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［摘要］　目的：对４４株中国东海来源的亚硫酸杆菌进行１６ＳｒＤＮＡ的序列测定和生物学活性的初步分析。方法：用ＰＣＲ方

法对细菌的１６ＳｒＤＮＡ序列进行扩增，并在ＧｅｎＢａｎｋ上进行相似性搜索。将全部亚硫酸杆菌的１６ＳｒＤＮＡ序列运用Ｃｌｕｓｔａｌ

Ｘ１．８软件进行多序列比对并用 ＭＥＧＡ４．１绘制进化树。利用稻瘟霉菌（Ｐｙｒｉｃｕｌａｒｉａｏｒｙｚａｅ）Ｐ２ｂ、枯草芽孢杆菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ

ｓｕｂｔｉｌｉｓ）和大肠埃希菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）作为指示菌检测菌株发酵液的抗菌活性。以ＨＬ６０、ＨｅｐＧ２细胞作为细胞毒活性指

示细胞株检测菌株发酵液的细胞毒活性。采用ＡＢＴＳ和ＤＰＰＨ抗氧化模型检测菌株发酵液的自由基清除能力。结果：经与

ＧｅｎＢａｎｋ数据库比对，４４株菌均与亚硫酸杆菌属有很高的相似性（９７％～１００％）。所有菌株发酵液对指示菌未显示出抗菌活

性。菌株发酵液有不同程度的细胞毒活性和清除自由基的能力。１９株菌的发酵液对 ＨｅｐＧ２细胞有抑制作用，抑制率为

６．８％～４２．８％，１８株菌的发酵液对 ＨＬ６０细胞有抑制活性，抑制率为６．９％～４３．６％。１２株菌的发酵液对 ＡＢＴＳ自由基有

清除能力，清除率为４．４９％～２３．０８％，８株菌发酵液对ＤＰＰＨ自由基有清除能力，清除率为１．２３％～３０．７６％。结论：４４株

中国东海来源的亚硫酸杆菌表现出显著的细胞毒活性及抗氧化活性，具有潜在的药用价值。
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第１０期．龙　聪，等．中国东海亚硫酸杆菌属微生物的鉴定及生物学活性分析 ·１１０７　 ·

　　海洋是一个极其复杂的生态系统，特殊的海洋
生态环境赋予了海洋微生物独特的新陈代谢机制。
海洋微生物作为新的生命活性物质产生的源泉吸引

了越来越多国内外学者的关注，成为研究的热点［１］。
海洋分子生物学、基因序列测定、生物信息学的巨大
发展极大地促进了海洋微生物天然产物的研究与开

发。其中，海洋细菌的天然产物是新药开发的重要
资源。许多细菌的次生代谢产物具有细胞毒活性，
这为新的抗肿瘤药物的开发奠定了基础［２］。亚硫酸
杆菌属（Ｓｕｌｆｉｔｏｂａｃｔｅｒｓｐ．）由Ｓｏｒｏｋｉｎ１９９５年首次
从黑海中发现，因其能氧化亚硫酸盐以提供代谢能
量而得名。近年来，亚硫酸杆菌属的细菌陆续在很
多海域被发现并报道［３６］，但缺乏亚硫酸杆菌发酵产
物生物学活性方面的研究。

　　本课题组以寻找新型药用先导化合物为目的，
在对东海微生物进行大规模的活性筛选过程中，发
现了多株具有不同生物学活性的亚硫酸杆菌。本研
究对这些亚硫酸杆菌进行１６ＳｒＤＮＡ序列测定，并
对其抗菌、抗氧化及细胞毒活性进行分析，为后续研
究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　菌株来源　４４株菌株均分离自中国东海海域
（东经１２０．９°～１２２．８°，北纬２７．５°～３０．９°）海水样
品，现保存于本教研室菌种库。

１．２　菌株１６ＳｒＤＮＡ序列测定　采用菌落ＰＣＲ方
法进行菌株的１６ＳｒＤＮＡ 序列测定。具体步骤如
下：菌株于Ｚｏｂｅｌｌ２２１６Ｅ培养基（蛋白胨５ｇ，酵母膏

