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南麂岛海洋沉积物抑菌真菌的筛选及其代谢产物特性的初步

研究 
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摘要: 以 7 种水产病原菌为指示菌, 采用菌饼法对分离自南麂岛海域的 15 个沉积物样品中的 78 株海

洋真菌进行抑菌活性初筛, 获得了对至少一种病原指示菌有抑菌活性的菌株 19 株。采用打孔扩散法对

这 19 株真菌的发酵液进行抑菌活性复筛, 共有 9 个菌株的次级代谢产物对一种或者几种病原指示菌有

抑制作用, 其中菌株 NJ0104 的次级代谢产物对除灿烂弧菌(Vibrio splendidus)之外的 6 种指示菌均有抑

制作用, 尤以对副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)的抑制活性为最强。对菌株 NJ0104 次级代谢产物

中抑菌活性物质的初步研究表明, 抑菌活性物质在 80 ℃以下、紫外照射 40 min 时稳定性良好, pH 稳

定范围在 4.0~7.0 之间, 能较好地溶解于正丁醇中。结果表明: 南麂岛海域的沉积物中分布着丰富的真

菌资源, 分离得到的海洋真菌 NJ0104 具有较高的研究价值, 值得深入研究其活性成分及抑菌机理。 
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海洋真菌因其能够产生结构新颖、功能多样的

生物活性物质而备受关注, 不少研究者都对海洋真
菌及其活性代谢产物做了大量的研究[1~3], 但这些研
究多集中在共生真菌方面, 对海底沉积物来源的真
菌研究较少。海底沉积物中含有大量的有机质, 为海
洋真菌提供了良好的生境, 沉积物真菌多吸附在海
泥微粒上生长[4]。近几年, 已有研究者对海洋沉积物
真菌的分离及其代谢产物进行了研究 , 结果发现 , 
海洋沉积物来源的真菌能够产生多种生物活性代谢

产物, 如溶血活性、抗菌、抗肿瘤、以及抗氧化性化
合物等[5-9]。 

南麂岛位于我国浙江沿岸海域, 距离大陆 30 多
海里 , 海域底质以粉砂质黏土为主 , 该海域为台湾
暖流和沿岸流相互交汇和交替消长的区域, 成为海
洋生物生长栖息的良好场所, 具有丰富的海洋生物
多样性, 被誉为“贝藻王国”, 南麂岛海洋自然保护
区是我国建立的第一个海岛海域生态系自然保护

区。近年来, 虽然不同海域沉积物真菌的报道日益增
多, 但对南麂岛海域海洋真菌资源的研究却鲜有报
道。另外, 目前对海洋真菌抑菌活性的研究多集中于
人类致病菌上, 而在防治水产养殖病原菌方面的报
道甚少。弧菌属细菌的致病特点为传播快、传染率

高 , 已成为海水鱼类养殖最大的危害 , 对海洋生物
弧菌病的防治已经引起了广泛关注。黄耀坚等[10]从

厦门海区潮间带分离到 287 株真菌, 其中有 20 株能
够抑制鳗弧菌的生长。马欣悦等[11]从大连海区的海

藻中获得了 21 株对费氏弧菌有拮抗作用的附生真
菌。尽管并未进行深入的研究, 但这些成果足以证明
海洋真菌在防治水产病原菌方面有着巨大潜力。 

本实验对采自南麂岛海域的 15个沉积物样品中
的真菌进行了较为系统的分离, 从中筛选出对 7 种
水产病原指示菌有抑制作用的海洋真菌, 并初步研
究了活性菌株代谢产物中抑菌活性物质的理化性质, 
旨在发掘有潜在应用价值的活性菌株, 为南麂岛药
用海洋真菌资源的开发奠定基础。  

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

样品采集自南麂岛海域 5 个采样站位(图 1), 共
15个沉积物样品。图中 M1站位在养殖区, M2、M3、
M4、M5站位位于远离养殖区的海域。 

样品采集后 , 立即装入无菌塑料袋内 , 置于放
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有冰块的保温箱内暂存, 次日送回实验室进行处理。 

