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摘要:塔玛亚历山大藻( Alexandrium tamarense) 是一种有毒甲藻，常引发赤潮，对海洋环境及人类健康造成极大的威胁．前期研究发现，耐辐射球

菌属的一株细菌 Y35能够通过分泌杀藻化合物 Deinoxanthin达到控制塔玛亚历山大藻生长的效果．为了加强 Deinoxanthin 的应用效果，对其在

不同条件下的稳定性进行了研究．结果表明，杀藻化合物 Deinoxanthin有较高的热稳定性，且在中性和碱性条件下稳定，在光照和紫外线辐射下

易分解．而通过壳聚糖和海藻酸钠对 Deinoxanthin进行包埋固定化，从而构建缓释微球提高了 Deinoxanthin的稳定性．杀藻制剂能够高效地表现

出杀藻效果，杀藻制剂的研发为杀藻细菌色素应用于藻华治理奠定了基础．
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Abstract: Alexandrium tamarense is a toxic dinoflagellate，capable of forming harmful algal blooms ( HABs) ，and poses a substantial threat to both the

marine environment and human health． Our previous research found Deinococcus sp． Y35 could secret algicidal pigment deinoxanthin which showed

efficient algicidal effect on A． tamarense，resulting in controlling the growth of A． tamarense． In order to enhance the algicidal effect of deinoxanthin，the

stability of deinoxanthin under different conditions was investigated． The results show that the thermal stability of deinoxanthin was high and remained

stable under neutral and alkaline conditions，yet was prone to decompose in the light and ultraviolet radiation． The stability of deinoxanthin was improved

after immobilization by chitosan and sodium alginate． The algicidal agent could exhibit high algicidal effect on A． tamarense，laying the foundation for the

application in the control of HABs．
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1 引言( Introduction)

海洋中的藻类提供了全球一半以上的初级生

产力，对海洋生态系统的稳定及全球能流、物流有

重要影响 ( Amin et al．，2012; Thamatrakoln et al．，
2013) ．近年来，随着工业化进程的加快，海洋污染问
题日益突出，海洋环境的富营养化状态造成了藻类

的过度生长，从而形成有害藻华 ( Harmful Algal
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Blooms，HABs ) ( Gobler et al．，2011; 郑天凌等，
2011) ．在我国沿海地区，常年受到甲藻藻华的危害，
甲藻藻华对我国的沿海环境、水产经济和人类健康
造成了极大的威胁( 吴玉霖等，1997; 2001) ．塔玛亚
历山大藻 ( Alexandrium tamarense) 是一种有毒的甲
藻，在其生长过程中会分泌麻痹性贝毒 ( PSP ) 并在
贝类体内累积，被其他动物摄食后会引起中毒甚至

死亡，且常年引发藻华( 林元烧，1996) ，亟待治理．
为了更好地应对藻华的危害，包括物理法( Lee

et al．，2013) 、化学法( 俞志明等，1993) 及生物法( 龚
良玉等，2010) 等在内的多种治理手段被应用于藻
华的防治中．但是，物理法成本较高、不易操作，而化
学法会危害生态环境及非藻华生物，造成二次伤

害，因此，以安全高效著称的生物法成为防治藻华

的主要手段( 黄姿等，2008) ，特别是“以菌治藻”已
成为国内外生物法治理藻华的研究热点 ( Li et al．，
2014a; 2014b) ．课题组前期从富营养化湖水中筛选
到一株高效杀害塔玛亚历山大藻的杀藻菌株 Y35，
经过杀藻验证确定该菌株通过分泌红色色素作用

于藻细胞，并将该杀藻化合物进行了分离纯化，借

助于高分辨率质谱和核磁共振确定该化合物为

Deinoxanthin ( 图 1 ) ( Li et al．，2015 ) ． 为了加强
Deinoxanthin 的 应 用 效 果，在 本 研 究 中 进 行
Deinoxanthin理化性质的探究，并用壳聚糖-海藻酸
钠对该杀藻物质进行包埋固定化，完成杀藻制剂的

制备，以期为下一步将杀藻化合物应用于藻华的深

化理论研究与灾害有效治理奠定基础．

图 1 杀藻化合物 Deinoxanthin的分子结构图
Fig．1 Molecular structure of deinoxanthin

2 材料与方法( Materials and methods)

2．1 杀藻细菌色素和藻种
杀藻细菌色素 Deinoxanthin，按照 Li 等 ( 2015)

