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摘要: 针对 2007–2009年间在黄海海域形成“绿潮”的大型绿藻浒苔(Enteromorpha prolifera), 研究了其 3 种不同极

性有机溶剂(甲醇、丙酮、氯仿)提取物对太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)受精卵孵化的影响。结果表明, 在 48 h内, 浒

苔的甲醇和丙酮提取物对太平洋牡蛎受精卵孵化有较强的抑制作用, 高浓度提取物能够完全抑制太平洋牡蛎受精

卵孵化至 D型幼虫, 而氯仿提取物对太平洋牡蛎受精卵孵化的影响没有明显的浓度−效应关系。应用乙酸乙酯和石

油醚对浒苔的甲醇提取物进行液–液萃取, 并探讨了乙酸乙酯相和石油醚相中的浒苔提取物对牡蛎受精卵孵化的

影响, 结果表明, 石油醚相和乙酸乙酯相中的浒苔提取物对牡蛎受精卵孵化均有很强的抑制效应。上述研究表明, 

浒苔中存在能够抑制太平洋牡蛎受精卵孵化的活性物质, 这类物质应具有较高的极性。[中国水产科学, 2011,18(1): 
202−207] 
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2007–2009年, 黄海海域连续 3年暴发大规模
绿潮 , 肇事种被鉴定为绿藻门浒苔属的浒苔
(Enteromorpha prolifera)[1]。根据分子系统发育研

究结果, 浒苔属(Enteromorpha)与石莼属(Ulva)应
该合并为石莼属  [2], 因此, 也有文献将浒苔归于
石莼属。以往研究表明, 绿潮会影响近海生态环
境[3–4], 导致生物多样性降低、海水透明度下降、
生境破坏及养殖业损失等[5–9]。黄海海域的浒苔绿

潮影响海域面积大、持续时间长[10], 可能引起的
生态环境效应特别令人关注。 
通常认为, 绿潮的危害主要来自于绿藻与其

他藻类之间的营养竞争、绿藻呼吸和腐烂过程中

的溶解氧消耗, 以及绿藻腐烂分解过程中产生的
有毒有害物质, 绿藻本身对于其他海洋生物并没
有显著的急性毒性效应。但是, 近年来越来越多
的研究证据表明, 大型海藻也会产生一些防御性
化合物 , 影响其他海洋生物的生长和繁殖 [11]。

Nelson等[12]研究发现, 石莼类绿藻能够产生具有
化感效应的物质, 其水溶性提取物会抑制微藻的
生长和太平洋牡蛎 (Crassostrea gigas)的幼体发
育。因此, 黄海海域的大规模绿潮发生期间, 浒苔
也有可能通过产生化感物质, 危及海洋生物和近
海生态系统。 
牡蛎是一类具有较高经济价值的贝类, 广泛

分布于中国沿海。其中, 太平洋牡蛎是主要的养
殖品种之一。本研究以太平洋牡蛎作为研究对象, 
初步研究了绿潮期间采集的浒苔样本对太平洋牡

蛎受精卵孵化的影响, 旨在为全面认识浒苔绿潮
的危害提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  浒苔样品的采集和处理 
浒苔样品于 2009年 5月采自青岛第一海水浴

场。将采集的新鲜浒苔去除杂藻, 用海水反复清
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洗后, 再用蒸馏水冲洗, 用滤纸吸去水分, –20℃
冰冻保存。 
实验前将保存的浒苔样品解冻, 在 60℃下烘

干 24 h 后, 用研钵研磨成粉末。采用 3 种不同极
性的有机溶剂甲醇、丙酮和氯仿(色谱纯)分别提
取浒苔干粉中的活性成分 , 提取过程如下 : 取
10 g浒苔干粉与 100 mL有机溶剂混合放置在 20
℃的黑暗环境中震荡提取 24 h, 以高速离心机
3 000 r/min离心 5 min后, 吸取上层清液, 沉淀用
上述方法重复提取 2次, 将 3次提取液合并, 以旋
转蒸发器减压浓缩至干。所得的提取物分别用上

