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南极普里兹湾海绵共附生放线菌的分离及其
次级代谢潜力评估△ ＊
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摘　要：目的 通过研究了解南极海域海绵共附生放线菌的多样性以 及 活 性 次 级 代 谢 产 物 的 合 成 潜 力。方 法

采用４种分离培养基对南极海绵进行放线菌的分离培养，对分离到的菌株进行抗菌及微藻克生活性的筛选，

对活性菌株的进行基于聚酮合酶、非核糖体肽合成酶和卤化酶的基因筛选。结果 共分离得到５９株海绵共附

生放线菌，分布于９个属中，以链霉菌最多。２１株具有较好的抗菌活性；６株菌表现出明显的赤潮微藻克生活

性；有７株活性菌株至少含２种关键的功能基因，菌株ＯＡｃｔ３１１和ＯＡｃｔ４０８同时含有４种功能基因。结论 研

究结果揭示了南极海绵共附生放线菌 物 蕴 含 丰 富 的 放 线 菌 资 源 并 且 有 较 高 的 合 成 活 性 次 级 代 谢 物 的 潜 力，

具有深一步研究的价值。
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２　　　　 中　国　海　洋　药　物 ３６卷

　　海绵是最原始的多细胞动物，数量丰富，绝大

多数存在于 海 洋 环 境 中。海 绵 在 生 存 竞 争 中，逐

渐形成了一 定 的 化 学 防 御 机 制，用 于 防 卫 竞 争 者

与天敌以及防止被微生物感染［１］。研究表明海绵

的次级代谢产物对它们的化学防御机制中起到了

重要的作用，这些代谢产物具有抗病毒、抗肿瘤和

抗菌等生 物 活 性，具 有 潜 在 的 药 用 价 值［２］。近 年

来对海绵及 其 活 性 物 质 的 深 入 研 究 发 现，其 共 附

生微生物可能是这些结构新颖的化合物的真正来

源［３］。有研究表明从海绵共附生微生物中分离得

到的临床活性物质，有近４７％来 源 于 海 绵 共 附 生

放线菌［１］，其 中 的６０％来 源 于 链 霉 菌［４］。海 绵 共

附生放线菌，产生的次级代谢产物结构出新率高，

有助于发现新药先导化合物。因此对海绵共附生

放线菌及其 次 级 代 谢 产 物 的 研 究，有 利 于 海 洋 天

然产物研究的发展。

国内外对海绵及其共附生微生物的研究主要

集中在热带 和 温 带 海 域，但 最 近 对 海 绵 的 研 究 焦

点已经扩大到南极寒冷水域和部分北极水域［５－６］。

２００４年 Ｗｅｂｓｔｅｒ等人利用１６ＳｒＤＮＡ文库技术和

ＤＧＧＥ技术分析了５种南极海绵种微生物群落结

构［７］，开启了针对南极海绵微生物多样性的研究。

但其后的研究仍然多数聚焦于海绵可培养微生物

或显微观察这两方面［８－１０］。直到２０１５年，Ｔｒｅｆａｕｌｔ
等人首次利用高通量测序技术系统分析了８种南

极海绵共附生微生物的多样性［１１］，由 于 极 地 独 特

的地理及气侯 特 征，形 成 酷 寒、强 辐 射、高 盐 度 的

自然环境，赋 予 该 区 域 环 境 中 的 放 线 菌 较 为 独 特

的代谢机制，从 而 有 可 能 产 生 新 颖 的 次 级 代 谢 产

物。因此，本研 究 对 采 集 自 南 极 普 里 兹 湾 的 海 绵

进行共附生 放 线 菌 的 分 离 培 养，对 分 离 菌 株 拮 抗

临床多重耐药菌活性和赤潮微藻克生活性进行筛

选，并对活性 菌 株 进 行 次 级 代 谢 功 能 基 因 筛 选 和

分析，以期获得有应用潜力的药用放线菌资源，为

中国极地环境放线菌资源的研究和创新药物开发

利用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　样品来源

共３个样品，编号Ｐ３－８－３，Ｐ５－９－７和Ｐｒ－１－１１。

样品采集于第３１次南极科考航次普里兹湾，采集

后于－２０℃保藏。

１．１．２　分离培养基

唯一碳源培养基［１２］（分别以１％的葡萄糖，淀

粉，海藻糖，麦芽糖，山梨醇，卡拉胶，甘油，丙酸钠

作为唯一碳源，其他组分相同）；棉子糖－组氨酸培

养基（Ｒ－Ｈ 培养基）［１３］；Ｒ２Ａ培 养 基［１４］；２２１６Ｅ培

养基［１４］；以上培养基用陈海水配置 并 加 入 制 霉 菌

素１００ｍｇ／Ｌ、萘啶酮酸５０ｍｇ／Ｌ。

１．１．３　主要实验仪器

光照培养箱（宁 波 江 南 仪 器 厂）；超 净 工 作 台

（Ｈｆｓａｆｅ１２００，Ｈｅａｌ　Ｆｏｒｃｅ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　Ｃｏ．Ｌｔｄ）；

