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摘要：目的 以胶体几丁质为唯一碳源的培养基，从广西茅尾海红树林桐花树根际土壤中分离几丁质降解菌株，并应用复

筛培养基筛选产几丁质酶菌株，结合平板对峙法挖掘能高效抑制植物病原真菌生长的活性菌株，为红树林来源微生物农用生物

防治药物的研发奠定基础。方法 采用平板稀释涂布法和划线法分离纯化菌株，并应用复筛培养基通过透明圈观察法检测菌株

几丁质酶活；采用Chelex-100法提取菌株基因组DNA，通过PCR扩增菌株的16S rRNA基因序列，上传至EzBioCloud数据库进行

在线比对；采用平板对峙法筛选抗植物病原真菌的活性菌株；采用PKS和NRPS基因的扩增引物分别检测基因组聚酮合酶基因与

非核糖体肽合成酶基因。结果 从桐花树根际土壤中分离获得28株几丁质降解菌，隶属于10目10科17属；其中5株几丁质降解

菌对4种植物病原真菌均显示出抑菌活性，抑菌活性阳性率为17.86%；并在17株几丁质降解菌中检测到抗生素生物合成基因。

结论 广西茅尾海红树林桐花树根际土壤来源的细菌及放线菌是重要的几丁质酶菌种资源，它们在抗植物病原真菌方面表现出

良好的应用潜力，在新型绿色海洋生物农药、新颖结构海洋药物及其他高赋值产品开发和利用方面具有应用前景。
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几丁质是地球上含量仅次于纤维素的多糖，是一

