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摘要：【目的】筛选纯化及鉴定木质素降解菌，对其降解性能进行初步研究。【方法】从某制浆造纸厂的造纸废水

污泥中，筛选获得２株具有木质素降解能力的细菌ＬＤ－１和ＬＤ－２。通过形态观察和１６ＳｒＲＮＡ序列分析对菌株

进行鉴定；采用苯胺蓝平板脱色法及以ＴＣ为指标分别定性定量测定２株细菌的木质素降解能力。【结果】ＬＤ－１
和ＬＤ－２分别被鉴定为Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 属和Ｂａｃｉｌｌｕｓ 属的菌株，命名为Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．ＬＤ－１和

Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．ＬＤ－２。通过苯胺蓝平板脱色实验，发现ＬＤ－１和ＬＤ－２均具有良好的木质素降解能力。经测定，两

株菌种发酵７ｄ对木质素的降解率分别达到５２．２３％和５０．３６％。【结论】成功筛选到２株能高效降解木质素的

菌株ＬＤ－１和ＬＤ－２。
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０　引言

　　【研究意义】造纸工艺是我国的重要产业之一，近
年来，随着造纸工业的持续发展，废水排放量及ＣＯＤ
排放量也在我国各类工业排放量中居高不下，分别达
到全国工业污水排放量和 ＣＯＤ排放量的１５％～
１７％和４０％［１］。日本和美国分别将造纸工业废水列
为六大公害和五大公害之一［２］。造纸工业废水中的
污染物主要来自碱法制浆过程，产生黑液的污染负荷
占造纸废水总负荷的９０％左右。为引导造纸工业生
产工艺和污染治理的发展方向，我国在２００８年８月

１日颁布了新的造纸工业水污染排放标准（ＧＢ
３５４４—２００８），并于２０１１年起全面实行新的标准。除
了提高各类型造纸企业的排放标准，同时增加色度、
可吸附有机卤素、氨氮、总氮和总磷等新标准，经传统
二级工艺处理后废水的色度和ＣＯＤ仍很难达标，主
要原因是废水中残留有一些可溶性的木质素小分子

及其衍生物，这些木质素小分子也是造纸废水产生色
度和ＣＯＤ负荷的主要成分，用传统方法难以去除。
因此，去除木质素小分子及其衍生物，是造纸废水达
到新的排放标准要解决的首要问题。【前人研究进
展】在各种造纸废水深度处理技术中，生物处理是一
种经济环保的手段，包括真菌、放线菌和细菌等都对
降解木质素和纸浆脱色有很好的效果［３］。２０世纪８０
年代，针对木质素微生物降解的研究主要集中在真菌
类，尤其是以黄孢原毛平革菌为代表的一类白腐真
菌，为最主要的研究对象。相对于真菌，细菌生长速
度快，对ｐＨ值和含氧量等都有较高的耐受性，因此
利用细菌降解木质素的潜能不可低估［４］。在目前报
道的具有木质素降解能力的细菌种类中，放线菌的降
解能力较强，非丝状细菌对木质素的降解能力较弱，
国内外对非丝状细菌降解木质素方面的研究较少。
在２０００年以前的报道中，非丝状细菌的木质素降解
率都小于１０％，且只能降解低分子量的木质素片
段［５］。２０世纪９０年代，Ｐｅｒｅｓｔｅｌｏ等［６］及 Ｍｏｒｉｉ等［７］

开始研究单细菌对木质素的降解。Ｍｏｒｉｉ等［７］从堆
肥土壤中分离出具有良好的木质素降解能力及废水

脱色能力的固氮菌（Ａｚｏｔｏｂａｃｔｅｒ）、巨大芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍｅｇａｔａｒｉｕｍ ）和 灵 杆 菌 （Ｓｅｒｒａｔｉａ
ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）。近１０年来，越来越多能够降解木质素
聚合物的非丝状细菌被发现，且降解效率越来越高，
其中，Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ属和Ｂａｃｉｌｌｕｓ属的菌株占据大
部分。在Ｂａｃｉｌｌｕｓ属中，Ｃｈａｎｄｒａ等［８］从造纸废水中
筛选出的菌株ＩＴＲＣ　Ｓ８，发酵６ｄ对木质素的降解效
率达到３０％；王纳贤等［９］从牛粪中筛选出菌株Ｎ１３，

