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摘要:利用共存培养系统研究了缘管浒苔(Enteromorphalinza)新鲜组织和干粉末对赤潮异弯藻(Heterosigmaakashiwo)生长

的克生效应。共存实验结果表明,缘管浒苔新鲜组织和干粉末对赤潮异弯藻生长均有强烈的克生效应。同时,研究了缘管浒苔培

养水过滤液对赤潮异弯藻的克生作用。赤潮异弯藻在缘管浒苔培养水过滤液的半连续添加方式下生长受到明显的克制作用,但

在一次性培养方式下生长未受到明显的抑制作用,说明克生物质的连续分泌是有效克制赤潮异弯藻生长的关键;煮沸的大藻培

养水过滤液对微藻的生长无抑制作用,表明克生物质在高温下不稳定和易分解。
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A[stract:\armfulalgalblooms(\ABs)ofthecoastalraphidophyteHeterosigmaakashiwohavebeenthefocusofmanystudies,

primarilyduetothedevastatingeffectsthisalgahashadonthea]uacultureindustry.Heterosigmaakashiwoisnotoriousfor

ichthyotoxicityand îdelydistributedinthe ôrld.\eterosigmaa_ashîohascausedgreateconomiclossinmanycountries.

Allelopathyisaprevalentnaturalphenomenonina]uaticecosystemsandalsoameansofbiologicalcontrolof̂ ater êeds.

ThispaperstudiestheallelopathiceffectsofthemacroalgaEnteromorphalinzaonthemicroalgaHeterosigmaakashiwo,in

ordertoprovidesometheoreticalproofforbiologicalcontrolofharmfulalgaeblooms.

Allelopathiceffectsoffreshtissueanddrypô derofEnteromorphalinzaonHeterosigmaakashiwo êrestudiedusing

coexistenceculturesystems.Differentinitialinoculationconcentrati-ons(0,0‘625,1‘25,2‘5,5and10g êtaL)ofmacroalga

freshtissueand(0,0‘15,0‘3,0‘6,1‘2and2‘4gdryaL)ofmacroalgadrypô der êreusedinbothcoexistenceculture

systems.Theresultsofthecoexistenceassaysshô edthatthegrô thofHeterosigmaakashiwo âsstronglyinhibitedby

freshtissueandbydrypô derofEnteromorphalinza.ThecellsofHeterosigmaakashiwodiedcompletely îthinfivedaysat

thet̂ohighestconcentrations(5and10g êtaL)ofmacroalgafreshtissue.Atathresholdlevelof1‘2gdryaLofdrypô der

ofEnteromorphalinza,H.akashiwocells êrecompletely_illed ĥentheirinitialdensity âslô erthan1b105cellsaml.

Theeffectsofthemacroalgaculturemedium filtrateontheHeterosigmaakashiwo êrealsoinvestigatedtoconfirm the

existenceofallelochemicals.Thegrô thof\.a_ashîo âsnotsignificantly(pc0.05)lô eredbymacroalgaculture

mediumfiltrateunderinitialfiltrateaddition.Onthecontrary,thegrô thofH.akashiwô asstronglyinhibitedbymacroalga

culturemediumfiltrateundersemicontinuousfiltrateaddition.It̂ asspeculatedthatcontinuousadditionofallelochemicalŝ as

importanttoeffectivelycontrolthegrô thofH.akashiwo.Heterosigmaakashiwo âsnotinhibited ĥeninoculatedinthe

boiledmacroalgaculturefiltrate, ĥichsuggestedthatallelochemicalsfrom th
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efreshtissueofEnteromorphalinza êre



unstableanddegradableathighertemperature.TheseassaysprovethatEnteromorphalinzahasallelopathiceffectson

H.akashiwo.Theseresultsnotonlyprovideinsightintotheinteractionsbetweenmacroalgaeandmicroalgaeincoastalareas

butalsoleadustoisolateandcharacterizetheseallelopathicsubstancesinfuture.
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赤潮(redtides)是国际社会共同关注、急需研究解决的海洋环境问题之一[1,2]。针胞藻 (raphidophyte)赤潮异弯藻

