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日本矶海绵共生真菌分离及其代谢产物

抑菌活性研究
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摘要$以日本矶海绵作为试材$采用
!

种不同培养基利用涂

布法以及划线法对其共生真菌进行分离(共分离到
!!

株真

菌$通过菌落形态#显微形态#生长规律观察并结合
GX+Z

46\

序列分析$确定各菌株的种属$发现曲霉属和青霉属真

菌为优势菌$其中
!̂

是杂色曲霉(以致病菌大肠埃希氏菌

!

"I56&B'56'*5+A'

"标准菌株为测试菌$采用
2.

孔板法研究矶

海绵共生真菌代谢产物的抑菌活性(结果表明$有
/

株共生

真菌的次生代谢产物具有一定的抑菌活性$其中
!̂

代谢产

物对大肠杆菌的抑制作用最强$抑制率达!

1.*..e$*$&

"

0

$

其次 是
#̂

$抑 制 率 为 !

1#*$!e.*$"

"

0

$二 者 均 高 于

#%%==()

'

J

青霉素(

关键词$海绵&共生真菌&抑菌活性
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海绵具有特殊的滤食系统!可以使外界菌种在其体内和

体表富集!成为共生真菌%海绵共生菌种属复杂!种类多

样.

#-$

/

%海绵共生真菌长期生活在宿主体内的特殊环境中!

并与宿主协同进化!在演化过程中二者形成了互惠共生的关

系!因此可能产生与宿主相同或相似的活性次级代谢产

物.

!-"

/

%国内外对植物共生真菌的研究报道.

1-.

/较多!例如

已利用紫杉共生真菌发酵生产紫杉醇!该物质为良好的抗肿

瘤药物%但是对动物共生真菌的研究.

/-&

/相对较少!关于海

绵的就更少%孟庆鹏.

2

/曾对海绵菌中可培养的共附生微生

物进行研究!发现在
"

种海绵中有
&1

株共生细菌!并对其功

能基因进行了筛选!但未对其共生真菌进行研究%吴琦

等.

#%

/对南海海绵共生真菌
;=DG?BD))>,,>G?DB()(G8\Z<%/<$

的代谢产物结构及活性进行研究!采用色谱分离技术共鉴定

出
#"

个新化合物!体外生物活性筛选试验表明!部分多烯
"

吡喃酮衍生物表现出抗流感病毒和抗肿瘤活性%

\(H

等.

##

/

纯化获得
"&

种海绵相关微生物!测定了各品种液体培养的

乙酸乙酯提取物的细胞毒性$溶血活性和虾的致死活性%

近年来!致泻大肠埃希氏菌引起的食源性疾病日益受到

人们的关注!其引发的出血性肠炎的暴发或散发性病例较为

1/



常见!每年约有
$*&

#

"*%

亿例人源产肠毒素大肠杆菌感染发

病!约造成
!%

#

1%

万人死亡.

#$

/

%目前对大肠杆菌所引起的

疾病多采用有效的抗生素进行治疗%抗生素的广泛持续使

用和不当使用导致大肠杆菌耐药株的不断增多!使临床对大

肠杆菌病的治疗变得十分困难!有时甚至找不到可治之药%

鉴于此!本课题组以日本矶海绵为试材!采用
!

种培养基通

过划线分离法进行共生真菌的分离!利用形态学观察结合分

子生物学检测方法对其进行分类鉴定!以大肠杆菌为受试菌

株!对分离获得的海绵共生菌的次级代谢产物进行抑菌活性

研究!以期为海绵资源的有效利用和大肠杆菌新的抑菌活性

物质的开发提供新方案%

#

!

材料与方法
#*#

!

材料与试剂

#*#*#

!

样品的采集

日本矶海绵"采自大连星海湾!采样后立即装入采样袋

于
"`

保藏运送至实验室进行试验%

#*#*$

!

试剂

海水配制"将氯化钠
$.*1#&

F

$氯化镁
$*""/

F

$硫酸镁

!*!%1

F

$氯化钙
#*#"#

F

$氯化钾
%*/$1

F

$碳酸氢钠
%*$%$

F

$

溴化 钠
%*%&!

