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藻类的大量繁殖对饮用水源+养殖业+旅游业以及人类健康造成了极大的影响"溶藻细菌作为一种

生物控制手段!在控制藻类爆发方面显示出了极大的潜力"课题组前期分离获得一株金黄杆菌属溶藻菌
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!研究发现该菌株具有明显的溶藻作用!作用方式为通过分泌溶藻物质进行间接溶

藻!为进一步揭示该菌的溶藻特征及机理!以铜绿微囊藻为目标藻种!运用
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技术!分析
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溶藻过程的光谱特性"实验结论如下&将菌株发酵液与藻液共培养
ZK

!

利用
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和
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技术对藻细胞
#=(/

含量与
"#

荧光值变化趋势进行分析!结果显示&藻细胞
#=(/

含

量在第
$K

便开始下降!表明在短时间内!细菌胞外溶藻物质便可快速作用于藻细胞!第
ZK

时
#=(/

去除率

为
-Vj7Z)

"藻细胞
"#

荧光值也呈现下降趋势!与
#=(/

变化趋势表现为一致性!表明在溶藻过程中伴有

#=(/

和
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的减少"
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分析结果显示&藻细胞结构中的
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键分别在
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*V*Z

和

7TZ-
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k$处的吸收峰强度明显减弱!表明藻细胞内的多糖物质和蛋白质结构可能被破坏!处于

*-%%

#

$Z%%@&

k$范围的若干小吸收峰则进一步表明藻细胞解体的现象"分别在共培养第
7K

和第
ZK

时对

藻液进行
":

特异染色!应用
8#J

对藻细胞
":

特异性荧光和
#=(/

!
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自发荧光特性进行分析!结果显示!

在细菌
<Z

的溶藻过程中!藻细胞
":

特异性荧光逐渐增强!

#=(/

+

"#

自发荧光呈下降趋势+表明藻细胞膜+

#=(/

+

"#

三者破坏程度在溶藻过程中具有紧密的内在联系和较高的一致性"溶藻过程中藻细胞表现为多种

形式的损伤!且损伤处于动态变化过程中!由
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(区细胞按顺序逐步向
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(区细胞移动"推测
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可能的溶藻过程为&细菌将溶藻活性物质释放到细胞外!溶藻活性物质通过破坏铜

绿微囊藻细胞膜中的多糖和蛋白质的结构!增加膜的通透性!进一步破坏胞体内的
#=(/

!
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和
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.
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等物质!使藻体裂解死亡!最终形成细胞碎片"通过对
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溶藻过程藻细胞的光谱学特

性的分析!初步揭示了
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的溶藻机理!为微生物控藻及修复技术提供了理论依据"
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近年来!有害藻类水华的爆发在我国部分湖'库(十分严

重!不仅影响水体水质+危害水生生态系统!其中蓝藻代谢

产生的藻毒素还直接影响饮水安全和人类健康$

$O*

%

"因此!

蓝藻水华近年来受到了越来越广泛的重视$

7

%

"溶藻细菌不仅

可以在一定程度上控制'降低(藻类泛滥繁殖$

TO-

%

"更因其环

境友好性和可持续性!成为目前蓝藻生物防治法研究的热点

之一"但藻
O

菌共培养体系成分十分复杂!既含有正常藻细胞

和死亡藻细胞+又有不同生理状态下的损伤藻细胞+以及它

们各自复杂的代谢产物!而且所有的这些成分都处于不断变

动中"由于藻
O

菌共同培养体系的复杂性使溶藻机理的研究

变得十分困难"近年来!有研究者应用光谱技术对溶藻过程

中的产物及机理进行了研究"紫外
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(是蓝藻特有的蛋白质!且具有荧光属性!因此



可以检测藻细胞的荧光值来间接表示藻细胞
"#

的含量$
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(等技术初步揭

示了
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的溶藻机理"

流式细胞术'
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(技术可对整个复杂

体系里单个细胞水平的荧光强度进行测量!应用
8#J

技术

能从微粒物质+死细胞和混合藻类中区分出活的藻细胞!还

可进行多参数设定!测定其细胞形态+

#=(/

+

"#

含量+外加

特异荧光等!反映细胞膜完整性+含量等生理生化特征"

课题组前期从三峡库区彭溪河中分离获得一株金黄杆菌

属溶藻菌
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!发现该菌株通过分泌溶藻

物质对铜绿微囊藻具有明显的抑制作用$

Z
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!为进一步揭示溶

藻特征及机理!运用
[iOi>0

!

