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摘　要：为了对菌株Ｓ７胞外溶藻活性物质进行分离鉴定，首先对溶藻细菌Ｓ７所分泌的溶藻活

性物质进行分离和纯化，进而采用紫外光谱、红外光谱、荧光光谱和质谱对该活性物质进行了初步

鉴定。结果表明，甲醇洗脱组分的溶藻效果最强，紫外光谱扫描结果显示溶藻细菌Ｓ７溶藻活性物

质可能含有３～５个共轭的不饱和键；红外光谱扫描结果显示活性组分中可能含有羟基、饱和烃基

和芳香醚；三维荧光光谱扫描结果显示溶藻活性物质有两个较强的荧光峰λｅｘ／λｅｍ，峰值分别出现在

２６４／４３６ｎｍ和３７８／３６９ｎｍ处；质谱分析结果显示活性组分中含有６种物质，它们的分子量分别为

１６３．１、２４６．３、２７４．３、３１８．３、４０４．５和４７５．４。
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　　近年来，有害藻类水华爆发已经成为世界性的

难题，有害藻类的大量繁殖对饮用水源、养殖业、旅

游业以及人类健康造成极大的影响［１２］。溶藻细菌

的应用作为一种生物控制手段，在控制水华爆发方

面显示出了极大的潜力［３］。国外学者对溶藻细菌和

溶藻物质的研究较早，Ｒｏｔｈ
［４］分离出多株溶藻细菌，

其中，２５株为变形菌属（γｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），８株是噬

纤维菌 屈挠杆菌 拟杆菌（ＣｙｔｏｐｈａｇａＦｌｅｘｉｂａｃｔｅｒ

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ，ＣＦＢ），还发现了一株球菌、一株杆菌和

一株动性杆菌。Ｓｕ
［５］发现塔玛亚历山大藻（犃．

狋犪犿犪狉犲狀狊犲）能被假交替单胞菌ＳＰ４８分泌的溶藻物

质杀死。Ｋｉｍ
［６］研究结果也表明假交替单胞菌

ＡＦＭＢ ０８０４１通过间接方式溶藻，其溶藻物质为

β 葡萄糖苷酶。Ｒｅｎ
［７］通过研究表明铜绿假单胞菌

Ｒ２１９的乙酸乙酯萃取液与无菌滤液均具有较强的

杀藻作用。Ｃｈｅｎａ
［８］分离到一株棕黄色菌株可以合

成一种氨基酸氧化酶，能催化产生过氧化氢杀死藻

细胞。Ｓａｋａｔａ
［９］发 现 一 株 假 单 胞 菌，能 够 分 泌

２，３ 吲哚醌杀死硅藻。常见的溶藻细菌有粘细菌、

弧菌、黄杆菌、假单胞菌、葡萄球菌、假交替单胞菌

等。目前已经报道了氨基酸、多肽、蛋白质、抗生素、

生物碱、色素、含氮化合物及其他溶藻活性物质。国

内文献大多是对溶藻细菌的分离、鉴定和溶藻特性

的描述，多数溶藻细菌的溶藻物质还未被纯化与鉴

定，这极大的限制了溶藻物质的进一步开发和利

用［１０］。本课题组从三峡库区支流彭溪河中分离出

一株具有较强溶藻效果的细菌，编号为Ｓ７，研究发

现该细菌通过分泌胞外溶藻物质的方式进行间接溶

藻［１１］。本研究对溶藻细菌Ｓ７所分泌的溶藻物质进

行分离纯化后，通过紫外光谱、红外光谱、荧光光谱

和质谱等分析方法对该细菌胞外溶藻活性物质进行

了研究，以期为最终实现利用溶藻物质制备高效、绿

色的杀藻物质，解决有害藻水华问题提供理论基础。

１　材料和方法

１．１　实验仪器

