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摘要 :为揭示化感物质抑制藻类的机理 ,研究了芦苇化感物质 22甲基乙酰乙酸乙酯 (eathyl222methyl acetoacetate , EMA)对蛋白核

小球藻、铜绿微囊藻和普通小球藻细胞膜磷脂脂肪酸种类、含量以及藻细胞亚显微结构的影响 ,采用 Bligh and dye法提取藻类

细胞膜磷脂脂肪酸 ,GC2MS测定脂肪酸种类和含量 ,透射电镜法观测细胞亚显微结构. 结果表明 , EMA使蛋白核小球藻细胞

膜不饱和脂肪酸亚麻酸、亚油酸含量都增加了 14 % , 而饱和脂肪酸肉豆蔻酸、棕榈酸含量则下降了 12 %和 11 %. 加入 EMA

后 , 铜绿微囊藻细胞膜中不饱和脂肪酸 C18∶1和 C18∶2含量分别增加了 12 %和 10 % , 饱和脂肪酸 C18∶0和 C16∶0含量则下

降. EMA对普通小球藻细胞膜磷脂脂肪酸含量没有显著影响. EMA使蛋白核小球藻和铜绿微囊藻细胞壁脱落 , 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. EMA对普通小球藻细胞亚显微结构没有显著破坏.
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Abstract : In order to reveal the antialgal mechanisms of allelochemicals , effects of the allelochemical eathyl222methyl acetoacetate ( EMA) on
cell membrane lipid and ultrastructure of Chlorella pyrenoidosa , Microcystis aeruginosa and Chlorella vulagaris were studied in this paper. The
lipid fatty acids of the algal membrane were isolated following the Bligh and Dye method and quantified by gas chromatographΠmass
spectrometry. The ultrastructure of algal cells was observed with TEM. The results showed that EMA increased the contents of linolenic acid
and linolic acid with increment of 14 % , while decreased the content of myristic acid and cetylic acid in C. pyrenoidosa membrane. The
content of unsaturated fatty acids C18∶1 and C18∶2 increased 12 % and 10 % in M . aeruginosa with the addition of EMA , while the content
of saturated fatty acids C18∶0 and C16∶0 decreased. EMA showed no significant change in the fatty acid composition in C. vulagaris under
the experiment condition. EMA broke off cell wall of C. pyrenoidosa and M . aeruginosa. EMA damaged the cell membrane and the inclusion
of algal cell leaked out. Nuclear and mitochondrial structure was damaged with the addition of EMA. EMA showed no significant change in the
ultrastructure of C. vulagaris .
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　　利用水生植物产生的化感物质控制有害藻类的

生长是一种较有前景的生态抑藻方法[1 ]
. 目前已经

发现多种水生植物能产生具有抑藻能力的化感物

质. 不同的研究者也分离出了多种抑藻化感物质.

例如荸荠中对蓝藻有抑制作用的物质主要是二十碳

的三羟基环戊基脂肪酸和十八碳的三羟基环戊烯酮

脂肪酸[2 ]
. Aliotta 等和 Greca 等[3～5 ] 分别对香蒲

( Typha latifolia)的乙醚提取物进行分析 , 提取出数

种具有抑制藻类的活性物质 , 如β2固甾醇、20 , 242
亚甲基242甲基272烯胆烷醇、α2亚油酸等. 穗花狐尾

藻中对铜绿微囊藻有抑制作用的化感物质主要是多

酚类 物 质 , 如 没 食 子 酸 ( gallic ) 和 焦 　 酸

(pyrogallic) [6 ,7 ]
. 水葫芦中的抑藻化感物质主要是 :

α2苯基萘胺、β2苯基萘胺、乙酸乙基异氰和丙酸酰
胺[8～10 ]

. 研究发现 , 化感物质对作用对象具有选择

性 , 例如从水葫芦中分离到的化感物质乙酸乙基异

氰和丙酸酰胺只能抑制小球藻和栅藻 , 但对其它藻

类抑制作用不明显[8 , 10 ]
.

