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研究报告 

远海 50 个站位沉积物中潜在木质素降解菌的分离与鉴定 

黄一哲  任娜  徐莹  吴李园  董冰夏  朱四东  杨季芳  陈吉刚* 
浙江万里学院生物与环境学院  浙江 宁波  315100 

摘  要：【背景】微生物在海洋木质素的降解过程中发挥了至关重要的作用，然而来源海洋环境的木

质素降解菌的相关研究报道却很少。【目的】从远海沉积物环境分离潜在的木质素降解菌，为木质素

的可再生化学物质转化提供菌种资源。【方法】利用以木质素为唯一碳源的培养基，对 50 个远海沉

积物样品中的木质素降解菌进行富集培养与纯化，并利用含苯胺蓝的脱色培养基筛选潜在木质素降

解菌，继而通过 16S rRNA 基因测序与序列比对初步确定潜在木质素降解菌的分类地位。【结果】从

50 个沉积物样品中共分离获得菌株 283 株，其中潜在木质素降解菌 263 株，它们隶属于 α-变形杆菌

纲 (Alphapreobacteria)、 γ-变形杆菌纲 (Gamaproteobacteria)、芽孢杆菌纲 (Bacilli)、放线杆菌纲

(Actinobacteria)和黄杆菌纲(Flavobacteriia)中的 32 个属。【结论】远海沉积物环境中蕴含着丰富的木

质素降解菌，为海洋生物资源的开发利用提供了新的参考。 
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Isolation and identification of potential lignin-degrading bacteria 
in sediments from 50 stations of the Pelagic Ocean 
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YANG Jifang  CHEN Jigang* 
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Abstract: [Background] Microorganisms play a vital role in the degradation process of marine lignin, but 
there are few reports about the lignin-degrading bacteria that originate from the marine environment. 
[Objective] To isolate potential lignin-degrading bacteria from sediments of Pelagic Ocean, and to provide 
strain resources for the conversion of renewable chemical substances of lignin. [Methods] Enrichment and 
purification of lignin-degrading bacteria in 50 sediment samples from the Pelagic Ocean by using the 
medium with alkaline lignin as the sole carbon source, and then screen for potential lignin-degrading 
bacteria by using the decolorizing medium. The taxonomic status of potential lignin-degrading bacteria 
preliminarily determined by 16S rRNA gene sequencing and sequence identity comparison. [Results] A 
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total of 283 strains were isolated from 50 sediment samples, including 263 potential lignin-degrading 
strains, which belonged to 32 genera in five class (Alphapreobacteria, Gamaproteobacteria, Bacilli, 
Actinobacteria and Flavobacteriia). [Conclusion] The sediment environment in the Pelagic Ocean is rich 
in lignin-degrading bacteria, which provided new references for the development and utilization of marine 
biological resources. 

