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摘  要：【背景】棉粕中的游离棉酚致使其释放营养价值及蛋白饲料应用受到限制，微生物发酵是

棉粕脱酚的有效策略。【目的】筛选具有棉酚降解活性的发酵菌株，初步探索菌株降解棉酚的机制。

【方法】以棉酚降解率为检测指标筛选棉酚高效降解菌株，采用形态学观察、生理生化鉴定和基于

16S rRNA 基因序列的系统发育分析进行菌株鉴定。同时，分析筛选到的菌株代谢棉酚可能的中间产

物及对多环芳烃类物质代谢关键中间产物的利用能力，并通过菌株全基因组测序发掘菌株中相关代

谢酶对应基因的存在。【结果】从河北省保定市近郊某土壤样品中筛选出一株具有较高棉酚降解活性

的菌株，命名为 M-15。该菌株发酵棉粕，可将其中的游离棉酚含量由 882.07 mg/kg 降至 32.38 mg/kg，
降解率高达 96.33%；菌株 M-15 被鉴定为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)。此外，菌株 M-15 降解

棉酚的培养液中检测到关键中间产物有水杨酸、邻苯二酚及龙胆酸，结合该菌株对多环芳烃类物

质代谢关键中间产物利用能力，推测菌株 M-15 发酵棉粕降解棉酚可能的代谢途径由棉酚的联萘结

构分解形成萘类化合物，再经水杨酸途径形成邻苯二酚或龙胆酸，通过邻苯二酚和龙胆酸分别进

行间位开环，最后由三羧酸循环途径代谢。【结论】本研究筛选得到高效降解棉酚的菌株 M-15，
初步推定其应该通过水杨酸途径降解棉酚，为微生物发酵棉粕脱毒技术的开发与应用奠定了一定

的理论基础。 
关键词：棉粕；枯草芽孢杆菌；固态发酵；棉酚；脱毒 
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Abstract: [Background] Free gossypol in cottonseed meal limits the release of nutrients and 
the application of cottonseed meal as protein feed, and microbial fermentation is an effective 
approach for the removal of gossypol from cottonseed meal. [Objective] To screen a strain 
capable of degrading gossypol and decipher the mechanism of gossypol degradation by the 
strain. [Methods] The strain capable of degrading gossypol was screened with the degradation 
rate of gossypol as the indicator and identified by morphological observation, physiological and 
biochemical tests, and phylogenetic analysis based on 16S rRNA sequences. The possible 
intermediates of gossypol metabolism by the selected strain were analyzed and the utilization 
capability of the strain for the key intermediates of polycyclic aromatic hydrocarbons was 
determined. Furthermore, whole genome sequencing of the strain was carried out to mine the 
genes encoding the enzymes involved in the degradation of gossypol. [Results] A strain capable 
of degrading gossypol was isolated from a soil sample in the outskirts of Baoding and named 
M-15. After fermentation by strain M-15, the content of free gossypol in cottonseed meal 
decreased from 882.07 mg/kg to 32.38 mg/kg, which indicated a degradation rate as high as 
96.33%. The strain was identified as Bacillus subtilis. Salicylic acid, catechol, and gentianic 
acid were the major intermediates in the degradation of gossypol by strain M-15. According to 
the utilization capacity of the intermediates in the metabolism of polycyclic aromatic 
hydrocarbons, the possible degradation pathway of gossypol in the fermentation of cottonseed 
meal by strain M-15 was deduced as follows. Naphthalenes were produced from gossypol with 
the binaphthalene structure and then formed catechol or gentianic acid via the salicylic acid 
pathway. Catechol and gentianic acid underwent ring opening at the meta position, and the 
products entered the tricarboxylic acid cycle to complete the degradation. [Conclusion] The 
strain M-15 highly effective in degrading gossypol was screened out. It may degrade gossypol 
via the salicylic acid pathway. The findings provided a theoretical basis for the development and 
application of microbial fermentation for detoxification of cottonseed meal. 
Keywords: cottonseed meal; Bacillus subtilis; solid-state fermentation; gossypol; detoxification 

我国养殖业豆粕需求缺口大，饼粕类蛋白饲

料缺乏。农业农村部将开发新型饲料资源列为突

破农业农村关键领域的重大科技问题之一。棉粕

富含蛋白质(40%−45%)且在我国年产量达600万 t，
但因含有致毒物质游离棉酚，限制了其在养殖业

的有效应用[1-2]。 
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通过微生物发酵可有效消减棉粕中的棉酚，

