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美丽微孢藻种植水对水华鱼腥藻的化感抑制作用研究
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摘要：为探讨美丽微孢藻对水华藻类的化感作用，研究了美丽微孢藻种植水对水华鱼腥藻的光密度、叶绿素a和

细胞活性的影响。结果表明：浓度为25％的美丽微孢藻种植水在肛2 d时可显著抑制水华鱼腥藻生长，但在2 d后无

法对其产生显著抑制；浓度为50％的美丽微孢藻种植水在整个实验周期内均可显著抑制水华鱼腥藻生长；浓度为
25％的美丽微孢藻种植水在短期内会使大部分藻细胞处于死亡或低活性状态，但在7 d时有31．40％的藻细胞恢复了

高活性状态，其化感控藻作用有限；浓度为50％的美丽微孢藻种植水在整个实验周期内均使大部分藻细胞均处于死亡
或低活性状态，具有较强的化感抑制作用。
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by Microspora Amoena Culture Water
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Abstract：To discuss allelopathic inhibition of Anabaena Flos-aquae by Microspora Amoena culture water，in the paper，the

influences of Microspora Amoena culture water on optical density，Chlorophyll A and cell activity of Anabaena Flos—aquae were

studied．The results showed that culture water with the concentration of 25％Microspora Amoena could significantly inhibit the

growth of Anabaena Flos—aquae in the first two days，but from the third day，the inhibition was not as significant as in the previous

two days．Culture water with the concentration of 50％Microspora Amoena could significantly inhihit the growth of Anabaena Hos—

aquae within the whole experimental period．Culture water with the concentration of 25％Microspora Amoena could lead most algal

cells into a death or low activity state in a short period，but the high activity of 31．40％of the algal cells would be recovered in the

seventh day．Therefore，allelopathic inhibition of the algal by the culture water with the concentration of 25％Microspora Amoena

was limited．Culture water with the concentration of 50％Microspora Amoena could lead most algal cells into a death or low activity

state during the whole experimental period，with stronger allelopathic inhibition．

Keywords：Microspora Amoena；Culture Water；Anabaena Flos-aquae；Allelopathic Inhibition
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水生植物在富营养化水体控藻和生态修复中

具有重要作用”1，植物化感作用抑藻作为一种新

型的生物抑藻技术已备受关注”1。化感作用是指

植物通过向外界环境释放化合物，对其它植物

(包括微生物)产生促进或抑制作用91，其中抑

制现象更为普遍，翻译成中文也称相生相克作用

和他感作用等。目前关于沉水植物对浮游藻类化

感作用的研究已经有较多报道，但关于水生大型

丝状藻类对水华藻类的化感作用研究报道报道尚

不多见㈣，而美丽微孢藻对水华藻类的化感作用

研究在国内外相关研究中尚未见报道。

水华鱼腥藻属蓝藻门、蓝藻纲、念珠藻目、
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念珠科、鱼腥藻属，是一种常见水华藻类。

