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♦海洋生物♦

红色赤潮藻对球形棕囊藻的化感作用研究*

苏芯莹,马青龙,李 菲,陈 波,董德信,覃仙玲**

(广西科学院,广西海洋科学院(广西红树林研究中心),广西近海海洋环境科学重点实验室,广西南宁 530007)

摘要:红色赤潮藻(Akashiwo
 

sanguinea)和球形棕囊藻(Phaeocystis
 

globosa)都是近年来在我国近岸海域频繁

引发赤潮的藻类。为了探索红色赤潮藻和球形棕囊藻之间是否存在化感作用及作用方式,本研究采用不同起

始密度培养红色赤潮藻与球形棕囊藻,并将前者的完整细胞培养液、无细胞滤液、藻液超声破碎液分别与球形

棕囊藻进行混合培养,分析红色赤潮藻对球形棕囊藻细胞生长的影响。结果显示,在红色赤潮藻细胞起始密度

保持5×105
 

cells/L的混合培养条件下,起始密度分别为5×105、1×106、2×106、1×107
 

cells/L的球形棕囊藻

生长均受到明显的抑制;无论是含有红色赤潮藻完整细胞的培养液,还是其无细胞滤液或藻液超声破碎液,均
对球形棕囊藻的生长具有显著抑制作用(P<0.01),抑制强度由强至弱依次为完整细胞培养液、无细胞滤液和

藻液超声破碎液;相反,球形棕囊藻的存在对红色赤潮藻细胞的生长无显著影响(P>0.05)。因此,红色赤潮

藻具有抑制球形棕囊藻生长的化感作用,其化感物质主要分泌于细胞外。
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  作为最重要的初级生产者,浮游植物在海洋生态

系统的生物群落结构、地球化学物质循环以及能量流

动中均发挥着巨大的作用[1,2],因此开展影响浮游植

物群落结构组成与动态变化的相关研究是海洋生态

学的基础内容之一。种间竞争是影响生物群落结构

重组的主要因素之一,通常可分为利用性竞争和干扰

性竞争两大类[3]。化感作用是一种常见的干扰性竞

争,是发生于植物或微生物之间的一种相互作用,即

在其生长发育过程中,植物或微生物将代谢产生的某

些化学物质分泌到环境中,从而影响自身和其他生物

的生长代谢[4]。研究表明,水体中的浮游植物不但受

到高等植物产生的化感物质的影响,而且藻类之间也

普遍存在化感竞争[5,6],化感作用在浮游生物群落演

替与藻类竞争中发挥着重要作用。

  北部湾位于南海的西北部,曾有“中国目前最洁

净的海湾”之称[7],过去该海湾的赤潮灾害远少于东
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部发达地区海域。然而,近年来随着沿海经济的快速

增长,北部湾近岸海域的生态环境退化问题日益严

重,海域水体富营养化情况呈增长趋势[8,9],这也导

致了近十年来该海域赤潮暴发的次数明显增多[10]。
研究表明,相对于2002-2011年,2012-2021年北

部湾海域赤潮发生的面积增加了近20倍,其间引发

赤潮次数最多的生物种类是球形棕囊藻(Phaeocys-
tis

 

globosa)[11]。球形棕囊藻自2011年开始频繁地

在北部湾海域引起赤潮,成为该海域赤潮的主要种

类,其次是夜光藻(Noctiluca
 

scintillans)、水华微囊

藻(Microcystis
 

flosaquae)和 红 海 束 毛 藻 (Tri-
chodesmium

 

erythaeum),而近
 

10
 

年不断有新的赤

潮藻种出现[11],如2016年5月在北部湾钦州海域发

生面积约为20
 

km2 的红色赤潮藻(Akashiwo
 

san-
guinea)赤潮[12],而该藻也成为北部湾海域的赤潮新

记录种类。红色赤潮藻,曾被命名为红色裸甲藻

(Gymnodinium
 

sanguineum),是一种细胞较大,广
温、广盐、广布的裸甲藻。该藻是一种混合营养型甲

藻,兼具光合自养和异养能力。红色赤潮藻在世界各

水域均有造成严重的赤潮事件的记录,包括欧洲、北
美、南美、亚洲(日本和中国)等[13]。红色赤潮藻在中

国近海暴发赤潮的频率和范围不断增加,在浙江南麂

列岛[14]、山东烟台[15]、福建同安[16]和广东深圳[17]等

沿海水域均有大量该藻赤潮事件的报道。Xu等[18]

