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摘要：调查了鼠尾藻 Sargassum thunbergii 和鸭毛藻 Symphyocladia latiuscula 水提液对三角褐指藻 Phaeodactylum tricornutum

生长的抑制作用。结果表明，海藻水提液明显抑制三角褐指藻生长，并且这种抑制作用来自藻体活性物质（化感物质）；鼠

尾藻和鸭毛藻的化感物质既溶于水也溶于乙醇，随时间可能被三角褐指藻消耗尽或发生降解，因而抑制作用减弱以至消失，

最大抑制发生在接种 4 d。鼠尾藻和鸭毛藻水提液抑制三角褐指藻生长的半效应质量浓度（EC50, 96 h）分别为 4.37 g·L-1 和 3.59 

g·L-1，暗示三角褐指藻对鸭毛藻水提液抑制的反应更敏感。 
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近年来氮、磷等营养物质大量排入水体，使近
海海域富营养化问题日益突出，导致赤潮频发，且
规模不断扩大[1-2]。不仅给渔业生产造成重大经济损
失，而且危害人类的生存环境[2]，因此，如何控制
和消除有害赤潮藻一直是人们关注的焦点。当前，
利用植物化感作用来抑制藻类生长的方法，因其具
有来自自然、生态危险小、效果好等优点而受到人
们越来越多的重视，已成为筛选和发现新除藻剂的
重要途径[3-4]。 

研究发现大型海藻有抑制微藻生长的作用[5-8]，
但迄今为止，人们对大型海藻和微藻间相互作用的
了解还较少，不清楚是单一的相生相克作用机制还
是营养竞争的作用机制，或者二者共存[7-12]；另外，
已开展的研究多集中于石莼 Ulva pertusa[5, 7-10, 13-14]

及 小 珊 瑚 藻 Corallina pilulifera[7,15-16] 和 江 蓠
Gracilaria lemaneiformis[8,10,12]，对鼠尾藻 Sargassum 
thunbergii和鸭毛藻 Symphyocladia latiuscula抑制微
藻生长的报道尚不多见[7, 17]。 

鼠尾藻和鸭毛藻是烟台海域常见的大型海藻，
本 文 研 究 它 们 的 水 提 液 对 三 角 褐 指 藻
Phaeodactylum tricornutum 的生长抑制作用，旨在
揭示大型海藻对微藻的防御机制—化感作用，为直
接利用大型海藻分泌的或体内含有的天然活性物
质作为除藻剂、为实现利用大型海藻控制和消除赤
潮以及海域生态修复提供理论依据。 
1  材料与方法 
1.1  实验材料 

三角褐指藻无菌株由中国科学院海洋研究所提

供，于 f/2 培养液中培养至对数生长期。培养条件
为 20 ℃，光照强度 4 000 lx，光暗比（L:D）=12 h:12 
h，培养瓶每天定时晃动 2 次，以防止其附壁生长。 

鼠尾藻和鸭毛藻采自烟台月亮湾，先去除杂藻，
然后用灭菌海水洗去泥沙及附着物，室温晾干后，
用研钵研磨成粉末，存于玻璃瓶中备用。 

天然海水来自烟台海域，经脱脂棉过滤后通过
0.45 μm 滤膜，121 ℃高压灭菌 30 min，备用。 
1.2  实验方法 

1.2.1  大型海藻浸提液的制备 

分别称取 50 g 鼠尾藻和鸭毛藻粉末，放置 500 
mL 三角瓶中，用 300 mL 过 0.45 μm 滤膜的灭菌海
水浸泡 24 h，4 000 r/min 离心 10 min，收集上清液。
重复浸泡、离心 3 次，最后定容，得到 1 L 提取液，
放于 4 ℃冰箱备用。 

向鼠尾藻离心后的残渣中加入 300 mL 无水乙
醇，浸泡 24 h，4 000 r/min 离心 10 min，收集上清
液，重复浸泡、离心 3 次，合并上清液。在旋转蒸
发仪上将乙醇提取液蒸至近干，然后取出膏状固体
样溶于 20 mL 二甲基亚砜（DMSO），转移至 1 L
容量瓶，用过 0.45 μm 滤膜的灭菌海水定容。再将
其通过 0.22 μm 滤膜，放于 4 ℃冰箱备用。 
1.2.2  大型海藻提取液的抑制实验 

