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摘要：从利用铜绿微囊藻液人工驯化的活性污泥中分离出一株编号为 Z5的溶藻细菌,通过生理生化实验及 16S rDNA序列分析,鉴定为芽

孢杆菌.研究了 Z5菌对铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa PCC 7806)的溶藻能力,考察了不同生长期的 Z5菌无菌滤液及添加比例对铜绿微

囊藻生长的影响.结果表明,作用 6d后,Z5菌稳定期的无菌滤液对处于稳定期的铜绿微囊藻的去除效果达到 91.36%.在 4%~12%的投加范围

内,无菌滤液的投加量与对铜绿微囊藻生长的抑制作用和溶解作用呈正比.研究表明芽孢杆菌Z5是通过分泌具有部分热稳定性的溶藻活性

物质进行溶藻. 
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Abstract：One algae-lysing bacterium strain named Z5 was isolated from an active sludge microorganism system that was 

artificially domesticated using Microcystis aeruginosa (PCC 7806). The bacterium strain was identified as Bacillus. by the 

physiological and biochemical experiment and the sequence analysis of 16S rDNA. The capability of bacterial lysis of 

Microcystis aeruginosa by Bacillus. Z5 was studied and the influences of the bacteria-free filtrates of Bacillus. Z5 in 

different growth periods and the different adding volumes of the bacteria-free filtrates of Bacillus. Z5 on the growth of 

Microcystis aeruginosa were investigated as well.91.36% of Microcystis aeruginosa in stationary growth period had been 

removed in 6 days after addition of the bacteria-free filtrate of the stationary phase bacterium(Bacillus. Z5). In certain 

range of addition volumes, from 4% to 12%, a positive correlation was found between algicidal activity and addition 

volumes of the bacteria-free filtrates of Bacillus. Z5. Microcystis aeruginosa was lysed by Bacillus. Z5 through most of 

the active algicidal substances which have thermal stability. 
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近年来,由于水体的富营养化而导致的藻类

水华暴发,对人类社会以及水生生态系统产生了

各种危害
[1]
.在对水华防治的研究中,有学者注意

到,水华和赤潮的消亡可能与溶藻细菌的侵染有

关
[2-3]

.溶藻细菌的作用方式一般分为直接溶藻

和间接溶藻.其中,间接溶藻是指细菌同藻竞争有

限营养
[4]
,或细菌分泌胞外物质溶藻

[5]
.利用溶藻

细菌作为水华治理的潜在手段已得到学界的广

泛关注,如史顺玉
[6]
报道了一株能显著抑制水华

束丝藻的生长的溶藻细菌,Kim 等
[7]
分离到一株

新的溶藻细菌,5d内可以去除 90%以上的微型原

甲藻.这些溶藻细菌大多分离自发生水华或赤潮

的自然水体.由于溶藻细菌在天然水体中分布较

少,采用传统方法直接从天然水体中分离比较困

难,本试验从利用铜绿微囊藻液人工驯化的活性

污泥中分离出一株编号为 Z5 溶藻细菌,对其溶

藻特性进行了研究,同时利用16SrDNA序列分析

对其进行鉴定,为实际水华的生态治理提供参考. 
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1  材料与方法 

1.1  藻种及培养基 

铜绿微囊藻 (Microcystis aeruginosa PCC 

7806)由中国科学院南京地理湖泊研究所提供.

溶藻菌种从活性污泥中筛选获得. 

溶藻细菌的富集培养采用牛肉膏蛋白胨培

养基
[8]
,铜绿微囊藻培养采用 BG11 培养基

[9]
.藻

种经活化后,采用 BG11 培养基在 26℃、光照强

度为 2000lx 条件下培养,光暗周期为 12h:12h.采

用血球计数板对铜绿微囊藻细胞浓度进行计数. 

1.2  实验方法 

1.2.1  溶解铜绿微囊藻菌株的分离  溶藻细菌

的分离参见文献[10],具体操作如下:用无菌枪头

吸取 1mL 活性污泥于 9mL 无菌水中,制成 10
-1

稀释液.以此类推分别制成 10
-2
,10

-3
,10

-4
,10

-5
,10

-6
, 

10
-7
,10

-8
稀释液.做平板涂布,将获得的单菌落划

线 3 次以获得纯种.将纯化的各种细菌分别置于

200mL液体培养基中,在 37℃下 180r/min振荡培

养 24h,将所有菌液稀释至相同菌浓度,等体积接

种入一定量铜绿微囊藻藻液中培养,6d 后寻找并

确认藻液明显黄化的样品,将样品所对应的接种

菌株编号并保存.实验用菌株编号为 Z5. 

1.2.2  生长曲线测定  取 100mL牛肉膏蛋白胨

培养基于 250mL三角瓶中,用无菌吸管吸取 1mL

培养 18h的Z5菌培养液于三角瓶中,将其置于振

荡培养箱中振荡培养.培养条件:37℃、180r/min.

