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摘 要：【目的】从温州东海海域分离获得溶藻细菌，对其进行鉴定并研究其溶藻特性及溶藻机

制，以期为赤潮的微生物治理提供坚实的科学基础。【方法】通过形态学分析、生理生化特征鉴

定以及 16S rRNA 基因序列分析对菌株进行初步鉴定。测定菌株的溶藻活性、环境因子对溶藻活

性的影响，以及溶藻特异性等溶藻特性。通过电镜观察、光合参数测定、藻细胞内活性氧和丙二

醛含量测定以及抗氧化酶活性检测等方法，初步探究其溶藻机制。【结果】溶藻菌株 J75 被鉴定

为假交替单胞菌(Pseudoalteromonas sp.)，36 h 内对中肋骨条藻的溶藻率可达 95.97%。菌株 J75 通

过分泌胞外溶藻物质实现间接溶藻，溶藻物质在−20−80 ℃、pH 5.0−9.0 条件下均能保持良好的溶

藻效果。菌株 J75 对米氏凯伦藻、微小原甲藻和球形棕囊藻均表现出溶藻活性。在 J75 无菌滤液

的胁迫下，藻细胞的形态结构发生破坏，光合活性严重下降，活性氧含量升高，膜脂过氧化损伤

加剧，超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、过氧化物酶的活性均有所升高，谷胱甘肽含量也明显升
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高，表明溶藻细菌引起了藻细胞的氧化损伤，最终导致藻死亡。【结论】海洋溶藻假交替单胞菌

J75 通过分泌溶藻物质能够有效抑制多种赤潮微藻生长，在赤潮防治方面具有广阔的应用前景，

对其溶藻特性和溶藻机制的探究为赤潮的治理提供了重要的理论依据。

关键词：中肋骨条藻；溶藻细菌；分离鉴定；溶藻特性；溶藻机制
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Abstract: [Objective] This study isolated and identified an algicidal bacterium from the East 
China Sea near Wenzhou and investigated its algicidal characteristics and mechanisms, aiming to 
contribute a solid scientific basis to the microbial control against red tides. [Methods] The strain 
was identified by morphological observation, physiological and biochemical tests, and 16S rRNA 
gene sequence analysis. The algicidal characteristics such as algicidal activity, influences of 
environmental factors on the algicidal activity, and algicidal specificity were assessed. The algicidal 
mechanism was explored by electron microscopy, measurements of photosynthetic parameters, and 
determination of reactive oxygen species (ROS) and malondialdehyde levels and antioxidant 
enzyme activities. [Results] The algicidal strain J75 was identified as Pseudoalteromonas sp. The 
algicidal rate of strain J75 against Skeletonema costatum reached 95.97% within 36 h. Strain J75 
induced lysis of algal cells indirectly by secreting extracellular algicidal substances, maintaining 
the algicidal activity across broad ranges of temperatures (−20 °C to 80 °C) and pH levels (5.0 to 
9.0). In addition, strain J75 demonstrated algicidal activities against other harmful microalgae, 
including Karenia mikimotoi, Prorocentrum minimum, and Phaeocystis globosa. Under the stress 
of J75 cell-free supernatant, the algal cells showed morphological structure damage, a significant 
decrease in the photosynthetic activity, elevations in the levels of ROS, membrane lipid 
peroxidation, activities of superoxide dismutase, catalase, and peroxidase, and the level of 
glutathione. These results indicated that strain J75 caused oxidative damage to algal cells, 
ultimately leading to algal death.[Conclusion] The marine algicidal bacterium Pseudoalteromonas 
sp. J75, which holds significant potential for the control of red tides, demonstrates its efficacy by 
secreting algicidal compounds that inhibit the growth of diverse red tide microalgae. The 
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exploration of the algicidal characteristics and mechanisms of this strain provides a theoretical 
basis for advancing red tide management strategies.
Keywords: Skeletonema costatum; algicidal bacteria; isolation and identification; algicidal 
characteristics; algicidal mechanism

