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岩兰草油对淡水藻类的抑制作用

章摇 典,李摇 诚,刘摇 璐,张胜娟,张庭廷*

安徽师范大学生命科学学院; 生物环境与生态安全安徽省高校重点实验室, 芜湖摇 241000

摘要:利用植物分泌的化感物质进行藻类控制已成为国内外生态环境领域研究的热点之一。 首次探讨了岩兰草油的抑藻效应,

建立了岩兰草油对铜绿微囊藻和斜生栅藻两种藻共培养时抑制作用的数学模型,采用 GC鄄MS 分析方法对岩兰草油中主要成分

进行了鉴定。 结果表明:岩兰草油对铜绿微囊藻和斜生栅藻在单独和共培养状态下均有良好的抑制作用,对单独培养的铜绿微

囊藻和斜生栅藻抑制作用的 EC50分别为 0.20 和 0.30 mL / L,说明岩兰草油对蓝藻(铜绿微囊藻)的抑制效果明显好于对绿藻

(斜生栅藻)。 岩兰草油的主要成分为具有良好抑藻作用的倍半萜类物质,而所建立的岩兰草油对两藻共培养状态下抑制作用

的数学模型可以求出在任何时间节点上铜绿微囊藻和斜生栅藻的种群密度以及要达到抑藻最佳状态的岩兰草油浓度。 该研究

对水华藻类的控制有较重要的理论与应用价值。
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ZHANG Dian, LI Cheng, LIU Lu, ZHANG Shengjuan, ZHANG Tingting*

The Key Laboratory of Biotic Environment and Ecological Safety in Anhui Province, College of Life Sciences, Anhui Normal University, Wuhu 241000, China

Abstract: Eutrophication tends to stimulate rapid explosive growth of cyanobacteria, leading to water bloom. Some
cyanobacteria can release neurotoxins, hepatoxins, dermatoltoxins, gastrointestinal toxins and cytotoxins, which can be
toxic to humans and aquatic animals. How to control the undesired cyanobacteria growth in an aquatic ecosystem? It has
been reported that allelopathy and allelochemicals of aquatic macrophytes have certain effects in dealing with this tough
issue. It is also reported that vetiver, an emergent plant with flourishing roots, can not only absorb water bodies nitrogen and
phosphorus but also secret some allelochemicals to inhibit the growth of cyanobacteria. In the planned experiment on some
powerful allelochemicals that can control the growth of cyanobacteria or other floating algae effectively, the inhibitory effects
of vetiver oil on Microcystis aeruginosa and Scenedesmus obliquus, when the two algae species were cultured alone or cultured
together, were respectively found and discussed for the first time in this study, and the mathematical models were also
established about the inhibition of vetiver oil on those two algae species in mixed culture. Moreover, the composition of
vetiver oil was assayed and identified by GC鄄MS. The results showed that vetiver oil had excellent inhibition on M.
aeruginosa and S. obliquus in both pure and mixed culture. The EC50 of vetiver oil on these two algae species in pure culture
were 0.20 and 0.30 mL / L respectively, which indicated that the inhibitory effects of vetiver oil, like most other aquatic
macrophyte and allelochemicals, has species specificity, i.e., the inhibition of vetiver oil on cyanobacteria (M. aeruginosa)
is much better than that on green algae (S. obliquus). Because cyanobacterial dominance is most pronounced during the
summer months, there is the huge potential for vetiver oil to develop an effective biological cyanobacterial inhibiting agent.
The allelochemicals in vetiver oil assayed and identified by GC鄄MS showed that the main chemical components of vetiver oil
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are sesquiterpenes, including 1鄄cyclohexyl鄄butanone, terpineol, cedar alcohol, cuparene, 琢-chamigrene, 啄-cadinene, 琢-
cadinene and -cedrene in addition to some alkanol and ketone, and among them sesquiterpenes have the most powerful
allelopathy according to the papers reported by far. The mathematic models of mixed culture established through the analysis
of the results of the experiment could provide the species densities of M. aeruginosa and S. obliquus at any time point as well
as that of the concentration of vetiver oil for the best inhibition. Because the mathematic model related to allelopathy studied
relatively very limited, the mathematical model undoubtedly has some reference application value for using allelochemicals
to inhibit the growth of algae, especially for two algae species in mixed culture. All in all, this research has important
theoretical and application value on prevention and control of cyanobacteria blooms, as well as comprehensive utilization of
vetiver oil.
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水体富营养化导致的藻类过度增殖,水华频繁发生,对水生生态系统和水体景观带来了严重的影响。 尤

