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摘  要：【背景】东北地区每年都会产生大量的作物秸秆类农业废弃物，低温导致自然条件下秸秆

降解缓慢。【目的】筛选耐低温高效降解木质素的细菌，探究其木质素降解相关途径。【方法】通

过形态学及 16S rRNA 基因测序进行菌株鉴定，在低温条件下进行木质素降解条件优化，利用转录

组学方法对菌株木质素降解特征进行分析。【结果】筛选了一株能在 15 ℃条件下高效降解木质素

的菌株芽孢八叠球菌(Sporosarcina sp.) N2，低温培养 8 d 木质素的降解率为 20.8%，条件优化后提

高至 31.7%。通过转录组测序分析确定不同时期间的差异表达基因，发现与抗冻、木质素降解相关

的功能基因在不同降解时期上下调变化明显，通过其基因表达推测了该菌株木质素降解途径为苯

甲酸途径与原儿茶酸途径。【结论】本研究丰富了低温木质素降解微生物资源，为后续秸秆低温生

物强化降解提供了数据支持。 
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Abstract: [Background] A large amount of crop straw as agricultural waste is produced in 
northeast China every year. Low temperature leads to slow degradation of straw under natural 
conditions. [Objective] To screen the bacterial strain capable of degrading lignin efficiently at 
low temperatures and explore the pathways of lignin degradation. [Methods] The strain was 
identified by morphological observation and 16S rRNA gene sequencing. The lignin degradation 
conditions were optimized at low temperatures, and transcriptome sequencing was employed to 
predict the pathways of lignin degradation. [Results] A strain Sporosarcina sp. N2 capable of 
efficiently degrading lignin at 15 ℃ was screened out. The degradation rate of lignin was 20.8% 
after 8 days of low temperature culture and increased to 31.7% after degradation condition 
optimization. The differentially expressed genes in different time periods were identified by 
transcriptome sequencing. The functional genes related to cold resistance and lignin degradation 
presented down-regulated or up-regulated expression in different degradation periods. 
According to the gene expression pattern, we hypothesized that the strain degraded lignin via 
the benzoic acid pathway and protocatechuic acid pathway. [Conclusion] This study enriched 
the microbial resources for degrading lignin at low temperatures and provided data support for 
enhancing microbial degradation of straw at low temperatures. 
Keywords: lignin; biodegradation; Sporosarcina sp.; low temperature; enzymatic activity 

 
2022年中国的秸秆理论资源量高达9.77亿t[1]。

秸秆主要由纤维素、半纤维素、木质素等构成。

其中木质素是一种含许多负电基团的多环高分

子有机物，包裹纤维素阻碍其分解利用[2-3]。秸秆

高价值利用核心在于木质素的高效分解或去除，

这也是秸秆还田后秸秆降解的关键限速步骤[4]。 
自然界中降解木质素的微生物类型主要是

真菌和细菌[5]。木质素降解真菌主要为软腐病、

白腐病和褐腐病相关真菌，其中白腐真菌能将木

质素完全降解为 CO2 和 H2O[6]。木质素降解细菌

主 要 有 微 球 菌 (micrococci sp.) 、 不 动 杆 菌

(Acinetobacter sp.)、红球菌(Rhodococcus sp.)、
黄单胞菌(Xanthomonas sp.)等[7-8]。相较于真菌，

细菌可耐受的 pH、温度和氧浓度范围更大[9]。

Mei 等 [10] 分 离 的 解 淀 粉 芽 孢 杆菌 (Bacillus 
amyloliquefaciens)在 37 ℃发酵 15 d，木质素降
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解率为 28.55%。丛毛单胞菌(Comamonas sp.) 
B-9 在 30 ℃和 pH 7.0 条件下培养 7 d，3 g/L
木质素的降解率为 32%[11]。基于细菌的强环境

适应能力，其可在低温环境下降解木质素，因

而在寒冷地区秸秆还田研究领域受到关注。青

格尔等[12]的复合菌系GF-20在10 ℃培养30 d后，

玉米秸秆的降解率达到了 31.97%。张鑫等[13]分

离出的玉米秸秆低温高效降解复合菌系 M44，
在 15 ℃培养 20 d，玉米秸秆降解率比 GF-20
高 12.25%。Cagide 等[14]则从南极分离出的假单

