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抗菌和细胞毒活性海洋细菌的筛选及其次生代谢基因证据
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摘 要：从不同海域的海水、海泥和海洋生物中分离海洋细菌，利用琼脂扩散法和 H00 法对细菌培养液的乙酸乙酯

提取物进行了抗菌和细胞毒活性筛选，并对具有细胞毒活性的细菌菌株进行了 D4I *J-( 系统发生学分析和多聚酮

合酶（KLI!型）、非核糖体肽合成酶（-JKI）的筛选。结果显示，在分离到的 ’!4 株海洋细菌中，!# 株细菌具有抗菌

活性，D# 株具有细胞毒活性。对 D# 株具有细胞毒活性的细菌菌株进行了 D4I *J-( 系统发生学分析，它们分别属于
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对这 D# 株具有细胞毒活性的细菌菌株进行进一步的 KLI 和 -JKI 筛选，得到了 ! 株含有 KLI!型的 LI 结构域或

-KJI 的 ( 结构域的海洋细菌，为从聚酮和非核糖体肽等生物合成途径去深入研究其次生代谢产物提供了基因学

的证据。
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与陆源生物的次生代谢产物相比，海洋生物由

于生活环境复杂、门类多样化，其天然产物具有很多

新型的结构骨架和独特的化学结构，也具有更强烈

的生物活性［D & ’］。随着研究的深入，不少学者发现

相当一部分海洋动植物中的活性物质来源于附生微

生物［! & 4］。由于海洋动植物中的活性物质含量低，

且生物量有限，所以海洋微生物作为活性物质的可

持续 性 资 源 正 日 益 受 到 国 内 外 研 究 工 作 者 的 重

视［"，%］。

海洋微生物次生代谢产物从生物合成途径来

看，主要是聚酮类化合物和非核糖体肽类化合物，负

责该两类化合物生物合成的酶分别属于多聚酮合酶

（K:,>N3A+O3 P>=A@6P3，KLI）!型和非核糖体肽合成酶

（-:=1*+F:P:96, )3)A+O3 P>=A@3A6P3，-JKI）两个重要家

族［8 & D’］。KLI!型和 -JKI 复合酶的基因主要由连

续的重复基因模块（H:O<,3）构成，每个基因模块的

编码产物可催化多聚酮或多肽链的延伸和可能的修

饰。KLI Q 型基因簇大小从 D$NF 到大于 D$$NF 不

等，一般包括 # & !NF 的负载模块（R:6O+=S 9:O<,3）、

线性组织的多个 ! & 2T2NF 的中间模块以及一个小

的硫酯酶（0.）或释放域，每个模块均含有 ’ & 4 个功

能域，其中，酮基合酶（L3A:P>=A@6P3，LI）、酰基转移酶

（(C>,A*6=PU3*6P3，(0）和 酰 基 载 体 蛋 白（(C>,C6**+3*
)*:A3+=，(/K）是聚酮链二碳单元延伸所必需的。此

外，模块还可能含有 D & ’ 个修饰酮基的酶，包括酮

基还原酶（LJ）、脱水酶（VW）或烯酰基还原酶（.J）。

KLI!型基因模块的顺序和组成决定了其编码产物

的结构，而模块的数量则决定了聚酮链的长度［D!］。

在 -JKI 中也有类似的模块结构，每个模块含有腺

苷酰 化 结 构 域（ (O3=>,6A+:=，( ）、缩 合 结 构 域

（/:=O3=P6A+:=，/）和肽酰载体蛋白结构域（K3)A+O>,
C6**+3* )*:A3+=，K/K）’ 个必需的功能域，这 ’ 种酶共

同完成氨基酸单元的延伸。此外，各模块中还可能

存在差向异构化（.)+93*+G6A+:=）、- E 甲基化（- E
93A@>6,A+:=）和氧化（X7+O6A+:=）’ 个修饰功能域。与

KLI!型基因簇相似，-JKI 的模块顺序、组成和数

量也分别决定着氨基酸寡肽的性质和长短［DD，D2］。

本实验从山东青岛、烟台以及浙江南麂、宁波、

嵊山潮间带水域分离海洋细菌，研究它们的抗菌和

细胞毒活性，对其中一些具有活性的细菌菌株进行

了 D4I *J-( 序列系统发生学分析，并运用分子生物

学方法对这些细菌进行了 KLI 和 -JKI 筛选，为进

一步开展海洋微生物活性物质研究奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 样品来源：本实验从山东青岛、烟台以及浙