种很好的医用生物材料[1-2]。全球每年大约有1012~1014

吨的几丁质废弃物产生，如何处理这些废弃物是水产

养殖与加工业面临的主要问题[3]。水产养殖业中的虾

蟹壳废弃物是生产高效益产品的原料，可用于生产各

种具有生物活性的产品[4]，例如，具有抗菌活性的几

丁质降解产物(几丁质寡糖)，可用作食品防腐剂[5]，也

被用作水果和蔬菜的保鲜剂涂料，以降低呼吸率达到

保鲜的目的[6]。目前，几丁质酶的研究备受关注，它

能将几丁质降解成低聚物，低聚物被N-乙酰氨基己糖

苷酶(HEX, EC 3.2.1.52)进一步降解成单体，广泛应用

于食品、农业、医药、化学品和生物燃料等领域[7]。

细菌和放线菌是几丁质酶的重要来源，已被鉴别的几

丁质酶产生菌主要包括Aeromonas、Serratia、Vibrio、
Streptomyces和Bacillus等[8]。

几丁质酶(EC 3.2.1.14)属于糖苷水解酶，通过催

化N-乙酰氨基葡萄糖长链之间的β-(1,4)糖苷键断裂来

发挥作用[9-10]。几丁质酶可以通过直接降解真菌细胞

壁中的几丁质或释放多糖寡聚物刺激植物的防御体

系来抵御病原生物的攻击[11]，因此几丁质酶产生菌

也是潜在的农用生物防治菌剂。从多种细菌中被分

离出来的各类几丁质酶，对引起病害的多种病原菌

与害虫有明显的抑制作用[12-13]。

红树林生境独特，微生物多样性丰富，这些微

生物可以产生新颖性的活性成分[14-16]，包括来源于

几丁质降解菌的几丁质酶。在红树林生态系统中，

底栖生物丰富，多样性的几丁质降解菌促进了贝类

和甲壳类等几丁质生物体的分解，为红树林生态

系统内动植物以及微生物提供必要养分，是红树林

生态系统食物链重要节点之一，在促进红树林生态

系统内物能流动有重要作用。本文以防城港茅尾海

红树林桐花树群落中桐花树根际土壤为研究对象，

探讨桐花树根际土壤中可培养几丁质降解菌的多样

性，从中筛选出拮抗植物病原真菌的活性菌株，以

期丰富红树林土壤来源的农业生防菌资源，为新

的生物菌肥开发奠定基础。同时，通过检测微生

物基因组中聚酮合酶(polyketide synthetases，简称

PKSs)基因和非核糖体肽合成酶(nonribosomal peptide 
synthetases，NRPSs)基因，进一步评价所分离菌株潜

在的合成活性次级代谢产物的能力，为研究红树林

根际土壤来源的几丁质降解菌的生物多样性及潜在

功能提供参考。
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3 Guangxi Key Laboratory of Maine Environmental Science, Guangxi Academy of Sciences, Nanning 530007; 4 National Engineering 
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Abstract Objective The chitinolytic microorganisms isolated from Aegiceras corniculatum rhizosphere 
mud in Maowei sea Mangrove Reserve of Guangxi Zhuang Autonomous Region were screened by using colloid 
chitin as the sole carbon source in medium. The chitinase producing strains were screened by the secondary screening 
medium, and the strains with high efficiency antifungal activity were excavated by the method of plate confrontation, 
to establish the foundation on the research and development of agricultural biological control drugs from mangrove 
microorganisms. Methods The chitinolytic microorganisms were isolated by the dilution plating procedure, and 
purified by the streak method. Chelex-100 was used to extract genomic DNA, the 16S rRNA gene sequences were 
amplified by PCR, and  the sequences were uploaded to the EzBioCloud database for online alignment. Chitinase 
activities were tested by observing transparent zones, and the plate confrontation method was used to screen inhibitory 
activity against plant pathogenetic fungi. To further verify the biosynthetic potential of the 28 strains, the polyketide 
synthases (PKS) and non-ribosomal peptide synthetases (NRPS) genes were amplified. Results Twenty-eight 
chitinase producing strains in 10 orders, 10 families, and 17 genera were obtained from Aegiceras corniculatum 
rhizosphere mud. Among them, five chitin-degrading strains showed inhibitory activity against four plant pathogenetic 
fungi. The positive rate was 17.86%, and antibiotic biosynthetic genes were detected in 17 strains. Conclusion The 
chitinase-producing bacteria and actinomycetes strains from Aegiceras corniculatum rhizosphere mud collected in the 
Maowei sea Mangrove Reserve of Guangxi are regarded as an important source of chitinase. Their antifungal activity 
shows a promising potential as marine pesticides and novel marine medicine.

Kye words Aegiceras corniculatum; Rhizosphere; Chitinolytic microorganism; Antimicrobial activity; 
Biosynthetic gene
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 培养基

(1)分离和纯化培养基

胶体几丁质的制备，参照文献[17]：5 g几丁质

粉末用30 mL浓盐酸(35.5%)于4℃浸泡过夜，并在

4℃条件下，边搅拌几丁质胶体边缓慢加入250 mL预
冷的50%乙醇，充分拌匀，静置过夜，10000 g离心

20 min，收集几丁质胶体，并用无菌水洗涤至几丁质

胶体pH为中性。

分离培养基，参照文献[18]稍做修改：胶体几丁质

0.5%，蛋白胨0.1%，NH4Cl 0.01%，KH2PO4 0.03%，

K2HPO4 0.07%，NaCl 0.01%，FeSO4 7H2O 0.001%，

MgSO4 7H2O 0.05%，海盐2.4%，蒸馏水定容至1 L，pH
值7.2~7.4，琼脂1.7%。

(2)复筛培养基，参照文献[18]稍做修改：胶体几

丁质0.5%，NH4Cl 0.01%，KH2PO4 0.03%，K2HPO4 

0.07%，NaCl 0.01%，FeSO4 7H2O 0.001%，MgSO4 
7H 2O 0 .05%，海盐2 .4%，蒸馏水定容至1  L， 
pH值7.2~7.4，琼脂1.7%。

