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涠洲岛珊瑚礁海洋真菌的分离鉴定及其抗 MRSA活性筛选*

卢护木,詹振宇,李 蜜,罗双宇,高程海,罗小卫**,刘永宏
(广西中医药大学海洋药物研究院,广西南宁 530200)

摘要:本研究从广西涠洲岛礁栖珊瑚、海绵和海藻等样品中挖掘海洋真菌资源,旨在筛选发现潜在的具有抗耐

甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)活性的菌株。研究首先采用稀释分离法从采集的珊瑚、海绵和海藻等样品

中分离纯化出真菌,基于内转录间隔区(ITS)序列和系统发育树分析对菌种进行鉴定;然后采用大米培养基对

分离得到的单一菌株进行小量发酵,利用乙酸乙酯提取浓缩获得提取物;最后采用薄层色谱(TLC)、高效液相

色谱(HPLC􀆼DAD)等方法分析菌株提取物中代谢产物的丰富度,并采用滤纸片琼脂扩散法对菌株粗提物进行

抗 MRSA活性初步筛选。结果从样品中分离获得40株海洋真菌,以曲霉属(Aspergillus)和木霉属(Tri-
choderma)为主,其中A.terreus

 

MF01、A.flavus
 

MF07、T.asperellum
 

HP01、Fusarium
 

equiseti
 

HP08和

A.unguis
 

HP17等菌株具有丰富的代谢产物及抗 MRSA活性。本研究发现的菌株 MF01、MF07、HP01、

HP08和HP17具有潜在的抗 MRSA活性,为后续开展活性代谢产物研究提供基础资料。
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0 引言

  抗生素耐药性是全球范围内普遍存在的公共卫

生问题,临床上β􀆼内酰胺类、大环内酯类和氨基糖苷

类等抗生素的耐药性问题日益严重,随着多重耐药

“超级细菌”的出现,抗生素耐药性问题受到广泛关

注[1􀆼3]。耐 甲 氧 西 林 金 黄 色 葡 菌 球 菌(MRSA)自

1961年在英国首次被发现以来,以惊人的速度在世

界范围内蔓延。目前,MRSA是引起医院感染的重

要病原菌之一,对临床多种抗生素产生严重的耐药

性,其感染人数已超过艾滋病、结核病和病毒性肝炎

患病人数,是患者延长住院时间和增加医疗费用的重

要原因[4􀆼6]。中国是抗生素生产和使用大国,由抗生

素滥用导致因耐药菌感染而引起的临床死亡病例日

益增多,挖掘新型抗生素迫在眉睫[7]。海洋占地球表

面积的71%,具有广袤的地理空间及特殊的生态环
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境,孕育着丰富的特色海洋生物资源。作为海洋生物

