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混合发酵提高 ! 株海洋微生物菌株抑菌活性的研究
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摘 要：$ 株抑菌范围不同的海洋微生物菌株，在单独培养条件优化基础上进行混合发酵，并对混合发酵条件进行

了优化测试，混合发酵结果有效的提高了菌株产生代谢产物的抑菌活性，最小抑菌浓度由单独发酵的 &"#!FG.F、

&$"!FG.F，单独发酵后混合的 $"%!FG.F、$&3!FG.F 降至 4$!FG.F、$3!FG.F，即代谢产物抑菌活性比单独发酵提高

$%%H，比单独发酵后混合提高 4%%H，$ 株菌株混合发酵的协同效应大于单独发酵混合后的累加效应，对靶标真菌

的致畸作用明显。
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海洋生物资源的开发利用在国内外日益受到重

视，不断有海洋低等动物、植物被发现具有新的药用

价值［& K !］，在海洋这个特殊的生态环境中，微生物由

于其资源优势是目前海洋生物开发利用研究的热

点，其代谢产物的抑菌作用是目前研究较集中的领

域，不少报道证明，海洋微生物能产生活性好、结构

新颖的次生代谢产物［" K 3］。但海洋微生物产生的次

生代谢产物在菌株发酵液中含量少，导致直接利用

的抗菌物质效价较低，而其原始生境的寡营养，又较

难通过营养条件改善来提高抑菌活性，影响了后续

的研究工作，是目前海洋微生物开发利用亟待解决

的问题。本课题组将不同海域不同宿主获得的大量

微生物菌株，通过实验室已建立的以病原真菌作为

靶标菌的筛选模型，测试筛选出的 $ 株海洋微生物

菌株，在菌株单独发酵条件优化的基础上，对 $ 株菌

的混合发酵进行了探索性的研究。

" 材料和方法

"#" 材料

"#"#" 菌株：海洋微生物：菌株 ;L%$，放线菌，小单

孢菌属（!"#$%&%’%()%$* AM*）；菌株 N223:，细菌，芽孢

杆菌属（+*#",,-( AM*），分别由本课题组分离自舟山

群岛、渤海海泥，为了防止培养基的 1<L) 浓度高影

响测试结果，$ 株菌株纯化后分别进行了降低培养

基中无机盐浓度的驯化培养，经试验室已建立的以

病原真菌作为靶标菌的筛选模型测试筛选，$ 株海

洋微生物菌株对靶标真菌具有很强的抑制作用。

"#"#! 培养基（O）：$ 株菌单独培养用培养基，经

过正交试验测试优化，N223: 菌株优化培养基见文

献［2］；;L%$ 菌 株 优 化 培 养 基：每 升 含 淀 粉 $%P，
Q1R4 &P，Q$STR! %J"P，UPVR! %J"P，;,VR! %J%&P，1<L)
2O，UPL)$·#S$R %J!#O，QL) %J%#O，土壤浸提液

$%%.F，MS 值 :J%。混合发酵培养基：每升含淀粉

$%P，Q1R4 &P，Q$STR! %J"P，UPVR! %J"P，;,VR! %J%&P，
蛋白胨 4P，酵母粉 &P，葡萄糖 4P，1<L) 2O，UPL)$·
#S$R %J!#O，QL) %J%#O，土壤浸提液 $%%.F，MS 值

