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摘   要：【背景】抗生素污染越来越引起人们的关注。利用微生物处理抗生素污染被认为是一种环

境友好型的方法。【目的】筛选林可霉素高效降解菌并研究其降解机制。【方法】经形态学观察、

生理生化鉴定和 16S rRNA 基因测序分析进行鉴定；通过 PCR 技术和质谱分析技术对该菌抗性基

因和降解产物等进行分析。【结果】从林可霉素菌渣堆肥样本中获得一株高效降解林可霉素的假单

胞菌(Pseudomonas RST-1)，该菌在林可霉素浓度为 3.0 g/L 的牛肉膏蛋白胨培养基上培养 40 h 后，

林可霉素降解率高达 57.3%。该菌含有 intI1、sul1、sul2 等抗性基因，降解产物为去甲基林可霉素

和 2-丙基-N-甲基脯氨酸。【结论】菌株 RST-1 具有高效降解林可霉素的能力，推测可能的降解机

制为去甲基化和酰胺键水解作用，该菌株降解特性及降解机制研究为林可霉素降解工程菌及其高

效降解菌剂的研制奠定了基础。 
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Abstract: [Background] Antibiotic pollution has aroused increasing concern. Degradation of 
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environmental antibiotics by biological methods is considered to be an environmentally friendly 
approach to deal with antibiotic contamination. [Objective] To screen out a bacterial strain with 
efficient lincomycin degradation and study its degradation mechanism. [Methods] The strain 
was identified based on physiological and biochemical characteristics and 16S rDNA sequence. 
The antibiotic resistance genes were identified by PCR and the degradation products of 
lincomycin by mass spectrometry. [Results] An efficient lincomycin-degrading strain 
Pseudomonas RST-1 was isolated from a lincomycin mycelia dreg composting sample. After 
incubation in the beef extract peptone medium with 3.0 g/L lincomycin for 40 h, Pseudomonas 
RST-1 degraded up to 57.3% of lincomycin. The strain carried antibiotic resistance genes such 
as intI1, sul1, and sul2. The results of mass spectrometry revealed that lincomycin was degraded 
into demethyllincomycin and 2-propyl-N-methylproline. [Conclusion] The strain RST-1 has the 
ability to degrade lincomycin efficiently, which may be achieved through demethylation and 
amide bond hydrolysis. These results laid a foundation for the construction of 
lincomycin-degrading strains and development of efficient degradation microbial agents. 
Keywords: antibiotic; lincomycin; Pseudomonas; antibiotic resistance genes; degradation products 
 

