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摘要：【目的】研究深圳大鹏半岛海域石磺海牛中可培养的共附生细菌的数量和种类，并对分离获得

菌株的代谢产物进行活性筛选。【方法】通过R2A平板培养、分离纯化和16S rRNA测序，分析鉴定石

磺海牛中5个部位可培养细菌；使用分离菌株的菌液及发酵液上清，测定对群体感应信号分子降解的活

性和抗生物膜活性。【结果】从石磺海牛中共分离到215株细菌，归属于87个种，54个属，有16株菌疑似

为新菌。分离获得的菌株分布于变形菌门(Proteobacteria，126株)，拟杆菌门(Bacteroidetes，44株)，厚

壁菌门(Firmicutes，34株)，放线菌门(Actinobacteria，10株)和浮霉菌门(Planctomycetes，1株)。石磺海

牛卵中的细菌数量和种类最为多样。从分离的菌株中筛选出28株菌能够降解群体感应信号分子，8株

菌具有抗生物膜活性。【结论】首次报道了海洋无脊椎动物石磺海牛中具有丰富多样的可培养细菌，

包含潜在的新微生物和天然产物资源，为今后研究石磺海牛共附生微生物提供了研究基础和参考。 
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海洋是最为丰富和多样化的生态系统之一，

覆盖了地球近 70%的面积、囊括 95%以上的生物

物种[1]。由于海洋环境具有严苛和复杂多变的化

学和物理条件，造就了各种各样的生命形式，同

时产生了许多化学结构独特、具有潜在生物活性

的天然产物[2]，成为药物发现和开发的重要来源

之一[3]。随着从陆地寻找新的微生物和活性天然

产物的难度越来越大，充分挖掘海洋中的生物和

化学资源显得日益紧迫[3–4]。 

从海洋中发现的新化合物已超过 29000 个，

大部分有着抗肿瘤、抗氧化、抗菌和抗病毒等活

性[5]，衍生出多个商业化药物和在研的候选分子[6]。

这些新的天然产物大部分是从海洋无脊椎动物

中获得[7]，而海洋无脊椎动物约占海洋现存非微

生物物种的 50%[8]。但海洋无脊椎动物来源的天

然产物产量极低，而无脊椎动物的生物量难以实
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现可持续和可靠的供应，应用潜力受极大限制[9]。

