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摘要 :以藻类渗出的 K+ 、Mg2 + 、Ca2 +浓度为表征 ,以 ICP2MS检测为手段 ,研究了芦苇抑藻化感物质 22甲基乙酰乙酸乙酯 (eathyl2
22methyl acetoacetate , EMA)对铜绿微囊藻、蛋白核小球藻和普通小球藻细胞膜选择透性的影响. 结果表明 , 在实验条件下 , 铜

绿微囊藻和蛋白核小球藻细胞经煮沸完全破坏细胞膜时 K+渗出量为 1145、1159μg·(109 cell) - 1 , 当 EMA浓度为 2 mg·L - 1时 ,

铜绿微囊藻和蛋白核小球藻的 K+渗出量为 1138、1140μg·(109 cell) - 1 ,当 EMA浓度为 4 mg·L - 1时 , 铜绿微囊藻和蛋白核小球

藻的 K+渗出量为 1144、1158μg·(109 cell) - 1 ,离子渗出量达到完全破坏细胞膜最大渗出量的 95 %以上. EMA浓度为 4 mg·L - 1

时 ,普通小球藻的细胞内 K+渗出量为 0164μg·(109 cell) - 1 , 仅为完全破坏细胞膜后 K+渗出量的 3115 %. EMA对 Mg2 + 、Ca2 +

的渗出量的影响规律与 K+相同. EMA破坏了铜绿微囊藻和蛋白核小球藻的细胞膜 ,但对普通小球藻的细胞膜透性没有显著

影响.这是 EMA选择性抑藻的机理之一.
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Abstract : Efflux of K+ , Mg2 + , Ca2 + ions from algal cells as signals of cell membrane permeability , inductively coupled plasma mass
spectrometry ( ICP2MS) as detection method of ions , the present research investigated effects of allelochemical eathyl222methyl acetoacetate
(EMA) isolated from Phragmites communis on cell membrane permeability of Microcystis aeruginosa , Chlorella pyrenoidosa and Chlorella

vulagaris . The results showed that , when the cells were boiled for 10 min and the membrane was destroyed absolutely , the K+ efflux of M .
aeruginosa and C. pyrenoidosa were 1145 and 1159μg·(109 cell) - 1 , respectively. When the concentration of EMA was 2 mg·L - 1 , the K+

efflux of M . aeruginosa and C. pyrenoidosa were 1138 and 1140μg·(109 cell) - 1 , respectively. The K+ efflux of M . aeruginosa and C.
pyrenoidosa reached 1144 and 1158μg·(109 cell) - 1 while the EMA was 4 mg·L - 1 . When the concentrations were 2 mg·L - 1or 4 mg·L - 1

the K+ efflux reached more than 95 % of the total ion amount in M . aeruginosa and C. pyrenoidosa cells. But when EMA concentration was
4 mg·L - 1 , K+ efflux of C. vulagaris was 0164μg·(109 cell) - 1 , which was only 3115 % of total K+ amount in C. vulagaris . Effects EMA
on efflux of Mg2 + and Ca2 + were similar to those of K+ . The results indicated that EMA destroyed the cell membrane of M . aeruginosa and
C. pyrenoidosa but not C. vulagaris . This is one of the mechanisms of EMA species2selective antialgal.
Key words :eathyl222methyl acetoacetate ; allelochemicals ; algal membrane permeability ; Phragmites communis ; water bloom control

　　某些水生植物产生的化感物质能抑制有害藻类

的生长 , 化感物质抑藻成为一种较有前景的藻类控

制技术[1～3 ]
. 各国研究者已经发现多种具有分泌抑

藻化感物质能力的水生植物 , 并从不同的植物中提

取出几种具有良好抑藻效果的化感物质.但化感物

质抑制藻类的机理研究仍很缺乏[4 ]
. 在化感物质抑

制杂草、农作物的研究中发现 , 某些化感物质能破

坏细胞膜的完整性 , 使细胞内物质大量渗出 , 渗出

液的电导率增加[5 ]
. 脱氢中美菊素 C (DHZ)破坏黄

瓜幼苗细胞膜从而抑制其生长. 011 %的玫瑰草香

油能破坏细胞膜 , 使酵母菌细胞内 K+渗出[6 ] .接触

一定量的化感物质的酵母菌、甜菜、玉米等受试生物

的细胞膜被破坏 , 细胞内 K
+流失[7～9 ]

.

