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溶藻细菌 DC2L5的分离、鉴定及其溶藻特性
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摘要 :从滇池蓝藻水华集聚区分离获得一株溶藻细菌 DC2L5,通过形态及 16S rDNA测序分析鉴定为短小芽孢杆

菌。用小白鼠进行生物安全实验 ,小白鼠无中毒症状。研究表明当细菌处于对数生长期时溶藻效果最强 ,共培养

5d使铜锈微囊藻的叶绿素 a含量下降 83133% ,使惠氏微囊藻、绿色微囊藻、水华束丝藻和水华鱼腥藻 4种蓝藻叶

绿素 a下降率最高为 6716% ,最低为 5815% ,平均为 62125%。离心沉降后 ,发现沉淀菌体和无菌上清液对铜锈微

囊藻都有溶藻效果 ,但溶藻效果不及原菌液 ,推测 DC2L5可能是通过直接接触使藻细胞凝聚下沉及进一步的生物

降解 ,同时存在抑制藻细胞生长的胞外分泌物。高温热处理后菌液溶藻作用不明显 ,推测高温可能使菌体或胞外

分泌物质失活。
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　　蓝藻水华暴发时 ,大量的蓝藻漂浮在水面 ,降低

水体的透明度和溶解氧含量。其中某些蓝藻会产生

藻毒素 ,危害生态系统安全 [ 1, 2 ]和人体健康 [ 3 ]。细

菌对有害藻类的溶解作用为生物控藻提供了新的可

能性。溶藻细菌对藻细胞作用的可能方式和机理主

要有以下 5种 :直接接触溶藻、释放杀藻物质、与藻

竞争营养物、形成菌胶膜及进入藻细胞内杀灭藻细

胞 [ 4 ]。溶藻细菌一般从湖泊水体直接分离 ,具有很

好的生态安全性 ,尤其适合在水华发生初期使用 ,在

短期内即可控制藻类生物量或阻止藻类大量增殖 ,

势必成为水华生物防治的一个重要手段 [ 5 ]。近年

来 ,国内外文献中陆续有一些溶藻细菌的相关报道 ,

主要有 :从日本海域分离出的具有溶藻效应的黄杆

菌属 ,从武汉市的 4个池塘分离出的分别属于葡萄

球菌属、芽抱杆菌属、节杆菌属以及欧文菌的溶藻细

菌 ,从海绵固定化微生物系统中分离得到的具有良

好溶藻效应的红球菌 [ 6 ]。溶藻细菌的研究已成为

一个富有挑战性的课题。

滇池是我国著名的高原淡水湖泊 ,自 20世纪

90年代以来 ,滇池蓝藻水华发生的频率和程度都很

严重 [ 7 ]。从滇池分离溶藻细菌的工作本实验室一

直在进行 [ 8—12 ]
,并希望建立起滇池溶藻细菌库 ,为

生物控藻提供技术和资料储备。本实验室已经从滇

池分离出 4株溶藻细菌 [ 9—12 ]
,笔者又从滇池分离到

两株溶藻细菌 ,本文研究其中一株细菌 DC2L5,以期

为利用溶藻细菌控制蓝藻水华提供理论和技术

依据。

1　材料与方法

111　藻种及自然藻华的来源及培养 　实验藻种采

用从滇池水体分离纯化的铜锈微囊藻 (M icrocystis

aerug inosa , FACHB 905 )、绿色微囊藻 (M icrocystis

virid is, FACHB 102)、惠氏微囊藻 (M icrocystis w esen2
berg ii, FACHB 107 )、水华束丝藻 ( A phanizom enon

flos2aquae (L1) Ralfs1)和水华鱼腥藻 (A nabaena flos2
aquae (Lyngh1) B reb1)。前 3种由中国科学院水生

生物研究所藻种保藏中心 ( FACHB )提供 ,后两种由

本实验室分离鉴定并保种 [ 13, 14 ]。水华鱼腥藻用 1 /3

BG11液体培养基 ,其他藻种均用 BG11液体培养基 ,

培养温度为 25℃,光照强度为 150μmol photons/

m
2·s,光暗周期为 16h∶8h。自然藻华采自滇池 ,取

蓝藻聚集区 015m处水样 ,此水样藻细胞含量约为

112 ×10
7

cells/mL,带回实验室分装于 500 mL烧杯

内 ,培养温度和光照条件同藻种。
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112　细菌培养基　细菌增殖用肉汤培养基 ,分离、

