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摘要!研究了海洋卡盾藻香港株"3,#""*2!$$# .#()2#$[78U]78UM9LGA8$61[]#在不同生长阶段和营养条件下的溶血活性特征B

根据海洋卡盾藻的生长曲线$分别收集对数生长期(稳定期(衰亡期的藻细胞进行溶血毒性的测定’ 采用不同营养元素结构的

培养基对 61[]进行培养$对不同培养条件下的藻细胞进行溶血活性的测定’ 采用对数生长初期") ?#(对数期末期""* ?#(

稳定期"") ?#和衰亡期""$ ?#的 61[]藻液对卤虫进行急性毒性试验B结果表明$培养 ) ? 时对数生长初期单个藻细胞的溶

血活性最强$达到 "‘&( t"( b$[WOC@;;$此后随培养时间的增加而逐渐降低’ 不同生长时期 61[]单位体积藻细胞的溶血活性

与生长曲线基本吻合$对数生长末期最强$达到 )‘*’ [WO4’ =@限制虽然能够显著抑制藻细胞的生长$但藻细胞的溶血活性明

显增强$单个藻细胞的溶血活性达到 &‘*$ t"( b$ [WOC@;;$为正常培养条件下溶血活性值 ""‘** t"( b$ [WOC@;;#的 %‘* 倍B另

外$,限制可使藻细胞的溶血活性值达到 %‘%$ t"( b$[WOC@;;’ 18 和 V限制也能够导致藻细胞溶血活性增强B不同生长期的
61[]对卤虫的毒性试验结果显示$对数生长末期的 61[]藻液对卤虫的毒性作用最强$卤虫暴露在藻密度为 E‘( t"(E

C@;;MOF4的藻液 E& : 后$死亡率达到 $$i$而对数生长初期藻液毒性最弱$E& : 卤虫死亡率为 ’(iB
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!!溶血毒素" :@F7;<9AC97JA8M#是一类广泛存在于
赤潮藻中的毒性物质$其作用于血红细胞可使之溶
解破裂$其毒理与洋地黄皂甙" ?AUA978A8#相似 )"*B溶
血毒素能对环境中的其它生物产生毒性效应$从而
使产毒藻在竞争中处于优势地位B根据文献统计$目
前为止能产生溶血毒素的藻类主要存在于甲藻(针
胞藻(蓝藻(硅藻这 E 个门 )’* $不同种属的藻类产生
溶血毒素的成分和特征不尽相同B溶血毒素的结构
和成分复杂$主要为糖脂类(糖甙类(双半乳糖(聚氧
多烯聚醚(大环内酯类和多不饱和脂肪酸类化合物$

也有少数蛋白质和肽类物质B目前为止$只有少数藻
类产生的溶血毒素研究比较清楚且能够确定分子结
构$如前沟藻":.+,)B)2)-.MNB#产生的大环内酯类
溶血毒素"3FN:A?A87;A?@M#和小定鞭藻"7(’.2!/)-.
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+#(F-.#产生的小定鞭藻毒素"VL<F8@MA8M#等 )*$E*B
海洋卡盾藻"3,#""*2!$$# .#()2##是一种鱼毒性

赤潮藻$由该藻引发的赤潮已经在世界多处海域造
成大量鱼类的死亡B海洋卡盾藻可产生溶血毒素和
活性氧"L@GC9AS@7J<U@8 MN@CA@M$ /05#等致毒物质$
但研究结果表明$海洋卡盾藻产生的活性氧浓度远
不能达到鱼类的致死浓度 ))$%* $溶血毒素在赤潮藻
对鱼的毒性中可能起到了关键作用$同时也可能是
’ 种或者多种有毒物质协同作用的结果B海洋卡盾
藻溶血毒素粗提液中至少含有 E 种组分$其中 " 种
为脂类$* 种为糖脂类 )$* ’ 该类毒素具有光依赖性$
只有在光照的条件下才具有溶血活性 )&* $但海洋卡
盾藻溶血毒素的化学结构尚不清楚B盐度(温度和光
照强度对海洋卡盾藻生长和产毒会产生影响$其中
盐度是影响海洋卡盾藻产毒的主要因素$低盐条件
不利于海洋卡盾藻的生长$但有利于溶血毒素的合
成 )#*B目前$许多学者对海洋卡盾藻的毒理和生理
特性等进行了大量研究$但有关海洋卡盾藻溶血毒
素生成与营养元素关系的研究则鲜有报道B本研究
对海洋卡盾藻"香港株#在不同生长期和不同营养
条件下藻细胞的溶血活性及对卤虫的毒性效应进行
了分析$以期揭示海洋卡盾藻溶血毒性的影响因素$
为该藻赤潮的防灾减灾提供科学依据B