后来发现从海洋动植物中提取的天然产物，与其

共附生微生物产生的代谢产物结构相似，人们逐

渐认为多数海洋动植物的天然产物是其共附生

微生物产生的[5,10–11]。 

海洋共附生微生物是指相对于游离生活在

海水等自然环境中的微生物，它们和海洋动植物

形成共生、共栖、寄生和附生关系。海洋无脊椎

动物中有着丰富多样的共附生微生物 [12]，例如

海绵中的细菌数量可能较海水中的细菌数量高

2–4 个数量级[13]，微生物在珊瑚粘液中的数量可

能比在海水中高 100–1000 倍[14]。海洋无脊椎动

物及其共附生微生物形成的共生体在成长、营养

互利、抵抗疾病和化学防御等方面起着重要的作

用[8,15–16]。由于共附生微生物及其宿主能够产生结

构类似且具有应用潜力的活性天然产物[11]，相比直

接从宿主获取，利用共附生微生物对活性物质进行

深入研究和规模化制备更可行。目前对无脊椎动物

共附生微生物的研究主要集中于海绵 [17–18]、海   

参[19]、苔藓虫[20]和珊瑚[21]等，发现了一些新菌新

种[22–25]，并筛选到具有抗菌、细胞毒、抗病毒、

抗炎和抗污损等活性的菌株或天然产物[5,11]。 

群感效应(Quorum Sensing，QS)是广泛存在

于细菌之间的一种通过感受细胞密度来调节基

因表达的信号交流方式，通过分泌自诱导分子

(autoinducer)，调节细菌的代谢、毒力因子释放、

次级代谢产物合成、生物膜形成等生理变化[26–27]。

QS 介导的毒力表达、生物膜形成和病原菌的定

殖威胁着人类健康、水产养殖和作物栽培[28]；细

菌形成生物膜后，其对抗生素的敏感性大大降

低，难以通过抗菌药物清除，是临床上造成持续

感染的重要原因之一[29]。因此，寻找QS抑制剂(小

分子化合物或 QS 淬灭酶)的有望成为干预 QS 控制

细菌毒力或致病性的新手段[30]，成为了新的研究

热点。已有诸多文献报道了从海洋微生物中发现

具有 QS 抑制活性的小分子或 QS 淬灭酶[27–28,31]，

以及具有抗生物膜的作用的化合物[32–34]，可见海

洋微生物是挖掘 QS 抑制剂和抗生物膜活性物质

的的宝库。 

石磺海牛(Homoiodoris japonica)为腹足纲、

裸鳃目的无脊椎动物，分布于我国和日本沿海，

生活在潮间带到潮下带浅水区礁石下。目前对石

磺海牛的研究较少，对其共附生微生物的分离与

研究尚未见报道。本文所用的石磺海牛采集自深

圳大鹏自然保护区海域，我们拟对其各部分的共

附生细菌进行分离和鉴定，对分离到的菌株进行

发酵，筛选能够降解 QS 信号分子酰基化高丝氨

酸内酯(Acyl-homoserine lactone，AHL)及抗生物

膜活性的菌株，以期为石磺海牛共附生细菌的多

样性研究及活性天然产物的研究提供数据支持。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品采集：2017 年 3 月，1 份石磺海牛样

品采集于广东省深圳市大鹏自然保护区海域

(114.61°E，22.55°N)，保存于天然海水中，当天

送回实验室。 

1.1.2  培养基：(1) R2A+海盐培养基(g/L)：蛋白

胨 0.50，Casamino acids 0.50，酵母提取物 0.50，

葡萄糖 0.50，可溶性淀粉 0.50，磷酸氢二钾 0.30，

硫酸镁 0.05，丙酮酸钠 0.30，琼脂粉 15，用一次

蒸馏水定容到 1 L，pH 7.0±0.2。 

(2) marine agar 2216 培养基(g/L)：蛋白胨 5，
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酵母提取物 1，柠檬酸铁 0.1000，氯化钠 19.4500，