前期研究从芦苇中分离到的具有强抑藻能力的

化感物质 22甲基乙酰乙酸乙酯 ( eathyl222methyl

acetoacetate , EMA) , 该物质能选择性地抑制铜绿微
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囊藻和蛋白核小球藻的生长 , 但不能抑制普通小球

藻的生长[10 ]
. 本文研究了 EMA 对蛋白核小球藻

( Chlorella pyrenoidosa ) 、铜绿微囊藻 ( Microcystis

aeruginosa)和普通小球藻 ( Chlorella vulagaris)等 3种

藻类的细胞膜选择透性的影响 , 以期为揭示 EMA

抑制藻类的机理和利用 EMA进行有害水华控制奠

定理论基础.

1　材料与方法

111　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.培养条件 :光

照为 90μmol·(m
2·s) - 1 ,光暗比为 14∶10 ,温度为

25℃.

实验中所用 22甲基乙酰乙酸乙酯从 Sigma公司

购买.

112　实验方法

将 3种藻预培养至对数增长期 (小球藻藻密度

约为 40 ×10
8个·L - 1

, 铜绿微囊藻约为 50 ×10
8

个·L - 1) , 每瓶 200 mL , 于3 000 rΠmin离心 10 min ,

得到藻类细胞 (小球藻每份约 80×10
8 个 , 铜绿微囊

藻每份约 10×108 个) .

接触时间对细胞膜选择透性的影响 :上述方法

获得的铜绿微囊藻 39份 , 其中 36份中分别加入 0、

015和 2 mg·L - 1 的 EMA10 mL (用生理盐水配制) ,

每个浓度下 EMA与藻细胞接触 0、30、60、120 min后

立即用 0145μm的微孔滤膜过滤 , 测定滤液中 K
+ 、

Ca2 +和Mg2 +浓度.每个处理 3 个重复. 3 份作为对

照 , 加入 10 mL生理盐水 , 100℃水浴 10 min , 4 000

rΠmin离心 10 min ,上清液用于测定 K
+ 、Ca

2 +和Mg
2 +

浓度 , 以表征细胞膜完全破坏后金属离子渗出

总量.

EMA浓度对细胞膜选择透性的影响 :前述方法

获取的铜绿微囊藻、蛋白核小球藻、普通小球藻各

21份 , 其中 18份分别加入浓度为 0、0125、015、1、2

和 4 mg·L - 1的 EMA 溶液 10 mL (生理盐水配制) ,

EMA与藻细胞接触 120 min 后4 000 rΠmin离心 10

min , 上清液用于测定 K+ 、Ca2 +和 Mg2 +浓度. 每个

处理 3个重复. 3份作为对照 , 加入 10 mL 生理盐

水 , 100℃水浴 10 min , 4 000 rΠmin离心 10 min ,上清

液用于测定 K
+ 、Ca

2 + 和 Mg
2 + 浓度 , 以表征细胞膜

完全破坏后金属离子渗出总量.

113　分析方法

利用 OPTIMA 3300RL 型 PE全谱直读等离子体

质谱仪 ( Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry ,

ICP2MS)测定上清液中 K、Ca、Mg含量. 仪器主要指

标 :波长范围为 165～782nm ; ICP观测方式采用径向

(垂直炬)观测 ;谱线稳定强度 < 1 %·h - 1
;波长稳定

性 < 215×10
- 4

nm·h - 1
;仪器对 K

+ 、Ca
2 + 、Mg

2 + 的检

出下限为 1μg·L - 1
.

