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藻际可培养细菌对雨生红球藻生长和虾青素积累的影响
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摘要：为探究雨生红球藻(.Haematococcus plwmalis)藻际可培养细菌多样性及可培养细菌对雨生红球藻生长和虾青素 

积累的影响，本实验采用培养分离法,在乙酸钠兼养条件下，共分离到8株雨生红球藻藻际细菌，通过16S rDNA测序鉴 

定，并在NCBI网站比较序列发现,编号为DBQ、HS、BTH、DBB、XBL、HB、FH、JH的菌株分别与Pseudomonas sp.^Meth- 

ylobacterium sp. -^Chryseobacterium sp. -^Bacillus sp. )Paracoccus sp. ^Planctopirus hydrillae Nhodobacter vinaykumarii 

Breirnndimonas vesicularis的16S rDNA序列具有最高的相似性。分别将8株细菌与通过抗生素处理获得的纯种雨生红 

球藻共培养,测定了 8株藻际细菌对雨生红球藻细胞密度、藻液pH、叶绿素及虾青素含量的影响。实验发现,HS处理组在 

绿色阶段培养第9天获得最高细胞密度，为3. 65X105 cells/mL，且显著高于对照组;DBB处理组虽然能够促进藻细胞密度 

增加,但与对照组并无显著差异;DBQ处理组藻细胞密度显著低于对照组及其他处理组。第1〜7天,藻液叶绿素浓度的变 

化与藻细胞密度变化趋势有一定相似性,绿色阶段后期，叶绿素浓度呈现下降趋势，也说明藻细胞内部叶绿素向其他色素 

转变，同时标志着绿色阶段的结束。绿色阶段培养过程中，藻液pH变化幅度较大，由初始值7. 0左右上升到9. 30左右，但 

是培养后期处理组与对照组藻液pH并无显著差异。在测定藻液虾青素含量时，仅HS处理组虾青素含量略高于对照组， 

但并无显著差异;通过计算单个藻细胞虾青素含量发现DBQ处理组单个藻细胞虾青素含量显著高于对照组。
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自然环境中，微藻与细菌之间的相互作用非常复 

杂。以微藻为研究对象的正面作用中，藻际某些细菌 

可以通过提供营养匚1、维生素2、植物激素3、螯合 

剂4、或挥发性有机化合物5 ,创造有利的生长环境6 

等方式来促进微藻生长;反面作用:细菌通过与微藻竞 

争营养物质6 ,产生毒素7 ,产生抑制微藻生长的物 

质8等方式抑制藻体生长。此外，一些细菌虽然在培 

养前期可以促进微藻生长，但到培养后期最终会通过 

多种方式杀死它们的微藻宿主911。因此，细菌群落对 

提升或降低微藻的生产力有潜在作用。所以确定哪些 

细菌具有正面或负面影响，以及其在藻际细菌群落中 

是否占据优势地位是非常重要的。假设可以将培养体 

系中细菌对微藻生长的积极影响扩大,消除细菌对微 

藻的消极影响， 并且结合物理化学方法优化微藻生物 

量生产，可能会大大提高微藻生产力，具有较强的经济 

意义。

目前已有研究显示巴西固氮螺菌(.Azospirillum 

brasilense)可以促进小球藻Chlorella vulgaris)的生 

长)2 ;根瘤菌属(RhZobium sp.)能促进莱茵衣藻 

Chlamydomonas reinhardtii )、小球藻和布氏藻(Bu- 

cella braunn )的生长口幻等。目前关于雨生红球藻藻际 

细菌的研究甚少,藻际细菌的研究大多集中在大型藻 

类(比如海带及紫菜)、赤潮藻类)418* ,以及一小部分饵 

料微藻)920 ,所以关于雨生红球藻藻际细菌多样性及 

菌群结构可查阅的文献及研究进展也非常有限;另外, 

混合营养条件下的研究更是少之又少。其中张怀瑾口1 

从自养培养的雨生红球藻藻际分离得到一株橘红色的 

戈登氏菌株QGordoniaterrae)，研究发现该菌株能够合
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成胡萝卜素，其提取物也有较强的抗氧化性,且耐高 