江南麂、嵊山、宁波的潮间带水域采集海水、海水沉

积物及 DD 种海洋生物采集样品（表 D）。



表 ! 实验材料及其来源地
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!"!"# 菌种等来源：枯草芽孢杆菌（:’*)..+1 1+;&).)1，
C’）DEDD（ C ）FGHHG 株、金 黄 色 葡 萄 球 菌

（8&’5<3."*"**+1 ’+($+1，’B）DEDD（C）IFHH& 株、大肠杆

菌（61*<$()*<)’ *".)，JD）DEDD（C）KK&HI 株、根瘤土壤

杆菌（=>(";’*&$()+# &+#$0’*)$%1，B!）B’&L&K&F 株和酿

酒酵母（8’**<’("#3*$1 *$($/)1)’，’D）BDDDIL&MMI 购于

中国 典 型 培 养 物 保 藏 中 心；6 N *".)OAP!购 于

!"Q"R" 公司；A%?" 细胞购于中国科学院上海典型培

养物保藏委员会细胞库。

!"!"$ 培养基：固体培养基（蛋白胨 HLP2，酵母膏

HL&2，S%T3K HL&2，琼脂 &P2，海水 &?，)AULI V ULF）；液

体培养基（蛋白胨 P2，酵母膏 &2，S%T3KHL&2，海水

&?，)AULI V ULF）。

!"!"% 主要试剂和仪器：!& !.%0("$ D=@$%0（C/1(W
%-0"，德国）；!"X 聚合酶、)EO&YW! Z%@-10（!"Q"R" 公

司，日本）；细菌基因组 O4B 提取试剂盒、琼脂糖凝

胶 O4B 回收试剂盒（![B4<J4 公司，中国）；T$"*(/,
E/+/)0%) Q/- [（3(%2" C/1W-%\ 公司）。

!"# 样品处理

!"#"! 生物样品的处理：剪取 HLP2 样品，用无菌海

水漂洗 G 遍，尽可能除去非附生细菌，加入 &H(? 无

菌海水 IP]研磨，再用无菌海水稀释为 &H^ &、&H^ I

两个稀释度。

!"#"# 海水沉积物样品：称取 HLP2 样品加入 &H(?
无菌海水，振荡摇匀后静置，吸取上层海水用无菌海

水稀释为 &H^ &、&H^ I两个稀释度。

!"#"$ 海水样品：用无菌海水稀释为 &H^ &、&H^ I 两

个稀释度。

!"$ 分离细菌

细菌分离培养基采用 &_&H 61#%$$ II&FJ 固体培

养基（蛋白胨 HLP2，酵母膏 HL&2，S%T3K HL&2，琼脂

&P2，海水 &?，)AULI V ULF）。样品涂布后 IP]培养

IH,，挑取不同形态、不同颜色的单菌落转入斜面培

养，经多次纯化后 U]保存。

!"% 菌株培养液粗提取物制备

取低温保存的纯化菌株转入斜面，IP]培养 I,
后接种于装有 GHH(? 61#%$$ II&FJ 液体培养基（蛋白

胨 P2，酵母膏 &2，S%T3KHL&2，海水 &?，)AULI V ULF）

的三角瓶中，在摇床上 IP]震荡（&IH0_(/+）培养 U,。

培养液离心（PHHH ‘ 2，GH(/+）除去菌体，上清液用乙

酸乙酯（&HH(? ‘ G）提取，乙酸乙酯相 GU]蒸干作为

活性检测的粗提取物。

!"& 抗菌活性筛选

以枯草芽孢杆菌 DEDD（C）FGHHG 株、金黄色葡

萄球菌 DEDD（C）IFHH& 株、大肠杆菌 DEDD（C）KK&HI
株、根 瘤 土 壤 杆 菌 B’&L&K&F 株 和 酿 酒 酵 母

BDDDIL&MMI 株作为实验用敏感指示菌，用琼脂扩散

法［&F］筛选抑菌活性菌株。乙酸乙酯粗提取物用甲

醇溶解，配制成 &HH(2_(? 储备液，吸取 IH"? 加在灭

