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摘要：探讨了豆瓣菜（Ｎａｓｔｕｒｔｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ）有机提取物对铜绿微囊藻（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）生长的影响，从总氮、总磷、叶绿素 ａ 含量、类胡萝卜

素含量、可溶性蛋白含量、多糖含量、藻胆蛋白含量、抗氧化系酶（超氧化物歧化酶、过氧化氢酶和过氧化物酶）活性、丙二醛（ＭＤＡ）含量、谷氨

酰胺合成酶（ＧＳ）活性和酸性磷酸酶（ＡＣＰ）活性的变化研究了其抑制机理，随后比较了不同分离相的抑藻活性．结果表明，豆瓣菜有机提取物对

铜绿微囊藻具有较强的抑制效应，２ ｇ·Ｌ－１组在第 １０ ｄ 的抑藻率为 ６７．６２％；排出了营养的影响，认为抑制作用主要是由化感作用引起的．培养过程

中，藻体中叶绿素 ａ 含量、类胡萝卜素含量、可溶性蛋白含量、多糖含量和藻胆蛋白含量下降，藻体中 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ、ＧＳ 和 ＡＣＰ 活性和 ＭＤＡ 含量

均呈先升高后降低的趋势．豆瓣菜有机提取物可显著抑制铜绿微囊藻的生长，其中存在的弱极性物质可能是其抑制藻类生长的主要原因．
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１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）

水体富营养化导致藻类等水生浮游植物异常

繁殖并形成水华，蓝藻水华最为常见，水华发生后

水体变色、散发异味并产生有害气体，还释放藻毒

素，严重威胁到其他水生生物生态功能的正常发
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挥，甚至影响人类的健康（Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２００３； Ｃｏｄｄ，
２０００； Ｃｏｄｄ ｅｔ ａｌ．， ２００５）．虽然已经有物理、化学、生
态等许多技术方法来控制或抑制蓝藻水华，但仍缺

乏高效、安全、低成本的蓝藻控制方法（Ｖｅｌｄｈｕｉｓ ａｎｄ
Ｗａｓｓｍａｎｎ， ２００５）．

化感作用是一种植物通过向环境中释放化学

物质影响其他生物生长的现象（彭海清等， ２００２；
Ｇｒｏｓｓ ｅｔ ａｌ．， ２００３； Ｎａｋａｉ ｅｔ ａｌ．， ２０００）．目前已发现

多种水生植物对水华藻类具有一定的化感抑制作

用，如张薛等（２００７）发现未过滤的大麦（Ｈｏｒｄｅｕｍ
ｖｕｌｇａｒｅ）秆提取液对铜绿微囊藻的生长有显著的抑

制效果，各实验组 ６ ｄ 后的抑制率均在 ９５％以上；何
连生等（２０１３）研究了活体荷（Ｎｅｌｕｍｂｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ）不

同部位（茎和叶）提取液对铜绿微囊藻强烈的抑制

作用，且荷叶浸出液对藻类的抑制效果优于荷茎浸

出液； Ｍｕｌｄｅｒｉｊ 等 （ ２００５ ） 认 为 水 剑 叶 （ Ｓｔｒａｔｉｏｔｅｓ
ａｌｏｉｄｅｓ）释放化感物质的原因是为了竞争光，其化感

抑藻机理为延迟浮游藻类进入对数生长期的时间；
Ｚ̇ａｋ 等 （ ２０１２ ） 发 现 波 罗 的 海 的 多 变 鱼 腥 藻

（Ａｎａｂａｅｎａ ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ）种植水抽滤液以及经藻酸钠固

定后显著的抑制了小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓ）的生

长和叶绿素 ａ 的含量，并认为利用固定化技术可能

是一种解释化感作用机理的好方法．利用水生植物

化感抑藻具有生态危险性低、副作用小和抑制效果

明显等优点，因此成为实现藻类安全控制的新方法

（Ｖｙｖｙａｎ， ２００２）．
铜绿微囊藻（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）是淡水水华

的主要藻类之一，而且能释放藻毒素，对生态环境

和人体健康产生威胁，因此选用铜绿微囊藻作为本

实验的研究藻种．豆瓣菜（Ｎａｓｔｕｒｔｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ），别
名西洋菜，为十字花科豆瓣菜属多年生水生草本植