同时，微生物发酵还可预消化棉粕中的大分子蛋

白，提高棉粕营养成分消化率，增加其中活性代

谢产物，改善其品质，为我国养殖业提供优质饲

料蛋白源，有效补充我国豆粕供给不足[3]。 
筛选安全高效的发酵菌种是获得优质发酵

棉粕的基础与关键。枯草芽孢杆菌 (Bacillus 
subtilis)产酶类丰富，对大分子营养物质和抗营

养因子均有较好的降解效果；迅速耗氧，可促进

发酵体系中乳酸菌数量增加，降低物料 pH 值，

抑制有害菌；分泌多种有益物质，调节动物肠道

菌群平衡，增强免疫力，已成为理想微生物添加

剂之一[4-5]。实际生产中枯草芽孢杆菌也具有以

下优势：(1) 具有抗逆性强、耐高温高压、耐酸

碱等生物学特性，在菌剂生产、运输、储存、使

用过程中具有良好适应性，应用效果得以保障；

(2) 枯草芽孢杆菌为兼性厌氧菌株，可适应深层

嫌氧固态发酵(在发酵初期，发酵罐中会有一定

氧气，随着温度时间的延长，会变成厌氧的环

境)工艺中先好氧后厌氧的环境，有利于大规模

工业化生产的实现[6-8]。因此，本研究以棉酚降

解率为主要指标，筛选具有高效脱酚效果的芽孢

杆菌菌株，并通过分析棉酚降解产物探索菌株降

解棉酚机制，为棉粕复合发酵菌剂的研制及棉粕

固态发酵工艺的建立等后期研究提供相应基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

棉粕购自保定东光榨油厂，经粉碎加工成粒

度为 10–12 目的粉状，采用国家标准 GB/T 
13086—2020 中规定的方法测定[9]棉粕中棉酚含量

为 980 mg/kg。取河北省保定市近郊棉田 10–15 cm
深处土样用于菌种筛选。 

1.2  培养基 
以棉酚为唯一碳源的固体培养基(g/L)：棉酚

0.5 ， (NH4)2SO4 2.0 ， MgSO4·7H2O 0.2 ，

NaH2PO4·H2O 0.5，CaCl2·2H2O 0.1，K2HPO4 0.5，
琼脂 15.0，pH 7.2–7.4。 

棉酚碳源培养液(g/L)：棉酚 0.5，牛肉膏 1.0，
蛋白胨 2.0，(NH4)2SO4 2.0，MgSO4·7H2O 0.2，
NaH2PO4·H2O 0.5，CaCl2·2H2O 0.1，K2HPO4 0.5，
pH 7.2–7.4。 

固体发酵培养基：由棉粕和玉米粉组成发酵

底物。棉粕与玉米粉按 9:1 的比例混合均匀。发

酵时底物与水再按 1:0.8 的比例混合。 
以棉酚为唯一碳源的无机盐液体培养基

(g/L)：棉酚 0.5，MgSO4·7H2O 0.2，(NH4)2SO4 2.0，
NaH2PO4·H2O 0.5，CaCl2·2H2O 0.1，K2HPO4 0.5，
pH 7.2–7.4。 

NA、NB 培养基参照文献[10]配制。 

1.3  主要试剂和仪器 
NaH2PO4·H2O、CaCl2·2H2O 和蛋白胨，北

京奥博星生物技术有限责任公司；(NH4)2SO4 和

MgSO4·7H2O，上海麦克林生化科技股份有限公

司；牛肉膏和 K2HPO4，保定楚瀚生物科技有限

公司。 
扫描电子显微镜，卡尔蔡司有限公司；光学

显微镜，杭州华盼科技有限公司；高效液相色谱

仪，通微(上海)分析技术有限公司；可见分光光

度计，上海美谱达仪器有限公司；电热恒温培养

箱，天津市泰斯特仪器有限公司。 

1.4  棉酚降解菌株的筛选及鉴定 
采用土壤稀释法[11]将适当浓度的稀释液接

种到以棉酚为唯一碳源的固体培养基中，在恒温

培养箱中 30 ℃培养 1–2 d 后分离得到不同形态

单菌落，进行初筛和复筛后选取优良菌株对棉粕

中棉酚实际降解能力进行考察。 
初筛：将分离得到的单菌落分别接种到以棉

酚为唯一碳源的固体培养基，30 ℃培养 48 h。
观察选取能够生长的菌株，光学显微镜验纯后制
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成斜面菌种于 4 ℃保存备用。 
复筛：将活化初筛得到的菌株接种至棉酚碳

