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氧化石墨烯对邻苯二甲酸二丁酯藻毒性的影响
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摘要: 以海洋微藻青岛大扁藻 ( Platymonas helgolanidica var． tingtaoensis) 为受试对象，研究了氧化石墨烯 ( graphene oxide，

GO) 与邻苯二甲酸二丁酯( dibutyl phthalate，DBP) 单独及共同对青岛大扁藻的急性毒性效应，考察了藻细胞的生长状况，光

合色素产量，细胞通透性，氧化应激指标及扫描电镜，以探讨 GO 的加入对 DBP 藻毒性的影响． 结果表明，低浓度 GO( 0. 1 ～
10 mg·L －1 ) 对青岛大扁藻的藻密度和叶绿素产量无明显影响，但藻细胞通透性随 GO 浓度升高显著增加 ( P ＜ 0. 05 ) ，10
mg·L －1时达到空白组的 2. 2 倍． DBP 对青岛大扁藻的 EC50，96 h为( 11. 14 ± 0. 80) mg·L －1，其毒性远大于 GO( EC50，96 h大于 100

mg·L －1 ) ． 1 mg·L －1GO 的加入使 DBP 的 EC50，96 h降低到( 4. 93 ± 2. 14) mg·L －1，低浓度 GO 对 DBP 藻毒性表现出一定的增强

作用． 1 mg·L －1的 GO 加入时，对低浓度 DBP 组( 0. 1 ～ 2 mg·L －1 ) 的藻密度、叶绿素产量、细胞通透性水平没有显著性影响，

但加剧了高浓度 DBP 组( 4 mg·L －1 ) 对藻密度、叶绿素产量的抑制，使单个藻细胞内 ＲOS 和 SOD 平均增加了 21%和 7% ． 扫

描电镜结果发现 GO 对藻细胞具有覆盖，包裹及聚集作用，这些可能是 DBP 藻毒性增强的主要原因． 该结果为揭示新型污染

物碳纳米材料对海洋生物的风险提供了数据支持．
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Effect of Graphene Oxide on Algal Toxicity of Dibutyl Phthalate
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Abstract: Marine microalgae，Platymonas helgolondica var． tsingtaoensis，were used as experimental subjects to study the acute toxic
effects of graphene oxide ( GO) and dibutyl phthalate ( DBP) ，both individually and together． The growth of algae cells，production of
photosynthetic pigments，cell permeability，and oxidative stress were investigated． The effects of GO on the algal toxicity of DBP were
evaluated． The results showed that low concentrations of GO ( 0. 1-10 mg·L －1 ) had no significant effect on algae density and
chlorophyll production of Platymonas helgolondica var． tsingtaoensis ( P ＜ 0. 05 ) ． However，the algae cell permeability increased
significantly with GO concentration ( P ＜ 0. 05) and reached 2. 2 times that of the control group at 10 mg·L －1 ． The EC50，96 h value of
DBP for Platymonas helgolondica var． tsingtaoensis was ( 11. 14 ± 0． 80) mg·L －1，which，in terms of toxicity，was much higher than
that of GO ( EC50，96 h ＞ 100 mg·L －1 ) ． At a GO concentration of 1 mg·L －1，the EC50，96 h value of DBP decreased to ( 4. 93 ± 2. 14)

mg·L －1，showing that low concentrations of GO enhanced the algae toxicity of DBP． When 1 mg·L －1 of GO was added，low
concentrations of DBP ( 0. 1-2 mg·L －1 ) did not have any significant effect on algae density，chlorophyll production，cell permeability，
ＲOS，and SOD． However，the inhibitory effects of high concentrations of DPB ( 4 mg·L －1 ) on algae density and chlorophyll
production were enhanced by GO，thereby increasing the average ＲOS and SOD in algae cells by 21% and 7%，respectively． SEM
images showed that GO was the primary factor responsible for increasing the coverage and packing of，and the aggregation effect on，
algae cells，which could be the reasons for the increased toxicity of DBP． The results of our study can provide data to reveal the risk of
novel carbon nanomaterial pollutants to marine organisms．
Key words: graphene oxide; dibutyl phthalate; algal toxicity; Platymonas helgolanidica var． tsingtaoensis; cell permeability

