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摘要! 为改善对虾养殖水环境!研究了不同阶段的侧孢短芽孢杆菌无菌滤液和颤藻对溶藻效

果的影响% 通过测定溶藻过程中藻体干重$叶绿素 3含量以及藻蓝蛋白含量!探究了溶藻效果

的最佳作用阶段及其作用机理% 结果显示!稳定期和衰亡期的无菌滤液对颤藻的溶藻效果极

为显著!0 J 后颤藻干重分别减少了 73100E$90129E!叶绿素 3含量分别降低了 60162E$

7813/E!藻蓝蛋白含量分别增加了 //173E$/2180E&溶藻细菌无菌滤液对延滞期颤藻的溶

藻效果极显著!0 J 后颤藻干重减少了 6/182E!叶绿素 3含量下降了 68101E!藻蓝蛋白含量

升高了 79130E% 结果表明!侧孢短芽孢杆菌培养至稳定期的无菌滤液对延滞期颤藻的溶藻

效果最好%

关键词! 溶藻细菌& 颤藻& 无菌滤液& 叶绿素 3& 藻蓝蛋白
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44近年来"现代化的高密度养殖使得对虾产业

迅猛发展' 但同时"大量残余饵料及水产动物的

排泄物进入养殖水体"导致养殖水域环境质量急

剧恶化"有害微藻#以蓝藻为主$和病原微生物大

量滋生" 抑制对虾的健康生长" 甚至造成死

亡
(3 51)

' 传统上"利用化学制剂 #铜制剂&除草

剂$可以直接杀死藻类"但其效果往往不明显"并

且专一性差"容易造成二次污染"影响水产品质

量' 目前"微生物调控法
(/ 59)

已越来越多地受到

人们的关注' 溶藻细菌
(7 5:)

因其具有安全&经济&

特异&高效&无二次污染等优点"已成为改善水质

环境的热点' 此外"通过从溶藻细菌中分离提取

高效专一&可生物降解的溶藻活性代谢产物
(8 53/)

已经成为研发杀藻剂的一个新思路'

本课题组从湛江海滨公园的土壤中分离出一

株溶藻细菌"经 36*45%&测序分析"为侧孢短芽

孢杆菌 #P&0/(:%)(''1-'%+0&.-7.&1-$"实验研究了

该菌株的溶藻活性代谢产物对虾池颤藻的溶藻效

果"以期为对虾养殖环境水质的改善提供一定的

理论基础'

34材料与方法

$%$&实验藻种

颤藻 #G-)(''%+.&(% AM1$"由广东海洋大学水

域生态与养殖环境实验室提供"分离于湛江中联

养殖有限公司对虾养殖基地的高位池'

$%'&实验菌种

一株溶藻细菌"分离自湛江海滨公园表层以

下 7 <32 ?: 处的土样中"经生理生化及 36*

45%&测序分析为侧孢短芽孢杆菌' 该菌株由广

东海洋大学水域生态与养殖环境实验室保存'

$%+&培养基

藻类培养基!9D33 培养液
(7)

%细菌培养基!

营养肉汤培养基#%9$

(39)

'

$%,&溶藻细菌不同生长阶段的无菌滤液对颤藻

的溶藻效果

藻类培养44将颤藻藻液按照 /E接种量接

入新鲜的&经过灭菌的 9D33 培养液中' 培养条

件!温度 1: K"光照强度 79

!

:/06#:

1

GA$"盐度

1:"光暗周期 39 I=32 I"M+01: C211' 每天定时
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摇瓶 / 次"预培养时间为 0 J"实验前使颤藻藻液

"5

662

在 2111 <2116 之间' 接种过程严格按照无

菌操作规范进行'

细菌培养及无菌滤液制备44挑取一环经斜

面培养的溶藻细菌"接入新鲜的营养肉汤培养基

#322 :'三角瓶装液量为 72 :'$"于 /2 K"312

46:;B 条件下振荡培养 31 I"得到种子菌悬液'

将种子菌悬液按 /E接种量转接于新鲜的营养肉

汤培养基"于 /2 K"312 46:;B 条件下分别继续振

荡培养 9 I#延滞期$&19 I#对数期$&/6 I#稳定

期$&62 I#衰亡期$

(37)

"得到各生长阶段的细菌发

酵液' 将培养好的发酵液于 9 K"32 222 46:;B

离心 12 :;B"弃菌体收集上清液"然后用 2111

!