的分离方法从杀藻菌株 Deinococcus xianganensis Y35
( GenBank No．KJ639011) 细胞上进行纯化．供试藻种
为塔玛亚历山大藻( Alexandrium tamarense ATGD98-
006) ，由暨南大学水生生态研究所提供．采用 f /2 培
养基 ( Guillard，1975) ，于光强 50 μE·m－2·s－1、温度
( 20±1) ℃、昼夜比为 12 h ∶12 h 的条件下培养．
2．2 实验方法
2．2． 1 全波长扫描 取一定量杀藻化合物
Deinoxanthin溶于二甲亚砜 ( DMSO) 中制成色素溶

液，以 DMSO 调 零，采 用 UNICAM UV300 对
Deinoxanthin在波长 200 ～ 800 nm 处进行扫描，确定
Deinoxanthin的最大吸收峰．
2．2．2 Deinoxanthin的热稳定性 取一定量的
Deinoxanthin溶解于 DMSO 中，平均分在 4 个处理
组，每个处理组做 3个平行，分别将 4个处理组的样
品在 20、40、60、80 ℃下水浴 1 h，待样品冷却至常温
后，在 475 nm下测定样品的吸光度值．

2．2．3 Deinoxanthin 的酸碱稳定性 取一定量的
Deinoxanthin溶解于 DMSO 中，平均分在 6 个处理
组，每个处理组做 3个平行，分别将 6个处理组的样
品的 pH调为 3、5、7、9、10和 12，并保持 5 h后，再将
各处理组的 pH 调回初始 pH，在 475 nm 下测定样
品的吸光度值．
2．2．4 光照对 Deinoxanthin的影响 取上述色素的
DMSO溶液于 5 mL试管中，插放在塑料透明试管架
上，放置于 20 ℃光照培养箱中，其中，光照强度为
1000 lx使各管与光源保持等距并开始计时，分别放
置 2、4、6、8、10和 12 h 后，在 475 nm下测定样品的
吸光度值．
2．2．5 紫外线对 Deinoxanthin的影响 取上述色素
的 DMSO溶液于敞开的玻璃平皿并置于紫外光下，
分别处理 5、10、15 和 20 min，每个处理组做 3 个平
行，紫外处理后在 475 nm下测定样品的吸光度值．
2．2．6 杀藻制剂的制备 ①将 6 mg 杀藻化合物
Deinoxanthin与 1 g的壳聚糖混合后，并添加 100 mL
蒸馏水制备成混合液 A;②称量 3．0 g海藻酸钠加入
到 60 mL 蒸馏水中，用微波炉加热，每加热 20 s 用
玻璃杯进行搅拌并捶打固体颗粒，最终形成没有明

9563



环 境 科 学 学 报 36卷

显颗粒物的乳胶状体系 B; ③称量 0．75 g 阿拉伯胶
溶解于 25 mL蒸馏水中，乳化 5 min，得到混合液 C;
④将混合体系 A、B和 C混合在同一烧杯中，用玻璃
棒搅拌均匀，并在超声清洗机中清除体系中的气

泡，至完全清除气泡为止; ⑤将上述超声除气的混
合体系在恒流泵的蠕动作用下逐滴地滴入 3．0%的
氯化钙水溶液中 ( 李芝等，2011) ，形成含有杀藻化
合物的凝胶小球，将小球置于电热恒温干燥箱中干

燥 2～4 h 后，置于风口处待小球完全干燥，期间不
断拨动小球，防止小球之间相互粘连，干燥后的包

含有 Deinoxanthin的凝胶小球即为杀藻制剂．
2．2．7 杀藻制剂杀藻效果验证 将制备好的杀藻
制剂按照 1 mL藻液分别添加 1、2、3、4、5 个凝胶小
球的添加量，添加入对数生长期的藻细胞进行杀藻

效果验证．每隔一段时间，用酶标仪测定各处理组藻
细胞在激发波长 440 nm和发射波长 680 nm处的荧
光强度，以此来表征不同添加量的杀藻制剂的杀藻

效果( Zhang et al．，2014) ．
2．2．8 杀藻制剂的杀藻过程 按照 1 mL 添加 3 个
凝胶小管的添加量将上述制备的杀藻制剂加入到

对数生长期的藻培养液中，每隔 12 h 取藻液在光学
显微镜( Olympus BX41，Chiyoda-ku，Tokyo，Japan) 下
观察藻细胞的形态变化．

3 结果与讨论( Ｒesults and discussion)

