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摘要! 采用液液萃取法和硅胶柱层析法对抑藻物质 ,6C,#8?I=93/0?]IF9>IH/GA7'#-/@/-6)%

6-/*,:#-%$进行分离!通过监测米氏凯伦藻'中肋骨条藻和塔玛亚历山大藻的细胞数量!观察藻

细胞形态!分析分离组分的抑藻活性" 结果表明!,6C,经液液萃取法分离!获得 5 个组分
#

'

$

'

'

和
)

!得率分别为 2:13K'4:13K'4219K和 8158K" 其中!仅组分
$

具有明显的抑藻活

性" 当浓度为 413 ;5'时!组分
$

对米氏凯伦藻'中肋骨条藻和塔玛亚历山大藻的生长抑制率

分别为 5/15K'551:K和 851/K" 组分
$

经硅胶柱层析法分离!获得 8 种组分!组分
$

7&'

$

7

M'

$

7-'

$

74和
$

7," 其中!组分
$

7M和组分
$

7-具有明显抑藻活性!并致使 / 种赤潮微藻

的藻细胞出现空洞'细胞破碎和色素减褪等" 进一步采用波长扫描和化合物检测方法!分析出

此 2 种组分中含有内酯'香豆素类化合物!并确定了此 2 种组分硅胶 L(

285

薄层层析分离的适

宜展开剂!为后续纯化奠定了良好的实验基础"

关键词! 浒苔% 赤潮微藻% 抑藻物质% 抑藻活性% 分离

中图分类号! S88% *:491/666666666文献标志码&&

66在中国赤潮发生频率&规模和危害程度愈演愈

烈的同时"海洋沿岸带#如河口&海湾等$水体较浅的

透光层内"以浒苔#A7'#-/@/-6)% HB1$和石莼#N*0%

HB1$等绿藻为主要代表的海藻亦开始泛滥"形成海

藻水华#称之为4绿潮5$"给沿海渔业&养殖业和旅游

业造成重大损失' 人们注意到在海洋沿岸带和海湾

浅水层等泛滥海藻水华的地带浮游微藻的生物量受

到明显压制' 南春容等
(4)

&金秋等
(2)

发现孔石莼

#N*0% 6#-'1&%$能抑制赤潮异弯藻 #;#'#-/&,+@%

%9%&),S/$ 和 塔 玛 亚 历 山 大 藻 # Q*#K%7>-1@

'%@%-#7&#$的生长' 孙颖颖等
(/)

发现浒苔对前沟藻

#Q@6),>,7,1@ )/#:*#-,$& 米 氏 凯 伦 藻 # J%-#7,%

@,9,@,'/,$&中肋骨条藻#"9#*#'/7#@% (/&'%'1@$和塔

玛亚历山大藻#Q*#K%7>-,1@'%@%-#7&#$等赤潮微藻

的生长表现出明显的抑制作用"并利用甲醇从浒苔

干粉中提取到抑藻物质 ,6C,#8?I=93/0?]IF9>IH/G

A7'#-/@/-6)% 6-/*,:#-%$'

在前期研究基础上"本研究采用液液萃取和

硅胶柱层析等分离方法"对 ,6C,进行进一步分

离"并采用波长扫描&化合物检测试验和硅胶

L(

285

薄层层析对上述抑藻组分进行初步分析"以

期为浒苔抑藻物质的纯化研究提供实验基础和理

论依据'

46材料与方法

!"!#实验材料

米氏凯伦藻&中肋骨条藻和塔玛亚历山大藻

无菌株由中国海洋大学提供"经进一步分离纯化

后由江苏省海洋生物技术重点实验室保存"G52

培养基中培养"培养温度#23 <314$X"光照强度

53

!

8/05#8

2

8H$"光暗比 42@42'

浒苔采集于青岛太平角' 将鲜活浒苔去除杂

藻"用自来水仔细洗去泥沙和附着物"用混合抗生

素在藻体组织表面作灭菌处理' 然后"蒸馏水漂
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洗处理材料 / =5 次"除去表面灭菌剂' 随后"将

浒苔于 53 X下烘干 / @'

天然海水经过脱脂棉和 /33 目筛绢过滤"煮

沸&冷却"B+和盐度分别调节至 018 和 /3 备用

#实验所用海水均做如上处理$'

无水甲醇&石油醚&乙酸乙酯和丙酮为分

析纯'

!"=#浒苔抑藻物质 SANS液液萃取分离

以 8 N; 浒苔为原料"参照文献 ( 5 )制备得

83 ; ,6C,' 将 ,6C,重新溶解于 /33 8'氯仿

和 433 8'#2K$盐酸水溶液中"转移到 4 333 8'

分液漏斗内' 震荡 8 8:3 后"静置 /3 8:3"获得水

相和有机相"分别按如下处理!

