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三株溶藻细菌胞外溶藻活性物质若干分离 
特性的研究 
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摘  要: 为了探索新分离到的 3 株溶藻细菌胞外溶藻活性物质的分离特性, 选择了对水华鱼腥藻

生长无抑制作用的淀粉培养基培养溶藻细菌。采用透析、乙醇沉淀、有机溶剂萃取、活性炭吸附

与解吸等方法对其分离特性进行了研究。溶藻细菌 L7 的溶藻活性物质的分子量小于 3.5 kD, 溶藻

细菌 L8、L18 的溶藻活性物质的分子量在 3.5 kD~7 kD 之间; 3 株溶藻细菌的胞外溶藻活性物质不

能用乙醇沉淀法完全分离; 3 株溶藻细菌的溶藻活性物质具较好的亲水性和较强的极性, 且都不能

被活性炭吸附。 
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Abstract: Three algae-lysing bacteria (L7、L8、L18) have been isolated. We used starch medium, which 
has no passive effect on growth of the Anabaena flos-aquae as cutivate medium. After being cultivated 
for 4d on a reciprocal shaker at 30℃ and a speed of 100 r/min, the cultivate broth were centrifugated at 
a speed of 4000 r/min for 20min、filtrated with 0.22 μm membrane, and condensed by vacuum rotary 
evaporator at 65℃. The sterile condensed bacteria-free filtrate obtained are dialysed, sedimentated by 
ethanol, extracted by organic solvents, absorbed by activated carbon. The molecular weight of the ex-
tracellular algae-lysing components of L7 are less than 3.5 kD, while the molecular weight of extracel-
lular algae-lysing components of L8 and L18 are between 3.5 kD~7 kD; ethanol can not separate ex-
tracellular algae-lysing components from other componets efficiently; carbon tetrachloride can separate 
the extracellular algae-lysing components of L7 into water-layer efficiently, while petroleum ether can 
separate the extracellular algae-lysing components of L8 and L18 into water-layer efficiently, the ex-
tracellular algae-lysing  
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作为富营养化水体藻类生物防治的可能途径之

一, 利用溶藻细菌来防治水华和赤潮, 已受到广泛
关注[1−3]。国内外已报道了十几种溶藻细菌。国外对

溶藻细菌的溶藻机理、溶藻活性物质的分离、提纯

和鉴定有较为深入地研究 [1−13], 且已有相关专利的
申请[13]。目前国内文献主要集中于对溶藻细菌的分

离、鉴定及溶藻现象的描述[14−17], 对其溶藻活性物
质有关性质的研究尚处于起步阶段[18−20]。大部分溶

藻细菌的溶藻活性物质尚未被纯化和鉴定, 从而限
制了对溶藻细菌溶藻机制的进一步研究和应用。作

者所在课题组曾分离鉴定出 3 株新的溶藻细菌 [17], 
本文采用透析袋透析、乙醇沉淀、有机溶剂萃取、

活性炭吸附与解吸等方法初步探索了 3 株溶藻细菌
胞外溶藻活性物质的分离特性, 为有效地分离、纯
化溶藻活性成分奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  溶藻细菌 
来自我们课题组从广州城区某富营养化池塘

筛选出的 3株溶藻细菌, 编号分别为 L7、L8和 L18。
L7 和 L8 属于蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus); L18 
属于短小芽孢杆菌[17](Bacillus pumilus)。L7、L8和
L18 菌株 PCR 扩增产物的长度分别为 1454bp, 
925bp, 1438bp。各菌株在 GenBank 的登录号分别
为 DQ459876(strain L7)、DQ486872(strain L8)和
DQ459877(strain L18)。菌种以牛肉膏蛋白胨斜面培
养基于 4℃冷藏保存。 

1.2  供试藻种 
选用的藻种为蓝藻中的水华鱼腥藻(Anabaena 

flos-aquae), 来源于中国科学院水生生物研究所藻
种保藏中心。藻种经活化后, 在 23℃±0.5℃, 光照
强度3000 Lux, 光暗周期比14 h:10 h条件下, 用BG11
培养液[19]培养, 且各操作步骤均在无菌条件下进行。 

