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摘　要　采用抑制剂加入法估算了中肋骨条藻 、棕囊藻和东海原甲藻在不同生长期内二甲基
硫化物的产生与消耗速率. 结果表明:颗粒态二甲基巯基丙酸 (DMSPp)和颗粒态二甲亚砜
(DMSOp)在 3种藻类的不同生长期内均为净消耗 ,溶解态二甲基巯基丙酸 (DMSPd)和溶解
态二甲亚砜(DMSOd)的含量受藻类产生与细菌病毒消耗控制 ,在藻类不同生长期内存在不同
的产生与消耗速率 ,而二甲基硫(DMS)在 3种藻不同生长期内均为净产生. 同一种藻在不同

生长期内以及不同藻在相同生长期内二甲基硫化物的产生与消耗速率均存在较大差异 ,表明
藻类的生理状态和种间差异均对二甲基硫化物的产生与消耗速率产生影响.
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Abstract:By the me thod o f inh ib ito r amendment, th is pape r estimated the production and con-
sump tion of dime thy l sulfu r compounds by Skeletonema costatum , Phaeocystis sp. andProrocentrum

dongha iense in the ir diffe rent g row th phases. The results indicated tha t throughou t thew ho le grow th

pe riod of the three algae, pa rticle d imethy lsu lfonioprop ionate (DMSPp) and dime thy lsulfox ide

(DMSOp) we re net consumed. The concen trations o f disso lved dimethy lsu lfoniopropiona te (DM-
SPd) and dime thylsulfox ide (DMSOd)were mainly a ffec ted by the processes o f alga l production
and bacterial and v irus consumption, and thus, could re flec t the ir production o r consumption rates
in the g row th pe riod of algae. D ime thy lsulfide (DMS)was net produced in the who le grow th period
o f the algae. There w as a g rea te r diffe rence in the produc tion and consumption of dime thy l su lfur

compounds for the sam e alga in its different g row th phases and for differen t algae in the same grow th

phase, indicating that bo th the physio logy and the inte r-species d ifference of algae had effects on the
production and consump tion of dime thy l sulfu r compounds.
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1　引　　言

海水中的二甲基硫化物包括二甲基巯基丙酸

(dime thy lsulfoniopropionate, DMSP)、二甲基硫 (dim-

ethy lsu lfide, DMS)和二甲亚砜 (dimethy lsu lfoxide,

DMSO). 这三者之间存在着密切的关系 ,其产生与

消耗体现着复杂的生物地球化学过程
[ 6]
.为进一步

了解这些过程 ,科学家采用抑制培养实验 ( inhibitor

incuba tion experiment)
[ 5]
的方法估算二甲基硫化物

的产生与消耗速率. 所用的抑制剂包括三氯甲

烷
[ 14]
、二氯甲烷

[ 13]
、二甲基硒

[ 13]
和二甲基二硫

[ 13]

等 ,其中三氯甲烷和二甲基二硫具有较好的抑制效

果 ,被广泛使用.到目前为止 ,科学家使用这种方法

在实验室和现场海区进行了系列研究 ,估算出不同

情况 下 DMSP 和 DMS 的 产 生 与 消 耗 速
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率
[ 1, 7, 11, 15 -16]

,但对 DMSO产生与消耗过程的研究相

对较少 ,对二甲基硫化物在藻类不同生长期内的产

生与消耗速率的相关研究尚未见报道.

中肋骨条藻 (Skeletonema costatum )、棕囊藻

(Phaeocystis sp. )和东海原甲藻(Prorocen trum dong-

haiense)均为常见赤潮藻 , 广泛分布于我国周边海

域
[ 10]
,其中棕囊藻被认为是的 DMSP高产藻

[ 4]
. 本

文采用单一培养方式 ,以三氯甲烷作为抑制剂 ,对中

肋骨条藻 、棕囊藻和东海原甲藻进行实验室培养 ,估

算了 3种藻在不同生长期内二甲基硫化物之间的产

生与消耗速率 ,以期深入了解二甲基硫化物的产生 、

消耗与藻类生长之间的关系.