近几十年来，由于水体富营养化不断加剧，

赤潮在全球范围内频繁发生[1-2]，直接威胁着海

洋生态系统的稳定、海洋生物资源的可持续利

用以及水产养殖业等海洋产业的健康发展，同

时也对人类健康构成了严重威胁[3-4]。中肋骨条

藻(Skeletonema costatum)是我国沿海水域的典型

赤潮藻之一，属于广温、低盐的浮游硅藻，其

繁殖速率快、适应能力强，广泛分布于我国黄

海[5]、东海[6]等海域，并多次引发赤潮。其他国

家和地区的海域也频繁报道中肋骨条藻赤潮的

暴发，此外，东京湾[7]、韩国南海岸[8]、英国南

开普敦港[9]及美国北卡罗来纳州[10]等海域也频繁

报道了中肋骨条藻赤潮的暴发。

海洋环境中的异养细菌与浮游植物之间存

在着密切的关系，一些藻际细菌与赤潮的暴发

及消亡过程紧密相关，可能是调控赤潮生消的

关键因素之一[11-12]。随着藻-菌关系的深入研究，

许多对赤潮藻具有溶藻作用的细菌已从沿海藻

华水体中分离获得[13-15]。目前，研究人员在溶

藻细菌的分离及溶藻特性方面进行了诸多探索，

并获得了一些高效的溶藻细菌。这些溶藻菌主

要 源 于 芽 孢 杆 菌 门 (Bacillota)、 放 线 菌 门

(Actinomycetota)、拟杆菌门(Bacteroidota)和假单

胞菌门(Pseudomonadota)[16-19]。这些溶藻菌能够

对一种或多种藻类产生影响，其溶藻作用方式

主要分为两大类：直接作用和间接作用。直接

作用方式需要细菌和藻细胞进行物理接触，有

些溶藻菌会进入藻细胞内部造成细胞裂解死亡。

更多的已报道溶藻细菌是通过间接作用来杀灭

藻细胞，即细菌通过营养竞争、释放化合物杀

死藻细胞或使藻类发生絮凝达到除藻目的。目

前已鉴定的溶藻化合物包括灵菌红素[20]、几丁

质酶[21]、活性肽[22]、三萜皂苷[23]、二酮哌嗪[24]、

鼠李糖脂[25]、色氨酸和色胺[26]等。溶藻菌的溶

藻机制多种多样，不同溶藻菌的溶藻机制差异

较大，主要归结为抑制藻类光合作用、对藻细

胞产生氧化损伤、引起胞内结构损伤以及影响

细胞基因表达等[27-29]。目前，我们对于溶藻菌

的认知仍不够充分，利用微生物方法对赤潮进

行治理还存在许多不足。因此，我们应尽可能

丰富可用于赤潮治理的菌种资源库，增加菌种

资源储备。同时，鉴于溶藻菌对藻类作用机制

的多样性，应对溶藻菌的作用范围、特性以及

其与赤潮微藻的相互作用机制进行充分研究，

为其菌剂制备和实际应用奠定理论基础。

本研究从温州附近的东海海域分离到一株

对中肋骨条藻具有较高杀藻活性的溶藻细菌，

对该菌种进行了鉴定，探究了其杀藻特性，并

初步阐释了其溶藻机制，旨在为深入研究赤潮

过程中的藻-菌关系以及开发高效的溶藻菌剂提

供良好的材料和研究基础。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　藻种来源和培养

中肋骨条藻(Skeletonema costatum) GY-H69、

米氏凯伦藻(Karenia mikimotoi) GY-H36、微小原

甲藻 (Prorocentrum minimum) GY-H38 和球形棕

囊藻(Phaeocystis globosa) GY-H37 均购自上海光

语生物科技有限公司。藻种经活化后采用 f/2 培

养基培养[30]，培养条件为温度 22 ℃，光照强度

66 μmol/(m·s)，光暗周期 12 h:12 h。实验开始

前，在藻液中加入卡那霉素、氨苄青霉素、链
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霉素、氯霉素、羧苄青霉素和庆大霉素进行抗

生素预处理以去除藻际细菌对实验的影响，将

生长状态处于指数期的藻细胞培养液用于溶藻

实验。

1.2　溶藻菌的分离与鉴定

从温州洞头沿海采集不同区域的海水，用

无菌海水稀释 102、104、106 和 108 后分别取

100 μL 涂布于 2216E 培养基平板上。平板在培

养箱中 28 ℃培养至菌落形成后，挑选具有不同

形态和颜色的菌落，转接至新的平板进行划线

纯化，每株纯化 2 次，获得纯化后的菌株。为

了筛选溶藻菌，将活化好的菌液按 5% 的体积比

加入处于指数生长期（叶绿素浓度约为 490 μg/L）

的藻液中，同时添加相同体积的 2216E 液体培

养基作为对照。使用 Phyto-PAM 测定叶绿素 a

的含量，以计算溶藻能力，溶藻率的计算如公

式(1)所示。

溶藻率=(1−C处理组/C对照组)×100% (1)

式中：C 处理组为处理组的叶绿素 a 浓度，C 对照组

为对照组的叶绿素 a 浓度。

对具有溶藻活性的菌株进行形态观察、生

理生化检测和 16S rRNA 基因序列分析。使用显

微镜观察菌体形态特征，生理生化检测采用 Lu

等的方法进行[31]。将菌株接种于 2216E 培养基

中 28 ℃ 、 180 r/min 培 养 12 h 后 ， 使 用

TIANamp Bacteria DNA Kit[天根生化科技(北京)

