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摘   要：【目的】基于生态安全评估，探索溶藻细菌及其分泌物的抑藻效果与机制。【方法】分

离获得溶藻细菌 2-4 (Pseudomonas sp.)，通过正交试验和动力学模型研究了菌株 2-4 及其分泌物的

抑藻特性，并通过急性毒性试验对菌株 2-4 及其分泌物进行生态风险评估。【结果】菌株 2-4 在最

优条件下接种体积比(V/V)为 15%时对铜绿微囊藻的 4 d 抑制率达 92.81%，抑藻反应符合一级动力

学模型(t1/2=126 h)。菌株 2-4 具有抑藻多样性，首次报道了假单胞菌对斜生四链藻、蛋白核小球藻

和丝藻的抑藻效果。菌株 2-4 分泌的抑藻活性物质分子量小于 500 Da，不耐高温和强酸强碱。急

性毒性试验结果显示，高于 1.5%的菌液对大型溞有毒，高于 2%的菌株分泌物对大型溞和稀有鮈

鲫有毒，但对明亮发光杆菌无毒。较安全的使用范围内，菌株 2-4 (V/V=1.5%)及其分泌物(V/V=10%)
对藻华湖泊水样的叶绿素 a 去除率为 4.83%–42.94%和 30.62%–68.69%。【结论】本研究客观分析

了假单胞菌 2-4 及其分泌物在生态安全使用范围内的实际抑藻效果，明晰了溶藻细菌生态毒性与

抑藻效率的关系，为生物控藻实践提供理论参考。 

关键词：溶藻细菌；假单胞菌；铜绿微囊藻；叶绿素 a；分泌物；急性毒性 
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Abstract: [Objective] To explore the inhibitory effects of Pseudomonas 2-4 and its product on algae 
based on ecological risk assessment. [Methods] Algicidal bacterial strain 2-4 (Pseudomonas sp.) was 
isolated, and the suppression of strain 2-4 and its product on algae was examined based on orthogonal 
test and kinetic stimulation. Acute toxicity test was conducted to evaluate the ecological risks. [Results] 
Under the optimal conditions, strain 2-4 (V/V=15%) removed 92.81% of the Microcystis aeruginosa in 
4 days, and the algal inhibition could be characterized by the first-order kinetic model (t1/2=126 h). 
Strain 2-4 had a broad-spectrum inhibitory activity and the inhibitory effects of Pseudomonas sp. on 
Ulothrix sp., Chlorella pyrenoidosa, and Tetradesmus obliquus were reported for the first time. The 
product (<500 Da) from strain 2-4 had inhibitory effects on algae, but could be destroyed by high 
temperature and strong acid and alkali. The results of acute toxicity test showed the bacterial liquid 
at >1.5% (V/V) was toxic to Daphnia magna and the product at >2% (V/V) was toxic to D. magna and 
Gobiocypris rarus but nontoxic to Photobacterium phosphoreum. At the safe concentration, strain 2-4 
(V/V=1.5%) and its product (V/V=10%) decreased chlorophyll a in the lake with algae bloom by 
4.83%–42.94% and 30.62%–68.69%, respectively. [Conclusion] We analyzed the algicidal effect of 
strain 2-4 and its product in the safe concentration and clarified the relationship between the ecological 
toxicity and the inhibitory effects of strain 2-4, hoping to provide a reference for biocontrol of algae. 

Keywords: algicidal bacteria; Pseudomonas sp.; Microcystis aeruginosa; chlorophyll a; bacterial product; 
acute toxicity 
 

近年来，由于水体富营养化和气候变暖，

有害藻华的发生频率日益增加。其中，有害微

囊藻(如铜绿微囊藻)分泌的微囊藻毒素威胁饮

用水安全，危害水生生态系统健康[1]。2016 年，

“全球变化下有害藻华研究计划”正式启动，该

计划旨在改进对藻华的认识和预测能力，更全

面地开展藻华的防控与治理[2]。目前，微生物

控藻技术因其环境友好性而备受环境管理部门

和研究者的关注[3]。研究者分离筛选溶藻细菌，

将其应用于富营养化鱼塘[4]、虾养殖池塘[5]、湖

泊[6]和河道[7]等环境的藻华防控中，有效降低水

体藻细胞数量或叶绿素 a (chlorophyll a，Chl-a)
浓度。因此，溶藻细菌具有广阔的应用前景。 

溶藻细菌(algicidal bacteria)是一种以直接

或间接的方式溶解破坏藻细胞结构或抑制藻生

长的细菌。1942 年 Geitler 最早发现了一株粘细

菌 Polyangium parasiticum 能够杀死刚毛藻

(Chladophora sp.)[8]，此后越来越多的溶藻细菌

被报道出来。至今共报道了 5 个门、78 个属的

溶藻细菌，其中报道菌株数目最多的是芽孢杆

菌(Bacillus spp.)、链霉菌(Streptomyces spp.)和
假单胞菌(Pseudomonas spp.)[9]。假单胞菌因其
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较高的抑藻效率得到广泛关注。Wang 等[10]分离

了一株铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa 
ACB3)对铜绿微囊藻抑藻率可达 97.50%。黄姿

等[11]发现了一株假单胞菌(Pseudomonas sp. Z3)
对链状亚历山大藻(Alexandrium catenella)抑藻

率为 95.00%。赵传鹏等[12]研究了一株假单胞菌

对铜绿微囊藻培养液和太湖水样的抑藻效果，1 d
后抑藻率分别为 91.00%和 85.90%。Zhou 等[13]