培养８ｄ对木质素的降解效率为３９．４１％。Ｗａｎｇ
等［１０］从活性污泥中分离出１株能以木质素磺酸盐作
为 唯 一 碳 源 和 能 源 进 行 生 长 的 细 菌

Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．ＨＹ－Ｈ，该菌发酵５ｄ后的木
质素 降 解 效 率 达 到 ３１％，这 是 第 １ 篇 关 于

Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 属 菌 株 降 解 木 质 素 的 报 道。

Ｃｈａｎｄｒａ和 Ｒａｊ的科研团队在几年的时间内，从造纸
废水中分离出超过１０株具有良好木质素降解能力
的细菌（木质素降解率达到４０％左右），并且对这些
细菌的木质素降解性能及降解产物进行了细致的研

究［８，１１～１６］。【本研究切入点】目前，造纸废水的深度处
理很难去除木质素小分子及其衍生物，因而很难达到
新的排放标准，至今所研究的木质素降解菌在种类和
降解效果上还存在不足之处，仍需筛选具有高效降解
效果和良好应用前景的木质素降解菌。【拟解决的关
键问题】从造纸废水活性污泥中筛选出具有高效木质
素降解性能的菌株，并对该菌株的生理特性及进化分
类关系进行鉴定，初步探究其木质素的降解性能，为
其将来应用于造纸废水的深度处理提供依据。

１　材料与方法

１．１　样品来源

　　取湖南某制浆造纸厂造纸废水Ａ／Ｏ处理工艺二
沉池中的活性污泥。

１．２　培养基

　　ＬＢ液体培养基：胰蛋白胨１０ｇ，酵母提取物５ｇ，

ＮａＣｌ　１０ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ＝７．０。

　　富集培养基：碱木质素１ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４２ｇ，

Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ，ＭｇＳＯ４０．２ｇ，ＣａＣｌ２０．１ｇ，ＦｅＳＯ４０．０５
ｇ，ＭｎＳＯ４０．０２ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ＝
７．０；固体培养基增加１５ｇ琼脂。

　　木质素无机盐培养基（Ｌ－ＭＳＭ）：液体培养基在
富集培养基的基础上增加２ｇ碱木质素；固体培养基
在液体培养基的基础上增加１５ｇ琼脂。

　　ＢＭ培养基：酵母膏１０ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼脂１５
ｇ，蒸馏水１Ｌ，自然ｐＨ值。

１．３　菌种纯化

　　采用选择性营养富集技术，对木质素降解菌进行
富集培养（５ｇ污泥加入１００ｍＬ富集培养基中，

３０℃，１２０ｒ／ｍｉｎ条件下培养７ｄ），然后采用稀释平
板法将培养７ｄ后的富集培养液接种至固体富集培
养基平板上，置于生化培养箱中在３０℃下静置培养，
观察平板上菌落的生长情况。

１．４　菌种筛选

　　采用选择性营养富集技术，将培养菌落转接至木
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质素浓度更高的Ｌ－ＭＳＭ平板上（木质素浓度分别为

３ｇ／Ｌ，４ｇ／Ｌ，５ｇ／Ｌ），以筛选出能够耐受高浓度木质
素的菌株。

１．５　菌株鉴定

　　根据《常见细菌系统鉴定手册》［１７］，对分离到的
菌株的菌落形态特征、菌体形态特征、革兰氏染色性
状进行鉴别试验［１８］；应用１６ＳｒＲＮＡ作为分子指标
对菌株进行分子分类鉴定，并对其系统发育进行
分析。

１．５．１　基因组提取及ＰＣＲ扩增

　　取 ＬＢ液体培养基培养至对数期的菌液约３０
ｍＬ（所取的体积视细菌的具体浓度而定），１２０００ｒ／

ｍｉｎ离心６ｍｉｎ，收集菌体沉淀，采用天根公司的细菌
基因组提取试剂盒提取细菌基因组ＤＮＡ，以所提的

ＤＮＡ为模板，进行１６ＳｒＲＮＡ片段的ＰＣＲ扩增。引
物为２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）
和１４９２Ｒ（５′－ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－
３′）［１９］；扩增体系为５０μＬ（１０×Ｔａｑ　ｍｉｘ　Ｂｕｆｆｅｒ　２５

