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摘　要:研究了亚历山大藻对海湾扇贝受精卵孵化的影响及致毒机制。结果发现:八株产 PSP毒素的亚历山大

藻和两株不产 PSP毒素的相关亚历山大藻均显著抑制海湾扇贝受精卵的孵化 , 说明这种抑制作用在亚历山大藻

中具有一定的普遍性 , 且与 PSP毒素无直接关系;一种 PSP标准毒素 STX也没有这种抑制作用 , 进一步证明可

能存在其他毒素。以相关亚历山大藻为对象展开进一步研究发现该藻对受精卵孵化的半数抑制密度 ( ID50) 为

1 000个 mL - 1;其藻液 、 重悬液 、 去藻液 、 内容物和藻细胞碎片均显著影响受精卵的孵化;研究还发现该藻能

改变了担轮幼虫破坏细胞膜结构和胞内结构 , 促使细胞内产生大量溶酶体 , 但溶酶体的稳定性下降 , 表明相关

亚历山大藻可能通过影响海湾扇贝早期发育阶段的细胞结构和免疫功能而导致孵化失败。
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　　在形成有毒赤潮的藻种中 , 甲藻亚历山大藻

(A lexandrium spp.)是常见藻种。该藻有 20多种 ,

不仅产生麻痹性贝毒 (Paraly tic Shellfish Po isoning,

PSP)毒素 , 危害海洋生态系统的各个环节 , 威胁

人类健康
[ 1]
, 还产生其它毒性物质

[ 2 -4]
。本实验室

以往研究发现塔玛亚历山大藻 A. tamarense ATHK

对栉孔扇贝 (Ch lamys farreri)受精卵孵化的毒性

与 PSP毒素无关
[ 5]
。本文以此为基础 , 比较研究

了 11株亚历山大藻对海湾扇贝 (Argopecten irrad i-

ans)受精卵孵化的影响 , 探讨这种毒性作用在亚

历山大藻中的普遍性 。为避免 PSP毒素可能造成

的影响 , 还以一株不产 PSP毒素的相关亚历山大

藻 A.affine为对象 , 进一步研究对海湾扇贝受精卵

孵化的影响和毒性来源 , 并通过透射电镜观察了相

关亚历山大藻对其早期发育过程中的重要阶段 ———

担轮幼虫细胞结构的影响 。溶酶体的稳定性与生物

体的健康状况密切相关 , 中性红保留时间 (N eutral

Red Retention)分析常作为检测溶酶体稳定性的一

项灵敏的生物指标
[ 6 - 7]

。本文也采用此方法研究相

关亚历山大藻对海湾扇贝担轮幼虫溶酶体稳定性的

影响 , 以期从细胞结构和功能两方面探讨相关亚历

山大藻抑制海湾扇贝受精卵孵化的机制。

1　材料与方法

1.1　实验材料

海湾扇贝亲贝 (壳高:5.7 ～ 6.0 cm)由青岛

金瀛海洋科技发展公司提供 。A.catenella (ACDH)

(高效液相色谱检测产 PSP毒素 )分离自中国东

海 , 其它 10株亚历山大藻同 Wang等
[ 8]
, 藻均用

f /2培养液培养 , 取指数生长期的藻实验。海水盐

度为 (31±1) ×10
- 12
。实验均在 (23±1)℃水浴

中进行。

1.2　实验方法

采用温度刺激法诱导海湾扇贝排精产卵 。除非

特别说明 , 实验均使用 50mL的小烧杯 , 实验液体

积为 30 mL, 受精卵密度度为 50个 mL
- 1
。以海

水和塔玛亚历山大藻 AT - 6为对照 。每组设 3个

平行 。将受精卵培养 36 h后 , 用鲁哥氏液固定 ,

于解剖镜下计数 D型幼虫数 , 采用以下公式计算

孵化率:孵化率 =
D型幼虫数

总受精卵数
×100%。

1.2.1　11株亚历山大藻对海湾扇贝受精卵孵化的

影响　将塔玛亚历山大藻 (AT - 6 , ATHK , AT5 -

1, AT5 - 3, ATC I02, ATC I03), 链状亚历山大藻 ,
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相关亚历山大藻 (AC - 1, AS - 1), A. lusitanicum

