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抗生素处理对坛紫菜叶状体生长和藻际微生物的影响
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摘要：设计了氨苄青霉素、硫酸庆大霉素和卡那霉素3种抗生素的不同组合处理坛紫菜
叶状体，旨在筛选出坛紫菜叶状体藻际微生物的最优去除方法；同时，探究紫菜叶状体
生长与微生物群落变化之间的关系。结果显示，低浓度(10 μg/mL)的硫酸庆大霉素或高
浓度(800 μg/mL)的卡那霉素处理，对坛紫菜叶状体生长均具一定的抑制作用，而不同浓
度的氨苄青霉素处理均促进了叶状体生长。500 μg/mL的氨苄青霉素、500 μg/mL的硫酸
庆大霉素与300 μg/mL的卡那霉素3种抗生素混合处理叶状体24 h，不会抑制叶状体的生
长；同时，对藻际微生物有较强的抑制性。不同的坛紫菜品系，不同的叶状体日龄和培
养密度，以及在不同的海水盐度和不同浓度的营养盐中培养，抗生素处理组圆盘体的生
长均比对照组快。通过比较抗生素处理组与对照组分离的菌株后发现，抗生素处理组有
两株菌落形态和菌株形态与对照组显著不同的特有菌株。研究表明，在坛紫菜叶状体的
生长过程中，某些对叶状体生长起阻碍作用的细菌如果大量繁殖，会抑制对叶状体生长
有益的细菌繁殖，当用抗生素抑制了阻碍生长的细菌，就会使益生菌成为优势菌，促进
叶状体的生长，益生菌对上述抗生素的处理不太敏感，但由于培养条件的改变，抗生素
对阻碍生长的细菌的抑制作用会减弱，使得它们大量繁殖，从而抑制叶状体的生长。
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紫菜是一种具有重要经济价值的大型红

藻。坛紫菜(Pyropia haitanensis)是我国主要的栽

培种之一，被广泛栽培于福建、浙江和广东沿海，

它的年产量约占我国紫菜年总产量的75%[1]。

Bell等 [2]在对大型海藻的研究中发现，藻类

在生长过程中向环境释放大量有机物质，使藻

细胞周围形成了具有独特结构与功能的微生物

群落，这种独特的微环境被称为“藻际微环境”。
海藻生长与藻际微生物之间存在着密切的关系。

Croft等 [3]通过对326种海藻研究后发现，有171种
藻类需要由细菌提供的一种辅酶，用于合成藻

体生长所必需的维生素B12。然而，并不是所有

的藻际微生物都能促进藻类的生长。例如，当

某种营养盐缺乏时，藻体上附生的微生物就会

成为无机营养盐的竞争者，从而抑制藻体的生长[4]。

藻际微生物除了影响海藻的生长外，还会影响

海藻的个体发育和形态建成。Fukui等 [5]发现在无

菌条件下培养的条斑紫菜(P. yezoensis)原生质体，

其再生体的形态畸形率偏高，而如果接种了生

丝单胞菌(Hyphomonas sp.)后，再生体的形态畸形

率就明显降低。

大型海藻的藻际微生物数量总是处于一种

动态平衡，这种平衡一旦被打破，就会暴发病

害。人工栽培的海带(Laminaria japonica)其藻体

表面附生着一定数量的褐藻酸降解菌，该菌在

正常生态环境下不会对海带叶状体有损害作用，
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但如果温度过高或栽培密度过大时，褐藻酸降

解菌就会大量繁殖，使海带发生病烂[6-8]。

近年来，学者对于海藻、藻际微生物以及

环境条件三者间的关系进行了大量研究。沈梅丽[9]

采用涡旋振荡与研磨匀浆相结合的方法，用Zobel
2216E和PDA培养基从养殖坛紫菜的藻际微生物

中，分离出467株细菌和55株真菌。孙进等 [10]利

用γ-变形菌纲（γ-Proteobacteria)特异性探针研究

了石莼(Ulva lactuca)的藻际微生物，发现58.3%的

石莼表面附生菌属γ-变形菌纲。

获取无菌的海藻是研究藻际微生物的重要

前提，采用抗生素处理与其他除菌法相结合的

方法，能取得较好的效果。Shibata等 [11]利用孢子

冲洗与抗生素处理相结合的方式，获得了一种

红藻的无菌藻体。抗生素主要通过影响微生物

的正常代谢，抑制或杀死微生物，一定浓度的

抗生素也会影响海藻的生长发育。马旺楠等[12]发

现一定浓度的链霉素、氨苄青霉素和硫酸庆大

霉素可以明显抑制膨胀色球藻 (Chroococcus
turgidus)的生长，而不影响萱藻 (Scytosiphon
lomentaria)丝状体的生长。本研究试图采用抗生