温,推测其可能参与雨生红球藻的虾青素合成途径,具 

有巨大的研究价值。探究雨生红球藻藻际细菌多样 

性,获得对雨生红球藻生长的有益微生物,并且利用有 

益微生物来促进雨生红球藻绿色阶段细胞数量的增加 

或者提高雨生红球藻红色阶段的虾青素积累量，对雨 

生红球藻养殖具有巨大的应用前景和经济意义。本实 

验采用培养分离法，利用细菌LB培养基分离了乙酸钠 

兼养条件下雨生红球藻藻际细菌，探究了雨生红球藻 

藻际可培养细菌的多样性,并利用16S rDNA测序方 

法对分离细菌鉴定&将筛选到的细菌液体培养，分别将 

细菌菌液按照一定的浓度与处于活跃期的藻种共培 

养,确定单一细菌对雨生红球藻生长及虾青素积累的 

影响。试图利用藻际细菌来提高雨生红球藻生物量生 

产或提高虾青素含量。

1实验材料

1.1藻种及培养条件

本实验所使用的藻种为雨生红球藻（Haematococ- 

cus pluialis），为中国海洋大学藻类学与藻类养殖研 

究实验室保存藻种。其长期在本实验室光照培养箱中 

于锥形瓶培养;培养条件如下：

① 绿色阶段：培养温度：23 °C；光照强度：60 *mol • 

m—2，s—1 &光暗周期：14 h : 10 h；光源：日光灯。

② 红色阶段：培养温度：26 °C；光照强度：120 *mol • 

m—2 • s—1 &光暗周期：24h： 0h；光源：日光灯。实验所 

用雨生红球藻培养基为MCM培养基）2* & pH调节为 

6. 99〜7. 03。

12细菌培养基及培养条件

分离纯化雨生红球藻藻际细菌使用淡水LB培养 

基培养）3*;固、液态培养基分置于28 C恒温培养箱， 

28 °C、180 r/min摇床培养条件下培养。

1.3试剂药品

抗生素类:氯霉素、庆大霉素、氨苄青霉素、卡那霉 

素、链霉素均购于北京索莱宝科技有限公司&有机溶剂 

及培养基药品：甲醇、乙酸、二甲基亚砜、氢氧化钠以及 

配制MCM培养液所需的试剂均购于国药集团化学试 

剂有限公司；配制细菌通用培养基的试剂均购于Sig- 
ma-AldQich 公司 。

2实验方法

2.1雨生红球藻藻际细菌的分离纯化

将长期在乙酸钠混合营养条件下培养且处于对数 

生长期的藻种，按照1 : 10的比例接种于含有270 mL 
灭菌MCM培养液的500 mL锥形瓶中，设置3个重复。 

根据藻液实际浓度稀释一定的倍数，分别吸取100吐均 

匀涂布在提前倒好的无菌LB固体培养基上，置于28 C 
的恒温培养箱，待长出菌落，及时挑取单菌落于新的LB 
固态培养基上，多次纯化直至分离到纯种菌落，且达到鉴 

定质量。

2.2细菌鉴定

2.2.1试剂盒法提取细菌DNA 将纯化好的菌株接 

种于LB液体培养基,28 °C, 180 r/min恒温摇床培养 

24 h,8 000 r/min 离心 5 min 收集菌体。采用 Bacteri­
al DNA Kit试剂盒法提取各细菌DNA。

2.2.2 PCR扩增 以提取的细菌DNA为模板，采用 

细菌16SrDNA序列通 用引物27F （ 5’ AGAGTT- 
GATCCTGGCTCAG3）和 1492R （5‘ TACGGTTAC- 
CTTGTTACGACTT3'）进行 PCR 扩增。

