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摘　要　从采集于上海郊区海域的海水和海泥样品中分离出１９３株海洋细菌，从中筛选抑菌活性菌株。
分别利用琼脂块法和管碟法对分离出的菌株进行初筛和复筛，结果显示，有２９株海洋细菌具有抑菌活性，
占总分离菌株的１５％，其中抑菌能力较强的Ｇ４，抑菌谱较广，能同时抑制革兰氏阳性和阴性指示菌。
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　　众所周知，半个世纪以来陆生微生物的发酵产物一直是制药工业的重要资源之一，由于该领域研究
历史久远，研究方法落后和筛选模型陈旧，要寻找新的微生物种属或筛选出新的活性代谢产物，难度越

来越大，由此造成新药开发面临挑战〔１〕。全球８０％以上的物种蕴藏于海洋中，由于海洋生物独特的生
存环境（如高压、高渗、高温、低温等复杂多变的生态环境）及海洋生物物种间的生态作用远比陆生生物

物种的复杂和广泛，其作用多通过物种间化学作用物质信息素、种间激素、拒食剂等来实现，因此，海洋

生物的活性远比陆生生物强。尤其重要的是有些海洋生物的活性物质在结构上与陆生生物的化合物不

同，表现出独特的活性〔２〕。海洋微生物的资源广阔，据估计，业已进行过研究和鉴别的海洋微生物不到

整个海洋微生物的５％。尚有如此巨大的海洋资源未得到研究和开发利用，因此，从海洋微生物的次级
代谢产物中寻找并开发有别于陆栖微生物的生理活性物质，成为当前微生物学研究的一个重要方向。

早在１９４７年Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄ等对５８株海洋细菌进行了试验研究，发现其中７
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株对一般非海洋型细菌有强大
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的抗菌作用，并指出这７株多属球菌及芽孢杆菌〔３〕。１９５８年 Ｇｒｅｉｎ等又对来自近岸的１６６株海洋放线
菌进行了试验，发现有７０株对各种革兰氏阳性及阴性菌均有抗菌活性，１９６６年Ｂａｍｍ等从３４１株海洋
细菌中筛选出６０株具有抗菌活性，其中５８株对沙门氏菌有较强的抗菌活性〔４〕。１９６６年 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒ等
分离到一种名叫食溴假单胞杆菌的微生物，它能产生一种多溴化合物（Ｃ１０Ｈ４ＮＯＢｒ５），对革兰氏阳性菌
有强大抑制作用〔５〕。

就新药的开发而言，从海洋微生物中筛选抑菌活性菌株是一项重要的前期工作。我国位于太平洋

西岸，是一个海洋大国，拥有渤海、黄海、东海、南海四大海域，地理条件差异大，温度相差悬殊，海洋微生

物资源极其丰富。对于黄、渤、南海海域的微生物资源利用已经进行过相关研究〔６〕，但关于东海海域微

生物资源的情况报道较少，本文就上海临近东海海域分离出的海洋微生物进行抑菌筛选，为寻找新的抗

菌活性物质提供参考。

　　１材料和方法

１．１仪器
恒温摇瓶床、微型离心机、恒温培养箱、净化台、手提式消毒锅等。

１．２样品采集
于２００４年７月至１２月分别从上海奉贤、芦潮港、南汇等地的海域浅滩采集海泥和海水样品。采样

瓶需事先灭菌，并用冰袋控制其温度，于２ｈ内赶回实验室进行处理。
１．３菌株分离
称取海泥１ｇ，加入无菌人工海水１０ｍＬ，剧烈振荡制成均匀的混悬液，逐级稀释为１０－１、１０－２……

１０－７，各取０．１ｍＬ，分别涂布于不同的分离培养基上〔７〕。对海水样品直接稀释，采用平板涂布法进行分

离。平板涂布后，于２８℃下培养１～２天，然后根据样品的不同以及菌落形态的差异来分离代表性菌
株。经数次纯化后，于４℃下保藏于２２１６Ｅ〔８〕斜面。
１．４抑菌实验
１．４．１指示菌　大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ１．５４３），金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ１．７２），志

贺氏菌（Ｓｈｉｇｅｌｌａ５１３８７），沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ５００４１）等购自中科院微生物研究所。
１．４．２实验方法
指示菌菌悬液的配制：用３～５ｍＬ无菌生理盐水洗下指示菌菌苔，倒入含玻璃珠的三角瓶中充分打

散，制成一定质量分数的菌悬液，使含菌数为１０００万ｃｆｕ／ｍＬ。
用琼脂块法〔９〕对所分离到的菌株进行抗菌活性的初筛。具体方法如下：将测试菌株制备成菌悬

液，稀释至适当的质量分数后涂布于２２１６Ｅ平板，在２８℃下培养１～２天，用打孔器将各小单菌落取下
并移至湿室中培养成熟，然后再移至含指示菌的营养琼脂平板上，然后于３７℃下培养１８～２４ｈ，观察并
用游标卡尺测定抑菌圈直径。

将初筛菌株接入发酵培养基，２８℃摇床培养４８ｈ，用管碟法〔１０〕复筛。将发酵液离心１００００ｒ，１０
ｍｉｎ后得到上清液。于含指示菌的平板中放入无菌牛津杯，滴入一定量的离心发酵液，以不接菌的发酵
液作对照。３７℃下培养１８～２４ｈ，同样用游标卡尺测定抑菌圈直径。