物，利用旱地种植或无土栽培，在我国已较大面积

开发利用．笔者在之前的研究中，发现豆瓣菜有机提

取物较之凤眼莲、苦草等经典的化感抑藻植物有更

强的抑藻能力，然而，目前却尚未见豆瓣菜对蓝藻

的化感作用的系统研究报道．本实验选用豆瓣菜为

研究对象，就豆瓣菜的有机提取物对铜绿微囊藻的

化感作用和作用机制进行了研究并对化感成分进

行了初步分离．

２　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

２．１　 实验材料

水生植物豆瓣菜均采自太湖流域．铜绿微囊藻

由中国科学院水生生物研究所提供．铜绿微囊藻用

ＢＧ⁃１１ 培养基进行培养．将样品保存于光照培养箱

中，培养条件为温度（２５±１） ℃，光照度 ２０００ ｌｘ，光
暗比 １２ ｈ ∶１２ ｈ，每天摇动 ３ ～ ４ 次．经多次扩大培养

使其处于对数生长期（孙颖颖等， ２０１２）．
２．２　 实验设计

２．２．１　 豆瓣菜有机浸提物的制备 　 将新鲜豆瓣菜

用超纯水清洗干净，晾干后用研钵将其研磨粉碎至

浆，转移至烧杯中，加入甲醇常温提取 ４８ ｈ．提取结

束后，用滤纸滤去提取液中的残渣，并通过 ０．２２ μｍ
有机系滤膜除去颗粒物干扰，然后通过旋转蒸发（１００
ｒ·ｍｉｎ－１， ４５ ℃） 除去溶剂，得到浸膏，用二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ）定容，最终得到 ２００ ｇ·Ｌ－１提取母液（用植物

的鲜重浓度表示提取液的当量浓度）．浓缩液在无菌

条件下，通过 ０．２２ μｍ 无菌有机系滤膜除去微生物，
于 ４ ℃冰箱备用（洪喻等， ２００８）．前期实验已发现

ＤＭＳＯ 投加比例不超过 １％对受试铜绿微囊藻的生长

无影响，后续投加比例均控制在此范围内．
２．２．２　 豆瓣菜有机浸提物对铜绿微囊藻的抑制实

验　 实验时将有机浸提液母液依次稀释后得到浓

度梯度为 ２００、１００、５０ 和 ２５ ｇ·Ｌ－１，各取 １ ｍＬ（对照

组加入相同体积的 ＤＭＳＯ 溶液） 和一定体积的

ＢＧ１１ 培养液及 ７０ ｍＬ（初始浓度为 １０６ ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１）
藻液分别置于 ２５０ ｍＬ 锥形瓶中，定容至 １００ ｍＬ，则
相应的浓度梯度为 ０、０．２５、０．５、１ 和 ２ ｇ·Ｌ－１，每组设

置 ３ 个平行样．
２．２．３　 豆瓣菜有机浸提物中化感组分的萃取分离

及其抑藻实验 　 称取一定量的新鲜豆瓣菜用超纯

水清洗干净，晾干后用研钵将其研磨粉碎至浆，转
移至烧杯中，加入 ８０％甲醇常温提取 ４８ ｈ．减压抽滤

后，用旋转蒸发仪在 ４５ ℃下减压蒸发浓缩，得到浸

膏，浸膏按别聪聪等（２０１１）所示步骤进行液液萃取

分离，得到五个豆瓣菜的分离组分 Ａ（正己烷相）、Ｂ
（乙酸乙酯相）、Ｃ（正丁醇相）、Ｄ（丁酮相）和 Ｅ（水
相）．各个组分通过旋转蒸发除去溶剂，得到浸膏，用
二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）定容，得到 ２００ ｇ·Ｌ－１提取母液，
按 ２．２．２ 节所述方法进行抑藻实验．
２．３　 研究指标和方法

２．３．１　 藻细胞数的测定　 以培养液光密度（ＯＤ６８０）
表示培养液中铜绿微囊藻生物量 （沈萍萍等，
２００１），实验开始每 ４８ ｈ 测定 １ 次．在进行测定微囊

藻生物量之前，绘制了一条微囊藻吸光度与其生物

量的线性曲线，如图 １ 所示．
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图 １　 藻生物量线性曲线

