
书书书

· ２４　　　 ·
第二军医大学学报　２００９年１月第３０卷第１期 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊａｎ．２００９，Ｖｏｌ．３０，Ｎｏ．１

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２００９．０００２４ ·论　著·

两株产生大环内酯 ＭａｃｒｏｌａｃｔｉｎＳ的海洋细菌的筛选及鉴定
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［摘要］　目的：从中国东海分离筛选抗菌活性微生物，确定活性菌株的分类地位。方法：随机挑选３０株本室保存的分离自

中国东海的细菌，利用抗大肠杆菌模型进行活性筛选。对活性菌株进行形态特征、生化特征、盐需求测试及１６ＳｒＤＮＡ序列分

析，并将所测得的序列在ＮＣＢＩ数据库进行相似性搜索，选取其中具有代表性的序列以邻接法构建系统进化树，将菌株鉴定到

属。结果：筛选出活性菌株Ｆ８１６１２和Ｆ２０１７２１，它们的最适生长盐浓度分别为１０％和７．５％，菌株形态特征、生化性质与

Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．相符，菌株Ｆ８１６１２和Ｆ２０１７２１的１６ＳｒＤＮＡ序列分别与Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ和Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ相似程度

最大。结论：利用抗大肠杆菌模型筛选到两株产大环内酯 ＭａｃｒｏｌａｃｔｉｎＳ的细菌，均为中等嗜盐的海洋Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（１）：２４２７］

　　海洋是一个极其复杂的生态系统，而且海洋环
境特殊，其中的生物在这样特殊的环境下生存产生
一些新结构新活性化合物的几率也较陆地生物

大［１］。面对日益严峻的病原菌耐药情况，陆地微生
物资源几乎开发殆尽，本实验室以寻找新型药用先
导化合物为目的，对东海微生物进行了多次采集、分
离纯化及活性筛选工作，其中利用抗大肠杆菌模型
筛选到了活性菌株Ｆ８１６１２和Ｆ２０１７２１，前期对两菌

株的代谢产物进行分离，均得到了一种新的大环内
酯 ＭａｃｒｏｌａｃｔｉｎＳ，它对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌
表现出很强的抑制活性［２］。本研究报告了两个菌株
的筛选和分类鉴定结果。

１　材料和方法

１．１　菌株来源及培养基　３０个菌株是由本实验室

从中国东海不同站点采集的海泥样品中分离得到并
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保存的。培养基：葡萄糖１０ｇ，酵母提取粉１０ｇ，蛋

白胨４ｇ，牛肉膏０．４ｇ，人工海水１０００ｍｌ，ｐＨ６．０。

指示菌大肠杆菌由本实验室保存，培养基为牛肉膏

蛋白胨培养基：牛肉膏５ｇ，蛋白胨１０ｇ，氯化钠５ｇ，

蒸馏水１０００ｍｌ，ｐＨ７．０～７．２。

１．２　主要试剂和仪器　ＴａｑＤＮＡ 聚合酶，ｄＮＴＰ，

ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（×１０），ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（×５），ＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ，ＥＢ（ＴａＫａＲａ公司）；通用引物［３］正向：５′

ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′，反向：５′

ＴＴＡＡＧＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＣＣＧＣＡ３′（上海生物

工程公司合成）；吸附柱式琼脂糖凝胶回收试剂盒

（博大泰克生物技术有限公司）；ＣＥ２０２１２０００系列

ＰＣＲ仪（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司）；ＰＡＣ３０００电泳仪 （Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司）；凝胶成像系统（天能公司）；ＨｉｍａｃＣＲ２１
高速低温离心机（Ｈｉｔａｃｈｉ公司）；７２２ｓ可见分光光度

计（上海精密科学仪器有限公司）。

１．３　活性菌株的筛选　３０个菌株以２８℃、１３０次／

ｍｉｎ、４０％装液量震荡培养４ｄ，８０００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝１０

ｃｍ）离心，０．４５μｍ的微孔滤膜过滤除菌，制备发酵

液，保存于４℃待用。取５μｌ处理后的发酵液加到

直径５ｍｍ的滤纸片上，再把纸片贴于涂有大肠杆

菌菌液的平板上，１６～１８ｈ后观测有无抑菌圈及抑

菌圈大小［４］。

１．４　活性菌株的分类鉴定

１．４．１　菌株形态观察及生化鉴定　参考文献［５］进

行。

１．４．２　菌株盐需求测试　参考文献［５］进行。

１．４．３　细菌总ＤＮＡ的提取　参考Ｋｎｕｔ等［６］的方

法将细菌划线接种在培养基平板上，２８℃培养过夜，
挑取单菌落悬浮于５０μｌ无菌蒸馏水中，于１００℃水
浴５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝４ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，上清
即为细菌总ＤＮＡ模板。