氯化镁 8.8000，硫酸钠 3.2400，氯化钙 1.8000，

氯化钾 0.5500，溴化钠 0.1600，溴化钾 0.0800，

氯化锰 0.0340，硼酸 0.0220，硅化钠 0.0040，氟

化钠 0.0024，硝酸铵 0.0016，磷酸氢二钠 0.0080，

琼脂粉 15，用一次蒸馏水定容到 1 L，pH 7.6±0.2。 

(3) SGTYP 培养基(g/L)：可溶性淀粉 5，葡

萄糖 5，胰蛋白胨 1，蛋白胨 1，酵母提取物 1，

海盐 17，用一次蒸馏水定容到 1 L，pH 7.5±0.2。 

(4) LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10，酵母提取

物 5，氯化钠 10，用一次蒸馏水定容到 1 L，pH 

7.2–7.4。 

(5) LB+Glu 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10，酵母

提取物 5，氯化钠 10，用一次蒸馏水定容到 1 L，

pH 7.2–7.4，1.0105 Pa 高压灭菌后加入 10 mL 过

滤除菌的 50%葡萄糖溶液，用于抗生物膜活性筛

选实验。 

1.1.3  活 性 指 示 菌 株 ： 紫 色 杆 菌 CV026 

(Chromobacterium violaceum CV026)，耐甲氧西

林金黄色葡萄球菌 ATCC 43300 (Methicillin- 

resistant Staphylococcus aureus，MRSA)，由本实

验室保藏。 

1.1.4  主要试剂和仪器：QS 信号分子 C6-HSL 购

买自 Sigma 公司，PIPES 缓冲液购买自上海麦克

林生化试剂有限公司，2×预混 Taq 酶购买自宝日

医生物技术(北京)有限公司，D2000 plus DNA 

marker 购买自 Solarbio 公司，引物由生工生物工

程(上海)股份有限公司合成。PCR 仪、凝胶成像

系统、电泳仪购自 Bio-Rad 公司。 

1.2  共附生细菌的分离 

在超净工作台中先用无菌海水将 1 份石磺海

牛样品冲洗 3 次，用无菌手术刀将石磺海牛解剖

分成体内液、内脏、嘴、鳃和卵共 5 个部分，将

组织用无菌剪刀剪碎后加入液氮充分研磨破碎。

取 10 mL 无菌海水重悬组织，100×g 离心 10 min，

取上清 100×g 离心 10 min，重复 2 次，收集上清。

上清在 5000×g 离心 15 min，去除上清，加入等

体积新鲜的无菌海水重悬沉淀。在 5000×g 离心

15 min，去除上清，沉淀用 25%的甘油重悬，分

作 2 份，一份用于微生物分离，另一份置于–80 °C

保存。 

取 100 μL 样品涂布于 R2A+海盐固体培养基

上，等培养基表面水干燥后用 parafilm 把平板封

住，倒置于 25 °C 培养。每隔 2 天观察 1 次平板，

如有肉眼可见的菌落长出且直径大于 1 mm，则

挑取菌落划线接种到 marine agar 2216 平板中，

同样用 parafilm 把平板封住，倒置于 25 °C 培养，

选择形态不一致的菌落划线传代。传代培养至长

出明显单菌落时，再次挑取单菌落划线到新的

marine agar 2216 培养基平板进行二次和三次纯

化，直至平板上的菌落形态一致。分离并纯化好

的菌用 25%的甘油重悬，编号，保存于–80 °C。 

1.3  细菌的 16S rRNA 基因序列测定和分析 

采用菌落 PCR 的方法鉴定所分离到的菌株。刮

取适当菌体用无菌水重悬至 OD595>0.2，取 100 μL

菌液到 1.5 mL 的 EP 管，置于沸水中加热 5 min

后，15000 r/min 离心 2 min，取 2 μL 上清作为

DNA 模板，用通用引物 27F：5′-59AGAGTTTG 

ATCMTGGCTCAG-3′；1492R：5′-TACGGYTAC 

CTTGTTACGACTT-3′扩增 16S rRNA 基因[35]。

PCR 扩增体系：25 μL 2×预混 Taq 酶；2.5 μL    

10 μmol/L 27F 引物；2.5 μL 10 μmol/L 1492R 引

物；2 μL DNA 模板；18 μL ddH2O。PCR 扩增程

序：95 °C 5 min；95 °C 30 s，56 °C 30 s，72 °C    
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2 min，共 30 个循环；72 °C 10 min。 

