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摘要：为研究坛紫菜及其外生菌群对氯霉素、竹桃霉素和头孢噻肟3种抗生素的敏感
性，通过将其与氨苄青霉素、卡那霉素和庆大霉素的组合，优化坛紫菜叶状体的除菌方
法，并利用涂布平板、qRT-PCR及16S rRNA测序分析其除菌效果。结果显示，当坛紫菜
先以氨苄青霉素(300 mg/L)、卡那霉素(100 mg/L)和庆大霉素(100 mg/L)混合处理18 h，再
以氯霉素(50 mg/L)、头孢噻肟(200 mg/L)和竹桃霉素(50 mg/L)混合处理4 d，叶状体的健
康率保持在96.3%以上，而对可培养细菌的抑制率达到99.9%。根据qRT-PCR和16S
rRNA的结果可知，该种组合方法较前3种抗生素的组合，其菌总数下降41.5%，微生物的
丰度和多样性指数明显下降。其中，假单胞菌、交替赤杆菌、交替单胞菌以及海杆菌等
得到针对性的抑制。研究表明，多种抗生素的优化组合能够对坛紫菜叶片的菌群结构产
生显著影响，使其受到抑制，但仍无法达到绝对除菌的效果。
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长期生活在海水中的藻类表面附生着大量

微生物，一起形成了复杂的藻菌关系 [1]。但是藻

类的生理生化、藻菌互作关系、营养学以及遗

传等研究通常需要建立无菌的纯藻培养体系，

以达到在实验室可控条件下开展工作的目的。

由于与藻类共存的细菌往往附着在藻体表面胶

质鞘等部位，往往需要物理和化学等不同除菌

手段结合使用，这也使得藻类的除菌工作相对

繁琐。而抗生素除菌一直是较常用且方便有效

的方法。可以利用真核藻类比细菌具有更强的

抗生素耐受性的特点，根据抑菌机理，通过组

合使用不同抗生素达到较理想的除菌效果 [2 -5]。

过去对除菌效果的评判方法主要是利用涂

布平板统计菌落数、叶片荧光染色或扫描电镜

等方法，在无菌落出现或显微镜和电镜观测不

到细菌时，即认为达到无菌化效果 [6-10]。但是生

物体表面有非常多的不可培养微生物，或者某

些微生物嵌在表面胶质鞘中难于观察 [11-12]，因

此，上述这些方法通常不能准确判断除菌效果。

紫菜是已知藻际微生物种类非常丰富的

类群，是常用的藻菌关系研究体系 [13]。坛紫菜

( Pyropia haitanensis )是由单层细胞构成的膜状体

结构，便于培养和观察，是良好的大型海藻实

验载体。由于细菌与紫菜有较近的遗传距离，

很多分子水平的研究，如基因组的组装，及藻

与特定微生物关系的研究，都需要尽量避免微

生物的干扰。因此，本实验在前期针对坛紫菜

的几种抗生素无菌化处理的基础上[14]，进一步开
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展抗生素的组合，通过涂布平板法，结合16S
rRNA测序分析，判断坛紫菜的无菌化程度及抑

菌情况，以期为海藻的无菌化处理提供方法。

1    材料与方法

1.1    材料与处理

坛紫菜于2017年10月采自宁波鄞州，阴干

后−20 °C冷藏备用。

实验前，将材料于23 °C灭菌海水中暗培养

24 h复苏。挑选长度5 cm左右的健康小叶片，清

洗去杂后于0.7% KI的海水中处理10 min，灭菌海

水漂洗3次。

1.2    坛紫菜叶状体对单种抗生素的敏感性检测

在24孔板每孔中添加2 mL含单种抗生素的

灭菌海水，抗生素分别为氯霉素(5、25和50 mg/L)、
竹桃霉素 (5、25和50 mg/L)和头孢噻肟 (100、
200和300 mg/L)。其中，氯霉素和竹桃霉素采用

二甲基亚砜（DMSO）配制成10 mg/mL母液后进

行稀释。以纯海水作为对照组1，以加DMSO的

海水作为对照组2。所有实验组均设置3个平行。

每孔培养25 mg坛紫菜叶片，23 °C连续培养6 d，
光照周期12L∶12D，光照强度为36 μmol/(m2·s)。
每隔1天换1次培养液，并统计叶片健康率(健康