素处理，建立培育无菌坛紫菜叶状体的方法，

并在此基础上研究抗生素处理对紫菜叶状体生

长和藻际微生物群落的影响。

1    材料与方法

1.1    实验材料

本研究所用的2个坛紫菜选育品系(104-01，
YZ-8)和1个坛紫菜野生型品系(Ph-WT)均以自由

丝状体的形式被保存于实验室内，保存和培养的

方法同文献[13]，品系的来源和代码如表1所示。

1.2    材料预处理

坛紫菜壳孢子采苗与叶状体的培养方法同

文献[16]。将日龄为35、45、55、65和75 d的104-

01品系叶状体在常温下晾干，用塑料袋密封后保

存于–20 °C的冰箱中。日龄45 d的Ph-WT和YZ-
8的叶状体保存方法同上。在使用前，将冷冻保

存的叶状体放入灭菌后的培养液中进行复苏培

养，培养条件：温度(23±1) °C，光照密度50 μmol
photons/(m2·s)，光照周期10 L∶14 D，复苏培养

48~72 h后，用打孔器(Ф=2.5 mm)从叶状体的中部

分别取出若干圆盘，用灭菌海水清洗3遍。叶状

体的培养液为添加MES培养基[17]的灭菌海水。

1.3    菌种分离与命名

从不同坛紫菜品系中分离的藻际微生物被

依次命名为B1，B2，B3，B4，B5和B6。

1.4    主要试剂

氨苄青霉素，硫酸庆大霉素和卡那霉素均

购自生工生物工程(上海)股份有限公司。

1.5    抗生素的筛选

104-01品系叶状体对抗生素的耐受性实验      
 将3种抗生素分别添加到培养液中，浓度分别为

10、100、300、500和800 μg/mL，每个浓度组的

250 mL培养液中分别加入10个104-01品系(日龄75 d)
的圆盘体进行充气培养，每组设3个平行。培养2
d后仅更换1次新鲜培养液，并追加抗生素至相应

浓度，充气培养 6  d后，测量圆盘体的长度，

筛选出对坛紫菜圆盘体生长无抑制的抗生素浓

度，以便进行坛紫菜藻际微生物的抗生素敏感

性实验。对照组未添加抗生素。

坛紫菜藻际微生物的抗生素敏感性实验      
 根据上个实验结果配制抗生素储备液，经0.22 μm
微孔滤膜过滤除菌，取直径为6 mm的若干滤纸

圆片，浸泡于抗生素储备液24~36 h，40 °C低温

烘干，备用。

取已活化的坛紫菜藻际微生物菌株(B1~B6，
20%甘油保存)菌液0.1 mL，加入到1.9 mL灭菌海

水中，充分混匀配制成菌悬液。取0.1 mL菌悬液，

均匀涂布于Zobel 2216E培养基上。

将低温烘干的滤纸圆片贴于涂有菌液的培

养基上(每个平板贴同种浓度的3种抗生素)，以

未浸泡过抗生素的滤纸圆片为对照。培养条件：

温度(30±1) °C，光照密度40 μmol photons/(m2·s)，
光照周期10 L∶14 D。

抗生素组合处理去除坛紫菜附生菌的实验      
根据耐受性和敏感性实验结果选择抗生素最佳

表 1    本实验所用坛紫菜品系的来源和代码

Tab. 1    Origins and codes of three P. haitanensis strains
used in the experiment

序号

no.
代码

codes
来源

sources
1 104-01 由采自浙江舟山的野生型坛紫菜经60Co-γ射线诱变

获得[14]

