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摘  要：【目的】筛选产广谱、高效抑菌活性物质的海洋放线菌，为新型抗生素的开发奠定基

础。【方法】采用琼脂块法初筛，打孔扩散法复筛，以金黄色葡萄球菌、大肠埃希氏菌、枯草

芽孢杆菌和单核细胞增生李斯特菌为指示菌从海泥样品中筛选目标菌株；利用 20 种指示菌株

考查 Y10、Y11、Y15、Y16 和 Y21 的抑菌谱；通过形态观察和 16S rRNA 基因序列分析确定

菌株分类地位；以单核细胞增生李斯特菌的 OD600 值为指标探讨 Y15 抑菌活性物质对该菌的作

用方式；以抑菌活性为指标研究 Y15 抑菌活性物质的理化性质。【结果】共分离 12 株具抑菌活

性的海洋放线菌，其中 Y15 抑菌谱最广，对 20 种指示菌株中的 18 种具有抑菌活性，并且在     

4 种培养基中均能产生抑菌活性物质。16S rRNA 基因序列分析表明 Y15 属于小单孢菌属，并

与Micromonospora endolithica亲缘关系最近。Y15抑菌活性物质在144 h达到最高值为480 AU/mL，

在 168−216 h 保持平衡为 320 AU/mL。Y15 抑菌活性物质对单核细胞李斯特菌作用方式为杀菌。

Y15 抑菌活性物质在−20−60 °C 抑菌活性保持稳定，在 80−120 °C 活性逐渐下降，但在 120 °C

处理 30 min 仍保留 37.5%的活性；在 pH 7.0−10.0 抑菌活性稳定，在 pH 2.0−6.0 和 pH 11.0−12.0

抑菌活性均有所损失；Y15 抑菌活性物质对紫外和 4 种酶(蛋白酶 K、胰蛋白酶、木瓜蛋白酶和

α-淀粉酶)处理均保持稳定，表明活性物质为非蛋白和非多肽类的抑菌物质。【结论】Y15 产生

的活性物质具有良好的抑菌谱和抑菌活性，且较为稳定，具有较高的应用价值。 

关键词：海洋抑菌放线菌，代谢产物，理化性质，抑菌谱，小单孢菌属 
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Screening, identification and characterization of marine 
antimicrobial actinomycetes Y15 

ZHANG Meng  WANG Yan-Ting  WANG Li-Ping*  WU Ruo-Ming  CHANG Shuai-Shuai 

(College of Food Science and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai Engineering Research Center of 
Aquatic-Product Processing & Preservation, Engineering Research Center of Food Thermal-processing Technology, 

Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China) 

Abstract: [Objective] This paper aims at screening marine actinomycetes with broad-spectrum and 
producing efficient antimicrobial active substance, to lay the foundation for the development of new 
antibiotics. [Methods] Using Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis and Listeria 
monocytogenes as indicator bacteria, target bacteria from sea mud samples was primarily screened 
with agar block method, and further screened with punching diffusion method; twenty indicator 
bacteria were used to examine the antimicrobial spectrum of the new isolates Y10, Y11, Y15, Y16 
and Y21; taxonomic status of the strain Y15 was determined by morphologic observation and    
16S rRNA gene sequence analysis; mode of action of antimicrobial active substance to Listeria 
monocytogenes was studied according to indicator bacteria OD600 value; the antimicrobial activity 
was used as an index to study the physical and chemical properties of antimicrobial active substances 
produced by Y15. [Results] A total of 12 strains showing antimicrobial activities to antagonistic 
strains were isolated; wherein Y15 had the widest spectrum, and could be against 18 of the 20 kinds 
of indicator strains, and on four media it could produce antimicrobial active substances. The 16S 
rRNA gene sequence analysis showed that Y15 had closest relationship with Micromonospora 
endolithica. Activity of Y15 antimicrobial metabolites reached a maximum of 480 AU/mL in 144 h, 
maintained 320 AU/mL from 168 h to 216 h. The action mode of Y15 antimicrobial active substance 
to Listeria monocytogenes was sterilization. Antimicrobial activity of Y15 antimicrobial active 
substances remained stable from −20 °C to 60 °C, and gradually declined from 80 °C to 120 °C, but 
still retained 37.5% at 120 °C for 30 min; antimicrobial activity remained stable from pH 7.0 to 10.0, 
and from pH 2.0 to 6.0 and pH 11.0 to 12.0 antimicrobial activity declined; Y15 antimicrobial 
substances processed in the UV and four kinds of enzymes (Proteinase K, Trypsin, Papain and 
α-Amylase) were stable, there were non-protein and non-peptide antimicrobial substances. 
[Conclusion] The active substances produced by Y15 showed good antimicrobial spectrum and 
activity, and were relatively stable, indicating a high application value in the future. 

