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一个产木质素酶的嗜碱细菌新种
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摘 要：从内蒙古盐碱湖分离到一株产木质素酶的嗜盐碱菌 9%$。其形态为杆状或短杆状，革兰氏染色阳性，最适

生长 FI 为 7J8，最适生长温度为 26K。通过生理生化特征、胞壁氨基酸成分、基于 %"L /*03 序列的系统发育学分

析和 *035*03 杂交同源性比较发现菌株 9%$ 是双芽孢杆菌（!"#$%&’(%))*+）属中一个与其它成员不同的新种，命名

为好纪双芽孢杆菌 !"#$%&’(%))*+ $’,-%./+%+ BF) ?’M)。
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木质素是木质植物的主要组成成分，是仅次于

纤维素的第二再生有机资源，并且也是生物圈中最

丰富的芳香类化合物。越来越多的证据表明微生物

降解木质素日益成为木质素利用的有效方法。在真

菌和细菌中均已发现可产生木质素酶以降解木质素

的菌种。尽管目前的研究集中在以黄孢原毛平革菌

（0$’/.1,($’.2. ($13+,+#,1%*"）为代表的白腐真菌产生

的木质素酶上，但由于木质素具有强烈的抗酸解性，

且不溶于水和中性有机溶剂，而在碱性条件下具有

一定的可溶性，因此在工业应用中木质素的化学处

理通常是在强碱的条件下进行，而在这样的条件下

真菌产生的木质素酶大部分不能发挥作用。较理想

的木质素酶应是能在碱性条件下降解木质素，这样

可以结合有利于降解木质素的化学特性和生物特

性，获得降解木质素的最佳效果。目前关于嗜碱菌

产生木质素酶的报道还很少［%］。

本实验从内蒙古海拉尔地区的好纪湖中反复分

离，筛选到 8 株产木质素酶的菌株，其中 9%$ 能够在

FI 6 O %$J8 下生长并且在这样的生长环境下分泌

碱性木质素酶。通过形态学、生理生化特征、化学分

类、分子分类相结合的多项分类方法，鉴定菌株 9%$
是不同于已报道的细菌，是一个新种。本文介绍了

菌株 9%$ 的生物学特征和分类鉴定结果。

! 材料和方法

!"! 菌种和培养条件

嗜碱菌株 9%$ 分离自内蒙古海拉尔地区的好纪

湖［#］。分离和培养采用完全培养基［2］。筛选培养

基：每升含 %J$G PI#QR2，$J#G SGLR!·6I#R，$J$#G

T:T(#，!J$G 0I!0R2，$J#8G S?LR#，%J$G U=G?=?，%$J$G

0:#TR2，8$J$G 0:T(，FI %$。对照菌株为热带双芽孢

杆菌（!"#$%&’(%))*+ 21,#%(*+）V5667#。

!"# 生理生化试验、细胞壁分析和菌体脂肪酸成分

分析

生理生化试验参见文献［!］。细胞壁氨基酸成

分分析参见文献［8］。全细胞脂肪酸分析采用标准

方法并利用美国 SW*W 公司 L@+/’(’,X 全自动细菌鉴

定系统分析成分。

!"$ 基因组 %&’ 的（() *）+,-.含量测定

*03 提取参照 S:/-C/［"］的方法。采用熔点法

（4- 值法）测定（Y Z T）-’([含量［6］，对照菌株为大

肠杆菌（5+($.1%($%’ (,)%）3L %J2"8。

!"/ %&’0%&’ 同源性实验

采用荧光标记法［1］。高纯度 *03，超声波剪切

%$B，将 *03 断裂成 2$$ O 6$$.F，将 *03 共价结合到

7" 孔板中，经洗脱后准备进行杂交。另将没有超声

波破碎的 *03 用光敏生物素标记，标记反应结束后

再用超声波剪切 %$B，制成探针。然后进行杂交，温

度为 "$K。2@ 后取出清洗，在读板器下读取结果。

!"1 !23 45&’ 基因的序列分析

%"L /\03 基因的 QT\ 扩增和序列测定参见文

献［#］。将菌株 9%$ 的 %"L /*03 的序列与从 Y+?5
]:?X̂ <S]U^**]_ 等数 据 库 中 获 得 的 %"L /*03 序



列，采用 !"#$%&"’()* 软件进行多序列匹配排列，通

过 +,--./0’()12 程序中 3-4562/,78/40405 方法，采用

94:#,& 双参数计算模型构建系统发育树。

菌株 ;(< 的 (=> ,?3@ 序列已存放在 A-0B&0C
核苷酸序列数据库中，存取号是 @;DEF=G*。

