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重要生物资源的保护和利用研究安徽省重点实验室!芜湖 *>!"""$

摘#要#研究链霉菌 U@+M 抑藻效应% 以铜绿微囊藻作为受试对象!通过平板实验&液体发酵&链霉菌 U@+M 发酵产

物分析&藻毒素含量测定和水培青菜!探讨链霉菌 U@+M 抑藻效应% 结果发现!链霉菌 U@+M 活菌和过滤除菌后的发酵液

均有抑制铜绿微囊藻生长的能力!第 > 天时接种 ML过滤除菌的链霉菌 U@+M 发酵液抑藻率就达到了 F+($L!且 U@+M 菌

株的发酵液具有很好的热稳定性!乙酸乙酯的萃取 U@+M 菌株发酵液抑藻效果最好!其抑藻物质为脂溶性弱极性物质% 进

一步分析其第 !< 天的抑藻水样!,Pc含量比正常生长的铜绿微囊藻下降了 +!(>L!CPc下降了 !M(>L!藻毒素含量比其

低 <$(FL!继续培养到第 >" 天时都没有回绿现象!且水样清澈% 用杀藻后的水样直接浇灌青菜种子!观察种子萌发数!结

果表明!处理后的水样发芽率为 !""L!发芽势&活力指数&茎长和幼苗鲜重比水对照分别提高 !"k*L&!>$L&!*!L和

$!k+L% 实验表明!用链霉菌 U@+M 抑藻后的水样具有很好的促植物生长和提高植物抗性的效果!为链霉菌以后运用到水

培蔬菜抑藻剂的开发提供了一定的理论基础%
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##随着工业化进程的加快和城市人口的快速增

长!水体富营养化已成为全球范围内的普遍问题!产

生的藻毒素!危害水生植物!动物及人类健康#影响

水体景观和净水工艺等
,!GM-

% 水体富营养化造成水

华现象!铜绿微囊藻 "J0G:?GP2#0286:=;07?28$是引起

水华的主要物种!研制高效抑制其暴发技术
,>-

!已

成为保护水体的重要问题%

工厂化管理生产无公害蔬菜多采用水培蔬菜!

满足人们对蔬菜质量和卫生的要求!但是水培过程

中使用的营养液容易滋生藻!藻的大量生长会与水

培植物争夺养分!影响水培植物的生长发育% 水培

营养液中藻的去除和抑制主要可分为农药&金属离

子和其他物质!包含微生物制剂&木炭&纳米材料

等
,<GF-

!国外研究农药对藻类的抑制比较多
,!"G!!-

!大

量的使用农药来灭藻会对植物生长造成很大的影

响!其次也会造成农药残留!容易形成二次污染!达

不到水培蔬菜无公害的目标%

链霉菌是抗生素的主要生产菌!可以产生各种

各样的生物活性物质!也包括能分泌抑藻物质的菌

株
,!*G!>-

% 因此!本研究采用双层平板法研究 U@+M

菌株抑藻特性!为进一步应用到水培蔬菜水华现象

的处理中奠定基础%

;<材料与方法

;=;<实验材料

铜绿 微 囊 藻 " J0G:?GP2#0286:=;07?28 eR,@CG

F>*$来自中国科学院水生生物研究所%

U@+M 菌株发酵液制备+链霉菌 U@+M!实验室

自主从土壤中分离保存菌种! ),Cg登录号为

oN"M+*!>% 按 <L的接种量将链霉菌 U@+M 菌种

液体种接于高氏
,

号培养基中!*=(< i!!=" 4'

9./

O!

培养 $ ]!备用%

青菜种子+上海抗热 +"< 青菜 "上海虹桥天龙

种业有限公司$%

CB!! 培养基
,!<-

%

;=><实验方法

!(*(!#双层培养法

两种混有不同成分的 CB!! 培养基采用双层培

养法培养已活化的铜绿微囊藻
,!+-

% 见表 !%

采用双层培养法得到的藻平板放入光照培养箱内

培养+温度"*< j!$i!光照强度为 * """ 'Z!光暗比

!* -r!* -%!< ] 后观察藻的生长情况!实验重复 M次%

!(*(*#不同浓度的链霉菌 U@+M 发酵液对铜绿微

囊藻生长的影响

选取 "L&!L&*L&ML和 >L < 个梯度的发酵

液来研究对铜绿微囊藻生长的影响% 具体步骤如

下+在初始浓度为 >(+= f!"

