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摘   要：【背景】水体中的藻类、细菌及这些微生物之间的相互作用对水体生态系统的功能有着

重要作用。近年来，一些河流、湖泊等淡水资源的盐渍化不断加重，对水体生态系统造成严重影

响。然而，高盐胁迫条件如何影响藻类与其他细菌的相互作用，以及是否存在能够促进藻类耐盐

能力的有益细菌等问题尚未得到深入研究。【目的】分离和鉴定可以促进淡水藻类莱茵衣藻抗盐能

力的细菌，并开展相关机制分析。【方法】通过富集培养、筛选和共接种实验，获得可以促进衣藻

耐盐的细菌；基于活细胞浓度、叶绿素含量等参数评价衣藻在不同条件下的生长能力；对菌株进

行 16S rRNA 基因序列分析和基因组分析，预测其可能的菌藻相互作用机制。【结果】获得一株在

250−290 mmol/L NaCl 条件下可以显著增强衣藻耐盐能力的菌株 MEZX29，16S rRNA 基因序列分

析表明，该菌可能属于 Rhodococcus qingshengii；基因组分析结果表明，该细菌含有参与糖代谢、

乙烯合成、生物膜形成等途径的基因，这些基因可能在促进衣藻抗盐过程中起到重要作用。【结论】

Rhodococcus qingshengii MEZX29 可以增强莱茵衣藻 21gr 抵抗高盐胁迫的能力，为研究藻类与其

他微生物之间的有益相互作用提供了新的材料。 

关键词：菌-藻互作；盐胁迫；共培养；红球菌；基因组分析  
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Isolation and identification of bacterial strain MEZX29 that 
can enhance the salt tolerance of Chlamydomonas reinhardtii 
ZHOU Xuan#, JIN Yuanpei#, ZHAO Na, WU Gang, ZHANG Zhengfeng, XIE Bo* 
Hubei Key Laboratory of Genetic Regulation and Integrative Biology, School of Life Sciences, Central China 
Normal University, Wuhan 430079, Hubei, China 

Abstract: [Background] Algae, bacteria and their interspecies interactions play important roles in 
aquatic ecosystem. In recent years, salinization of some rivers, lakes and other freshwater resources has 
become more serious, which greatly impacts the aquatic ecosystem. However, how salt stress influences 
the algae-bacteria interaction and whether certain bacteria can enhance algal salt tolerance remain 
unclear. [Objective] To isolate and identify the bacteria that can promote the salt tolerance of freshwater 
alga, Chlamydomonas reinhardtii, and analyze the relevant mechanism. [Methods] Effective bacteria 
were screened through enrichment culture, isolation and co-culture experiments. The algal growth 
ability under different conditions was assessed based on cell concentration, chlorophyll content and 
other parameters. In addition, 16S rRNA gene sequence analysis and genome sequence analysis were 
carried out to predict the possible mechanism of algae-bacteria interaction. [Results] A bacterial strain, 
MEZX29, was isolated, which could significantly enhance the salt tolerance of C. reinhardtii under the 
condition of 250−290 mmol/L NaCl. The 16S rRNA gene sequence analysis indicated that MEZX29 
might belong to Rhodococcus qingshengii. The genome sequence analysis showed that MEZX29 
contained the genes involved in glucose metabolism, ethylene metabolism, and biofilm formation, which 
might play roles in this salt tolerance enhancement. [Conclusion] R. qingshengii strain MEZX29 could 
enhance the salt tolerance of C. reinhardtii, which provided a new material for studying the beneficial 
interaction between algae and microorganisms. 