菌烘干的滤纸片（直径 a F((）上，置于上层长有指

示菌的双层营养琼脂固体平板中，以含甲醇的纸片

作为阴性对照，含青霉素、氯霉素纸片（上海医药化

验所产）作为阳性对照。培养皿放于 M]冰箱中过

夜，次日于 GU]培养箱中培养 IK. 观察结果，根据抑

菌圈大小判别抑菌活性。

!"’ 细胞毒筛选

测定细胞毒活性的 E!! 法参考 E1*("++ 等报

道的方法［&U］进行，以 A%?" 细胞作为目标细胞，培养

基为含 &HbCD’ 的 RTE[&FKH 培养基。细胞用胰酶

消化后，调节密度为 I V G ‘ &HK 个_孔，添加于 YF 孔

板中，每孔 &YP"?，置于 GU]、HLPb D3I 培养箱中培

养 IK.。将甲醇溶解的粗提取物加入培养板中，使

每孔样品终浓度为 IHH"2_($，以甲醇作为阴性对照，

GU]、HLPbD3I 培养箱中培养 KM.。取出 YF 孔板，

每孔加入 IH"? 的 E!!（P(2_(?），继续培养 K.。弃

培养液，每孔加入 &PH"? 的 OE’3，GU]振荡 F(/+，

KYI+( 波长测定各孔的光吸收，抑 制 率（ [+./#/-/1+
0"-%）的计算按公式 [R a（3O 阴性对照 ^ 3O 样品）_
3O 阴性对照 ‘ &HHb进行，将 [R!PHb判定为具有

细胞毒活性。

!"( 海 洋 细 菌 的 )*+!型 和 ,-)+ 筛 选 及 其

!’+ .-,/分子鉴定

!"("! 细菌基因组 O4B 的制备：取培养到指数生

长期细菌菌液 P(?，按照细菌基因组 O4B 提取试剂

盒说明书提取基因组 O4B。

!"("# 引物设计：从 <%+C"+\ 中查找已知 TQ’#型

基因的保守序列，提交 D$;*-"$c 软件（.--)：__777N
%#/ N"@ N ;\_@$;*-"$7_）对 Q’ 酶的基因进行序列比对，
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参照比对结果使用网上 !"#$%"& 简并引物设计服

务，结合 &’()*’ &’*)(*’ + 生物学软件，设计出针对!
型 &,- 基因保守区域 ,- 片段的简并引物一套，预

计扩增目的片段长度为 .//01 左右，其中正向引物

针对 23#&445 模序，序列命名为 ,-6（表 7），反向

引物针对 %898 模序，序列命名为 ,-5（表 7）。对于

:&5-，查找国外相关文献［;<］，设计针对 :5&- 基因

保守区域 2 片段的兼并引物一套，预计扩增目的片

段长度为 ;///01 左右，其中正向引物针对 82=>&
模序，序列命名为 :5&-6（表 7），反向引物针对 >,?5
模序，序列命名为 :5&-6（表 7）。根据文献［;@］合成

用于扩增 ;A- ’5:2 的引物 ;B@75 和 7.6（表 7）。

表 ! 实验中所使用的 "#$ 引物

9C0D* 7 9E* &!5 1’()*’F GF*H (I JE(F *K1*’()*IJ
&’()*’ 9C’L*J -*MG*IN*（+O!PO）
;B@75 ;A- ’5:2 88992!!998992!82!99
7.6 ;A- ’5:2 2828999829!!988!
,-6 ,- HQ)C(I 8!8298829!!:!28!28!8
,-5 ,- HQ)C(I 898!!889:!!898:8==9!
:5&-6 2 HQ)C(I 8!:88=88=8!:92=89:!!
:5&-5 2 HQ)C(I !!:!8#29=99:2!=98