F

分 别 溶 解 至 蒸 馏 水 中!混 合!定 容 至

#%%%=J

.

#!

/

&

培养基"马铃薯葡萄糖肉汤固体培养基+

:XZ

培养基,$

马丁培养基$营养肉汁琼脂培养基$牛肉膏蛋白胨琼脂培养

基+

9h:

,&

大肠埃希氏菌+

"I56&B'56'*5+A'#*$&#$

,"中国微生物菌

种保藏中心%

#*$

!

方法

#*$*#

!

样品处理
!

将冷冻保藏的样品进行自然解冻!去除杂

质!用无菌水对海绵表面进行反复清洗
!

#

1

次%将最后
#

次清洗液涂布于
:XZ

培养基上!

$&`

恒温培养
!I

!观察是

否长菌!如未长菌即可开展后续试验%

#*$*$

!

日本矶海绵共生真菌分离
!

用无菌剪将海绵组织剪

成小块!置于
#%%=J

无菌水中充分震荡!静置
1=?E

!吸取

$%%

%

J

上述溶液分别涂布于
:XZ

培养基+蒸馏水配制,$

:XZ

培养基+海水配制,$马丁培养基+海水配制,上!静置!

使溶液渗入培养基中!倒置于恒温培养箱中
$&`

培养!观察

菌落生长情况%待形成明显菌落的时候!利用划线分离法进

行分离!直至获得单一菌种%

#*$*!

!

共生真菌形态学观察

+

#

,菌落形态观察"将分离得到的菌种!采用点植法接

种于其对应的培养基上!

$&`

恒温培养%每天观察和记录

菌落生长状况!拍摄菌落图片%

+

$

,共生真菌显微形态观察"将菌株通过划线分离法接

种于培养基上!垂直于划线方向!用无菌镊子将灭菌后的盖

玻片斜插入培养基中!将培养皿于
$&`

恒温培养!直至菌丝

长至盖玻片约
#

#

$

处!取出盖玻片!放在滴有无菌水的载玻

片上!观察矶海绵共生真菌的显微形态%

#*$*"

!

共生真菌分子生物学鉴定
!

将分离的纯菌种送至上

海桑尼生物有限公司进行
GX+Z46\

测序!首先提取
X+Z

!

然后进行
:RM

扩增!引物设计见表
#

!

:RM

扩增反应体系见

表
$

!在
:RM

扩增仪上进行
:RM

反应!反应程序为预变性"

21`

!

1 =?E

&变性"

21 `

!

!%S

&退火"

1& `

!

!%S

&延伸"

/$`

!

#=?E

&终延伸"

/$ `

!

/=?E

&循环数"

!1

%反应完成

后!取
!

%

J:RM

产物进行
#0

琼脂糖凝胶电泳检测%确认

:RM

扩增片段%取各个菌种纯化后的
:RM

产物!使用测序

仪进行
X+Z

测序%最后进行序列分析!利用
9JZ\6

搜索

软件将测序结果与
YDE9>EK

数据库中相关真菌菌株的序列

进行比对!获得相似性序列!再用
X+Z^Z2*%

软件进行邻接

法+

+D?

F

CP(GL(?E?E

F

,聚类系统发育分析!从而确定菌种的分

类地位%

表
#

!

引物设计

6>P)D#

!

:G?=DGIDS?

F

E

引物名称 序列

46\# 6RRY6ZYY6YZZRR6YRYR

46\" 6RR6RRYR66Z66YZ6Z6YR

表
$

!

:RM

扩增反应体系

6>P)D$

!

:RM>=

N

)?T?B>O?(EGD>BO?(ES

Q

SOD=

试剂 体积#
%

J

基因组
X+Z

+

$%E

F

#

%

J

,

#*%

#%b9HTTDG

+含
$*1==()

#

J^

F

$3

,

1*%

6>

V

聚合酶+

1]

#

%

J

,

#*%

46\#

+

#%

%

=()

#

J

,

#*1

46\"

+

#%

%

=()

#

J

,

#*1

I+6:

+

#%==()

#

J

,

#*%

II[

$

W

!2*%

总体积
1%*%

''''''''''''''''''''

!!

