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水稻秸秆浸泡液对铜绿微囊藻生理特性的影响
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摘要: 室内利用流式细胞仪对暴露于不同浓度水稻秸秆浸泡液下铜绿微囊藻的细胞生长、细胞膜完整性、膜电位、酯酶活性
进行了为期 15 d的检测，研究了水稻秸秆浸泡液对铜绿微囊藻生理特性的影响． 结果发现，浸泡 5 d 的水稻秸秆液可以抑制
藻的生长，呈明显的浓度抑制型变化; PI荧光检测显示暴露于浸泡液的各组细胞( ＞ 98% ) 的细胞膜保持高度完整; FDA荧光
检测显示与对照组相比，第 1、4 d处理组酯酶活性增强和减小的细胞都有增加，但活性下降的细胞数量明显多于活性增强的
细胞，第 7 d酯酶活性下降的细胞数量明显增加，而增强的细胞数量基本不变，第 10、15 d 酯酶活性正常的细胞数量增加显
著，而酯酶活性下降的细胞数量明显减少，增强的细胞变化幅度较小; DIOC6 ( 3) 荧光检测显示膜电位在前 7 d 变化显著，第
10、15 d变化程度减弱，与酯酶活性变化趋势一致． 分析表明，浸泡液存在促进和抑制藻细胞生长的两种作用，抑制作用占据
优势，随着暴露时间延长，促进作用消失，抑制作用有所下滑，浸泡液对藻细胞生长具有抑制性而非致死性的作用．
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Abstract: The growth and physiology of bloom-forming cyanobacterium Microcystis aeruginosa were determined by the flow cytometry
when exposed to rice straw extract for 15 d． The cell growth，cell integrity，mitochondrial transmembrane potential，and esterase
activity were used to evaluate the physiological response in Microcystis aeruginosa． Rice straw extract stored for 5 days significantly
inhibited the growth of Microcystis aeruginosa in a concentration-dependent way; Most of the algae cells ( ＞ 98% ) remained complete
membranes in all the concentration treatments; Compared with the control cultures，the rice straw induced both negative and positive
effects on the esterase activity for each test within 4 days，while the inhibition exceeded the stimulation effect． After a 7 d exposure，
only the inhibition effect was found． Neither the inhibited nor stimulated effects was observed after algae exposure from 10 d to 15 d．
Evident changes was found in the membrane potential during 7 d experiment，whereas inhibition effect became weaker after 10 d and 15
d exposure，in consistent with the result of esterase activity． These results confirmed that the rice straw extract might provide both
dominant inhibition and relatively weak stimulation effects． After a long time exposure，inhibition effect became limited while
stimulation effect disappeared． The action of rice straw may be algistatic ( preventing algal growth) but not algicidal ( killing algae) ．
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近年来大量的营养盐通过各种途径进入水体，

引起藻类的过度生长，形成藻类水华，造成水质的恶

化，某些产毒藻类危害水生动物及人体健康［1］． 因
此，有效控制富营养化水体中的藻类，防止水华发生

成为目前环境领域的研究热点和前沿
［2］．

化感作用 ( Allelopathy ) 是 1937 年 Molisch 首
次提出并定义为某种植物( 包含微生物) 生成的化

学物质，对其他植物产生某种作用的现象［3］． 目
前，植物化感作用被认为是一种新型的生物抑藻

技术，具有高效、经济、生态学风险小等特点，近
年来备受国内外关注

［4，5］． 80 年代以后，随着对化
感作用等相关研究的深入，利用农作物秸秆 ( 大

麦、水稻等) 进行抑藻的方法逐步得到了应用． 我

国水稻种植面积广、品种多，以稻杆抑藻机制为基
础，建立科学的水体生态调控体系，具有潜在的实

用价值．
目前，国内外已有学者开展了水稻对淡水藻个

体及其群体生长抑制作用的研究，Park 等［6］采用水
稻秸秆甲醇提取物抑制铜绿微囊藻生长，表明甲醇

提取物即使很低的浓度下( 0. 01 mg·L －1 ) 也可以强

烈抑制藻类生长． Park等［7］利用稻壳中提取的单体
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抑制铜绿微囊藻个体及群体生长，发现稻壳内存在