研究发现 , 化感物质通过多种作用机理抑制高
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等植物的生长. 例如 , 富里酸、对香豆酸、香草酸能

导致蚕豆幼苗叶绿素含量减少 , 光合作用产物含量

下降[11 ]
. Patterson

[12 ]也发现化感物质能使蚕豆叶片

的叶绿素含量下降 , 同时使净光合作用和气孔导度

明显下降. 香豆素 ( coumarins) 类物质如白茅苷

(imperatorin)能抑制光合磷酸化作用[13 ] . 酚类化感

物质能促进叶绿素的降解 , 从而降低高等植物叶片

中叶绿素的含量[14 ]
. 化感物质能降低细胞膜的完整

性 , 使细胞内物质大量渗出 , 渗出液的电导率增

加[15～17 ]
. 可见 , 在高等植物领域 , 化感物质能降低

植物的光合作用速率 , 使植物叶片的叶绿素含量降

低. 在藻类领域 , Hagmann等[16 ]和 Srivastava等[18 ]从

侧生藻中分离出侧生藻素 A对藻类和其它光合自

养微生物具有强抑制作用 , 能抑制光合系统 Ⅱ( PS

Ⅱ) . 化感物质还能引起某些藻类内含物含量的变

化[19 , 20 ]
. 尽管在高等植物领域 , 化感作用的机理研

究已经取得一定成果 , 但化感物质抑制藻类的机理

研究仍较缺乏 , 尤其是化感物质选择性抑藻的机理

鲜见报道.

前期研究发现芦苇化感物质 22甲基乙酰乙酸乙
酯 (eathyl222methyl acetoacetate , EMA)能显著抑制蛋

白核小球藻 ( Chlorella pyrenoidosa) 和铜绿微囊藻

( Microcystis aeruginosa ) 的生长 , 但对普通小球藻

( Chlorella vulagaris)基本没有抑制效果[21 ]
. 本文通

过研究 EMA对蛋白核小球藻、铜绿微囊藻和普通小

球藻细胞膜磷脂脂肪酸和藻细胞亚显微结构的影

响 ,以期为揭示 EMA选择性抑藻的机理提供支持.

1　材料与方法

1. 1　材料

蛋白核小球藻 ( C. pyrenoidosa) 、铜绿微囊藻

( M . aeruginosa)和普通小球藻 ( C. vulagaris)由中国

科学院武汉水生生物研究所淡水藻种库提供. 试验

前预培养 4 d ,使之处于对数增长期. 小球藻培养基

组分 : NaNO3 2515 mg , NaHCO3 15 mg , K2 HPO4 1104

mg , MgSO4 ·7H2O 1417 mg , MgCl2 517 mg ,

CaCl2·2H2O 4141 mg , Na2 EDTA·2H2O 013 mg , H3BO4

01185 mg , MnCl2 01264 mg , ZnCl2 3127 ×10
- 3

mg ,

CoCl2·2H2O 0178 ×10
- 3

mg , CuCl2·2H2O 01009 ×

10
- 3

mg , Na2MoO4·2H2O 7126×10
- 3

mg , FeCl3 01096

mg , H2O 1 000 mL. 铜绿微囊藻采用BG11培养基培

养.培养条件为 :光暗比 14∶10 , 温度 25℃.

实验用化感物质 EMA从 Sigma公司购买.

1. 2　实验方法

1. 2. 1　对藻类细胞膜磷脂脂肪酸的影响

将 3种藻类于锥形瓶中培养至对数增长后期.

将藻类分成 2组 , 一组加入 2 mg·L - 1
EMA , 另一组

不加 EMA. 继续培养 24 h , 测定 2组藻类的细胞膜

磷脂脂肪酸的种类和含量.

藻类培养液于3 000 rΠmin离心 10 min ,弃去上清

液 ,藻细胞于 40℃干燥.加 115 mL柠檬酸盐缓冲液 ,

119 mL 三氯甲烷 ,3175 mL 甲醇 ,2 mL Bligh 和 Dye

提取液.充分振荡混合. 3 000 rΠmin 离心 10 min ,上

清液转移至另 1 个试管中备用.再加 2 mL Bligh 和

Dye提取液 ,振荡混合 ,离心 ,上清液合并到试管中.

