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两种抗生素对塔玛亚历山大藻生长和产毒的影响

潘莉莉， 王大志 *

（近海海洋环境科学国家重点实验室，厦门大学，福建 厦门 361005）

摘 要：论文以中国南海筛选的一株塔玛亚历山大藻 Alexandrium tamarense CI01 为研究对象，研究了两种抗生素，氨苄青霉素

（ampicillin，Amp）和新霉素（neomycin，Nm）对 A. tamarense CI01 细胞生长、形态以及毒素含量的影响。结果表明：和空白对照组相比，经

1 500 μg/mL Nm 处理过的藻细胞密度增长速度比较慢；经 2 000 μg/mL Amp 处理过的藻细胞虽然会发生质壁分离现象，但藻细胞密度

增长速度比较快；通过高效液相（HPLC）分析藻细胞的毒素含量发现两种抗生素均明显降低了 A. tamarense CI01 细胞中毒素的含

量。同时监测加入抗生素后 A. tamarense CI01 藻培养液中细菌数量和磷酸盐浓度的变化，揭示 1 500 μg/mL Nm 和 2 000 μg/mL Amp
加入 A. tamarense CI01 后，抑制或杀死了能产毒或有利于产毒的细菌，或者是影响了细胞内参与毒素合成的酶从而干扰了毒素的正常合

成，而导致藻细胞毒素合成能力降低。
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Effects of Two Antibiotics on Growth and Toxin Production of
A. Tamarense CI01

PAN Li-li， WANG Da-zhi*

（State Key Lab of Marine Environmental Science，Xiamen University，Xiamen 361005，China）

Abstract：Two antibiotics，viz. ampicillin （Amp）and neomycin （Nm）were investigated regarding their effects on a toxic

dinoflagellate，A. tamarense C101，which was isolated from the South China Sea. The study found that Nm concentration of

1 500 μg/mL retarded the growth rate of the algal cell，while 2 000 μg/mL of Amp stimulated the cells growth though

resulting in sloughing-off of part of the cell walls. Analysis of the toxin content of A. tamarense C101 by HPLC indicated that

both of the antibiotics decreased the toxin of the algae through inhibition of the activity of toxin-producing or toxin-benefiting

bacteria. Otherwise the antibiotics might influenced some enzymes involved in toxin biosynthesis，leading to the decreased

toxin producing capacity of A. tamarense C101.
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亚历山大藻（Alexandrium sp.）是一种广泛分布的、
能引起赤潮的有毒甲藻。据报道，亚历山大藻中的很

多 种 类 能 产 生 一 种 神 经 类 毒 素———麻 痹 性 贝 毒

（paralytic shellfish poisoning，PSP）[1]。目前对亚历山大

藻的产毒生理已有了较多的研究[2-3]，但对 PSP 的来源

还存在争议，主要围绕在有毒藻与细菌之间的关系展

开的。藻-菌之间既存在营养依赖关系，又存在拮抗关

系[4-6]。早在 20 世纪 80 年代初期，Silva 就提出甲藻内

共生细菌产毒的假说，认为海洋细菌在有毒藻产毒过

程中起着重要的作用[7-8]。Kodama 等 1990 年首次从有

毒藻中分离出能独立产 PSP 的 maraxella 细菌，但是

产毒量低[9-10]。此后，许多学者相继从产毒亚历山大藻

中分离到能独立产 PSP 的细菌但它们的产毒能力较

低，且毒素组成与有毒藻也不尽相同[11-12]。
除自主产毒外，海洋共生细菌也可以影响有毒藻

的产毒能力[13]。因此一些学者试图获得无菌藻来探讨

PSP 的来源。Doucette 等采用溶菌酶和十二烷基硫酸

钠（SDS）作为除菌剂获得无菌亚历山大藻（A.lusitan－
icum），结果发现，除菌后藻类产 PSP 的能力下降了大

约 50%，而加入产毒细菌（P. stutzeri）后藻的产毒能力
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基本恢复[5]。而多数研究采用抗生素来作为除菌剂，