强烈抑制藻单体及群体生长的物质． 同时，Park
等
［8］
利用稻壳提取物对蓝藻，绿藻和浮游动物进行

实验，发现蓝藻对其提取物最敏感，绿藻次之，提取

物对浮游动物的影响很小． 国内学者在水稻秸秆抑
藻的化学作用和生物作用进行了诸多探究，证实了

水稻秸秆可以抑制蓝藻、球形棕囊藻等藻类的生
长
［9 ～ 11］． 万宏等［12］和吴小平等［13］的研究表明细菌
存在是水稻秸秆抑藻所必需的，但是张余霞等［9］发

现当水稻秸秆( 以干重计) 浓度不小于 10 g·L －1，无

论细菌存在与否，稻杆均可强烈抑制藻生长． 近年
来，杨维东等［10］和冯菁等［14］研究表明水稻秸秆对

藻抑制作用受细菌，有氧无氧，降解时间的综合作用

影响． 虽然水稻对藻生长的抑制作用已经引起人们
关注，但国内外学者对水稻秸秆控藻的研究存在 2
个问题:①大部分实验为短期暴露实验( 4 ～ 7 d) ，不
能长时间反映稻杆抑藻效果

［6，10，14］; ②水稻稻杆抑
藻机制研究甚少．
本研究以江苏水稻主栽品种武育梗为实验材

料，将其浸泡液作用于铜绿微囊藻，实验进行 15 d，
运用流式细胞仪( flow cytometry，FCM) 对铜绿微囊
藻的生长、细胞膜完整性、酯酶活性、膜电位进行
检测，分析了稻杆的抑藻机制，以期为秸秆控藻的应

用提供理论依据与实际指导．

1 材料与方法

1. 1 材料
水稻秸秆用去离子水清洗 3 ～ 5 次，33℃下干燥

5 d，剪成 2 cm长的小段，粉碎，过 40 目筛． 取 20 g
粉碎的稻杆，分别浸泡于装有 400 mL 无菌水的 1 L
锥形瓶中． 密封在 25℃的人工气候箱放置 5 d 后，
稻杆浸泡液过 GF /C膜用于抑藻实验．
1. 2 藻种及培养
藻种铜绿微囊藻( Microcystis aeruginosa) 由中国

科学院武汉水生生物研究所提供，用 BG-11 培养
基
［15］
于光照培养箱中培养． 培养条件为: 光强 40

μE·( m2·s) － 1，温度 25℃，光暗比 12 h∶ 12 h，每天定
时摇晃 3 次．
1. 3 实验方法
实验共设置 1 个对照组和 5 个质量浓度梯度组

( 0. 5、2、4、8、10 g·L －1 ) ，在 100 mL锥形瓶内加入
35 mL BG11 培养基，高温灭菌后接种处于对数生长
期的藻． 据 OECD标准，在进行藻类毒性实验时，藻
的初始密度多设定为 104 ～ 105 cell·mL －1［16］，本研

究接种藻浓度为 1. 6 × 105 cell·mL －1，抑藻实验体系

均用灭菌去离子水定容到 50 mL，对照不加浸泡液，
每个浓度梯度 3 个平行样，设置 5 个空白对照，培养
3 d 后加入不同浓度的稻杆浸泡液． 分别于实验第
1、4、7、10、15 d 取样，过 300 目滤膜后，分别加入
表征细胞膜完整性染料 PI( Sigma，P-4170) ［17］，表征
膜电位染料 DIOC6( 3 ) ( Sigma) ［18］和表征细胞膜选
择透过性染料 FDA( Sigma，F-7378) ［19，20］，加入各染
料的浓度为 10、25、15 μmol·L －1，对应的 25℃暗室
温育时间为 15、8、15 min． 温育后的样品，立即使
用流式细胞仪进行测定．
1. 4 仪器分析
应用 FACSVantage SE 流式细胞仪 ( Becton

