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摘  要: 利用铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa)作为溶藻对象富集、筛选, 获得一个稳定的溶藻

菌群。采用叶绿素、PCR 和变性梯度凝胶电泳(DGGE)方法研究溶藻过程及其细菌种群结构的变

化。结果显示, 富集的溶藻菌经 1×10−5 稀释后仍有显著溶藻效果。Rubritepida 菌 C1、假单胞菌

C2 和鞘氨醇单胞菌 C3 是存在于铜绿微囊藻中的 3 种伴生细菌。加入富集的溶藻菌群后, 菌群结

构发生明显的变化, Rubritepida 菌 C1、假单胞菌 C2 消失, 混合菌群包含未培养黄杆菌 A2、鞘氨

醇单胞菌 C3 和噬氢菌 A3, 其中黄杆菌 A2 是优势菌群, 并且细菌种群结构的变化与藻细胞消亡之

间有显著的相关性。通过菌种的分离鉴定与 DGGE 的测序结果比较, 一些未培养菌可能在溶藻过

程中起重要调控作用。 
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Enrichment and Molecular Characterization of a Bacterial 
Culture Involved in Lysis of Microcystis aeruginosa 
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Abstract: An enrichment culture showing specific algae-lysing activity was isolated from the mixtures of 
different samples and Microcystis aeruginosa. The process of algal lysis was monitored by chlorophyll 
measurement, PCR, and denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). The result showed that the en-
richment culture had still high algicidal activity against M. aeruginosa after 1/100000 dilution. Rubritepida 
sp. C1, Pseudomonas sp. C2 and Sphingomonas sp. C3, as accompanying bacteria, existed in M.aeruginosa. 
The bacterial community in M. aeruginosa showed significant change after adding the enrichment culture, 
where uncultured Flavorbacterium sp. A2, Sphingomonas sp. C3 and Hydrogenophaga sp. A3 were ob-
served, and A2 became a dominant species. The obvious correlation can be seen between change of bacterial 
population and extinction of M. aeruginosa. Compared identification of pure bacterium with sequencing of 
DGGE band, it was inferred that uncultured bacteria were probably play an important role in controlling the 
growth and abundance of M. aeruginosa. 
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近年来, 由于水体富营养化日趋严重, 以及气
候变暖等原因, 我国太湖、滇池、巢湖等连年出现
大面积的蓝藻水华暴发, 造成严重的环境污染和经
济损失。蓝藻水华的防治已成为环境领域一个重要

研究课题。针对我国湖泊面临的严重富营养化及其

灾害问题, 探索浮游藻类的生物控制、抑制“水华”
发生、改善湖泊水质的有效途径是非常必要的。细

菌, 作为调节蓝藻种群的关键生物因子之一, 是水
生生态系统中生物种群结构和功能的重要组成部分
[1,2]。相关研究显示, 某些水华和赤潮的突然消亡可
能就与溶藻细菌有关[3,4]。国外对溶藻细菌的研究已

