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""摘"要!"针对夏季鱼塘藻类大量繁殖!常规化学法除藻影响水生生物生长和水产品质量!而

生物控藻周期长%见效慢等难题!利用自主研发的具有除藻作用的双十二烷基
!

)双季铵盐

"*+,-$和从太湖激浪鱼肠道中筛选并培育的高效溶藻细菌.& 进行协同控藻特性研究!考察了投

加*+,-%.& 菌产生的协同控藻效果和 *+,- 对 .& 菌溶藻活性的影响& 结果表明'单独投加 !(

/012的*+,-时!第 3 天除藻率达到 !((4#单独投加.& 菌"菌藻比为 ! 5!($!第 % 天除藻率达到

'#4#协同控藻时*+,-投加量为 # /012%.& 菌藻投加比为 ! 56!第 & 天除藻率为 6#4!协同控藻

效果明显& *+,-%.& 协同控藻机制可能是'*+,- 先对 .& 菌产生作用!降低了除藻效率!当药剂

与.& 菌的作用达到平衡后!.& 菌与*+,-产生共同除藻作用!侵蚀藻细胞壁!破坏藻细胞结构!藻

细胞死亡%沉淀!从而达到控藻目的&
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""水华会造成水体恶臭'溶解氧减少%最终破坏水

体生态平衡(! )#)

* 铜绿微囊藻是淡水体系中分布最

广'生长最集中'暴发最频繁的藻类%也是造成水华

的主要藻类之一(%)

* 铜绿微囊藻会产生对肝脏具

有损害力的微囊藻毒素!b̂ H"%它的食用量超过一

定指标会致癌(' )3)

* 传统的除藻方法有人工打捞'

曝气法'超声波灭藻'活性炭吸附等%这些物理方法

成本高且除藻不彻底(& )6)

* 在藻类繁殖旺季%通常

会投加一些化学药剂如硫酸铜'高锰酸钾或者

氯(9 )!#)

* 化学试剂能快速除藻且效果显著%但是投

加过多药剂会改变水体 VL值%还会造成二次污

染(!%)

* 菌剂除藻近年来受到广泛关注%其价格便

宜'来源广泛%是一种价廉环保的除藻方式(!' )!6)

*

从环保性和价格方面考虑%菌剂除藻有一定的

优势%但菌剂除藻见效慢%在蓝藻大量暴发时去除能

力不够* 综合化学除藻快速'高效和生物除藻周期

长的特点%利用本课题组研发的具有杀藻作用的双

十二烷基
!

)双季铵盐!*+,-"

(!9)和从太湖激浪鱼

肠道中筛选并培育的高效溶藻细菌 .&

(#()进行协同

控藻研究%在 .& 菌剂除藻的基础上投加 *+,-%考

察*+,-和.& 菌的联合控藻效果%探究二者联合控

藻的特性%旨在为养殖水体夏秋季节藻类治理提供

技术支持*

!"

材料与方法

!#!"试验材料

选用的藻种为铜绿微囊藻 !9!0.,63+)%80"

\,̂ L+)9(3%购于中科院武汉水生生物研究所国

家淡水藻种库* 将购买的藻静置于光照培养箱中培

养%培养箱条件$温度为 #6 c'光照度为 # 3(( @d'光

暗周期比为 !# B 5!# B*

溶藻细菌2+液体培养基$蛋白胨为 !( 012%氯

化钠为 !( 012%酵母浸膏为 3 012%VL值为 :$#*

!#$"试验方法

!#$#!"*+,-溶液配制

称取 ! 0*+,- 样品于 !(( /2烧杯中%加 %(

/2蒸馏水与*+,-搅拌至完全溶解后倒入 !(( /2

容量瓶%清洗两次烧杯并将清洗液引入容量瓶%定

容%配成质量浓度为 !( 012的溶液%备用*

!#$#$".& 菌的培养

将实验室保藏的 .& 菌用接种环挑取一株接入

已经高温灭菌且冷却后的液体培养基中* 将接种过

.& 菌的培养液平稳放置在转速为 !%( W1/?C'温度

为 %( c并保持条件不变的振荡培养箱内振荡 !6 B*

!#$#%"藻类去除率的计算

利用乙醇法提取叶绿素%测定每天的叶绿素 >

! B̂@N>"含量并计算藻类去除率*

"藻类去除率 e

空白组 B̂@N>)处理组 B̂@N>

空白组 B̂@N>

f

!((4 !!"