Dickinson) 进行样品的测定，激光器为 Coherent水冷
氩离子激光器，激发的波长为 488 nm． FL2 通道处
收集 PI荧光，荧光检测波长为 560 ～ 590 nm，FL1 通
道处收集 FDA和 DIOC6 ( 3 ) 荧光，荧光检测波长为
530 ～ 560 nm． 每个样品检测细胞10 000个，检测到
的数据用 WinMDI软件分析［20］．
1. 5 统计分析
采用 SPSS 16. 0 软件包进行统计分析，组间差

异利用 one-way analysis of variance ( ANOVA) 分析，
P ＜ 0. 05 表示显著性差异，P ＜ 0. 01 表示极显著性
差异．

2 结果与讨论

2. 1 水稻秸秆对铜绿微囊藻生长的抑制作用
采用不同浓度的水稻秸秆浸泡液处理铜绿微

囊藻，对藻的生长进行了 15 d 的监测． 用细胞密
度相对对照组百分比表征暴露于 0. 5、2. 0、4. 0、
8. 0 和 10. 0 g·L － 1

浓度下的水稻秸秆浸泡液对铜

绿微囊藻的抑制作用( 图 1 ) ． 结果发现，处理组的
藻从第 1 d开始，其生长就受明显抑制，第 15 d 时
高浓度处理组 ( 8. 0 g·L － 1

和 10. 0 g·L － 1 ) 抑藻效

果仍可高达 60%左右，与对照相比具有极显著差
异( P ＜ 0. 01 ) ，有别于相关学者的研究结果［9，11］．
Choe等［21］研究发现，0. 5 g·L － 1

的水稻秸秆可促进

铜绿微囊藻藻生长． Xiao 等［22］观察到，第 1 d 时，
低浓度的大麦杆提取液能促进铜绿微囊藻的生

长． 造成这种差异的原因可能与实验中所用的实
验材料、藻起始密度、藻株、浸泡液浓度等不同有
关． 例如，芦苇化感物质 2-甲基乙酰乙酸乙酯
( EMA) 抑制起始密度低羊角月牙藻 ( Selenastrum
capricornutum) 的生长，但是促进起始密度高羊角
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月牙藻的生长
［23］．

水稻秸秆对铜绿微囊藻生长的抑制效果随着暴

露浓度的增加而显著升高，暴露时间不同，其抑藻效

果也不同． 第 1 ～ 7 d，随暴露时间的延长抑制效果
增强． 2、4 和 8 g·L －1

处理组藻细胞密度占对照组

百分比分别由第 1 d 的 66%、59%、52%下降至第
7 d的 42%、42%、41% ． 第 10 ～ 15 d时，抑藻效果
与前 7 d相比有所减弱，2 g·L －1

和 4 g·L －1
处理组占

对照组百分比第 10 d 和第 15 d 分别为 60%、45%
和 68%、46% ． 据此推测稻杆抑藻的物质可能不太
稳定，导致时间延长抑藻效果有所下滑，这与张玲

等
［24］
的研究结果类似． 他们认为未灭菌稻杆的活

性物质可能对氧气或微生物敏感，时间越长，抑藻效

果越差．
对有抑藻活性的物质，首先需要解决的问题是

确定它对藻类生长的作用是抑制性的( 抑制藻类生

长) 还是致死性的( 杀死细胞) ． 本实验利用 PI染料
大分子，借助流式细胞技术对藻细胞膜完整性进行

了检测． 细胞膜完整的藻细胞拒绝 PI 的进入，只有
细胞膜受损的细胞，PI 才能进入其内并与核酸物质
结合，所以 PI荧光强度越强说明细胞膜受损害程度
越严重

［19，20］． 实验结果 ( 表 1 ) 显示，5 个浓度处理
组( 0. 5、2、4、8、10 g·L －1 ) 的铜绿微囊藻在15 d
的暴露实验中，PI荧光强度很低，提示藻细胞膜完

