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南大洋罗斯海近海沉积物烷烃
与塑料降解微生物多样性
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摘要：石油污染以及塑料垃圾对海洋生态安全具有严重威胁，甚至在南大洋的罗斯海地区也发现石油

污染和微塑料的存在。本研究为了获得该地区的低温烷烃降解菌和塑料降解菌，通过采集自南大洋

罗斯海地区的 12 个沉积物样品用于富集分离南大洋低温烷烃降解菌株，结果表明十四烷富集菌群优

势属主要包括假单胞菌属（Pseudomonas）、食烷菌属（Alcanivorax）、海单胞菌属（Marinomonas）、

假交替单胞菌属（Pseudoalteromonas）等。进一步利用分离获得的烃类富集菌对聚对苯二甲酸乙二

醇酯（PET）和聚乙烯（PE）进行降解验证，扫描电子显微镜（SEM）以及傅里叶变换红外光谱技

术（ATR-FTIR）证明了 Pseudomonas pelagia R1-05-CR3、Pseudomonas taeanensis A11-04-CA4、Halomo-
nas titanicae A11-02-7C2 和 Rhodococcus cerastii R1-05-7C3 这 4 株细菌对 PE 可进行有效降解。高效液

相色谱质谱技术（UPLC-MS）和 SEM 结果表明 R. cerastii R1-05-7C3、Microbacterium maritypicum RA1-
00-CA1、H. titanicae A11-02-7C2 对 PET 塑料具有降解能力。研究结果表明南大洋罗斯海近海沉积物

中存在多样性的低温烃类及塑料降解菌，在原位环境污染中发挥自净作用，同时也为低温下烃与塑料

污染生物降解提供了菌种资源。
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1　引言

南大洋被认为是地球上最偏远和未受污染的海

洋环境之一，但是正日益受到当地科学、旅游和渔业

活动以及从低纬度地区远距离迁移的持久性人为污

染物的威胁，特别是许多航运事故的发生，释放大量

石油碳氢化合物 [1]。罗斯海作为南大洋的一个深水

湾，包括从南极洲的罗斯冰架直到 60°S 的海域，罗斯

海保护区是地球上最后一个完整的海洋生态系统，被

称为“最后的海洋”，是南大洋生产力最高的海区 [2–5]。

南极洲研究站的年总燃料消耗量约为 90 × 104 L，这

些燃料含有高含量的脂肪族化合物（≥75%） [6–7]。南

极的无冰区主要位于大陆海岸线上或附近，大约一半

的无冰地面位于罗斯海地区。该地区科学研究站的

石油溢出事件也难以避免，一部分石油从冰冻地面流

入海洋后随着洋流扩散，对海洋环境构成风险，另一

部分渗入未冻结的土壤活性层，并与地下水一起渗入

沿海海洋沉积物 [6, 8]。由于《南极条约》禁止引进外来
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生物，所以检测和表征罗斯海地区海洋沉积物中的冷

适应烷烃降解细菌无疑是达到生物修复目的的重要

组成部分 [9]。目前分离自罗斯海降解烷烃的菌株包括

红球菌属 （Rhodococcus）、盐单胞菌属 （Halomonas）、
弧菌属 （Vibrio）、假交替单胞菌属 （Pseudoalteromo-
nas）、鞘氨醇单胞菌（Sphingomonas）、变异单胞菌属

