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摘要：【目的】海洋微生物在活性物质开发方面具有巨大的应用前景。为了研究胶州湾微生物的多样性

和抑菌活性，选取胶州湾9个观测站点的沉积物进行了细菌多样性及抑菌活性分析。【方法】采用

YPD和Z2216E培养基分离细菌，通过16S rRNA基因测序对分离菌株进行分类鉴定，继而采用牛津杯法

考察分离菌株对7株指示菌的抑菌活性，最后用PCR方法筛选16株代表菌的PKSI、NRPS、CYP、PhzE和

dTGD基因。【结果】从胶州湾沉积物中共分离出76株细菌，通过对16S rRNA序列分析，将其归为8个科

11个属：节杆菌属、考克氏菌属、微球菌属、微杆菌属、假交替单胞菌属、Oceanisphaera、海单胞菌

属、葡萄球菌属、芽孢杆菌属、硫胺素芽孢杆菌属和短芽孢杆菌属，其中分离细菌中有34株至少对1种
指示菌有抑菌活性。所选取的16株菌均能检测到一种功能基因，且其中5株菌能同时检测到3种以上的功

能基因。【结论】以上研究表明胶州湾海域有丰富的微生物资源，在生物活性次级代谢产物合成上有较

大潜力。
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近年来，细菌对抗生素的耐药性不断增强，

导致了全球健康危机[1]。虽然人类在不断研发新

药物，但大多数新药都是已知药物的衍生物，很

容易产生细菌耐药性[2]。在这样的环境下，发现

或合成新的抗生素迫在眉睫。海洋环境具有与陆

地不同的环境因子，如高盐度、高压力、低温和

低营养等。与陆地微生物相比，海洋微生物的次

级代谢产物结构特异性高、种类繁多、生物活性

强。在过去几十年里，已经从海洋微生物中分离

出大量的生物活性化合物[3]。Song等[4]从1株南海

链霉菌中分离出2个抑制癌细胞和耐甲氧西林金黄

色葡萄球菌的angucycline类化合物。Phelan等[5]从

海绵枯草芽孢杆菌中分离出一种具有广谱抑菌活

性的新型抗生素。海洋微生物蕴藏着极其丰富的

天然产物，具有重大的研究价值。

海洋活性天然产物复杂多样，其中聚酮化合

物由聚酮合酶(PKS)催化合成，有广泛的生物活

性，如红霉素、阿维菌素和放线紫红素等。多烯
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类聚酮化合物广泛用于治疗真菌感染性疾病，如

制霉菌素、匹马霉素[6]等，其聚酮骨架的羟基化

是由细胞色素P450氧化酶(CYP)催化完成的。非

核糖体肽合成酶(NRPS)催化合成的非核糖体肽类

同样具有重要的药物价值，如达托霉素、博来霉素

等[7]。吩嗪类化合物合成的基因簇为PhzABCDEFG，

目前已发现100多种具有生物活性的吩嗪类化合物[8]。

另外，许多重要化合物如肽类、聚酮类、核苷、

萜类化合物等都曾发现6-脱氧己糖(6DOH)糖基化

修饰途径，而在6DOH合成过程中dTDP-葡萄糖-

4,6-脱水酶(dTGD)表现出高度保守性[9–10]。

胶州湾位于我国山东半岛东南侧，受人类活

动影响较大，而水体环境的改变会引起胶州湾生

物多样性及其代谢产物的变化，从而产生新的生

物活性化合物。基于此，本文研究了胶州湾沉积

物中可培养细菌的多样性及其次级代谢产物的抗

细菌真菌活性，并通过基因筛选次级代谢产物合

成酶基因PKSI、NRPS、CYP、PhzE和dTGD，快

速分析了胶州湾微生物生物活性次级代谢产物的

类型和潜力，对于开发海洋功能性微生物资源具

有一定的借鉴作用。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    样品：2015年2月在胶州湾海域9个不同观

测站位采集的表层沉积物，由中国海洋大学海洋

化学理论与工程技术教育部重点实验室提供，采

样位置见表 1。

1.1.2    培养基：(1) 1/4格里斯溶液：氯化钠9 g，

氯化钾0.4 g，氯化钙0.48 g，碳酸氢钠0.2 g，蒸馏

水定容至1 L，用于分离胶州湾微生物培养基的配

制；(2) YPD培养基：酵母提取物5 g，蛋白胨10 g，

葡萄糖20 g，琼脂20 g，1/4格里斯溶液定容至

1 L；(3) Zobell 2216E：蛋白胨5 g，酵母粉1 g，

磷酸高铁0.01 g，1/4格里斯溶液定容至1 L；(4) 牛

肉膏蛋白胨培养基：牛肉膏3 g，蛋白胨10 g，氯

化钠5 g，蒸馏水定容至1 L，pH 7.0–7.2；(5) 素琼

脂培养基：琼脂15 g，蒸馏水定容至1 L；(6)