KL材料与方法

KOK!实验材料
KOKOK!藻种

海洋卡盾藻香港株由香港渔农护理署提供$
’((’ 年从香港近岸水体中采集并在室内培养至今B
KOKOM!柠檬酸等渗盐溶液

分别称取 ,G6;(‘&)* U$柠檬酸钠 ’‘"%& U$葡
萄糖 E‘)"& U$溶于 ’(( F4蒸馏水中$用柠檬酸调节
N[至 $‘( 后定容至 ’)( F4备用B
KOKON!(‘)i兔血红细胞溶液

兔血采自新西兰实验兔$每次抽取兔血不超过
E F4B先将兔血离心$将血清和上层的白细胞弃去B
红细胞用 N[m$‘( 的等渗柠檬酸缓冲液洗$重复 *
次$最后将兔血红细胞放于柠檬酸缓冲液中$浓度
"体积比#为 (‘)i$Es下保存$有效期为 $ ?B
KOM!实验方法
KOMOK!海洋卡盾藻香港株的批量培养

取对数生长末期的 61[]$采用 RO’ 培养基按
"|E的比例接种于 ’ 4锥形瓶中$置于人工气候箱中
培 养 "& ?$ 培 养 温 度 ’’s$ 光 照 强 度 %(

"F7;O"F’,M#$ 光暗循环 4|_m"’|"’B每天固定时
间""(!*(#取藻液于显微镜下计数B
KOMOM!溶血活性标准曲线

溶血活性测定方法参照文献)"$"(*的方法$采
用洋地黄皂甙" ?AUA978A8#作为溶血标准物绘制标准
曲线B溶血单位以 [W表示$在本研究中$" [W是指
) F4实验体系中使兔血红细胞溶解 )(i所需溶血
毒素的量B
KOMON!海洋卡盾藻溶血毒素提取与活性测定

溶血毒素提取参照文献)"(*的方法B取 61[]
藻液离心 "( FA8"* ((( LOFA8#$收集藻细胞并用甲
醇重新悬浮$冰浴条件下超声波破碎B将细胞破碎液
进行旋转蒸发$干燥成固体状后溶解于甲醇中 "甲
醇用量为藻液的 "O" (((#$然后离心 "( FA8""( (((
LOFA8#$即得溶血毒素粗提液$ b"&s下贮存备用B

向试管中加入 (‘)i的兔血红细胞溶液 E F4(
柠檬酸等渗盐缓冲液 (‘$) F4(溶血毒素粗提液
(‘’) F4$*$s水浴 *( FA8$离心取上清液于 8)E( 8F
测其吸光度B根据洋地黄皂甙的标准曲线$换算其溶
血百分数B
KOMOQ!海洋卡盾藻不同生长期溶血活性

采用批量培养方式对 61[]进行培养B根据其
生长曲线$分别收集对数生长期(稳定期(衰亡期的
藻细胞进行溶血毒素的提取和测定B
KOMOR!不同营养元素浓度条件下海洋卡盾藻溶血
活性

根据表 " 配制不同营养元素浓度的培养基$藻
种大批量培养按照 "‘’‘" 节方法$分别收集不同培
养条件下的藻细胞进行溶血毒素的提取和测定B

表 KL不同营养元素浓度培养基配方"# OFU,4b"

2GQ;@"!.87LUG8AC8>9LA@89C78C@89LG9A78 A8 QG9C: C>;9>L@M7R

3%.#()2#OFU,4b"

营养元素浓度
氮磷比

"‘)|" ")(|" ")|" ")|" ")|"
,G,0* $‘) $) $) $) $)
,G[’V0E,%[’0 ) (‘) ) ) )
=@6;*,[’0 + + + (‘*"% +
186;’,[’0 + + + + (‘("&

"# /+0指该营养物质含量与 RO’ 培养基相同

KOMO!!不同生长期海洋卡盾藻对卤虫的急性毒性
试验

采用对数生长初期") ?#(对数期末期""* ?#(
稳定期"") ?#和衰亡期""$ ?#的 61[]藻液对卤
虫进行急性毒性试验$藻细胞密度分别为 (‘# t
"(E( E‘( t"(E( *‘$ t"(E 和 ’‘% t"(EC@;;MOF4B选用

