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摘要：生物絮凝法收获微藻细胞具有毒性小、成本低、效率高等优点。为揭示产卟啉杆菌

（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ）对棕鞭藻絮凝收获的影响机制，比较在ＢＧ１１培养基、含５ｇ／Ｌ葡萄糖的ＢＧ１１（ｇｌｕ＋
ＢＧ１１）培养基中纯藻体系以及其与Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ共培养体系中的棕鞭藻絮凝效率，并对不同体系中
的胞外有机物（ＡＯＭ）产量与组成及藻际细菌群落结构进行分析。结果表明：在ＢＧ１１、ｇｌｕ＋ＢＧ１１纯
藻培养体系中微藻絮凝效率分别为６２．４０％和１９．０２％，而当棕鞭藻与Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ在ｇｌｕ＋ＢＧ１１体
系中共培养时絮凝效率则高达９３．４２％，且此时ＡＯＭ产量及ＡＯＭ中多糖产量显著降低；对于ｇｌｕ＋
ＢＧ１１体系，ＡＯＭ中的阿拉伯糖、鼠李糖产量均在藻菌共培养时较高，且 ＡＯＭ所含的单糖种类与
ＢＧ１１体系相同；Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ可使ＡＯＭ中的蛋白质酰胺基团发生峰偏移，引起色氨酸、酪氨酸等蛋
白质类物质的改变；相比纯藻培养体系，Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ能适应棕鞭藻ｇｌｕ＋ＢＧ１１培养体系并成为优势
菌属，同时存在芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、黄杆菌属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、短波单胞菌属（Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ）等细
菌。产卟啉杆菌可显著降低棕鞭藻ＡＯＭ产量并影响其组成，促进棕鞭藻絮凝。
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　　微藻因富含油脂、光合效率高、生长速度快、不
占用耕地等优点，具有很高的利用价值，作为一种可

