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洋葱源黄酮类化合物对中肋骨条藻的

抑制能力作用研究
刘雨田　林艳芳（通讯作者）

（香港理工大学生物医学工程系　香港　999077）

【摘　要】目的：本文会采用紫皮洋葱中提取所得的黄酮类化合物对南海地区和澳门近海较常出现的中肋

骨条藻的进行抑制实验，及分析最佳的抑制浓度。方法：（1）利用 F/2+Si 培养基对中肋骨条藻进行培养，并

利用形态学进行鉴定。（2）通过乙醇法提取及聚酰胺树脂法提纯洋葱中黄酮类化合物 .3. 标准曲线分别测定 5 

ug/mL、10 ug/mL 和 15 ug/mL 黄酮类化合物对中肋骨条藻的最佳抑制浓度。结果：用洋葱外表皮提取黄酮类

化合物可以达到 1.05 ug/g 的提取率，使用 15 ug/mL 的提取液浓度对中肋骨条藻的生长进行干预可达到 71 % 的

抑制率。结论：15 ug/mL 洋葱源黄酮类化合物可以有效抑制中肋骨条藻的生长。

【关键词】赤潮；中肋骨条藻；洋葱；黄酮类化合物

引言

根据文献记载，进入 21世纪后，南海、东海、渤

海赤潮爆发的情况一直维持在高位，严重影响沿海生态

环境，造成大量鱼类及生物死亡，以及对水产养殖业的

破坏，引致巨额的经济损失，现时，主要用于抑制赤潮

的方法有物理法、化学法、生物法等，但现有方法都各

自存有不同的缺点 [1-2]。而洋葱中黄酮类化合物具有一

定的抑制细菌和个别淡水藻的能力 [3-4]，但鲜有对海藻

进行抑制能力的研究，且黄酮类化合物作为一类由植物

生成的天然活性物质，具有易降解，生态安全性好等特

点。因此本次研究采用洋葱中的黄酮类化合物作为抑制

剂，作用于赤潮中主要的优势藻中肋骨条藻进行研究。

1 材料与方法

1.1 材料

本实验所用的中肋骨条藻均从南海地区赤潮中获

得。澳门紫皮洋葱从市场中购买。

1.2 试剂

F/2 培养基购买自美国 Gibco 公司；聚酰胺树脂

（货号：68410-23-1）购自上海奥克化学有限公司。

PBS 缓冲液购自以色列BI公司 ; 青链霉素混合液（货

号：P1400）购自北京索莱宝科技有限公司。

1.3 主要实验仪器

细胞培养箱、超净台工作台、-80 ℃冰箱 ( 美国

赛默飞世尔科技有限公司 )、光学倒置显微镜 ( 日本 

OLYMPUS 公司 ) 、4 ℃ 冰箱 (中国海尔集团公司 )。

1.4 方法

1.4.1 中肋骨条藻的培养条件

将中肋骨条藻接种至 F/2 培养基后，将培养基放

置在不透光的暗箱中，将温度调整至 20-25 ℃，盐度

调整 25-30，pH 调整为 8.0, 设定 12 h 光照 12 h 黑暗

进行培养。

1.4.2 中肋骨条藻的鉴定方法

在显微镜下使用 40 倍物镜 10 倍物镜对标准藻株

进行鉴定，观察细胞状态为透镜形或圆柱形，直径为

6~22 μm，刺的多寡约 8~30 条，色素数目约 1~10 个，

增大孢子为形状圆，孢子大小约为母细胞的直径 2~3

倍，则判定为中肋骨条藻。

1.4.3 洋葱黄酮类化合物的分离提取和提纯

（1）提取

选取澳门紫皮洋葱，用干净小刀切割并称取 30 g

洋葱肉或皮。用研磨棒在研磨皿中充分捣碎，然后放

入 1 L 锥形瓶中，加入 540 mL 的 50% 酒精。放置在

77 ℃水浴箱中浸泡 2.5 h 供试液备用。

（2）提纯

使用聚酰胺树脂纯化法提纯，聚酰胺树脂纯化法

是利用树脂中的酰胺基与黄酮类化合物中的羟基通过

氢键结合，通过洗脱剂洗脱达到分离纯化的目的。具

体步骤如下：

用95 %的乙醇浸泡 20 mL聚酰胺树脂 24 h，用蒸

