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蜡状芽孢杆菌在藻菌共培养系统中对水体异味的影响 
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摘要：选取了一株具有杀藻功能的蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus)与铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosⅡ) 

在 28℃条件下共同培养，同时利用气相色谱一质谱技术对甲硫醚(Dimethvl sulfide，DMS)、二甲基三硫 

醚(Dimethyl trisulfide，DMTS)、B一环柠檬醛(B—cyclocitra1)等 3种异味物质进行了测定。气质联用结果 

显示，在藻类延滞期阶段，藻茵共培养组中的最 cereus 能够增加 DMS和 DMTS的浓度．藻茵共培养组中 

13一环柠檬醛浓度低于铜绿微囊藻单独培养组；在藻类对数期阶段，B一环柠檬醛成为主要的异味化合物。 

双因素方差分析表明藻茵之间的相互关系影响异味化舍物的变化．DMS和 DMTS同时受到微囊藻和细 

菌的影响 ，而 B一环柠檬醛只和铜 绿微 囊藻的生物量呈正相 关。 
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Effects of Bacillus cereus on Off-flavors in Algae／bacteria Co-culture System 

YANG Xp．Z．s,XIE Ping 

(1．DonghU Experimental Station of Lake Ecosystems，Institute of Hydrobiology，Chinese Academy of Sciences，Wuhan 430072，China； 

2．Wuhan Fisheries Science Research Institute，Wuhan 430207，China；3．The University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049，China) 

Abstract：An experiment was conducted to study the effects of Bacillus cereus on off-flavors in an algae／bacteria CO—culture 

system at 28℃．Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)was used to analyse off-flavor compounds dimethyl sulfide 

(DMS)，dimethyl trisulfide (DMTS)and 13-cyclocitra1．During the lag phase of the co-culture system with aeruginosa 

(first fifteen days)，B．cerell~ significantly increased the production of DMS and DMTS．In the exponential phase of the 

co-culture system (after the fifteen days)，13-eyclocitral was the highest off-flavor compound．These results indicated that最 

cereus increased the productions of DMS and DMTS in co-culture system．Two-Way ANOVA was used to investigate the ef- 

fects of M．aeru~／／tosa and B．cereus on the production of off—flavors．The results showed that both M．aeruginosa and B． 

cereus could increase the production of DMS and DMTS．B—cyclocitral was positively correlated with the biomass of aerug- 

加 Sn． 

Key words：co-culture system；off-flavors；Microcyst~ acruginosa；Bacillus cereus 

近年来 ．蓝藻水华 引起的环境污染 已经成为全 

世界关注的水环境问题 蓝藻水华主要是由铜绿微 

囊藻(Microcystis r n∞口)造成的，在中国众多的 

富营养化湖泊中频繁发生⋯ 蓝藻水华带来的危害 

不仅包括藻毒素的释放和水体景观的破坏．其生长 

和腐败产生的水体异味更造成了严重的环境污染 

2005年湖北省襄樊市熊河水库发生严重异味事 

件[21．2007年太湖蓝藻水华暴发导致的强烈异味事 

件更是引起了全世界的关注．也将水体异味产生的 

恶劣环境影响提到了亟待解决的议事日程上E3．4] 严 

重水体异味事件不仅给水产养殖业、景观和旅游业 

造成巨大的损失．也加重了水处理系统的负担 ．所 

以对异味课题的探讨对解决水环境问题意义重大 

通常情况下富营养化水体异味是由一些可挥 

发性有机物质 (Volatile organic compounds．VOCs) 

引起的，包括甲硫醚(Dimethyl sulfide，DMS)[61、二甲 
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基二 硫醚 (Dimethyl disulfide，DMDS)、二 甲基三硫 

醚 (Dimethyl trisulfide，DMTS) 、硫醇[81、2一异丙基一 

3一甲氧基吡嗪(IPMP) 、3-紫罗兰酮(B—ionone) ]、 

二 甲基异莰醇(2一methylisoborneol，MIB)[11]、土味素 

(Geosmin，GEO) ]和 B一环柠檬醛 (15-cyclocitra1) ] 

