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摘 要：以太湖水华蓝藻中提取纯化的微囊藻毒素（microcystins, MCs）作为微生物生长的碳源和氮源，从富营养化的太湖水体中分

离筛选到 MCs 高效降解菌群 JSM004，24 h 内可以将初始浓度分别为 3.64 和 2.62 mg·L-1 的 MC-RR 和 MC-LR 完全降解。在研究关

于环境因子对 JSM004 降解效率的影响中，发现菌群 JSM004 的生长受温度和 pH 值影响较大，而且其对 MCs 的降解效率也随之变

化。结果表明，在接近实际水体的中性和弱碱性环境中，JSM004 对 MCs 的降解活性最强，加入不同含碳和含氮化合物能够促进混

合微生物菌群的生长，但是对 MCs 的降解却有明显的延滞作用。与对照组相比，MCs 被完全降解的时间至少推迟 24 h。在实验室条

件下，JSM004 可在 72 h 内完全降解太湖水中高浓度的 MCs。研究结果表明微囊藻毒素降解菌群 JSM004 具有良好的 MCs 降解效

果，有实际应用前景。
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微生物菌群 JSM004 对微囊藻毒素的生物降解
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Abstract：The indigenous mixed bacterial populations JSM004 were isolated from eutrophic waters of Taihu by using the MCs extract from
cyanobacteria of blooms as the sole carbon and nitrogen source. This isolate showed high MCs-degrading activity, which could completely
degrade 3.64 mg·L-1 of MC-RR and 2.62 mg·L-1 of MC-LR within 24 h. Subsequently, the effects of environmental factors on the MCs-
degradation by JSM004 were investigated, and the results showed that both temperature and pH value could affect the growth of JSM004 as
well as its MCs-degrading rate. It was demonstrated that JSM004 showed highest MCs-degrading activity in natural or slight alkali culture
fluids. The addition of other carbon or nitrogen compounds could promote the growth of JSM004, but cause a prolonged lag phase more than
24 h to completely degrade MCs as compared to the control group. Under the laboratory conditions, JSM004 could completely degrade high
levels of MCs of lake water in 72 h. In conclusion, JSM004 could be considered as one of the prospective candidates in the application of MCs
removal because of its high efficiency of MCs-degradation.
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随着人类生活方式的改变，工业化、城市化的发

展以及农业生产大量使用化肥，大量含氮、磷废水排

入天然水体，水体富营养化日益加剧, 蓝藻水华的暴

发呈现越来越频繁的趋势[1]。据报道有 25%～70%的

蓝藻水华污染可产生藻毒素 [2]，如丝状鱼腥藻、囊丝

藻、颤藻和微囊藻等[3-5]都会分泌藻毒素到水体中。目

前在富营养化水体中最普遍造成污染的是微囊藻毒

素 （microcystins，MCs），MCs 是一类环状七肽肝 毒

素，其一般结构为环（D-丙氨酸-L-X-赤-8-甲基-
D-异天冬氨酸-L-Y-Adda-D-异谷氨酸-N-甲基脱

氢丙氨酸），其中 Adda 为一种特殊的氨基酸，结构为

3-氨基-9-甲氧基-2，6，8-三甲基-10-苯-4，6-二烯

酸，X 及 Y 为两种可变的 L 氨基酸[6]。目前已发现 60
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多种异构体[7]，其中 MC-RR 和 MC-LR 是我国和世