Keywords: Pelagic Ocean, lignin-degrading bacteria, identification 
 

木质素是一种复杂的芳香异质多聚体，被发

现 是 植 物 木 质 纤 维 素 的 主 要 成 分 ( 占 干 重 的

20%−35%) ， 对 微 生 物 的 分 解 具 有 极 强 的 抵 抗    

力[1]。由于木质素的去除是木质纤维素向第 2 代生

物燃料和可再生化学物质转化的关键问题，因此木

质素的分解引起了人们极大的兴趣[2-4]。白腐真菌和

褐腐真菌对木质素的降解已得到较为深入的研究，

它们利用胞外氧化机制来分解木质素聚合物[5]。黄

孢原毛平革菌(Phanerochaete chrysosporium)产生胞

外木质素过氧化物酶和锰过氧化物酶以催化木质

素解聚，其他真菌则主要通过胞外漆酶参与木质

素分解[6]。与真菌相比，细菌在生物技术应用方

面更有优势，例如更加有效的大规模培养、更方

便的分子遗传学操作和蛋白质表达体系[7]。近年

来，有关木质素降解菌的研究逐渐增多，但这些

细菌主要为陆地来源[8]。 

海洋沉积物是地球上最大的有机碳库，以木

质素、纤维素和半纤维素为主的结构性聚合物是

陆源有机质的重要组成成分，约占海洋埋藏有机

质的 1/3，因此，木质素的微生物降解被认为是全

球碳循环的重要过程之一[9]。本研究以来源于远

海 50 个站位的沉积物样品为实验材料，以木质素

为唯一碳源开展潜在木质素降解菌的富集培养，

并在此基础上开展分离菌株的分子鉴定，以期丰

富木质素降解菌的菌种资源。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

实验样品来源于中国大洋科考 40 航次和 50 航

次采集的 50 个站位的沉积物。40 航次 12 个站位

位于西太平洋多金属结核区，其上覆盖结核，海

水深度位于 4 933−5 590 m (表 1)。50 航次 38 个站

位位于东太平洋多金属结核区，其上覆盖结核，

海水深度位于 4 715−5 526 m (表 2)。样品采集方

式为箱式或重力柱采集。 

1.2  主要试剂和仪器 

Premix Ex TaqTM DNA 聚合酶，TaKaRa 公

司；蛋白胨，Oxoid 公司；脱碱木质素和苯胺蓝，

梯希爱(上海)化成工业发展有限公司；UNIQ-10 柱

式 DNA 胶回收试剂盒，生工生物工程(上海)股份

有限公司；引物 27F 和 1492R，上海桑尼生物科技

有限公司。PCR 仪，上海艾研生物科技有限公

司；低温摇床，New Brunswick Scientific 公司。 

1.3  培养基 

Marine Agar 2216 和 Marine Broth 2216 培养

基，BD Difco 公司。 

 
表 1  40 航次 12 个站位沉积物样本基本信息 
Table 1  Basic information of sediment samples from   
12 stations of 40th cruise 
站位 

Station 

经度 

Longitude (E, °) 

纬度 

Latitude (N, °)

水深 

Depth (m)

40V-C1-BC1602 159.45 20.02 5 501 

40V-C1-BC1603a 156.97 20.43 5 094 

40V-C1-BC1604 157.20 20.43 5 403 

40VI-C1-BC1606 158.47 20.39 5 574 

40VI-C1-BC1607 160.41 20.46 5 123 

40VI-C1-BC1608 160.34 20.24 4 933 

40VI-C1-BC1610 160.85 20.93 4 993 

40VI-C3-BC1613 158.98 22.15 5 293 

40VI-C3-BC1615 160.55 22.88 5 590 

40VI-C3-BC1617 161.09 23.18 5 371 

40VI-C3-BC1618 160.13 22.88 5 528 

40VI-C3-BC1621a 157.03 22.22 5 294 
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表 2  50 航次 38 个站位沉积物样本基本信息 
Table 2  Basic information of sediment samples from   
38 stations of 50th cruise 

站位 

Station 

经度 

Longitude 
(E, °) 

纬度 

Latitude 
(N, °) 

水深 

Depth 
(m) 

