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茅尾海红树根际土壤可培养细菌多样性及抑菌活性研究
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摘　 要: 为挖掘茅尾海红树植物根际土壤可培养细菌资源ꎬ研究其抑菌活性ꎬ该文使用培养基对茅尾海 ５ 种

红树植物(红海榄、黄槿、无瓣海桑、桐花树、阔苞菊)的 ７ 份根际土壤进行富集培养ꎬ选用 ６ 种不同分离培养

基对富集样品进行可培养细菌的分离纯化ꎬ基于菌株 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列信息进行物种多样性分析ꎬ并采用

纸片法筛选具有抑制表皮葡萄球菌、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌活性的菌株ꎮ 结果表明:
(１)从 ７ 份红树植物根际土壤样品中分离到 １２０ 种可培养细菌ꎬ隶属于 ３５ 科 ４７ 属ꎬ其中链霉菌属

(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ)占菌种总数的 １４.２％ꎬ同时发现 ５ 种潜在新菌株ꎮ (２)通过抑菌活性初筛ꎬ发现 ９ 种细菌的发

酵粗提物对至少一种致病菌具有抑菌活性ꎮ 综上表明ꎬ茅尾海红树植物根际土壤可培养细菌多样性丰富ꎬ
并且部分菌株具有抑制人类致病菌活性ꎮ 该研究结果为新型抗生素的开发与利用提供了菌种资源ꎮ
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　 　 红树植物因受潮汐活动影响而长期被海水周

期性淹没ꎬ独特的生境蕴藏丰富且特殊的微生物

资源ꎬ由于生长环境特殊及现有分离技术手段有

限ꎬ因此仅 １％的红树林微生物资源可通过现有分

离方法获得(李蜜等ꎬ２０２０)ꎮ 广西茅尾海红树林

地处亚热带海湾ꎬ海水温度较高且盐度较低ꎬ 适宜

桐花树和秋茄等乡土红树植物生长ꎬ近几年从国

外引入大量无瓣海桑(黄祥娟等ꎬ２０２２)ꎬ具有生态

系统复杂、微生物群落结构特殊和活性微生物多

样性丰富等特征ꎮ 颜栋美等(２０１８)从茅尾海无瓣

海桑根际土壤中ꎬ分离获得 ５７ 株细菌ꎬ其中有 １
株潜在新菌种ꎬ５０.８８％的菌株对甘蔗鞭黑粉菌具

有抑制作用ꎮ 郑红芸等(２０１９)从茅尾海红树植物

根际淤泥中获得 ２４４ 株放线菌ꎬ６０ 株隶属链霉菌

属ꎬ４ 株为潜在新物种ꎮ 抑菌实验结果显示ꎬ８３ 株

放线菌中有 ５９ 株对多种致病菌具有抑制作用ꎬ包
括 １ 株潜在新菌ꎬ６ 株细菌表现出广谱的抑菌活

性ꎮ 叶景静等(２０１８)使用 ８ 种培养基从 ３ 种红树

植物中分离获得 ２６１ 株细菌ꎬ其中 ３ 株为潜在新物

种ꎬ８３ 株放线菌中有 １０ 株具有广谱抑菌活性ꎮ Ｌｕ
等(２０１９)从茅尾海红树植物土壤的 １ 株小单孢菌

中分离得到对耐药大肠杆菌和药敏肺炎克雷伯菌

有较强抑制活性的 ７ 个喹诺啉类抗生素ꎬ包括

ｑｕｉｎｏｍｙｃｉｎ Ａꎬ ｑｕｉｎｏｍｙｃｉｎ ｍｏｎｏｓｕｌｆｏｘｉｄｅ 和 ５ 个新

化合物ꎮ Ｌｉ 等(２０１９)和 Ｇｏｎｇ 等(２０１８)从茅尾海

红树林分别发现 ５ 株具有产生核糖体抑制剂的细

菌和 １６ 株含有 Ｉ 型聚酮合酶和 ＩＩ 型聚酮合成酶的

菌株ꎮ 由此可见ꎬ茅尾海红树林菌株资源丰富ꎬ部
分菌株对多种致病菌有抑菌效果且活性显著ꎬ有
开发成为抗生素的潜力ꎮ

富集培养作为一种分离未培养和难培养微生

物的方法ꎬ被验证能够有效促进海洋细菌从休眠状

态下复苏(王肖慢等ꎬ２０１９)ꎬ分离得到多样性丰富

的微生物ꎮ 该方法已在海洋沉积物中被应用ꎬＭｕ

等(２０１８)研究结果显示ꎬ富集培养后同一样品相比

传统培养方法微生物物种多样性提高 ２ 倍以上ꎮ 目

前还未有文献报道使用富集培养法富集红树林根

际土壤微生物ꎮ 因此ꎬ本研究使用该方法富集微生

物提高其物种多样性ꎬ具有较大研究价值ꎮ
抗生素作为人类对抗感染性疾病的有效武

器ꎬ在人类社会中扮演着重要角色ꎮ 由于抗生素

在农业、医疗等各个领域的滥用ꎬ因此促使了致病

菌耐药性的产生ꎬ从而推动了抗生素耐药危机爆

发(王旭阳等ꎬ２０２０)ꎬ人类将面临无有效抗生素可

用的“后抗生素时代”ꎮ 预计到 ２０５０ 年ꎬ抗生素耐

药危机每年可能造成约 １ ０００ 万人死亡(Ｅｌ￣Ｋｕｒｄｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０２０)ꎮ ２０１４—２０１９ 年临床研究结果显示ꎬ
金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌和铜绿假单胞菌