(heterosigmaakashiwo)是一种典型的鱼毒性(ichthyotoxin)有害赤潮藻种,在我国大连湾曾发生过赤潮[3,4],在青岛胶州湾和广

东沿海也发现了该藻的分布[5,6]。这种赤潮藻除了对鱼类具有毒性作用外,近来发现也对贝类、桡足类等其他海洋生物的生命活

动有影响[7,8]。该藻给海水养殖业造成的经济损失每年超过百万美元[9,10]。因此,为保护我国海水养殖业和渔业资源,探索经济

有效的防治赤潮的原理和技术具有一定的科学、经济、生态意义。
目前赤潮的防治主要采取化学方法[11],这种方法虽可迅速有效地控制赤潮,但所施用的化学药剂给海洋带来新的污染,因

此越来越多的人把目光投向了生物防治技术。近些年来,相生相克(allelopathy)这种生物防治有害藻华的方法,引起人们的充

分关注[12]。利用水生生物分泌克生物质来抑制有害藻华藻生长,多见于淡水生态系统[13,14],而近几十年来也出现了关于大型海

藻对海洋浮游微藻的克生作用的报道[15,16]。如Jin等报道了孔石莼(Ulvapertusa)对赤潮异弯藻(Heterosigmaakashiwo)和亚历

山大藻(Alexandiumtamarense)有很强的克生作用[15]。缘管浒苔(Enteromorphalinza)也是广泛分布于中国沿海的大型绿藻,为

验证大型绿藻对赤潮异弯藻克生作用的普遍性,本文在室内培养条件下研究了缘管浒苔对赤潮异弯藻的克生效应。

1 材料与方法

1.1 实验材料

实验所用的大型海藻缘管浒苔(Enteromorphalinza)采于山东青岛市沿海。将采集的样品,去除杂藻后,用蒸馏水仔细洗去

泥沙和其他附着物,灭菌后用滤纸吸干表面水分,备用。赤潮异弯藻(Heterosigmaakashiwo)无菌株是由中国海洋大学微藻研究

实验室提供。赤潮异弯藻在(20±1)℃、60µmol/(m2·s)光照和 12:12h光暗循环条件下,在f/2培养液中培养。实验用的海水

为天然海水经过脱脂棉和 300目的筛绢过滤、煮沸,冷却后的海水 pH值和盐度分别调节至 8.5和 30。

1.2 实验设计

1.2.1 缘管浒苔新鲜组织对赤潮异弯藻的抑制作用 取生长状况良好处于指数增长期的赤潮异弯藻,与不同密度的缘管浒苔

新鲜组织同时接种,共培养于含有 40mlf/2培养液的 100ml锥形瓶里,并用卡片纸覆盖瓶口。赤潮异弯藻接种密度为 1×105

cells/ml,大藻新鲜组织的密度梯度为 0,0.625,1.25,2.5,5,10gwet/L,以检验与大藻新鲜组织接种密度相关的抑制效应。
微藻单独培养为空白对照。实验在光照培养箱内进行,其他培养条件与上述一致。
实验设 4个重复,共进行 8d,每天定时采样 1ml,用Lugol's试剂固定,并用血球计数板在Olympus光学显微镜下计数微藻

