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摘  要: 【目的】进一步探明藻菌关系, 研究溶藻细菌对藻类氮代谢的影响及其作用机

制。【方法】将水华鱼腥藻和溶藻细菌 L7 按两种比例接种入 BG11 培养液中, 在室内进行

共培养(藻细胞初始密度为 1.21×108 cells/L; 溶藻细菌 L7 初始密度分别为 1.75×107、

1.75×108 CFU/mL)。连续 7 d 测定藻细胞数、异形胞频率和藻细胞内的硝酸还原酶(NR)

活性、谷氨酰胺合成酶(GS)活性、谷氨酸合成酶(GOGAT)活性、蛋白质含量、丙二醛(MDA)

含量。【结果】低密度溶藻细菌 L7 能够促进藻生长(第 7 天藻细胞密度是对照组的 1.58 倍), 

增加异形胞频率(第 7 天高于对照组 66.67%); 高密度则会抑制藻生长(第 7 天藻细胞密度

相比对照组下降 98.84%), 降低异形胞频率(第 7 天为 0)。在藻细胞内氮代谢关键酶活性

方面, 接种后 2−5 d, 两处理组中藻细胞内 NR 和 GOGAT 活性均极显著高于对照组

(P<0.01); 接种后 0−5 d, 高密度处理组的 GS 活性极显著高于对照组(P<0.01), 而低密度

处理组的则在大部分时间内极显著低于对照组(P<0.01)。在整个实验期内, 低密度处理组

中藻细胞内蛋白质含量一直极显著高于对照组(P<0.01); 而在高密度处理组中, 除第 5 天

外, 细胞内蛋白质含量则全部极显著低于对照组(P<0.01)。接种后 2−4 d, 高密度处理组中

藻细胞内 MDA 含量呈现上升趋势, 并极显著高于其余两组(P<0.01)。【结论】低密度溶

藻细菌 L7 能够提高水华鱼腥藻对氮源的需求, 加速蛋白质合成, 促进氮代谢; 而高密度

溶藻细菌 L7 会对藻细胞产生过氧化伤害, 阻碍蛋白质合成和氮代谢过程。 
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Abstract: [Objective] The influence mechanism of the algicidal bacterial strain L7 on nitro-
gen metabolism of Anabaena flos-aquae were investigated to understand the interaction of 
cyanobacteria-bacteria. [Methods] The algicidal bacterial strain L7 and Anabaena flos-aquae 
with different ratio were inoculated into BG11 liquid medium. The initial concentration of the 
algicidal bacterial strain L7 were 1.75×107 and 1.75×108 CFU/mL responding to the same initial 
concentration of Anabaena flos-aquae (1.21×108 cells/L), respectively. The treatment without 
the algicidal bacterial strain L7 was set up as the control. The number of cyanobacterial cells, the 
heterocyst frequency, activities of the nitrate reductase (NR), glutamine synthelase (GS), glutamate 
synthetase in cyanobacterial cells, and the protein and malondialdehyde (MDA) contents in 
cyanobacterial cells were measured for 7 days after incubation. [Results] Lower concentration of 
the algicidal bacterial strain L7 stimulated the growth of the cyanobacteria and increased the 
heterocyst frequency. On the 7th day, the concentration of cyanobacterial cells and the hetero-
cyst frequency were 1.58 times and 66.67% more than that in the control, respectively. Higher 
concentration of the algicidal bacterial strain L7 had opposite effects to Anabaena flos-aquae. 
The cyanobacterial cell concentration was 98.84% less than that in the control and the hetero-
cyst frequency decreased to 0 on the 7th day. As to activities of important enzymes relating to 
nitrogen metabolism in cyanobacterial cells, activities of NR and GOGAT in two treatments 
with the algicidal bacterial strain L7 were significantly higher than that in the control between 
the 2nd and 5th day (P<0.01). In the first 5 days, GS activity was significantly higher than that 
in the control (P<0.01) in the treatment with higher concentration of the algicidal bacterial strain 
L7, while lower concentration of the algicidal bacterial strain L7 had opposite effects for most of 
time. During the entire experiment, the protein content in the treatment with lower concentra-
tion of the algicidal bacterial strain L7 was significantly higher than that in the control (P<0.01). 
However, the protein content in the treatment with higher concentration of the algicidal bacte-
rial strain L7 was always less than that in the control (P<0.01), except on the 5th day. During 
the period between the 2nd day and the 4th day, the MDA content in the treatment with higher 
concentration of algicidal bacteria strain L7 exhibited a rising trend and were significantly 
higher than that in the other treatments (P<0.01). [Conclusion] Lower concentration of the 
algicidal bacterial strain L7 could stimulate nitrogen metabolism of Anabaena flos-aquae by 
enhancing its demand for nitrogen and accelerating protein synthesis. Higher concentration of 
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the algicidal bacterial strain L7 could induce membrane lipid peroxidation of Anabaena 
flos-aquae, thereby inhibiting protein synthesis and nitrogen metabolism. 