%&’&( ,- 结构域的 &!5 扩增：+/"R 扩增体系，反

应条件为：@BS P)(I；@BS B/F，+@S ;)(I，.7S B/F，
P+ 个循环；.7S ;/)(I。

%&’&) 2 结构域的 &!5 扩增：+/"R 扩增体系，反应

条件为：@BS +)(I；@BS ;)(I，+/S ;)(I，.7S 7)(I，

P+ 个循环；.7S .)(I。

%&’&* ;A- ’5:2 的 &!5 扩增：+/"R 扩增体系，反应

条件为：@BS +)(I；@BS ;)(I，+AS ;)(I，.7S ;)(I，

P+ 个循环；.7S +)(I。

%&’&+ &!5 产物克隆：&!5 产物用 ;T琼脂糖凝胶

电泳分离，切下目的条带，回收 #:2，将纯化后的

&!5 产物先与 13#;@U9 >*NJQ’ 连接，然后转化到 ! V
"#$% #%+#感受态细胞，提取重组质粒。

%&’&’ #:2 序 列 测 定 和 分 析：采 用 W(L#X* J*’)U
(ICJQ’ YPZ; 和 2W? &5?-3 P.P 自动测序仪（2W? 公司）

测定克隆片段的核苷酸序列，测序由上海生工生物

工程技术服务有限公司完成。获得的 ;A- ’5:2 序

列提 交 8*IWCI[ 用 WR2-9 软 件（EJJ1：\\]]]V IN0( V
ID)V I(E V LQY）与 已 知 序 列 进 行 对 比，用 !DGFJCD
^;Z<Z)F]软件进行排列，利用 3$82PZ; 软件绘制

系统树并确定它们的系统发生学地位。

! 结果

!&% 海洋细菌活性物质的检测

根据采样海域及菌落的形态、大小、颜色等表观

特征，从海水、海泥以及 ;; 种海洋生物样品中共分

离到 PBA 株海洋细菌，对 + 种敏感指示菌的抑菌实

验表明，B7 株细菌具有至少抑制一种指示菌的活性

（表 P），其中 B 株对所有指示菌都有抑制作用，分别

是真丛柳珊瑚（!&’$()*&+* "&+,*-*）中分离到的 :_+U
.U;、珍珠膜海绵（ ./0(1%*"%2#1 ’(+$(,(）中分离到的

:_AUPU;、青岛海水中分离到的 4#;U7、青岛石鳖中分

离到的 4#+U7U;。产生抑菌物质的海洋细菌对于指

示菌表现出不同的抑菌谱（图 ;），在 B7 株海洋细菌

中，@T对 $! 有抑制作用，;.T对 -! 有抑制作用，

对 -2 有抑制作用的占 +7T，对 W- 有抑制作用的为

A@T，对 29 有抑制作用的最多，占总数的 <;T。

表 ( 产生抑菌物质的海洋细菌

9C0D* P 3C’(I* 0CNJ*’(C ](JE CIJ()(N’Q0(CD CNJ(Y(JX
(FQDCJ*H (I JE(F *K1*’()*IJ

3C’(I*
0CNJ*’(C

9C’L*J 0CNJ*’(C

W- -2 $! 29 -!