Keywords: Marine antimicrobial actinomycetes, Metabolites, Physicochemical properties, 
Antimicrobial spectrum, Micromonospora 

随着抗生素的大量使用，病原菌耐药性逐渐

增强，现有抗生素越来越不足以应对这种局面，

因此迫切需要新型抗生素的快速和持续开发，以

适应病原菌对抗生素敏感性改变的速度成为当前

医药界的迫切需要[1-3]。目前，已发现的抗生素约

2/3 来自于放线菌，其中约 50%是由链霉菌属产

生，而商业抗生素约 75%是由链霉菌属代谢产物

制得[4-6]。近年来由于陆生放线菌产生的生物活性

物质被重复发现和开发的几率上升，开发新型药

物的几率下降，促使人们将目光转向海洋环境[7]。 

众所周知，地球表面 71%是由海洋覆盖，海

洋资源丰富、物种繁多，更是微生物资源的宝库。

由于海洋环境具有高盐、高压、低氧、低光照等

特殊性，因此这种环境中海洋微生物的种类约为

陆地环境微生物的 20 多倍[8-9]。有研究表明，约

27%的海洋微生物能产生抑菌活性物质，且这些活

性物质结构新颖、功能独特，具有优良的开发新

型药物的潜力，尤其是海洋放线菌[10]。自第一个
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海洋专性放线菌盐孢菌属(Salinospora)被发现，使

