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摘　要：富含氮、磷、钾等营养物质的污水排入河流、湖泊，造成蓝藻爆发，而溶藻菌可以有效降解水

体中的蓝藻污染。从蓝藻污染严重的太湖百渎港岸边芦苇根系中筛选出１株溶藻菌（犅犪犮犻犾犾狌狊

狊狆），命名为Ｇ６，系统发育分析表明，Ｇ６菌株与芽孢杆菌同源性最高。将培养至对数期的Ｇ６菌液

以菌藻比１∶１０的比例，在温度２８℃、光强２５００ｌｘ、光暗比１２ｈ∶１２ｈ的条件下经光照培养箱培养

７ｄ，对铜绿囊藻液Ｃｈｌａ去除率可达８２％。此外，Ｇ６菌株在无光照条件下也具有溶藻特性，这有利

于其在缺少光照的深水域中增殖并发挥溶藻作用。Ｇ６通过分泌溶藻物质杀灭铜绿囊藻，属于间接

溶藻，且溶藻物质具有热稳定性，能够在较高温度下发挥溶藻特性。
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　　随着工农业发展，富含氮、磷、钾等营养物质的

污水逐渐排入河流、湖泊中，造成水体富营养化日益

加剧，蓝藻大规模爆发，水资源越发紧缺，水生物的

生存环境受到威胁［１３］。蓝藻的死亡不仅会产生恶

臭，其分泌的藻毒素还具有致癌性，严重威胁着饮用

水安全和人类的身体健康［４６］。

除藻的方法主要有物理、化学和生物方法［７］。

物理法有机械除藻、直接过滤法、超声法等［８］，但这

些方法都存在着成本高，耗时长的缺点。化学法主

要通过投加化学试剂来进行杀藻，残留的化学药剂

仍然滞留在水体中容易造成二次污染［９１０］。所以，

物理和化学方法都不能从根本上解决蓝藻污染问

题。溶藻菌控藻正在受到学者们的广泛关注，不少

学者认为，每年蓝藻的突然消失可能与自然中存在

的溶藻菌有关［１１１５］。溶藻菌来源广泛，繁殖速度快，

安全无污染，可以作为一种安全有效的生物除藻方

法。陈庆丽等［１６］从水华爆发处的水样中筛选出一

株溶藻菌，对藻液作用１８ｈ时，藻细胞已经丧失恢

复能力。溶藻菌的溶藻方式一般分为直接溶藻和间

接溶藻，现在发现的溶藻菌以间接控藻为主。

笔者从蓝藻污染严重的江苏太湖百渎港岸边的

芦苇根系中筛选出一株溶藻菌命名为Ｇ６，通过对其

进行形态特征观察、生理生化实验和溶藻能力测定，

以期为蓝藻控制提供高效菌株。实验发现，Ｇ６菌株

在无光照和有光照条件下均对铜绿微囊藻具有较好

的溶解作用，这种特性有利于降解缺少光照的深水

域中爆发的蓝藻，能够更加全面的解决蓝藻爆发问

题。在此基础上，提取 Ｇ６菌株的 ＤＮＡ，测定１６Ｓ

ｒＤＮＡ序列，并利用 ＭＥＧＡ５．０５构建系统发育树，

分析其在细菌分类学上的地位。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　藻种及培养　选用的藻种为铜绿微囊藻

（犕．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪）ＦＡＣＨＢ９０５，购于中科院武汉水生

生物研究所国家淡水藻种库。将购买的藻静置于光

照培养箱中培养，培养箱条件：温度２８℃、光照强度

２５００ｌｘ、光照周期比１２ｈ∶１２ｈ。

１．１．２　培养基　１）溶藻菌用ＬＢ液体培养基
［１７］：蛋

白胨１０ｇ／Ｌ，氯化钠１０ｇ／Ｌ，酵母浸膏５ｇ／Ｌ，

ｐＨ７．２；固体培养基再加琼脂１５ｇ／Ｌ；２）藻的培养基

为ＢＧ１１：微量溶液：Ｈ３ＢＯ３２．８６ｇ，ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ

１．８６ｇ，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２２ｇ，Ｎａ２ＭｏＯ４·Ｈ２Ｏ

０．３９ｇ，ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ０．０８ｇ，Ｃｏ（ＮＯ３）２·６Ｈ２Ｏ

０．０５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ。ＮａＮＯ３１．５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４

