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摘要：【目的】从南海 4个站位的深海沉积物中分离真菌，揭示其多样性并测定抗菌活性。【方法】使用 4

种培养方法和 8种培养基，从 12个深海沉积物样本中分离培养真菌，通过菌落形态观察和 ITS序列系

统发育分析进行鉴定。采用滤纸片扩散法和生长速率法分别测试真菌小量发酵液粗浸膏的抗细菌和抗真

菌活性。【结果】共分离到 125株纯培养真菌，基于形态和 ITS序列分析，排重后得到 18个种类型，这

些真菌可以划分到 12个属，大多数属于子囊菌门(Ascomycota)，只有 2株属于担子菌门(Basidiomycota)。

4个站位可培养真菌多样性具有差异性。抑菌活性筛选显示，大多数真菌具有较好的抑菌活性；链格孢

属(Alternaria)、青霉属(Penicillium)、匐柄霉属(Stemphylium)这几个属的真菌表现出对多种指示细菌有抑

制作用，尤其是 Alternaria tenuissima DN09、Alternaria alternata DN14和 Penicillium chrysogenum DN16

对 G+和 G–细菌均表现出抑制作用。【结论】本研究揭示了南海深海沉积物可培养真菌多样性和抑菌活

性，为进一步利用深海沉积物来源真菌奠定了基础。 
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高压、低温、寡营养等极端条件使深海成为一

种特殊生境，部分深海来源的真菌能产一些有特殊

活性的化合物，因此深海真菌被认为是发现新的生

物活性物质的重要来源。第 1次在深海中发现真菌

可追溯到 1964年，是在大西洋 4450 m水深处[1]。

近年来相继有文献报道在一些深海环境中发现了

真菌的存在，例如：南海沉积物[2-3]、太平洋沉积

物[4-5]、中印度洋和东印度洋海沉积物[6-10]、北极

地沉积物[11]等。尽管深海真菌越来越受关注，但

是相比细菌和古菌，我们对真菌还知之甚少。尤

其是对南海深海沉积物的真菌多样性及其特性了

解还比较欠缺，只有少数文献对南海沉积物真菌

多样性进行了报道[2-3,12]。从南海深海沉积物来源

的可培养真菌中已分离到了多种具有生物活性的

次级代谢产物，例如：邻氨基苯甲酸衍生物[13]、

哌啶二酮[14]、黄色素[15]、环戊烯酮[16]、倍半萜[17]、

生物碱[18-19]、吲哚二酮哌嗪[20]、细胞松弛素[21]、

异戊烯酮类[22]等。由此可见，南海深海沉积物来源
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的真菌有产生物活性物质的潜能，值得深入研究。 

本研究目的是揭示南海深海沉积物可培养

真菌的多样性，并比较不同位点和深度之间的差

异，同时调查南海深海沉积物可培养真菌产抗菌

活性物质的潜能，为进一步利用南海深海真菌奠

定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  沉积物材料来源：实验所用的沉积物样本

由上海交通大学王风平教授提供，来自南海的 4

个站位，采样水深分别为 1183 m(A)、897 m(B)、

约 1000 m(C)和 1434 m(D)，其中 A、B站位位于

神狐海域，C、D站位位于琼东南盆地。从深海获

得的样品直接送到船上分装，每个站位再取 3 个

不同深度，分别来自沉积物柱的大约 0.05 m (表

层)、1.00 m和 2.00 m处，总计 12份沉积物样品。

样品立即存放在无菌袋中并封口以避免污染，保

存于 4 °C，低温运输至实验室后用于真菌的分离。 

1.1.2  指示菌种类：指示菌包括枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis, G+)、蕈状芽孢杆菌 (Bacillus 