是临床上最为常见的人体致病菌ꎬ对当前常见的

抗生素具有耐药性(全国细菌耐药监测网ꎬ２０２１)ꎮ
因此ꎬ开发新型有效的抗生素迫在眉睫ꎬ而寻找能

够产生新型抗生素的菌株是前提条件ꎮ 本研究以

茅尾海不同种类红树植物根际土壤为对象ꎬ首次

尝试用富集培养法分离共生细菌ꎬ用纸片法对菌

株代谢产物粗提物进行抑菌活性筛选ꎬ拟探讨:
(１)富集培养法能否从红树植物根际土壤中分离

得到多样性丰富的微生物ꎻ(２)富集培养法能否有

效从红树植物根际土壤中分离到未培养和难培养

的微生物ꎻ(３)红树林环境样品是否存在具有抑菌

活性的微生物资源ꎮ 以期挖掘更多潜在新物种和

具有抑制人类致病菌活性的微生物资源ꎬ为抗生

素的开发提供基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

１.１.１ 根际土壤样品的采集 　 ２０２１ 年 ９ 月于茅尾

海红树林自治区级自然保护区采集红树植物红海

０００２ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



榄、黄槿、无瓣海桑、桐花树、阔苞菊的根际泥土样

本ꎮ 采集 ５ ~ １０ ｃｍ 深度的红树植物根际土壤ꎬ除
去石块和断根等杂质后装入无菌采样袋存放于

４ ℃保温箱中ꎬ带回实验室进行菌株分离实验ꎮ 样

品采集信息详情如表 １ 所示ꎮ

表 １　 茅尾海红树根际土壤样品采集的信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｍａｎｇｒｏｖｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ

ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｍａｏｗｅｉ Ｓｅａ

样品编号
Ｃｏｄｅ ｏｆ
ｓａｍｐｌｅ

根际土壤样品
Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅ

经度和纬度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ ａｎｄ

ｌａｔｉｔｕｄｅ

Ａ 红海榄根际土壤
Ｒｈｉｚｏｐｈｏｒａ ｓｔｙｌｏｓａ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

１０８°３４′４３″ Ｅ、
２１°５２′１０″ Ｎ

Ｂ 黄槿根际土壤
Ｔａｌｉｐａｒｉｔｉ ｔｉｌｉａｃｅｕｍ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

１０８°３５′２５″ Ｅ、
２１°５１′３８″ Ｎ

Ｃ 无瓣海桑根际土壤
Ｓｏｎｎｅｒａｔｉａ ａｐｅｔａｌａ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

１０８°３５′４５″ Ｅ、
２１°５１′３７″ Ｎ

Ｄ 无瓣海桑根际土壤
Ｓ. ａｐｅｔａｌａ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

１０８°３４′４４″ Ｅ、
２１°５２′０９″ Ｎ

Ｅ 桐花树根际土壤
Ａｅｇｉｃｅｒａｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍ
ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

１０８°３４′４４″ Ｅ、
２１°５２′３５″ Ｎ

Ｆ 桐花树根际土壤
Ａ. ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｍ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

１０８°３４′４３″ Ｅ、
２１°５２′１０″ Ｎ

Ｇ 阔苞菊根际土壤
Ｐｌｕｃｈｅａ ｉｎｄｉｃａ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ

１０８°３４′５２″ Ｅ、
２１°５２′０５″ Ｎ

１.１.２ 检定菌来源 　 表皮葡萄球菌( Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ) 和 铜 绿 假 单 胞 菌 ( Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ)由广东省微生物研究所提供ꎮ 耐甲氧

西 林 金 黄 色 葡 萄 球 菌 ( Ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ)由广西中医药大学海洋药物

研究院提供ꎮ
１.１.３ 主要试剂及仪器设备　 二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)
和甲醇为国产分析纯ꎬ购于西陇科学股份有限公