馏水洗至无酒精味，再用 4% NaOH 浸泡 24 h，过滤上

层碱液后，用蒸馏水洗至中性，用4 %柠檬酸浸泡24 h，

最后用蒸馏水洗至中性备用。将备用的洋葱提取液用滤

纸过滤两遍去掉大体积杂质。将过滤后的洋葱提取液加

入聚酰胺树脂柱中，静置1 h后，让提取液缓慢流出。

用蒸馏水过柱清洗杂质。用 75 % 酒精将黄酮类化合物

从聚酰胺树脂中洗脱出来。得到洋葱的黄酮提取液。

（3）提取液的处理

首先将洋葱的黄酮提取液于水浴箱中 75 ℃加热
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挥发酒精至烧杯中逐渐出现浑浊的析出物。将其装入

冷冻干燥机的专用试剂瓶中于 -30 ℃冰冻 24 h。将冰

冻好的样本放入冷冻干燥机中脱水至粉状。将干燥后

的样本用 0.1 % DMSO 将其从瓶中冲出后用 0.1% DMSO

配平至 10 mL 备用。

1.4.4 洋葱黄酮类化合物定量分析

（1）标准曲线的制定

精密称取干燥至恒重的槲皮素对照品适量，用无

水乙醇配制成54 μg/mL的溶液。精密吸取该溶液0.5、

1.0、2.0、3.0、4.0、5.0、6.0 mL 置 25 mL 量瓶中，

精密加 5 % 三氯化铝液 8.0 mL，加无水乙醇稀释至刻

度。同法另以空白作对照 , 放置 10 min，在 431 nm

处测定吸亮度值。以质量浓度为横坐标，吸亮度为纵

坐标 , 绘制标准曲线，经线性回归得回归方程，得到

其线性关系良好的区间。

（2）提取物中总黄酮的测定

取 0.5 mL 提取液，加入 9.5 mL 0.1%DMSO 进行

20倍稀释，然后精密吸取稀释8 mL于 25 mL容量瓶，

精密加入 5% 三氯化铝乙醇溶液 8 mL，再加无水乙醇

至刻度。在 431 nm 处测定吸亮度值，根据标准曲线计

算总黄酮。

1.4.5 抑藻率试验

（1）生长曲线的制定

在接收到中肋骨条藻的标准株并镜检鉴定无误

后，用血球计数板计数原始浓度，然后取摇匀后的 1 

mL 原始藻液加入 49 mL F/2 培养基中并连续观察 7天

得到生长曲线图。

（2）抑藻率的测定

根据提取出的黄酮浓度，设置 5 ug/mL，10 ug/

mL，15 ug/mL 共三个实验组和空白对照。在 5000 lx

光照强度，12 小时光照，12 小时黑暗的室温条件下培

养 7-9 天，根据生长曲线定时在镜下利用血球计数板

的四个大方格观察计数藻类细胞，取平均值记录，绘

制不同条件下的生长曲线并计算抑制率（IR%）。

IR%=（对照组藻密度 - 实验组藻密度）/ 对照组

藻密度×100%

1.4.6 质量控制

（1）回收试验

本次研究采用的回收方法如下：称取适量槲皮素

并稀释至得到的结果浓度，然后将稀释液重复。然后

根据两次实验的抑藻率，计算洋葱抑藻率 / 槲皮素抑

藻率，得到实验的回收率。

（2）抑藻率的质量控制

在抑藻试验试验时，是用血球计数板进行藻类计

数，每个组别计数两次取平均值，同时设置空白对照

组以排除人为操作形成的误差。

（3）分光亮度计的质量控制

在制定标准曲线和测定洋葱提取液的黄酮类化合

物含量过程中，加一个组空白对照组，以检视测量的

准确度以及分光亮度计是否处于正常状态等。

1.5 数据分析

采用 EXCEL 软件进行分析， 每组数据重复 3次，

组间比较采用两独立样本 t 检验，不服从正态分布的

组间比较采用非参数检验。以 P＜ 0. 05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 生长曲线与标准曲线