其生长曲线的测定参照文献[10]. 

1.2.3  细菌培养物不同处理方式对铜绿微囊藻

生长的影响
[11]

  将 Z5菌的纯培养液、经 0.22µm

滤膜抽滤 2 次的无菌滤液(在平板上划线证明滤

液无菌 )及高温灭菌液 (120℃、0.1MPa 灭菌

20min)各 10mL,分别加入 100mL 铜绿微囊藻藻

液中进行溶藻实验,4d后测定藻密度. 

1.2.4  细菌不同生长期滤液对铜绿微囊藻生长

的影响  根据 1.2.2部分实验所得的生长曲线确

定 Z5 菌株的不同生长期,将 Z5 菌株在 1.1 的培

养条件下经延迟期、对数期、稳定期后培养至衰

亡期 ,分别取各生长期的细菌菌液 10mL,经

0.22µm滤膜抽滤 3次后,加入 100mL处于稳定期

的藻液中,进行溶藻实验.每个实验设 3个平行. 

1.2.5  滤液与藻液的不同投加比例对铜绿微囊

藻生长的影响  取 0,2,4,6,8,10,12mL Z5菌稳定

期的无菌滤液,分别投加进 100mL处于对数期的

藻液中,各设 3个平行实验,每 24h测 1次藻密度. 

1.2.6  生理生化鉴定  革兰氏染色、淀粉水解、

明胶液化、V-P实验、柠檬酸盐实验等生理生化

实验参照文献[10]. 

1.2.7  16S rDNA 序列分析  Z5 菌株的16S rDNA

的提取、扩增和序列检测由南京金斯瑞生物科技

有限公司进行测定 .将所测得的基因序列经

BLAST程序与GenBank核酸数据库进行比对分

析 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).相似的序

列在 ClustalX 软件中进行多重匹配排列分析,用

MEGA4.0 软件中 Neighbor-Joining 方法构建系

统发育树. 

1.2.8  藻去除率的计算  藻的去除率 R定义为: 

 R =(C0－Ce)／C0 (1) 

式中:C0 为对照组铜绿微囊藻浓度,10
6
cells/mL; 

Ce为处理组铜绿微囊藻浓度,10
6
cells/mL. 

2  结果和讨论 

2.1  Z5菌的生长曲线 
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图 1  细菌 Z5的生长曲线 

Fig.1  The growth curve of bacterium strain Z5 

从图 1 可知,Z5 菌株的延迟期约为 2h,对数

生长期为 2~10h,稳定期为 10~38h;38h 后进入衰

亡期.根据文献[10]的代时计算公式得 Z5的代时

G=1.03h.史顺玉等
[12]
报道,溶藻细菌的溶藻活性
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与细菌生长速度和细菌浓度呈正相关.菌株 Z5

代时较短,因此增殖速度快,可以在较短时间内达

到较高的生物量. 

2.2  细菌培养物不同处理方式对铜绿微囊藻生

长的影响 

0

1

2

3

4

5

6

7

对
照

原
菌
液

无
菌
滤
液

高
温
灭
菌
液

藻
密
度
(×
1
0

6

ce
ll
s/
m
L
)

 
图 2  菌液不同处理方式的溶藻效果 

Fig.2  Lytic effects of Z5 bacteria liquids after different 

treatments 

由图 2可见,菌液与经 0.22µm滤膜抽滤 2次

的无菌滤液均有溶藻作用,说明 Z5 菌株的除藻

作用并没有因为去除了菌体而减弱,因此 Z5 菌

株对铜绿微囊藻的溶藻过程可能是通过分泌溶

藻活性物质来实现的.T检验结果显示(表1),原菌

液与无菌滤液之间不存在显著性差异,证实了 Z5

菌株间接除藻的机制.高温灭菌后,溶藻能力显著

下降,但仍远高于对照组,可能是高温使 Z5 菌株

代谢释放的部分溶藻活性物质的性质发生改变,

但 Z5菌株分泌的部分溶藻活性物质具有抗高温

性能.裴海燕等
[13]
对溶藻细菌 P15 所做的研究中

发现该菌可释放某种具有热稳定性的物质溶

藻;Kim 等
[14]
研究了 1 株海洋溶藻细菌 Bacillus 

sp.AB-4,与本研究结果相类似,其释放的溶藻活

性物质的溶藻能力在高温下(100℃)略有降低.目

前已得到分离鉴定的溶藻活性物质种类包括蛋

白质
[2,15]
、多肽

[3]
、氨基酸

[16-17]
、抗生素

[18]
、含

氮化合物
[19]
、生物碱

[20]
、色素

[21]
等.Nobuyuki

等
[22]
发现,对微囊藻具有溶藻效应的溶藻细菌是

通过分泌胞外亲水性非蛋白质类物质杀藻.Z5菌

是通过分泌胞外物质溶藻,且这种溶藻物质具有

一定的热稳定性,可能为非蛋白质类物质.有关

Z5 菌株分泌的溶藻活性物质的结构与性质有待

进一步研究. 

