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一株抑制浒苔生长海洋细菌的分离与鉴定 
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摘要: 从青岛近海海泥中分离了 57 株细菌, 通过毒性实验, 得到了一株对浒苔具有较强毒性的细菌

EP23。对该菌株进行了菌落、菌体形态学观察、生理生化特征分析及 16S rDNA 序列分析, 鉴定该菌

为弯曲芽孢杆菌(Bacillus flexus)。该菌培养液高速离心的上清液对浒苔具有较强毒性, 表明弯曲芽孢杆

菌 EP23 是通过分泌胞外物质的间接方式进行的。 
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浒苔(Enteromopha prolifera (Müller) J. Ag.)是一
种大型经济海藻, 属绿藻门、石莼目、石莼科、浒苔
属, 广泛分布于河口、近海滩涂, 自然繁殖能力和环
境适应能力特别强。适度的浒苔生长会消耗水体中

的营养盐和浮游生物, 在一定程度上能降低赤潮的
发生几率, 但浒苔等绿藻的瞬间大量爆发则会形成
绿潮。绿潮现在已成为全世界范围的富营养化难题, 
法国 Brittany海区绿藻大规模爆发, 每年打捞的绿藻
可达 85 000m3, 日本从 20世纪 70年代起每年均有绿
潮爆发, 横滨市每年花费在打捞绿藻上的费用可达 
4 000万日元[1-3]。2007年 7月和 2008年 6月, 青岛
近海海域发生了大规模浒苔漂浮现象, 政府和民间
动员大量人力物力, 两年分别打捞出 7000 多吨和
100多万吨浒苔[4-5]。 

溶藻细菌(Algae-1ysing bacterium)能够通过直接
或间接方式 , 抑制藻类生长或杀死藻类 , 从而溶解
藻细胞。在利用物理、化学以及其他方法治理水华

都不太理想的情况下, 溶藻细菌的使用已经引起越
来越多学者的关注[6-7]。作者从青岛海域的海泥中分

离纯化了一株可抑制浒苔生长的海洋细菌 EP23, 并
对该菌株进行了鉴定, 以期为浒苔的生物防治研究
提供理论根据。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 
浒苔采自青岛第一海水浴场, 海泥取自青岛大

麦岛, 实验用海水取自青岛奥帆赛场。16S rDNA引
物合成、DNA 序列分析由上海生工生物工程技术有
限公司完成, 克隆所需工具酶购自大连宝生物工程
公司, 其他试剂均为国产分析纯。 

1.2  培养基  
实验用牛肉膏蛋白胨培养基、LB培养基均用陈

海水配制。  

1.3  实验方法 
1.3.1  浒苔培养 

接种浒苔于无菌海水中, 光照培养箱中培养。培
养温度为 20℃, 光照强度为 60 μmol/(m2.s), 光: 暗
为 12 h:12 h, 每天摇动培养瓶 3次。 
1.3.2  溶藻细菌的分离 

称取 10 g海泥, 放入盛有 90 mL无菌海水并带
有玻璃珠的三角烧瓶中, 振荡 30 min。悬液稀释后涂
布牛肉膏蛋白胨培养基, 28℃培养 48 h, 对培养出的
众多细菌再划线分离纯化, 获得单个菌落。 
1.3.3  溶藻细菌对浒苔抑制活性的测定 

分别挑取分离的各菌落于 2 mL LB培养液中, 28℃
振荡培养 24 h, 10 000r/min离心 5 min, 取上清, 按
照 1 : 100 的比例(V/V)加入浒苔培养液中 , 混匀 ,   
20℃继续培养 3 d, 观察浒苔变化。 
1.3.4  菌种鉴定 
1.3.4.1  菌体形态学观察 

牛肉膏蛋白胨平板划线培养待鉴定菌株, 28 ℃
恒温培养 1~3 d, 进行形态学、革兰氏染色、鞭毛染
色和芽孢染色观察, 具体方法参照文献[8]进行。 
1.3.4.2  生理生化特征的测定  

参照文献[8]介绍的方法进行。 

               
收稿日期: 2010-12-15; 修回日期: 2011-03-22 
作者简介: 汪靖超(1973-), 男 , 山东泰安人 , 讲师 , 硕士 , 主要从事
微生物学方向研究, E-mail: wangjingchao@yahoo.com 



 

2 海洋科学  / 2011年  / 第 35卷  / 第 11期 

1.3.4.3  基因组 DNA的提取和 16S rDNA的扩增 
参照文献[9-10]的方法进行 DNA 的提取、引物

设计及 PCR扩增。 
1.3.4.4  克隆载体的构建、测序及分子生物学鉴定 

回收 PCR 产物, 连接到 pMD-18T Simple 载体, 
转化 E. coli DH5α, 碱法提取质粒, 酶切后进行电
泳分析并测序。将测序结果用 NCBI的 Blast程序进
行序列同源性比对。 

2  结果 

2.1  细菌的分离 
从实验海泥中分离得到了特征明显的57株细菌, 测

定各菌株对浒苔的毒性, 有 8 株菌株对浒苔有抑制作用, 
其中毒性最强的为第 23号菌株, 该菌株编号为 EP23。 

2.2  菌株 EP23 的形态特征 
EP23 菌株在牛肉膏蛋白胨培养基上 28℃培养

24 h后, 形成的菌落圆形、扁平、灰白色、不透明、
黏稠、大小中等、表面不光滑、边缘不规则。草酸铵

结晶紫常规染色, 光镜下观察该菌为杆状, 单生、双生
或多个细胞连接成链状, 菌体大小为 0.7~0.8 μm× 
2.5~3.5 μm。悬滴法观察 EP23菌株具有很强的运动
性 , 硝酸银鞭毛染色观察到细胞有周生鞭毛 ; 
Schaeffer-Fulton 氏染色法观察到大量菌体内有芽孢, 
未见伴孢晶体, 芽孢中生, 椭圆形, 芽孢囊不膨大; 
革兰氏染色阳性。 