取 5 μL扩增产物和 1 μL 6×loading buffer混合

后上样，经 1%琼脂糖凝胶在 120 V 下电泳 15 min

后，凝胶在凝胶成像系统中成像，将有条带的阳

性扩增产物送到广州艾基生物技术有限公司测

序，测序引物为通用引物 27F 和 1492R。将测序

峰形良好的结果用 SeqMan 软件拼接，拼接结果

去除前后约 40 nt 峰形不好的序列，将拼接结果

上传到 EzBioCloud 数据库[36]或 NCBI 库中比对，

记录相似度最高的菌株名称和相似度值，将相似

度小于等于 97.5%的视为疑似新菌。16S rRNA 序

列上传至 NCBI 库中公开。以疑似新菌的 16S 

rRNA 序列和其相似度最高的菌株的 16S rRNA

序列用 MEGA 7.0 构建进化树，构建算法为

Neighbor-Joining ， 计 算 模 型 为 Kimura’s two 

parameter，bootstrap 值为 1000。 

1.4  信号分子 AHL 降解活性筛选 

参考文献[37]使用的方法并稍作修改，信号

分子 C6-HSL 能够使紫色杆菌 CV026 产生紫色色

素，颜色越深则信号分子浓度越高。用 marine agar 

2216 固体平板活化分离的菌株，挑取单菌落接种

到 SGTYP 液体培养基中，28 °C、200 r/min 振荡

培养 3 d，得菌株发酵液。取 0.9 mL 菌液加到 24

孔板，每孔再加入 0.1 mL 1 mol/L 的 PIPES 缓冲

液(pH 6.8)、1 μL 10 mmol/L 的 C6-HSL 信号分子，

阴性对照组为 0.9 mL 的 SGTYP 液体培养基。  

24 孔板置于 28 °C、200 r/min 振荡培养 1 d 后，

取菌液在 15000 r/min 下离心 2 min，上清待测信

号分子的残留量。 

将 AHL 信号分子报告菌株紫色杆菌 CV026

用 LB 平板划线活化，28 °C 倒置培养 1 d 后取单

菌落接种到 LB 液体培养基，28 °C、200 r/min 过

夜振荡培养，活化好的菌液用 LB 液体培养基稀

释到 OD595=0.1–0.2。取 90 μL 稀释后的 CV026

菌液和 10 μL 保留上清到 96 孔板，将 96 孔板置

于 28 °C、200 r/min 摇床振荡培养 12 h。菌液在

15000 r/min 下离心 2 min 去除上清，往菌体中加入

100 μL DMSO 萃取紫色色素后再次在 15000 r/min

下离心 2 min，取上清到酶标板中测 OD550，与对

照相比吸光值越低，则信号分子被降解程度越大。 

1.5  抑制 MRSA 生物膜形成活性筛选 

取 1.4 菌株发酵液上清，用 0.22 μm 针式滤

器过滤除菌备用。用 LB+Glu 培养基将过夜摇培

的 MRSA菌液稀释至菌体浓度约 5×105 CFU/mL，

24 孔板每孔加入 0.9 mL 菌液，再加入 0.1 mL 各

菌株发酵上清，对照组为 SGTYP 液体培养基。

24 孔板置于 37 °C 静置培养 24 h，小心吸去上清，

用无菌 PBS 小心洗涤 2 次去除浮游细菌。24 孔

板底部的生物膜在 37 °C 培养箱干燥 30 min 后，

每孔加入 1 mL 0.1%的结晶紫室温染色 10 min，

洗去染液，用 1 mL 30%的乙酸溶液溶解染料测

OD550。以此吸光值对 MRSA 形成的生物膜的生

物量(biomass)进行定量，评估各菌株代谢产物抑

制生物膜形成的活性。 

1.6  清除 MRSA 成熟生物膜活性筛选 

用 LB+Glu 培养基将过夜摇培的 MRSA 菌液

稀释至菌体浓度约 5×105 CFU/mL，24 孔板每孔

加入 1 mL 菌液于 37 °C 静置培养 24 h。小心吸去

上清，用无菌 PBS 洗 2 次去除浮游细菌，每孔分

别加入 0.9 mL LB+Glu培养基和 0.1 mL 1.5小节中

各菌株发酵上清，对照组为 SGTYP 培养基。24 孔

板继续置于 37 °C 静置培养 24 h，重复 1.5 小节

中洗涤生物膜、固定、染色和定量的步骤，评估

各菌株代谢产物清除成熟生物膜的能力。 
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2  结果和分析 

2.1  石磺海牛共附生细菌的分离、鉴定和多样性

分析 

采集到的石磺海牛样品如图 1-A 所示，其形

似石磺，外套膜较宽，覆盖住足盘，背部分布有

许多凸起，头部有 2 个小触须，裸鳃呈羽状 5–6 叶，

三分歧式，鳃腔缘也有小突起围绕，与文献报道

的石磺海牛样本基本一致[38]。 

从石磺海牛中共分离纯化得到 215 株细菌，未

分离到真菌。通过 16S rRNA 分子生物学的鉴定，

这些菌分别属于 87 种、54 个属、23 个科、16 个

目、7 个纲和 5 个门。这 5 个门按分离得到的菌株

数从 多 到 少 依 次 是 变 形 菌 门 (Proteobacteria)  

126 株，拟杆菌门(Bacteroidetes) 44 株，厚壁菌

门(Firmicutes) 34 株，放线菌门(Actinobacteria)  

10 株和浮霉菌门(Planctomycetes) 1 株。 

我们将石磺海牛解剖为 5 个部位分别进行共

附生细菌的分离，各部位分离得到的细菌组成见

表 1。共附生细菌数量和种类最丰富的部位是卵，

共分离得到 98 株菌、51 个种和 31 个属，涵盖本

次分离到的全部 7 个纲，其中纤维粘网菌纲

(Cytophagia)和浮霉菌纲(Planctomycetia)的为卵 

 
 

图 1.  石磺海牛各部分可培养的共附生细菌分类统计 

Figure 1.  The proportion of cultivable bacteria in 
each part of Homoiodoris japonica. A: The photo of 
Homoiodoris japonica collected in this research 
which used to isolate bacteria. B: Classification of 
bacteria isolated from Homoiodoris japonica at the 
class level. 

