
第３７卷 第２期

２０１８年　３月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．３７　No．２

Mar．２０１８,８３~８８

收稿日期:２０１７Ｇ０７Ｇ２１
基金项目:广东省农村科技领域项目(２０１４A０２０２０８０８８)
周　思,硕士研究生．研究方向:微生物代谢产物．EＧmail:１３４０９９３０６１５＠１６３．com
通信作者:廖美德,博士,副教授．研究方向:微生物与天然农药生物技术研究．EＧmail:liaomeide＠scau．edu．cn

放线菌 AF1 代谢粗提物对无乳链球菌的抗菌活性
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摘要　为了确定放线菌 AF１代谢粗提物对无乳链球菌的抗菌效果,试验采用分光光度计和平板计数法确

定菌株 AF１代谢物对无乳链球菌的抗菌作用,并与几种常见无乳链球菌抗菌药物的效果进行比较.结果表明,

放线菌AF１代谢粗提物对无乳链球菌有较强的抗菌作用,最小抑菌质量浓度(MIC)为３８μg/mL,对无乳链球菌

的杀菌作用表现出明显的时间剂量关系.扫描电镜结果表明作用后的无乳链球菌细胞壁严重破裂.静态法测

得放线菌 AF１代谢粗提物对斑马鱼的LC５０为２７．４４mg/L,拌饲喂食法测得LC５０为３５．４４mg/L,急性毒性表现

为低毒.放线菌 AF１代谢粗提物对无乳链球菌具有良好的抗菌活性,该研究可为无乳链球菌的防治提供新的

线索.
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　　无乳链球菌也称为B族链球菌,是一种广泛分

布于自然界的溶血性革兰氏阳性菌.无乳链球菌是

人类的重要病原之一,可引起皮肤感染、产后感染、
新生儿败血症和新生儿脑膜炎等,同时也是其他多

种脊椎动物包括猪、牛、鱼等的重要病原菌[１].目前

已有多个国家报道了鱼类链球菌病的暴发与流

行[２].危害罗非鱼的链球菌主要为海豚链球菌和无

乳链球菌２种,其中无乳链球菌被认为是唯一拥有

B群特异性抗原的链球菌[３].罗非鱼因具有适应性

强、生长快、繁殖力高和食性广等优点,作为联合国

粮农组织推荐的养殖品种,已被世界各地广泛引种

与养殖[４].中国为罗非鱼养殖的主要国家,近年来

无乳链球菌在全国范围内的大规模暴发流行,导致

大批罗非鱼死亡[５],无乳链球菌病已严重危害着中

国罗非鱼养殖业的健康发展.化学药物治疗是我国

鱼类疾病控制最常见的方式,无乳链球菌对阿莫西

林、磺胺、利福平等药物敏感[６],但药剂的大量使用

引起了严重的水体污染、耐药性增强和食品安全等

问题[７].所以,寻找能预防或治疗无乳链球菌病的

活性物质具有重要意义.
天然产物在药物发现中具有重要作用.放线菌

是寻找和发现天然生物活性物质的有效资源,也是

广泛分布于土壤中的优势微生物类群[８].放线菌广

泛分布在自然界中,不论数量还是种类,在土壤中都

比较多,具有丰富的生物多样性[９].据统计,目前世

界上已经发现的２０００多种抗生素中,大约有５６％
是由放线菌产生的,是任何一种微生物无法相比

的[１０Ｇ１１].尽管大量放线菌被研究,但仍然有至少

９０％的放线菌未被发现.虽然未知放线菌甚多,但

发现难度大[１２].人们目前从土壤中分离得到并加

以利用的放线菌不到土壤中放线菌总数的１０％,也

就是说,土壤中还存在大量未开发的放线菌资源.

在未来１０a内,对放线菌新的天然化合物库的筛选

可能产生新的抗生素[１３].

