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抗生素对浒苔形态及共附生细菌多样性的影响 
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摘要: 本文研究了 3 种抗生素联合处理黄海绿潮浒苔(Ulva prolifera)形态及共附生细菌多样性的影响。

将浒苔放散的配子加入到含有 3 种广谱抗生素(青霉素 G、硫酸新霉素、多黏菌素 B)的培养液中进行

培养, 与对照组相比, 发现浒苔幼苗生长速度缓慢, 且细胞变小, 藻体无法形成正常形态。进一步采用

16S rDNA 高通量测序分析抗生素处理藻体前后的共附生细菌多样性, 发现抗生素处理后浒苔共附生

细菌丰富度和多样性降低, 其中 Maribacter 丰度降低。将藻体与形态发生化合物 thallusin(Maribacter 

spp. 提取物)共培养, 发现 thallusin 可促进藻体形态恢复和生长, 推测抗生素可通过抑制 Maribacter 等

细菌从而影响浒苔形态和生长, 这将为浒苔共附生细菌功能的深入研究奠定一定基础。 
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大型海藻是近海生态系统中非常重要的初级生

产者。大型海藻表面有大量共附生细菌, 这是细菌和

藻类相互选择的结果[1-3]。海藻的表面为微生物附着

提供了适合的基质, 同时海藻分泌出各种有机物质, 

为细菌繁殖和生长提供了营养物质[4-5]。同样藻类也

依赖细菌来获取外源钴胺素、硫胺素和生物素等才

能生长[6]。研究进一步发现细菌对藻类生长、孢子萌

发、病原体抗性具有重要作用, 特别是共附生细菌对

于藻类诱导形态建成具有促进作用 [7], 实验已证明

无菌培养的大型绿藻和褐藻生长缓慢或形态发生异

常[8-13]。Spoerner 等[14]与 Alsufyani 等[15]通过无菌培

养 Ulva mutabilis 配子, 发现再生藻体的形态不正常, 

发育为愈伤组织状, 由细胞壁畸形的未分化细胞组

成。王瑜[16]利用 5 种抗生素联合处理浒苔孢子, 获得

的无菌浒苔愈伤组织也缺乏典型浒苔形态。目前大

部分的无菌藻类都是利用抗生素联合培养的方式获

得, 进一步研究发现抗生素联合培养很难去除与石

莼属共生的所有微生物 [17], 大型海藻共附生细菌有

外生菌和内生菌之分, 且同一种藻类不同植株之间

的共赴生细菌种类是存在差异的[18-19]。为了更好研

究内生菌和外生菌对藻类的作用, 最近研究发现采

用石英砂共涡旋振荡方式可以去除外生菌且不影响

内生菌, 这将有助于分析藻类外生菌和内生菌的群

落组成和宿主特异性[20-21]。 

大型藻类和细菌之间的化学物质交换和物理接触

是两者共生的基础[22], 越来越多的证据表明, 细菌释

放一些化学物质对藻类形态发育有影响。U. mutabilis

藻 体 发 育 需 要 藻 类 生 长 和 形 态 发 育 促 进 因 子

(AGMPF)[23]。由 Maribacter spp. 释放的细菌半萜烯类

化合物——thallusin 是目前唯一已知的 AGMPF[12, 24]。

当无菌 U. mutabilis 藻体同时接种 2 种海洋细菌

Roseovarius sp. MS2 和 Maribacter sp. MS6 时, 藻体会

从愈伤组织样表型发育成由双层细胞和组织组成的表

型[14]。其中 Roseovarius sp. MS2 促进细胞分裂和藻叶

片细胞生长, 作用类似于陆地植物中的细胞分裂素功

能[25], 而 Maribacter sp. MS6诱导藻类细胞壁和初级根

状细胞的形成, 作用类似于陆地植物中的生长素。细菌

除了对大型绿藻形态有诱导作用, 还发现丝状单胞菌

Hyphomonas(属于 α-变形菌门)可以诱导红藻 Neopor-

phyra yezoensis 原生质体的正常形态发生[26]。可见藻类

与其相关细菌之间的相互作用对藻类的形态和生长具

有不可忽视的影响。 

本研究采用抗生素联合处理的方式 [27], 使用 3
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种抗生素(青霉素 G、硫酸新霉素和多黏菌素 B)联合

