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摘 � 要 � 采用乙酸乙酯提取芦竹 (A rundo donax L inn� )得到高效抑藻粗提物, 其对产毒铜绿微囊藻的半效应

抑制浓度 ( EC
50, 6d

)为 50m g� l- 1. 粗提物经溶剂萃取分离得到中 /碱性物质及酸性物质. 活性分析表明, 酸

性物质有显著抑制铜绿微囊藻的活性. 通过酸性氧化铝柱层析进一步分离酸性物质, 得到三组弱极性抑藻

物质及一组强极性抑藻物质. 培养 3d后, 四组抑藻物质在 10mg� l- 1时的抑藻率分别为 82% , 83% , 100%

以及 70% .
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� � 自 20世纪 90年代开始, 水生植物化感抑藻的研究备受关注
[ 1]

. 许多水生植物能够产生化感物质

抑制藻类的生长, 如芦苇 (Phragm itis commun is )
[ 2]
、穗花狐尾藻 (M yriophy llum sp icatum )

[ 3 ]
、凤眼莲

(E ichhornia crassipes)
[ 4]
、金鱼藻 (C eratophy llum demersum )

[ 5]
等. 挺水植物生物量大, 其次生代谢物质

更加丰富, 寻找分泌高抑藻活性的挺水植物, 通过投放干植物体或者分离其中的抑藻化感物质, 具有

良好的应用前景. 芦竹提取物能够有效的抑制铜绿微囊藻生长
[ 6]

.

� � 本文报道了从芦竹 (Arundo donax L inn. ) 中提取化感物质的方法, 分析了可能的化感物质类型

及对藻细胞生长特性的影响.

1� 实验部分

1�1� 芦竹抑藻的分离
� � 大型挺水植物芦竹采自中国山东省西南部南四湖流域, 采集时间为 3月中旬, 植株处于发芽生长

期, 采集植株地上部分. 采集后于 60� 干燥 48h, 备用. 实验所用铜绿微囊藻 (M icrocy stis aerug inosa )

由中国科学院水生生物研究所淡水藻种库提供. 实验前采用 BG11培养基
[ 2]
预培养铜绿微囊藻, 使之

处于对数增长期.

� � 称取 1�5kg干芦竹植株 (粉碎至 50目 ), 加入 15L乙酸乙酯常温超声波提取 2h. 提取结束后, 用

滤纸滤去提取液中的残渣, 并通过 0�22�m 有机系滤膜除去颗粒物的干扰, 然后通过旋转蒸发

( 100r� m in
- 1

, 65� )除去溶剂, 得到浸膏, 称重, 于一定量二甲基亚砜 ( DM SO )中定容. 浓缩液在

无菌条件下, 通过 0�22�m无菌有机系滤膜除去微生物, 于 4� 冰箱备用.

� � 取 2g乙酸乙酯粗提物溶于 200m l乙醚, 用 180m lN aOH ( 2m o l� l
- 1

)萃取. 静置分层得到有机相及

水相; 将上层有机相 pH值调至中性, 用无水硫酸钠脱水, 然后蒸干称重, 于一定量 DM SO中定容,

得到中 /碱性组分, 用于抑藻活性测试. 下层水相用 300m l乙酸乙酯萃取. 静置分层得到水相和有机

相. 有机相 pH值调至中性, 用无水硫酸钠脱水, 然后蒸干称重, 于一定量 DM SO中定容, 得到酸性

组分, 用于抑藻活性测试
[ 7]

.

� � 采用 � = 16mm, h = 300mm层析柱, 以 40g酸性氧化铝 ( 100� 200目 )干法装柱. 取 25mg上样,

设置一定梯度的洗脱剂洗脱, 洗脱体积 20m ,l 溶剂及比例 ( 1L /体积 ) : W 1石油醚�乙酸乙酯 ( 100�0) ,

W 2石油醚 �乙酸乙酯 ( 70�30), W 3石油醚�乙酸乙酯 ( 50�50) , W 4石油醚�乙酸乙酯 ( 30�70), W 5石
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油醚�乙酸乙酯 ( 0�100) , W 6乙酸乙酯 �丙酮 ( 30�70) , W 7乙酸乙酯�丙酮 ( 0�100) , W 8丙酮�水
( 30�70) , W 9丙酮 �水 ( 0�100), W 10水�甲醇 ( 30�70) , W 11水 �甲醇 ( 0�100) ; 蒸干, 称重, 并定容

于 DM SO中, 用于抑藻活性检测.

1�2� 抑藻活性检测
� � 通过摇瓶实验对芦竹化感物质进行抑藻活性检测. 培养混合液总体积 20m ,l 其中包括处于对数

生长期的藻种液、一定量的培养液 ( 121� 灭菌 30m in)及芦竹化感物质. 芦竹化感物质设置一定浓度

梯度, 每个浓度设三个平行样. 将上述培养混合液置于温度 25� , 相对湿度 75% , 光照强度 40�

60�m o l photons� m
- 2 � s

- 1
, 光暗时间比 14h�10h的人工气候箱中培养.