"’#’
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’E 孔板$每孔注入 ’ F4藻液$每个密度 * 个平行$
分别随机放入 "( 只健康的 E ? 龄卤虫$以同体积人
工海水作对照$E& : 内每 % : 记录卤虫死亡情况B用
解剖镜观察$以解剖针触动卤虫约 ) M卤虫触角不
动为死亡标准$用浓度指数D概率单位法计算半致死
浓度 )""*B

当对照组卤虫出现偶然性死亡时$各浓度组的
死亡率按公式""#进行校正$以扣除卤虫因为饥饿$
体质不健壮或互相残杀而死亡对实验造成的误差B

7="7S>3#C"" >3# ""#
式中$7S为观察死亡率$3为对照组死亡率$7为校

正后的死亡率B死亡机率按死亡率D机率单位换算表
换算 )""*B

ML结果与分析

MOK!溶血活性的标准曲线
洋地黄皂甙浓度与溶血百分数之间的关系如图

" 所示$根据毒理学几率单位法" NL7QA9F@9:7?#换算
成浓度对数与溶血几率之间的关系$计算半溶血浓
度"46)(#$即 " 个溶血单位的浓度$相当于溶血百分
数为 )(i时洋地黄皂甙的浓度B溶血百分数与几率
单位的换算参考文献)""*B

图 KL溶血活性的标准曲线

=AUB"!59G8?GL? C>LS@7R:@F7;<MAMQ<?AUA978A8

!!通过洋地黄皂甙浓度对数与溶血几率经回归统
计分析)图 ""Q#*得线性回归方程为!
’=E‘’()<>$‘)%’ %!D’ =(‘&)) )$7[(‘("
式中$’为溶血几率单位$<为洋地黄皂甙浓度对数B

通过换算关系计算得出 46)( m(‘#$ "UOF4$即
洋地黄皂甙浓度约为 (‘#$ "UOF4时$其溶血百分数
为 )(i$因此 " [W的浓度相当于洋地黄皂甙 (‘#$
"UOF4$本研究结果小于何家菀等 )"*采用牛血红细
胞所得的 46)(""‘* "UOF4#$与 ]>L7?G等 )&*的结果
相近B
MOM!不同生长期藻细胞毒素的溶血活性

61[]藻细胞溶血活性在不同生长期存在明显
差异"图 ’#B对数生长初期单个藻细胞的溶血活性
最强$培养至 ) ? 时单个藻细胞溶血活性达到 "‘&(
t"( b$ [WOC@;;$此后随培养时间的增长而逐渐降
低$到 "% ? 降至 (‘#% t"( b$[WOC@;;$仅为对数生长
初期溶血活性的 "O’B不同生长时期 61[]单位体
积藻细胞的溶血活性与生长曲线基本吻合$对数生
长末期最强$达到 )‘*’ [WO4B

图 ML不同生长期 -‘:A的溶血活性

=AUB’![@F7;<9ACGC9ASA9<7R3%.#()2# [78U]78U

M9LGA8 A8 ?ARR@L@89UL7P9: N:GM@M

MON!不同营养元素浓度条件下藻细胞的溶血活性
不同营养元素浓度对 61[]的生长及其毒素

存在显著的影响B=@限制条件 "=@* c初始浓度为
(‘*"% FUO4#对藻细胞生长的影响最大$导致61[]

生长缓慢且较快进入对数生长末期"# ?#$此时其藻

’’#’
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细胞密度仅为 "‘E t"(EC@;;MOF4B,限制条件",0b
*

初始浓度为 $‘) FUO4#也影响 61[]的生长$对数
生长末期""" ?#藻细胞密度为 ’‘" t"(E C@;;MOF4$
高于 =@限制"图 *#B在对数生长末期$以正常培养
条件下藻细胞密度最大 E‘( t"(E C@;;MOF4$其次为
18 限制"18’ c初始浓度为 (‘("& FUO4#和 V限制
"V0* bE 初始浓度为 (‘) FUO4#$分别为 ’‘& t"(E 和
*‘* t"(EC@;;MOF4$三者藻细胞的生长模式相似$均
在 "* ? 进入对数生长末期B

图 NL不同营养条件下 -‘:A的生长曲线

=AUB*!YL7P9: C>LS@M7R3%.#()2# [78U]78UM9LGA8

>8?@L?ARR@L@898>9LA9A78G;C78?A9A78M

营养元素不仅影响 61[]藻细胞的生长$同时
也影响溶血毒素的生物合成B在 =@限制时$单个藻
细胞溶血活性最强"&‘*$ t"( b$[WOC@;;#$为 RO’ 培