有限公司]提取菌株的基因组 DNA，利用通用引

物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和

1492R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)[32]进

行 PCR 扩增，获得溶藻细菌的 16S rRNA 基因

序列片段。PCR 反应体系(25 μL)：2×T5 Super 

PCR Mix 12.5 µL，上、下游引物(10 µmol/L)各

1 µL，DNA 模板 1 µL，ddH2O 9.5 µL。PCR 反

应条件：98 ℃预变性 5 min；98 ℃变性 10 s，

55 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 30 s，35 个循环；

72 ℃终延伸 5 min。将扩增纯化后的 16S rRNA

基因片段插入 pMD19-T 载体中，重组质粒送往

生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序。使

用 NCBI 中的 BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.

gov/Blast)进行序列比对，利用 MEGA 7 软件对

序列比对结果采用邻接法构建系统发育树。

1.3　溶藻菌株生长曲线的测定

将分离的溶藻细菌接种于 2216E 液体培养

基中，28 ℃、180 r/min 进行振荡培养。每 1 h

或 2 h 测定菌液在 600 nm 处的吸光度值，将吸

光度值与其对应的培养时间进行作图获得菌株

生长曲线。通过平板计数法测定菌株培养 24 h

后的浓度。

1.4　溶藻方式测定

将菌接种到 2216E 液体培养基中，在

28 ℃、180 r/min 条件下培养 24 h。培养后的菌

液 以 8 000 r/min 离 心 3 min， 将 上 清 液 用

0.22 μm 滤膜过滤，所得滤液为无细胞上清液。

将去除上清液的菌体沉淀，用等体积的 2216E

培养基重悬 2 次，得到菌体重悬液。向处于指

数生长期（叶绿素浓度约为 490 μg/L）的中肋骨

条藻中分别添加体积分数为 5% 的溶藻菌的菌

液、上清液和菌体重悬液作为处理组，加入等

体积 2216E 液体培养基的样品作为对照组。分

别在 0、12、24、36、48 h 对其叶绿素 a 含量进

行测定，计算溶藻率。

1.5　溶藻特性分析

1.5.1　溶藻活性测定

将菌株 J75 接种到 2216E 液体培养基中，

在 28 ℃、180 r/min 条件下培养 24 h，将培养好

的 J75 菌液分别以体积分数 1%、3%、5% 和

7% 加入处于指数生长期 ( 叶绿素 a 浓度约

490 μg/L)的中肋骨条藻培养物中，分别在 12、

24、36 h 对其叶绿素 a 含量进行测定，计算溶

藻率。此外，分别收集培养 6 h 和 24 h 的菌
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液，按不同浓度(体积分数 1%、3% 和 5%)分别

添加至指数生长期（叶绿素浓度约为 490 μg/L）

的中肋骨条藻中，分别在 6 h 和 24 h 对其叶绿

素 a 含量进行测定，计算溶藻率。

1.5.2　不同环境因子对溶藻效应的影响

将溶藻细菌培养 24 h 的上清液分别置于

−20、0、20、40、60、80 和 100 ℃环境下处理

2 h，然后使上清液温度恢复至室温。将处理后

的上清液以 5% 的浓度添加至中肋骨条藻藻液中

进行溶藻实验，添加相同体积的 2216E 培养基

作为对照。24 h 后测定对照组和处理组的叶绿

素 a 含量，计算溶藻率。

将溶藻细菌上清液通过 HCl 或 NaOH 溶液

调节其 pH 分别至 1.0、3.0、5.0、7.0、9.0、11.0

和 13.0，静置 2 h，然后调回到初始 pH 7.0。将

处理过的上清液以 5% 的浓度添加至中肋骨条藻

藻液中进行溶藻实验，添加相同体积的 2216E

培养基作为对照。24 h 后测定对照组和处理组

的叶绿素 a 含量，计算溶藻率。

1.5.3　溶藻特异性分析

对溶藻菌的溶藻特异性进行分析，涉及的

常见赤潮藻类包括米氏凯伦藻、微小原甲藻和

球形棕囊藻。将菌株 J75 接种到 2216E 液体培

养基中，在 28 ℃、180 r/min 条件下培养 24 h。

分别将溶藻菌上清液以 5% 与藻液共培养 24 h，

以直接加入等体积 2216E 液体培养基的样品作

为对照，计算溶藻率。

1.6　溶藻机制初步研究

1.6.1　电镜观察

将溶藻细菌上清液与中肋骨条藻共培养

24 h 后，将藻液在 8 000 r/min 下离心 5 min，收

集到的藻细胞在含有 2.5% 戊二醛的溶液中于

4 ℃固定过夜。随后，使用 PBS (0.1 mol/L，pH 

7.4)漂洗样品 3 次，再使用梯度浓度的乙醇

(30%、50%、70%、80%、90%、95% 和 100%)

