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摘要：【背景】海洋微生物在活性物质开发方面具有巨大的应用前景，而目前有关南海东海岛微生物的

研究鲜少。【方法】 对从东海岛沉积物中分离纯化的海洋细菌，采用形态学观察、生理生化以及 16S rRNA

基因序列的系统发育分析方法进行鉴定；以大肠杆菌(Escherichia coli)、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)

和金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)作为指示菌，测定其抑菌活性；对具有抑菌活性的菌株扩增聚

酮合酶 (Polyketide synthase I，PKSI) 基因，并与已知的 PKSI 氨基酸序列比对；选择具有 PKSI 基因的

代表菌株，检测菌株及其发酵抑菌物的稳定性。【结果】分离纯化到 25 株海洋细菌，分属于不动杆菌属

(Acinetobacter)、交替单胞菌属(Alteromonas)、芽孢杆菌属(Bacillus)、嗜冷杆菌属(Psychrobacter)、假交

替单胞菌属(Pseudo-alteromonas)、海洋单胞菌属(Oceanimonas)、葡萄球菌属(Staphylococcus)、微球菌属

(Micrococcus)和海杆菌属(Marinobacter)。12 株菌株通过基因筛选检测到 PKSI 编码基因，其中 6 株菌株

具有抑菌活性和 PKSI 编码基因，并分属于芽孢杆菌属和交替单胞菌属；PKSI 氨基酸序列同源性分析推

测菌株 DHD-15 和 DHD-a 可能产生新的 I 型聚酮合酶结构。菌株 DHD-15 和 DHD-L 生长温度范围为

15–40 °C，可耐受 10% NaCl 高盐以及 pH 3 和 pH 11 的酸碱条件，但不耐高温；菌株 DHD-15 产生的抑

菌物质可耐受 100 °C 和 pH 11 的高温碱性条件，在 50 °C、pH 9 条件下制备和室温保藏条件下抑菌活

性较高，其稳定性较好。【结论】南海东海岛沉积物筛选的细菌种具有抑菌活性, 具有产聚酮类活性物

质的潜力。 
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海洋沉积物中生活着大量种类繁多的微生

物，它们因受海水环境、pH 值、温度等影响而显

现出不同的特征[1]。潮间带初级生产力程度高，矿

物质含量丰富，比外海有更高的沉降率，潮间带

沉积物底泥中微生物的数量会比海水中的数量明

显增多 [2]。2016 年，王怡婷等进行胶州湾沉积 
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物可培养细菌的多样性及其抑菌活性研究[3]。中国

