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摘　 要: 随着微藻产业的蓬勃发展ꎬ蓝藻作为具有重要经济价值的资源受到人们越来越多的关注ꎬ其多糖和蛋白的开发

已被应用于多个领域ꎮ 为了更深入清晰地挖掘蓝藻的特性和功能ꎬ研究者首先需获得无菌的纯种藻株ꎬ这是深入开展蓝

藻生理生化、遗传和毒性等研究的基础ꎮ 重点综述了如何根据蓝藻的结构及生理特性选择合适的无菌化方法ꎬ介绍了基

于蓝藻与污染菌之间差异性的无菌化方法ꎬ以期为蓝藻的无菌化工作提供参考ꎮ
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　 　 蓝藻ꎬ又被称为蓝细菌(ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)ꎬ是一

类结构相对简单、进化历史悠久、能进行光合作用

的原核生物ꎬ为单细胞、丝状或非丝状的群体ꎮ 近

年来ꎬ蓝藻因其部分种类可引发水华[１] 而受到越

来越多的关注ꎮ 另一方面ꎬ蓝藻具有重要的经济

价值ꎬ其多糖和蛋白可被开发应用于食品医

药[２~４]、日用化工[５]和环保[６]等领域ꎮ 然而ꎬ由于

无法获得蓝藻的无菌株制约了科学家们对于蓝藻

的研究开发与产业化ꎬ其主要原因在于从自然界

中获取的蓝藻不是无菌的ꎬ它们通常与细菌黏附

在一起ꎬ而细菌与蓝藻的关系是多种多样的ꎬ有的

细菌会促进蓝藻的生长[７]ꎬ有的细菌与蓝藻在一

起会产生溶藻或者抑藻效应[８ꎬ９]ꎮ 获得藻种的无

菌培养株对于其生理生化、分子遗传、毒性及分类

等研究都是必要的ꎬ细菌或者霉菌的存在会对研

究产生干扰ꎬ从而影响结果的准确性ꎬ故蓝藻的无

菌化是顺利完成很多实验的前提ꎮ 另外ꎬ藻种无

菌化程度也是衡量藻株质量的标准之一ꎬ为了提

高保藏藻株的质量ꎬ国际上主要的藻种库都十分

关注藻株的无菌化问题ꎬ如法国巴斯德研究所菌

物保藏中心(Ｐａｓｔｅｕｒ Ｃｕｌｔｕｒｅ ＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎꎬＰＣＣ)藻种

