
第30卷第5期, 2017年9月 宁 波 大 学 学 报（理 工 版 ） 中国科技核心期刊 

Vol.30 No.5, Sep. 2017 JOURNAL OF NINGBO UNIVERSITY ( NSEE ) 中国高校优秀科技期刊 
 

 

雨生红球藻对 4种抗生素的敏感性研究 
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摘要: 微藻对抗生素的敏感性研究是确定微藻遗传转化体系中筛选标记的基础. 监测不同琼脂

浓度下雨生红球藻的生长状况, 确定该藻藻落生长的最优琼脂浓度; 依据不同质量浓度庆大霉

素、博莱霉素、氯霉素和壮观霉素对雨生红球藻生长的影响, 确定该藻对 4种抗生素的敏感性, 每

种抗生素均设置固体和液体培养实验. 研究结果表明: (1)固体平板培养基上雨生红球藻生长的

最佳琼脂浓度为 0.8％. (2)实验浓度下, 雨生红球藻对庆大霉素、博莱霉素敏感性高, 可作为雨生

红球藻遗传转化的选择抗生素, 其对应的抗性基因可作为选择标记基因, 所需质量浓度分别为

5 µg·mL-1和 0.5 µg·mL-1. 雨生红球藻对氯霉素不敏感, 可用于藻种无菌化处理. (3)在固体和液体

培养基上, 雨生红球藻对同一种抗生素的敏感性稍有不同, 研究及应用需根据培养方式选择适

宜的抗生素浓度.  
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雨生红球藻(Haematococcus pluvialis)是一种

淡水单细胞绿藻, 属于绿藻纲、团藻目、红球藻科、

红球藻属[1]. 它是自然界中积累天然虾青素能力最

强的生物[2]; 在胁迫条件下, 其虾青素积累量可达

细胞干重的 3.8％左右[3]. 利用雨生红球藻生产虾青

素是国内外研究的热点, 前景广阔. 目前, 相关研

究主要着力于利用生理生化手段实现雨生红球藻高

密度培养和虾青素快速积累[4-7], 但结果不够理想.  

随着基因工程的发展, 已有将虾青素合成相

关基因导入微生物、其他藻类、高等植物中生产

虾青素的报道 [8-11], 但是虾青素产量并不高, 距

离产业化应用仍有较大差距, 因此对雨生红球藻

本身进行基因水平改造是提高其养殖密度, 促进

虾青素积累的途径之一. 目前, 雨生红球藻遗传

转化体系尚不成熟, 寻找合适的基因工程选择试

剂及其对应的筛选标记基因仍是关键 . 氯霉素

(Chloramphenicol)、壮观霉素(Spectinomycin)、庆大

霉素(Gentamicin)、博莱霉素(Zeocin)是基因工程中

常用的抗生素[12-15]. 本文主要分析了雨生红球藻

对 4种抗生素的敏感性, 旨在为确定雨生红球藻筛

选标记基因提供理论依据.  

1 实验材料与方法 

1.1 实验材料 
雨生红球藻藻种由宁波大学微藻种质库提供, 

经多次分离纯化后得到单一纯种培养物. 培养条

件为: 温度 24℃, 光照强度 2 500 lx, 光周期 12 h : 

12 h. 培养基为NMB3#培养基[16]. 经121℃, 20 min

高压蒸汽灭菌后使用.  

1.2 不同琼脂浓度培养基培养雨生红球藻 
固体培养基常用于微藻分离、保种和遗传转化

等. 本研究分别配制琼脂浓度为 0.4％、0.8％、1.2

％、1.6％和 2.0％的固体平板培养基, 每个浓度设

置 3个平行. 吸取 10 μL对数生长期的藻液均匀涂

布于固体培养基表面, 倒置培养, 每天定时观察和

记录藻落数.  
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1.3 固体培养基中抗生素种类及质量浓度 

庆大霉素、博莱霉素、氯霉素、壮观霉素购自

北京索莱宝科技有限公司. 抗生素母液经 0.22 μm

滤膜过滤除菌, 低温保存. 分别配制不同抗生素终

质量浓度(表 1)的固体平板培养基(琼脂浓度为

0.8％), 每个质量浓度设置 3 个平行. 吸取 200 μL

对数生长期的藻液均匀涂布于固体培养基表面, 

倒置培养, 每天定时观察和记录藻落数.  