Bates 等研究发现经抗生素处理得到的几株可产记忆

缺失性贝毒（ASP）中软骨藻酸（Domoic acid）的无菌

尖刺拟菱形藻（Pseudo-nitzschia pungens），同自然带

菌藻相比，藻细胞生长正常，但产毒能力却下降 8~10
倍[14]。Uribe 等 2003 年用青霉素和庆大霉素处理过的

无菌链状亚历山大藻，产毒能力仅为带菌藻的 1/5，毒

素分析后发现 STX 和 GTX1，4 均减少，但 NeoSTX 未

减少[15]。然而，抗生素对藻产毒的影响不尽一致，另有

研究表明经过抗生素处理的无菌藻株仍可以生产

PSP 毒素，且产量较含菌藻高[16-19]。
此外，有研究表明营养盐也会影响藻产毒，尽管

麻痹性贝毒分子中并不含有磷元素，但培养液中的磷

限制却显著促进毒素的合成[3，20]。PSP 究竟是由甲藻本

身产生还是由甲藻内的共生细菌产生有待于进一步

验证。为了研究 PSP 来源，很多学者使用混合抗生素

来试图获得无菌藻以排除藻共生细菌的干扰，但由于

每种抗生素杀菌作用机理的不同和在某种程度上存

在特异的藻-菌相互作用关系，使得结果分析存在一

定困难。而本论文研究两种常用抗生素（氨苄青霉素

（Ampicillin，Amp）和新霉素（Neomycin，Nm））分别对

亚历山大藻 A. tamarense CI01 的生长和产毒的影响，

同时更侧重于高浓度的抗生素对甲藻的影响，旨在为

有毒藻产毒机理、藻-菌相互作用等方面的研究工作

提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

研 究 用 的 藻 种 塔 玛 亚 历 山 大 藻 A. tamarense
CI01 由厦门大学近海海洋环境科学国家重点实验室

海洋微型生物保种中心（CCMBA）提供。A. tamarense
CI01 的保存采用 K-medium 培养基[21]。保种条件：温

度 20 ℃，盐度值 33，光照强度 4 000 lx 和光暗周期

14 h： 10 h，保种用海水取自厦门港。
1.2 试剂

研究所用抗生素和毒素分析采用的离子对试剂

庚基磺酸钠均购自 Sigma 公司，磷酸四丁基铵购自

Fluka 公司，乙腈为 Merck 公司生产的色谱纯试剂，其

它试剂均为分析纯试剂。实验中的水为经 Millipore
超纯水系统生产的超纯水。标准毒素 C1，2 购自加拿大

国立研究院（National Research Council）海洋生物研

究所。
1.3 方法

1.3.1 藻的培养和取样

培养藻种初始细胞密度大约在 2 000 cells/mL，

按设定的浓度梯度分别加入不同种类和不同浓度的

抗生素，培养 10 d。
每天定时取 1 mL 的样品用于细胞计数。同时取

10 mL 的藻液 9 000×g 离心 10 min，收集后加入 0.5 mL
50 mmol/L 的醋酸溶液进行悬浮，各两个平行样。所收

集的样品保存在-20 ℃冰箱中，用于毒素提取和分析。
1.3.2 藻细胞计数

取 1 mL 的藻液，加 0.02 mL 的 Lugol’s 固定液

固定，取 0.1 mL 混合液铺在浮游植物记数框上，在光

学显微镜下进行计数。计数结果取平均值。
1.3.3 藻毒素的提取和分析

A. tamarense CI01 主 要 生 产 C1、C2、GTX2 和

GTX3 毒素，其中以 C1 和 C2 为主，约占细胞总毒素的

95%，而且 C2 是细胞中最主要的 PSP 毒素[2]。因此本

实验用 C2 含量变化来反映总毒素的变化趋势。
取上述保存在-20 ℃的藻细胞悬浮液，采用超声

破碎仪（Model 450 Branson 公司，美国）破碎细胞，功

率 20 W，破碎时间 2 s，间隙 3 s，冰浴冷却。显微镜下

检查藻细胞破碎情况，直至样品中的细胞完全破碎为

止。然后 12 000×g 离心 30 min，取上清液进行毒素分

析（Angillen 1 100 高效液相色谱）。
PSP 的分析采用 Oshima et al.（1989）[22]建立的，

后经 Anderson et al（1996）[23]修改的高效液相色谱柱

后衍生法。C 类毒素分析用洗脱液为 2 mmol/L 的磷

