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摘要 :从某湖泊中分离出一株具有溶藻作用的菌株 W4,并且研究了该菌株溶解铜绿微囊藻的作用效果、作用方式以及铜绿微囊藻与溶藻菌株

所处生长期对溶藻效果的影响 ,并对溶藻菌株进行了生理生化鉴定.结果表明 ,该菌株对铜绿微囊藻具有很好的去除效果 ,加入特定量的菌株

培养液 , 8d后铜绿微囊藻的去除率可达 99. 5%.该菌株通过间接作用方式溶解铜绿微囊藻 ,并且该菌株分泌的抑藻活性物质为非蛋白质类物

质.菌株 W4对铜绿微囊藻的溶解作用受藻细胞所处生长期的影响 ,但不受该菌株所处生长期的影响.根据形态特征及生理生化试验初步鉴定

W4菌株为链霉菌属.
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Abstract: An algae2lysing bacterium W4 was isolated from a lake in W uhan. The algicidal effect and the mechanism of bacterial lysing of M icrocystis

aeruginosa were discussed in this paper. In addition, the influences of the bacterial and algal growth phase on the algicidal effect were investigated.

Bacterium W4 was identified as S treptom yces sp. according to its morphological and physiological2biochem ical characteristics. The results showed that

bacterium W4 had an excellent algicidal effect and 99. 5% of M icrocystis aeruginosa had been removed by 8 days after addition of the bacterial culture.

The bacterium lysed M icrocystis aeruginosa indirectly and the active algicidal substanceswere non2p roteinaceous. The algicidal effectwas influenced by the

algal growth phase rather than the bacterial growth phase.

Keywords: algicidal effect; algicidal bacterium; active algicidal substances

1　引言 ( Introduction)

富营养化水体中藻类会大量繁殖形成“水华”

和“赤潮”,从而改变水体的物理化学性质 ,造成水

体溶解氧浓度降低 ,水中鱼类等好氧生物窒息死

亡 ,最终导致水质变坏.水源水中若含有微藻 ,其不

仅会对制水工艺系统产生不利影响、增加药耗、提

高制水成本 ,而且对水质也会产生严重影响.藻细

胞及其胞外分泌物 ( EPSs)在氯化过程中能够产生

有致癌作用的三氯甲烷、卤乙酸等消毒副产物

( Graham et a l. , 1998; Plummer et a l. , 2001 ). 因

此 ,水体中微藻的去除已经成为水处理中亟需解决

的问题.

常用处理微藻的方法可以归纳为物理法、化学

法及生物法.物理法、化学法除藻主要用于水处理

工艺 ,并不适合用于水源水体 ;并且相对于物理法

和化学法 ,生物法除藻对环境的危害更小 ,是一种

环境友好的除藻方法.近年来 ,生物法除藻的研究

已逐渐被人们所关注 ,具有溶藻作用的细菌、病毒

也不断从富营养化水体中分离出来 ( Caiola et a l. ,

1984; Sullivan et a l. , 2003; 廖明军等 , 2006 ). 目

前 ,国内关于细菌溶藻方面的研究较少 ,主要集中

在溶藻菌株的分离鉴定以及溶藻效果方面.本研究

中从武汉某富营养化湖泊中分离出一株溶藻菌株 ,
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拟对其溶藻作用方式及影响溶藻效果的直接相关

因素进行研究 ,期望为进一步研究溶藻作用机理奠

定基础.

2　材料和方法 (Materials and methods)

2. 1　铜绿微囊藻培养条件及计量方法

铜绿微囊藻 (M icrocystis aerug inosa FACHB 2
315)来自中国科学院水生生物研究所藻种保藏中

心.藻种经活化后 ,采用 BG11培养基在温度为 26～

28℃、光照强度约为 2500 lx条件下培养.采用血球

计数板计量铜绿微囊藻的浓度 ,用 752型紫外光栅

分光光度计测定藻液在 680nm 处的吸光度值

OD680 ,表征藻的光密度.