对样品进行脱水处理。随后，使用乙酸异戊酯

对样品进行置换处理 2 次。最后，使用冷冻干

燥机干燥样品，经喷金处理后使用扫描电镜进

行观察。

1.6.2　藻细胞光合系统参数测定

通过 Phyto-PAM 测定中肋骨条藻在 J75 上

清液 (5%)胁迫下不同时间点 (0、12、24、36、

48、60 h)的光合参数变化，包括叶绿素 a 含量，

Fv/Fm (最大光化学量子产量)、rETRmax (最大电

子传递速率)以及 α (光能转化效率)。测量前，

样品在黑暗中暗适应 10 min。

1.6.3　藻细胞内活性氧、丙二醛含量及抗氧

化酶活性测定

向中肋骨条藻中分别添加 2.5%、5%、10%

溶藻菌上清液共培养 24 h，以添加相同体积的

2216E 培养基作为对照。24 h 后收集样品，每个

样品以 6 000 r/min 离心 5 min 收集藻细胞，用

无菌 PBS (0.1 mol/L，pH 7.4)洗涤 3 次。然后将

细胞重悬于 500 μL 无菌 PBS 中，藻细胞用

0.9 mm 锆珠在细胞组织破碎仪中破碎 6 个周期

(6.5 m/s，工作时间 60 s，间隔时间 60 s)。藻细

胞破碎后，在 4 ℃、6 000 r/min 离心 5 min，去

除藻细胞碎片，取上清待测。按照检测试剂盒

(南京建成生物工程研究所)所提供的方法对上清

液中活性氧(reactive oxygen species, ROS)、丙二

醛 (malondialdehyde, MDA)、超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase, SOD)、 过 氧 化 氢 酶

(catalase, CAT)、谷胱甘肽(glutathione, GSH)、过

氧化物酶(peroxidase, POD)含量进行测量。总蛋

白含量采用 BCA 蛋白定量试剂盒测定。

1.7　统计分析

数据结果以平均值±标准差表示，利用

SPSS 软 件 进 行 方 差 分 析 ， 所 得 结 果 采 用

GraphPad Prism 8.0.2 软件进行分析和作图。
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2　结果与分析　结果与分析

2.1　溶藻细菌 J75 的分离与鉴定

从洞头海域采集的水样中，经过分离纯化

共得到了 90 株菌株。通过与中肋骨条藻共培养

进行筛选，获得了 1 株对中肋骨条藻具有良好

溶藻效果的菌株，将其编号为 J75。菌株 J75 的

菌落呈圆形，淡黄色，略微突起，边缘较为光

滑(图 1)。扫描电镜观察结果显示，菌株 J75 的

菌体细长，呈长杆状，无鞭毛。菌株 J75 基于

16S rRNA 基因序列(NMDCN00069V1)经同源性

比对和系统发育分析表明，菌株 J75 与俄罗斯假

图1　菌株J75的形态学分析和系统发育树

Figure 1　 Morphological characteristics and phylogenetic identification of strain J75. A: Morphological 

observation of the strain; B: Observation of the strain using a scanning electron microscope (SEM); C: 

Phylogenetic tree analysis of the strains. Numbers at the branch points indicate the bootstrap value; Scale bar 

indicates the estimated number of base changes per nucleotide sequence position.
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交 替 单 胞 菌 (Pseudoalteromonas ruthenica) 