得海洋放线菌资源成为研究热点，很多学者在海

洋中发现的新属放线菌绝大多数都可以产生抑菌

活性物质[11-12]。海洋放线菌产生的抑菌活性物质

包括多烯类、聚酮类、核苷类、萜类、聚酯类、

氨基糖苷类、蒽环类、多肽类和糖肽类等，其功

能涉及抗菌、抗肿瘤、抗疟、抗炎、杀虫、抗氧

化、清除自由基等[13-14]。近年来，海洋放线菌产

新型抑菌活性物质不断被报道。Kock 等[15]从海洋

链霉菌属代谢产物中分离得到的新型活性物质多

酚蒽酮类和拒黄菌素甲基醚类具有良好的抗菌、

抗癌和抗氧化作用，具有很高的应用价值。Fiedler

等[16]从海洋放线菌新种 Verrucosispora 的代谢产物

中分离得到新型氨基呋喃类抗生素，该物质具有

良好的抗菌和抗癌能力，具有较高的应用前景。

Asolkar 等[17]从海洋盐孢菌属 Salinispora arenicola

代谢产物中分离得到一种可以抗菌和抗肿瘤的新

型活性物质 Arenimycin。Song 等[18]从深海链霉菌

Streptomyces niveus SCSIO产生的代谢产物中分离

得到一种新型萜聚酮类化合物 Marfuraquinocins 

A-D，该化合物对MRSE和肿瘤细胞具有显著的拮

抗作用。目前已有超过 3万种的海洋抑菌活性物质

被发现，但未被发现的海洋抑菌活性物质远远超

过这个数量[19]。海洋放线菌作为产新型抑菌活性

物质的潜在来源，对海洋抑菌放线菌进行筛选具

有重要意义。随着陆栖新微生物资源的衰竭和海

洋环境微生物分离技术的进步，未来海洋将成为

新型药物开发的重要资源宝库[20]。 

本文从上海东海临港海域海泥样品中筛选具

有抑菌活性的放线菌株，并对菌株进行鉴定，研究

菌株代谢产物的抑菌谱及理化性质，为丰富我国抗

生素资源奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  样品：采自上海东海临港海域的海泥样品

(30°52′9.5′′N，121°56′30.4′′E)。 

1.1.2  主要试剂：重铬酸钾、萘啶酮酸、蛋白酶 K 

(Proteinase K)、胰蛋白酶(Trypsin)、木瓜蛋白酶

(Papain)、α-淀粉酶(α-Amylase)等，国药集团化学试

剂有限公司；细菌基因组提取试剂盒，通用引物

27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R 

(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)等，上海生工生

物工程技术有限公司。 

1.1.3  培养基：分离和纯化培养基：高氏一号(陈

海水配制)[1]。种子培养基：高氏一号液体培养基

(陈海水配制)[1]。发酵培养基 F1：高氏一号液体培

养基(陈海水配制)[1]；发酵培养基 F2 (陈海水配

制，g/L)：黄豆粉 20.00，酵母粉 2.00，可溶性淀

粉 5.00，硫酸镁 0.50，磷酸氢二钾 0.50，葡萄糖

20.00，pH 7.2；发酵培养基 F3 (陈海水配制，

g/L)：蔗糖 45.00，黄豆粉 25.00，磷酸氢二钾

0.20，氯化钠 1.00，硫酸钠 0.10，七水硫酸亚铁

0.01，碳酸钙 3.00，pH 7.2；发酵培养基 F4 (陈海

水配制，g/L)：可溶性淀粉 20.00，黄豆粉 15.00，

葡萄糖 5.00，酵母粉 2.50，碳酸钙 1.00，pH 7.2。

指示菌培养基 LB (g/L)：胰蛋白胨 10.00，酵母粉

5.00，氯化钠 10.00，琼脂粉 10.00；指示菌培养基

TSB-YE (g/L)：胰蛋白胨 17.00，大豆蛋白胨

3.00，酵母粉 6.00，氯化钠 5.00，磷酸氢二钾

2.50，葡萄糖 2.50，琼脂粉 10.00，pH 7.3；指示菌

培养基MRS (g/L)：蛋白胨 10.00，牛肉膏 10.00，

酵母粉 5.00，柠檬酸氢二铵 2.00，葡萄糖 20.00，

吐温(80) 1.00，乙酸钠 5.00，磷酸氢二钾 2.00，硫

酸镁 0.58，硫酸锰 0.25，琼脂 10.00，pH 6.5。 

1.1.4  主要仪器：紫外可见分光光度计，上海尤

尼柯有限公司；冷冻离心机，湖南湘仪离心机仪

器有限公司；立式压力蒸汽灭菌锅，上海申安医

疗器械厂；PCR 仪，杭州朗基科学仪器有限公

司；水平电泳仪，北京六一仪器厂；凝胶成像

仪，美国 UVP公司。 

1.2  海洋抑菌放线菌筛选 

1.2.1  海洋放线菌分离：取 25 g海泥加入 225 mL

林格氏液(0.90% NaCl，0.04% CaCl2，0.04% KCl) 

中 [21]，无菌均质 5 min (10 次 /s)，55 °C 水浴      
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6 min[22]，梯度稀释至 10−5，各梯度取 100 μL涂布

于分离培养基(倒平板前均加入通过0.22 μm膜过滤

除菌的终浓度为 50 mg/L的重铬酸钾和 25 mg/L的

萘啶酮酸溶液[23-25])，28 °C培养 7 d。待平板长出

菌落，挑取具有放线菌典型形态的菌落至纯化培

养基，纯化 3次。 

1.2.2  海洋抑菌放线菌初筛：以金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)、大肠埃希氏菌(Escherichia 

coli)、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、单核细胞增

生李斯特菌(Listeria monocytogenes)为指示菌(菌浓

度均为 108 CFU/mL)，采用琼脂块法初筛，参照顾

忠旗[26]和高鹏等[27]的方法加以改进(用无菌打孔器

打下直径为 7 mm的含单菌落的供试菌琼脂块，分

别将琼脂块菌面朝下和菌面朝上放置于含指示菌

的培养基上)，37 °C培养 12 h，对具有透明圈的菌

进行下一步复筛。 

1.2.3  海洋抑菌放线菌的复筛：初筛具有抑菌活

性的菌株均接种至种子液培养基，28 °C、180 r/min

培养 72 h，以 5%接种量接种至 100 mL的 4种发酵

培养基中，28 °C、180 r/min发酵 7 d。取 10 mL发

酵液 4 °C、12 000 r/min离心 20 min，取上清液经   

0.22 μm 滤膜过滤除菌，得到无细胞发酵液。以金

黄色葡萄球菌、大肠埃希氏菌、枯草芽孢杆菌、

单核细胞增生李斯特菌为指示菌 (菌浓度均为   

108 CFU/mL)，通过打孔扩散法(孔直径 7.00 mm，

无细胞发酵液注入量 50 μL)进行复筛，参照原居 

林[28]的方法加以改进(取 50 μL 指示菌菌悬液于无

菌培养皿中，再倒入灭菌的指示菌培养基与指示

菌菌悬液混匀，制成指示菌平板)。37 °C 培养   

12 h，十字交叉法测定抑菌圈大小。选择抑菌活性

好的菌进行下一步抑菌谱实验。 

1.3  抑菌谱实验 

通过 1.2.3方法制备 Y10、Y11、Y15、Y16和

Y21 无细胞发酵液(发酵培养基分别为 F2、F2、

F1、F1 和 F1)，利用 20 种指示菌菌株结合打孔扩

散法测定抑菌圈大小，选择抑菌谱最优的菌株进

行下一步实验。 

1.4  菌种鉴定 

根据菌落形态进行初步鉴定，再通过 16S rRNA

基因进一步鉴定[29]，对测定的序列结果在 NCBI网

站上进行 BLAST多序列比对，并登录 EZBioCloud

网站寻找同源性近的菌株利用MEGA 5.0软件构建

系统发育树。 

1.5  Y15 抑菌活性物质产生、细胞干重和发酵

液 pH 与时间的关系 

将 Y15 种子液以 5%接种量接种于 200 mL发

酵培养基 F1，28 °C、180 r/min培养 48 h后，取发

酵液 10 mL，测定无细胞发酵液抑菌活性、pH以及

菌体干重(质量体积比)，此后每隔 24 h测定上述指

标一次，连续测定至 288 h[3,30]。抑菌活性(AU/mL)