叶片是指整个叶片无腐烂且色泽正常)。
叶片健康率(%)=(健康叶片数/总叶片数)×100 %

1.3    单种抗生素对坛紫菜叶状体附生菌的杀

菌效果检测

组别设置同“坛紫菜叶状体对单种抗生素的

敏感性检测”部分(n=9)。每2天取3个平行组的叶

片，灭菌海水漂洗数次后，加1 mL灭菌海水研

磨并稀释后涂布于2216E固体培养基。23 °C培养24 h
后，统计菌落数。

1.4    组合抗生素对坛紫菜叶状体外生菌的杀

菌效果检测

依据上述单种抗生素的敏感性筛选结果，

设置组合抗生素处理：组合A[氯霉素(50 mg/L)、
头孢噻肟(200 mg/L)和竹桃霉素(50 mg/L)混合]处
理4 d；组合B[氨苄青霉素(300 mg/L)、卡那霉素

(100 mg/L)和庆大霉素(100 mg/L)混合]处理18 h；
组合C先以组合B培养18 h，再以组合A培养4 d。
以纯海水培养作为对照组1，以加DMSO的海水

培养作为对照组2，培养条件同“坛紫菜叶状体对

单种抗生素的敏感性检测”。实验周期结束后进

行细菌培养和计数(n=3)。

1.5    荧光定量PCR(qRT-PCR)检测坛紫菜叶状

体附生菌情况

每组抗生素处理后，收集叶片，灭菌海水

漂洗数次后用无菌滤纸吸干，液氮中速冻90 s后
−80 °C保存。叶片DNA提取参照  Plant Genomic
DNA Kit (TianGen Biotech)。对DNA样本分别进行

18S rRNA和附生细菌16S rRNA的定量检测，定量

引物序列分别为18S-rtF：5 ′ -AGTTAGGGGA
TCGAAGACGA-3′；18S-rtR：5′-CAGCCTTG
CGACCATACTC-3 ′；16S-341F：5 ′ -ACGGG
G G G C C T A C G G G A G G C A G C A G - 3 ′； 16S-
518R：5′-ATTACCGCGGCTGCTGG-3′。qRT-
PCR扩增程序：95 °C 10 s，55 °C10 s，72 °C 15 s，
40个循环。采用2−ΔΔCT 法进行结果分析:

F =
2¢CT(16SrRNA CK¡18SrRNA CK)¡¢CT(16SrRNA sample¡18SrRNA sample)

式中，CK指的是海水处理对照组即CK组，

sample分别指的是A、B和C组。F值是F value，
是qRT-PCR的结果。

1.6    16S rRNA测序分析坛紫菜叶状体附生菌

的菌群多样性

将各处理组的坛紫菜叶片以无菌纸吸干表

面水分，液氮速冻后，提取总DNA。以微生物

核糖体RNA的目标序列为靶点，添加样本特异

性Barcode序列，对特定基因片段进行PCR扩增。

扩增产物回收纯化，并制备测序文库。样品经

Illumina MiSeq测序仪进行2×300 bp的双端测序，

选取长度大于150 bp，平均质量分值>20，拼接

序列重叠区域错配率小于20%的序列作为有效序

列，进行下游分析。

使用QIIME软件，调用UCLUST序列比对工

具，按97%的序列相似度进行归并成操作分类单

元(OTU)。并选取每个OTU中丰度最高的序列作

为该OTU的代表序列，并进行 α 多样性分析，包

括Chao1 指数、ACE指数等。通过R软件，计算

各组共有OTU的数量，并通过Venn图呈现各组

所共有和独有OTU所占的比例；对属水平的群落

组成结构进行PCA分析。使用QIIME软件，获取

各样本在门、纲、目、科、属5个分类水平上的

组成和丰度分布表。

1.7    数据分析

t 检验比较样品组与对照组均数间的差别。

数据以mean±SD表示。P<0.05表示差异显著。
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2    结果