（Variovorax）、假单胞菌属（Pseudomonas）、希瓦氏菌

属（Shewanella）、海杆菌属（Marinobacter）、嗜冷杆菌

属（Psychrobacter）、科尔韦尔氏菌属（Colwellia），海单

胞菌属（Marinomonas）、油螺旋菌属（Oleispira）、节细

菌属（Arthrobacter）、冷杆菌属（Cryobacterium）、诺卡

氏菌属 （Nocardioides）、噬甲基菌属 （Methylophaga），
但大都来自沿岸土壤和海水，罗斯海沉积物中降解菌

多样性报道还很少 [7, 9–13]。

除了石油污染，利用该化石燃料提取的副产物经过

聚合形成的塑料几乎存在于所有的海洋生态系统中。

过去几年中，关于罗斯海地区微塑料（Microplastics，
MPs < 5 mm）检测的报告显示，在罗斯海的海水、沉

积物、底栖无脊椎动物体内都发现有塑料 [3–4, 14]。2017
年前人报道了罗斯海沿海地区的表层水和在浅海沿

岸采集的多个沉积物样本中均含有塑料 [3–4]。2020 年

研究者对南极多个地区和南大洋深海沉积物的微塑

料污染进行了调查，从南极半岛、南桑威奇群岛和南

乔治亚岛 3 个南大洋地区的 93% 的沉积物样品（28/30）
中发现了微塑料污染 [5]。塑料碎片可作为水生环境中

污染物集中的媒介，一起沿着食物链向上迁移，给生

态环境构成危害，被南极研究科学委员会视为“严重

的新兴威胁” [5]。聚乙烯（Polyethylene, PE）是利用从石

油中分离出的乙烯单体组成，作为全球需求量最大的

塑料种类，也是在水生环境中数量最大。据报道，橡

胶红球菌（Rhodococcus ruber）和波茨坦短芽孢杆菌

（Brevibacillus borstelensis）可以在实验室条件下降解

PE，球形芽孢杆菌（Bacillus sphericus）、蜡样芽孢杆菌

（Bacillus cereus）和泊库岛食烷菌（Alcanivorax borku-
mensis）这 3 种海洋细菌均可以降解 PE[15−16]。

聚对苯二甲酸乙二醇酯（Polyethylene Terephthal-
ate, PET）是最丰富的芳香族聚酯塑料，是由对苯二甲

酸乙二醇酯发生脱水缩合反应而来，其合成需要石油

中的乙烯和混二甲苯作为原料，也是连接石油与化纤

产业的关键产品。全球每年生产近 7 000 × 104 t 用于

包装材料、饮料瓶和功能材料等领域 [17−18]。2016 年日

本科学家发现世界上第一株可降解 PET 的细菌

Ideonella sakaiensis 201-F6，其中 PET 水解酶（PETase）
先将 PET 降解为对苯二甲酸乙二醇酯（MHET），随后

MHET 水解酶（MHETase）将 MHET 降解为对苯二甲

酸（TPA）与乙二醇 [19]。已有研究表明，南极细菌莫拉

氏菌 Moraxella sp. TA144 和嗜油杆菌 Oleispira antarc-
tica RB-8 能够分泌聚酯化水解酶，在 25℃ 时可用于

水解脂肪族聚酯聚已酸内酯以及芳香族聚酯 PET[20]。

尽管近年来对塑料的微生物降解的深入研究有所增

加，但与近海和公海相比，我们仍然缺乏关于罗斯海

地区石油基塑料降解微生物多样性认识。最新研究

证据表明，专性烃类降解细菌不仅是海洋环境中石油

泄漏的生物修复者，还是塑料片的早期殖民者，而且

还编码了一系列可能参与塑料降解的酶 [21–23]。

随着罗斯海地区碳氢化合物污染风险的增加，哪

些微生物具有降解烷烃和塑料的潜力还有待进一步

研究。本研究利用罗斯海地区的 12 个沉积物样品，

首先在低温环境下以十四烷作为唯一碳源，进行富集

培养，期望从该地区分离到能够同时降解烷烃和烃基

塑料的微生物，一方面可以丰富人们对罗斯海地区烷

烃及塑料降解微生物多样性认识，也为污染物治理提

供菌种资源。 

2　材料与方法
 

2.1    样品采集

南极科考航次中，我们使用箱式取样器共获得了

来自罗斯海地区的 12 个站位的沉积物样品，用无菌

密封袋保存，均于 4℃ 冷藏保存，运 输 回 实 验 室，采样

深度为 285.5～3 241.5 m，纬度在 75°S，经度为 160°E～
112°W 附近，待回到实验室后，进行接下来的实验处

理。具体站位信息如表 1 和图 1。 

2.2    样品富集

使用无菌的取样勺将 12 个沉积物样品分别取

1 g 加到 50 mL 人工海水培养基（MMC）中，具体配方

参考相关文献 [24]，富集培养方案参考相关文献 [25]，
并进行改良，具体为 50 mL MMC 培养基中添加 0.5%
的正十四烷作为唯一的碳源和能源，10℃ 条件下摇床

