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溶藻菌犚１的溶藻特性

董小娜，陈泽慧，毛林强，王明新，张文艺
（常州大学 环境与安全工程学院，江苏 常州２１３１６４）

摘　要：以铜绿微囊藻（犕犻犮狉狅犮狔狊狋犻狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪）为受试对象，考察了从太湖土著激荡鱼内脏中筛选

的溶藻菌Ｒ１菌（犔狔狊犻狀犻犫犪犮犻犾犾狌狊犿犪犮狉狅犻犱犲狊）的溶藻特性，通过ｃｈｌａ测定、三维荧光技术，采用高温

处置、酸碱处置、透析处置手段，ＨＰＬＣ分离技术，考察了溶藻效果、溶藻产物、溶藻机制及溶藻活性

物质。结果表明：菌株Ｒ１具有较强的溶藻特性，１０ｄ内ｃｈｌａ含量从２０５．１１ｍｇ／Ｌ降至３５．６１ｍｇ／

Ｌ，溶藻率达８２．６４％；采用荧光强度表征溶藻率，１０ｄ溶藻率达８９．８０％，与ｃｈｌａ表征的溶藻率

８２．６４％相近；Ｒ１溶藻活性物质是细菌分泌的胞外耐高温类物质，为小分子物质（Ｍｒ＜５００ｄａ），具

有耐酸性碱性；荧光图谱ＥＭＭｓ结合平行因子ＰＡＲＡＦＡＣ模型谱分析显示溶藻过程中色氨酸增

加，腐殖酸大量减少；主要溶藻产物为长波类类色氨酸类物质，主要为细胞的胞内物质；推测溶藻活

性物质疏水性氨基酸（ｈｙｄｒｏｐｈｂｉｃａｃｉｄ）；通过ＨＰＬＣ分离技术，从Ｒ１粗提液中分离出１馏分溶藻

活性物质，成分还需要进一步的鉴定。

关键词：溶藻细菌；铜绿微囊藻；荧光图谱；平行因子模型；溶藻机制

中图分类号：Ｘ７０３；Ｓ１８２　　 文献标志码：Ａ　　文章编号：１６７４４７６４（２０１８）０５０１１７０７

收稿日期：２０１７１１１３

基金项目：国家自然科学基金（４１５７１４７１），江苏省高校自然科学研究项目（１６ＫＪＢ６１０００１），江苏省及常州市科技项目

（ＢＥ２０１６６５３、ＣＥ２０１７５００９）

作者简介：董小娜（１９９２），女，主要从事环境工程水处理研究，Ｅｍａｉｌ：１７０８５６２８７＠ｑｑ．ｃｏｍ。

张文艺（通信作者），男，博士，教授，Ｅｍａｉｌ：ｚｗｙ＠ｃｃｚｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

犚犲犮犲犻狏犲犱：２０１７１１１３

犉狅狌狀犱犪狋犻狅狀犻狋犲犿：ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏ．４１５７１４７１），ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＲｅｓｅａｒｃｈ

ＰｒｏｊｅｃｔｉｎＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ（Ｎｏ．１６ＫＪＢ６１０００１），ＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｒｏｊｅｃｔｏｆＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅａｎｄ

ＣｈａｎｇｚｈｏｕＣｉｔｙ（Ｎｏ．ＢＥ２０１６６５３，Ｎｏ．ＣＥ２０１７５００９）

犃狌狋犺狅狉犫狉犻犲犳：ＤｏｎｇＸｉａｏｎａ（１９９２），ｍａｉｎｒｅｓｅａｒｃｈｉｎｔｅｒｅｓｔｓ：ｗａｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，（Ｅｍａｉｌ）：

１７０８５６２８７＠ｑｑ．ｃｏｍ．

ＺｈａｎｇＷｅｎｙｉ（ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ），ＰｈＤ，ｐｒｏｆｅｓｓｏｒ，（Ｅｍａｉｌ）：ｚｗｙ＠ｃｃｚｕ．ｅｄｕ．ｃｎ．

犃犾犵犻犮犻犱犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳犪犾犵犻犮犻犱犪犾犫犪犮狋犲狉犻犪犚１