胞菌(Pseudomonas sp.)中发现了冷活性染料脱色

过氧化物酶，为低温下促木质素降解提供更多可

能。Jiang 等[15-16]分离出的节杆菌(Arthrobacter sp.) 
C2 最佳酶活性温度为 14.9 ℃，优化后木质素过

氧化物酶(lignin peroxidase, LiP)和锰过氧化物

酶(manganese peroxidase, MnP)酶活性分别为

29.8 U/L 和 56.4 U/L，木质素磺酸钠降解率高

达 40.1%。后续的基因组学研究揭示了该低温

嗜性木质素降解菌的降解机制。 
为了适应寒冷，嗜冷菌形成相关遗传与生

化机制[17]，如抗冻蛋白、冷适应蛋白、膜柔韧

性、冷活性酶及次级代谢途径的改变[18]。微生

物在突然暴露于低温环境时，调整其基因表达

量的过程称作冷休克反应[19]。低温下编码冷休

克蛋白的基因高效表达，该基因调控 DNA 结合

蛋白，调控细胞过程如转录、翻译、蛋白质折

叠和细胞膜流动性[20]。嗜冷菌如嗜冷芽孢八叠

球菌(Sporosarcina psychrophila)的现有研究基

于基因组[21]与酶学对其抗冻机制进行过较为全

面的分析[22]。但无论是作为曾用名嗜冷芽孢杆

菌(Bacillus psychrophilus)还是现用名嗜冷芽孢

八叠球菌(Sporosarcina psychrophila)，都未曾有

过低温下木质素降解的相关报道。 
为了选育适合东北寒区低温下降解木质素

菌株，本研究旨在从低温土壤样本中分离耐低

温的木质素降解细菌，优化菌株的木质素降解

条件，测定木质素降解酶；并进一步探究目标

菌株的功能基因，对与木质素降解相关的功能

基因进行详尽的研究，以阐明菌株降解木质素

的特征，为低温条件下木质素降解转化提供新

的微生物资源。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

2021年 11月中旬于黑龙江省齐齐哈尔市克

山农场试验站(125.27°E, 48.24°N)采集土壤，土

壤类型为黑钙土。用无菌铲进行多点采样，取样

深度表层至 25 cm。土样使用无菌离心管分装，

低温条件下带回实验室，并于 4 ℃环境保存。 

1.2  培养基 
木质素液体培养基(g/L)：碱性木质素 2.00，

(NH4)2SO4 1.33，MgSO4 0.50，KH2PO4 0.20，
pH 5.5–6.0。 

木质素固体培养基：木质素液体培养基基

础上加入琼脂 18.0 g/L。 
苯胺蓝脱色固体培养基(g/L)：酵母粉 10.0，

葡萄糖 10.0，苯胺蓝 0.1，琼脂 18.0。 
LB 液体培养基(g/L)：酵母粉 5.0，胰蛋白

胨 10.0，NaCl 10.0，pH 5.5–6.0。 
LB 木质素液体培养基(g/L)：脱碱木质素

0.5，酵母粉 2.5，胰蛋白胨 5.0，NaCl 5.0，pH 
5.5–6.0。 

LB 木质素固体培养基：LB 木质素液体培

养基基础上加入琼脂 18.0 g/L。 

1.3  主要试剂和仪器 
脱碱木质素，上海阿拉丁生化科技股份有

限公司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒，天根

生化科技(北京)有限公司。恒温振荡培养箱和

冷冻离心机，Eppendorf 公司；高压蒸汽灭菌

器，Sanyo 公司；万位天平，Ohaus 公司；洁净



 
5124 微生物学通报 Microbiol. China 

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

工作台，北京东联哈尔仪器制造有限公司；医

用低温冰箱，海信公司；扫描电子显微镜

(scanning electron microscope, SEM)，HITACH
公司。 

1.4  菌株的分离与鉴定 
于 100 mL 锥形瓶中加入 50 mL 无菌生理

盐水与 1 g 土壤。15 ℃、150 r/min 振荡培养 1 h
后静置 30 min。取上清液，应用稀释涂布法在

LB 木质素固体培养基上进行涂布，15 ℃静置

培养 7 d，通过重复传代培养提取和纯化不同细

菌菌落获得纯分离株。采用苯胺蓝脱色法进行

快速筛选，检测分离菌株的木质素分解能力。

将强脱色能力的菌株接种至 LB 液体培养基中，

培养条件为 100 mL 锥形瓶中加入 50 mL 培养

基，150 r/min、15 ℃振荡培养 7 d。 
对筛选出的菌株进行形态学观察，并进行

生理生化鉴定。扫描电子显微镜观察需要新鲜

取材，取少量菌液在 6 000 r/min、4 ℃条件下离

心 3 min 后，取出菌体放入装有 2.5%戊二醛的

1.5 mL (2 mL)离心管中于 4 ℃冰箱固定 12–24 h。
固定后用磷酸缓冲液(0.1 mol/L, pH 7.0)漂洗 3 次，

每次 15 min；逐一使用不同浓度的乙醇溶液

(30%、50%、70%、80%、90%和 95%)对样品

进行脱水处理，每次 15 min；使用无水乙醇对

样品进行 2 次处理，每次 20 min；将样品置于

乙醇与醋酸异戊酯的混合液中(体积比为 1:1)处
理 30 min；用纯醋酸异戊酯处理样品 1 h，临界

点干燥，镀膜，观察[23]。 
通过淀粉酶活性测试、明胶液化能力检测、

脲酶试验等对菌株 N2 进行生理生化特性研究。 
对菌株进行 16S rRNA 基因测序分析[24]。

使用通用引物 27F (5ʹ-AGAGTTTGATCCTGGC 
TCAG-3ʹ)和 1492R (5ʹ-GGTTACCTTGTTACGA 
CTT-3ʹ)对目标菌株的 16S rRNA基因进行PCR扩

