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海洋细菌抗肿瘤活性菌株的筛选与鉴定

王雪玲１，缪　莉１，２＊，董昆明１，周晓见１，靳翠丽１，钱晓晴１，马君千１
（１．扬州大学 环境科学与工程学院，江苏 扬州２２５１２７；

２．中国科学院 上海药物研究所 新药研究国家重点实验室，上海２０１２０３）

摘　要：采用 ＭＴＴ法对分离自美国圣璜岛海域的２５１株海洋细菌进行抗肿瘤活性的筛选，以期从海洋环境中筛选出具
有抗肿瘤活性的菌株，为新型抗肿瘤药物开发提供新的天然产物资源。结果表明：５４株海洋菌有较好的抗肿瘤活性，在
测试浓度为１００μｇ·ｍＬ

－１时，对 ＨｅＬａ细胞的抑制率均大于５０％，占总测试菌株的２１．５％，其中有７株菌株对 ＨｅＬａ细
胞的抑制率在８５％以上。在所有活性菌株中，菌株Ｎｏ．６５７的活性最强，其液体发酵及固体发酵的提取物，对 ＨｅＬａ细
胞的ＩＣ５０分别为３６．５３、３．１９μｇ·ｍＬ

－１，经菌株形态的观察和１６ＳｒＤＮＡ序列分析鉴定，该菌株为变形斑沙雷氏菌
Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｐｒｏｔｅａｍａｃｕｌａｎｓ。这表明，海洋微生物是抗肿瘤活性物质的重要来源，菌株 Ｎｏ．６５７是一株很好的抗肿瘤活性
菌，其固体发酵更适宜其活性代谢产物的产生。
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癌症是威胁人类健康的主要疾病之一，根据世界卫生组织预计，到２０３０年每年将有超过１１万人死
于癌症，抗肿瘤药物的研究已成为研究的热点。
海洋覆盖了地球表面的７２％，且由于海洋生物栖息地的多样性，造成海洋生物在物种、基因组成和

生态功能上的多样性［１－２］。据调查，海洋环境潜在的新物种超过６　０００种［３］。因此，海洋成为开发生物
活性物质的重要来源。近２０年来，已从海绵、海鞘、海兔、海藻、珊瑚等海洋生物中分离获得大量具有抗
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肿瘤活性的化合物［４－７］，这些化合物是开发抗肿瘤新药物的重要来源，如由海绵中抗肿瘤物质合成了药
物ｅｒｉｂｕｌｉｎ　ｍｅｓｙｌａｔｅ［８］，由海鞘中活性物质得到了抗肿瘤药物ｔｒａｂｅｃｔｅｄｉｎ［９］。越来越多的试验证明来
自海洋动植物的活性物质的真正生物源是海洋微生物。目前，该方面研究主要集中在海洋细菌、真菌、
放线菌抗肿瘤化合物的研究上，已经分离出许多具有开发价值的抗肿瘤化合物［１０－１５］。尽管如此，海洋来
源的抗肿瘤药物在药物市场上的比重仍远远低于陆地来源，因此，开发新的抗肿瘤药物仍然需要寻找更
多、抗肿瘤性更强的海洋微生物活性物质。本研究采用 ＭＴＴ法测定了海洋菌粗提物对 ＨｅＬａ肿瘤细
胞株的细胞毒活性，从２５１株海洋细菌中筛选出多株具有较好抗肿瘤活性的菌株，其中一株海洋细菌具
有很强的抗肿瘤活性，具有很好的研究价值。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１）供试菌株：本研究测试所用菌株为海绵共附生细菌，由香港科技大学海洋海岸实验室提供，分
离自美国圣璜岛海域，其海绵样品采集及菌株分离方法见文献［１６］。

２）培养基：细菌种子培养基及液体发酵培养基，蛋白胨５．０ｇ，酵母膏３．０ｇ，柠檬酸铁０．１ｇ，

ＮａＣｌ　１９．４５ｇ，ＭｇＣｌ２５．９ｇ，ＭｇＳＯ４３．２４ｇ，ＣａＣｌ２１．８ｇ，ＫＣｌ　０．５５ｇ，加蒸馏水１Ｌ，调节ｐＨ 至

７．４～７．６；细菌固体发酵培养基，配方同上，每１Ｌ培养基添加１２．０ｇ琼脂；细胞培养基，ＲＰＭＩ
（Ｒｏｓｗｅｌｌ　Ｐａｒｋ　Ｍｅｍｏｒｉａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）１６４０完全培养基，加１０％灭活小牛血清及１％二抗（青霉素、链霉
素），混匀后用０．２２μｍ的滤膜过滤除菌。