Keywords: Algicidal bacterial strain L7, Anabaena flos-aquae, Nitrogen metabolism, Influence 
mechanism 

氮是藻类生长必需的元素。氮源能够为藻类

合成蛋白质提供原料。虽然自然界中存在多种形

态的氮源, 但是一般能够被藻类直接利用的仅有

无机氮源, 即氨氮和硝态氮。其中, 藻类对硝态

氮的利用更为普遍[1]。对于能够固氮的水华藻类

而言, 当细胞内氮源缺乏时, 它能够通过分化异

形胞, 固定空气中的氮以保证细胞内氮代谢的正

常进行[2]。但同时藻细胞的固氮作用也向水体中

引入了更多的氮源[3], 进而可能会导致更为严重

的环境问题。 

溶藻细菌作为水生生态系统结构和功能的重

要组成部分, 对于调节藻类生物量发挥着重要作

用[4−5]。目前, 国内外在溶藻细菌的溶藻机理和溶

藻物质方面已有了较为深入的研究[6], 但对于溶

藻细菌对固氮藻类的氮代谢方面所产生的影响

鲜有报道。溶藻细菌 L7 是本课题组从广州市某富

营养化池塘筛选和鉴定出的一株溶藻细菌[7]。它

能够通过分泌具有溶藻活性的胞外代谢产物损

伤藻细胞的膜结构和功能 [8−9], 抑制其光合作

用 [10], 影响藻细胞内氧化/抗氧化反应, 最终呈现

出低密度促进藻的生长, 而高密度抑制藻生长的

结果[11]。 

因此, 本研究以水华鱼腥藻为研究对象, 研

究了 2 种密度的溶藻细菌 L7 对藻生长及其异形

胞频率、硝酸还原酶(NR)活性、谷氨酰胺合成酶

(GS)活性、谷氨酸合成酶(GOGAT)活性、蛋白质

和丙二醛(MDA)含量的影响, 旨在探求溶藻细菌

L7 对水华鱼腥藻氮代谢的影响及其途径, 为进

一步探明藻菌相互作用关系打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌种和培养条件 
本研究采用的菌种是课题组从广州市城区某

