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摘　要：文章采用稀释涂布平板法，从巢湖水华水体中分离、鉴定得到铜绿微囊藻单菌株，并通过控制光照时

间、环境温度和ｐＨ值等因素，对铜绿微囊藻的生长特性进行了系统研究。结果表明：巢湖铜绿微囊藻的最适

生长条件为ｐＨ＝７．０、温度３０℃和光照１６ｈ；多种抗生素（卡纳霉素、利福平、氨苄霉素等）均可显著抑制巢

湖铜绿微囊藻的生长，但四环素无明显抑制作用；通过聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增

技术，克隆到微囊藻合成酶基因片段ｍｃｙＢ，说明巢湖铜绿微囊藻具有产毒能力。
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０　引　　言

巢湖位于安徽省中部，隶属长江水系下游湖
泊，是我国五大淡水湖之一。由于近年来工业、农
业及生活废水的大量排放，使得巢湖水体中氮、磷
等元素严重超标，富营养化程度加剧，从而导致湖
水中藻类生物（主要是蓝藻）的异常繁殖，形成水
华现象［１－２］。已有研究显示巢湖蓝藻水华的分布
具有明显的季节性，并且极易受到天气和风向的

影响，但主要集聚于西部水域的湖滨带［３］。每年
夏季，巢湖大面积暴发的蓝藻水华不仅造成水体
功能下降和水质性缺水，而且还会散发强烈的异
味，严重影响周边的农业生产和居民的身心
健康［４］。
目前，用于巢湖蓝藻治理的主要技术包括物

理方法、化学方法和生物方法三大类［５－７］。其中，
物理方法（如人工打捞）仍然是水华集中暴发时的
主要除藻手段，却无法从根本上缓解水华现状。



生物方法因其灵敏长效、环境友好、生态安全性高
而被认为是一种最具前景的预防治理途径，但能
够成熟应用的技术还不多，往往处于初始研究阶
段。因此对巢湖蓝藻水华集中暴发时优势种群的
分离、鉴定和生长特性研究至关重要。

微囊藻属于蓝藻门色球臻科徽囊藻属，是一
类全球性分布的蓝藻，也是淡水水华中常见的优
势藻类［８－９］。巢湖蓝藻水华中，微囊藻在数量和发
生频率上均占优势，并且呈现季节性特征。文献
［１０］研究表明在夏、秋两季微囊藻在水华蓝藻中
占绝对优势，其生物量可达７．９６×１０８ 个／Ｌ。微
囊藻是小型且没有鞘包裹的球状细胞，但在自然
水体中，微囊藻细胞通常会相互聚集在一起，形成
肉眼可见的群体菌落。根据其在水华发生过程中
是否产生毒素，微囊藻可分为产毒微囊藻和非产
毒微囊藻两类。其中，产毒微囊藻释放的微囊藻
毒素（ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎ，ＭＣ）会影响水体中动物和植物
的正常生长，甚至能够通过饮用水和食物链等途
径进入人体，引发肝炎等疾病，严重威胁人类的身
心健康［１１－１５］。

本文通过将巢湖水华暴发时水华区域的蓝藻

进行分离、纯化鉴定得到巢湖蓝藻中的优势菌株
铜绿微囊藻，并研究了铜绿微囊藻的产毒特点及
在光照、温度和ｐＨ值等不同条件下的生长特性，

以探索不同生态条件对巢湖水华的影响。为预测
巢湖水华爆发时间及多发水域，并改善巢湖水体
的富营养化现状，减轻水华污染提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　蓝藻的收集
蓝藻采集于巢湖水华暴发时西湖岸周边的巢

