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摘要：【目的】本研究从北部湾海域光裸方格星虫(Sipunculus nudus)肠道中分离鉴定可培养微生物，

并对筛选菌株的代谢物活性进行研究，为后续开发和利用光裸方格星虫肠道微生物代谢产物提供理论

支持。【方法】通过微生物培养、菌株分离纯化和16S rRNA基因序列分析，分析鉴定湛江、北海、防

城港三地光裸方格星虫肠道可培养微生物；采用透明圈法、可见分光光度法、平板打孔法等对产胞外

活性代谢物的菌株进行筛选和活性分析。【结果】中国北部湾不同海域光裸方格星虫肠道可培养微生

物包括弧菌属(Vibrio)、希瓦氏菌属(Shewanella)、假交替单胞菌属(Pseudoalteromonas)、发光杆菌属

(Photobacterium)和芽孢杆菌属(Bacillus)等12个细菌属。弧菌属(Vibrio)是3个地区样本共有的优势菌

群。具有产胞外水解蛋白酶、壳聚糖酶、多糖以及抑菌活性等能力的菌株主要来自假交替单胞菌属

(Pseudoalteromonas)、发光杆菌属(Photobacterium)和芽孢杆菌属(Bacillus)。【结论】中国北部湾不同海

域光裸方格星虫肠道可培养微生物在属的种类上存在显著性差异，且光裸方格星虫肠道菌株具有产生

多种胞外活性代谢物的能力，是一种良好的海洋活性代谢物来源。 
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海洋微生物是海洋天然生态系统中重要组成

成分之一，其与宿主——海洋动植物的关系非常复

杂。海洋动植物能为与其共附生的微生物提供有

利的生长环境，同时，宿主的共附生微生物能产

生各种活性物质促进宿主的生长代谢或者提供化

学保护[1]。近年来，海洋微生物多样性以及微生物

代谢活性物质的开发与研究越来越受到国内外学

者的关注。Abdelmohsen 等[2]从 11 个地区的海绵
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中分离鉴定出 18 株不同种属的放线菌，其中    

10 株菌具有潜在的抗细菌、抗真菌和抗寄生虫等

活性。Jorn 等[3]利用宏基因组技术提取 Theonella 

swinhoei 海绵组织微生物的总 DNA，建立了包含

约 60000 个克隆的宏基因组库，并从文库中筛选

到具有抗肿瘤活性的聚酮化合物基因(onnamides

和 theopederins)。张文姬等[4]利用传统的微生物分

离技术方法对大连地区仿刺参肠道可培养微生物

种群进行了分析，共分离得到 10 个种属的细菌，

包括假单胞菌属(Pseudomonas)、弧菌属(Vibrio)、

芽孢杆菌属(Bacillus)、希瓦氏菌属(Shewanella)、

不 动 杆 菌 属 (Acinetobacter) 、 发 光 杆 菌 属

(Photobacterium)等。由于海洋微生物种类繁多，

且能产生大量结构新颖并具良好活性的代谢产物，

如功能酶、多糖、抑菌多肽等，可应用于医药研究、

病害防控、环境保护、化妆品与酶制剂的研发等行

业，具有广阔的开发前景和应用价值[5]。 

近年来，已有研究对海洋微生物进行分离鉴定

并对其代谢物生物活性进行评价。Krishnamurthy

等[6]发现海洋粘质沙雷氏菌(Mucous sarreella)代

谢物含有体外溶栓作用功能的蛋白酶。Osawa 等[7]

从 流 感 弧 菌 (Vzbrio fluvialis) 、 副 溶 血 性 弧 菌     

(V. parahaemolyticus)、拟态弧菌(V. alginolyticus)、

溶藻弧菌(V. mimicus)、鳗利斯顿氏菌(Listonella 

anguillarum) 和 嗜 水 性 单 胞 菌 (Aeromonas 

hydrophila)代谢物中鉴定出能专一性降解壳聚糖

的壳聚糖酶。Custafson 等[8]从海洋细菌中分离得

到具有抗病毒、抗肿瘤及细胞毒性的大环内酯类

化合物。尹慢慢等[9]从发形霞水母共附生微生物筛

出了对金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、大

肠杆菌(E. coli)和枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)

生长具有抑制作用的海洋细菌。但是，由于野生

菌株活性物质产量低、产量不稳定和生产成本高等

原因，海生菌产生的活性物质还没有在工业化生产

中得到应用，继续从海洋资源中寻找到更为合适和

产活性物质稳定的功能菌株仍然是至关重要的。 

光裸方格星虫(Sipunculus nudus)，属于星虫科

动物，生长繁殖在中国南部近海域，对水质要求极

高，存活于干净的海域中，可作为环境洁净的标志

物，其体内存在多种活性成分，如多糖、纤溶酶   

等[10–11]。关于光裸方格星虫附生微生物的研究较

少，李小媚等[12]从光裸方格星虫中发现具有纤溶活

性的蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus)，Fan 等[13]从中

国海口光裸方格星虫中筛选出对金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus) 具 有 抑 制 作 用 的 青 霉 菌