１ｇ，磷酸铁０．１ｇ，人工海水１Ｌ，ｐＨ７．２～７．６）上

２８℃培养２～３ｄ，进行平板划线３次，挑取单菌落，
于１００μｌ灭菌水中变性（９９℃，１０ｍｉｎ）后离心取上
清作为模板，采用 ＴａＫａＲａ１６ＳｒＤＮＡ Ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎＰＣＲＫｉｔ（ＣｏｄｅＮｏ．Ｄ３１０）进行ＰＣＲ
扩增目的片段。反应体系和反应条件按照说明书确
定。取５μｌ进行１％ 琼脂糖电泳，紫外灯下切下与
标记物对应约为１．５ｋｂ的目标条带，使用ＴａＫａＲａ
ＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．２．０（Ｃｏｄｅ
Ｎｏ．ＤＶ８０５Ａ）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
上进行比对，ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８软件进行多序列比较，并
用 ＭＥＧＡ４．１绘制进化树。

１．３　活性筛选

１．３．１　发酵液制备　菌株接种于５ｍｌ２２１６Ｅ培养
液中２８℃１５０转／ｍｉｎ摇床培养１ｄ，活化菌株，在无
菌条件下将菌液转移入新鲜的培养液５０ｍｌ中继续

摇床培养１ｄ，再将菌液转移入新鲜的培养液５００ｍｌ
中，摇床培养７ｄ，将发酵液离心（１８００×ｇ ，４℃，５
ｍｉｎ）去除菌体，取５ｍｌ上清用０．４５μｍ微孔滤膜
过滤，留存滤液进行抗菌活性及细胞毒活性分析。
其余上清液用乙酸乙酯等量萃取３次，浓缩萃取液
至干备用。

１．３．２　抗菌活性筛选　采用纸片法［７］，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（Ｐｙｒｉｃｕｌａｒｉａｏｒｙｚａｅ）Ｐ２ｂ、枯草
芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）和大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅ
ｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）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１６～１８ｈ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，
空白培养液作为阴性对照。根据抑菌圈直径大小确
定活性强度：＞１５ｍｍ为强抑制活性，表示为“”；

１０～１５ｍｍ为中等抑制活性，表示为“”；＜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“－”。

１．３．３　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。ＲＰＭＩ１６４０培养液
（另加１０ｍｍｏｌ／Ｌ ＨＥＰＥＳ，２．０ｍｇ／ｍｌＮａＨＣＯ３，

１００Ｕ／ｍｌ青霉素，１００μｇ／ｍｌ链霉素和１０％ 新生小
牛血清），于ＣＯ２孵箱中３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度下培
养。贴壁细胞用含０．０２％ＥＤＴＡ的０．２５％ 胰蛋白
酶消化传代。采用 ＭＴＴ法［８］测定发酵液的细胞毒

活性。将处于对数生长期的细胞制成单个细胞悬
液，调整细胞密度为０．８×１０５个／ｍｌ，接种于９６孔培
养板，每孔接种１８０μｌ，转板６ｈ后加２０μｌ待测发酵
液，培养４８ｈ后加入１０μｌ５ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ溶液，
继续培养４ｈ，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后用酶标仪测定光密度Ｄ５７０值，以放线菌
素Ｄ为阳性对照，空白的细菌培养液为阴性对照，细
胞培养液为空白调零组，根据测定的光密度值计算
样品的抑制率：发酵液的抑制率（％）＝（Ｄ空白 －
Ｄ样品）／Ｄ空白×１００％。

１．３．４　抗氧化活性筛选　二苯代苦味酰基自由基
（１，１ｄｉｐｈｅｎｙｌ２ｐｉｃｒｙｌｈｙｄｒａｚｙｌ，ＤＰＰＨ）是一种很稳
定的自由基，最大吸收波长为５１７ｎｍ。当有自由基
清除剂存在时其颜色减退程度与清除剂的清除能力

及数量呈定量关系［９］。２，２’联氮双（３乙基苯噻唑
啉６磺酸）（ＡＢＴＳ）经活性氧氧化后生成稳定的蓝
绿色阳离子自由基 ＡＢＴＳ＋ ·，最大吸收波长为
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７３４ｎｍ。当有自由基清除剂存在时，该物质会与

