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摘  要 : 宏基因组学方法直接提取环境中的全部微生物基因组 DNA，并使其得到功能性表达，为微生物天然

产物的开发利用提供了新的方法。利用功能宏基因组学技术，使用大肠杆菌-链霉菌穿梭载体构建四川峨眉山

土壤宏基因组文库，并将文库菌中所携带的环境 DNA 接合转移到链霉菌宿主中。通过活性筛选获得两个具有

抗菌活性的阳性链霉菌克隆，其发酵粗提物对金黄色葡萄球菌生物被膜的形成均有很好的抑制作用，当浓度达

到 2 MIC (Minimum inhibitory concentration) 时，抑制作用超过 90%；同时，两种粗提物样品对金黄色葡萄球

菌生物被膜也存在显著的清除作用，其中 EM110 样品对金黄色葡萄球菌生物被膜的清除率高于 EM123 样品。

本文通过功能宏基因组学技术，直接从土壤中筛选获得了对金黄色葡萄球菌生物被膜有较强抑制及清除作用的

活性物质。 

关键词 : 宏基因组学，接合转移，表型筛选，金黄色葡萄球菌，生物被膜抑制剂  
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Discovery and analysis of Staphylococcus aureus biofilm 
inhibitors using functional metagenomics approach 

Ying Zhu, Shumao Chai, Mingming Cao, Shaochen Wang, and Zhiyang Feng 

College of Food Science and Technology, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, Jiangsu, China 

Abstract:  Although most microbes are not readily cultured in the lab, microbial DNA can be extracted directly from an 

environmental sample and be functionally expressed in a suitable host for natural products discovery, and this approach has 

been termed “metagenomics”. An E’mei Mountain soil metagenomic library was constructed using an Escherichia 

coli-Streptomyces shuttle vector for functional based screening of anti-bacterial clones in Streptomyces albus host. Two 

active clones were obtained and their fermentation broths were studied for the inhibitory effect on Staphylococcus aureus 

biofilm. Their fermentation products have a good inhibitory effect on the formation of S. aureus biofilm, and the inhibitory 

effect could exceed 90% when the concentration of sample was 2 MIC (Minimum Inhibitory Concentration). In addition, 

two samples had significantly effect on S. aureus biofilm dispersal, and the clearance rate of EM110 was higher than 

EM123. In conclusion, substances with strong bioactivities on biofilm formation and dispersal of S. aureus could be 

discovered by using metagenomics technology. 

Keywords:  metagenomics, conjugation, phenotypic screening, Staphylococcus aureus, biofilm inhibitors 

金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus广泛

存在于空气、水、灰尘及人和动物的排泄物中，

作为一种典型的革兰氏阳性致病菌，在世界范

围内造成了大量感染性疾病[1-2]。生物被膜是金

黄色葡萄球菌等致病菌的浮游菌株在特定生长

条件下经附着、聚集、聚丛和生产胞外多糖，

逐渐形成的生物膜结构[3-4]。该结构可显著增加

金黄色葡萄球菌对宿主免疫应答和抗生素的抵

抗力，使被膜菌较浮游菌的耐药性增大 1 000 倍，

且容易造成二次感染[5-7]。微生物天然产物一直是

抗感染药物的重要来源[8]，并且通过基因重组[9]、

调节微生物代谢[10]等方式可以获得一定的微生

物代谢产物。但是，由于只有 1%的微生物可以

在现有的条件下进行培养研究，从而导致了天

然产物重复发现，新结构的天然产物的发现越

来越困难[11]。因此，研究新的方法和策略来发

掘微生物天然产物资源势在必行。 

功能宏基因组学技术直接从环境样品中提

取总 DNA (Environmental DNA，eDNA)，通过

构建宏基因组文库并功能表达文库中的 eDNA

来获得新的生物活性产物，从而有效克服了传统

方法对微生物次级代谢产物发现的局限性[12-14]。

目前，功能宏基因组技术大多应用大肠杆菌作

为筛选宿主，而作为次级代谢产物表达的模式

宿主链霉菌，由于技术上的限制，直到最近才

见报道[15]。本研究以四川省峨眉山土壤为样品，

以链霉菌为宿主，通过功能宏基因组学的方法

获得了抗菌活性产物，并分析其对生物膜态金

黄色葡萄球菌的抑制作用，以期为抗菌物质发

现提供新的技术方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

土壤样品采自四川省峨眉山市黄湾乡龙门
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村；克隆宿主菌 JTU007/pUZ8002 及穿梭载体

