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摘要    为研究剧毒卡尔藻(Karlodinium veneficum)与东海原甲藻(Prorocentrum donghaiense)之间的

化感作用, 在 f/2 营养盐条件下, 分别采用了混合培养及滤液培养的方法。结果表明: 剧毒卡尔藻指

数生长后期的无藻细胞滤液明显抑制了东海原甲藻的生长, 而东海原甲藻滤液对剧毒卡尔藻的生长

几乎无影响, 化感作用作为重要的影响因素使剧毒卡尔藻获得竞争优势。将剧毒卡尔藻指数生长末

期的无藻细胞滤液置于固相萃取(SPE) C18小柱, 经吸附、不同比例的甲醇溶液洗脱, 考察不同洗脱

部分对东海原甲藻生长的影响, 发现 80%的甲醇洗脱部分明显抑制了东海原甲藻的生长。本研究为

了解剧毒卡尔藻的竞争机制提供了重要的科学依据, 今后将重点分析剧毒卡尔藻释放的有效抑制东

海原甲藻生长的化感物质。 
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微藻间的竞争关系直接影响了浮游群落的生物

多样性及稳定性 , 研究微藻间的竞争关系有利于更

全面了解赤潮形成及演替机制等。化感作用作为重要

的竞争方式之一 , 通过向环境释放化学物质对其他

植物产生促进或抑制作用, 对赤潮的发生、维持以及

优势种群的演替具有重要的意义(Rice, 1984; Vardi et 

al, 2002; Legrand et al, 2003; Roy et al, 2006; Yang et 
al, 2014)。 

东海原甲藻是 2001 年新命名的一种原甲藻。近

二十年来, 在我国东海海域频繁发生赤潮, 且涉及范

围广、持续时间长。虽然东海原甲藻本身无毒, 但其

大量繁殖对养殖业及环境仍带来严重的影响(周伟华

等, 2006)。剧毒卡尔藻分布广泛, 是沿岸水域中常见

的浮游微藻。首次报道于南非(Braarud, 1957; Pieterse 

et al, 1967), 后来在欧洲 (Bjørnland et al, 1979; 

Nielsen, 1996)、澳大利亚(Cosgrove et al, 2000; Ajani et 

al, 2001)、北美(Li et al, 2000; Terlizzi et al, 2000)都有

发现。作为潜在新型赤潮毒素的藻种, 在我国东海海

域也相继被发现(王红霞等, 2011; Dai et al, 2014)。 

研究者不仅在东海暴发的大规模米氏凯伦藻和

东海原甲藻混种赤潮水样中检测到过剧毒卡尔藻 , 

在东海原甲藻单种赤潮水样中也检测到过该藻 , 另

有调查发现剧毒卡尔藻可在东海原甲藻赤潮减弱后

继续暴发形成一定密度的赤潮(周成旭等, 2008; Dai 

et al, 2014)。剧毒卡尔藻除了具有强烈的毒性作用外, 

是否还参与了藻种间的竞争 , 通过抑制其他竞争生

物(如微藻)的生长繁殖而获得生长优势仍不清楚。因

此研究剧毒卡尔藻与东海原甲藻之间的化感效应 , 

对于了解甲藻间的竞争机制具有重要的意义。 

1  材料与方法 

1.1  微藻培养 

东海原甲藻由中国海洋大学海洋污染生态化学

实验室藻种室提供 , 剧毒卡尔藻由国家海洋局第二

海洋研究所藻种室提供。微藻培养在光照培养箱中进

行, 两种藻的培养条件相同: f/2-Si培养基, 白色冷光
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源 , 光强度: 4000lx, 光暗比: 12h︰12h, 培养温度: 

(20±1)°C, 盐度: 30, 培养过程中定时摇晃培养瓶并

随机摆放。 

1.2  剧毒卡尔藻与东海原甲藻的竞争关系 

1.2.1  剧毒卡尔藻与东海原甲藻混合培养的相互影

响    混合培养实验分为三组: (1) 剧毒卡尔藻单独

培养实验(对照组), 初始藻密度为 1.0×104cells/mL; (2) 

