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海洋是人类文明的摇篮，人类为了发展从海洋获取了源

源不断的生物资源、矿产资源、医药资源、能源等 [1-2]. 在全球

资源日益紧缺的今天，对海洋资源的开发和保护是人类发展

最有效的途径之一. 然而在近50年，工业化的高速发展、海洋

资源的过度开发和化石燃料的大量消耗，对海洋环境造成了

严重的污染和破坏. 目前，海洋生态破坏主要表现在过度捕

捞造成渔业资源退化、陆源污染物的不合理排放、营养物质

过盛造成的富营养化现象及石油等有机污染物对海洋长久

的破坏等方面[3]. 在众多海洋污染之中，与海洋生态系统的稳

定和资源的可持续利用密切相关的赤潮已然成为研究的热

点 [4]. 

赤潮是藻类过度生长形成的海洋灾害，赤潮的爆发

对水体质量造成严重影响，破坏海洋生态系统，并最终影

响海洋经济和人类健康. 大多数藻类形成的赤潮并没有毒

性，只有少数的赤潮藻可以产生毒素，其产生的藻毒素通过

食物链传递，很少生物量即可对海洋生物造成严重危害 [5]. 

甲藻作为赤潮原因种，且常分泌毒素，如塔玛亚历山大藻

（Alexandrium tamarense）在形成赤潮时，能够改变海水颜
色发出腥臭味，降低溶解氧含量，并且分泌麻痹性贝毒，造
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摘摘    要要  塔玛亚历山大藻是一种有毒甲藻，常引发赤潮，严重威胁海洋生态的稳定和人类的健康，细菌Deinococcus sp. 
Y35表现出对塔玛亚历山大藻的杀藻能力，为促进菌株生长、提高杀藻效果并方便保存，对菌株Y35培养条件进行优
化，并制备杀藻菌剂. 分别确定菌株Y35生长所需的最适氮源、碳源、无机盐，并确定其最适添加量，在优化的基础上
完成冻干菌剂的制备和最适冻干保护剂的选择. 菌株Y35生长的最适培养基成分是1.0%胰蛋白胨和0.5%酵母粉. 在优
化的培养基基础上对菌株Y35进行发酵，培养至对数期后进行冷冻干燥，制备杀藻菌剂. 菌株Y35需要添加1.0 g/L的蔗
糖作为冻干保护剂. 杀藻菌剂的杀藻添加量为2.0 mg/mL. 本研究可为下一步将细菌应用于赤潮治理奠定基础. （图9 
参26）
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AbstractAbstract    Alexandrium tamarense is a toxic dinofl agellate, which causes harmful algal blooms (HABs), posing a serious threat 
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found to be 1% tryptone and 0.5% yeast extracts. We needed to add 1.0 g/L sucrose as a protective agent for bacterial culture 
of strain Y35 before freeze-drying. The optimum amount of algicidal agent was 2.0 mg/mL. The optimization of culture 
conditions could ensure the bacterial growth and algicidal activity. The results of this research provide some foundation for 
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成其他海洋生物的死亡 [6].  在我国沿海也常遭受塔玛亚历山

大藻赤潮的危害，该藻能够快速繁殖，常引发赤潮，所分泌

的麻痹性贝毒严重破坏海洋生态环境及威胁海洋生物的生

存 [7]. 

针对甲藻赤潮的危害，人们采取了大量的措施，而以安

全高效著称的生物法应用最为普遍 [8]. 生物法治理赤潮是指

通过植物、原生动物、鱼虾贝类及微生物对赤潮藻种的抑制

作用，不利于赤潮生物的生长，从而达到治理赤潮的目的 [9]. 

其中，微生物与海洋藻类有着十分密切的关系，不仅调控着

藻类的生长，还影响着能量和营养物质的分配 [10-11]. 到目前为

止，在实验室范围内开展了大量的杀藻细菌与有害藻类相互

作用的研究，而如何将杀藻细菌应用于赤潮现场的研究并不

多见. 本课题组前期从富营养化湖水中筛选到一株杀藻菌株

Deinococcus sp. Y35，能够高效地作用于有毒甲藻——塔玛
亚历山大藻 [12-13]. 为了加强菌株Y35的杀藻效果和应用基础，
本研究对菌株Y35培养基成分进行优化，并在此基础上完成
杀藻菌剂的制备，为下一步将杀藻菌株应用于赤潮防治奠定

基础. 