再生、环境友好的新型能源来源越来越受到人们的

关注。目前，利用微藻细胞制备生物柴油的技术已较

为成熟，但细胞收获成本过高（占总成本的２０％ ～
３０％），这是制约微藻产业化生产的瓶颈问题。因
此，有必要寻找一种低成本、高效的微藻细胞收获方

法。现阶段应用于微藻收获的方法主要有离心、过

滤法、气浮法、沉降法和絮凝法［１］。离心法采收效

率高、易于操作，但是能耗大、运行成本高。过滤法

是常用的固液分离法，可用于采收个体较大的微藻

（如空星藻、螺旋藻），但对于个体较小的微藻（如小

球藻、微拟球藻）采收效果并不理想，另外定期更换

滤膜也会增加采收成本。气浮法仅适用于采收部分

单细胞藻类，不能普遍用于各类微藻培养体系。沉

降法则存在效率低、耗时长等问题。絮凝法具有较

高的经济性和采收效率，并能显著降低能耗，被认为

是实现大规模微藻收获的最佳方法。

絮凝法是通过电中和、架桥或网捕作用实现水

中粗分散胶体物质的分离。影响微藻絮凝的因素主

要包括微藻细胞属性、ｐＨ、营养环境等［２］。微藻在

生长代谢过程中会分泌胞外有机物（ＡｌｇａｌＯｒｇａｎｉｃ
Ｍａｔｔｅｒ，ＡＯＭ），ＡＯＭ的成分主要为多糖和蛋白质，
它们会与微藻细胞竞争有限的絮凝剂，从而对絮凝

效果产生影响。ＡＯＭ的产量与组分因藻种而异，并
受培养条件的影响。例如，与真核微藻相比，蓝藻倾

向于产生蛋白质相对含量较高的 ＡＯＭ，并且多糖的
羧基数目与位置也不同。常见的絮凝法包括物理絮

凝、化学絮凝、生物絮凝［３］。生物絮凝因具有毒性

小、成本低、效率高等优点，近年来在生物燃料研究

领域得到了广泛关注。

生物絮凝包括微藻细胞自絮凝和微生物絮凝两

种方式［４］。微藻细胞自絮凝是指在培养过程中由

于微藻自身合成的糖苷或多糖等絮凝活性物质分泌

到细胞表面，与周围藻细胞相互作用，进而引发细胞

自絮凝现象。微生物絮凝是利用细菌、真菌及放线

菌本身或其代谢产生的黏性物质，通过网捕或架桥

作用使藻细胞相互聚集的过程［５］。其中，利用细菌

絮凝微藻具有可降解、成本低、效率高等优点，近年

来成为研究热点。有研究指出：柠檬酸杆菌代谢产

物中存在的氨基、羧基等活性基团，在小球藻絮凝过

程中发挥重要作用；放射性根瘤菌的胞外聚合物能

够形成网状纤维结构将藻细胞连接；短波单胞菌属、

芽孢杆菌属、鞘氨醇单胞菌属能够分泌色氨酸、鼠李

糖等絮凝性物质，对微藻絮凝起着积极作用［６］；黄

杆菌可以将ＡＯＭ中的大分子物质降解为较小的聚
合物从而诱导絮凝。微藻培养体系中的内源性细菌

种类繁多、功能丰富，且与微藻容易形成良好的共生

关系，因此利用细菌等微生物进行微藻的絮凝收获，

尤其是开发利用微藻培养体系中的大量内源性细菌

资源具有良好的应用前景。

目前，对于藻际环境中微藻共栖细菌对藻细胞

絮凝效率影响的研究较为缺乏。因此，本文以前期

研究中筛选的一株棕鞭藻共栖细菌———产卟啉杆菌

（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ）为研究对象，通过对棕鞭藻的絮凝
效果、ＡＯＭ产量与组分、藻际细菌群落结构的分析，
对两种典型生长模式（自养、混养）下的微藻絮凝差

异进行比较，从而阐明微藻共栖细菌 Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ
对微藻细胞聚集的影响机制，以期为在不同营养环

境下建立高效微藻采收体系提供重要指导。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

所用藻株分离自陕西科技大学人工湖，经１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列分析比对，鉴定其为棕鞭藻属Ｏｃｈｒｏｍｏｎａｓ
ｓｐ．（Ｇｅｎｅｂａｎｋ查找号 ＭＮ０２８２５６）。所用菌株为前
期研究中在棕鞭藻培养体系中筛选出的一株共栖细

菌，经 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序 列 鉴 定 为 产 卟 啉 杆 菌
（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ）［７］。

硝酸、氢氧化钠，分析纯，天津市天力化学试剂

有限公司；葡萄糖（ｇｌｕ）、氯化铝，分析纯，天津市科
密欧化学试剂有限公司。

１．１．２　仪器与设备
ＱＧＺ－５００Ａ智能光照培养箱，杭州琦胜科技有

限公司；ＯＰＴＩＭＡＸＰＮ－１０型低温超速离心机，美国
贝克曼库尔特公司；Ｃａｒｙ５０００型紫外可见分光光度
计，美国安捷伦公司。

１．２　实验方法
１．２．１　细菌和微藻的培养

细菌培养：在固体 ＬＢ培养基平板中挑取单菌
落，接种到液体ＬＢ培养基中，在２８℃下以１５０ｒ／ｍｉｎ
振荡培养２４ｈ（ＯＤ６００约为１．０）。

微藻培养：利用 ＢＧ１１培养基［８］和 ｇｌｕ＋ＢＧ１１
培养基（ＢＧ１１培养基中添加５ｇ／Ｌ葡萄糖）培养棕
鞭藻。取１０ｍＬ培养至对数生长期的棕鞭藻培养液
于灭菌的离心管中，以５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后弃
上清，加入少量无菌水于离心管中即得到微藻悬液。