(Penicillium)。光裸方格星虫体内的菌株是否存在

能产生其他活性物质还未见报道。本研究拟对来自

中国北部湾的湛江、防城港和北海 3 个地区光裸方

格星虫可培养微生物种类进行鉴定，并对其中部分

具有代表性菌株进行产胞外水解蛋白酶、壳聚糖

酶、多糖及抑菌能力等活性进行筛选和评价。 

1  材料和方法 

1.1  样品采集 

2019 年 3 月 16 号、3 月 28 号、4 月 26 号分

别于广东湛江、广西北海及防城港采集新鲜光裸

方格星虫，于海沙保湿送至实验室。采集的光裸

方格星虫平均质量(20±2) g，长度(11±0.5) cm。 

1.2  试剂 

2×Es Taq MasterMix 购于康为世纪；壳聚糖、

L- 酪 氨 酸 购 于 上 海 麦 克 林 生 物 有 限 公 司 ；

Chelex-100 树脂购于索莱宝生物科技有限公司，

其他试剂均为国产分析纯。 
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1.3  培养基的配制 

采用 2216E、高氏Ⅰ号、PDA 培养基分别对

细菌、放线菌、真菌和酵母进行分离纯化。所有

培养基均由经 0.22 μm 膜过滤后的天然海水配制。 

水解蛋白酶初筛培养基由 10%的脱脂奶粉 

(A 液)和 4%的琼脂(B 液)配制而成。将 A 液、     

B 液分开灭菌，待 A 液、B 液冷却到 50 °C 以下

进行 l:1 混合。水解蛋白酶复筛培养基含有 0.3% 

牛肉膏、10%蛋白胨、0.5% NaCl 等成分，使用   

0.5 mol/L 的 HCl 或 NaOH 调 pH 7.5。 

壳聚糖酶初筛培养基由 A 液和 B 液组成，   

A 液为 1%的壳聚糖胶体，B 液为 0.5% (NH4)2SO4，

0.14% K2HPO4，0.06% KH2PO4，0.5% NaCl，0.1% 

MgSO4·7H2O，0.2%酵母提取物，4.0%琼脂，A 液

和 B 液分开灭菌后冷却进行 l:1 混合。壳聚糖酶复

筛培养基为不添加琼脂的初筛培养基。 

LB 培养基主要由 1% NaCl、0.5%酵母提取物、

1%蛋白胨组成，经 0.5 mol/L 的 HCl 或 NaOH 调

pH 7.5。 

1.4  光裸方格星虫肠道可培养微生物的鉴定 

1.4.1  样品前处理：新鲜光裸方格星虫样品用无

菌生理盐水清洗样本表面 4 次，再用 75%酒精棉

球擦拭星虫表面 3 次，于无菌条件下取出肠体，

按 1:2 (W/V)加入 0.85% NaCl 溶液充分研磨。研

磨液经无菌生理盐水按 10–1 倍进行梯度稀释，

选取合适的浓度梯度在微生物分离培养基中涂

布培养，25 °C 倒置培养 7–9 d，挑取平板中完整

的单菌落进行可培养微生物的分离，每组 3 个

平行。 

1.4.2  光裸方格星虫肠道可培养微生物分离：经

微生物分离培养基在 25 °C 培养条件下对 3 个地区

光裸方格星虫肠道及内容物存在的菌株进行分离

纯化。每隔 12 h 观察培养基上单菌落生长情况，

挑取完整的单菌落在相应的分离培养基上划线

3–5 次，直至整个平板所有菌落的外观形态一致。 

1.4.3  16S rRNA 基因序列分析：采用 Chelex-100

树脂法[14]提取微生物总 DNA 作为 PCR 扩增模板。

PCR 扩增引物采用细菌 16S rRNA 基因扩增通用

引物 27F 和 1492R，扩增条件：94 °C 5 min；     

94 °C 30 s，56 °C 30 s，72 °C 45 s，35 个循环；

72 °C 5 min。PCR 产物用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检

测。菌株测序工作由广西南宁国拓生物科技有限公

司完成，使用 NCBI 的搜索工具 BLAST 在 GenBank

数据库进行菌株测序结果的比对。  

1.5  产胞外功能酶活性菌株的初筛 

根据光裸方格星虫肠道及内容物分离纯化菌

株的菌落形态、16S rRNA 基因序列分析的微生物

种属信息，排除致病微生物，筛选具有代表性的

菌株进行胞外代谢物的活性研究。利用 LB 液体培

养基对菌株进行活化培养，产胞外水解蛋白酶、

壳聚糖酶的菌株分别使用对应活性的初筛培养基

进行筛选。将 3 μL 活化后的菌液接种于初筛培养

基中，26 °C 倒置培养 2 d，观察菌苔周边是否出

现溶解圈，Scan1200 全自动菌落计数仪 (购于

Interscience 公司 )测量溶解圈直径 (D)和菌落直  

径(d)，计算 D/d 值(K)，每株菌做 3 组平行实验。

选取溶解圈 K≥2 的菌株进行复筛并测定其代谢

物酶活。 

1.6  产胞外水解蛋白酶菌株的筛选及活力测定 

初筛后的菌株经 LB 液体培养基活化后，当菌

液 OD600 值达到 3.9 左右时(菌株生长对数期)，将

种子液按照 4%接种量移入水解蛋白酶复筛培养
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基中，于 26 °C 进行摇瓶发酵 72 h 后，发酵液经