电子天 平（ＢＳ２１０Ｓ，德 国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）；电 泳 仪（Ｔｏｙ
Ｌａｂ　Ｍｕｐｉｄ－２１）；光 学 显 微 镜（上 海 光 学 仪 器 厂）；

Ｖ５１００可见分光 光 度 计（上 海 安 亭 科 学 仪 器 厂）；

ＴＨＺ－Ｃ恒温振荡仪（江苏太仓实验设备厂）；ＰＣＲ
扩 增 仪 （美 国 ＰＥ 公 司 Ｇｅｎｅ　ＡＭＰ　ＰＣＲ
Ｓｙｓｔｅｍ２４００）；微 孔 滤 膜（孔 径０．４５、０．２２μｍ，上

海高桥亿箭 净 化 器 材 厂）；微 孔 滤 膜 抽 滤 器（上 海

高桥亿箭净化器材厂）。

１．２　方法

１．２．１　菌株的分离纯化和发酵

样品于低 温 解 冻 后，切 成 小 块 于 装 有 无 菌 海

水的５０ｍＬ烧杯中濯洗３次，以去除海绵体表附

着的微生物和其他杂质。清洗后的样品转移至研

钵内研磨成 浆，将 海 绵 匀 浆 采 用 梯 度 稀 释 法 涂 布

于上述 培 养 基 中，平 板 于２８℃倒 置 恒 温 培 养 约

１～４周。挑取不同的单菌落转接在２２１６Ｅ培养基

平板上进行二次纯化。纯化的菌种转接到含２０％
甘油的保种液中于－８０℃长期保存。斜面２８℃
培养２４～３６ｈ后 接 种 发 酵 培 养 基，装 液 量 为

１００ｍＬ／５００ｍＬ三 角 瓶。１５０ｒ／ｍｉｎ，２８℃培 养

７ｄ。发酵 产 物 破 碎，乙 酸 乙 酯 萃 取。乙 酸 乙 酯 层

真空浓缩至干，加甲醇配成１０ｍｇ·ｍＬ－１，供活性

筛选用。

１．２．２　菌株１６ＳｒＤＮＡ序列扩增及分析

参照 Ｃｕｉ［１５］等 人 的 方 法 提 取 基 因 组 ＤＮＡ。

采 用 通 用 引 物２７Ｆ （５’－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧ－
ＧＣＴＣＡＧ－３’）和 １４９２Ｒ （５’－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴ－
ＴＡＣＧＡＣＴＴ－３’）扩 增１６ＳｒＤＮＡ基 因。ＰＣＲ扩

增条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，

５６℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，共３０个循环；

７２℃延伸１０ｍｉｎ。纯化的ＰＣＲ产物克隆到ＰＭＤ１９
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－Ｔ载体并送测序。所测１６ＳｒＤＮＡ序列与Ｇｅｎ－
ｂａｎｋ数据库中已有序列比对。

１．２．３　菌株的抗拮多重耐药菌活性实验

抗菌活性 实 验 采 用Ｃｒｏｓｓ－Ｓｔｒｅａｋ方 法［１６］，指

示菌包括４株 临 床 多 重 耐 药 细 菌：鲍 曼 氏 不 动 杆

菌Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｉｉ　１１９１０、甲 氧 苯 青 霉 素

抗性金黄色葡萄球菌Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ　ＭＲ－
ＳＡ、甲氧苯青霉素抗性凝固酶阴性金黄色葡萄球

菌Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ　ＭＲＣＮＳ、铜绿假单胞菌

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ和１株条件致病真菌白

色假丝酵 母 菌Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ。平 板 涂 布 完 成

后置于２８℃培养４８～７２ｈ后，用坐标纸测量指示

菌与放线菌拮抗区域的面积。抗菌活性值（％）＝
指示菌受抑制面积／指示菌涂布总面积·１００％。

１．２．４　放 线 菌 发 酵 粗 提 物 的 赤 潮 微 藻 克 生 活 性

实验

２种 赤 潮 微 藻 为 赤 潮 异 弯 藻（Ｈｅｔｅｒｏｓｉｇｍａ
ａｋａｓｈｉｗｏ）和 小 新 月 菱 形 藻（Ｎｉｔｚｓｃｈｉａ　ｃｌｏｓｔｅｒｉｕｍ
ｆ．ｍｉｎｕｔｉｓｓｉｍａ）。将对数生 长 期 的２种 赤 潮 微 藻