μＬ，１０μＭ引物２７Ｆ和１４９２Ｒ各１μＬ，模板２μＬ，去
离子无菌水 ２１μＬ）。反应条件为９４℃预变性５
ｍｉｎ；９５℃变性１ｍｉｎ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ
３０ｓ，共３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，冷却至４℃。

１．５．２　基因测序及分析

　　ＰＣＲ产物经０．８％琼脂糖凝胶电泳分离，用天根

ＤＮＡ回收试剂盒切胶回收后，送上海生物工程有限
公司测序。测序结果上传到ＧｅｎＢａｎｋ进行比对，用

Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｘ［２０］软件进行同源性分析，并用 ＭＥＧＡ　４［２１］

构建系统发育树，为菌株鉴定提供依据。

１．６　木质素降解性能测定

１．６．１　脱色平板定性测定

　　采用苯胺蓝脱色平板法，将筛选得到的菌株分别
接种至含有０．１ｇ／Ｌ苯胺蓝染料的ＢＭ 培养基中，

３０℃培养箱中静置培养，以平板培养基中菌落周围脱
色圈的有无来定性检测木质素降解菌的降解能力。

１．６．２　木质素降解率及降解曲线测定

　　以ＬＢ培养基活化培养细菌至对数期，以体积分
数１％接种量接种于Ｌ－ＭＳＭ 液体培养基中，菌种每
隔１ｄ取样１次，连取４ｄ，样品经过１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心及０．２２μｍ微孔膜过滤后测定ＴＣ值。根据碱木
质素－ＴＣ标准曲线计算样品的木质素降解率，绘制碱
木质素－时间曲线，即得碱木质素降解曲线。

２　结果与分析

２．１　分离筛选结果

　　经过７ｄ的液体富集培养后，在固体富集培养基

平板上共长出８种不同形态的细菌，在碱木质素浓度
为５ｇ／Ｌ的Ｌ－ＭＳＭ平板上进一步筛选，获得两株生
长良好的细菌ＬＤ－１和ＬＤ－２。在Ｌ－ＭＳＭ平板上，细
菌ＬＤ－１（图１ａ）的菌落较小，表面光滑，呈乳白色，圆
形且边缘整齐；细菌ＬＤ－２（图１ｂ）的菌落稍大，表面
光滑，呈淡红色，扁平圆形，边缘整齐。

ａ：ＬＤ－１；ｂ：ＬＤ－２
图１　木质素降解菌筛选

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｏｆ　ｌｉｇｎｉｎ　ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ

２．２　菌株鉴定

　　从菌株的扫描电镜图可看出，ＬＤ－１菌体细胞为
短杆状，长度为１μｍ左右（图２ａ）；ＬＤ－２菌体细胞为
椭球形，长度为３μｍ左右（图２ｂ）。革兰氏染色实验
结果显示，ＬＤ－１为短杆状革兰氏阴性菌，ＬＤ－２为椭
球形革兰氏阳性菌。

　　将ＬＤ－１和ＬＤ－２的１６ＳｒＲＮＡ序列与ＮＣＢＩ核
酸数据库进行 ＢＬＡＳＴ 比对，发现其分别与菌属

Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 和Ｂａｃｉｌｌｕｓ的相似性最高，达到

９９％。基于ＬＤ－１和ＬＤ－２的１６ＳｒＲＮＡ序列构建系
统发育树（图３），分析结果进一步表明ＬＤ－１和ＬＤ－２
分别与菌属Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 和Ｂａｃｉｌｌｕｓ的亲缘关
系最近。结合菌落形态、细胞形态、１６ＳｒＲＮＡ序列
分析 以 及 系 统 发 育 树 分 析，菌 株 ＬＤ －１ 为

Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 属，ＬＤ－２为Ｂａｃｉｌｌｕｓ属，分别命
名为 Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ．ＬＤ－１和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．
ＬＤ－２。

０５ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２２Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１５