界在天然水体中检出频率最多和含量最高的 MCs 类

型[8]。据调查,饮用水中痕量 MCs 的存在与人群中原发

性肝癌和大肠癌的发病率有明显的相关性[9]，其致毒

机理是通过抑制肝细胞中蛋白磷酸酶的活性，诱发细

胞角蛋白高度磷酸化，导致哺乳动物肝细胞微丝分

解、破裂和出血[10-11]。虽然早在 1878 年就有蓝藻水华

引起家畜及禽类中毒死亡的研究报道 [12]，但 1996 年

在巴西发生的 100 多人因饮用含 MCs 的水而发生急

性肝功能障碍，其中约 50 人死亡的严重 MCs 污染事

故[13]，才真正引起世界各国的普遍关注。世界卫生组

织（WHO）和我国卫生部颁布实施的《生活饮用水水

质卫生规范》（2001）规定了生活饮用水中 MC-LR 标

准值为 1 μg·L-1[14]。
MCs 呈环状结构，非常稳定，在 300 °C 高温下还

能维持很长时间不分解[15]。目前，已被证实能够去除

MCs 的方法主要有化学氧化、光催化、吸附、过滤、生
物降解等，其中生物降解是最为安全有效的去除水体

中蓝藻毒素的方法之一。微生物去除 MCs 具有成本

低、安全性强、利于生态修复等优点，是一种去除MCs
很有潜力的方法。

本研究从有藻毒素污染的太湖水样中筛选出对

MCs 有降解作用的微生物群落，并评估其在不同营养

条件下对 MCs 的降解效率，以期将微生物菌群应用

到富营养化水体中，治理微囊藻毒素的污染，保障人

们饮用水的安全。

1 材料与方法

1.1 水样采集和含毒藻粉制备

实验用表层水样的采样时间是正值蓝藻水华暴

发高峰的季节 2008 年 7 月初，采样地点是水华较严

重的无锡太湖梅梁湾闾江口段。采集水样方法是直接

用采样瓶装取含有水华蓝藻的表层水体，放入冰箱中

在 4 °C 下保存备用。采集水华蓝藻的方法是直接用

塑料桶捞取漂浮在水面的水华蓝藻，倒在纱布上自然

阴干后，用粉碎机粉碎干燥的藻细胞块并过 100 目筛

网后放在-20 °C 冰箱中冷冻保存。
1.2 MCs 标准品和纯化的 MCs

两 种 微 囊 藻 毒 素 标 准 品 MC -RR （分 子 式

C49H75N13O12，分子量 1 038.12） 和 MC-LR （分子式

C49H74N10O12，分子量 995.12）购于 Sigma 公司。筛选

降解菌群的 MC-RR 和 MC-LR 是从无锡太湖水华蓝

藻细胞中提取和纯化的。

1.3 MCs 的提取和纯化

分别称取 0.2 g 太湖水华蓝藻藻粉到 10 mL 80%
甲醇中，超声波处理 1 h 后，高速离心（12 000 r·min-1，
10 min，4 ℃）去沉淀，将上清液在旋转蒸发仪 55 ℃、
120 r·min-1 下蒸干，并用去离子水定容到 5 mL，调

pH 值到 3.4，再离心（12 000 r·min-1，10 min，4 ℃）去

杂蛋白，过 0.45 μm 微孔滤膜，把藻毒素溶液的 pH 值

重新调回到 7，121 ℃灭菌 15 min 后，加入少量去离

子水，使藻毒素溶液的最终体积是 5 mL。
MCs 的进一步纯化，过固相萃取柱（Supelclean

LC-18 SPE Tubes,3 mL, SUPELCO），先用 10 mL 20%
甲醇溶液过柱，清洗吸附于柱上的杂质，再用 10 mL
80%甲醇溶液对吸附在柱上的 MCs 进行洗脱，流速