pJTU2554[16]由上海交通大学陶美凤研究员馈

赠；卡那霉素、安普霉素购自上海捷瑞生物有

限公司；T4 DNA ligase 购自 Thermo 公司；质粒提

取试剂盒和琼脂糖胶回收试剂盒购自 TIANGEN

有限公司；pWEB-TNCTM Cosmid Cloning Kit 为

EPICENTRE 公司产品；胰蛋白胨、酵母提取

物、氯化钠、琼脂粉等试剂购自上海生工生物

有限公司。白色链霉菌 S. albus、金黄色葡萄球

菌 S. aureus 由本实验室保存。 

1.2  仪器与设备 

Gel X1520 凝胶成像仪，购自上海欧翔科学

仪器有限公司；CT15RT 高速冷冻离心机，购自

上海天美；UV-2600 紫外可见分光光度计，购

自日本岛津公司；GYY-6C 稳压稳流电泳仪，购

自北京六一生物科技有限公司；LDZM-40KOS

立式压力蒸汽灭菌锅、DNP-9162 电热恒温培养

箱，购自上海申安医疗器械有限公司；SW-CJ-1FD

超净工作台，购自苏州苏洁净化设备有限公司；

HYG-C 型摇床，购自太仓实验设备厂；SL2001N

型电子天平，购自上海民桥精密科学仪器有限

公司。岛津 LC-20A 高效液相色谱仪，购自日本

岛津公司。 

1.3  方法 

1.3.1  土壤宏基因组文库的构建 

将采集的土壤样品先后通过不同孔径的筛

网筛理后，经过裂解液和 SDS 缓冲液直接裂解

抽提其中微生物的总 DNA，然后通过电泳确定其

浓度和纯度大小后，使用 pWEB-TNCTM Cosmid 

Cloning Kit 试剂盒中的末端修复酶对 DNA 末端

修饰补平后，与制备的平末端穿梭表达载体

pJTU2554 连接，连接产物经噬菌体蛋白包装后

侵染文库宿主菌，取 10 μL 侵染混合液铺在含

50 μg/mL 安普霉素的 LB 平板上，37 ℃培养过

夜，计数计算滴度，按所计算滴度，将侵染获

得的文库菌分装到培养试管，使每管含约 500 克

隆，37 ℃过夜培养后备用。 

1.3.2  阳性克隆筛选 

将上述过夜培养的文库菌接种到新的 LB

培养基培养至 OD600 达到 0.4–0.8 (生长状态) 

后，与热激促萌发的白色链霉菌孢子混合。随

后将混合菌液均匀涂布在含 10 mmol/L MgCl2

的 MS 固体平板上，置于 30 ℃培养 16–18 h。

随后涂布含有萘啶酮酸 (0.5 mg/mL) 和安普霉

素 (0.4–0.5 mg/mL) 的水溶液，继续培养 3–5 d。

用灭菌纱布将接合子分别影印至 R5、MS、ISP4

固体培养基上，继续培养 5–7 d 后，在上层覆盖

含金黄色葡萄球菌的琼脂含量为 0.6%–0.7%软

固体培养基。待上层琼脂凝固后，继续置于 30 ℃

培养 1–2 d 后观察上层琼脂有无出现透明抑菌

圈的区域，如果出现透明抑菌圈，挑出此克隆

划线再次验证其抗菌活性。 

1.3.3  阳性克隆发酵及产物提取 

采用不同的培养基对阳性克隆进行发酵，

通过对培养基种类和发酵时间进行优化，最终

决定采用 MS 作为种子培养基、ISP4 (含树脂) 