０．０４ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０７５ｇ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．

０３６ｇ，柠檬酸铁铵 ０．００６ｇ，ＥＤＴＡＮａ２０．００１ｇ，

Ｎａ２ＣＯ３０．０２ｇ，微量溶液 １ ｍＬ，蒸馏水 １Ｌ，

ｐＨ７．１。

上述所用到的培养基均需在高压灭菌锅内于温

度１２１℃、１００ｋＰａ条件下灭菌２０ｍｉｎ后使用。

１．２　方法

１．２．１　溶藻细菌的分离筛选　从太湖岸边挖出整

颗芦苇，收集芦苇根系及其周围土壤，并于４℃下保

存。称取样品和无菌水以１∶１０的比例混合，置于摇

床，在１３０ｒ／ｍｉｎ转速、３０℃下震荡６～７ｈ，采用梯

度稀释法稀释后，进行平板涂布，倒置于３０℃恒温

培养箱中培养。选择不同的菌落分别用接种环划线

分离培养２～３ｄ，然后纯化培养３～４次，得到菌株

进行溶藻效果测定。将效果好的优势菌种放置于４

℃冰箱内保存，将菌株在液体培养基中培养１８ｈ，以

菌藻比１∶１０投加到新鲜藻液中，６ｄ后比较各菌株

的Ｃｈｌａ去除率，选出最佳菌株。

１．２．２　溶藻细菌的鉴定　１）生理生化鉴定实验参

照文献［１８１９］；２）１６ＳｒＤＮＡ序列分析方法：ＤＮＡ

提取、ＰＣＲ扩增及序列测定由微生物分析检测中心

完成，确定其种属。挑选ＧｅｎＢａｎｋ数据库中发表的

菌株，运用 ＭＥＧＡ５．０５软件构建系统发育树。

１．２．３　生长曲线绘制　从细菌斜面培养基中挑取

一环菌接入装有２００ｍＬ灭菌后的新鲜细菌液体培

养基中，在温度为３０℃，转速为１３０ｒ／ｍｉｎ的培养

箱中振荡培养。以无菌液体培养基作为空白，每隔

２ｈ测定菌株培养液在６００ｎｍ处的吸光度，测到吸

光度明显下降结束。根据测得的数据绘制菌株的生

长曲线。

１．２．４　溶藻计算方式　利用乙醇法提取叶绿素，测

定每天的叶绿素犪含量并计算
［２０］。

溶藻率 ＝
空白组Ｃｈｌａ－处理组Ｃｈｌａ

空白组Ｃｈｌａ
×１００％

剩余率 ＝１００％－溶藻率

１．２．５　菌藻比对溶藻效果的影响　将培养１８ｈ的

菌液分别以菌藻比１∶２、１∶５、１∶１０、１∶２０、１∶５０的量

投加，并于温度２８℃、光强２５００ｌｘ、光暗周期１２ｈ∶

１２ｈ条件下，在光照培养箱中静置培养，每隔２４ｈ

取样测定Ｃｈｌａ剩余含量，计算其溶藻率。

１．２．６　光照时间对溶藻效果的影响　将培养１８ｈ
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的菌液以菌藻比１∶１０的投加量在光暗周期为０ｈ∶