2.1    坛紫菜叶状体及其附生菌对3种抗生素的

敏感性

无论是实验组还是对照组，随培养时间延

长，叶片均出现少量腐烂状态，而且抗生素浓

度增高也对叶片产生胁迫，如在6 d时，50 mg/L
氯霉素组中有近8 %的叶片生长异常，其中有个

别叶片出现严重腐烂(表1)。
不同抗生素处理对坛紫菜叶状体的杀菌效

果显示，3种抗生素对照组都具有极明显的杀菌

作用，且与处理浓度和时间呈正相关。竹桃霉

素处理时，菌落数的下降较其他2种抗生素少，

如在50 mg/L连续处理4 d后，叶片附生菌数量仅

下降 81%，可能因为抗菌对象主要为赤杆菌

(Erythrobacter)和海杆菌 (Marinobacter)等，因此

效果略差(表2)。

2.2    组合抗生素对坛紫菜叶状体外生菌的杀

菌效果

连续培养数天后，坛紫菜叶状体对不同抗

生素组合的敏感性结果显示，以海水处理作为

对照组(CK)。组合A，B和C分别持续培养数天，

坛紫菜叶片均保持良好的状态，叶片的健康率

在95%以上 (图1-a)，3个组均有良好的杀菌效

果，叶片上的附生菌均下降99%以上 (图1-b)，

qRT-PCR技术检测同样显示叶片中的16S rRNA细

菌表达明显下降，其中组合C处理的下降最为显

著(图1-c，P<0.01)，F值仅0.22。说明组合C对叶

片附生菌的抑制效果明显优于其他2种。但由于

组合C的处理时间长于其他2组，所以健康率有

所下降。

表 1    不同抗生素处理下坛紫菜叶状体的健康率

Tab. 1       Health of P. haitanensis thalli treated with
different antibiotics %

组别

groups
浓度/(mg/L)
concentration

处理时间/d　operation time

2 4 6

对照组1
control 1

\ 100 98.14±3.21 94.45±0.52

对照组2
control 2

\ 100 100 96.32±3.21

氯霉素

chloramphenico

5 100 100 96.32±3.21

25 100 100 98.14±3.21

50 100 96.32±3.21 92.58±3.21

竹桃霉素

oleandomycin
5 100 100 94.45±0.52

25 100 100 96.32±3.21

50 100 96.32±3.21 92.58±3.21

头孢噻肟

cefotaxime
100 100 98.14±3.21 96.32±5.56

200 100 98.14±3.21 92.58±3.21

300 100 98.14±3.21 94.45±0.52

表 2    不同抗生素处理对坛紫菜叶状体附生菌的除菌效果

Tab. 2       Effect of different antibiotics on the amount of bacteria of P. haitanensis thalli CFU/g (×104)

组别

groups
浓度/(mg/L)
concentration

处理时间/d　treatment time

2 4 6

对照组1　control 1 \ 159.41±15.33 175.10±14.99 184.37±10.08

对照组2　control 2 \ 167.10±26.11 166.43±10.43 180.03±20.79

氯霉素　chloramphenico 5 23.24±0.72** 23.62±0.12** 19.61±3.24**

25 12.39±4.84** 6.41±0.44** 8.77±0.87**

50 9.60±0.88** 5.63±0.12** 5.62±1.64**

竹桃霉素　oleandomycin 5 48.14±2.72** 44.42±0.84** 40.75±3.83**

25 38.75±1.21** 40.81±3.52** 39.20±0.88**

50 36.72±1.88** 33.20±1.64** 35.19±3.48**

头孢噻肟　cefotaxime 100 40.75±4.92## 35.18±3.52## 48.41±4.83##

200 16.81±1.24## 12.44±1.87## 15.60±0.82##

300 13.24±0.88## 17.64±1.24## 16.05±2.44##

注: ##. P<0.01，与对照组1比较，溶剂都为海水; **. P<0.01，与对照组2比较，溶剂均为DMSO
Notes: ##. P<0.01, compared to control 1; **. P<0.01, compared to control 2
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2.3    不同抗生素组合处理下坛紫菜附生菌群