Keywords: bacteria-algae interaction; salt stress; co-culture; Rhodococcus; genome analysis 

湖泊、河流等淡水资源是自然环境的重要

组成部分，对人类生存、生态健康和环境保护

具有重要的作用。然而，由于气候变化、地质

活动与人类干扰等内在和外在的因素，近年来

淡水系统的盐渍化在世界范围内普遍发生，对

水体的生态健康造成了不容忽视的影响[1]。水

体中存在着种类繁多、数量巨大的微生物，其

中，藻类在水体初级生产力、能量流动与元素

生物地理化学循环方面都发挥着至关重要的作

用[2]。与海洋藻类不同，淡水藻类在高盐胁迫

条件下会表现出生长迟缓甚至死亡、细胞形态

失常、细胞间聚集性增加、光合能力下降和代

谢紊乱等特征；另一方面，藻类也具有合成渗

透调节分子、改变细胞膜通透性等能力来适应

一定的盐胁迫逆境[3-4]。 
高盐胁迫在作用于藻类自身的同时，也可

能会影响藻类与其他微生物之间的种间关系。 
藻类可凭借光合产物在其藻际环境(phycosphere)
中影响细菌种群结构和功能，而这些细菌也可

以促进或抑制藻类生长[5]。因此，藻类与细菌

之间的相互作用会对双方产生重要影响，在水

体生态功能中有着重要作用[6-8]。近年来的研究
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也表明，环境因子可以显著影响藻类与细菌之

间的种间关系，而一些细菌在种间相互作用中

可帮助藻类抵抗逆境条件的胁迫。例如，高温

条件可以促进细菌Ruegeria sp. R11对赫氏颗石

藻(Emiliania huxleyi)的抑制作用，而产维生素

B12 的细菌(如一些根瘤菌类细菌)却可增强莱茵

衣藻(Chlamydomonas reinhardtii，简称衣藻)的
耐热能力[9-10]。近期有报道发现，巴西固氮螺菌

(Azospirillum brasilense)可以增强索罗金小球

藻(Chlorella sorokinian)的抗高盐胁迫能力，并

认为细菌产生的核黄素和光色素具有一定的促

进效果[11]；细菌 Aminobacter sp. Y9 被发现可以

促进集胞藻 PCC6803 的抗重金属能力[12]。此外，

在微生物群体水平上也存在着特异的环境依赖

型种间互作网络[13]，反映出微生物种间互作与

环境因子之间的复杂关系[13]。然而，目前对能

够促进藻类抵抗盐胁迫的微生物资源、相互作用

形式和机理的了解依然非常有限。 
衣藻是一种生活在土壤、淡水等环境的单

细胞真核绿藻，具有生活周期短、易于培养、

遗传背景清晰等优点。作为一种模式藻类，衣

藻被广泛应用于光合作用、鞭毛结构、二氧化

碳固定机制和藻类生物技术等研究领域[14]，而

近年来也多应用于藻类-细菌相互作用的机制

研究中[15-16]。本研究以衣藻为目标藻类，以期

通过富集培养与筛选获得一株可显著增强衣藻

抗盐能力的细菌，并开展鉴定与功能研究，为

藻类与微生物有益相互作用提供了新的材料。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

野生型莱茵衣藻 21gr 来源于美国衣藻资源

中心(http://chlamycollection.org)，细菌富集培养

所用的水样采集于武汉市南湖，分离的细菌保

存于本实验室。 

1.1.1  培养基 
研究采用 2 种不同的常规培养基 R2A[17]或

1/2 TY[18]对细菌进行培养；采用 TAP[19]或 MM
培养基[20]对衣藻进行培养。在研究不同盐浓度

情况下的衣藻生长能力时，分别在 MM 培养基

中添加终浓度为 0、250、270、290、300 和    
310 mmol/L 的 NaCl。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

PCR 所用引物(27F/1492R)由生工生物工程

(上海)股份有限公司合成。荧光酶标仪，Bio-Tek
公司；分光光度仪，北京普析通用仪器有限责

任公司；PCR 仪，Bio-Rad 公司；高速连续激

发式荧光仪，Hansatech 公司。 

1.2  微生物的富集、分离与筛选 
在含高盐浓度(250 mmol/L NaCl)的藻类基

本培养基 MM 中接种莱茵衣藻 21gr，并添加 1%
的水样进行富集培养。培养室光照强度为   
120 mol/(m2·s)，温度为 25 C。经 5 轮富集培

