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一株具有抗稻瘟霉活性的海洋细菌３２１１２２的筛选和分离鉴定

杨　妤，许强芝，艾　峰，刘小宇，施晓琼，焦炳华

（第二军医大学基础部生物化学与分子生物学教研室，上海２００４３３）

［摘要］　目的：从中国东海微生物样品中分离筛选活性细菌菌株，并对活性菌株３２１１２２进行鉴定。方法：采用无限稀释

和平板划线法分离微生物样品，利用稻瘟霉模型进行活性筛选；并对其中的活性菌株３２１１２２的形态、培养特征以及生理生

化特征进行研究，使用１６ＳｒＤＮＡ序列分析的方法对菌株３２１１２２进行了分类鉴定。结果：分离得到４２１株细菌，包括活性

菌株５４株，其中活性菌株３２１１２２是一株弱嗜盐菌，具有陆地芽孢杆菌的形态特点，能产生胞外淀粉酶、过氧化氢酶，液化明

胶、石蕊牛奶反应阳性，１６ＳｒＤＮＡ序列分析该菌株与枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）同源性达到９８％以上。结论：活性菌株

３２１１２２是一株适应了海洋环境的枯草芽孢杆菌。
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　　在过去的７０多年中，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。

　　由于海洋环境的特殊性，海洋微生物具有独特

的代谢方式，其代谢物化学结构也具有极大的复杂

性和多样性。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。在从中国东海海域多个站

点采集各种微生物样品分离筛选过程中，我们得到

的一株具有抗稻瘟霉活性的菌株３２１１２２，结合菌

株的培养和生理生化特性，应用１６ＳｒＤＮＡ作为分

子指标对该菌进行了分子分类鉴定，并对所得数据

进行分析和讨论。

１　材料和方法

１．１　样品采集　２００４年５月在东海离岸３０海里

以远海域不同站点采集的微生物样品３９份，其中包

括海洋底泥样品２８份，水样１１份。采样范围北起

上海崇明岛，南至福建的南麂列岛，跨越纬度

２７°１５′～３１°３４′。样品采集后４℃低温保存。

１．２　菌株分离［１］　将无菌采集的海水１ｍｌ加入已

灭菌的人工海水９ｍｌ振荡混匀，制成１０－１稀释液，

进一步按１１０比例逐级稀释成１０－２、１０－３、１０－４、

１０－５稀释液，取各梯度稀释液０．１ｍｌ涂布到分离培
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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，以平板划线进行

多次划线分离，显微镜镜检分纯为止，４℃保存在相

应的斜面培养基上。

　　分离培养基（ＺｏＢｅｌｌ２２１６Ｅ培养基）：蛋白胨

０．５％，酵母膏０．１％，磷酸亚铁０．０１％，琼脂１．５％，

人工海水１００ｍｌ，ｐＨ６．０～６．５，１１５℃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℃，１３０

ｒ／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（４℃，２０００ｒ／ｍｉｎ，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　活性筛选实验　根据 Ｋｏｂａｙａｓｈｉ等［２］的稻瘟

霉筛选方法和检测指标，对纯化的菌株进行活性筛

选，用稻瘟霉模型筛选出来的活性菌株，再参照文

献［３］利用传统纸片法以黄瓜黑星病菌为指示菌复

筛。

　　稻瘟霉（Ｐｙｒｉｃｕｌａｒｉａｏｒｙｚａｅ）Ｐ２ｂ，复旦大学医

学院提供；黄瓜黑星病菌（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｃｕｃｕｍｅｒｉ

ｎｕｍ）由本实验室保存；指示菌培养基均采用改良

ＰＤＡ培养基。

１．５　菌株鉴定

１．５．１　形态特征　于ＺｏＢｅｌｌ２２１６Ｅ培养基（人工海

水配置）上２８℃培养２ｄ，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和

Ｆｕｌｔｏｎ染色观察芽孢。

１．５．２　培养特征　在ＺｏＢｅｌｌ２２１６Ｅ培养基、牛肉膏

蛋白胨培养基、ＬＢ培养基上２８℃培养２～３ｄ后观

察菌落形态及颜色。

１．５．３　生理生化特征　对菌株３２１１２２进行了淀

粉水解试验、油脂水解试验、明胶水解试验、石蕊牛

奶试验、ｖｐ反应以及耐盐实验［４］。

１．５．４　１６ＳｒＤＮＡ序列测定和分析　参考邹玉霞

等［５］的方法将菌株３２１１２２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，于１００℃水浴５ｍｉｎ，离心 （２０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），