:

滤膜过滤两次' 划平板"确定无菌"保存于 9 K冰

箱中备用' 实验前以无菌水调各阶段无菌滤液浓

度"使其 "5

622

在 212/ <2129 之间'

溶藻实验44分别取细菌不同生长阶段的无

菌滤液各 32 :'加入到 32 :'预培养 0 J 后的颤

藻藻液中"并用新鲜 9D33 培养液定容至 322

:'"进行溶藻实验' 对照组中加入 32 :'无菌

水"实验组和对照组各设 / 个平行' 每天定时取

样"测定溶藻效果'

$%/&溶藻细菌无菌滤液对不同生长阶段颤藻的

溶藻效果

藻类培养44预培养时间分别为 / J#延滞

期$&32 J #对数期$&37 J #稳定期$&12 J #衰亡

期$

(37)

' 实验前颤藻藻液分别用各阶段 9D33 培

养液调浓度"使其 "5

662

在 2111 <2116 之间' 各

阶段 9D33 培养液是各阶段藻液经离心去除藻体

后的培养液'

细菌培养及无菌滤液制备44发酵液振荡培

养时间为 /2 I' 实验前以无菌水调无菌滤液浓

度"使其 "5

622

在 212/ <2129 之间'

溶藻实验44设 / 个平行的实验组和对照

组"定容所用 9D33 培养液分别为各阶段 9D33

培养液' 每天定时取样"测定溶藻效果'

$%V&测定指标

藻体干重的测定44每瓶取 :2 :'藻液"用

中速定性滤纸#已于 62 K下烘干 19 I"并称重"记

为 =

2

$抽滤收集藻细胞体"然后将其置于 62 K条

件下烘干 19 I"之后称其干重"记为 =

2

' 则得到

颤藻干重 =#L$ @=

2

5=

2

'

叶绿素 3质量浓度的测定44每瓶吸取 32

:'藻液在 9 222 46:;B 条件下离心 32 :;B"吸弃

上清"再离心 7 :;B"吸弃剩余上清"尽量获得干燥

藻细胞"放入 512 K冰箱中冷冻处理 3 <1 J"待

藻细胞完全裂解后"加入 32 :'体积分数为 82E

的丙酮"充分混匀后"黑暗静置于 9 K冰箱"提取

叶绿素3' 19 I 后的提取液 9 222 46:;B 再离心 32

:;B"取上清液以 82E的丙酮为参比"测定其在

6/2&690&669&072 B:下的吸光度值'

叶绿素 3质量浓度 #:L6'$的计算公式
(36)

如下!

$

93-#5

"(33+:7#M

669

#M

072

$ #3+79#M

690

#M

072

$ #

2+2:#M

6/2

#M

072

$) W

X

3

X

1

G6

#3$

式中"9

669

&9

690

&9

6/2

&9

072

分别为在波长 669 B:&

690 B:&6/2 B:&072 B:下的吸光度值"6

3

为提

取液定容后体积#:'$"6

1

为藻液体积#'$"3 为

比色皿光程#?:$'

溶藻细菌无菌滤液对不同生长阶段颤藻的叶

绿素 3影响效果用藻体去除率#F$表示' 计算公

式
(3:)

如下!

O"(#(

2

#(

.

$ Y(

2

) W322M #1$

式中"$

2

为对照组的叶绿素 3质量浓度"$

0

为实

验组的叶绿素 3质量浓度'

藻蓝蛋白含量的测定44取 32 :'藻液"

9 722 46:;B离心 12 :;B"弃上清"加入 32 :'磷

酸缓冲液#M+012$"充分摇匀"放入 512 K冰箱

冷冻 3 I"取出于 9 K解冻后"在 9 K条件下 9 722

46:;B 离心 32 :;B"取上清液以磷酸缓冲液为参

比"在 671&612 B:处比色"测其吸光度值"根据下

式计算藻蓝蛋白#7-$含量
(3:)

!