邻苯二甲酸酯类 ( phthalate esters，PAEs) 在日

常及工业上被广泛使用，其中邻苯二甲酸二 ( 2-乙
基己基) 酯 ( DEHP) 的用量最大，其次是邻苯二甲

酸二丁酯( DBP) ． DBP 作为环境激素的一种，对生

物生存、生态平衡以及人体健康有着巨大的威胁．
有研究表明其对水体中藻类( 短凯伦藻、短裸甲藻、
杜氏盐藻、角毛藻等) 有较强的毒性［1 ～ 3］．

氧化石墨烯 ( graphene oxide，GO) 因其独特的

机械、电学、光学及热性能等性质被广泛用于各个

领域． 一些研究表明，GO 进入环境接触生物时，在

基因、细胞、器官、个体尺度上会表现出一定的负
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面影响，毒性机制受尺寸、受试生物种类、部位等

因素的影响． GO 相关纳米材料在一定条件下有一

定的细胞毒性，能改变基因表达，介导 DNA 损伤，

影响细胞周期和代谢［4，5］，导致氧化应激［5 ～ 8］、细

胞 凋 亡［5，7］、免 疫 毒 性［8］、抗 菌 性［9，10］、藻 抑 制

性［11，12］、遗传毒性［13］等． 也有一些研究表明，GO
对一些生物没有表现出毒性效应或毒性很小． 一定

浓度的 GO 对斑马鱼个体没有明显的急性毒性［8］，

对人红细胞和皮肤成纤维细胞［14］、Hela 细胞［15］、
A549 细胞表现较低的毒性作用［16］． 环境中 GO 与

污染物的接触过程复杂，对生物体的共同作用不能

轻视． 研究显示，HA 的存在抑制了 GO 或 rGO 对

PAEs 的吸附，增强解吸附作用，意味着 GO 能通过

吸附环境中的污染物释放到生物体内［17］; GO 减少

了 PCB-52 对 human-hamster hybrid AL 细胞的生长

毒性和基因毒性等［18］; 在 GO 与 Cu2 + 的联合毒性

实验中，因 GO 的吸附作用减少大型溞体内 Cu2 + 的

富集量，从而减缓 Cu2 + 对大型溞的毒性［19］．
新型纳米材料类污染物进入海洋环境后，与原

本存在的传统有机污染物共同作用于海洋生物，对

海洋生态造成潜在危害． GO 与污染物对水生生物

的联合毒性效应现象多样，机制尚不明确． 青岛

大扁藻系单细胞海洋微藻，海洋中分布广泛，易

被海产珍品幼体摄食，在海洋生态环境评价中具

有代表性和易操作性． 本实验以青岛大扁藻为研

究对象，结合藻细胞生长状况、光能利用、细胞通

透性、以及氧化胁迫指标，分析低浓度 GO 存在时

对 DBP 藻毒性的影响，以揭示 GO 存在对海洋生

物的风险．

1 材料与方法

1. 1 实验材料

青 岛 大 扁 藻 ( Platymonas helgolanidica var．
tingtaoensis) 购自中科院海洋所藻种库． 藻种培养:

采用 f /2 培养基于人工智能光照培养箱( GXZ-500Z
江南仪器公司，宁波) 中培养． 培养条件为: 光暗比

为 14 h∶ 10 h，昼夜温度比为 24℃ ∶ 22℃，白天光照

强度为6 000 lx，每天摇晃藻液 2 次，正式实验前藻

液预培养至对数生长期． 纳米材料: 高纯度试剂级

氧化石墨烯粉末( JCGO-99-1-2) 购自南京吉仓纳米

科技有限公司．
1. 2 实验方法

1. 2. 1 氧化石墨烯分散液

分析天平称取 0. 005 g 氧化石墨烯粉末于 100

mL 容量瓶，用灭菌海水配置的培养液定容，振荡

混匀，配置 50 mg·L －1的 GO 母液． 将母液冰水浴超

声 40 min 后，慢速磁力搅拌 2 h，放置 4℃冰箱黑暗

条件保存待用． 使用前需再超声分散 30 ～ 40 min，

以保证充分分散，并置于紫外灯下灭菌 30 min．
1. 2. 2 各毒性指标的测定

( 1) 藻密度的测定 用血球计数板在普通光学

显微镜下计数，每个实验样品计数 3 次取平均值．
( 2) 叶绿素 a 的测定 取 4 mL 藻液于 5 mL 的

离心管中，离心 ( 7500g，10 min，10℃ ) ，去上清

液，重复 1 ～ 3 次． 然后向藻泥中加入 4 mL 95% 乙

醇，置于黑暗条件下提取 18 ～ 24 h，测量 665 nm 和

649 nm 波长下吸光度值( D665和 D649 ) ，用公式计算

叶绿素 a、叶绿素 b 的浓度( CChla和 CChlb ) ，叶绿素 a
与叶 绿 素 b 的 加 和 作 为 总 叶 绿 素 含 量，单 位:

mg·L －1 ．
CChla = 13. 95D665 － 6. 88D649

CChlb = 24. 96D649 － 7. 32D665

( 3 ) 细胞通透性的测量方法 乙二酸荧光素

( FDA) 是一种非极性非荧光的酯化有机物，可以穿

过细胞膜，自由进入细胞． 通过 FDA 可以在活细胞

中酯酶的作用下分解释放出荧光素的特性，可以利

用其荧光强度间接反映细胞膜的通透性［20］． 具体

实验操作: 取 4 mL 藻液于 10 mL 的离心管中，离心

( 7500g，10min，15℃ ) ，去上清液，重复 1 ～ 3 次得

到藻泥，向藻泥中加入 FDA 0. 7 mL，黑暗条件下培

养 20 min，每隔 3 ～ 5min 摇动一次． 充分反应后用

磷酸盐缓冲溶液 ( PBS，pH = 7. 0 ) 清洗多余 FDA，

重复 1 ～ 3 次，定容到 10 mL，用分子荧光光度计

( 激发波长 485 nm，发射波长 521 nm) 测荧光强度．
( 4) SOD、ＲOS 的测定方法 取 4 mL 藻液于 5

mL 离心管中，离心 ( 7500g，5 min，4℃ ) ，去上清

液，重复 1 ～ 3 次得到藻泥，向藻泥中入加 PBS 至

1 mL，在 超 声 波 细 胞 破 碎 仪 中 冰 水 浴 超 声 破 碎

( 5 min，间隔 30 s) ，得到粗酶液． 然后严格按照

SOD、ＲOS 试剂盒( 南京建成) 说明书进行操作，测

得 SOD、ＲOS 值．
1. 2. 3 GO 暴露对青岛大扁藻的影响

将青岛大扁藻藻液按每瓶 100 mL 分装到 200
mL 锥形瓶中． 置于光照培养箱中适应 24 h，后进

行暴露实验． GO 浓度设置: 0、0. 1、0. 2、0. 5、1. 0、
2. 0、5. 0、10. 0 mg·L －1，每组浓度设 3 个平行，然

后分别在 0、24、48、72、96 h 测定藻液的藻密度、
叶绿素含量和细胞通透性．
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1. 2. 4 GO 对 DBP 藻毒性的影响

将青岛大扁藻藻液按每瓶 100 mL 分装到 200
mL 锥形瓶中． 置于光照培养箱中适应 24 h，后开

始暴露实验． DBP 浓度设置: 0. 1、0. 5、1. 0、2. 0、
4. 0 mg·L －1，GO 根 据 单 独 暴 露 实 验 结 果 选 择 1
mg·L －1作为联合暴露实验浓度，每个浓度设定 DBP
单独组和 GO 添加组，分别表 示 为 D0. 1、D0. 5、
D1. 0、D2. 0、D4. 0 和 GD0. 1、GD0. 5、GD1. 0、
GD2. 0、GD4. 0，每组设 3 个平行． 然后分别在 0、
24、48、72、96 h 测定藻液的藻密度、叶绿素含量、
细胞通透性、ＲOS 和 SOD．
1. 2. 5 青岛大扁藻的扫描电镜( SEM)