图２　细菌ＬＤ－１（ａ）及ＬＤ－２（ｂ）菌体形态

Ｆｉｇ．２　Ｃｅｌｌ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ＬＤ－１（ａ）ａｎｄ　ＬＤ－２（ｂ）

　　图３　菌株ＬＤ－１及ＬＤ－２　１６ＳｒＲＮＡ序列构建的系统发
育树

　　Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ＬＤ－１ａｎｄ　ＬＤ－２ｂａｓｅｄ　ｏｎ　１６Ｓ
ｒＲＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ．

２．３　木质素降解性能
２．３．１　平板脱色

　　木质素降解菌通过分泌相关降解酶（如漆酶、锰
过氧化物酶、木质素过氧化物酶）降解碱木质素，菌株
产酶活性越高，降解木质素的能力越强。苯胺蓝染料
的脱色与锰过氧化物酶、木质素过氧化物酶的产生有
关，因此利用染色平板脱色法可以定性检测菌株降解
木质素的能力［２２］。从图４可以看出，２株细菌培养
１２ｈ后在菌落周围均出现明显的脱色圈，其中ＬＤ－１
所产生的脱色圈尤为明显（图４ａ），直径达到１ｃｍ以
上，而ＬＤ－２所产生的脱色圈相对较小（图４ｂ），只在
菌落外圈形成一个很小的脱色圈。由此可见，两株细
菌均能产生木质素降解酶，有一定的木质素降解能
力，且ＬＤ－１降解木质素的能力比ＬＤ－２强。

２．３．２　木质素降解率

　　由图５可知，碱木质素－ＴＣ标准曲线具有很好的
线性关系，因此可以根据这一标准曲线测定木质素的
降解率。从图６可以看出，ＬＤ－１和ＬＤ－２在发酵前４
ｄ降解速率明显较快，在第４天时均达到４０％以上，
分别为４８．５６％和４３．３４％；在接下来的３ｄ中，降解
速率有所减慢，在第７天时２株菌的降解效率分别达
到５２．２３％和５０．３６％。表明２株菌对木质素的降解

主要发生在初级代谢阶段，这与Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａ等［２３］

的研究结论一致。

ａ：ＬＤ－１；ｂ：ＬＤ－１
图４　苯胺蓝平板定性检测

Ｆｉｇ．４　Ａｚｕｒｅ－Ｂ　ｍｅｄｉｕｍ　ｐｌａｔｅｓ　ｆｏｒ　ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ

图５　碱木质素－ＴＣ标准曲线

Ｆｉｇ．５Ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　Ｋｒａｆｔ　ｌｉｇｎｉｎ－ＴＣ

图６　ＬＤ－１及ＬＤ－２的ＴＣ去除率

Ｆｉｇ．６　ＴＣ　ｒｅｍｏｖａｌ　ｄｕｒｉｎｇ　ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＬＤ－１ａｎｄ　ＬＤ－２
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３　结论

　　将可再生的木质纤维素有效地转化成乙醇燃料
是目前全球新能源研究的热点［２４］，木质素的降解是
木质纤维素类生物转化为可发酵糖和生物燃料中至

关重要的一步，相对于高温蒸汽法和化学法，采用生
物处理法降解木质纤维素中的木质素具有成本更低、
不产生二次污染等优势［２５］。本文从造纸废水污泥中
筛选分离得到２株高效木质素降解菌ＬＤ－１和ＬＤ－
２，发酵７ｄ后木质素降解效率均达到５０％以上，经鉴
定菌株ＬＤ－１为Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 属，ＬＤ－２为Ｂａ?
ｃｉｌｌｕｓ属，均属于非丝状细菌。因其高效的木质素降
解能力，ＬＤ－１和ＬＤ－２在造纸废液污染的环境治理
及生物质能源预处理方面具有广阔的研究前景。近
年来，造纸废水生物处理技术的研究方向主要为生物
基因工程、复合仿生物酶处理以及“物化 －生化”组合
等方面［２６］。本文筛选得到的高效木质素降解菌在生
物基因工程和复合仿生物酶处理技术中具有很高的

应用潜力，因此，其产酶特性及分子生物学特性值得
进一步探究。
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