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摘要 采 用马粪 海胆胚 胎为试验材料 ，研 究 了 O 柴 油、船 用柴油和船 用重质燃料 油分散 液 

(wAF)对卵细胞、精子及胚胎发 育的毒性效应，并通过色谱一质谱对 3种油品分散液进行 了组分分 

析。结果显示，石油烃使精 卵受精能力下降，使整个受精过程 完成 的时间延后。马粪海胆精子对石 

油烃污染比卵细胞更为敏感，可以作为海洋石油污染的指示生物。3种油品分散液使得胚胎发育至 2 

细胞期、4细胞期 、8细胞期、16细胞期和囊胚期的时间延后，这种延后的现象随着发育进程和油品分 

散液浓度升高而愈发明显。可以推断 3种油品分散 液对于海胆胚胎生长发育过程的毒性顺序 为：O 

号柴油>船用柴油>船用重质燃料油。 
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石油污染是海洋环境中主要污染物之一 。石油是由各种烃类和非烃类化合物所组成的复杂混合物 ，烃类 

按其结构又可以分为直链和支链烷烃，环烷烃 ，多环芳香烃和不饱和烃。油污染在海洋环境 中有 3种存在形 

式 ：(1)漂浮在海面的油膜 ；(2)溶解分散态，包括溶解和乳化状态 ；(3)凝聚态 的残余物 ，包括海面漂浮的焦油 

球以及在沉积物中的残余物。在石油污染对海洋生物的毒性作用方面，国内外学者研究大多数都是集中在藻 

类、鱼类 、虾类 、贝类和牡蛎等物种(张 蕾等 2o02；蒋艾青等 20O6；姜朝军等 2OO6；Sara 口z． 2O02)。 

本实验选取 的对象—— 马粪海胆 HPm c ￡ro s zf Prr m“s，隶 属棘皮 动物 门 Echinoide—rmata，海胆纲 

(Echinoidea)，球海胆科(Strongylocentrotidae)，在我 国主要分布在黄、渤海沿岸 ，成体栖息于水深不超过 4m、 

受风浪影响小的沙砾和海藻繁茂的岩礁间，主要食大型底栖海藻。生长于大连海域 的马粪海胆 1年中有两个 

繁殖季节，春季 5～6月份 ，秋季 9～11月份 ，适宜繁殖水温 10～20℃。海洋环境 污染物对海胆的毒性作用的 

研究 ，仅见于国外学者的文献报道中。目前 ，日本 、加拿大和美 国等 国家已采用海胆的胚胎和幼虫来检测重金 

属的毒性和监测海洋环境的污染状况(Juan P￡口z． 2O05；PhiIIips 口z． 2O03；Julie P￡nz． 2o02；Amro P 

nz． 2O02；Larrain P 口z． 1999)，但是石油污染对海胆胚胎发育的影响，尚未见文献报道。本文以马粪海胆 

为研究对象 ，研究 0号柴油 、船用柴油和船用重质燃料油的分散液(wAF)对海胆胚胎发育的毒性作用 ，对海洋 

石油污染监测及水产养殖等都具有重要意义 。 

1 材料和方法 

1．1 实验用海胆 

处于生殖期的性成熟的马粪海胆采于大连碧龙海珍品有 限公司养殖 区。选取未受损伤的、个体较大的性 

成熟海胆用于实验 。 

1．2 实验用油分散液的制备 

1．2．1 过 滤 海水 

取 自大连市星海湾 ，经沉淀过滤后用于实验。温度 为(24±2)℃，盐度为 31．35，电导率为 47．3，pH 值为 

8．13。 

1．2．2 油分散 液 WAF的制备 

将受试油品与过滤海水按体积 比 1：9混合 ，电动低速搅拌机连续搅拌 24 h，在分液漏斗中静置 4 h后 ，分 

离下层水相即为母液 。母液置于冰箱 4℃保存 ，实验前稀释 。用紫外分光光度法测定其浓度 (毛跟年等 

20O4)。 

1．3 实验方法和步骤 

1．3．1 精 卵的获得 

将海胆用洁净的海水清洗两遍 ，放入培养皿中，通过围 口膜注射 1～2ml 0．5 mo1／L KCl溶液 ，诱导其排 

精 (卵)。将开始排精的雄海胆另换入一个干的培养皿，以收集纯净的精液原液备用。把纯净 的精液放人冰箱 

中，4℃保存。将开始排卵的雌海胆另放入一个盛有洁净海水的烧杯中，反口面向下，使海水淹盖生殖孔，让卵 

直接排人海水中，排出的卵逐渐沉入皿底。待排卵结束后，移去海胆，小心用海水洗涤两次，倾去上层海水。向 

盛卵的烧杯中加入海水 ，均匀轻微搅拌 ，使悬浮液中卵的密度为 2O～30个／ml，备用。 

1．3．2 染毒对受精的毒性作用实验 

按照国外相关文献报道和 ASTM 海胆纲毒性实验标准导则(ASTM 2O04)的指导设计毒性实验 。 

将收集的精液用海水稀释后经过 37 m的滤膜过滤，以除去粪便等杂质。将其用不同浓度的受试液稀释 

(每只雄海胆可排精子 1O亿个左右 ，用 1OO ml受试液稀释)，染毒 1 h后与正常的卵子受精。同样 ，移取一定 

数量的卵细胞于受试液中染毒 1 h后与正常精子受精 。受精过程为：将适 量精液倾 注于盛卵细胞 的烧杯中， 

略作晃动 ，以保证精子和卵细胞有充分相遇的机会。授精 3O min后吸取 1．O ml试液于血球计数板上 ，在低倍 
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显微镜下观察形态并计数。在卵质膜外周形成 1层透明的受精膜，脱离卵质膜而举起 ，是卵受精成功的标志。 