养(每轮 5−7 d)后，将样品稀释涂布于 1/2 TY 或

R2A 固体培养基上培养 5 d。再将长出的菌落通

过划线法获得纯培养。纯化后的菌株与衣藻先

在 MM 培养基中共接种培养 3 d (初始浓度约为

2×104 CFU/mL，藻菌比约为 1:1)，再转接到含

不同盐浓度培养基中培养，观察衣藻生长和叶

绿素变化情况，筛选对衣藻抗盐能力有增强效

果的菌株。 

1.3  16S rRNA 基因测序分析 
使用细菌 16S rRNA 基因的通用引物 27F

和 1492R 对细菌进行菌落 PCR[21]，扩增产物纯

化后送生工生物工程(上海)股份有限公司测序。

16S rRNA 基因序列在 NCBI 网站上进行

BLAST 同源性分析，使用 ClustalX 1.83 软件和

MEGA 11 软件采取近邻接法(neighbor-joining 
method)分别进行序列的多重比较和系统发育

树的构建。 
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1.4  叶绿素含量和荧光参数 Fv/Fm 测定 
取 800 L 藻类培养液于 5 mL 离心管内，

室温 12 000 r/min 离心 5 min 后去除上清，加入

4 mL 95%乙醇并振荡摇匀，于 4 ℃冰箱中静置

3 h，4 ℃下 12 000 r/min 离心 5 min 后取上清液

测定其吸光值，根据公式计算叶绿素含量[22]。

采用高速连续激发式荧光仪测定莱茵衣藻细胞

光系统 II的最大光化学效率Fv/Fm作为叶绿素荧

光参数[23]。多组别差异显著性检验采用 Duncan’ s
新复极差法(P<0.05)。 

1.5  细菌全基因组测序与分析 
细菌基因组的二代测序交由广州锐博公司

执行，主要步骤为：提取基因组 DNA 并制备二

代测序文库，利用 Paired-End 方法进行高通量

测序，序列经质控后进行基因组组装，序列分

析采用 Prokka 软件注释并进行 KEGG 和 GO 等

功能分析，糖代谢基因(CAZyme)采用 dbCAN2
平台[24]进行预测。 

2  结果与分析 
2.1  菌株的筛选 

取富集培养样品进行稀释涂布培养后，观

察长出菌落的形态、大小、色泽和生长速度等

特点，将不同的菌落通过划线法获得纯培养。

然后把分离纯化的每个菌株分别与莱茵衣藻

(21gr)在 MM 固体培养基上共接种培养，之后

转接到含高盐固体培养基，培养后挑选出能够

显著提高衣藻生存能力的细菌。通过在高盐条

件下(275 mmol/L NaCl)衣藻叶绿素含量的比

较，筛选出 10 余株对衣藻耐盐能力有一定促进

作用的菌株，其中效果最好的菌株为 MEZX29 
(图 1)。通过不同盐浓度的实验，发现该菌株在

250−290 mmol/L NaCl 的条件下能够显著提高

衣藻的生存能力(图 2)，后期以该菌株为材料开

展菌种鉴定、生物学功能等研究。 

 
 

图 1  高盐条件下不同分离菌株对衣藻耐盐能力

促进的效果   纵坐标表示衣藻共培养与单独培

养的叶绿素含量比值。不同小写字母表示差异显

著(Duncan’s 新复极差法，P<0.05) 
Figure 1  Salt-tolerance enhancement of C. 
reinhardtii by different isolated strains at high salt 
condition. The Y-axis represents the chlorophyll 
content ratio of C. reinhardtii co-culture vs C. 
reinhardtii alone. Different lowercase letters 
indicate significant differences according to 
Duncan’s multiple range test, P<0.05. 

 
 

 
 

图 2  菌株 MEZX29 在不同盐浓度条件下对衣藻

生长能力的影响    
Figure 2  Effect of strain MEZX29 on the growth 
ability of C. reinhardtii under different salt 
concentrations conditions. *: P<0.05. 



 
4542 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

2.2  菌株 MEZX29对衣藻抗盐能力的促进 
如图 3 所示，在 275 mmol/L NaCl 的高盐

胁迫条件下处理 3 d，衣藻 21gr 纯培养物出现

明显的叶绿素降低现象，而 2 1 g r 与菌株

MEZX29 的共培养物生长良好。Fv/Fm 参数测

定结果表明在高盐胁迫条件下衣藻的光合效率

显著下降，而菌株 MEZX29 的共接种能够显著提

高该参数(图 4)。对培养物进行活细胞测定可以发

现，衣藻单独培养时，活细胞浓度在 275 mmol/L 
 

 
 
 

图 3  菌株 MEZX29 与衣藻 21gr 共接种结果   
–：MM 培养基；+：含高盐浓度(275 mmol/L NaCl)
的 MM 培养基 
Figure 3  Growth of C. reinhardtii with or without 
bacterium MEZX29. –: MM medium; +: 275 mmol/L 
NaCl in MM medium. 

