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摘要：【目的】对一株来源于深海热液口嗜热芽孢杆菌的次生代谢产物进行抑菌活性和抗肿瘤活性的初

步研究。【方法】采用纸片法和微量肉汤稀释法检测嗜热芽孢杆菌 SY27F 次生代谢产物的抑菌活性，采

用 CCK-8 法测定其次生代谢产物的抗肿瘤活性。【结果】抑菌实验表明，嗜热芽孢杆菌代谢产物对大肠

杆菌、金黄色葡萄球菌均有抑菌作用，其最低抑菌浓度分别为 1.56 mg/mL 和 3.13 mg/mL；细胞实验表

明，其代谢产物对肿瘤细胞 A549、HepG2、HeLa、MCF-7 均有一定的抑制作用，其半致死浓度分别为

0.390、0.451、0.704、1.105 mg/mL；与人肝肿瘤细胞(HepG2)相比，其对人正常肝细胞(L02)表现出良好

的生物相容性。【结论】嗜热芽孢杆菌 SY27F 次生代谢产物具有一定的抑菌和抗肿瘤活性，可为寻找新

型抑菌抗肿瘤活性物质提供优质资源。 
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深海热液口是海洋生境中十分重要的组成部

分，具有缺氧、高温、高压、无光照、低营养、

高盐度等特点[1]。自 1979 年科学家首次在加纳帕

格斯群岛附近的海域中发现海底热液口后，便引

起整个科学界对热液系统的高度重视[2]。在这种独

特的生境下，许多特殊生物群落被孕育出来[3]。近

40 年的研究中，大量生物群落被发现，从中分离

和鉴定出许多新物种，绝大多数是各类微生物。

为了适应这种极端环境，热液口微生物已经形成

了一套独特的防御机制和代谢途径，往往能够产

生结构新颖且活性显著的化合物[4–8]。 

芽孢杆菌广泛存在于海洋生境中，能够适应

多种不利环境，如高温、高压、高盐等[9]。近些年，

从海洋来源芽孢杆菌的次生代谢产物分离出多种

结构类型物质，包括脂肽、多肽、脂肪酸、乳糖

聚合物、聚酮化合物、异香豆素类[10–15]，这些结
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构多样的化合物具有抑菌、抗癌、抗藻等诸多生

物活性[10–15]。此外，芽孢杆菌基因组序列研究也

表明约 8%的基因组用于合成抗生素[16–17]。本研究

以一株深海热液口来源的嗜热芽孢杆菌进行扩大

培养，并研究其乙酸乙酯提取物的抑菌和抗肿瘤

活性，以期获得具有活性的代谢产物，为进一步

开发该菌株活性代谢产物提供前期研究基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株来源：一株深海热液口来源的嗜热芽

孢杆菌；采样区域：印度洋深海热液区；采样坐

标：E 70°02′25.47″，S 25°19′13.66″；样品性质：

沉积物；采样深度：2430 m；样品描述：玄武岩

和黑烟囱的混合样，外观呈红色、表面湿润。 

1.1.2  培养基：(1) LB 培养基(g/L)：Tryptone 10.0，

Yeast Extract 5.0，NaCl 10.0，pH 7.0；(2) 2216E

培养基(g/L)：Yeast Extract 1.0，Tryptone 5.0，FePO4 

0.01，ASW (人工海水) 1.0 L，pH 7.6；(3) ASW (人

工 海 水  g/L) ： NaCl 20.0 ， MgCl2·6H2O 3.0 ，

MgSO4·6H2O 6.0，(NH4)2SO4 1.0，NaHCO3 0.2，

CaCl2·2H2O 0.3，KCl 0.5，KH2CO3 0.42，NaBr 0.05，

SrCL2·6H2O 0.02，C6H10FeNO8 0.01；固体培养基

添加 15.0–20.0 g/L 琼脂。 

1.1.3  指示菌株：革兰氏阳性菌：金黄色葡萄球

菌(Staphylococcus aureus ATCC 25923)；革兰氏阴

性菌：大肠杆菌(Escherichia coli ATCC 25922)；真

菌：白色念珠菌(Monilia albican ATCC 753)。以上

菌株均为实验室保藏菌种。 

1.1.4  指示细胞株：人宫颈癌细胞(HeLa)、人非

小细胞肺癌细胞(A549)和人乳腺癌细胞(MCF-7)