发现一株铜绿假单胞菌通过分泌代谢物质阻碍

了铜绿微囊藻细胞内蛋白质和碳水化合物的合

成，并通过膜脂过氧化来破坏铜绿微囊藻的细胞

膜，7 d 后 Chl-a 去除率为 83.84%。据统计，假

单胞菌属溶藻细菌可抑制金藻门(Chrysophyta)、
褐藻门(Ochrophyta)、蓝藻门(Cyanobacteria)、
绿藻门(Chlorophyta)、硅藻门(Bacillariophyta)、
甲藻门(Pyrroptata)共 6 个门、25 个属的藻生  
长[14‒26]，其抑藻多样性仅次于芽孢杆菌[9]，具

有很强的应用潜力。然而，假单胞菌属中存在

较多条件致病菌，如溶藻效率较高的铜绿假单

胞菌是一种水源性和食源性的条件致病菌，可

引起人类呼吸道感染、伤口感染、菌血症和败

血症等[27]。因此，在使用溶藻细菌控制藻华实

践中应充分考虑其生态环境风险。 
近年来，研究者们开始研究溶藻细菌的生

态环境风险。潘瑞松等[28]发现溶藻细菌 Bacillus 
sphaericu Y1 菌液对发光细菌具有轻微的急性

毒性。孔赟等 [29]用发光细菌检验了溶藻细菌

Streptomyces sp. HJC-D1 的过滤发酵液，发现溶

藻细菌分泌物同样具有一定的急性毒性。而童

晶[30]发现溶藻细菌 Arenibacter sp. A61 的无菌

滤液对大型溞(Daphnia magna)、褶皱臂尾轮虫

(Brachionus plicatilis)和南美白对虾 (Penaeus 
vannamei)没有产生急性活动抑制。吴培枫等[31]

用斑马鱼(Brachydanio rerio)和小鼠对溶藻细菌

Halomona sp. DH-e的无菌滤液进行急性毒性检

验，结果表明菌分泌物低毒或无毒。然而，目

前关于溶藻细菌生态风险的研究仍然较少，且

大多数研究报道的高抑藻率是在溶藻细菌投入

量较高的条件下获得的，未充分考虑高浓度溶

藻细菌的潜在生态环境风险。因此，有必要针

对溶藻细菌的应用特性，开展抑藻效果与溶藻

细菌风险相关联的研究。本研究分离筛选出  
一株对铜绿微囊藻有高效抑藻活性的假单胞细

菌(Pseudomonas sp. 2-4)，探讨了其抑藻特性和

水生急性毒性，并基于其风险评估研究了其最

佳的抑藻效果，以期为溶藻细菌治理藻类水华

的应用实践提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  受试生物的来源与培养方法 

铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa FACHB- 
434)、近头状尖胞藻(Raphidocelis subcapitata)、
斜生四链藻(Tetradesmus obliquus FACHB-417)
和蛋白核小球藻(Chlorella pyrenoidosa FACHB-10)
购自中国科学院水生生物研究所；丝藻(Ulothrix 
sp. FUSW6)购自暨南大学水生生物研究所。藻

种活化后用 BG11 培养基扩大培养，培养温度

为 25 °C，光照条件为 2 000–3 000 lx，时间为

12 h 昼/12 h 夜。 
明亮发光杆菌(Photobacterium phosphoreum 

T3)、大型溞(Daphnia magna Straus)和稀有鮈鲫

(Gobiocypris rarus)由广东省微生物分析检测中

心提供。大型溞用 M4 培养基培养，培养条件

为 25 °C、1 000 lx、12 h 昼/12 h 夜。稀有鮈鲫

的培养条件为(23±2) °C、500–1 000 lx、14 h   
昼/10 h 夜，24 h 曝气。 

1.2  溶藻细菌的分离与筛选 
采集华南农业大学校内人工湖(洪泽湖，HZ 湖)

水样，涂布于藻粉无机盐培养基(1 g/L K2HPO4，

0.5 g/L MgSO4，0.5 g/L NH4Cl，0.5 g/L KNO3，
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0.1%微量元素，0.1%维生素，1%高纯螺旋藻

粉)，分离纯化获得待试菌株。后续试验使用

R2A 培养基扩大培养菌株，R2A 培养基成分包

括 0.25 g/L 胰蛋白胨，0.5 g/L 酸水解酪蛋白，

0.5 g/L 酵母浸粉，0.5 g/L 可溶性淀粉，0.3 g/L
磷酸氢二钾，0.1 g/L 硫酸镁，0.3 g/L 丙酮酸钠，

0.25 g/L 蛋白胨，0.5 g/L 葡萄糖，pH 为 7.2。
将待试菌株接种于含铜绿微囊藻的 BG11 培养

基(菌藻比为 1:9)，在 25 °C、2 000–3 000 lx、

12 h 昼/12 h 夜的条件下培养 4 d。采用 90%丙酮

提取方法[32]测定藻培养液的 Chl-a 浓度(公式 1)，
再根据公式 2 计算抑藻率 R (Chl-a 去除率)，
Chl-a 去除率大于 20%判定待试菌株具有抑藻潜

