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除藻方 法一 般分 为工程物理方 法 、化学药剂法 和生物方 

法三大类。作为庞大的富营养化湖泊的藻类控制技术，利用 

工程物理方 法和化学药剂 法显然是 行不通 的 ，对环境 友好 的 

生物控藻技术受到越来越多的关注，国内外许多富营养化湖 

泊水华的控藻技术 的研究 热点转 向生 物控 藻技术 。在 利用 

生物控 藻上 ，目前 主要有 三个方 面 ，一是 以鱼类 控制藻 类 的 

生长【 ；二是以水生高等植物控制水体富营养盐及 藻类 ； 

三是以微生物来控制藻类的生长。其中由于微生物易于繁 

殖的特点，使得微生物控藻是生物控藻里最有前途的一种控 

藻方式 。这些 杀 藻微 生物 主要 包括 细 菌 (溶 藻 细菌 )、病毒 

(噬藻体 )、原 生动物 、真菌和放 线菌 等五类 。国内外 对杀藻 

微生物的分离和鉴定有一些报道[4,5 3，但 都不够 系统 和全面 ， 

本文以本实 验室 的工 作为 基础 ，较全 面 、系统地 介绍前 三类 

水华杀藻微生物的分离与纯化及其分子生物学鉴定方法。 

1 材料与方法 

1．1 藻 种来 源 及培 养 条 件 选 用柱 孢 藻 (Cylindrospermum 

sp，)、柱孢 鱼腥 藻(Anabaena cylindrica1)、窝形席藻 (Phormidium 

faveolarum)、水华鱼腥藻 (Anabaermflos-aquae)、组囊 藻(Ana~ys— 

tis nidulans)、小颤 藻 (Oscillatoria tenuis)、聚球 藻 (Synechococcus 

7942)、水 华 囊 丝 藻 (Aphanizomenon flos-aquae)、隐 球 藻 

(Aphanocapsa sp．)、铜绿 微囊 藻 (Microcystis Ⅱ)等十种 

藻种 ，均来源于 中国科学 院水 生生物 研究所 藻种 保藏 中心 。 

在 25℃ 、光 照强 度为 2000 lx及持续 光照条件下 培养 ，培养基 

为 BG1l。所有藻种均为无菌培养。本实验水华样品采 自云 

南昆明滇池和北京大学未名湖 。 

1．2 溶藻原生动 物的分 离 (1)将 新鲜 的水 华 与对 数期 的 

蓝藻溶液混合培养 ，富集 溶 藻微生物 ；(2)用 lO倍 稀 释平 板 

法，将溶藻液与浓缩的蓝藻溶液混合均匀涂布在固体 BG11 

培养基上 ，通 过 镜检 来观 察形 成 的空 斑 中是 否含 有 原生 动 

物 ；(3)挑取含 原生 动物 的空斑 ，用 步骤 (2)中的方 法纯化 三 

次 ；(4)再将纯化后 的空斑转 移到冻 融蓝 藻液制 成 的固体 培 

养基上 ，便 可获得纯培养 的原 生动物。 (冻融蓝藻 液的制备 ： 

先将蓝藻溶液浓缩，再用液氮反复冻融，然后镜检 ，当大部分 

细胞破裂后，用离心机高速离心，上清用 0．22>m的滤膜过 

滤 ，滤液保存 于 一2O℃备用。) 

1．3 溶藻细菌的分离 (1)水 华与蓝 藻溶 液共培 养，对溶 藻 

细菌进行富集培养；(2)再用 lO倍稀释平板法将溶藻液涂布 

在肉膏蛋白胨固体培养基上分离细胞；(3)分别挑取单菌落 

摇菌培养，并取培养物做溶藻实验，能溶藻的细菌为溶藻细 
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菌 。 