购于上海齐氏生物公司，人肝癌细胞(HepG2)和人

肝细胞(L02)购于南京科佰生物科技有限公司。 

1.1.5  主要试剂和仪器：甲醇、乙酸乙酯均购自

德国 Merk 公司，Penicillin-Streptomycin Solution、

Phosphate Bufferde SaLine(1X).0067M(PO4)、RI 

Medium Modified 均购自 HyCLone，PlasmocinTM 

treatment 购自 InvivoGen，Cell Counting Kit-8 购

自日本株式会社同仁化学研究所，PANsera ES 购

自 PAN-Biotech，DMSO 购自美国 Sigma 公司，96

孔细胞培养板、荧光共聚焦培养皿、微孔滤膜(孔

径 0.22 µm)购自无锡耐思生物科技有限公司，

Hoechst 33342 购自北京索莱宝科技有限公司，

Lyso-Tracker™ Red DND-99 购自 Thermo 公司，

其他试剂均为国产分析纯试剂。 

循环水式真空泵 SHB-Ⅲ、磁力搅拌器 HJ-4，

巩义市予华仪器有限责任公司；高速冷冻离心机

KDC-160HR，安徽中科中佳科学仪器有限公司；

立式压力蒸汽灭菌器 YXQ-LS-50A，上海博讯实

业有限公司；恒温摇床 TS-2102C，上海天呈实验

仪器制造有限公司；旋转蒸发仪 RV10，广州仪科

实验室技术有限公司(德国 IKA)；紫外/可见全波

长酶标仪 SH-1000，天美(中国)科学仪器有限公

司；Milli-Q 超纯水系统系列 Milli-Q Advantage 

A10 系统，德国 Merk 公司；数控超声波清洗器

KQ5200DE，昆山市超声仪器有限公司；电导率仪

S230，梅特勒-托利多国际贸易有限公司；生物安

全柜 MSC-Advantage、液氮罐 Locator PLUS 系列、

CO2 培养箱 HERAcell®150i，美国 Thermo 公司；

透射电子显微镜 HT7700，日历高新技术公司；激

光共聚焦显微镜 A1，株式会社尼康。 

1.2  菌种的初活化、活化、再活化及保藏 

从−80 °C 超低温保存箱中将 30%甘油冻存的

SY27F 菌快速取出，于 37 °C 恒温水浴锅中解冻，

完全解冻后，将 SY27F 菌置于 50 °C 恒温摇床 
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30 min，进行初活化；用接种环接种半环初活化菌