力。本研究获得 1 株高抑藻潜力菌株 2-4，通过

16S rRNA 基因序列鉴定为假单胞菌 Pseudomonas 
sp. (GenBank 登录号：OK465191)。根据《现代

微生物学实验技术》[33]分析菌株 2-4 的生理生

化特性。 

664 750 647 750 630 750 1

2

Chl-a (mg/L)
[11.85 ( ) 1.54 ( ) 0.08 ( )]OD OD OD OD OD OD V

L V

=
× − − × − − × − ⋅

⋅
                    (1) 

其中，Chl-a 为样品的叶绿素 a 浓度(mg/L)；
OD 为不同波长下的吸光度；V1 为 90%丙酮提

取液体积(mL)；V2 为样品体积(L)；L 为比色皿

光程(cm)。 
(%)

(Chl-a Chl-a ) / Chl-a 100
R =

− ×对 组 对 组实验组照 照
  (2) 

其中，R 为叶绿素 a 去除率(%)；Chl-a 对照组

为藻液与无菌 R2A 培养基共培养后的叶绿素 a
浓度(mg/L)；Chl-a 实验组为藻液与菌液共培养后的

叶绿素 a 浓度(mg/L)。 

1.3  菌株 2-4 的抑藻效果 
1.3.1  菌株 2-4 的抑藻多样性 

将铜绿微囊藻(M. aeruginosa)、近头状尖胞

藻(R. subcapitata)、斜生四链藻(T. obliquus)、蛋

白核小球藻(C. pyrenoidosa)和丝藻(Ulothrix sp.)分
别转接到 BG11 培养 10 d 后，将 0.5 mL 菌株

2-4 菌液(OD600=0.72)与 4.5 mL 藻液(OD680=0.28)
进行共培养，设置 3 个平行，4 d 后测定培养液

Chl-a 浓度，计算 Chl-a 去除率。 
1.3.2  菌株 2-4 抑制铜绿微囊藻正交试验 

以铜绿微囊藻为受试藻种，采用 L9(33)正交

试验，设置 3 个变量和 3 个水平，即藻细胞数

目(4.50×106、6.75×106 和 13.50×106 个/mL)、菌

接种量(5%、10%和 15%)和 pH (8、9 和 10)。

每个处理设置 3 个平行，4 d 后测量对照组(将
菌液替换成无菌 R2A 培养基)和实验组的 Chl-a
浓度，再计算其抑藻效果(Chl-a 去除率)。利用

有效性统计[34] (公式 3)来测量各变量水平对抑

藻效果的影响。 
3

1

1
3i ij

j
E q

=

=                          (3) 

其中：Ei 表示 i 水平所对应抑藻效果(Chl-a
去除率)的平均值，qij 表示第 j 列 i 水平条件所

对应抑藻效果。在 i 水平上，Ei 值越高表示抑

藻效果越高。采用极差统计方法比较各变量对

抑藻效果的影响。计算各变量的极差统计值

Ri=max(Ei)－min(Ei)，极差统计值越高，说明该

变量对抑藻效果的影响越大。 

1.4  菌株 2-4 的抑藻机制探索试验 
1.4.1  菌株 2-4 抑藻动力学试验 

根据正交试验优化的条件进行菌藻共培养

实验，设置 3 个平行，从 0 h 开始每隔 12 h 取

样测定对照组(将菌液替换成无菌 R2A 培养基)
和实验组的 Chl-a 含量，并计算不同时间 Chl-a
的去除率，持续 120 h。使用一级和二级反应动

力学方程[35]模拟 Chl-a 随时间的变化规律，计

算 Chl-a 半衰期。一级(公式 4)和二级(公式 5)反
应动力学方程如下： 
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1
 0[Chl-a] [Chl-a] e t k− ⋅= ×   

             (4) 

2 0[Chl-a] 1 / ( 1 / [Chl-a] )t k= ⋅ +           (5) 