增。PCR 反应体系(50 μL)：基因组 DNA (20 ng/μL) 

1.0 μL，10×Buffer (含 2.5 mmol/L Mg2+) 5.0 μL，

Taq 聚合酶(5 U/μL) 1.0 μL，dNTPs (10 mmol/L) 
1.0 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1.5 μL，

ddH2O 39.0 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；
95 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 1.5 min，35 个循

环；72 ℃ 7 min；4 ℃保存。PCR 产物经 1%琼

脂糖凝胶电泳检测后送至上海美吉生物医药科

技有限公司进行测序，将测得序列上传至 NCBI
获得登录号。测得序列通过 GenBank 数据库进

行同源性比对后采用 MEGA 11.0 软件构建系统

发育树。 
对菌株适温性进行测试。通过将纯培养菌

株菌液稀释到 10−7 倍，并吸取 100 μL 稀释液进

行平板涂布，培养 15 d，观察菌株在不同温度

下的菌落生长速度，确定菌株在 5、10、15、
20、25、30 ℃条件下的生长情况。 

1.5  低温木质素降解细菌的降解特性 
1.5.1  菌株的生长曲线和木质素降解率的测定 

配制 0.01、0.05、0.10、0.15、0.20、0.25、
0.30 和 0.35 mol/L 的脱碱木质素水溶液并测定

OD280 值，根据该结果计算木质素标准吸收曲

线[25]。将菌株按 10%接种量接种至 LB 木质素液

体培养基中，15 ℃、150 r/min 培养。每 24 h 取

1 mL 菌液，12 000 r/min 离心 10 min，取上清液

稀释 30 倍，测定 OD280 值[26]。将值代入标准吸

收曲线计算出降解率，3 次重复。每隔 24 h 取

3 mL 菌液，12 000 r/min 离心 3 min 后收集菌体，

使用等渗盐溶液重新悬浮。利用该盐溶液将紫外

可见光谱仪在 600 nm 波长处的校零，测量绘制

生长曲线，3 次重复。 
1.5.2  菌株发酵过程中 pH 与降解木质素酶活

性的测定 
使用 LB 木质素液体培养基作为试验培养

基，15 ℃、150 r/min 振荡培养，通过酸度计对

纯培养菌株在生长过程中 pH 的变化进行测量。



 
徐一鸣 等 | 芽孢八叠球菌(Sporosarcina sp.) N2 的分离与低温降解木质素的特征解析 5125 

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

实验在无菌条件下进行，样品的采集间隔为每天

1 次，并对每个样品进行了 3 次重复测定。在此

基础上，记录 pH 的变化并绘制相应的 pH 曲线。 
测定菌株 N2 的 LiP、MnP、漆酶(laccase, 

Lac)的酶活性。参照 Blanchette[27]的方法测定

LiP 活性；参照 Kuwahara 等[28]的方法测定 MnP
活性；Lac 活性的测定参照 ABTS 氧化法[29]。每

隔 1 d 取 1 次样品，共取 10 d。 

1.6  菌株降解木质素条件优化 
选择胰蛋白胨与酵母粉添加比例(0:1、1:2、

1:1、2:1、1:0，总添加量为 7.5 g/L)，初始 pH 
(5.0–7.0)，接种量(2.5%、5.0%、7.5%、10.0%、

12.5%)，脱碱木质素添加量(0.4–0.8 g/L)，装液

量每 100 mL 三角瓶装 20、30、40、50 和 60 mL
作为优化条件进行单因素试验，每组实验设置 3 个

重复样本。培养温度为 15 ℃，转速为 150 r/min，
培养 12 d 后测定木质素降解率。 

在单因素试验的基础上，利用 Plackett-Burman
试验从初始 pH，氮源添加比例，接种量，木质

素添加量，装液量 5 个因素中筛选出对木质素

降解率影响显著的因素。获得显著影响因素后，

采用 Design-Expert 11.0 设计响应面试验，进行

3 因素 3 水平的 Box-Behnken 设计，N=17 次试

验，以木质素降解率为响应值，对培养条件进

行优化，确定最佳培养条件并验证。 

1.7  转录组测序与分析 
使用优化后的最佳培养条件培养菌株。选择

菌株降解木质素的初期、中期、末期(分别为菌株

培养的第 1 天、第 3 天、第 7 天)样品，样品送至

上海美吉生物医药科技有限公司完成转录组测

序与数据整理。 

1.8  统计分析 
实验数据使用 Origin 2022 进行处理分析与

统计学分析。响应面试验中得到的数据由

Design-Expert 8.0.6 进行分析检验与绘图。转录

组数据在美吉生物云平台进行处理分析，数据

库选用 GO 数据库、NR 数据库、NCBI 物种分

类数据库、EggNOG 数据库、KEGG 数据库、

UniProt 数据库。 

2  结果与分析 
2.1  菌株的分离与鉴定结果 

从土壤样品筛选出纯培养菌株 135 株，其

中 4 株菌具有较强的苯胺蓝脱色能力(初步命名

为 N2、S2、J5、K1)。菌株 N2 脱色能力最强，

S2、J5、K1 脱色能力相近。选择具有最高木质

