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摘要：以龙须菜为唯一的营养源对深海沉积物进行富集和筛选，获得一个可降解龙须菜（Ｇｒａｃｉｌａｒｉａ
ｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓ）、紫菜（Ｐｏｒｐｈｙｒａｕｍｂｉｌｉｃａｌｉｓ）和海带（Ｌａｍｉｎａｒｉａｊａｐｏｎｉｃａ）产生还原性寡糖的菌群．通过
１６ＳｒＲＮＡ序列及１６ＳｒＲＮＡＲＦＬＰ分析对该菌群中的细菌多样性进行了研究．结果表明，降解菌群
中的细菌组成主要为弧菌属（Ｖｉｂｒｉｏ，８株）、火色杆菌属（Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａ，７株）和希瓦氏菌属（Ｓｈｅ
ｗａｎｅｌｌａ，５株），其中希瓦氏菌属和火色杆菌属的细菌在菌群中的丰度较高．采用龙须菜为唯一营养
源的筛选培养基对菌群中的细菌进行分离，获得４株具有琼胶酶活力的细菌，包括２株火色杆菌属
和２株希瓦氏菌属细菌．培养和未培养的结果均表明火色杆菌和希瓦氏菌这２个属为所研究的深
海沉积物主要的龙须菜降解菌．对原始降解菌群和所分离的关键菌株进行了龙须菜酶解产糖能力
的比较，结果发现菌群中的弧菌属菌株虽然自身没有酶解龙须菜的能力，但可能可以协助关键菌

株，提高菌群对龙须菜的降解效率．因此本研究中所获得的菌群和菌株有望在琼胶寡糖的绿色生产
中得到广泛应用．
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　　龙须菜（Ｇｒａｃｉｌａｒｉａｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓ）又名江蓠、鹿
角菜、凤菜等，是红藻门江蓠属（Ｇｒａｃｉｌａｒｉａ）海藻的
典型代表，是产琼胶的优良种，亦用作鲍鱼饵料或者

加工成海洋蔬菜等，它富含多糖，含量可达到其干重

的３０％左右．目前龙须菜主要用于生产琼脂，而近
年来利用海藻多糖水解酶酶解海藻琼脂产生的琼脂

寡糖分子量更小，应用更广泛，经济价值更高，引起

了人们研究的兴趣［１３］．海藻寡糖的抗肿瘤、抗病
毒、增强免疫等药理作用［４］和抑菌［５］、清除羟基自

由基［６］的生物活性正在被用于医药食品农业等诸

多领域，发展前景巨大．有研究表明，琼胶低聚糖的
生理活性功能与其还原端结构密切相关［７］．

虽然琼胶寡糖在食品工业、医药工业、日用化

工、生物工程等许多方面有广阔应用前景，但琼胶寡

糖至今还没有进行产业化的生产，其中一个重要的

原因就是未能找到大规模有效降解琼脂的途径，因

此分离出更多的高产琼胶酶的菌株用于工业生产，

大力开发琼胶寡糖的活性功能，成为今后海藻深加

工及琼脂工业重点努力的方向［８１０］．
本研究通过对西太平洋深海沉积物泥样中的微

生物进行富集筛选，寻找高效降解龙须菜多糖（或

降解酶高产）的菌群和菌株，为龙须菜多糖的高值

化利用和寡糖应用的产业化发展奠定基础．

１材料与方法
１．１　样品采集与处理

于２００７年７月搭载大洋１号 ＤＹ１１５１９航次
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第五、六航段，采集位于西太平洋“暖池”区（具体

经纬度为２１°５３″０８′Ｎ，１６０°４１″２４′Ｅ；１９°３０″３０′Ｎ，
１５７°２４″３１′Ｅ）的深海沉积物泥样．采用多管采样
器采集１０ｇ泥样，并接入３０ｃｍ３富集培养基中进
行５０ｄ的富集培养．
１．２　培养基