mycoides, G+)、金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus 

aureus, G+)、鲍曼不动杆菌(Acinetobacter baumanii, 

G–)、大肠杆菌 (Escherichia coli, G–)、铜绿假单胞

菌(Pseudomonas aeruginosa, G–)共 6株细菌以及 1

株水稻纹枯病真菌(Rhizotonia solani)。 

1.2  真菌分离培养 

为了尽可能全面揭示沉积物中的可培养真

菌多样性，本实验使用了 4种不同的方法来分离

培养真菌[3,5,23-27]。(1) 稀释涂平板法：用灭菌小

铲取 1 g沉积物样本，置于 9 mL灭菌的人工海水

中，振荡 10 min即得 10–1稀释液。无菌吸管吸取

1 mL 10–1稀释液加到 9 mL灭菌的人工海水中，充

分摇匀，即得 10–2稀释液。取 10–1和 10–2稀释液

各 100 μL 涂平板，同时设置 2 个温度(15 °C 和

25 °C)培养；(2) 低温诱导法：取 100 μL 10–1稀释

的沉积物涂平板，将平板置于 4 °C 培养；(3) 颗

粒平板法：采用能通过 200 μm 网筛但不能通过

100 μm网筛的沉积物颗粒涂平板分离真菌；(4) 高

通量筛选[28]：也叫极限稀释法，利用 48孔板，根

据稀释涂平板的结果来确认稀释倍数，确保每个

孔中的真菌数不会多于 1 个。此外共使用了 8 种

培养基分离真菌，所有的培养基成分均采用常规

用量的 1/5 (表 1)，以此来模拟深海的寡营养状态。

根据前两种方法得到的结果，颗粒平板法和高通

量筛选法只选用了分离效果较好的 CYA培养基。

所有培养基中均添加青霉素及链霉素(1 g/L)抑制

细菌的生长。在分离真菌时，设置空白平板，所

有的平板都设 3个平行重复，每隔 3–5 d观察培养

效果，所有长出的真菌菌落均接种于 PDA平板上

多次纯化直至获得纯的菌株。 

1.2.1  真菌鉴定：对纯培养的 125 株真菌采用

CTAB法提取 DNA，使用引物 ITS1 (5ʹ-TCCGTAG 

GTGAACCTGCGG-3ʹ)和 ITS4 (5ʹ-TCCTCCGCTT 

ATTGATATGC-3ʹ)扩增 ITS 序列进行分子鉴定。

将所测得的序列在 NCBI 数据库中进行 BLAST

比对，结合形态学分析和序列比对对真菌进行排

重[29]，然后基于 MEGA软件中的邻接法(NJ)进行

系统发育分析。 

1.2.2  真菌培养与浸膏制备：挑取经活化的真菌接

种于改良查氏液体培养基中，于 25 °C、120 r/min 

培养 10 d。5000 r/min离心 20 min，收集菌丝体和

发酵液。菌丝体先经超声破碎，再经乙酸乙酯浸泡，

发酵液用乙酸乙酯等比萃取，二者混合后蒸干，提

取物用乙酸乙酯溶解成 5 mg/mL的粗浸膏备用。 
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表 1.  分离真菌所使用的培养基和方法以及分离到的纯培养真菌数 

Table 1.  The media and methods used to isolate fungi and the numbers of pure cultured fungi 

Media Components of media 

Isolates 

Dilution 
plating 
method 

Low temperature 
incubation 
method 

Particle 
plating 
method 

High-throughput 
culturing 
method 

Total 

PDA PDB powder 30 g, Agar 15 g, ASW 1000 mL 10 5 – – 15 

CDA NaNO3 3 g, K2HPO4 1 g, MgSO4·7H2O 0.5 g, KCl  
0.5 g, FeSO4·7H2O 0.001 g, Agar 15 g, ASW1000 mL

12 5 – – 17 

CYA Czapek’s concentrated solution 2 mL, K2HPO4 1 g, 
yeast extract 5 g, Agar 15 g, ASW 1000 mL 

13 6 12 10 19+22

MEA Malt extract 30 g, Peptone 3 g, Agar 15 g, ASW  
1000 mL 

10 4 – – 14 

SA Peptone 10 g, Glucose 40 g, Agar 15 g, ASW 1000 mL 9 4 – – 13 

CMA Corn extract 7 g, Agar 15 g, ASW 1000 mL 5 2 – – 7 

GYPS Glucose 5 g, Yeast extract 5 g, Starch 5 g, Agar 15 g, 
ASW 1000 mL 

5 3 – – 8 

BSA Malt extract 15 g, Yeast extract 2 g, Benomyl 10 μg, 
Lactic acid 2 mL, Agar 15 g, Chloramphenicol 50 μg, 
ASW 1000 mL 

6 4 – – 10 

ASW: Abbreviation of artificial sea water. All the above media were used at 1/5 strength. –: The media were not used. 
 