经有数十年的历史, 研究重点也逐渐从单一溶藻菌
的筛选及溶藻特性研究过渡到菌-藻种群生态学及
其分子调控机理等方面[5−9]。国内对溶藻细菌的研究

目前仍处于起步阶段, 从已报道的文献看, 多数研
究是基于可分离培养的溶藻菌, 以及在此基础上的
溶藻特性研究[10−15]。而环境中大多数细菌是不能被

分离培养的[16,17], 采用传统的微生物分离方法来研
究溶藻菌存在很大的局限性, 可能会漏筛主要的溶
藻功能菌株。 

作者在前期研究中, 通过连续传代, 富集得到
了一个能够稳定溶解铜绿微囊藻的混合菌群。采用

各种培养基分离到二十多株纯菌, 但这些纯菌单一
或人为混合后接入预培养藻液中, 都没有溶藻效果,
表明用传统的微生物分离培养技术在微生物溶藻研

究中的局限性。因此, 本论文采用 PCR-DGGE技术
研究菌藻作用过程中细菌群落结构的变化, 并结合
序列测定, 对其微生物组成进行解析和鉴定, 分析
溶藻过程中优势种群及其细菌群落演替规律。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  藻种及其培养条件: 实验藻种为铜绿微囊藻
(Microcystis aeruginosa, FACHB 905), 来源于中国
科学院水生生物研究所藻种保藏中心 ,  分离于滇
池。藻种经活化后, 于 25°C, 光照强度为 2000 lx, 
光暗比 12 h:12 h 条件下在光照培养箱中预培养 
3 d~7 d, 备用。 
1.1.2  培 养 基 : 蓝 藻 培 养 基 (BG11 medium):  
NaNO3 150 mg, K2HPO4 4 mg, MgSO4·7H2O 7.5 mg, 
CaCl2·2H2O 3.6 mg, Citric acid 0.6 mg, Ferricammo-
nium 0.6 mg, EDTA 0.1 mg, Na2CO3 2 mg, A5 Solu-

tion + Co 0.1 mL, Distilled water 99.9 mL。其中 A5 
Solution + Co溶液: H3BO3 2.86 g, MnCl2⋅H2O 1.81 g, 
ZnSO4⋅7H2O 0.222 g, CuSO4⋅5H2O 0.079 g, 
Na2MoO4⋅2H2O 0.390 g, Co(NO3)2⋅6H2O 0.049 g, 
Distilled water 1000 mL。 
1.1.3  微生物样品采集: 样品分别取自滇池、成都
市区的几个富营养化池塘、成都市污水厂活性污泥、

四川大学荷花池和本实验室的生物脱氮固定生物膜

系统。 

1.2  方法 
1.2.1  溶藻细菌的富集: 将所取样品摇匀后, 用滤
纸初步过滤掉污物杂质。随后将不同来源的微生物

样品各取 1 mL分别加入到 100 mL预培养的铜绿微
囊藻培养物中, 藻菌共同培养, 培养条件同上。通过
与不加微生物样品的对照相比, 肉眼观察微囊藻的
生长及其颜色变化, 通过测定藻叶绿素 a (Chlorophyll 
a, chla) 含量对溶藻效率进行定量评估。将出现明显
溶藻效果的菌藻混合液按 1%的比例接入新鲜铜绿
微囊藻培养物中, 观察溶藻效果, 重复上述试验 3
次以富集溶藻细菌。得到的溶藻细菌培养物再进行

传代转接实验 ,  接种量为 0 . 1 % ,  即每次取 
0.1 mL 溶藻液接入 100 mL 新的藻液中, 连续传代
10 次以后, 得到稳定的溶藻菌群, 再进行下一步的
溶藻实验。 
1.2.2  溶藻特性: 主要分析稀释度、作用时间对溶
藻效果的影响和菌群变化, 以及在不同生长阶段的
藻液中接入溶藻菌群后的菌群变化。 

1) 稀释度: 蓝藻预培养 3 d后, 按 1%比例接入
富集的溶藻菌群及不同的稀释处理(10−1~10−5), 按
照上述培养条件培养。为减少误差 ,  每个处理 
另设 2 个重复。定期观察溶藻效果并取样测定叶绿
素含量以及提取基因组 DNA, 以备下一步 DGGE 
分析。 

2) 溶藻时间: 蓝藻预培养 3 d后, 按 1%比例接
溶藻菌群 , 另设 2 个重复 , 培养条件和分析方法 
同上。 

3 )  生长阶段 :  分别在不同生长阶段 (3  d、 
5 d、7 d、9 d和 11 d)的蓝藻中, 按 1%比例接入溶
藻菌群, 培养条件同上, 观察出现明显溶藻现象的
时间, 并取样提取基因组 DNA, 进行 DGGE分析。 
1.2.3  菌群结构分析: 1) 核酸提取与 PCR 扩增: 
细菌基因组 D N A 采用细菌基因组提取试剂盒
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(DDP302-02, Tiangen)提取。DGGE引物为 16S rDNA 
V3区通用引物 338FGC(5'-C GCC CGC CGC GCG 
CGG CGG GCG GGG CGG GGG CAC GGG GGG 
CCT ACG GGA GGC AGC AG-3', 下划线表示 GC
夹)和 519RC(5'-ATT ACC GCG GCT GCT GG-3')[7]。

