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体外抗乙肝病毒活性研究
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摘　 要: 红树生境中微生物菌群丰富ꎬ其次生代谢产物结构新颖ꎬ是挖掘新型药物的重要来源ꎮ 该研究利用

纯培养技术和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 分子生物学技术确定细菌种属ꎬ并进行物种多样性分析ꎻ以 ＨｅｐＧ２.２.１５ 细胞株为

模型ꎬ通过 ＭＴＴ 和 ＰＣＲ 技术测试细菌代谢产物的抗乙肝病毒活性ꎻ使用 ＬＣ￣ＨＲＭＳ 技术对活性菌株代谢产

物进行初步分析ꎬ初步评价木榄沉积物、根、叶以及胚轴的可培养细菌多样性以及细菌代谢物生物活性ꎬ寻
找抗乙肝病毒的药源菌株ꎮ 结果表明:(１)共获得细菌 ５９ 种ꎬ分属于 ４ 门 ５ 纲 １４ 目 ２３ 科 ３６ 属ꎬ其中芽孢杆

菌为优势菌属ꎻ菌株 ＧＸＩＭＤ０７４０２、ＧＸＩＭＤ０７６６５、ＧＸＩＭＤ０７３８４ 分别为 Ｐｓｅｕｄｏｏｃｅａｎｉｃｏｌａ 属、Ｔｈｉｏｃｌａｖａ 属和

Ａｅｓｔｕａｒｉｉｂａｃｕｌｕｍ 属的潜在新种ꎮ (２)抗乙肝病毒活性结果显示 ＧＸＩＭＤ０７３６６、ＧＸＩＭＤ０７６１６、ＧＸＩＭＤ０７３８４ 、
ＧＸＩＭＤ０７５５０、ＧＸＩＭＤ０７４４５Ｘ 提取物能显著降低 ＨｅｐＧ２.２.１５ 细胞上清液中 ＨＢＶ ＤＮＡ 水平(Ｐ<０.０５)ꎬ抑制

率分别为 ５１％、４７％、６３％、５２％、４７％ꎮ ( ３) 初步鉴定强活性菌株 ＧＸＩＭＤ０７３８４ 的 ４ 个主要代谢产物有

ａｄｅｎｏｓｉｎｅ、ｃｙｃｌｏ(Ｌ￣Ｐｒｏ￣Ｌ￣ＯＭｅｔ)、ａｃｒｅｍｉｎｅ Ｇ 和 ７ꎬ８￣ｄｉｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏ[ ｇ] ｐｔｅｒｉｄｉｎｅ￣２ꎬ４( １Ｈꎬ３Ｈ)￣ｄｉｏｎｅꎮ 综上认

为ꎬ木榄生境中可培养细菌物种多样性丰富且含有能产生抗乙肝病毒活性化合物的菌株ꎮ 该研究结果为后

续海洋微生物资源的应用提供了基础ꎮ
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　 　 红树林是独特的沿海生态系统ꎬ物质流、能量

流密集ꎬ表现出较高的生产力ꎬ孕育着庞大的微生

物群落ꎬ是新物种和多种生物活性化合物的来源

(Ｌｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 细菌作为微生物的最大类群ꎬ
在工 业、 医 药 等 方 面 有 着 重 要 价 值ꎮ Ｊｉａｎｇ 等

(２０１８)从广西北仑口 ５ 种红树植物中分离得到

１０１ 株内生放线菌ꎬ包括 ７ 株潜在新种ꎬ抑菌试验

中 ３１ 株菌显示阳性ꎬ其中 ２１ 株菌对抗性病原体表

现出抑制活性ꎮ 李菲等(２０２１)从海芒果根际和组

织中分离出可培养细菌 ７１ 株ꎬ其中 １５ 株菌株具有

抗农用真菌活性ꎬ其基因组 ＤＮＡ 均扩增出至少 １
种次级代谢产物合成基因ꎮ 李蜜等(２０１８)从海南

西海岸红树植物中分离得到 ３２ 株细菌ꎬ其中 １ 株

为新物种、３ 株能延缓线虫衰老的活性菌株ꎮ 红树

生境细菌资源丰富ꎬ是发现活性天然产物的重要

来源ꎬ值得我们进一步探索ꎮ
乙型肝炎病毒(ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓꎬ ＨＢＶ)是一种

嗜肝型 ＤＮＡ 病毒ꎬ长期感染会引发肝硬化、肝癌ꎬ
严重危害人类健康( Ｓａｒｉｎꎬ ２０１６)ꎮ 全球乙肝表面

抗原(ＨＢＶ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｔｉｇｅｎꎬＨＢｓＡｇ)阳性率为３.９％ꎬ
约 ２.９２ 亿患者ꎬ每年有 １００ 多万人死于 ＨＢＶ 感染

所致的终末期疾病(Ｒａｚａｖｉ￣Ｓｈｅａｒｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ
中国普通人群的 ＨＢＶ 感染率为 ６.８９％ꎬ乙肝病毒

患者有８ ３００万人ꎬ每年有 ３０ 万人因慢性乙型肝炎

致死(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 目前ꎬ公认治疗乙型肝

炎有效的药物主要是干扰素和核苷类药物ꎬ但它

们在临床应用中存在副作用大、价格昂贵、易耐药

以及治愈率低等诸多不足( Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻＳｈｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 因此ꎬ寻找新型高效的抗乙肝病毒

药物仍为我国亟待解决的难题ꎮ 木榄(Ｂｒｕｇｕｉｅｒａ
ｇｙｍｎｏｒｈｉｚａ)为红树科木榄属植物ꎬ具有清热解毒

功效ꎬ京族医书有用其主治乙型肝炎的记录(张帅

等ꎬ ２０１６)ꎮ 本课题组前期从木榄胚轴中分离得

到 ７ 个有抑制乙肝病毒复制活性的氰苷类化合

物ꎬ其 ＩＣ５０值范围为(５.１±０.２) ~ (８７.７±５.８)μｇ􀅰
ｍＬ￣１(Ｙｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 然而ꎬ由于红树资源的生