 

所特有。共附生细菌丰富程度次之的部位是鳃和

内脏，但分离到的细菌数量和种类均不及卵。丰

富程度最低的部位是嘴，只分离得到 11 株，且

其中 5 株的 16S rRNA 序列比对显示为同一个种。 

 

表 1.  石磺海牛各部位共附生菌组成 

Table 1.  Classifications of Homoiodoris japonica–associated bacteria in class/genus/species/strain 

Class 
Genus/Species/Strains 

Egg Internal organs Gill Body fluid Mouth Total (strains) 

Acidimicrobiia 2/4/5 1/1/2 1/1/1 1/1/1 1/1/1 10 

Alphaproteobacteria 13/20/51 5/7/17 10/11/18 5/5/5 3/3/4 95 

Bacilli 1/3/4 1/4/12 1/3/11 1/3/6 1/1/1 34 

Cytophagia 2/2/2 – – – – 2 

Flavobacteriia 8/13/22 2/2/2 7/8/10 3/3/3 1/1/5 42 

Gammaproteobacteria 4/8/13 3/5/13 4/4/4 1/1/1 – 31 

Planctomycetia 1/1/1 – – – – 1 

Total 31/51/98 12/19/46 23/27/44 11/13/16 6/6/11 215 

–: no strain isolated. 
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从纲层面比较各分离部位细菌的组成(图 1-B)。

所有分离得到的细菌中，数量最多的是 α-变形杆

菌纲(Alphaproteobacteria)，在各分离部位的菌群

组成中均占有很大比例。其次是黄杆菌纲

(Flavobacteriia)和芽孢杆菌纲(Bacilli)，其中黄杆

菌纲在内脏菌群比例中最小，芽孢杆菌纲在卵和

嘴的菌群比例中较小。由此看出，石磺海牛各部

分的菌群组成有着较大差异。 

2.2  共附生细菌中疑似新菌的分析 

将各菌株的 16S rRNA 基因序列在 Ezbiocloud

数据库搜索比对后，相似度小于等于 97.5%的视

为疑似新菌。我们发现从石磺海牛中分离得到疑

似新菌有 16 株(表 2)，分别归于 11 个属，占此次

分离菌库属总数的 20.4%，占菌库株总数的 7.4%。

其中菌株 Z80 和相似度最高的模式菌株 Olleya 

algicola 3Alg 18T (KY341922)只有 93.38%的相似

度，低于不同属的阈值 95%，推测 Z80 为新属新

菌。疑似新菌来源最多的部位是嘴和鳃，各分离

到 6 株，卵部位分离到 2 株，内脏和体内液各分

离到 1 株，疑似新属新菌的 Z80 分离自鳃。 

对疑似新菌和其最相似模式菌株的 16S 

rRNA 序列构建的进化树进行分析显示(图 2)，除

了 Z80 外，其他疑似新菌和最相似模式菌株都能

很好的归为同一支，因此 Z80 很可能为一个新属

的新菌。整个进化树可以分为 3 个部分，分别属

于 Alphaproteobacteria、Gammaproteobacteria 和

Flavobacteriia 三个科，由于前两者均属于变形菌

门，而 Flavobacteriia 属于拟杆菌门，所以前 2 个科

亲缘关系更近，被划分到一个大分支，Flavobacteriia

独立一支。 

 

表 2.  疑似新菌的分离来源及相似度最高的菌株信息 

Table 2.  The information of the suspected new bacteria and the most similar strain 

Number Part Top-Hit strain (Accession) Similarity/% Accession No. 

Z301 Egg Primorskyibacter insulae SSK3-2T (KR818861) 97.10 MW559462 

Z149 Egg Alteromonas oceani S35T (MF687202) 97.50 MW559441 

Z79 Internal organs Pseudooceanicola flagellatus DY470T (KF434118) 97.50 MW559471 

Z80* Gill Olleya algicola 3Alg 18T (KY341922) 93.38 MW559472 

Z114 Gill Algibacter aestuarii KYW371T (HQ405792) 97.00 MW559436 

Z116* Gill Phaeobacter porticola P97T (CP016364) 97.33 MW559437 

Z126* Gill Phaeobacter porticola P97T (CP016364) 97.33 MW559439 

Z223 Gill Nitratireductor indicus C115T (KY264918) 97.30 MW559454 

Z99 Gill Pseudooceanicola flagellatus DY470T (KF434118) 97.50 MW559476 

Z23 Body fluid Marinomonas communis LMG 2864T (DQ011528) 96.60 MW559455 

Z338 Mouth Flagellimonas algicola AsT0115T (MK391377) 96.20 MW559465 

Z359 Mouth Flagellimonas algicola AsT0115T (MK391377) 96.20 MW559466 

Z366 Mouth Flagellimonas algicola AsT0115T (MK391377) 96.20 MW559467 

Z368 Mouth Flagellimonas algicola AsT0115T (MK391377) 96.20 MW559468 

Z378 Mouth Flagellimonas algicola AsT0115T (MK391377) 96.20 MW559470 

Z374 Mouth Nitratireductor indicus C115T (KY264918) 97.30 MW559469 

*: Results of Blast comparison of 16S rRNA in NCBI. 
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图 2.  疑似新菌和最相似模式菌株 16S rRNA 序列 NJ 进化树 

Figure 2.  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence of the suspected new bacteria and the most 
similar strain. 
 

