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深海高抗菌活性真菌的分离筛选及优势菌株的初步鉴定
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摘要： 微生物耐药性已成为全球公共卫生领域的重大挑战，极端生境真菌是挖掘新型抗菌先导化合物的核心潜力资源。

本研究旨在建立并验证一套“形态排重-抗菌活性双法复筛-HPLC 化学多样性评估”的 3 级逐级筛选策略，并将其应用于深海

可培养真菌的系统性挖掘。采用梯度稀释涂布法结合 4 种选择性培养基，从 30 份深海沉积物样品中分离获得 138 株独立纯培

养菌株；建立固液双路发酵策略制备代谢粗提物，以 3 种临床常见病原菌为指示菌，通过平板打孔法初筛与 96 孔板-酶标仪法

复筛完成抗菌活性评价，结合 HPLC 化学多样性分析获得目标菌株 WHU10116，并对其开展形态学显微鉴别与 ITS rDNA 分

子系统发育鉴定。结果显示，138 株菌株对大肠埃希菌（Escherichia coli）、金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）、白念珠菌

（Candida albicans）的抗菌活性阳性率分别为 96. 4%、58. 0%、16. 7%；基于 ITS rDNA 序列的最大似然法系统发育分析将菌株

WHU10116 置于曲霉属曲霉组内，与谢瓦曲霉（A.  chevalieri）、中间曲霉（A.  intermedius）及肋状曲霉（A.  costiformis）共同构

成一个分支（bootstrap=96%），其中 WHU10116 与谢瓦曲霉在该分支内相邻聚类，亲缘关系最近；但其种级水平的准确鉴定仍

需多基因系统发育分析的进一步验证。目标菌株 WHU10116 兼具特殊生境来源、广谱抗菌活性与丰富代谢特征，是后续代谢

产物分离鉴定与基因组挖掘的优先候选株。本研究为深海来源可培养真菌的药源挖掘提供了方法学参考。

关键词： 真菌分离；抗菌活性；曲霉属曲霉组；内转录间隔区核糖体 DNA；代谢产物多样性；高效液相色谱
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Isolation and screening of deep-sea fungi with high antimicrobial activity and its 
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Abstract： Microbial drug resistance poses a critical global public health challenge， and fungi in extreme habitats are 
core potential resources for exploring new antimicrobial lead compounds.  This study aimed to establish and validate a three-
level stepwise screening strategy including morphological de-replication， dual-method antimicrobial activity re-screening， 
and HPLC chemical diversity assessment， and to apply it to the systematic exploration of deep-sea culturable fungi.  A total 
of 138 independent pure culture strains were isolated from 30 deep-sea sediment samples using gradient dilution plating 
combined with four selective media.  Crude extracts were prepared via dual solid-liquid fermentation.  Antimicrobial activity 
evaluation of crude extracts was completed through preliminary screening by plate punch method and re-screening by 
96-well plate-microplate reader.  Further HPLC chemical diversity analysis was used to screen the candidate strain.  The 
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candidate strain WHU10116 was selected and subjected to morphological microscopy and ITS rDNA phylogenetic 
identification.  Results showed that the positive rates of antimicrobial activity of 138 strains against Escherichia coli， 
Staphylococcus aureus， and Candida albicans were 96. 4%， 58. 0%， and 16. 7%， respectively.  ITS rDNA phylogenetic 
analysis （maximum likelihood） placed strain WHU10116 within Aspergillus section Aspergillus， forming a clade with A.  

chevalieri， A.  intermedius， and A.  costiformis （bootstrap=96%）， within which WHU10116 is most closely related to 
A.  chevalieri； however， its species-level assignment still requires multi-gene phylogenetic analysis.  The strain 
WHU10116， with a unique habitat origin， broad-spectrum antimicrobial activity， and abundant metabolic characteristics， 
is a priority candidate for subsequent metabolite isolation， identification， and genome mining.  This study provides a 
methodological reference for the pharmaceutical exploration of deep-sea culturable fungi.

