
第 45卷    第 5期 海  洋  与  湖  沼 Vol.45, No.5 
2 0 1 4 年 9 月 OCEANOLOGIA  ET  LIMNOLOGIA  SINICA Sep., 2014 

                                            

*浙江省科技厅项目, 2014C32074号; 浙江省自然科学基金项目, LY12C03001号; 宁波大学学科项目, XKL11D2100号。龚
诗雁, E-mail: gongshiyan@163.com 

① 通讯作者: 谢志浩, 博士, 副教授, E-mail: xiezhihao@nbu.edu.cn 
收稿日期: 2013-10-18, 收修改稿日期: 2014-02-25 

4株米氏凯伦藻(Karenia mikimotoi)藻际 
异养细菌的分离鉴定* 
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提要    采用分子生物学方法, 对分离的米氏凯伦藻 4 株藻际异养细菌进行分子鉴定和功能分析。
结果表明, 经 16S rRNA序列分析, 4株藻际异养细菌分别隶属于 Formosa、Erythrobacter、Shewanella
和 Marinobacter四个属, P1菌株与 Formosa的 16S rRNA核苷酸序列的同源性为 95%, P2、P3和 P4菌
株与 Erythrobacter、Shewanella和 Marinobacter的同源性在 99%以上。通过 4株异养细菌及其同源性
大的 24株细菌构建进化树得出, 28株细菌在系统发育树中主要分成 4个分支, 与同源性分析相符。 
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在长期的生物进化过程中 , 海洋微藻和细菌之
间形成了独特的生态关系, 一方面, 细菌通过分泌多
种胞外酶, 把大分子有机物质分解成小分子物质, 经
菌体细胞吸收利用, 并把有机物质矿化成无机盐类, 
促进单细胞藻类的生长 , 一些细菌通过消耗藻细胞
周围环境中高浓度的溶解氧 , 为微藻提供一个还原
性强的生存坏境, 使得微藻更好地进行光合作用, 藻
类通过光合作用为微生物提供溶解氧和有机物

(Adachi et al, 1974; Haines et al, 1974; Maruyama et al, 
1986; Mouget et al, 1995; 林伟等, 2000; Mayali et al, 
2002)。另一方面, 有些细菌可以直接通过营养竞争或
产生抑藻物质抑制微藻的生长或杀死藻类 , 也可通
过与藻类直接接触导致藻细胞死亡; 藻类通过分泌毒
素、抗生素或粘液等物质抑制、杀死细菌(李福东等, 
1996; 林伟等, 2001; 王新等, 2007; 张俊等, 2010; 赵
锐等, 2013)。目前 16S rRNA已经成为细菌系统分类研
究中最常用有效的分子指标, 广泛应用于微生物的遗
传特性和分子差异的研究, 国际上已建立多个微生物
16S rRNA序列数据库, 通过对未知微生物 DNA序列
的测定和比较, 可以对其进行快速、有效的鉴定(戴欣

等, 2000)。米氏凯伦藻(Karenia mikimotoi)是我国海域
一种分布广泛的鱼毒性赤潮藻 , 本实验对米氏凯伦
藻藻际异养细菌进行了分离鉴定 , 并对其种属关系
进行了分析, 为藻菌关系的进一步研究提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验藻种和试剂 
实验藻种米氏凯伦藻由中国海洋大学微藻培养