结合菌落形态$显微形态$分子鉴定结果!参照文献.

#"

/

确定菌株的分类学地位%

#*$*1

!

共生真菌代谢产物的抑菌活性研究

+

#

,共生真菌代谢产物制备"将各菌株接种于
$J

与其

对应的液体培养基中!

$& `

!

#%%G

#

=?E

条件下!恒温培养

/

#

#"I

%发酵液离心+

&%%%G

#

=?E

!

#%=?E

,!收集上清液用

等体积的乙酸乙酯萃取
!

次!将乙酸乙酯合并后减压浓缩至

干!称重!用二甲基亚砜+

X \̂W

,溶解备用%

+

$

,抑菌活性测定"以大肠埃希氏菌为测试菌株!用

9h:

培养液在
!/`

恒温摇床上培养
!I

%采用血球计数板

计数!当菌悬液中细菌浓度为
#b#%

1个#
=J

时采用
2.

孔板

微量法测定抑菌活性%试验组每孔加入
2%

%

J

菌悬液+

#b

#%

1个#
=J

,!加入
#%

%

J

代谢产物溶液+

X \̂W

为溶剂!按照

!*1*#

制备,!

1

孔为一组!做
$

组平行%以
X \̂W

为阴性对

照!以
#%%==()

#

J

青霉素溶液为阳性对照%加样完成后!

在
!/`

!

#%%G

#

=?E

条件下!置于恒温摇床中培养%以
#$C

作为一个测定周期!在
.%%E=

波长下测定
WX

值%按式+

#

,

计算抑制率%

5

U

-,

#

Y

-,

$

-,

#

X

#%%0

! +

#

,

式中"

./

安全与检测
!

$%#&

年第
##

期



5

)))抑制率!

0

&

-,

#

)))阴性对照组吸光值&

-,

$

)))试验组吸光值%

#*!

!

数据处理

所有数据均以
!

个独立样本的
Ae\;̂

表示%采用

\:\\$$*%

软件进行统计分析!数据进行方差分析后!用

\OHIDEOtSO

检验进行
$

组之间的比较!以
:

"

%*%1

为差异具

有统计学意义%

$

!

结果与分析
$*#

!

日本矶海绵共生真菌的分离与鉴定

从日本矶海绵中共分离到
!!

株共生真菌!其中采用
:XZ

培养基+蒸馏水,分离到
$#

株!

:XZ

培养基+海水,分离到
/

株!马丁培养基+海水,分离到
1

株%通过对各菌种的菌落形

态观察$显微形态观察以及分子生物学鉴定结果分析可知!矶

海绵共生真菌分别属于
"

个属"青霉属$曲霉属$丝衣霉属$红

酵母属%其中
J#&

$

J#2

属于青霉属!

:/

属于红酵母属!

J$

$

J#1

未能确定其菌种分类地位%具体情况如表
!

所示%

!!

由表
"

可知!青霉属和曲霉属的真菌是海绵共生菌的优

势菌!二者分离频率之和达
&/*20

!其中
#̂

呈现典型的青

霉菌的菌落形态特征!菌落呈绿色!生长速度快!菌落致密!

表
!

!

不同培养基共生真菌分离情况

6>P)D!

!

\

Q

=P?(O?BTHE

F

?(EOCDI?TTDGDEO=DI?H=

培养基 属 株数

:XZ

培养基

+蒸馏水,

青霉属
!

&

曲霉属
!

##

丝衣霉属
$

:XZ

培养基

+海水,

青霉属
!

$

曲霉属
!

!

红酵母属
#

丝衣霉属
#

马丁培养基

+海水,

青霉属
!

$

曲霉属
!

!

与
J2

菌落形态相似!但菌落背面呈橙色!具体种属还需进一

步鉴定%

"̂

等
&

株菌为曲霉属!菌丝向空中不断伸长!生长

速度也较快!有些呈黄色!有些呈白色%海绵共生真菌种类

多!具有微生物多样性的特点%典型海绵共生真菌菌落图片

和显微形态见图
#

$

$

%

$*$

!