2.2.3琼脂糖凝胶电泳及菌株测序 PCR扩增结束 

后,利用琼脂糖凝胶电泳，来检测扩增结果。成功扩增 

的PCR产物随后交由北京华大基因有限公司进行测 

序。将公司测序返回的16S rDNA序列在NCBI上进 

行BLAST搜索。将鉴定出的细菌序列上传至NCBI 
网站，并获得登陆号。

2.3纯种雨生红球藻的获得

本实验中我们利用各抗菌谱抗生素联合处理雨生 

红球藻藻液，结合固态培养基纯化获得纯种雨生红球 

藻。通过查找常用抗生素抗菌谱，选择的抗生素种类 

为:链霉素、卡那霉素、庆大霉素、氨苄青霉素。用超纯 

水配制好10 g/L的抗生素母液，并采用抽滤方式除菌。 

4种抗生素同时分别添加（100〜1 000 *g/mL；每 

100 *g/mL为一个梯度）处理雨生红球藻藻液（共10个 

处理组，每个浓度设置3个重复）。将扩种的纯种雨生 

红球藻培养数代以消除抗生素影响后，以培养6 d、状 

态较好的雨生红球藻为藻种， 收集离心并用灭菌培养 

液洗涤3次，重新悬浮在培养液中作为藻菌共培养的 

藻种。

2.4细菌保种

接种纯化好的单一菌株菌落，于装有灭菌LB液体 

培养液的250 mL锥形瓶中，摇床培养24 h后（T：28 C； 

转速：180 r/min）；采用甘油与细菌菌液1 : 1的比例保 

种于1. 5 mL保种管中,并置于一80 C保存。

2.5藻菌共培养菌种处理

分别取100 *L保种的菌液于装有灭菌的LB液体 

培养液的250 mL锥形瓶中摇床培养24 h,用灭菌的 

50 mL离心管收集菌液并离心，去掉滤液，并用灭菌 

MCM培养液洗涤3次，重新用新鲜MCM培养液悬浮 

备用。

2.6 藻菌共培养

于含265 mL灭菌培养液的500 mL锥形瓶中，分别 

加入30 mL重新悬浮的藻种,然后分别加入5 mL重新 
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悬浮OR。。值为0. 50左右（接种浓度为104cfu/mL）的菌 

液。对照组不加悬浮菌液以5 mL灭菌MCM培养液 

代替,各处理均设置3个重复。接种完成后，同时置于 

绿色阶段培养条件下培养。将培养至第10天的雨生 

红球藻转移至红色阶段条件下培养，每天取样在光学 

显微镜下观察藻细胞变红情况。每天定点摇瓶3次， 

随机交换锥形瓶位置,以避免藻细胞贴壁、沉降以及由 

于光照不均造成的误差。

2.6.1藻细胞密度的测定 在接种后第1天,每天取 

4 mL藻液于5 mL离心管中（取样前要充分摇匀藻液， 

以免取样不均所造成的误差），用灭菌的MCM培养液 

将藻液稀释合适的倍数，取100 *L稀释后的藻液于 

0. 1 mL的浮游植物计数框中，在放大X 100倍的光学 

显微镜下对藻细胞计数,每个样品计数3次，以减少计 

数过程中出现的误差。

2.6.2藻液pH测定 在接种后第1天,每天取4 mL 
藻液于5 mL离心管中（取样前要充分摇匀藻液，以免 

取样不均所造成的误差）。利用Accumet. Fisher Sti- 
entific pH计测定藻液pH值。

2.6.3叶绿素含量测定 每隔一天分别取4 mL藻液 

于10 mL离心管中离心，去除上清液。采用甲醇比色 

法测定回*藻液叶绿素含量变化。

2.6.4虾青素含量测定 待镜检雨生红球藻细胞完全 

变红后，分别取4. 5 mL藻液于10 mL离心管中离心 
去上清液$绿色阶段培养结束后$每天取样显微镜下观 

察藻细胞变红情况。待对照组藻细胞完全变红后，采 

用分光光度法测定藻液虾青素含量匚2"*。

2.7统计分析

所有数据表示为每个处理37 个重复测量的代表 

性数值。通过计算标准偏差来检查结果的可靠性。使 

用软件IBM SPSS Statistics 22单因素方差分析。通过 

方差分析（ANOVA）方法评估平均值的差异，确定数据 

是否符合方差齐性以及正态分布，结果差异显著性进 

行Duncan检验，使用excel软件作图。

3结果

3.1藻际细菌的分离与鉴定

在乙酸钠兼养雨生红球藻藻际中共分离到8株细 

菌，分别编号为 DBQ、HS、BTH、DBB、XBL、HB、FH、 

JH。分离到的细菌表观特征如表1所示，照片如图1 
所示。根据北京华大基因公司的测序结果，分别将8 
株细菌16S rDNA序列在NCBI网站上进行BLAST 
比对,编号为 DBQ、HS、BTH、DBB、XBL、HB、FH、JH 
的菌株分别于 Pseudomonas sp .. Methylobacterium 