南海作为世界上第三大陆缘海，也是中国最大和

最深的海。东海岛位于其北端，其独特的海洋环

境蕴藏着丰富的微生物资源，但目前关于南海东

海岛微生物资源的研究和开发程度较低，这有待

进一步进行科学研究和开发利用。由于东海岛临

港工业发展等因素，潮间带的面积在迅速减少，

潮间带微生物的多样性受到不同程度的破坏，因

此对潮间带微生物进行调查有一定的研究意义[4]。 

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，能否快速筛选到具有新结构、

新活性的微生物天然产物已成为开发新药研究迫切

解决的难题。微生物抑菌活性次生代谢产物主要分

为聚酮类和肽类化合物。聚酮类化合物是由一类广

泛存在于自然界的聚酮合酶(polyketidesynthetase，

PKS)催化产生，广泛分布于真菌、细菌、放线菌

和植物中，包括四环素类、内酯类、聚醚类以及

蒽环类 4 大类[5]。PKS 主要分为三类，分别为 I

型、II 型和 III 型[6]。PKSI 主要负责大环内酯类、

聚醚类和多烯类化合物的催化合成[7]，如红霉素

(erythromycin)、利福霉素(rifamycin)、西罗莫司

(sirolimus)等，其合成的抗生素在抗感染、抗肿瘤

及免疫抑制等方面有着巨大的应用价值[8]。近年来，

枯草杆菌(Bacillus subtilis)作为一种生物安全菌株，

其PKS 基因簇代谢产物发掘及其生物活性的研究有

所增加，如杨杰[9]和 Komaki[10]进行 PKS 基因生物合

成异香豆素类化合物细菌素和 Amicoumacin 类抗生

素研究等[11]；从 Bacillus velezensis 基因组挖掘分析

和体外抗菌活性研究等[12–14]；以及丝状真菌产生次

级代谢产物 PKSI 研究[15]，如叶美金等进行渐绿木霉

基因组中 PKS 和 NRPS 基因的多样性分析[16]。目前

从海洋微生物中筛选 PKS 基因的工作发展迅速[17]，

而从东海岛微生物中筛选 PKS 基因的报道鲜少。 

本文从南海东海岛沉积物样品中分离纯化细

菌，采用抑菌活性筛选与 PKSI 基因筛选相结合的

方法，快速评估分离细菌抑菌活性及产聚酮类化

合物的潜力。对活性菌株及发酵液进行抑菌活性

稳定性研究，有助于后续对抑菌化合物的开发利

用。初步探讨东海岛沉积物中细菌抑菌活性及产

聚酮类化合物的潜力，以此进一步了解东海岛沉

积物细菌的利用价值和发展前景[18]。 

1  材料和方法 

1.1  样品 

2017 年 10 月 22 号早上 6 点半，从我国南海

的 东 海 岛 海 域 （ 沿 海 岸 线 2 km 左 右 ， 东 经

110°32′22″，北纬 21°0′56″）采集海泥沉积物一份。 

1.2  培养基 

1.2.1  改良 2216E 培养基：蛋白胨 5 g、酵母膏 1 g、

琼脂 15 g、陈海水 1 L。 

1.2.2  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 1 L，pH 7.0–7.2。 

1.2.3  肉汤培养基：蛋白胨 20 g，牛肉膏 5 g，氯

化钠 5 g，pH 7.5±0.1。 

1.3  主要仪器和试剂 

蛋白酶、Mighty AmpTMDNA Polymerase、引

物等购于广州瑞真生物技术有限公司；细菌基因

组 DNA 提取试剂盒(北京 Solarbio 科技有限公司)；

DYY-6C 型电泳仪(北京六一生物科技有限公司)；

WFH-201B 紫外透射反射仪(上海精科实业有限公

司)；A300 基因扩增仪(杭州朗基科学仪器有限公司)。 

1.4  细菌菌株的分离和鉴定 

1.4.1  分离纯化：称取海泥沉积物 1 g，加入 9 mL



邓智敏等 | 微生物学报, 2020, 60(6) 1261 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

