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南海 LH原油和 0#
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摘要 : 采用半静水法进行了南海原油和 0#柴油对凡纳滨对虾( Litopenaeus vannamei)、翡翠贻贝( Perna viridis) 和菲

律宾蛤仔( Ruditapes philippinarum) 的急性毒性试验。南海 LH原油乳化液、0 #柴油乳化液和 0 #柴油分散液对凡纳

滨对虾的 96 h半致死安全质量浓度( LC50) 分别为 3. 25 mg·L - 1、3. 17 mg·L - 1和 2. 40 mg·L - 1 , 其对应的安全阈值

分别为 0. 33 mg·L - 1、0. 32 mg·L - 1和 0. 24 mg·L - 1 ; 南海 LH原油乳化液和 0 #柴油乳化液对菲律宾蛤仔的 96 h-

LC50分别为 15. 93 mg·L - 1和 8. 74 mg·L - 1 , 对应安全阈值分别为 1. 59 mg·L - 1和 0. 87 mg·L - 1 ; 0 #柴油乳化液对翡

翠贻贝的 96 h-LC50为 28. 90 mg·L - 1 , 安全阈值为 2. 89 mg·L - 1
。
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Abstract: We studied the acute toxicity of Nanhai LH crude oil and NO. 0 diesel to Litopenaeus vannamei, Perna viridis and Ruditapes

philippinarum. The results show that 96 h-LC50 s of Nanhai crude oil emulsion, NO. 0 diesel emulsion and NO. 0 diesel dispersants to

L. vannamei were 3. 25 mg·L - 1 , 3. 17 mg·L - 1 and 2. 40 mg·L - 1 , respectively, and the corresponding safety thresholds were 0. 33 mg·

L - 1 , 0. 32 mg·L - 1 and 0. 24 mg·L - 1 , respectively. The 96 h-LC50 of Nanhai LH crude oil emulsion and NO. 0 diesel emulsion to

R. philippinarum were 15. 93 mg·L - 1 and 8. 74 mg·L - 1 , respectively, and the corresponding security thresholds were 1. 59 mg·L - 1and

0. 87 mg·L - 1 , respectively. In addition, The 96 h-LC50 of NO. 0 diesel emulsion on P. viridis was28. 90 mg·L - 1 , and the safety thresh-

old was 2. 89 mg·L - 1 .
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  近岸海域是重要的海水增养殖水域, 同时也是

