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塔马亚历山大藻与细菌的共培养及其微生态效应＊

徐金森　郑天凌
＊＊

　陈　霞　连玉武
(厦门大学生命科学学院　厦门　361005)

摘　要　为研究赤潮藻类与海洋细菌的微生态关系 , 在实验室模拟条件下将塔马亚历山大藻(Alexandrium

tamarense(Lebour)Balech)与海底沉积物中分离的两种细菌(Bacillus megaterium , S7;B.halmapulus , S10)共同培

养 ,并探讨了藻菌共培养对 A .tamarense生长以及对水体中胞外酶 β-葡萄糖苷酶活性(β-GlcA)的影响.实验结果表

明 ,在培养的第 2 周内 ,与细菌 S7 或 S10共培养的 A.tamarense细胞数分别比 CK 增加约 12%和 24%,而在第 3 周内

则各增加 23%和 5%左右.另外 ,分别与 A .tamarense 共培养的细菌S7 或S10的 β-GlcA变化趋势相似 , 呈马鞍型曲线.

在 A.tamarense生长的后期 , β-GlcA 随着藻细胞的裂解程度的增加而迅速提高.图 3 参 25
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CO-CULTURE OF RED TIDE ALGAE ALEXANDRIUM TAMARENSE

(LEBOUR)BALECH WITH BACTERIA AND ITS

MICRO-ECOLOGICAL EFFECTS
＊

XU Jinsen , ZHENG Tianling
＊＊
, CHEN Xia &LIAN Yuwu

(S chool of Life Sciences , Xiamen U niversi ty , Xiamen　361005 , China)

Abstract　One of red t ide alg ae , Alexandrium tamarense (Lebour)Balech , was co-cultured w ith two

species of bacteria , Baci llus megaterium (S7)and B .halmapulus (S10)isolated f rom Xiamen w estern

sea , to investigate the micro-ecological relationship between the red tidal algae and sea bacteria.The re-

sults showed that the cell number of the alga A.tamarense increased by about 12% and 24% in the sec-

ond week , and 23%and 5%in the third week compared w ith the control.Moreover , there w as a rough-

ly similar variation t rend of the activi ty of ex tra-cellular enzyme and β-g lucosidase in the g row th media of

bacteria S7 or S10 co-cultured w ith the alga.The β-glucosidase activity rapidly increased at the later stage

of algal grow th accompanying the increase of the decay of algal cells.Tab 3 , Ref 25
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　　赤潮是在一定的环境条件下 ,海水中某些浮游植物 、

原生动物或细菌在短时间内突发性增殖或高度聚集引起

海水变色的一种生态异常现象 ,是当今全球海洋的一大

公害.微型藻类是引起赤潮最主要的种类 ,而海洋细菌与

之有着密不可分的联系.有关藻菌关系的研究近年来已

经引起了国内外研究者的关注[ 1 ～ 5] .

塔马亚历山大藻〔Alexandrium tamarense (Lebour)

Balech〕属 于涡鞭毛 藻纲 , 是 一种可 产生神经 麻
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痹性贝毒毒素的海洋甲藻 ,有着较高的赤潮发生频率.在

我国北至胶州湾 、南至大鹏湾均有发现 ,也具有发生赤潮

的历史.继齐雨藻等(1994)在大鹏湾发现该藻之后
[ 6]
,林

元烧(1996)也报道了厦门及邻近地区对虾养殖池由塔马

亚历山大藻引发的赤潮[ 7] .

为了解赤潮生物的生理特点与繁殖规律 ,提高对赤

潮发生机理和爆发规律的认识 ,寻找利用微生物防治赤

潮的可能途径 ,作者对赤潮藻类 A.tamarense 与分离自

厦门海域的两种细菌进行共同培养 ,并对藻菌共培养对

A.tamarense 生长以及水体中的胞外酶 β-葡萄糖苷酶

活性(β-GlcA)的影响进行了研究.



