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牛粪堆肥中溶解性有机物对铜绿微囊藻生理生化及 
产毒特性的影响 
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摘 要：提取牛粪堆肥中的溶解性有机物(dissolved organic matter, DOM)，并将 DOM 转移至含有铜绿微囊藻

Microcystis aeruginosa FACHB905细胞的培养液中，DOM含量以溶解性有机碳(DOC)质量浓度进行衡量，分别控

制培养液中 DOC的终质量浓度为 0、15、30、60、90、120 mg/L(分别记为 CK、T1、T2、T3、T4、T5)。通过测

定藻细胞密度、色素含量和藻毒素含量，研究 DOM 对铜绿微囊藻生理生化及产毒特性的影响。结果表明：1)M. 

aeruginosa FACHB905受 DOM影响，在处理后第 2天，各 DOM处理的细胞密度与 CK相比均有所增加，T4处

理的细胞密度(5.97×106个/mL)最大，比 CK增加了 21.67%，处理后第 4天，T1、T2、T3处理均能够促进细胞生

长，T2处理的细胞密度(9.23×106个/mL)最大，比 CK增加了 15.27%，而 T4、T5处理抑制细胞生长，处理后第 6

天，仅 T1 及 T2 处理能够促进细胞生长，T1 处理的细胞密度(13.34×106个/mL)最大，比 CK 增加了 10.35%，而

T3、T4、T5处理抑制细胞生长；2)堆肥来源 DOM能够抑制藻毒素的合成，单位细胞藻毒素Microcystin–LR含量

在处理后第 2天 T5处理的最低，比 CK下降了 53.13%，而 Dha7–Microcystin–LR含量在处理后第 4天 T5处理的

最低，与 CK比较下降了 78.51%；3)各 DOM处理对单位细胞内 Chl–a和 Carotenoid的合成没明显影响。 
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Abstract: Dissolved organic matter (DOM) originated from compost of cattle manure had been extracted and added to 

Microcystis aeruginosa FACHB905 to study its effects on the physiological and toxin–producing characteristics via the 

determination of cell growth, pigments content and algal toxins content. The concentration of DOM was evaluated by 

using dissolved organic carbon (DOC). The final concentrations of DOC designed for cultural medium, marked as CK, 

T1, T2, T3, T4 and T5, were 0, 15, 30, 60, 90 and 120 mg/L, respectively. The results showed that: 1)Cell density 

influenced by DOM increased in treatments T1 to T5 at day 2; The maximum growth rate occurred in treatment T4 

(5.97×106 cells/mL) at day 2, with a 21.67% increase than that of CK. DOM could increase cell growth in treatments T1 

to T3 but inhibit cell density in treatments T4 and T5 at day 4, the maximum growth rate occurred in treatment T2 

(9.23×106 cells/mL) with a 15.27% increase than that of CK. DOM could only promote the cell growth in treatments T1 

and T2, but inhibit cell density in treatments T3 to T5 at day 6, the maximum growth rate occurred in treatment T1 

(13.34×106 cells/mL) with a 10.35% increase than that of CK. 2)Compost source of DOM inhibited the synthesis of algal 
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toxins, the lowest content of Microcystin–LR in cells was occurred in treatment T5 at day 2, with a 53.13% decrease than 

that of CK. The lowest content of Dha7–Microcystin–LR in cells was occurred in treatment T5 at day 4, with a 78.51% 

decrease than that of CK. 3)There was no significant effect among DOM treatments on the synthesis of Chl–a or 

carotenoid in cells. 

Keywords: compost of cattle manure; dissolved organic matter (DOM); Microcystis aeruginosa FACHB; cell density; 

microcystins 

 