述 3 种有机溶剂各 10 mL 重新溶解, 得到 3 种有
机溶剂的粗提液 , 浓度相当于 1 000 g (浒苔干
粉)/L, 稀释后用于对牡蛎受精卵孵化的影响实验。 

为进一步了解浒苔中活性成分的性质, 采用
石油醚和乙酸乙酯对甲醇粗提液中的活性物质进

行液−液萃取。在 20℃下, 将甲醇提取液(1 000 
g/L)1 mL 以 1:1 的比例加入石油醚, 重复萃取 5
次后, 合并石油醚相。同样, 按 1:1的比例用乙酸
乙酯萃取 1 mL 甲醇粗提液 5 次, 合并乙酸乙酯
相。分别将石油醚和乙酸乙酯萃取溶液减压蒸干

后, 溶解于 10 mL 甲醇, 作为石油醚和乙酸乙酯
萃取母液 , 其浓度均相当于 100 g(浒苔干粉)/L, 
用于测试石油醚和乙酸乙酯萃取物对牡蛎受精卵

孵化的影响。 

1.2  牡蛎受精卵孵化实验 
实验所用的太平洋牡蛎亲贝由中国科学院海

洋研究所生物技术中心提供, 在实验室内海水中
暂养 , 水温 18℃ , 暂养期间投喂新月菱形藻
(Nitzschia closterium)。取壳长(11.6±0.5) cm的性
成熟牡蛎亲贝, 解剖取出精、卵, 于海水中受精
10 min 后, 立即用 20 μm 筛绢收集受精卵, 轻轻
冲洗后, 重悬于海水中, 取样计数受精卵密度后
备用。 
以 6 孔细胞培养板作为实验容器, 进行浒苔

提取液对太平洋牡蛎受精卵孵化影响的实验。每

孔中含有 4 mL 消毒海水, 实验所用海水是取自

青岛太平角的无污染海水, 使用前经脱脂棉过滤
和高温消毒, 并以 ATAGO 手提式盐度计测定盐

度。针对浒苔的甲醇、丙酮和氯仿粗提物, 各设
置 1 个对照组和 4 个浓度梯度, 分别为 0.25 g(浒
苔干粉)/L、0.50 g/L、1.00 g/L 和 2.00 g/L。各浓
度组实验液以海水稀释浒苔提取液配制 , 同时 , 
向低浓度组中补加适量有机溶剂, 使各组中有机
溶剂加入量保持一致。对照组仅添加与各实验组

等量的有机溶剂。每个组都设置 3 个平行。对浒
苔的石油醚和乙酸乙酯萃取物, 共设置 1 个对照
组和 3 个浓度梯度, 分别相当于 0.50 g(浒苔干
粉)/L、1.00 g/L和 2.00 g/L。每孔加入 30 μL受精
卵液, 含有 200~300个受精卵。各孔板置于(23±1)
℃恒温培养箱内于黑暗环境中完成实验。 

在(23±1)℃条件下 , 太平洋牡蛎的受精卵经
历了囊胚期(5 h)、原肠胚期(10 h)、担轮幼虫期

(15 h)和 D型幼虫期(24 h)。孵化实验共进行 48 h, 
实验结束后立即用鲁哥氏液固定样品, 在 Nikon

显微镜下观察拍照并记录 D 型幼虫数, 按如下公
式计算牡蛎受精卵的孵化率。 
孵化率(%)=D型幼虫数/起始受精卵数×100 

1.3  统计分析 
以 one-way ANOVA 对各实验组受精卵孵化

率的差异显著性进行统计分析, 采用 Tukey test

分析各处理组与对照组的差异显著性。当 P <0.05
时认为差异显著。 

2  结果与分析 

2.1  3种有机溶剂粗提液对牡蛎受精卵孵化的影响 
    本研究以 3种不同极性的有机溶剂甲醇、丙

酮和氯仿提取浒苔干粉中的活性物质, 并比较了
3种粗提液对牡蛎受精卵孵化的影响。图 1是甲
醇粗提液对受精卵孵化的影响实验结果。可以看

出, 随着甲醇粗提液浓度的提高, 太平洋牡蛎受
精卵的孵化率逐渐降低, 各浓度组间牡蛎受精卵
的孵化率有显著差异(ANOVA, P <0.01)。当甲醇
粗提物浓度达到 0.5 g/L时, 受精卵的孵化率就显
著低于对照组(Tukey test, P<0.05), 当粗提物浓度
提高至 2 g/L时, 太平洋牡蛎受精卵的孵化被完
全抑制。这说明浒苔的甲醇提取物能够显著抑制

太平洋牡蛎受精卵的孵化。根据本实验室以往的 
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图 1  浒苔的甲醇提取物对太平洋牡蛎受精卵孵化的影响 
*表示与对照组(0 g/L)相比差异显著(P <0.05). 