KMM 300T 的 16S rRNA 基因序列一致性最高

(99.66%)。结合形态学观察、生理生化特征

(表 1)和分子生物学鉴定，将菌株 J75 初步命名

为假交替单胞菌(Pseudoalteromonas sp.) J75。

2.2　溶藻菌株 J75 的生长曲线

将溶藻细菌 J75 以 1% 的接种量接种于

2216E 液体培养基中，28 ℃、180 r/min 条件下

培养，定时使用分光光度计在 600 nm 处测量菌

液的吸光度值，从而绘制出其生长曲线。0−2 h

为 J75 的停滞期，2−12 h 为对数期，12 h 后细菌

进入稳定期。通过平板计数法测定菌株在培养

24 h 后的浓度为 5.76×108 CFU/mL。

2.3　溶藻菌株 J75 的溶藻方式

为了探究菌株 J75 的溶藻方式，分别将菌

液、菌体重悬液和无菌上清液分别以 5% 加入到

中肋骨条藻的培养液中进行共培养，结果如图 2

所示，菌株 J75 的无菌上清液具有与菌液相同的

溶藻效果。在共培养 12 h 以后，上清液和菌体

重悬液对中肋骨条藻的溶藻率均达到 87% 以上，

共培养 48 h 以后溶藻率超过了 95%，而菌体表

现出不到 20% 的杀藻活性，溶藻率远低于其他

两组。上述结果表明菌株 J75 主要通过分泌溶藻

物质来进行杀藻。

2.4　溶藻菌株 J75 的溶藻特性分析

2.4.1　不同浓度 J75 菌液对中肋骨条藻的溶

藻活性

将菌株 J75 培养液与中肋骨条藻进行共培养

后，发现溶藻率随菌液浓度和处理时间的增加

而显著上升，呈现出明显的剂量效应关系。如

图 3 所示，在共培养 24 h 时，3%、5%、7% 处

图3　不同浓度J75菌液对溶藻活性的影响

Figure 3　Effects of different inoculation dosage of 

J75 culture on algicidal activity.

表1　菌株J75的生理生化特性

Table 1　Physiological and biochemical characteristics 

of the strain J75

Items

Methyl red test

Gram stain

Starch hydrolysis

Catalase test

V-P test

Oxidase test

Carbon sources

D-mannitol

D-glucose

D-sucrose

D-fructose

D-maltose

D-lactose

Results

−
−
+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+: Positive result; −: Negative result.

图2　菌株J75不同组分对中肋骨条藻的溶藻效率

Figure 2　Algicidal rate of different fractions of J75 

cultures against Skeletonema costatum.
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理组的抑制率显著高于 1% 处理组。1% 处理组

在共培养 36 h 时的溶藻率仅为 32.80%，而 3%、

5%、7% 处理组的溶藻活性在 36 h 后分别达到

92.49%、94.74%、95.97%。发酵时间对溶藻活

性的影响结果显示，24 h 发酵组的抑制率显著

高于 6 h 组，表明发酵时间的延长在一定程度上

有利于提升上清液中溶藻物质的活性含量(图 4)。

综上所述，菌株 J75 对中肋骨条藻的溶藻活性具

有剂量依赖性且其溶藻活性物质在细菌培养过

程中累积。

2.4.2　温度对溶藻效应的影响

菌株 J75 上清液在−20−80 ℃具有很高的热

稳定性，但在 100 ℃条件下活性显著降低。如

图 5 所示，在−20、0、20、40、60、80 ℃孵育

2 h 后，菌株 J75 上清液仍保持 74.00% 以上的

溶藻率。在 100 ℃性孵育后，菌株 J75 上清液的

溶藻活性降低，溶藻率仅为 23.74%。菌株 J75

上清液在一定温度范围(−20−80 ℃)内都保持了

较高的溶藻活性，表明菌株 J75 合成的溶藻物质

具有较好的温度耐受性。

2.4.3　pH 对溶藻效应的影响

不同 pH 值对溶藻菌 J75 溶藻效果的影响如

图 6 所示，溶藻菌 J75 上清液的溶藻活性在 pH 

5.0−9.0 的范围内仍然保持了较高的水平，在 pH

值为 5.0、7.0、9.0 时，菌株 J75 上清液的溶藻

率分别为 71.78%、72.85%、70.68%。在强酸或

强碱条件下，溶藻活性或显著降低。当 pH 值为

3.0 时，菌株 J75 上清液的溶藻率为 58.67%；当

pH 值为 13.0 时，溶藻率降至 45.98%。上述结

果表明，J75 上清液在一定 pH 范围内溶藻效果

较为稳定，其较高的 pH 耐受性使其在控制赤潮

方面具有潜在的应用价值。

2.4.4　溶藻菌 J75 对不同赤潮藻的溶藻特

异性

为了探究菌株 J75 对不同种类赤潮藻的溶藻

特异性，将 J75 上清液与多种藻种分别共培养

72 h，结果表明菌株 J75 对米氏凯伦藻、微小原

甲藻和球形棕囊藻均具有显著的溶藻作用(图 7)，

说明菌株 J75 可能对包括硅藻、甲藻、金藻在内

的多种赤潮微藻具有广泛的溶藻能力，因此在

赤潮防治中方面展现出良好的应用前景，可以

用于缓解包括中肋骨条藻赤潮在内的多种赤潮

现象。

2.5　溶藻菌 J75 的溶藻机制研究

2.5.1　溶藻效果的显微观察

通过细胞形态观察可以直观地了解溶藻菌

J75 分泌的溶藻物质对藻细胞的损伤情况。在光

学显微镜下观察藻细胞形态变化(图 8)，对照组

图4　不同生长阶段J75菌液对溶藻活性的影响

Figure 4　 Effects of J75 culture at different growth phases on algicidal activity. A: Algicidal effect of 6 h 

fermentation culture; B: Algicidal effect of 24 h fermentation culture.
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中的中肋骨条藻细胞形态结构完整。当藻液中

