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桔皮水提液对铜绿微囊藻生长的抑制效果研究
张　薛 , 胡洪营 3

清华大学 环境科学与工程系 ,环境模拟与污染控制国点重点联合实验室 ,北京 　100084

摘要 : 桔皮水提液能显著抑制铜绿微囊藻的生长 ,定性滤纸过滤 ,0145μm滤膜过滤和 0122μm滤膜过滤及高温灭菌水提液的

预处理操作对其抑藻效果无明显影响. 当桔皮 (干质量)水提液投加质量浓度大于 110 gΠL时 ,培养 10 d 时对铜绿微囊藻生长

的抑制率可超过 90 % ,抑制率随桔皮水提液投加质量浓度的升高而增大 ;当桔皮水提液的投加质量浓度低于 011 gΠL时 ,抑藻

效果不明显. 在长期 (40 d)培养试验中 ,投加低质量浓度 (小于 110 gΠL) 桔皮水提液的试验组中 ,铜绿微囊藻在培养后期生长

迅速 ,某些试验组中出现促进铜绿微囊藻生长的现象 ;投加高质量浓度 (大于 110 gΠL) 桔皮水提液的试验组中 ,培养 40 d 内均

保持接近于 100 %的抑制率. 透析袋分离试验表明 ,具有抑藻活性的物质存在于分子量小于3 500的组分中. 由试验结果可推

测 ,桔皮水提液中含有某种或某些物质 ,可对铜绿微囊藻的生长产生抑制作用 ,且这些物质经121 ℃高温处理 30 min 后仍保持

抑藻活性. 该抑藻物质易于自然降解 ,在长期培养过程中 ,其抑藻效果会逐渐消失.
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Inhibitory Effect of Extract from Citrus Peel on Growth of Microcystis aerugino sa

ZHANG Xue , HU Hong2ying

Environmental Simulation and Pollution Control Statekey Point Laboratory , Department of Environmental Science and Engineering , Tsinghua

University , Beijing 　100084 , China

Abstract : The inhibitory effects of four kinds of pretreated (filtered by ordinary qualitative paper filter , 0145μm filter , 0122μm filter , and

autoclaved) Citrus peel ( dry peel equivalent) extract on Microcystis aeruginosa growth were tested. The results showed that all the four

pretreated extracts have obvious inhibitory effect on the growth of M . aeruginosa , with an inhibitory ratio over 90 % in the present of

concentrations higher than 110 gΠL after 10 days of cultivation , and the inhibitory ratios increased with the concentrations of the extract. There

was little inhibitory effect when the extract concentration was lower than 011 gΠL. In the long time (40 days) cultivation experiments , the

inhibitory ratios of the low concentration group (less than 110 gΠL) decreased during the later period , and some even showed stimulative

effects. But the inhibitory ratios stayed around 100 % through the 40 days with the concentrations of the extract larger than 110 gΠL. The results

of the dialyzer separation showed that the effective material should have a molecular weight less than 3 500. It was deduced that there was some

material in the Citrus peel inhibiting the growth of M . aeruginosa , and the material can keep its inhibitory effect after being autoclaved (121

℃, 30 min) . And also the material can be easily degraded in natural conditions , resulting in the inhibitory effects disappearing gradually in

the long time period cultivation.
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　　近年来 ,因 N 和 P 等营养盐的排放、气候变暖、

降水减少等原因 ,我国某些大的湖泊、水库爆发了以

铜绿微囊藻为主的蓝藻水华[122 ]
. 蓝藻水华爆发时 ,

影响水体的透明度、浑浊度、颜色 ,有毒藻类产生的

藻毒素、藻体腐败造成水体溶解氧下降、异味等 ,严

重地影响水生生物的生存、人们正常的生产生活用

水 ,破坏景观环境 ,因此水华被形象地称为水体的

“癌症”[3 ] . 开发安全可靠的技术 ,控制蓝藻水华的

爆发 ,保障人们正常的生产生活用水 ,已经成为我国

水环境领域亟待解决的问题. 目前 ,随着生物技术

的发展以及物化方法暴露出的越来越多的弊端 ,从

生态学原理出发的各种生物控藻技术受到人们越来

越多的关注 ,如溶藻菌[425 ] 、植物化感作用等[6 ] . 众
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多研究表明 ,水生植物、陆生植物以及某些大型藻类

均具有抑制藻类生长的作用[7211 ]
. 笔者在前期研究

中发现桔皮对铜绿微囊藻的生长具有较强的抑制作

用 ,在此主要研究桔皮水提液对铜绿微囊藻生长的

影响 ,并初步分析其抑藻机理.