2 YZ-8 由坛紫菜优良品系YZ-7经60Co-γ射线诱变获得[15]

3 Ph-WT 采自福建平潭牛山岛
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终浓度，然后进行不同的混合处理实验，处理24 h
后，在无菌海水中静置培养过夜，再转入坛紫

菜培养液中充气培养2 h后，更换新的培养液继

续培养6 d，观察圆盘体生长情况。每组设3个平行，

以未经抗生素处理的圆盘体作为对照。

1.6    无菌检测

培养基检测        坛紫菜圆盘体培养6 d后，

取0.1 mL培养液，涂布于Zobel 2216E和PDA培养

基，分别在36和26 °C下再培养48和120 h，培养

条件：光照密度40 μmol photons/(m2·s)，光照周

期10 L∶14 D。

叶状体附生菌的革兰氏染色检测        待检测

的圆盘体经革兰氏染色(革兰氏染色试剂盒，海

博生物有限公司 )后，置于光学显微镜 (Nikon,
Eclipse 90i)进行油镜检查。根据染色后的颜色与

形态区分菌体与紫菜细胞。

1.7    叶状体的培养密度、日龄和不同培养条

件对抗生素处理的坛紫菜圆盘体生长的影响

不同培养密度对经抗生素处理的104-01品系

圆盘体生长的影响        根据“抗生素筛选”的第3个
实验，选择最佳抗生素组合处理104-01品系(45 d)
的圆盘体24 h后，用无菌海水充气培养过夜，随

