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几种海洋微藻的无菌化培养 m
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纯种培养对研究海洋微藻的营养学 !生理学及生

物化学等是必不可少的 ∀迄今国内研究和水产养殖中

应用的海洋微藻藻种基本上未经无菌化 o不是纯种 o

这使得研究工作难以深入 o是造成在上述领域研究中

同国际存在差距的原因之一 ∀因此 o无菌纯藻种的获

得 o具有重要的现实意义 ∀笔者利用微藻比细菌具有

更强的抗生素耐受性的特点 o以抗生素为工具排除微

藻培养液中的细菌 o成功获得了几种无菌海洋微藻纯

藻种 o并对除菌中应注意的问题进行了初步探讨 ∀

t 材料与方法

tqt 藻种来源及培养方法

供除菌用藻种于 t||w年 z月至 t|||月 v月取

自本所种质库及环保室 o系中肋骨条藻 k Σκελετονε µα

χοστατυµ) !微小原甲藻( Προροχεντρυµ µινιµυµ) !锥状斯

克利普藻 ( Σχριππσιελλα τροχηοιδεα) !褐胞藻 ( Πηαεοχψστισ

πουχηετιι) ! 前 沟 藻 ( Αµπηιδινιυµ ¶³ql 及 扁 藻

k Πλατψµονασ¶³qltsws品系 ∀

微藻培养液为 �t
≈u 

o灭菌后备用 ∀培养温度为

us ? t ε o光照度为 v sss t¬o光暗比为 �Β ⁄� tw «Β

ts «∀在藻种传代及培养过程中 o均严格遵循无菌操

作规则 ∀

tqu 微藻培养液中细菌排除方法

tquqt 抗生素选择 ktl抗生素对待除菌微藻

生长影响的实验 }将青霉素 !氯霉素 !链霉素 !庆大霉

素及卡那霉素以藻培养液内 xsotssoxssot sss ��r °̄

的浓度分别加入各为 xs °̄ 的处于生长初期的待除

菌微藻培养液内 o培养 y §∀利用血球计数器计数藻细

胞密度 ∀同时以未加抗生素的微藻为对照 ∀选取对微

藻生长无明显影响的进行下一步实验 ∀kul微藻培养

液中细菌对抗生素敏感性实验 }将处于指数生长后期

的各微藻适度稀释后 o取 sqt °̄ 涂布于 uuty ∞平板 o

us ε 培养 tx §∀ 从涂布每种微藻的平板上挑取具有

不同形态特征的菌落划线纯化后于 uuty ∞斜面培养

w{ «kuu ε l ∀将这些菌株以无菌海水制成菌悬液k约

ts
z 个r °̄l o取 sqt °̄ 涂布于 uuty ∞平板 o将各含青

霉素 !链霉素 !庆大霉素及卡那霉素的纸片k直径 xqx

°°o抗生素浓度为 ux ��r片l平贴于平板表面 o平板

置于 tx ε 过夜 ∀uu ε 培养 v §∀记录纸片周围抑菌圈

直径 ∀选择抑菌圈直径 ∴us °°的抗生素为除菌工

具 ∀

tququ抗生素除菌 根据 tquqto选取合适的抗

生素按两种程序对各微藻进行无菌化处理 ∀ktl抗生

素逐种加入 }tss °̄ 处于指数生长后期的各微藻培养

液内加入青霉素 k藻培养液内最终浓度为 t sss ��r

°̄l o培养 v §~将 ts °̄ 青霉素处理过的微藻加入 |s

°̄ 无菌 �t 培养液内 o按藻培养液内 t sss ��r°̄ 加入

庆大霉素 o培养 v §~将 ts °̄ 经上述两种抗生素处理

过的微藻加入 |s °̄ 无菌 �t 培养液内 o按藻培养液内

t sss ��r °̄ 加入卡那霉素 o培养 v §~然后转无菌 �t

培养液培养 o观察微藻生长状况 ∀在每种抗生素处理 v

§后 o取 t °̄ 微藻培养液加入 x °̄ uuty ∞内作细菌培

养检测kus ε 培养 vs §l ∀kul抗生素混和加入 }将青霉

素 !庆大霉素及卡那霉素同时加入 tss °̄ 处于指数生

长后期的各微藻中k各种抗生素最终浓度均为 xss

��r°̄l o培养 v §~将 ts °̄ 经抗生素处理过的微藻加
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入 |s °̄ 无菌 �t 培养液内 o追加上述组合抗生素一

