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化感物质肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻生长及生理特性

的影响

高李李，郭沛涌* ，苏光明，魏燕芳
( 华侨大学化工学院环境科学与工程系，厦门 361021)
摘要: 探讨了肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻生长及生理特性的影响，从叶绿素 a含量，抗氧化系酶活性，活性氧自由基( ROS) 水
平，丙二醛( MDA) 含量以及光合活性的变化研究了其抑藻的生理生化机制． 结果表明，肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻具有快速
抑制效应，随着浓度的增加抑制效果越明显． 其 96 h半效应浓度 EC50值为 5. 45 mg·L －1 ． 肉桂酸乙酯引起细胞内叶绿素 a含
量下降，活性氧( ROS) 的过度累积和 MDA含量的增加． 由此，说明肉桂酸乙酯通过引起活性氧的过度产生，导致膜脂过氧化，
引起藻细胞膜系统受损，代谢发生紊乱． 为了清除 ROS，细胞通过提高抗氧化系酶的活性来保护其免受氧化损伤． 肉桂酸乙
酯对蛋白核小球藻细胞光合系统Ⅱ 的最大光化学量子产量和潜在活性具有一定的急性毒性效应，但随着时间的延长藻细胞
可以通过自身调节在一定程度上恢复其光合活性．
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Effects of Allelochemicals Ethyl Cinnamate on the Growth and Physiological
Characteristics of Chlorella pyrenoidosa
GAO Li-li，GUO Pei-yong，SU Guang-ming，WEI Yan-fang
( Department of Environmental Science and Engineering，College of Chemical Engineering，Huaqiao University，Xiamen 361021，
China)
Abstract: The effects of ethyl cinnamate on the growth and physiological characteristics of Chlorella pyrenoidosa were studied． The
allelopathic mechanisms were explored，from views of chlorophyll a content，antioxidant enzyme activities，reactive oxygen species
( ROS) level，malondialdehyde ( MDA) content and photosynthetic activity． The results revealed that ethyl cinnamate had acute
inhibitory effects on the growth of Chlorella pyrenoidosa，and the inhibited degree tended to increase with increased concentrations． The
effective concentration causing a 50% inhibition at 96 h was 5. 45 mg·L －1 ． Ethyl cinnamate induced the decrease of chlorophyll a，the
over-accumulation of ROS and the increase of MDA． Therefore，it suggested that ethyl cinnamate could lead to the damage of cell
membrane system and metabolic disorder through inducing lipid peroxidation via initiating ROS overproduction． And for scavenging
ROS，the algae cells were protected from oxidative damages through increasing the activity of antioxidant enzymes． The results
demonstrated ethyl cinnamate had acute inhibition to the maximum quantum yield and the potential activity of photosystem Ⅱ of
Chlorella pyrenoidosa，however，the photosynthetic activity could recover to some extent through self-regulation after some time．
Key words: ethyl cinnamate; Chlorella pyrenoidosa; physiological characteristics; photosynthetic activity; algaecide

目前，全球由水体富营养化引起的藻类水华频

频暴发，造成水生生物大量死亡，给渔业、生态环境
及人类健康造成严重危害． 如何有效控制富营养化
水体中的藻类生长，防止水华发生成为目前水环境

领域的研究热点之一
［1，2］． 常用的灭藻剂大多为氧

化型灭藻剂，如氯气、次氯酸钠等，虽然效率高、价
廉，但产生二次污染，且腐蚀性强，因此，寻找高效、
安全、经济与环境友好型灭藻剂是当务之急［3，4］．
利用化感作用抑制藻类的生长因可生物降解性和生

