
书书书

!!!!

第
!"

卷第
#

期

$%&#

年
#

月

武
!

汉
!

工
!

程
!

大
!

学
!

学
!

报

'(

!

)*+,-

!

.-/0(

!

123+(

456(!"

!

75(#

8

9

:;

!

$%&#

!!!

文章编号!

&"<# $=">

"

$%&#

#

%# %%%& %"

三种抑菌剂对蛋白核小球藻生物量和脂质含量的影响
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摘
!

要!为寻找能够抑制或消灭产油微藻非共生菌且对产油微藻培养有促进作用的抑菌剂$推动富油微藻生产

生物柴油的进程$研究了孟加拉红%硫酸链霉素和制霉菌素
!

种抑菌剂单独和组合分别对蛋白核小球藻生长的

影响$并利用超临界二氧化碳萃取法和索氏提取法测定了藻类细胞中的脂质含量的变化
;

结果表明$制霉菌素会

抑制蛋白核小球藻的生长&孟加拉红和硫酸链霉素对蛋白核小球藻的生长表现出积极的促进作用$藻细胞密度

的最大值分别为
#;$&"?&%

<

3266/

'

@A

和
!;B&$?&%

<

3266/

'

@A

$高于不加任何抑菌剂的对照组
!;!$B?&%

<

3266/

'

@A

$而对油脂含量几乎没有影响
;

孟加拉红和硫酸链霉素的混合抑菌剂对蛋白核小球藻的生长起抑制作用
;
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"

通信联系人

%

!

引
!

言

生物柴油作为一种可再生的环保能源$在过

去几十年里引起了全世界的广泛关注(

&

)

;

植物油%

动物脂肪和微生物油脂是生产生物柴油的主要原

料(

$!

)

;

其中$微生物油脂的脂质产量高$而且与传

统农业相比$微生物细胞增殖快%生产周期短%生

产成本低%生长所需的原料来源广泛(

#

)

;

在众多的

微生物中$微藻的油脂成分较为单一%组成与普通

植物油相似$且产率较高"在特定培养条件下可达

到自身干重质量分数的
=BG

#

(

B

)

;

微藻适应环境的

能力很强$在整个生物圈均有分布$不会与农作物

争抢良田(

"

)

;

微藻具有较高的光合效率$可以提供

更有效的方法来回收营养物质(

<

)

$其代谢产物量

比传统微生物要高得多(

=

)

;

用葡萄糖异养发酵培

养微藻可达到
B&;$

H

'

A

的生物量(

>

)

$而富油微藻

能够产生大量的单细胞油脂"

IJK/

#$产量可超过

其干重质量分数的
$%G

(

&%

)

$这些单细胞油脂的主

要成分是非常适合于生产生物柴油的甘油三酯

"

18L/

#

(

&&

)

;

其中$蛋白核小球藻因繁殖能力强%

用途广泛而受到广泛的关注$本研究选取蛋白核

小球藻作为研究对象
;

微藻在培养过程中通常会受到其他微生物的

污染
;

这些微生物会对其生长速度及藻密度产生

影响$其中细菌的影响较为显著
;

可与微藻共同生

存的细菌被称为共生菌$存在竞争关系的则被称

为非共生菌(

&$

)

;

非共生菌对微藻的生长是有害的$

甚至有些具有溶藻性的细菌对微藻来说是致命

的(

&!

)

;

抑菌剂对于细菌具有良好的抑制作用$采用

抑菌剂可消除非共生菌对微藻生长的影响(

&#

)

;

关

于抑菌剂在微藻培养中的应用的报道主要集中在

藻类遗传转化中的选择性标记(

&B

)

;

微藻在培养过

程中通常会受到放线菌和霉菌的污染
;

孟加拉红%

制霉菌素和硫酸链霉素能够有效抑制放线菌和霉

菌的繁殖线菌(

&"&<

)

;

据笔者所知$至今未见孟加拉

红对小球藻生长影响的报道
;

本实验选用孟加拉红%制霉菌素和硫酸链霉

素作为抑菌剂$研究其对蛋白核小球藻生长的影

响$旨在寻找可抑制或消灭微藻非共生菌而对微

藻本身影响较小或有促进作用的抑菌剂
;

&

!

实验部分

&;&

!

材料

孟加拉红"生物纯级#购自阿拉丁试剂$硫酸

链霉素(

8@:2/35%!=$

$

M502-3

N

"

O:

N

P,/E/

#!

"B%

!

=B%@3

H

'

@

H

)和制霉菌素(

8@:2/3%#&=

$

M502-3

N

"

,-+

N

O:5*/

#!