素降解率的菌株 N2 进行进一步研究。 
菌株 N2 的菌落形态如图 1A 所示，LB 木

质素培养基上生长的菌落表面光滑、黏稠、易

于挑取，菌落呈白色。SEM 照片观察到菌体呈

棒杆状，约为 1.00−1.25 μm (图 1B)。菌株 N2
革兰氏阳性、过氧化氢酶阳性和氧化酶阳性，

可水解明胶、酪氨酸(表 1)。将菌株 N2 的 16S 
rRNA 基因序列提交 GenBank 数据库进行同源

性比对，菌株 N2 与嗜冷芽孢八叠球菌一致性高

达 99.85%，通过 MEGA 11.0 软件绘制菌株 N2
系统发育树(图 2)，初步将菌株 N2 归类为芽孢

八叠球菌属(Sporosarcina)。将菌株放置在 5、
15、20、25、30 ℃培养箱中培养，观察记录菌

株 N2 在不同温度条件下的生长情况。经过 15 d
的培养观察，发现菌株 N2 在 15–30 ℃这几种温

度条件下表现出较快的生长速度。此外，虽然在

5 ℃和 10 ℃的环境下仍然能够生长，但其生长

速度相对较慢。由此可初步确定菌株 N2 具有耐

寒的特性。 

2.2  Sporosarcina sp. N2 的降解特性 
菌株 N2 在 1−3 d 处于对数生长期。3−9 d，

菌株的增长速度开始减缓，木质素降解率也逐

渐提升并保持稳定并在第 8 天时达到最大，为

20.8%，第 9 天时菌株进入衰亡期(图 3)。菌株 
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图 1  菌株 N2 的菌落形态(A)及扫描电子显微镜照片(B)    
Figure 1  Colony morphology (A) and scanning electron microscopy images (B) of strain N2. 
 
 

表 1  菌株 N2 的生理生化特性 
Table 1  Physiological and biochemical characteristics 
of strain N2 
试验项目 
Experimental item 

结果 
Result 

淀粉酶试验 Starch hydrolysis test − 
明胶水解试验 Gelatin liquefaction test + 
脲酸反应试验 Urea acid reaction test + 
次黄嘌呤水解试验 
Hypoxanthine hydrolysis test 

− 
 

酪蛋白试验 Casein test − 
葡萄糖氧化发酵试验 
Glucose oxidation fermentation test 

− 

吐温-80 Tween-80 − 
黄嘌呤水解试验 Xanthine hydrolysis test − 
酪氨酸水解试验 Tyrosine hydrolysis test + 
氧化酶活性试验 Oxidase activity test 
过氧化氢酶试验 Catalase test 

+ 
+ 

+：阳性；−：阴性 
+: Positive; −: Negative. 
 
N2 的 pH 呈现先快速增长至 8.0，后缓慢增长，

最后数值在 8.3 趋于稳定(图 4A)。pH 对照组为

无菌培养基，灭菌后测定初始 pH 值为 5.7±0.1。 
菌株降解过程中 3 种酶的酶活性变化见 

图 4B。在实验的第 1–2 天，MnP 酶活性迅速上

升，达到了最高值 152.26 U/mL。然而，在   
第 6–7 天时，MnP 的酶活性又迅速下降至 
28.80 U/mL。LiP 在第 3 天的酶活性也出现了快

速增长，达到了 25.08 U/mL 的峰值。Lac 的酶

活性最大值 32.47 U/mL。从酶活性表现看，菌

株 N2 具有较高的 MnP 酶活性，Lac 与 LiP 酶

活性较低。 

2.3  Sporosarcina sp. N2 降解木质素条件优化 
初始 pH、接种量、氮源添加比例、装液量

对木质素降解的影响不同，结果如图 5 所示。木

质素降解率在 pH 6.0–7.0 之间呈现先升再降的

趋势。pH 6.5 时，木质素降解率最高为 23.8%。

接种量在 5.0%–10.0%之间时较高，其中木质素

降解率在接种量为 7.5%时达到最高值 22.8%。 
当胰蛋白胨与酵母粉的添加比例设定为

1:1 时，木质素的降解率最高，为 27.7%。当氮

源添加比例为 1:0 时，降解率显著降低，仅为

7.12%。后续实验将重点关注氮源添加比例在

2:1 至 1:2 之间的范围。 
装液量为 30 mL/100 mL 时，木质素降解率最

高，为 25.7%。在装液量为 30–50 mL/100 mL 时，

木质素的降解率无显著差异(P<0.05)。因此，后续实

验将聚焦于装液量在 30–50 mL/100 mL 之间。 
通过 Plackett-Burman 筛选单因素试验分

析，其中相关系数 R2 为 0.957 7，按影响大小依

次排序为：氮源添加比例>接种量>初始 pH>装
液量>木质素添加量。 
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图 2  菌株 N2 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   参与对比的菌株 GeneBank 列于括号中；