室提供。培养液为 f/2营养盐配方, 培养条件为: 温度
(20±1)°C, 光照强度 3000 lx, 光暗比 12h:12h, pH= 
8.0 ± 0.1, 盐度 30 ± 1.0。培养至指数期用于分离异养
细菌实验。2216E 固体培养基购自海博生物公司 , 
2216E液体培养基: 蛋白胨 5g, 酵母膏 1g, 磷酸高铁
0.1g, 陈海水 1000mL。正向引物 27F和反向引物 907R
合成于 Invitrogen, 使用前 8000r/min离心 5min, 加超
纯水稀释到 10nmol/L, 保存于–20°C备用。 
1.2  实验方法 
1.2.1  异养菌株的分离和保存    超净工作台中取
指数生长期的米氏凯伦藻稀释成不同密度梯度 , 各
移取 100μL 到 2216E 固体培养基上, 用三角玻璃棒
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均匀涂布开, 倒置培养于 21°C 培养箱中, 长出单菌
落后按照形态、颜色大小进行分离纯化, 挑取单菌落
至事先高温高压灭菌的 2216E液体培养基中, 21°C、
100r/min恒温摇床摇 30h, 用于 DNA提取, 剩余的加
入 15% (V/V)甘油, 保存于–80°C超低温冰箱中。 
1.2.2  细菌 DNA制备    取摇培后的培养液 100μL
经 10000r/min 离心 5min, 去除上清, 参照曾润颖等
(2002)的方法制备细菌 DNA。菌体加入 200μL 6mol/L
盐酸胍后混匀裂解, 往裂解液中加入 200μL 酚/氯仿/
异戊醇(25︰24︰1)混合溶液进行抽提。抽提液经离心
后取上层水相, 加入等体积异丙醇沉淀 5min, 离心
吸去上清, 沉淀用 70%乙醇洗两次, 放置超净台内吹
干。加入 200μL TE溶液溶解, 同时加入 2μL RNase 
(浓度为 10μg/μL ), 于 37°C 酶解 1h。往溶液中加入
等体积异丙醇和 2μL 1mol/L MgCl2, 室温放置 10min
后 15000r/min离心 2min, 除去上清, 沉淀用 70%乙醇
洗两次, 放置超净台内吹干, 溶解于 20μL TE溶液后
于–20°C保存。 
1.2.3  16S rRNA 基因序列的扩增    采用细菌的
16S rRNA基因序列通用引物 27F (5′ AGAGTTTGAT 
CCTGGCTCAG 3′)和 907R (5′ CCGTCAATTCCTTTR 
AGTTT 3′)对异养细菌的 16S rRNA基因序列进行扩
增。反应体系和程序见表 1和表 2。 

取 3μL PCR 产物跑电泳, 凝胶图像处理系统观
察结果并拍照保存 , 条带明亮单一的送上海立菲生
物技术有限公司进行测序。 

表 1  PCR 扩增反应体系 
Tab.1  PCR amplification reactions 
名称 体积(μL) 

10×buffer 5 
dNTP 4 

P1/P2 (引物) 2 
DNA 2 
rTag 0.25 
H2O 34.75 
Total 50 

表 2  反应程序 
Tab.2  PCR reaction conditions 

循环次数 温度(°C) 时间 

1 94 2min 
30 94 30s 

 57 45s 
 72 1min 

1 72 10min 
1 4 保存 

1.2.4  序列分析    把测序所得的序列在 NCBI 上
与数据库已有的细菌 16S rRNA序列进行 blast比对, 
挑选同源性大的细菌和 4 株异养细菌序列比对 , 
Clustal X 先建立 aln 文件, 然后用 MEGA4.1 软件构
建系统进化树。 

2  结果与分析 

2.1  异养细菌的分离 
从米氏凯伦藻中分离到了 4 株主要的藻际细菌, 

标为 P1、P2、P3和 P4(图 1), P1为淡黄色菌落, P2为
黄绿色菌落, P3橙红色, P4为浅黄色菌落, 这些细菌
都可以在 2216E培养基上快速生长。 

 

图 1  P1、P2、P3和 P4菌落 
Fig.1  P1, P2, P3 and P4 colonies 

 

2.2  16S rRNA基因序列测序结果 
PCR产物跑电泳后, 经凝胶图像观察 4株细菌的

条带都单一且明亮(图 2), 送上海立菲生物技术有限
公司进行测序, P1序列为 883bp, P2为 836bp, P3为
886bp, P4为 814bp, 测序结果如图 3。 

 
图 2  PCR产物电泳检测 

Fig.2  Detection of PCR product 
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图 3  P1、P2、P3和 P4序列 

