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摘要:近年来,有害藻类在天然水体中暴发,引起严重的水华现象,是造成环境污染的重要原因．微生物除藻因具

有较高的除藻效力且对环境友好,已成为防治蓝藻水华的新研究方向．从西南大学校园内富营养化景观池塘岸边的

土壤中分离得到了１株放线菌 F９１３,该菌株的发酵液能够明显抑制引起水华现象的有害 蓝 藻———铜 绿 微 囊 藻

FACHBＧ９０５菌株的生长．根据F９１３菌株在鉴别培养基上的培养特征、菌体形态特征、生理生化特性以及１６SrDＧ

NA序列分析结果,将F９１３菌株鉴定为马来西亚链霉菌(Streptomycesmalaysiensis)．该研究结果为进一步利用该

菌株开展有害蓝藻的生物防治奠定了前期基础．
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有害藻类在天然水体中的暴发日益严重,已经成为全球瞩目的环境灾害．我国太湖、滇池等兼具自然

与人文特色的水体环境也深受有害藻类的严重影响．过量繁殖的水华藻类严重恶化水质,影响水体的生态、
渔业、景观,甚至威胁到饮用水的安全[１]．目前尚无有害藻类防控的有效方法,因而研究和开发安全、高

效、廉价的水华控制技术是我国乃至世界急需解决的重大环境问题．
微生物除藻主要是研究利用细菌、放线菌、真菌对藻类的生长竞争和代谢产物的抑制作用,以及蛭

弧菌和噬藻体对藻类的寄生作用达到微生物控制藻类过度生长的目的,这些微生物被统称为溶藻微生

物[２]．微生物除藻具有较高的除藻效力且对环境友好,有关溶藻微生物的研究已成为防治蓝藻水华的一

个新方向．
为获得可用于藻类生物防治的微生物,本研究从西南大学校园内富营养化景观池塘岸边土壤中分离微

生物,以有害蓝藻———铜绿微囊藻为靶标,筛选溶藻微生物,获得１株对铜绿微囊藻生长具有显著抑制作

用的放线菌,编号为F９１３,并进一步对F９１３菌株进行了分类鉴定和溶藻效率的检测．论文研究结果为深

入研究该菌株溶藻机理及利用该菌株进行有害蓝藻的生物防治奠定了坚实的前期研究基础．

１　材料与方法

１􀆰１　材　料

１􀆰１􀆰１　土壤样品

土壤样品采集自西南大学校园内富营养化景观池塘岸边．
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１􀆰１􀆰２　供试菌株

铜绿微囊藻(MicrocystisaeruginosaFACHBＧ９０５),购自中国科学院淡水藻种库．

１􀆰１􀆰３　培养基

放线菌分离、纯化培养采用高氏１号固体培养基[３],放线菌的发酵采用高氏１号液体培养基,铜绿微

囊藻培养采用BG１１液体培养基[４],放线菌培养特征及形态特征鉴别培养基采用国际链霉菌计划(ISP)指

定的７种培养基[５]:酵母膏麦芽糖汁琼脂培养基(ISPＧ２),燕麦粉琼脂培养基(ISPＧ３),无机盐淀粉琼脂培养

基(ISPＧ４),甘油天冬素琼脂培养基(ISPＧ５),高氏１号培养基,Czapck培养基和马铃薯浸汁培养基．放线菌

生理生化特征所用培养基[６－７]为:明胶液化培养基,牛奶凝固与胨化培养基,淀粉水解琼脂培养基,纤维素

水解培养基,H２S产生培养基,碳源利用的基础培养基(选用的碳源分别有 LＧ阿拉伯糖,DＧ木糖,DＧ葡萄

糖,DＧ果糖,LＧ鼠李糖,蔗糖,棉子糖,DＧ甘露醇以及 LＧ肌醇)．

１􀆰２　方　法

１􀆰２􀆰１　放线菌的分离纯化

放线菌的分离使用高氏１号培养基,采用梯度稀释涂平板法[３],纯化采用划线分离法[３]．

１􀆰２􀆰２　铜绿微囊藻的培养

铜绿微囊藻培养条件为２５ ℃,光照强度２０００lx,光暗比为１４∶１０,采用 BG１１液体培养基,

培养至对数生长期时,用新鲜 BG１１培养基稀释,采用血球计数板计数[３],调节藻细胞浓度至１０６

个/mL备用．

１􀆰２􀆰３　抑制蓝藻生长效果的检验

将纯化后的分离株接种于装有５０mL高氏１号液体培养基的２５０mL三角瓶中,２８℃,１８０r/min,摇

瓶培养７d后,１２０００r/min离心５min,取上清液１mL接种于装有２４mL指数生长期的铜绿微囊藻培养

液的试管中,对照组加入经１２１℃灭菌处理后的发酵液,空白对照组加入BG１１培养基,光照培养７d后观

察藻细胞的生长情况,采用血球计数板计数藻细胞浓度,然后计算溶藻率．
溶藻率＝(CC －CT)/CC ×１００％

CC 表示对照组藻细胞浓度,表示CT 处理组藻细胞浓度．

１􀆰２􀆰４溶藻微生物的分类鉴定

１􀆰２􀆰４􀆰１　形态及生理生化鉴定

将纯化后的分离株接种于国际链霉菌计划(ISP)指定的７种培养基上,２８℃培养,在第３d,７d,３０d
观察记录菌株的培养特征[５];菌体形态观察采用埋片法[７]培养７d,用０􀆰１％美篮染色,油镜观察;生理生

