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Abstract: Ballast water is one of the most important mechanisms for the introduction of non-indigenous or-
ganisms. The Alexandrium tamarense of representative phytoplankton in ship's ballast water, this paper stud-
ied its removal by adjusting different parameters, such as the power, irradiation time and duty cycle, so as to 
obtain the best optimization of ultrasound parameters. The treatment effect was verified by the observation, 
FDA staining, determination of chlorophyll a and re-training treatment. The results showed that Alexandrium 
tamarense were removed significantly by ultrasonic irradiation with optimal parameters at the input power of 
500W and the exposure time of 3.5 min, the death rate of Alexandrium tamarense was 95%. The decay rate of 
chlorophyll is up to 98.6%. Therefore, the ultrasonic technology is an effective way to kill the Alexandrium 
tamarense. 
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摘  要: 船舶压载水是传播地理性隔离有害生物的主要途径。本文针对船舶压载水中代表性浮游植物

塔玛亚历山大藻，研究超声波对其的去除，通过调节功率、辐射时间和占空比等不同的参数，得到优

化的超声参数组合。并用观察法、FDA 荧光染色、测定叶绿素 a 和再培养的方法验证处理效果。结果

表明：当超声参数组合功率 500W，辐射时间 3.5 min 时，具有较好的除藻效果，死亡率达到 95％以上，

叶绿素 a 的衰减率高达 98.6%。因此，超声波技术是去除塔玛亚历山大藻的一种有效途径。 
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1 引言 

船舶压载水是现代远洋船舶航海安全和高效营运

的保证。全球贸易中约 90％的货物经由船舶运输，每年

约有 120亿吨压载水通过约 9万艘远洋船舶在世界范围

内转移[1]，每天存在于船舶压载水中随船周游世界的生

物多达 7000 至 10000 种[2]，平均每立方米压载水中有浮

游动植物 1.1 亿个[3]。截止到 2005 年，全球已确认的由

船舶压载水传播的生物约 500 种[4]。几乎每隔 9 个星期

就会在世界各地发现一种新的入侵生物。2004 年国际海

事组织（IMO）通过了《国际船舶压载水及其沉积物控

制和管理公约》，提出船舶压载水处理的安全、有效、

环保、可操作性及可行五点要求。到目前为止，已有 8

种压载水处理技术被国际海事组织（IMO）最终审批通

过。原定于 2009 年开始生效的压载水公约，由于当时

对压载水处理技术发展速度的高估，到 2010 年 4 月底

为止，也只有 24 个缔约国批准加入，占世界商船总吨

位的 23.29%，距公约生效条件还有一段路程。这就给

新的压载水处理技术的研发带来了机会。 

超声波技术有着操作条件温和、降解速率快、适用

范围广、可以与其他水处理技术联合使用等优点，被称

为环境友好技术。超声波在水体中由空化效应产生的高

压、冲击波、声流和剪切力能够有效地破坏藻类的细胞

结构，使蓝藻细胞内伪空胞破裂[5]，抑制叶绿素的合成。

资助信息：国家科技支撑计划重大项目“远洋船舶压载水净化和水

上溢油应急处理关键技术研究”第 4课题“远洋船舶压载水快速检
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尽管超声波可以杀死细菌和浮游动物是既知的事实，然

而它对压载水的处理的应用至今仍不清楚。Mesbahi[6] 

用超声波处理浮游动物和浮游植物的混合液，而结果浮

游动物减少量不足 40%，叶绿素 a 减少量为 71%。Eric 

R.Holm [7]研究发现浮游动物仅需 3-9 秒的处理时间和

6-19J/mL 的超声波能量就能达到降低 90%存活量的效

果。相反，对细菌和浮游植物要达到 90%的减少量则需

要 1-22 分钟的处理时间和 31-1240J/mL 的能量密度。 

塔玛亚历山大藻（Alexandrium tamarense Balech）

是一种广布性的有毒赤潮甲藻，在大西洋、太平洋、北

极、温带及热带都有出现，而以北半球的温带水域出现

的频率最高。大多数麻痹性中毒事件与之密切相关[8-9]，

通过对船舶压载舱沉积物的调查发现，塔玛亚历山大藻

孢囊为船舶压载水沉积物中的优势孢囊[10]。因此本文选

择塔玛亚历山大藻作为船舶压载舱中的代表浮游植物。

利用超声波处理塔玛亚历山大藻，确定杀死塔玛亚历山

大藻必要的接触时间和超声波功率，用观察法、FDA 荧

光染色、测定叶绿素 a 和再培养的方法验证处理效果，

为我国压载水管理方面的船旗国、港口国履约工作提供

参考，为我国压载水的处理方法研究提供基础资料，为

我国压载水的管理和法案的制定提供技术支撑，具有很

重要的现实意义。 

2 材料和方法 

2.1 实验材料 

实验藻种塔玛亚历山大藻（Alexandrium tamarense 

Balech）由国家海洋环境监测中心提供，图 1，实验用

海水由辽宁省水产研究所提供。 

取砂滤过的海水，经 0.45µm 醋酸纤维滤膜过滤后，

高压消毒灭菌（0.14 MPa，30 min）。采用 Conway [11]

