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组合介质中太湖土著溶藻菌的优势度分析 

李云晖 ，刘冉 ，浦跃朴。，于光 ，尹立红。，吕锡武 

【论著 】 

摘要： [目的 ] 从太湖除藻中试装置中分离筛选具有高效降解微囊藻效果的土著溶藻菌，应用种属特异的16srDNA 

对其在组合介质和自然环境中的优势度进行分析。 [方法]采集太湖除藻中试装置的组合介质，分离筛选溶藻效果达 

到40％以上的溶藻菌菌株，应用针对16S rDNA基因的种属特异引物对所筛选溶藻菌进行种属鉴定，采用实时荧光定量 

PCR技术对相应种属细菌进行优势度分析。 [结果]在分离筛选出的20株溶藻菌中有：芽孢杆菌属(Bacillus)7株、假 

单胞菌属(Pseudomonas)4株、弧菌属(~brio)3株，这3类细菌在人工组合介质中的优势度分别占总细菌的比例为4．06％、 

3．10％、6．27％；占同期自然环境(太湖底泥)样本总细菌的比例分别为0．51％、1．78％、7．55％。其中，芽孢杆菌属在人工介 

质与太湖底泥中的分布差异有统计学意义(P<0．05 o [结论 ]太湖除藻中试装置中人工介质上的土著溶藻菌主要为芽 

孢杆菌属、假单胞菌属和弧菌属，其中芽孢杆菌属在人工介质上的优势度显著高于其在底泥上有优势度。 

关键词：溶藻茵；16srDNA；铜绿微囊藻；优势细菌种群；微生物修复 

Dominance Analysis of Algicidal Bacteria in Artificial M edium from Lake Taihu LI】 一 f，￡ RoH， 

P Yue-pu， 已厂Guang， ⅣLi-hong， w (School ofPublic Health，Southeast University，Jiangsu， 
№ nfing 210009，China) 

Abstract： l Objective]To characterize and identi~indigenous algicidal bacteria isolated from the artificial medium 

of algae—removing pilot study in Lake Taihu and to analyze the dominance of bacteria in the artificial medium and lake sediment． 

【Methods j The algicidal bacteria were isolated from the artificial medium and genus—specific PCR based on 16S rDNA gene were 

applied to identify the dominant bacteria colony．The dominance of bacteria in the artificial medium and lake sediment were determined 

with a real-time quantitative PCR assay．[Results]There were seven strains of Bacillus，four strains of Pseudomonas among the 

twenty strains of al商cidal bacteria isolated．The dominance of Bacillus and Pseudomonas in the artificial medium was 4．06％ and 

3．10％ ，respectively，which accounted for 7．16％ of the total bacterial population．Additionally，the dominance of genera as above 

in sediments was 0．51％ and 1．78％ ．respectively．The statistic analysis exhibited that there was significant difference between the 

dominance of bacteria in artificial medium and that in sediments(P=0．028)．[Conclusion]The main indigenous algicidal types 

include Bacillus，Pseudomonas and Vibrio in the artificial medium of algae-removing pilot study in Lake Taihu．The dominance of 

Bacillus in the artificial medium is significant higher than that in sediments，which suggesting that artificial medium has the important 

enrichment effect on Bacillus and play an importan t role in the microbial remediation of eutrophic water． 

Key W ords：algicidal bacteria； 1 6S rDNA；Microcystis aerugmosa；dominant bacteria colony；microbial 

remediation 

近年来 ，我国的许多湖?自、水库中由藻类及其代谢物引发 

的富营养化污染问题已经严重影响了饮水质量 、水产养殖和旅 

游观光⋯。在湖泊除藻治理方法上，生物除藻技术得到了很好 

的发展和应用。由于土著菌符合当地细菌增殖环境营养条件、 

可较好地防止菌种退化和消失，因此从富营养化湖泊中分离获 
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得土著溶藻菌作为水华和赤潮防治的可能微生物，已得到普遍 

关注和认同 J。 

本研究拟利用在太湖建立的除藻中试装置，从已挂膜并经 

一 段时期运行的人工组合介质上分离、筛选经过数次太湖水华 

自然驯化后的土著溶藻菌，应用种属特异的16S rDNA对溶藻 

效果较好的20株细菌进行初步鉴定，以明确太湖溶藻菌的种 

属类型；同时本研究拟采用实时荧光定量PCR技术分析人工 

组合介质和自然条件下太湖底泥中上述种属细菌在总细菌中 

的优势度，以期明确人工组合介质(以下统称组合介质)对溶 

藻菌的富集效果。 

1 材料与方法 

1．1 材料及仪器 

试验中所用4株标准菌株：铜绿假单胞菌(Pseudomonas 
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aeruginosa)、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、嗜水气单胞菌 

