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摘　要　水环境中的微藻与藻际微生物之间关系复杂多变，而微生物的群体感应 (QS) 作用会影响并调控菌藻的
共生关系。以嗜根寡养单胞菌  (Stenotrophomonas rhizophila) 野生株  (WT) 和 QS扩散信号因子  (DSF) 合成酶基因 -
rpfF 基因敲除株  (△rpfF) 为实验菌株，阐明 DSF型群体感应是否调控嗜根寡养单胞菌对铜绿微囊藻的溶藻效
果。结果表明：嗜根寡养单胞菌野生株和 rpfF 基因敲除株的溶藻特性相似，均具有针对铜绿微囊藻的溶藻特异
性，主要通过分泌溶藻物质间接作用于藻细胞；野生株和敲除株培养 48 h后的无菌滤液均有显著的溶藻作用，
在投加体积分数 10%无菌滤液的条件下，野生株和敲除株 7 d溶藻率分别为 53%和 78%。此外，实验菌株分泌
的溶藻活性物质具有热稳定性和酸碱耐受性，且不容易被乙醇沉淀；三维荧光光谱、紫外可见光光谱、傅里叶
变换红外光光谱分析表明菌株胞外滤液中主要以类腐殖酸物质为主，芳香化程度较高；通过比较荧光强度和吸
光度可知 DSF合成酶基因缺失的嗜根寡养单胞菌的无菌滤液中类腐殖酸物质含量显著高于野生株。结果表明，
DSF-QS缺失的嗜根寡养单胞菌生物量增多，能分泌更多的溶藻物质，增强了嗜根寡养单胞菌的溶藻作用。本
研究拓宽了对菌藻互作的认识，有助于更好地理解溶藻菌对有害藻华的抑制机制，同时为以微生物菌剂治理水
华的技术体系提供参考。

关键词　嗜根寡养单胞菌；铜绿微囊藻；群体感应；扩散信号因子 
  

随着全球气候变暖，大气中 CO2 体积分数持续升高，氮磷等营养物质大量输入，水体富营养
化愈发严重，有害藻华频发 [1-2]。致密的水华会消耗水中氧气，与水生生物竞争养分，破坏水产资
源，导致水生态失衡 [3-4]。此外，有些水华还会产生多种毒素或生物活性化合物，影响食品质量安
全，危害人群健康 [5]。水华已成为淡水湖泊面临的生态灾难，亦会对生态、环境和健康构成威
胁[6]。因此，亟需寻找高效环保的方法来控制有害藻华。

在水生态环境中，藻细胞并不是独立存在的，其与微生物之间存在着物质交换与信息交流 [7]。
近年来，已有研究发现部分细菌及其分泌物具有强而特异的抑藻活性，这些细菌来源于藻际环
境，在调节微藻的群落结构组成及生物量方面发挥着重要作用。因此，利用藻际细菌控制藻类水
华成为研究者关注热点 [8]。一些溶藻细菌在淡水水华爆发和消退过程中发挥了决定性作用 [9]，而部
分溶藻细菌和相应的溶藻物质已被证实能有效控制有害藻华[10-11]，且部分微生物的群体感应作用也
能影响并调控菌藻的共生关系 [12-13]。群体感应  (quorum sensing，QS) 是微生物化学信号传导的一种
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常见形式，主要通过释放一定量的胞外信号分子使个体获得有关邻近群落的细胞密度和物种组成
信息，并相应地调整基因表达谱，实现个体无法进行的某些生理活动或者调节机制，如毒力因子
产生、胞外聚合物合成、生物膜形成等[14-16]。在水华爆发过程中，溶藻细菌会跟随藻细胞的数量增
长而增加，随水华的消亡而逐渐减少，但溶藻细菌在增殖初期并不表现出溶藻特性，只有数量达
到一个阈值才能溶解藻细胞。因此，微生物的溶藻作用很可能受到 QS的调控 [17]。QS也参与溶藻
物质代谢的调控。从太湖分离出一株气单胞菌 GLY-2 107，该菌能分泌 3-甲基吲哚和 3-苄基哌嗪-
2,5-二酮两种溶藻活性物质，且证实该溶藻化合物的产生由 AHL介导的 QS调控，C4-HSL是溶藻功
能菌溶藻活性的关键 QS信号[11]。

