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摘要:文章通过研究邻苯二甲酸二丁酯(DBP)对短裸甲藻的活性氧自由基(ROS,主要为 H2O2)水

平、过氧化标志产物丙二醛(MDA)含量以及对细胞亚显微结构的影响,初步揭示DBP抑制短裸甲

藻的机理,为沿海赤潮的控制和有效防治提供有力的支持。研究结果表明,DBP通过引起短裸甲

藻细胞内活性氧自由基的过度积累而引起膜质过氧化,与不添加DBP的对照组相比,在低浓度

DBP(0.1mg/L)的影响下,H2O2含量前48h变化比较平稳,48h以后逐渐下降。而在高浓度

DBP(10mg/L)的影响下,H2O2含量变化波动明显,暴露72h后,H2O2含量达到248.24nmol·(107

cells)-1,约是对照组的4.67倍。过氧化标志产物MDA在低浓度DBP(0.1mg/L)处理后暴露24h分

别出现峰值0.23μmol·(109cells)-1、0.28μmol·(109cells)-1,高浓度 DBP(10mg/L)处理

MDA含量24h后持续上升,72h时高达0.351μmol·(109cells)-1,约是对照组的2.32倍。同

时DBP可以引起短裸甲藻细胞结构受损,表现在叶绿体、线粒体等细胞器变模糊,细胞空泡化,原

生质膜皱缩,细胞脂质体(黑色颗粒)明显增多等,初步认为过氧化损伤为化感物质作用机理。
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Abstract:Theeffectofdibutylphthalate(DBP)ontheROS(mainlyH2O2levels),malondial-

dehyde(MDA)contentandthedegreeofmembranelipidperoxidationofredtidealgaeGym-
nodiniumbreve wasstudiedinthispaper,inordertorevealthe materialmechanism of

inhibitionofGymnodiniumbreveandprovidetheoreticalsupport,soastoeffectivelyprovide
strongsupportforredtidecontrol.TheresultsshowedthattheH2O2contentoftheexposure

to0.1ofDBP,roughlyspeaking,behavingsteadyduringthebeginning48hoursanddecreasing
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afterthat,whileexposureto10mg/LofDBPfluctuatingsignificantlywhichreachedthepeak

value,248.24nmol·(107cells)-1,at72htime,3.67timeshigherthanthecontrolled.Asto

theMDAcontent,exposureto0.1mg/LofDBPreachedthepeakvalueof0.23μmol·(109

cells)-1andexposureto1mg/LofDBPreachedthepeakvalueof0.28μmol·(109cells)-1at

24htimerespectively.Ontheotherhand,theMDAcontentofexposureto10mg/LofDBP

keptincreasingafter24handwasashighas0.351μmol·(109cells)-1at72htime,1.32

timeshigherthanthecontrolled.Bytheway,ultrastructureshowedthatthealgaecellswere

disorganizedunderDBPexposurewhichhelpedto maketheprimaryconclusionthatthe

damagecausedbymembranelipidperoxidationwasthemechanismofDBPinhibitingthe

growthofGymnodiniumbreve.
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  化感作用是自然界中广泛存在的现象,是生物