处理观察浒苔形态的变化, 利用 thallusin 探究其对

浒苔生长的影响, 并采用 16S rDNA 高通量测序分析

浒苔共附生细菌群落变化, 为浒苔共附生细菌功能

的深入研究提供重要参考。 

1  材料与方法 

1.1  藻种来源与培养 

黄海绿潮漂浮浒苔(Ulva prolifera)藻体于 2008 年

7 月在山东省青岛市海边采集, 在实验室纯化, 利用

浒苔配子具有趋光性, 判断藻体为配子体浒苔, 并在

10℃低温保种。浒苔藻体养条件为: 温度 20±1℃, 光

照条件 120 μmol·m−2·s−1, L∶D = 12 h∶12 h。采用高

浓度海水(金山区, 上海)稀释成 25~30 盐度的海水, 

并进行高压灭菌后, 用无菌注射器和 0.22 μm 针头式

滤器加入营养盐配制 VSE 培养基[28]备用。 

1.2  抗生素培养液配制 

用无菌注射器和 0.22 μm 针头式滤器将青霉素

G、硫酸新霉素和多黏菌素 B 液体抗生素加入到灭菌

的 VSE 培养基中, 摇匀。混匀后的液体抗生素终浓

度为: 青霉素 G 0.1 g/L; 硫酸新霉素 0.1 g/L; 多黏

菌素 B 0.03 g/L[29], 配制全程均采用无菌操作。 

1.3  浒苔配子体培养实验 

抗生素处理组(K 组): 将浒苔藻体放散的配子加

入到含有 3 种抗生素的 VSE 培养基中进行培养, 每 5 d

更换 1 次含有抗生素的 VSE 培养基, 直到幼苗发育

至长度为 3 mm 时转移到圆形培养瓶, 继续用抗生素

的培养基培养。 

对照组(KH 组): 即用不添加抗生素的 VSE 培养

基培养浒苔配子。 

每个组均设立 3 个重复平行组, 采用无菌冲气

培养, 共培养 25 d, 每 5 d 测量一次浒苔藻体长度以

及更换 1 次培养液, 培养过程均采用无菌操作。 

1.4  浒苔共生细菌的分离 

分别取培养 25 d 后的 KH 组和 K 组浒苔藻体, 

利用无菌海水和无菌钢珠在冷冻研磨仪(上海沪析)

以 70 Hz 频率研磨浒苔植株 120 s, 使浒苔藻株完全

破碎。离心管直接以 3 000 rpm 的速度离心 30 s, 随

后在超净工作台中将离心管内的上清液转移到新的

灭菌离心管当中, 继续 3 000 rpm离心 2 min, 浒苔共

附生菌则沉积在离心管壁上[16]。 

1.5  浒苔共附生菌 DNA的提取与片段扩增 

采用 E.Z.N.A.® soil DNA kit 试剂盒提取共附生

菌的 DNA。用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测细菌 DNA, 

在 条 带 清 晰 、 没 有 拖 尾 或 杂 带 的 情 况 下 , 用

NanoDrop 2000 测定细菌 DNA 的浓度和纯度, DNA

稀释到 10 ng/μL。经鉴定质量合格的细菌基因组

DNA 进行细菌 16S rRNA 基因的 V3—V4 可变区巢

式 PCR 扩增。引物序列如下表 1, 用于后续多样性分

析。第一轮 PCR 扩增体系(20 μL)如下: 5×TransStart 

FastPfu 缓冲液 4 μL, 2.5 mmol/L dNTPs 2 μL, 正反引

物(5 μmol/L)0.8 μL, 样本 DNA 1 μL, ddH2O 11.4 μL。

第二轮 PCR 扩增体系与第一次相同, 样本 DNA 更换

为第一轮 PCR 产物。第一轮 PCR 反应条件为: 95℃

预变性 3 min; 95℃变性 30 s, 46℃退火 30 s, 72℃延伸

30 s, 30 个循环; 72℃延伸 10 min。第二轮 PCR 反应条

件为: 95℃预变性 3 min; 95℃变性 30 s, 55℃退火 30 s, 

72℃延伸 30 s, 27 个循环; 72℃延伸 10 min。 
 

表 1  巢式 PCR 相关引物 
Tab. 1  Constructed primers for nested PCR  

引物 序列 

799F 5′-AACMGGATTAGATACCCKG-3′ 

1392R 5′-ACGGGCGGTGTGTRC-3′ 

799F 5′-AACMGGATTAGATACCCKG-3′ 

1193R 5′-ACGTCATCCCCACCTTCC-3′ 

 

