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摘 要:大叶藻是一种水生单子叶植物,是构成海草床的主要藻类之一。对大叶藻内生放线菌及其活性物质的研

究是发现海洋微生物资源和新天然产物的有利途径。通过纯培养的方法,使用2216E等7种培养基,从山东省威

海市荣成天鹅湖采集的大叶藻样品中分离出62株内生放线菌,并利用纸片法对金黄色葡萄球菌、白色念珠菌和副

溶血性弧菌等7种指示菌进行了抗菌活性筛选,其中RO培养基分离出放线菌的种类和数量都较为丰富。抗菌活

性筛选结果表明,48株内生放线菌(占77.42%)至少对1种指示菌表现出一定的抑制作用,36株内生放线菌(占

58.06%)抑制2种及2种以上指示菌;并且内生放线菌对革兰氏阳性指示菌(金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌)的
抗菌效果明显优于革兰氏阴性指示菌。研究结果表明,大叶藻的内生放线菌具有较好的抗菌活性,可以为海洋来

源抗生素的研究提供新资源。
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植物内生菌是指在植物的部分或全部生活史中,生长在植物细胞间或细胞内,且不会对植物造成直接或

明显负面影响的一类微生物,包括内生细菌、内生真菌和内生放线菌[1]。放线菌是一类革兰氏阳性菌,相比

于其他内生菌群,内生放线菌有着其独特的代谢产物,是新型生物活性化合物的重要来源[2]。研究表明,内
生菌普遍存在于各种陆生及水生植物中,而最早发现的内生放线菌是与非豆科植物共生固氮的弗兰克氏属

(Frankia)放线菌[3-4]。2003年Strobel和Daisy[5]曾指出,用于分离内生菌的植物宿主要有选择性,应选择

有重要植物学价值、处于不常见环境、有特殊生物学意义等的植物。目前对于植物内生放线菌的研究,以红

树林、热带常绿灌木林及一些药用植物研究居多。
大叶藻(Zosteramarina)是一种水生单子叶植物,是最常见的海草床种类之一,在太平洋和大西洋沿海

均有广泛分布[6]。我国的大叶藻主要分布于辽宁、河北和山东等沿海水域[7]。目前对于大叶藻的研究主要

集中在其生态作用和生态修复等方面。相较于其他陆生高等植物,大叶藻因生长于海中,生长代谢机制独

特,其体内可能蕴藏着独特的共生微生物资源,目前有关这方面的研究报道较少。研究表明,自然环境中可

在实验室条件下被分离培养的稀有放线菌较少,所用培养基和培养条件等都不同[8-9]。本研究通过纯培养

法,使用多种培养基对荣成天鹅湖湿地大叶藻的内生放线菌进行分离,以期获得较多的菌株,丰富滨海植物

内生菌资源,为内生放线菌资源的利用和天然产物的开发提供研究基础。



1期 陈 雷,等:大叶藻内生放线菌的分离及抗菌活性筛选 103  

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 大叶藻样品

大叶藻(Zosteramarina)样品采自山东省威海市荣成天鹅湖湿地(122°33'E,37°20'N)。将采集到的样

品进行表面清洁后装入无菌封口袋中,并放在冷藏箱内(4℃)带回实验室用于分离试验。

1.1.2 培养基

分离培养基:采用2216E[10],HV[11],SCA[12],M2[13],ISP2[14],R2A[15]和RO七种培养基[16]。为抑制细

菌和真菌的生长,本试验需在培养基灭菌后加入抗生素(放线菌酮的终浓度为100mg/mL,萘啶酸的终浓度

为20mg/mL),用0.22μm的滤膜过滤备用。

M1固体及液体培养基[10]用于待测菌的纯化、培养与保藏。Mueller-Hinton肉汤(Mueller-Hinton
Broth,MHB)和 Mueller-Hinton琼脂(Mueller-HintonAgar,MHA)均购于青岛海博生物技术有限公司,用
于指示菌的培养与抗菌活性筛选。

1.1.3 指示菌

本试验采用的指示菌包括:大肠埃希氏菌(Escherichiacoli,简称Ec)、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus
aureus,简称Sa)、枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis,简称Bs)、铜绿假单胞菌(Pseudomonasaeruginosa,简称