东海原甲藻单独培养实验 (对照组 ), 初始藻密度为

1.0×104cells/mL; (3) 剧毒卡尔藻与东海原甲藻混合培

养(实验组), 在混合培养的过程中两种微藻的初始藻密

度均为 1.0×104cells/mL, 即接种比例为 1︰1。每组设置

三个平行样, 每两天进行一次取样并用显微镜计数。 

1.2.2  剧毒卡尔藻滤液对东海原甲藻生长的影响    

将剧毒卡尔藻培养至指数生长末期 , 藻密度约为

8.0×104cells/mL。培养液经 0.22μm微孔滤膜过滤, 得

无藻细胞滤液并测定其营养盐浓度(祝陈坚, 2006)。

剧毒卡尔藻无藻细胞滤液和灭菌海水均加富至 f/2 培

养基浓度 , 滤液培养为实验组 , 海水培养为对照组 , 

东海原甲藻初始藻密度约为 1.0×104cells/mL。 

1.2.3  东海原甲藻滤液对剧毒卡尔藻生长的影响    

将东海原甲藻培养至指数生长末期 , 藻密度约为

10.0×104cells/mL。获得无藻细胞滤液, 并测定其营养

盐浓度 , 然后将东海原甲藻无藻细胞滤液和灭菌海

水均加富至 f/2 培养基。剧毒卡尔藻初始藻密度为

1.0×104cells/mL。 

1.3  剧毒卡尔藻滤液不同洗脱组分对东海原甲藻生

长的影响 

SPE C18 小柱经 100%甲醇、60%甲醇、水活化

后, 取 1L 1.2.2 中剧毒卡尔藻的生长滤液, 置于 SPE 

C18小柱吸附、不同比例的甲醇溶液(20%, 40%, 60%, 

80%, 100%)依次洗脱, 将洗脱的各部分经旋转蒸发

仪蒸干或氮吹吹干, 分别用 1mL DMSO (二甲亚砜, 

Dimethyl sulfoxide)溶解。经证实: DMSO在一定的浓

度范围内对藻类生长没有影响(张议文等, 2014; Wang 

et al, 2016)。分别添加上述 100μL 不同洗脱部分的

DMSO 溶液到 100mL 东海原甲藻培养基中培养。经

体积换算 , 加入的化感物质浓度即为剧毒卡尔藻指

数生长末期化感物质的最大浓度。 

1.4  数据处理 

1.4.1  相对抑制率(IR)    采用下列公式计算相对

抑制率(Lu et al, 2008):  

IR (%) = (1T/C) × 100%, 
式中, IR: 相对抑制率; T: 实验组的细胞生长密度; C: 

对照组的细胞生长密度。 

1.4.2  显著性差异     平均值±标准差的形式表示

(n=3)实验结果 , 各组间显著性差异用 one-way 

ANOVA分析, 以 P<0.05作为显著性差异的标准。 

2  结果 

2.1  剧毒卡尔藻与东海原甲藻之间的竞争关系 

2.1.1  剧毒卡尔藻与东海原甲藻混合培养的相互影

响    剧毒卡尔藻在单独培养组中和与东海原甲藻

混合培养组中生长状况都良好, 且生长期同步, 两组

的生长曲线没有明显的差异(图 1, P>0.05)。而东海原

甲藻在混合培养实验中藻密度从第 2天开始下降, 与

单独培养的对照组相比 , 具有显著的差异 (图 2, 

P<0.05)。在混合培养体系中, 剧毒卡尔藻的生长没有

受到影响, 而东海原甲藻的生长受到了明显的抑制, 

当培养到第 12 天时, 东海原甲藻藻密度已低于初始

藻密度。 

 

图 1  剧毒卡尔藻单独培养与混合培养的生长 
Fig.1  The growth curve of K. veneficum in mono-culture and 

bi-algal culture 
 

2.1.2  剧毒卡尔藻与东海原甲藻间的化感作用    

与混合培养相似 , 剧毒卡尔藻在东海原甲藻无藻细

胞滤液中没有受到影响 , 生长状况良好 (图 3, P> 

0.05)。东海原甲藻在剧毒卡尔藻滤液中的生长则受到

了明显抑制 , 接种 2 天后藻密度开始低于对照组

(P<0.05), 培养至 12天时, 东海原甲藻的密度接近于

初始藻密度(图 4)。 
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图 2  东海原甲藻单独培养与混合培养的生长 
Fig.2  The growth curve of P. donghaiense in mono-culture and 

bi-algal culture 

 

图 3  剧毒卡尔藻在东海原甲藻滤液中的生长 
Fig.3  The growth curve of K. veneficum in P. donghaiense 

filtrate 

 

图 4  东海原甲藻在剧毒卡尔藻滤液中的生长 
Fig.4  The growth curve of P. donghaiense in K. veneficum 

filtrate 
 

2.2  剧毒卡尔藻滤液不同洗脱组分对东海原甲藻生

长的影响 

将剧毒卡尔藻滤液置于 SPE C18小柱, 经吸附、

解析后 , 通过添加不同比例甲醇洗脱的组分考察对

东海原甲藻生长的影响。结果表明, 除了 20%甲醇洗

脱组分对东海原甲藻的生长没有影响以外 , 其余各

部分都不同程度地抑制了东海原甲藻的生长, 其中

80%的洗脱部分抑制效果最为明显, 在整个培养实验

过程中, 东海原甲藻的细胞存活率保持在 60%左右

(图 5)。 

 