３）肿瘤细胞株：人宫颈癌 ＨｅＬａ细胞购自上海复祥生物科技有限公司。

１．２　试验方法

１）菌株发酵及粗提物的获取：用接种环从４℃冰箱保存的平板上挑取海洋菌单菌落，接种到装有
约８ｍＬ无菌培养基的试管中，放置在３０℃、１３０ｒ·ｍｉｎ－１的恒温摇床上培养３６ｈ，即获得海洋菌种子
液，按５％接种量接种到装有４００ｍＬ无菌培养基的１Ｌ三角瓶中，继续培养３．５ｄ。添加与发酵液等体
积的萃取溶剂（９５％乙酸乙酯＋５％丙酮）萃取发酵液，收集上层有机相，浓缩至干，称重，用ＤＭＳＯ溶解
配制成２０μｇ·ｍＬ

－１，备用。

２）抗肿瘤活性的筛选：采用ＭＴＴ法［１７］对菌株粗提物的抗肿瘤活性进行测定。培养ＨｅＬａ细胞至
约９０％铺满，用０．２５％胰酶消化液消化收集细胞，吹打制成单细胞悬液，血球计数板计数，按约

５　０００个·ｍＬ－１接种于９６孔板中，每孔８０μＬ，然后置于ＣＯ２ 培养箱，３７℃、ＣＯ２ 浓度５０ｍＬ·Ｌ
－１

下培养２４ｈ，海洋菌粗提物用ＲＰＭＩ　１６４０完全培养基稀释，每孔２０μＬ，并设置３个复孔，以氟尿嘧啶
注射液（５－Ｆｕ）为阳性对照（作用浓度１０μｇ·ｍＬ

－１），设置空白对照和阴性对照，继续培养７２ｈ后取
出，每孔加入５ｍｇ·ｍＬ－１的 ＭＴＴ　２０μＬ，３７℃、ＣＯ２ 培养箱中培养４ｈ，吸出孔内液体，每孔加入

１００μＬ　ＤＭＳＯ，放置培养箱内１５ｍｉｎ，取出用酶标仪测５７０ｎｍ处的Ｄ值，依照下式计算抑制率：抑制
率＝（阴性对照组Ｄ值－试验组Ｄ值）／（阴性对照组Ｄ值－空白对照组Ｄ值）×１００％。
用ＳＰＳＳ１７．０软件将抑制率数据和细菌粗提物处理浓度进行ｌｏｇｉｓｔｉｃ曲线拟合并进行ｐｒｏｂｉｔ转化，

计算ＩＣ５０。

３）固体发酵：取培养３６ｈ的海洋菌种子液，用接种环蘸取种子液在海洋菌固体平板上划线，２５℃
恒温培养４ｄ，收集菌体，用ＣＨＣｌ３＋ＣＨ３ＯＨ （体积比为１∶１）萃取，离心取上层液，浓缩，称重并配
制成２０μｇ·ｍＬ

－１以备用。

４）活性菌株的鉴定：① 菌株的形态观察。取２５℃恒温培养２ｄ的海洋菌固体平板，观察菌落形
态，形态特征参照文献［１８］。同时进行扫描电镜观察，电镜样品制备方法参见文献［１９］。②１６ＳｒＤＮＡ
分析。细菌总ＤＮＡ的提取，按照上海生工生物工程公司ＳＫ１２０１－ＵＮＩＱ－１０柱式细菌基因组ＤＮＡ抽
提试剂盒说明书提取；以细菌的总 ＤＮＡ 为模板，采用细菌１６ＳｒＤＮＡ 的通用引物７ｆ（５′－ＣＡ－
ＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ－３′）和１５４０ｒ（１５２２）（５′－ＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ－３′）进行ＰＣＲ扩增，
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ＰＣＲ反应条件：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３５ｓ，５５℃３５ｓ，７２℃９０ｓ，３５个循环，７２℃延伸８ｍｉｎ；１６ＳｒＤ－
ＮＡ序列的测定由上海生工生物工程公司完成。

