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摘  要：提取马来眼子菜植物体内的抑藻物质，分离得到一活性组分，气质联用（GC-MS）鉴定其主要为脂肪酸类物质，抑

制羊角月牙藻的半效应浓度（EC50，3d）为7.90mg/L.测定组分中含有的8种脂肪酸与油酸单独及联合作用对羊角月牙藻
的抑藻效果，结果证实脂肪酸类物质具有化感抑藻效应，其抑藻效果与其碳链长度及其不饱和度有关，碳链越短其抑藻

活性越高，不饱和脂肪酸的抑藻效应大于同碳链饱和脂肪酸，多种脂肪酸联合作用时具有协同作用.分离过程中也得到

另一甾醇组分，其对羊角月牙藻没有明显抑制作用，且对脂肪酸类物质的抑藻效果没有影响.
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摘  要：提取马来眼子菜植物体内的抑燕物质，分离得到一活性组分，气质联用（GC.MS）鉴定其主要为脂肪酸类物质，抑

制羊角月牙藻的半效应浓度（ECso.sd）为7.90mg/L.测定组分中含有的8种脂肪酸与油酸单独及联合作用对羊角月牙藻
的抑藻效果，结果证实脂肪酸类物质具有化感抑藻效应，其抑藻效果与其碳链长度及其不饱和度有关，碳链越短其抑燕

活性越高，不饱和脂肪酸的抑藻效应大于同碳链饱和脂肪酸，多种脂肪酸联合作用时具有协同作用.分离过程中也得到
另一甾醇组分，其对羊角月牙藻没有明显抑制作用，且对脂肪酸类物质的抑藻效果没有影响.
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    沉水植物是水生态系统中主要的初级生产者，研究发现沉水植物释放化感物质是其保持水体清澈的主

要机制之一，并已从某些沉水植物中分离鉴定出一些化感抑藻物质.例如Nakai等¨1发现穗花狐尾藻能分泌

鞣花酸、焦梧酸、没食子酸、（  +）.儿茶紊等酚酸类化感物质抑制铜绿微囊藻的生长；王立新等⋯发现黑藻养

殖水及其乙醚提取物能显著抑制微囊藻生长，对黑藻养殖水的乙醚提取物进行GC.MS分析，鉴定其含有邻
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生的次生代谢物质，一般能在自然条件下降解，不会在生态系统中长期积累，生态安全性好H3  .因此利用水

生植物对浮游藻类的化感作用或分离出来的抑藻物质控制藻类水华将是一种经济、生态安全的方法，近年

来该方面的相关研究已成为热点.

    马来眼子菜（月oIamo学eIDn mnl口innH口），是长江中下游浅水湖泊常见沉水植物优势种之一，耐污、适应性

强‘41.迄今为止国际上已经从微齿眼子菜（月Dt口mogetan m口口c蠡ianu●）  Hj  、蓖齿眼子莱（—DIamo学8ton  peBI￡nd.

Inl）‘叫、浮叶眼子菜（—n'8mo霉elnn nalBns）㈣1  、光叶眼子菜（只Dtomo冒Bton lH。Bns）、穿叶眼子菜（只DInmD学8ton

pectindIu。）  、菹草（只DI口mogetDn arfsp扯。）  m’̈ 1等眼子菜科植物体内分离得到生物碱、类黄酮、二萜等有抑藻效

应化合物.有关研究显示马来眼子菜也具有化感抑藻效应，其在共培养试验中对不同起始密度的斜生栅藻

都有抑制作用‘啪；不同处理的马来眼子菜种植水对羊角月牙藻生长具有抑制作用，这种生长抑制与马来眼

子菜生物量及种植时间有显著关系o驯.尽管已有的研究结果表明马来眼子菜有化感抑藻作用，但是对其体

内主要的抑藻物质类型及作用机制研究很少，因此开展马来眼子菜体内高效抑藻活性物质的提取分离及鉴

定，并研究抑藻物质的抑藻效果，对理解马来眼子菜化感作用及利用这种作用开发新型生态型除藻剂具有

重要的意义.