:J%，沙氏培养液［#］用于最小抑菌浓度（UWL）的测试。

"#! 菌株的发酵培养

将 N223: 或 ;L%$ 从斜面培养基转接至相应的

液体培养基中，$:X、&"%0G.?E 摇床培养，N223: 培养

4J"Y，;L%$ 培养 :Y，即为种子液；种子液按 &%H接种

量接种至 &"%.FG$"%.F 三角瓶中，$:X、&"%0G.?E 培

养，其中 N223: 菌株、;L%$ 菌株单独培养的时间分

别为 4J"Y、:Y，混合培养时间分别为 :Y，无细胞滤液

制备参考文献［&%］。

"#$ 抑菌活性 %&’ 测试方法

以靶标真菌稻瘟霉（./$"#-,*$"* %$/0*1）为模型的

测试［&%，&&］，茄链格孢菌（2,31$’*$"* (%,*’"）模型在此基

础上操作方法略有改进，测试时间缩短为前一模型

的 &G"。UWL 为最小抑菌浓度，抑菌浓度越小，表示



活性越高，!"# 值超过 $%%!&’(&，在本试验中认为

无活性。根据抑菌活性测试试验，)#%* 菌株对前一

模型较敏感，+,,-. 对后一模型较敏感。因此，两菌

株单独发酵测试时分别使用各自敏感的模型，混合

发酵时两种测试模型均用。

!"# 不同培养方法对 $ 株菌抑菌活性的影响测定

以上述测试的培养条件和优化培养基，接种

)#%*、+,,-.，*./、0$%1’(23 培养 .4，测试无细胞滤

液抑菌活性，并以 )#%* 及 +,,-. 单独培养、单独培

养液混合作对照比较抑菌活性。

!"% 通气量对混合培养活性影响的测试

发酵试验采用 *$%(& 三角瓶，分别将混合培养

液装至 0%%(&、0*%(&、0$%(&、0-%(&，接种 * 株菌，

0$%1’(23 培养 .4，检测抑菌活性；同时控制装样量为

0$%(&，分别改变转速为 %（静置培养）、0%%、0*%、0$%、

0-%1’(23 培养 .4，测抑菌活性。

!"& 接种顺序对混合培养活性影响的测试

以混合培养基为基本培养液，* 株菌同时接种

或 接 种 )#%* 04、*4、54 后，接 入 +,,-.，*./、

0$%1’(23培养 .4，测无细胞滤液抑菌活性。

!"’ () 值变化对混合培养活性的影响测试

改变混合培养基的初始 67 值分别为 89$、.9%、

.9$、-9%，*./、0$%1’(23 培养 .4，测无细胞滤液抑菌

活性。

!"* 营养成分改变对混合培养抑菌活性的影响测定

以混合培养基为基本培养液，67 值为 .9$，按正

交试验 &*$（$8）设计 : 因素（淀粉、葡萄糖、蛋白胨、

酵母粉）各 $ 个水平实验（表 0），考察其抑菌活性，

每个处理共 : 个重复。

表 ! 正交试验因素水平

;<=>? 0 )<@AB1C <34 >?D?>C BE B1AFBGB3<> 4?C2G3 EB1 @BB1423<A? @H>AH1?

)<@AB1C
&?D?>C（I）

0 * 5 : $
J KA<1@F 0% 0$ *% *$ 5%
+ L>H@BC? 0 5 $ . ,
# M?6AB3? 0 5 $ . ,
N O?<CA %9$ 09% 09$ *9% *9$

图 ! 不同培养发酵条件对抑菌活性的影响

)2GP0 QEE?@A BE D<12<3A @H>AH1? B3 AF? <3A2REH3G2 <@A2D2AS

09!B3B@H>AH1? BE +,,-.；*9!B3B@H>AH1? BE )#%*；59!2TAH1? BE *

(B3B@H>AH1? E?1(?3A<A2B3C；:9!2T?4 @H>AH1? BE * CA1<23CP

图 $ 两菌株混合发酵物对病原真菌的抑制作用

)2GP * U?CA1<23A ?EE?@A BE (?A<=B>2A2?C 61B4H@?4 =S * CA1<23C (2T?4

@H>AH1?

JPV<AH1<> G?1(23<A2B3 BE ! P "#$%&’ C6B1?；+P "3F2=2A2B3 BE (?A<=B>2A2?C

AB ! P "#$%&’ 61B4H@?4 =S (2T?4 @H>AH1?；#P V<AH1<> G?1(23<A2B3 BE ( P

#)*+%, C6B1?；NP "3F2=2A2B3 BE (?A<=B>2A2?C AB ( P #)*+%, 61B4H@?4 =S

(2T?4 @H>AH1?P ;F? @21@>?C 23 AF? 6FBABC BE + <34 N 2342@<A? AF?