笔者所在课题组从土壤中分离筛选得到放线菌

AF１菌株,经１６SrDNA序列鉴定为加利利链霉菌

(Streptommycesgalilaeus)[１４].初步研究发现其

代谢产物具有良好抗革兰氏阳性菌作用,尤其是耐

甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA).笔者研究放线

菌 AF１菌株代谢物对无乳链球菌的生物活性,以期

为放线菌 AF１的进一步开发利用和无乳链球菌病

的防治提供理论依据和实践基础.
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1　材料与方法

1.1　材　料

１)菌种.放线菌 AF１由笔者所在实验室从原

始森林土壤中经高氏一号培养基筛选分离得到,

４℃保存;无乳链球菌(Streptococcusagalactiae)
(SUＧ２)由华南农业大学动物科学学院提供.

２)培养基.高氏一号培养基:可溶性淀粉２０g,

KNO３１g,K２HPO４０．５g,MgSO４􀅰７H２O０．５g,

NaCl０．５g,水１０００mL,固体加琼脂２０g;脑心浸

液肉汤(BHI)培养基:蛋白胨１０g,脱水小牛脑浸粉

１２．５g,脱水牛心浸粉５g,NaCl５g,葡萄糖２g,磷
酸氢二钠２．５g,蒸馏水１０００mL,固体加琼脂２０g.
1.2　放线菌 AF1 代谢粗提物的制备

用适量无菌水从 AF１种子平板上洗脱孢子配

制成孢子悬液.取适量的孢子悬液接种到液体高氏

一号培养基中,置于温度２８℃、转速１８０r/min摇

床中培养.放线菌 AF１发酵液离心,上清液用乙酸

乙酯萃取３次,合并萃取液减压蒸发,浓缩物置于

４℃冰箱保存备用.
1.3　无乳链球菌生长曲线的测定

１)标准曲线.取正常状态下培养２４h的无乳

链球菌菌液为基础,进行梯度稀释,利用平板计数法

对不同浓度的菌悬液计数,分光光度计测定不同浓

度菌悬液的吸光值(OD６００).以无乳链球菌菌液浓

度为x 轴,菌液浓度对应吸光值为y 轴绘制细菌浓

度与吸光值标准曲线.

２)无乳链球菌生长曲线.取活化后的无乳链球

菌菌液１００μL,接种到５０mL/２５０mL的BHI培养

基的三角瓶中,置于２８℃,转速１８０r/min的恒温

摇床中培养.每间隔２h,在无菌条件下吸取无乳

链球菌样品液,于６００nm 波长条件下,以BHI培养

基为参比,测定培养液的 OD６００值,每个样品重复３
次,根据测定的 OD６００值绘制无乳链球菌生长曲线.
为 AF１代谢物对无乳链球菌的抗菌测定中作用时

间的确定提供参考.
1.4　放线菌 AF1 代谢粗取物对无乳链球菌的最低

抑菌浓度

　　参考 NCCLS方法进行,将 AF１代谢物乙酸乙

酯粗提物用丙酮配置成２０００μg/mL的试验母液.
以二倍稀释法按１０％比例加入到BHI液体培养液

中至 终 质 量 浓 度 为 ２００、１００、５０、２５、１２．５、６．２５

μg/mL的含毒培养基,然后接入１００μL活化后的无

乳链球菌培养液,测定起始 OD６００值(以生理盐水为

对照),然后置于３７℃,转速１８０r/min的恒温摇床

中,培养１２h,测定其 OD６００值,设置３组平行试验.
按公式１计算抑制率:

抑菌率＝
对照组 ΔOD６００－试验组 ΔOD６００

对照组 ΔOD６００
×１００％ (１)

1.5　常见抗菌药物对无乳链球菌的抑菌效果比较

对常见抗菌药物利用平板打孔法进行活性对比

试验.用６mm 打孔器在BHI平板上打孔,分别加

入１００μL抗菌药物及 AF１代谢粗提物,测量１２h
后平板的抑菌圈直径.选取药物为无乳链球菌敏感

药物氨苄青霉素、头孢菌素、氯霉素和利福平.
1.6　放线菌 AF1 代谢粗提物对无乳链球菌的杀菌

作用

　　１)放线菌 AF１代谢粗提物对无乳链球菌生长

曲线的影响.将 AF１代谢粗提物加入到BHI培养

液中至浓度为１/２MIC、１/４MIC,接种无乳链球菌

后于３７℃,转速１８０r/min的恒温摇床中振荡培

养,每隔２h测定其 OD６００值,以不加放线菌 AF１代

谢粗提物为对照.