1  材料与方法1  材料与方法

1.1  实验材料
杀藻菌株Deinococcus sp. Y35（GenBank no. KJ639011）

保藏于在中国海洋微生物菌种保藏管理中心，保藏编号为

MCCC 1F01224，菌株Y35在营养琼脂（蛋白胨10 g，牛肉膏3 
g，氯化钠5 g，蒸馏水 1 000 mL）中培养24 h后达到对数生长
期；实验用藻种为塔玛亚历山大藻（A. tamarense ATGD98-
006），由暨南大学水生生态研究所提供. 采用f/2 培养基 [14]，

于光强50 μE m-2 s-1，温度（20 ± 1）℃，昼夜比 L∶D = 12 h∶12 
h 的条件下培养. 
1.2  主要试剂

胰蛋白胨，大豆蛋白胨，细菌蛋白胨，酵母粉，牛肉膏，

琼脂，甘露糖，葡萄糖，蔗糖，淀粉，海藻酸钠，K 2HPO4，

FeSO4∙7H2O，MgCl2，CaCl2，NaCl. 
1.3  实验仪器

超净工作台（SDJ -Z S，上海淀山湖净化设备厂）；
奥立龙酸度计（T he r mo O r ion，USA）；电子分析天平
（AL104，Mettler Toledo仪器有限公司）；超纯水制备装置
（Millipore，USA）；高温高压灭菌锅（Labtech）；智能光照
培养箱（宁波海曙赛福实验仪器厂）；酶标仪（SPECTRA 
max M2，Molecular Devices，USA）；双层可编程恒温摇床
（ZHWY-2102，上海智诚分析仪器有限公司）；冷冻干燥机
（FreeZone，Labconco，USA）；光学显微镜（Olympus BX41，
Chiyoda-ku，Tokyo，Japan）. 
1.4  实验方法
1.4.1  菌株Y35的活化　　将菌株Y35接种于营养琼脂液体培
养基中，在28 ℃摇床培养中120 r/min培养24 h以上，待菌株
Y35培养至对数生长期后，作为种子液. 
1.4.2  杀藻效果验证　　每隔一定时间分别取对照组和处理
组中塔玛亚历山大藻培养液，200 μL样品于96孔板，用酶标
仪检测440 nm激发光激发下680 nm处的荧光强度[15]，根据测

定的对照组和处理组的藻细胞荧光强度，同时藻细胞形态变

化进行观察. 杀藻率计算：

杀藻率（Algicidal activity）= (FC - FT)/FC × 100%         
其中，FC表示对照组藻细胞的荧光值，FT表示处理组藻细胞

的荧光值. 

1.4.3  不同氮源对菌株Y35生长及杀藻效果的影响　　在基
础培养基（磷酸高铁0.1 g，去离子1 L，pH 7.6-7.8）基础上分别
添加牛肉膏（Beef extract）、细菌蛋白胨（Bacto peptone）、胰
蛋白胨（Tryptone）和大豆蛋白胨（Soybean peptone）作为氮
源，设置不同的处理组，每个处理组做3个平行. 

以1.0%的接种量将菌株Y35的种子液接入含有 100 mL上
述不同处理组培养液的三角瓶中，于28  ℃摇床中培养120  r/
min培养24 h以上. 