库长期以来在蓝藻的纯化方面做了很多工

作[１０ꎬ１１]ꎬ在蓝藻无菌株的获得方面积累了丰富的

经验ꎮ



对蓝藻进行纯化存在诸多的困难ꎬ如步骤繁

琐、纯化周期长以及易反复感染等ꎬ基于此ꎬ本文

根据近年来的文献报道对蓝藻的无菌化技术进行

归类综述ꎬ以期为蓝藻的研究开发与产业化研究

提供技术参考ꎮ

１　 基于蓝藻的结构及生理特性的纯化
方法

　 　 蓝藻被称为是极端环境的开路先锋ꎬ实行荒

漠化治理后的沙原戈壁ꎬ最先生长出的生物往往

是蓝藻ꎬ它是荒漠中生物结皮形成最关键的必须

生物[１２]ꎬ在温泉或极地ꎬ潮湿土壤中或干燥的岩

石上ꎬ都会有蓝藻的存在ꎮ 蓝藻之所以适应环境

的能力如此强大ꎬ是与其结构和生理特性密不可

分的ꎮ 与其他微藻不同ꎬ蓝藻属于原核生物ꎬ没有

细胞核和色素体ꎬ但有些结构和生理特性是蓝藻

所特有的ꎬ在有些种类的丝状蓝藻中ꎬ我们能同时

观察到多达 ４ 种细胞类型:可以进行光合放氧及

ＣＯ２固定的营养细胞、具有滑行运动能力的藻殖

段的细胞、休眠的厚壁孢子以及可固定空气中氮

素的异形胞[１３]ꎮ 可以根据这些结构和特性对蓝

藻进行纯化ꎮ

１.１　 可产生厚壁孢子的蓝藻

某些蓝藻在生长受到胁迫时ꎬ会产生具备休

眠和繁殖功能的厚壁孢子ꎬ以适应不良的环境ꎬ当
生长环境恢复正常后ꎬ厚壁孢子会萌发成正常的

营养细胞ꎮ 厚壁孢子能够耐受较高的温度ꎬ可以

根据这一特性对蓝藻进行纯化ꎮ Ｗｉｅｒｉｎｇａ[１４] 利用

高温(４７~４８℃ꎬ１５~７５ ｍｉｎ)对缺氮条件下培养的

鱼腥藻、念珠藻等进行处理ꎬ得到了系列无菌株ꎮ
此方法适用于可产生厚壁孢子的蓝藻ꎬ且污染的

细菌不能产生孢子ꎮ
另外ꎬ针对可分化产生厚壁孢子的蓝藻ꎬ可采

用一些具备较强的杀菌或者抑菌效果的化学试剂

进行处理以达到除菌效果ꎮ Ｖａｚ 等[１５] 利用次氯

酸钠对 ３ 株念珠藻进行了纯化:用 ＢＧ￣１１０(缺氮

培养基)进行培养ꎬ直至分化产生大量的厚壁孢

子ꎬ再用稀释的次氯酸钠溶液(１％、２％、３％)分别

处理 １０ ｓ、２０ ｓ、３０ ｓꎬ涂布于 ＢＧ￣１１０(缺氮培养基)
固体平板ꎬ培养至少 ２ 周ꎮ 结果显示ꎬ用次氯酸钠

溶液处理 １０ ｓ 即可达到除菌的效果ꎬ此方法操作

简单快速、成本低ꎬ适用于可产生厚壁孢子的

蓝藻ꎮ

１.２　 具有趋光运动特性的蓝藻

约一半的单细胞蓝藻和四分之三的丝状蓝藻

在固体培养基中可表现出趋光运动的特性[１０]ꎬ
Ｖａａｒａ 等[１６]利用这一特性ꎬ对伪鱼腥藻、颤藻、鞘
丝藻、席藻和鱼腥藻等进行了纯化:在 １％ 的

ＢＧ１１ 固体平板上划水平线ꎬ然后将少量藻种接

种到平板中央ꎬ２６℃ 单向光照下(５０ ~ １００ ｌｘ)培

养ꎬ光照方向与划线方向平行ꎬ过夜培养后在显微

镜下挑取ꎮ 对比实验中发现ꎬ丝状蓝藻在划线平

板上的滑动距离远远大于未划线平板上的滑动距

离ꎬ在滑动过程中ꎬ蓝藻可进行自清洁ꎬ与吸附的

细菌分离开来ꎬ最终达到除菌的目的ꎮ

１.３　 具有伪空胞的蓝藻

有些种类的蓝藻细胞(如微囊藻、束丝藻、鱼
腥藻和阿氏颤藻等)中含有伪空胞ꎬ在显微镜下

这些伪空胞呈现黑色、红色或紫色ꎮ 蓝藻可以通

过伪空胞调节自身的浮力进行垂直迁移ꎬ以获取

适宜的光能和充足的营养盐[１７]ꎮ 由于伪空胞的

存在ꎬ可造成蓝藻细胞与污染菌之间的悬浮性差

异ꎬ可利用这种差异性对蓝藻进行纯化ꎮ Ｓｈｉｒａｉ
等[１８]通过实验发现ꎬ有些微囊藻藻株单纯使用平

板涂布的方法无法得到无菌株ꎬ于是尝试利用附

生菌与微囊藻的不同悬浮特点进行分离ꎬ在平板

涂布方法基础上尝试了两步离心法:取对数生长

中期的藻液用无菌水稀释 １００ 倍ꎬ漩涡震荡ꎬ取
１ ｍＬ细胞悬浮液于 １.５ ｍＬ 离心管中ꎬ１５０ ｇꎬ２０℃
离心 ３０ ｍｉｎꎬ使得具有伪空胞的微囊藻细胞停留

