
书书书

· ８　　　　 · 第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００６Ｊａｎ；２７（１）

·专题报道·

一株具有抗菌和细胞毒活性的海洋嗜盐菌ＸＤ２０的筛选和鉴定
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［摘要］　目的：从中国东海分离筛选活性海洋微生物，进而确定所获取的活性菌株的分类地位。方法：乘坐专业考察船只在

中国东海海域进行系统采样，采用抗菌模型和细胞毒模型进行活性筛选。对获取的活性菌株进行形态特征研究、盐需求测试、

核糖体ｒＤＮＡＩＴＳ区序列分析，并将所测得序列在ＮＣＢＩ数据库中进行相似性搜索，选取其中相似性较高的序列以邻接法构建

系统进化树，将该菌株分类鉴定到种。结果：从我国东海海域Ｃ０１站位（１２２°２６′３０″，３０°４３′４８″）３０ｍ水深处分离获得一活性

菌株ＸＤ２０，是一嗜盐菌株，能耐受高达１０．０％的盐浓度，合适的生长盐浓度范围为２．５％～７．５％；它对白念珠菌具有抑菌活

性，对ＳＭＭＣ７７２１细胞株和 ＨｅＬａ细胞株具有细胞毒活性。以菌丝断裂方式产生节孢子，孢子大小及形态与Ｗａｌｌｅｍｉａｓｅｂｉ
相符；ｒＤＮＡＩＴＳ区测序发现，该菌株序列与Ｗａｌｌｅｍｉａｓｅｂｉ的多条序列相似程度较高，且差异均在ＩＴＳ１和ＩＴＳ２区，属于可变

区。结论：活性菌株ＸＤ２０首次从海洋中分离获得，为一嗜盐海洋菌株，鉴定为Ｗａｌｌｅｍｉａｓｅｂｉ（Ｆｒ．）Ａｒｘ。
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　　近年来，随着陆生微生物药用资源的日益淘尽
和获新率严重下降，世界各国研究人员相继将目光
投向了浩瀚的海洋［１～３］。在一次对我国东海海域进
行的大规模样品采集和活性菌株筛选研究中，作者
获得了一株具有抗真菌活性的海洋菌株ＸＤ２０，它所
产生的３个活性化合物的相对分子质量分别为

４１１、４１３和４２９，前两者结构已被鉴定为Ｃ２８Ｈ４５ＮＯ
和Ｃ２８Ｈ４７ＮＯ的甾体生物碱［４］。本文报道对该菌株
的分离筛选过程和分类鉴定结果。

１　材料和方法

１．１　菌株ＸＤ２０的采集及分离纯化

１．１．１　样品采集　本次采样作业中乘坐排水量为
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５００吨的专业船只，北起上海崇明岛东部海域，绕行
上海市、杭州湾，经台州、温州进入福建海域，沿途均
离开海岸线２０～３０海里（１海里＝１８５２ｍ），在该航
线上连续布点采集表层、中层水样以及海底底泥，并
使用拖网捕获海洋动物而后分离动物附生样品。

１．１．２　菌株ＸＤ２０的分离纯化　分离培养基配方：
牛肉膏４．０ｇ，酵母膏１．０ｇ，蛋白胨４．０ｇ，葡萄糖１．０
ｇ，１％链霉素５ｍｌ，琼脂２０ｇ，人工海水１０００ｍｌ，调节

ｐＨ 值 为 ６．５。人 工 海 水 配 方：ＮａＣｌ２５．０ｇ，

Ｎａ２ＳＯ４４．０ｇ，ＫＣｌ０．７ｇ，ＮａＨＣＯ３０．２０ｇ，ＫＢｒ０．１０
ｇ，Ｈ３ＢＯ３０．０３ｇ，ＮａＦ０．００３ｇ，１．０ｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２溶液

５３ｍｌ，１．０ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２溶液１０ｍｌ，０．１ｍｏｌ／ＬＳｒＯ２溶
液０．９０ｍｌ，加蒸馏水至１０００ｍｌ，ｐＨ值调为６．５。

　　取无菌采集来的海水样品１ｍｌ，加入灭过菌的

９ｍｌ人工海水中，振荡混匀，制成１０－１稀释液，进一
步稀释为１０－２、１０－３、１０－４浓度梯度液，各取０．１
ｍｌ，分别涂布于不同的分离培养基琼脂平板上，２５℃
恒温培养。１４ｄ内挑取菌落。以平板划线法进行多
次的划线分离，直接显微镜镜检分纯为止。