林可霉素是一种具有重要临床意义的抗生

素，广泛用于人或动物革兰氏阳性致病菌的感

染[1]。林可霉素主要作用于敏感菌核糖体的 50S

亚基，阻止肽链的延长，从而抑制细菌的蛋白

质合成[2]。据统计，我国常用的 36 种抗生素中

林可霉素使用广泛，使用量约为 7 820 t，显著

高于四环素类(6 950 t)和青霉素(6 730 t)[3]。畜

禽粪便、生活污水、抗生素药渣等废弃物中常

常检测到林可霉素的存在。然而，相较于其他

抗生素，林可霉素性质稳定，常规方法降解时

间长、效率低[4-5]，如何处理好林可霉素类抗生

素污染成为当前研究的难题。 

林可霉素菌渣是林可霉素发酵过程中产生

的固体废弃物[6]，因其含有高含量的林可霉素

残留而被列为危险固体废弃物[7]。我们课题组

前期运用好氧堆肥法处理林可霉素菌渣，发现

林可霉素菌渣与糠醛渣混合堆肥后，林可霉素残

留虽然有所降解，但是残留量仍有 50 mg/kg[8]，

严重限制了其无害化利用。同时，随着长时间

的抗生素残留压力，堆肥过程中抗生素抗性基

因剧增[9-10]。因此，人工筛选高效降解林可霉素

的微生物，将其制备成微生物菌剂应用于堆肥

体系，有助于林可霉素的快速降解，减少林可

霉素对堆肥微生物群落的胁迫作用，从而有利

于降低堆肥中抗性基因和耐药菌的丰度，实现

林可霉素菌渣的无害化处理。 

生物强化是指通过添加微生物菌剂来提高

生物降解速度的过程。通过外加高效降解菌剂

或原位筛选降解菌制成菌剂的形式加入反应体

系，可以显著提高抗生素、氨氮、杀虫剂、石

油污染物等有机污染物的降解水平 [11-13]。Liu

等[14]将土曲霉 FZC3 菌属加入庆大霉素菌渣堆

肥体系中进行研究，结果表明该菌的加入显著

提高了庆大霉素的降解效率。李玮琳等[15]在猪

粪堆肥中接种抗生素降解菌剂，结果表明抗生

素去除率达 81.95%，而且降低了细菌群落网络

复杂性，优化了有益菌和其他菌群的生态关系。 

本文从林可霉素菌渣堆肥中分离到一株降

解林可霉素菌，经过 16S rRNA 基因测序、生

理生化鉴定、抗性基因 PCR 扩增以及林可霉素

降解产物分析等研究，以期获得在畜禽粪便、

污泥、制药固体废弃物等固废的处理有应用前
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景的菌种。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品来源 

用于筛选林可霉素降解菌的样品采集于河

南新乡惟益肥业有限公司的林可霉素菌渣堆

肥，选择该堆肥高温期样品，放入事先准备好

的无菌袋中，−20 °C 低温保存带回实验室。 

1.1.2  主要试剂、仪器和培养基 

化学试剂葡萄糖、牛肉膏、蛋白胨均为分

析纯，Oxoid 公司；2M5 Taq HiFi PCR Mix，

北京聚合美生物科技有限公司；细菌基因组

DNA 提取试剂盒 TIANamp Bacteria DNA Kit，

TaKaRa 公司；抗性基因引物由武汉擎科生物有

限公司合成。超净工作台，苏州智净净化设备

有限公司；离心机，Beckman Coulter 公司；pH

计，梅特勒-托利多仪器有限公司(上海)；紫外

分光光度计，上海仪电分析仪器有限公司；PCR

仪和凝胶成像系统，赛默飞世尔科技有限公司

(中国)；核酸蛋白质分析仪 NanoDrop ND-1000，

NanoDrop 公司；三重四级杆飞行时间质谱仪，

布鲁克公司。 

牛肉膏蛋白胨培养基(g/L)：牛肉膏 3.0，蛋

白胨 10.0，NaCl 25.0，琼脂 18.0，pH 7.2−7.3，

121 °C 灭菌 20 min，冷却后向其中添加林可霉

素使其终浓度为 3.0 g/L。无机盐培养基(g/L)：

K2HPO4 1.5，KH2PO4 0.5，(NH4)2SO4 1.0，MgSO4 

0.03，NaCl 1.0。pH 调至 7.0，向其中添加林可

霉素使其抗生素含量最终浓度为 3.0 g/L。 

1.2  方法 
1.2.1  菌株的筛选 

将林可霉素菌渣堆肥样本用无菌生理盐

水进行 10−1−10−5 梯度稀释，将不同浓度的稀

释液涂布于含 3.0 g/L 林可霉素的牛肉膏蛋白

胨培养基平板上，37 °C 培养 48 h，挑取形态

较大的单菌落划线纯化，反复纯化 3 次获得纯

菌株。将该菌株于 4 °C 进行斜面保存并进行后

续实验。 

1.2.2  扫描电镜观察 

在菌株 RST-1生长指数期(OD600为 0.6−1.5)

时取样，吸取 1.0 mL 的发酵液，于 8 000 r/min

离心 3 min 后弃上清。根据孙镇平等 [16]研究

方法，依次用 2.5%戊二醛固定 2 h，然后用

0.2 mol/L 磷酸盐缓冲液清洗，乙醇梯度脱水、

叔丁醇置换等最后置于盖玻片上，自然晾干后

离子溅射镀金，高真空条件下观察。 

1.2.3  林可霉素检测 

将菌株 RST-1 接种于牛肉膏蛋白胨培养基

中，37 °C、180 r/min 培养 40 h。定期取样测定

林可霉素含量。林可霉素检测采用 HPLC 检测，

参照任省涛等研究方法[17]：色谱柱为 C18 柱，

柱温 30 °C，检测器为紫外检测器，检测波长为

214 nm，流动相为 0.05 mol/L 硼砂溶液(85%磷

酸调节 pH 6.0):甲醇体积比为 50:50；流速为

1 mL/min，样品进样量为 10 μL。 

1.2.4  16S rRNA 基因序列测定 

提取 RST-1 菌株的基因组 DNA，利用 16S 

rRNA 基因扩增通用引物 27F (5′-AGAGTTTG 

ATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCT 

TGTTACGACTT-3′)进行 PCR 扩增。PCR 反应

体系：10×buffer 5 µL，27F 和 1492R (10 µmol/L)

