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摘要： 菹草石油醚组分能显著抑制赤潮微藻米氏凯伦藻的生长，为了获悉该组分抑制
米氏凯伦藻的物质基础，采用硅胶柱层析和制备薄层层析等方法，对菹草石油醚组分中
的抑藻活性物质进行分离纯化。进一步应用质谱、核磁共振碳谱和氢谱等技术，鉴定抑
藻活性物质。实验从菹草石油醚组分中分离纯化到4种抑藻活性物质。当浓度为16 μg/mL
时，它们对米氏凯伦藻表现出一定的抑藻活性。结构鉴定表明，此4种抑藻活性物质分
别为二十五烷醇、邻苯二甲酸二(2-甲基己基)酯、棕榈酸和邻苯二甲酸二(5,5-甲基己基)
酯。此4种化合物为首次从菹草中分离得到。抑藻活性分析表明，当浓度为50 μg/mL
时，4个样品均能显著抑制赤潮异弯藻的生长。其中，二十五烷醇和邻苯二甲酸二(5,5-
甲基己基)酯还能较明显地抑制东海原甲藻和球形棕囊藻的生长。
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沉水植物作为水体生态系统中具有重要生

态和环境功能的初级生产者 [1]，对保持水体功能

和维持生态平衡有非常重要的作用。1969年，

Fitzgerald[2]发现沉水植物的代谢产物可以抑制浮

游藻类生长。此后，沉水植物抑藻活性的研究

引起了研究者们广泛的兴趣。目前，已经查明

有40多种沉水植物具有明显的抑藻能力 [3]，例如

穗状狐尾藻 (Myriophyllum spicatum)、金鱼藻

(Ceratophyllum demersum)、水剑叶 (Stratiotes
aloides)、伊乐藻(Elodea nuttallii)、轮叶狐尾藻(M.
verticillatum)和菹草(Potamogeton crispus)等。在这

些沉水植物中，菹草生长快、耐污性较强、分

布广泛，是冬春季节沉水植被的优势种。研究

报道，菹草中存在黄酮 [4]、生物碱 [5]、长链脂肪

酸 [6]、脂肪酸甘油酯、甾体和半日花烷型二萜 [7]

等化合物。目前，已经发现同属光叶眼子菜

(P. lucens)中的某些二萜具有抑制羊角月牙藻(Sele-
nastrum capricornutum)的抑藻活性[6，8]。然而，对

于菹草中抑藻活性物质的分离纯化研究很少[6，9]，

并且尚未见对赤潮微藻生长影响的研究。

前期研究发现，菹草石油醚组分能显著抑

制米氏凯伦藻(Karenia mikimitoi)、中肋骨条藻

( S k e l e t o n e m a  c o s t a t u m )和塔玛亚历山大藻

(Alexandrium tamarense)的生长 [10]。本研究在此基

础上，以米氏凯伦藻为检测目标，采用硅胶柱

层析和硅胶薄层层析分离方法，纯化菹草石油

醚组分中的抑藻活性物质。应用质谱、核磁共

振碳谱和氢谱等技术，鉴定出4种抑藻活性物

质，此 4种化合物为首次从菹草中分离得到，

其中3种化合物是首次从沉水植物中分离得到。

进一步分析此4种化合物对强壮前沟藻(Amphidinium
carterae)、赤潮异弯藻(Heterosigma akashiwo)、球
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形棕囊藻 (Phaeocys t i s  g lobsa )和东海原甲藻