在灭菌的250 mL三角瓶中加入过0.45 μm滤膜
的灭菌海水 100 mL，并用 f/2 营养液加富，然后加
入不同体积的海藻水提液，使最终样品中提取液的
质量浓度梯度为 0、0.81、1.63、2.44、3.25、4.07、
4.88、5.69、6.50、7.32 g·L-1，各处理的体积差以灭
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菌海水补齐。立即接入已培养至对数生长期的三角
褐指藻液，接种藻密度约 1.5×105~2×105 mL-1。进
行细胞计数，并放于光照培养箱培养 12 d，培养条
件为 20 ℃，光照强度 4 000 lx，光暗比（L∶D）=12 
h∶12 h，培养瓶每天定时晃动 2 次，以防止其附壁
生长。每 24 h 进行三角褐指藻计数测定，在接种 5 
d 和 10 d 还同时测量三角褐指藻叶绿素 a 含量。实
验设 3 次重复，共 60 个处理。 

对于鼠尾藻水提后残渣再经乙醇提取获得的提
取液，其抑制实验方法同上，只是需要用 DMSO 补
齐各处理的 DMSO 差异、用灭菌海水补齐各处理的
体积差异。在本实验中，不再测量三角褐指藻的叶绿
素 a 含量。同样，实验设 3 次重复，共 30 个处理。 
1.2.3  三角褐指藻细胞计数和叶绿素 a 测定 

每 24 h 进行三角褐指藻计数测定：每次定时取
出 1 mL 均匀的培养液，用 Lugol’s 试剂固定，并用
血球计数板在Olympus显微镜下计数微藻细胞数量
的变化。平行计数 3~5 次，按下式计算大型海藻水
提液对微藻生长的抑制率 IR（Inhibition Ratio）： 

IR=(1-N/N0)×100%                    (1) 
式中 IR 为抑制率，N 为加入大型海藻水提液处理的
藻密度，N0 为对照处理的藻密度。 

接种 5 d 和 10 d 进行三角褐指藻叶绿素 a 测定：
取 10 mL 均匀的培养液，4 000 r/min 离心 5 min，
倒掉上清液，残渣加入 5 mL 体积分数为 90%的丙
酮，摇匀后遮光、冷藏、萃取 24 h 至残渣变白，然
后 4 确 000 r/min 离心 5 min，在紫外/可见分光光度
计（TU-1810，北京普析通用仪器有限责任公司）
上于 665、645、630 nm 处测上清液的吸光度，根

据 Parsons 和 Strickland 提出的公式计算叶绿素 a 含
量[18]： 

ρ(Chla)=(11.6A665-1.31A645-0.14A630)v/(lV)  (2) 
式中 ρ(Chla)为叶绿素 a 的质量浓度, 单位为 mg·L-1; 
A 是吸光度（665、645、630 nm）; v 为丙酮体积, 单
位为mL, l是比色皿长度, 单位为 cm; V为藻液体积, 
单位为 L。 
1.3  数据处理 

使用 Microsoft Office Excel 2007（Microsoft 
Corporation, USA）计算平均值、标准误差（SE）
和作图；应用 SigmaPlot for Windows Version 10.0

（Systat Software Inc., USA）进行曲线方程拟合及
EC50 的计算。 
2  结果与讨论 

图 1 为不同质量浓度海藻水提液影响下的三角
褐指藻生长曲线，可看出鼠尾藻和鸭毛藻水提液都对
三角褐指藻生长有明显的抑制作用，并且随水提液质
量浓度增加，抑制作用增强。在接种 4 d 后，皆产生
最大抑制，质量浓度为 7.32 g·L-1的鼠尾藻和鸭毛藻
水提液分别抑制三角褐指藻 84%和 79%的生长。 

但是，图 1 显示鼠尾藻和鸭毛藻水提液对三角
褐指藻的抑制作用随时间发生变化，初期变强到接
种 4 d 达最大，随后逐渐减弱直至消失，接种 8 d
后反而促进三角褐指藻生长而且促进作用也随水
提液质量浓度加大而增强。三角褐指藻叶绿素 a 的
变化也反映了这种情况，即大型海藻水提液在接种
初期抑制微藻生长，在接种后期促进微藻生长，抑
制作用和促进作用都随水提液质量浓度加大而增
强（图 2）。总之，图 1 和图 2 都证实鼠尾藻和鸭毛
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● 0  ○ 0.81  ■ 2.44  □ 4.07  ▲ 5.69  △ 7.32 （g·L-1） 

图 1  鼠尾藻（A）和鸭毛藻（B）水提液影响下的三角褐指藻生长曲线 
Fig.1  Effect of water extracts of Sargassum thunbergii and Symphyocladia latiuscula on the growth of Phaeodactylum tricornutum  
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藻水提液对三角褐指藻的生长出现前期抑制、后期
促进效应。那么，抑制效应来自什么？微生物作用
还是化感作用？促进效应又来自什么？营养盐作
用还是化感物质被消耗尽或发生降解？这些问题
需要深入思考，需要进一步的实验验证。 

