
 

环境浓度下甲氧苄啶对海洋微藻生长及生化组分的影响

王辰榆1，  李星宇1，  王    晨1，  冯鹏飞1，  段伟艳1,2

（1.河北农业大学 海洋学院, 河北 秦皇岛 066000；2.河北省水产养殖营养调控与病害防治重点实验室,

河北 秦皇岛 066000）

摘    要：为了解环境浓度甲氧苄啶（trimethoprim，TMP）对海洋微藻的毒性效应，本文探究了 TMP 对

中肋骨条藻（Skeletonema costatum）和三角褐指藻（Phaeodactylum tricornutum）生长及其生化组分的

影响。结果表明，TMP 对三角褐指藻的生长具有一定的促进作用，尤其是 TMP 为 150 ng/L 时，对其促

进效果最为显著，藻细胞密度的最大增幅达到 65%。TMP 对中肋骨条藻生长的影响呈现“毒物兴奋效

应（hormesis）”。在暴露前期，TMP 会显著促进三角褐指藻光合色素的合成；但随着暴露时间的延

长，TMP 可显著抑制其光合色素合成。此外，TMP 对三角褐指藻总蛋白的合成也有一定的促进作用。

暴露前期，TMP 对三角褐指藻的总脂合成有一定的促进作用；随着暴露时间的延长，总碳水化合物和总

脂含量的变化均呈现先抑制后促进趋势。总体而言，与三角褐指藻相比，中肋骨条藻对 TMP 更加

敏感。
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Abstract: To understand the  toxic  effects  of  environmental  concentrations  of  trimethoprim (TMP) on marine
microalgae,  the  effects  of  TMP  on  the  growth  and  bioactive  components  of  Skeletonema  costatum  and
Phaeodactylum  tricornutum  were  explored.  The  findings  revealed  that  TMP  had  a  stimulating  effect  on  the
growth of P. tricornutum, among which the 150 ng/L TMP treatment group had the most significant promotion
effect, resulting in a maximum 65% increase in cell density. When TMP concentration was below, it promoted
the  growth  of S.  costatum  to  a  certain  extent;  however,  as  concentration  increased,  an  inhibitory  effect  was
observed  (i.e.,  hormesis).  TMP  could  significantly  promoted  the  synthesis  of  photosynthetic  pigments  in P.
tricornutum during the early exposure stages, but as exposure time extended, it significantly inhibited pigment
synthesis. Furthermore, TMP partially stimulated the synthesis of total protein in P. tricornutum and promoted
total lipid synthesis in P. tricornutum at the early stage of exposure. The total carbohydrate and total lipid levels
had  a  similar  trend  over  time,  initially  being  inhibited  and  subsequently  enhanced.  Overall,  S.  costatum
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displayed greater sensitivity to TMP compared to P. tricornutum.

Key words:  trimethoprim;  marine  microalgae;  environmental  concentration;  photosynthetic  pigments;
biochemical components