10000 r/min 离心 15 min，取上清。菌株发酵上清

液分别在 pH 3.5、pH 7.0 和 pH 10.0 下与 1%酪蛋

白溶液于 40 °C 反应 20 min，按照福林酚法[15]测

定菌株胞外代谢物水解蛋白酶酶活，以经三氯乙

酸变性的酶液为空白对照。测定 10、20、40、60、

80、100 μg/mL L-酪氨酸标准品在 680 nm 处的吸

光 度 值 ， 建 立 蛋 白 酶 酶 活 力 标 准 曲 线

y=0.0056x–0.0018 (R2=0.9985)。菌株胞外代谢物水

解蛋白酶酶活力定义为：每毫升发酵液在 40 °C

时与不同 pH 条件下水解酪蛋白产生 1 μg 酪氨酸

的酶量为一个活力单位(U) 。 

1.7  产胞外壳聚糖酶菌株的筛选及活力测定 

初筛后的菌株经 LB 液体培养基活化后，当菌

液 OD600 值达到 3.9 左右时，按照 4%接种量移入

壳聚糖酶复筛培养基中，于 26 °C 条件下进行摇瓶

发酵 72 h 后，发酵液经 10000 r/min 离心 15 min，

取上清。菌株发酵上清液在 pH 6.0 条件下与 1%

壳聚糖胶体溶液于 40 °C 反应 20 min，按照 DNS

法[16]测定产胞外壳聚糖酶菌株代谢物酶活，以底

物和缓冲液作为空白对照。于 520 nm 处测定

0.928 、 1.855 、 2.783 、 3.710 、 4.638 、 5.565 、     

6.493 μmol/mL 浓度的氨基葡萄糖吸光度值，建立

壳 聚 糖 酶 酶 活 力 标 准 曲 线 y=0.0891x–0.0247 

(R2=0.9932)。菌株代谢物壳聚糖酶酶活力定义为：

每毫升发酵液在 37 °C、pH 6.0 条件下每分钟产生

1 μmol 还原糖所需的酶量为一个活力单位(U)。 

1.8  产胞外多糖活性菌株筛选 

菌株接种至 LB 培养基，于 26 °C、200 r/min

发酵 72 h，发酵液经 10000 r/min、10 min 离心

去除菌体沉淀，取出 10 mL 上清液加入 3 倍体

积的乙醇混匀，置于 4 °C 条件下静置过夜，经    

10000 r/min、10 min 离心，弃上清。采用硫酸-苯

酚法[17]测定发酵液中多糖的含量，收集沉淀物，

加入 5.0 mL 蒸馏水溶解后，分别移取 0.8、1.2、

1.4 mL 三个样品体积，测定多糖含量，以未加入

发酵液的试管作为空白对照。通过测定 0.040、

0.060、0.080、0.100、0.120、0.140 mg 恒重后的

葡萄糖在 490 nm 处吸光度值，建立多糖含量标准

曲线 y=1.0789x–0.0004 (R2=0.9936)。样品吸光度

值代入标准曲线中得出多糖含量。每个体积的样

品做 3 组平行，按照各体积样品计算出的多糖含

量求均值即为每株菌单位体积发酵代谢物的多糖

浓度。 

1.9  菌株胞外代谢物对大肠杆菌的抑菌作用 

菌株接种至 LB 培养基，于 26 °C、200 r/min

发酵 72 h，发酵液经 10000 r/min、10 min 离心去

除菌体，收集上清液进行冷冻干燥，冻干物用

0.85%生理盐水复溶为 10 mg/mL 溶液。以大肠杆

菌作为指示菌，采用平板打孔法评价菌株代谢物

对大肠杆菌的抑菌效果，每孔加入 50 μL 发酵液

冻干复溶物，每菌株 3 个平行组。 

1.10  产胞外纤溶酶菌株筛选 

血栓是一种栓塞性疾病，其主要成分为纤维

蛋白。选取蛋白酶初筛结果 K 值最大的三株菌进

行产纤溶酶菌株筛选，采用纤维蛋白板法测定发

酵液纤溶酶酶活[12]，粗酶液在纤维蛋白板中形成

的溶解圈越大，说明其溶栓能力越强，以尿激酶

为阳性对照，生理盐水为阴性对照。 

2  结果和分析 

2.1  光裸方格星虫可培养细菌的鉴定 

从湛江、北海、防城港 3 个地区采集的光裸