(3)植物病原真菌培养基：马铃薯葡萄糖琼脂培

养基(PDA)。
1.1.2 植物病原菌

Boeremia exigua代号C1；芬芳镰刀菌Fusarium 
redolens代号C2；藤黑镰孢菌Fusarium fujikuroi代号

C3；腐皮镰刀菌Fusarium solani代号C4。由广西科

学院海洋中心李菲提供。

1.2 方法

1.2.1 样品采集

在广西茅尾海红树林保护区相距10 km的两个桐

花树群落采集样品，样品信息见表1。
1.2.2 几丁质降解菌的分离纯化

采用梯度稀释法和划线法分离纯化几丁质降解

菌。称取2 g土壤样品，装于50 mL的无菌离心管中，

加入18 mL无菌水混匀，于30℃，180 r/min摇床中震

荡30 min，10倍梯度稀释，制备成原液的10-2、10-3稀

释样液，并涂布于几丁质筛选培养基上，置于30℃恒

温培养箱中培养，观察菌落形态、颜色，挑取形态、

颜色不同的菌落，用连续平板划线的方法纯化。

1.2.3 PCR扩增和16S rRNA序列系统发育分析

C h e l e x - 1 0 0法 [ 1 9 - 2 0 ]提取细菌基因组D N A，

并以细菌基因组D N A为模板，利用通用引物对

27F(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCA-3')和1492R 
(5'-ACGGCTACCTTGTTACGACT-3')进行16S rRNA
基因扩增，电泳检测后，将含有目的条带的PCR
产物送至生工生物工程(上海)股份有限公司进行测

序。结果序列经过软件BioEdit Sequence Alignment 
Editor编辑整理，在EzBioCloud数据库(https:// www.
ezbiocloud.net/)上在线比对，应用MEGA7.0软件，选

取同源性最高的有效菌株的16S rRNA序列，采用邻

接法(neighbor-joining)构建系统发育树。

1.3 几丁质酶活性筛选

用无菌牙签挑取少量菌体，通过点值法接种在

筛选培养基上，28℃恒温培养3~7 d。按丁志雯等[18]

的方法，通过透明圈观察法筛选产几丁质酶菌株。

1.4 抗植物病原菌活性试验

抗植物病原菌活性实验采用平板对峙法，将待

试菌株接种在距离PDA平板中心两侧2.5 cm处，每板

接1株细菌，28℃恒温培养1 d。使用无菌打孔器制备

植物病原真菌菌饼(直径6 mm)，用无菌牙签挑取菌

饼，接种在上述PDA平板的中心位置。空白对照组

设置为只接种植物病原菌的PDA平板，28℃恒温箱

中培养5~7 d，拍照，测量抑菌圈直径。

1.5 PKS和NRPS基因的扩增及检测

按照上述方法“1.2.3”提取供试菌株的基因组

DNA，在表2中列出了PKS和NRPS基因的扩增引物

序列，按照王海强等[21]的方法设置扩增参数。经1%
表1 茅尾海红树林桐花树根际土壤样品信息

Tab. 1 Information of Aegiceras corniculatum rhizosphere mud 
in Maowei sea

样品 样品名称 采集地点

1 采样点1桐花树根际表层土壤 N21°51′32″,  

E108°35′60″2 采样点1桐花树根际15cm深度土壤

3 采样点1桐花树根际30cm深度土壤

4 采样点2桐花根际表层土壤 N21°44′26″,

E108°35′42″5 采样点2桐花树根际15cm深度土壤

6 采样点2桐花树根际30cm深度土壤

表2 PKS与NRPS的扩增引物

Tab. 2 Information of amplifification primer of PKS and NRPS genes

基因
引物
名称

引物序列(5′-3′) 目的片段
长度/bp

PKSⅠ K1F TSAAGTCSAACATCGGBCA 1200~1500[22]

M6R CGCAGGTTSCSGTACCAGTA

PKSⅡ KSαF TSGCSTGCTTGGAYGCSATC 500~750[23]

KSβR TGGAANCCGCCGAABCCTCT

NRPS A3F GCSTACSYSATSTACACSTCSGG 700~800[22]

A7R SASGTCVCCSGTSCGGTAS
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琼脂糖凝胶电泳检测有无符合条件的目的条带，记