2.3  信号分子 AHL 降解活性筛选 

通过筛选得到具有AHL降解活性的菌有 28株

(表 3)，属于 20 个种，14 个属，分别为不动杆菌

属(Acinetobacter)，交替单胞菌属(Alteromonas)，

赤 杆 菌 属 (Erythrobacter) ， 微 杆 菌 属

(Microbacterium)，副球菌属(Paracoccus)，副红

球 菌 属 (Pararhodobacter) ， 假 鲁 杰 氏 菌 属

(Pseudoruegeria)，芽孢杆菌属(Bacillus)，假海洋

菌属(Pseudooceanicola)，红球菌属(Rhodococcus)，

玫 瑰 单 胞 菌 属 (Roseomonas) ， 短 状 杆 菌 属

(Brachybacterium)，Mesoflavibacter 和 Tenacibaculum 

(表 3)。其中 Mesoflavibacter，Pararhodobacter，

Pseudoruegeria，Pseudooceanicola 和 Brachybacterium

五个属目前还未见报道有降解 AHL 活性的菌株。

卵来源的 AHL 降解活性菌株最丰富，有 15 株，

属于 13 个种和 10 个属；其次为鳃部位来源，共

计 5 株、4 个种，其中包括疑似新菌 Z99。 

2.4  抗 MRSA 生物膜活性筛选 

抗生物膜活性包含了抑制生物膜形成和清

除成熟生物膜，通常一些具有抑菌活性的物质也

能够抑制生物膜形成，甚至清除成熟的生物膜。

我们通过筛选得到 8 株活性菌株(表 4)，抑制生物 
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表 3.  具有 AHL 降解活性的菌株 

Table 3.  Strains with AHL degradation activity 

Number Part Top-Hit strain Similarity/% Accession No. 

Z205 Egg Acinetobacter vivianii NIPH 2168T 99.85 MW559450 

Z165 Egg Alteromonas confluentis DSSK2-12T 98.50 MW559444 

Z163 Egg Bacillus cereus ATCC 14579T 100.00 MW559443 

Z336 Egg Erythrobacter citreus RE35F/1T 100.00 MW559464 

Z207-2 Egg Erythrobacter flavus SW-46T 99.92 MW559451 

Z238 Egg Erythrobacter flavus SW-46T 99.53 MW555605 

Z185 Egg Erythrobacter flavus SW-46T 99.92 MW559448 

Z166-2 Egg Mesoflavibacter sabulilitoris GJMS-9T 99.62 MW559445 

Z209 Egg Microbacterium aquimaris JS54-2T 100.00 MW559452 

Z151 Egg Microbacterium kitamiense Kitami C2T 98.79 MW559442 

Z203 Egg Microbacterium koreense JS53-2T 99.74 MW555604 

Z322 Egg Paracoccus homiensis DD-R11T 97.93 MW559463 

Z270 Egg Pararhodobacter aggregans D1-19T 100.00 MW559460 

Z210-2 Egg Pseudoruegeria aquimaris SW-255T 98.11 MW559453 

Z178 Egg Tenacibaculum litoreum CL-TF13T 98.04 MW559447 

Z93 Internal organs Bacillus anthracis AmesT 99.85 MW559474 

Z98 Internal organs Bacillus anthracis AmesT 99.85 MW559475 

Z79 Internal organs Pseudooceanicola flagellatus DY470T 97.50 MW559471 

Z221 Gill Brachybacterium paraconglomeratum LMG 19861T 99.45 MW555606 

Z108 Gill Mesoflavibacter sabulilitoris GJMS-9T 99.77 MW559435 

Z122 Gill Mesoflavibacter zeaxanthinifaciens DSM 18436T 100.00 MW559438 

Z85 Gill Mesoflavibacter zeaxanthinifaciens DSM 18436T 99.92 MW559473 

Z99 Gill Pseudooceanicola flagellatus DY470T 97.50 MW559476 

Z20-2 Body fluid Bacillus wiedmannii FSL W8-0169T 100.00 MW559449 

Z230 Body fluid Erythrobacter flavus SW-46T 100.00 MW559456 

Z127 Body fluid Rhodococcus qingshengii JCM 15477T 100.00 MW559440 

Z379 Mouth Bacillus wiedmannii FSL W8-0169T 100.00 MW555608 

Z339 Mouth Roseomonas mucosa ATCC BAA-692T 100.00 MW555607 

 

