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厌氧条件下香草酸降解菌的分离与鉴定

赵晴雨，陆依琳，袁　茜，刘曹彤，彭　学
（江苏师范大学生命科学学院，江苏徐州２２１１１６）

　　摘要：以香草酸作为唯一碳源，在厌氧条件下从江苏徐州奎河河底淤泥中分离和筛选出具有降解香草酸能力的菌
株Ｃ１和Ｃ２，根据其菌落特征及生理生化分析，得出菌株Ｃ１的最适温度为４０℃，最适ｐＨ值为７；菌株Ｃ２的最适温度
为２５℃，最适ｐＨ值为５，初步确定２种菌株降解香草酸的机制。通过１６ＳｒＤＮＡ序列分析得出，菌株 Ｃ１与产气克雪
伯菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａａｅｒｏｇｅｎｅｓ）的相似度为９９．７％；菌株 Ｃ２与重氮营养菌（Ｐｈｙｔｏｂａｃｔｅｒｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃｕｓ）的相似度为 ９９．５％。
菌株Ｃ１、Ｃ２的成功分离为利用厌氧微生物治理环境污染问题的研究提供了一个新方向。
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　　自然界中广泛存在许多芳香族化合物，苯环是
其中分布最广的化学单元，具有苯环结构的化合物

有很大的毒性，同时有可能致畸和致突变［１］。木质

素是其中含量最丰富的芳香族化合物，其与纤维素

和半纤维素构成植物骨架的主要成分。木质素十

分稳定，不易降解，是由苯丙烷单元结构与醚键和

碳碳键组成的无定型芳香族化合物，它的分解与碳

循环相关［２］。同时，木质素是造纸工业废弃物以及

城市生活垃圾中的一种难降解物质，采用化学试剂

进行废弃物降解时，会造成严重的环境污染。木质

素是木质的主要成分之一，自然界中木质素的降解

都依赖真菌与细菌的共同作用，高分子木质素被真

菌的胞外酶分解成低分子芳香族化合物，然后土壤

细菌将其完全降解为二氧化碳［３］，但其降解速度极

慢，再加上人类活动因素，导致木质素的堆积量远

远超过自然界的自我降解量［４－８］。

木质素结构复杂，其代谢途径和有关的酶和基

因还未研究清楚，目前研究较为明确的主要是鞘氨

醇单胞菌ＳＹＫ－６对木质素的代谢途径［９］。通过前

人研究香草酸代谢途径发现，红球菌 ＲＨＡ１可降解
β－芳基醚木质素模型物，３－（３′－甲氧基 －４′－羟

苯基）－３－酮基 －丙醇和草酸为主要产物，副产物
为香草酸。同时能降解联苯木质素模型物生成中

间代谢产物５－羧基香草酸，经脱羧形成香草酸。该
菌中ｖｄｈ基因和ｖａｎＡ基因分别编码香草醛脱氢酶和
香草酸去甲基化酶。研究发现，在敲除ｖｄｈ基因后红
球菌ＲＨＡ１不能在以香草醛为单一碳源培养基上生
长但能在以香草酸为单一碳源培养基上生长［１０］。

