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溶藻细菌杀藻物质的研究进展 

张 勇 席 宇 吴 刚一 

(华中师范大学生命科学学院 武汉 430079) 

摘要：溶藻细菌作为防治有害藻类水华的一种可能微生物，已引起了众多科研人员的关 

注。大多数溶藻细菌分泌的生物活性杀藻物质对宿主藻类具有强烈的杀灭作用。首先讨论 

了细菌活性杀藻物质的生态作用，重点阐述了目前已经报道的细菌杀藻物质的种类及其提 

取和分离方法，最后对细菌杀藻物质的进一步研究提出几点看法。 
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A 嘲 ：In recelR years，nlore and rr·∞e researchers have realized the possibility that Igidd bacteria could be a 

uadul tool inm theimpa~0fhannful algaeblooms．Inthis review，the ecdo~ roles 0f蝴 cidal substances 

briefly d~xmed，then speciald珥，Ilasis ph,~d∞the ca￡e80 and extractmethods 0f蝴 ddal substanceswhich have 

been rep‘ned．Sameideas theful,th(~．studies 0n algicichl substances雌 also Df10sed． 

即 rds：Algiddal bacteria，H日m柚 bloom，Algicidal 喊anoes 

随着全球水体富营养化的加剧，有害藻类水华的爆发日趋频繁，其造成的环境和 

经济问题日益引起人们的重视。用铜制剂、除草剂等化学杀藻剂可以直接杀死藻类， 

但这些化学物质的专一性差，而且容易富集在食物链中造成二次污染。溶藻细菌 (algi． 

cidal bacteria)，作为水生生态系统生物种群结构和功能的重要组成部分，对维持藻类生 

物量平衡具有非常重要的作用l1]。近年来，不少国外研究者认为：水华的突然消亡可 

能与溶藻细菌的感染有关 J。溶藻细菌作为水华防治的可能微生物，已引起越来越多 

的关注。多数溶藻细菌能够分泌细胞外物质，对宿主藻类起抑制或杀灭作用，因此通 

过溶藻细菌筛选高效、专一，能够生物降解的杀藻物质已经成为开发杀藻剂的一个新 

思路HJ。目前国内对溶藻细菌的研究处于起步阶段，而对于细菌杀藻物质的研究尚属 

空白。鉴于此，作者根据国内外的最新研究成果，对水生生态系统中细菌杀藻物质的 

作用、种类和研究方法作一概述，并展望了溶藻细菌杀藻物质研究和应用前景。 

1 细菌杀藻物质的作用方式 

溶藻细菌是指能够通过直接或间接方式抑制藻类生长，或杀死藻细胞，从而导致 
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藻细胞溶解的细菌。近年来，越来越多的研究人员认识到溶藻细菌能够调节水生生态 

系统中的初级生产力，是影响自然界中藻类种群动力学的一个重要因素，对有害藻类 

水华的迅速消退起了重要的作用。溶藻细菌的作用方式一般分为两种：一是直接溶藻， 

即直接进攻宿主 (dirt~t attack)，它需要细菌与藻细胞直接接触，甚至侵入藻细胞内； 

二是间接溶藻，即间接进攻宿主 (indirect attack)，主要包括细菌同藻竞争有限营养或细 

菌分泌胞外物质溶藻l2]。其中分泌胞外物质溶藻文献报道较多，是溶藻细菌的主要作 

用方式。研究溶藻细菌的作用方式不仅可以了解溶藻细菌的作用机制，而且可以指导 

我们尝试分离和研制高效的杀藻剂。 

2 细菌杀藻物质的种类 

细菌可以通过释放特异性或非特异性的胞外物质，如蛋白质、多肽、氨基酸、抗 

生素和羟胺等杀死藻细胞。这类细菌常见的有弧菌、假单胞菌、黄杆菌、交替单胞菌， 

假交替单胞菌 (Pseudoa／teromonas)等。目前报道的细菌杀藻物质主要有以下几类。 

2．1 蛋白质 Lee分离的一株海洋细菌假交替单胞菌 A28(Pseudoa／teromonas sp．A28) 