+

个'9̂

O!

的铜绿微囊

藻藻液 *>" 9̂ 中分别加入 "L&!L&*L&ML和 >L

< 个不同体积分数的链霉菌 U@+M 发酵液在人工气

候培养箱中培养% 培养条件+温度"*< j!$i!光照

强度为 * """ 'Z!光暗比 !* -r!* -!每个实验组设 M

个重复% 测定培养 *&>&$ 和 >" ] 藻液叶绿素 5含

量% 采用乙醇丙酮混合萃取法测量藻液叶绿素 5含

量
,!$-

% 叶 绿 素 5含 量 J 按 下 式 计 算+ J l

!*k$+

++M /9

O*(+F+

+>< /9

%

培养 >" ] 后再对上述藻液进一步处理!将上述

培养物在 > """ 4'9./

O!

离心 !" 9./ 后!去除上清

液后放入烘箱内将其烘干测量干重%

!(*(M#链霉菌发酵液活性成分性质的初步鉴定

!$不同温度处理后链霉菌 U@+M 发酵液对抑

藻的影响% 将已培养好的链霉菌 U@+M 发酵液经

过 *<&>"&+"&=" 和 !*! i高温灭菌处理!按照 ML的

接入量接到已培养到浓度为 >(+= f!"

+

个'9̂

O!

的

铜绿微囊藻藻液中% 接入发酵液 $ ] 后测定藻的叶

绿素 5含量变化%

*$不同萃取剂萃取后链霉菌 U@+M 发酵液对

抑藻的影响% 将培养好的 M ^发酵液 > """ 4'

9./

O!

离心 !" 9./!取上清% 分别取 ! ^用等体积的

乙酸乙酯&甲醇和氯仿各萃取 * -!反复 M 次!收取脂

溶性成分合并 !并用<<i旋转蒸发至干 %分别将

表 ;<双层培养法

@074-;<!.%74-40)-&1%45%&-

实验组别 底层培养基 上层培养基

对照 !LCB!! 固体琼脂培养基
<LCB!! 固体琼脂培养基 F" 9̂ h>(+= f!"

$ 个'9̂

O!藻液 !" 9̂

处理组 ! !LCB!! 固体琼脂培养基
<LCB!! 固体琼脂培养基 F" 9̂ h>(+= f!"

$ 个'9̂

O!藻液 !" 9̂ h链霉菌活菌一环

处理组 * !LCB!! 固体琼脂培养基
<LCB!! 固体琼脂培养基 F" 9̂ h>(+= f!"

$ 个'9̂

O!藻液 !" 9̂ h链霉菌发酵原液 < 9̂

*MFM
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M 种水相浓缩物和 M 种脂溶性萃取物以 !L体积比

加入初始浓度为 >(+= f!"

+

个'9̂

O!

的铜绿微囊藻

液中!培养条件如前所述!$ ] 后测定叶绿素 5含量%

!(*(>#链霉菌 U@+M 发酵液抑藻后对水质的影响

链霉菌 U@+M 发酵液按 ML体积比接入初始浓

度为 >(+= f!"

+

个'9̂

O!