各 1 µL，DNA (50 ng/µL) 10 µL，Taq DNA 聚

合酶(5 U/µL) 0.5 µL，dNTPs (2.5 mmol/L) 1 µL，

加 ddH2O 补足 50 µL。PCR 反应条件：98 °C 

2 min；98 °C 10 s，56 °C 10 s，72 °C 10 s，35 个

循环；72 °C 5 min；4 °C 保存。PCR 扩增后的

目的条带送北京擎科生物科技有限公司测序。

将测序结果与 NCBI 的 GenBank 数据库进行比

对，选取与所测序列相似性较高的种或属，应



 
1000 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

用 MEGA 软件，采用 neighbor-joining 法构建系

统发育树。 

1.2.5  林可霉素抗性基因的 PCR 扩增 

首先通过 NCBI 对林可霉素抗性基因进行

搜索，找出相应抗性基因的序列全长。然后应

用 Primer premier 5 软件进行引物设计，引物序

列见表 1。以提取的 RST-1 的 DNA 为模板进行

PCR 扩增。PCR 反应体系：前引物和后引物

(10 µmol/L)各 0.5 µL，DNA (200 ng/µL) 0.5 µL，

2×M5 HiPer plus Taq HiFi PCR Mix (with blue 

dye) 10 µL，加 ddH2O 补足 20 µL。PCR 反应条

件：95 °C 3 min；94 °C 25 s，58 °C 25 s，72 °C 

10 s，34 个循环；72 °C 5 min；4 °C 保存。PCR

扩增产物通过琼脂糖凝胶电泳检测抗性基因

条带。 

1.2.6  林可霉素降解产物的测定 

菌株 RST-1 接种于无机盐培养基中，37 °C、

180 r/min 培养 40 h 后取样，然后以 4 °C、      

5 000 r/min 离心 15 min，取上清进行降解产物

测。利用质谱仪对林可霉素降解产物进行分析。

质谱条件为：电子喷雾离子源 (electron spray 

ionization)，正离子扫描模式，毛细管电压为

4.0 kV，气体温度为 350 °C。在 100–1 000 m/z

范围内采用全扫描方式采集。首先通过 m/z 在

总离子色谱仪中鉴定出林可霉素降解产物，然

后在此基础上，利用二级质谱对产物离子进行

了进一步的分析。通过二级质谱特征峰，分析

林可霉素降解产物。 

 
表 1  林可霉素抗性基因引物 
Table 1  Lincomycin resistance genes PCR primers 
引物名称 

Primer name 

引物序列 

Primer sequence (5ʹ→3ʹ) 

产物长度 

Products length (bp) 

