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摘要：用４种不同培养基分离纯化柳珊瑚Ａｎｔｈｏｇｏｒｇｉａ　ｃａｅｒｕｌｅａ中的相关可培养细菌。对获 得 的９０株 细 菌，先

用４株海洋污损指示菌进行活性初筛，获得１１株具有抑制海洋污损指示菌生长的细菌后，再用２种抗海洋污损

生物幼虫进行活性复筛，复筛得到５株对海洋污损生物幼虫附着有抑制活性的细菌。这５株细菌经１６ＳｒＲＮＡ
基因序列分析，确定其系统发育地位为芽胞杆菌属 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．）。
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　　海洋微 生 物 是 海 洋 生 物 的 重 要 成 员，据 估 计 有

１００万至２亿种，按照其类型可以分为细菌、放线菌、
真菌、病毒、衣原体、支原体、噬菌体、微型藻以及微型

原生动物等。柳珊瑚相关可培养细菌是指从柳珊瑚

中获得的海洋细菌，它们有抑制人体致病菌和防止病

原菌或有害 海 洋 生 物 侵 害 柳 珊 瑚 的 功 能。Ｇｎａｎａｍ－
ｂａｌ等［１］从柳珊瑚Ｓｕｂｅｒｇｏｒｇｉａ　ｓｕｂｅｒｏｓａ和Ｊｕｎｃｅｅｌｌａ
ｊｕｎｃｅａ中分离得 到３５２株 细 菌，活 性 测 试 表 明 其 中

４７株菌株（１３％）对人类８种致病菌和鱼类７种致病

菌有中 等 或 强 的 抑 制 活 性。Ｒａｄｊａｓａ等［２］从 柳 瑚 珊

Ｍｅｌｉｔｈａｅａ　ｏｃｒａｃｅａ中分离得到４２株 细 菌，活 性 测 试

表明其中５株菌株对珊瑚致病菌的生长有抑制活性。

Ｒａｄｊａｓａ等［３］从柳珊瑚Ｓｃｉｒｐｅａｒｉａ　ｇｒａｃｉｌｉｓ中采集到

１株对南美白对虾致病菌Ｖｉｂｒｉｏ　ｈａｒｖｅｙｉ有强抑制活

性 的 细 菌 Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ　ｌｕｔｅｏｖｉｏｌａｃｅａ。Ｇａｏ
等［４］从柳珊 瑚Ｊｕｎｃｅｅｌｌａ　ｊｕｎｃｅａ 中 分 离 到１个 新 二

十四环内酯 Ｍａｃｒｏｌａｃｔｉｎ　Ｖ，其 具 有 强 抑 制 海 洋 污 损

生物指示菌活性。本研究对柳珊瑚相关可培养细菌
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进行分离、纯化，并对获得的细菌进行小规模发酵，测
试其抑制海洋污损指示菌生长和海洋污损生物幼虫

附着 活 性，最 后 对 活 性 显 著 的５株 细 菌 采 用１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列分析其系统发育地位。

１　材料和方法

１．１　仪器与材料采集

　　使用的 仪 器 有 凝 胶 成 像 系 统（ＢＩＯ－ＲＡＤ）、ＰＣＲ
仪（ＢＩＯ－ＲＡＤ）、电 泳 仪（广 州 正 一）、摇 床（ＴＱＨＺ－
２００２Ａ）、无菌操作台（苏州亿达净化设备有限公司）、
移液器（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）、台 式 离 心 机（Ｍｉｋｒｏ　２００）、水 浴