(

&(

"2+3:0?

612

#2+2:8?

671

#/$

式中"!

671

&!

612

分别为提取液在 671&612 B:处的

吸光度%$

"$

为藻蓝蛋白质量浓度#:L6'$'

$%0&数据分析

采用 *7** 3012 软 件 对 实 验 数 据 进 行

&%".&方差分析和 '*5多重比较'

14结果

'%$&溶藻细菌不同生长阶段的无菌滤液对颤藻

的溶藻效果

对干重的影响44溶藻细菌不同生长阶段的

无菌滤液对颤藻干重影响极显著#"B2123$' 其

中"培养至稳定期的细菌无菌滤液对颤藻干重影

669
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响最大"0 J 后的颤藻干重为 21231 1 L"与对照组

#21217 9 L $ 相 比 减 少 了 73100E" 与 初 始

#2122/ / L$相比仅增加了 102103E"远小于对照

组的增加量 900110E' 细菌延滞期&对数期和衰

亡期 的 无 菌 滤 液 分 别 使 颤 藻 干 重 减 少 了

3210:E&18130E&90129E#图 3$'

'*5多重比较结果表明"细菌对数期&稳定

期和衰亡期的无菌滤液对颤藻干重的抑制作用同

对照组相比存在极显著差异#"B2123$"而延滞

期的无菌滤液对颤藻干重的抑制作用同对照组相

比差异显著#"B2127$' 9 个实验组之间除了稳

定期和衰亡期的组间差异不显著之外"其余组间

差异均极显著#"B2123$' 因此"细菌各生长时

期的无菌滤液对颤藻干重的抑制效果为稳定期 @

衰亡期 A对数期 A延滞期'

图 $&溶藻细菌不同生长阶段的无菌滤液对

颤藻干重的影响

SAB%$&RFF2;G=:FGJ2=G2>A@2FA@G>5G2:F5@B52"@I=A3B

85;G2>A5 A3AG=DAFF2>23GB>:OGJ=G5B2=:3D>I

O2ABJG=:FD/)"++17*:"1 =C%

44对叶绿素 3含量的影响44溶藻细菌不同生

长阶段的无菌滤液对颤藻叶绿素 3含量影响极显

著#"B2123$ #图 1$' 其中"培养至稳定期的细

菌无菌滤液对颤藻叶绿素 3含量的影响最为强

烈"6 J 后开始呈现下降趋势"0 J 后颤藻叶绿素 3

含量为 21039 :L6'"与对照组#11123 :L6'$相

比减少了 60162E"与初始#21366 :L6'$相比仅

增加 了 //21/3E" 远 小 于 对 照 组 的 增 加 量

3 396138E' 细菌延滞期&对数期和衰亡期的无

菌滤液分别使颤藻叶绿素 3含量减少了3:199E&

91123E&7813/E'

'*5多重比较结果表明"细菌 9 个时期的无

菌滤液对颤藻叶绿素 3含量的影响效果同对照组

相比差异极显著#"B2123$"9 个实验组之间除了

稳定期和衰亡期的组间差异不显著之外"其余组

间均差异极显著#"B2123$' 因此"细菌各生长

时期的无菌滤液对颤藻叶绿素 3的抑制效果为稳

定期 @衰亡期 A对数期 A延滞期'

图 '&溶藻细菌不同生长阶段的无菌滤液对

颤藻叶绿素 5 含量的影响

SAB%'&RFF2;G=:FGJ2=G2>A@2FA@G>5G2:F5@B52"@I=A3B

85;G2>A5 A3AG=DAFF2>23GB>:OGJ=G5B2=:3

;J@:>:CJI@@"5 ;:3G23G=:FD/)"++17*:"1 =C%

44对藻蓝蛋白含量的影响44溶藻细菌不同生

长阶段的无菌滤液对颤藻藻蓝蛋白含量影响极为

显著#"B2123$ #图 /$' 整个实验过程中"各实

验组的藻蓝蛋白含量始终高于对照组' 其中"培

养至稳定期和衰亡期的细菌无菌滤液对藻蓝蛋白

含量的影响较大"呈现出先升高后降低的变化趋

势"最大值均出现在第 7"0 天后藻蓝蛋白含量分

别为 21239 8&21239 6 :L6'"与对照组#21233 3

:L6'$相比仍分别增加了//173E&/2180E' 细

菌延滞期和对数期的无菌滤液分别使藻蓝蛋白含

量增加了 32182E&12160E'