无菌海水，取 0.1 mL 逐级稀释为 10–2–10–6 浓度涂

布于平板培养基，在 30 °C 生化培养箱里培养。根

据菌落形态、大小等特征挑取单菌落，划线分离

纯化 3 次后，直至获得纯细菌培养物。 

1.4.2  形态鉴定：观察菌体细胞革兰氏染色特性

和菌落形态特征。记录菌株的菌落大小、颜色、透

明度、边缘特征、湿润度、菌落突起或凹陷等特征。 

1.4.3  生理生化鉴定：对所筛选的菌株进行生理

生化检验[19]：酶促试验、枸橼酸盐利用试验、吲

哚试验、甲基红试验、三糖铁琼脂试验、明胶液

化试验、淀粉水解试验、分解酪蛋白试验、产脂

肪酶试验、褐藻酸的降解检测。 

1.5  16S rRNA 基因扩增和序列测定 

按照 PCR 扩增试剂盒操作说明提取基因组。

以提取的基因组 DNA 为模板，利用细菌通用引物

27F(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R 

(5′-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′)扩增 16S 

rRNA 序列，PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测

后，送英潍捷基(上海)贸易有限公司进行测序。 

1.6  系统发育学分析 

将测序得到的 16S rRNA 序列在 NCBI 进行

BLAST 比对，选取与分离菌株相似度最高的标准

株，用 MEGA6.0 软件构建系统发育树，选择

Neighbor-Joining 法，Bootstrap 设为 1000 次，分

析其系统发育地位。 

1.7  抑菌活性测定 

将菌株接种到装有改良 2216E 液体培养基中，

30 °C、220 r/min 培养 24 h 后，将发酵液 12000 r/min

离心 10 min，取上清液备用。指示细菌(大肠杆菌、

枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌)接种牛肉膏蛋白

胨液体培养基、肉汤液体培养基，在 37 °C 摇床培

养 1 d 待用。利用分光光度计法测定 OD600 估算菌

液浓度，使指示菌终浓度为 107 个细胞/mL。采用

滤纸片法检测待测上清液抑菌活性，平板配制混

合指示菌培养基 15 mL，在滤纸片上滴加 5 μL 待

测上清液，以无菌蒸馏水为阴性对照，硫酸链霉

素(1 mg/mL)为阳性对照。将制好的平板放 4 °C 使

其扩散 2 h 后，再置于 37 °C 恒温培养箱中培养 1 d，

观察并通过十字交叉法记录抑菌圈大小。 

1.8  PKSI 基因筛选 

1.8.1  PSKI 基因扩增：PSKI 基因扩增引物为

KSF(5′-GCGATGGATCCNCAGCAGCG-3′) 和 KSR 

(5′-GTGCCGGTNCCGTGNGYYTC-3′)[20]。扩增程

序分别为：98 °C 2 min；98 °C 10 s，58 °C 15 s，

68 °C 1.5 min，共 35 个循环；68 °C 延伸 10 min。 

1.8.2  PKSI 系统发育学分析：将测序得到的 PKSI

基因序列所对应的氨基酸序列进行 BLAST 比对，

选取相似度最高的标准株序列，用 MEGA6.0 软件

构 建 系 统 发 育 树 ， 选 择 Neighbor-Joining 法 ，

Bootstrap 设为 1000 次，分析其序列相似性。 

1.9  菌株耐受性及其抑菌物质的稳定性实验 

1.9.1  生长温度范围实验：挑取单菌落划线接种

于改良 2216E 斜面培养基上，分别置于 4、15、

30、40 和 50 °C 恒温条件下培养，培养 1–4 d 后观

察并记录菌体生长情况。 

1.9.2  耐盐实验：在改良 2216E 培养基的基础上，

分别添加浓度为 0%、1%、3%、5%、7%、9%、

10%的 NaCl；挑取单菌落于配制好的不同 NaCl

浓度的液体培养基内，培养 1–3 d，观察并测量紫

外分光光度值 OD600。 

1.9.3  耐酸碱实验：配制不同 pH 值(3.0，5.0，7.0，

9.0，11.0)的改良 2216E 培养基，挑取单菌落接种

于配制好的培养基内培养 1–3 d，观察并测量紫外

分光光度值 OD600。 
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1.10  抑菌物质热稳定性实验 

取等量菌株 DHD-15 发酵液，12000 r/min 离

心 10 min 取上清液，分别置于 4、30、50、70 °C

中 2 h、100 °C 煮沸 30 min，然后均冷却到室温，

以枯草杆菌作为指示菌检测抑菌活性，以 30 °C

培养未水浴处理的发酵上清液作为对照。 

2  结果和分析 

2.1  东海岛细菌的分离纯化 

将东海岛沉积物样品处理、稀释后涂布平板 

培养 1–15 d，根据菌落形态、湿润度、是否凸起、

是否产色素等特征，分离得到共 25 个不同的细菌

菌落。 

2.2  形态鉴定 

如表 1 所示，从东海岛沉积物中分离到菌体

和菌落的形态特征丰富多样的细菌：菌落多较小；

多呈白色，少数为黄色或米黄色，质地均匀，表

面多光滑湿润，易挑起；菌体多为短杆状和短棒

状，部分为球状和椭圆形；大部分为革兰氏阳性

菌，少数为革兰氏阴性菌。 

 

表 1.  细菌分离株的表型特征 

Table 1.  The phenotypic characteristics of the isolated bacteria 
Strains Gram Cell morphology Colony characteristics 

DHD-1 + Spherical or elliptic Small, white, uniform texture, moist, smooth surface, easy to provoke 

DHD-2 – Rod 
Larger, dense, dry, opaque, not easy to provoke, grayish brown, dark middle color, 
colonies with creases 

DHD-4 – Rod Larger, milky white, thicker, smooth surface and edge, easy to provoke 

DHD-5 + Short rod-like Smaller, white, smooth surface and edges, uniform texture, moist, easy to provoke 

DHD-6 – Short rod-like Small, white, round 

DHD-7 + Spherical or elliptic Smaller, white, uniform texture, moist, smooth surface and edge, easy to provoke 

DHD-8 + Sphere Round, white, easy to provoke 

DHD-9 + Elliptic White, round, moist 

DHD-10 + Elliptic Larger, beige, thicker, round edge, easy to provoke 

DHD-11 + Elliptic White, round 

DHD-12 – Rod Small, transparent, thin, uniform texture, easy to provoke 

DHD-13 – Short rod-like Small, milky white, rounded edges, uniform texture, smooth surface, sticky, easy to provoke