态安全性而日益受到学者的重视
［5 ～ 8］． 许多研究者

从植物中分离鉴定出脂肪酸类、多酚类等化感物
质，它们对一些水华蓝藻有一定的抑制作用． 例如
从凤眼莲中分离出 N-苯基-2-萘胺和亚油酸甘油

酯
［9］，马蹄莲中 α-亚麻酸和亚油酸［10］，芦苇中 2-甲
基乙酰乙酸乙酯

［11］． 国外学者从穗花狐尾藻中分
离出多种酚酸类化感物质 ( 如鞣花酸、没食子酸
等) ，并证实其对铜绿微囊藻的生长有不同程度的

抑制作用
［12］． 从目前的研究结果来看，当前利用水

生植物控制藻类，主要集中于沉水植物［13 ～ 15］，挺水

植物
［11，16］
和浮水植物等

［17，18］． 但对陆生植物尤其
是大型木本植物化感抑藻的研究相对较少，与水生
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植物相比，陆生植物具有材料来源广、数量大、生
长稳定，用于萃取抑藻物质的原材料可以得到保障．
因此，研究大型木本植物对藻类的化感作用具有很

重要的理论与现实意义． 笔者前期以大型木本植物
柳树为对象，分离鉴定出含量较多的化感抑藻物质

肉桂酸乙酯，它属于酚酸类衍生物，一种常见的合成

香料，具有水果或花香的特殊香味，是食用香精和日

用香精的常用配料． 本研究以肉桂酸乙酯为抑藻
剂，分析了其对蛋白核小球藻生长、叶绿素 a 含量、
丙二醛( MDA) 含量、抗氧化酶活性以及光合活性
的影响，揭示其制藻机制，以期为陆生植物化感物质

用于藻类控制提供科学依据．

1 材料与方法

1. 1 实验材料
蛋白核小球藻 ( Chlorella phyrenoidosa) 购自中

国科学院武汉水生所淡水藻种库，采用 SE 培养基
培养． 肉桂酸乙酯购自上海思域化工科技有限公
司，分析纯，纯度 98% ．
1. 2 实验方法
1. 2. 1 蛋白核小球藻培养
实验前一周，将藻分别接种于装有 100 mL SE

培养基的 250 mL锥形瓶中，进行扩大培养，培养条
件为:温度 25℃，光照强度3 000 ～ 4 000 lx，光暗比
14 h∶ 10 h，每天摇动 3 ～ 4 次，同时随机调换三角瓶
放置位置，待达到指数生长期时 ( 藻密度约为 5 ×
105 ～ 6 × 105 cells·mL －1 ) 用于进一步实验． 采用二
甲基亚砜作为助溶剂将肉桂酸乙酯配成母液待用，

然后将其加入到 SE 培养基中，使肉桂酸乙酯的终
浓度分别为 0、2、4、8、10 mg·L －1，每组设 3 个平
行，所有操作均在无菌条件下进行，以排除微生物的

干扰． 受试藻液中二甲基亚砜的最终含量低于
0. 2%，以排除二甲基亚砜的干扰．
1. 2. 2 藻细胞密度测定
采用血球计数板显微技术法测定藻细胞密度，

并于 680 nm波长出测定其吸光度，得到蛋白核小球
藻细胞密度( Y = 5 × 104 cells·mL －1 ) 与藻液吸光度

D680 ( X ) 的关系: Y = 357. 37X + 0. 290 4 ( R2 =
0. 999 2) ． 两者相关性较好，所以每天定时测定藻
液的光密度值( D值) 来反映藻生长情况．
1. 2. 3 抗氧化酶活性的测定
藻液处理 96 h 后，离心收集藻细胞，并迅速放

入冰浴中，加入 50 mmol·L －1
磷酸缓冲液( pH 7. 8)

用超声细胞破碎仪破碎( 功率 500 W) ，处理 20 min

后，4℃ 12 000 r·min －1
离心 15 min，上清液即为粗

酶提取液，低温保存待用． 超氧化物歧化酶( SOD)
采用邻苯三酚自氧化法测定． 过氧化氢酶( CAT) 采
用过氧化氢法测定．
1. 2. 4 活性氧自由基( ROS) 水平的测定
藻液处理 24 h 后，离心收集藻细胞，重悬浮于