Fig.1  Effects of methanol extract of Enteromorpha prolifera 
on hatching rate of fertilized eggs of Crassostrea gigas 

*donates significant difference compared with the control(0 g/L) 
(P <0.05). 

 
研究数据, 太平洋牡蛎受精卵在海水中的孵化率

接近 100%[13]。本研究对照组添加了与实验组等

量的甲醇, 牡蛎受精卵孵化率为 85% , 与以往结

果对比, 可以看出甲醇溶剂本身对牡蛎受精卵孵
化的影响不大。 
丙酮粗提物对牡蛎受精卵孵化的影响如图 2

所示。可以看出, 太平洋牡蛎受精卵的孵化率随
粗提物浓度的增加而逐渐降低, 各浓度组受精卵
孵化率有显著差异(ANOVA, P <0.01)。与对照组
相比, 当粗提液浓度为 0.5 g/L 时, 太平洋牡蛎受
精卵的孵化即受到明显抑制(Tukey test, P <0.05), 
至粗提液浓度为 2 g/L 时, 受精卵的孵化率降低
为 0。在添加等量丙酮的对照组中, 太平洋牡蛎受
精卵的孵化率为 71%, 说明丙酮溶剂本身对太平
洋牡蛎受精卵的孵化也有一定影响。 
氯仿粗提物对牡蛎受精卵孵化的影响如图 3

所示。可以看出, 各浓度组间牡蛎受精卵孵化率
的差异并不显著(ANOVA, P >0.05), 说明不同浓
度的氯仿粗提物对牡蛎受精卵孵化的抑制作用不

显著, 没有表现出明显的浓度−效应关系。在添加

等量氯仿的对照组 , 牡蛎受精卵的孵化率仅有
41%。可以看出, 氯仿本身对牡蛎受精卵的孵化也
有很大影响。 
2.2  甲醇粗提液各萃取相对牡蛎受精卵孵化的影响 
本研究发现, 甲醇能够高效地提取出浒苔中抑 

 
 

图 2  浒苔的丙酮提取物对太平洋牡蛎受精卵孵化的影响 
*表示与对照组(0 g/L)相比差异显著(P <0.05). 

Fig.2  Effects of acetone extract of Enteromorpha prolifera on 
hatching rate of fertilized eggs of Crassostrea gigas 

*donates significant difference compared with the control(0 g/L) 
(P <0.05). 

 

 
 

图 3  浒苔的氯仿提取物对太平洋牡蛎受精卵孵化的影响 
Fig.3  Effects of chloroform extract of Enteromorpha prolif-

era on hatching rate of fertilized eggs of Crassostrea gigas 
 
制太平洋牡蛎受精卵孵化的活性物质。为进一步

提高活性成分的纯度, 了解活性成分的性质, 采
用石油醚和乙酸乙酯对甲醇粗提液中的活性成分

进行萃取, 并测试了石油醚相和乙酸乙酯相对牡
蛎受精卵孵化的影响。图 4 为不同浓度乙酸乙酯
萃取物对牡蛎受精卵孵化的影响实验结果, 在实
验所设的 3 个浓度下, 牡蛎受精卵的孵化率均为
0, 而且高浓度实验组(2 g/L)中出现了大量牡蛎受
精卵细胞裂解现象(图 5)。石油醚萃取相对牡蛎受
精卵孵化的影响实验结果如图 6 所示，各实验组
中牡蛎受精卵的孵化率也有显著差异(ANOVA, P  
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图 4  浒苔甲醇粗提液的乙酸乙酯萃取相对太平洋牡蛎