将上述各组发酵液按照2.0 %的添加量加入到对数生长
期的塔玛亚历山大藻培养液中，添加同样体积无菌培养基的

藻培养体系作为对照组，每个处理做3个平行，将处理组和对
照组培养体系置于在藻正常培养条件下进行试验，测定不同

氮源培养条件下菌株Y35的杀藻率. 同时，取发酵完成后的
菌液用酶标仪在OD600 nm下测定不同培养液中细菌的吸光度

值 [16]，每个处理组做3个平行. 
1.4.4  不同碳源对菌株Y35生长及杀藻效果的影响　　将菌株
Y35的种子液加入到含有不同碳源包括葡萄糖（Glucose）、
蔗糖（Sucrose）、可溶性淀粉（Soluble starch）和酵母粉
（Yeast extract）且添加了相同浓度最适氮源的基础培养基
中，接种量、培养方法及取样检测方法如1.4.3的步骤所述. 
1.4.5  不同无机盐对菌株Y35生长及杀藻效果的影响　　将
菌株Y35的种子液加入到含有不同无机盐包括FeSO4·7H2O、
CaCl2、MgCl2、NaCl和K2HPO4且添加了相同浓度最适氮源的

基础培养基中，同时将Y35接种到不添加无机盐的且添加了
相同浓度最适氮源的基础培养基中作为阳性对照，接种量、

培养方法及取样检测方法如1.4.3的步骤所述. 
1.4.6  不同氮源浓度对菌株Y35生长及杀藻效果的影响　　分
别将终浓度为0.7%、1.0%、1.5%、2.0%和3.0%的最适氮源添
加入基础培养基中，作为含有不同氮源浓度的处理组. 

将种子液接种在上述处理组中，在28 ℃摇床培养中120 
r/min培养24 h以上，按照1.4.3的步骤进行杀藻效果和菌株生
长状况测定. 

1.4.7  不同碳源浓度对菌株Y35生长及杀藻效果的影响　　分
别将终浓度为0.1%、0.3%、0.5%、0.7%和1.0%的最适碳源添加
入含有相同浓度最适氮源的基础培养基中，作为含有不同碳

源浓度的处理组. 

将种子液接种在上述处理组中，在28 ℃摇床培养中120 
r/min培养24 h以上，按照1.4.3的步骤进行杀藻效果和菌株生
长状况测定. 

1.4.8  杀藻菌剂的制备　　将菌株Y35的种子液接种于2 L上
述优化后的液体培养基中，在28 ℃摇床培养中120 r/min培养
24 h以上. 

将发酵产物在冷冻干燥机下进行冷冻干燥，将冻干产物

以0.1、0.4、0.8、1.2、2.0、3.0、4.0和5.0 mg/mL的添加量加入到
对数期生长的塔玛亚历山大藻培养液中，并测定不同添加量

的杀藻效果，确定最适杀藻添加量. 
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按照0.1 g/L、0.5 g/L和1.0 g/L的添加量分别将海藻酸钠、
葡萄糖、蔗糖和麦芽糖作为冻干保护剂与菌株Y35的发酵液
进行混合，在冷冻干燥机下进行冷冻干燥，按照上述最适杀

藻添加量将不同冻干保护剂作用下的冻干菌剂添加到对数

期生长的藻培养液中，并验证杀藻效果，从而确定最适的冻

干保护剂类型和含量. 

1.4.9  杀藻菌剂的杀藻过程　　按照2.0 mg/mL的添加量将上
述制备的杀藻菌剂加入到对数生长期的藻培养液中，每隔12 
h取藻液在光学显微镜下观察藻细胞的形态变化. 

2  结果与讨论2  结果与讨论

2.1 菌株Y35培养的最适氮源、碳源、无机盐及其添
加量
氮源作为构成生物体的蛋白质、核酸及其他氮素化合

物的材料，对于细菌的生长必不可少 [17].  除了少数细菌能够

利用无机氮素化合物生存外，大部分的细菌均需要提供有

机氮素才能生长 [18].  为了确定菌株Y35发酵的最适氮源，将
牛肉膏（Beef extract）、细菌蛋白胨（Bacto peptone）、胰蛋白
胨（Tryptone）和大豆蛋白胨（Soybean peptone）[19]分别作为

菌株Y35生长的唯一氮源，经过培养后测定菌株Y35的生长
及杀藻效果（图1A）. 结果表明，菌株Y35在胰蛋白胨和大豆
蛋白胨条件下生长较好，其OD600 nm值分别为1.32和1.37. 菌株
Y35在胰蛋白胨为唯一氮源培养条件下的杀藻效果最高，达
到52.8%，而菌株Y35在以大豆蛋白胨为唯一氮源条件下杀藻
效果非常低，仅为11.7%. 因此，菌株Y35在胰蛋白胨为氮源条
件下不仅生长较好且具有较高的杀藻效果，胰蛋白胨是菌株

Y35发酵的最适氮源. 胰蛋白胨包含丰富的氮源和氨基酸，
被广泛用于微生物的培养，Kientz等用胰蛋白胨来分离培养
细菌 [20]，Li 等也发现胰蛋白胨作为最适氮源用于细菌的培
养 [21]. 