源培养液，30 ℃、180 r/min 培养 72 h。参考文

献[9]分别测定发酵前后棉酚的含量，根据发酵

液中棉酚的残留量，选取优良菌株。 
菌株对棉粕中棉酚实际降解能力的考察：将

选定的菌株活化后接种至固体发酵培养基中，

室温培养 10 d 后，参考文献[9]分别测定发酵前

后样品中棉酚的含量。 
菌株形态鉴定：将菌株划线接种于 NA 培

养基培养，30 ℃培养 24 h，使用无菌水收集菌

体细胞，采用 0.3 μm 滤膜过滤后在扫描电子显

微镜和光学显微镜下观察其菌体形态。 
菌株的生理生化鉴定：根据《常见细菌系统

鉴定手册》[12]进行过氧化氢酶试验、酪素水解

试验等 17 项试验。 
参考张莉等[11]的方法进行 16S rRNA基因鉴

定并构建系统发育树。 

1.5  菌株全基因组测序分析 
将菌株单菌落接种到 NB 培养基中，30 ℃、

180 r/min 培养 12–14 h，于 4 ℃、5 000 r/min 离

心 10 min 收集菌体，委托北京百迈克生物科技

有限公司提取其DNA并基于PacBio平台的第三

代全基因组测序技术对菌株进行全基因组测序。利

用OAT (https://www.ezbiocloud.net/tools/orthoani)比
对工具将分离菌株同其他具有代表性的芽孢杆

菌进行平均核苷酸一致性 (average nucleotide 
identity, ANI)比对。利用 FastQC 软件对数据进

行质控分析，数据过滤去除原始数据中的接头和

低质量 reads，并使用 Canu v1.5 软件组装过滤后

的 subreads，通过 Racon v3.4.3 软件校正组装结

果，通过 Circlator v1.5.5 软件环化并调整起始位

点。采用 Glimmer v3.02 软件对细菌基因组进行

基因结构、开放阅读框(open reading frame, ORF)
及蛋白基因的预测。采用 Non-redundant Protein 

Database (Nr)、Gene Ontology (GO)等 12 个数据

库比对测序结果并进行基因功能注释。 

1.6  菌株降解棉酚可能产生的中间产物分析 
1.6.1  菌株降解棉酚培养液中中间产物的测定 

将筛选得到的棉酚降解菌株 M-15 接种到

以棉酚为唯一碳源的无机盐液体培养基中，

30 ℃、180 r/min 培养，每隔 12 h 取样，采用高

效液相色谱法测定培养液中可能的多环芳烃降

解的中间代谢产物。 
1.6.2  菌株对多环芳烃降解的典型中间产物利

用能力的测定 
将棉酚降解菌株 M-15 接种到添加 2 mmol/L

不同底物(萘、联苯、邻苯二甲酸、水杨酸、邻苯

二酚、原儿茶酸、龙胆酸)的无机盐液体培养基中，

以不添加底物的培养基作为对照，30 ℃、180 r/min
培养 72 h，每隔 12 h 取样测定 OD600，观察菌株

生长情况，判断菌株对不同底物的利用能力。 

2  结果与分析 
2.1  游离棉酚标准曲线的测定 

采用参考文献[9]的方法测定标准溶液吸光

度值(表 1)。根据棉酚含量与吸光度值绘制标准

曲线 (图 1)并进行回归计算，得回归方程为

y=0.018x (R2=0.994 0)。 
 

表 1  不同浓度棉酚标准液吸光度值 
Table 1  Absorbance values of gossypol standard 
solution with different concentrations 
棉酚标准溶液 
Gossypol standard 
solution (mL) 

棉酚含量 
Gossypol content 
(μg/mL) 

OD440 

0.000  0 0.000 

0.200 19 0.358 

0.400 38 0.655 

0.600 57 1.072 

0.800 76 1.282 

1.000 95 1.751 
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图 1  棉酚标准曲线 
Figure 1  Standard curve of gossypol. 
 
 