!#$#&"*+,-投加量对除藻的影响

向 !(( /2藻液中添加之前已经配制好的 !( 012

的*+,-%使其在藻液中浓度分别为 3'6'!('!# /01

2%并于温度为 #6 c'光照度为 # 3(( @d'光暗周期比

为 !# B 5!# B的条件下在光照培养箱中静置培养%

每天吸取 !( /2液体测定 B̂@N>值%并与空白样比

较%得到藻类去除率和剩余率*

!#$#'"投加*+,-对藻液K*

&6(

的影响

向 !(( /2藻液中添加之前已配制好的 !( 012

的*+,-%使其在藻液中浓度分别为 3'6'!('!# /01

2%并于温度为 #6 c'光照度为 # 3(( @d'光暗周期比

为 !# B 5!# B的条件下在光照培养箱中静置培养%

每天取样测定不同*+,-浓度下藻液的K*

&6(

值*

!#$#("*+,-投加量对.& 菌溶藻效果的影响

将培养 !6 B 的菌液按照菌藻比为 ! 5!( 投加

在新鲜藻液中%并同时向藻液中投加 *+,-%使其浓

度分别为 ('!'#'%'''3 /012* 将溶液置于光暗周

期比为 !# B 5!# B的光照条件下进行溶藻试验%并

保持光照培养箱温度为 #6 c'光照度为 # 3(( @d不

变%每天吸取 !( /2液体测定 B̂@N>值%并与空白样

比较%得到藻类去除率和剩余率*

!#$#)".& 菌投加量对协同控藻的影响

向新鲜藻液中投加 *+,- 溶液使其浓度达到 #

/012%将培养 !6 B 的菌液分别按照菌藻比为 ! 5

3('! 5#3'! 5!&'! 5!#$3'! 53( 投加* 于光暗周期

比为 !# B 5!# B的光照条件下进行溶藻试验%保持

光照培养箱温度为 #6 c'光照度为 # 3(( @d%每天吸

&%&&
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取 !( /2液体测定 B̂@N>值%并与空白样比较%得到

藻类去除率和剩余率*

!#$#*"*+,-投加时间对协同控藻的影响

分别在第 !'%'3 天添加 # /012的 *+,-%于光

暗周期比为 !# B 5!# B 的条件下进行溶藻试验%保

持光照培养箱温度为 #6 c'光照度为 # 3(( @d%每天

吸取 !( /2液体测定 B̂@N>值%并与空白样比较%得

到藻类去除率和剩余率*

!#$#+"显微镜观察*+,-与.& 菌感染的藻细胞

在新鲜藻液中分别投加 % /012的 *+,- 与

!(4的.& 菌液%反应 % [ 后分别在新鲜藻液'投加

*+,-与.& 菌液的溶液中滴加鲁哥氏液%#' B 后取

一滴样品液滴在载玻片上用显微镜观察*

$"

结果与讨论

$#!"*+,-的投加量对除藻的影响

试验结果表明%投加的*+,-浓度越高%对铜绿

微囊藻的去除速率越快%去除率越大!见图 !"* 藻

液中*+,-浓度介于 3 g!# /012%均能起到除藻作

用* 在第 ! 天%3 /012的 *+,- 对藻的去除率就达

到 3&$34%随着药剂作用时间的增加%去除率呈先

直线上升后趋于平缓的趋势%随着藻的死亡量剧增%

消耗的*+,-也增加%在第 : 天时剩余药剂只能杀

死新增长的藻%无法再进行进一步的去除* 当加入

浓度为 6 /012的 *+,- 时%初始去除率高于 *+,-

为 3 /012时的去除率%第 6 天藻全部死亡%并且随

着时间的增加%藻没有重新生长的趋势%说明 *+,-

的除藻效果很彻底* 当 *+,- 浓度为 !('!# /012

时%除藻能力相同%所以 !( /012是*+,-的最佳浓

度%比*+,-浓度为 6 /012时去除速率更快%在第 3

天对藻类的去除率就达到 !((4%并且能够保持这

种效果*
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图 !"不同,-./浓度的除藻效果
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$#$"投加*+,-对K*