Fig.3  P1, P2, P3 and P4 sequence 
 

2.3  同源性分析 
同源性是两种核酸分子的核苷酸序列之间 , 或

两种蛋白质分子的氨基酸序列之间相同的程度。将测

得的 4 株米氏凯伦藻异养细菌 16S rRNA 序列在
NCBI上所存在的序列比对后所得结果见表 3。 

根据序列比对结果, 4株细菌分别隶属于 4个属, 

它们分别是 Formosa、Erythrobacter、Shewanella 和
Marinobacter。16S rRNA 序列同源性大于等于 99%, 
可以确定为细菌种水平, 同源性小于 99%可确定为
细菌属水平(Hentschel et al, 2001)。除了 P1, P2、P3
和 P4 与已知序列相似度都大于等于 99%, 因此都可
以确定到种的水平。 
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表 3  米氏凯伦藻 4 株异养细菌 16S rRNA 基因序列比对 
Tab.3  16S rRNA sequence comparison of four strains of heterotrophic bacteria from K. mikimotoi 

编号 最接近的属 相似度 最接近的种 相似度 

P1 Formosa sp. 100% Formosa aqariphila 95% 

 HE653972.1  HG315671.1  

P2 Erythrobacter sp. 100% Erythrobacter piscidermidis 100% 

 AM990788.1  EU127294.1  

P3 Shewanella sp. 99% Shewanella putrefaciens Hac411 99% 

 FJ589031.1  DQ307731.1  

P4 Marinobacter sp. 99% Marinobacter hydrocarbonoclasticus 99% 

 AB758589.1  JQ799112.1  

 
2.4  进化树 

对所测定的 4株米氏凯伦藻异养细菌以及 NCBI
数据库上与它们同源性最大的 28 株细菌 16S rRNA
序列构建系统进化树, 如图 4, 可以看出 28 株细菌
在系统发育树中主要分成 Formosa、Erythrobacter、
Shewanella 和 Marinobacter 四个分支, Formosa 属中
存在黄杆菌科类的细菌, 与 Bizionia 属的细菌亲缘关
系相近。从米氏藻异养细菌的系统发育树上还可以看

出, 同一种属中的细菌也存在独立的分支, 可能是由

于深海细菌在物种进化中受到了深海坏境的影响所

致(曾润颖等, 2002; 乔洪金等, 2012)。 

3  讨论 

3.1  菌种的鉴定 
异养细菌对于微藻的生长繁殖 , 代谢都起着非

常重要的作用, 所以对海洋细菌的研究已越来越多, 
鉴定方法也越来越多, 以前传统的表型和化学鉴定已
远远不能满足 , 有些传统的菌种鉴定是选用不同的 

 
图 4  基于 16S rRNA的米氏凯伦藻异养细菌系统发育树 

Fig.4  Phylogenetic tree of heterotrophic bacteria from K. mikimotoi based on 16S rRNA sequence comparison 
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代谢产物作为碳源, 以碳源作为鉴定的指标, 但是该
方法前提条件是菌株要在 37°C 条件下正常生长, 一
般来说, 海洋细菌最适生长温度为 10—25°C, 所以
这种方法是不适用的 , 而且细菌很多种属之间生理
生化特征都比较相似, 随着分子生物学研究的深入, 
目前 16S rRNA已经成为细菌系统分类学研究中最常
用也是最有效的分子指标 , 被广泛地应用于各种微
生物的遗传特性和分子差异的研究(曾润颖等, 2002)。
利用分子方法研究藻类附生细菌群落的组成 , 是简
便、快速又有效的一种方法。相比于陆地微生物, 海
洋微生物的分离培养会更加困难 , 目前可以被分离
培养的海洋微生物比例不到 0.1%。由于海洋附生细
菌和其宿主之间存在着非常特殊的相互依赖的关系, 
即竞争拮抗和相互促进关系 , 所以藻际细菌很难分
离, 或者离开这一藻际微环境, 分离的细菌难以培养, 
而且人工培养的细菌也可能会发生一定的变化。 
3.2  4株米氏凯伦藻异养细菌 

