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一株具有拮抗作用的海洋放线菌筛选及其特性

黄惠莉, 肖易, 殷 果
(华侨大学 化工学院, 福建 厦门 361021)

摘 要: 为了探寻对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌具有拮抗作用效果的海洋微生物新菌种, 作者采用

平板稀释方法,经初筛与复筛从海洋淤泥中分离得到一株对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌具有较好

拮抗作用效果的海洋微生物菌 L 菌株,并对该菌的生理生化特性、发酵过程参数的变化及抑菌效

果进行了研究。结果表明:海洋微生物菌 L 菌经初步判断属放线菌, L 菌适宜的发酵时间为 9~ 10

d,产生的发酵产物对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌均有一定的拮抗作用。
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Characteristic of Marine Actinomycete Having Antagonistic Effects

HUANG Hu-i li, XIAO Yi, YIN Guo

( Chemical Eng ineer ing Co lleg e, H uaqiao University, Xiamen 361021, China)

Abstract:T he purpo se of this manuscr ipt is to screen the marine m icroo rganisms and evaluate the

antagonist ic effects of those isolated microorg anism to Escher ichia col i and the S taphy lococcus.

A iso lated marine m icroo rganism L having better antag onism ef fects w as separ ated from the

diluted mar ine mud. Physio logy and biochem ical characteristics of the iso lated marine

microorg anism , the curv e of fermentation contro l parameters w ere studied. Antagonism ef fects o f

the ferment pr oduct ion w ere tested w ith the Escher ichia col i and the S taphy lococcus. The r esult

show s that marine micro organism L w as marine act inomycetes, the suitable fermentation time is

9 to10 days, the secondary metabolite in fermentation broth have cer tainty the antagonism ability

to E scherichia col i and S taphy lococcus.

Key words: mar ine m icroor ganism, secondar y metabolite, ant-i m icrobial rat io

近年来海洋微生物活性物质开发研究进展迅

速, 世界已发现的微生物约有 150 多万种, 其中

72 000种存在于陆地, 其余都存在于海洋之中。据

报道, 最近美国科学家发现在一些地方,每平方英

尺的海泥上就能找到 10 多种尚未被人类所认识的

海洋微生物,这些海洋微生物有产生多种多样新颖

生物活性物质的巨大潜力, 是海洋微生物天然药物

筛选的重要来源
[ 1- 7]
。生活环境的不同, 不但影响

菌群的分布,而且影响微生物代谢产物的合成。海

洋微生物独特的生长和代谢方式, 有可能产生比陆



生微生物结构更新、活性更高、功能更具独特的抗

菌活性物质。有关海洋生物产生新的生物活性物

质的报道逐渐增多, 已经从海洋微生物中发现了许

多结构新颖的化合物, 这些化合物具有较高的抗肿

瘤活性[ 8]。海洋放线菌是海洋细菌抗肿瘤活性物

质的重要来源, 最先成为海洋微生物研究的热点。

国际最著名的海洋天然产物研究机构 加州大

学从放线菌中分离出一系列结构新颖的化合物, 这

些化合物具有很强的抗癌活性, 从报道化合物的结

构类型来看, 有生物碱、环肽、聚醚类毒素、萜类

等
[ 9- 12]