液，划线到 2216E 固体培养基上，倒置于 50 °C

静止的恒温摇床中，培养 12–18 h，进行活化，直

至有长势良好的单个菌落长出；用接种环挑取单个

菌落于装有 50 mL 已灭菌的 2216E 液体培养基的

锥形瓶(容积 100 mL)中，置于 50 °C 恒温摇床中，

180 r/min 振荡培养 12–18 h，进行再活化；吸取

200 µL 再活化菌液到冻存管中，再加入 200 µL 

30%甘油，振荡均匀，放置于−20 °C 冰箱 24 h 后，

再转移到−80 °C 冰箱中保藏。 

1.3  种子液的制备和扩培发酵 

用接种环挑取培养基表面单个菌落，接种到

装有 50 mL 2216E 液体培养基的 250 mL 锥形瓶

中，转速 180 r/min，50 °C 恒温培养 12–18 h，用

作种子液。按照 10%体积比接种种子液到盛有  

250 mL 液体培养基的 500 mL 锥形瓶中，置于

50 °C、180 r/min 的恒温摇床中培养 120 h。分批

次发酵，每次发酵 4–8 L，共需培养发酵 60 L。 

1.4  代谢产物的提取 

取发酵液离心(10000 r/min、15 min)，得上清液

和菌体沉淀；收集合并上清液，将上清液用 0.22 µm

滤膜减压抽滤除去菌体，再将其旋转蒸发浓缩为

原体积的 1/4，得浓缩液甲；将菌体用 1.5 倍甲醇

溶液浸泡，超声搅拌约 6 h 后取出，使菌体充分破

碎，然后再将浸泡液高速离心(10000 r/min，15 min)，

取上清甲醇溶液减压浓缩至干，加入少量二次水

溶解得浓缩液乙；将浓缩液甲和浓缩液乙合并，

加入 2 倍体积乙酸乙酯，用磁力搅拌器搅拌萃取

3–5 次，直至乙酸乙酯层无色停止萃取；收集乙酸

乙酯层，将其旋转蒸干，得到乙酸乙酯层提取物

(以下简称粗提物)，并称其质量。 

1.5  粗提物抑菌效果 

1.5.1  粗提物抑菌效果检测：采用纸片扩散法[18]

检测粗提物对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、白色

念珠菌的抑菌效果。简述之，取少量指示菌保存

液划线 LB 平板，挑取单个菌落到 LB 肉汤中，置

摇床(37 °C，180 r/min)中培养 12–18 h 左右；利用

酶标仪测定 OD 值，用 LB 肉汤调整菌液浓度使其

OD600 值为 0.08–0.10，此时菌液浓度约 108 CFU/mL；

取 200 µL 稀释菌液到 LB 固体培养基上，用涂布

棒涂布均匀；待平板上的水分被琼脂完全吸收，

取无菌滤纸片，滴加 5 µL 50 mg/mL 被甲醇溶解

粗提物，待纸片风干后将其贴在平板表面；置于

恒温培养箱中 37 °C 培养 24 h (大肠杆菌、金黄

色葡萄球菌)或 48 h (白色念珠菌)，测量抑菌圈直

径，实验重复 3 次，计算平均值。 

1.5.2  粗提物最低抑菌浓度测定：采用微量肉汤

稀释法[19]检测粗提物最低抑菌浓度。简述之，将

OD600 值落在 0.08–0.10 的 LB 稀释菌液用 MH 肉汤

再度稀释 1000 倍，此时菌液浓度约 105 CFU/mL，

此 时 的 菌 液 即 上 样 菌 悬 液 ； 取 粗 提 物 甲 醇 液     

加入到无菌 MH 肉汤中 (稀释到粗提物浓度为  

100 mg/mL，甲醇占 2%)作为样品母液，并将其过

滤 0.22 µm 滤膜除菌；取在无菌 96 孔板前 7 排的

第 1–12 列加灭菌 MH 肉汤 100 µL；在 96 孔板第

1 列前三孔样品母液 100 µL，第 1 列第 4、5、6

孔加甲醇占 2%的 MH 肉汤 100 µL，无菌逐次倍

比稀释至第 12 列(每孔液体终体积是 100 µL)；在

96 孔板的前 3 排每排分别加入大肠杆菌上样菌悬

液、金黄色葡萄球菌上样菌悬液和白色念珠菌上

样菌悬液 100 µL，第 4、5、6 排重复前面操作，

第 7 排加 100 µL 无菌 MH 肉汤，每孔最终体积是

200 µL；药物和菌液上样完毕后，盖好盖板，置

37 °C 恒温箱中培养 18–22 h，用酶标仪测定 OD600
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值，观察结果。 