２４ｈ（全黑暗）、２４ｈ∶０ｈ（全光照）、１２ｈ∶１２ｈ这３个

不同的光照条件下进行溶藻实验，保持光照培养箱

温度２８℃、光强２５００ｌｘ，每隔２４ｈ取样测定Ｃｈｌａ

含量，计算溶藻率。

１．２．７　菌龄对溶藻效果的影响　设置不同细菌生

长阶段（迟滞期、对数期、稳定期、衰亡期），将菌液以

菌藻比１∶１０的比例投加到藻液中，并于温度２８℃、

光强２５００ｌｘ、光暗周期１２ｈ∶１２ｈ条件下，在光照

培养箱中静置培养，每隔２４ｈ取样测定Ｃｈｌａ含量，

计算溶藻率。

１．２．８　溶藻方式对溶藻效果的影响　设置以下４

种方式处理菌液：１）培养１８～２４ｈ的对数期菌液；

２）将菌液１）经０．２２μｍ滤膜过滤除菌；３）收集２）中

滤膜，经无菌水洗涤３～４次，制备菌悬液；４）将菌液

１）高温高压（１２１℃、１．０×１０５Ｐａ）灭活处理２５ｍｉｎ。

将上述４种菌液按照菌藻比１∶１０的比例投加到１００

ｍＬ新鲜铜绿微囊藻液中。每隔２４ｈ取样测Ｃｈｌａ

剩余含量。

２　结果与讨论

２．１　菌株形态

表１为Ｇ６菌株的生理生化特性结果。表２是

从太湖芦苇根系土中筛选出的１２株菌株的形态特

征及其溶藻效果。图１为革兰氏染色后的Ｇ６在油

镜下的显微图像，可见其呈紫色，属于阳性菌。菌细

胞呈短杆状，芽孢椭圆。

表１　犌６菌生化特性结果

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犫犻狅犮犺犲犿犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳狊狋狉犪犻狀狊犌６

革兰氏 明胶水解 接触酶 Ｖ．Ｐ试验 Ｍ．Ｒ试验

＋ － ＋ － －

葡萄糖发酵 淀粉水解 产硫化氢 产胺试验 葡萄糖氧化

＋ ＋ － ＋ －

表２　筛选出的１２株菌的形态特征及溶藻效果

犜犪犫犾犲２犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊犪狀犱

犪犾犵犪犲犾狔狊犻狀犵犲犳犳犲犮狋狅犳狊狋狉犪犻狀狊犌１犌１２

细菌

编号
颜色 大小／ｍｍ 形状 凹凸

Ｃｈｌａ去除

率／％

Ｇ１ 白 １～２ 光滑 凸 ３０．５

Ｇ２ 乳白 ３～４ 光滑 凸 １１．５

Ｇ３ 粉 ３～４ 光滑 凸 ４４．１

Ｇ４ 橘黄 ２～３ 光滑 凸 ４２．１

Ｇ５ 乳白 ２～３ 锯齿 凹 ２３．９

Ｇ６ 乳白 １ 光滑 凸 ６５．１

Ｇ７ 粉 １ 光滑 凸 ４４．３

Ｇ８ 淡黄 ２～３ 光滑 凹 ４１．５

Ｇ９ 粉 ３～４ 光滑 凹 ３８．７

Ｇ１０ 乳白 ３～４ 锯齿 凹 ４４．３

Ｇ１１ 白 １ 密集 凸 ２８

Ｇ１２ 透明 ４～５ 无规则 平 ３０．８

图１　犌６革兰氏染色显微图像（油镜，×１０００）

犉犻犵．１　犕犻犮狉狅犵狉犪狆犺狅犳犌６（×１０００）

　

