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摘  要: 分别以大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌、青枯假单胞菌、绿脓假单胞菌和苏

云金芽孢杆菌为指示菌, 采用琼脂扩散法对实验室保存的 580 株极地细菌进行了抗菌活性菌株的

筛选与活性验证, 从中筛选出 4 株对上述指示菌株具有明显抗菌效果的活性菌株, 其编号分别为

97、Z11、Z18 及 Z19, 并对其生长曲线、抗菌活性曲线和系统发育地位进行研究。结果表明, 4 株

菌均在培养 24 h 后进入指数生长期, 菌株 97 在培养 48 h 后达到稳定期, 而菌株 Z11、Z18 及 Z19

在培养 60 h 后达到稳定期。抗菌活性分别在培养 84、96、72 和 72 h 时达到最高。系统发育分析

表明, 该 4 株菌分别属于伦黑墨氏菌属(Rheinheimera)、嗜冷杆菌属(Psychrobacter)、假单胞菌属

(Pseudomonas)和嗜冷杆菌属(Psychrobacter)。 
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Abstract: Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas solanacearum, 
Pseudomonas aeruginosa and Bacillus thuringiensis were used as indicator strains respectively, four 
antibacterial strains, named as 97, Z11, Z18 and Z19 were screened from 580 strains of bacteria isolated 
from Antarctic by the method of agar diffusion. The growth curves, antibacterial curves and phyloge-
netic analysis of 4 antimicrobial strains were studied. The results showed that all of the four strains 
reached the log phase when they were cultured 24 h, strain 97 was in the log phase when it was cultured 
after 48 h, and the remaining three strains Z11, Z18 and Z19, were in the stationary when they were 
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cultured after 60 h. They had the highest antibacterial activity when it was cultured after 84, 96, 72 
and 72 h, respectively. Phylogenetic analysis indicated that these four strains belong to genera of 
Rheinheimera, Psychrobacter, Pseudomonas and Psychrobacter, respectively. 

Keywords: Antarctic bacteria, Antibacterial activity, Phylogenetic analysis 

随着抗生素的广泛使用, 微生物的抗药性逐渐

增强, 新的致病菌和条件致病菌不断出现, 开发新

的抗生素和寻求新的抗生素来源已成为解决这一问

题的重要途径[1]。极地具有独特的地理、环境及气

候特征, 除短暂的夏季部分地区有冰雪融化外, 其

余均被常年的冰雪所覆盖[2]。极地特殊的环境造就

了极地微生物特殊的生物学特征及竞争优势, 栖息

于极地的细菌, 为了适应恶劣的环境条件, 必须采

用独特的生存策略来获得生存优势 [3], 这使其将成

为研究低温生物学的良好试验材料及新型活性物质

的重要的潜在来源。有关极地微生物的资源勘探与

代谢活性产物研发, 已成为国际微生物学领域研究

的热点之一[4−5]。国外科学家们已从南极海洋、北极

鱼类肠道等各种样品中分离到了具有抗菌能力的细

菌, 其中部分细菌对气单胞菌、弧菌等鱼类致病菌

具有显著抑制效果[1,6]。近年来随着国内对海洋及极

端环境微生物资源关注度的提高, 已陆续开展了有

关极地微生物产活性化合物的筛选及研究工作, 如

朱天骄等从 259 株南极微生物中筛选到具有强抗肿

瘤活性的 20 株细菌[7]。 
本文对分离自南极海水、海冰、海洋沉积物以

及海洋动物等样品中的细菌进行了抗菌活性的筛

选, 并对其中 4 株具有明显抗菌活性的菌株进行了

生长曲线和抗菌曲线的测定及其系统发育分析, 以

期为极地来源的新型生物活性物质的研发打下一定

的基础。 

1  材料与方法 

1.1  指示菌与测试菌 
指示菌分别为大肠杆菌(Escherichia coli ACCC 

10080), 枯 草 芽 孢 杆 菌 (Bacillus subtilis ACCC 

10115), 金 黄 色 葡 萄 球 菌 (Staphylococcus aureus 
ACCC01331), 青枯假单胞菌 (Pseudomonas solana-