（150 r/min 培养 1 个月，得到第一轮富集液（C1 组）。

培养结束后，将第一轮的富集液以 2% 的接种量接种

到上述 50 mL MMC 中，培养条件不变，富集培养 1 个

月后得到第二轮富集液（C2 组）。 

2.3    DNA 提取、PCR 扩增、高通量测序及其数据处理

分析

DNA 提取：上述原始沉积物样品和第一轮以及

第二轮富集液使用土壤 DNA 提取试剂盒（Power Soil
DNA Isolation Kit）提取菌群总 DNA，提取的 DNA 使

用 1% 的琼脂糖凝胶色谱进行检测，其纯度及其浓度
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使用 NanoDrop2000 （Thermo）进行检测，随后送至上

海美吉生物医药科技有限公司，进行 Illumina 高通量

测序。

PCR 扩增：使用细菌引物 338F（5'-ACTCCTACG-

GGAGGCAG-3'） 和 806R（ 5'-GGACTACHVGGGTWT-

CTAAT-3'）对 16S 基因序列的 V3-V4 区进行扩增子

测序。PCR 扩增反应体系和程序参考相关文献 [26]。

测序数据经拼接、质控、去接头之后获得优化序列。

再进一步采用 RDP classifier 贝叶斯算法采用 97% 的

相似性对优化序列进行操作分类单元 （Operational

Taxonomic Units, OTU）聚类，在聚类过程中去除嵌合

体，得到 OTU 的代表序列，与物种分类数据库 16S_

bacteria Silva138（http://www.arb-silva.de）进行比对，分

类置信度为 0.7，得到每个 OTU 对应的物种分类信

息，生成 OTU 丰度表。OTU 表按样本中获得的最低

测序深度（R1-05：27603）进行抽平，保留至少在一个

样本中序列数都大于 2 的 OTU，抽平后的 OTU 表格

在美吉生信云共享平台（https://cloud.majorbio.com）用

于接下来的多样性分析。其中原始样品组（C0）样品

名标记为站位名，第一轮富集后的 12 个样品（C1 组）

依次在站位名称后标记 C1，第二轮富集后的 12 个样

品（C2 组）依次在站位名称后标记 C2。 

2.4    潜在的十四烷降解菌株的分离纯化

取 200 μL 第二轮富集液，进行 10 倍梯度稀释（10−6、

10−7、10−8、10−9）涂布于 3 种平板上，平板分别为 MA

固体培养基（Marine Broth 2216，BD Difco），R2A 固体

培养基（R2A Agar，BD Difco）和以十四烷为唯一碳源

的 ONR7a 固体培养基 [27]，10℃ 培养 7 d，对不同单菌

落经过 2～3 次分离纯化后得到细菌的纯培养物，获

得不同潜在正十四烷降解菌株，并使用 20% 甘油于

−80℃ 保存。随后使用赛百盛细菌基因组 DNA 提取

试剂盒提取纯菌株 DNA，并使用引物 27F（5'-AGAG-

TTTGATCCTGGCTCAG-3'） 和 1492R（ 5'-ACGGCTA-

CCTTGTTACGACT-3'）对 16S rRNA 基因进行 PCR 扩

增。PCR 扩增产物由生物公司完成测序拼接后上传

 

表 1    具体采样点站位信息

Table 1    Location information of specific sampling stations

站位名称 取样时间 纬度 经度 水深/m

R1-02 2020年1月4日 74º59'S 164º59'E 893.4

R1-05 2020年1月4日 74º59'S 170º24'E 330.5

R1-07 2020年1月5日 75º00'S 175º16'E 285.5

RA1-00 2020年1月10日 75º27'S 149º57'W 3 241.5

RA2-01A 2020年1月13日 74º23'S 141º34'W 503.3

RA3-02 2020年1月13日 74º28'S 140º18'W 482

RA3-03 2020年1月14日 74º50'S 139º38'W 2 560.8

A3-01 2020年1月29日 73º00'S 119º50'W 405.8

A11-04 2020年1月25日 72º10'S 117º50'W 502.1

A11-02 2020年1月26日 72º58'S 115º03'W 659.5

A11-01 2020年1月26日 73º26'S 113º31'W 622.6

A4-03 2020年1月27日 72º42'S 112º24'W 438.2
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图 1    罗斯海沉积物样品采样站位图