富营养化池塘分离筛选得到的, 编号为 L7, 属蜡

状芽孢杆菌(Bacillus cereus), 其在 GenBank 的登

录号为 DQ459876。菌种培养于牛肉膏蛋白胨斜

面, 于 4 °C 冷藏保存。使用前, 需转接入新的牛

肉膏蛋白胨斜面, 并于 30 °C 培养 24 h 后用 BG11

培养液洗脱, 制成菌悬液备用。 

1.2  供试藻种和培养条件 
本 研 究 所 用 藻 种 为 水 华 鱼 腥 藻 (Anabaena 

flos-aquae, FACHB-245), 来自于中国科学院水生

生 物 研 究所 淡 水 藻种 库 。 藻种 经 转 接后 , 于

28 °C、2500−2800 lx、光暗周期 12 h:12 h 的条件

下, 在 BG11 培养液中培养。 

1.3  研究方法 
本研究共设 3 个实验组, 且每个实验组共设

3 个平行。取适量预培养 4 d、处于对数生长期的

水华鱼腥藻接入 BG11 培养液中, 使其终密度为

1.21×108 cells/L。再另取适量菌悬液接入其中 2

个培养体系中, 使其终密度分别为 1.75×107、

1.75×108 CFU/mL, 分别记为低处理组和高处理

组。未接入溶藻细菌 L7 的培养体系作为空白对

照。每个培养体系的终体积为 1 L, 置于 2 L 的

锥形瓶中, 在 28 °C、2 500−2 800 lx、光暗周期

12 h:12 h 的条件下连续培养 7 d, 每天取样对藻

细胞数、异形胞频率和藻细胞内硝酸还原酶(NR)

活性、谷氨酰胺合成酶(GS)活性、谷氨酸合成酶

(GOGAT)活性、蛋白质含量以及丙二醛(MDA)含

量进行测定。 
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1.4  酶液制备 
取培养液 100 mL, 用定量滤纸进行过滤, 以

获得藻细胞。随后, 将滤纸放入玻璃研钵中, 加

入 少 量 石 英 砂 和 10 mL 预 冷 的 磷 酸 缓 冲 液

(0.05 mol/L, pH 7.8)研磨后, 转入离心管中, 在

4 000 r/min 条件下离心 10 min, 取上清液于 4 °C

条件下保存, 用于酶活性、蛋白质和 MDA 含量

的测定。 

1.5  测定方法 
1.5.1  藻细胞数和异形胞频率: 采用藻类计数框

显微镜目视法对所有藻细胞进行计数, 其中异形

胞数目占全部细胞数的百分比即为异形胞频率。 

1.5.2  酶活性、蛋白质含量和 MDA 含量: 硝酸

还原酶(NR)活性采用离体法进行测定[12]; 谷氨

酰胺合成酶(GS)活性的测定参考刘淑云等[13]的

方法; 谷氨酸合成酶(GOGAT)活性的测定参考

Chuan Chi Lin 等[14]的方法; 蛋白质含量采用考马

斯亮蓝法进行测定[15]; 丙二醛(MDA)含量采用硫

代巴比妥酸(TBA)法进行测定[12]。 

1.6  数据分析 
所有数据用 SPSS 13.0 进行差异显著性分析, 

P＜0.05 表示差异显著, P＜0.01 表示差异极显

著。所有图形用 Origin 8.5 绘制。 

2  结果 

2.1  溶藻细菌 L7 对水华鱼腥藻生长的影响 
溶藻细菌 L7 对水华鱼腥藻的生长具有低密

度促进、高密度抑制的作用, 如图 1 所示。从接

种之日起, 在高处理组中, 水华鱼腥藻细胞密度

虽有波动, 但是总体呈现下降的趋势, 藻细胞密

度在第 7 天与第 0 天间存在极显著差异(P＜0.01), 

相比下降了 98.84%。而在低处理组和对照组中, 藻

细胞密度均有极显著性增加(P＜0.01)。且除第 5 天

外, 低处理组中的藻细胞密度均极显著高于对照

组(P＜0.01)。至第 7 天, 低处理组中的藻细胞密度

达到(6.25±0.07)×109 cells/L, 是对照组的 1.58 倍。 

2.2  溶藻细菌 L7 对水华鱼腥藻异形胞频率的

影响 
溶藻细菌 L7 对水华鱼腥藻异形胞频率的影

响如图 2 所示。在接种后第 1 天, 各处理组均有

异形胞出现, 但此时各处理组间异形胞频率无显 

 
图 1  溶藻细菌 L7 对水华鱼腥藻生长的影响 
Fig. 1  Effects of the algicidal bacterial strain L7 on the 
growth of Anabaena flos-aquae 
 

