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日照海域分泌肽聚糖水解酶菌株的筛选、
初步鉴定及抑菌活性测定
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（济宁医学院基础医学院，济宁２７２０６７）

　　摘　要　目的　筛选能分泌肽聚糖水解酶的菌株并测定其抑菌活性，为研发新型抗菌药物提供素材。方法
　从日照海域潮间带沉积物中筛选能水解肽聚糖，并且可以在以金黄色葡萄球菌为唯一营养物的液体培养基中
生长的菌株，１６ＳｒＲＮＡ基因序列测定并同源性比对，确定其分类地位；诱导产酶，离心培养液得到的上清作为粗
酶液，观测粗酶液对金黄色葡萄球菌的抑菌活性。结果　筛选出８株分泌肽聚糖水解酶且能够在以金黄色葡萄
球菌为唯一营养物的液体培养基中生长的菌株。１６ＳｒＲＮＡ基因序列同源性比对分析表明，这８株菌均属于芽
孢杆菌属。其粗酶液菌均对金黄色葡萄球菌有明显的抑制作用。与对照组相比，粗酶液处理后菌落形成单位下

降比率在（６１．９±７．７）％～（９５．０±２．４）％。显微镜下观察，粗酶液处理后的葡萄球菌轮廓变得不清晰，数量减
少。结论　海洋潮间带中存在能够分泌肽聚糖水解酶的菌株，本实验筛选的８株菌粗酶液均表现出较强的抑制
金黄色葡萄球菌的活性，且粗酶液对金黄色葡萄球菌有裂解活性。
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　　肽聚糖是细菌细胞壁的特有组分，其水解酶作
用靶点是细胞壁中肽聚糖成分的酶类物质，也称为

溶素（ｌｙｓｉｎ），具有裂菌杀菌能力，是潜在的抗菌武
器，受到了较多的关注［１２］。

金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）是常
见的引起人化脓性感染的病原菌。可引起伤口的

化脓性感染、肺炎、败血症等，严重者会危及生

命［３］。金黄色葡萄球菌极易产生耐药性变异，例

如耐甲氧西林金黄色葡萄球菌现已经成为患者死

亡的重要病原菌［４］。开发新型的杀菌药物迫在眉

睫。本研究以金黄色葡萄球菌肽聚糖为底物，从海

洋沉积物中筛选能够水解胞外肽聚糖的细菌菌株，

以金黄色葡萄球菌的菌体为底物对８株细菌进行
了发酵产酶培养，并检测了粗酶液对金黄色葡萄球

菌的抑菌活性。现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　沉积物样品　分离菌株所用的沉积物样品
是用无菌的５０ｍＬ离心管采集自日照附近黄海海
域的潮间带（３５°２８＇Ｎ１１９°３６＇Ｅ），低温运输到实验
室并于４℃保存备用。
１．１．２　菌株　金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ２７２１７Ｔ）购
自Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，在实验室中接种 ＬＢ培养基传代
培养。

１．１．３　培养基　ＬＢ培养基［１％胰蛋白胨（Ｏｘｏｉｄ
公司），０．５％ 酵母浸出物（Ｏｘｏｉｄ公司），１．５％琼
脂（Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司），蒸馏水，ｐＨ７．５］。

ＴＹＳ培养基（０．５％胰蛋白胨，０．１％ 酵母浸出
物，１．５％琼脂，人工海水，ｐＨ７．５）。

肽聚糖水解酶筛选平板（０．５％胰蛋白胨，
０１％ 酵母浸出物，１．５％琼脂，人工海水，１％ 金黄
色葡萄球菌肽聚糖，ｐＨ７．５）。

以金黄色葡萄球菌菌体为底物的发酵培养基

（２％金黄色葡萄球菌体，人工海水，ｐＨ８．０）。

１．２　方法
１．２．１　金黄色葡萄球菌肽聚糖提取　将５００ｍｌ金
黄色葡萄球菌过夜培养物，８０００ｒｐｍ离心２ｍｉｎ收
集菌体，蒸馏水重悬，离心洗涤１次，倒掉上清液；
用１００ｍｌ蒸馏水重悬菌体；将样品煮沸１０ｍｉｎ，然
后１００００ｒｐｍ离心 ８ｍｉｎ收集菌体；用预热的 ５％
（ｗ／ｖ）的 ＳＤＳ缓冲液重悬菌体，煮沸４０ｍｉｎ，不可
溶物通过离心（１００００ｒｐｍ，１５ｍｉｎ）重新收集；用预
热的（６０℃）蒸馏水洗涤菌体以去除 ＳＤＳ，离心洗
涤６次；利用超声破碎细胞，间隔５ｓ，破碎５ｓ，功率
４００Ｗ，９９次每轮，破碎４轮；将样品４０００ｒｐｍ离心
１０ｍｉｎ，去掉未破碎的菌体，保留上清，１２０００ｒｐｍ离
心１０ｍｉｎ收集破碎的细胞壁并水洗２次即得到肽
聚糖。