2.2  棉酚降解菌株的筛选结果 
根据菌株是否仅利用棉酚生长筛选得到

182 株可能具有棉酚降解作用的细菌。经过复

筛，从 182 株菌中筛选得到一株棉酚降解性能较

好的菌株，命名为 M-15 (表 2)。菌株 M-15 在棉

酚培养液中培养 72 h 可将棉酚由 500 mg 降解至

32.70 mg，降解率为 93.46%；通过固体发酵 10 d
可将棉粕中游离棉酚含量由 882.07 mg/kg 降

至 32.38 mg/kg，降解率为 96.33%。 
通过对比分析菌株对棉酚培养液和固体发

酵棉粕中棉酚的降解活性，可发现 2 种培养条件

下菌株的降酚能力基本一致，并且固体发酵条件

下供试菌株的降解能力均略高于液体培养条件，

可能是因为固体发酵条件物料中营养成分更加

丰富，有利于菌株生长。 

2.3  供试菌株的鉴定结果 
2.3.1  菌落特征 

菌株 M-15 在 NA 培养基上培养 24 h 后菌落

(图 2)呈乳白色不规则圆形，正反面颜色一致且

不透明，不分泌其他色素，表面粗糙多皱褶，具

有火山口状，符合芽孢杆菌菌落的典型特征。 
2.3.2  菌体特征 

菌株 M-15 菌体形态特征见图 3 和图 4。扫

描电子显微镜下观察到菌株 M-15 的菌体呈杆

状，个体均匀饱满，轮廓清晰，表面被微小绒毛

感颗粒包裹菌体长约 2.2 μm，宽约 0.9 μm。菌

体细胞经结晶紫染色后在光学显微镜下观察，菌

体有芽孢生成，呈椭圆状，中生，长约 1.1 μm，

宽约 0.9 μm，符合芽孢杆菌的菌体形态特征。 
 

表 2  供试菌株降解棉酚能力的测定结果 
Table 2  Determination results of the ability of the strains to degrade gossypol 
菌株编号 
Strain No. 

培养液中棉酚残存量 
Gossypol content in 
the culture medium 
(mg) 

培养液中棉酚降解率 
Degradation rate of 
gossypol in culture medium 
(%) 

发酵棉粕中棉酚残存量 
Gossypol content in 
fermented cottonseed meal 
(mg) 

发酵棉粕中棉酚降解率 
Degradation rate of gossypol in 
fermented cottonseed meal (%) 

M-4  35.95±0.36 92.81±0.24  29.97±2.64 96.60±0.22 
M-5 121.60±2.01 75.68±0.20 178.43±6.51 81.79±0.65 
M-6 105.75±2.98 78.85±0.36 131.76±6.18 86.56±0.67 
M-9  54.20±1.59 89.16±0.11  62.11±3.50 93.66±0.35 
M-11 117.15±2.87 76.57±0.23 190.66±7.84 80.54±0.87 
M-12 116.75±3.01 76.65±0.39 195.24±8.16 80.08±0.88 
M-13  74.45±1.74 85.11±0.20 110.28±5.02 88.75±0.42 
M-15  32.70±1.51 93.46±0.19  32.38±2.79 96.33±0.21 
M-20  84.40±2.86 83.12±0.21  99.58±6.88 89.84±0.88 
M-44  42.45±1.78 91.51±0.23  72.23±4.30 92.63±0.45 
M-57  98.25±3.36 80.35±0.37 168.75±6.48 82.78±0.73 
M-72  93.75±4.43 81.25±0.48 147.85±6.31 84.91±0.63 
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图 2  菌株 M-15 的菌落特征 
Figure 2  Colony characteristics of strains M-15. 
 

 
 

 

图 3  扫描电子显微镜下菌株 M-15 的形态特征 
Figure 3  Morphological characteristics of strain 
M-15 under scanning electron microscope. 

 
图 4  光学显微镜下菌株 M-15 的形态特征 
Figure 4  Morphological characteristics of strain 
M-15 under optical microscope. 
 

2.3.3  生理生化试验结果 
对菌株 M-15、地衣芽孢杆菌标准菌株 ATCC 

14580 以及枯草芽孢杆菌标准菌株 168 进行生理

生化试验，对比其相应的生理生化特征。结果显

示(表 3)，在硝酸盐还原试验、淀粉水解试验、柠

檬酸盐利用试验、V-P 试验、耐盐试验中反应特

征呈阳性，与《常见细菌系统鉴定手册》[10]中规

定的芽孢杆菌属的生理生化特征较一致，因此，

初步判断菌株 M-15 属于芽孢杆菌(Bacillus sp.)，与

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)的典型反应特征最

为接近，因此通过分子生物学技术来进一步鉴定。 
表 3  供试菌株的生理生化特征 
Table 3  Physiological and biochemical characteristics of the test strains 
项目 
Item 

菌株 M-15 
Strain M-15 

地衣芽孢杆菌 ATCC 14580 
Bacillus licheniformis ATCC 14580 

枯草芽孢杆菌 168 
Bacillus subtilis 168 

硝酸盐还原 Nitrate reduction + + + 
酪素水解 Casein hydrolysis + – + 
淀粉水解 Starch hydrolysis + + + 
柠檬酸盐利用 Citrate utilization + + + 
过氧化氢酶试验 Catalase test + / / 
明胶液化 Gelatin liquefaction – + + 
吲哚反应 Indole reaction + – – 
硫化氢试验 Hydrogen sulfide test + / / 
V-P 试验 V-P test + + + 
耐盐试验 
Salt resistance test 

 2% NaCl + + + 
 5% NaCl + + + 
 7% NaCl + + + 
10% NaCl – – – 

生长温度试验 
Growth temperature test (℃) 

 4 – – – 
20 + + + 
37 + + + 
45 + + + 
65 + – – 

+：阳性；–：阴性；/：未检测到结果 
+: Positive; –: Negative; /: No results detected. 