Fig. 1    Location map of sediment sampling stations from the Ross Sea

左侧图片来自维基百科 https://www.163.com/dy/article/GHUO74P105526RB5.html

Left image from Wikipedia https://www.163.com/dy/article/GHUO74P105526RB5.html
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至 EzBioCloud（ http://www.ezbiocloud.net）和 NCBI（ ht-
tp://www.ncbi.nlm.nih.gov）进行序列比对，获得菌株种

属信息。 

2.5    分离菌株烷烃，PET 和 PE 降解能力验证

为了检测不同菌株利用十四烷作为唯一碳源的

能力，将分离获得的纯菌株接种到含有 0.5% 十四烷

的  50 mL MMC 液体培养基中。接种后，将样品在

15ºC，摇床（150 r/min）避光培养  15 d。为了检测细菌

降解 PE 和 PET 的能力，将不同纯菌株接种到含有

3 片（1 cm × 1 cm）无菌PET 或者PE 塑料片（GF31588229/
GF94795701，Sigma，美国）作为唯一碳源的 50 mL MMC
培养基中。接种前塑料片用 75% 的乙醇进行表面消

毒，并使用无菌水冲洗 3 次。接种后，将样品在 28℃，

摇床（150 rpm）避光培养 30 d。后续塑料代谢产物分

析和塑料表征实验都使用该培养条件。通过定期观

察培养基的浑浊程度，并使用光学显微镜观察细菌的

密度，选出降解烷烃和塑料能力最佳的优势菌株。没

有细菌接种的培养物作为阴性对照（CK）。 

2.6    塑料及其表面生物膜电镜观察

选取优势降解菌和 PET 或者 PE 孵育 1 个月后，

随机选取塑料片进行扫描电镜（Scanning Electron Mi-
croscopy，SEM）观察。随后使用 2% 的十二烷基硫酸

钠（SDS）与塑料片 50℃ 孵育 4 h 清洗塑料表面生物

膜，并使用无菌水将塑料表面的 SDS 清洗干净，放置

室温干燥，对清洗干净的塑料片在扫描电镜下观察。

SEM 操作流程参见相关文献 [24]。采用 LIVE/DEAD
BacLight 细菌活力检测试剂盒（美国）测定菌株接种

30 d 后 PE 膜上的活菌膜，之后在荧光显微镜（尼康 80i）
下观察。没有细菌接种的培养物作为阴性对照

（CK），其塑料片和实验组采取相同的操作。 

2.7    傅立叶变换红外光谱（ATR-FTIR）
为了表征 PE 表面化学结构的改变，对优势菌株

降解 1 个月后清洗风干的 PE 塑料和对照组 PE 进行

傅里叶变换红外光谱（Thermo Scientific，Nicolet iS50）
的检测，清洗风干步骤与上一节相同，利用 OMNIC
软件获取 400～4 000 cm−1 的光谱。图像的光谱分辨

率为 4 cm−1，平均扫描 16 次 [28]。 

2.8    PET 代谢物超高效液相色谱质谱（UPLC-MS）
分析

PET 代谢物的萃取：将菌株 Microbacterium mari-
typicum RA1-00-CA1 和 Rhodococcus cerastii R1-05-7C3
与 PET 塑料片孵育 30 d 后，4℃ 离心 10 min（8 000 r/min）
去掉菌体后 ，用 0.22  μm 滤膜过滤得到上清液 ，用