PCR扩增程序: 94°C预变性 2 min; 94°C变性 45 s, 
65°C 退火 35 s, 72°C 延伸 45 s, 33 个循环; 最后, 
72°C延伸 5 min。PCR产物采用琼脂糖凝胶电泳(1%
胶浓度, 1×TAE 电泳缓冲液)检测。2) DGGE 分析: 
将上述的 PCR 产物进行 DGGE 分析(DGGE 电泳仪
为 Bio-rad公司生产)。8%的聚丙烯酰胺凝胶(1.5 mm
厚, 16 cm×16 cm), 变性剂(100%的变性剂为 7 mol/L 
的尿素和 40%的去离子甲酰胺)范围 30%~60%。实
验条件: 温度 60°C, 电压 80 V, 电泳时间 6 h。电泳
结束后, 溴化乙锭染色 15 min, 在凝胶成像系统中
照相, 并采用 Quantity One 软件进行聚类分析。3) 
DNA的测序及进化树分析: 将图谱中的主要条带进
行切胶回收, 并以回收的 DNA 为模板, 重新进行
V3区的 PCR扩增, PCR反应条件同上。PCR产物经
1 . 0 %琼脂糖电泳检验后 ,  送上海生物工程公司 
测序。测序结果在 RDPII (http://rdp.cme.msu.edu/) 
数据库中进行序列比对, 并下载最接近的已知序列, 
以 ClustalX 软件比对后, 以 MEGA 4 软件构建系 
统发育进化树 (Neighbor-Joining 模型 , Bootstrap 
1000次)。 

2  结果 

2.1  富集的溶藻菌群及其溶藻效果 
按照前述方法, 富集筛选得到一个有明显抑藻

效果的菌群。将细菌富集培养物按 0.1%的比例接入
预培养的铜绿微囊藻中, 连续传代 10 次以后, 得到
高效、稳定的溶微囊藻菌群。 

2.2  稀释度对溶藻效果的影响 
如图 1a 所示, 加入溶藻菌群(1.2×108 CFU/mL) 

8 d 后, 1%原液至 10−3 稀释处理(初始浓度: 1.2× 
106 CFU/mL~1.2×103 CFU/mL)均出现明显的溶藻效
果, 而 10−4~10−5处理溶藻效果不明显。继续培养到

17 d 后, 10−4~10−5两个处理也出现明显的溶藻现象

(图 1b)。 

2.3  溶藻时间对溶藻效果的影响 
由图 2 可以看出, 与对照组相比, 加入富集的

溶藻菌后, 第 4天开始出现溶藻现象, 6 d~8 d出现

明显的溶藻效果。 
 

 
 
图 1  稀释度对溶藻效果的影响 
Fig. 1  Algae lysis monitored by chla measurement (a) and 
observation (b) with serial bacterial dilution 
注: a: 叶绿素测定; b: 溶藻效果观察(17 d); 1: 对照; 2: 原液; 3~7: 
不同稀释处理(10−1~10−5). 
Note: 1: Control; 2: Original culture; 3~7: Dilution from 10−1 to 
10−5. 
 

 
 
图 2  溶藻过程中的叶绿素变化 
Fig. 2  The time course of algal lysis measured by chla 
 

2.4  藻生长阶段对溶藻效果的影响 
在预培养 3 d、5 d、7 d、9 d、11 d的微囊藻中, 

按 1%比例接入溶藻菌群后, 结果观察到出现溶藻

现象的时间分别为 4 d、4 d、5 d、6 d和 7 d。表明

随着藻预培养时间的延长, 溶藻现象出现的时间也

相应延迟, 实现完全控藻的难度也逐渐增加, 因此

应在蓝藻生长初期接入溶藻菌效果较好。 

2.5  DGGE 分析 

2.5.1  不同稀释度溶藻过程菌群变化: DGGE 电泳 

显示(图 3a), 在对照组中, 主要有 C1、C2 和 C3 条

带。而试验组中, 经富集的溶藻菌群作用后, C1、C2
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条带随着溶藻菌群稀释倍数的减小及藻细胞的消亡

逐渐消失, 而 C3条带则比较稳定, 处理前后变化不

大, 新出现 A2、A3 条带, 其中 A2 为优势条带, 其

丰度占 60%以上。  

聚类分析表明, 10−1~10−5 处理聚为一簇, 最低

相似度 69%, 与不加菌的对照微生物种群相似度很

低(33%)。10−1~10−3处理又聚为一簇, 相似度在 76%

以上。而且随着菌群结构变化的增大, 藻细胞数量

减少, 表明富集的溶藻菌群对微囊藻(905)生长具有

明显的调节作用。 

 