取摇匀后的 1 mL 原始藻液加入 49 mL F/2+Si 培

养基中得到初始浓度为 1.63×107 的藻液并连续观察

7 天得到的生长曲线如下图，根据拐点在后续实验中

分别选取天数 1.3.5.7 天进行观察。结果如图 1所示。

根据实验步骤得出槲皮素标准品在 431nm 的标准曲线

为 y= 0.0596x + 0.1142，R2 = 0.9909，所得到的标

准曲线可信度较高，结果如图 2所示。

图 1：中肋骨条藻的生长曲线

2.2 洋葱提取率

从洋葱肉质部分所提取的吸亮度为 0.4157，黄酮

类化合物浓度为 3161.7 ug/mL，从洋葱表皮所提取的

吸亮度为 0.1561，黄酮类化合物浓度为 439 ug/mL。

根据资料可以说明，洋葱源黄酮类化合物在洋葱外表

皮的含量远高于肉质，因此洋葱表皮作为常见的厨余

垃圾，有较高的回收前景，可以利用废弃的洋葱表皮

作为黄酮类化合物的提取原料，所以后续试验也采用

洋葱皮提取的黄酮类化合物作为实验对象。

2.3 洋葱提取物抑藻试验

从图 3 中可以看出，所有资料曲线均表现出先上

升后下降的趋势，符合生物群落生长的基本特点，下

降是因为培养基中营养物质消耗殆尽以及生物竞争的

关系所导致。
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根据资料可以发现 5 ug/mL 提取液浓度的实验组