Key words： fungal isolation； antimicrobial activity； Aspergillus section Aspergillus； ITS rDNA； metabolite 
diversity； HPLC

0 引  言

抗微生物药物耐药性（antimicrobial resistance，
AMR）已被世界卫生组织列为 21 世纪全球公共卫

生领域最严峻的安全威胁之一，耐药病原菌的广泛

传播极大地削弱了传统抗感染药物的治疗效果，严

重制约现代临床医学发展［1］。全球耐药负担数据显

示，2019 年全球细菌耐药相关死亡超 495 万，其中大

肠埃希菌、金黄色葡萄球菌等常见临床耐药菌是主

要致死诱因，致死规模已远超获得性免疫缺陷综合

征与疟疾［2］。随着耐药菌株不断变异扩散，多重耐

药、泛耐药病原菌感染频发，新型抗菌药物匮乏的问

题日益凸显，形成严峻的临床治疗困境［3］。

当前新型抗菌药物研发面临显著瓶颈，传统陆

生微生物资源经数十年大规模筛选，活性产物重复

发现率高，全新骨架先导化合物的挖掘难度持续加

大［4］。极端生境微生物因长期适应低温、寡营养、高

渗透压等胁迫环境，进化出独特的次级代谢调控机

制，基因组中富集大量沉默生物合成基因簇（biosyn⁃
thetic gene clusters，BGCs），是新型天然抗菌产物的

核心资源宝库［5-6］。其中，海洋真菌已逐渐被证实为

连接天然产物发现与抗菌药物研发的重要纽带［7-8］，

极端生境中分离的海洋真菌可合成结构新颖、活性

优异的抗菌代谢物［9-10］。

本研究以深海沉积物可培养真菌为对象，构建

并验证“形态排重 -抗菌活性双法复筛 -HPLC 化学

多样性评估”的逐级集成筛选策略，从大量可培养真

菌中高效锁定兼具活性广度与化学新颖性的优质药

源菌株；并进一步比较固体与液体双路发酵对抗菌

活性代谢产物检出的互补性。本研究通过整合多培

养基分离、固液双路发酵、针对革兰氏阴性/阳性菌

及真菌的指示菌抗菌筛选，以及 HPLC 化学多样性

评价，成功建立了 3 级逐级筛选体系，并以候选菌株

WHU10116 的分离鉴定与多维度表征作为该策略

的示范性产出，为深海药源真菌的高效挖掘与新型

天然抗菌药物研发提供了方法学参考与菌种资源。

1 材料与方法

1. 1 样品来源与采集

实验样品来自西太平洋深海平原沉积环境 9 个

采样点（D15、D16、D24、D31、D34、D 红、MPCW、

Q75、U-3），采样深度介于 4 862~5 966 m 之间，采

样时间为 2019 年 6 月。样品为柱状取样器所取的沉

积物柱体深层样本，9 个采样点共采集 30 个子样

本（表 1）。

1. 2 培养基

选 用 4 种 真 菌 分 离 培 养 基 。 各 培 养 基 灭 菌

（115 ℃，30 min）冷却至 50 ℃~60 ℃后，加入氯霉素

和硫酸链霉素（终浓度均为 100 μg/mL），混匀后制

备平板。

GPY 培养基：葡萄糖 20 g，蛋白胨 10 g，酵母浸

粉 10 g，海盐 15 g，琼脂 20 g，双蒸水 1 L，pH 7. 5。
PDA 培养基：马铃薯葡萄糖水 25 g，海盐 15 g，

琼脂 20 g，双蒸水 1 L，pH 6. 0。
Martin 培 养 基 ：葡 萄 糖 10 g，蛋 白 胨 5 g，

KH2PO4 1 g，MgSO4 0. 5 g，孟加拉红 0. 03 g，海盐

15 g，琼脂 20 g，双蒸水 1 L。

MEA 培养基：麦芽浸粉 20 g，蛋白胨 3 g，海盐

15 g，琼脂 20 g，双蒸水 1 L。

1. 3 试剂与仪器

本研究所用的主要试剂如下。硫酸链霉素（货

号为 S8290，北京索莱宝科技有限公司），氯霉素（货

号为 SC9060，北京索莱宝科技有限公司），硫酸卡那

霉素（货号为 A600286，上海生工生物工程技术服务

有限公司），氟康唑（货号为 S17039，上海源叶生物

科技有限公司），乳酸石炭酸棉蓝染液（货号为

SJ1074，武汉卡诺斯科技有限公司），乙腈（货号为

A104440，上海阿拉丁生化科技股份有限公司）。
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本研究所用的主要仪器如下。光学显微镜（型

