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摘 要: 为研究溶藻菌对赤潮甲藻的作用机制,本文从胶州湾沉积物中分离得到的一株耐盐菌株Zobellella
 

sp.
 

B307,并
研究了该菌株对太平洋亚历山大藻(Alexandrium

 

pacificum)的抑制效果,从细胞结构、生理水平和分子水平探究了该菌株

的抑藻途径及作用机制。结果表明,该菌株的抑藻途径为分泌胞外活性物质的间接溶藻,72
 

h的溶藻率高达91%。溶藻过

程中藻细胞壁破损,叶绿素a 和总蛋白含量显著下降,藻细胞的活性氧(ROS)、超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶

(CAT)活性显著高于对照组,这表明溶藻物质对藻细胞造成的强烈氧化损伤是导致其死亡的直接原因。热休克蛋白基因

(HSP)表达量显著上调,说明溶藻物质激发藻细胞产生的ROS在激活抗氧化系统的同时诱导产生HSP70,二者联合清除

ROS以减缓藻细胞受应激损伤的程度;A.
 

pacificum 的网格蛋白基因(Clathrin)表达量显著上调,表示由网格蛋白介导

的胞吞作用明显增强,进而说明为减轻光合营养功能受损造成的影响,藻细胞的异养功能增强。本研究结果有助于诠释菌

藻关系,更为探究赤潮治理的生物方法提供重要的理论支持和实践指导。
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  赤潮是指在特定的环境条件(如水体富营养化)
下,海水中某些浮游植物、原生动物或细菌爆发性增殖

或高度聚集而引起水体变色的一种有害生态现象[1],
这些赤潮生物可能有剧毒,其大规模爆发性生长对海

洋环境乃至人类生产和生活安全造成严重威胁,学术

界将这些直接造成危害的赤潮称为有害藻华(Harmful
 

algal
 

blooms,HABs)[2]。近年来由于人类活动导致水

体富营养化加剧,有害藻华在全球各海域频发,严重影

响海洋生态环境,给养殖业、旅游业造成重大损失,同
时部分藻类产生的藻毒素严重危害人体健康[3]。目前

对赤潮的治理方法可大致分为物理法、化学法和生物

法[4]:物理法主要包括过滤、吸附和黏土絮凝沉淀等,
但往往无法根除赤潮藻;化学法多为向水体中投加铜

离子、噻唑、光催化材料和酮类衍生物等杀藻剂,但会

造成二次污染;生物法主要为引入藻类天敌或微生物,

利用竞争关系和捕食关系来控制赤潮,是环保且可持

续的治理方法。微生物治理赤潮是近些年的热点技

术,主要使用能够抑制甚至杀死赤潮藻类的细菌或病

毒,这种方法更加切实可行,对环境影响低,并且有良

好的发展前景[5]。
细菌是海洋生态系统的重要组成部分,对平衡藻

类种群动态具有重要的调节作用,菌藻关系一直是海

洋生态领域的研究热点[6]。具有溶藻功能的细菌称为

溶藻菌,其溶藻主要分为直接溶藻、间接溶藻以及直接

与间接结合的溶藻方式。通过分泌胞外溶藻物质进行

杀藻属于间接溶藻,是目前发现的大多数溶藻菌的溶

藻方式。迄今为止,已有多个种属的海洋细菌被筛选

并被鉴定出具有溶藻作用,如假单孢菌属、芽孢杆菌属

和不动杆菌属等[7],但Zobellella属的溶藻作用目前还

未见报道。
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亚历山大藻(Alexandrium
 

sp.)是一类重要的赤

潮甲藻,可以产生麻痹性贝类毒素(Paralytic
 

shellfish
 

toxins,PSTs),对海洋生物和人类造成严重危害,其在

全球范围内均有分布,在中国主要分布于青岛、浙江

和天津等地区的海域[8]。目前已有针对太平洋亚历

山大藻赤潮治理的多项研究,但利用溶藻菌抑制太平

洋亚历山大藻赤潮爆发的研究还较少。本研究以一

株耐盐菌株Zobellella
 

sp.
 