态价值突出ꎬ加之难再生性ꎬ使得大规模采集木榄

胚轴用于抗乙肝病毒的研究受到制约ꎮ 而微生物

具有菌种易保存、生长周期短、代谢可调控等优

点ꎬ因此可大规模发酵成为药物开发的战略资源ꎮ
目前ꎬ有关木榄生境中可培养细菌的研究报道较

少且多集中于抑菌活性ꎮ Ｄｉｎｇ 等(２０１１) 从木榄

茎部内生链霉菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ.中分离得到 ４ 个新

的安莎霉素类大环内酯化合物 ｄｉｖｅｒｇｏｌｉｄｅｓ Ａ ~ Ｄꎬ
对 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｖａｃｃａｅ、ＭＲＳＡ 和

ＶＲＥ 多种细菌有较强的抑制活性ꎮ Ｙａｎ 等(２０１０)
从木 榄 叶 中 分 离 得 到 １ 株 链 霉 菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ａｌｂｉｄｏｆｌａｖｕｓꎬ从中分离得到第一个天然的 ８￣乙酰氧

７１６４ 期 候师师等: 红树木榄生境中可培养细菌物种多样性及其体外抗乙肝病毒活性研究



基的抗霉素 ａｎｔｉｍｙｃｉｎ Ａ１８ꎬ对植物病原菌有良好

的杀菌活性ꎬ而抗乙肝病毒活性未见报道ꎮ 因此ꎬ
本研究开展木榄生境中可培养细菌物种多样性探

索ꎬ并测试其代谢产物抗乙肝病毒活性ꎬ以期为药

用红树资源充分挖掘利用和抗乙肝药物开发提供

药源菌株ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

１.１.１ 样品 　 ２０１９ 年 ５ 月在广西北仑河口红树林

自然保护区(１０８°１４′１１″ Ｅ、１９°３６′５５″ Ｎ)采集木

榄的生境沉积物、根、叶、胚轴样品ꎮ 对木榄沉积

物用灭菌铲挖取深度为 ５ ｃｍ 的土壤ꎬ对木榄的根、
叶、胚轴直接采取后用无菌水冲洗表面ꎬ将各样品

分装在密封袋内ꎬ保存于采样冰盒中ꎬ带回实验室

处理ꎮ
１.１.２ 培养基　 分离培养基:共 １０ 种ꎬ包括燕麦培

养基(Ｐ３)、酪氨酸￣天冬酰胺培养基(Ｐ７)、海藻糖￣
脯氨酸培养基(Ｍ５)、改良 ＩＳＰ５ 培养基(Ｍ７)、精氨

酸￣天冬酰胺培养基(Ｍ９)、改良淀粉￣水解酪素培

养基(Ｍ１０)、棉籽糖￣组氨酸培养基(Ｍ１１)、改良的

高氏培养基(ＡＧＧ)、Ｒ２Ａ、２２１６Ｅꎬ培养基详细配方

参考李蜜等 ( ２０２０) 的方法ꎮ 纯化培养基:改良

ＩＳＰ２ 固体培养基(酵母提取物 ２.０ ｇ、麦芽提取物

２.０ ｇ、葡萄糖 ２. ０ ｇ、琼脂 ２０. ０ ｇ 和海水 １ ０００
ｍＬ)ꎮ 发酵培养基:改良 ＩＳＰ２ 液体培养基、含０.１％
小球藻的改良 ＩＳＰ２ 液体培养基ꎮ 细胞完全培养

基:９０％ ＤＭＥＭ 培养基、１０％胎牛血清、１００ Ｕ􀅰
ｍＬ￣１青链霉素ꎮ
１.１.３ 细胞　 ＨｅｐＧ２.２.１５ 细胞株:广西艾滋病防治

研究重点实验室叶力教授惠赠ꎮ
１.１.４ 试剂　 Ｃｈｅｌｅｘ￣１００ 树脂、２×Ｅａｓｙ Ｔａｑ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ
购于美国 ＢｉｏＲａｄ 公司ꎻ１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增引物对

２７Ｆ 和 １４９２Ｒ 购于全式金生物技术有限公司ꎻ
ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清、青链霉素、生物级二甲

基亚 砜 ( ＤＭＳＯ) 购 于 美 国 Ｇｉｂｃｏ 公 司ꎻ 噻 唑 蓝

(ＭＴＴ)购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ拉米夫定(３ＴＣ)购于

上海麦克林生化科技有限公司ꎻＤＮＡ 病毒基因组

提取试剂盒购于北京索莱宝科技有限公司(中国ꎬ
北京)ꎻＨＢＶ ＤＮＡ 定量测定试剂盒购于湖南圣湘

生物科技有限公司ꎻ其他分离培养基用试剂均为

国产分析纯ꎮ

１.１.５ 主要仪器　 ＳＷ￣ＣＪ￣２Ｆ 超净工作台(苏州安泰

空气技术有限公司)ꎻ ＴＡｄｖａｎｃｅｄ ９６ＰＣＲ 扩增仪

(Ｂｉｏｍｅｔｒａꎬ德国)ꎻ ＺＷＹＰ￣２１０２ 恒温培养振荡器

(上海智城分析仪器制造有限公司)ꎻＨＲ１５００￣Ⅱ
Ｂ２ 生物安全柜(青岛海尔生物医疗股份有限公

司)ꎻ ＭＣＯ￣１７０ＡＩＣＤＬ￣ＰＣ 全 波 长 多 功 能 酶 标 仪

(Ｔｅｃａｎꎬ瑞士)ꎻＬｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ高通量实时荧光

定量 ＰＣＲ 系统(Ｒｏｃｈｅꎬ瑞士)ꎮ
１.２ 方法

１.２. １ 样 品 的 预 处 理 　 样 品 处 理 参 考 李 菲 等

(２０１８)的方法ꎮ 首先将木榄的根、叶、胚轴先用无

菌水清洗ꎬ然后用 ７５％酒精浸泡 ２ ｍｉｎꎬ最后用无

菌水冲洗除去酒精ꎮ 取大约 ２.０ ｇ 沉积物样品和

木榄各组织样品ꎬ分别置于无菌研钵中ꎬ加 ２ ｍＬ
海水充分研磨ꎬ作为样品原液ꎮ 用无菌海水依次

稀释成 １×１０ ￣３、１×１０ ￣４ ｇ􀅰ｍＬ￣１样液ꎮ
１.２.２ 木榄生境中可培养细菌的分离纯化 　 取 １×
１０ ￣３、１×１０ ￣４ ｇ􀅰ｍＬ￣１的样液 １００ μＬ 均匀涂布于 １０
种分离培养基中ꎬ在 ２８ ℃恒温培养箱中倒置培养