1.3  仪器和试剂 
人 工 气 候 箱 (LRH-250-GS); 生 化 培 养 箱

(LRH-250-A); 大容量恒温摇床(DHZ-CA); 紫外可
见分光光度计 (TU-1800SPC); 低速台式离心机
(TDL-40B); 旋 转 蒸 发 仪 (Heidolph LABOROTA 
4011 digital); 旋 片 真 空 泵 (ZXZ-2); 透 析 袋
(RC-25-3500、RC-16-7000, 上海绿鸟科技发展有限
公司); 真空干燥箱(DZF-6051)。 

实验所用药品均为分析纯。包括可溶性淀粉、

K2HPO4、NaCl、MgSO4·7H2O、(NH4)2SO4、NaNO3、

EDTA、K2HPO4·3H2O、Na2CO3、MgSO4·7H2O、
CaCl2·2H2O、柠檬酸、柠檬酸铁铵、H3BO3、MnCl2·H2O、
ZnSO4·7H2O、CuSO4·5H2O、Na2MoO4·2H2O、Co(NO3)2· 
6H2O、石油醚、乙酸乙酯、四氯化碳、无水乙醇、
异戊醇、颗粒活性炭。 

1.4  溶藻细菌培养基的选择 
为了方便后续溶藻活性物质的分离、纯化和鉴

定工作, 培养基的成分应该尽量简单明确。相对于
牛肉膏蛋白栋和 PY培养基[6]等培养基而言, 淀粉培
养基[22]成分简单、明确, 利于后续分离、纯化工作
的进行。 

为了判断溶藻细菌的溶藻活性物质对水华鱼腥

藻生长的影响, 就必须选用对水华鱼腥藻生长无明
显抑制作用的培养基。为此, 设计 L8(27)5因素 2水
平的正交实验, 考察淀粉培养基及其中各成份对水
华鱼腥藻生长的影响。对照为无菌水, 每组设置两
个平行。正交实验因素设置见表 1, 实验设置见表 2。 
 

表 1  正交实验的因素设置表 
Table 1  Factor setup in orthogonal test (g) 

Factors 
                                                                                  

Levels Starch 
medium K2HPO4 NaCl MgSO4·7H2O (NH4)2SO4

 A B C D E 

1 10 1 1 1 2 

2 0 0 0 0 0 

 
表 2  正交实验设置 

Table 2  Setup of the orthogonal test 
Factors 

                                                               Arrangements 
A B  C D E  

1 1 1 1 1 1 1 1

2 1 1 1 2 2 2 2

3 1 2 2 1 1 2 2

4 1 2 2 2 2 1 1

5 2 1 2 1 2 1 2

6 2 1 2 2 1 2 1
7 2 2 1 1 2 2 1

8 2 2 1 2 1 1 2
 

1.5  无菌滤液和无菌浓缩液的制备 
分别用 5 mL 无菌水从每支保存有溶藻细菌的

斜面培养基上洗脱菌苔, 菌悬液再按 1 : 10 的比例
接种入液体淀粉培养基中。将接种后的液体培养基

装入已灭菌的具塞锥形瓶中, 置于大容量恒温摇床
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中。以 30℃恒温、100 r/min转速, 振荡培养 4d后, 以
4000 r/min 离心 20 min, 收集上清液。上清液再经
0.22 μm 微孔滤膜抽滤 2 次, 以平板法检验无菌后, 
制成溶藻细菌无菌滤液(以下简称无菌滤液)。 

取无菌滤液 , 经旋转蒸发仪 65℃真空旋蒸浓
缩、至约原体积的 1/2, 得 2倍无菌浓缩液; 继续浓
缩至原体积的 1/10, 得 10倍无菌浓缩液。将所得无
菌浓缩液装入已灭菌的具塞锥形瓶中, 于 4℃冷藏
备用。 