酸四丁基铵溶液（pH6.0），氧化剂均为含有 7 mmol/L 高

碘酸的 50 mmol/L 磷酸氢二钾缓冲液（pH9.0）。酸化剂

是 0.5 mol/L 的乙酸溶液。洗脱液流速为 0.8 mL/min，

氧化剂和酸化剂的流速为 0.4 mL/min。柱温是室温，

衍生反应温度是 80 ℃。
1.3.4 抗生素除菌检验

2216E 固体培养基：15 g 琼脂，蛋白胨 5 g，酵母

膏 1 g，磷酸高铁 0.1 g，陈海水 1 000 mL，pH 7.6。
取加入抗生素后第 1﹑3﹑5﹑7﹑9 天的藻液，稀释到

适当浓度（涂布藻液的最佳稀释倍数由预试验确定），

0.1 mL 涂布 2216E 琼脂，每种涂布 3 个平板，密封平板，

25 ℃，14 h： 10 h 弱光照射恒温培养，观察菌落数。
1.3.5 磷酸盐的测定

采用钼蓝分光光度法测定海水中的可溶性磷

酸盐[24]。

2 实验结果与讨论

2.1 Nm与Amp对 A. tamarense CI01 细胞生长的影响

由图 1 可以看出，当 Nm 浓度低于 1 000 μg/mL
时对藻细胞的生长没有影响，甚至还有促进作用。同时

发现经 Nm 处理的藻细胞有成链现象，以两个细胞形
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成的链居多，也有三、四个细胞链，张冬宝等[25]也报道了

这一现象。随着Nm浓度的进一步增加（>1 000 μg/mL），

与空白对照组相比处理组藻密度的增长速度受到抑

制，当处理组浓度增加到 Nm 2 000 μg/mL 时藻密度

经过 8 d 的培养后没有增加。图 2 表明 Amp 促进了

藻细胞的生长，尽管在高浓度（2 000 μg/mL）组的培

养前期细胞密度增长速度受到轻微影响。实验中发现

低浓度 Amp 处理藻细胞有变小现象，当浓度较高时

由于细胞膜与液胞膜的半透性，引起藻细胞壁内外渗

透压不一样，细胞液脱水而导致其发生质壁分离现

象（如图 3c），浓度增加到 Amp 2 000 μg/mL 时，部分

藻细胞壁脱落形成原生质体（如图 3d）。

潘莉莉，等 两种抗生素对塔玛亚历山大藻生长和产毒的影响

根据上述研究结果，加入 2 000 μg/mL Amp 后，

虽然 A. tamarense CI01 藻细胞与空白对照组相比出

现严重的质壁分离现象，但还是能促进藻的生长。同时

1 500 μg/mL Nm 是实验中不使藻致死的最大浓度，

因此选定 1 500 μg/mL Nm 和 2 000 μg/mL Amp 作为

进一步研究的浓度来研究藻体内毒素是否受到影响，

同时监测藻液中细菌密度变化和磷酸盐浓度变化。
2.2 Nm 与 Amp 对 A. tamarense CI01 产毒的影响

从图 4 能更明显的看出加入 2 000 μg/mL Amp 和

1 500 μg/mL Nm 后的藻细胞经过长短不一的潜伏期

后才进入指数生长期，2 000 μg/mL Amp 虽然导致

一些藻细胞发生了质壁分离现象，但并没有影响到藻

细胞的最高密度。
藻液中细菌密度变化（图 5）：空白对照组藻液中

的细菌密度在培养初期由于新鲜培养基提供足够的

营养迅速增加；当藻处于指数生长期时由于藻分裂生

长快和细菌竞争营养导致细菌密度下降；而当藻处于

平稳期时，一些藻细胞死亡又给细菌带来了营养，细

菌开始大量繁殖。而抗生素处理组的藻液中由于抗生

素杀菌作用细菌数量较少（在图中几乎和 X 轴平行）。
由于 Nm 和 Amp 的杀菌机理不同，Nm 是由新霉素

链霉菌（Streptomyces fradiae）产生的氨基糖苷类抗生

素，主要与细菌核糖体 30s 亚基结合，抑制细菌合成

蛋白质。对 G+和 G-均有抑制作用。Amp 作用机理是破

坏细菌细胞壁四肽侧链和五肽桥的结合而阻碍细胞

壁合成而发挥杀菌作用，对 G+有效，对 G-作用不大[26]。
在实验中也发现同浓度下 Amp 没有 Nm 的杀菌作用

效果好。
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从图 6 和图 7 中可以看出，加入抗生素后，从整体