后将圆盘体放入装有250 mL灭菌培养液的充气瓶

中，圆盘体的培养密度梯度为5/250、10/250、
15/250、20/250和25/250 [圆盘体个数/培养液体积

(mL)]，每个实验组设3个平行，以抗生素未处理

的圆盘体为对照组，每3 d更换1次新鲜培养液，

培养6 d后测量圆盘体的长轴长度。培养条件同

“材料预处理”。
不同日龄对经抗生素处理的104-01品系圆盘

体生长的影响        分别取日龄35、45、55、65和
75 d的104-01品系叶状体的圆盘体，先同上进行

无菌处理，每个日龄组各取5个圆盘体，一同放

入装有250 mL灭菌培养液的充气瓶中进行混合培

养。圆盘体培养和生长测量方法同上。

不同营养盐浓度对经抗生素处理的104-01品
系圆盘体生长的影响       在海水中分别添加2%、

4%、6%、8%和10%的MES培养基，配出5种不同

的培养液，分别标为1倍MES、2倍MES、3倍
MES、4倍MES和5倍MES，高压灭菌后备用。圆

盘体无菌处理、培养和生长测量方法同上。

不同海水盐度对经抗生素处理的104-01品系

圆盘体生长的影响        圆盘体无菌处理同上，将

处理后的圆盘体放入装有250 mL灭菌培养液的充

气瓶中，其盐度分别为13.1、19.6、26.1、32.6和
39.2。圆盘体培养和生长测量方法同上。

对经抗生素处理的混合培养的坛紫菜野生型

品系(Ph-WT)和选育品系(104-01, YZ-8)圆盘体生

长的测定        分别标记坛紫菜野生型品系 (Ph-
WT)和选育品系(104-01, YZ-8)的圆盘体，先进行

无菌处理，其处理方法同上，然后，每个品系

各取5个圆盘体，进行混合培养。圆盘体培养和

生长测量方法同上。

1.8    坛紫菜藻际微生物的分离、培养和保存

将培养6 d的坛紫菜叶状体圆盘体放入含10 mL
无菌海水的灭菌离心管中，涡旋振荡10 min，获

得振荡液(P)；将振荡后的圆盘体放入灭菌研钵

中，加入灭菌石英砂和少许无菌海水进行研磨，

用灭菌筛绢过滤，得到研磨悬液(Q)；坛紫菜圆

盘体培养6 d的培养液样品(W)。将W、P、Q 3种
液体分别稀释101、102、103、104和105倍，将每

个稀释梯度的液体涂布于Zobel 2216E培养基上，

培养48~72 h。根据菌落形态挑取单菌落，分区

划线2~3次，对分离菌株进行革兰氏染色(革兰氏

染色试剂盒，海博生物有限公司)、油镜观察并

记录菌落形态，对纯化菌株进行斜面培养，

10%甘油保存菌种。对照组也按以上方法处理。

分离菌株统一编号，B代表细菌，F代表真

菌，Ph代表来自于坛紫菜，D代表坛紫菜圆盘体

培养密度组，Y代表坛紫菜日龄组，V代表坛紫

菜品系组，N代表营养盐浓度组，S代表海水盐

度组，1~4代表菌株，如BPhQN2表示分离自不同

营养盐浓度组中坛紫菜研磨液的第2种细菌。

1.9    高浓度菌液回染抗生素处理过的坛紫菜

将抗生素处理组和对照组分离的特有菌株

活化，并制成109CFU/mL的菌悬液，备用。用抗

生素混合液处理坛紫菜104-01品系圆盘体24 h后，

用无菌海水清洗3遍。用配制好的菌悬液分别浸

泡处理过的圆盘体3 h后，用无菌海水清洗1遍，

在6孔细胞培养板中培养20 d，观察坛紫菜叶状

体的生长情况。以未浸泡过菌液的紫菜圆盘体

为对照组，在相同条件下进行培养。

2    结果

2.1    抗生素的选择

坛紫菜叶状体对抗生素的耐受性实验表明，
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低浓度(10 μg/mL)的硫酸庆大霉素和高浓度(800
μg/mL)的卡那霉素对坛紫菜圆盘体的生长均具有

一定的抑制作用，但其他浓度组均有促进生长

的作用(图1)；圆盘体对氨苄青霉素具有很好的

耐受性，培养6 d，5个浓度组的圆盘体长度均大

于对照组，在100~800 μg/mL各处理组之间，圆

盘体的长度差异极显著(t-test，P<0.01)。坛紫菜

藻际微生物菌株对抗生素敏感性实验表明，500
μg/mL的氨苄青霉素对6株菌株均表现出抑制

性；500 μg/mL的硫酸庆大霉素对83%的菌株表现

出抑制作用；300 μg/mL的卡那霉素对67%的菌株

表现出良好的抑制性(表2)。因此，选择氨苄青

霉素(500 μg/mL)、硫酸庆大霉素(500 μg/mL)和卡

那霉素(300 μg/mL)3种抗生素混匀液对坛紫菜叶

状体进行无菌化处理。

抗生素混合处理的结果显示，与单个抗生

素和两两抗生素组合相比，3种抗生素混合使用

对坛紫菜的无菌化处理效果更好，不会抑制坛

紫菜圆盘体的生长(图2)，而且对6株藻际微生物

菌株也有更强的抑制性(表2)。

2.2    无菌检测

经含3种抗生素的混合液处理坛紫菜圆盘体

24 h后，革兰氏染色检测发现，对照组(图版Ⅰ-
2~4)中有少量杆状菌体存在，而抗生素处理后的

表 2    不同抗生素处理对坛紫菜藻际微生物的抑菌效果

Tab. 2    Bacteriostatic effect of different antibiotics processing on phycoshperes isolated from P. haitanensis

抗生素

antibiotic

抑菌圈直径/mm
bacteriostatic ring diameter

B1 B2 B3 B4 B5 B6

氨苄青霉素　ampicillin 17.4 7.1 26.5 16.5 28.5 32.5

硫酸庆大霉素　gentamicin sulfate 23.2 7.3 11.1 6.0 29.4 21.1

卡那霉素　kanamycin 20.1 6.0 13.4 6.0 8.9 18.8

氨苄青霉素+卡那霉素　ampicillin+kanamycin 26.2 8.2 37.6 33.7 12.8 31.0
氨苄青霉素+硫酸庆大霉素

ampicillin+gentamicin sulfate
23.3 9.1 37.5 36.5 13.0 24.6

卡那霉素+硫酸庆大霉素

kanamycin+gentamicin sulfate
34.5 8.5 23.0 21.8 6.0 17.7

氨苄青霉素+硫酸庆大霉素+卡那霉素

ampicillin+gentamicin sulfate+kanamycin
30.0 8.5 37.5 39.0 18.3 33.8

 
图 1    在含不同浓度的抗生素培养液中培养6 d后坛紫

菜104-01品系叶状体圆盘体(Ф=2.5 mm)的平均长度

*.同种抗生素内差异显著(P<0.05, t-test)；**.同种抗生素内差异

极显著(P<0.01, t-test)；下同；CG.对照组

Fig. 1    Mean length of the blades discs of 104-01 strain
in P. haitanensis after being cultured with different

concentrations of antibiotics for 6 days
*. significant difference in same antibiotics (P<0.05, t-test); **.
extremely significant difference in same antibiotics (P<0.01, t-test)； the
same below；CG. control group