碳源对微生物生长代谢有重要作用，为其提供细胞的

碳架，提供生命活动所需的能量，提供合成产物的碳架，为

微生物的正常生长、代谢、繁殖提供物质基础 [22].  除了少数

化能合成或光合微生物外，绝大多数微生物的生长都需要

提供有机碳源，而不同类群的微生物所需要的碳源种类不

同. 因此，为了确定菌株Y35培养的最适碳源，选择葡萄糖
（Glucose）、蔗糖（Sucrose）、可溶性淀粉（Soluble starch）和
酵母粉（Yeast extract）[23]分别作为菌株Y35生长的唯一碳源，
测定菌株Y35在不同碳源条件下的生长及杀藻效果（图1B）. 
结果表明，菌株在添加了酵母粉作为碳源的条件下有较高

的生长效果，经过培养后其OD600 nm值为1.63，均高于其他碳
源条件下的生长效果. 菌株在蔗糖、淀粉及酵母粉为碳源的

条件下有相对较高的杀藻效果，杀藻率分别达到了86.4%、
83.4%和87.0%. 菌株Y35在酵母粉为碳源的条件下，具有较高
的杀藻效果，与其他几种碳源相比，更有利于菌株Y35的生
长. 因此，酵母粉是菌株Y35培养的最适碳源. 

无机盐对于维持微生物的细胞内外渗透压有非常重要

的作用. 为了确定菌株Y35的生长是否需要添加无机盐以及
最适的无机盐种类，选择FeSO4·7H2O、CaCl2、MgCl2、NaCl和
K2HPO4分别作为菌株Y35生长的无机盐. 但是由于菌株Y35

分离于淡水环境，因此我们设置了一组不添加任何无机盐的

处理组，在培养一段时间以后，测定了菌株Y35的生长量及杀
藻率（图1C）. 结果表明，在添加了FeSO4·7H2O为无机盐的处
理组，菌株Y35的生长量最高，其OD600 nm值为1.46，然而其杀
藻率均低于其他无机盐处理组. 其他无机盐添加组和未添

加处理组的生长量均比较接近，而不添加无机盐的处理组的

生长量相对较高，其OD600 nm值为1.04，同时未添加无机盐处
理组的杀藻效果最高，均高于各添加无机盐处理组，达到了

79.03%. 这表明菌株Y35的生长不需要添加无机盐. 
为了确定菌株Y35培养的最适胰蛋白胨添加量，将

0.7%、1.0%、1.5%、2.0%和3.0%的胰蛋白胨添加到基础培养
基中，研究不同胰蛋白胨浓度下的菌株Y35的生长及杀藻效
果（图1D）. 结果表明，菌株在胰蛋白胨添加量为1.0%和3.0%
时有较高的生长量，其OD600 nm值分别为1.49和1.52. 菌株Y35
的杀藻率在胰蛋白胨添加量为1.0%的时候达到最高水平，为
60.4%. 从添加量1.0%开始，随着胰蛋白胨添加量浓度的升高
其杀藻效果逐渐降低. 因此，菌株Y35培养的最适胰蛋白胨
添加量为1.0%. 

为了确定菌株Y35培养的最适碳源浓度，以0.1%、0.3%、
0.5%、0.7%和1.0%添加量的酵母粉为唯一碳源对菌株Y35进
行培养，经过一段时间后测定其生长和杀藻效果（图1E）. 结
果表明，菌株Y35在各添加量条件下的生长差异不大，但是杀
藻效果表现出先升高后降低的趋势. 在酵母粉添加量为0.5%
的处理组，菌株Y35的杀藻效果达到最高水平，为63.0%.  因
此，菌株Y35培养的最适酵母粉浓度为0.5%. 