和微小亚历山大藻稀释至 2 000个 mL
-1
, 另设 f /

2培养液组。

1.2.2　STX标准毒素实验　一种 PSP标准毒素

Sax itox in (STX)购于加拿大国立研究中心。参照

塔玛亚历山大藻毒性 1 175.4 ×10
-6
μg /个

[ 9]
, 将

标准毒素 STX (2.94 μg mL
- 1
)稀释至相当于

500, 1 000和 5 000个 mL
- 1
塔玛亚历山大藻的毒

素浓度 。

1.2.3　相关亚历山大藻 AC - 1影响实验　将相关

亚历山大藻稀释至不同密度进行实验 。半数抑制浓

度定义为 50%的受精卵能发育成 D型幼虫的藻细

胞密度 。

1.2.4　相关亚历山大藻 AC - 1不同组分的影响实

验　设 5个组分:藻液 、重悬液 、去藻液 、内容物

和藻细胞碎片进行实验 , 组分的制备主要参考 Yan

等
[ 5]
方法 , 各组分对应于 3 000个 mL

-1
藻密度。

1.2.5　对担轮幼虫细胞结构的影响试验　将受精

卵液置于 2 000个 mL
-1
相关亚历山大藻液中培养

16 h后 (发育成担轮幼虫 ), 用 φ=2.5%戊二醛前

固定 , w =1%锇酸后固定 , 乙醇系列脱水 , 环氧

树脂 EPON812包埋 , LKB NOVA型切片机超薄切

片 , 醋酸铀和柠檬酸铅双染色 , 最后在加速电压为

75 kV的 H -7000 (H itachi, Japan)透射电镜下观

察细胞结构 。

1.2.6　对担轮幼虫溶酶体稳定性的影响实验　将

受精卵置于不同密度的相关亚历山大藻液中培养

16 h后 , 浓缩幼虫 , 重悬于 10mL海水中 。中性红

保留时间分析主要参考 Low e等
[ 7]
的方法:吸取 50

μL幼虫悬液于干净载玻片上 , 滴加 50 μL 8 mg 

L
- 1
中性红 , 盖上盖玻片 , 避光湿盒内孵育 15 m in

后 , 在光学显微镜下每 30 m in观察一次 , 直至溶

酶体颜色发生明显改变 (图 5B所示 )的幼虫个数

达 50%左右 , 记录该时间。每个样制 3张片 , 取

平均值作为中性红保留时间。

1.3　统计分析

实验数据用 S igmaPlot和 SPSS软件分析 , 所有

数据用 ANOVA进行统计差异分析 , 以 P <0.05表

示具有显著性差异。

2　结　果

2.1　11株亚历山大藻对海湾扇贝受精卵孵化的

影响

从图 1可以看出: f /2培养液和塔玛亚历山大

藻 AT - 6组的孵化率都达到了 80%以上 , 与对照

组无显著区别 (P >0.05), 其它 10株亚历山大藻

组的孵化率都不到 20%, 显著低于对照组 (P <

0.001)。结果表明:塔玛亚历山大藻 (ATHK ,

AT5 -1, AT5 - 3, ATC I02, ATC I03), 链状亚历山

大藻 , 相关亚历山大藻 (AC - 1 , AS - 1),

A. lusitan icum和微小亚历山大藻对海湾扇贝受精卵

的孵化有强烈的抑制作用 , 说明这种抑制作用在亚

历山大藻中具有一定的普遍性。相关亚历山大藻对

海湾扇贝受精卵孵化的影响与 PSP毒素无关 , 是

其它非 PSP毒素所引起的。

图 1　11株亚历山大藻对海湾扇贝受精卵孵化影响

F ig.1　E ffec ts of 11 strains o fA lexandrium spec ies on

egg-ha tching success ofA. irrad ian

2.2　STX标准毒素对海湾扇贝受精卵孵化的影响

由图 2可知:不同浓度 STX毒素组的孵化率

都在 80%左右 , 与对照组没有显著差异 (P >

0.05), 表明溶解的 STX标准毒素对海湾扇贝受精

卵的孵化没有抑制作用 。

图 2　PSP标准毒素 STX对海湾扇贝受精卵孵化影响

F ig.2　Effe cts o f PSP tox ins standa rd STX on

egg-hatch ing succe ss o fA. irradian

2.3　相关亚历山大藻对海湾扇贝受精卵孵化的影

响

从图 3可以看出:随着藻密度增加 , 海湾扇贝

孵化率逐渐降低 , 当密度为 100个 mL
-1
时 , 孵

化率显著低于对照组 (P <0.05), 至 3 000个 

mL
-1
时 , 孵化率为 0 , 其半数抑制密度 (IC50)

为 1 000个 mL
-1
。
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图 3　相关亚历山大藻对海湾扇贝受精卵孵化影响