研究清楚木质素的代谢网络，对于构建木质素

降解菌的酶系统十分重要，不仅有利于进一步了解

碳素循环，还有助于将木质素转化为有工业价值的

中间代谢产物。研究木质素的生物降解途径是解

决这类环境问题的关键。香草酸是自然界中普遍

存在的芳香族化合物，是很多人工化合物的重要中

间代谢产物，也是较为常见的环境污染物之一。目

前，香草酸的厌氧降解少见报道。对厌氧环境中香

草酸降解菌进行研究，不仅能够更好地了解芳香族

化合物的碳素循环，还有利于水环境污染的治理。

关于香草酸的微生物降解途径已有一些研究报道，

但关于厌氧微生物的研究较少，本试验以香草酸为

唯一碳源，从江苏省徐州市奎河河底淤泥中分离筛

选出能够分解香草酸的厌氧微生物，再通过 １６Ｓ
ｒＤＮＡ序列测定和系统发育树构建鉴定菌种，测定
其生理生化性质，从而进一步了解厌氧菌对香草酸

的降解机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验材料　徐州奎河河泥。
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１．１．２　试验试剂　ＮＨ４Ｃｌ、Ｎａ２ＳＯ４、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、
Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ、Ｆｅ（ＮＨ４）２（ＳＯ４）２·６Ｈ２Ｏ、ＣａＣｌ２、
结晶紫、草酸铵、番红染液、甘油、无水乙醇、９５％乙
醇、ＬＢ肉汤粉。细菌基因组ＤＮＡ抽提试剂盒、ＤＮＡ
ｍａｋｅｒ、ＤＮＡｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ。
１．２　试验方法
１．２．１　菌株分离　菌株分离以０．２％香草酸为唯一
碳源，在厌氧工作站（９５％ Ｎ２和５％ Ｈ２）中先富集培
养，然后平板涂布，采用三区划线法获得单一菌株，得

到菌株后采用甘油保藏法于－８０℃长久储存。该试
验所有菌株的培养均在厌氧工作站中完成。

１．２．２　菌种鉴定
１．２．２．１　革兰氏染色　采用经典革兰氏染色法进
行鉴别性染色，于显微镜下观察颜色反应，紫色为

阳性菌，红色为阴性菌。

１．２．２．２　１６ＳｒＤＮＡ测定　提取菌株全基因组
ＤＮＡ，以全基因组 ＤＮＡ为模板进行１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ
反应，冰浴条件下加以下成分于２５０μＬ离心管中。
反应体系如下：２７．８μＬｄｄＨ２Ｏ、５μＬ１０×ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ、５μＬｄＮＴＰＭｉｘ、４μＬ０．２ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、
３μＬ１０ｍｍｏｌ／Ｌ引物 １（２７Ｆ，５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣ
ＴＧＧＣＴ－３′）、３μＬ１０ｍｍｏｌ／Ｌ引物２（１４９２Ｒ，５′－ＧＧ
ＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）、２μＬ模板ＤＮＡ、０．２μＬ
ＴａｑＤＮＡ聚合酶。混匀后，将离心管放入 ＰＣＲ仪，
９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，
７２℃延伸 ９０ｓ，３０个循环；７２℃保温 １０ｍｉｎ。取
ＰＣＲ扩增产物，与 ＤＮＡｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ以体积比为
１∶１混匀，以５μＬＤＮＡＭａｋｅｒ为对照进行琼脂糖
凝胶电泳，检测ＰＣＲ能否成功扩增出目的条带。将
纯化后的１６ＳｒＤＮＡ送到生工生物工程（上海）股份
有限公司测序，通用引物为２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴ
ＣＣＴＧＧＣＴ－３′）和１４９２Ｒ（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣ
ＧＡＣＴＴ－３′）。
１．２．３　最适温度　挑取单菌落于含３ｍＬＬＢ培养
基的试管中，培养至 Ｄ６００ｎｍ值为 １．０左右，分别取
１００μＬ菌液于含１００ｍＬＬＢ培养基的三角瓶中，使
Ｄ６００ｎｍ值在０．０５～０．１０之间。每３个三角瓶为１组
平行，同时放置于温度为２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０℃
的摇床（２００ｒ／ｍｉｎ）内培养，８ｈ后测 Ｄ６００ｎｍ值并绘
制最适温度生长的曲线。

１．２．４　最适 ｐＨ值　挑取单菌落于含５０ｍＬ液体
营养培养基的三角瓶中，培养至 Ｄ６００ｎｍ值为１．０左
右。加１００μＬ菌液于含３ｍＬ不同ｐＨ值液体营养

培养基的试管中，使 Ｄ６００ｎｍ值在０．０５～０．１０之间。
每３支试管作为１组平行，同时放置于２个菌种最
适温度的摇床（２００ｒ／ｍｉｎ）上培养２４ｈ，测Ｄ６００ｎｍ值。
ｐＨ值梯度为４、５、６、７、８、９、１０。
１．２．５　生理生化反应　挑取单菌落于含３ｍＬ液体
营养培养基的试管中，培养至 Ｄ６００ｎｍ值为１．０左右，
将菌液移至 １．５ｍＬ离心管内，６０００ｒ／ｍｉｎ离心
２ｍｉｎ，弃上清。用相同体积的无菌水重悬菌体，继
续６０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃上清。加１ｍＬ无菌水
于沉淀中制成菌悬液。取微量生化反应管用砂条

