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红树林放线菌的筛选与抗真菌和抗肿瘤活性的测定
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摘　要 : 通过从深圳福田红树林根际于不同季节采集的 3份土样和 2份水样中分离得到 95株放

线菌 ,94 %的放线菌为链霉菌属。测定 95 株放线菌发酵液对 9 种病原真菌的抗菌活性 ,其中

31. 6 %的放线菌发酵液有不同程度的抗病原真菌作用。同时采用 M T T法测定了它们对肺癌细胞

A549、白血病细胞株 K562两种肿瘤细胞的细胞毒活性 ,其中 21 %放线菌发酵液具有细胞毒活性。

s33、s62、s65和 s68这个 4株放线菌发酵液具有抑制 5种以上真菌的作用 ,并且对两种肿瘤细胞株

均有作用。
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The Antif ungal and Antitumor Activities of the Isolated Mangrove

Forest Actinomycetes
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Abstract :The obective of t his st udy is to isolate mangrove forest derived actinomyces st rains for

obtaining t he bioactive metabolite p roducing st rains to investigate antif ungal and anti2t umor

active metabolites. For t his , actinomyces st rains were isolated by single colony isolation

technique. The antif ungal activity was assayed by paper met hod. The anti2t umor activity was

assayed by M T T method. Ninety2five st rains of actinomyces were isolated f rom 3 soil samples

and 2 water samples collected f rom a mangrove forest in Futian , sout h of Shenzhen , China , of

which 94 % were st reptomycetaceae. Nine pathogens were used to test t he antif ungal activity of

t he ninety2five st rains , among of t hem 31. 6 % of t he fermentation brot h showed t he antif ungal

activity. Two t umor cell lines (A549 and K562) were used to test t he antit umor activity wit h t he

M T T method. The result indicated t hat 21 % of t he fermentation brot h p resented t he antit umor

activity. Furthermore , t he fermentation brot h of t he s33 , s62 , s65and s68 showed antif ungal

activity toward more than five pat hogens and antit umor activity on the two cell lines.
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　　红树林是分布于热带、亚热带海岸潮间带的木

本植物群落。该地带的土壤由于处于咸淡水交汇

的特殊环境 ,兼具海洋与陆地的性质 ,同时又不断

接受红树林植物的供养、庇护 ,蕴藏着极为丰富独

特的微生物资源[ 1 - 2 ]。微生物是红树林生态系统的

重要组成成分和最主要的分解者 ,推动着生态系统

的物质循环与能量流动[3 ]。放线菌是原核生物中

高 G + C含量的革兰氏阳性细菌类群 ,在自然界中

分布很广 ,不仅在自然界物质能量循环中扮演重要

的角色 ,更能够产生种类繁多的生物活性物质 ,是

一类具有广泛实际用途和巨大经济价值的微生物

资源。据统计 ,放线菌源的抗生素占所有抗生素的

67 % (主要是链霉菌 52 %和稀有放线菌 15 % ) [ 4 ]。

世界各地的科学工作者相继从海洋微生物的放线

菌中分离获得具有抗细菌、真菌和抗肿瘤的活性产

物和临床药物 ,并已证明这些活性具有相关性[526 ]。

生存于红树林根际的放线菌 ,由于红树林生态系统

的特殊多样性 ,因而具有复杂独特的代谢途径 ,其

次级代谢产物在结构类型以及生物活性方面都呈

现出与陆生放线菌不同的特点和多样性[7 ]。因此 ,

从不同的生态环境乃至极端环境筛选新的放线菌

菌株是微生物药物研究的热点。

作者从深圳福田红树林根际和水环境中分离

放线菌 ,并研究其抗真菌和抗肿瘤细胞活性。福田

红树林保护区位于深圳湾的东北部 ,属亚热带海洋

性季风气候 ,年平均相对湿度高达 79 %[8 ]。林内各

种植物生长茂盛 ,物质积累丰富 ,微生物组成复杂

而丰富 ,具有很高的研究价值。

1　材料与方法

1. 1　样品

分别于不同季节分离自深圳福田红树林采集

的土样和水样。土样采集自 5 cm 深的根际泥 ,水

样采集于土壤空隙水。

1. 2　供试菌株和肿瘤细胞株

供试菌株为白色假丝酵母 ( Candi da albi2
cans) ,黑曲霉 ( A s pergi l l us ni ger) ,圆弧青霉 ( Pen2
ici l l i um cyclopi um ) , 黑根霉 ( R hi z op us ni g ri2
cans) ,辣椒炭疽病菌 ( Col letot richum gloeos pori2
oi des) ,黄瓜枯萎病菌 ( Fusari um ox ys porum) ,小麦