扩散信号因子 (diffusible signaling factor，DSF) 家族群体感应是常见的群体感应系统之一，广泛
存在于革兰氏阴性细菌中，可调节细菌种间与种内的多种与环境适应性相关的生物学功能 [18]。
DSF-QS信号的产生和响应主要由 rpf 基因簇完成。其中， rpfF 基因负责合成 DSF信号分子；
rpfC/rpfG 基因负责 DSF信号识别与传导；rpfB 基因负责降解 DSF信号分子 [19-20]。目前，DSF信号
分子的生物化学功能调控机制基本上得以阐明，同时发现部分分泌 DSF信号分子的微生物具有溶
藻特性。周素等 [21] 用铜绿假单胞菌及其发酵液作用于铜绿微囊藻，发现用 48 h的铜绿假单胞菌发
酵液处理铜绿微囊藻 7 d后，其溶藻率达到 83.83%，对藻毒素的降解率达到 71.35%。阴盼晴等 [22]

从赤潮中分离出一株能高效抑制锥状斯氏藻的嗜麦芽寡养单胞菌，该菌株能抑制藻细胞光合磷酸
化电子传递过程，显著降低锥状斯氏藻的生物量。但这些报道中均未提及 DSF-QS介导的群体感应
对菌藻关系的影响机理，DSF-QS在微生物抑藻机制中的作用亦尚不清楚。

嗜根寡养单胞菌  (Stenotrophomonas rhizophila) 是一株革兰氏阴性菌，广泛存在于土壤、水体
中，已有研究证实嗜根寡养单胞菌具有潜在抑藻能力 [23-24]，且其基因组中具有产生和响应 DSF信
号的 rpf 基因簇 [19]。目前，嗜根寡养单胞菌的溶藻机制还不明晰，故 S. rhizophila 可作为 DSF-QS调
控溶藻作用和效果的模式菌株进行研究。基于此，本课题组以有害水华常见优势藻铜绿微囊藻为
研究对象，以溶藻菌 S. rhizophila 野生型菌株 (WT) 和 DSF合成酶基因-rpfF 基因敲除株 (ΔrpfF) 为实
验菌株，通过溶藻实验及基于光谱学手段，探讨 DSF-QS存在或缺失条件下 S. rhizophila 的溶藻作
用及溶藻物质特性的差异，以期为 DSF-QS调控的微生物溶藻机制提供科学依据，亦为微生物技术
治理有害水华提供菌种资源及技术参考。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

1) 菌种培养及无菌滤液的制备。实验所用菌株 S. rhizophila WT购于美国典型微生物菌种保藏
中心  (ATCC) ，保藏编号：ATCC BAA-473T。菌株 S. rhizophila DSF信号合成酶基因缺陷突变体
ΔrpfF 是由本实验室前期敲除 S. rhizophila WT中的 rpfF 基因得到。实验菌株均用 NB液体培养基
(牛肉膏 1.5 g·L−1，蛋白胨 5 g·L−1，NaCl 2.5 g·L−1) 在 30 ℃、150 r·min−1 条件下震荡培养。在培养到
特定时间段后，取 OD600 为 1.0的菌液，于 8 000 r·min−1 条件下离心 5 min后，收集上清液，过 0.22 μm
滤膜制备无菌滤液。

2) 藻种来源与培养方法。实验所用藻种铜绿微囊藻  (Microcystis aeruginosa，FACHB-905) 、凯
氏拟小球藻 (Parachlorella kessleri，FACHB-729) 、斜生四链藻 (Tetradesmus obliquus，FACHB-416) 均
购买自中国科学院水生生物研究所淡水藻种库  (FACHB) 。所有藻株均用 BG11培养基并放于人工
气候培养箱培养，培养温度为 25 ℃，光照条件为 2 000 Lux，光照周期为 12 h/12 h (白/黑) 。藻液在
培养 7 d后，取 OD680 为 0.4的藻液进行后续实验。

 1.2    S. rhizophila溶藻特性实验方法

1) 溶藻方式。在实验菌株培养的第 48 h取样，于 8 000 r·min−1 条件下离心 5 min后分别收集上
清液和菌体沉淀。所得上清液过 0.22 μm滤膜制备无菌滤液，菌体沉淀用 0.01 mol·L−1 无菌 PBS洗
涤 3遍后加 BG11培养液重悬。将所得菌液、重悬菌液、无菌滤液以体积分数 10%比例添加到藻液
中混匀培养，于培养第 7 天取样测铜绿微囊藻叶绿素 a (Chla) 质量浓度。

2) 不同培养时间对菌溶藻效果的影响。实验菌株 S. rhizophila WT和 ΔrpfF 在 1.1所述的培养条
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件下培养，分别在第 12 h、24 h、48 h取菌液，制备无菌滤液，并以体积分数 10%比例添加到藻液
中混匀培养，于培养第 7天取样测铜绿微囊藻 Chla质量浓度。