号为 Axio Scope. A1，德国卡尔蔡司股份公司）、96
孔板（型号为 costar 3599，美国康宁公司）、色谱柱

（型号为 Venusil MP C18，天津博纳艾杰尔科技有限

公司）、高效液相色谱仪（型号为 LC-20AT，日本岛

津 公 司）、酶 标 仪（型 号 为 M200PRO，瑞 士 帝 肯

公司）。

1. 4 真菌的分离纯化、发酵培养与代谢产物提取

采用稀释涂布平板法对土壤样品进行真菌分

离：称取 1 g 样品于含 9 mL 无菌 3% 人工海水的试

管内，涡旋振荡混匀，30 ℃水浴振荡 50 min，65 ℃水

浴 15 min，依次梯度稀释至 10−1、10−2、10−3。每梯度

取 100 μL 涂布于各培养基平板（3 个重复），28 ℃培

养，定期观察并挑取形态各异的单菌落，在 Martin 培

养基上进行划线纯化。根据菌落颜色、质地、大小等

形态特征进行初步排重，甘油冻存（−40 ℃）。最终

获得 138 株形态互异的培养真菌。

（1）固体发酵：采用 3 点接种法将活化菌株接种

至 90 mm PDA 平板，28 ℃静止倒置培养 7 d。
（2）液体发酵：将菌株接种至 15 mL PDA 液体

培养基，28 ℃摇床（220 r/min）培养 7 d。
（3）代谢产物提取：固体发酵产物切碎后加入 2倍

体积甲醇浸泡过夜，液体发酵产物直接加入 2 倍体

积甲醇；超声提取 30 min，取上清液 4 ℃保存，用于

后续抗菌活性检测。

1. 5 抗菌活性检测

选用 3 种标准指示菌：白念珠菌（Candida albi⁃
cans，CCTCCAY 206001，氟康唑敏感标准株）、大肠

埃希菌（Escherichia coli，CCTCCAB 93154，卡那霉

素敏感标准株）和金黄色葡萄球菌（Staphylococcus 
aureus，CCTCCAB 91093，对苯唑西林/甲氧西林敏

感表型，对卡那霉素敏感），均为中国典型培养物保

藏中心（CCTCC）保藏的标准参考菌株。

分别取菌株液体发酵、固体发酵的粗提液，用

0. 22 μm 滤膜过滤后制得样品液。阳性对照：白念

珠菌，以氟康唑为阳性对照药物；金黄色葡萄球菌、

大肠埃希菌，以卡那霉素为阳性对照药物。溶剂对

照：采用甲醇-无菌水（体积比 2∶1）混合溶液作为溶

剂空白对照。

初筛采用平板抑菌圈法：将活化后的指示菌制

备成浓度约为 1×10⁶ CFU/mL 的菌悬液，分别取

100 μL 均匀涂布于对应固体培养基表面（细菌采用

LB 琼脂培养基，真菌采用 YPD 琼脂培养基）。使用

打孔器在含菌平板上均匀打孔，每孔加入 70 μL 菌

株发酵粗提液，置于恒温培养箱中倒置培养（细菌于

37 ℃培养 12~16 h，真菌于 28 ℃培养 17~24 h）。

复筛采用 96 孔板-酶标仪法：取 100 μL 菌株发

酵粗提液加入 96 孔板中，室温下吹干溶剂后，每孔

加入 4 μL 二甲基亚砜复溶样品，再加入 96 μL 对应

液 体 培 养 基（细 菌 采 用 LB 培 养 基 ，真 菌 采 用

YPD 培养基），充分混匀后加入 100 μ L 浓度约为