研究发现,不同地理来源株系的红色赤潮藻对鲻

(Mugil
 

cephalus)、凡纳滨对虾(Litopenaeus
 

van-
namei)、文蛤(Meretrix

 

meretrix)等均有不同程度

的毒害效应,即该藻株对海洋动物的毒性有明显的株

系差异。关于红色赤潮藻对其他浮游植物的化感作

用研究较少,黄博珠[19]研究发现红色赤潮藻能够抑

制共存浮游植物的生长,包括红胞藻(Rhodomonas
 

salina)、锥状斯氏藻(Scrippsiella
 

trochoidea)和球

形棕囊藻,且抑制率随着红色赤潮藻细胞密度的上升

而提高,但红色赤潮藻对海洋原甲藻(Prorocentrum
 

micans)无影响,且其对上述3种浮游植物的抑制作

用也具有株系差异。在对深圳大鹏湾一次球形棕囊

藻藻华发生过程的研究中,刘悦等[20]发现球形棕囊

藻赤潮随着红色赤潮藻赤潮的出现而消退,因此认为

红色赤潮藻赤潮是球形棕囊藻赤潮消亡的原因。但

两者之间的相互影响关系尚不明确,北部湾海域的红

色赤潮藻是否也对该海域的球形棕囊藻具有化感抑

制作用有待进一步研究。

  综上所述,为探讨北部湾株系的红色赤潮藻对该

海域的球形棕囊藻生长是否具有化感抑制作用,本研

究以红色赤潮藻北部湾株(以下简称“红色赤潮藻”)
以及球形棕囊藻北部湾株(以下简称“球形棕囊藻”)
为实验材料,研究红色赤潮藻对球形棕囊藻的化感作

用及作用方式,为自然海域中浮游植物种群演替研究

以及球形棕囊藻赤潮的治理研究提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验藻种

  实验所用的球形棕囊藻和红色赤潮藻均分离自

钦州湾海域,保存于广西科学院北部湾海洋研究中心

赤潮藻种质资源库,编号分别为BBW
 

PG02和BBG
 

9002。

1.2 方法

1.2.1 红色赤潮藻对不同密度球形棕囊藻生长的

影响

  实验开始前,取处于指数生长期末期、生长状态

良好的球形棕囊藻和红色赤潮藻各1瓶,并计算细胞

密度,为了使各培养组中的密度均匀,球形棕囊藻先

用10
 

μm滤膜过滤获得以游离单细胞为主的藻液再

进行计数。根据表1设置红色赤潮藻和球形棕囊藻

的起始密度,并分别标记为Test
 

A、Test
 

B、Test
 

C、

Control
 

AS和Control
 

PG
 

(表1),每组设置3个平

行。培养温度为(20±1)
 

℃,光照强度约2
 

500
 

lx,光
暗比为12

 

h∶12
 

h。每天取样进行细胞计数,实验开

始当天记为第0天。
表1 各实验组红色赤潮藻(AS)和球形棕囊藻(PG)的起始

密度

Table
 

1 Initial
 

densities
 

of
 

A.sanguinea
 

(AS)
 

and
 

P.globosa
 

(PG)
 

in
 

each
 

experimental
 

group

实验组
Experimental

 

groups

起始密度/(cells/L)
Initial

  

density/(cells/L)

红色赤潮藻
A.sanguinea

球形棕囊藻
P.globosa

Test
 

A 5×105 2×106

Test
 

B 5×105 1×106

Test
 

C 5×105 5×105

Control
 

AS 5×105 0

Control
 

PG 0 1×106

1.2.2 红色赤潮藻对球形棕囊藻的化感作用方式

  实验所用的球形棕囊藻和红色赤潮藻前处理操

作(过滤及计数)同1.2.1节所述。设置4组实验,

Test
 

1、Test
 

2、Test
 

3及对照组Con
 

PG,其中4组球
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形棕囊藻细胞密度均为1×107
 

cells/L,Test
 

1为加

入红色赤潮藻的完整细胞培养液和球形棕囊藻共培

养,红色赤潮藻密度为5×105
 

cells/L;Test
 

2为加入

与Test
 

1中所用红色赤潮藻培养液等体积的无细胞

滤液,滤液为用3
 

μm滤膜在自然重力作用下(即非

负压抽滤)过滤红色赤潮藻培养液去除细胞所得;在

Test
 

3中加入与Test
 

1、Test
 

2等体积的红色赤潮藻

藻液超声破碎液,超声条件为在冰浴条件下250
 

W、
转3

 

