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摘摇 要摇 通过混合培养和添加过滤液两种方式观察铜绿微囊藻和惠氏微囊藻的生长曲线,
探讨两种微囊藻之间的化感作用。 结果表明:在混合培养条件下,两者能够形成相互抑制
作用;当两者起始藻密度高于 0. 5伊106 cells·mL-1、混合比为 1 颐 1 时,惠氏微囊藻的生长因
化感作用而受到显著抑制(P<0. 05),同时惠氏微囊藻也会对铜绿微囊藻产生一定的胁迫
作用;处于对数生长期的铜绿微囊藻过滤液能抑制惠氏微囊藻的生长,且惠氏微囊藻起始
藻密度低于 0. 5伊106 cells·mL-1,连续滴加该过滤液后,其生长受到极显著抑制(P<0. 01)。
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Abstract: By the methods of co鄄culture and cell鄄free filtrate addition, this paper studied the
growth curves of Microcystis aeruginosa and Microcystis wesenbergii, and approached the allelopa鄄
thy between them. The co鄄culture test revealed that there existed mutual inhibition effect between
M. aeruginosa and M. wesenbergii. When the initial cell density of the two algae was higher than
0. 5伊106 cells·mL-1 and their mixed ratio was 1 颐 1, the growth of M. wesenbergii was sup鄄
pressed significantly (P<0. 05) due to the allelopathic effect of M. aeruginosa, and the growth
of M. aeruginosa was slightly inhibited by M. wesenbergii. The cell鄄free filtrate of M. aeruginosa
in its exponential phase inhibited the growth of M. wesenbergii, and, when the filtrate was added
continuously into culture solution and the initial cell density of M. wesenbergii was less than 0. 5
伊106 cells·mL-1, the growth of M. wesenbergii was suppressed significantly (P<0. 01).
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摇 摇 化感作用是指植物通过向外界环境释放化学物

质,对其他植物(包括微生物)产生促进或抑制作

用,其中抑制现象更为普遍(Rice,1984)。 陆地植物

间最早被发现存在这种现象,它也成功解释了如黑

矢车菊(Centaurea maculosa)和薇甘菊(Mikania mi鄄
crantha)等植物入侵现象(Chen et al. ,2009; Pollock
et al. ,2009)。 随着研究的深入,水生植物间的化感

作用逐渐引起人们的关注。 相比于陆地植物,水生

植物释放至水中的化感物质必须是亲水性的,而且

浓度足够才能对竞争者产生作用 ( Gross,2003)。
Erhard 和 Gross ( 2006 ) 研究表明, 伊乐藻 Elodea
canadensis 和 Elodea nuttallii 的甲醇提取物能够显著

抑制附生植物( epiphyte) 和浮游植物( phytoplank鄄
ton)的生长。 Mulderij 等 (2009) 发现,大萍 ( Stra鄄
tiotes aloides)与浮游丝状藻(Filamentous algae)之间

存在着化感作用。 吴晓辉等(2007)将马来眼子菜

(Potamogeton malaianus) 和斜生栅藻 ( Scenedesmus
obliquus)在共培养系统中培养,认为斜生栅藻通过

抗氧化酶防御系统来抵制化感作用。
近些年,随着湖泊富营养化导致的藻类水华等

环境问题的日益加剧,浮游藻类间化感作用的研究
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也逐渐增多。 小球藻(Chlorella vulgaris)释放出的

小球藻毒素(Chlorellin)能明显抑制 Pseudokirchneri鄄
ella subcapitata 的生长(Fergola et al. ,2006)。 节球

藻(Nodularia spumigena)、水华丝囊藻(Aphanizome鄄
non flos鄄aquae)、项圈藻(Anabaena lemmermannii)释
放的化感物质(Allelochemical)能抑制其他几种海藻

的生长(Suikkanen et al. ,2004)。 侧生藻(Fischerel鄄
la) 粗 提 物 中 的 亲 脂 性 物 质 对 绿 藻 属 的 衣 藻