(Prorocentrum donghaiense)的抑藻活性。不仅获

悉了菹草石油醚组分中抑制赤潮微藻的化学基

础，而且为利用菹草生物防控赤潮奠定了良好

的实验基础和技术支撑。

1    材料与方法

1.1    实验材料

强壮前沟藻、赤潮异弯藻、米氏凯伦藻、

球形棕囊藻和东海原甲藻等赤潮微藻无菌株由

上海光语生物科技有限公司提供，在f/2培养基

中培养，培养温度为 (20±0.1)  °C，光照强度

40 μmol/(m2·s)，光暗比为12∶12。
菹草石油醚组分的制备参考文献[10]。
天然海水经过脱脂棉和300目筛绢过滤、煮

沸、冷却，pH值和盐度分别调节至8.5和30备用

(实验所用海水均做如上处理)。
无水甲醇、乙酸乙酯和丙酮为分析纯。

1.2    菹草抑藻活性物质的分离纯化和抑藻活

性检测

硅胶柱层析分离        将菹草石油醚组分(4.5 g)
加载于硅胶(200~300目)柱层析上(3 cm×40 cm)，
氯仿/丙酮/甲酸(18∶1∶1，体积比)为洗脱剂。洗

脱馏分经减压蒸干和硅胶GF254薄层层析检测、

合并后，收集到 6个分离组分， Y P 1、 Y P 2、

YP3、YP4、YP5和YP6此6个组分重新溶解于适

量甲醇中，以进行抑藻活性检测和后续分离。

分别将此6个组分加入到f/2培养基中，混合均匀

后，接种米氏凯伦藻，培养混合液总体积为25 mL。
米氏凯伦藻接种细胞数量为(8~11)×104个/mL，样

品终浓度为16 μg/mL(前期研究中，浓度为16 μg/mL
时，菹草石油醚组分显著抑制了米氏凯伦藻的

生长[10]。因此，设定抑藻活性组分和薄层纯样品

的检测终浓度为16 μg/mL)。同时，设定添加相

同体积甲醇的对照组 (甲醇加入体积不超过0.1
mL)，每个培养瓶设定3个平行样。培养瓶置于

GXZ-260B智能型光照培养箱中培养，温度(23±1)
°C，光照强度62 μmol/(m2·s)，光暗比为12∶12。
每天定时摇动培养瓶2次，每次摇瓶2 min，以防

止微藻附壁生长。每隔1日从培养瓶中取5 μL培

养液，用Lugol’s试剂固定后，统计藻细胞数量

的变化。

硅胶GF254薄层层析分离        检测发现，3个
组分YP1、YP4和YP5具有明显的抑藻活性。称

取质量后，对YP1(0.889 g)、YP4(0.653 g)和
YP5(0.645 g)进行硅胶GF254薄层层析分离，展开

剂为氯仿 /丙酮 /甲酸 ( 1 5∶ 3∶ 2，体积比 )，
UV254下检测。YP1分离为YP11、YP12和YP13；
YP4和YP5依次分离为YP41、YP42、YP43和
YP44，以及YP51、YP52、YP53和YP54。抑藻活