3．1 杀藻化合物 Deinoxanthin的最大吸收峰
杀藻化合物 Deinoxanthin 呈红色粉末状，可以

溶解于甲醇、乙醇、乙酸乙酯和二甲亚砜( DMSO) 等

有机溶剂中，由于 DMSO 稳定性好且毒性低，常被
用来当作溶剂使用( Ｒonen et al．，1984) ．因此，本研
究 将 Deinoxanthin 溶 解 于 DMSO，制 备 成

Deinoxanthin 溶 液． 用 紫 外 分 光 光 度 计 对
Deinoxanthin进行全波长扫描，发现该化合物在可见
光区域和紫外光区域均有吸收峰出现，在 475 nm处
有最大吸收峰( 图 2) ，因此，在后续试验中通过测定
475 nm波长下的物质含量来检测 Deinoxanthin 的含
量变化．
3．2 Deinoxanthin的热稳定性
利用紫外分光光度计测定了经过不同温度处

理后的 Deinoxanthin 在 475 nm 下的吸光度值 ( 图

3) ，与常温下( 20 ℃ ) Deinoxanthin的含量相比，经过
40 ℃处理后的化合物没有表现出明显的差异，而经
过 60和 80 ℃处理后的化合物的含量明显下降( p＜

图 2 杀藻化合物 Deinoxanthin的全波长扫描图
Fig．2 Full wavelength scanning profile of deinoxanthin

图 3 不同温度处理对 Deinoxanthin 的影响( * ( ＊＊) 表示与

20 ℃处理组相比差异显著，p＜0．05( p＜0．01) )

Fig．3 The effect of different temperature on deinoxanthin

0．01) ，但其含量仍保持较高水平，其 OD475值维持在

0．6左右，可以在常温下保存和发挥杀藻作用．
3．3 Deinoxanthin的酸碱稳定性
为了确定化合物 Deinoxanthin 的酸碱稳定性，

检测了经过不同 pH 处理后的 Deinoxanthin 在 475
nm 下 的 吸 光 度 值 变 化 ( 图 4 ) ． 结 果 表 明，
Deinoxanthin在碱性环境下有较高的稳定性，但对酸
性环境敏感，化合物的含量在酸性环境下与中性或

碱性环境相比显著下降( p＜0．01) ．当 pH 降低到 5．0
时，Deinoxanthin的 OD475值下降为 0．44，当 pH 降低
到 3． 0 的时候，其 OD475 值降低到 0． 36． 表明
Deinoxanthin在中性或者碱性环境下有高稳定性，在
酸性环境下逐渐失去活性，并且活性随着 pH 的降
低而逐渐减弱．海水环境中的 pH一般都维持在 8左
右，而藻华爆发时期大量藻类的出现消耗了海水中

的 CO2，同时提高了海水环境的 pH( 李祎等，2012) ．
因此，将杀藻物质 Deinoxanthin 投放于藻华现场，不
会受到海水的 pH 的影响，从而保证了 Deinoxanthin
在藻华现场发挥杀藻作用．
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图 4 不同 pH处理对 Deinoxanthin的影响( ＊＊表示与 pH= 7

处理组相比差异显著，p＜0．01)

Fig．4 The effectof different pH on deinoxanthin

图 5 不同光照时间对 Deinoxanthin 稳定性的影响 ( ＊＊表示

对照组相比差异显著，p＜0．01)

Fig．5 The influence of different illumination time on the stability of

deinoxanthin

3．4 光照对 Deinoxanthin的影响
为了确定 Deinoxanthin 在光照下的稳定性，用

分光光度计检测了在光照下处理不同时间的

Deinoxanthin 在 475 nm 处的吸光度值．结果表明，
Deinoxanthin对光照非常敏感，在短时间的光照作用
下，Deinoxanthin 含量显著下降( p＜0．01) ，并且随着
光照时间的延长，其含量越来越低，最终失去活性

( 图 5) ．Deinoxanthin 在光照作用下逐渐分解，色素
颜色逐渐变浅，不具有光照稳定性．光照对于色素类
物质稳定性的影响，主要是因为光照可以促进类色

素分子中 C C 双键的断裂，导致色素的降解
( Kopas-Lane et al．，1995) ．Deinoxanthin 分子结构中
存在大量的 C C 双键，在光照的作用下很容易断
裂，加速了 Deinoxanthin的降解．孙明奇等( 2008) 研
究了光照对橘皮类胡萝卜素稳定性的影响，发现光

照对类胡萝卜素有明显的降解作用，光照 8 h 后类
胡萝 卜 素 的 保 存 率 仅 为 49． 1%． 为 了 加 强
Deinoxanthin在藻华现场的杀藻功能，必须要解决
Deinoxanthin 在 光 照 下 易 分 解 的 缺 点，由 于

