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摘要：从福建云霄国家红树林自然保护区滩涂沉积物样品中，共分离获得５２１株纯培养物．通过检测球形棕囊藻（Ｐｈａ－
ｅｏｃｙｓｔｉｓ　ｇｌｏｂｏｓａ）荧光强度计算抑藻率，从５２１株菌中筛选到２７株具有抑藻活性的菌株．在２７株抑藻菌中，菌株Ｏ３－２６
对球形棕囊藻具有最高的抑藻率（高达９６．７１％）．菌株Ｏ３－２６的抑藻谱实验显示，该菌株抑藻活性表现出一定的种属特

异性，对硅藻门（Ｂａｃｉｌｌａｒｉｏｐｈｙｔａ）的三角褐指藻（Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍ　ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ）和中肋骨条藻（Ｓｋｅｌｅｔｏｎｅｍａ　ｃｏｓｔａｔｕｍ）２株

测试藻株没有抑制作用，而对绿藻门（Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｔａ）盐生杜氏藻（Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａ　ｓａｌｉｎａ）和自养小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ａｕｔｏｔｒｏｐｈｉ－
ｃａ）２株藻株具有较强抑藻作用．扫描电镜观察显示，该菌株孢子丝直至螺旋状且孢子表面带刺．生理生化实验显示，该菌

株在所得到的大多数培养基上生长良好，在营养琼脂培养基中可以产生水溶性色素；不能在棉子糖作为唯一碳源的培养

基上生长．１６ＳｒＲＮＡ基因相似性分析表明，菌株Ｏ３－２６属于链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ），并与灭癌素链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ｇａｎｃｉｄｉｃｕｓ）１５４１２菌株具有最高的同源性（９９％）．生理生化实验表明，二者之间生理特征存在一定差异．综合形态特征、

生理特征以及系统发育分析的结果，鉴定该菌株为灭癌素链霉菌．
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　　随着现代化工、农业生产的迅猛发展，沿海地区人
口的增多，大量工农业废水和生活污水未经处理就直
接排入海洋，导致近海、港湾富营养化程度日趋严重．
同时，由于沿海开发程度的加深和海水养殖规模的扩
大等人类活动加剧改变了沿海生态系统的结构功能，
导致了赤潮的频繁发生，严重制约沿海经济的发展、破
坏海洋生态环境、威胁人类健康［１－２］．
目前提出的赤潮治理方法可以归纳为：化学方法、

物理方法和生物方法．由于难以大规模应用及易造成
二次的环境污染等原因，在传统的物理方法［３－４］和化学
方法［５－６］未能大规模应用于有害藻华防治的情况下，人
们逐渐关注于生物方法防治赤潮的研究．生物方法是
利用生物相互之间的生态关系来消除赤潮，而利用对
赤潮藻类具有特异性抑制甚至杀死作用的细菌［７］、病
毒［８］等海洋微生物进行赤潮的防治，即为赤潮的微生
物防治．

本文以有毒赤潮藻———球形棕囊藻（Ｐｈａｅｏｃｙｓｔｉｓ

ｇｌｏｂｏｓａ）为测试藻种，从福建云霄红树林湿地滩涂沉
积物样品中分离纯化抑制该有毒赤潮藻的放线菌株

Ｏ３－２６，并对其抑藻谱进行分析，发现该菌株抑藻活性
具有一定的种属特异性；通过分析菌株的形态特征，生
理生化特征及系统发育特征，鉴定该菌株为灭癌素链
霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｇａｎｃｉｄｉｃｕｓ）．

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　供试藻种及其培养

实验用藻种：盐生杜氏藻（Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａ　ｓａｌｉｎａ）、自
养小 球 藻 （Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ａｕｔｏｔｒｏｐｈｉｃａ）、三 角 褐 指 藻
（Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍ　ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ）、中肋骨条藻（Ｓｋｅｌｅ－
ｔｏｎｅｍａ　ｃｏｓｔａｔｕｍ）、微小原甲藻（Ｐｒｏｒｏｃｅｎｔｒｕｍ　ｍｉｎｉ－
ｍｕｍ）、海洋卡盾藻（Ｃｈａｔｔｏｎｅｌｌａ　ｍａｒｉｎａ）、赤潮异弯藻
（Ｈｅｔｅｒｏｓｉｇｍａ　ａｋａｓｈｉｗｏ）、球形棕囊藻由厦门大学近
海海洋环境科学国家重点实验室提供；塔玛亚历山大
藻（Ａｌｅｘａｎｄｒｉｕｍ　ｔａｍａｒｅｎｓｅ）由暨南大学水生生态研
究所提供；测试藻种球形棕囊藻其无菌培养体系采用