能杀死骨条藻 (Ske／etonema costatwn NⅢS．324)。纸片法检测 (paper disl【assay)表明： 

A28培养液上清具有强烈的杀藻活性。将 A28的上清液用10，000Mw的滤膜超滤所获得 

的浓缩上清液显示出杀藻活性，这表明 A28能产生细胞外大分子物质杀藻。100℃加热 

15 min或 68℃加热 lh，A28的上清液会失去杀藻活性，检测表明浓缩的上清液有蛋白 

酶和 DNase活性。采用诱变剂 N．甲基．N’．亚硝基胍 (N1B)诱变后选育出两株无杀藻活 

性的 A28的突变株 NH1和 NH2。NH1和NH2的上清液中的蛋白水解酶活性要比A28低 

15％。应用离子交换层析后通过制备凝胶电泳来纯化A28的蛋白水解酶，纯化的蛋白 

水解酶具有强烈的杀藻活性。该蛋白水解酶为单体蛋白，分子量约为50l【D，N末端的 

氨基酸序列经测定为 Ala-Thr-Pro-Asn-Asp-15~o。用 succiny1．Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilide作 

为底物进行实验，结果表明该蛋白酶的最适 pH和最适温度分别为 8．8和30℃。其活性 

能被苯甲基磺酰氟 (PMSF，一种Ser抑制剂)、二异丙基氟磷酸 (DFP)、抗蛋白酶、胰 

凝蛋白酶抑制剂和亮抑酶肽强烈抑制。而EDTA、EGTA、邻二氮杂菲、四乙烯五胺，对 

它则没有明显抑制作用。这些结果表明A28能产生一种胞外丝氨酸蛋白酶杀藻【2】。 

Mitsutani报道一株海洋细菌假交替单胞菌A25(Psettdoalteromonas sp．Strain A25)以 

浓度 10．cells／mL接种到骨条藻 Ske／etonema costatum NIES-324培养物中后，2d内能溶解 

全部藻细胞。通过双向电泳对 A25及其无溶藻活性的突变株 A25W1的细胞蛋白进行分 

析，结果表明：在A25的稳定期，有大量的蛋白质产生，但这些蛋白质在其晚对数期 

检测不到，而且在突变株 A25W1的稳定期和晚对数期均检测不到。无细胞提取物中也 

能检测到溶藻活性，但只能来自A25的稳定期细胞。这表明假交替单胞菌 A25的稳定 

期所产生的一些蛋白质能够杀死骨条藻 J。 

2．2 多肽 lmamura从Biwa湖采集的含微囊藻的水样中分离一株细菌，通过 16S rDNA 

序列分析及分类研究，将其归类于鞘氨醇单胞菌属 (S／~ngomonas sp．)，该菌株能够分 

泌一种对微囊藻有强烈杀灭活性的五肽argimicin A，分子式为 H_位N。：08。它在 12-lg， 

mL和100 ng，InL时分别对绿色微囊藻 (Microcystis viridis NⅢS-l02)和铜绿微囊藻 (肘． 

鲫 lo NⅢS-298)有着很强的杀藻活力。但对大肠杆菌 (Escherichia coli IAMl2ll9)、 

枯草杆菌 (Bacillus subtilis羽)3027)、小球藻 (ChloreUa lI妇 s tAMC-27)无效果。虽然 
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它是一种多肽，易被水生细菌降解，但是它对直接从环境中分离的含有细菌的蓝藻仍 