赤霉病菌 ( Gibberel l a sanbi nett i ) ,黄瓜霜霉病菌

( Pseu doperonos pora cubensis ) , 谷子白发病菌

( S cleros pora g rami nicol a) ,以上菌种均由中国海

洋大学食品与工程学院微生物实验室提供。肺癌

细胞 A549、白血病细胞株 K562由中国海洋大学医

药学院药理实验室提供。

113　培养基

1) 放线菌培养基 :改良 Gause 1 号培养基

(NaCl质量浓度为 1 g/ dL) ;

2) 放线菌发酵培养基 (组分 g/ dL ) :豆粉 112 ,

玉米粉 112 ,淀粉 016 , K2 HPO4 01 2 , NaCl 015 ,p H

712～714 ,121 ℃灭菌 20 min。

3) 霉菌和酵母菌培养基 : PDA 培养基 (马铃薯

200 g削皮切丝煮沸 20 min ,取浸汁 ,葡萄糖 20 g ,

蛋白胨 5 g ,琼脂 15 g ,蒸馏水 1 000 mL , p H自然 ,

115 ℃灭菌 30 min) 。

114　放线菌分离、初步鉴定与发酵

11411　分离　采用稀释分离法进行分离 ,分离于

加有 0101 %重铬酸钾的 Gause 1号培养基平板 (重

铬酸钾溶液在 Gause 1 号培养基融化冷却后至 50

℃左右时加入) 。置 28 ℃培养 5 d后挑取单菌落分

离纯化。将纯化的单菌落接到 Gause 1号斜面上培

养后 ,编号置于 4 ℃保存。

11412 　初步鉴定 　将放线菌用插片法接种在

Gause 1号培养基上 ,28 ℃培养 7～8 d后 ,取出插

片 ,用光学显微镜进行菌体形态观察[9 ]。

11413　发酵　活化放线菌至 Gause 1号斜面培养 ,

28 ℃培养 5 d后接种到发酵培养基摇瓶发酵。100

mL 三角瓶中装 30 mL 发酵培养基 ,摇床转速 180

r/ min ,28 ℃发酵 5 d。

115　抗肿瘤细胞毒活性的样品准备

发酵液中加体积比 2倍量的丙酮 ,超声破碎菌

体 ,离心取上清液 ,减压浓缩至不含丙酮 ,冷冻干

燥 ,得各菌株的发酵提取样品。精密称量适量样

品 ,用 80 %的甲醇配成 1 g/ L 的样品溶液 ,供测试

抗肿瘤活性。

116　抗菌和抗肿瘤活性测定方法

11611　抗菌活性的测定　在培养皿中分别移入菌

浓度为 109 cf u/ mL 的供试菌悬液 011 mL ,移液管

取已融化冷却至 45 ℃的 PDA培养基 12 mL/平皿 ,

立即混匀。待凝固后 ,在直径为 6 mm的圆形无菌

双层滤纸片上注入放线菌发酵上清液 20μL ,放在

平板上于 28 ℃培养 24～48 h 后测定抑菌圈直

径[9 ]。

11612　抗肿瘤细胞毒活性的测定 　肿瘤细胞在

37 ℃、体积分数 5 % CO2下培养于含有 10 %胎牛血

清的培养液中 ,约 2 d传代一次。在 96孔平底培养

板中每孔加入 1 ×105个处于对数生长期的肿瘤细

胞。每孔 200μL ,37 ℃培养 1 h后 ,每孔加样品液

2μL ,继续于 37 ℃培养 24 h[10 ]。培养结束后在光
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学显微镜下观察细胞形态变化 ,判断有无细胞凋亡

或细胞坏死的形态特征 ,必要时拍照。每孔加预冷

的 5 g/ L的M T T溶液 (用 PBS溶液配制)各 20μL ,

37 ℃孵育 4 h ,4 ℃、2 000 r/ min离心 10 min ,吸去

上清液 ,每孔各加 150μL DMSO ,置酶标仪上充分

振荡 ,使 M T T 紫色产物完全溶解 ,测量每孔 570

nm处的 OD值。实验中全部测试样品均设 3个孔 ,

取 OD平均值 ,按下式计算抑制率 ( IR) :

