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摇 摇 摘要:摇 采用藻平板法,筛选到 1 株对铜绿微囊藻具有抑制活性的放线菌。 根据形态鉴定和 16S rRNA 基因序

列分析,鉴定为 Streptomyces eurocidicus JXJ 0089。 研究了该放线菌培养时间、活性成分的极性、孢子或菌丝体与无

细菌藻或有细菌藻的相互影响、附生细菌对藻细胞和放线菌的影响。 结果表明,S. eurocidicus JXJ 0089 培养 11 d
后,抑藻活性较强,活性成分含有多种极性不同的物质;放线菌孢子对藻细胞没有抑制作用,但菌丝体显著抑制藻

细胞生长,且对无细菌藻的抑制活性显著高于有细菌藻;藻细胞亦抑制放线菌,尤其是抑制放线菌孢子萌发;附生

细菌对铜绿微囊藻生长有促进作用,而对放线菌有抑制作用,这是放线菌菌丝体对有细菌藻的抑制活性低于无细

菌藻的重要原因,也是放线菌的孢子和菌丝体在有细菌藻液中死亡的主要原因。
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Cyanobacteria鄄lytic activity of Streptomyces eurocidicus JXJ 0089 against
Microcystis aeruginosa

LI Han鄄quan, 摇 ZHANG Bing鄄huo, 摇 YANG Jian鄄yuan, 摇 ZHA Dai鄄ming, 摇 GUO Qi鄄gen, 摇 SHI Xiang, 摇
GUO Jing
(College of Pharmacy and Life Science, Jiujiang University, Jiujiang 332000, China)

摇 摇 Abstract:摇 An actinomycete strain, with inhibition activity on Microcystis aeruginosa, was screened out using algae
lawn. Based on the morphology and 16S rRNA gene sequence analysis, the strain was identified as Streptomyces eurocidicus
JXJ 0089. After incubated for 11 d, the culture broth of S. eurocidicus JXJ 0089 exhibited strong inhibitory activity on M.
aeruginosa, and the active components contained metabolites different polarities. It was not the spores of S. eurocidicus JXJ
0089 but the mycelia yielded inhibitory activity on M. aeruginosa. and the activity was stronger on pure culture of M.
aeruginosa than on the impure. M. aeruginosa inhibited S. eurocidicus JXJ 0089 as well, especially the germination of the
spores. Attached bacteria of M. aeruginosa promoted the growth of M. aeruginosa, but inhibited the growth of S. eurocidi鄄
cus JXJ 0089, which might be responsible for the higher inhibitory effect on pure M. aeruginosa and the death of spores and

mycelia of S. eurocidicus JXJ 0089 in the culture of impure
M. aeruginosa.

Key words: 摇 Microcystis aeruginosa; Streptomyces
eurocidicus; inhibitory activity; attached bacterium

摇 摇 蓝藻水华是世界性的水污染问题,暴发时产生

大量蓝藻毒素,造成严重的环境问题[1鄄4],威胁人类
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健康[5],给水产养殖业带来巨大的经济损失[6鄄7]。
随着全球气候变暖、富营养化加剧,蓝藻水华发生频

率日益增加,水华水体藻毒素浓度也越来越高[8]。
虽然目前有物理、化学和生物操纵等多种水华防治

方法,但这些方法具有诸多缺点,如成本高、容易造

成二次污染,选择毒性差或者只能适应小面积水

域[9鄄13]。 因此,迫切需要寻找新型、高效、环保的蓝

藻水华防治方法。
研究结果表明,环境中存在大量的抑藻放线菌,

这些放线菌可分泌许多抑藻活性成分,杀死藻细胞,
诸如赖氨酸[14]、链霉素[15, 16]、 niromycin A[17]、 an鄄
thracidin A[18]、 万 古 霉 素、 D鄄环 丝 氨 酸、 新 生 霉
素[19]、 七 尾 霉 素 A 甲 酯[20] 和 2鄄hydroxy鄄12鄄
oleanene鄄3,28鄄O鄄D鄄glucopyranosyl[21] 等,其中部分化