ＡＢＴＳ＋·发生反应而使反应体系褪色，其颜色的减
退程度与清除剂的清除能力及数量呈定量关系［１０］。

　　ＤＰＰＨ自由基清除实验：将ＤＰＰＨ用乙醇配制
成浓度为６×１０－５ ｍｏｌ／Ｌ的溶液，０～４℃避光放置

８ｈ。菌株发酵液提取物用甲醇配制成１ｍｇ／ｍｌ的溶
液。取菌株发酵液０．３ｍｌ，与０．５ｍｌＤＰＰＨ溶液混
合，避光静置２０ｍｉｎ，测定５１７ｎｍ 处的光密度值

Ｄｉ。以槲皮素为阳性对照，甲醇为空白对照。计算
菌株发酵液对自由基的清除率。菌株发酵液对自由
基的清除率（％）＝（Ｄ０－Ｄｉ）／Ｄ０×１００％。其中，Ｄ０
为空白溶液的光密度值，Ｄｉ为发酵液提取物与

ＤＰＰＨ反应后的光密度值。

　　ＡＢＴＳ自由基清除实验：将 ＡＢＴＳ配制成０．２５
ｍｏｌ／Ｌ的水溶液，取５ｍｌ加入８８μｌ的２ｍｍｏｌ／Ｌ的
过硫酸钾，以２５倍体积的乙醇进行稀释，稀释后避
光保存１３ｈ。取菌株发酵液０．１ｍｌ与０．９ｍｌ的

ＡＢＴＳ溶液混合，避光静置２０ｍｉｎ，测定７３４ｎｍ处
的光密度值Ｄｉ。以槲皮素为阳性对照，甲醇为空白
对照。计算菌株发酵液对自由基的清除率。菌株发
酵液对自由基的清除率（％）＝（Ｄ０－Ｄｉ）／Ｄ０×
１００％。其中Ｄ０为空白溶液的光密度值；Ｄｉ为发酵
液提取物与ＡＢＴＳ反应后的光密度值。

１．４　统计学处理　计量数据以珚ｘ±ｓ表示。

２　结　果

２．１　１６ＳｒＤＮＡ序列分析　将４４株菌株的１６ＳｒＤ
ＮＡ序列与ＧｅｎＢａｎｋ上已知菌株数据比对后发现，
全部４４个序列均与Ｓｕｌｆｉｔｏｂａｃｔｅｒｓｐ．具有很高的相
似性，相似度９７％～１００％。将这４４株菌与５株亚
硫酸杆菌标准菌株进行多序列比对（ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８），
再运用 ＭＥＧＡ４．１（Ｂｅｔａ）绘制进化树，如图１所示。
其中 ＤＱ６８３７２６、ＤＱ０９７５２７、Ｙ１７３８７、ＡＹ１８０１０２、

ＡＹ１８０１０３分别为标准菌株Ｓｕｌｆｉｔｏｂａｃｔｅｒｍａｒｉｎｕｓ
ｓｔｒａｉｎＳＷ２６５Ｔ、ＳｕｌｆｉｔｏｂａｃｔｅｒｌｉｔｏｒａｌｉｓｓｔｒａｉｎＩｓｏ
３Ｔ、Ｓｕｌｆｉｔｏｂａｃｔｅｒｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅｕｓ、Ｓｕｌｆｉｔｏｂａｃｔｅｒｄｕｂ
ｉｕｓ ｓｔｒａｉｎ ＫＭＭ ３５５４Ｔ、Ｓｕｌｆｉｔｏｂａｃｔｅｒ ｄｅｌｉｃａｔｅｓ
ｓｔｒａｉｎＫＭＭ３５８４Ｔ的ＧｅｎＢａｎｋ接收号。

２．２　抗菌活性筛选结果　结果表明，４４株测试菌均
未能表现出明显的抗菌活性。

２．３　细胞毒活性筛选结果　４４株测试菌发酵液对
于 ＨｅｐＧ２细胞和 ＨＬ６０细胞表现出不同程度的抑
制活性。１９株菌发酵液对ＨｅｐＧ２细胞有抑制作用，
抑制率６．８％～４２．８％，标准差１．１％～４．１％（图