无血清培养液中，加入荧光探针 DCFH-DA，37℃孵
育 20 min． 然后用无血清培养液将藻细胞洗涤至少
3 次，以除去细胞外残留的荧光染料． 最后，激光共
聚焦显微镜( LSM710，德国 Zeiss公司) 镜检拍照．
1. 2. 5 丙二醛( MDA) 含量的测定
过氧化脂质降解产物中的丙二醛可与硫代巴比

妥酸( TBA) 缩合，形成红色产物，在 532 nm 处有最
大吸收峰． 采用硫代巴比妥酸法测定藻细胞中
MDA含量．
1. 2. 6 叶绿素荧光参数的测定
叶绿素的含量及其荧光参数采用浮游植物分析

仪( Phyto-PAM Phytoplankton Analyzer，德国 Walz 公
司) 进行测定． 测定方法参考文献［19］并略有
改动．
1. 3 数据处理
肉桂酸乙酯对藻细胞生长的抑制率计算公

式为:

IR = ( 1 － N /N0 ) × 100%
式中，IR为抑制率; N 为处理组藻细胞密度; N0 为

对照组藻细胞密度．
半效应浓度 EC50的计算用生长面积法计算96 h

EC50 :

A =
( N1 － N2 )

2 × t1 +
( N1 + N2 － 2N0 )

2

× ( t2-t1 ) + … +
( Nn－1 + Nn － 2N0 )

2 × ( tn － tn－1 )

式中，A为生长曲线以下面积; Nn 为 tn 时刻细胞密
度; tn 为实验开始后第 n 次计数时间; IA 为生长抑
制百分率，IA = ( Ac － At ) /Ac × 100% ; Ac 为空白组

生长曲线以下面积; At 为受试浓度生长曲线以下面

积． 以 IA 为纵坐标，以浓度对数为横坐标作图，IA
值为 50%所对应的浓度即为 EC50值．
数据采用 SPSS 18. 0 软件包进行统计分析，利

用 Origin 8. 0 进行作图． 对照组与处理组采用单因
素方差分析，P ＜ 0. 05 表示有显著性差异．

2 结果与分析

2. 1 肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻生长的影响
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图 1为不同浓度肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻生
长曲线和抑制率的变化情况． 从中可知，当肉桂酸乙
酯浓度≤2 mg·L －1

时，蛋白核小球藻的生长都受到一

定的抑制作用，且抑制率与投加浓度呈正相关． 浓度
为 2、4、8和 10 mg·L －1

处理组，在处理前 4 d的平均
抑制率分别为 10. 7%、30. 6%、57. 3%和 74. 6% ． 可

见，浓度为10 mg·L －1
处理组的抑制作用最大，且随着

处理时间的延长抑制率逐渐增大，在第 2 d 时抑制率
达到 72. 6%，表现出快速抑制效应． 此外，在 2 ～ 8
mg·L －1
浓度范围内，处理第 2 d后抑制率呈现逐渐下

降的趋势． 通过计算得出肉桂酸乙酯对蛋白核小球
藻 96 h半致死浓度 EC50为 5. 45 mg·L －1 ．

图 1 肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻生长的影响
Fig． 1 Effects of ethyl cinnamate on the growth of Chlorella pyrenoidosa

图 2 肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻叶绿素 a含量的影响
Fig． 2 Effects of ethyl cinnamate on the chlophyll a

content of Chlorella pyrenoidosa

2. 2 肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻叶绿素 a 含量的
影响

肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻叶绿素 a 含量的影
响见图 2． 4、8 和 10 mg·L －1

浓度处理组的叶绿素 a
含量则呈现先下降后上升的趋势，这与生长抑制率曲

线相对应，且与对照组对比，均呈现显著性差异( P ＜
0. 05) ，表现出明显的剂量-效应关系． 与藻细胞密度
变化趋势相似，浓度为10 mg·L －1

时抑制作用最大，在

第 3 d叶绿素 a含量仅为对照组的 1. 4% ．
2. 3 肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻抗氧化酶活性的
影响