 

图 1  南麂岛海域采样站位 
Fig. 1  Sampling stations in the Nanji islands 

 

1.2  病原指示菌 
副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)、溶藻弧菌

(V. alginolycis)、哈维氏弧菌(V. harveyi)、创伤弧菌(V. 
vulnificus)、鳗弧菌 (V. anguillarum)、灿烂弧菌 (V. 
splendidus)、恶臭假单胞菌(Pseudomonas putida)。 

1.3  培养基及试剂 
1.3.1  真菌分离培养基 

察氏培养基(CA)成分: 葡萄糖 30 g, 硝酸钠 2 g, 
磷酸氢二钾 1 g, 氯化钾 0.5 g, 硫酸镁 0.5 g, 硫酸亚
铁 0.01 g, 琼脂 18 g, 陈海水 1 000 mL, pH 7.2±0.2。 

沙氏培养基(SDAY)成分: 蛋白胨 10 g, 葡萄糖
40 g, 琼脂 18 g, 陈海水 1000 mL, pH 7.2±0.2。 

马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)成分 : 马铃薯
200 g, 葡萄糖 20 g, 琼脂 18 g, 陈海水 1 000 mL,  
pH 7.2±0.2。 

上述真菌分离培养基均采用与样品同一采集地

点的海水和底泥浸出液配制, 两者的体积比为 9:1。
配制好的培养基, 121℃高压灭菌 30 min, 待冷却至
50~60℃时, 加入抗生物青霉素和链霉素, 终质量浓
度均为 30 mg/L。 

底泥浸出液的制作方法为: 称取与样品同一采
集地点的底泥 1 000 g, 加入海水 1 000 mL, 煮沸 30 
min, 暗处放置 2 d, 取上清液, 海水定容至 1 000 mL
备用。 
1.3.2  真菌发酵培养基 

改良 CA 液体培养基(A)成分: 葡萄糖 15 g, 淀
粉 15 g, 蛋白胨 5 g, 硝酸钠 2 g, 磷酸二氢钠 1 g, 氯
化钾 0.5 g, 硫酸镁 0.5g, 硫酸亚铁 0.01 g, 硫酸铵 1 g, 
陈海水 1 000 mL, pH 7.2±0.2。 

改良 PDA 液体培养基(B)成分: 马铃薯 200 g, 
葡萄糖 15g, 陈海水 1000 mL, pH 7.2±0.2。 
1.3.3  指示菌培养基 

营养琼脂培养基成分: 蛋白胨 10 g, 牛肉膏 3 g, 
氯化钠 5 g, 琼脂 18 g, 陈海水 1 000 mL, pH 为
7.2±0.2。不加琼脂即为营养琼脂液体培养基。 
1.3.4  磷酸盐缓冲液(pH 7.0) 

0.2 mol/L NaH2PO4: 31.2 g NaH2PO4·2H2O溶于 
1 000 mL 蒸馏水中, 为 A 液; 0.2 mol/L Na2HPO4: 
71.7 g Na2HPO4·12H2O溶于 1000 mL蒸馏水中, 为 B
液; A液和 B液的体积比为 39 : 61。 

1.4  菌株分离 

将采回的沉积物样品放在无菌操作台上, 用灭
菌刀片刮去与外界接触的表面部分, 将 1.0 g沉积物
样品放入盛有 10 mL 无菌海水的三角烧瓶内, 加入
分散剂聚山梨酯−80(浓度 1/20 000)[12], 于漩涡混合
振荡器上振荡 3~5 min, 使其充分混匀, 静置, 取上
清液作为原液, 然后用无菌海水依次稀释成 10−1、