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方格星虫肠道中分离纯化得到 153 株细菌，未获

得可培养的真菌、霉菌、酵母菌等其他菌株，其

中北海光裸方格星虫分离鉴定出 38 株细菌，防城

港光裸方格星虫分离鉴定出 37 株细菌，湛江光裸

方格星虫则为 78 株细菌。经测序比对，所有菌株

的 16S rRNA 序列相似性分布在 97%–100%。所分

离菌株分布于 12 个菌属，包括弧菌属(Vibrio)、发

光 杆 菌 (Photobacterium) 、 假 交 替 单 胞 菌 属

(Pseudoalteromonas)、希瓦氏菌属(Shewanella)、

芽孢杆菌(Bacillus)、葡萄球菌属(Staphylococcus)、

乳 球 菌 属 (Lactococcus) 、 不 动 杆 菌 属

(Acinetobacter)、节杆菌属(Arthrobacter)、短杆

菌属(Brevibacterium)、环丝菌属(Brochothrix)、

变形菌属(Proteus)，优势菌群为弧菌属(Vibrio)。

北部湾海域 3 个地区光裸方格星虫肠道可培养微

生物组成如表 1 所示。根据目前已有关于海洋微

生物产胞外活性代谢物的研究和菌株的安全性，

分别选取 5 株发光杆菌属(Photobacterium) BE3、

BE4、BE6、BE21、BE22；6 株假交替单胞菌属 

 

表 1.  北部湾地区的光裸方格星虫肠道可培养微生物 

Table 1.  The cultivable microorganisms in intestine 
of Sipunculus nudus from Beibu Gulf area 

Bacterium 
Zhanjiang 
(ZH) 

Beihai 
(BH) 

Fangchenggang
(FCG) 

Vibrio 50 19 24 
Photobacterium – 5 – 
Pseudoalteromonas – 6 – 
Shewanella 5 1 4 
Bacillus 17 7 – 
Staphylococcus – – 2 
Lactococcus – – 4 
Acinetobacter 3 – 1 
Arthrobacter – – 1 
Brevibacterium – – 1 
Brochothrix 2 – – 
Proteus 1 – – 
Total 78 38 37 

–: under the detection limit. 

(Pseudoalteromonas) BE5、BE7、BE14、BE17、

BE25、BT3；1 株芽孢杆菌属(Bacillus) BE36；     

4 株乳球菌属(Lactococcus) FT2、FT13、FT6、FT9；

1 株短杆菌属(Brevibacterium) FM3；共 5 个细菌属

的 17 株代表性菌株(表 2)进行产胞外水解蛋白酶、

壳聚糖酶、多糖和抑菌活性物质等菌株的筛选及

其活性研究。 

2.2  产胞外水解蛋白酶活性菌株筛选 

通过脱脂乳平板进行产水解蛋白酶菌株的

初筛，发现有 10 株菌具有水解蛋白酶活性，包

括发光杆菌属(Photobacterium) BE3、BE6、BE21、

BE22 ， 假 交 替 单 胞 菌 属 (Pseudoalteromonas) 

BE17、BE25、BT3，乳球菌属(Lactococcus) FT6、 

 

表 2.  来自北部湾海域光裸方格星虫的 17 株代表菌株

种属信息 

Table 2.  The species information about 17 representative 
strains of Sipunculus nudus from Beibu Gulf area 
Nearest neighbor of 
partial 16S rRNA 
sequence 