50II-A6-S10-BC37 144.74 11.33 5 194 

50II-A2-S01-GC02-380 138.56 12.61 5 021 

50II-A2-S01-GC02-000 138.56 12.61 5 021 

50II-A6-S03-BC38 144.70 11.27 5 147 

50II-A8-S08-BC05 139.26 13.18 4 715 

50II-A6-S06-BC31 144.64 11.17 5 526 

50II-A6-S04-BC30 144.79 11.28 5 254 

50II-A6-S05-BC29 144.91 11.28 5 396 

50II-A6-S07-BC28 144.77 11.41 5 282 

50II-A1-S01-BC26 142.59 12.10 5 107 

50II-A1-S02-BC25 142.40 12.10 5 079 

50II-A1-S05-BC22 141.86 12.10 4 954 

50II-A1-S04-BC21 141.99 12.10 4 930 

50II-A7-S04-BC20 139.45 11.25 4 919 

50II-A7-S03-BC19 139.42 11.16 4 862 

50II-A7-S02-BC18 139.17 11.25 4 838 

50II-A7-S01-BC17 139.03 11.33 4 841 

50II-A2-S05-BC15 138.57 12.28 4 907 

50II-A2-S04-BC14 138.44 12.33 5 024 

50II-A2-S06-BC13 138.81 12.21 5 079 

50II-A2-S03-BC12 138.98 12.44 5 061 

50II-A2-S02-BC11 138.79 12.52 4 970 

50II-A2-S01-BC09 138.56 12.61 5 022 

50II-A8-S05-BC08 139.39 13.17 4 848 

50II-A8-S04-BC07 139.60 13.18 4 829 

50II-A8-S06-BC06 139.72 13.17 4 777 

50II-A8-S03-MC01 139.30 13.31 4 998 

50II-A8-S03-BC04 139.30 13.31 4 997 

50II-A8-S02-BC02 139.61 13.35 5 078 

50II-A8-S01-BC01 139.61 13.44 4 846 

50I-KW1-S10-BC23 154.07 9.25 5 070 

50I-KW1-S20-BC22 153.81 9.11 5 219 

50I-KW1-S06-BC21 154.18 9.24 5 121 

50I-KW1-S18-BC17 153.94 9.13 5 154 

50I-KW1-08-BC10 154.13 9.45 5 211 

50I-A5-S02-BC07 156.42 9.65 5 293 

50I-A5-S06-BC06 156.48 9.60 5 281 

50I-A5-S04-BC01 156.23 9.38 5 174 

富 集 培 养 基 (g/L) ： (NH4)2SO4 0.7 ， KNO3 

0.6，KH2PO4 0.4，K2HPO4 0.1，脱碱木质素 1.0，

陈海水 1 000 mL，pH 7.2。灭菌后加入过滤除菌

的维生素 2 mL 和微量元素 1 mL。 

脱 色 培 养 基 (g/L) ： (NH4)2SO4 0.7 ， KNO3 

0.6，KH2PO4 0.4，K2HPO4 0.1，脱碱木质素 1.0，

蛋白胨 0.05，琼脂粉 15.0，陈海水 1 000 mL，

pH 7.2。灭菌后加入 100 mg 过滤除菌的苯胺蓝。 

1.4  潜在木质素降解菌的富集培养及纯化 

无菌称取沉积物表层样品 3 g 置于 50 mL 离心

管中，加入 27 mL 灭菌陈海水，旋涡振荡 10 min，

将涡旋液置 8 °C 冰箱过夜。取 10 mL 涡旋液转

移至含 90 mL 富集培养基的锥形瓶中，20 °C、

80 r/min 振荡培养 14 d。取 10 mL 富集培养物，转

接至 90 mL 新鲜富集培养基中，重复上述培养条

件继续培养 14 d。 

取富集培养物 1 mL，用无菌陈海水进行 5 倍

系列梯度稀释。取各梯度稀释液 100 µL 涂布于

Marine Agar 2216 培养基，20 °C 培养直至有明显

菌落长出。挑取菌落特征存在明显差异的单菌

落，划线至新鲜的 Marine Agar 2216 培养基进行

传代纯化 2–3 代。将纯化菌株接种至 Marine Broth 

2216 培养基中培养，收集菌液制成甘油菌后，置

−80 °C 冰箱保存备用。 

1.5  木质素过氧化物酶阳性菌株筛选 

取处于对数生长期的菌液 2 µL 点接到脱色培

养基上，20 °C 培养 7 d，观察菌落周围是否有透

明圈。菌落周围出现透明圈的菌株判定为潜在木

质素降解菌，对其进行进一步鉴定。 

1.6  菌株 16S rRNA 基因的 PCR 扩增和测序 

取菌液 1 mL 移入 EP 管中，4 °C、10 000×g

离心 3 min，弃上清，收集沉淀。沉淀中加入   

100 µL 无菌水，吹打混匀菌体后，置于 95 °C 高

温下煮 15 min，即获得用于 PCR 扩增的基因组

DNA 模板。利用细菌 16S rRNA 基因通用引物 27F 

(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-A 
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CGGCTACCTTGTTACGACTT-3′)进行 PCR 扩增。

PCR 反应体系：Premix Ex TaqTM 25 μL，模板   

2 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，加无菌

水至 50 μL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；95 °C 

30 s，55 °C 30 s，72 °C 75 s，72 °C 10 min，30 个

循环。PCR 产物经 1%琼脂糖凝胶电泳进行检测，

并用 DNA 胶回收试剂盒进行纯化。将 PCR 纯化

产物送生工生物工程(上海)股份有限公司进行单端

测序。 

1.7  菌株的 16S rRNA 基因分析及系统进化树

的构建 

将测序获得的供试菌株的有效 16S rRNA 基因

序列提交 NCBI 数据库，获得 GenBank 登录号。将

菌株的有效 16S rRNA 基因序列上传至 EzBioCloud

数据库中进行相似性比对(http://www.ezbiocloud. 