２~ ６ 周ꎬ不同形态的单菌落被挑取后ꎬ接种于 ＩＳＰ２
培养基ꎬ利用三区划线纯化菌株ꎮ 将生长良好且

无污染的菌体保藏于 ２０％(Ｖ / Ｖ)甘油管中ꎬ置于 ４
℃冰箱中短期存放ꎬ于－８０ ℃冰箱中长期保存ꎮ
１.２.３ 细菌的分子生物学鉴定 　 提取目标菌株的

基因组 ＤＮＡ 采用 Ｃｈｅｌｅｘ￣１００ Ｒｅｓｉｎ 法(周双清等ꎬ
２０１０)并参照 Ｗａｌｓｈ 等(１９９１)的方法进行 ＰＣＲ 梯

度扩增ꎮ 通用引物 ２７Ｆ 和 １４９２Ｒ 用于 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因片段的扩增ꎮ 用 １％琼脂糖(ｍ / Ｖ)凝胶电泳

检测扩增产物后ꎬ委托上海美吉生物医药技术有

限公司广州分公司完成 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序ꎮ 测

序 结 果 经 ＳｅｑＭａｎ 软 件 整 理ꎬ 利 用 ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ
(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ. ｎｅｔ / )服务器进行在线分

析(Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)获取同源性最高的典型菌株

序列ꎬ通过比对进行物种多样性分析ꎬ序列相似度<
９８.６５％视为潜在新物种(Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 利用

Ｖｅｎｎｙ 在线分析网站ꎬ在属级水平上对木榄不同来

源细菌类群分布进行韦恩图分析ꎮ
１.２.４ 菌株代谢产物的制备及代谢产物多样性的

筛选　 将对数生长期菌株分别接种到两种液体发

酵培养基后ꎬ于 ２８ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１摇床发酵培养 ７
ｄꎮ 发酵液用等体积乙酸乙酯萃取ꎬ萃取相经减压

浓缩后置于干燥器中低温保存备用ꎮ 利用 ＨＰＬＣ￣
ＤＡＤ 技术分析菌株代谢产物ꎬ初步筛选出代谢产

８１６ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



物较为丰富的菌ꎮ 分别将 ＩＳＰ２ 液体培养基发酵产

物命名为“细菌编号”ꎬ含 ０.１％小球藻的改良 ＩＳＰ２
液体培养基发酵产物命名为“细菌编号 Ｘ”ꎬ两份

空白 培 养 基 对 照 命 名 为 “ ＧＸＩＭＤ０００００ ” 和

“ＧＸＩＭＤ０００００Ｘ”ꎮ
１.２.５ 菌株代谢产物对 ＨｅｐＧ２.２.１５ 细胞增殖的影

响　 对代谢产物较为丰富的菌株进行抗乙肝病毒

实验ꎬ加生物级 ＤＭＳＯ 完全溶解后用完全培养基

稀释至浓度为 ５００、２５０、１２５ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ 取对数生

长期细胞ꎬ调整细胞浓度为 ５×１０４个􀅰ｍＬ￣１ꎬ接种

于 ９６ 孔板上ꎬ每孔 １００ μＬꎬ贴壁培养 ２４ ｈ 后ꎬ换入

含药培养液ꎬ同时设空白组和阳性对照组 ( １００
μｇ􀅰ｍＬ￣１ ３ＴＣ)ꎮ 培养 ７２ ｈ 后吸取上清液ꎬ加入 ５
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ ＭＴＴ 溶液 ５０ μＬꎬ３７ ℃孵育 ４ ｈꎬ弃去孔

内 ＭＴＴ 溶液ꎬ加入 ＤＭＳＯ １００ μＬꎬ震荡 １０ ｍｉｎꎮ 在

４９０ ｎｍ 波长下测定各孔光吸收值ꎬ计算细胞存活

率ꎮ 细胞存活率(％) ＝ (实验组 Ａ４９０值 /阴性对照

孔 Ａ４９０值) ×１００％ꎮ
１.２.６ 检测菌株代谢产物对 ＨｅｐＧ２.２.１５ 细胞上清

液中 ＨＢＶ ＤＮＡ 的影响 　 选取对细胞增殖无抑制

作用的菌株代谢产物进行后续抗乙肝病毒活性实

验ꎮ 取对数生长期 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 细胞制成 ５ × １０５

个􀅰ｍＬ￣１细胞悬浮液ꎬ接种于 ２４ 孔板上ꎬ每孔 １
ｍＬꎬ２４ ｈ 贴壁培养ꎬ换入含药培养液ꎮ 第 ６ 天收集

细胞上清液ꎬ按照病毒 ＤＮＡ 制备试剂盒的步骤操

作获得高纯度的 ＨＢＶ ＤＮＡꎬ运用乙型肝炎核酸定

量检测试剂盒检测细胞上清液中 ＨＢＶ ＤＮＡ 水平ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 木榄生境中可培养细菌的多样性分布

２.１.１ 木榄可培养细菌的多样性分析 　 利用 １０ 种

分离培养基ꎬ通过菌株形态学和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

测序技术进行排重ꎬ共获得可培养细菌 ５９ 种(表

１) ꎮ 由表 １ 可知ꎬ５９ 种细菌归属于 ４ 门 ５ 纲 １４
目 ２３ 科 ３６ 属ꎬ分别为 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ(放线菌纲)
１０ 属 １５ 种、Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉａ (黄杆菌纲) ３ 属 ３ 种、
Ｂａｃｉｌｌｉａ ( 芽 孢 杆 菌 纲 ) ６ 属 １７ 种、
Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ( α￣变形杆菌纲) １０ 属 １３ 种、
Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ( γ￣变形菌纲) ７ 属 １１ 种ꎮ 其

中ꎬＢａｃｉｌｌｕｓ(芽孢杆菌属) 为本次研究的优势菌

属ꎬ分离得到菌株 ９ 株ꎬ占总菌株数的 １５. ３％ꎻ
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ(球菌属)为次优势菌属ꎬ共分离得

到菌株 ４ 株ꎬ占比为 ６.８％ꎮ
通过 ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ 服务器进行 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