是通过二倍稀释法和打孔扩散法结合测定，即将

无细胞发酵液连续二倍稀释至 2−n倍，以单核细胞

增生李斯特菌为指示菌，通过打孔扩散法判断有

无明显抑菌圈，取直至刚好无抑菌圈出现的前一

个稀释倍数的倒数除以每孔无细胞发酵液注入量

即为抑菌活性(AU/mL)[31-32]。 

1.6  Y15 抑菌活性物质对指示菌作用方式 

接种单核细胞增生李斯特菌于 TSB-YE培养基

中，分别培养 3 h (OD600为 0.021)和 7 h (OD600为

0.435)时，以每百毫升指示菌液加入 20 mL活性为

320 AU/mL的Y15无细胞发酵液，以加入等量的未

发酵的空白培养基 F1为对照，每隔 1 h测定 OD600

值，连续测定至 14 h[33-34]。 

1.7  Y15 抑菌活性物质理化性质研究 

1.7.1  温度稳定性：将抑菌活性为 320 AU/mL 的

Y15无细胞发酵液分别置于−20、0、20、40、60、

80、100 °C中处理 1 h和 2 h，120 °C组处理 0.5、  

1和 2 h，之后测定抑菌活性[35-36]。 

1.7.2  pH 稳定性：将抑菌活性为 320 AU/mL的无

细胞发酵液分别调节 pH 为 2.0、3.0、4.0、5.0、

6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0、12.0，37 °C温浴

2 h，再调回初始 pH 7.8，以未处理组为对照，测

定抑菌活性[37]。 

1.7.3  紫外稳定性：将抑菌活性为 320 AU/mL 的
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无细胞发酵液分别置于 30 W 紫外灯下照射 10、

20、30、40、50 和 60 min，以未照射的无细胞发

酵液为对照，测定抑菌活性[38]。 

1.7.4  酶水解稳定性：在抑菌活性为 320 AU/mL

的无细胞发酵上清液中分别加入终浓度为 1 g/L的

蛋白酶K、胰蛋白酶、木瓜蛋白酶和 α-淀粉酶，在

各种酶的最适 pH 和温度下处理 2 h，再调回初始

pH 7.8，以未处理组为对照，测定抑菌活性[36]。 

2  结果与分析 

2.1  具抑菌活性海洋放线菌的筛选 

放线菌产生抑菌活性物质与其发酵条件和发

酵培养基的选择有关，如果发酵培养基选择不

当，可能就会造成漏筛[25,39]，本文的研究结果支

持了这一结论。表 1表明海洋中很多微生物具有抑

菌活性，也表明同一菌株在不同发酵培养基中可

能产生或不产生或产生浓度不同的抑菌活性物

质。Y10、Y11、Y15、Y16 和 Y21 相对于其它菌

株均具有良好的抑菌性，Y15和Y21均对 4种指示

菌具有抑菌性，Y10和Y16对革兰氏阳性菌具有较

好的抑菌活性，因此初步选择 Y10、Y11、Y15、

Y16和 Y21这 5株菌为目标菌株。Y15在 4种发酵

培养基中均具有抑菌性，尤其在 F1 培养基中具有

更优良的抑菌活性，而 Y10、Y11、Y16和 Y21仅

在其中 2种或 3种培养基中才产生抑菌性，这表明

Y15比 Y10、Y11、Y16和 Y21在产生抑菌活性物

质的培养基选择方面更加广泛。Y15在 F1和 F4培

养基中产生的抑菌物质对 4种指示菌均有抑菌性，

但在 F2和 F3培养基中产生的抑菌物质却对大肠埃

希氏菌无抑菌性，且对另外 3株指示菌抑菌性也小

于 F1和 F4培养基中产生的抑菌物质，这表明 Y15

在 F2 和 F3 中产生的抑菌活性物质浓度没有在 F1

和 F4中产生的高。 

 
 

表 1  海洋抑菌放线菌在不同发酵培养基中的抑菌情况 
Table 1  Inhibition effect of marine antimicrobial actinomycetes in different fermentation media 