cearum ACCC12014), 铜绿假单胞菌 (Pseudomonas 

aeruginosa ACCC02722), 苏云金芽孢杆菌(Bacillus 

thuringiensis ACCC1603)。 
测试菌来自实验室保存的极地微生物种质资源

库(580 株)。 

1.2  培养基 
测试菌培养基(Zobell 2216E): 蛋白胨 5 g, 酵母

粉 1 g, 过滤海水和自来水按 2:1 的体积比例定容至

1 000 mL, 1×105 Pa 湿热灭菌 20 min。 

指示菌培养基(g/L): 蛋白胨 10, 酵母粉 5, 氯

化钠 10, 琼脂 15, 用蒸馏水定容至 1 L, 1×105 Pa

湿热灭菌 20 min。 

1.3  抗菌活性物质产生菌的筛选 
将测试菌接种于装有 5 mL Zobell 2216E 培养基

的试管(15 mm×150 mm)中 , 于低温振荡培养箱中

(10 °C, 150 r/min)培养 7 d, 取 1 mL 发酵液在 4 °C、

12 000 r/min 离心 15 min, 留上清测抗菌活性用。 

分别以 1.1 的 6 株菌为指示菌, 用琼脂扩散法

筛选抗菌活性菌株。将过夜培养的指示菌以 0.1%

的比例用无菌生理盐水进行适当的系列稀释, 然后

加入到灭菌后已冷却至 45 °C 的指示菌固体培养基

中, 摇匀倒入已灭好菌的平板, 每平板大约 35 mL

培养基。凝固后用直径为 9 mm 的打孔器打孔, 用

琼脂培养基补孔。取上述上清液 100 μL 加入孔内, 

30 °C 培养 15 h 后观察并记录抗菌圈直径。将具有

抗菌作用的菌株进一步复筛 , 测定抗菌圈的直径 , 

每菌的抗菌圈有 3 个重复, 计算平均值, 比较抗菌

效果。 

1.4  活性菌株的生长与抗菌曲线 
将筛选到的抗菌活性菌株以 1%的比例接种于

装有 30 mL Zobell 2216E 培养基的 100 mL 的三角瓶

中, 于低温振荡培养箱(10 °C, 150 r/min)中培养, 每

12 h 定时取样测定其在 600 nm 下的 OD 值以确定其

生长情况, 以金黄色葡萄球菌为指示菌测定其抗菌

活性。 
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1.5  活性菌株的系统发育分析 
活 性 菌 株 中 的 分 子 鉴 定 与 系 统 发 育 分 析 中

DNA 模板的制备、16S rRNA 基因的 PCR 扩增与

序列测定以及系统进化关系的分析均按照文献[8]

进行。 

2  结果 

2.1  抗菌活性菌株的筛选结果 
采用固体琼脂扩散法, 从实验室保存的极地微

生物种质资源库(580 株)中, 经多次筛选、分离纯化

和活性验证, 筛选到了 4 株抗菌活性菌株, 总抗菌

活性菌株阳性率约为 0.7%。4 株活性菌株对试验指

示菌均有着明显的抑制作用, 其中对青枯假单胞菌

的抗菌作用 为明显, 而对大肠菌的抗菌作用则不

如其他指示菌明显(表 1)。 
 

表 1  活性菌株的抗菌谱(重复 3 次) 
Table 1  Antimicrobial spectrums of the screened  

antibiotics producing bacteria 

抗菌活性菌株的抗菌圈直径 
Antibacterial circle diameter of antimicrobial 

strains (mm) 
指示菌 

Indicator  
microorganisms 

Z11 Z18 97 Z19 

B. subtilis 17.6±0.26 17.8±0.34 18.9±0.45 22.0±0.50

E. coli 16.0±0.34 16.6±0.41 15.9±0.26 17.0±0.41

P. aeruginosa 18.5±0.97 18.2±0.29 20.6±0.45 21.4±0.79

S. aureus 22.5±0.43 20.7±0.33 22.0±0.25 22.3±0.86

B. thuringiensis 16.7±0.38 17.4±0.83 19.8±0.21 21.5±0.54

P. solanacearum 20.5±0.78 20.3±0.74 21.7±0.60 21.9±0.33

 