1.6  Illumina Miseq 测序与数据分析 

将同一样品的 PCR 产物混合后回收, 回收的产物

使用 AxyPrep DNA 凝胶提取试剂盒(Axygen Biosci-

ences, Union City, CA, USA)进行纯化, 并用 2% 琼脂

糖凝胶电泳检测。使用 NEXTFLEX Rapid DNA-SEQ 

Kit 进行文库构建, 最后采用 Illumina Miseq PE300 平

台进行测序(上海美吉生物医学科技有限公司)。 

下机的 原始序列采 用 Trimmomatic 软件和

FLASH 软件分别进行质控和拼接。使用 UPARSE 软

件(7.1 版)(http://drive5.com/uparse/), 按照 97% 的相

似度对 OTU 序列进行聚类并剔除嵌合体。使用 RDP

分类器(http://rdp.cme.msu.edu/)对每个序列进行注释

进行物种分类, 并将 Silva 数据库(SSU128)与 70% 的

阈值进行比较。Alpha 多样性指数(Shannon、Simpson、

Chao1、ACE、coverage)分析采用 Mothur 软件对扩增

子基因序列基于 OTU 进行。基于 bray_curtis 距离算

法对所有样本进行聚类分析 , 使用 R 软件中的

ggplot2 包来降维进行主成分分析(PCoA), 使用函数
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anosim 进行相似性分析 (Anosim), 运用 Student’s t 双

尾检验两组细菌群落分度差异的物种。论文中的数据

以平均值±标准差的形式展示。 

1.7  thallusin 与浒苔共培养实验 

thallusin 获自日本德岛文理大学 Matsuo[10], 浓度为

1 000 fmol/mL。通过以往研究可知, thallusin 对 Gayralia 

oxyspermum 的有效浓度为 1 fg/mL~ 1 ag/mL[10, 17], 设置 5

个不同浓度梯度的 thallusin 与抗生素联合处理之后形态

发生异常的 3 mm 浒苔培养。浓度从 10 pmol/L 开始, 以

10 倍稀释, 共分为 5 组。经过 20 d 培养, 筛选出促进浒

苔藻体长度的最佳浓度。添加该浓度 thallusin 的培养基

作为 T 组, 不添加抗生素和 thallusin 的培养基作为 B 组, 

继续添加抗生素的培养基作为 K 组。抗生素联合处理之

后形态发生异常的 3 mm 浒苔放置在 3 组培养基中培养

25 d, 每组重复 3 个样本, 观察浒苔藻体长度变化情况。 

2  结果与分析 

2.1  抗生素对浒苔生长抑制作用 

KH 组和 K 组浒苔配子经过培养均能形成幼苗, 

图 1a 和图 1b 分别为 KH 组和 K 组浒苔配子培养 50 d

后的幼苗生长状态, 可以看出, 抗生素处理显著抑制

浒苔配子体幼苗生长, KH 组小苗比 K 组分枝更长、更

多。并且抗生素处理显著改变藻体细胞大小, KH 组和

K 组藻体细胞直径分别约为 12 μm 和 8 μm(图 1c、1d), 

可见 KH 组细胞明显大于 K 组, K 组浒苔分枝瘦弱, 且

大部分分枝只由 1 列细胞组成(图 1d)。 

 

图 1  KH 组和 K 组浒苔配子体幼苗 

Fig. 1  U. prolifera gametophyte seedlings in the KH and K groups 

图 2a 为 KH 组和 K 组浒苔培养 25 d 藻体长度变

化, 可见 KH 组藻体在 10 d 后迅速生长, 而 K 组浒

苔藻体长度几乎不发生变化, 随着培养时间的增加, 

两组浒苔藻体长度差异越来越大。两组培养了 25 d

后, 其藻体形态如图 2b 所示, 显示抗生素显著抑制

浒苔生长, 浒苔生长减缓, 没有明显分枝, 整个藻体

发育为愈伤组织样的表型。 

 