湖水体（北纬 Ｎ３１°３４′４６″，东经Ｅ１１７°１８′３９″），取
样地点如图１所示，图１红色箭头指示为取样
地点。

图１　蓝藻水体采样地点示意图

１．１．２　培养基的配置
本文共使用了３种不同的培养基，包括ＢＧ－

１１、ＭＡ和 Ｋｎｏｐ培养基，３种培养基的ｐＨ 值分
别为７．０、８．０、７．５。培养基配方分别见表１～
表３所列。其中，表１中母液质量浓度应稀释

１００倍使用。若配置固体培养基，则在相应的液
体培养基基础上添加１．５％的琼脂。所有培养基
都经１２１℃高温高压条件下灭菌２０ｍｉｎ，而后冷
却备用。

表１　ＢＧ－１１培养基 单位：ｇ／Ｌ

组分 ρ ρ（母液） 组分 ρ ρ（母液）

ＮａＮＯ３ １．５００　１５０．０ Ｎａ２ＣＯ３ ０．０２０　２．００
Ｋ２ＨＰＯ４ ０．０４０　 ４．０ Ｈ３ＢＯ３ ２．８６０　２．８６
ＭｇＳＯ４ ０．０７５　 ７．５ ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ　 １．８１０　１．８１
ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ　 ０．０３６　 ３．６ Ｎａ２ＭｏＯ４·Ｈ２Ｏ　０．３９０　０．３９
柠檬酸 ０．００６　 ０．６ ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　 ０．２２０　０．２２
柠檬酸铁 ０．００６　 ０．６ ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ　 ０．０７０　０．７０
乙二胺四乙酸二钠 ０．００１　 ０．１ Ｃｏ（ＮＯ３）２·６Ｈ２Ｏ　０．０５０　０．５０

表２　ＭＡ培养基 单位：ｍｇ／Ｌ

组分 ρ 组分 ρ
Ｃａ（ＮＯ３）２·４Ｈ２Ｏ　 ５０．０ ＫＮＯ３ １００．０
ＮａＮＯ３ ５０．０ Ｎａ２ＳＯ４ ４０．０
ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ　 ５０．０ Ｎａ２ＥＤＴＡ　 ５．０
ＦｅＣｌ２·６Ｈ２Ｏ　 ０．５ ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ　 ５．０
ＺｎＣｌ２ ０．５ ＣｏＣｌ２·４Ｈ２Ｏ　 ５．０
Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ　 ０．８ Ｈ３ＢＯ３ ２０．０

β－甘油磷酸钠 １００．０ Ｎ，Ｎ－二羟乙基甘氨酸 ５００．０

表３　Ｋｎｏｐ培养基

组分用量 数值

ρ（Ｃａ（ＮＯ３）２）／（ｇ·Ｌ－１） １．０００

ρ（ＫＨ２（ＮＯ３）２）／（ｇ·Ｌ－１） ０．２５０

ρ（ＭｇＳＯ４）／（ｇ·Ｌ－１） ０．２５０

ρ（ＫＣｌ）／（ｇ·Ｌ－１） ０．１２５
１％三氯化铁水溶液用量／滴 １

１．２　方法

１．２．１　藻类的分离和纯化培养
对采集自巢湖蓝藻水华暴发时的水样进行离

心（５　０００ｒ／ｍｉｎ），使湖水、浮渣和藻细胞分层，除
去湖水和浮渣，并利用低浓度碳酸氢钠溶液重悬
藻细胞沉淀以洗涤藻类，弃去上清，反复多次至上
清透亮为止。最后，用无菌水对获得的藻细胞重
悬，并进行梯度稀释后，置于ＢＧ－１１固体培养基
上进行分离培养。对于菌落形态一致，生长占优
势的单一菌落进行富集培养，而对有杂菌共生、尚
未纯化的菌落继续稀释划线，直至菌落形态一致。
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１．２．２　菌种细胞形态观察
肉眼观察液体培养基中藻的形态、颜色和生

长情况等；同时观察固体培养基上生长的菌落形
态，包括菌落生长速度、形状、大小、表面质地、隆
起程度、透明度、边缘和颜色等；借助光学显微镜
观察有无细胞核或其他细胞器等藻类形态，以大
致区分到“门”，并拍照记录。

１．２．３　菌种分子水平鉴定
利用聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅ－

ａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）技术，分别使用细菌通用引物１６Ｓ
ｒＲＮＡ／２３ＳｒＲＮＡ和藻蓝蛋白基因间隔序列ＩＴＳ
的特异引物对分离到的纯种藻细胞进行目的基因