GenBank 
accession 
number 

Strain 
number 

Similarity/%

Photobacterium  
swingsii 

HE584767 BE3, BE4, 
BE6, BE21

99.00–100.00

Photobacterium  
sp. 04104 

AM422803 BE22 99.86 

Pseudoalteromonas 
mariniglutinosa strain 
WAB2206 

MH169260 BE5, BE14 99.00–100.00

Pseudoalteromonas  
sp. VS-2 

FJ497709 BE7, BT3 100.00 

Pseudoalteromonas  
sp. R5 

KM054692 BE17 99.93 

Pseudoalteromonas  
sp. OC-5 

AY669166 BE25 97.94 

Bacillus velezensis  
strain LGB12 

KY962352 BE36 99.41 

Lactococcus garvieae 
JRC-LG3 

LC377166 FT2, FT6, 
FT9 

99.00–100.00

Lactococcus garvieae 
strain ICMP 20896 

MG786414 FT13 99.93 

Brevibacterium sp.  
strain BS258 

KU883150 FM3 98.55 
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FT13，芽孢杆菌属(Bacillus) BE36。将脱脂乳平

板初筛结果 K≥2 的菌株进行发酵培养，其中

BE36 的 K 值最大(K=2.25)，如图 1-A 所示，并采

用福林酚法[15]对 K≥2 的菌株发酵液的酸性、中性

和碱性水解蛋白酶酶活进行测定，获得产酸性水

解蛋白酶、中性水解蛋白酶、碱性水解蛋白酶活

力最高的菌株分别为 FT13 (1.787 U/mL)、BT3 

(17.325 U/mL)、BE36 (12.477 U/mL) (表 3)。 

2.3  产胞外多糖活性菌株筛选 

方格星虫肠道筛选菌经 LB 液体培养基发酵

后采用硫酸-苯酚法[17]测定 17 株细菌上清液的多

糖含量。共获得三株菌的胞外代谢物多糖含量达

到 0.1 mg/mL 以 上 ， 其 中 假 交 替 单 胞 菌 属 

(Pseudoalteromonas) BE5、BE25 发酵上清液多糖

浓度超过 0.15 mg/mL (表 3)。 

2.4  产胞外壳聚糖酶活性菌株筛选 

通过壳聚糖酶活性初筛与 DNS 法[16]复筛相结

合的方法对菌株进行产胞外壳聚糖酶的筛选，获

得 6 株菌具有明显的壳聚糖酶透明溶解圈且 K≥2  

(图 1-B)，分别为发光杆菌属  (Photobacterium) 

BE6，假交替单胞菌属(Pseudoalteromonas) BE17、

BE25、BT3、BE14，芽孢杆菌属(Bacillus) BE36。

在菌株发酵粗酶液与 1%壳聚糖胶体溶液反应时，

BE17 产壳聚糖酶能力最强，为 0.076 U/mL (表 3)。 

2.5  胞外抑菌代谢物生产菌的筛选 

以大肠杆菌作为指示菌，将光裸方格星虫肠

道筛选菌经 LB 液体培养基发酵、离心、收集到的

上清液经冷冻干燥后复溶，初步探究菌株发酵液

是否具有抑菌活性。获得 3 株菌的代谢产物具有

显著的抑菌活性，发光杆菌属 (Photobacterium) 

BE6 产生的抑菌圈直径达到 19.767 mm，其他两

株菌乳球菌属(Lactococcus) FT13 和芽孢杆菌属

(Bacillus) BE36 抑菌圈直径则较 BE6 低，分别为

15.133 mm、15 mm (表 3)。 

 

 
 

图 1.  产胞外水解功能酶菌株的筛选 

Figure 1.  The results of screening of partial isolates with extracellular hydrolytic enzyme activity. A: screening of 
extracellular proteases, a1, a2 and a3 are three parallel samples of BE36. B: screening of extracellular chitosanase, a, 
b, c, d and e are dissolving rings for BE17, BT3, BE36, BE6, BE14, respectively. C: screening of strains producing 
fibrinolytic enzyme, a1, a2 and a3 are three parallel samples of FT13 strain, b1, b2 and b3 are three parallel samples 
of BE36 strain, c1, c2 and c3 are three parallel samples of BT3 strain. 
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表 3.  产胞外代谢活性物质菌株的筛选结果(平均值±标准误) 

Table 3.  Screening of strains producing extracellular active metabolites (mean±standard errors) 
Strain 
number 

Acid protease 
activity/(U/mL) 

Neutral protease 
activity/(U/mL) 

Alkaline protease 
activity/(U/mL) 

Polysaccharide/
(mg/mL) 

Chitosanase enzyme 
activity/(U/mL) 

Antibacterial 
activity/mm 

Fibrinolytic 
enzyme/(U/mL)

BT3 – 17.325±0.539b 9.042±1.102c 0.101±0.04a 0.062±0.009c – 514.8±8.56a

BE36 1.117±0.299ab 16.816±1.721b 12.477±1.561b – 0.041±0.011b 15±0.721b 583.14±2.04b

