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摘要:在实验室培养条件下,利用流式细胞仪从细胞生长、细胞大小、细胞膜完整性、酯酶活性等方面

分别研究了三角褐指藻(Phaeodactylumtriconutum)滤液提取物对东海原甲藻(Prorocentrumdong-
haiense)和盐藻(Dunaliellasalina)为期6d生物培养过程中生理特性的影响。结果表明,三角褐指藻

滤液乙酸乙酯提取物对东海原甲藻表现出强烈的生长抑制作用,荧光检测显示,其能刺激细胞体积的

增大,导致部分藻体细胞膜受损,酯酶活性在短时间内增强,随后受到显著抑制。而提取物对盐藻的

生长抑制并不明显,盐藻细胞体积没有受到影响,细胞膜保持了高度完整,酯酶活性在第6天时才受

到抑制作用。以上分析表明,东海原甲藻对三角褐指藻滤液乙酸乙酯提取物更加敏感,特殊的细胞内

部结构特征有利于化感物质进入东海原甲藻的体内,直接导致藻细胞的死亡。化感物质引起的不同

的生理响应中,酯酶活性指标具有更好的敏感性,是在环境压力下生物自我保护的一种应急方式。
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1 引言

海洋有害藻华是一种严重的海洋灾害,它对沿海

地区的人类健康、经济和水生生态系统的威胁不容忽

视,因此,有效防止藻华暴发成为目前水环境领域的

研究热点[1-3]。研究表明,浮游植物间存在化感作

用,包括抑制作用和促进作用,这种相互间的化感作

用是赤潮藻较其他竞争者取得生长优势的一个关键

因素[4],浮游植物通过向环境中释放胞外化感物质进

行种间竞争在赤潮形成中发挥着重要的作用[5-6]。
目前,国内外学者对于微藻之间竞争作用进行了

大量的研究,Yamasaki等[7]发现赤潮异弯藻产生的

化感物质能抑制硅藻中肋骨条藻的生长,韩秀荣等[8]