1.2.3  抑菌活性分析：可培养真菌发酵液粗浸膏

的抑细菌活性采用滤纸片扩散法[30]。将保存于甘

油管中的指示细菌，接种到新鲜的营养琼脂平板

上活化，37 °C培养 18 h。将平板上的菌落接种到

锥形瓶中培养一段时间后，将菌悬液浓度调整为

107 CFU/ mL。取 100 μL菌悬液在营养琼脂平板

上均匀涂布。将 20 μL 粗浸膏分多次滴加于滤纸

片，待乙酸乙酯挥发后，置于涂有指示菌的平板，

37 °C培养 12 h，以抑菌圈的直径来表示粗浸膏抑

菌活性的强弱。每个样本设置 3 个平行重复，同

时设置一个阴性对照(乙酸乙酯挥发后的空白滤

纸片)，一个阳性对照(G+以氨苄青霉素作为阳性对

照，G–以链霉素作为阳性对照)。采用生长速率法

测定抑真菌活性[31]。在无菌条件下，取制备好的

粗浸膏 1 mL，分别加入到培养皿中，再加入 15 mL

冷却至 40 °C左右的 PDA培养基充分混匀，冷却

凝固后备用。将真菌指示菌打成大小一致的菌饼，

接种于平板上。以含有等量乙酸乙酯的培养基平

板作为对照，28 °C、3 d后测定生长直径，以指示

真菌菌落直径差来表示抑菌活性强弱。 

2  结果和分析 

2.1  可培养真菌的多样性 

总共从 12份沉积物中分离出 125株纯培养的

真菌(表 2)，形态学结合 ITS序列比对排重后得到

18 个种类型，其 GenBank 登录号为 KY781369– 

KY781386(DN01–DN18)。基于 ITS 序列比对分

析，这些菌株可归属于子囊菌门(Ascomycota)和

担子菌门(Basidiomycota)的 12个属。可培养真菌

在 4个站位的多样性与分布见表 2，NJ法构建的

系统发育树见图 1。可培养真菌的 ITS 序列比对

结果表明，所有的序列与数据库中已有序列的相

似度都>97%。可培养的真菌大多数属于子囊菌

门，只有 2 株真菌是属于担子菌门的酵母(DN07

和 DN18)。所有分离到的真菌属于 6个纲、12个
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属，这其中枝孢属(Cladosporium)是最优势的属，

其次是链格孢属(Alternaria)。 

对 4 个站位分离培养的真菌进行比较，

Cladosporium sp.和 Alternaria sp.在 4个站位中都

有分离到，Exophiala sp.只在 B、D站位分离到，

其他属都只在一个站位分离到。进一步使用

Bray-Curtis 来计算每个站位之间的差异度，发现

B和 C两个位点的差异度为 100%，其他各站位两

两之间的差异度在 70%–90%之间，这说明 4个站

位之间的可培养真菌多样性差异较大。2株担子菌

门的酵母(DN07和 DN18)均来自最底部样品(即约

2 mbsf (below the seafloor)处)。A站位一共分到了 

 
 

表 2.  各个样本中可培养真菌的多样性和分布 

Table 2.  The distribution and comparison of culturable fungal diversity in different sediments 

Isolates 
Closest relative 
(GenBank No.) 

Class Similarity/%
A B C D 

A-0 A-1 A-2 B-0 B-1 B-2 C-0 C-1 C-2 D-0 D-1 D-2

DN01 
Cladosporium cladosporioides 
(EU497957.1)  

Dothideomycetes 100  ● ●   ●       

DN02 
Cladosporium oxysporum 
(KY114873.1)  

Dothideomycetes 100   ●         ● 

DN03 
Cladosporium sphaerospermum 
(KY114871.1)  

Dothideomycetes 100 ● ● ●    ● ● ●  ●  

DN04 
Plectosphaerella cucumerina 
(EU594566.1) 

Sordariomycetes 100   ●          

DN05 
Sarocladium strictum 
(KC254090.1) 

Sordariomycetes 100 ● ● ●          

DN06 
Alternaria arborescens 
(KU933204.1)  