! 结果

!"# 生长条件

菌株 ;(< 为嗜盐碱菌，其生长 HI 范围为 HIE)<
J (<)F，最 适 生 长 HI 为 G)F，生 长 温 度 范 围 为

(< J KFL，最适生长温度为 1EL，生长 3&!" 浓度范

围 <M J (FM，最适生长的 3&!" 浓度为 1M。

!"! 形态和培养特征

菌株 ;(< 革兰氏染色阳性，杆状或短杆状，大

小为 <)=!: J <)*!: N ()<!: J 1)<!:，以周生鞭毛

运动（图 (），可形成芽孢，菌落呈圆形，表面光滑，边

缘整齐，低凸起，有光泽，肉粉色，不透明。

图 # 菌株 $#% 的透射电镜照片

;45O( +,&0$:4$$4/0 -"-.%,/0 :4.,/H6/%/5,&H6 /P $%,&40 ;(<（B&,，<)F!:）

!"& 生理生化特性

菌株 ;(< 兼性厌氧生长；可水解淀粉，不能水

解酪素、明胶和吐温，过氧化氢酶、氧化酶、脲酶、甲

基红反应为阴性；吲哚、硫化氢、硝酸盐还原均为阳

性；能利用葡萄糖、蔗糖、半乳糖、果糖和麦芽糖产

酸。

!"’ 化学分类特征

菌株 ;(< 的脂肪酸主要为 !(=：< 和 !(*：(QE.，
含量分别为 1D)<M和 K()DM。其细胞壁的氨基酸

为 R-$/7S4&:40/H4:-"4. &.4S（:-$/7?@T）。

!"( )*+ 的（,- .）/012含量和 )*+3)*+ 杂交

菌株 ;(< 总 ?3@ 中（A U !）:/"M 的 含 量 为

KD)D :/"M。菌株 ;(< 与 ! O "#$%&’() V7EEGD ?3@7?3@
杂交率为 1(M。

!"4 以 #45 6)*+ 序列同源性为基础的系统发育学

分析

测序的结果得到了 (KFF2H 的 (=> ,?3@ 序列，

从 A-0B&0C、WRBX 和 ??B8 数 据 库 中 得 到 与 菌 株

;(< 相近的 (=> ,?3@ 序列做系统发育树图（图 D）。

从图中可以看到，菌株 ;(< 归属于 !*%+&,-’&..() 类

群中，和 ;(< 亲缘关系最近的是 !*%+&,-’&..() "#$%&/
’()，二者的 (=> ,?3@ 序列的相似性为 G=M。;(<
和 !*%+&,-’&..() 的其它种 (=> ,?3@ 的序列相似性

低于 GKM。

图 ! $#% 和相关细菌的系统发育树

;45OD T6Y"/5-0-%4. %,-- /P $%,&40 ;(< &0S ,-"&%-S 2&.%-,4& 2&$-S /0

(=> ,?3@ $-Z#-0.-$

+6- $.&"- 2&, 40S4.&%-$ <)<F $#2$%4%#%4/0$ H-, 0#."-/%4S- H/$4%4/0O B//%7

$%,&H [&"#-$（-\H,-$$-S &$ H-,.-0%&5-$ /P (<< ,-H"4.&%4/0$）5,-&%-, %6&0

E<M &,- $6/Q0 &% %6- 2,&0.6 H/40%$O ]0 %6- 2,&.C-%$ &P%-, -&.6 2&.%-,4&"

0&:- &,- (=> ,?3@ &..-$$4/0 0#:2-,$ 40 A-0B&0C ?&%&2&$-$O

& 讨论

基于 (=> ,?3@ 的系统发育分析和其它特性，

344:#,& 等［G］于 (GG< 年建立新属双芽孢杆菌属（!*/
%+&,-’&..()），到现在为止［(D］，!*%+&,-’&..() 属中只有

1 个明确的种：木素双芽孢杆菌（ !*%+&,-’&..() 01.-/
2()）、发酵双芽孢杆菌（!*%+&,-’&..() 34#*42"(*）和热

带双芽孢杆菌（ !*%+&,-’&..() "#$%&’()）。系统发育分

析表明，菌株 ;(< 与 !*%+&,-’&..() 属的亲缘关系最

近。而且，菌株 ;(< 具有与 !*%+&,-’&..() 属相同的

一系列表型特征，例如革兰氏染色阳性、杆状、有芽

孢、兼性厌氧、轻微嗜盐嗜碱、能利用碳水化合物产

酸、细 胞 壁 氨 基 酸 为 :-$/7?@T、基 因 组 ?3@ 的

（A U !）:/"M是 KD)DM，?3@ 的（A U !）:/"M相差
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不到 !"等。这些基因型和表型特征表明这个新的