等 在整个富营养化水体中，水华蓝藻产生的萜类 

化合物、硫醇和色素衍生物是大多数挥发性有机化 

合物的前体 l̈4]．此外一些光合非硫细菌也可以产生 

甲基化硫化物如甲硫醚和二甲基二硫醚等 ]．这些 

物质通常都是异味化合物的来源 蓝藻和微生物之 

间的关系影响着整个水生生态系统的能量和营养 

的流动循环_l6]．所以异味物质与蓝藻以及异养细菌 

的生理生化变化有着密不可分的关系 目前一些已 

有的研究通常从水体异味物质的来源、光照和温度 

对其产生的影响和动力学方面加以探讨_17]．鲜有报 

道涉及水华蓝藻与异养微生物相互关系对异味物 

质的影响 本研究利用微囊藻与细菌的共培养系统 

模拟富营养化水体．以期通过阐述藻菌相互关系对 

异味的影响为异味物质的控制与去除提供新的理 

论依据 

1 材料与方法 

1．1 材料 

于 2008年暴发蓝藻水华的太湖贡湖湾水体中 

筛选得到一株蜡状芽孢杆菌 (Bacillus cereus)，B． 

cere 被报道具有杀藻作用[ ] 试验中采用的水样 

来自于太湖水体。 aer 凡OS。由中国科学院水生 

生物研究所藻种保存中心提供 为降低 aerugi． 

no$a 对无菌条件的影响．利用 BG一1 1琼脂糖培养基 

对 aeruginosa进行纯化培养_19]．然后采用 BG一11 

液体培养基连续驯化。条件为温度(25±1)oC、光照 

为 12 h／d、光照强度 50 Ixmol／(m ·s)。将上述无菌培 

养 M．aerugil~osa每周转瓶一次以保证藻生物量被 

控制在对数生长期 

1．2 方法 

1．2．1 试验设计 设置 28℃温度条件下的藻菌共 

培养实验系统．对照组为 aeruginos0单独培养和 

B．cereus单独培养体系．处理组为 aerlZ~ill,OSa和 

B．cereu$的共培养体系 初始 M aeruginosa和 ． 

cere 生物量分别为 lxlO5、lxl07 cells／mL。试验设 

计 3个平行并持续 33 d．光照为 12 h／d．光照强度 

22~mol／(m2~S)。 

1．2．2 铜绿微囊藻与蜡状芽孢杆菌计数 将取得 

的 ner nos。样品经鲁哥染料固定并进行镜检 

得到藻生物量 B．cere s样品首先用 4％的甲醛溶 

液固定 ．然后将 0．5～2．0 mL固定样品经 1 txg／mL 

4 ．6一二 脒基 一2一苯基 吲 哚 (4 ，6一diamidino一2一 

phenylindole，DAPI)染色 l0～15 min[驯，用 0．22 m 

滤膜过滤(Whatman．Maidstone，UK)，通过荧光显 

微镜镜检．每次镜检重复 10个样品。 

1．2-3 异味化合物测定 将溶解态的异味化合物 

样品一20℃保存 ，利用气相色谱(SHIMADZU，2010) 

和质谱(SHIMADZU—QP2010 plus)进行测定⋯。 

1-2．4 统计方法 异味化合物数据利用 SPSS软件 

进行单因素方差分析，藻菌对异味化合物的影响通 

过双因素方差分析，显著差异为P<0．05。 

2 结果与分析 

2．1 铜绿微囊藻及蜡状芽孢杆菌生物量变化 

从图 1可以看出 ．藻菌共培养下 的 M．aerugi． 

1l,OSa生物量在第 15天出现明显的上升趋势．将 

aeruginosa的生长曲线划分为延滞期(O 15 d)和对 

数生长期(15～33 d) 

团 aeruginosa单独培养(对照) 
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图 1 aeruginosa及 B．cereus生物量变化趋势 