net/identify)。依据相似性比对结果，按照属和种

的 16S rRNA 基因相似性分类界限值(属 94.5%；

种 98.65%)[10]，初步确定菌株的分类地位。选取

并下载与比对菌株相似性最高的模式菌株序列，

利用 MEGA 7.0 构建系统发育树。序列比对采用

MEGA 7.0 中的 ClustalW 程序，进化树构建采用

邻接法(Neighbour-Joining Method)[11]。 

2  结果与分析 

2.1  50 个站位潜在木质素降解菌多样性分析 

采用以木质素为唯一碳源的富集培养基，对

远海的 50 个站位沉积物中的潜在木质素降解菌进

行了富集培养与纯化，共获得菌株 283 株，其中

潜在木质素降菌 263 株。 

从 40 航次 12 个站位共获得菌株 63 株，

其 16S rRNA 基 因 的 GenBank 登 录 号 为 

MT588424−MT588486。苯胺蓝筛选平板显示，

60 株菌为潜在木质素降解菌。EzBioCloud 数据库

相似性比对显示，潜在木质素降解菌隶属于 14 个

属(图 1)。各个站位所分离到细菌所隶属的属的

数量在 1–6 个之间，其中分离到的属最多的站位是

40V-C1-BC1618，最少的站位是 40V-C1-BC1610。 

从 50 航次 38 个站位中共获得菌株 220 株，

其 1 6 S  r R N A 基 因 的 G e n B a n k 登 录 号 为

MT588489−MT588708。苯胺蓝筛选平板显示，

203 株菌为潜在木质素降解菌。EzTaxon 数据库相似

性比较显示，203 株潜在木质素降解菌隶属于 22 个

属(图 2)。50 航次各个站位所分离到细菌所隶属的

数量在 1–7 个之间，其中站位 50II-A8-S04-BC07、

50I-KW1-S20-BC22、50I-KW1-S10-BC23 和 

 

 
 

图 1  40 航次 12 个站位潜在木质素降解菌的种属分布 
Figure 1  Species distribution of potential lignin-degrading bacteria from 12 stations of 40th cruise 
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图 2  50 航次 38 个站位潜在木质素降解菌的种属分布 
Figure 2  Species distribution of potential lignin-degrading bacteria from 38 stations of 50th cruise 
 

50II-A6-S03-BC38 均获得 7 个属，而站位 50II-A1- 

S05-BC22 仅获得 1 个属。 

综合统计 2 个航次 50 个站位细菌的分类信息

发现，263 株潜在木质素降解菌分布于 α-变形杆

菌 纲 (Alphapreobacteria) 、 γ- 变 形 杆 菌 纲

(Gamaproteobacteria)、芽孢杆菌纲(Bacilli)、放线

杆菌纲(Actinobacteria)和黄杆菌纲(Flavobacteriia)

