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一株海洋芽孢杆菌的鉴定及抗菌活性研究
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［摘要］　目的：对一株编号为ＺＪ８１１２的分离自东海海域海泥样品的细菌进行鉴定和抗菌活性研究。方法：采用传统的分类

学方法观察菌株ＺＪ８１１２的形态、耐盐度，结合１６ＳｒＤＮＡ序列分析在ＧｅｎＢａｎｋ上进行比对以确立其进化地位。利用稻瘟霉菌

（Ｐｙｒｉｃｕｌａｒｉａｏｒｙｚａｅ）Ｐ２ｂ、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）、大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、啤酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉ

ａｅ）、白念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）和黄瓜黑星病菌（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ）作为抗菌活性指示菌，检验ＺＪ８１１２的抗菌活

性。结果：枯草芽孢杆菌ＺＪ８１１２革兰染色阳性，芽孢中生。其最佳生长盐度为１０％，属于中等嗜盐菌。通过１６ＳｒＤＮＡ序列

分析发现其与ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＦ１２１１１２在进化位置上最为接近。该菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列已经提交 ＧｅｎＢａｎｋ，接受号为

ＥＵ１００７４５。综合ＺＪ８１１２菌株的培养特性和形态特征，可认为ＺＪ８１１２是一株海洋芽孢杆菌。抗菌活性研究的结果表明其具有

很强的抗稻瘟霉菌和抗大肠埃希菌活性。结论：ＺＪ８１１２为中等嗜盐的海洋细菌，其最适盐度为１０％。生物学活性研究的结

果表明，其发酵液具有很强的抗稻瘟霉活性和抗大肠埃希菌活性，具有潜在的抗生素研究的价值。
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　　随着细菌耐药性问题的日益严重和陆生微生物
药用资源的日益匮乏，人们逐步把眼光投向了海洋。
海洋微生物资源是２１世纪新药开发的重要源泉。

本课题组近几年来几次赴东海海域采集海水、海泥
样品，分离得到一批具有抗菌或抗肿瘤的活性菌株，
并对一些菌株进行了代谢产物研究工作［１３］。本实验
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所研究的菌株 ＺＪ８１１２是从东海海泥样品（东经

１２２．５°，北纬２９．４°）中分离得到的，抗菌活性筛选的结
果表明其具有很强的抗稻瘟霉菌和抗大肠埃希菌活

性，本文报道了它的分类鉴定及抗菌活性研究结果。

１　材料和方法

１．１　样品来源　ＺＪ８１１２菌株分离自东海海泥样品
（东经１２２．５°，北纬２９．４°），菌株由本实验室保存。
生物 学 活 性 指 示 菌 株：稻 瘟 霉 菌 （Ｐｙｒｉｃｕｌａｒｉａ
ｏｒｙｚａｅ）Ｐ２ｂ、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）、大
肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、啤酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏ
ｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）、白念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）和
黄瓜黑星病菌（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ）均由本
实验室保存。

１．２　菌株鉴定

１．２．１　形态学特征　于Ｚｏｂｅｌｌ２２１６Ｅ培养基（人工
海水配置）上２８℃培养１～３ｄ，取菌体涂片，革兰染
色后用光学显微镜观察菌体形态，改良的Ｓｃｈａｅｆｆｅｒ
Ｆｕｌｔｏｎ染色法观察芽孢。

１．２．２　培养特征　在Ｚｏｂｅｌｌ２２１６Ｅ培养基上２８℃
培养２～３ｄ后观察菌落形态。

１．２．３　不同盐度条件下菌株的生长情况　以Ｚｏ
ｂｅｌｌ２２１６Ｅ培养基为基准，分别以蒸馏水、人工海水
（２．５％ ＮａＣｌ）、以及０．２５％、２．５％、５％、７．５％、

１０％、１２．５％ ＮａＣｌ水溶液配制不同盐度的液体培
养基，将ＺＪ８１１２接种于液体培养基２８℃培养７ｄ，
用分光光度计测定其Ｄ６００值。

１．２．４　１６ＳｒＤＮＡ序列测定和分析　将菌株ＺＪ８１１２
接种在无菌的平板上，２８℃培养过夜，取单菌落悬浮
于５０μｌ无菌蒸馏水中，１００℃水浴５ｍｉｎ，离心，取上
清液作为细菌ＤＮＡ原液。采用任世英等［４］的方法进

行ＰＣＲ，正向引物ＰｒｉｍｅｒＡ：５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣ
ＴＧＧＣＴＣＡＧ３′，反向引物 ＰｒｉｍｅｒＢ：５′ＡＣＧＧＣＴ
ＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′。ＰＣＲ产物纯化后委托
英骏生物技术公司进行序列测定。

１．３　抗菌活性研究　将菌株ＺＪ８１１２接种在Ｚｏｂｅｌｌ
２２１６Ｅ液体培养基中２８℃，１．８９×ｇ培养７ｄ，发酵
液离心（４４８×ｇ，５ｍｉｎ），上清用０．２２μｍ的微孔滤
膜过滤除菌，４℃冰箱保存备用。采用纸片法［５］测