 

 
 

图 4  培养物的荧光参数Fv/Fm测定   不同小写字

母表示差异显著(Duncan’s 新复极差法，P<0.05) 
Figure 4  Fv/Fm values of the cultures. Different 
letters indicate significant differences according to 
Duncan’s multiple range test, P<0.05. 

 

的 NaCl 条件处理 1 d 后即出现显著的下降；而

在与 MEZX29 共接种体系中，衣藻活细胞浓度

有显著提升；在正常的MM培养基中，MEZX29
对衣藻的生长无显著影响(图 4和图 5A)。此外还

发现，菌株 MEZX29 在单独、共培养体系中的

活细胞浓度均不受盐浓度的显著影响，并且共

培养体系中的细菌浓度高于单独培养约 0.5个数

量级(图 5B)。这些结果意味着 MEZX29 可以与

衣藻形成互惠的共生抗逆体系，并且可以显著

提高衣藻的抗盐能力。 

 
图 5  衣藻 21gr (A)与菌株 MEZX29 (B)在不同条

件下的生长情况   天数为高盐条件(275 mmol/L 
NaCl)处理的时间 
Figure 5  Growth of C. reinhardtii 21gr (A) and 
strain MEZX29 (B) under different conditions. The 
number of days represent the treatment time of high 
salt condition (275 mmol/L NaCl).  
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2.3  菌株 16S rRNA 基因序列的分析 
将菌株 MEZX29 的 16S rRNA 基因序列

(GenBank 登录号为 ON597378)在 NCBI 进行

BLAST 分析，并进行系统发育树的构建。如图

6 所示，MEZX29 与 Rhodococcus qingshengii 
djl-6 和 Rhodococcus qingshengii djl-6-2 的种属

关系最接近，16S rRNA 基因序列的相似性均  
达到 99.72%。这一结果意味着 MEZX29 和上述

2 个菌株可能同样属于 R. qingshengii。 

2.4  菌株基因组分析 
为更好地理解菌株 MEZX29 如何增强衣藻耐

盐能力的机制，本研究通过二代测序方法测定了该

菌株的基因组，并对基因组序列进行了初步分析。

测序结果最终获得 67 个 contigs，基因组长度共    
6 788 486 bp，包含了 6 549 个编码序列(GenBank
登录号为 JAKEDO000000000.1)。KEGG 分析表

明，菌株含有丰富的负责碳代谢、氨基酸代谢、

维生素代谢、转运蛋白、信号转导等基因(图 7)。 
 

 
图 6  细菌MEZX29基于 16S rRNA基因序列的系统发育树   分支处数值表示 bootstrap值(大于 50%)；
0.01 标尺为遗传差异度；GenBank 登录号显示在括号中 
Figure 6  Phylogenetic tree of MEZX29 based on 16S rRNA gene sequence. Bootstrap values (>50%) are 
shown at branch points; Bar: 0.01 genetic variation; GenBank accession numbers are shown in parentheses. 
 

 
 

图 7  MEZX29 基因组的 KEGG 代谢通路分类预测 
Figure 7  KEGG pathway classification for the MEZX29 genome. 
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在与藻类相互作用时，细菌的糖类代谢基