2　材料与方法

2.1　微藻的培养实验

实验选用的藻种由厦门大学环境科学研究中心

藻类培养室提供. 培养液采用 f /2营养液配方:天

然海水经二次煮沸灭菌后 ,加入一定量的无菌母液 ,

配制成培养液. 采用 15 L玻璃培养缸 , 内盛培养

液 , 以 1∶20的比例分别接入 3种未经灭菌处理的

藻种 ,中肋骨条藻 、棕囊藻和东海原甲藻接种时的初

始密度分别为 2.9 ×10
6
、2.8 ×10

7
和 4.0×10

6
ce ll

 L
-1
.培养光源为日光灯 ,光强为 5 000 lx,光周期

为 12 h∶12 h. 培养温度为 20 ℃. 采样时间为每天

10:00,每次取 2个平行样 ,当天测定.

2.2　抑制培养实验

为估算二甲基硫化物的产生 /消耗速率 ,设计了

抑制培养实验.由于在一定温度和避光条件下 ,藻类

不再合成新的 DMSP和 DMSO ,通过在海水样品中

加入适当的抑制剂作为细菌消耗的碳源替代品 ,能

够选择性地抑制细菌对 DMS的消耗;加入的抑制剂

不影响 DMS与 DMSP、DMS与 DMSO之间的转化.

在不同时间段取出样品 ,测定其中的二甲基硫化物

含量 ,对二甲基硫化物的含量与抑制培养时间作线

性回归 ,回归曲线的斜率即为二甲基硫化物的产生 /

消耗速率
[ 11]
,曲线斜率为正值表示产生二甲基硫化

物 ,斜率为负值则表示消耗二甲基硫化物.

分别在 3种藻的指数生长期 、稳定生长期和衰

老期采集样品 ,中肋骨条藻在培养的第 2天 、第 7天

和第 14天 ,棕囊藻在培养的第 3天 、第 8天和第 18

天 ,东海原甲藻在培养的第 4天 、第 9天和第 17天.

每次每种藻采 8个平行样 ,分别置于预先用稀盐酸

洗涤过的 45 m l顶空瓶中 ,瓶中不留顶空气;加入一

定量三氯甲烷 (分析纯 ,浙江金华第二化工厂 ),使

三氯甲烷的最终浓度为 500 μmol L
-1
. 用带聚四

氟乙烯膜的盖子迅速密封所有样品 ,置于 20℃黑暗

处培养 ,分别在 0、1、4、8和 13 h取出样品 ,测定其

中的二甲基硫化物含量 , 2次重复.

2.3　仪器与试剂

Varian CP-3800 GC-PFPD(美国 V arian公司生

产);ENCON吹扫-捕集系统 (美国 EST公司生产 ),

VOCARB 3000吸附管 (美国 Supe lco公司生产 ,管内

的吸附剂为 Carbopack B /Ca rboxen
TM
1000＆Carbox-

en 1001);松下 NN-8552WF变频微波炉 (上海松下

微波炉有限公司生产).

取 1 μl DMS(美国 Supe lco公司生产 ,分析纯 ,

相对密度 0.845 g m l
-1
)溶解在 1 m l甲醇 (美国

Ted ia公司生产 ,色谱纯)中 ,配成浓度为 845 μg 

m l
- 1
的储备液;取 1 μl DMSO(美国 Supe lco公司生

产 ,分析纯 ,相对密度 1.10 g ml
-1
)溶解在 1m l纯净

水中 ,配成浓度为 1 100 μg m l
-1
的储备液. NaBH4

(分析纯 ,进口分装)购自上海化学试剂公司;1∶1(V /

V)HC l(上海化学试剂公司生产 ,优级纯);N aOH(上

海化学试剂公司生产 ,优级纯 );ADVANTEC GB50玻

璃纤维滤膜(日本东京 Ka isha公司生产).