纯化和保种用牛肉膏固体培养基 [ 15 ]。

113　溶藻细菌的分离与鉴定　从滇池蓝藻水华集

聚区采集水样 ,将采集的水样通过 018μm的醋酸

纤维滤膜 (上海密粒膜分离技术有限公司生产 )过

滤 ,分别取 10 mL滤液 ,无菌操作注入到 100 mL预

培养 1周的铜锈微囊藻 905中 (此时藻刚进入对数

生长期 ,起始浓度约为 2 ×10
6

cells/mL ) ,对照组注

入 10 mL经 018μm滤膜过滤后高温灭菌的水样 ,

分别混合均匀 ,按 111条件培养 1周。将对照组生

长正常 ,实验组黄化的藻液作为分离溶藻细菌的材

料。取黄化藻液适度稀释 ,平板涂布 , 37℃培养

48h,对平板培养出的众多细菌再划线分离纯化 ,获

得单个菌落。将单个菌落分别接种于肉汤培养基

中 , 37℃振荡培养 24h,取 10 mL菌液加入 100 mL

藻液中 ,按 111培养条件培养 2d后 ,能使藻液黄化

明显的单菌落即为溶藻细菌。菌株的形态鉴定参考

中国科学院微生物研究所细菌分类组编写的《一般

细菌常用鉴定方法》[ 16 ]。16S rDNA序列分析在中

国典型培养物武汉保藏中心进行。

114　DC2L5的毒性检测　参考沈萍主编的《微生

物学实验 》[ 15 ]
,增加其注射剂量。将菌株接种于

肉汤培养基中 ,于 37℃恒温培养箱内培养 24h,取

原菌液作为注射材料。6只生长一致的昆明小白

鼠 (购自武汉大学动物实验中心 ) ,其中 3只各腹

腔注射 015 mL原菌液 (菌浓度约为 107 cfu /mL )作

为处理组 ,另 3只各腹腔注射同量的生理盐水作

为对照组。每组小白鼠正常喂食 ,逐日观察有无

中毒症状。

115　DC2L5生长曲线的测定　细菌生长曲线的测

定参考沈萍主编的《微生物学实验》[ 15 ] ,将 4 mL静

置培养 18h的细菌种子液接种于 100 mL肉汤培养

基中 , 37℃, 100 r/m in振荡培养 ,每隔 2h取样在 600

nm处测定吸光度值。

116　不同阶段的 DC2L5培养物溶藻效果的差异　

由 DC2L5菌株的生长曲线 ,分别选取延缓期、对数

期、稳定期、衰亡期的菌液 10 mL ,分别添加到 100

mL预培养 1周的铜锈微囊藻 905中 ,在 111培养

条件下进行溶藻实验 ,定期测定藻叶绿素 a

含量 [ 17 ]。

117　DC2L5不同添加方式对铜锈微囊藻 905生长

的影响　细菌培养物的 4种添加方式包括 :高温热

处理 ( 121 ℃压力锅内加热 30m in)的菌液、4℃下

8000 r/m in离心 15m in沉降后的菌体 (用无菌水重

悬后加入藻中 )、4℃下 8000 r/m in离心 15m in后的

上清液 (在牛肉膏固体培养基上划线验证此上清液

无菌 )以及未经处理的菌液。100 mL铜锈微囊藻

905中添加 10 mL细菌培养物组分 ,在 111培养条

件下进行溶藻实验 ,分别测定 4d后藻叶绿素 a

含量。

118　DC2L5对惠氏微囊藻、绿色微囊藻、水华束丝

藻和水华鱼腥藻的溶解效果 　细菌 DC2L5于 37℃

培养 24h后 ,按 10%的接种量分别接种到培养 1周