利用浒苔的乙酸乙酯提取物对东海原甲藻和中肋骨

条藻进行了培养实验,发现东海原甲藻对其提取物更

敏感,张议文等[9]发现旋链角毛藻滤液的乙酸乙酯提

取物抑制中肋骨条藻的生长,Wang等[10]发现三角褐

指藻滤液的乙酸乙酯提取物抑制赤潮异弯藻的生长。



虽然化感物质对微藻生长的抑制作用已经引起人们

的广泛关注,但对于抑藻过程中的生理影响研究甚

少,对受抑制微藻的生理活性状态的研究方法尚不

成熟。
细胞酯酶活性与膜完整性密切相关,能够灵敏反

映细胞生理状态或受损程度。应用流式细胞仪(flow
cytometry,FCM)能够快速、简便、准确地检测细胞酯

酶活性和膜完整性,因其能快速检测单个藻细胞中荧

光的强度,样品采集时可得到数万个细胞的样品数

据,相对于常规藻类生物测定技术具有明显优势[11]。
本研究以三角褐指藻滤液的乙酸乙酯提取物为实验

材料,用于东海原甲藻和盐藻的生长培养,实验进行

6d,运用流式细胞仪FCM对东海原甲藻和盐藻的生

长、细胞大小、细胞膜完整性、酯酶活性进行检测,研
究了微藻细胞对化感物质的生理反应,分析了三角褐

指藻滤液中乙酸乙酯提取物的抑藻机制,以期为三角

褐指藻化感物质控藻的应用提供理论依据与实际指

导。

2 材料与方法

2.1 藻种及培养

实验采用的三角褐指藻(Phaeodactylumtricorn-
utum)、东海原甲藻(Prorocentrumdonghaiense)和盐

藻(Dunaliellasalina)均取自中国海洋大学海洋污染

生态化学实验室微藻培养室。微藻培养在光照培养

箱中进行,培养三角褐指藻采用有硅f/2培养液,培
养东海原甲藻和盐藻采用无硅f/2培养液,培养温度

为(20±1)℃,光照强度4000lx,光暗比为12h∶12
h。每天定时摇瓶,以防止藻细胞黏附,每实验组设置

3个平行样。

2.2 三角褐指藻滤液乙酸乙酯提取物的获得

三角褐指藻扩大培养后,取指数期三角褐指藻

(初始藻密度为3×104个/mL)在实验室条件下培养

至稳定期,培养容器为10L透明聚乙烯瓶,共培养体

积8L。稳定期时藻细胞密度大约为(4~5)×106个/

mL,离心管取样离心,3000r/min条件下离心15
min,取少量藻体制片,于显微镜下观察,发现三角褐

指藻细胞仍然保持完整,说明上清液中没有三角褐指

藻胞内物质。收集上清液,经0.45μm滤膜过滤,即
为三角褐指藻无藻细胞滤液。

取滤液置于分液漏斗中,用乙酸乙酯分离萃取3
次,合并萃取液,40℃下旋转蒸发至干,经DMSO(二
甲亚砜,Dimethylsulfoxide)定容至1mL,即为三角褐

指藻滤液的乙酸乙酯提取物。DMSO经验证,对藻类

生长并无抑制作用[8-10]。

2.3 三角褐指藻滤液乙酸乙酯提取物对东海原甲藻

和盐藻生长的影响

实验共设置2个密度梯度组和1个对照组,在

250mL锥形瓶加入100mLf/2培养液,高温灭菌后

分别接种处于指数生长期的东海原甲藻和盐藻,初始

藻密度均为2.0×105个/mL,加入2种体积(12.5μL、

62.5μL)的上述提取物作为实验组,不加提取物的作

为对照组,每个密度梯度设3个平行样,分别于实验

的第1、3、5、6天取不同处理组(0μL、12.5μL、62.5

μL)的藻细胞,经300目筛绢过滤后移入流式细胞仪

样品管,分别加入荧光染料PI(碘化丙啶,Propidium
Iodide)和FDA(荧光素二乙酸酯,FluoresceinDiace-
tate),加入各染料的浓度各为10μmol/L,25℃ 下暗

室染色15min,染色后的样品立即使用流式细胞仪测

定其形态和生理指标。

2.4 流式细胞仪的分析检测

应用BDAccuriC6流式细胞仪进行测定,激发波

长为488nm,每次检测采集不少于5000个细胞的荧

光信号,进样流速为12μL/min,数据采集前,需预进

样超过10s,确保液流稳定。各荧光信号强度为检测

到的所有藻细胞(不低于5000个细胞)信号强度的

均值。
在FL3通道处收集前向角散射(FSC,Forward

AngleLightScatter)荧光信号,它的强度与细胞的大

小有关,对同种细胞而言,其光强随着细胞横截面积

的增大而增强[12]。肖溪认为对球状活细胞,在小立

体角范围内其前向角散射光的强度和细胞横截面积

成线性关系[13]。实验中使用的东海原甲藻与盐藻细

胞,其三维结构近圆球形,因此检测其FSC的强度变

化可直接反映藻细胞横截面积的变化。利用CFlow
Plus软件对所有藻细胞FL3检测器信号进行分析,
对比实验组荧光强度与对照组荧光强度,分析三角褐

指藻滤液中的化感物质对两种藻细胞形态变化的

影响。
对于PI染色的细胞膜完整性的测试,只有在藻

细胞细胞膜受损时,PI才能进入细胞内与核酸物质

结合发出橙红色荧光,此时流式细胞仪检测到的荧

光信号明显增强,利用FL2(560~590nm)检测器

可以检测到这种荧光信号[11],CFlowPlus软件可对

FL2检测器信号设门分析,将细胞分为低荧光强度

群和高荧光强度群,以此统计健康藻细胞占全部细
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胞的百分比。

FDA可以被细胞吸收同时被内部的酯酶转化,
转化产物发出的绿色荧光可被FL1(530~560nm)检
测器接收[11],利用CFlowPlus软件计算所有藻细胞

FL1检测器信号进行分析,对比实验组荧光强度与对

照组荧光强度,分析三角褐指藻滤液中的化感物质对

两种藻细胞酯酶活性的变化。

2.5 统计分析

采用SPSS16.0软件对藻细胞密度和荧光信号

进行统计分析,各组间的显 著 性 差 异 用one-way
ANOVA 分析,P<0.05作为显著性差异的标准。

3 结果

3.1 三角褐指藻滤液提取物对东海原甲藻和盐藻生

长的抑制作用

预实验中,采用镜检的方法,发现三角褐指藻滤

液乙酸乙酯提取物(0μL、12.5μL、62.5μL、125μL)
表现出对东海原甲藻和盐藻不同程度的抑制作用(未
列出),东海原甲藻受到的抑藻效果随着暴露浓度的