表 4.  具有抗 MRSA 生物膜活性的菌株 

Table 4.  Strains with anti–biofilm activity 
Number Part Top–Hit strain Similarity/% Accession No. Inhibition Eradicate

Z259 Egg Flavobacterium jejuense EC11T 99.4 MW559459 + – 

Z151 Egg Microbacterium kitamiense Kitami C2T 98.8 MW559442 + – 

Z247 Egg Ruegeria scottomollicae LMG 24367T 99.7 MW559457 + – 

Z171 Egg Tenacibaculum geojense YCS-6T 99.9 MW559446 + + 

Z178 Egg Tenacibaculum litoreum CL–TF13T 98.0 MW559447 – + 

Z25 Body fluid Bacillus altitudinis 41KF2bT 100.0 MW559458 + – 

Z23 Body fluid Marinomonas communis LMG 2864T 96.6 MW559455 + – 

Z29 Body fluid Tenacibaculum lutimaris TF-26T 99.9 MW559461 – + 

+: positive; –: negative. 
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膜 形 成 活 性 的 菌 株 有 6 株 ， 分 别 为

Flavobacterium 、 Microbacterium 、 Ruegeria 、

Tenacibaculum、Bacillus 和 Marinomonas 属的菌；

清除 MRSA 成熟生物膜活性的菌有 3 株，均来源

于 Tenacibaculum 属。这些活性菌株中，菌株 Z171

的代谢产物既有抑制生物膜形成的活性，又有清

除成熟生物膜的活性；菌株 Z259 的代谢产物具

有较强的抑菌活性，能够抑制 MRSA 的生长导致

无法形成生物膜，因此其抑膜效果是通过抑菌作

用实现的。 

3  讨论 

海洋微生物特别是共附生微生物，是活性天

然产物的重要来源之一。研究并获得这些微生物

的纯培养，不仅有直接的应用价值，更重要的是

能真正去了解这些微生物的生理机能及其生态

学意义。截至目前，获得纯培养的微生物仅为冰

山一角。基于对 16S rRNA 的系统进化分析认为，

环境中有超过 99%的微生物在实验室中“不可培

养”[39]。Loceya 等利用标度定律(Scaling laws)进行

测算认为，地球上有超过 1 万亿种微生物物种[40]。

虽然两种观点均有争议，但都说明绝大多数的微

生物属于无法培养或难培养，仍有相当一部分的

微生物资源未能挖掘。 

由于缺乏对待分离微生物生理代谢的认知，

一些传统的培养方法只能保证少数微生物所需

的生长条件。一般认为传统的培养方法存在以下

问题：培养基富营养化，生长因子缺乏，忽视了

生长缓慢的微生物，人为破坏了微生物群落间的

关系[41]。提高微生物的可培养性，可以使用稀释

后的培养基或寡营养培养基，减少毒性氧物质的

危害，维持微生物间的相互作用，添加群体感应 

信号分子等 [42–43]。我们在研究中发现，使用

marine agar 2216 培养基分离海洋来源微生物时，

部分菌落生长速度较快，菌落过大甚至掩盖了其

附近生长较慢的菌落，导致许多小的菌落难以分

离。而使用寡营养的 R2A 培养基[44]，尽管需要

较长培养时间才能观察到菌落形成，但菌落较

小，少有菌落覆盖其他菌落的情况。更重要的是，

R2A 培养基中含有的丙酮酸钠，能缓解毒性氧成

分如超氧化物、自由基等对微生物细胞的损伤[45]。

许多环境中的微生物处于营养相对贫乏、氧浓度

较低、生长代谢缓慢的状态，骤然转移到营养较

为丰富的培养基中和空气环境中，可能导致微生

物代谢反应不平衡而产生毒性氧物质而导致死

亡[46]。因此，R2A 培养基能够提高微生物的可培

养性，增加分离得到的微生物数量[47]。已有诸多

文献报道使用 R2A 培养基来分离环境中的微生

物，获得生物多样性较好的菌株或发现新菌[48–51]。 

为了保持共附生微生物的群落状态不变，避

免微生物间互利共生关系被打破，从而分离更多

可培养细菌。我们将石磺海牛解剖为 5 个部分，

再利用 R2A 培养基对各部分中可培养细菌进行分

离，最终获得 215 株菌、87 个种、7 个纲、5 个门，

其共附生细菌种类丰富，可分离的数量也高于柄

海鞘[52]、牡蛎[53]和光裸方格星虫[54]。石磺海牛中

种类最丰富的 3 种菌分别是 Bacillus altitudinis 

(18株)、Sulfitobacter pontiacus (21株)和Pseudovibrio 

denitrificans (11 株)，说明这 3 种菌在石磺海牛中属

于优势种。在 5 个门类中，菌株最多的是变形菌门

(126 株，占 58%以上)，而且菌种类最多(50 种)，

说明变形菌门在石磺海牛中占主要优势；浮霉菌

门最罕见，仅分离到 1 株。从石磺海牛各部分共

附生微生物的多样性来看，卵来源的细菌数量和
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多样性最好，其原因还有待深入研究。此外，发

现疑似新菌 16 株，有 1 株可能为新属新菌；嘴

和鳃来源的新菌数量最多，可能是因为石磺海牛