２)杀菌活性的测定.分别配置含 AF１代谢粗

提物质量浓度为０、１２．５、２５、５０、１００、２００μg/mL的

含毒生理盐水.取活化后的无乳链球菌培养液

１mL,置于无菌离心管中,于 １２０００r/min离心

１min,弃上清液,沉淀用生理盐水重悬、离心、洗涤、
弃上清,重复３次.然后用１mL不同浓度的含毒

生理盐水重悬,分别于１、２、３h取样,按平板计数法

计数,设置３组平行实验,按公式２计算杀菌率:

杀菌率＝
对照组菌落数－试验组菌落数

对照组菌落数 ×１００％ (２)

３)扫描电镜观察.本文“１．６”步骤处理后的样

品经超临界干燥、真空喷镀后,用扫描电子显微镜观

察[１５],拍照记录.
1.7　安全性试验

试验斑马鱼购自广州市花鸟鱼艺市场,鱼体大

小均匀,平均体质量０．２g左右,置于玻璃箱中暂养

７d,适量投喂饲料.试验用水为充分曝气的自来

水,试验前停食２４h.采用静态法及拌饲喂食法测

定对斑马鱼的急性毒性,放线菌 AF１代谢粗提物梯

度设计分别为５６、２８、１４、７mg/L,每个处理１０尾

鱼,设置３组重复,喂食法投饵量按鱼体质量的５％
投喂,每天３次,观察记录９６h斑马鱼的死亡情况.
每个浓度设置３组重复.

４８
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1.8　统计分析

数据采用DPS７．０５Duncan’s新复极差法进行

分析,SPSS１９．０分析计算 AF１代谢粗提物对斑马

鱼的半致死浓度值(LC５０)和９５％的置信限.

2　结果与分析

2.1　生长曲线

１)无乳链球菌浓度标准曲线.以菌液浓度为横

坐标,吸光值 A 为纵坐标得出回归方程.结果表

明,无乳链球菌菌液浓度在０~１．８×１０８cfu/mL之

间时,呈现出良好的线性关系(图１).

图１　无乳链球菌浓度标准曲线图

Fig．１　Thestandardcurveforcell
concentrationofS．agalactiae

　　２)无乳链球菌生长曲线.由于菌液浓度和吸光

度成正比,所以可以用吸光度来代替浓度,测得生长

曲线图.从图２中可以看出,该链球菌菌株在８h
时浓度达到最大,１２h生长速率基本趋于稳定.因

此,测量放线菌 AF１代谢粗提物对无乳链球菌的作

图２　无乳链球菌生长曲线

Fig．２　GrowthcurveofStreptococcusagalactiae
用时间在培养的１２h以内.
2.2　抑菌活性测定结果

从３组对照组的数据可以看出,放线菌 AF１菌

株代谢粗提物对所测试的无乳链球菌具有抑制作

用.放线菌 AF１代谢粗提物质量浓度≥２５μg/mL
时,提取物表现出明显的抑菌活性,对无乳链球菌最

低抑菌质量浓度在２５~５０μg/mL 之间.放线菌

AF１代谢粗提物对无乳链球菌的抑菌作用(带毒培

养法)测定结果如表１所示.
粗提物浓度x 与对无乳链球菌抑制率y 关系

如图３所示,放线菌 AF１代谢粗提物浓度与抑菌率

关系为正相关,回归方程为y＝０．０１９５x＋０．０４５８.
抑菌率８０％时为受试菌的 MIC,对应的代谢物质量

浓度为３８μg/mL,放线菌 AF１代谢粗提物对无乳

链球菌的最低抑菌质量浓度为３８μg/mL.

