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摘要!从珠海赤潮海水中分离出 ’ 株溶藻细菌 Z(" 和 Z(F$对球形棕囊藻均有显著的溶藻效果B结果表明$溶藻细菌 Z(" 和

Z(F 均为革兰氏阳性菌$对球形棕囊藻的溶解作用时间为 % ?B借助显微镜及扫描电镜等观察 Z(" 和 Z(F 溶藻过程$发现 ’ 株

溶藻细菌的溶藻方式均为直接裂解藻细胞B溶藻细菌 Z(" 和 Z(F 的 "%5 LX,3系列分析表明$溶藻细菌 Z(" 和 Z(F 的 W6/扩

增产物的长度分别为 " F%& RO 和 " )F& RO"登录号分别为 Xb)*"%($ 和 Xb)*"%(&#B菌株 Z(" 和 Z(F 与多株芽孢杆菌的

"%5 LX,3核苷酸序列的同源性在 ##‘$j以上$均归属于芽孢杆菌属B
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!!有害赤潮已经成为当今全球性的海洋灾害$其
造成的环境和经济问题日益引起重视$寻求有效的
赤潮防治途径势在必行 *"$’+B溶藻细菌 "3;VD@E;<NAN
RDM9@LAD#$作为水生生态系统生物种群结构和功能
的重要组成部分$对维持藻的生物量平衡具有非常
重要的作用 **$F+B利用微生物防治藻类危害的方法
逐渐得到重视$特别是细菌对藻类生长影响的机制
研究$已逐渐被人们所关注 *) g$+B有的细菌可以释放
某种物质到环境中$非选择性地杀伤藻类细胞$如铜
绿假单胞菌能分泌吩嗪色素来杀伤藻细胞$另有些
种类的黏细菌可直接与藻细胞接触$通过分泌溶解
纤维素的酶来消化掉宿主的细胞壁$进而使整个藻
细胞溶解’也有极少数种类的细菌可进入藻细胞内
溶藻$如一种似蛭弧菌的细菌能进入铜绿微囊藻的
细胞使其溶解 *& g"(+B近年来$球形棕囊藻赤潮发生
范围在不断扩大$ 危害程度日益严重 *""$"’+ $ 而
UL>NNDDL? 等 *"*$"F+也研究了病毒对球形棕囊藻的杀
灭作用B本研究从珠海赤潮水体中分离出 ’ 株溶藻
细菌 Z(" 和 Z(F$借助显微镜及扫描电镜等分析了

Z(" 和 Z(F 对球形棕囊藻的溶藻效果及溶藻特性$
并通过 "%5 LX,3测序分析$探讨了细菌群落组成B
研究结果有助于人们更好地了解细菌和赤潮藻类相
互作用的过程和机制$以期为赤潮的微生物防治提
供可能的途径和实际指导B

JK材料与方法

JLJ!藻种
球形棕囊藻由暨南大学齐雨藻和吕颂辉教授提

供B藻培养液 SP’ 培养液 *")+ $温度’(m i"m$光照
条件 "’ : 光照t"’ : 黑暗B
JLM!溶藻细菌的分离

用无菌移液管吸取 " G4新鲜的珠海赤潮海水
置于 # G4无菌水中$作为 "( h"稀释液$依此类推$
制成梯度稀释液B将已灭菌尚未凝固的 ’’"%+固体
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培养基"成分为!陈海水" ((( G4(琼脂粉 "( V(蛋白
胨 )‘( V(酵母膏 "‘( V(磷酸高铁 (‘" V’O]q$‘%#
分别倒入培养皿内$待凝固后将不同稀释度的菌悬
液混匀$各吸取 (‘’ G4$置于相应编号的无菌培养
皿内$设置平行对照组$将接种后的平板倒置于*(m
生化培养箱培养 $’ :B将具有明显菌落特征的细菌
从平板上挑离并进行特异性筛选$再次采取分区划
线法$使菌种进一步纯化 *"%$"$+ $记录纯化后的细菌
菌落特征$并进行革兰氏染色鉴定B

将分离纯化获得的细菌分别置于 ")( G4液体
培养基中$"&( L)GA8 h"$*(m下培养 ’F :$以无菌试
管取 "( G4$分别加入到 "(( G4处于对数生长期的
球形棕囊藻的培养液中$应用显微镜观察溶藻效果B
JLN!藻菌关系扫描电镜样品制备