3) 不同投加量对菌溶藻效果的影响。在实验菌株培养的第 48 h取样离心，制备无菌滤液。将
所得无菌滤液分别以体积分数 5%、10%、15%比例添加到藻液中混匀培养，并于培养第 7天取样
测铜绿微囊藻 Chla质量浓度。

4) 溶藻特异性。将 48 h无菌滤液以体积分数 10%添加到铜绿微囊藻、凯氏拟小球藻、斜生四

链藻液中混匀培养，于第 7天取样测铜绿微囊藻 Chla质量浓度，评估 S. rhizophila的溶藻特异性。

 1.3    S. rhizophila溶藻物质性质实验方法

1) S. rhizophila 溶藻物质热稳定性。取 48 h无菌滤液于 5个离心管中，分别在- 40 ℃、40 ℃、
80 ℃、100 ℃ 水浴处理 2 h，并用高压蒸汽灭菌锅 121 ℃ 处理 20 min，冷却至室温后将各处理组上
清液按体积分数 10%加入藻液中进行溶藻实验，并于 7 d后取样测铜绿微囊藻 Chla质量浓度。

2) S. rhizophila 溶藻物质酸碱稳定性。取 48 h无菌滤液，用 2 mol·L−1 的 NaOH及 2 mol·L−1 的
HCl溶液分别调节 pH至 3和 12，室温处理 2 h后，再回调至初始 pH，以未处理的无菌上清液作为
实验对照，各处理组的上清以体积分数 10%的比例加入藻液中进行溶藻实验，并于培养第 7天取
样测铜绿微囊藻 Chla质量浓度。

3) S. rhizophila 溶藻物质乙醇沉淀。取 48 h无菌滤液，加入 3倍体积的无水乙醇，混匀震荡 10 min，
4 ℃ 静置 2 h后，于 8 000 r·min−1 条件下离心 5 min，分别收集上清和沉淀。上清用氮吹仪吹干后，
用同体积的无菌水复溶残留物和沉淀，并以体积分数 10%的比例加入藻液中进行溶藻实验，于培
养第 7天取样测铜绿微囊藻 Chla质量浓度。

 1.4    分析方法

1) 叶绿素 a提取方法。取 10 mL藻液在 4 000 r·min−1 条件下离心 5 min，然后弃上清，加入
90%丙酮，涡旋 10 s，放在 4 ℃ 黑暗环境下萃取 24 h，然后于 4 000 r·min−1 条件下离心 20 min，上
清转移至 10 mL比色管中，用 90%丙酮固定体积至 10 mL，摇匀。最后，将上清液分光光度计比色
皿置于 1 cm光程下，用 90%丙酮调零，分别读取 750、663、645和 630 nm波长的吸光度。Chla质
量浓度计算公式如 (1) 所示[25]，并通过计算溶藻率来评估菌的溶藻效率，计算公式如 (2) 所示。

C = 11.64× (A663−A750)−2.16× (A645−A750)+0.10(A630−A750) (1)

溶藻率 =
(C−Ct)

C
×100% (2)

式中：Ct 为某个时间点处理组 Chla质量浓度，mg·L−1；C 为该时间点空白对照组 Chla质量浓度，
mg·L−1。

2) 无菌滤液光谱解析。紫外-可见光光谱分析：取 48 h的无菌滤液，用紫外分光光度计扫描波
长 190~600 nm的紫外光谱图，其中以去离子水作为空白参照。三维荧光光谱分析：取 48 h的无菌
滤液，使用荧光光谱仪  (FluoroMax-4，美国 HORIBA公司) 进行三维荧光光谱扫描。激发波长  (λex)
扫描范围为 240~450 nm，发射波长 (λem) 扫描范围为 290~500 nm，步长为 5 nm，狭缝为 1 nm。傅里
叶红外光谱分析：取 48 h的无菌滤液，使用真空冷冻干燥仪 (BIOBASE，山东科博生物产业有限公
司) 冻干去除样品中的水分，然后研磨成细粉，用傅里叶变换显微红外光谱仪 (Nicolet iN10MX，美
国赛默飞公司) 采集 4 000~400 cm−1 波段内样品的红外光谱信息，共扫描 64次，取平均值。

 1.5    数据分析

本研究采用单因素方差分析对实验结果进行统计分析。其中，以不添加菌液的作为空白对照
组，以添加 NB培养基的作为实验对照组，而所有添加了无菌滤液的统一作为实验处理组，每个实
验组均设置 3个重复。统计分析软件为 SPSS statistic 20.0，p < 0.05表示实验数据有显著性差异。