合物对水华蓝藻选择毒性好,如赖氨酸对微囊藻具

有抑藻活性,但是对硅藻和绿藻却没有毒性[22]。 因

此,抑藻放线菌及其代谢产物在水华蓝藻防治中具

有重要的潜在应用价值。
铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa)是引起水华

的最常见藻种[23鄄24],是微囊藻毒素的主要产生
者[25],也是中国蓝藻水华的主要藻种。 本研究以铜

绿微囊藻 FACHB鄄905 为指示藻,筛选抑藻放线菌,
并初步研究其对铜绿微囊藻的抑藻活性及其部分影

响因素。

1摇 材料与方法

1. 1摇 指示藻

铜绿微囊藻(M. aeruginosa FACHB鄄905),购自

中国科学院水生生物研究所淡水藻种库,并利用平板

划线法进行纯化,获得无菌藻株。 藻种在 25 益、30 ~
50 滋mol / (m2·s)、光暗比为12 h 颐 12 h 的条件下静

置培养,每天摇动 4 次,每次 30 s 左右,藻培养基为

HGZ 培养基。 藻平板制作参照文献[26]进行。
HGZ 液体培养基: NaNO3 496郾 0 mg, KH2 PO4

39郾 0 mg,MgSO4·7H2O 75郾 0 mg,CaCl2·2H2O 36郾 0
mg,Na2SiO3·9H2O 58郾 0 mg,土壤提取液 3郾 0 ml,金
属盐溶液 3郾 0 ml(Na2 鄄EDTA 75郾 0 mg,FeCl3·6H2O
9郾 7 mg, MnCl2 · 4H2 O 4郾 1 mg, ZnCl2 0郾 5 mg,
CoCl2·6H2O 0郾 2 mg,Na2MoO4·2H2O 0郾 4 mg,蒸馏

水 100郾 0 ml),蒸馏水 994郾 0 ml,pH 8. 0 ~ 8郾 5。
1. 2摇 抑藻放线菌的筛选及形态鉴定和 16S rRNA
系统发育分析

摇 摇 采用点接法,将土壤中分离的放线菌接种于

YIM 38#固体平板培养基[27],28 益 下培养 4 ~ 7 d
后,用无菌打孔器将长有菌落的琼脂块取出并置于

藻平板上,按照方法 1. 1 的条件培养,3 d 后观察抑

藻圈的产生情况,并根据抑藻圈的有无判断菌株是

否产生抑藻活性物质。
参照文献[27]对菌株的形态进行鉴定以及对

16S rRNA 基因序列进行系统发育分析。 采用埋片

法制备放线菌菌丝样本,利用扫描电镜观察菌丝形

态。 采用溶菌酶法提取基因组 DNA,用细菌通用引

物 primer A(5忆鄄AGAGTTTGATCCTGGCTCAG鄄3忆) 和

primer B ( 5忆鄄TACGGCTACCTTGTTACGACTT鄄3忆) 进

行 PCR 扩增,检测序列,并将其 16S rRNA 基因序列

在 GenBank 核酸序列数据库中进行序列同源性比

较,通过 CLUSTALX 和 MEGA 软件进行序列比对分

析,并以 Neighbor鄄Joining 法构建系统发育树。
1. 3摇 菌株 JXJ 0089 液体培养时间

将生长良好的斜面菌种接入 YIM 38#液体培养

基,培养 48 h 后,按照 10% (体积比)的接种量接入

无菌液体培养基(组成:葡萄糖 15郾 0 g,大豆粉 15郾 0
g,酵母浸粉 2郾 0 g,淀粉 10郾 0 g,蛋白胨 2郾 0 g,麦芽

浸粉 2郾 0 g,NaCl 4郾 0 g,K2 HPO4 0郾 4 g,MgSO4 ·7
H2O 0郾 5 g,CaCO32郾 0 g,H2O 1 000 ml,pH7郾 8),于
180 r / min、28 益摇床培养,每 24 h 取样 1 次,连续