2007年太湖梅梁湾暴发大规模藻类水华导致无

锡市停止供水，对当地人民的生活带来较大影

响，水华鱼腥藻即为太湖藻类水华爆发的主要

藻种之一15】。

美丽微孢藻属于绿藻门、绿藻纲、丝藻目、

微孢藻科、微孢藻属，是一种丝状绿藻，属于周

从生物中的附植藻类，可附着于植物表面生长。

目前，美丽微孢藻对浮游藻类化感作用的研究尚

未见报道。

作者研究了美丽微孢藻对一种常见的水华蓝

藻水华鱼腥藻的化感作用，旨在为研究丝状绿藻

在水生生态系统中的作用和富营养化水体的环境

修复工程提供参考。

1材料与方法

1．1 实验材料

1．1．1 美丽微孢藻(Microspora amoeBa) 本

研究所用美丽微孢藻均从广州的沉水植物苦草表

面分离获得。分离方法参考吕莹旧的方法，取苦

草表面丝状藻多次冲洗，置于摇床中震荡(120

r／rain)，初步去除丝状藻类表面的附着物；取

经震荡后的丝状藻类置人直径60 mm的培养皿

中，使用解剖针挑出单根美丽微孢藻藻丝，镜

检，选择表面无其他藻类和附着物的美丽微孢藻

藻丝，使用无菌蒸馏水冲洗5～6次，将清洗后的

藻丝体在0．5％一0．75％低浓度的agar平板上拖动

6～12次，除去丝体表面残余的细菌，置于培养液

中培养。培养条件：温度为25℃，光照为3000 Ix，

光／暗周期为13 141 1 h。

1．1．2水华鱼腥藻似nabaena[10s—aquae)本研究

所用水华鱼腥藻均购自中国科学院水生生物研究

所淡水藻种库，藻种采用BG一11培养液扩大培

养，实验开始前2个月逐步使用1×改良

Hoagland培养液m于LRH一250—Gs人工气候箱中

进行驯化培养。培养条件：温度为25℃，光照

为3 000 lx，光，暗周期为14 h／10h。

1．2实验方法

取经湿热灭菌(121 oC，30 rain)的1 L玻璃

锥形瓶，加人经灭菌的0．8 L 0．1×改良

Hoagland溶液、充氧曝气头和橡胶管，充氧泵充

人经过0．22 Ixm过滤的空气，使用灭菌过的棉塞

塞住瓶口。除菌空气的充人，既可补充营养液中

碳源的不足，又可起到搅拌的作用，使烧杯中溶

液混合均匀。

选取生长良好的美丽微孢藻鲜重为(o．60±0．01)g

用无菌水反复冲洗，放入上述玻璃锥形瓶中，置

于人工气候箱中培养。培养条件：温度为25 qC，

光照为3 000 lx，光／暗周期为13 h／11 h。

加入美丽微孢藻14 d后，取美丽微孢藻培养

液在无菌条件下经过0．22“m微孔滤膜抽真空过

滤获得种植水。取140 mL种植水加人无菌500 mL

玻璃锥形瓶中，而后加入水华鱼腥藻浓藻液

90 mL、经灭菌的4×改良hoagland营养液50 mL，

作为处理组TM×0．5，其中美丽微孢藻种植水占

藻液总体积的50％；取70 mL种植水滤液加入无

菌500 mL玻璃锥形瓶中，而后加入90 mL水华鱼

腥藻浓藻液、50 mL经灭菌的4×改良hoagland营

养液、70 mL无菌蒸馏水，作为处理组TM×

0．25，其中美丽微孢藻种植水占藻液总体积的

50％：以灭菌的蒸馏水代替种植水滤液做对照。

使各实验组初始的藻液OD。约为0．28，营养水平

约为1×改良hoagland。每个处理重复两次。

将各处理组置于LRH一250一Gs人工气候箱

中培养，温度为25℃，光照为3000 lx，光／暗周

期为13 1411 h。实验过程中每隔一定的时间测定

藻液的光密度OD。；实验0、4和7 d测定藻细胞

活性；实验开始和结束时，测定藻液的叶绿素a

浓度，并计算去除率。叶绿素a去除率计算方法

见下式。

q：—Chl-a．—-Chl-ao×1 1，、30n3／，o=一Xl UChl—ao

式中，口为叶Chl—a去除率；Chl．ao为实验开

始时藻液Chl．a浓度，(Htg／L)；Chl—ae为实验结束

时藻液Chl—a浓度，(I比g／L)。

1．3测定方法

1．3．1 取样方法 将装有藻液的锥形瓶置于摇床

中震荡(120 r／rain)10 min，震荡结束静置10 min
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后从锥形瓶中取上清液用于测定。