图 2  浒苔培养 25 d 藻体的长度及形态变化 

Fig. 2  Changes in the algal body length and morphology of 
U. prolifera cultured for 25 days 

 

2.2  浒苔共附生细菌多样性指数变化 

为了降低测序数据量的不同导致的差异 , 首先

对本次数据进行抽平。测序得到的 reads 平均长度为

375 bp, KH 组 OTU 平均数为 149, K 组 OTU 平均数

为 79。对获得的原始数据进行 Alpha 多样性分析(表 2), 

K 组的 Alpha 多样性指数均低于 KH 组。Shannon 指数

和 Simpson 指数表明 KH 组细菌群落多样性略大于 K

组, ACE 指数和 Chao 指数表明 KH 组细菌群落丰富度

大于 K 组(P<0.05)。Coverage 指数指出样本数据覆盖

率为 99%, 测序结果准确率高。所有结果表明, 在抗生

素联合处理浒苔共附生细菌的多样性比对照组降低。 

2.3  Beta 多样性分析 

为了解不同组别样本之间的相似性或差异性, 通

过样本群落层级聚类(图 3a)和主坐标分析(图 3b)进行

探索。根据本次实验样本层级聚类分析结果, 可以将 K

组和 KH 组浒苔共附生细菌分成两大类, 结果表明添

加抗生素之后浒苔的共附生细菌群落组成与对照组相

比有明显不同 , 主成分分析(PCoA)也证明了这一结

论。为了进一步探究分组是否有意义, 基于 Bray-Curtis

相异度进行 ANOSIM 相似性分析(图 3c)。结果表明组

间差异大于组内差异, P<0.05, 说明分组有意义, 也说

明在 KH 组中和 K 组中存在不同的细菌群落。 
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表 2  K 组与 KH 组细菌群落 α 多样性指数(平均值±SE)的比较 
Tab. 2  Comparison of bacterial community α-diversity indices(mean ± SE)between K and KH groups 

样品名称 香农指数 辛普森指数 ACE 指数 Chao 指数 Coverage 指数 

K 1.75±0.04 0.22±0.01 61.69±8.64 59.94±5.15 0.99±0 

KH 1.97±0.34 0.25±0.07 111.77±20.75 109.72±25.73 0.99±0 

 

图 3  Beta 多样性分析 

Fig. 3  Beta diversity analysis 

 

2.4  浒苔共附生细菌群落物种组成变化 
在门分类水平上(图 4a), KH 组细菌占比依次为变

形菌门(Proteobacteria)47.2%、拟杆菌门(Bacteroidota) 

49.8%、放线菌门(Actinobacteriota)2.7%和一些其他细

菌。K 组细菌占比依次为变形菌门 90.6%、蓝细菌门

(Cyanobacteria)2.5% 和一些其他细菌。KH 组变形菌门

和拟杆菌门占比含量高, K 组变形菌门占比高, 表明在

抗生素的作用下对拟杆菌门的杀伤效果明显。 

图 4b 显示了属水平 K 组和 KH 组细菌群落中表

现出的丰度差异前十的物种。Maribacter 在两组中丰

度差异最大, 大量存在于 KH 组中。其余有显著差异

(P<0.05)的物种分别是在 K 组有高丰度的根瘤菌属

Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia 以及在 KH

组有高丰度的 Dinoroseobacter 和 NS9_marine_group。 
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图 4  门水平物种组成和属水平物种丰度差异分析 

Fig. 4  Phylum-level community composition analysis and genus-level differences in species abundance 

 