取样 13 次,培养液在4 500 r / min的条件下离心 10
min,上清液置于无菌容器中,于 4 益冰箱保藏备用。
取 2% (体积比)的上清液加入铜绿微囊藻藻液(5伊
106 CFU / ml)中,采用方法 1. 1 的培养条件进行培

养,3 d 后采用热乙醇法测藻液的叶绿素 a(Chl. a)
含量[28],并根据抑藻效率(% )= (1-C t / Cc) 伊100%
(Cc和 C t分别为对照组和试验组 Chl. a 的浓度)计

算抑藻效率,根据各样品抑藻效率确定发酵时间。
1. 4摇 上清液抑藻活性组分分析

将放线菌培养液的上清液进行真空冷冻干燥,
干燥物分别用乙酸乙酯、甲醇和去离子水溶解,减压

蒸馏除去各样品溶液的溶剂后称质量,再将各样品

配制为 2 滋g / 滋l的溶液,用移液器取 20 滋l 溶液于无

菌滤纸片(直径为 0郾 6 cm)上,置于无菌培养皿中,
待溶剂完全挥发后将滤纸片再置于藻平板上,按照

方法 1. 1 中的方法培养1 ~ 3 d 后,用游标卡尺测量

抑藻圈直径,根据抑藻圈直径判断样品抑藻活性强

弱,并利用薄层层析(TLC)硅胶板进行分析,利用

Anis 显色剂[29]和茚三酮显色剂显色。
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1. 5摇 菌株 JXJ 0089 的孢子、菌丝体和藻液之间的

相互影响

1. 5. 1摇 菌株 JXJ 0089 孢子与铜绿微囊和藻之间的

相互影响摇 取纯化的无菌藻和未纯化的有菌藻各

100 ml (5伊106 CFU / ml),分别加入 2 ml 放线菌孢

子悬液(1. 0伊107 CFU / ml),8 d 后检测抑藻效率。
并用显微镜观察藻液中是否存在放线菌菌丝体,并
取 0郾 1 ml 藻液涂布于 YIM 38#固体平板上,28 益下

培养,连续观察 7 d,记录放线菌和细菌的生长情况。
对照组试验藻液加入 2 ml 无菌水。
1. 5. 2摇 菌株 JXJ 0089 菌丝体与铜绿微囊藻之间的

相互影响 摇 分别取 0 g、0郾 15 g、0郾 30 g、0郾 45 g 和

0郾 60 g 菌丝体 ( 湿质量), 加入 100 ml (5伊 106

CFU / ml)无菌藻和有菌藻中,8 d 后测抑藻效率。 用

显微镜观察藻液中放线菌的菌丝形态,并取 0郾 1 ml
藻液涂布于 YIM 38#固体平板上,于 28 益下培养,
连续观察 7 d,记录放线菌和细菌生长情况。
1. 6摇 藻液中抑制放线菌 JXJ 0089 的细菌

采用平板划线法,对藻液中的细菌进行分离纯

化,在获得纯培养细菌后,再将其点接于涂布有放线

菌 JXJ 0089 孢子的平板培养基上,培养 3 d 后观察

细菌菌落周围是否出现抑菌圈。 提取有拮抗活性的

细菌的基因组,对其 16S rRNA 基因序列进行系统

发育分析。

2摇 结果与分析

2. 1摇 抑藻放线菌的筛选及形态鉴定和 16S rRNA
系统发育分析

摇 摇 试验结果显示,对照组 YIM 38#培养基在藻平

板上未产生明显抑藻圈,而用于筛选的 160 株放线

菌中,35 株能够在藻平板上形成明显的抑藻圈,其
中放线菌 JXJ 0089 形成的抑藻圈较透明,这说明该

菌产生的代谢产物抑藻活性较强,或者活性成分的

含量较高,因此选为后续研究菌株。
放线菌 JXJ 0089 在固体平板上生长初期气丝

相对较少,但随着培养时间的延长,气丝变得极为发

达,灰白色,基丝灰褐色,产生水溶性黄褐色色素,孢
子丝与 S. eurocidicus[30] 类似,为典型链状轮生,孢
子椭圆形,表面光滑(图 1)。 16S rRNA 基因序列