 
李佳 等 | 棉粕发酵菌株 M-15 的筛选及全基因组测序分析 3541 

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

 

2.3.4  16S rRNA基因序列分析及系统发育树的

构建 
菌株 M-15 基因组序列经与 NCBI GenBank

比对后，利用 MEGA软件构建系统发育树(图 5)，

观察发现菌株 M-15 与枯草芽孢杆菌(Bacillus 

subtilis)聚为一枝。根据序列同源比对分析，菌

株 M-15 的 16S rRNA 基因序列与芽孢杆菌属

(Bacillus)相应标准菌株相似度均在 97%以上， 

与枯草芽孢杆菌 (Bacillus subtilis)的标准菌株

DSM 10 的相似性最高，为 100.00% (表 4)。结

合形态特征与生理生化特性，初步鉴定菌株

M-15 为一株枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)。 

2.4  菌株 M-15 全基因组测序分析结果 
2.4.1  基因组完成图信息 

菌株 M-15 完成图(图 6)包括一个环形染色

体，无质粒。其染色体全长为 4 123 640 bp，G+C

含量为 43.97%。预测到的编码基因数为 4 093 个，

所有编码基因的总长度为 3 620 307 bp，编码基

因的平均长度为 884 bp。如图 7 所示，将菌株 

M-15 与 GenBank 中各地区芽孢杆菌进行 ANI 值
比对后发现，其全基因组序列与 Bacillus subtilis
高度相似，序列相似度达 100%，与其他芽孢杆

菌属(Bacillus)相应标准菌株序列相似度均大于

97.7%。这与 16S rRNA 基因测序的结果一致。 
 

 
 

图 5  基于菌株 M-15 的 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号内为 GenBank 登录号；分支点上

数字代表可信度；标尺 0.001 代表进化距离 
Figure 5  Phylogenetic tree of strain M-15 based on 16S rRNA gene sequence. The serial numbers in 
parentheses are GenBank accession numbers; The numbers on the nodes indicates the credibility; The scale data 
0.001 represents the evolutionary distance. 
 

表 4  菌株 M-15 与参比菌株的 16S rRNA 基因序列相似性 
Table 4  Similarity of 16S rRNA gene sequences between strain M-15 and reference strains 
序列登录号 
Sequence accession number 

菌种名称 
Strain 

菌株编号 
Strain No. 

相似性 
Similarity (%) 

BFAF004589 Anoxybacillus flavithermus DSM 2641  89.68 
AB325583 Bacillus amyloliquefaciens NBRC 15535  99.48 
AB363731 Bacillus atrophaeus NBRC 15539  99.17 
DQ993671 Bacillus axarquiensis LMG 22476  99.78 
CP000002 Bacillus licheniformis ATCC 14580  97.73 
DQ993673 Bacillus malacitensis LMG 22477  99.78 
AB363735 Bacillus mojavensis NBRC 15718  99.78 
NR_027552 Bacillus subtilis DSM 10 100.00 
NR_024696 Bacillus vallismortis DSM 11031  99.70 
AB245422 Bacillus velezensis LMG 22478  99.85 
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图 6  菌株 M-15 全基因组圈图   最外面一圈为基因组大小的标示，每个刻度为 5 kb；第二圈和第三圈分别

为基因组正链和负链上的基因，不同颜色代表不同的 COG 功能分类；第四圈为重复序列；第五圈为 tRNA
和 rRNA，蓝色为 tRNA，紫色是 rRNA；第六圈为 G+C 含量，浅黄色部分表示该区域 G+C 含量高于基因组

的平均 G+C 含量，峰值越高则与平均 G+C 含量差异越大，蓝色部分则表示该区域 G+C 含量低于基因组的

平均 G+C 含量；最内圈是 G+C-skew，深灰色代表 G 含量大于 C 的区域，红色代表 C 含量大于 G 的区域 
Figure 6  Genomic circle of strain M-15. The outermost circle is indicated by the size of the genome, and each 
scale is 5 kb; The second and third circles are genes on the positive and negative strands of the genome, 
respectively, and different colors represent different COG functional classifications. The fourth circle is a 
repeating sequence; The fifth circle is tRNA and rRNA, blue is tRNA, purple is rRNA; The sixth circle is the 
G+C content, the light yellow part indicates that the G+C content in the region is higher than the average G+C 
content of the genome, the higher the peak, the greater the difference from the average G+C content, and the 
blue part indicates that the G+C content in the region is lower than the average G+C content of the genome. The 
innermost ring is G+C-skew, dark gray represents areas with G content greater than C, and red represents areas 
with C content greater than G. 
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图 7  菌株 M-15 与参比菌株的平均核苷酸一致性比对    
Figure 7  Average nucleotide identity comparison of strain M-15 with the reference strain. 
 