经过优化后的培养基包括1.0%的胰蛋白胨添加量和
0.5%的酵母粉添加量，将原始培养基与优化后的培养基对
比分析，优化后的培养基能够更好地促进杀藻菌株Y35的生
长，且显著降低了半致死剂量（LD50），提高了杀藻效果. 

2.2  杀藻菌剂的制备与最适添加量
为了使得杀藻菌株Y35在赤潮现场更方便高效地应用，

需要将菌株Y35的发酵液经过冻干处理，得到杀藻冻干菌剂. 
杀藻菌株的细胞处于冻干状态，可以长期保存，待用于杀藻

的时候，冻干菌剂中的细菌细胞在水体藻能够再次复苏，继

续分泌杀藻物质，同时冻干菌剂中的杀藻物质能够更快发挥

杀藻效果. 将菌株Y35接种于优化后的培养基进行培养至对
数期后，将菌株Y35的发酵产物进行冻干处理，得到冻干菌
剂. 菌株 Y35的冻干菌剂呈絮状，颜色表现为橙红色（图2）. 
为了确定不同添加量的冻干菌剂的杀藻效果，0.1、0.4、

0.8、1.2、2.0、3.0、4.0和5.0 mg/mL的Y35冻干菌剂添加到藻培
养液中（图3），结果表明，在处理18 h后0.1-1.2 mg/mL添加量
的冻干菌剂的杀藻效果偏低，均低于50%.  2.0 mg/mL添加量
的冻干菌剂有最高的杀藻效果，达到62.5%，当添加量超过
2.0 mg/mL时，杀藻率随着添加量的升高而逐渐降低. 因此，
Y35冻干菌剂的最适添加量为2.0 mg/mL. 
冻干菌剂的制备有利于更好将杀藻细菌应用于赤潮的

防治，在赤潮爆发时候，杀藻冻干菌剂的播洒也是有一定方

法的，可以通过预先用海水梯度稀释进行喷洒，或者通过一

定的方法将菌剂更加均匀播洒在赤潮区域海水的表面，可以

使得杀藻菌剂更好地发挥效果，同时也降低了对杀藻菌剂的

需求量，从而降低了成本. 
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图2  杀藻菌株Y35发酵产物制备的冻干菌剂. 
Fig. 2  Frozen dry bacterial agents.

2.3  冻干保护剂的选择
细菌的细胞活性在冷冻干燥过程会受到影响，因此在

冻干之前需要加入一定的冻干保护剂，从而维持细菌的活

性 [24]. 为了保护冻干菌剂中杀藻细菌的活性，将甘露糖、葡萄

糖、海藻酸钠和蔗糖作为冻干保护剂与细菌发酵液一起进行

冷冻干燥，并验证杀藻效果（图4）. 图4A-C分别是菌株Y35

的发酵液中分别添加了不同浓度的甘露糖、葡萄糖、海藻酸

图1  不同氮源（A）、碳源（B）、无机盐（C）及不同胰蛋白胨（D）、酵母粉（E）添加量条件下菌株Y35的生长及杀藻效果.
Fig. 1  The growth and algicidal activity of strain Y35 under different nitrogen sources (A), carbon sources (B), inorganic salts (C) and different 
concentrations of tryptone (D) and yeast (E).

图3  不同添加量冻干菌剂的杀藻效果. 
Fig. 3  Algicidal activity of frozen dry bacterial agents of different adding 
amount.
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钠后的冻干菌剂的杀藻效果，与未添加任何冻干保护剂的

冻干产物的杀藻率相比，添加了冻干保护剂的冻干产物杀藻

效果没有明显提升，均在处理66 h时才表现出较高杀藻效果. 
然而在添加了蔗糖作为冻干保护剂的冻干产物的杀藻效果

与未添加保护剂的冻干产物相比有明显提高，在处理3 h时，
添加蔗糖的冻干产物有明显的杀藻效果，并且杀藻效果随着

添加量的提高而增加，在作用18 h后，添加1.0 g/L的蔗糖作为
冻干保护剂的冻干产物有高效、稳定的杀藻效果（图4D）. 因
此，我们选择1.0 g/L的蔗糖作为菌株Y35菌剂的冻干保护剂. 