sp.、Chryseobacterium sp.、Bacillus sp.、Paracoccsu 

sp. Olanctopirus hydrillae Nhodobacter vinaykuma- 

rii、Brevundimonas vesicularis 的 16S rDNA 序列具 

有最高的相似性。将8株细菌16S rDNA序列与其相 

近的细菌的16S rDNA序列构建的系统发育树如图2 
所示。将8株细菌16S rDNA的序列上传至NCBI网 

站，获得登陆号分别为 MK675106、MK675107、 

MK675109、 MK675110、 MK675111、 MK660006、 
MK660007、MK660008。

表1藻际细菌表观特征

Table1 Theapparentcharacteristicsofbacteriainthephycospherea

编号 困落大小 颜色 形状 边缘 透明度 粘稠度

Number Colonysize Color Shape Edge Transparency Viscosity

BTH 小 橘黄色 圆形 整齐,较干燥 不透明 不粘稠，易挑起

XBL 较小 乳白色 圆形 整齐,较湿润 半透明 较粘稠，易挑起

DBQ 大 白色 圆形 整齐，湿润 不透明
较粘稠$易挑起

FH 较大 粉红色 圆形
整齐$不湿润

不透明
较粘稠$易挑起

HS 较小 红色 圆形
整齐$较干燥

不透明
较粘稠$易挑起

DBB 很大 白色 不规则
不整齐$干燥

不透明
不粘稠$不易挑起

JH 较大 金黄色 圆形
整齐$湿润

不透明
较粘稠$易挑起

HB 较大 白色 放射状
不整齐$干燥

不透明
不粘稠$不易挑起
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图1藻际细菌照片

Fig.1 ThepictuQeofthebacteialinthephycospheQea

3.2抗生素处理雨生红球藻

将不同浓度梯度的4 种抗生素组合溶液与处于对 

数期兼养培养的雨生红球藻一同接种于灭菌MCM培 

养液中处理培养3~5 do每天摇瓶多次，以使抗生素 

与藻细胞充分接触。处理结束,将用抗生素处理过的 

藻液接种于无菌的MCM培养液中培养5〜7 d,并利 

用添加乙酸钠的MCM固态培养基来检测除菌效果。 

最终在链霉素、卡那霉素、庆大霉素、氨苄青霉素分别 

为600 *g/mL的联合抗生素组合处理条件下,获得纯 

种雨生红球藻藻落。并将纯种藻种逐级扩种培养。

3.3单一细菌的添加对雨生红球藻细胞密度的影响

如图3所示。接种当天即第0天的细胞密度不予 

测定，以避免藻细胞减少产生的不利影响。因XBL实 

验组在培养过程中很早就出现细胞沉降，而且藻细胞 

聚集在一起被细菌菌膜包裹,计数时存在太大误差,因 

此只统计了剩余7个处理组以及对照组的细胞密度变 

化情况。

由图可以看出在绿色阶段培养过程中，尽管藻细胞 

计数存在波动，但随培养时间延长而不断上升。第 

1〜5 d,藻细胞密度增加幅度较大;培养后期增长较为缓 

慢;第9天大部分实验组的藻细胞密度达到最大，第10 
天有稍微下降的趋势,原因可能是随着培养时间的增加, 

藻细胞贴壁的现象严重以及藻细胞出现沉降，导致细胞计 

数时存在误差。细胞密度由最初接种密度约为2. 50X 
104cells/mL,在HS处理组的第9天获得最高细胞密 

度，为 3. 65X105 cells/mL。培养第 1~7 天，除 DBQ、 

HB及FHS处理组外，其他各处理组均对藻细胞密度 

的增加表现出促进作用；但在培养结束时仅有HS、 

DBB 2个处理组中的藻细胞密度大于对照组(C),且仅 

有HS处理组第9天细胞密度显著高于对照组，其他处 

理组促进效果并不显著。DBQ处理组在10 d的培养 

过程中，密度显著低于对照组以及其他处理组;其他处 

理组中藻细胞密度低于对照组,但与对照组差异并不 

显著。在细胞计数时观察到，处理组中藻细胞比较容 

易聚集在一起，不同于对照组大部分藻细胞都分散存 

在,也是处理组在计数时存在较大误差的原因。

3.4单一细菌对雨生红球藻藻液pH的影响

图4是各实验组在培养过程中藻液pH变化情况。 

实验开始时，培养体系pH为6. 97~7, 03。经过10 d 
