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摘要：海洋细菌在海洋的物质与能量循环中起着非常重要的作用。为了适应复杂多变的海洋环境，海洋

细菌在物种和基因方面表现出极高的丰富度。【目的】对中国黄海日照海域部分可培养细菌进行分离、

初步鉴定，同时筛选产琼胶酶菌株。【方法】对从日照海域河流入海口和潮间带沙样和海水中分离到的

73 株细菌进行了 16S rRNA 基因序列测定，并进行序列同源性分析。同时检测了这些菌株对琼脂的降解

能力。【结果】结果显示，分离到的 73 株细菌属于 4 个门、13 个科、34 个属。18 株细菌可能是新分类

单元，其中 16 株为潜在新种，2 株为可能的新属。73 株细菌中，5 株菌具有降解琼脂的能力，最高的

琼胶酶活可达到 2.17±0.04 U/mL，其中 4 株嗜琼胶属的细菌降解琼脂糖的产物均为新琼四糖。【结论】

本研究丰富了人们对黄海海域可培养细菌多样性的理解，为新物种和新酶的研究提供了基础，并为琼胶

酶的提取提供了高产菌株。 
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海洋细菌是海洋生物的重要组成部分，在海

洋的物质能量循环 [1]和生态平衡维持 [2]等方面发

挥了重要的作用。海洋细菌大多属于变形菌门、

厚壁菌门、放线菌门、绿弯菌门和蓝细菌门，其

中变形菌门比例最高[3]。为了适应复杂多变的海洋

环境，例如高压、高盐、低温、低氧等，海洋细

菌表现出丰富的物种多样性、遗传多样性与代谢

产物多样性。据报道，在原核微生物标准命名列

表网(List of prokaryotic names with standing in 

nomenclature ， LPSN ， http://www.bacterio.net/- 

number.html)所收录的 36 个门中，有 34 个在海洋

环境中有所分布，这充分体现了海洋细菌物种多

样性。除此之外，广袤的海洋中蕴藏着大量未鉴

定的细菌新种与酶资源。仅 2019 年 1–3 月，在微

生 物 学 分 类 权 威 杂 志 International Journal of 

Systematic and Evolutionary Microbiology 上发表的
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海洋新种就有 30 种。而海洋中的酶资源不仅为基

础科学研究提供了材料，在医药、环保、工业、

农业等领域也展现出良好的应用前景，例如琼脂

降解酶资源。 

琼脂降解酶，又称琼胶酶，可以将琼脂分解

为琼胶寡糖。天然琼胶主要存在于某些海藻的细

胞壁中。为了应对海水中寡营养的环境，部分海

洋微生物可以利用海藻中的琼胶作为唯一碳源。

第一株琼脂降解细菌就是分离自挪威海岸的海水

中[4]。嗜琼胶属的细菌均分离自海洋[5]。可见，海

洋细菌是分离纯化琼胶酶的良好来源。到目前为

止，琼胶酶的应用已经涵盖了医疗、食品、化妆

品、养殖以及科研中[6]。例如，琼胶酶可降解红藻

细胞壁中的琼胶，用于制备红藻原生质体。琼胶

酶可用于从琼脂糖凝胶中回收 DNA 片段[7]。近年

来，琼胶酶降解琼脂的产物——新琼寡糖(NAOs)