1 　材料和方法
1. 1 　材料

铜绿微囊藻由武汉水生生物研究所淡水藻种库

提供 ,编号为 315.

桔皮由市场购得.

1. 2 　铜绿微囊藻培养基组分

铜绿微囊藻的培养采用 BG11 培养基 ,配方见

文献[11212 ].

1. 3 　试验方法

桔皮水提液的准备 :参考 Hisashi Kato2Noguchi

提取方法[13 ]
,自来水冲洗桔皮表面灰尘 ,将桔皮切

成小块 ,冷冻干燥机干燥. 按照桔皮 (干质量 ,全文

同)Π去离子水为 0105 kgΠL的比例 ,用去离子水在

4 ℃黑暗中浸提 4 d. 普通定性滤纸过滤除去大块

桔皮残渣得粗提液 ,将其计为 A ;依次用孔径为 0145

和0122μm的滤膜过滤除去细小残渣和纤维 ,获得更

精细的过滤桔皮水提液 ,将其分别计为 B 和 C ;取部

分 0145μm 滤膜过滤桔皮水提液 121 ℃下灭菌 30

min ,得到高温灭菌桔皮水提液 ,将其计为 D. 所得

水提液经 0145 μm 滤膜过滤后 , 可溶性有机碳

(DOC) 质量浓度〔ρ(DOC)〕约为 12 500 mgΠL ; 经

121 ℃高温处理 30 min 后 ,ρ(DOC) 约为 10 500

mgΠL ,ρ(DOC)较高.

生长抑制试验 :试验前采用 BG11 培养基 ,将铜

绿微囊藻预培养 9～10 d ,使之处于对数增长期 ,作

为接种藻种. 在无菌条件下将一定体积的桔皮水提

液、藻种 (5 mL) 置于 500 mL 锥形瓶内 ,加入培养液

使培养体系的总体积为 200 mL ,初始藻密度为105～

10
6

mL
- 1

. 人工气候箱中的培养条件为 : 光暗比

14 h∶10 h ,温度25 ℃,相对湿度 75 % ,光照强度40～

60μmolΠ(m
2·s) . 用血球计数板在显微镜 (10 ×40

倍)下统计藻密度.

1. 4 　数据处理

桔皮水提液对藻类生长的抑制率 ( Inhibition

Ratio)公式为 :

IR = (1 - NΠN0 ) ×100 % (1)

式中 , IR 为抑制率 ; N 为加入桔皮水提液组藻密度 ;

N0 为对照组藻密度.

2 　试验结果
2. 1 　4 种桔皮水提液对铜绿微囊藻生长的影响

试验研究桔皮粗提液 (A) ,0145μm 滤膜过滤水

提液 (B) ,0122μm 滤膜过滤水提液 (C)和121 ℃高温

灭菌水提液 (D)对铜绿微囊藻生长的影响 ,4 种预处

理的桔皮水提液的投加质量浓度均为 110 gΠL ,结果

如图 1 ,2 所示. 从图 1 可以看出 ,对照组中铜绿微

囊藻密度迅速上升 ,18 d 时铜绿微囊藻密度增长了

近 30 倍 ;试验组中 ,4 种预处理的桔皮水提液 (质量

浓度为 110 gΠL)对铜绿微囊藻的生长均表现出较强

的抑制作用 ,各试验组中铜绿微囊藻密度变化幅度

很小 ,呈逐步下降的趋势. 从图 2 可以看出 ,各试验

组中铜绿微囊藻生长的抑制率随培养时间的延长而

增大 ,培养 18 d 时各组中的抑制率均在 95 %左右.

考虑到试验计数误差等原因 ,可认为 4 种预处理的

桔皮水提液对铜绿微囊藻生长的抑制效果相似. 因

此可以推测 ,桔皮水提液中可能含有某种物质能抑

制铜绿微囊藻的生长.