分支位置的数字代表自展值；标尺长度为 0.02 核苷酸置换率 
Figure 2  The phylogenetic tree of the strain N2 constructed based on the 16S rRNA gene sequence. The 
preservation numbers for the standard strains included in the comparison are indicated in parentheses; The 
values for self-expansion are represented by the numbers in the branch positions; Scale lengths correspond to 
a rate of 0.02 nucleotide substitutions. 
 

 
 
图 3  菌株 N2 木质素降解率及生长情况测定 
Figure 3  Determination of lignin degradation rate 
and growth of strain N2. 
 
2.3.1  利用响应面法优化木质素降解率 

Plackett-Burman 试验结果显示，接种量、

初始 pH 值以及胰蛋白胨与酵母粉的添加比例为菌

株降解木质素的显著影响因素。依照 Box-Behnken
中心组合设计的原理，选择 3 个因素作为自变

量：A 代表接种量(取值为 5.0%、7.5%和 10.0%)，
B 代表初始 pH (取值为 6.0、6.5 和 7.0)，C 代表

胰蛋白胨与酵母粉的添加比例(取值为 2:1、1:1
和 1:2)。响应值为木质素降解率(%)，进行了 3 因 

 
 
图 4  菌株 N2 降解过程中 pH (A)与酶活性(B)变
化情况 
Figure 4  The changes of pH (A) and enzyme 
activity (B) during the degradation of strain N2. 



 
5128 微生物学通报 Microbiol. China 

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

 
 
图 5  不同因素对菌株 N2 木质素降解率的影响   A：初始 pH. B：接种量. C：木质素添加量. D：装

液量. E：氮源添加比例. 不同小写字母代表显著性差异(P<0.05) 
Figure 5  Effects of different factors on lignin degradation rate of strain N2. A: Initial pH. B: Inoculation 
amount. C: Lignin content. D: Liquid volume. E: The proportion of nitrogen source addition. Different 
lowercase letters represent significant differences (P<0.05). 
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素 3 水平的响应面分析试验。试验共计 17 个试

验点，填入降解率测定结果利用响应面软件分析

得到回归方程： 
木质素降解率(%)=24.96+0.048 8×A–0.207 5×B+ 
2.32×C–0.057 5×AB+0.740 0×AC–0.397 5×BC– 
0.225 0×A2–1.92×B2–4.17×C2。 