:_;U;U; ‘ ‘ ‘ ‘ a ‘ ‘ ‘
:_;UBU; a a a ‘ a
:_ ;U<U7 ‘ a a a a
:_;U;/ a ; a ‘ a ‘ a
:_ ;U;BU7 ‘ ‘ a ‘ a
:_;U7/U7 a ‘ a ‘ a
:_7U7U; ‘ a a ‘ a
:_7U@U; ‘ ‘ a ‘ a
:_ PUPU; ‘ a a ‘ a
:_ PUB ‘ a a a a
:_ PU;/ ‘ a a ‘ a
:_ PU;< a a a ‘ a
:_ BUAU; ‘ ‘ ‘ a a a
:_ +U7U7 ‘ ‘ a a a
:_ +UPU; ‘ a a ‘ a
:_ +UPU7 ‘ a a ‘ ‘ a
:_ +U.U; ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
:_ +U;A a a a ‘ a
:_AUPU; ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
:_ AUPU7 ‘ ‘ ‘ ‘ a ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
:_ AU<U; ‘ ‘ a ‘ a
:_ AU;/ a ; a a a ‘ a
:_ AU;B ‘ a a ‘ a
:_ AU7/ a a a ‘ a
:_AU77 ‘ ‘ a a a
:_AU7+ ‘ ‘ a a a
:_.U;+U7 ‘ a a ‘ a
4#;U7 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
4# ;UA a a a ‘ a
4# 7UA ‘ ‘ a ‘ a
4# PU7 ‘ ‘ ‘ a ‘ ‘ a
4#PUPU; ‘ a a ‘ a
4#PU;/ a a a ‘ a
4#BUPU; a ‘ ‘ a a a
4# BU. ‘ ‘ a ‘ ‘ a
4# +U7U; ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
4# +U+ ‘ ‘ a a a
4#+U. a a a ‘ a

4# AUPU; a a a ‘ a
4# .U7 ‘ a a ‘ a
=9W37U; a ‘ a ‘ a
=9%3U;. ‘ ‘ ‘ a ‘ ‘ ‘

“ a ”：:Q (IE(0(J(QI；“ ‘ ”：?IE(0(J(QI bQI* 0*J]**I ; CIH P))；“ ‘ ‘ ”：

?IE(0(J(QI bQI* 0*J]**I P CIH + ))；“ ‘ ‘ ‘ ”：?IE(0(J(QI bQI* "+))。

/P7 c%d &*IL (- *$ V \3"-* 4%"+#5%#$#6%"* 7%1%"*（7//.）B.（7）



图 ! 海洋细菌抑菌物质的抑菌谱

!"#$ % &’(")"*+,-"./ 012*(+. ,3 ).+"’2 -.*(2+".$“45”：!"#$%&’#$’(

#)*’；“65”：+(##$(&),-#%" #%&%.’"’(；“ 6&”： +/(0$-*)#)##1" (1&%1"；

“76”：2(#’**1" "13/’*’"；“&8”：45&)3(#/%&’1, /1,%6(#’%7" $

图 " 海洋细菌培养液粗提取物对 #$%& 细胞生长抑制率

!"#$ 9 :’;"-"(,+< 2332*( ,3 (;2 2=(+.*(0 3+,) ).+"’2 -.*(2+". ,’ >2?.

*2// #+,@(;$

表 ’ 分泌细胞毒活性物质海洋细菌的来源及其 ()*+值

8.-/2 A 8;2 ,+"#"’ ,3 *<(,(,="* -.*(2+". .’B (;2 :CDE ,3 (;2"+ 2=(+.*(0
F+"#"’ 612*"20 7.*(2+". :CDE G（!#G)?）

:’H2+(2-+.(2 !10*%8(1&( #1&.(/( IJDK%K97 %LLMNA O LM%E
9-,%7’(#’:)7 0%&*%.% IJPKQK% RRM9E O %MLA
4#(7/$)#$’/)7 "#1/’5%& SCDK9K% %RDMN9 O QM9E
9),)’):)&’" ;(0)7’#( 66IKP %NPMA9 O %9MPE