取 )( G4对照组和实验组细胞悬液$ F (((
L)GA8 h"离心 ") GA8$沉淀物用 (‘" G7;)4h"磷酸缓
冲液"O]$‘’#清洗 ’ 次$每次 "( GA8B移入小离心
管中$加 ’‘)j戊二醛固定过夜B磷酸缓冲液清洗 *
次$每次 *( GA8$离心去除上清液$加 "j锇酸固定
"‘) :B磷酸缓冲液清洗 * 次$每次 ’( GA8$离心后去
除上清液B从低浓度到高浓度对细胞进行脱水处理$
乙醇溶液浓度分别是!*(j( )(j( $(j( &(j(
#(j和 "((j$每次脱水 ) GA8B再用 "((j乙醇溶液
清洗 * 次$每次 ’( GA8B细胞团用醋酸异戊酯处理 *
次$每次 *( GA8B以接种针挑出脱水后的细胞团$均
匀涂布于预先处理好干燥的盖玻片上B将涂有细胞
团的盖玻片$有细胞的一面朝上$临界点干燥除去脱
水剂和少量水分B干燥后的盖玻片$用双面胶固定在
铜台上$放入真空喷镀仪的真空罩内进行镀金导电
处理$用电子扫描显微镜观察B
JLO!溶藻细菌生理生化特性(分子鉴定和系统发育
分析

对有显著溶藻效果的 Z(" 和 Z(F 接种培养 ’F
:B检查纯度和浓度后$置于Fm冰箱中备用B取培养
的菌液 "( !4于无菌水中$##m变性后离心取上清
液作 为 模 板$ 采 用 2D̂D/D"%5 LX,3 UDM9@LAD;
.?@89ASAMD9A78 W6/ Â9"67?@,7BX*"(# 进行扩增B使
用 2D̂D/D3VDL7N@[@;X,3W>LASAMD9A78 Â9-@LB’‘(
"67?@,7BX-&()3#切胶回收目的片断$取 ) !4进
行琼脂糖凝胶电泳$以 5@d =7LQDL?(5@d .89@L8D;(5@d
/@T@LN@为引物$对上述回收产物进行 X,3测序B测
序引物序列为!"%5 5@d=7LQDL?! 6[3[6[633666
22332622’ .89@L8D;! 63[63[66[6[[233236’
/@T@LN! 3[2266663[22266332[3$将各菌株的

"%5 LX,3序列提交到 [@8UD8I$与所测的 "%5 LX,3
序列经校对后$通过 U;DN9程序在 [@8UD8I 中核酸数
据进行比对分析B

MK结果与讨论

MLJ!溶藻细菌生长特征
分离获得 "’ 株细菌$分别编号为 Z(" gZ"’B其

中菌株 Z("(Z(F 的培养基生长特征见表 "$可知菌
株 Z(" 菌落为微凸圆形菌落$而菌株 Z(F 菌落为黑
色金属光泽不规则B两者在颜色(光泽及形状方面差
异较为明显B’ 菌株在 ’’"%+液体培养基"成分为!
陈海水" ((( G4(蛋白胨 )‘( V(酵母膏 "‘( V(磷酸
高铁 (‘" V’O]q$‘%#中生长的延滞期约为 ;g’ :$
F :后进入生长对数$*( : 左右进入生长稳定期$
F& :后开始进入消亡期$培养时间超过 " 周$未发现
Z(" 和 Z(F 产芽孢现象B革兰氏"[LDG#染色把细菌
分为革兰氏阴性和阳性 ’ 大类$在细菌的鉴别上起
着重要作用$取菌液进行革兰氏染色$并在光学显微
镜下观察$结果表明 Z(" 和 Z(F 均为革兰氏阳
性菌B

表 JK细菌菌落在固体培养基上的生长特征

2DR;@"!6:DLDM9@LN7S9:@N9LDA8N78 9:@N7;A? G@?A>G

编号 大小 颜色 光泽 菌落表面其他生长特征

Z(" 较大 乳白 闪光
微凸(圆形$边缘整齐(不透
明(规则(细密

Z(F 较大 黑色 金属光泽
凸起(假根状$边缘线状分
布(不透明(不规则(细密

MLM!溶藻细菌 Z(" 和 Z(F 溶藻过程观察

图 JKgRJ 和 gRO 对球形棕囊藻生长的影响
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研究表明 *"&$"#+ $球形棕囊藻细胞计数密度与荧
光吸收强度间呈线性关系B菌藻共同培养体系中细
菌和藻细胞的荧光吸收值变化如图 "B整个实验过
程中$未添加任何细菌的对照"M789L7;#藻细胞保持