在液体上层ꎬ而细菌的数量减少三分之二ꎬ随后

２ ０００~３ ０００ ｇꎬ２０℃离心 ５ ｍｉｎꎬ高速离心用以去

除上层液体中的细菌ꎬ取上层液体 １ μＬ 在 ＣＢ 琼

脂糖固体平板上进行涂布ꎬ长出单个藻落后进行

挑取培养ꎬ获得了无菌微囊藻ꎮ

１.４　 具有异形胞的蓝藻

有些蓝藻和固氮菌一样ꎬ具有固氮酶ꎬ能够将

空气中游离氮素进行同化ꎬ为细胞自身生长提供

含氮化合物ꎮ 在进行显微观察时ꎬ成熟的异形胞

比营养细胞体积稍大ꎬ色素减少ꎬ包被加厚ꎮ 异形

胞的存在使得固氮蓝藻能够在缺氮培养基中生

长ꎬ可以利用缺氮培养基进行纯化以提高藻－菌
比例ꎬ再结合其他纯化方法得到无菌株[６]ꎮ 作者

利用 ＢＧ￣１１０(缺氮)固体平板培养基对鱼腥藻和

０３３ 生物技术进展 Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ



念珠藻进行划线纯化ꎬ在反复划线数次后发现污

染菌的数量大大减少ꎬ但仍需结合其他纯化方法

才能得到无菌株ꎮ 若外源污染中含有固氮菌ꎬ则
此法不宜采用ꎮ

１.５　 细胞表面有多糖胶被的蓝藻

很多蓝藻细胞表面具有多糖胶被ꎬ由于多糖

胶被与蓝藻细胞很难完全分离ꎬ故黏附在多糖胶

被上的细菌很难被去除ꎮ Ｆｕｊｉｓｈｉｒｏ 等[１９] 在对隐

杆藻进行纯化时ꎬ通过对藻液进行超声后离心

(１４ ０００ ｇꎬ１０ ｍｉｎ)的方法ꎬ去除了隐杆藻细胞表

面的多糖ꎬ从而也去除了多糖黏附的细菌ꎬ再加入

到 ４０％~ ５０％的碘克沙醇溶液中进行超速离心

(１１２ ７００ ｇꎬ２ ｈ)ꎬ最大程度地去除了细菌污染ꎮ

２　 基于蓝藻与污染菌之间差异性的纯化
方法

２.１　 抗生素方法

抗生素是微生物的代谢产物或人工合成的类

似物ꎬ可以干扰其他微生物的生长或代谢ꎮ 不同

的抗生素可以通过不同的途径来抑制细菌的繁

殖ꎬ其抑菌机制主要分为 ４ 种类型:干扰细胞壁的

合成、损伤细胞膜渗透性、抑制蛋白质合成以及抑

制核酸的转录与复制[２０]ꎬ可根据蓝藻与细菌对抗

生素的耐受性差异来选择合适的抗生素作为除菌

的有力工具[２１]ꎮ
利用抗生素对蓝藻进行除菌的优点是周期

短、见效快ꎬ近年来越来越多的研究者选择用此法

进行蓝藻的纯化ꎮ Ｈａｎ 等[２２] 尝试了 ７ 种抗生素

用于念珠藻的无菌化ꎬ利用代谢组学的方法优化

和评估了抗生素处理ꎬ比较了念珠藻对各种抗生

素的耐受性ꎬ深入研究了其中 ４ 种抗生素对念珠

藻代谢活性的影响ꎬ以及去除抗生素后念珠藻的

代谢修复及其所需时间ꎬ最终确定抗生素的最佳

添加顺序ꎬ依次为壮观霉素(奇霉素)、庆大霉素、
氨苄青霉素和卡那霉素ꎮ

Ｈａｎ 等[２３]为了获得铜绿微囊藻的无菌株ꎬ在
对其进行超声 －过滤洗涤后ꎬ依次用卡那霉素

(５０ μｇ / ｍＬ)、氨苄西林(１００ μｇ / ｍＬ)、亚胺培南

(５０ μｇ / ｍＬ)２５℃处理过夜ꎬ在此需要注意的是ꎬ
在每种抗生素处理完后需进行过滤洗涤以去除此

种抗生素ꎬ再加入新抗生素处理ꎮ 若同时加入 ３
