联合暴

露组的异形细胞比例相比 NPs单独暴露组分别

升高了 7.46%、7.51%和 7.86% （图 6C）。扑草净

引入后，藻细胞死亡率和异形细胞比例的显著升

高说明隐秘小环藻受到的不良影响加重，这可能

是联合暴露组的隐秘小环藻生长缓慢的一个重

要原因[33]。

 2.2.3    细胞膜通透性和酯酶活性变化

扑草净与 200 μg/L NPs联合暴露组的膜通

透性在 24 h后增大至对照组的 1.6倍（P < 0.05，
图 7A），而 200 μg/L NPs单独暴露下的膜通透性

仅升高至对照组的 1.2倍（P < 0.05, 图 2A）。在

暴露 24～72 h时，扑草净与 NPs联合暴露组的

酯酶活性的降低相比 NPs单独暴露组更加显

著。在暴露 24 h后，20 μg/L、200 μg/L和 2000 μg/L
NPs单独暴露组的酯酶活性分别为对照组的

99.7%、99.7%和 96.8% （P > 0.05），而 3个联合

暴露组的酯酶活性则分别降低至对照组的

94.8%、88.1%和 91.7% （P < 0.05, 图 7B）。扑草
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图 5    纳米塑料单独暴露下隐秘小环藻的藻细胞形态（A-

L）以及对照组（M-N）和 2000 μg/L NPs暴露组（O-

P）的扫描电镜照片

Fig. 5    Algal  cell  morphology  of  C.  cryptica  under  NPs

single  exposure  (A-L),  and  SEM images  of  control

group  (M-N)  and  2000  μg/L  NPs  exposure  group

(O-P)
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净的引入使得隐秘小环藻的膜通透性和酯酶活

性受到的不良影响加重，而膜通透性的增大和酯

酶活性的进一步降低表明在扑草净存在下

NPs暴露会对隐秘小环藻产生更加严重的结构

损伤[34]。细胞膜结构受损加重会进一步降低细

胞膜的保护作用，使得细胞抵御能力下降，从而

导致隐秘小环藻受到的毒性作用增强[35]。这也

解释了为何联合暴露组的隐秘小环藻在暴露早

期藻密度更低[36-37]。
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图 7    加入扑草净后不同浓度纳米塑料暴露下隐秘小环

藻的膜通透性和酯酶活性

Fig. 7    Membrane  permeability  and  esterase  activity  of C.

cryptica  under  exposure  to  different  concentrations

of NPs after the addition of prometryn
 

 2.2.4    光合色素含量和蛋白质含量变化

扑草净与 20 μg/L NPs联合暴露组、扑草净

与 200 μg/L NPs联合暴露组的 Chl a 含量在暴

露 72  h后 仍 显 著 降 低 （ 图 8A） 。 扑 草 净 与

NPs联合暴露下蛋白质含量的变化相比 NPs单
独暴露更加显著（图 8C） ，扑草净与 20  μg/L
NPs联合暴露组在暴露 72 h时的蛋白质含量为

20  μg/L  NPs单独暴露组的 50.0%，扑草净与

2000 μg/L NPs联合暴露组在暴露 72 h时的蛋白

质含量则仅达到 2000 μg/L NPs单独暴露组的

17.1%。在暴露 144 h后，扑草净与 NPs联合暴

露组的蛋白质含量仍然低于对应的 NPs单独暴

露组。
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图 8    加入扑草净后不同浓度纳米塑料暴露下隐秘小环

藻的 Chl a、Chl c 和蛋白质含量

Fig. 8    The  content  of  Chl  a,  Chl  c  and  protein  of  C.

cryptica  under  exposure  to  different  concentrations

of NPs after the addition of prometryn
 

在暴露 144 h后，20 μg/L、200 μg/L和 2000 μg/
L NPs单独暴露组并未观察到蛋白质含量的显

著变化，而扑草净与 200  μg/L  NPs、扑草净与

2000 μg/L NPs两个联合暴露组的蛋白质含量则

显著降低。可见，在环境浓度的扑草净存在下，

NPs对隐秘小环藻营养物质积累的不利影响更

加严重。此外，20 μg/L、200 μg/L和 2000 μg/L
NPs单独暴露组的 Chl a 和 Chl c 含量在 72 h后
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均极显著降低，在引入环境浓度扑草净后，光合

色素含量的降低程度有所减弱，但扑草净与

20 μg/L NPs联合暴露组的 Chl a 和 Chl c 含量在

72 h后仍呈现显著降低。光合色素含量的降低、

营养物质含量的进一步下降都导致联合暴露组

隐秘小环藻受到的生长抑制作用增强[30]。

 3   结 论

（1）20 μg/L、200 μg/L和 2000 μg/L NPs单独

暴露能够显著抑制隐秘小环藻的生长，对细胞膜

等结构造成损伤，降低藻细胞的抵御作用，并能

够通过降低光合色素含量影响光合效率，从而影

响营养物质的含量。而 500 ng/L的扑草净单独

暴露对隐秘小环藻的早期生长无显著影响，但会

降低其酯酶活性并提高异形细胞比例。

（2）在环境浓度的扑草净存在下，20 μg/L、
200 μg/L和 2000 μg/L NPs对隐秘小环藻的生长

抑制作用有所增强，暴露组的死亡率和异形细胞

比例显著升高，藻密度显著降低。同时，扑草净

还能够增强 NPs暴露下隐秘小环藻所受到的结

构损伤，降低藻细胞对污染物的抵御作用，从而

加重了 NPs对隐秘小环藻的毒性作用。
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