?TA1<B1423<1S D?C2@>?P

$ 结果和分析

$"! 混合培养对抑菌活性的影响

* 株海洋微生物菌株单独发酵，单独发酵液混

合以及混合发酵的 ,8 孔板测试结果见图 0，由图可

知，* 株菌单独发酵，+,,-. 菌株产生的代谢产物对

靶标真菌茄链格孢菌有较强的抑制作用，!"# 值可

达 0$8!&’(&，对稻瘟霉菌活性较低，仅为 $%%!&’(&；

)#%* 菌株产生的代谢产物对靶标真菌稻瘟霉菌有

较强的抑制作用，!"# 值可达 0*$!&’(&，对茄链格

孢菌活性为 :$8!&’(&；如果将 * 株菌株单独发酵后

混合，可同时抑制两种靶标真菌，但活性降至单独发

酵的 0’*，即对两种靶标真菌 !"# 分别为 *$%!&’(&、

*0-!&’(&；采用混合培养的方法也能同时抑制两种

靶标真菌，且抑菌活性明显提高，对茄链格孢菌 !"#
值由 +,,-. 单独培养时的 0$8!&’(& 降至 .5!&’(&，

稻瘟霉菌 !"# 值由 )#%* 单独培养时的 0*$!&’(& 降

至 85!&’(&。抑菌活性比单独发酵提高 0%%W，比单
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独发酵后混合提高 !""#。除了抑菌活性增加，混