ＳＨＺＤＡ型循环水真空泵、ＲＥ旋转蒸发器、

ＳＰＸ智能型生化培养箱、８５２数显恒温磁力搅拌

器、ＨＰＸ９２７２ＭＢＥ 数 显 不 锈 钢 电 热 培 养 箱、

ＱＹＣ２００恒温摇床、ＵＶＭＩＮＩ１２４０紫外可见分光光

度计、７２１型可见分光光度计、ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ

６４１０ＴｒｉｐｌｅＱｕｓｄＬＣ／ＭＳ、ＥＱＵＩＮＯＸ５５型傅立叶

变换红外光谱仪、日立Ｆ７０００荧光分光光度计。

１．２　供试藻种

选用的藻种为来自中国科学院水生生物研究所

藻种保藏中心铜绿微囊藻（犕犻犮狉狅犮狔狊狋犻犮犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪

９０５）。采用ＢＧ１１培养液进行培养，培养条件为如

下，光照强度：２０００～２５００ｌｕｘ，培养温度：２５℃，光

暗周期比：１４ｈ∶１０ｈ。

１．３　无菌滤液制备

细菌培养采用牛肉膏蛋白胨液体培养基，在

１５００ｒｐｍ、３０℃的恒温摇床中培养，２４ｈ后取菌液

１０００ｍＬ，以５０００ｒｐｍ离心１５ｍｉｎ，留下菌体，加

入１０００ｍＬ灭菌蒸馏水，继续培养，４８ｈ后再经

１００００ｒｐｍ离心１５ｍｉｎ得上清液备用。

１．４　溶藻物质粗提物制备

取５００ｍＬ细菌上清液用旋转蒸发仪在６５℃

下浓缩至５０ｍＬ，首先用分子量为８～１４ｋＤａ的透

析袋透析２４ｈ，将袋外的透析液用旋转蒸发仪在

６５℃下浓缩至５０ｍＬ，其次将上述浓缩液继续用环

己烷等体积萃取３次，收集水相用旋转蒸发仪在

６５℃下蒸发掉残留的环己烷，用蒸馏水定容至

５０ｍＬ，最后用无水乙醇进行沉淀，每次加入３倍体

积的无水乙醇，收集上清液，共重复３次，用６５℃旋

转蒸发仪浓缩至干，用甲醇溶解残渣并定容至

５０ｍＬ，得到溶藻物质的粗提物。

１．５　溶藻物质粗提物纯化

溶藻物质纯化采用硅胶柱层析，氯仿／甲醇（Ｖ／

Ｖ）比例为：９∶１、８∶２、７∶３、６∶４、５∶５、４∶６、３∶７、

２∶８、１∶９和纯甲醇进行梯度洗脱，流速：２０滴／ｍｉｎ，

每１００ｍＬ为一个洗脱组分，将各洗脱组分用旋转

蒸发仪，在６５℃下蒸干后，残渣加入蒸馏水溶解并

定容至５０ｍＬ；将各组分的定容液分别加入相同质

量浓度的藻液，通过测定铜绿微囊藻叶绿素ａ（Ｃｈｌａ）

的质量浓度变化来检测各组分的溶藻能力，测定方

法采用丙酮提取分光光度法［１２］。

１．６　溶藻物质的鉴定

１）紫外光谱扫描。采用２００～９００ｎｍ的紫外

可见分光光度计，对活性组分进行扫描并分析。

２）红外光谱扫描。对活性组分采用液膜法进行

红外光谱仪扫描并进行定性分析。

３）荧光光谱法扫描。采用日立Ｆ－７０００荧光分

光光度计对活性组分进行的荧光属性进行分析。

４）利用液 质谱联用仪对活性组分的分子量进

行分析。

２　结果与讨论

２．１　溶藻活性物质的纯化

图１为各洗脱组分对铜绿微囊藻溶藻效果的比

较，叶绿素浓ａ度越低，说明溶藻效果越强，通过分
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析表明，当氯仿／甲醇的体积比大于５∶５时，洗脱组