LB培养基：胰蛋白胨10 g，酵母浸粉5 g，氯化钠

10 g，蒸馏水定容至1 L，pH 7.0。

1.1.3    指示菌株：大肠埃希氏菌(Escherichia

coli)、铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)、

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、藤黄微球菌

(Micrococcus luteus)、白色假丝酵母(Candida

albicans)、肺炎克雷伯氏菌(Klebsiella pneumoniae)、

产气肠杆菌(Enterobacter aerogenes)，由本实验室

保藏。

1.1.4    主要试剂和仪器：E．coli Trans1-T1感受

态，Fastpfu酶，DNA marker，pEASY-blunt

cloning vector购自全式金生物技术有限公司，细

菌基因组DNA提取试剂盒、胶回收试剂盒购自天

根生化科技(北京)有限公司，引物由深圳华大基

因科技服务有限公司合成。PCR仪、凝胶成像系

统、电泳仪购自Bio-Rad公司。

1.2    细菌的分离

在超净工作台内称取10 g泥样加入含玻璃珠的

30 mL Z2216E液体培养基中，置于30 °C、220 r/min

表1.  取样地点的胶州湾观测站位

Table 1.  The observation station of Jiaozhou bay for
sampling

Position No. Longitude Latitude Sample

jw1 120°18' 36°05.31' surface

jw2 120°18.75' 36°06.9948' surface

jw4 120°19.5' 36°09.5' surface

jw5 120°18' 36°09.5' surface

jw7 120°12.914' 36°09.57' surface

jw10 120°09.963' 36°06.243' surface

jw13 120°16.292' 36°07.399' surface

jw18 120°19.5' 36°12.168' surface

jw19 120°20.268' 36°12.066' surface
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摇床中培养1 h，静置30 min，将预处理后的样品

悬液按10–1、10–2、10–3梯度稀释，取100 μL稀释液

涂布于YPD、Z2216E固体培养基平板上，置于30 °C
培养箱培养3–15 d。根据菌落形态、色泽、湿润

度等特征，采用平板划线法挑取不同形态的细菌

分离纯化，经3次以上纯化并镜检后以甘油管保藏

法保存于–80 °C冰箱。

1.3    抑菌活性检测

将菌株接种至装有30 mL Z2216E液体培养基

的三角瓶中，培养24 h后将种子液转接到新鲜的

50 mL Z2216E液体培养基内，30 °C、220 r/min培

养7 d，将发酵液12000 r/min离心，取上清液用

0.22 μm滤膜过滤后备用。指示细菌、真菌分别接

种到LB、YPD液体培养基，在37 °C、30 °C摇床

培养1 d待用。采用牛津杯法检测发酵上清液抗菌

活性，配制双层培养基，下层素琼脂培养基，上

层牛肉膏蛋白胨(细菌)、YPD培养基(真菌)，其中

上层培养基内均匀混合备用指示菌。指示菌终浓

度为107个细胞/mL，利用分光光度计法测定OD600

估算菌液浓度。牛津杯内加待测上清液150 μL，

无菌蒸馏水150 μL为阴性对照，安普霉素(Apramycin)