Deinoxanthin的杀藻效果非常高效，短时间就可以将
塔玛亚历山大藻细胞杀死( Li et al．，2015) ，因此，可
以选择在夜晚进行 Deinoxanthin 的投放，以此来避
免光照的影响．但这不能从根本上解决 Deinoxanthin
的光照不稳定性，而 Deinoxanthin 的固定化作用则
可以提高其稳定性．
3．5 紫外线对 Deinoxanthin的影响
为了确定紫外线对 Deinoxanthin 稳定性的影

响，测 定 了 在 紫 外 线 下 处 理 不 同 时 间 后 的

Deinoxanthin在 475 nm 下的吸光度值 ( 图 6) ．结果
表明，Deinoxanthin 对紫外线辐射非常敏感，在紫外
线作用 20 min后，Deinoxanthin的含量急剧下降( p＜
0．01 ) ，其 OD475值降低到 0． 024．紫外线辐射对
Deinoxanthin 活 性 的 影 响 很 大，这 可 能 跟
Deinoxanthin的化学结构有关．紫外线对色素稳定性
的影响，同样是通过对色素分子结构中的 C C 双
键的作用而产生的降解效果 ( Shunmugam et al．，
2014) ，相对于光照的影响，紫外线的影响更为显著．
袁保红等 ( 2006 ) 研究了紫外线对海洋细菌
Pseudomonas sp．所分泌的灵菌红素的稳定性的影
响，结果表明，紫外线影响了色素的稳定性，并且影

响的效果随 pH的升高而增强．紫外线对色素的稳定
性影响很大，如果要解决紫外线对色素稳定性的影

响，需要对杀藻化合物 Deinoxanthin 进行包埋固定
化，从而提高 Deinoxanthin的稳定性．

图 6 紫外线作用对 Deinoxanthin 稳定性的影响 ( ＊＊表示对

照组相比差异显著，p＜0．01)

Fig．6 The influence of ultraviolet rays on the stability of deinoxanthin

3．6 杀藻制剂的制备
将杀藻化合物 Deinoxanthin 与壳聚糖混合添加

到海藻酸钠-阿拉伯明胶体系中，在恒流泵的蠕动作
用下逐滴滴加至 3．0%的氯化钙水溶液中，形成含有
Deinoxanthin的凝胶小球 ( 图 7a) ．海藻酸钠的分子
链上有大量的梭基，壳聚糖分子链上有大量的伯氨
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基，因此，二者可以通过正、负电荷吸引形成复合凝
胶，增加微球的强度，抑制海藻酸纳凝胶微球的崩

解，而壳聚糖因在酸性介质中膨胀形成胶体粘稠物

质而阻滞包埋物质的扩散及溶出 ( 川島嘉明等，

1985) ，从而实现了对包埋物稳定性的提高及缓释
作用．将 Deinoxanthin 与壳聚糖和海藻酸钠构建成

“Deinoxanthin-壳聚糖-海藻酸钠”缓释微球有利于
提高 Deinoxanthin的稳定性和作用时间．所形成的凝
胶小球直径为 2 ～ 3 mm，呈粉红色．在电热恒温干燥
箱中完全干燥使其内部水分完全蒸发，得到直径为

1 mm，呈深红色的凝胶小球( 图 7b，c) ．其中，每个小
球重约 1 mg，内部含有约 1．2 μg Deinoxanthin．

图 7 含有 Deinoxanthin的杀藻制剂在干燥前( a)和干燥后( b，c)的形态特征
Fig．7 The morphology of algicidal agents before ( a) and after drying ( b，c)

3．7 杀藻制剂的杀藻效果
为了确定含有 Deinoxanthin 的杀藻制剂对塔玛

亚历山大藻的作用效果，分别添加了 1、2、3、4 和 5
个凝胶小球于 1 mL 藻培养液中验证杀藻效果，其
中，每个凝胶小球含有 1． 2 μg 杀藻化合物
Deinoxanthin( 图 8) ．Zhang等( 2014) 研究表明，藻细
胞的叶绿素荧光与藻细胞数成线性关系，可以通过

测量藻细胞生长过程中的叶绿素荧光来衡量藻细

胞的生长状况．因此，在本研究中，通过对藻细胞的
叶绿素荧光值进行测量来确定杀藻制剂的杀藻效

果．在整个处理过程中，对照组藻细胞的荧光值保持
在持续升高的水平，添加了 1 个( 1．2 μg·mL－1 ) 和 2
个( 2．4 μg·mL－1 ) 凝胶小球的藻培养液的荧光值与