取培养基１５０ｍＬ置于２５０ｍＬ三角瓶中，接种微藻
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悬液即纯藻培养体系，接种后的微藻培养液ＯＤ５４０为
０．２；向纯藻培养体系中接种 １ｍＬ的细菌培养液
（ＯＤ６００约为１．０）则为藻菌共培养体系。光照培养
箱内振荡培养７ｄ，光照强度３０００ｌｘ，温度２８℃，光
周期（Ｌ∶Ｄ）为１４ｈ∶１０ｈ，摇床转速１５０ｒ／ｍｉｎ。
１．２．２　微藻絮凝效率测定

吸取１０ｍＬ培养至稳定期的藻液置于２０ｍＬ试管
中，并测定其在５４０ｎｍ处的吸光度（Ｄ０），加入３００μＬ

的ＡｌＣｌ３溶液（１ｇ／Ｌ）使得Ａｌ
３＋终质量浓度为３０ｍｇ／Ｌ，

并充分振荡试管。微藻样品沉降１０ｍｉｎ后，于液面以
下２ｃｍ处取样，使用分光光度计测定５４０ｎｍ处的吸光
度（Ｄ），并按照公式（１）计算絮凝效率（Ｙ）［９］。

Ｙ＝（１－Ｄ／Ｄ０）×１００％ （１）
１．２．３　微藻 ＡＯＭ产量与组分分析

取４０ｍＬ藻液置于５０ｍＬ离心管中，以５０００ｇ离心
５ｍｉｎ后弃上清，使用２５ｍＬ质量浓度０．８５ｇ／１００ｍＬ的
生理盐水冲洗，再以５０００ｇ离心５ｍｉｎ，重复３次。再加
入２５ｍＬ质量浓度０．８５ｇ／１００ｍＬ的生理盐水溶液，于
５０℃下加热３ｈ后以１１０００ｇ离心１５ｍｉｎ，将上清液经
０．２２μｍ滤膜过滤，即得到ＡＯＭ溶液［１０］。

将ＡＯＭ溶液置于５０ｍＬ离心管后用 Ｗｈａｔｍａｎ
Ｎｏ．１滤膜进行过滤，将滤液于 １００００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ。取上清液，加入等体积的丙酮，在４℃条件
下保存４８ｈ后于１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取沉淀
冷冻２４ｈ，所得粉末即为 ＡＯＭ［１１］。ＡＯＭ产量为每
升藻液中ＡＯＭ粉末质量。

ＡＯＭ中蛋白质产量测定采用考马斯亮蓝法［１２］，多

糖产量测定采用苯酚－硫酸法［１３］，单糖测定采用离子

色谱分析法［１４］，荧光物质测定采用三维荧光光谱分析

法［１５］，官能团测定采用傅里叶红外光谱法［１６］。

１．２．４　群落结构分析
使用基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（Ｅｚｕｐ柱式细菌

基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒）对样品 ＤＮＡ进行提取。
以已提取的基因组ＤＮＡ为模板，采用细菌通用引物
３３８Ｆ（５′－ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ－３′）与
８０６Ｒ（５′－ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷ ＴＣＴ－ＡＡＴ－３′）
进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）为ＴａｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ的正反向引物各
１μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，加纯水补充至 ２５μＬ。ＰＣＲ
反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３ｍｉｎ，６１℃
退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，２９个循环；循环结束后
７２℃延伸５ｍｉｎ；１２℃保存。ＰＣＲ扩增产物经 １．５
ｇ／１００ｍＬ琼脂糖凝胶电泳，经核酸染料染色后用凝
胶成像系统进行验证，使用胶回收试剂盒对混合后

的ＰＣＲ产物进行切胶纯化，将纯化产物进行细菌宏
基因组１６ＳｒＤＮＡ测序，测序区间为 Ｖ３～Ｖ４可变
区，测序平台为ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑＴＭ。