2.5  thallusin 促进浒苔藻体长度增加 

为了探究 thallusin 对浒苔促进作用的最佳浓度, 

进行浓度梯度实验(图 5)。通过 20 d 的培养发现, 在

1 pmol/L 的浓度下, 浒苔分枝数量最多, 平均藻体长

度最长。 

使用含 1 pmol/L thallusin 的 VSE 培养基培养愈

伤组织样表型的浒苔作为 T 组, 与 B 组、K 组浒苔

共同培养 25 d 后的生长变化如图 6a 所示。第 10 d

开始, B 组和 T 组藻体长度大于 K 组, 第 15 d 开始 T

组藻体长度大于 B 组, 随着培养时间的增加, 三组

浒苔藻体长度差异更大。25 d 后形态如图 6b 所示, K

组浒苔藻体形态基本不变, B 组、T 组浒苔发育为典

型形态, T 组浒苔藻体长度大于 B 组。 

3  讨论 

微生物在大型藻类的生长发育中发挥着重要作

用。据报道, 细菌可以直接调节 Ulva sp.物种的生长

和形态发生 [14, 30]。本研究主要是为了探究浒苔(U. 

prolifera)共附生细菌对浒苔形态发育的影响 , 利用

青霉素 G、硫酸新霉素和多黏菌素 B 三种抗生素联

合处理浒苔配子, 发现浒苔幼苗无法形成典型形态, 

浒苔藻体共附生细菌多样性发生改变, 为探索影响

浒苔生长发育的关键细菌提供了新的证据。 

从实验结果可知 , 浒苔配子暴露在抗生素环境

中 , 可以形成幼苗但无法形成典型藻体形态(图 1), 

而 K 组浒苔与典型的浒苔形态不同, 藻体呈现为类

似于愈伤组织状的表型 , 没有明显的假根细胞 , 浒

苔分枝短而卷曲, 整体缩为一小团, 且颜色很深, 与

王瑜[16]和 Marshall等[31] 构建的无菌浒苔和缘管浒苔

形态基本一致。抗生素除了会抑制浒苔的生长 , 

Lestonde 等[32]用不同抗生素对 U. lactuca 做了实验, 

发现磺胺噻唑对 U. lactuca 生长也有抑制作用。同样 
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图 5  添加 thallusin 浒苔藻体长度变化情况 

Fig. 5  Algal body length of U. prolifera with thallusin 
注: A−E 浓度分别为 10 pmol/L、1 pmol/L、1×10−1 pmol/L、1×10−2 pmol/L、

1×10−3 pmol/L 

 

图 6  培养 25 d 浒苔藻体长度及形态变化 

Fig. 6  Changes in the body length and morphology of algae 
cultured for 25 days 

 
的 , 本次实验结果发现 , 利用抗生素培养的浒苔藻

体生长速度发生显著改变(图 2), 抗生素可以显著抑

制浒苔生长 , 推测抗生素抑制某些细菌生长 , 导致

浒苔无法形成典型的形态 , 一旦停止添加抗生素 , 

细菌生长不受抗生素的抑制 , 细菌丰度得到恢复 , 

故浒苔可恢复正常形态。但当抗生素浓度过高, 也会

对浒苔细胞本身造成伤害, 过高浓度的抗生素会对

浒苔游孢子和小苗产生致死作用 [33], 本实验浒苔配

子仍然存活 , 并可以发育出幼苗 , 但是无法形成典

型形态, 所以推测抗生素是通过抑制细菌从而导致

形态发生变化。 

Burke 等[34]对与 U. australis 共附生细菌群落进

行宏基因组测序, 发现其细菌多样性组成为变形菌

门(64.0 %)、拟杆菌门(27.6 %)和浮霉菌门(3.4 %), 与

本次实验结果趋于一致, 也进一步说明了大型藻类

共附生细菌群落在较高的分类等级上(如门、纲)几乎

没有区别[35]。为了筛选影响浒苔形态发育的关键细

菌, 从属水平比较分析不同组别的细菌丰度差异。丰

度差异最大的细菌属为 Maribacter, 在 KH 组含量显

著高于 K 组。已知形态异常的无菌 U. mutabilis 与

Roseovarius sp. (MS2)和 Maribacte sp. (MS6)共培养, 

两种细菌会产生各种刺激性化学介质完全恢复 U. 