 
图 2    在不同抗生素混合液中培养6 d的坛紫菜

104-01品系圆盘体(Ф=2.5 mm) 的平均长度

1.对照组；2.氨苄青霉素和卡那霉素；3.氨苄青霉素和硫酸庆大

霉素；4.硫酸庆大霉素和卡那霉素；5.氨苄青霉素、硫酸庆大霉

素和卡那霉素

Fig. 2    Mean length of the blades discs of 104-01 strain
in P. haitanensis cultured in
antibiotic mixture for 6 days

1. control group; 2. ampicillin and kanamycin；3. ampicillin and
gentamicin sulfate；4. gentamicin sulfate and kanamycin；5. ampicillin
and gentamicin sulfate and kanamycin
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圆盘体(图版Ⅰ-1)只见紫菜细胞。采用3种抗生素

组合处理坛紫菜圆盘体后，取培养6 d后的培养

液0.1 mL，分别涂布于Zobel 2216E和PDA培养

基，结果发现培养48 h后，在Zobel 2216E培养基

上长出少量菌落，120 h后，PDA培养基上没有

菌落长出，而对照组两种培养基上均长出大量

菌落。取3种抗生素组合处理过的坛紫菜圆盘

体，吸干藻体表面海水，放入研钵中加入灭菌石英

砂和1 mL灭菌海水研磨，取0.1 mL研磨液涂布于

Zobel 2216和PDA培养基，分别在30和26 °C中培

养48和96 h，结果发现，抗生素处理组的两种培

养基上均没有菌落长出，而对照组的两种培养

基上均长出大量菌落(图版Ⅱ)。

2.3    不同条件下培养的抗生素处理过的坛紫

菜圆盘体生长情况

经抗生素处理过的104-01品系的日龄35 d的
叶状体，其圆盘体生长优势最明显，培养6 d的
平均长度达4.2 mm，说明年幼叶状体的生长速率

较快 (图3)。在不同品系的圆盘体混合培养液

中，YZ-8品系表现出明显的生长优势，圆盘体

平均长度达到4.6 mm (图4)。此外，在坛紫菜不

同日龄和不同品系2个实验中，绝大部分抗生素

处理组的圆盘体平均长度大于对照组。

当圆盘体培养密度为5个/250 mL培养液时，

抗生素处理组和对照组的圆盘体的平均长度最

大，其中抗生素处理组的圆盘体平均长度达

5.2 mm。各培养密度组中，抗生素处理组的圆盘

体平均长度均大于对照组(图5)。
培养6 d后，5个抗生素处理组的圆盘体平均

长度依次为3倍MES组>2倍MES组>4倍MES组>
1倍MES组>5倍MES组 (图6)。在低营养盐浓度

(1倍MES、2倍MES和3倍MES)时，抗生素处理组

的圆盘体平均长度分别为6.1、6.3和7.1 mm，分

别为对照组的1.6、1.3和1.7倍，二者均具有极显

著差异(t-test, P<0.01)；在高营养盐浓度(4倍MES
和5倍MES)时，抗生素处理组与对照组的圆盘体

 
图 3    经抗生素处理的不同日龄坛紫菜104-01品系

叶状体圆盘体再培养6 d的平均长度

Fig. 3    Mean length of the discs of different-day-old
blades of 104-01 strain in P. haitanensis treated with

antibiotics first and being cultured for another 6 days

 
图 4    经抗生素处理的坛紫菜野生型品系

(Ph-WT)和选育品系(104-01, YZ-8)圆盘体

再培养6 d的平均长度

Fig. 4    Mean length of blades discs of the wild-type
strain (Ph-WT) and the selected strains (104-01, YZ-8) in

P. haitanensis treated with antibiotics first and
being cultured for another 6 days

 
图 5    经抗生素处理的坛紫菜104-01品系圆盘体在

不同培养密度下再培养6 d的平均长度

Fig. 5    Mean length of blades discs of 104-01 strain in
P. haitanensis treated with antibiotics first and after

being cultured at different culture density for
another 6 days
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平均长度均较接近。