控制在流动相不成股流出。洗脱液用氮吹仪吹干后,
用去离子水溶解残留的固体，溶液再经 0.45 μm 滤膜

过滤后,冷冻保存于-18 ℃冰箱中作为实验用 MCs 的

储备液。提取液中 MCs 的鉴定采用与标准品 MC-RR
和 MC-LR 的出峰时间是否一致来确定。
1.4 MCs 毒素降解菌群的筛选

吸取 10 mL 水样（太湖水华蓝藻表层水体）于细

菌选择性培养液中，在 120 r·min-1、30 ℃条件下摇床

培养 7 d，吸取 5 mL 培养液重新转接入新鲜的与上述

相同的细菌选择性培养液中，培养条件保持不变，连

续转接培养 7 次。每次转接时取样测定 MCs 含量的变

化，选取转接培养 24 h 后，MCs 全部降解的微生物菌

群 JSM004 作为实验材料进行进一步降解活性研究。
细菌选择性培养液：MgSO4·3H2O 1.0 g；KH2PO4

0.5 g；K2HPO4 4.0 g；NaCl 1.0 g；CaCl2 20 mg；FeSO4 5 mg；

MnCl2·4H2O 5 mg；CuCl2 0.5 mg；MCs 200 mL；去离子

水 800 mL。
1.5 JSM004 的生物降解活性

1.5.1 温度对 JSM004 降解速率的影响

把细菌选择性培养液放置在 不 同 的 温 度（4、
25、30、37、45℃）条件下，分别接入 5 mL JSM004 到 50
mL 不同的温度体系中，起始 OD600 为 0.14, 120 r·min-1

条件下摇床培养 48 h，在 0、6、12、18、24、36、48 h 取

样，每次取样 2 mL，分别测定 OD600。通过培养液 OD600

值的高低判断细菌的生长快慢，HPLC 检测 MC-RR
和 MC-LR 含量的变化，以确定菌群的降解速率。
1.5.2 pH 对 JSM004 降解速率的影响

把细菌选择性培养液调成不同的 pH（5、6、7、8、
9），分别接入 5 mL JSM004 到 50 mL 不同的pH 体系

中，起始 OD600 为 0.14，120 r·min-1、30 ℃条件下摇床
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图 1 1 mg·L-1 的 MC-RR 和 MC-LR 标准品（A）和

提取纯化的 MCs（B）的 HPLC 图谱

Figure 1 HPLC profiles of standard MC-RR and MC-LR
of 1 mg·L-1（A）, and extracted and purified MCs（B）
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培养 48 h，在 0、6、12、18、24、36、48 h 取样，每次取样

2 mL，测定 OD600 及 HPLC 检测 MC-RR 和 MC-LR 含

量的变化。
1.5.3 不同碳氮源对 JSM004 降解速率的影响

在细菌选择性培养液中分别添加 10 mg·mL-1

葡萄糖、甘油（培养基灭菌后在洁净工作台内加入）

作为混合微生物菌群的碳源，在培养基中，分别添

加 10 mg·mL-1 酵母粉、尿素作为氮源, 研究不同含

碳和含氮化合物对混合微生物菌群生长（OD600）和对

MC-RR 和 MC-LR 生物降解的效应。微生物的培养

容器是 100mL的三角瓶，培养量是 50mL，120 r·min-1、
30 ℃条件下摇床培养 72 h，每 6 h 取 1 次样，每

次取样2 mL，分别测定 MC-RR 和 MC-LR 的浓度和

光密度（OD600）。
1.6 JSM004 在富营养化水体中对 MCs 的降解活性

以采集的太湖水样作为本底，研究 JSM004 对

MCs 的降解活性，在太湖水样中添加提取纯化的

MCs，然后接入 5 mL JSM004（起始 OD600 为 0.14），120
r·min-1、30 ℃条件下摇床培养 72 h，每 12 h 取 1 次

样，每次取样 2 mL，分别测定 MC-RR 和 MC-LR 的

浓度和菌液的光密度（OD600）。
1.7 HPLC 分析

根据不同反应时间取的样品，高速离心（12 000
r·min-1，10 min，4 ℃）去沉淀，上清过已经用 5 mL 甲

醇和 5 mL 去离子水活化过的 SPE-C18 柱（Supelclean
LC-18 SPE Tubes，3 mL，SUPELCO），然后用20%的甲

醇淋洗去除部分杂质，再用 80%甲醇对吸附在柱上的

MCs 进行洗脱，洗脱液过 0.22 μm 微孔滤膜，用 HPLC
（Agilent 1100）测定 MC-RR 和 MC-LR 的浓度。测定

条件是：流动相 55%甲醇，45%水，在水相中含有 0.05%
的三氟乙酸，流速 1.0 mL·min-1，紫外检测波长 238
nm，进样量 20 μL，所用的分离柱是 Waters ODS-C18
column（250×4.6 mm，5 mm 粒径），柱温 40℃。