的铜绿微囊藻藻液中!抑

藻处理 $ ] 后进行藻液理化性质",Pc!CPc$和藻

毒素含量测定+化学需氧量",Pc$的测定采用催化

快速法#生物需氧量"CPc$的测定采用微生物电极

法
,!=-

#藻毒素含量测定采用 C05T&/ 微囊藻毒素试

剂盒来测定
,!F-

%

!(*(<#链霉菌 U@+M 发酵液处理后的藻液对上海

青种子发芽及对幼苗生长的影响

取使用 ML链霉菌 U@+M 发酵液抑藻后 $ ] 的

水样和正常生长的藻液进行青菜种子浸种!去离子

水为空白对照组% 确定链霉菌 U@+M 发酵液抑藻

后的水样对青菜发芽和幼苗的影响
,*"G*!-

%

><结果与分析

>=;<链霉菌 ZLK? 发酵液对铜绿微囊藻生长的

影响

采用双层培养法 !< ] 后观察铜绿微囊藻生长

状况!见图 ! 所示%

5为对照组#a 为处理组 *"含过滤除菌滤液的平板$ #

T为处理组 !"含活菌的平板$ %

图 !#链霉菌 U@+M 发酵液对铜绿微囊藻生长的影响

e.;(!#7660T:1&6"#:6A#?<PG62U@+M 60490/:5:.&/ '.n3.]

&/ ;4&W:- &6J0G:?GP2#0286:=;07?28

活体菌及其发酵液对铜绿微囊藻的生长均有抑

制效果!加入链霉菌 U@+M 活菌的平板"图 !"T$处

理组 !$仍有铜绿微囊藻生长!而加入过滤除菌后的

发酵液的藻平板抑制效果明显"图 !" a$处理组 *$!

叶绿素破坏!溶藻现象明显% 说明链霉菌 U@+M 过

滤除菌后的发酵液具有很好的抑制效果!对比活菌

处理组效果更加显著%

>=><不同浓度发酵液对藻生长的抑制效果

在铜绿微囊藻中接入不同浓度的发酵液!观察

溶藻效果% 第 > 天时 ML和 >L处理的铜绿微囊藻

液出现明显的溶藻现象!藻液开始变黄 "见图 *

"5$$% 在第 $ 天时!!L和 *L浓度也有一定的溶藻

现象!颜色相比对照开始变淡 "见图 * " a$$% 在第

>" 天时!ML和 >L处理的水样很清!没有回绿现象

"见图 *"T$$#!L和 *L的处理效果不佳"见图 *$%

由图 M 可知!经过链霉菌 U@+M 发酵液处理后

图 *#不同浓度发酵液与藻共培养不同时间后的抑藻效果

e.;(*#R';50G./-.a.:.&/ 0660T:&660490/:5:.&/ 90].39W.:-

5';50T&GT3':340] 5:].66040/:T&/T0/:45:.&/15/] :.901

图 M#不同浓度链霉菌 U@+M 发酵液

对铜绿微囊藻生物量的影响

e.;(M#7660T:&6"#:6A#?<PG62U@+M 60490/:5:.&/ '.n3.]

5:].66040/:T&/T0/:45:.&/1&/ a.&9511&6J0G:?GP2#0286:=;07?28
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的铜绿微囊藻的生物量都有下降!其中链霉菌

U@+M 发酵液接种量为 ML的处理组三角瓶中铜绿

微囊藻生物量下降幅度最大为 ="L!而接种量分别

为 !L&*L和 >L的铜绿微囊藻生物量下降幅度为

+ML&+$L和 $$L%

由图 > 可知!在第 > 天时!ML和 >L的链霉菌

U@+M 发酵液处理后的铜绿微囊藻水样叶绿素 5含

量最低!除藻率就达到了 F<(*L% 在第 $ 天时 ML

和 >L链霉菌 U@+M 发酵液处理后的铜绿微囊藻的

除藻率达到 F+(=L% 在第 >" 天时 ML的链霉菌

U@+M 发酵液处理后的铜绿微囊藻的除藻率达到

!""L!说明随着时间的增加抑藻的效果更佳明显!

