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摘要:首先通过杜氏盐藻及藻液内优势菌对抗生素的敏感性实验确定了氨苄青霉素、庆大

霉素、头孢霉素和链霉素为该盐藻的除菌工具.采用联合加入的方法,即上述4种抗生素终浓

度均为800μg/mL,相同浓度连续混合处理3次,每次处理间隔2d,再结合平板稀释分离法,

获得无菌盐藻.带菌盐藻的生长稍快于无菌盐藻,但会较早出现老化现象;分别回加分离到带

菌盐藻中的5种优势菌会促进无菌盐藻的生长.本实验为进一步的盐藻转基因以及藻菌关系

等研究奠定了基础.
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0 引 言

微藻的无菌纯种培养是微藻生理学、营养学

和生物化学等研究的基础,也是进行水产饵料、赤
潮治理和遗传工程等应用性研究中亟待解决的问

题.现阶段微藻无菌纯化的主要方法有抗生素法、
离心法、稀释法、毛细管法等[1~6].由于与藻共存

的菌常附着在藻体表面胶质鞘等处,物理和化学

的不同纯化手段往往需要结合使用,这也使得微

藻的无菌纯化工作相对繁琐.在已鉴定的微藻中

只有很少一部分获得无菌纯种培养,多数微藻的

无菌纯化研究尚未见报道.
本研究以抗生素为除菌工具,并结合涂布平

板培养法分离无菌盐藻纯种,以期为微藻无菌化

培养研究提供依据,并为进一步盐藻的遗传工程

以及藻菌关系等研究奠定基础.

1 材料和方法

1.1 盐藻来源及培养方法

杜氏盐藻(Dunaliellasalina)来自烟台大学

海洋学院.培养条件为温度(23±0.5)℃,自然光

照,静置培养.培养基为f/2培养基,所用海水取自

大连水产学院近海海域,经过滤后高压灭菌使用.

1.2 主要试剂

所有抗生素均购自大连博瑞得生物技术有限

责任公司.参照萨姆布鲁克等的方法配制抗生素母

液[7].配制的抗生素母液用0.22μm的微孔滤膜过

滤除菌.蛋白胨和酵母粉均购自Oxoid公司.
1.3 盐藻吸光度值测定

以722分光光度计和1.0cm比色皿于波长

682nm处测量藻液的吸光度值[8].
藻体比生长速率K(d-1)的计算公式为K=

(lgODt-lgOD0)/t.其中OD0 是起始的藻液吸

光度值;ODt是经过t时间的藻液吸光度值;t是生

长时间,d.
1.4 藻液内细菌数目的粗略测定

取100μL适当稀释的藻液涂布于2216E固

体培养基中,于(28±0.5)℃下培养48h后,计
算平板中的菌落数即可粗略换算出藻液内的细菌

数目.每个样本重复3次,取平均值.
1.5 测定盐藻培养液内细菌对抗生素敏感性的

K-B纸片扩散法药敏试验[9]

将菌液密度调到约1.5×108 个/mL,用无菌

棉棒 蘸 取 菌 液,涂 布 于 厚 度 均 一 的 Mueller-
Hinton(M-H)琼脂固体培养基(杭州微生物试剂

厂)表面.将含抗生素纸片(30μg/mL,杭州微生



物试剂厂)紧贴于平板中心位置的琼脂表面.在

30℃下培养24h后,测量抑菌圈的直径.每个样

本重复3次,取各抗生素抑菌圈直径的平均值.
1.6 K-B纸片扩散法联合药敏试验[9]

将含两种不同抗生素的纸片贴于已接种菌的

M-H琼脂表面,两片之间的距离为3~4mm.30
℃下培养24h后观察结果,根据两种抗生素抑菌

环的不同图形判断二者作用的相互关系.
1.7 无菌藻液中回加所有菌的方法

用2μm 的滤膜除去处于生长初期的带菌

藻,再将过滤液经0.22μm的膜过滤,使菌滞留

于膜上.将此带菌滤膜加入到生长初期的无菌藻

液中,即得回加了带菌藻中几乎所有菌的藻液[10]

(附生在藻体上的菌除外).