\\J0

!
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和
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技术!

以
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溶藻过程的光谱特性!检测
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溶藻过程中藻细胞生理特性周期性变化!种

群数量上的变动!初步揭示溶藻菌的溶藻机理!以期为微生

物控藻及水源的生物修复技术提供理论依据"
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藻种
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(为研究对象!

将实验藻种置于恒温光照培养箱中培养!选择
GN$$

培养

基!培养温度设置为
*-r

!光照强度设置为
**%%(4P

!每天

进行
$T=

&

$%=

的光暗交替培养"
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菌种

溶藻菌
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!采用牛肉膏蛋白胨斜面

培养基对菌株
<Z

进行保种!保存温度为
Tr

!采用牛肉膏蛋

白胨液体培养基对菌株
<Z

进行扩大培养!培养温度设置为

7%r

!摇床转速设置为
$-%%?

,

&>5

k$

!培养时间为
*T=

"

$%%%%?

,

&>5

k$离心
$-&>5

!保留上清液!备用"

E"!

#

方法

$j*j$

#

菌株
<Z

对藻细胞
#=(/

的影响

将
T%&+

上清液添加至
$%%&+

藻液中!对照组加入
T%

&+

灭菌细菌培养基进行共培养"每个样品均设置
7

个平行

样!每日定时用
Z*$

型可见分光光度计'上海(检测铜绿微囊

藻
#=(/

含量'

#

2.U%5&
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$j*j*

#

菌株
<Z

对藻细胞
"#

的影响

将
T%&+

上清液添加至
$%%&+

藻液中!对照组加入
T%

&+

灭菌细菌培养基进行共培养"每个样品均设置
7

个平行

样!每日用
8OZ%%%

荧光分光光度计'日本(检测铜绿微囊藻

"#

特征荧光强度'

#

激发波长 2.*%5&

!

#

发射波长 2.-%

#
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$
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$j*j7

#

藻细胞
89:;

特性分析

将
*%&+

上清液添加至
-%&+

藻液中!对照组中加入

*%&+

灭菌细菌培养基进行共同培养!在
ZK

后分别取适量

对照组+实验组藻液进行离心并取其沉淀!用双蒸水洗涤后

再离心!制成藻干粉!再采用
XG?

压片的方法应用
\h[:O

3FS--

型傅里叶变换红外光谱仪'德国(测定藻干粉的红外

吸收光谱"

$j*jT

#

藻细胞荧光特性分析

取
$%&+

上清液添加到
$%%&+

藻液中进行共培养!对

照组藻液加入
$%&+

灭菌细菌培养基"于共培养的第
7K

和

第
ZK

!吸取
*&+

培养液至试管中!加入
*%%

$

+

浓度为
$%%

&&'(

,

+

k$的
":

溶液!在
*-r

暗室中温育
$-&>5

!加入
$

&+"G<

缓冲液!将流式细胞仪
G6@D'5!>@̂>50'58M#<#/(>O

E4?

'美国(激发波长设为
TUU5&

!荧光检测波长设置为
-.%

#

-V%5&

!在
8+*OM

道收集
":

荧光!检测细胞膜完整性!在

8+TOM

道收集
"#

荧光!荧光检测波长大于
.7%5&

!在
8+7O

M

道收集
#=(/

荧光"

*

#

结果与讨论
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#

菌株
>U

对藻细胞
?,G/

的影响

图
$

为实验组与对照组藻细胞
#=(/

的含量随实验时间

变化的柱状图!由图
$

可知!藻细胞
#=(/

初始含量为
Z$U

&

I

,

&

k7

!对照组第
ZK

藻细胞
#=(/

含量为
U$*&

I

,

&

k7

!

对照组的藻细胞
#=(/

含量呈增加的趋势!而实验组藻细胞

#=(/

含量在第
$K

后便开始出现下降趋势!表明在短时间

内!细菌胞外溶藻物质便可以快速作用于藻细胞!

