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浒浒苔干粉末提取物对东海原甲藻和
中肋骨条藻的克生作用

韩秀荣1,2,高摇 嵩1,2,侯俊妮1,2,李鸿妹1,2,石晓勇1,2,3,*

(1. 中国海洋大学化学化工学院, 青岛摇 266100; 2. 中国海洋大学海洋化学理论与工程技术教育部重点实验室,青岛摇 266100;

3. 国家海洋局减灾中心, 北京摇 100194)

摘要: 研究不同溶剂的浒苔干粉末组织提取液对两种赤潮藻———东海原甲藻和中肋骨条藻生长的克生效应。 结果表明, 浒苔

提取物中确实含有可以影响赤潮藻类生长的克生物质,克生作用具有较明显的浓度效应,低浓度时可能会表现为一定的促进生

长的作用,浓度较高时表现为抑制作用,添加浓度越大,抑制作用越强,即“低促高抑冶的特点,这与浒苔提取物对其他微藻的作

用相似。 其中,蒸馏水提取物对这两种赤潮藻的克生作用小于有机溶剂提取物,有机溶剂中,甲醇和乙酸乙酯提取物对这两种

赤潮藻的克生效果最好,正己烷相对较差。 根据相似相溶原理,可以初步推断最有效的克生物质应为具有相对较高的极性的有

机物。 两种赤潮藻对克生物质的敏感程度不同。 东海原甲藻对克生物质的敏感性高于中肋骨条藻。 蒸馏水、甲醇、乙酸乙酯、
正己烷的浒苔干粉末提取物影响东海原甲藻生长的致死作用阈值浓度分别为 5.00、0.50、0.50、0.63 g / L(相当于浒苔新鲜藻体

浓度为 22.00、2.20、2.20、2.75 g 湿重 / L);影响中肋骨条藻生长的致死作用阈值浓度则分别为 20.00、1.25、1.25、2.50 g / L(相当于

新鲜藻体浓度为 88.00、5.50、5.50、11.00 g 湿重 / L)。
关键词:浒苔;克生作用;东海原甲藻;中肋骨条藻;生长抑制作用

Allelopathic effects of extracts from Ulva prolifera powders on the growth of
Prorocentrum donghaiense and Skeletonema costatum
HAN Xiurong1,2, GAO Song1,2, HOU Junni1,2, LI Hongmei1,2, SHI Xiaoyong1,2,3,*

1 College of Chemistry and Chemical Engineering, Ocean University of China, Qingdao 266100, China

2 Key Laboratory of Marine Chemistry Theory and Technology, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao 266100, China

3 National Marine Hazard Mitigation Service, Beijing 100194, China

Abstract: Harmful algal blooms of the coastal Prorocentrum donghaiense and Skeletonema costatum have been the focus of
many studies, primarily due to the devastating effects this alga has had on the aquaculture industry. Prorocentrum
donghaiense and Skeletonema costatum are widely distributed in the world. Prorocentrum donghaiense and Skeletonema
costatum have caused great economic loss in many countries. Allelopathy is a prevalent natural phenomenon in aquatic
ecosystems. The phenomenon of a large number of marine macroalgal proliferation is called ‘Green Tide爷 . Generally, green
tide occurs in spring or summer and end in summer when temperature is high, but sometimes extended to the fall. In recent
years, frequency and biomass of green tide are rising totally, it has become a major concern of the international community
to marine environmental problems and ecological disasters. Green tide occurs in the south Yellow Sea of China from 2008 to
2012, which bring about significant losses to coastal fisheries, aquaculture and tourism, causing significant impact on the
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natural landscape too. In recently years, Ulva prolifera is the primary peacebreaker algae of green tide.
At present, Ulva prolifera has been researched more, but mostly focus on ecological characteristics of Ulva prolifera,

algae composition and Ulva competion with microalgae, less focus on the influence of Ulva prolifera on water鄄quality. This
paper studies the allelopathic effects of the macroalga Ulva prolifera on the microalga Prorocentrum donghaiense and
Skeletonema costatum, in order to provide some theoretical proof for biological control of harmful algae blooms.

Allelopathic effects of different solvent extracts of Ulva prolifera dry powder on the harmful algae ( Prorocentrum
donghaiense and Skeletonema costatum) were studied in laboratory. The results showed that growth inhibitory effects by
different concentrations of distilled water extracts and three organic solvent (methanol, ethyl acetate and n鄄hexane) extracts
from Ulva prolifera dry powder on two microalgaes are obviously. The inhibition rate becomes higher when the concentration
increases, while it may promote the growth of microalgae when the concentration is low, which are similar with the effects to
other microalgaes. The distilled water extracts are of the weakest growth inhibitory activity on the microalgae. Methanol and
ethyl acetate extracts are of the highest growth inhibitory effect on two microalgaes. So it can be deduced that the extracts
from the chemical with higher polarity have the higher inhibition activity. The sensibility of the microalgaes are different that
Prorocentrum donghaiense is more easily affected than Skeletonema costatum, which may be caused by the characteristic of
the cell structure. The growth of all tested microalgae was restrained by the distilled water, methanol, ethyl acetate, as well
as n鄄hexane extracts from Ulva prolifera dry powder, and the lethal threshold of Prorocentrum donghaiense by the extracts
above were 5.00, 0.50, 0.50, 0.63 g / L (equal to fresh tissue were 22.00, 2.20, 2.20,2.75 g鄄wet / L) respectively in the
first three days. In addition the lethal threshold of Skeletonema costatum by the four extracts were 20.00, 1.25, 1.25,2郾 50
g / L (equal to fresh tissue were 88.00, 5.50, 5.50, 11.00 g鄄wet / L) in the first three days.