分离菌是 !"#$%&’(%))*+ 属中的一个成员。

但是，根据一些表型和基因型特性，菌株 #$% 与

已确定的种之间有明显的差异（表 $）。菌株 #$% 以

周生鞭毛运动，从形态学特征可与 !"#$%&’(%))*+ ,-.
)’/*+ 和 !"#$%&’(%))*+ 012"1/3*" 区分开来。在生长特

征方面，#$% 最适生长 &’() 浓度 *"，而 !"#$%&’(%).
)*+ 其它菌株最适生长 &’() 浓度大于 !"；#$% 可以

还原硝酸盐，而 !"#$%&’(%))*+ 其它菌株不能还原硝

酸盐；#$% 不产生 +’,’)’-.，可与 !"#$%&’(%))*+ 324#%(*+
和 !"#$%&’(%))*+ 012"1/3*" 区分开来。从系统发育树

图分析，菌株 #$% 的 $/0 12&3 序列与 !"#$%&’(%))*+
属的菌株 !"#$%&’(%))*+ 324#%(*+ 关系最近，但两者的

进化距离仍较大，为 %45。一般认为，$/0 12&3 序

列同源性小于 67"，可以认为属于不同种［$%］，菌株

#$% 与其它成员同源性数值小于 65"，因此，从系

统发育角度分析，菌株 #$% 应当是不同于 389:;<’=
+;))>- 属中各成员的一个新种。2&3=2&3 杂交是确

定不同种的基本方法，一般认为同源性小于 7%"可

以划分为不同的种［$$］，菌株 #$% 与关系最近的 !".
#$%&’(%))*+ 324#%(*+ 杂交同源性为 *$"，这说明它们

应当属于不同的种。综上所述，从形态、生理生化、

化学特征、系统发育学分析和 2&3=2&3 杂交试验

等多方面分析，菌株 #$% 是 !"#$%&’(%))*+ 属中一个

与其它成员不同的新种，命名为好纪双芽孢杆菌

!"#$%&’(%))*+ $’45%1/+%+ -9? @AB?。

表 ! 菌株 "!# 和双芽孢杆菌属其它菌种表型特征的比较

C’<). $ (A89’1;-A@ AD 9:.@A,E9;+ D.’,>1.- AD -,1’;@ #$% ’@F ,:. -9.+;.- AD !"#$%&’(%))*+
(:’1’+,.1 0,1’;@ #$% ! ? 324#%(*+ ! ? ,-)’/*+ ! ? 012"1/3*"
#)’G.))’ H>),;9). H>),;9). I 0;@G).
(A)A@E 9;G8.@,’,;A@ J;@K;-: L:;,. J;@K;-: L:;,. M:;,. N.))AL;-:
9O 1’@G. 7 P $%4! Q4! P $$4! Q P $% 7 P $%4!
R9,;8’) &’()S" * ! P $% &2 $%
C.89.1’,>1. 1’@G.ST $% P 5! $Q P !/ U! P 5! $Q P !/
&;,1’,. 1.F>+,;A@ V I I I
(’,’)’-. I V I V
OEF1A)E-;- AD +’-.;@ I I I
OEF1A)E-;- AD -,’1+: V V V V
OEF1A)E-;- AD CL..@Q% I V &2 V

（W V (）8A)" 5U4U *64U */ 5$4!
3+;F 91AF>,;A@ D1A8

2=D1>+,A-. V V V V
2=G’)’+,A-. V I &2 V
2=G)>+A-. V V V V
X’+,A-. I V &2 V
H’),A-. V V V V
0>+1A-. V V V V

V ：JA-;,;B.；I ：&.G’,;B.；&2：&A F’,’?