IR = (OD空白2OD样品) / OD空白×100 %

2　实验结果

211　放线菌的分离与初步鉴定

将不同季节采集到的 5 份样品进行微生物分

离 ,共分离到形态特征各有差异的放线菌 95 株 ,夏

季采集样品中分离的放线菌较冬季样品多 9 %。通

过初步鉴定发现 ,其中 89株放线菌为链霉菌属 ,小

单孢菌属 5株 ,诺卡氏菌属 1株。

212　放线菌发酵液的抗菌活性

对 95株放线菌进行摇瓶发酵 ,测发酵上清液

的抗菌活性。作者选取不同类型的致病性真菌 ,包

括植物致病菌黑曲霉、黑根霉、圆弧青霉、辣椒炭疽

病菌、黄瓜枯萎病菌、小麦赤霉病菌、黄瓜霜霉病

菌、谷子白发病菌以及致病性真菌白假丝酵母作为

代表性供试菌株进行测定。抑菌圈的直径大于 10

mm则确定为具有抑菌活性。结果表明 ,3116 %的

放线菌的发酵液显示出单一或多种抗菌活性。由

图 1可见 ,对辣椒炭疽病原菌和黄瓜枯萎病原菌有

较好的抑制活性的放线菌的发酵液分别有 2814 %

和 3015 %。同时具有抑制两种供试菌活性的有 20

株 ,同时具有抑制 3种供试菌活性的有 14株 ,同时

具有抑制 4种供试菌活性的有 9株 ,具有抑制 5 种

以上供试菌的活性的放线菌菌株有 4 株 ,分别为

s33、s62、s65和 s68。

图 1　对 9种供试真菌菌株有抑菌活性的 95株放线菌比例

Fig. 1　Ratio of antifungal activity strains in 95 actinomyces

213　放线菌发酵液细胞毒活性

以肺癌细胞 A549、白血病细胞 K562为供试肿

瘤细胞测定菌株发酵液的细胞毒活性。抑制率大

于 50 %则确定作为具有细胞毒活性。结果显示 ,

21 %的放线菌的发酵液有抗肿瘤细胞毒活性。同

时具有抑制两种肿瘤细胞株活性的放线菌有 6 株 ,

分别为 s10、s33、s47、s62、s65和 s68 ,结果见表 1 ,2。

3　结　语

深圳福田红树林内植物生长茂盛 ,根部发达 ,

代谢活动旺盛 ,能释放较多的糖、氨基酸、维生素及

其他可作为微生物营养的物质 ,从而促进根际微生

物的生长繁殖 ;微生物的代谢活动及其代谢产物又

可增加红树植物的养分或促进其对养分的吸收和

利用 ,从而有利于植物的生长[11 ]。所以红树林内微

生物组成复杂 ,其中包括大量的放线菌对红树林根

际生态起到调节作用。

红树林根际放线菌在种类和数量上都远远比

菜园、湖畔、海泥等地所含放线菌丰富和众多[12 ]。

作者从福田红树林分离得到了 95 株放线菌 ,包括

89株链霉菌、5 株小单孢菌和 1 株诺卡氏菌 ,其中

3116 %的放线菌发酵液具有抗病原真菌作用 ,21 %

放线菌发酵液具有细胞毒活性。在供测试的 9种病
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表 1　放线菌发酵液对肿瘤细胞株 A549的作用

Tab. 1　Antitumor activity toward cell line A549 of fermenta2
tion broth of actinomyces

菌编号
吸光值±标准偏差

空白 样品
抑制率/ %

s10 1. 268±0. 119 0. 593±0. 098 53. 2

s33 1. 268±0. 119 0. 554±0. 115 56. 3

s47 1. 268±0. 119 0. 498±0. 079 60. 7

s62 1. 268±0. 119 0. 484±0. 142 61. 8

s65 1. 268±0. 119 0. 478±0. 092 62. 3

s68 1. 268±0. 119 0. 467±0. 126 63. 2

表 2　放线菌发酵液对肿瘤细胞株 K562的作用

Tab. 2 　Antitumor activity toward cell line k562 of fermenta2
tion broth of actinomyces

菌编号
吸光值±标准偏差

空白 样品
抑制率/ %

s10 1. 412±0. 134 0. 702±0. 112 50. 3

s33 1. 412±0. 134 0. 682±0. 107 51. 7

s47 1. 412±0. 134 0. 704±0. 124 50. 1

s62 1. 412±0. 134 0. 685±0. 108 51. 5

s65 1. 412±0. 134 0. 699±0. 099 50. 5

s68 1. 412±0. 134 0. 691±0. 135 51. 1

原真菌中 ,对植物致病菌辣椒炭疽病原菌和黄瓜枯

萎病原菌抑制率相对较高。s33、s62、s65 和 s68 这

4株放线菌的发酵液具有抑制 5种以上病原真菌的

活性。s10、s33、s47、s62、s65 和 s68 这 6 株放线菌

的发酵液同时对 2 种肿瘤细胞株均有作用。由结

果可知 ,s33、s62、s65和 s68这 4株放线菌的发酵液

中的次生代谢产物具有较好的应用前景 ,具有较高

的研究价值。有关这 4 株放线菌的发酵液的分离

纯化以及这 4株菌的生理生化特征正在进行中。
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