的应用，引起了科学家极高度的重视。研究表明，

NAOs 具有抑制革兰氏阴性菌引起的小鼠的脓毒

症[8]、降低小鼠的胆固醇[9]、抑制 LPS 诱导的小鼠

巨噬细胞 RAW264.7 的炎症反应[10]等作用，具有

广阔的应用前景。因此，对琼胶酶的研究与高产

菌株的筛选成为至关重要的课题。 

由于海洋细菌多数目前尚无法培养，因此目

前研究细菌多样性多采用分子生物学手段，其中

高通量测序能够获得某一海域大多数微生物物种

信息，是目前研究物种多样性最常用的方法。但

是若要获得可培养的、应用潜力较大的纯种细菌，

纯培养的方法仍是目前最为常用的手段，也是进

一步研究细菌生理特性和生态功能的基础。本研

究对采自日照海域潮间带和入海口的样品做了分

离培养，并选取了 73 株细菌进行基于 16S rRNA

基因序列的物种鉴定。由于部分细菌在琼脂平板

上培养时形成了明显的凹陷，本研究对此类细菌

进行了分离培养与酶活测定。研究成果为更好地

认识海洋细菌多样性提供了数据支持，也为琼胶

酶的分离纯化提供了较为高产的菌株。 

1  材料和方法 

1.1  菌株 

73 株 菌 分 别 分 离 自 中 国 日 照 黄 海 入 海 口

(35°13ʹ N 119°22ʹ E)和潮间带(35°28ʹ N 119°36ʹE)

的沙样与海水中。沙样与海水均利用 50 mL 无菌离

心管采集，采用低温冷藏的方式运输并保存在 4 °C。 

1.2  培养基 

1.2.1  TYS 固体培养基：0.5%胰蛋白胨(Oxoid)，

0.1% 酵母浸出物(Oxoid)，1.5%琼脂(Biosharp)，

人工海水，pH 7.5。 

1.2.2  琼 胶 酶 发 酵 培 养 基 ： 0.6% 胰 蛋 白 胨

(Oxoid)，0.1%酵母浸出物(Oxoid)，0.002% FeCl3，

0.15%琼脂(Biosharp)，人工海水。 

1.3  菌株的分离纯化及初步鉴定 

1.3.1  细菌分离培养：用无菌人工海水悬浮沙样，

加入 10 颗直径 1 mm 的玻璃珠，15 °C、200 r/min

振荡 1 h，静止取上清液梯度稀释并涂布 TYS 平

板。海水样品直接稀释并涂布平板。TYS 平板在

20 °C 培养 1 个月，并选取不同时间段的单菌落继

续分离纯化。分离纯化得到的菌种保存在–80 °C

甘油管(20%甘油)中。 

1.3.2  系统发育分析：利用基因组提取试剂盒(北

京百泰克，中国)提取菌株的基因组 DNA。利用

16S rRNA 基因通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATC 

TTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-TACGGCTACCTT 

GTTACGACTT-3′)扩增 16S rRNA 基因片段，并于

北京擎科新业生物技术有限公司完成测序。测序
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得到的序列在 EzBioCloud (www.ezbiocloud.net/)

和 NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast. 

cgi)进行比对得到最相近菌株与相似度。采用

MEGA X 软件进行多序列比对分析与进化树创

建。进化树采用 maximum-likelihood[11]法创建，并

利用 MEGA X 计算最佳算法模型。 

1.4  琼胶酶活性测定与酶解产物分析 

1.4.1  产琼胶酶菌株的筛选与培养：在 TYS 固体

平板上，选择能凹陷琼脂的菌株，进一步纯化并

接种到 TYS 液体培养基中，在 25 °C 培养 24 h，

然后以 3%接种量接种至琼胶酶发酵培养基中，

25 °C 培养 48 h 测定酶活性。 

1.4.2  粗酶液中琼胶酶活性测定：琼胶酶活性

测定是采用 3,5-二硝基水杨酸法(DNS)测定还原

糖增加量。菌液发酵 48 h 后，取 1 mL 发酵液  

13000 r/min 离心 3 min 所得上清即为粗酶液，取

100 μL 粗酶液，加入 100 μL 1%的琼脂糖溶液，

45 °C 孵育 15 min，加入 100 μL DNS 溶液并煮

沸 5 min 终止反应，测定 520 nm 的吸光值。对照

组使用 100 μL 煮沸 2 min 的粗酶液代替。标准曲

线是用 0、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7 mg/mL

的 D-半乳糖制作的。同时测定发酵液 48 h 后 600 nm

的吸光值。各实验重复 3 次，结果以平均值±标准

差表示，并通过 T 检验分析每两组数据之间差异

的显著性。 

酶活力单位定义为：1 min 催化底物产生 1 μmol

还原糖所需的酶量作为一个酶活力单位(U)，并根

据公式(1)运算。 

琼胶酶活性= ( ) 1000 ( 180)A b n
a V t

    
 