Ｆｉｇ．１　 Ｌｉｎｅａｒ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｌｇａｌ ｃｏｎｔｅｎｔ

２．３． ２ 　 总氮和总磷的测定 　 参照 （崔莉凤等，
２０１０）的方法：取 １０ ｍＬ 藻液，３５００ ｒ·ｍｉｎ－１下离心 ３
ｍｉｎ，根据其浓度大小取适量上清液，采用碱性过硫

酸钾消解紫外分光光度法和过硫酸钾消解铝酸按

分光光度法测培养液中的总氮和总磷．
２．３． ３ 　 铜绿微囊藻中藻胆蛋白的测定 　 参照

（Ｐａｄｇｅｔｔ ａｎｄ Ｋｒｏｇｍａｎｎ， １９８７）的方法：取 ５ ｍＬ 藻

液，１００００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎ，弃上清液，加入 ５ ｍＬ
磷酸缓冲液（０．０５ ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ 值为 ７．０）．将样品放

入超低温冰箱，８ ｈ 后取出，室温避光溶解，反复冻

溶 ３～４ 次，１２０００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎ．取上清液，测
定 ６５０ ｎｍ、６２０ ｎｍ 和 ５６５ ｎｍ 的吸光度，根据以下公

式计算藻蓝蛋白（ＰＣ）、别藻蓝蛋白（ＡＰＣ）和藻红蛋

白（ＰＥ）的含量（ｍｇ·Ｌ－１）以及相对含量：
ＰＣ＝（Ａ６２０ｎｍ－０．７×Ａ６５０ｎｍ） ／ ７．３８
ＡＰＣ＝（Ａ６５０ｎｍ－０．１９×Ａ６２０ｎｍ） ／ ５．６５
ＰＥ＝（Ａ５６５ｎｍ－２．８×ＰＣ－１．３４×ＡＰＣ） ／ １．２７
Ｍ＝Ｃ０ ／ Ｃ×１００％

式中，Ｃ、Ｃ０分别为处理组和对照组各藻胆蛋白含量

（ｍｇ·Ｌ－１）．
２．３．４　 铜绿微囊藻中可溶性蛋白和多糖的测定 　
参照（孙颖颖等， ２０１０） 的方法：１５ ｍＬ 藻液 ２０００
ｒ·ｍｉｎ－１ 转速下离心 １０ ｍｉｎ，弃去上清液． 藻泥于

－２０ ℃冻融破碎 ３ 次后，加入 ５ ｍＬ ＰＢＳ（磷酸氢二

钠和磷酸二氢钠的混合溶液）并充分振荡，离心 １０
ｍｉｎ．上清液用于测定蛋白质和多糖，方法如下：１ ｍＬ
上清液加入 ５ ｍＬ 考马斯亮蓝溶液，测定 ５９５ ｎｍ 处