Pa)和白假丝酵母(Candidaalbicans,简称Ca),5种均来自中国科学院微生物研究所的中国普通微生物菌

种保藏管理中心;副溶血性弧菌(Vibrioparahemolyticus,简称Vp)来自广东环凯微生物科技有限公司;鳗
弧菌(Vibrioanguillarum,简称Va)由中国科学院海洋研究所的邹玉霞副研究员提供。

1.2 试验方法

1.2.1 大叶藻内生放线菌的分离

将采集到的大叶藻样品置于超净工作台中,为避免大叶藻表面附着的微生物和其他杂质对试验的干扰,
需要对采集到的大叶藻样品进行表面消毒:首先,在超净工作台中将大叶藻样品用无菌海水冲洗3~5次;然
后,将大叶藻置于灭过菌的平皿中,用次氯酸钠溶液(有效氯5%)浸泡5min,用无菌水清洗3次;用乙醇

(V乙醇∶VH2O=3∶1)浸泡3min[17],再用无菌水清洗3次,使用无菌滤纸吸干大叶藻样品表面的水分;最后,
取最后一遍清洗的无菌水100μL涂布于2216E培养基上,28℃恒温培养14~21d后如果无菌落长出,表
明大叶藻叶片的表面消毒较彻底[18]。

用无菌的镊子和剪刀将样品剪成约2mm×2mm的小块,在灭过菌的研钵中研磨成匀浆用于分离试

验。首先,将大叶藻匀浆置于55℃水浴锅中加热6min,取0.5mL匀浆加入到含有4.5mL无菌海水的试

管中,振荡混匀;然后,进行梯度稀释,用移液器从1∶1000、1∶10000和1∶100000的试管中分别取100

μL的溶液均匀涂布于7种固体分离培养基上,每种浓度在每种培养基上做3个平行;最后,放于28℃恒温

培养箱中培养7~30d。
用接种环挑取形态不同的菌落进行多次平板划线纯化,同时进行菌落数量和种类的记录,将纯化后的放

线菌保存到 M1固体培养基斜面上,置于4℃冰箱保藏。同时用质量分数15%的甘油进行菌种保藏,置于

-80℃冰箱中。

1.2.2 抗菌活性筛选

采用纸片法[19-20],通过观察待测放线菌的发酵产物粗提物对7种指示菌生长的抑制来筛选抗菌活性。
用接种环将待测菌株接种于50mLM1液体培养基中,在150r/min,28℃的摇床条件下培养7~10d。发

酵结束后,在发酵液中加入等量的乙酸乙酯萃取3次。将有机相合并后,在旋转蒸发仪中减压蒸干,用
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DMSO溶解粗提物,配成25mg/mL的溶液,置于4℃冰箱中保存,用于抗菌活性检测。
将7种指示菌分别接种于MHB培养基中,28℃摇床中培养过夜。在直径为6mm的滤纸片上滴10μL

粗提物溶液。将适量的指示菌在二次传代培养后24h内,用生理盐水配制成麦氏浊度为0.5的菌悬液,并
将该菌悬液各100μL涂布于 MHA培养基平板上,放置3~5min,让表面多余的水分被琼脂吸收,然后将

滤纸片放在平板上。用等量的二甲基亚砜(DimethylSulfoxide,DMSO)作为阴性对照;用氯霉素(30μg)、
庆大霉素(10μg)和制霉菌素(10μg)作为阳性对照,所有试验需重复3次。然后将抗菌活性测试平板放在

指示菌适宜的温度下培养1~2d。通过测定在纸片周围产生的抑菌圈的直径来反映其抗菌活性。

2 结果与分析

2.1 大叶藻内生放线菌的分离结果

从大叶藻中共分离出内生放线菌62株。根据菌株在培养基上的菌落特征,比较了不同培养基的放线菌

分离效果,结果见表1。其中,RO培养基分离出的放线菌的种类和数量最多,其次是ISP2培养基,M2培养

基分离出的放线菌的种类和数量都是最少的。

表1 大叶藻内生放线菌在7种培养基上的分离效果

Table1 IsolationresultofendophyticactinomycetesassociatedwithZosteramarinaonsevenkindsofmedia