P1 细菌与 Formosa 核苷酸序列同源性达到了
100%, 但与其最接近的种相似度只有 95%, 所以 P1只
能确定到属的水平, 其中与黄杆菌属(Flavobacterium)
序列相似度达 99%, 黄杆菌属是新建的一个菌属, 为
革兰氏阴性菌, 分布于土壤、淡水和海洋中, 有研究表
明 , 黄杆菌属能诱导孔石莼形态发生变化(Nakanishi 
et al, 1996), Fukami等(1992)还发现黄杆菌属具有溶
藻活性; P2细菌与赤细菌属(Erythrobacter)序列相似性
达到了 100%, 同时与其最接近的种 E. piscidermidis序
列相似度也达 100%, 赤细菌属是一类光合细菌 , 
具有营养、净化水体等作用(李筠等 , 2006)。张春丹
等(2011)在对瓶装泥螺和蟹糊细菌多样性研究中筛
选到了一株 E. piscidermidis 细菌。芳烃赤细菌(E. 
aromatiphilus)能降解原油 , 清理海洋中石油的污染
(谭田丰, 2006); P3与希瓦氏菌属(Shewanella)序列相
似性达到 99%, 且和 S. putrefaciens Hac411菌株序列
相似度也达到 99%, 希瓦氏菌属通常可以从海藻、贝
类、鱼的表面分离到, 有些希瓦氏菌可以引起鱼的腐
败 , 微生物膜中的希瓦氏菌对浒苔属游孢子的生殖
具有促进作用(Pratixa et al, 2003)。刘杰等(2009)从暴
发的浒苔上分离到了 2株希瓦氏菌属。王彪等(2010)
从厦门白城海域的潮间带表面沉积物中筛选到一株

具有电催化活性的菌株 Shewanella sp. S2, 具有产电
活性; P4细菌与海杆状菌属(Marinobacter)序列相似
性达到了 99%, 与其最接近的种——除烃海杆菌(M. 
hydrocarbonoclasticus)相似度也达到了 99%, 海杆菌, 

革兰氏阴性, 可以利用多糖类和有机酸类的碳源, 且
对氨苄青霉素、氧哌嗪青霉素等多种抗生素敏感, 李
倩等 (2011)从黄海沉积物中分离到了一株 Marino-
bacter sp. PY97S, 它能降解多种多环芳烃和烷烃的
海洋石油 , 具有应用到溢油污染海洋环境生物修复
的潜力。由于低蛋白酶具有温度低、热敏感等特点, 
是一类非常重要的工业用酶, 林念炜等(2004)从南极
海域沉积物中筛选到的一株Marinobacter sp. R2就具
有产低温蛋白酶的功能。高玉光(2011)在研究油田采
油功能菌时, 从北海分离到了除烃海杆菌, 具有石油
烃降解功能。 

藻际细菌是在藻际环境里形成的具有一定功能

和结构的, 并与藻类有相互作用的微生物群落。它们
对微藻的繁殖、生长、死亡、孢囊形成都有着极为重

要的作用。藻际细菌群落多样性受细菌总体数量、群

落结构、种群优势度和均匀度等方面的影响, 当群落
多样性变化显著时 , 可伴随水质的变坏与病害的发
生(邓刚等, 2005; 冯胜等, 2010), 从而影响微藻的生
长。目前对于藻菌关系的研究有助于人们在此基础上

找到一种调控赤潮藻生长的方法 , 以期将这种方法
运用到赤潮的生物防治过程中。 
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MOLECULAR IDENTIFICATION OF FOUR STRAINS OF HETEROTROPHIC 
BACTERIA ISOLATED FROM KARENIA MIKIMOTOI 

GONG Shi-Yan,  TU Yan-Ping,  XIE Zhi-Hao 
(School of Marine Science, Ningbo University, Ningbo 315211, China; Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology, Ministry of 

Education, Ningbo University, Ningbo 315211, China) 

Abstract    Molecular identification and functional analysis on heterotrophic bacteria from Kareoia mikimotoi were 
carried out. Four cultivable strains, ie., P1 to P4 that selected from these isolates were identified and classified based on 
analysis of 16S rRNA sequence. The results show that they belong to four genera including, Erythrobacter, Shewanella, 
and Marinobacter. Similarity search in 16S rRNA sequence indicated that Strain P1 could be identified Formosa to genus 
level, and other three strains P2 to P4 to species level for sharing more than 99% sequence homology with some strains of 
Erythrobacter, Shewanella, and Marinobacter, respectively. Phylogenetic tree between the four strains and their 24 
homologies could be divided into four branches, which is consistent with homology analysis. 
Key words    Karenia mikimotoi;  heterotrophic bacteria;  16S rRNA;  molecular identification 
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