蔗糖常被选作冻干保护剂，蔗糖的羟基能替代细菌蛋

白表面的水的羟基 , 使得蛋白的主相变温度变化不大，从而
避免了生物活性物质由于发生相变所造成的机械损伤 [25]. 蔗

糖是作为填充剂对粒子赋型，同时，它的空间位阻效应也使

之更能有效地进行冷冻保护[26]. 

为了考虑到工业化生产杀藻菌剂的成本要求，可以用糖

蜜来代替蔗糖作为冻干保护剂，糖蜜是制糖工业的副产品，

比较廉价，含有较高含量的蔗糖，从而可以降低成本；同时，

氮源和碳源也可以考虑用玉米浆或者黄豆粉等廉价的原料

用于培养细菌. 然而，本文研究目前停留在理论研究及实验

室小试阶段，以后大规模应用可以着重放在如何高效、低成

本的研发杀藻菌剂上，将在我们后续的研究中体现. 

2.4  杀藻菌剂的杀藻过程
为了确定杀藻菌剂对塔玛亚历山大藻细胞的作用特点

和杀藻过程，在光学显微镜下对这一杀藻过程进行了研究. 

将冻干菌剂以2.0 mg/mL的添加量加入到对数生长期的藻培
养液中，每隔12 h取样在光学显微镜下观察藻细胞的形态. 
刚加入杀藻菌剂的藻培养液（0 h）中的藻细胞形态正常，可
以看到明显的近球形的藻细胞，细胞被横沟分成明显的上下

壳，细胞质致密且均一，细胞壁与细胞膜紧密结合（图5A）. 
在杀藻菌剂作用12 h后，细胞形态发生明显改变，胞内物质
收缩，细胞失水，发生明显的质壁分离现象（图5B）. 随着杀
藻菌剂作用时间延长，细胞壁和细胞膜破损，胞内物质明

显外溢，失去完整的细胞形态（图5C）. 当杀藻菌剂作用36 h
后，藻细胞完全裂解，细胞壁破裂成碎片，胞内物质完全溢

出，藻细胞死亡（图5D）. 通过对杀藻过程的观察，确定了杀
藻菌剂的作用特点，在杀藻菌剂的作用下，藻细胞的形态发

生改变，细胞结构被破坏，胞内物质外溢，细胞裂解死亡. 

3  结 论3  结 论

通过优化菌株Y35的培养条件，确定了Y35生长的最适氮
源是胰蛋白胨，最适碳源是酵母粉，由于菌株Y35是淡水细
菌，其生长过程中不需要添加无机盐. 对最适氮源和最适碳

源添加量进一步研究，确定最适胰蛋白胨添加量为1.0%，最
适酵母粉添加量为0.5%. 
利用优化后的培养基培养菌株Y35，将其发酵液进行冻

图4  添加了不同浓度甘露糖（A）、葡萄糖（B）、海藻酸钠（C）和蔗糖（D）作为冻干保护剂的冻干菌剂在不同处理时间的杀藻效果.
Fig. 4  Algicidal activity of frozen dry bacterial agents added with mannose (A), glucose (B), sodium alginate (C) and sucrose (D) as protective agent.
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干处理，得到冻干菌剂. 冻干菌剂的最适杀藻浓度为2.0 mg/
mL. 为了保护细菌细胞在冻干过程中的活性，确定蔗糖作为
菌株Y35冻干过程中的冻干保护剂，并且添加量为1.0 g/L. 
培养条件的优化保证了菌株Y35能够快速生长并且分泌

大量的杀藻物质，为后续应用于赤潮现场的防治提供菌质资

源. 而冻干菌剂的制备不仅可以保证杀藻细菌细胞的长期保

存，还能够便于杀藻菌株更方便高效地控制赤潮. 本文研究

对有害赤潮的细菌防治有重要意义，将细菌应用于赤潮的治

理由实验室研究推向了应用实践. 
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