(50 mg/mL)20 μL为阳性对照。分别将培养皿置于

37 °C、30 °C培养箱培养1 d，观察并通过十字交

叉法记录抑菌圈大小。

1.4    提取细菌基因组DNA

将纯化的菌株接种于Z2216E液体培养基，30 °C、

220 r/min培养1 d，采用细菌基因组DNA提取试剂

盒提取细菌基因组。

1.5    细菌16SrRNA序列分析

以提取的基因组DNA为模板，利用细菌通用

引物对27F：5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-

3′；1492R：5′-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-

3′扩增16S rRNA基因序列，经1%琼脂糖凝胶电泳

检测后，利用胶回收试剂盒纯化回收16S rDNA。

纯化产物与pEASY-blunt cloning vector于37 °C连

接10 min，连接产物转化到大肠杆菌感受态细胞

Trans1-T1，氨苄抗性筛选阳性克隆。培养12 h后

挑取转化子，菌落PCR验证条带是否正确。选择

正确的转化子提取质粒，送至华大基因测序，测

序引物为pEASY-blunt cloning vector的通用引物对

M13F/R。测序结果在EzBioCloud数据库比较分

析，找出同源性最高的序列，并选择15株代表菌

用MEGA 5.05软件中Neighbor-Joining法构建系统

发育树，选用Kimura-2参数模型，bootstrap重复

次数1000次，bar=0.02，即单位长度线段的序列

差异度为0.02。

1.6    功能基因检测

合成I型聚酮合酶基因(PKSI)、非核糖体多肽

合成酶基因 (NRPS)、氨基脱氧异分支酸合酶

(PhzE)、细胞色素P450氧化酶(CYP)、dTDP-葡萄

糖-4,6-脱氢酶(dTGD)等次级代谢产物合成酶基因

引物，引物序列见表 2。以提取的16株生物活性

较好的细菌基因组DNA为模板，扩增功能基因保

守区域，1%琼脂糖凝胶电泳检测。PKSI扩增程

表2.  扩增功能基因的PCR引物序列

Table 2.  The PCR primer sequences of amplifying
functional genes

Genes Primer sequences (5′→3′) Fragment
length/bp

PKSI (KSF, KSR) GCGATGGATCCNCAGC
AGCG

700[11]

GTGCCGGTNCCGTGNG
YYTC

NRPS (NRPSF,
NRPSR)

GCNGGYGGYGCNTAYG
TNCC

1000[11]

CCNCGDATYTTNACYT
G

PhzE (PhzEf,
PhzEr)

GAAGGCGCCAACTTCG
TYATCAA

450[12]

GCCYTCGATGAAGTAC
TCGGTGTG

CYP (PEH-1,
PEH-2)

TGGATCGGCGACGACC
GSVYCGT

350[13]

CCGWASAGSAYSCCGT
CGTACTT

dTGD (dTGD-1,
dTGD-2)

GSGGSGSSGCSGGSTTC
ATSGG

530[14]

GGGWRCTGGYRSGGSC
CGTAGTTG

1894 Yiting Wang et al.  |  Acta Microbiologica Sinica, 2016, 56(12)

actamicro@im.ac.cn



序：94 °C 5 min；94 °C 1 min，59 °C 1 min，72 °C

1 min，共35个循环；72 °C 10 min。NRPS扩增程

序：94 °C 5 min；94 °C 1 min，50 °C 1 min，

72 °C 1.5 min，共35个循环；72 °C 10 min。PhzE

扩增程序：94 °C 5 min；94 °C 1 min，54.7 °C 1 min，

72 °C 1.5 min，共35个循环；72 °C 10 min。CYP

扩增程序：96 °C 5 min；96 °C 1 min，60 °C 30 s，

72 °C 45 s，共40个循环；72 °C 10 min。dTGD扩

增程序：96 °C 5 min；96 °C 1 min，65 °C 30 s，

72 °C 1 min，共30个循环；72 °C 10 min。

2    结果和分析

2.1    胶州湾细菌的分离及多样性分析

从胶州湾9个站点采集的泥样中共分离208株

菌，通过观察细菌菌落形态、细胞形态等方法去

重后得到76株菌，图 1显示了各个站点分离的菌

株数。将16S rRNA基因序列测序结果与Ezbiocloud

数据库内序列比对，结果表明：筛选菌株与数据

库中的模式菌株都具有一定的同源性，相似度在

98%−100%，分属于8个科11个属：节杆菌属

(Arthrobacter)、考克氏菌属(Kocuria)、微球菌属

(Micrococcus)、微杆菌属(Microbacterium)、假交替

单胞菌属(Pseudoalteromonas)、Oceanisphaera、海

单胞菌属(Marinomonas)、葡萄球菌属(Staphylococcus)、

芽孢杆菌属 ( B a c i l l u s )、硫胺素芽孢杆菌属

(Aneurinibacillus)、短芽孢杆菌属(Brevibacillus)，

表明胶州湾沉积物有丰富的微生物资源。各属细

菌所占比例详见图  2，其中芽孢杆菌属为优势

属，占分离细菌总数的40.0%。选择有代表性的

1 5株菌，利用M E G A 5 . 0 5软件中N e i g h b o r -

Joining法构建的系统发育进化树见图 3。

2.2    胶州湾细菌抑菌活性

采用牛津杯法检测所有分离细菌及阳性对照

的抑菌活性，检测结果见表 3。由表 3可知，有

34株菌至少对一种指示菌表现出抑菌活性，约占

总分离菌株数的44.7%，且对E. coli、P. aeruginosa、

E. aerogenes、K. pneumoniae、B. subtilis、M. luteus、

C. albicans有抑菌作用的菌株数分别为16株、

11株、2株、17株、13株、16株、8株，且有15株

菌对3种以上指示菌有抑菌活性。

2.3    功能基因检测

根据抑菌能力及广谱性，选用抑菌活性效果

显著的16株菌，通过PCR扩增的方法筛查功能基

因：PKSI、NRPS、PhzE、CYP、dTGD，实验结

图 1.  各站位点菌株分离数

Figure 1.   The number of strains isolated from different
sites.