生物体内存在可以清除自由基的抗氧化体系酶

类，如超氧化物歧化酶( SOD) 、过氧化氢酶( CAT) ，
在机体受到逆境胁迫时可以维持代谢平衡，保护细

胞免受氧化损伤． 不同浓度肉桂酸乙酯对四尾栅藻
SOD、CAT活性的影响如图 3 所示． 各浓度处理组
藻细胞的 SOD和 CAT 活性与对照组相比都显著升
高( P ＜ 0. 05) ． 浓度为 10 mg·L －1

处理组的 SOD 活
性达到最高，是对照组的 54. 8 倍． 表明蛋白核小球
藻细胞内产生了较多的活性氧自由基，为了清除有

害的自由基细胞内 SOD和 CAT活性显著增加．
2. 4 肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻 ROS 水平和
MDA含量的影响
在外界胁迫下，植物体内活性氧自由基的产量

会升高，活性氧自由基的毒害会发生膜脂过氧化作

用，产生丙二醛( MDA) ，严重损伤细胞膜系统． 图 4
所示，对照组和 8 mg·L －1

肉桂酸乙酯处理 24 h后收
集藻细胞，装载 ROS测定荧光探针后拍照的结果，8
mg·L －1
处理组细胞内 ROS水平明显高于对照组，这

与 2. 3 节结果相对应． 可见，肉桂酸乙酯可以引起
蛋白核小球藻细胞内 ROS 的积累，导致氧化损伤．
不同浓度肉桂酸乙酯处理的蛋白核小球藻细胞内

MDA含量见图 5． 当肉桂酸乙酯浓度高于 2 mg·L －1

时，各处理组细胞内 MDA 含量都显著升高 ( P ＜
0. 05) ． MDA含量的变化与 ROS的积累相对应． 当
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图 3 肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻 SOD和 CAT酶活性的影响
Fig． 3 Effects of ethyl cinnamate on SOD and CAT activities of Chlorella pyrenoidosa

浓度达到 8 mg·L －1
时，MDA 含量达到最高，而 10

mg·L －1
处理组 MDA 含量相对较少，这可能是由于

肉桂酸乙酯浓度过高，藻细胞膜受到严重氧化损伤，

细胞膜破裂，内含物溢出．

图 6 肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻 Fv /Fm 和 Fv /F0 值的影响

Fig． 6 Effects of ethyl cinnamate on Fv /Fm and Fv /F0 of Chlorella pyrenoidosa

图 4 肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻 ROS水平的影响
Fig． 4 Effects of ethyl cinnamate on ROS level

in Chlorella pyrenoidosa

2. 5 肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻光合参数的影响
光合系统Ⅱ的最大光化学量子产量 ( Fv /Fm ) ，

反映 PSⅡ反应中心内禀光能转换效率或称最大 PS
Ⅱ的光能转换效率． 在非胁迫条件下该参数的变化

图 5 肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻MDA含量的影响
Fig． 5 Effects of ethyl cinnamate on MDA content

of Chlorella pyrenoidosa

极小，不受物种和生长条件的影响，但在生物和非生

物因素胁迫条件下该参数明显下降
［20，21］． Fv /F0 表

示 PSⅡ的潜在活性． 图 6 分别为不同浓度肉桂酸乙
酯对蛋白核小球藻光合系统Ⅱ最大量子产量和潜在
活力的变化情况． 由图 6( a) 可知，肉桂酸乙酯各浓
度处理组藻细胞 Fv /Fm 值在第 1 d 都显著降低 ( P
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＜ 0. 05 ) ，且下降幅度较大，但在处理第 2 d，2
mg·L －1
和 4 mg·L －1

