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　　［摘要］　目的　对３６株海洋盐单胞菌进行１６ＳｒＤＮＡ的序列测定和生物学活性的初步分析。方法　用ＰＣＲ方法扩增
３６株细菌的１６ＳｒＤＮＡ序列，将获得的全部序列运用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８软件进行多序列比对并用 ＭＥＧＡ４．１软件绘制进化树。利

用 ＭＴＴ法测定菌株发酵液的细胞毒活性；采用ＤＰＰＨ和ＡＢＴＳ抗氧化模型检测菌株发酵液的抗氧化活性；采用人白细胞弹

性蛋白酶（ｈｕｍａｎｌｅｕｋｏｃｙｔｅｅｌａｓｔａｓｅ，ＨＬＥ）抑制剂筛选模型检测菌株发酵液对ＨＬＥ的抑制率。结果　经与ＧｅｎＢａｎｋ数据库
比对，３６株菌均与盐单胞菌属有很高的相似性（９６％～９９％）。菌株发酵液有不同程度的细胞毒活性、抗氧化活性和 ＨＬＥ抑

制活性。１１株菌对 ＨｅｐＧ２细胞有抑制作用，抑制率为（４．４０±１．２）％～（２４．９０±３．５）％；２０株菌对 ＨＬ６０细胞有抑制活性，

抑制率为（１．７０±１．１）％～（５０．９０±４．２）％。７株菌对ＡＢＴＳ自由基有清除能力，清除率为（４．４９±２．１）％～（５８．４３±４．４）％；

３株菌对ＤＰＰＨ 自由基有清除能力，清除率为（５．６８±３．７）％～（５９．０６±３．２）％；３株菌具有 ＨＬＥ抑制活性，抑制率为

（１２．７１±１．８１）％～（７１．１９±５．６２）％。结论　３６株海洋盐单胞菌属微生物表现出不同程度的细胞毒活性、抗氧化活性和
ＨＬＥ抑制活性，部分高活性菌株具有潜在的药用研究价值。

　　［关键词］　盐单胞菌科；鉴定；细胞毒素类；抗氧化剂；白细胞弹性蛋白酶
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·８１４　　 · 第二军医大学学报　２０１１年８月，第３２卷

　　盐单胞菌（Ｈａｌｏｍｏｎａｓ）属于γ变形菌纲盐单胞
菌科（Ｈａｌｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）的７个菌属之一，是一群能
在含有０～５．１３ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的环境中生长的革兰
阴性、需氧、杆状耐盐细菌，大多分布在盐碱地、盐
湖、盐场、海冰和海洋极端环境中［１２］。盐单胞菌除
了因其独特的结构特征和特殊的生理机制而具有很

强的生存适应能力外，还具有一些其他微生物所没
有的生理特征，如可降解芳香族化合物，具有反硝化
作用（ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ），可产生表多糖（ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃ
ｃｈａｒｉｄｅ）、聚羟基丁酸酯（ｐｏｌｙｈｙｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒａｔｅ）等。
近年来国内外相继发现了一些盐单胞菌属新种［３６］，
并对这些新种进行了详细的分子鉴定和生理生化特

征方面的研究，还克隆了该属的耐盐相关基因［７９］，
但目前有关盐单胞菌的生物学活性物质研究报道较

少。

　　本实验通过对保存菌株的活性筛选，发现了多
株具有不同生物学活性的盐单胞菌，对这些盐单胞
菌进行１６ＳｒＤＮＡ序列测定以确定其分类地位，并
对其细胞毒活性、抗氧化活性和人白细胞弹性蛋白
酶（ｈｕｍａｎｌｅｕｋｏｃｙｔｅｅｌａｓｔａｓｅ，ＨＬＥ）抑制活性等生物
学活性进行初步分析，为活性物质的分离纯化等后
续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　菌株来源　３６株盐单胞菌均是从２００９年４月
采集的中国东海海域（东经１２０．９°～１２２．８°，北纬

２７．５°～３０．９°）海水样品中分离得到的，现保存于本
实验室菌种库。

１．２　菌株１６ＳｒＤＮＡ序列测定及分析　采用菌落

ＰＣＲ的方法进行菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列测定。选取
菌株于Ｚｏｂｅｌｌ２２１６Ｅ培养基（酵母膏１ｇ，蛋白胨５
ｇ，磷酸铁０．１ｇ，人工海水１Ｌ，ｐＨ７．２～７．６）中