１．２．２　肽聚糖水解酶分泌菌株的初筛　将１ｇ沉
积物样品和９ｍｌ的无菌人工海水悬浮加入三角瓶
中，另加入１０颗直径为１ｍｍ的无菌小玻璃球，于
２５℃、２００ｒ／ｍｉｎ震荡１ｈ。之后取悬浮液梯度稀释
后涂布肽聚糖水解酶筛选平板，置于２５℃静置培
养１０ｄ，选取周围有透明圈的菌落分离纯化，用于
后续实验。

１．２．３　所筛选菌株在发酵培养基中生长情况分析
　将筛选到的能在肽聚糖水解酶筛选平板上产生
透明圈的菌株接种到以金黄色葡萄球菌菌体为底

物的发酵培养基中，培养３ｄ后镜检观察生长结果，
选取能够在该种发酵培养基中明显生长的菌株用

于进一步研究。

１．２．４　所筛选菌株１６ＳｒＲＮＡ基因序列测定和同
源比对　将筛选的能分泌肽聚糖水解酶且能够在
以金黄色葡萄球菌菌体为底物的发酵培养基中生

长的菌株，利用基因组小量提取试剂盒提取其基因

组。之后利用细菌 １６ＳｒＲＮＡ基因扩增通用引物
２７Ｆ和１４９２Ｒ扩增其１６ＳｒＲＮＡ基因片段，扩增产
物经琼脂糖凝胶电泳，切胶回收后连接到 ＰＭＤ
１９Ｔ克隆质粒中，转化大肠杆菌ＤＨ５α菌株后寄送

·４３２·
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到北京擎科新业生物技术有限公司测序。将得到

的序列在 ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ网站同源比对，分析其分类
学地位。

１．２．５　所筛选菌株粗酶液的制备　将筛选到的８
株菌株接种以金黄色葡萄球菌菌体为底物的发酵

培养基，培养４ｄ后，１２０００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ后收集上
清液即为粗酶液。

１．２．６　粗酶液抑菌活性测定　平板菌落计数法：
１）挑取金黄色葡萄球菌到 ＬＢ液体培养基，于
２５℃、２００ｒ／ｍｉｎ条件下震荡培养 ５ｈ。吸取 １ｍｌ培
养物离心收集菌体，之后用１ｍｌ０．５ｍＭ的 ＰＢＳ缓
冲液重悬制备菌悬液。２）实验组吸取２００μｌ制备
好的菌悬液，与２００μｌ粗酶液混匀，３０℃环境下反
应４０ｍｉｎ；对照组操作与实验组仅有一处不同，即
粗酶液先沸水浴 １ｍｉｎ后再与菌悬液混匀反应。
３）反应后，将对照组与实验组反应液进行梯度稀
释到１×１０－８、１×１０－９、１×１０－１０，稀释液为 ＬＢ液
体培养基。之后将稀释后的反应物涂布固体 ＬＢ
培养基，３７℃恒温培养箱静置培养２４ｈ后，计数对
照组与实验组的菌落个数。显微镜观察：将平板菌