司ꎻ聚合酶链式反应引物(２７Ｆꎬ １４９２Ｒ)购于北京

全式金生物技术有限公司ꎻＣｈｅｌｅｘ￣１００ 树脂购于美

国 ＢｉｏＲａｄ 公司ꎻＴａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (２ ×)购于康

为世纪生物科技股份有限公司ꎮ
１.１.４ 培养基　 富集培养基:氯化铵 １.０ ｇꎬ乙酸钠

２.０ ｇꎬ七水硫酸镁 ０.２０ ｇꎬ酵母提取物 ０.２０ ｇꎬ蛋白

胨 ０.２０ ｇꎬＥＤＴＡ￣Ｎａ２ １.０ ｇꎬ丙酮酸钠 １.１ ｇꎬ海水 １
Ｌꎬ灭菌后另加无菌的 １０％ ＮａＨＣＯ３和 ２％ ＫＨ２ＰＯ４

溶液( １０ ｍＬ􀅰Ｌ￣１ )ꎮ 分离培养基:参考李蜜等

(２０２０)使用 ２２１６Ｅ 琼脂培养基(２２１６Ｅ)、２２１６Ｅ /

１０ 培养基、酪氨酸－天冬酰胺培养基( Ｐ７)、改良

ＩＳＰ５ 培养基 ( Ｍ７)、 Ａｍ６￣１ 培养基、燕麦培养基

(Ｐ３)ꎮ 灭菌后添加重铬酸钾使其终浓度为 ２５
ｍｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ 纯化及保藏培养基:ＩＳＰ２ 和 ＬＢ 固体培

养基ꎮ 发酵培养基:ＡＭ３ 和 ＡＭ６ 液体培养基ꎮ 检

定菌培养基:ＬＢ 固体培养基ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 土壤样品的处理 　 参照王肖慢等(２０１９)的

方法ꎬ取 ２０ ｇ 土壤加入灭菌后的 ５００ ｍＬ 液体富集

培养基(Ｍｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)中ꎬ震荡混匀ꎬ置于 ２８ ℃
恒温箱静置培养ꎬ分别于第 ０ 天和第 ７ 天取原液、
１０ ￣１和 １０ ￣３稀释液ꎬ在 ６ 种不同的分离培养基上涂

布培养(李蜜等ꎬ２０２０)ꎮ
１.２. ２ 菌 株 的 分 离 纯 化 和 保 藏 　 参 考 李 蜜 等

(２０２０)的方法ꎬ将涂布后的培养基置于 ２８ ℃恒温

培养箱培养ꎬ分别于第 ５、第 １７、第 ４１ 天从涂布培

养基中挑选单一菌落ꎬ采用三区划线法在 ＩＳＰ２ 培

养基上分离纯化ꎬ编号且记录其生长培养基类型

和形态特征ꎻ将纯化的菌株保藏于 ２５％(Ｍ / Ｍ)无

菌甘油管中ꎮ
１.２.３ 菌株的鉴定 　 纯化的菌株根据形态特征进

行排重ꎬ采用 Ｃｈｅｌｅｘ￣１００ 法(周双清等ꎬ２０１０)对已

排重细菌的基因组 ＤＮＡ 进行提取ꎬ参照 Ｗａｌｓｈ 等

(１９９１)的方法对细菌基因组 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩

增ꎮ 将扩增产物委托生工生物工程(上海)股份有

限公司进行测序ꎮ 经 ＳｅｑＭａｎ 软件整理１６Ｓ ｒＲＮＡ
基因测序结果ꎬ并 在 数 据 库 ＥｚＢｉｏＣｌｏｕ ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ. ｅｚｔａｘｏｎ. ｏｒｇ / ) 进 行 相 似 性 比 对ꎬ 根 据 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 相似度对菌株的种属进行确定ꎮ
１.２.４ 可培养细菌活性筛选

１.２.４.１ 可培养细菌粗提物的提取 　 参考李蜜等

(２０２０)的方法ꎬ将对数生长期的菌株分别接种于

１００ ｍＬ 的 ＡＭ３ 和 ＡＭ６ 液体培养基中ꎬ在 ２８ ℃、
１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１恒温振荡培养箱中发酵 ７ ｄꎮ 用等体

积的乙酸乙酯萃取发酵液 ３ 次ꎬ取乙酸乙酯萃取

溶液进行减压旋蒸ꎬ挥干得到细菌粗提物ꎬ粗提物

置于 ４ ℃环境保存ꎮ
１.２.４.２ 细菌粗提物的抑菌实验 　 参考郑红芸等

(２０１９)的方法ꎬ将致病菌接种于 ５０ ｍＬ ＬＢ 液体培

养基中ꎬ在 ３７ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１的摇床中培养 ７ ｈ 获

得种子液ꎮ 种子液加到未凝固的 ＬＢ 固体培养基

中灭菌后冷却至 ５０ ℃ 左右的 ＬＢ 固体培养基中ꎬ
稀释至 ０.２％浓度ꎮ 充分振摇后倾注到培养皿中ꎬ

１００２１１ 期 李王靖等: 茅尾海红树根际土壤可培养细菌多样性及抑菌活性研究



待其冷却后备用ꎮ
参考叶景静等(２０１８)的方法ꎮ 使用甲醇溶解

细菌粗提物ꎬ最终配制成 ２０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１溶液ꎬ取 １５
μＬ 分多次滴加到直径 ６ ｍｍ 的无菌滤纸片中ꎮ 等