使用ＱＩＩＭＥ（Ｖｅｒｓｉｏｎ１．８．０）软件中的 ＵＣＬＵＳＴ
对Ｔａｇｓ在９７％的相似度水平下进行聚类，获得分类
操作单元（ＯｐｅｒａｔｉｏｎａｌＴａｘｏｎｏｍｉｃＵｎｉｔｓ，ＯＴＵ）。细菌
分别基于 Ｓｉｌｖａ和 ＵＮＩＴＥ参考数据库进行比对，得
到每个 ＯＴＵ对应的物种分类信息。使用 Ｍｏｔｈｕｒ
（Ｖｅｒｓｉｏｎ１．３０）软件对样品 Ａｌｐｈａ多样性指数进行
评估。利用 ＱＩＩＭＥ软件生成不同分类水平上的物
种丰度表，再利用Ｒ语言工具绘制成样品各分类学
水平下的群落结构图。

２　结果与讨论
２．１　Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ对棕鞭藻絮凝效率和 ＡＯＭ产
量的影响（见图１）

图１　Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ对棕鞭藻絮凝效率和ＡＯＭ产量的影响

　　由图１可知，棕鞭藻在ＢＧ１１、ｇｌｕ＋ＢＧ１１培养基中
纯藻培养时絮凝效率分别为６２．４０％、１９．０２％，对应的
ＡＯＭ产量分别为５７．０７４、７１．０８９ｍｇ／Ｌ，葡萄糖的添加
使得 ＡＯＭ产量增多、藻细胞絮凝受到强烈抑制。
Ｚｈａｎｇ等［１７］研究表明，微藻在混养模式下生长时会

分泌大量对絮凝有一定抑制作用的有机物，从而对

微藻絮凝产生影响。相较于纯藻培养体系，不同环

境下Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ与棕鞭藻共培养体系中的藻细
胞絮凝效率均显著提高，尤其是在 ｇｌｕ＋ＢＧ１１培养
基中，微藻絮凝效率高达９３．４２％，约为纯藻培养的
５倍，藻细胞絮凝受到葡萄糖抑制的现象被解除，并
且此时ＡＯＭ产量最低，为４２．５０６ｍｇ／Ｌ。刘珂轶［７］

指出，棕鞭藻和Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ共培养时可以形成互
利共生的种间关系，棕鞭藻培养液能够促进

Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ分泌更多的吲哚 －３－乙酸（ＩＡＡ）以
促进棕鞭藻的生长。已有研究表明，细菌对微藻絮

凝的影响机制各不相同，但主要是通过细菌自身分

泌某些具有絮凝活性的物质或细菌表面的带电官能

团通过电中和作用促使藻细胞聚集。例如：Ｏｈ
等［１８］指出，类芽孢杆菌ＡＭ４９在与小球藻共培养生
长过程中会产生具有絮凝活性的高分子分泌物荚膜

８４１ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０２３Ｖｏｌ４８Ｎｏ１



或黏液层，其主要成分为多糖、蛋白质、脂类及其复

合物，从而影响小球藻的絮凝效率；Ｗａｎｇ等［１９］以

３０∶１的菌藻比将假单胞菌投加到微拟球藻中，共培
养３ｄ后藻细胞收获率达９０％，细菌表面的带电官
能团通过电中和作用促进微藻絮凝。本研究发现，

Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ与棕鞭藻共培养过程使得 ＡＯＭ产量
发生改变，从而影响藻细胞絮凝。

ＡＯＭ的成分包括蛋白质、多糖、氨基酸、酵素、
脂肪等物质，其中多糖与蛋白质为主要成分。

Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ对 ＡＯＭ中多糖与蛋白质产量的影响
如图２所示。

图２　Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ对ＡＯＭ中多糖与蛋白质产量的影响

　　由图２可知，不同体系下ＡＯＭ中多糖产量差异
明显，多糖产量的显著差异是 ＡＯＭ产量不同的主
要原因。相较于藻菌共培养体系，不同环境下纯藻

培养时多糖的产量更高，尤其是在 ｇｌｕ＋ＢＧ１１体系
的ＡＯＭ中，多糖产量高达３４．５５４ｍｇ／Ｌ，为共培养
时的１．６４倍。Ｌｉ等［２０］研究表明，微藻ＡＯＭ产量与
培养基成分、培养条件有关，ＡＯＭ中的多糖包含带
负电荷的基团，能够与溶液中带有正电荷的离子产