F ig. 3　E ffec ts ofA.affine on egg-ha tching

succe ss o fA. irradian

2.4　相关亚历山大藻不同组分对海湾扇贝受精卵

孵化的影响

从表 1可以看出 , 相关亚历山大藻的 5个组分

均显著抑制海湾扇贝受精卵的孵化 , 其中藻液 、重

悬液 、内容物和去藻液组的孵化率为 0。

2.5　相关亚历山大藻 AC - 1对担轮幼虫细胞结构

的影响

图 4为相关亚历山大藻对海湾扇贝但轮幼虫细

胞结构的影响 。图 4A、 B为正常发育的担轮幼虫

细胞结构 , 图 4C , D , E , F, G , H为在藻液中发

育的担轮幼虫细胞结构 。从图中可以看出 , 在藻液

中发育的担轮幼虫细胞中溶酶体数量显著增多 , 并

聚集在细胞外周 (图 4C , a所示), 有些溶酶体电

子密度下降 (图 4D , b)。细胞膜肿胀破裂 , 细胞

内容物外溢 , 细胞内出现大量空泡 (图 4F , c, e,

d);核膜也发生肿胀破裂 (图 4E , i所示 );染色

质固缩 , 向核膜边集 (图 4G , H , f, g)。相关亚

历山大藻可能破坏了海湾扇贝早期发育阶段的细胞

结构 , 导致受精卵孵化失败 。

表 1　相关亚历山大藻不同组分对海湾扇贝受精卵孵化影响
Tab. 1　E ffects of differen t fraction ofA. affine on egg-ha tching success ofA. irrad ian

对照 塔玛亚历山大藻 AT - 6
不同组分(3000个 mL - 1)

藻液 重悬液 去藻液 内容物 碎片

孵化率 /% 76. 6±4. 7 72. 8±2. 6 0 0 0 0 32. 2±4. 1

图 4　相关亚历山大藻对海湾扇贝担轮幼虫细胞结构的影响

F ig. 4　Effects o fA. affine AC -1 on u ltrastruc ture o f trochopho re larvae o fA. irradian

(N, 细胞核;a, 溶酶体;b, 变性的溶酶体;c, 细胞内空洞;d:胞内物质外溢;e:细胞膜破裂;f:核膜破裂;g:染色

质固缩)

2.6　相关亚历山大藻 AC - 1对海湾扇贝担轮幼虫

溶酶体稳定性的影响

从图 5可以看出 , 随着时间延长 , 溶酶体发生

破裂 , 红色逐渐变浅消失 。

从图 6可知 , 随着藻密度增加 , 溶酶体对中性

红的保留时间逐渐降低 , 达到 900个  mL
- 1
时 ,

显著低于对照组 (P <0.05)。结果表明 , 相关亚

历山大藻降低了海湾扇贝担轮幼虫溶酶体的稳定

性 , 导致溶酶体容易破裂 , 从而降低了幼体的免疫

能力 。
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图 5　海湾扇贝担轮幼虫细胞溶酶体对中性红的

保留过程 (bar=20 μm)

ig.5　Re tention process of lysosom e of tro chopho re larvae

o fA. irradiant on neu tral red

图 6　相关亚历山大藻 AC - 1对担轮幼虫溶酶体

稳定性的影响

F ig.6　Effects o fA.a ffine AC - 1 on ly sosom a l stability o f

trochopho re larv ae o fA. irradian

3　讨　论

本文结果表明有害亚历山大藻能产生其它非

PSP的毒性物质抑制海湾扇贝受精卵的孵化。最近

十多年来 , 研究者们不断发现亚历山大藻属中的种

类能产生其它非 PSP的毒性物质 。如塔玛亚历山

大藻 、 微小亚历山大藻能产生溶血活性物质
[ 2, 10]