DHD-15 + Short rod Smaller, smooth edges and surfaces, thick, easy to provoke 

DHD-20 – Short rod-like Smaller, white, thin, uniform texture, moist, easy to provoke 

DHD-21 + Rod White, slightly transparent, round, not moist 

DHD-a + Rodlike Smaller, white, thinner, round edges, wetter 

DHD-b + Short rod-like Smaller, translucent, uniform texture, not easy to provoke 

DHD-c + Short rod-like Colorless, slightly transparent 

DHD-e + Short rod-like White, round 

DHD-f + Short rod-like Smaller, yellow, moist, non-sticky, round edges, easy to provoke 

DHD-h + Elliptic or short rod-like Larger, milky white, smooth surface, moist, easy to start 

DHD-i + Elliptic Smaller, dark pink, thinner, not moist, not viscous, rounded edges, not easy to provoke

DHD-j – Short rod-like Smaller, yellow, moist, non-sticky, round edges, easy to provoke 

DHD-L + Short rod Smaller, milky white, thicker, moist, sticky, easy to provoke 

DHD-n + Circular or elliptic Smaller, milky white, protruding, smooth surface, easy to provoke 
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2.3  生理生化鉴定 

如表 2 所示，在酶触试验中，仅有 4 株细菌

菌株具有过氧化氢酶活性。大多需氧和兼性厌氧

菌均产生过氧化氢酶，以保护细菌不被伤害，而

其他 21 株不具有过氧化氢酶活性的菌株，可能是

其过氧化氢酶的合成过程被阻断；在枸橼酸盐试

验中，5 株菌株能以铵盐为唯一氮源，能利用枸橼

酸盐，分解枸橼酸盐，因而在枸橼酸盐培养基上

生长；在吲哚试验中，有 17 株菌株结果呈阳性，

表明这些菌株含有色氨酸酶，能分解色氨酸为吲

哚；在甲基红试验中，有 20 株菌株的甲基红试验

呈阳性，表明所筛选的菌株大部分能产生丙酮酸，

并转化生成乳酸、琥珀酸、醋酸和甲酸等大量酸

性物质，使培养基 pH<4.5；在三糖铁试验中，11

株菌株发酵葡萄糖，呈阳性，14 株菌株能利用乳

糖，呈阴性；在明胶试验中，有 18 株菌株结果呈

阳性，表明这 18 株菌株具有明胶酶能将明胶水解

为多肽、氨基酸，使明胶失去凝胶性质而液化； 

 

表 2.  菌株生理生化鉴定结果 

Table 2.  Physiological and biochemical experiment results 

Strains 
Catalase  
test 

Citrate 
test 

Indole 
test 

Methyl  
red test 

Trisaccharide 
iron test 

Gelatin 
test 

Starch hydrolysis 
test 

Casein 
test 

Lipase 
test 

Degradation of  
alginic acid test  

DHD-1 – + – + + + – – – – 

DHD-2 – – – + – + – ND + – 

DHD-4 + – – + – + – ND + – 

DHD-5 – + + – + + + – + – 

DHD-6 + – + + + ND – – ND ND 

DHD-7 – – – + – – + ND – – 

DHD-8 – – – + – – + ND – – 

DHD-9 – – – – – + – + – – 

DHD-10 – – + + – + – – + – 

DHD-11 + + + + + + – – + – 

DHD-12 – – + + + + + – – – 

DHD-13 – – – + – ND + – + – 

DHD-15 – – – + – + + + – – 

DHD-20 – – + + – – – – – – 

DHD-21 – – + + – – – ND – – 

DHD-a – – + + – + + – – – 

DHD-b – – + – – – – ND – – 

DHD-c + + + + + + – – – – 

DHD-e – – + + + + + – + – 

DHD-f – – + + – + – – – – 

DHD-h – – + – + + – – – – 

DHD-i – – + + – + – ND + – 

DHD-j – – + – + + – – – – 

DHD-L – – + + + + + – – – 

DHD-n – + + + + + – – – – 

+: positive; –: negative; ND: not determined. 
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在淀粉水解试验中，9 株菌株具有合成淀粉水解酶