s停2
 

s破碎藻液30
 

min,并镜检无红色赤潮藻

完整细胞方可使用;对照组Con
 

PG为添加等体积的

f/2培养基。以上每组实验设置3个平行,培养条件

同1.2.1节所述。每天取样进行细胞计数,实验开始

当天记为第0天。

1.3 细胞计数

  取1.0
 

mL摇匀后的培养液于1.5
 

mL离心管

中,加入20
 

μL鲁哥氏碘液进行固定,用移液枪轻轻

吹打混匀后,取0.1
 

mL于100
 

μL浮游植物计数框

中进行藻细胞计数。

1.4 数据处理与分析

  采用SigmaPlot
 

12.5绘制图片,使用SPSS
 

13.0
分析显著性。

2 结果与分析

2.1 混合培养条件下红色赤潮藻和球形棕囊藻的相

互影响

  与对照组(Control
 

AS组)相比,在与不同密度

的球形棕囊藻混合培养条件下,红色赤潮藻生长情况

无明显差异(图1)。由于起始培养密度较高,4组实

验的红色赤潮藻均无明显生长延滞期,在第2天即进

入指数生长期。在第4天达到稳定期时,Test
 

A、

Test
 

B、Test
 

C以及Control
 

AS中红色赤潮藻的细

胞密度平均值分别为(3.07±0.22)×106、(2.70±
0.26)×106、(2.86±0.25)×106 和(2.88±0.30)×
106

 

cells/L。SPSS分析结果表明,除了在第5天

Test
 

C组的红色赤潮藻密度显著高于 Test
 

A
 

和

Control
 

AS组(P<0.05),以及第7天Test
 

A组显

著高于Control
 

AS组(P<0.05)外,在整个培养过

程中,4个实验组的红色赤潮藻密度均无显著差异

(P>0.05)。

  与对照组(Control
 

PG组)相比,混合培养条件

下的球形棕囊藻细胞生长受到明显抑制(图2)。球

形棕囊藻的细胞密度随着其所占比值的降低而减小,

Control
 

PG组的细胞密度在第5天达到最大值,为

(39.4±8.3)×107
 

cells/L,Test
 

A、Test
 

B、Test
 

C
的细胞密度最大值分别为(17.3±2.5)×107

 

cells/L
(第4天)、(11.9±1.4)×107

 

cells/L(第3天)、
(11.4±0.3)×107

 

cells/L
 

(第5天)。第5-10天,

Control
 

PG组的球形棕囊藻细胞密度均显著高于其

余3组(P<0.01)。Test
 

A和Test
 

B的细胞密度在

实验末期(第10天)有小幅度的增加,细胞平均密度

分别由第9天的(9.8±0.3)×107、(7.9±0.7)×107
 

cells/L增加至(14.8±1.8)×107、(11.3±0.2)×
107

 

cells/L。

图1 不同密度比例混合培养条件下红色赤潮藻的生长曲线

  Fig.1 Growth
 

curves
 

of
 

A.sanguinea
 

under
 

mixed
 

cul-

ture
 

conditions
 

with
 

different
 

density
 

ratios

图2 不同密度比例混合培养条件下球形棕囊藻的生长曲线

  Fig.2 Growth
 

curves
 

of
 

P.globosa
 

under
 

mixed
 

culture
 

conditions
 

with
 

different
 

density
 

ratios

2.2 红色赤潮藻对球形棕囊藻的化感作用机制

  即使混合培养中的球形棕囊藻细胞密度提高到

1×107
 

cells/L
 

(球形棕囊藻赤潮密度阈值),其生长

仍受到明显的影响,而红色赤潮藻生长不受球形棕囊

藻影响(图3,Test
 

1)。此外,在添加了红色赤潮藻的

无细胞滤液(Test
 

2)和藻液超声破碎液(Test
 

3)的培

养组中,球形棕囊藻的细胞生长也受到显著抑制。在

第3-5天,添加红色赤潮藻不同组分的实验组,球形

棕囊藻细胞密度均比对照组(Con
 

PG组)高;而从第

7天开始,对照组的密度显著高于3个实验组(P<
0.01)。在整个实验过程中对照组、Test

 