本研究中采用的培养基配方如下：

富集培养基：１０％龙须菜粉末（质量占比，下
同），原位海水，１２１℃高温高压灭菌．

酶解培养基：酵母膏 ０．２％，另外根据实验需
要添加 １０％的酶解底物，包括龙须菜、紫菜、海
带、麒麟菜，用陈海水配制，ｐＨ值７．０，１２１℃高温
高压灭菌．

筛选培养基：龙须菜１０％，酵母膏０．２％，琼脂
１．５％，陈海水，ｐＨ值７．０，１２１℃高温高压灭菌．
１．３　１６ＳｒＲＮＡ扩增和ＲＦＬＰ分析

取５００ｍｍ３富集后的深海沉积物样品均匀涂
布于筛选培养基平板上，２０℃下培养３～５ｄ，挑取在
培养基上产生明显凹陷圈的原始降解菌群，悬浮于

无菌水中，并用细菌基因组提取试剂盒提取该菌群

的总 ＤＮＡ．然后以获得的菌群总 ＤＮＡ为模板进行
１６ＳｒＲＮＡ基因的扩增，扩增所用引物为 ２７Ｆ：５′
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′和 １４９２Ｒ：５′ＧＧＴ
ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′［１１１２］．
１．４　关键菌株的分离与鉴定

将富集筛选得到的原始降解菌群重悬于无菌海

水中，并按不同稀释梯度均匀涂布于筛选培养基平

板上，于２０℃中培养，待菌落长出后，挑取在培养基
上产生明显凹陷圈的单菌落进行保种和１６ＳｒＲＮＡ
序列分析．
１．５　海藻降解试验

将原始降解菌群或分离的关键菌株分别接入用

不同海藻［龙须菜、紫菜（Ｐｏｒｐｈｙｒａｕｍｂｉｌｉｃａｌｉｓ）、海带
（Ｌａｍｉｎａｒｉａｊａｐｏｎｉｃａ）或麒麟菜（Ｅｕｃｈｅｕｍａｓｅｒｒａ）］配
制的酶解培养基中，２５℃、２００ｒ／ｍｉｎ条件下震荡培
养，测定不同时间段还原糖的产生量，检验菌群或菌

株对海藻的降解能力．还原性寡糖含量采用ＤＮＳ法
［１３］来测定．
１．６　薄层色谱分析

将龙须菜降解上清和琼胶寡糖标准品分别点样

于薄层层析硅胶板上，将硅胶板放入层析缸中进行

展层，展层剂为正丁醇∶冰乙酸∶水 ＝１∶２∶１
（Ｖ∶Ｖ∶Ｖ），待展层结束后将硅胶板置于通风厨中干
燥，而后用硫酸乙醇（１∶９，Ｖ∶Ｖ）均匀喷洒于硅胶板
上，并放入９０℃烘箱中进行显色．

２　结果和讨论
２．１　龙须菜降解菌群富集筛选和降解效果分析

从西太平洋深海沉积物中采集泥样样品，并以

龙须菜为唯一的营养源对该样品进行富集．富集后
的深海沉积物样品经梯度稀释后，均匀涂布于筛选

培养基平板上进行培养和筛选．结果显示其中一个
菌群能够液化并降解琼脂，在培养基上形成明显的

凹陷圈．挑取该菌群分别接入用不同海藻（龙须菜、
紫菜、海带和麒麟菜）配制的酶解培养基中进行海

藻降解效果分析．如图１所示，该菌群能够降解龙须
菜、紫菜和海带产生还原性寡糖，但无法降解麒麟

菜．由于龙须菜和紫菜属于红藻，降解后产物为琼
胶；海带属于褐藻，降解后产物为褐藻酸，因此推测

该菌群所产生的主要降解酶为琼胶酶和褐藻酸酶．

图１　深海沉积物富集菌群降解海藻的效果分析
Ｆｉｇ．１　Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆａｌｇａｂｙｅｎｒｉｃｈｅｄｂａｃｔｅｒｉａｌｆｌｏｒａ

ｆｒｏｍｄｅｅｐｓｅａｓｅｄｉｍｅｎｔｓ

２．２　降解菌群的多样性分析
通过提取降解菌群总 ＤＮＡ作为模板扩增

１６ＳｒＲＮＡ，并通过ＲＦＬＰ和１６ＳｒＲＮＡ序列分析来研
究该菌群的细菌多样性．根据ＲＦＬＰ和１６ＳｒＲＮＡ序
列分析结果，我们一共获得２１种１６ＳｒＲＮＡ基因型，
将获得的基因型序列提交 ＮＣＢＩ数据库比对，整理
与它们同源性较高的细菌１６ＳｒＲＮＡ序列进行遗传
距离计算，并根据遗传距离计算结果绘制系统发育