10−2、10−3三个浓度梯度。 
采用常规的平板涂布法。用移液枪分别吸取

10−2、10−3稀释度的 100 μL 样品液到相应的真菌分
离培养基平板上, 用无菌涂布器在平板上涂布均匀, 
于 28℃恒温培养箱中培养 5~7 d。待菌丝长出后, 挑
取形态各异的单菌落纯化, 保存在 SDAY斜面上。 

1.5  活性菌株的筛选 
1.5.1  指示菌菌液的制备 

从已活化好的营养琼脂斜面培养基上挑取一环

指示菌 , 接入到营养琼脂液体培养基中 , 28℃培养 
24 h, 即得指示菌菌液。采用平板菌落计数法测定指示
菌液所含活菌数, 并将其稀释成密度为 1×105 CFU/mL
的菌液, 备用。 
1.5.2  活性菌株的初筛 

采用菌饼法[13]。用直径 8 mm 的打孔器分别在
生长 7 d 的海洋真菌菌落边缘和空白真菌培养基上
制备菌饼, 然后将菌饼分别置于涂有病原指示菌的
营养琼脂固体培养基上, 以空白真菌培养基的菌饼
作对照, 于 28℃培养 24 h, 观察抑菌圈的有无, 以初
步筛选抑菌活性菌株。 
1.5.3  海洋真菌发酵液的获得 

挑取初筛具有抑菌活性的菌株, 用 SDAY 斜面
培养基活化后, 分别接种至 200 mL 改良 CA、PDA
真菌发酵培养基中, 于 28℃、140 r/min的摇床上振
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荡培养 10 d后取出, 5 000 r/min离心 10 min, 除去菌
丝体即得发酵液, 0.22 μm 微孔滤膜过滤除菌后备

用。 
1.5.4  活性菌株的复筛 

采用打孔扩散法[14]。用移液枪吸取指示菌菌液

(1×105 CFU/mL)100 μL, 涂布于营养琼脂固体培养
基上, 用直径 8 mm的打孔器在培养基上打孔, 向孔
中注入 200 μL过滤后的海洋真菌发酵液, 28℃培养
24 h, 游标卡尺测量抑菌圈大小, 以空白发酵培养液
为对照。 

1.6  菌株 NJ0104 抑菌活性物质部分理化

性质 
为了分离纯化 NJ0104 菌株次级代谢产物中的抑

菌活性物质, 有必要对其理化性质进行初步研究。取
NJ0104菌株的改良 PDA发酵培养液适量, 5 000 r/min
离心 10 min后, 分别收集上清液和菌丝体, 备用。 
1.6.1  抑菌活性物质萃取实验 

取 10 mL上清液 5份, 分别加入 10 mL极性大
小不同的正丁醇、乙酸乙酯、氯仿、环己烷和石油

醚 , 置磁力搅拌器上缓慢搅拌均匀后静置过夜 , 分
别收集有机相、水相。用氮吹仪分别将有机相、水

相浓缩(除去有机溶剂)后 , 无菌水定容至原上清液
的体积, 测定抑菌活性, 以副溶血弧菌为指示菌, 未
加任何有机溶剂的原上清液为对照。 

菌丝体用 30 mL 丙酮提取过夜, 离心后取上清
液, 用氮吹仪浓缩(除去丙酮)后, 无菌水调整至原上
清液的体积 , 测定抑菌活性 , 以副溶血弧菌为指示
菌, 未加任何有机溶剂的原上清液为对照。 
1.6.2  热稳定性试验 

取 10 mL上清液 18份, 随机分为 6组, 每组设
3 个重复, 其中 5 组分别在 40、60、80、100℃的水
浴中加热 30 min及 121℃高压处理 30 min, 冷却后
测定抑菌活性, 以副溶血弧菌为指示菌, 未经加热

的原上清液为对照组。 

1.6.3  紫外稳定性试验 
取 10 mL上清液 21份, 随机分为 7组, 每组设

3 个重复, 其中 6 组分别置于直径为 9 cm 的培养皿
中, 在 20 W紫外灯下约 60 cm处分别照射 10、20、
30、40、50、60 min后测定抑菌活性, 以副溶血弧菌
为指示菌, 未经紫外照射处理的原上清液为对照组。 
1.6.4  pH稳定性试验 