Strain 
number 

F1 
 

F2 F3 
 

F4 

S E B L S E B L S E B L S E B L 

Y1 ++ − − −  ++ − − − − − − −  ++ − − − 

Y2 − +++ − +++  − ++ − ++ ++ − − −  ++ − − ++ 

Y3 ++ − − −  ++ − − − ++ − − −  ++ − − − 

Y5 ++ − − −  − − − − ++ − − −  ++ − − − 

Y6 − − − +++  − − − ++ − − + ++  − − − ++ 

Y9 ++ ++ ++ −  − − − − − − − −  − − − − 

Y10 − − − −  ++++ − ++++ +++ ++++ − ++++ ++  +++ − +++ ++ 

Y11 − − − −  +++ ++++ ++++ − +++ ++ +++ −  +++ +++ +++ − 

Y15 ++++ ++ +++ ++++  +++ − ++ +++ +++ − +++ +++  ++++ ++ +++ ++++

Y16 +++ − ++++ ++++  − − − − ++ − +++ −  ++++ − ++++ +++

Y21 ++++ ++ +++ ++++  − − − − +++ ++ +++ +++  − − − − 

Y22 ++ − − −  − − − − ++ − − +  ++ − − + 

注：F1、F2、F3、F4为 4种发酵培养基. S：金黄色葡萄球菌；E：大肠埃希氏菌；B：枯草芽孢杆菌；L：单核细胞增生李斯特菌. ++++：

抑菌圈直径大于 20 mm；+++：抑菌圈直径在 15−20 mm之间；++：抑菌圈直径在 10−15 mm之间；+：抑菌圈直径小于 10 mm；−：

无明显抑菌圈. 
Note: F1, F2, F3 and F4 represent four kinds of fermentation medium. S: S. aureus; E: E. coli; B: B. subtilis; L: L. monocytogenes. ++++: 
Inhibition zone diameter greater than 20 mm; +++: The diameter of inhibition zone between 15 mm to 20 mm; ++: The diameter of 
inhibition zone between 10 mm to 15 mm; +: Inhibition zone diameter less than 10 mm; −: No obvious inhibition zone. 
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2.2  抑菌谱 

为从 Y10、Y11、Y15、Y16 和 Y21 中选择目

标菌进行下一步实验，用 12株革兰氏阳性菌株(G+)

和 8株革兰氏阴性菌株(G−)对上述 5株菌株进行抑

菌谱测试，结果见表 2。从表 2 可以看出，Y15 对

12 株革兰氏阳性菌株均具有抑菌活性，且抑菌圈

直径均在 13.45 mm 以上，其中对单核细胞增生李

斯特菌 ATCC19112、单核细胞增生李斯特菌

ATCC13932 和金黄色葡萄球菌抑菌性最佳，抑菌

圈分别达到 23.00、21.50和 21.40 mm；革兰氏阴性

菌株中除对沙门氏菌和柠檬酸杆菌无抑菌活性外

对其余菌株均具有抑菌活性，尤其对维氏气单胞

菌抑菌圈直径达 22.35 mm，但对除维氏气单胞菌

和微黄奈瑟菌以外的其它革兰氏阴性菌株抑菌性

较差，这可能是因为 Y15 抑菌活性物质对革兰氏

阳性菌株的抑制性更好。Y10对所有革兰氏阳性菌 

 
 

表 2  Y10、Y11、Y15、Y16 和 Y21 的抑菌直径 
Table 2  Diameter of inhibition zone of Y10, Y11, Y15, Y16 and Y21 (mm) 
指示菌 

Indicator bacteria 
Y10 Y11 Y15 Y16 Y21 

单核细胞增生李斯特菌 L. monocytogenes ATCC19112 15.34±0.02 0.00±0.00 23.00±0.28 20.33±0.57 20.09±0.03 