     表 1  抗生素种类及其配置的质量浓度 

抗生素种类 抗生素质量浓度/(µg·mL-1) 

庆大霉素 0 1 5 10 20 

博莱霉素 0 0.1 0.5 1.5 3.0 

氯霉素 0 50 100 200 300 

壮观霉素 0 100 200 300 400 

1.4 液体培养基中抗生素种类及质量浓度 

分别配制 90 mL 含不同抗生素质量浓度(表 1)

的液体培养基, 加入 6 mL 对数生长期的藻液, 每

个质量浓度设置 3个平行, 以不加抗生素作为对照. 

每 2 d观察藻液生长状况, 并测定藻液光密度.  

1.5 指标测定 

雨生红球藻藻落计数方法: (1)藻落判断. 肉眼

观察, 藻落正反面呈绿色, 无味, 表面光滑、质地

均匀、不透明、无光泽, 单个藻落小而平坦, 藻落

之间相对分散, 无蔓延扩散, 易区别于细菌、霉菌

等. (2)藻落计数. 点数藻落数目, 再用 10倍放大镜

检查防漏.  

雨生红球藻藻液光密度使用 750 nm 处的藻液

吸光度(OD750)表示.  

1.6 数据分析 

数据采用平均值±标准差表示, 采用 One-Way 

ANOVA (Turkey)进行显著性分析(P<0.05).  

2 结果与分析 

2.1 琼脂浓度对雨生红球藻生长的影响 

不同琼脂浓度固体平板培养基上雨生红球藻

的生长情况见表 2. 从表 2 可知, 在琼脂浓度为

0.4％和 0.8％的固体培养基上, 雨生红球藻可以正

常生长; 琼脂浓度超过 1.2％后, 微藻生长速度下

降, 藻落数变少甚至难以生长. 实验发现, 琼脂浓

度为 0.4％的固体平板培养基轻微晃动即碎裂, 不

适于雨生红球藻的保存和培养. 琼脂浓度为 0.8％

的平板凝固性好, 且雨生红球藻可以正常生长, 适

合研究使用. 当琼脂浓度过高时, 培养基凝固效果

虽好, 但水分及营养元素流动性下降, 难以被吸收

利用, 影响藻细胞正常生长.  

表 2  不同琼脂浓度对雨生红球藻生长的影响 

培养天数/d 
琼脂浓度/% 

0.4 0.8 1.2 1.6 2.0

10 1±0.6a 1±0a － － －

20 3±1.0a 2±0.6b 1±0.6b － －

30 4±1.0a 3±1.2ab 2±1.0bc 1±0.6c －

注: “－”表示无藻落长出. 不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 

2.2 固体培养基中雨生红球藻对4种抗生素的敏感性 

表 3为添加 4种抗生素的固体平板培养基上藻

落的生长状况.  

表 3  固体培养基中 4种抗生素对雨生红球藻生长的影响 

抗生素 

种类 

抗生素质量浓

度/(µg·mL-1) 

藻落数目/个 

12 d 50 d 

庆大霉素 0 35±2.1a 93±4a 

1 3±0.6b 3±0.6b 

5 － － 

博莱霉素 0 35±2.1a 93±4a 

0.1 2±0.6b 6±0.5b 

0.5 － － 

氯霉素 0 35±2.1a 93±4a 

50 26±3.8b 40±3.2b 

100 2±0.6c 3±0.5c 

200 1±0c 3±0.6c 

300 1±0.6c 1±0.6c 

壮观霉素 0 35±2.1a 93±4a 

100 3±0.6b 4±1b 

200 － 1±0.6b 

300 － 1±0.6b 

400 － － 

注: “－”表示无藻落长出. 不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 

从表 3可知, 添加 50 µg·mL-1氯霉素后, 藻落

数目显著低于对照组, 但仍有较多藻落长出. 氯霉

素质量浓度达到 300 µg·mL-1 时仍有藻落长出, 说

明固体培养基上氯霉素的致死剂量大于 300  

µg·mL-1, 雨生红球藻对其敏感性低. 庆大霉素和

博莱霉素对雨生红球藻生长抑制效果显著, 致死

剂量分别为 5 µg·mL-1和 0.5 µg·mL-1. 壮观霉素质

量浓度低于 300 µg·mL-1 时, 均有藻落出现, 达到
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400 µg·mL-1 后才完全抑制微藻生长. 基于环保和