新种好纪双芽 孢 杆 菌（ !"#$%&’(%))*+ $’45%1/+%+
-9? @AB?）的特征如下：革兰氏染色阳性，杆状或短

杆状，大小为 %4/!8 P %4Q!8 Y $4%!8 P *4%!8，以周

生鞭毛运动，可形成芽孢，兼性厌氧生长；菌落呈圆

形，表面光滑，边缘整齐，低凸起，有光泽，肉粉色，

不透明。其生长 9O 范围为 9O74% P $%4!，最适生长

9O 为 64!，生长温度范围为 $% P 5!T，最适生长温

度为 *7T，生长 &’() 浓度范围 %" P $!"，最适生

长的 &’() 浓度为 *"。可水解淀粉，不能水解酪

素、明胶和吐温，过氧化氢酶、氧化酶、尿酶、甲基红

反应为阴性；吲哚、硫化氢、&R*=还原为阳性；能利

用葡萄糖、蔗糖、半乳糖、果糖和麦芽糖产酸。脂肪

酸主要成分为 ($/Z% 和 ($QZ$ L7+，细胞壁氨基酸为

8.-A=23J。2&3 中（W V (）8A)"含量为 5U4U8A)"。

分离自内蒙古海拉尔地区的好纪湖。模式菌株为菌

株 #$%。

参 考 文 献

［ $ ］ 管莜武，张甲耀，罗宇煊，等 ?嗜碱木素降解菌降解能力的初

步研究 ? 中国造纸，$666，!$（/）：$6 I UU4
［ U ］ 张伟周，毛文扬，马延和，等 ?内蒙古海拉尔地区碱湖嗜碱细

菌的多样性 ? 生物多样性，U%%$，%：55 I !%4
［ * ］ OA1;KA-:; [? J1AF>+,;A@ AD ’)K’);@. .@\E8.- <E ’)K’)A9:;);+ 8;+1AA1=

G’@;-8-? J’1, ] ? 3)K’);@. 91A,.’-. 91AF>+.F <E 6’(%))*+ &A? UU$4

!72%( 6%4) 8$1"，$67$，&’：$5%7 I $5$54
［ 5 ］ 东秀珠，蔡妙英 ? 常见细菌系统鉴定手册 ? 北京：科学出版

社，U%%$4

UU7 微 生 物 学 报 55 卷



［ ! ］ "#$%&’(&) * +, -./%01’1 2( 3$& #$&4’#/% #24521’3’2. /.6 5)’4/)0

13)7#37)& 2( 47)&’., !"#$%&’ !()*%+(%,，89:!，!"：8;< = 8!>?
［ > ］ @/)47) A, - 5)2#&67)& (2) 3$& ’12%/3’2. 2( 6&2B0)’C2.7#%&’# /#’6

()24 4’#)22)D/.’141, - !%, .(%,，89>8，#：;E: = ;8:?
［ F ］ @/)47) A，G230 H, G&3&)4’./3’2. 2( 3$& C/1& #24521’3’2. 2( 6&2B0)’I

C2.7#%&’# /#’6 ()24 ’31 3$&)4/% 6&./37)/3’2. 3&45&)/37)&, - !%, .(/

%,，89>;，$：8E9 = 88:?
［ : ］ JK/L’ M，+/1$’4232 N，N/C77#$’ J, O%72)24&3)’# GP-IGP- $0I

C)’6’K/3’2. ’. 4’#)26’%73’2. Q&%%1 /1 /. /%3&)./3’R& 32 4&4C)/.& (’%3&)