的能力，能将淀粉水解为麦芽糖或者葡萄糖，从

而利用其分解物；在酪蛋白试验中，仅有 2 株菌

株结果呈阳性，表明这 2 株菌株能分解酪蛋白为

小分子进行利用，而所检测的其他 16 株菌株对酪

蛋白的利用能力差；在脂肪酶试验中，有 8 株菌

株结果呈阳性，表明这 8 株菌株含有脂肪酶，能

分解脂肪并进行利用；所检测的 24 株菌株均没有

褐藻酸降解酶，不能降解褐藻酸。所筛选的东海

岛细菌大部分能分解利用明胶、葡萄糖或乳糖，

部分能分解利用淀粉、脂肪，但不具有分解褐藻

酸的能力。 

2.4  菌株 16S rRNA 序列和系统发育学分析 

将菌株 16S rRNA 基因序列测序结果与 NCBI

数据库内序列比对(表 3)，结果表明，筛选菌株与

数据库中的模式菌株都具有一定的相似性，相似

度在 98%–100%，分属于 9 个属 13 种：芽孢杆菌

属(Bacillus)、不动杆菌属(Acinetobacter)、交替单

胞菌属(Alteromonas)、微球菌属(Micrococcus)、嗜

冷 杆 菌 属 (Psychrobacter) 、 假 交 替 单 胞 菌 属

(Pseudoalteromonas)、海单胞菌属(Oceanimonas)、

葡 萄 球 菌 属 (Staphylococcus) 和 海 杆 菌 属

(Marinobacter)，表明东海岛沉积物有较为丰富的

微生物资源。 

 

表 3.  东海岛细菌 16S rRNA 的序列分析 

Table 3.  Sequence analysis of 16S rRNA gene of bacterial strains from Donghai island 
Strains Closest match GenBank accession No. Similarity/% 

DHD-1 Acinetabacter lactucae CP020015.1 99.93 

DHD-2 Alteromonas macleodii LT963558.1 99.93 

DHD-4 Bacillus subtilis MN032360.1 100.00 

DHD-5 Psyctrobacter alimentarius MH368408.1 100.00 

DHD-6 Pseudoalteromonas gelatinilytica NR_152003.1 100.00 

DHD-7 Alteromonas macleodii MK680205.1 100.00 

DHD-8 Alteromonas macleodii MK680202.1 99.93 

DHD-9 Oceanimonas doudoroffii NR_114185.1 100.00 

DHD-10 Bacillus megaterium MK618596.1 99.11 

DHD-11 Acinetabacter pittii MH144322.1 100.00 

DHD-12 Bacillus subtilis MK263004.1 100.00 

DHD-13 Bacillus subtilis JN707686.1 100.00 

DHD-15 Bacillus velezensis MK859954.1 99.93 

DHD-20 Bacillus subtilis KF017557.1 100.00 

DHD-21 Staphylococcus equorum HQ202869.1 100.00 

DHD-a Bacillus subtilis MN176503.1 100.00 

DHD-b Alteromonas macleodii LT963558.1 100.00 

DHD-c Bacillus subtilis KX713159.1 100.00 

DHD-e Bacillus subtilis MK450454.1 100.00 

DHD-f Micrococcus endophyticus MH671518.1 99.77 

DHD-h Acinetobacter pittii MG462705.1 99.03 

DHD-i Marinobacter sediminum MH304387.1 98.77 

DHD-j Micrococcus luteus MH665979.1 99.92 

DHD-L Bacillus subtilis KX713159.1 99.93 

DHD-n Acinetabacter pittii MG462705.1 100.00 
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各属细菌所占比例见图 1，其中芽孢杆菌属为

优势属，有 10 株，占分离细菌总数的 40%；嗜冷

杆菌属、假交替单胞菌属、海单胞菌属、葡萄球

菌属、海杆菌属种类最少，仅占分离细菌总数的

4%。可以看出所有细菌共分成 3 个分类单元：变

形菌门(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)和放

线菌门(Actinobacteria)。放线菌门有 1 个属(微球

菌属)，1 个种；厚壁菌门有 2 个属(芽孢杆菌属和

葡萄球菌属)，5 个种；变形菌门共有 6 个属，7

个种。 

 

 

图 1.  东海岛细菌种类 

Figure 1.  Bacterial species from Donghai island. 