62.@22B <),%7/(&’( #(/%7(/( IJ%K%K% %9QMQN O QM9L
<(,’7(&’( ;(0)7’#( T87UNK%& %RQMDP O RMDN

T8>UK%R %9RMNN O DMAE
4*%8(7:&’1, /(,(&%7"% &85:E9KA %E9MNN O %M%D

62.@.(2+ 62.@.(2+ "’ S"’#B., SC%K9 %QRMDE O 9ML%
62.@.(2+ "’ 6;2’#0;" 66PKA NEMNQ O QMAR

62B")2’(0 62B")2’(0 "’ I"’#-, I7KP %EQMRL O AMAP
I7KD9 LLMNA O 9MRE

4.*; B.(V) ,3 (;2 :CDE +21+202’(0 (;2 )2.’ O 6C H./V2 3+,) (;+22
"’B212’B2’( 2=12+")2’(0$

在分离到的 QAP 株海洋细菌中，有 %9 株细菌的

培养液粗提取物具有细胞毒活性（图 9）。其中 66PK
A、I7KP、I7KD9、IJPKQK% 四株海洋细菌培养液粗提取

物对 >2?. 细胞表现出较高的抑制率，并以 IJPKQK%
为最 高。%9 株 细 菌 的 :CDE 值 范 围 从 RRM9E 到

%LLMNA!#G)?（表 A）。与抑制率相对应，海洋细菌

IJPKQK% 的 :CDE 值（RRM9E W %MLA!#G)?）为 %9 株细

菌中最低。在分离到的 %9 株具有细胞毒活性的细菌

中，P 株细菌（IJPKQK%、IJDK%K97、IJ%K%K%、SC%K9、SCDK9K

%、T8>UK%R）还分别具有抑菌的活性（表 Q）。虽然分

离样品采集于中国 A 个不同地点（表 %），但从所获得

的 %9 株具有细胞毒活性的细菌的分布来看，其中来

自于环境（海水和沉积物）的海洋细菌数量 A 株占环

境细菌总数的 DM%LX，来自于海洋生物（无脊椎动物

和海藻）的细菌数量 N 株占海洋生物细菌总数的

%EMD9X，高于来自于环境样品中的百分比。

"," 海洋细菌的 -./!型和 01-/ 筛选及其 !2/
3104 分子鉴定

对分离得到 %9 株分泌细胞毒活性物质的细菌

进行了 YZ6"型和 I[Y6 的筛选（表 D），其中 IJ PKQK
%、SC%K9、T8>UK%R、I7KP 共 A 株细菌成功的扩增出

了 I[Y6 中的 & 结构域，IJ PKQK%、SC%K9 在成功的扩

增出 I[Y6 中的 & 结构域的同时，也成功的扩增出

了 YZ6"型的 Z6 结构域。将它们的核苷酸序列与

\2’7.’] 中的已有序列进行 7?&68 比对，结果显示（表

P），除 T8>UK%R 的 & 结 构 域 序 列 与 细 菌 7.*"//V0
@2";2’0(21;.’2’0"0 有较高的同源性（相似度 LQX）外，其

它核苷酸序列与 \2’7.’] 中已有序列同源性较低，其

氨基酸序列 7?&68 比对提示为 YZ6"型的 Z6 片段或

I[Y6的 & 片段，提示我们海洋细菌中的 Z6 片段和 &
片段基因可能存在着丰富的多样性。

值得注意的是：对来自于 SC%K9的 Z6 结构域的氨

基酸序列分析发现，其核心保守序列为 ^S8&5686，结

合其上游的 ICZC 序列排列方式，提示该 Z6 片段可能

来源于 YZ6GI[Y6 杂和基因簇［9A］。而来自于 IJ PKQK%
的 Z6 片段的氨基酸序列则不符合这个规律。由于 IJ
PKQK%中也成功的扩增出 I[Y6 的 & 片段，提示该海洋

细菌或许是分别通过两个独立的基因簇（YZ6 和 I[Y6）

来合成次生代谢产物。

表 * -./ 和 01-/ 的筛选结果

8.-/2 D 8;2 0*+22’"’# +20V/(0 ,3 YZ6 .’B I[Y6
7.*(2+". 8;2 ),0( +2/.(2B #2’V0 YZ6 I[Y6
IJ%K%K% 45&)3(#/%&’1, 01$ _ _
IJPKQK% ="%1:)(*/%&),)7(" 01$ W W
IJDK%K97 ="%1:)(*/%&),)7(" 01$ _ _
SC%K9 ="%1:)(*/%&),)7(" 01$ W W
SCDK9K% =(&(#)##1" 01$ _ _