B307为研究对象,探究该

菌对太平洋亚历山大藻(Alexandrium
 

pacificum)生
长的影响,首次发现该菌对A.

 

pacificum 有极强的

抑藻效果。本研究中还对该菌的溶藻途径及作用机

制进行了分析探讨,以期为深入研究赤潮藻的控制

理论及有毒赤潮的防控技术提供理论依据和技术支

撑。

1 材料与方法

1.1
 

藻种及菌种来源

本研究所用藻种A.
 

pacificum 由中国海洋大学

浮游生物实验室提供,株号ATHK;所用菌株由本研究

团队从青岛胶州湾沉积物中分离获得[9],经16S
 

rRNA
鉴定,该菌株为Zobellella 属,命名为Zobellella

 

sp.
 

B307,其基因序列在GenBank数据库中的登陆号为

MF407315。
1.2

 

溶藻实验

将培养至对数增长期的细菌发酵液离心,从而分

离获得下层菌悬液和无菌的上清发酵液。分别将离心

获得的下层菌悬液、无菌上清发酵液和未离心处理的

含菌发酵液分别加入到三组对数期A.
 

pacificum 培

养体系中继续培养,培养条件为温度20
 

℃、光照5
 

000
 

Lux、光暗比12
 

h∶12
 

h。对照组加入等体积新配制的

灭菌细菌培养基。培养期间定时取样,用于测定各项

指标。
1.3

 

样品测定

1.3.1
 

叶绿素a含量测定与溶藻率计算  采用荧光

分光光度法测定叶绿素a含量,根据叶绿素a含量计

算溶藻率[10]。溶藻率计算公式为:
溶藻率=

对照组Chl
 

a含量-实验组Chl
 

a含量
对照组Chl

 

a含量 ×100%。

1.3.2
 

细胞形态观察  取各组(本文1.2节提到的三

级发酵液)培养时间为0、6、12、24、48和
 

72
 

h的藻液,
用4%的戊二醛溶液(pH=7.0)固定后,直接用于光学

显微镜观察细胞形态;用于电镜观察的样品需继续离

心后用0.1
 

mol/L的PBS冲洗,经乙醇梯度脱水和乙

醇-叔丁醇(1∶1)重悬后,用叔丁醇冲洗,并加叔丁醇于

4
 

℃下保存,冷冻干燥后喷金,用扫描电镜(SEM)观察

藻细胞形态。
1.3.3

 

总蛋白测定  总蛋白浓度的测定采用了考马

斯亮蓝(Bradford)法[11],在最大吸收值(波长为595
 

nm)
处测定样品吸光度,计算样品中的蛋白质浓度。
1.3.4

 

抗氧化功能测定

(1)活性氧(Reactive
 

oxygen
 

species,ROS)的测定

是利用了DCFH-DA探针。在激发波长502
 

nm、发射

波长530
 

nm 处测定吸光值[12],根据荧光强度计算

ROS含量。
(2)过氧化氢酶(Catalase,CAT)的测定是采用了

钼酸铵法[13]。在405
 

nm处测其吸光值,计算CAT活

性。
(3)超氧化物歧化酶(Superoxide

 

dismutase,SOD)
的测定 是 采 用 了 黄 嘌 呤 氧 化 酶 法[14]。测 定 其 在

550
 

nm处的吸光值,计算SOD活性。
1.3.5

 

基因表达差异分析

(1)藻细胞总RNA提取。离心收集分别加入溶藻

菌及无菌发酵液后培养的A.
 