落计数法步骤中第二步粗酶液和菌悬液的反应产

物，取３μｌ涂布载玻片，革兰染色后油镜观察并拍
照。

２　结果

２．１　分泌肽聚糖水解酶菌株筛选
在肽聚糖筛选平板上经过两周的培养，长出了

很多的菌落，但是仅有１５株细菌菌落周围产生了
明显的透明水解圈，表明这１５株细菌能够分泌肽
聚糖水解酶。我们将这１５株细菌进一步纯化后制
作甘油管保种备用。

２．２　所筛选菌株在发酵培养基中生长情况
经过培养检测，发现所筛选到的１５株能分泌

肽聚糖水解酶的菌株中，有８株可以在金黄色葡萄
球菌菌体为底物的发酵培养基中生长。这８株细
菌菌株具有较低成本下进一步扩大发酵产酶的可

行性，有潜在的应用价值。

２．３　所筛选菌株１６ＳｒＲＮＡ基因序列测定和同源
比对结果

为初步确认本实验筛选到的８株有潜在应用
价值的细菌菌株的分类地位，我们对这些菌株的

１６ＳｒＲＮＡ基因序列进行了测定，并将获得的序列
进行同源比对。结果表明，这８株细菌均属于芽孢

杆菌属，物种丰富度较低。见表１。

表１　８株细菌菌株１６ＳｒＲＮＡ基因序列同源比对

菌株 最相似模式菌株
１６ＳｒＲＮＡ基因序列

相似度／％

Ｓ７３１ Ｂａｃｉｌｌｕｓａｌｔｉｔｕｄｉｎｉｓ４１ＫＦ２ｂＴ １００

Ｓ２１３ ＢａｃｉｌｌｕｓａｌｇｉｃｏｌａＫＭＭ３７３７Ｔ ９９．５２

Ｓ２２３ ＢａｃｉｌｌｕｓａｌｇｉｃｏｌａＫＭＭ３７３７Ｔ ９９．５２

Ｓ３２２ ＢａｃｉｌｌｕｓａｌｇｉｃｏｌａＫＭＭ３７３７Ｔ ９９．３２

Ｓ３２３ ＢａｃｉｌｌｕｓａｌｇｉｃｏｌａＫＭＭ３７３７Ｔ ９９．３２

Ｓ３２４ ＢａｃｉｌｌｕｓａｌｇｉｃｏｌａＫＭＭ３７３７Ｔ ９９．９３

Ｓ４２１ ＢａｃｉｌｌｕｓａｌｇｉｃｏｌａＫＭＭ３７３７Ｔ ９９．９３

Ｓ４２２ ＢａｃｉｌｌｕｓａｌｇｉｃｏｌａＫＭＭ３７３７Ｔ ９９．７３

２．４　粗酶液抑菌活性初步测定
与对照组相比，经过粗酶液处理过的金黄色葡

萄球菌的菌落形成单位均大幅下降。对金黄色葡

萄球菌抑菌效果最显著的是菌株 Ｓ２１３，实验组的
菌落形成单位下降了９５．０％。而对金黄色葡萄球
菌抑菌效果相对最差的是菌株 Ｓ３２４，实验组的菌
落形成单位下降了６１．９％。其他６株细菌粗酶液
的实验组菌落形成单位下降了７８．６％ ～９３．５％，
均展示出了良好的抑制金黄色葡萄球菌的能力。

见图１、表２。

表２　粗酶液处理过的金黄色葡萄球菌的
菌落形成单位下降比例（％，珋ｘ±ｓ）

菌株 菌落形成单位下降比例

Ｓ７３１ ８６．５±７．２

Ｓ２１３ ９５．０±２．４

Ｓ２２３ ８９．８±８．３

Ｓ３２２ ７８．６±７．７

Ｓ３２３ ９３．５±２．５

Ｓ３２４ ６１．９±１．５

Ｓ４２１ ９２．２±１．５

Ｓ４２２ ９２．２±４．８

２．５　粗酶液的杀菌能力
与对照组相比，经粗酶液作用后，实验组金黄

色葡萄球菌数量明显减少，出现了一些轮廓不清晰

的碎片样物质；实验组金黄色葡萄球菌的排列方式

也不再是葡萄串状，而是单球、双球或者短链样不

规则排列。粗酶液能够裂解金黄色葡萄球菌，大幅

度减少其数量并导致其排列方式发生变化。见图

２。

·５３２·
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注：每菌株对应两张图片，左边图片为对照组，右边图片为实验组，菌株编号在图片组的上方。

图１　８株细菌粗酶液的抑菌效果

注：左边图片为对照组，右边图片为实验组。图中的标尺代表的长度为５μｍ。

图２　粗酶液对金黄色葡萄球菌的杀伤作用

·６３２·
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３　讨论

细菌的耐药问题越来越严重，据调查显示，在

全世界范围内，有 ７０００００人因细菌耐药而丧生。
如果细菌耐药问题不能解决，到２０５０年将导致与
感染有关的死亡超过癌症引起的死亡。肽聚糖水

解酶也称为溶素，可根据其来源和功能分为外溶素

（ｅｘｏｌｙｓｉｎ）、内溶素（ｅｎｄｏｌｙｓｉｎ）和自溶素（ａｕｔｏｌｙ
ｓｉｎ）［５７］。具有裂菌功能的主要是肽聚糖水解酶中
的外溶素和自溶素［８］。而肽聚糖水解酶与传统抗

菌药物不同［９］，通过裂解细胞壁肽聚糖从而裂解

杀菌，是潜在的抗菌武器，具有良好的应用前

景［１０１３］。

鉴于细菌分泌肽聚糖水解酶多为诱导型，如若

希望通过液体培养基发酵产酶，需要添加肽聚糖作

为诱导物诱导产酶。但商品化的肽聚糖价格昂贵，

而在实验室提纯过程繁琐，成本高，均不适用于之

后的大规模发酵产酶，本实验为解决这一问题，尝

试直接将金黄色葡萄球菌菌体作为发酵培养基中

的唯一有机物来培养所筛选出的产酶菌株，金黄色

葡萄球菌菌体上的肽聚糖即可作为诱导物诱导产

酶。

本研究从山东日照海域沉积物样品中，以金黄

色葡萄球菌肽聚糖为底物筛选出了１５株能分泌肽
聚糖水解酶的菌株。我们进一步的实验表明其中

有８株可以在以金黄色葡萄球菌为唯一有机物的
培养基中生长并产酶，这８株菌具有低成本发酵生
产肽聚糖水解酶的应用潜力。通过 １６ＳｒＲＮＡ基
因序列比对分析，我们选择的８株菌均为芽孢杆菌
属细菌。芽孢杆菌属菌株是分离肽聚糖水解酶的

良好来源。将选取的８株芽孢杆菌进行以金黄色
葡萄球菌为底物的发酵培养后，制取粗酶液，通过

平板菌落计数法测定菌株粗酶提取液的抑菌活性，

结果表明８株芽孢杆菌属菌株对金黄色葡萄球菌
具有较好的抑菌效果，并且通过显微镜观察证实了

粗酶液的杀菌能力。本研究所筛选到的菌株及探

索出来的低成本发酵产酶方法，为下一步分离纯化

肽聚糖水解酶，开发新型抗菌药物奠定了坚实的基

础。
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