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摘要    对 5 株海洋微生物进行发酵培养，发酵液离心后，收集上清液，采用饱和正丁醇萃取制备

海洋微生物的代谢产物，采用 MTT 活性跟踪法，以 BEL-7402、RKO、A549、U251 和 MCF-7 等

细胞系为模型，对代谢产物进行抗肿瘤活性的筛选。结果显示，菌株 S-1 和 N16 代谢产物的活性组

分具有较好的抗肿瘤活性：菌株 S-1 对 MCF-7、U251 和 BEL-7402 三种肿瘤细胞的 IC50 值分别为

44、102 和 82 μg/ml；菌株 N16 对 MCF-7 和 BEL-7402 两种肿瘤细胞的 IC50 值分别为 84、133 μg/ml。

对菌株 S-1 和 N16 进行了 16S rRNA 序列分析、生理生化特征鉴定，结果显示，菌株 S-1 为短芽孢

杆菌属(Brevibacillus sp.)，N16 为芽孢杆菌属(Bacillus sp.)。通过显微镜观察了菌株 Brevibacillus sp. 

S-1 和 Bacillus sp. N16 代谢产物的活性组分对 BEL-7402 细胞形态的影响，表明两株菌的活性组分

可以改变肝癌细胞 BEL-7402 的细胞形态，抑制细胞增殖。该研究为新型抗肿瘤先导化合物的发现

提供了新的海洋微生物种质资源。 
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海洋环境有着特殊的生态条件，比如高盐、低温、

无光等，形成了海洋微生物基因组成和代谢产物的多

样性(张偲等, 2010; 任虹等, 2010; 薛宝贵等, 2012; 

王英姿等, 2013; Tan et al, 2012)。因此，海洋微生物

成为寻找具有生物活性的天然产物的重要资源。近

20 年来，从海洋无脊椎动物短头海兔中分离出一种抗

肿瘤五肽尾海兔素 10 (Luesch et al, 2001)，从海洋海鞘

中分离出抗肿瘤环肽 Vitilevuamide (Cruz-Monserrate  

et al, 2003)，从海绵(Phakellia costata)中分离出抗肿瘤

环七肽 Phakellistatins (Pettit et al, 1993)，这些具有抗

肿瘤活性的天然产物是医学界开发新型抗肿瘤药物

的重要基础。目前，已经从多种海洋微生物的代谢产

物中分离出具有开发价值的抗肿瘤化合物(Lebar et al, 

2007; Petit et al, 2013; Schwartsmann et al, 2003)。尽管

如此，海洋抗肿瘤药物的数量仍然无法与陆生来源的

抗肿瘤药物相比。因此，新的抗肿瘤药物的研发仍然

需要寻找更多海洋微生物活性物质。本研究采用 MTT

活性跟踪法从 5 株海洋细菌中筛选出两株具有较好

活性的菌株，并测定了其代谢产物粗提物对多种肿瘤

细胞株的 IC50 值，这两株菌株的代谢产物对多种肿瘤

细胞均有较好的抗肿瘤活性，具有良好的研究价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株    中国水产科学院黄海水产研究所海

洋产物资源与酶工程实验室菌种库保藏菌株 S-1、

N16、SW2、SS10、B12-2，均由采集自不同区域的
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海水和海泥样品中分离。 