(Chlamydomonas) 具有很强的抑制作用 (Gantar et
al. ,2008)。

目前浮游藻类化感作用的研究中,实验所用的

藻种大多能形成有害藻类水华 ( Harmful algae
bloom,HAB)。 HAB 不仅对水生生物能产生危害,
甚至引发了对人类健康的关注(Tang et al. ,2003)。
本文选取中国典型浅水湖泊太湖的水华优势种铜绿

微囊藻(Microcystis aeruginosa)和惠氏微囊藻(Micro鄄
cystis wesenbergii)作为研究对象,探讨这两种典型有

害藻类之间的化感作用,为初步探讨太湖水华蓝藻

优势种之间的演替和蓝藻形成机制提供理论依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验材料

铜绿微囊藻 FACHB 905 和惠氏微囊藻 FACHB
929,均购于中国科学院水生生物研究所淡水藻种

库,藻种用 BG11 培养基培养。 BG11 培养基组分如

下(pH 为 7郾 5,质量浓度为r / ( mg·L-1 )):NaNO3

1500,K2 HPO4 40,MgSO4 ·7H2 O 75,CaCl2 ·2H2 O
36,C6 H8 O7 ·H2 O 6,C6 H10 FeNO8 6,Na2 鄄EDTA 1,
Na2CO3 20,H3BO3 2郾 86,MnCl2·4H2O 1郾 81,ZnSO4

·7H2 O 0郾 222,Na2 MoO4 ·2H2 O 0郾 391,CuSO4 ·
5H2O 0郾 079,Co(NO3) 2·6H2O 0郾 049。

实验前对藻种进行预培养,光照强度为 2000
lx,光暗比为 12 h 颐 12 h,温度 25益。 每 1 个月转接

1 次,两株藻种镜检能明显区分形态(图 1),且无杂

藻,将其作为实验藻种。
1郾 2摇 实验仪器

Zeiss Axio Imager A1 荧光显微镜,PGX鄄350B 智

能光照 培 养 箱 ( 宁 波 海 曙 赛 福 实 验 仪 器 厂 ),
YX280B 手提式不锈钢蒸汽消毒器(上海三审医疗

器械有限公司)。
1郾 3摇 实验方法

1郾 3郾 1 摇 铜绿微囊藻和惠氏微囊藻混合培养实验

将铜绿微囊藻和惠氏微囊藻以不同的初始藻密度

图 1摇 显微镜观察实验藻种的形态
Fig. 1摇 The algae morphology under microscope
目镜放大 10 倍,物镜放大 40 倍。

(105 cells · mL-1、 5 伊 105 cells · mL-1 和 7 伊 105

cells·mL-1)及不同混合比(1 颐 1、1 颐 2、2 颐 1)接种

于 250 mL 锥形瓶中,每组设置 3 个平行。 每天定时

摇动锥形瓶 3 次,并任意改变它们在光照培养箱中

的位置。 每天同一时间取 0郾 1 mL 藻液在显微镜下

用血球计数法进行细胞计数。
1郾 3郾 2摇 铜绿微囊藻过滤液培养惠氏微囊藻摇 将处

于 对 数 生 长 期 ( 培 养 25 d, 藻 密 度 为 107

cells·mL-1)的铜绿微囊藻培养液过滤(GF / C 膜,
Whatman)得到实验所需的过滤液,按不同的方式添

加至惠氏微囊藻培养液中(表 1)。 设置 3 个起始藻

密度(106 cells·mL-1、2 伊106 cells·mL-1 和 3 伊106

cells·mL-1),每天取 0郾 1 mL 藻液在显微镜下进行

细胞计数。
1郾 3郾 3摇 连续滴加铜绿微囊藻过滤液培养惠氏微囊

藻摇 用 BG11 培养基接种对照组,连续滴加组与

1郾 3郾 2 中控制组条件相同,保持对照组和连续滴加

组的初始藻密度相同,并设置 3 个初始密度(2伊105

cells·mL-1、5伊105 cells·mL-1和 106 cells·mL-1)。
从实验第 1 天起,每天加入 10 mL 的 1郾 3郾 2 中 M.
aeruginosa 过滤液(对照组加 10 mL 的 BG11 培养