。海洋放线菌因其代谢途径复杂、代谢产物

种类繁多而日益受到研究者的重视。

因此, 对海洋微生物的研究已经成为了具有很

大发展前景的科研方向, 为寻求新的药物或抑菌物

质,作者通过对福建泉州海岸微生物中海洋放线菌

的筛选、观察、抑菌性研究和发酵参数的测定, 来了

解海洋放线菌在一定条件下的代谢产物的抑菌率,

以便进一步的对其开发研究。

1 材料与方法

1 1 材料

1 1 1 菌种 从福建省泉港海边的海洋淤泥中分

离提取。

1 1 2 供试菌 大肠杆菌、金黄色葡萄球菌。

1 2 实验方法

1 2 1 菌种筛选

1) 初筛: 为寻求对供试菌(大肠杆菌和金黄色

葡萄球菌)具有一定拮抗作用的海洋微生物 [ 12] , 采

用微生物稀释法将海泥稀释,接种在选择性培养基

(选择性培养基中添加适量重铬酸钾抑制剂)中分

离培养,在 25 下倒置培养 5~ 7 d后,挑取单菌落

进行纯化、复筛。

2) 复筛: 以大肠杆菌、金黄色葡萄球菌做为供

试菌,将等量的处于对数生长期供试菌(大肠杆菌、

金黄色葡萄球菌)与待测菌的发酵液混合培养一定

时间,观察其生长情况。选出对供试菌具有一定抑

制作用且较为单一的菌落, 进行划线分离培养, 反

复多次纯化,在 25 下倒置培养 5~ 7 d后,挑取单

菌落接种斜面保存。

3) 菌种形态观察:将筛选出的具有抑菌作用的

放线菌 L 菌进行电镜观察。

1. 2. 2 抑菌实验 采用浊度法测定抑菌性。将等

量的处于对数生长期供试菌与待测菌发酵液混合

培养一定时间,测定其浊度为 N 1 , 并以加入灭活的

等量发酵液后培养相同时间的供试菌菌液做空白,

测定其浊度为 N 2 , 计算其抑菌率。

抑菌率 = (N 2 - N 1) / N 2 = 1- N 1 / N 2

1 2 3 生理生化实验 生理生化实验方法参见文

献[ 11, 13]。

1 2 4 发酵过程参数的测量

1) 还原糖质量浓度测定: 采用 3, 5- 二硝基水

杨酸比色法测定还原糖质量浓度。

2) 蛋白质质量浓度的测定: 采用考马斯亮兰法

测定蛋白质质量浓度
[ 12]
。

3) 发酵过程中 pH 值的测定: 直接用 pH 测试

仪测定每瓶发酵液的 pH 值, 记录后绘制 pH 值变

化曲线。

4) 细胞干质量的测定: 将每天离心后所得的沉

淀物取出,进行烘干,烘至恒质量。

2 结果与讨论

2 1 海洋放线菌的筛选与分离

2 1 1 初筛 选择适合于待分离的微生物的生长

条件,经涂布法分离初筛得到 17 种 (用 A ~ Q 标

记)不同的菌落形态微生物, 观察到的菌落形态见

表 1。

表 1 初筛观察到的菌落形态

Tab. 1 Shape of the screened marine microorganisms

标记 大小 形态 干湿 高度 透明度 颜色 边缘

A

B

C

D

E

F

G

大

中

中

大

小

中

大

圆

圆

圆

圆

圆

圆

片状

干

干

干

湿

湿

干

湿

扁平

突起

突起

突起

突起

凹陷

扁平

半透明

不透明

不透明

不透明

不透明

不透明

不透明

白

绿

绿

乳白

淡红

绿

乳白

不整齐

不整齐

不整齐

不整齐

不整齐

不整齐

不整齐
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续表 1

标记 大小 形态 干湿 高度 透明度 颜色 边缘

H

I

J

K

L

M

N

O

P

Q

大

大

大

中

中

中

中

大

小

小

片状

片状

圆

圆

圆

圆

圆

圆

圆

圆

湿

干

干

干

干

干

干

干

湿

湿

突起

扁平

突起

突起

扁平

突起

突起

扁平

突起

扁平

不透明

不透明

不透明

不透明

不透明

不透明

不透明

不透明

不透明

不透明

乳白

白

绿

乳白

乳白

绿

白

白

黄

白

不整齐

不整齐

不整齐

不整齐

不整齐

不整齐

不整齐

不整齐

整齐

整齐

2 1 2 复筛 依据上述复筛实验方法, 将等量的

处于对数生长期供试菌(大肠杆菌、金黄色葡萄球

菌)与待测菌发酵液混合培养一定时间, 测定其浊

度计算其抑菌率,结果见表 2。

表 2 待测菌发酵液对供试菌的抑菌率

Tab. 2 Ant-i microbial ratio of the marine microorganism

菌种

编号

抑菌率/ %

大肠杆菌 金黄色葡萄球菌

C 24. 6 0

K 11. 3 0

J 36. 8 0

L 56. 0 64. 2

N 44. 2 39. 9