树（图２）．
结果表明，降解菌群中的细菌组成主要为弧菌

属（Ｖｉｂｒｉｏ，８株）、火色杆菌属（Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａ，７株）
和希瓦氏菌属（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ，５株），其中希瓦氏菌属
和火色杆菌属的细菌在菌群中的丰度较高．降解菌
群中丰度最高的２株细菌为 Ｈ１１菌株和 Ｈ１菌株，
它们占菌群总丰度 ７５％左右，其中 Ｈ１１菌株与
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Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｙａｅｙａｍｅｎｓｉｓ同源性最高，达９７７３％，
命名为 Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．ｗｐａｇａ００１，菌株 Ｈ１与 Ｓｈｅ
ｗａｎｅｌｌａｐａｃｉｆｉｃａＫＭＭ３５９７同源性最高，达９９．７３％，
命名为Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｓｐ．ｗｐａｇａ００３．此外，由于Ｈ７菌株

的１６ＳｒＲＮＡ序列与数据库已知菌株的１６ＳｒＲＮＡ同
源性均较低而未得到有效鉴定，其与弧菌属的细菌

同源性最高（９５％），但在系统发育树上却处在独立
的分支，可能具有不同的进化地位．

图２　深海沉积物降解菌群基于１６ＳｒＲＮＡ序列的系统进化分析
Ｆｉｇ．２　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｎｒｉｃｈｅｄｂａｃｔｅｒｉａｌｆｌｏｒａｆｒｏｍｄｅｅｐｓｅａｓｅｄｉｍｅｎｔｓｂａｓｅｄｏｎ１６ＳｒＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

发育树采用邻接法构建，虚线代表遗传距离为０．２

２．３　龙须菜降解菌群中关键菌株筛选与降解活力
分析

为了筛选菌群中起主要降解作用的菌株，我们

在筛选培养基上将菌群进行进一步的稀释涂布和划

线纯化，获得４个在筛选培养基平板上产生凹陷圈
的单一菌落，经１６ＳｒＲＮＡ序列鉴定，其中２株为火
色杆菌属细菌（Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．ｗｐａｇａ００１及 Ｆｌａｍ
ｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．ｗｐａｇａ００２），另２株为希瓦氏菌属细菌
（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ｓｐ．ｗｐａｇａ００３ 及 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ ｓｐ．
ｗｐａｇａ００４）．

薄层色谱分析结果表明筛选到的４株菌株都具
有降解龙须菜产生寡糖的能力．它们的水解产物主
要为新琼二糖、四糖、六糖和八糖，而作为对照的大

肠杆菌Ｅ．ｃｏｌｉ．则无降解龙须菜的能力（图３）．

为了比较关键菌株与原始降解菌群的龙须菜降

解活力，培养Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．ｗｐａｇａ００１、Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａ
ｓｐ．ｗｐａｇａ００３和原始的降解菌群至相同的细菌生长
期和细菌浓度，并按１０％的接种量分别接入含龙须
菜的酶解培养基中．如图４所示，Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．
ｗｐａｇａ００１、Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｓｐ．ｗｐａｇａ００３单独或者混合培
养，其降解龙须菜的活性都显著低于原始菌群，说明

原始菌群中的其他菌株如弧菌属可能能够协助关键

菌株，提高对龙须菜的降解效率．
２．４　讨论

深海环境中的微生物资源十分丰富，且由于其

环境条件的特殊性，我们可以从深海中分离得到具

有多种活性的特殊微生物［１４１６］．本研究从西太平洋
深海沉积物中筛选得到一个海藻降解菌群，该菌群
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图３　深海沉积物关键菌株降解龙须菜产物的薄层
色谱分析

Ｆｉｇ．３　ＴＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｆｒｏｍＧｒａｃｉｌａｒｉａｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓｂｙｋｅｙｓｔｒａｉｎｓｉｓｏｌａｔｅｄ

ｆｒｏｍｄｅｅｐｓｅａｓｅｄｉｍｅｎｔｓ
泳道Ｍ为琼脂寡糖标准品，其中 ＧＣ、ＤＰ２、ＤＰ４、ＤＰ６、ＤＰ８分别

为葡萄糖、新琼二糖、四糖、六糖和八糖．泳道 １～５分别为

Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．ｗｐａｇａ００１、Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．ｗｐａｇａ００２、Ｅ．ｃｏｌｉ、

Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｓｐ．ｗｐａｇａ００３和Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｓｐ．ｗｐａｇａ００４的龙须菜

降解产物

图４　深海沉积物降解菌群与关键菌株的龙须菜降解
活力比较

Ｆｉｇ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＧｒａｃｉｌａｒｉａｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓｄｅｇｒａｄｉｎｇ
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｂｅｔｗｅｅｎｏｒｉｇｉｎａｌｆｌｏｒａａｎｄｋｅｙｓｔｒａｉｎｓ

ｆｒｏｍｄｅｅｐｓｅａｓｅｄｉｍｅｎｔｓ
Ｆ１和Ｓ３分别代表Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．ｗｐａｇａ００１和Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｓｐ．

ｗｐａｇａ００３菌株

可以有效地降解龙须菜、紫菜和海带等多种海藻产

生高达１．６ｍｇ／ｃｍ３的低聚寡糖，且该降解工艺简
单，成本低廉，对海藻寡糖的大规模产业化生产有着

很好的参考意义．
系统进化分析表明该菌群主要由火色杆菌属、

希瓦氏菌属和弧菌属３个属组成，其中起降解作用

的菌株来源于火色杆菌属和希瓦氏菌属，目前这２
个属都有琼胶酶［１７１８］的报道．我们的试验结果发现
该菌群中的弧菌属细菌并没有直接降解龙须菜的能

力，但是含有弧菌的菌群降解龙须菜的效率要显著

高于关键降解菌株，这说明原始菌群中的弧菌可能

可以协助关键菌株降解龙须菜，提高对龙须菜的降

解效率．但是以上的推论还需要试验来进一步地验
证．

Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．ｗｐａｇａ００１的单独培养也能表
现出较强的琼胶分解能力，它可以在琼胶培养基平

板上形成大而深的凹陷圈，且随着菌株的生长凹陷

圈会持续扩大．火色杆菌属是 １９９７年建立的新
属［１９］，属于 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ门，目前仅包括 ４个种
Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａａｐｒｉｃａ、Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａａｒｅｎａｒｉａ、Ｆｌａｍ
ｍｅｏｖｉｒｇａｋａｍｏｇａｗｅｎｓｉｓ和 Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｙａｅｙａｍｅｎｓｉｓ．
我们分离得到的Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｓｐ．ｗｐａｇａ００１菌株的
１６ＳｒＲＮＡ序列与ＮＣＢＩ数据库上已知物种的相似度
较低，其中最高相似物种为 Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｙａｅｙａｍｅｎ
ｓｉｓ（９７７３％），说明该菌株可能为火色杆菌属下的
新种．目前我们已对该菌株进行菌种鉴定和全基因
组测序，并鉴定为Ｆｌａｍｍｅｏｖｉｒｇａｐａｃｉｆｉｃａ［２０］．

海藻寡糖的应用目前仍停留在实验室阶段，其

瓶颈因素之一是缺乏高效的海藻多糖降解酶．本研
究获得了可直接高效降解龙须菜产生寡糖的菌群，

不需要先从龙须菜中提取琼胶再进行降解，工艺较

为简单，并且本研究还获得了２种琼胶降解效果显
著的菌株．通过进一步研究并结合生物发酵工艺以
及基因工程方法，有望将其应用于海藻寡糖的大规

模生产，实现较好的经济和社会效益．

３　结论
从深海沉积物中获得一个可降解龙须菜、紫

菜和海带产生还原性寡糖的菌群．１６ＳｒＲＮＡ序列
及１６ＳｒＲＮＡＲＦＬＰ分析表明，降解菌群中的细菌
组成主要为弧菌属（８株）、火色杆菌属（７株）和希
瓦氏菌属（５株）．培养和未培养的结果均表明火
色杆菌和希瓦氏菌这２个属为所研究的深海沉积
物主要的龙须菜降解菌，而菌群中的弧菌属菌株

虽然自身没有酶解龙须菜的能力，但可能可以协

助关键菌株，提高菌群对龙须菜的降解效率．因此
本研究中所获得的菌群和菌株有望在琼胶寡糖的

绿色生产中得到广泛应用．
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