图 1 　铜绿微囊藻在 4 种桔皮水提液作用下的生长曲线

Fig. 1 　The growth curves of M . aeruginosa with four

pretreated Citrus peel extracts

2. 2 　不同质量浓度桔皮水提液对铜绿微囊藻生长

的影响

以水提液 B 和 D 为代表 ,研究了桔皮水提液投

加质量浓度对培养 10 d 后的铜绿微囊藻生长抑制

的影响 ,结果如图 3 所示. 图 3 表明 ,随着桔皮水提

液投加质量浓度的增加 ,水提液 B 和 D 对铜绿微囊

藻生长的抑制率均有增大的趋势. 当 2 种预处理的

桔皮水提液的投加质量浓度在 110 gΠL以上时 ,培养

10 d 后 ,对铜绿微囊藻生长的抑制率均在 90 %以

上 ;而当桔皮水提液的投加质量浓度低于 110 gΠL
时 ,0145μm 滤膜过滤液 (B) 对铜绿微囊藻生长的抑
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图 2 　4 种桔皮水提液对铜绿微囊藻

生长的抑制率

Fig. 2 　Inhibit ratios of four pretreated Citrus peel

extracts on the algal growth of M . aeruginosa

制效果要优于高温灭菌水提液 (D) ;当桔皮水提液

的投加质量浓度从011 gΠL上升到 110 gΠL时 ,抑藻效

果出现显著增加 ,培养10 d后的抑制率从20 %上升

到90 %以上 ,培养液的颜色也随着桔皮水提液投加

质量浓度的升高而变深 ,桔黄色更深 ,培养液更浑

浊 ,抑藻效果更为明显 (见图 4) .

图 3 　不同质量浓度桔皮水提液 B和 D 对培养

10 d后的铜绿微囊藻生长的抑制率

Fig. 3 　Inhibit ratios of Citrus peel extracts on the

algal growth of M . aeruginosa for 10 days

　　试验中观察到 ,在投加桔皮水提液的试验组中 ,

培养液均较浑浊 ,且有絮体形成. 在只加入桔皮水提

液、未加铜绿微囊藻的对照瓶中也观察到黄色絮体的

形成 ,推测絮体是桔皮水提液中的有机物 (如果皮胶

体、糖类等)絮凝形成的. 培养初期 ,投加各质量浓度

桔皮水提液的试验组中 ,铜绿微囊藻的生长均受到抑

制 ,随着培养时间的延长 ,抑制率出现差异.

在投加低质量浓度桔皮水提液 (015 gΠL)的培养

液中 ,对铜绿微囊藻生长的抑制率下降 ,絮体上逐渐

吸附铜绿微囊藻细胞 ,使得絮体由白黄色变为绿色

桔皮水提液投加质量浓度Π(g·L - 1) :

a —对照 ; b —015 ; c —110 ; d —310

图 4 　培养 10 d后铜绿微囊藻培养液的表观变化

Fig. 4 　Apparent changes of M . aeruginosa medium

after 10 days culture

(见图 5 ,6) ;而投加高质量浓度 (大于 110 gΠL) 桔皮

水提液的培养液中 ,絮体一直保持桔黄色. 推测桔

皮水提液中的抑制活性组分易于降解 ,桔皮水提液

的投加质量浓度较低时 ,抑藻活性组分在短时间内

被降解 ,使其失去抑藻作用 ,铜绿微囊藻重新生长 ,

从而被培养液中的有机絮体吸附 ,出现如图 5 所示

的绿色沉淀 ;而当桔皮水提液投加质量浓度较高时 ,

经过一段时间的降解后 ,抑藻活性组分的浓度仍可抑

制铜绿微囊藻的生长. 以上试验结果进一步验证了

桔皮水提液中可能含有某种或某些化学物质 ,能抑制

铜绿微囊藻的生长 ,且该抑藻活性物质经121 ℃高温

处理 30 min 后 ,仍保持着较强的抑藻活性.

注 :培养时间为 20 d

图 5 　低质量浓度桔皮水提液的培养液中

形成的绿色絮体

Fig. 5 　The green floc formed with the low

concentration of Citrus peel extract

2. 3 　桔皮水提液对长期培养铜绿微囊藻生长状况

的影响
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图 6 　絮体中的铜绿微囊藻(显微镜照片)

Fig. 6 　The algae cells in the floc

(Microscopy picture)

2. 2 节的试验结果表明 ,当桔皮水提液投加质

　　

量浓度在 110 gΠL以上 ,短期 (10 d)培养时 ,能较好地

抑制铜绿微囊藻的生长.