的培养，对照组pH最高达到9. 36左右,其他处理组也 

都达到9. 00左右的高pH。培养前期pH上升幅度较 

大，该时间段也对应了藻细胞生长的对数期，所以通过 

pH的变化情况也可以从侧面反映雨生红球藻的生长 

分裂能力。第7~10天,pH变化幅度较小，甚至有下 
降的趋势$其也对应了实验组中细胞密度增加缓慢的 

现象，说明雨生红球藻已进入稳定生长期。而且各实 

验组的pH除在第3~5天有显著差异外，其余时间pH 
差异不显著，特别是在培养结束时。因总培养体积有 

限所导致的取样体积有限是导致pH测定过程中误差 

较大的原因,另外实验操作中也存在一定误差。

3.5单一细菌对雨生红球藻叶绿素含量的影响

图5是各实验组在培养过程中藻液叶绿素含量变 

化情况。因培养初期藻细胞密度较低，所以从接种后 

的第3天开始每隔1 d取样测定,到培养后期每天取样 

测定叶绿素含量。由图可以看出在培养期间的藻液叶 

绿素含量变化与藻细胞密度有一定的相似性。第3 
天，各实验组的叶绿素含量无显著差异。第6~8天， 

除HB、DBQ、XBL处理组外其余各处理组中的叶绿素 
含量均大于对照组$但与对照组并无显著差异。 第3〜 

8天，各实验组叶绿素含量都呈现逐渐上升的趋势，在 
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这段时期，细胞密度增加是导致叶绿素含量上升的主要 

因素;第8〜10天，除对照组、DBQ处理组外，其他实验 

组都呈现不变及下降的趋势。另外，第9〜10天,添加菌 

液的处理组叶绿素含量降低幅度普遍高于对照组。在藻 

液叶绿素测定过程中，因培养总体积不大，导致每天进行 

叶绿素测定时取样体积较小，及添加菌液的处理组在培 

养中后期藻细胞聚集在一起，导致取样不均匀都是导致 

藻液叶绿素含量测定时出现较大误差的原因。

Paracoccus sp.strainKSTI43
"Paracoccus marcusii strainCL02 

-XBL
Paracoccus marcusii strainK3 AsNAOOO la

7?/?odobacteraceae baceriumAN26

| | Paracoccuspantotrophus strainNJUST38

Paracoccus denitrificans strainSDTlS8
Haematobacter massiliensis strain 18JY13-8

Rhodobacter vinaykumarii strainDBNRh 19

FH
Rhodobacter sp. YS8

Phenylobacterium sp. YIM 73061

~ Phenylobacterium sp. P-28
— r Phenylobacterium aquaticum strin W2-3-4

_____ Phenylobacterium sp. B2.34.2
Caulobacteraceae bacteriumALCAN524

F Caulobacter _sp. WTH_01
Caulobacter sp. URHA0033

__r Caulobacter fusiformis strin_3-12

JH
Brevundimonas vesicularis strin KMDH12

------HS

Methylobacterium sp. WXGSY3

Methylobacterium sp. OTB46

Methylobacterium sp. OSB1

DBB
Pseudomonas aeruginosa strainBGF-2

_r Pseudomonas fluorescens strain pfl
1--------  DBQ

'Pseudomonas mendocina strain PM2011 AHO 1

Pseudomonas mendocina strain PCS-DQ178221.1

Pseudomonas mendocina strain Pc4

Pseudomonas mendocina strain IPL-1
Planctopitus hydrillae strain Jc280

HB

Planctopitus limnophila strain Mu_290 

-Planctomyces sp.