 2    结果与分析

 2.1    S. rhizophila的生理特性

S. rhizophila 的菌体特征和生长曲线如图 1所示。图 1 (a) 为菌体形态。在 30 ℃、150 r/min的培
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养条件下，WT菌体短小，两端大多呈钝圆形，菌长为 1~2 μm；ΔrpfF 形态呈直杆状，菌体细长，
菌长 2~4 μm。在培养的 72 h以内，每隔一段时间用紫外分光光度计测其 OD600，估计菌的生长状
况。在培养初期，WT增长速率较快，而 ΔrpfF 具有一段延滞期；在培养至 10 h后，ΔrpfF 的生物
量显著高于 WT (p < 0.05) ，在 48 h后 ΔrpfF 进入衰亡期，而 WT依旧处于稳定期。因此，DSF-
QS缺失的嗜根寡养单胞菌菌体形态与野生株不同，而敲除株在进入稳定期后会生成更多的生物
量，但会更快进入衰亡期。

 2.2    S. rhizophila的溶藻特征

 2.2.1    溶藻方式的探究

微生物的溶藻方式主要分为 2种：一种
是通过微生物接触攻击藻细胞或吞噬藻细胞
达到溶藻目的 [26]；另一种是通过营养竞争限
制藻细胞必需的营养物质或者分泌具有溶藻
活性的代谢产物进行间接溶藻，在现已发现
的溶藻功能菌中约 70%的微生物都是通过间
接方式来溶藻 [27]。为探究 S. rhizophila 对铜绿
微囊藻的作用方式，分别取 WT和 ΔrpfF 的重
悬菌体和无菌滤液进行溶藻实验，结果如图 2
所示。在连续培养 7 d后，WT重悬菌体处理
组 Chla质量浓度为 (6.134±0.091) mg·L−1，菌液
处理组 Chla质量浓度为  (3.063±0.267) mg·L−1，
无菌滤液处理组 Chla质量浓度仅为  (3.469±
0.101)  mg·L−1，菌体处理组几乎没有溶藻活
性，无菌滤液的溶藻效果与菌液处理组无明

显差异；而 ΔrpfF重悬菌体处理组 7 d后 Chla质量浓度为  (6.274±0.169) mg·L−1，菌液处理组 Chla质
量浓度为  (1.819±0.158) mg·L−1，无菌滤液处理组 Chla质量浓度仅为  (1.515±0.009) mg·L−1，ΔrpfF 的

重悬菌体与无菌滤液的溶藻效果呈现出与 WT一样的趋势。上述结果表明，WT和 ΔrpfF无菌滤液
的溶藻活性并没有因为菌体的去除而降低。这说明 WT和 ΔrpfF 主要通过分泌具有溶藻活性的代谢
产物进行溶藻，属于间接溶藻方式。

 2.2.2    不同生长时期对溶藻效果的影响
微生物在不同的生长阶段生物活性及代谢产物会存在差异，进而可能会影响到溶藻效果 [28]。

分别取 12 h、24 h和 48 h的无菌滤液进行溶藻实验，结果如图 3所示。培养 7 d后，WT的 12 h、24 h
和 48 h无菌滤液处理组的 Chla质量浓度分别为  (3.330±0.103) mg·L−1、  (3.318±0.093) mg·L−1、(3.469±
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0.101) mg·L−1，溶藻率分别为 48%、48%、46%，
WT在 3个时期的无菌滤液溶藻效果相近，无
明显差异；而 ΔrpfF 的 12 h、24 h和 48 h无菌
滤液处理组的 Chla质量浓度分别为  (3.482±
0.147)  mg·L−1、  (1.674±0.189)  mg·L−1、  (1.515±
0.009) mg·L−1，溶藻率分别为 50%、76%、78%，
12 h无菌滤液处理组的溶藻率显著低于 24 h和
48 h处理组 (p < 0.05) 。从整体上来看，WT和
ΔrpfF 的 48 h无菌滤液溶藻效果最佳，故后续
研究将选择 48 h的无菌滤液进行验证。

 2.2.3    不同投加量对溶藻效果的影响
不同投加量对菌溶藻效果具有较大的影

响，选取合适的投加量对评估菌的溶藻特性
十分重要。本实验选取 3种不同的投加量  (即
体积分数分别为 5%、10%、15%) 进行溶藻实
验，结果如图 4所示。对于WT来说，处理 7 d
后投加量为 5%、10%、15%处理组中 Chla质
量浓度分别为  (5.453±0.178)  mg·L−1、  (3.469±
0.101)  mg·L−1、  (2.244±0.095)  mg·L−1，溶藻率
分别为 15%、46%、65%，溶藻效果随投加量
的增加而增大。而在 ΔrpfF 处理组中，到实验
第 7天投加量为 5%、 10%和 15%处理组的
Chla质 量 浓 度 分 别 为  (1.721±0.031)  mg·L−1、
(1.515±0.009)  mg·L−1、  (1.561±0.037)  mg·L−1，
溶藻率分别为 75%、78%、78%，溶藻效果趋
于稳定。基于上述结果及可行性分析，后续
研究将选择体积分数 10%的投加量进行验证。