序列比对分析ꎬ有 ３ 株菌株与有效描述的物种表

现出低序列相似性( <９８.６５％)ꎬ对潜在的新菌株

进行了 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的完整测序( > １ ３３０ ｂｐ)
后ꎬ 发 现 ＧＸＩＭＤ０７４０２ ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号:
ＭＴ６１３３３９) 与 Ｐｓｅｕｄｏｏｃｅａｎｉｃｏｌａ ａｅｓｔｕａｒｉｉ Ｅ２￣１Ｔ 的

最高相似度为 ９６. ３３％ꎬＧＸＩＭＤ０７６６５ ( ＧｅｎＢａｎｋ
登录 号: ＭＷ７０９４３４ ) 与 Ｔｈｉｏｃｌａｖａ ｐａｃｉｆｉｃａ ＤＳＭ
１０１６６ Ｔ和 Ｔｈｉｏｃｌａｖａ ｍａｒｉｎａ ＭＰＺＳ０１０００００５ Ｔ 的最

高相似度均为９６.２４％ꎬＧＸＩＭＤ０７３８４ 与 Ａｅｓｔｕａｒｉｉ￣
ｂａｃｕｌｕｍ ｓｕｎｃｈｅｏｎｅｎｓｅ ＳＣ１７ Ｔ 的 最 高 相 似 度 为

９８.５２％ꎬ可能为新的物种ꎮ
２.１.２ 木榄生境中可培养细菌在样品中的分布 　
由图 １ 和图 ２ 可知ꎬ从木榄沉积物分离得到的菌株

种类最为丰富ꎬ共获得菌株 ２７ 属 ４０ 种ꎻ木榄不同

组织部位中ꎬ根分离得到的菌种数目最多ꎬ共获得

１２ 属 １７ 种ꎻ木榄沉积物是放线菌纲的重要来源ꎬ
其中 １０ 属 １４ 种细菌均从木榄沉积物获得ꎬ仅

Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃａｓｅｉ 分离自木榄胚轴ꎻ黄杆菌纲细

菌均 分 离 自 沉 积 物 和 根ꎬ γ￣变 形 菌 纲 细 菌 除

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｔｕｔｚｅｒｉ 外ꎬ其余 １０ 种均来源于木榄的

沉积物和根部ꎻ从木榄的胚轴、叶分离得到的细菌

丰富度较低ꎬ从木榄胚轴分离得到菌株 ７ 属 １３
种ꎬ从木榄叶分离得到最少菌株种类为 ７ 属 ９ 种ꎮ

在属级水平上对木榄生境来源的细菌进行

Ｖｅｎｎｙ 分析ꎬ木榄沉积物和木榄各组织中仅存在 １
个共 有 菌 属 Ｂａｃｉｌｌｕｓꎮ 沉 积 物 和 木 榄 根 含 有

Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ、 Ｍｙｒｏｉｄｅｓ、 Ｂａｃｉｌｌｕｓ、 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ、
Ｐｓｅｕｄｏｏｃｅａｎｉｃｏｌａ、Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ、Ｖｉｂｒｉｏ ７ 个相同菌属ꎬ
共有菌属丰富度明显优于沉积物和木榄其他组织

部位ꎮ
２.１.３ 不同培养基对木榄生境中可培养细菌的分

离效果　 由图 ３ 可知ꎬ２２１６Ｅ 培养基分离得到的菌

种数目最多ꎬ为 ２４ 株ꎬ菌属分布最为广泛ꎬ包括

Ａｅｓｔｕａｒｉｉｂａｃｕｌｕｍ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ 等 １１ 属ꎬ２ 株

新菌 ＧＸＩＭＤ０７４０２ 和 ＧＸＩＭＤ０７３８４ 均分离自该培

养基ꎮ 其次是 Ｍ７(２０ 种)、Ｒ２Ａ( １６ 种) 和 ＡＧＧ
(１５ 种) 培养基ꎬ菌属丰富度较高ꎬ均分离得到

Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ、Ｐａｎｔｏｅａ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ、Ｖｉｂｒｉｏ
属菌株ꎮ Ｐ３ 和 Ｐ７ 得到菌株 ９ 属 １４ 种和 ７ 属 １０
种ꎬ另 １ 株新菌 ＧＸＩＭＤ Ｂ３３１ 分离自 Ｐ７ 培养基ꎮ
其余 ４ 种培养基 Ｍ５(５ 种)、Ｍ９(８ 种)、Ｍ１０(６ 种)

９１６４ 期 候师师等: 红树木榄生境中可培养细菌物种多样性及其体外抗乙肝病毒活性研究



表 １　 木榄生境中可培养细菌的物种组成

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒａｂｌｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｈａｂｉｔａｔ ｏｆ Ｂｒｕｇｕｉｅｒａ ｇｙｍｎｏｒｈｉｚａ

属类群
Ｇｅｎｅｒａ ｇｒｏｕｐ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ

最相近菌株 (ＢＬＡＳＴ)
Ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ (ＢＬＡＳＴ)

相似度
Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ (％)

来源
Ｓｏｕｒｃｅ

Ｄｉｅｔｚｉａ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７５８８ Ｄ. ａｕｒａｎｔｉａｃａ (ＦＲ８２１２６０) ９９.１２ １－１、１－３

Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０８２７５ Ｂ. ｃａｓｅｉ (Ｘ７６５６４) ９９.６０ １－４

Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ ｓｐ.
ＧＸＩＭＤ０７７２７
ＧＸＩＭＤ０７５５０

Ｄ. ｍａｒｉｓ (ＢＢＬＸ０１００００２０)
Ｄ. ｓａｌｓｉｎｅｍｏｒｉｓ (ＢＢＱＺ０１０００００２)

９８.９５
９９.２１

１－１
１－１、１－２

Ｊａｎｉｂａｃｔｅｒ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７４９０ Ｊ. ｍｅｌｏｎｉｓ (ＡＹ５２２５６８) ９９.５１ １－１

Ｋｙｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７６６２ Ｋ. ｓｃｈｒｏｅｔｅｒｉ (ＡＪ２９７７２２) ９９.４９ １－１

Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ.
ＧＸＩＭＤ０７６９９
ＧＸＩＭＤ０７３８７

Ｍ. ｏｘｙｄａｎｓ (Ｙ１７２２７)
Ｍ. ｔｈａｌａｓｓｉｕｍ (ＡＢ００４７１３)