单核细胞增生李斯特菌 ATCC19114 

L. monocytogenes ATCC19114 

14.25±0.35 0.00±0.00 16.55±0.35 
 

16.50±0.70 16.50±0.00 

单核细胞增生李斯特菌 ATCC19117 

L. monocytogenes ATCC19117 

14.75±0.35 0.00±0.00 17.50±0.00 
 

18.65±0.49 18.10±0.14 

单核细胞增生李斯特菌 ATCC13932 

L. monocytogenes ATCC13932 

14.80±0.28 0.00±0.00 21.50±0.70 
 

21.20±0.28 21.25±0.35 

单核细胞增生李斯特菌 ATCC19116 

L. monocytogenes ATCC19116 

14.50±0.70 0.00±0.00 14.35±0.21 15.25±0.35 14.70±0.42 

金黄色葡萄球菌 S. aureus 20.23±0.23 19.90±6.17 21.40±0.14 19.60±0.55 20.17±0.76 

枯草芽孢杆菌 B. subtilis 21.97±0.05 20.73±0.92 18.70±0.42 23.60±0.17 18.23±0.04 

蜡样芽孢杆菌 F1-5-10 

B. cereus F1-5-10 

17.85±0.49 13.90±0.57 15.90±0.42 17.90±0.57 14.50±0.71 

里昂葡萄球菌 S. lugdunensis 18.50±0.71 17.35±0.21 19.35±0.21 17.25±0.35 17.00±0.70 

嗜根考克氏菌 K. rhizophila 21.75±1.06 15.40±0.28 18.25±0.35 14.30±0.42 0.00±0.00 

嗜酸乳杆菌 L. acidophilus 13.60±0.85 0.00±0.00 13.45±0.07 13.35±0.21 0.00±0.00 

德氏乳杆菌 L. delbrueckii 12.40±0.85 0.00±0.00 14.15±0.21 14.50±0.70 0.00±0.00 

微黄奈瑟菌 N. subflava 0.00±0.00 16.75±0.35 18.10±0.14 0.00±0.00 16.25±0.36 

大肠埃希氏菌 E. coli 0.00±0.00 21.13±0.35 12.75±0.35 0.00±0.00 11.15±0.13 

维氏气单胞菌 A. veronii 0.00±0.00 18.25±0.35 22.35±0.21 0.00±0.00 18.25±0.00 

假单胞菌 P. brassicacearum 0.00±0.00 10.50±0.42 14.25±0.35 0.00±0.00 11.00±0.70 

沙门氏菌 Y1 S. typhi Y1 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

柠檬酸杆菌 L3 

C. amalonaticus L3 

0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

副溶血性弧菌 33847 

V. parahemolyticus 33847 

0.00±0.00 0.00±0.00 13.10±0.24 0.00±0.00 0.00±0.00 

副溶血性弧菌 33802 

V. parahemolyticus 33802 

0.00±0.00 0.00±0.00 10.75±0.24 0.00±0.00 0.00±0.00 
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株均具有抑菌活性，其中对枯草芽孢杆菌的抑菌

性最好，抑菌圈直径可达 21.97 mm，但对革兰氏

阴性菌株无抑菌活性；Y11仅对 5株革兰氏阳性菌

株和 4 株革兰氏阴性菌株具有抑菌性，抑菌谱较

窄；同Y10一样，Y16对所有革兰氏阳性菌株具有

抑菌活性，但对革兰氏阴性菌株无抑菌性；Y21对

10株革兰氏阳性菌株和4株革兰氏阴性菌株具有抑

菌活性，其中对单核细胞增生李斯特菌ATCC13932

的抑菌活性最高，抑菌圈直径达 21.25 mm，但相

对于 Y15 其抑菌活性和抑菌谱略差(表 2)。综合表 

1 和表 2 可以看出，Y15 相对于 Y10、Y11、Y16

和 Y21 具有更好的抑菌活性和抑菌谱，因此选择

Y15作为目标菌株进行后续实验。从表 2还可看出

Y15产生的抑菌活性物质是一种广谱的抑菌活性物

质，具有一定的应用价值。 

2.3  菌种鉴定 

Y15 菌落在高氏一号培养基上呈圆形，灰白

色，不透明，无气生菌丝，基内菌丝发达，无色

素产生。Y15 的 16S rRNA 基因经 PCR 扩增后测

序，将得到的基因序列提交到 GenBank 数据库，

获得登录号为：KU517850。Y15 基因序列经

BLAST 软件进行多序列比对后，结果表明 Y15 与

小单孢菌属(Micromonospora)的菌株具有较高的相

似度，并且与 M. endolithica 的相似性为 98%，结

合形态学观察结果表明 Y15 是小单孢菌属中的成

员。通过 EZBioCloud获得与 Y15相似度较高的菌

株序列，利用 MEGA 5.0 软件采用邻接法

(Neighbor-Joining method)构建系统发育树，结果

如图 1所示。Y15与M. endolithica聚为一支，表明

二者亲缘关系最近。 

2.4  Y15 抑菌活性物质产生、细胞干重和发酵

液 pH 与时间的关系 

为研究 Y15 抑菌活性物质产生、菌体干重和

发酵液 pH与时间的关系，自 48 h起每隔 24 h测定

各项指标至 288 h，结果如图 2所示。 

由图 2 可知，抑菌活性在 48−144 h 时一直增

加，在 96−120 h时抑菌活性达到 320 AU/mL，在 

144 h时达到最大值为 480 AU/mL，在 168−216 h

时保持平衡为320 AU/mL，之后一直下降。百毫升

菌体干重在 48−216 h 快速增长，之后缓慢增长至

平衡(0.73 g/100 mL)，因此 48−216 h为Y15生长对

数期，216−288 h为生长稳定期。发酵液pH基本呈

上升趋势，从 48 h持续升高直至 168 h后有少许下

降，在 168−216 h基本保持稳定，但在 216 h后又持

续上升，这可能是因为在Y15生长对数期产生的代

谢产物有一些弱碱性物质，在 216 h 后菌体进入生

长稳定期，因菌体死亡破裂或其它弱碱性代谢产物

产生或二者兼有导致培养基 pH 继续升高。由图 

 
 