各盐度组中，再培养6 d的圆盘体平均长度

均为抗生素处理组大于对照组，其中在13.1和
19.6组中，抗生素处理组与对照组之间的差异极

显著，而在其余盐度组中，差异不明显(图7)。

2.4    抗生素处理组与对照组的坛紫菜叶状体

藻际微生物菌株的比较

从抗生素处理组中分离出的所有藻际微生

物菌株均为革兰氏阴性菌(革兰氏染色呈红色至

淡红色) (图版Ⅲ)，其中有2株特有细菌菌株，分

别 为 橙 红 色 菌 株 B P h V W 3 和 乳 黄 色 菌 株

BPhVQ1；从对照组中也分离出2株特有革兰氏阳

性菌株(革兰氏染色呈暗紫色至紫色，BPhNW2
和BPhDW3)和1株特有短杆状革兰氏阴性菌株

BPhDQ1 (图版Ⅳ)。以上结果可以看出，抗生素

处理对坛紫菜藻际微生物的构成有影响，而且

某些微生物对抗生素具有一定的耐受性。

2.5    抗生素处理组和对照组分离菌株对无菌

坛紫菜的回染观察

坛紫菜圆盘体在6孔细胞培养板中培养20 d，
用抗生素处理组分离出来的菌株回染的圆盘体，

其颜色和大小均明显优于用对照组分离菌株回

染的圆盘体，与未经细菌回染的对照组圆盘体

相比较，也表现出明显的生长优势(图版Ⅴ)。

3    讨论

近年来，学者们已对红藻、褐藻等大型海

洋藻类的藻际微生物进行过广泛研究，并分离

鉴定了多株细菌 [18-19]，但这些研究的材料均来自

于自然海区，由于海水的盐度、温度以及藻体

的日龄和密度等均不确定，都可能会干扰藻际

微生物群落结构。本实验以室内培养的坛紫菜

野生型品系(Ph-WT)和选育品系(104-01、YZ-8)为
材料，通过改变培养因素、藻体日龄和不同的

品系，系统地研究了抗生素对坛紫菜叶状体的

生长和藻际微生物的影响，并保存了实验中分

离出来的坛紫菜藻际优势微生物菌株。

无菌培养体系对研究坛紫菜生长与藻际微

生物的相互关系非常重要。多数研究是通过抗

生素处理来获得海藻的无菌培养体系[11]，其中采

用具不同作用机制的抗生素组合，对海藻的无

菌处理效果最好，能够在不影响细胞生长的情

况下，保证对一种抗生素产生抗性的微生物能

被另一种抗生素抑制[20]。本研究结果也证实，单

一的抗生素并不能完全抑制坛紫菜的藻际微生

物，而采用氨苄青霉素(500 μg/mL)、硫酸庆大霉

素(500 μg/mL)和卡那霉素(300 μg/mL)3种抗生素

混合处理坛紫菜叶状体会达到较好的抑菌效果，

同时对叶状体的生长也几乎无影响。

依据本研究的结果，抗生素处理坛紫菜叶

状体，能有效地抑制其藻际微生物，并促进坛

紫菜叶状体生长。经抗生素处理过的不同日龄

和不同品系坛紫菜叶状体再在不同的培养条件

 
图 6    经抗生素处理的坛紫菜104-01品系圆盘体在

含不同浓度的营养盐中再培养6 d的平均长度

Fig. 6    Mean length of blades discs of 104-01 strain in
P. haitanensis treated with antibiotics first and after

being cultured at different nutrition concentration for
another 6 days

 
图 7    经抗生素处理的坛紫菜104-01品系圆盘体在

不同海水盐度中再培养6 d后的平均长度

Fig. 7    Mean length of blades discs of 104-01 strain in
P. haitanensis treated with antibiotics first and after
being cultured at different salinity for another 6 days
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下培养6 d后，其圆盘体生长均普遍快于对照组。