2.3  生理生化特征 
EP23菌株的生理生化特征见表 1。 

 
表 1  EP23 菌株的生理生化特征 
Tab. 1  Physiological and biochemical characteristics of strain EP23 

生理生化特征 结果 生理生化特征 结果 
接触酶 + 酪氨酸水解 – 
酪素水解 + 苯丙氨酸脱氨酶 – 
明胶水解 + 柠檬酸钠盐 + 
淀粉水解 + 卵磷脂酶 – 

注: “+”表示阳性; “–”表示阴性。 

 
综合该菌株的菌落形态、个体特征及其生理生

化反应特性, 参照文献[11-12], 将 EP23 菌株初步鉴
定为弯曲芽孢杆菌(Bacillus flexus)。 

2.4  16S rDNA 序列分析 
由 PCR扩增产物电泳图(图 1)可见, 扩增得到目

的片段长约 1.5 kb 左右, 与 16S rRNA 序列长度一
致。将扩增的 16S rDNA序列克隆后测序得到 1451 bp
长度的序列 , 该序列在 GenBank 中的登录号为
GQ279347。将该序列与 GeneBank 库中已有的细菌
16S rDNA 序列进行 BLAST 比较后, 发现该菌株与
弯曲芽孢杆菌(Bacillus flexus strain KSC_SF9c)16S 
rDNA同源性高达 99.7%, 结合细菌的常规鉴定结果, 
将该菌株鉴定为枯草芽孢杆菌。 

2.5  EP23 对浒苔的毒性 
EP23 菌株经过液体培养后, 经过高速离心去除

绝大部分菌体, 上清液按体积 1 : 100 的比例, 加入
浒苔的培养液, 3 d后藻体开始变黄, 5 d后浒苔全部
死亡, 叶绿素分解, 说明 EP23 的胞外产物对浒苔具
有明显的毒性。 

 
图 1  EP23菌株基因组 DNA的提取与 16S rDNA的扩增 
Fig. 1  Genomic DNA and 16S rDNA of strain EP23 

1. DNA marker; 2.基因组 DNA; 3. PCR产物 
1. DNA marker; 2. Genomic DNA; 3. 16S rDNA by PCR am-
plification 

3  讨论 

目前对于浒苔的爆发, 除了动用人力打捞之外, 
缺少有效的控制方法。雷清新等[13]研究了铜离子对缘

管浒苔(E. linza)的毒性, 结果显示 0.5 mg/L的 Cu2+可

使缘管浒苔迅速死亡。孙修涛等[14]研究了盐度、温度、
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黑暗、酸度等 4个理化环境因子以及生石灰、硫酸铜、
含氯消毒剂、7种除草剂对浒苔生长的影响, 结果显示
浒苔是一种具有极强抗逆能力的海洋植物, 各种试验
用药物均需要较高的浓度才会对浒苔有毒性, 而药物
的大量使用又会对海洋环境造成新的污染。 

利用溶藻细菌控制水华的研究在国外已有数十

年历史, 近年来, 不少国外研究者认为: 水华和赤潮
的突然消亡可能与溶藻细菌的感染有关[7]。国内外陆

续报道了多种具有溶藻活性的细菌, Reim[15]曾报道

了一株杆菌属细菌对蓝藻有溶藻活性, 该细菌通过
分泌胞外物质杀死蓝藻细胞。细菌的溶藻方式一般

有两种: 一是直接溶藻, 也就是直接进攻藻细胞, 它
需要菌体与藻细胞直接接触, 甚至侵入藻细胞内部; 
二是间接溶藻, 主要包括细菌同藻类争夺营养或细
菌分泌胞外物质溶藻[6]。本文分离到的弯曲芽孢杆菌

EP23, 其培养液高速离心后, 上清液对浒苔具有明
显毒性, 表明弯曲芽孢杆菌 EP23是通过分泌胞外物
质的间接方式进行溶藻的, 作者也将对该菌分泌的
毒素性质及其抑制浒苔生长的机理作深入的研究。 

弯曲芽孢杆菌 EP23的实际应用, 还有几个问题
需要加以解决 , 首先 , 虽然该菌本身就是从海泥中
分离而来, 也未见弯曲芽孢杆菌是鱼、虾、贝等海洋
生物致病菌的报道, 但该菌对于广大海洋生物是否
存在毒性 , 施用后能否造成二次污染 , 还需要进行
广泛深入的研究; 同时 , 浒苔大爆发根本原因是水
体的富营养化, 而细菌溶藻后水体中大量的氮、磷并
未被去除 , 富营养化问题仍然存在 , 利用细菌进行
溶藻 , 虽然可在表面上消除浒苔爆发形成的绿潮 , 
并不能从根本上解决水华问题, 彻底解决浒苔大爆
发的问题还应该以预防为主 , 减少对海水的污染 , 

控制海水的富营养化。 
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Abstract: Fifty-seven bacteria strains were isolated from sea mud at Qingdao. Strain EP23 was found to have al-
gae-lytic activity toward Enteromopha prolifera. Strain EP23 was identified as Bacillus flexus by morphological 
characters, physiological characteristics, and 16S rDNA sequence analysis. After ultracentrifugation, the bacterial 
culture supernatant displayed algae-lytic activity toward Enteromopha prolifera, indicating that certain extracellular 
substances produced by the strain are responsible for the algae-lytic ability. 
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