ermA F: AAAACCCAAAGGACACTC 

R: ATTCCACCATCAATAGCA 

438 

ermB F: AACGACGAAACTGGCTAA 

R: CTGTGGTATGGCGGGTAA 

413 

ermC F: GGGGATTTTACCCTTGAA 

R: AATGCCAATGAGCGTTTT 

308 

intI1 F: TTCGGCATTCTGAATCTCACC 

R: GCAGTCCGCCTCAGCAAT 

348 

lnuB F: TGAGTACGGAACAGAGGT 

R: GTTTAGCCAATTATCAGCAT 

376 

lnuC F: TCAGTCAAGAGCCCATAA 

R: TCAAACTCGTATCCCAGA 

318 

lnuA F: ACTTATTGGTTAGATGGTGGCT 

R: CCTTCTGGGTTTGCTTGG 

257 

sul1 F: TTCGGCATTCTGAATCTCACC 

R: GCAGTCCGCCTCAGCAAT 

348 

sul2 F: TTTTCGGCATCGTCAACATAA 

R: AGAGCGAGGTTTCGGGAGC 

789 

vgaA F: CATTATCGCCATCTGTCA 

R: AATTCTTCCGAAGGTTCA 

541 

vgaB F: CGAAATCGTTGGAAACAC 

R: TTCTAATGCCTCAACAGC 

569 
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2  结果与分析 

2.1  林可霉素降解菌形态观察 
图 1 是利用普通显微镜和扫描电镜进行林

可霉素降解菌菌落和单菌观察图。由图 1 可知，

菌株在平板上生长 36 h 后，可以观察到菌落为

乳白色，呈圆形，半透明，表面光滑、湿润、

凸起、边缘完整；同时革兰氏染色为阴性、杆

状细菌。电镜观察显示该菌为长杆状，长为

5.0–6.0 μm，宽为 0.4–0.5 μm。经后续半固体穿

刺培养实验(表 2)发现，该菌具有鞭毛运动性，

推测可能电镜制片过程中导致鞭毛丢失。 

2.2  林可霉素降解菌生理生化特性 
表 2 是对菌株 RST-1 进行的生理生化实验

结果。由表 2 可以看出，菌株 RST-1 革兰氏阴

性、无芽孢、具有鞭毛，具有运动能力；能够

将硝酸盐还原成亚硝酸盐，不产吲哚；能够以

葡萄糖、阿拉伯糖、淀粉等为唯一碳源生长。 

2.3  菌株 RST-1 生长曲线和林可霉素降解

曲线 
图 2 是菌株 RST-1 的生长曲线和林可霉素

降解曲线图。由图 2 可以看出，以不加 RST-1 

 

 
 

图 1  菌株 RST-1 菌落和细胞形态   A：牛肉膏蛋白胨平板上菌株 RST-1 显微镜下菌落形态. B：菌株

RST-1 在显微镜下细胞革兰氏染色结果. C：菌株 RST-1 在扫描电镜下的细胞形态. D：菌株 RST-1 在扫

描电镜下的单细胞形态 

Figure 1  Colony morphology and cell morphology of strain RST-1. A: The colony morphology of strain 
RST-1 on beef paste protein medium. B: Its Gram staining picture. C: Multicellular cells morphology of 
strain RST-1 under scanning electron microscope. D: Single cells morphology of strain RST-1 under scanning 
electron microscope. 
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表 2  菌株 RST-1 的生理生化特性 
Table 2  Physiological and biochemical characteristics 
of strain RST-1 
表型检测 

Phenotype detection 

结果 

Result

运动性 Motility + 

硝酸盐还原能力 Nitrate reducing capacity + 

吲哚生成 Indole prodution – 

明胶液化 Gelatin liquefaction + 

淀粉水解 Starch hydrolyysis + 

葡萄糖 Glucose + 

蔗糖 Sucrose + 

麦芽糖 Maltose – 

甘露糖 Mannose – 

柠檬酸钠 Sodium citrate + 

L-阿拉伯糖 L-arabinose + 

鞭毛 Flagella + 

芽孢染色 Spore stain – 

革兰氏染色 Gram stain – 

+：阳性；–：阴性 

+: Positive; –: Negative. 

 

 
 

图 2  菌株 RST-1 在牛肉膏蛋白胨培养基上的生

长曲线和林可霉素降解曲线图 
Figure 2  Growth and lincomycin degradation 
curves of RST-1 strain in beef-protein medium. 