这 5 个纲中的 32 个属，其中 γ-变形杆菌纲及该纲

中的盐单胞菌属(Halomonas)为优势种群，分别占

潜在木质素降解菌的 54.1%和 29.0% (图 3)。 

2.2  潜在木质素降解菌的 16S rRNA 基因序列

分析与遗传进化树构建 

序列比对发现，仅有 3 株细菌(Voy50th8-6、

Voy50th16-2、Voy50th15-5)与 EzTaxon 数据库

中 模 式 菌 株 的 1 6 S  r R N A 基 因 相 似 性 位 于

98.6%−96.3%之间，为潜在新种，而其余 260 株细菌

与模式菌株的16S rRNA基因相似性均高于98.65%。

根据 16S rRNA 基因相似性初步判断 263 株细菌隶

属于 32 个属中的 80 个种(不包含 3 个潜在新种)。

遗传进化树显示，整个进化树分为 5 个大支，它们

由 Alphapreobacteria、Gamaproteobacteria、

Bacilli、Actinobacteria 和 Flavobacteriia 纲中的细

菌组成(图 4)。纲水平上的 5 个进化支又由 10 个

目水平的进化支组成，其中 Alphapreobacteria

含 有 的 目 数 量 最 多 ( 4 个 ) ， 包 括 红 细 菌 目

(Rhodobacterales)、根瘤菌目(Rhizobiales)、鞘

脂 单 胞菌 目 ( S p h i n g o mo n a d a l e s )和 红 螺 菌 目

(Rhodospirillales)，其次为 Gamaproteobacteria 
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图 3  50 个站位潜在木质素降解菌纲和属群落结构组成 
Figure 3  Distribution of bacterial phylum and genus phylogenetic groups of potential lignin-degrading bacteria isolated 
from 50 stations 

 
 

(3 个)，包括海洋螺菌目(Oceanospirillales)、假单

胞 菌 目 (Pseudomonadales) 和 交 替 单 胞 菌 目

(Alteromonadales)，而 Bacilli 和 Flavobacteriia 均

仅由 1 个目组成(图 4)。此外，本实验分离到的潜

在木质素降解菌在 Alphapreobacteria 中的分布最

为广泛，它们隶属于 18 个属(图 5、图 6)，其次

为 Gamaproteobacteria (9 个属) (图 7、图 8)，而

它们在 Bacilli、Actinobacteria 和 Flavobacteriia

中的多样性不高 (图 5)。在种水平上，隶属于

Halomonas 和假单胞菌属(Pseudomonas)的种最多

(8 个，图 7)，其次为隶属于赤杆菌属(Erythrobacter) 

(4 个，图 6)。 

3  讨论与结论 

目前报道的具有的木质素降解功能的细菌分

离自土壤、腐木、白蚁肠道、牛瘤胃、植物根际

和造纸废水等环境，它们分布于 7 个纲中的 28 个

属 ， 包 括 隶 属 于 α -变 形 杆 菌 纲 的 苍 白 杆 菌 属

(Ochrobactrum)、根瘤菌属(Rhizobium)和土壤杆菌

属(Agrobacterium)，隶属于 β-变形菌纲的贪铜菌

属(Cupriavidus)、丛毛单胞菌属(Comamonas)、霍

尔德氏菌属(Burkholderia)和潘多拉菌属(Pandoraea)，

隶属于 γ-变形杆菌纲的 Pseudomonas、固氮菌属

(Azotobacter)、拉恩氏菌属(Rahnella)、沙雷氏菌

属(Serratia)、欧文氏菌属(Erwinia)、拉布斯菌 
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属(Trabulsiella)、肠杆菌属(Enterobacter)和柠檬酸

杆菌属(Citrobacter)，隶属于放线菌纲的红球菌属

(Rhodococcus)、微杆菌属(Microbacterium)、微球

菌属(Micrococcus)、节杆菌属(Arthrobacter)、拟无

枝菌酸菌属(Amycolatopsis)、Saccharomonaspora 和

高温双歧菌属(Thermobifida)，隶属于芽孢杆菌纲

的 芽 孢 杆 菌 属 (Bacillus) 、 类 芽 胞 杆 菌 属

(Paenibacillus)、赖氨酸芽孢杆菌属(Lysinibacillus)

和地芽孢杆菌属(Geobacillus)，隶属于鞘脂杆菌

纲 (Sphingobacteriia) 的 鞘 氨 醇 杆 菌 属

(Sphingobacterium) ， 以 及 隶 属 于 拟 杆 菌 纲

(Bacteroidia)的 Dysgonomonas[12-13]。 

 
 

 
 
图 4  纲和目水平潜在木质素降解菌 16S rRNA 基因系统发育树 
Figure 4  Neighbor-joining tree of 16S rRNA gene sequences of potential lignin-degrading bacteria at the class and order 
level 
注：括号中数值为 GenBank 登录号；分支处标注有自展值；标尺 0.05 代表核苷酸替换率。下同 