取上清作为细菌 ＤＮＡ 原液。采用通用引物进行

１６ＳｒＤＮＡ基因的ＰＣＲ扩增，正向引物ＰｒｉｍｅｒＡ
（对应于Ｅ．ｃｏｌｉ的１６ＳｒＤＮＡ５′端８～２７ｆ位置）：５′

ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′；反向引物

ＰｒｉｍｅｒＢ（对应于Ｅ．ｃｏｌｉ的１６ＳｒＤＮＡ５′端１４９２～
１５１０ｒ位置）：５′ＴＴＡＡＧＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＣＣＧ

ＣＡ３′。在５０μｌＰＣＲ反应体系中含有１×ＰＣＲ缓

冲液，１．５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２，ｄＮＴＰ 混合物各 ２００

μｍｏｌ／Ｌ，引物各０．５μｍｏｌ／Ｌ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶２．５

Ｕ，１μｌ细菌ＤＮＡ原液。ＰＣＲ扩增条件为９６℃预

变性６ｍｉｎ，然后９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃退火１ｍｉｎ，

７２℃延伸３ｍｉｎ共３０个循环，再７２℃后温育６ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物纯化后委托上海生工生物工程技术服务

有限公司进行序列测定。对测定得到的１６ＳｒＤＮＡ
序列利用相关生物软件ＢＬＡＳＴ和ＣｌｕｓｔａｌＷ１．８进

行分析。

２　结果和讨论

２．１　活性菌株的筛选　从海水、海洋底泥样品中分
离得到４２１株细菌，有５４株表现出程度不一的抗稻
瘟霉活性，其中来自浙江附近海域的海水样品（编号

ｚｊ０３０４）的菌株３２１１２２，表现出很强的抗稻瘟霉活
性，使稻瘟霉菌丝末端发生明显的膨大变形（图１
Ａ），在稀释１０３倍以上仍能使稻瘟霉菌丝生长异常。
利用纸片法以黄瓜黑星病菌作为指示菌复筛，抑菌
圈直径为２５ｍｍ。

图１　稻瘟霉菌丝末端膨大变形（Ａ）及

正常生长（Ｂ，×４００）

Ｆｉｇ１　ＳｗｏｌｌｅｎｃｏｎｄｉａｏｆＰｙｒｉｃｕｌａｒｉａＯｒｙｚａｅ（Ａ）

ａｎｄｎｏｒｍａｌｃｏｎｄｉａｏｆＰｙｒｉｃｕｌａｒｉａＯｒｙｚａｅ（Ｂ，×４００）

２．２　菌株的形态特征和培养特征　菌体短杆状，大

小约为（０．３～０．５）μｍ×（０．６～０．８）μｍ，革兰染色

阳性，芽孢卵圆，位置居中，不膨大。在ＺｏＢｅｌｌ２２１６Ｅ
固体培养基上单菌落呈圆形，直径１～２ｍｍ，表面光

滑，稍隆起，颜色微黄不透明，边缘整齐，在ＺｏＢｅｌｌ

２２１６Ｅ液体培养基中生长有絮状沉淀生成。扫描电

镜图见图２。
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图２　菌株３２１１２２的扫描电镜图

Ｆｉｇ２　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｓｔｒａｉｎ３２１１２２
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）ｕｎｄｅｒｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×５０００）