在进化过程中产生的一种对环境的适应性机制,是

生态系统中自然的化学调控现象。Molish在1937
年首先提出:所有类型植物(含微生物)之间生物化

学物质的相互作用即植物化感作用,同时指出这种

相互作用包括有害和有益的两个方面[1]。化感作用

过程中释放的化学物质称为化感物质。

化感作用的研究在赤潮控制中具有重要的意

义和发展前景。当前的赤潮防治技术各有利弊,从

大型水生植物中提取出化感物质进行赤潮防治具

备以下优势:首先,不会因为自身或其分泌出的化

感物质的投加而对其他水生动物的生命造成威胁,

同时也不会造成二次污染问题;其次,利用水生植

物的化感作用来控制赤潮是经济的。通常来说,这

些大型水生植物的产量是可观的,它既可解决化感

物质分离的来源问题,还可解决大型水生植物自身

的处理问题[2]。

1949年Hasler等报道了大型水生植物分泌的

化感物质对藻类有抑制作用[3],随后,大型水生植物

成为化感作用抑制藻类研究的重点所在[4-7],目前

已有相当多的研究人员正致力于植物化感作用的

机制研究[8-11]。

实验室课题组从大型海藻孔石莼中分离提取

出的化感物质邻苯二甲酸二丁酯(DBP),已被实验

证明对典型赤潮藻短裸甲藻有强烈的抑制作用[2],

因此本研究直接应用邻苯二甲酸二丁酯试剂作为

有效抑制短裸甲藻生长的化感物质。根据课题组

的研究进展、实验室已有条件及研究背景和目的,

初步探讨化感物质DBP影响短裸甲藻生长的作用

机制,并对其应用前景进行分析,为沿海赤潮的控

制提供理论支持,从而为有效防治赤潮提供有力的

支持。

1 材料和方法

1.1 材料

邻苯二甲酸二丁酯(DBP):分析纯(AR),天津

市巴斯夫化工有限公司;

短裸甲藻(Gymnodiniumbreve):实验前在已

灭菌的海水f/2培养基(表1)中预培养,使之处于指

数生长期。培养条件为:光暗比为14∶10h,白天

光照强度为12000Lx,温度白天23℃,夜晚20℃。

每天振荡两次,避免藻类贴壁生长。

表1 f/2培养基配方

成分 含量/(g·L-1)

NaNO3 0.075

NaH2PO4·H2O 0.005

CuSO4·5H2O 0.0098

ZnSO4·7H2O 0.022

CoCl2·6H2O 0.001

MnCl2·4H2O 0.18

NaMoO4·2H2O 0.0063

FeCl3·6H2O 0.0035

Na2EDTA 0.00436

维生素B1 0.0001

维生素 H 0.5×10-6

维生素B12 0.5×10-6
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1.2 方法

1.2.1 DBP对短裸甲藻过氧化氢含量的影响

分别将不同体积的化感物质邻苯二甲酸二丁

酯(DBP)加入到已灭菌处于指数生长期的短裸甲藻

培养液中,使DBP在藻类培养液中的浓度依次为

0mg/L、0.1mg/L、1mg/L和10mg/L,每个处理

设4个重复。在培养至0h、24h、48h和72h处取藻

类培养液150mL,3000r/10min收集藻细胞,冰浴

后用超声波细胞粉碎机破碎细胞,12000g,4℃离

心20min,收集上清液,全部用于测定H2O2。

1.2.2 DBP对短裸甲藻丙二醛含量的影响

分别将不同体积的化感物质邻苯二甲酸二丁

酯(DBP)加入到已灭菌处于指数生长期的短裸甲藻

培养液中,使化感物质在藻类培养液中的浓度依次

为0mg/L、0.1mg/L、1mg/L和10mg/L,每个处

理设4个重复。在培养至0h、24h、48h和72h处

取取藻类培养液150mL,离心(3000r/10min)收

集藻细胞,冰浴后用超声波细胞粉碎机破碎细胞,

12000g,4℃离心20min,收集上清液,全部用于测

定 MDA。

1.2.3 DBP对短裸甲藻亚显微结构的影响

别将不同体积的化感物质邻苯二甲酸二丁酯

(DBP)加入到已灭菌处于指数生长期的短裸甲藻培

养液中,使化感物质在藻类培养液中的浓度依次为

0mg/L、10mg/L,将短裸甲藻在光照培养箱中按

1.1的方法培养24h,经离心(3381g,3min)后弃

上清液获取藻细胞。

1.3 分析测定方法

1.3.1 过氧化氢含量的测定

原理:H2O2与四氯化钛反应生成的过氧化物

-钛复合物黄色沉淀,溶解于硫酸后,可在波长

412nm处比色测定。在一定范围内,其颜色深浅

与 H2O2浓度呈线性关系。

仪器、试剂:高速冷冻离心机、分光光度计、通

风橱、微量移液枪、离心管、容量瓶(100mL)试管、

超声波细胞破碎仪;

-20℃预冷丙酮、-20℃预冷浓氨水、2mol/L
硫酸、10%(V/V)四氯化钛-盐酸溶液(4℃保存);

100μmol/LH2O2-丙酮试剂:取57μL30%
分析纯H2O2溶液,溶于重蒸水中,定容至100mL,

得10mmol/LH2O2溶液。取1mL该溶液,溶于

丙酮中,并用丙酮定容至100mL,即为100μmol/L

H2O2-丙酮试剂。H2O2试剂要保证新鲜,不能使

用库存多年的。

实验步骤:

(1)标准曲线制作:①在通风橱中,按表2加入

试剂。注意,在加入四氯化钛和浓氨水时,要直接

加入到溶液中,以减少挥发损失和管壁附着损失。

②混 匀,反 应 5 min。③ 离 心 (12000g,4℃)

15min,弃上清液,留沉淀。④向各试管沉淀中加入

2mol/L硫酸3mL,摇动,使沉淀完全溶解。⑤以

0号试管为对照调零,波长412nm 处测吸光度。

⑥以H2O2物质的量(nmol)为横坐标,吸光度值为

纵坐标,制作标准曲线。

表2 H2O2浓度标准曲线各试剂加入量

项目
试管号

0 1 2 3 4 5

100μmol/LH2O2-丙酮试剂/mL 0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

-20℃预冷丙酮/mL 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

10%四氯化钛-盐酸溶液/mL 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

浓氨水/mL 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

相当于 H2O2物质的量/nmol 0 100 200 300 400 500

  (2)测定:按5号试管加入各试剂,但需用-

20℃丙酮将沉淀物反复清洗2~3次,直到除去色

素。再向沉淀中加入3mL(2mol/L)硫酸,待沉淀

完全溶解后进行比色测定,重复3次。

1.3.2 丙二醛含量测定

原理:丙二醛在高温及酸性条件下与2-硫代
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巴比妥酸(TBA)反应生成红棕色的产物3,5,5,-
三甲基噁唑2,4-二酮,该物质在532nm处有一吸

收高峰,并且在560nm处有较小光吸收,据532nm
的吸光度可计算出溶液中丙二醛的含量。醛、可溶

性糖对此反应有干扰,在450nm处有一吸收峰,可

用双组分光光度法加以排除。

仪器、试剂:超声波细胞破碎仪、水浴锅、试管、

离心机;10%三氯醋酸、0.5%硫代巴比妥酸、0.05

mol/L磷酸缓冲液(pH=7.8)。

实验步骤:

(1)加2mL预冷的0.05mpH=7.8磷酸缓冲

液,冰浴,超声波细胞粉碎机破碎细胞,共加3mL
磷酸缓冲液,两次转移至试管中。

(2)煮沸10min,从开始冒泡起计时,迅速冷

却,5000r/min,离心5min。

(3)测定450nm、532nm、600nm的吸光度。

1.3.3 透射电镜分析

(1)用4℃预冷的2.5%戊二醛(-0.1mol/L
的磷酸缓冲液配置,pH7.8)于4℃冰箱中前固定

8h,经0.1mol/LPBS缓冲液充分漂洗3次后,用

1%的 四 氧 化 锇 4℃ 固 定 1h。离 心 (4428g,

10min)之后再用PBS缓冲液(pH7.8)充分漂洗

(3次,每次10min)。

(2)用 梯 度 浓 度 为 30%、50%、70%、90%、

100%的乙醇系列脱水处理,每次10min。Epon812
环氧树脂包埋,37℃、45℃、65℃温箱固化,每级温

度24h。经 UltracutE超薄切片机处理成半薄切

片,醋酸双氧铀硝酸铅染色,由JEOL公司JEM-

1200EX透射电镜观察。

2 实验结果

2.1 DBP对过氧化氢含量的影响

在实验条件下,得到 H2O2含量标准曲线如

图1。过氧化氢物质的量和吸光度的线性方程为

y=0.0001x-0.0021,其相关系数为0.9961。

低浓度DBP与高浓度DBP对过氧化氢含量的

变化影响差异很大,但都有使过氧化氢含量变高的

作用。如图2所示,在低浓度DBP(0.1mg/L)影响

下,H2O2含量相较对照组略有升高,24h时达到

109.22nmol·(107cells)-1(对照组为90.07nmol·

图1 H2O2含量标准曲线

(107cells)-1),另外,其随时间变化趋势与对照组相

似,前48h变化比较平稳,48h以后逐渐下降。而

在高浓度DBP(10mg/L)影响下,H2O2含量变化波

动明显,前24h下降,之后逐渐上升,在暴露72h
后,H2O2含量达到248.24nmol·(107cells)-1,约

是对照组的4.67倍。

图2 不同DBP浓度过氧化氢含量时间变化曲线

2.2 DBP对丙二醛含量的影响

总的来说,DBP能够使短裸甲藻细胞内 MDA
含量升高,其中低浓度DBP影响下 MDA含量变化

与对照组相近,高浓度DBP影响下变化波动较大。

如图3所示,DBP浓度越高MDA含量越高,其变化

趋势与对照组相似。

图3 不同DBP浓度 MDA含量时间变化曲线

在低浓度DBP(0.1mg/L)处理后暴露24h出
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现峰 值0.23μmol·(109cells)-1,高 浓 度 DBP
(10mg/L)处理 MDA含量24h后持续上升,72h
时高达0.351μmol·(109cells)-1,约是对照组的