１００.００
９９.２０

１－１
１－１

Ｋｏｃｕｒｉａ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７７０１ Ｋ. ａｒｓｅｎａｔｉｓ (ＫＭ８７４３９９) ９９.８７ １－１

Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ.
ＧＸＩＭＤ０８２４６
ＧＸＩＭＤ０８００５
ＧＸＩＭＤ０８０６１

ｌｕｔｅｕｓ (ＣＰ００１６２８)
Ｍ. ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｕｓ (ＥＵ００５３７２)
Ｍ. ａｌｏｅｖｅｒａｅ (ＣＰ００１６２８)

９９.７４
９９.０９
１００.００

１－１、１－４
１－１

１－１、１－４

Ｋｉｔａｓａｔｏｓｐｏｒａ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７３９１ Ｋ. ａｌｂｏｌｏｎｇａ (ＡＢ１８４４２５) ９９.６２ １－１

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７７０９ Ｓ. ｓｐｉｒａｌｉｓ (ＡＢ１８４５７５) ９９.３６ １－１

Ｍｙｒｏｉｄｅｓ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７３６７ Ｍ. ｏｄｏｒａｔｉｍｉｍｕｓ ｓｕｂｓｐ. ｘｕａｎｗｕｅｎｓｉｓ ( ｊｇｉ.１１０７７６７) ９８.７６ １－１、１－２

Ｓｉｎｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７５７２ Ｓ. ｏｃｅａｎｉ ( ＪＱ３５２７６２) １００.００ １－２

Ａｅｓｔｕａｒｉｉｂａｃｕｌｕｍ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７３８４ Ａ. ｓｕｎｃｈｅｏｎｅｎｓｅ ( ＪＦ７５１０４３) ９８.５２ １－１

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.

ＧＸＩＭＤ０７３８５
ＧＸＩＭＤ０７６２２
ＧＸＩＭＤ０７３８５
ＧＸＩＭＤ０７３９０
ＧＸＩＭＤ０７４６２
ＧＸＩＭＤ０７４５０
ＧＸＩＭＤ０８２４１
ＧＸＩＭＤ０７７１５
ＧＸＩＭＤ０７４７１

Ｂ. ａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ (ＡＳＪＣ０１００００２９)
Ｂ. ａｒｙａｂｈａｔｔａｉ (ＥＦ１１４３１３)
Ｂ. ｆｉｌａｍｅｎｔｏｓｕｓ (ＫＦ２６５３５１)
Ｂ. ｓｉａｍｅｎｓｉｓ (ＡＪＶＦ０１００００４３)

Ｂ. ｗｉｅｄｍａｎｎｉｉ (ＬＯＢＣ０１００００５３)
Ｂ. ｆｕｎｉｃｕｌｕｓ (ＡＢ０４９１９５)

Ｂ. ｐｓｅｕｄｏｍｙｃｏｉｄｅｓ (ＡＣＭＸ０１０００１３３)
Ｂ. ｖｉｅｔｎａｍｅｎｓｉｓ (ＡＢ０９９７０８)

Ｂ. ｓｕｂｔｉｌｉｓ ｓｕｂｓｐ. Ｓｔｅｒｃｏｒｉｓ (Ｄ７ＸＰＮ１)

９９.４９
９９.６２
９９.７４
９９.５０
９９.１０
９９.８７
９９.６２
９９.５７
９９.３３

１－１、１－２、１－３、１－４
１－１
１－１

１－１、１－２、１－４
１－１
１－４
１－２
１－３

１－１、１－２

Ｆｉｃｔｉｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７７１２ Ｆ. ｅｎｃｌｅｎｓｉｓ ( ＪＦ８９３４６１) ９８.６９ １－１

Ｈａｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７４５９ Ｈ. ｓａｌｉｎｕｓ (ＡＦ５００００３) ９８.８５ １－１

Ａｌｋａｌｉｈａｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７６９６ Ａ. ｈｗａｊｉｎｐｏｅｎｓｉｓ (ＡＦ５４１９６６) ９９.２３ １－２

Ｃｙｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７７４８ Ｃ. ｋｏｃｈｉｉ (ＦＮ９９５２６５) ９９.８７ １－１

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ.

ＧＸＩＭＤ０７６２９
ＧＸＩＭＤ０８２７８

ＧＸＩＭＤ０８２７３
ＧＸＩＭＤ０７３６６

Ｓ. ａｒｌｅｔｔａｅ (ＡＢ００９９３３)
Ｓ. ａｕｒｅｕｓ ｓｕｂｓｐ. ａｕｒｅｕ (ＡＭＹＬ０１０００００７)

Ｓ. ｗａｒｎｅｒｉ (Ｌ３７６０３)
Ｓ. ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ ｓｕｂｓｐ. Ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ (ＡＰ００８９３４)

１００.００
９９.８７

１００.００
９９.３６

１－１、１－４、１－２
１－１、１－４

１－４、１－２
１－３

Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０８２４２ Ｂ. ｖｅｓｉｃｕｌａｒｉｓ (ＢＣＷＭ０１００００３３) ９９.６２ １－４

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７３７０ Ｒ. ｈａｌｏｐｈｙｔｏｃｏｌａ (ＧＵ３２２９０５) ９８.９７ １－２

Ｐａｒａｃｏｃｃｕｓ ｓｐ.
ＧＸＩＭＤ０７４２０
ＧＸＩＭＤ０８２６５

Ｐ. ｍａｒｃｕｓｉｉ (Ｙ１２７０３)
Ｐ. ｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｓ (ＫＹ０３９３３１)

９９.２１
９８.６７

１－３、１－４
１－４

Ｐａｒａｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７６１６ Ｐ. ａｇｇｒｅｇａｎｓ (ＡＭ４０３１６０) ９８.７２ １－３

Ｐｓｅｕｄｏｏｃｅａｎｉｃｏｌａ ｓｐ.
ＧＸＩＭＤ０７４０２
ＧＸＩＭＤ０７８１３

Ｐ. ａｅｓｔｕａｒｉｉ (ＭＮ９２９１３１)
Ｐ. ｎａｎｈａｉｅｎｓｉｓ ( ＪＨＺＦ０１０００００８)