锅（ＧｒａｎｔＳＵＢ　Ａｑｕａ２６）、制冰机（广州冰泉）、超低温

冰箱（ＳＡＮＹＯ）、低温台式离心机（Ｂｅｃｋｍａｎ）等。

　　２０１０年８月在广西涠洲岛采用潜水方式采集柳

珊瑚Ａｎｔｈｏｇｏｒｇｉａ　ｃａｅｒｕｌｅａ，采集水深１５ｍ。柳珊瑚

表面消毒后，立即装入无菌袋，然后暂存于放有冰块

的保温箱内，最后送回实验室冷冻保藏（－１８℃）。

１．２　菌株分离、纯化和保藏

　　柳珊瑚解冻后，先用无菌海水冲洗３次，然后用

７０％乙醇浸 泡５ｍｉｎ，再 用 无 菌 海 水 洗 净 残 留 的 乙

醇。用无菌刀片小心削去柳珊瑚表面，切取小块内部

组织于无菌Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ离心管中研磨，然后再加入１
ｍｌ无菌海水，振 荡 混 匀。以 上 匀 浆 用 无 菌 海 水 依 次

稀释成１０－１、１０－２、１０－３等３个浓度梯度。用无菌移

液器吸取０．４ｍｌ不同稀释倍数的稀释液并转移至４
种不同类型的 平 板 培 养 基（ＮＡ海 水 培 养 基、ＭＡ海

水培 养 基、改 良ＬＢ海 水 培 养 基、海 水 琼 脂 培 养 基）
上，用无菌玻璃棒将稀释液轻巧均匀地涂布在整个平

板上，将各平 板 于２８℃培 养 箱 中 培 养。根 据 菌 落 特

征（形态、大小、颜色）挑取单菌落，并运用四分体划线

纯化，用体视显微镜观察纯化情况。获得的纯化菌株

接种在斜面培养基中，于４℃暂时保藏备用。

１．３　抑制海洋污损指示菌活性筛选

　　将已经 纯 化 的９０株 细 菌 分 别 接 种 到 含 有 改 良

ＬＢ海水液体培养基和ＭＢ海水液体培养基的三角瓶

（２５０ｍｌ）中，用摇床振荡培养７ｄ（２８℃，１４０ｒ／ｍｉｎ）
后，获得各个菌株发酵产物。采用超声波破碎菌体细

胞，加入１倍量（体积比）的乙酸乙酯萃取发酵液。萃

取液真空浓缩至少量后，转移至安培瓶中挥发至干，
所得固形物即为供试样品。

　　采用纸片扩散法［５］测试供试样品对４种海洋污

损 指 示 菌 香 港 洛 克 氏 菌 （Ｌｏｋｔａｎｅｌｌａ
ｈｏｎｇｋｏｎｇｅｎｓｉｓ）、藤 黄 微 球 菌（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｕｔｅｕｓ）、

Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ　ｐｉｓｃｉｄａ、哈 维 氏 弧 菌 （Ｖｉｂｒｉｏ
ｈａｒｖｅｙｉ）的抑制活性。将２８℃下培养２４ｈ的４种