基),连续滴加 5 d,每天取 0郾 1 mL 藻液在显微镜下

计数藻细胞个数。

表 1摇 铜绿微囊藻过滤液的添加方式
Table 1摇 The addition ways of the cell鄄free filtrate from M.
aeruginosa
组别 过滤液体积

(mL)
BG11 培养基
的体积(mL)

添加方式

对照组 0 150(1伊)
控制组 50 100(1郾 5伊) a 一次性加

对比组 50 100(1郾 5伊) 水浴 10 min 后一次性加
a 为浓度 1郾 5 倍的 BG11 培养基
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1郾 4摇 抑制率

以藻细胞计算抑制率( inhibition rate,IR):抑制

率=(对照组-处理组) /对照组伊100%
1郾 5摇 数据处理

采用 SPSS(16郾 0 版本)软件中 One鄄way ANOVA
过程比较各种培养方式下惠氏微囊藻生长的差异,
采用 Independent鄄Sample T Test 过程分析连续滴加

时惠氏微囊藻生长的差异,同时采用 Origin(8郾 1 版

本)进行图表处理。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 铜绿微囊藻和惠氏微囊藻共同培养

2郾 1郾 1摇 铜绿微囊藻对惠氏微囊藻的化感作用摇 M.
aeruginosa 和 M. wesenbergii 以 较 低 ( 105

cells·mL-1)的起始藻密度共同培养时,M. wesen鄄
bergii 的生长受到轻微的影响(图 2A)。 该起始藻密

度下,M. aeruginosa 与 M. wesenbergii 混合比是1 颐 2
时,M. wesenbergii 能够正常生长;而两者的混合比

为1 颐 1时,M. wesenbergii 与对照(BG11 培养液单独

培养)相比,生长速率开始变慢;当混合比为 2 颐 1
时,M. wesenbergii 的生长更加缓慢,但差异不显著

(P = 0郾 145)。 提高两株藻的起始藻密度 (5 伊 105

cells·mL-1)后,M. wesenbergii 的生长明显异常(图
2B)。 该起始藻密度下,培养前 3 d 内,3 种混合比

下的 M. wesenbergii 都能正常生长;但从第 4 d 开

始,对照组 M. wesenbergii 已进入对数期,而共同培

养中各混合比的 M. wesenbergii 均受到严重的抑制;
尤其是两者混合比为 1 颐 1 和 2 颐 1 时,M. aeruginosa
都极显著抑制 M. wesenbergii 的生长(P = 0郾 009,P =
0郾 003)。 当两者起始藻密度为 7伊105 cells·mL-1时

(图 2C),M. aeruginosa 对 M. wesenbergii 的抑制作

用则更加显著。 培养 3 d 后,各混合比下 M. wesen鄄
bergii 都不生长,但未死亡;其中 M. aeruginosa 和

M. wesenbergii 初始混合比分别为 1 颐 1 和 2 颐 1 时,
M. wesenbergii 受抑制情况极显著(P = 0郾 002,P =
0郾 004)。
摇 摇 抑制率直观地反映了 M. wesenbergii 受抑制的

情况(表 2),M. aeruginosa 与 M. wesenbergii 初始浓

度为 105 cells·mL-1(方案 A)时,前 7 d 培养中,M.
wesenbergii 未受到抑制,7 d 后 3 个混合比(1 颐 1、
1 颐 2、2 颐 1)条件下 M. wesenbergii 生长都受到抑制,
第 9 d 抑制率分别为 58郾 9% 、39郾 5% 、48郾 4% 。 两者