Key Words: Ulva prolifera; Allelopathic effects; Prorocentrum donghaiense; Skeletonema costatum; growth inhibition

在海洋生态系统中,大型藻类对防止水体富营养化,净化水体起着重要的作用[1],是海洋生态系统极其

重要的生物调节因子[2]。 另外,很多大型藻类都能向海洋分泌释放出多种次级代谢产物,其中包括不饱和脂

肪酸、糖苷、硫化物、多酚、以及萜类等化合物[3]。 这些化合物在海洋生态系统中承担着十分重要的角色[4鄄5]。
这些大型藻类产生的次级代谢产物通常具有某些特殊的化学结构及生理功能,对海洋生态系统的其他藻类起

到一定的克生作用[6鄄11]。 目前针对海洋中大型藻体内克生物质的提取、分离以及鉴定和这些克生物质在实际

中的应用已经成为海洋生态环境研究的热点问题之一[4,12鄄17]。
近年来绿潮灾害在我国多次暴发,给沿海经济的发展及人们的生活造成了很大影响。 自 2007 年在黄海

海域首次出现小规模绿潮之后,2008—2012 年又连续暴发大规模绿潮[18鄄21]。 作为黄海海域绿潮的主要藻种-
浒苔,目前对其次级代谢产物的提取与应用的研究较少。

本研究通过不同极性的溶剂对浒苔干粉末进行萃取,收集提取物。 并以东海原甲藻及中肋骨条藻为实验

对象,用不同溶剂的浒苔提取物,在不同浓度的添加情况下,分别研究对这两种赤潮藻生长的克生作用。 通过

在不同条件下对这两种常见赤潮藻生长克生作用的分析,为浒苔藻体内克生物质的分离、鉴定以及利用提供

一定的科学基础。
1摇 材料与方法

1.1摇 实验材料

1.1.1摇 浒苔

摇 摇 实验所用的浒苔均采自青岛沿海,浒苔采集后除去杂藻,用经醋酸纤维滤膜(孔径 0.45 滋m)过滤后的灭

菌(120 益,20 min)海水反复清洗,以除去藻体中泥沙及其它杂物。 将其培养于已灭菌(120 益,20 min)的锥

形瓶中,用灭菌海水配置的 f / 2 培养液进行培养。 培养温度为(20依1)益;光照强度为 4000 lx;光照周期为 L 颐
D = 12 h 颐12 h。 每天定时晃动培养瓶,每隔 3d 更换新的培养液。

8147 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 33 卷摇
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培养若干天后从培养瓶中挑选生长良好的浒苔藻体,用灭菌海水冲洗 4—5 次,然后用灭菌滤纸吸干藻体

表面的水分,在常温下干燥 5d 左右(期间对藻体进行多次称量,以确定干燥完全至恒重,干湿比约为 1颐4.4),
然后用玛瑙研钵研磨成粉末,过筛(粒径小于 0.2 mm)待用。
1.1.2摇 赤潮藻

实验用的东海原甲藻和中肋骨条藻均取自中国海洋大学海洋污染生态化学重点实验室藻种室,培养介质

与培养条件与 1.1.1 中浒苔藻体一致。
1.2摇 浒苔干粉末提取物的制备

1.2.1摇 蒸馏水提取物

称取 10.0 g 上述浒苔干粉末放置于 500 mL 锥形瓶中,加入 100 mL 蒸馏水,摇晃均匀。 常温下用超声波

法提取 2 h,静置 12 h。 常温下再用超声波法提取 2 h,然后用离心机分离(7500 r / min,15 min),收集上层的提

取液。 下层粉末残渣再按上述方法提取 1 次,合并两次上层提取液。 将收集的提取液用旋转蒸发仪减压蒸

干,获得淡绿色膏状物质,加入蒸馏水后定容至 25.00 mL,此时浓度以 400 g / L 表示(即 400 g 浒苔干粉末组织

提取物溶于 1 L 蒸馏水中),最后置于冰箱冷藏(4 益)备用。
1.2.2摇 有机溶剂提取物的制备

选用 3 种极性不同的有机溶剂:甲醇、乙酸乙酯、正己烷(极性由高至低),分别对 5.0 g 浒苔干粉末进行

提取,得到相应的提取物。 提取方法及条件与 1.2.1 中蒸馏水提取一致。 然后分别将所得提取物用二甲基亚

砜 Dimethy lsulfoxide(DMSO)定容至 10 mL,浓度以 500 g / L 表示(即 500 g 浒苔干粉末组织提取物溶于 1 L 有

机溶剂中),置于冰箱冷藏(4 益)备用。
1.3摇 实验方法

实验在室内的光照培养箱内进行,培养条件同 1.1.1 中浒苔培养条件一致。 每天定时晃动培养瓶两次,
防止赤潮藻贴壁生长。 为降低光照条件对实验的影响,每两天将培养瓶进行位置互换。
1.3.1摇 溶剂检验实验

将梯度为 0,1,5,10,20,25,50,100,200 滋L 的 DMSO 分别加入到 100 mL 锥形瓶中,然后加入 f / 2 培养液

以及两种赤潮藻的藻液,混合液的总体积为 20 mL,浓度梯度分别为 0,0.05,0.25,0.50,1.00,1.25,2.50,5.00,
10.00 g / L。 其中东海原甲藻和中肋骨条藻的接种密度均为 5.5伊104个 / mL。 各实验均平行进行 3 组,实验周

期为 9 d。
1.3.2摇 蒸馏水提取物对两种赤潮藻生长的影响

将预先制备好的浒苔干粉末的蒸馏水提取物(浓度 400 g / L)以梯度为 0,0.06, 0.12, 0.25, 0.50, 1.00 mL
分别加入到 100 mL 锥形瓶中,然后加入 f / 2 培养液以及两种赤潮藻的藻液,混合液的总体积为 20 mL。 混合