 
图 2  溶藻细菌 L7 对水华鱼腥藻异形胞频率的影响 
Fig. 2  Effects of the algicidal bacterial strain L7 on the 
heterocyst frequency of Anabaena flos-aquae 
著性差异(P＞0.05)。待培养至第 7 天, 仅在高处理

组中, 没有观察到异形胞的出现, 而在其余两组中, 
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异形胞频率均较第 1 天有显著性增加(P＜0.05)。同

时, 在低处理组中, 异形胞频率较对照组有极显

著增加(P＜0.01), 高于对照组 66.67%。 

2.3  溶藻细菌L7对水华鱼腥藻NR活性的影响 
溶藻细菌 L7 对水华鱼腥藻 NR 活性的影响如

图 3 所示。接种后第 1 天, 两处理组内藻细胞中

NR 活性均有所上升, 随后各组 NR 活性出现不同

程度的下降, 其中高处理组藻细胞 NR 活性下降

得较为缓慢, 而低处理组和对照组中 NR 活性在

第 2 天骤降至 0.5 g/(g protein·h)以下。在第 2−5

天, 高处理组中 NR 活性极显著高于低处理组和

对照组(P＜0.01), 而低处理组除在第 2 天与对照

组无显著性差异外(P＞0.05), 其余时间均极显著

高于对照组(P＜0.01), 且呈上升趋势。第 6−7 天, 

两处理组中的藻细胞 NR 活性均下降至较低水平, 

低于 0.1 g/(g protein·h)。  

2.4  溶藻细菌L7对水华鱼腥藻GS活性的影响 
各组水华鱼腥藻 GS 活性在接种后都出现了

不同程度的下降, 如图 4 所示。第 2 天高、低处 

 
图 3  溶藻细菌 L7 对水华鱼腥藻硝酸还原酶(NR)活
性的影响 
Fig. 3  Effects of the algicidal bacterial strain L7 on the 
nitrate reductase (NR) activity of Anabaena flos-aquae 
理组和对照组中 GS 活性, 相比第 0 天, 分别下降

了 61.45、61.60、61.58 A/(μg protein·h), 且各组

间均具有极显著性差异(P＜0.01)。随后, 高处理

组中 GS 活性有较大波动, 但在第 5 天前, 均极显

著高于其余两组(P＜0.01)。同时, 在低处理组中, 
GS 活性则波动较为平稳, 且大部分时间都极显

著低于对照组(P＜0.01)。 

2.5  溶藻细菌 L7 对水华鱼腥藻 GOGAT 活性

的影响 
在接种后第 1 天, 各组 GOGAT 活性有不同程

度的升高(图 5)。其中, 高处理组中 GOGAT 活性增

加了 5.8 倍; 低处理组和对照组增加了 0.7 倍, 且两

组间无显著性差异(P＞0.05)。第 2 天, 各组 GOGAT
活性均急剧下降至 0.025 A/(μg protein·min)以下。

此后, 高处理组中 GOGAT 活性有较大波动, 而

其余两组的变化较为平稳。其中, 第 2−3 天, 两

处理组 GOGAT 活性均极显著高于对照组, 且高

处理组也极显著高于低处理组(P＜0.01)。第 4 天, 
高 处 理 组 中 GOGAT 活 性 有 较 大 上 升 , 至

0.026±0.001 A/(μg protein·min)。第 5−7 天, 各组

GOGAT 活性均在 0.002 A/(μg protein·min)以下

波动。 

 
图4  溶藻细菌L7对水华鱼腥藻谷氨酰胺合成酶(GS)
活性的影响 
Fig. 4  Effects of the algicidal bacterial strain L7 on the 
glutamine synthetase (GS) activity of Anabaena flos-aquae 
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图 5  溶藻细菌 L7 对水华鱼腥藻谷氨酸合成酶

(GOGAT)活性的影响 
Fig. 5  Effects of the algicidal bacterial strain L7 on the 
glutamate synthase (GOGAT) activity of Anabaena 
flos-aquae 
 