的吸光度，根据标准蛋白质曲线，确定蛋白质的含

量；１ ｍＬ上清液加入 ０．１ ｍＬ 硫酸锌，沸水浴 ５ ｍｉｎ，
立即加入亚铁氰化钾 ０．１ ｍＬ，离心 １０ ｍｉｎ，取上清液

１ ｍＬ加到 ５ ｍＬ 蒽酮中，沸水浴 １０ ｍｉｎ，用冷水迅速

冷却至室温，稳定后测定 ６２０ ｎｍ 波长处的吸光度，
根据标准葡萄糖曲线确定多糖含量．
２．３．５　 培养基中溶解氧的测定 　 利用便携式溶氧

仪测定溶解氧的含量，实验开始每 ２４ ｈ 测定 １ 次．
２．３．６　 铜绿微囊藻中叶绿素 ａ 和类胡萝卜素的测定

　 参照（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１３）的方法：取 １０ ｍＬ 藻液

８０００ ｒ·ｍｉｎ－１，离心 ５ ｍｉｎ，得到沉淀，加入等体积
９５％乙醇，４ ℃下，经过 ８ ｈ 的提取，取上清测 ＯＤ６６５，
ＯＤ６４９，ＯＤ４７０ ．

［Ｃｈｌａ］ ＝ １３．７×ＯＤ６６５－５．７６×ＯＤ６４９

Ａ＝（１０００×ＯＤ４７０－２．０５×［Ｃｈｌａ］） ／ ２４５
式中，［Ｃｈｌａ］为叶绿素 ａ 浓度（μｇ·ｍＬ－１），Ａ 为类胡

萝卜素浓度（μｇ·ｍＬ－１）．
２．３．７　 铜绿微囊藻中抗氧化体系酶、谷氨酰胺合成

酶和酸性磷酸酶活性的测定 　 测定参照（陈芝兰，
２００５）的方法：取 １５ ｍＬ 藻液在 ４０００ ｒ·ｍｉｎ－１下离心

１５ ｍｉｎ 后 收 集 藻 细 胞． 加 入 ５ ｍＬ 预 冷 的

０．０５ ｍｏｌ·Ｌ－１ 磷酸缓冲液（ｐＨ ７．２）．冰浴下超声波破

碎（超声 ５ ｓ，间隔 ５ ｓ，工作次数为 ２ 次，功率 ６００
Ｗ，重复 ３ 次），４ ℃下 １２０００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 １５ ｍｉｎ，收
集上清液即为酶液，参照试剂盒（购自南京建成生

物工程研究所）通过酶标仪测定，实验开始每 ４８ ｈ
测定 １ 次．
２．３．８　 铜绿微囊藻中 ＭＤＡ 含量的测定　 测定参照

（陈芝兰， ２００５）的方法：取 １５ ｍＬ 藻液 ４０００ ｒ·ｍｉｎ－１

离心 １５ ｍｉｎ 收集藻细胞．加入 ５ ｍＬ 预冷的 ０． ０５
ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲液（ ｐＨ ７．２），冰浴下超声波破碎

（超声 ５ ｓ，间隔 ５ ｓ，工作次数为 ２４ 次，功率 ６００ Ｗ，
重复 ３ 次），４ ℃下 １２０００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 １５ ｍｉｎ，收集

上清液即为酶液，－２０ ℃保存备用．参照（Ｈｅａｔｈ ａｎｄ
Ｐａｃｋｅｒ， １９６８） 的硫代巴比妥酸法测定藻细胞中

ＭＤＡ 含量．
２．４　 数据分析

抑制率计算公式（白羽等， ２０１２）为：

Ｂ ＝ （１ －
Ｅｎ

Ｃｎ
） × １００％ （１）

式中，Ｅｎ表示第 ｎ 天实验组藻生物量（ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１），
Ｃｎ表示第 ｎ 天对照组藻生物量（ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１）．抑制率

为正值时，表明提取物对藻增殖有抑制作用，负值

则表明提取物对藻增殖有促进作用．
藻细胞相对生长率公式（白羽等， ２０１２）：

Ｃ ＝
ｌｎＥｎ － ｌｎＥ０( )

ｔ
（２）
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式中，Ｅｎ表示第 ｎ 天实验组藻生物量（ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１），Ｅ０

表示实验组初始藻生物量（ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１）．相对生长率为

正值时，表明藻仍可以耐受生长，藻生物量呈正增长，
负值则表明藻不仅受到抑制并逐渐死亡，藻生物量呈

负增长．
表数据采用 ＳＰＳＳ 软件包进行统计分析，应用

独立样本 ｔ 检验进行差异比较，ｐ＜０．０５ 表示差异显

著，ｐ＜０．０１ 表示差异极显著．

３　 结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）

３．１　 豆瓣菜有机提取物对铜绿微囊藻生长的影响

图 ２　 豆瓣菜有机提取物对铜绿微囊藻生长影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ Ｎ． ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ ｏｎ ｔｈｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｍ． ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

由图 ２ 可知，清水对照组与 ＤＭＳＯ 对照组无明

显差异（ｐ＞０．０５）．当豆瓣菜有机提取物浓度为 ０．２５
ｇ·Ｌ－１ 时，对铜绿微囊藻的生长没有显著影响（ ｐ＞
０．０５）；当有机提取物浓度大于或等于 ０．５ ｇ·Ｌ－１时，
实验后期铜绿微囊藻的生长受到显著的抑制作用