落结构的改变

为更好的阐明不同抗生素组合处理下坛紫

菜叶片附生菌的种属变化差异，应用了覆盖16S rRNA
的高度V3-V4区域的高通量测序(表3)。为比较细

菌丰度和群落多样性，统计了Chao1、Ace、Shannon
和Simpson指数，结果发现，3种组合抗生素处理

后细菌的丰度均明显下降，尤其是组合C显著降

低(P<0.01)。而从微生物多样性指标看，相较于

对照组，组合C的Shannon指数也显著低于对照组

(P<0.05)。
基于已识别的OTU构建了Venn图和主成分

分析(PCA)(图2)。Veen图显示，不同抗生素处理

组拥有其自身不同的OTU，并且与对照组有明显

的差异。从PCA图中则可以看出3个处理组和对

照组有显著的分布距离，表明与对照组的菌群

落差异较大。

2.4    不同抗生素组合处理下坛紫菜附生菌群

落在分类水平上的变化

将叶片微生物丰度大于1%的菌门作为主要

微生物群进行统计，结果显示，门的水平上，

对照组中变形菌门(Proteobacteria)占坛紫菜附生

菌的比例高达96.5%，而厚壁菌门(Firmicutes)和
拟杆菌门(Bacteroides)只占了1.6%和1.5%，剩下

的0.4%则是其他一些菌，如放线菌门(Acrinobac-
teria)、浮霉菌门(Planctomycetes)等。组合A中，

变形菌门，厚壁菌门和拟杆菌门分别占了67%、

22.3%和9.4%；在组合B和组合C中，变形菌门和

表 3    不同抗生素组合处理下坛紫菜的菌群多样性

Tab. 3    Community diversities of bacteria on P. haitanensis thalli treated with different antibiotics combinations

组别

groups
高质量读数

reads
操作分类单元

OTUs

丰度指数　enrichment index 多样性指数　diversity index

Chao 1 ACE Simpson Shannon

CK 42 811±819   310.13±44.24 318.50±28.99  318.50±28.99 0.86±0.07 4.90±0.15 

A 45 252±1 361 177.51±10.61* 177.57±10.66* 179.46±11.01* 0.92±0.02* 5.27±0.39 

B 40 855±2 169 127.72±11.02* 134.22±11.38* 135.62±8.06*  0.96±0.09* 5.57±0.18*

C 45 100±2 164   82.11±9.29**   88.64±11.90**   89.84±8.77** 0.86±0.07 4.61±0.07*

注: *. P<0.05，与CK比较; **. P<0.01，与CK比较

Notes: *. P<0.01, compared to CK; **. P<0.01, compared to CK

105

100

95

90

5

0

叶
片
健

康
率

/%

le
af

 h
ea

lt
h
 r

at
e

菌
落
的
平
板
计
数

(×
1
0

4
) 

/g

C
F

U

F
值

F
 v

a
lu

e

50

40

0.6

0.4

0.2

0

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0
CK A B C

组别
group

(a)

CK A B C

组别
group

(b)

CK A B C

组别
group

(c)

**
**

**

**
**

**

 
图 1    不同抗生素组合处理下坛紫菜叶状体的健康率及杀菌效果

CK. 海水处理对照组，A. 组合A，B. 组合B，C. 组合C

Fig. 1    Effect of different combination of antibiotics on the health and the amount of bacteria on P. haitanensis thall
CK. control group of seawater treatment, A. combinatorial A, B. combinatorial B, C. combinatorial C
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厚壁菌门所占比例高达95%，且在组合C中未检

测到浮霉菌门。因此，虽然抗生素处理使菌群

分布发生了显著的变化，但变形菌门还是所占

比例最高的细菌，没有完全除去(图3-a)。在属的水

平上，各组之间也有明显的菌群分布差异，在

对照组中占比高达 40%的假单胞菌 (Pseudoal
teromonas)，经抗生素处理后，在组合A、B和

C中比例显著下降，尤其在组合C中占比小于

0.5%。单胞菌(Alteromonas)在对照组和组合A中

占14.1%和24.5%，但在组合B与C中则未检测

到。交替赤杆菌 (Altererythrobacter)和海杆菌

(Marinobacter)在组合B中分别占6.9%和5.3%，而

组合C中未检测到。黄杆菌(Mesoflavibacter)等也

是如此。因此，在属水平上组合C的菌群种数整

体明显减少(图3-b)。

3    讨论

藻类无菌培养体系对藻类生理和组学研究

非常重要，目前，无菌方法主要是通过抗生素
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图 2    不同抗生素组合处理对坛紫菜菌群结构的影响

(a) Veen 图，(b) 主成分分析图

Fig. 2    Effects of different antibiotic combinations on the bacteria structure of P. haitanensis thalli
(a) Veen, (b) PCA
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图 3    坛紫菜菌群分布图

(a) 门水平菌群分布，(b) 属水平菌群分布

Fig. 3    Distribution of bacteria on P. haitanensis thalli
(a) distribution of bacteria at the level of phylun, (b) distribution of bacteria at the level of genus
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处理来达到 [8-10]。有研究显示，赤杆菌、微小杆