1  材料与方法

1.1  实验材料

    马来眼子菜（P.mnZ口inn“8）采自湖北黄陂十棵松河，采集时间为2008年  6月，室内阴干后粉碎待用.羊

角月牙藻（&cBp—‘co—n如‘“m）购自中国科学院水生生物研究所藻种库，采用藻类测试方法推荐的培养基培养.

    d.亚麻酸（d-Linolenic acid）、壬酸（Nonanoic  acid）  、癸酸（  Decanoic acid）  购自Alfn Aeea公司；亚油酸

（linoleic acid）、油酸（oleic acid）购自Bigma公司；豆蔻酸（Tetradecanoic acid）、月桂酸（Dodecanoic acid）购自

BBI  公司；硬脂酸（Octadecanoic acid）购自天津科密欧化学试剂公司；棕榈酸（Hexadec矗noic acid）购自上海三

浦化工；N，0.双（三甲基硅基）三氟乙酰胺

（BSTFA）  购自8igma公司；二甲亚砜（  DM-

S0）、二氯甲烷为色谱纯，其余试剂为分析纯.

1.2抑藻物质的提取和分离

  粉碎的植物碎末2.4kg加入乙醇浸提，

浸提液过滤后，减压蒸干（40℃）  ，得乙醇浸

膏约100g.将乙醇浸膏按照Gunatilak丑【驯方

法进行适当改动以极性分段，具体步骤见图

1.取不同萃取层的浸膏进行抑藻测试，活性

最强的萃取层浸膏上硅胶柱层析，石油醚：

丙酮（V/V.99：  1  一O：  1）梯度洗脱，收集的馏

分薄层层析之后合并，进行抑藻测试，得活

性最强馏分.对这一馏分用丙酮进行反复重

结晶，得两部分，将其中一部分上凝胶柱

Sephadex LH.20分离，溶剂系统为正己烷：氯

仿：甲醇=3：  1：  1.薄层层析合并馏分，得活

性最强的组分.

1.3衍生化及GC-MS分析

    取适量样品，N：流吹干，加入0.1  ml BSTFA，80℃反应2h，N：流吹干，加入二氯甲烷l  ml，进GC.MS分析.

气质分析采用6890N-5973inert联用仪（美国安捷伦）  ，色谱柱HP.5，EI  离子源，进样口温度2500C，进样量

1山，流速1.Om1/min，起始温度的℃，保持2min，以lO℃/min升到280℃，保持lOmin.样品各组分的质谱数

据与NIS卫02标准谱库进行比对，鉴定各组分的物质组成，面积归一法计算各物质相对含量.

图l  马来眼子菜体内化感组分的初步分离

Fig.1  强e crude枞on of the dlebpalhic
    缸don证P.mdki田埘‘



1.4藻类生物测试

    本实验采用加拿大环境保护局㈣推荐的96孔板测定淡水绿藻门羊角月牙藻的生长抑制作为藻类测试

的基本方法.使用加拿大环境保护局推荐的培养基（配方见表1）  ，取处于对数生长期藻液加入各孔，使起始

藻密度为105ceUs/ml，加入样品，DMSO助溶（体积分数为0.3%）  ，同时设0.3%  DMSO的对照组，培养温度

25±l℃，光照强度3500lux，连续光照72h后，酶标仪430nm检测光密度.每次加入0.3mg/L的硫酸锌作标

准参照毒物，进行方法的校准.

    表1  培养基配方

    Tab.l The liquid gDowth mediumfor algal cultuDe recommended by EPA Canada

    根据前期结果，选取碳链长度分别为9、10、12、14、16、18的6种饱和脂肪酸，另外选取了碳链为18，不

饱和度分别为l、2、3  的油酸、亚油酸、a.亚麻酸，测定这些单一脂肪酸对羊角月牙藻的半抑制效应浓度

（EC，D）.