图 +&溶藻细菌不同生长阶段的无菌滤液对

颤藻藻蓝蛋白含量的影响

SAB%+&RFF2;G=:FGJ2=G2>A@2FA@G>5G2:F5@B52"@I=A3B

85;G2>A5 A3AG=DAFF2>23GB>:OGJ=G5B2=:3

CJI;:;I53A3;:3G23G=:FD/)"++17*:"1 =C%
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44'*5多重比较结果表明"细菌 9 个时期的无

菌滤液对颤藻藻蓝蛋白含量的影响同对照组相比

均差异极显著#"B2123$"9 个实验组中除了稳定

期和衰亡期的组间差异不显著之外"其余组间均

差异极显著#"B2123$' 因此"细菌各生长时期的

无菌滤液对颤藻藻蓝蛋白的影响效果为稳定期 @

衰亡期 A对数期 A延滞期'

'%'&溶藻细菌无菌滤液对不同生长阶段颤藻的

溶藻效果

对干重的影响44溶藻细菌无菌滤液对不同

生长阶段颤藻的干重影响极显著#"B2123$ #图

9$' 其中"无菌滤液对延滞期颤藻的干重影响最

大"0 J 后的颤藻干重为 21220 : L"与对照组

# 21213 0 L $ 相 比 减 少 了 6/182E" 与 初 始

#2122/ 8 L$相比仅增加了 88139E"远小于对照

组的增加量 922100E' 无菌滤液导致对数期&稳

定期和衰亡期颤藻干重分别减少了 93172E&

17118E&711/8E'

'*5多重比较结果表明"细菌无菌滤液对延

滞期&对数期&稳定期和衰亡期颤藻的干重抑制作

用的组间差异均极为显著 #"B2123$' 进而得

出"该株溶藻细菌的无菌滤液对 9 个生长时期颤

藻的干重抑制效果为延滞期 A衰亡期 A对数期 A

稳定期'

图 ,&溶藻细菌无菌滤液对不同生长阶段颤藻的干重影响

SAB%,&RFF2;G=:FGJ2=G2>A@2FA@G>5G2:F5@B52"@I=A3B 85;G2>A5 :3D>I O2ABJG=:F

D/)"++17*:"1 =C%A3AG=DAFF2>23GB>:OGJ=G5B2=

44对叶绿素 3含量的影响44溶藻细菌无菌滤

液对不同生长时期颤藻的叶绿素 3含量影响极为

显著#"B2123$#图 7$' 细菌无菌滤液对 9 个生

长时期颤藻的叶绿素 3均有去除效果"并随着溶

藻时间的延长呈上升趋势' 其中无菌滤液对延滞

期颤藻的叶绿素 3去除效果最好"0 J 后叶绿素 3

的去除率达到 68101E' 无菌滤液对处于对数

期&稳定期和衰亡期颤藻的叶绿素 3去除率分别

为 91170E&18103E&7210/E'

'*5多重比较结果表明"细菌无菌滤液对处

于延滞期&对数期&稳定期和衰亡期颤藻的叶绿素

3去除率的组间差异均极显著#"B2123$' 进而

得出"该株溶藻细菌的无菌滤液对 9 个生长时期

颤藻的叶绿素 3去除效果为延滞期 A衰亡期 A对

数期 A稳定期'

对藻蓝蛋白含量的影响44细菌无菌滤液对

不同生长阶段颤藻的藻蓝蛋白含量具有极显著影

响#"B2123$ #图 6$' 整个实验过程中"延滞期

和对数期的对照组中藻蓝蛋白含量持续快速平稳

地上升%稳定期和衰亡期的对照组中藻蓝蛋白含
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量上升缓慢"并逐渐趋于平稳' 9 个时期下的实