2 mol/L 盐酸将上清液的 pH 调至为 2，上清液用 1∶1

体积比的乙酸乙酯萃取 3 次，使用旋转蒸发仪将乙酸

乙酯进行 40℃ 恒温水浴悬蒸，直至去除有机试剂，最

后用 1 mL 色谱级甲醇进行溶解，后保存于 4℃，用于

UPLC-MS 分析 [28]。没有细菌接种的培养物作为阴性

对照（CK），培养液与实验组采取相同的处理手段，检

测条件参考相关文献 [24]。 

3　实验结果
 

3.1    原始样品以及低温十四烷富集样品菌群多样性

分析 

3.1.1    多样性和丰富度分析

对 36 个低温十四烷富集样品进行 16S rRNA 基

因高通量测序共获得 1 664 191 条有效序列，平均长

度 426 bp。稀释曲线（图 2a）表明随着样本测序深度

增大，曲线斜率逐渐平滑，变化较小，再增加测序量，

样本的 Alpha 多样性指标达到稳定，表明测序量充

足，能够反映该富集实验中的细菌群落多样性。其中

明显的看出第一轮和第二轮富集样品在 OTU 水平的

Sobs 值（观测到的 OTU 数）明显降低，说明经过二次

转接后，样品中的 OTU 数明显降低，即富集效果明

显。Shannon 指数综合考虑了群落的物种数目和均匀

度这两个因素。Shannon 指数值越高，表明群落的

α 多样性越高。Chao 指数（估计的 OTU 数）越大，表

明某群落物种数目较多。从细菌 Alpha 多样性分析

图 2c1 和 c2 中的 Chao 和 Shannon 指数可以看出经过

两次富集后，各个样本中的群落物种数目都明显降

低，并且和原样本相比存在显著差异（Student-t 检验，

p < 0.05），Venn 图分析表明经过两次富集后，菌群已

经丢失了大量的 OTU， C1 组和 C2 组共有 OTU 共

107 个 ，原始样品与富集后的菌群共有 OTU 共有

69 个，具体见图 2b。 

3.1.2    细菌群落组成分析

群落柱形图直观呈现出各组或者各样品在不同

水平上的优势物种以及相对丰度，具体见图 3 和图 4。
细菌物种组成分析表明，变形菌门（Pseudomonadota）、
放线菌门 （Actinomycetota）、拟杆菌门 （Bacteroidota）
在 C0 组中的相对丰度依次为 61.6%、 1.8%、 12.1%；

在 C1 组中的相对丰度依次为 95%、3.7%、0.03%；在

C2 组中的相对比例为 99%、0.84%、0.03%，表明变形

菌门（Pseudomonadota）得到明显富集（图 3a）。其中

C0 组中的酸杆菌门 （ Acidobacteriota）和绿弯菌门

（Chloroflexota）分别占据 2.8% 和 2.6%，在接下来的两

次富集中丢失。

假单胞菌科 （ Pseudomonadaceae）、海单胞菌科
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（Oceanospirillaceae）、食烷菌科（Alcanivoracaceae）、假

交替单胞菌科 （ Pseudoalteromonadaceae）、希瓦氏菌

科（Shewanellaceae）在 C0/C1/C2 组为优势成员，其相

对丰度分别为 0.2%/31.9%/55.2%、0.08%/14.5%/18.2%、

13.1%/22.9%/8.9%、 1.5%/8.8%/7.9%、 2.9%/5.3%/4.8%

（图 3b）。此外，在所有样品中经常出现的细菌还有

诺卡氏菌科 （ Nocardiaceae），盐单胞菌科 （ Halomon-

adaceae），这表明这些细菌科可能在低温条件下直接

参与了十四烷的降解。C0 组中优势属为食烷菌属

（Alcanivorax）、海洋伍斯菌属（Woeseia）、科尔韦尔氏

菌属（Colwellia）和油螺旋菌属（Oleispira），相对比例

分别为 13.1%、4.5%、4.4% 和 3.1%。C1 和 C2 组中优

势属分别为假单胞菌属 （Pseudomonas）、食烷菌属

（Alcanivorax）、海单胞菌属（Marinomonas）、假交替单

胞菌属 （ Pseudoalteromonas）、希瓦氏菌属 （ Shewan-

ella）、红球菌属 （ Rhodococcus）、科尔韦尔氏菌属

（ Colwellia）、 盐 单 胞 菌 属 （ Halomonas） ， 在 C1/C2

组中的相对丰度分别为 31.9%/55.2%、 22.9%/7.9%、
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图 2    罗斯海烷烃富集菌群细菌 Alpha 多样性分析