图 2.  胶州湾细菌种类

Figure 2.   Bacterial species in Jiaozhou Bay.
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果见表 4。根据结果可知，16株菌均可以检测到

至少一种功能基因，且5株菌能检测到3种以上的

功能基因，证明了胶州湾细菌次级代谢产物的多

样性。

3    讨论

微生物多样性的研究是微生物生态学的重要

内容，有利于人类更好地挖掘和利用微生物资

源。本文从胶州湾9个站点的泥样中共分离76株细

菌，根据16S rRNA基因序列与Ezbiocloud数据库

内序列比对结果，将76株菌归类为8个科11个属，

研究了胶州湾可培养细菌的多样性。Zhang等[15]对

胶州湾6个站点沉积物中产蛋白酶的可培养细菌的

多样性进行了研究，发现Photobacterium、Bacillus

和Vibrio为主要菌种，且通过比较不同取样点细菌

图 3.  胶州湾细菌16S rRNA序列系统发育进化树

Figure 3.   The phylogenetic relationship of the bacterial isolates based on 16S rRNA gene homology. The numbers at
nodes represent the percentage levels of bootstrap support (%) (expressed as percentages of 1000 replications). The
GenBank accession numbers of 16S rRNA sequences are given in the parentheses. Bar=0.02 substitutions per
nucleotide position.
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表3.  胶州湾细菌抑菌活性

Table 3.  The antimicrobial activity of bacteria isolated from Jiaozhou Bay

Isolates No.
Indicator bacteria

E. coli. P. aeruginosa E. aerogenes K. pneumoniae B. subtilis M. luteus C. albicans

LWYT0101 – ++ – – ++ – –

LWYT0108 + – – +++ – +++ +

LWYT0111 + – – ++ – – –

LWYT0201 – ++ – – +++ +++ –

LWYT0202 – – + + – + –

LWYT0205 ++ – – – ++ – –

LWYT0208 – – – ++ + – ++

LWYT0401 + – – + ++ – +

LWYT0402 + ++ – – – + +

LWYT0407 + – – + – – –

LWYT0408 – + – – ++ – –

LWYT0409 – – – – + – +++

LWYT0501 – – – + – – –

LWYT0506 ++ – – – – + –

LWYT0704 + – – – – – –

LWYT0722 ++ – – ++ – + –

LWYT1003 – – – + – – –

LWYT1004 – – + – – + –

LWYT1006 ++ – – ++ + ++ –

LWYT1009 – – – + – – ++

LWYT1011 – – – – – ++ –

LWYT1012 – – – – + – –

LWYT1014 – ++ – + – – ++

LWYT1305 – – – + – – –

LWYT1307 ++ – – ++ – ++ –

LWYT1310 – + – + – + +

LWYT1312 – ++ – – – ++ –

LWYT1313 – ++ – – +++ – –

LWYT1803 + – – – + + –

LWYT1904 + – – + – + –

LWYT1906 + – – + – – –

LWYT1907 – + – – – – –

LWYT0002 ++ ++ – – + ++ –

LWYT0003 ++ + – – ++ ++ –

Apramycin +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

Only strains having bacteriostatic effect are listed in the table, –: no antimicrobial activity, +: weak antimicrobial activity (inhibitory
zone≥8 mm); ++: general antimicrobial activity (inhibitory zone≥12 mm); +++: strong antimicrobial activity (inhibitory zone≥16
mm).
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的多样性，证明了海域污染对产蛋白酶细菌的多