    在单一脂肪酸抑藻实验的基础上，设计了3组联合实验，第一组：9种脂肪酸的联合；第二组：6种饱和

脂肪酸的联合；第三组：l8碳的饱和与3种不饱和脂肪酸的联合.这三组联合毒性测试是在测得单一物质

EC，。基础上，将每组联合中的各种物质按EC，。比值进行混合，稀释成系列浓度，测定各组混合对羊角月牙藻

的半抑制效应浓度（EC，。）.

    联合毒性实验的评价方法使用水生毒理联合效应相加指数法‘16】  ，根据单一毒性和联合毒性的实验结

果，计算混合物质抑藻活性（S）  ：

    S=（AI/AI）  +（曰./BI）  +（C-/Cl）  +  ⋯⋯

式中：S为混合物质抑藻活性，A.  、马、C.等为单一物质的EC，。，Am，口。.，C。等为混合物EC，。毒性中各毒物的浓

度.当S≤1  时，A，=1/S—l  ；S>1  时，AJ=S（一1）  +1.A，>O时为协同作用，A，  <0时为拮抗作用，当A，  =O时

为相加作用.

1.5数据处理

    根据光密度计算相对抑制率，公式如下：

    相对抑制率（%）  =100×（对照组0D.jh一处理组0D∞m。）/对照组ODno。

    根据相对抑制率的概率单位与相应的浓度，用直线回归法得到浓度一效应方程，计算EC，。，数据采用

SPSS 13.O进行分析，显著性差异采用0ne.way ANOVA分析方法.

2结果与分析

2.1  提取分离过程中组分的抑藻活性

2.1.1  极性分段所得浸膏活性大小  马来眼子菜乙醇浸膏的甲醇水溶液分别用石油醚和乙酸乙酯萃取后各

浸膏的抑藻效果结果表明，极性最小的石油醚层浸膏抑藻效果最强，50mg/L时对羊角月牙藻的生长抑制达

到59.78%±5.81%；乙酸乙酯层浸膏的活性次之，50mg/L的抑制率为38.02%±4.17%；剩余的50%甲醇水



图2不同萃取层浸膏及参考毒物的抑藻效果

ng.2 ne  粕tid斛Desults of di伍erent extract8

    and  地如他mbxic蚰t

层浸膏50mg/L的抑藻活性为13.64%  ±

2.25%（图2）.由此可见马来眼子菜提取物中

具有强抑藻活性的化合物主要为弱极性物质.

用参考毒物硫酸锌的抑藻结果来衡量每次试

验方法及数据的可靠性.0.3mg/L的硫酸锌对

羊角月牙藻的抑制率为66.74%±1.47%，若每

次试验所得0.3mg/L硫酸锌的抑制率与此无

显著差异（P<0.05），则认为此次实验结果

可性.

2.1.2分离过程中各组分活性大小  对活性

最高的石油醚层浸膏进行硅胶柱层析所得的

13个组分中，石油醚：乙酸乙酯=95：  5洗脱所

得的第5号组分（Fl5）活性最高，50Ing/L时达

到了65.76%  ±2.64%（其余组分抑藻效果未

显示）.FI5结晶后得两部分，分别为Fl5·01  和

FI5七2，FI5·0l  的抑藻活性明显强于Fl5旬2.

30mg/L Fr5·0l  对羊角月牙藻的抑制率为

67.09%  ±1.88%，50mg/L时达到了76.91%  ±2.15%，而FI5-02对羊角月牙藻没有明显抑制作用.分别将

lOmg/L  和30mg/L Fr5_02加入到30mg/L的FI5旬l  中，其对羊角月牙藻的抑制率与30mg/L Fl5旬l  单独作用

于羊角月牙藻时的抑制率没有显著性差异（P>0.05），表明FI5以2不仅自身没有抑藻效应，对FI5ml  的抑

藻效应也没有影响.由凝胶柱色谱层析所得活性最强组分（PMFA）50mg/L时藻类已全部死亡.达到了100%

的抑制率，表现出强烈抑藻效应.