受污染相对较严重的区域, 而石油污染是中国近海

海域主要污染问题之一。近几年来, 虽然中国入海

石油类的总量有所降低, 近海海域石油类超一二类

海水水质标准的面积有所减小, 但是一些重要海水

增养殖海域石油污染的潜在威胁依然存在, 尤其是

海上事故性溢油对渔业生态环境与增养殖生物的污

染影响不容忽视
[ 1 - 2 ]
。尽管中国在石油类对海水增

养殖生物急性毒性效应方面开展过一系列的研究,

获得了一些基础数据, 仍然远远不能满足实际的需

求
[ 3 - 6 ]
。自然条件下石油类主要是通过溶解、乳化

作用等复杂的迁移过程进入水体。溢油事故发生

后, 以化学分散剂分散原油是一种有效手段。然而

使用分散剂后形成的化学分散油在波浪及海流的作

用下会向岸滩漂移, 同时受化学分散油污染的沙滩

又长期缓慢地释放石油烃及有机物、重金属等其他

有害成分, 对近岸海域构成极大的威胁 [ 7]
。而单

独石油烃与经消油剂处理的石油烃对南海近岸海域

水产经济种类比较研究较少, 因此研究石油类对海

洋增养殖生物的毒性效应以及石油乳化液与分散液

毒性效应的差异对深入了解溢油污染对海洋生物的

危害和石油污染的治理修复具有重要意义。笔者选

择南海区重要增养殖品种凡纳滨对虾 ( Litopenaeus

vannamei) 、翡翠贻贝 ( Perna viridis) 和菲律宾蛤仔

( Ruditapes philippinarum ) 为试验生物, 进行代表

性的南海 LH原油和 0
#
柴油乳化液与分散液的急性

毒性试验, 确定其在不同条件下的安全阈值, 为保

护海洋渔业和海洋生态提供基础数据。

1 材料与方法

1.1 试验生物

试验用的凡纳滨对虾由中国水产科学研究院南

海水产研究所深圳试验基地提供, 体质量为 4. 21

～9. 46 g, 体长为 7. 9 ～11. 4 cm。翡翠贻贝取自广

东省深圳大亚湾, 壳长为 2. 10 ～3. 20 cm、壳宽为

1. 0 ～2. 3 cm。菲律宾蛤仔取自海南岛三亚榆林港,

壳长为 1. 3 ～1. 7 cm、壳宽为 1. 0 ～1. 3 cm。试验

前在室内驯养 1 周, 受试生物死亡率 < 5% , 挑拣

健壮、大小均匀的个体备用。

1.2 试验药品

南海 LH原油取自中国南海流花油田; 0
#
柴油购

自广州市加油站; 富肯-3号消油剂购自广州富肯环保

科技有限公司; 正己烷、乙醇、乙醚等均为分析纯。

1.3 试验方法

1. 3. 1 富肯-3 号消油剂毒性试验  预试验: 设

置 1 mg·L
- 1
、10 mg·L

- 1
和 100 mg·L

- 1
3 个消油剂

浓度组, 试验在 60 L的玻璃缸中进行。每个玻璃

缸加入 40 L不同浓度的暴露溶液, 同时各放入 15

只试验生物进行消油剂毒性的预试验。

1. 3. 2 南海 LH原油和 0
#
柴油母液制备   1) 南

海 LH原油和 0 #
柴油乳化母液: 将消油剂与南海

LH原油、0 #
柴油分别按 1�1 体积比例混合后置于

超声波洗涤器中超声 5 min, 然后按与过滤海水体

积比为 1�10, 置于超声波洗涤器中连续超声 3 h

后置于分液漏斗静置 3 h。水相液置于棕色瓶保存。

2) 南海 LH原油和 0 #
柴油分散相母液: 将南海 LH

原油、0
#
柴油分别与过滤海水体积比为 1�10, 在

电磁搅拌机连续搅拌 12 h, 静置 12 h, 将水相虹吸

至棕色瓶保存。

1. 3. 3 急性毒性试验  采用以 10 为底的等对数

方式设置浓度组。配置浓度梯度前用 UV-2550 紫

外可见分光光度计( 岛津仪器有限公司出品 ) 测定

母液。曝油前, 根据不同试验要求按一定浓度间距

配制试验液系列, 设 1 个对照组和 5 ～6个浓度组。

试验在适当体积的玻璃缸中进行, 每个器皿放入

10 只受试生物。试验海水盐度为 29 ～30, pH 为

7. 2 ±0. 1, 水温为 28 ～30 ℃。试验在自然光照下

进行, 每 8 h换一次水, 适当充气。每天观察记录

受试生物的活动状况, 死亡的受试生物及时捞出。

躯干弯曲、僵硬, 用玻璃棒碰触无反应的对虾作为

死亡标准; 双壳打开、鳃自由漂浮作为贝类死亡标

准。记录受试生物的活动状况以及死亡状况, 记录

时段为 0 h、24 h、48 h、72 h、96 h。

1.4 数据处理方法

采用 Excel 2010 软件计算南海 LH原油和 0#
柴

油对 3 种受试生物的 96 h 半致死安全质量浓度

( LC50 ) , 并用 SPASS检验。按以下公式计算安全

阈值: 安全阈值 = 96 h-LC50 ×0. 1 [ 6 ]
。

2 结果

2.1 曝油生物的行为特点与中毒症状

2. 1. 1 富肯-3 号消油剂毒性  暴露 96 h后, 1

mg·L - 1
、10 mg·L - 1

组生物均未出现死亡, 而最高

浓度组 ( 100 mg·L
- 1

) 仅虾暴露 96 h出现 1 尾死亡

个体, 但仍满足预试验生物成活率 > 90% 的要求,

表明其对试验生物的毒性较小, 适合用作助溶剂进
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行试验。