２８℃培养２～３ｄ，平板划线３次，挑取单菌落于１００

μｌ灭菌水中变性（９９℃，１０ｍｉｎ）后离心取上清作为
模板，采用 ＴａＫａＲａ１６ＳｒＤＮＡＢａｃｔｅｒｉａｌＩｄｅｎｔｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎＰＣＲＫｉｔ（ＣｏｄｅＮｏ．Ｄ３１０）进行ＰＣＲ扩增目的
片段。反应体系和反应条件按照公司说明书进行。

ＰＣＲ产物取５μｌ进行１％琼脂糖电泳，紫外灯下切
下与 Ｍａｒｋｅｒ对应约１．５ｋｂ的目标条带，使用琼脂
糖凝胶回收试剂盒（ＣｏｄｅＮｏ．ＤＶ８０５Ａ，ＴａＫａＲａ）切
胶回收目的片段送宝生物工程（大连）有限公司进行

ＤＮＡ测序。测序结果在ＧｅｎＢａｎｋ上进行相似性检
索，ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８软件进行多序列比较，并用 ＭＥＧＡ
４．１软件绘制进化树。

１．３　活性筛选

１．３．１　发酵液制备　菌株接种于５ｍｌＺｏｂｅｌｌ

２２１６Ｅ培养液中２８℃１５０转／ｍｉｎ摇床培养１ｄ进行
活化，在无菌条件下将活化的菌液移入５０ｍｌ的新
鲜培养液中继续摇床培养１ｄ，再将菌液移入５００ｍｌ
的新鲜培养液中，摇床培养７ｄ后将发酵液离心
（４℃，１８００×ｇ，５ｍｉｎ）去除菌体，取５ｍｌ上清液用

０．４５μｍ微孔滤膜过滤，留存滤液进行细胞毒活性
测试。其余上清液用乙酸乙酯等量萃取３次，浓缩
萃取液至干后分别用甲醇配制成１ｍｇ／ｍｌ溶液留作
抗氧化活性检测，用ＤＭＳＯ配制成５ｍｇ／ｍｌ溶液留
作 ＨＬＥ抑制活性分析。

１．３．２　细胞毒活性筛选　细胞毒活性指示细胞株：
人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２和人急性淋巴细胞性白血病细
胞 ＨＬ６０，均保存于本实验室。

　　细胞悬液配置：ＨｅｐＧ２和ＨＬ６０用ＲＰＭＩ１６４０
培养液 （另加 ２．０ ｍｇ／ｍｌＮａＨＣＯ３，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＨＥＰＥＳ，１００μｇ／ｍｌ链霉素，１００Ｕ／ｍｌ青霉素和

１０％新生小牛血清），于ＣＯ２孵箱中３７℃、５％二氧化
碳条件下培养。贴壁细胞用含０．０２％ ＥＤＴＡ 的

０．２５％胰蛋白酶消化传代。将对数生长期的肿瘤细
胞制成单细胞悬液，调整密度至０．８×１０５／ｍｌ。

　　采用 ＭＴＴ比色法［１０］测定发酵液的细胞毒活

性。取９６孔培养板，设实验组、对照组和空白调零
组，实验组中每孔接种１８０μｌ细胞悬液，转板６ｈ后
加入待测菌株发酵液２０μｌ，对照组每孔只加入细胞
悬液２００μｌ，空白调零组只加入ＲＰＭＩ１６４０培养液

２００μｌ。将加完样的９６孔板置培养箱中于３７℃、

５％二氧化碳条件下培养４８ｈ后加入５ｍｇ／ｍｌ
ＭＴＴ溶液１０μｌ，在相同条件下继续培养４ｈ后终止
培养。仔细吸去上清，悬浮细胞先离心再吸去上清。
每孔加入１５０μｌＤＭＳＯ，轻轻振荡，１ｈ后用酶标仪
测定波长５７０ｎｍ（６３０ｎｍ参比波长）处光密度（Ｄｉ）
值，以空白孔调零，并计算抑制率。平行测定３次，
取平均值。根据测定的光密度值计算发酵液对肿瘤
细胞的抑制率，抑制率 （％）＝ （Ｄ０ －Ｄｉ）／Ｄ０ ×
１００％，Ｄ０为空白溶液的光密度；Ｄｉ为菌株发酵液与

