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舟山地区嗜盐菌的分离和产胞外多糖菌株的筛选 

周旭华，王 勇，吴 敏 

(浙江大学 生命科学学院，浙江 杭州 310027) 

摘 要：对浙江舟山地区近海和盐田的样品进行分离检测．从 11份泥样和 1 6份水样 中共分离纯化 120株嗜盐茼， 

其中多数为中度嗜盐茵或耐盐茵，颜色以白色为主，其次是红色和黄色，细胞形态多为杆状或球状，革兰氏阴性菌 

株占81．6 ．研究表明，嗜盐茵在该地区具有广泛的分布和一定的多样性．以分离菌株为材料筛选产胞外多糖的菌 

株 ，发现 19株能产生胞 外 多糖 ，其 中菌株 HS239产量较 高． 
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Isolation and exopolysaecharide screening of halophiles from Zhoushan Islands．Journal of Zhejiang University(Science 

Edition)，2007，34(3)：335～ 339 

Abstract：Totally 1 20 halophilic strains were isolated from mud and water samples from Zhoushan Islands．Most of 

the isolates are moderately halophilic or halotorant，in which，white colonies are dominant species while red and 

yellow colonies are also popular．Cells of the isolates are mainly Cocci or rod—shaped and approximately 81．6 of the 

strains are Gram—negative．The resu1．ts indicated that the communities of halophiles are widely distributed in Zhoush— 

an Islands and possess diversity．All the isolates were screened for EPS，among which 1 9 strains showed positive in 

EPS-producing．The strain HS239 displayed high EPS productivity． 
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海洋是生命的发源地．高盐、高压、低温、低营 

养、无光照的特殊环境，造就了海洋生物的多样性远 

远超过陆地生物．适应海洋环境的生物，其机体组分 

和代谢产物也与陆生生物大不相同，蕴藏着大量的 

新型化合物．近年来，从海洋生物中分离筛选免疫活 

性多糖的研究，已成为海洋活性物质研究的热点之 

一
[1 

． 海洋细菌湿润黄杆菌(Flavobacterium ul— 

iginosum MP一55)产生的胞外多糖“海拿登”(Marin— 

actan)，由于特殊的多糖成分和显著的抗肿瘤活性， 

已进入多糖抗肿瘤新药的临床阶段_1]． 

嗜盐菌是一类生长在高盐环境下的微生物，在 

古菌域和细菌域中都存在，地理分布广泛．海洋也是 

嗜盐菌的主要栖息地之一．目前，国内外已对海洋微 

生物多糖进行初步研究 引，但海洋嗜盐菌产胞外 

多糖的研究极少．本文从分离 自浙江舟山地区海洋 

嗜盐菌中筛选产胞外多糖的菌株，为海洋嗜盐微生 

物的开发利用提供一定科学依据． 

1 材料与方法 

1．1 样 品 

盐田、海泥和海水样品，采自浙江舟山地区定 

海、嵊泗、舟山、朱家尖、岱山和衢山六个地区的不同 

位点．采样时间为 2004年 7月 28日，样品采集后立 

即放于 4℃冰箱保存，分离时间为 2004年 9月至 

2005年 5月． 

1．2 培养基 

修正培养基(MGM)：12 MGM，18 MGM， 
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23 9，5 MGM 和 25 9，6 MGME ；培养基 D[ ；培养基 