1.5.3  粗提物对细菌形态影响：从 96 孔板找到最

低抑菌浓度的对应孔，取出其中的菌液到离心管

中，3000 r/min 离心 5 min，弃去上清液；加入等

量 2.5%戊二醛固定液，振荡均匀后，3000 r/min

离心 5 min，弃去上清液；之后加入等量无菌水，

清洗 5 次，操作与前面相同，最后使菌体均匀分

散在无菌水中；取 5 µL 菌液滴加到铜网正面，置

于室温下过夜风干，透射电镜观察拍片。 

1.5.4  胞外物质紫外吸收的测定：将粗提物分别

加入大肠杆菌和金黄色葡萄球菌过夜培养物中至

终浓度为 2 mg/mL，37 °C、80 r/min 振荡孵育，

分别于 0、1、2、3、4、5、6 h 各取 200 µL 菌液，

于 4 °C、8000×g 离心 10 min，取 100 µL 上清液，

用酶标仪测定 260 nm 处吸光值，实验以未被粗提

物处理的菌体细胞作为对照。 

1.6  菌液电导率的测定 

取少量金黄色葡萄球菌过夜培养至稳定期，

加 入 粗 提 物 使 其 终 含 量 为 3.13 mg/mL， 置 于

37 °C、80 r/min 摇床振荡孵育。实验以未加粗提

物的菌液为对照，以仅加粗提物的培养液为空白，

参考 Lee 等[20]的方法，分别于 0、1、2、3、4、5、

6 h 分别取样测定培养液的电导率，确定粗提物对

金黄色葡萄球菌细胞膜渗透性的影响。 

1.7  粗提物抗肿瘤活性 

1.7.1  细胞的复苏、传代和冻存：从液氮中取出

冻存管，在 37 °C 的水浴锅中解冻，之后离心  

(1000 r/min，3 min)，去除冻存液；加入培养液到

冻存管中，将细胞吹打均匀后，转入到装有培养

液的培养瓶中；待细胞贴壁长至 70%–80%，倒掉

原培养液，用 PBS 缓冲液清洗 2 次，清洗过后加

入 1 mL 胰酶消化液消化细胞至细胞变圆，弃去胰

酶；加入适量培养液终止消化，再将壁上的细胞

吹洗下来并吹散，此为细胞原液，吸弃瓶中细胞

悬液的 3/4，只留 1/4，再加培养液十字摇匀，使

细胞均匀分散。在培养瓶上作好标记，置于培养

箱中培养。消化后吹打得到的细胞原液转移至   

1.5 mL EP 管中，1000 r/min 离心 3 min，吸弃培养

液，加入 1 mL 冻存液，吹打均匀后转移到冻存管

中，先于 4 °C 放置 10 min，再于−20 °C 放置     

20 min，最后尽快放置于−80 °C 或液氮中。 

1.7.2  粗提物抗肿瘤活性测定：将粗提物溶解在

DMSO 中，过滤 0.22 µm 无菌滤膜，再将其加入

到细胞培养液中，振荡摇匀，制成 8.0 mg/mL 母

液(DMSO 占母液体积 2%)，并用培养液稀释母液

至 6.0、4.0、2.0、1.0、0.5 mg/mL；稀释细胞原液，

将其接种到 96 孔板中，每孔接种 100 µL，放置于

37 °C CO2 培养箱中，培养 24 h (以细胞长至每孔