ＭＴＴ溶液作用后的光密度。

１．３．３　抗氧化活性筛选　二苯代苦味酰基自由基

（１，１ｄｉｐｈｅｎｙｌ２ｐｉｃｒｙｌｈｙｄｒａｚｙｌ，ＤＰＰＨ·）在有机溶

剂中是一种较稳定的以氮为中心的自由基，在乙醇

溶液中呈深紫色，最大吸收波长为５１７ｎｍ。２，２’联

氨双（３乙基苯噻唑啉６磺酸）［２，２’ａｚｉｎｏｂｉｓ（３

ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏｔｈｉａｚｏｌｉｎｅ６ｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ），ＡＢＴＳ］被氧

化后生成的自由基ＡＢＴＳ·，其最大吸收波长为７３４

ｎｍ。当有自由基清除剂存在时，会导致ＤＰＰＨ·溶

液或ＡＢＴＳ·溶液的光密值变小，且与自由基清除
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剂的清除能力及数量呈定量关系［１１１２］。因此，可通

过测定ＤＰＰＨ·和ＡＢＴＳ·溶液光密度值的降低程

度来评价自由基清除剂的活性。

　　（１）ＤＰＰＨ自由基清除实验：用乙醇将ＤＰＰＨ配

制成浓度为６×１０－５ ｍｏｌ／Ｌ的溶液，０～４℃避光静

置８ｈ。取０．３ｍｌ菌株发酵液甲醇溶液与０．５ｍｌ

ＤＰＰＨ溶液混合，震荡摇匀后室温下避光静置２０

ｍｉｎ，测定溶液在５１７ｎｍ处的光密度Ｄｉ，以槲皮素
为阳性对照，甲醇为空白对照，平行测定３次，取平
均值，计算菌株发酵液对ＤＰＰＨ 自由基的清除率。
菌株发酵液对ＤＰＰＨ自由基的清除率（％）＝（Ｄ０－
Ｄｉ）／Ｄ０×１００％。Ｄ０为空白溶液的光密度；Ｄｉ为发
酵液甲醇溶液与ＤＰＰＨ反应后的光密度。

　　（２）ＡＢＴＳ自由基清除实验：用ｐＨ＝７．４的ＰＢＳ
将ＡＢＴＳ配制成浓度为０．２５ｍｏｌ／Ｌ的水溶液，取

５ｍｌ加入８８μｌ２ｍｍｏｌ／Ｌ的过硫酸钾，２５倍体积的
乙醇稀释处理后避光静置保存１３ｈ。取０．１ｍｌ菌
株发酵液甲醇溶液与０．９ｍｌＡＢＴＳ溶液混合，震荡
摇匀后室温下避光静置２０ｍｉｎ，测定溶液在７３４ｎｍ
处的光密度Ｄｉ，平行测定３次，取平均值，计算菌株
发酵液对 ＡＢＴＳ自由基的清除率。菌株发酵液对

ＡＢＴＳ自由基的清除率（％）＝（Ｄ０－Ｄｉ）／Ｄ０×
１００％。Ｄ０为空白溶液的光密度；Ｄｉ为菌株发酵液的
甲醇溶液与ＡＢＴＳ反应后的光密度。

１．３．４　ＨＬＥ抑制活性筛选　采用 ＨＬＥ抑制剂高
通量筛选模型［１３］检测菌株发酵液的 ＨＬＥ抑制率。
采用０．２Ｕ／ｍｌ的 ＨＬＥ３０μｌ，加入浓度５０ｍｍｏｌ／Ｌ
的底物ＳＴＡＮＡ１００μｌ，再加入菌株发酵液ＤＭＳＯ
溶液１０μｌ，混合于２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（ｐＨ
７．５，含１．０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）中，反应２４ｈ后，进行重氮
化衍生，用酶标仪测定波长５４５ｎｍ处光密度Ｄｉ，以