９６.３３
９８.６９

１－１
１－２

Ｒｕｅｇｅｒｉａ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７７９９ Ｒ. ｐｒｏｆｕｎｄｉ (ＬＱＢＰ０１００００２４) ９９.００ １－１

０２６ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



续表 １
属类群

Ｇｅｎｅｒａ ｇｒｏｕｐ
菌株编号

Ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ
最相近菌株 (ＢＬＡＳＴ)

Ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ (ＢＬＡＳＴ)
相似度

Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ (％)
来源
Ｓｏｕｒｃｅ

Ｔｈｉｏｃｌａｖａ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７６６５ Ｔ. ｐａｃｉｆｉｃａ (ＡＵＮＤ０１００００２４) ９６.２４ １－２

Ｓａｌｉｐｉｇｅｒ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７３６９ Ｓ. ｐａｃｉｆｉｃｕｓ ( ｊｇｉ.１０５５２７６) ９９.４５ １－１

Ｅｒｙｔｈｒｏｂａｃｔｅ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７４４３ Ｅ. ｆｌａｖｕｓ (ＡＦ５００００４) ９８.６５ １－２

Ｑｉｐｅｎｇｙｕａｎｉａ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７４６８
ＧＸＩＭＤ０７５７６
ＧＸＩＭＤ０７４４５

Ｑ. ａｑｕｉｍａｒｉｓ (ＡＹ４６１４４１)
Ｑ. ｖｕｌｇａｒｉｓ (ＡＹ７０６９３５)
Ｑ. ｐｅｌａｇｉ (ＨＱ２０３０４５)

９８.９６
９９.３５
９８.８０

１－１
１－１、１－３

１－３

Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０８１２５ Ｓ. ａｌｇａｅ (ＢＡＬＯ０１００００８９) ９９.６１ １－２

Ｍｉｃｒｏｂｕｌｂｉｆｅｒ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７５１２
ＧＸＩＭＤ０７７８４
ＧＸＩＭＤ０７５１４

Ｍ. ｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃｕｓ (ＡＪ６０８７０４)
Ｍ. ｐａｃｉｆｉｃｕｓ (ＤＱ９９３３４１)
Ｍ. ｓａｌｉｐａｌｕｄｉｓ (ＡＦ４７９６８８)

９８.８１
９９.８７
９９.３６

１－１
１－１

１－１、１－２

Ｐａｎｔｏｅａ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７３６３ Ｐ. ｄｉｓｐｅｒｓａ (ＤＱ５０４３０５) １００.００ １－１、１－４

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７５４５ Ｋ. ｇｒｉｍｏｎｔｉｉ (ＦＺＴＣ０１００００４４) ９９.８７ １－１

Ｓｅｒｒａｔｉａ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７５２６ Ｓ. ｒｕｂｉｄａｅａ (ＡＢ００４７５１) ９８.８５ １－１

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７４７８
ＧＸＩＭＤ０７５１６

Ｐ. ｋｕｎｍｉｎｇｅｎｓｉｓ ( ＪＱ２４６４４４)
Ｐ. ｓｔｕｔｚｅｒｉ (ＣＰ００２８８１)

９９.２３
９９.７５

１－１
１－３

Ｖｉｂｒｉｏ ｓｐ. ＧＸＩＭＤ０７７９０
ＧＸＩＭＤ０７６８７

Ｖ. ａｚｕｒｅｕｓ (ＢＡＴＬ０１０００１４０)
Ｖ. ｐｌａｎｔｉｓｐｏｎｓｏｒ (ＧＱ３５２６４１)

９９.７４
９９.７２

１－１
１－１、１－２

　 注: １－１. 沉积物ꎻ １－２. 根ꎻ １－３. 叶ꎻ １－４. 胚轴ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: １－１. Ｓｅｄｉｍｅｎｔꎻ １－２. Ｒｏｏｔꎻ １－３. Ｌｅａｆꎻ １－４. Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ.

图 １　 不同样品分离得到的细菌种属
Ｆｉｇ. １　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｅｒａ ｉｓｏｌａｔｅｄ

ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ

和 Ｍ１１(６ 种) 均分离得到 Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｐａｎｔｏｅａ 属菌

株ꎮ 从菌种数量、菌属丰富度和物种新颖性而言ꎬ
２２１６Ｅ 培养基均为此次分离的最优介质ꎮ

图 ２　 不同样品可培养细菌属级群类分布韦恩图
Ｆｉｇ. ２　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｇｅｎｅｒａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ

２.２ 木榄可培养细菌的抗乙肝病毒活性分析

２.２.１ 木榄可培养细菌对 ＨｅｐＧ２.２.１５ 细胞增殖的

影响　 表 ２ 结果表明ꎬ在 １２５ μｇ􀅰ｍＬ￣１浓度下ꎬ与
空白组相比ꎬ２ 份空白培养基作用下的细胞存活率
无明显差异ꎬ即对细胞无毒副作用(Ｐ>０.０５)ꎮ ２５

１２６４ 期 候师师等: 红树木榄生境中可培养细菌物种多样性及其体外抗乙肝病毒活性研究



图 ３　 不同培养基的分离效果
Ｆｉｇ. ３　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｕｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ

份菌 株 发 酵 产 物 中ꎬ １４ 份 菌 株 代 谢 产 物 对

ＨｅｐＧ２.２.１５ 细胞无明显的毒副作用ꎬ对细胞增殖

无明显抑制作用ꎬ可以进一步测试 １４ 份样品对细

胞分泌 ＨＢＶ ＤＮＡ 的抑制作用ꎮ
２.２.２ 木榄可培养细菌对 ＨｅｐＧ２.２.１５ 细胞分泌 ＨＢＶ
ＤＮＡ 的抑制作用　 由图 ４ 可知ꎬ与空白组相比ꎬ２ 份