本课题组自行建立的除菌技术获得［９］．藻种于ｆ／２培
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养基，在（２０±１）℃，１２ｈ（光照）∶１２ｈ（黑暗）条件下
培养．
１．１．２　样品来源
样品采集自福建云霄红树林国家自然保护区

（１１７°２４′～１１７°３０′Ｅ，２３°５３′～２３°５６′Ｎ）滩涂沉积物．
样品置于采样袋中，并注明样品名称、采集时间以及采
集地点，保存于冰盒内．
１．１．３　培养基
分离培养基：２０ｇ甘露醇，１ｇ　ＮａＮＯ３，０．５ｇ

Ｋ２ＨＰＯ４，０．５ｇ　ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．０１ｇ　ＦｅＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ，７５μｇ　Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７，陈海水１Ｌ，ｐＨ＝７．５～８．０，

１２１℃高压灭菌２０ｍｉｎ．
发酵培养基：１０ｇ甘露醇，５ｇ可溶性淀粉，２ｇ酵

母粉，１ｇ　ＮａＮＯ３，０．５ｇ　Ｋ２ＨＰＯ４，０．５ｇ　ＭｇＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ，０．０１ｇ　ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，陈海水１Ｌ，ｐＨ＝７．５～
８．０，１２１℃高压灭菌２０ｍｉｎ．

ｆ／２培养基参考文献［１０］．

１．２　方　法

１．２．１　放线菌的分离
称取１０ｇ样品与１ｇ　ＣａＣＯ３ 混合后，置于９０ｍＬ

灭菌陈海水中，２８℃，１５０ｒ／ｍｉｎ摇床培养１ｄ，采用梯
度稀释涂布法，于分离培养基，２８℃，培养４ｄ，反复划
线分离放线菌，纯化后的单菌落转接到固体分离培养
基上并编号待选．
１．２．２　抑藻放线菌的筛选
将纯化后的菌株接种于３ｍＬ 液体发酵培养基

中，２８℃１５０ｒ／ｍｉｎ摇瓶培养４ｄ，取１ｍＬ菌液于

５　０００　ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清０．５ｍＬ接种于指数生长
期的５０ｍＬ无菌球形棕囊藻培养液中（体积分数为

１％），对照组加入０．５ｍＬ灭菌液体发酵培养基，在
（２０±１）℃，１２ｈ（光照）∶１２ｈ（黑暗）的条件下培养

２４ｈ；观察有无藻细胞沉降或藻液颜色变化，并参考文
献［１１－１２］所述方法计算抑藻率：

抑藻率＝（ＦＣ－ＦＴ）／ＦＣ×１００％，
式中，ＦＣ 表示对照组荧光强度，ＦＴ 表示处理组荧光强
度．
１．２．３　抑藻谱的测定
选取抑藻效果最强的菌株，参考文献［１３］，并结合

１．２．２所述方法，测试其对盐生杜氏藻、自养小球藻、

三角褐指藻、中肋骨条藻、球形棕囊藻、塔玛亚历山大
藻、微小原甲藻、海洋卡盾藻、赤潮异弯藻的抑藻效果．

１．２．４　菌株形态特征、生理生化特征及培养特征测定
待鉴定的菌株于固体发酵培养基平板插片培

养［１４］７ｄ后，４℃条件下，用体积分数为２．５％的戊二
醛固定２ｈ，０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液清洗３次（１０ｍｉｎ／
次）后，体积分数为１％的锇酸固定３ｈ，０．２ｍｏｌ／Ｌ磷
酸缓冲液清洗３次（１０ｍｉｎ／次）后，经各级不同体积分
数的乙醇脱水（３０％乙醇脱水１０～２０ｍｉｎ；５０％乙醇
脱水１０～２０ｍｉｎ；７０％乙醇脱水１０～２０ｍｉｎ；９０％乙
醇脱水１０～２０ｍｉｎ；９５％乙醇脱水１０～２０ｍｉｎ；１００％
乙醇脱水１０～２０ｍｉｎ，２次），纯叔丁醇置换乙醇３～４
次后，冷冻干燥后喷金镀膜，扫描电镜观察菌丝形态结
构．生理生化特征及培养特征测定参考文献［１５－１６］，
并记录各项指标．
１．２．５　菌体总 ＤＮＡ 的提取、１６ＳｒＲＮＡ基因序列