对回归模型进行方差分析。响应面分析的

结果显示，正决定系数 R2 (adj) (0.843 4>0.80)，
变异系数(coefficient of variation)为 5.52%。这

表明该模型能真实反映实验的实际情况。模型

P<0.000 1，R²为 0.931 5，这表明该回归方程的

显著性非常高，并且与研究变量之间的相关性较

强。本实验中失拟项 F 值为 0.247 7 (大于 0.05)，
这表明模型对结果的拟合有利，不存在失拟因

素。综上所述，这些分析结果进一步支持了模

型的良好拟合优度，使其能够用于对纯培养菌

株 N2 在木质素降解过程中的初步分析与预测。 
使用响应面分析软件 Design-Expert 8.0.6

处理实验结果。通过试验因素与响应值关系，

绘制出等高线图和三维响应图(图 6)。 
如图 6A、6B 所示，氮源添加比例保持不

变时，接种量与初始 pH 之间的等高线图呈椭

圆状，这表明 2 个因素间的相互作用对菌株降

解木质素的影响显著(P<0.05)。 
在恒定 pH 条件下，接种量与氮源添加比

例之间的相互作用对木质素降解率产生显著影

响(P<0.05)。氮源添加比例保持不变，木质素降

解率随着接种量的增加先升高后降低。这一现

象表明在一定范围内，接种量的增加能够有效

促进木质素的降解，但超过某一临界值后，其

降解效果又会有所减弱。当接种量处于 6.0%至

9.5%之间时，木质素的降解率达到了最高水平

(图 6C、6D)。 
如图 6E、6F，初始接种量保持不变时，氮

源添加比例和初始 pH 值两者间的相互作用对

木质素降解率产生的影响并不显著(P>0.05)。初
始 pH 值不变时，木质素的降解率随接种量的

增加呈现出先上升后下降的趋势。 
2.3.2  优化培养条件下木质素降解能力验证结果 

试验采用响应面分析 pH、氮源添加比例与

接种量 3 个因素之间的交互作用对木质素降解

率的影响。在本研究中，通过系统的实验优化

确定了最优接种量为 9.21%、初始 pH 为 6.45、
氮源添加比例为 1.3:1.7 (添加总量为 7.5 g)。此

条件下木质素理论降解率为 25.328%。将最佳

条件修正为初始 pH 6.5、氮源比例为 1:2 及接种

量为 9%。经过验证，该条件下木质素的降解率

提升至 31.7%，相较于之前的结果提高了 10.9%。

此外，在这一条件下，达到最大降解率所需的

培养时间也显著减少，这表明优化后的培养条

件不仅提升了降解水平，同时也改善了培养过

程的降解效率(图 7)。 

2.4  低温条件下菌株 N2 的木质素降解特征

分析 
2.4.1  转录组数据分析和新基因挖掘 

对菌株 N2 降解过程前期 Treat1、中期

Treat2、末期 Treat3 进行转录测序分析共获得

40.54 Gb clean data，组装后将 clean reads 与嗜

冷芽孢八叠球菌(Sporosarcina psychrophila)参
考基因组进行比对，比对率从 80.36%到 88.34%
不等。Venn 分析显示样本间或组间的共表达和

特表达基因[30] (图 8)。 
在菌株 N2 转录组数据中发现 275 个新基

因。对新基因进行 GO 富集分析(图 9A)，这些新

基因被富集到生物过程(biological process, BP)和
分子功能(molecular function, MF)两大类。在 BP 分

类中，基因主要富集到丙酸代谢过程(propionate 
metabolic process)、细菌芽孢生成(sporulation 
resulting in formation of a cellular spore)；在 MF
分类中，基因主要富集到异丁酰-CoA 变位酶活 
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图 6  初始 pH、接种量和氮源添加比例对菌株 N2 降解木质素的交互影响曲面图   A 和 B：pH 与接
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种量影响下的木质素降解率二维等高线与三维响应面. C 和 D：接种量与氮源添加比例影响下的木质素

降解率二维等高线与三维响应面. E 和 F：pH 和氮源添加比例影响下的木质素降解率二维等高线与三维

响应面 
Figure 6  Curved surface of the interaction effects of inoculation amount, initial pH and nitrogen source 
addition ratio on lignin degradation by strain N2. A and B: Two-dimensional contour and three-dimensional 
response surface of lignin degradation rate under the influence of pH and inoculation amount. C and D: 
Two-dimensional contour and three-dimensional response surface of lignin degradation rate under the 
influence of inoculation amount and nitrogen source addition ratio. E and F: Two-dimensional contour and 
three-dimensional response surface of lignin degradation rate under the influence of pH and nitrogen source 
addition ratio. 
 

 
 
图 7  菌株 N2 条件优化前与优化后的木质素降解率 
Figure 7  The lignin degradation rate of strain N2 
before and after optimization. 
 

 
 
图 8  基础注释统计 Venn 图 
Figure 8  Basic annotation statistics Venn diagram. 

性(isobutyryl-CoA mutase activity)、环核苷酸磷酸

二酯酶活性 (cyclic-nucleotide phosphodiesterase 
activity)、2′,3′-环核苷酸 2′-磷酸二酯酶活性

(2′,3′-cyclic-nucleotide 2′-phosphodiesterase activity)、
新戊酰 -CoA 变位酶活性 (pivalyl-CoA mutase 
activity) ， 3′- 核 苷 酸 酶 活 性 (3′-nucleotidase 
activity)。KEGG 功能注释(图 9B)显示这些新基

因中 26 个与碳水化合物代谢相关，20 个与氨基

酸代谢相关。其新基因变化可能是为了适应木

质素降解与低温环境等需求。 
2.4.2  基因表达模式和差异表达基因功能富集 

为了研究菌株 N2 所有差异基因随时间表

达出现的趋势与变化，对其进行时序表达趋势

分析。根据基因表达模式，使用 STEM 软件将   
3 个时期的差异表达基因(differentially expressed 
gene, DEG)聚类为 8 个趋势。其中基因主要聚

类到 trend 0、1、3、5 中，trend 0、1、3 表现

出显著性(P<0.05)。其中 trend 1、3 有相同的趋

势，从初期到末期逐级递减，对不同趋势的 DEG
进行 GO 注释，如图 10 所示。trend 0、trend 3
中大量基因注释到细胞组分合成如细胞膜组

成和细胞质的合成，对应了细菌 N2 从迟缓期

到指数期之间细菌生长所需。对趋势不同的

trend 1 进行功能富集，基因多被富集到分子功

能、杂环分解代谢过程、芳香族化合物分解代谢

过程等。 
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图 9  新基因的 GO 功能注释(A)与 KEGG 注释富集分析(B) 
Figure 9  GO functional annotation (A) and KEGG annotation enrichment analysis (B) of new genes.    
**: P<0.01. 
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图 10  三种基因表达趋势的 GO 功能注释(A)与 trend 1 的 GO 功能富集(B) 
Figure 10  GO functional annotation of three gene expression trends (A) and GO functional enrichment of 
trend 1 (B). *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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2.4.3  菌株N2低温相关DEG与木质素降解DEG
表达趋势 