增加而显著加强,125μL提取物在第4天时抑藻效果

达到100%,此时藻细胞数目不足,流式细胞仪无法检

测分析,因此本实验选取添加0μL、12.5μL、62.5μL
的滤液提取物进行实验,两种微藻的生长曲线如图1
所示。从图1可以看出,添加不同体积细胞滤液提取

物的实验组中,两种微藻生长趋势不同,为了解抑制

效果,计算添加不同体积的各实验组的细胞密度与对

照组的比值(图2)。采用流式细胞仪(FCM)测得的

三角褐指藻对东海原甲藻细胞密度抑制效应明显(图

2A),从第1天起,实验组细胞密度与对照组相比具有

显著性的差异(P<0.05),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增强,生
长抑制率逐渐增大,第6天时,12.5μL和62.5μL实

验组藻细胞密度与对照组比值下降至0.3和0.07。
三角褐指藻滤液提取物对盐藻的生长抑制效应并不

明显,如图2B所示,第1天和第3天处理组(12.5μL、

62.5μL)对盐藻的藻密度没有影响,与对照组无差

异,暴露5d后,12.5μL实验组藻细胞密度与对照组

的比值为0.93,差异不明显(P>0.05),62.5μL实验

组则受到了显著的抑制作用(P<0.05),高浓度提取

物对盐藻的生长抑制作用开始表现出来。

图1 东海原甲藻(A)和盐藻(B)在三角褐指藻滤液提取物培养下的生长曲线

Fig.1 GrowthofProrocentrumdonghaiense(A)andDunaliellasalina(B)afterexposuretothe
extractsfromthefiltrateofPhaeodactylumtriconutum

3.2 三角褐指藻滤液提取物对东海原甲藻和盐藻细

胞大小的影响

藻细胞大小的变化由实验组FSC平均荧光强度

与对照组的比值表示,东海原甲藻细胞大小对三角褐

指藻滤液提取物的添加呈现出不同的生理响应(图

3A),与对照组相比,东海原甲藻第1天和第3天细胞

大小没有明显变化,而随着暴露时间的增加,第5天

和第6天的实验组细胞体积逐渐增大,第6天时,62.5

μL实验组细胞体积大小与对照组的比值为1.13,与
对照组有显著差异(P<0.05)。不同浓度的三角褐指

藻滤液提取物对盐藻细胞大小的变化如图3B所示,
盐藻细胞体积与对照组相比无明显差异。
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图2 三角褐指藻滤液提取物对东海原甲藻(A)和盐藻(B)细胞密度的影响(a,b,c分别代表各实验组

之间的显著性差异,P<0.05)

Fig.2 CelldensityofProrocentrumdonghaiense(A)andDunaliellasalina(B)after6daysexposuretotheextracts
fromthefiltrateofPhaeodactylumtriconutum (a,b,crepresentthesignificantdifferencesbetweentheexperimental

groupsrespectively,P<0.05)

图3 三角褐指藻滤液提取物对东海原甲藻(A)和盐藻(B)细胞大小的影响(a,b,c分别代表各实验组之间的

显著性差异,P<0.05)

Fig.3 CellsizeofProrocentrumdonghaiense(A)andDunaliellasalina(B)after6daysexposuretotheextractsfromthefiltrate
ofPhaeodactylumtriconutum (a,b,crepresentthesignificantdifferencesbetweentheexperimentalgroupsrespectively,P<0.05)