2.2  活性菌株的生长曲线与抗菌曲线测定结果 
4 株活性菌株的生长曲线和抗菌曲线分别如图

1 和图 2 所示。可以看出, 在实验条件下, 4 株活性

菌株的大致生长情况为: 0−24 h 为生长延滞期, 在

培养 24 h 后进入对数期, 除了菌株 97 在培养 48 h

后进入生长稳定期, 其他都在培养 60 h 后进入生长

稳定期(图 1)。抗菌曲线表明, 4 株活性菌株培养 12 h

时均没有检测到抗菌活性, 培养 24 h 后抗菌性显著

增强, 在培养 60 h 后基本达到稳定(图 2)。相较而言, 

在设定的实验条件下, 菌株 Z19 生长情况 好, Z11

次之, 而菌株 97 生长得 慢, 且达到稳定期时, 生

物量 低, 但是其抗菌性仅次于 Z19, 而 Z11 的抗菌

性 差。4 株活性菌株对部分指示菌的抗菌效果如

图 3 所示, 可以看出, 该 4 株活性菌株对指示菌均有

明显的抗菌效果。 
 

 

图 1  活性菌株的生长曲线 
Fig. 1  Growth curves of four antimicrobial bacteria 
 

 

图 2  活性菌株的抗菌曲线 
Fig. 2  Antibacterial curves of four antimicrobial bacteria 
 

2.3  活性菌株的系统发育分析结果 
将筛选到的活性菌株进行 16S rRNA 基因的

PCR 扩增, 然后将 PCR 产物进行测序, 获得长度约

为 1.4 kb 的 16S rRNA 基因序列。经序列比对分析

后, 将其提交 GenBank 数据库, 获得 4 个基因序列

注册号, 分别为 HM059656−HM059659 (表 2)。将这

些序列与 GenBank 数据库进行 BLAST 比对分析, 

与所筛选到的活性菌株 16S rRNA 基因序列同源性

高的菌株及其注册号如表 2 所示。 
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图 3  4 株活性菌株的抗菌效果 
Fig. 3  Antibacterial effect of four antimicrobial bacteria 

注: 图中指示菌分别为: A: 金黄色葡萄球菌; B: 枯草芽孢杆菌; C: 大肠杆菌. 
Note: Indicator microorganisms: A: Staphylococcus aureus; B: Bacillus subtilis; C: Escherichia coli. 
 

表 2  抗菌活性物质产生菌株的分子鉴定 
Table 2  Identification of four antimicrobial bacteria based on their partial 16S rRNA gene sequences 

菌株 
Strains 

长度 
Determined length (bp) 

相似性 高菌株 
Closest match similarity 

相似度 
Identity (%) 

注册号 
Accession number 

97 1414 Rheinheimera aquimaris SW-369T (EF076758) 100 HM059656 

Z11 1420 Psychrobacter nivimaris 88/2-7T (AJ313425) 99.13 HM059657 

Z18 1437 Pseudomonas gessardii CIP-105469T (AF74384) 99.45 HM059658 

Z19 1417 Psychrobacter nivimaris 88/2-7T (AJ313425) 99.29 HM059659 

 

