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摘要：为了从海绵共附生微生物中寻找天然高效抗污损活性物质，本文针对前期研究获取的４株具
有显著抗硅藻附着的活性菌株进行活性验证和比较，选出其中最优菌株进行菌种鉴定及发酵条件

优化．比较了活性菌株对小新月菱形藻（Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｃｌｏｓｔｅｒｉｕｍ）、咖啡双眉藻（Ａｍｐｈｏｒａｃｏｆｆｅａｅｆｏｒｍｉｓ）、
碎片菱形藻（Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｆｒｕｓｔｕｌｕｍ）附着的抑制活性，确定菌株 ＵＳＴ０５０４１８７１５为最优菌株；通过
１６ＳｒＤＮＡ的测序分析，结合平板的菌落形态和扫描电镜下菌体特征，鉴定活性菌株ＵＳＴ０５０４１８７１５
为短小芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｐｕｍｉｌｕｓ）．为优化该菌株的培养条件，选择了酵母粉、蛋白胨、ＮａＣｌ、ｐＨ值
进行四因素三水平的正交实验，对菌株培养条件进行优化．发现选择的４个因素对应的菌株发酵产
物对硅藻附着的抑制活性大小不同，影响显著性顺序是酵母粉 ＞蛋白胨 ＞ＮａＣｌ＞ｐＨ值，综合菌株
发酵产物活性、粗提物产量和菌株生长情况进行分析，确定菌株ＵＳＴ０５０４１８７１５基于海洋２２１６Ｅ培
养基的最佳发酵条件为：蛋白胨含量７５ｇ／ｄｍ３，酵母粉含量３ｇ／ｄｍ３，ＮａＣｌ含量１０４５ｇ／ｄｍ３，ｐＨ
值９５．
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　　海洋设施表面上，海洋生物大量聚集、生长和繁
殖，这种现象一般称为海洋生物污损［１］．形成海洋
污损生物群落有很多，硅藻和细菌在初期会附着，而

一些无脊椎和脊椎动物和大型的藻类等在后期也会

附着在海洋设施表面上．海洋生物污损已经在全球
范围内成为军事、工程和水产养殖等方面的技术难

题［２］．有报道称，因为海洋生物污损全球每年造成
经济损失近２００亿美元［３］．目前，已经应用的抗污损
的方法中涂料防污技术因涂料中有毒防污剂的可控

性释放，工艺简单、技术成熟、经济有效而广泛应

用［４］．曾经三丁基锡（Ｔｒｉｂｕｔｙｌｔｉｎ，ＴＢＴ）也是应用最
广泛的有毒防污剂，但在环境中不易降解，且会通过

食物链在生物体内富集，严重破坏海洋生态安

全［５］．２００１年，国际海事组织开始禁止含 ＴＢＴ涂料
的使用．ＴＢＴ替代品主要有Ｉｒｇａｒｏｌ１０５１、Ｄｉｕｒｏｎ、Ｓｅａ

Ｎｉｎｅ２１１等有机物和铜、锌等．但它们对环境产生的
影响同样不可忽视，目前很多国家已经限制了Ｉｒｇａｒ
ｏｌ１０５１和Ｄｉｕｒｏｎ的使用［６７］．因此，人们的目光越来
越转向无毒高效、环境友好型的防污活性化合

物［８］．近年来，使用活性天然产物作为防污涂料的
添加剂，成为开发无毒高效环保防污添加剂的研究

热点．
生活在海洋中的动植物，如珊瑚、海绵等，通过

在体内产生或者向环境释放一些具有特殊生物活性

的次级代谢产物，通过麻醉、排斥和防粘附等作用防

御其他生物附着在其体表生长，使其表面具有防污

损的能力［９１２］．这些防御化学物质是天然防污添加
剂候选品，具有经济，高效，稳定，环境友好，易生物

降解等优良特性［１３］．其中，存在于海绵等多孔型生
物体内的共附生微生物已经达到很高的的密度，能
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接近或超过１×１０６个／ｃｍ３［１４１５］．如今，有研究表明
以前人们通过分离海绵中的物质所得到的许多化合