%’’
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一定的增殖速度$藻细胞密度随着培养时间延长逐
渐升高B实验组中$将溶藻细菌 Z(" 和 Z(F 在藻培
养对数期的第 " ? 加入至藻培养液中$刚加入时$藻
细胞增殖未受到明显影响$细胞密度逐渐升高$同时
细菌密度也逐渐升高’但到培养第 ’ ?$添加细菌
Z(" 和 Z(F 的实验组中藻细胞开始出现死亡$肉眼
可观察到大量藻细胞沉降于培养瓶底部$镜检发现
藻细胞出现破裂$溶藻效应发生在培养第 ’ ?$此后
藻细胞密度迅速下降$至培养结束$即第 % ?$实验组
中已难以见到正常生存的藻细胞B

通过显微镜直接镜检藻细胞在不同取样时间的
形态见图 ’B图 ’"D#是球形棕囊藻正常细胞’第 "?
在藻培养液中添加 Z(" 对球形棕囊藻生长没有明
显影响$同样显微镜下观察$添加溶藻细菌 Z(" 后
藻细胞形态见图 ’ " R#$没有明显变化B第 * ? 随着
细菌 Z(" 加入和溶藻活性的表现$藻细胞颜色变
浅$内部结构变得较正常细胞松垮$此时藻细胞已经
死亡*图 ’"M#+B到培养末期$即第 % ?$培养液内多
数是破裂的藻细胞碎片*图 ’ " ?#+$培养液未能见
到完整藻细胞$藻培养液变成混浊沉淀B

图 MK溶藻细菌 gRJ 溶解球形棕囊藻细胞
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MLN!溶藻细菌 Z(" 和 Z(F 溶藻效果的扫描电镜
观察

溶藻细菌的作用方式有直接和间接 ’ 种!直接
溶藻$即直接进攻宿主$它需要细菌与藻细胞直接接
触$甚至侵入藻细胞内’间接溶藻$即间接进攻宿主$
主要包括细菌与藻竞争有限营养或细菌分泌胞外物
质溶藻B细菌对藻类的影响主要体现在$一方面细菌
吸收藻类产生的有机物质$并为藻类的生长提供营
养盐和必要的生长因子$从而调节藻类的生长环境$

另一方面细菌也可通过直接的或间接的作用抑制藻
细胞的生长$甚至裂解藻细胞$从而表现为杀藻效
应B应用扫描电子显微镜观察藻细胞形态变化$从图
*"D#可以看出$溶藻细菌 Z(" 和 Z(F 对球形棕囊藻
溶解作用*"D#Z(" 吸附在棕囊藻细胞表面’"R#Z("
溶解棕囊藻细胞’"M#Z(F 吸附在棕囊藻细胞表面’
"?#Z(F 溶解棕囊藻细胞+B溶藻细菌 Z(" 和 Z(F 对
棕囊藻溶藻的作用过程比较相似$均为!#少数几个
溶藻细菌吸附棕囊藻表面’$溶藻细菌聚集增多’%

$’’
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部分棕囊藻表层破裂’&藻细胞内物质溶出$棕囊藻
被溶解B因此$溶藻细菌 Z(" 和 Z(F 的溶藻方式应

该属于上文所述的第 ’ 种方式$即直接裂解棕囊藻
细胞B

图 NK细菌 gRJ 和 gRO 对球形棕囊藻溶解作用扫描电镜图"标尺为 )!G#
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MLO!溶藻细菌 Z(" 和 Z(F 的 "%5 LX,3序列分析
提高溶藻细菌的分离效率和加强溶藻细菌的分

子生物学研究是溶藻细菌研究内容之一B目前
"%5 LX,3序列的相似性分析是细菌定属的关键指
标 *’(+B利用 "%5 LX,3序列分析方法对溶藻细菌进
行鉴定$在分子生物学水平上研究溶藻细菌$能准确
有力地推进溶藻细菌基础研究的发展B由于细菌间
的相互依赖关系和研究者缺乏对细菌特殊营养需求
的了解$有些细菌是不能被分离培养的B而分离溶藻
细菌的一般方法是将样品涂布平板$划线分离$获得
纯培菌株$然后通过溶藻实验进行筛选$这会给分离
溶藻细菌带来了困难B应用 W6/技术可以快速(灵
敏$选择性地扩增微量的 X,3"或 /,3# 片段$
"%5 LX,3序列分析可以揭示微生物种群间的系统
发育关系B本实验通过 W6/技术直接扩增自然水体
中细菌的 "%5 LX,3$经过序列分析$不仅能够鉴定
细菌的类属及亲缘关系$而且可以直接了解自然水
体中细菌多样性和时空分布状况B