但是，当培养液中添加的营养盐浓度大于3倍MES
或海水盐度高于19.6时，抗生素处理组与对照组

的圆盘体长度差异不显著。而且，对这2组实验

的培养液进行无菌检测后发现，当营养盐浓度

大于3倍MES时，抗生素处理组和对照组的培养

液在Zobel 2216E平板上涂布培养后均出现了大量

的菌落；海水盐度高于19.6时，培养液无菌检测

也出现了相同的结果。从分离菌株的革兰氏染

色结果和平板培养菌落形态观察中发现，从抗

生素处理组中分离出的2株菌株在对照组中没有

出现，并且抗生素处理组分离的所有菌株的革

兰氏染色均呈现淡红色。但是对照组中分离的

菌株的革兰氏染色没有呈现统一的颜色，有2株
菌株呈现暗紫色，且通过油镜观察发现这2株杆

状菌明显大于对照组中分离出的所有菌株。

综上所述，在坛紫菜叶状体的生长过程中，

一些对坛紫菜生长有阻碍作用的微生物大量繁

殖会抑制对坛紫菜生长有益的微生物生长，当

用抗生素抑制了这些阻碍坛紫菜生长的微生物后，

就会促使对坛紫菜生长有益菌成为优势菌，促

进坛紫菜叶状体的生长。但随着培养环境条件

的改变，如营养盐浓度或盐度过高时，抗生素

对有害菌的抑制作用就会相应减弱，使它们成

为优势菌群，从而抑制坛紫菜叶状体的生长。
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The effects of antibiotics on growth and phycosphere microorganisms of
Pyropia haitanensis thallus

LEI Jie 1,     DING Hongchang 1,     YAN Xinghong 1,2*

(1. College of Fisheries and Life Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;
2. Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources,
Shanghai Ocean University, Ministry of Education, Shanghai    201306, China)

Abstract: In order to select the best method to remove microorganism of Pyropia haitanensis, we treated P.
haitanensis thallus with different combinations of ampicillin, gentamicin sulfate and kanamycin. Meanwhile, we
explored the relationship between the growth of P. haitanensis thallus and the change of microflora. The results
showed that low concentration of gentamicin sulfate (10 μg/mL) or high concentration of kanamycin (800 μg/mL)
could inhibit the growth of P. haitanensis thallus. In contrast, ampicillin of each concentration in this paper had a
promoting effect on the growth of P. haitanensis thallus. We chose the combination of ampicillin (500 μg/mL),
gentamicin sulfate (500 μg/mL) and kanamycin (300 μg/mL) treating P. haitanensis thallus for 24 hours. The
combination of antibiotics could obviously inhibit the microbes and had no side effects on the growth of Pyropia.
The discs in different strains of P.haitanensis, different-day-old and culture density of P. haitanensis, different
salinity and concentration of medium were all growing faster in antibiotics treated groups than control group.
Moreover,  two special  bacteria  strains,  whose  morphology of  colonies  and strains  were  different  between
antibiotics treated groups and control group, were found after comparing bacteria strains isolated from antibiotic
treated groups and control group. Based on the above results, a certain type of microorganism multiply rapidly
which inhibit growth of the other microorganism that were benefited for the growth of P. haitanensis thallus.
When the microorganism that inhibit growth were inhibited with antibiotics, the probiotics became the advantage
group and promoted the growth of blades. The probiotics was not sensitive to antibiotics, but with the change of
culture condition, the effect of antibiotics on the strains that inhibited the growth of Pyropia became weaker, thus
they multiplied rapidly, as a result, hindering the growth of Pyropia thallus.
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图版 Ⅰ    抗生素对坛紫菜叶状体表面细菌的杀菌效果显微观察(革兰氏法染色检测)

1. 用抗生素处理24 h后的叶状体表面无细菌；2~4. 未经抗生素处理的叶状体表面存在细菌(箭头所示)

Plate Ⅰ    Micrographs of bacteria stained by Gram in the blade face treated by antibiotics
and untreated in P. haitanensis

1. antibiotic-treated blade face showing no bacterium after 24 hours of treatment; 2–4. untreated blade faces showing bacteria (arrows)

 
图版 Ⅱ    坛紫菜培养液和研磨液的微生物检测

1~4. Zobel 2216E培养基；5~8. PDA培养基。1, 3, 5, 7. 抗生素处理坛紫菜24 h后的实验组；2, 4, 6, 8. 抗生素未处理坛紫菜24 h后的对照

组。1, 2, 5, 6. 坛紫菜圆盘体培养液检测结果；3, 4, 7, 8. 坛紫菜圆盘体研磨液检测结果

Plate Ⅱ    The microorganism detection of medium and grinding fluid of P. haitanensis
1–4. Zobel 2216E medium; 5–8. PDA medium. 1, 3, 5, 7. experiment group after 24 h; 2, 4, 6, 8. control group after 24 h. 1, 2, 5, 6.
test result of P. haitanensis culture medium; 3, 4, 7, 8. test result of P. haitanensis grinding fluid
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图版 Ⅲ    从坛紫菜抗生素处理组分离出来的代表性菌株菌落形态图和革兰氏染色图