指示菌菌株悬浮液分别加入已经灭菌处理的改良ＬＢ
海水培养基和 ＭＡ海水培养基平板中。将纸片分别

置于改良ＬＢ海水培养基和 ＭＡ海水培养基上，紧贴

培养基。供试 样 品 用ＤＭＳＯ溶 解 成１０ｍｇ／ｍｌ。将

５μｌ供试样品溶液加到灭菌滤纸片（Ф ＝６ｍｍ），以

ＤＭＳＯ为空白对照，以利福平（０．２ｍｇ／ｍｌ）为阳性对

照，每种菌做２个平行。３０℃下培养４８ｈ后观察抑

菌斑的大小（直径６～１０ｍｍ为 弱 活 性，１０～１５ｍｍ
为中等活性，１５ｍｍ以上为强活性）。

１．４　抗海洋污损生物幼虫附着活性筛选

　　测试样品抗华美盘管幼虫 （Ｈｙｄｒｏｉｄｅｓ　ｅｌｅｇａｎｓ）
和藤壶（Ｂａｒｎａｃｌｅ　ｌａｒｖａｅ）幼虫附着活性。华美盘管

虫幼虫的培养按照Ｑｉａｎ和Ｐｅｃｈｅｎｉｋ的方法［６］，幼虫

需要培养５ｄ左右以达到 附 着 测 试 前 的 状 态。藤 壶

幼虫 的 培 养 按 照 Ｔｈｉｙａｇａｒａｊａｎ等［７］的 方 法，在 附 着

测试前，处于介虫状态的藤壶幼虫在８℃黑暗环境中

放置４ｄ。将具有抑制海洋污损指示菌生长的样品用

无菌 海 水 配 制 成１０００μｇ／ｍｌ、５００μｇ／ｍｌ、２５０μｇ／ｍｌ、

１２５μｇ／ｍｌ、６２．５μｇ／ｍｌ等５个浓度梯 度。在 聚 苯 乙

烯２４孔径板的每个孔中加入１ｍｌ配制好的测试样

品和２０个游动的华美盘管虫幼虫或藤壶幼虫，每个

样品做４个平行，加有ＤＭＳＯ的 无 菌 海 水 作 为 阴 性

对照。将配有测试样品的２４孔径板放于２８°Ｃ的培

养箱中放置２４ｈ后，通过显微镜观 察 并 逐 个 记 录 已

附着在板壁上的幼虫个数、没有附着在板壁上的幼虫

个数以及已死亡的幼虫个数。计算已附着在板壁上

的幼虫个数 占 实 验 用 的 幼 虫 总 个 数 的 百 分 比，通 过

ＥＰＡ　ＰＲＯＢＩＴ　ＡＮＡＬＹＳＩＳ　ＰＲＯＧＲＡＭ　Ｖｅｒｓｉｏｎ　１．５
软件计算抑制幼虫附着ＥＣ５０。

１．５　相关可培养细菌种属鉴定

　　以待测菌 株 总ＤＮＡ作 为 模 板，用 通 用 引 物５′－
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣ／ＡＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′和５′－ＡＡＧ－
ＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣ－３′进 行 聚 合 酶 链 式 反 应

（ＰＣＲ），扩增待测菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因。扩增产物

经纯化后，送至上海捷瑞生物工程有限公司测序。将

所测得的基因序列在ＧｅｎＢａｎｋ核酸序列数据库中进

行同源序列搜索（Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｂｌａｓｔ），进行

序列比 对，确 定 活 性 相 关 可 培 养 细 菌 的 系 统 发 育

地位。

２　结果与分析

２．１　分离纯化得到的相关可培养细菌

　　从柳珊 瑚Ａｎｔｈｏｇｏｒｇｉａ　ｃａｅｒｕｌｅａ破 碎 后 的 组 织

匀浆中获得９０株相关可培养细菌，以 ＭＡ海水培养

基和改良ＬＢ海水培养基分离得到的菌落最多，其形

４５２ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．１９Ｎｏ．３，Ａｕｇｕｓｔ　２０１２



态也较丰富，共获得６２株细菌，占总数的６８．８８％，
而从另外两种培养基中分离得到菌落数量少，而且菌

落形态较单一。

２．２　相关可培养细菌抑制海洋污损指示菌活性

　　测试获得的９０株相关可培养细菌对４种海洋污

损指示菌的抑制活性。结果显示，共有４９株相关可

培养细菌对１种或者几种海洋污损指示菌有抑制作

用，占总测试菌 株 的５４．４４％，其 中 只 在 改 良ＬＢ海

水培养基显示出有抑制指示菌活性的菌株有１５株，
只在 ＭＡ海水培养基显示出有抑制指示菌活性的菌

株有２３株，在两种培养基上都显示有抑菌活性有１１
株（表１，表２）。综合考虑共生菌株的抑制指示菌能

力和广谱性，选择菌株ＧＸ１１、ＧＸ１３、ＧＸ　１９、ＧＸ　３４、

ＧＸ　３９、ＧＸ　４９、ＧＸ　６５、ＧＸ６８、ＧＸ　７９、ＧＸ　８８、ＧＸ　８９
用作抗海洋污损生物幼虫活性试验。
表１　采用改良ＬＢ海 水 液 体 培 养 基 发 酵 培 养 的 相 关 可 培 养