1．4 噬藻体 的分 离 (1)先 离心 再用 0．2 m滤 膜过 滤新 鲜 

水华 ，将 滤液与 蓝藻 溶液 共培 养 ；(2)取溶 藻液 ，再用 0．2 m 

滤膜过滤，用滤液做溶藻实验，反复 3次，均能溶藻的为噬藻 

体 ；(3)用空斑法纯化噬藻体 ，纯化 3次。 

1．5 溶藻微生物的分子生物学鉴定 主要是 采用分子 生物 

学技术 ，对溶藻微生 物 的保 守序列 进行 测定 ，所得 到 的序列 

与 GeneBank数据 库中的核酸序列进行 比对 ，根据序列 的相似 

性来确定它们的分类地位_6 J。 

原生动物的分子 生物学 鉴定 根据 原生 动物 small sub— 

unit rDNA序列 的保 守 性 ，设 计 引物 如 下 ：lF primer：5’AAT 

TAG GGT TCG ATr CCG GA 3’：1R primer：5’TGT TGA GTC AAA 

TrA AGC CGC 3’。 

基因组 DNA的提取参照从细菌 中制备基因组 DNA的方 

法E8 J。以原生 动 物 基 因组 DNA 为模 板 ，用 lF primer和 lR 

primer为引物制 备 PCR扩增 反应 体 系(反应体 系为 50txL，包 

含 lOOng的模板 DNA，lF primer和 lR primer各 l (引物浓度 

为 10pmol／txL)，2txL 2．5mmol／L的 dNTP，5txL 10×PCR buffer， 

lu的 Taq酶，其余部分用灭菌的 milliQ水补足至 50txL)。扩 

增反应条件为：95℃预变性 5min后开始热循环，94℃变性 

45s，52℃退火 lmin，72℃延 伸 lmin，35个循 环后 继续 在 72℃ 

保温 10min。 

将 PCR产 物 与 T—Vector(pGEM T Vector，promega)相 连 

接，连接产物转化大肠杆菌 DH5a，进行蓝白斑筛选 ，挑白斑 

做菌落 PCR(以 lF primer和 lR primer为引物)，将阳性菌落 

送大连宝生物 (大连)公 司测序 。 

利 用 NCBI提 供 的 在 线 Nucleotide．nucleotide BLAST 

(blastn)软件 ，对所得 到原生动物 的 small subunit rDNA序列 进 

行序列 比对。 

1．6 溶藻细菌的分子生物学鉴定 根据细菌 16S rDNA序列 

的保 守性 ，设计引物如下 ：2F primer 5’AGG Cq3"AAT ACA TGC 

AAG TCG AA 3’：2R primer 5’CGA ACG TAC TCC CCA GGT 

GG3’。 

参照从细 菌中制备基 因组 DNA的方法 _8 J。PCR扩增 体 

系中模板 为细菌基 因组 DNA，引物为 2F primer和 2R primer， 

其他同原生动物的 PCR扩增体系。扩增反应条件中将退火 

温度设为6l℃，其他 同原生动物的扩增条件。同原生动物 

PCR产物的克隆和序列测定 。 

将 得 到 的 溶 藻 细 胞 的 16S rDNA 提 交 到 Ribosomal 

Database Project I／(http：／／rdp．cme．msu．edufseqmatch／seq— 

match—intro．jsp)上进行序列比对，找到跟其最相似的序列。 

1．7 噬藻体的分子生物学鉴定 

对于噬藻体 ，没有象 16S rDNA这 样 的非常 保 守 的分子 

标记 ，必须 寻找别 的 办法 。对 于 Myoviridae(肌病 毒科 )类 的 

噬藻体 ，结构蛋 白基 因 g2O具有 非常 强 的保守 性 ，可 以作 为 

进化 上的分子 标记 ，有许多成 功的例子[13 ；对于 Podovir／一 

(短尾病毒科)类的噬藻体，基于 gene DNA pol的较高的保 

守性，可以考虑作为进化上的分子标记[ 引，但是引物不好设 

计 ，还 没有 成功 的例子 ；对于 Siphoviridae(长 尾病 毒科 )类 的 

噬藻体 ，目前还没有很好的代表进 行的分子标记 。 

2 结果 

2．1 溶藻微 生物的分离 

2．1．1 原生动物的分离 空斑纯化的方法很难获得纯化的 

原生动物 ，因为杂菌 的数 目远多 于原生 动物 的数量 ，噬 藻斑 

中常伴 随着很多 杂菌 。而且普 通 的培养基 不能 用来培 养原 

生 动物 ，给原生 动物 的纯化带 来 困难 。在实 验 中发 现 ，冻融 

处理后的藻液可作为原生动物的培养基。将 3次纯化后 的 

噬藻斑切下来 ，放到 以冻融藻液为 主要 成分的 固体 培养基上 

培养 ，原生动物可在 培养基 上不 断繁 殖和 向外扩散 ，由于原 

生 动物个体 大 、运动快 ，扩散 到最远 的原生 动物是纯 的个体 ， 

可将培 养皿 直接 放在倒 置相差显微镜下 观察 ，在 纯种的地方 

做好标记，然后用牙签蘸取它们 ，接种到冻融藻液的液体培 

养 基中 ，在适宜 的培养条件下 即可 获得纯培 养的原生动物。 

采用该方 法已经 获得 了十余 种原生 动物 ，包 括核 虫 、纳 

氏虫等(石苗、邹莉、刘新尧等待发表)。其中三种原生动物 

的噬藻范围和噬藻效果如下(表 1)。 

表 1 三种原生动物的杀藻范围和杀藻效果。“++”表示杀藻作用 

显著；“+”表示杀藻作用不显著；“一”表示没有杀藻作用。(W2、W3 

和 2H是分离的三种原生动物) 

Tab．1 Algicidal arranges and effects ofthree kinds ofProtozoas．“++’’shows 

algicidal effects striking；“ + ”shows algicidal effects ale not striking； 

“
一

’’

shows there are no algicidal effects 

2．1．2 溶藻细菌的分离 采用这种方法分离 到一种细 菌 c2 

其菌液的O．22tsm滤液的溶藻效果最好，其次是高温灭菌后 

的菌液上清 ，再次是菌液本身的效果，菌体本身和培养 c2的 

培养基对水华鱼腥藻均没 有溶 藻作 用(图 1)。 因此推断在里 

面起作用的是细菌的胞外分泌物，且耐高温。 
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F L⋯ ⋯ I h ⋯ ⋯ tI Li~I⋯I㈣ la．、1jIkamldll̈“1． ul l、 

* 礼 2|I椰 磷 r ITkH⋯ m1．、Ⅲ1㈨nil ：、Ⅲ1t ma 

2 2 z 藩 蘸纲 茴的 分子 生物 学鉴 定 刮 协 细 (■ 
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