生电中和作用，从而对微藻的絮凝产生抑制作用。

ＡＯＭ中的蛋白质产量在不同体系中较为接近，不同
体系中蛋白质／多糖的比例依次为 ０．３５７、０．４１８、
０．２９７、０．４８１（见图２）。ＡＯＭ中蛋白质是疏水官能
团的重要来源，对微藻细胞的桥接具有一定作用，蛋

白质／多糖越高，微藻细胞之间连接就越紧密，从而
促进了絮凝［２１］。

２．２　Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ对棕鞭藻ＡＯＭ组分的影响
２．２．１　不同培养体系中棕鞭藻ＡＯＭ的单糖组成

表１为不同培养体系中棕鞭藻所产 ＡＯＭ的各
类单糖产量与占比。

表１　不同培养体系中棕鞭藻所产ＡＯＭ的各类单糖产量与占比

单糖
ＢＧ１１ ＢＧ１１＋Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ ｇｌｕ＋ＢＧ１１ ｇｌｕ＋ＢＧ１１＋Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ

产量／（ｍｇ／Ｌ） 占比／％ 产量／（ｍｇ／Ｌ） 占比／％ 产量／（ｍｇ／Ｌ） 占比／％ 产量／（ｍｇ／Ｌ） 占比／％
甘露糖 １．９４９ １１．２９ ２．８５２ １７．０５ ２．７６５ １１．８９ １．０１２ ６．４２
核糖 １．８５２ １０．７３ １．７７４ １０．６１ ２．９８７ １２．８４ １．８４３ １１．７０
鼠李糖 １．４７０ ８．５２ １．３８０ ８．２５ １．３２２ ５．６８ ２．３０６ １４．６４
葡萄糖醛酸 ２．７０７ １５．６８ １．６０８ ９．６１ ５．１４６ ２２．１２ １．０５５ ６．７０
葡萄糖 ４．２８２ ２４．８１ ４．７７５ ２８．５５ ６．１５９ ２６．４８ ４．９７７ ３１．６０
半乳糖 １．７８２ １０．３２ １．９３５ １１．５７ １．４１３ ６．０７ １．１３６ ７．２１
阿拉伯糖 １．１７０ ６．７８ １．２２３ ７．３１ １．２６４ ５．４３ ２．７７５ １７．６２
岩藻糖 ２．０５０ １１．８８ １．１８０ ７．０５ ２．２０５ ９．４８ ０．６４７ ４．１１

　　由表１可知，ＢＧ１１培养基中进行纯藻培养与藻菌
共培养时单糖产量分别为１７．２６２、１６．７２７ｍｇ／Ｌ，ｇｌｕ＋
ＢＧ１１培养基中进行纯藻培养与藻菌共培养时单糖产
量分别为２３．２６１、１５．７５１ｍｇ／Ｌ。不同体系中棕鞭藻所
产ＡＯＭ均含有甘露糖、核糖、鼠李糖、葡萄糖醛酸、葡
萄糖、半乳糖、阿拉伯糖、岩藻糖。藻菌共培养时，ＢＧ１１
培养基中ＡＯＭ的单糖以葡萄糖、甘露糖、半乳糖为主，
占单糖总量的比例分别为２８．５５％、１７．０５％、１１．５７％；
ｇｌｕ＋ＢＧ１１培养基中ＡＯＭ的单糖以葡萄糖、阿拉伯糖、
鼠李糖为主，占单糖总量的比例分别为 ３１．６０％、
１７．６２％、１４．６４％。葡萄糖作为不同体系中最主要的单
糖，是各类微藻ＡＯＭ的重要组成部分，为藻细胞的生
长代谢提供能量。Ｇｕｏ等［２２］研究指出，斜生栅藻所产