2.5  抑菌活性分析 

由表 4 可知，有 3 个菌株发酵液至少对一种指

示菌表现出抑菌活性(图 2)。3 株菌株(DHD-2、

DHD-15、DHD-L)发酵产物具有抗大肠杆菌生长的

活性，6 株菌株(DHD-2、DHD-12、DHD-13、DHD-15、

DHD-a、DHD-L)发酵产物具有抗枯草芽孢杆菌生长

的活性，4 株菌株(DHD-12、DHD-13、DHD-15、

DHD-L)发酵产物具有抗金黄色葡萄球菌生长的活

性。结果表明，通过抑菌活性测定筛选出 6 株对大肠

杆菌、枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌有拮抗作用的

菌株，阳性率为 24%，均为芽孢杆菌属(Bacillus)。 

 

表 4.  东海岛细菌抑菌活性 

Table 4.  The antimicrobial activity of bacteria 
isolated from Donghai island 

Strains 

Indicator bacteria 

Escherichia coli Bacillus subtilis 
Staphylococcus 
aureus 

DHD-2 + + – 

DHD-12 – + + 

DHD-13 – + + 

DHD-15 + + + 

DHD-a – + – 

DHD-L + + + 

+: inhibitory activity; –: none inhibitory activity. 
 

    

图 2. 初筛抑菌效果图 

Figure 2.  The effect of antimicrobial activity on strains. 
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2.6  功能基因 PKSI 检测分析 

在 25 株细菌 PKSI 功能基因检测中，12 株菌

株 DHD-2、DHD-8、DHD-10、DHD-12、DHD-13、

DHD-15、DHD-20、DHD-a、DHD-e、DHD-i、

DHD-L、DHD-n 均可扩增出 PKSI 基因片段(图 3)。

其中 DHD-8、DHD-10、DHD-i、DHD-n 的亮带相

对较暗。 

通 过 BLAST 比 对 ， DHD-2 、 DHD-12 、

DHD-13、DHD-L 扩增得到 PKSI 核苷酸序列所对

应的氨基酸序列与 GenBank 上的 Bacillus subtilis

标准菌株 Polyketide synthase 序列的相似性达到

98%以上(表 5)。而 DHD-15(Bacillus velezensis)、

DHD-a(Bacillus tequilensis)与相似度最高的标准

菌聚酮合酶序列对比，显示其相似性分别仅达

86.44%、92.00%，推测其有可能含有新颖的 I 型

PKS 结构。 

2.7  DHD-15、DHD-L 菌株耐受实验 

选 取 对 3 种 指 示 菌 都 有 抑 菌 活 性 的 菌 株

DHD-15 和 DHD-L 进行温度、盐和酸碱的耐受  

实验。 

2.7.1 生长温度范围：由表 6 可知，DHD-15、

DHD-L 菌株在 4 °C 均不生长，在 15 °C、30 °C、

40 °C 温度下都可以生长，但在 50 °C 培养条件下

菌株生长非常缓慢且生长量较少，基本处于不生

长状态。 

2.7.2  耐盐范围：由图 4 数据可知，DHD-15、

DHD-L 菌株在添加 0%–10% NaCl 浓度范围内均可 
 

表 6.  菌株温度耐受实验 

Table 6.  Temperature tolerance test 

T/°C 4 15 30 40 50 

DHD-15 – + + + –

DHD-L – + + + –

+: bacterial growth; –: no growth. 

 

 
 

图 3.  PKSI 基因 PCR 扩增图 

Figure 3.  PCR amplification of PKSI gene. 
 

表 5.  PKSI 阳性菌氨基酸序列分析 

Table 5.  Sequence analysis of amino acid of PKSI positive bacteria.  

Strains Closest match GenBank accession  Similarity/% 

DHD-2 Bacillus subtilis Bacillus subtilis (AWW22978.1) 100.00 

DHD-12 Bacillus subtilis Bacillus subtilis (SAJ35057.1) 99.07 

DHD-13 Bacillus subtilis Bacillus subtilis (WW22978.1) 98.22 

DHD-15 Bacillus velezensis Bacillus subtilis (AWW22986.1) 86.44 

DHD-a Bacillus tequilensis Bacillus subtilis (SAJ35055.1) 92.00 

DHD-L Bacillus subtilis Bacillus subtilis (AWW22978.1) 98.23 
 



邓智敏等 | 微生物学报, 2020, 60(6) 1267 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

 
 

图 4.  菌株耐盐实验 

Figure 4.  NaCl tolerance test. Assays were performed 
in triplicate and data were reported as means±standard 
deviations. 