空白培养基对 ＨｅｐＧ２.２.１５ 细胞上清液中 ＨＢＶ ＤＮＡ
水平无明显降低作用 ( Ｐ > ０. ０５ )ꎮ ＧＸＩＭＤ０７３６６
( Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ ｓｕｂｓｐ. Ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ )、
ＧＸＩＭＤ０７６１６(Ｐａｒａｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ ａｇｇｒｅｇａｎｓ)、ＧＸＩＭＤ０７３８４
(Ａｅｓｔｕａｒｉｉｂａｃｕｌｕｍ ｓｕｎｃｈｅｏｎｅｎｓｅ)、 ＧＸＩＭＤ０７５５０ (Ｄｅｍｅ￣
ｑｕｉｎａ ｓａｌｓｉｎｅｍｏｒｉｓ ) 和 ＧＸＩＭＤ０７４４５Ｘ ( Ｅｒｙｔｈｒｏｂａｃｔｅ
ｃｉｔｒｅｕｓ)能显著降低 ＨｅｐＧ２.２.１５ 细胞上清液中 ＨＢＶ
ＤＮＡ 水平(Ｐ<０.０５)ꎬ抑制率分别为 ５１％、４７％、６３％、
５２％、４７％ꎬＧＸＩＭＤ０７３８４ 的抗乙肝病毒效果最为显

著ꎬ与 １００ μｇ􀅰ｍＬ￣１阳性药物 ３ＴＣ 作用相比ꎬ细胞上

清液中 ＨＢＶ ＤＮＡ 水平均有极显著降低(Ｐ<０.０１)ꎮ
２.３ ＧＸＩＭＤ０７３８４ 代谢产物的分析

ＧＸＩＭＤ０７３８４ ( Ａｅｓｔｕａｒｉｉｂａｃｕｌｕｍ ｓｐ.) 为 潜 在

新物种ꎬ其代谢产物能显著抑制 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 中

ＨＢＶ ＤＮＡ 复制ꎮ 利用 ＬＣ￣ＨＲＭＳ 分析其主要代

谢产物ꎬ初步鉴定了 ４ 个化合物ꎬ保留时间分别

为 ３.８、１１.７、１４.５、２６.１ ｍｉｎꎬ分子离子峰依次为 [Ｍ＋
Ｈ] ＋ ２６８.１０４ ７、２４５.０９５ ７、３９５.１８１ ９ 和 ２４３.０８９ ６ꎬ
结合各色谱峰的二级质谱图碎片信息ꎬ 经与文献

表 ２　 样品对 ＨｅｐＧ２.２.１５ 细胞增殖的

影响 (平均值 ± 标准差ꎬ ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｎ

ＨｅｐＧ２.２.１５ ｃｅｌｌｓ ( ｘ ± ｓꎬ ｎ＝ ３)

样品
Ｓａｍｐｌｅ

细胞存活率
Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ

(％)

细胞抑制率
Ｃｅｌｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

ｒａｔｅ (％)

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００.００±４.４６ —

３ＴＣ ９５.２１±３.９７ ４.７９

ＧＸＩＭＤ０００００ １０２.２３±６.８５△ —

ＧＸＩＭＤ０７４４５ １００.４１±３.５１△ —

ＧＸＩＭＤ０７６１６ １０３.６３±３.６３△ —

ＧＸＩＭＤ０７５５０ １２０.２６±４.６２��△ —

ＧＸＩＭＤ０７６９６ ８３.９９±１５.２８�� １６.０１

ＧＸＩＭＤ０７６６５ ７１.８６±２.６５�� ２８.１４

ＧＸＩＭＤ０７７４８ ８９.１０±４.７０� １０.９０

ＧＸＩＭＤ０７５２６ ７６.２４±０.８１�� ２３.７６

ＧＸＩＭＤ０７３６３ ６０.６９±３.９８�� ３９.３１

ＧＸＩＭＤ０７３８５ ９４.７０±８.１５△ ５.３０

ＧＸＩＭＤ０７３８７ ７８.７４±１.２４�� ２１.２６

ＧＸＩＭＤ０８２４６ ５２.９３±２.０４�� ４７.０７

ＧＸＩＭＤ０７４０２ ８５.１２±２.５１� １４.８８

ＧＸＩＭＤ０７３６６ ９４.２７±２.２６△ ５.７３

ＧＸＩＭＤ０７３８４ １０９.４８±２.０４��△ —

ＧＸＩＭＤ０７４９０ ６９.６０±１.５４�� ３０.４０

ＧＸＩＭＤ０７７９９ ９５.７１±０.９６△ ４.２９

ＧＸＩＭＤ０００００Ｘ ９９.１３±２.１４△ ０.７０

ＧＸＩＭＤ０７４４５Ｘ ９９.３４±３.０８△ ０.６６

ＧＸＩＭＤ０７６１６Ｘ １０４.５６±２.１８△ —

ＧＸＩＭＤ０７５５０Ｘ １１０.１９±１.９２��△ —

ＧＸＩＭＤ０７６９６Ｘ ９７.０４±１１.６７△ ２.９６

ＧＸＩＭＤ０７６６５Ｘ １０４.８９±３.４６△ —

ＧＸＩＭＤ０７７４８Ｘ ９１.３１±４.５４△ ８.６９

ＧＸＩＭＤ０７５２６Ｘ ８４.８４±２.４４� １５.１６

ＧＸＩＭＤ０７７８４Ｘ ８７.１７±２.７１� １２.８３

ＧＸＩＭＤ０７４０２Ｘ １０７.８０±６.７２��△ —

　 注: 与空白对照组比较ꎬ �表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ ��表示

差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎻ △表示对细胞无毒副作用组ꎻ — 表示
细胞抑制率为负值ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: � ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ<０.０５)ꎬ �� ｉｎｄｉｃａｔｅｓ
ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ< ０. ０１)ꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ △ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ａ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｎｏｎ￣ｔｏｘｉｃ ｓｉｄｅ ｅｆｆｅｃｔｓꎻ —
ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｉｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ.

比对ꎬ初步推断化合物为 ａｄｅｎｏｓｉｎｅ(Ｋｕｃｈｋａｒｏｖａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０２０)、ｃｙｃｌｏ(Ｌ￣Ｐｒｏ￣Ｌ￣ＯＭｅｔ)(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)、

２２６ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



与空白对照组比较ꎬ �表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ ��表示差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ
� ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ<０.０５)ꎬ �� ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ<０.０１)ꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.