培养基
总数/

(×104cfu·g-1)
种类数/种 培养基

总数/

(×104cfu·g-1)
种类数/种

2216E 1.13 5 SCA 1.23 6

HV 1.13 6 R2A 1.12 4

ISP2 1.34 7 RO 2.39 14

M2 1.03 4

  注:空白处无数据

图1 大叶藻内生放线菌抑制指示菌的菌株数

Fig.1 Numberofendophyticactinomycetes
inhibitingindicatorstrains

2.2 抗菌活性筛选结果

本试验采用纸片法,选取了7株指示菌,对
62株大叶藻内生放线菌的抗菌活性进行筛选。
由图1可见,大叶藻内生放线菌对每种指示菌有

抑制作用的菌株数。抗菌试验结果如表2和图

1所示,其中有48株放线菌至少对1种指示菌

有抑制作用,占待测菌株的77.42%;有36株放

线菌同时对2种及2种以上的指示菌有抑制作

用,占待测菌株的58.06%;有16株放线菌同时

对3种及3种以上指示菌有抑制作用,占待测菌

株的25.80%;DYZ047同时对6种指示菌有抑

制作用,其中DYZ047对大肠埃希氏菌E.coli、
铜绿假单胞菌 P.aeruginosa 和副溶血性弧菌

V.parahemolyticus 的抗菌结果如图2所示。
结果表明,大叶藻内生放线菌对多种指示菌都显

示出抗性。
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图2 菌株DYZ047的抗菌活性结果

Fig.2 AntimicrobialactivitiesoftheisolatedstrainDYZ047

大叶藻内生放线菌对革兰氏阳性指示菌的抗菌效果明显优于革兰氏阴性指示菌。对金黄色葡萄球菌

S.aureus有抑制作用的放线菌有45株,占放线菌总数的72.58%;12株菌的抑制作用较强,抑制圈直径在

12.0mm以上,其中DYZ019的抑菌圈直径最大达到15.8mm。对枯草芽孢杆菌B.subtilis有抑制作用的

放线菌有28株,占放线菌总数的45.16%;3株菌的抑制作用很强,抑制圈直径超过12.0mm,其中DYZ047
抑制作用最强,抑菌圈达到20.7mm。

大叶藻内生放线菌对革兰氏阴性指示菌和真菌的抗菌活性菌株相对较少。对白假丝酵母C.albicans
有抑制作用的放线菌有3株,占放线菌总数的4.84%。对大肠埃希氏菌E.coli有抑制作用的放线菌有6
株,占放线菌总数的9.68%。对铜绿假单胞菌 P.aeruginosa 有抑制作用的有9株,占放线菌总数的

14.52%。对鳗弧菌V.anguillarum 有抑制作用的放线菌有7株,占放线菌总数的11.29%。其中,有3株菌

(DYZ013,DYZ047和DYZ049)的抑制作用较强,抑制圈直径在12.0mm以上,DYZ047抑制作用最强,抑菌

圈达到20.1mm。对副溶血性弧菌V.parahemolyticus 有抑制作用的放线菌有17株,占放线菌总数的

27.42%;其中,有3株菌 (DYZ037,DYZ046和DYZ047)的抑制作用较强,抑制圈直径在12.0mm 以上,

DYZ047的抑菌圈直径为18.0mm,DYZ037的抑菌圈最大为18.6mm。

3 讨 论

在纯培养法中培养基的选择对放线菌的分离结果有很大影响,放线菌适合在干燥、碱性的条件下生

长[21]。RO培养基中微量元素丰富,有利于放线菌的生长,取得较好的分离效果。ISP2培养基含有放线菌

偏爱的糖成分(麦芽糖),分离到的大叶藻内生放线菌总数和种类数也较好。由于实验室培养放线菌时无法

完全模拟自然环境,放线菌可能会迫于环境压力发生生理上的变化,处于休眠状态,称为活的非可培养状态

(ViableButNon-CulturableState,VBNC),采用常规的培养方法无法使其恢复生长活性[22]。由于分离条

件等的限制,目前得到的大叶藻中内生放线菌的种类和数量可能还远远不够,以后可以进一步通过与免培养

相结合的方法研究其多样性[23]。
本试验所选用的两株革兰氏阳性指示菌,分别为金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌。分离出的大叶藻内