录结果。

2 结果与分析

2.1 桐花树根际土壤中几丁质降解菌的筛选，鉴定

与多样性分析

6份采自茅尾海红树林的桐花树根际土壤样品，

用几丁质分离培养基进行培养分离，并应用复筛培养

基通过透明圈观察法[18]筛选几丁质酶产生菌，产酶菌

株在复筛培养基上生长，其菌落周围能观察到如图1
所示的透明圈。经统计，共获得73株产酶菌株，根据

菌落形态和颜色等特征去除重复菌株，获得41株菌，

经16S rRNA基因扩增后进行测序鉴定，与其近缘菌

种相似性及其16S rRNA序列构建的系统发育树见表3
和图2，共鉴定出28个种的细菌及放线菌，隶属于10
目10科的17个属(表4)，分别为：γ-变形菌纲的产微

球茎菌属(Microbulbifer)、希瓦菌属(Shewanella)、不

动杆菌属(Acinetobacter)、肠杆菌属(Enterobacter)、
埃希菌属(Escherichia)、柠檬酸杆菌属(Citrobacter)、
Rheinheimera、克雷伯菌属(Klebsiel la)、弧菌属

(Vibrio)；芽胞杆菌纲的微小杆菌属(Exiguobacterium)、 

表3 28株几丁质降解菌与近缘菌种相似性

Tab. 3 28 strains of chitin-degrading bacteria similarity with the closely related strains
菌株编号 属 近缘菌种 16S rRNA基因相似度/%

C98-1 Microbulbifer Microbulbifer pacificus SPO729(T) 98.44

C59-3 Microbulbifer okinawensisc ABABA23(T) 99.08

C48 Microbulbifer elongatus DSM 6810(T) 99.16

C21 Shewanella Shewanella algae JCM 21037(T) 99.64

C47-2 Shewanella seohaensis S7-3(T) 100

C502 Shewanella decolorationis S12(T) 99.4

C37 Acinetobacter Acinetobacter modestus NIPH 236(T) 98.56

C163 Acinetobacter lactucae NRRL B-41902(T) 99.88

C09 Enterobacter Enterobacter chengduensis WCHECl-C4(T) 99.52

C08 Enterobacter cloacae subsp. Cloacae ATCC 13047(T) 99.88

C155 Enterobacter kobei DSM 13645(T) 100

C26 Escherichia Escherichia fergusonii ATCC 35469(T) 99.05

C15-3 Citrobacter Citrobacter portucalensis A60(T) 99.44

C142
Klebsiella Klebsiella pneumoniae subsp.

Rhinoscleromatis ATCC 13884(T)

99.64

C156 Rheinheimera Rheinheimera aquimaris SW-353(T) 99.76

C134 Vibrio Vibrio fluvialis NBRC 103150(T) 99.88

C168 Vibrio sagamiensis LC2-047(T) 98.21

C30 Exiguobacterium Exiguobacterium profundum 10C(T) 99.76

C157 Bacillus Bacillus wiedmannii FSL W8-0169(T) 100

C63 Bacillus paralicheniformis KJ-16(T) 99.65

C02-1 Bacillus altitudinis 41KF2b(T) 100

C81-1 Bacillus siamensis KCTC 13613(T) 100

C178 Cytobacillus Cytobacillus kochii WCC 4582(T) 99.52

C87 Priestia Priestia aryabhattai B8W22(T) 100

C170 Fictibacillus Fictibacillus enclensis NIO-1003(T) 99.14

C105 Microbacterium Microbacterium fluvii YSL3-15(T) 98.81

C23 Glutamicibacter Glutamicibacter nicotianae NBRC 14234(T) 99.88

C202 Streptomyces Streptomyces yanii NBRC 14669(T) 99.48

图1 部分几丁质降解菌酶活性

Fig. 1 Screening results of partial chitinase-producing strains
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分支点上的数值为1000次Bootstrap分析所得值，仅显示大于50%的值；标尺0.02为进化距离