2. 1. 2

 

曝油凡纳滨对虾的中毒症状

  

1 ) 在南

海 LH原油和 0
#
柴油曝油最初的 2 ～3 h, 对虾表

现出躁动不安、乱窜乱撞、出现身体失衡、侧翻

和痉挛抽搐等现象 , 高浓度组的现象更加明显。

当曝油进行至第 3 ～第 4 小时, 乱撞和失衡等症

状趋缓。2) 曝于不同浓度组南海 LH 原油和 0 #
柴

油 12 h内, 对虾均因缺氧而出现浮头现象 , 并且

随浓度升高浮头现象更为严重。经观察, 受试对

虾的鳃部粘附着小油粒, 阻塞了受试对虾的正常

呼吸。3) 随着曝油时间延续, 受试对虾的体色逐

渐暗淡 , 体表粘膜受损, 12 h出现蜕皮现象, 浓

度高者该现象尤甚。

2. 1. 3

 

曝油翡翠贻贝的中毒症状

  

曝油 24 h翡

翠贻贝未出现死亡, 附着在器壁上的现象减少, 并

且群聚现象也变少。与空白组相比, 试验组翡翠贻

贝的双壳紧闭, 壳边出现絮状粘液。试验进行至第

48 小时, 有部分翡翠贻贝处于假死状态, 双壳不

能闭合。经玻璃棒敲击, 贝体反应迟钝, 双壳稍微

闭合又张开。曝油 72 h后, 翡翠贻贝闭合肌边缘

呈棕黑色, 贝肉呈暗黄色。死亡个体双壳张开, 鳃

自由漂浮。

2. 1. 4

 

曝油菲律宾蛤仔的中毒症状

  

菲律宾

蛤仔在曝油 12 h无死亡现象 , 试验组的油浓度越

高溶液的可见度越低, 且刺鼻的油味越大, 蛤仔

闭合双壳越明显, 低浓度组有的蛤仔双壳张开,

斧足外伸, 且肉体鲜艳。12 h后浓度越高的试验

组蛤仔斧足外伸 , 肉体颜色暗淡。原油组的蛤仔

鳃体呈褐色 , 有的双壳张开出现假死状态。48 h

后蛤仔双壳边缘附着白色絮状物明显, 双壳张开

次数增多, 死亡明显。

2.2

 

南海 LH 原油和 0
#
柴油对受试生物的剂量-效

应关系

此次试验 3 种不同类型油溶液对受试生物的剂

量-效应关系见图 1 ～图 3。凡纳滨对虾对不同油类

的反应不同, 试验结果显示, 0
#
柴油乳化液对凡纳

滨对虾的毒性较大, 曝油第 24 小时即使在低浓度

组也出现死亡现象, 并且其死亡率随油浓度的增大

而升高。第 48 小时中低浓度组的死亡率接近

40%。第 48小时后, 中高浓度组死亡速率随时间

推移增幅降低, 而最高浓度组在第 12 小时死亡率

即达到 100%。曝于 0
#
柴油分散液低浓度组的对虾

第 48 小时未出现死亡, 而曝于中高浓度的对虾第

图 1

 

0#柴油乳化液( a) 、0#柴油分散液( b) 和南海 LH

原油乳化液( c)对凡纳滨对虾剂量-效应曲线

Fig. 1

 