作为发酵培养基，使发酵产物活性最高。称取

一定量的豆粉加入纯净水煮沸 2 h 后用纱布过

滤，收集滤液，再加入 D-mannitol 溶解，配制成

MS 液体培养基，定容后进行分装，每个 250 mL

锥形瓶中分装 50 mL 培养基，用 8 层纱布封口

后高温灭菌。按照终浓度 50 μg/mL 加入安普霉

素、接种孢子后，于 225 r/min、28 ℃条件下培

养 3 d。培养基变为棕褐色，按照 1%比例转接

ISP4 (树脂含量 3%–5%) 培养基，225 r/min、
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28 ℃继续培养 12 d。树脂吸附发酵产物，洗涤

培养基，回收树脂，晾干后，用甲醇溶解吸附

树脂上的产物，旋蒸后收集产物，备用。其中，

以插入空载体的白色链霉菌的发酵产物为对

照组。 

1.3.4  粗提物对金黄色葡萄球菌生物被膜的影响 

菌株的预处理：吸取 5 μL 金黄色葡萄球菌

原始菌液，置于 5 mL 含 2.5% (质量分数) 葡萄糖

的 TSB 培养基中，37 ℃培养 24 h 后，涂布 100 μL

菌液于倒有 20 mL LB 培养基的 9 cm 平板上，

37 ℃条件下培养 24 h，挑取单个菌落接种于刚

果红培养基，37 ℃培养 48 h，筛选出菌落变为

黑色带晶体且生长状况良好的菌株用于后续

实验。 

最小抑菌浓度 MIC 值的测定：采用肉汤常

量稀释法[17-19]测定粗提物对金黄色葡萄球菌的

MIC 值。 

粗提物对金黄色葡萄球菌生物被膜形成的

抑制作用：参照文献中的方法[20]，具体操作如下。

用含有 2.5% (质量分数) 葡萄糖的 TSB 培养基配

制浓度为 A600=0.05 的金黄色葡萄球菌菌液，分

别添加浓度为 2、1、1/2、1/4、1/8、1/16 MIC

的样品液，各取 200 μL 接种入 96 孔板中，每个

样品浓度设 6 个复孔，空白对照孔 6 个复孔 (只

加培养基)，另设阴性对照孔 6 个复孔 (未加粗

提物的生物被膜生长对照)，37 ℃培养 48 h 后，

弃去上清液并用磷酸钾缓冲盐 (PBS，pH 7.4) 