EE22]
． 

培养基 B(DSMZ Medium 97，／L)：7．50 g 

Casamino acids (Difco)，10．00 g Yeast extract 

(Difco)，3．00 g柠檬酸三钠，2．00 g KCI，20．00 g 

M gSO~·7H2O，0．05 g FeSO~·7H2O，0．20 mg 

M nSO4·H2O，250．00 g NaCI，pH 7．4． 

培养基 C(DSMZ Medium 823，／L)：125．00 g 

NaCI，160．00 g MgCI2·6H2O，5．00 g l(2SO4，0．10 g 

12·2H2O，1．00 g Yeast extract(Difco)，1．00 g 

Casamino acids(Difco)，2．00 g淀粉，pH 7．0． 

培养基 HM(／L)：100．00 g NaCI，2．00 g KCI， 

1．00 g MgSO4·7H2O，0．36 g CaCI2 ·2H20， 

0．23 g NaBr，0．06 g NaHC03，0．20 mg FeCI3， 

5．00 g Protease-peptone (Difco)，10．00 g Yeast 

extract(Difco)，1．00 g葡萄糖，pH 7．2～7．4． 

发酵培养基 HS(／L)：50．O0 g NaCI，2．00 g 

MgCI2，6．80 g M gSO¨ 2．80 g KCI， 0．16 g 

CaCI2，0．32 g NaBr，10．00 g葡萄糖，0．20 mg 

FeCI3，10．00 g蔗糖，1．00 g Yeast extract(Dif— 

co)，5．00 g Protease-peptone(Difco)，pH 7．5． 

发酵培养基 YT(／L)：120．00 g NaCI，2．00 g 

MgCI2．6H2O ，2．80 g KCI，0．16 g CaClz，0．20 mg 

FeCI3，36．00 mg 2·4H2O，0．36 nag MnClz· 

4H2O，10．00 g葡萄糖，5．00 g Yeast extract(Bac— 

to)，2．00 g Protease-peptone(Difico)，pH 7．0． 

1．3 菌株分离与纯化 

取水样 100～200 L涂布平板，37℃摇床培 

养，挑取单菌落反复划线纯化，直至获得纯培养．土 

样则先经适当浓度的盐溶液悬浮，再取悬浮液进行 

培养．纯化好的菌株以液蜡室温保存，同时以甘油管 
一

80℃保存． 

1．4 形态学特征 

菌体形态：革兰氏染色后用普通光学显微镜观 

察(Olympus，B071)． 

菌落形态：观察平板上菌落培养 2～4 d后的形 

状、大小、色素、边缘、透明程度和突起等． 

1．5 生理学特征 

NaCI生长浓度 在含有 0 ，0．5 9，6，1 9，6，2 9，6， 

3 ，4 ，5 ，8％，10 ，12 ，15 ，20 ，25 ， 

28 NaCI的液体培养基 37℃培养，接种量为 1 9，6， 

定时测定菌悬液的光吸收值(ODe。o)． 

MgCI。生长浓度 在分离培养基其他成分不变 

的条件下，Mg抖浓度分别为0，0．005，0．01，0．02， 

0．05，0．1，0．5，1 mol／L，接种量为 1 9，6，37℃培 

养，定时测定菌悬液的光吸收值(ODe。。)． 

1．6 多糖产生及测定 

菌株分别在 HS和 YT发酵培养基中培养至对 

数生长期末期，菌液 9 800 g离心20 min，上清液用 

去离子水透析 24 h除盐，加入 3倍 一95 9，6的乙醇 

并置 4℃沉淀过夜．153 00 g离心 20 min弃上清， 

沉淀以蒸馏水按原体积溶解，用苯酚一硫酸法口 测 

定粗多糖含量． 

2 结 果 

2．1 菌株的分离 

从 11份海水样品和 16份盐田样品中分别分离 

纯化 54株和 66株单菌，共 120株菌株，这些菌株大 

部分可以在中等盐浓度的培养基中生长．图 1为分 

别从各个培养基中分离得到的菌株数比例． 

2．2菌落形态 

菌落呈白、红、黄、粉红、乳黄等不同颜色．其中 

白色菌落居多，其次是红色和黄色，分别占菌株总数 

的58 9，5、18 和 13 9，6(见图 2)．绝大部分菌落呈圆 

形，直径为 0．5～3 mm；表面光滑或粗糙；大多数不 

透明，少数半透明或透明． 
HM  

C 3％ 

l8％ 

图 1 不同培养基分离菌株数比例 

Fig．1 Distribution of strains in different media 

图 2 平板培养的不同颜色菌株问的比例关系 

Fig．2 Distribution of strains with different pigment on 

agar plates 
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2．3 细胞形态 

绝大部分分离菌株的细胞呈杆状，其次为球状， 

少量具有多种形态．革兰氏染色结果表明，革兰氏阴 

性细菌占大多数，约为 81．6 oA，革兰氏阳性细菌约 

为 18．4 ，这 与大多数盐环境下观察 的结果一 

致 剐． 

2．4 生理学特征 

通过对供测试菌菌落和细胞形态学特征的观 

(见表 1)． 

2．5 产糖菌株的筛选 

在供测试的 120株嗜盐菌中，筛选到 19株能产 

生胞外多糖的菌，8株见表 1(菌株编号为斜体)，其 

余为：HS201 60．3 mglL，HS213 36．7 mg／L， 

HS223 100．3 mg／L，HS242 61．4 mg／L，HS227 

29．6 mg／L，HS232 60．3 mg／L，HS236 86 mg／L， 

HS246 104．4 mg／L，HS254 78．8 mg／L，YT213 

察，选择有代表性的30株菌株进行生理学特征检测 71．6mg／L，YT235 68．6mg／L． 

． 表 1 部分分离茵株的表性特征和产糖 

Table 1 Phenotypic features and EPS of the isolated strains 

+：阳性；一：阴性．+：Positive；一：Negative 
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3 讨 论 