ＰＣＲ扩增及系统发育树的构建
利用氯苯法提取菌体总 ＤＮＡ［１７］，采用细菌１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因扩增通用引物２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴ－ＴＧＡＴＣ
ＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）和１４９２Ｒ（５′－ＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡ
ＣＧＡＣＴＴ－３′）进行ＰＣＲ扩增．ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）：

１０×ｂｕｆｆｅｒ　５μＬ，ｄＮＴＰｓ　０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，引物２７Ｆ０．５

μｍｏｌ／Ｌ，引物１４９２Ｒ０．５μｍｏｌ／Ｌ，模板 ＤＮＡ　１０μＬ
（１０～１００ｎｇ），ＥｘＴａｑ聚合酶１Ｕ，加ｄｄＨ２Ｏ补足至
５０μＬ．ＰＣＲ 反应程序为：９４℃变性５ｍｉｎ，９２℃１
ｍｉｎ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，３０个循环，７２℃延伸

８ｍｉｎ．
ＰＣＲ产物连接到ｐＭＤ　１９－Ｔ载体，并转化到大肠
杆菌ＤＨ５ａ感受态细胞，送由上海英俊生物技术有限
公司测序．根据测序结果，在ＮＣＢＩ网站上进行序列比
对，使用Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｘ２［１８］和 ＭＥＧＡ５．０软件进行系统发
育分析，用Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ的方法构建系统进化树，

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值参照［１９］．

２　实验结果

２．１　放线菌的分离筛选
根据菌体形态、大小、色泽及生长速度等特征，共

分离获得５２１株纯培养物．表现出抑藻（球形棕囊藻）
活性的菌株共２７株（表１），其中抑藻活性最高的菌株
为Ｏ３－２６，其抑藻率达９６．７１％．选择抑藻率最高的菌
株Ｏ３－２６，对其进行鉴定．
２．２　菌株Ｏ３－２６的抑藻谱
在所测试的菌株中，菌株Ｏ３－２６对球形棕囊表现

最高的抑制率．如表２所示，Ｏ３－２６对大多数供试藻株
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表１　２７株抑藻菌对无菌球形棕囊藻的抑制率

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ｏｆ　２７ａｌｇｉｃｉｄａｌ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｔｏ

　　　　　ａｘｅｎｉｃ　Ｐ．ｇｌｏｂｏｓａ　　　　％

菌株 抑藻率 菌株 抑藻率

Ｏ１－１３　 ４３．２６ Ｏ３－２６　 ９６．７１

Ｏ１－１５　 ８７．７７ Ｏ３－３０　 ３２．１２

Ｏ１－７　 ７６．５３ Ｏ３－４５　 ２０．７７

Ｏ１－９　 ７１．２５ Ｏ４－２　 ５３．４２

Ｏ２－１１　 ６９．４２ Ｏ４－４　 ８５．１５

Ｏ２－１６　 ６４．１１ Ｏ４－６　 ９５．３６

Ｏ２－２　 ８５．５４ Ｏ５－２　 ７６．２７

Ｏ２－２０　 ９３．４２ Ｏ５－４　 ４７．１５

Ｏ２－３２　 ９１．２８ Ｏ６－１　 ５４．９５

Ｏ２－４　 ８９．７６ Ｏ６－１０　 ８９．０５

Ｏ２－７　 ６９．３８ Ｏ６－２　 ７８．６３

Ｏ３－１５　 ５６．９５ Ｏ６－６　 ５６．３２

Ｏ３－１７　 ８０．７７ Ｏ６－９　 ６９．１７

Ｏ３－１９　 ６６．３４

表２　菌株Ｏ３－２６抑藻谱的测定

Ｔａｂ．２　Ｔｈｅ　ａｌｇｉｃｉｄａｌ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　Ｏ３－２６　　％

供试藻株　 抑藻率　 供试藻株　 抑藻率　
盐生杜氏藻 ７１．２５ 塔玛亚历山大藻 １９．２７
自养小球藻 ８４．５９ 微小原甲藻 ２３．６８
三角褐指藻 — 海洋卡盾藻 ６３．２８
中肋骨条藻 — 赤潮异弯藻 ３３．１１
球形棕囊藻 ９６．７１