加入 J75 上清液处理 24 h 后，部分细胞已经失

去完整性，呈现出崩解死亡的状态。在扫描电

子显微镜下观察，对照组正常的中肋骨条藻单

细胞呈圆柱状，藻细胞通过连接刺连接成链状

结构。然而，经 J75 上清液处理 24 h 后，藻细

胞间的链状结构发生断裂，部分细胞发生破裂

降解，藻细胞表面塌陷并严重变形，硅质外壳

破损，细胞内容物流出，细胞器缺失，最终导

致藻细胞死亡。上述研究表明菌株 J75 分泌的溶

藻物质能够破坏藻细胞壁的结构导致藻细胞破

裂，胞内物质流出，最终因无法维持正常的生

命活动而死亡。

2.5.2　溶藻菌 J75 对中肋骨条藻光合系统的

影响

为了探讨 J75 上清液对中肋骨条藻光合作用

的影响，研究了藻细胞叶绿素 a 含量、Fv/Fm、α

和 rETRmax 的变化。如图 9 所示，在暴露于不同

浓度的 J75 上清液后，藻细胞中的叶绿素 a 含量

在 24 h 开始显著下降，3 个浓度处理组的叶绿

素 a 含量较对照组均显著降低，处理组含量从初

始的 487.47 μg/L 下降到 376.41 μg/L。藻细胞的

Fv/Fm、α、rETRmax 值也随着处理浓度的增加而

不断降低，在处理 48 h 以后，处理组的 Fv/Fm

值与对照组相比降低了 69%，α和 rETRmax 值也

降低至接近 0。研究表明，在 J75 上清液的作

用下，中肋骨条藻细胞的叶绿素 a 含量、

Fv/Fm、α、rETRmax 均显著下降，说明溶藻物质

可能对藻细胞的类囊体膜造成了一定的损伤，

进而影响微藻的电子传递过程。

2.5.3　藻细胞活性氧及丙二醛含量

活性氧(ROS)作为细胞内的重要信号分子，

在光合生物中主要由光合作用和呼吸作用等代

谢过程产生，包括超氧自由基、过氧化氢及其

下游产物(如过氧化物和羟化物等)，是氧化应激

图5　不同温度对J75上清液溶藻活性的影响

Figure 5　Effects of different temperature on algicidal 

activity of J75 supernatant.

图6　不同pH对J75上清液溶藻活性的影响

Figure 6　Effects of different pH on algicidal activity 

of J75 supernatant.

图7　J75对不同赤潮藻的溶藻效果

Figure 7　Algicidal effects of J75 on different red tide algae.
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的主要介质，ROS 的异常积累可引发细胞氧化

损伤[33]。如图 10 所示，当不同浓度的 J75 上清

液与中肋骨条藻共培养 24 h 后，随着上清液浓

度的增加，中肋骨条藻细胞内的 ROS 水平升高，

2.5%、5% 和 10% 浓度处理组的 ROS 水平分别

达到了对照组的 1.36 倍、1.18 倍和 1.89 倍，显

著差异于对照组。这证实了溶藻活性物质能够

诱导中肋骨条藻产生氧化应激，从而产生过量

的 ROS。过量的 ROS 易导致细胞内脂质过氧

化，进而引起丙二醛(MDA)含量上升。本研究

中，中肋骨条藻在暴露于 J75 上清液 24 h 后，

2.5%、5% 和 10% 浓度处理组 MDA 含量也显著

升高，分别为对照组的 2.24 倍、2.52 倍和 5.45

倍，MDA 含量的增加表明，菌株 J75 分泌的溶

藻物质导致了中肋骨条藻细胞膜脂质的过氧化，

增加了细胞膜的通透性，进而影响藻细胞的正

常生理功能。

2.5.4　藻细胞抗氧化酶活性分析

随着 J75 上清液浓度的增加，中肋骨条藻中

每毫克蛋白(mg prot)中含的 SOD、CAT、POD、

GSH 酶活性均明显上升(图 11)。在 2.5%、5%、

10% 浓度处理组中， SOD 的活性从初始的

10.76 U/mg prot 分 别 升 高 至 19.13、 26.80、

56.33 U/mg prot，POD 的活性从初始的 2.18 U/mg 

prot 分别升高至 4.54、 4.64、 8.61 U/mg prot，

CAT 的活性从初始的 6.83 U/mg prot 分别升高至

10.60、4.82、11.33 U/mg prot，GSH 的活性从初

始的 0.06 μmol/mg prot 分别升高至 0.13、0.09、

图8　中肋骨条藻细胞形态变化

Figure 8　 Cell morphology variation of Skeletonema costatum. A: Algal cell morphology in control group 

observed under an optical microscope; B: Algal cell morphology in treatment group observed under an optical 

microscope; C: Algal cell morphology in control group observed under a scanning electron microscope (SEM); 