有很强的杀藻效果l4J。Yamamoto报道一种海洋放线菌释放的 【广赖氨酸，最低质量浓度 

为 5000 ng／mL时才能抑制微囊藻的生长L6j。因此 Argimicin A是一种高效的、选择性的 

杀藻物质，有望应用于有害藻类水华的实际防治中。 

Banin报道一株珊瑚褪色弧菌 (啪 shiloi)能合成并分泌一种胞外多肽，称之为 

毒素P，该毒素能够抑制与珊瑚共生的虫黄藻的光合作用，导致虫黄藻死亡，从而引起 

珊瑚褪 色。纯化的毒素 P为含 有 l2个残基 的多肽：PY_PvYAPP ，分子量 为 

1295．54D，通过化学方法可以合成毒素P。当有 l2．5 mmol／L的NK,O存在时，纯天然 

或合成的毒素P(浓度为 10 tmM／L)能在5 min内使虫黄藻的光合量子产量 (pll岬 一 

thetic quantum yield)减少64％，且抑制程度与毒素 P的浓度成正比。当虫黄藻培养液中 

有 NH4CI和毒素P时，培养液的 pH从7．8迅速下降到7．2，这表明毒素P能够促进 NH3 

转入细胞内。而NH3进入细胞内能破坏pH梯度并阻断光合作用，从而导致光合量子产 

量的下降【7]。毒素 P的这种作用模式有助于解释珊瑚褪色的机制。 

2．3 氨基酸 Yoshikawa从 日本西南的一些岛 (Yap，Palau，Okinawa)采集水样分离细 

菌，进而筛选具有抗蓝藻活性的细菌。在供试的2594株分离细菌中，有 37株能产生抗 

颤藻 (Osc／／／atoda amph／b／a NIES-361)的物质。其中的一株 C一979，经鉴定为 sp．， 

将其培养在 2．4 L的海洋肉汤 2216培养基中，用来鉴定该菌产生的生物活性物质。通 

过仪器分析以及应用高级Marfey法，确定了这种被纯化的强亲水性化合物为 氰基一【广 

丙氨酸 (L-CNAIa)。这是首次报道细菌在没有供应氰离子的培养基中产生了 氰基一【广 

丙氨酸。该化合物不抑制细菌、酵母菌和真核微藻的生长，但发现一些蓝藻对 0．4-25 

~g／mL的该化合物敏感。用薄层层析法检测了37种能产生抗蓝藻物质的分离细菌在海 

洋肉汤中是否产生 氰基一【广丙氨酸，结果表明其中的36株细菌的培养物中含有 氰基一 

【广丙氨酸，这表明海洋细菌的 氰基一【广丙氨酸产物是广泛分布的 J，该化合物可能是 

影响海洋藻类种群动力学的_个重要因素。 

2．4 抗生素 Dakhama发现一株铜绿假单胞菌能释放低分子量，热抗性物质，对供试 

的绿藻和蓝藻的生长有强烈的抑制作用。这种杀藻物质对不同的酶都具有抗性，在避 

光条件下，于4~C的琼脂中保存 3个月后仍有活性。铜绿假单胞菌可产生一系列抗生素 

物质，例如不同的吩嗪色素，PYO(脓)化合物，糖脂类等。经检测表明铜绿假单胞菌 

通过释放琼脂扩散性吩嗪色素对宿主藻类的生长起抑制作用。绿脓素和一种未鉴定的 

浅蓝色素对宿主藻类的生长没有效果，而 l一羟基吩嗪和氧绿菌素却有强烈的抗藻活 

性 。 

2．5 含氮化合物 Paul的研究发现分离的一株活性硝化细菌一节杆菌 (Arthrobacter 

sp．)能抑制小球藻 (Chlorella伽 即 s)。该菌是通过氧化铵或其它还原性的氮化合物时 

释放的羟胺起作用。将该菌在平板上培养时，可积累5to／mE的N一羟胺。小球藻对低于 

0．241~~mL的 N一羟胺敏感。作者还检测到 tOte,／mE的肟对小球藻也有抑制效果l9j。 

2．6 其它细菌杀藻物质 随着藻类学、水生生态系统和环境科学研究的进展，溶藻细 

菌的杀藻物质被不断报道。Lovejoy通过细菌的培养物滤液实验发现一株假交替单胞菌 

分泌细胞外物质溶藻  ̈。Baker发现某种假单胞菌 T827／2B分泌一种高分子量的热不稳 

定的化合物，能够杀死硅藻 (Thalassiosira pseudonana。) 。SNnsaku证明了施氏假单胞 

菌释放一些高活性的杀藻物质，能够选择性地杀死绿胞藻类的 Chattondla彻嘶 口，最低 
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的致死浓度为0．5％，但与之共同培养的黄尾鱼却不受任何影响 也 。Hayashida分离的 

菌株 EHK一1能产生一种扩散性溶藻物质来杀死 Heterocapsa circtda~  引。Ishio报道 

弧菌 (Vibrio algoinfesm )能产生 甲藻抑制剂 DGI(dinoflagellated growth inhibitor)杀死 
Chattonella口m 啪 ⋯

。 这些细菌杀藻物质大都未被鉴定，溶藻机制仍不十分清楚。 

3 细菌杀藻物质的提取和筛选方法 

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。即首先分离细菌，然后通过溶藻试验确认细菌的培养物滤液是否具有溶 

