
 

 Marine Sciences / Vol. 36, No. 12 / 2012 45 

海洋链霉菌M506的鉴定及代谢产物抑菌活性初步研究 
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摘要: 自胶州湾沉积物中分离出海洋链霉菌 M506, 根据其形态特征观察、生理生化特征试验及基于

16S rDNA 序列系统进化分析, 初步鉴定该菌为灰略红链霉菌。采用不同培养条件对其进行小规模发酵, 

利用金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus), 大肠杆菌(Escherichia coli), 枯草芽孢杆菌(Bacillus sub-

tilis)和苏云金芽孢杆菌(Bacillus thuringiensis)四株细菌作为指示菌, 检测其抑菌活性。结果表明, 该菌

株代谢产物粗提物对于金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和大肠杆菌等具有显著抑制活性。 
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半个世纪以来, 陆生微生物成为抗生素等各种

生物活性物质的重要来源, 但由于资源匮乏、研究方

法滞后及筛选模型的陈旧, 近年来寻找到具有全新

结构或特殊活性化合物的几率大幅度下降。海洋中

蕴藏着丰富的微生物资源, 海洋微生物可能具有陆

生微生物所不具有的化合物结构及生物活性, 海洋

微生物尤其是海洋放线菌成为新结构活性化合物的

重要来源[1]。近年来, 每年发现的新颖海洋新天然产

物化合物分子超过 1 000个, 而其中海洋微生物来源

的新化合物也呈逐年递增的趋势[2-4]。 

青岛胶州湾是典型的半封闭型浅水海湾, 水产

养殖、港口设施等人类活动影响明显, 陆源物质输入

丰富 , 微生物种类繁多 , 尤其是海洋放线菌多样性

丰富。本实验室开展了多年的胶州湾沉积物海洋放

线菌次级代谢产物的研究, 发现了一批具有抗菌、抗

肿瘤等显著生物活性的新结构化合物[5-9], 并且建立

了培养条件的优化技术, 通过海洋链霉菌培养条件

的改变, 诱导其产生了一系列新结构化合物[5-6]。因

此本研究对分离自胶州湾沉积物中的一株海洋链霉

菌 M506, 进行形态特征观察、生理生化特征实验及

分子鉴定 , 并通过培养条件优化 , 研究其次级代谢

产物对受试细菌的生物活性。 

1  材料与方法 

1.1  材料  

菌株M506分离自青岛胶州湾沉积物, 保存于高

氏一号固体培养基中。选择 6 种培养基进行培养条

件优化: 高氏一号培养基(GI)、Zobell海洋细菌培养

基(ZB)、蛋白胨-酵母粉培养基(LB), 以及豆粉-甘露

醇培养基(SM)、麦芽浸粉培养基(M2+)和牛肉浸膏培

养基(ME)[6]。 

受试菌株 : 金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus 

aureus), 大肠杆菌(Escherichia coli), 枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis), 苏云金芽孢杆菌 (Bacillus thur-

ingiensis), 受试菌培养基为 LB培养基。 

1.2  培养特征 

菌株M506划线接种于M2+固体培养基中, 将灭

菌后的盖玻片斜插到培养基中, 28℃恒温培养 4~5 d, 

使菌丝体和孢子能附着生长在盖玻片上, 取出盖玻

片分别置于光学显微镜和扫描电子显微镜下观察菌

丝体形态和孢子特征。 

1.3  生理生化特征 

参照《链霉菌鉴定手册》及国际链霉菌计划(ISP), 

并补充使用杭州微生物试剂有限公司生产的非发酵
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细菌生化编码鉴定管, 对菌株M506进行生理生化特

征实验。 

1.4  16S rDNA 序列测定与系统发育分析 

菌株 M506 基因组总 DNA 提取: 参照文献[10]