80%左右)；取出其中细胞培养液，用 PBS 清洗 2

次，再将制备好各浓度样品培养液加入其中，留

下两空分别做 2% DMSO 培养液对照，放置于

37 °C CO2 培养箱中，培养 24 h，每种细胞做 3 组

重复实验；再次取出其中样品培养液，用 PBS 清

洗 2 次，每孔加入 100 µL 10% CCK-8 细胞培养液

(10 µL CCK-8+90 µL 新鲜培养液/每孔)，另加两空

白孔测板的吸收，放置于 37 °C CO2 培养箱中反应

0.5–1.0 h 后，用酶标仪测定 OD450 值，若空白值为

1–2，则反应时间充分，若不在则放置于培养箱中

继续反应。 

1.7.3  粗提物对细胞形态影响：将细胞原液稀释

10 倍，取 0.5 mL 悬空缓慢滴入荧光皿中央，放置

于 37 °C CO2 培养箱中培养；24 h 后，吸去细胞培

养液，用 PBS 清洗 2 次后，实验组再加入 0.5 mL

样品培养液 (培养液+DMSO+粗提物，浓度为    

2 mg/mL，DMSO 占细胞培养液体积 2%，称作
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DMSO@ Crude Extract，简称 DMSO@ CE)，对照

组加入 0.5 mL 细胞培养液(培养液+DMSO，DMSO

占细胞培养液体积 2%，称作 DMSO)，置于 37 °C 

CO2 培养箱中培养；24 h 后，吸去细胞培养液，用

PBS 清洗 2 次后，加入细胞培养液，置于激光扫 

描共聚焦显微镜下观察并拍照。将实验组和对照组

分别加入核染料 Hoechst 33342 (10 mg/mL)，染色   

15 min 后于共聚焦显微镜下观察；再分别加入溶酶

体染料 Lyso-Tracker™ Red DND-99 (1 mmol/mL)，

染色 30 min 后于共聚焦显微镜下观察。 

2  结果和分析 

2.1  粗提物抑菌效果及其最低抑菌浓度的测定 

通过纸片法初步检测粗提物抑菌效果，由  

表 1 可知，粗提物对大肠杆菌的抑菌圈直径达

12.9±0.7 mm，对金黄色葡萄球菌的抑菌直径达

10.3±0.3 mm，对白色念珠菌的抑菌直径为滤纸片

直径。由此表明，粗提物对大肠杆菌和金黄色葡

萄球菌均有抑菌作用，且对大肠杆菌的抑菌效果

强于金黄色葡萄球菌，但对白色念珠菌没有抑制

作用。通过微量肉汤稀释法测定粗提物最低抑菌

浓度，结果显示粗提物对大肠杆菌的最低抑菌浓

度为 1.56±0.10 mg/mL，对金黄色葡萄球菌的最低 

表 1.  粗提物抑菌活性检测及最低抑菌浓度 

Table 1.  The antibacterial activity and minimum 
inhibitory concentration of crude extract. 

Strains 
Zone of  
inhibition/mm 

MIC/(mg/mL) 