     公式(1) 

其中，ΔA 为实验组与对照组 OD520 的差值，  

b 为标准曲线截距，n 代表酶液的稀释倍数，a 为

标准曲线的斜率，V 代表反应体积，t 代表反应时间。 

1.4.3  酶解产物分析：发酵液培养 48 h 后，取 1 mL

培养物 13000 r/min 离心 3 min，取 100 μL 粗酶液，

加入 100 μL 1%的琼脂糖溶液，45 °C 孵育 24 h，

煮 沸 5 min 终 止 反 应 。 取 5 μL 以 薄 层色 谱

(thin-layer chromatography，TLC)方法对寡糖成分

进行分析。TLC 展开组分体积比为正丁醇∶冰乙

酸∶水=2∶1∶1，显色剂为含 10%硫酸的乙醇。 

2  结果和讨论 

2.1  培养的细菌多样性分析 

基于 16S rRNA 基因序列构建的 Maximum- 

likelihood 进化树分析表明，73 株细菌属于 34 个不

同的属(图 1)，比例较高的有弧菌属(Vibrio，15 株)、

Lentibacter (5 株)、Ruegeria (4 株)、Loktanella (4 株)、

嗜琼胶属(Agarivorans，4 株)和假交替单胞菌属

(Pseudoalteromonas，4 株)。34 个属分别属于 5 个

不同的纲：γ-变形菌纲(7 个科，35 株菌)，α-变形

菌纲(2 个科，24 株菌)，黄杆菌纲(1 个科，10 株

菌)，芽孢杆菌纲(2 个科，3 株菌)和放线菌纲(1 个

科，1 株菌)。结果表明，本研究从潮间带和入海

口筛选到的大部分细菌属于变形菌门、拟杆菌门、

厚壁菌门以及放线菌门，其中变形菌门比例最高

(80.8%)。早期卢婧雯等对东海和南海表层海水中

可培养细菌多样性分析中，优势菌群也是变形菌

门，所占比例分别为 90.5%和 77.4%，与本研究

结果类似 [12]。同样是对海洋环境样品的分析，

陈柔雯 [13]和刘玉娟等 [14]对南海深海沉积物中可

培养细菌多样性分析中，优势类群为厚壁菌门。

变形菌门均为革兰氏阴性菌，而厚壁菌门均为革

兰氏阳性菌。研究结果差异较大。分析其原因，除

了培养基的选择差异，潮间带与表层海水可能以变

形菌门为优势种群，而深海沉积物可培养优势 
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图 1.  基于 16S rRNA 基因序列构建的黄海日照海域 73 株菌最大似然法系统进化树 

Figure 1.  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences of the 73 isolates from the Yellow Sea. The tree 
was constructed using the maximum likelihood method and bootstrap values (>50%) based on 1000 replicates are 
indicated at nodes. Bar 0.1 substitutions per nucleotide position. Branch 1 represents 5 strains closely related to 
lentibacter algarum with GenBank accession numbers from MK720219 to MK720223. The strains with shading 
marks were isolated from estuary area and the other strains were isolated from intertidal area. 
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种群为厚壁菌门。目前对黄海日照海域可培养细

菌多样性的研究尚未报道过。 

对潮间带 61 株和入海口 12 株细菌的分析显

示，虽然入海口处分离的菌株量较少，但同样包

含 γ-变形菌纲(6 株菌)、α-变形菌纲(4 株菌)、黄杆

菌纲(1 株菌)和芽孢杆菌纲(1 株菌)(图 1)。其中葡

萄球菌属(S2-5-41)和亚硫酸盐杆菌属(W2-2-1)菌

株仅在入海口处样品中分离到。葡萄球菌属菌株

S2-5-41 的最相似模式菌株 Staphylococcus warneri 

ATCC 27836T (16S rRNA 基因序列相似度 99.52%)