的重要组成部分,海洋微生物长期栖息在高压、高盐、
高pH值等特殊生态环境,具有独特的生理代谢机

制[8],是新颖复杂活性天然产物的重要来源[9],为新

型抗生素的发现提供化学实体[10]。

  海洋真菌是海洋微生物的重要组成部分,其来源

广泛,可以从海洋动植物(含红树林)、海水及海洋沉

积物等载体中分离得到,是近年来海洋天然产物研究

的热点[11]。海洋真菌次级代谢产物具有化学多样

性,包括生物碱、多肽、聚酮、萜类、甾体等[12],是抗肿

瘤、抗感染等活性分子的重要来源[13,14]。

  广西北部湾地处热带与亚热带地区,其中涠洲岛

珊瑚礁区孕育着丰富独特的海洋生物资源。这些丰

富多样的海洋生物共附生微生物与宿主在长期进化

过程中产生化学防御物质,而这些化学防御物质往往

具有新颖复杂的化学结构及广谱显著的生物活性。
虽然广西涠洲岛珊瑚礁区海洋微生物资源丰富,但是

关于其 海 洋 微 生 物 活 性 天 然 产 物 的 研 究 起 步 较

晚[15]。基于此,本研究从广西涠洲岛珊瑚礁区采集

珊瑚、海绵和海藻等北部湾特色海洋生物样品,利用

稀释分离法从其新鲜组织中初步分离纯化菌株,采用

现代谱学分析技术及抗 MRSA活性进一步筛选,从
而得到代谢产物丰富且具潜在抗菌活性的菌株,为发

现海洋真菌来源新型抗生素奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 仪器与试剂

  EYELAN􀆼1001型旋转蒸发仪(上海爱郎仪器有

限公司),SHZ􀆼CB型循环水真空泵(巩义市予华仪器

有限公司),KQ􀆼250DB
 

型超声仪(巩义市予华仪器有

限公司),立式自动电热压力蒸汽灭菌锅(合肥华泰医

疗器械有限公司),薄层硅胶板(烟台江友硅胶开发有

限公司),Agilent
 

1260型高效液相色谱仪(安捷伦公

司),Applied
 

Biosystems
 

PCR仪(赛默飞世尔科技公

司),麦芽提取粉(广东环凯微生物科技有限公司)。
海盐(广州海利水产有限公司),提取分析所用试剂乙

酸乙酯、甲醇等均为化学纯(广州化学试剂厂),液相

色谱用乙腈和甲醇均为色谱纯(美国 Merck公司)。

1.1.2 培养基

  真菌分离 MB培养基:麦芽提取粉15
 

g,琼脂粉

15
 

g,海盐10
 

g,氯霉素0.2
 

g,蒸馏水1
 

L,调节pH
值为7.4-7.8,于121℃下高压蒸汽灭菌30

 

min,待
温度降至60℃左右,于超净工作台倒平板,冷却后

待用。

  MB液体培养基:麦芽提取粉1.5
 

g,海盐2
 

g,蒸
馏水100

 

mL,调节pH 值为7.4-7.8,用橡胶塞封

口,于121℃下高压蒸汽灭菌30
 

min,冷却后待用。

  大米培养基:大米50
 

g,海盐1.5
 

g,蒸馏水75
 

mL,于121℃下高压蒸汽灭菌30
 

min,冷却后待用。

  LB培养基:胰蛋白胨10
 

g,酵母提取物5
 

g,琼脂

粉18
 

g,海盐10
 

g,蒸馏水1
 

L,调节pH值为7.4-
7.8,于121℃下高压蒸汽灭菌30

 

min,待温度降至

60℃左右,于超净工作台倒平板,冷却后待用。

1.2 方法

1.2.1 海洋真菌的分离鉴定

  采集广西涠洲岛珊瑚礁区的叶状 蔷 薇 珊 瑚

(Montipora
 

foliosa)、伴绵藻(Ceratodictyon
 

spongi-
osum)和巢沙菜(Hypnea

 

pannosa)等海洋生物样品

(图1)。将上述海洋生物新鲜组织用清水洗净并剪

断成长度为2—3
 

mm的碎片,用无菌水漂洗3次后,
分别置于盛有无菌海水的125

 

mL三角瓶中,在摇床

上振荡10
 

min
 

(120
 

r/min),即成备用菌悬液,然后

用无菌水依次稀释,取合适梯度浓度的菌悬液涂布于

MB平板上,每个稀释度重复3次,置于26-28℃恒

温箱中培养3
 

d,待菌落长出后,挑取形态、色泽、大小

不同的单菌落在 MB平板上重新培养纯化。

  采用分子生物学鉴定技术[16],根据内转录间隔

区(ITS)序列和系统发育树分析对部分菌株进行鉴

定。用无菌牙签挑取少量真菌菌丝体,置于1.5
 

mL
离心管中,微波法提取真菌基因组DNA[17]。采用真

菌通用引物ITS1(5'􀆼TCCGTAGGTGAACCTGCG􀆼
G􀆼3')和ITS4(5'􀆼TCCTCCGCTTATTGATATGC􀆼
3')扩增分离菌株的rDNA

 

ITS区。PCR反应体系
 

(25
 

μL)如下:模板DNA
 

1
 

μL,引物(20
 

μmol/L)各

0.5
 

μL,Premix
 

Taq引物酶12.5
 

μL,ddH2O补足至

25
 

μL。PCR扩增程序如下:94℃
 

3
 

min;94℃
 

50
 

s,

52℃
 

1
 

min,72℃
 

50
 

s,35个循环;72℃
 

10
 

min。扩

增产物用1%琼脂糖凝胶电泳检测,基因测序委托上

海美吉生物医药科技有限公司完成。测序结果在

GenBank数据库中进行BLAST分析,检索相似性序

列,初步鉴定菌株的种属。
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图1 涠洲岛珊瑚礁区采集的珊瑚、海绵和海藻样品