&6(

的影响

图 # 是投加不同浓度*+,-后藻液的K*

&6(

值*

可以看出%未投加药剂的藻液其K*

&6(

值随着时间变

化越来越大%可能是因为没有药剂的抑制%藻生长较

快%观察到藻液颜色随着时间变化也越来越绿* 投

加*+,-后藻液 K*

&6(

值均比未加 *+,- 时的初始

值低%并且在 !# [ 时仍比空白样的 K*

&6(

值要低*

加药后藻液绿色随时间变化慢慢消退%说明K*

&6(

值

减小的原因是藻在药剂作用下被抑制或杀死%并且

效果比较持久*
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图 $"不同,-./浓度下的藻液0,

(*1

\?0$#"K*
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$#%"*+,-浓度对协同控藻效果的影响

单独投加 .& 菌%第 % 天去除率达到 '#4

(#()

%

但是随着时间的增加%菌的生长会导致水体变浑浊%

而药剂既可杀藻又可杀菌* 所以本试验向菌藻比为

! 5!( 的藻液中投加浓度为 ! g3 /012的*+,-%试

验结果见图 %*
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图 %",-./浓度对2( 菌和,-./协同控藻效果的影响

\?0$%"=YYEIUJY*+,- IJCIECUW>U?JCHJC HFCEW0?HU?IWE/JX>@

JY>@0>EZFHUW>?C .& >C[ *+,-

由图 % 可以看出%未加 *+,- 时%.& 菌溶藻效

果比较缓慢%到第 9 天时去除率为 ::$34%较投加

*+,-的去除效果略低* 投加 ! /012的 *+,- 以

后%第 ! 天的除藻效果反而比只加菌时更差%可能是

&'&&
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因为*+,-浓度较低时先选择杀灭量少的.& 菌%从

而导致菌对藻的去除效果下降%而随着 .& 菌的增

加%菌对藻的去除作用增强%导致藻的生长速率低于

藻的去除速率%藻含量越来越少#.& 菌由于受到

*+,-的影响%生长速率相应变慢%最后的去除效果

要比只加菌时差* 继续增加 *+,- 的浓度%可以很

明显地看到藻的去除速率加快%当投加 # g3 /012

的*+,-时%菌药联用对藻的去除作用更加显著%第

% 天时去除率就能达到 :(4%但在第 3 天时去除率

都有所下降%原因可能是第 ! 天所加的 *+,- 先与

藻液中含量更高的藻作用%使得去除率急剧上升%随

着藻含量的减少以及 .& 菌的增加%*+,- 开始对

.& 菌产生作用%菌与药剂相互作用%使得藻又得以

生长#在第 3 天之后藻的去除率又平稳增加%可能是

*+,-与.& 菌之间的作用达到一个平衡%这个平衡

使得 .& 菌能够正常繁殖%而不作用于 .& 菌的

*+,-和.& 菌能够一起对藻进行降解*

$#&".& 菌投加量对协同控藻效果的影响

单独投加菌液时%为了防止菌生长过度造成水

体浑浊%菌藻比为 ! 5!( 时除藻效果最佳* 本试验

投加的*+,-既能杀藻也能杀死一定量的菌%在确

定*+,-浓度为 # /012时%投加不同量的 .& 菌观

察溶藻效果%结果见图 '*

!"#

!

"
$

%
&

!
!

"#$

%$

&$

'$

($

)$

*$

+$

,$

"$

$

" , + * ) '

!-.

"")$ "",) ""#$%& ""#$ ""'

