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海洋真菌 As per gil lus s p . MF134的抗菌特性

陈碧娥　　张思梨
(华侨大学材料科学与工程学院 , 福建 泉州 362021)

摘要　采用固体发酵和液体摇瓶震荡培养两种培养方法获得丝状真菌 A s pergi l l us s p . MF134培养物 ,并从

中提取活性物质.应用纸片扩散法和比浊法测定提取物的抑菌作用 ,探讨 MF134菌的抗菌活性及影响因素.

实验结果表明 ,该菌固体培养物的提取物对枯草杆菌 ( B aci l l us subti l is)和白色假丝酵母 ( Cancia albicans)有

明显的抑制作用.其抗菌活性产物主要在孢子形成时产生的 ,而且与海水的存在有关 ,海水培养物所产生的抗

菌活性高于淡水培养物.
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近期的研究表明 ,海洋真菌是新的、具有生物活性的天然产物的重要来源.据估计 ,海洋真菌至少有

1 500种〔1〕 ,但只有一部分种属被描述过 ,主要是丝状子囊菌 ( Fi l amentous ascom ycetes )和半知菌类

( Fungi im per f ect i) ,其中以青霉菌和曲霉菌居多.曲霉菌广泛地分布在陆地和水生的环境中.海洋中

的浮木、海水 ,以及珊瑚、海绵、海藻、贝类、海鱼等海洋的动植物均有曲霉存在.目前在海洋曲霉菌中已

发现了许多重要的代谢产物 ,如新的神经营养聚合物〔2〕、酶〔3〕、酶的抑制剂〔4〕 ,以及抗肿瘤和抗菌的活性

物质〔5〕等.已有报道的内容主要涉及分离菌的分布及代谢产物的结构.实际上 ,海洋真菌具有不同的生

长特性并影响其活性物质的产生 ,这是值得关注的问题.本文报道从福建湄洲湾海域的水样中分离的曲

霉 MF134菌的生长特性及抑菌作用 ,探讨与抗菌活性相关的因素.

1　材料与方法

1 . 1　菌种

A s pergi l l us s p . MF134 (简称 MF134) ,取自福建湄洲湾海域的水样经分离而得.根据显微镜下观

察到的形态特征 ,鉴定为曲霉菌.

1 . 2　培养基及培养方法

1. 2. 1　斜面培养基　斜面培养基为海水 PDA培养基.斜面培养 25 ℃,5～6 d.本实验所用海水均为天

然海水 ,取自福建惠安海域.海水经过滤后 ,测定其含盐量 ,并用未经加工的粗海盐将其质量分数调为

3. 5 % ,避光保存.

1. 2. 2　液体摇瓶培养基　20 g葡萄糖 ,1 g蛋白胨 ,1 g KH2 PO4 ,1 L 海水 ,p H值自然.摇瓶培养为 500

mL ,三角瓶装量 150 mL ,温度 25 ℃,转速 150 r·min - 1 ,培养时间 5～6 d.

1. 2. 3　固体培养基　700 g麸皮 ,200 g米糠 ,100 g大麦芽粉 ,1 L 海水 ,p H值自然.培养方法 :500 mL

三角瓶装 60 g固体培养基 ,将斜面孢子用无菌水洗下 ,制成孢子悬浮液.接种量为每瓶接 2 mL 菌液 (含

菌数每毫升约为 108 个) ,25 ℃恒温静置 7 d.

1 . 3　分析测定方法

1. 3. 1　生物量的测定　培养液过滤后 ,将所得菌体用蒸馏水洗涤 2～3 次 ,真空抽滤去除水分 ,置 55
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～65 ℃真空干燥箱烘干至恒重.

1. 3. 2　抗菌活性的测定　(1) 产物的提取.液体培养所得的干菌体或固体培养物用甲醇浸泡 7 d后 ,

蒸馏得提取物.液体培养所得的滤液用 V (乙酸乙脂) ∶V (氯仿) ∶V (甲醇) = 3∶2∶1的溶液萃取后 ,

蒸馏得提取物. (2) 抗菌作用的测定. (a) 纸片扩散〔6〕法.纸片 Á6 mm ,以 B . subti l is , E. col i , S . aureus ,

C. albicans作为指示菌 ,在指示菌适宜的温度下培养 24 h ,观察是否有抑菌圈出现. (b) 比浊法〔7〕.比较

添加提取物与对照物 (未添加提取物)的指示菌的浊度 (OD620 ) ,具抗性的样品能抑制被测菌超过对照菌

的 80 %.

2　结果与讨论

2. 1　MF134菌的形态特征及生长特性

在 PDA培养基上 ,25 ℃培养 5 d ,MF134 的菌落大小 Á为 6～8 mm ,菌丝为白色 ,孢子蓝绿色.

MF134菌在温度 20～30 ℃下生长良好 ,海水盐的质量分数在 3. 5 %～10. 0 %内均可生长 ,最适生长盐

图 1　MF134菌在海水及淡水的生长曲线

的质量分数为 5. 0 %.液体摇瓶静置培养在液面形成菌

膜 ,而震荡培养形成菌丝球 ,菌丝球的大小与碳源有关.