在整个试验过程中．B．cereus生物量都呈下 

降趋势．而且在第 15天下降趋势最为明显。皮尔森 

相关分析(Pearson correlation analysis)证明微囊藻 

和细菌的生长关 系为相互 拮抗 (Pearson Correla． 

tion=-0．221．P=0．01)。也就是说．高浓度的微囊藻抑 

制了细菌的生长．而反过来高浓度的细菌则抑制了 

微囊藻的生长 据此推测，在本试验中，混合培养的 

藻类延滞期延长是由于 B．cere 所具有的杀藻作 

用造成的．而当微囊藻达到对数生长期时 ．细菌的 

生长被抑制可能是由于微囊藻的分泌物 (如藻毒 

素)造成的．但这个推测还需要进一步的试验证明。 

2．2 异昧化合物的动态变化 

在藻类延滞期阶段． aeruginosa和 B．cereus 

对照组的 DMS和 DMTS均小于处理组(P<0．05)(图 

2) 在水体异味物质中，属于挥发性硫化物(Volatile 

organic sulfur compounds，VOSCs)类 的 DMS、DMDS 

如 ∞ ∞ ∞ ∞ 如 ∞ ∞ O 
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和 DMTS基本上均来 自于藻类降解．有报道证明在 

这个过程异养细菌起着很重要的作用[7]。Bacillus被 

认为是一种具有杀藻作用的细菌属[ ]．在本试验中． 

r“ n0s口和 B．cere s均 能 分 泌 DMS和 

DMTS．而对照组浓度低于处理组的结果说明，处理 

组中的 B．cereMs加快了 aerug／nosa的分解 ．提 

高了DMS和 DMTS的产生 这一结果与之前所报道 

的一些研究结论相似 。在藻类对数生长期，处理组 

中的 B．cerell~生物量降低 ． aerug／nosa加速生 

长．DMS和 DMTS浓度也相应减小 ，这些现象证明 

~2erug／nosⅡ的死亡和分解往往伴随着高浓度挥 

发性硫化物的产生 
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图 2 不 同阶段异 昧化合物柱状 图 

在本试验中藻类处在延滞期时． aerug／nosa 

对照组的 B一环柠檬醛浓度均高于处理组 以及 ． 

cerell$对照组：15 d后。处理组和 aerug／nosa对 

照组的 rug／n 口均进人对数生长期，而 B一环 

柠檬醛浓度组间无差别。这一现象有理论依据 ，即 

B一环柠檬醛一般被认为是 由微囊藻种属产生的 

挥发性化合物[ ．而且它的产生只和微囊藻有紧密 

联系[ ”。结合本试验结果可知，B一环柠檬醛的产生 

与 aerug／nosa生长密切相关 ，B．cereus并非 B一 

环柠檬醛的主要来源 

2．3 铜绿微囊藻、蜡状芽孢杆菌和异味化合物之间 

的相互关系 

双因素方差分析的结果(表 1)显示， aerug／． 

nOS口、B．cereu$以及它们之间的交互作用均对 DMS 

和 DMTS浓度有显著影响， aerug／nosa与 B一环柠 

檬醛之间为正相关 MIB和 GEO在本试验中不受到 

任何因素的影响 

表 1 aeruginosa、B．cereus和异昧化合 物之 间 

的双因素方差分析 

注：“ 表示 P<0．05．“} 表示 P<0．01。 

3 小结 

本研究证明．藻类延滞期阶段B．cereus增加了 

DMS和 DMTS的合成 ．且 DMS和 DMTS受到 

r nosa和 B．cereus 交互作用的影响；p一环柠檬 

醛只和 aerug／nosa有相关性 。这些结果表明异味 

物质的来源和影响因素较为复杂．具体情况有待进 
一 步研究 
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表 8 L9(3 )正交试验 结果 

接种量 4％、发酵温度 30℃的条件下，酒曲质量最 

好 ，活菌数可达到 2．12x10 个／mL，比优化前单因 

素最高菌体产量提高了7．8倍．各种酶活也有一定 

- + -+ -+  
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