ＡＯＭ的单糖包括葡萄糖、甘露糖、半乳糖、鼠李糖和果
糖，物质的量比为８∶５∶３∶２∶１。Ｍｉｓｈｒａ等［２３］指出，半乳

糖、葡萄糖、木糖和果糖作为单糖组成存在于盐藻中。

由此说明，微藻ＡＯＭ中单糖组成及产量的差异与藻
种、营养环境有关，多糖的功能活性与其单糖组成具有

直接的联系。在ｇｌｕ＋ＢＧ１１培养基中，纯藻培养与藻
菌共培养时葡萄糖醛酸产量占单糖总量的比例分别为

２２．１２％和６．７０％，与此同时，岩藻糖的占比在藻菌共
培养体系中也显著下降。Ｖａｎｄａｍｍｅ等［２４］研究发现，

斜生栅藻自絮凝过程受到抑制是因为溶液中的多糖与

磷酸盐竞争从而干扰Ｃａ３（ＰＯ４）２晶体的形成，且多糖成
分中主要是葡萄糖醛酸发挥抑制絮凝作用。这与２．１
中ｇｌｕ＋ＢＧ１１培养基中纯藻培养时絮凝效率最低，藻
菌共培养时絮凝效率最高的结果相一致。在不同环境

中，藻菌共培养时的阿拉伯糖产量均高于纯藻培养，并

且阿拉伯糖在ｇｌｕ＋ＢＧ１１培养基中藻菌共培养时产量
最高，而此时对应的藻细胞絮凝效率高达９３．４２％，因
而推测阿拉伯糖产量的增高与藻细胞聚集性增强有着

密切的联系。
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２．２．２　不同培养体系中棕鞭藻ＡＯＭ的红外和三维
荧光光谱分析

在ｇｌｕ＋ＢＧ１１培养基中进行纯藻培养与藻菌共
培养时棕鞭藻所产ＡＯＭ的红外光谱如图３所示。

图３　不同培养体系中棕鞭藻ＡＯＭ的红外光谱

由图３可知，５００～１０００ｃｍ－１


之间为脂肪胺的

Ｃ—Ｈ、—Ｎ—Ｈ吸收峰，该区域谱带多而弱。
１０３０ｃｍ－１附近的吸收峰为多糖的 Ｃ—Ｏ、Ｃ—Ｃ伸
缩振动，１４００ｃｍ－１附近的吸收峰为蛋白质的对称
弯曲振动与—ＣＨ３的剪式振动，１６３０ｃｍ

－１附近的吸

收峰是蛋白质酰胺基团（— ＮＨＣ Ｏ—）中的 Ｃ Ｏ
伸缩振动，２９４０ｃｍ－１附近的吸收峰为 Ｃ—Ｈ不对

称伸缩振动，３４００ｃｍ－１附近的吸收峰是蛋白质的
Ｎ—Ｈ伸缩振动与多糖Ｏ—Ｈ伸缩振动。两种体系中
均存在 １０３０、１６３０、３４００ｃｍ－１附近的吸收峰，而
８５０、１４００、２９４０ｃｍ－１附近的吸收峰仅存在于藻菌共
培养体系中，纯藻培养体系所含的吸收峰种类（３种）
少于藻菌共培养体系（６种）。与纯藻培养体系相比，
藻菌共培养体系中１６２８、３４０８ｃｍ－１处的吸收峰均出
现偏移，这是因为 Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ的添加使得棕鞭藻
ＡＯＭ中的蛋白质酰胺基团发生变化从而引起色氨
酸、酪氨酸等蛋白质类物质的改变，微藻絮凝效率也