图 5  不同比例的甲醇溶液洗脱组分对东海原甲藻的生长

影响 
Fig.5  Influence on growth of P. donghaiense cells by K. 

veneficum filtrate with different methanol elution 
 

3  讨论 

进入 21 世纪后, 我国近海赤潮灾害越发严重, 

甲藻等有毒有害赤潮所占比例越来越高 , 无毒赤潮

向有毒赤潮演替的趋势越来越显著 , 关于微藻之间

的化感作用也受到了越来越多的重视。化感藻种可以

通过释放化感物质到环境中而影响其它藻类的生长, 

从而获得竞争优势 (Granéli et al, 2008; Żak et al, 

2016), Hattenrath-Lehmann 等(2011)发现甲藻亚历山

大藻属 Alexandrium fundyense 通过化感作用抑制隐

藻 Rhodomonas salina、硅藻 Thalassiosira pseudonana 

和 Thalassiosira weissflogii的生长而引起浮游植物群

落发生改变。本研究选取了两种赤潮肇事甲藻, 一种

为新发现的有毒甲藻-剧毒卡尔藻, 该藻种在我国近

海海域(香港海域、山东半岛、东海海域等)已发生过

大面积的赤潮, 导致鱼虾大量死亡(Wang et al, 2011; 

徐娜等, 2012)。另一种为常见的无毒甲藻-东海原甲
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藻 , 这两种藻不仅在我国东海有经常被同时发现的

记录 , 剧毒卡尔藻甚至可在东海原甲藻赤潮减弱后

暴发一定密度的赤潮而发生竞争演替 (周成旭等 , 

2008; Dai et al, 2014), 因此有必要研究这两种微藻间

的竞争关系。 

为研究这两种微藻间的竞争关系 , 首先采用了

混合培养的方法, 在混合培养体系中, 剧毒卡尔藻的

生长没有受到影响 , 而东海原甲藻的生长受到了明

显的抑制。在此基础上, 又采用了滤液交叉培养的方

法, 与单独培养对照组相比, 剧毒卡尔藻的生长并没

有发生变化 , 而东海原甲藻的生长在剧毒卡尔藻滤

液中受到了明显的抑制 , 剧毒卡尔藻通过产生与释

放化感物质到周围水体环境中直接影响了东海原甲

藻的生长而获得竞争优势。通过对比东海原甲藻在混

合培养和滤液培养中的生长抑制率发现(表 1), 在整

个培养过程中 , 混合培养组的抑制率都略高于滤液

培养组, 因此在混合培养体系中, 除了化感作用这一

重要影响因素外, 营养盐、生存空间、细胞接触等因

素也可能影响了剧毒卡尔藻与东海原甲藻种间竞争

关系。另外 Zhou 等(2015)发现东海原甲藻与剧毒卡

尔藻之间的竞争也可能与剧毒卡尔藻对东海原甲藻

的摄食有关。 

表 1  东海原甲藻在混合培养和滤液培养中抑制率对比 
Tab.1  Comparison in inhibition rate between bi-algal and 