Fig. 2    Alpha diversity analysis of tetradecane-enriched consortia from Ross Sea sediments

OTU 稀释曲线（a）OTU 水平 Venn 图分析（C0/C1/C2）（b）Shannon 指数和 Chao 指数组间差异分析，Student-t 检验（C0/C1/C2）（c1, c2）

Rarefaction curves for Sobs index on OTU level (a), Venn diagram analysis on OTU level to depict the number of exclusive and shared OTUs (C0/C1/C2) (b),

analysis of intergroup differences in Shannon index and Chao index on OTU level, Student-t test (C0/C1/C2) (c1, c2)
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图 3    罗斯海十四烷富集菌群 C0/C1/C2 组门水平（a），科水平（b）和属水平（c）细菌组成柱形图

Fig. 3    Column diagram of bacterial percent of community abundance atphylum level (a), family level (b), and genus level (c) of tet-

radecane-enriched consortia of C0/C1/C2 groups from Ross Sea
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14.5%/18.2%、8.8%/8.9%、5.3%/4.8%、3.7%/0.8%、2.8%/

0%、1.4%/0.6%（图 3c）。各个样本富集菌群属水平的

具体组成见图 4。

采用“Kruskal-Wallis 秩和检验”对不同组微生物

群落之间的物种进行假设检验，评估物种丰度差异的

显著性水平，获得组间显著性差异物种。由图 5a 可

知，在属水平上的原位和富集样本间菌群分布和丰

度存在较大差异，假单胞菌和海单胞菌在 C1 组和

C2 组中得到显著富集，且在 C2 组丰度最高，希瓦氏

菌属（Shewanella）和红球菌属（Rhodococcus）在 C1 组

中得到明显富集，丰度最高，在 C2 组中丰度比 C1

组降低 ，其中科尔韦尔氏菌属 （Colwellia），海洋伍

斯菌属 （ Woeseia），油螺旋菌属 （ Oleispira），海杆菌

属（Marinobacter）在经历两轮富集后丰度大幅降低，

可见并不适宜在 10℃ 低温条件对十四烷进行降

解。根据样本中物种之间的进化关系，使用 MEGA

软件，对富集后在样品中占比相对较高的 OTU 构建

系统发育树，从分子进化的角度揭示样本中各物种在

演化过程中的亲缘关系。由图 5b 可知，假交替单胞

菌科中的假交替单胞菌属（OTU3376）（OTU4389）、希

瓦氏菌科中的希瓦氏菌属  （OTU3375）、海单胞菌科

中的海单胞菌属（OTU4391）（OTU3817）、假单胞菌科

中 的 假 单 胞 菌 属 （ OTU730）（ OTU2835）（ OTU4168）

（OTU1894），盐单胞菌科中的盐单胞菌属（OTU3368）、

食烷菌科中的食烷菌属（OTU4399）、放线菌纲中的诺卡

菌科中的红球菌属（OTU3753）在富集后占据优势。其

中OTU730、OTU4391、OTU4399、OTU3376、OTU3375、

OTU2835 在两次富集中均占据绝对优势。 

3.2    优势降解菌株 PET 和 PE 表征实验 

3.2.1    十四烷降解菌株的分离纯化及其烷烃和塑料

降解功能验证

共分离获得 14 株潜在的烷烃降解菌，验证后结

果如表 2 所示，十四烷、PET 和 PE 优势降解菌属于微

杆菌属、盐单胞菌属、假单胞菌属、嗜冷杆菌属、红

球菌属、食烷菌属。 

3.2.2    PE 降解菌株显微观察和降解后 PE 的傅立叶

变换红外光谱检测

选取 PE 的优势降解菌株 H. titanicae A11-02-7C2、

R.  cerastii R1-05-7C3、 P.  pelagia R1-05-CR3 和 P. tae-

anensis A11-04-CA4 对 PE 进行降解，SEM 观察到有大

量活细胞（绿色）作为生物膜定殖在降解后的 PE 膜上

（图 6a,c）。生物降解前 PE 塑料薄膜表面光滑，表面

没有特别明显的缺陷 （图 6 中 CK）。孵育 30 d 后 ，

PE 薄膜表面变得粗糙，呈现出来大量的孔隙和沟槽，

这证明了经过微生物 PE 塑料降解酶的作用，薄膜发

生劣化（图 6b）。由图 6d 可以看出 A11-02-7C2、R1-05-