犇狅狀犵犡犻犪狅狀犪，犆犺犲狀犣犲犺狌犻，犕犪狅犔犻狀狇犻犪狀犵，犠犪狀犵犕犻狀犵狓犻狀，犣犺犪狀犵犠犲狀狔犻
（ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ＆ＳａｆｅｔｙＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＣｈａｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｚｈｏｕ２１３１６４，Ｊｉａｎｇｓｕ，Ｐ．Ｒ，Ｃｈｉｎａ）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犕犻犮狉狅犮狔狊狋犻狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪ｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｕｂｊｅｃｔｔｏ ｅｘａｍｉｎｅｔｈｅａｌｇａｅｌｙｓｉｎｇ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆａｌｇｉｃｉｄａｌｂａｃｔｅｒｉａＲ１（犔狔狊犻狀犻犫犪犮犻犾犾狌狊犿犪犮狉狅犻犱犲狊），ｗｈｉｃｈｗａｓｉｓｏｌａｔｅｄａｎｄｐｕｒｉｆｉｅｄｆｒｏｍ

Ｔａｉｈｕｆｉｓｈｉｎｎａｒｄｓ，ｎａｍｅｄＳｕｒｆｆｉｓｈ．Ｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｏｆａｌｇａｅｌｙｓｉｎｇ，ｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ，ａｌｇａｅｌｙｓｉｎｇ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍａｎｄａｃｔｉｖｅａｌｇｉｃｉｄａｌｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌａａｎｄｔｈｅｔｈｒｅｅ

ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ｔｈｅ ｗｈｏｌｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐｒｏｃｅｓｓ ｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｔｈｒｏｕｇｈ ｈｉｇｈ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ａｃｉｄａｎｄａｌｋａｌｉｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｄｉａｌｙｓｉｓｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄＨＰＬＣｓｅｐａｒａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅ．Ｔｈｅ

ｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｔｈａｔｔｈｅｓｔｒａｉｎＲ１ｃａｎｒｅｍｏｖｅ Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｃｈｌａ

ｄｅｃｒｅａｓｅｆｒｏｍ２０５．１１ｍｇ／Ｌｔｏ３５．６１ｍｇ／Ｌｉｎ１０ｄａｙｓ，ｗｉｔｈｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ８２．６４％．Ｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ



ｒａｔｅｉｓ８９．８％ ｍｅａｓｕｒｅｄｂｙ３Ｄｆｌｕｒｅｓｃｅｎｃｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｉｎ１０ｄ，ｗｈｉｃｈｉｓｓｉｍｉｌａｒｔｏｔｈｅｒｅｓｕｌｔｍｅａｓｕｒｅｄｂｙ

ｍｅａｓｕｒｉｎｇＣｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌａ．Ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｓｔｈａｔｔｈｅｔｒｙｐｔｏｐｈａｎｉｎｃｒｅａｓｅｓａｎｄ

ｔｈｅｈｕｍｉｃａｃｉｄｄｅｃｒｅａｓｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．Ｔｈｅｍａｉｎｄｉｓｓｏｌｖｅｄａｌｇａｌｐｒｏｄｕｃｔｓａｒｅｌｏｎｇｗａｖｅｃｌａｓｓｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ，

ｗｈｉｃｈａｒｅｍａｉｎｌｙｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ．Ｔｈｅｓｏｌｕｂｌｅａｌｇａｍａｙｂｅｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃａｃｉｄ．Ｔｈｅａｃｔｉｖｅａｌｇａｅ

ｌｙｓｉｎｇｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙＲ１ｗｉｔｈ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｌｅｓｓｔｈａｎ５００ｄａ，ａｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓｂａｃｔｅｒｉａ

ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ，ｃｏｕｌｄｒｅｓｉｓｔａｃｉｄａｎｄｂｅｐｒｏｍｏｔｅｄｉｎａｌｋａｌｉｎｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．ＡｃｔｉｖｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｗａｓｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍＲ１

ｃｒｕｄｅｅｘｔｒａｃｔｂｙＨＰＬＣ，ａｎｄａｆｕｒｔｈｅｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｗａｓｎｅｃｅｓｓａｒｙｔｏｂｅｐｒｏｃｅｓｓｅｄ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ａｌｇｉｃｉｄａｌｂａｃｔｅｒｉａ；ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ；ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍ；ＰＡＲＡＦＡＣｍｏｄｅ；ａｌｇｉｃｉｄａｌ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