Planctomyces sp.(strain 599)

Planctomycetes bacterium strain VLbF2

Planctomycetes bacterium strain Plm2

Elizabethkingia meningoseptica strain ATCC 13253

I Chryseobacterium gregarium strain XA2-5
Chryseobacterium bovis strain G55-316S

Chryseobacterium aahli strain CPDB5

0.05

I--------BTH
I-------Flavobacteriaceae bacterium 3519-10

Chryseobacteriumpahustre strain NBRC 104928

图2 8株藻际细菌系统发育树

Fig2 Thephylogenetictreeof8strainsofbacteriainthephycosphere
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图3 藻菌共培养雨生红球藻细胞密度

Fig. 3 The cell density of Haematococcus pluvialis in co-culture of algae and bacteria
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图4藻菌共培养雨生红球藻藻液pH

Fig)4 ThepHvalueofHaematococcusplu%ialisinco-cultureofalgaeandbacteria
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图5藻菌共培养雨生红球藻藻液叶绿素含量

Fig. 5 The chlorophyll content of Haematococcus pluialis in co-culture of algae and bacteria

3.6单一细菌对雨生红球藻虾青素积累的影响

图6 是单一细菌对雨生红球藻藻液及单个藻细胞 

虾青素含量的影响。雨生红球藻经过绿色阶段的培 

养，藻细胞增加到一定数目，通过改变培养条件，以加 

快藻细胞中虾青素的积累速率。实验发现，对藻细胞 

密度增加有一定促进作用的处理组中，仅有HS处理组 

略高于对照组，但差异并不显著，虾青素含量分别为 

44. 35和43. 84 mg/Lo其他处理组藻液虾青素含量或 

显著低于对照组或与对照组无显著差异。DBQ处理组 

虽细胞密度显著低于对照组，但该处理组藻液虾青素 

含量与对照组并无显著差异。通过计算单个藻细胞虾 

青素含量，发现DBQ处理组单个藻细胞虾青素含量显 

著高于对照组及其他处理组，因此DBQ菌液的添加的 

虽然不会促进藻细胞密度的增加，但是对于单个藻细 

胞虾青素积累来说有一定的优势。其他处理组单个细 

胞虾青素含量显著低于对照组或与对照组无显著差 
异' 

4讨论

现阶段由于培养条件的限制，大多数异养细菌不 

能人为培养。有研究表明，我们仅能培养自然环境中 

占比不到1%的微生物）526*。但在本实验中利用传统 

培养方法获得了 8株藻际细菌,不仅探究了乙酸钠兼 

养下雨生红球藻藻际可培养细菌的多样性，也为探究 

其对雨生红球藻生长和虾青素积累的影响提供了物质 

基础。从藻际细菌种类来看，乙酸钠兼养条件下的藻 

际可培养细菌种类丰富,相比张怀瑾在自养培养的雨 

生红球藻藻际分离到1株藻际细菌的结果）1］，本实验 

中乙酸钠的添加是分离到藻际细菌种类较多的最大原 

因。乙酸钠的添加不仅为藻细胞提供了异养营养的碳 

源，同时也为藻际细菌的生长繁殖提供了营养。分离 

到的藻际细菌以变形菌门（Proteobacteria）为主，该菌 

门也在很多海洋微藻藻际被分离到）7,2729*，虽然雨生 

红球藻为淡水微藻，其与海水细菌种类同源性还是较 

大的。另外，分离过程中拟杆菌门（Bacteroidetes）的 
Chryseob,cterium sp. 是优势菌株， 该菌株也是在自然 

环境中分离比较频繁的细菌种类）031。另外，有许多 

研究表明 Paracoccus sp.、Pseudomonas sp.中的某些 

菌株具有降解有机污染物的能力）234*。

目前来说，获得纯种微藻的方法有很多。利用单 

一的除菌方法往往效果不佳，局限性较大，导致纯化效 

率不高。本实验中我们结合韩吉昌等）5*提供的无菌微
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(图中不同字母间表示差异显者(P<0. 05"。Data with different letters at the same column mean significant difference between each other (P< 0. 05).) 
图6藻菌共培养雨生红球藻藻液及单个细胞年虾青素含量