其是水华藻类释放的藻毒素,可以溶解在水中,通过食物链等方式最终影响人类的健康和生活。 因此,有效控

制藻类过度生长及防止水华暴发是目前环境和生态领域中最为关注的问题。
近十年来,水生植物化感作用抑藻研究得到了广泛认可,因水生植物普遍生长于水中,且容易栽种,其释

放的化感物质大多为次生代谢产物,在自然环境下可以短期降解,具有生态危险性低、副作用小、抑制效果明

显等优点,因此成为实现藻类安全控制的新方法[1]。 在水体中直接栽种水生植物抑藻的基础上,从水生植物

体内提取化感物质将其直接施入水体,可以快速抑制藻类生长,并且易于操作,特别是为不适宜种植水生植物

的水域提供极大便利[2]。
岩兰草 (Vetiveria zizanioides) 属禾本科岩兰草属,是一种多年生两栖类草本植物。 其根系特别发达,可延

伸到地下 3 m,在恶劣的环境中仍然可以存活[3鄄4]。 其庞大的根系不仅可富集重金属,快速吸收水体中的氮

磷,还可分泌化感物质杀灭水体中的有害微生物[5鄄7]。
为了寻找到能有效抑藻的化感物质,本文探讨了岩兰草根提取物岩兰草油(vetiver oil)在单独和共培养

方式下对水华蓝藻铜绿微囊藻 (Microcystis aeruginosa) 和常见绿藻斜生栅藻 (Scenedesmus obliquus) 生长的影

响,并分析了岩兰草油的主要成分,旨在为水华蓝藻治理寻找一条安全、环保、有效的新思路,新方法。

1摇 材料与方法

1.1摇 实验材料

岩兰草油购自湖北佳诺信生物化工有限公司,纯度>99%。
铜绿微囊藻和斜生栅藻由中国科学院水生生物研究所藻种库提供;铜绿微囊藻采用 BG鄄 11 培养基培养,

斜生栅藻采用 HB鄄4 培养基培养。
1.2摇 培养方法

实验前 1 周,两种藻分别进行扩大培养。 培养条件为:光照强度 4000 lx,光暗比为 12 h 颐12 h,温度 (25依
1) 益。 每天摇动 3—5 次,使藻细胞进入对数生长期。
1.3摇 实验设计

1.3.1摇 岩兰草油对单独培养的铜绿微囊藻和斜生栅藻的抑制作用

在预实验的基础上进行抑藻实验。 取对数生长期的铜绿微囊藻和斜生栅藻分别放入 50 mL 锥形瓶中,再
加入培养基使其藻细胞最终浓度为 3.5伊105个 / mL,并使最终体积为 20 mL。 锥形瓶中岩兰草油的最终浓度分

别为 0、0.1、0.2、0.4、0.8 mL / L,每组设 3 个平行,各组置于 1.2 相同条件下培养。 每隔 48 h 进行细胞计数。
1.3.2摇 岩兰草油对铜绿微囊藻和斜生栅藻共培养时的抑制作用

将对数生长期的铜绿微囊藻和斜生栅藻用培养基稀释至最终浓度 2.5伊105个 / mL,然后分别取 10 mL 的
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藻液共同倒入 50 mL 锥形瓶。 锥形瓶中岩兰草油最终浓度分别为 0、0.5、1.0、2.0 mL / L,每组设 3 个平行,培
养条件与 1.2 相同,共培养 10 d。 每隔 48 h 细胞计数。
1.3.3摇 岩兰草油的成分分析

对岩兰草油进行气质联用(GC鄄MS)分析。 气相色谱条件为:进样口温度 260 益气化,流速 1.50 mL / min,
分流比 100颐1,柱类型 RTX鄄5,30伊0.25伊0.25,升温程序初始温度 40 益,保持 2 min 后,在 10 益 / min 速度下加