Escherichia coli  
ATCC 25922 

12.9±0.7 1.56±0.10 

Staphylococcus 
aureus ATCC  
25923 

10.3±0.3 3.13±0.06 

Monilia albican  
ATCC 753 

6.0 >50.00 

抑菌浓度为 3.13±0.06 mg/mL，对白色念珠菌的最

低抑菌浓度大于 50.00 mg/mL，即比最大测试浓度

要高。粗提物对 3 种菌的最低抑菌浓度也佐证了

抑菌活性的结果，增加实验的可信性，有助于评

估粗提物的活性。 

2.2  粗提物抗菌机理的研究 

在明确粗提物具有抗菌活性的基础上，我们

进一步通过透射电镜来探究粗提物对大肠杆菌和

金黄色葡萄球菌的抑菌途径，期望初步阐明其抗

菌作用机制。透射电镜观察显示，未经粗提物处理

的大肠杆菌呈杆状，大小为 0.5–1.5 µm，细胞完整，

表面光滑(图 1-A，1-B)，在 1.56±0.10 mg/mL 粗提

物处理下，大肠杆菌在形状上发生明显变化，由原

来的短杆状变成球状，但其细胞完整性和表面光滑

度无明显变化(图 1-C，1-D)；未经粗提物处理的金

黄色葡萄球菌呈球状，直径在 0.8 µm 左右，排列

成葡萄串状，细胞完整，表面光滑(图 2-A，2-B)，

经 3.13±0.06 mg/mL 粗提物处理下，金黄色葡萄球

菌在形态上发生巨大变化，体积膨胀，直径在   

1.1 µm 左右，细胞膜表面粗糙，且厚度不一。结

果表明，粗提物对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌均

有抑制作用，对大肠杆菌抑菌方式尚不明确，对

金黄色葡萄球菌的抑菌方式有可能是破坏细胞膜

致使胞内物质外泄，从而抑制细菌繁殖[21]。 

细菌细胞膜损伤时，胞内物质会渗透到胞外，

首先 K+和 PO4
3–等电解质小分子渗透至胞外，随后

核酸等大分子物质和其他物质向外渗透[22]。由于

核酸在 260 nm 波长有强的紫外吸收，因此 OD260

值可用作评价细胞膜完整性的指标[23]。由图 3 显

示，经粗提物处理后，大肠杆菌胞外物质紫外吸

收无明显变化，而金黄色葡萄球菌胞外物质紫外

吸收随时间的延长明显上升，4 h 时胞外物质紫外
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吸收达到 0.49，之后缓慢上升并逐渐趋于平稳。这

说明粗提物改变了金黄色葡萄球菌细胞膜的通透

性，使核酸类物质大量外渗，且随时间的增长，其

渗漏更加明显。此外，电解质渗透到胞外培养液中

会导致培养液电导率上升，因此也可用菌液电导率

的变化来反映细菌细胞膜渗透性的改变[24]。图 4 是

粗提物对金黄色葡萄球菌培养液电导率的影响曲

线。从图 4 可以看出，向培养液中加入粗提物培养

2 h 后，培养基的电导率明显增加，4 h 后缓慢上升

并逐渐趋于平稳，说明菌体细胞内有电解质渗漏。

由此也表明，粗提物对金黄色葡萄球菌细胞膜的通

透性造成一定的影响，从而抑制其生长繁殖。培养

基的电导率变化趋势与胞外物质紫外吸收的变化

在时间上是一致的，进一步印证了此结果。 

 

图 1.  大肠杆菌及其被粗提物处理后 TEM 图 

Figure 1.  TEM image of morphological changes of E. coli treated by crude extract. The strains of E. coli were 
seeded in 96-well plates and then incubated with 200 µL of varying concentrations of crude extract for 24 h. The 
strains of E. coli were obtained from 96-well plates with concentration of crude extract of 0 mg/mL (A, B) and   
1.56 mg/mL (C, D) and were treated with 2.5% glutaraldehyde. 

 

图 2.  金黄色葡萄球菌及其被粗提物处理后 TEM 图 

Figure 2.  TEM image of morphological changes of S. aureus treated by crude extract. The strains of S. aureus 
were seeded in 96-well plates and then incubated with 200 µL of varying concentrations of crude extract for 24 h. 
The strains of S. aureus were obtained from 96-well plates with concentration of crude extract of 0 mg/mL (A) and   
3.13 mg/mL (B), and were treated with 2.5% glutaraldehyde. 
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图 3.  粗提物处理后胞外物质紫外吸收  

Figure 3.  The spectra of UV absorption of extracellular 
material of bacteria treated by crude extract. 
 

 
图 4.  粗提物对金黄色葡萄球菌培养液电导率的影响 

Figure 4.  Effects of the crude extract on the 
conductivity of S. aureus.  