将污染物暴露 96 h 后的青岛大扁藻样品，取 10
mL 离心分离( 9000g，10 min，4℃ ) ，抽滤，经冷冻干

燥后，用扫描电镜检测( JSM-6390LV，JEOL，Japan) ．
1. 3 分析方法

青岛大扁藻生长抑制率 IＲ 按公式计算，

IＲ = ［1 － ( Nx /N0) ］× 100%
式中，Nx 是观测时实验组的藻密度，cell·L －1 ; N0

为观测时对照组的藻密度，cell·L －1 ． 利用 Origin
9. 1 和 SPSS 19. 0 软件进行数据分析和方差分析

( ANOVA) ．

2 结果与讨论

2. 1 GO 的表征

其 TEM 和 FTIＲ 表征如图 1． 从氧化石墨烯的

TEM 结果可以看出，本实验所用的 GO 是一类只有

一个维度在纳米级的纳米材料，其大小尺寸为 1 ～ 5
μm，厚度为 0. 8 ～ 1. 2 nm． 氧化石墨烯的红外曲线

出现了大量含氧官能团的特征峰，如 1717 cm －1 处

出现羧基( C O) 的特征峰，3 404 cm －1 处特征峰

代表着羟基( —OH) 的伸缩振动，1 587 cm －1处特征

峰代表着羟基的弯曲振动，表明本实验所用氧化石

墨烯中氧化基团主要是羟基和水分子．

( a) GO 分散液的透射电镜图，( b) 氧化石墨烯粉末的 FTIＲ 图

图 1 GO 材料的表征

Fig． 1 Characterization of GO

2. 2 GO 对青岛大扁藻的单独毒性

2. 2. 1 GO 对青岛大扁藻藻密度的影响

图 2 中显示了青岛大扁藻在 0. 1 ～ 10 mg·L －1

GO 的单独作用下的 0 ～ 96 h 藻密度变化曲线以及

96 h EC50 的拟合评估． GO 对青岛大扁藻的生长在

72 h 前表现出略微的刺激作用，藻密度高于空白

组，整个暴露过程对青岛大扁藻生长没有表现出明

显的抑制作用． 96 h 剂量-抑制率图显示 0. 1 ～ 10
mg·L －1GO 对青岛大扁藻的藻密度的抑制率均低于

10%，EC50，96 h ＞ 100 mg·L －1 ( Ｒ2 = 0. 965，P ＜
0. 01) ，说明 GO 对青岛大扁藻毒性很小． 之前的研

究表明，石墨烯对斜生栅藻 ( Scenedesmus obliquus)
的 72 h IC50为 150 mg·L －1左右，其所用的石墨烯与

本 实 验 使 用 的 GO 尺 寸 相 近，结 果 也 相 近，10
mg·L －1时对藻的生长抑制低于 10%［21］． GO 对羊

角月牙藻( Ｒaphidocelis subcapitata) 的 96 h EC50为 20
mg·L －1，其平均尺寸大小 ( 粒径 120 ～ 200 nm，厚

3. 5 nm) 比本实验所用的 GO( 粒径 1 ～ 5 μm，厚 0. 8
～ 1. 2 nm) 小得多，表现出的毒性比青岛大扁藻

大［22］． 与 Tang 等［23］的研究结果相近，其研究表明

10 mg·L －1以下 GO ( 粒径 588 nm ) 对铜绿微囊藻

( Microcystis aeruginosa) 的生长没有抑制作用，但两

者作用机制是否相同仍需进一步研究． 本实验表明

在 96 h 内没有观察到明显的生长抑制，Hu 等［12］的

研究显示 GO( 粒径 1 ～ 5 μm，厚 0. 8 ～ 1 nm) 对小球

藻( Chlorella vulgaris) 的生长抑制出现在 144 h．
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( a) 0 ～ 96 h 各组藻细胞生长情况; ( b) GO 暴露 96 h 的抑制率-浓度曲线; 红线为拟合曲线，灰色部分为 95%置信区间

图 2 GO 对青岛大扁藻的生长抑制作用

Fig． 2 Effect of GO on the cell density and growth inhibition in algae

2. 2. 2 GO 对青岛大扁藻叶绿素产量的影响

图 3 GO 对青岛大扁藻光合色素的影响

Fig． 3 Effect of GO on the photosynthetic pigments of algae

光合色素是客观反映藻类利用光照能力的一类

重要物质，藻类的光合色素会随着环境的改变和

生长发育阶段的不同而发生变化，其含量的高低

可以表征藻类的存活情况和生物量的大小． 图 3
显示了 0 ～ 96 h 青岛大扁藻在 GO 暴露组和空白

组叶绿素 a、叶 绿 素 b、总 叶 绿 素 的 含 量 变 化 情

况，以及 96 h 不同浓度 GO 暴露组相对空白组的

叶绿素 a 含量水平． 图 3 ( a) ～ 3 ( c) 显示了叶绿素

a、叶绿素 b、总叶绿素含量与藻的生长状况一致，

整个暴露过程，叶绿素 a、叶绿素 b、总叶绿素的

含量相比空白组没有明显差异． 图 3 ( d) 可以看到

96 h GO 的暴露对叶绿素 a 的含量有略微的抑制，

抑制率在 10% 以内，但是相对于空白组没有显著

的差异． 与 Tang 等［23］的研究结果相似，其结果表

明 GO 浓度在低于 10 mg·L － 1时对铜绿微囊藻的光

合作用参数( 电子产率，叶绿素 a 产量，光合作用

效率，最大电子转移量) 没有显著性影响． 向昆仑

等［24］研究了高毒性污染物双酚 A 对青岛大扁藻

的影响，发现双酚 A 能明显抑制青岛大扁藻的光

合色素产量． 这说明 0. 1 ～ 10 mg·L － 1 GO 对青岛

大扁藻的光合作用没有明显影响，也反映了 GO
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对青岛大扁藻的低毒性．
2. 2. 3 GO 对青岛大扁藻细胞通透性的影响

