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苯并 [a] 芘胁迫对 3种石珊瑚虫黄藻密度及
叶绿素 a含量的影响
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摘    要： 苯并 [a] 芘 [Benzo(a) pyrene，BaP] 是一种在环境中广泛存在的有毒的环境污染物，珊瑚是构成珊瑚

礁生态系统的基石，具有重要的价值。本研究以南海 3 种典型的造礁石珊瑚：鹿角杯型珊瑚（Pocillopora
damicornis）、指状蔷薇珊瑚（Montipora digitata）和美丽鹿角珊瑚（Acropora formosa）为研究对象，分别设置二

甲基亚砜（DMSO）溶剂对照组和 1.0、12.5、25.0、50.0、100.0 μg·L−1 的 BaP 胁迫组。分别在胁迫第 0 天、第

3 天、第 5 天、第 7 天后取样。测定了珊瑚−虫黄藻共生体的共生虫黄藻密度及其叶绿素 a 含量的变化，并通

过“Logistic 模型”拟合出共生虫黄藻逃逸的半数效应浓度（EC50）。结果表明：BaP 胁迫 7 d 的 EC50 分别为指

状蔷薇珊瑚 47.00 μg·L−1、鹿角杯型珊瑚 22.15 μg·L−1、美丽鹿角珊瑚 5.38 μg·L−1。综合分析各项生理指标，

在 BaP 胁迫下，美丽鹿角珊瑚更敏感，3 种珊瑚耐受力排序为：指状蔷薇珊瑚>鹿角杯型珊瑚>美丽鹿角珊瑚。
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苯并 [a] 芘（Benzo(a)  pyrene，BaP）是美国环保局（EPA）优先检测的 16 种多环芳烃（Polycyclic

aromatic hydrocarbons，PAHs）中危害最大的一种[1]。其分布广泛，致癌性强且化学性质稳定，可通过地表

径流、污水排放、海洋倾废及大气沉降等途径输入海洋环境中，对海洋生态系统和人类健康构成了极大

的威胁[2 − 5]。研究表明，BaP 可以在珊瑚体内富集，导致珊瑚虫 NADPH 色素 P450 C 减少[6]，影响珊瑚的

正常生长发育，扰动或破坏珊瑚与虫黄藻的共生关系，从而导致珊瑚白化[7 − 8]。2015 年海南省洋浦湾表层

沉积物中总的 PAHs 质量分数达到 158 3.2～570 1.7 μg·kg−1，海口湾海水 PAHs 的质量浓度达到 420.2～
2 539.1 ng·L−1，污染程度已达中等水平,具有潜在的生态风险[9 − 10]。此外，XIANG 等[11] 的研究显示，由于

生物蓄积，珊瑚中 PAHs 浓度明显高于周围沉积物，环境中的 PAHs 已经对珊瑚的健康产生了一定的影

响。因此，针对 BaP 对珊瑚−虫黄藻共生体的胁迫研究，对保护南海珊瑚礁生态系统具有重要意义。

珊瑚礁是海洋生态系统的重要组成部分，然而由于人类活动和自然环境的变化，全球珊瑚礁生态系

统正面临日益严重的退化趋势[12]。造礁石珊瑚和虫黄藻的共生关系是珊瑚礁生态系统的重要基础[13]，虫

黄藻生活于珊瑚内胚层细胞质中，受到珊瑚与虫黄藻形成的一种共生体结构的保护[14]。虫黄藻对珊瑚至

关重要，它通过珊瑚虫获得代谢产物 CO2、N 和 P 进行光合作用，同时为珊瑚虫提供溶解氧和有机物如葡

萄糖、甘油、氨基酸等，促进珊瑚的生长[15 − 17]。但是，当环境条件发生剧烈变化时，例如温度上升，环境污

染物胁迫等，会影响虫黄藻与珊瑚的共生关系，从而导致珊瑚白化[18]。
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珊瑚白化是一种重要的生理现象，会导致珊瑚钙化速率与生长速度降低、繁殖力下降、疾病增多和