趋势看无论是单位水体藻毒素含量还是藻细胞毒素

含量都要低于空白对照组，空白对照组在培养的第 9 天

细胞中 C2 含量达到 41.93 fmol/cell，而经 1 500 μg/mL
Nm 处理 9 天的 A. tamarense CI01 的细胞中 C2 含量

为 22.93fmol/cell，经 2000μg/mL Amp 处理 9 天后的

细胞 C2 含量则为 29.69fmol/cell，仅为对照组细胞毒

素含量的 40%~50%。该结果表明，Nm 和 Amp 能抑制

A. tamarense CI01 细胞中毒素的合成，且 Nm 抑制作

用更显著。

结合抗生素的杀菌作用（图 5）和抗生素对藻产毒

的影响（图 6 和图 7），可以看出藻细胞毒素含量和细

菌存在一定的关系。抗生素加入后，藻培养液中细菌

数量急剧下降同时藻产毒能力也降低了。Doucette 等

研究发现了某些细菌可以促进藻产毒，产毒细菌（P.
stutzeri）加入到无菌亚历山大藻（A.lusitanicum）后结

果发现，藻的产毒能力基本恢复[5]。笔者认为：抗生素

的加入有可能杀死了促进藻产毒的细菌，或者杀死了

能产毒的细菌从而导致藻产毒能力下降。同时海洋中

也存在能削弱藻产毒细菌，由于每种抗生素和细菌特

效性，以及在某种程度上存在的特异的藻-菌相互作

用关系[13]，因此有些学者研究经抗生素处理的无菌藻

株仍可以生产 PSP 毒素，且产量较含菌藻高[17-19]。由于

并不是所有的藻内共生菌均能在 2216E 营养琼脂平

板上生长，本研究在抗生素除菌检验环节中分离出几

株藻际共生细菌，但并没有在其内检测出 PSP 毒素，

可是不能说明藻液中不存在能产毒的细菌，特定抗生

素胁迫下的特定菌株和有毒藻产毒之间的关系还有

待于进一步深入研究。

本研究同时检测了藻液中磷酸盐的变化 （图 8），

经 1 500 μg/mL Nm 处理的 A. tamarense CI01 在加

入 Nm 的第 2 天后培养液中的磷酸盐含量有明显升

高，而经 2 000 μg/mL Amp 处理过的藻液中磷酸盐

含量和空白对照组相比并没有多大变化。导致这一现

象的具体原因还不是很清楚，Nm 对藻的胁迫作用使

藻细胞生理发生变化，可能影响了细胞内磷酸盐代谢

途径，从而导致细胞内磷酸盐的释放。由于 Nm 和

Amp 杀菌机理不同，Amp 处理过的藻液中磷酸盐含

量和空白对照组相比并没有多大变化。但是 Amp 处

理过的藻液藻细胞会发生质壁分离现象，甚至细胞壁

脱落形成原生质体，表明藻细胞生理也发生了变化。
藻细胞生理发生变化，有可能影响某些参与毒素合成

的酶的活性而影响藻产毒的能力，本实验室也正在利

用蛋白质组学的手段来探讨这一问题。

综上，本研究结果揭示 1 500 μg/mL Nm 和 2 000
μg/mL Amp 加入 A. tamarense CI01 后，抑制或杀死

了能产毒或有利于产毒的细菌，或者影响了细胞内参

与毒素合成的酶从而干扰毒素的正常合成，而导致藻

细胞毒素合成能力降低。同时由于藻际细菌存在一定的

特殊性，特定抗生素胁迫下的特定菌株的分离以及其和

有毒藻产毒之间的关系还有待于进一步深入研究。
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