其中，[Chl-a]t 表示时间为 t 时的 Chl-a 浓

度，[Chl-a]0 表示时间为 0 时预测的初始浓度，

t 表示时间，k1 和 k2 为一级和二级动力学参数。 
1.4.2  菌株 2-4 的抑藻作用方式 

将培养到稳定期(OD600=0.72)的菌液 8 000 r/min
离心 15 min，用 0.22 µm 针式滤头过滤，得到

无菌滤液(分泌物)，离心管底部的菌细胞用无菌

水冲洗 3 次(洗去菌分泌物)，再用无菌水重悬，

得到清洗后的菌细胞。分别将菌液、无菌滤液

(分泌物)和清洗后的菌细胞与铜绿微囊藻在相

同条件下进行共培养，设置 3 个平行，4 d 后测

定 Chl-a 含量并计算去除率。 
1.4.3  菌株 2-4 的无菌滤液对温度和 pH 的稳

定性 
不同温度(将无菌滤液分别置于‒80、‒28、

4、30、60 和 98 °C 处理 3 h，待解冻或冷却)
和 pH (用 1 mol/L HCL 和 1 mol/L NaOH 将无菌

滤液的 pH 分别调为 3、5、7、9 和 11，处理 3 h
后再调回初始 pH)处理后，按 10%体积比与铜

绿微囊藻共培养，将 10%无菌滤液替换成 10%
无菌 R2A 培养基作为对照组 CK，设 3 个平行，

4 d 后测定 Chl-a 含量并计算去除率。 
1.4.4  菌株 2-4 的抑藻活性物质分子量大小 

分别取 5 mL 无菌滤液于不同分子量大小

的透析袋中(0.5、3.5、7.0、15.0、25.0 和 45.0 kDa)，
用 100 倍体积(500 mL)去离子水透析 24 h，期

间换水 3 次，透析后的无菌滤液以 10%体积接

种到铜绿微囊藻培养液中进行抑藻实验，设置

空白组(加 10%无菌 R2A 培养基)和对照组(加
10%未处理的无菌滤液)，设置 3 个平行，比较

不同大小截留物质的抑藻效率(共培养 4 d 后测

定 Chl-a 去除率)。 
1.4.5  扫描电子显微镜观察抑藻效果 

将培养了 10 d 的铜绿微囊藻分为 3 组：A

组加入 10%无菌 R2A 培养基，B 组加入 10%菌

液，C 组加入 10%无菌滤液。共培养 4 d 后取

样，在扫描电子显微镜下观察藻细胞数量和形

态变化并拍照。 

1.5  菌株 2-4 及其无菌滤液的风险评估 
1.5.1  对大型溞的急性活动抑制试验 

根据《化学品 溞类急性活动抑制试验》国

家标准(GB/T 21830—2008)[36]，将菌液(0.5%、

1.5%、3.0%和 5.0%)或无菌滤液(2%、5%、10%
和 15%)以不同体积比分别加入到装有大型溞(溞
龄小于 24 h)和 50 mL M4 培养基的烧杯(100 mL)
中，每个烧杯装 5 头溞，每组设置 4 个平行，分

别在试验开始后 24 h 和 48 h 观察并记录溞受抑

制的情况。计算 48 h 的半数效应体积比(%)，将

对应体积的菌液或无菌滤液烘干后称重，换算

成半数效应浓度(median effective concentration，
EC50，mg/L)。根据《化学品分类和标签规范第

28 部分：对水生环境的危害》国家标准(GB 
30000.28—2013)[37]，急性水生危害甲壳纲毒性分

为类别 1 (48 h EC50≤1 mg/L)、类别 2 (1 mg/L<48 h 
EC50≤10 mg/L)和类别 3 (10 mg/L<48 h EC50≤

100 mg/L)，当 48 h EC50>100 mg/L 时，对大型溞

低毒或无毒。同时，分别测定不同体积比的菌液

(0.5%、1.5%、3.0%和 5.0%)和无菌滤液(2%、5%、

10%和 15%)对铜绿微囊藻的 Chl-a 去除率(4 d)。 
1.5.2  对明亮发光杆菌的急性毒性试验 

根据《水质 急性毒性的测定 发光细菌法》

国家标准(GB/T 15441—1995)[38]，以氯化汞标

准溶液(0.02–0.24 mg/L)为参比，以氯化钠溶液

(30 g/L)为对照。将 10 µL 发光细菌，分别加入

到 2 mL 不同浓度(0%、2%、5%、10%、15%、

20%和 30%)的无菌滤液、参比溶液和对照溶液

中，设置 3 个平行，15 min 用生物发光光度计

测定发光量(mV)，根据公式 6 和公式 7 分别计

算相对发光度 L 和抑制发光率 IL。当样品的抑
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制发光率低于最低检出限(0.02 mg/L 氯化汞标

准溶液浓度对应的抑制发光率)，则判定该浓度

的样品无毒。当样品的抑制发光率高于检出限，

通过标准曲线计算出对应的氯化汞标准溶液浓

度，相当于该浓度氯化汞标准溶液的毒性。同

时，分别测定不同体积比的(2%、5%、10%、

15%、20%和 30%)无菌滤液对铜绿微囊藻 Chl-a
去除率(4 d)。 

(%) /L mV mV= 对 组标线组 样 组 照或 品 ×100     (6) 
IL (%)=100‒L                     (7) 