2 结果与分析

2.1 藻液中霉菌的排除

在除菌的预实验中发现,用抗生素消除细菌

一定的抑制作用后,藻液中会有絮状物出现,将藻

液涂于2216E固体培养基上培养6~7d后,平板

上有霉菌生长,说明该盐藻有霉菌污染.利用平板

法培养盐藻50d,挑取无霉菌污染的盐藻克隆进

行培养.最终的无菌检验结果证明该法可有效排

除本藻液中的霉菌污染.用已排除霉菌污染的藻

液进行进一步的除菌实验.
2.2 除菌抗生素的选择

2.2.1 盐藻培养液内细菌对抗生素的敏感性 
取对数生长中期的藻液,将其进行适当稀释后,通
过2216E培养基平板分离得到菌落形态、大小、颜
色等特征不同的5株细菌,分别记为A、B、C、D和

E.利用药敏试验测定藻液中的这5株优势细菌对

氯霉素等7种抗生素的敏感性,结果如表1所示.

表1 盐藻培养液内细菌菌株的抗生素敏感性

Tab.1 Theantibioticsensitivityofbacteriain
cultureofDunaliellasalina

细菌 氯霉素
庆大

霉素

氨苄

青霉素
链霉素

头孢

霉素

卡那

霉素
新霉素

A +++ +++ +++ ++ — + +

B +++ +++ + ++ ++++ + —

C — +++ ++++ +++ + ++ +

D ++++ +++ +++ ++ ++++ ++ +

E ++++ + ++ + +++ — —

注:“++++”表示抑菌环平均直径大于50mm;“+++”表
示抑菌环平均直径在41~50mm;“++”表示抑菌环平均

直径在31~40mm;“+”表示抑菌环平均直径在20~30
mm;“—”表示抑菌环平均直径小于20mm

由表1可看出,在这7种抗生素中,新霉素的

抑菌效果最弱,抑菌环平均直径都在30mm 以

下,不作为本实验的除菌抗生素.氯霉素和庆大霉

素对其中4株菌有较强的作用;而头孢霉素和氨

苄青霉素对其中3株菌的作用较强.故暂将氯霉

素、庆大霉素、头孢霉素和氨苄青霉素作为首选抗

生素.考虑到抗生素之间的联合作用,将链霉素和

卡那霉素也作为备选的抗生素.
另外实验中发现,用抗生素抑制藻液中部分

优势细菌的生长,可分离到生长相对缓慢的细菌.
菌株E正是此方法分离得到的.林伟也指出用不

同抗生素初步除菌后,再分别进行菌种分离纯化

及相应的药敏试验会得到更全面的结果,但同时

使研究工作过于繁琐[11].
利用联合药敏试验测定所选的除新霉素外的

6种抗生素对于5株优势菌的作用是否存在拮抗

关系.结果表明6种抗生素中任意两种对于5株

菌的作用均为累加作用(即两种抗生素的抑菌环

大小并未改变并且相交处成钝角)或协同作用(即
两种抗生素的抑菌环交接角平直),表明这6种抗

生素适合联合使用.
抗生素法是微藻除菌常用的方法.高剂量多

次除菌可降低抗药菌出现的几率,而药敏试验目

的是更有效快捷地找到合适的抗生素,提高除菌

效率,同时也尽量避免出现菌的抗药性[12].大量

实验表明单种抗生素很难达到好的除菌效果,本
文也曾选择氨苄青霉素、庆大霉素两种对优势细

菌有普遍较强作用的抗生素进行单种抗生素除菌

实验.结果表明当其终浓度为1000μg/mL时,
藻液中仍有相当数目的细菌存在;并且随着抗生

素浓度的继续增加,其细菌密度均降低不明显,说
明高浓度的单种抗生素无法达到理想的除菌效果.
故除菌实验中通常选用某些除菌性质互补如快效

杀菌抗生素(如青霉素、头孢霉素)和慢效杀菌抗生

素(如庆大霉素)的联用,来提高除菌的效率.
2.2.2 盐藻对抗生素的敏感性 以不加任何抗

生素的盐藻为对照,测定盐藻对所选抗生素的敏

感性,结果如表2和图1所示.培养10d后加氯

霉素的藻液全部变白,盐藻全部死亡,说明氯霉素

对盐藻的生长影响较大,不适宜作为该盐藻的除

菌抗 生 素.其 他 5 种 抗 生 素 浓 度 达 到 1600

μg/mL时,终末细胞密度均达到对照组的75%以

上.从图1更直观地看出,随着浓度的增大,除氯

霉素之外的其他5种抗生素作用下的盐藻比生长

速率没有明显变化,说明这5种抗生素对盐藻生
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长的影响不大,可作为进一步除菌实验所选择的 抗生素.