配成ＯＤ６８０值为０．５的藻悬液，取２ｍＬ加入２４孔

板孔中，再接入终浓度为１００μｇ／ｍＬ的发酵液粗

体物，混匀后将２４孔板置于光照培养箱中不充气

培养，温度为２３℃，光强为６０μｍｏｌ·ｍ
－２·ｓ－１，

亮暗比为１２ｈ∶１２ｈ。每天定时摇动３次，观察记

录微藻生长情况。培养５ｄ后进行检测，将微孔内

的藻 悬 液 用 移 液 枪 吸 打 混 匀 测 量 微 藻 悬 液 在

６８０ｎｍ下的吸光值［１７］。以只加入２μＬ　ＤＭＳＯ的

赤潮微藻悬液作为空白对照。

１．２．５　次级代谢关键基因筛选和分析

分别 用 兼 并 引 物 Ｋ１Ｆ／Ｍ６Ｒ、ＦＷ／ＲＶ、Ａ３Ｆ／

Ａ７Ｒ［１８］和 Ｈａｌｏ－Ｂ４－ＦＷ／Ｈａｌｏ－Ｂ７－ＲＶ［１９］对放线菌

进行Ｉ型聚酮合酶（ＰＫＳ－Ｉ）、ＩＩ型 聚 酮 合 酶（ＰＫＳ－
ＩＩ）、非核 糖 体 肽 合 成 酶（ＮＲＰＳ）和 卤 化 酶 的 基 因

片段扩增，然后经过ＰＣＲ产物的纯化、连接、转化

和测序，获 得 基 因 序 列。将 所 得 序 列 翻 译 成 氨 基

酸序列，通过ＮＣＢＩ进行Ｂｌａｓｔｘ比对和分析。

２　结果与分析

２．１　菌株的分离和多样性分析

利用上 述４种 培 养 基 共 分 离 得 到５９株 放 线

菌，挑选 形 态 不 同 的 菌 株 进 行１６ＳｒＤＮＡ全 序 列

测序，并与ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ数据库已有序列进行比对

（见表１）。本实验分离得到的放线菌分布于节 杆

菌属（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）、短 杆 菌 属（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、
红球菌属（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ）、束村氏属（Ｔｓｕｋａｍｕｒｅｌｌａ）、
微球菌 属（Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ）、链 霉 菌 属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、
拟 诺 卡 氏 菌 属（Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ）、Ｂｒａｃｈｙｂａｃｔｅｒｉｕｍ、

Ｎｅｓｔｅｒｅｎｋｏｎｉａ９个属中，以链霉菌最多，共分 离 得

到１３个种；拟诺卡氏菌次之，共５个种。得到了３
个稀有 菌 属，分 别 是 束 村 氏 属（Ｔｓｕｋａｍｕｒｅｌｌａ）、

Ｂｒａｃｈｙｂａｃｔｅｒｉｕｍ和Ｎｅｓｔｅｒｅｎｋｏｎｉａ，各有１个种。

尽管在海绵共附生微生物中放线菌所占比例

较低［２０］，但采用不同的培养基和预处理方式，能分

离到一定 量 的 放 线 菌。Ｉｍｈｏｆｆ等 人［２１］利 用５种

选择性 培 养 基 从 波 罗 地 海 域 海 绵 Ｈａｌｉｃｈｏｎｄｒｉａ

ｐａｎｉｃｅａ中分 离 到４６株 海 洋 放 线 菌，链 霉 菌 占 绝

大多数。张开山［２２］利用平 板 稀 释 法 从２０份 采 集

自我国海南 三 亚、琼 海 海 域 的 海 绵 中 分 离 到 了 大

量放线菌，链霉菌属 占 到７１．０％。本 文 采 用４种

培养基从３个 南 极 海 绵 中 分 离 到５９株 海 洋 放 线

菌，以链霉菌属最多，共分离得到１３个种；拟诺卡

氏菌属次之，共５个 种，这 一 结 果，与 已 有 的 研 究

还是基本相符的。

２．２　抗菌活性评价

图１显示了分离自南极海绵的放线菌对５株

临床多重耐 药 菌 的 拮 抗 活 性。在 图１（Ａ）和 图１
（Ｂ）中可以看到，在有的指示菌生长区和放线菌生

长条带之间有１个 很 明 显 的 生 长 拮 抗 区，拮 抗 区

域指示菌无法生长，拮抗区域越大，指示菌受到的

抑制作用越 强。有２１株 放 线 菌 表 现 出 明 显 的 抗

菌活性（见表２），占总测试放线菌的３５．６％。
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表１　根据１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析所得的放线菌代表菌株的分类从属关系