ＤＭＳＯ空白溶液作对照，平行测定３次，取平均值，
计算菌株发酵液对 ＨＬＥ的抑制率。菌株发酵液对

ＨＬＥ的抑制率（％）＝（Ｄ０－Ｄｉ）／Ｄ０×１００％。Ｄ０为

ＤＭＳＯ空白溶液的光密度；Ｄｉ为菌株发酵液的ＤＭ
ＳＯ溶液与 ＨＬＥ反应后的光密度。

１．４　统计学处理　计量数据以珚ｘ±ｓ表示。

２　结　果

２．１　１６ＳｒＤＮＡ序列测定及比对结果　将３６株菌
株的１６ＳｒＤＮＡ序列与ＧｅｎＢａｎｋ上已知的菌株系列
进行比对，结果表明，全部３６个菌株的１６ＳｒＤＮＡ
序列均与 Ｈａｌｏｍｏｎａｓｓｐ．具有很高的相似性，相似
度９６％～９９％，其中 ＭＺ０３０６Ａ１已被 ＧｅｎＢａｎｋ收
录，收录号为ＥＵ１２４７４５。将这３６株菌进行多序列

比对（ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８）并绘制进化树，结果见图１。

图１　３６株盐单胞菌的多序列比对结果

Ｆｉｇ１　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆ３６Ｈａｌｏｍｏｎａｓｓｔｒａｉｎｓ

　　从图１中可以看出，３６株盐单胞菌可在进化树
上聚为５个基本部分，它们虽然均为盐单胞菌，但不
同菌株的亲缘关系还是不同的。由于１６ＳｒＤＮＡ序
列测定仅能将菌株的分类地位确立到属，对于后续
实验研究中发现的高活性菌株，我们还需要采用其
他的方式对其进行详细的分类。

２．２　细胞毒活性筛选结果　３６株测试菌对于

ＨｅｐＧ２细胞和 ＨＬ６０细胞具有不同程度的抑制活
性。１１株菌株表现出对ＨｅｐＧ２细胞的抑制活性，抑
制率（４．４０±１．２）％～（２４．９０±３．５）％；２０株菌对

ＨＬ６０细胞有抑制作用，抑制率（１．７０±１．１）％～
（５０．９０±４．２）％。其中１１株菌株对测试的２种肿
瘤细胞株均有不同程度的抑制活性，９株菌株特异性
地抑制ＨＬ６０细胞的增殖，Ｍ５６菌株对ＨＬ６０细胞
的抑制率高达５０．９％（图２）。

２．３　抗氧化活性筛选结果　在所有测试的盐单胞
菌中，具有自由基清除活性的菌株仅有８株。Ａ３０、

Ｍ５４、Ｍ４９菌株发酵液对 ＤＰＰＨ 自由基有清除作
用，清除率分别为（５９．０６±３．２）％、（９．８２±３．５）％
和（５．６８±３．７）％；７株菌株发酵液对ＡＢＴＳ自由基
有清除活性，清除率为（４．４９±２．１）％～（５８．４３±
４．４）％。另外从图３中还可以看出，Ａ３０菌株的发酵
液对ＡＢＴＳ和ＤＰＰＨ自由基均有中等清除活性。５
株菌株表现出对 ＡＢＴＳ自由基清除能力的特异性，
它们的发酵液对ＡＢＴＳ自由基有清除活性而对ＤＰ
ＰＨ自由基则完全没有作用（图３）。

２．４　ＨＬＥ抑制活性筛选结果　３６株测试菌中只有
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Ｓ６２、Ｍ６２、Ｍ５２等３株菌株的发酵液对ＨＬＥ有抑制
活性，其抑制率分别为（７１．１９±５．６２）％、（１２．７７±

１．８８）％、（１２．７１±１．８１）％。

图２　菌株发酵液对ＨｅｐＧ２（Ａ）和ＨＬ６０（Ｂ）的抑制率

Ｆｉｇ２　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＨｅｐＧ２（Ａ）ａｎｄＨＬ６０（Ｂ）ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｂｙｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｏｆｂａｃｔｅｒｉａ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图３　菌株发酵液对ＡＢＴＳ、ＤＰＰＨ自由基的清除作用