2.6  溶藻细菌 L7 对水华鱼腥藻细胞内蛋白质

含量的影响 
藻细胞内蛋白质含量在低处理组和对照组

中出现相似的变化规律(图 6)。在接种后前 4 天, 

两 组 蛋 白 质 含 量 均 出 现 一 个 峰 值 , 分 别 为

283.60±0.77 μg/L、231.55±2.22 μg/L。在第 5 天, 

又分别下降至 112.75±0.23 μg/L、51.38±0.11 μg/L。

在第 5−7 天, 分别持续上升至 268.59±0.44 μg/L、

224.95±0.14 μg/L。在整个培养时间内, 低处理组

中的蛋白质含量均极显著高于对照组(P＜0.01)。

而对于高处理组, 在整个培养周期中, 蛋白质含

量的变化呈现出较为规律的上升趋势。除第 5 天

外, 其蛋白质含量均极显著低于对照组(P＜0.01)。 

2.7  溶藻细菌 L7 对水华鱼腥藻 MDA 含量的

影响 
两处理组 MDA 含量在接种后第 1 天相比对

照组而言, 上升幅度较小(图 7)。其中, 高、低处

理组中 MDA 含量分别上升了 0.222 mol/g pro-

tein、0.265 mol/g protein, 但其间并无显著性差异

(P＞0.05)。但在第 2 天, 各组 MDA 含量骤降至

0.006 mol/g protein 以下。随后至第 4 天, 在高处

理组中 , MDA 含量上升至 0.005±0.000 mol/g 

protein, 而低处理组和对照组中 MDA 含量却降

至 0.001 mol/g protein 以下。第 5−7 天, 各组间

MDA 含量在 0.003 mol/g protein 以下波动。除第

1、3、5 天, 低处理组中 MDA 含量极显著低于对

照组(P＜0.01)外, 其余时间低处理组和对照组中

的 MDA 含量均无显著性差异(P＞0.05)。 

 
图 6  溶藻细菌 L7 对水华鱼腥藻蛋白质含量的影响 
Fig. 6  Effects of the algicidal bacterial strain L7 on the 
protein content of Anabaena flos-aquae 
 

 
图 7  溶藻细菌 L7 对水华鱼腥藻丙二醛(MDA)含量

的影响 
Fig. 7  Effects of the algicidal bacterial strain L7 on the 
malondialdehyde (MDA) content of Anabaena flos-aquae 
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3  讨论 

固氮藻类获取氮源的途径主要有两种: 一种

是藻细胞直接吸收无机态氮(硝态氮较为普遍); 