D: Algal cell morphology in treatment group observed under a scanning electron microscope (SEM).
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0.23 μmol/mg prot。这些结果表明，在 J75 上清

液的胁迫下，中肋骨条藻的抗氧化系统被激活，

以保护藻细胞免受氧化损伤，但抗氧化系统无

法应对 ROS 持续性地过量积累，最终导致藻细

胞破裂死亡。结合 J75 对中肋骨条藻光合作用的

影响，推测脂质过氧化可能加剧了类囊体膜的

破坏，进而加重了光合系统电子传递系统的损

伤。在这种相互叠加的效应下，ROS 的积累加

速，而藻细胞的抗氧化系统无法有效消除过量

的 ROS。同时，藻细胞的细胞膜因受到过量

ROS 的损伤而通透性发生变化，进一步加速了

藻细胞的死亡进程。

图9　溶藻细菌J75对光合系统的影响

Figure 9　Effects of the strain J75 on photosynthetic system. A: Changes in Chlorophyll a concentration in algal 

cells; B: Changes in Fv/Fm in algal cells; C: Changes in α in algal cells; D: Changes in rETRmax in algal cells.

图10　中肋骨条藻活性氧和丙二醛含量变化

Figure 10　MDA content and ROS content variation of Skeletonema costatum. A: Changes in ROS levels in algal 

cells; B: Changes in MDA content in algal cells. **: P<0.01.
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3　讨论与结论　讨论与结论

随着赤潮事件的频繁发生，赤潮已成为最

常见的海洋灾害之一。赤潮不仅对海洋环境造

成严重危害，还给海水养殖业和海洋渔业带来

巨大的经济损失，同时也会威胁人类健康甚至

危及生命，因此寻找行之有效的方法治理赤潮

迫在眉睫[34-35]。细菌和赤潮藻类在海洋环境中

的联系十分密切，某些海洋细菌能够促进或抑

制微藻的生长繁殖，进而可能有助于赤潮的缓

解或终止。此外，抑藻微生物还具有成本低廉、

选择性强和环境友好等特点。因此，利用海洋

溶藻菌治理藻华，不仅可以保持水体环境的相

对稳定，还具有高效、成本低和环境友好等优

点，展现出巨大的应用潜力。然而，目前针对

中肋骨条藻赤潮灾害的有效溶藻菌种资源仍然

十分有限。因此，寻找多样化的针对中肋骨条

藻赤潮灾害的有效溶藻菌株，为赤潮的防控提

供菌种资源具有重要的生物学意义。本研究从

温州洞头附近的东海海域分离筛选到一株溶藻

细菌 Pseudoalteromonas sp. J75，对多种赤潮微

藻具有显著的溶藻效应。

一般来说，溶藻细菌的溶藻方式主要有

2 种：直接溶藻和间接溶藻。直接溶藻是指在溶

藻过程中，溶藻细菌直接接触藻细胞使藻细胞

死亡，即直接攻击宿主[36-37]。间接溶藻，则不

需要细胞和细胞之间的接触，主要通过以下

2 种方式实现：(1) 细菌与藻竞争环境中有限的

营养成分，从而抑制藻类的正常生长[38]；(2) 细

菌分泌具有溶藻作用的胞外物质进行溶藻[39]。

其中，细菌通过产生和释放胞外溶藻物质进行

抑藻是溶藻细菌作用于藻细胞的主要方式，也

图11　中肋骨条藻抗氧化酶活性

Figure 11　Antioxidative enzyme activities of Skeletonema costatum cells. A: Changes in SOD content in algal 

cells; B: Changes in POD content in algal cells; C: Changes in CAT content in algal cells; D: Changes in GSH 

content in algal cells. **: P<0.01.
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是目前研究较多的方向。探索溶藻细菌的溶藻