分未表现出明显的溶藻效果，体积比小于４∶６时表

现出不同的溶藻效果，且洗脱溶剂极性越强溶藻效

果也增强，其中甲醇洗脱组分对叶绿素ａ的去除率

为５０％以上，该洗脱组分的溶藻效果最强。

图１　氯仿 甲醇梯度洗脱后各组分对铜绿微囊藻的溶藻效果

２．２　紫外光谱分析

图２为甲醇洗脱组分的紫外可见光谱扫描结

果，该洗脱组分的最大吸收峰在３３０ｎｍ处，表明该

组分中的溶藻物质可能含有３～５个共轭单位。

图２　甲醇洗脱组分的紫外光谱图

２．３　红外光谱分析

图３为甲醇洗脱组分红外光谱扫描结果，在

３６５０ｃｍ－１处的吸收峰为Ｏ－Ｈ自由羟基的伸缩振

动，３５００～３２００ｃｍ
－１之间宽的吸收峰为分子间

Ｏ－Ｈ的伸缩振动，表明该组分中溶藻物质有羟基存

在；３０００ｃｍ－１以下约３０００～２８００ｃｍ
－１之间是饱

和的Ｃ－Ｈ伸缩振动区，表明取代基对它们影响很

小，因此２９１０～２９８０ｃｍ
－１处出现的频率吸收为饱

和烃的Ｃ－Ｈ伸缩，说明该组分中的溶藻物质有饱

和烃基存在；还有两个Ｃ－Ｏ伸缩振动吸收则表明

溶藻 物 质 还 有 芳 香 醚 存 在，这 两 个 吸 收 峰 是

１２６０ｃｍ－１处的 Ａｒ－Ｏ 伸缩和１０７０ｃｍ－１处的

Ｒ－Ｏ伸缩。

图３　甲醇洗脱组分红外光谱图

２．４　荧光光谱分析

图４为甲醇洗脱组分荧光光谱图，（ａ）是等高线

图，（ｂ）是三维荧光光谱图，荧光图中横坐标为发射

波长（λｅｍ），纵坐标为激发波长（λｅｘ）。但有两类散射

效应在三维荧光光谱中出现的位置相对固定但不影

响实验分析，一条为水的拉曼散射区，在荧光图左上

方，另一条是水的二级Ｒａｙｌｅｉｇｈ散射区，在荧光图

右下方［１３］。通过分析可知甲醛洗脱组分中的溶藻

物质具有荧光属性，光谱图出现３７８／３６９ｎｍ 和

２６４／４３６ｎｍ两个较强的荧光峰，且后者峰荧光强度

大于前者。
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图４　甲醇洗脱组分荧光光谱图

２．５　质谱分析

表１为溶藻活性物质的质谱分析结果，结果表

明在甲醇洗脱组分中分析出６种物质，分子量分别

为１６３．１、２４６．３、２７４．３、３１８．３、４０４．５与４７５．４。

表１　质谱分析结果

物质分子量 质谱峰号 质荷比 峰丰度 相对峰丰度

１６３．１ １ １３５．１ ３２４１９ ９．２

１６３．１ ２ １６３．１ ３５３２０２ １００

１６３．１ ３ １６４．１ ３４０２１ ９．６

２４６．３ １ ２４６．３ ２４４１８２ １００

２４６．３ ２ ２４７．３ ３８７７６ １５．９

２７４．３ １ ２７４．３ ４１３２８１ １００

２７４．３ ２ ２７５．４ ７０４４３ １７．０

３１８．３ １ ２３０．３ ６６５２０ １７．９

３１８．３ ２ ３１８．３ ３７１６０６ １００

３１８．３ ３ ３１９．３ ７５６３７ ２０．６

４０４．５ １ ２５１．３ １３０１４ ３０．２

４０４．５ ２ ３６９．２ ９９６７ ２３．２

４０４．５ ３ ３７６．９ ９８３１ ２２．８

４０４．５ ４ ４０５．４ ４３０５０ １００

４０４．５ ５ ４１５．３ １５１５９ ３５．２

４０４．５ ６ ４６９．６ １０４４４ ２４．３

４０４．５ ７ ６１０．４ １４４８３ ３３．６

４０４．５ ８ ６９０．７ １８１６４ ４２．２

４０４．５ ９ ７１９．２ １０２１４ ２３．７

４０４．５ １０ ８０９．５ １５７９２ ３６．７

４７５．４ １ １０２．２ １７９８２ ８．２