表１　放线菌AF１代谢粗提物对无乳链球菌的抑菌作用

Table１　TheminimalinhibitoryconcentrationofS．galilaeusAF１metabolitesonS．agalactiae

质量浓度/(μg/mL)
Concentration

吸光值 Absorbancevalue(OD６００)

培养前

Beforeculture
培养后

Afterculture

差值 ΔOD
Difference

抑菌率/％
Inhibitionratio

２２４ ０．５３２１±０．０５a ０．５３２１±０．０６a ０．００００ １００．００

１１２ ０．３４８０±０．０２b ０．３４８０±０．０２b ０．００００ １００．００

５６ ０．０６３０±０．０２c ０．０７９０±０．０２c ０．０１６０ ９８．７６

２８ ０．０１５６±０．０４cd ０．４５７０±０．０１d ０．４４１４ ５９．２０

１４ ０．０１５０±０．０６cd ０．７５７０±０．０７e ０．７４２０ ３１．２２

９ ０．０１４０±０．０４cd ０．９７７０±０．０５f ０．９６３０ ９．４６

CK(＋) ０．０１４０±０．０１d １．０７７６±０．０３g １．０６３６

CK(－) ０．０３５４±０．０３d ０．０３５４±０．０３h ０．００００

CK ０．０４９３±０．０８d １．１１２７±０．０１i １．０６３４

　注:CK(＋):加菌不加代谢粗提物对照组;CK(－):加代谢粗提物不加菌对照组;CK:加菌丙酮对照组(≤１０％).同列不同的字母表

示 Duncan’s检验有显著性差异.Note:CK (＋):S．agalactiaebrothswithoutmetabolites;CK (－):Themetaboliteswithout

S．agalactiaebroths;CK:S．agalactiae weretreatedwiththeacetonelessthan１０％．Thevaluewithdifferentlettersindicate

therearesignificantdifference．

５８
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图３　放线菌AF１代谢粗提物质量浓度

与无乳链球菌抑菌率关系模式图

Fig．３　Therelationshipbetweentheconcentration
ofS．galilaeusAF１metabolitesandthe
inhibitionrateagainstS．agalactiae

2.3　几种抗菌药物对无乳链球菌的抑菌效果

利福平为常见治疗无乳链球菌的药物,无乳链

球菌对利福平敏感.图４中,在供试常用药物中,放
线菌 AF１代谢粗提物抑菌直径与利福平差异不显

著,放线菌 AF１代谢粗提物对无乳链球菌有很好的

抑菌效果.

１:氨苄青霉素 Ampicillin;２:头孢菌素 Cephalosporin;３:氯霉素

Chloramphenicol;４:利福平 Rifampicin;５:放线菌 AF１代谢粗提

物StreptommycesgalilaeusAF１metabolites．

图４　几种抗菌药物对无乳链球菌抑菌作用

Fig．４　Theinhibitionwithcertainantimicrobial

agentsagainstS．agalactiae

2.4　杀菌作用测定结果

以正常无乳链球菌为对照组,０~２h是菌体生

长的延迟期,从２h起菌体开始进入生长的对数期,

８h后进入稳定期.加入 AF１代谢粗提物后,无乳

链球菌的菌体浓度明显下降,菌体的生长曲线均呈

现出与对照组的差异性,进入各生长时期未有明显

延迟现象,但菌液浓度均低于对照组(图５),初步判

断放线菌 AF１代谢粗提物对无乳链球菌有一定的

杀菌作用[１６].