Fig. 6 The astaxanthin content of Haematococcus pluialis liquid 

andsinglecelinco-cultureofalgaeandbacteria

藻获得方法，采用应用广泛的抗生素处理法结合平板 

划线法来获得纯种藻株。在藻菌共培养实验中，发现 

有2株菌株（DBB、HS）对藻细胞密度增加有促进作用， 

其分别属于厚壁菌门（Bacteroidetes）、变形菌门。对于 

有些细菌在培养前期促进藻细胞密度增加，而在培养 

后期抑制藻细胞生长的现象，很可能是因为培养前期 

各营养元素较为充足，并且异养细菌与藻细胞的营养 

方式有一定的互补作用，因此会加快藻细胞密度增加& 

而到培养中后期，由于各营养元素消耗殆尽，细菌很可 

能会与藻细胞争夺微量元素或者其他物质，因此会出 

现抑制作用;另一方面，因为分离的细菌菌株大部分会 

积累色素，随着体系中细菌密度的增加,很可能对藻细 

胞产生遮光作用,会影响藻细胞对光能的利用效率;最 

后体系中细菌的大量繁殖，会产生菌膜，对藻细胞的自 

由运动以及分裂产生阻碍作用，会加速藻细胞老化。 

另外，培养后期较高的pH值也许是限制雨生红球藻细 
胞密度增加的另一个因素'

绿色阶段10天培养过程中pH上升幅度较大，一 

方面说明雨生红球藻对培养体系中pH的缓冲作用较 

差，同时说明藻细胞对碱性培养环境的耐受度较高。 

王璇等人的研究中发现培养过程中藻液pH的变化与 

营养盐浓度的变化存在一定的相关性）6*，另外在该研 

究中在绿色阶段第7天后,pH的升高放缓的现象匚36* 

与本研究结果较为相似。各实验组pH在接种后1〜5 d 
显著增加，这可以通过硝酸盐代谢来解释）7］：雨生红球 

藻细胞的不断生长繁殖使得MCM培养液中的硝酸盐 

被转移到雨生红球藻细胞中，其中硝酸盐通过硝酸还 

原酶和亚硝酸还原酶催化的两个还原反应被还原成 

铵；同时，在这些还原反应中会产生OH-和H2O,由硝 

酸盐转化为铵产生的OH-将释放到培养基中，是导致 

pH升高的重要原因。也有研究显示外源碳乙酸钠的 

添加也是导致藻液pH较高的原因，但Pang等）8*的实 

验中，添加1. 33 g/L乙酸钠培养的雨生红球藻藻液在 

培养结束后稳定在& 50左右，远远低于本实验结束时 

9. 30的pH。猜测,藻株及其他培养条件存在差异是出 

现巨大差异的原因。绿色阶段后期藻液中CO2溶解度 

增加是藻液pH有下降趋势的原因，因培养后期,藻液 

中营养元素已经消耗殆尽,藻细胞光合作用强度下降, 

导致藻液中CO2浓度升高，其次菌液的添加使得处理 

组细菌可能会大量繁殖，也会产生一部分CO2使得藻 

液CO2溶解度增加。

处于绿色阶段的雨生红球藻细胞中主要色素组成 

为叶绿素、-胡萝卜素、叶黄素;红色阶段雨生红球藻细 

胞中虾青素含量会大幅度上升,还会出现角黄素以及 

海胆酮等次生胡萝卜素）942*。藻液叶绿素含量的变化 

趋势大体符合细胞密度变化趋势，说明藻液叶绿素浓 

度在一定程度上可以反映藻细胞密度及细胞活力。本 

实验中培养第8天后，各实验组中叶绿素浓度的停滞 

及下降预示着藻细胞生长受到胁迫，比如培养体系中 

pH过高、营养元素消耗殆尽等,使得藻细胞内的叶绿 
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素向其他色素转变，虾青素开始积累。对于有些处理 