水相减压浓缩至 43 8'"加入 233 8'甲醇和

23 8'石油醚#沸点 /3 =13 X$"转移到 833 8'

分液漏斗中"震荡 8 8:3"静置 8 8:3' 上层弃去"

下层减压蒸干"记为组分
#

'

有机相加入 43 8'石油醚"用 833 8'分液

漏斗进行分离"静置分层"上层弃去' 下层加入

83 8'4KW"+"用分液漏斗分离"获得有机相&

水相和絮状物' 经减压蒸干和低温干燥后"依次

记为组分
$

&组分
'

和组分
)

'

称量质量后"上述所有组分溶解于甲醇中"浓

度为 43 ;5''

!"D#SANS分离组分的硅胶柱层析分离

在上述实验基础上"将具有明显抑制活性的

组分采用硅胶柱层析#21/ >8B40 >8$分离"洗

脱液依次为石油醚&石油醚@乙酸乙酯#4@4"RDR"

下同$&乙酸乙酯&乙酸乙酯@丙酮#4@4$和丙酮"

流速为 4 8'58:3"依次记为组分
$

7&&

$

7M&

$

7

-&

$

74和
$

7,' 所有馏分减压蒸干"溶解于甲醇

中"保存待用'

!"G#抑藻活性检测

在 G52 培养基中"分别加入一定体积的待测

组分' 随后"接种 / 种赤潮微藻"培养混合液总体

积为 283 8'' 米氏凯伦藻&中肋骨条藻和塔玛亚

历山大藻接种密度分别为 # 1 =0 $ B43

5

58'&

#41 =23$ B43

5

58'和#43 =42$ B43

5

58'"分离

组分终浓度为 413 ;5'#除特别标明外"活性检测

的待测组分浓度均为此浓度$"同时设定添加相

同体积甲醇的对照组 #甲醇加入体积不超过 4

8'$"每个培养瓶设定 / 个平行样' 所有培养瓶

置于 LSU7213M智能型光照培养箱中培养"温度

#21 <4$X"光照强度 12

!

8/05#8

2

8H$"光暗比

42@42' 每天定时摇动培养瓶两次"以防止微藻附

壁生长' 每隔一日从培养瓶中取 4 8'培养液"

用 '2;/06H试剂固定后"计数藻细胞数量的变化'

取样后向培养瓶中加入 4 8'283 倍 G52 培养液"

以避免营养耗尽进而影响微藻的生长'

!"Q#藻细胞形态观察

采用显微照相#放大倍数 43 B53$获得藻细

胞形态照片'

!"R#波长扫描"化合物鉴定试验和硅胶 :$

=QG

薄

层层析

波长扫描66取适量组分
$

7M和组分
$

7-

的甲醇溶液"用 #0IF/HB?>//33 BF/ 紫外/可见分

光光度计进行 233 =033 38波长扫描'

化合物鉴定试验66参照化合物常用化学鉴

定方法"进行生物碱&酚酸&脂肪酸&萜类&内酯&鞣

酸&有机酸和糖类等 0 种化合物鉴定试验'

硅胶 L(

285

薄层层析分离66分别以氯仿@甲

醇#41 @4& 0 @4 和 4 @4 $& 氯仿 @丙酮 @甲 酸

#48@/@2$&石油醚@乙酸乙酯#4@0 和 2@4$为展开

剂"进行组分
$

7M和组分
$

7-的硅胶 L(

285

薄层

层析分离"紫外 285 38观察' 紫外 285 38观察'

!"U#数据处理

实验数据采用 *6**4418 软件包进行独立样

本检验统计分析"!A3138 为显著性差异"!A

3134为极显著性差异'

微藻生长抑制率"B>#4 7=5=

3

$ B433K"式

中"=为处理组藻细胞数量# B43

5

58'$%=

3

为对

照组藻细胞数量# B43

5

58'$'

26结果

="!#浒苔抑藻物质 SANS溶剂分离组分对 D 种

赤潮微藻生长的影响

采用液液萃取法"对抑藻物质 ,6C,#83 ;$

进行分离"获得
#

&

$

&

'

和
)

等 5 个组分"质量分

别为 0152&8182&/119 和 4180 ;#表 4$' 将上述

各个组分重新溶解于甲醇"配制浓度为 43 ;5'"

采用培养液法进行抑藻活性检测'

表 !#浒苔抑藻物质 SANS溶剂分离组分的得率

2(3"!#\%/+701-/*(4(.%0,50)*0,/,.-140)

SANS011"+25&)@'2, ]

分离组分 H?B9F9I:/3 >/8B/3?3IH

# $ ' )

得率 J:?0@ 2:13 4:13 4219 8158

840
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66抑藻活性检测时"各分离组分终浓度均为

413 ;5'' 组分
$

对米氏凯伦藻&中肋骨条藻和塔

玛亚历山大藻表现出明显#!A3138$的抑制作用

#图 4$' 第 42 天"对它们的生长抑制率依次为

5/15K&551:K和 851/K%其余组分对 / 种赤潮

微藻的生长未表现出抑制作用'