1．3．2藻液光密度的测定使用光密度法测量藻

类细胞数量具有操作简单、检测速度快、重现性

好等优点嘲。为检验利用光密度表征藻细胞数量

的可行性，本研究正式实验开始前，使用Tu一

1800SPC紫外可见分光光度计测定水华鱼腥藻藻

细胞的光密度OD。，同时，使用血球计数板计

数法测量对应OD。的藻细胞密度。将水华鱼腥

藻在680 nm处的吸光度值与使用血球计数板测定

的藻细胞密度值进行了关联，实验结果见表1。

表1 水华鱼腥藻藻细胞密度与对应的光密度

由实验结果可得二者相关系数R2=o．9996，

接近l，说明水华鱼腥藻藻液在680 nm处吸光度

值OD。。(即光密度)与其藻细胞密度具有很好

的线性关系，与胡先文等嘲的研究相符，采用分

光光度法来衡量藻细胞的生长情况是具有较高可

信度的。

1．3．3藻液叶绿素a含量的测定采用乙醇萃取一

分光光度法“”测定藻液叶绿素a含量。

1．3．4水华鱼腥藻细胞活性的测定采用FDA—

PI双色荧光法“”检测水华鱼腥藻细胞活性。

染色剂制备方法：称取0．04 g FDA(二乙酸

荧光素，Sigma)溶于10 mL丙酮中，配置成

4 mg／mL的丙酮溶液，置于4℃冰箱中保存。称

取0．01 gPI(碘化丙锭，Sigma)溶于10 mL

DPBS缓冲溶液(Dulbecco’s Phosphate—Buffered

Saline)””，配置成1 mg／mL的溶液，置于4℃冰

箱巾保存。

染色及观测方法：向藻液加入FDA溶液和

PI溶液，使藻液中FDA浓度为100 ixg／mL、PI浓

度为50 I-tg／mL，振荡混合均匀后在室温黑暗处放

置5 rain，而后，使用荧光显微镜(Nikon 90i，13

本)在500 nm激发波长下对藻细胞活性进行观

一16一

察，观察时间保持在5 min内。在500 nm激发波

长下，活细胞被FDA染成绿色，死细胞被PI染成

红色，用Nikon相机拍下染色状况。使用荧光显

微镜自带的NIS—Elements图像分析软件对荧光照

片进行分析。

1．4数据分析

数据的统计分析均使用SPSS 13．0软件进行，

图表均使用Origin7．5软件绘制。

1．5干扰因素的排除

只有在排除光照抑制、营养竞争和微生物作

用的前提下，才可认为藻类生长抑制是由化感作

用造成的p1。本研究参考吴晓辉F1的实验方法对

光照、营养盐和微生物作用的干扰进行了排除。

研究实验采用侧面加光，各处理组光照强度

为3 000 lx，为藻类正常培养的光强，不会造成

光照抑制。在化感作用和藻类毒理研究中，常

采用高浓度方法来排除营养不足对藻类生长的

影响”3。”1。藻类生长实验初始时的营养盐浓度均

设置为1×改I曼hoagland，与藻类培养时的营养水

平一致，不会对藻类的生长造成不利影响。在进

行沉水植物种植水抑藻实验时须先排除微生物的

干扰，通常可以用过滤除菌或高温高压灭菌的方

法”5‘1”。考虑到植物的化感物质中可能含有热不

稳定物质，本研究采用了0．22岬·的微孔滤膜过滤

除菌的办法，以使微生物的影响降到较低水平。

2结果与讨论

2．1 结果分析

2．1．1光密度变化情况实验过程中各处理组光

密度变化情况见图1。

图1 光密度变化情况
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实验初始时对照组和各处理组藻液的OD。值接

