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基于细菌／真菌相互作用的红树林内
生真菌活性菌株筛选
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摘　要：为筛选出具有抑菌活性且次级代谢产物丰富的红树林内生真菌，以水产养殖中分离得到的２株病原细
菌 （ＶｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓＢ１和ＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｊｏｈｎｓｏｎｉｉＢ２）对２０１４年从珠海淇澳－担杆岛省级自然保护区采集得
到的６１６株红树林内生真菌进行代谢产物抗菌活性和丰富度筛选。利用共培养技术，寻找在共培养后菌落形态
特征出现明显变化或形成抑菌圈的内生真菌。通过对纯培养和共培养真菌的粗提物进行抑菌活性检测和 ＨＰＬＣ
指纹图谱分析，筛选出在共培养条件下可诱导产生新代谢产物且抑菌效果显著提高的菌株，为发现抗菌化合物

提供新来源。
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　　红树林是生长于热带、亚热带海岸和河口潮间
带的木本植物群落，是四大海洋高生产力生态系统

之一，也是陆地到海洋过渡型生态系统。由于边缘

效应，红树林生态环境具有强还原性、强酸性、高

含盐量和营养丰富等特点［１］，为一大群适应了高

盐度和定期潮汐冲刷等生存环境的微生物提供了必

要的栖息之地，红树林内生真菌就是红树林微生物

资源中的主要类群。红树林丰富的微生物环境，使

微生物间存在激烈的生存竞争，促使微生物产生丰

富的次级代谢产物，为寻找新抗菌活性物质提供了

源泉［２］。本课题组已从红树林内生真菌分离得到

许多结构新颖或活性良好的次级代谢产物［３－４］。在

过去的红树林内生真菌次级代谢产物研究中，大部

分是采用纯培养的方式大规模发酵真菌，进而分离

其次级代谢产物，但在纯培养条件下，有些真菌的

基因处于沉默的状态，产生次级代谢产物的途径不

表达或者表达被抑制［５］，这就减少了发现活性天

然产物的机会。共培养基于微生物间的相互作用，

可激活沉默的生源合成基因簇［６］，是产生新活性

代谢产物的重要途径［７－９］。

耐药细菌性疾病是水产养殖中最为常见而且危

害最大的一类疾病，由于抗生素的过量使用，使水

产病原菌的种类和数量显著增加，养殖生物耐药病

原菌病害的发生也越来越频繁，微生物病害防治的

难度越来越大［１０］。近年来全国范围内水产养殖毁

灭性病害的频繁发生表明，当病害发生时，施虐的

病原微生物很可能已具有了抗药性［１１］，抗生素药

物疗法已不再有效。为寻求新型抗生素，需要探索

新的抗菌机制或寻找新的抗菌活性物质。本研究旨

在通过真菌与水产致病菌共培养，抑菌活性检测和

ＨＰＬＣ指纹图谱分析等手段，筛选出在与水产致病
菌共培养时能够被诱导产生新的活性物质且抑菌效

果较纯培养时显著提高的红树林内生真菌，作为进一

步次级代谢产物研究的目标菌株，寻找真菌由于与水

产致病菌的生存竞争而产生针对水产致病菌作用的特

殊代谢产物，为发现新型抗菌活性物质打下基础。

１　实验部分
１１　仪器与试剂

仪器：ＳＷＣＪ１ＦＤ型超净工作台 （上海博迅

实业有限公司医疗设备厂）；ＹＸＱＬＳ１００ＳＩＩ型立
式压力蒸汽灭菌器 （上海博迅实业有限公司医疗

设备厂）；ＲＥ２０１０型旋转蒸发仪 （巩义市予华仪

器有限责任公司）；Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＧＯ全波长酶标仪
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；Ｗａｔｅｒｓ高校液相

色谱仪 （沃特世科技 （上海）有限公司）。

试剂：甲醇、乙酸乙酯、二氯甲烷 （ＡＲ，天
津市富宇精细化工有限公司）；ＤＭＳＯ（ＣＰ，广州
化学试剂厂）；实验所用水均为蒸馏水；ＰＤＡ培养
基 （马铃薯浸出粉３００ｇ／Ｌ、葡萄糖 ２０ｇ／Ｌ、琼脂
１５ｇ／Ｌ，广东环凯微生物科技有限公司）；ＬＢ肉汤
培养基 （胰蛋白胨１０ｇ／Ｌ、酵母膏粉 ５ｇ／Ｌ、氯化
钠１０ｇ／Ｌ、ｐＨ为６９～７１，青岛高科园海博生物
技术有限公司）。