以葡萄糖为碳源 ,菌丝球大小 Á约为 5 mm.液体摇瓶培

养在海水及淡水均能生长 ,并形成孢子 ,但生长及代谢

过程不同.图 1 为 MF134 在海水及淡水培养基摇瓶震

荡培养的生长曲线. 从图 1 可看出 ,在海水培养基

MF134菌停滞期较短 ,进入对数生长期后 ,72 h 即可达

到最高的生物量 ( M) ,而在淡水培养基 ,停滞期较长 ,96

h才达到最高的生物量 ,且生物量低于前者.

2 . 2　不同生长条件对抑菌作用的影响

分别用海水和淡水配制麸皮固体培养基 ,在同样的

接种量及培养条件下 ,培养 7 d.培养物的提取物用丙酮

及无菌水溶解后 ,用纸片扩散法测定 MF134 菌的抗菌

特性.提取物的水溶液对指示菌无抑菌作用.提取物的丙酮溶液的抑菌作用 ,如表 1 ,图 2所示.从表 1

图 2　MF134菌的海水培养物对

B. subti l is的抑制作用

表 1　海水与淡水固体培养物的抑菌作用比较

指示菌
抑菌圈 Á/ mm

海水培养物 淡水培养物

B. subti l is 16～17 8～9

S . aureus - -

E. coli - -

C. albicans - -

可以看出 ,MF134菌的海水固体培养物对革兰氏阳性菌

B . subti l is的抑菌作用 ,明显比淡水中的固体培养物强 ,

海水中的微量元素及其他成分不仅影响了海洋真菌的生

长 ,也影响其抗菌活性.

2 . 3　抗菌活性产物的产生与细胞分化的相关性

MF134菌液体摇瓶震荡培养的干菌体提取物及培

养液的萃取物 ,分别用纸片扩散法测定它们对 4 种指示

菌的抑菌作用 ,结果均呈阴性反应.比较液体培养物与固体培养物的差异 ,固体培养基的组分较复杂 ,可

能含有某种诱导成分 ,而且固体培养物兼有胞内和胞外的产物.但更明显的一个区别是 ,在液体培养基

中 ,MF134菌主要以菌丝球的状态存在 ,仅有少量孢子形成 ;而在麸皮固体培养基 ,MF134菌的菌丝几

乎完全分化为孢子 ,其培养物主要是孢子 ,代谢产物的产生与细胞的分化具有相关性. MF134菌的具抗

菌活性的代谢产物 ,主要在孢子形成时产生而不是在营养菌丝阶段产生.
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2 . 4　测定方法对抑菌作用实验结果的影响

采用比浊法测定 MF134菌麸皮固体培养物提取物的抑菌作用.由于枯草杆菌在液体培养基的表面

呈膜状生长 ,不适合用比浊法测定 ,因此只以 S . aureus , E. col i和 C. albicans为指示菌.测定结果 ,该提

取物对 S . aureus及 E. col i无抑菌作用 ,而对 C. albicans有明显的抑制作用.纸片扩散法是测定抑菌作

用的常用方法 ,但其灵敏度较低 ,因此未能测出对 C. albicans的抑菌作用.海洋微生物具有代谢产物多

样 ,但含量低的特点 ,为筛选具抗菌活性的菌株 ,须采用多种测定方法相结合的策略. OD620法操作简便 ,

具有较高的灵敏度 ,但只能以在液体培养基能呈浊状生长的微生物为指示菌.

3　结束语

海洋真菌 MF134既能在海水 ,也能在淡水生长、繁殖 ,形成无性孢子 ,但它更适合海水的生长环境.

在海水的环境 ,不仅有较高的生物量 ,而且具有较强的抗菌活性.在适当的培养条件下 ,MF134菌所产

生的具有生物活性的物质 ,对革兰氏阳性细菌和真菌有明显的抑制作用.根据生态学的观点 ,抗生素的

生物合成是海洋真菌与其他微生物进行生存斗争所用的化学防护手段.微生物通常会改变其形态来应

答环境的改变 ,因此不难理解抗菌活性物质的产生与细胞的分化有关.与陆地真菌相比 ,人类对海洋真

菌的认识较晚 ,对于抗菌物质产生的诱导机制及影响因素仍然知之甚少.研究海洋真菌的代谢产物 ,不

仅有利于新药的开发 ,也有助于了解和认识真菌.
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Antimicrobial Characteristics of Marine Fungi

As per gil l us s p . MF134

Chen Bi′e　　Zhang Sili
(College of Material Science and Engineering , Huaqiao University , 362021 , Quanzhou , China)

Abstract　Strain A s pergi l l us s p . MF134 was a facultative marine fungi isolated f rom a brine sample f rom Meizhou bay. In

order to search the antimicrobial characteristics of st rain MF134 and the factors affected it , two different methods , solid

fermentation and liquid shake culture , were used. The cultures were extracted by organic solvent s , and it s antibiotic ac2
tivity was assayed by paper diffusing method and turbidimetry. The result showed that the extract s of solid fermentation

cultures had obvious inhibiting action on both B aci l l us subti l is and Candia albicans . The antibiotic substances were pro2
duced while spores formed and the antibiotic activity was influenced by the existence of brine. The extract s of brine cul2
tures had a higher antibiotic activity than that of flash water cultures. Choosing a suitable method for measuring antibiotic

action was essential to know the characteristics of marine fungi.

Keywords　marine fungi , antibiotic activity , marine aspergillus , metabolite
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