Ｆｉｇ３　ＡＢＴＳａｎｄＤＰＰＨｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

ｃａｐａｃｉｔｉｅｓｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｏｆｂａｃｔｅｒｉａ

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　本实验对前期分离自东海海水的一批微生物菌
株样品进行了１６ＳｒＤＮＡ序列测定及比对分析发
现，有３６株菌属于盐单胞菌，占已测序菌株的１０％
（数据未列出），是主要的优势菌种，说明在海洋这种
高盐度的条件下，盐单胞菌显然比其他种属的菌株
更易于生存。但是，通过多序列比对我们也发现，虽
然同属于盐单胞菌，但这３６株菌株在进化关系上还
是有所差别的，比如 Ａ１０、Ｍ５４、Ｍ５５、Ｍ５６这４株
菌，与其他菌株的亲缘关系较远。由于１６ＳｒＤＮＡ
序列测定本身的局限性，只能将菌株分类到属，所
以，对于后期活性筛选中挑选到的高活性菌株，我们
将结合生理生化性质、基因组Ｇ＋Ｃ含量测定以及
胞壁脂肪酸组成等多种手段进一步鉴定。

　　前期对于盐单胞菌的研究报道主要集中于耐盐
基因的克隆，生理生化性质的研究及种属的确定上，
对于盐单胞菌属的生物学活性，还未见有较系统的
研究。本实验采用了多种方法对这３６株盐单胞菌
进行了多种生物学活性测定。ＭＴＴ实验结果表明，
在测试的盐单胞菌中，有超过一半的菌株（２１株／３６
株）具有不同程度的细胞毒活性，近１／３的菌株（１１
株／３６株）对两种肿瘤细胞株均有不同程度的抑制
活性。总体来讲，对 ＨＬ６０细胞株的抑制程度要高
于对 ＨｅｐＧ２的抑制程度。ＤＰＰＨ和ＡＢＴＳ自由基
清除模型的实验结果显示，盐单胞菌的代谢产物中，
仅有很少的具有抗氧化活性，但是，Ｍ５６对于ＡＢＴＳ
的抑制率及Ａ３０对ＤＰＰＨ的抑制率都接近６０％，说
明其中的抗氧化物质活性很高。利用本实验室前期
建立的体外 ＨＬＥ抑制剂筛选模型［１３］，本研究还对
盐单胞菌代谢产物的ＨＬＥ抑制活性进行了筛选，发
现虽然仅有３株菌的代谢产物能抑制ＨＬＥ的活性，
但Ｓ６２的抑制活性很强，达到了７０％以上。

　　通过上述这些活性筛选方法，本实验对自行分
离得到的盐单胞菌进行了多方面的生物学活性测

试，从测试结果中，我们获得了２株高细胞毒活性的
菌株（Ｍ４９和 Ｍ５６）、２株高抗氧化活性菌株（Ｍ５６
和Ａ３０）以及１株具有很强 ＨＬＥ抑制活性的菌株
（Ｓ６２）。今后将主要展开这些高活性菌株的多相分
类学鉴定及活性代谢产物的鉴定。
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《实用波谱综合分析》已出版

　　《实用波谱综合分析》由陈海生主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７５４８１０１７８９，定价３５．００元。

　　现代波谱分析是测定有机化合物和天然产物结构十分重要的分析方法。波谱分析方法具有微量、快速、灵敏、准确和重复

性好等优点。这些波谱技术方法的应用和迅速发展，大大推动了有机化学、天然产物化学以及生命科学的发展。

　　《实用波谱综合分析》介绍了运用波谱分析鉴定有机化合物的一般程序、有机化合物的波谱结构分析、天然产物的波谱结

构分析及常见不同类型天然产物的波谱特征，着重讨论波谱图与分子结构的关系以及波谱在分子结构鉴定中的应用，结合实

例介绍了综合运用多种波谱方法解析有机化合物结构的方法，列举了综合波谱分析解析化合物过程的实例，强调培养学生运

用波谱综合分析解决有机化学结构的实际能力。书中收录了较多的波谱图，不仅列举了较多的波谱解析实例，另配有结构波

谱解析过程光盘。

　　《实用波谱综合分析》内容新颖，具有相当的理论深度和难度，可作为药学、化学化工以及相关学科研究生和高年级本科生

参考用书，也可供相关研究工作者参考。

　　该书由第二军医大学出版社发行科发行，全国各大书店均有销售。
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