藻能力，如果滤液具有溶藻能力，表明细菌能够通过分泌物质的方式溶藻，然后采取 

各种生物和化学方法来纯化和鉴定细菌的杀藻物质，但这种方法效率较低。比如 Y0一 

shikawa直接用甲醇来提取所有分离细菌的培养物，低温干燥后与藻共培养来检测这些 

细菌的分泌物是否具有杀藻效果，从供试的2594株分离细菌中仅发现 37种能产生抗颤 

藻 (Osc／／／ator／a amph／b／a NIES-361)的物质。从杀藻活性最高的菌株 C一979中纯化和鉴定 

出杀藻物质为f}-氰基一L丙氨酸 J。这实际上是一种直接的随机筛选细菌杀藻物质的方 

法，实验周期长，劳动量大。 

Ilna／nura为了提高筛选抗微囊藻化合物的效率，采用了一种两步筛选法。首先通过 

液体共培养实验分离筛选溶藻细菌，然后用无水乙醇提取溶藻细菌的培养物，室温干 

燥后与微囊藻共培养，从中筛选分泌杀微囊藻物质的菌株，最后从这些菌株中分离和 

鉴定杀藻物质 J。这种方法大大提高了筛选细菌杀藻物质的效率。 

由于细菌杀藻物质的种类很多，且特性各不相同，所以细菌杀藻物质的纯化和鉴 

定难度较大，目前尚无一种合适的通用的方法。因此许多细菌的杀藻物质尚未被纯化 

和鉴定，限制了对其溶藻机制的进一步研究。需要人们掌握一定的物质纯化和鉴定的 

方法，并积极利用一些创新的技术和手段。 

4 细菌杀藻物质研究的展望 

细菌的杀藻物质作为开发新型生物杀藻剂的一种新思路，具有重要的理论意义和 

潜在的应用价值。提取、纯化和鉴定高效的宿主特异性细菌杀藻物质已经提到了议事 

日程。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将是未来一段时期 

内溶藻细菌杀藻物质研究的热点。 

利用溶藻细菌提取和纯化杀藻物质已经成为一种高效的方法。提高溶藻细菌的分 

离效率，就能提高细菌杀藻物质的提取和纯化效率。Imamura等对分离溶藻细菌的水样 

来源及其溶藻方式进行了比较，结果表明水华期间水样是分离高效溶藻细菌的最好来 

源，从水华期间分离的溶藻细菌中能够筛选出高效率的杀蓝藻化合物L4J。在水生生态 

系统中，采用常规的培养方法许多细菌是不可培养的L1 ，PCR技术可以快速、灵敏， 

选择性的扩增微量的DNA(或RNA)片段，16S rDNA序列分析可以揭示微生物种群间 

的系统发育关系。通过PCR技术直接扩增自然水体中细菌的 16S rDNA序列，直接分析 

细菌的类属及亲缘关系，然后根据分析结果选择合适的培养基和方法进行分离培养， 

则能够克服部分细菌不易培养这一弊端，有利于我们分离更多的溶藻细菌，提高细菌 

杀藻物质的提取和纯化效率。 

目前在分子水平上对细菌杀藻物质的作用机制研究甚少。Kato从分离的溶藻细菌 

_一 ■■ _■ ⋯_ 
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交替单胞菌 A28中检测到了隐蔽型的质粒——pAS28。通过融合 pAS28和大肠杆菌载体 

pCRIIc构建了能同时转化大肠杆菌和 A28的一种穿梭质粒 (命名为 pASS1)，能以 la6／ 

pgDNA的转化率转化 A28。这一研究结果为开展溶藻细菌的分子生物学研究提供了有益 

的探索 引̈。因此，加强对分泌杀藻物质的细菌的分子生物学研究，克隆编码杀藻物质 

基因，阐明杀藻的分子机制。并在此基础上，通过基因工程操作 ，导人藻类去壁酶基 

因或其它细菌的杀藻物质基因，构建高效的工程菌株，应用于有害藻类水华的生物防 

治中。 

在细菌的杀藻物质应用于防治有害藻类水华之前，首先必须了解该杀藻物质是否 

具有特异性，是否对其它微藻、原生动物、鱼类及有益生物产生毒害，因此必须考虑 

细菌杀藻物质的生物安全性问题；其次，水华终止后，细菌杀藻物质在水体和沉积物 

中的归趋问题，也是我们值得考虑的问题之一。总之，溶藻细菌的杀藻物质为有害藻 

类水华的生物防治提供了新的手段。我们可以利用细菌分泌的杀藻物质作为天然杀藻 

剂。同时，深入了解细菌杀藻物质的化学结构和性质将为进一步合成新的、高效专一 

的，能生物降解的杀藻剂提供理论依据。 

致谢 感谢中国科学院武汉病毒研究所陈士云博士审校此文。 
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