２　结果与分析

２．１　ＭＴＴ法活性初筛

表１　抗肿瘤活性菌株对ＨｅＬａ细胞的细胞毒活性
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅ　ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｓｔｒａｉｎｓ　ａｇａｉｎｓｔ　ＨｅＬａ　ｃｅｌｌｓ

编号 抑制率／％ 编号 抑制率／％ 编号 抑制率／％

３３　 ７１．７±２．１　 ３２９　 ５４．０±０．５　 ５６６　 ８９．９±０．６
４５　 ８６．２±３．６　 ３４３　 ７３．４±５．５　 ５９３　 ５６．５±０．５
５０　 ５９．２±０．６　 ３５０　 ６１．０±１．２　 ５９７　 ５５．２±２．２
５５　 ５８．３±１．２　 ３６８　 ５５．８±０．８　 ６０４　 ５４．３±５．５
５９　 ５９．２±０．５　 ３８８　 ６４．６±０．２　 ６０６　 ５２．５±０．６
６４　 ６６．６±０．１　 ３９０　 ９１．１±０．９　 ６０８　 ５１．３±２．２
６５　 ６７．３±０．８　 ３９２　 ５９．８±２．３　 ６２１　 ５８．０±３．５
７１　 ８５．８±１．８　 ４２１　 ５０．７±１．４　 ６４６　 ５６．０±２．３
８３　 ５０．９±１．１　 ４３０　 ５１．６±１．８　 ６４８　 ５８．６±０．４
８６　 ７７．３±０．６　 ４４６　 ５９．２±１．５　 ６５１　 ５６．８±０．８
９３　 ５３．２±０．３　 ４４７　 ８６．２±２．８　 ６５６　 ７５．４±３．４
９８　 ６５．３±２．１　 ４５１　 ５３．４±０．４　 ６５７　 ９５．８±３．１
１０４　 ７８．７±１．８　 ４６１　 ５４．２±０．８　 ６５９　 ５９．８±１．２
１０６　 ７２．１±０．５　 ４６２　 ５０．７±１．４　 ６６１　 ５１．９±０．４
１４７　 ９２．９±３．５　 ４６５　 ５９．８±５．７　 ６８０　 ６０．４±０．８
１６０　 ５５．５±２．４　 ４８２　 ５１．９±３．３　 ６８１　 ５１．９±１．４
２７９　 ５３．６±１．６　 ４８６　 ５５．５±６．３　 ６８２　 ６６．２±５．１
３０５　 ５７．２±０．７　 ５５４　 ５２．１±０．６　 ６８３　 ６９．９±１．３

　　采用 ＭＴＴ法对２５１株海洋菌进行活性初
筛，测定其在浓度为１００μｇ·ｍＬ

－１时对ＨｅＬａ
细胞的细胞毒活性。由表１可知，有５４株海洋
菌具有抗肿瘤活性 （对 ＨｅＬａ细胞的抑制
率≥５０％），占总测试菌株的２１．５％，其中，有

７株海洋菌具有较强的抗肿瘤活性（对 ＨｅＬａ
细胞的抑制率≥８５％），其编号分别为Ｎｏ．４５、

Ｎｏ．７１、Ｎｏ．１４７、Ｎｏ．３９０、Ｎｏ．４４７、Ｎｏ．５６６、

Ｎｏ．６５７、Ｎｏ．６５７的活性最强，抑制率达到

９５．８％。

２．２　活性复筛
为了进一步验证活性菌株的抗肿瘤活性，

设计活性复筛试验，将活性初筛中具有较好抗
肿瘤活性的菌株按同等发酵条件进行重复发

酵，获得菌株粗提物，并用 ＭＴＴ法测定其在浓
度为１００、５０、２５、１２．５μｇ·ｍＬ

－１时对 ＨｅＬａ
细胞的抑制率，并得出各菌株的ＩＣ５０。由表２
可知，在粗提物浓度为１００μｇ·ｍＬ

－１时，７株
海洋菌的抗肿瘤活性较强，与初筛结果一致，且在较低测试浓度时也表现出一定的抗肿瘤活性；各菌株
对 ＨｅＬａ细胞的ＩＣ５０均低于６５μｇ·ｍＬ

－１，其中，Ｎｏ．６５７的ＩＣ５０达到３６．５３μｇ·ｍＬ
－１，因此选取

Ｎｏ．６５７作为后续活性化合物的分离等工作的研究对象。
表２　７株海洋菌的抗肿瘤梯度活性及对ＨｅＬａ细胞的ＩＣ５０

Ｔａｂ．２　Ｔｈｅ　Ｇｒａｄｉｅｎｔ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　７ｍａｒｉｎｅ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ＩＣ５０ｏｎ　ＨｅＬａ　ｃｅｌｌｓ