（ｐ＜０．０５）．观察 ０．５ ～ ２ ｇ·Ｌ－１实验组可知，在实验周

期内，其抑制率（抑制率为与 ＤＭＳＯ 对照组相比）随
着时间逐渐增大，特别是 ２ ｇ·Ｌ－１实验组在 ２ ｄ 后，藻

体就开始黄化．第 １０ ｄ，０．５ ｇ·Ｌ－１实验组、１ ｇ·Ｌ－１实

验组和 ２ ｇ·Ｌ－１ 实验组的抑制率分别为 ２０． ６５％、
４５．０８％和 ６７． ６２％，相对生长率为分别为 ０． １２９、
０．０９１和 ０．０３８，说明 ３ 个实验组中的铜绿微囊藻仍

可耐受增长，生物量呈正增长．
３．２　 豆瓣菜有机提取物对培养液中 ＴＮ 和 ＴＰ 含量

的影响

豆瓣菜有机提取物对培养液中总氮和总磷含

量的影响如图 ３ 所示．图 ３ 显示对照组和实验组培

养液中的总氮和总磷含量一直保持下降的趋势，而
且实验组中的营养盐浓度反而比对照组要高，第 １０
ｄ，对照组中总氮和总磷含量分别为实验组的

４７．５２％和 ４０．０９％（ｐ＜０．０１）．由此可见，铜绿微囊藻

的生长受到抑制并不是因为营养盐的缺失，而是植

物化感物质的抑制作用．这与张维昊等（２００６）的观

点类似，其发现在富营养条件下，菖蒲依旧对铜绿

微囊藻有抑制作用．

图 ３　 豆瓣菜有机提取物对培养基中 ＴＮ 和 ＴＰ 含量的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ Ｎ． ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ ｏｎ ＴＮ ａｎｄ
ＴＰ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉｕｍ

３．３　 豆瓣菜有机提取物对铜绿微囊藻叶绿素 ａ、类
胡萝卜素和溶解氧含量的影响

由图 ４ 可以看出豆瓣菜有机提取物对藻细胞中

叶绿素 ａ 和类胡萝卜素含量的影响，自第 ２ ｄ 起，实
验组中的叶绿素 ａ 和类胡萝卜素含量便持续降低，
第 １０ ｄ，实验组中叶绿素 ａ 和类胡萝卜素含量仅为

对照组的 １．１４％和 ４．９％（ｐ＜０．０１），这与实验过程中

培养液颜色变黄及 ＯＤ 值结果基本相符；实验组中

ＤＯ 的含量在第 １ ｄ 开始就低于对照组，在 １ ～ １０ ｄ
内对照组中的 ＤＯ 含量稳定上升，而实验组中的 ＤＯ
含量却一直维持在 ７．３５ ～ ８．０６ 之间，变化幅度不明

显（ｐ＞０．０５）．
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图 ４　 豆瓣菜有机提取物对叶绿素 ａ、类胡萝卜素和溶解氧的影响
Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｎ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ， ｃａｒｏｔｉｎｏｉｄ ａｎｄ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｏｘｙｇｅｎ

３．４　 豆瓣菜对铜绿微囊藻中有机物含量的影响

图 ５ 为藻液中加入有机提取物后铜绿微囊藻体

中可溶性蛋白、多糖和藻胆蛋白含量的变化情况．由
图 ５可以看出，与对照相比，加入有机提取物后，铜

图 ５　 豆瓣菜有机提取物对可溶性蛋白、多糖和藻胆蛋白的影响
Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ， ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ａｎｄ ｐｈｙｃｏｂｉｌｉｐｒｏｔｅｉｎ
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绿微囊藻的可溶性蛋白含量在第 ２ ｄ 开始就逐渐下

降，到第 １０ ｄ 时其含量为对照值的 ４２． ６７％ （ ｐ ＜
０．０１），与藻细胞的生长状态变化情况基本一致，而
同期对照组的可溶性蛋白含量在培养过程中保持

了稳定的增长；实验组中的多糖的含量变化与可溶

性蛋白含量变化类似，在第 ２ ｄ 开始就逐渐下降，到
第 １０ ｄ 时其含量仅相当于对照值的 ０． ２６％ （ ｐ ＜
０．０１），同期对照组的多糖含量稳定上升；在 ３ 种藻