化鉴定方法参考文献[６－７]．

１􀆰２􀆰４􀆰２　放线菌DNA提取,１６SrDNA序列PCR扩增及系统发育树的构建

采用北京庄盟国际生物基因科技有限公司的细菌基因组DNA小量提取试剂盒提取放线菌DNA,采用

细菌１６SrDNA基因扩增通用引物２７F(５􀆳ＧAGAGTTTGATCCTGGCTCAGＧ３􀆳)和１４９２R(５􀆳ＧGGTTACCTＧ

TGTTACGACTTＧ３􀆳)扩增．PCR采用北京庄盟生物基因科技有限公司生产的２×TaqPCR MasterMix(含

染料)型号为Catalog＃ZT２０１,采用５０μL体系,包括２５μL２×MasterMix,２􀆰０μL模板 DNA,１􀆰０μL

２７F引物(１０μmol/L),１􀆰０μL１４９２R 引物(１０μmol/L),然后补充ddH２０至５０μL．扩增条件:９４ ℃

３０s,５５℃３０s,７２℃１􀆰５min,３０个循环,７２℃延伸５min．PCR产物采用１％琼脂糖凝胶电泳检测后,

送华大基因生物技术有限公司进行测序,根据测序结果在 NCBI网站上进行序列比对,采用 ClustalW

１􀆰８１软件进行多序列比对,并通过 MEGA４􀆰１软件构建系统进化树[７－８]．
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A:加入１mLBG１１培养基的空白对照,B:加

入１mLF９１３发酵液,C:加入１mL经１２１℃

灭菌处理的F９１３发酵液．

图１　菌株F９１３发酵液的溶藻效果

２　结果与分析

２􀆰１　放线菌的分离筛选与溶藻效果检验

从土壤样品中共分离获得２６株放线菌,抑菌检测结果表明,编

号为F９１３的菌株发酵上清液对铜绿微囊藻的生长具有很强的抑制作

用如图１,加入发酵液７d后,溶藻率可达９８􀆰３％,并且溶藻效果可

持续３０d以上．

２􀆰２　菌株F９１３的分类鉴定

２􀆰２􀆰１　形态特征

菌株F９１３在高氏１号培养基上,菌落初期为白色,随着孢子的

形成,菌落逐渐转变为灰白色,菌落最终颜色为灰色,不产生水溶性

色素．菌株F９１３的气生菌丝较发达,孢子丝呈螺旋形,如图２所示．
菌株F９１３在多种鉴别培养基上均生长良好,菌落初期均为白色,随

着孢子的形成,菌落逐渐转变为灰白色,菌落最终颜色为灰色,在所

试培养基上均不产生水溶性色素,其培养特征如表１所示．

图２　菌株F９１３孢子丝形态

表１　菌株F９１３的培养特征

培养基 生长状况 气生菌丝 基内菌丝 水溶性色素

ISPＧ２ ＋＋＋ 白色、灰色 黄色 无

ISPＧ３ ＋＋ 白色、灰色 白色 无

ISPＧ４ ＋＋ 白色、灰色 黄色 无

ISPＧ５ ＋ 白色、灰色 白色 无

高氏１号 ＋＋＋ 白色、灰色 黄色 无

Czapck ＋＋ 白色、灰色 白色 无

马铃薯浸汁 ＋＋＋ 白色、灰色 浅黄色 无

２􀆰２􀆰２　生理生化特征

在所试的９种碳源培养基中的碳源菌株F９１３均可利用,它还能分泌淀粉酶水解淀粉,能分泌纤维素酶水

解纤维素,能够使牛奶凝固,但不能使明胶液化,菌株F９１３各种酶的活性及对碳源的利用情况如表２所示．
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表２　放线菌F９１３菌株的生理生化特征