是 1975 年首次在皮肤上分离到的，结合日照入海 

口处临近村庄，考虑可能是因为人类活动带入的。

而亚硫酸盐杆菌属的菌株 Sulfitobacter sp. M44 曾

被报道，其次级代谢产物可以抑制肿瘤细胞的生

长[15]，该菌株与我们筛选到的 W2-2-1 在 NCBI 

BLAST 比对的 16S rRNA 基因序列相似性为

99.13%，因此 W2-2-1 也具有很高的研究价值，值

得进一步研究。 

2.2  潜在细菌新种或新属的统计与分析 

16S rRNA 基因序列相似度小于 98.65%，可

以认定为可能的新种或新属[16]。统计结果表明，

有 18 株菌可能是新种或新属(表 1)，新种属的比 
 

表 1.  与最相近模式菌株的 16S rRNA 基因相似度小于 98.65%的分离菌株 
Table 1.  Isolates that share less than 98.65% 16S rRNA gene sequence similarity with the closest type strain 

Genus Isolate Closest type strain and the isolation source a 16S rRNA gene sequence similarity/%
Gammaproteobacteria 
Vibrio RZ09 Vibrio marisflavi WH134T (sea water at a depth of 10 m) 96.28 
Vibrio RZ07 Vibrio sagamiensis LC2-047T (sea water) 97.77 
Colwellia RZ04 Colwellia asteriadis KMD002T (an Amur starfish collected at a 

depth of 10 m) 
96.79 

Enterovibrio RZ08 Thaumasiovibrio subtropicus C4V358T (coral reef sea water at 
a depth of 6 m) 

95.83 

Glaciecola RZ06 Glaciecola nitratireducens FR1064T (coastal surface sea water) 94.16 
Neiella RZ10 Neiella marina  J221T (intestine of a sea cucumber) 92.71 
Thalassomonas RZ11 Thalassomonas atypical RZG4-3-1T (sea water at a depth 

of 58 m) 
97.06 

Alteromonas RZ12 Alteromonas marina SW-47T (seawater) 98.41 
Alphaproteobacteria 
Altererythrobacter RZ02 Altererythrobacter luteolus SW109T (sea water of a tidal flat) 97.30 
Charonomicrobium RZ13 Charonomicrobium ambiphototrophicum EG17T (saline 

effluent stream) 
97.48 

Loktanella RZ14 Loktanella agnita R10SW5T (sea water at a depth of 9-13 m) 97.74 
Erythrobacter RZ15 Erythrobacter citreus RZ35F-1T (sea water at a depth of 35 m) 98.58 
Pseudophaeobacter RZ16 Pseudophaeobacter arcticus DSM23566T (sea ice) 98.63 
Pseudoruegeria RZ17 Pseudoruegeria haliotis WM67T (the gut of an abalone 

collected from coastal area) 
98.2 

Flavobacteria 
Aquimarina RZ01 Aquimarina versatilis CBA3207T (seashore sand) 96.22 
Flavivirga RZ03 Flavivirga amylovorans JC2681T (sea water) 97.84 
Maribacter RZ05 Maribacter polysiphoniae DSM23514T (a red alga collected 

from Sea of Japan) 
97.66 

Polaribacter RZ18 Polaribacter reichenbachii KCTC23969T (a green alga 
collected from Sea of Japan) 

98.54 

a The isolation source of the corresponding type strain is shown in parenthesis. 
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例高达 25%。其中两株菌 RZ06、RZ10 与最相似