(Aeromonas hydrophila)、副溶血弧菌(1~brio parahaemolyticus) 

由江苏省疾病预防控制中心赠送。 

主要试剂：SYBRGreenIMasterMix为Toyobo公司出品；应 

用仪器有Gene Q~ant DNA／RNA浓度测定仪(Phann~ia Bioteeh)、 

ChemilmagerTM5500凝胶成像分析仪(Alpha Innotech)、ABI 7300 

荧光定量PCR仪。 

微囊藻培养基(BG11培养基，pH=7．1)：NaNO3 1．5g／L、K2Hf 

0．04g／L、MgSO4·7H2O 0．075g／L、CaCI2·2H2O 0．036g／L、柠檬 酸 

0．006g／L、柠檬酸铁铵O．~X~6eCL、Na2-EDTAo．oo1~ 、Na2CO~0．02g／L、 

HsBO3 0．002 86 g／L、MnCl2·4H20 0．001 81 g／L、ZnS04‘7HzO 

0．00022g／L、Na2MoO4·2HzO 0．00039g／L、CllS04·5HzO 0．O0008g／L、 

Co(NO3)2·6HzO 0．00005 g／L 

1．2 试验样 本 

1．2．1 介质的采集 试验基地设于太湖梅梁湾岸边，将悬挂有 

组合介质的除藻中试装置 3]置于太湖水体中。本试验采用经过 

前期试验筛选的 3 效果较好的组合介质，该介质由四周穿结醛 

化维纶丝的骨架、中心绳和空隔套管组成。介质的采集选择在 

反应器中间纵面的中段 ，采集量为5-8g，采集时间为2007年7 

月 29日。 

1．2．2 底泥的采集 选取的采样点位于试验基地梅梁湾的中心 

(31。26 34”N，120。11'47”E o用柱状采样器(直径5．5am)采集底 

泥，将最上层的2em泥柱切下，密封带回实验室作为试验样品。 

1_3 试验方法 

1．3．1 溶藻菌的分离与筛选 将采集 的组合介质 ，经处理后 

与微囊藻培养液混合培养。培养环境为(28±2)℃、光照强 

度(1 500～2000) 、光暗周期 14h／10h。数天后，将黄化的藻 

液稀释，涂布在营养琼脂平板上，3O℃培养 ，逐 日观察菌落形 

态。根据菌落的色泽 、表面形状 、隆起状况 、边缘形状、透明感 

来判断菌落类型 ，获得具有不同形态的单个菌落。此为溶藻菌 

的初步分离。 

将不同的单个菌落进行培养，然后取菌液以一定的比例加 

入藻液中，按照上述的培养条件培养2～3d后，挑选出藻液黄 

化明显的样品，反复作平板涂布纯化，并进行液体溶藻试验， 

通过镜下计数微囊藻的存活细胞数，计算溶藻率，最后筛选出 

48 h溶藻率达到40％以上的溶藻菌菌株。溶藻率按下式计算： 

溶藻率 (％)：[(对照组藻细胞的存活数 一试验组藻细胞存活 

数 )／对照组藻细胞存活数 ]×100。每个试验组或对照组设 3个 

平行样本。 

1．3．2 基于 16S rDNA的PCR技术对溶藻菌的初步鉴定 ①分 

离溶藻菌和标准菌株DNA的提取和纯化 ：取 1．5～2．0mL培养 

24h的菌液，4000r／min离心 10min，离心半径为 83mm，弃上 

清，用酚一氯仿法提取 DNA。37~C将 DNA烘至半干，Tris—EDTA 

缓 冲液(TE)溶解 ，一2O℃保存 ，备用。②样本DNA的提取纯 

化：将采集的组合介质在无菌条件下剪碎，经涡流混匀、超声 

振荡 15 min、过滤后，用酚一氯仿法提取总细菌基因组DNA。 

取同期采集的太湖自然水体的底泥样本5 mL，用酚一氯仿法提 

取总细菌基因组DNA。③应用种属特异16S rDNA对所筛选溶 

藻菌的鉴定 ：采用针对不同细菌种属的16S rDNA基因设计的 

特异性引物对从组合介质分离的溶藻菌基因组DNA进行PCR 

扩增，根据特异性片段的扩增结果判断相应细菌的种属。 

各种属特异引物序列详见表1，PCR反应体系为：10× 

buffer 2 、MgCI2 2．0mmol／L、特 异性 引物 各20pmol、10× 

dNTP 0．4IxL、Taq聚合酶1U、基因组DNA 1laL，加水补足终体 

积至2OlaL。PCR反应条件为95℃预变性5min，然后进行 35个 