Dose-response curves of NO. 0 diesel emulsion( a) ,

NO. 0 diesel dispersant( b) and South China Sea

LH crude oil emulsion( c) to L. vannamei

24 小时出现死亡, 且死亡率均随油浓度组增高而

升高。最高浓度组的死亡率在第 72 小时即达到

100%。曝于南海 LH 原油乳化液低浓度组的对虾

第 72小时出现死亡, 而中高浓度组第 48 小时出现

死亡, 各浓度组的死亡率均随时间推移而增高, 并

且死亡率也随油浓度组的增高而升高。最高浓度组
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96 h的死亡率达到 90% ( 图 1) 。

翡翠贻贝和菲律宾蛤仔的曝油剂量-死亡效应

关系(图 2 和图 3) 与凡纳滨对虾的大体相似, 但又

有所差异。曝于 0#
柴油乳化液第 24 小时, 翡翠贻

贝在低浓度组首次出现死亡。而 48 h内 2种贝类对

低浓度 0
#
柴油乳化液的死亡率上升缓慢, 死亡率均

小于 30%。72 h 后, 2 种贝类的死亡率增加较快,

各浓度组均出现大量死亡现象。曝于南海 LH原油

乳化液低浓度组的菲律宾蛤仔第 48 小时出现死亡,

死亡率随油浓度组增高而升高, 最高浓度组 72 h的

死亡率达到 100%。

2.3

 

南海 LH 原油和 0
#
柴油对受试生物的半致死浓

度和安全阈值

南海 LH原油和 0#
柴油对凡纳滨对虾、翡翠贻

贝和菲律宾蛤仔的 96 h-LC50和安全阈值见表 1。南

海 LH原油乳化液对凡纳滨对虾的 96 h-LC50为 3. 25

mg·L
- 1

( 1. 45 ～5. 29 mg·L
- 1

) , 0
#
柴油乳化液和分散

液对凡纳滨对虾的 96 h-LC50分别为 3. 17 ( 2. 10 ～

4. 17 mg·L
- 1

)和 2. 39 mg·L
- 1

( 1. 15 ～3. 63 mg·L
- 1

) ,

对凡纳滨对虾的毒性大小顺序为 0
#
柴油分散液 > 0

#

柴油乳化液 >南海 LH原油乳化液。南海 LH原油乳

化液和 0
#
柴油乳化液对菲律宾蛤仔的 96 h-LC50分别

为 15. 93 mg·L - 1 ( 11. 76 ～19. 86 mg·L - 1 )和 8. 74 mg·

L
- 1

( 4. 28 ～13. 17 mg·L
- 1

) , 对菲律宾蛤仔的毒性大

小顺序为 0
#
柴油乳化液 >南海 LH原油乳化液。0

#

柴油乳化液对翡翠贻贝的 96 h-LC50为 28. 91 mg·L - 1

( 17. 85～40. 73 mg·L - 1 )。3 种受试生物对 0#
柴油乳

化液抗受能力的顺序为翡翠贻贝 >菲律宾蛤仔 >凡

纳滨对虾。

南海 LH原油乳化液、0#
柴油乳化液和分散液

对凡纳滨对虾的安全阈值分别为 0. 33 mg·L - 1
、0. 32

mg·L
- 1
和 0. 24 mg·L

- 1
, 南海 LH原油乳化液、0

#
柴

油乳化液对液菲律宾蛤仔安全阈值分别为 1. 59 mg·

L- 1
和 0. 87 mg·L - 1, 而 0#

柴油乳化液对翡翠贻贝的

安全阈值为 2. 89 mg·L
- 1
。根据表 2所示的毒性分级

标准
[ 8] , 南海 LH原油乳化液、0#

柴油乳化液和 0#

柴油分散液对 3种受试生物的毒性均属于高毒性。

3

 

讨论

3.1

 

南海 LH 原油与 0
#
柴油对受试生物急性毒性的

差异

对于同一种受试生物, 0#
柴油的急性毒性均高

图 2

 

0#
柴油乳化液对翡翠贻贝剂量-效应曲线

Fig. 2

 