T87UNK%& >$%’7$%’,%&( 01$ _ _
T8>UK%R 4%&)#)##1" 01$ _ W
&85:E9KA 2(#’**1" 01$ _ _
I7KP 7.*"//V0 01$ _ W
I7KD9 !8’51)3(#/%&’1, 01$ _ _
66IP ="%1:)(*/%&),)7(" 01$ _ _
66PKA 4*/%&),)7(" 01$ _ _

“ _ ”：’, Y5[ 1+,BV*(；“ W ”：*,++2*( Y5[ 1+,BV*( $
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表 ! 海洋细菌 "# 和 $ 结构域序列与 %&’()’*
中已知序列的对比

!"#$% & !’% (%)*%+,%( "$-.+/%+0 12 34 "+5 6 51/"-+( 12 /"7-+% #",0%7-"

-(1$"0%5 -+ 0’-( %89%7-/%+0 :-0’ 0’"0 (*#/-00%5 01 ;%+<"+=

>"7-+% #"0%7-" ?1/"-+ 4-@%A#9
（6,,%((-1+ +*/#%7）

!’% /1(0 7%$"0%5 (9%,-%(
（6,,%((-1+ +*/#%7）

4%)*%+,%
(-/-$"7-0BAC

DE&FGFH 34 &I&#9
（?J&&&KLI）

!"##$"%&’$"()* +,(%"+"-*
（6<?IMKIN）

&K

6 HNNL#9
（?J&&&KON）

>B81,1,,*( 8"+0’*(
（PQ&GHINO）

LG

J?HFM 34 &IG#9
（?J&&&KLK）

./0%&*&*’/%" 1)20/3&%1/*
（PQLHMOMN）

O&

6 HNNR#9
（?J&&&KOH）

4*,)+&"20,%&1&-"* 0)-/#"0"
（S6TGNNHN）

RO

D<F& 6 KRH#9
（?JIRG&K&）

.&*0&# ’)-#0/3&%1,
（UQNNHHN&KK）

LO

P!V>FHR 6 HNMI#9
（?J&&&KOM）

5"#/22)* 6,/$,-*0,’$"-,-*/*
（UQNHHIMOLR）

KG

以细菌的 H&4 7TD6 通用引物对这 HM 株具有细

胞毒活性的海洋细菌基因组 ?D6 进行扩增，测得的

序列与 ;%+<"+= 中的已 知 序 列 进 行 比 对，并 利 用

>S;6GWH 软件进行系统发生学分析（图 G），结果显

示所检测的 HM 株海洋细菌分别为属于 I 个属，它们

分 别 是：7(%&8"#0,%/)1，4*,)+&"20,%&1&-*， 5"#/22)*，
4"%"#&##)*， 9$,/-$,/1,%"， 7,%&#&##)*， :;/()&8"F
#0,%/)1，和 720,%&1&-"*，其 中 大 部 分 细 菌 菌 株 是

4*,)+&"20,%&1&-"*（L 株）这个属。能成功扩增出 34
结构 域 和 6 结 构 域 的 L 株 细 菌 DE&FGFH、J?HFM、

P!V>FHR、 D<F& 分 别 属 G 个 不 同 的 属：

4*,)+&"20,%&1&-"*、7,%&#&##)* 和 5"#/22)*。

图 + 基于 ,!# -./$ 序列的分泌生物活性海洋细菌的系统发生学分析
X-.YG Q’B$1.%+%0-, "+"$B(-( 12 /"7-+% #",0%7-" :-0’ #-1",0-Z-0-%( #"(%5 1+ H&4 7TD6 (%)*%+,%(Y Q’B$1.%+%0-, 07%%( :%7% ,1+(07*,0%5 #B 0’% <110(07"9-+.