F 58. 7 39. 6

H 15. 1 56. 8

所挑选出来的菌种中这 7种海洋微生物对大

肠杆菌供试菌具有一定的拮抗作用, 但是仅 4种菌

对金黄色葡萄球菌具有拮抗作用。

2 1 3 菌种的电镜观察 在分离纯化的 7种有抑

菌效果的海洋微生物中, 选出了抑菌效果较好的 L

菌进行电镜观察,结果见图 1。

从电镜形态观察可以看出, 该菌有菌丝, 且错

纵复杂。因为有孢子, 却无分生孢子梗, 初步判断

属放线菌。

2 2 海洋微生物菌的生理生化检测

分别对 C、J、K、L、N、F、H 菌进行生理生化测

定,结果见表 3。

这些海洋微生物菌的糖酵解试验和明胶液化

试验都呈阳性, 即都可以消耗糖类, 并都可以使明

胶液化。而 V-P 试验、硫化氢试验和三糖铁( TSI)

琼脂试验均为阴性,这几种微生物菌产酸产气但不

产 H 2S,在强碱环境下, 不能被空气中的氧气氧化

为二乙酰。

图 1 L菌形态与菌孢子形态

Fig. 1 The shape of marine actinomycete and their spore
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表 3 海洋微生物菌的生理生化特性

Tab. 3 Physiological and biochemical characteristic of the screened marine microorganism

项目
菌 种

C J K L N F H

糖酵解试验 + + + + + + +

淀粉水解试验 + + + - + + -

V- P试验 - - - - - - -

甲基红试验 + + - - + + -

明胶液化试验 + + + + + + +

尿素酶试验 - + + - + + -

硫化氢试验 - - - - - - -

三糖铁琼脂试验 - - - - - - -

注: + 表示阳性, - 表示阴性

2 3 海洋放线菌 L菌的发酵参数变化

依据上述 1 2 4实验方法, 每天取出一瓶发酵

过程中的 L 菌发酵液, 冷冻离心分离得到上清液与

菌体, 将菌体烘干至恒重后称其质量; 并测定上清

液中的 pH 值、葡萄糖、蛋白质质量分数,结果见图

2。

从图 2可知:该菌的菌体干重在摇床培养到第

5天时达到相对稳定状态,然后出现波动, 这表明菌

体经生长旺盛期后达到最高峰并进入平稳期, 在持

续较长的平稳期生长中, 细胞质量变化相对较小。

从图 2的葡萄糖质量浓度变化曲线可以看出,

该海洋放线菌在摇床发酵培养时是一个消耗葡萄

糖的过程, 葡萄糖的质量浓度呈下降趋势。在第 5

天时, 培养基中的葡萄糖已经耗尽, 此时菌体干重

达到最高。

图 2 L菌发酵过程中发酵各参数的变化

Fig. 2 The change of fermentation parameters during

fermentation time

从图 2可以看出, 摇床发酵培养过程中蛋白质

质量浓度总体呈上升趋势。前期蛋白质的质量浓

度变化有波动但变化不大。根据蛋白质质量浓度

的变化,可以确定在第 10~ 14 天, L 菌的次级代谢

产物含蛋白质类物质。

pH 值的变化是在前 4天有下降趋势, 后面稳

定上升, 到第 10天后趋于平稳。说明前 4天代谢产

物含产酸性物质,到第 5天后次生代谢产物含碱性

物质,第 10天后 pH 值趋于稳定。

综合 pH 值、菌体干重、葡萄糖质量浓度和蛋白

质质量浓度来看, 从第 10 天开始产生的是蛋白质

类的次级代谢产物。

2 4 L菌发酵液对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的

抑菌能力

依据上述实验方法, 对海洋放线菌 L 菌在摇床

培养中的发酵产物进行抑菌实验, 结果见图 3。从

图 3中知: L 菌的发酵液从第 9 天开始, 对大肠杆

菌和金黄色葡萄球菌均具有较好的抑菌能力。

图 3 L菌发酵液的抑菌能力

Fig. 3 The ant-i microbial effect of fermentation product
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3 结 语

通过对海洋微生物的分离、抑菌性实验, 得到

具有较好拮抗作用效果的 L 菌, 了解 L 菌的发酵过

程参数的变化, L 菌产生具有拮抗作用的活性物质

的适宜发酵时间是 9~ 10 d,该发酵产物对大肠杆

菌和金黄色葡萄球菌具有一定的抑菌能力。

对该菌通过发酵调控提高发酵产物活性稳定

性、纯化分离其活性物质、确定其具体成分与结构

有待进一步研究。
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