mutabilis 形态[24], 本实验 K 组浒苔同样缺乏 Mari-

bacter, 这或许是浒苔藻体形态异常的主要原因。根

据金柘的研究, 将几种细菌单独添加到缺乏典型浒

苔形态的藻体中, 有 4 种细菌对浒苔形态恢复有促进

作用, 这 4 种细菌在属水平上分类属于 Roseobacter、

Marivita、Bacillus sp.、Maribacter[36], 该研究也表明

Maribacter 对于浒苔形态发育有影响。本实验未检测

到 Marivita sp. 和 Bacillus sp., 可能是因为所用的浒

苔经过多年实验室环境下纯化培养, 部分细菌已经

消失。黄杆菌属和噬甲基菌属是本次实验中除了

Maribacter 外丰度差异较大的两个细菌属 , 一方面

说明三种广谱抗生素可能对黄杆菌属和噬甲基菌属

的细菌杀伤性强, 另一方面黄杆菌属和噬甲基菌属

可能对浒苔的生长和形态发育有着很强的促进作用, 

需要进一步从浒苔共附生菌中分离并进行藻菌共培

养来研究对浒苔的影响, 所以去除藻体表面外生菌

来研究细菌对藻类的影响就显得尤为重要[20]。 

thallusin 是由 Maribacter spp. 释放的细菌半萜

烯类化合物, 在不同的 Maribacter 培养基中均检测

到 thallusin 的存在[24], 是目前唯一已知的藻类形态

发育促进因子[23], 经过测序 Maribacter 在抗生素作

用下丰度显著降低 , 所以推测抗生素可能抑制

Maribacter 的丰度, 导致 thallusin 含量过低, 进而影

响浒苔形态的发育。通过 thallusin 与浒苔的共培养

实验, 发现 thallusin 对于浒苔的生长具有显著促进

作用, 佐证了 Maribacter 对浒苔形态发育的促进作

用。这也表明细菌对藻类形态的影响不仅可以通过

直接接触, 还可以通过分泌化合物来介导。 

4  结论 

利用 3 种抗生素联合处理浒苔配子, 发现浒苔藻

体形态在发育过程中发生明显的变化。在抗生素的作 
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用下, 浒苔细胞直径变小, 没有明显的假根细胞和主

枝, 藻体生长速度减慢, 由未分化的细胞堆积形成类

似于愈伤组织样的表型。为了研究抗生素作用导致浒

苔形态发生变化的关键细菌, 利用 16S rDNA 高通量

测序分析 3 种抗生素联合对浒苔共附生细菌的影响。

通过 16S rDNA测序结果表明, Maribacter是抗生素组

中显著减少的一种细菌属 , 共培养实验证明 Mari-

bacter spp.分泌的化合物 thallusin 可以使形态异常的

浒苔恢复典型形态 , 促进浒苔藻体生长更快 , 推测

抗生素诱导浒苔形态变化可能是因为 Maribacter 含

量低, 无法对浒苔的生长起到促进作用。综上所述, 

浒苔共附生菌对浒苔的生长和形态发育具有促进作

用, 而在三种抗生素联合处理胁迫条件下会导致相

应的共附生菌丰度减少, 从而影响浒苔的生长和形

态发育。 
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Abstract: This study focuses on the effects of three antibiotics on the morphology and symbiotic bacterial diversity 

of Ulva prolifera in the Yellow Sea. Gametes released from U. prolifera were added to the culture medium contain-

ing three broad-spectrum antibiotics (penicillin G, neomycin sulfate, and polymyxin B). Compared with the control 

treatment, U. prolifera seedling growth was slow, cells shrank, and algal bodies failed to undergo normal morpho-

genesis under antibiotic treatment. 16S rDNA sequencing was used to analyze the diversity of symbiotic bacteria 

before and after antibiotic treatment. It was found that the abundance and diversity of the symbiotic bacteria of U. 

prolifera and the abundance of Maribacter decreased after antibiotic treatment. Algae were cocultured with the 

morphogenic compound thallusin (Maribacter spp. extract). Thallusin was found to promote the morphological re-

covery and growth of the algae. Antibiotics are speculated to be capable of affecting the morphology and growth of 

U. prolifera by inhibiting Maribacter and other bacteria. This work will establish a foundation for the in-depth 

study of the function of the symbiotic bacteria of U. prolifera. 
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