 

生长。但随着 NaCl 浓度逐渐增大，DHD-15 菌株

生长呈现逐渐降低的趋势，DHD-L 菌株生长明显

下降；在 NaCl 浓度为 10%时，两菌株均生长缓慢。 

2.7.3  耐酸碱范围：根据图 5 可知，在 pH 5 时，

DHD-15、DHD-L 两菌株生长速度较快，其中

DHD-L 菌株生长速度明显高过 DHD-15 菌株。通

过比较不同 pH 培养条件下菌株的生长情况，结果

表明 DHD-15 和 DHD-L 菌株生长最适 pH 范围为

5–6，且耐 pH 3 和 pH 11 的酸碱条件。 

 

 
 

图 5.  菌株 pH 耐受性实验 

Figure 5.  The result of pH tolerance test. Assays 
were performed in triplicate and data were reported 
as means±standard deviations. 

2.8  抑菌物质的稳定性实验 

发酵上清液抑菌活性稳定性的研究有助于对抑

菌化合物性质的了解，从而为后期研究提供基础依

据。因此，研究抑菌活性稳定性是非常必要的。本

实验选取菌株 DHD-15 作为代表菌用于实验研究。 

2.8.1  热稳定性：由图 6 可知，DHD-15 菌株抑菌

物质具有较高的热稳定性。DHD-15 菌株抑菌物质

经过 50 °C 处理 2 h 后，抑菌圈直径高达为 5.0 mm，

具有较高的抑菌活性；在 100 °C 处理 30 min 后，

抑菌活性明显降低，但依然有抑菌活性。 

2.8.2  酸碱稳定性：从图 7 中可以看出，DHD-15 

 
图 6.  发酵上清液的热稳定性 

Figure 6. The thermal stability of fermented 
supernatant. Assays were performed in triplicate and 
data were reported as means±standard deviations. 

 
图 7.  发酵上清液的 pH 稳定性 

Figure 7. The stability of fermented supernatant pH. 
Assays were performed in triplicate and data were 
reported as means±standard deviations. 
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菌株抑菌物质对酸敏感，耐碱，pH 耐受范围为