并且不会造成藻液再次回绿生长%

图 >#不同浓度链霉菌 U@+M 发酵液

对铜绿微囊藻叶绿素 5的影响

e.;(>#7660T:&6"#:6A#?<PG62U@+M 60490/:5:.&/ '.n3.] 5:

].66040/:T&/T0/:45:.&/1&/ T-'&4&Y- '̀'5&6J0G:?GP2#0286:=;07?28

>=?<不同温度处理对链霉菌 ZLK? 抑藻的影响

由图 < 可知!不同温度处理后的链霉菌 U@+M

发酵液都具有很好的抑藻作用!在 *<&>" 和 +" i处

理时抑藻的活性基本不变% 随着温度的升高抑藻的

能力略有下降!灭菌后的发酵液也具有很好的抑藻

图 <#不同温度处理对链霉菌 U@+M 抑藻率的影响

e.;(<#7660T:&6"#:6A#?<PG62U@+M &/ 5';50G./-.a.:./;

45:05:].66040/::09Y045:340:405:90/:

效果!仍能达到 =F(<L以上的抑藻率!说明链霉菌

U@+M 发酵液抑藻具有很好的热稳定性!推测链霉

菌 U@+M 可能是通过分泌胞外次级代谢产物进行

抑藻% 这与余甜甜等
,**-

从庐山土样中筛选得到一

株放线菌 2Q2""$! 发现其代谢产物在高温下具有较

好的稳定性!在 !"" i水浴 * - 后!溶藻效率仅下降

MF(FL的结果类似%

由图 + 可知!用乙酸乙酯&甲醇和氯仿萃取后的

U@+M 菌株的脂溶性成分对铜绿微囊藻有较强的抑

制作用!萃取后的水相对铜绿微囊藻有一定程度的

抑制作用!而直接用 !L乙酸乙酯做对照!对铜绿微

囊藻生长没有抑制作用% 究其原因因为乙酸乙酯萃

取链霉菌 U@+M 发酵液的有机相中有机物含有抑菌

的成分!这种有机成分被乙酸乙酯从发酵液中萃取分

离于水相"相似相溶原理$!故水相中不含或者含少

量该抑菌有机成分!故水相抑菌效果弱化% 与对照相

比!处理铜绿微囊藻 $ ] 后的叶绿素 5含量分别下降

了 =F(FL&=<(<L和 ="(!L% 通过比较可以看出!乙

酸乙酯萃取可以更好地将 U@+M 菌株的有效成分从

发酵液中提取出来% 这与崔妍等
,*M-

发现放线菌

X,">!* 的发酵液产物采用 !D!"" 体积的乙酸乙酯萃

取杀藻率可达到 =<(<L!推测其是一种极性较小的脂

溶性物质的结果一致#而唐水水
,*>-

的研究则发现!有

机溶剂萃取后的水相具有一定的杀藻效果!因此!推

测杀藻物质是一种极性较大的物质% 通过对 U@+M

菌株发酵液活性物质的初步研究发现!其可耐 !*! i

高温!因此推测发酵液中的抑藻物质应该不是蛋白

质!因为其乙酸乙酯的萃取效果最好!推测其应该是

一种或多种脂溶性弱极性物质%

图 +#乙酸乙酯&甲醇和氯仿萃取 "#:6A#?<PG62

U@+M 提取物的活性比较

e.;(+#,&9Y54.1&/ &65T:.8065T:&410Z:45T:0] 64&9 "#:6A#?<PG62

U@+M a`0:- '̀5T0:5:0!90:- '̀5'T&-&'5/] T-'&4&6&49

>MFM



第 $ 期 刘爱民等+链霉菌 U@+M 的抑藻效应

>=B<链霉菌 ZLK? 发酵液抑藻后对水质的影响

由表 * 可知!实验组的 ,Pc与对照组相比减少

了 +!(>L!,Pc是化学需氧量!往往作为衡量水中

有机物质含量多少的指标!,Pc越大说明水体有机

物的污染越严重!,Pc的减少说明水体中的有机物

质含量大大减少#而 CPc与对照组相比减少了

!Mk>L% 藻毒素含量实验组比对照组要低 <$(FL!

说明发酵液处理后的水样对水体安全的影响较少!

且其 7N,Ĝ?的质量浓度远低于我国生活饮用水卫

生规范和世界卫生组织"U@P$规定的 I!("

!

;'

^

O!