２．２　犌６细菌１６犛狉犇犖犃序列分析

图２的电泳图条带清晰，说明 ＤＮＡ 提取和

ＰＣＲ扩增效果较好。图３中挑选１６株同源性为

９９％株菌进行序列比对，通过系统进化树表明，菌株

Ｇ６与犅犪犮犻犾犾狌狊狊狆．ｈｂ２９亲缘关系最近，并处于同一

分支，自展值为９１，相似性为９９％，所以筛选出来的

Ｇ６菌为芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊ｓｐ）。马洪瑞从活性污

泥中筛选出一株芽孢杆菌对铜绿微囊藻的降解效果

达到９１．３６％，说明芽孢杆菌确实存在溶藻效果。

图２　犌６的犇犖犃电泳图和犘犆犚扩增电泳图

犉犻犵．２　犜犺犲犇犖犃犪狀犱１６犛狉犇犖犃犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀

狆狉狅犱狌犮狋狅犳狊狋狉犪犻狀犌６

图３　犌６与其他同源系列的系统发育树

犉犻犵３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犛狋狉犪犻狀犌６狑犻狋犺狅狋犺犲狉

犺狅犿狅犾狅犵狅狌狊狊犲狉犻犲狊

　

２．３　生长曲线

由图４可以看出，菌株Ｇ６最大ＯＤ６００为０．７６９。

１０ｈ以后就进入了对数生长期，对数时期营养物质
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较充裕，菌能够得到生长所需要的足够的营养，所以

生长速度很快，菌数呈恒定几何数增长。４４ｈ后随

着营养物质的消耗，菌的繁殖速度减弱，菌株死亡率

升高，Ｇ６的细菌增殖与死亡趋于平衡，进入稳定期。

７２ｈ后营养物质几乎消耗，菌株的死亡率增加超过

繁殖速度，进入衰亡期。

图４　犌６菌的生长曲线

犉犻犵．４　犌狉狅狑狋犺犮狌狉狏犲狅犳狊狋狉犪犻狀犌６

　

２．４　菌藻比对溶藻效果的影响

如图５所示，当菌藻比为１∶５０时，此时藻液中

培养基的含量很低，没有足够的营养物质供菌生长，

铜绿微囊藻的生长速率远高于菌的生长速率，因此，

菌藻比为１∶５０时，图中叶绿素的含量呈上升趋势，

菌对于除藻没有起到作用。

图５　菌藻比与溶藻效果的关系

犉犻犵．５　犜犺犲狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀狉犪狋犻狅狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪

犪狀犱犪犾犵犪犲犪狀犱犪犾犵犻犮犻犱犪犾犲犳犳犲犮狋

　