pacificum,用Trizol法

提取藻细胞内的总RNA。提取时,在藻细胞中放入液

氮进行研磨,将研磨后的藻加入到装有预冷Trizol的

离心管中,加入氯仿及异丙醇,生成RNA沉淀后,再用

乙醇漂洗沉淀,沉淀物中加入适量DEPC水溶解,溶解

后的RNA于-80
 

℃下保存。
(2)反转录及PCR扩增。采用索莱宝通用RT-

PCR试剂盒,扩增引物序列如表1所示,内参基因序列

来自中国海洋大学海洋生物遗传学与育种教育部重点

实验室[15],基因相对表达量用2-△△Ct表示。

表1 目的基因引物序列

Table
 

1 Primers
 

of
 

target
 

genes

基因

Gene
引物序列(5’→

 

3’)

Primers
 

sequence
 

(5→3’)

扩增片段长度

Length
 

of
 

amplified
 

fragment/bp

cob

F:TTTTCTTCAAACTCATTTCGG
 

GAT
140

R:TGGGCACAGCTTTTAACATAG
 

CATA

clathrin

F:GCAATGACAGGTGA
 

CGGAG-
GATTAG

85R:GCCTGCTGCCTTCCTTAGAT-
GTG

HSP70

F:
 

CGGTTCCACACGTCCAAGTC
AG

110R:GTGATGCTCTCGCCAGTGAT-
GTAG

46
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1.4
 

数据分析
 

将实验样品分为实验组和对照组,每组3个平行

样。数据结果以平均值±标准差来表示,利用SPSS软

件进行方差分析(One
 

way
 

ANOVA)和显著性检验,所
得结果采用Origin软件分析作图,使用Primer

 

Premi-
er

 

5.0软件设计引物。

2 结果与分析

2.1
 

溶藻菌的溶藻效率与作用途径

将亚历山大藻培养体系分成三组,并分别加入本

文1.2节中提到的菌悬液、无菌上清发酵液和未离心

处理的含菌发酵液,各组溶藻率如图1所示。培养72
 

h后,未离心处理的含菌发酵液组的溶藻率达到91%,
说明Zobellella

 

sp.
 

B307是一株具有高效溶藻作用的

细菌。无菌上清发酵液组的溶藻率为67%,二者溶藻

率相差较大;菌悬液组的溶藻率仅为10.2%,溶藻率远

低于其他两组,溶藻效果不显著。由此可以确定该菌

株通过分泌溶藻活性物质杀藻,溶藻方式为间接溶藻。
其中,溶藻物质能够持续保持活性,且溶藻菌Zobellel-
la

 

sp.
 

B307能够持续分泌溶藻物质。

(①The
 

bacterial
 

fermentation
 

broth
 

without
 

centrifugation;②Sterile
 

su-

pernatant
 

of
 

the
 

fermentation
 

broth;③Bacterial
 

suspension.)

图1 Zobellella
 

sp.
 

B307纯菌及有菌和除菌发酵液

对A.
 

pacificum 的溶藻率

Fig
 

1 The
 

algicidal
 

ratio
 

of
 

Zobellella
 

sp.
 

B307
 

on
 

A.
 

pacificum

2.2
 

溶藻物质对藻细胞形态结构的影响

2.2.1
 

光学显微镜下藻细胞形态结构的变化  细胞

形态观察可以直观地显示溶藻物质对藻细胞的损伤情

况。在光学显微镜下,不同处理时间的藻细胞形态变

化如图2所示。正常藻细胞形态近似球形,表面结构

完整,如图2A所示;当加入溶藻物质处理6
 

h后,部分

藻细胞外壳分离,内壁收缩,如图2B所示;12
 

h后,部
分藻细胞皱缩变形,如图2C所示;处理24

 

h后部分藻

细胞开始溶解死亡,同时出现细胞碎片,如图2D所示;
至72

 

h后91%的藻细胞溶解死亡,培养体系内存在大

量细胞碎片。

(A:
 

正常Normal;
 

B:
 

6
 

h内壁收缩6
 

h
 

shrink;
 

C:
 

12
 

h皱缩变形12
 

h
 

deformation;
 