左右的铜锈微囊藻 905、绿色微囊藻 102、惠氏微囊

藻 107、水华束丝藻和水华鱼腥藻中 ,在 111培养条

件下进行溶藻实验 ,测定 4种受试藻的叶绿素 a含

量 ,并计算其下降比例。

119　DC2L5对自然藻华的溶藻试验　500 mL自然

藻华中按菌 :藻体积比 1∶10添加 DC2L5菌液 ,起始

细菌浓度为 612 ×108 cfu /mL,藻浓度为 112 ×107 /

mL。培养条件同 111,定时测定叶绿素含量 ,连续照

相和显微镜观察。

2　结　果

211　溶藻细菌的分离及鉴定　

从滇池分离到两株溶藻细菌 ,本文研究其中一

株细菌 DC2L5。DC2L5在牛肉膏固体培养基上培养

过夜 ,菌落为圆形 ,白色 ,不透明。革兰氏染色为阳

性。电镜观察菌体直杆状 ,两端稍圆 ,单个排列 ,有

少量的端生芽孢 ,有鞭毛 ,能运动。经中国典型培养

物保藏中心通过 16S rDNA分子鉴定为 B acillus

pum ilus,短小芽孢杆菌 ,同源性大于 99% ,鉴定号

为 : CS07060750025001。已有关于短小芽孢杆菌溶

藻的报道 [ 18 ]。

212　DC2L5的毒性检测　

注射细菌 DC2L5的小白鼠四肢运动灵活 ,饮

食未见异常 ,饲养 1周后仍无中毒症状 ,初步显示

该菌株未产生小白鼠中毒毒素 ,具有一定的安

全性。

213　DC2L5的生长曲线　

从图 1可以看出菌株在 0—8h处于延滞期 , 8—

26h处于对数生长期 , 26—36h处于稳定期 , 36h以

后进入衰亡期。参考沈萍主编的《微生物学实

验》[ 15 ]代时计算公式得 DC2L5的 G = 5130h。代时

能够反应细菌的生长速率 ,代时短生长速率快 ,浓度

增长就快。本实验室已证明细菌溶藻与细菌生长速

度和浓度密切相关 [ 11 ]
, DC2L5代时较短 ,可以在较

短时间内增加其浓度 ,满足溶藻的浓度要求。



862　　 水　　生　　生　　物　　学　　报 33卷

图 1　细菌 DC2L5的生长曲线

Fig11　The growth curve of strain DC2L5

214　不同阶段的细菌培养物溶藻效果的差异　

根据图 1细菌 DC2L5生长曲线 ,选取培养 5、

20、31、40h的菌液分别代表延缓期、对数期、稳定

期、衰亡期的 DC2L5菌液。由图 2可见 ,添加处于

对数生长期的菌液时 ,溶藻效果最明显 ,作用 5d铜

锈微囊藻 905的叶绿素 a含量下降了 83133%。加

入对数生长期菌液后 , 12h时在显微镜下观察到有

黄化的藻细胞 , 3—4d细胞全部溶解。细菌处于其

他 3个生长期时也能抑制藻生长 ,稳定期效果强于

衰退期 ,延缓期效果最弱。对数生长期的细菌细胞

代谢活力最强 ,合成新物质的速度最快 ,对不良环境

的抵抗力强。之后细菌经过短暂的稳定期进入衰亡

期 ,此时细菌死亡率增加 ,浓度和生长速度都很低 ,

甚至还有可能发生自溶 ,细菌活性低。郑天凌等 [ 19 ]

比较了细菌对不同时期藻的溶解效果 ,在延滞期藻

中加入细菌可以较为有效地控制藻细胞的增殖。而

在对数期藻中加入同样浓度的细菌 ,其效果不如延

　　　　　

