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摘 要：AL我国东部沿海城市威海金海滩(北纬36。41 7～37。357，东经121。11’～122。42 7)采取海藻样品．采用可培分

析方法得到55株茵．基于16S rDNA序列分析，发现这55株菌共分为5个纲，14个属．其中芽孢茵纲(Bacilli)，7-变

形菌纲(Gammaproteobacteria)为优势种群，分别占总数的20％和56．4％．此外还分离获得2株具有琼胶降解活性

的菌株，都属于海杆菌属(Marinimicrobium)．部分菌株比已报道菌株相似度低，表明海藻样品具有较好的细菌多

样性，并蕴藏着巨大的微生物资源．
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Abstract：The seaweed sample was taken from the eastern coastal city of Weihai Golden Beach(1atitude 36。41’～

37。35 7，longitude 121。11’～122。42 7)in China．We isolated 55 strains using training methods．On the basis of a—

nalysis of 16S rDNA，it was considered that the 55 strains are divided into five classes。14 generas．Bacilli and 7-

Proteobacteria are the dominant．species，accounting for 20％and 56．4％．And we also isolated tWO strains with agar

degradation activity。which belong to Marinimicrobium．Some strains are low similarity with reported strains．This

artical fully illustrated that the diversity of bacteria is good in the seaweed and there is rich in microorganisms in the

oCean．
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我国拥有长度约3．2万km海岸线，居世界第8

位，拥有丰富的海洋资源．海藻是重要的海洋资源之

一，目前只有1／4左右被利用，直接或间接地为人类

创造了巨大的财富[1]．海藻主要分绿藻、褐藻和红藻

3大门包括数千个种c2]，海藻的成分也很丰富，含有

丰富的蛋白质、多糖类、食物纤维、维他命、无机元

素、氨基酸、脂肪酸、琼胶、甘露醇及碘等，并且含有

一种特殊的蛋白质——亲糖蛋白，具有很高的医药

研究价值和工业研究价值口]．由于海藻种类的多样

性，海藻成分多元性和特殊性，使得海藻表面微生物

和酶资源非常丰富．开发海藻微生物资源，有着极其

重大的工业效益和深远的研究意义[4’5]．

海洋独特的生存环境，使海洋微生物的各种生存、

遗传和代谢途径有别于其他环境中的微生物[6]．因此，

海洋微生物中生物活性物质已经成为了一个重要资

源．海藻体表微生物的抑菌活性和溶藻活性已成为目

前的研究热点．DYLDAUIZENE71认为只有不到1％的

自然存在状态下的微生物在实验室条件下是可培养

的，TORSV等眵]认为自然环境中，99．5 oA～99．9％的微

生物种类至今是不可培养的．因此，如何利用丰富的微

生物资源，研究其在环境中的作用与功能，已越来越受

到人们的重视[9]．
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本实验主要以威海海滩采集的海藻为样品，初

步研究了海藻中细菌的群落组成和多样性．为今后

对海洋细菌及细菌的生物活性物质研究提供依据．

1 实验方法

1．1 材料

1．1．1 样品采集和保存

2009年12月分别采集山东省威海海滩(北纬

36。41 7～37。35’，东经121。117～122。42’)海藻样品，样品

采集后分装于无菌50 mL样品管中，--20℃保存．

1．1．2培养基

2216培养基(g·L_1)：peptone 5，yeast extract

1，NaCl 19．45，MgCl2·6H20 12．6，MgS04·

7H20 6．64，CaCl2 1．8，KCl 0．55，NaHC03 0．16，

KBr 0．08，SrCl·6H20 0．057，H3803 0．022，

Na2S103·9H20 0．093，NaF 0．002 4，NH4N03

0．002 4，Na2HP04 0．008，5 tool·L_NaOH调pH

至7．2，固体培养基另加20 g·L1琼脂粉．

改良2216培养基(g·L1)：peptone 5，yeast

extract 1，海水1 L，调节pH至7．2，固体培养基另

力Ⅱ20 g·L一1琼脂粉．

1．2方法

1．2．1 菌株富集分离和保藏

无菌条件下将海藻样品切成小块，加入到灭菌

2216液体培养基中，均匀震荡2 h，将富集液梯度稀释，

涂布平板，电热恒温培养箱28℃培养3～7 d，直至长

出明显的菌落，根据形态挑取菌落，反复划线纯化，直

至获得单菌落．菌株采用甘油管保藏法于--80℃保藏．

1．2．2 基因组DNA的提取

采用东盛生物公司细菌基因组DNA快速提取

试剂盒抽提，具体步骤按产品说明书．

1．2．3 PCR扩增

采用细菌16S rDNA通用引物27F(5’。

AGAGTTTGATCCTGGCTCA(}3’)和1492R(5’一

GGTTACCTTGTTACGACTT一3’)[11|．PCR反应

体系为50“L：10×PCR Buffer5 ttL，dNTP Mix—

tures(10 mmol·L 1)5肚L，弓I物(4 tLmol·L一1)