� � 采用显微镜计数法, 每天在显微镜下用血球计数板进行计数, 测定藻密度. 采用测微物尺和测微

目镜测定藻细胞大小.

� � 根据藻密度计算芦竹化感物质对铜绿微囊藻的相对抑制率:

IR (% ) = ( 1-N /N 0 ) � 100

式中, IR为相对抑制率, N为加入化感物质的藻密度 (个 � m l
- 1

) , N 0为对照组藻密度 (个 � m l
- 1

) .

� � EC50的计算采用概率单位法拟合
[ 2]

. 使用 Orig in7�0软件对数据进行处理. 剂量效应采用 t检验进

行分析评价. 所有实验均至少重复三次. 数据由平均值 �方差表示. 显著性分析采用 99%组间差异

置信区间量化的差异表示显著性, 区间包含零表示不显著, 反之显著, 区间距零愈远愈显著.

2� 结果与讨论

2�1� 芦竹乙酸乙酯提取物对铜绿微囊藻生长特性的影响
� � Della Greca等人利用乙酸乙酯常温下提取马蹄莲 ( Zantedeschia aetiop ica )

[ 8]
、灯心草 ( Juncus

acutus)
[ 9]
、浮叶眼子菜 (P otam og eton natans )

[ 10]
的效率分别为 0�22% , 3�3%和 0�61% , 其中提取灯

心草的时间长达 10d. DA' brosca等人在常温下利用乙酸乙酯提取水葱 ( Schoenop lectus lacustris)
[ 11 ]
的效

率为 0�14% , 提取时间为 8d. 由此可见, 乙酸乙酯提取芦竹干植物体的效率较高, 结合超声波辅助

提取可在 2h内获得较多浸出物.

� � 图 1为投加乙酸乙酯提取物后铜绿微囊藻的生长曲线. 由图 1可以看出, 乙酸乙酯提取物对铜绿

微囊藻生长具有强烈的抑藻效果. 高浓度组在培养 2d后抑制率达到将近 100% , 其中藻细胞稀少,

后续藻细胞生长无恢复. 乙酸乙酯提取物 EC50, 6d值为 50m g� l
- 1

.

图 1� 投加芦竹乙酸乙酯提取物后铜绿微囊藻的生长曲线及抑制率曲线 ( n = 3)

F ig� 1� The grow th and inh ib ition ra tio curves o fM �aerug inosa w ith the addition o f the ex tract of

A� donax w ith e thy l ace tat ( n= 3)

2�2� 芦竹乙酸乙酯提取物的萃取分离组分对铜绿微囊藻生长特性的影响
� � 根据物质酸碱性的差异, 将乙酸乙酯提取物通过溶剂萃取分离得到中 /碱性组分及酸性组分. 图
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2为分别投加两组分后铜绿微囊藻的生长曲线及抑制率曲线. 由图 2可以看出, 两种组分对藻细胞的

生长均有一定抑制作用. 中 /碱性组分对藻生长的抑制效果低于酸性组分. 酸性组分仅 10m g� l
- 1
时

即对铜绿微囊藻的生长产生显著的抑制作用.

图 2� 投加中 /碱性组分及酸性组分后铜绿微囊藻的生长曲线及抑制率曲线 ( n= 3)

(A ) 乙酸乙脂提取物中碱性组分浓度, ( C ) 乙酸乙脂提取物酸性组分浓度

( B) 乙酸乙脂提取物中碱性组分浓度, ( D) 乙酸乙脂提取物酸性组分浓度

F ig� 2� The grow th curves and inh ibition ratio curves o fM�aerug inosa w ith the addition of the

neutra l fraction and acidic fraction

� � N akai等人从穗花狐尾藻 (M �sp icatum )浸提液中分离得到了多种酸性抑藻物质, 包括焦棓酸和没

食子酸和 ( + ) �儿茶素在内的酚酸类物质 [ 12]
, 以及正壬酸、肉豆蔻酸、棕榈酸、硬脂酸和油酸在内的

脂肪酸类物质
[ 13]

. De lla G reca等人分离浮叶眼子菜 (P �na tans )乙酸乙酯提取物时发现存在二萜呋喃

类抑藻物质
[ 10]

. 戴树桂等人研究宽叶香蒲 (Typha latifolia )、窄叶香蒲 ( T�minima )和长苞香蒲

(T�angustata)的花粉混合物时发现, 乙酸乙酯、丙酮以及乙醚提取物对斜生栅藻 ( Scenedesmus

obliquus)、小球藻 ( Chlorella sp� )有良好的抑制效果, 以乙酸乙酯提取物效果最佳, 其抑藻效果与硫

酸铜相当, 化感物质为棕榈酸、胆固醇和油酸酯等
[ 14]

. 因此, 酸性组分中潜在的各种酚酸类、脂肪

酸类、酯类和萜类等物质具有抑藻潜力. 本文发现芦竹乙酸乙酯提取物中, 仅酸性组分抑藻效果强

烈, 此研究结果与上述报道基本一致.