液中浒苔干粉末的蒸馏水提取物的浓度梯度分别为 0,1.25,2.50,5.00,10.00,20.00 g / L。 东海原甲藻和中肋

骨条藻的接种密度均为 5.5伊104个 / mL。 各实验均平行进行 3 组,实验周期为 9 d。
1.3.3摇 有机溶剂提取物对两种赤潮藻生长的影响

将预先制备好的浒苔干粉末的有机溶剂提取物(浓度 500 g / L)以梯度为 0,1,5,10,20,25,50,100 滋L 分

别加入到 100 mL 锥形瓶中,然后加入 f / 2 培养液以及两种赤潮藻的藻液,混合液的总体积为 20 mL。 混合液

中浒苔干粉末的有机溶剂提取物的浓度梯度分别为 0,0.03,0.13,0.25,0.5,0.63,1.25,2.50 g / L。 东海原甲藻

和中肋骨条藻的接种密度也均为 5.5伊104个 / mL。 各实验均平行进行 3 组,实验周期为 9 d。
1.4摇 数据处理及统计分析

1.4.1摇 赤潮藻的日平均生长率、抑制率 P忆与半效应浓度 EC50

每天的固定时间用光学显微镜,采用浮游生物计数框的计数方法得出赤潮藻的细胞密度。 赤潮藻的日平

均生长率(自s,% / d)的计算公式如下:

vs =
100 Nt - N( )0

N0 t
(1)
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式中,N0和 Nt分别是实验开始和实验进行到第 t 天时的赤潮藻的细胞密度。

表 1摇 浒苔对赤潮藻克生作用实验中所设置的实验条件

Table 1摇 The experimental conditions in the assays for the effects of Enteromorpha on red鄄tide microalgae

实验项目
Items

浓度梯度
Concentration gradients

/ (g / L)

温度
Temperature

/ 益

光照强度
Illumination
intensity / lx

光照周期
Photoperiod /
Light 颐Dark

二甲基亚砜
Dimethy lsulfoxide 0 0.05 0.25 0.50 1.00 1.25 2.50 5.00 10.00 20依1 4000 12h:12h

蒸馏水提取物
Distilled water extract 0 1.25 2.50 5.00 10.00 20.00 20依1 4000 12h:12h

有机溶剂提取物
Organic solvent extract 0 0.03 0.13 0.25 0.50 0.63 1.25 2.50 20依1 4000 12h:12h

抑制率 P忆(%)的计算公式如下:

P忆 =
lgB t鄄control - lgB t

lgB t鄄control - lgB0鄄control
(2)

式中,B0鄄control为对照组赤潮藻的起始藻种密度;B t鄄control为对照组的赤潮藻 t 时刻的藻种密度。 B t为实验组的赤

潮藻 t 时刻的藻种密度。
EC50是指在一定时间内(如 72 h,96 h 等),浮游植物的相对生长率减少 50%时毒性物质的浓度。 EC50的

值越小,说明毒性越大。 EC50能够简单、明确的表示物质对浮游植物的生物毒性,因此在生物毒性学中是一个

重要的参数,并得到了广泛应用。 本研究半效应浓度 EC50值采用内插直线法计算,为 72 h 的 EC50值。
1.4.2摇 数据统计分析

采用 SPSS16.0 软件对实验数据进行独立样本检验统计分析,P<0.05 为 显 著 性 差 异,P<0.01 为极显著

性差异。
2摇 结果与讨论

图 1摇 二甲基亚砜对东海原甲藻和中肋骨条藻生长的影响

Fig.1摇 The effect of Dimethy lsulfoxide (DMSO) on Prorocentrum donghaiense and Skeletonema costatum

2.1摇 溶剂 DMSO 检验结果

不同的 DMSO 添加对东海原甲藻和中肋骨条藻两种赤潮藻生长的影响如图 1 所示。 从图中可以明显看

出,不同梯度添加 DMSO 的实验组中的这两种赤潮藻的生长曲线均与对照组(0 g / L DMSO 添加量)呈现出相

似的增长趋势。 由图中可知中肋骨条藻的增长较东海原甲藻速度快,藻种密度平均高一个数量级。 用软件

SPSS16.0 对两种赤潮藻实验组和对照组的细胞密度进行 t鄄test 检验和 F 检验,结果表明这两种赤潮藻的实验

组和对照组之间均没有显著性差异(P>0.05)。 说明溶剂 DMSO 对这两种赤潮藻的生长不产生影响,以下实
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验可以用该试剂进行实验。
2.2摇 浒苔干粉末提取物对东海原甲藻生长的影响

浒苔干粉末的蒸馏水提取物对东海原甲藻生长的影响如图 2 及表 2 所示。 由图 2 可知,与对照组(0 g / L
添加)相比,较低浓度(1.25 g / L 添加)的浒苔干粉末蒸馏水提取物对东海原甲藻的生长有促进作用。 较高浓

度(>1.25 g / L 的添加)的浒苔干粉末蒸馏水提取物对东海原甲藻的生长有抑制作用。 也证实了对克生作用

(Allelopathy)的定义:有利或有害的相互作用。 其中由于克生物质浓度的不同,产生的作用也可能会不同,抑
制或者促进生长。

图 2摇 添加了不同浓度浒苔干粉末提取物的东海原甲藻的生长曲线

Fig.2摇 The growth of Prorocentrum donghaiense in the presence of different concentrations of extracts