胆蛋白中，藻蓝蛋白（ＰＣ）的相对含量减少最多，别
藻蓝蛋白（ＡＰＣ）次之，藻红蛋白（ＰＥ）最少．藻蓝蛋

白和别藻蓝蛋相对含量的变化趋势为随着时间迅

速降低，到第 １０ ｄ 时已经检测不出两种蛋白的含

量．而藻红蛋白的相对含量从 ２ ｄ 的 ２５．７６％增至 ４ ｄ
的 ２６．７３％，随后迅速降低，最终到 １０ ｄ 的 ２．４１％．
３．５　 豆瓣菜有机提取物对抗氧化活性酶、ＭＤＡ、ＧＳ

和 ＡＣＰ 的影响

如图 ６、图 ７ 所示，处理初期，相比于对照组，实
验组的 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ 的活性都呈显著的上升趋势

（ｐ＜０．０５），都是在第 ４ ｄ 以后有不同趋势的下降．通
常，在机体受到胁迫和损伤条件下， ＳＯＤ、ＣＡＴ 和

ＰＯＤ 的活性表现为先升高，使细胞内自由基的形成

和清除尽快建立新的平衡，若胁迫强度超过细胞所

图 ６　 豆瓣菜有机提取物对抗氧化活性酶和 ＭＤＡ 的影响
Ｆｉｇ．６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ａｎｄ ＭＤＡ

图 ７　 豆瓣菜有机提取物对 ＧＳ 和 ＡＣＰ 的影响
Ｆｉｇ．７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｎ ＧＳ ａｎｄ ＡＣＰ
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能耐受的范围，胁迫就会伤害细胞表现为 ＳＯＤ、ＣＡＴ
和 ＰＯＤ 的活性明显降低（何梅等， ２００８）；丙二醛

ＭＤＡ 是膜脂过氧化的产物，测定 ＭＤＡ 的积累可以

反映机体胁迫损伤程度，特别是膜结构破坏的程度

（何梅等， ２００８）． 实验组的 ＭＤＡ 含量的变化与

ＳＯＤ、ＣＡＴ 和 ＰＯＤ 的活性变化趋势略有不同．前 ２
ｄ，实验组 ＭＤＡ 的含量明显大于对照组 ＭＤＡ 含量

（ｐ＜０．０５），说明豆瓣菜的有机提取物在初期就造成

了铜绿微囊藻膜脂过氧化加剧，引起 ＭＤＡ 的积累．２
ｄ 后，ＭＤＡ 的含量均逐渐下降，这可能是此时膜已

解体，细胞已死亡；谷氨酰胺合成酶（ＧＳ）和酸性磷

酸酶（ＡＣＰ）则能反应豆瓣菜有机提取物对铜绿微

囊藻吸收转化氮和磷的影响（Ｃｈｅｎｇ， ２０１２； Ｇａｒｃíａ
ｅｔ ａｌ．， ２００４），实验后期 ＧＳ 和 ＡＣＰ 的低活性表明，
豆瓣菜有机提取物抑制了铜绿微囊藻对氮和磷的

吸收转化，也解释了 ３．２ 节中实验组 ＴＮ 和 ＴＰ 较高

含量的原因．
３．６　 豆瓣菜不同萃取分离相对铜绿微囊藻生长的

影响

豆瓣菜有机粗提液经液液萃取分离后得到 ５ 个

组分 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 和 Ｅ， 其对铜绿微囊藻的生长影响

如图 ８ 所示．随着培养时间的延长， 各组分的抑藻

效果随投加物浓度增加而增强． 组分 Ａ 浓度为

２ ｇ·Ｌ－１（植物的鲜重浓度表示组分的当量浓度）时，

图 ８　 ５ 个液液萃取组分对铜绿微囊藻生长影响

Ｆｉｇ．８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｉｖｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｖｅ ｐａｒｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｍ． ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ
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其抑制率随着时间的延长而逐渐增大，在第 １０ ｄ 抑

制率达到了 ９４．８％，瓶中藻细胞稀少， 后续藻细胞

生长无恢复，藻细胞几乎被完全杀死，表明组分 Ａ
在高浓度下有强烈的抑藻效果．在第 １０ ｄ，其 １、０．５
和０．２５ ｇ·Ｌ－１浓度处理组的抑制率分别为 ３６．３１％、
１７．４１％和 ４．７８％．组分 Ｂ、Ｃ、Ｄ 和 Ｅ 在 １０ ｄ 培养中最