近年来随着海洋活性物质的研究，海洋微生物 

多糖愈来愈成为该领域的研究热点．在深海热液 

口[3．11,12]，浅海温泉 ．20]，海边盐场[ 都有报道 

发现产体外多糖的微生物．海洋微生物多糖具有有 

别于陆地微生物多糖的新颖结构，因此物化性质和 

生物活性也是独特的．例如，水溶性多糖与重金属有 

极强的亲和力，可以用于污水处理和塑料的生物降 

解[3  ̈；具有极好的剪切变稀性质[ ；小分子 

硫酸化多糖可抑制凝血酶产生[3]，多糖还可用于发 

展细菌疫苗，作为抗 HTV药物以及用于增加非特 

异性免疫Ll ；不溶于水的多糖可以用于骨修复，细 

菌 Vibrio diabolicus产生的由线性四糖重复单元组 

成的多糖，已成功应用于骨再生[3 ；具有很强的表面 

活性剂活性[20]和热稳定性，可用于包装，改善聚合 

材料性质；胶凝性质和乳化性质可应用于石油开 

发 ． 

因此海洋微生物是获取新型糖类药物，表面活 

性剂等功能性物质的宝贵资源库．国内有关海洋微 

生物产体外多糖的研究报道不多[5 “ ]，而海洋 

嗜盐菌产体外多糖的研究更少．海洋嗜盐菌由于其 

耐高盐的特性，产生的多糖具有更广泛的应用．如石 

油沉积层的环境经常是盐水环境，因此使用抗盐的 

表面活性剂更为有力． 

耐盐菌是指能耐盐的非嗜盐菌；生长范围超过 

2．5 mol／L盐可被认为是极端耐盐微生物．中度嗜 

盐菌是指在含 0．5～2．5 mol／L盐的培养基中生长 

最好．轻度嗜盐菌是指在含 0．2～O．5 mol／L盐的培 

养基中生长最好L2 ．本文的生理学特征检测结果表 

明，大部分菌株的最适生长 NaCI浓度为 3 ～ 

15 ，属于中度嗜盐菌或耐盐菌，少部分为轻度嗜盐 

菌，最适 NaCI生长浓度为2 ，均分离白海水水样． 

不同的菌株对 Mg 的需求也不一样，大部分菌株 

可以在无 Mg抖的培养基中生长，少数的菌株必须 

在一定的Mg抖浓度下才能生长，而过高的 Mg抖浓 

度通常会抑制菌株 的生长．大部分菌株的最适 

Mg抖生长浓度为 0．01～0．02 mol／L；少数菌株在 

无 Mg计时生长最快，例如 HS214；也有少数的菌株 

需要较高的 Mg抖浓度，例如 YT236． 

海水平均含盐量为 3．5 ，生活在海洋中的多 

数为嗜盐或耐盐茵，常见菌种有假单胞菌、弧菌、螺 

菌、无色杆菌、黄杆菌等．通过对舟山地区近海和盐 

田嗜盐菌的研究表明，菌株形态和菌落颜色多样，具 

有一定的生物多样性．而进一步的限制因子实验说 

明大部分菌株为中度嗜盐菌或耐盐菌，少数为轻度 

嗜盐菌．来自海水样品的菌株颜色以白色和黄色为 

主，表明细菌占大多数．而分离自盐田样品的菌株有 

44．6％呈红色，表明分离到的菌株部分为嗜盐古菌， 

结果需要进一步的实验确认． 

在供测试的 120株嗜盐菌中，筛选到 19株能产 

生胞外多糖 的菌，其 中菌株 HS239产量较高为 

168．0 mg／L．与 目前 国外 报道 的海 洋 嗜盐 菌 

Halomonas maura产糖量 3．8 g mauran／L发酵 

液L4 和国内报道的海洋细菌 12 028．3 g／L发酵 

液[2。]相比，产量仍较低，需要经过进一步筛选或发 

酵条件优化来提高产量． 

本文通过对舟山地区近海和盐田嗜盐菌部分性 

质的研究和 EPS的筛选，为海洋嗜盐微生物资源的 

利用提供了一定的科学依据．目前我们对海洋嗜盐 

菌的了解还远远不够，因此，对于该类微生物的研究 

和开发极具吸引力．在海洋生物资源探索备受瞩 目 

的大背景下，必将有更多的有价值的海洋嗜盐菌被 

分离，并应用于制药、食品工业及其他领域． 
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