对所有基因进行注释整理，挑选出与低温

适应和木质素降解相关的 DEG。选取 3 个时间

段构建基因表达热图如图 11A、11B 所示。N2
中注释到的冷休克蛋白表达基因 novel0055、
AZE41_RS14775 和 AZE41_RS02100 属于 CspA 家

族，AZE41_RS13260 属于 CspB 家族。冷休克

蛋白相关基因则在这些抗冻基因中表现出不一

样的趋势即中期上调明显。结合表达量和表达趋

势来看，基因 novel 0055 与 AZE41_RS02100 表达

量高且两基因上下调趋势相同。AZE41_RS15325、
AZE41_RS15315 和 AZE41_RS15340 等与低温适

应性相关基因则在 3 个时期逐渐降低。冷适应

蛋白基因 AZE41_RS17630 在末期则呈现出较大

幅度的降低。冷适应蛋白基因在低温条件下表

达下调、可能是为了避免过度的冷适应、导致

细胞对温度变化的敏感性降低。冷适应蛋白可

能在细胞膜上发挥作用，增加膜的流动性和透

性，但过多的冷适应蛋白可能破坏膜的稳定性 
 

 
 

图 11  木质素降解相关差异表达基因(A)和低温适应相关差异表达基因(B)的热聚类分析   A1–A3：木质素

降解前期 3 个样品. B1–B3：木质素降解中期 3 个样品. C1–C3：木质素降解末期 3 个样品 
Figure 11  Thermal clustering analysis of differentially expressed genes related to lignin degradation (A) and 
low-temperature adaptation (B). A1–A3: Three samples in the early stage of lignin degradation. B1–B3: Three 
samples in the middle stage of lignin degradation. C1–C3: Three samples at the end of lignin degradation. 
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和选择性。木质素降解相关基因中，大多是过

氧化氢酶在降解中期上调明显，其中 MnP 表达

基因 AZE41_RS11795 上调倍数极高，对应了酶

活测定中该酶于第 2–3 天到达最大值。一个新

的过氧化氢酶类基因 novel 0270 在表达中有着

与 MnP 表达基因相似的趋势，该基因甚至在初

期与末期不进行表达，仅在产酶降解高峰期进

行表达。 
对 B (木质素降解中期)_vs._A (木质素降解

前期)_与 C (木质素降解后期)__vs._B 进行 KEGG 
pathway 富集分析(图 12A、12B)，在不同时间

段部分基因富集到了苯甲酸代谢途径。在 MnP
处理后的木质素解聚芳香族代谢中菌株 N2 主

要通过苯甲酸途径将芳香族单体化合物开环转

化为乙酰辅酶 A。 
将已知基因注释到通路中，推测苯甲酸代

谢途径为苯甲酰乙酰基辅酶 A 通过 fda (AZE41_ 
RS04875，AZE41_RS20580)转化为苯甲酰辅酶

A，再进入 M00541 benzoyl-CoA degradation 代

谢途径。后经通路转化为 3-甲基邻苯二酚，经

AZE41_RS04870 生成 3-keto-pimeloyl-CoA 直至

生成 Acetyl-CoA 进入三羧酸循环。另一个途径

起点推测为原儿茶酸转化为 4-甲基儿茶酚。该

途径因甲苯降解影响会产生 4-甲基儿茶酚作为

第二个起点。此时的代谢途径为通过 dmpB、

catE 生成 cis,cis-2-hydroxy-6-oxohept-2,4-dienoate，
并于后续由 mhpE 生成丙酮酸进入后续代谢。4-甲
基儿茶酚则通过 praC 生成 2-oxo-5-methylcis- 
muconate，最后生成丙酮酸。 

3  讨论 
东北地区平均气温低，低温周期长的气候

特点给秸秆的资源化利用更是增加压力。因此，

为低温条件下的木质素降解、秸秆处理分离出

耐低温木质素降解菌株非常必要。 

本研究固定培养温度为 15 ℃，以脱碱木质

素 [31]为唯一碳源分离获得一株木质素降解细

菌，命名为芽孢八叠球菌(Sporosarcina sp.) N2，
16S rRNA 基因一致性最高的标准菌株嗜冷芽孢

八叠球菌(Sporosarcina psychrophila) DSM 6497[32]