　　每年夏秋季一些水体均发生有害藻华（ＨＡＢ）

暴发，给水环境生态带来极大威胁，探索行之有效的

溶藻 方 法 迫 在 眉 睫。利 用 溶 藻 菌 （犪犾犵犻犮犻犱犪犾

犫犪犮狋犲狉犻犪）溶藻安全高效，具有广阔前景。近年来，学

者们在溶藻菌的筛选、溶藻活性代谢产物分析、溶藻

微生物的溶藻机理等方面的研究相当活跃，包括溶

藻菌株的分离鉴定、溶藻性质的描述、溶藻方式的探

讨、溶藻活性物质的分离与纯化［１２］以及溶藻机理的

研究等。尤其溶藻机理的研究更是深入到基因水平

（分子水平）：藻细胞的细胞水平［３４］、功能酶和蛋白

水平［５６］等。近年来溶藻菌的筛选成果颇多［７］，已分

离鉴定出来的菌属有粘细菌属、假单胞菌属、芽孢杆

菌属等［８］，因藻类的暴发与溶藻菌的生长息息相关，

这些溶藻菌多来自藻华频繁暴发地带。细菌溶藻方

式主要有２种：直接溶藻与间接溶藻，见诸报道的溶

藻菌多具有间接溶藻特性［９］。对溶藻能力的测定方

法有：藻细胞数量的变化、ｃｈｌａ含量的变化及其采

用藻胆蛋白（某些藻类如蓝藻）的含量变化等。对溶

藻机理的研究越来越多，众多分析方法被用于揭示

溶藻产物溶藻机理，如：傅里叶红外光谱、荧光光谱、

透射电镜等［１０］。细菌分泌的物质（如氨基酸、抗生

素、多肽等）［１１］成分复杂，不同的溶藻菌分泌有效溶

藻成分也不尽相同，这让溶藻活性物质的分离纯化

非常困难，目前分离纯化出有效溶藻物质罕见报道。

报道的溶藻活性物质的分离纯化主要有２种方法：

硅胶柱层析［１２］与高效液相色谱（ＨＰＬＣ）方法
［１３］。

对活性物质的鉴定方法有液质联用（ＬＣＭＳ）
［１３］、液

相二级质谱（ＬＣＭＳＭＳ）等。但这还仅仅只是限于

实验室研究阶段，在实践中直接利用的效果并不理

想，其活性物质的分离纯化困难且收集率低，这使得

生物菌剂投产与使用都难以实现。

采用三维荧光技术对藻胆蛋白的测定来表征溶

藻效果，借助三维荧光光谱解析溶藻降解产物；通过

对菌液进行热处置、破碎处置、酸碱处置、透析处置

等手段研究了菌株Ｒ１Ｌｙｓｉｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｍａｃｒｏｉｄｅｓ的

溶藻机理；并通过 ＨＰＬＣ技术初步分离提取了有效

溶藻物质。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　 实 验 材 料 　 藻 种 来 源：铜 绿 微 囊 藻

（犕犻犮狉狅犮狔狊狋犻狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪）购自中国科学院武汉水生

生物研究所。

菌种来源：从太湖激浪鱼内脏（鱼鳃、鱼肠等）中

筛选出了１株溶藻效果较佳的菌株Ｒ１，培养２ｄ后，

菌落呈圆形，直径大约１～２ｍｍ，白色，表面光滑，微

微凸起，边缘光滑，生长快速；革兰氏染色呈紫色，为

阳性菌（如图１），经生理生化及１６ＳｒＤＮＡ序列分

析，其与犔狔狊犻狀犻犫犪犮犻犾犾狌狊犿犪犮狉狅犻犱犲狊相似性最高，达

９９．５０％。

图１　犚１革兰氏染色

犉犻犵．１　犌狉犪犿＇狊狊狋犪犻狀狅犳犚１
　

１．１．２　主要仪器和试剂　１）试剂：试剂均为中国产

分析纯试剂。

２）仪器：离心机、超声波细胞粉碎机、高压蒸汽

灭菌锅、倒置显微镜、岛津紫外分光光度计 ＵＶ

１８００、ＣａｒｙＥｃｌｉｐｓｅ荧光分光光度计等。

１．１．３　培养基及其他试剂　ＬＢ培养基
［１４］、铜绿微

囊藻培养基ＢＧ１１
［１５］

１．２　方法

１．２．１　菌株溶藻能力考察　为探索菌株Ｒ１的溶

藻效果，取１０ｍＬ 培养２４ｈ的 Ｒ１菌液接种到
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１００ｍＬ铜绿微囊藻溶液中 （初始 ｃｈｌａ含量为