以正常卵细胞与精子在海水中受精的试验组做为对照组。 

1．3．3 染毒对胚胎发育的毒性作用实验 

实验是在 25O mI的烧杯 中进行的。将 1O ml精液倾注于盛卵细胞(密度为 2O～30个卵细胞／m1)的烧杯 

中，检查受精率 。WAF母液按一定浓度梯度稀释成 1．0、2．O、4．0、8．O、16．0、32．O mg／L，作为受试液 。受精 

后 1O min，移取 2O m1的受精卵悬浮液放人 2O ml不同浓度的受试液中进行培养 ，水温为 17℃，初期培养密度 

约为 15～2O个／ml。用保鲜膜将烧杯封面以避免挥发改变实验浓度。在不同时间 ，取 1 m1悬浮液于 Nikon倒 

置显微镜下观察海胆胚胎的各典型时期发育情况 。每个浓度实验重复 4次。试验设空白对照组 1个。 

1．4 石油分散液的色谱一质谱分析 

将石油分散液用二氯 甲烷萃取，收集萃取液，用旋转蒸发仪使二氯 甲烷蒸发，采用 HP689O Gc／ 

HP5973MS气相色谱一质谱联用仪，对浓缩液进行组分分析。 

1．5 数据统计分析 

采用 SPsS12．0数据分析软件 ，对数据进行单因素方差分析 ，当 P≤O．05时为差异显著 ，P≤O．O1时为差 

异极显著。 

2 结果与讨论 

2．1 石油烃污染对海胆卵子及精子受精率的影响对比 

将海胆的卵细胞和精子分别暴露于浓度为 O．5、1．O、2．O、4．O和 8．O mg／L的 O号柴油 、船用柴油和船用 

重质燃料油分散液中，1 h后按照 1．3．2的步骤使其与未染毒的海胆精子受精。结果如图 1所示。实验结果表 

明，正常的卵细胞与精子在海水 中受精 ，大约 1 min后受精膜开始举起 ，3 min查受精率即可达到 98 以上 。 

而染油1 h后的卵细胞，与正常精子受精后，低浓度组3 min后有少数受精膜举起，待 1o min后观察，受精率有 

所提高 ，至 30 min时受精率不再变化 ，为 7O ～89 。浓度升高使受精率 大幅度 降低，以 O号柴油 为例， 

8mg／L实验组受精率为 25 ，仅是对照组 的 1／4左右 ，与低浓度组也有极显著差异 。染毒后取少量精液镜下 

观察 ，部分精子出现游动速度减慢，畸形 ，死亡的现象；将其与正常卵子受精 3 min后镜下观察，O号柴油组没 

有受精膜举起，另外两种分散液实验组此时也很少有受精膜举起，随时间延长受精率有所增加，待至 30 min时 

受精率亦基本不再变化。但是随着受试液浓度的增加，尤其是 2mg／I 以上时，受精率明显下降，实验组与对照 

组存在极显著差异。对于3种受试液，当浓度达到8．O mg／L时，精子在其中染毒 1 h后，均无法受精或受精率 

接近 O。比较 3种石油分散液对卵子或精子毒性作用的差异 ：卵细胞染毒后 ，相同浓度时，O号柴油与船用柴油 

实验组之间无显著差异，O号柴油与船用重质燃料油实验组问存在显著差异；精子染毒后 ，在 1～8 mg／L的范 

围内，0号柴油与船用重质燃料油实验组之间存在极显著差异 ，浓度为 1和 2 mg／L时，0号柴油与船用柴油实 

验组存在显著差异 ，8 mg／L时二者之间存在极显著差异 ，其余浓度时 O号柴油与船用柴油实验组之问无显著 