的扩增，引物信息见表４所列。然后，对ＰＣＲ扩
增产物进行测序，并将测序结果提交 ＮＣＢＩ核酸
序列数据库进行Ｂｌａｓｔ比对。下载比对得分最高
的９条结果记录，并保存为“ｆａｓｔａ”格式文件，用

ＭＥＧＡ　１０．０［１６］制作基因进化树，进一步对分离
到的藻细胞进行分类。

表４　引物信息

系列名称 引物序列 产物长度／ｂｐ

１６Ｓ通用引物
２７Ｆ　ＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ

１４９２Ｒ　ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ
１　５００

１６ＳｒＲＮＡ／

２３ＳｒＲＮＡ

Ｆ　ＴＧＴＡＣＡＣＡＣＣＧＣＣＣＧＴＣ

Ｒ　ＣＴＣＴＧＴＧＴＧＣＣＴＡＧＧＴＡＴＣＣＡ
５００

藻蓝蛋白基因

间隔序列

Ｆ　ＴＧＡＴＣＧＴＴＧＣＴＴＡＡＡＴＧＧＴＣＴ

Ｒ　ＧＴＧＧＴＧＴＡＧＧＧＧＴＡＣＴＴＧＴＴＧＴ
４４０

ｍｃｙＢ特异性

引物

ＴＯＸ１Ｐ　ＣＧＡＴＴＧＴＴＡＣＴＧＡＴＡＣＴＣＧＣＣ

ＴＯＸ１Ｍ　ＴＡＡＧＣＧＧＧＣＡＧＴＴＧＣＴＧＣ
１　３００

１．２．４　ｍｃｙＢ目的基因的克隆
使用Ｐｒｉｍｅｒ５软件，设计微囊藻合成酶基因

（Ｍｃｙ）中的关键ＤＮＡ片段ｍｃｙＢ的上下游引物，
见表４所列，并进行体外聚合酶链式扩增反应
（ＰＣＲ），分离纯化ＰＣＲ产物，并连接到ＰＥＡＳＹ－
Ｂｌｕｎｔ载体上，挑取单克隆进行阳性鉴定，最后送
测序。

１．２．５　藻细胞计数
藻细胞的数量采用 ＸＢ－Ｋ－２５型血球计数板

进行计数。在血球计数板的两边各滴加１０μＬ的
藻细胞溶液，置于Ｏｌｙｍｐｕｓ显微镜视野下对其中

２５个、大格４００个小格进行计数，采用每边各计

１次，取平均值记录（计数方法为记上不记下、记
左不记右，单位为１０４ 个／ｍＬ）。

１．２．６　统计分析
本文采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｅｘｃｅｌ　２０１３软件对实验

中所测数据进行统计分析和图表制作。所有处理
均重复３次，分析结果以（平均值±标准差）表示。

２　结果与分析

２．１　巢湖蓝藻优势菌种的分离、纯化和鉴定

２．１．１　蓝藻的分离纯化和形态观察
采取稀释划线法，经不断反复纯化转接，共获

得３个单一菌落，根据时间依次编号为 ＣＨ１、

ＣＨ２ 和 ＣＨ３。通 过 光 学 显 微 镜 观 察 （放 大

４０倍），３株藻细胞均呈深绿色，形状为球形，群体
内细胞大小相似，原生质体为灰绿色，未见细胞
核，如图２所示。将获得的菌株回接到液体培养
基中培养数天后，藻细胞溶液呈现均匀分布的绿
色，且静置生长始终无沉淀形成。本实验观察到
的结果符合铜绿微囊藻（Ｍ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）的形态
特征和生长情况。