具有一定的抑制作用．其中，对于同属于绿藻门（Ｃｈｌｏ－
ｒｏｐｈｙｔａ）的盐生杜氏藻和自养小球藻具有较强的抑制
作用，分别为７１．２５％和８４．５９％；而对于同属于甲藻
门（Ｐｙｒｒｏｐｈｙｔａ）的塔玛亚历山大藻和微小原甲藻表现
出较弱的抑藻活性，分别为１９．２７％和２３．６８％；海洋
卡盾藻和赤潮异弯藻属于黄藻门（Ｘａｎｔｈｏｐｈｙｔａ），Ｏ３－
２６对它们表现出较大差异的抑制效果，抑制海洋卡盾
藻的活性高达６３．２８％，而抑制赤潮异弯藻的活性仅
为３３．１１％；对硅藻门（Ｂａｃｉｌｌａｒｉｏｐｈｙｔａ）的三角褐指藻
和中肋骨条藻没有抑制作用．
２．３　菌株Ｏ３－２６的分类鉴定

２．３．１　形态特征

菌株Ｏ３－２６在固体发酵培养基上生长良好，菌落

由最初的白色逐渐变成灰色或灰白色．菌落之间差异
不大，表面呈粉绒状凸起，无明显褶皱；基内菌丝多分
支不断裂，气生菌丝发育良好，孢子丝直至螺旋状，孢
子链长表面带刺，其形态见图１．

图１　菌株Ｏ３－２６菌丝扫描电镜图
Ｆｉｇ．１　Ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｅｌｅｃｔｒｏｎ　ｍｉｃｒｏｇｒａｇｈ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　Ｏ３－２６

２．３．２　培养特征
菌株Ｏ３－２６在６种培养基上，一定时间后观察其

气生菌丝、基内菌丝的生长及颜色变化情况．Ｏ３－２６在
供测试的大部分培养基上生长良好、菌丝丰茂，但在蔗
糖察氏琼脂培养基上长势一般．在培养过程中菌株只
在营养琼脂培养基上产生可溶性色素，详细培养特征
见表３．

表３　菌株Ｏ３－２６的培养特征

Ｔａｂ．３　Ｔｈｅ　ｃｕｌｔｕｒａｌ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　Ｏ３－２６

培养基　　 气生菌丝　基内菌丝　可溶色素　　
甘油天门冬素琼脂 灰白色 浅褐色 无

葡萄糖酵母琼脂 乳白色 浅黄色 无

酪氨酸琼脂 浅灰色 乳白色 无

蔗糖察氏琼脂 灰白色 浅黄色 无

高氏一号培养基 乳色白 桔黄色 无

营养琼脂 灰褐色 灰白色 浅黄色

２．３．３　生理生化特征
菌株 Ｏ３－２６能利用葡萄糖、阿拉伯糖、木糖、果

糖、鼠李糖、甘露醇、肌醇和蔗糖作为唯一碳源，但不能
在棉子糖为唯一碳源的培养基上生长；菌株Ｏ３－２６表
现出脂酶活性，但无氧化酶活性，可以液化明胶并水解
纤维素；硝酸盐还原试验阳性，但不产生 Ｈ２Ｓ；ＭＲ、

ＶＰ、吲哚试验均为阴性（表４）．
２．３．４　系统发育分析
通过对菌株 Ｏ３－２６的１６ＳｒＲＮＡ基因序列的扩

增、克隆和测序，获得该基因约１　４４８ｂｐ的序列，该序
列已提交至ＧｅｎＢａｎｋ，其ＮＣＢＩ登录号为 ＨＱ８４５３８９．
该序列与ＧｅｎＢａｎｋ中的序列对比，发现与其同源性较高
的相关菌株均属于链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）．选取９株
相似度较高的模式菌株，利用Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｘ２及 ＭＥＧＡ５．０
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软件，采用Ｎ－Ｊ法（重复度１　０００）构建系统发育树（图

２）．系统发育分析结果显示，菌株Ｏ３－２６与灭癌素链霉
菌聚于同一分支，亲缘关系最近，相似度高达９９％．

表４　菌株Ｏ３－２６的生理生化特征

Ｔａｂ．４　Ｔｈｅ　ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　Ｏ３－２６

生化试验　　 结果　　 生化试验　　 结果　　

Ｄ－葡萄糖 ＋ 氧化酶 —

Ｌ－阿拉伯糖 ＋ 脂酶 ＋

Ｄ－木糖 ＋ 明胶酶 ＋

Ｄ－果糖 ＋ 纤维素酶 ＋

Ｌ－鼠李糖 ＋ 硝酸盐还原 ＋

Ｄ－甘露醇 ＋ ＭＲ实验 —

肌醇 ＋ ＶＰ实验 —

蔗糖 ＋ 吲哚实验 —

棉子糖 — Ｈ２Ｓ产生 —

图２　菌株Ｏ３－２６基于１６ＳｒＲＮＡ基因的系统发育树

Ｆｉｇ．２　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　Ｏ３－２６ｂａｓｅｄ　ｏｎ　１６ＳｒＲＮＡ　ｇｅｎｅ