2 结果与讨论

2.1 MCs 的提取和纯化

图 1 是 1 mg·L-1 MC-RR、MC-LR 标准品和从太

湖水华蓝藻细胞中提取纯化的 MC-RR 和 MC-LR
的HPLC 出峰图谱,图中显示 MC-RR 和 MC-LR 的保

留时间分别为 10.482 和 19.872 min（图 1A），与提纯

MC-RR 和 MC-LR 的保留时间 10.588 和 19.969 min
（图 1B）几乎一致。另外，由于提取方法改进，MCs 的

提取率大大提高，把 pH 调到 3，可以沉淀大部分杂蛋

白，而对于 MC-RR 和 MC-LR 的提取率没有影响，因

此确认从太湖水华蓝藻中提取纯化的化合物主要就

是 MC-RR 和 MC-LR。从图 1B 可发现 HPLC 图谱的

基线有漂移，可能是由于没有除去的部分杂质或者是

其他一些 MCs 的同系物存在引起的，而实际上，少量

杂质的存在，不会影响 MCs 作为降解底物进行筛选

微生物菌群的实验，因为富营养化的水体中，MCs 是

痕量的，筛选出来的微生物菌群必需具备降解痕量

MCs 的能力，才更有实际意义。
2.2 微生物菌群 JSM004 的筛选

接种太湖水华蓝藻表层水体到细菌选择性培养

液中，对微生物进行连续 7 次每次 4 d 的驯化培养

后，跟踪取样测定 MCs 的降解情况。图 2 为第 7 次转

接后，微生物菌群 JSM004 对 MC-RR 和 MC-LR 的降

解效果，随着 JSM004 的生长从对数生长期进入稳定

图 2 JSM004 对 MC-RR 和 MC-LR 降解速率

Figure 2 The degrading efficacy of JSM004 toward
MC-RR and MC-LR
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期，MCs 的浓度显著降低，初始浓度分别为 3.64 和

2.62 mg·L-1 的 MC-RR 和 MC-LR 在 24 h 内完全降

解，故确定微生物菌群 JSM004 确实具有降解 MCs 的

能力。由于太湖已遭受多年的蓝藻水华和 MCs 污染，

在 MCs 长期存在条件下必然驯化出了一定量的能够

降解 MCs 的微生物菌群。
2.3 JSM004 在不同温度体系中对 MCs 的降解速率

水体的温度随着季节、昼夜有周期性的波动，

JSM004 培养 18 h 时，不同温度条件对其降解速率有

明显的影响，如图 3。随着温度在 4~45℃范围内波动，

JSM004 的菌液浓度 OD600 在 0.24~0.54 有明显的变

化，可见低温和高温条件对 JSM004 的生长都有明显

的抑制作用，导致 JSM004 对 MCs 的降解率也很低，温

度在 30~37℃范围内，JSM004 的生长量基本不变，对

MCs 的降解率也很相近，以 30℃时最高，对MC-RR 和

MC-LR 的降解率分别为 55.56%和80.63%。
2.4 JSM004 在不同 pH 体系中对 MCs 的降解速率

富营养化水体的 pH 值会随着水体温度以及污

染物的排放量的不同，有季节性的波动。研究不同 pH
体系对 JSM004 降解效率的影响有一定的理论和实

际意义。图 4 显示 JSM004 培养 18 h 时，不同 pH 体系

对其降解速率有一定的影响。当 pH 为 5～9，JSM004
的菌液浓度 OD600 在 0.449 4~0.542 3，JSM004 对 MC-
RR 的降解率从 29.97%到 58.03%，对 MC-LR 的降解

率 从 37.85%到 80.53%， 可 见 MC-LR 更 容 易 被

JSM004 降解。图 4 还表明，JSM004 在中性或弱碱性

条件下，表现出了更好的降解速率，当 pH 在 7~9 范

围内，JSM004 对 MC-RR 和 MC-LR 的最大降解率与

最小降解率之差，都不会超过 3%，而当 pH 在 5~7 之

间波动时，JSM004 对 MC-RR 和 MC-LR 的最大降解

率与最小降解率之差，最高超过 40%。可能JSM004 分

泌的降解酶，在中性与弱碱性条件下，才能更好地发

挥作用，而酸性条件下，部分降解酶可能在等电点沉

降，而失去活性。实际上，一般的富营养化水体的 pH
在弱碱性条件下[16]，所以 JSM004 有更大的应用空间。
2.5 碳氮源对 JSM004 降解速率的影响

