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摘  要: 为了探索分离到的溶藻细菌L7 胞外活性物质对蛋白核小球藻的毒性效应和致毒机理, 采
用不同质量浓度的L7 胞外活性物质冻干粉(L7-LPEAC)处理蛋白核小球藻(Chlorella pyrenoidosa), 
测定藻细胞的光合作用效率(EPR)以及蛋白质、叶绿素a和丙二醛(MDA)的含量。L7-LPEAC溶液浓

度较低 (0.80 g/L和 1.25 g/L)时促进蛋白核小球藻的生长 ,  其 96 h、120 h的EC 5 0分别为 
5.75 g/L 和 2.55 g/L。当 L7-LPEAC 溶液浓度≥2.00 g/L 时, 叶绿素 a 和蛋白质含量变化同步呈现

先增加后减少的趋势; 处理 72 h 后, L7-LPEAC 溶液浓度分别为 2.00 g/L, 3.13 g/L, 4.90 g/L 的浓度

组中, 藻细胞 MDA 含量与对照组相比差异显著(P<0.05), 浓度组 7.67 g/L 和 12.00 g/L 则与对照组

差异极显著(P<0.01); 处理 120 h 后, 各浓度组藻细胞叶绿素 a 含量的相对抑制率均大于 60%。使

用 L7-LPEAC 修复富营养化水体时, 选择适当的投加浓度, 既能杀灭引起水体富营养化的目标藻

类, 又能避免对其他藻类产生抑制作用, 可以较好地维持水生生态系统的平衡。 
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Abstract: Toxic effects of L7 lyophilized powder of extracellular active components (L7-LPEAC), extracted 
from the Algae-lysing bacteria L7, on Chlorella pyrenoidosa were studied according to the changes of effec-
tive photosynthesis rate (EPR), the protein content, the chlorophyll a content and the MDA content of algae. 
The results showed that the growth of alga was promoted at low concentrations of L7-LPEAC (0.80 g/L, 
1.25 g/L). The 96 h-EC50 and 120 h-EC50 upon Chlorella pyrenoidosa are 5.75 g/L and 2.55 g/L, respec-  
tively. The chlorophyll a content increased firstly and then decreased at high concentrations of L7-LPEAC  
(≥2 g/L), so did the protein content. Compared with the control group, there is a significant statistics diff-  
erence (P<0.05) in the treatment groups (2.00 g/L, 3.13 g/L, 4.90 g/L), while extreme significant statistics 
difference (P<0.01) in the other treatment groups (7.67 g/L, 12.00 g/L) after 72 h. The inhibition rates of 
chlorophyll a content of Chlorella pyrenoidosa in all treatment groups reached over 60% after 120 h. For the 
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remediation of eutrophic nature water body, it can not only kill the algae which caused the water eutrophica-
tion, but also maintain the balance of the aquatic ecosystem well by adding some proper concentrations of 
L7-LPEAC. 

Keywords: Chlorella pyrenoidosa, Toxicology, Algae-lysing bacteria, Extracellular algae-lysing compo-
nents

利用溶藻细菌防治水华和赤潮, 作为富营养化
水体藻类生物防治的可能途径之一, 已经受到广泛
关注。多项研究表明, 许多溶藻细菌能分泌胞外活
性物质, 对宿主藻类的生长起抑制作用[1]。因此, 分
离筛选环保、高效、专一的溶藻活性代谢产物, 最
终开发安全、高效的生物杀藻剂已经日渐成为治理

藻类水华和赤潮问题的思路之一。近年来, 国内外
相关人员和机构对溶藻细菌的溶藻机理以及溶藻活

性物质的分离、提纯和鉴定进行了较为深入的基础

性研究。然而, 在“以菌治藻”的工程实施之前还有大
量的研究工作要开展, 例如进行溶藻细菌及其胞外
活性物质的毒理效应分析、安全性评价和在天然水

体中的适应性研究等[2−5]。 
藻类对水生生态系统的平衡和稳定起着至关重

要的作用, 藻类测试是水生态毒理学中不可或缺的
方法之一。蛋白核小球藻作为藻类测试的典型藻种, 
具有对毒物敏感、繁殖快、易于培养等特点[6,7]。作

者研究了不同质量浓度溶藻细菌L7 胞外活性物质
冻干粉(L7 lyophilized powder of extracellular active 
components, 以下简称L7-LPEAC)对蛋白核小球藻
生长等方面的影响, 探讨溶藻细菌L7 胞外活性物质
对蛋白核小球藻的毒性和致毒机理, 为实际应用前
的生态风险评估提供依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  供试藻种: 蛋白核小球藻(Chlorella pyrenoi-
dosa), 来源于中国科学院水生生物研究所藻种保藏
中心。 
1.1.2  溶藻细菌: 本课题组从广州城区某富营养化
池塘筛选获得 , 编号为L7, 属蜡状芽孢杆菌(Baci- 
llus cereus), 菌株PCR扩增产物的长度为 154 bp, 在
GenBank的登录号是DQ459876(Strain L7)。菌种以牛
肉膏蛋白胨斜面培养基于 4°C冷藏保存[5]。前期研究