1×10⁶ CFU/mL 的指示菌悬液。每个待测样品设

置 3 次平行重复，同步设置无菌培养基空白对照、仅

加菌液的阴性对照及标准抗生素阳性对照。细菌于

37 ℃、真菌于 28 ℃培养 12~16 h，采用酶标仪于 570 nm
波长处测定各孔吸光度值。

表 1 深海沉积物样本信息

Table 1 The information of deep-sea sediment samples

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

采样点编号

D15

D16

D24

D31

D34

D 红

MPCW

Q75

U-3

经度

127°47.32′E

129°34.15′E

131°20.98′E

132°37.47′E

133°13.59′E

133°41.24′E

122°26.65′E

124°13.72′E

126°00.55′E

纬度

18°10.79′N

16°52.69′N

15°34.63′N

12°42.30′N

12°41.92′N

12°41.57′N

22°05.08′N

20°46.93′N

19°28.78′N

采样深度/m

5 088

5 298

5 741

5 966

5 737

5 468

4 862

5 688

5 407

存储条件/℃

-80

-80

-80

-80

-80

-80

-80

-80

-80

子样本

D15-1-1A，D15-1-1B，D15-1-2A，

D15-1-2B，D15-1-6A，D15-1-6B

D16-3A，D16-3B

D24-4-4A，D24-4-4B

D31-2A，D31-2B，D31-3A，D31-3B，

D31-4B，D31-5B

D34-4-1A，D34-4-1B，D34-4-7A，

D34-4-7B，D34-4-8A，D34-4-8B

D 红-4A

MPCWA，MPCWB

Q75-5A，Q75-5B，Q75-7A

U3-A，U3-B
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抗菌活性按半定量分级，以阳性药物为标准，按

样品吸光度相当于阳性药物在 4、8、16、32、64 μg/mL
时吸光度对应的抑制强度判定抗菌活性，并由弱到强

记为+、++、+++、++++、+++++。

1. 6 HPLC 化学多样性筛选

为检测含共轭体系的次级代谢产物，评估活性

菌株次级代谢产物的丰富度，对初筛、复筛抗菌活性

阳性的发酵粗提物进行 HPLC-DAD 分析。样品经

甲醇稀释、0. 22 μm 滤膜过滤后上样。色谱条件：流

动相 A 为超纯水，B 为乙腈；DAD 检测器全波长扫

描（190~800 nm）；进样量 10 μL；流速 1. 0 mL/min。
梯 度 洗 脱 ：0 min，90%A/10%B；30 min，0%A/
100%B；35 min，0%A/100%B；36 min，90%A/
10%B；40 min，90%A/10%B。