近，约为0．28左右，各处理组间无显著性差异

(P<0．05)。

对照组藻液的OD。。值在实验0～1 d略有降

低，1～7 d表现出持续升高，7 d时对照组藻液的

OD。0值达到0．3679。

TM×o．25处理组藻液OD啪值在实验0～2 d持

续降低，2 d时出现0D。最低值0．0933，经统计分

析，与初始时相比具有显著性差异(P<0．05)；

2～7 d表现出持续升高，7 d时回升至0．2272。

TM×0．5处理组藻液OD。。值在实验0—2 d持续降

低，2 d时出现OD。0最低值0．0920，2-7 d则表现

出持续升高，7 d时回升至0．1612。

对实验7 d时各实验组水华鱼腥藻藻液

OD锄值进行统计分析可知：

(1)对照组水华鱼腥藻藻液OD艏显著高
于各处理组(P<0．05)，且与初始时相比显著升

高(P<0．05)。

(2)TM×0．5处理组水华鱼腥藻藻液OD。值

与初始时比较均显著下降(P<0．05)，TM×

0．25处理组水华鱼腥藻的OD。值与初始时相比，

在P<0．05的置信区间上无显著差异，但P<0．1的

置信区间上存在显著性差异。

(3)TM×o．25处理组水华鱼腥藻的0D。值

显著高于TM×0．5处理组俨<0．05)。

2．1．2叶绿素a变化情况藻液叶绿素a浓度在实

验开始和结束各测定一次，结果见图2。

I列媚

区勿结束

蓁 弱
空白 M×0．25 M x 0．5

图2 Chl．a变化情况

实验初始时各处理组叶绿素a接近，无显

著性差异(P<0．05)。到实验7 d时，对照组藻

液叶绿素a由初始的1339．13斗g／L升高至

1760．24嵋／L，显著高于各处理组(P<0．05)，

表现一定的生长。

TM×o．5处理组叶绿素a与实验初始时比较

有显著下降(P<o．05)，说明TM×o．5处理组

水华鱼腥藻的生长受到了明显的抑制；TM×

0．25处理组叶绿素a与实验初始时相比，在

P<0．05的置信区间上无显著差异，但在P<0．1

的置信区间上存在显著性差异，说明M×

0．25处理组水华鱼腥藻的生长受到了一定的抑

制。TM×0．5处理组叶绿素8含量显著低于TM X

0．25处理组(P<0．05)，由初始的1360．20峭／L

降低至579．79嵋／L，去除率为57_37％，藻液

发黄。

2．1．3 美丽微孢藻对水华鱼腥藻细胞活性的影响

FDA本身不发荧光，进人细胞后，释放出

荧光素，在蓝色光激发下发射出绿色的荧光；

PI是一种大分子核酸染料，它不能透过完整的

细胞膜，只能进入有缺损的细胞膜或死亡细

胞，在蓝色光激发下发射出红色的荧光。采用

FDA—PI双色荧光法进行细胞活性检测，活性

高的细胞发出强烈的绿色荧光，活性低的细胞

发出稍显绿色的荧光，死亡细胞和细胞碎片发

出红色荧光”引。在荧光条件下观测各处理组水

华鱼腥藻细胞，对藻液中发出耀眼绿色荧光

(绿色值大于200)的强活性藻细胞、明亮的绿

色荧光(绿色值150．200)的中等活性藻细

胞、仅可见的绿色荧光(绿色值100～250)低

活性藻细胞和红色荧光(绿色值0～100)的死

亡藻细胞进行计数并计算其占总细胞数的相应

比例，结果见表2。4。

表2对照组细胞活性变化情况
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表3 TM×O．25处理组细胞活性变化情况