种抗生素ꎬ会因对微囊藻细胞杀伤力太大而致死ꎮ

在应用抗生素进行处理时ꎬ可加入有机质来

促进污染菌的生长ꎬ使得这些污染菌优先被抗生

素作用ꎮ Ｃｈｏｉ 等[２４]利用亚胺培南(１００ μｇ / ｍＬ)、
新霉素(１００ μｇ / ｍＬ)、放线菌酮(２０ μｇ / ｍＬ)对钝

顶螺旋藻进行连续处理ꎬ在加入抗生素的同时添

加了 ０.１％的葡萄糖ꎬ以促进细菌的生长ꎬ且需在

黑暗条件下处理ꎬ若在光照条件下处理ꎬ藻细胞会

因生长代谢旺盛而受到抗生素的迫害ꎬ导致藻细

胞死亡ꎮ
不同藻株在不同环境中污染的杂菌类型不

同ꎬ为了增强抗生素的除菌效果ꎬ可对污染菌进行

鉴定ꎬ从而有针对性地选择合适的抗生素进行处

理ꎮ Ｈｏｎｇ 等[２５]对能源微藻———节球藻进行了纯

化ꎬ再采用放线菌酮 ( ２０ μｇ / ｍＬ)、 亚胺培南

(１００ μｇ / ｍＬ)对目的藻株进行 ２４ ｈ 的黑暗处理

后在 ＢＧ１１ 平板上进行转接培养ꎬ但只使得部分

藻株得到了纯化ꎬ对于未能纯化干净的藻株ꎬ对其

污染细菌进行了分离鉴定ꎬ有针对性地选择了卡

那霉素 (１００ μｇ / ｍＬ) 进行处理ꎬ最后得到了无

菌株ꎮ
由于蓝藻是原核生物ꎬ与细菌的遗传距离小ꎬ

所以在利用抗生素除菌时ꎬ会对蓝藻细胞产生伤

害ꎬ藻株对于不同的抗生素耐受性不同ꎬ故在用此

法进行除菌时ꎬ需检测藻株对于抗生素的最低致

死浓度[２４]ꎮ

２.２　 化学试剂方法

某些化学试剂具备较强的杀菌或者抑菌效

果ꎬ但蓝藻对其却表现出一定的耐受性ꎬ根据这种

差异性可选择合适的化学药品对蓝藻进行纯化ꎬ
其纯化效果主要取决于试剂种类的选择、作用的

浓度和处理的时间等ꎬ在具体操作中ꎬ需对作用浓

度和处理时间进行摸索ꎬ以求除菌效果显著的同

时对藻细胞的伤害降到最低ꎮ
除了利用次氯酸钠溶液进行蓝藻纯化外ꎬ根

据蓝藻和细菌对硫化物的耐受性不同ꎬ可采用硫

化物处理的方法进行纯化ꎮ Ｂｏｌｃｈ 等[２６]采用不同

浓度的 Ｎａ２Ｓ 对 ８ 株铜绿微囊藻进行纯化ꎬ最后得

到 ３ 株无菌株ꎮ 此方法操作简单、见效快ꎬ但是某

些蓝藻对硫化物的耐受性表现得比细菌还要低ꎬ
则无法使用此方法进行纯化ꎮ

溶菌酶也可用于蓝藻纯化ꎬＫｉｍ 等[２７] 利用溶

菌酶对水华鱼腥藻进行除菌:在藻种培养液中加

入溶菌酶后于 ３７℃作用 ６０ ~ ９０ ｍｉｎꎬ离心洗涤后
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取 ５０ μＬ 培养液涂布于 １.５％ ＢＧ１１ 固体平板ꎬ待
长出后挑取单藻落培养ꎬ结果显示 １ ｇ / Ｌ 的溶菌

酶浓度对水华鱼腥藻的除菌效果最佳ꎬ且对藻细

胞伤害不大ꎮ
此外ꎬ苯酚[２８]、亚硫酸钠[２９]、叠氮化钠、氟化

钠[３０]等也被用于蓝藻的纯化ꎮ

２.３　 紫外照射方法

紫外照射方法是基于蓝藻和细菌在抵抗紫外

照射方面的差异性上建立起来的ꎬ由于蓝藻在紫

外照射下会启动自身的保护机制[３１~３３]ꎬ因此相对

细菌而言具有较高的抗 ＵＶ 能力ꎮ Ｇｅｒｌｏｆｆ 等[３４]