在含有 MC-RR 和 MC-LR 初始浓度分别为 3.64
和 2.62 mg·L-1 的细菌选择性培养液中，分别添加不

同含碳化合物作为混合菌群生长的碳源，接种混合菌

群（初始 OD600 为 0.14）培养 3 d 后，不加入辅助碳源

的对照 OD600 达到 0.53，而添加葡萄糖和甘油可以促

进混合菌群生长，其 OD600 均达到 0. 64左右（图5A），尤

其是加入葡萄糖后,菌群生长明显增加。
微生物培养中葡萄糖是最容易被利用的碳源之

一, 生成丙酮酸，然后在脱氢酶的催化下产生乙酰

CoA，乙酰 CoA 与草酰乙酸缩合生成柠檬酸进入三羧

酸循环,最终产物是二氧化碳和水[17]。虽然二氧化碳的

释放会引起培养液 pH 的降低，但碳酸很不稳定，在

30 ℃ 120 r·min-1 条件下，会不断的从水体释放到空

气中，对体系的 pH 不会有太大的影响。甘油作为备

用能源,在被微生物代谢过程中，首先转化成 3-磷酸

甘油，到磷酸二羟丙酮，再到丙酮酸，然后在脱氢酶的

催化下产生乙酰 CoA，乙酰 CoA 与草酰乙酸缩合生

成柠檬酸进入三羧酸循环，最终产物也是二氧化碳和

水[17]，代谢过程与葡萄糖类似。如图 5B，葡萄糖和甘

油的添加，对混合菌群的生长有一定的促进作用，但

对 MC-RR 和 MC-LR 的降解却有明显的抑制作用。
不加入辅助碳源的对照，培养 24 h 后，MC-RR 和

MC-LR 降解完全，而添加葡萄糖和甘油作为辅助碳

源的处理，培养到 48 h 后，才完全降解，推迟了 24 h。

图 3 温度对 JSM004 降解速率的影响

Figure 3 Effect of temperature on degrading rate of JSM004

MC-RR
MC-LR
OD600 nm

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

Gr
ow

th
-O

D 6
00

nm

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

De
gr
ad
at
iv
e
ra
te
/%

48442824201612840 32 4036
t/℃

图 4 pH 对 JSM004 降解速率的影响

Figure 4 Effect of pH value on degrading rate of JSM004
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可能微生物更倾向于利用结构比较简单、容易被吸收