因对利用藻类的碳水化合物具有重要作用[25]。

本研究将 MEZX29 的基因组在 dbCAN2 平台上

进行糖代谢基因分析。结果显示，与糖代谢有

关的基因共有约 89 个，包括 37 个糖基转移酶

(glycosyltransferase，GT)类基因、28−31 个糖苷

水解酶(glycoside hydrolase，GH)类基因、21 个

碳水化合物酯酶(carbohydrate esterase，CE)类基

因、3 个碳水化合物结合结构域(carbohydrate 
binding domain，CBM)类基因(图 8)。前人研究

表明，在海洋拟杆菌与藻类多糖互作关系研究

中，GH13、GH2 和 GH43 等糖苷水解酶可以帮

助细菌降解藻类胞外多糖[26]，厚壁菌门的一些

细菌可以利用 GH1 等酶类降解多糖[27]。本研究

发现，MEZX29 基因组中同样含有多种 GH 亚

类基因(表 1)，意味着它们在 MEZX29 与衣藻

相互作用中可能也具有重要的作用。 
结合其他微生物促进耐盐能力的研究进 

展[28]，进一步对 MEZX29 的基因组进行分析，

结果发现有多种其他基因可能与促进衣藻耐盐

有关，主要包括抑制乙烯生成、渗透压调节、

生物膜的形成及调控等类别(表 2)。在这些基因

中，氨基环丙烷羧酸 (1-aminocyclopropane-1- 
carboxylic acid，ACC)脱氨酶基因，可以分解乙

烯生成的重要前体 ACC，减少乙烯的生成[29]；

Na+/H+逆向转运蛋白可以参与调节细胞渗透压

促进 MEZX29 自身的耐盐能力；胞外聚合物

(extracellular polymeric substance，EPS)、脱氧

核糖核酸外切酶Ⅲ以及信号分子环二鸟苷酸

(c-di-GMP)可能参与菌-藻生物膜形成及调控，

从而提高生物抗逆性[30-31]。上述这些基因可能

在 MEZX29 促进衣藻耐盐能力过程中起到有益

作用。 

 

 
 
 

图 8  MEZX29 基因组的糖类代谢基因预测分析   
GT：糖基转移酶；GH：糖苷水解酶；CE：碳水

化合物酯酶；CBM：碳水化合物结合结构域蛋白。

HMMER、Hotpep 和 DIAMOND 分别代表不同预

测方法 
Figure 8  CAZyme predictions of MEZX29 
genome. GT: Glycosyltransferase; GH: Glycoside 
hydrolase; CE: Carbohydrate esterase; CBM: 
Carbohydrate binding domain. CAZyme predictions 
were carried out by HMMER, Hotpep and 
DIAMOND methods. 

 
 
表 1  MEZX29 基因组 GH 类基因预测分析 
Table 1  Prediction of glycoside hydrolase (GH) genes in MEZX29 genome 
预测方法 
Predictions methods 

GH 类基因数量 
Number of glycoside hydrolase genes 

GH 类基因种类 
Glycoside hydrolase gene types 

HMMER 28 GH1, GH13, GH15, GH2, GH23, GH25, GH3, 
GH43, GH5, GH57, GH63, GH71, GH76 

Hotpep 31 GH1, GH13, GH15, GH2, GH23, GH25, GH3, 
GH43, GH0, GH57, GH63, GH71, GH76, GH77 

DIAMOND 28 GH1, GH13, GH15, GH2, GH23, GH25, GH3, 
GH43, GH0, GH57, GH63, GH71, GH76 
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表 2  MEZX29 促进莱茵衣藻 21gr 耐盐能力的基因预测 
Table 2  Prediction of MEZX29 genes involved in salt-tolerance enhancement of C. reinhardtii 
机制分类 
Classification of gene mechanisms 

基因功能 
Gene functions 

基因编号 
Gene ID 

抑制乙烯代谢 
Ethylene metabolism inhibition 

ACC 脱氨酶活性 
ACC deaminase activity 

HAILKHCD_06001 

渗透压调节 
Osmotic pressure regulation 

Na+/H+逆向转运 
Na+/H+ antiporter 

HAILKHCD_00638, HAILKHCD_05900 

生物膜的形成及调控 
Formation and regulation of biofilm 

脱氧核糖核酸外切酶 III 活性 
Exodeoxyribonuclease III activity 

HAILKHCD_02924, HAILKHCD_05641 

EPS 生物合成 
EPS biosynthetic process 

HAILKHCD_00890, HAILKHCD_04047, 
HAILKHCD_04058 

二鸟苷酸环化酶活性 
Diguanosine cyclase activity 

HAILKHCD_00158, HAILKHCD_00601, 
HAILKHCD_00802, HAILKHCD_01070, 
HAILKHCD_01234, HAILKHCD_01295, 
HAILKHCD_03498, HAILKHCD_03499, 
HAILKHCD_03569, HAILKHCD_04186, 
HAILKHCD_04297, HAILKHCD_04993, 
HAILKHCD_05614, HAILKHCD_05955 