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ａｆｆｉｌｉａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ

ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　１６ＳｒＤＮＡ　ｇｅｎｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

菌株编号 同源性最大的种 最大同源性／％ ＧｅｎＢａｎｋ收录号

ＯＡｃｔ３６９　 Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｇｉｌｉｓ　ｓｔｒａｉｎ　Ｒ－３６５３４　 ９９．２４ ＫＣ４９３９９８
ＯＡｃｔ２００　 Ｂｒａｃｈｙｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｐａｒａｃｏｎｇｌｏｍｅｒａｔｕｍｓｔｒａｉｎ　ＬＭＧ　１９８６　 ９９．６５ ＫＣ４９３９９５
ＯＡｃｔ３３１　 Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｃａｓｅｉ　ｓｔｒａｉｎ　Ｐｃ２２９　 ９９ ＫＣ４９３９９５
ＯＡｃｔ２４３　 Ｔｓｕｋａｍｕｒｅｌｌａｓｐ．ｓｔｒａｉｎ　ＣＯＬ１８　 ９９ ＫＣ４９３９７７
ＯＡｃｔ３２２　 Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｕｔｅｕｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＣＪ－Ｇ－ＴＳＡ７　 ９９ ＫＣ４９３９８４
ＯＡｃｔ３４６　 Ｎｅｓｔｅｒｅｎｋｏｎｉａ　ｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＹＩＭ７００８４　 ９９ ＫＣ４９３９９６
ＯＡｃｔ３４９　 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｓｃｉａｎｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＬＳ２７７　 ９９ ＫＣ４９３９８６
ＯＡｃｔ４０１　 Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ　ａｅｇｙｐｔｉａ　ｓｔｒａｉｎ　ＳＮＧ４９　 ９９．４５ ＫＣ４９３９８３
ＯＡｃｔ３８１　 Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ　ａｌｂａ　ｓｔｒａｉｎ　ＰＣＭ　２７０２　 ９９ ＫＣ４９３９８１
ＯＡｃｔ３７２　 Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ　ｇａｎｊｉａｈｕｅｎｓｉｓ　ｓｔｒａｉｎ　２００３８　 ９９．５１ ＫＣ４９４０００
ＯＡｃｔ４０６　 Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ　ｌｕｃｅｎｔｅｎｓｉｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＤＳＭ　４４０４８　 ９９ ＫＣ４９３９８０
ＯＡｃｔ４０８　 Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ　ｔｅｒｒａｅ　ｓｔｒａｉｎ　ＹＩＭ　９００２２　 ９９．５６ ＫＣ４９３９８２
ＯＡｃｔ３８３　 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ａｌｂｏｇｒｉｓｅｏｌｕｓ　ｓｔｒａｉｎ　Ｃ６０　 ９８．７５ ＫＣ４９４００１
ＯＡｃｔ４１１　 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ａｎｕｌａｔｕｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＮＲＲＬ　Ｂ－２０００　 １００ ＫＣ４９３９９２
ＯＡｃｔ４１３　 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｂａｃｉｌｌａｒｉｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＮＢＲＣ　１３４８７　 ９９．９３ ＫＣ４９３９９３
ＯＡｃｔ４２７　 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｂａｄｉｕｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＮＲＲＬ　Ｂ－２５６７　 ９９．７９ ＫＣ４９３９９１
ＯＡｃｔ４３３　 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｂｉｋｉｎｉｅｎｓｉｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＡＭ３　 １００ ＫＣ４９３９７１
ＯＡｃｔ３７１　 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｃｏｅｒｕｌｅｏｒｕｂｉｄｕｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＫＳＲＯ２　 ９９．７５ ＪＸ２９０３２３
ＯＡｃｔ４１８　 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｆｌａｖｏｆｕｓｃｕｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＣＧＭＣＣ　４．１９３８　 １００ ＫＣ４９３９７２
ＯＡｃｔ４４１　 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｍａｒｏｋｋｏｎｅｎｓｉｓ　ｓｔｒａｉｎ　Ａｐ１　 ９８．８３ ＫＣ４９３９９７
ＯＡｃｔ４４９　 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｓｏｍａｌｉｅｎｓｉｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＳＩ８７　 ９９．１５ ＫＣ４９３９７５
ＯＡｃｔ３５９　 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｔｒｉａｎｇｕｌａｔｕｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＮＢＲＣ　１３７９９　 １００ ＫＣ４９３９７６
ＯＡｃｔ４３４　 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｖｅｎｅｚｕｅｌａｅ　ｓｔｒａｉｎ　ＳＸＹＭ９　 １００ ＫＣ４９３９７３
ＯＡｃｔ３１０　 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｖｉｏｌａｃｅｏｒｅｃｔｕｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＮＢＲＣ　１３１０２　 ９９．９３ ＫＣ４９３９９０
ＯＡｃｔ３５６　 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｘｉｎｇｈａｉｅｎｓｉｓ　ｓｔｒａｉｎ　Ｓ１８７　 ９９．９３ ＫＣ４９３９８８