起始密度提高为0郾 5 伊106 cells·mL-1(方案B)和

图 2 摇 M. aeruginosa 与 M. wesenbergii 共同培养时 M.
wesenbergii 的生长曲线
Fig. 2摇 Growth curve of M. wesenbergii when cultured to鄄
gether with M. aeruginosa
A, 起始藻密度 105 cells·mL-1; B, 5伊105 cells·mL-1; C, 7伊105

cells·mL-1。

0郾 7伊106 cells·mL-1(方案 C)时,混合培养 4 d 内,3
个混合比下 M. wesenbergii 生长都未受到抑制。 从

第 4 d 起,M. wesenbergii 生长明显受抑制,抑制率随

时间变化呈逐渐增加的趋势。 至第 9 天,初始藻密

度为 0郾 5伊106 cells·mL-1时,1 颐 1、1 颐 2、2 颐 1 三个

混合比下 M. wesenbergii 抑制率均在 70% 以上;初
始密度为 0郾 7伊106 cells·mL-1时,3 个混合比下抑制

率均在 80%以上。
2郾 1郾 2摇 惠氏微囊藻对铜绿微囊藻的胁迫作用摇 在

M. aeruginosa 与 M. wesenbergii 共同培养实验中,同
时也出现了 M. wesenbergii 胁迫 M. aeruginosa 生长

的现象。 两者起始浓度为 105 cells·mL-1 时 (图

3A),各混合比下 M. aeruginosa 能够正常生长,生长

没 有 受 到 抑 制。 而 起 始 藻 密 度 高 于 0郾 5 伊 106

cells·mL-1,混合比为 1 颐 1 时,M. aeruginosa 生长便

会受到抑制。 其中起始藻密度为 0郾 5伊106cells·mL-1

时(图 3B),3 个混合比条件下抑制现象不显著(P>
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0郾 2)。 起始藻密度增加为 0郾 7 伊106 cells·mL-1(图
3C)抑制作用最明显,尤其是混合比为 1 颐 2 时,M.
aeruginosa 的生长受到了显著抑制(P=0郾 023)。
2郾 2摇 铜绿微囊藻过滤液对惠氏微囊藻生长的影响

用处于对数生长期的铜绿微囊藻过滤液培养惠

氏微囊藻,在 3 个初始藻密度下,与对照组相比,M.
wesenbergii 的生长都受到了抑制(图 4)。 同时,加热

处理后的铜绿微囊藻过滤液与原过滤液相比,其对

M. wesenbergii 生长影响没有显著性差异(p>0郾 5)。
2郾 3摇 连续滴加铜绿微囊藻过滤液对惠氏微囊藻生

长的影响

实验结果显示(图 5),连续滴加 M. aeruginosa
过滤液后,M. wesenbergii 的生长受到了显著地抑

制。 与连续滴加 BG11 培养基相比,初始藻密度为 2
伊105 cells·mL-1和 5伊105 cells·mL-1 时(图 5A 和

B ) ,M. wesenbergii抑制情况极显著(P<0郾 01) 。实

表 2摇 混合培养时 M. wesenbergii 的抑制率(%)
Table 2摇 The inhibition rate of M. wesenbergii when co鄄cultured with M. aeruginosa
培养时间
(d)

方案 A
1 颐 1 1 颐 2 2 颐 1

方案 B
1 颐 1 1 颐 2 2 颐 1

方案 C
1 颐 1 1 颐 2 2 颐 1

4 -24郾 1 -58郾 6 75郾 0 73郾 0 37郾 1 93郾 3 74郾 5 24郾 5 68郾 4
5 39郾 1 -47郾 8 -50郾 0 68郾 6 18郾 6 89郾 5 89郾 7 67郾 7 70郾 3
6 17郾 1 -40郾 0 3郾 4 83郾 7 39郾 8 91郾 1 92郾 8 62郾 8 76郾 2
8 26郾 7 -8郾 3 53郾 4 85郾 0 71郾 6 94郾 7 96郾 4 87郾 9 89郾 8
9 58郾 9 39郾 5 48郾 4 91郾 3 78郾 1 96郾 7 97郾 4 83郾 9 96郾 5