随着人口的急剧增长和人类对动物蛋白食

物需求的不断增加，抗生素的使用量越来越大。

在我国黄海、渤海和东海海域内，磺胺类、氟喹

诺酮类、四环素类和大环内酯类抗生素均有不

同程度的检出，且各类抗生素检出浓度介于 ng/L
到 μg/L之间[1-3]。造成水体抗生素污染的人为因

素主要是畜禽养殖和水产养殖废水排放 [4]。据

报道，2018年兽用抗菌药物全球使用总量为

69455 t，其中水产用量达 123.32 mg/kg[5]，且大部

分磺胺类药物性质稳定、生物降解性差，可在水

和土壤环境中不断蓄积，并随地表径流汇入海

洋。此外，甲氧苄啶（trimethoprim，TMP）作为一

种磺胺类药物的抗菌增效剂，能够干扰细菌的叶

酸代谢，阻止细菌核酸和蛋白质合成，且与磺胺

类、氟喹诺酮类和氨基糖苷类等抗生素联用具

有较强的协同作用，其抗菌效果可增强数倍，被

广泛应用于水产养殖中，最终导致 TMP在我国

近岸海域被频繁检出。其中，位于黄海海域水产

养殖区中的 TMP检出率高达 100%[1]。磺胺甲

噁唑、TMP和恩诺沙星的检出率均在 90%以

上，其最大检出浓度分别为 30.0 ng/L、7.1 ng/L
和 2364.8 ng/L[6]。值得注意的是，渤海莱州湾内

TMP最大检出浓度高达 398.94 ng/L[7]。由此可

见，TMP可在海洋环境中不断蓄积，而海水中抗

生素的长期残留致使细菌耐药性上升，会对水环

境及水生生物造成不利影响，最终危害整个水生

环境乃至人类健康。

目前，国内外已有部分研究报道了 TMP对

水生生物的毒性作用。 TMP对水生生物的

LC50 或 EC50 值范围为 0.874～253 mg/L[8]。需要

注意的是，涉及 TMP对海洋生物影响的研究较

少。前期研究发现，中肋骨条藻（Skeletonema
costatum）和三角褐指藻（Phaeodactylum tricornutum）

对TMP较为敏感，其96 h EC50 值分别为2.748 mg/L
和 0.874 mg/L[8]。此外，关于 TMP对水生生物的

影响，多数研究通过 LC50 或 EC50 评价其毒性，

其浓度值远远高于海洋环境中 TMP实际浓度。

因此，有必要开展环境相关浓度 TMP对海洋生

物的影响研究。为探究环境浓度下 TMP对海洋

微藻生长的影响，本研究以中肋骨条藻和三角褐

指藻为研究对象，通过测定 2种微藻的藻细胞密

度、光合色素和生物活性物质的含量 ，分析

TMP对微藻光合作用和生物活性物质合成的影

响。本研究的结果可为 TMP在海洋环境中的潜

在生态风险评价提供理论依据。 

1   材料与方法
 

1.1    材　料

试剂：TMP（纯度≥98%）购自中国（上海）梯

希爱化成工业发展有限公司。用于配制 ESAW
（enriched seawater，artificial water）培养基 [9] 和测

定微藻生化组成所用化学试剂均为国产分析纯

或生化试剂。

微藻：中肋骨条藻和三角褐指藻均由中国海

洋大学微藻种质库提供。 

1.2    微藻驯养

将培养至指数生长期的微藻接种于含 100 mL
ESAW培养基（pH为 7.98，盐度为 31.0）的 250 mL
锥形瓶中，置于 20 ℃、光强 60 μmol/(m2·s)、光暗

周期 14 h∶10 h的条件下驯养 2周。驯养过程

中，每 3～4 d将微藻培养液接种至新鲜培养

基中。 

1.3    微藻生长实验

将培养至指数生长期的微藻接种于含 250 mL
培养基的 500 mL锥形瓶中，中肋骨条藻和三角

褐指藻的初始接种密度分别为 1×104  cells/mL
和 5×104 cells/mL。用移液枪或微量进样器加入

一定体积 TMP储备液，使微藻分别暴露于不同

浓度 TMP中。表 1汇总了国内外海域中 TMP
的浓度范围。据此，本研究将 TMP浓度设置为

5  ng/L、 25  ng/L、 50  ng/L、 100  ng/L、 150  ng/L、
200  ng/L、250  ng/L和 500  ng/L，同时将不添加

TMP的处理组作为对照组。对照组和处理组均设

3个平行。将微藻置于 20 ℃、光强 60 μmol/(m2·s)、
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光暗周期 14 h∶10 h的条件下培养至平台期（10 d），
培养期间不更换培养基，每天定时摇藻 2次，并

随机更换锥形瓶位置。每 24 h在光学显微镜下用

血球计数板测定一次藻细胞密度（×104 cells/mL）。
 
 

表 1    国内外海域中 TMP 的污染现状

Tab.1    The pollution status of TMP in different sea areas

国家 海域 浓度/ng·L−1
检出率/(%) 参考文献

中国 黄渤海 0.09～45.67 100 [4]

黄东海 0.269～2.88 100 [10]

莱州湾 1.3～330 100 [11]

莱州湾 5.02～398.94 100 [7]

辽东湾 1.4～18.2 100 [12]

渤海湾 ND～120 [13]

维多利亚海湾 ND～216 50 [14]

斐济 南太平洋维提岛南部 0.13～230 71 [15]

韩国 黄渤海 <0.04～1.18 100 [4]

南海 ND～5.30 83 [16]

俄罗斯 芬兰湾东部 ND～0.6 6 [17]

沙特阿拉伯 红海 ND～45.6 77 [18]

比利时 大西洋东部北海海湾 ND～29 [19]

希腊 东地中海 <0.4～3.4 100 [20]