１２　实验材料
实验用真菌为本课题组２０１４年分离自中国珠

海淇澳红树林保护区的红树植物，种属未鉴定。实

验用的２株病原细菌为２０１４年分离自广东冠利海
洋生物有限责任公司茂名试验站养殖海水，经分子

生物学鉴定为 ＶｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓＢ１（以下简
称：Ｂ１）和 ＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｊｏｈｎｓｏｎｉｉＢ２（以下简称：
Ｂ２），ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号 分 别 为 ＫＹ０７７６７８和
ＫＹ０７７６７９。所有菌种均保存在广州中山大学海洋
科学学院海洋生物天然产物研究所。

１３　实验方法
１３１　菌株活化　细菌活化：在超净工作台内，
按为１∶１０比例将细菌原液接种于 ＬＢ肉汤培养基
中，并于３７℃恒温摇床震荡培养 （１５０ｒ／ｍｉｎ）１８
～２４ｈ。
真菌活化：在超净工作台内，用接种针或接种

环从冻存管中挑取真菌菌丝，按照三点转接法接种

于ＰＤＡ平板培养基中，并于２８℃静置培养３～５
ｄ，拍照记录菌株的生长形态。
１３２　真菌和细菌纯培养、共培养　真菌纯培养：
在超净工作台内，用接种针挑取活化后的真菌菌落

外缘菌丝于ＰＤＡ平板培养基上，２８℃静置培养３
～５ｄ，观察并拍照记录菌落形态。
细菌纯培养：在超净工作台内，用移液枪取

１００μＬ活化后的细菌液于 ＰＤＡ平板培养基，用涂
布棒涂布均匀，３７℃静置培养３～５ｄ，观察并拍
照记录菌落形态。

真菌／细菌共培养：在超净工作台内，用移液
器取１００μＬ活化后的细菌液于 ＰＤＡ平板培养基，
并用涂布棒均匀涂布到平板的各个角落，然后用接

种针挑取活化后的真菌菌落外缘菌丝按照三点转接

法接种于上述涂布有细菌液的 ＰＤＡ平板中，２８℃
静置培养３～５ｄ，观察并拍照记录纯培养和共培养
的真菌菌落形态有无改变，有无抑菌圈或色素产

生，寻找相互作用强烈，形态变化明显的菌株。

１３３　次级代谢产物提取　对筛选出的菌株，其

４９
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纯培养和共培养完成后，将整个含菌培养基放入茶

袋中，用甲醇／乙酸乙酯／二氯甲烷 （体积比为

３∶２∶１）浸泡２～３ｄ（浸泡没过茶袋），超声萃取
菌株的代谢产物并收集浸泡液，将浸泡液用旋转蒸

发仪旋干后，用乙酸乙酯萃取２～３次。取上层乙
酸乙酯有机相，并用旋蒸仪浓缩蒸干，甲醇复溶后

转移至青霉素瓶中，放置于通风橱内挥干得到粗提

物，待ＨＰＬＣ指纹图谱分析及抗菌活性检测。
１３４　ＨＰＬＣ指纹图谱分析　将粗提物用甲醇溶
解并用微孔滤膜 （０２２μｍ）过滤，配制成３ｍｇ／
ｍＬ的样品，利用 Ｗａｔｅｒｓ１５２５－２９９８ＨＰＬＣ进行指
纹图谱分析。流动相采用乙腈／水体系 （Ａ：１５％
乙腈 ＋８５％水；Ｂ：１５％水 ＋８５％乙腈）；梯度洗
脱 （０～２２ｍｉｎ，１００％Ａ－１００％Ｂ；２２～２７ｍｉｎ，
１００％Ｂ；２７～３５ｍｉｎ，１００％Ｂ－１００％Ａ）；流速
１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３０℃；进样量３０μＬ；检测波长范
围为１９０～７００ｎｍ；色谱柱规格为 ＺｏｒｂａｘＳＢ－Ｃ１８
（９４ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）。
１３５　抗菌活性检测　采用９６孔板法［１２］检测纯