2.3  粗提物抗肿瘤活性的测定  

采用 CCK-8 法[25]测定粗提物对肿瘤细胞的抑

制活性，结果表明，粗提物具有抗肿瘤活性，能

抑制肿瘤细胞(A549、HepG2、HeLa、MCF-7)生

长，且对 HeLa、MCF-7 抑制程度较强，HepG2

次之，A549 最弱；与人肝肿瘤细胞株(HepG2)相

比，粗提物对人正常肝细胞(L02)表现出较低细胞

毒性(表 2)。此外，通过激光共聚焦显微镜对比肿

瘤细胞形态和经粗提物作用后的肿瘤细胞形态，

从肿瘤细胞的表观上证明粗提物的抗肿瘤活性。

我们发现，经粗提物培养后，肿瘤细胞数量减少、

体积变小变圆，细胞分散不相连(图 5)，由此表明

肿瘤细胞经粗提物培养后形态和数量均发生显著

变化，即粗提物对肿瘤细胞有抑制作用。 
 

表 2.  粗提物抗肿瘤活性 

Table 2.  The antitumor activity of crude extract 

Cell IC50/(mg/mL) 

HeLa 0.390±0.015  

MCF-7 0.451±0.011 

HepG2 0.704±0.023 

A549 1.105±0.039 

L02 3.111±0.107 

 

图 5.  粗提物作用前后的肿瘤细胞形态 

Figure 5.  The morphology of tumor cells (A549, HeLa, HepG2 and MCF-7) after incubated with DMSO and 
DMSO@CE. DMSO@CE: DMSO@ Crude Extract. 
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2.4  粗提物抗肿瘤机理 

为了探究粗提物对肿瘤细胞的作用机制，以

肿瘤细胞正常形态为对照，在激光共聚焦显微镜

下 观 察 经 粗 提 物 作 用 后 的 肿 瘤 细 胞 形 态 ， 以

MCF-7 为例。由图 6 可知，经粗提物作用后，MCF-7

细胞由原来的梭形或者有张开的“爪牙”变成了球 

形，细胞的体积也明显缩小；且 MCF-7 细胞(非人

为染色)在不同波长激光照射下呈现出蓝色、绿色

和红色荧光(图 6-Alexa 405/FITC/Alx 546)，因此 

可以通过荧光大致判断粗提物所处位置。对经粗

提物作用后的肿瘤细胞 MCF-7(图 7-E)进行核定位

染色(图 7-D)，可以清楚地看到粗提物进入细胞后 

 
图 6.  粗提物作用前后肿瘤细胞 MCF-7 的荧光共聚焦图 

Figure 6.  Confocal fluorescence microscope images of MCF-7 after incubated with DMSO and DMSO@CE. 

 
图 7.  肿瘤细胞 MCF-7 染色后的荧光共聚焦图 

Figure 7.  Confocal fluorescence microscope images of staining MCF-7 after incubated with DMSO and 
DMSO@CE. (A, D, C) The nucleus of cells was stained with Hoechst 33342 (blue). (B, H) The lysosomes were 
loaded with Lyso-Tracker™ Red DND-99 (red). (E) MCF-7 cells were cultured with DMSO@CE (red).  
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主要集中于细胞质区域(图 7-F)而未进入细胞核区

域。对核染色肿瘤细胞 MCF-7 (图 7-G)细胞质   

中的溶酶体定位染色(图 7-H)，由图 7-E 和图 7-H

箭头处对比，红色荧光更亮，表明粗提物富集在   

溶酶体中，有可能通过溶酶体途径诱导肿瘤细   

胞凋亡[26]。 

3  结论和讨论 

深海热液口是世界上最极端和动态的环境之

一，然而在其周围却存在大量生物群落。与陆生

生物和浅水热带环境生物相比，这些生物群落必

定有不同的代谢途径和防御机制，是发现具有生

物活性的天然产物的重要资源。有数据显示[27]，

研究者已从热液口真菌、细菌和古生菌的代谢产

物中分离出具有多种生物活性的天然产物。目前，

对深海热液口芽孢杆菌的研究还比较少。本研究

以深海热液口发现的一株嗜热芽孢杆菌 SY27F 为

研究对象，研究其粗提物的抑菌和抗肿瘤活性及

机制。该粗提物对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌有

抑菌活性，且对大肠杆菌抑菌效果较好，但对白

色念珠菌无抑菌活性。此外，该粗提物还对 4 种

肿瘤细胞(A549、HepG2、HeLa、MCF-7)具有一

定的抑制作用，但对人正常肝细胞表现出较低毒

性。本研究还通过 TEM 图、LSCM 图、荧光共定

位等多种手段对粗提物抑菌和抗肿瘤机理进行了

探索，来进一步验证其活性。经粗提物处理后的

大肠杆菌由短杆状变成球状，我们推断是维持细

胞形状的骨架被破坏，导致最初的形态发生改变。

有研究报道，原核生物中的类肌动蛋白(如 MreB)