取 10 mL上清液 39份, 随机分为 13组, 每组设

3 个重复, 其中 12 组用 1 mol/L 的 HCl或 NaOH 溶
液分别调整 pH值至 1、2、3、4、5、6、7、8、9、
10、11、12, 4℃放置 1 d后, 调回 pH值至 7.0, 并用
pH 7.0 的磷酸盐缓冲液调整每份至等体积后测定抑
菌活性, 以副溶血弧菌为指示菌, 未经 pH 调整的原
上清液为对照组。 

1.7  数据分析与处理 
实验数据用统计软件 11.5进行单因素方差分析, 

差异显著者再做LSD多重比较, 显著水平为P＜0.05, 

数据结果以均数加减标准误差( x ±S)表示, Origin 8.0
作图。 

2  结果与分析 

2.1  海洋真菌的分离 
从 15 个海洋沉积物样品中共分离到真菌 78 株, 

其中从M1站位中分离到的海洋真菌数量最多, 占总
数量的 37.2%; M3次之, 分离比例为 25.4%; M2、M4
和 M5共计为 37.4%。分析其原因可能是养殖区饵料
的残留、生物体代谢废物及尸体相对集中, 形成了该
区丰富的腐殖质, 并随潮汐扩散到养殖区附近区域, 
为海洋真菌的生存和繁殖提供了充足的营养物质。 

2.2  抑菌活性菌株的筛选 
采用菌饼法对分离到的海洋真菌菌株进行抑菌

活性初筛, 共有 19 株真菌对一种或者几种病原指示
菌有抑制作用, 占分离总数的 24.4%。采用 A、B两
种培养基发酵培养上述具抑菌活性的菌株, 打孔扩
散法进行活性测定, 结果表明: 共有 9株真菌的代谢
产物对至少一种病原指示菌有抑菌活性(表 1), 其中
有 5 株真菌可抑制至少 3 种指示菌; 菌株 NJ0101、
NJ0104 同时对副溶血弧菌、创伤弧菌、鳗弧菌、恶
臭假单孢菌有抑制作用, 具有较广的抑菌谱。相同

培养条件下 , 同一菌株经两种不同培养基发酵后 , 
表现出的抑菌活性有显著的差异, 菌株 NJ0104 在 B
培养基中产生抑菌活性次级代谢产物, 发酵液表现
出较强的抑菌能力, 相同培养条件下在 A 培养基中
的发酵液并无抑菌活性; 菌株 NJ0124在 A培养基中
的发酵液有抑菌活性; NJ0101、NJ0137 等 7 个菌株
在 A、B 两种培养基中均能产生抑菌活性代谢产物, 
但其抑菌谱及抑菌活性强弱不同。 

海洋真菌NJ0104在 B培养基中产生的次级代谢
产物对除灿烂弧菌之外的 6 种指示菌均有抑制作用, 
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尤其对副溶血弧菌具有很强的抑制活性, 抑菌圈直 径达到 25.70 mm(图 2)。 
 

表 1  海洋真菌发酵液对几种不同指示菌的抑菌活性 
Tab. 1  Antibacterial activities of fungal fermentation broths against different indicator bacteria 

VP VAL VH VV VAN PP VS 
海洋真菌 

A B A B A B A B A B A B A B 

NJ0101 ++ − − − − − + +++ + − ++ − − − 
NJ0104 − +++ − ++ − + – ++ − +++ − ++ − − 
NJ0111 − − − − − − – − + − − − − + 
NJ0124 + − − − − + − − − − − + − − 
NJ0137 − − − − +++ + + − − − − + − − 
NJ0156 − − − − − − − − ++ − − + − − 
NJ0161 − − − − + + − − + − − − − − 
NJ0165 − − − − − ++ − − + + − − − + 
NJ0187 − − − − − + + − − − − − ++ − 
注: 1. +++: 抑菌圈≥17mm; ++: 17mm>抑菌圈≥12mm; ﹢: 12mm>抑菌圈≥8mm; –: 无抑菌圈 
2. VP: 副溶血弧菌; VAL: 溶藻弧菌; VH: 哈氏弧菌; VV: 创伤弧菌; VAN: 鳗弧菌; PP: 恶臭假单胞菌; VS: 灿烂弧菌 
3. A: 改良 CA液体培养基, B: 改良 PDA液体培养基 