配方用消毒的过滤海水（pH=8.00）配制培养液。在恒

温光照培养箱中培养，光强为 3000 lx±100 lx，光暗周

期为 12 hD：12 hL，温度为 20℃，每天振摇 3-4 次，并

定期扩养（7d）。 

2.2 实验方法 

2.2.1 超声波辐照处理 

每次取50 mL塔玛亚历山大藻液，分别用功率300 

W、400 W 和 500 W，时间为 1 min、1 .5min、2 min、

2.5 min、3 min、3.5 min、4 min、4.5 min、5 min 辐照，

确定功率和时间对处理效果的影响，然后在相同功率

的条件下，研究占空比对处理效果的影响。 

  

Figure 1. Alexandrium tamarense Balech 
图 1 塔玛亚历山大藻形态 

 

2.2.2 藻细胞生物活性检测及计数方法 

（1）形态观察法 

在显微镜（Olympus CX21）下观察藻细胞的物理

形态。超声波处理后的细胞发生破碎现象，不能维持

原有细胞形状即被认定为死细胞。 

（2）FDA 荧光法 

取处于对数生长期的藻液，超声波处理后，加入

FDA 溶液，振荡混合均匀，在室温黑暗处放置。在荧

光显微镜观测浮游植物计数板上的藻液，活细胞被

FDA 染成亮绿色，死细胞呈暗红色，统计活细胞数。 

（3）叶绿素 a 测定法 

根据各种光合色素在有机溶剂中的溶解特性，可

将它们从细胞中提取出来，并可根据它们在有机溶剂

中的最大吸收波长不同，可以进行分光光度法测定。

以丙酮溶液提取浮游植物色素，依次在 664，647，

630nm 下测定吸光值，按 Jeffrey-Humphrey 的方程式

计算，可以得出叶绿素 a 的含量。通过对处理后藻液

的叶绿素 a 与原样叶绿素 a 含量的对比，可得出其衰

减趋势和衰减率。 

（4）再培养法 

为了检验最终的处理效果，加 Conway 培养液于

超声波处理后的藻液，并放入恒温培养箱中进行再培

养（温度 20℃，光照强度 3000 lx±100 lx，pH 值为

8.00），同时选取未经处理的藻液作空白对照实验，

经 15d 相同条件的培养后，用显微镜观察其数量。 

3 结果与讨论 

3.1 藻细胞活性分析 

3.1.1 形态观察法 

在显微镜下观察藻细胞的形态结构在微波-超声

波处理前后的变化，如图 2 所示。处理前，观察到藻

细胞边缘圆滑完整，细胞形状规则，细胞膜及内部细

胞结构清晰可辨；处理后，藻细胞外观形态发生变化，
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细胞壁有明显破损，某些细胞器缺失，藻的碎片明显

增多，对藻类细胞产生致命的破坏。随着功率的增大

和处理时间的加长，完整藻细胞的数量显著下降，藻

细胞的碎片呈递增趋势，由此表明超声波对塔玛亚历

山大藻有明显的破坏作用。 

 

   
Ultrasonic pre-irradiation     Ultrasonic irradiation 

超声波辐照前               超声波辐照后 

Figure 2. Alexandrium tamarensee Balech Cell morphology before 
and after ultrasonic irradiation 

图 2 超声波辐照前后塔玛亚历山大藻细胞形态 

3.1.2 FDA 荧光染色 

当活性细胞具有完整细胞膜时，FDA 水解的荧光

素不断在细胞内积累，使细胞在蓝色光下发出绿色荧

光。当细胞膜受损，荧光素无法在细胞内累积，而使

细胞无法发出荧光，呈现出暗红色。活性高的细胞发

出强烈的绿色荧光，活性低的细胞发光较弱。根据所

发出的荧光, 不仅可以计算细胞数量，而且可以非常

清楚地辨别细胞形状鉴定细胞活性，如图 3。随着功

率的增大和辐照时间的延长，显微镜视野下发出绿色

荧光的藻细胞越来越少。 

 

  
Ultrasonic pre-irradiation     Ultrasonic irradiation 

超声波辐照前            超声波辐照后 

Figure 3. Alexandrium tamarensee Balech fluorescence images be-
fore and after ultrasonic irradiation 