因此受到影响。何嘉雯［２５］利用柠檬酸杆菌收获小球

藻时，细菌分泌的絮凝活性物质中存在氨基、羧基等

活性基团，在絮凝过程中发挥了重要作用。同时，

２９４０ｃｍ－１附近存在的糖类特征峰Ｃ—Ｈ不对称伸缩
振动仅存在于藻菌共培养体系中（见图３），该峰主要
来自各种膜及细胞壁的成分［２６］，这与藻菌共培养体

系中ＡＯＭ产量、组分发生变化密不可分。
棕鞭藻所产ＡＯＭ的三维荧光光谱如图４所示。

　　　
图４　不同培养体系中棕鞭藻三维荧光光谱

　　由图４可知，藻菌共培养体系中的荧光峰种类
少于纯藻培养体系。峰 Ａ（Ｅｘ／Ｅｍ ＝２５０～３１０ｎｍ／
２９０～３５０ｎｍ）为芳香族蛋白氨基酸如色氨酸及其
类似物，相较于纯藻培养体系，藻菌共培养时峰 Ａ
的荧光强度更强，色氨酸荧光峰与 ＡＯＭ中的芳环
氨基酸结构有关，主要来源于多肽、氨基酸、蛋白质

等物质，Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ会促使微藻在生长代谢过程
中分泌这些物质从而强化藻细胞聚集过程。峰 Ｂ
（Ｅｘ／Ｅｍ＝２５０～２９５ｎｍ／２７０～３０２ｎｍ）为可溶性微
生物副产物，其是微生物在进行内源呼吸或者应对

环境压力的过程中产生的溶解性有机物，能够在不破

坏菌体细胞的情况下与微生物相分离。峰Ｃ（Ｅｘ／Ｅｍ＝
２００～２５０ｎｍ／２７０～３８０ｎｍ）为蛋白类物质，峰 Ｄ
（Ｅｘ／Ｅｍ＝３００～３３０ｎｍ／３６０～３９０ｎｍ）为多糖。相比于
藻菌共培养体系，峰Ｄ仅存在于纯藻培养体系中，这可
能与葡萄糖的添加有关，葡萄糖作为有机碳源能够提

高微藻的生长代谢速度，并促使微藻分泌大量的胞外

多糖以抑制藻细胞聚集，而Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ与棕鞭藻的
共培养过程则显著降低了微藻多糖类物质的分泌。但

也有研究发现，小球藻培养基中存在的大量胞外多糖

可以通过与Ｃａ２＋的螯合作用有效促进藻细胞聚集，小
球藻的回收率可达９１％［２７］。因此，ＡＯＭ中多糖对于微
藻絮凝的影响与藻种、营养环境等因素有着密切关系。

２．３　Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ对棕鞭藻培养体系中菌群结构
的影响

在ｇｌｕ＋ＢＧ１１培养基中进行纯藻培养与藻菌共培
养，根据各样本的ＯＴＵ注释结果和ＯＴＵ丰度表，对丰
度最高的１７个物种属水平进行分析，结果见图５。

由图５可知：在ｇｌｕ＋ＢＧ１１培养基中，短波单胞菌
属（Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ）、噬冷菌属（Ａｌｇｏｒｉｐｈａｇｕｓ）、微杆菌属
（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、微小杆菌属（Ｅｘｉｇｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、不动杆
菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）仅存在于藻菌共培养体系中；而产
卟啉杆菌属（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ）、根瘤菌属（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、玫
瑰球菌属（Ｒｏｓｅｏｃｏｃｃｕｓ）、Ｆｌｕｖｉｉｃｏｌａ、囊胚单胞菌属
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（Ｂｌａｓｔｏｍｏｎａｓ）、宝石单胞菌属（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｓ）、假单胞
菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、鞘氨醇单
胞 菌 属 （Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ）、巨 大 芽 殖 杆 菌 属

（Ｇｅｍｍｏｂａｃｔｅｒ）、寡养单胞菌属（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ）、黄
杆菌属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）在纯藻培养与藻菌共培养体系
中均存在。不同体系的细菌群落结构在属水平上存在

较大差异，纯藻培养与藻菌共培养体系的香农指数分

别为１．４８７４、１．６９４０，藻菌共培养体系的生物多样性更
高，优势菌属包括产卟啉杆菌属（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ）、微小
杆菌属（Ｅｘｉｇｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、黄杆
菌属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、短波单胞菌属（Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ），
菌群相对丰度分别为 ４０．７２％、１４．１２％、１１．７５％、
９．４２％、９．２８％。其中，产卟啉杆菌属（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ）
相对丰度最高、优势最为明显，说明Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ能够
作为优势菌种与棕鞭藻在混养模式下共生。