参与细胞形状的维持，所有非球状的细菌拥有表

达类肌动蛋白的基因，如大肠杆菌存在 MreB 基

因，当大肠杆菌 MreB 蛋白存在缺陷时，该细菌

就从杆状变成球状[28]。粗提物处理后的金黄色葡

萄球菌的细胞膜表面粗糙、厚度不一，且胞外物

质紫外吸收和培养液电导率明显增加，推测可能

是通过膜结构损伤来达到抑菌效果，李婷婷等[29]

有类似的结果。有意思的是，粗提物处理后的肿

瘤细胞在激光共聚焦显微镜下显示出荧光，能清

楚地观察到细胞的形态和内部状态：肿瘤细胞体

积减小、形状变为球状、细胞质区域有明显荧光。

对细胞核和溶酶体共定位染色后，确定粗提物进

入细胞主要分布在细胞质区域并富集在溶酶体

中，我们推断有可能通过溶酶体途径诱导肿瘤细

胞凋亡。有研究显示，具有疏水结构的药物易在

溶酶体内富集，并扰乱溶酶体膜上蛋白的正常功

能，使得脂质和某些磷脂在溶酶体内聚集，导致

溶酶体的脂质环境紊乱，最终使得细胞凋亡[30–31]。 

综上，本实验以深海热液口嗜热芽孢杆菌为

研究对象，采用纸片法、微量肉汤稀释法、CCK-8

法等研究其粗提物的活性。我们发现嗜热芽孢杆

菌 SY27F 的粗提物具有抑菌和抗肿瘤的活性；并

通过观察 TEM 图和 CLSM 图，初步分析了粗提物

的抑菌和抗肿瘤的机理，为我们进一步开发该菌

株奠定了坚实的基础。 
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Evaluating bioactivity of metabolites of a hydrothermal Bacillus 
sp. SY27F from the deep-sea hydrothermal vent 

Hong Zhou1, Qin Zhang1, Yu He2, Huanghao Yang1,2, Yongqi Tian1* 
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Abstract: [Objective] Extracting the metabolites of hydrothermal Bacillus sp. SY27F from deep-sea hydrothermal 

vents, the antibacterial and antitumor activity of metabolites were assayed. [Methods] The antibacterial activity of 

the secondary metabolites was determined by the method of paper disk and microbroth dilution method, and the 

anti-tumor activity of the secondary metabolites was evaluated by CCK-8 method. [Results] The bacteriostatic 

experiments showed that the metabolites of thermophilic Bacillus sp. SY27F have antibacterial effect on 

Escherichia coli and Staphylococcus aureus, with MICs of 1.56 mg/mL and 3.13 mg/mL, respectively. Cell 

cytotoxicity assay showed that the metabolites have the effect of inhibiting cell growth in tumor cells (A549, 

HepG2, HeLa and MCF-7), with IC50 values of 0.390 mg/mL, 0.451 mg/mL, 0.704 mg/mL and 1.105 mg/mL, 

respectively. Compared with HepG2, the normal liver cells (L02) showed good biocompatibility. [Conclusion] The 

metabolites of thermophilic Bacillus sp. SY27F have antibacterial and antitumor activity, and can provide resources 

for the search of novel compound of antibacterial and antitumor activity. 

Keywords: deep-sea hydrothermal vent, thermophilic Bacillus, metabolites, antibacterial activity, antitumor activity 
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