2　结果与讨论

细胞膜是细胞原生质体的屏障 , 控制着细胞内

外物质交换. 细胞膜具有选择透性 , 例如可以将细

胞外的 K
+选择性地转移至细胞内 , 而将细胞内的

Na +转移至细胞外. 如果细胞膜结构发生改变 , 细

胞膜的选择透性则会被破坏.

图 1～3给出不同浓度 EMA与铜绿微囊藻接触

不同时间对细胞内 K
+ 、Mg

2 + 、Ca
2 + 渗出量的影响.

将铜绿微囊藻于 100℃水浴 10 min , 完全破坏细胞

膜后 K+ 的渗出量为 1145μg·(10
9 cell) - 1 . EMA 浓

度为 mg·L - 1时 , 随着时间延长 , 铜绿微囊藻内的金

属离子部分渗出 , 120 min后 , K
+的渗出量为 0183

μg·(10
9

cell)
- 11

加入 015 mg·L - 1的 EMA , 接触时间为 0、30、60

和 120 min时 , K+的渗出量分别为 0105、1102、1118

和 1136μg·(10
9 cell) - 1 . 可见随着 EMA与藻细胞接

触时间的延长 , K
+ 的渗出量逐渐增大. EMA 浓度

为 2 mg·L - 1时也符合这一规律 , 当接触时间为 120

min时 , K
+ 的渗出量为 1139μg·(10

9
cell)

- 1
, 为煮

沸完全破坏细胞膜后 K+的渗出量的 9612 % , 可以

认为此时藻细胞膜破坏已经非常严重. Mg2 + 、Ca2 +

等离子的渗出规律与 K
+ 相同. 因此后续研究中

EMA最大浓度设为 2 mg·L - 1
, 接触时间最大为 120

min.

从图 1～3中还可以看出 , 在相同接触时间下 ,

015 mg·L - 1和 2 mg·L - 1的 EMA 都能提高细胞外

K
+ 、Mg

2 + 、Ca
2 + 浓度 , 加入 EMA 后 K

+ 、Mg
2 + 、Ca

2 +

渗出量约为对照组的 115～2倍 , 说明是 EMA增加

了离子的渗出量 , 破坏了细胞膜的选择透性.

EMA对铜绿微囊藻、蛋白核小球藻和普通小球

藻的细胞内 K+渗出量的影响如图 4所示.将藻类在

沸水浴中煮沸 10 min , 完全破坏细胞膜后 , 蛋白核

小球藻、普通小球藻、铜绿微囊藻的 K
+渗出量分别

为 1159、2103、1145μg·(10
9

cell)
- 1

. 加入 EMA 后 ,

当 EMA浓度为 0125 mg·L - 1时 , 铜绿微囊藻和蛋白
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B为煮沸破坏细胞膜 ,下同

图 1　EMA对铜绿微囊藻 K+渗出量的影响

Fig. 1　Effect of EMA on K+ efflux of M . aeruginosa

图 2　EMA对铜绿微囊藻 Mg2 +渗出量的影响

Fig. 2　Effect of EMA on Mg2 + efflux of M . aeruginosa

图 3　EMA对铜绿微囊藻 Ca2 +渗出量的影响

Fig. 3　Effect of EMA on Ca2 + efflux of M . aeruginosa

核小 球 藻 的 K
+ 渗 出 量 分 别 为 0163、0192

μg·(10
9 cell) - 1 , 当 EMA 浓度升高至 2 mg·L - 1时 ,

K
+渗出量分别升高至 1138、1140μg·(10

9
cell)

- 1
.

可见随着 EMA浓度的增加 , 铜绿微囊藻和蛋白核

小球藻的 K
+ 渗出量逐渐增加. 当 EMA 浓度为 4

mg·L - 1时 , 细胞内 K
+ 已完全渗出. EMA 浓度从

0125 mg·L - 1上升至 4 mg·L - 1
, 普通小球藻的 K

+渗

出 量 仅 从 0156 μg·(10
9

cell)
- 1 升 高 至 0164

μg·(10
9

cell)
- 1

, 仅为完全破坏细胞膜后 K
+渗出量

的 3115 %. 这说明 EMA对普通小球藻的 K+渗出量

的影响不大.