合发酵物能使两种靶标真菌的芽管或细胞都产生较

大的泡囊，尤其是稻瘟霉菌泡囊的体积比其孢子体

积大 ! $ % 倍（图 ! ）。

!"! 通气量对混合发酵活性的影响

摇瓶混合发酵试验中，不同的装样量或振荡培

养的转速改变对 ! 菌株产生的抑菌活性影响不明

显，也证明 ! 菌株产生的抑菌代谢产物对通气量的

要求不严格。由于在 ! 菌株单独培养条件优化中，

&’"() 装样量和振荡培养转速为 &’"*+(,- 时可达到

较为合适的生物生长量（图 %./），故本试验以上述

条件进行发酵培养。

!"# 接种时间对混合培养活性的影响

测试结果表明，01"! 提前接种 "2、&2 混合培养

活性测试结果一致，对 ! 靶标菌 341 值均保持在

5%!)+() 左右，提前接种 !2 后混合培养活性略有下

降，对 稻 瘟 霉 菌 以 及 茄 链 格 孢 菌 341 值 分 别 为

67!)+()、78!)+()；提前 %2 接种 01"! 后抑稻瘟霉活

性变化不大，但抑茄链格孢菌活性降低，其 341 值

为 !’"!)+()（图 %.9）。

!"$ %& 值改变对混合培养抑菌活性的影响

! 种模型测试结果表明，:; 值在 5<’ $ =<" 范围

内，混合发酵均产生较高的抑菌活性，其中 341 值

最低峰即活性最高峰出现在 :;6<’ 时，在这一条件

下，稻瘟霉模型与茄链格孢菌模型的 341 值分别达

8=!)+()，’5!)+()（图 %.1）。

图 # 通气量（’）、接种时间（(）、%& 变化（)）对混合培养抑菌活性的影响

0,>?% @AABCD EA *EDFDB G:BB2（/），,-ECHIFDB2 D,(B 2,GC*B:F-CJ（9），:;（1）! GD*F,-G (,KB2 CHIDH*B E- DLB F-D,.AH->, FCD,M,DJ

!"* 营养成分改变对混合培养抑菌活性的影响

改变淀粉、蛋白胨、酵母粉、葡萄糖的含量后，测

得 341 值见表 !。由表 ! 可计算出各因素以及误差

平方和（稻瘟霉模型）（表 %）。根据表 % 计算出统计

量 0 的值（表 8）。

查 0.分布表有 0"<"’（8，=）N %<=8，0"<"&（8，=）N
6<"8，显然 /、9、1 均大于 0"<"&，而 O 因素 0 值小于

0"<"’。同理，计算抑茄链格孢菌抑菌结果见表 ’、5。

显然 /、9、1 因素均大于 0"<"&，而 O 因素 0 值大

于 0"<"’，小于 0"<"&（表 5）。结合表 %、8、’、5 分析可

知，混合培养液对茄链格孢菌及稻瘟霉菌抑菌活性

基本一致，8 种营养成分改变对混合培养液抑菌活

性的影响大小依次为葡萄糖 P 淀粉 P 蛋白胨 P 酵母

粉。在一定的范围内葡萄糖用量增加，抑菌活性加

强；淀粉的用量在 !"Q时抑菌活性最好，增大其用

量反而引起抑菌活性的轻微下降；蛋白胨含量 R %Q
时活性随含量增加而提高，当蛋白胨含量!%Q时，

其用量的增加对抑菌活性几乎无影响；酵母粉用量

改变对抑菌活性影响不大，其稻瘟霉模型实验结果

7’#置信区间分析未达显著水平，而茄链格孢菌模

表 ! 正交试验方案及结果

SFTIB ! SLB E*DLE>E-FI 2BG,>- GCLB(B F-2 *BGHIDG AE* (,KB2 CHIDH*B

UH(TB*G / 9 1 O B&" B!
VW""
341

/X""
341

& & & & & & & !&7 !&7
! & ! ! ! ! ! &’5 &’5
% & % % % % % &!’ &&"
8 & 8 8 8 8 8 78 78
’ & ’ ’ ’ ’ ’ 67 5%
5 ! & ! % 8 ’ &’5 &’5
6 ! ! % 8 ’ & &&" &!’
= ! % 8 ’ & ! 78 78
7 ! 8 ’ & ! % 67 78
&" ! ’ & ! % 8 &&" &!’
&& % & % ’ ! 8 &&" &&"
&! % ! 8 & % ’ 67 78
&% % % ’ ! 8 & 67 67
&8 % 8 & % ’ ! 8= 8=
&’ % ’ ! 8 & % != %!
&5 8 & 8 ! ’ % &!’ &!’
&6 8 ! ’ % & 8 5% 67
&= 8 % & 8 ! ’ 78 78
&7 8 8 ! ’ % & ’’ ’’
!" 8 ’ % & 8 ! %! %!
!& ’ & ’ 8 % ! &!’ &!’
!! ’ ! & ’ 8 % &&" &&"
!% ’ % ! & ’ 8 67 67
!8 ’ 8 % ! & ’ 8= ’’
!’ ’ ’ 8 % ! & 8= %!

" B&，B! ,-2,CFDB2 B**E*；"" VW F-D,. ! ? "#$%&’，/X F-D,.( ? )"*&+, ?
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表 ! 稻瘟霉模型各因素及误差平方和

!"#$% & ’() *+ ,-(".% */ 01% .%,($0, *+ ! 2 "#$%&’ )*3%
4"50*., 6 7 8 9 %: %;
(: :&<=> :<? ::>=; @?=> @A=< :A;=;
(; :A@=B :A&=> @<=B :A&=> @?=< @:=A
(& >B=B @<=; BC=A BB=A @B=B @&=<
(< ?&=B ><=B BB=A @A=; @<=; @:=;
(C B;=A C@=< BC=A B@=> BB=; @:=;

’")D$%
E".F"/5%（’;F ）

??:=;; :;&?=?A :?;=B; <&=>B ;A=;> ;&=A;

’() *+
,-(".%（’’F）

:C<;<=< ;<?C<=A &<C>=< B?&=> <AC=; <>A=<

!(: F/3F5"0%3 01% "E%."G% E"$(% "0 3F++%.%/0 +"50*. $%E%$，5"$5($"0%3 +.*)
!"#2 ;；!! 4*.)($"% );*·!（(* (）;，’’F H .（D I :）’;F H ;A J ’;F 2

表 " 稻瘟霉模型结果方差分析

!"#$% < 6/"$K,F, *+ 01% .%,($0, *+ ! 2 "#$%&’ )*3%

4"50*., ’() *+
,-(".%

9%G.%% *+
+.%%3*) L".F"/5% 4

6 :C<;<=< < &BC>=: &C=><

7 ;<?C<=A < >:BB=C C?=;A

8 &<C>=< < B><=: ?=@@

9 B?&=> < ;:B=< ;=A;

M..*. B>C=> B :AB=;