大量死亡，最终导致整个珊瑚礁生态系统功能与多样性的退化[19]。当发展到肉眼可见白化现象时，珊瑚

体内的虫黄藻己经损失了 70%～90%；当环境因子的变化超过珊瑚虫的耐受范围，虫黄藻的光合器官受

到损伤，导致光合效率下降[20]。珊瑚白化一段时间后，如果无法恢复正常或者应激持续时间过长，将会导

致珊瑚死亡[21]。在珊瑚白化过程中，虫黄藻的呼吸效率、密度以及叶绿素 a 的含量都有可能改变[22]。因

此，维持珊瑚−虫黄藻的共生关系对于珊瑚礁生态系统的恢复力和耐受性都至关重要[23]。VAN 等[24] 提出

协同进化提高珊瑚适应性的理论，强调培育环境耐受性珊瑚的重要性。ANTHONY 等[25] 主张将协同基

因流、协同进化、系统生物学、栖息地工程化保护和污染物控制联合应用到未来珊瑚礁的保护之中。因

此，本研究针对 BaP 胁迫时 3 种不同属珊瑚（Pocillopora damicornis，Montipora digitata，Acropora formosa）
的光合与呼吸效率、密度以及叶绿素 a 的含量这些生理指标的变化，探究不同种属珊瑚对 PAHs 类污染

物胁迫的敏感性，不仅可以增强人们对于珊瑚−虫黄藻共生关系的理解，还可以为选育环境耐受性珊瑚种

质提供重要参考。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料     本实验所用鹿角杯型珊瑚（Pocillopora damicornis，P.d），指状蔷薇珊瑚（Montipora
digitata，M.d），美丽鹿角珊瑚（Acropora formosa，A.f）均来自海南省万宁。实验用水为天然过滤海水，盐

度 35（便携式盐度计，LS10T），pH 值为 7.9～8.1（便携式 pH 计，PHB1），含氧量 (8.0 ± 0.5) mg·L−1（Presens，
Oxy-4 mini）。实验用苯并 [a] 芘（BaP）购自 Sigma，DMSO 购自 Solarbio。容器为 PE 透明硬质塑料水箱

（规格为 79 cm×38 cm×26.5 cm），内附式水循环系统（森森，JQP-500F）。 

1.2    实验设计     将成体的珊瑚截取为 10～15 cm 大小的块状，用国象牌胶水固定于陶瓷底座上并

编号，在水族箱中驯养 1 周 [（温度:(27 ± 1) ℃；pH：8.0 ± 0.1；盐度：35]。实验中设置 1 个对照组和 5 个胁

迫组，分别为 DMSO 溶剂对照组和 1.0 μg·L−1 BaP、12.5 μg·L−1 BaP、25.0 μg·L−1 BaP、50.0 μg·L−1 BaP、
100.0 μg·L−1 BaP，每组放置 3 种珊瑚，每种珊瑚安排 9 个重复。实验中每天定时更换新的海水并分别加

入体积相同的 DMSO 和 BaP 溶液。7:00～19:00 用 LED 水族灯进行补光。分别在胁迫第 0 天、第 3 天、

第 5 天、第 7 天后取样，样品置于液氮快速冷冻后放进超低温−80 ℃ 冰箱备用。 

1.3    共生虫黄藻密度的测定    剪取约 1 g 的珊瑚样品，用洗牙器将其表面的虫黄藻冲洗干净，收集藻

液并计录体积，珊瑚骨骼烘干后测表面积。用玻璃棒搅拌 10 min 将藻液混匀，吸取 10 mL 加入离心管中，

加入 1 mL 甲醛振荡混匀（可置于 0 ℃ 保存）。虫黄藻计数采用血细胞计数法，吸取少许藻液，滴在血细

胞计数板边缘，使藻液渗入计数区。将血细胞计数板置于显微镜下计数，每组藻样计数 8～10 次，取平均值。

用石蜡包埋法测定珊瑚样品表面积[26]。选取 7 块高为 5.0 cm，半径分别为 0.40、0.50、0.60、0.75、
1.00、1.50、2.00 cm 的圆柱体木块作为标准物。用恒温水浴锅将两种不同熔点的固体石蜡分别加热到熔