分子生物学鉴定及聚类分析

将共生真菌测序结果输入
+R94

数据库中进行
9JZ\6

比对!将有最高比对度的菌株及匹配编号列于表
1

中%共生

表
"

!

共生真菌形态特征

6>P)D"

!

(̂G

N

C()(

F

?B>)BC>G>BODG?SO?BS(T\

Q

=P?(O?BTHE

F

?

属 代表菌株 主要特征记录 株数 分离频率#
0

青霉属
!

J#

$

J#&

$

J#2

$

:#

$

:!

$

#̂

$

1̂

菌丝初为白色!渐变为绿色$墨绿色!边缘带有一圈白色菌丝!生长较为致

密!为绿色粉末孢子!正反面颜色不同!背面呈现橙色!有些背面无颜色
#$ !.*"

曲霉属
!

J"

$

J.

$

J#"

$

:"

$

:1

$

$̂

$

!̂

$

"̂

匍匐于基质并且菌丝呈现向空中伸出球形或椭圆形顶囊的分生孢子梗!在

培养基生长较快!表面有放射状沟纹
#/ 1#*1

丝衣霉属
J/

$

J&

$

:.

菌落表面呈细丝状!生长均匀!表面为土黄色!生长速度较快%

! 2*#

酵母属
!

:/

菌落表面湿润呈黏质状!表面为红色生长速度较慢
# !*%

图
#

!

部分共生真菌菌落形态特征

5?

F

HGD#

!

R()(E

Q

=(G

N

C()(

F

?B>)BC>G>BODG?SO?BS(T

N

>GOS(TTHE

F

?

图
$

!

部分共生真菌显微形态!放大倍数均为
"%%

倍"

5?

F

HGD$

!

?̂BG(SB(

N

?B=(G

N

C()(

F

?B>)BC>G>BODG?SO?BS(T

N

>GOS(TTHE

F

?

!

b"%%

"
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真菌序列与比对后获得相似度较高的菌株序列!录入
X+Z<

^Z2*%

软件进行聚类分析!采用邻接法+

+D?

F

CP(GL(?E?E

F

,

构建系统发育树%结果表明!共生真菌分为
"

个属"青霉属$

曲霉属$酵母属$丝衣霉属%据菌落形态特征和显微形态特

征及聚类分析可知!

J#

是桔青霉!

!̂

是杂色曲霉%其中

J$

$

J#1

$

J#&

$

J#2

$

:/

与
+R94

数据库中的菌种的序列同源

性
"

1%0

!不能确定其种属%

$*!

!

共生真菌的抑菌活性

采用
2.

孔板法测定各菌株代谢产物的抑菌活性!发现

J$

$

J/

$

#̂

$

!̂

$

"̂

$

:/

对于大肠埃希氏菌表现出一定的抑

制效果+见表
.

,%

!!

从表
.

可知!

!!

株海绵共生真菌中有
/

株具有抑菌活性%

本试验以
#$C

为检测周期!培养
$"C

后有
/

株共生真菌次生

代谢产物有一定的抑菌活性!其中
!̂

对大肠杆菌的抑制作

用最强!抑制率达+

1.*..e$*$&

,

0

!其次是
#̂

!抑制率为

+

1#*$!e.*$"

,

0

!二者均高于阳性对照%共生真菌
"̂

的抑

制率随时间延长而增强!

"&C

达最强!为+

"#*.2e.*!!

,

0

%

其它菌抑菌活性未呈时间依赖性%

!

!

结论
试验共分离获得

!!

株海绵共生真菌!分子鉴定结合形

态观察确定青霉属和曲霉属真菌为海绵共生真菌的优势菌%

表
1

!

+R94

数据库匹配结果

6>P)D1

!