近年来，农业面源污染已超过工业生产污染。

农业生产所造成的环境问题日益突出[1–2]。随着中

国农业产业结构的调整和新型畜禽养殖模式的构

建，规模化养殖技术水平得以提升，大量畜禽粪便

随之产生。这些粪便如果不经处理就难以被周边土

地消纳。畜禽粪便随意堆放已对大气环境、水质安

全和土壤微生物多样性造成了严重影响[3–4]。 

粪便高温堆肥与利用是农业可持续发展的重

要组成部分，也是目前世界上实现畜禽粪便资源化

最常见和最有效的方法之一[5]。畜禽粪便和粪便堆

肥中丰富的 N、P 等营养元素及溶解性有机物质

(dissolved organic matter, DOM)可随灌溉排水、降水

等向自然水体、湖泊迁移，水体富营养化和其他水

质方面的问题随之出现。目前，有关堆肥的研究主

要是针对 N、P、K 等营养元素含量以及不同 C/N

调控对农作物生长的影响等[6–9]，而针对堆肥来源

DOM 对水生生物影响的研究尚少。蓝藻水华优势

种 Microcystis aeruginosa FACHB905属于蓝藻门

(Cyanophyta)微囊藻属(Microcystis)。笔者对牛粪堆

肥中 DOM 进行提取，以 1 株 M. aeruginosa 

FACHB905为受试对象，对堆肥中 DOM作用于蓝

藻细胞的生理生化和产毒特性进行研究。现将结果

报道如下。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

牛粪堆肥采自湖南畜牧兽医研究所内的有机

肥厂。试验菌株 M. aeruginosa FACHB905由中科院

水生生物研究所(武汉)提供。 

1.2 方法 

1.2.1 藻细胞的培养与计数 

将接种于 BG–11 培养基[10]中的 M. aeruginosa 

FACHB905置于人工气候培养箱中扩大培养。培养

温度为(25±1)℃，光照度为 30 μmol/( m2·s)，明暗周

期比为 12 h︰12 h。采用血球计数板法测定细胞密

度，在显微镜下记录细胞数。 

1.2.2 各 DOM 处理的设计 

将风干、研磨后的堆肥肥料过 2 mm 筛，按 

1∶20(W/V)的比例将肥料(干重)和超纯水混合，于

(22±2)℃、200 r/min震荡 24 h，随后以 12 000 g、4 

℃离心 20 min，收集上清液，过 0.45 μm滤膜，滤

液即为堆肥 DOM 溶液。将 DOM 转移至含有铜绿

微囊藻 M. aeruginosa FACHB905细胞的培养液中，

测定 DOM 中溶解性有机碳 (DOC) 的质量浓度，

按 DOC质量浓度设置 0、15、30、60、90、120 mg/L

共 6个处理(分别记为 CK、T1、T2、T3、T4、T5)。

DOC浓度采用 Vario TOC select仪器测定。 

1.2.3 藻细胞中色素浓度的测定 

M. aeruginosa FACHB905 细胞内叶绿素

(Chl–a)、类胡萝卜素(Carotenoid)浓度采用紫外可见

分光光度计测定[11] 。取 4 mL藻液于 10 mL离心管

中，在 10 000 g、4 ℃条件下离心 10 min，弃上清

液，加入 4 mL 80%的丙酮，于 4 ℃静置 24 h，在

此期间不定时取出待测试样，手动摇匀。24 h后取

出待测样品，离心，收集上清液，用紫外可见分光

光度计测定 663、645、470 nm 处的吸光度值 。

Chl–a、Carotenoid 浓度分别参照文献[12]中方法进

行计算。 

1.2.4 藻细胞内毒素含量的测定 

细胞内藻毒素的提取与检测参照文献[13]中方法进
行改良。取适量藻液于 10 000 g、4 ℃离心 10 min，
弃上清。各样品中加入 1.5 mL 80%甲醇溶液，超声
5 min，摇床震荡 1 h。收集甲醇溶液过 0.45 μm滤
膜，采用高效液相色谱 (HPLC)进行检测。
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HPLC(Angilent 1200 series，美国 )配有 C18 柱

(Hypersil GOLD，250 mm × 4.6 mm，5 μm)和紫外
检测器(G1314B)，检测波长为 238 nm，柱温 35 ℃，
流动相为甲醇(A)和水(0.05% TFA，B)，A、B体积
比为 45∶55，流速为 1 mL/min。线性梯度洗脱程
序为 0～20 min，A、B体积比为 45∶55至 90∶10；
＞20～21 min，A、B体积比为 90∶10至 45∶55；
＞21～25 min，A、B体积比为 45∶55。 

2 结果与分析 

2.1 DOM 对藻细胞生长的影响 

由图 1可知，处理第 2天， 各 DOM处理的细

胞密度均比 CK 的大，其中 T4 处理的最大，为

5.97×106个/mL，比 CK 高 21.67%；处理第 4天，

T1、T2、T3 处理的细胞密度均比 CK 的大，其中

T2处理细胞的密度最大(9.23×106个/mL)，比 CK的

高 15.27%，而 T4、T5处理的细胞密度均比 CK的

小；处理第 6天，仅 T1、T2处理的细胞密度比 CK

的大，其中，T1 处理的细胞密度最大(13.34×106 

个/mL)，比 CK的高 10.35%，而 T3、T4、T5处理
的细胞密度均比CK的小，T5处理的细胞密度最小，
为 6.91×106个/mL，比 CK的低 42.79%。可见，短
期内(2 d)各 DOM处理均可促进细胞生长，而随时
间推移，仅低浓度 DOM处理(T1、T2处理)可促进
细胞生长，高浓度 DOM处理(T3、T4、T5处理)抑
制细胞生长。 
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图 1 不同处理时间各处理细胞的密度 
Fig.1 Cell density with times at different treatments  

2.2 DOM 对藻细胞色素合成的影响 

Chl–a和Carotenoid是M. aeruginosa FACHB905
细胞内重要的色素组成成分。由图 2、图 3 可知，
DOM 对 M. aeruginosa FACHB905 单位细胞中
Chl–a、Carotenoid合成的影响不明显。处理第 2天，