处理组骤升到对照组水平，8
mg·L －1
和 10 mg·L －1

浓度组 Fv /Fm 值分别在第 4 d
和第 3 d恢复到正常水平，与对照组无显著性差异
( P ＞ 0. 05) ． 表明肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻细胞
光合系统Ⅱ的最大光能转化效率具有一定的急性抑
制效应，但随着时间的延长藻细胞可以通过自身调

节恢复其光合活性． 由图 6( b) 可知，肉桂酸乙酯各
浓度处理组 Fv /F0 值的变化趋势与 Fv /Fm 值相似，

在处理第 1 d 均显著减少，2、4、8 和 10 mg·L －1
处

理组在第 4 d 分别恢复到对照组的 90. 8%、
88. 6%、57. 5%和 90. 8% ． 表明藻细胞的潜在光合
活性逐渐恢复．

3 讨论

目前，利用植物的化感物质来抑制藻类生长的

研究较为活跃，并且分离鉴定出多种化感抑藻物质，

如倍半萜烯内酯，有机酸类，酚类等，其中酚酸类物

质及其衍生物是一类活性较强的化感物质
［14，22 ～ 24］．

本实验研究了一种酚酸类物质肉桂酸乙酯对蛋白核

小球藻的抑制作用． 研究发现，肉桂酸乙酯对蛋白
核小球藻具有一定的抑制效应，且随着浓度的增加

抑制效果越明显． 另外随着时间的延长，肉桂酸乙
酯对蛋白核小球藻的抑制率呈现先增大后减小的趋

势． 类似的现象也有报道，如 Qian等［25］研究发现壬
基苯酚在投加初期对普通小球藻具有强抑制作用，

24 h后抑制作用开始下降． 以上研究表明，为了应
对高浓度肉桂酸乙酯的毒性，藻细胞通过延长迟缓

期以适应胁迫环境，这是细胞面对新环境所具有的

自我调节能力
［26］． 所以肉桂酸乙酯的毒性作用发

生在藻细胞的迟缓期，待迟缓期过后，藻细胞又可以

恢复一定的生长能力，遂使抑制率出现下降． 另外，
肉桂酸乙酯加入培养基后，可能被藻细胞产生的抗

性物质降解，或作为碳源被藻细胞吸收代谢． 而且，
肉桂酸乙酯属于酚酸类衍生物又是一种挥发性的香

料，既有酚酸类物质不稳定、易降解的性质，又有香
料易挥发的特性，随着培养时间的延长，其在培养基

中的浓度势必会逐渐下降，当降低到一定浓度时则

不能有效抑制藻细胞生长，致使抑制率下降［27 ～ 29］．
研究结果表明，与其它酚酸相比，肉桂酸乙酯具有较

强抑制作用，且效果快，有一定的挥发性，通过进一

步的室外实验和生态安全评价，可望开发成生物除

藻剂．
叶绿素是植物进行光合作用的主要色素，在光

合作用的光吸收中心起核心作用，叶绿素含量的减

少可能会导致光合作用受阻． 由结果可知，随着肉
桂酸乙酯浓度的增加各处理组叶绿素 a含量逐渐下
降，且随着时间的延长呈现先下降后增加的趋势，与

生长抑制率相对应． 叶绿素为镁卟啉化合物，不稳
定，酸、碱、氧化剂等都会使其分解． 在肉桂酸乙酯
胁迫下，藻细胞内的叶绿素 a发生分解，导致叶绿素
a含量下降，影响光能的捕获，造成藻细胞的光合活
性降低

［30］．
许多研究表明，有机物污染物可以引起生物体

内活性氧 ( ROS ) 的过度产生，对细胞产生氧化损
伤
［31，32］． 丙二醛是膜脂过氧化的产物，其含量能反
映细胞膜结构损伤程度

［33］． 在正常情况下，植物可
以通过自身保护机制，使细胞内活性氧的产生和消

除处于平衡状态，不易导致氧化损伤． 实验结果显
示，肉桂酸乙酯可以引起蛋白核小球藻细胞内 ROS
的大量累积，并且引起 MDA含量显著增加． 这可能
是由于肉桂酸乙酯胁迫下，藻细胞内 ROS 的产生与
清除失去平衡，造成其过度积累，引发膜脂的过氧化