图 3.超声波辐照前后塔玛亚历山大藻荧光图片 

3.1.3 叶绿素 a 测定 

Lorenzen 1968 年指出，来源相同（有相同历史）

的浮游生物量可以直接由海水中的碳与叶绿素的比值

来确定。在实验室培养的浮游植物样品中，海水中的

碳可以作为一个定值，因此经处理后的藻液的叶绿素

a 与原样叶绿素 a 的对比，可得出其衰减趋势和衰减

率，确定死亡率。 

超声处理完后的塔玛亚历山大藻液，颜色呈棕黄

色，在同一功率下，随着辐照时间的延长颜色逐渐加

深，如图 4 所示。其叶绿素的衰减率逐渐增大，如表

1所示，500W，全程时间3.5 min后，衰减率高达98.6%。

功率为 400W 全程时间 4.5 min 后，衰减率达到 90%

以上。 

 

 
2.5min   3 min    3.5 min   4min    4.5 min    5 min  

Figure 4. Color of Alexandrium tamarense solution after ultrasonic 
treatment 

图 4 超声波处理后塔玛亚历山大藻溶液颜色 

 
Table 1. The decay rate of chlorophyll a 

表 1. 叶绿素 a 的衰减率 
时

间 
功

率 

1 
min

1.5 
min

2 
min

2.5 
min

3 
min 

3.5 
min 

4 
min 

4.5 
min

5 
min

300 
W 

10.1 27.2 56.2 70.3 77.1 80.4 84.3 85.6 91.0

400 
W 

15.1 28.5 52.6 73.6 86.7 88.6 90.1 94.4 97.1

400 
W 

48.8 57.4 70.9 87.3 93.6 98.6 98.6 98.6 98.6

3.1.4 再培养 

经过超声处理后的藻液，其存活的细胞仍具有生

物活性，可继续进行增殖，当给予充足的适宜生长环

境时，可观察到藻细胞的再生和繁殖现象，从而可以

确定先前的伤害程度。 

将经超声波处理后的塔玛亚历山大藻溶液，给予

相同的光照与营养盐（同前藻类的培养），经过 15d

后，观察有无再生情况，以此选择出死亡最彻底的藻

组，进而得出超声波最佳处理条件。 

经再培养 15d 后，超声功率为 500W，占空比为

50%，全程作用时间为 3.5min 处理后的扁藻回升率几

乎为 0，如图 5 所示。 

 

 
2.5min   3 min   3.5 min    4min    4.5 min    5 min  

Figure 5. Re-culture 15day after ultrasonic treatment 
图 5 超声波处理后再培养 
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3.2 功率对死亡率的影响 

超声波的功率又称为声能强度，也是超声辐射中

的一项重要参数。相同的占空比下，塔玛亚历山大藻

的死亡率随着功率的增大而升高，如图 6 所示。功率

为 500W 时，全程时间为 3.5min 时，死亡率达到 95%

以上，随着时间的延长，死亡率没有很大的变化，功

率为 400 W 时，随着时间的延长死亡率升高，5 min

时，死亡率达到 95%以上，而 5 min 时，功率为 300W

死亡率较低，在 85%以下。 

 

 
Figure 6. Mortality rate of Alexandrium tamarense Balech 

图 6 塔玛亚历山大藻死亡率 

3.3 占空比对死亡率的影响 

占空比是超声波仪器频率的一个重要参数，它指

的是超声波工作时间与超声波间隙时间的比值，一般

来说，超声波的占空比应小于等于 1。依据本实验所

选择的 JY92— DNⅡ 型超声波细胞粉碎机的性能，结

合产品的说明书，本实验仪器的最佳工作状态为短频

率结合长时间工作，即在工作 1s 间隙 2s 和工作 2s 间

隙 3s 条件下选择全程作用时间。实验占空比选择为

1/2 和 2/3，对比塔玛亚历山大藻的死亡率。研究发现：

在短时间内，占空比对塔玛亚历山大藻的死亡率有一

定的影响，但是，随着处理时间的延长，占空比对塔

玛亚历山大藻的处理效果影响不大。 

4 结论 

超声波处理后的塔玛亚历山大藻形态发生了显著

变化。物理形态上，破碎前的藻细胞边缘圆滑，细胞

形状规则，细胞膜及内部细胞器清晰可辨。破碎后的

藻细胞外观形态发生明显改变：细胞收缩，形状不规

则，细胞膜模糊溶解，某些细胞器丢失，细胞有明显

的破裂、缺失、击碎以及细胞内容物外泄的现象，对

藻的生物活性有着极大的伤害性。FDA 荧光法检测藻

细胞活性时发现，破碎前的藻细胞生物活性良好，经

染色剂染色后在蓝色光下观察呈现出亮绿色，破碎后

细胞膜受损，荧光素无法在细胞内累积，而使细胞无

法发出荧光，呈现出暗红色。 

实验结果表明：功率为 500 W，辐照 3.5 min，塔

玛亚历山大藻的死亡率达到 95%以上，叶绿素 a 的衰

减率达到 98.6%，可以达到压载水的排放要求。虽然

占空比是超声波仪器频率的一个重要参数，但对塔玛

亚历山大藻的处理效果没有很大的影响，时间和功率

是影响处理效果的关键因素。 
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