当菌藻比为１∶２、１∶５、１∶１０、１∶２０时，都能对藻液

起到降解效果。从蓝藻去除率的关系图中可以看出，

随着菌液投加量的增加，溶藻效率逐渐增加。而在

１～３ｄ之间，投加量为２０、５０ｍＬ处的溶藻效率从第

１ｄ就比较高，但是，随着时间的增长变化不大。而投

加量为５、１０ｍＬ时，前３ｄ的除藻效果并不好，可能

是因为投加的菌少，与藻类作用的速度相对减慢。而

到第４ｄ时，菌藻比为１∶１０、１∶２０的去除效果已经基

本与菌藻比为１∶２、１∶５一致，而此时，１∶１０的菌藻比

效果最好，在第３ｄ可以达到去除率４２％。

２．５　光暗周期对溶藻效果的影响

如图６所示，在全光照、全黑暗以及光暗周期

１２ｈ∶１２ｈ条件下菌株对铜绿微囊藻都有降解效果。

第１天全暗条件下藻的去除效果比全光照以及光暗

周期１２ｈ∶１２ｈ时去除效果好，可能是藻缺少光合作

用生长速度减慢。随着时间的增加，菌藻混合液的

颜色由绿变黄，但从图中看，光暗周期１２ｈ∶１２ｈ时，

藻的去除效果更好一些，说明接近自然光照条件能

够使溶藻菌起到更好的溶解藻效果，有利于实际应

用。同时，菌在全光照和全黑暗条件下仍对铜绿微

囊藻有去除效果，可能是菌种来自黑暗中的芦苇根

系土中，所以，菌在黑暗中能够生长，在光亮下也有

很好的繁殖能力。Ｇ６菌株的这种特性有利于降解

缺少光照的深水域中爆发的蓝藻，能够更加全面地

解决蓝藻爆发问题。

图６　光暗周期与溶藻率的关系

犉犻犵．６　犜犺犲狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀犻犾犾狌犿犻狀犪狋犻狅狀

犪狀犱犪犾犵犻犮犻犱犪犾犲犳犳犲犮狋
　

２．６　菌龄对溶藻效果的影响

根据生长曲线培养不同生长时期的菌液，由图

７可以看出，迟滞期、对数期、稳定期、衰亡期的菌都

对铜绿微囊藻具有降解效果。但是，衰亡期的菌株

从第４ｄ开始对铜绿微囊藻的去除效果就没有其他

几个生长时期明显。迟滞期菌株开始时降解藻的效

果比较明显，第４～７ｄ溶藻率几乎没有提高，可能

这个时期的菌活性不强，后期溶藻能力较差。对数
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时期和稳定时期的溶藻效果都很明显，１～３ｄ时铜

绿微囊藻去除效果较慢，到第４ｄ时溶藻效果就较

为明显，第６、７ｄ去除率能够达到７６％。这两个时

期的菌活性较强，繁殖较快，对铜绿微囊藻的去除效

果很明显。

图７　菌龄与溶藻效果的关系

犉犻犵．７　犜犺犲狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀犵狉狅狑狋犺狆犺犪狊犲狅犳

犌６狊狋狉犪犻狀犪狀犱犪犾犵犻犮犻犱犪犾犲犳犳犲犮狋
　

２．７　溶藻方式对溶藻效果的影响

由图８可知，４种不同的处理方式有３种均能

不同程度的抑制铜绿微囊藻的生长。细菌在无菌水

中不能很好的繁殖，细菌数量不够，达不到溶藻的效

果，在水中，菌的繁殖能力也有限。而未处理的菌

图８　溶藻方式与溶藻效果的关系

犉犻犵．８　犜犺犲狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀犪犾犵犪犲犾狔狊犻狀犵

犿犲狋犺狅犱犪狀犱犪犾犵犻犮犻犱犪犾犲犳犳犲犮狋

液、菌液过滤液和高温处理菌液均对铜绿微囊藻表

现出较为明显的去除效果，最后都能达到８２％。说

明溶藻效果并没有随着菌株的高温灭菌或者将菌体

过滤掉而减弱，细菌的溶藻方式更有可能是菌株分

泌的胞外物质对铜绿微囊藻生长产生了抑制作用。

溶藻菌一般是通过分泌蛋白质、氨基酸、多肽等物质

来抑制藻的生长，而高温高压下处理过的菌株对铜

绿微囊藻仍有较好的降解效果，说明菌株分泌的物

质具有热稳定性，可能不属于蛋白质［２１］。因此，Ｇ６

菌株可能是通过分泌非蛋白质的胞外物质达到溶藻

的目的，属于间接溶藻方式。目前，仍未找到通用的

溶藻活性物质的方法，所以，只能通过物质性质初步

推算溶藻物质。

３　结论

１）从太湖岸边的芦苇根系分离筛选出１株溶藻

细菌Ｇ６。菌液在对数期、菌藻比１∶１０、光暗比１２ｈ∶

１２ｈ的实验条件下溶藻效果最佳。菌藻培养７ｄ后

铜绿囊藻液Ｃｈｌａ去除率高达８２％。因此，芦苇根系

可作为高效溶藻菌筛选的新菌种来源。Ｇ６菌株经

生理生化试验及菌株１６ＳｒＤＮＡ分子鉴定可知其为

阳性菌，属于芽孢杆菌。

２）Ｇ６通过分泌具有热稳定性的物质，实现对铜

绿囊藻的杀灭、溶藻，属于间接溶藻。而Ｇ６菌株所具

有的在无光照条件下也能溶藻这一特性，有利于对缺

少光照的深水域中增殖，并对蓝藻进行杀灭、溶解。
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