受精卵孵化的影响 
Fig.4  Effects of ethyl acetate phase of methanol extract of 

Enteromorpha prolifera on hatching rate of fertilized eggs of 
Crassostrea gigas 

 

 
 

图 5  光镜下对照组 D型幼虫(A)与乙酸乙酯提取物作用
下的牡蛎受精卵细胞(B)对比 

Fig.5  Photos of the D-shaped larva in the control group and 
decomposed eggs in group treated with ethyl acetate extract of 

Enteromorpha prolifera 
 

 
 

图 6  浒苔甲醇粗提液的石油醚萃取相对太平洋牡蛎受
精卵孵化的影响 

*表示与对照组(0 g/L)相比差异显著(P <0.05). 
Fig.6  Effects of petroleum ether phase of methanol extract of 
Enteromorpha prolifera on hatching rate of fertilized eggs of 

Crassostrea gigas 
*donates significant difference compared with the control(0 g/L) 

(P <0.05). 

<0.01)。随着石油醚萃取相浓度的提高, 牡蛎受精
卵的孵化率明显降低, 当浓度达到 2 g/L时, 牡蛎
受精卵的孵化被完全抑制。 

3  讨论 

从 2007年开始, 黄海海域连年发生大规模浒
苔绿潮。但是对于浒苔绿潮可能引发的生物和生

态效应, 目前仍缺少科学的认识。黄海海域的浒
苔绿潮多出现在 6–8 月, 是部分海洋生物的繁殖
季节。因此, 本研究选取养殖的太平洋牡蛎作为
实验对象, 研究了浒苔提取物对牡蛎受精卵孵化
的影响, 以分析浒苔绿潮对海洋生物繁殖及幼体
发育的潜在影响。 
贝类受精卵孵化率通常是以成活的担轮幼虫

数计算, 但是在本实验中, 为了观察浒苔提取物
对贝类幼体是否存在致畸作用, 本研究将暴露时

间延长至 48 h, 并以成活的 D型幼虫数计算太平
洋牡蛎的孵化率, 以比较不同极性有机溶剂提取
物对牡蛎受精卵孵化的影响。结果表明, 浒苔提

取物中存在能够抑制牡蛎受精卵孵化的化合物。

甲醇和丙酮粗提物浓度分别达到 1 g/L和 2 g/L时, 

可完全抑制受精卵的孵化。对比 3种有机溶剂, 甲
醇的提取效率最佳, 丙酮次之, 氯仿提取效果最
差, 这说明抑制牡蛎受受精卵孵化的活性物质应

具有较高的极性。通过实验结果还可以看出, 3种
有机溶剂本身对牡蛎受精卵的孵化也有一定的抑

制效应, 但以甲醇最低, 氯仿最高。由于氯仿对照
组中牡蛎受精卵孵化受到显著抑制, 因此, 氯仿
提取物对牡蛎受精卵孵化的影响会在一定程度上

受到氯仿毒性的干扰。综合比较有机溶剂的毒性

效应及其对活性物质的提取效率, 在 3 种有机溶
剂中, 甲醇最适合用于对浒苔中活性成分的提取。 

实验进一步用石油醚和乙酸乙酯对甲醇粗提

液中的活性成分进行了液−液萃取, 并测试了萃

取物对牡蛎受精卵孵化的影响。通过实验可以看

出, 乙酸乙酯萃取物对牡蛎受精卵孵化的抑制效
应明显高于石油醚萃取物, 前者在 0.5 g/L浓度时

就可完全抑制受精卵的孵化, 而且高浓度组中出
现了大量受精卵细胞裂解现象(图 5)。在乙酸乙酯
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和石油醚萃取液中, 主要含有脂肪酸和类黄酮等
化合物, 且以脂肪酸所占的比例较高[14]。有文献报

道, 脂肪酸能够抑制赤潮异弯藻等藻类的生长[15], 
因此, 脂肪酸有可能是浒苔提取物中抑制牡蛎受
精卵孵化的主要活性成分。但是, 也不能排除甲
醇粗提物中藻类色素和其他有机物的作用。