性检测表明，此 11个再分组分中，仅YP11、

YP42、YP43和YP51等4个再分组分具有抑藻活性

(检测方法同上)。以氯仿 /丙酮 /甲酸(15∶3∶2，
体积比)为展开剂，将此4个再分组分再次进行硅

胶GF254薄层层析分离。最终制备得到4个样品：

ZCX0(0.038 g)、ZCX1(0.029 g)、ZCX2(0.042 g)和
ZCX3(0.022 g)。纯度检测 [11]表明，此4个样品达

到了薄层纯。将此4种样品溶解于二甲基亚砜

(DMSO)，采用Costar 96孔板进行薄层纯样品的

抑藻活性检测。每孔培养体系终体积为200 μL，

由199 μL藻液和1 μL薄层纯样品溶液组成。实验

藻液中DMSO终浓度为0.5%，薄层纯样品溶液终

浓度依次为0.4、2、10和50 μg/mL。强壮前沟

藻、赤潮异弯藻、球形棕囊藻和东海原甲藻接

种数量分别为46×104、8×104、3.45×106和5×104

个/mL。每个浓度设定3个平行样。另外设定6个
空白对照和6个含0.5%DMSO的阴性对照。阳性

对照为重铬酸钾，浓度分别为0.5、2、4、8和
16 μg/mL。周围36孔加入200 μL蒸馏水，以排除

边缘效应，减少实验过程中藻液的挥发。温度

(23±1) °C，光照强度62 μmol/(m2·s)，光暗比为

12∶12。培养期间每日振荡3次，每隔24 h计数

观察，计算96 h的EC50值。结果显示，ZCX0和
ZCX3具有强烈的抑藻活性，ZCX1和ZCX2具有

较弱的抑藻活性。

1.3    光谱测定

样品需进行HR-ESI-MS、 1H-NMR和 1 3C-
NMR(nuclear magnetic resonance)光谱测定。用

Bruker AVⅢ 600质谱仪测定NMR(四甲基硅烷，

TMS为标准品)，用LTQ-Obitrap XL光谱仪进行

HR-ESI-MS测定。

1.4    数据处理

实验数据采用SPSS 11.5进行独立样本检验

统计分析，P<0.05为显著性差异，P<0.01为极显

著性差异。
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微藻生长抑制率：I(%)=(1–N/N0)×100
式中，N为处理组藻细胞数量(×104个/mL)；N0为

对照组藻细胞数量(×104个/mL)。藻细胞生长抑制

率在20%~50%为较弱的抑藻活性，生长抑制率≥

50%为明显的抑藻活性。

2    结果与分析

2.1    菹草抑藻活性物质的结构鉴定

ZCX0，二十五烷醇，无色粉末；ESIMS
m/z: 368 [M]+；1H NMR (CDCI3, 600 MHz) δH 3.64
(2H, t, J=6.6 Hz, H-1)，1.56 (2H, m, H-2)，1.25
(44H, br, H-3~24)，0.88 (3H, t, J=6.6 Hz, H-25)；13C
NMR (CDCI3, 150 MHz)；δC 63.1 (C-1)，32.8 (C-
2)，31.9 (C-23)，29.6-29.8 (C-5~21)，29.4 (C-4,
22)，25.7 (C-3)，22.7 (C-24)，14.1 (C-25)[12]。

ZCX1，C22H34O4，淡黄色油状物；ESIMS m/z:
385 [M+Na]+；1H NMR (600 MHz, CDCl3)dH:7.50
(2H, m, H-3, H-6)，7.74 (2H, m, H-4, H-5)，4.29
(4H, t, J=6.6 Hz, H-1′, 1")，1.70 (2H, m, H-2′,
2")，1.44~1.26 (12H, m, H-3′, 3", H-4′, 4", H-
5′, 5")，0.92 (6H, d, J=7.8 Hz, CH3-H-2′, 2")，0.90
(6H,  d ,  J=6.6 Hz,  CH3 - H - 6 ′ ,  6 " )； 1 3 C NMR
(150 MHz, CDCl3)dC167.7 (C-7, 8)，132.4 (C-1, 2)，
130.9 (C-4, 5)，128.8 (C-3, 6)，68.1 (C-1′,  1")，
38.7 (C-2′ ,  2")，30.3 (C-3′ ,  3")，28.9 (C-4′ ,
4")，23.7 (C-5′ ,  5")，14.0 (CH3-2 ′ ,  2")，10.9
(3×-CH3-6′, 6")。上述数据与文献报道邻苯二甲

酸二 ( 2 -甲基已基 )酯基本一致，故将化合物

ZCX1鉴定为邻苯二甲酸二(2-甲基己基)酯[13]。

ZCX2，C16H32O2，无色油状物；ESIMS m/z:
279 [M+Na]+；1H NMR (600 MHz, CDCl3)dH:2.32
(2H, t, J=7.6 Hz, H2-2)，1.61 (2H, m, H2-3)，1.23-
1.28 (24H, m, H2-4~15)，0.86 (3H, t, J=7.2 Hz, H3-
16)； 13C NMR(150 MHz, CDCl3)dC180.1 (C-1)，
34.1 (C-2)，24.7 (C-3)，29.1~29.7 (C-4~13)，31.9
(C-14)，22.7 (C-15)，14.1 (C-16)。上述数据与文