验组中藻蓝蛋白含量均始终高于对照组"并呈现

出先升高后降低的变化趋势"最大值均出现在第 7

天"0 J 后藻蓝蛋白含量分别为 21237 :&21237 3&

21232 0&21233 / :L6'"与各对照组相比分别增加

了 79130E&/7101E&83177E&:0107E'

'*5多重比较结果表明"细菌无菌滤液对 9 个

生长时期颤藻的藻蓝蛋白含量的影响同对照组相

比均差异极显著#"B2123$"9 个实验组中除了延

滞期和衰亡期的组间差异显著#"B2127$之外"其

余组间差异均达到极显著#"B2123$水平' 总结

得出"细菌无菌滤液对 9 个时期颤藻的藻蓝蛋白影

响效果为延滞期 A衰亡期 A对数期 A稳定期'

图 /&溶藻细菌无菌滤液对不同生长阶段

颤藻的叶绿素 5 含量影响

SAB%/&RFF2;G=:FGJ2=G2>A@2FA@G>5G2:F5@B52"@I=A3B

85;G2>A5 :3#J@:>:CJI@@"5 ;:3G23G=:F

D/)"++17*:"1 =C%A3DAFF2>23GB>:OGJ=G5B2=

图 V&溶藻细菌无菌滤液对不同生长阶段颤藻的藻蓝蛋白含量影响

SAB%V&RFF2;G=:FGJ2=G2>A@2FA@G>5G2:F5@B52"@I=A3B 85;G2>A5 :3CJI;:;I53A3;:3G23G=:F

D/)"++17*:"1 =C%A3DAFF2>23GB>:OGJ=G5B2=

/4讨论

+%$&溶藻细菌不同生长阶段的无菌滤液对颤藻

的溶藻效果

不同阶段的细菌"其生长和生理代谢状况均

存在很大的差异"细菌的溶藻能力受到细菌所处

生长阶段的影响
(38)

' 晋利等
(30)

发现一株溶藻细

菌 !3 在对数期能够分泌较多的胞外溶藻物质"对

铜绿微囊藻#=()&.),-+(-%0&1>(4.-%$有较好的溶

藻效果' 2;HA<H3B;等
(12)

报道了一株海洋假交替

单胞菌 &17 能够在稳定期产生大量的蛋白质杀

死骨条藻#<@0'0+.408% ).-+%+18$' 刘晶等
(:)

研究

发现两株溶藻细菌 '0 和 '3: 在衰亡期的细菌滤

液对 铜 绿 微 囊 藻 和 水 华 鱼 腥 藻 # !4%:%04%

5'.-%A1%0$的溶藻效果好于对数期和稳定期'

本实验表明"该株溶藻细菌的无菌滤液对颤

藻的抑制作用受到了细菌所处生长阶段的影响'

其中"稳定期和衰亡期的无菌滤液对颤藻的抑制
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效果明显好于延滞期和对数期' 这说明"该株溶

藻细菌能够在稳定期向胞外分泌大量的溶藻活性

物质"并且这些活性物质在衰亡期仍得到了大量

积累#极少部分作为二次营养物被再利用$

(30)

"使

得稳定期和衰亡期的无菌滤液对颤藻有较高的抑

制作用' 对比结果表明"不同种属间的溶藻细菌

向胞外分泌溶藻活性物质的时期以及活性物质在

胞外的累积情况存在很大差异"是影响溶藻效果

的一个重要因素'

+%'&溶藻细菌无菌滤液对不同生长阶段颤藻的

溶藻效果

微藻在一定生长阶段和条件下能够释放抗生

素类物质等胞外分泌物
(13 511)

"降低或消除外界的

干扰迫害' 因此"细菌#或其溶藻活性代谢物$对

不同时期微藻的抑制效果不同' 据报道"一株溶

藻细菌 !3 对处于延滞期的铜绿微囊藻具有较好

地去除作用
(30)

' 周键等
(1/)