养条件下单个藻细胞溶血活性值 " "‘** t"( b$

[WOC@;;#的 %‘* 倍’ 其次为 ,限制$单个藻细胞的
溶血活性值为 %‘%$ t"( b$[WOC@;;’ 18 和 V限制对

单个藻细胞溶血活性也产生一定影响$分别为 ’‘E)
t"( b$和 ’‘&& t"( b$[WOC@;;$均高于正常培养条件

下单个藻细胞的溶血活性值"图 E#B
MOQ!不同生长期海洋卡盾藻香港株对卤虫的毒性
影响

采用对数生长初期 ") ?#(对数生长末期 ""*
?#(稳定期"") ?#和衰亡期""$ ?#的 61[]藻液对
卤虫进行急性毒性试验"图 )#$结果表明$对数生长
末期的 61[]藻液的毒性作用最强$卤虫暴露在
E‘( t"(E C@;;M,F4b"藻液 E& : 后$死亡率达到 $$i’

稳定期 61[]藻液也具有较强的毒性$E& : 后卤虫
死亡率为 %(i’ 对数生长初期藻液毒性最弱$’E :

内无卤虫死亡$E& : 卤虫死亡率为 ’(iB

"‘,|Vm"‘)|"’ ’‘,|Vm")(|"’ *‘,|Vm")|"’

E‘"O"()=@* c* ’ )‘"O"( )18’ c*

图 QL不同营养条件下 -‘:A的溶血活性
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图 RL不同生长期的 -‘:A对卤虫的毒性
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NL讨论

藻毒素的合成机制非常复杂$与其生命周期密
切相关 )"’$"**B本研究结果表明$61[]对数生长初
期单个藻细胞的溶血活性最强$随着培养时间的延
长$单个藻细胞的溶血活性逐渐减小"图 ’#B61[]
的产毒情况与亚历山大藻相似$对数生长初期和中
期塔玛雅历山大藻":$!<#2B()-."#.#(!2/)/#和链状
亚历山大藻":%0#"!2!$$##单个藻细胞中麻痹性贝类
毒素"V5V#含量最高$随后显著下降$在稳定期 V5V
含量仅为指数生长期的 )i a’(i )"E*B苏惠美 )")*也
证实 :$!<#2B()-.I-2B’!2/!在其对数生长期初期单

*’#’
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位藻细胞内石房蛤毒素" 52̂ #含量最高B但与此相
反$球形棕囊藻 "7,#!*0’/")/1$*G*/##在对数生长期
并无溶血活性$而在平稳期和衰亡期具有明显的溶
血活性$其中衰亡期溶血活性最强 )"(* ’ 利玛原甲藻
"7(*(*0!2"(-.$).##单位藻细胞 03含量在不同生
长期也明显不同$稳定期 03水平最高$与对数中期
存在显著差异 )"%*B

藻类在不同生长期影响其细胞产毒的因素很
多$T7CgGL等 )"E*认为 V5V毒素在 :$!<#2B()-.MNB藻
细胞内的新陈代谢是其含量从指数期到稳定期下降
的主要原因B但是$球形棕囊藻和利玛原甲藻分别产
生的溶血毒素和 03浓度峰值却出现在稳定期或衰
亡期 )"($"%* $表明这 ’ 种藻的产毒机制与 :$!<#2B()-.
MNB明显不同B研究表明$藻类毒素的产生可能与某
些藻类的自我保护机制有关$随着水体中营养元素
不断被消耗$藻类在稳定期或衰亡期合成一些能抑
制其他竞争生物生长繁殖的次生代谢产物$从而使
产毒藻在竞争中处于优势地位 )"(*B周成旭等 )"$*研
究了不同生长期微小卡罗藻溶血活性$结果显示该
藻在整个生长期间均存有较高溶血活性$从而推测
微小卡罗藻的溶血毒素是该藻正常的生理代谢产
物$并非受到环境胁迫后才生成的次生代谢产物B本
研究结果与 T7CgGL等 )"E*相似$但单个藻细胞的溶血
活性随着培养时间的增加而逐渐减小的原因尚不清
楚$可能是藻细胞毒素的合成速率与细胞的分裂速
率不同步有关B