*K

后藻

液出现黄化现象!并且藻细胞
#=(/

含量继续下降!第
ZK

时

#=(/

含量为
77%&

I

,

&

k7

!此时
#=(/

去除率为
-Vj7Z)

"有

学者报道了不同菌株对藻细胞
#=(/

的含量均具有一定的影

响"
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$

$%

%分离的
I$)5@?=#"$?@&0

A

jQ*-

对藻细胞
#=(/

的去除

率高达
UZjU.)

"另有研究表明&

7"=AF?@FF"0

A

j;$$

在第
.K

时对藻细胞
#=(/

的去除效率高达
VTj*U)

$

$$

%

"从菌株对藻

细胞
#=(/

去除率结论可以看出!菌株
<Z

对藻细胞
#=(/

含量

的影响比其他菌株对藻细胞
#=(/

影响低"

图
E

#

菌株
>U

对铜绿微囊藻
?,G/

的影响
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#

菌株
>U

对藻细胞
P?

荧光值的影响

图
*

为实验组与对照组藻细胞
"#

荧光值随实验时间变

化的柱状图!从图
*

可知!藻细胞
"#

初始荧光值为
$T*j77

!

对照组第
ZK

藻细胞
"#

荧光值为
*%.jU7

!呈增加的趋势!

实验组第
ZK

藻细胞
"#

荧光值测定值为
Z.jT%

!呈明显下降
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趋势!

"#

与
#=(/

含量的变化趋势呈现正相关趋势"

图
!

#

菌株
>U

对铜绿微囊藻
P?

的影响
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#

藻细胞红外吸收光谱特征

图
7

为藻细胞红外吸收光谱图!从图中可以看出!对照

组与实验组藻细胞谱图主要吸收峰的位置变化不大!峰型相

似!但主要吸收峰的相对强度均有所减弱!对主要吸收峰进

行分析发现!实验组谱图在
7TZ-

#

7T7Z@&

k$处吸收峰由原

来的光滑峰变为尖锐峰!且吸收强度有所减弱!可能与藻细

胞结构中
F

*

1

伸缩键被破坏有关#在
*V*Z

和
$.TZ@&

k$

处吸收峰位置未发生变化!但其吸收峰强度减弱!说明藻细

胞结构中
#

*

1

键与
''

# F

键可能遭到破坏#在
*-%%

#

$Z%%@&

k$范围内谱图出现了较多尖锐小峰!这可能是藻细

胞的完整形态被破坏后胞质被吸收的原因"藻细胞红外谱图

分析结果表明!在溶藻过程中!藻细胞内多糖物质和蛋白质

类物质结构可能被破坏"孔赟也发现铜绿微囊藻溶藻前后

89:;

光谱峰型非常相近!且在
777T@&

k$处的
F

*

1

键+

*V*-@&

k$处的
#

*

1

+

$.-.@&

k$处的
''

# F

键均遭到破

坏"

图
#

#

铜绿微囊藻红外光谱图
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#

藻细胞荧光特性分析

图
T

和图
-

分别为第
7K

和第
ZK

对照组与实验组的

8#J

测试结果图!其中'
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(图分别为
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荧光'

8+*O1

(+
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荧光 '

8+7O1

(+

"#

荧光'

8+TO1

(的直方图!

J

值表示

具有荧光强度的藻细胞所占百分比"'

K

(图为前向角与侧向

角散射光'

8<#O<<#O1

(二维散点图"'

6

(图表示
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.
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'

8+*

.

8+7

(荧光二维分布点图&
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区代表
":k

.

#=(/l

细

胞!表征为藻细胞膜完整无损!生理状态良好!因此无
":

荧

光!

#=(/

荧光强#

h*

区代表
":l

.

#=(/l

细胞!表征为藻细

胞外形可能与正常细胞无差别!但实质上细胞膜已被损伤!

因此有
":

荧光!有
#=(/

荧光#

h7

区代表
":l

.

#=(/k

细胞!

表征为死细胞!因此
":

荧光强!无
#=(/

荧光#

hT

区代表
"(

k

.

#=(/k

细胞!又称双阴细胞!表征为藻细胞几乎被分解!

细胞内能与
":

结合的
!3M

.

;3M

被破坏!死亡细胞对
":

拒

染!因此无
":

荧光+无
#=(/

荧光"'

C

(图为
":

.