气相色谱参数:色谱柱为 70 m ×0.53 mm DB-

624毛细管柱 (美国 J＆W公司),涂层厚 3 μm ,进样

口(型号 1061)温度 200℃, PFPD温度 220 ℃,氢气

流量 17m l m in
-1
,空气 1流量 21 m l min

- 1
,空气

2流量 10 m l m in
- 1
.载气为高纯氮气 ,流量 5.0 m l

 m in
-1
;柱箱温度恒定为 100 ℃.

吹扫-捕集系统参数:吹扫气体为高纯氮气 ,吹

扫时间 18m in,吹扫流量 55m l m in
-1
;捕集管吸附

温度 30℃,脱附温度 250 ℃,脱附时间 2 m in;传输

线温度 60 ℃.

2.4　二甲基硫化物的顺序分析

用针筒过滤器将 10m l藻液缓慢滤过 GB50玻

璃纤维滤膜 ,保存滤膜待测. 滤液送入吹扫-捕集系

统中 ,测定 DMS.取出测定过 DMS的水样置于玻璃

瓶中 ,加入 0.1 g NaOH ,密封摇匀 ,在功率 200W下

微波辐射 6m in,使水样中 DMSPd(溶解态 DMSP)碱

解成 DMS.样品迅速冷却至室温 ,加入一定量的 1∶1

(V /V)HC l中和 ,使溶液呈微酸性 (pH 5),然后送

入吹扫管中 , 测定 DMS ,求出水样中 DMSPd的含

量.测定 DMSPd结束后 ,样品保留在吹扫管中 ,加入

溶有 0.04 g NaBH4的水溶液 2 m l,固定反应时间为

2m in.样品中 DMSOd(溶解态 DMSO)在吹扫管中被

还原成 DMS,测定还原生成的 DMS,可求出 DMSOd
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含量
[ 8]
.

将上述过滤得到的颗粒态 DMSP(DMSPp)和颗

粒态 DMSO(DMSO p)滤膜置于玻璃瓶中 ,加入 20m l

纯净水 ,重复测定 DMSPd和 DMSOd的步骤 ,分别测

定 DMSPp和 DMSOp
[ 8]
.

2.5　数据处理

实验数据采用 Excel统计软件进行分析处理.

3　结果与分析

3.1　藻类生长状况描述

藻类的生长状况可采用藻密度进行描述 ,通常

在实验室培养条件下 ,藻类的生长包括缓慢生长期

(sma ll grow th lag phase)、指数生长期 (exponential

grow th phase)、稳定期 (stationary g row th phase)和衰

老期(senescent phase).由于本实验的 3种藻接种的

初始密度较大 ,达 10
6
ce ll L

- 1
以上 ,生长状况较

好 ,且培养液中营养充足 , 3种藻在接种后未出现缓

慢生长期 ,而直接进入指数生长期. 由图 1可见 , 3

种微藻的生长曲线呈现出明显的指数生长期 、稳定

生长期和衰老期 3个阶段.

图 1　供试藻类的密度变化
F ig. 1　V ariation of ce ll density o f the test a lgaes.

A:中肋骨条藻 Skeletonema costa tum;B:棕囊藻 P haeocystis sp. ;C:东

海原甲藻 Prorocentrum dongha ien se. 下同 The sam e below.

3.2　中肋骨条藻不同生长期内二甲基硫化物的产

生与消耗

图 2A为中肋骨条藻在 3个不同生长期内抑制

剂培养实验所得到的二甲基硫化物浓度变化曲线.

根据图 2对不同形态的二甲基硫化物的含量与抑制

培养时间作线性回归 ,所有回归直线的相关系数 r

均大于 0.65(n=5),求出二甲基硫化物的产生与消

耗速率 (表 1).

