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摘要：采用在不同浓度水芹（Ｏｅｎａｎｔｈｅｊａｖａｉｃａ）浸出液中纯培养小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ）的方法，研究水芹浸出液
对小球藻细胞数量、叶绿素含量和藻细胞超微结构的影响。结果显示，１０ｇ·Ｌ－１水芹浸出液对小球藻的生长和叶
绿素含量具有明显的促进作用；２０ｇ·Ｌ－１水芹浸出液处理组藻细胞数量和叶绿素含量增加持续至第７天，但增幅
低于对照组，７ｄ后抑制作用增强；高浓度（３０～５０ｇ·Ｌ－１）水芹浸出液对小球藻细胞数量和叶绿素含量的抑制作
用在第５天开始变得显著，并随时间延长而加剧，具有浓度效应；经４０ｇ·Ｌ－１水芹浸出液处理后，小球藻细胞壁断
裂甚至消失，细胞中叶绿体片层肿胀甚至解体，核膜破裂，核质外渗。结果表明水芹浸出液对小球藻具有化感效

应，总体呈现低浓度促进、高浓度抑制的规律。
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　　富营养化导致浮游植物，尤其是微型藻类过度
繁殖而爆发水华，引起一系列的环境问题，造成巨

大的经济损失，甚至危及人类健康［１－３］。而传统的

物理、化学抑制藻类生长的方法会不可避免地破坏

生态平衡并造成环境污染［４］，因此寻求一种高效安

全的抑藻方法具有重要意义。１９４９年 ＨＡＳＬＥＲ等
首次发现了水生植物对藻类的化感抑制作用［５］，此

后研究者开始对植物化感作用展开广泛研究，包括

化感抑制作用、化感抑制机理、化感物质的分离纯

化和开发利用等。利用植物的化感作用控制水体

藻类的繁殖，因具有安全、不易造成二次污染的优

点而备受关注［６－８］。

植物浸出液抑藻试验是研究植物化感作用的

重要方法［７］，有关浸出液抑藻的研究［９－１５］较多。但

是，关于水芹在富营养化水体中对藻类的抑制作用

的研究较少，其克藻效应及机理仍有待研究。水芹

（Ｏｅｎａｎｔｈｅｊａｖａｉｃａ）为水生宿根草本植物，喜水耐寒，
生长适宜温度为１２～２４℃，温度超过２５℃时，植株
逐渐进入休眠状态。由于水芹具有较高的生物量，

可多次收割，耐低温，因此可作为低温季节修复污
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染水体的优势种和抑制藻类生长的工具种［１６］。因

此，笔者在室内研究水芹浸出液对小球藻的克藻效

应及其机制，旨在进一步了解水芹的生态功能，为

丰富富营养化水体生态修复的工具种库提供基础

材料。

１　材料与方法

１１　试验材料
水芹（Ｏｅｎａｎｔｈｅｊａｖａｉｃａ）购于南京市六合区种植

基地。小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ）藻种由南京师范
大学生命科学学院生物工程实验室提供。小球藻

在无菌条件下转移至１／１０Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液中，于光
照培养箱中培养１周，至对数生长期进一步扩大培
养。培养条件为：温度（２５±１）℃，ｔ（光）∶ｔ（暗）＝
１２ｈ∶１２ｈ，［光］照度为４５００ｌｘ，静置培养，每天定
时摇动３次。
１２　水芹浸出液的制备

用自来水和蒸馏水将水芹植株反复冲洗干净，

在８０℃烘箱中放置４８ｈ后取出，粉碎、研磨、过１５０
μｍ孔径筛，取５０ｇ加入５００ｍＬ锥形瓶中，再加２５０
ｍＬ蒸馏水，置于恒温（２５℃）振荡器中提取４８ｈ，减
压抽滤，滤液即为浸出母液（２００ｇ·Ｌ－１）。试验前
用０４５μｍ孔径滤膜过滤以消除其他微生物的
影响。

１３　化感作用试验
在无菌条件下分别将０、１０、２０、３０、４０、５０ｍＬ浸

出母液加入 ５００ｍＬ透气玻璃瓶内，再加入灭菌
１／１０Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液和处于对数生长期的小球藻，
使培养液总体积为２００ｍＬ。用植物材料的质量与
培养液体积比表示化感物质含量（ｇ·Ｌ－１），则其浓
度梯度为０、１０、２０、３０、４０、５０ｇ·Ｌ－１，以化感物质含
量为０ｇ·Ｌ－１的处理组作为对照，３次重复，初始小
球藻密度均值为２４５×１０６ｍＬ－１。培养条件为：温
度（２８±０５）℃，ｔ（光）∶ｔ（暗）＝１２ｈ∶１２ｈ，［光］照
度４０００ｌｘ，静置培养，每天定时摇动３次，培养９ｄ。
每隔２４ｈ取样测定相关指标。
１４　测定项目与测定方法
１４１　小球藻藻细胞计数