图2 基于 16S rRNA基因序列构建的neighbor-joining 系统进化树

Fig. 2 Neighbor-joining phylogenetic tree based on sequences of 16S rRNA gene
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芽胞杆菌属(Bacillus)、Priestia、虚构芽胞杆菌属

(Fictibacillus)、Cytobacillus；放线菌纲的微杆菌属

(Microbacterium)、谷氨酸棒杆菌属(Glutamicibacter)及
链霉菌属(Streptomyces)。其中26株希瓦菌属菌株，占

所分离菌株的35.62%；13株弧菌属菌株，占所分离菌

株的17.81%，希瓦菌属为优势菌属，弧菌属次之。

此外，C98-1与其近缘菌种Microbulbifer pacificus 

SPO729(T)的相似性为98.44%(表3)；C168与其近缘菌

种Vibrio sagamiensis LC2-047(T)的相似性为98.21%，

相似性均低于98.65%，可能是潜在新种。

2.2 不同采样点几丁质降解菌种多样性分析

在茅尾海红树林保护区相距大约10 km的两个桐

花树群落采集根际土壤，分离获得的几丁质降解菌

多样性存在一定差异(表5~6)。1号采样点表层土壤几

表4 28株几丁质降解菌的菌属分布

Tab. 4  Preliminary screening result of enzyme-producing activities in 28 strains
纲 目 科 属 株数 种数

γ-变形菌纲

(Gammaproteobacteria)

Cellvibrionales
Microbulbiferaceae 产微球茎菌属(Microbulbifer) 5 3

交替单胞菌目(Alteromonadales) 希瓦菌科(Shewanellaceae) 希瓦菌属(Shewanella) 26 3

假单胞菌目(Pseudomonadales) 莫拉菌科(Moraxellaceae) 不动杆菌属(Acinetobacter) 2 2

肠杆菌目(Enterobacterales) 肠杆菌科(Enterobacteriaceae) 肠杆菌属(Enterobacter) 7 3

埃希菌属(Escherichia) 1 1

柠檬酸杆菌属(Citrobacter) 1 1

克雷伯菌属(Klebsiella) 1 1

Chromatiales Chromatiaceae Rheinheimera 1 1

弧菌目(Vibrionales) 弧菌科(Vibrionaceae) 弧菌属(Vibrio) 13 2

芽胞杆菌纲

(Bacilli)

显核菌目(Caryophanales) 芽胞杆菌科(Bacillaceae)
微小杆菌属(Exiguobacterium) 2 1

芽胞杆菌属(Bacillus) 5 4

Priestia 1 1

虚构芽胞杆菌属(Fictibacillus) 1 1

Cytobacillus 3 1

放线菌纲(Actinomycetia) 微杆菌目(Microbacteriales) 微杆菌科(Microbacteriaceae) 微杆菌属(Microbacterium) 2 1

微球菌目(Micrococcales) 微球菌科(Micrococcaceae) 谷氨酸棒杆菌属(Glutamicibacter) 1 1

链霉菌目(Streptomycetales) 链霉菌科(Streptomycetaceae) 链霉菌属(Streptomyces) 1 1

表5 两个采样点桐花树根际土壤几丁质降解菌的分布

Tab. 5 Distribution of chitin-degrading bacteria from Aegiceras corniculatum rhizosphere mud of two sampling sites
采样点 菌株 近缘菌种 土壤深度 采样点 菌株 近缘菌种 土壤深度

1号 C98-1 Microbulbifer pacificus 表层 2号 C59-3 Microbulbifer okinawensis 表层

C21 Shewanella algae 15 cm C48 Microbulbifer elongatus 15 cm

C30 Exiguobacterium profundum 表层 C47-2 Shewanella seohaensis 30cm

C09 Enterobacter chengduensis 表层 C502 Shewanella decolorationis 15 cm

C08 Enterobacter cloacae subsp. dissolvens 表层 C02-1 Bacillus altitudinis 表层

C155 Enterobacter kobei 表层 C63 Bacillus paralicheniformis 15 cm

C26 Escherichia fergusonii 30 cm C37 Acinetobacter modestus 30 cm

C15-3 Citrobacter portucalensis 表层 C163 Acinetobacter lactucae 15 cm

C142 Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis 表层 C87 Priestia aryabhattai 30 cm