filtrate culture 

时间(天) 混合培养抑制率 滤液培养抑制率 

0—2 0.14 0.08 

3—4 0.50 0.47 

5—6 0.64 0.35 

7—8 0.75 0.42 

9—10 0.84 0.67 

11—12 0.90 0.84 

 
在我国东海海域 , 东海原甲藻作为重要的赤潮

肇事藻种之一, 近些年来频繁暴发赤潮, 且经常为大

规模赤潮。从本文的研究结果可以看出, 在实验室条

件下 , 剧毒卡尔藻通过化感作用明显抑制东海原甲

藻的生长而获得竞争优势。在实际海洋环境中, 有毒

甲藻也可能会通过化感作用这一种间竞争方式抑制

东海原甲藻的增值 , 从而影响东海原甲藻赤潮暴发

的规模。如果海洋环境沿着这一方向发生进一步的变

化, 当东海原甲藻规模减弱到一定程度时, 东海海域

赤潮优势藻种则有可能从无毒东海原甲藻向有毒甲

藻转变, 从而发生优势藻种的演替。 

因此 , 对于有毒甲藻的研究除了关注毒素及毒

性作用外 , 研究者也应关注藻种自身同其他藻种之

间的竞争关系。已有研究表明米氏凯伦藻毒素提取物

可作为化感物质对硅藻、鞭毛藻等一些赤潮藻种的生

长有一定的抑制作用(Chang, 2011)。Yang等(2011)将

米氏凯伦藻分别与东海原甲藻、塔码亚历山大藻混合

培养后发现 , 微藻共存增强了米氏凯伦藻溶血毒素

的合成 , 并认为溶血毒素极有可能作为米氏凯伦藻

释放的化感物质参与了藻种间的竞争 , 然而对于这

些有毒甲藻的具体竞争机制仍不清楚 (陈宝红等 , 

2015)。 

剧毒卡尔藻作为典型的鱼毒性甲藻 , 产生的藻

毒素主要包括溶血性毒素、鱼毒素及细胞毒素等

(Adolf et al, 2015)。目前剧毒卡尔藻毒素除 KmTx1、

KmTx2 被分离鉴定外 , 4, 5-dihydro-KmTx 2, 4, 

5-dihydro-dechloro-KmTx 2也相继被发现, 这些藻毒

素主要来源于剧毒卡尔藻滤液经 C18 柱吸附后 80%

的甲醇洗脱部分(Cai et al, 2016)。本研究在证明了剧

毒卡尔藻可以通过释放化感物质明显抑制东海原甲

藻生长的基础上 , 将剧毒卡尔藻指数生长末期的滤

液置于 SPE C18小柱, 经吸附、不同比例的甲醇溶液

洗脱后发现, 80%的甲醇洗脱部分表现的抑制效果最

为明显。我们证实了 80%的甲醇洗脱部分除了对东海

原甲藻具有明显的化感作用外 , 对兔细胞还具有很

强的溶血作用(未发表)。因此剧毒卡尔藻产生的生物

毒素除了对海洋生物具有毒性外 , 还可能参与了藻

种间的竞争, 并在种间竞争中占据优势。研究结果不

仅为了解剧毒卡尔藻的竞争机制提供了科学依据 , 

对评估生物毒素作为化感物质在剧毒卡尔藻赤潮优

势种形成过程中的作用以及对天然产物的开发都提

供了新的思路。 

4  结论 

(1) 滤液交叉培养实验表明剧毒卡尔藻通过化

感作用明显抑制了东海原甲藻的生长 , 然而抑制程

度稍低于在混合培养中的抑制程度。剧毒卡尔藻与东

海原甲藻之间的竞争除了化感作用这一重要的影响

因素外, 细胞接触、摄食、营养盐等因素也可能影响

了这两种微藻之间的竞争关系 , 研究结果对于了解

有毒甲藻的竞争机制具有重要的意义。东海原甲藻对

剧毒卡尔藻则没有抑制作用。 
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(2) 将剧毒卡尔藻滤液经 SPE C18小柱吸附、洗

脱, 验证化感效应, 结果发现 80%的甲醇洗脱部分较

其他洗脱部分对东海原甲藻的生长具有更明显的抑

制效果。 
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ALLELOPATHIC INTERACTION OF TWO DINOFLAGELLATES: KARLODINIUM 
VENEFICUM AND PROROCENTRUM DONGHAIENSE 

WANG Rui1,  HUANG Wen-Wen1,  WU Jia-Jun1, 2,  CHAN Lai-Leo1, 2,  WANG Jiang-Tao3 
(1. Shenzhen Key Laboratory for the Sustainable Use of Marine Biodiversity, Research Centre for the Oceans and Human Health, City 
University of Hong Kong Shenzhen Research Institute, Shenzhen 518000, China; 2. The State Key Laboratory of Marine Pollution, City 

University of Hong Kong, Hong Kong SAR 999077, China; 3. College of Chemistry and Chemical Engineering, Ocean University of 
China, Qingdao 266100, China) 

Abstract    Potential allelopathic interaction between Karlodinium veneficum and Prorocentrum donghaiense was 

investigated in bi-algal culture and culture filtrate in nutrient-replete medium. The results show that the cell-free filtrate of 

the K. veneficum culture in later exponential growth phase inhibited the growth of P. donghaiense apparently. In contrast, 

the filtrate of P. donghaiense exerted no allelopathic activity to K. veneficum, demonstrating that the release of allelopathic 

compounds inhibited the growth. Furthermore, the cultures of K. veneficum in later exponential growth phase were 

harvested and loaded onto a RP column using C18, and eluted with a step gradient consisting of different percentage of 

MeOH. The results show that 80% MeOH fraction depressed P. donghaiense growth more obviously. Further studies are 

needed to explore allelochemicals released by K. veneficum. 

Key words    interaction;  allelopathy;  Karlodinium veneficum;  Prorocentrum donghaiense 

 