　　２结果和分析

２．１海洋细菌的分离
按照采样海域以及菌落形态、大小、色泽等的不同，从各种培养基中分离出１９３株海洋微生物。其

中从海水样中分离出１０６株，海泥样中分离出８７株。
２．２拮抗菌株的筛选
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图１　海水、海泥样品分离和筛选对比
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎｓｉｓｏｌａｔｅｄａｎｄ

ｓｃｒｅｅｎｅｄｆｒｏｍｓｅａｗａｔｅｒａｎｄｓｅｄｉｍｅｎｔ

　图２　菌株Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３、Ｆ４、Ｆ５、Ｆ６对大肠杆菌的抑制结果　　　图３　菌株Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３、Ｇ４对大肠杆菌的抑制结果
　　　Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎｓＦ１、Ｆ２、Ｆ３、Ｆ４、　　　　　　Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎｓＧ１、Ｇ２、Ｇ３、
　　　　　　Ｆ５、Ｆ６ｔｏＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ１．５４３　　　　　　　　　　　　　Ｇ４ｔｏＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ１．５４３

　　图４　菌株Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３、Ｄ４对志贺氏菌的抑制结果　　　　图５　菌株Ｙ１、Ｙ２、Ｙ３、Ｙ４对沙门氏菌的抑制结果
　　　Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎｓＤ１、Ｄ２、Ｄ３、　　　　　　Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎｓＹ１、Ｙ２、Ｙ３、Ｙ４
　　　　　　　　Ｄ４ｔｏＳｈｉｇｅｌｌａ５１３８７　　　　　　　　　　　　　　　　　ｔｏＳａｌｍｏｎｅｌｌａ５００４１

　　２．２．１初筛
用琼脂块法初筛，从分离到的 １９３

株海洋细菌中筛选出２９株拮抗菌株，占
总分离菌株数的 １５％。其中从海泥中
筛选出１７株具有抑菌活性的菌株，占分
离菌株总数的１９．５％；海水中的拮抗菌
株数为１２株，占分离菌株总数的１１．３％
（见图１）。由此可以看出，从海泥中分
离出拮抗菌株的概率大于海水样。

指示菌中以金黄色葡萄球菌、蜡状

芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌作为抗革兰氏

阳性菌的代表，以大肠杆菌、沙门氏菌、志贺氏菌作为抗革兰氏阴性菌的代表。在２９株菌中，抗革兰氏
阳性菌的拮抗菌株有２１株，占拮抗细菌总数的７２．４％；而抗革兰氏阴性菌的菌株有９株，占拮抗细菌总
数的３１％。其中有１株菌株能同时抗革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌。几株拮抗菌株对不同指示菌的
抑制效果见图２～图５。

由图２可明显看出，Ｆ２、Ｆ３对大肠杆菌有抑制作用，但Ｆ２的抑制能力比Ｆ３更强；图３中，Ｇ２、Ｇ４对
金黄色葡萄球菌都有很强的抗菌效果，其他菌株则无透明圈出现。同理，从图４和图５中可以看出，
Ｄ４、Ｙ２分别对志贺氏菌、沙门氏菌具有显著的抑菌作用。将这些有抑制作用的菌株记录、保存下来以
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进行复筛。

２．２．２复筛
采用液体发酵法对初筛后得到的２９株有抑菌活性的菌株进行复筛，得到３株抑菌能力较强、抑菌

谱较广的菌株，编号分别为Ｆ３、Ｄ４、Ｇ４。其抑菌能力的比较见表１。对这３株拮抗菌的抑菌稳定性还将
表１　３株海洋拮抗菌的抗菌活性

　　　　　　　　　　　　　　　Ｔａｂ．１　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆ３ｍａｒｉｎｅｉｓｏｌａｔｅｓ　　　　　　　单位：ｍｍ

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ１．５４３

Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ
５００４１

Ｓｈｉｇｅｌｌａ
５１３８７

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ１．７２

Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｅｒｅｕｓ

Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｌｉｓ

Ｆ３

Ｄ４

Ｇ４

１９．２４

－

２１．００

－

１５．００

１７．６０

１９．２８

２０．２６

２５．５０

２０．１８

１９．１２

２５．８４

１５．４０

１６．４２

１７．７０

－

１８．５４

１９．３６

进行进一步研究。

由表１可以看出，Ｇ４这株菌株是抑菌谱相对最广的，它同时可以抑制革兰氏阳性菌和革兰氏阴性
菌。Ｄ４对革兰氏阳性菌的抑制效果比对革兰氏阴性菌的好。而Ｆ３对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌的
抑制效果都并不是很好。

　　３结果和讨论

上述研究结果表明，海洋细菌中存在着丰富的抗菌资源。用琼脂块法进行抑菌菌株的筛选较简便，

不受设备限制。对于大量地分离海洋菌株而言，琼脂块法适合初筛，易看出筛选结果。而采用液体发酵

法则可以进行更多的实验。在对海洋微生物进行活性筛选时，这两种方法均属可行且效果较好的。当

然，在筛选抗菌活性菌株时，还可根据抗菌谱的要求，特异性地筛选一定类型的海洋细菌，能提高活性菌

株的比率。

本试验筛选出一株广谱抑菌海洋细菌Ｇ４，有关菌株Ｇ４的鉴定及其抗生物质理化特性、结构等的研
究正在进行中。
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