 
 

图 3  菌群结构的 DGGE 电泳(a)及聚类分析(b) 
Fig. 3  DGGE gel (a) and cluster analysis (b) of the bacterial community 

注: 1: 对照; 2~6: 10−1~10−5稀释度. 
Note: 1: Control; 2~ 6: Bacterial addition at serial dilution from 10−1 to 10−5. 
 

通过序列比对及进化树分析 (图 4), C1 与

Rubritepida flocculans [T] (登录号: AF465832)的亲

缘关系最近, 同源性为 95.7%; C2 与 1 株假单胞菌

(Pseudomonas sp. strain 1131; AY230195)和 2株未培

养假单胞菌 (EF508975、EF511845)的同源性较高

(92.4%~93%); C3与 3株鞘氨醇单胞菌(AF131296、

DQ337548、EF494192)聚为一簇, 同源性均为 98.3%; 

A2与 3株未培养的黄杆菌(EF520552、AY752092、

DQ501341)聚为一簇 , 同源性在 95.7%~97.3%; A3

与噬氢菌(AB166889、AY168755、DQ984633)有较

高的同源性(98.5%~99.3%)。 

2.5.2  不同溶藻时间菌群变化: DGGE 分析显示 , 

加入溶藻菌群后, 随着溶藻时间的延长, 藻液中的

原有条带 C1, C2逐渐消失, C3则比较稳定。新出现

的条带 A2丰度不断增加, 最终成为优势种群。与图

3a相比, A3条带并未出现在图 5中, 而溶藻效果不

受影响, 表明 A3菌对于溶藻没有直接影响。 

在藻的不同生长阶段接入溶藻菌群, 发现随着

接菌时间的延迟 , 出现溶藻现象的时间也相应延

长。DGGE电泳也显示了类似图 3a和图 5的菌群结

构变化(数据未显示)。 

3  讨论 

传统溶藻细菌的研究, 主要通过培养基分离纯

菌 , 再回接入目标藻种中 , 证实其溶藻特性后 , 进

一步考察其溶藻特征。这种方法可以快速的明确研

究目标, 排除干扰, 结果也容易分析。但是, 由于缺

乏对细菌间的相互依赖关系和细菌特殊营养需求的

了解, 有些细菌是不能被分离培养的[18]。作者在前

期研究中分别采用真菌培养基(PDA), 放线菌培养

基(高氏培养基), 细菌培养基(肉膏培养基), 寡营养

的 BG11 琼脂平板、蓝藻过滤液琼脂平板、土壤滤

液琼脂平板、富营养化池塘水滤液琼脂平板以及吕

伟英的改良培养基[19]等 8 种培养基都未分离到溶藻

菌群中起主要作用的溶藻菌。因此, 推测起关键溶

藻作用的可能是一些未培养菌。 

从本实验的 DGGE 电泳和测序结果来看, 预培

养藻液中的伴生菌主要是 Rubritepida(C1), 假单胞 
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图 4  进化树分析 
Fig. 4  Phylogenetic tree constructed with sequences from excised DGGE bands 

Note: The numbers in bracket were GenBank accession numbers; The numbers in the tree were the percentages of bootstrap replicates in 
which the cluster was found; Bar (0.05) represented substitution per site. 
 

 
 
图 5  不同溶藻时间的菌群变化(DGGE) 
Fig. 5  Changes of the bacterial community structure 
monitored by DGGE at different time 
注: 1、3、5、7: 加菌后 2 d、4 d、6 d、8 d; 2、4、6、8: 对照. 
Note: 1, 3, 5, 7: 2, 4, 6, 8 days after bacterial addition; 2, 4, 6, 8: 
Controls. 