图１　部分海绵共附生放线菌的拮抗效果图

Ｆｉｇ．１　Ａｎｔｉｂｉｏｓｉｓ　ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ　ｂｙ　ｓｐｏｎｇｅ－ａｓｓｏｓｉａｔｅ　ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｓｔｒａｉｎｓ
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　　从表２可 以 看 出，南 极 海 绵 共 附 生 放 线 菌 表

现出了较好 的 抑 菌 活 性，说 明 海 洋 放 线 菌 产 生 具

有生物活性 次 级 代 谢 产 物 的 潜 力 很 大，具 有 很 好

的研究价值。有很大一部分放线菌至少对１种指

示病原菌的抑菌率达到１００％，显示出了对该种病

原微生物的强抑制作用。１１株放线菌对白色假丝

酵母有抑制，其 中５株 放 线 菌 对 白 色 假 丝 酵 母 抑

菌率在５０％以 上，最 高 可 达 到８３％，这 部 分 放 线

菌有可能产 生 针 对 真 菌 的 新 的 活 性 化 合 物，这 对

于解决白色假丝酵母近年来频发的耐药性问题提

供了新的思路。

表２　南极海绵共附生放线菌拮抗多重耐药菌活性

Ｔａｂｌｅ　２　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　Ａｎｔａｒｃｔｉｃ　ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ　ｔｏ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　ｂａｃｔｅｒｉａ ／％

菌株编号

甲氧苯青霉素

抗性金黄色

葡萄球菌

甲氧苯青霉素

抗性凝固酶阴性

金黄色葡萄球菌

铜绿假单胞菌 鲍曼氏不动杆菌
真菌白色

假丝酵母菌

ＯＡｃｔ４０１　 ０　 ０　 ０　 ８３　 ８３
ＯＡｃｔ４０２　 １００　 １００　 ０　 ０　 ０
ＯＡｃｔ　４０４　 １００　 １００　 １００　 ０　 ０
ＯＡｃｔ　４０６　 ７　 ２８　 ０　 ５３　 ５３
ＯＡｃｔ　４０７　 ７　 ８　 ０　 ７０　 ７０
ＯＡｃｔ　４０８　 ０　 ０　 ０　 ７　 ７
ＯＡｃｔ　４０９　 ０　 ０　 ０　 ０　 ０
ＯＡｃｔ　４１０　 ０　 ０　 ０　 ０　 ０
ＯＡｃｔ　４１１　 ０　 ６３　 ０　 ０　 ０
ＯＡｃｔ　４１３　 １００　 ９３　 ０　 ０　 ０
ＯＡｃｔ　４２７　 ０　 ０　 ０　 １１　 １１
ＯＡｃｔ　４３３　 ９０　 ０　 ０　 ０　 ０
ＯＡｃｔ　４３４　 １００　 １００　 ０　 ０　 ０
ＯＡｃｔ　４４１　 ０　 １０　 ０　 ５０　 ５０
ＯＡｃｔ　４４３　 ０　 ０　 ０　 ２３　 ２３
ＯＡｃｔ　３７１　 ２３　 ０　 ０　 ３２　 ３２
ＯＡｃｔ　３８３　 ２０　 ０　 ０　 ３３　 ３３
ＯＡｃｔ　３５８　 ４０　 １００　 ５０　 ０　 ０
ＯＡｃｔ　３１１　 ０　 ０　 ０　 ５０　 ５０
ＯＡｃｔ　３１２　 ６　 ５　 ０　 ５　 ５
ＯＡｃｔ　３１６　 ０　 ０　 ５３　 ０　 ０