图 2　不同生长期 DC2L5的溶藻效果

Fig12　The effect of DC2L5 of different growth phase on the contents of

　　　　　　 Chl1a ofM 1aeruginosa

滞期显著 ,在细菌加入的最初 ,对藻细胞的生长是有

一定的抑制作用的 ,但随着时间的延长 ,藻细胞逐渐

克服了这种抑制从而密度逐渐增加到接近正常的水

平。本文实验也得出结论当细菌处于对数生长期

时 ,其溶藻效果最强。所以在控制蓝藻水华的实际

操作中 ,如果从藻类延滞期着手 ,添加溶藻效果最好

的对数生长期的溶藻细菌 ,能更好地达到控藻的

目的。

215　细菌培养物不同组分对铜锈微囊藻 905生长

的影响

在铜锈微囊藻 905中接入细菌培养物不同组

分 ,实验 4d后 ,发现各种组分均能使铜锈微囊藻的

叶绿素含量下降 (图 3)。无菌上清液和沉淀菌体各

自的溶藻效果都不及原菌液 ,说明菌体和培养液两

者共同作用溶藻 ,推测该菌可能是通过直接接触导

致藻细胞的凝集及进一步的生物降解 ,同时存在抑

制藻细胞生长的胞外分泌物。本实验室也曾报道过

细菌通过直接接触溶藻 [ 10 ]和分泌胞外物质溶藻 [ 9 ]。

高温热处理后菌液溶藻效果较差 ,叶绿素 a含量仅

下降 11148% ,推测高温可能使菌体或胞外分泌物

质失活。214和 215的实验结果显示不同生长期和

不同添加方式的 DC2L5菌液溶藻效果差异显著

( P < 0105) ,可见在溶藻试验中 ,细菌培养基本身对

溶藻的影响较小。

图 3　细菌 DC2L5不同组分对铜绿微囊藻 905叶绿素 a含量的影响

Fig13　The effects of the different bacterial cultures of strain DC2L5 on

　　　　　　 the Chl. a contents of M. aeruginosa

216　DC2L5对惠氏微囊藻、绿色微囊藻、水华束丝

藻和水华鱼腥藻的溶解效果

滇池蓝藻主要是微囊藻 ,其次为束丝藻和鱼腥

藻 [ 20 ]
,微囊藻中以铜绣微囊藻占绝对优势 ,其次为

惠氏微囊藻、绿色微囊藻。本文实验用的铜锈微囊

藻、惠氏微囊藻、绿色微囊藻、水华束丝藻和水华鱼
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腥藻均自滇池水华中分离并保种 ,表 1结果显示

DC2L5对惠氏微囊藻、绿色微囊藻、水华束丝藻和水

华鱼腥藻都有较强溶藻效果 ,使 4种蓝藻叶绿素 a

含量平均下降 62125% ,为利用 DC2L5治理滇池水

华提供了一定的理论依据。

表 1　四天内 DC2L5对惠氏微囊藻、绿色微囊藻、水华束丝藻和水华鱼腥藻的溶解效果

Tab11　The effect of DC2L5 on the contents of Chl1a of four bloom algae from Lake D ianchi in 4 days

藻种名称 Name of algae 叶绿素 a下降率 Reduction of chlorophyll a contents ( % )

惠氏微囊藻 M icrocystis virid is, FACHB 102 6215 ±210

绿色微囊藻 M icrocystis wesenbergii, FACHB107 6716 ±213

水华鱼腥藻 Anabaena flos2aquae (Lyngh1) B reb1 6014 ±118

水华束丝藻 Aphanizom enon flos2aquae (L1) Ralfs1 5815 ±116

217　DC2L5对自然藻华微囊藻的溶藻实验 　

有研究表明微囊藻形成水华优势的重要原因是

它的群体性 ,因为群体微囊藻与单细胞微囊藻相比 ,

具有高光合特性、高效的无机碳亲和能力和高效的

抗胁迫能力 [ 21 ]。Lovejoy曾指出一些溶藻细菌能够

　　　　　

使宿主细胞变圆、膨胀 ,叶绿体与细胞壁分离 (宿主

为真核藻类 ) ,然后导致细胞溶解 [ 22 ]。林伟等报道

某些细菌可能影响藻细胞的形态 ,使藻细胞大小不

一 ,下沉附底 ,促使藻细胞老化 [ 23 ]。从 DC2L5对自

然藻华微囊藻的溶藻实验推测 DC2L5首先破坏了
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微囊藻的群体性 (图 4和图 6) ,再进一步破坏微囊