1.6  活性物质的分离特性研究 
1.6.1  透析:  取 10倍无菌浓缩液 10mL, 装入截留
分子量分别为 3.5 kD和 7 kD的透析袋中, 将透析袋
放入盛有 300 mL蒸馏水的 1000 mL塑料杯中。以
30℃恒温、100 r/min的转速在摇床中振荡透析 24 h。
透析期间每隔 8 h更换 1次蒸馏水。透析完成后, 收
集透析袋内溶液(透析样), 经 1×105 Pa 高压灭菌
20 min后, 用无菌水定容至 20 mL。 

另取 10倍无菌浓缩液 10 mL, 经 1×105 Pa高
压灭菌 20 min后, 用无菌水定容至 20 mL, 作为对
照。比较定容后的透析样和无菌浓缩液的溶藻    
效果。 

1.6.2  乙醇沉淀:  取 2倍无菌浓缩液 100 mL, 加入
300 mL无水乙醇, 常温下静置 10 min, 以 4000 r/min
转速离心 20 min, 收集上清液和沉淀。 

取上清液, 经 65℃真空旋蒸浓缩至 100 mL后,
再次加入 300 mL的无水乙醇, 常温下静置 10 min, 
在 4000 r/min条件下, 离心 20 min, 收集上清液和沉
淀。将上述步骤再重复 1 次。取上清液, 经 65℃真
空蒸发至干后, 用少量蒸馏水溶解残留固体, 得到
溶解相。 

将上述各沉淀用蒸馏水溶解后合并, 经 65℃真
空蒸发掉残留的乙醇, 得到沉淀相。将溶解相和沉
淀相分别经 1×105 Pa高压灭菌 20 min后, 用无菌水
定容到相同体积, 比较两相的溶藻效果。 
1.6.3  有机溶剂萃取:  一些学者采用不同的有机
溶剂, 通过萃取的方法实现对溶藻活性物质的初步
分离。Ehud[4], Yoshikawa[3], Shinya[5]用乙酸乙酯处理

菌液, Yamamoto[21]用 50%甲醇-水(1.25L/0.7L; V/V)
处理菌液 , Wang[20]将无菌滤液酸化后 , 用 CHCl3- 
MeOH(1:1, V/V)萃取, 龚良玉[18]用氯仿萃取菌液中

的溶藻活性物质。本研究中, 我们采用了 3 种极性
不同的有机溶剂(石油醚、四氯化碳、乙酸乙酯)处
理 3株菌的无菌浓缩液, 以判明活性物质的极性。 

取 3份 50 mL的 2倍无菌浓缩液, 每份分别用
100 mL石油醚、四氯化碳、乙酸乙酯反复两次进行
过夜静置萃取, 分别收集水相和有机相。水相经旋
转蒸发仪 65℃真空蒸发掉残留的有机溶剂。有机相
经 65℃真空蒸发至干后, 用少量蒸馏水溶解残留固
体。两相分别经 1×105 Pa高压灭菌 20 min后, 用无
菌水定容至相同体积。比较两相的溶藻效果。 

1.6.4  活性炭吸附与解吸:  取 10 倍无菌浓缩液      
10 mL, 加入 30 g活性炭和 100 mL蒸馏水, 以 30℃
恒温、100 r/min 转速在摇床中振荡 24 h 后 , 以    
4000 r/min转速离心 20 min, 收集上清液(上清液 A)
和  活性炭。用蒸馏水漂洗活性炭, 搅拌摇匀后静
置  30 min, 以 4000 r/min转速离心 20 min, 收集活
性炭。在活性炭中加入 300 mL异戊醇, 搅拌、摇匀, 
静置 24 h, 以 4000 r/min转速离心 20 min, 收集上清
液(上清液 B)。 

上清液 A 经 65℃真空旋蒸浓缩至小于 20 mL,
上清液 B经 65℃真空蒸发至干后, 用少量蒸馏水溶
解残留固体。上清液 A和上清液 B分别经 1×105 Pa
高压灭菌 20 min, 用无菌水定容至 20 mL。比较两
者的溶藻效果。 