表 # 茄链格孢菌模型各因素及误差平方和

!"#$% C ’() *+ ,-(".% */ 01% .%,($0, *+ + 2 ,"-&.* )*3%

4"50*., 6 7 8 9 %: %;

(: :;B=< :<? ::@=; :A&=> @C=B :A;

(; ::B=B ::;=B @C=> :AB @?=; @:

(& ?;=> @:=; B>=< BC :A:=B @<=;

(< ?? >@=; B?=B @< @<=; @?=<

(C BA=; C>=B BB=A B>=< BB=A @;=<

’")D$%
E".F"/5%（’F;）

>B:=C :;B@=B< :@A=A :A<=& ;C=: :@=&

’() *+
,-(".%（’’F）

:&>&A=A ;C?@>=B &BAA ;ABC=> CA;=B &B>=B

表 $ 茄链格孢菌模型结果方差分析

!"#$% > 6/"$K,F, *+ 01% .%,($0, *+ + 2 ,"-&.* )*3%

4"50*., ’() *+
,-(".%

9%G.%% *+
+.%%3*) L".F"/5% 4

6 :&>&A=A < &<A?=C &A=><

7 ;C?@>=B < ><<@=; CB=AA

8 &BAA=A < @CA=A B=C<

9 ;ABC=> < C;:=< <=>@

M..*. BB@=> B :::=;

型结果显示其存在显著性差异，但未达极显著水平，

综合考虑其活性可认为酵母粉最优水平为 :=CN。

由此得出营养成分的最佳配方为：淀粉 ;AN，蛋白

胨 &N，酵母粉 :=CN，葡萄糖 @N。由于葡萄糖最优

含量 @N出现在该次实验的极大值，故继续增大其

含量做补充实验，结果发现在此量上再增加菌体生

长受到抑制，活性略微下降，故接受最优估计。在此

优化配方基础上，混合培养对茄链格孢菌、稻瘟霉菌

模型的 OP8 值由 ?&!QR)Q、>&!QR)Q 降至 &;!QR)Q、

;B!QR)Q。

! 讨论

长期以来，陆地微生物一直是人类获取新型抗

生素的重要生物资源，但随着开发利用时间的增长，

发现新型抗生素的机率日趋减少，人们又将目标移

向占地球 ;R& 面积的海洋，在海洋这一特殊生境的

微生物能产生新的药用化合物，已得到国内外有关

专家的认可，其中有关抑菌、抑肿瘤活性物质的研

究，是海洋微生物资源开发利用研究最多的领域。

本课题组也在此领域研究多年，可能由于海洋环境

的寡营养条件，提高菌株产生的活性物质，采取富营

养培养可能会适得其反，通过培养条件优化较难达

到预期的效果，这在海洋微生物的开发利用中也是

亟待解决的难题，我们在试验中发现了这 ; 株菌株

协同生长和抑菌效应，借鉴其它领域混合发酵的方

法，进行了初步探索，对今后海洋微生物的开发具有

很好的实际意义。

; 株菌混合发酵后的产物，除了抑菌活性增加，

抑菌范围扩大外，对靶标真菌的抑菌作用也发生了

变化，单独发酵时，7@@B? 产生的代谢物对茄链格孢

菌的抑制表现在孢子不能正常萌发，芽管或孢子产

生泡囊，但对稻瘟霉菌孢子几乎不表现活性，仅有少

量的孢子芽管较短，48A; 单独发酵物对稻瘟霉菌孢

子的抑制表现在孢子不萌发或萌发的芽管短，对茄

链格孢菌孢子几乎不表现活性，混合发酵物能使两

种靶标真菌的芽管或细胞都产生较大的的泡囊，尤

其是稻瘟霉菌泡囊的体积比其孢子体积大 ; S & 倍

（图 ; 6 S 9），这在本课题组用此模型筛选的几千株

海洋微生物中从未出现过。目前，; 株菌单独发酵

及混合发酵产生代谢产物的化学结构确定工作正在

进行中。
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