 2.2.4    S. rhizophila 溶藻特异性探究
基于微藻种类多样性及生理生化结构的

不同，菌的溶藻作用也可能表现出不一样的
效果 [29-30]。为研究 S. rhizophila 对不同藻株的
溶藻作用，选取了水华常见藻中的凯氏拟小
球藻和斜生四链藻作为对照测试藻株，结果
如图 5所示。WT与 ΔrpfF 的无菌滤液与凯氏
拟小球藻共培养 7 d后，Chla质量浓度分别增
至 (11.886±0.168) mg·L−1、(12.091±0.074) mg·L−1。
S. rhizophila 对小球藻并没有表现出显著的溶
藻作用；WT与 ΔrpfF 的无菌滤液与斜生四链
藻共培养 7  d后， Chla质量浓度分别增至
(11.507±0.134)  mg·L−1、  (11.753±0.102)  mg·L−1。

S. rhizophila同样对斜生四链藻没有表现出显著
的溶藻作用。相反，实验菌株对铜绿微囊藻

的溶藻作用显著  (p < 0.001) ，在共培养的第 7天，WT处理组的 Chla质量浓度降至  (2.928±0.135)
mg·L−1，而 ΔrpfF 处理组的 Chla质量浓度降至  (0.951±0.025) mg·L−1。综上所述，S. rhizophila 具有针
对铜绿微囊藻的溶藻特异性，而不是普适性溶藻功能菌。
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 2.3    S. rhizophila溶藻物质的特性

 2.3.1    高温对溶藻物质活性的影响

为探究 S. rhizophila 溶藻物质的热稳定性，在不同温度梯度下处理了无菌滤液并进行溶藻实

验。由图 6 (a) 可知，WT无菌滤液未处理组的 7 d溶藻率为 65.65%，在低温−40 ℃ 处理 2 h后，溶

藻率为 46.74%，与未处理组相比下降了 28%；而在高温处理下，溶藻率保持在 55%~65%。由图 6
(b) 可知，ΔrpfF 无菌滤液未处理组的溶藻率为 88.43%，在各处理温度作用后，溶藻率仍保持约

88%，几乎未受到任何影响。结果表明，ΔrpfF 分泌的溶藻物质不管在低温还是高温处理后仍能保

持较好的溶藻率，热稳定性较好，而 WT的溶藻物质活性易受温度影响，稳定性相对 ΔrpfF 较差。

 2.3.2    强酸强碱对溶藻物质活性的影响
部分溶藻物质在强酸强碱的条件下也容

易失活变性 [31]。为探究 S. rhizophila 溶藻物质
酸碱稳定性，在强酸  (pH = 3) 强碱  (pH = 9) 条
件下处理无菌滤液并进行溶藻实验，结果如
图 7所示。WT未经过任何处理的无菌滤液处

理组 7 d后Chla质量浓度为 (3.242±0.248) mg·L−1，
溶藻率为 56.6%；而经过强酸强碱处理过后的
无菌滤液处理组 Chla质量浓度分别为  (3.019±
0.077)  mg·L−1、  (3.237±0.225)  mg·L−1，溶藻率
分别为 59.6%和 56.7%；而 ΔrpfF 的未经过任
何处理的无菌滤液 7  d后 Chla质量浓度为
(0.861±0.040)  mg·L−1，溶藻率为 88.5%；经过
强酸强碱处理过后，无菌滤液处理组 Chla质
量浓度分别为  (1.066±0.027)  mg·L−1、 (0.997±
0.025) g·L−1，溶藻率分别为 85.7%和 86.6%。因