融温度直至完全熔化 [ 高熔点石蜡：（63 ± 1） ℃；低熔点石蜡：（57 ± 1 ）℃]。将标准物和珊瑚骨骼样品先

浸入高熔点石蜡熔融液中，静置 3 s 后取出并轻微摇动，防止形成蜡滴，25 ℃ 放置 30 min 后用分析天平

称取质量，记为 m1。随后将裹上高熔点石蜡的物品再浸入低熔点石蜡熔融液中，重复上述步骤，称取质

量，记为 m2。构建标准物的质量差（m2 − m1）与表面积的线性回归方程（y=23.435x＋10.513，R2=0.99）。最

后，将珊瑚样品的质量差代入方程中计算得到珊瑚样品的表面积。 

1.4    共生虫黄藻叶绿素 a 含量的测定    剪取约 1 g 的珊瑚样品，用洗牙器将其表面的虫黄藻冲洗干净并

收集藻液，用玻璃棒搅拌 10 min 将藻液混匀，取 10 mL 于铝箔遮光的离心管中，用 Whatman GF/F 玻璃纤

维滤膜抽滤藻液，抽干后将滤膜对折，放进研钵中加入少量石英砂和丙酮研磨 5 min，冲洗，转移到遮光离

心管中，定容至 5 mL，在 4 ℃ 下，避光萃取 24 h。转速 4 000 r·mim−1 离心 10 min，然后用针式滤器过滤上

清液得到叶绿素 a 的丙酮提取液。用酶标仪测量在 750、664、647、630 nm 波长下提取液的吸光值。叶

绿素 a 浓度计算公式参照 HJ 897—2017 标准[27]。 
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1.5    数据处理    试验数据用 Excel 2010 汇总处理，用 GraphPad Prism 8.0 分析作图，用 SPSS Statistics
23 进行显著性比较，P< 0.05 为差异显著。 

2    结果与分析
 

2.1    BaP 胁迫对共生虫黄藻叶绿素 a 含量的影响    由图 1 可知，对于同一种珊瑚，以 0 天为对照，随着胁

迫时间的增加叶绿素 a 含量整体呈下降趋势。与 0 天相比，指状蔷薇珊瑚在 12.5 μg·L−1 时叶绿素含量差

异不显著（P>0.05），而鹿角杯型珊瑚和美丽鹿角珊瑚差异显著（P< 0.05）。3 种珊瑚在胁迫 7 d 时，叶绿素

a 含量下降的变化达极显著（P <0.01）。由图 2 可知，与 0 μg·L−1 的 DMSO 对照组相比，3 种珊瑚叶绿素

a 含量在胁迫后都出现显示出了下降趋势，其中，美丽鹿角珊瑚分别在 100 μg·L−1 胁迫 5 d 和 50 μg·L−1 胁

迫 7 d 时，叶绿素 a 含量接近 0 mg·L−1。3 种珊瑚随着胁迫浓度的增加叶绿素 a 含量显著下降，同一胁迫

浓度下，时间越久叶绿素 a 含量下降越显著。其中，指状蔷薇珊瑚的叶绿素 a 变化程度较低，表现出较强

的耐受性，美丽鹿角珊瑚对 BaP 胁迫敏感。 

2.2    BaP 胁迫对共生虫黄藻密度的影响    共生虫黄藻密度的变化与叶绿素 a 含量的变化显现出相似趋势。

t 检验差异显著（P < 0.05）。由图 3 和图 4 可知，美丽鹿角珊瑚的共生虫黄藻密度减少更严重。在 100 μg·L−1

胁迫 5 d 时，美丽鹿角珊瑚的虫黄藻密度降至（0.628 7 ± 0.248 9）×104 个·cm−2，此时已经严重白化；在

50 μg·L−1 胁迫 7 d 时，美丽鹿角珊瑚的虫黄藻密度降到（0.529 7 ± 0.146 5）×104 个·cm−2，鹿角杯型珊瑚在

100 μg·L−1 胁迫 7 d 后，虫黄藻密度下降到最低水平 [（6.372 6 ± 3.960 7）×104 个·cm−2]，而相同胁迫条件下

的指状蔷薇珊瑚与虫黄藻的共生关系则显示出更强的稳定性。 

2.3    珊瑚-虫黄藻共生体的半数效应浓度 EC50    本研究中使用 GraphPad Prism 8.0 的非线性回归曲线来

计算半数效应浓度 EC50 的值[28 − 29]，拟合模型为“Logistic 模型”。

操作中，首先要在 Excel 2010 中将虫黄藻密度的数值 mean 和标准差 SD 转换为虫黄藻的逃逸率（%）
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图 1    不同珊瑚各自叶绿素 a 含量的变化（平均值±标准差）