GO 作为一种 2D 材料，多项研究发现其独特的

片层结构可能对细胞膜造成物理性的割伤、刺破等

损害，导致细胞通透性改变． 实验中的细胞通透性

在一定程度上可以反映细胞膜的完整性，为消除细

胞密度变化的影响，以 FDA 法实测荧光强度与藻

细胞数的比值作为单个细胞通透性水平． 图 4 显示

了 0 ～ 96 h 在 GO 暴露的情况下单个藻细胞通透性

水平( 初始空白组为 1 ) 的变化情况以及 96 h 单个

藻细胞通透性水平 ( 空白组为 1 ) 随 GO 浓度的变

化． 图 4( a) 中 GO 暴露组藻细胞通透性水平随时间

呈现升高的趋势，空白组变化不明显，5 mg·L －1 和

10 mg·L －1 GO 暴露组藻细胞通透性一直保持较高

水平，最高时分别达到初始空白组的 2. 6 和 3. 2
倍，说明 GO 的暴露造成青岛大扁藻细胞通透性改

变，且时间越长，影响越大． 图 4( b) 中显示了 96 h
不同浓度 GO 暴露单个藻细胞通透性水平随浓度的

增加显著升高 ( P ＜ 0. 05 ) ，0. 1 ～ 10 mg·L －1 分别增

加到空白组的 1. 2 ～ 2. 2 倍． GO( 厚度约为 0. 8 ～ 1
nm) 的锋利边缘结构在与细胞的相互接触过程中，

会直接对细胞产生一定的物理性损伤 ( 划破细胞

壁，刺穿细胞膜等) ，影响细胞通透性［9］． GO 浓度

越高，在培养体系中与藻细胞接触的概率越大，培

养过程中摇晃混匀也可能对此造成影响． Ouyang
等［20］的研究也发现 1 和 10 mg·L －1 的片状 GO( 粒

径 1 ～ 5 μm，厚 0. 8 ～ 1 nm) 和 0. 01 ～ 10 mg·L －1的

量子点 GO ( 粒径 20 ～ 50 nm，厚 4. 8 ～ 5. 2 nm) 暴

露后显著改变了小球藻细胞通透性． 细胞表面物理

损伤是导致藻密度和叶绿素产量略微抑制的主要原

因，但低浓度 GO 引起的物理性损伤对藻种群的生

长没有明显的影响．

( a) 单个藻细胞细胞通透性水平相对于空白组 0 ～ 96 h 变化情况; ( b) 96 h 时不同浓度 GO 组藻细胞通透性水平比较;

不同小写字母表示各组间的差异，P ＜ 0. 05

图 4 GO 对青岛大扁藻细胞通透性的影响

Fig． 4 Effect of GO on the cell permeability in algae cell

2. 3 GO 对 DBP 藻毒性的影响

2. 3. 1 对青岛大扁藻生长抑制的影响

GO 单独暴露的实验表明 0. 1 ～ 10 mg·L －1 GO
对青岛大扁藻的生长无明显影响，本实验选择 1
mg·L －1的 GO 与不同浓度的 DBP 联合暴露，以观察

低浓度 GO 的加入对 DBP 藻毒性的影响． 如图 5 所

示，显示了 DBP 单独及与 1 mg·L －1 GO 同时存在

时，青岛大扁藻 0 ～ 96 h 藻密度变化情况以及 DBP
浓度变化对藻生长抑制作用的影响． 图 5 ( a) 可以

看出 DBP 单独及与 1 mg·L －1 GO 同时存在时，相

比于空白组，青岛大扁藻在 0 ～ 96 h 藻密度受到明

显抑制，DBP 对青岛大扁藻表现出较高的毒性作

用． 图 5 ( b) 中拟合了 96 h DBP 的浓度-抑制率曲

线，得到 DBP 对青岛大扁藻的 EC50 为 ( 11. 14 ±

0. 80) mg·L －1 ． 不同的藻类对 DBP 的耐受程度不

同，文献中显示 DBP 对淡水藻斜生栅藻和小球藻

的 96h EC50分别为 15. 3 mg·L －1和 3. 14 mg·L －1［25］．
对比 96 h DBP 单独及与 1 mg·L －1 GO 同时存在的