2肛L，Taq DNA聚合酶0．5 pL，模板DNA 2 ttL．

PCR反应条件：95℃10 min，94℃45 S，55 oC

45 S，72 oC 75 S，30个循环，72℃10 min．1％琼脂

糖凝胶电泳检测PCR扩增结果．

1．2．4 系统发育树的构建

将分离所得的所有菌株的16S rDNA序列与

GenBank数据库中已有的细菌16S rDNA序列进行

BLASTn分析，获取相似性较高的菌株信息，并将获

得的16S rDNA序列进行归类．采用软件MEGA 4构

建系统发育树，统计计算相关资料和遗传距离，根据

不同科，选取合适的外种群．根据遗传距离，采用邻接

法(N_J，Neighbor Joining)构建系统发育树．

2结果与分析

2．1海藻中微生物的分离

根据富集后涂布的平板，挑单菌后分别纯化培

养，分离到的细菌基本表形表现为圆形、平、隆起、纽

性或肚脐突起、边缘呈锯齿状、细丝状或光滑，根据

细菌形态的细微差别进行菌株的筛选，共得到55株

菌，分别属于5个纲：a一变形菌纲，7一变形菌纲，杆菌

纲，￡一变形菌纲，黄杆菌纲．14个属：Bacillus，Gla-

cieola，Vibrio，Shewanella，Marinimicrobium，Po—

larbacter，Arcobacter，Alteromonas，Pseudoaltero—

monas，Paracoccus，Microccus，Zibellia，Tenacibac—

ulum，Antarctobacter，Colwellia．

其中Bacillus属10株，Glacieola属4株，Vib—

rio属4株，Shewanella属13株，Marinimicrobium

属3株，其中有2株菌可以产生琼胶酶．，Polar-

bacter属1株，Arcobacter属3株，Alteromonas属1

株，Colwellia属1株，Pseudoalteromonas属5株，

Paracoccus属3株，Microccus属1株，Zobellia属1

株，Tenacibaculum属3株，A咒￡口rc￡06口以Pr属2株．

2．2 系统发育树的构建

根据所得菌株BLASTn分析结果，选择Gen—

Bank中相关菌株的16S rDNA序列进行比对分析，

并构建系统发育树，初步确定各菌株的系统发育地

位，从分析结果可以看出分离的菌株主要分布于14

个属，构建发育树如图1—3所示．
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图1分离菌株与杆菌纲的系统发育树

Fig．1 Phylogenetic tree of 16S rDNA sequences of

Batilli strains from the seaweed of weihai beach

The tree was constructed by the neighbor-joining method；

the numbers in parentheses are accession numbers of

sequneces；bootstrap values are showed at each branch

points，and values>50％are shown；scale bar

indicated 2％sequences divergence
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图2分离菌株与7一变形菌纲的系统发育树

Fig．2 Phylogenetie tree of 16S rDNA sequences of

y-Protobacteria strains from the seaweed of weihai beach

The tree was constructed by the neighbor-joining method；the

numbers in parentheses are accession numbers of sequneces；

bootstrap values are showed at each branch points，and values>50％

are shown；scale bar indicated 2％sequences divergence
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图3分离菌株与a一变形菌纲，e一变形

菌纲和黄杆菌的系统发育树 ．．

Fig．3 Phylogenetic tree of 16S rDNA sequences of a

—Protobacteria，E-Protobactefia and Flavobacteria strains

from the seaweed of weihai beach

The tree was constructed by the neighbor-joining method；the

numbers in parentheses are accession numbers of sequneces；

bootstrap vabaes are showed at each branch points；and values

>50％are shown；scale bar indicated 5％sequences divergence

3 讨 论

细菌是海洋生态系统中的重要组成部分，与海

洋中其他生物有着错综复杂的关系口2|，其中藻类

(包括微藻和大型藻类)和细菌之间的关系越来越引

起人们的重视‘13]．有研究表明[1“，海洋藻类的共附

生细菌集中在假单胞菌属(Pesudomonas)、弧菌属

(Vibrio)、微球菌属(Micrococcus)、芽孢杆菌属

(Bucillus)、别单胞菌属(Alteromonas)以及放线菌

的链霉菌属(Streptomycetes)和小单胞菌属(Mi—

cromonaspora)．本实验分离的菌株包括14个属：

Bacill“S，Glacieola，Vibrio，S矗P议，以咒PZZn，Marinimi—

crobium，Polarbacter，Arcobacter，Alteromonas，

Pseudoalteromonas，Paracoccus，Microccus，Zibel—

lia，Tenacibaculum，Antarctobacter，Colwellia．共

分布于5个纲，其中Bacilli和rPro抛。沈c抛一n为

优势种群，占76．4％．其中芽孢杆菌20％，r变形菌

56．4％，黄杆菌9．1％，d一变形菌9．1％，e一变形菌

5．5％．与其他的报道结果类似，但也有个别种属的

差异，充分体现了海洋海藻细菌资源的多样性．

16S rDNA由于是既含保守序列又含可变序列

的核酸序列，并且其序列变化速度与进化速率相适

应，常用于生物物种的分子进化分析．16S rDNA序

列的系统发育学进化距离与表型特征及化学分类数

据有一定的相关性[1⋯．一般认为，16S rDNA序列同

源性低于98％，可以认为属于不同种，同源性小于

93％～95％，可以认为属于不同属[1 5|．这55株菌与

已知菌株的相似度介于99％～100％的有25株，

98％～99％的有15株，98％以下的有12株．

YN2与菌株Marinimicrobium koreense M91、

(AY839869)的相似度为92．4％，且YN2可产琼胶

酶．YN3与菌株Marinimicrobium koreense M9。

(AY839869)的相似度为94．4％，属于新种，且YN3

也能产琼胶酶[16’1 7。．随着科技的发展，近几年对琼

胶酶的研究蓬勃兴起，琼胶酶具有很高的商业应用

价值．

根据以上结果得出：

3．1威海近海藻类中微生物的优势种群为7一变形

菌纲和芽孢菌纲细菌．

3．2通过对威海近海藻类中微生物种群和微生物

多样性的研究，分离得到若干株特色的细菌，发现了

新种单元和琼胶酶产生菌，表明在威海近海的海藻

中蕴藏着丰富的微生物资源．

3．3本实验通过传统培养方法对海洋海藻中微生
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物资源进行了分离和筛选；’初步了解了海藻微生物

资源和酶资源的分布，为海藻中微生物资源的研究

和开发打下了基础．
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