物，其真正的生产者不是海绵自身，而是共附生海绵

体内的微生物［１６１７］．海绵共附生微生物的特殊生存
环境和种群多样性，造就了其在化合物结构和多样

性方面与陆地微生物有显著的不同，所以成为目前

天然产物领域中研究新热点［１８２１］．迄今为止从海洋
微生物中已分离出２０多个抗污损活性天然产物，有
脂肪酸类、异丁烯内酯类、环二肽类、二羟基苯酸以

及大环内酯类等［２２］．如 Ｍａｒｙ等（１９９３）分离了多株
Ｖｉｂｒｉｏ属的抗藤壶幼虫附着的活性细菌［２３］．Ｃａｒｏｌａ
等（２００２）发现Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ属中许多能产生抗
污损化合物，其中最显著的是Ｐ．ｔｕｎｉｃａｔｅ，Ｐ．ｃｉｔｒｅａ和
Ｐ．ｒｕｂｒａ３种［２４］．Ｋｏｎｙａ等（１９９４）从海绵 Ｈａｌｉｃｈｏｎ
ｄｒｉａｏｋａｄａｉ中分离出细菌 Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ．，能有效抑
制纹藤壶附着［２５］．

在生物污损过程的初期阶段，主要是硅藻和细

菌附着在海洋新表面．其中硅藻有很快的附着速度，
能在光能所能到达的海水中迅速繁殖；在附着之后

会分泌胞外多聚物，不仅加固自身的附着，还帮助小

颗粒的有机物或生物附着，从而便于后续的大型污

损生物最终在该新表面形成复杂和巨大的群落［２６］．
因此，一旦成功抑制硅藻附着，不仅生物膜的形成会

得到防止，巨大密集的污损生物群落的形成也会得

到推迟或者阻止．
本研究根据前期工作已经筛选出有抗硅藻附着

活性的海绵附生细菌，从中选取具有显著抗硅藻附着

活性的４株菌株进行活性验证和比较，选出其中活性
高又稳定的菌株，对其进行鉴定和发酵条件优化．

１　材料与方法
１．１　细菌及测试硅藻

４株 菌 株 ＵＳＴ０５０４１８３１５、ＵＳＴ０５０４１８６９４、
ＵＳＴ０５０４１８７０８和 ＵＳＴ０５０４１８７１５来源自香港科技
大学海岸海洋实验室的海绵附生微生物库（Ｃｏａｓｔａｌ
ＭａｒｉｎｅＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆｔｈｅＨｏｎｇＫｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉ
ｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＣＭＬｏｆＨＫＵＳＴ）．以上菌株经
本实验室初筛具有抗硅藻活性［２７２８］．

测试硅藻有３种：小新月菱形藻（Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｃｌｏｓ
ｔｅｒｉｕｍ），由中国海洋大学水产学院提供；碎片菱形
藻（Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｆｒｕｓｔｕｌｕｍ）和咖啡双眉藻（Ａｍｐｈｏｒａｃｏｆ
ｆｅａｅｆｏｒｍｉｓ）均由ＣＭＬｏｆＨＫＵＳＴ提供．

细菌基础培养基：５０ｇ／ｄｍ３蛋白胨，１０ｇ／ｄｍ３

酵母膏，０１ｇ／ｄｍ３柠檬酸铁，１９４５ｇ／ｄｍ３ＮａＣｌ，
５９ｇ／ｄｍ３ ＭｇＣｌ２，３２４ｇ／ｄｍ

３ ＭｇＳＯ４，１８ｇ／ｄｍ
３

ＣａＣｌ２，０５５ｇ／ｄｍ
３ＫＣｌ，ｐＨ值为７４～７６，琼脂 １５

～２０ｇ／ｄｍ３．硅藻培养液采用ｆ／２配方［２９］．
１．２　细菌培养及粗提物的提取

将保存于－８０℃超低温冰箱中的菌株常温解冻
后，接入装有培养基试管中，２５℃下１３０ｒ／ｍｉｎ恒温
振荡培养４８ｈ后进行平板划线．挑取单菌落重复活
化培养３次后接种比例５％（体积分数）进行液体培
养基逐级放大．在２８℃下１３０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡培养
３５ｄ后，在菌液中加入等体积的乙酸乙酯（含５％
丙酮）进行振荡萃取分离，收集上层有机相，一共萃