２．３　生理生化特征　结果显示菌株３２１１２２具有
过氧化氢酶活性，能产生胞外淀粉酶，液化明胶，分
解牛奶中的酪蛋白产碱，耐盐试验表明该菌株在

１０％浓度以下的ＮａＣｌ中都能生长，２．５％ＮａＣｌ浓度
下生长最好，为最适生长盐度。

２．４　１６ＳｒＤＮＡ序列分析　菌株３２１１２２的１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列有１４５７ｂｐ，３个反应通测，具体核苷酸
序列如下：ＣＣＴＡＴＡＡＴＧＣＡＡＧＴＣＧＡＧＣＧＧ
ＡＡＧＡＴＧＧＧＡＧＣＴＴＧＣＴＣＣＣＴＧＡＴＧＴＴＡ
ＧＣＧＧＣＧＧＡＣＧＧＧＴＧＡＧＴＡＡＣＡＣＧＴＧＧＧ
ＴＡＡＣＣＴＧＣＣＴＧＴＡＡＧＡＣＴＧＧＧＡＴＡＡＣＴ
ＣＣＧＧＧＡＡＡＣＣＧＧＧＧＣＴＡＡＴＡＣＣＧＧＡＴＧ
ＧＴＴＧＴＴＴＧＡＡＣＣＧＣＡＴＧＧＴＴＣＡＧＡＣＡＴ
ＡＡＡＡＧＧＴＧＧＣＴＴＣＧＧＣＴＡＣＣＡＣＴＴＡＣＡ
ＧＡＴＧＧＡＣＣＣＧＣＧＧＣＧＣＡＴＴＡＧＣＴＡＧＴＴ
ＧＧＴＧＡＧＧＴＡＡＣＧＧＣＴＣＡＣＣＡＡＧＧＣＧＡＣ
ＧＡＴＧＣＧＴＡＧＣＣＧＡＣＣＴＧＡＧＡＧＧＧＴＧＡＴ
ＣＧＧＣＣＡＣＡＣＴＧＧＧＡＣＴＧＡＧＡＣＡＣＧＧＣＣ
ＣＡＧＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧＴＡＧＧ
ＧＡＡＴＣＴＴＣＣＧＣＡＡＴＧＧＡＣＧＡＡＡＧＴＣＴＧ
ＡＣＧＧＡＧＣＡＡＣＧＣＣＧＣＧＴＧＡＧＴＧＡＴＧＡＡ
ＧＧＴＴＴＴＣＧＧＡＴＣＧＴＡＡＡＧＣＴＣＴＧＴＴＧＴ
ＴＡＧＧＧＡＡＧＡＡＣＡＡＧＴＧＣＣＧＴＴＣＡＡＡＴＡ
ＧＧＧＣＧＧＣＡＣＣＴＴＧＡＣＧＧＴＡＣＣＴＡＡＣＣＡ
ＧＡＡＡＧＣＣＡＣＧＧＣＴＡＡＣＴＡＣＧＴＧＣＣＡＧＣ
ＡＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡＴＡＣＧＴＡＧＧＴＧＧＣＡＡＧＣ
ＧＴＴＧＴＣＣＧＧＡＡＴＴＡＴＴＧＧＧＣＧＴＡＡＡＧＧ
ＧＣＴＣＧＣＡＧＧＣＧＧＴＴＴＣＴＴＡＡＧＴＣＴＧＡＴ
ＧＴＧＡＡＡＧＣＣＣＣＣＧＧＣＴＣＡＡＣＣＧＧＧＧＡＧ
ＧＧＴＣＡＴＴＧＧＡＡＡＣＴＧＧＧＧＡＡＣＴＴＧＡＧＴ
ＧＣＡＧＡＡＧＡＧＧＡＧＡＧＴＧＧＡＡＴＴＣＣＡＣＧＴ
ＧＴＡＧＣＧＧＴＧＡＡＡＴＧＣＧＴＡＧＡＧＡＴＧＴＧＧ
ＡＧＧＡＡＣＡＣＣＡＧＴＧＧＣＧＡＡＧＧＣＧＡＣＴＣＴ
ＣＴＧＧＴＣＴＧＴＡＡＣＴＧＡＣＧＣＴＧＡＧＧＡＧＣＧ