图 !#浒苔抑藻物质 SANS分离组分对 D 种赤潮微藻生长的影响

$%&"!#S11/5.-01-/*(4(.%0,50)*0,/,.-140) SANS011"-25&)@'2, 0,.F/

&40H.F01.F/.F4//-*/5%/-014/7.%7/)%540(+&(/

66在上述实验基础上"进行了不同浓度组分
$

对赤潮微藻生长抑制率的影响' 从图 2 可以看

出"组分
$

对 / 种赤潮微藻的生长抑制率随组分

$

浓度的增加呈现明显#!A3138$的上升趋势"

当组分
$

浓度为 /13 ;5'"其对 / 种赤潮微藻的

生长抑制率达到 433K' 利用概率单位法求出

组分
$

对米氏凯伦藻&中肋骨条藻和塔玛亚历

山大藻的 42 @ ,-

83

分别为 31:2&3104 和 4124

;5''

="=#分离组分
!

的硅胶柱层析分离组分对 D 种

赤潮微藻生长的影响

采用硅胶柱层析对组分
$

进行分离"依次经

石油醚&石油醚@乙酸乙酯#4@4$&乙酸乙酯&乙酸

乙酯@丙酮#4@4$和丙酮洗脱"获得 8 种组分"依

次为组分
$

7&&

$

7M&

$

7-&

$

74和
$

7,' 图 / 表

明"组分
$

7M和组分
$

7-对 / 种赤潮微藻的生长

表现出非常明显的抑制作用#!A3134$"添加此 2

种提取物后"/ 种微藻细胞数量开始降低"且在整

个实验周期内#42 @$无生长恢复现象' 第42 天"

/ 种微藻细胞数量接近为零' 组分
$

74也对 / 种

微藻细胞的生长表现出较为明显的抑制作用

#!A3138$"但后续 / 种赤潮微藻出现明显的生

长恢复现象'

66组分
$

7M和组分
$

7-致使 / 种微藻的藻细

胞出现空洞&细胞破碎和色素减褪等现象"且随

培养时间的延长"上述现象更加明显#图 5$ ' 洪

喻等
(:)

发现芦竹 #Q-17>/ >/7%K$的有机溶剂提

取物能使铜绿微囊藻细胞出现空洞和破碎

现象'

图 =#浒苔抑藻物质 SANS分离组分

!

对 D 种赤潮微藻生长的影响

$%&"=#:40H.F%,F%3%.%0,01-/*(4(.%0,50)*0,/,.-

$

!

%140) SANS011"-25&)@'2, 0,.F/

.F4//-*/5%/-014/7.%7/)%540(+&(/

140
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图 D#分离组分
!

的硅胶柱层析分离组分对 D 种赤潮微藻生长的影响

$%&"D#S11/5.-01.F/1%E/<%,7-0114(5.%0,-03.(%,/739 -%+%5( &/+50+6),5F40)(.0&4(*F9 140)

-/*(4(.%0,50)*0,/,.-$

!

%0,.F/&40H.F01.F/.F4//-*/5%/-014/7.%7/)%540(+&(/

图 G#分离组分
!

的硅胶柱层析分离组分对 D 种赤潮微藻细胞形态的影响

$%&"G#S11/5.-01.F/.H0 <%,7-0114(5.%0,-03.(%,/739 -%+%5( &/+50+6),5F40)(.0&4(*F9 140)

-/*(4(.%0,50)*0,/,.-$

!

%0,)04*F0+0&9 01.F/.F4//-*/5%/-014/7.%7/)%540(+&(/

940
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="D#硅胶柱层析组分的初步检测

波长扫描66组分
$

7M为黄色粉末"

$

7-为

白色粉末' 将此 2 种组分的甲醇溶液进行 233 =

033 38波长扫描' 组分
$

7M在 213 =/33 38和

533 =553 38有明显吸收%组分
$

7-在 533 =553

38有明显吸收#图 8$'

图 Q#组分
!

J;和
!

JB的波长扫描图

$%&"Q#^(E/+/,&.F-5(,,%,& 01.F/.H0 14(5.%0,-

!

J;(,7

!

JB

66化合物鉴定试验66海藻分泌的化感物质主

要包括生物碱&酚酸&脂肪酸&萜类&内酯&鞣酸&有

机酸和糖类等
(2"43 745)

' 本研究进行了此 0 种化合

物鉴定试验' 组分
$

7M和组分
$

7-不含生物碱&

酚酸&脂肪酸&萜类鞣酸&有机酸和糖类或者上述

化合物含量极低"进而未呈现阳性反应%此 2 种组

分呈现了内酯&香豆素类化合物的阳性反应 #表

/$' 内酯&香豆素类化合物在 /33 38范围内有

明显吸收"组分
$

7M在 213 =/33 38有明显吸

收"符合上述鉴定结果'

表 D#组分
!