1.7  溶藻效果的判断 
将 1.6.1至 1.6.4中定容后的样液(透析样、无菌

浓缩液、溶解相、沉淀相、水相、有机相、上清液

A、上清液B)均分别与藻液以 1 : 1的体积比混合, 立
即测定混合液叶绿素 a 的含量, 作为初始值。各菌
株的不同处理组均以液体淀粉培养基替代样液作 
为对照。5 d后测各混合液的叶绿素 a含量。通过对比
5 d前后叶绿素 a(Chla)含量的变化来考察溶藻效果[8]。 

叶绿素 a 含量的测定采用胡先文等使用的测定
方法[23], 只是将测定步骤中的“用 90%乙醇手工研
磨萃取”改成“用 90%乙醇直接萃取”[24]。 

2  结果与讨论 

2.1  溶藻细菌培养基的选择 
正交实验的结果见表 3。5 d后对照的叶绿素 a

含量为 1.10 mg/L, 对表 3的数据进行方差分析: 培
养基各组分与对照间均不存在显著性差异(P<0.05),
但淀粉培养基与对照间存在显著性差异 (P<0.05), 
对水华鱼腥藻的生长具有促进作用, 5 d后叶绿素 a
含量相比对照增加了 66.78%。可见, 淀粉培养基及
其中各组分对藻生长均没有明显抑制作用, 藻在淀
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粉培养基中可以正常生长。因此, 本研究选用淀粉
培养基作为溶藻细菌的培养基。 

吕伟英等通过基本培养基各成分对铜绿微囊藻

DS的作用研究发现, 培养基中的葡萄糖成分对藻有
抑制作用, 且这种抑制作用与培养基中的葡萄糖浓
度密切相关 , 当培养基中葡萄糖的浓度在 0.1g/L~ 
0.4 g/L 时, 藻细胞生长受到抑制。当用柠檬酸三钠
取代葡萄糖后, 铜绿微囊藻在改良后的培养基中生
长正常, 与对照组相比无显著性差异(P<0.05)。用改
良的培养基富集水样中的溶藻微生物, 并用此培养
液直接感染宿主藻, 一周内即可初步快速检测是否
含有溶藻细菌。此种方法既排除了培养基的干扰因

素, 又迅速增加了溶藻细菌的生物量, 并可大量收
集细菌分泌的胞外物质, 为溶藻细菌尤其以分泌物
质的溶藻细菌初步筛选提供了一条快捷、有效的途

径[16]。结合本研究, 可以考虑使用淀粉培养基作为
将来筛选新溶藻细菌的一种培养基。但是, 这种培
养基对某些细菌来说可能属于一种寡营养成分的培

养基, 不能满足其生长。因此, 若想有效筛选到多种
溶藻细菌, 还需摸索培养基的改良。 
 

表 3  正交实验结果 
Table 3  results of the orthogonal test 

Arrangement 1 2 3 4 5 6 7 8 

Chla (mg/L) 3.21 2.64 1.79 0.81 1.01 1.80 0.98 1.21

 
2.2  透析 

10 倍无菌浓缩液经截留分子量为 7 kD 的透析
袋透析后, 透析样都无溶藻效果(图 1)。经截留分子
量为 3.5 kD的透析袋透析后, L7的透析样仍无溶藻
效果, L8、L18的透析样的溶藻效果和各自的无菌浓
缩液无显著性差异(P＜0.05)。据此判断: 除 L7的溶
藻活性物质的分子量小于 3.5 kD外, L8和 L18的溶
藻活性物质的分子量都在 3.5 kD~7 kD之间。 

Lee 等发现的一株假交替芽孢杆菌, 其产生的
对硅藻有溶藻效果的丝氨酸蛋白酶 , 分子量为   
50 kD[1]。Nobuyuki等人发现一株蜡状芽孢杆菌, 其
产生的胞外非蛋白质类物质对铜绿微囊藻具有溶藻

效果, 通过透析判断出其分子量在 2 kD以下[6]; Kim
等分离出一株溶藻细菌(AFK-13), 其无菌滤液中分
子量为 50 kD~100 kD的蛋白质类物质, 对水华鱼腥
藻具有显著溶藻效果[11]。与他们的研究不同, L8和
L18的溶藻活性物质的分子量在 3.5 kD~7 kD之间,