"+5 D%-.’#17F[1-+-+. 7*$%Y D*/#%7( -+5-,"0% #110(07"9 ,1+2-5%+,% Z"$*%( "( 0’% 9%7,%+0".% 12 HNN #110(07"9 7%9$-,"0-1+( "+5 $%((
0’"+ LNC "7% +10 (’1:+Y 4%)*%+,%( -+ 0’-( %89%7-/%+0 "7% 97%,%5%5 #B 19%+ ,-7,$%(Y

MGM UV\ Q%+. ,0 "2 Y A7#0" </#%&8/&2&(/#" !/-/#"（MNNR）LR（M）



这次研究中所涉及到的核苷酸序列（!"# $%&’、

(# 结构域和 ’ 结构域）已提交 &)*+,-./*0/1，并获

得 序 列 提 交 号，分 别 为：’2"3!4"5、’2"3"637、

’2"3"638 9 ’2"3"656、:;"""8<6 9 :;"""8=3、

:;675"8"。

! 讨论

’$>?@$A/B 等［34］认为，海洋生物中的附生微生物

与宿主之间有着紧密的联系。它们一方面可以从其

动植物宿主中获得必需的各种维生素、多糖、不饱和

脂肪酸等营养，另一方面可以产生某些物质（如抗生

素、毒素等），释放于水体中，以利于宿主生长代谢或

增强宿主的抵抗能力。另外，在相关的报道中也发

现某些宿主可以通过生产某种化学物质来调节其体

内的附生微生物以适应其周围的环境变化［3!］［33］。

相反，附生微生物也可以通过抑制宿主的细胞生长

或者直接攻击宿主，而影响或控制宿主的生长和发

育［35］。本实验中，来源于无脊椎动物和海藻的附生

微生物细菌的活性菌株的百分比高于来源于海水和

沉积物。这说明了一些防御能力较差的动、植物能

在海洋环境中生存，除了自身具有的生存机制外，其

附生微生物也扮演了一定的保护性角色。

#CA@@D 等［3=］从 !"#$%%&’ ’&()$%$’ 的基因组中发现了

一个编码 E(# 的开放阅读框（FEG）。)H./ 等［3"］也

从 !"#$%%&’ "*+%,%$-&./"#$.0’ GI* <3 中 筛 选 到 5 个

E(# 的 相 关 基 因 簇。 JDCH.KK. 等［37］ 对

1’.&2,"%).3,*,0"’ )&0$#")" 进 行 了 E(# 的 筛 选，但

E)% 结 果 为 阴 性。对 于 4.3,#,##&’ ?LM 的 E(# 和

&%E# 筛选未见相关报道。本次实验，我们成功地从

1’.&2,"%).3,*,0"’ ?LM 中筛选到两株含有 E(# 的 (#
结构域和 &%E# 的 ’ 结构域的细菌，从 !"#$%%&’ ?LM
中成功筛选到含有 &%E# 中 ’ 结构域的细菌 &*N"，

并且首次从 4.3,#,##&’ ?LM 中成功筛选到含有 &%E#
中 ’ 结构域的细菌。E(# 和 &%E# 可以合成包括抗

生素、毒素在内的许多具有生物活性的天然产物。

对分离到的具有抗菌、细胞毒活性的微生物进行进

一步的 E(# 和 &%E# 筛选，或许可以从分子生物学

的角度来分析、阐述和推测其具有生物活性的天然

产物的结构类型和合成机理。

本实验从山东青岛、烟台以及浙江南麂、宁波、

嵊山潮间带水域的海水、海泥以及 !! 种海洋生物中

共分离到 5<" 株海洋细菌，经过抗菌和细胞毒活性

筛选，结果显示其中 <3 株细菌具有抗菌活性，!3 株

具有细胞毒活性。对 !3 株具有细胞毒活性的细菌

菌株进行 !"# $%&’ 系统发生学分析，它们分别属于

453,("#).3$&*，1’.&2,"%).3,*,0’，!"#$%%&’，1"3"#,##&’，
67.$07.$*.3"， 4.3,#,##&’， 89$5&,("#).3$&* 和

4%).3,*,0"’ 6 个属。对这 !3 株具有细胞毒活性的细

菌菌株进行进一步的 E(#!型和 &%E# 筛选，我们得

到了 < 株含有 E(#!型的 (# 结构域或者 &E%# 的 ’
结构域的海洋细菌，为从聚酮和非核糖体肽等生物

合成途径去深入研究其次生代谢产物提供了基因学

的证据。
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