图２　ＣＨ１、ＣＨ２和ＣＨ３在显微镜下的形态

２．１．２　铜绿微囊藻的分子鉴定
使用１６Ｓ通用引物、１６ＳｒＲＮＡ－２３ＳｒＲＮＡ

引物和藻蓝蛋白基因间隔序列ＩＴＳ的特异引物
分别对３株藻细胞进行体外ＰＣＲ扩增后送测序。
所获得序列经ＤＮＡＭＡＮ比对完全一样，统一取
名为ＣＨＳＥＱ，并提交 ＮＣＢＩ数据库进行序列比
对，进一步确定这３株藻细胞均为铜绿微囊藻
（Ｍ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）。下载序列比对得分最高的９条
结果记录，使用 ＭＥＧＡ软件（版本１０．０）构建进
化树，如图３所示。

图３　基于藻蓝蛋白基因间隔区序列的系统发育分析
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从图３可以看出，本实验所获得的ＣＨＳＥＱ
序列与铜绿微囊藻 Ｍ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ　ＵＡＭ－ＶＭＡ－７
处于同一分支，表明它们的序列同源性最高。

２．２　铜绿微囊藻的生长特性研究

２．２．１　铜绿微囊藻标准曲线的制定
将生长至对数期的铜绿微囊藻进行梯度稀释，

并用分光光度计逐一测量，同时在显微镜下进行计
数，以不同藻细胞的数量及其吸光度值作标准曲
线，如图４所示。通过计算，得出铜绿微囊藻的细
胞数和吸光值之间换算的标准曲线方程式为：

ｙ＝３　１４４．７ｘ＋２．２３４　７。

图４　铜绿微囊藻吸光度与个数换算标准曲线

２．２．２　培养基对铜绿微囊藻生长的影响
本文分别使用ＢＧ－１１、ＭＡ和Ｋｎｏｐ　３种不同

培养基对铜绿微囊藻进行培养。１２ｄ后统计不
同培养基中单位体积的藻细胞数如图５所示。由
图５可知，ＢＧ－１１培养基中，藻细胞在第３天即进
入对数生长期，同时对数期内藻细胞增长率为

２１７．３％；而 ＭＡ和 Ｋｎｏｐ培养基中，藻细胞则分
别在第４天和第６天进入对数生长期，且增长率
仅为１４３．４％和１５０．８％。此外，在ＢＧ－１１培养
基中，铜绿微囊藻的细胞数最终可达到每单位体
积１．６×１０７ 个，而 ＭＡ和Ｋｎｏｐ培养基中藻细胞

数最终为每单位体积１．０×１０７ 和８．０×１０６ 个。

由此表明 ＢＧ－１１培养基更适于铜绿微囊藻的
生长。

图５　不同培养基对铜绿微囊藻生长的影响

２．２．３　光照时间对铜绿微囊藻生长的影响
由于一天内最大光照时长为１６ｈ，本实验比

较了光照６、８、１０、１２、１４、１６ｈ对铜绿微囊藻生长
的影响，如图６所示。由图６可知，铜绿微囊藻在

６～１６ｈ的不同光照时长下藻细胞增长率分别为

３１．６％、４７．１％、９１．５％、１０９．９％、１２５．０％、

１３２．４％。表明光照时间与铜绿微囊藻的生长呈
现正相关，光照时间的延长会促进铜绿微囊藻的
生长，当光照时间达１６ｈ时，铜绿微囊藻生长速
度最快。因而在探究温度条件的实验中采用光照

１６ｈ。

图６　光照时间对铜绿微囊藻生长的影响

２．２．４　培养温度对铜绿微囊藻生长的影响
固定光照时间为１６ｈ，比较培养温度分别为

２０、２５、３０、３５℃对铜绿微囊藻生长的影响如图７
所示。由图７可知，铜绿微囊藻的最适生长温度
为３０℃，平均增长率达到１６２．５％。

图７　温度对铜绿微囊藻生长的影响

２．２．５　光照和温度对铜绿微囊藻生长的影响
为了比较光照和温度对铜绿微囊藻生长的协

同作用，设计了光照（１２、１４、１６ｈ）及温度（２０、２５、

３０℃）的两因素三水平试验，结果如图８所示。统
计培养基中单位体积藻细胞数，由图８可知，藻细
胞在培养条件为光照时长１６ｈ、温度３０℃时增速
最快。
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图８　温度、光照对铜绿微囊藻生长的影响