献报道棕榈酸基本一致，故将化合物ZCX2鉴定

为棕榈酸[14]。

ZCX3，C24H38O4，淡黄色油状物；ESIMS
m / z : 4 1 3  [ M + N a ] + ； 1 H  N M R  ( 6 0 0  M H z ,
CDCl3)dH:7.53 (2H, m, H-3, H-6)，7.72 (2H, m, H-4,
H-5)，4.31 (4H, t, J=6.6 Hz, H-1′, 1")，1.72 (4H,
m, H-2′, 2")，1.44~1.32 (8H, m, H-3′, 3", H-4′,
4")，0.99 (18H, d, J=6.6 Hz, 3CH3-H-5′, 5")；13C
NMR(150 MHz, CDCl3)dC132.2 (C-1, 2)，128.8 (C-
3, 6)，130.9 (C-4, 5)，167.7 (C-7, 8)，65.8 (C-1′,
1")，30.5 (C-2′, 2")，29.7 (C-3′, 3")，29.5 (C-
4′, 4")，33.5 (C-5′, 5")，18.4 (3×-CH3-5′,  5")。
上述数据与文献报道苯二甲酸二(5，5-二甲基己

基)酯基本一致，故将化合物ZCX3鉴定为邻苯二

甲酸二(5,5-甲基己基)酯[15]。

2.2    抑藻活性物质的抑藻活性

ZCX1对强壮前沟藻的生长，以及ZCX1和
ZCX2对球形棕囊藻的生长均未表现出明显的

抑制作用(图2)。除此之外，其余样品均对强壮

 
图 1    ZCX0、ZCX1、ZCX2和ZCX3的结构

Fig. 1    Structure of four purified samples
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前沟藻、赤潮异弯藻、球形棕囊藻和东海原甲

藻的生长表现出一定的抑制作用。在浓度为

50 μg/mL时，4个薄层纯样品均显著抑制了赤潮

异弯藻的生长；样品ZCX0和ZCX3明显抑制了东

海原甲藻的生长；ZCX3还显著抑制了球形棕囊

藻的生长。

进一步计算得出，重铬酸钾对强壮前沟

藻、赤潮异弯藻、球形棕囊藻和东海原甲藻的

EC5 0 (96 h)分别为 4.0、 36、 38和 3.3  μg/mL。

ZCX0、ZCX1、ZCX2和ZCX3等4个样品对赤潮异

弯藻的EC50(96 h)均小于重铬酸钾对此4种赤潮微

藻的EC50(96 h)(表1)。

藻类生长抑制实验对毒物的毒性分级标准

为96 h-EC50<1 μg/mL时为极高毒，在1~10 μg/mL

范围内为高毒，在10~100 μg/mL为中毒，超过

100 μg/mL为低毒。二十五烷醇对赤潮异弯藻和

东海原甲藻具有中等毒性，对强壮前沟藻和球

形棕囊藻具有低毒作用；邻苯二甲酸二(2-甲基

己基)酯对赤潮异弯藻具有中等毒性，对东海原

甲藻仅具有低毒；棕榈酸对赤潮异弯藻具有高

毒，对东海原甲藻具有低毒；邻苯二甲酸二(5,5-
甲基己基)酯对赤潮异弯藻和东海原甲藻具有中

等毒性，对球形棕囊藻具有低毒作用(表1)。

3    讨论

近年来，用于赤潮的预防、控制和减缓的

 
图 2    样品对4种赤潮微藻生长的抑制作用

Fig. 2    Inhibitory effects of four antialgal activity samples on the growth of four species of red-tide microalgae
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技术与方法引起了科学界和相应管理机构的重

视 [16-17]。这些技术与方法中，利用植物间化感作

用来进行赤潮的预防、控制和减缓表现出显著

的应用潜力。借鉴于淡水水华控制的研究成

果，研究者们将某些陆生植物应用于赤潮微藻

治理的研究中。例如，大麦 (Hordeum vulgare)
秆 [18]、小麦(Triticum sp.)秸秆 [19]，凤眼莲(Eichhor-
nia crassipes)根系 [20]、玉米(Zea mays)秸秆 [21]和玉