1~6, 13~18. 菌落形态图；7~12, 19~24. 革兰氏染色图。1, 7. 菌株BPhDP1；2, 8. 菌株BPhDP2；3, 9. 菌株BPhDQ1；4, 10. 菌株BPhDQ2；5,
11. 菌株BPhDW2；6, 12. 菌株BPhDW3；13, 19. 菌株BPhNQ2；14, 20. 菌株BPhSQ2；15, 21. 菌株BPhVP1；16, 22. 菌株BPhVQ1；17, 23. 菌
株BPhVW1；18, 24. 菌株BPhVW2

Plate Ⅲ    Representative strains of bacteria colony morphology and Gram stain isolated from
antibiotic treatment group of P. haitanensis

1–6, 13–18. figure of colony; 7–12, 19–24. figure of Gram staining. 1, 7. BPhDP1 strain; 2, 8. BPhDP2 strain; 3, 9. BPhDQ1 strain;
4,  10.  BPhDQ2 strain;  5 ,  11.  BPhDW2 strain;  6 ,  12.  BPhDW3 strain;  13,  19.  BPhNQ2 strain;  14,  20.  BPhSQ2 strain;  15,  21.
BPhVP1 strain; 16, 22. BPhVQ1 strain; 17, 23. BPhVW1 strain; 18, 24. BPhVW2 strain
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图版 Ⅳ    从未经抗生素处理的坛紫菜对照组分离出的代表性菌株菌落形态图和革兰氏染色图

1~6, 13~18, 25~30. 菌落形态图；7~12, 19~24, 31~36. 革兰氏染色图。1, 7. 菌株BPhDP1；2, 8. 菌株BPhDP2；3, 9. 菌株BPhDQ1；4, 10. 菌株

BPhDQ2；5, 11. 菌株BPhDW2；6, 12. 菌株BPhDW3；13, 19. 菌株BPhDW4；14, 20. 菌株BPhNQ1；15, 21. 菌株BPhNQ2；16, 22. 菌株

BPhNW1；17, 23. 菌株BPhNW2；18, 24. 菌株BPhSP1；25, 31. 菌株BPhSQ1；26, 32. 菌株BPhSW1；27, 33. 菌株BPhSW2；28, 34. 菌株

BPhVQ1；29, 35. 菌株BPhVW1；30, 36. 菌株BPhVW2

Plate Ⅳ    Representative strains of bacteria colony morphology and Gram stain in control group of
P. haitanensis without using antibiotics

1–6, 13–18, 25–30. figure of colony; 7–12, 19–24, 31–36. figure of Gram staining. 1, 7. BPhDP1 strain; 2, 8. BPhDP2 strain; 3, 9.
BPhDQ1 strain; 4,  10. BPhDQ2 strain; 5,  11. BPhDW2 strain; 6,  12. BPhDW3 strain; 13, 19. BPhDW4 strain; 14, 20. BPhNQ1
strain; 15, 21. BPhNQ2 strain; 16, 22. BPhNW1 strain; 17, 23. BPhNW2 strain; 18, 24. BPhSP1 strain; 25, 31. BPhSQ1 strain; 26,
32. BPhSW1 strain; 27, 33. BPhSW2 strain; 28, 34. BPhVQ1 strain; 29, 35. BPhVW1 strain; 30, 36. BPhVW2 strain
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图版 Ⅴ    用从抗生素处理组和对照组中分离的菌株回染后再培养6 d后的坛紫菜叶状体圆盘体

1. 未回感的圆盘体(对照组)；2~3. 分别为用抗生素处理组分离的菌株(BPhVW3和BPhVQ1)回感后的圆盘体；4~6.分别为用抗生素未处

理组分离的菌株(BPhDW3，BPhDQ1和BPhNW2)回感后的圆盘体。图中标尺代表2 cm

Plate Ⅴ    Blade discs being cultured 6 days after being re-infected by bacteria isolated from the discs with or without
antibiotic treatment in P. haitanensis

1. discs without re-infection; 2–3. discs re-infected with the bacteria (BPhVW3 and BPhVQ1) respectively isolated from the discs
treated with antibiotic; 4–6. discs re-infected with the bacteria (BPhDW3, BPhDQ1, and BPhNW2) respectively isolated from the
discs without antibiotic-treatment. The bar=2 cm
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