组中叶绿素含量降低幅度高于对照组的现象,一定程 

度上说明藻际细菌的添加会加快藻细胞由绿色阶段向 

红色阶段的转变速率，即藻际细菌的添加可能会抑制 

藻细胞的活力。如林伟等)3*发现,除菌后的球等鞭金 

藻及小球藻不易老化，更容易保持悬浮状态；回加细菌 

于除菌藻,藻细胞容易下沉附底。

大量研究显示雨生红球藻在胁迫条件下,例如高 

温、高光照、营养盐缺乏等条件，细胞内会大量积累虾 

青素)4*。对藻细胞密度增加有一定促进作用的HS、 

DBB处理组，并不能显著提高藻液虾青素含量。对藻 

细胞密度增加有显著抑制作用的DBQ处理组反而能 

显著提高单个藻细胞虾青素含量,DBQ处理组中单位 

藻细胞虾青素含量较高的原因是复杂的，尤其细菌的 

存在会使得培养液的组分及其物质循环变得更加复  

杂匚45*。本实验中DBQ处理组显著抑制雨生红球藻生 

长所造成的胁迫环境对藻细胞虾青素积累是有利的， 

推测原因可能是DBQ的添加促进了藻细胞内的虾青 

素合成途径)6*,比如DBQ有可能会产生合成虾青素的 

前体物质)6*,或者促进化学反应中酶活性加快虾青素 

积累：48],导致单位细胞内虾青素含量较高。本实验结 

果也充分说明想要提高雨生红球藻虾青素产量，绿色 

阶段生物量的积累和红色阶段单位藻细胞的虾青素积 

累效率都是必要的。因此可以考虑在雨生红球藻绿色 

阶段结束后，添加DBQ菌株的菌液，以达到促进单个 

藻细胞中虾青素积累的效果。

5结语

本实验在乙酸钠混合营养条件下,分离了 8株雨 

生红球藻藻际细菌。经过16S rDNA鉴定发现其分别 

属 于 Pseudomonas sp.、Methylobacterium sp.、 

Chryseobacterium sp.. Bacillus sp.. Paracoccus sp.. 
Planctopirus hydrillae、Rhodobacter vinaykumarii、 

Brevundimonas vesicularis o在单一细菌与雨生红球 

藻共培养实验在,发现 Methylobacterium sp.、Bacillus 

sp能够促进绿色阶段雨生红球藻藻细胞密度的增加 ， 

Pseudomonas sp对于增加单位细胞虾青素含量具有一 

定优势’
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Effects of Cultivable Phycosphere Bacteria on Growth of 
Haematococcus pluvialis and Its Astaxanthin Accumulation

LI Yun1, LIU Fa-Long1, WANG Qiao-Han12, LIU Yan12 , LI Jing-Yu12 , GONG Qing-Li12 
(1.The Key Laboratory of Mariculture (Ocean University of China) , Ministry of Education , Qingdao 266003 , China； 
2. College of Fisheries , Ocean University of China , Qingdao 266003 , China)

Abstract# Inordertoexplorethediversityofcultivablebacteriain H,em,tococcuspluvi,lis phyco­
sphere and their effects on the growth of H. pluvialis and its astaxanthin accumulation , we used the 
traditional culture separation method to isolate 8 bacterial strains in the mixotrophic culture of H. plu~ 

vi,lis Basedon16SrRNAgenesequences strains(DBQ HS BTH DBB XBL HB FH and JH) 

were found to be highly similar with Pseudomonas sp. Methylobacterium sp. Chryseobacterium sp. 
Bacillus sp . Paracoccus sp . Planctopirus hydriUae, Rhodobacter vinaykumarii and Brevundimonas 

vesicularis , respectively. We used 8 strains as the additives , and studied their effects on cell density , a- 
galpH andchlorophylandastaxanthincontentsof H. plu%ialis purified ahead with antibiotics. We 
found that the HS obtained the highest cell density on the 9th day , which was 3. 65 X105 cells/mL , sig- 
nificanRlyhigherRhanRhaRofconRrol.DBBincreasedRheceldensiy；howevernosignificanRdiference 
was found fromRhaRof conRrol. From day 1Ro day 7 RhechangeinchlorophylconcenRraionwasRhe 
sameasRhaRinalgalceldensiy.ARRheendofgreenphase RheconcenRraionofchlorophylshoweda 
decreasing trend , indicating that t he chlorophyll in algal cells changed t o other pigments and marked t he 
endofgreenphase.A hegreens age hepHofalgalliquidchangedgrea ly from heiniialof7.0 o 
about 9. 30. However , there was no significant difference from that of control at the end of culture. The 
astaxanthincontentofHS wasslightlyhigherthanthatofcontrol；however nosignificantdiference 
from that of control. It was also found that the content of astaxanthin in single algal cel s of DBQ was 
significantlyhigherthanthatofcontrol.
Keywords： mixotrophic culture; Haematococcus pluvialis & phycosphere bacteria; growth； astaxan­

thin
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