图 ４　 细菌代谢产物对 ＨｅｐＧ２.２.１５ 细胞上清液中 ＨＢＶ ＤＮＡ 的影响
Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｏｎ ＨＢＶ ＤＮＡ ｉｎ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ＨｅｐＧ２.２.１５ ｃｅｌｌ

ａｃｒｅｍｉｎｅ Ｇ(Ａｒｎｏｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)和 ７ꎬ８￣ｄｉｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏ
[ｇ]ｐｔｅｒｉｄｉｎｅ￣２ꎬ４(１Ｈꎬ３Ｈ)￣ｄｉｏｎｅ(杨建香ꎬ ２０１５)ꎮ

３　 讨论与结论

红树林蕴藏着丰富而独特的微生物资源ꎬ微
生物物种多样性的研究ꎬ是红树及微生物资源利

用的重要内容ꎮ 然而ꎬ海洋中绝大多数微生物尚

不能被现有的培养方法和技术进行分离培养ꎬ出
现这种现象的一个重要原因是天然环境中很多微

生物处于休眠状态ꎬ该状态是微生物在长期的进

化过程中逐渐形成的可逆的低代谢活力的生存模

式(Ｍｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 由于芽孢杆菌属菌株产淀

粉酶、蛋白酶、葡聚糖、纤维素酶和几丁质酶等多

种生物活性酶ꎬ与红树生态系统中高有机质环境

相适应ꎬ因此其生长状态较为活跃ꎬ是红树可培养

细菌中研究的优势菌属(孙倩和林海鹏ꎬ２０１５ꎻ赵
雅慧等ꎬ２０１８)ꎮ 本研究对木榄生物样品中可培养

细菌进行分离鉴定ꎬ共获得细菌 ５９ 株ꎬ隶属于 ３６
属ꎬ其中芽孢杆菌属为优势菌属ꎮ 此次实验得到

了物种多样性较为丰富的红树细菌ꎬ包括 ３ 株潜

在新 物 种ꎬ隶 属 于 Ｐｓｅｕｄｏｏｃｅａｎｉｃｏｌａ、 Ｔｈｉｏｃｌａｖａ 和

Ａｅｓｔｕａｒｉｉｂａｃｕｌｕｍ 属ꎬ目前报道 Ａｅｓｔｕａｒｉｉｂａｃｕｌｕｍ 属细

菌仅有 ３ 种( Ｊｅｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ
Ｊｉｗｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎬ均分离自海洋生境ꎬ从而扩充

了红树微生物资源ꎮ 随着科技进步ꎬ自然环境营

养成分的检测以及宏基因组测序技术的发展和复

苏机制的探讨ꎬ可为培养技术提供借鉴ꎬ从而发掘

出更为丰富的微生物ꎮ
红树微生物具有抗菌、抗病毒、抗肿瘤、抗氧

化等多种生物活性ꎬ是活性天然产物的重要来源

(洪葵ꎬ２０１３)ꎮ 不同红树的微生物类群存在差异ꎬ
微生物在与宿主植物的长期互作过程中交换信息

和遗传物质ꎬ从而有着类似或相同的代谢途径ꎬ生
成相同或相似的活性代谢产物(王景仪等ꎬ２０２０)ꎮ
本课题组前期研究从木榄植物中分离得到抗乙肝

病毒活性化合物ꎬ本研究以转染 ＨＢＶ 的 ＨｅｐＧ
２.２.１５细胞株为模型ꎬ发现 ５ 株细菌在药物浓度为

１２５ μｇ􀅰ｍＬ￣１时ꎬ能显著降低细胞上清液中 ＨＢＶ
ＤＮＡ 水平ꎬ５ 株活性菌株分别隶属于 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ、

３２６４ 期 候师师等: 红树木榄生境中可培养细菌物种多样性及其体外抗乙肝病毒活性研究



图 ５　 活性菌株 ＧＸＩＭＤ０７３８４ 中 ４ 个次级代谢产物结构
Ｆｉｇ. ５　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ａｃｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎ ＧＸＩＭＤ０７３８４

Ｐａｒａｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ、 Ａｅｓｔｕａｒｉｉｂａｃｕｌｕｍ、 Ｄｅｍｅｑｕｉｎａ 和

ＥｒｙｔｈｒｏｂａｃｔｅｒꎬＡｅｓｔｕａｒｉｉｂａｃｕｌｕｍ 属菌株抗乙肝病毒

活性效果极为显著ꎬ木榄植物和微生物均能产生

抗乙肝病毒活性物质ꎮ 其中ꎬＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ 属菌

株被指出其基因簇 ＩＳＫ￣１ 编码产生的一种免疫蛋

白 ＮｕｋＨꎬ在宿主免疫中具有协同作用(Ｓａｓｈｉｈａｒａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ Ａｅｓｔｕａｒｉｉｂａｃｕｌｕｍ 属菌株作为稀有菌属

的潜在新菌株ꎬ抗乙肝病毒活性效果显著ꎬ说明在

发酵过程中产生了抑制乙肝病毒的强活性代谢产

物ꎬ因此得到了更多关注ꎮ 通过高分辨质谱数据

初步鉴定了 ４ 个主要代谢产物为 ａｄｅｎｏｓｉｎｅ、ｃｙｃｌｏ (Ｌ￣
Ｐｒｏ￣Ｌ￣ＯＭｅｔ)、 ａｃｒｅｍｉｎｅ Ｇ 和 ７ꎬ ８￣ｄｉｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏ [ ｇ]
ｐｔｅｒｉｄｉｎｅ￣２ꎬ４(１Ｈꎬ３Ｈ)￣ｄｉｏｎｅꎮ 其中ꎬａｄｅｎｏｓｉｎｅ 作为

核苷类化合物ꎬ已被证实在体外细胞实验中具有抗

乙肝病毒活性ꎬＥＣ５０值为 １.５ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１(董春红和常

俊标ꎬ２００５)ꎮ 活性菌株浓度为 １２５ μｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ其抑

制率达到 ６３％ꎬ抗病毒效果强于 ａｄｅｎｏｓｉｎｅꎬ可能因

为该菌株代谢产物中含有其他活性成分ꎬ二者协同

发挥抗病毒作用ꎮ 然而ꎬ其活性菌株的代谢产物和

作用机制仍有待进一步研究ꎬ植物和微生物的生态

学关系也有待进一步探索ꎮ
木榄生境中可培养细菌及抗乙肝病毒活性研

究内容的开展ꎬ为抗乙肝病毒活性药物的发掘提

供了新的药用来源ꎬ进一步完善了药用红树木榄

的微生物物种及其药用价值ꎮ
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