� � 从酸性组分各浓度梯度抑藻效果的差异可以看出, 10m g� l
- 1
及 150m g� l

- 1
时, 其抑藻效果均低

于 50mg� l
- 1

, 因此, 推断酸性组分中除存在抑藻物质外, 仍可能存在其它促进藻生长的物质, 其中

的抑藻物质仍需进一步分离纯化.

2�3� 酸性组分的酸性氧化铝柱层析组分对铜绿微囊藻生长特性的影响
� � 酸性组分经酸性氧化铝柱层析得到 11个组分, 各组分均以 10m g� l

- 1
的浓度用于抑藻活性检测.

图 3为投加酸性氧化铝柱层析分离组分后铜绿微囊藻的生长及抑制率曲线. 由图 3可以看出, 组分 4

对藻生长基本无影响, 组分 6, 8, 10和 11对藻细胞生长具有一定的促进作用, 仅组分 1� 3, 5, 7

和 9有一定抑藻活性, 其中组分 1� 3及组分 9的抑藻率分别为 82%, 83%, 100%以及 70% �由酸性
氧化铝柱层析结果推断, 芦竹的酸性组分中同时存在极性较弱以及极性较强的抑藻化感物质, 其中组

分 2和组分 3在 10m g� l
- 1
的浓度下对藻细胞的抑制即可达到 100% . 上述四个强抑藻组分中的化感

物质仍有待进一步的分析鉴定, 以确定物质结构及活性.
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� � 对已报道的具有抑藻活性的水生植物的种类和数量进行分析, 发现抑藻水生植物中浮水以及沉水

植物约占 68% , 而挺水植物仅占 32%左右. 虽然挺水植物的研究相对较少, 但是已有的研究表明,

从挺水植物中发现的 ��细心醚 (石菖蒲 A corus gram ineus)
[ 15]
、四氢芘 (灯心草 J�effusus ) [ 16]

、新木质素

类 (马蹄莲 Z�aetiop ica) [ 8]
、EMA(芦苇 P �communis)

[ 4 ]
等化感物质均具有强烈的抑藻活性, 在已发现

的抑藻化感物质中属于活性较强的一类. 因此, 挺水植物具有发现强抑藻化感物质的极大潜力. 芦竹

与其他挺水植物相比具有更大生物量、更强的环境适应性和更好耐受性, 芦竹水浸提液可显著抑制产

毒铜绿微囊藻的生长, 而对羊角月牙藻、斜生栅藻、蛋白核小球藻无明显的抑制作用
[ 6]

. 本文研究发

现, 芦竹提取物酸性组分中包含多组高效抑藻物质, 这些抑藻物质属于芦竹自身合成的化学物质, 其

性质符合易降解、效应浓度低等特点, 因此, 它们有成为良好的生物源控藻剂的应用潜力.

图 3� 酸性组分组合酸性氧化铝柱层析的组分对铜绿微囊藻生长的影响 ( n= 3)

(投加浓度 10 m g� l- 1, 3d)

Fig�3� The g row th and inhib ition ratio curves o fM�aeruginosa w ith the add ition o f the ac idic- a lum ina

chromography fractions o f the ac idic fraction( n= 3)

3� 结论

� � ( 1 )芦竹乙酸乙酯提取物对铜绿微囊藻有显著的抑制效果, 其半效应浓度 ( EC50, 6d )值为

50m g� l
- 1

.

� � ( 2)通过溶剂萃取法将乙酸乙酯提取物分离为中 /碱性物质及酸性物质, 发现仅酸性物质在

10m g� l
- 1
有强烈的抑藻活性. 酸性物质经过酸性氧化铝层析柱分离得到四组高效抑藻组分, 其抑藻

率分别为 82% , 83% , 100%以及 70% . 另外, 芦竹酸性组分中同时含有弱极性及强极性抑藻物质.
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ABSTRACT

� � The high ly effective inh ib itory a lle lochem ica ls ofArundo donaxL inn� w ere ex tracted by ethyl acetate, of

w hich 50% effective concentration ( EC50, 6d ) on tox ic algaM icrocy stis aerug inosa w as 50mg� l
- 1� By so lvent

ex traction, the ex tract w as fraction ized into neutra l and ac id ic fract ions� On ly the ac id ic fraction had strong

inh ib ito ry activ ity on M �aerug inosa� Further purification o f the acidic fraction w ith acidic�a lum ina co lum n

chrom ography revealed that the fraction con tained three low �po larity and one h igh�po larity sub�fract ions, of

w hich the inhibit ion ratio w as 82%, 83%, 100% and 70% , respectively�Arundo donax Linn. , M icrocy stis

aeruginosa, extraction.

� � Keywords: Arundo donax L inn. , M icrocy stis aeruginosa, ex tract ion.