采用紫外照射的方法获得了无菌的聚球藻ꎻ李静

等[３５]采用抗生素和紫外照射联合处理的方法得

到了微囊藻的无菌株ꎮ

３　 其他方法

平板涂布与划线是得到纯培养物最传统经典

的方法ꎬ日本学者 Ｓｈｉｒａｉ 等[３６]应用 Ｂ￣１２ 和 ＣＢ 固

体培养基对微囊藻进行了无菌化:取 ０.１ ｍＬ 的藻

液(涡旋震荡后稀释 １００ 倍)加入到 １０ ｍＬ 灭菌

冷却未凝固的固体培养基(０.４％ ~ １％)中ꎬ倒平

板ꎬ或将稀释的藻液直接涂布在凝固的固体平板

上ꎬ长出藻落后进行分离ꎮ Ｎｉｓｈｉｚａｗａ 等[３７] 在上

述方法基础上进行了改进ꎬ对伪鱼腥藻进行了纯

化ꎬ为了尽量得到单细胞ꎬ取指数生长早期 １ ｍＬ
的藻液ꎬ加入直径为 １.８ ~ ２ ｍｍ 的玻璃珠后漩涡

震荡 ３０ ｓꎬ然后 ４００ ｇ、２０℃离心 ２０ ｍｉｎꎬ将上清涂

布在 ０.４％的固体 ＣＢ 琼脂糖培养基上ꎬ待单藻落

长出后挑出培养ꎮ Ｈｏｎｇ 等[３８] 利用平板划线的方

法从采自南极的藻垫样品中分离出颤藻ꎮ 此方法

优点在于成本低、操作方便ꎬ对藻细胞本身伤害

小ꎻ缺点在于无菌化周期较长ꎬ有时需反复涂布或

划线数次才能得到无菌株ꎬ且对于含胶被的蓝藻

来说成功率较低ꎬ故此方法常常与其他无菌化方

法联合起来对蓝藻进行除菌ꎮ
过滤洗涤方法ꎬ需根据蓝藻细胞的形态和大

小选择合适的微孔滤膜或其他滤过材料ꎬ用无菌

水或无菌培养基对藻细胞进行反复洗涤ꎬ以降低

杂菌的数量ꎬ再结合其他方法获得无菌株[３９ꎬ ４０]ꎻ
毛细吸管清洗法是采用毛细吸管在显微镜下

对单个藻细胞进行反复洗涤以去除细菌的方法ꎬ
此方法要求所用器皿全部经过灭菌ꎬ且整个操作

过程在无菌环境下进行ꎬ王霞等[４１] 应用此法获得

了铜绿微囊藻的无菌株ꎮ

４　 综合处理方法

以上所述方法各具特点ꎬ但各具局限性ꎮ 某

些蓝藻与细菌黏附紧密ꎬ或样品中存在其他的杂

质ꎬ单纯使用一种方法难以达到理想的无菌化效

果ꎬ因此需针对藻种具体的污染情况ꎬ采取多种方

法联合对蓝藻进行处理ꎮ
Ｓｅｎａ 等[４２]采用过滤洗涤、化学方法等联合对

节旋藻进行无菌化处理:第一步ꎬ对 ２０ ｍＬ 培养液

进行过滤洗涤ꎬ即利用 ４７ μｍ 的微孔滤膜进行过

滤ꎬ用 １ Ｌ 无菌缓冲液进行洗涤ꎻ第二步ꎬ高碱处

理(ｐＨ １２ꎬＫＯＨ)７２ ｈꎬ以去除原生动物和微囊藻

的污染ꎻ第三步ꎬ组合抗生素处理(氨苄青霉素

６１.６ μｇ / ｍＬꎬ 盘尼西林 ８５. ８ μｇ / ｍＬꎬ 头孢西丁

７６.９ μｇ / ｍＬꎬ 美罗培南 ３８. ９ μｇ / ｍＬ)ꎬ在 ３２℃、
１５０ ｒ / ｍｉｎ 黑暗处理 ４８ ｈꎬ离心洗涤去除抗生素ꎻ
最后一步采用稀释(１ ∶１０ ０００)的方法去除色球