差异。总体来说 ，对精子或卵细胞毒性大小的顺序为 ：O号柴油>船用柴油>船用重质燃料油。 

由图 1可见，通过比较染油 1 h后的卵细胞与正常精子的受精率以及染油 1h后精子与正常卵细胞受精的 

受精率，可以看出，海胆精子和卵细胞对石油烃的耐受程度不同。总的来说，曝油卵子的受精率大于曝油精子 

的受精率 ，尤其当受试液浓度大于 1．O mg／L时 ，染毒精子的受精能力比染毒卵子有 明显下降 ，不及卵子的 

1／2。这说明与卵子相 比，精子对石油烃分散液更加敏感，可以作为海洋石油污染的指示生物 。 

2．2 石油分散液对海胆胚胎各发育时期的影响 

根据廖承义(1985)的有关报告，海胆的一生分为胚胎发育、浮游幼体、幼海胆和成海胆 4个主要的发育 

阶段。胚胎发育阶段是指从受精卵分裂开始至纤 毛囊胚形成之阶段 ，根据胚胎的细胞数量等，本阶段又包 
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括 2细胞期 、4细胞期、8细胞期 、16细胞期⋯⋯囊胚期等 ；破膜上浮期 ，原肠期 ，然后进入棱柱幼虫期 ，二腕 

幼虫期 ，四腕幼虫期等 。本实验将试验组 中海 胆胚胎发育 到达 2细胞期 、4细胞期 、8细胞期等 5个 时期 的 

时间与空白对照组的发育情况做 比较 ，来揭示 石油烃污染对 海胆胚胎发育 的影 响，实验结果 见表 1～表 3。 

从表 1～表 3中可以看出 ，对照组的海胆胚胎发育正常 ；当海胆胚胎染毒后 ，发育明显滞后 ，且随着石油分散 

液浓度的增加 ，这种滞后效应愈加明显。例如在低浓度时 ，油分散液对受精卵 的发育与对照组没有显 著差 

异 。对于第 1次卵裂来说 ，对照组需要 1OO min，而经 O号柴油分散液染 毒的海胆胚胎 ，0．5 mg／L和 1．O 

mg／L浓度组所需时间与对照组相同，都是 l0O min；而对 于高浓度组 (如 8．O mg／L、16．O mg／L)进 行 2一细 

胞分裂的时间为 12O min和 13O min，与对照组存在显著差异 。表 1～表 3中数据还显示 出对于一定浓度的 

石油烃受试液 ，其对海胆胚胎的毒性效应随着发育进程的延长而更加显著 。这 大概是石油烃在胚胎 内累积 

造成毒性效应加强 的结果 。同时 ，实验中观察到暴露于 wAF分散液 中的海胆胚胎 ，畸形率均大于对照组 。 

以发育至 4细胞期为例，对照组中 90 的胚胎分裂正常，畸形率低；而 0号柴油 wAF染毒组，o．5 mg／L 

时，84 的胚胎分化正常；而 4．O mg／L，36 以上的受精卵呈现不分裂、畸形卵裂(不全裂或不等裂)、发育 

停止等情况 。对 比相同浓度下 ，3种染毒液中的胚胎发育到不同时期所历经的时间，可 以发现 3种石油分散 

液对海胆胚胎发育的滞后作用为：O号柴油>船用柴油>船用重质燃料油 。海胆胚胎不 同发育时期所历经 

的时间长短不同 ，而毒性成分进入胚胎代谢的形式 、量和时间与胚胎发育阶段有关 ，因此石 油分散液对不 同 

发育时期的毒性效应强弱还有待进一步研究。 
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2．3 3种石油分散液的组分分析及毒理探讨 