热至 250 益,保持 5 min;质谱条件为:离子源温度 200 益,接口温度 250 益,检测器电压 0.81 kV,扫描间隔时

间 0.5 sec,扫描荷质比 40—700 aum,进样体积 1 滋L。 应用 NIST 质谱数据库,分析质谱图,鉴定岩兰草油中主

要化学成分。
1.4摇 测定方法

细胞计数使用血细胞计数板计数;岩兰草油成分分析使用岛津 GC鄄MS QP2010plus 气质联用仪。
1.5摇 数据处理

岩兰油对藻类的抑制率公式为:
IR = (1-N / N0)伊100%

式中,IR 为抑制率;N 为加入岩兰草油组的藻密度(个 / mL);N0为对照组藻密度 (个 / mL)。 将岩兰草油浓度

与生长抑制率作一元线性回归,求出半效应浓度 EC50(mL / L)。
数据采用 Excel 2010 和 SPSS 17.0 软件处理,各组间差异采用单因素方差分析(one鄄way ANOVA),P<0.05

表示有显著性差异,P<0.01 表示有极显著差异。

2摇 结果与分析

2.1摇 岩兰草油对单独培养的铜绿微囊藻和斜生栅藻生长的影响

由图 1 可知岩兰草油对铜绿微囊藻和斜生栅藻均有较好的抑制作用,且具有时间和剂量相关性。 如各处

理组在第 2 天内变化不大,从第 4 天 开始表现出不同的变化趋势,在第 10 天时,最大浓度处理组与对照组差

异相当明显 (P<0.01)。 两种藻对照组与 0.1 和 0.2 mL / L 处理组均无显著差异 (P>0.05),说明低浓度岩兰

草油对两种藻虽表现抑制但抑制效果不明显,0.4 mL / L 处理组对斜生栅藻抑制作用明显 (P<0.05),0.8 mL /
L 处理组对斜生栅藻有极其显著的抑制作用 (P<0.01);而 0.4 和 0.8 mL / L 处理组对铜绿微囊藻的抑制作用

均非常明显 (P<0.01),通过比较岩兰草油对两种藻的 EC50,证明了岩兰草油抑藻具有种属选择性,对铜绿微

囊藻的抑制效果要好于斜生栅藻。

图 1摇 不同浓度岩兰草油对铜绿微囊藻(A)和斜生栅藻(B)生长的影响

Fig.1摇 Effect of vetiver oil on the growth of Microcystis aeruginosa (A) and Scenedesmus obliques (B) at different concentration

2.2摇 不同浓度岩兰草油对两种藻类的生长抑制率

由表 1 和表 2 可见,岩兰草油对两种藻均有抑制作用,随着岩兰草油浓度的升高,抑制率也逐渐增大。 比
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较两种藻抑制率,发现在所有浓度的处理组中,岩兰草油对铜绿微囊藻的抑制率均大于斜生栅藻。 在第 8 天

时,当岩兰草油浓度为 0.4 mL / L 时,对铜绿微囊藻的抑制率已经达到 95.67%,而斜生栅藻在岩兰草油浓度为

0.8 mL / L 时抑制率才达到 84.21%。 EC50均按第 10 天计算,得出岩兰草油对铜绿微囊藻的 EC50接近 0.20
mL / L,而对斜生栅藻的 EC50为 0.30 mL / L,进一步说明了岩兰草油对铜绿微囊藻的抑制效果更好,可能是两种

藻的细胞结构不同对岩兰草油的敏感性有差异。

表 1摇 岩兰草油对铜绿微囊藻的抑制率 / %

Table 1摇 Inhibition ratios of Microcystis aeruginosa by vetiver oil

岩兰草油浓度 / (mL / L)
Vetiver oil concentrations

处理天数 Treatment days / d

2 4 6 8 10

0.1 34.49依5.85 39.73依10.99 35.67依3.97 39.69依0.33 30.64依1.50

0.2 38.36依6.92 42.49依3.19 68.40依2.73 60.17依3.10 47.72依0.47

0.4 34.50依0.77 71.96依3.50 84.69依2.36 95.67依0.83 97.76依0.46

0.8 38.07依3.53 75.96依0.64 85.84依1.94 95.67依0.83 97.92依0.40

摇 摇 表中数据为平均值依SE(n= 3)