抑制率［图 5 ( c ) ］，发现在低浓度 DBP ( 0. 2 ～ 2
mg·L －1 ) 组，1 mg·L －1 GO 的加入对青岛大扁藻的

生长抑制作用没有明显的差异，在高浓度 DBP ( 4
mg·L －1 ) 组，1 mg·L －1 GO 的加入对藻的 96 h 生长

抑制作用有显著的增强作用( P ＜ 0. 05) ，抑制率从

34%增加到 45% ． 1 mg·L －1 GO 的加入使 DBP 的

96h EC50 从 ( 11. 14 ± 0. 80 ) mg·L －1 下降到 ( 4. 93 ±
2. 14) mg·L －1，Tang 等［23］在研究 GO 和 Cd 联合下

对 铜 绿 微 囊 藻 的 毒 性 效 应 时， 发 现 低 浓 度

( 1 mg·L －1 ) GO 作用下没有表现出毒性效应，但是
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GO 的存在加剧了 Cd 的毒性． Yu 等［26］的研究表

明，GO 的细胞毒性除了传统的物理损伤和氧化应

( a) 为 0 ～ 96 h 各组藻密度的变化情况; ( b) 、( c) 分别为 96 h

DBP 与 GO + DBP 组藻密度的抑制率-浓度曲线( 红线为拟合线，

灰色部分为 95%置信区间) ; ( d) 为96 h DBP 与 GO + DBP 组藻

抑制率对比( 空白组为 1) ，* 表示显著差异，P ＜ 0. 05，下同

图 5 有无 GO 添加时 DBP 对青岛大扁藻密度的影响

Fig． 5 Effect of DBP，with and without the addition

of GO，on algae density

激等，还可能是由于 GO 中的含氧官能团与铁结合

导致含铁代谢受阻而引起抑制，可以通过测量培养

体系中的 Fe 含量研究此过程．
2. 3. 2 对青岛大扁藻叶绿素产量的影响

图 6 中 显 示 了 计 算 得 到 的 DBP 单 独 及 与 1
mg·L －1 GO 同时存在时，培养体系中藻细胞产生叶

绿素 a，叶绿素 b 和总叶绿素含量的变化情况，以

及 96 h 不同浓度 DBP 有无 GO 加入相对于空白组

单个藻细胞叶绿素 a 水平对比． 图 6 ( a) ～ 6 ( c) 可

以看出，DBP 组和 GO + DBP 组藻细胞中叶绿素 a、
叶绿素 b 和总叶绿素含量要明显少于空白组，且其

变化趋势与藻密度一致． 对比 GO 组与 GO + DBP
组 0 ～ 96 h 藻细胞中叶绿素 a、叶绿素 b 和总叶绿

素含量，没有显著性差异． 图 6 ( d) 中显示了各组

96 h 单个藻细胞叶绿素含量水平随 DBP 浓度变化

情况( 空白组为 1) ，DBP 浓度在 0. 1 ～ 4 mg·L －1时，

均表现出对叶绿素 a 无差异的高抑制性，除了 4
mg·L －1 DBP 组，其 抑 制 率 为 21. 48% ． 0. 1 ～ 2
mg·L －1 DBP 组对藻叶绿素 a 含量的抑制率分别为

85. 15%、75. 65%、76. 79%、66. 71%，平均抑制率

为 76. 08% ． 0. 1 ～ 4 mg·L －1 GO + DBP 组对藻叶绿

素 a 含 量 的 抑 制 率 分 别 为 72. 4%、82. 24%、
56. 29%、 68. 03%、 63. 35%， 平 均 抑 制 率 为

68. 46% ． 对比 DBP 组和 GO + DBP 组，GO 的加入

显著增强了高浓度 DBP( 4 mg·L －1 ) 对单个藻细胞

产生叶绿素 a 的抑制效应( P ＜ 0. 05 ) ，这与 GO 对

高浓度 DBP( 4 mg·L －1 ) 藻密度的增强抑制效应一

致． 李芳芳等［27］研究纳米铜颗粒( 10 ～ 30 nm) 和微

米铜颗粒( 46 μm) 对中肋骨条藻的毒性中发现，铜

离子、铜纳米颗粒微米铜颗粒都会抑制藻的光合作

用，且纳米铜颗粒对藻的毒性主要是浸出的铜离子

造成的．
2. 3. 3 对青岛大扁藻细胞通透性的影响

图 7 显示了 DBP 单独及与 1 mg·L －1 GO 同时

存在时青岛大扁藻细胞通透性的变化情况． 从图 7
( a) 中可以看出，0 ～ 96 h DBP 单独及与 1 mg·L －1

GO 同时暴露下藻细胞通透性随时间呈现上升趋

势，在 48 h 后均高于空白组，DBP 的暴露使青岛大

扁藻的细胞通透性升高，可能是由于 DBP 对细胞

膜的破坏，细胞内含物流出［25］． 图 7 ( b) 可以看出

96 h 暴露后 DBP 组与 GO + DBP 组的藻细胞通透性

均明显高于空白组，0. 1 ～ 4 mg·L －1 DBP 组藻细胞

通透性分别为空白组的 2. 2、1. 8、2. 6、1. 1、2. 3
倍，平均升高到空白组的 2. 0 倍，0. 1 ～ 4 mg·L －1

GO + DBP 组藻细胞通透性分别为空白组的 1. 9、
1. 6、1. 6、1. 4、1. 6 倍，平均升高到空白组的 1. 6
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图 6 有无 GO 添加时 DBP 对青岛大扁藻光合色素的影响