２Ａ），１８株菌发酵液表现出对 ＨＬ６０细胞的抑制活

性，抑制率６．９％～４３．６％，标准差１．１％～３．９％
（图２Ｂ）。其中部分菌株发酵液对测试的２种肿瘤细
胞株均有中等或较强的抑制活性，如 Ｍ６６、Ｍ４４、

Ｍ３３等。但有些菌株表现出一定的特异性，如 Ｍ６
发酵液对 ＨｅｐＧ２细胞有较强的抑制作用（抑制率为

３２％），而对 ＨＬ６０细胞则没有抑制活性；反之，Ａ１６
菌株发酵液对 ＨＬ６０细胞的抑制率达２３．９％，而对

ＨｅｐＧ２细胞则完全没有抑制活性。

图１　４９株亚硫酸杆菌的多序列比对结果

Ｆｉｇ１　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆ４９Ｓｕｌｆｉｔｏｂａｃｔｅｒｓｔｒａｉｎｓ

图２　菌株发酵液对ＨｅｐＧ２（Ａ）、

ＨＬ６０细胞（Ｂ）生长的抑制作用

Ｆｉｇ２　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＨｅｐＧ２（Ａ）ａｎｄＨＬ６０（Ｂ）ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ

ｂｙｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｏｆｂａｃｔｅｒｉａ
ｎ＝５，珚ｘ±ｓ
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２．４　抗氧化活性筛选结果　４４株测试菌的发酵液
对于ＡＢＴＳ和ＤＰＰＨ表现出不同程度的清除活性。

１２株菌发酵液对ＡＢＴＳ自由基有清除活性，清除率

４．４９％～２３．０８％，标准差１．１％～２．８％（图３Ａ），８
株菌发酵液表现出对ＤＰＰＨ自由基的清除活性，清
除率１．２３％～３０．７６％，标准差０．７％～３．０％（图

３Ｂ）。其中Ａ３１、Ｍ６菌株的发酵液对ＡＢＴＳ和ＤＰ
ＰＨ自由基均有中等清除活性。但有些菌株表现出
一定的特异性，如：Ｍ５１发酵液对ＤＰＰＨ 清除作用
较强（清除率为３０．７６％），而对 ＡＢＴＳ清除作用较
弱（清除率为７．８７％）。同样，Ｍ４８、Ｍ２８、Ａ０３等发
酵液对ＡＢＴＳ清除作用较强，而对ＤＰＰＨ清除作用
较弱。另外Ａ５１、Ｍ４１、Ｍ６６发酵液对ＡＢＴＳ自由基
有较强的清除活性而对ＤＰＰＨ完全没有作用。

图３　菌株发酵液对ＡＢＴＳ（Ａ）、

ＤＰＰＨ（Ｂ）自由基的清除作用

Ｆｉｇ３　ＡＢＴＳ（Ａ）ａｎｄＤＰＰＨ（Ｂ）ｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ
ｃａｐａｃｉｔｙｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｏｆｂａｃｔｅｒｉａ

ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　亚硫酸杆菌属细菌可能在维持海洋生态环境稳

定中发挥较重要的作用。Ｉｖａｎｏｖａ等［４］认为亚硫酸

杆菌可能参与海洋的硫循环；Ｂｒａｋｓｔａｄ等［１１］指出亚

硫酸杆菌属的细菌与海洋原油的生物降解密切相

关；Ｖｓｑｕｅｚ等［１２］在中毒的甲藻中发现亚硫酸杆菌

参与了封闭毒素钠道的产生。但目前仍缺乏有关亚

硫酸杆菌次生代谢产物的相关研究。

　　本研究的多序列比对结果表明，４９株菌显示了

不同的进化发生位置，可大致分为５个大集合。但

是，从进化树上看，５种标准菌株的进化位置均出现

于进化树的上半部，４４株菌中有相当大的一部分（约

３０株菌）与标准菌株的进化位置并不是十分接近，提

示该属细菌可能还有许多未确定的种，有待进一步

深入研究。

　　生物学活性研究表明，菌株虽然没有表现出抗

菌活性，但部分菌株有中等或较强的细胞毒活性和

自由基清除活性。研究结果为进一步研究亚硫酸杆

菌次生代谢产物奠定了基础。
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