(

图 &"2( 菌投加量对2( 菌和,-./协同控藻效果的影响

\?0$'"=YYEIUJY.& [JH>0EJC HFCEW0?HU?IWE/JX>@JY>@0>E

ZFHUW>?C .& >C[ *+,-

由图 ' 可以看出%当菌藻比为 ! 53( 时%第 ! 天

的去除率较高%可能是因为菌浓度过低时 *+,- 优

先选择与藻反应%而当菌繁殖到一定浓度后%*+,-

开始杀菌#菌的初始浓度较低导致菌繁殖量不多%

*+,- 杀死了大量菌而消耗了药剂量%因此最终溶

藻效果不佳* 当菌藻比为 ! 5#3 时%前 ' [ 的溶藻

效果较好%但是到第 ' 天后藻的浓度又增加了%说明

此后药剂和菌的溶藻效果减弱了%因为在第 ' 天后

*+,-主要作用是抑制并杀死溶藻细菌 .&%抑制藻

生长的力量削弱了%藻的生长速率加快* 当菌藻比

为 ! 56'! 5!#$3 和 ! 5!( 时%去除率整体呈上升趋

势%药剂和菌同时对藻产生抑制作用%在第 & 天时去

除率达到了 6#4* 从图 ' 还可知%当菌藻比为 ! 5

!#$3 和 ! 5!( 时%在前几天溶藻效果比菌浓度低的

试验组差%说明投加的菌达到一定浓度后%*+,- 先

对菌产生作用%降低了其除藻率%等到药剂与菌的作

用保持平衡后%菌与药剂共同杀藻* 综上%当 *+,-

浓度为 # /012时%最适菌藻比为 ! 56*

$#'"*+,-投加时间对协同控藻的影响

向新鲜藻液中按照菌藻比为 ! 56 投加.& 菌液

后%分别在第 !'%'3 天添加 # /012的 *+,-%考察

*+,-投加时间对协同控藻的影响%结果见图 3* 可

以看出%最初未加药的试验组由于所加菌剂较少%在

第 ! 天的去除率为零%而既加菌又加药的试验组在

初始阶段主要由药剂进行除藻* 随着菌的增殖%去

除率也得到提高%比较单独加菌和第 3 天投加药剂

的去除率%前 ' [ 的溶藻效果相同%但第 3 天加入

*+,-后除藻效果反而被削弱%说明此时投加的

*+,-主要与菌发生反应%并没有起到除藻效果%而

大量菌被*+,-杀死%导致菌对藻的去除效果减弱*

第 % 天投加 *+,-%此时溶液中菌含量不高%少量菌

被*+,-杀死%之后菌与药剂协同控藻* 第 ! 天加

入*+,-%除藻效果除在第 % 天受到 *+,- 的抑制%

其余时间均呈直线上升趋势%相较于单独投菌%去除

率增加了 #!4* 所以在藻类暴发时可以先加药控

制再投加菌剂*
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图 '",-./投加时间对2( 菌和,-./协同控藻效果的影响

\?0$3"=YYEIUJY*+,- [JH?C0U?/EJC HFCEW0?HU?IWE/JX>@JY

>@0>EZFHUW>?C .& >C[ *+,-

$#("藻细胞形态破坏的显微镜分析

利用倒置生物显微镜在 ! ((( 倍下可以观察到

未加药或加菌前的铜绿微囊藻细胞是完整的藻细胞

&3&&
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形态%加了*+,-或.& 菌之后藻细胞明显破碎!见

图 &"%说明加药和加菌都能侵蚀藻的细胞壁%破坏

藻细胞的结构*

!"

!"#$%

#"

&

$%&'

'(#$%

()

&

*+

)*(#$+

图 ("加2( 菌和,-./前后藻细胞形态

\?0$&"bJWVBJ@J0FJY>@0>@IE@@HZEYJWE>C[ >YUEW>[[?C0HUW>?C

.& >C[ *+,-

$#)"*+,-与.& 菌的除藻效果

在新鲜藻液中分别投加*+,-溶液和.& 菌液%

随反应时间的增加%藻液中绿色减少%同时测得叶绿

素>含量降低* 观察发现藻死亡率升高%瓶底的白

色絮状物质增多%加入 .& 菌的瓶内沉积物更多%一

部分为杀死的藻%另一部分则是生长过多的细菌*

第 & 天时%两锥形瓶中的叶绿素>含量几乎为零%此

时已完全看不到绿色* 加入*+,-的藻液呈白色且

较透明%而加入 .& 菌的锥形瓶内溶液较黄且较加

入*+,-的溶液浑浊%生长的菌体大部分沉于瓶底*

%"

结论

"

"投加*+,-与.& 菌协同控藻%当*+,-投

加量为 # /012时%菌药联用对藻的去除作用更显

著%但去除率先下降后平稳增加%可能是因为药剂

*+,-与.& 菌之间的作用达到平衡*

#

"*+,- 与 .& 菌协同控藻机制可能是$

*+,- 先对 .& 菌产生作用%降低了其除藻效率#

*+,-与 .& 菌的作用达到平衡后%二者共同灭藻%

侵蚀藻细胞壁%破坏藻细胞结构%使得藻细胞死亡'

沉淀*
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