清洗 3 次。用 0.1%结晶紫染色 30 min，弃去结

晶紫染液，用蒸馏水洗至澄清；加入无水乙醇溶

液 200 μL 溶解，酶标仪测定各孔于波长 570 nm

处的吸光度。 

粗提物对成熟金黄色葡萄球菌生物被膜的

清除作用：根据文献中的方法进行测定[20]。向

96 孔板中加入 200 μL 用含有 2.5% (质量分数) 葡

萄糖的 TSB 培养基配制浓度为 A600=0.05 的金黄

色葡萄球菌菌液，37 ℃培养 24 h，弃去培养基

及悬浮菌，再用 PBS 清洗 3 次，用含有 2.5% (质

量分数) 葡萄糖的 TSB 培养基配制浓度分别为

2、1、1/2、1/4、1/8、1/16 MIC 的粗提液样品，

依次每孔加入 200 μL，相同浓度的样品设 6 个

复孔，空白对照孔 6 个复孔 (只加培养基)，另

设阴性对照孔 6 个复孔 (未加粗提物的生物被

膜生长对照) ，37 ℃培养 48 h 后，弃上清液并

用 PBS 清洗 3 次。用 0.1%结晶紫染色 30 min，

弃结晶紫染液，用蒸馏水洗至澄清；加入无水

乙醇溶液 200 μL 溶解，酶标仪测定各孔于波长

570 nm 处的吸光度。 

粗提物对金黄色葡萄球菌生物被膜的抑制

率或清除率按下式计算： 

抑制率或清除率 (%)=(A2–A1)/(A2–A0)×100 

式中：A0 为空白对照组 A570 的吸光值；A1

为样品作用组 A570 的吸光值；A2 为阴性对照组

A570 的吸光值。 

1.3.5  数据统计分析 

所有数据利用 Microsoft Excel 进行统计处

理，用 SAS 9.2 进行 ANOVA 分析，不同平均值

之间利用 LSD 法进行差异显著性检验。 

1.3.6  粗提物的高效液相法 (High-performance 

liquid chromatography，HPLC) 分析 

称取少量发酵粗提物，加入一定量体积的

甲醇，配制成浓度为 1 mg/mL 的溶液，取 10 μL

用于 HPLC 分析。色谱条件：Diamonsil C18 (5 μm，

4.6 mm×250 mm) 色谱柱，柱温 25 ℃，检测波

长 254 nm，流动相甲醇∶水由 10∶90 到 100∶0

梯度洗脱 1 h，流速 1 mL/min。 
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2  结果与分析 

2.1  表型筛选到的阳性克隆鉴定 

通过筛选 80 000 个转化子，获得了 2 个对

金黄色葡萄球菌有较强抑制作用  (抑菌圈半

径约为 0.2 mm) 的阳性克隆 EM110 和 EM123 

(图 1)。为避免假阳性的存在，将 EM110 和

EM123 克隆在相应抗性 MS 平板划线纯化后，

对其抗菌活性进行确定，EM110 和 EM123 克隆

仍然有抑制金黄色葡萄球菌作用，检测平板上

出现抑菌圈。 

随后，以含空载体的 S. albus 为对照，对

EM110 和 EM123 进行发酵，并对发酵产物进行

了活性分析 (图 2)。结果表明，发酵产物样品

能明显抑制金黄色葡萄球菌的生长  (抑菌圈 

 

 
 

图 1  筛选后的阳性克隆 

Fig. 1  Positive clones obtained by functional based 
screening. 
 

 
 

图 2  克隆发酵产物的抗菌活性 

Fig. 2  Anti-bacterial activity of the fermentation 
extracts from two positive clones. 

半径约为 0.3 mm)。该结果说明样品中含有抑菌

活性物质。 

2.2  粗提物对金黄色葡萄球菌生物被膜的抑

制作用 

2.2.1  粗提物对金黄色葡萄球菌的 MIC 值 

阳性克隆 EM110 与 EM123 发酵产物的活

性分析证明了其发酵产物对金黄色葡萄球菌的

抑制作用。利用“肉汤常量稀释法”对 EM110 与

EM123 的发酵粗提物进行了最小抑菌浓度分

析。结果表明，样品 EM110 和 EM123 对金黄

色葡萄球菌的 MIC 值分别为 1.30 mg/mL 和

1.00 mg/mL，显著低于对照组的 18 mg/mL。说

明两种样品对金黄色葡萄球菌有良好的抑制

作用。 

2.2.2  粗提物对金黄色葡萄球菌生物被膜形成

的抑制作用 

浮游态金黄色葡萄球菌在不同基质中形成

生物被膜存在复杂的生长过程，在该过程中，浮

游态菌体不断被细胞外基质和基质网所包被，

形成完整的具有群体效应的生物被膜[21]。这些

细胞外基质包含了水、胞外多糖、胞外核酸、

胞外蛋白质等成分。因此，金黄色葡萄球菌形

成生物被膜的过程并不是简单的致病菌细胞集

合，而是具有类似于高等生物组织功能的组合

体。并且研究表明，致病菌生物被膜的形成需

要不同菌体之间的群体行为，该行为与菌体的

浓度及菌体外的密度信号感应 (Quorum sensing) 

有关，类似于高等生物的发育周期[22-23]。因此，

研究抑菌剂对金黄色葡萄球菌生物被膜形成过

程的抑制作用可以为抑菌剂的有效抑菌提供理

论支持。图 3 为实验中不同提取物浓度对金黄

色葡萄球菌生物被膜形成的抑制作用结果。 
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图 3 结果显示，不同浓度的样品对金黄色