利用的碳源作为营养物质，当然也有可能少量 MCs
也被降解利用了。因为 MCs 的分子结构与蛋白胨中

的环状寡肽相类似，微生物会像利用蛋白胨中寡肽的

方式偶然的降解 MCs，为机体的正常生长提供必要的

物质和能量[18]。当这些容易利用的营养物质被消耗差

不多的时候，菌群的生物量比较大，在巨大的生存竞

争条件下，大量的 MCs 被作为碳氮源降解利用。
相同条件下，添加不同含氮化合物培养 3 d 后，不

加入辅助氮源的对照 OD600 达到 0.53，添加任何一种

含氮有机物都会大幅度提高混合菌群的生长速度。在

添加酵母粉、尿素的情况下，OD600 均可分别达到 0.62
左右（图 6A），说明混合菌群可以利用这些含氮有机

物作为氮源支持其生长。但对 MC-RR 和 MC-LR 的

降解表现出了更明显的抑制作用，JSM004 对 MC-RR
和 MC-LR 的降解推迟了 48 h，可能由于酵母粉、尿素

作为的辅助氮源在体内的代谢相对缓慢所致（图6B）。
2.6 JSM004 在富营养化水体中对 MCs 的降解活性

在富营养化水体中，JSM004 对 MCs 同样有降解

效果，但富营养化水体中可能缺乏细菌选择性培养液

中的微量元素，以及氮磷等一些污染物对 JSM004 菌

群的降解活性有明显的抑制作用，JSM004 对 MCs 的

降解速率有所降低，比在细菌选择性培养液中推迟了

48 h（图 7）。菌群 JSM004 对富营养化水体中痕量MCs
的降解效果在进一步研究中。

综上所述，外源添加的 MCs 有可能作为一种诱

发因子，诱导 JSM004 分泌降解酶，降解 MCs 以维持

微生物的正常生长和代谢。至于 JSM004 的菌群结构

还知之甚少，在 MCs 作为唯一碳氮源的固体培养基

上，筛选分离单克隆降解菌的过程中，随机挑出的百

余株单克隆在以 MCs 为碳氮源的选择性培养液中，

均未表现出对 MCs 的降解。由此推断，JSM004 中能

图 5 碳源对 JSM004 降解速率的影响

Figure 5 Effect of carbon compounds（Glycose and Glycerine）on degrading rate of JSM004
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图 6 氮源对 JSM004 降解速率的影响

Figure 6 Effect of nitrogen compounds（Yeast power and Urea）on degrading rate of JSM004

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

MCs
Glycose
Glycerine

72603624120 48
Time/h

A

72603624120 48
Time/h

M
C-

RR
an
d
M
C-

LR
Co

n/
m
g·
L-

1

MC-RR
MC-LR
Yeast powder-RR
Yeast powder-LR
Urea-RR
Urea-LR

4.0

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

B

Gr
ow

th
-O

D 6
00

nm

1673



2009 年 8 月

图 7 富营养化水体中 JSM004 对 MC-RR 和 MC-LR 的降解曲线

Figure 7 Die away curve for JSM004 against MC-RR and
MC-LR at eutrophic waters
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够降解 MCs 的可能是一些不可培养的细菌，或者是

一些古生菌，所以在混合菌群状态下表现得更加稳

定。这与一些国外学者报道不相一致，在 1994 年，

Jones 首次从澳大利亚的水体中分离出了 MCs 降解

菌，定名为 MJ-PV。16S rRNA 分析表明，MJ-PV 属于

鞘氨醇单胞菌（Sphingomonas）[19]。随后，Park 从日本的

富营养化的 Suwa 湖水中分离出了一种能降解 MC-
RR、MC-YR、MC-LR 的菌株 Y2, 经鉴定，与鞘氨醇单

胞菌亲缘关系很近[20]。Ishii 也从日本的 Suwa 湖表面

水样中分离出了能降解蓝藻毒素的细菌 7CY，它是一

种革兰氏阴性、好氧杆状菌，亦属[21]。Takenaka 等报

道在日本湖泊中分离出的 MCs 降解菌，属铜绿假单

胞菌（Pseudomonas aeruginosa）[22]。究其原因，可能是由

于大多数单胞菌的质粒可以转录表达出与 MCs 降解

有关的酶类。而对于未知菌群的结构及其降解 MCs
的机制，将通过 16S rDNA-DGGE 对其进一步分析。
无论如何，微生物菌群在应用的过程中，可能更适应

于外环境的动态变化。

3 结论

（1）2008 年 7 月采自无锡太湖的水华蓝藻细胞

中至少含有 MC-RR 和 MC-LR 两种 MCs, 其中 MC-
RR 的含量明显高于 MC-LR 的含量，而且在改进提

取方法后，MCs 的提取率大大提高，可以作为微生物

降解菌群的底物。
（2）从太湖富营养化水体中分离到了能降解 MCs

的微生物菌群 JSM004。
（3）该菌群在以 MC-RR 和 MC-LR 为唯一碳、氮

源的选择性培养基中，最适生长温度为 30 ℃，最适生

长 pH 条件为弱碱性。

（4）添加外源的含氮和含碳有机物可以有利于微

生物菌群 JSM004 的生长,但对 MCs 的生物降解却有

明显的抑制作用,降解时间推迟至少 24 h，但可以确

定的是 MCs 可以同时作为微生物生长的碳源和氮源

而被生物降解。
（5）在富营养化水体中,虽然有氮磷等一些污染

物的影响，微生物菌群 JSM004 对 MCs 表现出了很好

的降解效果，有实际利用价值。
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