2.4.2  基因组组分分析 

根据基因组组分分析结果，菌株 M-15 基因组

中重复序列长度为3 812 bp，占全基因组的0.09%。

其中假基因 22个，序列长度 2 647 bp，非编码RNA

有 86 个 tRNA、33 个 rRNA (5S rRNA、16S rRNA

和 23S rRNA 各 11 个)及 92 个 other ncRNA。菌株

基因组中共预测到 5 个 CRISPR 序列、6 个基因岛

(总长 121 416 bp)、10 个基因簇(序列总长度为  

480 518 bp，平均长度为 48 051 bp)、1 836 个启动子。 
2.4.3  功能基因注释 

将菌株M-15的基因组数据与KEGG数据库

比对进行功能基因注释，本研究重点关注了微生

物降解多环芳烃的关键酶——加氧酶的注释结

果。结果显示，菌株 M-15 基因组中注释到了邻

苯二酚 2,3-双加氧酶(catechol 2,3-dioxygenase)
对应的基因 GE000308，该基因对应的 KO 编号

为 K07104，参与的 KEGG 通路有 ko00622、
ko01220 、 ko01120 、 ko00361 、 ko01100 和

ko00362，以上路径中涉及芳香族化合物降解

(degradation of aromatic compounds)的代谢通路

见图 8。 

已知邻苯二酚 2,3-双加氧酶主要用于芳香

族化合物降解过程中的重要中间产物——邻苯

二酚和龙胆酸的间位裂解。因此，推测菌株 M-15

可能通过双加氧酶催化多环芳烃开环，经邻苯二

酚间位开环或龙胆酸间位开环途径对棉酚代谢

降解。 

综上，可推定菌株 M-15 降解棉酚可能经由

萘类化合物形成水杨酸，之后分两条途径代谢。

一条是水杨酸生成邻苯二酚，再经邻苯二酚 2,3-
双加氧酶催化间位开环，最后通过三羧酸循环彻

底降解；另一条途径为龙胆酸开环途径，水杨酸

在邻苯二酚 2,3-双加氧酶催化下生成龙胆酸，龙

胆酸通过间位开环进一步降解(图 9)。 

2.5  菌株 M-15 降解棉酚可能产生的中间

产物分析结果 
2.5.1  菌株M-15培养液中多环芳烃降解关键中

间产物的测定结果 
据报道，棉酚作为联萘类芳香烃，其降解

过程中可能的关键中间代谢产物主要有水杨

酸、邻苯二甲酸、原儿茶酸、龙胆酸和邻苯二

酚等[13]。 
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图 8  KEGG 注释到的常规代谢通路的代谢通路图   芳香族化合物的降解途径 
Figure 8  Metabolic pathway diagram of conventional metabolic pathways annotated by KEGG. Degradation 
of aromatic compounds. 

 
图 9  菌株 M-15 降解棉酚可能的途径 

Figure 9  Possible pathways for degradation of gossypol by strain M-15. 
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将菌株 M-15 接种到以棉酚为唯一碳源的无

机盐液体培养基中培养，每隔 12 h 取样，检测

其中是否存在相应的中间代谢产物(表 5)。 
在菌株 M-15 培养液中检测到水杨酸、邻苯

二酚和龙胆酸等中间代谢产物，未检测出邻苯二

甲酸和原儿茶酸。其中发酵 24 h 就可检测到水

杨酸，发酵 36 h 检测到邻苯二酚，发酵 72 h 检

测到龙胆酸，因此可推断菌株 M-15 降解棉酚可

能涉及水杨酸的两条途径代谢，一条是水杨酸生

成邻苯二酚；另一条途径为水杨酸生成龙胆酸，

随后再一步降解。 
2.5.2  菌株M-15对多环芳烃降解中间产物的利

用能力测定结果 
通过观察菌株 M-15 对不同底物的利用能

力，发现菌株 M-15 除可利用棉酚外，还可利用

萘、水杨酸、邻苯二酚、原儿茶酸和龙胆酸作为

唯一碳源生长，不能利用联苯和邻苯二甲酸作为

唯一碳源生长(表 6)。 

 
表 5  菌株 M-15 培养液中多环芳烃降解中间产物的检测情况 
Table 5  Detection of intermediate products of polycyclic aromatic hydrocarbon degradation in strain M-15 
culture medium 
发酵时间 
Fermentation time (h) 