波兰 波罗的海南部 ND～14.2 [21]

波罗的海南部 <MDL～279 100 [22]

注：ND表示未检出；MDL表示检出限
 
 

1.4    光合色素含量的测定

从各处理组 3个平行样中分别取 5 mL藻

液，经 0.45 μm玻璃纤维滤膜抽滤后将滤膜置于

10 mL离心管中，加入 5 mL 90%丙酮，摇匀。在

黑暗处抽提 24 h后，以 5000 r/min的转速离心

15 min。取上清液，使用可见分光光度计分别于

630 nm和 664 nm波长处测定抽提液吸光度值

（A），根据以下公式 [23] 计算硅藻叶绿素 a（Chl a）
和叶绿素 c（Chl c）含量，最终结果以 μg/(106 cells)
表示。

Chla = 11.47A664−0.40A630/D （1）

Chlc = 24.36A630−3.73A664/D （2）
式中：D 为藻细胞密度。 

1.5    生化组分的测定

将 2种微藻培养至平台期（10 d），每 2 d从

处理组的 3个平行样中分别取适量藻液在 4 ℃
下以 10000 r/min离心 20 min，收集藻细胞，用预

冷的 0.2 mol/L HClO4 抽提 2次，离心后移去上

清液。在 HClO4 抽提后的藻团中用氯仿−甲醇

溶液（1∶1，V/V）抽提 2次后离心，上清液用于总

脂的测定，无脂藻团用于总蛋白的测定。总蛋白

含量选用考马斯亮蓝法采用蛋白试剂盒（南京建

成生物工程研究所）进行测定。将 1 mL 1 mol/L
NaOH加入酸抽提的无脂藻团中，在沸水中水浴

10 min直至充分溶解，溶液用于总蛋白含量的测

定，单位为 mg/（106 cells）。总脂采用重铬酸盐氧

化法进行测定[24]。向氯仿−甲醇抽提后的上清液

中加入 0.2倍体积的水，旋涡混合 5  min后于

8000 r/min下离心 20 min，收集有机相，氮吹至最

终体积为 2 mL。之后加入 2 mL 2.5 g/L K2Cr2O7

溶液，沸水浴中加热 45  min后自然冷却到室

温。分别从每个管中取出 0.25 mL放入比色管

中，用水稀释至 5 mL，测定 350 nm波长处吸光

度。使用棕榈酸标准溶液制作标准曲线，计算样

品中的总脂含量（mg/（106 cells））。总碳水化合

物选用苯酚−硫酸法进行测定[25]。将 2 mL藻液
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与 2 mL 5%苯酚溶液充分混合后，快速加入 5 mL
浓硫酸，于 100 ℃ 水浴加热 15 min，室温放置

30 min后，测定 485 nm处的吸光度。使用葡萄

糖标准溶液替代藻液绘制标准曲线，计算总碳水

化合物含量，单位为 mg/（106 cells）。 

1.6    数据统计与处理

结果以 3个平行样测定值的平均值±标准差

（SD）表示。统计分析采用 SPSS 18.0进行，使用

Tukey检验和 Games-Howell（A）检验的单因素方

差分析（ANOVA）检验处理组和对照组之间的差

异，统计显著水平为 P<0.05。 

2   结果与讨论
 

2.1    TMP对 2种微藻生长的影响

TMP对 2种微藻生长的影响如图 1所示。

TMP对 2种微藻生长的影响在暴露前 3 d并不

明显。随着暴露时间延长，与对照组相比，所有

TMP处理组中三角褐指藻的生长在 3 d后均表

现出一定的促进作用，其中 150 ng/L的 TMP能

够显著促进三角褐指藻生长（P<0.05），暴露第 7 d
时，150 ng/L处理组的藻细胞密度达到对照组的

165%；而中肋骨条藻在 TMP胁迫下表现为低浓

度促进生长而高浓度抑制生长。
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图 1    暴露于不同浓度 TMP下中肋骨条藻（a）和三角褐指藻（b）的生长曲线

Fig. 1    The growth curves of S. costatum (a) and P. tricornutum (b) when exposed to various concentrations of TMP
 