1　材料与方法
1.1　试验材料

藻种:实验用的单细胞藻类塔马亚历山大藻(A .

tamarensa(Lebour)Balech)由暨南大学水生生物研究

所提供.藻种在进行批量培养前 ,选用改良的 F/2 培养

液进行扩大培养[ 8] .供试验用的藻种经过了 20 代培养 ,

在实验室条件下采用严格灭菌的人工单种培养.由此得

到的 A.tamarense 藻种在电镜检查中未观察到内生菌

的存在.藻种置于三角瓶中培养 ,温度为(20±1)℃,光

照周期为 12(L) 12(D).光照强度为 3 500 lx ,培养 1 ～ 2

wk.取指数生长期的藻种接种进行有关实验.

菌种:从厦门海域海底沉积物中分离 、并经 2216E培

养基(陈海水 1 000 mL;蛋白胨5.0 g;酵母膏1.0 g;磷酸

高铁0.1 g;琼脂 20 g.pH 7.6 ～ 7.8)分离纯化而来.经鉴

定[ 9] , S7 为巨大芽孢杆菌 Bacillus megaterium 同种不同株

系;S10为芽孢杆菌属的一种 B .halmapalus.细菌接种于试

管的 2216E培养基的斜面上 ,置于培养箱中培养.温度为

(25±1)℃,培养 2 d.

底物:标准荧光物质 MUF-β-d-glucoside (Sigma

Co.)工作液 ,无菌蒸馏水和甲基溶纤剂以 1 1的比例溶

解底物配制而成 ,浓度为 10 mmol L
-1
,避光冷藏 ,待用.

1.2　测定方法

实验设置 5 种待测样品 ,分别为 A.tamarense 空

白 ,S7 、S10的细菌空白以及 A .tamarense 分别与 S7 、S10

细菌共同培养的试验组合.每种待测样品均设置 5个重

复 ,并取其算术平均值为测定值.实验用的海水经高压

灭菌(121 ℃,30 min)冷却后 ,分装 、定量至 300 mL.其中

3种植入预培养的藻种后 ,置于与扩大培养相同的光温

条件下培养.待藻种在该条件下进入指数生长期时将

S7 、S10细菌分别接入其中的 2 种待测样品中 ,另一种作

为藻空白.同时在海水中分别接入 S7 、S10细菌作为菌空

白.将 5种样品都置于扩大培养基相同的光温条件下培

养.每隔 1 d从各待测样品中吸取藻种进行细胞计数 ,并

测定胞外酶活性.

藻细胞密度测定:摇匀藻液 ,吸取 0.1 mL 于计数板

上 ,滴加 I-NaI 液固定 ,在倒置显微镜下观察计数.计数

时经与CK 组校正 ,剔除了死细胞的空壳板等的影响.

胞外酶 β-葡萄糖苷酶(β-GlcA)活性的测定
[ 10]
:分别

移取 2 mL 水样至预先经灭菌处理的培养瓶中 ,立即加

入50μL 底物 MUF-β-d-glucoside 工作液 ,使得样品中底

物的终浓度为 250 μmol L-1 ,然后立即在空白样品中加

入 50 μL HgCl2溶液 ,终止酶反应 ,在室温条件下避光培

养2 ～ 3 h.培养结束后在平行组中加入HgCl2 终止反应 ,

并迅速冷冻保存.测试前逐步解冻恢复至室温 , 用 HI-

TACHI 860型荧光分光光度计测定荧光强度.激发光和

发射光波长分别为 353 nm , 450 nm.(其他参数为:狭缝

宽 E x=10 nm , Em =10 nm , 扫描速度 60 s-1).β-GlcA

由下式计算而得:

　　V =(F - Fb)× B / T × S

式中:V 为胞外酶水解底物的速率(μmol L
-1

h
-1
);

F 为平行样品的荧光强度(平均值);Fb 为空白样品的荧

光强度(平均值);T 为培养时间(h);S ＊为单位浓度

(μmol)标准荧光物质的荧光强度;B 为 1 mol底物中有

机组分的碳含量(本实验底物为 B =72 μg μmoL-1).

＊用无菌海水配制浓度为 1 , 0.5 , 0.25 , 0.125 , 0.

063 , 0.032 μmol L
-1
的标准荧光物质 MUF-β-d-g luco-

side 溶液 ,与样品同期测定荧光强度作标准工作曲线 ,斜

率即为 S .