1. 7 形态学与分子鉴定

形态学鉴定：采用三点接种法观察菌落形态

（PDA 平板，28 ℃），记录菌落颜色、质地、纹理等；采

用插片培养法制备显微样本，乳酸石炭酸棉蓝染色

后光学显微镜观察分生孢子梗和分生孢子形态。

分子鉴定：提取基因组 DNA，ITS1/ITS4 引物

PCR 扩 增 ，产 物 测 序 后 在 NCBI GenBank 进 行

BLASTn 比对。采用 MEGA 11 软件基于最大似然

法（maximum likelihood）构建系统发育进化树，boot⁃
strap 重复次数为 500 次。

1. 8 数据统计与分析

所有数据采用 Python 3. 9 进行统计与可视化。

2 结  果

2. 1 深海真菌分离

本研究从 9 个采样点共分离获得 138 株形态互

异的药源真菌（表 2）。各采样点分离菌株数差异较

大，D31（30 株）分离获得最多，其次是 D15、Q75（各

26 株），D16（3 株）最少。培养基分离效率方面，

GPY 培养基分离菌株数最多（42 株），其次为 PDA
（37 株）和 Martin（32 株），MEA 最少（27 株）。稀释

梯度方面，10⁻²稀释度获得菌株最多（59 株），10⁻³次
之（41 株），10⁻¹最少（38 株）。

2. 2 深海真菌发酵提取物抗菌活性评价

平板抑菌圈法抗菌活性初筛结果表明，所分离

的深海真菌发酵提取物对大肠埃希菌的抗菌活性最

为突出，液体发酵阳性率达 92. 0%（127/138），合并

两种发酵方式总阳性率达 96. 4%（133/138）。对金

黄色葡萄球菌的抗菌活性次之，液体发酵阳性率为

18. 8%，固体发酵阳性率为 43. 5%，合并阳性率达

58. 0%。对白念珠菌的抗菌活性最低，液体发酵仅

5 株阳性（3. 6%），固体发酵 20 株阳性（14. 5%），合

并阳性率为 16. 7%，如图 1 所示。固体发酵对白念

珠菌和金黄色葡萄球菌的抗菌阳性率显著高于液体

发酵（Wilcoxon 检验，P<0. 001），而液体发酵对大

肠埃希菌的抗菌阳性率显著强于固体发酵（Wilcoxon
检验，P<0. 001），如图 2 所示，比较结果进一步验证

了两种发酵方式在抗菌活性代谢产物生产上的互

补性。

2. 3 目标菌株的筛选

本研究采用 3 级筛选策略，从 138 株纯培养真菌

中逐步锁定高抗菌活性的目标菌株。首先，通过平

板抑菌圈法初筛与 96 孔板-酶标仪法复筛，完成全

部菌株的抗菌活性评价（涵盖大肠埃希菌、金黄色葡

萄球菌及白念珠菌 3 种指示菌），筛选出抗大肠埃希

菌活性强（抗菌活性等级≥+++），且对其他指示

菌也具有较强抗菌活性的菌株 25 株（表 3）。在此基

础上，对初筛、复筛均有高抗菌活性菌株的固体发酵

样品、液体发酵样品进行 HPLC-DAD 化学多样性

分析，以色谱吸收峰数量及保留时间分布评估菌株

次级代谢产物丰富度。在 25 株高活性候选株的

HPLC 化学多样性分析中，菌株 WHU10116 虽非单

一指示菌抗菌活性最佳者，但其固体发酵液在 254 nm
（指示芳香共轭结构）和 280 nm（指示含氮杂芳环及

酚类结构）处的色谱图呈现出最丰富的特征吸收峰，

且其保留时间分布更均匀（图 3）。综合抗菌活性与

表 2 真菌分离概况

Table 2 Overview of fungal isolation

分类

采样点

培养基

稀释梯度

合计

项目

D31
D15
Q75
D34

U-3
D24

MPCW
D 红

D16
GPY
PDA

Martin
MEA
10⁻²
10⁻³
10⁻¹
—

分离菌株数/株
30
26
26
17
13
12

7
4
3

42
37
32
27
59
41
38

138

占比/%
21.7
18.8
18.8
12.3

9.4
8.7
5.1
2.9
2.2

30.4
26.8
23.2
19.6
42.8
29.7
27.5

100.0
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活性先导物资源丰富度，最终选定 WHU10116 为目