邻苯二甲酸 
Phthalic acid 
(mmol/L) 

水杨酸 
Salicylic acid 
(mmol/L) 

邻苯二酚 
Catechol 
(mmol/L) 

原儿茶酸 
Protocatechuic acid 
(mmol/L) 

龙胆酸 
Gentianic acid 
(mmol/L) 

12 – – – – – 

24 – 0.21±0.000 2 – – – 

36 – 0.83±0.003 5 0.07±0.000 2 – – 

48 – 1.16±0.006 6 0.11±0.003 5 – – 

60 – 0.31±0.000 9 0.37±0.002 6 – – 

72 – 0.17±0.001 1 0.82±0.000 9 – 0.12±0.000 9 

–：未检测到该物质 
–: The substance was not detected. 
 
 
表 6  菌株 M-15 在不同底物培养基中的生长情况 
Table 6  The growth of strain M-15 in different substrates 
发酵时间 
Fermentation time 
(h) 

萘

Naphthalene 
联苯 
Biphenyl 

邻苯二甲酸 
Phthalic acid 

水杨酸 
Salicylic 
acid 

邻苯二酚 
Catechol 

原儿茶酸 
Protocatechuic 
acid 

龙胆酸 
Gentianic 
acid 

12 – – – – – – – 

24 – – – – – – – 

36 – – – + – + – 

48 + – – + – + – 

60 + – – + + + – 

72 + – – + + + + 

+：检测到该物质；–：未检测到该物质 
+: The substance was detected; –: The substance was not detected. 
 
 



 
李佳 等 | 棉粕发酵菌株 M-15 的筛选及全基因组测序分析 3547 

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

 

3  讨论 
微生物发酵法是棉粕脱毒提质最具潜力的

方法，高效的发酵菌种是保证微生物发酵法高效

应用于棉粕脱毒提质的基础。筛选功能优良的发

酵菌种是制备发酵棉粕的关键环节。目前报道的

常用棉粕发酵菌种主要有霉菌、酵母菌、乳酸菌

和芽孢杆菌。 
张莉等[11]以棉酚为唯一碳源，筛选了一株具

有较好降解棉酚能力的乳酸片球菌(Pediococcus 
lactis)，对棉粕中棉酚的脱毒率达 40%。吴慧昊

等[14]从藜麦茎叶样品中筛选分离出一株乳酸菌

株，游离棉酚脱除率为 62.87%。魏满红[15]筛选

得 到 具 有 产 蛋 白 酶 活 性 的 热 带 假 丝 酵 母

(Candida tropicalis) Y42、Y45，毕赤酵母(Pichia 
pastoris) Y6、Y18，以及酿酒酵母(Saccharomyces 
cerevisiae) Y14、Y34，用于棉粕发酵，使棉粕中

多肽含量增长 48.72%–485.89%、游离棉酚含量

降低 16.32%–71.00%。王文奇等[16]利用白地霉

(Geotrichum candidum)发酵棉粕，游离棉酚脱毒

率达 90%以上。贾晓锋[17]利用假丝酵母及黑曲

霉(Aspergillus niger)发酵棉粕，降解了大分子蛋

白质。罗远琴[18]采用枯草芽胞杆菌和酿酒酵母

对棉粕进行复合发酵，提高了其中的酸溶蛋白含

量。孙珊珊等 [19]利用杰丁塞伯林德纳氏酵母

(Cyberlindnera jadinii)和枯草芽孢杆菌发酵棉

粕，游离棉酚降解率达 77.38%。亓秀晔等[20]利

用枯草芽孢杆菌 BLCC1-0039 需氧条件下发酵

棉籽粕，酸溶蛋白含量达 26.96%，游离棉酚降

解率达 97.81%。 
本研究筛选获得一株棉酚降解菌株 M-15，

相较于已有报道，菌株 M-15 为枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)，抗逆性强，耐高温高压，用