米叶[22]等。目前，将沉水植物用于赤潮微藻治理

的研究较少。

在本研究中，采用一系列分离方法和光谱

技术，分离纯化并鉴定了菹草石油醚组分中的

4种抑藻活性物质，二十五烷醇、邻苯二甲酸二

(2-甲基己基)酯、棕榈酸和邻苯二甲酸二(5,5-甲
基己基)酯。此4种化合物为首次从菹草中分离得

到，其中，二十五烷醇、邻苯二甲酸二(2-甲基

己基)酯和邻苯二甲酸二(5,5-甲基己基)酯也是首

次从沉水植物中分离得到。

二十五烷醇为直链醇，目前，尚未见其抑

藻活性的报道。本研究发现二十五烷醇能抑制

赤潮微藻的生长(图2)，这是针对二十五烷醇抑

藻活性的首次研究。在厚叶解曼藻(Kjellmaniella
crassifolia)中鉴定出1个直链醇hexadecan-1-ol[23]，

但未见其抑藻活性有关研究。

目前，已经发现某些植物中的邻苯二甲酸

酯类化合物具有抑藻活性 [24-27]。例如，稻草浸泡

液能抑制微囊藻的生长。GC-MS检测发现，活

性物质中最为典型的酯类物质为邻苯二甲酸二

丁酯及其衍生物 [24]。Choe等 [25]采用GC-MS分析发

现艾蒿(Artemisia argyi)中的抑藻物质主要是邻苯

二甲酸二辛酯和邻苯二甲酸二乙基己基酯等。王

立新等 [26]发现能显著抑制铜绿微囊藻(Microcystic

aeruginosa)生长的黑藻(Hydrilla verticillata)乙醚提

取物中含有3种邻苯二甲酸酯类化合物。石莼

(Ulva clathrata)中的邻苯二甲酸二异丁酯(DBP)和
邻苯二甲酸二丁酯(DIBP)在较低浓度时(<4.0 μg/
mL)能显著抑制短裸甲藻(Gymnodinium breve)[27]。

在本研究中，化合物2和4是邻苯二甲酸酯类化合

物，实验发现了此2种化合物对赤潮异弯藻和东

海原甲藻的抑藻活性(图2)，这是邻苯二甲酸二

(2-甲基己基)酯和邻苯二甲酸二(5,5-甲基己基)酯
对赤潮微藻抑藻活性的首次报道。采用外源添

加的方式，研究者们发现了邻苯二甲酸酯类化

合物(PAEs)对海洋微藻生长可能的影响 [28]，具体

影响机制还在研究中。

棕榈酸在水生植物中分布比较广泛，已经

从马来眼子菜(P. malainus)[29]、宽叶香蒲(Typha
latifolia)[30]和普生轮藻(Chara vulgaris)[31] 等水生植

物中分离得到。然而，棕榈酸的抑藻活性研究

主要集中在羊角月牙藻(Selenastrum capricornutum)、
铜绿微囊藻 (Microcystic aeruginosa)、小球藻

(Chlorella sp.)和斜生栅藻(Scenedesmus obliquus)等
淡水微藻 [32]，对赤潮微藻生长的影响研究较少。

目前，仅见棕榈酸对中肋骨条藻  [23]、新月菱形

藻(Nitzschia closterium)[33]、赤潮异弯藻 [34]、东海

原甲藻 [35]和微小原甲藻(P. minimum)[36]等赤潮微

藻的抑藻作用研究，尚未见对球形棕囊藻和强

壮前沟藻抑制作用的报道。本研究表明，棕榈

酸除对赤潮异弯藻具有明显的抑制作用外，对

强壮前沟藻、球形棕囊藻和东海原甲藻的抑制

作用较弱(图2)。
此外，本研究中抑藻活性物质对不同的赤

潮微藻表现出不同程度的抑制作用，可能与赤

潮微藻的细胞结构有关，但还需要进一步研究

表 1    重铬酸钾和4个薄层纯样品对赤潮微藻生长的EC50

Tab. 1    EC50 of potassium dichromate and four samples on the growth of four species of red-tide microalgae μg/mL