7-11。DHD-15 菌株抑菌物质在 pH 9 条件下，抑

菌活性效果较好；在 pH 2–6 条件下，无抑菌活性；

在 pH 11 时，仍有抑菌活性。 

3  结论和讨论 

(1) 通过形态观察、生理生化及 16S rRNA 分

子鉴定得到东海岛沉积物可培养细菌 25 株，其分

属于 9 个属：不动杆菌属(Acinetobacter)、交替单

胞菌属(Alteromonas)、芽孢杆菌属(Bacillus)、嗜冷

杆 菌 属 (Psychrobacter) 、 假 交 替 单 胞 菌 属

(Pseudoalteromonas) 、 海 洋 单 胞 菌 属

(Oceanimonas)、葡萄球菌属(Staphylococcus)、微

球菌属(Micrococcus)、海杆菌属(Marinobacter)，

其中芽孢杆菌属(Bacillus)为该环境优势可培养类

群，这一结果与其他研究者对南海沉积物可培养

细菌的结果一致[21–24]。原因可能是由于芽孢杆菌

属的细菌为好氧异养型，容易在营养较丰富的表

层沉积物中繁殖而占据优势，同时表明该环境中

有机质比较丰富。 

此外，不同海域环境分离的海洋沉积物中细

菌有不同的类群，不同海域生物样品中各优势细

菌类群也会有所不相同。如张丽珉等[25]从南极罗

斯海的海洋沉积物样品分离细菌，嗜冷杆菌属

(Psychrobacter)为优势类群。王桢[26]从北极海洋沉

积物中分离纯化细菌，以希瓦氏菌属细菌最多,其

次为假交替单胞菌属。姜钊[27]从印度洋分离的细

菌纯培养物中，除了芽孢杆菌属，还有红球菌属、

微杆菌属、节细菌属、葡萄球菌属等 9 种菌属为

优势类群。孙丽[28]对从南大西洋沉积物分离可培

养细菌，其中 Marinobacter、Halomonas 两个属是

优势菌属。 

(2) 在抑菌活性研究中，检测出 6 株芽孢杆菌

属菌株对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和枯草芽孢

杆菌 3 种指示菌有不同程度的拮抗作用，均有抗

枯草芽孢杆菌活性，其中菌株 DHD-15 和 DHD-L

有抗大肠埃希菌活性的作用。 

即使是在同一片海域环境，不同的采样地点

所筛选的海洋细菌的抗菌能力有所不同，但芽孢

杆菌属(Bacillus)具有显著的抑菌活性。芽孢杆菌

在海洋中广泛存在，从近海沉积物到深海沉积物，

可能更易获得活性菌株。薛珊珊等[29]从硇洲岛和

徐闻筛选出抗枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌活

性作用的优势菌株均为芽孢杆菌属，但无芽孢杆

菌属抗大肠埃希菌活性。田良玉等[30]从南海深海

沉积物中筛选出具有抗大肠杆菌、金黄色葡萄球

菌活性物质的菌株，8 株为芽孢杆菌属(Bacillus)，

其中 7 株芽孢杆菌菌株对大肠杆菌有抑菌作用，4

株芽孢杆菌菌株对金黄色葡萄球菌有抑菌活性。

于清武[22]从南海深海沉积物培养筛选出对 4 种指

示菌(大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌

和蜡状芽孢杆菌) 均有抑制作用的细菌，其中芽

孢杆菌属菌株就有 8 株。 

(3) 在 PKSI 功能基因检测中，12 株菌株检测

出 有 该 基 因 片 段 。 通 过 BLAST 比 对 ， 推 测

DHD-15(Bacillus velezensis) 和 DHD-a(Bacillus 

tequilensis)可能含有新颖的 I 型 PKS 结构。本文首

次证明了东海岛沉积物细菌中存在 PKSI 基因，证

明了东海岛细菌产生聚酮类化合物的潜力，为南

海东海岛产生聚酮类化合物的微生物筛选以及聚

酮类化合物的发酵制备奠定了基础。 

(4) DHD-15、DHD-L 菌株不仅具有高抑菌活

性，在 15–40 °C 均可正常生长，可耐受 10% NaCl

高盐以及 pH 3 和 pH 11 的酸碱条件，但不耐高温；

菌株 DHD-15 抑菌物质可耐受 4 °C 低温和 100 °C
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高温，对酸敏感，但可耐受 pH 11 的碱性条件，

其稳定性较好。 

中国南海东海岛独特的海洋环境蕴藏着丰富

的微生物资源，而且目前的研究和开发程度较低，

鲜有研究，因此对东海岛沿海区沉积物微生物资

源的调查对今后具有重要的指导意义，同时开发

微生物资源并挖掘出新型抗菌药或先导物有潜在

的巨大价值。 
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Diversity and antimicrobial activities of cultivable bacteria 
isolated from Donghai island 

Zhimin Deng, Hongxu Yuan, Jiayu Zhou, Chengxin Huang, Renshu Chen, Dongmei Lu* 
Life Science and Technology School, Lingnan Normal University, Zhanjiang 524048, Guangdong Province, China 

Abstract: [Background] Marine microorganisms have a great application potential in developing bioactive 

substances, but few researches reported so far on microorganisms in the east island of the south China sea. 

[Methods] Marine culturable bacteria isolated and purified from sediments from Donghai island were identified by 

morphological observation, physiological and biochemical analysis, and phylogenetic analysis of 16S rRNA gene 

sequence. Escherichia coli, Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus were used as indicators to determine their 

antibacterial activities. Based on the study on bacteriostasis of sediment bacteria, Polyketide synthase I (PKSI) gene 

was screened for strains with bacteriostasis activity, and amino acid sequence alignment of PKSI positive bacteria 

was performed. PKSI positive representative strain was selected to test the stability of the strain and its 

fermentation bacteriostasis. [Results] In total 25 bacteria were isolated and purified, belonging to 9 genera: 

Acinetobacter, Alteromonas, Bacillus, Psychrobacter, Pseudoalteromonas, Oceanimonas, Staphylococcus, Micrococcus 

and Marinobacter. Through the screening of bacteriostatic activity and PKSI gene, 6 strains had bacteriostatic 

activity, and their bacteriostatic substances all contained ketone compounds. It was speculated that DHD-15 and 

DHD-a might contain novel structure of type I polyketide synthase. DHD-15 and DHD-L can grow normally 

between 15 and 40 °C, and grow best at 1% salt concentration and pH between 4 and 6 in seawater. [Conclusion] 

There are relatively rich culture-able bacterial resources in the sediments of Donghai island, south China sea. 

Keywords: bacteria of Donghai island, antibacterial activity, polyketide synthase (PKSI), stability  
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