　　有４株海绵共附生放线菌对多重耐药金黄色

葡萄球菌Ｓ．ａｕｒｅｎｓ　ＭＲＳＡ和 ＭＲＣＮＳ表现出接

近１００％的拮抗活性。总 体 对 铜 绿 假 单 胞 菌 的 抑

制率较低，总共３株 放 线 菌 对 铜 绿 假 单 胞 菌 有 抑

制活性，其中１株 放 线 菌 对 铜 绿 假 单 胞 菌 抑 制 率

为１００％，另２株 抑 制 率５０％左 右。鲍 曼 氏 不 动

杆菌、金黄色葡萄球菌 ＭＲＳＡ和 ＭＲＣＮＳ等是临

床上较为常见的多重耐药菌，具有较广的抗菌谱，
发掘对该类 致 病 菌 有 抑 制 作 用 的 放 线 菌，对 于 临

床医学以及抗生素药物等领域具有重大意义。在

后期实验中，本 文 将 着 重 对 有 显 著 抑 菌 制 作 用 的

菌株及其可能产生的活性次级代谢产物进行深入

研究。

２．３　发酵粗提物的赤潮微藻克生活性

图２显示了海绵放线菌发酵液粗提物对２种

赤潮微藻的抑制效果，ＯＤ６８０代表加入海洋放线菌

发酵液粗提 物 后 微 藻 的 生 长 情 况，ＯＤ６８０值 越 小，
说明发酵液 粗 提 物 对 微 藻 生 长 的 抑 制 越 明 显，粗

提物对赤潮微藻的克生作用越大。从图２可以看

出，空白培养基 粗 提 物 对２株 微 藻 的 生 长 没 有 抑

制作用，说明 了 活 性 物 质 并 非 来 源 于 培 养 基 成 分

而是菌株发酵后产生的。本文的实验结果显示南

极海绵共附生放线菌的发酵粗提物对赤潮异弯藻

表现 出 相 当 明 显 的 克 生 作 用，如 菌 株 ＯＡｃｔ４０２、

ＯＡｃｔ４０６和ＯＡｃｔ４０８等６株菌对赤潮异弯藻抑制

作用非 常 显 著。有２株 海 绵 放 线 菌 ＯＡｃｔ３１１和
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ＯＡｃｔ３１２的 粗 提 物 对 这２种 微 藻 都 有 克 生 活 性，
而且效果十 分 明 显，推 测 粗 提 物 中 含 有 较 高 活 性

的微藻克生活性物质。

图２　菌株粗提物对２种微藻的抑制效果

Ｆｉｇ．２　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏａｌｇａｅｓ　ｂｙ　ｃｒｕｄｅ　ｂｉｏａｃｔｉｖｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ　ｓｔｒａｉｎｓ

２．４　次级代谢潜力评估

将次级代谢产物合成途径中的特定基因作为

筛选标记，可 以 在 基 因 水 平 上 初 步 评 估 菌 株 的 活

性物质合成 潜 力，从 而 筛 选 到 在 常 规 发 酵 条 件 下

菌株低表达 或 不 表 达 的 活 性 物 质；此 外 通 过 对 基

因筛选所获得的次生代谢产物合成相关基因进行

生物信息学分析，还可以初步预测产物结构，在一

定程度上避 免 化 合 物 的 重 复 发 现。本 文 对２１株

有拮抗活性的南极海绵共附生放线菌的次级代谢

潜力进行了 评 估，利 用 兼 并 引 物 扩 增 了 菌 株 基 因

组ＤＮＡ中 可 能 含 有 的ＰＫＳ－Ｉ、ＰＫＳ－ＩＩ、ＮＲＰＳ关

键基因和 卤 化 酶 基 因。ＰＫＳ－Ｉ、ＰＫＳ－ＩＩ、ＮＲＰＳ关

键基因和卤化酶基因氨基酸序列同源性比对结果

见表３，由表可知，有７株活性菌株至少含２种功

能基因，菌株ＯＡｃｔ３１１和４０８同 时 含 有 这４种 功

能基因，结合拮抗实验和微藻克生实验结果，暗示

了这２株菌具有产生新颖活性次级代谢产物的巨

大潜力。
卤化酶是能够赋予次生代谢产物生物活性的

１种 重 要 后 期 修 饰 酶［１９］，许 多 卤 化 物，如 氯 霉 素

（ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ）、氯 四 环 素 （ｃｈｌｏｒｏｔｅｔｒａｃｙ－
ｃｌｉｎｅ）、万古霉素（ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ）等都是重要的抗生