由图 2 可知,浓度为 1.25 g / L 的浒苔干粉末蒸馏水提取物的添加组中东海原甲藻较快的进入指数增长

期,并且比对照组的生长更快。 浓度为 2.50 g / L 的蒸馏水提取物的添加对东海原甲藻的生长有着明显的抑

制作用,在实验过程中东海原甲藻的增长缓慢,始终没有进入明显的指数生长期。 说明开始出现对东海原甲

藻产生抑制作用的浓度在 1.25 g / L 与 2.50 g / L 之间,此外,蒸馏水提取物对东海原甲藻的 72 h EC50值为 1.79
g / L。 推测浒苔干粉末蒸馏水提取物对东海原甲藻开始出现抑制作用的阈值浓度为 1.50 g / L。 浓度逸5.00
g / L的浒苔干粉末蒸馏水提取物对东海原甲藻有着极其显著的抑制效应,东海原甲藻的藻体在 3 d 内全部死

亡,具有短期致死效应。 5.00、10.00、20.00 g / L 的蒸馏水提取物物组的东海原甲藻的生长表现一致,说明 5.00
g / L 的蒸馏水提取物是影响东海原甲藻生长的致死作用阈值浓度,大于等于该值时对藻体表现为短期致死的

效应。 从表 2 中的抑制率可以得到同样结果。
浒苔甲醇提取物对东海原甲藻生长的效应如图 2 与表 2 所示。 较低浓度(0.03 g / L)的浒苔甲醇提取物

的添加与对照组相比,东海原甲藻的生长曲线基本一致,几乎对藻体没有影响。 由表 2 所示,随着提取物添加

浓度的增大,东海原甲藻的生长受到的抑制作用逐渐显著,抑制率逐渐增大,日平均生长率依次降低,实验末

东海原甲藻的藻密度减少。 当添加浓度增至 0.13 g / L 时即表现出了对藻体相对明显的抑制作用,藻体的指

数增长期极不明显。 此外,浒苔甲醇提取物对东海原甲藻的 72 h EC50值为 0.16 g / L。 由此推测浒苔甲醇蒸馏
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水提取物对东海原甲藻开始出现抑制作用的阈值浓度约为 0.10 g / L。 由图 2 所示,当添加浓度为 0.25 g / L 时

则对东海原甲藻的生长表现出了极其强的抑制作用,由表 2 得出此时藻体的日平均生长率仅为 1%。 当添加

浓度逸0.50 g / L 时则对东海原甲藻的生长产生强烈的致死效应,3 d 内致使东海原甲藻藻体全部死亡。 说明

0.50 g / L 的甲醇提取物添加是影响东海原甲藻生长的致死作用阈值浓度,大于等于该值时对藻体表现为短期

致死的效应,从表 2 中的抑制率也可以得到同样结果。

表 2摇 浒苔干粉末不同溶剂提取物对东海原甲藻生长影响的比较

Table 2摇 The effection of different solvent extracts of Enteromorpha on Prorocentrum donghaiense

浓度梯度
Concentration

gradients / (g / L)

实验末藻密度
The algal densities

of the end
/ (104个 / mL)

72 h 抑制率
The inhibition
rate of 72 h / %

日均生长率
Average

growth rate / %

半效应浓度
50% effective
concentration
(EC50) / g / L

对照组 Control

蒸馏水提取物
Distilled water extracts

甲醇提取物
Methanol extracts

乙酸乙酯提取物
Ethyl acetate extracts

正己烷提取物
Hexane extracts

0 70.7 0.0 131.7
1.25 96.3 -11.8 182.8
2.50 12.0 124.7 13.1
5.00 0 166.5 -11.1

10.00 0 * -11.1
20.00 0 -11.1
0.03 71.3 4.0 132.3
0.13 39.0 22.3 67.7
0.25 6.3 89.1 1.0
0.50 1.7 192.3 -8.6
0.63 0 -11.1
1.25 0 -11.1
2.50 0 -11.1
0.03 69.3 12.6 129.3
0.13 43.0 33.4 75.8
0.25 6.7 93.3 2.4
0.50 0 210.0 -11.1
0.63 0 -11.1
1.25 0 -11.1
2.50 0 -11.1
0.03 76.0 -11.8 142.4
0.13 61.0 17.3 112.1
0.25 29.7 48.7 48.8
0.50 7.3 107.4 3.7
0.63 0 210.0 -11.1
1.25 0 -11.1
2.50 0 -11.1

1.79(干粉末

引

)

7.88(新鲜藻体)

0.16(干粉末

引

)

0.70(新鲜藻体)

0.14(干粉末

引

)

0.62(新鲜藻体)

0.24(干粉末

引

)

1.06(新鲜藻体)

摇 摇 : 72 h 细胞密度为 0,无法计算得到 72 h 抑制率

浒苔乙酸乙酯提取物对东海原甲藻生长的效应如图 2 所示。 与浒苔甲醇提取物添加实验中东海原甲藻

生长曲线比较相似,同样表现为较低浓度(0.03 g / L)时对东海原甲藻生长的影响不显著。 由表 2 所示藻体的

日平均生长率以及实验末的藻密度均与对照组基本相同。 较高浓度添加时也与甲醇提取物添加实验中东海

原甲藻生长曲线比较相似。 此外,浒苔乙酸乙酯提取物对东海原甲藻的 72 h EC50值为 0.14 g / L。 由此推测浒

苔乙酸乙酯提取物对东海原甲藻开始出现抑制作用的阈值浓度约为 0.10 g / L。 这与浒苔甲醇提取物对东海

原甲藻的起始抑制浓度相近,此外,浒苔干粉末乙酸乙酯提取物添加影响东海原甲藻生长的致死作用阈值浓

度与甲醇提取物相似,也为 0.50 g / L。
浒苔正己烷提取物对东海原甲藻生长的效应如图 2 所示。 从图中东海原甲藻的生长曲线可以看出,浓度

为 0.03 g / L 的正己烷提取物添加和 0.13 g / L 的正己烷提取物添加对东海原甲藻的生长的影响作用较小。 其

中浓度为 0.03 g / L 的正己烷提取物添加对东海原甲藻的生长表现为较小的促进作用,浓度为 0.13 g / L 的正

己烷提取物添加可对东海原甲藻产生则表现为不太显著的抑制作用。 浓度增至为 0.25 g / L 的正己烷提取物
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添加时,对东海原甲藻生长表现出较显著的抑制作用。 由表 2 所示,此时东海原甲藻的日平均生长率为