对照组相比没有明显差别，说明 2 个凝胶小球对 1
mL藻细胞的生长没有明显的抑制效果．而添加了 3
个( 3．6 μg·mL－1 ) 及以上凝胶小球的藻培养液的荧

光值与对照相比显著下降．在处理 3 h 的时候，添加
4个( 4．8 μg·mL－1 ) 和 5 个( 6．0 μg·mL－1 ) 凝胶小球

的藻培养液的荧光值已经开始有明显降低，并且随

着处理时间的延长，其荧光值逐渐降低．在添加了 3
个凝胶小球的藻培养液的荧光值在处理 18 h 时显
著低于对照组．在处理 48 h时，添加了 3、4和 5个凝
胶小球的藻培养液的荧光值显著低于对照组，分别

为对照组荧光值的 10．6%、13．2%和 8．1%．这说明每
1 mL藻液中添加 3个及 3个以上的凝胶小球后，藻
细胞生长受到抑制．每个凝胶小球中约含有 1．2 μg

杀藻化合物 Deinoxanthin，3 个凝胶小球中的
Deinoxanthin含量大约达到 3．6 μg，这与我们在前期
实验中确定的 Deinoxanthin 杀藻浓度为 5 μg·mL－1

( Li et al．，2015) 一致．结果表明，含有 Deinoxanthin
的杀藻制剂有十分高效的杀藻效果，在凝胶小球加

入到藻培养体系后，小球吸水膨胀，释放杀藻物质，

同时小球颜色变浅．添加了 1 个和 2 个凝胶小球的
藻培养液的颜色与对照相比没有明显差别，均呈现

出深棕色，且可看见大量颗粒状的藻细胞．而添加了
3个及其以上凝胶小球的藻培养液颜色变得较为透
明，无法观察到颗粒状的藻细胞，在杀藻物质作用

下，藻细胞死亡．

图 8 含有Deinoxanthin的杀藻制剂对塔玛亚历山大藻的作用效果
Fig．8 Algicidal activity of algicidal agents on Alexandrium tamarense
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3．8 杀藻制剂的杀藻过程
在杀藻制剂的作用下，藻细胞形态发生明显的

改变( 图 9) ．正常生长的藻细胞有完整的细胞结构，
细胞膜和细胞壁紧凑且细胞质致密均一( 图 9a) ;在
杀藻制剂作用 12 h 后，藻细胞形态发生改变，细胞
壁和细胞膜发生质壁分离，藻细胞的一段发生明显

的突起现象( 图 9b) ;在杀藻制剂作用 24 h 后，藻细
胞一段的细胞膜和细胞壁破裂，胞内物质大量外

溢，同时细胞质分布不均匀( 图 9c) ; 在杀藻制剂作
用 36 h后，无法观察到藻细胞成形的细胞结构，细
胞质颜色变浅，且细胞结构严整破坏，最终藻细胞

裂解死亡( 图 9d) ．

图 9 在杀藻制剂作用下塔玛亚历山大藻细胞的死亡过程 ( a．

正常藻细胞; b．处理 12h 藻细胞; c．处理 24h 藻细胞; d．处

理 36h藻细胞)

Fig．9 Decay of A． tamarense by algicidal preparations ( a． control

cells presenting normal morphology; b ～ d． cells exposed to

algicidal preparations for 12，24，and 36 h)

4 结论( Conclusions)

1) 杀藻化合物 Deinoxanthin 有较高的热稳定
性;在中性和碱性条件下有稳定的活性，但在酸性

条件下活性减弱; 对光照和紫外线敏感，在光照和

紫外线辐射下易分解，失去活性．
2) 将 Deinoxanthin 与海藻酸钠-阿拉伯明胶形

成的凝胶小球制备成杀藻制剂，每个凝胶小球重约

1 mg，内部含有约 1．2 μg 杀藻化合物，每毫升藻液
中加 3个凝胶小球后，藻细胞死亡．

3) 在杀藻制剂作用下，Deinoxanthin 在藻培养

液中缓慢释放，能够长时间对藻细胞持续起作用，

并且 Deinoxanthin 在凝胶小球的包裹下更加稳定，
在长时间光照后也不会分解．因此，杀藻制剂相对于
直接将化合物投加到环境中较为温和，减小了对局

部生态环境的负面影响，并且增加了杀藻细菌色素

的稳定性，可为杀藻细菌色素的应用提供技术支持．
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