藻的漂浮性 ,使微囊藻分散结块、下沉 (图 5) ,最后

降解单细胞藻的色素和释放其他内含物 (图 7)。本

文观察到的溶藻细菌溶解自然藻华的过程 ,为溶藻

细菌治理蓝藻水华提供了进一步的理论和技术

支持。

3　结　论

1)从滇池蓝藻水华集聚区分离获得一株溶藻

细菌 DC2L5,经形态 16S rDNA序列分析鉴定为 B a2
cillus pum ilus;用小白鼠进行生物安全实验 ,腹腔注

射 015 mL、浓度约为 10
7

cfu /mL的菌液 ,小白鼠无

中毒症状。

2)该菌对绿色微囊藻、惠氏微囊藻、水华鱼腥

藻和水华束丝藻均有较强的溶藻能力 ,使 4种水华

蓝藻叶绿素 a 下降率最高为 6716% ,最低为

5815% ,平均为 62125%。

3)当细菌处于对数生长期 ,浓度约为 10
7

cfu /

mL时溶藻效果最强 ,共培养 5d能使起始浓度约为

2 ×10
6

cells/mL的铜锈微囊藻 905的叶绿素 a含量

下降 83133%。

4) DC2L5可能是通过直接接触使铜锈微囊藻

905细胞凝聚下沉及进一步的生物降解 ,同时存在

抑制藻细胞生长的胞外分泌物 ,此物质不耐高温 ;对

于自然藻华则是先破坏群体性和漂浮性 ,再降解单

细胞藻的色素和释放其他内含物。
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ISOLAT IO N, ID ENT IF ICAT IO N AND CHARACTER IZAT IO N O F A STRA IN O F

BL UE2GREEN AL GAE2LY S ING BACTER IUM FROM LAKE D IANCH I

LU Lan2Lan
1, 2

, L I Gen2Bao
1
, SHEN Yin2W u

1
, HU M ing2M ing

1, 2
and L IU Yong2D ing

1

(1. Institu te of Hydrobiology, Chinese Academ y of Sciences, W uhan　430072, China;

2. Graduate U niversity of Chinese Academ y of Sciences, B eijing　100049, China)

Abstract: In this study, one high2effect algae2lysing bacterium was isolated and purified from Lake D ianchi, which was

labled as the strain DC2L5. The effect, host range, biosafety, lysing mechanism and lysing phenomenon of the algae2ly2
sing bacteria were analyzed. Results were as the followings: The strain was identified as B acillus pum ilus by means of mor2
phological observation and 16S rDNA sequence analysis in the CCTCC (China Center for Type Culture Collection) . Toxic2
ity test with mouse p rimarily showed that the strain was non2toxic. 4 kinds of DC2L5 cultures of different growth phases

were added to M icrocystis aeruginosa, and the strongest algae2lytic ability was found in the log phase of DC2L5 cultures,

Chlorophyll a contents in culture ofM icrocystis aeruginosa reduced by 83. 33% in 5 days. For the host range experiment,

4 kinds of dom inant cyanobacteria in Lake D ianchi was researched, and average reduction rates of Chlorophyll a of

62. 25% in cultures ofM icrocystis viridis, M icrocystis wesenbergii, Aphanizom enon flos2aquae and Anabaena flos2aquae was

observed with the highest 67. 6% and the lowest 58. 5% in 4 days respectively. After centrifugation and sedimentation,

both the cells of bacteria and the cell2free suspension had strong algae2lytic activity, but the bacteria culture had the stron2
gest algae2lytic activity, so it maybe showed the strain DC2L5 could directly cause the cyanobacterial cells agglomerated,

sinked down and further lysed while the strain could excrete extra2cellular substances able to lyse cyanobacterial cells. In

order to imp rove the algae2lytic activity of the strain DC2L5 to nature bloom, the bacteria cultures were added to nature

cyanobacterial bloom dom inant with M icrocystis aeruginosa, which were samp led from Lake D ianchi and cultured in the

lab. The result of nature bloom experiment showed the strain DC2L5 firstly disaggregated the cyanobacterial colony,

reduced the floatability, degraded the p igments and then released inclusions of algal cells.

Key words:A lgae2lysing bacterium; B iological control; B acillus; W ater bloom; M icrocystis