细菌抑制指示菌能力测试结果

Ｔａｂｌｅ　１　Ａｎｔｉｆｏｕｌｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｗｉｔｈ

Ｇｏｒｇｏｎｉａｎ　Ａｎｔｈｏｇｏｒｇｉａ　ｃａｅｒｕｌｅａｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｆｒｏｍ　ｉｍｐｒｏｖｅｄ　ＬＢ　ｓｅａ

ａｇａｒ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

抑菌斑Ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ　ｓｐｏｔ（ｍｍ）

Ｌｏ＊ Ｍｉ　 Ｐｓ　 Ｖｉ

ＧＸ３　 ６．８　 ６．８

ＧＸ５　 ７．２

ＧＸ９　 ６．４

ＧＸ１７　 ６．２

ＧＸ２０　 ６．４

ＧＸ　２１　 ６．８

ＧＸ　２２　 ６．８

ＧＸ　２４　 ７．４

ＧＸ　２６　 ６．５

ＧＸ　２８　 ７．２　 ６．４

ＧＸ　２９　 ６．４

ＧＸ　３０　 ６．５

ＧＸ　３４　 ８．６

ＧＸ　４１　 ６．４

ＧＸ　４２　 ６．６

ＧＸ　５１　 ７．５

ＧＸ　５２　 ６．４

ＧＸ　５５　 ７．０

ＧＸ　５７　 ６．４

ＧＸ　６５　 ８．０

ＧＸ　６８　 ８．２

ＧＸ　７１　 ７．８

ＧＸ　７４　 ７．５

ＧＸ　７５　 ７．２

ＧＸ　７６　 ７．０

ＧＸ　８８　 ８．４

　　＊Ｌｏ：香港洛 克 氏 菌Ｌｏｋｔａｎｅｌｌａ　ｈｏｎｇｋｏｎｇｅｎｓｉｓ，Ｍｉ：藤 黄 微 球 菌

Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｕｔｅｕｓ，Ｐｓ：Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ　ｐｉｓｃｉｄａ，Ｖｉ：哈 维 氏 弧 菌

Ｖｉｂｒｉｏ　ｈａｒｖｅｙｉ．

表２　采用 ＭＡ海水液体培养基发酵培养 的 相 关 可 培 养 细 菌

抑制指示菌能力测试结果

Ｔａｂｌｅ　２　Ａｎｔｉｆｏｕｌｉｎｇ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｗｉｔｈ

Ｇｏｒｇｏｎｉａｎ　Ａｎｔｈｏｇｏｒｇｉａ　ｃａｅｒｕｌｅａｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｆｒｏｍ　ｍａｒｉｎｅ　ａｇａｒ