"#

'

8+*

.

8+T

(荧光二维分布点图"

图
J

#

铜绿微囊藻第
#4

荧光图

<0

F

"J

#
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##

比较图
T

和图
-

可知!'

/

(图结果显示&在第
7K

时!实

验组
":

荧光的
J$

值为
$%jZ)

!较对照组
J$

增加了

-j-V)

!到了第
ZK

!实验组
":

荧光逐渐增强!且出现了双

峰现象"此时
J$

为
TVj-)

!较 对 照 组 第
ZK

增 加 了

TTj*U)

!比实验组第
7K

增加了
7UjU)

!表明藻细胞膜完整

性被破坏!

<45

$

$*

%也通过荧光染色分析表明!菌株
LQ[

上清

液主要影响细胞膜!从而影响藻细胞的膜通透性和膜电位"

'

E

(图与'

@

(图结果显示&在第
7K

时!对照组
#=(/

荧光
J*

值和
"#

荧光
JT

值均大于
U-)

!实验组
J*

和
JT

分别为

.Uj$)

和
..j.)

!明显低于对照组"到了第
ZK

!对照组
J*

和
JT

值均大于
V-)

!表明对照组藻细胞生长状态正常!细

胞膜完整!

#=(/

和
"#

含量高!实验组第
ZK

的
J*

和
JT

分

别为
-Uj7)

和
--j%)

!低于对照组"实验组第
ZK

的
J*

值

低于第
7K

!说明在溶藻的整个过程中!

#=(/

荧光出现明显

下降的趋势!表示随着细菌
<Z

的作用!使原有
#=(/

荧光的

藻细胞不断变成了无
#=(/

荧光的死细胞!正常藻细胞数量

逐步衰减"

+>

$

$7

%的研究结果也证实在溶藻过程中细胞色素含

量显著降低!藻细胞结构和形态受到严重破坏"实验组第
7

K

和第
ZK

的
JT

分别为
..j.)

和为
--)

!相比对照组而言!

实验组
"#

荧光变化也呈现下降趋势!且与
#=(/

荧光变化趋

势一致"

图
M

#

铜绿微囊藻第
U4

的荧光图
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F

"M

#
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图
T

#

Q

E

*

Q

V

象限铜绿微囊藻百分比分布图
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F
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#
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##

从图
T

和图
-

可以看出!第
7K

对照组
":

荧光值为

7-j7

!实验组
":

荧光值为
*%jT

!但到了第
ZK

!对照组
":

荧

光值降至
$7j7

!实验组
":

荧光值增加至
-.jU

!对照组
":

低

荧光值说明了对照组藻细胞膜具有良好的完整性"

8#J

检

测时可以用荧光值代表浓度!且植物细胞的光合作用与相对

荧光强度呈正相关的关系!

#=(/

和
"#

荧光强度即代表了细

胞的代谢强度"从第
7K

至第
ZK

!对照组
#=(/

的荧光值从

ZTZ

增至
V*7

!

"#

荧光值由
TZT

增至
-7.

!这表示对照组藻

细胞密度在增加!藻细胞代谢能力增强!表现为
#=(/

和
"#

荧光值增加"实验组
#=(/

荧光值则从
.7V

降至
7-Z

!

"#

的荧

光值由
7V7

降至
$VV

!这表示在细菌的作用下!藻细胞密度

和代谢能力逐渐下降!表现为
#=(/

和
"#

荧光值下降"

##

'

K

(图结果显示&对照组的颗粒大小没有明显变化!表

示铜绿微囊藻细胞处于正常生长状态"实验组'

K

(图中的颗

粒大小发生了变化!表明细菌的溶藻作用显著"将'

6

*

C

(图

各象限细胞的百分比分布变化进行统计'见图
.

(!由图
.

可

知!在第
7K

!对照组
":

拒染的藻细胞占了
VT)

'

h$lhT

(

和
V*j$)

'

h-lhU

(!实验组未被
":

染色的藻细胞为
U-jV)

'

h$lhT

(和
U$j7)

'

h-lhU

(!有
-jUU)

'

h7

(和
ZjZ.)

%*U$
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'

hZ

(细胞代表细胞膜已经受损!有
*Zj$)

'

hT

(和
*.)