1、Test
 

2、
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Test
 

3组 球 形 棕 囊 藻 的 细 胞 密 度 最 大 值 分 别 为

(86.1±6.2)×107
 

cells/L(第 12 天)、(19.4±
3.7)×107

 

cells/L(第4天)、(22.9±0.4)×107
 

cells/L(第5天)和(29.1±3.0)×107
 

cells/L
 

(第4
天)。在第4-7天,Test

 

1组的球形棕囊藻密度明显

低于Test
 

2和Test
 

3,但在实验后期(第11-14天)
其密度略高于后两组,而Test

 

2的生长曲线在整个

实验周期中基本介于Test
 

1和Test
 

3之间。

  图3 红色赤潮藻不同组分对球形棕囊藻生长的影响

  Fig.3 Growth
 

curves
 

of
 

P.globosa
 

under
 

mixed
 

culture
 

conditions
 

with
 

different
 

components
 

of
 

A.sanguinea

3 讨论

  红色赤潮藻和球形棕囊藻都是我国近岸海域频

繁引发赤潮的原因种,在北部湾海域,红色赤潮藻是

近几年才出现的赤潮新纪录种类,而球形棕囊藻是近

十年来在该海域多次发生赤潮的种类。黄博珠[19]研

究表明,红色赤潮藻的不同株系对共存浮游植物表现

出不一样的毒性效应,其中大亚湾JX14株系的细胞

毒素粗提液能够导致球形棕囊藻细胞的裂解,同时认

为有毒物质不仅存在于红色赤潮藻细胞内,而且也能

够分泌到细胞外部起作用。北部湾的红色赤潮藻研

究较少,目前仅有关于其种类鉴定的报道[21],关于该

海域株系的红色赤潮藻对其他浮游植物的影响尚缺

乏研究。

  本研究的混合培养结果表明红色赤潮藻的生长

不受球形棕囊藻细胞密度的影响(图1),但红色赤潮

藻抑制了球形棕囊藻生长(图2),说明红色赤潮藻对

球形棕囊藻表现出抑制生长的化感作用,即红色赤潮

藻可产生能抑制球形棕囊藻生长的化学物质。由于

浮游植物的化感作用强弱与具有化感作用的宿主、目
标藻相对密度有关,通常宿主的藻密度越高,目标藻

的藻密度越低,化感作用就越强[6,22]。通过保持红色

赤潮藻的密度不变(5×105
 

cells/L),将球形棕囊藻

赤潮密度从5×105
 

cells/L调整至2×106
 

cells/L,红
色赤潮藻的抑制作用随着球形棕囊藻密度的增加而

减弱(图2)。

  海洋浮游植物的化感物质可以直接分泌至海水

中,也可以通过藻细胞间的接触而相互影响。为了探

索红色赤潮藻对球形棕囊藻的作用机制,本研究开展

了红色赤潮藻不同组分对球形棕囊藻生长的影响,结
果显示除了完整细胞培养液外,其无细胞滤液以及藻

液超声破碎液也都显著抑制球形棕囊藻的生长,抑制

强弱顺序为完整细胞培养液>无细胞滤液>藻液超

声破碎液(图3,第4-7天),说明此化学物质主要是

释放到细胞外发挥作用,也可以通过细胞直接接触而

起作用。由于红色赤潮藻是一种混合营养型甲藻,它
不仅可以光合自养,而且还可以摄食其他微型生物,
现有研究表明该藻可以摄食寡毛类纤毛虫[23]、聚球

藻(Synechococcus
 

sp.)[24]、中肋骨条藻(Skeletone-
ma

 

costatum)[25]等,所以完整细胞培养液实验组中

的球形棕囊藻细胞密度低于藻液超声破碎液组和无

细胞滤液组,可能是红色赤潮藻细胞摄食球形棕囊藻

导致的。藻液超声破碎液的抑制作用小于其他两组,
推测可能是超声破碎过程降低了这种化感物质的活

性。Wang等[6]研究表明水体中的化感作用具有时

效性,如 在 三 角 褐 指 藻(Phaeodactylum
 

tricornu-
tum)的无细胞滤液中加入赤潮异弯藻(Heterosigma

 