3.3 三角褐指藻滤液提取物对东海原甲藻和盐藻细

胞膜完整性的影响

经不同浓度三角褐指藻滤液乙酸乙酯提取物处

理后,东海原甲藻与盐藻的健康藻细胞数目百分比结

果如图4所示。细胞膜完好的藻细胞拒绝PI的进

入,只有细胞膜受损或死亡的细胞,PI才能进入其体

内并与核酸物质结合发出荧光,所以PI荧光强度可

以作为细胞膜完整性的指标[14-15]。经不同体积(12.5

μL、62.5μL)处理的东海原甲藻,随着暴露时间的延

长,细胞膜完整性不同程度地受到影响。从实验第1

天起,健康藻细胞数目百分比随提取物浓度增加而降

低。第3天后,各实验组健康藻细胞百分比都明显低

于对照组(P<0.05),12.5μL和62.5μL处理组健康

藻细胞数目百分比分别由第1天的92%和79%下降

至第3天的79%和77%,随暴露时间的增加,藻细胞

膜受损几率亦逐渐增高,第6天时,12.5μL和62.5

μL处理组健康藻细胞数目百分比为75%和70%,细
胞受损程度明显强于第1天,与对照组相比有显著性

差异(P<0.05),因此,提取物的作用时间对细胞膜完

整性的影响不可忽略。盐藻的健康藻细胞数目百分
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比结果如图4B所示,在6d的培养过程中,PI的荧

光强度很低,健康细胞百分比与对照组相比并无显著

差异(P>0.05),表明细胞膜完整性未受到影响,绝大

部分细胞(大于93%)保持完整。

图4 三角褐指藻滤液提取物对东海原甲藻(A)和盐藻(B)细胞膜完整性的影响(a,b分别代表各实验组之间

的显著性差异,P<0.05)

Fig.4 MembraneintegrityofProrocentrumdonghaiense(A)andDunaliellasalina (B)after6daysexposuretotheex-
tractsfromthefiltrateofPhaeodactylumtriconutum (a,b,crepresentthesignificantdifferencesbetweentheexperimental

groupsrespectively,P<0.05)