Dose-response curves of NO. 0 diesel

emulsion to P. viridis

图 3

 

0#
柴油乳化液( a)和南海 LH原油

乳化液( b)对菲律宾蛤仔剂量-效应

Fig. 3

 

Dose-response curves of NO. 0 diesel emulsion( a)

and South China Sea LH crude oil emulsion( b) on

R. philippinarum

于南海 LH原油( 表 1)。这 2种油类的毒性差异是由

其所含组分的差异造成的, 尤其与低分子量化合物

和芳香烃的组成及其绝对含量有密切关系。总体而
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表 1 南海 LH原油和 0#柴油对受试生物的 96 h-LC50值

Tab.1 96 h-LC50 and 95% confidence interval of organisms exposed to South China Sea crude oil and 0# diesel oil

种类

species

油类

type of oil

回归方程

regression
equation

相关系数

coefficient of
oil correlation

96 h-LC50

/mg·L - 1

95% 置信区间 / mg·L - 1

95% confidence
interval

安全阈值 /

mg·L - 1

safety threshold

凡纳滨对虾 L. vannamei 0#柴油乳化液 y = 77. 143x + 11. 619 0. 880 1 3. 17 2. 10 ～4. 17 0. 32

0#柴油分散液 y = 68 x + 16. 48 0. 989 7 2. 39 1. 15 ～3. 63 0. 24

原油乳化液 y = 64 x + 16. 48 0. 984 6 3. 25 1. 45 ～5. 29 0. 33

菲律宾蛤仔 R. philippinarum 原油乳化液 y = 49. 577x 0. 930 3 15. 93 11. 76 ～19. 86 1. 59

0#柴油乳化液 y = 47. 516x 0. 934 9 8. 74 4. 28 ～13. 17 0. 87

翡翠贻贝 P. viridis 0#柴油乳化液 y = 84 x - 77. 12 0. 975 7 28. 91 17. 85 ～40. 73 2. 89

表 2 鱼类急性毒性试验毒性分级标准

Tab.2 Toxicity grading criteria for fish acute toxicity test

起始 LC50 /mg·L - 1 < 1 1～100 100～1 000 1 000～10 000 > 10 000

毒性分级 grading of toxicity 剧毒 高毒 中等毒性 低毒 微毒(无毒)