大型海藻水提液除了包含化感物质外，会有大
量营养盐。另外，本实验中所用的水提液没有过 0.22 
μm 滤膜或灭菌，或许会有微生物存在。这些都有
可能对三角褐指藻的生长产生或正或负影响。张薛
等[19]发现大麦秆提取液对铜绿微囊藻生长的抑制
主要来自提取液中原生动物的吞食作用；而桔皮水
提液对铜绿微囊藻后期生长有明显促进作用，他们
推测是桔皮水提液中抑藻活性组分易于降解之故
[20]。南春容等[5]也发现孔石莼水提液对赤潮藻后期
生长有促进效应，她们考虑这来源于水提液中的营
养物质或化学性质改变后的抑藻物质。我们认为鼠
尾藻和鸭毛藻水提液对三角褐指藻生长的抑制作
用来自藻体活性物质（化感物质）、促进作用来自
营养盐和化感物质的消耗或降解。为了证实这点，
我们将鼠尾藻水提取后的残渣再用乙醇提取，提取
物重新溶于含有一定浓度 DMSO 的灭菌海水，并通
过 0.22 μm 滤膜，消除营养盐和微生物影响，重新
考察提取液对三角褐指藻生长的影响，如图 3 所示，
结果发现提取液对三角褐指藻生长仍有很强的抑
制作用，而且在 12 d 的生长期内都抑制微藻生长，
并没有出现促进生长的现象，证实图 1 所得到的促
进生长效应的确来自水溶性营养盐；也证实抑制效
应并非微生物作用，而是藻体内含有的活性物质—
化感物质。从这里，我们可知道鼠尾藻和鸭毛藻的

克藻物质既溶于水，也溶于乙醇，属于极性强的化
合物。王仁君等[16]表明小珊瑚藻体内的化感物质具
有较高的极性，可溶于石油醚和乙酸乙酯，推测是
不饱和脂肪酸；Jin 等[14]显示石莼体内的化感物质
也具有强极性，在乙酸乙酯和石油醚萃取相中发现
7 或 8 种化合物。总体来说，由于大型海藻组织内
的化感物质成分复杂，很难进行分离和纯化。我们
已经获得一系列的萃取相，包括甲醇、石油醚、乙
酸乙酯、正己烷等，正在进行生物抑制实验和化合
物的进一步分离，希望能够获得 1-2 种高活性的化
感物质。 

象图 1 一样，图 3 显示化感物质对三角褐指藻
生长的抑制作用也是接种 4 d 最大，随培养期的延
长，抑制作用减弱。如在质量浓度为 7.32 g·L-1 提取
液处理中，接种 4 d 抑制 63.8%的三角褐指藻生长，
而培养 12 d 后抑制率降为 28%。这表明藻体内的化
感物质，无论水溶性的，还是醇溶性的，都有一个
逐渐消失的过程，或许是被微藻生长消耗尽，或许
是发生生物降解失去克藻性。王兰刚等[6]证实条浒
苔水提液对三角褐指藻生长的最大抑制出现在接
种 8 d，南春容等[5]则表明孔石莼水提液对三种赤潮
藻（赤潮异弯藻、中肋骨条藻、塔玛亚历山大藻）
的最大抑制效应发生在接种 2~3 d。可见，不同海
藻水提液的克藻物质对微藻的抑制效应有很大的
差别，这与它们的化学结构和性质有密切的关系，
也和它们与微藻间的相互作用直接相关。因此，需
要对化感物质进行分离与鉴定，进而研究化感物质
对不同微藻的抑制效应，并着重揭示化感物质刺激
下微藻的生理生化反应及随微藻生长化感物质的
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图 2  鼠尾藻（A）和鸭毛藻（B）水提液影响三角褐指藻叶绿素 a 的变化 
Fig. 2  Effect of water extracts of Sargassum thunbergii and Symphyocladia latiuscula on chlorophyll a of Phaeodactylum tricornutum 
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消失途径。 
下面，重点选取最大抑制（接种 4 d）时的样品，

探讨海藻提取液对三角褐指藻生长的抑制效应。以
对照中三角褐指藻密度为 100%，计算各提取液处
理下三角褐指藻相对密度，并以此作图，得到提取
液对三角褐指藻生长的抑制曲线（图 4）。然后运用
Logistic 曲线方程拟合，即可获得鼠尾藻和鸭毛藻
水提液的半效应质量浓度（EC50, 96 h）分别为 4.37 
g·L-1（R2=0.946, p=0.000 3）和 3.59 g·L-1（R2=0.952, 
p=0.000 2），暗示三角褐指藻对鸭毛藻水提液的抑