的酚/氯仿抽提方法。 

16S rDNA的 PCR扩增和测序: 以菌株M506基

因组 DNA为模板, 利用引物 P1 (27F): 5'-AGAGTTT 

GATCATGGCTCAG-3'和 P2 (1390R): 5'-ACGGGC 

GGTGTCTACAA-3'进行 PCR 扩增。PCR 总体系为

20 μL: 超纯水 14.4 μL, 10×PCR Buffer 2 μL, 引物

P1和 P2各 1 μL, 10 mmol/L dNTP 0.4 μL, Taq酶 0.2 

μL, 基因组 DNA1μL。PCR反应程序为: 94℃预变性

5 min; (94℃变性 50 s, 56℃退火 50 s, 72℃延伸 1.5 

min)×30个循环; 72℃延伸 10 min。把 PCR产物进

行琼脂糖凝胶电泳, 然后利用 TIANgel Midi Purifi-

cation Kit(天根生化科技有限公司)进行 DNA 回收, 

回收产物连接到 pMD18-T(TakaRa 公司)载体, 并转

化到大肠杆菌 Top10中, 挑取阳性克隆, 送上海美吉

生物医药科技有限公司测序。 

系统发育树分析: 通过 BLAST软件从 GenBank

获得与菌株 M506 亲缘关系最近的典型链霉菌菌株

的 16S rDNA序列, 用 Clustal X软件进行多序列比对, 

利用MEGA 4.0软件包进行统计及聚类分析, 采用邻

接法构建系统进化树, 通过自举分析(bootstrap)进行

置信度检测, 自举数据集为 1 000次。 

1.5  不同培养基对抑菌活性的影响 

从菌株M506固体培养基上, 切取长有丰富菌落

的 1 cm2大小的琼脂块, 接种到 250 mL的 GI、ZB、 L

B、SM、M2+和 ME六种液体培养基中, 28℃振荡培

养 4~5 d。发酵液冷冻干燥后, 用乙酸乙酯浸提 5~6

次, 旋转蒸发后获得粗提物, 溶于 1 mL 甲醇/氯仿

(1:1)混合溶剂中备用。 

抑菌试验采用抑菌纸片法: 将培养至对数期的

受试菌株培养液和熔化的 LB固体培养基混合, 倒入

已铺有一层 LB固体培养基的平皿中, 待培养基充分

凝固。用已消毒过的直径 6 mm的滤纸片吸取 30 μL

粗提物溶液 , 充分挥干溶剂后 , 将纸片贴于培养基

表面, 于 37℃培养 24 h 后, 测量透明圈直径, 每株

受试菌做三组平行实验, 抑菌圈直径取平均值。 

2  结果 

2.1  菌株的培养特征 

链霉菌 M506 在 M2+固体培养基上生长良好, 产

生灰色孢子, 基内菌丝体无可溶性色素, 菌丝体短而

弯曲, 分支少, 无横隔, 顶端断裂成孢子, 孢子呈椭球

状, 表面有突起(图 1-a), 孢子链呈螺旋状(图 1-b), 孢

子断裂方式可能为孢子两端向中心收缩。 

 

图 1  菌株 M506孢子链的显微照片 

Fig. 1  Spore micrograph of marine strain M506 
a. 扫描电镜照片(8 000 X); b. 光学显微镜照片(400 X) 

a. scanning electron microscope (8 000 X); b. optical microscope (400 X) 
 

2.2  菌株的生理生化特征 

如表 1所示, 菌株M506可以利用葡萄糖、果糖、 

木糖及阿拉伯糖, 具有明胶液化、牛奶凝固、牛奶胨

化等产酶活性。 
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表 1  菌株 M506 与灰略红链霉菌的生理生化特征比较 
Tab. 1  Comparison of physiological and biochemical characteristics between strain M506 and Streptomyces griseorubens 

碳源利用 M506 灰略红链霉菌 产酶活性 M506 灰略红链霉菌 

D-葡萄糖 + + 硝酸还原酶 - - 

蔗糖 - - 明胶液化 + + 

D-果糖 + + 纤维素酶 - + 

阿拉伯糖 + - 牛奶胨化 + + 

D-木糖 + + 牛奶凝固 + + 

棉子糖 - - 淀粉酶 + + 

D-甘露醇 - + 硫化氢 - - 

肌醇 - - 产黑色素 - - 

 

2.3  菌株 M506 的 16S rDNA 序列分析 

菌株M506的 16S rDNA序列测定结果共 1381bp, 

GenBank 登录号为 JQ327839。序列经过校对后, 与

GenBank 序列数据库中的已有序列进行比较, 根据

序列同源性从高到低的次序选取典型菌株的序列用

于序列分析和构建系统发育树, 如图 2 所示, 菌株

M506 与灰略红链霉菌 Streptomyces griseorubens 

NBRC 12780亲缘关系最近, 相似性为 99％, 结合生 

 

图 2  菌株 M506及相关菌株的 16S rDNA 系统发育树 

Fig. 2  Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequence showing the positions of strain M506 and related taxa. 
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理生化特征, 可以利用葡萄糖, 不能利用蔗糖, 不产

硫化氢, 氧化酶水解阳性, 硝酸盐还原酶阴性等, 大

部分特征一致[11-12], 因此将菌株M506可以鉴定为灰

略红链霉菌。 

2.4  不同培养基对菌株代谢产物组成及抑

菌活性影响 

通过抑菌纸片法活性试验发现, 菌株 M506 在

M2+培养基和 SM 培养基中培养得到的粗提物对大

肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和苏云金

芽孢杆菌均具有较强的抑制活性(抑菌圈直径大于

16 mm), 如表 2所示。而在其他四种培养基中培养所

得到的粗提物只对枯草芽孢杆菌具有抑制活性, 因

此, 海洋链霉菌M506在不同的培养条件下所产生的

次级代谢产物组分和活性均有显著差异, 可以指导

我们选择合适的培养条件有目的分离纯化有活性的

化合物。 

 
表 2  菌株 M506 在不同培养条件下的粗提物抑菌活性 
Tab. 2  Antimicrobial activities of strain M506 crude extracts from different culture conditions  