48郾 8%,远低于对照组东海原甲藻日平均生长率(131.7%),但又远远超过 0.25 g / L 的甲醇或乙酸乙酯提取物

添加的东海原甲藻的日平均生长率(1.0%和 2.4%)。 此外,浒苔正己烷提取物对东海原甲藻的 72 h EC50值为

0郾 24 g / L。 综上推测浒苔正己烷提取物对东海原甲藻开始出现抑制作用的阈值浓度约为 0.15 g / L。 当浓度

为 0.50 g / L 浒苔正己烷提取物添加时,则对东海原甲藻的生长表现为强烈的抑制作用,生长极其缓慢。 由表

2 得出此时藻体的日平均生长率仅为 3.7%。 当浓度为逸0.63 g / L 的正己烷提取物添加时,则对东海原甲藻的

生长产生强烈的致死效应,3 d 内致使东海原甲藻藻体全部死亡,浓度高时则 2 d 内使藻体致死。 说明 0郾 63
g / L的正己烷提取物是影响东海原甲藻生长的致死作用阈值浓度。

综上,并且由表 2 中所列不同极性溶剂的浒苔提取物添加时,东海原甲藻日均生长率及对其的抑制率等

参数所示,可以看出各溶剂浒苔提取物对东海原甲藻生长作用有着明显的差异。 其中,蒸馏水的提取物需要

较高的添加浓度才会对东海原甲藻的生长产生影响,说明蒸馏水的提取效果比有机溶剂差。 浓度为 0.03 g / L
(约需新鲜浒苔藻体 0.11 g 湿重 / L)有机溶剂提取物添加时东海原甲藻的生长有着轻微差异,其中甲醇和乙

酸乙酯提取物对东海原甲藻的生长影响较小,与对照组相比有着极小的抑制作用;而此浓度正己烷提取物对

东海原甲藻则表现为一定的促进作用。 浓度较高的提取物添加则对东海原甲藻均表现为不同程度的抑制作

用。 蒸馏水、甲醇、乙酸乙酯、正己烷浒苔提取物影响东海原甲藻生长的致死作用阈值浓度分别为 5.00、0.50、
0.50、0.63 g / L(相当于浒苔新鲜藻体浓度为 22.00、2.20、2.20、2.75 g 湿重 / L)。 说明甲醇、乙酸乙酯的对浒苔

干粉末的提取液对东海原甲藻的克生作用最为明显,其次是正己烷,最差的是蒸馏水提取液。 此外,由浒苔各

个溶剂提取物对东海原甲藻的 72 h EC50值能得出相同的结论。

图 3摇 添加了不同浓度浒苔干粉末提取物的中肋骨条藻的生长曲线

Fig.3摇 The growth of Skeletonema costatum in the presence of different concentrations of extracts

2.3摇 浒苔干粉末提取物对中肋骨条藻生长的影响

浒苔干粉末的蒸馏水提取物对中肋骨条藻生长的影响如图 3 及表 3 所示。 从图 3 的中肋骨条藻的生长

曲线可以看出,与对照组(0 g / L 添加)相比,较低浓度(1.25 g / L 添加)的浒苔干粉末蒸馏水提取物对中肋骨

条藻的生长几乎没有影响,两条生长曲线基本一致。 随着提取物添加浓度的增加,可以看出中肋骨条藻的生
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长受到的抑制效应逐渐增大,并且梯度十分明显。 初步由表 3 可以看出日平均生长率降低,中肋骨条藻的日

平均生长率由 2.50 g / L 添加浓度的 795.0%降至 10.00 g / L 添加浓度的 433.9%。 由图推测浒苔蒸馏水提取物

对中肋骨条藻开始出现抑制作用的阈值浓度约为 1.50 g / L。 此外,由表 3 可知,浒苔蒸馏水提取物对中肋骨

条藻的 72 h EC50值为 11.74 g / L。 当浓度为 20.00 g / L 的蒸馏水提取物添加时,中肋骨条藻藻体在实验 1 d 就

被全部杀死。 说明 20.00 g / L 的蒸馏水提取物添加是影响中肋骨条藻生长的致死作用阈值浓度,大于等于该

值时对藻体表现为短期致死的效应。 从表 3 中的抑制率可以得到同样结果。

表 3摇 浒苔干粉末不同溶剂提取物对中肋骨条藻生长影响的比较

Table 3摇 The effection of different solvent extracts of Enteromorpha on Skeletonema costatum

浓度梯度
Concentration

gradients / (g / L)

实验末藻密度
The algal densities

of the end
/ (104个 / mL)

72 h 抑制率
The inhibition
rate of 72 h / %

日均生长率
Average

growth rate / %

半效应浓度
50% effective
concentration
(EC50) / g / L

对照组 Control

蒸馏水提取物
Distilled water extracts

甲醇提取物
Methanol extracts

乙酸乙酯提取物
Ethyl acetate extracts

正己烷提取物
Hexane extracts

0 543.0 0.0 1085.9
1.25 559.3 6.0 1118.9
2.5 399.0 31.9 795.0
5.00 324.7 34.1 644.8