另一种是藻细胞通过分化出异形胞进行生物固

氮。固氮藻类会在环境中缺乏氮源时分化出异形

胞, 而异形胞出现的直接原因则是胞内碳氮比的

升高[2]。在本次研究中, 第 1 天就在各组藻细胞

中发现了异形胞, 说明藻细胞仅靠对培养液中硝

态氮的吸收已经不能够满足水华鱼腥藻进行正

常生命活动的需求, 需要通过分化异形胞增加胞

内氮源含量, 以保持细胞内正常的碳氮比。随后, 
在低处理组中, 藻的生长受到了溶藻细菌 L7 的

促进(图 1), 表明藻细胞代谢活力的增强和合成

新物质的速度加快。同时, 溶藻细菌 L7 分泌的溶

藻活性物质在低浓度时能够增强水华鱼腥藻抗

氧化酶系统活性和提高光合作用[16], 这无疑进一

步增加了藻对氮源的需求。因此, 第 7 天时, 低

处理组中的异形胞频率较第 1 天有了极显著的上

升, 同比对照组高了 0.13%。在高处理组中, 溶藻

细菌 L7 可能通过发挥溶藻作用, 使藻细胞膜脂

过氧化, 光合作用遭到破坏, 进而降低了培养体

系中藻细胞密度, 抑制了藻的生长, 这也就降低

了对氮源的需求。故第 7 天, 在高处理组中没有

再观察到异形胞。 
藻类氮代谢过程需要多种酶的参与, 以完成

氨的同化, 为蛋白质的合成提供原料。当硝态氮

进入藻营养细胞后, 首先经过 NR 和亚硝酸还原

酶(NiR)的催化反应, 被转化为能被细胞直接利

用的铵态氮[17]。随后, 铵态氮在 GS 的催化和谷

氨酸的参与下, 被合成谷氨酰胺。最后, 谷氨酰

胺在 GOGAT 的作用下被合成谷氨酸, 进而参与

蛋白质合成等代谢活动[18−19]。但当藻类需要进行

生物固氮补充氮源时, 它会在异形胞中将空气中

的分子氮转化为铵态氮, 并以酰胺的形式输送给

营养细胞参与蛋白质的合成等物质代谢[20]。 

在低处理组中, 溶藻细菌 L7 增强了藻细胞中

NR 和 GOGAT 活性, 却降低了 GS 活性(图 3−5)。

NR 是氮代谢过程中重要的调节酶和限速酶[21], 

通常存在于细胞质中[22], 它的活性可以指示藻类

对硝酸盐的同化速率[23]。GS 和 GOGAT 同样在

藻类氮代谢中发挥重要作用, 在它们的作用下藻

类才能真正完成氨的同化作用[24]。因此, 低密度

溶藻细菌 L7 发挥对藻生长的促进作用有赖于对

这 3 种氮代谢关键酶活性所产生的影响。NR 活

性的增强表明溶藻细菌 L7 能够促进藻细胞对培

养液中硝态氮的吸收和转化。GOGAT 活性的升

高说明有更多的谷氨酰胺被转化为谷氨酸, 最终

使得蛋白质含量极显著高于对照组(图 6)。异形胞

是专一执行固氮作用的细胞[25]。因此, 结合异形

胞频率和 GOGAT 活性变化结果, 分析 GS 活性降

低的原因可能是异形胞大量分化, 降低了藻细胞

中 GS 的总含量。但 GOGAT 活性的上升说明谷

氨酰胺的量并未减少, 相比对照组还有所上升。

同时, 观察到第 3−5 天, GS 活性变化较为平稳。

据此推测, GS 活性相比对照组虽有所下降, 但其

活性已经发挥到最大, 以保证氮代谢的正常进

行。具体原因还有待进一步验证。 

在高处理组中, NR、GS 和 GOGAT 活性均极

显著高于对照组(图 3−5), 蛋白质含量呈现出相

反的结果(图 6)。同时注意到, 高处理组中 MDA

含量也明显高于其余两组(图 7)。MDA 是细胞膜

脂过氧化作用的产物之一, 它的产生能加剧膜损

伤, 导致膜脂流动性降低, 通透性增加[26], 并能

抑制蛋白质的合成[27]。这 3 种氮代谢关键酶分布

于细胞质或叶绿体中, 而非细胞膜系统中[28−29]。

据此推测, 在溶藻细菌 L7 的作用下, 藻细胞膜通

透性增加, 进入藻细胞内的硝态氮增多, NR、GS

和 GOGAT 由于未受到损伤, 故其活性也都明显



张涵之等: 溶藻细菌 L7 对水华鱼腥藻氮代谢的影响 1205 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

增加。邱昌恩等[30]在研究绿球藻时, 观测到当氮

浓度在 1.5−15.0 g/L 范围内时, 随着氮浓度的升

高, 藻细胞内 MDA 含量和 NR 活性也出现一致

性的升高。而细胞膜脂的过氧化使藻细胞内蛋白

质合成受到阻碍, 所以藻细胞氮代谢也遭到破

坏, 藻的生长受到抑制。 

4  结论 

溶藻细菌 L7 会对藻类氮代谢造成影响。低

密度溶藻细菌 L7 能够提高水华鱼腥藻对氮源的

需求, 加速蛋白质的合成, 促进氮代谢的进行; 

而高密度溶藻细菌 L7 会对藻细胞产生过氧化伤

害, 阻碍蛋白质的合成和氮代谢过程。 
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