细胞数量的变化。用 ANOVA来统计分析数据(p<0.05)。取样之后往每个培养瓶中加入 1ml的 40倍 f/2营养液母液以补充

营养。实验采用无菌操作。除了特别说明,以下实验的各处理条件和培养条件均跟本实验一致。

1.2.2 缘管浒苔干粉末对赤潮异弯藻的抑制效应 实验培养条件与上述一致。缘管浒苔新鲜组织在室温下完全干燥 5d,用研

钵研磨成粉末。缘管浒苔干粉末的接种浓度 0,0.15,0.3,0.6,1.2,2.4gdry/L。本实验研究了与大藻干粉末浓度相关的克

生效应。以微藻单独培养为空白对照。实验设 4个重复,共进行 8d。用 ANOVA来统计分析数据(p<0.05)。

1.2.3 缘管浒苔培养水过滤液对赤潮异弯藻的克生作用

(1)一次性培养法 将浓度为 50gwet/L的大藻在 f/2培养液中培养 3d后,移去大藻组织,然后将培养液经高温灭菌过的

滤膜(WhatmanGF/C,catNo1822025)过滤。将过滤之后所得的大藻过滤液用 40倍f/2营养液重新加富,微藻立即接种于大藻

过滤液中,作为处理组。赤潮异弯藻接种密度为 1.8×105cells/ml。对照组为实验用的海水配制的营养液,营养水平、接藻量与

处理组一致。实验设 4个重复,共进行 8d。用 SPSS(Independent-SamplesTTest)来统计分析数据(p<0.05)。

(2)半连续培养法 按照上面的方法将微藻接种于大藻培养水的过滤液中。每天将每个培养瓶中的 40ml培养液移出 10

ml,然后加入 10ml营养重新加富的大藻培养水过滤液以保持培养液体积的恒定。作为对照,以 f/2培养液代替重新加富的大

藻培养水过滤液。以验证克生物质的存在。实验设 4个重复,共进行 8d。用 SPSS(Independent-SamplesTTest)来统计分析数

据(p<0.05)。

(3)煮沸的大藻培养水对微藻的影响 赤潮异弯藻接种密度为 1.8×105cells/ml,将微藻分别接种于经过煮沸,并用灭菌

过的滤膜(WhatmanGF/C,catNo1822025)过滤的大藻培养液和 f/2培养液中,以后者培养的微藻为对照,研究克生物质的稳

定性。实验设 4个重复,共进行 8d。用 SPSS(Independent-SamplesTTest)来统计分析数据(p<0.05)。
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2 结果

2.1 缘管浒苔新鲜组织对赤潮异弯藻的抑制作用

微藻在与不同密度的缘管浒苔新鲜组织共存时的生长情况见表 1。由表 1可知:在实验末,与对照组相比所有密度的缘管

浒苔新鲜组织对赤潮异弯藻的生长均有显著的抑制作用(p<0.05),尤其是在浓度为 5和 10gwet/L时,赤潮异弯藻细胞在5d
内完全死亡;缘管浒苔新鲜组织密度为 2.5gwet/L时,赤潮异弯藻细胞不能正常生长繁殖,在第 7天即被完全致死;当缘管浒

苔新鲜组织密度为 1.25gwet/L时,赤潮异弯藻种群密度逐日降低,至实验末为 0.4×104cells/ml,比对照组低 99.5%。只有对

照组的赤潮异弯藻种群密度呈递增式增长,但微藻与密度为 1.25、2.5、5、10gwet/L的大藻共存时呈递减式生长,而与 0.625

gwet/L大藻共存时生长趋势平缓。以上这些数据显示,要抑制赤潮异弯藻的增殖,缘管浒苔新鲜组织密度须达 1.0gwet/L。

表 1 与不同接种密度的大藻新鲜组织共存 8d的赤潮异弯藻细胞密度

Table1 ThedensitiesofH.aRaSTUVWXoeYistinZ[ithdiffe\entinoX]lationdensit̂of_aX\oalZaf\eshtiss]ed]\inZeiZhtdâs

大藻新鲜组织的接种

密度(gwet/L)
‘abccldtebadeasetfbg
hdcibdlgdgiesjtessce

赤潮异弯藻细胞密度 kjedeaseteesbglmnonpqrst(104cells/ml)

1d 2d ud 4d 5d 6d 7d vd

0 16m1w0mud 21mvw0mud 26m2w0mvd uvw2m0d 4uw2m1d 51m4w1m6d 65mvw0m7d v4m4w2m1d

0m625 15m1w0m7d 15m2w0mux 14m5w0m6x 1vm5w1m2x 1um9w0m7x 15m4w1m5x 14mvw0mvx 15m1w1m1x