2. 2　溶解铜绿微囊藻菌株的筛选及鉴定

将于 2006年 5月从武汉某富营养化湖泊中取

得的水样 ,用查氏 ( Czapek)液体培养基在 30℃、转

速为 150 r·m in
- 1的无光照空气浴振荡器中培养 ,并

用平板涂布和划线的方法分离细菌.将各菌株在上

述培养条件下的培养液 ,等量地加入到铜绿微囊藻

液中 ,并以加入查氏培养基的铜绿微囊藻液为对

照.将能使藻液变黄的菌株 W 4接于斜面 , 4℃下保

存.用干重法表征菌株的生物量 (参考水和废水标

准检验方法 (APHA, 1998)并改进 ) ,将溶藻菌株的

培养液经滤纸 ( 105℃烘干至恒重 )过滤 ,截留菌株

的滤纸置于 105℃烘箱内烘干至恒重 ,称重 ,取前后

差值.革兰氏染色、葡萄糖氧化发酵、淀粉水解、硝

酸盐还原、葡萄糖利用等生理生化试验参照《污染

控制微生物学实验》(马放等 , 2002)进行.

2. 3　W 4菌株对铜绿微囊藻的溶藻试验

2. 3. 1　W 4菌株对铜绿微囊藻溶解作用 　采用液

体培养铜绿微囊藻的方法来表征菌株溶解藻细胞

的效果.将 W 4菌株液体培养至对数生长期 (本试验

中处于对数期的 W 4菌株均在 2. 2节的菌株液体培

养条件下培养 72h;而处于稳定期的 W 4菌株均在

2. 2节的菌株液体培养条件下培养 144h).向初始

浓度约为 106个·mL - 1、体积为 200mL、处于适应期

的铜绿微囊藻液中投加 3mL菌株培养液 (其中所含

菌株干重约为 0. 01g) ;并向相同条件藻液中添加

3mL稀释 1倍的查氏培养基 ,以此为对照 ,所有试验

样品均做 3个平行样.

2. 3. 2　W 4菌株的溶藻方式　将 W 4菌株液体培养

至对数生长期.取初始浓度约为 10
6个·mL

- 1、处于

适应期的铜绿微囊藻液 200mL,分别加入稀释 1倍

的查氏培养基 3mL、W 4菌株培养液 3mL、培养液过

滤液 ( 0. 22μm 滤膜 ) 3mL、培养液经离心 ( 4000

r·m in - 1 , 10m in)获得的上清液 3mL、经 121℃灭菌

20m in的培养液 3mL;并以相同条件下添加 3mL无

菌水的藻液为对照.所有试验样品均做 3个平行样.

2. 3. 3　溶藻物质投加量对溶藻效果的影响 　将处

于对数期的 W 4菌株培养液经 0. 22μm滤膜过滤 ,

取过滤液 1、2、3、4mL,分别加入到初始浓度约为 106

个·mL - 1、体积为 200mL、处于适应期的铜绿微囊藻

液中 ;并在相同条件下向藻液中加入相同量、稀释 1

倍的查氏培养基作为对照.所有试验样品均做 3个

平行样.

2. 3. 4　W 4菌株生长期对溶藻效果的影响 　将处

于对数期和稳定期的 W 4菌株培养液经 0. 22μm滤

膜过滤 ,分别取过滤液 3mL,加入不同铜绿微囊藻样

品瓶中 (铜绿微囊藻样品初始浓度为 10
6个·mL

- 1
,

体积为 200mL,处于适应期 ) ;并在相同条件下向藻

液中添加 3mL稀释 1倍的查氏培养基作为对照.所

有试验样品均做 3个平行样.

2. 3. 5　铜绿微囊藻生长期对溶藻效果的影响　将

处于对数期的 W 4菌株培养液经 0. 22μm滤膜过

滤 ,取过滤液 3mL,分别加入到处于适应期、对数期、

稳定期的藻液中 ,藻液体积为 200mL,适应期藻初始

浓度为 6 ×10
5个 ·mL

- 1
,对数期藻初始浓度为 2 ×

10
6个·mL

- 1
,稳定期藻初始浓度为 10

7个·mL
- 1

;并

在相同条件下向藻液中添加 3mL稀释 1倍的查氏

培养基作为对照.所有试验样品均做 3个平行样.