 

 

图 2  海洋真菌 NJ0104对副溶血弧菌的抑制作用 
Fig. 2  The inhibition of V. parahaemolyticus by marine 

fungi NJ0104 
 

2.3  菌株 NJ0104 发酵液中抑菌活性物质

的部分理化性质 
2.3.1  抑菌活性物质萃取实验 

采用石油醚、环己烷、正丁醇、氯仿、乙酸乙

酯萃取抑菌活性物质, 结果如表 2所示。 
 
表 2  有机相和水相的抑菌圈直径 
Tab. 2  Inhibitory zone diameters of the organic phase 

and aqueous phase 
抑菌圈直径(mm) 

萃取溶剂 
有机相 水相 

石油醚 0.00 24.11 
环己烷 0.00 24.32 
氯仿 0.00 25.01 

乙酸乙酯 9.10 23.71 
正丁醇 27.52 8.92 
原上清液 − 25.61 

注: “−”表示无“有机相”。 

该物质难溶于极性较小的有机溶剂如石油醚、

环己烷和氯仿 , 微溶于乙酸乙酯 , 正丁醇能较好地
萃取抑菌活性物质, 故可采用正丁醇为萃取溶剂以
提取抑菌活性物质。 

用丙酮对菌丝体进行提取, 提取液不显示抑菌
活性, 表明抑菌活性物质不存在于菌丝体中。 
2.3.2  热稳定性 

统计分析结果显示, 温度对活性物质的抑菌能
力有显著影响(P＜0.01), 与 0℃(对照组)相比, 40℃
时抑菌圈直径没有明显变化, 无显著差异(P=0.214), 
其他处理组的抑菌圈直径均明显变小, 且差异极显
著 ( P＜0 . 0 1 ) ,  各处理组之间也存在极显著差异 
(P＜0.01)。 

活性物质的热稳定性如图 3 所示, 当温度为 60
℃时, 抑菌圈直径为 24.87 mm, 残留活性仍能达到
96%以上; 当温度超过 80℃以上时对活性物质的稳
定性影响较大, 抑菌效果变差, 在 121℃时彻底失去
活性。表明抑菌活性物质在 80℃以下具有良好的热
稳定性。 
2.3.3  紫外稳定性 

统计分析结果显示, 紫外照射对抑菌活性物质
的稳定性有显著影响(P＜0.01)。与对照组相比, 各处
理组的抑菌圈直径有明显下降 ,  且差异显著     
(P＜0.01); 各处理组之间也存在显著差异(P＜0.01)。 

如图 4所示, 当照射时间为 30 min时, 活性物质
的抑菌能力基本稳定 , 仍能达到 80%以上 , 但在  



 

62 海洋科学  / 2011年  / 第 35卷  / 第 2期 

40 min后, 活性明显下降, 紫外照射 50 min时彻底
失去活性。表明抑菌活性物质在紫外照射 40 min内
具有良好的稳定性。 

 

图 3  抑菌活性物质的热稳定性 
Fig. 3  Thermal stability of antibacterial substances 

 

图 4  抑菌活性物质的紫外稳定性 
Fig. 4  Stability of antibacterial substances after incubation 

under UV light for different times 
 
2.3.4  pH稳定性 

统计分析结果表明, 在不同 pH条件下, 活性物质
的抑菌能力有显著差异(P＜0.01)。与对照相比, pH 值
为 7.0 时, 抑菌活性无显著差异(P=0.401); 在其他的
pH 条件下, 抑菌能力明显下降, 且差异极显著(P＜
0.01); 各处理组之间也存在极显著差异(P＜0.01)。 