1.5.3  对稀有鮈鲫的急性毒性试验 
根据《化学品 鱼类急性毒性试验》国家标

准(GB/T 27861—2011)[39]，将无菌滤液按 2%、

5%和 10%体积比分别加入到装有稀有鮈鲫(鱼

龄约 60 d)和 3 L 水的广口瓶(5 L)中，每瓶装 5 尾

鱼，每组设置 3 个平行，对照组加入 10% R2A，

分别在试验开始后 3、6、18、24、48、72、96 h

观察并记录各试验组幼鱼状态，计算 96 h 的半

数致死体积比(%)，并根据对应体积的无菌滤液

烘干后称重 (mg)，换算半数致死浓度 (median 

lethal concentration，LC50，mg/L)。根据《化学

品分类和标签规范 第 28 部分：对水生环境的危

害》国家标准(GB 30000.28—2013)[37]，急性水生

危害鱼类毒性分为类别 1 (96 h LC50≤1 mg/L)、

类别 2 (1 mg/L<96 h LC50≤10 mg/L)和类别 3 

(10 mg/L<96 h LC50≤ 100 mg/L)，当 96 h 

LC50>100 mg/L 时，对稀有鮈鲫低毒或无毒。 

1.6  菌株 2-4 及其无菌滤液对水华水样的

抑藻效果 
采集广东省广州市华南农业大学洪泽湖

(HZ 湖)、鄱阳湖(PY 湖)和昭阳湖(ZY 湖)的水

样，测定 Chl-a 含量。分别将 10%无菌滤液和

1.5%的菌液加入到 3 个水样中，对照组将无菌

滤液和菌液替换成 10%和 1.5%无菌 R2A 培养

基，设置 3 个平行，4 d 后测定 Chl-a 含量并计

算去除率。 

2  结果与分析 
2.1  菌株 2-4 的抑藻特性 

本研究分离的菌株 2-4 经 16S rRNA 基因序

列分析和比对，与铜绿假单胞菌(Pseudomonas 
aeruginosa NBRC12689)相似度达 99.60%，结合

生理生化特征分析，鉴定该菌株为假单胞菌。

菌株 2-4 杆状，产荧光绿色水溶性色素，有类

似生姜气味。假单胞菌属溶藻细菌具有抑藻广

谱性，目前已报道该属的 8 个种的菌种可抑制

25 个藻种的生长[9]。菌株 2-4 同样显示出抑藻

多样性，如图 1A 所示，菌株 2-4 对蓝藻纲的铜

绿微囊藻(M. aeruginosa)、绿藻纲多细胞斜生四

链藻(T. obliquus)、单细胞丝藻(Ulothrix sp.)和
蛋白核小球藻(C. pyrenoidosa)都有显著的抑藻

效果，其中对斜生四链藻、蛋白核小球藻和丝

藻的抑制效果此前未被报道，说明假单胞菌的

抑藻谱可能更为丰富，也说明假单胞菌作为控

制藻华的生物菌剂具有很强的应用潜力。 
为研究菌株 2-4 抑藻的影响因素和优化抑

藻反应条件，本研究设计了 3 变量×3 水平的正

交试验 L9(33) (表 1)。正交试验结果(表 2)显示，

菌液接种量对抑藻效果的影响最大，随着细菌

浓度的增加，抑藻效果增强；相反，随着藻细

胞数量的增加，抑藻效果降低。pH 的影响仅次

于菌液接种量，其中 pH 最优值为 9，pH 增加

或降低均影响抑藻效率。然而，考虑到藻华发

生时，水环境的 pH 一般达到 10 以上，为接近

实际应用条件，后续研究优选条件设为试验编

号 3 (藻细胞数目 4.50×106 个/mL，菌液接种量

为 15%，pH 10)，此时，菌株 2-4 对 Chl-a 的去

除率(抑藻率)为 92.81%。 
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图 1  菌株 2-4 的抑藻多样性(A)和对铜绿微囊藻的动力学降解曲线(B)  
Figure 1  Inhibitory effects of strain 2-4 on different algae (A) and kinetic degradation curve of Microcystis 
aeruginosa by strain 2-4 (B). Error bars indicate the standard deviation (n=3). In Figure 1B, the fitted first-order 
and second-order reaction kinetics equation are Chl-a=225.6·e‒0.005 5·t and Chl-a=1/(2.91×10‒5·t+1/224.9), 
respectively. 
 
表 1  L9(33)正交试验的设计 
Table 1  Design of the L9(33) orthogonal array 
experiment 

Group 
Number of algal 
cells/(×106/mL) 

Inoculation 
volume ratio 
of bacteria/% 

pH 
Chlorophyll 
a removal 
rate/% 

1 4.50 5 8 81.23 
2 4.50 10 9 91.28 
3 4.50 15 10 92.81 
4 6.75 5 9 89.22 
5 6.75 10 10 88.70 
6 6.75 15 8 90.50 
7 13.50 5 10 55.49 
8 13.50 10 8 88.45 
9 13.50 15 9 90.69 
 
表 2  L9(33)正交试验的结果 
Table 2  Results of the L9(33) orthogonal array 
experiment 

Effectiveness 
statistics 

Number of algal 
cells/(×106/mL) 

Inoculation 
volume ratio of 
bacteria/% 

pH 

E1 88.44 75.31 86.73 
E2 89.47 89.48 90.40 
E3 78.21 91.33 79.00 
Ri 11.26 16.02 11.40 

基于正交试验的优化条件，研究了菌株 2-4
的抑藻反应动力学过程。由图 1B 可见，空白对

照中表征藻细胞丰度的 Chl-a 浓度随时间增长，

而藻菌共培养体系中 Chl-a 浓度随时间降低，

抑藻效率逐渐升高。应用一级和二级反应动力

学方程模拟 Chl-a 随时间的衰减过程。结果显

示，Chl-a 的衰减过程更符合一级反应动力学

(r1st
2=0.668 vs r2nd

2=0.583)，说明菌株 2-4 对铜绿

微囊藻的抑制作用更大可能是直接抑杀作用，

与郭惠娟等[35]和许明宸等[40]的研究相符。根据

菌株 2-4 的一级动力学方程模拟结果，Chl-a 的

半衰期为 126 h (t1/2=126 h)，相应的 Chl-a 去除

率为 87.71%。 

2.2  溶藻细菌 2-4 的抑藻作用方式 
为了探究菌株 2-4 对铜绿微囊藻的抑藻作

用方式，分别将菌液、无菌滤液、清洗后的菌

细胞与铜绿微囊藻共培养。结果如图 2A 所示，

4 d 后 Chl-a 去除率分别为 93.10%、60.34%和

10.62%，说明菌株 2-4 可分泌抑藻物质，进而

抑制藻细胞的活性或破坏藻细胞。本研究通过



 

 

 

3638 Ye Yihua et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(9) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