２２１６

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

抑菌斑Ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ　ｓｐｏｔ（ｍｍ）

Ｌｏ＊ Ｍｉ　 Ｐｓ　 Ｖｉ

ＧＸ　６　 ６．６

ＧＸ　８　 ６．４

ＧＸ　１１　 ９．０

ＧＸ　１２　 ７．８

ＧＸ　１３　 ８．２　 ７．６

ＧＸ　１５　 ８．０

ＧＸ　１７　 ８．６

ＧＸ　１８　 ７．０

ＧＸ　１９　 １１．０

ＧＸ　２０

ＧＸ　２１　 ７．４

ＧＸ　２２　 ７．８

ＧＸ　２３　 ６．８

ＧＸ　２９　 ６．４

ＧＸ　３０　 ６．４

ＧＸ　３１　 ６．４　 ６．８

ＧＸ　３６　 ６．２

ＧＸ　３９　 ７．０

ＧＸ　４５　 ７．６

ＧＸ　４８　 ７．２

ＧＸ　４９　 ８．２

ＧＸ　５１　 ７．６

ＧＸ　５２　 ７．０　 ７．２

ＧＸ　５８　 ６．８　 ６．２

ＧＸ　６２　 ６．４

ＧＸ　６４　 ７．６

ＧＸ　６８　 ６．４

ＧＸ　７１　 ６．４　 ６．４

ＧＸ　７５　 ６．６

ＧＸ　７７　 ７．２

ＧＸ　７９　 ８．０

ＧＸ　８２　 ６．６

ＧＸ　８９　 ８．０　 ８．０　 ８．０

ＧＸ　９０　 ７．４

　　＊Ｌｏ：香港洛 克 氏 菌Ｌｏｋｔａｎｅｌｌａ　ｈｏｎｇｋｏｎｇｅｎｓｉｓ，Ｍｉ：藤 黄 微 球 菌

Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｕｔｅｕｓ，Ｐｓ：Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ　ｐｉｓｃｉｄａ，Ｖｉ：哈 维 氏 弧 菌

Ｖｉｂｒｉｏ　ｈａｒｖｅｙｉ．

２．３　相关可培养细菌抗海洋污损生物幼虫附着活性

　　共生菌株ＧＸ１１、ＧＸ　３４、ＧＸ　３９、ＧＸ　４９、ＧＸ　７９、

ＧＸ　８８、ＧＸ　８９发酵液的乙酸乙酯萃取物对华美盘管

虫 幼 虫 的 附 着 表 现 出 潜 在 活 性，ＥＣ５０ 分 别 为

２６３．３４μｇ／ｍｌ，１７６．４８μｇ／ｍｌ，４１９．４３μｇ／ｍｌ，３４０．８３
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μｇ／ｍｌ，４０３．７６μｇ／ｍｌ，７９．４６μｇ／ｍｌ，３７２．１７μｇ／ｍｌ。
共生菌株ＧＸ１３、ＧＸ　１９、ＧＸ　６５、ＧＸ６８在实验浓度范

围内，没有 显 示 出 抗 华 美 盘 管 幼 虫 活 性。共 生 菌 株

ＧＸ１１、ＧＸ１３、ＧＸ　３４、ＧＸ　６５、ＧＸ６８、ＧＸ　７９、ＧＸ　８８、

ＧＸ　８９发酵液的乙酸乙酯萃取物对藤壶幼虫附着表

现 出 潜 在 活 性，ＥＣ５０ 分 别 为 ４７２．４７μｇ／ｍｌ，

３２８．３９μｇ／ｍｌ，４９２．６４μｇ／ｍｌ，１８４．５９μｇ／ｍｌ，３７１．４７

μｇ／ｍｌ，４３０．６９μｇ／ｍｌ，３６４．６４μｇ／ｍｌ，４８９．２３μｇ／ｍｌ。
共生菌株ＧＸ１９、ＧＸ　３９、ＧＸ　４９在 实 验 浓 度 范 围 内，
没有显示出抗藤壶幼虫附着活性。

２．４　相关可培养细菌的系统发育地位

　　进 行 序 列 比 对，确 定 共 生 菌 株 ＧＸ１１、ＧＸ３４、

ＧＸ７９、ＧＸ８８、ＧＸ８９都属 于 芽 胞 杆 菌 属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ），
其 系 统 发 育 地 位 分 别 为 Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ，Ｂ．
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ，Ｂ．ｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｉｃｕｓ，Ｂ．
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ，Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ　ｓｕｂｓｐ．。

３　结论

　　采用４种不同培养基，对柳珊瑚中可培养共生细

菌进行分离纯化，共得到９０株相关可培养细菌。以

４株海洋污损菌为指示菌，采用纸片扩散法对９０株

可培养共生细菌进行抑制海洋污损菌活性筛选，发现

１１株细菌有较好的抑制指示菌活性和广谱性。采用

２种海洋污损生物幼虫对１１株活性细菌进行活性复

筛，结果表明共有５株共生细菌对２种幼虫附着有抑

制活性。提取这５株活性菌株１６ＳｒＲＮＡ基因序列，
通过序 列 比 对 分 析 确 定 其 系 统 发 育 地 位 为 芽 胞 杆

菌属。
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