生物安全考虑, 过高质量浓度的抗生素不适合用

作基因工程的筛选抗生素. 因此, 5 µg·mL-1庆大霉

素和 0.5 µg·mL-1 博莱霉素可作为选择压力, 筛选

雨生红球藻基因工程阳性转化子; 而低质量浓度

的氯霉素适用于藻种分离纯化.  

2.3 液体培养基中雨生红球藻对4种抗生素的敏感性 

液体培养基中抗生素对雨生红球藻生长的影

响如图 1所示. 从图 1可知, 不同抗生素对雨生红

球藻的抑制效果不同, 其对氯霉素的敏感性最低, 

50 µg·mL-1的氯霉素未对雨生红球藻生长产生抑制, 

提示低质量浓度氯霉素可作为藻种无菌化处理的

抑菌剂; 超过 100 µg·mL-1 时, 雨生红球藻生长缓

慢, 藻密度也有所下降, 说明高质量浓度氯霉素在

一定程度上抑制了微藻的生长增殖. 

庆大霉素、博莱霉素、壮观霉素对雨生红球藻

的抑制效果相似, 添加抗生素的各组细胞密度均

处于极低水平(OD750<0.025), 藻细胞滞长; 培养后

期, 细胞密度下降, 藻液逐渐透明, 说明雨生红球

藻对庆大霉素、博莱霉素、壮观霉素敏感性均较高, 

抗生素严重影响了藻细胞的增殖, 长时间处理微

藻难以正常生长. 实际应用及研究中, 抗生素的使

用量需严格控制, 以防产生环境和生物安全性问

题. 庆大霉素和博莱霉素使用量较少, 分别为 1 

µg·mL-1和 0.1 µg·mL-1, 且效果较好. 

3 讨论 

3.1 雨生红球藻生长的最适琼脂浓度 

琼脂浓度不仅影响固体培养基的凝固效果, 

还影响微藻对水分和营养元素的吸收. 有研究表

明[17], 0.6％~0.8％的琼脂浓度适合微藻的生长需求, 

培养效果好. 本研究也发现, 最适合雨生红球藻生

长的琼脂浓度为 0.8％, 琼脂浓度过低, 培养基易

碎裂; 琼脂浓度过高, 难以为藻细胞提供营养, 导

致生长速度慢甚至难以生长. 最佳琼脂浓度的确

定可为藻种纯化、保存等提供借鉴.  

3.2 雨生红球藻对博莱霉素的敏感性 

博莱霉素及其抗性基因 ble作为选择标记基因

已广泛用于多种微藻的遗传转化研究[18-19], ble 基因

在杜氏盐藻(Dunaliella salina)[12]、金藻(Chrysophyta)

及莱茵衣藻(Chlamydomonas reinhardti)[20]、三角褐

指藻(Phaeodactylum tricornutum)[21]中已获得瞬时
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(c) 博莱霉素                                         (d) 壮观霉素 

图 1  液体培养基中 4种抗生素对雨生红球藻生长的影响 
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或稳定表达. 滕长英等[22]研究表明, 25 µg·mL-1 博

莱霉素可明显抑制雨生红球藻生长, 且博莱霉素

会因光照逐渐分解. 樊庆德等[23]指出, 8 µg·mL-1博

莱霉素能对雨生红球藻产生很大伤害, 使藻细胞

裂解, 适合作为遗传转化筛选试剂. 本研究发现, 

因固体平板培养基上抗生素流动性弱, 作用效果

不如液体培养基, 在液体培养基中仅需 0.1 µg·mL-1

博莱霉素即可抑制微藻生长, 而固体培养基中则

需 0.5 µg·mL-1. 与其他研究者产生差异的主要原

因可能是不同藻株之间的差异或培养条件的影响, 

但结果均表明博莱霉素及其抗性基因 ble可用于雨

生红球藻基因工程阳性转化子的筛选.  