葡萄球菌生物被膜的形成均具有良好抑制作

用。与对照相比，两种样品的不同浓度对金黄

色葡萄球菌生物被膜的抑制率均显著高于对照

组 (P<0.05)。另外，随着样品浓度的增大，两

种样品对金黄色葡萄球菌生物被膜形成的抑制

作用显著增强；在 2 MIC 浓度下，两种样品对

生物被膜的抑制率都超过了 90%，在 1/4 MIC

浓度下，两种样品对生物被膜的抑制率仍达到

60%以上，在 1/4–2 MIC 浓度范围内，两种样品

对金黄色葡萄球菌生物被膜的抑制作用无显著

差异 (P>0.05)。 

2.2.3  粗提物对金黄色葡萄球菌生物被膜的清

除作用 

研究表明，在成熟的金黄色葡萄球菌生物

被 膜 中 可 以 形 成 具 有 三 维 结 构 的 微 菌 落 

(Microcolony)[24-25]，这些三维结构将单个菌体构

成一个复杂的“群居体”，从而增加了致病菌的耐

药性及抵抗宿主自身免疫系统的能力。其耐药

性具体表现为生物被膜的渗透限制作用和生物

被膜的主动外排机制，这些机制增加了抑菌 

 

 
 

图 3  粗提物对金黄色葡萄球菌生物被膜的抑制作用 

Fig. 3  Inhibitory effect of the fermentation extracts 
on the formation of S. aureus biofilm. 

剂的使用要求[26]。在本研究中，通过功能宏基

因组学技术筛选获得的活性成分对金黄色葡萄

球菌生物被膜具有有效的清除作用 (图 4)。 

图 4 结果表明，与对照组相比，不同浓度

的两种样品对金黄色葡萄球菌生物被膜均有显

著的清除作用 (P<0.05)，并且随着样品浓度的

增加，清除作用显著增加；在 1 MIC 浓度时，

EM110 样品对生物被膜清除率超过 30%，

EM123 样品在 2 MIC 浓度时对生物被膜的清除

率达到 33.56%±1.24%。另外，当样品浓度增加

至大于 1/8 MIC 时，EM110 样品对金黄色葡萄

球菌生物被膜的清除率显著高于 EM123 样品 

(P<0.05)。 

2.3  阳性克隆发酵粗提物的 HPLC 检测 

为检测阳性克隆表达的活性产物，对阳性

克隆发酵粗提物进行了 HPLC (图 5)。与对照相

比，EM123 样品可检测到微弱的特异峰，但产

量较低。虽然 EM110 的发酵粗提物的生物被膜

活性要高于 EM123，但 EM110 样品没有检测到

明显的克隆特异峰 (结果未显示)，原因可能是

EM110 中的活性物质产量很低，未来通过发酵 

 

 

 
图 4  粗提物对金黄色葡萄球菌生物被膜的清除作用 

Fig. 4  Effect of fermentation extracts on S. aureus 
biofilm dispersal. 
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图 5  阳性克隆 EM123 发酵粗提物的 HPLC 分析 

Fig. 5  HPLC UV (254 nm) traces of EM110 and 
EM123 fermentation extracts. Star markers indicate the 
clone specific peaks. 

 

优化提高产量和改进检测方法的手段将可能发

现新的活性单体化合物。 

3  结论 

以链霉菌为表达宿主，利用功能宏基因组

学技术获得了两个对金黄色葡萄球菌均有良好

的抑制作用的克隆，其发酵产物对金黄色葡萄球

菌的 MIC 值分别为 1.30 mg/mL 和 1.00 mg/mL。

克隆发酵产物对金黄色葡萄球菌生物被膜的抑制

作用显著，并且在 1/4–2 MIC 浓度范围内，两种

样品对金黄色葡萄球菌生物被膜的抑制作用无

显著差异。同时，两种样品对金黄色葡萄球菌

生物被膜也存在显著的清除作用 (P<0.05)，当

样品浓度大于 1/8 MIC 时，EM110 样品对金黄

色葡萄球菌的清除率高于 EM123 样品。 
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