此，对照组与处理组之间无显著性差异，这说明 S. rhizophila 分泌的溶藻物质具有较好的酸碱稳定
性，在强酸强碱处理后依然能保持较好的溶藻作用。

 2.3.3    乙醇沉淀对溶藻物质活性影响
乙醇是渗透性很强的有机溶剂，能与氨基酸、核酸、蛋白等物质反应生成絮凝沉淀 [32]，

故利用乙醇沉淀无菌滤液并进行溶藻实验可确认 S. rhizophila 分泌的溶藻成分中这些物质的存在。
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图 8表明，WT的无菌滤液经乙醇沉淀后，沉
淀部分处理组 7 d后 Chla质量浓度为  (5.47±
0.215) mg·L−1，溶藻率仅为 17%，而上清液处
理组 Chla质量浓度为  (3.97±0.114) mg·L−1，溶
藻效率为 40%；ΔrpfF 的无菌滤液经乙醇沉淀
后，沉淀部分处理组7 d后Chla质量浓度为 (5.18±
0.326) mg·L−1，溶藻率仅为 22%，而上清液处
理组 Chla质量浓度为  (1.34±0.048) mg·L−1，溶
藻效率仍保持在约 79.8%。以上结果表明，
WT和 ΔrpfF 的的主要溶藻物质存在上清液，
在乙醇作用下仍表现出较好的溶藻活性，溶
藻物质的稳定性较好；但同时，乙醇沉淀部
分仍具有较弱的溶藻作用，故不排除部分溶
藻物质为氨基酸、蛋白、核酸等物质。

 2.4    无菌滤液的光谱解析

 2.4.1    三维荧光光谱分析结果
三维荧光光谱  (3D-EEMs) 是一种强有力的荧光基团分析方法，可表征产物中的荧光有机物。

根据荧光区域积分，荧光光谱可表征以下几类物质：类色氨酸物质、类酪氨酸物质、类富里酸物
质、类腐殖酸物质 [33]。图 9表明，在 WT和 ΔrpfF 的无菌滤液中均检测到激发和发射  (λex/λem) 中心
位置为 360 nm/430 nm的类腐殖酸荧光峰。类腐殖酸物质是微生物对大分子有机物的代谢产物，且
这类物质不能被二次代谢 [34]。同时，从图谱中可看出，ΔrpfF 中类腐殖酸荧光峰强度高于 WT，这
说明 ΔrpfF 的生物活性高于WT，能在相同时间里在培养液中积累更多的类腐殖酸物质。

 2.4.2    紫外-可见光光谱分析结果
紫外-可见光谱是分子吸收紫外-可见光区域的电磁波而产生的吸收光谱，可反映无菌滤液在芳

香族化合物和共轭体系方面的特性，并且吸光度与溶液中物质浓度成正比 [35]。图 10表明，WT和
ΔrpfF 的无菌滤液紫外可见光谱图趋势一致，在 190~300 nm范围内的吸收峰密集杂乱，整个波段内
最大吸收峰分别出现在 297 nm和 299 nm处。这说明 WT和 ΔrpfF 的无菌滤液都含有丰富的芳香结
构 [36]，而且在最大吸收峰处 ΔrpfF 的吸光度要显著高于 WT。这说明 ΔrpfF 芳香族类化合物质量浓
度显著高于 WT，与三维荧光谱图的结果一致。同时 A250/A365 的比值一般与样品的腐殖化程度和芳
香化程度呈负相关 [37]。在本实验中，WT的 A250/A365 (0.362) 大于 ΔrpfF (0.104) 即说明后者的芳香化
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程度大于前者，与上述结果一致。

 2.4.3    傅里叶红外光谱分析结果
利用傅里叶转换红外光谱仪对 S. rhizophila

的无菌滤液进行分析，可表征产物的官能团
性质及相对浓度 [38]。图 11记录了无菌滤液在
4 000~500 cm−1 的红外光谱吸收曲线，对比分
析发现 WT和 ΔrpfF 的无菌滤液红外光谱图趋
势一致，官能团属性相似。从特征峰的归属
来看，3 200~2 900 cm−1 附近出现了酚羟基或
醇羟基的伸缩振动；1 629 cm−1 附近出现了芳
环骨架  (C == C) 的叠加振动或羧酸类化合物
(COO—) 的伸缩振动；1 400 cm−1 附近出现了
脂肪烃类中甲基  (—CH3) 的弯曲振动；在
1 000 cm−1 附近显示的是脂类骨架  (C—C)  的
伸缩振动 [39-40]。这些峰主要来自无菌滤液中的
碳水化合物、脂肪族烷烃、多糖类、核酸等
物质 [41]。同时，从谱图中还发现，与 WT相
比，在最大吸收峰处 ΔrpfF 的红外吸收强度相
对较高，这与三维荧光光谱以及紫外可见光
光谱的强度变化一致。

 3    讨论

本研究通过生理生化实验及光谱学手段
探究 DSF-QS系统对 S. rhizophila 溶藻作用的
调控，探明了 DSF-QS调控菌体表型及生长代
谢情况  (图 1) 。DSF-QS缺失的 S. rhizophila 菌
体形态与野生株不同，而敲除株在进入稳定
期后会生成更多生物量，但会更快地进入衰