进食时接触到的菌比较丰富，所以成为共附生菌

也相对丰富。对疑似新菌的鉴定工作已在进行中。 

通过初步的活性筛选研究，发现了 19 株菌

能够降解 QS 信号分子 AHL。降解 AHL 淬灭 QS，

既能改变竞争菌的生理状态，如运动能力变弱，

不能形成生物膜等，降低竞争菌的竞争力，同时

还因为宿主没有相对应的信号分子，不会对宿主

自身的生理状况产生较大的影响。因此这类具有

AHL 降解活性的微生物的竞争力可能较强，其生

态学意义有待研究。另外还筛选到 8 株菌具有抗

MRSA 生物膜活性，目前与这 8 株菌相似度最高的

菌中，暂未见类似活性的报道，值得进一步研究。 

综上，本研究利用寡营养和具有缓解毒性氧

物质损伤的 R2A 培养基，对石磺海牛体内液、内

脏、嘴、鳃和卵共 5 个部分的可培养细菌进行了

分离、鉴定和活性筛选，首次对石磺海牛共附生

细菌的种类和数量进行了研究，并分离到了疑似

新菌的菌株，为今后利用石磺海牛共附生微生物

及其天然产物资源提供了研究基础和参考。 
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Isolation and identification of the symbiotic bacteria of 
Homoiodoris japonica and screen of bioactive metabolite 
producing bacteria 

Jinyou Liang, Junliang Zhang*, Xiaoli Zheng, Shuotian Chen, Peng Yang, Mengbin Liao, 
Ying Xu* 
Shenzhen Key Laboratory of Marine Bioresource and Eco-environmental Science, Shenzhen Engineering Laboratory for 
Marine Algal Biotechnology, College of Life Sciences and Oceanography, Shenzhen University, Shenzhen 518060, Guangdong 
Province, China 

Abstract: [Objective] The present work aims to study the amounts and species of cultivable microbes and bioactive 

metabolite producing bacteria from a marine invertebrate collected in Shenzhen. [Methods] We dissected the 

invertebrate into five parts to isolated bacteria by R2A plate and identified them through the 16S rRNA sequence. 

Then use the culture broth and supernatant to screen the activity of degrading quorum-sensing signal molecules and 

anti-biofilm activity. [Results] A total of 216 strains of bacteria were isolated from the invertebrate, belonging to   

87 species and 54 genera, and 16 strains were suspected to be new bacteria. Distributed in the phylum Proteobacteria 

(126 strains), Bacteroidetes (44 strains), Firmicutes (34 strains), Actinobacteria (10 strains), and Planctomycetes    

(1 strain). The number and species of bacteria in the eggs of the invertebrate were the most diverse. Twenty-eight 

strains were screened to degrade quorum-sensing signal molecules, and eight strains showed anti-biofilm activity. 

[Conclusion] It is the first report that the marine invertebrate Homoiodoris japonica-associated bacteria contains were 

abundant and diverse, including potential new species of bacteria and natural product resources, which may provide a 

research basis for future research on the Homoiodoris japonica-associated microbes. 

Keywords: Homoiodoris japonica, symbiotic bacteria, diversity, bioactive metabolites 
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