菌以及多种交替菌等在坛紫菜叶片中所占比例较

高 [15]，而2种以上的抗生素联合使用效果更好。

周金梅等[14]曾报道，氨苄青霉素、卡那霉素及庆

大霉素联合使用能达到对紫菜的完全除菌效

果，但本实验经qRT-PCR技术和16S rRNA的分析

显示，该方法处理后仍会有部分细菌存在，主

要是因为这3种抗生素均是对革兰氏阴性菌具有

一定的杀菌效果，而对其他菌的抑制效果一

般。首先，大量的革兰氏阳性、阴性细菌依然

存在，因此，本实验选用了氯霉素和头孢噻

肟，其中氯霉素对革兰阳性、阴性细菌均有抑

制作用；头孢噻肟则对革兰阴性需氧菌和革兰

阳性需氧菌和厌氧菌有广谱抗菌活性，并且二

者间无干扰作用 [16-17]。另外，赤杆菌和海杆菌也

仍然残留较多，超过10%，因此实验针对性的选

择了竹桃霉素，竹桃霉素对大多数革兰氏阴性

菌也能起到一定抑制作用[17]。本实验在此基础上

进行新的抗生素组合，并根据前期筛选到的能

有效抑制细菌生长且对坛紫菜没有毒害作用的

抗生素浓度，对除菌方法进行优化，以期达到

更好的除菌效果。

对16S rRNA的研究发现，经新的抗生素组

合(组合C)处理后，叶片的总体健康率在96%以

上，与CK组相比无差异，但相较于原先的抗生

素组合不仅在细菌总数上降低了近一倍，且在

丰度和多样性上也呈现明显的下降趋势。而某

些菌属，如假单胞菌和交替单胞菌在上述组合

处理后比例都小于0.5%，说明几种抗生素联合对

革兰氏阴性菌的抑制效果进一步加强。此外，

交替赤杆菌、海杆菌和黄杆菌均未被检测到，

说明新添加的竹桃霉素对这3种菌具有显著的抑

制效果，但可以看到变形菌门细菌作为数量最

多的细菌，在抗生素组合处理后仍无法完全除去。

结果可知，叶片的健康率和除菌率并没有

呈现一致性，如组合C处理后，虽然除菌效果明

显增强，但健康率却有所下降，说明藻际微生

物群落中既包含了相对于坛紫菜的有害菌，也

包括有益菌。这些有益菌可能参与藻类生长发

育所需营养的合成，或帮助抵御病害[18]。而抗生

素并不能对此进行区分，即造成了有益菌同时

被抑制，从而影响到坛紫菜的健康情况。

综上所述，本实验选择先以氨苄青霉素、

卡那霉素和庆大霉素混合处理18 h，再以氯霉

素、头孢噻肟和竹桃霉素处理坛紫菜叶状体4
d后，在不影响叶片正常生长的情况下对坛紫菜

叶片的附生菌的群落结构产生显著影响，附生

菌的数量达到最低，从而为藻类生理及分子水

平的研究提供一定借鉴。
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Antibacterial effect of antibiotics combination in Pyropia haitanensis

GU Denghui 1,     ZHU Zhujun 2,     HU Daifu 2,     YANG Rui 1,     LUO Qijun 1,    
CHEN Juanjuan 1,     WU Wei 1,     CHEN Haimin 1*

(1. Key Laboratory of Marine Biotechnology in Zhejiang Province,
School of Marine Science, Ningbo University, Ningbo    315211, China;

2. Ningbo Institute of Oceanography, Ningbo    315211, China)

Abstract: The susceptibility of Pyropia haitanensis and its bacteria to chloramphenicol, oleandomycin and
cefotaxime was studied. They were combined with ampicillin, kanamycin and gentamicin to optimize the
sterilization effect of P. haitanensis thalli. The effects were evaluated by plate count, qRT-PCR and 16S rRNA
sequencing analysis. The results show that when P. haitanensis thalli was treated with ampicillin (300 mg/L),
kanamycin (100 mg/L) and gentamicin (100 mg/L) mixture for 18 h, and then treated with chloramphenicol (50
mg/L), cefotaxime (200 mg/L) and oleandomycin (50 mg/L) mixture for 4 days, the health rate of the thalli is
above 96.3%, and the inhibition rate of bacteria reached 99.9 %. According to the results of qRT-PCR and 16S
rRNA, the number of bacteria in this antibiotic combination was nearly reduced by half as compared with the first
three antibiotic combination, and the bacteria abundance and diversity index were also significantly decreased.
Among them, Pseudoalteromonas, Altererythrobacter, Salinimonas and Marinobacter were specifically inhibited.
These results indicated that the optimal combination of multiple antibiotics could significantly affect the
community structure of epiphytes on the thalli, which could be inhibited to the minimum, but still could not
achieve the absolute sterilization.
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