表明, 该溶藻细菌分泌的胞外活性物质对可能引起
水华的铜绿微囊藻和水华鱼腥藻有较好的溶藻效果

[3,4]。 

1.2  方法 

1.2.1  藻种培养: 将蛋白核小球藻藻种接种到 SE
培养基中, 温度(24±1)°C, 光强 2 500 Lx~3 000 Lx, 
光暗比为 12 h∶12 h, 静置培养, 每天定时摇动 5次, 
每次 10 min。每隔 96 h移种 1次, 重复 3次以上, 使
同一培养基中蛋白核小球藻的生长阶段趋同。镜检

细胞正常后进行实验。 

 
表 1  SE 培养基 

Table 1  SE Medium 

NaNO3 0.25 g Soil extract 40 mL 

K2HPO4·3H2O 0.075 g FeCl3·6H2O 0.005 g

MgSO4·7H2O 0.075 g Fe-EDTA 1 mL 

CaCl2·2H2O 0.025 g A5 solution * 1 mL 

KH2PO4 0.175 g Distilled water 958 mL

NaCl 0.025 g   

Note: *: Composition of the A5 solution (Add to 100 mL of distill- 
ed water): H3BO3 286 mg, MnCl2·4H2O 181 mg, ZnSO4·7H2O  
22 mg, CuSO4·5H2O 7.9 mg. 
 
1.2.2  L7 胞外活性物质冻干粉(L7-LPEAC)的制备:
经过接种、振荡培养、离心、抽滤等步骤得到L7无
菌滤液, 用平板计数法计数, 该菌液中溶藻细菌个
数为 2.23×107 CFU/mL。依据文献提供的方法制备
无菌浓缩液 [8], 再用冷冻干燥机将无菌浓缩液制成
L7-LPEAC。 
1.2.3  实验设置: 根据预备实验的结果开展正式实
验。正式实验分 2次进行: 1) 将 L7-LPEAC溶入 SE
培养液, 设置 7 个等对数间距的浓度梯度(0.80 g/L, 
1.25 g/L, 2.00 g/L, 3.13 g/L, 4.90 g/L, 7.67 g/L,  
12.00 g/L)。以上 7个浓度组和 1个对照组分别处理
等体积的蛋白核小球藻藻液(250 mL L7-LPEAC溶
液混合 250 mL藻液), 每隔 24 h测定各混合液中藻
细胞叶绿素a含量。初始混合液中藻种平均密度约为
4.0×105 /L。2) 用 1)中浓度≥2.00 g/L的 5个浓度组
处理蛋白核小球藻细胞, 初始条件和处理方法同 1), 
每隔 24 h测定各混合液的EPR值以及蛋白质、MDA
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1.3  试验数据的统计与分析 含量。 
共设 7 个浓度组和 1 个对照组, 每组设置 3 个

平行。所得数据采用( x ±s)表达, 用 SPSS 12.0软件

进行方差分析和 t检验。 

1.2.4  光合作用效率(EPR)测定: 每组混合液各取
10 mL, 3000 r/min, 离心 5 min, 弃清液, 暗适应 
15 min~30 min, 然后装入石英比色杯进行测量。测量
使用叶绿素荧光仪(PAM2100), 温度保持 20°C, 样品
用光化灯照 3 min, 使光合作用稳定, 再给出短暂的饱
和光脉冲, 引起尖锐的荧光峰, EPR即为饱和峰高与
最大荧光峰高的比值[8]。以各浓度组L7-LPEAC溶液质
量浓度的对数为横坐标, EPR抑制率为纵坐标, 参照
文献[9−12]方法, 求出 96 h、120 h半数效应浓度值
EC50。 

2  结果 

2.1  L7-LPEAC 对蛋白核小球藻光合作用效率

(EPR)的影响 

用L7-LPEAC处理蛋白核小球藻 96 h和 120 h后, 

各浓度组和对照组藻细胞的光合作用效率(EPR)及

其抑制率分别如表 2、表 3所示。在同一时刻, 随着

L7-LPEAC溶液浓度的升高 , 藻细胞EPR值逐渐下

降 , EPR抑制率逐渐上升 , 剂量 -效应关系明显。

L7-LPEAC对蛋白核小球藻 96 h和 120 h的EC50值分

别为 5.75 g/L和 2.55 g/L。 

1.2.5  叶绿素a含量测定: 采用乙醇萃取分光光度法
[8]。 
1.2.6  蛋白质含量测定: 每组混合液各取 25 mL,  
4000 r/min, 离心 20 min, 弃清液 , 加入 3 mL  
0.05 mol/L、pH 值为 7.8 的磷酸缓冲液。然后用 2.2  L7-LPEAC 对蛋白核小球藻叶绿素 a 含量的