取３次．合并有机相，在３７℃下用旋转蒸发仪进行
减压浓缩，用冷冻离心浓缩仪冻干，称重［３０］．
１．３　抗硅藻附着活性验证和比较

按照俞思羽等（２０１５）方法进行实验［３１］．将粗提
物溶解于二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）中配制成６０ｍｇ／ｃｍ３

母液．取５０ｃｍ３处于对数增长期的硅藻培养液并混
匀，在４０００ｒ／ｍｉｎ的转速下离心１０ｍｉｎ后将上清
液倒出，再加入同等体积的人工海水再混匀、离心，

再用同样的方法重复混匀、并且离心２次．将粗提物
母液用人工海水稀释至 ２００μｇ／ｃｍ３后取 ０５ｃｍ３

加入２４孔板测试孔中，并加入０５ｃｍ３调整密度后
的硅藻（１×１０６～３×１０６个／ｃｍ３），使得粗提物的测
试浓度为１００ｐｐｍ，平行３组．以ＤＭＳＯ代替母液作
为空白对照．２４孔板经２５℃光照培养２４ｈ后，晃动
洗去未附着或附着不牢的硅藻，弃去培养液．注入１
ｃｍ３人工海水，重复洗涤３次．洗涤完成后，放入显
微镜下观察孔底附着的藻细胞个数．抑制率按以下
公式计算：

抑制率（％）＝（１－实验组附着藻细胞数
对照组附着藻细胞数

）×１００

１．４　活性菌株鉴定方法
１．４１　形态学特征　将菌株 ＵＳＴ０５０４１８７１５平板
在２５℃下恒温培养２ｄ，并观察菌落的形态．
１．４２　扫描电镜分析　按照谢家仪等（２００５）［３２］的
方法进行菌株的扫描电镜分析．具体步骤如下：取已
经培养３６ｈ的菌液，于４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃
上清，重复洗涤３次．加入２５％戊二醛在４℃冰箱
中静置２ｈ对菌株进行前固定，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５
ｍｉｎ，弃上清；再用１％ＯｓＯ４对菌株进行后固定，用
０１ｍｏｌ／ｄｍ３ＰＢＳ清洗３～４次（每次１５ｍｉｎ），离心，
弃上清，超纯水洗涤３次．依次用５０％、７０％、８０％、
９０％乙醇脱水各１次，再用１００％ 乙醇脱水２次（每
次３０ｍｉｎ）．然后用１∶１的乙酸戊酯∶乙醇、纯戊酯依
次置换３０ｍｉｎ．在 ＣＯ２临界点进行干燥，粘样后进
行离子溅射金，再利用扫描电镜进行观察．
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１．４３　１６ＳｒＤＮＡ测序分析　按照 Ｍｏｒｅｎｏ等
（２００２）［３３］的方法对活性菌株 ＵＳＴ０５０４１８７１５进行
１６ＳｒＤＮＡ测序分析．使用的引物为：７ｆ（５′ＣＡ
ＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ３′）和 １５４０ｒ（５′ＡＧＧＡＧＧＴ
ＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ３′）．

１．５　活性菌株发酵条件优化
根据前期研究结果筛选出的 ４个重要因素

（ｐＨ值、蛋白胨、酵母粉、ＮａＣｌ），设置４个因素 ×３
个水平 ×３重复的正交试验，具体试验设置见表
１［２８］．

表１　菌株培养条件正交试验Ｌ９（３
４）设置

Ｔａｂ．１　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｄｅｓｉｇｎ［Ｌ９（３
４）］ｆｏｒｔｈｅｓｔｒａｉｎｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