１．４．４　１６Ｓ基因的ＰＣＲ扩增及序列分析　２５μｌ反
应体系：１μｌ模板，引物各０．５μｌ，２μｌｄＮＴＰ，２．５μｌ
Ｂｕｆｆｅｒ（１０×），０．２５μｌＴａｑ酶，１８．２５μｌｄｄＨ２Ｏ。

９４℃预变性５ｍｉｎ；（９４℃，１ｍｉｎ；５８℃，１ｍｉｎ；７２℃，

１ｍｉｎ）３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。１％琼脂糖凝胶
电泳检测，胶回收。委托上海英骏生物技术有限公
司测序。测定的１６ＳｒＤＮＡ序列递交 ＧｅｎＢａｎｋ，获
得序列号，并用Ｂｌａｓｔ程序进行序列同源性分析，选
取具有代表性的序列以邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，

ＮＪ）构建系统进化树。所用软件程序为 ＣｌｕｓｔｅｒＸ
１．８３和 Ｍｅｇａ４．０。

２　结　果

２．１　活性菌株筛选结果　如图１所示，４号菌株
（Ｆ２０１７２１）和１０号菌株（Ｆ８１６１２）对大肠杆菌表现出
很强的抑制活性，抑菌圈直径均为３ｍｍ。

图１　筛选具有抗大肠杆菌活性的菌株

Ｆｉｇ１　ＳｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆａｃｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓａｇａｉｎｓｔＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ

２．２　细菌的分类鉴定结果

２．２．１　菌株生长情况及菌体形态特征　Ｆ８１６１２菌
落在培养基平板上呈圆形，边缘不整齐，单菌落直径

１～２ｍｍ，表面不光滑微隆起，颜色灰白；Ｆ２０１７２１在
培养基平板上呈圆形，边缘整齐，单菌落直径２～３
ｍｍ，表面光滑，颜色灰白；在液体培养基中生长均有
菌膜产生；两者镜检革兰染色阳性，菌体长杆状（图

２），芽孢染色有短杆状芽孢，位置居中且不膨大。

图２　菌株革兰染色

Ｆｉｇ２　Ｇｒａｍｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｗｏｓｔｒａｉｎｓ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１０００

２．２．２　生化特征　两种菌株的糖利用情况及部分
生化反应结果见表１。

２．２．３　盐需求测试　菌株Ｆ８１６１２和Ｆ２０１７２１在不
同ＮａＣｌ浓度下的生长情况如图３、图４所示。菌株

Ｆ８１６１２的最适生长盐度为１０％，Ｆ２０１７２１的最适生
长盐度为７．５％，均为中等耐盐菌［７］。

２．２．４　１６ＳｒＤＮＡ序列分析　菌株Ｆ８１６１２测得的

１６ＳｒＤＮＡ序列有效长度为１５１５ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ序列
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号ＥＵ１３６０４６），Ｆ２０１７２１测得的１６ＳｒＤＮＡ序列有
效长度为１６６３ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ序列号ＥＦ２１７８７２），输
入ＮＣＢＩ用Ｂｌａｓｔ软件进行相似性搜索比较，与相关
的序列构建系统进化树见图５，Ｆ８１６１２与Ｂａｃｉｌｌｕｓ

ｓｕｂｔｉｌｉｓ 位 于 同 一 分 支 中，Ｆ２０１７２１ 与 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ位于同一分支中，同源性都在

９９％以上，归属于芽孢杆菌属，但要鉴定到种还需要
与模式种进行ＤＮＡＤＮＡ同源性杂交方能确定。

表１　糖利用情况及生化反应

Ｔａｂ１　Ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｓａｃｃｈａｒｉｎｅａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｆ８１６１２ Ｆ２０１７２１ Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｆ８１６１２ Ｆ２０１７２１

Ｇｌｕｃｏｓｅ ＋ ＋ Ｃａｔａｌａｓｅ ＋ ＋
Ｌａｃｔｏｓｅ － ＋ ＯＦｔｅｓｔ Ｆ Ｆ
Ｍａｌｔｏｓｅ － － Ｓｔａｒｃｈｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ＋ ＋
Ｍａｎｎｏｓｅ － ＋ Ｍａｌｏｌａｔｅ ＋ ＋
Ｓｕｃｒｏｓｅ ＋ ＋ Ｃｉｔｒａｔｅ － －
Ａｒａｂｉｎｏｓｅ － － Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ － －
Ｘｙｌｏｓｅ － － Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｇｌｕｃｏｓｅｐｅｐｔｏｎｅｗａｔｅｒ（ＶＰ） ＋ ＋
Ｇａｌａｃｔｏｓｅ － － Ａｒｇｉｎｉｎｅｄｉｈｙｄｒｏｌａｓｅ ＋ ＋
Ｓｏｒｂｏｓｅ － － Ｎｉｔｒａｔｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ＋ ＋
Ｍａｌｔｏｔｒｉｏｓｅ － － Ｖｉｏｌｅｔｍｉｌｋ Ｂａｓｅ Ｂａｓｅ
Ｆｒｕｃｔｏｓｅ ＋ ＋ Ｇｅｌａｔｉｎｌｉｑｕｅｆａｃｔｉｏｎ ＋ ＋
Ｍａｎｎｉｔｏｌ － ＋ Ｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅ － －

图３　不同ＮａＣｌ浓度下菌株Ｆ８１６１２的生长情况

Ｆｉｇ３　ＧｒｏｗｔｈｏｆＦ８１６１２ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＮａＣｌ

图４　不同ＮａＣｌ浓度下菌株Ｆ２０１７２１的生长情况

Ｆｉｇ４　ＧｒｏｗｔｈｏｆＦ２０１７２１ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＮａＣｌ

图５　菌株Ｆ８１６１２、Ｆ２０１７２１与相关细菌的进化关系

Ｆｉｇ５　Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｔｒｅｅｏｆｓｔｒａｉｎｓ

Ｆ８１６１２，Ｆ２０１７２１ａｎｄｒｅｌａｔｅｄｂａｃｔｅｒｉａ

３　讨　论

　　面对日益严重的抗生素耐药情况，人们都在寻
找新的活性化合物，在陆地微生物资源几乎开发殆
尽之时，天然产物研究者对海洋微生物的次级代谢
产物进行了大量的研究。我们也通过大肠杆菌模型
对东海微生物进行了筛选，得到了活性菌株Ｆ８１６１２
和Ｆ２０１７２１，两个菌株都产生了一种新的大环内酯

ＭａｃｒｏｌａｃｔｉｎＳ，该化合物表现出了很强的抗菌活性，
具有很大的开发价值，所以对菌株进行分类鉴定并
确定其海洋来源是很有必要的，通过形态观察和系
统进化树的构建分析，两个菌株都归属于芽孢杆菌，
它们的最适生长盐度分别为１０％和７．５％，应该是
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海洋来源的菌株。Ｍａｃｒｏｌａｃｔｉｎｓ家族的多数成员都
分离自芽孢杆菌［８１０］，我们的这部分工作也进一步
证实了芽孢杆菌是 Ｍａｃｒｏｌａｃｔｉｎｓ家族的主要产生
菌，为深入探讨这一类大环内酯的生物合成机制奠
定了一定的基础。
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我校研究生课题获上海市第九届教育科学研究优秀成果一等奖

　　上海市教育科研工作会议暨上海市第九届教育科学研究获奖成果颁奖大会于２００８年１２月１７日顺利召开。由我校长征

医院牵头、全校合作共同承担并历经多年完成的“国家教育科学‘十五’规划课题”《临床医学专业学位研究生质量评价体系的

研究》获上海市第九届教育科学研究优秀成果一等奖（教育改革实验）。

　　该课题自２００１年始，２００５年申报批准为国家教育科学“十五”规划课题。课题组由我校长征医院牵头，负责人为内科教研

室副主任朱樑教授。课题研究前后经历了８年时间，校研究生院，校计算机教研室、校心理学教研室，长海医院，以及复旦大

学，中国科技大学，上海教育考试院，美国哥伦比亚大学、德克萨斯大学等单位的近百名学者参与了研究。

　　该课题在原有的临床医学专业研究生培养考核的基础上，按照国务院学位委员会对临床医学专业研究生的要求并适应医

学模式转变和医学教育国际化新形势的需要，结合我国实际情况，针对临床医学１１个二级学科及所属三级学科的７个年级的

博士研究生、硕士研究生和七年制学员培养的各个环节，运用系统科学的可靠性理论，通过组合式考试（考核）方法，将由众多

临床医学专家研究确定并优化组合的评价指标采用可靠度最高的并串联混合组合结构建立了质量考核评价系统，同时对此

系统中归属于同一能力的各项指标进行重新组合形成了质量分析评价体系，组成多维度综合评价模型。

　　应用教育测量理论对该体系进行科学的评价，不断优化、完善临床医学专业学位研究生质量考核评价体系，在国内外还未

见相关报道。应用本模型对研究生的培养质量进行全面的考核评价并作多种能力的多维度分析，针对临床医学专业学位研究

生培养的各个环节提出反馈意见，可使培养质量达到更高的水平。同时，课题也对建立高素质考核专家队伍进行了理论与实

践的探讨。该课题成果对教学评价工作者及教育测量理论研究者有一定的借鉴和参考价值。