加 311 mL三氯甲烷和 311 mL柠檬酸盐缓冲液到上

述上清液中 ,1 500 rΠmin 离心 10 min ,移去水层 (上

层) .转移底层有机物到小试管中 ,用氮气吹脱干燥.

然后加 2次 1 mL 甲醇 ,每次都蒸发至干燥.用体积

为 6 mL ,填料为 C18 (500 mg)的固相萃取柱分离极

性脂.用 1 mL甲醇甲苯混合液 (1∶1 ,体积比)甲基化

脂肪酸.用氮气吹脱蒸发有机溶剂至 012 mL.

1. 2. 2　对藻类亚显微结构的影响

将 3种藻类于锥形瓶中培养至对数增长期. 将

藻类分成 2组 , 一组加入 2 mg·L - 1 EMA , 另一组不

加 EMA. 继续培养 24 h , 离心 , 获得藻细胞. 观察

EMA对藻细胞亚显微结构的影响.

1. 3　分析测定方法

1. 3. 1　磷脂脂肪酸

参照文献 [22 ,23 ]的方法进行磷脂脂肪酸的提

取分离. 提取前藻细胞于 40℃干燥 1 h. 分离使用

固相萃取法 (体积为 6 mL , 填料为 500 mg C18) . 用

GC2MS测定磷脂脂肪酸甲酯的种类与含量. 气相色

谱2质 谱 联 用 仪 为 Perkin Elmer 公 司 生 产

PETurboMass ; 色谱柱型号为 SE254 石英毛细管柱 ,

柱长 30 m ; 程序升温条件 :60℃5 min , 60～300℃

(10 ℃·min - 1 ) ; 注射口温度为 300℃.

1. 3. 2　藻细胞亚显微结构的观察

藻细胞用 2 %戊二醛 (pH = 712 磷酸缓冲液配

制)前固定 , 1 %(pH = 712磷酸缓冲液配置)锇酸后

固定 , 磷酸缓冲液清洗 , 梯度酒精脱水 , 环氧丙烷

置换 , Epn812 渗透包埋 , LKB2V 型超薄切片机切

片 ,醋酸铀2柠檬酸铅对染 , Hitach2600 透射电镜

(TEM)观察叶肉细胞内叶绿体的超微结构. 所有的

前处理及电镜观察工作在中国农业科学院原子能利

用研究所电镜室完成.
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2　结果与讨论

2. 1　EMA对藻类细胞膜磷脂脂肪酸的影响

通过分析藻类细胞膜中磷脂脂肪酸种类和相对

含量发现 , 2 种小球藻的脂肪酸主要是 C14∶0 ,

C16∶0、C18∶0、C18∶2、C18∶3 , 铜绿微囊藻的则主

要是 C16∶0、C16∶2、C18∶0、C18∶1、C18∶2 (其中“C”

后数字为碳链长度 ,“∶”后数字为不饱和键数) .

表 1列出了加入 EMA前后 3种藻类细胞膜磷

脂脂肪酸的组成变化. 未加 EMA的蛋白核小球藻

细胞膜中不饱和脂肪酸C18∶3和 C18∶2分别占总脂

肪酸含量的 23131 %和 11146 % , 而加入 2 mg·L - 1

的 EMA后则分别增加到 37168 %和 25191 % ; 未加

EMA的蛋白核小球藻细胞膜中饱和脂肪酸 C14∶0

和 C16∶0含量则由 16157 %、33168 %降低到 4166 %、

22104 %. 铜绿微囊藻对照组中不饱和脂肪酸

C18∶1、C18∶2 含量分别为 30126 %、18185 % , 加入

EMA后 , 则上升为 42188 %、28146 % ; 而饱和脂肪

酸C18∶0含量则有明显下降. 可见 , EMA使蛋白核

小球藻和铜绿微囊藻细胞膜内不饱和脂肪酸含量上

升 , 而饱和脂肪酸含量下降. 但 EMA对普通小球藻

细胞膜中脂肪酸相对含量没有显著影响.前期研究

表明 ,EMA能选择性抑制铜绿微囊藻和蛋白核小球

藻的生长 ,但对普通小球藻没有显著抑制作用[21 ] .