４７５．４ ２ ４５３．５ ２１７８７７ １００

４７５．４ ３ ４５４．４ ６２３２３ ２８．６

４７５．４ ４ ４５５．５ １１３６１ ５．２

４７５．４ ５ ４７５．５ ７７０００ ３５．３

４７５．４ ６ ４７６．４ ２３７５４ １０．９

３　讨　论

细菌分泌的溶藻活性物质种类多样，且性质不

同，目前尚无一种通用的分离和纯化方法，导致大多

数的溶藻物质没有被纯化和鉴定。目前多采用紫外

光谱、红外光谱、质谱、核磁共振波谱等多种物理化

学分析技术，对溶藻物质进行研究和表征。本研究

依次通过透析、有机溶剂萃取、醇沉和硅胶柱层析的

方法对细菌溶藻活性物质进行分离纯化，然后经过

紫外光谱、红外光谱、荧光光谱和质谱等分析技术对

溶藻物质的特性进行了研究。细菌溶藻物质的最大

紫外吸收峰在２２０、２７３、２７９ｎｍ处均有报道，本研究

结果显示最大紫外吸收峰为３３０ｎｍ。红外光谱扫

描结果显示甲醛洗脱组分中的溶藻物质可能含有饱

和烃基、羟基和芳香醚。研究发现芳香类物质具有

π
－π共轭双键，有很强的荧光反应，可以采用三维

荧光光谱技术对含有芳香类物质的样品进行检测分

析［１３］。在对有机物的物理化学特性进行定性和定

量描述时，多种荧光光谱技术被广泛用，例如同步荧

光光谱、荧光激发光谱、荧光发射光谱和三维荧光光

谱等。为了进一步了解溶藻物质的化学行为和特

性，有必要对溶藻物质荧光特性进行研究。研究结

果表明该菌溶藻物质具有很强的荧光属性。说明溶

藻物质具有平面性好的特点，很可能含有大的共轭

体系和刚性结构，即有ｎ电子或π电子的结构，与紫

外光谱结果含有芳香醚和红外光谱结果含有３～５

个共轭单位相一致。近年来，关于溶藻细菌溶藻物

质分子量的研究也有较多报道。Ｎｏｂｕｙｕｋｉ
［１４］发现

蜡状芽孢杆菌能够产生非蛋白质类物质可以溶解铜

绿微囊藻，通过透析的方法得到其分子量小于２ｋＤａ

的判断。Ｋｉｍ
［１５］发现一株溶藻细菌，命名为 ＡＦＫ

１３，其溶藻物质为分子量在５０～１００ｋＤａ之间的蛋

白质类物质，能够溶解水华鱼腥藻。Ｌｅｅ
［１６］分离出

一株假交替芽孢杆菌，能够分泌分子量为５０ｋＤ的

丝蛋白酶。对硅藻有溶藻效果。国内学者史顺

玉［１７］分别用５、１０、３０ｋＤａ的超滤管超滤进行实验

研究，结果发现细菌ＤＣ１０溶藻物质的分子量在大

于３０ｋＤａ，细菌 ＤＣ２１ 溶藻物质的分子量小于

５ｋＤａ，细菌ＤＣ－Ｐ溶藻物质的分子量主要在１０～

３０ｋＤａ之间。李燕
［１０］通过透析实验对３株溶藻细

菌的分子量进行研究，发现细菌Ｌ８和Ｌ１８分泌的

溶藻物质分子量在３．５～７ｋＤａ之间，Ｌ７的溶藻物

质分子量在３．５ｋＤａ以内。而本研究表明细菌Ｓ７

分泌的溶藻物质的分子量在０．２～０．５ｋＤａ之间，可

能是一种新的溶藻活性物质。

４　结　论

１）紫外光谱扫描结果表明：细菌Ｓ７分泌的活性
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溶藻物质可能含有３～５个共轭单位。

２）红外光谱扫描分析结果表明：细菌Ｓ７分泌的

溶藻活性物质可能含有羟基、饱和烃基和芳香醚。

３）荧光光谱扫描结果表明，细菌Ｓ７分泌的溶藻

活性物质具有荧光属性，光谱图出现３７８／３６９ｎｍ和

２６４／４３６ｎｍ两个较强的荧光峰，且后者峰荧光强度

大于前者。

４）质谱法检测出活性组分中含有分子量为

１６３．１、２４６．３、２７４．３、３１８．３、４０４．５和４７５．４的６种

物质。
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