(1 529 bp;GenBank 登录号:KP193140)分析结果表

明,放线菌 JXJ 0089 属于链霉菌属(Streptomyces)的
成员,与 S. eurocidicus NRRL B鄄1676T亲缘关系最近

(99郾 73% ),采用邻接法构建系统进化树,该菌和 S.
eurocidicus NRRL B鄄1676T 聚在单独的一支上 (图

2)。 结合形态特征,将放线菌 JXJ 0089 鉴定为

Streptomyces eurocidicus JXJ 0089。

图 1摇 菌株 JXJ 0089 在 YIM 38#培养基上 28 益培养 14 d 后孢

子丝的扫描电镜照片

Fig. 1 摇 Scanning electron micrograph of spore chains of S.

eurocidicus JXJ 0089 after growth on YIM 38# medium
at 28 益 for 14 d

2. 2摇 菌株 JXJ 0089 培养时间

由图 3 可知,菌株 JXJ 0089 在 28 益、180 r / min
的条件下培养 11 d 后, 其上清液抑藻效率为

88. 02% 依1郾 63% ,此后变化不明显,因此确定发酵

时间为 12 d。
2. 3摇 上清液抑藻活性组分分析

抑藻活性组分分析结果显示,乙酸乙酯溶解的

组分抑藻活性较弱,抑藻圈直径为 8郾 92 mm,甲醇溶

解的组分抑藻活性较强,抑藻圈直径为 13郾 65 mm,
去离子水溶解的组分,抑藻活性最强,抑藻圈直径为

16郾 73 mm,这说明该菌产生多种抑藻活性物质。
TLC 检测和显色剂显示结果表明,乙酸乙酯和甲醇

溶解部分的代谢产物化学多样性丰富,而水溶性成

分茚三酮显色明显,主要为含氨基的化合物。
2. 4摇 放线菌的孢子、菌丝体与铜绿微囊藻之间的相

互影响

2. 4. 1摇 孢子与铜绿微囊藻之间的相互影响摇 抑藻

活性分析结果显示,放线菌 JXJ 0089 的孢子对无细

菌藻的抑藻效率为 2. 17% 依4郾 06 % ,对有细菌藻的

抑藻效率为 6. 53% 依3郾 88 % ,两种情况下的抑藻效

率没有显著差异(P>0郾 05),与对照组相比,其 Chl. a
含量也均无显著差异(P>0郾 05)。 显微镜观察结果

显示,在无细菌藻液和有细菌藻液中,孢子均未萌

发。 涂布培养结果显示,加入放线菌孢子的无细菌
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逸50%的步长值(以重复 1 000 次的百分率表示)在节点处标注;标尺:0. 5%的序列分歧度。
图 2摇 菌株 JXJ 0089 及亲缘关系最近的相关种以邻接法构建的 16S rRNA 基因系统进化树

Fig. 2摇 Phylogenotic tree of strain JXJ 0089 and other related species of Streptomyces based on 16S rRNA gene sequences by neighbour鄄join鄄
ing

图 3摇 培养时间对 S. eurocidicus JXJ 0089 抑藻活性的影响

Fig. 3摇 Influence of culture time on the inhibitory activity of S.
eurocidicus JXJ 0089