每天取定量藻液，用血球计数板在显微镜

（１６×４０倍）下对藻细胞进行计数。
１４２　叶绿素含量的测定

取一定量藻液进行抽滤，抽干后将藻及滤膜一

起放入具塞离心管中，加入φ为９５％的丙酮溶液至
混合物总体积为１０ｍＬ，振荡提取叶绿素，放置暗处
过夜。在相对离心力 Ｆｒ，ｃ为 １００６条件下离心 １５

ｍｉｎ，去上清液测定吸光度［１７］。

１４３　藻细胞超微结构的观察
在试验第１、５、７和９天和试验结束时，收集高

浓度（４０ｇ·Ｌ－１）水芹浸出液处理组和对照组藻细
胞，用φ为４％的戊二醛及φ为１％的锇酸溶液双重
固定，采用 φ为３０％、５０％、７０％、８０％、９０％、９５％
和１００％的丙酮由低到高梯度脱水，用双氧铀和柠
檬酸铅双重染色，切片后于 Ｈｉｔａｃｈｉ６００Ａ ２透射电
镜下观察。

１５　数据分析
水芹浸出液对藻类的相对抑制率公式为 Ｒｉ＝

（１－Ｎ／Ｎ０）×１００％
［９］，其中，Ｒｉ为相对抑制率，Ｎ

为加入浸出液的处理组藻密度，Ｎ０为未加入浸出液
的对照组藻密度。若 Ｒｉ＞０，表示水芹浸出液对藻
类具有抑制作用；若Ｒｉ＜０，表示具有促进作用。

采用Ｅｘｃｅｌ２０１０软件对数据进行统计处理，采
用ＳＰＳＳ１８０软件进行差异显著性检验，采用Ｏｒｉｇｉｎ
７５软件作图。

２　结果与分析

２１　水芹浸出液对小球藻生长量的影响
如图１所示，当处于对数生长期的小球藻受到

不同浓度水芹浸出液的影响时，其生长曲线会发生

改变。

图１　不同浓度水芹浸出液对小球藻生长量的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＯｅｎａｎｔｈｅｊａｖａｉｃａ
ｅｘｔｒａｃｔｓｏｎｇｒｏｗｔｈｏｆｃｈｌｏｒｅｌｌａ

培养５ｄ后，对照组小球藻数量基本达到稳定
状态，即标准 ｌｏｇｉｓｔｉｃ模型“Ｓ”型曲线的稳定期。１０
ｇ·Ｌ－１水芹浸出液对小球藻的生长具有显著促进作
用（Ｐ＝００００９２＜００１），培养第９天小球藻数量已
达对照组的１１７倍；２０ｇ·Ｌ－１水芹浸出液对小球
藻的生长有抑制作用，小球藻数量持续增加到培养

第７天，但增幅低于对照组（Ｐ＝０００４２＜００１），７
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ｄ后藻细胞数量大幅下降，抑制效应明显加强，第９
天相对抑制率达１７５４％（Ｐ＝０００７８＜００１）；高
浓度（３０～５０ｇ·Ｌ－１）处理组水芹浸出液对藻类的
抑制作用从培养第３天开始出现，藻细胞脱绿黄化
沉底现象明显，培养第 ９天，相对抑制率分别达
２９１５％、３４０４％和３７２０％。综上所述，不同浓度
水芹浸出液对小球藻生长呈现不同作用，对小球藻

生长的相对抑制率随水芹浸出液浓度的增加而明

显增加。

２２　水芹浸出液对小球藻叶绿素含量的影响
藻体中叶绿素含量与小球藻细胞的生长状态

密切相关。图２显示，对照组藻细胞中叶绿素含量
在整个试验过程中稳定增加，培养第５天，各处理组
叶绿素含量与对照组相比差异明显。１０ｇ·Ｌ－１水
芹浸出液处理组叶绿素含量持续增加，培养第９天
叶绿素含量为对照组的１３９倍；２０ｇ·Ｌ－１处理组
叶绿素含量的增加趋势持续到第７天，但增幅低于
对照组，７ｄ后叶绿素含量迅速下降；高浓度（３０～
５０ｇ·Ｌ－１）水芹浸出液处理组叶绿素含量随培养时
间的增加而明显下降，培养第９天，叶绿素含量分别
比对照组低５４１０％、６８８５％和７３７７％，叶绿素含
量降幅随水芹浸出液浓度的升高而增加。同时，藻

体叶绿素含量的变幅大于小球藻生长量的变幅。

叶绿素含量的变化情况与小球藻细胞的生长在不

同浓度浸提液条件下受到促进或抑制的现象相互

印证（图１～２）。

藻体质量以鲜质量计。

图２　不同浓度水芹浸出液对小球藻叶绿素含量的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＯｅｎａｎｔｈｅｊａｖａｉｃａｅｘｔｒａｃｔｓｏｎ

ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｃｏｎｔｅｎｔｏｆｃｈｌｏｒｅｌｌａ

２３　水芹浸出液对小球藻超微结构的影响
高浓度水芹浸出液对小球藻细胞超微结构的

损伤明显，且随处理时间的延长而加剧。由图 ３
（ａ）～（ｂ）可知，未受伤害的小球藻细胞具有完整的
细胞壁；叶绿体片层清晰，排列整齐有序；细胞膜贴

壁无皱褶，核质均匀。而４０ｇ·Ｌ－１水芹浸出液处理
组小球藻细胞培养至第５天时〔图３（ｃ）～（ｄ）〕，其
内部结构已表现出受伤害症状，细胞壁内陷皱褶，

核膜破裂，核质外渗。第７天时小球藻细胞受伤害
症状加重〔图３（ｅ）〕，叶绿体片层膨胀，排列有序性
明显减弱。培养第９天，小球藻细胞的原生质体收
缩，叶绿体片层以及外包膜都发生解体，细胞中心

几乎变成一个空腔〔图３（ｆ）〕。

３　讨论

试验结果显示，低浓度（１０ｇ·Ｌ－１）水芹浸出液
对小球藻的生长具有显著促进作用，培养第９天小
球藻叶绿素含量为对照组的１３９倍，小球藻数量为
对照组的１１７倍，叶绿素含量增幅比小球藻数量增
幅大，笔者认为１０ｇ·Ｌ－１水芹浸出液能促进小球藻
叶绿素的合成。２０ｇ·Ｌ－１水芹浸出液条件下培养
３、５、７ｄ时的小球藻生长量高于培养第１天，但与同
一时间的对照组相比，呈显著受抑制状态，培养第９
天藻细胞数量和叶绿素含量与第７天相比均显著下
降，低于培养初期，抑制作用加强。高浓度（３０～５０
ｇ·Ｌ－１）水芹浸出液处理组小球藻生长受抑制作用
明显，随着水芹浸出液浓度的升高，相对抑制率增

加，分别达２９１５％、３４０４％和３７２０％，３个处理
组藻体叶绿素含量分别比对照组低 ５４１０％、
６８８５％和７３７７％，叶绿素含量降幅大于藻细胞数
量降幅，结合超微结构观察认为，高浓度水芹浸出

液能抑制小球藻叶绿素的合成。

化感物质对细胞超微结构的影响主要是破坏

细胞膜，使膜系统受到损伤，从而进一步作用于膜

内的叶绿体、拟核、线粒体及内含物和细胞核等细

胞超微结构，达到杀死藻细胞、抑制藻类生长的目

的［５］。李锋民等［９］在考察芦苇抑藻化感物质对蛋

白核小球藻的影响时，发现供试细胞壁脱落，细胞

膜破裂，细胞内含物渗出，细胞内片层结构解体，细

胞核和线粒体结构损坏；王立新等［１８］发现黑藻分泌

物可使铜绿微囊藻细胞质壁脱离、类囊体片层结构

松散杂乱，且损伤作用随时间延长而加剧；唐萍

等［１９］研究表明，栅藻在受到凤眼莲根系分泌物的抑

制作用时，其藻细胞结构产生显著损伤，细胞膜、叶

绿体、线粒体、核膜等膜系统受到损伤。

笔者试验中，４０ｇ·Ｌ－１水芹浸出液培养小球藻
仅几天，藻体就出现黄化，细胞壁、叶绿体、细胞核

等发生进行性损伤，培养第９天，叶绿体片层以及外
包膜都发生解体，藻细胞基本成为空腔。这一系列

细胞水平的超微结构变化显示藻细胞生长受到抑
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制，甚至被杀死。试验数据和电镜图片表明，高浓

度水芹浸出液对叶绿素的破坏非常明显。

叶绿素是植物进行光合作用的物质基础，其含

量变化能较好地反映生物各阶段生长发育正常与

否［２０］。大多数植物化感物质会对光合系统Ⅱ（ＰＳ
Ⅱ）产生影响，低浓度化感物质可能有利于藻类叶
绿素生化合成而促进光合作用，从而促进藻类生

长；而高浓度化感物质通过破坏藻类的叶绿素，减

少其同化产物来抑制藻类生长［２１］。笔者试验中不

同水芹浸出液处理组藻细胞生长与叶绿素变化的

趋势也能佐证该结论。

一般来说，植物化感物质主要是植物次生代谢

物质［６］，笔者所采用的植物浸出液抑藻试验研究有

利于消除光和营养的差异对化感作用测定的影响，

便于化感作用的确定、模型的建立及其机理的探

究［２２］，可信度较高，可为后续化感物质的分离提纯

及应用提供参考［７］。其他一些包括抗氧化酶活性、

蛋白质合成、核酸代谢等涉及到化感抑藻机理方面

的研究还有待进一步深入，水芹抑制小球藻的化感

物质的分离、提纯和鉴定工作还需要进一步开展。

Ｃｈ—叶绿体；ＳＧ—淀粉粒；ＣＷ—细胞壁；ＣＬ—叶绿体片层；Ｎ—细胞核。

图３　４０ｇ·Ｌ－１水芹浸出液对小球藻超微结构的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ４０ｇ·Ｌ－１Ｏｅｎａｎｔｈｅｊａｖａｉｃａｅｘｔｒａｃｔｏｎｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｃｈｌｏｒｅｌｌａ
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