素。有研究报 道，海 洋 链 霉 菌 的 卤 化 酶 序 列 普 遍

不同于已知 的 卤 化 酶 序 列，由 于 卤 化 酶 具 有 底 物

特异性，很可能催化合 成 新 的 卤 化 产 物［１９］。因 此

本文对分离得到的南极海绵共附生放线菌也进行

了卤化酶基因的筛选评估。
菌株ＯＡｃｔ４０４卤代酶氨基酸序列与杀真菌链

霉菌（Ｓｔｒｅｐｅｏｍｙｃｅｓ　ｆｕｎｇｉｃｉｄｉｃｕｓ　ＡＴＣＣ２１０１３）合
成的卤化 物———恩 拉 霉 素（Ｅｎｒａｍｙｃｉｎ）合 成 基 因

簇中的卤代酶高度同源，恩拉霉素是１种含１７个

氨基酸的脂 肽 类 抗 生 素，对 厌 氧 和 需 氧 型 的 革 兰

氏阳性菌的 作 用 极 强，主 要 机 理 是 抑 制 细 菌 细 胞

壁的合成。ＮＲＰＳ基因筛选中也检测到ＯＡｃｔ４０４
菌株含有ＮＲＰＳ基因，由此可以推测ＯＡｃｔ４０４可

能是１株新 的 恩 拉 霉 素 产 生 菌，目 前 针 对 该 菌 株

的活性筛选和化学筛选正在进行中。
菌株 ＯＡｃｔ３１１和 ＯＡｃｔ４０８的 卤 代 酶 氨 基 酸

序列与植物内生放线菌Ｆｒａｎｋｉａｓｐ．ＣｃＩ３的卤代

酶（ＹＰ＿４８１８４５）享有同源性。但菌株ＯＡｃｔ３１１很

可能含有１个 新 的 卤 代 酶，它 与 已 公 开 的 卤 代 酶

序 列 最 大 同 源 性 为 ６０％ （植 物 内 生 放 线 菌

Ｆｒａｎｋｉａｓｐ．ＣｃＩ３），其次，与Ｓａｌｉｎｉｓｐｏｒａ　ａｒｅｎｉｃｏ－
ｌａ　ＣＮＳ－２０５的卤代酶序列同源性为５８％，与其余

已知卤化物的卤代酶序列同 源 性 均 不 超 过３５％。
盐孢菌 属（Ｓａｌｉｎｉｓｐｏｒａ）是２００６年 发 现 的 第１个

海洋专一性 的 放 线 菌 属，从 其 中 分 离 到 的 生 物 碱

类蛋 白 酶 抑 制 剂Ｓａｌｉｎｏｓｐｏｒａｍｉｄｅ　Ａ是 非 常 引 人

注目的卤代 产 物，其 生 物 合 成 途 径 中 包 含 着 新 颖

的卤化酶ＳａｌＬ，不 同 于 普 通 的ＦＡＤ依 赖 型 卤 化
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酶，功能和结构研究揭示了ＳａｌＬ利用Ｓ－腺苷酰－Ｌ－
甲硫氨酸（ＳＡＭ）作为辅因子的独特 的 卤 化 机 制。

据此本文推测菌株ＯＡｃｔ３１１极有可能产生结构新

颖的卤代产物。
表３　含功能基因菌株的信息

Ｔａｂｌｅ　３　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｇｅｎｅ－ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｓｔｒａｉｎｓ ／％

菌株编号
ＰＫＳ－Ｉ基因氨基酸序列

最大同源性菌株

ＰＫＳ－ＩＩ基因氨基酸序列

最大同源性菌株

ＮＲＰＳ基因氨基酸序列

最大同源性菌株

卤代酶基因氨基酸序列

最大同源性菌株

ＯＡｃｔ３１１

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｓｐ．

ＧＢＡ　９４－１０

８６

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ｍｉｓａｗａｎｅｎｓｉｓ

７８

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｓｐ．

ＧＢＡ　９４－１０

９９

Ｆｒａｎｋｉａｓｐ．

ＣｃＩ３

６０

ＯＡｃｔ３１２

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅ　ｓ　ｓｐ．

ＩＤ０５－Ａ０１０９

６４

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｓｐ．

ＩＤ０５－Ａ０１０９

６４

ＯＡｃｔ４０２
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｓｐ．１３

６７

Ａｑｕｉｍａｒｉｎａ

ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ

６０

ＯＡｃｔ４０８

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｓｐ．

ＳＭ８

９８

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｓｐ．

ＳＭ８

９２

Ｓａｃｃｈａｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ

ｘｉｎｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ

８７

Ｆｒａｎｋｉａｓｐ．

ＣｃＩ３

９９

ＯＡｃｔ４３４
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ａｕｒａｔｕｓ

ＡＧＲ０００１６７

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｓｐ．

ＩＤ０５－Ａ０１０２

８７

ＯＡｃｔ４１３

Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｓｃｉａｎｓ

Ｄ１８８

７８

Ｎｏｃａｒｄｉｏｐｓｉｓ　ｓｐ．

ＨＢ３８３

９５

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ｆｕｎｇｉｃｉｄｉｃｕｓ

７６

ＯＡｃｔ４０４

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ｌａｂｅｄａｅ

７６

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ

ｌａｂｅｄａｅ

９９

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｓｐ．

Ｅ９（２００８）

９９

３　讨论

对于 南 极 海 绵 活 性 物 质 的 研 究 始 于２０世 纪

９０年代［２３－２４］，但 此 后 的 研 究 并 不 是 很 活 跃，２００４
年Ａｎｋｉｓｅｔｔｙ等 人 报 道 了 从 南 极 海 绵 Ｄｅｎｄｒｉｌｌａ
ｍｅｍｂｒａｎｏｓａ中发现新的二萜烯类化合物，并具有

抗革兰氏阴性菌和真菌活性［２５］，２０１６年美国南弗

罗里达大学研究人员从南极海绵Ｄｅｎｄｒｉｌｌａ　ｍｅｍ－
ｂｒａｎｏｓａ中 分 离 到１个 高 抗 菌 活 性 的 二 萜 类 化 合

物。对南极海绵共附生微生物及其活性物质的研

究更少，仅在１９９６年，出 现 第１篇 研 究 报 道，从１
株南极海绵共附生细菌Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ
中分离 到ｄｉｋｅｔｏｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ类 化 合 物 并 具 有 抗 革

兰氏阳性菌的活性［２６］。针对海绵共附生微生物的

相 关 研 究 基 本 聚 焦 在 热 带 或 温 带 海 域 海

绵［２０－２１，２７］，如李 志 勇 等 人 采 用 传 统 分 离 培 养 手 段

和分子生态学技术对我国南海的多种海绵共附生

微生物的多 样 性、群 落 结 构 和 活 性 功 能 进 行 了 研

究［２８－２９］；此 外 也 有 大 量 针 对 海 绵 共 附 生 放 线 菌 的

次级代谢功能研究［３０－３１］。近年来随着人类对极端

环境微生物 的 关 注，对 海 绵 共 附 生 微 生 物 的 研 究

焦点也 扩 大 到 南 极 寒 冷 水 域 和 部 分 北 极 水 域，

２００４年 Ｗｅｂｓｔｅｒ等人利用１６ＳｒＤＮＡ文库技术和

ＤＧＧＥ技术分析了５种南极海绵种微生物群落结

构［７］。２０１５年Ｔｒｅｆａｕｌｔ等人利用高通量测序技术

系统分析 了８种 南 极 海 绵 共 附 生 微 生 物 的 多 样

性［１１］。基本上缺乏对南极海绵共附生微生物合成

次级代谢活性物质及代谢潜力的系统研究。
本文的纯培养研究结果初步揭示了在南极海

域海绵 中 同 样 蕴 含 着 丰 富 的 放 线 菌 资 源 和 多 样

性，对分离的 海 洋 放 线 菌 进 行 了 抗 多 重 耐 药 菌 的

活性筛选和 次 级 代 谢 合 成 途 径 的 基 因 筛 选，得 到

了２１株活性菌株，其中有４株海绵共附生放线菌

对多重耐药金黄色葡萄球菌Ｓ．ａｕｒｅｎｓ　ＭＲＳＡ和

ＭＲＣＮＳ表现出接近１００％的拮抗活性，有６株菌

对赤潮微藻表现出较高的克生活性。此外基于次

级代谢合成途径关键基因的功能基因筛选也鉴定
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出７株具有合成新颖次级代谢产物的菌株。为后

续针对性地 寻 找 卤 化 物 提 供 了 指 导，也 对 分 离 鉴

定可能 具 有 新 结 构 的 代 谢 产 物 有 很 好 的 导 向 作

用。本研究显示出极地海绵共附生放线菌的药用

潜力，是１个亟待挖掘利用的海洋生物资源宝库，
对于认识和利用南极生物资源具有重要的意义。
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