相关研究主要聚焦于降解有机污染物 3-氯咔唑

的具体机制。在之前报道的研究中该菌株显示

出积极的脲酶活性介导碳酸钙沉淀[33]，但尚未

见报道该菌株在低温下具有降解木质素的能

力。本研究报道了 Sporosarcina sp.的木质素降

解能力，并对其低温下的酶活力与降解途径进

行了研究(图 13)。 
利用转录组测序分析菌株 N2 在不同时间

点的基因表达变化和相互作用。在培养初期，

基因主要参与分子功能和芳香族化合物代谢，

表明菌株 N2 先利用简单的碳氮源增殖，再通

过过氧化物酶降解木质素。 
适温性试验表明该菌株在最低温度 5 ℃至

最高 30 ℃时均可以生长，并且在 25 ℃时生长最

佳即对温度适应范围广、耐寒性能强。从 CspA
家族基因培养初期表达量远高于中后期来看，

推测其为菌株 N2 应对低温环境下的关键调节

因子，且 AZE41_RS02100 与新基因 novel0055
表达趋势相同，可能存在组成型表达。除 Csp
家族外，本研究从转录组注释出促进与低温适

应性相关的蛋白表达基因[34] AZE41_RS15315、
AZE41_RS15340 和 AZE41_RS15295 等，即微生

物的耐寒机制是多基因调控的结果，涉及微生

物细胞膜的适应、冷适应酶及低温转录水平调

控等。 
本研究测定了 Lac 和Ⅱ类含血红素过氧化物

酶等木质素降解酶的活性和表达。末期组中 3 种

巯基过氧化物酶基因显著上调，与李锋[35]研究

相符。此外，不同时期上调的基因主要涉及芳

香族化合物的代谢，可降解脱氢双松柏醇[36]。 
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图 12  不同对照组下的 KEGG pathway 富集分析   A：B_vs._A 的 KEGG pathway 富集分析. B：C_vs._B
的 KEGG pathway 富集分析. GIP：基因信息处理. M：新陈代谢. CP：细胞过程. EIP：环境信息处理. OS:
有机系统. HD：人类疾病 
Figure 12  KEGG pathway enrichment analysis under different control groups. A: KEGG pathway 
enrichment analysis of B_vs._A. B: KEGG pathway enrichment analysis of C_vs._B. GIP: Genetic 
information processing; M: Metabolism; CP: Cellular processes; EIP: Environmental information processing; 
OS: Organismal systems; HD: Human diseases. ** P<0.01; ***: P<0.001. 
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图 13  菌株 N2 不同时期耐寒基因调控与木质素代谢途径 
Figure 13  Regulation of cold resistant genes and lignin metabolic pathways in different stages of strain N2. 
 
 

即低温下的木质素降解基因表达规律与常温下

的降解规律存在相同趋势。 
采用 RNA-Seq 技术分析了菌株 N2 在最适

条件下不同时间点的基因表达差异，并结合

KEGG 数据库注释了相关的代谢途径。可以发

现参与苯甲酸代谢和原儿茶酸代谢的酶基因在

各个时间点均有显著差异，表明菌株 N2 能够调

节这 2 条代谢途径以适应木质素降解的需求。 
苯甲酸的降解涉及多个酶的催化反应。苯

甲酸羧化酶和苯丙酸羧化酶在该过程中发挥着

至关重要的作用，它们分别催化苯甲酸转化为

苯丙酸，以及苯丙酸转化为肉桂酸，最终形成

香豆酸[37]。3-羟酰基 CoA 脱氢酶是苯甲酸降解

的关键酶 [38]，其相关基因在整个降解过程中

持续下调，可能是为了避免苯甲酸的过度消

耗，保证代谢的平衡。醛脱氢酶是参与多种代

谢途径的重要酶 [39]，如 β-丙氨酸代谢、组氨

酸代谢、丙酮酸代谢和色氨酸代谢等，其相关

基因在不同时期均有上调，可能是为了提供更

多的能量和碳源，促进木质素降解。3,4-二羟

基苯基乙酸 2,3-双加氧酶 [40]是催化儿茶酚外

二醇裂解的关键酶。综上，推测其对脱碱木质

素的降解途径为苯甲酸代谢途径与原儿茶酸

代谢途径。 
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4  结论 
中国东北地区平均气温低且低温周期长，

木质素难以有效降解利用。本研究围绕低温木

质素降解菌的分离开展，并对其进行培养条件

优化，选取不同时间段的菌株样本通过转录组

学研究低温下不同时间段的菌株 N2 的基因表

达水平。 
(1) 本试验筛选得到一株低温木质素降解

细菌 N2，其 MnP 酶活最高为 152.26 U/mL。 
(2) 最佳培养条件为：脱碱木质素 0.5 g/L，

酵母粉 5.0 g/L，胰蛋白胨 2.5 g/L，NaCl 5.0 g/L，

pH 6.5，装液量为 50 mL/100 mL，温度 15 ℃、转

速 150 r/min 振荡培养箱中培养。此时木质素降

解率提升至 31.7%，比优化前提高了 10.9%。 
(3) 低温下木质素降解过程中时序上的基

因表达差异体现了该菌株在不同生长时期的代

谢策略，根据其转录基因与表达水平对该菌株

代谢木质素通路进行推测，为深入理解木质素

降解细菌的生理特性和分子机制提供了新的线

索和数据。 
(4) 该菌株在低温环境下的生长状态良好

且具有一定的木质素降解能力，为寒区秸秆降

解微生物资源提供了新的菌种资源。 
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