表 1　3种藻类不同生长期内二甲基硫化物的产生与消耗速

率

Tab. 1　P roduction and consumption rates of d im ethyl su l-
fur compoundsw ith in d ifferen t grow th phases of three algae

(nm ol L - 1 h - 1)
种名
Spe ices

生长阶段
G rowth
pha se

溶解态
二甲基
巯基丙酸
DM SPd

颗粒态
二甲基
巯基丙酸
DM SPp

二甲
基硫
DMS

溶解态
二甲亚砜
DMSO d

颗粒态
二甲亚砜
DMSOp

A Ⅰ +47. 90 - 53. 52 +0.79 +0.84 - 4.07

Ⅱ +50. 81 - 54. 27 +0.53 +3.16 - 2.02

Ⅲ - 29. 16 - 98. 71 +1.38 +4.97 - 9.92

B Ⅰ +24. 79 - 78. 89 +1.20 +1.57 - 0.91

Ⅱ +14. 51 - 76. 57 +3.87 - 0.79 - 9.23

Ⅲ - 14. 02 - 71. 53 +2.43 +1.66 - 2.19

C Ⅰ +10. 09 - 18. 99 +1.19 +2.34 - 1.34

Ⅱ +19. 69 - 45. 49 +3.45 +4.36 - 0.56

Ⅲ +12. 78 - 72. 00 +2.40 +2.26 - 1.76

A:中肋骨条藻 Ske letonema costatum;B:棕囊藻 Phaeocystis sp. ;C:东海原甲藻

Prorocentrum donghaiense. Ⅰ.指数增长期 Exponentia l grow th phase;Ⅱ .稳定

期 Stationary g row th phase;Ⅲ .衰老期 Senescent phase. +产生 Produced;-消

耗 Consumed.

　　由表 1A可见 ,不同形态二甲基硫化物的产生

与消耗速率相差较大 ,其中 DMSPp和 DMSO p浓度

在实验过程中一直呈下降趋势. 这一方面是由于在

黑暗条件下 ,中肋骨条藻无法合成新的 DMSP和

DMSO
[ 11]
;另一方面 , 藻液中的藻细胞不断死亡破

裂 ,体内的 DMSPp和 DMSOp不断释放入水体 ,转化

为 DMSPd和 DMSOd
[ 11]
. 此外 ,比较不同生长期内

DMSPp和 DMSOp的消耗速率可以看出 , DMSPp和

DMSOp均在衰老期具有最高的消耗速率 ,分别达到

98.71和 9.92 nmo l L
-1
 h

- 1
,远高于指数生长期

和稳定生长期.

DMSPp和 DMSOp的释放产生大量 DMSPd和

DMSOd,使藻液中的 DMSPd和 DMSOd的含量逐渐

上升 ,由于本实验所接入的藻种未经过灭菌处理 ,故

培养体系仍存在大量细菌和病毒 , 会利用和消耗

DMSPd和 DMSO d;此外 , DMSPd还可经 DMSP裂解

酶作用分解生成 DMS,因此藻液中 DMSPd和 DM-

SOd的产生 /消耗不仅受 DMSPp和 DMSOp含量的

控制 ,还受细菌 、病毒和 DMSP裂解酶的含量和活性

控制.当 DMSPp和 DMSOp的产生量大于细菌 、病毒

和酶对 DMSPd和 DMSOd的消耗量时 ,藻液中 DM-

SPd和 DMSOd的含量随抑制培养时间的增长而逐

渐升高;反之则随抑制培养时间的增长而逐渐降低.