Fig． 6 Effect of DBP，with and without the addition of GO，on the photosynthetic pigments of algae

倍． 在 DBP 浓度为 0. 1、1 和 4 mg·L －1时，GO 的加

入对 DBP 表现出显著的藻细胞通透性减小作用( P

图 7 有无 GO 添加时 DBP 对青岛大扁藻细胞膜通透性的影响

Fig． 7 Effect of DBP，with and without the addition of GO，on cell permeability

＜ 0. 05) ，在 DBP 浓度为 0. 5 mg·L －1和 2 mg·L －1时

没有显著性影响． GO 和 DBP 单独作用于青岛大扁

藻时都能使藻细胞通透性增加，但二者的作用机制

不同，DBP 对藻细胞通透性的影响主要是通过干扰

细胞代谢造成膜损伤，而 GO 对藻细胞通透性的影

响主要是通过相互接触产生的物理性损伤［28］． 实

验结果显示 GO 的加入减轻了 DBP 对藻细胞通透

性的增高作用，可能是由于藻类的胞外分泌物［29］

及 GO 的吸附作用［19］，增强藻细胞间或与 GO 的相

互积聚，使藻细胞通透性比单独 DBP 作用时低．
2. 3. 4 对青岛大扁藻 ＲOS 和 SOD 的影响

氧化胁迫是解释有毒物质对生物组织或细胞造

成毒性危害机制的主要理论之一． 毒性物质进入生

物活细胞后会导致大量的自由基产生，ＲOS 含量上
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升，造成氧化胁迫． SOD 即总超氧化物歧化酶是一

类高诱导酶，是清除 O －
2 自由基等系列反应中的关

键酶，能够将 O －
2 自由基等底物转化为过氧化氢等

过氧化物． 为了探讨 GO 的加入是否能影响 DBP 对

藻细胞中 ＲOS 和抗氧化系统损伤，实验中考察了

有无 GO 添加情况下，DBP 暴露 96 h 后，藻细胞内

ＲOS 和 SOD 的变化，结果如图 8 所示． DBP 的暴露

使 ＲOS 和 SOD 的水平明显升高，DBP 组的 ＲOS 分

别升高到空白组的 1. 5、1. 9、1. 3、1. 3、1. 7 倍，平

均升高 1. 5 倍． GO + DBP 组的 ＲOS 分别升高到空

白组的 1. 5、1. 4、2. 2、2. 1、2. 0 倍，平均升高 1. 9
倍，说明 GO 的加入使 ＲOS 的产量增加． DBP 组的

SOD 分别升高到空白组的 1. 2、1. 2、1. 5、1. 3、1. 4
倍，平均升高 1. 3 倍，GO + DBP 组的 SOD 分别升

高到空白组的 1. 4、1. 2、1. 4、1. 2、1. 9 倍，平均升

高 1. 4 倍，说明 GO 的加入也使 SOD 的产量增加．
在低浓度 DBP 组( 0. 1 ～ 2 mg·L －1 ) ，GO 的加入对

SOD 水平无明显影响，对 ＲOS 水平有明显增加，但

在高浓度 DBP 组( 4 mg·L －1 ) ，GO 的加入显著地提

高了 SOD 水平，而对 ＲOS 水平没有明显影响． 细

胞内 ＲOS 和 SOD 是一对相互反馈的变量，当藻细

胞内 ＲOS 升高时，为了维持代谢平衡，细胞中的

SOD 等抗氧化酶会被激活，用于清除过量的 ＲOS;

当 SOD 产量增加时，藻细胞内的 ＲOS 会在短时间

内被清除，导致 ＲOS 含量下降． 上述现象表明 GO
的加入，会促进藻细胞体内 ＲOS 和 SOD 的产生，

这可能是 GO 对藻细胞的物理损伤能造成细胞表面

的 ＲOS 升高［30］，DBP 对藻细胞内部结构的损伤导

致细胞内 ＲOS 的升高，两者共同作用导致氧化应

激作用增强［25，31］．

图 8 有无 GO 添加时暴露 96 h DBP 对青岛大扁藻 ＲOS 和 SOD 的影响

Fig． 8 Effect of DBP，with and without the addition of GO，on the ＲOS and the SOD level in algae after exposure for 96 h