图 3 摇 M. aeruginosa 与 M. wesenbergii 共同培养时 M.
aeruginosa 生长曲线
Fig. 3摇 Growth curve of M. aeruginosa when cultured to鄄
gether with M. wesenbergii
A, 起始藻密度 105 cells·mL-1; B, 5伊105 cells·mL-1; C, 7伊105

cells·mL-1。

图 4 摇 M. aeruginosa 过滤液培养 M. wesenbergii 的生长
曲线
Fig. 4摇 Growth curve of M. wesenbergii in cell鄄free filtrate
from M. aeruginosa
A, 起始藻密度 106 cells·mL-1; B, 2伊106 cells·mL-1; C, 3伊106

cells·mL-1。
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图 5摇 连续滴加 M. aeruginosa 过滤液时 M. wesenbergii 的
生长曲线
Fig. 5摇 Growth curve of M. wesenbergii when cell鄄free fil鄄
trate from M. aeruginosa added continuously
A,起始藻密度 2 伊105 cells·mL-1; B,5 伊105 cells·mL-1; C,106

cells·mL-1。

验 3 d 内,M. wesenbergii 在这两种条件下都能正常

生长。 但从第 4 d 起,连续滴加组中的 M. wesenber鄄
gii 生长受到抑制,藻密度开始降低,之后 M. wesen鄄
bergii 培养液开始发黄。 而整个实验中对照组能正

常生长,没有出现生长异常情况。

3摇 讨摇 论

混合培养是研究藻类化感作用最典型的方法,
用一种藻培养液的过滤液培养其他藻也属于这种方

法(Legrand et al. ,2003)。 本实验采用 M. aerugino鄄
sa 和 M. wesenbergii 混合培养方式探索两者间的化

感作用。 而且为了降低培养时环境因素的干扰,实
验各组别的培养条件和方法都是相同的。 首先,一
般湖泊中无机氮和总磷分别达到 0郾 3 mg·L-1 和

0郾 02 mg·L-1即为富营养化,本实验前后培养液中

营养盐(NO3
- 鄄N、PO4

3- 鄄P)远高于该水平,能保证藻

生长于富营养状况。 其次,每天定时摇晃锥形瓶并

任意改变其位置,可以降低光照不均带来的影响。
另外,使用灭菌后的 BG11 培养基,且过滤液通过

GF / C 滤膜,可以降低微生物的干扰。 所以,排除以

上能引起竞争的环境因素后,两株藻种混合培养时

M. aeruginosa 对 M. wesenbergii 的抑制作用可以归

结为化感作用。 但是 M. wesenbergii 抑制 M. aerugi鄄
nosa 生长的原因尚不清楚,可能存在竞争抑制关系。
赤潮异湾藻与三角褐指藻也存在着类似的现象,赤
潮异湾藻对三角褐指藻有强烈化感抑制作用,而三

角褐指藻能对赤潮异湾藻产生轻微的竞争抑制(林
志芬等,2010)。

目前许多研究证实了微囊藻能够对其他藻类产

生化感作用,如培养 20 d 的微囊藻(Microcystis)过

滤液能够显著抑制双鞭藻 Peridinium gatunense 的光

合作用(Sukenik et al. ,2002);一些蓝藻在生长过程

中释放的挥发性有机物(VOCs) 能够抑制小球藻

(Chlorella pyrenoidosa)的生长( Ikawa et al. ,2001)。
本实验中经过 9 d 的混合培养,M. aeruginosa 对 M.
wesenbergii 存在明显的化感作用,且这种抑制作用