Dothideomycetes 99 ● ●     ●      

DN07 
Rhodotorula mucilaginosa 
(KY104868.1) 

Microbotryomycetes 99   ●          

DN08 
Exophiala sp. 
(LC017736.1) 

Eurotiomycetes 99    ● ● ●    ●   

DN09 
Alternaria tenuissima  
(KX349880.1) 

Dothideomycetes 100    ●         

DN10 
Cladosporium tenuissimum 
(KP701937.1)  

Dothideomycetes 99       ● ● ●    

DN11 
Aspergillus versicolor 
(LC105698.1)  

Eurotiomycetes 100         ●    

DN12 
Cadophora fastigiata 
(AB190392.1 ) 

Leotiomycetes 100       ●      

DN13 
Alternaria longipes 
(KX499521.1)  

Dothideomycetes 99        ● ●    

DN14 
Alternaria alternata  
(AY154682.1) 

Dothideomycetes 99           ●  

DN15 
Stemphylium lycopersici  
(KX786346.1)  

Dothideomycetes 100          ●   

DN16 
Penicillium chrysogenum 
(KY218708.1)  

Eurotiomycetes 100          ● ●  

DN17 
Knufia epidermidis 
(KP174858.1) 

Eurotiomycetes 99            ● 

DN18 
Cystobasidium sp. 
(AF444588.1)  

Cystobasidiomycetes 100            ● 

A-0: Site A, the deepth is about 0.05 m; A-1: Site A, the deepth is about 1.00 m; A-2: Site A, The deepth is about 2.00 m. Other sites 
were the same. ●: The fungi was isolated from this sample. 
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图 1.  基于 NJ 法对 18 株代表性真菌的 ITS rDNA 序列构建系统发育树 

Figure 1.  Neighbour-Joining (NJ) tree based on fungal ITS rDNA sequences of 18 fungal isolates. 0.05 was 
sequence divergence. 
 

7种真菌，其中 A-2深度分离到最多种类的真菌；

枝孢属和帚枝霉属(Sarocladium)为优势属真菌，在

3 个深度都存在；B 站位一共分到 3 种真菌，B-0

和 B-2 处都分到 2 种，外瓶霉属(Exophiala)在 3

个深度的样品中都存在；C 站位一共得到 6 种真

菌，C-2分到最多，枝孢属和链格孢属的真菌在 3

个深度样品都存在；D站位一共分到 8种真菌，3

个深度样品各分到 3种真菌，青霉属(Penicillium)

在 D-0 和 D-1 都分离到。使用方差分析计算每个

站位中深度对真菌多样性的影响，得到的 P 值均

大于 0.05，说明 1–2 m的样品采样深度差异对真

菌多样性没有显著的影响。 
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2.2  抑菌活性选择 

18 种代表性可培养真菌进行液体发酵制备

粗浸膏，进行抑菌活性筛选，发现 10株真菌对 6

株细菌指示菌有不同程度的抑制效果(表 3)。这

10 株真菌都属于子囊菌门。其中 Stemphylium 

lycopersici DN15对 3种G+细菌都有较好的抑菌效

果；Alternaria alternata DN14对 2种 G+细菌有抑

制作用，而且对 G–铜绿假单胞菌也有抑制作用；

菌株 Penicillium chrysogenum DN16、Alternaria 

tenuissima DN09 对 G+细菌和 G–大肠杆菌都有较

好的抑制作用。其他真菌至少对 6 种指示细菌中

的一种有抑制作用。未筛选到对水稻纹枯病真菌

有抑菌活性的菌株。 

3  讨论 

目前，对南海深海沉积物真菌的研究还比较

少。本次研究分离到的真菌的 ITS 序列与数据库

中已有真菌序列相似度都>97%。尽管采用了多种

培养基和多种培养条件，但分离培养得到的真菌

都属于子囊菌门和担子菌门，未分离到其他门的

真菌。至今国内外还未有能通过培养的方式从深

海沉积物中分离得到子囊菌门和担子菌门这两

门以外的真菌，这可能与没有模拟深海环境(例如

高压等)因素有关。可见，如何模拟深海环境分离

得到新颖性高的深海真菌是一个急需解决的问

题。分离培养到的属 Cladosporium、Alternaria、

Aspergillus、Penicillium被认为是陆源属真菌，但

这些属的真菌也在多种深海环境中报道过，例如

真菌 Cladosporium sp.在南海深海沉积物[3]、东印

度洋深海沉积物[6,23]、大西洋和太平洋深海热泉[5]