于发酵菌剂的工业生产，具有产量高、耐储存、

货架期长等优势。在嫌氧固态发酵条件下，菌株

M-15 对棉粕中游离棉酚降解率可达 96.33%，优

于除亓秀晔等[20]报道的枯草芽孢杆菌 BLCC1-0039
之外的绝大多数菌株，并比报道的需氧发酵更有

利于大规模生产。若对本研究筛选的棉酚降解菌

株发酵棉粕工艺进行优化，菌株棉酚降解能力有

望进一步提高。 
探索微生物菌株降解棉酚的机制，不仅可以

确定棉粕中棉酚的降解效果，排除棉酚降解途径

中毒性代谢产物的潜在危害，保证发酵棉粕的脱

毒效果，还可更好地调控棉粕发酵过程，获得脱

毒效果好、营养消化利用率高的发酵棉粕，对于

发酵棉粕产业的持续发展至关重要。目前关于棉

粕中的棉酚降解机制的研究甚少。20 世纪末，

山东大学施安辉等[21]对微生物降解棉酚的研究

进行综述，阐述山东大学和中山大学筛选霉菌和

酵母菌用于棉酚降解的研究进展，并对微生物降

解棉酚的机制进行推测，提出棉酚降解途径可能

与萘类物质代谢相联系，但是对上述关于棉酚降

解机制的推测并未进行相关的验证研究。近年，

周生飞[22]对一株酵母菌降解棉酚的机制进行初

步探索，推测出棉酚被酵母菌降解的两条途径为

苯环的开环降解途径及赖氨酸的结合途径，但并

未对该酵母菌菌株降解棉酚的功能基因进行探

索，该酵母菌菌株发酵棉粕降解棉酚代谢途径和

代谢产物也未完全明晰。周媛媛[23]通过高通量

转录组测序对黑曲霉进行分析，推测与棉酚降解

直接或间接相关的功能基因。结合基因表达量差

异、GO 注释和 KEGG 分析，推测菌株中的棉酚

降解基因主要涉及生物合成通路和代谢通路，氧

化脂肪族醛和芳香族醛的酶基因可能直接参与

棉酚的降解。然而，对于黑曲霉降解棉酚的具体

代谢通路和主要代谢产物结构并未加以研究。赵

静[24]采用聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)结合高效

液相色谱 - 串联质谱 (LC-MS) 对一株土曲霉

(Asperqillus terrus)菌株发酵棉粕中的蛋白质进
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行分离检测，分离出 11 种可能与棉酚降解有关

的蛋白，其中，木聚糖酶(xylanase)和 β-1,4-内切-
木聚糖酶(endo-β-1,4-xylanase)可能是参与棉酚

降解重要的酶，但对于棉酚降解的具体代谢通路

未深入探讨。李道捷[25]利用基因敲除技术发现

氧 化 氢 酶 基 因 在 红 平 红 球 菌 (Rhodococcus 
erythropolis)降解棉酚的过程中起到重要作用，

但并未对具体作用机理加以研究。Zhao 等[26]培

养并分别收集枯草芽孢杆菌菌株的细胞、细胞内

容物和上清液，测定其棉酚降解情况，推测枯草

芽孢杆菌菌株细胞可能通过吸附、结合和代谢活

性发挥棉酚降解作用，但并未进一步探究枯草芽

孢杆菌菌株降解棉酚的具体代谢途径。还有报道

对漆酶 (laccases)及羧酸酯酶 (carboxylesterases, 
CES)降解棉酚的机制进行探索[27-28]。枯草芽孢

杆菌基因组中曾检测出萘降解基因和多环芳烃

降解基因等代谢相关基因的存在，但对枯草芽孢

杆菌菌株降解棉酚的关键代谢通路及主要代谢

产物分析以揭示其降解棉酚机制的相关研究目

前为止少见报道。 
本研究通过对菌株 M-15 降解棉酚的产物及

菌株 M-15 利用多环芳烃降解中间产物能力进行

分析，推定菌株 M-15 可将棉酚的联萘结构打断

形成萘结构，再继续代谢形成水杨酸，再由水杨

酸形成邻苯二酚或龙胆酸，通过邻苯二酚或龙胆

酸的间位开环，最终进入三羧酸循环进行代谢，

详细代谢途径需进一步探究。 

4  结论 
本研究筛选得到一株降解棉酚菌株 M-15，固

态发酵条件下可将棉粕中的棉酚由 882.07 mg/kg
降至 32.38 mg/kg，降解率达到 96.33%。经鉴定，

菌株 M-15 为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)。该

菌株染色体全长为 4 123 640 bp，无质粒。在其

发酵棉酚的培养液中检测到水杨酸、邻苯二酚和

龙胆酸等中间代谢产物，初步推定菌株 M-15 降

解棉酚途径为先将棉酚分解为萘类化合物，再经

水杨酸途径分解形成邻苯二酚或龙胆酸，最终，

在邻苯二酚 2,3-双加氧酶的作用下间位开环，进

入三羧酸循环分解代谢，为菌株 M-15 应用于棉

粕饲料的产业化综合利用奠定了理论基础。 
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