3　结果 (Results)

图 1　加入菌株培养液前后的铜绿微囊藻液对比 ( a.加入前 ,

b.加入后 )

Fig. 1　Comparison of the morphology of M icrocystis aeruginosa

between adding bacterial culture and the control samp le

( a. control samp le, b. treated samp le)

3. 1　溶藻菌株的筛选和鉴定

采用查氏培养基分离出的 8株菌中 , W 4菌株

能够明显地使藻液变黄、变清 ,具有很好的溶藻效

果 ,如图 1所示. W 4菌株生长于平板表面 ,呈现圆
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形、干燥、凸起、结构致密不易挑起的菌落.该菌株

分泌的色素随培养时间的增加由淡黄色变为褐色 ,

孢子链为直链 ,孢子呈圆形 ;经液体培养形成球形

菌丝团 ,有土腥味 ,菌丝直径为 1. 5～2μm.经形态

特征和生理生化试验 (见表 1) ,参考文献 (Buchanan

et a l. , 1984) ,初步鉴定归为链霉菌科的链霉菌属.

表 1　W 4菌株生理生化试验结果

Table 1　Results of physiological2biochem ical tests

生理生化试验
Physiological2biochem ical test

试验结果
Result

革兰氏染色 阳性

葡萄糖氧化发酵 几乎不产酸

淀粉水解 + 1)

硝酸盐还原 - 2)

葡萄糖利用 + 1)

蔗糖利用 + 1)

麦芽糖利用 + 1)

　　注 : 1) + 是 ; 2) - 否 ; Note: 1) + yes; 2) - no

图 2　W 4菌株对铜绿微囊藻的溶解效果 ( a.浓度变化 , b.光密

度变化 )

Fig. 2 　 The algicidal effect of Bacterium W4 on M icrocystis

aeruginosa ( a. variation of concentration, b. variation of

photodensity)

3. 2　W 4菌株对铜绿微囊藻的溶解效果

W 4菌株对铜绿微囊藻具有很好的溶解作用

(见图 1、图 2).在初始浓度为 10
6个 ·mL

- 1的藻液

中加入 W 4菌株培养液 2d后 ,W 4菌株对铜绿微囊

藻有明显的去除效果 ; 8d后 ,W 4菌株对铜绿微囊藻

的去除率已经达到 99. 50% ; 12d后 ,在血球计数板

上观察不到铜绿微囊藻细胞的存在 ;当试验持续到

20d时 ,铜绿微囊藻的数量仍然维持在血球计数板

可计量的浓度以下 ,溶藻效果并没有反弹 ,说明 W 4

菌株对铜绿微囊藻具有持续抑制作用.

比较图 2a和图 2b发现 ,对照藻液和添加 W 4

菌株培养液的藻液 ,在采用血球计数板的数量表征

方法中 ,两者数量差随着时间的增长明显增加 ;而

在光密度 OD680的数量表征方法中 ,加入 W 4菌株培

养液的铜绿微囊藻液 , OD680值在 1～8d内并没有降

低.在研究加入菌株培养液过滤液的藻液吸光度值

变化时 ,也发现相似现象 ,这说明藻液中菌株的存

在并不是导致这一现象的主要原因.出现这种现象

可能是由于铜绿微囊藻细胞破碎时释放了大量的

细胞内物质 ,如叶绿素 ,而叶绿素在 680nm处也有

一定的吸收.因此 ,铜绿微囊藻液在浓度上表现为

降低 ,而用吸光度值反映却有所升高. 8d之后吸光

度值逐渐降低 ,这是由于藻液中几乎不再有完整的

藻细胞存在 ,而释放出来的叶绿素由于光稳定性差

(王敏等 , 2003)已光照分解.而在 20d时仍具有相

对浓度较高的吸光度值 ,可能是由于铜绿微囊藻破

裂后产生的细胞残体同藻液中的其它组分在 680nm

处有吸收.