抑菌圈直径 (mm) 
培养基 

大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 苏云金芽孢杆菌 

GI 0 0 15 0 

ZB 0 0 14 0 

SM 20 20 35 16 

M2+ 16 18 20 16 

LB 0 0 17 0 

ME 0 0 25 0 

注: GI. 高氏一号培养基; ZB. Zobell海洋细菌培养基; SM. 豆粉-甘露醇培养基; M2+. 麦芽浸粉培养基; ME. 牛肉浸

膏培养基; LB. 蛋白胨-酵母粉培养基 

 

3  讨论 

近年来, 陆地放线菌产生新颖结构化合物的概

率在下降, 而新的疾病和病原微生物耐药性的增加, 

使寻找新型活性先导化合物显得极为迫切, 而海洋

放线菌尤其是海洋链霉菌由于其生存环境的特殊性

与多样性 , 使其具有特殊次级代谢途径的潜力 , 成

为新颖活性物质的重要来源。本实验室通过对胶州

湾海洋链霉菌的分离和筛选, 建立了包括培养条件

优化、活性筛选以及化学去重复等一系列有效的天

然产物研究方法, 鉴定出了一批具有良好生物活性

的新结构化合物[5-9]。其中采用 6 种不同培养基, 24

种培养条件对海洋链霉菌M045的代谢产物分析, 获

得 了 具 有 较 强 抗 肿 瘤 活 性 的 新 结 构 化 合 物

chinikomycin A和 chinikomycin B[6]。对海洋链霉菌

M518 培养条件进行优化, 获得了抗肿瘤活性极强的

新结构星形孢菌素等化合物[7]。因此本论文针对海洋

链霉菌 M506, 通过不同培养基进行培养, 研究了其

代谢产物的组分和活性差异, 发现在M2+和 SM培养

基中的代谢产物对于大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、

枯草芽孢杆菌和苏云金芽孢杆菌均具有较强的抑制

活性, 抑菌圈直径大于 16 mm, 代谢产物的薄层层

析分析(结果未显示), 直观地反映出其代谢产物组

成上的差别, 可以有效指导我们下一步活性化合物

的分离。因此, 在海洋链霉菌次级代谢产物分离中, 

培养条件优化是提高新结构活性化合物发现几率的

很好的策略。 

本研究同时对菌株M506进行了鉴定, 通过形态

观察具有典型的链霉菌特征, 16S rDNA序列分析发

现其与灰略红链霉菌 Streptomyces griseorubens 

NBRC 12780亲缘关系最近, 相似性高达 99％, 结合

生理生化特征实验, 与灰略红链霉菌的典型菌株特

征基本相同, 所以我们把菌株M506鉴定为灰略红链

霉菌的一个菌株。而叶亮[11]、杨文鸽[12]以及肖静[13]

等也分别报道了从海洋沉积物中分离得到了与灰略

红链霉菌相似的链霉菌, 并且发现代谢产物具有抗

菌和抗肿瘤等活性[14]。与陆生链霉菌-灰略红链霉菌

相比较, 该菌株在形态特征方面基本上无明显差异, 

但在碳源利用等生理生化特性方面较有不同, 由于

该菌株采自海底沉积物 , 由于生境的不同 , 会造成

两者在代谢途径、遗传及生态功能方面存在差异。

本研究通过培养条件优化, 获得了海洋链霉菌 M506

产抑菌活性次级代谢产物的培养条件, 而海洋灰略

红链霉菌次级代谢产物的分离纯化鲜有报道, 因此
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该研究下一步工作将对链霉菌 M506 进行大规模发

酵培养, 从其次级代谢产物中分离得到具有活性的

化合物分子。 
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Abstract: Marine Streptomyces sp. M506 was isolated from the sediment of Jiaozhou Bay. According to morpho-

logical observations, physiological biochemical characteristics and 16S rDNA phylogenetic analysis, the strain 

M506 was identified to be Streptomyces griseorubens. In this study, the culture conditions had been optimized and 

six kinds of medium were used to culture the strain M506. The crude extracts from M2+ and SM medium exhibited 

distinct antimicrobial activities against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis and Bacillus 

thuringiensis. The result indicated that the culture condition optimization is an improved strategy to screen bioac-

tive metabolites from marine Streptomyces. 
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