1.1.2  细胞株    人肝癌细胞 BEL-7402、结肠腺癌

细胞 RKO、非小细胞肺癌细胞 A549、胶质瘤细胞

U251、乳腺癌细胞 MCF-7 购自中国科学院上海生命

科学研究院细胞资源中心。 

1.1.3  主要仪器     CO2 恒温培养箱 (Thermorma 

311，美国 Thermo)，酶标仪(Infinite M200 PRO，瑞士

TECAN)，离心机(CF 15Rii，日本 Hitachi)，96 孔梯度

PCR 仪(Robocycler，美国 Stratagene)，核酸电泳仪(DY-A

型，北京六一)。 

1.1.4  主要试剂     PCR 扩增相关试剂和核酸

Marker，宝生物工程公司；DMSO、胰蛋白酶，Solarbio

公司；RPMI1640、特级胎牛血清，Hyclone 公司；

DMEM、F-12K 培养基，吉诺公司；MTT，Sigma 公

司；微孔滤膜，美国 Pall 公司；其他常规试剂为国产

优级纯试剂；实验用水为超纯水和蒸馏水。 

1.1.5  培养基    种子培养基: 10 g/L 蛋白胨，3 g/L

牛肉膏，5 g/L NaCl，pH=7.0，121℃灭菌 30 min。 

发酵培养基：蛋白胨 10 g/L，酵母提取物 5 g/L，

氯化钠 5 g/L，pH=7.0，121℃灭菌 30 min。 

1.1.6  16S rRNA 引物(刘志恒，2002)    采用 16S 

rRNA 通用引物，正向引物 27F(5′-AGAGTTTGAT 

CCTGGCTCA-3′) ， 反 向 引 物 1492R(5′-GGTTAC-

CTTGTTACGACTT-3′)，由上海生工生物工程有限公

司合成。 

1.2  方法 

1.2.1  菌株的发酵培养    用接种环从各菌株保存

的斜面上挑取一环菌落接种于 3 ml 种子培养基中，

于 30℃、200 r/min 的摇床中恒温培养 24 h，即为种

子培养液；按照 4%的接种量将活化后的种子培养液

接种于 300 ml 的发酵培养液中，相同条件下继续培

养 36 h。 

1.2.2  菌株的发酵活性组分的制备 (项斌等, 2010)    

将各菌株发酵液在 10000 g 的条件下离心 15 min 后取

上清液，加入等体积的水饱和正丁醇萃取发酵液，每次

萃取 4 h，收集上层有机相，之后利用旋转蒸发仪将

萃取液在 80℃减压蒸干。减压蒸干的样品经重溶、

离心、冻干后，得到具有抗肿瘤活性的发酵活性组分。 

1.2.3  细胞培养和抗肿瘤测定    BEL-7402 细胞、

RKO 细胞和 MCF-7 细胞采用 RPMI1640 培养基，

U251 细胞采用 DMEM 高糖培养基，A549 细胞采用

F-12K 培养基。将各肿瘤细胞接种于含 10% FBS、100 

U/ml 青霉素和 100 mg/ml 链霉素的 RPMI1640、

DMEM 或 F-12K 培养液中，置于 37℃、5% CO2 培养

箱内培养，取对数生长期细胞用于实验。 

MTT 抗肿瘤活性分析方法(He et al, 2005)：取对

数生长期的细胞，胰酶消化后调整细胞悬液密度为

4×104 个/孔，接种于 96 孔板中，每孔 180 µl，在 37℃

条件下培养 24 h。然后将样品溶解在磷酸盐缓冲液中，

先经过微孔滤膜过滤除菌，用合适的培养液将样品稀释

成 5 个浓度梯度，每孔加入 20 µl，4 个平行孔，置于

细胞培养箱中继续培养 48 h。然后，加入 MTT(5 mg/ml) 