的卫生标准% 使用链霉菌 U@+M 发酵液进行抑

藻可以降低水体污染和减少水体藻毒素的含量!为

用水安全提供支持
,*<-

%

表 ><链霉菌 ZLK? 发酵液抑藻后的水质检测

@074-><Z05-&[%04'5) /-08%&-/-*580(5-&

04+0-3'*M'7'5'.*7) 67(%87$'9:%-ZLK?

测量项
,PcD

" 9;'^

O!

$

CPcD

" 9;'^

O!

$

藻毒素浓度D

"

!

;'^

O!

$

对照组 M"> F($ !(F

实验组 !!$(> =(> "(=

>=F<发酵液抑藻后对青菜发芽的影响

由表 M 可知!抑藻后的水样在鲜重和茎长上明

显要优于直接藻液!分别提高了 M<(FL和 M"(!L%

直接藻液后期也具有一定的促生长作用!可能是因

为藻液培养基中的营养元素促进了植物生长% 与对

照组相比!抑藻后水样的鲜重和茎长比其提高

!*!L和 $!(+L% 说明抑藻后的水样可以促进青菜

幼苗的生长!抑藻后的水样可用于农田灌溉%

表 ?<ZLK? 发酵液抑藻后水样对青菜种子

幼根和幼芽的影响

@074-?<O((-15.(205-&80/,4-0(5-&04+0-3'*M'7'5'.*

7) 67(%87$'9:%-ZLK? .*+&--*

Q-+-5074-88--:&..50*:7%:

处理组 幼苗鲜重D9; 茎长DT9

水"对照$ *!(=M j<(M!T M($$ j"(*"T

直接藻液 M<(<! jM(<!a >(F$ j"(*=a

抑藻后水样 >=(*< j>(M>5 +(>$ j"("<5

##注+表中数据为平均值 j标准差% 同列数据后不同小写字母表

示经检验在AI"("< 水平差异显著#大写字母表示经检验在AI"("!

水平差异显著%

通过表 > 可知!用抑藻后的水样对小青菜进行

浸种! 其 发 芽 势 是 M 种 处 理 组 中 最 高 的! 为

+=k+$L!比对照组用水和直接藻液浸种提高了

!"k*L和 !$($L!活力指数比用水和直接藻液组提

高了 !>$L和 +"(+L!说明种子的活力很强!抑藻后

的水样不会对植物生长造成抑制作用!而具有明显

促进上海青种子发芽的作用% 直接藻液组处理青菜

的发芽势&发芽率和发芽指数都低于水对照组%

表 B<ZLK? 发酵液抑藻后水样对青菜种子发芽的影响

@074-B<O((-15.(205-&80/,4-0(5-&04+0-3'*M'7'5'.*7)

67(%87$'9:%-ZLK? .*+&--*Q-+-5074-88--:+-&/'*05'.*

处理组 发芽势DL 发芽率DL 发芽指数 活力指数

水"对照$ +*(MM j*(<!a !"" M!(*M j"(>Fa !(M> j"(!>T

直接藻液 <=(MM j*(<!a F= M"(MM j"(M"T*("+ j"(!+a

抑藻后水样 +=(+$ j*("=5 !"" M!(F= j"(MF5M(M! j"(!<5

##注+表中数据为平均值 j标准差% 同列数据后不同小写字母表

示经检验在 %I"("< 水平差异显著%

?<结<论

!$链霉菌 U@+M 发酵液和活菌都具有明显的

抑藻效果!当链霉菌 U@+M 发酵液的浓度为 ML时!

对藻的去除率在第 > 天时就可达到 F<L!并且发酵

液具有很好的热稳定性%

*$使用链霉菌 U@+M 发酵液进行抑藻可以降

低水体污染和减少水体藻毒素的含量% 与对照组相

比 ,Pc降低了 +!(>L!藻毒素降低了 <$(FL!种子

的活力指数比对照组要高 !>$L!表明链霉菌 U@+M

抑藻后的水样具有很好的促植物生长和提高植物抗

性的效果!为链霉菌以后运用到水培蔬菜抑藻剂的

开发提供了一定的理论基础%
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