推断其可能是一种新的活性物质。 

 

图 1  无菌浓缩液和透析样的溶藻效果 
Fig.1  Algae-lysing effect of sterile bacteria-free filtrate and 
dialysate 
L7、L8、L18: 来源于各菌的无菌浓缩液; starch medium: 对照; I:
初始值; SF: 无菌浓缩液; 3.5 kD: 经 3.5 kD透析袋透析所得透
析样; 7 kD: 经 7 kD透析袋透析所得透析样 
L7、L8、L18: from sterile condensed bacteria-free filtrate of each 
bacterium; starch medium: control; I: initial data; SF: sterile con-
densed bacteria-free filtrate; 3.5 kD: dialysate after dialysed by 3.5 kD 
membrane; 7 kD: dialysate after dialysed by 7 kD membrane 

 
2.3  乙醇沉淀 

经乙醇处理后, 3株溶藻细菌的 2倍无菌浓缩液
的溶解相和沉淀相均有一定的溶藻效果(图 2): L7、
L18的溶解相较沉淀相有更好的溶藻效果, 而 L8相
反, 其沉淀相比溶解相有更好的溶藻效果。3株菌的
溶藻活性物质不能用乙醇沉淀法完全分离, 且 L8的
溶藻活性物质可能与 L7、L18的溶藻活性物质有所
不同。 

 

图 2  溶解相和沉淀相的溶藻活性 
Fig. 2  Algae-lysing effect of soluble solids and sedimentation 
L7、L8、L18: 来源于各菌的无菌浓缩液; starch medium: 对照; I:
初始值; SS: 溶解相; SE: 沉淀相 
L7、L8、L18: from sterile condensed bacteria-free filtrate of each 
bacterium; starch medium: control; I: initial data; SS: soluble solids; 
SE: sedimentation 
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在水溶液中, 乙醇会使许多蛋白质、核酸、多
糖等沉淀下来[25], 3 株溶藻细菌的溶藻活性物质不
排除有上述物质的可能, 也许它们是由多种物质组
成, 也可能是某种不能被乙醇分离的单个物质。 

2.4  有机溶剂萃取 
2 倍无菌浓缩液经石油醚、四氯化碳和乙酸乙

酯萃取后, 水相都有一定的溶藻效果, 有机相都无
溶藻效果(图 3)。在上述 3种有机溶剂萃取后所得的
水相中, 对于 L7菌液, 5 d后叶绿素 a去除率分别为: 
23.98%、55.25%、45.73%, 以四氯化碳水相溶藻效
果最好、乙酸乙酯次之; 对于 L8菌液, 5 d后叶绿素
a 去除率分别为: 84.79%、9.86%、15.35%, 以石油
醚水相效果最好; 对于 L18菌液, 5d后叶绿素 a去除
率分别为: 80.06%、11.92%、14.80%, 和 L8类似, 以
石油醚水相效果最好。四氯化碳可以有效地将 L7
中的溶藻活性物质分离到水相, 石油醚可以有效地
将 L8和 L18的活性物质分离到水相。3种有机溶剂
的极性由小到大为: 石油醚<四氯化碳<乙酸乙酯。
乙酸乙酯为中等极性的有机溶剂[26], 其有机相不能
萃取到 3 株溶藻细菌的活性物质, 表明这 3 株溶藻
细菌的活性物质都具有较强的极性。 

已报道的溶藻细菌产生的溶藻活性物质中, 既
有亲脂性的、也有亲水性的, 还有的同时具备亲脂
和亲水两亲性。Ehud 发现 1 株弧菌(Vibrio shiloi)  
能合成并分泌一种亲脂性的胞外多肽(毒素 P), 该 
毒素能够导致虫黄藻的死亡[4]。Shinya 发现 1 株假
单胞属的细菌 K44-1, 其产生的胞外亲脂性物质
Harmane, 对蓝藻、绿藻门的部分藻类具有溶  藻活
性[5]。 