培养和共培养粗提物分别对 Ｂ１和 Ｂ２的抑菌活性。
活化Ｂ１和Ｂ２后，按１∶１０比例接种于 ＬＢ肉汤培
养基中，３７℃恒温摇床震荡培养 （１５０ｒ／ｍｉｎ）１２
ｈ，再将菌种悬浮液以１∶１００比例接种至 ＬＢ肉汤
培养基，３７℃恒温摇床震荡培养 （１５０ｒ／ｍｉｎ）３
ｈ，在６００ｎｍ波长下读取吸光值 Ａ，调整 Ａ值至
０５，再用新鲜ＬＢ肉汤培养基以１∶１００比例稀释，
此时菌液浓度约为５×１０５ＣＦＵ／ｍＬ，适用于药敏实
验。将粗提物样品用体积比为１∶４的ＤＭＳＯ水溶液
配制成１ｍｇ／ｍＬ的母液，分别取５０μＬ母液转移
至９６孔板中，再加入１５０μＬ上述细菌悬浮液，３７
℃恒温摇床震荡培养 （１５０ｒ／ｍｉｎ）１８ｈ后在 ６００
ｎｍ波长下读取Ａ值。５０μＬ体积比为１∶４的ＤＭＳＯ
水溶液加上１５０μＬ细菌悬浮液的体系作为阴性对
照。每个样品设两个平行，Ａ值取平均值。根据公
式计算抑菌率：

抑菌率 ＝
Ａ阴性对照值 －Ａ实测值
Ａ阴性对照值

×１００％

２　 结果分析与讨论
２１　共培养对真菌菌落形态的影响

为了寻找对水产病原菌有强烈作用的菌株，本

研究选取６１６株红树林内生真菌分别进行纯培养及
与水产病原菌 Ｂ１和 Ｂ２共培养，根据纯培养和共
培养的菌落形态变化和抑菌圈有无及大小等的观察

结果，筛选出１６２株 （占总体菌株数量的２６３％）

共培养时有显著相互作用的内生真菌作为后续研究

的候选菌株。以 ＱＡ－７４０为例观察真菌共培养前
后的菌落形态差异，从图１可知，ＱＡ－７４０在纯培
养时产青绿色孢子，孢子分布较均匀，菌落颜色呈

咖啡色；在与Ｂ１共培养时，生长较缓慢，菌落直
径较小，产淡黄色孢子，菌落颜色呈砖红色；在与

Ｂ２共培养时，产暗绿色和白色孢子，且菌落边缘
被白色孢子包围，菌落颜色呈砖红色，说明真菌／
细菌共培养会影响 ＱＡ－７４０的生长状态，使其产
生不同颜色的孢子，导致菌落颜色和形态发生变

化。以ＱＡ－７４１为例观察真菌共培养前后抑菌圈
的有无及大小，图２显示，ＱＡ－７４１纯培养时菌落
内部凸起，产暗绿色和白色孢子，菌落边缘规则且

被白色孢子包围；在与 Ｂ１共培养时菌落内部凸起
且产白色孢子，而菌落边缘产砖红色孢子，无白色

孢子包围；在与Ｂ２共培养时菌落内部凸起且产白
色孢子，菌落边缘产砖红色孢子且被白色孢子包

围，并形成直径为１７～２４ｍｍ的抑菌圈，说明 ＱＡ
－７４１对Ｂ２具有抑制作用。

图１　ＱＡ－７４０纯培养和共培养的菌落变化图
Ｆｉｇ１　ＣｏｌｏｎｙｃｈａｎｇｅｍａｐｓｏｆＱＡ－７４０ａｆｔｅｒ

ｐｕｒｅｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｃｏｃｕｌｔｕｒｅ
ａ／ｄ：ＱＡ－７４０纯培养正／背面观；ｂ／ｅ：ＱＡ－７４０与Ｂ１共培
养正／背面观；ｃ／ｆ：ＱＡ－７４０与Ｂ２共培养正／背面观