3.3 雨生红球藻对庆大霉素的敏感性 

庆大霉素与核糖体 30S亚基结合, 阻断蛋白质

合成导致细胞死亡, AACC3 基因编码的氨基葡糖

苷乙酰转移酶可使庆大霉素失活[24-25]. 庆大霉素

选择标记系统在烟草和番茄中已得到应用[26], 但

对部分微藻如螺旋藻(Spirulina)、湛江等鞭金藻

(Isochrysis zhanjiangensis)等并不适用 [25-28]. 本研

究结果表明, 固体和液体培养下分别需庆大霉素 5 

µg·mL-1和 1 µg·mL-1, 即对雨生红球藻产生良好的

抑制效果, 可作为雨生红球藻遗传转化的选择试剂.  

3.4 雨生红球藻对壮观霉素的敏感性 

壮观霉素可结合核糖体 30S亚基, 阻断蛋白质

合成导致细胞死亡, aadA 基因编码的氨基糖苷-3’-

腺苷酸转移酶能产生壮观霉素抗性[29]. 研究发现, 

在固体培养基中, 当壮观霉素达到 400 µg·mL-1 后, 

没有藻落生长; 在液体培养基中, 100 µg·mL-1的壮观

霉素可抑制雨生红球藻生长. 液体培养基中抗生

素的作用效果与固体培养基有差异, 但所需抗生

素含量均较高, 在实际应用及研究中不符合抗生

素的安全使用原则, 易产生抗药性和环境污染.  

3.5 雨生红球藻对氯霉素的敏感性 

氯霉素与核糖体 50S亚基结合, 抑制肽酰基转

移酶活性, 阻断蛋白质合成导致细胞死亡, CAT 基

因编码的氯霉素乙酰转移酶可使氯霉素乙酰化而

失活[30]. 有研究表明[26,30-32], 龙须菜(Gracilariopsis 

lemaneiformis)、多种蓝藻 (Cyanobacteria)、海带

(Saccharina japonica)等都对氯霉素表现出较高的

敏感性, 多种绿藻对氯霉素则不甚敏感. 本研究表

明, 低质量浓度的氯霉素对雨生红球藻抑制不明

显, 高于 100 µg·mL-1 的氯霉素会抑制微藻生长增

殖, 但仍处于藻的耐受范围, 这与滕长英等[22]研究

报道的结果相近, 均表明雨生红球藻对氯霉素不

敏感, 不适合作为选择试剂. 氯霉素影响真核细胞

线粒体内的蛋白质合成, 而大部分物质进入线粒

体内膜又需要特异性载体进行运输[33], 缺乏相关

载体导致氯霉素难以进入线粒体, 因而对雨生红

球藻藻细胞产生的影响也较弱.  
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Study of the sensitivity of Haematococcus pluvialis to four antibiotics 

LI Yan-guo1,2, ZHANG Lin1,2*, YANG Liu1,2, HUANG Yi-li1,2, XU Nian-jun1,2 

( 1.School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315211, China;  

2.Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology of Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: Establishment of genetic transformation system is based on the sensitivity of algae to antibiotics. The 
current study investigated the optimal agar concentration for Haematococcus pluvialis growth. The sensitivities 
of four kinds of antibiotics were respectively determined in solid and liquid mediums. The results showed that 
the most optimal agar concentration for H. pluvialis growth was 0.8％. At the experimental concentration, 
Gentamicin and Zeocin showed the strongest inhibitory effects on H. pluvialis, which could serve as the 
selective antibiotics in transformation system at 5 and 0.5 µg·mL-1, respectively. Chloramphenicol can be used to 
purify algae, due to its lowest inhibition to H. pluvialis. In the presence of the different effects of antibiotics in solid 
and liquid mediums, appropriate antibiotic concentration should be chosen for research or application of H. pluvialis. 
Key words: Haematococcus pluvialis; genetic transformation; agar concentration; antibiotics 
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