10.00 220.3 46.3 433.9
20.00 0 -11.1
0.03 453.3 2.2 904.7
0.13 323.7 26.1 642.8
0.25 196.3 56.7 385.5
0.50 25.7 80.4 40.8
0.63 10.7 121.5 10.4
1.25 0 136.9 -11.1
2.50 0 -11.1
0.03 503.3 -5.0 1005.7
0.13 355.3 28.0 707.1
0.25 192.3 61.6 377.4
0.50 25.7 96.7 40.8
0.63 8.5 128.8 6.1
1.25 0 168.6 -11.1
2.50 0 -11.1
0.03 536.0 -5.0 1071.7
0.13 436.0 8.1 869.7
0.25 423.7 4.4 844.8
0.50 407.0 12.0 811.1
0.63 402.3 12.6 801.6
1.25 211.3 95.9 415.8
2.50 4.3 134.4 -2.4

11.74(干粉末

引

)

51.66(新鲜藻体)

0.11(干粉末

引

)

0.97(新鲜藻体)

0.18(干粉末

引

)

0.84(新鲜藻体)

0.81(干粉末

引

)

3.56(新鲜藻体)

摇 摇 : 72 h 细胞密度为 0,无法计算得到 72 h 抑制率

浒苔甲醇提取物对中肋骨条藻生长的效应如图 3 与表 3 所示。 较低浓度(0.03 g / L)的浒苔甲醇提取物

的添加与对照组相比,中肋骨条藻的生长曲线基本一致,此添加浓度对藻体生长的影响不显著(P>0.05)。 由

表 3 所示,随着提取物添加浓度的增大,中肋骨条藻的生长受到的抑制作用逐渐显著,且抑制率逐渐增大,日
平均生长率依次降低。 当添加浓度增至 0.13 g / L 时即表现出了对藻体有着不太明显的抑制作用,藻体进入

指数增长期不太明显。 由图 3 推测浒苔蒸馏水提取物对中肋骨条藻开始出现抑制作用的阈值浓度约为 0.10
g / L。 此外,浒苔甲醇提取物对中肋骨条藻的 72 h EC50值为 0.22 g / L。 由图 3 可以看出,当浓度为 0.25 g / L 浒

苔甲醇提取物的添加时则对中肋骨条藻的生长表现出了极其强的抑制作用,由表 3 得出此时中肋骨条藻藻体

的日平均生长率仅为 385.5%。 远小于对照组的 1085.9%。 为浓度 0.50 g / L 与 0.63 g / L 浒苔甲醇提取物的添

加时则对中肋骨条藻的生长产生强烈的抑制效应,生长极其缓慢,藻体的日平均增长率分别为 40.8%和

10郾 4%。 当添加浓度逸1.25 g / L 时则对中肋骨条藻的生长产生强烈的致死效应,2 d 内致使东海原甲藻藻体
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全部死亡。 说明 1.25 g / L 的甲醇提取物添加是影响中肋骨条藻生长的致死作用阈值浓度,大于等于该值时

对藻体表现为短期致死的效应。 从表 3 中的抑制率也可以得到同样结果。
浒苔乙酸乙酯提取物对中肋骨条藻生长的效应如图 3 与表 3 所示。 低浓度添加浓度(0.03 g / L)时与甲

醇提取物对中肋骨条藻生长的影响程度相似,对中肋骨条藻生长的影响作用不明显。 浓度为 0.13 g / L 的浒

苔的乙酸乙酯提取物对中肋骨条藻的生长有较明显的抑制作用,从生长曲线可以看出进入指数增长期不是很

明显。 由图 3 推测浒苔乙酸乙酯提取物对中肋骨条藻开始出现抑制作用的阈值浓度也约为 0.10 g / L。 此外,
浒苔乙酸乙酯提取物对中肋骨条藻的 72 h EC50值为 0.19 g / L。 在 0.25 g / L 的浓度添加时抑制效果更加明显,
当增至 0.50 g / L 与 0.63 g / L 浓度的浒苔乙酸乙酯提取物添加时,对中肋骨条藻的生长产生极其强烈的抑制

作用,使其无法正常自然生长,中肋骨条藻的日平均生长率分别为 40.8%和 6.1%。 当浓度达 1.25 g / L 时,短
期内即可使中肋骨条藻全部死亡。 说明 1.25 g / L 的乙酸乙酯提取物添加是影响中肋骨条藻生长的致死作用

阈值浓度,大于等于该值时对藻体表现为短期致死的效应。
浒苔正己烷提取物对中肋骨条藻生长的效应如图 3 所示。 从图中中肋骨条藻的生长曲线可以看出,浓度

为 0.03 g / L 的正己烷提取物添加对东海原甲藻的生长的影响作用较小,表现为较小的促进作用。 浓度为

0郾 13、0.25、0.50、0.63 g / L 的浒苔正己烷提取物添加时东海原甲藻的生长曲线极其相似。 表现为极小的抑制

作用,从表 3 可得此时东海原甲藻的日均生长率分别为 869.7%、844.8%、811.1%、801.6%,也对照组(0 g / L 添

加)的日均生长率 1085.9%相差很小。 由图 3 推测浒苔正己烷提取物对中肋骨条藻开始出现抑制作用的阈值

浓度约为 0.15 g / L。 此外,浒苔正己烷提取物对中肋骨条藻的 72 h EC50值为 0.81 g / L。 浓度增至为 1.25 g / L
的正己烷提取物添加时,对中肋骨条藻生长表现出较显著的抑制作用。 由表 3 所示,此时中肋骨条藻的日平