水平
因素

Ａ：蛋白胨含量／ｇ·ｄｍ－３ Ｂ：酵母粉含量／ｇ·ｄｍ－３ Ｃ：ＮａＣｌ含量／ｇ·ｄｍ－３ Ｄ：ｐＨ值

１ ２５ １５ １０４５ ５５

２ ５０ ３０ １９４５ ７５

３ ７５ ４５ ２８４５ ９５

２　结果与分析
２．１　菌株的活性验证

通过实验室前期筛选工作，已经得到若干有抗

硅藻活性的菌株［２７２８］．本实验选取其中编号为

ＵＳＴ０５０４１８３１５、ＵＳＴ０５０４１８６９４、ＵＳＴ０５０４１８７０８和
ＵＳＴ０５０４１８７１５的４株菌株，进行进一步的活性验
证和比较，以确定抗硅藻附着活性最优菌株，实验结

果见表２．

表２　菌株粗提物的抗硅藻附着活性
Ｔａｂ．２　Ａｎｔｉｓｅｔｔｌｅｍｅｎｔａｃｔｉｖｉｔｉｅｓａｇａｉｎｓｔｄｉａｔｏｍｓｂｙｓｔｒａｉｎｓｃｒｕｄｅｅｘｔｒａｃｔｓ

菌株
抑制率／％

Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｃｌｏｓｔｅｒｉｕｍ Ａｍｐｈｏｒａｃｏｆｆｅａｅｆｏｒｍｉｓ Ｎｔｚｓｃｈｉａｆｒｕｓｔｕｌｕｍ
平均抑制率／％

ＵＳＴ０５０４１８３１５ ８４５ ９０２ ９９２ ９１３０±７４１

ＵＳＴ０５０４１８６９４ ８６８ ９１３ ９９２ ９２４０±６２８

ＵＳＴ０５０４１８７０８ ９１７ ８８２ ９９２ ９３００±５６２

ＵＳＴ０５０４１８７１５ ９０９ ９０４ ９５１ ９２１０±２５８

　　如表２所示，菌株 ＵＳＴ０５０４１８７１５对３种硅藻
的附着现象均有较强的抑制作用，其抑制率均≥
９００％，平均抑制率达９２１％；菌株 ＵＳＴ０５０４１８７０８
对３种藻的平均抑制率最高，但是对咖啡双眉藻
（Ａｍｐｈｏｒａｃｏｆｆｅａｅｆｏｒｍｉｓ）的抑制率小于９００％．后续
实验发现，从 ＵＳＴ０５０４１８７１５菌株中提取的粗提物
活性较其它２种菌株要明显，且在随培养时间延长
活性降低速度变慢．所以，本研究选择菌株
ＵＳＴ０５０４１８７１５作为进一步的研究对象．
２．２　菌种鉴定
２．２１　形态学观察　培养结果显示，经改良的
２２１６Ｅ固体培养基适宜菌株 ＵＳＴ０５０４１８７１５生长，
２８℃下培养４８ｈ即可形成比较明显的菌落，其中单
菌落颜色呈乳白色且不透明，形状为近圆形，边缘整

齐，菌落表面光滑湿润（图１）．
对菌株ＵＳＴ０５０４１８７１５进行场发射扫描电子显

微镜（ＦＥＳＥＭ）观察，结果如图２所示．从场电镜照

图１　菌株ＵＳＴ０５０４１８７１５的平板照片
Ｆｉｇ．１　ＳｔｒａｉｎｃｏｌｏｎｉｅｓｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｏｆＵＳＴ０５０４１８７１５

ｏｎｃｕｌｔｕｒｅｄｉｓｈ

片可以看出，菌株 ＵＳＴ０５０４１８７１５的细胞呈条形短
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杆状，圆末端，长为 ０９～１０μｍ，宽为 ０３～０４
μｍ，长宽比约为３∶１．菌体分布密集，纵横交错，排

列没有规律．

图２　菌ＵＳＴ０５０４１８７１５的场发射扫描电子显微镜照片
Ｆｉｇ．２　ＦｉｅｌｄＥｍｉｓｓｉｏｎＳｃａｎｎｉｎｇＥｌｅｃｔｒｏｎＭｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＦＥＳＥＭ）ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｏｆｓｔｒａｉｎＵＳＴ０５０４１８７１５