 
菌的培养基作对照，培养 40 h 后，林可霉素浓

度为 2.86 g/L，林可霉素降解率仅为 4.7%。加

入 RST-1 菌培养 40 h，林可霉素浓度为 1.29 g/L

降解率高达 57.3%，表明 RST-1 菌属具有高效

降解林可霉素的能力。同时，从生长曲线可以

看出，林可霉素的加入对菌株 RST-1 生长初期

(0–8 h)具有抑制作用，此时菌体生长缓慢，林

可霉素降解也较少。8 h 内，降解率仅为 16.7%。

随着菌株生长进入指数期(8–20 h)，林可霉素降

解加剧；此时林可霉素降解率高达 40.2%。随

后菌株进入衰亡期(20–40 h)，林可霉素降解变

缓，最终林可霉素降解效率为 57.3%。此前，

王莹等 [18]筛选出一株林可霉素降解菌，经过

16S rRNA 基因测序表明该菌为寡养单胞菌属，

降解率最高为 39.5%。Zhang 等[19]从林可霉素

发酵废渣中筛选出一株降解林可霉素的酵母

菌，经鉴定该菌为 Galactomyces geotrichum，

该酵母菌对林可霉素降解率为 37.0%。由此可

见，菌株 RST-1 比此前发现的可降解林可霉素

的菌株具有更高效的降解林可霉素的能力。 

2.4  菌种鉴定 
利用菌株 RST-1 的基因组 DNA 为模板，

使用 16S rRNA 基因通用引物 27F/1492R 扩增

目的条带。扩增产物经 2%琼脂糖凝胶电泳检测

后回收并测序，得到一段长度为 1 394 bp的序列，

提交至 GenBank 登录号为(OP727561)进行同源分

析。发现菌株 RST-1 与假单孢菌属(Pseudomonas)

的蒙氏假单胞菌(Pseudomonas monteilii) strain 

CIP 104883 序列相似性最高，为 99.83%。利用

MEGA 软件，采用 neighbor-joining 法构建系统

发育树。步长值通过 1 000 次重复运算在各分

支点显示出来，保留步长值大于 50%显示，结

果如图 3 所示，菌株 RST-1 与蒙氏假单胞菌

共处同一分支，可初步判断菌株 RST-1 为假

单胞菌属细菌(Pseudomonas sp.)。很多文献表

明，蒙氏假单胞菌在油脂降解、纤维素降解、

病毒钝化、环境污染物去除等方面具有很好的

应用 [20-22]。本实验筛选的 RST-1 菌是否在其他

污染物处理方面也有类似效果需要进一步研究。 
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2.5  林可霉素抗性基因分析 
林可霉素抗生素抗性机理已知有 3 种方式：

(1) 通过对细菌核糖体保护作用达到保护细胞

的目的，主要是 erm、sul 类抗性基因起作用；

(2) 通过 vag 基因的外排泵作用将林可霉素排

除菌体外；(3) 通过对林可霉素磷酸化作用或

者核苷酸化作用使其失活，主要是 lnu 类基因

起作用 [ 2 3 ]。本文通过对林可霉素抗性基因

PCR 扩增，通过电泳条带有无研究其抗性机

制，探寻其降解机理。由图 4 电泳图可以看出，

菌株 RST-1 的 intI1、sul1、sul2 泳道有明显条

带，表明该菌含有这些抗性基因，推测该菌的 

 

 
 

图 3  菌株 RST-1 基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树   括号中的序号为序列 GenBank 登录号；分

支点数值代表进化树 bootstrap 值；分支长度代表进化距离，标尺为 0.01 

Figure 3  Phylogenetic tree of strain RST-1 based on 16S rRNA gene sequence. The GenBank accession No. 
of aligned sequences were shown in the parenthesis; Values at branch nodes represent bootstrap value; The 
length of branch represents the evolutionary distance and the coefficient is 0.01. 

 

 
 

图 4  菌株 RST-1 抗性基因 PCR 琼脂糖凝胶电泳图 
Figure 4  PCR agarose gel electrophoresis of RST-1 antibiotic resistance genes. 
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抗性机制主要为核糖体保护作用。同时，该菌