体积甲醇、ＤＭＳＯ、空白 ＡＭ３ 培养基、空白 ＡＭ６ 培

养基的滤纸片作阴性对照ꎮ 以分别加入 ３ μＬ 甲

氧苄啶和环丙沙星的滤纸片作为阳性对照ꎮ ３７ ℃
恒温培养箱培养 ２４ 小时ꎬ观察抑菌结果ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 可培养细菌多样性分析

使用 ６ 种分离培养基从 ７ 份红树植物根际土

壤样品中分离到 ２６６ 株可培养细菌ꎮ 根据菌株的

形态特征和生长情况进行排重ꎬ通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基

因序列测序比对ꎬ鉴定获得 １２０ 种细菌ꎬ包括放线

菌门、厚壁菌门和变形菌门ꎬ隶属于 ３５ 科 ４７ 属ꎬ
分离情况如表 ２ 所示ꎮ 红树植物根际土壤中放线

菌资源丰富ꎬ分离得到 ４９ 种放线菌占分离菌株总

数的 ４０.８％ꎮ 链霉菌属 (Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ)分离获得最

多ꎬ共 １７ 种ꎬ占细菌物种总数的 １４.２％ꎻ其次为芽

孢杆菌属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)ꎬ共获得 ９ 种ꎮ 分离得到 ５ 种

潜在新菌ꎬ与有效发表菌株相比较最高相似度均

低 于 ９７. ００％ꎬ 其 中 Ｍａｒｍｏｒｉｃｏｌａ ｓｉｌｖｅｓｔｒｉｓ
ＧＸＩＭＤ２７９９、 Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｏｓｐｏｒａ ｃｈｉａｎｇｍａｉｅｎｓｉｓ
ＧＸＩＭＤ３２９７、 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ｍａｎｇｒｏｖｉ ＧＸＩＭＤ２８０７、
Ｆｕｌｖｉｍａｒｉｎａ ｍａｎｇａｎｏｘｙｄａｎｓ ＧＸＩＭＤ２７９４ 均来源于

桐花树的根际土壤ꎬ详细物种信息如表 ３ 所示ꎮ
２.２ 不同样品和培养基的获得菌株种类分析

经过富集培养处理后ꎬ不同样品获得可培养

细菌多样性差异明显ꎬ样品 Ｂ(黄槿根际土壤)中

分离得到的菌种数目最多(为 ４３ 种)ꎬ优势菌属为

微杆菌属(Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)ꎮ 其次是样品 Ｆ(桐花

树根际土壤)分离得到 ３５ 种细菌ꎬ链霉菌属最为

丰富ꎮ 样品 Ｅ(桐花树根际土壤)中分离得到的菌

种数目最少ꎬ而放线菌占比最高 ( ５７. ８９％)ꎮ 此

外ꎬ各样品中均能分离得到芽孢杆菌属和希瓦氏

菌属( Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ)菌株ꎮ 不同样品菌株分离情况

如图 １ 所示ꎮ
由于不同培养基存在营养成分差异ꎬ因此分

离得到的细菌物种多样性差异显著ꎮ 就菌种多样

性而言ꎬＰ７ 培养基分离效果最好ꎬ获得 ６０ 种细菌ꎬ
隶属于 １８ 个属ꎬ其中 ５６.６７％为放线菌ꎬ链霉菌属

最为丰富ꎮ Ｐ３ 培养基和 ２２１６Ｅ 培养基分离得到

的菌株数目最少ꎬ分别得到 １１ 种和 １４ 种菌ꎬ隶属

于 １０ 个属和 １２ 个属ꎬ优势菌属为链霉菌属ꎮ 与

２２１６Ｅ 培养基相比ꎬ具有相同种类成分的 ２２１６Ｅ /
１０ 培养基分离得到的菌株种类更为多样ꎬ共获得

３５ 种 菌ꎬ 隶 属 于 ２０ 个 属ꎮ 此 外ꎬ 壤 霉 菌 属

( Ａｇｒｏｍｙｃｅｓ )、 芽 孢 杆 菌 属、 链 霉 菌 属 和

Ｒｏｓｓｅｌｌｏｍｏｒｅａ 在 ６ 种分离培养基中均有生长ꎮ 不

同培养基菌株分离情况如图 ２ 所示ꎮ
２.３ 细菌发酵产物的抑菌实验结果

９ 种菌株对至少一种致病菌有抑菌活性ꎬ其中

７ 种 分 离 自 Ｐ７ 培 养 基ꎮ 菌 株 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ｈｙｄｅｒａｂａｄｅｎｓｉｓ ＧＸＩＭＤ３０７７、 Ａｇｒｏｍｙｃｅｓ ｋａｎｄｅｌｉａｅ
ＧＸＩＭＤ３２４９、 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｕｎｄａｒｂａｎｓｅｎｓｉｓ
ＧＸＩＭＤ３２４２、 Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｌｕｔｅｕｍ ＧＸＩＭＤ３６８４、
Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ ｒｉｆａｍｙｃｉｎｉｃａ ＧＸＩＭＤ３６９９ 对 ３ 种人