大抑制率均没超过 ４０％，特别是组分 Ｄ 和 Ｅ 在低浓

度下反而对铜绿微囊藻的生长有促进作用．显而易

见，组分 Ａ 即正己烷相中的化感成分在豆瓣菜的抑

藻过程中起着关键性的作用．

４　 讨论（Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

利用水生植物的化感作用对藻类爆发进行控

制是一种重要的控藻生态学方法，但也存在局限

性，若向富营养化严重的水体中移栽活体水生植

物，活体植物会受到各种浮游藻类带来的营养、光
照以及空间竞争的巨大冲击，导致植株存活率低，
无法有效控制有害藻类的过量增殖；且栽种活体植

株适应待治理水体环境和发挥抑藻功效的周期较

长，从而限制了其应用（李锋民和胡洪营， ２００４）．因
此，可以对水生植物中的化感物质进行适当的提取

浓缩或投加干体，通过投加提取浓缩物或干体实现

对藻类爆发的治理，这样可以不受水域局限，施工

简便，且能短期见效．
实验中高浓度的豆瓣菜有机提取物表现出强

烈的抑藻效应，这与孙颖颖等（２０１０）研究结果类

似，其比较了 ５ 种浒苔（Ｅｎｔｅｒｏｍｏｒｐｈａ ｐｒｏｌｉｆｅｒａ）的有

机提取物对 ４ 种赤潮微藻（ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ）生长的抑制

作用，发现甲醇提取物的抑制作用最强，并利用甲

醇在后续分离纯化中进行抑藻物质的初步提取．
Ｐａｒｋ 等（２００６）也发现不同浓度的稻杆甲醇提取物

在 ２ ｄ 后均表现出较强的抑藻作用，第 ８ ｄ 的抑制率

均超过了 ５０％．Ｎａｋａｉ 等（２００５）在穗花狐尾藻的甲

醇提取物中检测到多种脂肪酸，如壬酸、豆蔻酸、棕
榈酸、硬脂酸、油酸等，毒性实验结果显示，壬酸，顺⁃
６⁃烯酸，顺⁃９⁃烯酸明显地抑制铜绿微囊藻的生长．本
实验也对豆瓣菜有机提取物中的化感成分进行了

