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红树林样品不经分离的微生物群体培养物生物活性研究
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摘 要：从海南、广西与广东三省的红树林区采集了 #.#个样品，不进行微生物分离而直接作发酵剂接种到发酵培
养基进行发酵，取发酵上清液进行抗细菌、抗真菌与肿瘤细胞毒活性的测定。同时对样品进行可培养微生物的分

离与生物活性测定。结果显示：不同样品类型的生物活性差异较大。在 #H个具有强抗活性的样品中，有 H个样品
分离到的单株菌均无任何生物活性，说明这 H个样品的生物活性可能是由微生物的群体作用产生的，也可能是某
种没有培养出的微生物产生的。初步表明了探索微生物混合培养获得生物活性代谢产物的可能性。
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近年来，不断地从海洋微生物中发现了具有抗

菌、抗病毒、抗肿瘤等药理活性物质，使其成为药物

开发利用研究的热点［# & 0］。红树林是热带、亚热带

陆海交汇的海湾河口地区潮间带特有的生态系统，

且生存在咸淡水交迭的特殊环境，并规律性地受到

海水浸泡和露空，其特殊的生态环境造就了丰富而

特有的微生物资源［!］，并产生许多化学结构独特的

代谢产物［H & "］。然而人们在寻找微生物天然产物

时，主要是通过分离培养技术获得某一菌株，再通过

纯种发酵来获得目的产物。但天然状态下的微生物

的生命活动不是单一的，而是群体化的，当我们将微

生物群体看作是一个多细胞个体时，不同微生物的

功能就类似多细胞生物的不同组织和器官，配合完

成一个生命过程，不断进化以适应各种自然环

境［.，9］。如 K+(BG 等［#%］发现一株海洋真菌只有在发
酵过程加入细菌，才会刺激产生抗生素。LM 等［##］

以红树林沉淀物富集的细菌群体进行多环芳烃化合

物的降解，!周后芴与菲有 #%%N的降解，目前很难
找到具有这种降解效果的单株菌，又如我国的传统

发酵产品中使用酒曲、酱曲作为发酵剂也是通过微

生物群体发酵获得产品。这些启发人们在利用微生

物资源时，不一定要通过纯培养，而可以直接应用微

生物的群体作用。

本研究以红树林土壤、海洋动物及红树植物的

不同部位作为样品，不经微生物分离培养而直接利

用自然环境富集的微生物群体进行发酵，并进行抗

菌和细胞毒活性检测，与从具有强抗性样品中分离

的可培养微生物活性检测的结果相比较，观察活性

是由微生物群体作用的，还是由单菌作用引起的，从

而了解微生物是否可以通过群体作用产生生物活性

物质，探索利用微生物群体作用获得生物活性物质

的可能性。

! 材料和方法

!"! 样品
!"!"! 采集时间与地点：从 $%%0年至 $%%H期间，分
别在海南、广东与广西三省采集共 #.#个样品，样品
类型包括土壤、红树林底栖动物、红树植物的不同组

织等。土壤样品是以每个红树品种的土壤为一个样

品，不同地点的相同红树品种仍为不同的样品；每种

动物为一个样品；红树植物样品中湛江的植物部分

以每种树采到的不同部位按等比例混合后作为一样

品，其它地点的样品是以每种树的不同部位分别作

为一个样品（表 #）。
!"!"# 样品处理：土壤：称取 HD 样品，在无菌操作
下加入到盛有!H<O无菌 H%N陈海水的三角瓶中，充
分震荡均匀后，于 $.P，$%%*Q<=A摇床振荡 %JHR，备
用。根、果、叶等植物部分：分别称取 HD，用自来水
冲洗干净，然后用 "HN酒精浸泡 # & $<=A，再用无菌
水冲洗后，在无菌操作下剪碎，研磨，分别加入到