言, 低分子量组分占优势的轻质油类, 其毒性强于

高分子量油类, 芳香烃含量越高的油类对生物的毒

性越大
[ 9 - 11]
。一般而言, 0

#
柴油的饱和烷烃占总

组分 65% ～70% , 芳香烃一般约占 20% ～30%。

而原油的饱和烷烃和芳香烃则分别占总组分的

55% ～70%和 18% ～25% , 并含有硫化物、胶质、

沥青和石蜡等杂质
[ 9 ]
。因此, 0

#
柴油的毒性要高于

南海 LH原油。此毒性试验结果与文献报道的结果

一致, 贾晓平等
[ 3 ]
的研究显示, 南海 WZ 原油、0

#

柴油和 20#
柴油对多种海洋生物的毒性大小顺序为

0
#
柴油 > 20

#
柴油 >南海 WZ 原油。吴彰宽等

[ 4 ]
研

究发现, 石油类对中国明对虾 ( Fenneropenaeus

chinensis) 的急性毒性顺序为汽油 >煤油 >柴油 >原

油 >润滑油。RICE等 [ 12 ]
报道了 Cook Inlet原油和

2
#
燃料油对 39 种海洋生物的毒性, 指出 2

#
燃料油

对鱼类、甲壳类、贝类和棘皮类的毒性均大于原

油。MOHAMMED等
[ 13 ]
也有相似的结论, 其研究

结果显示 4 种油类对一种糠虾的毒性大小为 A-1 汽

油 >无铅汽油 >柴油 >有铅汽油。

3.2 0#
柴油乳化液与分散液对受试生物急性毒性

的差异

此次凡纳滨对虾曝油试验结果显示, 0#
柴油分

散液对凡纳滨对虾的急性毒性高于 0
#
柴油乳化液,

这与有关研究报道的结果相吻合。黄逸君等
[ 14 ]
的

研究表明, 原油分散液( 1. 31 ～29. 82 mg·L - 1 ) >加

消油剂的原油乳化液( 82. 33 ～856. 64 mg·L - 1 ) >消

油剂 ( 140. 22 ～1 227. 75 mg·L - 1 ) 。GARDINER

等
[ 1 5]
报道, 添加 Corexit 9500 消油剂的原油乳化液

和未加消油剂的同种原油, 其对鳕 ( Boreogadus sai-

da) 的 96 h-LC50分别为 55 mg·L
- 1
和 3. 3 mg·L

- 1
。

MITCHELL 等 [ 16 ]
的研究结果指出, 原油分散液对

水螅( Hydra viridissima) 的 96 h-LC50为 0. 7 mg·L
- 1

,

而加消油剂后其值升为 9. 0 mg·L
- 1
。但也些研究

得到不同的结果。如贾晓平等
[ 17 ]
试验了 0 #

柴油、

20
#
柴油和南海 WZ 原油对海洋鱼类和虾类的急性

毒性, 均发现这些油类经乳化后其毒性相对较强。

ANDERSON等 [ 18 ]
的研究表明, Louisiana原油和加

入 Corexit 9500A 消油剂的乳化液对锯缘青蟹

( Rhithropanopeus harrisii) 的急性毒性明显高于未加

消油剂的 Louisiana原油。EPSTEIN等 [ 19 ]
的研究显

示, 添加消油剂的埃及原油 ( 例如, 添加消油剂

Inip ol IP-90、 Petrotech PTI-25、Bio reico R-93、

Biosol veand Emulg al C-100 等 ) , 其对珊瑚幼虫

( Stylophora pistillata planulae) 急性毒性比未加消油

剂的埃及原油的强。出现上述差异可能有 2 个主要

原因: 1) 不同研究中所使用的消油剂可能具有不

同的特性和毒性, 尤其一些开展较早的石油类毒性

研究, 使用的往往是第一、第二代的消油剂, 毒性

往往比较大, 而近期的有关研究一般使用的是第三

代或更新型的消油剂, 这些消油剂一般是低毒或无
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毒
[ 20 - 2 2] ; 2) 不同的油类是由多种不同比例组分构

成的混合物, 经具有不同特性和毒性的消油剂处理

后, 油类的结构、组分和理化性质均发生一系列变

化
[ 22]
。并且对不同的研究而言, 使用油类以及试

验过程中水温、盐度、光照等均有差异。综上所

述, 由于油种、消油剂和试验条件的不同, 出现相

似或相异的结果均是可能也是合理的。

3.3 不同受试生物对同种油类耐受性的差异

此次曝油试验结果还表明, 受试生物对 0 #
柴

油乳化液耐受能力的顺序为翡翠贻贝 >菲律宾蛤仔

>凡纳滨对虾。贾晓平等 [ 1 7]
报道, 在曝油的贝类、

鱼类和虾类等 3 种海洋生物中, 贝类对原油和柴油

的耐受性最高, 鱼类次之, 而虾类最低。有关研

究
[ 11 - 1 3, 24 - 25 ]

也有相同的结论, 此次试验结果与上

述报道相吻合。大量的研究表明, 贝类对石油类、

重金属和多种有机污染物均有较强的耐受力
[ 26 - 31 ]
。

在此次试验中, 当受到曝油污染胁迫时, 贝类最初

往往紧闭双壳, 尽量阻隔污染接触, 并减少或停止

滤水滤食, 因此延滞了毒害损伤时间; 而虾类用鰓

呼吸, 曝油相对容易对其造成损伤, 即表现为油类

对其毒性相对较大。
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