标菌株。

2. 4 候选菌株 WHU10116 的鉴定

将菌株 WHU10116 以三点接种法接种于 PDA
培养基，28 ℃恒温培养 7 d 后，如图 4（a）、4（b）所示，

可观察菌落直径达 25~30 mm，整体呈土黄色至浅

黄褐色，中央可见明显的暗褐至近黑色区域。菌落

边缘整齐规则，表面具放射状沟纹。在光学显微镜

（×400）下可观察到分生孢子梗光滑无色、呈直立，

顶端膨大为球形顶囊，顶囊表面着生单层瓶形小梗，

小梗顶端产生链状分生孢子。分生孢子头呈典型放

射状，如图 4（c）所示。

候选菌株 WHU10116 的分子鉴定结果显示，其

ITS rDNA 片段序列与谢瓦曲霉（NR 135340. 1）的

序列一致性达 100%（E-value=0），与中间曲霉及肋

状曲霉的一致性均为 99. 81%（E-value=0）。采用

MEGA 11 软件以最大似然法构建系统发育树，结果

表明 WHU10116 与谢瓦曲霉，中间曲霉及肋状曲霉

共 同 聚 为 同 一 分 支（bootstrap=96%），其 中

WHU10116与谢瓦曲霉在该分支内相邻聚类（图 5）。

综上，WHU10116 被鉴定为曲霉属曲霉组（section 
Aspergillus，原 Eurotium 属）成员，与谢瓦曲霉亲缘

关系最为密切，确切的种级鉴定尚需多基因系统发

育分析进行确证。

3 讨  论

本研究结果表明，来自 9 个不同采样点深海沉

积物的 138 株真菌展现出丰富的抗菌活性多样性，

按菌株统计，抗大肠埃希菌活性阳性率最高，达

96. 4%。这一差异可能与样品来源沉积物的理化性

质及内生微生物群落结构的不同有关。

各采样点间菌株分离数量差异显著，反映了海

洋环境中真菌群落分布的高度异质性。子样本数较

多的采样点（如 D15、D31 各 6 个子样本）分离菌株总

数较高，表明增加子样本采集数有助于更全面地挖

掘生境中的真菌多样性。而 Q75 虽仅采集 3 个子样

本，平均每子样本分离 8. 7 株，提示该处生境真菌负

载量本身较高。因此，在保证子样本数的前提下，兼

顾生境差异的采样策略有助于提高药源真菌的分离

覆盖度，为后续抗菌活性物筛选提供更丰富的菌株

资源。

图  1　液体发酵（a）与固体发酵（b）提取物的抗菌活性等级分布

Figure 1　Distribution of antimicrobial activity grades of extracts from liquid fermentation（a） and solid fermentation（b）

图  2　深海真菌固体发酵与液体发酵产物的抗菌活性对比

Figure 2　Comparison of antimicrobial activity between solid and liquid fermentation products of deep-sea fungi
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培养基筛选结果显示，GPY 培养基（高营养型）

在菌株多样性上占优，Martin 培养基（含孟加拉红，

低营养选择型）则更有利于筛选到生产特异性次级

代谢产物的真菌，这与以往文献报道一致［11］。未来

研究可在实验中补充 CA、SDA 等更多选择性培养

基，以扩大真菌多样性覆盖面。本研究中 10⁻¹稀释

度菌株记录数（38）低于 10⁻²（59）与 10⁻³（41），该差

异主要与不同稀释度下菌落密度及可挑取性有关，

10⁻¹平板菌落过密、菌丝蔓延，可识别挑取的种类反

而受限。

本研究采用“形态排重 -抗菌活性双法复筛

-HPLC 化学多样性评估”的逐级筛选策略（图 6），从

138 株纯培养真菌中锁定目标菌株 WHU10116。与

单一抗菌活性筛选相比，该策略的优势在于单维度

抗菌活性筛选虽能获得阳性株，但难以挖掘天然产

物的发现潜力，易陷入“高活性但结构重复”的陷阱。

在平板抑菌圈法初筛与 96 孔板-酶标仪法复筛的基

础上，引入 HPLC-DAD 化学多样性评估作为第 3 级

筛选维度，以 190~800 nm 全波长扫描下的吸收峰

数量及保留时间分布均匀度为次级代谢产物丰富度

的量化指标，将候选范围由“活性阳性”进一步收窄

至“活性-化学”双优，提升后续活性先导物挖掘的命

图  3　WHU10116 固体发酵产物的高效液相色谱图

Figure 3　HPLC chromatogram of solid fermentation 
product of strain WHU10116

表 3 初筛、复筛获得的候选菌株及其抗菌活性

Table 3 Candidate strains obtained from the initial screening and re-screening and their antimicrobial activities