循环(95 oC，1min；最适退火温度，1min；72 oC，1min)，最后 

72℃延伸 10rain。扩增产物行 2％琼脂糖凝胶电泳。 

表1 种属特异 16SrDNA基因扩增引物序列 

Table1 Prilner sequences ofgenus-specific16SrDNA genesinthepresent study 

菌种 
Genus 

序列 
bequence 

扩增片段 退 
参考文献A 

mplicon A 
， 

s1ze 
tem Deratu 

1．3．3 溶藻菌优势度的测定 应用实时荧光定量PCR技术测定 

组合介质和环境样本中溶藻菌优势度的计算参考比较阈值法|9]， 

V ⋯ 、 

计算公式如下：二 =2 。其中，Y，和Y。分别为各种属细菌 
yn 

和总细菌 16SrDNA基因起始拷贝数，C 和C。。为扩增的各种属 

细菌和总细菌16S rDNA基因片段的循环阈值。 

荧 光定 量 PCR反应体 系 的总体 积为2O ，包含 1O 

SYBR Green I混 合 液(包 括 DNA Taq聚 合 酶、MgCl2、dNTP、 

SYBR Green I和Buffer)、特异性引物各12pmol、5．6uL灭菌双蒸 

水，样本DNA 2uL。PCR反应条件为95℃预变性3min；(95℃， 

30 S；最适退火温度，1min；72 oC，1min)40个循环，在每个 

循环延伸步骤采集荧光信号。并自64℃至99℃缓慢升温进行 

熔解曲线分析，熔解曲线结果显示各基因PCR产物的熔解曲 

线峰形锐利，熔解温度较均一。每个反应重复3次。 

1．4 统计分析 

采用SAS 8．0软件 ANOVA分析组合介质和环境底泥之间 

各种属细菌优势度的差异，由于两类样本的细菌优势度方差不 

齐，故采用 f’检验 ，a=0．05。 

2 结果 

2．1应用种属特异16S rDNA的PCR技术对溶藻菌的初步鉴定 

对从太湖梅梁湾中试基地的微生物富集组合介质上分离、 

筛选的2O株溶藻菌进行了4个种属的细菌16S rDNA基因特异 

片段的分析，结果显示2O株细菌DNA样本用细菌通用引物扩 

增，均可扩 出370bp的16S rDNA片段；4株细菌DNA样本可 

扩出假单胞菌的特异性条带；7株细菌 DNA样本可扩出芽孢 

杆菌的特异性条带；1株细菌DNA样本可扩出气单胞菌的特 
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异性条带；3株细菌DNA样本可扩出弧菌的特异性条带；另有 

5株细菌的DNA样本用这4个种属特异性引物均无法获得特异 

性片段，提示可能为这4种细菌以外的其它种属细菌。16SrDNA 

基因扩增的电泳图谱如图1，细菌的16SrDNA鉴定结果如表2。 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

|置 
1 2 3 1 2 3 

■ 

·+一99O bp 

370 bp 

A：气单胞菌属特异性引物扩增的16SrDNA基因片段(Aeromonas 

PCR product of16S rDNA genes)；B：芽孢杆菌属(BacillusCohn)特异 

性gl物扩增的16S rDNA基因片段(Bacillus PCR product of16S rDNA 

genes)；C：假单胞菌属(PseudomonasMigula)特 异性 引物扩增的 

16S rDNA基 因 片段(Pseudomonas PCR product of16S rDNA genes)： 

D：弧菌属(Vibrio)特异性引物扩增的16SrDNA基因片段(VibrioPCR 

product of16S rDNA genes)；E：细菌通用引物扩增的16S rDNA基因 

片段(PCR product ofcommon 16SrDNA genesin bacteria) 

其中，第1泳道均为 100bp的DNA分子量Marker；第2、3泳道为 

种属特异性引物扩增的阳性或阴性样本(1ane 1：100 bp DNA marker： 

lane 2 or 3：positive or negative sample of genus-specific analysis) 