２０５．１１ｍｇ／Ｌ），２７℃、光暗比１２ｈ∶１２ｈ周期下培

养，每天定期手动摇晃２～３次，每隔２ｄ测得ｃｈｌａ

含量变化，通过式（１）
［１６］计算溶藻率并绘制曲线，同

时做空白对照。

η＝ （犆ｃ－犆ｔ）／犆ｃ×１００％ （１）

式中：η为溶藻率，％；犆ｃ 为初始ｃｈｌａ含量，ｍｇ／Ｌ；

犆ｔ为后期ｃｈｌａ含量，ｍｇ／Ｌ。

１．２．２　三维荧光考察溶藻效果　通过测定ｃｈｌａ含

量的方法考察溶藻效果较为繁琐，测定时间较长，且

需要耗费许多提取物；使用显微镜观察藻细胞形态

数量是最传统的浮游藻类分析方法，该方法工作量

大，比较繁琐，且有时辨别不清［１７］。铜绿微囊藻有

很强的荧光特性的藻胆蛋白，是一种卟啉类色素蛋

白，卟啉具有π电子结构
［９］，在特定的波长照射下有

很强的荧光反应。荧光光谱分析方法快速、准确、样

品不需要特别处置、简单高效。铜绿微囊藻细胞具

有如下荧光特性：藻密度与发射波长无关［１８］，在低

浓度下，荧光强度与溶液浓度成正比，可进行定量

分析［１８２０］。

为表征菌株溶藻过程，对菌藻混合液（参照

１．２．１）进行了三维荧光谱图分析，取菌藻混合液，进

行三维荧光扫描，发射波长（简称 Ｅｍ）２８０～９００

ｎｍ／２８０～５５０ｎｍ，激发波长（简称 Ｅｘ）２２０～８００

ｎｍ／２２０～４００ｎｍ；狭缝宽度为５ｎｍ；

每隔一段时间收集混合液测Ｅｍ为６５０ｎｍ的

三维荧光光谱，通过式（２）
［２１］计算溶藻率并绘制

曲线。

η＝ （犉ｃ－犉ｔ）／犉ｃ×１００％ （２）

式中：η为溶藻率，％；犉ｃ 为藻胆蛋白初始光强，

Ａ．Ｕ；犉ｔ为后期藻胆蛋白的光强，Ａ．Ｕ。

１．２．３　三维荧光图谱ＥＭＭｓ结合平行因子分析考

察溶藻产物　为表征菌株溶藻产物，对降解后的藻

液进行了三维荧光谱图分析，发射波长（简称Ｅｍ）

２８０～５５０ｎｍ，狭缝宽度为２ｎｍ；激发波长（简称

Ｅｘ）２２０～４００ｎｍ；狭缝宽度为５ｎｍ；同时，考察纯藻

液及其菌液的荧光特性。ＥＥＭｓ分析物质鉴定，主

要采用目视鉴定，无法避免光谱重叠带来的误差且

具有主观性。采用三维荧光图谱结合平行因子分析

考察溶藻产物：１）数据预处理：并用Ｄｅｌａｕａｙ三角形

内插值法瑞利散射及拉曼散射。２）平行因子分析：

平行因子算法是基于三线性分解理论，采用交替最

小二乘原理，进行迭代的三维数阵分解算法。可以

将一个由多个三维荧光光谱矩阵分解为３个方向的

载荷矩阵。通过对半检验法（ｓｐｌｉｔｈａｌｆａｎａｌｙｓｉｓ），残

差平方和的最小，及核一致性检验来确定模型的有

效性。采用 ＭＡＴＬＡＢ 软件中的 Ｎｗａｙｔｏｏｌｂｏｘ

运行［２２２４］。

１．２．４　菌株的溶藻特性　为探讨溶藻细菌的溶藻

机制，将培养２４ｈ溶藻细菌 Ｒ１培养液进行如下

处理：

１）离心过滤上清液（８０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ；过

０．２２μｍ滤膜）、高热处理上清液（１２１℃，２０ｍｉｎ）、

菌体破碎液（取离心后的菌体沉淀超声波破碎）［１６］。

２）酸碱化处置
［１２］：为考察ｐＨ对溶藻物质活性

的影响，分别调节菌液ｐＨ为４、７、１０，处置１ｈ后

调回中性，同时做不加菌的空白对照，接菌量为

１０％（体积），采用多孔细胞培养板（ｂｉｏｌｏｇｉｘ２４孔

板）进行溶藻实验，并采用显微镜计数法检查溶藻

效果。

３）截留分子量
［１２］：为考察溶藻活性物质的分子

大小，分别采用截留分子量为１００、５００、１０００ｄａ的

透析袋对培养２４ｈ后的菌液进行透析１ｄ，取透析

袋中截留液于装载铜绿微囊藻溶液的２４孔板中，检

查溶藻效果。

１．２．５　溶藻活性物质的纯化与分离
［１３］

１）菌液前处理：接种菌株Ｒ１至５００ｍＬ的ＬＢ

液体培养基中，３０℃、１３５ｒ／ｍｉｎ，培养２４ｈ；采用

０．４５ｕｍ的滤膜过滤；收集菌液并加入４倍体积的

乙醇进行萃取，磁力搅拌３０ｍｉｎ，后静置２ｈ；使用

０．２２ｕｍ的滤膜过滤；收集菌液６０℃旋转蒸发；无

菌水重溶，４℃保存。

２）ＨＰＬＣ：通过液相色谱初步确定可能性溶藻