编号
抑制率／％

１００μｇ·ｍＬ－１　 ５０μｇ·ｍＬ－１　 ２５μｇ·ｍＬ－１　 １２．５μｇ·ｍＬ－１
ＩＣ５０／μｇ·ｍＬ－１

４５　 ８５．１±５．０　 ３１．４±２．５　 ０．２±０．１　 ０．０±０．０　 ６３．１８
７１　 ８７．８±２．０　 ４６．８±４．２　 １３．６±０．３　 ０．１±０．０　 ５１．２２
１４７　 ９０．８±３．２　 ２６．５±１．５　 ５．６±０．３　 ０．０±０．１　 ６０．４１
３９０　 ９２．１±２．３　 ４５．６±３．３　 １１．５±０．２　 ０．１±０．１　 ５０．５９
４４７　 ８４．２±５．５　 ２６．５±１．２　 １４．４±０．４　 ０．０±０．０　 ６１．０６
５６６　 ８６．５±１．５　 ５０．８±２．４　 ６．８±０．３　 ０．０±０．１　 ５２．５２
６５７　 ９４．２±３．２　 ６２．５±０．８　 ２５．６±１．０　 １３．４±０．２　 ３６．５３

２．３　Ｎｏ．６５７固体发酵与液体发酵产物抗肿瘤活性的比较
本研究发现菌株Ｎｏ．６５７液体发酵对环境条件的依赖性较强，为了获得稳定、高产、高效的抗肿瘤

活性物质，设计固体发酵试验，并与液体发酵抗肿瘤活性进行比较，分别测定２种方法获得的粗提物在
浓度为１６０、８０、４０、２０、１０、５、２．５、１．２５μｇ·ｍＬ

－１时对 ＨｅＬａ细胞的抑制率，计算其ＩＣ５０。结果显示，就
粗提物的产量而言，每１００ｍＬ培养基液体发酵获得粗提物约７ｍｇ，而固体发酵约１８ｍｇ，产量明显高
于液体发酵；就抗肿瘤活性（图１）而言，在较高浓度时，两者均表现出较好的抗肿瘤活性，在

２０μｇ·ｍＬ
－１浓度时，液体发酵粗提物（ＬＥ）活性显著降低（抑制率小于２０％），而固体发酵粗提物（ＳＥ）

活性仍较高（抑制率大于８０％），ＳＥ在浓度为１．２５μｇ·ｍＬ
－１时仍有一定的抗肿瘤活性（抑制率大于
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图１　Ｎｏ．６５７固体发酵与液体发酵抗肿瘤活性的比较
Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ａｎｔｉｔｕｍｏｒ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｌｉｑｕｉｄ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｓｏｌｉｄ－ｓｔａｔｅ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｎｏ．６５７

２０％，而ＬＥ在浓度为１０μｇ·ｍＬ
－１时已极低（抑制

率接近于０）；软件分析得ＳＥ的ＩＣ５０为３．１９μｇ·

ｍＬ－１，比ＬＥ的活性提高了１０倍。表明Ｎｏ．６５７固体
发酵方法明显优于液体发酵方法，因此Ｎｏ．６５７可采
用固体发酵进一步研究。

２．４　菌株Ｎｏ．６５７形态观察
菌株 Ｎｏ．６５７在固体培养基上生长状况良好，

２５℃培养４８ｈ即可形成明显菌落，菌落形态如
图２（ａ）所示。菌落呈规则圆形，边缘整齐，不透明，表
面较湿润，产生紫红色色素。Ｎｏ．６５７的细微结构即
场发射扫描电子显微镜照片见图２（ｂ），在扫描电镜
下观察呈短小棒状，直径约０．４～０．６μｍ，长约１．５～２．２μｍ，外观饱满，表面光滑