 
 

图 1  基于 16S rRNA 基因序列构建的小单孢菌系统发育树 
Figure 1  Phylogenetic tree of constructed based on 16S rRNA gene sequence 

注：分支点上的数字表示构建系统树时 1 000次计算时形成该节点的百分比；括号内数值为 GenBank登录号；标尺或刻度 0.005代

表 0.5%的 16S rRNA基因序列的进化差异. 
Note: The bootstrap values (%) presented at the branches were calculated from 1 000 replications; Numbers in parentheses are GenBank 
accession numbers; The scale bar 0.005 represents 5 nucleotide substitutions per 1 000 nucleotides. 
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图 2  Y15 抑菌活性物质产生、菌体干重和发酵液 pH 与

时间关系曲线 
Figure 2  Change of antimicrobial substance, dry cell 
weight and pH during Y15 fermentation 
 

2可以看出在生长对数期 Y15抑菌活性升高并在最

后保持稳定，在 Y15 生长稳定期抑菌活性下降，

这一点研究与程沁园等[40]和 Govindarajan 等[3]研究

结果相似，因此在后续实验中取发酵 168−216 h的

发酵液。在菌体生长平稳期抑菌活性下降，这可

能是抑菌活性物质与菌体产生的其它代谢物反应

导致活性下降。 

2.5  Y15 抑菌活性物质对指示菌作用方式 

图 3表示了 Y15抑菌活性物质对单核细胞增

生李斯特菌的作用方式。可以看出在单核细胞增生

李斯特菌生长对数期(OD600=0.435，指示菌活菌数为

1.13×109 CFU/mL，数据未显示)时加入活性为   

320 AU/mL的 Y15发酵液，单核细胞增生李斯特菌

OD600值先上升，然后持续下降，在 14 h时OD600值

已经降到 0.200 (指示菌活菌数为 1.42×105 CFU/mL，

下降了近 4个数量级，数据未显示)，这可能是因为

对数期菌浓度较大，很多指示菌处于分裂期，并

且活性物质与指示菌结合反应可能需要一定的时

间，因此 OD600值先上升，之后吸光度下降可能是

因为 Y15 抑菌活性物质与指示菌完全结合后，活

性物质抑制指示菌细胞壁的合成，或改变了细胞膜

通透性，或抑制细胞蛋白质合成，或因其它方式导

致指示菌死亡[41]，因此OD600值下降。在指示菌浓

度较低时(OD600=0.021)加入 Y15 发酵液，指示菌

OD600 值持续下降至平衡(OD600=0.01)。无论指示 

 
 

图 3  Y15 抑菌活性物质对单核细胞增生李斯特菌作用方式 
Figure 3  Action mode of antimicrobial substance of Y15 
against L. monocytogenes 
注：C：对照组；L：低浓度加入(OD600=0.021)；H：高浓度加

入(OD600=0.435). 
Note: C: Control; L: Low concentration (OD600=0.021); H: High 
concentration (OD600=0.435). 

 
菌在低浓度还是高浓度时加入 Y15 抑菌活性物

质，指示菌OD600值均下降，因此Y15抑菌活性物

质对单核细胞增生李斯特菌的作用方式为杀菌而

不是抑菌，这一点与 Todorov等[33]和 Abrams等[42]

的细菌素研究结果相似。 

2.6  Y15 抑菌活性物质理化性质 

2.6.1  温度稳定性：Y15温度稳定性如图 4所示，

在−20−60 °C具有良好的稳定性，80 °C处理 1 h和

2 h 活性分别下降为 240 AU/mL 和 160 AU/mL，

100 °C处理 1 h和 2 h活性分别下降为 120 AU/mL 
 

 
 

 

图 4  温度对 Y15 抑菌活性物质的影响 
Figure 4  Effect of temperature on activity of antimicrobial 
substance of Y15 
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和 80 AU/mL，而 120 °C处理 1 h和 2 h已无抑菌活