    图3 Fl5及分离的各组分对羊角月牙藻的抑制效果

    Fig.3 The inhibition of FI5 and i§olated  ￡薯action8 0n&cⅡp—‘cDm“Ium

2.1.3 PMFA组分对羊角月牙藻的EC，0 50mg/L PMFA组分作用于羊角月牙藻时.72h光照周期结束后藻
类全部死亡，具有明显的抑藻效果.进一步测定不同浓度PMFA组分对羊角月牙藻抑制效应（图4）.利用一

元线性回归，求得PMFA对羊角月牙藻的半效应浓度EC，o.3d为7.90mg/L（R2  =0.986）  .
2.2分离组分的成分鉴定

    Fr5组分主要由脂肪酸和甾醇两大类物质组成，其中甾醇占大多数，达到总量的71.89%，脂肪酸含
量为16.78%.根据甾醇易结晶析出的特性，采用丙酮进行重结晶，析出晶体部分为组分FI5m2.甾醇



类物质占其96.68%，脂肪酸量极少，仅为

0.79%；经过重结晶，FI5-0l  中脂肪酸的量提

高，达到了66.25%，为甾醇类物质的3.6倍

（表2）.甾醇类物质的分子量普遍大于脂肪酸

类物质，利用二者分子量的差异选择凝胶柱色

谱，进一步去除Fr5.Ol  中甾醇类物质，收集馏

分得组分PMFA，其含有84.16%的脂肪酸类物

质，甾醇类物质只检测到一种含量为0.72%的

麦角甾醇.

2.3单一脂肪酸的抑藻效果

    本实验选取了PMFA中含量较高的一些常见

脂肪酸，碳链长度分别为9、10、12、l4、16、18  的6

种饱和脂肪酸，以及碳链为18，不饱和度分别为l、

2、3的油酸、亚油酸、d.亚麻酸.其中油酸在PMFA

    表2 GC.MS鉴定各组分的组成及含量’

    Tab.2 Composition and content af difeDentfractions identified by GC-MS

    图4 PMFA组分对羊角月牙藻的抑制效果

Fig.4  'Ik inhibition of  蠡Eaction PMFA on.S.cBpricDrnutum

●.表示未检测到.

中可能因为含量太低或者不存在而未检测到，但在文献‘171  中报道过油酸（ci8·9·0ctadeoenoic acid）对铜绿微

囊藻具有很强的抑制效应，EC，。为1.6  ±0.4mg/L，因而也进行了其对羊角月牙藻的抑制作用研究.

  各种脂肪酸对羊角月牙藻均有不同程度的抑制效应，碳链最短的壬酸的抑制效应最强，棕榈酸与硬脂



酸等相对碳链较长的饱和脂肪酸抑制效果较差，EC，。大于35mg/L，不饱和脂肪酸的抑制作用要强于同碳链

的饱和脂肪酸（表3】.各脂肪酸赙羊角月牙藻的EC，。分别为：壬酸<油酸<癸酸<月桂酸<a.亚麻酸<亚

油酸<豆蔻酸<棕榈酸<硬脂酸.6种饱和脂肪酸的EC，o与它们所含碳原子的个数呈正相关（r=0.971，

P<0.05）  ，碳链越多，EC，o值越大.