图 1 不同浓度水稻秸秆浸泡液对铜绿微囊藻暴露 1、4、7、

10、15 d后生长的抑制作用
Fig． 1 Inhibition effect on growth of Microcystis aeruginosa

cells after a 1，4，7，10 and 15 d rice straw exposure

整性未受到影响，大部分细胞保持完整 ( ＞ 98% ) ．
这表明水稻秸秆对铜绿微囊藻的抑制作用是抑制性

的而非致死性的，这与大麦杆的研究结果相

同
［22，25］． 也有研究表明，利用盐京九号稻杆水提取
液作用于铜绿微囊藻，出现了藻细胞黄化沉底现象，

表明藻体出现死亡
［9］． 水稻的水生环境不同，抑制

浮游藻类的机制可能不同，同时除了所用实验材料

不同外，藻细胞自身的生理状态、藻密度都可能影
响除藻效果

［26］．

表 1 铜绿微囊藻暴露 1、4、7、10、15 d后细胞膜完整性变化1)

Table 1 Cell membrane integrity of Microcystis aeruginosa cells after a 1，4，7，10 and 15 d rice straw exposure

项目 1 d 4 d 7 d 10 d 15 d

对照组 98. 86( ± 0. 01) 98. 93( ± 0. 02) 98. 94( ± 0. 03) 98. 96( ± 0. 02) 98. 72( ± 0. 01)

0. 5 g·L －1 98. 86( ± 0. 02) 98. 93( ± 0. 03) 98. 94( ± 0. 04) 98. 96( ± 0. 05) 98. 72( ± 0. 06)

2. 0 g·L －1 98. 83( ± 0. 02) 98. 96( ± 0. 02) 98. 85( ± 0. 03) 98. 96( ± 0. 05) 98. 61( ± 0. 04)

4. 0 g·L －1 98. 85( ± 0. 04) 98. 93( ± 0. 05) 98. 94( ± 0. 06) 98. 91( ± 0. 03) 98. 91( ± 0. 05)

8. 0 g·L －1 98. 79( ± 0. 01) 98. 97( ± ． 02) 98. 97( ± 0. 03) 98. 97( ± 0. 02) 98. 92( ± 0. 03)

10. 0 g·L －1 98. 74( ± 0. 05) 98. 96( ± 0. 01) 98. 96( ± 0. 02) 98. 95( ± 0. 05) 98. 89( ± 0. 01)

1) 细胞膜完整性以 PI未染色细胞占总细胞数的百分比( % ) ( ± SD) 表示

大麦秸秆控藻在野外已取得多个成功的实

例
［25，27］，但是大麦杆产生抑藻作用前需要进行为期

3 个月的有氧降解［28，29］． 计算水稻秸秆浸泡液抑制
铜绿微囊藻生长的 15 d 半数抑制浓度( EC50，以干
重计，下同) 为 6. 003 g·L －1 ( 表 2 ) ，而大麦杆降解
50 d 的浸泡液对铜绿微囊藻 15 d EC50 为 4. 3
g·L －1［22］，两者相差不大． 需要说明的是，稻杆只需
要进行 5 d降解即可产生与大麦杆相似程度的抑制
效果，表明在野外控藻应用时，稻杆的前处理比大麦

杆简单易行．

表 2 铜绿微囊藻细胞生长，酯酶，膜电位在 1、4、7、

10、15 d的 EC50 值
Table 2 Effect of rice straw on cell growth，esterase activity，

membrane potential of Microcystis aeruginosa cells

项目
EC 50 /g·L －1

1 d 4 d 7 d 10 d 15 d
细胞生长 7. 64 5. 701 7. 532 5. 348 6. 003
酯酶 8. 932 16. 983 9. 357 — —
膜电位 4. 499 6. 394 4. 052 4. 154 6. 409

