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Introduction



Introduction

耐药性细菌是一个日益严重的全球健康问题。

在海洋这类高盐度的特殊生境下，大多数关于生物活性物质的

研究都集中在抗癌药物上，“超级细菌”的增加促使探索具有抗菌

活性物质的研究范围扩大。



Introduction

海洋一直是生物活性代谢产物开发的重要来源；晒盐场正在成为

具有生物活性的代谢物的重要来源。

晒盐场是一种多池系统，其中海水被泵送通过相连的晒盐池，通

过日照蒸发，盐度逐渐增加，最终盐度能够达到海水的十倍。这一特

殊生境已被用于研究微生物多样性。



Introduction
传统上，筛选具有抗菌活性的微生物需要进

行单个菌株的分离，是一个非常耗时的过程。

相比之下，以混合培养方式筛选具有潜在生物

活性的微生物，可以处理和测试更多的样品，

并且可以评估更多的培养条件。

通过混合培养方法对盐水和沉积物样品鉴定

产生生物活性物质的细菌，确认它们的生物活

性。
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Materials and methods

晒盐池：盐水(B)和沉积物(S)样品

（北纬11°46′32.0″ N，东经72°27′27.4″ W）

晒盐池：盐度（4％，9％和15％）
pH（ 7.5-7.8 ）
温度（ 28-31°C ）



Materials and methods

向沉积物样品（4％, 9％或15％[w/v]）

加入5mL水(0.5％盐度)混匀离心。将上清

液接种于与盐水样品的相同培养基上。

将盐水样品（4％, 9％或15％[w/v]）

涂布接种于7种不同的NaCl培养基中。



混合培养

萃取生物活性物质

NMR

细胞毒性抗菌活性

分离鉴定

16S rRNA测序

薄层色谱分析

Vibrio sp.(A1SM3–36-8)分离鉴定

萃取生物活性物质

Materials and methods

分离鉴定晒盐池中分离具有抗菌和细胞毒性活性的嗜盐细菌及其生
物活性物质



Materials and methods

盐水样品 4%

9% NaCl

15%

收集培养物

混合培养

沉积物样品

培养10 -1 -10 -4

30℃

3周

30℃

24h

收集培养物
30℃

24h

200ul 转 接
3ml培养基中
150rpm 震 荡
培养

整个转接 27ml 培
养 基 中 150rpm 震
荡培养

40种混合培养物



Materials and methods

混合培养物 乙酸乙酯

萃取两次
旋转蒸发去除有机部分

粗提物的提取



Materials and methods

提取物

（重悬在DMSO）

氯霉素

（阳性对照）

2% DMSO

（阴性对照）

琼脂平板

抗菌活性
琼脂平板法

MRSA

（耐甲氧西林金黄色葡萄球菌）

VRE

（抗万古霉素肠球菌）

肺炎杆菌

枯草芽孢杆菌



Materials and methods

细胞毒性

粗提物

人癌细胞系

非肿瘤细胞系

人肺癌细胞

人宫颈细胞
MTT法

Doxorubicin （THP-阿霉素）

阳性对照



Materials and methods

混合培养物中细菌的富集、分离和鉴定

混合培养物 16sRNA

形态学实验

10 -1 -10 -4

稀释培养
甘油管保藏

乙酸乙酯萃取
10 -1 -10 -4

稀释培养

抗生素敏感实验

细胞毒性实验



Materials and methods

弧菌属A1SM3–36-8的生物活性提取物
的薄层色谱分析

粗提物

（重悬于乙酸乙酯）

在乙酸乙酯中展层
点样

TLC

将Rf处刮下

风干
已接种病原菌的

培养基覆盖TLC

重悬于乙酸乙酯

NMR

核磁共振

洗涤纯

化后



Materials and methods

核磁共振波谱法(Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy，简称

NMR)

核磁共振波谱运用于半固体及微量样品的研究，可以提供分子中化

学官能团的数目和种类信息，适合于液体、固体。

NMR
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Results and discussion
抗菌活性测定的结果：

40种提取物中有24种对抗枯草芽

孢杆菌具有抗菌活性；

提 取 物 A1SM1–29 和 A1SM3–36

对MRSA具有抗菌活性；

细胞毒性试验的结果：
提取物C8SM3–40, A1SM3–36均显

示出对人肺癌细胞系（A549）的抑制

活性；

40种提取物均未显示出对非肿瘤

细胞系成纤维细胞L929的任何毒性

（IC50 > 100μg/ mL）。



Results and discussion

基于16S rRNA基因的细菌分离株及其亲缘关系的系统发育树重建。

a. A1SM1-29分离物及其亲缘。b. A1SM3-36分离株及其亲缘。



Results and discussion

对该分离株的抗生素敏感性进行了评估



Results and discussion
(a)

(b)

A1SM3-36-8提取物对于耐甲氧西林金黄色葡萄球菌和
枯草杆菌的抑菌活性。



Results and discussion

从Vibrio sp. A1SM3-36-8

的生物活性组分：

Rf 0.1（F1，2.4 mg）

Rf 0.4（F3， 6.3 mg）

Rf 0.9（F5，3.0 mg）



Results and discussion

通过NMR分析：F3为13-cis-docosenamide



Results and discussion

使用混合培养物并随后分离的策略导致了一种指导性分离方法

的发展，该方法可用于鉴定产生抗菌和细胞毒性代谢产物的细菌。

从混合培养物A1SM1-29中分离得到的分离株均未显示生物活性，

因此有待进一步研究以确定生物活性代谢物的产生是否受该混合培

养物菌株之间的相互作用所调节或分离产生变化的影响。

13-cis-docosenamide在他其研究中表现出了更高的抑制活性，因

为在本研究中，评估的是粗提取物而不是纯化合物的细胞毒性。

由于提取率低，无法表征显示出抗菌活性的另外两个部分。Rf 

0.1（F1，2.4 mg），Rf 0.9（F5，3.0 mg） 。
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Conclusion

本研究，通过生物学测定法检测初始混合培养物中的生物活性

分子，进行生物活性分离株的筛选，分离得到可产生具有抗菌活性

弧菌属A1SM3–36-8。结果表明，使用混合培养的方法是鉴定具有

药理学应用的微生物培养物的有效替代方法。

此 外 ， 鉴 定 了 F3 生 物 活 性 级 分 中 的 主 要 化 合 物 13-cis-

docosenamide （13- 顺式-二十二酰胺），这可能是A1SM3-36提取

物对MRSA的抗菌活性的化合物。



敬请各位老师批评指正！