模式菌株的相似度均小于 95%，可能代表潜在的

新属[17]，其他 16 株菌为潜在的新种。Maximum- 

likelihood 进化树分析显示，虽然 RZ06 与菌株

Agaribacter marinus 8-8T 聚簇(图 2-A)，但 bootstrap

值只有 24%，说明 RZ06 有可能是新属。RZ10 并

不与任何一株已命名的菌株聚簇(图 2-C)，支持其新

属的可能性。这两株菌可作进一步分类鉴定。RZ08

与其最相似模式菌株 Thaumasiovibrio subtropicus 

C4V358T 的 16S rRNA 基因序列相似度也较低

(95.83%)，进化树分析表明 RZ08 并不是新的分支，

且 Bootstrap 值为 96%，因此应为潜在的新种而不

是潜在新属(图 2-B)。本研究所分离到的 16 株潜

在的新种分布在 γ-变形菌纲(6 株菌)、α-变形菌纲

(6 株菌)和黄杆菌纲(4 株菌)中，本研究所分离到的

2 株潜在的新属菌株均分布在 γ-变形菌纲中(图 1)。

进一步分析表明，除了菌株 RZ13 之外，与本研究

所分离到的其他潜在新种或新属菌株 16S rRNA

基因序列相似度最高的模式菌株均分离自海洋生

境，例如表层海水、潮间带沉积物、海藻或者海

洋动物体内(表 1)。与菌株 RZ13 的 16S rRNA 基因

序列相似度最高的模式菌株分离自盐水中(表 1)。

这些菌株的筛选为后期利用多相分类学方法鉴定

新物种提供了基础。 

2.3  琼胶酶活性测定与酶解产物分析 

在 25 °C 条件下培养 2 d 后，有 5 株菌在琼脂

平板表面形成了明显的凹陷，编号分别为 S7-5-32、

S5-4-13、S7-3-2、S5-3-6 和 S5-4-8。除 S5-4-8 属

于希瓦氏属以外，其他菌株均属于嗜琼胶属，16S 

rRNA 基因序列相似度最高的分类单元分别为

Agarivorans litoreus (S7-5-32)、Agarivorans aestuarii 

(S5-4-13，S7-3-2)、Agarivorans albus (S5-3-6)。为

了筛选琼胶酶高产菌株以备研究使用，本研究测

定了这些菌株粗酶液的酶活。结果表明嗜琼胶属的

4 株菌的粗酶液表现出明显的琼胶酶活性(表 2)，而

希瓦氏属菌株 S5-4-8 的粗酶液检测不到琼胶酶活

性(数据未展示)。实验结果还显示 4 株嗜琼胶属的

菌株中，S5-3-6 发酵 48 h 后的粗酶液的琼胶酶活

性(2.17±0.04 U/mL)高于其他 3 株细菌，且统计学

分析表明差异具有统计学意义(P 值均小于 0.05)。

由于每株细菌的生长速率不一样，经过同等培养

时间相同条件培养后，培养液的细菌数量不一样。

为了更好地比较 4 株嗜琼胶属菌株酶活性高低，

本 研 究 进 一 步 通 过 换 算 比 较 了 不 同 菌 株 菌 液

OD600 均为 1.00 条件下酶活性高低(表 2)，结果表

明当菌液 OD600 换算为 1.00 时，菌株 S5-3-6 酶活

性(0.87±0.01 U/mL)仍高于其他 3 株细菌，且统计

学分析表明差异具有统计学意义(P 值均小于 0.05)。

谢喜珍等研究的琼胶酶高产菌株(弧菌属细菌)的粗

酶液酶活最高为 2.15 U/mL[18]，并可以通过加入金

属离子、优化发酵条件来提升酶活。可见 S5-3-6

也 属 于 琼 胶 酶 高 产 菌 株 。 其 最 相 似 分 类 单 元

Agarivorans albus 种内的菌株也经常被用来研究

β-琼胶酶的酶学性质。例如付晓婷等[19]利用大肠

杆菌表达了来自菌株 Agarivorans albus YKW-34 (与

菌株 S5-3-6 的 16S rRNA 基因序列相似度为

96.65%)的重组 β-琼胶酶 rAgaB34 基因，结果显示

含重组 rAgaB34 的大肠杆菌发酵液的最高酶活性

为 1.67 U/mL，而从大肠杆菌发酵液纯化后的重

组 酶 rAgaB34， 其 降 解 琼 脂 糖 的 比 活 力 达 到

242.18 U/mg；且研究结果表明 rAgaB34 降解琼脂

糖的终产物主要为新琼四糖。刘婷威等[20]研究了

菌株 Agarivorans albus RZW1-1(该菌株 16S 

rRNA 基因序列未公布)产琼胶酶的发酵条件优

化，优化后的粗酶液酶活性为 23.02 U/mL。但是 
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图 2.  基于 16S rRNA 基因序列构建的潜在新属菌株 RZ06、RZ10、RZ08 及与其近缘的模式菌株的最大似然法