2. 2 水稻秸秆抑制铜绿微囊藻生长的生理响应
目前水稻秸秆抑制铜绿微囊生长的机制尚不清

251



1 期 苏文等: 水稻秸秆浸泡液对铜绿微囊藻生理特性的影响

楚，这是限制和影响秸杆野外大范围应用的主要原

因
［10］． 利用荧光染料 FDA 和 DIOC6 ( 3 ) 对暴露于
不同浓度水稻秸秆浸泡液的铜绿微囊藻酯酶活性和

膜电位进行检测，深入揭示稻杆抑藻的机制，以期填

补国内外研究的空白． 酯酶活性作为流式细胞仪检
测中敏感的毒理学指标，可以用来反映细胞的新陈

左侧 S1 为 FDA荧光强度减少细胞区，中间 S2 为健康对照

细胞区，右侧 S3 为 FDA荧光强度增加区域

图 2 铜绿微囊藻暴露 1、4、7、10、15 d后不同
FDA荧光强度细胞百分比

Fig． 2 Cell percentage under different FDA fluorescence( % )

of Microcystis aeruginosa cultures after a

1，4，7，10 and 15 d rice straw exposure

代谢活性
［30，31］． 各处理组不同 FDA 荧光强度的细

胞百分比分布( 图 2) 显示，实验第 1 d，所有处理组
S1 区域( 酯酶下降) 和 S3 区域 ( 酯酶上升) 细胞数
目明显多于对照组，酯酶下降细胞比例随浸泡液浓

度增加而增加． 第 4 d时，各处理组 S1 和 S3 区域细
胞百分比虽然大于对照组，但是低于第 1 d 的细胞
百分比． 第 1 d，8、10 g·L －1

处理组 S1 区域和 S3 区
域细胞百分比分别为 49%、52%和 8%、7%，都显

著高于对照组( 19%，P ＜ 0. 01; 1%，P ＜ 0. 01 ) ． 第
4 d，8、10 g·L －1

处理组 S1 区域和 S3 区域细胞百分
比分别为 29%，31%和 6%，5%，虽然仍高于对照组
( 16%、1% ) ，但是只有 10 g·L －1

处理组 S1 区域和
S3 区域细胞百分比与对照组有显著差异 ( P ＜
0. 05) ，酯酶活性下降和上升的细胞数量明显低于
实验第 1 d． 第 7 d各处理组只有 S1 区域细胞增加，
S3 区域细胞不再增加． 第 10 ～ 15 d，各处理组藻的
酯酶活性不再降低，随着浸泡液处理浓度的升高，正

常细胞的数量越来越高． 笔者推测水稻秸秆浸泡液
存在抑制和促进藻细胞生长的两种作用，因为抑制

作用占据优势，所以前 7 d 细胞生长受到抑制． 浸
泡液中的抑制物质可能随着时间延长不稳定

［24］，所

以第 10 ～ 15 d藻细胞的酯酶活性不再受到抑制． 水
稻秸秆中存在促进藻类生长的化学成分在其他研究

中也有类似发现
［21，22］，Park等［7］自水稻稻壳中提纯

的 10 种单体，有 2 种可促进单体铜绿微囊藻生长．
Xiao等［22］实验表明大麦杆中也存在对藻的促进作
用，不过随着暴露时间延长，这种作用越来越弱． 有
些学者认为细胞膜渗透性的改变会影响 FDA 的摄
入
［32］，进而引起 FDA的改变，但是细胞膜完整性的
结果证明实验第 1、4 和 7 d FDA 的降低与膜渗透
性改变无关，这种降低是因为水稻秸秆抑制了铜绿

微囊藻酯酶活性造成的，酯酶活性的降低也在藻类

生长受到抑制的结果上再次得到证实．
DIOC6( 3) 是一种带阳离子的荧光染料，由于膜

电位内负外正，细胞膜可以选择性的对其进行富集．
当膜电位发生去极化时 ( 膜电位下降) ，DIOC6 ( 3 )
荧光强度下降; 当膜电位超级化时( 膜电位上升) ，