Gribble[16]指出, 有些大型海藻能产生有机卤素类
化合物。例如, 红藻(Plocamium telfairiae)能分泌
出萜烯, 这种物质从毒性和结构上和市售农药林
丹很相似[17]。而林丹对中枢神经系统有急性毒性

作用, 对内分泌系统有慢性毒性作用[18]。到目前

为止 , 还无法确定浒苔中的生物活性物质成分 , 
需要开展进一步的研究。 
研究结果显示, 大型海藻对海洋生物的危害

效应的确存在, 并且具有一定的普遍性。由于海

洋生物的胚胎和幼体要比成体更加敏感[19–20], 因

此, 也有少量研究涉及到大型海藻对海洋生物胚

胎和幼体发育的影响。对红藻的研究发现, 多管

藻 (Polysiphonia)、松节藻 (Rhodomela)和仙菜

(Ceramium)提取液对虾虎鱼 (Pomatoschistus mi-

crops)的胚胎和成体都有致死作用 [17], 通过比较

两者的半致死浓度, 发现胚胎比成体更加敏感。

在波罗的海的观测资料表明, 大西洋鲱 (Clupea 

harengus)鱼卵的大量死亡伴随着褐藻腐烂现象出

现, 因此推测波罗的海鲱鱼卵的大量死亡与当地

大型褐藻腐烂后有毒的水溶性溢出液有关[21]。对

2种绿藻(Ulva sp. 和 Ulvaria sp.)的研究表明, 其

水溶性提取液会抑制牡蛎受精卵的孵化和幼体发

育, 并会导致胚胎畸形[12]。但是, 这一研究并没

有进一步分析绿藻中抑制牡蛎受精卵孵化的物

质。本实验使用不同极性的有机溶剂从大型绿藻

浒苔中提取活性物质, 并尝试通过液−液萃取进

一步纯化活性物质, 研究结果为进一步了解活性

物质的性质和结构奠定了基础。另外, 在本实验

中, 只观测到浒苔提取物对牡蛎受精卵孵化的抑

制效应, 以及部分受精卵的裂解现象, 并未观测

到胚胎畸形现象, 这可能与不同藻类所产生活性

物质的性质存在差异有关。  

综上所述, 本研究探讨了绿藻浒苔的提取物

对牡蛎受精卵孵化的影响, 初步的实验结果表明, 

浒苔中存在能够抑制牡蛎受精卵孵化的活性物质, 

这为进一步了解浒苔绿潮的生态效应提供了科学

依据。 
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Effects of Enteromorpha prolifera extract on hatchability of Pacific 
oyster (Crassostrea gigas) eggs  

WANG Chao1,2, YU Rencheng1, ZHOU Mingjiang1

1. Key Laboratory of Marine Ecology and Environmental Sciences, Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, 
Qingdao 266071, China; 

2. Graduate School of Tsinghua University, Shenzhen 518055, China 

Abstract: Enteromorph prolifera was the causative species of green tides in the Yellow Sea from 2007 to 2009. 
Three different organic solvents which were methanol, acetone and chloroform, were used to extract the dry tissue 
of E. prolifera, and the effects of extracts on hatchability of Pacific oyster (Crassostrea gigas) eggs were tested. It 
was found that the methanol and acetone extracts had strong inhibitory effects on hatching of oyster eggs, and their 
high-concentration extracts could completely inhibit the oyster eggs from developing into D-shaped larvae. The 
chloroform extract, however, did not show any significant concentration-dependent effects on the hatching rates of 
oyster eggs. The methanol extract of E. prolifera was further purified by liquid-liquid extraction with ethyl acetate 
and petroleum ether, and the ethyl acetate phase and petroleum ether phase were also tested for their effects on the 
hatching rates of oyster eggs. It was found that both ethyl acetate and petroleum ether extract could significantly 
inhibit hatching of oyster eggs. The results of this experiment suggest that E. prolifera can produce bioactive 
compounds inhibiting hatching of oyster eggs, and the compounds, probably with high polarity, can be extracted 
with methanol. However, the structure and characteristics of the bioactive compounds in E. prolifera need to be 
further studied.[Journal of Fishery Sciences of China, 2011,18(1): 202−207] 
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