样性有很大影响。本文筛选到的细菌中Bacillus种

类最多，可见Bacillus在胶州湾沉积物中占相当大

的比例，且产生物活性代谢物的潜能较高。

本文采用抑菌活性筛选与活性次级代谢产物

合成酶基因筛选相结合的方法研究了胶州湾可培

养细菌的应用潜力。实验分离到的76株菌中34菌

株至少有1种抑菌活性，表明胶州湾海域微生物有

较大的研究价值，为研究新的抗生素提供了大量

微生物资源。16株代表菌株中PKSI、NRPS、

C Y P、P h z E、d T G D基因阳性检出率分别为

62.5%、31.3%、43.8%、25.0%、50.0%，每株菌

均能检测到1种功能基因，再次证明了胶州湾微生

物的研究价值。生物活性筛选和基因筛选是挖掘

天然产物的传统筛选方法[16]。生物活性筛选可以

直接检测菌株的生物活性，而基因筛选是通过

PCR扩增生物合成关键酶的保守序列以获得基因

序列进而找到化合物生物合成基因簇的方法，可

以用来筛选新来源的生物活性次级代谢产物。基

因筛选方法能够快速预测产新颖次级代谢产物或

基因序列的菌株，从而加快新天然产物的研究。

Hornung等[17]通过基因筛选与质谱分析相结合的方

法，证明了卤代酶基因与天然卤化产物的相关

性。Chen等[18]发现检测dTGD基因可以预测糖基

化合物的结构。然而，由于生物活性筛选和基因

筛选方法本身的局限性，若将两种方法结合则能

更有效的获得合成新生物活性化合物的潜力菌

株。基因筛选的方法多用于放线菌，本实验对除

表4.  胶州湾细菌功能基因检测结果

Table 4.  The results of functional genes in bacteria isolated from Jiaozhou B ay

Isolates No. Genus
Functional genes

PKSI NRPS CYP PhzE dTGD

LWYT0101 Bacillus + – – – –

LWYT0108 Marinomonas + – – – +

LWYT0201 Staphylococcus – – – + –

LWYT0205 Kocuria – – – – +

LWYT0208 Bacillus + + + + –

LWYT0409 Bacillus + + – – +

LWYT0506 Bacillus + + + – +

LWYT0722 Bacillus + – – – –

LWYT1006 Kocuria – – + + +

LWYT1014 Bacillus + – + + +

LWYT1307 Micrococcus – – – + +

LWYT1312 Bacillus + – – – –

LWYT1313 Bacillus + – – – –

LWYT1904 Pseudoalteromonas – + – + –

LWYT0002 Micrococcus – – – + +

LWYT0003 Bacillus + + – – –

–: no PCR product; +: correct PCR product.
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放线菌外的其他细菌进行了研究，发现了其他种

属次级代谢产物合成关键酶基因的存在，证明了

此方法对其他类细菌同样有效。

虽然胶州湾细菌功能研究尚在初级阶段，但

已经展现出极大的研究价值，我们正在对分离到

的菌株所产生物活性次生代谢产物进行分离纯

化、结构解析。将来拟重点发掘功能基因与生物

活性次级代谢产物的关系，以具有重要应用前景

的海洋微生物为切入点，解析、强化功能化合物

的合成途径与合成机理。并扩大不同海域的沉积

物取样点，丰富海洋微生物产海洋天然产物资

源库。
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Diversity and antimicrobial activities of cultivable bacteria isolated
from Jiaozhou Bay

Yiting Wang, Chuanbo Zhang, Lin Qi, Xiaoqiang Jia, Wenyu Lu *

Department of Biological Engineering and Key Laboratory of Systems Bioengineering of the Ministry of Education, School of
Chemical Engineering and Technology, Tianjin University, Tianjin 300072, China

Abstract: [Objective] Marine microorganisms have a great potential in producing biologically active secondary
metabolites. In order to study the diversity and antimicrobial activity, we explored 9 sediment samples in different
observation sites of Jiaozhou bay. [Methods] We used YPD and Z2216E culture medium to isolate bacteria from the
sediments; 16S rRNA was sequenced for classification and identification of the isolates. Then, we used Oxford cup
method to detect antimicrobial activities of the isolated bacteria against 7 test strains. Lastly, we selected 16
representatives to detect secondary-metabolite biosynthesis genes: PKSI, NRPS, CYP, PhzE, dTGD by PCR specific
amplification. [Results] A total of 76 bacterial strains were isolated from Jiaozhou bay; according to the 16S rRNA
gene sequence analysis. These strains could be sorted into 11 genera belonging to 8 different families:
Aneurinibacillus, Brevibacillus, Microbacterium, Oceanisphae, Bacillus, Marinomonas, Staphylococcus, Kocuria,
Arthrobacters, Micrococcus and Pseudoalteromonas. Of them 34 strains showed antimicrobial activity against at least
one of the tested strains. All 16 strains had at least one function genes, 5 strains possessed more than three function
genes. [Conclusion] Jiaozhou bay area is rich in microbial resources with potential in providing useful secondary
metabolites.
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