EMA对 3种藻细胞内Mg
2 + 、Ca

2 +渗出的影响规

律与 K
+相似 , 即 EMA能增加铜绿微囊藻和蛋白核

小球藻 Mg
2 + 、Ca

2 + 的渗出量 , 但对普通小球藻中

Mg2 + 、Ca2 +的渗出没有影响.

前期研究表明 , EMA能显著抑制铜绿微囊藻和

蛋白核小球藻的生长 , 但对普通小球藻的抑制作用

不明显[10 ]
. 本文的研究显示 , EMA显著增加了铜绿

微囊藻和蛋白核小球藻的细胞膜透性 , 使细胞内金

属离子加速渗出 , 这可能是 EMA能抑制其生长的

机理之一. 而 EMA不能增加普通小球藻细胞内的

金属离子渗出 , 因此不能抑制其生长.

图 4　EMA对蛋白核小球藻、普通小球藻、

铜绿微囊藻 K+渗出量的影响

Fig. 4　Effect of EMA on K+ efflux of C. pyrenoidosa ,

M . aeruginosa and C. vulagaris

细胞膜主要由磷脂双分子层构成的骨架和镶嵌

于其上的蛋白质构成. 磷脂是含磷酸基的复合脂

类 , 是细胞膜的主要组分.细胞膜具有选择透性 ,

能将细胞外的 K+ 选择性地转移至细胞内.若细胞

内的 K
+大量渗出 , 说明细胞膜的结构被破坏.

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经有许多报道. 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[11 , 12 ] . 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[6 ]
.

在外界胁迫下 , 植物体内会增加活性氧如超氧

阴离子自由基 (O
·-
2 ) 、过氧化氢 ( H2O2 ) 、氢氧自由基

(·OH) 、单线态氧 (1O2 )的产量. 这些自由基会氧化
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细胞膜等膜质结构 , 导致其破坏. 某些化感物质 ,

如儿茶素能使高等植物根尖细胞内的氧自由基含量

显著上升[13 ]
, 导致细胞膜被破坏. EMA使细胞膜破

坏的原因可能与增加了细胞内氧自由基含量有关.

植物在进化过程中产生了一套清除自由基的抗

氧化体系 , 如过氧化物酶、超氧化物歧化酶等. 当

外界有轻度环境压力时 , 这些酶活性会在一定范围

内升高 , 以去除由于环境压力产生的氧自由基. 当

环境压力过大 , 细胞内产生的自由基过多时 , 又会

抑制这些酶活性[14 ] . 前期研究表明 , EMA浓度超过

015 mg·L - 1时 , 会显著降低蛋白核小球藻的抗氧化

酶活性[15 ]
, 这可能导致不能及时清除细胞内产生的

氧自由基 , 进而破坏了细胞膜. 但当 EMA浓度在 4

mg·L - 1以下时 , 普通小球藻的抗氧化酶体系能保持

较高活性. 这可能是 EMA破坏蛋白核小球藻细胞

膜 , 使细胞内物质泄漏的原因.

3　结论

在实验条件下 ,高浓度 ( > 1 mg·L - 1 )的 EMA能

显著增加铜绿微囊藻和蛋白核小球藻内 K+ 、Mg2 + 、

Ca
2 +的渗出量 , 当 EMA为 2 mg·L - 1或 4 mg·L - 1时 ,

各金属离子渗出量达到完全破坏细胞膜最大渗出量

的 95 %以上 , 说明 EMA破坏了铜绿微囊藻和蛋白

核小球藻的细胞膜. 但 EMA对普通小球藻的细胞

内金属离子渗出量影响不大. 这可能是 EMA选择

性抑制铜绿微囊藻和蛋白核小球藻而不能抑制普通

小球藻的机理之一.
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