##%%*

'

@

H

)购自武汉华顺生物技

术有限公司
;QLF&&

培养基根据文献(

&=

)配置$所

用试剂全部为分析纯级
;

蛋白核小球藻购自中国

科学院武汉水生生物研究所
;
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微藻培养

培养温度为
$BR

$将微藻置于
&%%@A

锥形

瓶中培养$培养基为
QLF&&

培养基$并用强度为

#%%%6S

的冷白光灯对微藻进行光照$光暗周期

ATUV&$+T&$+;

同时每天摇动培养瓶数次$以

防止微藻下沉或附壁
;

在实验组中加入抑菌剂$依

文献选取
!

种抑菌剂的质量浓度分别为!孟加拉

红
$!@

H

'

A

%硫酸链霉素
!%@

H

'

A

和制霉菌素

$B@

H

'

A

(

&>$&

)

;

每个实验都包括实验组和不加抑

菌剂的对照组$两组的其它培养条件相同
;

&;!

!

微藻细胞密度分析

微藻细胞密度采用紫外分光光度计"天津拓

普
)WXF$"8

#和托马血细胞计数器"上海求精生

化试剂仪器有限公司$沪制
%$$<%&&!

号#测定
;

利

用紫外分光光度计测定蛋白核小球藻在
"=%-@

处的吸光度$并用托马血细胞计数器测得细胞数$

可得到细胞数和吸光度的关系曲线(

$$

)

;

经测试$孟

加拉红%制霉菌素和硫酸链霉素在
"=%-@

下均无

吸收
;

本实验测得蛋白核小球藻的藻密度与吸光

度之间的关系如图
&

所示
;

实验过程中测定样品

在
"=%-@

处的吸光度即可根据标准曲线得到微

藻的细胞密度
;

图
&

!

微藻细胞密度标准曲线

WE

H

;&

!

1+2/0,-O,:O3*:Y25Z,6

H

,63266O2-/E0

N

$

!

结果与讨论

$;&

!

单一抑菌剂的影响

$;&;&

!

孟加拉红的影响
!!

孟加拉红对蛋白核小

球藻生长情况的影响如图
$

所示
;

在初始
$#+

内$实

验组的微藻密度略有下降$由
&;$$>?&%

<

3266/

'

@A

减少至
&;&<$?&%

<

3266/

'

@A;

微藻对孟加拉红有

一个适应的过程$从而导致在培养初期藻密度会

有所降低
;

随着培养时间的增加$微藻逐渐适应孟

加拉红$藻密度逐渐增加
;

培养
>"+

后$藻密度增

加至
&;<>%?&%

<

3266/

'

@A;

随后藻密度急剧增加$

培养时间为
&$%+

时增加至
$;$"#?&%

<

3266/

'

@A

$

到
&"=+

$达到
#;$&"?&%

<

3266/

'

@A

$而不经处理的

对照组小球藻细胞密度仅为
!;!$B?&%

<

3266/

'

@A;

这是因为低浓度的活性氧可激活蛋白酶$调节基

因表达的合成和诱导$导致细胞增殖(

$!$#

)

$可出现

毒物兴奋效应(

$B

)

$即低含量的毒性介质所产生的

刺激作用促使微藻生长率显著增加
;

随着毒性介

质浓度的降低$微藻细胞的生长得到恢复和促进
;

结果表明$较低浓度的孟加拉红能够明显促进蛋白

核小球藻的生长$提高藻密度
;

图
$

!

加入孟加拉红后小球藻的生长曲线

WE

H

;$

!

L:5[0+3*:Y25Z!"#$%&##'

()

%&*$+,$-',Z02:

2S

9

5/*:205\5/2Q2-

H

,6

$;&;$

!

制霉菌素的影响
!!

如图
!

所示$在加入

了制霉菌素的实验组中$藻密度随着培养时间的

增长而降低$从
&;&>$?&%

<

3266/

'

@A

下降至
B;$!?

&%

"

3266/

'

@A;

微藻的颜色也从绿色转变为棕黄

色
;

一定浓度的制霉菌素对蛋白核小球藻具有毒害

作用$会导致大量藻细胞死亡$从而导致藻密度降

低%藻细胞颜色改变$抑制蛋白核小球藻的生长(

$"

)

;

虽没有直接的证据证明制霉菌素影响小球藻的代

谢过程$但可能因为制霉菌素吸收
]

^

$导致辅因子

从细胞中渗漏$最终导致代谢停止(

$<

)

;

制霉菌素对

蛋白核小球藻的生长具有非常明显的抑制作用
;

图
!

!

加入制霉菌素后小球藻的生长曲线

WE

H

;!

!

L:5[0+3*:Y25Z!"#$%&##'

()

%&*$+,$-',Z02:

2S

9

5/*:2057

N

/0,0E-
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!

硫酸链霉素的影响
!!