图 3　不同处理方式的菌株培养液溶藻效果

Fig. 3　The algicidal effect of bacterial culture treated with

different methods

3. 3　W 4菌株溶解铜绿微囊藻的作用方式

为了研究 W 4菌株对铜绿微囊藻的作用方式 ,

考察了 W 4菌株培养液经过滤、离心、高温灭菌后的

溶藻效果 ,以及与投加菌株培养液作用效果的对

比 ,结果见图 3.试验结果显示 ,菌株培养液经过滤、

离心、高温灭菌后仍有很好的溶藻效果 ,并且由图
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可以看出 ,菌株培养液过滤液、离心上清液、灭菌液

的溶藻效果与该菌株培养液的溶藻效果没有明显

区别.

此外 ,由图 3可以看出 ,加入查氏培养基的铜绿

微囊藻的生长曲线与对照组有所偏离 ,说明 W 4菌

株的培养底物查氏培养基对铜绿微囊藻也有一定

的抑制作用 ,但这种抑制作用相对于 W 4菌株分泌

物的抑藻作用很弱.

3. 4　溶藻物质投加量对溶藻效果的影响

试验结果显示 ,随着溶藻活性物质投加量的增

加 ,其对铜绿微囊藻的溶解效果增强 (见图 4).在铜

绿微囊藻的初始浓度为 10
6个 ·mL

- 1的条件下 ,当

投加菌株培养液为 1mL和 2mL时 ,溶藻效果不是很

明显 ;但当投加量增加到 3mL时 ,在溶藻试验的第

6d,铜绿微囊藻的去除率达到 90%以上 ;继续增加

细菌培养液的投加量到 4mL时 ,对铜绿微囊藻的去

除效果却几乎没有增加 ,维持在 90%左右.这说明 ,

对于初始浓度为 10
6个 ·mL

- 1的铜绿微囊藻 , 3mL

菌株培养液的除藻效果已经接近极限.铜绿微囊藻

的去除率 R定义为 :

R = (C0 - Ce ) /C0 (1)

式中 , C0为对照样铜绿微囊藻浓度 (个 ·mL
- 1 ) ;

Ce为处理样铜绿微囊藻浓度 (个·mL
- 1 ).

图 4　溶藻物质投加量对溶藻效果的影响

Fig. 4　The influence of the volume of algicidal substances

on the algicidal effect

3. 5　铜绿微囊藻和 W 4菌株所处生长期对溶藻效

果的影响

研究结果显示 ,处于不同生长期的铜绿微囊藻

对溶藻物质的响应不同.溶藻物质对处于适应期的

铜绿微囊藻去除效果最好 ,加入菌株培养液 4d后去

除率约为 86% ;对处于对数生长期的铜绿微囊藻去

除效果次之 ,同样条件下 ,去除率约为 24% ;对处于

稳定期的铜绿微囊藻去除效果最差 ,同样条件下 ,

去除率约为 10% (见图 5a).而菌株所处生长期对

铜绿微囊藻的去除效果几乎没有影响 ,结果见

图 5b.

图 5　铜绿微囊藻和菌株所处生长期对溶藻效果的影响 ( a. 铜

绿微囊藻生长期 , b. 菌株生长期 )

Fig. 5　The influences of M icrocystis aeruginosa’and bacterial

growth phase on algicidal effect ( a. algal growth phase,

b. bacterial growth phase)

4　讨论 (D iscussion)

可溶解铜绿微囊藻的细菌以前也曾有讨论.

Yamamoto等 (1993)指出 ,存在于富营养化湖泊中的

假单胞菌是湖泊中能够溶解蓝藻的主要菌种.

Manage等 (2000)从日本某富营养化池塘中分离出

一株滑动细菌 A lca ligenes den itrif icans,这种细菌对

M icrocystis aerug inosa, M. virid is和 M. w esenberg ii

等几种蓝藻均有很好的抑制作用. Kodani等 (2002)

也曾从池塘中分离出一株能够明显抑制多种蓝藻

的假单胞菌 K4421. Yamamoto等 (1998)从湖泊底泥

中分离出一株可抑制铜绿微囊藻的链霉菌.本研究

中从武汉湖泊中也分离出一株能够溶解铜绿微囊

藻的放线菌 W 4菌株 ,经初步鉴定为链霉属菌株 ,该

菌株对铜绿微囊藻的去除率可达 90%以上 ,与 Choi

等 (2005)的试验结果相接近.