2.32倍。

2.3 透射电镜分析

在DBP的作用下,短裸甲藻细胞的亚显微结构

有明显变化。图4中(a)、(b)为对照组,所示短裸甲

藻细胞完整且饱满,细胞膜紧贴细胞壁,叶绿体、线

粒体等 器 官 清 晰 可 见。(c)、(d)实 验 组 选 择 用

10mg/LDBP处理,从亚显微结构上我们可以看

出,叶绿体、线粒体等器官变模糊,细胞空泡化,原

生质膜皱缩,细胞脂质体(黑色颗粒)明显增多。

图4 DBP处理后短裸甲藻亚显微结构变化

M:线粒体;CHL:叶绿体;PM:原生质膜

3 结论与展望

本研究 表 明,化 感 物 质 邻 苯 二 甲 酸 二 丁 酯

(DBP)能够使过氧化氢含量升高。由于化感物质邻

苯二甲酸二丁酯(DBP)引起的活性氧自由基含量波

动可以通过机体自身的抗氧化酶的作用恢复正常,

前48h,过氧化氢含量变化大致稳定,但暴露48h
后,化感物质邻苯二甲酸二丁酯(DBP)对机体的过

氧化损伤加剧,已经超过机体自我修复阈值,过氧

化氢含量开始明显上升。

丙二醛(MDA)作为器官衰老或在逆境条件下

发生膜脂过氧化的产物之一,是常用的膜脂过氧化

指标,其受化感物质邻苯二甲酸二丁酯(DBP)影响

含量变化与过氧化氢含量变化呈现出一定的相关

性,都有升高趋势。

另外,本实验中通过透射电镜分析发现在DBP
的作用下,短裸甲藻细胞的超微结构有明显变化,

叶绿体线粒体等器官变模糊,细胞空泡化,原生质

膜变薄且皱缩,细胞脂质体(黑色颗粒)明显增多,

而李锋民等[8]曾通过透射电镜发现2-甲基乙酰乙

酸乙酯可以引起藻细胞的细胞膜破裂、细胞内片层

结构的解体、细胞核和线粒体结构的损坏,与本实

验所得结论相近。

总的来说,本实验进行24h内DBP的胁迫引

起了自由基的大量产生,对细胞的膜系统造成了广

泛的损伤,引起膜脂的过氧化反应,从而造成了活

性氧自由基(ROS)和丙二醛(MDA)含量的明显增

高,同时活性氧自由基(ROS)的增高也诱导了自由

基清除系统中的SOD和CAT活性显著增高,从而

抵御毒性自由基对细胞的伤害。48h时SOD和

CAT的活性总体上继续增高,且在高处理浓度时维

持在较高的水平,有效地阻止了自由基的伤害作

用,从而引起 MDA总体含量的下降,48h之后化感

物质邻苯二甲酸二丁酯(DBP)对机体的过氧化损伤

加剧,超 过 机 体 自 我 修 复 阈 值,活 性 氧 自 由 基

(ROS)和丙二醛(MDA)含量都逐渐上升,藻细胞的

超微结构也被严重破坏。

因此,初步认为过氧化损伤为化感物质作用机

理。DBP通过引起短裸甲藻细胞内活性氧自由基

的过度积累而引起膜质过氧化,并导致短裸甲藻细

胞受损,表现在叶绿体线粒体等器官变模糊,细胞

空泡化,原生质膜变薄且皱缩,细胞脂质体(黑色颗

粒)明显增多等,最终抑制短裸甲藻的生长。

赤潮控制中的化感作用研究受到越来越多的

关注,其成本低、副作用小,并已经取得一定成果,
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但在很多方面尚无突破性进展,未达成共识。今后

可扩展除DBP以外更多的化感物质作用机理研究,

深入到基因水平作进一步探索。
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