均生长率为 415.8%,远低于对照组中肋骨条藻的日平均生长率 1085.9%。 但与此浓度的甲醇或乙酸乙酯提

取物添加对中肋骨条藻有短期致死的现象相比,浒苔正己烷提取物添加时中肋骨条藻的生长相对还是相对较

快的。 当浓度为 2.50 g / L 的正己烷提取物添加时,则对中肋骨条藻的生长产生强烈的致死效应,3 d 内致使

中肋骨条藻藻体全部死亡,浓度高时则 2 d 内致死。 说明 2.50 g / L 的正己烷提取物添加是影响中肋骨条藻生

长的致死作用阈值浓度。
综上,并且由表 3 中所列不同溶剂的浒苔提取物添加时,中肋骨条藻日均生长率及对其的抑制率等参数

所示,可以看出各溶剂浒苔提取物对中肋骨条藻生长作用有着明显的差异。 蒸馏水的提取物需要较高的添加

浓度才会对中肋骨条藻的生长产生影响,说明蒸馏水的提取效果比有机溶剂差。 这和东海原甲藻的实验得出

结果一致。 浓度为 0.03 g / L(约需浒苔的新鲜藻体 0.11 g 湿重 / L 干燥得到)有机溶剂提取物添加时中肋骨条

藻的生长有着轻微差异,其中甲醇提取物对中肋骨条藻的生长影响较小,与对照组相比有着极小的抑制作用;
而此浓度乙酸乙酯与正己烷提取物对中肋骨条藻则表现为一定的促进作用。 此浓度时乙酸乙酯提取物对藻

体的作用与东海原甲藻实验表现有一定差异,甲醇与正己烷一致。 浓度较高的提取物添加则对中肋骨条藻均

表现为不同程度的抑制作用。 蒸馏水、甲醇、乙酸乙酯、正己烷浒苔提取物影响中肋骨条藻生长的致死作用阈

值浓度分别为 20.00、1.25、1.25、2.50 g / L (相当于浒苔新鲜藻体浓度为 88.00、5.50、5.50、11.00 g 湿重 / L)。 说

明甲醇、乙酸乙酯的对浒苔干粉末的提取液对中肋骨条藻的克生作用最为明显,其次是正己烷,最差的是蒸馏

水提取液。 与东海原甲藻实验相对比,各种溶剂提取物对中肋骨条藻的致死作用阈值浓度较大。 此外,由浒

苔各个溶剂提取物对中肋骨条藻的 72 h EC50值的对比能得出相同的结论。
2.4摇 不同溶剂提取物对两种赤潮藻克生作用的比较

不同溶剂提取物在不同浓度添加时对两种赤潮藻 72 h 抑制率的比较如图 4 所示。 从整体上可以明显看

出相同条件的提取物添加时,对东海原甲藻的 72 h 抑制率远大于对中肋骨条藻的抑制率。 并且高浓度

(逸0.63 g / L)的有机溶剂提取物添加时,东海原甲藻 3 d 内均已死亡,无法算出 72 h 抑制率。
浒苔蒸馏水提取物对东海原甲藻与中肋骨条藻的克生作用差异较大。 浓度为 1.25 g / L 的浒苔蒸馏水提

取物添加对东海原甲藻的 72 h 抑制率为负值(-11.1%),表现为较小的促进作用。 而此浓度的蒸馏水提取物
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添加对中肋骨条藻的 72 h 抑制率为正值(6.0%),表现为较小的抑制作用。 浓度为 2.50 g / L 和 2.50 g / L 蒸馏

水提取物提取物对这两种赤潮藻的 72 h 抑制率均为正值且差异较大,对东海原甲藻的 72 h 抑制率约为中肋

骨条藻的 5 倍。 说明蒸馏水提取物对东海原甲藻的克生作用高于对中肋骨条藻的克生作用,主要表现为抑制

作用。 此外,由表 3 中的浒苔蒸馏水提取物对东海原甲藻与中肋骨条藻的 72 h EC50值分别为 1.79 g / L 与

11郾 74 g / L 可得出一致的结论。
浒苔甲醇提取物对东海原甲藻与中肋骨条藻的抑制率如图 4 所示。 低浓度(0.03 g / L 与 0.13 g / L)浒苔

甲醇提取物对东海原甲藻与中肋骨条藻的 72 h 抑制率相近。 高浓度(逸0.25 g / L)浒苔甲醇提取物对东海原

甲藻与中肋骨条藻的抑制率的差异较大,随着添加浓度的增大,对东海原甲藻的抑制率迅速增大,而对中肋骨

条藻抑制率增大的趋势相对缓和些。 此外,由表 3 中的浒苔甲醇提取物对东海原甲藻与中肋骨条藻的 72 h
EC50值分别为 0.16 g / L 与 0.22 g / L 也可得浒苔甲醇提取物对东海原甲藻的抑制作用更显著些。

图 4摇 不同溶剂提取物对两种赤潮藻的 72 h 抑制率比较

Fig.4摇 The inhibition of different solvent extracts of Enteromorpha on the two red tide microalgae

浒苔乙酸乙酯提取物对东海原甲藻与中肋骨条藻的克生作用在低浓度添加时表现为相反的现象。 0.03
g / L 浓度的浒苔乙酸乙酯提取物添加对东海原甲藻表现为较小的抑制作用,而对中肋骨条藻则表现为较小的

促进作用。 较高浓度的浒苔乙酸乙酯提取物,均随着浓度的增加对两种藻体的抑制率均随着增大。 同条件下

的浒苔乙酸乙酯提取物对东海原甲藻的 72 h 抑制率比对中肋骨条藻的 72 h 抑制率要高。 浓度为 0.50 g / L 的

浒苔乙酸乙酯提取物对东海原甲藻的 72 h 抑制率迅速升高,说明已临近藻种的致死作用阈值浓度。 大于此

浓度的浒苔乙酸乙酯提取物添加使东海原甲藻藻体迅速死亡,计算不出其 72 h 抑制率。 说明浒苔乙酸乙酯

提取物添加对东海原甲藻的克生作用远大于对中肋骨条藻的克生作用,这与浒苔甲醇提取物的实验结论一

致。 此外,由表 3 中的浒苔乙酸乙酯提取物对东海原甲藻与中肋骨条藻的 72 h EC50值分别为 0.14 g / L 与
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0郾 19 g / L 也可得浒苔乙酸乙酯提取物对东海原甲藻的抑制作用更显著些。
浒苔正己烷提取物对东海原甲藻与中肋骨条藻的抑制率如图 4 所示。 低浓度(0.03 g / L)的浒苔正己烷