2．2结果讨论

2．2．1 光密度和叶绿素a变化情况FDA—PI双

色荧光染色条件下藻细胞活性变化情况见图

3～图8。

图7 0 d时M X 0．5

处理组荧光显微照片

一1 8一

图8 7d时M×0．5

处理组荧光显微照片

通过光密度和叶绿素a变化情况来反映藻细

胞的生长情况，是研究藻类化感作用的常见方

法。高李李等”哪通过蛋白核小球藻的光密度变化

情况研究了化感物质肉桂酸乙酯对其生长的影

响，郭亚丽等㈣通过测定铜绿微囊藻光密度在

680 nm波长处的吸光度探讨了阿魏酸和香豆素

对铜绿微囊藻的化感作用，傅海燕等H1通过叶绿素

a变化情况研究了水网藻种植水对铜绿微囊藻生

长的抑制作用，周世伟等””通过叶绿素a变化情

况鼠尾藻和鸭毛藻水提液对三角褐指藻的抑制作

用。通过光密度和叶绿素a变化情况来反映藻细

胞的生长情况，是研究藻类化感作用的常见方

法。本研究参考上述研究，采用光密度和叶绿素

a来表征水华鱼腥藻的生长情况。

对照组水华鱼腥藻在整个实验过程中总体保

持生长，说明水华鱼腥藻适应本实验中设置的培

养条件。

TM×0．25处理组0～2 d表现出生长抑制，2。7

d则恢复生长，表明25％的美丽微孢藻种植水

在0．2 d时对水华鱼腥藻的生长产生了有效的化

感抑制作用，但是2 d后化感作用降低，无法抑

制水华鱼腥藻的生长，7 d时水华鱼腥藻的

OD。值和叶绿素a浓度与初始相比均无显著|生差异

(P>0．05)。总体来说，占藻液总体积25％的美丽

微孢藻种植水对水华鱼腥藻化感抑制作用较弱。

TM X 0．50处理组0～2d表现出生长抑制，

2～7 d则缓慢生长，说明50％的美丽微孢藻种植

水在0～2 d时对水华鱼腥藻的生长产生了有效的

化感抑制作用，且2 d后仍能抑制水华鱼腥藻的

迅速生长。7 d时TM×0．50处理组水华鱼腥藻的

OD。。值和叶绿素a浓度与初始相比仍存在显著性

差异(P>0．05)，表明占藻液总体积50％的美丽

微孢藻种植水可以对水华鱼腥藻产生有效的化感

抑制作用。

结果表明，25％和50％的美丽微孢藻种植

水均对水华鱼腥藻的生长产生了一定的抑制作

用，50％美丽微孢藻种植水对水华鱼腥藻生

长的抑制作用强于25％美丽微孢藻种植水，

这与周杰等【22】对两种丝状绿藻(团集纲毛藻和



美丽微孢藻种植水对水华鱼腥藻的化感抑制作用研究谭海剑

鞘藻)种植水对两种常见的水华藻类(铜绿微

囊藻和斜生栅藻)生长影响的研究结果类似。

2．2．2 美丽微孢藻对水华鱼腥藻细胞活性的影响

早在1985年，Jones et a19”就采用了FDA—PI

双色荧光法对细胞进行活性检测，发现FDA—PI

双色荧光法细胞活性检测是一种快速、可靠的

方法。近年来，FDA—PI双色荧光法被广泛用于

细胞活性检测相关研究。庄丽伟等阱1通过研究

证明荧光物质FDA和PI能分别标记强活力胚胎、

弱活力胚胎和死胚胎，且FDA对胚胎无毒负作

用，PI对完整的胚胎也无毒负作用；苏文等瞄1

通过分别对铜绿微囊藻细胞进行FDA、PI染色后

进行荧光检测的方法，研究了水稻秸秆浸泡液

对铜绿微囊藻活性的影响；谌丽斌等””使用

FDA—PI双色荧光法对水华鱼腥藻和铜绿微囊藻

的活性进行检测，结果表明：用FDA—PI双色荧

光法检测以上两种蓝藻细胞的活性时，可根据

细胞所发出的不同荧光而判断细胞活性，在蓝

色光激发下(495 nm)，活细胞被双醋酸荧光素

FDA染成亮绿色，死亡细胞和细胞碎片被碘化

丙锭PI染成红色，与本研究观察的现象相符。

本研究结果表明。

(1)对照组在整个实验过程中始终保持着

较高的活性，进一步说明了水华鱼腥藻可以适应

本实验中设置的培养条件。

(2)TM×0．25处理组在4 d时大部分藻细胞

已经处于低活性或死亡状态；7 d时藻细胞活性

出现了一定的分化，超过50％的藻细胞死亡，同