生放线菌对这两株革兰氏阳性指示菌的抑制作用较强。李静等[24]对从海南东寨港真红树植物中分离到46
株内生放线菌,使用乙酸乙酯提取发酵液进行抗菌活性筛选,结果发现40株菌对革兰氏阳性菌表现出较好

的抑制作用。林婵春等[25]对分离自川芎的30株内生放线菌进行抗菌活性筛选,对金黄色葡萄球菌表现出

抑制活性的有25株菌,占其待测总数的83.33%,对枯草芽孢杆菌表现出抑制活性的有23株,占其待测总数

的76.67%。本试验中大叶藻内生放线菌对革兰氏阴性指示菌的抑制作用较弱。这可能是由于革兰氏阴性

细菌具有外膜屏障和多药外排泵,通常比革兰氏阳性细菌更耐抗生素[26]。革兰氏阴性细菌的外膜对大的带
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电分子不渗透,限制了各种抗生素类药物进入细胞内[27]。多药外排泵是膜定位的转运蛋白,能够将多种化

合物(包括药物分子)转运出细胞,从而阻止药物进入靶细胞[28]。

4 结 语

本研究采用纯培养方法从山东省威海市的荣成天鹅湖采集的大叶藻中分离内生放线菌,并对放线菌的

抗菌活性进行筛选。结果表明,从大叶藻中共分离到内生放线菌62株,内生放线菌资源较为丰富;对多种指

示菌都表现出较好的抗性,有48株放线菌(占77.42%)至少对1种指示菌表现出一定的抑制作用,有36株

放线菌(占58.06%)抑制2种及2种以上指示菌,发现了一批具有较好抗菌活性的菌株,DYZ047同时对6
株指示菌有抑制作用;对革兰氏阳性指示菌的抗菌效果明显优于革兰氏阴性指示菌,有45株放线菌(占

72.58%)对金黄色葡萄球菌有抑制作用,有28株放线菌(45.16%)对枯草芽孢杆菌有抑制作用。后期可以

继续进行抗菌活性化合物的分离,为海洋来源抗生素的研究提供新资源。
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IsolationandAntimicrobialActivityScreeningofEndophytic
ActinomycetesAssociatedWithZosteramarina

CHENLei,SHENLin-xi,MACui-hong,WANGGuang-yu
(DepartmentofBioengineering,SchoolofMarineScienceandTechnology,HarbinInstituteof

Technology,Weihai,Weihai264209,China)

Abstract:Zosteramarinaisasubmergedmonocotyledonousplant,anditisoneofthemainseagrasses
thatconstitutestheseagrassbed.It'sagoodwaytostudytheendophyticactinomycetesassociatedwith
Zosteramarinaforthediscoveryofmarinemicrobialresourceandnovelbioactivenaturalproducts.Cul-
ture-dependentmethodwasusedtoisolateendophyticactinomycetesassociatedwithZosteramarinafrom
theSwanLakeofRongcheng,Weihai,ShandongProvince.Seventypesofmediaincluding2216Ewere
usedforactinomyceteisolation.Antimicrobialactivityofthecrudeextractsofallisolatedstrainswas
determinedusingfilterpapermethodagainstsevenindicatorbacterialstrainsincludingStaphylococcus
aureus,CandidaalbicansandVibrioparahaemolyticusthe,etc.Atotalof62endophyticactinomycetes
wasisolatedfromZosteramarina,andtheendophyticactinomycetesisolatedontheROmediumwererich
ofstrainsandabundant.Ofthe62strains,48strains(77.42%ofstrains)showedantimicrobialactivities
againstatleastoneofsevenindicatorstrains.Therewere36strains(58.06%ofstrains)againsttwoor
morekindsofindicatorbacteria.IsolatedstrainsexhibitedhigherantimicrobialactivityagainstGram-posi-
tivebacteria(StaphylococcusaureusandBacillussubtilis)thanagainstGram-negativebacteria.Our
resultssuggestthatendophyticactinomycetesassociatedwithZosteramarinahavegooddiversityandanti-
microbialactivity,whichmaybeanewsourceforthediscoveryofmarineantibiotics.
Keywords:antimicrobialactivity;endophyticactinomycetes;Zosteramarina
Received:October28,2019