含有转座子元件基因 intI1，表明该菌在环境中

可能存在抗性基因水平转移的风险[24]。我们课

题组在前期关于堆肥化处理林可霉素菌渣资

源化研究中，发现堆肥样本中存在 lunA 基因，

且质谱分析发现林可霉素存在磷酸化降解途

径[25]。然而本实验筛选的 RST-1 菌株中并未检

测到 lnu 类基因的存在，推测林可霉素降解过

程中可能未发生磷酸化作用。Wang 等[26]从林

可霉素菌渣中筛选到一株林可霉素耐药菌

Clostridium sp.，并对该菌抗性基因进行了引物

扩增，结果表明该菌含有 lnu 类基因 lnuB 抗性

基因，并基于降解产物证明该基因参与了林可

霉素降解。刘苏瑶等[27]从林可霉素生产药厂废

水中筛选出一株半乳糖霉菌，并发现该菌中环

氧化物水解酶基因 dgs1 在降解林可霉素的过程

中起了重要作用。 

2.6  林可霉素降解机理分析 
为了分析林可霉素的去向，采用质谱仪测

定可能的林可霉素降解产物。首先经过一级质谱

确定分子量，然后根据二级质谱确定可能的分子

结构，结果如图 5 和表 3 所示。林可霉素分子

(m/z=407.22)有 2 个主要的碎片峰(m/z=126.13

和 359.21)，分别通过 3-丙基-N-甲基吡咯烷的

裂解和 1 个甲硫基的丢失而形成[28]。分子量为

393 的物质经二级质谱后显示具有 112.11 和

345.21 这 2 个特征峰，经鉴定为去甲基林可霉

素。去甲基林可霉素是林可霉素合成过程中的

中间产物[29]。本实验检测到去甲基林可霉素，

表明 RST-1 菌株可能存在有逆林可霉素的合成

途径的降解途径。此前，Li 等[30]从抗生素废水

处理厂中筛选 3 株林可霉素降解菌，也发现了

林可霉素的降解存在去甲基化降解机制。分子

量为 172.13 的物质经二级质谱后显示具有

126.13 的特征碎片峰，经鉴定为 2-丙基-N-甲基

脯氨酸，表明林可霉素分子中酰胺基团中的

C–N 键发生了水解作用[31]。类似地，在青霉素

的生物降解中发现酰胺酶的存在导致青霉素酰

胺键水解，从而分解青霉素[32]，菌株 RST-1 降

解林可霉素过程中是否存在类似的酰胺酶，需

要后续进一步研究。 

3  讨论与结论 

我国抗生素年产量约 24.8 万 t，位居世界

第一。作为抗生素发酵过程中的固体废弃物-抗

生素菌渣更是高达 200 万 t 以上。这些抗生素

菌渣相较于畜禽粪便、污水污泥等具有更高的

抗生素残留，如果任其随意排放且不及时处理，

必然会产生更大的环境污染[33]。同时，这些抗

生素菌渣有机质含量丰富，资源化利用价值巨

大，如何高效去除抗生素残留对实现抗生素菌

渣的资源化具有重要意义。 

堆肥法是利用环境微生物或人为添加微生

物菌剂的代谢作用消除其中污染物，实现固体

废弃物的资源化利用。堆肥法一直是处理畜禽

粪便、污水污泥等固体废弃物的重要方式[34]。

堆肥法处理抗生素菌渣也有很多相关报道，但

是由于抗生素菌渣本身抗生素残留量较高

(1‰–5‰)，自然堆肥处理后堆体中依然含有高

含量的抗生素残留，这些高浓度抗生素的持续

存在会改变堆肥微生物群落结构，增加耐药 

菌和耐药基因的丰度，存在严重的生态风险[35]。

如何高效、快速地降低抗生素残留，减少抗生

素对环境产生的持续胁迫作用是解决该类污染

物资源化的关键。因此，本文从林可霉素菌渣

堆肥样本中原位筛选出林可霉素降解菌 RST-1，

研究其降解特性及其降解机理，有助于制备高

效林可霉素降解菌剂，通过生物强化实现林可

霉素菌渣中林可霉素的快速消解，实现林可霉

素菌渣的资源化。 
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图 5  菌株 RST-1 降解林可霉素过程中降解产物的二级质谱图   A：林可霉素分子二级质谱图及对应

的分子结构式. B：去甲基林可霉素分子二级质谱图及对应的分子结构式. C：2-丙基-N-甲基脯氨酸分子

二级质谱图及对应的分子结构式 

Figure 5  Secondary mass spectrometry of lincomycin degradation products by strain RST-1. A: Secondary 
mass spectrometry of lincomycin and its corresponding molecular structures. B: Secondary mass 
spectrometry of demethyllincomycin its corresponding molecular structures. C: Secondary mass spectrometry 
of its corresponding molecular structures. 
 