物质。色谱条件为：色谱柱 ｗｏｎｄａｓｉｌＣ１８（４．６×

２５０ｍｍ），流动相 Ａ（甲醇）∶Ｂ（１％乙酸）为１∶９，

检测波长为ＵＶ２００ｎｍ。

３）为考察这几个物质是否含有溶藻活性物质，

每隔一段时间收集１馏分，氮气吹干，超纯水重溶，

并采用２４孔板进行溶藻效果检验。对有溶藻活性

的收集液，再次使用 ＨＰＬＣ检查其纯度及其峰值。

２　结果与讨论

２．１　菌株犚１的溶藻能力

将Ｒ１菌液到铜绿微囊藻溶液中（初始ｃｈｌａ为

２０５．１１ｍｇ／Ｌ）进行实验，通过肉眼观察颜色变化

及ｃｈｌａ含量测定检验溶藻效果，如图２。实验４ｄ

后，肉眼可见混合液发生黄化现象，ｃｈｌａ含量不断

减少，１０ｄ后剩余ｃｈｌａ含量仅为３５．６１ｍｇ／Ｌ，降

解率达８２．６４％；同时观察到空白样颜色更加深

绿，经测定ｃｈｌａ含量，从初始２０５．１１ｍｇ／Ｌ增长到
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３２４．５６ｍｇ／Ｌ。

图２　溶藻细菌犚１对犮犺犾犪含量的影响

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犚１狅狀犮犺犾狅狉狅狆犺狔犾犾犪
　

２．２　三维荧光分析犚１溶藻能力

取０、３、７、１０、１２ｄ的菌藻混合液进行三维荧光

光谱扫描并分析，如图３。溶藻过程中藻胆蛋白荧

光峰Ｅｍ／Ｅｘ为６５０ｎｍ／６３０ｎｍ，荧光光强不断减

少。为表征其溶藻效果，通过固定Ｅｍ为６５０ｎｍ，

将得到的荧光光谱减去去离子水的荧光光谱以去除

瑞利散射的影响，将瑞利散射峰置零［１８］，采用

ｏｒｉｎｇｉｎ８．６拟合得到光强与激发波长的关系图，如

图４。按照式２）计算，１０ｄ溶藻率为达８９．８０％，与

通过ｃｈｌａ表征的溶藻率８２．６４％相近，可作为溶藻

细菌溶藻效率的一种评价方法。

图３　菌藻液的三维荧光图

犉犻犵．３　犜犺狉犲犲犱犻犿犲狀狊犻狅狀犪犾犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狅犳

犪犾犵犪犾犪狀犱犫犪犮狋犲狉犻狌犿犳犾狌犻犱
　

图４　犈犿６５０狀犿的激发光谱及溶藻效果图

犉犻犵．４　犜犺犲犲狓犮犻狋犪狋犻狅狀狊狆犲犮狋狉犪犪狋狋犺犲狋狉犪狀狊犿犻狋狋犻狀犵狑犪狏犲犾犲狀犵狋犺

狅犳６５０狀犿犪狀犱犇犻狊狊狅犾狏犻狀犵狉犪狋犲狅犳犪犾犵犪犲
　

２．３　菌株犚１溶藻机制研究

１）由表１及图５（１）看出：Ｒ１菌原液、离心上清

液、高温灭菌液都发生了明显的黄化现象，溶藻效果

显著；菌体破碎液及菌体没有溶藻效果；可见，其溶

藻物质并不是胞内物质，也不是菌株本身，而是细菌

分泌的胞外物质，具有耐高温的特性，推测为非蛋白

质类物质。

２）由表２及图５（２）看出，经过不同处置的Ｒ１

菌液都具有很强的溶藻效果，与空白对比，藻液均发

生明显的黄化现象；显微镜计数结果见表２，从表中

可见，藻细胞数量都明显减少，由此可见，溶藻活性

物质性质稳定，具有耐酸耐碱性。

３）经１００、５００、１０００ｄａ的透析袋截留分子量后

袋中截留液，显微镜计数结果见表３，发现溶藻能力

强弱顺序依次为１００ｄａ＞５００ｄａ＞１０００ｄａ，其中，

１０００ｄａ溶藻活性很低，由此可见，细菌分泌的有效

溶藻物质为小分子物质，分子量小于５００ｄａ。

表１　不同菌体处理方式对溶藻效果的影响

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵犾狅狅狆狋狉犲犪狋犿犲狀狋犿犲狋犺狅犱狊

狅狀犪犾犵犪犲犾狔狊犻狀犵犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔 （ｃｅｌｌ·ｍＬ－１）

空白 菌原液 高温处置 细胞破碎 离心上清 菌体

２．７４×１０７８．１２×１０６１．１６×１０７２．５５×１０６９．６７×１０６２．６７×１０７

表２　不同狆犎处置方式对溶藻效果的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犎犱犻狊狆狅狊犪犾犿犲狋犺狅犱狊