20 µl，置 CO2 培养箱 37℃培养 4 h。弃除孔中培养液，

然后每孔加入 DMSO 150 µl，37℃恒温振荡 30 min。

酶标仪检测各孔在 570 nm 的吸光值，实验重复 3 次。

细胞抑制率=［(A 对照－A 样品)/A 对照］×100%。采用 Excel

分析软件计算半数抑制浓度 IC50。 

1.2.4  菌种鉴定    菌株基因组 DNA 的提取采用

Invitrogen Genomic DNA mini Kit。 

16S rRNA 序列的 PCR 扩增体系：以菌株提取的

基因组 DNA 为模板，加入 2 µl 引物(见 1.1.6)；0.25 µl 

Taq DNA 聚合酶(5 U/ml)；5 μl 10×PCR 反应缓冲液；

4 µl dNTP MasterMix；ddH2O 补足至 50 µl。PCR 反

应条件：95℃预变性 4 min；30 个循环(94℃ 30 s，

55℃ 40 s，72℃ 90 s)；72℃延伸 10 min。经 1.5%的

琼脂糖电泳检测观察后，若发现在 Marker 1.5 kb 左

右有一条单带，证明 16S rRNA 序列成功扩增，PCR

产物送北京华大基因测序。 

将所测定菌株的 16S rRNA 序列进行双向拼接

后，在 NCBI 网站上通过 BLAST 检索已有序列进行

相似性比较分析，下载与实验菌株亲缘关系较近的序

列，用 BioEdit 软件进行多序列比对，采用 Mega 4.1 软

件的邻接法(Neighbor-joining Method)绘制系统发育树。 

依据《伯杰氏细菌鉴定手册(第九版)》(Bergey et al, 

1994)，实验按照《常见细菌系统鉴定手册》(东秀珠

等，2001)及《微生物学实验》(沈萍等, 1999)进行。 

1.2.5  倒置显微镜观察活性组分对细胞形态的影响

(Wang et al, 2012)    取对数生长期的细胞，将细胞

制成浓度为 4×104 个/ml 的细胞悬液，均匀铺在 96 孔

培养板中，每孔加入 180 µl，置于 CO2 恒温培养箱中

37℃培养 24 h。参考 MTT 实验结果加样，4 个平行

孔，每孔加入 20 µl 样品，继续在 37℃恒温培养箱中

培养 48 h。取出平板后在倒置显微镜下对细胞形态进

行观察，并拍照记录。 

1.2.6  数据统计与分析    实验数据以 3 次试验结

果的平均值±标准差(Mean±SD)表示，统计学处理用 t

检验进行统计显著性分析，以 P<0.05 作为不同处理

之间显著差异的标志。 
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2  结果 

2.1  MTT法检测活性组分的抗肿瘤活性 

将 5 种制备好的代谢产物分别稀释成浓度为

200、100、50、25 μg/ml 的样品，作用于肿瘤细胞系

(BEL-7402、RKO、U251、A549、MCF-7) 48 h，并

通过 MTT 法检测细胞活性。结果发现有两种菌株(S-1

和 N16)的代谢产物对肿瘤细胞系的增殖有抑制作用，

其他 3 种菌株的代谢产物对肿瘤细胞系几乎无抑制

作用。如表 1 结果显示，菌株 S-1 对 MCF-7、U251

和 BEL-7402 三种肿瘤细胞的 IC50 值分别为 44、82、

102 μg/ml；而菌株 N16 对 MCF-7 和 BEL-7402 两种

肿瘤细胞的抑制率最高，分别为 84、133 μg/ml。 

 
表 1  海洋菌株代谢产物对几种肿瘤细胞的 IC50值 

(μg/ml)的测定(n=3, χ=S) 

Tab.1  The IC50 of fermented products from the marine 
strains on several cancer cells 

IC50 (μg/ml) 菌株
Strain BEL-7402 RKO U251 A549 MCF-7

S-1 102c 147d 82b 108c 44a 

N16 133b 160d 165d 146c 84a 

注: 同一行数值右上角标有不同字母表示组间存在显

著差异(P<0.05) 
Note: Data within the same row with different superscripts 

are significantly different (P<0.05) 
 

2.2  菌种鉴定结果 

2.2.1  16S rRNA 序列分析    菌株 S-1 和 N16 的

16S rRNA 序列 PCR 产物经电泳检测为大小约 1.5 kb

的单带(图 1)。 

分别对它们的 PCR 产物测序，测得 S-1 和 N16

的 16S rRNA 的序列长度分别为 1466 bp 和 1541 bp。 

 

 
 

图 1  菌株 S-1 和 N16 的 16S rRNA PCR 扩增结果 
Fig.1  The 16S rRNA PCR result of strains S-1 and N16 

将它们的序列在 NCBI 的 16S rRNA 核酸数据库中通

过 Blast 进行分析，下载与实验菌株亲缘关系较近的

序列，通过 Mega 4.1 软件 Neighbor-joining 选项绘制

发育树(图 2)：Bootstrap 重复 1000 次，模型选择核酸

p-distance。 
 

 
 

图 2  菌株 S-1 的系统发育树 
Fig.2  The phylogenetic tree of strain Brevibacillus sp. S-1 

 