    表3 9种脂肪酸作用于羊角月牙藻的EC，o

    Tab.3 EC，o of nine￡atty  acid8 0n S.cap—fc口mHI“m

2.4多种脂肪酸的联合抑藻效果

    PMFA组分由多种脂肪酸组成，且含量差异较大.因而在单一脂肪酸抑藻实验的基础上，按等毒性单位

设计了3组联合实验.这三组联合的抑藻结果见表4，根据水生毒理联合效应相加指数法计算，每组联合的

效应相加指数 ，̂分别为0.901.0.852，1.809，均大于O，表明这三种组合所含的多种脂肪酸间具有明显的协

同抑藻作用，即饱和脂肪酸之间，不同饱和度的同一碳链的脂肪酸，以及不同碳链饱和、不饱和脂肪酸联合

时，均存在着协同抑藻作用.

    表4脂肪酸对羊角月牙藻三组联合的抑藻效果

    Tab.4 The combined inhibitory e岱ect8 0f three fatty acid暑group8 0n S.c8p—ED口fnH‘Ⅱm

3讨论

    通过不同极性有机溶剂的提取，进一步的分离鉴定及藻类生物毒性试验，证明了马来眼子菜植物体内

抑藻效应组分PMFA主要由脂肪酸类物质组成，0C-MS鉴定其单一脂肪酸组成与文献中报道过的有化感效

应的脂肪酸类物质有相同之处.G刮ll捌∞do.Willi哪‘1'1  等用莴苣萌发作为生物示踪，从南方香蒲（F舶尹 口̂domin.

矽ens's P）的水浸提液中分离到有活性的亚油酸、a.亚麻酸等，在其渗滤液中也检测到这两种脂肪酸；Nakai‘”1

等从穗花狐尾藻的培养液及甲醇提取液中检测到多种脂肪酸，如壬酸、豆蔻酸、棕榈酸、硬脂酸、油酸等，毒

性实验结果显示.壬酸，顺岳烯酸，顺乒烯酸明显地抑制铜绿微囊藻的生长；张庭延‘191从大型水生植物普生

轮藻（Ĉ口n口  lzulgnr‘。L）中分离得到3种脂肪酸类化感物质：亚油酸、棕榈酸和豆蔻酸，发现这3种脂肪酸具



有不同程度的抑藻作用.不同的植物体内提取或者组织培养液中分离到的脂肪酸的种类、含量有所不同，生

物测试的方法也存在差异，各种脂肪酸活性大小也不一致，但这些实验都显示脂肪酸类物质有化感抑藻效

应，利用这种效应来抑制水华藻类生长具有潜在的可能性.

    脂肪酸作为一类物质，大量存在于植物体内，其骨架长度为4—36个碳原子，多数为12—24个碳，主要

为偶数碳的饱和与不饱和脂肪酸，16和18个碳原子最常见‘201  .本实验中选择了存在于马来眼子菜体内且

碳链及双键数目有一定分布规律的9种脂肪酸，研究每种脂肪酸对羊角月牙藻的生长抑制规律，结果显示

所选9种脂肪酸的抑藻效应大小为：壬酸>油酸>癸酸>月桂酸>廿亚麻酸>亚油酸>豆蔻酸>棕榈酸>

硬脂酸.6种饱和脂肪酸碳原子个数与EC，。具有相关性（P<0.05）  ，即饱和脂肪酸碳链越短，抑藻活性越强.

Nakai【  I71  等研究的几种脂肪酸对铜绿微囊藻的抑制结果中壬酸活性最强，豆蔻酸、棕榈酸、硬脂酸的活性最

差，与此结论一致；同时不饱和脂肪酸活性强于饱和脂肪酸，这可能与不饱和脂肪酸含有双键，易被氧化成

羟基化合物而影响抑藻活性的大小有关.Aliotta【2̈ 等经过研究也认为d.亚麻酸的抑藻活性主要来自于它的

氧化产物而不是n.亚麻酸本身.本实验中含有一个双键的油酸活性强于含有两个双键的亚油酸和三个双键

的a.亚麻酸，q.亚麻酸的活性又强于亚油酸，这可能是由于不同物质氧化速度不同，氧化产物的活性大小不

同等.具体的作用机理还需进一步研究.