1m25 12m4w0mux 11m2w0m6c 10muw0mvc vmuw0m5c 5m0w0muc 2m5w0m1c 1m6w0m1c 0m4w0m1c

2m5 9mvw0m4c 7m7w0m5d 5m1w0m5d 1mvw0mud 0m4w0m1d 0m1w0m1c 0m0d 0m0c

5 7m5w0mud umuw0m2e 1muw0m0e 0m2w0m1d 0m0d 0m0c 0m0d 0m0c

10 4muw0mue 1m6w0m2g 0muw0m1e 0m1w0m1d 0m0d 0m0c 0m0d 0m0c

表中的数值为平均值w标准误,同列有不同字母表示经 yz{|y分析后差异显著(p<0.05) kjeddtdeatjetdxleeadecdtesmedasw}~

(n=4);hedaseatjesdmecblcmagbllbwedxfdeggeieatletteisdiesegaegecdatlfdeggeieatxfyz{|ydadlfse(p<0.05);下同 tjesdmexelbw

2m2 缘管浒苔干粉末对赤潮异弯藻的抑制效应

微藻在与不同浓度的缘管浒苔干粉末共存时的生长情况见表 2。表 2表明,在相对高浓度(1m2,2.4gdif/L)的干粉末作用

下,赤潮异弯藻细胞不能正常生长繁殖,在 ud内完全死亡;而浓度为 0.6gdif/L的干粉末对赤潮异弯藻生长的抑制效应在 4

d后减弱,微藻的生长逐渐恢复;相对较低浓度(0.15,0.ugdif/L)的干粉末对赤潮异弯藻的增殖虽然有显著的抑制效应(与

对照组相比,yz{|y,p<0.05),但赤潮异弯藻种群密度还是逐日增殖,至实验末,微藻种群密度分别为 97.1×105cells/ml、

95.4×105cells/ml。

表 2 与不同浓度的大藻干粉末共存 8d的赤潮异弯藻细胞密度

Table2 ThedensitiesofH.aRaSTUVWXoeYistinZ[ithdiffe\entXonXent\ationof_aX\oalZad\̂ po[de\d]\inZeiZhtdâs

大藻干粉末的

浓度(gdif/L)
Cbaceatidtebabgmdcib
dlgddifpbwdei

赤潮异弯藻细胞密度 tjedeaseteesbglmnonpqrst(104cells/ml)

1d 2d ud 4d 5d 6d 7d vd

0 16m2w0m7d 26m5w0m6d u2m5w0m1d 45m7w1m4d 64m1w1m1d v2m0w1m1d 97m6wum5d 104muw1mud

0m15 1um6w0m2x 1vm9w1m4x 29m6w0mvx 42m7w1m0x 61muw2m0d 72muw1mux vvm7w0m5x 97m1w0mvx

0mu 9m0w0m2c 15mvw0mvc 26m7w1muc uvmvw0m9c 56mvw2m2x 66m5w1m7c v1m6w1m6c 95m4w2m1x

0m6 2m2w0m2d 1m2w0m1d 1muw0m2d 2m2w0m2d 5m7w0m2c 10m6w0m5d 1vmuw0m5d 29m6w1muc

1m2 0m2w0m1e 0m1w0m1d 0m0d 0m0d 0m0d 0m0e 0m0e 0m0d

2m4 0m0e 0m0d 0m0d 0m0d 0m0d 0m0e 0m0e 0m0d

n=4,p<0m05

2m3 缘管浒苔培养水过滤液对赤潮异弯藻的灭杀作用

2m3m1 一次性培养法 在大藻培养水过滤液一次性添加方式下,大藻培养水过滤液对微藻生长的影响及统计分析结果见

图 1。图 1表明,大藻培养水过滤液在一次性培养方式下,微藻的生长仅在第 1天被显著的抑制(p<0.05),在后 7d实验中,都

没有显著的抑制作用(p>0.05)。在整个实验过程中,对照组和处理组微藻的密度一直呈递增式生长。

2.3.2 半连续培养法 在大藻培养水过滤液半连续添加方式下,大藻培养水过滤液对微藻生长的影响及统计分析结果见

图 2。图 2表明,整个实验过程中,赤潮异弯藻的生长一直受到显著的抑制作用(p<0.05)。在半连续培养方式下,处理组赤潮异
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图 1 大藻培养水过滤液一次性添加方式的赤潮异弯藻细胞密度