和对照组的资料几乎没有差别，说明 1 % 提取液浓度

几乎没有抑制作用。

10 ug/mL 提取液浓度有一定的抑制作用，而且在

峰值可达到 40 % 的抑制率，其在后续的资料中藻浓度

高于对照组可能是因为抑制作用导致营养物质并未消耗

完全和且生物竞争关系不如高浓度藻类剧烈，所以最后

10 ug/mL提取液浓度的实验组会达到最高藻浓度。

15 ug/mL的提取液浓度有明显的抑制作用。首先，

其他实验组均在第五天达到最高藻类浓度，而本组在

第七天才达到峰值，说明其抑制作用会导致藻细胞的

对数生长期延迟，且在最高峰时能达到71 %的抑制率。

为了验证猜想，选取更高浓度的黄酮化合物提取

物进行试验。根据资料得知，高浓度洋葱提取液的抑

藻率仍会缓慢提升，且普遍呈现出对数生长期后移的

现象。在 20 ug/mL 和 25 ug/mL 条件下，提取液浓度

每增加 5 ug/mL，抑藻率提高只 10 % 和 14%，抑制率

随提取液浓度增长提升较慢，而 15 ug/mL 条件下相比

于 10 ug/mL 抑藻率提高了 31 %，因此 15 % 为最佳抑

藻浓度，其抑制率为 71 %。

2.4 资料分析与回收率试验

为了验证提取液浓度与中肋骨条藻的生长情况的

关系，选取各个浓度下的藻浓度峰值进行 SPSS 分析，

得到如下资料：

对模型进行检验时证明了洋葱提取液浓度一定会

对藻浓度峰值产生影响关系（P＜ 0.05）。

洋葱提取液浓度的回归系数值为 -1112.500 (t=-

17.128，P ＜ 0.05)，意味着洋葱提取液浓度会对藻浓

度峰值产生显著的负向影响关系，总结分析可知：洋

葱提取液浓度全部均会对藻浓度峰值产生显著的负向

影响关系。

为了验证提取液中影响藻类生长的为黄酮类化合

物，用 15ug/mL 的槲皮素标准品进行回收率试验，资

料结果如下：

回收率 =9.2510.25=90.2 % 处于可接受范围内

（100%±10%），产生这种差异的原因可能是由于洋

葱提取液中的黄酮提取物为多种黄酮类化合物的混合

物，这些混合物在一起时产生协同作用，增强了对中

肋骨条藻的抑制作用，同时也说明利用洋葱提取液作

为抑藻剂有较大的研究和应用价值。

3 讨论

中肋骨条藻隶属于温带、热带海洋硅藻类。其分

布北至北至，南至赤道，同时也在不同盐度的地区广

泛分布。中肋骨条藻已经成为了我国较为常见的赤潮

物种，同时属于优势物种，从 1933 年至 2009 年，我

国对中肋骨条藻的观察记录已经超过 100 条之多。从

21 世纪开始，中肋骨条藻的出现率逐年上升。特别

是在 2005 年时，其出现范围已经达到了惊人的 7600 

km2。2006 和 2007 年是中肋骨条藻出现的频率最多的

两年，已经达到了 22 次
[5]。而在 2016-2019 澳门市

政署泳滩水质报告中，均为检出率最高的藻类 [6]。

图 2：槲皮素标准品在 431 nm 的标准曲线

图 3：洋葱提取物对中肋骨条藻生长的作用表 1：洋葱不同部位的黄酮化合物浓度

取材部位 吸亮度 黄酮类化合物浓度

肉质 0.1561 439 ug/mL

表皮 0.4157 3161.7 ug/mL

图 4：高浓度洋葱提取液对中肋骨条藻生长的作用
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中肋骨条藻不产生毒素 , 但增殖速度快，每天细

胞可以分裂 6 次，中肋骨条藻的繁殖过程中需要大量

氧气的参与，进而会导致海洋生态环境的改变，并威

胁到其他海洋生物正常氧需求，而且可以与养殖海带

和紫菜争夺营养，损伤鱼类鳃部，给水产养殖业带来

巨大的经济损失 , 此外，中肋骨条藻可在细胞体内合

成二甲基巯基丙酸（Dimethylsulfoniopropionate，

DMSP）并将其释放至大气中，引起大气环境的改变，

甚至可以改变雨水中的 pH 值。中肋骨条藻的大量繁殖

是产生酸雨的重要因素之一 [7]。

洋葱属百合科葱属草本植物。洋葱营养价值丰富，

据分析，洋葱含有含硫化合物、甾体皂苷、黄酮类化合

物和多糖等活性物质 [8]。洋葱的致泪成分是环蒜氨酸，

洋葱内所含的 S-丙烯基 L-半肮氨酸硫氢化物是环蒜氨

酸的前体，在碱性条件下，可环合成环蒜氨酸 [9]。

根据现有文献可以发现，黄酮类化合物普遍具有

抗海藻的能力[10]，当黄酮类化合物作用于淡水藻类时，

其作用机制是通过抑制叶绿素α的合成来影响其光合

作用，并最终只要使用 11.86 mg/L 的黄酮类化合物作

用于淡水藻培养 7 天的条件下可以达到 73.20 % 的抑

制率 [11]。也有文献指出，黄酮类化合物对于海藻的抑

制作用与其抑菌机制相同，都与其自氧化的特点相关

[12]。但对于一些特殊的无细胞壁的藻类，也可以直接

穿过细胞膜，抑制 ATP 合成酶的活性，从而达到更高

的抑制作用 [13]。因此本文主要研究了不同浓度的洋葱

的黄酮类化合物含量及在不同浓度的黄酮类化合物对

中肋骨条藻的抑制率。洋葱外表皮提取黄酮类化合物

的提取效率远高于洋葱肉质，提取率为肉质的 7.2 倍，

因此回收餐厨废物的洋葱外表皮作为提取来源有较高

的回收利用价值。根据资料分析，洋葱源黄酮类化合

物对中肋骨条藻有明显的抑制作用，利用乙醇提取和

聚酰胺树脂提纯的黄酮类化合物在 15 ug/ml 的浓度下

能达到 71 % 的抑制率，为最佳抑藻浓度，对于研究防

治赤潮的发生有重要意义。
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