'

hU

(表现为
":

拒染的死细胞!

":

拒染原因为核酸物质受

损!造成
":

不染!到了第
ZK

对照组
":

无染色的藻细胞占

了
V*j-Z)

'

h$lhT

(和
UVj*T)

'

h-lhU

(!实验组没有被

":

染色藻细胞为
T.jV)

'

h$lhT

(和
T7jV)

'

h-lhU

(!细

胞膜受损的细胞分别为
7*jT)

'

h7

(和
7-jZ)

'

hZ

(!比实

验组第
7K

有所上升!另有
$7jZ)

'

hT

(和
$7jU)

'

hU

(表现

为
":

拒染的死细胞"这说明随着时间的延长实验组藻细胞

逐渐死亡!

#=(/

和
"#

荧光降低!

":

染色则增强"通过分析

可知在坐标轴的各象限中!

#=(/

和
"#

荧光变化具有一致

性!这表明藻细胞在整个生长过程中!

#=(/

和
"#

的生长代

谢+周期性变化呈现正相关的趋势"

##

综上!细菌
<Z

在溶藻过程中的损伤形式表现为&有的

无胞膜损伤存在
#=(/

荧光'

h$

(和
"#

荧光'

h-

(#有的胞膜

损伤但仍存在
#=(/

荧光'

h*

(和
"#

荧光'

h.

(!有的胞膜损

伤不存在
#=(/

荧光'

h7

(和
"#

荧光'

hZ

(#有的胞膜损伤不

存在
#=(/

荧光'

hT

(和
"#

荧光'

hU

(!即部分细胞为死细胞!

此处/藻细胞0胞膜和
!3M

.

;3M

都已经受损"在溶藻过程

中!各象限的藻细胞处于动态变化的过程!由
h$

'

h-

(区细

胞按顺序逐步向
hT

'

hU

(区移动"

9/5

$

$T

%应用
8#J

研究结果

表明&

I3"&)5@#"$?@&)A3N"$)FFA>0

A

j90O$*

使藻细胞
#=(/

含量的降低!细胞膜完整性遭到破坏!叶绿体和核结构被破

坏"

+>

$

$T

%实验结果显示在溶藻过程中塔玛亚历山大藻细胞的

形态和结构受到严重损伤!细胞器也受到严重损害"

7

#

结
#

论

##

'

$

(利用
[iOi>0

和
\\J0

技术对藻细胞
#=(/

含量与

"#

荧光值变化趋势进行分析!结果表明在细菌分泌的溶藻

物质的持续作用下!

#=(/

含量与
"#

荧光值均随着实验时间

延长呈现下降趋势!表明在溶藻过程中藻细胞生物量呈现下

降的趋势!且伴有
#=(/

和
"#

减少"

'

*

(根据
89:;

分析显示&藻细胞结构中的
# F

''

!

#

*

1

!

F

*

1

键分别在
$.TZ

!

*V*Z

和
7TZ-

#

7T7Z@&

k$处

的吸收峰强度明显减弱!意味着藻细胞内的多糖物质和蛋白

质结构可能被破坏!处于
*-%%

#

$Z%%@&

k$范围的若干小吸

收峰则进一步表明藻细胞解体的现象"

'

7

(应用
8#J

对藻细胞
":

特异性荧光和
#=(/

+

"#

自发

荧光特性进行分析!结果显示!在细菌
<Z

的溶藻过程中!藻

细胞
":

特异性荧光逐渐增强!

#=(/

+

"#

自发荧光呈下降趋

势+表明藻细胞膜+

#=(/

+

"#

三者破坏程度在溶藻过程中具

有紧密的内在联系和较高的一致性"溶藻过程中藻细胞表现

为多种形式的损伤!且损伤处于动态变化过程中!由
h$

'

h-

(区细胞按顺序逐步向
hT

'

hU

(区细胞移动"

'

T

(初步推测
ST&

*

>@=#"?@&)A30

A

j<Z

溶藻机理为&溶藻

活性物质通过破坏铜绿微囊藻细胞膜中的多糖和蛋白质的结

构!损坏细胞膜完整性!进一步破坏胞体内的
#=(/

+

"#

+

!3M

.

;3M

等物质!最终使藻体裂解死亡!形成细胞碎片"
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