Fig. 1    The changes of chlorophyll a content (mean ± SE) in different corals
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图 2    不同胁迫时间下 3 种珊瑚的叶绿素 a 含量的变化（平均值±标准差）

Fig. 2    Changes of chlorophyll a content (mean ± SE) of three corals under different durations of stress time
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图 3    不同珊瑚各自虫黄藻密度的变化（平均值±标准差）

Fig. 3    Variations of zooxanthellae density (mean ± SE) in different corals
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图 4    不同胁迫时间下 3 种珊瑚的虫黄藻密度的变化（平均值±标准差）

Fig. 4    The change of zooxanthellae density (mean ± SE) of three corals under different durations of stress time
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图 5    使用 GraphPad Prism 8.0 拟合的曲线

Fig. 5    Curve fitted by GraphPad Prism 8.0
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和标准差率（%）作为 mean（%）和 SD（%），胁迫浓度值转化为 log10。采用“XY”功能选项输入 GraphPad
Prism 8.0 后选“分析工具栏（Analyses）”中的曲线拟合工具，再选择“Dose-response-Stimulation”功能选

项中的“Log（agonist）vs. normalized response-Variable slope”即可拟合出曲线（图 5），并自动计算出 EC50

的值。

由表 1 可知，3 种珊瑚的 BaP 胁迫 7 d 的半数效应浓度（EC50）分别为指状蔷薇珊瑚 47.00 μg·L−1，鹿

角杯型珊瑚 22.15 μg·L−1，美丽鹿角珊瑚 5.38 μg·L−1。由此可知，在 BaP 胁迫下，3 种珊瑚耐受能力依次

为：指状蔷薇珊瑚>鹿角杯型珊瑚>美丽鹿角珊瑚。 

3    讨　论

珊瑚和虫黄藻的生理响应是研究珊瑚−虫黄藻共生体的关键指标，对后续深入研究具有重要的参考

价值。笔者在研究中发现，随着胁迫时间的增加，珊瑚分泌粘液增多，虫黄藻逃逸后水质明显变浑浊。这

可能是由于珊瑚对于 PAHs 具有生物富集作用，并且珊瑚受胁迫时产生的粘液对 PAHs 的富集起重要作

用[30]。珊瑚受到特定的 PAHs 的破坏作用可以通过存在紫外线辐射而进一步增强，这称为光毒性，光毒性

会与 PAHs 共同作用对珊瑚产生影响[31]。因此，在探究 BaP 胁迫下珊瑚−虫黄藻的生理指标变化的实验

过程中，要有效控制温度、光照、营养盐变化的影响[31 − 33]。然而珊瑚−虫黄藻共生体除了这 2 种生物存在

的同时还有其他生物，例如藻类、细菌等微生物，附着在珊瑚骨骼表面[34]。

本研究测定了珊瑚−虫黄藻共生体的光合与呼吸效率、共生虫黄藻叶绿素 a 含量、共生虫黄藻密度，

通过数据拟合计算得出珊瑚−虫黄藻共生体的半数效应浓度 EC50。结果表明，在 BaP 胁迫下，3 种珊瑚耐

受能力依次为：指状蔷薇珊瑚 > 鹿角杯型珊瑚 > 美丽鹿角珊瑚，即 3 种珊瑚中，美丽鹿角珊瑚对 BaP 胁迫

最敏感。这与骆雯雯 [35] 的研究结论一致：鹿角珊瑚在异常温度急性胁迫下耐受性最差。同时，也与

JAFARABADI 等[36] 的研究结论一致。据报道，美丽鹿角珊瑚在 10 μg·L−1 的 BaP 暴露 72 h 后，体内的

CAT 酶活性显著增加，而 SOD 酶和 T-AOC 酶活性显著降低，这会导致珊瑚体内产生过多的 ROS，造成

更大的氧化应激损伤[37]。在基因表达方面，细胞防御相关基因表达水平的变化发生在大部分抗氧化酶活

性之前。在 BaP 暴露 24 h 时，Hsp90 基因的表达水平在美丽鹿角珊瑚中受到了显著的抑制，P-gp 基因表

达水平受到显著诱导，Hsp90 基因可被用作生物标记物以监控鹿角珊瑚的健康[38]。也有研究报道，在外界

污染物的胁迫下，Hsp90 基因的表达水平达到峰值之后，会随着胁迫时间的延长而不断降低[39]。因此，本

研究探索了对 BaP 胁迫敏感珊瑚的鉴定方法，为后续从基因转录表达水平以及蛋白质表达差异性方面研

究胁迫响应机制打下了基础。

 
表 1    3种珊瑚的半数效应浓度

Tab. 1    The median effective concentration of three corals

种类
Species

胁迫时间/d
Exposure time

回归方程
Regression equation

相关系数
Correlation（R2）

EC50/
（μg·L−1）

95%置信区间/
（μg·L−1）

Confidence interval

鹿角杯型珊瑚
Pocillopora
damicornis

3 Y=100/1+10^((2.912−X)× 0.642) 0.994 9 817.40 520.00～1 517.00

5 Y=100/1+10^((1.989−X) × 0.791) 0.928 8   97.47 61.95～325.90