Fig.1 The
 

coral,sponge,and
 

algae
 

samples
 

collected
 

from
 

the
 

Weizhou
 

Island
 

coral
 

reef

1.2.2 海洋真菌的小量发酵及提取浓缩

  对分离得到的单一菌株采用大米培养基进行小

量发酵。同时,利用500
 

mL锥形瓶准备 MB液体培

养基,灭菌后,将菌株接种至该培养基中,然后于

28℃、180
 

r/min条件下培养2
 

d,即为种子液。在超

净工作台中将种子液接种至已灭菌的大米固体培养

基中(4%接种量),于室温静止发酵30
 

d。观察菌株

生长状态,发酵结束后向大米培养基发酵产物中加入

等体积乙酸乙酯,捣碎,超声提取20
 

min。减压过滤

后,利用旋转蒸发仪浓缩滤液,滤渣继续用乙酸乙酯

反复提取,至滤液颜色变浅,然后浓缩合并滤液获得

菌株粗提物。

1.2.3 菌体提取物的色谱分析

  将菌株粗提物用甲醇溶解配成1
 

mg/mL的溶

液,以毛细玻璃管吸取5-10
 

μL,点于硅胶G254 薄层

板上,挥干甲醇,分别采用二氯甲烷􀆼甲醇(V/V,20∶
1)和石油醚􀆼乙酸乙酯(V/V,8∶1)作为展开剂进行

展开,置于紫外光灯(254
 

nm)下以及碘缸中显色观

察。使用0.22
 

μm滤膜过滤1
 

mg/mL菌株粗提物

溶液,然后采用HPLC􀆼DAD指纹图谱分析。色谱条

件为色 谱 柱:YMC􀆼Pack
 

ODS􀆼A,250×4.6
 

mm
 

LD.,S􀆼5
 

μm,12
 

nm;流动相:乙腈(95%-100%)/
纯水,梯度洗脱60

 

min;检测波长:200-500
 

nm;柱
温:35℃;流速:1

 

mL/min;进样量:20
 

μL;采用二极

管阵列检测器(DAD)检测。

1.2.4 菌株提取物的 MRSA抑制活性测试

  采用滤纸片琼脂扩散法筛选抑菌 活 性 化 合

物[18],将待测菌株粗提物配成浓度为0.10
 

mg/mL
的甲醇溶液,阳性对照氨苄西林配成0.64

 

mg/mL
的甲醇溶液,甲醇溶液作为阴性对照。分别用移液枪

吸取10
 

μL待测样品溶液于直径为6
 

mm的无菌滤

纸片上,待甲醇挥干后,将载样滤纸片贴于已涂布
 

100
 

μL×10
6

 

CFU/mL
 

MRSA菌悬液的LB培养基

上,25℃条件下倒置培养24
 

h,每隔12
 

h观察是否产

生抑菌圈。以ds≥1/2
 

dp(ds:粗提物样品的抑菌圈

直径,dp:阳性药的抑菌圈直径)的粗提物样品对应

的菌株为具有抗菌活性的菌株。

2 结果与分析

2.1 菌株鉴定结果

  采用稀释分离法从涠洲岛珊瑚礁区海洋生物中

共分离得到40株真菌,其中从叶状蔷薇珊瑚中分离

出10株(MF01—MF10),从巢沙菜中分离出22株

(HP01—HP22),从伴绵藻中分离出8株(CS01-
CS08)。通过分子生物学技术对代谢产物丰富、活性

较好的部分潜力菌株进行物种鉴定(表1),发现这些

菌株 主 要 为 曲 霉 属 Aspergillus(占 鉴 定 菌 株 中

38.1%)和 木 霉 属 Trichoderma(占 鉴 定 菌 株 中

23.8%)。
表1 部分菌株的物种鉴定

Table
 

1 Species
 

identification
 

of
 

partial
  

strains

菌株
Strains

物种鉴定
Species

 

identification
ITS序列相似度
ITS

 

sequence
 

similarity
 

(%)