２．２２　１６ＳｒＤＮＡ序列测定　１６ＳｒＤＮＡ基因序列
经分析，得到的有效长度为１４７２ｂｐ．将该１６ＳｒＤＮＡ
序列放入ＧｅｎＢａｎｋ中进行同源性检索，选取了１１株

与菌株 ＵＳＴ０５０４１８７１５亲缘关系最接近的菌株，采
用Ｂｌａｓｔ软件进行同源性比较，用 ＭＥＧＡ５０软件构
建系统发育树（图３）．

图３　菌株ＵＳＴ０５０４１８７１５基于１６ＳｒＤＮＡ基因序列构建的系统进化树
Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎ１６ＳｒＤＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｓｔｒａｉｎＵＳＴ０５０４１８７１５

　　从系统发育树可看出，菌株 ＵＳＴ０５０４１８７１５和
短小芽孢杆菌 ＢａｃｉｌｌｕｓｐｕｍｉｌｕｓＳＡＦＲ０３２同源性达
９９％以上（图中显示为１００％），再结合其形态特征
和菌落生长特征，鉴定 ＵＳＴ０５０４１８７１５为短小芽孢
杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｐｕｍｉｌｕｓ）的一个菌株．
２．３　活性菌株培养条件优化

根据文章前面活性验证结果，将以抗小新月菱

形藻（Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｃｌｏｓｔｅｒｉｕｍ）附着活性为目标，以
２２１６Ｅ培养基为基础，对前期研究筛选的４个重要
因素（ｐＨ值、蛋白胨、酵母粉、ＮａＣｌ［２８］）进行４因素
３水平３重复试验．

实验结果如表３所示，在设置的９组培养条件
下，菌株ＵＳＴ０５０４１８７１５均表现出了一定的抗附着活
性，但是各组活性有一定的差异．分别计算蛋白胨含
量、酵母粉含量、ＮａＣｌ含量和ｐＨ值这４个因素的水
平总值（Ｋ值），水平均值（ｋ值）和极差（Ｒ），然后进
行比较．从极差Ｒ值分析，所选取的４个因素对菌株
ＵＳＴ０５０４１８７１５粗提物活性的影响的强弱顺序为：酵
母粉（Ｂ）＞蛋白胨（Ａ）＞ＮａＣｌ（Ｃ）＞ｐＨ值（Ｄ）．

方差分析结果见表４．４个因素对实验结果均有
显著影响，应为影响抑制活性的主要因子，说明根据

前期研究所确定的因素选择正确．
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表３　菌株培养基成分优化正交试验结果Ｌ９（３
４）

Ｔａｂ．３　ＲｅｓｕｌｔｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔＬ９（３
４）ｏｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