都有发现。有报道称这个属的真菌(Cladosporium 

cladosporioides)能产不饱和脂肪酸来耐受低温[11]。

真菌 Aspergillus sp.在南海深海沉积物[2-3,12]、印度

洋深海沉积[32]、太平洋深海沉积物[4]都有发现，

这个属的某些种所产的孢子能够在高压和低温的

环境下存活[5]，而且能参与到反硝化反应中[33]。

Exophiala、Sarocladiu、Alternaria这 3个属的真菌

在多种深海环境中报道过[2-4,32,34]。Cystobasidium、

Knufia 这 2 个属的真菌在深海环境中被报道的较 

 

表 3.  真菌粗浸膏抑菌活性实验结果 

Table 3.  The antimicrobe activities of fungal isolates against different indicators 

Isolates 
Indicator 

B. subtilis B. mycoides S. aureus A. baumanii E. coli P. aeruginosa

Cladosporium cladosporioides DN01 (KY781386) – – ++ – – – 

Cladosporium oxysporum DN02 (KY781385) – – + – – – 

Cladosporium sphaerospermum DN03 (KY781384) – – + – – – 

Plectosphaerella cucumerina DN04 (KY781383) – – + – – – 

Alternaria tenuissima DN09 (KY781378) + – – – ++ – 

Aspergillus versicolor DN11 (KY781376) – – + – – – 

Alternaria longipes DN13 (KY781374) – + – – – – 

Alternaria alternata DN14 (KY781373) – ++ ++ – – + 

Stemphylium lycopersici DN15 (KY781372) +++ +++ ++ – – – 

Penicillium chrysogenum DN16 (KY781371) – – + – + – 

–: No transparent circle; +: 6≤Φ<12 mm; ++: 12≤Φ<18 mm; +++: Φ≥18 mm. Φ: Diameter of antimicrobe circle. The results were 

the average of three replicates. 
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少，Singh等曾在印度洋深海沉积物中分离培养到

这 2 个属的真菌 [23]。实验中分离到的酵母

Rhodotorula mucilaginosa 普遍存在于多种深海环

境，甚至在目前所知地球上最深的海沟——马里

亚纳海沟中也发现了这株酵母的存在，并被多次

报道用于抗冻蛋白的研究[6,10,34]。Stemphylium 和

Plectosphaerella两个属的真菌在深海环境中鲜少

有报道，有报道称通过 Illumina 测序发现这个属

分布于冲绳海沟的深海沉积物[34]。在本研究分离

到的 Cadophora这个属的真菌被报道存在于深海

热泉，这个属的真菌同样被发现存在于南极环

境，且是耐冷菌[5]。可见，本研究分离培养的所

有真菌都曾在深海环境中被报道过。尽管一些真

菌在陆地上也常有发现，但是通过适应深海环境

可能具有了新的生理生化特性和功能，因此也具

有极高的开发利用价值。为了排除分离培养过程

中污染的可能性，所有实验步骤均在无菌操作台

中进行，所有的器具和试剂均经过严格的灭菌，

且实验时在操作台中设置了空白对照平板，这些

平板上均无真菌生长；同时，本研究所有培养到

的真菌属在其他深海环境中均有报道，这都说明

本研究分离培养的真菌不是来自分离过程中的

环境污染。 

基于本研究的结果，4个站位的可培养真菌多

样性存在较大差异。Zhang等[3]对南海 9个站位的

深海沉积物中可培养的真菌进行了比对，同样发

现，各站位之间培养到的真菌多样性存在较大的

差异。造成各站位之间真菌多样性差异的主要原

因可能是各位点沉积物的营养组成不同[9]；另一个

可能的原因是，每个位点只有部分沉积物被用来

分离培养真菌，这部分沉积物不能很好地代表这

个站位[7]。对于每个站位的 3个深度之间，本研究

得到的结果是深度对真菌多样性没有显著的影

响，这可能是 3个深度之间跨度不大(才大约 1 m)