生化试验 结果 生化试验 结果

LＧ阿拉伯糖 ＋ 蔗糖 ＋
DＧ木糖 ＋ 棉子糖 ＋

DＧ葡萄糖 ＋ 明胶液化 －
DＧ果糖 ＋ 牛奶凝固与胨化 ＋

LＧ鼠李糖 ＋ 淀粉水解 ＋
DＧ甘露醇 ＋ 纤维素水解 ＋
LＧ肌醇 ＋ H２S产生 －

２􀆰２􀆰３　１６SrDNA 序列分析结果

通过对菌株F９１３的１６SrDNA 序列的扩增、测序,获得该基因１３９１bp的序列,提交该序列至 GenＧ
Bank数据库,其登录号为 KP３３８１０２．将该序列与 GenBank中的序列进行在线比对,结果表明其与多株

Streptomycesmalaysiensis的１６SrDNA基因序列同源性高达１００％,基于１６SrDNA 的系统发育结果表

明F９１３菌株与登录号为 NR０４１４１０的StreptomycesmalaysiensisNBRC１６４４６菌株在系统发育树中处于

同一最小分支,如图３所示．

图３　F９１３菌株基于１６SrDNA的系统发育树

结合菌株F９１３的形态特征、培养特征、生理生化反应特征,以及基于１６SrDNA序列的系统发育分析

结果,将菌株F９１３鉴定为马来西亚链霉菌(Streptomycesmalaysiensis)．

３　讨　论

马来西亚链霉菌是 Amira１９９９年从来自马来西亚的土壤中分离并确立的放线菌新种[９],目前对该菌

株的抑菌活性研究还不多．据报道,仅从该菌株代谢物中分离出了一种新化合物 Malayamycin,该化合物能

够明显抑制颖枯壳针孢(Stagonosporanodorum)的生长,可用于防治小麦颖枯病[１０]．Cheng等[１１]２０１０年报

道首次从１株马来西亚链霉菌发酵液中分离出了阿扎霉素复合物,具有抑制多种植物病原真菌生长的作

用．管章玲等[１２]发现马来西亚链霉菌对小麦赤霉病病原菌禾谷镰刀菌具有明显的抑制作用．杨佩文等[１３]从

１株拮抗植物病原真菌的马来西亚链霉菌的发酵液中分离出了阿扎霉素F３,F４和尼菲霉素．刘为营等[１４]发

现１株编号为１１６１的马来西亚链霉菌对多种革兰氏阳性细菌具有抑菌活性,并从该菌株的发酵液中分离

出了阿扎霉素F４和F５．Zheng等[１５]从海边红树林土壤中分离出了１株马来西亚链霉菌,发现该菌株的发

酵液能够高效专一地杀灭有害赤潮藻 球形棕囊藻,可用于治理赤潮,他们于２０１１年申请了１项以马来西

亚链霉菌的发酵液制备强效抑藻活性化合物———尼日利亚菌素的专利,专利号为:２０１１１００６７５８１．但是目

前,尚未有人报道马来西亚链霉菌具有抑制水华蓝藻———铜绿微囊藻生长的作用,本研究为研究利用马来

西亚链霉菌治理蓝藻水华奠定了基础．
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IsolationandIdentificationofanActinomyceteStrainwith
AlgicidalActivityAgainstMicrocystisaeruginosa

XUYaoＧbo１,３,　XIE　Jie１,　PANGuoＧqing１,　ZHOUZeＧyang１,２

１􀆰StateKeyLaboratoryofSilkwormGenomeBiology,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１６,China;

２􀆰CollegeofBioscience,ChongqingNormalUniversity,Chongqing４０００４７,China;

３􀆰SchoolofLifeScience,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１５,China

Abstract:Inrecentyears,harmfulalgaeoutbreakshaveoftenoccurredinnaturalwaterbodies,causingseＧ
riouswaterblooms,whichisanimportantcauseofenvironmentalpollution．AlgicidalmicrobescanreＧ
movealgaewithhigheffectivenessandarefriendlytotheenvironment．Therefore,ithasbecomeanewreＧ
searchdirectiontocontrolcyanobacteriabloomswithalgicidalmicrobes．Inastudyreportedherein,an
Anactinomycetestrain,F９１３,wasisolatedfromtheshoresidesoiloftheeutrophicationalpondinSouthＧ
westUniversity,whichshowedhighalgicidalactivityagainstMicrocystisaeruginosa FACHBＧ９０５,the
harmfulalgacausingalgalblooms．BasedontheitsculturalcharacteristicsandtheresultsofphysioＧchemiＧ
caltestsand１６SrDNAsequenceanalysis,strainF９１３wasidentifiedasStreptomycesmalaysiensis．FurＧ
thermore,theobtainedresultsinthisarticlemaybepotentiallyusefulforbioＧcontrolharmfulalgalblooms
throughthisstrain．
Keywords:Microcystisaeruginosa;inhibition;actinomycetes;isolation;identification

责任编辑　周仁惠　　　　

５第１０期　　　　　　 　徐耀波,等:１株抑制铜绿微囊藻生长的放线菌的分离鉴定



６ 西南大学学报(自然科学版)　　　　　http://xbbjb􀆰swu􀆰cn　　　　　第３７卷