表 1  不同处理组溶藻效果的 T-检验分析结果 

Table 1  T-test between different bacteria liquids under 

different treatments 

项目 原菌液 滤液 高温灭菌液 对照 

原菌液 1    

滤液 0.111 1   

高温灭菌液 0.038* 0.02** 1  

对照 0** 0** 0.002** 1 

注:*在95%置信区间上显著;**在99%置信区间上显著 

2.3  Z5 菌不同生长期滤液对铜绿微囊藻生长

的影响 

细菌在不同生长期的代谢活动和代谢产物

具有较大差异,进而影响了细菌的溶藻能力.本研

究取不同生长期的菌液经过滤处理后投入铜绿

微囊藻液中.根据图 1细菌的生长曲线,本研究选

取 t=2,8,18,40h 时的无菌滤液分别检测 Z5 菌在

生长延迟期、对数期、稳定期和衰亡期的溶藻能

力.结果如图 3所示.从图 3中可以看出,除衰亡期

处理外,其他生长期无菌滤液均表现出显著的除

藻能力,衰亡期无菌滤液则在 36h 后显示除藻能

力,投加滤液 84~108h时,各处理中藻细胞数快速

下降,而后藻细胞数接近稳定.经计算,Z5延迟期、

对数期、稳定期和衰亡期无菌滤液的除藻率分别

达到 73.80%、78.42%、91.36%和 59.57%,说明

采用稳定期的 Z5 菌株溶藻能力最强,且溶藻持

续时间可达 140h,表现出良好的溶藻稳定性. 

Z5菌株从延迟期就开始产生溶藻物质,处于

稳定期的细菌滤液具有较好的溶藻效果,而处于

衰亡期的细菌滤液溶藻效果最弱,只对铜绿微囊

藻的生长具有一定的抑制作用,可能是易利用的

营养物质被消耗殆尽,细菌转而利用包括溶藻物

质在内的胞外分泌物作为二次营养物质维持生

命代谢.关英红等
[23]
比较了细菌对不同时期藻的

溶解效果,在延迟期的铜绿微囊藻液中加入细菌

可以较为有效地控制藻细胞的增殖,而在对数期

和稳定期中加入菌液,其效果不如延迟期显著.本
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实验结果表明,稳定期 Z5 菌株的溶藻效果最强.

所以在控制水华的实际应用中,应采用在藻类生

长的延迟期投加用处于稳定期 Z5菌株制得的无

菌滤液的控藻策略,以获得更好的控藻效果. 
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图 3  不同生长期的 Z5菌株制得的无菌滤液的 

溶藻效果 

Fig.3  The algicidal effect of the bacteria-free filtrates of 

strain Z5 in different growth periods 

2.4  滤液与藻液的不同投加比例对铜绿微囊藻

生长的影响 
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图 4  滤液与藻液不同投加体积对微铜绿微囊藻生长的

影响 

Fig.4  The lytic effect of different addition volumes of 

bacteria-free filtrates of strain Z5 on 

Microcystis aeruginosa 

如图 4 所示,铜绿微囊藻的去除效果与滤液

与藻液间的不同投加比例有很大关系.与不加入

无菌滤液相比,2%加入量对铜绿微囊藻有明显

促进生长作用,说明滤液中溶藻活性物质浓度不

足以对藻的生长产生影响,这可能与滤液中营养

成分被铜绿微囊藻利用有关.当 4%加入量,铜绿

微囊藻的生长在前 5d没有受到明显的影响,在第

6d,铜绿微囊藻的生长出现停滞,表现出了无菌滤

液对铜绿微囊藻生长的抑制作用;当无菌滤液的

投加量为 6%、8%、10%、12%时,处理组的藻细

胞浓度整体上一直低于对照,且随着无菌滤液体

积的投加量逐渐增大,其抑藻和溶藻效果愈加明

显 ,实验进行到第 6d,相对于对照分别去除

36.42%、69.32%、89.27%和 90.51%的藻细胞(表

2).即无菌滤液投加量越多,则溶藻现象越明显,

这与牛丹丹等
[24]
的研究结果相似. 