藻液涂布培养 1 ~ 2 d 后,平板上即长出大量放线菌

菌落,但加入放线菌孢子的有细菌藻液涂布培养 7 d
后,平板上仍然未长出放线菌菌落,这说明,无细菌

藻液中的放线菌孢子的萌发虽然受到藻液抑制,但
并未死亡,因此涂布在固体培养基上能够迅速萌发

生长;而在有细菌藻液中的放线菌孢子已经死亡,因
此涂布在固体培养基上长时间培养后仍未见萌发生

长。

2. 4. 2摇 菌丝体与铜绿微囊藻之间的相互影响摇 由

图 4 可知,在 100 ml 藻液中加入 0郾 2 g 菌丝体培养 8
d 后,有细菌藻和无细菌藻中 Chl. a 的去除率分别

为 52. 51% 依2郾 02 % 和66. 89% 依2郾 34 % ,但随着菌

丝体的继续增加,Chl. a 的去除率没有大幅度增加,
即使菌丝体增加到 0郾 8 g,有细菌藻和无细菌藻中

Chl. a 的去除率也仅分别为 59. 00% 依 1. 98 % 和

76. 35% 依1. 55 % 。 在藻细胞初始浓度相同的情况

下,菌株 JXJ 0089 菌丝体对无细菌藻 Chl. a 的去除

率显著高于有细菌藻(P<0郾 01)。 显微镜观察显示,
无论是在有细菌藻中还是在无细菌藻中,放线菌

JXJ 0089 的菌丝形态没有明显变化。 但平板涂布培

养试验结果显示,加入放线菌菌丝的无细菌藻液涂

布培养 1 ~ 2 d 后,即长出大量放线菌菌落,而加入

放线菌菌丝的有菌藻液涂布培养 7 d 后,仍然未见

放线菌长出,这说明,在无细菌藻液中的放线菌菌丝

体未死亡,而在有细菌藻液中的放线菌菌丝体已经

死亡。
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**表示无细菌藻与有细菌藻之间差异极显著(P<0郾 01)。
图 4摇 放线菌 JXJ 0089 的菌丝体对有细菌藻和无细菌藻叶绿素

a(Chl. a)的去除率

Fig. 4摇 The removal rates of Chl. a in the impure and pure cul鄄
ture of M. aeruginosa by the mycelia of actinomycete
strain JXJ 0089

2. 5摇 藻液中抑制放线菌的细菌

经平板划线,从 M. aeruginosa FACHB鄄905 培养

液中纯化到 19 株细菌,抑菌试验发现,4 株细菌(编
号分别为 CY鄄7、CY鄄12、CY鄄16 和 CY鄄19)的菌落周

围出现明显的抑菌圈,表明它们对放线菌 JXJ 0089
具有抑制作用。 16S rRNA 基因序列分析结果表明,
细菌 CY鄄7 与 Sphingomonas koreensis JSS26T 亲缘关

系最近,序列相似性为 98郾 42% ,在系统进化树上它

们聚在一支 (图 5A);细菌 CY鄄12 (1 420 bp) 与

Pseudomonas azotoformans IAM1603T亲缘关系最近,
为 99郾 72% ,在系统进化树上它们聚在一支 (图

5B);细菌 CY鄄16 ( 1 410 bp) 与 Agrococcus terreus
DNG5T的亲缘关系最近,为 99郾 72% ,在系统进化树

上它们聚在一支(图 5C);细菌 CY鄄19(1 541 bp)与
Modestobacter marinus 42H12鄄1T的亲缘关系最近,为
99郾 12% ,在系统进化树上它们聚在一支(图 5D)。
这些细菌产生何种物质抑制抑藻放线菌 JXJ 0089,
以及这些细菌对铜绿微囊藻的生长有何影响,目前

正在进一步研究中。

3摇 讨 论

抑藻放线菌广泛存在于水陆环境中,且对水华

蓝藻具有抑制作用的菌株比率很高[14, 31],这与本研

究结果一致。 目前发现的抑制蓝藻的放线菌主要为

链霉菌,如 S. achromogenes[32]、S. phaeofaciens[14]、
S. jiujiangensis[33]、 S. lushanensis[34]、 S. exfoli鄄
ates[35]、S. endus[17]、S. neyagawaensis[18, 36]和 S. he鄄