本研究的结果初步揭示了 EMA选择性抑藻的机理

在于其能改变铜绿微囊藻和蛋白核小球藻细胞膜中

磷脂脂肪酸的结构 ,但对普通小球藻磷脂脂肪酸的

结构没有影响.

细胞膜中磷脂脂肪酸的种类与组成直接影响着

细胞膜的流动性和选择透性 , 铜绿微囊藻和蛋白核

小球藻的细胞膜中不饱和脂肪酸含量上升 , 使细胞

膜的流动性增大 , 稳定性降低 , 导致细胞内含物泄

漏. 这就是细胞内金属离子渗出的原因. 在环境胁

迫下 , 植物细胞膜被破坏 , 导致细胞内含物渗出的

研究已有许多报道. 金属离子、除草剂等有毒物质

能破坏斜生栅藻、小球藻等藻类的细胞膜[24 , 25 ]
. 从

玫瑰中提取的化感物质玫瑰草油破坏了酵母菌的细

胞膜 , 使酵母菌细胞膜中饱和脂肪酸和不饱和脂肪

酸相对含量发生变化 , 细胞膜的选择透性被破坏 ,

导致细胞内金属离子的渗出[22 ] .

表 1　EMA对 3种藻类脂肪酸含量的影响

Table 1　Effects of EMA on lipid fatty acids of three algaes

处理 脂肪酸　　　
脂肪酸所占比例Π%

蛋白核小球藻 普通小球藻 铜绿微囊藻

C14∶0　肉豆蔻酸 16. 57±0. 35 8. 17±0. 12 0±0

C16∶2　十六碳二烯酸 0±0 0±0 11. 93±0. 44

C16∶0　棕榈酸 33. 68±0. 09 26. 95±0. 21 16. 8±0. 22

未加 EMA C18∶3　亚麻酸 23. 31±0. 64 29. 56±0. 29 0±0

C18∶2　亚油酸 11. 46±0. 81 30. 41±0. 06 30. 26±0. 25

C18∶1　油酸 0±0 0±0 18. 85±0. 14

C18∶0　硬脂酸 14. 98±0. 32 4. 9±0. 18 22. 15±0. 31

C14∶0　肉豆蔻酸 4. 66±0. 06 7. 77±0. 05 0±0

C16∶2　十六碳二烯酸 0±0 0±0 7. 21±0. 04

C16∶0　棕榈酸 22. 04±0. 13 25. 04±0. 37 11. 4±0. 27

加入 2 mg·L - 1 EMA C18∶3　亚麻酸 37. 68±0. 24 29. 17±0. 22 0±0

C18∶2　亚油酸 25. 91±0. 51 32. 1±1. 02 42. 88±1. 54

C18∶1　油酸 0±0 0±0 28. 46±0. 33

C18∶0　硬脂酸 9. 71±0. 05 5. 91±0. 65 10. 05±0. 03

2. 2　EMA对藻类亚显微结构的影响

EMA破坏了铜绿微囊藻和蛋白核小球藻的细

胞膜 , 必将引起它们细胞结构的改变. EMA对蛋白

核小球藻亚显微结构的影响如图 1所示. 加入 EMA

后 , 蛋白核小球藻的细胞膜受到破坏 , 细胞外出现

从细胞内渗出的细胞质. 藻细胞中叶绿体原本排列

规则的片层结构被破坏. 叶绿体片层结构是与细胞

膜相似的双分子层结构 , 可能是 EMA降低了藻细

胞内抗氧化体系酶活性 , 也使该片层结构受到破

坏. 细胞中央的蛋白核在 EMA作用下结构被破坏 ,

核仁成为不规则的形状. EMA加入后 , 线粒体被破

坏成多个碎块 , 淀粉粒和液泡体积增大.
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C:色素体 ;CW:细胞壁 ;N :细胞核 ; Nc :核仁 ;