DIOC6( 3) 荧光强度增强［33］． 所以 DIOC6 ( 3 ) 荧光
强度的变化被用来表征藻细胞中膜电位的变

化
［34，35］． 不同暴露时间 DIOC6 ( 3) 荧光强度平均值
的变化 ( 图 3 ) 显示，第 1 d 低浓度 ( 0. 5 g·L －1、2
g·L －1 ) 膜电位分别升至对照组的 1. 4 和 1. 3 倍，高
浓度( 4. 0、8. 0 和 10. 0 g·L －1 ) 分别下降至对照组

的 40%、18%、16% ; 第 4 d膜电位下降，但是高浓
度( 4. 0、8. 0 和 10. 0 g·L －1 ) 下降至对照组 51%、
41%、19%，下降程度弱于第 1 d; 第 7 d，2 g·L －1

浓

度组膜电位升至最高为对照组的 174%，高浓度组
( 4. 0 g·L －1

和 8. 0 g·L －1 ) 降至最低点，分别为对照

组的 22%、17% ; 说明第 7 d 时膜电位受到水稻秸
秆影响发生明显变化，细胞膜的生理功能可能受到

严重影响，发生紊乱． 第 10 ～ 15 d，膜电位随暴露浓
度升高仍在降低，但是随着暴露时间延长，降低程度
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减弱，高浓度组( 4. 0、8. 0 和 10. 0 g·L －1 ) 在第 15 d
时膜电位相当于对照组的 42%、39%、39% ． 结合
酯酶活性变化的结果( 图 2 ) ，笔者认为第 4 d 高浓
度组膜电位下降程度减弱可能受部分细胞生长被促

进影响，第 10 ～ 15 d 膜电位下降程度的减弱推测是
抑藻作用下滑引起的．
目前藻类研究中常用的生理指标为酯酶，而对

膜电位的研究较少，表 2 的结果可以看出: 除第 4 d
外，膜电位 EC50 ＜生长 EC50 ＜酯酶 EC50． 第 4 d
膜电位 EC50 ＞生长 EC50，这可能是因为部分细胞
受到稻杆促进作用引起的． 因此笔者认为膜电位也
可以敏感地反应藻的生理变化，在研究藻生长的实

验中可能是更优于酯酶的毒理学指标．

图 3 不同暴露时间 DIOC6(3)荧光强度平均值的变化
Fig． 3 DIOC6( 3) mean fluorescence intensity of M． aeruginosa

exposed to different time

细胞密度变化可直观反映抑藻效果，但不能说

明藻类在形态、结构以及生理方面的变化． 通过细
胞膜完整性、膜电位、酯酶活性的变化分析，可深
入理解稻杆浸泡液对铜绿微囊藻的作用机制: 显著

影响酯酶活性和膜电位( 图 2、图 3) ，其响应规律与
细胞生长状况较为吻合; 而对细胞膜完整性基本没

有影响( 表 1) ．

3 结论

( 1) 不同浓度水稻秸秆浸泡液处理铜绿微囊藻
时，随着暴露时间的延长抑制效果呈先增强后下滑

的趋势，但是高浓度组在第 15 d 时的抑制率仍然高
达 60%以上．
( 2) 前 7 d内，酯酶活性增强和减弱的细胞数量

都有所增加，但随藻细胞暴露时间延长，活性增强的

细胞数量不再增加，活性被抑制的细胞数量持续显

著增加; 藻细胞膜电位在低浓度处理组发生超级

化，高浓度组发生去极化． 秸秆浸泡液对藻类生长

的影响存在促进和抑制两种作用，抑制作用占据优

势，同时浸泡液严重影响了藻细胞的膜功能． 第 10
～15 d，酯酶活性和膜电位受到的影响都减弱，与浸
泡液对铜绿微囊藻生长抑制作用下降的规律相吻

合． 15 d的暴露实验中，藻细胞膜完整性未受到影
响． 生理指标检测结果表明水稻秸秆对铜绿微囊藻
生长的作用是抑制性的而非致死性的，建议野外控

藻应用时应考虑持续或反复添加．
( 3) 对比藻细胞生长、酯酶和膜电位的半抑制

浓度值，发现膜电位的 EC50 最小，提示膜电位可以
作为检测铜绿微囊藻生理状态的灵敏指标．
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