ＡＡＡＧＣＧＴＧＧＧＧＡＧＣＧＡＡＣＡＧＧＡＴＴＡＧＡ
ＴＡＣＣＣＴＧＧＴＡＧＴＣＣＡＣＧＣＣＧＴＡＡＡＣＧＡ
ＴＧＡＧＴＧＣＴＡＡＧＴＧＴＴＡＧＧＧＧＧＴＴＴＣＣＧ
ＣＣＣＣＴＴＡＧＴＧＣＴＧＣＡＧＣＴＡＡＣＧＣＡＴＴＡ
ＡＧＣＡＣＴＣＣＧＣＣＴＧＧＧＧＡＧＴＡＣＧＧＴＣＧＣ
ＡＡＧＡＣＴＧＡＡＡＣＴＣＡＡＡＧＧＡＡＴＴＧＡＣＧＧ
ＧＧＧＣＣＣＧＣＡＣＡＡＧＣＧＧＴＧＧＡＧＣＡＴＧＴＧ
ＧＴＴＴＡＡＴＴＣＧＡＡＧＣＡＡＣＧＣＧＡＡＧＡＡＣＣ
ＴＴＡＣＣＡＧＧＴＣＴＴＧＡＣＡＴＣＣＴＣＴＧＡＣＡＡ
ＴＣＣＴＡＧＡＧＡＴＡＧＧＡＣＧＴＣＣＣＣＴＴＣＧＧＧ
ＧＧＣＡＧＡＧＴＧＡＣＡＧＧＴＧＧＴＧＣＡＴＧＧＴＴＧ
ＴＣＧＴＣＡＧＣＴＣＧＴＧＴＣＧＴＧＡＧＡＴＧＴＴＧＧ
ＧＴＴＡＡＧＴＣＣＣＧＣＡＡＣＧＡＧＣＧＣＡＡＣＣＣＴ
ＴＧＡＴＣＴＴＡＧＴＴＧＣＣＡＧＣＡＴＴＣＡＧＴＴＧＧ
ＧＣＡＣＴＣＴＡＡＧＧＴＧＡＣＴＧＣＣＧＧＴＧＡＣＡＡ
ＡＣＣＧＧＡＧＧＡＡＧＧＴＧＧＧＧＡＴＧＡＣＧＴＣＡＡ
ＡＴＣＡＴＣＡＴＧＣＣＣＣＴＴＡＴＧＡＣＣＴＧＧＧＣＴ
ＡＣＡＣＡＣＧＴＧＣＴＡＣＡＡＴＧＧＡＣＡＧＡＡＣＡＡ
ＡＧＧＧＣＡＧＣＧＡＡＡＣＣＧＣＧＡＧＧＴＴＡＡＧＣＣ
ＡＡＴＣＣＣＡＣＡＡＡＴＣＴＧＴＴＣＴＣＡＧＴＴＣＧＧ
ＡＴＣＧＣＡＧＴＣＴＧＣＡＡＣＴＣＧＡＣＴＧＣＧＴＧＡ
ＡＧＣＴＧＧＡＡＴＣＧＣＴＡＧＴＡＡＴＣＧＣＧＧＡＴＣ
ＡＧＣＡＴＧＣＣＧＣＧＧＴＧＡＡＴＡＣＧＴＴＣＣＣＧＧ
ＧＣＣＴＴＧＴＡＣＡＣＡＣＣＧＣＣＣＧＴＣＡＣＡＣＣＡ
ＣＧＡＧＡＧＴＴＴＧＴＡＡＣＡＣＣＣＧＡＡＧＴＣＧＧＴ
ＧＡＧＧＴＡＡＣＣＴＴＴＴＡＧＧＡＧＣＣＡＧＣＣＧＣＣ
ＧＡＡ ＧＧＴ ＧＧＧ ＡＣＡ ＧＡＴ ＧＡＴ ＴＧＧ ＧＧＧ
ＡＡＧＴＣＧＡＡ。所测定得到的１６ＳｒＤＮＡ序列结
果较正后输入ＧｅｎＢａｎｋ、ＥＭＢＬ、ＤＤＢＪ等数据库用

ＢＬＡＳＴ软件进行相似性搜索比较，ＣｌｕｓｔａｌＷ１．８软
件进行多序列比对，菌株３２１１２２与枯草芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）中的各菌株具有极高的同源性
（９８％以上），推定为枯草芽孢杆菌。从比对得到的
高度同源序列中随机选取部分序列构建了系统进化

树，显示菌株３２１１２２与同源菌株的亲缘关系
（图３）。

　　菌株３２１１２２是从中国东海浙江沿岸海域海
水样品中分离获得的，其发酵液能使稻瘟霉分生孢
子和菌丝生长受抑并发生明显变形，对菌株进行

１６ＳｒＤＮＡ序列分析，并结合菌株的形态、培养特征
和生理生化反应等多项分类特征综合分析后将菌株

３２１１２２归属于为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉ
ｌｉｓ），耐盐实验表明该菌株在接近海水盐度的２．５％
ＮａＣｌ浓度下生长最好，推测可能是早前被从陆地冲
刷到海洋中，并已经适应了海洋高盐的环境。有关
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该菌株发酵液的活性物质的分离纯化和结构分析工 作正在进行当中。

图３　根据１６ＳｒＤＮＡ序列进行菌株３２１１２２的系统发生学分析
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