水体中营养元素组成和结构影响赤潮藻类的生
长和毒素的合成B齐雨藻 )’*调查海洋卡盾藻赤潮发
生前后水体环境理化和气象因子的动态变化$认为
铁元素作为环境要素对该赤潮的形成起着决定性的
作用$而营养盐则起着基础的作用B渡边正孝 )"&*的
围隔实验也证实铁元素对海洋卡盾藻藻的生长具有
显著促进作用B与此相似$本研究结果显示$与 ,(V
和 18 相比$=@* c对 61[]藻生长影响最大$在 =@
限制的情况下$其对数生长期明显缩短$藻密度最大
值仅为正常培养时的 "O*’ 另外$氮限制也对藻细胞
生长影响显著"图 *#B在毒素合成方面$=@和 ,限
制条件下$虽然 61[]藻细胞的生长受到限制$但
溶血毒素的合成能力大大增强$单个藻细胞的溶血
活性明显高于其他培养条件"图 E#B另外$18 和 V
限制也在一定程度上刺激溶血毒素的合成B刘洁生
等 )"#*对球形棕囊藻溶血活性的研究结果与本研究
相似$=@和 ,限制对该藻溶血毒素活性的影响最为
显著B\7:G8MM78 等 )’($’"* 对不同 ,|V培养条件下

3,(’/*0,(*.-$)2# +*$’$!+)/和 7(’.2!/)-. +#(F-.的
溶血活性研究发现$,限制和 V限制都能够增强藻
细胞溶血活性B营养元素限制还影响不同结构和性
质的其他藻毒素的合成$如 V限制下 :$!<#2B()-.
"#.#(!2/!藻细胞中 V5V毒素产量增加 )’’$’** $,和 V
限 制 下 7(*(*0!2"(-. $).#)’E* 和 8)2*+,’/)/
#0-.)2#"#)’)*藻细胞中 03含量增加B值得注意的
是$营养元素对毒素合成影响的化学机制至今仍不
清楚B

61[]藻液对卤虫的毒性试验结果显示$对数
生长初期藻液毒性最弱$对数生长末期藻液毒性最
强$藻液对卤虫的毒性似与单个藻细胞的溶血活性
无关$而与单位体积藻细胞的溶血活性 "稳定期溶
血活性没有测定#和藻细胞密度存在一定的相关性
"图 ’( )#B实验中观察到$暴露于高密度海洋卡盾
藻藻液中"尤其是对数生长期末期#的卤虫常常与
藻细胞群体粘附在一起$直接影响卤虫的运动$海洋
卡盾藻的细胞表面黏性分泌物也可能是造成卤虫死
亡的原因之一B海洋卡盾藻可产生多种有毒物质$如
神经毒素 " 8@>L797JA8#(溶血毒素(活性氧 "L@GC9AS@
7J<U@8 MN@CA@M$ /05#和游离脂肪酸"RL@@RG99<GCA?M$
==3M#等$这些物质可能是导致鱼类等海洋生物死
亡的主要原因 )%$’%*B尽管先前的研究表明 )$* $61[]
粗提液中至少含有 E 种溶血毒素成分$但就本研究
而言$藻液对卤虫的毒性表现出明显的剂量效应关
系既可能是由于毒素的致毒作用$也可能是藻细胞
外粘性物质的物理作用结果$理想的方法是直接测
定 61[]粗提液对卤虫的毒性$这也是作者下一步
将要进行的工作B61[]藻液对卤虫的毒性试验结
果也表明$在 61[]赤潮后期$其对海洋水体中的
浮游动物影响更大$在有害赤潮跟踪监测中应特别
注意B

QL结论

""#海洋卡盾藻"香港株#对数生长初期单个藻
细胞的溶血活性最强$此后随培养时间的增加而逐
渐降低’ 单位体积藻细胞的溶血活性与生长曲线基
本吻合$对数生长末期最强$达到 )‘*’ [WO4B

"’#=@限制能够显著抑制海洋卡盾藻 "香港
株#的生长$但藻细胞的溶血活性明显增强$单个藻
细胞的溶血活性达到 &‘*$ t"( b$[WOC@;;B另外$,(
18 和 V限制也能够导致藻细胞溶血活性增强B

"*#对数生长初期海洋卡盾藻"香港株#藻液对
卤虫毒性最弱$对数生长末期藻液毒性最强$藻液对

E’#’



"( 期 江涛等!海洋卡盾藻"香港株#溶血活性特征研究

卤虫的毒性与单位体积藻细胞的溶血活性和藻细胞
密度存在一定的相关性B
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