影响 超声波细胞破碎仪破碎 3 min, 定容至 5 mL, 离心, 
上清液即粗酶液[13]。采用考马斯亮蓝法测定蛋白质

含量。 

用L7-LPEAC处理蛋白核小球藻 120 h后, 各浓

度组藻细胞叶绿素 a 含量相比对照组的抑制率如图

1所示。L7-LPEAC溶液浓度为 0.80 g/L和 1.25 g/L

的两组其相对抑制率均为负值 ,  藻液颜色浓绿 , 

1.2.7  MDA含量测定: 取上述粗酶液, 使用硫代巴
比妥酸(TBA)法测定MDA含量[14]。 
 

表 2  处理 96 h 蛋白核小球藻光合作用效率(EPR)抑制率 
Table 2  Inhibition of the effective photosynthesis rate (EPR) of Chlorella pyrenoidosa after 96 h incubation 

质量浓度 
Concentration (g/L) 

光合作用效率 
EPR*

EPR抑制率 
Inhibition of EPR* (%) 

n 

0.00 0.243 ± 0.004 (1.65%) 0.00 ± 0.00 3 

2.00 0.206 ± 0.011 (5.20%) 15.35 ± 4.53 (29.52%) 3 

3.13 0.183 ± 0.005 (2.47%) 24.83 ± 1.55 (6.26%) 3 

4.90 0.151 ± 0.004 (2.68%) 37.99 ± 1.59 (4.18%) 3 

7.67 0.066 ± 0.003 (4.65%) 72.98 ± 1.02 (1.39%) 3 

12.00 0.024 ± 0.006 (23.27%) 90.24 ± 2.43 (2.39%) 3 

Note: *: x±s (CV%) of a typical experiment. 
 

表 3  处理 120 h 蛋白核小球藻光合作用效率(EPR)抑制率 
Table 3  Inhibition of the effective photosynthesis rate (EPR) of Chlorella pyrenoidosa after 120 h incubation 

质量浓度 
Concentration (g/L) 

光合作用效率 
EPR*

EPR抑制率 
Inhibition of EPR* (%) 

n 

0.00 0.256 ± 0.007 (2.66%) 0.00 ± 0.00 3 

2.00 0.192 ± 0.006 (2.96%) 24.89 ± 4.16 (16.73%) 3 

3.13 0.079 ± 0.003 (3.85%) 69.04 ± 1.15 (1.67%) 3 

4.90 0.027 ± 0.005 (16.91%) 89.61 ± 1.57 (1.76%) 3 

7.67 0.000 100.00 ± 0.00 3 

12.00 0.000 100.00 ± 0.00 3 

Note: *: x±s (CV%) of a typical experiment. 
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图 1  蛋白核小球藻叶绿素 a 处理 120 h 的相对抑制率 
Fig. 1  The relative inhibition rates of the chlorophyll a 
content of Chlorella pyrenoidosa after 120 h incubation 
Note: 1: 0.80 g/L; 2: 1.25 g/L; 3: 2.00 g/L; 4: 3.13 g/L; 5: 4.90 g/L; 
6: 7.67 g/L; 7: 12.00 g/L.   
 
L7-LPEAC对藻细胞生长起促进作用; L7-LPEAC溶
液浓度≥2.00 g/L的 5个浓度组, 观察其藻液颜色均
变黄或白化, 叶绿素 a 相对抑制率均在 60%以上, 
12.00 g/L浓度组相对抑制率达 94.93%。 

对于 L7-LPEAC 溶液浓度≥2.00 g/L 的 5 个浓
度组, 叶绿素 a含量呈现先上升后下降的变化趋势。
在 48 h, 各浓度组叶绿素 a含量都高于对照组, 且与
对照组相比呈现极显著差异(n=3, P<0.01)。此时, 除
L7-LPEAC溶液浓度 2.00 g/L浓度组外, 其余各组达
到最大值, 且呈现较好的剂量−效应关系。72 h 时
3.13 g/L、4.90 g/L、7.67 g/L和 12.00 g/L 4个浓度组
叶绿素 a含量下降显著, 与各自 48 h叶绿素 a含量
相比差异极显著(n=3, P<0.01)。 
 

 
 