２２　抑菌活性筛选结果与分析
对１６２株内生真菌的纯培养和共培养进行次级

代谢产物的提取，共获得 ４８６份粗提物 （每株真

菌３份粗提物，即纯培养，与 Ｂ１共培养，与 Ｂ２
共培养各一份）。对上述粗提物样品进行抑菌活性

检测，以抑菌率≥７０％为有抑菌活性，结果见表
１。由表１可知，对Ｂ１有抑制作用的粗提物样品有
７５份，对Ｂ２有抑菌活性的粗提物样品有１３０份，

５９
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图２　ＱＡ－７４１纯培养和共培养的菌落抑菌圈变化图
Ｆｉｇ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｚｏｎｅｏｆＱＡ－７４１

ａｆｔｅｒｐｕｒｅｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｃｏｃｕｌｔｕｒｅ
ａ／ｄ：ＱＡ－７４１纯培养正／背面观；ｂ／ｅ：ＱＡ－７４１与Ｂ１共培
养正／背面观；ｃ／ｆ：ＱＡ－７４１与Ｂ２共培养正／背面观

其中，有５４份粗提物样品同时对 Ｂ１和 Ｂ２有抑制
活性，因此，共有１５１份粗提物样品有抑菌活性。
此外，根据表１，在对Ｂ１有抑制作用的７５份粗提
物样品中，纯培养样品有４０份 （占５３３％），与
Ｂ１共培养的样品有１４份 （占１８７％），与 Ｂ２共
培养的样品有２１份 （占２８０％）；在对Ｂ２有抑制
作用的１３０份粗提物样品中，纯培养样品有６７份
（占５１５％），与 Ｂ１共培养的样品有 ２７份 （占

２０８％），与 Ｂ２共培养的样品有 ３６份 （占

２７７％）。因此，从样品所占比例上看，纯培养样
品所占比例较大，且共培养的粗提物样品对 Ｂ１和
Ｂ２的抑制作用具有随机性，不存在特异性。

通过对Ｂ１有抑菌活性的粗提物样品的分析，
共筛选出１９株候选菌株，这些真菌为纯培养、与
Ｂ１共培养和与Ｂ２共培养３份粗提物样品同时有抑
菌作用，或者纯培养样品无抑菌活性但共培养样品

显示出抑菌活性。候选真菌的编号和对应的培养条

件见表２。同样地，对 Ｂ２有抑制作用的粗提物样
品进行统计分析，挑选出２７株候选内生真菌，其
编号及培养条件见表２。在上述对 Ｂ２有抑制作用
的２７株候选内生真菌中，有８株在对Ｂ１有抑制作
用的１９株候选菌株中，因此共筛选出３８株候选菌
株。由表２可知，在这３８株候选菌株中，有２３株
内生真菌在纯培养时无抑菌活性，共培养后显示出

对Ｂ１或Ｂ２的抑菌活性，表明抑菌活性物质为在
共培养条件下胁迫产生的，是本研究的重点研究对

象，将结合ＨＰＬＣ指纹图谱分析结果进一步筛选。
２３　ＨＰＬＣ指纹图谱筛选结果与分析

根据抑菌活性检测结果，筛选出纯培养粗提物

无抑菌效果但共培养粗提物表现出抑菌活性的内生

真菌共２３株，编号分别为：ＱＡ－４９、ＱＡ－１０８、
ＱＡ－１１５、ＱＡ－１２３、ＱＡ－１３７、ＱＡ－１５３、ＱＡ－
５９１、ＱＡ－５９２、ＱＡ－５９７、ＱＡ－５９８、ＱＡ－６１６、
ＱＡ－６２３、ＱＡ－６５３、ＱＡ－６５４、ＱＡ－６９６、ＱＡ－
７６８、ＱＡ－２００６、ＱＡ－２５７５、ＱＡ－２５７９、ＱＡ－
２５８３、ＱＡ－２６０８、ＱＡ－２６１４和 ＱＡ－２６５５。上述
内生真菌的粗提物经 ＨＰＬＣ分析，得到其指纹图
谱，观察比较上述样品在检测波长为２５４ｎｍ时的
ＨＰＬＣ色谱图，发现有４株内生真菌的次级代谢产
物较为丰富 （图３），这些菌株的编号分别为ＱＡ－
１２４、ＱＡ－５９８、ＱＡ－６２３和ＱＡ－７１２。

其中，ＱＡ－１２４（图３ａ）纯培养和共培养样
品对Ｂ１和 Ｂ２均有抑制作用，其色谱峰出峰位置
基本相同，但共培养样品在１１５ｍｉｎ的色谱峰强
度比纯培养样品的高。同样地，ＱＡ－７１２（图３ｂ）