所致。Rédou 等[24]研究了海底表层以下，跨度达

千米的沉积物中可培养真菌的组成，发现深度对

真菌多样性有显著的影响。因此，可培养真菌多

样性和站位、深度之间的关系还有待进一步研究。 

本实验中分离到的真菌展现出较好的抗菌活

性，对至少一种细菌指示菌有抑制作用。除了已

知能产多种化合物的 Aspergillus 和 Penicillium 属

真菌外，本研究分离到的 Cladosporium属(DN01、

DN02、DN03)真菌对金黄色葡萄球菌呈现良好抗

性。Zhang等[3]同样从南海沉积物中分离到了这个

属的真菌，其表现出抗真菌活性。我们分离培养

到 的 Alternaria tenuissima DN09 、 Alternaria 

alternata DN14 和 Penicillium chrysogenum DN16

不仅对 G+细菌有良好的抗性，而且对 G–的大肠

杆菌和铜绿假单胞菌也表现出抑制作用。Zhang

等[35]曾发现南海珊瑚来源的这个属对藤黄球菌有

抑制作用。本研究中发现的有抗菌活性的真菌中，

除 Plectosphaerella sp.和 Stemphylium sp.以外都

曾被报道从南海沉积物中被分离培养，且有产活

性物质的潜能[3,13-22]。由此可见，南海沉积物来源

的真菌是用于挖掘天然活性产物的良好资源。尤

其值得一提的是，Stemphylium lycopersici DN15

对 B. subtilis、B. mycoides和 S. aureus具有较强的

抑制活性，非常值得进一步对其次级代谢产物进

行研究。Teiten 等[36]从陆地植物来源的一株匐柄

霉属(Stemphylium)真菌中分离出 Altersolanol A，

这种物质有抗肿瘤活性。Zhou等[37]从南海红树林

来源的这个属的真菌中分离出吡喃酮派生物，这

种物质有抗多种细菌的活性。总之，该研究采用

多种分离方法与策略，揭示了南海多个站位、不

同深度的深海沉积物中可培养真菌的多样性。同

时，得到了多株具有抗菌活性的真菌，尤其是具
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有多种抗菌活性的 Stemphylium lycopersici DN15、

Alternaria tenuissima DN09、Alternaria alternata 

DN14、Penicillium chrysogenum DN16。这些结果

不仅丰富了我们对深海可培养真菌多样性的了解，

同时也为尽快一步开发利用深海真菌资源提供了

依据。 
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Diversity and antimicrobial activity of fungi isolated from 
deep-sea sediments in South China Sea 
Li Feng, Qun Jiang, Wei Sun, Yingxin Li, Fengli Zhang, Zhiyong Li* 
State Key Laboratory of Microbial Metabolism, School of Life Sciences and Biotechnology, Shanghai Jiao Tong University, 
Shanghai 200240, China 

Abstract: [Objective] To reveal the diversity and antimicrobial activity of culturable fungi from the deep-sea 

sediments in 4 different sites in South China Sea. [Methods] We used 4 different methods and 8 different media to 

study the culturable fungal diversity in 12 deep-sea sediments samples. We identified fungal isolates by colonial 

morphology observation and ITS-based phylogenetic analysis. We used disc diffusion and growth rate methods to 

test antibacterial and antifungal activities. [Results] A total of 125 fungi were isolated from the sediments. Based on 

the ITS sequence analysis and morphological characteristics, the isolates were grouped to 18 fungal species and 12 

genera within 2 phyla. Most fungi belong to Ascomycota and only 2 isolates belong to Basidiomycota. The 

culturable fungal diversity was different among the 4 locations. Most of the fungal isolates exhibited antimicrobial 

activity. The genera Alternaria, Penicillium and Stemphylium displayed antibacterial activity against more than one 

indicator. Particularly, Alternaria tenuissima DN09, Alternaria alternata DN14 and Penicillium chrysogenum 

DN16 displayed activity against both Gram-positive and Gram-negative bacteria. [Conclusion] Higher diversity 

and antimicrobial activity of the culturable fungi isolated from deep-sea sediments in South China Sea provide the 

potential application of these fungi. 

Keywords: South China Sea, deep-sea sediment, fungus, diversity, antimicrobial activity 
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