菌株编号

WHU10001
WHU10002
WHU10005
WHU10007
WHU10009
WHU10013
WHU10015
WHU10025
WHU10030
WHU10033
WHU10042
WHU10050
WHU10053
WHU10054
WHU10068
WHU10069
WHU10070
WHU10079
WHU10082
WHU10103
WHU10116

WHU10118
WHU10121
WHU10139
WHU10140

液体发酵

抗白念珠菌

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

+
-
-
-

抗大肠埃希菌

+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++

-
+++
+++
+++

++
+++

+
+++

++++
+++
+++

+++
+++

++
+++

抗金黄色葡萄球菌

+
+
-
-
+

++
+++

-
-
-
-
+

++
++

-
-
-
-

++
+++++

-

-
-
-
-

固体发酵

抗白念珠菌

-
-
-

+++
-
-
-

++++
+
-

+++
-
-
-
-
-
-
-
-
+
-

+
-

++
-

抗大肠埃希菌

++
-

+++
++++
++++

++
-

++
++

-
+++

++
++
++

+++
++

+++
+++

++
++
++

+++
-

+++
+++

抗金黄色葡萄球菌

-
-

+++
+++++
+++++

-
-

++++
-

++++
+++

-
-
-

++++
++

+++
+++

-
-

+++++

-
+++++

+++
++++
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中 率 。 3 级 方 法 互 补 验 证 ，使 最 终 入 选 的

WHU10116 兼具广谱抗菌活性和丰富的代谢特征。

本文筛选策略可为其他生境来源真菌的高效筛选提

供方法学参考。

本文筛选的目标菌株 WHU10116 兼具三重优

势：（1）曲霉属丰富的次级代谢基因资源，曲霉组

（section Aspergillus）物种已知可产生曲酸、烟曲霉

素等多种活性化合物［12-13］；（2）深海特殊生境的代谢

图 4　菌株 WHU10116 的形态观察

Figure 4　Morphological observation of strain WHU10116

图  6　筛选流程图

Figure 6　Flowchart of screening

图  5　基于 ITS rDNA 序列构建的 WHU10116 系统发育树

Figure 5　Phylogenetic tree of strain WHU10116 based on ITS rDNA sequences
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独特性，极端环境微生物基因组中存在大量沉默孤