J;和组分
!

JB的化合物鉴定

2(3"D#%7/,.%.9 ./-.-01.F/.H0 14(5.%0,-

!

J;(,7

!

JB

化合物种类

>/8B/23@?H

组分
$

7M

GF9>I:/3

$

7M

组分
$

7-

GF9>I:/3

$

7-

生物碱 90N90/:@ / /

酚酸 B=?3/0:>9>:@ / /

脂肪酸 G9IIJ 9>:@ / /

萜类 I?FB?3? / /

内酯&香豆素 09>I/3?">/289F:3 C C

鞣酸 I933:>9>:@ / /

有机酸 /F;93:>9>:@ / /

糖类 H2;9F / /

注!4 C5表示阳性反应"4/5表示阴性反应或无显示

3/I?H!4 C5 ?]BF?HHB/H:I:Y?F?9>I:/3"4/5 ?]BF?HH3?;9I:Y?F?9>I:/3

/F3/ F?HB/3H?

66硅胶 L(

285

薄层层析分离66更进一步"将组

分
$

7M和组分
$

7-甲醇溶液点样于 L(

285

上"分

别以氯仿@甲醇#41@4&0@4 和 4@4"RDR"下同$&氯

仿@丙酮@甲酸#48@/@2$&石油醚@乙酸乙酯#4@0

和 2@4$为展开剂' 展开后"紫外 285 38下观察"

发现以石油醚@乙酸乙酯#4@0$为展开剂时"组分

$

7M出现 / 个明显斑点"L

G

分别为 3123&31900 和

31:98%组分
$

7-出现 2 个明显斑点"L

G

依次为

314/0和 31:00' 遗憾的是"由于制备到的组分
$

7

M和组分
$

7-量较少"在进行上述抑藻活性检

测&化合物检测和硅胶 L(

285

薄层层析等实验后"

无法进行后续的分离纯化'

/6讨论

采用液液萃取法"对浒苔抑藻物质 ,6C,进

行分离"得到具有明显抑藻活性的组分
$

#图 4 和

表 4$' 第 42 天"组分
$

对米氏凯伦藻&中肋骨条

藻和塔玛亚历山大藻的生长抑制率分别为

5/15K&551:K和 851/K' 进一步"采用硅胶柱

层析法对组分
$

进行分离"制备到 8 种组分' 其

中"组分
$

7M和组分
$

7-对米氏凯伦藻&中肋骨

条藻和塔玛亚历山大藻的生长表现出极其显著的

抑制作用#图 / 和图 5$' 第 42 天"对 / 种赤潮微

藻的生长抑制率超过 08K' 分离组分对赤潮微

040



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

1 期 孙颖颖"等!浒苔抑藻物质的分离及其对赤潮微藻的抑制作用 66

藻生长抑制作用的明显增强"是由于组分中抑藻

物质的纯度明显升高"表明本研究采用的分离方

法适合' 更进一步"以石油醚@乙酸乙酯#4@0$为

展开剂时"组分
$

7M和组分
$

7-经硅胶 L(

285

薄

层层析展开获得了较好的分离"分别出现 / 个斑

点和 2 个斑点"为后续浒苔抑藻物质的纯化奠定

了良好的实验基础'

分析抑藻活性检测结果"发现中肋骨条藻和

米氏凯伦藻对抑藻分离组分 #组分
$

&组分
$

7M

和组分
$

7-$更加敏感#图 2 和图 /$' E:等
(8)

发

现 2*%>/&,6)/7 /9%@1-%71&产生的抑藻物质仅对

无细胞壁覆盖的浮游植物起作用"而对具有坚硬

细胞壁的浮游植物不起作用' 孙颖颖等
(1)

发现"

条斑紫菜水溶性抽提液对前沟藻和米氏凯伦藻的

抑制作用较为强烈"而对中肋骨条藻和塔玛亚历

山大藻的抑制作用较弱' 本研究中"我们认为抑

藻分离组分对 / 种赤潮微藻抑制作用的强弱与它

们的细胞结构有关' 米氏凯伦藻为裸甲藻"无细

胞壁"细胞外层是一种赤裸裸的细胞膜
(9)

"塔玛

亚历山大藻细胞外涵盖一层坚硬的外壳
(0)

' 因

此"藻细胞外层结构的差异导致了它们对抑藻分

离组分敏感性的差异'

经波长扫描和化合物检测"确定了浒苔抑藻

分离组分含有内酯&香豆素类化合物 #图 8 和表

/$' 然而"内酯&香豆素类化合物是否是抑藻活

性物质还有待进一步研究'
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