许多研究也证实多种淡水生物在低剂量长

期暴露中存在“毒物兴奋效应”
[26-27]。0.5～1 μg/L

阿奇霉素能够刺激蛋白核小球藻 （ Chlorella
pyrenoidosa）生长，而当阿奇霉素浓度大于 1 μg/L

时能够抑制其生长 [28]。当金霉素低于 0.5 mg/L

时，可促进铜绿微囊藻（Microcystis  aeruginosa）
生长，大于 1 mg/L则抑制其生长[29]。此外，抗生

素对海洋生物的毒物兴奋效应也有报道。土霉

素（2.5 mg/L）对 1种海洋微藻——四肩突四鞭藻

（Tetraselmis tetrathele）的生长具有明显促进作

用 [30]。然而，环境相关浓度 TMP（>200 ng/L）对

中肋骨条藻生长表现出抑制效应。可见目前海

洋环境中存在的低浓度抗生素亦可对海洋微藻

产生一定影响。需要注意的是，大环内酯类（如

阿奇霉素）与四环素类（如金霉素、土霉素）等抗

生素对微藻生长产生抑制效应的浓度均在 μg/L

级以上，明显高于 TMP对海洋微藻产生抑制作

用的浓度水平。
 

2.2    TMP对微藻光合色素的影响

叶绿素广泛存在于高等植物和其他能进行

光合作用的生物体内，其密切参与光合作用的各

个阶段，包括光能吸收、能量转化和光能转换。

因此，当微藻暴露于有毒化合物时，其生长变化

总是与叶绿素的生物合成有关[31]。一定浓度 TMP
对中肋骨条藻光合色素的合成具有促进作用

（图 2a）。在 500 ng/L TMP暴露 6 d时，中肋骨条

藻中 Chl a 的含量达到对照组的 153%（P<0.05），
而 TMP对其 Chl c 含量影响较小。与前者不同，

在暴露前期 TMP可显著促进三角褐指藻光合色

素的合成，但随着暴露时间延长，TMP可显著抑

制其光合色素合成（图 2b）。三角褐指藻在 50 ng/L
TMP中暴露 2 d时，Chl a 和 Chl c 含量均显著增
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加，分别比对照组增加 33%和 127%（P<0.05）。
然而，随着暴露时间延长，暴露第 6 d时，200 ng/L

TMP处理组中三角褐指藻 Chl a 含量显著降低，

仅为对照组的 68%（P<0.05）。
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图 2    不同浓度 TMP处理后中肋骨条藻（a、c）和三角褐指藻（b、d）光合色素含量的变化

Fig. 2    The  changes  in  photosynthetic  pigment  content  of  S.  costatum  (a,  c)  and  P.  tricornutum  (b,  d)  after  96  hours  of

exposure to different concentrations of TMP
 

本研究中，TMP对中肋骨条藻光合色素含

量的影响低于三角褐指藻，笔者认为产生这种差

异的原因主要与中肋骨条藻具有硅质细胞壁有

关。Fuhrmann等 [32] 认为，硅藻细胞壁可能在光

合作用过程中充当光子晶体片的功能。Chl a 含

量降低通常被认为是污染物毒性的可靠指

标[33]。中肋骨条藻 Chl a 含量在 TMP暴露期间

有所升高，这与其相悖。但有研究表明，在螺旋

霉素和阿莫西林的刺激下，铜绿微囊藻叶绿素水

平有所提高[34]。此外，墨西哥衣藻（Chlamydomonas
Mexicana）叶绿素含量随着环丙沙星浓度的增大

而增加[35]。同时，微藻细胞中活性氧（ROS）积累

会抑制微藻生长[36]。微藻中 ROS主要产生位点

为叶绿体、线粒体和过氧化物酶体三种细胞器，

而叶绿素含量增加的主要作用是中和胞内积累

的 ROS[35]。
对三角褐指藻而言，当 TMP浓度增大时，

其 Chl a 含量显著下降（P<0.05），但其 Chl c 含量

与对照组水平总体差别较小。由此可知，三角褐

指藻的 Chl c 对 TMP耐受性高于 Chl a。综上所

述，微藻光合色素对 TMP的敏感性顺序为三角

褐指藻>中肋骨条藻，且 Chl a 的敏感性大于 Chl c。 

2.3    TMP对微藻生化组分的影响

总蛋白、总脂和总碳水化合物是植物细胞

中 3类重要的活性物质，是植物良好的能量储存

地，也是植物参与各种生命活动不可或缺的物

质。不同浓度 TMP对中肋骨条藻和三角褐指藻

生物活性物质含量的影响如图 3所示。蛋白质
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是生命活动不可缺少的物质，对植物生长过程