割开，滴加３～４滴菌悬液，置２个菌种最适温度下
孵育２４ｈ，观察生化管内培养液颜色变化。

２　结果与分析

２．１　菌株形态特征
以０．２％香草酸作为唯一碳源、河底淤泥为样

品在厌氧工作站中筛选香草酸降解菌，共筛选获得

２种菌株，分别命名为菌株Ｃ１、Ｃ２。其中菌株 Ｃ１单
菌落形态具有较小、圆形、乳白色、不透明、边缘整

齐等特征，该菌株革兰氏染色后，在油镜下观察呈

红色短小棒状（图１），可以确定该菌株属于革兰氏
阴性菌。而菌株Ｃ２单菌落呈现较小、淡黄色、不透
明、边缘整齐等特征，革兰氏染色后为短杆状的革

兰氏阳性菌（图２）。
２．２　菌株１６ＳｒＤＮＡ电泳结果

分别以菌株 Ｃ１、Ｃ２的全基因组 ＤＮＡ为模板，
２７Ｆ、１４９２Ｒ为引物进行１６ＳｒＤＮＡ的 ＰＣＲ扩增，获
得片段大小为１５００ｂｐ左右，条带明亮单一（图３）。
２．３　测序结果及系统进化树的构建

菌株Ｃ１、Ｃ２的１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ产物经测序后获
得相应序列，将测序结果提交到模式菌株数据库

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ．ｎｅｔ／ｅｚｔａｘｏｎ／ｉｄｅｎｔｉｆｙ），检索
与所测序列相近的已知菌株，并利用 ＭＥＧＡ７软件
绘制系统进化树。由图４可知，菌株 Ｃ１与产气克
雷伯菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａａｅｒｏｇｅｎｅｓ）的相似度最高，为
９９７％，产气克雷伯菌（Ｋ．ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）是一种兼性厌
氧菌［１１］，常见于肠道内容物或土壤等中，目前还没

有相关降解木质素的报道。菌株 Ｃ２与重氮营养菌
（Ｐｈｙｔｏｂａｃｔｅｒｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃｕ）Ｐ．ｄｉａｚｏｔｒｏｐｈｉｃｕｓ最相似，
相似度为９９．５％，目前关于菌株的研究不是很多。
２．４　最适温度

从图５可以看出，菌株 Ｃ１在２０～５０℃均有生
长，且４０℃下培养的生长情况优于２０、２５、３０、３５、
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４５、５０℃，而在５０℃下几乎不生长。因此，菌株 Ｃ１
的最适温度为４０℃左右。菌株 Ｃ２在２０～３０℃有
较好生长，２５℃左右 Ｄ６００ｎｍ值最高，４０～５０℃生长
较缓慢，因此，菌株Ｃ２的最适温度为２５℃左右。
２．５　最适ｐＨ值

从图６可以看出，菌株 Ｃ１可以在 ｐＨ值４～１０
的条件下生长，且在ｐＨ值为５～９条件下生长繁殖
情况较好，强酸强碱条件下不能生长，菌株 Ｃ１的最
适ｐＨ值为７左右。而菌株Ｃ２在ｐＨ值４～１０生长
情况无明显变化，酸性条件下生长更旺盛，推断其

最适ｐＨ值为５左右。
２．６　生理生化特征

利用微量生化反应管对降解菌 Ｃ１、Ｃ２的部分
生理生化特性进行分析，接菌孵育２４ｈ，根据生化管
内培养液颜色变化可知降解菌 Ｃ１的生长情况。由
表１可知，菌株 Ｃ１能利用大部分糖类物质，如果
糖、蔗糖、乳糖、麦芽糖、棉子糖、山梨糖、Ｄ－核糖、