+R94I>O>P>SD=>OBC?E

F

GDSH)OS

培养基 菌株编号 最相近菌株 序列同源性#
0 +R94

匹配编号

:XZ

培养基

+蒸馏水,

J#

J"

J/

J#"

3&.'5'AA'JF5'0B'.JF #%% cR2.%%#$*#

(I

O

&B

4

'AAJI

E

A*HJI #%% Y]21!$#%*#

(I

O

&B

4

'AAJI.+F'JI #%% Z9%%&"%"*#

(I

O

&B

4

'AAJI+B

D

Z*& #%% 8M

-

%%$/!1/#2*#

(I

O

&B

4

'AAJI

O

*B*I'0'5JI #%% X.!.22*#

(I

O

&B

4

'AAJI0*F*B'' #%% Z9#%.!!&*#

R

D

II+56A*F

D

I.'H&* #%% &̂!$1.*#

R

D

II+56A*F

D

II

O

&50*C'A'I #%% Z9%$!2"&*#

3*&5'A+F

D

5&IH*B'+0'' #%% L5"#.."/*#

(I

O

&B

4

'AAJI*Q*F+B' #%% c52$$!#2*#

(I

O

&B

4

'AAJI.'

4

&B #%% L8##$/%!*#

马丁培养基

+海水,

#̂

$̂

!̂

"̂

1̂

2.5JA0JB&L,'N*B

D

* 22 [_#2#!$1*#

(I

O

&B

4

'AAJI

E

A*HJI #%% Z51"&%.%*#

(I

O

&B

4

'AAJI+B

D

Z*& #%% Z:%%/#/!*#

(I

O

&B

4

'AAJI

O

*B*I'0'5JI #%% X.!.22*#

(I

O

&B

4

'AAJI0*F*B'' #%% Z9#%.!!&*#

(I

O

&B

4

'AAJIH&BI'5+A+B #%% Y]$$/!"!*#

(I

O

&B

4

'AAJI.'

4

&B 22 Z $̂/%%1$*#

3&.'5'AA'JF5*F&FC&B0' #%% Y_"1&%!2*#

3&.'5'AA'JF56B

D

I+

4

&.JF #%% c81&%.!%*#

3&.'5'AA'JF&?

O

*.IJF #%% Z9%$&#!/*#

表
.

!

各菌种次生代谢产物对大肠埃希氏菌的抑制效果m

6>P)D.

!

\OG>?ES(TOCDSDB(EI>G

Q

=DO>P()?ODS(TD*B()?P>BODG?>?EC?P?O?(EDTTDBO

菌株
抑制率#

0

#$C $"C !.C "&C

:/ - !%*#&e"*2#

P

$#*##e!*"2

B

!&*!2e"*1.

>

#̂ - 1#*$!e.*$"

>

"&*.%e.*"2

>P

"%*%2e1*1"

P

!̂ - 1.*..e$*$&

>

1"*#2e"*%%

>

1.*$.e!*/"

>

"̂ -

!$*"2e&*/&

>

"#*!1e1*&.

>

"#*.2e.*!!

>

1̂ - $.*#1e!*$$ $#*$#e##*/& -

J$ - !%*$#e$*1&

>

!!*.2e%*$1

>

$%*/!e#*&"

P

J/ - "%*!!e&*!$

>

#/*2/e.*$$

>

#%*!.e1*%.

>

阳性对照
##*&/e"*!%

B

!#*#!e&*#2

P

"$*&/e1*1$

>

".*#!e!*$2

>

!!!!!!!!

m

!

'

-

(表示无抑制作用&同行不同小写字母表示差异显著+

:

"

%*%1

,%
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类较多!本研究仅针对
?

方向横截面为矩形的体驱动器!截

面为椭圆形或半圆形的驱动器需要根据其几何模型进行相

应的建模研究%
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其中
J#

是桔青霉!

!̂

是杂色曲霉%针对大肠埃希氏菌进行

抑菌活性试验发现!

!̂

等
/

株共生真菌代谢产物抑菌活性

强!具有良好的研究潜质%今后还将利用色谱技术分离和鉴

定其化学组成和分子结构!为开发新的抑菌活性物质提供新

化合物%此外!试验共分离获得
!!

株海绵共生真菌!菌株数

量有限!后续试验还可以通过增加分离培养基种类等方法!

进一步挖掘海绵共生真菌资源%
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