起着至关重要的作用，常作为一项重要指标用于

衡量植物的生化特征 [37]。因此蛋白质含量能

够反映微藻细胞生长状况。研究发现可溶性

蛋白可提供代谢酶类以消除 ROS[38]。TMP暴露

前 6 d可显著影响三角褐指藻的蛋白合成（P<
0.05）。其中，500 ng/L TMP暴露 2 d和 4 d时，

三角褐指藻的总蛋白含量分别达到对照组的

235%和 226%（P<0.05）（图 3b）。与本研究结果

相似，Wu等[39] 研究发现索罗金小球藻（Chlorella
sorokiniana）在土霉素初始浓度从 0 mg/L提高

到 10 mg/L时，其蛋白质含量逐渐增加，这可能

是由于微藻抵抗逆境胁迫从而积累营养物质以

适应外界环境的变化[40]。TMP胁迫下中肋骨条

藻总蛋白含量与对照组无显著性差异，故推断中

肋骨条藻蛋白质受低水平 TMP影响较小。
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图 3    不同浓度 TMP对中肋骨条藻（a、c和 e）和三角褐指藻（b、d和 f）总蛋白、总碳水化合物和总脂含量的影响

Fig. 3    The  effects  of  TMP at  different  concentrations  on  the  total  protein,  total  lipid,  and  total  carbohydrate  contents  in S.

costatum (a, c, and e) and P. tricornutum (b, d, and f)
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碳水化合物和脂质是微藻细胞良好储能物

质，其中磷脂是植物细胞构成叶绿体膜、细胞

膜、线粒体膜的重要成分[37]。2种微藻总碳水化

合物含量在暴露前 2 d均与对照组无显著性差

异（P>0.05）。然而，随着暴露时间延长，TMP对

2种微藻总碳水化合物的合成产生了一定的影

响。暴露第 4 d时，500 ng/L TMP显著促进中肋

骨条藻总碳水化合物的合成（P<0.05），较对照组

升高幅度为 58%；而三角褐指藻总碳水化合物含

量随 TMP浓度升高表现出逐渐下降趋势。其

中，三角褐指藻在 500 ng/L TMP中暴露 4 d时，

其总碳水化合物含量显著低于对照组（P<0.05），
降低幅度达到 23%。TMP对中肋骨条藻总脂合

成的影响较小（P>0.05），但可显著影响三角褐指

藻总脂的合成（P<0.05）。
在 TMP暴露中期，三角褐指藻总碳水化合

物和总脂含量均显著降低。在不利条件下，微藻

生长受阻，多余的能量可以作为碳水化合物和脂

质储存[41]，且由于光合作用，固碳是微藻细胞中

碳水化合物的主要来源[42]，因此碳水化合物含量

的降低与叶绿素含量的变化趋势相似（图 2b和

图 3d）。可溶性糖能有效捕获 ROS和清除环境

胁迫下藻细胞中的自由基[43]。暴露前期和后期

TMP可显著促进三角褐指藻总脂合成。其中，

在 150 ng/L TMP下暴露 2 d、10 d时，其总脂含

量分别达到对照组的 139%、166%（P<0.05），这
与 Wang等 [44] 和 Mock等 [45] 的研究结果一致。

磺胺嘧啶作用下蛋白核小球藻的蛋白质、碳水

化合物、总脂含量均显著高于对照组[44]。此外，

微藻细胞在逆境胁迫下，为维持细胞氧化还原稳

态脂质含量会有所提高[45]。 

3   结 论

环境相关浓度 TMP对三角褐指藻的生长均

表现出一定促进作用，而中肋骨条藻在 TMP胁

迫下呈现“毒物兴奋效应”。基于光合色素含

量的结果，三角褐指藻对 TMP的敏感度高于中

肋骨条藻。环境浓度 TMP对中肋骨条藻和三角

褐指藻总蛋白、总脂和碳水化合物的合成均有

一定促进作用。与三角褐指藻相比 ， TMP
胁迫下中肋骨条藻的生化组分含量变化程度较

小。总体而言，环境相关浓度 TMP可对海洋微

藻的生长及生化组分合成产生一定影响。然而，

TMP可通过食物链进行生物富集，对高等水生

生物可能存在一定的潜在危害。因此，为全面评

估环境相关浓度 TMP对海洋环境的影响，还

需关注其对鱼类和甲壳类等海洋生物的长期

影响。
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