图 2  L7-LPEAC 对蛋白核小球藻叶绿素 a 含量的影响 
Fig. 2  Effects of L7-LPEAC on the chlorophyll a content 
of Chlorella pyrenoidosa 

2.3  L7-LPEAC 对蛋白核小球藻蛋白质含量的 
影响 

离心收集经 L7-LPEAC 处理的藻细胞, 测定 
藻体中蛋白质的含量, 结果见图 3。处理后藻细胞 
蛋白质含量整体呈现先增加后减少的趋势。48 h时
各浓度组藻细胞蛋白质含量达到最高值, 随后逐渐
下降。 
 

 
 
图 3  L7-LPEAC 对蛋白核小球藻蛋白质含量的影响 
Fig. 3  Effects of L7-LPEAC on the protein content of 
Chlorella pyrenoidosa 

 
2.4  L7-LPEAC 对蛋白核小球藻 MDA 含量的 
影响 

L7-LPEAC处理 72 h, 各浓度组中藻细胞 MDA
含量如图 4所示。在 2.00 g/L, 3.13 g/L和 4.90 g/L
浓度组 MDA 含量均高于对照组, 与对照组相比差
异显著(n=3, P<0.05)。7.67 g/L和 12.00 g/L浓度组 
 

 
 
图 4  处理 72 h 蛋白核小球藻 MDA 含量 
Fig. 4  The MDA content of Chlorella pyrenoidosa after  
72 h incubation 
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中 MDA 含量远高于对照组, 与对照组相比差异极
显著(n=3, P<0.01)。 

3  讨论 

光合作用是生物界所有物质代谢和能量代谢的

基础。在光合作用的原初反应, 吸收光能传递、转
换为电能的过程中, 有一部分光能损耗是以较长的
荧光方式释放的。自然条件下的叶绿素荧光和光合

作用有着十分密切的关系[15]。在 96 h和 120 h, 各受
测浓度组体现出较好的剂量−效应关系: 混合液中
L7-LPEAC质量浓度越高 , EPR值越小。由此说明 , 
在L7-LPEAC胁迫下 , 藻细胞参与光合作用的电子
受体减少, 从而减少了荧光峰基线以上的水平, 造
成饱和脉冲光减少, 指示光合作用能力减弱, 初级
生产力降低。 

L7-LPEAC溶液浓度≤1.25 g/L时促进蛋白核小
球藻的生长, 其对蛋白核小球藻 96 h、120 h的EC50

值分别为 5.75 g/L和 2.55 g/L。何鉴尧等利用L7无
菌滤液研究表明, L7 不只是单纯地杀灭富营养化水
体中的所有藻类或某些特定藻类, 而是能较好地调
节藻类群落结构, 使其朝着较为稳定的方向发展。
因此在使用L7-LPEAC修复富营养化水体时 , 应选
择适当的投加浓度, 不仅可以杀灭引起水体富营养
化的目标藻类, 而且能避免对其他藻类产生抑制作
用, 可以较好地维持水生生态系统的平衡。 

结合图 2和图 3可见, 蛋白质含量和叶绿素 a含
量的变化趋势基本相同。分析认为亦可能是由于藻细

胞叶绿体遭受破坏以后, 其光合作用受阻, 加速了藻
细胞蛋白质的损伤; 而藻细胞蛋白质作为叶绿体的
有机成分, 又反过来影响叶绿体功能的正常发挥。 

各浓度组蛋白质含量在处理 48 h到达极大值后
开始急剧减少 , 表明藻细胞的生长对L7-LPEAC表
现出短暂的“兴奋效应”[13,14]后受到抑制, 造成蛋白
质损伤。直至处理 120 h, 各浓度组蛋白质含量均较
少, 但仍高于对照组蛋白质含量。随着处理时间的
增加, 各浓度组蛋白质含量可能会持续减少以至低
于对照组蛋白质含量。 

处理藻细胞 72 h, 随 L7-LPEAC溶液浓度增加, 
藻细胞脂质过氧化产物 MDA 含量增加, 与对照组
相比差异显著(n=3, P<0.05)或极显著(n=3, P<0.01)。
藻细胞生物膜脂化水平升高可能导致膜的选择通透

性升高, 可能因为 L7-LPEAC 浓度过高引起膜系统
脂质过氧化而破坏了细胞和叶绿体等细胞器膜结构。 

4  结论  

1) L7-LPEAC溶液浓度≤1.25 g/L时, 促进蛋白
核小球藻的生长, 其 96 h和 120 h的EC50值分别为 
5.75 g/L和 2.55 g/L。 

2) 使用 L7-LPEAC修复富营养化水体时, 选择
适当的投加浓度, 既能杀灭引起水体富营养化的目
标藻类, 又能避免对其他藻类产生抑制作用。 
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