!H<O无菌 H%N陈海水中，充分震荡均匀后，于 $.P，
$%%*Q<=A摇床振荡 %JHR，备用。海洋动物：对动物样



表 ! 样品采集记录
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品进行解剖，其消化道或皮剪碎，加入到 BL.O无菌
L:P陈海水中，充分震荡均匀后，于 9QR，9::*S.12
摇床振荡 :TL=，备用。
!"!"# 培养基：C&培养基［&9］、马丁培养基［&9］、高氏
一号培养基［&9］分别用于细菌、真菌与放线菌的分

离，黄豆粉培养基（4OC）［&;］用于液体发酵。
!"$ 微生物的分离与发酵
分别以 &T9的分离培养基，采用稀释涂布的方

法对所收集的样品进行细菌、真菌、放线菌的分离。

对分离到的单株菌株再经 4OC发酵，9QR 9::*S.12，
细菌发酵 ;+，真菌与放线菌发酵 G+。将发酵液于
BR &:，:::*S.12，离心 &L.12，上清液再用 :T99!.细
菌过滤器处理，无细胞滤液用于抗菌和抗肿瘤活性

测定。另将不经分离的土壤与根、果、叶等植物部分

和海洋动物的备用液分别按 &:P的接种量接入
4OC中，9QR 9::*S.12 摇床培养 G+。同前方法获得
无细胞滤液用于抗菌和抗肿瘤活性测定。

!"# 生物活性测定
对无细胞滤液进行生物活性测定，抗细菌活性

采用改进的美蓝U酶标仪法［&B］，指示菌为金黄色葡

萄球菌（$"%&’()*#*##+, %+-!+,），由海南省农垦医院提
供。抗真菌活性测定采用美蓝U酶标仪法［&B］，指示
菌为白色念珠菌（.%/010% %)21#%/,），由海南省农垦
医院提供。抗肿瘤活性测定采用四唑盐（C!!）
法［&;］，靶细胞株为 V&W和 @%$"子宫颈癌细胞。活性
评价标准：抑制金黄色葡萄球的效果相当于氟康唑

B!>S.O以上的，计为有抗细菌活性。抑制白色念株
菌的效果相当于硫酸卡那霉素 B!>S.O以上的，计为
有抗真菌活性。抗肿瘤活性的效果相当于丝裂霉素

A L!>S.O 以上的，计为有抗肿瘤活性。

$ 结果

$"! 不同采样地点样品的活性检测
对海南省、广西与广东省不同区域的红树林区

采集的 &Q&个样品发酵，并对发酵上清液进行活性
检测，结果见表 9。具有抗菌和肿瘤细胞毒活性的
样品数为 BG个。所有地点都不同程度检测到有抗
细菌和抗真菌活性的样品，但肿瘤细胞毒活性的样

品只从广西北海古城岭的样品中检测到，这个地区

的样品主要是红树林底栖动物。

表 $ 不同采样地点样品的生物活性检测结果
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$"$ 不同样品类型的活性检测
对海南文昌头苑、海南文昌清澜港、海南文昌东

寨港采集的不同红树的根、叶、花、果等样品，湛江同

一地点同种红树的各部位等比例混合的样品，每种

红树的土壤样品，广西北海古城岭采集的海鞘、文蛤

等各种海洋动物样品，进行活性比较。结果表明（表
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!），不同样品类型活性差异较大，果、叶样品的活性
百分率较低；土壤、植物各部位的混合样品与海鞘、

文蛤等海洋生物样品的活性百分率较高，其中土壤

样品的活性百分率最高，而海洋动物样品的抗肿瘤

活性是比较突出的。

表 ! 不同样品类型的活性
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"#! 强活性样品中可培养微生物的分离与活性
检测

从 >A> 个样品中筛选得到 ;H 个具有生物活性
的样品，其中 >D个具有强活性（强活性是指抑制金
黄色葡萄球的效果相当于氟康唑 A!0L7M以上的；抑
制白色念株菌的效果相当于硫酸卡那霉素 A!0L7M
以上的；抗肿瘤活性指标以丝裂霉素 N ><!0L7M 以
上），比较从中分离的可培养微生物的活性。结果显

示（表 ;），>D个强活性样品中，A个为动物样品，;个
土壤样品，其他根、叶、皮的样品各 >个。抗金黄色
葡萄球菌活性样品 ><个，抗白色念珠菌活性样品 !