 
 

3  讨论与结论 
本研究通过菌株分离、筛选和鉴定，获得

了 一 株 可 显 著 增 强 衣 藻 耐 盐 能 力 的 细 菌

Rhodococcus qingshengii MEZX29，该菌株不仅

加深了对生物抵抗高盐胁迫的认识，也进一步

丰富了藻类有益微生物的资源。研究表明，红

球菌属(Rhodococcus)细菌在自然界广泛存在，

多个分离菌株表现出耐盐和重金属、分解和代

谢环境污染物等(如原油、多氯联苯、抗菌剂等)
能力[32-36]。R. qingshengii 细菌普遍存在于植物

根际或叶面，有多种分离菌株已经被证明可以

与 植 物 形 成 有 益 的 相 互 作 用 。 例 如 ， R . 
qingshengii S10107 可促进鹰嘴豆的生长与共生

固氮能力[37]；R. qingshengii BNCC203056 可以

促进超富集植物对重金属离子的吸收 [38 ]；R . 
qingshengii RL1 菌株可以协助植物抗逆[33]。在

本研究中，MEZX29 可以显著促进衣藻的耐盐 

能力，进一步拓展了对 R. qingshengii 在微生物

有益相互作用中的认识及其潜在的应用范围。 
MEZX29 基因组的分析为研究该菌株促进

衣藻耐盐能力的机制提供了丰富的信息。多种

糖类代谢基因(如 GH 等类基因)已被证明参与

细菌分解藻类的碳水化合物[26-27]。有研究表明，

在高盐或重金属等不利条件的胁迫下，藻类会

分泌和渗出更多的藻类多糖，这种分泌可能是

一种主动抵抗外界胁迫的途径[39]。然而高盐环

境下共培养时，MEZX29 在基本培养基中的生

长能得到一定的促进，暗示了该细菌可能利用

了 21gr 分泌的糖类物质(图 5B)。在此情况下，

有益细菌可以凭借关键的糖类代谢基因利用藻

类多糖与藻建立物质交换，并通过分泌物质或

其他机制帮助藻类抵御外界胁迫 [24]。因此，

MEZX29 基因组中的 GH 类等糖类代谢基因，

可能是 MEZX29促进 21gr耐盐胁迫的重要原因

之一。 
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此外，本研究发现 MEZX29 基因组中存在

多种参与乙烯合成、生物膜形成等途径的基因，

可能在促进衣藻抵抗高盐胁迫中发挥重要作

用。乙烯对植物生长发育和抗逆具有重要作用，

有研究表明，可以合成乙烯前体 ACC 脱氨酶的

细菌能减少植物内源性乙烯含量，调节植物生

长[40]。因此，推测 MEZX29 基因组中的 ACC
脱氨酶相关基因也可能通过乙烯代谢相关途径

的调控来促进衣藻耐盐。此外，多个与生物膜形

成有关基因的发现，有可能在菌藻互作的群体结

构形成、缓解衣藻细胞周围的盐胁迫和提升整体

抗逆能力中具有重要作用[31,41]。上述的基因组分

析为以后的具体分子机制研究提供了有价值的

靶点。 
藻类是水体 CO2 固定、初级生产力的主要

贡献者，同时也是发展生物质能源技术的重要

材料，有望在实现“双碳”目标中发挥重要作用。

如何提高藻类的生产能力和抗逆能力是藻类生

物技术的主要难点，而挖掘藻类有益细菌资源、

探讨菌藻关系的机理对理解微生物的生态功

能、促进藻类和微生物生物技术的发展都具有

重要意义。综上所述，本研究获得的可促进衣

藻抗盐能力的细菌 R. qingshengii MEZX29 不

仅拓展了 Rhodococcus 属细菌的应用范围，  
也为藻类与微生物有益相互作用提供了新的 
材料。 
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