指出"细菌 90 滤液对

延 滞 期 的 塔 马 亚 历 山 大 藻 # !'0;%43&(18

+%8%&04-0$和中肋骨条藻的抑藻作用要明显高于

指数期'

本实验结果表明"该株溶藻细菌的无菌滤液

对颤藻的抑制作用受到了颤藻所处生长阶段的影

响' 其中"无菌滤液对延滞期的颤藻具有极高的

抑制作用"并相继高于衰亡期&对数期和稳定期'

延滞期的颤藻"藻细胞对外界的抗性极差"同时极

少或不分泌保护物质"伴随着藻体的生长"营养物

质减少"胞外分泌物逐渐增加%到稳定期"颤藻胞

外分泌物数量达到最大"对外界抗性最强%衰亡期

因藻细胞活力下降"死亡增多"导致胞外分泌物数

量急剧下降' 对比结果表明"微藻在不同生长阶

段对溶藻效果的影响同微藻的种属特性间无明显

的相关性"溶藻细菌#或其活性代谢产物$对延滞

期的微藻有极好的溶解作用'

+%+&叶绿素 5 和藻蓝蛋白变化特点

叶绿素 3和藻胆素是蓝藻中重要的光合色

素' 藻胆素因其同蛋白质紧密结合在一起"故又

总称为藻胆蛋白 # MI=?/R;0;M4/HG;B"797$"主要有

三大类!藻蓝蛋白#MI=?/?=3B;B"7-$&别藻蓝蛋白

# 300MI=?/?=3B;B" &7- $ 和 藻 红 蛋 白

#MI=?/G4=HI4;:"7,$' 在细胞中"797作为重要

的光合作用捕光色素蛋白"其捕获的光能仅按一

个方向传递!7,

)

7-

)

&7-

)

$*'13

(19)

"继而引起

光化学反应' 近年来研究显示"逆境胁迫对微藻

光合作用体系的影响是多方面的"它不仅造成光

合机构的损伤"影响光合电子的传递和光合磷酸

化及其暗反应的相关酶活性
(17)

"也可引起反应光

合强度的色素的变化
(16)

'

本研究得出"相较于对照组"实验组中颤藻叶

绿素 3含量下降"而 7-含量呈现出先增高后降

低的变化趋势"且最终含量仍高于对照组' 该结

果同 DG4RG4

(10)

&于海涛等
(1:)

的研究结果一致'

实验认为"溶藻活性物质的介入"导致颤藻细胞内

光合系统
&

#7*

&

$的 53 蛋白被破坏"电子传递

受阻"严重影响了光能的分配"改变了各色素间的

正常含量和相对比例"致使光合作用效率下降"最

终抑制并溶解颤藻
(/2)

' 另外"有研究表明"降低

捕光色素比例可以增强光合作用
(/2 5/3)

"本实验进

一步表明"捕光色素比例的降低可增强光合作用"

而捕光色素比例的升高可抑制光合作用'

+%,&蓝藻生物控制与对虾健康养殖

对虾养殖池塘富营养化的日益加剧"严重影

响了养殖水体中浮游植物的群落结构' 颤藻因具

有极高的生命力和竞争力"已成为对虾养殖水体

中常见的优势种"大大消耗了对虾生长所需的溶

解氧' 同时"颤藻也能够产生毒素 #微囊藻毒素

及其类似物
(/1)

&蛋白类物质
(//)

等$"使对虾神经

受到毒害
(/9)

' 贺春花等
(/7)

报道了温度&盐度&光

照及 M+对颤藻生长的限制性条件"以期通过环

境因子的调控作用抑制颤藻的生长' 利用生物控

藻技术"向虾池中添加有益菌&藻&菌藻复合物或

活性代谢物质"能够加速对虾养殖水体中的物质

和能量循环"改善养殖水环境"并且抑制病原微生

物的生长"提高对虾的存活率&免疫酶活性及抗病

力
(/6)

' 本研究综合分析显示"侧孢短芽孢杆菌培

养至稳定期的无菌滤液对延滞期的颤藻有极强的

抑制效果"这为对虾养殖环境中蓝藻的控制提出

了一个有效的生物技术方法'
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