藻ꎬ最终得到节旋藻的无菌株ꎮ
Ｌｉ 等[４３]经加热、超声、离心洗涤、平板划线、

单向光照培养等步骤得到纯化的 Ｌｅｐｔｏｌｙｎｇｂｙａ
ｎｏｄｕｌｏｓａ 无菌株ꎮ Ｋａｔｏｈ 等[６]利用平板涂布、抗生

素处理 (卡那霉素 ５ μｇ / ｍＬꎬ放线菌酮 ３０ ~ ５０
μｇ / ｍＬ)、离心洗涤等方法从蓝藻结皮中分离纯化

得到一株普通念珠藻无菌株ꎮ

５　 无菌检测方法

为了判断是否已得到藻种的无菌株ꎬ需在除

菌操作后对藻种进行无菌化检测ꎮ 若利用抗生素

方法进行无菌化ꎬ则需在检测之前必须经过反复

洗涤和多次转接培养ꎬ以去除抗生素的影响ꎬ避免

判断有误ꎮ 常用的无菌检测方法有 ３ 种ꎬ其方法

比较见表 １ꎮ 目前对于无菌检测方法尚无统一标

准ꎬ每种方法具有其优缺点ꎬ研究者可根据实验条

件同时选择多种方法进行检测ꎬ以提高检测的准

确性ꎮ

６　 展望

蓝藻的无菌化工作通常使研究者感到棘手、
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表 １　 无菌检测方法的比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ.

方法名称 方法举例 优点 缺点

富含有机质培养基检
测法[１５ꎬ１６ꎬ２４ꎬ３８] ＬＢ 培养基、Ｒ２Ａ 培养基等

成本低、操作简单方
便、检测结果直观

检测耗时长

荧光染色法[２４ꎬ２６ꎬ４０]
ＡＯ( ａｃｒｉｄｉｎｅ ｏｒａｎｇｅꎬ吖啶橙) 染色法、
ＤＡＰＩ ( ４ꎬ ６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎬ ４ꎬ
６￣二脒基￣２￣苯基吲哚)染色法等

快 速、 简 便、 结 果
准确

成本相对较高

显微观察法[１６ꎬ２３ꎬ２６ꎬ３６] 扫描电镜、相差显微镜等 观察直观
对仪器设备要求高ꎬ对技
术人员专业技能要求较高

繁琐且耗时ꎬ根据目的蓝藻的结构和生理特性而

有针对性地选择纯化方法ꎬ可以提高纯化效率ꎬ为
藻种的生理生化、遗传、毒性等研究奠定基础ꎮ 相

对而言ꎬ生长繁殖迅速且对化学药物(抗生素、杀
菌剂等)耐受性较强的藻类ꎬ利用传统的无菌化

方法较易获得无菌藻株ꎬ而某些对化学药物较敏

感、或具有多糖胶被的单细胞群体或丝状体ꎬ细菌

常附生在多糖胶被中ꎬ用单一的传统无菌化方法

难以得到无菌株ꎬ因此需针对藻株的特性和具体

染菌情况ꎬ设计有效可行的除菌方案ꎮ
目前ꎬ随着流式细胞仪和显微操作仪器的发

展ꎬ有望大大提高无菌化工作的效率ꎬＣｈｏ 等[４４]

采用超声波处理￣ＦＡＣＳ 荧光激活细胞拣选法ꎬ显
微镜下挑取无菌藻落的方法获得了小球藻的无菌

株ꎬ此方法也可尝试应用于蓝藻的无菌化ꎬ其避免

了使用抗生素等化学试剂对藻细胞产生的伤害ꎬ
且操作简单快速ꎮ 另外ꎬ在得到蓝藻的无菌株后ꎬ
如何长久地保持藻株的无菌状态更需要深入探

究ꎬ可通过一些途径如改变保藏方式以减少转接

频率ꎬ规范化的无菌操作等ꎬ尽可能减少藻株与外

界的接触ꎬ严格控制污染途径ꎬ以保持藻株的无菌

状态ꎮ
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