T4、T5处理中虽然单位细胞的 Chl–a含量与 CK相
比略有降低，但在处理后第 4、第 6天，T4、T5处
理 Chl–a含量比 CK的高。处理后第 2天和第 4天，
各处理 Carotenoid的含量没有明显变化；处理后第
6 天，除 T3 处理的数值较低外，其他处理的
Carotenoid含量与 CK基本相当。 
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图 2 不同处理时间各处理每 1 万个细胞中含 Chl–a 的量 
Fig.2 Chl–a content of each 1×104 cells with times at different 

treatments  
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图 3 不同处理时间各处理每 1 万个细胞中含

Carotenoid 的量 
Fig.3 Carotenoid content of each 1×104 cells with times at different 

treatments  
2.3 DOM 对藻毒素合成的影响 

由图 4可知，处理后第 2天，各处理每 1万个
细胞内含藻毒素MC–LR的量均比 CK的低，T5处
理的最低(0.15 ng)，比 CK(0.32 ng)下降了 53.13%；  
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图 4 不同处理时间各处理每 1 万个细胞中含 MC–LR 的量 
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Fig.4 MC–LR content of each 1×104 cells with times at different 

treatments  
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图 5 不同处理时间各处理每 1 万个细胞中含

Dha7–MC–LR 的量 
Fig.5  Dha7–MC–LR content of each 1×104 cells with times at 

different treatments  
在处理后第 4天，T2、 T3、 T4、T5处理对MC–LR
合成的抑制作用加强，MC–LR含量几乎维持在试验
初期(处理后第 2天)的最低含量；处理后第 6天，T3
处理的MC–LR含量最低，仅为 0.17 ng，比 CK下
降了56.41%。由图5可知，单位细胞内Dha7–MC– LR
含量变化受 DOM 影响下降明显；处理后第 2 天的
T4 处理 Dha7–MC–LR 含量最低，比 CK 下降了
62.18%；处理后第 4 和第 6 天，T5 处理的
Dha7–MC–LR含量最低，比 CK 分别下降了 78.51%
和 69.11%。可见，牛粪堆肥 DOM对于M. aeruginosa 
FACHB905细胞内 2种藻毒素合成的抑制作用明显。 

3 结论与讨论 

堆肥 DOM 的主要成分为木质素类化合物、含
N杂环类化合物、脂肪酸类物质、蛋白质和其他有
机酸类物质[14–15]，其中含 N化合物和其他有机酸类
物质(如碳水化合物、氨基酸等)均有助于蓝藻细胞
的生长[16–18]。随着 DOM浓度的升高和处理时间的
延长，DOM 中木质素类化合物对于蓝藻细胞生长

的抑制作用明显[19]。本研究中，处理后第 4天和第
6天，高浓度 DOM处理(T4、T5处理) 使培养液中
M. aeruginosa FACHB905细胞密度下降。 

牛 粪 堆 肥 来 源 DOM 对 M. aeruginosa 
FACHB905细胞内 Chl–a和 Carotenoid合成的影响
不大[20]。蓝藻细胞内 Chl–a与 Carotenoid的合成途
径非常复杂，受到 Mg、Cu、Zn、Ni、Mn 等多种
微量金属元素的影响[21–22]，而 DOM对该类金属的
迁移转化影响明显[23]。本研究中虽然没有对培养液

中金属离子含量、形态等进行测定，但各 DOM 处

理 M. aeruginosa FACHB905 细胞内 Chl–a 和
Carotenoid含量与 CK差异不明显，推测 DOM对培
养液中金属离子的调控对蓝藻细胞内色素的合成

具有重要作用。 
牛粪堆肥来源 DOM 能够抑制 M. aeruginosa 

FACHB905单位细胞内藻毒素的合成。随处理时间
的延长，T2、T3、T4、T5 处理可明显抑制单位细
胞内MC–LR的合成，其含量与试验初期(处理 2 d)
的最低含量无明显变化。DOM 处理对 Dha7–MC– 
LR合成的抑制作用明显。藻毒素合成受 Mcy基因
家族的控制，且合成路径极为复杂[24]，而堆肥来源

DOM 可能对其代谢途径和相关控制基因造成破坏，
进而抑制细胞内MC–LR和Dha7–MC–LR的合成。 
由本试验结果及其分析可得到如下结论：当牛

粪堆肥来源 DOM 中 DOC 的质量浓度为 15～120 
mg/L 时，处理后第 2 天，各 DOM 处理均促进 M. 
aeruginosa FACHB905细胞的生长，而在处理后第
4天，T4、T5处理抑制细胞生长，第 6天仅 T1处
理能够促进细胞生长，T3、T4、T5 处理抑制细胞
生长的作用明显。各 DOM 处理均抑制细胞内藻毒
素的合成，在 6 d 的处理中，单位细胞藻毒素中
Microcystin–LR 的含量以处理后第 2 天 T5 处理的
最低，比 CK低 53.13%；Dha7–Microcystin–LR含
量以处理后第 4 天 T5 处理的最低，比 CK 低
78.51%。DOM 对细胞内色素合成无明显影响。畜

禽粪便污染是农业面源污染的主要来源，所以，控

制牛粪堆肥中 DOM 的排放和延长 DOM 对藻细胞
处理的时间，可有效抑制蓝藻细胞的生长和蓝藻细

胞中藻毒素的合成。 
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