杀菌作用测定结果如表２所示.放线菌 AF１
代谢粗提物对无乳链球菌有杀菌作用,致死效果表

图５　放线菌AF１代谢粗提物

对无乳链球菌生长曲线的影响

Fig．５　EffectofS．galilaeusAF１metabolites
ongrowthcurveofS．agalactiae

现出良好的剂量－时间关系,即提取物浓度越高,杀
菌率越高;同一浓度下,作用时间越长,杀菌率越高.
表２　放线菌AF１代谢提取物对无乳链球菌的杀菌作用

Table２　ThebactericidaleffectofS．galilaeusAF１

metabolitesagainstS．agalactiae

质量浓度/
(μg/mL)

Concentration

时间/h
Time

菌落数平均值
(×１０６)
Colonies

杀菌率/％
Bactericidal

rate

６．２５
１ １００±２．５２a ２．９１
２ ９７±２．８９ab ５．８３
３ ９３±１．１６bc ９．７１

１２．５
１ ７９±１．１６c ２３．３
２ ７３±２．５２d ２９．１３
３ ６８±０．５８e ３３．９８

２５
１ ４５±２．００f ５６．３１
２ ３６±０．５８g ６５．０５
３ ３２±１．００h ６８．９３

５０
１ ２２±０．５３h ７８．６４
２ １９±０．５８i ８１．５５
３ １３±１．５３i ８７．３８

１００
１ １４±０．５８j ８６．４１
２ １２±１．００j ８８．３５
３ ９±０．５８j ９１．２６

CK － １０３±２．３１a －

2.5　无乳链球菌细胞扫描电镜图

进一步对发酵液的作用方式进行探索,得到了

处理前后无乳链球菌在电镜下放大的照片.可以看

出,经过 AF１发酵液处理过的无乳链球菌的形态发

生了改变,菌体变形或破裂(图６).
2.6　放线菌 AF1 代谢粗提物对斑马鱼的安全性

试验

　　依据文献[１７],农药对鱼类的极性毒性按LC５０

的大小分为４个等级:LC５０(９６h)＞１０mg/L为低

毒,１．０mg/L＜LC５０(９６h)≤１０mg/L为中毒,０．１
mg/L＜LC５０≤１．０mg/L为高毒,LC５０(９６h)≤０．１
mg/L为剧毒.试验结果数据用SPSS软件处理,得
到放线菌 AF１代谢粗提物对斑马鱼２４、４８、７２、９６h

６８



　第２期 周　思 等:放线菌 AF１代谢粗提物对无乳链球菌的抗菌活性 　

　A:３３００× 放大正常的无乳链球菌菌体;B:３０００× 放大粗提物处理后的无乳链球菌菌体.部分破碎细胞在图 B 中标记.

A．S．agalactiae;B．S．agalactiaeweretreatedwithS．galilaeusAF１metabolitesatconcentrations２× MICfor２h．PartofthebroＧ

kencellsandcellfragmentsweremarkedintheFig．B．

图６　无乳链球菌扫描电镜图

Fig．６　SEMofStreptococcusagalactiae

表３　放线菌AF１代谢粗提物对斑马鱼的急性毒性

Table３　TheacutetoxicityofS．galilaeusAF１metabolitesagainstzebrafish

试验方法

Testmethod
时间/h
Time

回归方程

Regressionequation
半致死量/(mg/L)

LC５０

置信限/(mg/L)
Confidencelimit

静态法

Staticmethod

２４ － － －
４８ y＝－８．９１５＋５．２５０x ４９．９０ ３７．００~１０１．４８
７２ y＝－３．１２０＋２．０４０x ３３．８４ ２０．５７~１０６．３９
９６ y＝－４．０３１＋２．８０２x ２７．４４ １５．４３~５０．８９

拌饲喂食法

Feedingmethod

２４ － － －
４８ y＝－４．１６７＋２．４３４x ５１．５３ ３２．３０~３０４．０８
７２ y＝－３．２９８＋２．０４０x ４１．３９ ２５．０３~２１３．５９
９６ y＝－２．７７８＋１．７９３x ３５．４４ ２０．３７~１９５．９８

的半致死浓度值(LC５０)和９５％的置信区限.静态

法测得放线菌 AF１代谢粗提物对斑马鱼的 LC５０

(９６h)为２７．４４mg/L,拌饲喂食法测得LC５０(９６h)
为３５．４４mg/L,对斑马鱼急性毒性为低毒(表３).