    对PMFA中检测出来的主要脂肪酸进行单独抑藻试验发现除了壬酸对羊角月牙藻EC，。为3.69mg/L，

小于PMFA的EC，07.90mg/L外，其余几种脂肪酸ECso都大于PMFA的EC，o，其中硬脂酸EC，o达到

40.27mg/L.而且抑制活性高些的物质如壬酸、癸酸等含量要远远小于棕榈酸、硬脂酸等活性差的物质（表

2）.这也就意味着PMFA对羊角月牙藻的抑制效应不是其各组成成分的抑藻效应的简单加和，可能是多种

物质以一定比例联合作用的结果.以前的研究证明当多种化合物共同作用于生物体时，在生物体内会彼此

影响，作用方式复杂，可产生拮抗、相加、无关或者协同等多种效应m1，例如硝基苯、苯酚、苯胺、甲苯四种苯

的衍生物与1.硝基芘以等毒性单位两项联合作用于斜生栅藻时，硝基苯、苯胺与1.硝基芘显示协同抑制作

用而苯酚、甲苯与1.硝基蓖则显示拮抗作用‘驯；对PMFA中主要组成的脂肪酸联合作用的研究发现不管是

取其中饱和脂肪酸，相同碳链的饱和度不同的脂肪酸还是所有脂肪酸的联合，都显示的是协同抑藻作用，证

明脂肪酸类物质在共存时能联合增效.这种协同作用使多种物质共存时的毒性要强于单独作用之和，达到

相同抑制效果的抑藻物质的用量相对较少.不过不同的物质联合，不同的配比条件，协同增效的程度会有差

别.例如王桂燕Ⅲ1等发现不同浓度配比条件下四氯乙烯与镉联合对草鱼毒性的协同作用强度不同.本试验

等毒性单位设计的3组联合，表现出的协同效应大小也有区别：9种脂肪酸联合的EC，。为8.97mg/L；6种饱和

脂肪酸联合EC50为lO.57mg/L；l8碳的饱和脂肪酸和3种不饱和脂肪酸联合的ECso为6.79mg/L三种联合作

用中18碳的饱和脂肪酸和3种不饱和脂肪酸联合协同效应最强，而6种饱和脂肪酸联合协同效应最小.

    本实验中还发现对羊角月牙藻没有抑制作用的组分F-5旬2主要为甾醇类物质，包括菜油甾醇、麦角甾

醇、豆甾醇、B.谷甾醇等.植物甾醇类物质广泛分布于自然界，主要以游离态、甾醇酯（脂肪酸酯和酚酸酯）、

甾基糖苷和酰化甾基糖苷等形式存在‘冽，与脂肪酸类物质常共存于植物体内，是油脂中一种功能性成分，在

马来眼子菜体内也大量存在，但其对脂肪酸类物质的抑制效应没有影响，这与Gmec丑‘驯等从马蹄莲（Z口—Ⅱede.

‘ĉi8口ethiopic口）体内提取了10种固醇类物质，以及Aliottam1  等从水浮莲（PEstiosI_8tioIes）乙酸乙酯提取物

中分离到的两种甾醇类物质的活性结果相似.

4结论

    本文从水生植物马来眼子菜体内分离得到对羊角月牙藻有明显抑制效应的组分PMFA，鉴定其组成主

要为脂肪酸类物质，进一步对脂肪酸类物质的化感抑藻效应进行研究发现，脂肪酸类物质的抑藻活性与其

结构有关，饱和脂肪酸中碳链越短，活性越好；不饱和脂肪酸的抑藻效果明显好于含有相同碳链的饱和脂肪

酸；多种脂肪酸联合作用时，具有协同抑藻作用；常与脂肪酸类物质共存的甾醇类物质对羊角月牙藻没有明

显抑制效果，且对脂肪酸类物质的抑藻效应没有影响.
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