W 4菌株对铜绿微囊藻的溶解过程宏观表现为
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铜绿微囊藻细胞破裂、藻液变黄 ,继而藻液底部有

黄色沉淀 ,说明藻细胞在 W 4菌株作用下被溶解.细

菌溶解藻细胞的作用方式可归结为 2种方式 :一是

直接溶藻 (D irect attack) ,这种方式需要菌体与藻细

胞直接接触 ,通过分泌溶解纤维素的酶来消化掉微

藻细胞壁 ,进而溶解整个藻细胞 ( Yamamoto et a l. ,

1977) ,或者细菌进入藻细胞溶藻 ( Caiola et a l. ,

1984) ;二是间接溶藻 ( Indirect attack) ,即通过分泌

细胞外物质溶藻 ,非选择性地杀伤藻细胞 (Lovejoy

et a l. , 1998) ,或者通过竞争有限营养物质抑制微

藻生长 (赵以军等 , 1996). W 4菌株培养液的过滤

液、离心上清液、121℃高压灭菌液均有溶解铜绿微

囊藻的效果 ,并且溶藻效果与该菌株培养液没有明

显区别.这说明 ,W 4菌株的溶藻作用方式为间接溶

藻 ,即通过该菌株分泌的溶藻活性物质实现溶藻作

用 ,并且这种溶藻活性物质具有热稳定性 ,推测为

非蛋白质类物质. Yu等 ( 2008)指出链霉菌能够产

生抗生素 ;而张冬宝等 ( 2007)指出 ,氯霉素、红霉

素、林可霉素和金霉素等 4种从链霉菌属分离出的

抗生素、以及由小单孢菌分离出的庆大霉素抗生

素 ,对塔玛亚历山大藻具有抑制作用. 因此 ,推测

W 4菌株可能亦通过分泌抗生素溶解铜绿微囊藻 ,

但这种溶藻活性物质还有待于进一步研究.

W 4菌株对铜绿微囊藻的溶解效果受铜绿微囊

藻所处生长期的影响 ,对适应期的藻细胞溶解作用

最好 ,对对数期的藻细胞溶解效果次之 ,对稳定期

的藻细胞溶解效果最差.这可能与稳定期的铜绿微

囊藻细胞分泌的胞外分泌物 ( EPSs)较多有关.

W rangstadh等 (1988)证明了细菌在饥饿的条件下 ,

为了降低细胞表面的憎水性而导致胞外分泌物增

多.而 Costerton等 ( 1987)指出 ,胞外分泌物能够起

到抵抗抗生素、原生动物捕食的保护屏障作用.溶

藻效果受藻类生长期的影响 ,推测是由于铜绿微囊

藻经历适应期、对数期、稳定期的过程中 ,可利用营

养物质不断减少 ,胞外分泌物不断增加 , EPSs对藻

细胞的保护作用也增强 ,故而体现为藻细胞去除率

的降低.但是 ,W 4菌株对藻细胞的溶解效果却不受

菌株所处的生长期影响 ,说明本试验中 W 4菌株的

培养液在对数生长期取样点 (72h)和稳定生长期取

样点 (144h) ,所含溶藻活性物质浓度几乎相同.可

以说 ,W 4菌株主要在生长的初期阶段分泌溶藻活

性物质 ,并且这种活性物质不被 W 4菌株作为优先

营养源利用或者不能再被 W 4菌株作为营养源

利用.

5　结论 (Conclusions)

1)W 4菌株对铜绿微囊藻的去除效果较好 ,向

200mL藻液中加入 W 4菌株培养液 3mL时 8d后对

铜绿微囊藻的去除效果可达 99. 5%.

2)W 4菌株对铜绿微囊藻的溶解作用属于间接

作用方式 ,且 W 4菌株分泌的抑藻活性物质具有热

稳定性 ,为非蛋白质类物质.

3)W 4菌株对铜绿微囊藻的溶解效果受藻细胞

所处生长期影响 ,但不受菌株所处生长期影响.
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