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东海药用微生物资源的初步调查研究

杨　妤，许强芝，艾　峰，刘小宇，施晓琼，焦炳华

（第二军医大学基础医学部生物化学与分子生物学教研室，上海２００４３３）

［摘要］　目的：对中国东海药用微生物资源进行初步调查研究。方法：从中国东海采集海水和底泥样品，选用不同的分离培

养基，采用无限稀释及平板划线的方法分离出单菌落，利用纸片法和稻瘟霉模型对菌株发酵液进行活性筛选。结果：从样品

中分离得到１０４１株单菌落，包括５０６株放线菌，４２１株细菌和１１４株真菌，其中具有抗菌活性菌株３０３株，活性菌株分离率为

２９．１％。抗稻瘟霉分生孢子活性菌株２１９株，活性菌株分离率为２１．０％。结论：分离得到的抗菌活性菌株，抗稻瘟霉分生孢

子活性菌株的比例均达到２０．０％以上，说明东海具有丰富的药用微生物资源。
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　　自从１９２９年弗莱明从真菌中发现青霉素以来，
微生物活性代谢产物已成为药物的丰富资源。在过
去的７０多年，人们从陆地微生物资源中寻找新药已
取得巨大的成就，但是随着陆地微生物资源的枯竭
和临床上耐药情况的日趋严重，寻找活性物质的新
源泉成为当务之急，海洋微生物作为一个巨大的尚
待开发的资源越来越受到关注。

　　利用海洋微生物资源，首先要对海洋微生物资
源进行调查研究，鉴于目前对东海药用微生物资源
缺乏较为系统的研究，我们在东海大范围采样，收集
和保存了一批海洋微生物菌株，并对其体外发酵产
物活性进行了初步的研究，大致分析了海洋微生物
的体外发酵产物的拮抗活性与微生物种类及样品来

源之间的关系，以期为海洋药源微生物的后继开发
提供参考。

１　材料和方法

１．１　样品采集　２００４年５月在东海３０海里（１海
里＝１．８５２公里）以远海域不同站点采集微生物样

品３９份，采样范围包括了上海、浙江、福建沿海海
域，北起上海崇明岛南至福建的南麂列岛（纬度２７°
１５′～３１°３４′）。其中包括海洋底泥样品２８份，海水
样品１１份，样品采集后４℃低温保存。我们实验室
对其中４份泥样，４份水样进行了菌株分离。

１．２　菌株分离［１］　泥样：称取样品中心部位海泥５
ｇ，加入４５ｍｌ已灭菌的人工海水中，充分振荡混匀
成混悬液，静沉。无菌采集的海水（水样）及静沉后
泥样（取上清）均用灭菌人工海水逐级稀释成１０－１、

１０－２、１０－３、１０－４、１０－５稀释液，取各梯度稀释液０．２
ｍｌ分别涂布到５种不同的分离培养基平板上，２５℃
恒温培养７～１４ｄ，根据样品不同以及菌株形态的差
异挑取单菌落。

　　在分离过程中反复进行平板划线并结合显微镜
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检进行纯化，４℃保存在相应的斜面培养基上。放线
菌培养基（％）：１号：葡萄糖１．０，酵母膏１．０，牛肉
膏０．０４，蛋白胨０．４０，琼脂１．５０；２号：葡萄糖０．５０，
酵母膏０．５０，牛肉膏０．４０，蛋白胨０．４０，琼脂２．０。
细菌培养基（％）：３号：蛋白胨０．５０，酵母膏０．１０，

ＦｅＳＯ４０．００１，琼脂１．５０；４号：葡萄糖０．６０，蛋白胨

０．５０，酵母膏０．１０，琼脂２．０。真菌培养基：市售孟
加拉红培养基，添加氯霉素０．１ｇ／Ｌ。

　　以上培养基均用人工海水配制，ｐＨ６．０～６．５，

８ＭＰａ，高压灭菌３０ｍｉｎ。

１．３　发酵液制备　菌株接种于５ｍｌ相应的液体培
养基中（将相应配方中的琼脂成分除去）２５℃１３０ｒ／

ｍｉｎ摇床培养２ｄ，活化菌株，在无菌条件下取１００

μｌ菌液转移入新鲜的液体培养基２０ｍｌ中继续摇床
培养７ｄ，取５ｍｌ菌液离心（２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，５
ｍｉｎ）去除菌体，上清用０．２２μｍ的微孔滤膜过滤除
菌，４℃保存备用。

１．４　活性筛选

１．４．１　抑菌实验　参照文献［２］，采用圆形纸片法筛
选活性菌株。

　　抑菌实验用指示菌：枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ），大肠埃希氏菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ），白色念
珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ），以上菌株为本实验室保
存。

　　以３种氨苄青霉素、酮康唑、氟哌酸药敏纸片作
为阳性对照，无菌生理盐水作为阴性对照。

　　在平板上加入０．１ｍｌ的指示菌悬液，用玻棒涂
布均匀，细菌指示菌用营养琼脂平板，真菌指示菌用

ＰＤＡ平板。将待测发酵液５０μｌ滴加在预先灭菌的
圆形滤纸片上（直径６ｍｍ），自然晾干，然后将纸片
贴在平板上，３７℃恒温培养１～２ｄ，观察结果并测量
抑菌圈的大小。

１．４．２　抗稻瘟霉分生孢子活性筛选　稻瘟霉模型
是以稻瘟霉的分生孢子及菌丝形态异常或生长抑制

为活性指标的生物活性检测模型，可以用来筛选具
有抗有丝分裂的次生代谢物，具有经济、快速、简便、
平行性好等优点，是一种比较理想的初筛模型，利用
该模型已经成功获得抗肿瘤药物ｒｈｉｚｏｘｉｎ。具体操
作参照文献［３］的方法进行，根据文献［４］的指标判断