D:
 

24
 

h溶解性死亡24
 

h
 

cytolytic
 

death。)

图2 溶藻物质不同作用时间的A.
 

pacificum
形态变化(光镜)

Fig.2 Morphological
 

change
 

of
 

A.
 

pacificum
 

over
 

time
 

affect
 

by
 

algae-lysing
 

substances
 

(optical
 

microscope)
 

2.2.2
 

扫描电镜下藻细胞形态结构的变化  溶藻物

质对A.
 

pacificum 细胞超微结构的影响如图3所示。
从图3A中可以看出,对照组正常的藻细胞表面有突

起,近似球状,有甲片和横沟。其中,单个藻细胞直径

约为20
  

μm。由图3B可见,经溶藻物质处理6
 

h后,部
分藻细胞外壳出现局部凹陷,表面出现孔洞;由图3C
可见,处理12

 

h后,部分藻细胞严重皱缩变形,甚至丧

失细胞结构,与光学显微镜下的结果相符;处理24
 

h后

大部分藻细胞皱缩变形,同时出现细胞碎片;处理48
和72

 

h后,均发现藻细胞大部分破碎溶解,难以找到完

整细胞个体。由此可以看出,Zobellella
 

sp.
 

B307的胞

外分泌物对A.
 

pacificum 有极强的溶藻作用,溶藻物

质使得藻细胞外壁出现破损,细胞质流出,不断皱缩,
最后裂解死亡。
2.3

 

溶藻物质对藻细胞叶绿素a和总蛋白含量的影响

2.3.1
 

对藻细胞叶绿素a含量的影响  在溶藻物质

作用下,A.
 

pacificum 的叶绿素a 含量变化如图4A
所示。对照组和实验组的叶绿素a含量在前6

 

h内相

差不大,6
 

h后实验组的叶绿素a含量开始下降,并显

著低于对照组(P<0.05),72
 

h实验组叶绿素a 含量

已经很低,说明此时90%以上的太平洋亚历山大藻死

56
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(A:
 

正常Normal;
 

B:
 

6
 

h
 

凹陷孔洞
 

6
 

h
 

concave
 

and
 

holes;
 

C:
 

12
 

h皱缩变形12
 

h
 

deformation。)

图3 溶藻物质不同作时间的A.
 

pacificum 形态变化(电镜)

Fig.3 Morphological
 

change
 

of
 

A.
 

pacificum
 

over
 

time
 

affect
 

by
 

algae-lysing
 

substances
 

(electron
 

microscope)
 

亡并裂解,导致叶绿素分解或大量流失,最终导致藻细

胞的光合作用能力受到严重影响或丧失。叶绿素a是

主要的光合色素,能够反应藻细胞的完整性和生长情

况。亚历山大藻中的叶绿素种类没有丝状藻等大型藻

类体内的叶绿素种类多,但亚历山大藻体内的叶绿素a
为自身提供了藻类自养所需要的生理基础,因此叶绿

素a的含量为计算亚历山大藻初级生产力的指标[16]。

(A:叶绿素a
 

Chlorophyl-a;
 

B:总蛋白Total
 

protein;:P<0.05, :

P<0.01, :P<0.001。)
 

图4 溶藻物质对A.
 

pacificum 叶绿素a和总蛋白含量的影响

Fig.4 Effects
 

of
 

algae-lysing
 

substances
 

on
 

the
 

chlorophyll
 

a
 

and
 

total
 

protein
 

content
 

of
 

A.
 

pacificum
 

2.3.2
 

对藻细胞总蛋白含量的影响  溶藻物质作用

下藻细胞总蛋白含量的变化如图4B所示。在整个实

验过程中,实验组和对照组藻细胞的总蛋白质含量在

培养的前24
 

h差别不大,但在之后的培养时间里,对照

组的蛋白质含量显著增加,而实验组的显著下降(P<
0.05),说明藻细胞内蛋白质发生了变性,或者藻细胞

的蛋白质合成能力受到抑制,可见溶藻活性物质对藻

细胞蛋白质的抑制或破坏在其溶藻过程中发挥着一定

作用。蛋白质含量的降低会影响藻细胞的相关功能,
使其正常的生理活动无法进行,促进了藻细胞的裂解

死亡。
2.4

 