活性物质的 pH稳定性如图 5所示, 抑菌活性随 

 

图 5  抑菌活性物质的 pH稳定性 
Fig. 5  Stability of antibacterial substances at different pHs 

着 pH值的变化呈现先增大后减小的改变, pH 4.0时
抑菌圈直径为 21.62 mm, 与对照组接近, pH 7.0时最
强, pH 10.0 时活性完全丧失。说明活性物质在 pH 
4.0~7.0 条件下相对稳定, 对强酸和碱比较敏感, 分
离纯化时应避免强酸和碱性环境。 

3  讨论 
3.1  适当的前处理及合适的培养基可以增加微生物
的种类和数量[15]。目前分离海洋真菌的培养基主要

是借鉴陆地真菌的常用分离培养基。杨远航等[12]认

为, 加入底泥浸出液的培养基所培养出来的真菌数
量高于不加底泥浸出液的培养基。因此本实验采用

添加有海洋真菌生境的海泥浸出液的培养基来分离

真菌, 同时采用聚山梨酯−80 做分散剂, 以促使海洋
真菌从沉积物样品中释放出来。 
3.2  对不同海域沉积物中海洋真菌的抑菌活性代谢
产物的研究国内已有一些报道[16,7]。本实验对分离自

南麂岛海域沉积物样品中的 78株真菌的抑菌活性测
定结果表明, 9株真菌的次级代谢产物对一种或者几
种指示菌有抑菌活性, 尤其值得注意的是有些菌株
显示很高抑菌活性, 表明该海域的沉积物中分布着
丰富的真菌资源, 是开发抗菌药物的天然宝库。在这
些产抑菌活性次级代谢产物的海洋真菌中, 有 7.8%
的菌株对鳗弧菌有抑制作用, 3.8%的菌株对副溶血
弧菌有抑制作用, 这与黄耀坚和 Christophersen 的研
究结果基本一致[10,17]。 
3.3  复筛所得的抑菌活性菌株的数量远低于初筛 , 
造成此结果的主要原因可能有以下两点: (1)初筛过
程中, 一些菌株的抑菌现象是由于营养或空间竞争
造成的假阳性结果[18]; (2)菌株在所试的发酵培养基
及培养条件下不产生抑菌活性物质或产生的抑菌活

性物质浓度太低在所试的条件下观察不到抑菌现

象。发酵培养基不仅会影响菌体的生长, 还会改变微
生物代谢产物的产量和类型[19-20]。如在活性筛选时, 
同样条件下, 菌株 NJ0104采用 B培养基发酵时显示
较强的抑菌活性, 但采用 A培养基发酵时没有活性。
可见, 不同的发酵培养基对海洋沉积物真菌活性代
谢产物的合成有较大的影响。因此在后期的筛选工

作中将选择多种培养基同时进行发酵, 以提高活性
菌株的筛选得率。 
3.4  抗生素药物的长期滥用导致了病原菌耐药性增
强, 使常规抗生素在治疗相关性疾病时失效、水产品
药物残留问题日益突出, 从天然产物中寻找安全有
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效地防治海洋生物弧菌病的替代药物已是迫在眉

睫。本研究筛选出能够产生抑制病原指示菌次级代

谢产物的海洋真菌 9株, 其中菌株 NJ0104的次级代
谢产物不但抑菌谱广, 而且对副溶血弧菌的抑菌活
性极其明显, 对海洋生物弧菌病的防治具有一定的
意义。菌株 NJ0104的抑菌活性物质在 80℃以下、紫
外线照射 40 min 时稳定性良好 , pH 稳定范围在
4.0~7.0 之间, 能较好地溶解于正丁醇中, 其抑菌机
理以及具体活性成分的分析仍需要进一步研究。 
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