２．３．５　菌种鉴定分析

基于１６ＳｒＲＮＡ基因的序列分析表明，菌株 Ｏ３－
２６与灭癌素链霉菌具有最大的序列相似性，达９９％；
二者形态特征相近，菌落颜色及形态在不同培养基上
差异不大，表面均呈粉绒状凸起，孢子丝直至螺旋状，
孢子表面带刺．二者都能利用葡萄糖、阿拉伯糖、木糖、
果糖、鼠李糖、甘露醇和肌醇作为唯一碳源，且都不能
利用棉子糖，所不同的是Ｏ３－２６还可以利用蔗糖作为
唯一碳源，而灭癌素链霉菌却不能．
尽管Ｏ３－２６与灭癌素链霉菌在生理生化方面存

在一定差异，但综合考察系统发育分析、培养特征和生
理生化特征各项指标的相似性，我们将菌株Ｏ３－２６鉴
定为灭癌素链霉菌．

３　讨　论

近年来，生物方法防治赤潮得到大量关注．随着藻
菌关系研究的不断深入，应用具有杀藻作用的细菌影
响赤潮生消成为赤潮灾害治理的一种潜在方式，并得
到该领域专家学者的广泛关注，相关研究成果逐年增
多．抑藻菌是指以直接或间接方式抑制藻类生长或杀
死藻类、溶解藻细胞的细菌的统称，作为水生生态系统
的重要组成部分，对维持藻类生物量平衡具有非常重
要的作用［２０］．文献报道的抑藻菌的数量不断增加，对
已分离鉴定杀藻菌其所属种属研究发现，抑藻菌主要
分布于变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），拟杆菌门（Ｂａｃｔｅ－
ｒｏｉｄｅｔｅｓ）和厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）３个门，超过一半的
已分离的抑藻菌属于β－变形菌纲（β－Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），
只有１株抑藻菌属于厚壁菌门［２１］．至于为何大多数已
分离到的杀藻细菌属于β－变形菌纲，其可能的原因是：

１）属于β－变形菌纲的细菌种类在其环境中的丰度较
高；２）属于β－变形菌纲的细菌与藻共生在一起且与其
存在竞争关系［２２］．
国内外放线菌抑藻活性的研究报道数量有限，有

研究表明［１３］，放线菌株 ＢＳ０１具有抑制有毒赤潮
藻———塔玛亚历山大藻生长的活性．本文自福建云霄
红树林国家自然保护区滩涂沉积物中筛选到一株高效

抑藻菌株Ｏ３－２６，其抑藻率高达９６．７１％．抑藻谱实验
结果显示：菌株Ｏ３－２６的代谢产物对绿藻门的盐生杜
氏藻和自养小球藻具有较强的抑制作用，而对甲藻门
的塔玛亚历山大藻和微小原甲藻具有较弱的抑藻活

性，对黄藻门内的海洋卡盾藻和赤潮异弯藻表现出较
大差异的抑制效果，对硅藻门的三角褐指藻和中肋骨
条藻没有抑制作用．以上表明，该菌株的抑藻活性在不
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同藻门类之间，甚至同一藻门之内，均表现出不同的抑
藻特性，显示出菌株Ｏ３－２６的抑藻活性具有一定的种
属特异性，其特异性亦反映了该菌株分泌的活性物质
对不同藻株作用过程及机理的差异．
通过综合分析菌株 Ｏ３－２６形态特性、培养特征、

生理生化特征及系统发育特征，该菌株属于灭癌素链
霉菌，但其生理特征与灭癌素链霉菌存在微小差异，说
明Ｏ３－２６菌体细胞代谢途径及代谢产物可能与灭癌
素链霉菌不完全相同，其所分泌的抑藻活性物质的种
类及结构有待于进一步阐释．
放线菌具有产生种类丰富的代谢产物的能力，包

括抗生素、免疫抑制剂、抗肿瘤药物和多种酶类，具有
代谢产生众多结构新颖活性物质的潜能，可作为理想
的抑藻菌及抑藻活性物质的筛选群体．随着对抑藻菌
资源的不断挖掘与深入研究，将为进一步利用海洋放
线菌资源进行抑藻生物菌剂及抑藻活性天然产物的研

发提供重要的基础，亦将为赤潮的生物防治方法提供
充足的菌质资源及理论支持［２３］．
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