２．２．６　ｐＨ值对铜绿微囊藻生长的影响
通过向培养基中加入盐酸或氢氧化钠，调节

培养基ｐＨ值由５．０到９．０变化，比较培养基中
单位体积铜绿微囊藻细胞数，如图９所示。由
图９可知，随着培养基ｐＨ值的增加，铜绿微囊藻
藻细 胞 的 平 均 增 长 速 率 分 别 为 ０、１６．５％、

１１８．５％、１０３．５％和５３．９％。由此可知，ｐＨ值为

７．０的培养条件更适合铜绿微囊藻生长。在此条
件下藻细胞密度最大，为１．５×１０７ 个／ｍＬ。而在

ｐＨ值为５．０的条件下，藻细胞增速几乎为０，说
明铜绿微囊藻的生长基本被抑制。

图９　不同ｐＨ值培养基对铜绿微囊藻生长的影响

２．２．７　铜绿微囊藻对不同抗生素的抗性
向ＢＧ－１１培养基中分别加入卡纳霉素（Ｋａ－

ｎａ）、利福平（Ｒｉｆ）、四环素（Ｔｅｔ）、氨苄霉素（Ａｍｐ）
和庆大霉素（Ｇｅｎ）５种抗生素，比较铜绿微囊藻的
生长情况如图１０所示。

图１０　不同抗生素对铜绿微囊藻生长的影响

由图１０可知，铜绿微囊藻对抗生素比较敏

感，５种抗生素均能不同程度地抑制其生长。但
是研究发现，铜绿微囊藻对四环素的抗性较强，比
空白组而言被抑制率仅为５．７５％，而其余４种抗
生素抑制率则高达９５．０８％～９９．８６％。

２．３　铜绿微囊藻生长曲线的测定
依据２．２节中的结果，选用ＢＧ－１１培养基培

养铜绿微囊藻，将培养基ｐＨ值调至７．０，于３０℃
恒温培养箱内光照１６ｈ／ｄ，每隔２４ｈ测定１次藻
细胞个数，连续测定１２ｄ直到生物量增长小于

５％，绘制生长曲线如图１１所示。由图１１可知，
铜绿微囊藻符合典型的细菌生长曲线，并在培养
第２天进入对数期，在第１１天进入稳定期。

图１１　铜绿微囊藻生长曲线

２．４　铜绿微囊藻的毒性鉴定
用ＴＯＸ１Ｐ／ＴＯＸ１Ｍ引物对分离所得的铜绿

微囊藻进行扩增，电泳检测结果如图１２所示，由
图１２可知，１　５００ｂｐ区域可扩增出条带，经测序
比对发现，与ｍｃｙＢ基因序列一致，说明从巢湖分
离的微囊藻属的铜绿微囊藻含ｍｃｙＢ基因，具有
产生微囊藻毒素的能力。

图１２　ｍｃｙＢ基因片段的克隆

３　讨　　论

本实验通过稀释涂布平板法从巢湖蓝藻水华

暴发时的水体中分离到３株单一菌落，经细胞形
态和特异基因鉴定，表明所分离的３株菌落为同
一种铜绿微囊藻株系。进一步对分离得到的铜绿
微囊藻单一藻株进行生长特性的研究，确定了该
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铜绿微囊藻的最适生长条件为ｐＨ＝７．０、温度

３０℃下光照１６ｈ，这与巢湖蓝藻水华暴发的主要
因素相一致。在自然水体中，温度和光照的变化
是影响水生生物生长繁殖的重要生态因子。铜绿
微囊藻作为暖水性种藻类，它的最适生长温度在

３０℃左右。而巢湖处于北纬３０°左右，水温季节
性变化明显，但在夏季６—１０月其水温基本能够
维持在２０～３０℃，这也是巢湖蓝藻集中暴发、迅
速生长的时期［１７］。同时，光照影响藻类的垂直分
布，研究表明，不同藻类对于光照强度的要求不
同，铜绿微囊藻对光强需求较高，一般生活在水体
表层，并且光照时间越长越有利于其生长。
温度和光照作为藻类生长繁殖的重要影响因