akashiwo)进行混合培养时,后者细胞在实验初期大

量死亡和裂解,生长受到显著抑制,但后期又恢复正

常生长,这可能是由于滤液中化感物质发生了降解。
在本研究中,球形棕囊藻细胞密度在实验末期也具有

增长的趋势(图2、3),一方面说明红色赤潮藻对球形

棕囊藻生长的抑制作用可能具有时效性,另一方面也

可能是后期培养液中的营养盐浓度较低,球形棕囊藻

依靠其微小的细胞在竞争中处于优势。特别的是,实
验前期各处理组的球形棕囊藻细胞均高于对照组(图

2、3),一方面可能是竞争者或其化感作用的出现对球

形棕囊藻的生长产生了瞬时促进作用,另一方面也可

能是抑制效应需要一定的时间才能起作用,本研究结

果表明红色赤潮藻对球形棕囊藻的抑制效应在混合

培养四至五天后逐渐增强。
 

  植物或者微生物分泌的化感物质主要成分多种

多样,主要有脂肪族化合物、脂肪酸、萜类化合物以及

各种芳香族化合物[26]。目前对红色赤潮藻的化感物

质尚未见报道,今后可开展相关研究,既可以补充对

此种典型赤潮藻类的认识,又可以为浮游植物间的相
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互作用机理以及赤潮的治理提供参考依据。

4 结论

  混合培养实验表明红色赤潮藻对球形棕囊藻的

生长具有显著的抑制性化感作用,且抑制作用随着球

形棕囊藻相对密度的降低而增强。红色赤潮藻的化

感物质主要分泌于细胞外发挥作用,另外细胞直接接

触也会发挥抑制效应。本研究结果为我国近岸海域

两种典型赤潮藻类的相互影响关系,以及浮游植物群

落演替机制研究提供了参考依据。
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Abstract:Both
 

Akashiwo
 

sanguinea
 

and
 

Phaeocystis
 

globosa
 

are
 

the
 

algae
 

that
 

frequently
 

cause
 

red
 

tides
 

in
 

China's
 

coastal
 

waters
 

in
 

recent
 

years.In
 

order
 

to
 

explore
 

whether
 

there
 

is
 

allelopathy
 

between
 

A.sanguinea
 

and
 

P.globosa
 

and
 

how
 

does
 

it
 

work,in
 

this
 

study,A.sanguinea
 

and
 

P.globosa
 

were
 

cocultured
 

at
 

different
 

initial
 

densities,and
 

the
 

complete
 

cell
 

culture
 

medium,cellfree
 

filtrate
 

and
 

ultrasonic
 

fragmentation
 

medium
 

of
 

algae
 

liquid
 

of
 

the
 

former
 

were
 

mixed
 

with
 

P.globosa
 

respectively
 

to
 

analyze
 

the
 

effect
 

of
 

A.sanguinea
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

P.globosa
 

cells.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

growth
 

of
 

P.globosa
 

with
 

initial
 

cell
 

densities
 

of
 

5×105,1×106,2×106,and
 

1×107
 

cells/L
 

was
 

significantly
 

inhibited
 

when
 

the
 

initial
 

cell
 

density
 

of
 

A.san-
guinea

 

was
 

maintained
 

at
 

5×105
 

cells/L.The
 

growth
 

of
 

P.globosa
 

was
 

significantly
 

inhibited
 

by
 

either
 

the
 

culture
 

medium
 

containing
 

intact
 

cells
 

of
 

A.sanguinea,the
 

cellfree
 

filtrate
 

or
 

the
 

ultrasonic
 

fragmentation
 

medium
 

of
 

algae
 

liquid
 

(P<0.01).The
 

order
 

of
 

inhibition
 

intensity
 

from
 

strong
 

to
 

weak
 

was
 

complete
 

cell
 

culture
 

medium,cellfree
 

filtrate
 

and
  

ultrasonic
 

fragmentation
 

medium
 

of
 

algae
 

liquid.On
 

the
 

contrary,the
 

presence
 

of
 

P.globosa
 

had
 

no
 

significant
 

effect
 

on
 

the
 

cell
 

growth
 

of
 

A.sanguinea
 

(P>0.05).Therefore,A.
sanguinea

 

has
 

the
 

allelopathic
 

effect
 

of
 

inhibiting
 

the
 

growth
 

of
 

P.globosa,and
 

its
 

allelochemicals
 

are
 

mainly
 

secreted
 

outside
 

the
 

cells.
Key

 

words:red
 

tide;Akashiwo
 

sanguinea;Phaeocystis
 

globose;allelopathy;coculture
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