表 2  6d后不同体积 Z5无菌滤液和细菌培养基对铜绿

微囊藻生长的影响 

Table 2  The effect of different addition volumes of the 

bacteria-free filtrates of Z5 and bacteria culture  

medium on Microcystis aeruginosa in 6 days 

无菌滤液

体积(mL)

藻密度 

(×10
6
cells/mL)

细菌培 

养基体积(mL) 

藻密度

(×10
6
cells/mL) 

去除率 

(%) 

0 16.28±0.57 0 16.28±0.57  

2 19.00±0.3 2 16.2±0.48 ﹣17.28 

4 13.68±0.97 4 16.12±0.22 15.14 

6 9.9±0.03 6 15.57±1.03 36.42 

8 4.62±0.52 8 15.06±0.43 69.32 

10 1.59±0.39 10 14.82±0.75 89.27 

12 1.3±0.525 12 13.7±0.12 90.51 

 

当铜绿微囊藻初始藻密度为 3.6×10
6 

cells/mL时,向藻液中投加 10%处于稳定期的 Z5

菌株制得的无菌滤液,144h 后,稳定期的铜绿微

囊藻的去除率为 91.36%(图 3),而对数期的铜绿

微囊藻去除率为 89.27%(图 4),由此可知,Z5菌株

对稳定期铜绿微囊藻的溶藻效果与对对数期铜

绿微囊藻的溶藻效果相当. 

2.5   Z5菌的生理生化特征及分子生物学鉴定 

Z5 菌在牛肉膏蛋白胨培养基上培养 24h,单

菌落为圆形,乳白色,表面褶皱,干燥不透明,菌体

杆状,可运动,菌体大小(6~8)µm×(14~20)µm(图 5).

革兰氏染色阳性,可以利用淀粉、液化明胶,V-P

实验、柠檬酸盐实验阳性,吲哚、甲基红实验阴

性,不能利用葡萄糖、蔗糖、乳糖产酸产气.PCR
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扩增产物的长度为 1.512kb,图 6为 Z5菌株的电

泳图谱.获得的 16S rDNA序列已在 GenBank注

册,注册号为 lcl|12589,用 Blast程序对 Z5的 16S 

rDNA序列和GenBank中已登录的 16S rDNA序

列进行核苷酸序列同源性比较,结果发现,与多株

芽孢杆菌的同源性极高,达到 99.7%以上,再结合

生理生化指标可以推断出,Z5菌株属于芽孢杆菌

属,Z5菌株的系统发育树见图 7. 

 

 
图 5  Z5菌株扫描电镜图 

Fig.5  Strain Z5 observed by scanning electron 

microscope 

目前,国内外已有一些关于芽孢杆菌溶藻的

报道.裴海燕等
[25]
、晋利等

[26]
、Kim等

[27]
分别不

同介质中分离获得了能够杀死不同类型藻的芽

孢杆菌.本研究显微观察发现,在 Z5 菌株对铜绿

微囊藻的溶藻过程中,藻体颜色渐渐由浓绿转为

淡绿直至变黄,变黄时藻细胞已死亡,溶藻过程表

现为藻体叶绿素含量逐步减少.同时还发现,溶藻

时少数藻细胞在体积上发生变化,与正常藻细胞

相比变大或变小,林伟等
[28]
报道,某些细菌可能

影响藻细胞的形态,使藻细胞大小不一,促使藻细

胞老化.汪辉
[29]
分离得到一株溶藻细菌 YZ,其在

最优溶藻条件下经过 12d 对铜绿微囊藻的去除

率为 85.44%,而 Z5菌 6d内对藻的去除率可达到

90%以上,显示其较强的溶藻能力.另外,Z5 菌延

滞期和代时皆较短,分别为 2h和 1.03h,能够在较

短的时间内增加浓度,达到溶藻的要求. 

  

3000b 
2000b 
1500b 
1000b 

700b 
500b 

300b 

100b  
图 6  菌株 Z5的 16S rDNA PCR扩增产物电泳图 

Fig.6  Electrophoresis pattern of PCR-amplified products 

of strain Z5 16S rDNA 

1 为 Z5 菌株,M 为 Marker(DL3000) 
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图 7  菌株 Z5的系统发育树 

Fig.7  The phylogenetic tree of strain  

3  结论 

3.1  Z5 菌株通过分泌胞外溶藻活性物质达到

除藻效果,且这种溶藻活性物质具有一定的热稳

定性. 

3.2  在牛肉膏蛋白胨液体培养基中,Z5 菌生长

代时 G=1.03h,延迟期约为 0~2h,对数生长期为

2~10h,稳定期为 10~38h;38h后进入衰亡期.Z5菌

株的最佳溶藻时期为稳定期.向铜绿微囊藻液中

加入稳定期 Z5菌的无菌滤液,作用 6d后可使初
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始浓度为 3.6×10
6
cells/mL 左右的铜绿微囊藻液

藻细胞浓度下降 90%以上. 

3.3  在一定的投加比例范围内,无菌滤液相对

于藻液的投加比例越高,对铜绿微囊藻的溶藻作

用越明显. 

3.4  细菌Z5经生理生化和16S rDNA鉴定,与多

株芽孢杆菌的同源性较高,应属于芽孢杆菌属. 
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