菌(C2)和鞘氨醇脂单胞菌(C3), 加入富集的溶藻菌
群后, 菌群结构逐渐发生变化, 优势菌群为一种未
培养的黄杆菌(A2)以及鞘氨醇脂单胞菌(C3)和噬氢
菌(A3)。其中, A2是 3种菌中最主要的优势菌种, 在
所有 DGGE 电泳中稳定出现, 且其浓度与藻细胞数
量成反比, 表明该菌可能是溶藻菌群中主要的功能
菌。序列分析显示 A2应是一种未培养的黄杆菌, 同
时通过与前期分离纯化的菌株序列比较, 发现通过
上述 8种培养基都未分离到 A2, 进一步证实该菌是
一种未培养菌。黄杆菌是海洋浮游细菌的一个重要

组成成分, 其中一些种甚至能利用光能生长[20]。关

于溶藻黄杆菌国内外已有一些报道。Fukami[21]曾分

离到一株能抑制赤潮优势藻 Gymnodinium mikimotoi
生长的黄杆菌(Flavobacterium sp. strain 5N-3)。Sohn
等[22]分离到一株溶藻细菌, 并将之命名为黄杆菌科
的一个新属(Kordia algicida gen. nov., sp. nov.)。An 
QD 等 [23]也分离到一株具有溶藻活性的黄杆菌
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(Flavobacterium sp. strain LXA.)。史顺玉等[24]分离

到 4 株高效溶藻菌 , 其中一株为嗜鳍黄杆菌
(Flavobacterium branchiophila)。但这些研究大都是
建立在可分离培养的基础之上, 对于未培养黄杆菌
溶微囊藻的研究尚未见报道。Eilers 等[25]在研究海

洋微生物时发现, 可培养的细菌实际比例可能不及
总菌数的 1%, 而自然状态下实际的优势种群, 如噬
胞菌 -黄杆菌 (Cytophaga-Flavobacteria)等则很少或
者完全不能培养。本文的研究结果表明一些未培养

菌可能在溶藻过程中起重要作用, 其中的优势菌种: 
一种未培养黄杆菌与藻细胞的消亡之间具有显著的

相关性。 
此外, 从 DGGE 电泳来看, 在经过多次纯藻分

离后 , 对照中仍然存在 3 种细菌种群(Rubritepida
菌、假单胞菌和鞘氨醇单胞菌), 反映出这 3 个种群
与藻细胞有密切的伴生关系。而一个有趣的现象就

是随着藻细胞的消亡, Rubritepida菌、假单胞菌群逐
渐消失, 鞘氨醇单胞菌则变化不大。这与 Hare 等[7]

的研究有类似的现象, 研究者发现加入溶藻菌群后, 
有的细菌条带消失; 有的细菌反而在细菌溶藻后增
加了, 并认为这是细菌溶藻后带来更多有机物的结
果。本实验的结果表明富集的溶藻菌群与藻种所附

带的藻际细菌群落间可能存在着作用关系。 
由于 DGGE 条带的长度只有 180 bp 左右, 因 

此通过其进行菌种鉴定还不够准确。下一步作者将 
通过构建 16S rRNA文库进一步确定优势菌的种属, 
并在此基础上设计探针, 通过荧光原位杂交(FISH)
来深入研究菌群结构的演替及未培养菌在溶藻过程

中的作用。 

4  结论 

1) 通过富集、驯化 , 获得一个稳定溶藻菌群 , 
该 菌 群 对 铜 绿 微 囊 藻 (Microcystis aeruginosa, 
FACHB 905)有显著的溶藻作用。 

2) 试验结果表明 , 加入 1%富集溶藻菌群后 , 
溶藻现象最早在第 4天出现, 6 d~8 d内出现显著溶
藻效果; 溶藻菌群经 1×10−5稀释后仍有显著溶藻效

果; 溶藻菌群的加入时间应在微囊藻生长初期效果
较好。 

3) DGGE和聚类分析显示 Rubritepida菌、假单
胞菌和鞘氨醇单胞菌是广泛存在于铜绿微囊藻中的

3种伴生细菌。加入富集的溶藻菌群后, 随着藻细胞

的消亡, Rubritepida菌、假单胞菌逐渐消失, 未培养
的黄杆菌取而代之成为主要的优势种群。细菌种群

结构的变化与藻细胞消亡之间具有显著的相关性。 
4) 通过菌种的分离鉴定与 DGGE 的切胶测序

结果比较分析, 一些未培养菌可能在溶藻过程中起
重要调控作用。 
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