图３　粗提物样品 （３ｍｇ／ｍＬ）在检测波长为
２５４ｎｍ时的ＨＰＬＣ指纹图谱

Ｆｉｇ３　ＨＰＬＣｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｃｒｕｄｅ
ｅｘｔｒａｃｔｓ（３ｍｇ／ｍＬ）ｕｎｄｅｒｔｈｅｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｆ２５４ｎｍ

６９
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表１　粗提物样品的抑菌活性１）

Ｔａｂｌｅ１　Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｓ ％　

菌株编号
对Ｂ１的抑制率

纯培养 与Ｂ１共培养 与Ｂ２共培养
对Ｂ２的抑制率

纯培养 与Ｂ１共培养 与Ｂ２共培养
ＱＡ－１５ ８０４ － －
ＱＡ－１６ ７９１ － －
ＱＡ－１７ ７５０ － －
ＱＡ－１９ ７４８ ７９４ －
ＱＡ－２３ ７６０ － －
ＱＡ－２８ － － －
ＱＡ－３２ － － －
ＱＡ－３３ － － －
ＱＡ－３９ － － －
ＱＡ－４４ － － －
ＱＡ－４６ － － －
ＱＡ－４８ － － －
ＱＡ－４９ － － －
ＱＡ－５１ － － －
ＱＡ－５２ － －
ＱＡ－５７ － － －
ＱＡ－５９ － － －
ＱＡ－６５ ７３１ ８３７ －
ＱＡ－７３ － － －
ＱＡ－７４ － － －
ＱＡ－７７ － － －
ＱＡ－７９ － － －
ＱＡ－８０ － － －
ＱＡ－８２ － － －
ＱＡ－８６ － － －
ＱＡ－９２ － － －
ＱＡ－９５ － － －
ＱＡ－１０１ ７０２ － －
ＱＡ－１０３ － － －
ＱＡ－１０５ － － －
ＱＡ－１０８ － － －
ＱＡ－１０９ － － －
ＱＡ－１１０ － － －
ＱＡ－１１５ － － －
ＱＡ－１２３ － － －
ＱＡ－１２４ ８２６ ９２．２ ９２．８
ＱＡ－１２８ － － －
ＱＡ－１３１ － － －
ＱＡ－１３７ － － －
ＱＡ－１３９ － － －
ＱＡ－１４１ － － －
ＱＡ－１４２ － － －
ＱＡ－１４３ － － －
ＱＡ－１４６ － － －
ＱＡ－１５２ － － －
ＱＡ－１５３ － － －

ＱＡ－５９１ － － ９０．９

９２．５ － －
９２．４ ７６．５ ８４．３
－ － －
８９．８ － －
８７．６ － －
９３．６ － －
９３．７ ８４．５ －
９３．３ － －
７９．８ － －
－ － －
８７．６ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
７３．１ － －
８５．３ － ９０．２
７８．４ － ７９．０
－ － －
－ － －
７６．３ ８９．９ －
－ － －
－ － －
－ － －
９０．４ － －
９２．９ ７１．２ －
－ － －
９２．３ － ８１．５
９０．３ － －
８９．８ － ９３．１
－ ８２．９ ８６．５
８３．１ － －
－ － －
－ ８４．３ ８３．９
－ － ９２．３
９１．１ ８３．２ ９１．５
－ － －
－ － －
－ － ８１．１
９０．７ － －
９３．７ ９３．９ ９４．１
８８．４ ８８．３ －
－ － －
－ － －
９１．７ ８８．８ ８７．４
－ ８８．９ －