C81-1 Bacillus siamensis 表层 C178 Cytobacillus kochii 30 cm

C157 Bacillus wiedmannii 表层 C23 Glutamicibacter nicotianae 30 cm

C170 Fictibacillus enclensis 30 cm C168 Vibrio sagamiensis 15 cm

C156 Rheinheimera aquimaris 15 cm C134 Vibrio fluvialis 表层

C105 Microbacterium fluvii 30 cm

C202 Streptomyces yanii 表层
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丁质降解菌种类最多，包括8个属10个种，在土壤深

度为15和30 cm处的几丁质降解菌种类相对较少；2
号采样点表层土壤的几丁质降解菌种类相对较少，

而在15和30 cm深度的土壤分离获得的几丁质降解菌

种类相对较多，均包括5个属5个种，与1号采样点种

类的分布特征存在差异，推测与两个采样点的桐花

树群落的微环境差异及周围人类的生活及生产活动

相关。1号采样点比较远离人类活动区域，受干扰

相对较少，生物群落结构由于受到扰动少而相对稳

定，表层土壤自然堆积落叶以及贝类、虾蟹等含有

几丁质的躯壳残体流失较少，根际土壤几丁质含量

相对较高，整个小环境更有利于几丁质降解菌的生

长，这可能是1号采样点表层土壤的几丁质降解菌种

类明显多于2号采样点的原因。2号采样点在逸仙公

园附近，该处表层土壤的几丁质降解菌种类相对较

少，推测其原因可能是表层土壤的微环境受到频繁

的人类活动，排水口处生活废水的冲刷等干扰，造

成利于几丁质降解菌生长的营养成分减少，而15和
30 cm处土壤受到干扰的程度相对较少，其中的几丁

质降解菌种类相对较多。

2.3 抑菌活性筛选

28株几丁质降解菌分别与4种植物病原真菌

进行对峙培养，抑菌结果显示，3株Bacillus、1株
Cytobacillus和1株Streptomyces表现出不同程度的抑

菌效果(图3和表7)，具体表现为植物病原真菌菌丝

无法在几丁质降解菌菌落周围生长，从而形成大小

不一的抑菌圈，抑菌总阳性率为17.86%。其中菌株

C157对植物病原真菌C1(Boeremia exigua)和C4(腐皮

镰刀菌，Fusarium solani)均表现出显著的抑制活性 
(抑菌圈直径>10.00 mm)，对其余2种植物病原真菌也

表现出一定的抑制活性(抑菌圈直径<10.00 mm)；菌

株C81-1对植物病原真菌C1(Boeremia exigua)表现出

显著的抑制活性，对其余3种植物病原真菌也具有一

定的抑制活性；菌株C202对4种植物病原真菌均表现

表6 两个采样点几丁质降解菌的种属差异情况

Tab. 6 Differences of the chitin-degrading bacteria on species 
and genus from two sampling sites 

采样点 土壤深度 属数目 种数目

1号 表层 8 10

15 cm 2 2

30 cm 3 3

2号 表层 3 3

15 cm 5 5

30 cm 5 5

表7 5株抑菌活性菌株初筛结果

Tab. 7 Preliminary screening result of antifungal activity of the 
5 strains

菌株 近缘菌种
植物病原真菌

C1 C2 C3 C4

C63 Bacillus paralicheniformis + + + +

C81-1 Bacillus siamensis ++ + + +

C157 Bacillus wiedmannii ++ + + ++

C178 Cytobacillus kochii + + + +

C202 Streptomyces yanii +++ ++ ++ ++

C1： Boeremia exigua；C2：芬芳镰刀菌Fusarium redolens；C3：
藤黑镰孢菌Fusarium fujikuroi；C4：腐皮镰刀菌Fusarium solani。抑