１．２　菌株ＸＤ２０的活性筛选

１．２．１　指示菌株及细胞株　测试海洋菌株的抗菌
活性和细胞毒活性。使用的指示菌株为枯草芽胞杆
菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）、大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、
白念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）和大豆疫霉根腐病菌
（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅ）。指示菌细菌培养基为营养
肉汤培养基和营养琼脂培养基，真菌培养基配方为
葡萄糖２０ｇ，蛋白胨１０ｇ，酵母膏５ｇ，琼脂２０ｇ，蒸
馏水１０００ｍｌ，自然ｐＨ。细胞毒性测定用的肿瘤细
胞株为ＳＭＭＣ７７２１细胞株和 ＨｅＬａ细胞株，均由第
二军医大学基础医学部生物化学与分子生物学教研

室保存。

１．２．２　活性测试方法　（１）使用琼脂块法进行抗菌
活性初筛。从经分离培养的每一菌落挑取少量菌
苔，重新接种到营养琼脂平板上培养，５～１０ｄ后将
长好的菌落用打孔器打出１ｃｍ直径的菌块；指示菌
液体培养２４ｈ，用棉签蘸取少量菌液均匀涂布在适
于指示菌生长的营养琼脂平板上；将菌块放置到涂
过指示菌的平板上，放入恒温箱培养。测试抗真菌
活性时，培养温度２８℃；测试抗细菌活性时，培养温
度３０℃，１２～２４ｈ内观察抑菌圈的出现。根据抑菌
圈判断被测菌株抗菌活性的有无及大小。（２）初筛
有活性后，用纸片法进行复筛。活性菌株采用液体
发酵方式进行摇瓶培养，培养液体积３０～５０ｍｌ，１
周左右发酵结束。将发酵液减压蒸干，依次用少量
乙酸乙酯、正丁醇、甲醇抽提，得乙酸乙酯相、正丁醇
相、甲醇相，每相取５０μｌ加到纸片上，晾干，逐片移

入涂有指示菌的琼脂平板上，恒温培养。（３）细胞毒
活性测定：将纸片法测定抗菌活性时使用的有机溶
剂抽提相取一定量加入９６孔板，洁净工作台中晾
干，采用 ＭＴＴ法测定细胞毒活性。

１．３　菌株ＸＤ２０的分类鉴定

１．３．１　菌株ＸＤ２０的盐需求测试　在分离培养基
中补加 ＮａＣｌ，最终配制成０．２％、２．５％、５．５％、

７．５％和１０．０％ ＮａＣｌ浓度的系列营养盐培养基，灭
菌后倒入培养皿中制成固体平板，划线接种 ＸＤ２０
菌株，２５℃恒温培养。在２～１４ｄ内观察菌株在不
同盐浓度上的生长情况。

１．３．２　纯培养观察菌落形态及产孢情况　菌株接
种到含２．５％ ＮａＣｌ的ＰＤＡ平板上，黑暗培养１０ｄ
后测量菌落直径。从ＰＤＡ平板上切下５ｍｍ的方
形带菌培养基块，置于灭菌载玻片上，加盖玻片，在

５０ｍｌ离心管或培养皿中培养１周，取下盖玻片制玻
片，观察孢子形状并测量孢子和菌丝直径大小。

１．３．３　核糖体ｒＤＮＡＩＴＳ区序列分析　真菌总

ＤＮＡ提取步骤：平板培养１０ｄ菌落用解剖刀刮取
菌丝，置１．５ｍｌ离心管中，加２００μｌＣＴＡＢ提取缓
冲液、少量石英砂，用玻棒研磨，然后再加入４００μｌ
ＣＴＡＢ，６５℃水浴１ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取
上清，饱和酚和氯仿异戊醇分别抽提，最后无水乙醇
沉淀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心，倒出乙醇溶液，晾干。最
后，复溶于５０μｌ纯水备用。

　　ＰＣＲ扩增引物［５］为ＩＴＳ１：５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴ
ＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′和ＩＴＳ４：５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴ
ＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′。扩增体系（５０μｌ体系）为：
纯水３０μｌ；Ｂｕｆｆｅｒ５μｌ；Ｍｇ

２＋３μｌ；ｄＮＴＰ２μｌ；引物
各２μｌ；ＤＮＡ聚合酶４μｌ（４Ｕ）；模板２μｌ。扩增程
序：９５℃、３ｍｉｎ；９４℃、１ｍｉｎ；５４℃、４０ｓ；７２℃ 、１
ｍｉｎ；３０个 循环后７２℃维持１０ｍｉｎ。使用的ＰＣＲ
仪为０５０８０１ＴＧｒａｄｉｅｎｔ９６型，扩增产物的纯化使用
申能博彩生物科技有限公司３ＳＰＣＲ扩增产物纯化
试剂盒。测序引物为ＩＴＳ１，由申能博彩生物科技有
限公司提供。