－ － ８１．７

７９
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续表１ ％　

菌株编号
对Ｂ１的抑制率

纯培养 与Ｂ１共培养 与Ｂ２共培养
对Ｂ２的抑制率

纯培养 与Ｂ１共培养 与Ｂ２共培养
ＱＡ－５９２ － － ７９．８
ＱＡ－５９５ ８９．７ － －
ＱＡ－５９７ － － ８３．３
ＱＡ－５９８ － ８８．４ －
ＱＡ－６０２ － － －
ＱＡ－６０４ ８５．７ － －
ＱＡ－６０９ － － －
ＱＡ－６１２ － － －
ＱＡ－６１３ － － －
ＱＡ－６１４ ８６．１ － －
ＱＡ－６１６ － － ８２．４
ＱＡ－６１７ － － －
ＱＡ－６２３ － － ７３．８
ＱＡ－６２４ ７７．５ － －
ＱＡ－６２６ － － －
ＱＡ－６２８ － － －
ＱＡ－６３２ ８３．２ － ８２．７
ＱＡ－６３７ ９１．５ ８９．２ －
ＱＡ－６４５ － － －
ＱＡ－６４７ － － －
ＱＡ－６５０ ９０．６ ８８．４ －
ＱＡ－６５２ ８７．５ － ９３．１
ＱＡ－６５３ － － －
ＱＡ－６５４ － － ８５．６
ＱＡ－６６４ ８５．４ － －
ＱＡ－６６６ － － －
ＱＡ－６７５ － － －
ＱＡ－６７７ － － －
ＱＡ－６７９ － － －
ＱＡ－６９３ － － －
ＱＡ－６９６ － ９１．０ －
ＱＡ－７０６ － － －
ＱＡ－７１２ ９０．４ － ８８．５
ＱＡ－７１４ ９１．３ ８７．２ ８６．６
ＱＡ－７１６ － － －
ＱＡ－７２０ ７７．７ － －
ＱＡ－７２４ ８６．８ － ８８．２
ＱＡ－７２６ ８４．６ ９０．５ ８８．１
ＱＡ－７３０ － － －
ＱＡ－７３９ － － －
ＱＡ－７４０ ８９．２ ８０．１ ８７．８
ＱＡ－７４１ ８６．７ ８２．２ ８７．２
ＱＡ－７４５ － － －
ＱＡ－７４８ － － －
ＱＡ－７５３ － － －
ＱＡ－７５５ － － －
ＱＡ－７６４ － － －
ＱＡ－７６７ － － －

－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
９０．５ － －
－ － －
－ － －
８２．５ － －
９１．０ － －
－ － ７３．９
８５．７ － －
－ － －
８７．８ － －
－ － －
－ － －
－ － －
７４．２ ７２．６ ７８．１
－ － －
８４．８ － －
９１．８ ９０．９ －
７０．３ － ７６．５
－ － ７０．７
９０．９ － ８６．５
－ － －
－ － －
８５．０ － －
７５．２ － －
－ － －
９２．１ ９２．８ ９２．６
８７．３ ８７．０ －
８７．１ － －
８８．６ ８８．１ ８４．７
９１．８ ８９．２ －
８８．７ ８８．７ －
８８．４ － －
８９．６ － ８５．３
－ － －
－ － －
－ － －
８９．２ － ８７．１
８６．０ ８６．４ ８６．３
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
８６．４ － ８０．９
－ － ７８．６

８９
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续表１ ％　

菌株编号
对Ｂ１的抑制率

纯培养 与Ｂ１共培养 与Ｂ２共培养
对Ｂ２的抑制率

纯培养 与Ｂ１共培养 与Ｂ２共培养
ＱＡ－７６８ － － －
ＱＡ－７７４ － － －
ＱＡ－７７５ － － －
ＱＡ－７８０ － － －
ＱＡ－７８２ － － －
ＱＡ－７９３ － － －
ＱＡ－８０３ － － －
ＱＡ－８１４ － － －
ＱＡ－８２１ － － －
ＱＡ－８３２ － － －
ＱＡ－８４６ － － －
ＱＡ－１９８４ ９０．１ － －
ＱＡ－１９８８ － － －
ＱＡ－１９９６ － － －
ＱＡ－２００１ － － －
ＱＡ－２００６ － － ７８．２
ＱＡ－２０１８ － － －
ＱＡ－２０３５ ７６．１ － －
ＱＡ－２０３９ ８９．４ － －
ＱＡ－２０４１ ８８．５ － －
ＱＡ－２０４３ ８５．８ － －
ＱＡ－２０４５ － － －
ＱＡ－２５５５ － ７７．９ －
ＱＡ－２５５８ － － －
ＱＡ－２５６３ ７４．３ － ７１．０
ＱＡ－２５７１ ７５．５ － ８９．０
ＱＡ－２５７４ － － －
ＱＡ－２５７５ － － －
ＱＡ－２５７６ － － －
ＱＡ－２５７７ － － －
ＱＡ－２５７８ － － －
ＱＡ－２５７９ － － ８５．１
ＱＡ－２５８１ ７１．５ － －
ＱＡ－２５８３ － － －
ＱＡ－２５８５ － － －
ＱＡ－２５８６ － － －
ＱＡ－２５８７ ８２．２ － －
ＱＡ－２５８９ － － －
ＱＡ－２５９３ － － －
ＱＡ－２５９５ － － －
ＱＡ－２５９８ － － －
ＱＡ－２６０６ ８７．９ － －
ＱＡ－２６０８ － ８０．６ －
ＱＡ－２６１０ － － －
ＱＡ－２６１３ － － －
ＱＡ－２６１４ － － ８０．０
ＱＡ－２６１７ － － －
ＱＡ－２６２１ － － －