温度和 pH 条件检验了无菌滤液(分泌物)的抑藻

功能稳定性。发现高温(60、80、98 °C)处理后

的无菌滤液失去抑藻活性，而低温(‒80、‒28、
4 °C)和 30 °C 常温处理的无菌滤液仍具有较强

抑藻活性，4 d 后 Chl-a 去除率分别为 63.87%、

70.35%、64.75%和 60.34% (图 2B)。此外，滤

液在强酸(pH 3)和强碱(pH 9 和 11)处理后对铜

绿微囊藻的抑制效果显著下降(图 2C)。以上结

果说明无菌滤液中的抑藻活性成分可被高温和

强酸强碱破坏而失活。如图 2D，菌株 2-4 的无

菌滤液经不同分子量大小(0.5、3.5、7、15、25、

45 kDa)透析袋透析后的 Chl-a 去除率明显降

低，与未透析的无菌滤液抑藻效果存在显著差

异，由此推测，无菌滤液经 24 h 透析后有效抑

藻活性成分流失，说明菌株 2-4 分泌的主要抑

藻活性物质分子量小于 500 Da。 
本研究通过扫描电镜进一步观察了菌株

2-4 及其无菌滤液对铜绿微囊藻的抑藻效果。接

入无菌 R2A 培养基(A)、菌液(B)及其无菌滤液

(C)，4 d 后铜绿微囊藻细胞形态和数目的变化

如图 3 所示。对比图 3 中的 A、B、C 这 3 个组

别中的藻细胞数量可知，加入菌株 2-4 菌液及其 
 

 
 
图 2  菌株 2-4 (V/V=10%)对铜绿微囊藻的抑藻作用方式(A)、抑藻物质对温度(B)和 pH (C)的稳定性及

其分子量大小(D)  
Figure 2  The inhibition mechanism of strain 2-4 (V/V=10%) on Microcystis aeruginosa (A), stability of 
algicidal substance to temperature (B) and pH (C), and molecular weight of strain 2-4 (D). Different 
lowercases indicate significant differences between groups (P<0.05), the same lowercases indicate no 
significant differences between groups. Error bars indicate the standard deviation (n=3). 
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图 3  扫描电镜观察菌株 2-4 的菌液及其无菌滤液对铜绿微囊藻细胞形态和数目变化的影响 
Figure 3  Scanning electron microscopic observations of Microcystis aeruginosa attacked by strain 2-4 and 
its filtrated supernatant. A: 10% sterile R2A culture was added; B: 10% strain 2-4 was added; C: 10% its 
filtered supernatant was added. Figure 3A1, Figure 3A2 and Figure 3A3 are photos taken at different 
magnifications of the same field of vision, with magnifications of 2 000, 5 000 and 10 000 times, respectively. 
(Microcystis aeruginosa culture contained harmless epiphytic bacteria). 
 
无菌滤液后铜绿微囊藻数量明显较对照组的

少，进一步验证了菌株 2-4 及其分泌物的抑藻

效果，且菌液的抑藻效果相比无菌滤液更强。

正常状态下的铜绿微囊藻呈规则圆球形、表面

平滑(图 3A3)；加入无菌滤液后，部分藻细胞表

面皱缩(图 3C3)，而加入菌株 2-4 菌液后的藻细

胞表面皱缩粗糙，部分藻细胞变形，甚至被破坏

(图 3B3)。由此推测，菌株 2-4 及其分泌物可通过

破坏铜绿微囊藻细胞结构从而产生直接的杀抑

效果，印证了其一级抑藻动力学结果(图 1B)。 

2.3  菌株 2-4 及其无菌滤液的风险与应用 
铜绿假单胞菌是一种水源性和食源性的条

件致病菌[27]。菌株 2-4 与铜绿假单胞菌相似度

较高，存在潜在的应用风险。因此，本研究设

置了明亮发光杆菌、大型溞和稀有鮈鲫 3 个营

养级的生物，检测菌株 2-4 及其无菌滤液(分泌

物)的生态风险，客观评价其应用价值。 
从菌株 2-4 菌液、无菌滤液与大型溞的剂

量效应曲线可见，菌株 2-4 菌液对大型溞 48 h
的半数效应体积比为 2.78% (图 4A)，换算成半数

效应浓度(EC50)为 52.00 mg/L，而无菌滤液对大

型溞 48 h 的半数效应体积比为 10.92% (图 4B)，
换算成半数效应浓度(EC50)为 31.33 mg/L，都低

于国家标准[37]规定的急性水生危害甲壳纲阈值

(100 mg/L)，说明菌株 2-4 菌液及其分泌物对大

型溞都有毒性效应，毒性级别为类别 3。 
菌株 2-4 的无菌滤液对明亮发光杆菌的急性

毒性试验显示(图 4C)，无菌滤液体积比为 2%、

5%、10%和 15%时，其抑制发光率均显著低于

最低检出限，而无菌滤液体积比为 20%和 30%
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时，其抑制发光率与最低检出限处于同一水平，

说明菌株 2-4 的无菌滤液体积比低于 15%时对

明亮发光杆菌无毒性效应，而 20%和 30%的无

菌滤液对明亮发光杆菌微毒，相当于 0.02 mg/L
氯化汞标准溶液的毒性。其中 15%体积比的无

菌滤液在对明亮发光杆菌无毒性效应的前提下

有较高的 Chl-a 去除率(85.71%)。 
图 4D 展示了稀有鮈鲫暴露于各体积比的

菌株 2-4 无菌滤液的累计死亡率。经计算稀有

鮈鲫 96 h 半数致死体积比为 6%，换算成半数

致死浓度(LC50)为 74.22 mg/L，低于国家标准[37]