溶藻物质对抗氧化系统的影响

2.4.1
 

对藻细胞ROS含量的影响  A.
 

pacificum
 

的ROS含量变化如图5A所示。在整个实验过程中,
对照组的ROS含量变化不大,说明正常情况下藻细胞

内的ROS含量基本维持在一个稳定的水平。对加入

溶藻活性物质的实验组进行培养,其ROS含量随时间

推移的情况如下:在培养6
 

h时ROS含量开始明显上

升,约为对照组的2倍;12
 

h时ROS含量大幅上升并

显著高于对照组(P<0.05);24
 

h时ROS含量达峰值,
约为对照组的3倍;24

 

h后ROS含量开始下降,并在

72
 

h时已低于对照组。
2.4.2

 

对藻细胞CAT活性的影响  A.
 

pacificum
 

的CAT活性变化如图5B所示。对照组的CAT活性

变化范围不大,加入溶藻物质的实验组的CAT在前

6
 

h内迅速升高至峰值279.14
 

U/mg,之后开始下降,
但在24

 

h时再次升高,在48
 

h后迅速下降。观察实验

组发现,CAT活性先升高后降低,然后再次升高后再下

降,这表明在溶藻物质作用的早期,藻细胞就启动了氧

化应激功能,但随藻细胞自我防御机制的启动和氧爆

作用[17]的发生的交互作用,作用效果发生波动。
2.4.3

 

对藻细胞SOD活性的影响  溶藻物质作用

下,藻细胞SOD活性的变化如图5C所示。从图5可
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以看出,对照组的SOD活性在整个实验周期内大致保

持不变,说明在正常生理活动中,SOD活性也是稳定

的。而加入溶藻活性物质的实验组,其SOD活性显著

高于对照组,其变化趋势与CAT大致相同,还与藻细

胞的生理响应机制有关。

(A:ROS;B:CAT;C:SOD;:P<0.05, :P<0.01, :P<0.001。)

图5 溶藻物质对A.
 

pacificum 抗氧化系统的影响

Fig.5 Effects
 

of
 

algae-lysing
 

substances
 

on
 

the
 

antioxidant
 

system
 

of
 

A.
 

Pacificum

2.5
 

溶藻物质作用下藻细胞相关蛋白基因表达差异

2.5.1
 

热休克蛋白基因表达差异  对A.
 

pacificum

的基因表达进行qPCR检验,溶藻活性物质作用下,藻
细胞内热休克蛋白(Heatshock

 

proteins)基因(HSP)
表达量的变化如图6所示,可用于验证藻细胞受到氧

化损伤的程度。从图6可以看出,加入溶藻活性物质

12
 

h后,HSP70的表达量显著高于0
 

h时HSP70 的

表达量(P<0.05),说明此时HSP70 基因表达上调,
诱导热休克蛋白的生成,表明细胞受到外界刺激产生

了应激反应。24
 

h时 HSP70 基因表达下调,表明

HSP合成受到了抑制。

图6 溶藻菌作用下A.
 

pacificum 蛋白基因表达量变化
 

Fig.6 Effect
 

of
 

algae-lysing
 

substances
 

on
 

the
 

related
 

gene
 

expression
 

of
 

A.
 

pacificum

2.5.2
 

网格蛋白基因表达差异  网格蛋白基因

(Clathrin)表达量的结果如图6所示,溶藻活性物质加

入后,藻细胞内的Clathrin 表达呈现持续上调趋势。
12

 

h时,该基因表达量显著高于0
 

h(P<0.05);24
 

h
时,上升趋势减缓。这表明溶藻活性物质诱导了A.