项目

蛋白胨含量

／ｇ·ｄｍ－３
酵母粉含量

／ｇ·ｄｍ－３
ＮａＣｌ含量

／ｇ·ｄｍ－３
ｐＨ值 抑制活性 ／％

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ １ ２ ３

Ｔｉ

１ Ａ１（２５） Ｂ１（１５） Ｃ１（１０４５） Ｄ１（５５） ７４８２ ６７８３ ７６９２ ２１９５７

２ Ａ１（２５） Ｂ２（３０） Ｃ２（１９４５） Ｄ２（７５） ７５８７ ７０２８ ７０９７ ２１７１２

３ Ａ１（２５） Ｂ３（４５） Ｃ３（２８４５） Ｄ３（９５） ７６２２ ７２４８ ６５６０ ２１４３０

４ Ａ２（５０） Ｂ１（１５） Ｃ２（１９４５） Ｄ３（９５） ６４６８ ６７４３ ６５６０ １９７７１

５ Ａ２（５０） Ｂ２（３０） Ｃ３（２８４５） Ｄ１（５５） ６６５１ ７５６９ ８３７４ ２２５９４

６ Ａ２（５０） Ｂ３（４５） Ｃ１（１０４５） Ｄ２（７５） ７０５５ ７００８ ７４８５ ２１５４８

７ Ａ３（７５） Ｂ１（１５） Ｃ３（２８４５） Ｄ２（７５） ７７６１ ６３８０ ６７１８ ２０８５９

８ Ａ３（７５） Ｂ２（３０） Ｃ１（１０４５） Ｄ３（９５） ８０９６ ８７８７ ９１９６ ２６０７９

９ Ａ３（７５） Ｂ３（４５） Ｃ２（１９４５） Ｄ１（５５） ７０２４ ８２８４ ７３１９ ２２６２７

Ｋ１ ６５０９９ ６２５８７ ６９５８４ ６７１７８ Ｔ＝１９８５７７

Ｋ２ ６３９１３ ７０３８５ ６４１１０ ６４１１９

Ｋ３ ６９５６５ ６５６０５ ６４８８３ ６７２８０

ｋ１ ２１７００ ２０８６２ ２３１９５ ２２３９３

ｋ２ ２１３０４ ２３４６２ ２１３７０ ２１３７３

ｋ３ ２３１８８ ２１８６８ ２１６２８ ２２４２７

Ｒ １８８４ ２６００ １８２５ １０５４

　　注：Ｋ１、Ｋ２和Ｋ３表示水平总值，ｋ１、ｋ２和ｋ３表示水平均值，Ｒ为极差，Ｔｉ表示实验组抑制活性之和，Ｔ表示抑制活性总和

表４　菌株ＵＳＴ０５０４１８７１５正交试验方差分析
Ｔａｂ．４　ＶａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔＬ９（３

４）ｏｆｓｔｒａｉｎＵＳＴ０５０４１８７１５

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 显著性

因素Ａ（蛋白胨） １９７４０ ２ ９８７０ ２３５５６ 

因素Ｂ（酵母粉） ３４３５８ ２ １７１７９ ４１０００ 

因素Ｃ（ＮａＣｌ） １９５０４ ２ ９７５２ ２３２７４ 

因素Ｄ（ｐＨ值） ７１７０ ２ ３５８５ ８５５６ 

误差 ７５４２ １８ ４１９

总合 ８８３１４ ２６

　　注：“”代表４个因素对实验结果的影响是极显著的

　　对各组合抗硅藻附着活性平均值进行 Ｄｕｎｃａｎ
法多重比较（ｐ＝０１），结果见表５．从表中可以看
出，组合８的活性最高；其次是组合９、５；组合１、６、
２、３、７的活性没有显著性差异；组合４活性则相对
最差．

分析各组合发酵条件下的粗提物产量，对各组

合粗提物产量用 Ｄｕｎｃａｎ法进行多重比较（ｐ＝
００５），结果见图４．从图中可以看出，组合９的产量
最高；其次是组合７、８；组合２、３、４、５、６的产量没有
显著性差异；组合１的产量相对最低．
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表５　正交试验中的抗硅藻附着活性Ｄｕｎｃａｎ法多重比较
Ｔａｂ．５　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ

ｔｅｓｔＬ９（３
４）

组合编号
Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｃｌｏｓｔｅｒｉｕｍ抑制率／％

１ ２ ３

８ ８６９０

９ ７５４０

５ ７５３０

１ ７３１７ ７３１７

６ ７２５０ ７２５０

２ ７２４０ ７２４０

３ ７１４７ ７１４７

７ ６９５３ ６９５３

４ ６５９０

　　注：Ｄｕｎｃａｎ法多重比较表格中１、２、３列表示数据从大到小排

列，不同列数据差异显著，同列数据之间差异不显著（ｐ＝０１）

图４　不同培养条件下的粗提物产量
Ｆｉｇ．４　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃｒｕｄｅｅｘｔｒａｃｔｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
柱上相同字母表示其经Ｄｕｎｃａｎ法多重比较，两组数据差异

不显著；反之则表示差异显著（ｐ＝００５）

各组合下菌株ＵＳＴ０５０４１８７１５的生长情况如图５
所示，通过测得发酵完后菌液在６３０ｎｍ下的吸光度
值，来反应菌株细胞的生长情况．可以看出组合９的菌
株生长情况最好，其次是组合８，组合５、６、７没有显著
性差异，组合１的生长情况相对最差．