FT13 1.787±0.770b 4.346±1.440a 2.790±0.847a – ND 15.133±0.231b 161.8±10.55c

BE5 ND ND ND 0.153±0.04b ND – ND 

BE25 ND ND ND 0.153±0.02 c 0.037±0.019d – ND 

BE6 ND ND ND – 0.040±0.006b 19.767±0.416c ND 

BE14 ND ND ND – 0.003±0.0004a – ND 

BE17 ND ND ND – 0.076±0.008cd – ND 

BE7 ND ND ND – ND 13.133±1.551a ND 

BE3 ND ND ND – ND – ND 

BE4 ND ND ND – ND – ND 

BE21 ND ND ND – ND – ND 

BE22 ND ND ND – ND – ND 

FT2 ND ND ND – ND – ND 

FT6 
FT9 

ND 
ND 

ND 
ND 

ND 
ND 

– 
– 

ND 
ND 

– 
– 

ND 
ND 

FM3 ND ND ND – ND – ND 

a, b, c, and d represent significant differences between data of the same column and different rows (P<0.05); ND: the dissolving ring 
value of the initial screening strain is negligible (K<2), therefore the activity of metabolite is not determined; –: under the detection limit. 
 
 
 

2.6  产胞外纤溶酶菌株筛选 

对脱脂乳平板溶解圈直径比值 K 值最大的  

3 株假交替单胞菌属(Pseudoalteromonas) BT3、芽

孢杆菌属(Bacillus) BE36、乳球菌属(Lactococcus) 

FT13 进行具有纤溶作用的蛋白酶菌株筛选，采用

纤维蛋白板测定纤溶活力(相当于尿激酶活力)，获

得 3 株菌具有明显的纤维蛋白板溶解能力(图 1-C)。

其中，BT3 和 BE36 纤溶酶活力均超过 500 U/mL，

而 FT13 仅有 161.8 U/mL (表 3)。 

3  讨论 

3.1  中国北部湾地区光裸方格星虫可培养细菌

的分离鉴定 

本研究结果表明，不同地区来源光裸方格星

虫肠道微生物的种类存在一定的共性和差异性，

3 个地区的星虫共分离鉴定 153 株细菌，包括   

12 个细菌属。其中，从北海光裸方格星虫肠道

鉴定出的可培养微生物有弧菌属(Vibrio)、发光

杆 菌 属 (Photobacterium) 、 假 交 替 单 胞 菌 属

(Pseudoalteromonas)、希瓦氏菌属(Shewanella)、芽

孢杆菌属(Bacillus)等 5 个细菌属；从湛江光裸方

格星虫肠道鉴定出的有弧菌属(Vibrio)、希瓦氏菌

属(Shewanella)、芽孢杆菌属(Bacillus)、不动杆菌

属(Acinetobacter)、短杆菌属(Brevibacterium)、变

形菌属(Proteus) 6 个细菌属；从防城港的北海光裸

方格星虫肠道鉴定出的有弧菌属(Vibrio)、希瓦氏

菌属(Shewanella)、葡萄球菌属(Staphylococcus)、

乳球菌属(Lactococcus)、不动杆菌属(Acinetobacter)、

节杆菌属(Arthrobacter)、短杆菌属(Brevibacterium) 

7 个细菌属。3 个地区光裸方格星虫肠道可培养微

生物中共有的细菌种属为弧菌属(Vibrio)和希瓦氏
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菌属(Shewanella)，弧菌属(Vibrio)是 3 个地区最大

的优势菌群。北海和湛江的光裸方格星虫肠道中

的第二优势菌群为芽孢杆菌属(Bacillus)，但防城

港的样本并未筛到该菌属，这可能是因为不同地

区来源的光裸方星虫生长环境不同，从而导致了

肠道微生物种群结构不相同。在已有的报道中，

来 自 湛 江 的 的 光 裸 方 格 星 虫 微 生 物 菌 群 包 括

Nitratireductor、Pseudomonas、Bacillus 等 10 多个

属的菌[18]。而本研究湛江光裸方格星虫肠道微生

物 6 个属中，仅有 Bacillus、Pseudomonas 与该报

道相同，这可能与样品微生物可培养性有关。张

文姬等[4]从大连仿刺参肠道得到的可培养微生物

种 类 包 括 假 单 胞 菌 属 (Pseudomonas) 、 弧 菌 属

(Vibrio) 、 芽 孢 杆 菌 属 (Bacillus) 、 希 瓦 氏 菌 属

(Shewanella)和假交替单胞菌属(Pseudoalteromonas)