7 Y=100/1+10^((1.345−X) × 1.377) 0.924 4   22.15 9.15～35.86

指状蔷薇珊瑚
Montipora
digitata

3 Y=100/1+10^((2.875−X) × 0.464) 0.912 6 750.40 402.60～1 927.00

5 Y=100/1+10^((2.017−X) × 0.868) 0.855 4 104.10 78.50-173.70

7 Y=100/1+10^((1.672−X) × 0.882) 0.903 6   47.00 37.98～59.97

美丽鹿角珊瑚
Acropora
formosa

3 Y=100/1+10^((1.774−X) × 1.283) 0.909 3   59.37 49.66～73.01

5 Y=100/1+10^((1.262−X) × 2.164) 0.935 6   18.27 15.29～21.39

7 Y=100/1+10^((0.730−X) × 0.988) 0.888 5     5.38 2.95～12.84
　　注：表中的^表示次方的运算符号。
　　Note: The ^ in the table represents the exponentiation symbol.
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Effect of Benzo [α] pyrene Stress on the Zooxanthellae Density and
Content of Chlorophyll a in Three Scleractinians

CHEN Shuai1,   PEI Yuebin1,   WANG Kangxin1,   ZHOU Hailong1,   LI Yuanchao2

（1. Key Laboratory of Tropical Biological Resources of Ministry of Education / School of Life Science and Pharmacy, Hainan University, Haikou, Hainan
570228，China; 2. Hainan College of Ocean and Fishery, Haikou, Hainan 571126，China）

Abstract：Benzo [α] pyrene (Benzo (a) pyrene, BaP) is a toxic environmental pollutant that exists widely in the
environment.  Corals  are  the  cornerstones  of  coral  reef  ecosystems  with  important  values.  Three  typical  reef-
building  corals  in  the  South  China  Sea, Pocillopora  damicornis, Montipora  digitata, Acropora  formosa,  and
Acropora formosa, were selected and treated with BaP at the concentrations of 1 μg·L−1, 12.5 μg·L−1, 25 μg·L−1,
50 μg·L−1,  100 μg·L−1,  respectively,  with the DMSO solvent as control.  Samples were collected on the initial
0th  day;  the  3rd,  5th,  and  7th  day  after  exposure  to  the  BaP  stress  at  different  concentrations.  The
photosynthetic and respiratory metabolism rate,  the density of the symbiotic zooxanthellae and the change of
chlorophyll a content of the coral-zooxanthellae symbiont were measured, and “Logistic model” was used to fit
the median effective concentration (EC50) of BaP for the symbiotic zooxanthellae. The results showed that the
EC50 of BaP on the 7th day was 47.00 μg·L−1 for M. digitata, 22.15 μg·L−1 for P. damicornis, and 5.38 μg·L−1

for A. formosa. Comprehensive analysis of various physiological indicators showed that A. formosa was most
sensitive to BaP among the three corals which were tolerant to BaP in the order of M. digitata > P. damicornis >
A. formosa.
Keywords：Benzo (a) pyrene；stress；EC50；sensitivity
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