狅狀犪犾犵犪犲犾狔狊犻狀犵犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔 （ｃｅｌｌ·ｍＬ－１）

空白 ｐＨ７ ｐＨ４ ｐＨ１０

２．９７×１０７ ８．１２×１０６ ９．８６×１０６ ７．７５×１０６

表３　不同截留分子量对溶藻效果影响

犜犪犫犾犲３　犈犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿狅犾犲犮狌犾犪狉狑犲犻犵犺狋狅狀

犪犾犵犪犲犾狔狊犻狀犵犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔 （ｃｅｌｌ·ｍＬ－１）

空白 １００ ５００ １０００

２．５６×１０７ ７．３２×１０６ １．３２×１０７ １．９５×１０７
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图５　犚１菌液经不同处理对溶藻的效果影响

犉犻犵．５　犜犺犲犪犾犵犪犲犾狔狊犻狀犵犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔狅犳犚１犫犪犮狋犲狉犻犪狊狅犾狌狋犻狅狀

犫狔犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋犿犲狋犺狅犱狊
　

２．４　三维荧光图谱结合平行因子模型分析犚１溶藻

产物

　　菌株Ｒ１溶藻过程中，Ｅｍ／Ｅｘ为４００～６００ｎｍ／

２５０～４５０ｎｍ处出现了大面积的荧光反应，荧光光

谱不成规则的圆形，成分复杂，如图３。分别对铜绿

微囊藻分泌物、菌液及其降解后的菌藻共培液液进

行三维荧光光谱扫描，三维矩阵图谱见图６，分别为

藻细胞产生的溶解性代谢性产物（ＥＯＭ）（Ｅｍ／Ｅｘ

３３５ｎｍ／２８０ｎｍ）、Ｒ１菌液的主要溶解性荧光组分

（Ｅｍ／Ｅｘ３３５ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｅｍ／Ｅｘ４３５～４７５ｎｍ／

３５０～３８０ｎｍ、Ｅｍ／Ｅｘ４７５ｎｍ／２８０ｎｍ）及溶藻产物

组分（Ｅｍ／Ｅｘ３３５ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｅｍ／Ｅｘ３３５ｎｍ／２３０

ｎｍ）。

图６　菌藻混合液的三维荧光光谱犈犕犕狊

犉犻犵．６　犜犺狉犲犲犱犻犿犲狀狊犻狅狀犪犾犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狊狆犲犮狋狉犪狅犳犪犾犵犪犾犿犻狓狋狌狉犲
　

运用ＰＡＲＡＦＡＣ模型结合ＥＭＭｓ图谱对溶藻

产物的三维荧光矩阵进行解析，并通过残差和最小

分析法及裂半分析法，识别出溶藻混合液共含有可

分为２个类型。分别为：４７５ｎｍ／２５０～３５０ｎｍ；３３０

ｎｍ／２２０～２７０ｎｍ，对应及类色氨酸类物质
［２２２４］。这

２个成分的荧光图谱及激发发射波长载荷见图７。

从图中可见，２个荧光成分的激发载荷图谱具有２

个激发峰和１个发射峰，主要体现了长波类腐殖质

及色氨酸物，分析其溶藻过程中，长波类类色氨酸类

物质增加，为主要溶藻产物。根据其成分可推测出，

藻细胞死亡后，胞内的物质及细胞组分大量释放到

混合液中。长波类类腐殖酸减少，根据其化学形成

原理（由－ＣＯＯＨ、－ＯＨ基团的有机化合物合成的

结果），其中可能含有迫使藻死亡的有效成分，结合

其分子量及极性特征猜测可能为小分子的疏水性氨

基酸（ｈｙｄｒｏｐｈｂｉｃａｃｉｄ）。

图７　犘犃犚犃犘犆分析溶藻组分及其激发发射波长载荷

犉犻犵．７　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犮狅犿狆狅狀犲狀狋狊犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱犫狔狋犺犲犘犃犚犃犉犃犆