由图 2 和图 3 可知，菌种 S-1 和 N16 分别与 Brevi-

bacillus laterosporus IAM 12 和 Bacillus cereus ATCC 

14579 strain ATCC 1 在同一分支上，在进化位置上最

为接近。 

2.2.2  生理生化特征    菌株 S-1 有较好的耐盐性，

在 7% NaCl(w/v)培养液中生长良好。生长 pH 范围为

5.0–9.0。生长温度范围较宽，在 15–37℃环境下也可

良好生长。菌株 N16 为好氧菌，在 pH 为 7.0–7.5、培

养温度为 15–30℃、6% NaCl (w/v)的培养基中生长良

好。其他生理生化鉴定结果见表 2。 

参考《伯杰细菌鉴定手册(第九版)》，分析菌株的

生理生化特征指标；结合 16S rRNA 序列分析结果，初

步确定菌株 S-1 为短芽孢杆菌属(Brevibacillus sp.)，N16

为芽孢杆菌属(Bacillus sp.)，分别命名为 Brevibacillus sp. 

S-1 和 Bacillus sp. N16。 

2.3  倒置显微镜观察活性组分对细胞形态的影响 

通过 MTT 法，发现海洋菌株 Brevibacillus sp. S-1 
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图 3  菌株 N16 的系统发育树 
Fig.3  The phylogenetic tree of strain Bacillus sp. N16 

 

和 Bacillus sp. N16 的活性组分具有体外抑制人肝癌

细胞 BEL-7402 的活性。因此，通过倒置显微镜观察

了活性组分对肿瘤细胞的作用过程。结果表明，对照

组(图 4、图 5-a)的 BEL-7402 细胞具有人肝癌细胞的

形态特点：细胞贴壁生长，细胞之间排列紧密，并呈

马赛克状连成一片；而经过 100 μg/ml 的活性组分处

理后(图 4、图 5-b)，细胞外形发生变化，细胞体积变

小，细胞间连接变少，间隙明显；当组分浓度达到

200 μg/ml 时(图 4、图 5-c)，细胞轮廓也越来越粗糙，

细胞最终变圆并解体。这些说明两株海洋菌株的抗肿

瘤活性组分在体外可以改变 BEL-7402 细胞的细胞形

态，并能有效抑制 BEL-7402 细胞的增殖。 

表 2  菌株 S-1和 N16的生理生化特征 
Tab.2  The physiological and biochemical properties of 

strain S-1 and N16 

特征 Characteristics S-1 N16 

革兰氏染色 Staining + + 

菌株形状 Cell shape 杆状 Rods 杆状 Rods 

是否产芽孢 
Spore production 

是 Yes 是 Yes 

孢子主要位置 
Spore main position 

中生 
Middle position 

中生 
Middle position

孢子形状 
Spore shape 

椭圆 Oval 椭圆 Oval 

鞭毛 Flagella 周生Peritrichous 周生 Peritrichous

运动性 Moveability + + 

厌氧生长 
Anaerobic growth 

– – 

氧化酶 Oxidase + – 

V-P 试验 
Voges-Proskauer test 

– + 

硝酸盐还原 
Nitrate reduction 

+ + 

柠檬酸盐利用 
Citrate utilization 

– + 

硫化氢产生 
H2S production 

– + 

吲哚实验 Indole test – – 

水解明胶 
Hydrolyzed gelatin 

+ – 

葡萄糖产酸 
Glucose producing acid

+ + 

阿拉伯糖产酸 
Arab sugar producing acid

– + 

甘露醇产酸 
Mannitol producing acid

+ – 

葡萄糖产气 Glucose gas – + 

7% NaCl + + 

注: “+”为反应阳性，“”为反应阴性 
Note: +. Positive; . Negative 

 

 
 

图 4  菌株 S-1 代谢产物对 BEL-7402 的形态影响 
Fig.4  The morphological change of BEL-7402 cells induced by fermented product from Brevibacillus sp. S-1 

a. 阴性对照；b. 浓度 100 μg/ml；c. 浓度 200 μg/ml 
a. Negative control; b. 100 μg/ml fermented product; c. 200 μg/ml fermented product 
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图 5  菌株 N16 代谢产物对 BEL-7402 的形态影响 
Fig.5  The morphological change of BEL-7402 cells induced by fermented product from Bacillus sp. N16 

a. 阴性对照；b. 浓度 100 μg/ml；c. 浓度 200 μg/ml 
a. Negative control; b. 100 μg/ml fermented product; c. 200 μg/ml fermented product 