本研究中玫瑰球菌属（Ｒｏｓｅｏｃｏｃｃｕｓ）在不同培养
体系中的相对丰度较为接近，分别为１．７％、１．６％。
张波等［２８］在对比不同营养环境下棕鞭藻共栖细菌群

落结构的研究中发现，玫瑰球菌属（Ｒｏｓｅｏｃｏｃｃｕｓ）作为
棕鞭藻良好的共生菌在含糖营养环境中的相对丰度

会显著下降。本研究中根瘤菌属（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）在纯藻
体系中相对丰度较高，它能够促进植物的生长，提高

棕鞭藻的生物量。短波单胞菌属（Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ）只
存在于藻菌共培养体系中，相对丰度为９．２８％。黄杆
菌属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、噬冷菌
属（Ａｌｇｏｒｉｐｈａｇｕｓ）在藻菌共培养体系中的相对丰度均
高于纯藻体系。有研究证明 短 波 单 胞 菌 属

（Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ）、芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）能够分泌色
氨酸、鼠李糖等物质，这些分泌物对微藻絮凝产生重

要的影响［２９］，与２．２和２．１中ｇｌｕ＋ＢＧ１１培养基中藻
菌共培养体系 ＡＯＭ中鼠李糖的产量（２．３０６ｍｇ／Ｌ）
最高，微藻亦具有最高的絮凝效率（９３．４２％）一致。
Ｖｕ等［３０］指出，黄杆菌属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）可以分解
体系中的有机物进而对藻细胞絮凝具有诱导作用。

芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）可刺激小球藻分泌更多的色
氨酸，同时显著提高微藻絮凝效率［３１］。

图５　Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ对棕鞭藻培养体系中菌群结构的影响

３　结　论
（１）相较于微藻的自养生长环境，在含葡萄糖

的营养环境中 Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ对棕鞭藻具有更为强
烈的絮凝促进效果，同时解除葡萄糖对微藻的絮凝

抑制作用，利用Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ构建微藻促絮凝体系
具有良好的应用前景。

（２）Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ与棕鞭藻共培养过程中可显
著降低ＡＯＭ产量并使得其中单糖组成发生明显变
化，如葡萄糖醛酸、岩藻糖的占比均低于纯藻培养体

系，阿拉伯糖的占比则显著提升；同时会引起 ＡＯＭ
中色氨酸、酪氨酸等蛋白质类物质的改变，进而使得

微藻絮凝效率大幅提升。

（３）Ｐｏｒｐｈｙｒｏｂａｃｔｅｒ易成为棕鞭藻共栖环境中的
优势菌属，同时体系中会形成以微小杆菌属

（Ｅｘｉｇｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、黄杆菌属
（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、短波单胞菌属（Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ）为
代表的微生态环境。
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（上接第１３６页）
４　运行情况

经过半年的正常生产，近红外光谱仪采集窗口

表面没有黏附膨化大豆粉，透光度仍然很好，说明配

备的吹扫装置可以有效去除黏附在采集窗口上的膨

化大豆粉，避免了对检测结果造成影响。实践表明，

近红外光谱仪可以应用于膨化大豆粉中水分、粗蛋

白质、粗脂肪含量的在线检测。

５　结　语
在线近红外光谱仪配合全自动镜头吹扫系统在

膨化大豆粉加工行业具有可推广性，对膨化大豆粉水

分、粗蛋白质和粗脂肪含量的测定具有可靠性和准确

性，可以实时反映生产线产品指标的变化，为生产参

数的调整及时提供信息。另外，还可以继续开发在线

近红外光谱仪测定膨化大豆粉灰分、尿素酶活性等其

他质量指标定标曲线，以满足快速检测需求。
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