－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
９５．８ ９２．１ ８９．３
９０．５ － －
９４．０ － －
８８．４ － －
－ － －
９１．０ ９２．６ ９１．９
－ － －
８８．７ － ８９．９
９２．３ － ９４．０
８０．９ － －
－ ７３．２ ８９．９
－ － －
７９．１ － ８７．５
９４．１ ９０．４ ８９．５
－ ８７．２ ９４．５
９５．０ ９３．１ －
－ － ９１．１
－ － －
－ － －
８５．３ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
８０．８ － －
－ － ８５．７
－ － －
－ － －
７０．２ － －

９９
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续表１ ％　

菌株编号
对Ｂ１的抑制率

纯培养 与Ｂ１共培养 与Ｂ２共培养
对Ｂ２的抑制率

纯培养 与Ｂ１共培养 与Ｂ２共培养
ＱＡ－２６２５ ７２．３ － －
ＱＡ－２６３０ ８０．３ ８７．３ ８１．８
ＱＡ－２６３１ ９０．３ － －
ＱＡ－２６３２ ７９．０ － －
ＱＡ－２６３３ ８３．８ － －
ＱＡ－２６３５ ８４．７ － －
ＱＡ－２６４３ － － －
ＱＡ－２６４５ － － －
ＱＡ－２６４８ － － －
ＱＡ－２６５１ － － －
ＱＡ－２６５３ － － －
ＱＡ－２６５５ － － －
ＱＡ－２６５７ － － －
ＱＡ－２６６１ － － －
ＱＡ－２６７３ － － －
ＱＡ－２６７７ － － －
ＱＡ－２６８５ － － －
ＱＡ－２６８８ － － －
ＱＡ－２７１６ － － －

７７．０ ９０．０ ８９．５
９２．４ － －
７１．２ － －
７７．７ － －
７４．６ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ ７９．０ －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
－ － －
８４．０ － －
－ － －

１）“－”表示抑菌率＜７０％
表２　候选菌株的编号及培养条件１）

Ｔａｂｌｅ２　Ｎｕｍｂｅｒｓａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｃａｎｄｉｄａｔｅｆｕｎｇｉ

菌株编号
ａｎｔｉ－１
培养条件

ａｎｔｉ－２
培养条件

ＱＡ－１６ ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－４９ ｃｏ－１
ＱＡ－１０８ ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－１１５ ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－１２３ ｃｏ－２
ＱＡ－１２４ ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－１３７ ｃｏ－２
ＱＡ－１４１ ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－１５２ ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－１５３ ｃｏ－１
ＱＡ－５９１ ｃｏ－２ ｃｏ－２
ＱＡ－５９２ ｃｏ－２
ＱＡ－５９７ ｃｏ－２
ＱＡ－５９８ ｃｏ－１
ＱＡ－６１６ ｃｏ－２ ｃｏ－２
ＱＡ－６２３ ｃｏ－２
ＱＡ－６３７ ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－６５３ ｃｏ－２
ＱＡ－６５４ ｃｏ－２