次 o培养 v §~v §后转无菌 �t 培养液培养 o观察微藻

生长状况 ∀每次抗生素处理 v §后 o做细菌培养检测

k方法同上l ∀

tqv 无菌检验

经两种除菌程序处理的各微藻通过细菌培养初

步认定无菌后 o再经 x次传代培养 k按 tΒ |接种 o各

代培养 ts §l o彻底消除残留抗生素影响 o进行无菌检

验 ∀

tqvqt 培养法 ktl取已排除抗生素影响的微

藻培养液 sqt °̄ 涂布 uuty ∞及真菌培养基平板 k每

种微藻涂布三板l o密封平板 ous ε 培养 vs §o观察有

无细菌及真菌菌落出现 ∀kul将上述微藻培养液 t °̄

加入各为 x °̄ 的液体的改进 �t o uuty ∞及真菌培养

基内 ous ε 培养 vs §o观察培养液是否混浊k同未加藻

液的微生物培养基对比l ∀

tqvqu 镜检法 取 t °̄ 已排除抗生素影响的

微藻培养液用吖啶橙染色 v °¬±k吖啶橙最终浓度为

sqsth l o抽滤于直径 ux °°孔径为 squ Λ°的无菌无

颗粒的黑色核孔滤膜上 ∀将滤膜置于载玻片上 o滴加

一滴无自发荧光的显微镜油 o加盖玻片 o以落射荧光

显微镜镜检有无细菌及真菌存在迹象 ∀

tqw 微生物检测培养基

tqwqt 细菌检测培养基 uuty ∞固 ! 液体培

养基 ~改进 �t 培养基 }蛋白胨 t ªo酵母膏 squ ªo�t 培

养液 t sss °̄ ∀

tqwqu 真菌检测培养基 葡萄糖酵母膏固 !液

体培养基≈v  ∀

u 结果与讨论

uqt 微藻除菌

uqtqt 抗生素选择 实验结果表明 o氯霉素在

xs ��r °̄ 时 o即对 y种微藻的生长产生明显影响 k藻

细胞密度均为对照的 tsh以下l ~而其他 w种抗生素

即使在 t sss ��r °̄ 时也对各待除菌微藻的生长影响

不大 k藻细胞密度都为对照的 zxh以上l o可用于微

藻除菌中 ∀通过平板分离纯化方法 o获得 uy株与微藻

共存的细菌 o其中扁藻 tsws培养液内 w株k�t ∗ �wl o

中肋骨条藻培养液内 w株k�t ∗ �wl o微小原甲藻培养

内 x株 k≤t ∗ ≤xl o 锥状斯克利普藻培养液内 w株

k⁄t ∗ ⁄wl o前沟藻培养液内 w株k∞t ∗ ∞wl o褐胞藻培

养液内 x株kƒt ∗ ƒxl ∀它们对抗生素的药敏测试的结

果表明k见表 tl o链霉素抑菌圈直径无一超过 us °°o

弃之 ∀而青霉素 !庆大霉素及卡那霉素均可对每种微

藻培养液内至少一株细菌具有明显的抑制作用k抑菌

圈直径 ∴us °°l o选择它们做为排除微藻培养液内细

菌的工具 ∀

uqtqu 细菌排除 ktl抗生素逐种加入 }实验结

果表明 o仅经青霉素 !庆大霉素处理的 y种微藻内都

有细菌存在 k褐胞藻加入庆大霉素 v §后立刻进行细

菌培养检测 o发现无细菌存在迹象 ~传代 v次后 o细菌

培养检测却表明藻培养液内又出现了细菌l ~只有在

加入卡那霉素后 o经细菌培养才可初步认为微小原甲

藻 !前沟藻及褐胞藻已无菌化 o其他 v种微藻培养液

内仍有细菌存在 ~y种微藻生长良好 ∀kul抗生素混和

加入 }实验结果表明混合抗生素只处理一次 o y种微

藻培养液内都有细菌存在 ~处理两次后 o经细菌培养

检测初步认定扁藻 tsws !中肋骨条藻 !锥状斯克利普

藻 !微小原甲藻及前沟藻已无菌化 ~微小原甲藻生长

受到严重抑制k培养 ws §o未发现藻生长迹象l o其他 x

种微藻生长良好 ∀褐胞藻在混和抗生素连续处理 v次
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后 k每隔 v §加混和抗生素于未传代的同一培养液l o