等 10 个细菌属。该报道中的菌属种类与本研究从

光裸方格星虫肠道中得到的可培养微生物种类较

为接近。Fan 等[13]从中国海口光裸方格星虫中筛

选出产萜类化合物的青霉菌，但在本研究中并未

筛选到青霉菌，这可能与样品采集的地点和时间

差异等环境因素、分离培养基种类和培养条件有

关[17]。本研究首次系统地探究北部湾不同地区来

源的光裸方格星虫可培养微生物种类，结果说明

北部湾海域光裸方格星虫可培养微生物是良好的

微生物来源，可为光裸方格星虫肠道微生物的理

论和应用研究提供理论基础。 

3.2  产胞外蛋白酶菌株的筛选及活力测定 

筛选得到的光裸方格星虫肠道产水解蛋白

酶菌株主要为芽孢杆菌属(Bacillus)、发光杆菌属

(Photobacterium) 、 假 交 替 单 胞 菌 属

(Pseudoalteromonas)及乳球菌属(Lactococcus)，其

中假交替单胞菌属(Pseudoalteromonas) BT3 产生

的中性蛋白酶活为 17.325 U/mL，芽孢杆菌属

(Bacillus) BE36 产 生 的 碱 性 蛋 白 酶 酶 活 为  

12.477 U/mL。这与目前已报道的产蛋白酶海洋微

生物种属是一致的[19–20]。Bairagi 等[21]从鱼肠道筛

选得到的 10 株菌蛋白酶活范围 1.6–23.8 U/mL。

王福强等[22]从一种牙鲆肠道中分离出了 25 株产

蛋白酶细菌，30 °C 时有 4 株菌的酶活力范围为

2.19–4.47 U/mL。本研究对筛选自光裸方格星虫肠

道产酶微生物产水解蛋白酶活性进行测定发现，

BT3 和 BE36 两株菌的碱性水解蛋白酶和中性水

解蛋白酶活力介于上述两者报道之间。 

3.3  产胞外多糖菌株的筛选 

本研究发现光裸方格星虫肠道产胞外多糖菌

株主要为发光杆菌和假交替单胞菌，其中发光杆

菌属(Photobacterium) BE5、BE25 发酵液多糖浓度

达到 0.15 mg/mL。刘天华等[23]从威海近海分离筛

选得一株具有产胞外多糖能力的假交替单胞菌 

(Pseudoalteromonas)，经过培养基优化发酵上清液

多糖最高可达到 1.62 mg/mL。与上述报道相比，

本研究所筛选的野生菌株产胞外多糖能力较弱，

后续可通过如培养基优化、紫外诱变等方法提高

菌株产多糖能力。 

3.4  产胞外壳聚糖酶菌株的筛选及活力测定 

近年来产壳聚糖酶海洋微生物的筛选报道较

多，野生菌株的酶活范围广。本研究采用 DNS 法

对光裸方格星虫肠道菌株进行产胞外壳聚糖酶的

筛 选 ， 发 现 假 交 替 单 胞 菌 (Pseudoalteromonas) 

BE17 产胞外壳聚糖能力最强(0.076 U/mL)，该菌酶

體活高于来自鲜活的中华乌塘 、矛尾复虫下虎鱼以
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及养虾场的菌株酶活(0.03–0.06 U/mL)[24]。李剑峰