3.4 三角褐指藻滤液提取物对东海原甲藻和盐藻酯

酶活性的影响

FDA(FluoresceinDiacetate)是一种代谢荧光探

针,可被细胞吸收,并被胞内的酯酶转化成荧光素,产
生荧光信号,从而反映出酯酶的活性,酯酶活性可以

用来反映细胞的新陈代谢活性[16]。由图5A可知,与
对照组相比,在三角褐指藻滤液提取物处理东海原甲

藻的第3天,实验组的FDA平均荧光强度最高,随着

暴露时间的延长,处理组的FDA平均荧光强度均减

弱,第5天和第6天酯酶活性受到抑制,随着粗提物

浓度的增加,FDA平均荧光强度逐渐降低,呈现明显

的浓度依赖型变化。三角褐指藻滤液提取物处理盐

藻时,FDA荧光变化如图5B所示,盐藻的酯酶活性

在前5天并没有受到影响,和对照组的比值基本接近

于1(P>0.05),第6天时,盐藻的酯酶活性明显受到

提取物的抑制,实验组12.5μL和62.5μL与对照组

的比值分别为0.69和0.52。另外,FDA荧光与细胞

膜完整性有关,当膜完整性受损时,FDA分子扩散及

细胞裂解产物流失都会造成荧光强度的变化[17],因
此,对酯酶活性的影响应当结合PI染色结果分析。

4讨论

浮游植物释放的化感物质对其他竞争者细胞密

度的抑制被广泛认为是化感作用的直接体现[18],本

实验通过藻细胞密度变化来检测东海原甲藻和盐藻

生长受抑制情况,结果显示三角褐指藻滤液提取物对

东海原甲藻细胞密度抑制效应明显,与对照组有明显

差异,而对盐藻的生长抑制效应并不明显,只有添加

的化感物质在高浓度时才开始对盐藻表现出抑制作

用。然而细胞密度的减小是不同生理过程共同作用

的结果,是藻类生长情况的最终体现。在此前提条件

下,对微藻细胞可能发生变化的生理反应进行研究,
分析化感物质的抑藻机制正是本文所要研究的问题。

Rioboo等[19]发现,除草剂作用于普通小球藻时

能增大其细胞体积,荧光强度比对照组细胞显著增

强,Franklin等[11]发现Cu2+作用48h对蛋白核小球

藻和三角褐指藻的FSC信号有刺激作用,这与本研

究中东海原甲藻结果相似,细胞通过改变大小或体积

来适应化感物质的抑制作用。第5天和第6天时,三
角褐指藻滤液乙酸乙酯提取物对东海原甲藻细胞大

小表现出刺激作用,藻细胞溶胀导致体积增大。许多

研究表明,生物特别是单细胞生物通过改变细胞大小

或者表面积/体积的比率来适应环境压力。因此,化
感物质的抑制作用导致细胞体积的变化可能是抑藻

机理之一。盐藻细胞体积则并无显著性变化,且盐藻

藻细胞密度与对照组的比值显示,藻密度在长期暴露

之后才呈现减小的趋势,这可能和盐藻细胞本身的结

构形态有关,盐藻的耐受性较强,提取物的添加造成
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的抑制作用并没有影响盐藻细胞的大小。

图5 三角褐指藻滤液提取物对东海原甲藻(A)和盐藻(B)酯酶活性的影响(a,b,c分别代表各实验组之间的

显著性差异,P<0.05)

Fig.5 EsteraseactivityofProrocentrumdonghaiense(A)andDunaliellasalina (B)after6daysexposuretotheextracts
fromthefiltrateofPhaeodactylumtriconutum (a,b,crepresentthesignificantdifferencesbetweentheexperimentalgroups

respectively,P<0.05)

  化感物质可能干扰藻类的各种生理过程,特别是

酯酶活性[20]。酯酶是一种将酯分解成酸和醇的水解

酶,能够快速评估环境污染物对藻类的毒性影响,因
此在生物功能中起重要的作用[21-22]。东海原甲藻酯

酶活性在实验初期升高,表明藻细胞的酯酶活性在短

时间内受到一定的刺激,可能是短期内提取物的添加

使细胞膜上磷脂的代谢加快,从而增强了胞内的酯酶

活性[23]。Lage等[24]发现铜绿微囊藻短时间内暴露

于Cu2+溶液中,酯酶活性增加,这是在环境压力下短

时间内生物自我保护的一种应急方式。实验初期酯

酶活性便作出应激性生理反应变化,说明酯酶活性指

标比其他指标具有更好的敏感性。Berglund和Ever-
sman发现[25],检测酯酶活性时,FDA会被细胞吸收

并在胞内被酯酶转化成荧光沉淀物,当细胞膜受到损

伤时,膜的通透性增加,造成胞内荧光沉淀物外流,从
而影响FDA荧光的准确性,在检测细胞内酯酶活性

的变化时,研究者往往没有考虑到细胞膜破损对酯酶

活性造成的影响[26]。本实验中,东海原甲藻暴露于

三角褐指藻滤液提取物实验的后期,酯酶活性对浓度

依赖性降低,第5天时,12.5μL和62.5μL处理组

FDA荧光强度与对照组的比值分别 为0.967和

0.388,第6天后比值下降至0.859和0.375,酯酶活性

降低程度显著,PI荧光检测显示,第5天和第6天的

12.5μL和62.5μL处理组的健康藻细胞数目百分比

分别为77%、71%和75%、70%,均显示此时细胞膜

已经受损,因此FDA荧光强度的降低不仅是细胞内

酯酶活性受到抑制,与细胞膜受损导致荧光物质外流

也有很大关系,是它们共同作用的结果。盐藻细胞膜

完整性的结果证明,第6天FDA的降低与细胞膜完

整性的破损无关,这种降低是因为提取物抑制盐藻酯

酶活性造成的,藻类生长受到抑制会引起酯酶活性的

降低。
三角褐指藻滤液乙酸乙酯提取物中确实含有可

以抑制这两种微藻生长的化感物质,对于存在抑藻活

性的化感物质的抑藻机理,首先要明确它对藻类生长

的作用是抑制性(抑制藻类生长)还是致死性的(杀死

细胞),肖溪[13]认为受化感物质作用后若细胞膜破

碎,则说明抑藻效应为致死性的,相反地,若藻细胞膜

在暴露后仍保持完整,则说明抑藻效应表现为抑制性

的。PI荧光检测显示东海原甲藻细胞膜完整性不同

程度的受到损伤,这表明三角褐指藻对东海原甲藻的

抑制作用是致死性的,实验结束后藻细胞密度减小也

同样说明了这一点,相比之下,盐藻细胞完整性未受

到影响,盐藻受到的是一种减缓生长速率的作用。综

合各指标考虑,东海原甲藻对三角褐指藻滤液中的化

感物质毒性作用更为敏感,而盐藻的耐受性较强,这
可能与其细胞内部结构有关。陆斗定等[27]报道,东
海原甲藻的壳面有密集的球形突起分布,壳面还具有
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零星的壳面小孔,这种独特的结构可以增大化感物质