表2 盐藻对6种抗生素的敏感性

Tab.2 TheantibioticsensitivitiesofDunaliellasalinato6antibiotics

抗生素 ρ/
(μg·mL-1)

OD1
(对数初期)

OD2
(对数末期) K/d-1

终末细胞密度/
(104 个·mL-1)

对照

庆大霉素

头孢霉素

氨苄青霉素

链霉素

卡那霉素

氯霉素

— 0.105 0.582 0.149±0.0040 200.5±17.16
400 0.103 0.575 0.150±0.0079 198.0±10.58
800 0.104 0.594 0.151±0.0034 204.8±18.58
1200 0.101 0.502 0.139±0.0060 171.8±11.93
1600 0.106 0.450 0.126±0.0040 153.5±8.50
400 0.107 0.620 0.152±0.0021 214.0±5.29
800 0.102 0.621 0.157±0.0068 214.5±7.57
1200 0.106 0.555 0.144±0.0042 191.0±18.25
1600 0.105 0.526 0.140±0.0070 181.0±8.54
400 0.106 0.635 0.155±0.0059 219.5±8.39
800 0.105 0.646 0.158±0.0026 223.0±11.14
1200 0.107 0.582 0.147±0.0072 200.5±11.68
1600 0.110 0.576 0.144±0.0056 198.5±16.20
400 0.107 0.540 0.141±0.0052 198.0±15.62
800 0.103 0.507 0.138±0.0020 204.8±13.61
1200 0.100 0.458 0.132±0.0026 171.8±10.41
1600 0.105 0.452 0.127±0.0047 153.5±4.04
400 0.110 0.594 0.146±0.0093 204.8±4.04
800 0.106 0.579 0.147±0.0059 199.5±7.64
1200 0.105 0.550 0.144±0.0061 189.0±13.45
1600 0.108 0.538 0.139±0.0029 184.8±5.77
400 0.105
800 0.103

 全部死亡
1200 0.106
1600 0.107

注:对数初期为传代培养5d的藻液;对数末期为传代培养10d的藻液;终末细胞为传代培养13d的藻液

图1 6种抗生素不同浓度下盐藻的比生长速率

Fig.1 RelativeratesofDunaliellasalinato6

antibioticsindifferentconcentrations

2.3 联合抗生素除菌

首先为了确定联合除菌的抗生素种类,设计

了如下4种组合.组合1:3种首选抗生素氨苄青

霉素、庆大霉素和头孢霉素;组合2:组合1中3

种首选抗生素再加上备选抗生素卡那霉素;组合

3:组合1中3种首选抗生素再加上备选抗生素链

霉素;组合4:组合1中3种首选抗生素再加上备

选抗生素卡那霉素和链霉素.当4种组合各抗生

素在对数中期藻液中的终浓度均为200μg/mL
时,联合抗生素作用2次(每次间隔2d),处理后

第3d验菌,组合1~4的藻液中细菌密度N 分别

为7.40×104、8.47×104、7.28×103 和6.85×
103cfu/mL,对照组的细菌密度为1.25×105

cfu/mL.结果表明组合3、4除菌效果相对好一

些,且效果差别不大,综上,选择组合3氨苄青霉

素、庆大霉素、头孢霉素和链霉素等4种抗生素联

合除菌.
进一步研究了这4种抗生素联合除菌的适当

作用浓度及作用次数,结果如表3所示.各抗生

素浓度为800和1000μg/mL时,除菌效果较好,
处理3次后,菌的密度可暂时降低至0.但当各抗

生素浓度为1000μg/mL时,处理后藻液吸光度

378 第6期 唐 颖等:杜氏盐藻无菌纯化研究



值仅为对照组的61.8%.所以,最终确定较理想

的联合抗生素除菌方法是:混合加入氨苄青霉素、
庆大霉素、头孢霉素和链霉素于对数中期藻液中,
其终浓度均为800μg/mL;相同浓度连续混合处

理3次,每次处理间隔2d.