寻找最佳发酵条件，是为了得到活性最好的细

菌粗提物，也是为了得到最高的粗提物产量，当３个
指标结果不同时，应优先考虑活性高的组合．根据以
上分析结果，组合８下的菌株 ＵＳＴ０５０４１８７１５活性
最好，其次是组合９、５；组合９的产量最高，其次是
组合７、８；组合９的菌株生长情况最好，其次是组合
８．因此，选取活性最好且产量和生长情况较好的组
合８，即 Ａ３Ｂ２Ｃ１Ｄ３为最佳发酵条件：蛋白胨含量为

图５　不同实验组合下菌液的吸光度值
Ｆｉｇ．５　Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｅｓｔｂａｔｔｅｒｙ
柱上相同字母表示其经Ｄｕｎｃａｎ法多重比较，两组数据差异

不明显；反之则表示差异显著（ｐ＝００５）

７５ｇ／ｄｍ３，酵母粉含量为 ３ｇ／ｄｍ３，ＮａＣｌ含量为
１０４５ｇ／ｄｍ３，ｐＨ值为９５．

３　讨论
海洋微生物所生存的特殊环境造成了其物种、

基因组成和生态功能等多方面的多样性．这种海洋
环境因为具有高压、低营养、低温（特别是深海）、无

光照或光照强度低、以及局部高温等特点，而使海洋

微生物产生结构独特、生物活性多样性的代谢产物，

这些化合物是很良好的天然抗污损物质，具有极为

重要的理论意义和实践价值［３４］．
通过实验前期筛选工作，已经从海绵共附生生

物中获得了多株抗硅藻附着的活性菌株［２７２８］．本文
从中选取４株具有显著抗硅藻附着的活性菌株进行
活性验证．结果显示，这４株测试细菌均对３种硅藻

（小新月菱形藻、咖啡双眉藻、碎片菱形藻）具有明

显的抑制作用（平均抑制率 ＞９００％）．说明海绵共
附生微生物是抑制附着硅藻作用的天然产物的良好

来源．这４种菌株中，ＵＳＴ０５０４１８７１５对３种硅藻的
附着现象均有较强的抑制作用，其抑制率均≥
９００％，平均抑制率达 ９２１％．后续实验也发现该
菌株中提取的粗提物活性较为明显，且随培养时间

延长活性较为稳定．因此，本文选择 ＵＳＴ０５０４１８７１５
菌株进行菌种的鉴定及发酵条件优化的工作．稳定
的来源和产量是许多动物来源和植物来源的新型抗

污损化合物投入实际应用、满足市场需求的一个难

以跨越的限制．而微生物则可以在较短的时间内通
过规模发酵，保证充足的活性物质来源，并便于利用

现有的发酵工程技术和分离手段实现工业化生

产［３５］．因此，具有抗污损活性的微生物种质资源变
得越来越重要，它们的发现将是抗污损技术行业重
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要的争夺点．
而在发酵工程中，培养环境条件的变化导致微

生物代谢产物差异显著；具体的影响因素很多，包括

培养条件、培养方式和培养基成分等多个方面．确定
最优的培养模式，是微生物发酵获得大量高活性的

目标化合物的重要前提．根据前期研究结果筛选出
的４个因素（ｐＨ值、蛋白胨、酵母粉、ＮａＣｌ）进行发
酵条件优化，这四种因素对发酵结果影响从大到小

的顺序依次：酵母粉 ＞蛋白胨 ＞ＮａＣｌ＞ｐＨ值．由此
可知，氮源对该菌的发酵效果影响较大，也对后续的

化合物分离过程具有一定的指导意义．
另外，在确定最佳培养条件时，不应仅局限于发

酵产物活性，而且应结合粗提物产量和菌株自身增

殖生长情况进行综合分析，才能为目标化合物的获

取提供稳定的保障，为规模化发酵及后续活性物质

分离纯化提供有力的支撑．
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