等[25]从沙塘泥底中分离到 1 株高产壳聚糖酶的菌

株 QY01，初始酶活为 1.38 U/mL，经过优化发酵

培养基后，酶活提高近 1 倍。光裸方格星虫肠道

细菌可通过优化培养条件提高产胞外壳聚糖酶

能力。 

3.5  胞外抑菌代谢物生产菌的筛选 

以大肠杆菌为指示菌，探究所筛菌株胞外代

谢物的抑菌作用。从研究结果可知，发光杆菌属 

(Photobacterium) BE6 胞外代谢物抑制大肠杆菌生

长活性最强，抑菌圈直径为 19.767 mm。目前鲜有

报道表明发光杆菌属发酵代谢物具有抑菌活性。

筛选出的假交替单胞菌(Pseudoalteromonas) BE7

和芽孢杆菌属(Bacillus) BE36 具有抑菌活性与现

有关于假交替单胞菌属与芽孢菌属代谢物抑菌研

究报道相一致[9,26]。 

3.6  产胞外纤溶酶菌株筛选 

从 方 格 星 虫 肠 道 中 筛 选 得 到 芽 孢 杆 菌 属 

(Bacillus) BE36、乳球菌属(Lactococcus) FT13、假

交替单胞菌属(Pseudoalteromonas) BT3 的酶活范

围为 100–600 U/mL，其中，BE36 纤溶酶活力最

高(583.14 U/mL)。李占强等[27]从海绵微生物、深

海微生物中筛选出 30 株纤溶活性较好的菌株，

其中一株芽孢杆菌活性为 258 U/mL，低于本研究

获得的菌株活性。菌株 BT3 和 BE36 纤溶酶活力

均超过 500 U/mL，属于产纤溶酶能力强的野生 

菌株。 

4  结论 

本研究以北部湾的防城港、北海、湛江 3 个

地区采集新鲜光裸方格星虫为样本，鉴定出肠道

可培养细菌 153 株，包括弧菌属(Vibrio)、发光

杆 菌 属 (Photobacterium) 、 假 交 替 单 胞 菌 属

(Pseudoalteromonas)、希瓦氏菌属(Shewanella)、

芽孢杆菌属(Bacillus)等 12 个细菌属。三地共有

的优势菌群为弧菌属(Vibrio)，防城港光裸方格

星虫肠道微生物种类多于其他 2 个地区。对发光

杆 菌 属 (Photobacterium) 、 假 交 替 单 胞 菌 属

(Pseudoalteromonas)、芽孢杆菌属(Bacillus)、乳

球菌属(Lactococcus)、短杆菌属(Brevibacterium)

中的 17 株代表性菌株产胞外水解蛋白酶、壳聚

糖酶、多糖、抑菌活性及纤溶酶活性评价，发现

具 有 较 高 功 能 活 性 代 谢 物 菌 株 是 发 光 杆 菌 属

(Photobacterium) 、 假 交 替 单 胞 菌 属

(Pseudoalteromonas)、芽孢杆菌属(Bacillus)。从中

国北部湾星虫肠道中分离出来的菌株产胞外代谢

物活性物质种类多，是海洋微生物产胞外活性代

谢物的良好菌株来源。芽孢杆菌属(Bacillus) BE36

胞外代谢物有水解蛋白酶、壳聚糖酶、大肠杆菌

抑制作用等活性成分，并具有较强的产纤溶酶活

性，后续可对该菌株进行产纤溶酶机制进行研究，

可通过生物信息手段从基因表达水平上揭示该菌

株表达产胞外纤溶酶的关键基因，可为构建高产

纤溶酶工程菌株提供理论依据。此外，本研究发

现发光杆菌属(Photobacterium) BE6 胞外代谢物具

有很强的抑制大肠杆菌生长活性，目前关于发光

杆菌代谢物抑菌活性报道较少，今后可继续探究

该菌株抑制其他微生物生长的能力，为研究开发

海洋新型抗菌药物提供新的菌株来源。 

本文揭示了北部湾不同海域光裸方格星虫肠

道可培养微生物种类及活性代谢物产生菌的筛

选，可为今后利用方格星虫肠道微生物产活性物

质提供数据基础和理论参考。 
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Isolation and identification of cultivable microbes to screen 
bioactive metabolite producing bacteria from Sipunculus nudus 
in the Beibu Gulf of China 

Xiaomei Li, Hongrui Jiang, Xiuhua Yin*, Xiaoling Liu, Shubo Li 
Institute of Light Industry and Food Engineering, Guangxi University, Nanning 530004, Guangxi Province, China 

Abstract: [Objective] The present work aims to screen cultivable microbes and bioactive metabolite producing 

bacteria in the gut of Sipunculus nudus from different areas of Beibu Gulf, so as to provide theoretical support for 

the subsequent development and utilization of gut microbial metabolites of Sipunculus nudus. [Methods] We 

isolated cultivable microbes from Zhanjiang, Beihai and Fangchenggang by plate and streak cultivation, and 

identified those microbes according to 16S rRNA gene sequence analyses. Meanwhile, we investigated the 

extracellular bioactive metabolites producing bacteria by transparent ring method, visible spectrophotometer and 

inhibition zone methods. [Results] We successfully screened 12 cultivable microbial genera from the gut of 

Sipunculus nudus in three Beibu Gulf regions, including Vibrio, Shewanella, Pseudomonas, Photobacterium, 

Bacillus. Vibrio is the dominant bacterium among the three regions. The strains producing extracellular protease, 

chitosanase, polysaccharide and bacteriostatic activity were mainly from Pseudomonas, Photobacterium, Bacillus. 

[Conclusion] There are significant differences on the bacteria genus level among the gut of Sipunculus nudus from 

different area of Beibu Gulf in China. Meanwhile, the cultivable symbiotic microorganisms of Sipunculus nudus 

can produce various extracellular active substances, which indicated that Sipunculus nudus is a good source of 

marine bioactive metabolites. 

Keywords: Sipunculus nudus, cultivable microbes, extracellular active metabolites 
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