菌株编号
ａｎｔｉ－１
培养条件

ａｎｔｉ－２
培养条件

ＱＡ－６９３ ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－６９６ ｃｏ－１
ＱＡ－７１２ ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－７１４ ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－７２６ ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－７４０ ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－７４１ ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１＆ｃｏ－２ ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－７６８ ｃｏ－２
ＱＡ－２００６ ｃｏ－２
ＱＡ－２０３５ ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－２５５５ ｃｏ－１ ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－２５７５ ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－２５７８ ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－２５７９ ｃｏ－２ ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－２５８３ ｃｏ－２
ＱＡ－２６０８ ｃｏ－１
ＱＡ－２６１４ ｃｏ－２ ｃｏ－２
ＱＡ－２６３０ ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１＆ｃｏ－２ ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１＆ｃｏ－２
ＱＡ－２６５５ ｃｏ－１

１）ｐｕｒｅ：内生真菌纯培养样品；ｃｏ－１：内生真菌与Ｂ１共培养样品；ｃｏ－２：内生真菌与Ｂ２共培养样品；ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１：内生真菌纯
培养和与Ｂ１共培养样品；ｐｕｒｅ＆ｃｏ－２：内生真菌纯培养和与Ｂ２共培养样品；ｃｏ－１＆ｃｏ－２：内生真菌与Ｂ１或Ｂ２共培养样品；
ｐｕｒｅ＆ｃｏ－１＆ｃｏ－２：内生真菌纯培养和与Ｂ１或Ｂ２共培养样品

００１
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纯培养和共培养样品对 Ｂ２均有抑制活性，其色谱
峰出峰位置也基本相同，但共培养样品在 ９，１１，
２１和２６ｍｉｎ的色谱峰强度均明显高于纯培养样品，
说明真菌／细菌共培养会改变一些真菌次级代谢产
物的产量。ＱＡ－５９８（图３ｃ）与Ｂ１共培养的样品
对Ｂ１有抑制活性，其纯培养和与 Ｂ２共培养的样
品均无抑制作用，而从这些样品的ＨＰＬＣ指纹图谱
中可看出，５９８－１的色谱峰数目明显大于纯培养
和５９８－２的样品，说明５９８－１的化合物丰富度较
高，其粗提物样品检测到的抗菌活性可能来源于

ＱＡ－５９８与 Ｂ１共培养后刺激产生的化合物，表明
真菌／细菌共培养可激活某些沉默基因，进而促进
真菌产生类型多样的次级代谢产物。ＱＡ－６２３（图
３ｄ）纯培养和共培养样品的色谱峰均很丰富，且
出峰位置基本一致，但６２３－２在１５８ｍｉｎ的峰强
度明显高于纯培养和６２３－１样品，结合活性检测
结果中只有６２３－２样品对Ｂ１有抑制作用，说明次
级代谢产物的浓度会影响抑菌活性的结果，具体情

况有待进一步的考究和验证。

３　结　论
目前真菌代谢产物的研究通常采用纯培养的模

式，而自然界的真菌和细菌是共同存在的，为争夺

生存空间，互相之间通过化学物质进行斗争，相互

间的作用有可能诱导各类活性化合物的产生。本研

究的实验结果表明，真菌／细菌共培养可以改变真
菌的菌落形态、颜色等特征，可以促进或者抑制真

菌的生长，进而提高或者降低真菌次级代谢产物的

多样性，也可以提高或者降低真菌次级代谢产物的

产量，进而影响其抑菌活性。此外，从比例上看，

真菌／细菌共培养前后样品对细菌 Ｂ１和 Ｂ２的抑制
作用不具有特异性，即有些与 Ｂ１共培养的粗提物
样品对Ｂ２有抑制活性，而与 Ｂ２共培养的粗提物
样品可能对 Ｂ１有抑制作用。因此，真菌／细菌共
培养技术在真菌次级代谢产物的相关研究领域有很

大的应用前景，在后续工作中有待深入研究。

根据共培养前后真菌菌落形态变化的观察结

果，从６１６株红树林内生真菌中筛选出１６２株内生
菌株，再根据抑菌活性检测结果从中筛选出３８株
候选菌株，并通过对目标菌株的ＨＰＬＣ指纹图谱的
分析筛选出４株次级代谢产物较丰富的目标真菌，
编号分别为：ＱＡ－１２４、ＱＡ－５９８、ＱＡ－６２３和
ＱＡ－７１２，其中ＱＡ－６２３的ＨＰＬＣ色谱图出峰数目
较多，说明其次级代谢产物较为丰富，拟对其进行

大规模培养并进一步分离其次级代谢产物，从中寻

找针对水产病原菌的新型抑菌活性化合物。
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