方式，不仅有助于揭示细菌溶藻的机理，还能

为开发高效杀藻剂提供科学依据。在本研究中，

菌株 J75 的上清液表现出与 J75 菌液相似的溶藻

活性，而菌体本身对藻细胞并未表现出明显的

细胞毒性，这表明菌株 J75 主要通过分泌溶藻物

质间接影响藻细胞。研究报道，许多微生物能

够合成并释放多种溶藻物质，如邻酪氨酸、尿

刊酸、苯甲酸等[17,40-41]，这些物质可作用于微藻

细胞，抑制藻细胞生长甚至导致藻细胞死亡。

光合作用是藻细胞中的重要代谢过程之一，

为藻细胞提供有机物质和能量。光合作用系统

容易受到不利环境因素的影响[42-43]，因此分析

溶藻细菌对藻类光合指标的影响对于理解溶藻

机理至关重要。叶绿素 a 在光能收集和能量转换

过程中起着重要作用，常被用于评估藻细胞对

环境胁迫的响应程度[44]。Fv/Fm 表示藻细胞 PSII

的潜在最大光合能力，反映藻细胞的最大光能

转换效率，是光合作用变化的重要指标[39]。α表

示光利用效率，即光捕获系统向光反应中心

PSⅡ传递光能的比率；rETRmax 表示最大相对电

子传递速率，可反映卡尔文循环的最大能力[45]。

Vanden 等[46]研究表明，光化学反应和电子传递

主要依赖于类囊体上的电子载体及相关酶的移

动，光合作用主要受类囊体结构和流动性的调

控。当受到溶藻物质的影响时，微藻的类囊体

膜可能受损，进而导致细胞死亡。例如，霍氏

菌属(Hahella sp.) KA22 产生的灵菌红素能降解

叶绿素 a，通过破坏类囊体膜引起光合系统的紊

乱[20]；菌株紫菜亚硫酸盐杆菌 (Sulfitobacter 

porphyrae) ZFX1 产生的溶藻化合物降解了东海

原甲藻的光合色素，破坏了其光合系统，导致

藻细胞死亡[47]。

细胞内 ROS 的生成和清除通常处于平衡状

态，但外界条件的刺激可打破这种平衡而使细

胞产生过量的 ROS，从而引起脂质过氧化，对

藻细胞膜造成氧化损伤，破坏藻细胞膜的完整

性与通透性[48-49]。在本研究中，J75 上清液的胁

迫导致光合系统电子传递过程受阻，电子传递

链中电子积累，进而导致细胞内 ROS 含量的上

升。ROS 含量的升高破坏了藻细胞的抗氧化系

统平衡，诱导藻类发生氧化应激，促进细胞膜

的脂质过氧化。MDA 是不饱和脂肪酸在氧自由

基攻击下发生脂质过氧化的副产物，其含量常

被用来反映细胞内脂质过氧化的程度，进而间

接反映细胞损伤的程度[50-51]。细胞膜主要由不

饱和磷脂组成，对氧化损伤较为敏感，因此，

过量的 ROS 会导致 MDA 的过量积累[52]。例如，

Li 等利用曲霉属(Aspergillus sp.) SCSIOW2 产生

的 化 合 物 malformin C 处 理 红 色 赤 潮 藻

(Akashiwo sanguinea)和海洋卡盾藻 (Chattonella 

marina) 后均发现 ROS 和 MDA 水平显著升

高[53]；溶藻菌株柔武氏菌属(Raoultella sp.) S1 分

泌的溶藻物质通过诱导脂质过氧化，使铜绿微

囊藻细胞的 MDA 含量显著上升，在 36 h 时上

升至对照组的 6 倍[42]，对藻细胞造成严重伤害。

SOD 是一种存在于生物体内的抗氧化金属

酶，能够催化超氧阴离子自由基歧化生成氧气

和过氧化氢，在机体氧化与抗氧化平衡中发挥

着至关重要的作用[54]。随后 POD、CAT 和 GSH

会进一步与生成的过氧化氢反应生成 H2O，以

清除体内由氧化应激产生的活性氧[55-59]。本研

究中， J75 上清液的胁迫下，产生了过量的

ROS，激活了藻细胞的抗氧化系统，抗氧化酶的

含量开始持续升高，表明细胞内部发生了抗氧

化防御反应，以保护藻细胞免受氧化损伤。然

而，过高的 ROS 水平超过了细胞的自我防御能

力，最终导致细胞死亡。由于脂质过氧化引起

的类囊体膜破坏会进一步加剧光合系统的电子

传递系统损伤，导致 ROS 大量积累，藻细胞逐
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渐死亡。

综上所述，溶藻细菌 Pseudoalteromonas sp. 

J75 是一株高效的海洋溶藻菌，对中肋骨条藻有

显著的杀灭作用。菌株 J75 通过分泌胞外溶藻物

质杀灭藻细胞，其溶藻物质具有广泛的温度和

pH 适应性，对多种赤潮藻类均表现出良好的杀

藻能力。菌株 J75 破坏了中肋骨条藻的细胞结构

和光合系统，同时导致藻细胞内 ROS 和 MDA

含量增加，藻细胞抗氧化酶活性升高但无法清

除过量的 ROS，最终导致细胞死亡。
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