 

pacificum 网格蛋白产生,胞吞作用也会随之加强[18]。

3 讨论

3.1
 

溶藻菌的溶藻方式

本研究结果表明,Zobellella
 

sp.
 

B307的主要溶藻

方式是细菌胞外活性分泌物间接溶藻,且具有很强的

溶藻活性。目前已经过验证的溶藻胞外活性物质包括

多肽类、灵红菌素和某些酯类[19-21]等,有些胞外活性物

质具有一定的环境稳定性,经高温、冷冻、酸碱处理后,
仍具备一定的溶藻活性,能够在更复杂多变的自然环

境中得以应用,同时具备后续提取加工溶藻制剂的生

理基础,表明这种溶藻方式具有广泛的实用性[22-24]。

3.2
 

藻细胞对溶藻物质的响应机制

被溶藻物质作用后,藻细胞结构(如细胞膜、细胞

核和维持重要功能的细胞器)和生理生化水平均发生

变化。细胞膜和细胞器受损导致细胞正常的生理活动

无法维持,而一些酶活性、光合作用和呼吸作用等生理

76



中 国 海 洋 大 学 学 报 2
 

0
 

2
 

4
 

年

过程也会受到破坏,藻细胞无法生长甚至会死亡。本

研究结果表明,Zobellella
 

sp.
 

B307的除菌上清发酵液

加入A.
 

pacificum 培养液体系后,藻细胞在短时间内

就迅速产生大量的ROS,说明此时发生了氧爆作用。
溶藻活性物质对藻细胞造成氧化损伤时,细胞为减轻

压力而启动抗氧化系统,抗氧化酶(SOD和CAT)活性

增强。SOD能够将O2-歧化为H2O2 和O2,是抵御氧

化压力的第一道防线[25],CAT能够将H2O2 氧化为水

和氧分子,消除ROS的毒性,防止细胞膜和细胞器被

氧化,减轻细胞受到的伤害。在溶藻活性物质的不断

刺激下,藻细胞持续产生ROS,直到超出藻细胞的抗氧

化清除能力时,藻细胞便受到不可逆损伤,导致后期

SOD和CAT活性下降,藻细胞抗氧化能力下降。同时

可以看出,在活性氧的刺激下,相比SOD,CAT的生成

要早,同时CAT也更加脆弱,因此在后期CAT活性更

难以维持。上述结果表明,Zobellella
 

sp.
 

B307的溶藻

活性物质会对A.
 

pacificum 造成强烈的氧化损伤,可
能是导致藻细胞死亡的直接原因,此前也有研究证明

氧化损伤是溶藻菌发挥溶藻作用的重要途径,王以斌

等[26]从Flavobacterium
 

sp.的胞外活性物质中提取到

有溶藻作用的灵菌红素,并通过研究表明该物质确实

能升高亚历山大藻细胞内的丙二醛含量,使细胞膜通

透性增加,说明藻细胞膜受损,藻体出现氧化损伤。Yu
等[27]的研究表明,溶藻菌LY

 

03分泌出的活性物质能

够使中肋骨条藻细胞受损严重,内部细胞器被破坏,抗
氧化系统受到损伤,最后裂解死亡。
3.3

 

藻细胞HSP70和Clathrin基因表达差异

HSP是生物体内广泛存在的一种蛋白质,当生物

受到外界环境刺激(如高温、紫外线、酸、碱、氧化剂等)
时,细胞会被诱导而生成HSP,以用于抵抗恶劣外界环

境的损害,从而保护生物体。氧化损伤产生的过量

ROS可以诱导HSP的产生,HSP同抗氧化酶一样,都
具有清除 ROS的功能。常见的 HSP 有 HSP60、
HSP70、HSP90、sHSP(小分子热休克蛋白)[28]等。
HSP在蛋白的合成过程中发挥着重要作用,HSP70具