一般认为, 16S rRNA 基因序列同源性小于 97%, 

可以认为属于不同的种, 同源性小于 93%−95%, 可

以认为属于不同属[9]。从表 2 可见, 本研究中分离的

活性菌株大多数与庞大的 GenBank 数据库中已有菌

株的 16S rRNA 基因序列均存在着很高的相似性, 

相似性均在 99%以上, 而且菌株 97 与已注册的菌株

的 16S rRNA 基因序列相似性 高可达 100%。 

对活性菌株的 16S rRNA 序列采用 BioEdit 软

件进行序列比对 , 然后利用 MEGA 4.0 软件的邻

接法(Neighbor-Joining, NJ), 构建了 4 株产活性物

质的菌株及其同源性较高菌株的系统发育树 , 结

果如图 4 所示。可以看出, 筛选到的极地活性菌均

为细菌域(Bacteria)的变形杆菌门(Proteobacteria)的

γ-变形杆菌纲(γ-Proteobacteria), 其中 Z11 和 Z19 属

于嗜冷杆菌属(Psychrobacter), 97 属于伦黑墨氏菌属

(Rheinheimera), Z18 属于假单胞菌属(Pseudomonas)。 

3  讨论 

极地细菌是极地微生物活性物质的一个重要来

源, 已发现的种类包括假单胞菌属(Pesudomonas)、

交 替 单 胞 菌 属 (Alteromonas) 、 假 交 替 单 胞 菌 属

(Pseudoalteromonas)、微球菌属(Micrococcus)、芽孢

杆菌属(Bucillus)、肠杆菌属(Enterubacterium)、黄杆

菌属(Flavobacterium)、着色菌属(Chromtium)等及许

多未定菌[10], 但能产生抗菌活性物质和酶类的以假

单胞菌属为 多[11]。Kamei 等[12]从海藻中分离出一

种能够抑制耐甲氧西林葡萄球菌的细菌 AMSN 就属

于假单胞菌。本研究中筛选出的菌株 Z18 也属于假

单胞菌属 , 而菌株 Z11 和 Z19 属于嗜冷杆菌属

(Psychrobacter), 菌 株 97 属 于 伦 黑 墨 氏 菌

(Rheinheimera), 这在已有的产生抗菌活性物质的南

极细菌中尚未见报道。 

4 株活性菌株对指示菌都具有明显的抗菌作用, 

而且对革兰氏阳性细菌和革兰氏阴性细菌的抗菌作

用没有明显区别。本研究从 580 株保存的菌株中只

筛出 4 株活性菌株 , 抗菌活性菌株的阳性率不到

0.7%。Giudice 等[1]从南极海水、海冰、海洋沉积物

以及海洋动物等样品分离的 580 株细菌中, 以大肠杆

菌(Escherichia coli)、奇异变形杆菌(Proteus mirabilis)、

藤黄微球菌(Micrococcus luteus)等为指示菌, 筛选出
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图 4  4 株抗菌活性菌株的 16S rRNA 序列系统发育树 
Fig. 4  Phylogenetic tree of four antimicrobial bacteria based on partial 16S rRNA gene sequences 

注: Asticcacaulis benevestitus Z-0023T (AM087199)被用作外群, 在树节上的数字代表 1000 取样的百分比, 仅显示大于等于 50%的情况. 

括号中为代表菌株的 GenBank 登录号. 比例尺代表 2%的序列差异. 
Note: Asticcacaulis benevestitus Z-0023T (AM087199) was used as an outgroup. The numbers at the nodes indicate the percentages of occur-
rence in 1000 boot-straped trees, only values that are 50% or greater are shown. The GenBank accession number (in parentheses) is indicated 
for each previously described strain, and four tailing strains are registered in GenBank as from HM059656 to HM059659. The scale bar 
represents 2% sequence difference. 
 
22 株抗菌活性菌株, 阳性率为 3.8%; Hentschel 等[13]

从 Marseille 和 Banyuls sur Mer 采集的海绵中分离出

238 株细菌, 以大肠杆菌(Escherichia coli)、金黄色

葡 萄 球 菌 (Staphylococcus aureus) 及 白 色 念 球 菌

(Canidia Albicans)等为指示菌, 筛选出 27 株抗菌活

性菌株, 阳性率为 11.3%, 都明显高于本研究的活

性菌株阳性率。究其原因可能为: (1) 可能受本研

究所选用的指示菌的限制 , 被检测的南极菌株对

这些指示菌没有抑制作用。(2) 微生物代谢产物的

产生受发酵条件的影响很大 , 本研究中南极菌株

的生长培养基为一种常用的海洋细菌培养基(1.2 中

的 Zobell 2216E), 在 低 温 振 荡 培 养 箱 中 (10 °C, 
150 r/min)培养, 可能并不利于其抗菌活性物质的产

生。(3) 南极的高压、低营养、低温极限条件导致

生存于其中的微生物的数量远远低于其他海洋环境

中的数量。用于本研究的细菌主要是分离于不同深

度 的 南 极 海 水 , 生 存 的 环 境 与 Giudice 等 [3] 和

Hentschel 等[13]研究中的不尽相同。它们大部分时间

是处于单独生存的状态而不存在和其他生物之间的

激烈的生存竞争, 在这种状态下, 细菌就可能不会

产生抗菌物质从而避免不必要的能量消耗[14], 而生

活于海洋表面或者寄生于其他生物上的细菌更容易

产生抗菌物质[3]。 
本研究中虽然只筛选到 4 株活性菌株, 但是抗

菌活性显著且稳定, 因此从极地采集样品分离新的

抗细菌药物还是具有较大的潜力。本次实验中筛选

得到的菌株 97 对指示菌抗菌作用更强一些, 抗细菌

谱广, 是一株值得进一步研究与开发的具有抗细菌
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作用的极地细菌。 
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文小写 r。样本数用英文小写 n。概率用英文大写 P。 