圈 1太湖除藻装置组合介质中分离的溶藻菌 lfiS rDNA基因特异性序 

列扩增图谱 

Figure 1 PCR profiles of genus～specific 16S rDNA genes of algicidal 

bacteria in the artificial medium 

表 2应用IriS rDNA基因特异性序列鉴定的太湖除藻装置组合介质中 

分离的溶藻茵 

Table 2 Algicidal bacteria in the artificial medium based on genus-specific 

16S rDNA sequence analysis 

2．2 组合介质与太湖底泥中溶藻茵的优势度及其分析 

应用实时荧光定量 PCR技术对太湖除藻装置组合介质和 

太湖底泥中溶藻菌的优势度进行了分析 ，表3可见，弧菌的 

优势度最高，占细菌总数的6．27％；其次是气单胞菌和芽孢 

杆菌，优势度分别为4．30％和4．06％；假单胞菌的优势度最 

低 ，占细菌总数的3．10％；这4类细菌在总细菌中所占比例为 

17．73％。 

表3 组合介质与太湖底泥中不同种属细菌的优势度 

Table 3 Dominance of bacteria in the artificial medium and lake sediment 

[注] ：组合介质与太湖底泥中各种属细菌的优势度比较采用t’检验 

(方差不齐)(t’．test was used in the dominance analysis of bacteria 

in the artificial medium and lake sediment)．P<0．05 

同期太湖底泥中各种属细菌的优势度与组合介质上富集 

的细菌有所不同，优势度最高的是弧菌 ，为7．55％；其次是气 

单胞菌和假单胞菌，优势度分别为5．88％和1．78％；芽孢杆菌 

的优势度最低，占细菌总数的0．51％；这4类细菌在总细菌中 

所占比例为 15．72％。 

对组合介质与太湖底泥中各种属细菌优势度的t’一test结果 

表明，芽孢杆菌属(Bacillus)在组合介质与太湖底泥中的分布 

差异有统计学意义，芽孢杆菌属在组合介质上富集的比例明显 

高于在底泥中的分布比例；其他 3种细菌在组合介质和底泥中 

的分布没有显著差异。 

3 讨论 

微生物除藻技术是近年来发展较为迅速的环境除藻技术 

之一，现已发现多种细菌具有溶解藻细胞、降解藻毒素的作 

用，被统称为溶 藻菌 ，包括假单胞菌属、芽孢杆菌属、气 

单 胞菌属 、弧菌属、鞘氨醇菌属(Sphingominas)、粘细 菌属 

(Myxobacterium)、黄杆菌属(Flavobaeterium)等。本次研究从 

太湖除藻中试装置的组合介质上分离并筛选了20株溶藻菌， 

对铜绿微囊藻(Mirocyst&aeruginosa)的溶藻率24h可达40％ 

以上。为明确这些溶藻菌的优势类型 ，我们应用 16S rDNA对 

所筛选溶藻菌的菌属进行了初步鉴定[11 。 

由于对组合介质上溶藻菌的分离是通过对藻液的混合培 

养进行筛选并挑取不同生长形态的菌落来实现的，这一方法 

无法对溶藻菌在介质环境中的分布特征进行准确定量 ，因此本 

次试验同时分析组合介质和太湖底泥中上述种属细菌在总细 

菌中的优势度。结果显示，4个种属的细菌在组合介质上的优 

势度较为近似，最高的是弧菌，其绝对数量平均占细菌总数的 

6．27％，假单胞菌属、芽孢杆菌属和气单胞菌属的比例接近，平 

均在 3．10％～4．30％范围；这一结果与筛选溶藻菌的种属优势 

情况不同，提示在组合介质中检出的各种属细菌中可能有部分 

细菌并不具有溶藻活性，尤其是弧菌属的细菌，虽然其绝对数 

量较多，但是具有溶藻活性的菌株较少，仅分离得到一株溶藻 

弧菌；而芽孢杆菌属虽然细菌绝对数量较少，但有溶藻活性的 

菌株较多，可能是组合介质上的优势菌。此外，不同细菌对生 

长条件的要求不同可能也是细菌分离结果与16S rDNA测定结 

果差异的一个原因_1 。 

同期自太湖采集的底泥样本中4个种属的细菌优势度差异 

较大，最高的是弧菌，优势度平均为7．55％，芽孢杆菌的优势 

度最低，仅为0．51％，而气单胞菌和假单胞菌的优势度与其它 
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湖泊水体细菌培养法 的优势度结果近似ll 。这一结果与前述 

组合介质的细菌分布特征不同，两种样本细菌优势度的f’一检 

验结果显示，芽孢杆菌属在组合介质上的优势度显著高于其在 

底泥上的优势度，说明组合介质对芽孢杆菌属细菌有明显的富 

集效果。由此提示，其在组合介质生态系统中优势度的增加有 

可能促进了革兰氏阳性细菌的生长，并有可能使组合介质的细 

菌群落结构分布更为合理完善ll 。 

本试验不足之处是优势度分析仅考虑了4类比较有代表性 

的溶藻菌，加上试验时期也只是选择 了7月份，还不足以对太 

湖土著溶藻菌进行较全面的分析。此后拟在这方面进一步开展 

工作。 
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