子，它们在现实水体中往往是协同发挥作用［１８］。
在夏季，巢湖水体不仅温度高，而且光照强度大、
时间长。本实验通过设定温度梯度 （２０、２５、

３０℃）和光照时间梯度（１２、１４、１６ｈ）两因素试
验，发现同一温度条件下，光照时长对铜绿微囊藻
的生长具有显著影响。当培养温度为铜绿微囊藻
的适宜生长温度（２５～３０℃）时，光照时长每增加

２ｈ，藻细胞数可增加２．５×１０６ 个／ｍＬ；而培养温
度为２０℃时，光照时长每增加２ｈ仅能增加藻细
胞数９．７×１０５ 个／ｍＬ。很多研究表明，在低温
（２０℃以下）和高温（３５℃以上）条件下，铜绿微
囊藻的光合作用相关酶类的酶活性降低，且光合
系统Ⅱ的电子传递速率下降，导致其光合利用率
下降，最终使得单位时间光照下藻细胞的生长能
力较低［１９－２１］。
此外，每年巢湖水质调查结果表明，巢湖水

ｐＨ值在７．５～８．２之间，呈现弱碱性。本实验结
果显示铜绿微囊藻的最适生长ｐＨ 值为７．０～
８．０，而当ｐＨ值降至酸性条件时，铜绿微囊藻的
生长量会急剧降低，这也进一步阐明了铜绿微囊
藻作为巢湖水华优势藻种的原因［２２］。在铜绿微
囊藻对抗生素抗性的研究中，发现常见抗生素几
乎能显著抑制藻细胞的生长，唯有四环素没有明
显的效果。文献［２３］研究发现，由于生活中抗生
素的滥用以及污水处理厂无法将其有效去除，巢
湖水域呈现严重的抗生素污染现状，尤其是四环
素类抗生素，其在水体中的残留量最高，已达３．５
～４２．３ｎｇ／Ｌ。随着逐年物种进化，巢湖铜绿微囊
藻极可能对四环素类抗生素产生了很强的抗性，
这与本实验的研究结果一致。
文献［２４］通过基因分型和代谢物化学分型深

入探究了微囊藻的种群多样性和不同种微囊藻藻

毒素（ＭＣ）产生的变化，揭示了种群差异的根源
是基因水平差异。一般地，藻细胞中 ＭＣ的产生
与否是由微囊藻合成酶基因（Ｍｃｙ）决定。本实验
通过ＰＣＲ技术以Ｍｃｙ基因内部的关键ＤＮＡ 片
段ｍｃｙＢ 对所获得的铜绿微囊藻藻株进行扩增和
测序，发现结果呈现阳性，说明该藻株中含有

Ｍｃｙ基因，具有产生 ＭＣ的潜在危险。文献［２５］
经固相萃取和高效液相色谱检测，也证实巢湖水
体中的铜绿微囊藻菌株可产生毒性最强的 ＭＣ－
ＬＲ，与本实验的分子生物学实验结果一致。

４　结　　论

本文通过一系列实验对巢湖蓝藻的优势菌种

铜绿微囊藻的生长特性进行了研究，表明铜绿微
囊藻的生长和繁殖主要受到外部环境（如温度、光
照和ｐＨ值等）的影响。其中，温度和光照对铜绿
微囊藻生长的影响具有明显的协同效应。在抗生
素干扰实验室中，发现铜绿微囊藻对四环素类抗
生素具有极强的抗性，或许与近年来巢湖水体中
大量积累的四环素有关。因此，在巢湖水治理过
程中应加大管控力度，减少抗生素类物质的残留，
避免蓝藻抗性的产生。另外，通过分子生物学手
段，成功克隆到微囊藻合成酶基因的片段ｍｃｙＢ，
证实巢湖铜绿微囊藻具有产毒能力，会对巢湖周
边居民的身体健康产生危害。了解巢湖铜绿微囊
藻的基本生长特性，将有助于政府及相关部门科
学地、有针对性地防治巢湖水华。
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