规定的急性水生危害鱼纲阈值(100 mg/L)，说明

菌株 2-4 分泌物对稀有鮈鲫有毒，毒性为类别 3。
需要说明的是，较高体积比的无菌滤液(5%和

10%)会导致稀有鮈鲫死亡，其原因除了菌株 2-4
分泌物的潜在毒性(如 10%无菌滤液)，还因为

过滤液中残留的培养基毒害稀有鮈鲫。以细菌

培养基(10% R2A 培养基)为投加物时，同样导

致了稀有鮈鲫的死亡，且死亡率大于 5%无菌滤

液处理组。R2A 培养基对稀有鮈鲫的毒性可能 
 

 
 
图 4  菌株 2-4 及其无菌滤液(分泌物)的生态风险 
Figure 4  Ecological risk of strain 2-4 and their sterile filtrate (secretion). Inhibition of strain 2-4 (A) and its 
filtered supernatant (B) on Daphnia magna Straus and Microcystis aeruginosa, acute toxicity of filtered 
supernatant on Photobacterium phosphoreum T3 and inhibition of filtered supernatant on Microcystis 
aeruginosa (C), acute toxicity of filtered supernatant (FBA) and R2A culture on Gobiocypris rarus (D). 
Different lowercases indicate significant differences between groups (P<0.05), the same lowercases indicate 
no significant differences between groups. Error bars indicate the standard deviation (n=3). 
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是由培养基大量和复杂的有机物及其滋生的有

害微生物引起的[41]。刘璇[42]在研究硝化细菌对

多刺果腹溞急性毒性试验中也出现过类似情

况，定期用牛奶喂养溞导致测试体系水质浑浊

染菌有异味，48 h 后对照组的溞均死亡解体；

后改用小球藻液喂养溞，水质清澈，对照组的

溞生长良好。 
综合明亮发光杆菌、大型溞和稀有鮈鲫 3 种

受试生物的毒性效应结果，1.5%的菌株 2-4 菌

液和 10.0%的无菌滤液显示出较低的水生生物

毒性。此时，1.5%的菌株 2-4 菌液和 10.0%的

无菌滤液的抑藻率分别为 90.60%和 82.98%。 
为了解菌株 2-4 及其无菌滤液(分泌物)的

实用效果，采集了 3 个轻度水华[43]的人工湖水样

进行测试。HZ湖、PY湖和ZY湖原始水样的Chl-a
浓度分别为 54.65、84.34 和 115.26 µg/L。初步镜

检发现 3 个湖泊的藻类群落组成存在差异，其

中 HZ 湖以栅藻和盘星藻为主，PY 湖以纤维藻

为主，ZY 湖以微囊藻和色球藻为主。如图 5 所

示，接种 1.5%菌株 2-4 菌液对 ZY 湖和 PY 湖

的 Chl-a 去除率分别为 42.94%和 28.04%，但对 

 

 
 
图 5  菌株 2-4 菌液及其无菌滤液对不同水华水

样的抑藻效果 
Figure 5  Inhibitory effects of strain 2-4 and its 
filtered supernatant on water samples from different 
lakes. Error bars indicate the standard deviation (n=3). 

HZ 湖水样的抑藻效果较低(4.83%)。藻类组成和

水质差异可能是导致菌株 2-4 菌液对 3 个湖泊水

样抑藻效率不同的原因。此结果说明了纯培养菌

液在实际应用中容易受目标环境的影响，抑藻效

果具有较高的不确定性。与菌液相比，10.0%无

菌滤液的抑藻效果更佳，对 PY 湖和 HZ 湖水样

的 Chl-a 去除率显著高于 1.5%的菌液，分别达

68.69%和 54.15%，且对不同湖泊水样的抑藻效

果较为接近，受目标环境的影响程度较低，表

现出更高的稳定性。 

3  讨论 
3.1  适用性是溶藻细菌应用的前提 

治理藻华是溶藻细菌研究的主要目的之

一。因此，溶藻细菌的抑藻效率及其适用性是

主要考察指标。然而，目前大多数研究过分强

调溶藻细菌的抑藻效率，而忽视了溶藻细菌的

适用性。适用性主要体现于：(1) 溶藻细菌在实

际环境中的适应性；(2) 溶藻细菌对应用环境的

生态安全性。 
溶藻细菌在实验室培养条件下往往能表现

出较优的生长效率和抑藻效率。以本研究的菌

株 2-4 为例，其在最优培养条件下对铜绿微囊

藻的抑制率达 92.81% (表 1)，优于大部分已报

道的假单胞菌属溶藻细菌(表 3)；但在实际水样

中的抑藻率则显著降低至 42.94% (图 5)。一方

面由于实际水样的营养水平不及培养基；另一

方面，实际水样中存在多种藻类，菌株 2-4 并

非对每种藻都表现出抑藻优势(图 1A)。因此，

实际水样中获得的抑藻率更具工程参考价值。 
溶藻细菌能抑制或杀灭藻细胞是基于菌细

胞的攻击性或细菌分泌物的毒害性[44]。溶藻细

菌是否对其他水生生物具有威胁却鲜有了解。

本研究发现，当溶藻细菌 2-4 菌液的接种体积

比高于 1.5%时对大型溞产生毒性，其无菌滤液 
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表 3  假单胞菌属溶藻细菌的抑制效果与风险评估报道 
Table 3  Reports of inhibiting effect and risk assessment of algicidal bacteria (Pseudomonas sp.) 