 

3  讨论 

本研究从实验室保藏的 5 株海洋微生物中通过

MTT 活性跟踪法筛选出两株产抗肿瘤活性物质的菌

株 S-1 和 N16。它们的代谢产物对多种肿瘤细胞株

(BEL-7402、RKO、U251、A549、MCF-7)都具有良

好的抗肿瘤活性，有进一步研究的价值。通过 16S 

rRNA 的序列分析和生理生化特征试验，初步确定 S-1

为短芽孢杆菌属(Brevibacillus sp.)，N16 为芽孢杆菌

属(Bacillus sp.)。两种海洋菌株的发酵液通过正丁醇

萃取制备的活性组分，通过 MTT 和形态学观察法初

步确定有抑制肝癌细胞 BEL-7402 增殖并引起细胞形

态改变的生物活性。 

本研究以筛选小分子化合物为目的，采用有机溶

剂萃取的方法(Acharya et al, 2012; Benariba et al, 

2012; Jain et al, 2012; Wen et al, 2012)，从 5 株供试菌

中筛选出两株产抗肿瘤活性物质的菌株。后期试验可

对有较好抗肿瘤活性的组分通过多种方式进一步纯

化，包括超滤、离子交换层析、分子筛层析和高效液

相色谱等。其他暂无生物活性的菌株可以通过不同极

性或特异性的试剂或不同的肿瘤细胞模型重新筛选，

以期待有新的抗肿瘤活性物质的发现。 

海洋微生物是自然资源最大的宝库，蕴含着巨大

潜力。近年来，从海洋细菌、海洋真菌和海洋放线菌

中筛选出越来越多新颖抗肿瘤化合物，其中有很多已

经进入了临床阶段(田树红等, 2007)。尽管如此，现

在仍只有极少数海洋微生物来源的抗肿瘤药物在市

场上应用。因此，一方面要加快和完善先导化合物的

筛选和纯化工艺；另一方面要尽量避免相同菌株的筛

选和相同化合物的纯化等基础工作(田树红等, 2007)。

海洋中有抗肿瘤活性的微生物多以放线菌和真菌为

主，从芽孢杆菌属的海洋细菌代谢产物中筛选出抗肿

瘤活性物质的报道并不多见。因此，本研究丰富了抗

肿瘤海洋微生物种质资源，有望为结构新颖的抗肿瘤

先导化合物的发现奠定基础。 
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Screening of Antitumor Metabolites From Two Marine  
Microorganisms and Their Strain Identification 
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Abstract    Marine microorganisms are the important resources in the natural products with biological 

activity. Finding antitumor drugs and compounds from germplasm resources has become a hot topic. The 

current study investigated the biological role of the fermented products of marine bacteria isolated from 

marine strains in several cancer cell lines. Five marine strains were fermented, and the supernatant was 

collected after centrifugation as total products that were fractionated with n-butyl alcohol. The pooled 

organic layer was evaporated using a rotary evaporator under reduced pressure, and the peptide pellet was 

dissolved in phosphate buffer for further usages. Antitumor metabolites of five marine microorganisms 

were screened by MTT method in several cancer cell lines. The result showed that the fermented products 

of strain S-1 and N16 inhibited cancer cell proliferation. Specifically, fermented product from strain S-1 

attenuated MCF-7, U251 and BEL-7402 cell proliferation and the IC50 were 44 μg/ml, 82 μg/ml and 102 

μg/ml, respectively. Moreover, fermented product from strain N16 inhibited MCF-7 and BEL-7402 cell 

proliferation and their IC50 was 84 μg/ml and 133 μg/ml, respectively. The fermented products of S-1 and 

N16 induced the morphological change of the BEL-7402 cells. According to their 16S rRNA sequences 

and physiological biochemical properties，strains S-1 and N16 were identified as Brevibacillus sp. and 

Bacillus sp., respectively. The further research is to find new antitumor compounds from the fermented 

products of marine bacteria Brevibacillus sp. S-1 and Bacillus sp. N16. This study supports that the 

germplasm resources of marine microorganisms may be a novel resource for the discovery of novel 

anti-tumor compounds. 
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