$0C)’6’K/3’2. ’. Q$’#$ )/6’2’12325&1 /)& 71&6 32 6&3&)4’.& D&.&3’# )&I

%/3&6.&11 /42.D C/#3&)’/ 13)/’.1, 01# - 23’# .4)#"*(4,，89:9，#%：

;;S = ;;9?
［ 9 ］ P’’47)/ N，*2$ J，N/./D’6/ O，"# 4, , 567$(+4)(,,8’ 93,418’ D&.,

.2R,，15, .2R,，/ (/#7%3/3’R&%0 /./&)2C’# 152)&(2)4’.D B0%/.I6’D&13I

’.D C/#3&)’74 Q$’#$ %/#L1 #032#$)24&，T7’.2.&，/.6 #/3/%/1&, 01# -

23’# .4)#"*(%,，899E，&’：;9F = <E8?
［8E］ U)&. -，V&.321/ -，W)/.3 X G, H)2521&6 4’.’4/% 13/.6/)61 (2) 3$&

6&1#)’53’2. 2( .&Q 3/B/ ’. 3$& U)6&) :4,%+4)#"*(4,"’ , 01# - 23’# .4)/

#"*(%,，899F，&(：;<< = ;<:?
［88］ G&R&)&7B Y，+& "，G20%& Z [，"# 4, , G’R&)1’30 /.6 2)’D’. 2( G&17%I

(2R’C)’2 15&#’&1：5$0%2D&.&3’# 6&(’.’3’2. 2( / (/4’%0, - .4)#"*(%,，

899E，!()：<>E9 = <>89?
［8;］ \$’%’./ M P，W/).2R/ J ", 567$(+4)(,,8’ (&)4&.374 15, .2R, /.6

567$(+4)(,,8’ 3)25’#71 15, .2R,， .&Q /%L/%’5$’%’#，(/#7%3/3’R&%0

/./&)2C’#，1/##$/)2%03’# C/#’%%71 ()24 [/L& @/D/6’’ , !(;+(%,%<(34
（J.D%’1$ 3)/.1%/3’2.），;EE8，(’：F88 = F;;?

!"#$%&’(%))*+ $’,-%./+%+ *+ , ,-. ,———/ ,-.01 /12314+54146 3,7 81495: ;31-+54146 <36:0=4>?
@=-? ;3-A4 8-73 B320 4, C,,0= D-,9-143 />:-,-?->* E094-,，F54,3

\+-U G/IH&.D \+-PW X&’I\$27 ]^J N/.IO&. @- N/.I+&!
（ 01’#(#8#" %= !()*%+(%,%<3，>$(1"’" 5)4&"63 %= 2)("1)"’，."(?(1< 8EEE:E，>$(14）

/G*:=36:：-. /%L/%’5$’%’# /.6 1%’D$3%0 $/%25$’%’# W)/4I521’3’R& )26，6&1’D./3&6 13)/’. O8E，Q/1 ’12%/3&6 ()24 +/2_’ 126/
%/L& ’. ‘..&) @2.D2%’/ -732.24271 Y&D’2.，Z$’./, "3)/’. O8E D)&Q 253’4/%%0 ’. 3$& 5)&1&.#& 2( < a（XbV）P/Z%，5+
9?! /.6 <Fc , ‘3 Q/1 (/#7%3/3’R&%0 /./&)2C’#，423’%& Q’3$ 5&)’3)’#$271 (%/D&%%/，152)7%/3’.D，#/3/%/1&I .&D/3’R& , M$&

（W d Z）#2.3&.3 2( 3$& GP- Q/1 SE 42% a , M$& #&%% Q/%% #2.3/’.&6 4&12IG-H, H$0%2D&.&3’# /./%01&1 C/1&6 2. 8>"
)GP- 1&T7&.#&1 #245/)’12.1 ’.6’#/3& 3$/3 13)/’. O8E Q/1 / 4&4C&) 2( 3$& D&.71 567$(+4)(,,8’ , GP-IGP- 1’4’%/)’30 2(
%&11 3$/. <E a Q’3$ 3$& 6&1#)’C&6 15&#’&1 2( 567$(+4)(,,8’ 17552)3&6 3$& R’&Q 3$/3 3$’1 2)D/.’14 )&5)&1&.3&6 / .&Q 15&I
#’&1 2( 3$& D&.71 567$(+4)(,,8’ , M$& ./4& 567$(+4)(,,8’ $4%?("1’(’ 15, .2R, ’1 5)2521&6,
H0I J-=7*：-%L/%’5$’%&，H2%05$/1’# 3/B2.240，567$(+4)(,,8’ $4%?("1’(’ 15, .2R,

O27.6/3’2. ’3&4：Z$’.&1& P/3’2./% Y&1&/)#$ H)2D)/4（;EE8-->;>ESE）

!Z2))&152.6’.D /73$2) , M&%：:>I8EI>;>;F9!；O/B：:>I8EI>;>!8!FF；JI4/’%：4/0/.$&e 17., ’4, /#, #.

Y&#&’R&6 6/3&：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

ESI;9I;EES

本 刊 重 要 声 明

为适应我国信息化建设需要，扩大作者学术交流渠道，本刊已加入《中国学术期刊（光盘版）》和“中国期刊网”。如作者不

同意将文章编入该数据库，请在投稿时声明，否则本刊将视为同意收录。

另外，从 ;EE; 年开始，凡被本刊录用的文章均统一纳入“万方数据———数字化期刊群”，进入因特网提供信息服务。有不

同意者，请事先声明。本刊所付稿酬包含刊物内容上网服务报酬，不再另付。

读者可上网查询浏览本刊内容，并征订本刊。刊物网址：$335：bbQ1QBC, 5&)’26’#/%1, #24, #.

《微生物学报》编辑部

<;F> 期 赵大鹏等：一个产木质素酶的嗜碱细菌新种