的接触面积,有利于化感物质进入东海原甲藻的体

内。本研究结果表明同种藻类分泌的化感物质对不

同微藻抑制作用的机理不同,

5 结论

本文研究了三角褐指藻滤液乙酸乙酯提取物对

东海原甲藻和盐藻生长的化感作用。实验结果表明,
提取物中确实含有可以影响这两种微藻生长的化感

物质。两种微藻对化感物质的敏感程度不同,东海原

甲藻对化感物质的敏感性高于盐藻。

FDA荧光能同时反映酯酶活性和细胞膜完整

性,东海原甲藻后期FDA荧光减少不仅是因为细胞

内酯酶活性受到抑制,还和细胞膜受损有关。盐藻细

胞膜一直保持相对完整,FDA荧光下降说明藻细胞

酯酶活性受到抑制。
东海原甲藻在第6天时藻密度小于初始密度,PI

荧光检测显示藻细胞膜受损且受损程度随时间逐渐

增加,细胞的新陈代谢活性降低,三角褐指藻对东海

原甲藻的化感作用是致死性而非抑制性的。
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EffectsoftheextractsfromthefiltrateofPhaeodactylumtriconutum
onProrocentrumdonghaienseandDunaliellasalina

analyzedbydifferentphysiologicalparameters
XueQiaona1,WangRui2,TanLiju1,WangJiangtao1

(1.KeyLaboratoryofMarineChemistryTheoryandTechnology/MinistryofEducation,OceanUniversityofChina,Qingdao
266100,China;2.ShenzhenKeyLaboratoryfortheSustainableUseofMarineBiodiversity,ResearchCentrefortheOceansandHu-
manHealth,ShenzhenResearchInstitute,CityUniversityofHongKong,Shenzhen518057,China)

Abstract:ToinvestigateallelopathiceffectsofextractsfromthefiltrateofPhaeodactylumtriconutumongrowth
andphysiologyofbloom-formingProrocentrumdonghaienseandDunaliellasalina,thecelldensity,cellsize,

membraneintegrityandesteraseactivityweredeterminedbytheflowcytometryduringa6dexposuretestinlabo-
ratory.TheresultssuggestedthatthegrowthofP.donghaiensewassignificantlyinhibitedbyethylacetateex-
tractsfromthefiltrateofP.triconutum.Withtheethylacetateextractstreatments,thecellsizeincreasedandthe
partofthealgaemembraneintegritywasdamaged,atthesametimeesteraseactivitysignificantlyincreasedwithin
ashorttimeandwasinhibitedsubsequently.However,thegrowthofD.salinawasnotinhibitedbyextractsfrom
thefiltrateofP.triconutumsignificantly.Boththecellsizeandmembraneintegritywasnotinhibited,compared
withthecontrolcultures,theextractsinducednegativeeffectsontheesteraseactivityafter6daysexposure.These
resultsconfirmedthatP.donghaiensewasmoresensitivetotheallelochemicalcontainedintheethylacetateofP.
triconutum.ManyP.donghaiensecellsrapidlydiedanddisappearedwhichbecausedbythespecialinternalstruc-
tureofcellsthattheallelochemicalscouldeasilyentertheP.donghaiensecells.Esteraseactivitywasthemostsen-
sitiveparametertoevaluatetheinfluenceoftheP.triconutumallelochemicalonP.donghaiense,akindofemer-
gencymodeofbiologicalself-protectionunderenvironmentalpressure.
Keywords:flowcytometry;theextractsfromthefiltrateofPhaeodactylumtriconutum;cellsize;membranein-
tegrity;esteraseactivity
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