活，在灭菌烘干的纸片（Φ＝６ｍｍ）上分别滴加过滤
除菌的发酵液 ２５μｌ，以稻瘟霉菌 （Ｐｙｒｉｃｕｌａｒｉａ
ｏｒｙｚａｅ）Ｐ２ｂ、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）、大
肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、啤酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏ
ｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）、白念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）和
黄瓜黑星病菌（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｃｕｃｕｍｅｒｉｎｕｍ）作为指

示菌，将滴加有发酵液的纸片分别贴在涂有指示菌
的平板上，２８℃培养２４ｈ后测量抑菌圈直径。以氨
苄青霉素、酮康唑和氟哌酸药敏纸片（每片药敏纸片
含药５μｇ）作为阳性对照，空白培养基作为阴性对
照。根据抑菌圈直径大小确定活性强度，抑菌圈直径

＞１５ｍｍ为强抑制活性，表示为“”；抑菌圈直径在

１０～１５ｍｍ为中等抑制活性，表示为“”；抑菌圈直
径＜１０ｍｍ为弱抑制活性，表示为“＋”；纸片周围不
产生透明圈为无抑制活性，表示为“－”。

２　结果和讨论

２．１　菌株的形态特征和培养特征　光镜下可见

ＺＪ８１１２菌体成杆状，革兰染色阳性，有芽孢，居中不
膨大，属于芽孢杆菌。在固体培养基上成微黄色菌
落，圆形，直径为１～２ｍｍ，菌落表面不光滑有皱褶，
边缘整齐（图１）。

图１　ＺＪ８１１２在油镜下的形态

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＺＪ８１１２ｓｔｒａｉｎ（×１０００）

２．２　不同盐度条件下菌株的生长情况　在不同ＮａＣｌ
浓度下菌株ＺＪ８１１２的生长情况结果见图２所示。

图２　不同ＮａＣｌ浓度对菌株ＺＪ８１１２生长的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮａＣｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｓｔｒａｉｎＺＪ８１１２
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　　由图２可知，菌株ＺＪ８１１２在不同ＮａＣｌ浓度时
生长情况差异很大。在低盐度（０．２５％ ＮａＣｌ）和蒸
馏水中生长最差，在１２．５％的盐度下生长情况也不
佳。在２．５％～１０％的盐度下，菌株生长旺盛，其中
最适盐度为１０％。说明该菌是一株中等嗜盐菌。

２．３　１６ＳｒＤＮＡ 序列分析　菌株ＺＪ８１１２ 的１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列分析的结果表明，该菌株的１６ＳｒＤＮＡ
序列全长１５１５ｂｐ，（Ｇ＋Ｃ）％为５５．３％。将所测定

得到的序列经校正后输入ＧｅｎＢａｎｋ用Ｂｌａｓｔ进行相
似性搜索比较并绘制系统进化树（图３）。共搜索出

１００个相似度大于９４％的结果，其中与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓＦ１２１１１２（ＧｅｎＢａｎｋ接受号：ＥＦ４２３５８９）在进
化位置上最为接近。综合ＺＪ８１１２菌株的培养特性
和形态特征，可认为ＺＪ８１１２是一株海洋芽孢杆菌。
该菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列已提交ＧｅｎＢａｎｋ，接受号
为ＥＵ１００７４５。

图３　菌株ＺＪ８１１２的进化树

Ｆｉｇ３　ＴｈｅｅｖｏｌｕｔｉｏｎｔｒｅｅｏｆＺＪ８１１２

２．４　抗菌活性研究　抗菌活性的结果表明，菌株

ＺＪ８１１２对稻瘟霉菌和大肠埃希菌有很强的抑制作
用，抑菌圈分别为１６、１７ｍｍ；对黄瓜黑星病菌作用
强度一般，抑菌圈为９ｍｍ，对于其他试验菌无抑制
作用。氨苄青霉素对枯草芽孢杆菌、酮康唑对稻瘟
霉、啤酒酵母、白念珠菌、黄瓜黑星病菌和氟哌酸对
大肠埃希菌的抑菌圈大小分别为２６、２３、２４、２３、２５
和２７ｍｍ。

　　综上所述，ＺＪ８１１２是我们从东海海域分离得到
的一株海洋细菌，其最适盐度为１０％，属于中等嗜
盐菌。从形态特征的观察以及１６ＳｒＤＮＡ序列测定
的结果可基本判定其属于一株海洋芽孢杆菌。生物
学活性研究的结果表明，其发酵液具有很强的抗稻
瘟霉活性和抗大肠埃希菌活性，具有潜在的进一步
应用的前景。目前正在对该菌株的发酵条件进行摸

索，以期提高单位体积的抗菌活性物质浓度便于后
期代谢产物分离工作。
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