其培养液内细菌仍未有效排除 ∀以上情况表明 o高浓

度的抗生素合用后对微小原甲藻的生长影响很大k虽

然抗生素逐种加入过程中 o微藻细胞也会遭遇不止一

种抗生素 o但先加入的抗生素经微藻传代而被稀释 o

且已过了数日 o可能使抗生素协同抑制藻生长的能力

大大下降l ~抗生素的合用也使排除褐胞藻培养液内

细菌的能力下降 o后经过补充实验发现各为 t sss��r

°̄ 的上述 v种抗生素合用不能将褐胞藻培养液中的

细菌完全排除 o进一步表明抗生素间确实存在相互拮

抗 ~只有前沟藻可以经两种除菌程序处理为无菌藻

种 ∀

uqu 无菌检验

各微藻经抗生素处理初步认定无菌并经培养排

除残留抗生素的影响后 o微生物培养及镜检均表明 y

种微藻培养液内无细菌及真菌存在 oy种微藻无菌化

获得成功 ∀另外 o在除菌前 o作者曾对待除菌的微藻进

行了真菌培养检验 k真菌培养基中加入浓度各为 tss

��r°̄ 的青霉素及庆大霉素l o结果表明 y种微藻培养

液中均无真菌 o否则要利用制霉菌素或两性霉素 �等

排除真菌 ∀

uqv 微藻无菌化中应注意的问题

uqvqt 关于除菌用抗生素 理想的抗生素应

具备两个特征 }ktl具有高效抑k杀l菌活性 ~kul对微

藻细胞毒性低 ∀由于抗生素的抗菌谱存在差异以及各

微藻液中细菌群落结构特征不同 o决定了不可能存在

一种可用于所有微藻除菌的抗生素 ∀因此为了提高除

菌效果 o尽量降低耐药菌株出现的机率 o有必要采用

药敏测试方法选择除菌抗生素 ∀其次 o还应该进行待

除菌微藻对除菌抗生素耐受性实验 o否则在除菌过程

中会发生微藻细胞受到损伤及其生长被抑制的情

况 ∀总之 o要选择合适的抗生素浓度及处理时间 o如作

者在此次微藻除菌实验时即采用藻细胞可耐受的较

高的抗生素浓度kxss ∗ t sss ��r °̄l及较短的处理时

间kv §l以免出现耐药菌株和影响微藻生长 ∀

uqvqu 关于抗生素除菌方法 青霉素通过抑

制细胞壁的合成引起溶菌 o它对生长旺盛的细菌有明

显效果 o而对静息细胞不明显 ~庆大霉素及卡那霉素

则通过干扰蛋白质合成抑制细菌生长 o此类抗生素在

高浓度时也具有杀菌效果≈t  ∀ ≤²··µ̈̄¯等 t||v年认为

作用机制的不同可能导致合用抗生素间产生拮抗 o因

此他们在微藻除菌中采用了逐种抗生素加入法 }根据

青霉素的作用特性 o将其做为第 t种加入微藻培养液

的抗生素 ~而干扰细菌蛋白质合成的 o如庆大霉素及

卡那霉素等氨基环醇类抗生素应后加 ∀根据这一技术

路线 o他们成功获得无菌的微藻 Μιχροµονασ πυσιλλα藻

种 ∀虽然如此 o仍有许多文献报道不同作用机制的抗

生素合用也可以有效地排除微藻培养液内的细菌k如

⁄µ²²³ot|yz~⁄¬√¤±等 ot|{u~�²¦½¤µ等 ot|{{~⁄²∏ª̄¤¶

等 ot||v~≤«¬±¤¬±等 ot||x所报道的l ∀因此 o当抗生素

逐种加入法除菌效果不理想时 o可以考虑采取抗生素

合用法 ∀作者通过实验即发现抗生素逐种加入不能获

得无菌的扁藻 tsws ! 中肋骨条藻及锥状斯克利普藻 o

而同样的抗生素合用后这些藻培养液内的细菌可被

完全排除 o未发现抗生素间相互拮抗及抗生素合用后

对微藻细胞毒性的增强 ∀但抗生素合用于某些微藻 o

如褐胞藻时确实存在其除菌功能被削弱的现象 ∀另

外 o微小原甲藻对合用抗生素耐受性的下降 o也表明

这种方法有其不足之外 ∀总之 o由于各微藻间以及以

微藻为基础的各细菌群落间存在的差异 o表明不可能

有一种应用于所有微藻的有效除菌方法 o具体情况应

具体分析 ∀

uqvqv 关于无菌检验 目前尚无一种通用的

无菌检验方法 ∀在做微生物培养检验时 o应采用多种

培养基同时进行 o以增加发现未除掉的微生物的机

率 ∀最新研究结果表明 o抗生素可/钝化0微藻培养液

内某些细菌 o使其处于一种不可培养状态 ~当消除抗

生素的影响后 o这类细菌会恢复生长 kƒ̈ µª∏¶²± �q

� q�q ετ αλ. . �±} �¤µ°©∏̄ �̄ ª¤̄ �̄²²°¶ k�¥¶·µ¤¦·¶l q

×¤¶°¤±¬¤ousssottx l ∀作者在对褐胞藻除菌时也发

现了类似情况 o因此 o在无菌检测前应通过多次传代

培养以完全排除残留抗生素 o为可能存在的已/钝化0

的细菌恢复生长创造条件 ∀即便如此 o经抗生素处理

后的微藻培养液中仍然可能存在着不能培养的细菌 o

还必须进行镜检 ∀荧光显微镜因能有效地检测出经吖

啶橙染色后水样中的细菌 o成为无菌镜检的首选 ∀总

之 o应采取多种方法进行无菌检验 o确保实验结果准

确可靠 ∀
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