亡期。QS信号分子的识别和传导对于细菌生理代谢和适应性至关重要 [42]。前期研究表明，WT和
ΔrpfF 之间的转录调节因子和信号传导相关基因的表达存在较大差异。在 DSF-QS缺失的情况下，
ΔrpfF 的 DNA复制相关的基因表达量下调，细胞增殖能力减弱，相对于 WT而言会更快进入衰亡
期；同时，与细菌趋化性相关基因的表达显著上调，ΔrpfF 表现出更强的趋化性和生物膜形成能
力[43]。而这些生理代谢的改变可能直接影响了 S. rhizophila 的溶藻作用。

WT能在较短时间内进入生长稳定期，故 WT的 3个生长时期的无菌滤液溶藻效果趋于稳定，
无明显差异 (图 3) 。而 ΔrpfF 具有一段延滞期，生长前期生物活性较低，细胞代谢较弱，分泌到胞
外的溶藻物质质量浓度相对较低，故 12 h无菌滤液处理组的溶藻作用弱；而 ΔrpfF 随着生长进入
稳定期，ΔrpfF 大量增殖，细胞代谢增强，培养液中积累了大量溶藻物质，溶菌效果随之显著提
升；而在 24 h和 48 h这 2个处理组中溶藻效果基本相持平，这说明 ΔrpfF 的溶藻效果已趋于稳定，
细菌进入生长后期细胞代谢减弱，只能依靠前期培养液中累积的溶藻物质来溶藻 [44]。此外，不同
投加量的无菌滤液对 S. rhizophila 的溶藻效果也具有较大差异 (图 4) 。对于 WT来说，处理 7 d后投
加量为 5%、10%、15%处理组的溶藻率分别依次增加，溶藻效果随着投加量的增加而加强，呈现
出一定的剂量效应 [45]；而在 ΔrpfF 处理组中，投加量为 5%、10%和 15%处理组溶藻效果相近。
ΔrpfF 在稳定期的生物量显著高于 WT，这可能导致 WT的溶藻活性弱于 ΔrpfF，需依靠较高的无菌
滤液溶藻物质浓度才能发挥溶藻作用，而 ΔrpfF 分泌的溶藻物质活性较强，在低浓度下能达到较好
的溶藻效果。

从整体上来看，WT和 ΔrpfF 的溶藻特性较为相似。WT和 ΔrpfF 都对小球藻和栅藻均未表现

 

吸
光

度

1.8

1.5

1.2

0.9

0.6

0.3

0.0

200 300 400 500 600 700

波长/nm

299 Δ
WT

rpfF
nm

297 nm

图 10    溶藻物质的紫外-可见光谱
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出溶藻作用，具有针对铜绿微囊藻的溶藻特异性  (图 5) ，推测是由于小球藻和栅藻的细胞壁结构
及生理代谢不同于铜绿微囊藻，对溶藻物质具有较强的抗性 [46-47]。此外，WT和 ΔrpfF 的无菌滤液
展现出与菌液一样的溶藻效果，溶藻活性并没有因为菌体的去除而降低。这说明 WT和 ΔrpfF 主要
通过分泌具有溶藻活性的物质进行溶藻，属于间接溶藻方式  (图 2) 。目前，从溶藻菌中分离纯化
出来的溶藻物质多为蛋白质、氨基酸、抗生素、多肽、生物碱等物质，部分物质耐高温高压、稳
定性好，方便后续提取和保存 [48]。本研究结果表明，WT和 ΔrpfF 的溶藻物质都具有热稳定性
(图 6) 、耐强酸强碱  (图 7) ，且经乙醇沉淀后上清依旧保持较好的溶藻活性  (图 8) 。这表明 WT和
ΔrpfF 的主要溶藻物质并非蛋白、糖类、核酸等易变性物质。此外，WT的溶藻物质受温度影响的
波动较大，特别在 - 40 ℃ 处理组中其溶藻率降低了 28%，而 ΔrpfF 并无此现象。这说明 WT和
ΔrpfF 的溶藻物质在种类上可能存在差异。

溶藻菌的溶藻物质在结构和作用方式上复杂多样，故进一步通过光谱学技术对 WT和 ΔrpfF 的
溶藻物质进行探究。结合三维荧光光谱  (图 9) 、紫外可见光光谱  (图 10) 、傅里叶变换红外光谱图
(图 11) 结果分析发现，S. rhizophila WT和 ΔrpfF 的无菌滤液中主要以类腐殖酸物质为主，含有芳香
基团，附带羧基、羟基等官能团。类腐殖酸物质是一种具有芳香基团的大分子多聚物，能与铁元
素形成络合物，降低其生物利用度 [49]。而铁元素参与藻类光合作用中电子传输蛋白的合成以及还
原有机化合物，铁耗竭会抑制藻的生长 [50]，这为 WT和 ΔrpfF 抑制铜绿微囊藻生长的机制提供了一
个合理解释。然而，类腐殖酸物质是一类弱酸性大分子有机物，具有热稳定性但在碱性环境中并
不稳定，这与上述酸碱稳定性结果并不符，由此说明类腐殖酸物质络合铁并不是 WT和 ΔrpfF 主要
的溶藻方式，可能存在其他溶藻物质。这也表明 S. rhizophila 并不是代谢某一类单一物质进行溶
藻，而是通过分泌多种溶藻物质共同作用的结果 [11]。此外，从荧光强度及吸光度看，ΔrpfF 无菌滤
液中类腐殖酸物质含量和芳香化程度均高于 WT，结合 WT和 ΔrpfF 的生长代谢差异分析表明，
WT和 ΔrpfF 的溶藻物质在浓度上也存在差异。