化合物

componds
强壮前沟藻

A. carterae
赤潮异弯藻

H. akashiwo
球形棕囊藻

P. globsa
东海原甲藻

P. donghaiense
重铬酸钾

potassium dichromate
4.0±0.42 36±0.42 38±2.97 3.3±0.31

二十五烷醇

pentacosyl alcohol
140±4.38 18±1.21 104±5.76 17.5±1.28

邻苯二甲酸二(2-甲基己基)酯
1,2-benzenedicarboxylic acid, 1, 2-bis(2-methylhexyl) ester

— 23±2.57 — 129±3.96

棕榈酸

palmitic acid
— 4.5±0.22 — 137±4.17

邻苯二甲酸二(5,5-甲基己基)酯
1,2-benzenedicarboxylic acid, 1, 2-bis(5,5-methylhexyl) ester

— 20±1.07 93±2.65 59±2.79

注: —.未计算出

Notes: —.not calculated
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来确定。

综合分析，二十五烷醇和邻苯二甲酸二(5,5-
甲基己基)酯具有抑藻活性的应用潜力，在后续

工作中，将进行此2种抑藻活性物质的抑制作用

机制研究，以期为利用菹草抑藻活性物质生物

防控微藻赤潮提供理论依据。

4    结论

采用一系列分离方法，从菹草石油醚组分

中分离纯化得到4种抑藻活性物质，当它们浓度

为16 μg/mL时，对赤潮微藻表现出一定的抑藻活

性。经鉴定，此4种抑藻活性物质分别为二十五

烷醇、邻苯二甲酸二(2-甲基己基)酯、棕榈酸和

邻苯二甲酸二(5,5-甲基己基)酯，它们为首次从

菹草中分离得到。二十五烷醇和邻苯二甲酸二

(5,5-甲基己基 )酯显著抑制了赤潮异弯藻的生

长，还能较明显地抑制东海原甲藻和球形棕囊

藻的生长。
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Isolation and purification of antialgal activity substances from
petroleum ether extracts of the submerged macrophytes Potamogeton crispus and

the antialgal activities analysis

SUN Yingying1 *,    PU Yinfang1,    YAN Binlun1,    WANG Changhai2

(1. Jiangsu Key Laboratory of Marine Biotechnology, Huaihai Institute of Technology, Lianyungang    222005, China;
2. Resources and Environment Science Institute, Nanjing Agricultural University, Nanjing    210095, China)

Abstract:  Previous  studies  showed  that  the  petroleum  ether  extracts  from  the  submerged  macrophytes
Potamogeton crispus  significantly inhibited the growth of Karenia mikimitoi.  Further, four antialgal activity
compounds (1–4) were successfully isolated through a combination of silica gel column chromatography and
repeated preparative thin-layer chromatography in this paper. These four antialgal compounds showed antialgal
activities against K. mikimitoi. Furthermore, their structures were identified on the basis of spectrum data. There
are pentacosyl alcohol, 1, 2-benzenedicarboxylic acid, 1, 2-bis(2-methylhexyl) ester, palmitic acid, and 1, 2-
benzenedicarboxylic acid, 1, 2-bis(5,5-methylhexyl) ester. These four compounds were isolated from P. crispus for
the first time, and compounds 1, 2, and 4 were isolated from the submerged macrophytes for the first time. This
paper provided solid experiment foundation for further study. Furthermore, at the concentration of 50 μg/mL, these
four antialgal compounds significantly inhibited the growth of Heterosigma akashiwo; and pentacosyl alcohol and
1, 2-benzenedicarboxylic acid, 1, 2-bis(5,5-methylhexyl) ester exhibited more significant antialgal activity against
Prorocentrum donghaiense and Phaeocystis globsa.
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