表 3  菌株 RST-1 降解林可霉素的降解产物分析 
Table 3  Analysis of lincomycin degradation product by strain RST-1 
降解机理 

Degradation  

mechanism 

降解产物 

Degradation products 

分子式 

Molecular 

formula 

一级质谱 

Primary mass  

spectrometry (m/z)

二级质谱特征碎片 

Characteristic fragmentation of  

secondary mass spectrometry (m/z)

去甲基化 

Demethylation 

林可霉素 

Lincomycin 

C18H35N2O6S 407.22 126.13, 359.21, 407.22 

 去甲基林可霉素 

Demethyl lincomycin 

C17H33N2O6S 393.21 112.11, 345.21, 393.21 

酰胺键水解 

Amide bond hydrolysis 

2-丙基-N-甲基脯氨酸 

2-propyl-N-methylproline

C9H17NO2 172.13 126.13, 172.13 
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本研究筛选的林可霉素降解菌株 RST-1 在

牛肉膏蛋白胨培养基和林可霉素浓度 3.0 g/L 的

高浓度下，培养 40 h 降解率高达 57.3%，与以

往研究相比表现出较强的降解能力[36]。同时，

本文对 RST-1 菌株降解林可霉素的机理进行了

探究。通过设计不同抗性机制的引物进行 PCR

检测，研究该菌对林可霉素的抗性机制，然后

通过液相-质谱分析，分析林可霉素的可能降解

产物，分析其降解途径。根据林可霉素抗性基

因 3 种抗性机制设计引物进行 PCR 检测，结果

发现菌株 RST-1 具有 intI1、sul1、sul2 等抗性

基因，表明该菌含有外排和核糖体保护作用等

抗性机制。intI1 转座子基因与很多抗生素抗性

基因的水平转移有关[37]，intI1 的检出表明该菌

在环境中存在抗性基因水平转移的生态风险。

本文通过对发酵液进行质谱分析，鉴定出去甲

基林可霉素和 2-丙基-N-甲基脯氨酸两种成分，

表明菌株 RST-1 降解林可霉素的过程中发生了

去甲基化和酰胺键水解作用。目前，关于林可

霉素去甲基化和酰胺键水解对应的酶或基因尚

无相关报道。林可霉素合成过程中首先合成林

可霉素前体-去甲基林可霉素，然后在 lmbJ 基

因产生的甲基转移酶作用下合成林可霉素[38]。

lmbJ 基因产生的甲基转移酶是否可逆，或者存

在其他的去甲基化作用还有待研究。Crofts   

等[39]从土壤中筛选出 4 株青霉素降解菌，通过

基因组、转录组和代谢组分析青霉素可能的降

解途径。结果表明，可能的途径是：青霉素首

先被 β-内酰胺酶分解产生苄基青霉酸，然后通

过酰胺酶水解，变成苯乙酸，通过苯乙酸分解

代谢途径形成乙酰辅酶 A 和琥珀酰辅酶 A 作为

碳源进入三羧酸循环(图 6)。菌株 RST-1 是否也

存在这样的酰胺酶参与林可霉素降解还需进一

步研究。 

目前，关于抗生素污染更多关注的是抗生素

浓度、耐药菌及其抗性基因的污染[40-42]，对抗生

素的微生物降解基因、降解产物及其降解机制研

究相对有限[43-44]。基于此，一方面利用分子生物

学手段结合代谢组学技术，从分子生物学水平

上解析抗生素降解机理，明晰降解过程中的限

速步骤；另一方面去除转座子、质粒等导致抗

性基因水平转移的移动元件，这些研究或许是

今后构建林可霉素高效降解菌的研究方向。 

综上所述，本文从林可霉素菌渣堆肥中是

选出一株高效林可霉素降解菌。分子生物学鉴 

定该菌株 RST-1 系蒙氏假单胞菌属，革兰氏阴性、

杆状(0.4–0.5) μm×(5.0–6.0) μm，该菌在林可霉素

的 3.0 g/L 浓度下发酵 48 h 后降解率为 57.3%。

同时对该菌可能的抗性机制和降解机制进行分

析，表明菌株 RST-1 对林可霉素的降解主要发

生了去甲基化和酰胺键水解作用，并且该菌含

有 intI1、sul1、sul2 等抗性基因，推测该菌的

抗性机制主要为核糖体保护作用并存在抗性基

因转移风险。 

 

 
 

图 6  青霉素可能的降解途径[39] 
Figure 6  Hypothesized pathway for penicillin degradation[39]. 
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