菌圈直径(mm)表示抑菌活性，+：<10mm；++：10~20mm；+++：
20~30mm；-：无抑菌作用

图3 部分几丁质降解菌对植物病原真菌的抑制效果

Fig. 3 Inhibitiory effect of  the chitin-degrading strains against 
the plant-pathogenic fungi

Fusarium fujikuroi                                    Fusarium solani

Boeremia exigua                                         Fusarium redolens

C202C202 C157 C157

C178C178C81-1C81-1

出显著的抑制活性；菌株C63和C178对4种植物病原

真菌均具有抑制活性，但抑制作用稍弱。

2.4 PKS和NRPS基因的检测结果

聚酮化合物和非核糖体肽是微生物产生的重要

次级代谢产物，具有抗氧化、抗肿瘤、抗菌活性等

功效[24-25]。抑菌活性结果表明仅有5株几丁质降解菌

对植物病原真菌有抑制活性，为进一步评价28株几

丁质降解菌的次级代谢产物生物合成潜能，开展了

次级代谢产物聚酮化合物合成酶(PKS)基因和非核

糖体肽合成酶(NRPS)基因的PCR检测。PKS和NPRS
基因扩增及电泳检测结果显示，17株几丁质降解菌

扩增出了1条以上目的条带，其中，3株检测到PKS I
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基因，15株检测到PSK Ⅱ基因，1株检测到NRPS基
因。5株具有抗植物病原真菌活性的菌株中只有C202
检测到PKS Ⅰ和PSK Ⅱ基因，其余菌株未检测到次

级代谢产物生物合成基因，研究结果见表8。

表8 PSK 和NRPS生物合成基因在17株细菌中的分布

Tab. 8 Distributions of PKS I, PKSII and NRPS genes in 17 strains

供试
菌株

次级代谢产物
生物合成基因 供试

菌株

次级代谢产物
生物合成基因

PKS Ⅰ PSK Ⅱ NRPS PKSⅠ PSKⅡ NRPS

C07 + + - C59-3 - + -

C30 - - - C15-3 - + -

C02-1 - + - C502 - + -

C202 + + - C47-2 - + -

C26 - + - C142 - + -

C37 - + - C87 - + -

C21 - + - C170 - + -

C09 + - + C08 - + -

C48 - + -

“+”：检测出目的条带；“-”： 未检测出目的条带

3 结果与讨论

在自然界中存在大量的几丁质酶产生菌，已报道

的降解几丁质的海洋微生物主要为细菌和放线菌，包

括弧菌属 (Vibrio)[8]、产碱杆菌属(Alcaligenes)[26-27]，链

霉菌属(Streptomyces)[28]，微球菌属(Micrococcus)[29]，

假交替单胞菌属(Pseudoalteromonas)[30-31]，希瓦菌属

(Shewanella)[32-33]，不动杆菌属(Acinetobacter)[34]，芽胞

杆菌属 (Bacillus)[35]，产微球茎菌属(Microbulbifer)[36-37]