作用，造成藻细胞膜系统和功能受到损伤、膜通透
性增加，干扰细胞的光合、呼吸及其他代谢过程，严
重时导致细胞死亡

［34］． 另外，肉桂酸乙酯是具有酚
羟基结构的化合物，其羟基能与培养基中的 Cu2 +

和

Fe3 +
等过渡金属离子发生自氧化，产生 H2O2，可能

直接对 DNA 产生氧化损伤，诱导细胞程序性死
亡
［35 ～ 37］． 如 Zhang等［38］研究发现农药氟草烟胁迫
下，莱茵衣藻 DNA出现降解． ROS 除了可以对细胞
造成氧化损伤外，也可以作为信号分子引发细胞内

发生级联效应，最后导致细胞程序性死亡［39］． 植物
在外界胁迫下 ROS水平升高，为了维持平衡细胞内
的自由基清除剂含量会随之升高

［40］． 抗氧化酶系
是机体内防御氧化损伤的重要酶系． 实验中较高浓
度处理组 SOD、CAT酶活性都明显升高，浓度为 10
mg·L －1
时，酶活性有所降低． 这是由于肉桂酸乙酯

胁迫下藻细胞内活性氧( ROS) 大量积累，为了清除
过多的 ROS，藻细胞通过提高抗氧化系酶的活性来
保护其免受氧化损伤． 然而，当肉桂酸乙酯浓度较
高时，细胞内 ROS 浓度超出一定的阈值时，细胞不
能及时将其清除，导致细胞损伤不能被及时修复，引

起酶活性降低
［41］．

研究结果表明，肉桂酸乙酯胁迫下，蛋白核小球

藻光合系统Ⅱ最大光化学量子产量( Fv /Fm ) 和潜在

活力( Fv /F0 ) 在培养初期显著降低，但随着时间的

延长两者表现较大幅度的回升，说明肉桂酸乙酯对
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蛋白核小球藻细胞光合系统Ⅱ的最大光化学量子产
量和潜在活性具有一定的急性抑制效应，但随着时

间的延长藻细胞可以通过自身调节在一定程度上恢

复其光合活性． 因此，肉桂酸乙酯可以使蛋白核小
球藻 PSⅡ发生可逆性失活［20］． 间接证明了蛋白核
小球藻 PSⅡ不是肉桂酸乙酯攻击的主要靶位，氧化
损伤可能是藻细胞生长受到抑制的主要原因．

4 结论

( 1) 肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻的生长具有一
定的抑制作用，且随着浓度的增加抑制效果越明显．
其 96 h半效应浓度 EC50值为 5. 45 mg·L －1 ． 与其他
酚酸相比，肉桂酸乙酯具有挥发性、强抑制、效果
快的优点，具有开发成生物除藻剂的潜能．
( 2) 随着肉桂酸乙酯浓度的增加各处理组叶绿

素 a含量逐渐下降，且随着时间的延长呈现先下降
后增加的趋势，与生长抑制率相对应． 肉桂酸乙酯
引起细胞内叶绿素 a含量下降，影响光能的捕获，造
成藻细胞的光合活性降低可能是其抑藻机制之一．
( 3) 肉桂酸乙酯可以引起蛋白核小球藻细胞内

活性氧 ( ROS) 的大量累积和 MDA 的含量显著增
加，造成藻细胞膜系统和功能紊乱，从而导致细胞代

谢生长缓慢． 为了清除 ROS，细胞通过提高抗氧化
系酶( SOD、CAT) 的活性来保护其免受氧化损伤．
( 4) 肉桂酸乙酯对蛋白核小球藻细胞光合系统

Ⅱ的最大光化学量子产量和潜在活性具有一定的急
性抑制效应，但随着时间的延长藻细胞可以通过自

身调节在一定程度上恢复其光合活性．
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