在毒性试验中，实际评定的是油在分散液 中溶解的成分和在水中稳定存在的小油珠的部分对生物毒性大 

小的影响，因此本试验参照 ASTM 608卜98的方法制备石油分散液 wAF(ASTM 6O81—98 1998)。国外学者 

进行毒性试验，按此法制备的受试液，均称为 WAF，而将其过滤后 的组分称 为 WSF(Singer 2O0O；Jorunn f 

az． 1999)；但是在国内文献中，大多使用 wSF这一名称 ，其制备方法同 wAF(陈 荣等 2O05；余 群等 

20O0)。对于 WAF受试液的化学组成，国外学者通过 GC—MS手段，进行了分析 ，并且选用不同种的鱼类进行 

了毒性作用研究。Jorunn等(1999)指出，WAF中的半挥发性有机物(>C9)主要是由萘和酚组成。3个环以 

上的多环芳烃的含量并不高 ，最多占总量的 0．1 9／5。同时指出分散液中若重组分含量增加，挥发性组分减少 ， 

会导致受试液的毒性变小。NRC通过研究各种石油水溶性馏分的浓度 ，总结得出分子量大于烷基萘的大分子 

化合物的毒性效应较小，基本可以忽略，因此低分子量芳香族化合物 ，通常是研究油类摄入毒性效应的重要化 

学物质(王晓伟等 2OO6)。这些可溶性组分 ，与细胞内壁的脂肪层相结合 ，从而改变细胞活性 ，细胞内外的物 
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质交换停止，蛋 白质和酶都会受到影响，DNA也会受到损伤。Sara等(2O02)研究了轻质油的 wAF组分含量 ， 

芳香族化合物 占45 ，小分子量的单环芳烃是主要的毒性成分。Carmel等(2OO2)指出，与芳香族化合物相比， 

WAF中的脂肪族化合物基本可 以认为是无毒的。原油中 1．5 是多环芳烃 ，其中萘占 65 9／6。总之 ，多数学者 

在对石油烃分散液的毒性分析中认为 ，决定毒性大小的关键因素是其 中芳烃的含量。 

本文通过 3种石油分散液的总离子流色谱图，样品经计算机检索与标准谱图核对 ，确定出各组分结构并用 

面积归一化法得各组分质量分数。油类分散液中的成分 主要包括烷烃及其取代物、芳香烃及其取代物等。O 

号柴油分散液中，苯、萘、茚等芳烃及其取代物含量约占总成分的 22．1％，烷烃近 50 左右，其余苯甲酸、酚、杂 

环化合物等；船用柴油中苯、萘、茚等芳烃及其取代物含量约为 18．2 9／6，烷烃近 35 左右。船用重质燃料油芳 

烃约为 11．3 ，烷烃约占 4O％。通过色谱比较分析可知芳香族化合物的含量：O号柴油>船用柴油>船用重 

质燃料油。另外，从 wAF受试液对马粪海胆受精率及胚胎的发育时间来看 ，也可以得出 0号柴油毒性最大 ， 

船用柴油次之 ，船用重质燃料油毒性较小的结论 。这一结果也表明了芳烃的含量是影响毒性大小的重要因素 ， 

与文献中观点一致。这些芳香族化合物 ，在化学致畸作用机理尚未完全清楚地情况下 ，通常认为可能有如下致 

毒机制 ：(1)使胚胎细胞死亡或细胞增殖速度减慢 ；(2)胚胎细胞代谢障碍 ；(3)染色体变异引起胚胎发育异常 ； 

(4)胚胎发育过程的不协调 。这有待于通过进一步的实验证实。 

3 结论 

本文分别研究了石油烃分散液对马粪海胆卵细胞 、精子及胚胎的毒性作用 ，得出以下结论 ： 

(1)石油烃对海胆精子和卵细胞 的受精能力影响程度 明显：空白组的 3 min精 卵受精率均可 达 98％以 

上，而在染油的情况下 ，3 min精卵受精率均在 5 以下。石油烃使精卵受精能力下降，使整个受精过程完成的 

时间延后。 

(2)3O min时测定受精率 ，不同浓度的染毒液使受精率不同程度下降 ，马粪海胆精子对石油烃污染比卵细 

胞更为敏感 ，可以作为海洋石油污染的指示生物。 

(3)石油分散液能够显著地影响海胆胚胎的发育。3种油品分散液使得胚胎发育至 2细胞期 ，4细胞期 ，8 

细胞期，16细胞期 ，囊胚期的时间延后，这种延后的现象随着时问的递增而愈发明显 。油 品分散液浓度越高， 

对胚胎发育的延迟时间越长，滞后作用越明显 。 

(4)3种油品对于海胆卵细胞、精子及胚胎发育过程的毒性顺序为 ：0号柴油>船用柴油>船用重质燃料 

油，随时间延长 ，0号柴油与船用重质燃料油之间毒性差异显著。 
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