,

A. tay lori能产生蛋白质类的胞外物质
[ 3]
;古老亚历

山大藻 (A.osten feldii)能产生螺环内酯毒素 (spi-

ro lide s)
[ 11]
等等 。不同亚历山大藻种产生的这些非

PSP毒性物质似乎具有不同活性 , 研究这些物质的

结构特征 、 性质以及致毒机制将有助于全面了解有

害亚历山大藻赤潮的危害途径 、方式和机制。

相关亚历山大藻在日本 、 西班牙等地均引发过

赤潮 , 但该藻不产 PSP毒素
[ 12]
, 仅越南发现的一

株中检测到少量 PSP毒素
[ 13]
。本实验室以往的研

究发现 , 相关亚历山大藻 AC - 1和 AS - 1 (即 Al-

exandrium sp. 1和 A lexandrium sp. 2)对褶皱臂尾

轮虫 (B rachionus plica tilis)的种群增长有显著抑

制作用
[ 8]
。本文发现这两株藻对海湾扇贝受精卵

的孵化有显著抑制作用 (见图 1)。相关亚历山大

藻 AC - 1和塔玛亚历山大藻 ATHK对受精卵孵化

的毒性来源稍有不同:相关亚历山大藻的各个组分

对海湾扇贝受精卵的孵化均具有强烈抑制作用

(见表 1), 塔玛亚历山大藻主要是藻液 、 重悬液和

藻细胞碎片对栉孔扇贝的受精卵孵化有显著抑制作

用
[ 5]
。产生这种差异可能有两方面原因:一是不

同亚历山大藻种可能具有不同的产毒特性;二是不

同贝类胚胎对有毒藻有不同的敏感性 , 但需要对这

方面展开进一步研究。相关亚历山大藻能分泌一些

毒性物质于周围介质中 , 可能对海洋生物的毒性作

用会更直接 、 更大 。

相关亚历山大藻能诱导海湾扇贝幼虫产生大量

的溶酶体 。溶酶体的功能之一是防御功能 , 数量增

多 , 表明需要清除的外界异物较多。但相关亚历山

大藻使溶酶体稳定性降低 , 甚至使有些溶酶体变

性 , 这些意味着溶酶体清除能力降低。因此相关亚

历山大藻会降低海湾扇贝担轮幼虫的免疫功能 , 影

响对不良环境的抵抗能力;同时 , 大量溶酶体的产

生 , 导致用于其它发育方面的能量减少 , 这可能是

该株亚历山大藻影响海湾扇贝受精卵孵化失败的又

一原因。中性红保留时间主要是根据细胞中溶酶体

对中性红保留时间的变化来推断生物个体免疫功能

是否受影响
[ 6 -7]

, 本文首次采用此方法直接研究个

体中溶酶体对中性红保留时间的变化来反映扇贝幼

体的健康水平 , 也取得了比较明显的效果。

综上所述 , 相关亚历山大藻可能通过影响海湾

扇贝早期发育阶段的细胞结构和免疫功能而导致孵

化失败 , 亚历山大藻除了产生 PSP毒素外 , 还能

产生一些非 PSP的毒性物质危害海洋生物。
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Impacts and ToxicM echanism ofD inoflage llate A lexandrium Species on

Egg-hatch ing Success ofArgopecten irradians Lamarck

CHEN Tao-y ing
1, 2
, YAN Tian

1
, LIU Li-ping

1, 2
, WANG Li-ping

1, 2
, ZHOU M ing-jiang

1

(1. Institu te of Oceanology, ChineseA cademy Sciences, Q ingdao 266071, China;

2. G radua te Schoo l, ChineseA cademy o f sciences, Beijing 100039 , Ch ina)

Abstract:The main aim o f this study w as to investigate tox ic effect and mechanism s o f A lexandrium species on

eggs-hatching success of Argopecten irrad ians. The results showed, eight strains of PSP-producerA lexandrium spe-

cies and tw o strains of non-PSP-p roducerA.a ffine had significan tly detrimenta l e ffec ts, wh ich indicated that itw as

a common fea ture ofA lexandrium species tha t produced o ther than PSP tox ins responsib le for fe rtilized-egg ha tching

failure. The disso lved PSP tox ins standard saxitoxin (STX) had no such inhib ition on egg-hatching success, which

fu rther implied tha t fe rtilized-egg hatching failure w as no t rela ted to o ther non-PSP tox ins. A.affineAC -1, which

w as non-PSP producer, was chosen to further study the de trimental effects on eggs-ha tching success of A. irradi-

ans. Results show ed, when exposed to 100 ce lls mL
-1
, hatch ing ratesw ere low er significan tly than tha t in contro l

group , when exposed to 3000 ce lls mL
-1
, the hatching rate w as 0, , and themedian inhibiting densities (ID50)

was 1000 ce lls mL
-1
;A lgal cultu re, re-suspended cells, free-ce llmed ium , ce ll fragments and ce ll conten t ofA.

affine a ll hadma rkedly adve rse impacts. A.affine destroyed ce llu lar ultrastruc ture o f the trochophore larvae, dam-

aged ce llularmembrane structure and cy top lasm structure, and induced a p lenty of lysosome;Moreover, A.affine

decreased ly sosomal stability, m ade lysosome break easily, and damaged larval immune ability. It is the reby very

likely tha tA.a ffineAC -1 had effects on cellular struc ture and func tion ofA. irrad ians in early developmen tal sta-

ges to inh ib it fertilized-egg ha tching o fA. irrad ians.

Key words:harm ful algal b loom s (HABs);Alexandrium;Argopecten irradians Lamark;fertilized egg s hatch-

ing;impac t;toxicmechanism s
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