beiensis[20]等,本研究首次报道链霉菌 S. eurocidicus
对蓝藻有抑制活性。

S. eurocidicus 代谢产物丰富,能够产生多种抗

生素,如叔霉素、氮霉素、优洛杀菌素[37],但尚未有

文献报道这些抗生素有抑藻活性。 本研究发现,
S. eurocidicus JXJ 0089能够分泌多种极性不同的活

性成分,抑制铜绿微囊藻生长,其中水溶性成分主要

是氨基类化合物。 链霉菌产生的含氨基的抑藻物质

有蛋白质[36] 和赖氨酸[14],另外,含有赖氨酸的多肽

往往也具有抑藻活性[38]。 TLC 分析和茚三酮显色

结果说明,S. eurocidicus JXJ 0089 产生的水溶性氨

基类化合物极性比赖氨酸小,显色也不同,因此应该

是其他含氨基的化合物。
放线菌的孢子在无细菌铜绿微囊藻藻液中不能

萌发生长,但并未死亡,其菌丝体在无细菌藻液中也

能存活,这说明藻细胞或其产生的藻毒素等代谢产

物,虽然对放线菌具有一定的抑制作用,尤其是抑制

其孢子萌发,但对放线菌的孢子或菌丝体均没有明

显的致死作用。
蓝藻附生细菌对蓝藻的生长有重要影响,它们

的生理活动或部分代谢产物对藻细胞的生长有促进

作用[39]。 我们发现,在藻细胞起始浓度相同 (5伊
106 CFU / ml)的情况下,有细菌藻生长速率显著高

于无细菌藻,8 d 后叶绿素 a 含量达到 (1. 111依
0郾 042) mg / L,比无细菌藻 (0. 688依0郾 051) mg / L高
(P<0郾 01),这可能是附生细菌通过其生理代谢活

动,降低了对藻细胞有害物质的浓度,改善了藻细胞

的生长环境,或者为藻细胞提供了一些生长所需要

的营养成分,从而促进了藻细胞的生长,这应该是

S. eurocidicus JXJ 0089 菌丝体对无细菌藻的抑藻效

率显著高于有细菌藻的重要原因之一。
微囊藻附生细菌包括 琢鄄Proteobacteria、 酌鄄Pro鄄

teobacteria、Actinobacteria 和 Bacteroidetes 等,其中

琢鄄Proteobacteria、 酌鄄Proteobacteria 是 其 主 要 类

群[40鄄44]。 从 M. aeruginosa FACHB鄄905 藻液中分离

的 4 株对 S. eurocidicus JXJ 0089 有抑制作用的细

菌,其中 CY鄄7 属于琢鄄Proteobacteria的鞘氨醇单胞菌

属(Sphingomonas),CY鄄12 属于酌鄄Proteobacteria的假

单胞菌属(Pseudomonas),而 CY鄄16 和 CY鄄19 分别属

于 Actinobacteria 的土壤球菌属(Agrococcus)和贫养

杆菌 属 ( Modestobacter ), Sphingomonas 和 Pseudo鄄
monas 是目前研究最多的两类微囊藻附生细菌。 微
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逸50%的步长值(以重复 1 000 次的百分率表示)在节点处标注;标尺:0. 5%的序列分歧度。
图 5摇 铜绿微囊藻附生细菌及相关种以邻接法构建的 16S rRNA 基因系统进化树

Fig. 5摇 Phylogenetic tree of attached bacteria species of M. aeruginosa based on 16S rRNA gene sequences by neighbor鄄joining
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囊藻的存在有利于附生细菌的生存,增强了细菌吸

附有机物等各种营养物质的能力,为细菌提供了有

机碳源和更为安全的生长环境[39]。 因此,附生细菌

可能会抑制一些对藻细胞有害的微生物,降解其抑

藻物质,保护藻细胞,以达到维护自身良好生存环境

条件的目的,这可能是 S. eurocidicus JXJ 0089 菌丝

体对无细菌藻的抑藻效率显著高于有细菌藻的另一

个重要原因。 这些研究结果表明,利用抑藻微生物

防治蓝藻水华,必须充分考虑藻细胞的附生细菌在

其中的作用。
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