进化树 
Figure 2.  Phylogenetic trees based on 16S rRNA gene sequences showing the phylogenetic positions of strains 
RZ06, RZ10 and RZ08 and related representatives of some other genera. The trees were constructed using the 
maximum likelihood method and bootstrap values (>50%) based on 1000 replicates were indicated at nodes. A: 
Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences showing the phylogenetic positions of strain RZ06 (in bold) 
and related representatives of some other genera. Bar 0.01 substitutions per nucleotide position. B: Phylogenetic 
tree based on 16S rRNA gene sequences showing the phylogenetic positions of strain RZ10 (in bold) and related 
representatives of some other genera. Bar 0.02 substitutions per nucleotide position. C: Phylogenetic tree based on 
16S rRNA gene sequences showing the phylogenetic positions of strain RZ08 (in bold) and related representatives 
of some other genera. Bar 0.02 substitutions per nucleotide position. 
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表 2.  四株产琼胶酶菌株发酵 48 h 后的琼胶酶活性 
Table 2.  Agarase activity of the 4 strains after a 
48-hour-cultivation 
Strain  
number 

Agarase activity/ 
(U/mL) 

OD600 
Agarase activity/ 
OD600 (U/mL) 

S7-5-32 1.79±0.15 2.33±0.04 0.77±0.05 

S5-4-13 1.96±0.14 2.90±0.05 0.67±0.04 

S7-3-2 1.81±0.07 2.63±0.12 0.69±0.01 

S5-3-6 2.17±0.04 2.45±0.04 0.87±0.01 

 
刘婷威等研究中琼胶酶活力单位的定义为 1 min

内催化底物产生 1 μg 还原糖所需的酶量作为一个

酶活力单位(U)，而本研究琼胶酶活力单位的定义

采用更为通用的标准，即 1 min 内催化底物产生  

1 μmol 还原糖所需的酶量作为一个酶活力单位(U)。

将刘婷威等研究结果按照本研究酶活定义换算

后，其优化后的粗酶液活性为 0.13 U/mL，仅为菌

株 S5-3-6 粗酶液活性的 1/17。 

菌株 S5-4-8 与其他 4 株菌不同，在其生长平

板表面能够看到明显的凹陷，而且在发酵培养基

中培养 16 h 后，发酵培养基中的琼脂小块完全溶

解，但用 DNS 法测酶活时，结果却为阴性。为此

我们查阅了相关文献，与其 16S rRNA 基因序列相

似度最高的模式菌株 Shewanella japonica KMM 

3299T (99.52%)[21]，可以在琼脂平板上形成凹陷，

作者据此认为该菌株可以降解琼脂；但另一篇文

献报道，与 Shewanella japonica KMM 3299T 16S 

rRNA 基因序列相似度为 98.3%的一株细菌，其发

酵液琼胶酶活性检测结果为阴性[22]。这些报道与

本研究结果相吻合，即 S5-4-8 可在琼脂平板上形

成凹陷，但其发酵液中检测不到琼胶酶活性。据

此我们推测，可能是 S5-4-8 降解的不是琼脂糖，

而是琼脂的另一种成分琼脂果胶(也称琼胶酯)。由

于缺少商品化的琼胶酯，这一推论尚需我们进一

步研究验证。 

根据断裂键位置的不同，可将琼胶酶分为 α-

琼胶酶和 β-琼胶酶，目前分离到的绝大多数琼胶

酶为 β-琼胶酶。据已发表的文献报道，嗜琼胶属

的细菌产生的琼胶酶都是 β-琼胶酶 [23–24]，降解

琼 胶的产物为新琼寡糖，因此我们以新琼二糖

(neoagarobiose，NA2)、新琼四糖(neoagarotetraose，

NA4)和新琼六糖(neoagarohexaose，NA6)为标准

品检测了酶解产物。薄层色谱结果表明，嗜琼胶

属 4 株细菌粗酶液降解琼脂糖 24 h 后的主要产

物是新琼四糖(图 3)。林伯坤等[25]的研究表明，

嗜琼胶属的一株细菌 Agarivorans sp. HZ105 的

降解酶系有 4 种琼胶酶 HZ1、HZ2、HZ3、HZ4，

降解琼脂糖的最终产物为新琼二糖和新琼四糖。

这些结果表明嗜琼胶属细菌的琼胶酶降解产物

相似，多为低聚合度的新琼寡糖(新琼四糖和新