性，但在 120 °C处理 30 min仍保留 37.5%的抑菌

活性，这表明在高温下抑菌活性是逐步丧失的。

图 4也表明Y15抑菌活性物质不耐高温，但对中低

温具有良好的稳定性，这为后续实验保持温度提

供了支持。 

2.6.2  pH 稳定性：由图 5 可以看出，Y15 抑菌活

性物质在 pH 7.0−10.0 之间保持相对稳定的抑菌活

性，在 pH 6.0−2.0和 pH 11.0−12.0时相对于对照组

抑菌活性均明显下降，但在 pH为 2.0和 12.0处理

2 h后仍分别保留 25%和 50%的活性，说明 Y15抑

菌活性物质在弱碱性和中性条件下相对稳定，而

在酸性和强碱性条件下稳定性较差，尤其是酸性

条件。因此在活性物质分离纯化过程中应保持 pH

在 7.0−10.0[35]。 

2.6.3  紫外稳定性：紫外稳定性是抑菌活性物质

开发药品、食品防腐剂的重要指标，若紫外稳定性

差将会降低药效[38]。由图 6可以看出紫外处理Y15

发酵液 1 h内对活性物质并无影响，表明 Y15抑菌

活性物质具有良好的紫外稳定性。 

2.6.4  酶水解稳定性：由图 7可以看出，Y15抑菌

活性物质对 3种蛋白酶均具有良好的稳定性，可以

初步判断 Y15 抑菌活性物质不是蛋白质类和多肽

类物质[36]。同时 Y15 抑菌活性物质对 α-淀粉酶也 
 

 
 

图 5  pH 对 Y15 抑菌活性物质的影响 
Figure 5  Effect of pH on activity of antimicrobial substance 
of Y15 

 
 

图 6  紫外对 Y15 抑菌活性物质的影响 
Figure 6  Effect of UV on activity of antimicrobial 
substance of Y15 

 

 
 

图 7  酶类对 Y15 抑菌活性物质的影响 
Figure 7  Effect of various enzymes on activity of 
antimicrobial substance of Y15 

 
具有相对稳定性，这表明 Y15 抑菌活性物质不依

赖于糖基化修饰[34,43]。 

3  讨论 

海洋放线菌代谢产物功能独特、结构新颖，近

年来已成为研究热点。从产抑菌活性物质的数量

和种类来看，稀有放线菌——小单孢菌属都是仅

次于链霉菌属的第二大类新型活性物质的来源，

但由于海洋小单孢菌属出菌率低，被发现和应用

率却远低于链霉菌属[44]。 

本研究从上海临港海域海泥样品中筛选具有

抑菌活性的放线菌。所分离的 Y15菌株对大多数指
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示菌具有较好的抑菌活性，尤其对单核细胞增生李

斯特菌、金黄色葡萄球菌和气单胞菌等表现出优良

的抑菌作用(表 2)；相比于张晓敏等[44]和龙中儿等[45]

分离的小单孢菌的抑菌谱，本研究分离的 Y15抑菌

谱更广，对供试的所有革兰氏阳性菌株均具有抑菌

活性，对除沙门氏菌和柠檬酸杆菌以外的所有供试

革兰氏阴性菌株也都具有抑菌活性，这表明 Y15产

生的抑菌活性物质具有广谱抑菌作用。单核细胞增

生李斯特菌是水产品中一种常见致病微生物，国内

对市场上即食食品中单核细胞增生李斯特菌污染

情况最近一次大规模调查是在 2012−2014年，结果

发现阳性率为 6.87%[46]，而本文所筛选的 Y15对几

种单核细胞增生李斯特菌、维氏气单胞菌和金黄色

葡萄球菌均具有良好的抑菌活性，因此在水产品病

原菌防治中也具有一定的研究意义。系统发育树分

析表明Y15与Micromonospora endolithica亲缘关系

最近(图 1)，该菌种为 Hirsch 等[47]发现的小单孢菌

属 的 一 个 新 种 ， 在 近 海 岸 并 未 有 过 发 现

Micromonospora endolithica 菌的报道，且分离的

Micromonospora endolithica菌种未检测出含有抑菌

活性物质，本文得到的菌却具有显著的抑菌活性；

Salinosporamide A[48]是一种很好的抗癌物质，是从

小单孢菌的新种 Salinispora中发现的，这提示我们

Y15产生的抑菌活性物质具有研究价值。大多数放

线菌产抑菌活性物质是在稳定期，而 Y15却在对数

期产生(图 2)，Govindarajan等[3]分离的链霉菌产生

具抑菌活性的物质也是在对数期，该物质为一种新

型芳香酮类物质，本文的活性物质初步判断为非蛋

白类和多肽类物质(图 7)，这表明本文的抑菌活性物

质具有研究意义。综上表明 Y15产生的抑菌活性物

质具有较高的研究与应用价值，本研究将会继续对

Y15抑菌活性物质进行分离、纯化和结构鉴定，并

研究其对指示菌的杀菌机理。 
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