图 7 给出了不同质量浓度的桔皮水提液 B 和 D

对长期培养的铜绿微囊藻生长的抑制率. 从图 7 可

以看出 ,开始培养的 10 d 内 ,各试验组中对铜绿微

囊藻生长的抑制率均上升到 90 %以上 ,且抑制率随

桔皮水提液投加质量浓度的升高而增大. 投加质量

浓度为 015 gΠL的桔皮水提液D 的试验组 (即D - 015

gΠL组) ,10 d 后的抑藻效果明显降低 ,培养 40 d 时 ,

抑制率为 - 100 % ,对铜绿微囊藻的生长表现为促进

作用 ; D - 110 gΠL 组也有类似的现象 ,培养 25 d 后

抑制率开始下降 ,40 d 后基本无抑制效果 ;而 D -

310 gΠL 组却一直保持接近于 100 %的抑制效果.

对于加入水提液 B 的试验组 ,低质量浓度组的

抑制效果相对于 D 组持续时间长 ,B - 015 gΠL 组在

　　　　

桔皮水提液投加质量浓度Π(g·L - 1) :1 —0. 5 ; 2 —1. 0 ; 3 —3. 0

图 7 　不同桔皮水提液 B和 D 对长期培养的铜绿微囊藻生长的抑制率

Fig. 7 　Inhibit ratios of Citrus peel extracts on the algal growth of M. aeruginosa for long time cultivation

培养 20 d 后 ,对铜绿微囊藻生长的抑制率开始下

降 ,40 d 后基本无抑制效果 ,而B - 110 gΠL和B - 310

gΠL 组能在 40 d 的培养过程中保持接近于 100 %的

抑制效果.

综上 ,桔皮水提液中的抑藻活性物质在培养液

中易于降解 ,长期培养后会逐步丧失对铜绿微囊藻

生长的抑制作用. 桔皮水提液经 0145μm 滤膜过滤

处理比高温灭菌处理对铜绿微囊藻的生长具有更

强、更持久的抑制效果 ,推测这种现象可能是由于高

温处理使某些抑藻活性物质更易于降解.

214 　桔皮水提液中抑藻活性组分初步分离

为鉴定桔皮水提液中的抑藻活性组分 ,将桔皮

水提液用透析袋 (MWCO3500) 进行初步分离 ,透析

袋外物质的分子量小于3 500 ,透析袋内物质分子量

大于3 500. 经测定透析袋内外水提液ρ(DOC) 相当 ,

分别用不同质量浓度的透析袋内、外水提液进行抑

藻试验 ,结果如图 8 所示. 由图 8 可见 ,透析袋外物

质质量浓度在 0162 gΠL 以上时 ,对铜绿微囊藻的生

长表现出较强的抑制作用 ,培养 10 d 后的抑制率可

达到 85 %以上. 透析袋内物质和低质量浓度的透析

袋外物质均无明显的抑制作用 ,培养后期均出现不

同程度的促进作用. 因此 ,桔皮水提液的抑藻组分

应该存在于透析袋外 ,即抑藻活性物质的分子量应

小于3 500.

2. 5 　桔皮水提液抑藻机理分析

当桔皮水提液投加质量浓度为 110 gΠL时 ,初始
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质量浓度Π(g·L - 1) : 1 —0. 06 ; 2 ,5 —0. 25 ;