如图
#

所示$实验

组和对照组中蛋白核小球藻的生长趋势基本相

同$但实验组的藻密度始终高于对照组$藻密度的

最大值分别为
!;B&$?&%

<

3266/

'

@A

和
!;!$B?

&%

<

3266/

'

@A;

培养
&$%+

后$两组微藻都进入稳

定期$对照组的藻密度保持稳定$而实验组的藻密

度则略有下降
;&##+

后两组的藻密度趋于相等
;

在培养初期$实验组中的蛋白核小球藻的生长速

率比对照组要高得多
;

这主要是因为硫酸链霉素

对微藻生长产生促进作用$在微藻进入稳定生长

期后$硫酸链霉素的浓度降低$促进生长的作用

减弱
;

图
#

!

加入硫酸链霉素后小球藻的生长曲线

WE

H

;#

!

L:5[0+3*:Y25Z!"#$%&##'

()

%&*$+,$-',Z02:

2S

9

5/*:205I0:2

9

05@

N

3E-I*6

9

+,02

$;$

!

混合抑菌剂的影响

单一抑菌剂孟加拉红和硫酸链霉素均对微藻

生长具有一定的促进作用$但在蛋白核小球藻的

不同培养阶段产生的效果不同
;

本实验将这两种

抑菌剂配合使用$研究了混合抑菌剂对蛋白核小

球藻生长的影响
;

抑菌剂采用以下
!

种方式加入!

8;

实验初期同时加入两种抑菌剂&

Q;

实验初期加

入孟加拉红$

>"+

后加入硫酸链霉素&

J;

实验初期

加入硫酸链霉素$

>"+

后加入孟加拉红
;

如图
B

所示$按
!

种方式加入抑菌剂后$小球

藻的生长均受到程度不一的抑制$严重的甚至导

致死亡
;

可见混合抑菌剂比单一抑菌剂对蛋白核

小球藻的毒性作用更大$且由于抑菌剂拥有各自

的抗菌谱图$当将抑菌剂进行混合后$它们对微藻

的影响也更为复杂(

&>

$

$&

$

$=

)

;

藻的细胞膜可能会被

破坏$最终导致代谢停止
;

$;!

!

抑菌剂对脂质含量的影响

本实验利用超临界
JK

$

萃取法和索氏提取法

对实验组"在培养基中加入单一的孟加拉红或硫

酸链霉素#和对照组的微藻进行脂质含量测定
;

超

临界
JK

$

萃取法的实验条件为!萃取温度
#BR

$

压力
!%_M,

$萃取时间
&$%@E-

(

$>

)

&索氏提取法采

用无水乙醚作为提取剂$每小时虹吸
"

次$持续

&$+

$提取剂提取藻粉时已经无色可视为提取完

全(

!%

)

;

8;

实验初期同时加入两种抑菌剂

Q;

实验初期加入孟加拉红
>"+

后加入硫酸链霉素

J;

实验初期加入硫酸链霉素
>"+

后加入孟加拉红

图
B

!

不同的抑菌剂混合方式对微藻生长的影响

WE

H

;B

!

1+22ZZ2305Z@ES2O,-0EPE50E3/5-@E3:5,6

H

,2

表
&

列出了经超临界
JK

$

萃取法和索氏提取

法得出的微藻油脂含量$油脂含量用藻细胞干重

的百分数表示
;

由表
&

可知$无论是否经孟加拉红

或硫酸链霉素处理$微藻的脂质含量几乎没有受

到影响
;

与对照组相比$在加入孟加拉红和硫酸链

霉素后$虽然小球藻的脂质含量都略有下降但变

化不大$对这两种油脂提取方法而言$孟加拉红实

验组相对于对照组的油脂含量均下降了
%;BG

$下
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降幅度分别为
$;&$G

和
$;&=G

&硫酸链霉素实验

组相对于对照组的油脂含量分别下降了
%;&G

和

%;=G

$下降幅度分别为
%;#$G

和
!;#>G;

表
&

!

微藻细胞内油脂含量

1,P62&

!

1+26E

9

EO35-02-05Z@E3:5,6

H

,2

提取方法 孟加拉红 对照组 硫酸链霉素

超临界
JK

$

萃取法
$!;&G $!;"G $!;BG

索氏提取法
$$;#G $$;>G $$;&G

!

!

结
!

语

本实验研究了孟加拉红$制霉菌素和硫酸链

霉素对蛋白核小球藻生长情况的影响$并利用超

临界
JK

$

萃取法和索氏提取法从微藻中提取了油

脂
;

结果表明$单独加入孟加拉红或硫酸链霉素对

蛋白核小球藻的脂质含量几乎没有影响$其藻密

度的最大值分别可达到
#;$&"?&%

<

3266/

'

@A

%

!;B&$?&%

<

3266/

'

@A

$高于对照组的
!;!$B?