提取物添加对东海原甲藻与中肋骨条藻的克生作用均表现为促进作用,对东海原甲藻的促进作用更为明显。
当浒苔正己烷提取物添加浓度的增加,对东海原甲藻的 72 h 抑制率迅速增加,浓度大于 0.50 g / L 时 3 d 内藻

体全部死亡。 而随着浒苔正己烷提取物添加浓度的增加中肋骨条藻的 72 h 抑制率相对变化较小。 其中,在
添加浓度为 0.13 g / L 至 0.63 g / L 时 72 h 抑制率相对变化极小。 当浒苔正己烷提取物添加浓度为 1.25 g / L 时

中肋骨条藻的 72 h 抑制率迅速增大,说明此时已临近其致死作用阈值浓度。 从整体上分析,浒苔正己烷提取

物添加对东海原甲藻的克生作用远大于对中肋骨条藻的克生作用,这与浒苔甲醇提取物以及乙酸乙酯提取物

的实验结论相一致。 此外,由表 3 中的浒苔正己烷提取物对东海原甲藻与中肋骨条藻的 72 h EC50值分别为

0.81 g / L 与 0.24 g / L 也可得浒苔正己烷提取物对东海原甲藻的抑制作用更显著些。
综上所述,浒苔组织中确实含有能抑制或者促进两种赤潮藻生长的克生物质,这与国外内的一些关于大

型藻类的研究相一致。 Jeong 等[22]研究发现多种大型海藻的组织提取物对赤潮藻具有杀藻活性,发现一些绿

藻、褐藻和红藻组织的甲醇及蒸馏水提取物对一些典型的赤潮藻具有强烈的杀藻作用。 大型海藻

Myriophyllum spicatum 能够持续向海洋系统中分泌不稳定的化合物对蓝藻生长具有一定的抑制作用[2]。 霍元

子[23]等研究也发现浒苔新鲜组织内存在能抑制米氏凯伦藻的克生物质。 贾睿[24] 等人研究发现浒苔组织对

赤潮异弯藻的生长具有一定的克生作用,浒苔干粉末与赤潮异弯藻的共生系统,干粉末浓度为 1.6 g / L 时对

赤潮异弯藻产生明显的抑制作用,可以初步推测共培养系统比浒苔提取物对赤潮藻的抑制效果更好,贾睿[24]

等人还发现克生物质具有较高的极性,这与本研究的结论一致。 此外,浒苔对赤潮异弯藻的致死作用阈值浓

度比中肋骨条藻和东海原甲藻要低些。 证明了浒苔对各种微藻生长的抑制作用各有差异,但起抑制作用的物

质普遍均有较高的极性。
从抑制率数值上来看东海原甲藻与中肋骨条藻对各种溶剂提取物的敏感程度不同。 总体来看,低浓度

时,东海原甲藻与中肋骨条藻敏感程度相近;浓度稍高,东海原甲藻较中肋骨条藻敏感。 这可能是由于东海原

甲藻和中肋骨条藻细胞结构不同所致。 由表 3 浒苔提取物对东海原甲藻与中肋骨条藻的 72 h EC50值来看,
不同溶剂的浒苔提取物对东海原甲藻的抑制作用比中肋骨条藻要显著些。 另外,从图 4 中可以很直观的看出

对这两种藻克生作用的浓度效应,即浓度越大对其抑制作用越强,某些溶剂的提取物在低浓度情况下可以对

藻体产生促进作用。 王悠[6,25]等也报道了一些大型藻类对微藻的克生作用具有低促高抑的特点,并且有作用

种属的特异性。 这也说明了浒苔对赤潮藻的抑制作用的特点都极其相似。
此外,克生物质的分离与提取研究相对较少。 别聪聪等[26] 人发现包括肠浒苔在内的大型藻对中肋骨条

藻的抑制物质,主要包括 9鄄十八炔、邻苯二甲酸二异丁酯、17鄄烯十八醛等。 具体哪种物质具有的抑制效果更

显著需进一步验证。 孙颖颖等[27]人研究分析克生物质是通过影响细胞蛋白质以及多糖的合成来抑制微藻的

生长。
3摇 结论

本文探索和讨论了 4 种不同溶剂(包括蒸馏水和甲醇、乙酸乙酯、正己烷 3 种有机溶剂)的浒苔干粉末提

取物对东海原甲藻和中肋骨条藻生长的克生作用。 实验结果表明,浒苔提取物中确实含有可以影响这两种赤

潮藻类生长的克生物质,克生作用具有较明显的浓度效应,浓度低时(0.03 g / L)可能会表现为一定的促进生

长的作用,在较高的浓度时表现为抑制作用,随着添加浓度增加,抑制作用变强,即表现出“低促高抑冶 的特

点,这与浒苔对其他微藻生长的作用[24鄄27]相似。
蒸馏水提取物对两种赤潮藻的克生作用小于有机溶剂提取物,在有机溶剂中,甲醇和乙酸乙酯提取物对

藻体的克生效果最好,正己烷相对较差。 根据相似相溶原则,可以初步断定该类克生物质中最有效的成分应

为具有相对较高极性的有机物。
两种赤潮藻对克生物质的敏感程度不同,东海原甲藻对克生物质的敏感性高于中肋骨条藻。
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