制作用更为敏感。同理，我们得到鼠尾藻二次提取
液（水提后的残渣由乙醇提取）的 EC50, 96 h=2.06 
g·L-1（R2=0.955, p=0.000 2），仅为其水提液的一半，
说明海藻水提液中营养物质的促进作用几乎能够
抵消化感物质 50%的抑制效应。 

大型海藻的水提液为粗提物，含有多种成分，
化学性质复杂，对实验结果的影响较大，如本实验
中就出现了较复杂的现象—既有明显的抑制效应，
也有明显的促进效应。而且，也难以弄清抑制作用
消失的途径：是微藻生长消耗尽？还是发生降解？
或者其它变化？因此，下一步对化感物质提取、分
离、纯化，并深入研究其抑藻机理以及释放、消失
途径，显得尤为重要，一方面可为直接提取和利用
天然除藻剂（化感物质）治理赤潮及海洋环境提供
科学依据，另一方面也可为合成新型、高效、专一
且能生物降解的除藻剂提供科学依据。无论如何，
利用植物体（陆生植物、水生植物及大型海藻）产
生的天然克生物质进行水体富营养化治理及赤潮
控制，是一条生物防治藻类水华的新途径，能够产
生巨大的社会、经济和生态效益，具有广阔的研究
和应用前景，但仍有许多基础性的科学问题需要多
学科研究人员联合起来去探索和解决[3-4, 21]。 
3  结论 

（1）鼠尾藻和鸭毛藻水提液能有效抑制三角褐
指藻生长，最大分别抑制 84%和 79%。 

（2）大型海藻水提液对微藻生长的抑制作用
来自化感物质，并且化感物质既能溶于水也能溶
于乙醇。 

（3）大型海藻水提液对微藻的抑制效应存在逐
渐减弱最终消失过程，可能是化感物质被消耗尽或
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图 3  鼠尾藻二次提取液（水提后的残渣再用乙醇提取， 

 并过 0.22 μm 滤膜）对三角褐指藻生长的影响 
Fig. 3  Effect of second extract of Sargassum thunbergii (residual algae 

from water-extract was again extracted by ethanol and the extract was 
passed through filter membrane with 0.22μm) on the growth of Phaeodac-

tylum tricornutum 
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图 4  接种 4 d 海藻提取液对三角褐指藻生长的抑制效应 

Fig. 4  Inhibitory effects of algae extracts on the growth of Phaeodactylum tricornutum at 96 h of the experiment 
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发生降解之故。 
（4）鼠尾藻和鸭毛藻水提液对三角褐指藻的最

大抑制发生在接种 4 d，半效应质量浓度 EC50, 96 h

分别为 4.37 g·L-1 和 3.59 g·L-1，表明三角褐指藻对
鸭毛藻水提液抑制的反应更敏感。 
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Inhibitory effect of water extracts from Sargassum thunbergii 
and Symphyocladia latiuscula on Phaeodactylum tricornutum 

 

ZHOU Shiwei, LIU Sujing, YANG Cuiyun, XIA Chuanhai* 

Yantai Institute of Coastal Zone Research, Chinese Academy of Sciences, Yantai 264003, China 

 
Abstract: The interaction between macroalgaes and microalgaes is one of current focus in environmental science. In this study, in-

hibitory effect of crude extracts from Sargassum thunbergii and Symphyocladia latiuscula on the growth of Phaeodactylum tricornu-

tum was investigated. The results showed that the growth of Phaeodactylum tricornutum was obviously inhibited by water extracts 

from macroalgaes, and the inhibitory effect was possibly ascribed to the bioactive substance (allelopathic chemicals) existing in 

macroalgaes. The allelopathic chemicals from Sargassum thunbergii and Symphyocladia latiuscula could dissolve in water and etha-

nol, and could be exhausted or decomposed by Phaeodactylum tricornutum with cultivation time, which resulted in the gradual 

weakening even vanishing of inhibitory effect. The maximum inhibitory effect occurred during 4 day of inoculation, where calcu-

lated EC50, 96 h was 4.37 g·L-1 for Sargassum thunbergii extract and 3.59 g·L-1 for Symphyocladia latiuscula extract, respectively. It 

suggested that Phaeodactylum tricornutum was more impressionable.to the inhibition from Symphyocladia latiuscula extract. 

Key words: algae; water extract; allelopathy; growth inhibition 
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