溶藻细菌 Z(" 和 Z(F W6/扩增产物的长度分
别为" F%& RO 和" )F& RO$ W6/扩增结果如图 FB使
用 2D̂D/D3VDL7N@[@;X,3W>LASAMD9A78 Â9-@LB’‘(
"67?@,7BX-&()3#切胶回收目的片断$取 ) !4进
行琼脂糖凝胶电泳$结果如图 )B一般来说$细菌杀

藻物质的筛选是通过检测细菌培养物滤液是否具有
溶藻活性的方法进行的B即首先分离细菌$然后通过
溶藻实验确认细菌的培养物滤液是否具有溶藻能
力B本研究对溶藻细菌 Z(" 和 Z(F 的 "%5 LX,3进
行测序$采用 U4352程序与 [@8UD8I 中的已知序列
进行相似性分析$并进行细菌系统发育分析B本研究
中分离的溶藻细菌 Z(" 和 Z(F$序列在 [@8UD8I 中
的菌株编号分别为 UD8IA9$#$##)$UD8IA9$#&((*’登
录号分别为 Xb)*"%($ 和 Xb)*"%(&B研究结果表
明$在海洋环境中$通过培养物获得的 "%5 LX,3序
列与直接从环境中获得的序列是不相同的$这与
5>c>IA等 *’"+的研究结果相类似B

溶藻细菌与赤潮消失有很大关系$如 Z7N:AIDQD
等 *’’+从日本海域分离出的具有溶藻效应的黄杆菌
属B已知的溶藻细菌主要属于 +E4#".-"$)&.-#%)(
.E4#".-"$)&.-#%) 和 2E4#".-"$)&.-#%)( 6=U 群 或
9(.-#"+",)1Y41-’7")(.-#"+",)1群 *’*$’F+ $这些细菌都
是革兰氏阴性细菌$偶有革兰氏阳性细菌的报道$本
研究中分离的溶藻细菌 Z(" 和 Z(F 属于革兰氏阳
性菌B图 % 序列同源性比较和系统发育表明$溶藻细
菌 Z(" 和 Z(F 与多株芽孢杆菌的 "%5 LX,3核苷酸
序列的同源性均在 ##‘$j以上$均归属于芽孢杆
菌属B

&’’



" 期 晏荣军等!’ 株球形棕囊藻溶藻细菌的分离及鉴定

1‘X,31DLI@LX4’(((’ "‘623%"#EZ("’ ’‘623%"#EZ(F’

*‘正对照’ F‘负对照

图 OKJ!"&5=<2-V扩增结果

=AVBF!W6/DGO;ASAMD9A78 7S"%5 LX,3

1‘X,31DLI@LX4’(((’ "‘623%"#EZ("’ ’‘623%"#EZ(F

图 PK回收后的 J!"&5=<

=AVB)!/@M7T@L@? "%5 LX,3

图 !K溶藻细菌 gRJ 和 gRO 的系统发育树

=AVB%!W:<;7V@8@9AM9L@@7S9:@RDM9@LADZ(" D8? Z(F

NK结论

""#从珠海赤潮海水中分离出 ’ 株溶藻细菌
Z(" 和 Z(F$对球形棕囊藻均有显著的溶藻效果$借
助显微镜及扫描电镜等研究了 Z(" 和 Z(F 对球形
棕囊藻的溶藻效果及溶藻过程表明$’ 株溶藻细菌
的溶藻方式均为直接裂解藻细胞B

"’#对溶藻细菌 Z(" 和 Z(F 进行了 "%5 LX,3
测序$ 序 列 在 [@8UD8I 中 的 登 录 号 分 别 为
Xb)*"%($ 和 Xb)*"%(&B菌株 Z(" 和 Z(F 与多株芽
孢杆菌的 "%5 LX,3核苷酸序列的同源性在 ##‘$j
以上$均归属于芽孢杆菌属B
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