Fig.1 CelldensityofH.akashiwounderinitialculturemedium

filtrateadditionofE.linza
条形符号代表平均值的标准误,在同组内标标有不同的字母表示差

异显著(p<0.05)BarsrepresentSEofmeans(n=4),followedby

differentlettersinthesamegrouparesignificantlydifferent(p<

0.05);下同 thesamebelow

弯藻一直处于稳定的递减式生长,在实验末藻密度比对照组低

73%。

2.3.3 煮沸的大藻培养水对微藻的影响 赤潮异弯藻培养于

煮沸的大藻培养水过滤液的生长情况见图 3。由图 3可知,在本

实验中,跟对照组相比,培养于煮沸的大藻培养过滤液的赤潮异

弯藻的生长未受到抑制作用(p>0.05)。

3 讨论

植物之间的相互作用包括资源竞争和相生相克两个方面。
前者是指对营养盐和光等资源竞争,后者是植物之间通过向环

境释放一些化学物质而对其他种群产生影响[17]。然而,在自然条

件下要研究水域生物之间的相生相克作用对于研究者来说是非

常困难的,因为象一些营养、光照竞争等因子能掩盖植物之间的

相生相克作用[18]。本文所设计的实验采用可控制环境条件下实

验室内的研究方法,排除了光照、营养盐等资源竞争以及细菌微

生物的作用等因素,研究了缘管浒苔对赤潮异弯藻克生效应。
大藻培养水过滤液实验的结果表明,在一次性大藻培养水

过滤液添加方式下,微藻的生长没有受到明显的抑制作用,当采

图 2 大藻培养水过滤液半连续添加方式的赤潮异弯藻细胞密度

Fig.2 CelldensityofH.akashiwoundersemi-continuousculture

mediumfiltrateadditionofE.linza

用了半连续添加方式,微藻的生长受到显著的抑制,此现象与

Nakai等报道的大型水生植物 Myriophyllumspicatum克制蓝藻

生长的实验相似[13]。此现象说明缘管浒苔新鲜组织向培养液中

释放的克生物质量很少,在一次性添加方式下大部分赤潮异弯

藻细胞存活,而克生物质的连续分泌是克制赤潮异弯藻生长的

关键。同时,微藻接种于煮沸的大藻培养水过滤液中其生长并没

有受到抑制作用,说明克生物质在高温下不稳定和易分解。
缘管浒苔新鲜组织和干粉末对赤潮异弯藻的生长有显著的

抑制作用,并且在相对高浓度下抑制作用较强,甚至杀死全部赤

潮异弯藻细胞。这种现象表明克生作用存在着浓度效应,浓度达

一定阈值才出现明显的克生作用,在阈值之上浓度越高克生作

用越显著。当赤潮异弯藻细胞初始密度低于 1×105cells/ml时,

1.2gdry/L的缘管浒苔干粉末是在短期内能杀死全部赤潮异

弯藻细胞的域值。干粉末中的全部克生物质可作为一次脉冲添

图 3 培养于煮沸的大藻培养水过滤液的赤潮异弯藻细胞密度

Fig.3 CelldensitiesofH.akashiwointheboiledmacroalgaculture

mediumfiltrate

加到微藻的培养液中,即干粉末中克生物质的添加方式是一次

性的。由此,缘管浒苔干粉末在相对高浓度下,所有赤潮异弯藻

细胞在短时间内被干粉末中一次性添加的大量克生物质杀死;
而在较低浓度时一些赤潮异弯藻细胞仍然存活,并且在实验后

期能被大藻粉末中所释放的大量营养物质促进使其生物量显著

增长。
相生相克是水域生态系统中一种普遍的自然现象[15]。本研

究以实验证明了缘管浒苔对赤潮异弯藻的生长有显著的克生作

用。这不仅丰富了大型海藻与微藻间相互作用的认识,也为今后

分离、鉴定、提取这些克生物质奠定了基础。有些自然海域,以缘

管浒苔为代表的大型海藻亦开始泛滥,形成大型海藻的水华[20]。
本文结果显示,在缘管浒苔密度达 1.0gwet/L时,能完全抑制

赤潮异弯藻的增殖。因此可以变害为利,充分利用缘管浒苔对赤

潮异弯藻生长的克生作用开展赤潮的生物防治工作。
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