&%

<

3266/

'

@A;

制霉菌素会抑制蛋白核小球藻的生

长$孟加拉红和硫酸链霉素可以促进微藻的生长$

但孟加拉红和硫酸链霉素的混合物对微藻生长有

抑制作用
;

致
!
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Ì 11AaJ8;M:5O*30E5-5Z,SF

2-E33*60*:2/5Z@E3:5@5-,/

9

*/E66,

"

9

:,/E-5

9

+

N

32F

,2

#

*/E-

H

,-0EPE50E3&

(

'

)

;'5*:-,65ZM+

N

3565

HN

$

&>>!

$

$>

"

!

#!

!=BF!=<;

(

&B

)

!

)8A]a\ 1A

$

JKAAa1J

$

M̀ \1K7I;86

H

,60:,-/F

H

2-E3/E-0+2

H

2-5@E32:,

(

'

)

;'5*:-,65ZM+

N

3565

HN

$

$%%B

$

#&

"

"

#!

&%<<F&%>!;

(

&"

)

!

司美茹$薛泉宏$来航线
;

放线菌分离培养基筛选及

杂菌抑 制 方 法 研 究 (

'

)

;

微 生 物 学 通 报$

$%%#

$

!&

"

$

#!

"&F"B;

I._2EF:*

$

g̀ aC*,-F+5-

H

$

A8.c,-

H

FSE,-;I0*OF

E2/5-/26230E5-5Z0+2E/56,0E5-@2OE*@Z5:,30E-5F

@

N

3202/,-OE-+,PE0E5- @20+5O/05@E/3266,-25*/



第
#

期 三种抑菌剂对蛋白核小球藻生物量和脂质含量的影响
B

!!!!

@E3:55:

H

,-E/@

(

'

)

;_E3:5PE565

HN

$

$%%#

$

!&

"

$

#!

"&F

"B;

"

E-J+E-2/2

#

(

&<

)

!

沈萍$范秀容$李广武
;

微生物学实验 (

_

)

;!

版
;

北

京!高等教育出版社$

&>>>;

Ica7ME-

H

$

W87gE*F:5-

H

$

A.L*,-

H

F[*;aS

9

2:EF

@2-05Z@E3:5PE565

HN

(

_

)

;!:O2O;Q2E

D

E-

H

!

cE

H

+2:

aO*3,0E5-M:2//

$

&>>>;

"

E-J+E-2/2

#

(

&=

)

!

I187.a\\

$

]̀ 7.I8)8\

$

_87UaA _

$

20,6;

M*:EZE3,0E5-,-O

9

:5

9

2:0E2/5Z*-E3266*6,:P6*2F

H

:22-

,6

H

,2

"

5:O2:J+:553533,62/

#(

'

)

;Q,302:E565

H

E3,6\2F

YE2[/

$

&><&

$

!B

"

$

#!

&<&F$%B;

(

&>

)

!

黄健$宫相忠$唐学玺$等
;

链霉素对海洋微藻的毒

物刺激效应(

'

)

;

青岛海洋大学学报!自然科学版$

$%%%

$

!%

"

#

#!

"#$F"##;

c 8̀7L'E,-

$

LK7LgE,-

H

Fe+5-

H

$

187Lg*2FSE

$

20,6;c5:@2/E/5Z/0:2

9

05@

N

3E-5-"/

9

23E2/5Z@,F

:E-2@E3:5,6

H

,2

(

'

)

;'5*:-,65ZK32,- -̀EY2:/E0

N

5Z

CE-

H

O,5

$

$%%%

$

!%

"

#

#!

"#$F"##;

"

E-J+E-2/2

#

(

$%

)

!

赵培$王雪青$朱潮峰$等
;!

种常用抗生素应用于海

洋微藻无菌化培养的研究(

'

)

;

天津师范大学学报!

自然科学版$

$%%<

$

$<

"

$

#!

$<F!%;

Xc8KM2E

$

)87L g*2F

i

E-

H

$

Xc` J+,5FZ2-

H

$

20

,6;I0*O

N

5Z0+:2235@@5-6

N

,-0EPE50E3/E-0+2,S2-E3

3*60*:25Z@,:E-2F@E3:5,6

H

,2

(

'

)

;'5*:-,65Z1E,-

D

E-

75:@,6 -̀EY2:/E0

N

!

7,0*:,6I3E2-32aOE0E5-

$

$%%<

$

$<

"

$

#!

$<F!%;

"

E-J+E-2/2

#

(

$&

)

!

刘卫东$苏浩$虞星炬
;

培养基琼脂浓度及抗生素对

!

种海洋微藻生长的影响(

'

)

;

生物技术$

$%%<

$

&"

"

"

#!

<BF<<;

A.̀ )2EFO5-

H

$
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