2　结果与讨论
2.1　共培养对 A .tamarense细胞生长与形态的影响

图 1　在细菌 S7 和 S10共培养下 A.tamarense的生长曲线
Fig 1　The g rowth of alg a A.tamarense

co-cultured with bacteria S7 and S10

　　如图 1所示 ,在本实验条件下 ,细菌在培养前期对藻

细胞数的影响并不明显;而后期则逐渐明显表现出对藻

细胞生长的影响.例如 ,在培养的 d14 ,与细菌S7 或S10共

同培养的藻细胞数分别比 CK的增加约 12%和 24%,其

细胞数分别在 d16 ～ 18达到各自的最大值 ,而至 d20 ,则

其增值各为 23%和 5%左右.以共培养处理 A+S7 和 A

+S10对单独培养的藻细胞数做统计分析 ,得到了高度相

关的线性回归方程.其中 , y(A+S
7
)=1.018 x -0.933 ,

r
＊＊=0.98 ,而 y(A+S

10
)=1.217 x -83.537 , r＊＊=0.

99 ,表明在共培养条件下细菌对 A.tamarense 藻细胞的

生长具有明显的影响.

此外 , A.tamarense 体呈单细胞形态 ,长略大于宽 ,

其细胞大小为 l 16 ～ 31 μm , b 13 ～ 30 μm.在培养前 8

天 ,发现有 2个或 4个细胞相连成链(多数为 2个).培养
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14 d后 ,则仅见单细胞 ,且藻细胞游动变为缓慢 ,并发现

有藻细胞消亡后遗留的空壳板.藻细胞有趋光性 ,培养

14 d后 ,藻液出现浑浊 ,且藻细胞多沉淀于三角瓶底.尼

贝肯曾报道过 ,甲藻的个体一般较小 ,好单个生活 ,很少

形成链状
[ 11]
.本试验中观察到的 A.tamarense 藻体成

链细胞的现象与该报道有所不同 ,并且也得到广东大鹏

湾水 域和 台湾 南部 养蟹 池中 获得 的材 料的 佐

证
[ 6 , 12 ～ 13]

,说明 A.tamarense 成链现象还是较为普遍

的.

2.2　藻菌共培养对水体中 β-GlcA的影响

近年来 ,国内外学者研究发现 ,在赤潮发生的初始阶

段 ,水体中的胞外酶合成受抑制 ,而在赤潮的衰落阶段 ,

胞外酶大量合成 ,这些酶在藻细胞的裂解中可能有着重

要的作用
[ 3～ 4 ,14～ 15]

.例如已有报道称 ,在富营养化的湖

水发生水华的发展过程中 ,水体中细菌的细胞分泌物的

量增加一倍以上 ,而细菌胞外酶的活性也有显著的增强.

假单胞菌 、杆菌 、蛭弧菌 、黄杆菌等可分泌有毒物质并释

放于水环境中 , 抑制某些藻类如甲藻和硅藻等的生

长[ 4 ～ 5] .细菌胞外酶的催化作用对物质转化起着重要的

作用.胞外酶通过水解作用使高聚物裂解 ,逐步变为可直

接被吸收利用的小分子物质.其中 , β-GlcA是最为常见

的一种胞外酶 ,广泛存在于各种水体中.因此 ,胞外酶活

性被认为是阐明有机物和异养微生物类群相互关系的一

个重要工具[ 16～ 18] .

图 2　细菌 S7和 A.tamarense 共培养对

水体中 β-GlcA 活性(Λ)的影响
Fig 2　The β-GlcA activity(Λ)in water with

the co-cultured bacteria S7 and alga A .tamarense

　　图 2显示的是细菌 S7 和 A.tamarense 共培养时对

水体中的 β-GlcA 活性影响的情形.从图中可以看出 , S7

细菌单独培养的 d8 ,其水体中的 β-GlcA 有一峰值(0.