在指数生长期和稳定生长期里 ,藻液中的 DM-

SPd和 DMSOd的含量逐渐升高 , 表明 DMSPp和

DMSOp的产生量高于消耗量 , DMSPd和 DMSOd为
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图 2　3种藻类不同生长期内二甲基硫化物的产生与消耗

F ig. 2　P roduc tion and consum ption of dime thy l sulfur com pounds w ithin differen t g row th pha ses o f algae.
a)指数生长期 Exponent ial grow th phase;b)稳定生长期 S tat ionary grow th phase;c)衰老期 Senescen t phase. Ⅰ :二甲基硫 DM S;Ⅱ:溶解态二甲亚

砜 DM SOd;Ⅲ:颗粒态二甲亚砜 DMSO p;Ⅳ:溶解态二甲基巯基丙酸 DM SPd;Ⅴ:颗粒态二甲基巯基丙酸 DMSPp.

净增加.到衰老期 , DMSOd升高 ,而 DMSPd下降 ,在

显微镜下可见大量藻细胞破裂 ,导致细胞内的 DM-

SP裂解酶释放到水体中 , DMSPd在 DMSP裂解酶作

用下大量分解 ,使中肋骨条藻在衰老期里 DMSPd的

消耗量高于 DMSPp的产生量;而 DMSOd未受 DM-

SP裂解酶的作用 , 其产生量仍大于细菌 、病毒对

DMSOd的消耗量 ,因此 DMSOd仍为净增加.

在中肋骨条藻的指数生长期和稳定生长期里 ,

DMSPp和 DMSPd之间的产生与消耗相对平衡 ,即

DMSPp的消耗量基本等于 DMSPd的产生量 ,说明

在指数生长期和稳定生长期 ,细菌 、病毒和酶对 DM-

SPd的含量影响较小;其平衡到衰老期被打破 , DM-

SPp和 DMSPd均被消耗 ,表明在衰老期里细菌 、病

毒和酶对 DMSPd含量的影响较大. DMSOp和 DM-

SOd的产生与消耗在 3个不同生长期内均不平衡 ,

提示影响 DMSO颗粒态与溶解态之间转化的因素

较复杂 ,还有待进一步研究.

由于三氯甲烷的加入抑制了 DMS的细菌消耗 ,

但不影响 DMSPd分解生成 DMS及 DMSOd与 DMS

之间的转化
[ 13 -14]

,而 DMSPd向 DMS的转化是单向

过程 ,即 DMSPd在 DMSP裂解酶作用下分解生成

DMS
[ 12]
,因此该转化速率主要取决于 DMSPd的含

量与 DMSP裂解酶的含量与活性. DMSO d一直被认

为是 DMS的光化学和细菌氧化产物
[ 2, 17]

,但 Jonkers

等
[ 3]
研究发现 , DMSO d也可以被某些海洋细菌还原

生成 DMS ,因此 DMSOd与 DMS之间的转化是可逆

的. 本实验中中肋骨条藻在 3个不同生长期内的

DMS均为净增加 ,衰老期 DMS的产生速率最高 ,达
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1.38 nmo l L
-1
 h

-1
. 衰老期里大量藻细胞破裂 ,

导致细胞内的 DMSP裂解酶释放到水体中 , DMSPd

在 DMSP裂解酶作用下大量分解 ,产生 DMS.

3.3　棕囊藻不同生长期内二甲基硫化物的产生与

消耗

图 2B为棕囊藻在 3个不同生长期内抑制剂培

养实验得到的二甲基硫化物浓度变化曲线. 根据图

2B对不同形态的二甲基化物的含量与抑制培养时

间作线性回归(r>0.7, n=5),求得二甲基硫化物在

不同生长期内的产生与消耗速率(表 1B).

　　由表 1B可见 , DMSPp和 DMSOp的浓度在实验

过程中均呈下降趋势 ,其原因与中肋骨条藻的相同.

比较 DMSPp和 DMSO p在不同生长期内的消耗速率

可以发现 , DMSPp的消耗速率较为恒定 ,而 DMSOp

在不同生长期内的消耗速率有较大差异 ,在稳定生

长期具有最大速率 ,达到 9.23 nmol L
- 1
 h

- 1
.推

测其原因是培养体系中所存在的不同细菌和病毒对

DMSPp和 DMSO p的消耗有差异 ,导致两者的消耗

速率不同.