表 2摇 岩兰草油对斜生栅藻的抑制率 / %

Table 2摇 Inhibition ratios of Scenedesmus obliques by vetiver oil

岩兰草油浓度 / (mL / L)
Vetiver oil concentrations

处理天数 Treatment days / d

2 4 6 8 10

0.1 36.06依12.50 3.88依1.91 15.56依1.60 23.51依0.65 27.83依1.26

0.2 28.80依7.07 33.40依1.15 31.04依2.22 39.39依1.81 42.24依0.54

0.4 1.91依17.66 43.75依4.99 66.85依3.34 69.62依2.62 68.89依1.92

0.8 33.04依5.63 68.38依4.41 86.47依2.00 84.21依0.54 83.72依1.94

摇 摇 表中数据为平均值依SE(n= 3)

2.3摇 不同浓度岩兰草油对两种藻共培养环境下生长的影响

从图 2 可以看出,岩兰草油对两种藻均具有抑制效果。 但对照组中铜绿微囊藻的数目明显多于斜生栅藻

(P<0.05),而在实验组中第 6 天时的斜生栅藻细胞数目明显高于铜绿微囊藻(P<0.05)。 对照组现象出现的

原因可能是:(1)斜生栅藻的增长速度小于铜绿微囊藻;(2)铜绿微囊藻释放出化感物质抑制了斜生栅藻的生

长,所以对照组中铜绿微囊藻细胞密度大于斜生栅藻;但实验组中,由于岩兰草油的逐渐作用,至第 6 天时的

铜绿微囊藻的细胞密度显著小于斜生栅藻,这更加说明了岩兰草油对铜绿微囊藻的抑制效能高于斜生栅藻。
为了更好地利用岩兰草油进行藻华的控制,在图 2 数据的基础上,参见文献[8鄄9] 拟合了岩兰草油对铜绿

微囊藻与斜生栅藻共存时的抑制模型。 岩兰草油对铜绿微囊藻和斜生栅藻共存时的抑制模型与铜绿微囊藻、
斜生栅藻单独生长的模型、以及在岩兰草油抑制环境下铜绿微囊藻、斜生栅藻单独生长时的模型既有区别,又
有联系。 在铜绿微囊藻、斜生栅藻单独生长时藻的总量具有有限增长特点的基础上,考虑到共存条件下两种

藻的相互作用,以及在岩兰草油抑制环境下两种藻的相互作用,在传统的 Logistic 模型的基础上,增加了岩兰

草油抑制条件下铜绿微囊藻与斜生栅藻彼此竞争的作用项,以及岩兰草油对铜绿微囊藻以及斜生栅藻的抑

制项。
根据 1 mL / L 岩兰草油对铜绿微囊藻与斜生栅藻共存时的实验数据,拟合出 1 mL / L 岩兰草油对铜绿微

囊藻与斜生栅藻共存时的抑制模型为:
dx( t)
dt

= 0.531066604702x( t)-0.002021903402x2( t)-0.00936x( t)y( t)-1.410287e-0.224061725183889t

dy( t)
dt

= 0.641923434592y( t)-0.118318697447y2( t)-0.006026x( t)y( t)-1.044217e-0.224061725183889

ì

î

í

ï
ïï

ï
ï

t

式中,x( t)是铜绿微囊藻在 t 时刻的密度,y( t)是斜生栅藻在 t 时刻的密度。 根据该模型可以求出在任何时间
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图 2摇 岩兰草油对两种藻共培养时生长的影响

Fig.2摇 Effect of vetiver oil on the growth of two species of algae
with mixed culture

节点上铜绿微囊藻和斜生栅藻的种群密度以及要达到

抑藻最佳状态的岩兰草油浓度。
2.4摇 岩兰草油化感物质鉴定

通过 GC鄄MS 分析鉴定出岩兰草油中的主要化学成

分为 8 种含量较高的倍半萜烯类物质(图 3,图 4),此外

还有醇和酮,分别为 1鄄环己基鄄丁酮、松油醇、雪松醇、花
侧柏烯、琢鄄花柏烯、啄鄄杜松萜烯、琢鄄芳姜黄烯、茁鄄雪松烯。
萜类化感物质是第二大类化感物质,具有很强的化感作