133±0.003)μmol L-1 h-1.随着培养时间的延长而逐渐

降低 ,至 d20仅为(0.048±0.011)μmol L
-1

h
-1
.共培养

处理 A+S7 在水体中的 β-GlcA活性水平明显高于 A 和

S7单独培养的 ,整体上呈一马鞍型曲线.以共培养处理

A+S7 的 β-GlcA活性水平对对照A 的作线性回归处理 ,

得到方程 y(A+S
7
)=0.083+1.186 x ,两者的相关系数为

r
＊＊=0.92.细菌 S10在单独培养期间的 β-GlcA 大体保

持在 0.03 ～ 0.07 μmol L-1 h-1范围内(见图 3).另外 ,

A.tamarense在单独培养下 ,其水体中的 β-GlcA 从 d12

起逐渐提高 , d16 起增加较快 ,达到(0.104±0.02)μmol

L-1 h-1.而至 d20藻体衰败时 , β-GlcA 达到最高(0.385

±0.023)μmol L
-1

h
-1
.这也许可以说明 ,在培养前期 ,

可被细菌吸收的营养较多时细菌的 β-GlcA较低 ,而在藻

体处于衰败时 ,在藻体分泌大量不被细菌吸收的有机物

的诱导下致使 β-GlcA 提高.

细菌 S10与 A .tamarense 共培养下的 β-GlcA变化趋

势与处理A+S7 的相似 ,先后出现两个峰值 ,形成马鞍

型的变化曲线.处理A+S10的 β-GlcA在共培养 d8 时达

到第一个高峰〔(0.482 ± 0.005)μmol L-1 h-1〕.到了

d12时则明显降低〔(0.111±0.01)μmol L
-1

h
-1
〕.但到

了 d20则增至(0.49±0.013)μmol L-1 h-1.值得注意的

是 ,虽然处理 A+S10显示了与处理 A+S7 同样的增加趋

势 ,但经数理统计分析表明 ,A +S10和 A 之间没有存在

高度的线性回归关系.

图 3　细菌 S10与 A.tamarense 共培养对
水体中的 β-GlcA 活性(Λ)的影响

Fig 3　The β-GlcA activity (Λ)in wa ter with
the co-cultured bacteria S10 and alga A.tamarense

　　关于细菌与藻类的关系 ,一般认为主要体现在:细菌

在赤潮形成过程中提供营养盐 ,在赤潮发生后期分解有

机物 ,并且它们同赤潮藻类还可能存在共生 、竞争 、拮抗

等错综复杂的关系.从处理 A+S7 在培养前期出现的 β-

GlcA值大致等于细菌 β-GlcA与藻空白 β-GlcA 之和的

现象来看 , A .tamarense 藻细胞似乎没有促进 S7 细菌

胞外酶活性增大;但在处理 A+S10的前期 ,其 β-GlcA值

大于细菌空白 β-GlcA 与藻空白 β-GlcA 之和 ,说明 A .

tamarense 藻细胞可能促进了 S10细菌胞外酶活性的提

高.这种现象据认为与细菌本身的特性及藻菌间营养竞

争有关[ 4～ 5 ,17 , 19] .有研究认为 ,藻细胞在生长时会分泌细

菌生长所需要的物质 ,而细菌在利用藻细胞外分泌物的
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同时 ,相应地产生了 CO2 、无机营养 、以及生长因子等 ,从

而改善了藻细胞 的微环境 , 促进了藻细胞 的生

长[ 1 , 3～ 4 , 20 ～ 22] .在培养试验的中期 ,A +S7 和A +S10

试验组合的 β-GlcA 均明显降低.由此可以推测 ,在该期

间内由于藻细胞的大量繁殖 ,该藻在营养竞争上处于优

势地位 ,对细菌生长起着抑制作用 ,从而使细菌胞外酶活

性降低.

根据 Chrost(1991)等的研究 ,菌藻共培养中胞外酶

的合成受”抑制-诱导”机制所调控 ,当水体中可被细菌

直接利用的溶解有机物足够时 ,相关胞外酶合成被抑制 ,

而当其下降到临界水平时 ,胞外酶抑制作用得以解除 ,在

水体中大分子有机物的诱导下 ,细菌大量合成相关胞外

酶 ,有效降解大分子有机物 ,释放可被细菌直接吸收的有

机物 ,以维持细菌的营养需要
[ 23～ 25]

.从本次实验中看 ,

在培养后期 ,藻菌共培养以及藻空白的胞外酶活性逐渐

增加 ,这是由于逐渐经成熟 、衰老以至裂解的藻细胞分泌

的高聚有机物无法被细菌直接利用 ,相关胞外酶在这样

的环境下被诱导而大量合成 ,胞外酶的酶活性随着藻细

胞的裂解程度的增加而迅速增高.
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