１．３．４　系统进化树构建　将所测得序列在ＮＣＢＩ数
据库中用 Ｍｅｇａｂｌａｓｔ进行相似性搜索，选取其中相似
性较高的序列以邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建系
统进化树，外群选择属于Ｗａｌｌｅｍｉａｍｕｒｉａｅ的两条序
列（ＡＹ３０２５３４、ＡＹ３２８９１８）和 属 于 Ｗａｌｌｅｍｉａｉｃｈ
ｔｈｙｏｐｈａｇａ的两条序列（ＡＹ３０２５２３、ＡＹ３０２５２２）。所
用程序为 ＭＥＧＡ３．１（Ｋｕｍａｒ，Ｔａｍｕｒａ，Ｎｅｉ２００４），碱
基 替 代 模 型 为 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ：Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ。

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ分析进行１０００次重复。
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２　结　果

２．１　样品采集及菌种分离纯化结果　菌株 ＸＤ２０
的采样点为Ｃ０１站位，通过ＧＰＳ定位其经度为１２２°
２６′３０″，纬度为３０°４３′４８″。该菌株存在于通过使用

ＧＯＦＬＯＷ 型水样采集器采集的中层水样中，水深
约３０ｍ。通过连续２次平皿划线分离，经光学显微
镜镜检获得了纯菌株。该菌株在培养平板上的菌落
生长情况如图１所示。

图１　菌株ＸＤ２０的菌落生长情况

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｍａｒｉｎｅｓｔｒａｉｎＸＤ２０（×１５０）

　　采用压滴法观察ＸＤ２０活菌株的基内菌丝和气
生菌丝，显示其形成横膈膜；测得菌丝直径为３．５～
４．５μｍ，孢子直径为２．０～３．０μｍ。依据形成横膈

膜特征和菌丝直径范围，将其归属为真菌。

２．２　菌株ＸＤ２０的活性筛选结果　表１显示菌株

ＸＤ２０对白念珠菌有抑菌活性，对枯草杆菌和大豆根
腐病 菌 无 作 用。同 时，菌 株 ＸＤ２０ 具 有 针 对

ＳＭＭＣ７７２１细胞株和 ＨｅＬａ细胞株的细胞毒活性。
而且抗菌和细胞毒活性组分主要集中在乙酸乙酯抽

提物中

２．３　菌株ＸＤ２０的分类鉴定结果

２．３．１　菌株 ＸＤ２０的盐需求测试　ＸＤ２０菌株在

０．２％的盐度下生长极其微弱，而在２．５％海水盐度
下生长旺盛，表明该菌株是一嗜盐菌株。ＸＤ２０菌株
能在５．５％和７．５％的盐度下旺盛生长，在１０．０％的
高盐度下也能微弱生长，表明该菌株能耐受高达

１０．０％的盐浓度，但合适的生长盐浓度范围为

２．５％～７．５％。

２．３．２　纯培养菌落形态及产孢观察　菌落生长极

缓慢，２５℃下１０ｄ直径仅０．３～０．５ｃｍ；初期褐色，

随培养时间延长颜色加深到深褐色，背面深褐色到

黑色。菌丝浅褐色，菌丝０．４～０．８μｍ宽。分生孢

子梗特化不明显，或菌丝直接断裂成为节孢子，菌丝

（分生孢子梗）在与节孢子连接处稍变宽。节孢子圆

柱状或球状，圆柱状孢子０．９～１．３×１．７～２．２μｍ，

球形孢子直径０．７～０．９μｍ，孢子表面有细纹或光

滑（图２）。

表１　菌株ＸＤ２０的活性筛选结果

Ｔａｂ１　ＡｃｔｉｖｉｔｙｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｓｔｒａｉｎＸＤ２０

Ｓａｍｐｌｅ
Ｔｅｓｔｅｄｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓａｎｄｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｅ．ｃｏｌｉ Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅ ＳＭＭＣ７７２１ ＨｅＬａ
ＸＤ２０ｓｔｒａｉｎ － － － － － －
Ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅｅｘｔｒａｃｔ － － ＋ － ＋ ＋
Ｂｕｔａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔ － － － － －
Ｍｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔ － － － － －

图２　菌株ＸＤ２０的孢子形态

Ｆｉｇ２　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｓｐｏｒｅｓｏｆｍａｒｉｎｅｓｔｒａｉｎＸＤ２０

ｂａｒ＝１０μｍ

２．３．３　核糖体ｒＤＮＡＩＴＳ区序列分析结果　ｒＤＮＡ

ＩＴＳ的 ｍｅｇａｂｌａｓｔ分析结果表明，ＸＤ２０与 Ｗａｌｌ

ｅｍｉａｓｅｂｉ 属 中 的 各 菌 株 具 有 极 高 的 同 源 性

（８４．０１％～９９．１７％），而与 Ｗａｌｌｅｍｉａ ｍｕｒｉａｅ 和

Ｗａｌｌｅｍｉａｉｃｈｔｈｙｏｐｈａｇａ 的同源性较低（＜３０％）。

据此，可确定 ＸＤ２０为Ｗａｌｌｅｍｉａｓｅｂｉ菌属。ＸＤ２０
的ｒＤＮＡＩＴＳ序列已递交ＧｅｎＢａｎｋ登录。

　　从基于ｒＤＮＡＩＴＳ部分序列重建的系统进化树

可以看出，同属Ｗａｌｌｅｍｉａｓｅｂｉ的ｒＤＮＡＩＴＳ序列被

聚在一个分支中，虽被分成两个组，但分支内Ｂｏｏｔ

ｓｔｒａｐ支持率仅为５３％，说明这些序列间有较高的相

似性，ＸＤ２０菌株序列也被聚类在这个分支内。菌株

ＸＤ２０以菌丝断裂方式产生节孢子，孢子大小及形态

与Ｄｏｍｓｃｈ等［６］报道的基于ｒＤＮＡＩＴＳ部分序列重

建的ＮＪ树（示合意树拓扑结构，图３）Ｗａｌｌｅｍｉａｓｅｂｉ
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相符；该菌株在高盐基质上生长，与报道的Ｗａｌｌ

ｅｍｉａｓｅｂｉ的耐高渗透生长特性相符；此外，通过核

糖体ｒＤＮＡＩＴＳ区测序发现，该菌株序列与属于

Ｗａｌｌｅｍｉａｓｅｂｉ的多条序列相似程度较高，且差异均

在ＩＴＳ１和ＩＴＳ２区，属于可变区。据此我们鉴定该

菌株属于Ｗａｌｌｅｍｉａｓｅｂｉ（Ｆｒ．）Ａｒｘ。

图３　Ｗａｌｌｅｍｉａｓｅｂｉ（Ｆｒ．）Ａｒｘ的分类地位

Ｆｉｇ３　ＰｏｓｉｔｉｏｎｏｆＷａｌｌｅｍｉａｓｅｂｉ（Ｆｒ．）Ａｒｘｉｎｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｔｒｅｅ

３　讨　论

　　对于海洋药物发现来说，最希望分离得到真正的海
洋土著微生物，这样获得有别于陆生来源已知抗生素的
机率才会较大。判断海洋微生物的一个重要指标即是对
海水盐度的耐（嗜）性。菌株ＸＤ２０从我国东海海域３０ｍ
水深处获得，是一嗜盐菌株，能耐受高达１０．０％的盐浓
度，合适的生长盐浓度范围为２．５％～７．５％；对白念珠菌
有抑菌活性，而对枯草杆菌和大豆根腐病菌无作用；对

ＳＭＭＣ７７２１细胞株和ＨｅＬａ细胞株具有细胞毒活性。按
照一般的海洋微生物天然药物研究观点，该活性菌株应
是一海洋微生物菌株。然而通过形态特征和系统进化树
构建分析后表明，该菌株与Ｄｏｍｓｃｈ等［６］报道的耐高渗透

真菌Ｗａｌｌｅｍｉａｓｅｂｉ相符，并鉴定为Ｗａｌｌｅｍｉａｓｅｂｉ（Ｆｒ．）

Ａｒｘ。Ｗａｌｌｅｍｉａｓｅｂｉ通常见于岩盐、盐腌制品、纺织品以
及水果上，但在海洋中尚未见有报道。因此菌株ＸＤ２０
的起源成为了一个令人感兴趣并尚待进一步阐明的问

题。菌株ＸＤ２０产生３个活性化合物，其中２个化合物国
外已见报道［７］，相对分子质量分别为４１１、４１３，海洋生态
条件对活性化合物的产生类型和产生量的影响也将在随

后的研究中加以探讨。
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