MF02 Aspergillus
 

terreus 99.84

MF04,MF05 Chaetomium
 

globosum 100.00

MF06 Aspergillus
 

sp. 100.00

MF08,HP18,HP20 A.flavus 100.00

HP01 Trichoderma
 

asperellum 100.00

HP03,CS05 T.longibrachiatum 100.00

HP08 Fusarium
 

equiseti 100.00

HP09 A.aculeatus 100.00

HP12 A.ochraceopetaliformis 100.00
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续表1
Continued

 

table
 

1

菌株
Strains

物种鉴定
Species

 

identification
ITS序列相似度
ITS

 

sequence
 

similarity(%)

HP13 F.solani 100.00

HP14 Talaromyces
 

verruculo-
sus 99.83

HP16 Paraconiothyrium
 

sp. 99.83

HP17 A.unguis 100.00

CS01,CS08 Trichoderma
 

sp. 99.84

CS06 Myrothecium
 

inundatum 99.83

CS07 P.cyclothyrioides 100.00

2.2 色谱分析结果

  薄层色谱(TLC)分析发现,菌株 MF01、MF03、

MF06、HP08、HP13、HP17、CS02的大米培养基发酵

产物显色斑点较多,说明其代谢产物丰富(图2)。高

效液相色谱(HPLC􀆼DAD)分析结果表明不同菌株提

取物的谱学特征具有显著差异,其中菌株
 

MF01、

MF03、MF07、HP01、HP04、HP08、HP16、HP17、

HP22、CS02的大米培养基发酵产物中代谢产物较为

丰富(图3)。以上TLC和 HPLC􀆼DAD分析结果基

本一致。

D:二氯甲烷Dichloromethane;M:甲醇 Methanol;P:石油醚Petroleum
 

ether;E:乙酸乙酯Ethyl
 

acetate
图2 部分菌株提取物的TLC谱图(254

 

nm紫外观察)
Fig.2 TLC

 

spectra
 

of
 

some
 

strains
 

extracts
 

(254
 

nm
 

UV
 

observation)

图3 菌株 MF01、MF07、HP01和 HP08大米培养基发酵产物的 HPLC􀆼DAD指纹图谱

  Fig.3 HPLC􀆼DAD
 

finger
 

prints
 

of
 

the
 

fermented
 

products
 

of
 

strains
 

MF01,MF07,HP01,and
 

HP08
 

based
 

on
 

solid
 

rice
 

fer-
mentation
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2.3 抗菌活性筛选结果

  基于滤纸片琼脂扩散法对40株真菌的大米培养

基发酵产物进行抗 MRSA活性初步筛选,结果显示

菌株 MF01、MF07、HP01、HP07、HP08、HP17 和

HP20的大米培养基发酵产物具有一定的抗 MRSA
活性(表2和图4)。
表2 菌株大米培养基发酵产物的 MRSA抑制活性

Table
 

2 MRSA
 

inhibitory
 

activity
 

of
 

the
 

fermented
 

products
 

of
 

the
 

strains
 

based
 

on
 

solid
 

rice
 

fermentation

菌株
Strains

抑菌圈直径
Diameter

 

of
 

bacteriostatic
 

circle
(mm)

空白对照Blank
 

control —
阳性对照Positive

 

control 40
A.terreus

 

MF01 20
C.globosum

 

MF04 18
A.flavus

 

MF07 20
T.asperellum

 

HP01 20
T.longibrachiatum

 

HP07 20
F.equiseti

 

HP08 24
A.unguis

 

HP17 22
A.flavus

 

HP20 20
Others —

注:表中“—”表示没有抗菌活性

Note:"—"
 

means
 

no
 

antimicrobial
 

activity

3 结论

  本研究采用稀释分离法从广西涠洲岛珊瑚礁区

叶状蔷薇珊瑚、伴绵藻和巢沙菜的新鲜组织中,分离

纯化获得40株真菌,其中巢沙菜的共附生真菌最为

丰富。基于分子生物学鉴定方法对菌株进行物种鉴

定,发现这些真菌以曲霉属和木霉属为主。综合运用

薄层层析色谱和 HPLC􀆼DAD分析菌株大米培养基

发酵产物中的化学多样性,并结合基于滤纸片琼脂扩

散法的 MRSA抑制活性初步筛选研究发现,菌株A.
terreus

 