时有30％以上的藻细胞处于高活性状态。表明虽

然大部分藻细胞因受到25％的美丽微孢藻种植水

的抑制死亡或低活性状态，但是仍有部分细胞能

够抵抗其的化感作用重新复苏。25％美丽微孢藻

种植水的化感控藻作用有限。

(3)TM X 0．50处理组在4 d时即有76．84％的

藻细胞死亡，接近90％的藻细胞处于死亡或低活

性活状态，仍能保持高活性的藻细胞仅2．10％；

7 d时仍有82．94％的藻细胞死亡，86．87％的藻细

胞处于死亡或低活性活状态，保持高活性的藻细

胞仅5．24％。表明50％的美丽微孢藻种植水在短

期内即可将大部分水华鱼腥藻杀死，并能在一定

的时期内持续控制鱼腥藻的生长，具有较强的化

感控藻作用。

3结论与展望

(1)25％的美丽微孢藻种植水在0～2 d时对

水华鱼腥藻的生长产生了显著的化感抑制作用，

但是2 d后化感作用降低，无法显著抑制水华鱼

腥藻的生长，表明25％的美丽微孢藻种植水对水

华鱼腥藻化感抑制作用较弱。

(2)50％的美丽微孢藻种植水在0～2 d时对

水华鱼腥藻的生长产生了有效的化感抑制作用，

2 d后化感作用降低，但仍能显著抑制水华鱼腥

藻的生长，表明50％的美丽微孢藻种植水对水华

鱼腥藻产生了有效的化感抑制作用。

(3)25％的美丽微孢藻种植水在短期内会

使大部分藻细胞处于死亡或低活性状态，但是

仍有部分细胞能够抵抗25％的美丽微孢藻种植

水的化感作用而复苏，其化感控藻作用有限。

50％的美丽微孢藻种植水在短期内即可将大部

分水华鱼腥藻杀死，并能在一定的时期内持续

控制住水华鱼腥藻细胞的活性，具有较强的化

感控藻作用。

(4)光密度、叶绿素fl和藻细胞活性的变

化情况均表明，美丽微孢藻种植水在藻液中

所占的比例会对其控藻效果产生重要影响，

50％的美丽微孢藻种植水处理组对水华鱼腥

藻的化感抑制作用强于25％的美丽微孢藻种

植水。

在前期研究中我们已经发现有附植藻类

(即美丽微孢藻)附着的沉水植物对水华藻类的

化感抑制作用强于单一沉水植物闭，本文通过研究

进一步发现美丽微孢藻种植水可对水华鱼腥藻产

生化感抑制作用，在今后防治藻类水华爆发工作

中可以尝试在沉水植物或其他载体上接种美丽微

孢藻，利用其化感作用抑制水华藻类的爆发，进

而为水体富营养化的环境保护和生态修复工作提

供参考。

(下转第23页)
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云龙湖底栖动物的变化研究李勇

4结语

湖}白水质的好坏，污染的轻重，最终都会在

生物上得到反映。底栖动物可以稳定地反应这些

变化。从这方面来看，利用底栖动物对水体进行

评价比起理化指标具有一定的优越性。通过对云

龙湖底栖动物的5年研究分析表明，从生物多样

性指数来看，云龙湖水质近年来有所改善，但提

高幅度不大，并且生物多样性指数不考虑种的指

示意义，只考虑群落的结构特征，将种类多寡、

个体丰度、均匀度3者压缩成一个信息川。单纯用

生物多样性指数评价有一定的局限性。结合种类

变化、生物密度变化、优势种群变化及底质组成

变化分析可知，东湖水体环境近5年呈现逐年变

好的趋势。由于西湖有水产养殖区，多年饲料碎

屑及水体中污染物的不断沉积，造成西湖底质有

机污染及富营养化有加重的趋势，底泥中能耐污

的颤蚓类大量增多。虽然底栖动物特别是颤蚓类

和摇蚊幼虫可以以底泥中腐屑、细菌及底栖藻类

为食物，可以在一定程度上加速水底有机碎屑的

分解和利用调节泥——水界面的物质交换，促进

水体自净”1。但是，当底质有机污染程度不断加

重，超过底栖动物的利用和清除能力后，势必会

对水体造成不利影响。所以应进一步优化渔业生

产’控制和防止水体富营养化，保护珍贵的水资

源，营造出更为清洁优美的生活环境。
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