M:线粒体 ; S :淀粉粒 V :液泡 ; E :渗出物质 ,下同

图 1　EMA对蛋白核小球藻亚显微结构的影响

Fig. 1　Effect of EMA on the ultrastructure of C. pyrenoidosa

　　EMA对铜绿微囊藻亚显微结构也有破坏作用

(图 2) . 加入 EMA后 , 铜绿微囊藻出现质壁分离现

象[图 2 (b) , 2 (c) ] , 并且细胞壁从细胞上脱落[图 2

(c) ] . 细胞膜受到破坏 , 细胞外出现从细胞内渗出

的细胞质[图 2 (d) ] . 正常蓝藻细胞内的色素以类囊

体的形式附着在片层结构上 [图 2 (a) ] , 加入 EMA

后 , 片层结构被破坏 , 类囊体杂乱的分布在细胞质

内[图 2 (c) , 2 (d) ] . 细胞中央的透明区域为铜绿微

囊藻的核区 ,在 EMA作用下核区被破坏 ,并被挤到

细胞的一侧[图 2 (c) , 2 (d) ] . EMA加入后 , 多个小

淀粉粒合并成为少数大的淀粉粒 , 其内含物总量

上升.

EMA对普通小球藻亚显微结构没有显著影响

　　　

图 2　EMA对铜绿微囊藻亚显微结构的影响

Fig. 2　Effect of EMA on the ultrastructure of M . aeruginosa

(图 3) . 加入 EMA后 , 普通小球藻出现轻微的质壁

分离现象 , 部分细胞的淀粉粒体积增大 , 但细胞结

构保持完整. 说明 EMA对普通小球藻的破坏作用

不明显. 这一结果与前面的研究结果是一致的.

图 3　EMA对普通小球藻亚显微结构的影响

Fig. 3　Effect of EMA on the ultrastructure of C. vulagaris

EMA对于铜绿微囊藻和蛋白核小球藻是毒性

物质 , 对藻类的抑制机理与其它毒性物质相似 , 如

多环芳烃、重金属、稀有金属等. 铜绿假单胞菌分泌

的鼠李糖酯使藻细胞内液泡体积增大 , 细胞核破

裂 ,细胞膜结构破坏 ,最终导致藻细胞裂解[26 ]
. 0. 5

mmol·L - 1的锰离子使藻类细胞的片层结构破坏 , 叶

绿体、线粒体解体 , 细胞内液泡增大[27 ]
. 化感物质

导致杂草细胞结构破坏也被证实[28 ]
. 本研究以及前

期研究[22 ]发现 , EMA抑制铜绿微囊藻和蛋白核小

球藻的作用点是降低了抗氧化体系酶活性 , 使细胞

内过量的活性氧得不到及时清除 , 过量的活性氧使

细胞内发生脂质过氧化作用 , 使细胞的膜系统被破

坏 (包括细胞膜和细胞内膜) , 多种细胞器形态发生

变化或解体 , 最终导致细胞死亡或破裂. 这可能是

EMA抑制藻类生长的机理.

3　结论

通过比较研究芦苇化感物质 EMA对蛋白核小

球藻、铜绿微囊藻和普通小球藻细胞膜磷脂脂肪酸

种类和含量的影响 , 并观察 EMA对藻细胞亚显微

结构的影响发现 , 在实验条件下 , EMA使铜绿微囊

藻和蛋白核小球藻细胞膜中不饱和脂肪酸亚麻酸和
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亚油酸含量增加 , 而使饱和脂肪含量下降. EMA对

普通小球藻细胞膜磷脂脂肪酸含量没有显著影响.

通过透射电镜观察 , 发现 EMA使蛋白核小球藻和

铜绿微囊藻细胞壁脱落 , 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. EMA对普通小球藻细胞亚显微结构没有显著

破坏 , 这可能是 EMA选择性抑制铜绿微囊藻和蛋

白核小球藻的机理之一.
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