DM SPd在指数生长期和稳定生长期里均为净

增加 ,而在衰老期里则为净消耗 ,表明在指数生长期

和稳定生长期里 , DMSPp释放到藻液中形成 DMSPd

的量大于细菌 、病毒和酶对 DMSPd的消耗量 ,而在

衰老期则相反. DM SOd在指数生长期和衰老期净增

长 ,而在稳定生长期却是净消耗.

棕囊藻在稳定生长期具有最高的 DMS产生速

率 ,达 3.87 nmo l L
-1
 h

- 1
,提示在该阶段 DMSPd

以较高的比例转化生成 DMS. 棕囊藻的 DMSP裂解

酶具有较高的活性
[ 9]
,因此 ,尽管在指数生长期 ,

DMS的产生速率仍可达到 1.20 nmo l L
-1
 h

-1
.

3.4　东海原甲藻不同生长期内二甲基硫化物的产

生与消耗

东海原甲藻在 3个不同生长期内的样品经抑制

培养实验 ,二甲基硫化物浓度变化曲线以及二甲基

硫化物的产生与消耗速率示于图 2C和表 1C.

由图 2C和表 1C可见 , DMSPp和 DMSO p在东

海原甲藻 3个生长时期均为净消耗 ,是由于黑暗条

件下 ,藻细胞无法合成新的 DMSPp和 DMSOp造成

的;在同一个生长时期内 , DMSPp和 DMSOp的消耗

速率相差较大 ,主要是由于 DMSPp和 DMSOp的培

养初始浓度的差别较大. 此外 ,不同细菌和病毒对

DMSPp和 DMSOp消耗的差异也会对两者的消耗速

率产生影响.

与中肋骨条藻和棕囊藻抑制剂培养实验的结果

不同 , DMSPd和 DMSOd在东海原甲藻 3个不同生

长期均为净增加 ,表明 DMSPp和 DMSOp释放到藻

液中形成 DMSPd和 DMSOd的量一直大于细菌 、病

毒和酶对 DMSPd和 DMSOd消耗的量.

东海原甲藻在不同生长期的 DMS均为净增加 ,

规律与棕囊藻相似.在稳定生长期内的产生速率最

高 ,为 3.45 nmol L
-1
 h

-1
;衰老期次之 ,为 2.40

nmol L
-1
 h

- 1
;指数生长期内 DMS产生速率最

低 ,为 1.19 nmol L
- 1
 h

- 1
.据报道 ,在链状裸甲藻

(Gymnod im ium catenatum )水华发生时 , DMS的产生

速率为 7.9 pmol L
-1
 m in

- 1 [ 1]
. DM S的产生速率

取决于藻液中 DMSPd含量与 DMSP裂解酶的活性 ,

不同藻种的 DMSPd含量与 DMSP裂解酶活性相差

较大 , 藻种之间的差异也造成 DMS产生速率的

差异.

4　结　　论

1)DMSPp和 DMSOp在中肋骨条藻 、棕囊藻和

东海原甲藻的不同生长期内均为净消耗 ,但消耗速

率有较大差异;DMSPd和 DMSOd的含量受藻类产

生与细菌病毒消耗控制 ,在 3种藻类的不同生长期

内表现出不同的产生与消耗速率;DMS在 3种藻类

的不同生长期内均为净增加 ,衰老期的中肋骨条藻

具有最大的 DMS产生速率 ,为 1.38 nmo l L
-1
 

h
- 1
,棕囊藻和东海原甲藻则在稳定生长期内具有最

大的 DMS产生速率 ,分别为 3.87和 3.45 nmol 

L
-1
 h

-1
.

2)二甲基硫化物的产生与消耗速率在同一种

藻的不同生长期内存在较大差异 ,即使生长期相同 ,

不同藻也有较大差异 ,表明藻类的生理状态和种间

差异均会影响二甲基硫化物的产生与消耗.
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