犿狅犱犲犾犪狀犱狋犺犲犻狉犲狓犮犻狋犪狋犻狅狀犪狀犱犲犿犻狊狊犻狅狀狑犪狏犲犾犲狀犵狋犺狊犾狅犪犱犻狀犵
　

２．５　溶藻活性物质的分离与纯化

溶藻活性物质的分离难度大，目前溶藻物质的

分离纯化的报道目前还很少。本研究通过采用高效

液相色谱（ＨＰＬＣ）技术分离提纯粗提液，扫描波长

２００ｎｍ的色谱图，见图８。图中具有多个物质峰，可

见经前处理的菌液成分仍很复杂。每分钟收集１馏

分，旋转蒸发，超纯水重溶，并采用２４孔板进行溶藻

效果检验。其中有１馏分具有溶藻效果，见如９，其

在既定条件下有个主要峰，保留时间分别为６．００５。

结合荧光光谱分析，结合荧光光谱分析，其属于某种

图８　粗提液的犎犘犔犆２００狀犿扫描图

犉犻犵．８　犎犘犔犆２００狀犿狊犮犪狀狅犳犮狉狌犱犲犲狓狋狉犪犮狋
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疏水性酸类。由于 犎犘犔犆分离效率低，分离量极少

而且成本很高，分离的馏分中仍还有其他成分，其溶

藻物质仍需进一步分离及鉴定。

图９　溶藻活性物的犎犘犔犆２００狀犿扫描图

犉犻犵．９　犜犺犲犎犘犔犆２００狀犿狊犮犪狀狅犳狋犺犲犾狔狋犻犮犪犮狋犻狏犲狊狌犫狊狋犪狀犮犲
　

３　结论

１）从太湖土著激荡鱼内脏中筛选的 Ｒ１菌

（犔狔狊犻狀犻犫犪犮犻犾犾狌狊犿犪犮狉狅犻犱犲狊）， 以 铜 绿 微 囊 藻

（犕犻犮狉狅犮狔狊狋犻狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪）为受试对象，１０ｄ内ｃｈｌａ

含量从２０５．１１ｍｇ／Ｌ降至３５．６１ｍｇ／Ｌ，溶藻率达

８２．６４％。高温处置、酸碱处置、透析处置手段确定

Ｒ１菌通过分泌耐高温的非蛋白类物质溶藻，属于间

接溶藻，且该物质具有耐酸耐碱性，其分子量小于

５００ｄａ。

２）荧光光谱能够很好的表征铜绿微囊藻含量的

变化，其荧光物质为藻胆蛋白。溶藻过程中其强度

不断减少，可见藻细胞不断被破坏，数量被不断减

少。固定Ｅｍ为６５０ｎｍ，通过荧光激发光谱图对藻

细胞密度进行定量分析。通过荧光光强表征溶藻效

果，避免了传统藻类测量过程的繁琐，具有重要意

义。荧光光谱分析表明溶藻活性物质可能为疏水性

酸。溶藻过程中，长波类类色氨酸类物质增加，为主

要溶藻产物。根据其成分可推测出，藻细胞死亡后，

胞内的物质及细胞组分大量释放到混合液中。长波

类类腐殖酸减少，根据其成分（含有－ＣＯＯＨ、－ＯＨ

基团的有机化合物）猜测，其中可能含有迫使藻死亡

的有效成分，可能为某种疏水性氨基酸（ｈｙｄｒｏｐｈｂｉｃ

ａｃｉｄ）。

３）采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）技术分离提纯粗

提液（扫描波长２００ｎｍ），分离结果表明，从Ｒ１粗提

液中分离出的１馏分溶藻活性物质，其在既定条件

下其出峰时间为６～８ｍｉｎ左右，推测其为某种酸类

物质，但这需要进一步的分离和鉴定。
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ｌａｋｅ［Ｊ］．ＦｏｏｄａｎｄＦｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ，２０１６，４２

（２）：５９６４．（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

［１７］张翠．我国主要湖泊浮游藻的荧光分析技术［Ｄ］．山东

青岛：中国海洋大学，２０１２．

ＺＨＡＮＧＣ．Ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎａｌｙｔｉｃａｌｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｆｏｒ

ｔｈｅｐｌａｎｋｔｏｎｉｃａｌｇａｅｉｎ ｍａｊｏｒｌａｋｅｓｏｆｃｈｉｎａ ［Ｄ］．

Ｑｉｎｇｄａｏ，Ｓｈａｎｄｏｎｇ：ＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎａ，２０１２．

（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）

［１８］吕洪刚，张锡辉，龚纯英，等．藻类的三维荧光光谱辨别

及算法研究［Ｊ］．中国环境科学，２００５，２５（５）：５８１５８４．

ＬＵＨＧ，ＺＨＡＮＧＸＨ，ＧＯＮＧＣＹ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｉｅｓｏｎ

ｔｈｅａｌｇｏｒｉｔｈｍａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ ｏｆ ａｌｇａｅ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎａ

ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＳｃｉｅｎｃｅ，２００５，２５（５）：５８１５８４．（ｉｎ

Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［１９］康红利．荧光法测定水体中的蓝藻［Ｄ］．石家庄：河北科

技大学，２０１５．

ＫＡＮＧ Ｈ Ｌ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ犆狔犪狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪ｉｎｔｈｅ

ｗａｔｅｒ ｂｙ Ｆｌｕｏｒｅｃｅｎｓｅ ［Ｄ］． Ｓｈｉｊｉａｚｈｕａｎｇ： Ｈｅｂｅｉ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１５． （ｉｎ

Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［２０］刘璐．微生物代谢产物的三维荧光光谱分析［Ｊ］．化学工

程与装备，２０１０，（２）：１４４１４６．

ＬＩＵＬ．Ｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｂｙｔｈｒｅｅ

ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ［Ｊ］．Ｃｈｅｍｉｃａｌ

Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ＆ Ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ，２０１０，（２）：１４４１４６．（ｉｎ

Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［２１］ＺＨＡＮＧＢ，ＣＡＩＧ，ＷＡＮＧ Ｈ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ａｌｂｏｆｌａｖｕｓＲＰＳａｎｄＩｔｓｎｏｖｅｌａｎｄｈｉｇｈａｌｇｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙ

ａｇａｉｎｓｔｈａｒｍｆｕｌａｌｇａｌｂｌｏｏｍｓｐｅｃｉｅｓ狆犺犪犲狅犮狔狊狋犻狊犵犾狅犫狅狊犪

［Ｊ］．ＰｌｏｓＯｎｅ，２０１４，９（３）：ｅ９２９０７．

［２２］蔡文良，许晓毅，杜娴，等．嘉陵江重庆段ＤＯＭ 三维

荧光光谱的平行因子分析［Ｊ］．环境科学研究，２０１２，

２５（３）：２７６２８１．

ＣＡＩＷ Ｌ，ＸＵ Ｘ Ｙ，ＤＵ Ｘ，ｅｔａｌ．Ｐａｒａｌｌｅｌｆａｃｔｏｒ

ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ＥＥＭ ｏｎ ｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｒｇａｎｉｃ ｍａｔｔｅｒｉｎ

ｃｈｏｎｇｑｉｎｇｓｅｃｔｉｏｎｏｆＪｉａｌｉｎｇＲｉｖｅｒ ［Ｊ］．Ｒｅｓｅａｒｃｈｏｆ

ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１２，２５（３）：２７６２８１．（ｉｎ

Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［２３］韩宇超，郭卫东．九龙江河口有色溶解有机物的三维

荧光光谱特征［Ｊ］．环境科学学报，２００９，２９（３）：

６４１６４７．

ＨＡＮ Ｙ Ｃ，ＧＵＯ Ｗ Ｄ．Ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ

ｅｍｉｓｓｉｏｎｍａｔｒｉｘｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙｏｆｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｉｃｄｉｓｓｏｌｖｅｄ

ｏｒｇａｎｉｃｍａｔｔｅｒｉｎｔｈｅＪｉｕｌｏｎｇＲｉｖｅｒＥｓｔｕａｒｙ［Ｊ］．Ａｃｔａ

ＳｃｉｅｎｔｉａｅＣｉｒｃｕｍｓｔａｎｔｉａｅ，２００９，２９（３）：６４１６４７．（ｉｎ

Ｃｈｉｎｅｓｅ）

［２４］刘笑菡，张运林，殷燕，等．三维荧光光谱及平行因子

分析法在ＣＤＯＭ 研究中的应用［Ｊ］．海洋湖沼通报，

２０１２（３）：１３３１４５．

ＬＩＵＸＨ，ＺＨＡＮＧＹＬ，ＹＩＮＹ，ｅｔａｌ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙａｎｄｐａｒａｌｌｅｌ

ｆａｃｔｏｒａｎａｌｙｓｉｓｉｎＣＤＯＭｓｔｕｄｙ ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓｏｆ

ＯｃｅａｎｏｌｏｇｙａｎｄＬｉｍｎｏｌｏｇｙ，２０１２（３）：１３３１４５．（ｉｎ

Ｃｈｉｎｅｓｅ）

（编辑　胡玲）
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