体致 病 菌 均 具 有 抑 制 活 性ꎮ Ｇｏｒｄｏｎｉａ ｄｉｄｅｍｎｉ
ＧＸＩＭＤ３８６１、 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ａｌｇａｅ ＧＸＩＭＤ３２４１ 对

ＭＲＳＡ 和铜绿假单胞菌具有抑制活性ꎮ Ｎｏｃａｒｄｉａ
ａｒｔｈｒｉｔｉｄｉｓ ＧＸＩＭＤ３０８８、ＧＸＩＭＤ３２９７ 对铜绿假单胞

菌具有一定的抑制活性ꎮ 放线菌在抑菌活性研究

方面有较大潜力ꎬ通过筛选发现 ８ 种活性菌株为

放线菌ꎬ２ 种来源于链霉菌属ꎬ其余 ６ 种菌株分别

来自壤霉菌属、短杆菌属(Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、小单孢

菌属(Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ)、戈登氏菌属(Ｇｏｒｄｏｎｉａ)、诺
卡 氏 菌 属 ( Ｎｏｃａｒｄｉａ ) 和 放 线 孢 菌 属

(Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｏｓｐｏｒａ)ꎬ其中 ＧＸＩＭＤ３２９７ 为潜在新

菌ꎬ对铜绿假单胞菌具有一定的抑菌活性ꎮ 同一

菌株不同发酵培养基其代谢产物抑菌活性检测结

果不同ꎬ部分菌株的抑菌活性只存在于其中一种

发酵 培 养 基 的 代 谢 产 物ꎬ ９ 株 活 性 菌 株 中

ＧＸＩＭＤ３６９９ 和 ＧＸＩＭＤ３０６１ 在 ２ 种发酵培养基的

代谢产物均有抑菌活性ꎮ 抑菌活性实验结果如表

４ 和图 ３ 所示ꎮ

３　 讨论

茅尾海红树林海水盐度较低且红树植物种类

多样ꎬ其根际土壤微生物群落复杂ꎮ 据 ２０１５—
２０２１ 年的文献报道ꎬ通过传统分离方法从茅尾海

红树林土壤分离得到的潜在新菌( <９８.６５％)比例

为 ２.３４％ (张荣灿等ꎬ２０１５ꎻ吴家法等ꎬ２０１７ꎻ颜栋

美等ꎬ２０１８ꎻ叶景静等ꎬ２０１８ꎻ石松标等ꎬ２０１８ꎻ郑红

２００２ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



表 ２　 茅尾海红树林样品根际土壤可培养细菌
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ ｍａｎｇｒｏｖｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｍａｏｗｅｉ Ｓｅａ

门
Ｐｈｙｌｕｍ

科
Ｆａｍｉｌｙ

属
Ｇｅｎｕｓ

种数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ

纤维单胞菌科
Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ Ｏｅｒｓｋｏｖｉａｃｅａｅ

纤维单胞菌属 Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓ １
厄氏菌属 Ｏｅｒｓｋｏｖｉａ １

原小单孢菌科 Ｐｒｏｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｃｅａｅ 纤维菌属 Ｃｅｌｌｕｌｏｓｉｍｉｃｒｏｂｉｕｍ １
去甲基醌菌科 Ｄｅｍｅｑｕｉｎａｃｅａｅ 去甲基醌菌属 Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ ３
动孢菌科 Ｋｉｎｅｏｓｐｏｒｉａｃｅａｅ 动孢囊菌属 Ｋｉｎｅｏｓｐｏｒｉａ １
微杆菌科 Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ 壤霉菌属 Ａｇｒｏｍｙｃｅｓ ３

短小杆菌属 Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ３
细杆菌属 Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ４

放线菌门
Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

微球菌科 Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｃｅａｅ 考克氏菌属 Ｋｏｃｕｒｉａ １
小单孢菌科 Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｃｅａｅ 小单孢菌属 Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ ６
戈登氏菌科 Ｇｏｒｄｏｎｉａｃｅａｅ 戈登氏菌属 Ｇｏｒｄｏｎｉａ ２
分枝杆菌科 Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ 分枝杆菌属 Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ １
诺卡氏菌科 Ｎｏｃａｒｄｉａｃｅａｅ 诺卡氏菌属 Ｎｏｃａｒｄｉａ ２

红球菌属 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ １
类诺卡氏菌科 Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄａｃｅａｅ Ｍａｒｍｏｒｉｃｏｌａ １
伪诺卡氏菌科 Ｐｓｅｕｄｏｎｏｃａｒｄｉａｃｅａｅ 放线孢菌属 Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｏｓｐｏｒａ １
链霉菌科 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ 链霉菌属 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ １７

芽孢杆菌科 Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ 嗜碱芽孢杆菌属 Ａｌｋａｌｉｈａｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ １
芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ９
细胞杆菌属 Ｃｙｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ １
虚构芽孢杆菌属 Ｆｉｃｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ２
Ｍｅｓｏｂａｃｉｌｌｕｓ １
Ｍｅｔａｂａｃｉｌｌｕｓ １