用,很多萜类物质具有非常好的抑藻效果[10鄄11]。

3摇 讨论

高等水生植物的化感作用普遍存在于自然界中,但
作用效果不尽相同,可解释为不同的植物对另外一种植

物有不同的化感作用强度,也可能为同一种植物对不同

植物有不同的作用效果。 在利用高等水生植物抑藻的

图 3摇 岩兰草油总离子流程图

Fig.3摇 Total ionization chromatograph of vetiver oil

图 4摇 岩兰草油中几种主要化感物质

Fig.4摇 Several primary chemical substance in vetiver oil

研究中,许多结论证明了将水生植物中的有效成分提取

出来后,有很好的抑藻效果。 如 Zhang 等[12鄄13]分离了普

生轮藻以及窄叶香蒲中的化感物质,鉴定了其主要成分

分别为脂肪酸类以及酚酸类化感物质,并证明了其对铜

绿微囊藻的强烈化感抑制作用;胡光济等使用菖蒲干体

提取液对铜绿微囊藻和蛋白核小球藻进行抑藻研究,发
现在相同提取液浓度下,铜绿微囊藻受到的抑制作用比

蛋白核小球藻明显[14]。 这些证据不仅证明了水生植物

抑藻的有效性,同时也发现了水生植物的化感作用具有

选择性。
本实验结果表明,高等两栖植物岩兰草的提取物岩

兰草油对铜绿微囊藻和斜生栅藻均具有良好的抑制效

应,而且对铜绿微囊藻的抑制效果要明显好于对斜生栅

藻,这个现象再次证明了水生植物化感作用的选择性,而这种选择性在实际中具有很可观的应用价值。 同时,
在单独抑藻实验的基础上,本实验还开展了对共培养状态下的抑藻研究。 结果表明,对照组的共培养体系中,
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铜绿微囊藻占据种群优势,斜生栅藻的细胞数量较低,这与天然水体铜绿微囊藻占据优势可能具有某些相似

的机制;而在岩兰草油的作用下,因化感物质抑藻具有选择性,斜生栅藻至作用第 6 天时占据优势,进一步说

明岩兰草油对铜绿微囊藻的抑制作用强于对斜生栅藻,这在普遍存在的以铜绿微囊藻为绝对优势种群的实际

水体的应用具有一定的可行性。
岩兰草油对铜绿微囊藻和斜生栅藻共培养时的抑藻模型是根据实验室特定条件下的试验结果建立起来

的藻类生长动力学模型,是对化感物质抑藻的一种定量分析以及对复合化感物质对混合藻类抑藻过程的简

化、理想化后建立起来的,具有一定的通用性和精确性。 然而所构建的模型所包含的因子还不丰富,还有一些

因素被忽略、简化,如真实水体中藻类生长会受到营养盐浓度、温度、水动力条件等因素的影响,这些尚需在以

后的研究中逐一论证,因此该模型的通用性和精确性是相对的和近似的,要将该模型应用于真正的生态系统

中,还需要进一步的验证、分析以及综合讨论。
另外,在本研究过程中,曾将岩兰草油通过不同有机溶剂进行进一步的纯化,发现纯化后的岩兰草油抑藻

效果反而较纯化前差,这提示岩兰草油的抑藻作用可能是其复合化感物质起协同抑制作用的结果。 岩兰草油

GC鄄MS 分析表明,其主要成分为萜类物质。 根据岩兰草油主要化感物质的结构(大多具有双键,尤其是有些

还具有共轭双键)以及实验现象推测岩兰草油抑藻的机制可能涉及到叶绿素的破坏、自由基的产生以及细胞

结构的改变等[15鄄16],具体将有待进一步深入研究。

4摇 结论

(1) 岩兰草油具有良好的抑藻效果摇 岩兰草油对铜绿微囊藻和斜生栅藻在单独和共培养状态下均有良

好的抑制作用,对单独培养的铜绿微囊藻和斜生栅藻抑制作用的 EC50分别为 0.20 和 0.30 mL / L,表明岩兰草

油对铜绿微囊藻的抑制效果明显好于对斜生栅藻。
(2) 岩兰草油的主要成分为倍半萜类物质 如 1鄄环己基鄄丁酮、松油醇、雪松醇、花侧柏烯、琢鄄花柏烯、啄鄄杜

松萜烯、琢鄄芳姜黄烯、茁鄄雪松烯等。 在化感作用研究中,萜类物质是重要的化感物质,对于这几种萜类物质各

自化感抑藻作用强度及其机制将在后续进一步进行研究。
(3) 所建立的岩兰草油对两藻共培养状态下抑制作用的数学模型可以求出在任何时间节点上铜绿微囊

藻和斜生栅藻的种群密度以及要达到抑藻最佳状态的岩兰草油浓度,具有一定的通用性和精确性。
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