甘露糖等，此外还能够利用一些氨基酸和有机酸，

如精氨酸、赖氨酸、鸟氨酸、丙二酸盐、尿素等。菌

株Ｃ２只能利用部分糖类物质如果糖、蔗糖、麦芽
糖、Ｄ－核糖、甘露糖等，以及部分有机酸如丙二酸
盐、七叶苷、β－半乳糖苷，但不能利用如精氨酸、赖
氨酸、鸟氨酸。

３　讨论与结论

通过对奎河河底淤泥中微生物的厌氧分离筛

选，获得菌株Ｃ１、Ｃ２等２种香草酸降解效率较高的
菌株，通过对２种菌株的研究比较发现，菌株 Ｃ１可
降解的底物较Ｃ２更丰富，并且菌株 Ｃ１适应环境的
能力更强，其菌株活性在较大的温度范围及 ｐＨ值
范围内都较高，因此菌株Ｃ１更利于深入研究。

微生物降解环境有害物质一直都备受研究者

关注，目前关于木质素的降解途径并不是非常完

善，研究微生物对香草酸的代谢途径有助于进一步

了解微生物对木质素的降解。通过本研究可以初

步了解部分厌氧微生物对香草酸的降解能力，为研

究厌氧微生物对香草酸的降解奠定一部分理论基

础。同时，深入研究菌株 Ｃ１可能会为降解香草酸
和木质素提供帮助，将其开发为环境有益降解菌，

有助于缓解环境中木质素和香草酸的大量累积导

致的污染。但是本研究还只是初步的探究试验，并

未获得相关降解基因和降解酶的信息，后续工作还

很多，很值得期待。
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表１　菌株Ｃ１、Ｃ２的部分生理生化特性

底物 Ｃ１ Ｃ２

果糖 ＋ ＋

蔗糖 ＋ ＋

乳糖 ＋ －

麦芽糖 ＋ ＋

棉子糖 ＋ －

山梨糖 ＋ －

Ｄ－核糖 ＋ ＋

甘露糖 ＋ ＋

精氨酸 ＋ －

赖氨酸 ＋ －

鸟氨酸 ＋ －

丙二酸盐 ＋ ＋

尿素 ＋ －

七叶苷 ＋ ＋

硫化氢 － －

β－半乳糖苷 ＋ ＋

　　注：“＋”表示可降解，“－”表示不可降解。

［２］谢长校，孙建中，李成林，等．细菌降解木质素的研究进展［Ｊ］．

微生物学通报，２０１５，４２（６）：１１２２－１１３２．

［３］张　辉．木质素降解酶系研究新进展［Ｊ］．天津农业科学，２００６，
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１２（３）：８－１２．

［４］陈立祥，章怀云．木质素生物降解及其应用研究进展［Ｊ］．中南

林学院学报，２００３，２３（１）：７９－８５．

［５］张晓琰，彭　学，政井英司．木质素芳香族化合物降解菌

Ｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍｓｐ．ＳＹＫ＿６的研究进展［Ｊ］．微生物学报，２０１４，５４

（８）：８５４－８６７．

［６］ＦｕｒｕｋａｗａＫ．Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅｓｆｏｒｅｆｆｉｃｉｅｎｔｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆ

ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｐｏｌｌｕｔａｎｔｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＯｐｉｎｉｏｎｉｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

２０００，１１（３）：２４４－２４９．

［７］赵克义，阚方琦，李景学．柠檬酸杆菌的分类近况［Ｊ］．中国卫生

检验杂志，２００１，１１（２）：２５２－２５５．

［８］何晓青．柠檬酸杆菌属Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ的分类与鉴定［Ｊ］．中国卫生

检验杂志，２００５，１５（１２）：１５３５－１５３６．

［９］ＭａｓａｉＥ，ＫａｔａｙａｍａＹ，ＦｕｋｕｄａＭ． Ｇｅｎｅｔｉｃａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｓｏｎｂａｃｔｅｒｉａｌｃａｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓｆｏｒｌｉｇｎｉｎ－ｄｅｒｉｖｅｄ

ａｒｏｍａｔｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ［Ｊ］． Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ， Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ

Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００７，７１（１）：１－１５．

［１０］ＳａｉｎｓｂｕｒｙＰＤ，ＨａｒｄｉｍａｎＥＭ，ＡｈｍａｄＭ，ｅｔａｌ．Ｂｒｅａｋｉｎｇｄｏｗｎ

ｌｉｇｎｉｎｔｏｈｉｇｈ－ｖａｌｕｅｃｈｅｍｉｃａｌｓ：ｔｈｅｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆｌｉｇｎｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅｔｏ

ｖａｎｉｌｌｉｎｉｎａｇｅｎｅｄｅｌｅｔｉｏｎｍｕｔａｎｔｏｆＲｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｊｏｓｔｉｉＲＨＡ１［Ｊ］．

ＡＣＳＣｈｅｍｉｃａｌＢｉｏｌｏｇｙ，２０１３，８（１０）：２１５１－２１５６．

［１１］ＳｈｉｎＳＨ，ＫｉｍＳ，ＫｉｍＪＹ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐｌｅｔｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ

ＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒａｅｒｏｇｅｎｅｓＫＣＴＣ２１９０［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ，

２０１２，１９４（９）：２３７３－２３７４．

祝　婕，蔺尾燕，杨　静，等．乌鲁木齐夏、冬降水中溶解性有机质光谱特征及来源解析［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８（１０）：２７３－２８０．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２０．１０．０５１

乌鲁木齐夏、冬降水中溶解性有机质

光谱特征及来源解析

祝　婕１，２，３，蔺尾燕１，２，３，杨　静１，２，３，何　静１，２，３，邓文叶１，２，３，马俊英１，２，３

（１．新疆环境保护科学研究院，新疆乌鲁木齐８３００１１；２．新疆环境污染监控与风险预警重点实验室，新疆乌鲁木齐 ８３００１１；

３．新疆清洁生产工程技术研究中心，新疆乌鲁木齐８３００１１）

　　摘要：利用紫外可见光谱、三维荧光光谱研究乌鲁木齐夏季降水、冬季降雪中溶解性有机质（ＤＯＭ）光谱特征，运
用后向轨迹模型对ＤＯＭ来源进行解析。紫外可见光谱分析结果表明，冬季降雪样品中的 ＤＯＭ分子量相对较低，夏
季降水样品中ＤＯＭ胡敏酸的含量比富里酸含量大，冬季降雪样品中相反；夏季降水样品中腐殖化程度低于冬季降雪，
冬季样品中ＤＯＭ的有机物分子缩合程度较低。三维荧光光谱分析结果表明，样品中 ＤＯＭ主要由生物活动产生，腐
殖化程度较弱，类腐殖质和类蛋白质贡献均有，ＤＯＭ来源既有陆源输入，也受到微生物活动的影响，腐殖组分发育程
度较低。后向轨迹模型分析结果表明，不同高度乌鲁木齐夏季降水来源基本相同，主要来自西西伯利亚长距离传输和

哈萨克斯坦楚河—萨雷苏盆地长距离传输。降雪１００ｍ处的气流主要来自准格尔盆地短距离传输，５００、１０００ｍ处的
气流主要来自西西伯利亚长距离传输和天山山脉中段距离传输。

　　关键词：乌鲁木齐；降水；溶解性有机质；紫外可见光谱；三维荧光光谱；后向轨迹模型
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　　溶解性有机质（ｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｒｇａｎｉｃｍａｔｔｅｒ，简称
ＤＯＭ）是指能通过０．４５μｍ孔径的有机物，它广泛
存在于自然界中，是天然水体和土壤中的一种常见

组分［１］，作为重要的反应界面或者载体，是生态系

统的重要组成部分，影响环境污染物的迁移转

化［２］。雨水ＤＯＭ中易于被微生物吸收利用的活泼
组分所占的比例很高［３］，是水环境中次级生产力的

重要有机质来源之一。同时 ＤＯＭ生物化学活性较
强，具有重要的生态环境效应，也是土壤有机质中

最活跃、最重要的部分［４］。

在大气环境中，降水中 ＤＯＭ作为大气中有机
物的重要组成部分，对全球碳循环具有显著贡

献［５］。ＤＯＭ通过对光的吸收，能够影响云层反射
率，增加冷凝核含量，进而影响降水 ｐＨ值、能见度
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