个，O>@细胞毒活性的活性样品 =个。从表 ;看出，
有 D 个样品（>><@、>>==、>>>@、>=>;、>!<D）本身具有
强活性，但分离到的单株菌均无任何抗菌活性；另一

个样品 >>;@只分离到 >株虽与 >>;@本身有同样类
型的抗性，但其活性减弱的细菌。有 ! 个样品
（>>@>、>>=!、>>>>）分离到的抗性菌株改变了抗性类
型，说明微生物失去群体的共同作用时，抗性类型发

生了变化。而其余样品分离到的活性菌株除了有的

具有样品原有类型的抗性外，还兼有其它抗性类型

的菌株。总之微生物群体作用的抗性与其分离到的

菌株抗性存在一定的差异。

表 $ 强活性样品中可培养微生物的种类与活性
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! 讨论
海洋药物是当今新药开发的热点，而海洋微生

物药物由于其可再生性，对环境没有影响以及一些

海洋天然产物被发现是共附生的微生物合成而成为

热中之重。本课题组前期工作已广泛收集热带亚热

带海域尤其是红树林环境的样品，进行微生物分离

及生物活性检测，获得了大量有活性的菌株［!"，!#，!$］，

并分离鉴定了活性化合物［!%，!&］。

通过不经分离的海洋环境样品发酵后的生物活

性与其分离到的可培养微生物发酵产物活性比较，

我们发现一些不经分离的样品发酵后表现出有生物

活性，而从这些样品中分离出的单株菌无任何生物

活性。产生这一现象的原因有以下几种可能：!样
品发酵后的生物活性是由样品中的不同微生物共同

作用的结果；"某些产生活性物质的微生物没有被
分离到；#样品本身的一些化学物质与微生物的相
互作用产生的。

微生物在天然状态下，是一个和谐的群体，它们

能有效地利用环境资源并适应生境，集体防御不良

的因素［&］，这些过程是单株微生物不能完成的，必须

依靠两种或两种以上的微生物共同作用。而许多传

统的微生物工业就是混合发酵如酒曲的制作、某些

葡萄酒、白酒的酿造，湿法冶金［!’］，污水处理［()］等都

是微生物群体作用的应用。已有利于两种以上微生

物群体作用合成活性代谢产物的报道［!)，!!］。

由于培养条件、培养基组成等与某些可以产生

活性物质的菌株要求不符的原因，可能导致使产生

具有生物活性的单株菌不能分离到。

样品中的活性与样品本身携带的化学物质也会

有关系。本研究发现的不经分离有活性而分离的微

生物无活性的样品中，"个是动物样品，!个是红树
植物根样品，!个是土壤样品，这些海洋动物和植物
根本身携带的一些化学物质可能本身具有活性或通

过与微生物合作产生生物活性。

本研究发现的现象初步表明了生物活性代谢产

物可能由微生物混合培养获得，我们将进一步确认

这种群体作用并解释其作用的机制。
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《微生物学报》综述文章投稿要求

我刊一些综述类来稿存在一些问题，主要表现为：篇幅庞大，罗列文献，内容空泛，缺乏观点。为使此栏目更加新颖并更

具可读性，!""D年 T月提出具体要求。欢迎大家根据要求，跟踪投稿，并提出你们对该栏目的建议和想法。
Oa 本刊主要刊登微型综述（#*(* +=B*=?），来稿字数最好控制在 E"""字以内（不包括参考文献）。
!a 综述的选题要有新意，对读者及同行确有一定的启发作用和参考价值。
Da 参考文献应控制在 T"篇以内，近 D年发表的文献不少于 O"篇。
Ta 应结合文献扼要评述国内外学者在本领域的研究进展，不要泛泛罗列文献，只述不评。
Ea 应结合自己的研究工作，就该研究领域存在的问题和解决的途径提出自己的观点。
Fa 欢迎投送“能够反映国际研究热点、对学科发展有指导意义”的述评类文章。
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