厚壁菌门
Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ

Ｐｒｉｅｓｔｉａ ４
Ｒｏｓｓｅｌｌｏｍｏｒｅａ ６
枝芽孢菌属 Ｖｉｒｇｉｂａｃｉｌｌｕｓ １

微小杆菌科 Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 微小杆菌属 Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ２
类芽孢杆菌科 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ 类芽孢杆菌属 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ ２
动球菌科 Ｐｌａｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ Ｍｅｔａｓｏｌｉｂａｃｉｌｌｕｓ １
葡萄球菌科 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｃｅａｅ 葡萄球菌属 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ １
肠球菌科 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃａｃｅａｅ 肠球菌属 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ １

橙单胞菌科
Ａｕｒａｎｔｉｍｏｎａｄａｃｅａｅ Ｓｔａｐｐｉａｃｅａｅ

Ｆｕｌｖｉｍａｒｉｎａ ２
Ｒｏｓｅｉｂｉｕｍ １

红细菌科 Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ Ｓａｌｉｐｉｇｅｒ １
赤杆菌科 Ｅｒｙｔｈｒｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ Ｑｉｐｅｎｇｙｕａｎｉａ １
产碱菌科 Ａｌｃａｌｉｇｅｎａｃｅａｅ 产碱杆菌属 Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ １
丛毛单胞菌科 Ｃｏｍａｍｏｎａｄａｃｅａｅ Ｃｕｒｖｉｂａｃｔｅｒ ２
希瓦氏菌科 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｃｅａｅ 希瓦氏菌科属 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ７

变形菌门
Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ

微泡菌科 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒａｃｅａｅ 微泡菌属 Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ２
肠杆菌科 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ 肠杆菌属 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ３

曼格洛杆菌 Ｍａｎｇｒｏｖｉｂａｃｔｅｒ １
欧文氏菌科 Ｅｒｗｉｎｉａｃｅａｅ 泛菌属 Ｐａｎｔｏｅａ １
莫拉氏菌科 Ｍｏｒａｘｅｌｌａｃｅａｅ 不动杆菌属 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ５
盐单胞菌科 Ｈａｌｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ 盐单胞菌属 Ｈａｌｏｍｏｎａｓ １
海洋螺菌科 Ｏｃｅａｎｏｓｐｉｒｉｌｌａｃｅａｅ 海细菌属 Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ １
假单胞菌科 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ 假单胞菌属 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ５
弧菌科 Ｖｉｂｒｉｏｎａｃｅａｅ 弧菌属 Ｖｉｂｒｉｏ ４

３００２１１ 期 李王靖等: 茅尾海红树根际土壤可培养细菌多样性及抑菌活性研究



表 ３　 潜在疑似新物种
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｎｅｗ ｓｐｅｃｉｅｓ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｃｏｄｅ

样品来源
Ｓａｍｐｌｅ ｓｏｕｒｃｅ

相近种
Ｒｅｌａｔｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ

相似度
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ (％)

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号
ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

ＧＸＩＭＤ２７９９ Ｅ Ｍａｒｍｏｒｉｃｏｌａ ｓｉｌｖｅｓｔｒｉｓ ９６.０２ ＯＰ６４６７７４

ＧＸＩＭＤ３２９７ Ｅ Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｏｓｐｏｒａ ｃｈｉａｎｇｍａｉｅｎｓｉｓ ９６.６１ ＯＰ６４６７７５

ＧＸＩＭＤ２７９４ Ｆ Ｆｕｌｖｉｍａｒｉｎａ ｍａｎｇａｎｏｘｙｄａｎｓ ９５.９５ ＯＰ６４６７７６

ＧＸＩＭＤ２８０７ Ｆ 曼氏希瓦氏菌
Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ｍａｎｇｒｏｖｉ ９５.６２ ＯＰ６４６７７７

ＧＸＩＭＤ２７９２ Ｇ 舟山海洋杆菌
Ｍａｒｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｚｈｏｕｓｈａｎｅｎｓｅ ９６.９６ ＯＰ６４６７７８

图 １　 不同茅尾海红树根际土壤分离得到的细菌种类
Ｆｉｇ. １　 Ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｎｇｒｏｖｅ

ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｍａｏｗｅｉ Ｓｅａ

图 ２　 不同培养基分离得到的细菌总数
Ｆｉｇ. ２　 Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ

芸等ꎬ２０１９)ꎮ 由于海洋环境难以模拟、某些微量的

营养物质缺失、不同微生物之间的生物联系切断等

制约条件ꎬ导致部分微生物为避免外界环境威胁ꎬ

启动自我保护机制而陷入休眠状态 (王保军等ꎬ
２０１３)ꎬ因此在实验室分离得到的菌株种类极其有

限ꎮ 为分离未培养和难培养微生物ꎬ本研究采用富

集培养法富集土壤样品中的微生物ꎬ以期复苏休眠

菌株ꎬ提高微生物多样性ꎬ获得更多潜在新物种ꎬ最
终分离得到 ５ 株相似度低于 ９７.００％的菌种ꎬ潜在新

菌比例为 ４.１７％ꎮ 富集培养所用培养基是在寡营养

培养基的基础上添加了丙酮酸钠和乙酸钠ꎬ为合成

细菌生长所需的丙酮酸和乙酰辅酶 Ａ 提供底物ꎬ进
而增强细菌基础代谢ꎬ促进细菌复苏ꎬ同时降解富

集过程中细菌产生的有害代谢产物ꎬ在富集过程中

打破部分微生物的受胁迫状态(Ｍｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８ꎻ王
肖慢等ꎬ２０１９)ꎬ使其可以正常生长ꎬ尽可能多的分

离出未培养和难培养细菌ꎮ
本研究在富集培养的基础上ꎬ采用 ６ 种分离培

养基对茅尾海 ７ 份不同地点的红树植物根际土壤

进行细菌的分离纯化ꎬ共获得 １２０ 种细菌ꎬ隶属于

３５ 科 ４７ 属ꎬ链霉菌属数量最多ꎬ优势属与叶景静

等(２０１８)、郑红芸等(２０１９)研究结果相同ꎮ 不同

培养基的菌株分离结果显示ꎬＰ７ 培养基(甘油、Ｌ－
酪氨酸、Ｌ－天冬酰胺、复合盐溶液)分离得到的菌

株多样性最丰富ꎬ共分离得到 ６０ 种细菌ꎬ占总菌

种数的 ５０.００％ꎬ包括 ７ 种活性菌株ꎮ Ｐ３ 和 ２２１６Ｅ
培养基营养丰富ꎬ分离效果逊于寡营养的 Ｐ７ 培养

基ꎮ 这说明在红树林特殊生境中ꎬ较多微生物的

生长需要补充氨基酸ꎬ并要求培养基微量元素多

样、非营养丰富ꎬＰ７ 培养基可作为红树植物根际土

壤微生物分离的参考培养基ꎮ
放线菌是抗生素的主要来源ꎬ为应对抗生素

耐药危机提供重要菌种资源ꎮ 抑菌活性筛选结果

显示ꎬ有 ９ 种细菌具有抑菌活性ꎬ 其中 ８ 种为放线

４００２ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



表 ４　 具有抑制 ３ 种人类致病菌活性的红树林根际土壤可培养菌株
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｍａｎｇｒｏｖｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｗｉｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｒｅｅ ｈｕｍａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

粗提物
Ｃｒｕｄｅ ｅｘｔｒａｃｔ

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

分离培养基
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
ｍｅｄｉｕｍ

相近种
Ｒｅｌａｔｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ

抑菌结果
Ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ

ＰＡ ＭＲＳＡ ＳＥ

ＧＸＩＭＤ３０７７ (Ａ) １ Ｐ７ 海德拉巴链霉菌
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｈｙｄｅｒａｂａｄｅｎｓｉｓ

＋ ＋ ＋

ＧＸＩＭＤ３２４９ (Ｂ) ２ Ｍ７ꎬ２２１６Ｅ / １０ 秋茄壤霉菌
Ａｇｒｏｍｙｃｅｓ ｋａｎｄｅｌｉａｅ

＋ ＋ ＋

ＧＸＩＭＤ３２４２ (Ａ) ３ Ｐ７ 孙达本斯链霉菌
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｕｎｄａｒｂａｎｓｅｎｓｉｓ

＋ ＋ ＋

ＧＸＩＭＤ３６８４ (Ｂ) ４ Ａｍ６￣１ꎬＰ７ 藤黄短小杆菌
Ｃｕｒｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｌｕｔｅｕｍ

＋ ＋ ＋

ＧＸＩＭＤ３６９９ (Ａ) ５ ２２１６Ｅ / １０ 利福霉素小单孢菌
Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ ｒｉｆａｍｙｃｉｎｉｃａ

＋ ＋ ＋

ＧＸＩＭＤ３６９９ (Ｂ) ６ ２２１６Ｅ / １０ Ｍ. ｒｉｆａｍｙｃｉｎｉｃａ ＋ ＋ ＋

ＧＸＩＭＤ３８６１ (Ａ) ７ Ｐ７ Ｇｏｒｄｏｎｉａ ｄｉｄｅｍｎｉ ＋ ＋ －

ＧＸＩＭＤ３８６１ (Ｂ) ８ Ｐ７ Ｇ. ｄｉｄｅｍｎｉ ＋ ＋ －

ＧＸＩＭＤ３２４１ (Ｂ) ９ Ｐ７ 海藻希瓦氏菌
Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ａｌｇａｅ

＋ ＋ －

ＧＸＩＭＤ３０８８ (Ｂ) １０ Ｐ７ Ｎｏｃａｒｄｉａ ａｒｔｈｒｉｔｉｄｉｓ ＋ － －

ＧＸＩＭＤ３２９７ (Ａ) １１ Ｐ７ Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｏｓｐｏｒａ ｃｈｉａｎｇｍａｉｅｎｓｉｓ ＋ － －

　 注: ＋. 有抑菌圈ꎻ －. 无抑菌圈ꎻ ＳＥ. 表皮葡萄球菌ꎻ ＭＲＳＡ. 耐甲氧西林金黄色普通球菌ꎻ ＰＡ. 铜绿假单胞菌ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ＋. Ａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅꎻ －. Ｎｏ ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ ｚｏｎｅꎻ ＳＥ. Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓꎻ ＭＲＳＡ. Ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓ. ａｕｒｅｕｓꎻ
ＰＡ. Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ.