２．５　菌株Ｎｏ．６５７　１６ＳｒＤＮＡ序列分析结果
菌株Ｎｏ．６５７测得的１６ＳｒＤＮＡ序列有效长度为１　４０３ｂｐ，将Ｎｏ．６５７的１６ＳｒＤＮＡ序列与 Ｇｅｎ－

Ｂａｎｋ中已发表的１６ＳｒＤＮＡ序列进行同源性比较，选取６株与Ｎｏ．６５７亲缘关系较近的菌株，构建系
统发育树（图３）。由图３可见，Ｎｏ．６５７与Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｐｒｏｔｅａｍａｃｕｌａｎｓ５６８聚于同一分支中，相似性为

９９．１５％，因此鉴定该菌株为变形斑沙雷氏菌Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｐｒｏｔｅａｍａｃｕｌａｎｓ。

图２　Ｎｏ．６５７的菌落形态（ａ）及场发射扫描电子显微镜（ｂ）照片
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｃｏｌｏｎｙ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ（ａ）ａｎｄ　ｆｉｅｌｄ　ｅｍｉｓｓｉｏｎ　ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｅｌｅｃｔｒｏｎ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ｂ）ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　Ｎｏ．６５７

３　讨 论
在目前天然产物的研究中，

大多采用液体发酵的方法来获取

微生物的提取物，这种方法具有
易于控制、易于实现规模培养等
优点。但是，这种方法也存在着
诸多不足之处，比如发酵条件影
响较大、物质提取分离等操作能
耗较大等，尤其是对于一些在液
体发酵中生长不稳定的菌株，往
往造成活性产物不能产生或含量

图３　菌株Ｎｏ．６５７系统发育树
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　Ｎｏ．６５７

极低，不利于后续的研究。而本
研究通过测定菌株 Ｎｏ．６５７液体
发酵和固体发酵粗提物对 ＨｅＬａ
细胞的细胞毒活性显示，固体发
酵粗提物在产量及抗肿瘤活性上

均优于液体发酵方法。因此，从
海洋中筛选活性菌株时，可以采
用固体发酵和液体发酵相结合的

方法获取粗提物，两者择其优作
为后续研究的方法。
国内外关于海绵活性物质的研究较早，目前已经从海绵中分离到许多结构新颖的活性产物［２０－２１］。

越来越多的研究表明从海绵中分离得到的许多活性物质是由其共附生的微生物所产生的，例如从石海
绵Ｔｈｅｏｎｅｌｌａ　ｓｗｉｎｈｏｅｉ体内分离到２种活性物质，一种是ｓｗｉｎｈｏｌｉｄｅ　Ａ，具有细胞毒活性，是由细菌产生
的，另一种是抗真菌环肽ｔｈｅｏｐａｌａｕａｍｉｄｅ，是由丝状细菌Ｅｎｔｏｔｈｅｏｎｅｌｌａ　ｐａｌａｕｅｎｓｉｓ产生的［２２］；与海绵
Ｄｙｓｉｄｅａｓｐ．共生的Ｖｉｂｒｉ　ｓｐ，它可以产生具有细胞毒活性和抗菌活性的４－溴－２－苯基甲醚［２３］；马成新
等［２４］从分离自海绵Ｈｙｍｅｎｉａｃｉｄｏｎ　ｐｅｒｌｅｖｅ的细菌中获得一种抗生活性物质，对植物和人类的致病真菌
葡萄孢菌、稻瘟霉、镰刀菌、紫青霉、白念珠菌均有很好的拮抗作用。从海绵中获得活性物质在原料来源
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上存在着巨大的限制，而从微生物中获得活性物质可以通过微生物发酵来实现，更易于应用于生产，具
有很好的应用前景。本研究通过 ＭＴＴ法对２５１株海绵共附生细菌进行抗肿瘤活性筛选，得到一株高
活性菌株Ｎｏ．６５７，鉴定为变形斑沙雷氏菌Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｐｒｏｔｅａｍａｃｕｌａｎｓ，其固体发酵粗提物对 ＨｅＬａ细胞
的ＩＣ５０值为３．１９μｇ·ｍＬ

－１，显示出极强的抗肿瘤活性。有关该菌株抗肿瘤物质的分离、纯化及结构鉴
定等工作尚有待深入研究。
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