与 M. aeruginosa 的起始藻密度和两者的混合比相

关。 只有当 M. aeruginosa 起始藻密度足够高,使其

分泌的化感物质在培养液中达到一定的浓度时,才
能对 M. wesenbergii 产生明显的抑制作用。 Nakai 等
(1999)的研究证实了植物化感作用存在浓度效应。
一些研究表明,藻类化感作用同样具有这一特征,亚
历山大藻(Alexandrium tamarense)和棕囊藻(Phaeo鄄
cystis globosa)浓度较高时,可以完全抑制其他几株

HAB 藻类的生长,浓度较低时那些藻种则可以维持

生长(Liu et al. ,2010; Yin et al. ,2010)。
为了克服浓度效应并模拟水生植物间化感作

用,研究水生植物对藻类的化感作用时,大量文献中

都采取连续滴加植物种植水的方式培养藻类。 连续

滴加种植水后,金鱼藻(Ceratophyllum demersum)、微
齿眼子菜(Potamogeton maackianus)等沉水植物的

克藻效应加强(鲜啟鸣等,2005)。 连续滴加粉绿狐

尾藻(Myriophyllum aquaticum)种植水可以明显地抑

制铜绿微囊藻的生长(吴程等,2008)。 本实验采用

M. aeruginosa 过滤液培养和连续添加该过滤液两

种方式,结果表明第二种条件下 M. wesenbergii 生长
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的抑制效果更加明显,这与两株实验藻种共同培养

时 M. wesenbergii 受抑制的现象吻合,所以共同培养

时 M. aeruginosa 可能是连续释放化感物质抑制 M.
wesenbergii 的生长。 当然,仍需进一步对本研究中

产生化感作用的化感物质进行分析鉴定,应当对 M.
aeruginosa 过滤液进行富集和分离,结合生物测试的

方法鉴定具体的化感物质。
水生植物对 HAB 藻类的化感抑制作用为我们

有效控制富营养化水体中形成的水华提供了新思

路。 研究藻类间的化感作用同样具有指导意义,因
为在复杂的水环境中,许多藻类的优势种地位会发

生变化,经常发生藻类的演替并呈现不同的时空分

布特征。 Yamamoto 和 Nakahara(2009)研究了日本

某一富营养水体中微囊藻和项圈藻(Anabaena)的季

节性变化,结果表明,在水华形成之前绿色微囊藻

(Microcystis viridis)在微囊藻中占优势;铜绿微囊藻

和惠氏微囊藻在 7 月后占绝对优势,且铜绿微囊藻

于 7—11 月是最优势种。 中国太湖蓝藻水华爆发

时,微囊藻是优势藻种,其中主要由铜绿微囊藻、惠
氏微囊藻、水华微囊藻(Microcystis flos鄄aquae)组成,
且随着时间变化,三者在水生环境中的主导地位也

会变化(Chen et al. ,2003)。 以上研究只着重分析

了营养、光照、温度等基本的环境因素对这种变化的

作用,即基本的竞争机制是主要影响因素;除此以

外,我们还应当考虑在水华优势种时空分布变化过

程中,优势种之间化感作用的贡献,从而为阐明蓝藻

水华形成和暴发机制提供更多的理论依据。

4摇 结摇 论

M. aeruginosa 和 M. wesenbergii 间存在相互抑

制作用,其中 M. aeruginosa 对 M. wesenbergii 有强

烈的抑制作用,且化感作用是主要因素,而 M.
wesenbergii 对 M. aeruginosa 的抑制作用则较弱。
M. aeruginosa 对 M. wesenbergii 的化感作用存在浓

度效应。 当两者藻密度为 0郾 5伊106 cells·mL-1以上

时,3 个混合比(1 颐 1、1 颐 2、2 颐 1)下,M. wesenbergii
的生长都受到了严重的抑制,培养 9 d 后抑制率在

80%以上。 初始藻密度低于 0郾 5 伊106 cells·mL-1

时,连续滴加对数期的 M. aeruginosa 过滤液后,M.
wesenbergii 的生长受到了极显著抑制(P<0郾 01)。
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