有修复机制,广泛存在于生物体内,当生物受到外界环

境胁迫时,HSP70会上调,诱导合成HSP,提高生物体

对不利环境的耐受能力。Wang等[29]研究了多个参与

抗氧化系统胁迫响应的基因后发现,A.
 

pacificum 细

胞的Cu/Zn-SOD 基因和HSP70 基因在铜离子的作

用下出现显著上调,因此认为,在金属离子或其他外界

因素的刺激下,这些基因对外界刺激引起的应激具有

重要的保护作用。Wang等[30]的研究表明,细菌Sag-
ittula

 

stellata对海洋微拟球藻具有显著溶藻作用,使
藻细胞中的rbcS基因和PCNA 基因的转录受到抑制,
HSP 基因表达显著上调。本研究中,HSP70 基因表

达量表现为先升高后降低,结合有关ROS和抗氧化酶

(SOD和CAT)的研究结果进行判断可知,藻细胞受到

溶藻活性物质刺激产生了大量ROS,然后利用抗氧化

酶去除藻细胞中的 ROS,并同时诱导藻细胞产生

HSP,因此推测 HSP通过与抗氧化酶联合而清除

ROS。但随着活性氧持续大量的产生,超出了抗氧化

系统的应对能力,最终藻细胞的应激系统受到不可逆

的破坏。
网格蛋白是一类比较保守的蛋白,能够介导膜蛋

白进行胞吞作用,动、植物细胞普遍存在由网格蛋白介

导的胞吞作用,这一作用对生物的生长繁殖有重要的

意义。网格蛋白形成的披蛋白网格小泡(Clathrin-coa-
ted

 

vesicle)是细胞内吞的重要结构。网格蛋白不仅是

介导主要胞吞作用的蛋白质,同时还影响到细胞的信

号转导和代谢平衡[30]。Meng等[31]的研究发现,N和

P能够使得微小亚历山大藻(A.
 

minitum)细胞中由网

格蛋白介导的胞吞作用显著上升,在长期的营养缺乏

条件下,编码网格蛋白、AP-2和 Hsc70蛋白的uni-
genes显著上调,营养物进入A.

 

minitum 细胞主要依

靠网格蛋白依赖的内吞作用,说明在营养缺乏的条件

下,A.
 

minitum 具有混合营养的倾向。张淑雯等[32]已

发现链状亚历山大藻(A.
 

catenella)有摄食外源有机

物的能力,但科学界普遍认为混合营养模式大多数发

生在贫营养的情况下,亚历山大藻并不把异养作为主

要能量获取的来源。Zhang等[33]对A.
 

catenella进行

转录组分析发现了与网格蛋白依赖性内吞作用相关的

23种蛋白同源的131个unigenes,因此判断由网格蛋

白介导的胞吞作用可能在异养过程中发挥着重要作

用。本研究发现,在12
 

h内,溶藻活性物质使 A.
 

pacificum 细胞编码网格蛋白基因(Clathrin)表达量

显著增加,推测溶藻物质使藻细胞的光合系统受到严

重损伤时,由光合作用主导的自养过程无法正常进行,
细胞为维持自身的生理活动而启动了异养功能。

4 结论

(1)溶藻菌Zobellella
 

sp.
 

B307对A.
 

pacificum
具有显著的溶藻作用,主要通过胞外分泌物间接溶藻。

(2)溶藻物质的作用机制:激发藻细胞产生ROS,
并激活抗氧化酶(SOD和CAT)清除ROS;但由于溶藻

物质的持续作用,过量的活性氧自由基导致氧化系统

崩溃,最终导致藻细胞受损死亡;溶藻活性物质对藻细

胞蛋白质的抑制或破坏在其溶藻过程中也发挥着间接

作用。
(3)藻细胞的氧化应激诱导热休克蛋白的产生,从

而联合抗氧化酶清除过量的ROS,以减缓藻细胞受应

激损伤的程度。此外,网格蛋白基因(Clathrin)表达量
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的显著上调说明溶藻活性物质增强光合营养功能损伤

诱导A.
 

pacificum 的异养功能,以应对光合自养功能

损害的影响。
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and
 

Mechanism
 

of
 

an
 

Algicidal
 

Bacterium
 

Zobellella
 

sp.
 