琼二糖)。 
 

 
 

图 3.  嗜琼胶属 4 株细菌发酵液降解琼脂糖产物薄层

色谱 
Figure 3.  TLC analysis of the hydrolysis reaction 
products of the four agar-degrading isolates. 
Reactions were performed at 45 ºC for 24 h. Lane 1: 
standards of NA2, NA4 and NA6; lane 2: products of 
strain S5-4-13; lane 3: products of strain S5-3-6;  
lane 4: products of strain S7-5-32; lane 5: products of 
strain S7-3-2. 
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3  结论 

本研究对采自黄海日照入海口和潮间带的样

品进行了分离培养，获得 73 株细菌并测定了其

16S rRNA 基因序列。系统发育分析结果显示所培

养菌株多属于 γ-变形菌纲(35 株菌)和 α-变形菌纲

(24 株菌)，其次为黄杆菌纲(10 株菌)，还有少量

菌株属于芽孢杆菌纲(3 株菌)和放线菌纲(1 株菌)，

具有丰富的细菌物种多样性。此外，本研究分离

到的菌株中有 18 株为潜在细菌新种或新属，表明

该区域有丰富的细菌新物种资源可供开发。本研

究所分离到的潜在新种或新属资源为后续的细菌

新物种的多相分类鉴定提供了基础。 

海洋中蕴藏的不仅有新菌种资源，还有多种

应用前景广阔的胞外酶。当前，新琼寡糖良好的

医疗应用前景促使我们去筛选琼胶酶高产菌株。

本研究分离了 5 株能够降解琼脂的细菌，并从其

中 4 株嗜琼胶属菌株的发酵液中检测到了明显的

琼胶酶活性，其中菌株 S5-3-6 表现出最高的酶活

(2.17±0.04 U/mL)。此外，进一步的分析表明该 4 株

菌降解琼脂糖的主要产物均为新琼四糖。S5-4-8

表现出了特殊的性质，即能在琼脂平板上形成凹

陷而发酵液中却检测不到琼胶酶活性，其原因尚

需进一步研究。本研究筛选到的琼胶酶降解菌株

为进一步研究开发海洋来源琼胶酶资源奠定了

基础。 
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Isolation and identification of some cultivated bacteria from the 
sea area of Rizhao for screening of agarase-producing bacteria 

Ang Liu*, Shuang Wang, Feng Du, Qingjie Xue, Xiuzhen Li 
College of Basic Medicine, Jining Medical University, Jining 272067, Shandong Province, China 

Abstract: Marine bacteria are the major members of marine life. Compared with those living on the land, marine 
bacteria exhibit high diversity in species, genes and ecological functions, valuable for both fundamental studies and 
biotechnological applications. [Objective] Isolation and identification of some culturable bacteria from the sea area 
of Rizhao for screening of agarase producing strains. [Methods] A total of 73 strains were isolated and their 16S 
rRNA genes were sequenced. Agarsae activity of agar-digesting strains was determined. [Results] These isolates 
belong to 34 genera, 13 family and 4 phyla, showing rich species diversity. Furthermore, 16S rRNA gene sequence 
analysis also showed that among these 73 strains, 18 strains potentially represented novel species. Our results also 
showed that 5 strains were positive for agarase activity and the highest agarase activity of these strains was 
determined to be 2.17±0.04 U/mL. [Conclusion] This study widens our understanding for the diversity of marine 
bacteria in species and agarase activity. 
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