１. 铜绿假单胞菌ꎻ ２. 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌ꎻ ３. 表皮葡萄球菌ꎻ Ａ. ＡＭ３ 培养基ꎻ Ｂ. ＡＭ６ 培养基ꎻ Ｃ. 甲醇ꎻ Ｄ. 二甲基亚
砜ꎻ Ｅ. 甲氧苄啶ꎻ Ｆ. 环丙沙星ꎮ
１. Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａꎻ ２. Ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓꎻ ３. Ｓ. ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓꎻ Ａ. ＡＭ３ ｍｅｄｉｕｍꎻ Ｂ. ＡＭ６ ｍｅｄｉｕｍꎻ Ｃ. ＭｅＯＨꎻ
Ｄ. ＤＭＳＯꎻ Ｅ. ＴＭＰꎻ Ｆ. ＣＰＦＸ.

图 ３　 ３ 种人体致病菌抑菌活性实验结果图
Ｆｉｇ. ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｈｕｍａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌ꎮ ＧＸＩＭＤ３０７７、 ＧＸＩＭＤ３２４９、 ＧＸＩＭＤ３２４２、
ＧＸＩＭＤ３６８４、ＧＸＩＭＤ３６９９ 对 ３ 种人体致病菌均有

一定 的 抑 制 作 用ꎮ ＧＸＩＭＤ３２４９ 为 秋 茄 壤 霉 菌

(Ａｇｒｏｍｙｃｅｓ ｋａｎｄｅｌｉａｅ)ꎬ最早发现于 ２０２０ 年(Ｗａｎｇ

５００２１１ 期 李王靖等: 茅尾海红树根际土壤可培养细菌多样性及抑菌活性研究



ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎬ目前未见有抑菌活性方面的报道ꎮ
ＧＸＩＭＤ３６９９ 和 ＧＸＩＭＤ３０６１ 在两种发酵培养基的

代谢产物均有抑菌活性ꎬ其余活性菌株只筛选到

一种培养基的代谢产物具有活性ꎬ说明培养基的

组成变化对菌株的次级代谢产物合成有一定的影

响(孙志敏等ꎬ２０２２)ꎮ 铜绿假单胞菌是临床上常

见的病原菌ꎬ容易感染人体导致肺炎、菌血症和败

血症等ꎬ对于免疫力低下人群具有严重的危害ꎮ
其外膜通透性较低ꎬ并能产生碳青霉烯酶和多种

β￣内酰胺酶对抗生素进行灭活ꎬ对多种常用抗菌药

物具有明显耐药性(岳卓等ꎬ２０２０)ꎮ 本研究分离

得到 １ 株最高相似度为 ９６. ６１％ 的稀有放线菌

ＧＸＩＭＤ３２９７ ( Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｏｓｐｏｒａ ｃｈｉａｎｇｍａｉｅｎｓｉｓ)ꎬ为

潜在新物种ꎬ该菌在 ＡＭ６ 液体培养基中的代谢产

物对铜绿假单胞菌具有一定的抑制作用ꎮ 据文献

报道ꎬ 该 属 菌 株 仅 在 兰 花 ( Ｓａｋｄａｐｅｔｓｉｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８ )、 地 衣 ( Ｙａｍａｍｕｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ ) 和 土 壤

(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)中被发现ꎬ目前暂无关于该属

抑菌活性的相关研究ꎮ 因此ꎬ本研究筛选到的潜

在新物种 ＧＸＩＭＤ３２９７ 具有深入开发研究的潜力ꎮ
下一步计划开展潜在新菌的多项分类鉴定及活性

菌株的条件优化、活性化合物分离纯化等ꎬ为新型

抗生素的研发提供科学基础ꎮ

４　 结论

本研究结果可为富集培养方法在红树植物根

际土壤微生物分离的应用提供参考ꎮ 从茅尾海红

树植物根际土壤中分离得到 １２０ 种细菌ꎬ包括 ５ 种

潜在新物种ꎬ说明茅尾海红树植物根际土壤蕴藏

的微生物资源丰富ꎬ具有较大的开发价值ꎮ 抑菌

实验结果显示ꎬ８ 种放线菌对多种致病菌表现出抑

制作用ꎬ其中包括 １ 株潜在新菌ꎬ说明海洋放线菌

是新型抗生素生产来源的潜力菌株ꎬ并且具有较

大研究潜力ꎮ
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