3　讨　论

放线菌产生的生物活性物质种类较多,如抗生

素、抗肿瘤药物、有机酸、酶抑制剂等,其中链霉菌是

发现抗生素的有力资源.自青霉素问世后产生了多

种新的抗生素,但经过长期的开发利用,新抗生素发

现也日益困难,新药的缺乏以及过度地使用抗生素

使细菌的耐药性不断增加.有报道新的筛选方法或

用已有的筛选方法对新材料进行筛选时,未知的重

要抗生素则更容易被发现分离[１８],因此,利用不同

的分离培养方式从特殊环境中筛选菌株是获取新颖

化合物的方式之一.另一方面可通过不同的培养方

式如固体发酵来增加代谢产物的种类及含量[１９].
链球菌不仅对畜牧业和渔业产生巨大危害,还对食

品安全及人类健康构成严重威胁[２０].自２０世纪８０
年代以来,世界范围内广泛出现鱼类链球菌感染,病原

菌多为无乳链球菌.药物防治罗非鱼链球菌病是最为

直接和简便的控制手段[２１].研究开发新的化合物是今

后控制罗非鱼无乳链球菌病的一条有效途径.
放线菌 AF１代谢粗提物具有独特的抑菌机制,

与抗菌肽相似,能导致静息细胞细胞壁破裂[２２].但

其对革兰氏阳性菌有较好的抑菌作用,对革兰氏阴性

菌没有作用.细胞壁是细菌表面的一种复杂结构,能
承受细胞的强大压力.革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌

细胞壁的结构可能导致不同的抗菌机制[２３].
试验初步测定了放线菌 AF１代谢粗提物对无

乳链球菌的生物活性,结果表明其对无乳链球菌有

较好的抗菌作用.斑马鱼在药物安全性评价中已有

了较广泛的应用.经测试,放线菌 AF１代谢粗提物

对斑马鱼的极性毒性为低毒,对斑马鱼的安全性较

高.本研究为无乳链球菌病的预防和治疗提供了新

的线索,但针对耐药性及抑菌机制有待进一步的研

究.同时,试验结果为放线菌的应用开辟了新的方

向,对放线菌 AF１的活性物质的分离提纯以及结构

鉴定有望发现新的抗菌先导化合物,具有一定的研

究价值.
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BioactivityofStreptommycesgalilaeusAF１metabolites
againstStreptococcusagalactiae

ZHOUSi　HUXiaoyun　HEYuguang　WANGShiqi　LIAO Meide

KeyLaboratoryofNaturalPesticideandChemicalBiology,MinistryofEducation,

SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou５１０６４２,China

Abstract　ToinvestigatetheantimicrobialactivitiesoftheStreptommycesgalilaeusAF１metaboＧ
litesonStreptococcusagalactiae,aspectrophotometerandcountingplatecolonywasusedtodetectthe
effectofthemetabolitesagainstS．agalactiaeandacomparativetestontheefficacywithcertainantimiＧ
crobialagentswasconducted．TheresultsshowedthatthemetabolitesofS．galilaeusAF１havestrong
effectsagainstS．agalactiaeandtheminimalinhibitoryconcentrationwas３８μg/mL withthedoesＧ
timeＧeffectrelationship．ThescanningelectronmicroscopyresultsindicatedthatthecellwallsofS．agaＧ
lactiaewererupturedseverelyafterbeingtreatedwiththemetabolites．The９６hLC５０valueforzebrafish
were２７．４４mg/Land３５．４４mg/Lbystaticmethodandfeedingmethod,respectivelyandtheacutetoxicＧ
itywaslow．ThisstudyshowedthatthemetabolitesofS．galilaeusAF１havegoodantibacterialactivity
againstS．agalactiaeandprovidesanewclueforpreventionandcontrolofS．agalactiae．

Keywords　StreptommycesgalilaeusAF１;Streptococcusagalactiae;antimicrobial;acutetoxicity
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