表3 4种联合抗生素不同浓度及作用时

间的除菌效果

Tab.3 Theeffectofsterilizationtodifferent

concentrationsandtreatmenttimeof4

combinativeantibiotics

ρ/
(μg·mL-1)

N/(cfu·mL-1)

1次,第3d2次,第3d3次,第3d

OD(3次,
第10d)

0(对照)

200
400
600
800
1000

6.80×105

9.28×104

7.56×104

4.89×104

3.65×103

4.14×103

1.20×106

1.06×104

8.92×103

3.90×103

178
144

8.30×105

9.16×103

3.90×103

3.45×102

0
0

0.953
0.956
0.923
0.817
0.804
0.589

图2显示了使用此最佳联合抗生素除菌过程

中藻与菌生长的动态变化特征.结果显示,对照组

中细菌的密度在盐藻的一个生长周期内都在105

数量级内变化.而联合抗生素的作用不但使藻液

内细菌的数目急剧减少,还对盐藻的生长有一定

的影响.这种影响作用会随着传代培养而逐渐消

除.

注:分别在第12、15及18d添加联合抗生素除菌

图2 联合抗生素对盐藻和藻液内细菌生长的影响

Fig.2 Theeffectofcombinativeantibioticsonthe

growthofDunaliellasalinaandbacteriain
theculture

另外,Cottrell等认为逐步加入抗生素除菌

可克服不同抗生素之间的拮抗作用[13].本文也曾

使用1000μg/mL的氨苄青霉素、头孢霉素、庆
大霉素和链霉素逐步除菌,但结果不理想,可能与

抗生素逐步加入无法发挥抗生素之间的联合作用

有关.不过,林伟的实验表明对于某些微藻来说,
抗生素逐步加入法的确很有效,说明不同微藻的

除菌方法不能一概而论[12].
有文献报道抗生素对细菌生长有一定的钝化

作用,当消除培养体系中的抗生素影响时,细菌生

长会有所恢复[9].而在本文实验中,进一步延长抗

生素处理后藻液在2216E固体培养基上的培养

时间,发现培养20d后,浓度为800和1000μg/

mL的两个实验组确有菌落长出,细菌密度为20
~30cfu/mL.因此,进一步的实验将联合抗生素

处理3次后第3d的藻液进行适当稀释后立即涂

于f/2固体培养基,利用平板法进一步分离无菌

单克隆藻,以保证除菌效果.另外,利用平板法分

离无菌藻也可较快捷地消除抗生素对盐藻生长的

影响.
2.4 涂布平板培养法分离纯化无菌藻

将抗生素优化处理后的藻液适当稀释后涂布

于f/2固体培养基,培养20d,选取藻落密度适当

且菌落数目最少的平板,用灭菌牙签挑取藻落大

且与菌落分离的单克隆藻株,于f/2液体培养基中

培养.共挑取20个单克隆藻株,从1到20编号.
将培养25d至生长对数中期的20个单克隆

藻株涂布于2216E固体培养基上验菌,30d后,
编号1、6、10、14、15、18、19的单克隆藻的平板上

出现菌落,其余13个藻株均未长菌.将这13个无

菌藻继续传代培养一个月,再用2216E固体培养

基验菌,结果2、12、13和16均未出现菌落,初步

证明获得了纯化的无菌藻.实验发现这4株无菌

藻的生长无大差别,遂将其混合藻液作为后续实

验的无菌藻藻种,进行进一步的无菌鉴定.
汪本凡也曾利用高盐法和平板分离法结合以

及离心法与平板分离法结合获得无菌盐藻[14].不
过,很多海水中与耐盐微藻共栖的细菌同时也具

备了嗜盐或耐盐的特性,这使得高盐法用于这类

耐盐微藻的除菌有一定的局限性.离心法适于作

为除菌工作中的辅助手段,从而减少培养体系中

大量游离的细菌;但值得注意的是离心法难以去

除附生在藻体表面的细菌,并且反复离心的操作

会增大微藻染菌的机会.固体平板稀释分离法通

常用于藻的无菌纯化的最后步骤,可以去除不稳

定附生在藻体表面的菌体.不过,要考察与藻稳定

共栖或寄生于藻体的菌就需要进一步的实验观察

了.
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2.5 无菌藻的鉴定

2.5.1 培养法 将处于对数生长期的初步分离

纯化的无菌藻分别接种于固体和液体的2216E、

f/2、添加营养盐的f/2(0.5%蛋白胨,0.5%酵母

膏)和葡萄糖酵母膏真菌培养基(葡萄糖1g,酵母

膏0.1g,海水1000mL)中,(28±0.5)℃下培养

30d,镜检均未有菌生长的迹象.
2.5.2 镜检法 采用扫描电镜(JEM-1200EX)
镜检处于对数生长期的分离纯化的无菌藻.结果

如图3~5所示,无菌藻轮廓清晰,表面及藻液中

均未发现菌体,藻体间较自然带菌藻体分散.而对