MF01、A.flavus
 

MF07、T.asperellum
 

HP01、F.equiseti
 

HP08和A.unguis
 

HP17不仅具

有丰富多样的次生代谢产物,还具有显著的 MRSA
抑制活性,后续将开展活性代谢产物的发掘研究,为
发现新型抗 MRSA活性分子奠定理论基础。

图4 菌株大米培养基发酵产物的 MRSA抑制活性

Fig.4 MRSA
 

inhibitory
 

activity
 

of
 

the
 

fermented
 

products
 

of
 

the
 

strains
 

based
 

on
 

solid
 

rice
 

fermentation
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Isolation,Identification,and
 

Anti􀆼MRSA
 

Activity
 

Screening
 

of
 

Marine
 

Symbiotic
 

Fungi
 

Derived
 

from
 

the
 

Weizhou
 

Island
 

Coral
 

Reef
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Abstract:The
 

objective
 

of
 

this
 

study
 

was
 

to
 

isolate
 

fungal
 

strains
 

from
 

the
 

samples
 

of
 

reef􀆼dwelling
 

coral,
sponge,and

 

algae
 

collected
 

from
 

the
 

Weizhou
 

Island
 

Coral
 

Reef
 

and
 

further
 

to
 

discover
 

the
 

potential
 

bioactive
 

strains
 

by
 

anti􀆼methicillin
 

resistant
 

Staphylococcus
 

aureus(MRSA)
 

activity
 

screening.Firstly,the
 

fungi
 

were
 

isolated
 

and
 

purified
 

from
 

these
 

coral,sponge,and
 

algae
 

by
 

dilution
 

separation
 

method,and
 

were
 

preliminarily
 

identified
 

by
 

analysis
 

of
 

the
 

internal
 

transcriptional
 

spacer
 

(ITS)
 

sequence
 

and
 

phylogenetic
 

tree.Then
 

the
 

i-
solated

 

strains
 

were
 

subjected
 

to
 

the
 

small􀆼scale
 

fermentations
 

based
 

on
 

solid
 

rice
 

culture
 

medium,and
 

the
 

ex-
tract

 

was
 

obtained
 

by
 

extraction
 

and
 

concentration
 

with
 

ethyl
 

acetate.Finally,Thin
 

Layer
 

Chromatography
 

(TLC)
 

and
 

High􀆼Performance
 

Liquid
 

Chromatography
 

(HPLC􀆼DAD)
 

and
 

other
 

methods
 

were
 

used
 

to
 

ana-
lyze

 

the
 

abundance
 

of
 

metabolites
 

in
 

the
 

strain
 

extract.And
 

the
 

anti􀆼MRSA
 

activity
 

of
 

the
 

crude
 

extracts
 

of
 

the
 

strains
 

was
 

preliminarily
 

screened
 

by
 

filter
 

paper
 

agar
 

diffusion
 

method.Forty
 

fungal
 

strains
 

were
 

isolated
 

and
 

purified
 

from
 

the
 

above
 

samples,while
 

Aspergillus
 

and
 

Trichoderma
 

were
 

found
 

to
 

be
 

the
 

predominant
 

genera.The
 

strains
 

A.terreus
 

MF01,A.flavus
 

MF07,T.asperellum
 

HP01,Fusarium
 

equiseti
 

HP08
 

and
 

A.unguis
 

HP17
 

were
 

found
 

with
 

abundant
 

metabolites
 

and
 

anti􀆼MRSA
 

activities.The
 

strains
 

of
 

MF01,
MF07,HP01,HP08

 

and
 

HP17
 

have
 

potential
 

anti􀆼MRSA
 

activities,which
 

provide
 

basic
 

information
 

for
 

sub-
sequent

 

studies
 

on
 

active
 

metabolites.
Key

 

words:Weizhou
 

Island,coral
 

reef,marine
 

fungi,isolation
 

and
 

identification,anti􀆼MRSA
 

activity
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