Yoshikawa 筛选出一株对蓝藻有溶藻效应的细
菌(Vibrio sp.), 其溶藻活性物质在以下 3种溶剂系统: 
乙酸乙酯-异丙醇-菌液(5:6:4, V/V/V)、二氯甲烷-甲醇-
菌液(8:3:10, V/V/V)、n-丁醇-乙酸-菌液(4:1:5, V/V/V)
中表现出强亲水性, 不能被萃取到溶剂系统的有机
相[3]。Nobuyuki 发现一株蜡状芽孢杆菌, 其无菌滤
液中的亲水性非蛋白质类物质, 对铜绿微囊藻和绿
色微囊藻具有溶藻效果[6]。本研究中的 3 株溶藻细
菌产生的溶藻活性物质, 同样具有亲水性。 

Wang等发现的 1株铜绿假单胞菌, 其所产生的
鼠李糖脂类生物表面活性剂, 对许多海洋赤潮藻如
东海原甲藻、赤潮异湾藻等有抑制和杀伤作用, 该
表面活性剂具备亲脂和亲水两亲性[20]。 

 

图 3  有机相和水相的溶藻效果 
Fig. 3  Algae-lysing effect of water-layer and organic-solvent- 
layer 
a: 石油醚萃取结果; b: 四氯化碳萃取结果; c: 乙酸乙酯萃取结果 
a: results of petroleum ether; b: results of carbon tetrachloride;    
c: results of ethyl acetate 
L7、L8、L18: 来源于各菌的无菌浓缩液; starch medium: 对照;  

I: 初始值; OL: 有机相; WL: 水相 

L7、L8、L18: from sterile condensed bacteria-free filtrate of each 
bacterium; starch medium : control; I: initial data; OL: organic- 
solvent-layer; WL: water-layer 

 
2.5  活性炭吸附与解吸 

10倍无菌浓缩液经活性炭吸附后, 上清液 A仍
有较好的溶藻活性, 但相对于原浓缩菌液, 溶藻活
性有所降低(图 4)。可能是处理过程中存在一定的损
失。而经异戊醇洗脱、解吸后, 离心所得的上清液 B
没有溶藻活性。这表明 3 株溶藻细菌产生的溶藻活
性物质不能被活性炭吸附。这与 Yoshikawa 的研究
结果相似, 他筛选出 1 株对蓝藻有溶藻效应的细菌
(Vibrio sp.), 其产生的亲水性溶藻活性物质 β-氰基- 
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L-丙氨酸, 也不能被活性炭所吸附[3]。 

 

图 4  上清液 A和上清液 B的溶藻效果 
Fig. 4  Algae-lysing effect of supernatant A and supernatant B 
L7、L8、L18: 来源于各菌的无菌浓缩液; starch medium: 对照;  
I: 初始值; SF: 无菌浓缩液; SA: 上清液 A; SB: 上清液 B 
L7、L8、L18: from sterile condensed bacteria-free filtrate of each 
bacterium; starch medium: control; I: initial data; SF: sterile con-
densed bacteria-free filtrate; SA: supernatant A; SB: supernatant B 
 

3  结论 

1) 溶藻细菌 L7 的溶藻活性物质的分子量小  
于 3.5 kD, 而 L8, L18的溶藻活性物质的分子量在
3.5 kD~7 kD之间。 

2) 3 株溶藻细菌的溶藻活性物质和非活性物质
不能用乙醇沉淀法完全分离。对于 L7和 L18, 溶解
相溶藻活性物质居多, 而对于 L8, 沉淀相中溶藻活
性物质居多。 

3) 四氯化碳和乙酸乙酯可以有效地将 L7 菌液
中的活性物质分离到水相, 石油醚可以有效地将 L8
和 L18 菌液中的活性物质分离到水相。3 株溶藻细
菌的活性物质都具有较好的亲水性物质, 具有较强
的极性。 

4) 3株溶藻细菌的活性物质不能被活性炭吸附。 
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