照组的藻体表面及藻液中均可见到大量菌体,很
多藻因被菌体包裹而无法辨其轮廓,并且藻体也

更加容易聚合在一起.

图3 2000倍扫描电镜下的无菌盐藻

Fig.3 TheSEMphotographofaxenicDunaliella
salina(×2000)

图4 6000倍扫描电镜下的无菌盐藻

Fig.4 TheSEMphotographofaxenicDunaliella
salina(×6000)

图5 6000倍扫描电镜下的有菌盐藻

Fig.5 TheSEMphotographofnatureDunaliella
salina(×6000)

2.6 无菌藻、自然带菌藻的生长初步比较

由图6可见自然带菌藻的生长较无菌藻稍

快,但二者相差不大.培养中还观察到无菌藻培养

30多天,藻体悬浮分散均匀,仍未出现老化现象,
而带菌藻则较早出现藻体凝聚成片、易下沉等老

化现象.用1.7所述方法回加带菌体系的几乎所

有菌,观察到藻的生长和无菌、带菌藻生长差别不

大,但老化现象和带菌藻相似,也比无菌藻较早地

出现凝聚和下沉.这些说明和盐藻共栖的菌中可

能存在促使盐藻老化的菌.另外,带菌盐藻更较容

易出现附壁的现象,这也许与藻体和共栖细菌的

细胞外分泌等多种因素有关.
分别向生长初期的无菌藻液中回加单一的5

株分离到的优势菌(细菌密度2×105 个/mL),发
现这5株菌均可不同程度地促进无菌藻的生长.
文献[15]的实验也表明与盐藻培养体系共存的某

些菌可能会提供藻生长所需的维生素、微量元素

等,从而促进藻的生长.这些结果与林伟等的一些

实验结果是一致的[10].

图6 与盐藻共栖的细菌对于盐藻生长的影响

Fig.6 Theeffectofbacteriaonthegrowthof
Dunaliellasalina

3 结 论

(1)通过盐藻及藻液内优势菌对抗生素的敏

感性实验确定了氨苄青霉素、庆大霉素、头孢霉素

和链霉素为该盐藻的除菌工具.
(2)采用联合加入的方法,即上述4种抗生素

终浓度均为800μg/mL,相同浓度连续混合处理

3次,每次处理间隔2d;再结合平板稀释分离法,
获得无菌盐藻.

(3)带菌盐藻的生长稍快于无菌盐藻,但会较

早出现老化现象;分别回加分离到的带菌盐藻中
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的5种优势菌会促进无菌盐藻的生长.
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ResearchonaxenicpurificationofDunaliellasalina

TANG Ying, WANG Chang-hai*, LI Ke-jin, HUANG Di

(SchoolofLifeScienceandBiotechnology,DalianUniversityofTechnology,Dalian116024,China)

Abstract:TheappropriateantibioticsforDunaliellasalinapurificationwereinitiallydeterminedby
investigatingtheeffectsofseveralantibioticsonthemicroalgaeandco-occurringbacteria.Withthe
mixtureofampicillin,gentamycinsulfate,cefalotinsodiumandstreptomycinaddedintheculture,800

μg/mLfinalconcentrationsrespectively,everytwodaysandrepeatedthreetimes,thebacteria-free
algalculturewasobtainedbyspreadplate.Themicroalgaemixedwithbacteriagrewalittlefaster
thanaxenicmicroalgae,butwasagingearlier.Themicroalgaewasstimulatedtogrowfasterwith
isolatedco-occurringbacteriaadded.Theresultsshowsignificanceforfurtherstudyonrelationships
betweenmicroalgaeandco-occurringbacteria,aswellasgeneticengineering.

Keywords:Dunaliellasalina;axenicpurification;antibiotic;plateculture
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