初步分离，结果显示正己烷相的抑藻效果最为显

著，推测豆瓣菜有机提取物中的活性抑藻成分为弱

极性的物质，此结果也与刘文桃 （ ２００９） 和张迪

（２００９ ） 的 研 究 相 类 似， Ｗａｒｉｄｅ 等 （ ２００４ ） 和

ＤｅｌｌａＧｒｅｃａ 等（２０００）都在弱极性溶剂的提取物中检

测出具有明显抑藻效果的成分．

叶绿素是植物进行光合作用的主要色素，易受

环境胁迫的影响，如干旱、重金属、除草剂等都可能

降低植物中叶绿素的含量（Ｇｅｏｆｆｒｏｙ ｅｔ ａｌ．， ２００４）．某
些化感物质对植物叶绿素的破坏也有报道，例如在

化感物质肉桂酸乙酯胁迫下，藻细胞内的叶绿素 ａ
发生分解，导致叶绿素含量下降，影响光能的捕获，
造成藻细胞的光合活性降低，能降低杂草的叶绿素

含量（Ｂｏｒｎｍａｎ ａｎｄ Ｖｏｇｅｌｍａｎｎ， １９９１）．从菊花中分

离得到的化感物质木犀草素⁃７⁃Ｏ⁃葡萄糖醛酸甙能

显著降低浮萍叶片中的叶绿素含量（Ｂｅｎｉｎｇｅｒ ａｎｄ
Ｈａｌｌ， ２００５）．从西藏裸大麦中分离的化感物质，能有

效降低铜绿微囊藻的叶绿素含量 （ Ｘｉａｏ ｅｔ ａｌ．，
２０１０）．在豆瓣菜中活性抑藻物质的胁迫下，藻细胞

内的叶绿素 ａ 发生分解，导致叶绿素 ａ 含量下降，影
响光能的捕获，造成藻细胞的光合活性降低；类胡

萝卜素具有吸收和传递光能（周聪， ２０１３），保护叶

绿素的功能而 ＤＯ 往往是水产动物生存的限制因

子，本实验中实验组中类胡萝卜素和 ＤＯ 的较低含

量也从侧面反映了藻细胞的光合活性降低．
细胞原生质膜的稳定性为物质运转、能量交换

和信息传递等一系列功能的实现，以及维持细胞内

外离子的浓度差和物质的主动运输起着重要作用

（郜红建等， ２００４）．细胞质膜是许多杀藻剂的靶位

点，丙二醛是膜脂过氧化的产物，其含量能反映细

胞膜结构损伤程度（Ｐａｎｄａ ｅｔ ａｌ．， ２００３）．本实验中

发现，实验组中 ＭＤＡ 含量在 ２ ｄ 里显著增大，且大

于对照组，２ ｄ 后 ＭＤＡ 的含量逐渐下降，这可能是

此时膜已解体，细胞已死亡．豆瓣菜有机提取物中的

化感物质应是首先对膜产生伤害，通过细胞膜上的

靶位点（张庭廷等， ２００８），将化感物质传送到细胞

内，从而对蛋白质、多糖、藻胆蛋白等的合成产生影

响（ＤｅＬｏｒｅｎｚｏ ｅｔ ａｌ．， ２００１），进而引起藻细胞分裂、
光合作用等的变化（Ａｌａｉｚ ｅｔ ａｌ．， １９９９），从而对植物

的生长产生抑制作用．
藻细胞膜受到的损害可能主要是氧化损伤，在

正常情况下，植物可以通过自身保护机制，使细胞

内活性氧的产生和消除处于平衡状态，不易导致氧

化损伤．抗氧化酶系就是是机体内防御氧化损伤的

重要酶系．本实验中，实验组的 ＳＯＤ、ＣＡＴ 和 ＰＯＤ 酶

活性前期都明显升高，后期明显降低，这可能是由

于在化感物质胁迫下藻细胞内活性氧（ＲＯＳ）大量

积累，为了清除过多的 ＲＯＳ，藻细胞通过提高抗氧

化系酶的活性来保护其免受氧化损伤，然而，当化
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感物质浓度较高时，细胞内 ＲＯＳ 浓度超出一定的阈

值时，细胞不能及时将其清除，导致细胞损伤不能

被及时修复，引起酶活性降低（Ｄａｔ ｅｔ ａｌ．， ２０００）．张
庭廷等（２００７）认为对羟基苯甲酸等酚酸类物质可

引起藻细胞氧自由基产生明显增加，而 Ｏ·－
２ 是以氧

为中心的自由基，可以转变成羟基自由基，同时在

氢过氧基、过氧化氢、氧有机自由基等形成中也起

着重要的作用．刘洁生等（２００６）则认为 Ｎ⁃苯基⁃２⁃萘
胺可能通过光分解产生自由基，在藻细胞膜上发生

一系列脂膜过氧化反应，产生大量的Ｈ·和Ｃ１０Ｈ７·等

自由基以及 ＭＤＡ、乙烷等．后续实验将进一步论证

发挥作用的自由基的形式．

５　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

１） 豆瓣菜有机提取物对铜绿微囊藻的生长具

有一定的抑制作用，当提取物浓度为 ０．２５ ｇ·Ｌ－１时，
对铜绿微囊藻生长无显著影响（ｐ＞０．０５），当提取物

浓度高于 ０．５ ｇ·Ｌ－１ 时，对铜绿微囊藻产生抑制作

用，且抑制率随时间的延长而逐渐增大，第 １０ ｄ 实

验组 ４ 的抑制率为 ６７．６２％．
２） 豆瓣菜有机提取物中的化感物质应是首先

对膜产生伤害，通过细胞膜上的靶位点，将化感物

质传送到细胞内，从而对蛋白质、多糖、藻胆蛋白等

的合成产生影响，进而引起藻细胞分裂、光合作用

等的变化，从而对植物的生长产生抑制作用．
３） 豆瓣菜有机提取物中的化感物质引起铜绿

微囊藻细胞内 ＭＤＡ 的含量显著增加，造成藻细胞

膜系统和功能紊乱，从而导致细胞代谢生长缓慢．面
对氧化胁迫，细胞通过提高抗氧化系酶（ＳＯＤ、ＣＡＴ
和 ＰＯＤ）的活性来保护其免受氧化损伤．

４） 正己烷相的抑藻效果最为显著，推测豆瓣菜

有机提取物中的化感成分为弱极性的物质．
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