Algicidal bacteria Application scenario Inhibiting effect/% 
Input volume ratio 
of bacteria/% 

Risk 
assessment 

References 

Pseudomonas sp． Taihu Lake water 85.90 (1 d) 9.10 Unknown [12] 
Pseudomonas sp． Microcystis aeruginosa culture 91.00 (1 d) 9.10 Unknown [12] 
Pseudomonas sp. Z3 Alexandrium catenella culture 95.00 (5 d) 9.10 Unknown [11] 
Pseudomonas aeruginosa ACB3 Microcystis aeruginosa culture 82.60–97.50 (6 d) Bacteria:algae=10:1 Unknown [10] 
Pseudomonas aeruginosa JM1 Microcystis aeruginosa culture 76.00 (5 d) 20.00 Unknown [45] 
Pseudomonas aeruginosa Microcystis aeruginosa culture 83.84 (7 d) 5.00 Unknown [13] 
Pseudomonas sp. THW7 Microcystis aeruginosa culture 84.61 (6 d) 10.00 Unknown [46] 
Pseudomonas sp. THW7 Taihu Lake water 31.50 (20 d) 6.70 Unknown [46] 
Pseudomonas sp. W10 Microcystis aeruginosa culture 80.05 (7 d) 10.00 Unknown [47] 
Pseudomonas sp. 2-4 Microcystis aeruginosa culture 94.36 (4 d) 5.00 Toxic This study 
Pseudomonas sp. 2-4 Microcystis aeruginosa culture 90.60 (4 d) 1.50 Microtoxic This study 
Pseudomonas sp. 2-4 Microcystis aeruginosa culture 56.77 (4 d) 0.50 Nontoxic This study 
 
的接种比高于 2%时对大型溞和稀有鮈鲫产生

毒性但对明亮发光杆菌无毒，而无菌滤液的接

种比高于 15%时才对明亮发光杆菌产生低毒

性，与潘瑞松等[28]和孔赟等[29]的研究结果相似。

以上这些结果显示，溶藻细菌的安全使用范围

有限，如菌株 2-4 菌液的安全使用范围为

<1.5%，其相应的抑藻效率为 90.60%。菌株 2-4
无菌滤液的安全使用范围为<2%，其相应的抑

藻效率仅为 31.82%。因此，在客观评价溶藻细

菌的效果时，不可仅强调抑藻效率而忽视其生

态安全性。 

3.2  抑藻活性物质具有更低的生态风险 
溶藻细菌的作用方式分为 4 种：(1) 直接接

触藻细胞进行裂解；(2) 释放抑藻物质杀死藻

类；(3) 与藻类竞争营养物质；(4) 絮凝沉降藻

细胞，限制藻类吸收营养物质和光[44]。本研究

中菌株 2-4 通过分泌抑藻物质破坏藻细胞的活

性(图 2A)，抑藻活性物质耐低温和弱酸，但不

耐高温和强酸强碱(图 2B−2C)，且活性成分分

子量小于 500 Da (图 2D)。前人总结了溶藻细菌

分泌的抑藻物质包括抗生素、多肽、蛋白质、氨

基酸及小分子化合物等[48]。王修林团队[17,19‒20]从

铜绿假单胞菌 O-2-2 中分离出吩嗪类色素(1-羟
基吩嗪，180 Da)、绿脓菌素(1-羟基-5-N-甲基吩

嗪，210 Da)和鼠李糖脂(476 Da)，分别对赤潮

异湾藻、具齿原甲藻、东海原甲藻、中肋骨条

藻和湛江叉鞭金藻等藻类具有抑制效果。

Kodani 等[25]从假单胞菌 K44-1 中分离出了哈曼

碱(1-甲基-β-咔啉，182 Da)，能抑制蓝藻生长。

这些抑藻活性物质的应用可解决溶藻细菌的应

用劣势。一方面，抑藻物质受应用环境变化的

影响较小，且便于存储运输；另一方面，抑藻

物质具有更低的生态风险。比较 2-4 菌液及其

分泌物的半数效应浓度大小(10 mg/L<EC50 菌液< 
EC50 分泌物<100 mg/L)可知菌株 2-4 的分泌物对大

型溞的急性毒性低于菌株本身(图 4A、4B)，且

毒性不一定由抑藻物质产生。后续将针对菌株

2-4 抑藻分泌物(分子量<500 Da)，利用硅胶柱、

葡聚糖凝胶柱、高效液相色谱等[49]分离纯化技

术和质谱法、核磁共振等[50]化合物分析技术，

开展靶向抑藻物质的分离纯化与化学结构分

析，研究抑藻化合物的抑藻生理机制和生态风

险特征，为研发低生态风险的靶向抑藻物质提

供理论支持。 
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4  结论 
本研究筛选出了一株假单胞菌(Pseudomonas 

sp. 2-4)在最优条件下对铜绿微囊藻的抑制率达

92.81%，在湖水中抑藻率为 42.94%，并首次

报道了假单胞菌对斜生四链藻、蛋白核小球藻

和丝藻的抑藻效果。菌株 2-4 通过分泌小于

500 Da 的活性物质直接作用于藻细胞，抑藻活

性物质(无菌滤液)对铜绿微囊藻的抑制率可达

85.71%。急性毒性试验结果显示，菌株 2-4 及

其分泌物对大型溞有毒，其较安全使用范围分

别是 1.5%和 2.0%，相应抑藻率为 90.60%和

31.82%。本文提出了溶藻细菌应用应以生态安

全为前提的观点，客观分析了溶藻细菌 2-4 及

其分泌物在生态安全使用范围内的实际抑藻效

果，为未来生物抑藻研究提供参考。 
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