活性。

２　结　果

　　按照采样点的不同以及菌落形态、大小、颜色等
特点，利用５种不同的分离培养基分离得到１０４１
株纯培养物，包括５０６株放线菌，１１４株真菌以及

４２１株细菌，从海泥样品中分离得到菌株数目明显
多出海水样品，尤其是真菌。

２．１　海洋微生物抗菌活性菌株的筛选　利用３株
指示菌进行抑菌实验筛选出具有抗菌活性菌株３０３
株，总活性率为２９．１％，其中包括放线菌１９１株、细
菌７８ 株、真菌 ３４ 株，分别占活性菌株总数的

３７．７％、１８．５％、２９．８％。３种不同类型海洋微生物
中活性菌的分离率表现为放线菌＞真菌＞细菌。

２．１．１　海洋放线菌的抗菌活性　从放线菌中分离
得到的抑菌活性菌株比例最高，为３７．７％。活性菌
株的抑菌活性以抗枯草杆菌为主，占活性菌株总数
的８２．５％，抗大肠杆菌的活性菌株有１６株，占

８．３％，抗真菌的活性菌株有４２株，比例为２２％，其
中有６株同时具有抗枯草杆菌和大肠杆菌活性，有

４株菌可以同时抑制大肠杆菌、枯草杆菌和真菌。

２．１．２　海洋细菌的抗菌活性　海洋细菌在三者当
中活性菌株所占的比例最低，为１８．５％，抑菌活性
也主要表现在抗枯草杆菌方面，占活性菌株总数的

７８．２％（６１株），抗真菌的活性菌株比例为２１．８％
（１７株），没有发现对大肠杆菌有活性的菌株，也没
有同时对两种或三种受试菌都有活性的菌株。

２．１．３　海洋真菌的抗菌活性　真菌的抗菌活性菌
株比例介于放线菌和细菌之间，为２９．８％，同样是
以抗枯草杆菌为主，占活性菌株总数的７３．５％（２５
株），抗大肠杆菌的活性菌株比例为１１．８％（４株），
抗真菌的比例为１４．７％（５株），其中有５株对枯草
杆菌和大肠杆菌都有活性，有３株菌对三种受试菌
都表现出活性。

２．２　海洋微生物抗稻瘟霉分生孢子活性菌株的筛
选　利用稻瘟霉活性筛选出具有活性的菌株２１９
株，总活性率２１．０％，其中包括１２６株放线菌，５４株
细菌，２９ 株真菌，分别占活性菌株的 ５７．５％、

２５．０％、１３．２％。

３　讨　论

　　１９６６ 年，Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒ从海洋含溴假单孢菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｂｒｏｍｏｔｉｌｉｓ）中分离得到抗生素硝吡
咯菌素Ｐｙｒｒｏｌｎｉｔｒｉｎ，开启了海洋微生物活性的探索
研究，２０世纪９０年代以来来对于海洋微生物的研
究越来越受重视，发现了许多在化学上和生物学上
有意义的次级代谢产物，例如日本Ｔｏｋｙｏ小组从海
洋放线菌中分离得到的含硼化合物ａｐｌａｓｍｏｎｈｏｄ
ｉｄｅ［５］，能抑制革兰阳性菌等，而且在体内具有抗疟
活性，美国加利福尼亚大学海洋研究所从加州海岸
分离得到的一株深海菌，从中获得了一系列新的细
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胞毒和抗病毒的大环内酯，具有极强的抗菌活性和
抗黑色素瘤活性，随着研究的深入还发现许多原来
分离自海洋大型生物的活性成分其真正的来源是其

共附生的微生物［６］，这一些都说明海洋微生物是药
物研究与开发的新的重要资源。

　　我们实验室的工作也说明了这一点，我们利用
传统的抗菌模型和稻瘟霉模型对分离自东海的三大

类共１０４１株海洋微生物进行筛选，得到抗菌活性
菌株３０３株，具有抗稻瘟霉分生孢子活性的菌株

２１９株，比例均达到２０％以上，说明东海的药用微生
物资源丰富。

　　从海泥样品分离到的微生物数量明显比海水样
品多，尤其是海洋真菌的数量，而且活性菌株一半以
上来自海洋底泥，可能与底泥中营养物质相对比较
丰富有关。不同种类的海洋微生物活性菌株分离率
有一定的差别，在抗菌活性方面，海洋放线菌分离率
最高，真菌次之，海洋细菌最低，这与文献［７］的报道

是一致的，在抗稻瘟霉分生孢子活性菌株筛选中，放
线菌分离率仍然最高，不同的是海洋细菌活性菌株
分离率比真菌高，与陆地微生物不同，这些提示我们
可能在海洋环境中细菌比真菌更倾向于产生具有抗

有丝分裂的次级代谢产物，而且细菌比放线菌、真菌
更易于培养发酵，这些可以为今后的研究方向及侧
重点的选择提供一定参考。

　　另外据报道，陆地微生物的抗菌活性大部分是
针对革兰阳性菌的，而以大肠杆菌为代表的革兰阴
性菌由于细胞膜组成、胞内药物排出泵等机制，对将
近９０％的天然抗生素都有耐药性［８，９］，筛选抗革兰

阴性菌活性的菌株对于新的抗生素开发有重大意

义。在筛选过程中，我们发现海洋微生物的抗菌活
性绝大部分也是针对枯草杆菌这类革兰阳性菌的，
但是其中有２０株是有抗大肠杆菌活性的，对其进行
深入地研究，可能从中可以发现一些新的抗菌物质。
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