等。目前，普遍采用透明圈观察法[38]筛选几丁质酶

产生菌，胶体几丁质平板呈乳白色半透明状态，

微生物产生的几丁质酶催化几丁质的β-(1,4)糖苷键

断裂，变成水溶性的几丁质寡糖，菌落周围形成透

明圈(图1)。本研究应用几丁质分离培养基对广西

茅尾海红树林桐花树根际土壤来源的细菌进行筛选

分离，共获得28株几丁质降解菌，隶属于10目10科
的17个属，部分菌属与前人已经研究的几丁质降解

微生物重合。人类活动会对土壤中的微生物微生态

环境产生影响，刘光荣[39]的研究结果表明，受到长

期人类频繁活动的干扰，会造成土壤微生物群落结

构不稳定，群落代谢活性减弱。本文的研究结果显

示，相距大约10公里的两个桐花树群落根际土壤的

几丁质降解菌种类的分布特征存在差异，靠近人类

活动区的桐花树群落根际表层土壤的几丁质降解菌

种类相对较少，相反，另一个采样点离人类活动区

域较远，其表层土壤的几丁质降解菌种类相对较

多，推测与两个采样点的桐花树群落的微环境差异

及周围人类的生活及生产活动相关。

本文通过平板对峙法筛选抗植物病原真菌的活

性菌株，共有5株几丁质降解菌表现出拮抗作用。其

中有4株归属于芽胞杆菌科(Bacillaceae)，包括3株芽

胞杆菌属(Bacillus)，1株Cytobacillus属，也是主要的

几丁质降解菌类群。芽胞杆菌是重要的生防菌资源

微生物，被广泛应用于土壤难溶化合物降解、植物

病虫害防治等方面[40]，Essghaier等[8]发现的1株产几

丁质酶的耐盐地衣芽胞杆菌能显著抑制镰刀菌属病

原真菌。海洋放线菌被认为是具有巨大应用前景的

生物酶资源库，其产生的几丁质酶具有显著的抗菌

活性[41]，Chenyin等[25]从链霉菌Streptomyces alfalfae
中克隆并在大肠杆菌中表达的几丁质酶SaChiB对灰

葡萄孢菌和禾谷镰刀菌等6种病原真菌具有强抑制活

性，可作为防治植物病原真菌的生物防治剂。其他

细菌如弧菌属[42]和假单胞菌属(Pseudomonas)[43]等微

生物产生的几丁质酶也被报道具有拮抗致病性真菌

的作用。一方面，微生物来源的几丁质酶可以削弱

和降解许多害虫和病原体的细胞壁，从而表现出抗

细菌、抗真菌、杀虫或杀线虫的活性[44-45]，在农业生

物防治方面具备应用潜力；另一方面，经过几丁质

酶处理制备获得的几丁寡糖、N-乙酰氨基葡萄糖及

其各类衍生物，具有抗真菌、降血脂、抗肿瘤等多

种功能，在农业、医药等行业应用广泛[46]。

微生物PKS型和NRPS型生物合成基因编码的

聚酮化合物合成酶(polyketide synthetases，简称

PKSs)和非核糖体肽合成酶(nonribosomal peptide 
synthetases，简称NRPSs)分别催化合成聚酮化合物和

非核糖体肽，这两大类次级代谢产物具有抗氧化、

抗肿瘤、抗菌等生物活性[24-25]，常被用作抗生素、

抗癌制剂和免疫抑制剂等[47]。17株几丁质降解菌检

测到PKS型和/或NRPS型生物合成基因，但只有菌株

C202表现出显著的抗植物病原真菌活性，C202的抗

菌活性可能是PKS型生物合成基因表达并合成的聚

酮化合物的作用，也可能是其所分泌几丁质酶的降

解作用，还有可能是两种因素的协同作用，其抗菌

机理有待进一步深入研究。其余16株未表现出抗菌

活性，究其原因，可能是菌株在植物病原真菌培养

基(PDA)上培养，大部分细菌的基因簇是沉默的，

也可能是这些细菌产生的活性物质产物产量太低无

茅尾海桐花树根际土壤来源几丁质降解菌株多样性及抗植物真菌活性的研究 王巧贞等
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法达到抑制效果，抑或是这些微生物合成的活性物

质无法抑制文中所述的4种植物病原真菌的生长。此

外，菌株C63、C81-1、C157和C178对4种植物病原

真菌均具有拮抗作用，但未检测到上述的3类生物合

成基因，推测其抑菌活性可能与其菌株产生的几丁

质酶有关。

红树林特殊的生态环境，蕴藏着丰富的微生物

资源，栖息其中的微生物物种、遗传和功能多样性

有待挖掘，本论文不仅对红树林根际土壤产几丁质

酶的微生物资源进行探索，也开展了抗植物病原真

菌生物农业的研究，相关研究结果对几丁质的资源

化利用和新型生物农药发现提供了参考，也为今后

实现海洋微生物资源的高赋值开发利用提供了研究

基础。
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