Note: Numbers in parentheses are GenBank accession numbers; The bootstrap values are shown at the node; The scale bar indicates  
0.05 substitutions per nucleotide position. The same below 
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图 5  隶属于红细菌目和根瘤菌目 13 个属潜在木质素降解菌基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树 
Figure 5  Neighbor-joining tree based on 16S rRNA gene sequences of potential lignin-degrading bacteria belonged to 13 
genera in Rhodobacterales and Rhizobiales 
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图 6  隶属于鞘脂单胞菌目和红螺菌目 5 个属潜在木质素降解菌基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树 
Figure 6  Neighbor-joining tree based on 16S rRNA gene sequences of potential lignin-degrading bacteria belonged to five 
genera in Sphingomonadales and Rhodospirillales 
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图 7  隶属于海洋螺菌目 4 个属潜在木质素降解菌基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树 
Figure 7  Neighbor-joining tree based on 16S rRNA gene sequences of potential lignin-degrading bacteria belonged to four 
genera in Oceanospirillales 
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图 8  隶属于假单胞菌目和交替单胞菌目 5 个属潜在木质素降解菌基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树 
Figure 8  Neighbor-joining tree based on 16S rRNA gene sequences of potential lignin-degrading bacteria belonged to five 
genera in Pseudomonadales and Alteromonadales 
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截至目前，有关来源于海洋环境的木质素降

解菌鲜有报道。Woo 等[14]用含木质素的培养基对

来自东地中海表层海水(50 m)中的微生物进行富

集，实验发现：经过 2 次连续孵育后，适应木质

素的微生物群落对木质素的矿化率提高了；基于

宏基因组测序表明，响应木质素的芳香化合物降

解基因的丰度更高，特别是苯乙酰辅酶 A，这可

能是海洋微生物适应波动氧浓度的有效策略；

16S rRNA 基因扩增子测序表明，在响应木质素的

微 生 物 群 落 中 ，γ-变 形 菌 纲 和 α-变 形 菌 纲 (如

Idiomarinaceae、Alcanivoraceae 和 Alteromonadaceae)

的丰度明显升高，而子囊菌和担子菌的丰度仍很

低。基于上述研究结果，Woo 等认为，在环境条

件不利于真菌生长的东地中海，利用苯乙酰辅酶

A 途径的细菌是木质素的主要降解者[14]。 

太平洋多金属结核区地处热带海域，平均水

深在 4 000 m 以上，除一般深海环境的高压、低

温、黑暗等特点外，多金属结核区沉积物还含有

丰富的金属资源，包括锰、铁、镍、钴和铜等几

十种元素，这些金属以结核的形式分布在深海沉

积物的表面，造就了该区域环境的特殊性。近年

来，我国科研工作者对东太平洋和西太平洋多金

属结核区的微生物多样性进行了较为系统的分

析，然而尚未涉猎结核区木质素降解菌的研究工

作。本实验对西太平洋和东太平洋 2 个结核区  

50 个站位中的潜在木质素降解菌进行了筛选与鉴

定，结果发现：(1) 尽管同一结核区不同站位间

地理位置非常接近，但是其中潜在的木质素降解

菌多样性则存在较大差异；(2) 虽然东太平洋和

西太平洋 2 个多金属结核区站位间的地理距离

远，但仍存在一些共有的潜在木质素降解菌群；

(3) 从 50 个站位分离到的潜在木质素降解优势种

群也是所处环境的优势种群，如变形菌门。 

目前报道的参与木质素降解的酶类包括木质

素修饰酶和木质素降解辅助酶两大类。其中修饰

酶主要包括漆酶、木质素过氧化物酶、锰过氧化

物酶、多功能过氧化物酶以及最近发现的染料脱

色型过氧化物酶[15-16]。目前发现的木质素降解辅

助酶主要有乙二醛氧化酶、芳醇氧化酶、纤维二

糖 脱 氢 酶 、 葡 萄 糖 脱 氢 酶 和 吡 喃 糖 2- 氧 化      

酶[5,17-21]。本实验利用含苯胺蓝的脱色培养基对

283 株细菌的木质素降解潜力进行了分析，实验

结果表明，高达 93%的菌株具有产木质素降解酶

的能力。后续实验还需对这些菌株的木质素修饰

酶和木质素降解辅助酶活性进行检测，以便更加

确切地掌握这些菌株的木质素降解潜力。 
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