3 —0. 62 ; 4 —1. 25 ; 6 —0. 50 ; 7 —1. 00

图 8 　铜绿微囊藻在不同质量浓度透析袋

内外桔皮水提液作用下的生长曲线

Fig. 8 　Growth curves of M . aeruginosa with

different concentrations of the Citrus peel

extracts in and out of the dialyzer

培养液的ρ(DOC) 可达 200 mgΠL. 在培养过程中发

现 ,开始的前 2 天培养液比较清亮 ,随着培养时间的

延长 ,培养液逐渐变浑浊 ,且随着桔皮水提液投加质

量浓度的增大 ,溶液的浑浊度和色度均有所增大 ,染

色镜检发现有细菌存在 ,因试验操作均在超净台中

进行 ,理论上培养液被细菌污染的可能性不大 ,造成

溶液浑浊的可能原因是藻种中的固有细菌 , 细菌的

大量繁殖造成的溶解氧 ,pH和营养盐等的变化可能

抑制藻类的生长. 但实际检测结果表明 ,因培养液液

面较浅 ,且在培养过程中每日进行摇动 ,ρ(DO) 一般

在 7～9 mgΠL ,不会影响藻类生长 ;pH 在 7 左右 ,也

不会明显抑制藻类生长 ;培养液中 N 和 P 营养盐浓

度远远高于藻类生长所需的量 ,营养盐充足 ;试验中

测定培养液的吸光度均低于对照组 ,且培养液液面

较浅 (约 113 cm) ,加入桔皮水提液后 ,培养液的透光

充足 ,不会影响藻类的生长. 将抑制效果良好的培

养液离心 ,上清液高温灭菌冷却后接入铜绿微囊藻

藻种 ,细菌沉淀投入新的 BG11 培养基后接种铜绿

微囊藻 ,培养一段时间后 ,发现接种细菌沉淀的培养

基中铜绿微囊藻生长正常 ,而原离心上清液中铜绿

微囊藻的生长受到明显抑制. 以葡萄糖作为碳源 ,

当培养液的ρ(DOC)在 200 mgΠL左右时 ,也可导致培

养液变浑浊 ,细菌生长 ,而铜绿微囊藻的生长未受到

明显抑制. 由此可推测 ,细菌的存在并没有造成培

养液成分等藻类生长条件的改变 ,并且细菌本身也

不是抑制铜绿微囊藻生长的主要原因 ,而桔皮水提

液中的某种或某些小分子有机物可抑制铜绿微囊藻

的生长.

随着桔皮水提液投加质量浓度的增大 ,对铜绿

微囊藻生长的抑制效果更为明显 ,抑藻作用的持续

时间也更长 ,该现象符合浓度 - 效应响应关系 ,说明

抑藻活性物质较容易降解 (光解或者被细菌降解) ,

而活性物质的浓度必须达到一定的阈值才能起到抑

制铜绿微囊藻生长的作用.

Fujihara 等[14 ]研究了柚子皮提取液对 38 种植物

种子发芽率的影响 ,结果表明 ,柚子皮提取液对多种

植物种子的发芽均表现出较强的抑制作用 ,但不同

植物种子发芽所需的半抑制浓度不同. 当将柚子皮

粉末埋入土中时 ,也能对某些杂草的生长产生抑制

作用 ;但当用其他柑橘科植物如脐橙、柠檬皮试验

时 ,其抑制效果没有柚子皮明显. Hisashi 等[13 ] 的研

究也发现 ,柑橘科植物 ( Citrus junos , C. unshiu 和 C.

hassaku)的果皮提取液 ,对莴苣根和芽的生长有明

显抑制作用 ,并进一步分离得到 abscisic acid -β-

D - glucopyranosyl ester (ABA - GE) 是果皮中重要的

活性物质之一. 南京大学 CHEN 等[15 ]研究了桔皮和

矮种香蕉皮对铜绿微囊藻生长的抑制作用 ,结果表

明 ,桔皮水提液的抑藻效果要显著强于香蕉皮 ,当桔

皮浓度达到 011 % (相当于 110 gΠL) 时 ,能显著抑制

藻的生长 ;当桔皮浓度达到 015 % (相当于 510 gΠL)

时 ,能完全抑制藻生长. 其与该研究所得结果相符 ,

表明柑橘科植物果皮中确实含有某些活性物质 ,对

其他植物、藻类等的生长起到抑制作用 ,进一步的研

究需要对该类活性物质进行分离鉴定.

3 　结论
a. 桔皮水提液投加质量浓度大于 110 gΠL时 ,能

显著地抑制铜绿微囊藻的生长 ,且抑制效果随桔皮

水提液投加质量浓度的升高而增大.

b. 桔皮水提液经过 4 种预处理〔即用普通滤纸

过滤的粗提液 (A) ,0145μm 滤膜过滤水提液 (B) ,

0122μm 滤膜过滤水提液 (C)和121 ℃高温灭菌水提

液 (D)〕后 ,对其抑藻效果的影响不明显. 推测桔皮

水提液中含有某种或某些物质能抑制铜绿微囊藻的

生长 ,这些物质大部分存在于水溶液中 ,且在121 ℃
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高温灭菌 30 min 后仍能保持其抑藻活性.

c. 在长期培养试验中 ,投加低质量浓度桔皮水

提液的试验组中 ,铜绿微囊藻在培养后期生长迅速 ,

有些试验组中的藻密度超过对照组 ,推测桔皮水提

液中的抑藻活性组分易于降解 ,逐步失去对铜绿微

囊藻生长的抑制作用.

d. 透析试验表明 ,抑藻活性的组分存在于分子

量小于3 500的组分中.
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