2. 3. 5 对青岛大扁藻的覆盖和聚集作用

图 9 中显示了 GO 及 DBP 暴露下青岛大扁藻

的 SEM 照片，从图 9 ( b) ～ 9 ( c) 可以看出 GO 的

加入对青岛大扁藻有一定的覆盖和包裹作用，图

中分别用黄色和蓝色箭头表示 ． 前文中发现低浓

度 GO 对青岛大扁藻的增长没有明显的影响，但

是对藻细胞通透性有显著影响，随浓度的升高细

胞通透性越高 ． 由于浓度越高，GO 与藻细胞的

接触概率越大，被划伤切割的概率也越大，平均

每个藻细胞通透性则增大 ． 可以从藻密度、光合

色素含 量、SOD 及 ＲOS 的 变 化 中 看 出，藻 细 胞

的通透性增强，使得 DBP 更容易进入藻细胞，是

导致 DBP 毒 性 增 强 的 重 要 原 因 ． Hu 等［12］ 在 对

GO 与小球 藻 相 互 作 用 的 研 究 中，所 使 用 的 GO
在尺寸和 浓 度 设 定 上 与 本 实 验 相 近，他 们 发 现

GO 在藻 细 胞 表 面 形 成 泡 状、薄 膜、垂 直 嵌 入、
桥状等微型结构，这些现象均能够改变藻细胞通

透性 ． 前文中提到，GO 的加入减轻了 DBP 对藻

细胞通透性的增强，从图 9 ( d) 中可以看出，DBP
对青岛大扁藻的生长不仅有高抑制性，还能导致

青岛大扁藻畸形，图中红色箭头所示，畸变藻细

胞比空白组藻细胞长 3 ～ 7 倍，并 且 GO 的 存 在

使藻细胞容易发生图中类似的聚集 ． GO 能对细

胞膜产生 应 力，影 响 细 胞 膜 的 生 成［30］，畸 形 藻

细胞或死亡后的藻细胞残留物均能与 GO 相互聚

集，聚集后覆盖在一些活细胞表面，抑制藻细胞

的运动，影响物质的进出，进而减小活细胞通透

性，改变藻细胞对营养物质的运输和摄取或相关

代谢活动，例如，研究发现 GO 的存在可以抑制

细胞中与 Fe 相关的代谢［26］．

4393



8 期 涂海峰等: 氧化石墨烯对邻苯二甲酸二丁酯藻毒性的影响

( a) 为空白组青岛大扁藻; ( b) 为 1 mg·L －1 GO 单独作用组; ( c) 和( d) 为 1 mg·L －1 GO 与 4 mg·L －1DBP 共同作用组;

图中黄色箭头表示 GO 覆盖在藻细胞表面，蓝色箭头表示 GO 对藻细胞的包裹作用，红色箭头表明藻体异常现象

图 9 GO 及 DBP 暴露下青岛大扁藻的 SEM 图

Fig． 9 SEM images of the algae cells after exposure to DBP and GO

3 结论

( 1) 低浓度 0. 1 ～ 10 mg·L －1 GO 对青岛大扁藻

的生长藻密度和光合色素产量无明显影响，但 GO
的暴露能显著影响藻细胞通透性，且随浓度升高而

升高，主要原因是 GO 与藻细胞的相互接触过程中

造成的物理性伤害，GO 浓度越高相互接触概率越

大，损伤也越大．
( 2) 1 mg·L －1 GO 的加入使 DBP 的 EC50，96 h 从

( 11. 14 ± 0. 80 ) mg·L －1 降 低 到 ( 4. 93 ± 2. 14 )

mg·L －1，1 mg·L －1GO 对 DBP 藻毒性表现出一定的

增强作用．
( 3) 1 mg·L －1 GO 的加入对低浓度 DBP 组( 0. 1

～ 2 mg·L －1 ) 暴露 96 h 后的藻密度、叶绿素、细胞

通透性水平没有显著性影响，但对高浓度 DBP 组

( 4 mg·L －1 ) 的藻密度、叶绿素 a 抑制有显著的增强

作用; GO 的加入还使单个藻细胞氧化应激水平增

加; 还发现 GO 的加入能减缓 DBP 造成的藻细胞通

透性增加，主要原因是 GO 的存在促进藻细胞团

聚，影响细胞运动和物质运输，其分子机制仍需进

一步研究．
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