B307
 

on
 

Alexanderium
 

pacificum

Ma
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Bai
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Abstract: In
 

order
 

to
 

study
 

the
 

algicidal
 

mechanism
 

of
 

algicidal
 

bacteria
 

on
 

red
 

tide
 

dinoflagellate,
 

a
 

salt-tolerant
 

bacterium
 

Zobellella
 

sp.
 

B307
 

with
 

algicidal
 

activity
 

to
 

the
 

Alexandrium
 

pacificum
 

was
 

isolated
 

from
 

the
 

sediments
 

of
 

Jiaozhou
 

Bay.
 

To
 

explore
 

the
 

algicidal
 

mechanism
 

of
 

Zobellella
 

sp.
 

B307,
 

we
 

investigated
 

its
 

effect
 

on
 

the
 

cellular
 

structure,
 

physiologyl
 

and
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

A.
 

pacifi-
cum.

 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

inhibition
 

mechanism
 

of
 

the
 

strain
 

was
 

indirect
 

lytic
 

effects
 

causing
 

by
 

extracellular
 

active
 

substances.
 

And
 

after
 

72
 

h
 

cultivation
 

with
 

bacterium
 

addition,
 

the
 

algicidal
 

rate
 

reached
 

up
 

to
 

91%,
 

revealing
 

its
 

strong
 

algicidal
 

activity
 

against
 

A.
 

pacificum.
 

Meanwhile,
 

we
 

ob-
served

 

cell
 

wall
 

damage,
 

chlorophyll-a
 

and
 

total
 

protein
 

contents
 

decrease,
 

and
 

the
 

excessive
 

production
 

of
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS),
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD)
 

and
 

catalase
 

(CAT).
 

It
 

indicated
 

that
 

the
 

serious
 

oxidative
 

damage
 

caused
 

by
 

algae-lysing
 

substances
 

was
 

the
 

direct
 

cause
 

of
 

A.
 

pacificum
 

death.
 

The
 

expression
 

level
 

of
 

heat
 

shock
 

protein
 

(HSP)
 

gene
 

was
 

significantly
 

upregulated,
 

suggesting
 

that
 

algae-lysing
 

substances
 

could
 

induce
 

the
 

production
 

of
 

HSP,
 

and
 

the
 

combined
 

effects
 

of
 

highly
 

ex-
pressed

 

HSP
 

and
 

highly
 

activited
 

antioxidant
 

system
 

of
 

A.
 

pacificum
 

could
 

eliminate
 

ROS
 

and
 

alleviate
 

the
 

algae
 

cells
 

damage
 

caused
 

by
 

oxidative
 

stress.
 

In
 

addition,
 

the
 

expression
 

of
 

A.
 

pacificum
 

clathrin
 

gene
 

was
 

significantly
 

upregulated,
 

indicating
 

algae
 

cells
 

could
 

enhanced
 

heterotrophic
 

function
 

to
 

com-
pensate

 

the
 

loss
 

of
 

photosynthesis
 

caused
 

by
 

algae-lysing
 

substances.
 

The
 

results
 

of
 

this
 

study
 

will
 

con-
tribute

 

to
 

explain
 

the
 

newly
 

founded
 

relationship
 

between
 

bacteria
 

and
 

algae,
 

and
 

explore
 

the
 

new
 

bio-
logical

 

methods
 

of
 

red
 

tide
 

control.
Key

 

words: red
 

tide;
 

Alexandrium
 

sp.;
 

algicidal
 

bacteria;
 

algicidal
 

mechanism;
 

gene
 

expression
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