综上所述，DSF-QS与 S. rhizophila 的溶藻作用密切相关。当 DSF-QS缺失后，S. rhizophila 的生
物量显著增加，代谢活性增强，在相同的生长周期内能代谢出更多的溶藻物质，进而增强了 S.
rhizophila 的溶藻能力。

 4    结论

1) S. rhizophila 是一株溶藻功能菌，不同生长时期的无菌滤液和不同的投加量会对菌的溶藻效
果有较大影响。其中，当采用 48 h的无菌滤液且投加量为 10%时，WT和 ΔrpfF 的溶藻效果最优，
溶藻率分别为 53%和 78%。2) S. rhizophila WT和 ΔrpfF 主要通过分泌胞外溶藻物质进行溶藻，且溶
藻物质稳定性较好，不易降解和失活，在高温高压及强酸强碱的处理下依然能保持较好的溶藻活
性；同时，S. rhizophila 产生的溶藻物质并非蛋白质、糖类、核酸等单一物质，不易被乙醇沉淀。
3) S. rhizophila WT和 ΔrpfF 的无菌滤液主要以类腐殖酸物质为主，且该物质含有芳香基团，附带羧
基、羟基等官能团，能络合铜绿微囊藻所必需的微量元素，进而限制铜绿微囊藻的生长。从荧光
强度及吸光度看，ΔrpfF 无菌滤液中类腐殖酸物质的质量浓度高于 WT。这说明 DSF-QS缺失使菌
体能代谢出更多溶藻物质，进而增强了 S. rhizophila 的溶藻能力。DSF-QS系统对 S. rhizophila 溶藻
作用的调控模式为溶藻菌的应用提供了新思路。
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Abstract    There are complicated and volatile interrelationships between algae and microorganisms in aquatic
environments,  of  which  quorum  sensing  (QS)  of  microorganisms  can  influence  and  regulate  the  symbiotic
relationship  between  bacteria  and  algae.  In  this  study, S.  rhizophila wild-type  (WT)  and  an  incompetent  DSF
production rpfF-knockout mutant(△rpfF)  were used to illustrate whether DSF-QS could regulate the algicidal
effects  of S.  rhizophila on Microcystis  aeruginosa.  The  results  showed that S.  rhizophila WT and △rpfF had
similar  algicidal  characteristics.  Both  strains  had  algicidal  specificity  for Microcystis  aeruginosa,  mainly  via
secreting extracellular algicidal substances indirectly against algae. After 48 h of culture, the sterile filtrate of S.
rhizophila WT and △rpfF showed significant algicidal effects. The algicidal rate of wild and knockout strains
was 53% and 78% after a 7-day incubation when feeding 10%(v/v) sterile filtrate. The algicidal substances had
better thermal stability and acid-base tolerance and were not easy to precipitate using ethanol. Three-dimensional
fluorescence  spectroscopy,  UV-vis  absorption  spectrum,  and  Fourier  transform  infrared  spectroscopy  showed
that the extracellular filtrate of the strain was mainly composed of humic acid-like substances with a high degree
of  aromatification.  Meanwhile,  the  content  of  humic acid-like  substances  in  the  sterile  filtrate  of S.  rhizophila
△rpfF was significantly higher than S. rhizophila WT by comparing fluorescence intensity and absorbance. The
above experimental results verified that the S. rhizophila lacking DSF quorum-sensing system had more biomass
and could secrete more algicidal substances, which enhanced the algicidal effects of S. rhizophila. In this study,
the  understanding  of  bacteria-algal  interaction  was  broadened,  thus  a  better  understanding  of  the  inhibition
mechanism of algicidal  bacteria on harmful algal  blooms was chieved.  The results  of  this  study can provide a
reference for the technical system of bacteriological agents to control blooms.
Keywords    Stenotrophomonas rhizophila; Microcystis aeruginosa; quorum sensing; diffused signal factor
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