儿基因簇，具有产生新颖骨架活性分子的潜力；（3）
初步验证的广谱抗菌活性，对大肠埃希菌和金黄色

葡萄球菌均具有中等以上抗菌活性。后续研究将对

WHU10116 开展基因组挖掘、大规模发酵及代谢产

物分离鉴定，并检测其对其他耐药病原菌的广谱抗

菌活性，以充分发掘其药源潜力。

本研究在抗菌活性筛选中观察到，同一株真菌

在固体发酵与液体发酵条件下表现出明显不同的抗

菌性能，提示发酵方式对真菌次级代谢具有显著调

控作用。固体发酵更接近丝状真菌在自然环境（如

沉积物颗粒表面）中的生长状态——低水分活度、高

氧传递、附着生长模式，这些条件可触发不同的基因

表达程序［14］。已有研究系统综述了固体发酵对微生

物次级代谢产物生产的影响，指出固体发酵条件下

微生物更容易激活在液体深层发酵中沉默的生物合

成基因簇（BGCs），且部分次级代谢物在固体发酵下

的产量远高于液体发酵［14］。从分子调控层面看，真

菌次级代谢受全局性调控因子（如 Velvet 复合体）、

途径特异性转录因子以及表观遗传修饰（组蛋白乙

酰化/甲基化）等多层次网络控制［15-16］。培养条件的

改变（碳氮比、盐度、水活度等）可通过影响这些调控

网络，导致不同 BGCs 的选择性表达［17］。对真菌次

级代谢表观遗传调控机制的研究发现，环境信号可

通过染色质重塑激活沉默 BGCs［16］。因此，固体发

酵与液体发酵造成的理化微环境差异，可通过多层

次调控网络驱动代谢流向不同方向，产生差异化的

次级代谢产物谱。此现象也与 OSMAC（one strain 
many compounds，单菌株多产物）策略的科学基础

高度一致［17］。在曲霉属真菌中应用 OSMAC 策略进

行的系统代谢产物筛选，进一步证实了培养条件改

变对曲霉属次级代谢产物谱的显著调控作用［17-18］。

曲霉属曲霉组（section Aspergillus，原 Eurotium
属）真菌以代谢产物结构多样而著称，标志性产物涵盖

蒽醌类（anthraquinones）、苯甲醛衍生物（benzaldehyde 
derivatives）和吲哚二酮哌嗪生物碱（indole diketopi⁃
perazine alkaloids）3 大类，多数兼具抗菌与抗氧化活

性［19］。对海洋曲霉属抗菌活性代谢产物的系统梳

理［19］，以及对散囊菌属次级代谢产物的全面综述［20］，

共同指向该类群作为抗菌先导化合物来源的巨大潜

力。本研究中的 WHU10116 发酵粗提物对大肠埃

希菌和金黄色葡萄球菌均表现出中等以上抗菌活

性，与上述文献中散囊菌类群蒽醌类与苯甲醛衍生

物的广谱抗菌特征相符，提示其可能存在类似结构

类型的活性成分，值得未来进一步分离鉴定。

作为海洋药源真菌的初步筛选工作，本研究仍

存在若干局限性：（1）抗菌活性评价基于粗提物，未

分离纯化得到单体化合物，无法确定具体活性成分

及构效关系；（2）优势菌株 WHU10116 的鉴定仅依

据 ITS 序列，未进行全基因组测序，无法系统预测

BGCs 的潜在编码能力；（3）指示菌种类有限，未涵

盖临床耐药菌株。

未来研究可从以下几个方向深入：（1）完成

WHU10116 的全基因组测序与生物信息学分析，利

用 antiSMASH 等 工 具 挖 掘 其 BGCs；（2）基 于

OSMAC 策 略［17-18］，系 统 优 化 培 养 条 件 以 诱 导

WHU10116 沉默 BGCs 的表达，结合 LC-MS/MS 分

子网络技术进行代谢组学导向的活性成分追踪；（3）
将抗菌谱扩展至临床多重耐药菌株，以评估其作为

新型抗菌先导化合物来源的应用价值［21］。

4 结  论

本研究建立并验证了一套“形态排重-抗菌活性

双法复筛-HPLC 化学多样性评估”的 3 级逐级筛选

策略，并将其应用于深海沉积物可培养真菌的系统

性挖掘。基于 9 个深海沉积物采样点（30 份样品）分

离获得的 138 株纯培养真菌，系统评估表明：（1）所

分离的深海来源真菌对 3 类指示菌均表现出抗菌活

性，按大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、白念珠菌（分别

代表 G− ，G+ 及真菌）统计的拮抗阳性率分别为

96. 4%、58. 0% 及 16. 7%；（2）固体与液体双路发酵

在抗菌活性代谢产物检出上呈互补关系，共同提升

了检出的完整性；（3）经该 3 级策略优选出的目标菌

株 WHU10116，其 ITS rDNA 鉴定结果显示属于曲

霉属曲霉组，兼具较强的抗菌活性、丰富的代谢产物

与特殊的深海生境来源特征，是后续开展代谢产物

分离鉴定和基因组挖掘的优先候选株。
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