7C3、 R1-05-CR3 和 A11-04-CA4 在 3  650～ 3  737  cm−1

处显示新的羟基吸收峰（R-OH），另一个明显的变化

是在所有样品中 1 711 cm−1 处的峰强度都较高，这表

明羰基（C=O）基团的增多，这可能代表由 PE 聚合物

降解形成一种新的酯类或者羧酸类物质。羰基和羟

基形成表明 PE 发生解聚和降解，也被认为是塑料氧

化和生物降解过程中必不可少的步骤。 

3.2.3    PET 降解菌株扫描电镜观察和代谢物 UPLC-MS

分析

PET 降解中间体在培养上清液中的积累是 PET
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图 4    罗斯海十四烷富集菌群属水平细菌组成柱形图（a: C0；b: C1, C2）
Fig. 4    Column diagram of bacterial percent of community abundance at genus level of tetradecane-enriched consortia

(a: C0; b: C1, C2) from Ross Sea
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分解的最有力的证据。选取 PET 的优势降解菌株 R.

cerastii R1-05-7C3, M.  maritypicum RA1-00-CA1 和 H.

titanicae A11-02-7C2 对 PET 进行降解，SEM 观察到紧

密附着于 PET 塑料表面的菌体和塑料表面产生破损
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图 5    罗斯海烷烃富集菌群属水平细菌物种组成差异分析（C0/C1/C2），Kruskal-Wallis 秩和检验（a）

及 OTU 水平系统进化分析（C1/C2）（b）
Fig. 5    Analysis of intergroup differences of community abundance on genus level (C0/C1/C2)，Kruskal-Wallis H test (a)

and phylogenetic analysis at OTU level of tetradecane-enriched consortia from Ross Sea (C1/C2) (b)

左边为系统发生进化树，进化树中每条树枝代表一类物种，树枝长度为两个物种间的进化距离，右边柱状图展示的

是物种在不同分组中的的 Reads 占比

Each branch of the evolutionary tree on the left represents a OTU, and the length of the branch is the evolutionary distance between two OTUs，

the right bar chart shows the proportion of Reads of OTUs in different groups
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表 2    验证纯菌株对烷烃，PET 和 PE 降解能力

Table 2    Verify the degradation ability of pure strains on alkanes, PET and PE

烷烃降解 PET 降解 PE降解 菌株名称 热门分类单元 所属科

w - + A11-04-CA4 Pseudomonas taeanensis MS-3T Pseudomonadaceae

+ + - RA1-00-CA1 Microbacterium maritypicum DSM 20 578T Microbacteriaceae

+ + + A11-02-7C2 Halomonas titanicae BH1T Halomonadaceae

+ + + R1-05-CR3 Pseudomonas pelagia CL-AP6T Pseudomonadaceae

+ + w A11-02-CR2 Pseudomonas xanthomarina DSM 18 231T Pseudomonadaceae

+ + + A3-01-CR8 Psychrobacter okhotskensis MD17T Moraxellaceae

+ + + R1-05-7C3 Rhodococcus cerastii C5T Nocardiaceae

- - - A11-02-CA2 Marinomonas rhizomae IVIA-Po-145T Oceanospirillaceae

- - - A11-04-CA2 Pseudoalteromonas neustonica PAMC 28 425T Pseudoalteromonadaceae

- - - A4-03-CR4 Pseudomonas neustonica SSM26T Pseudomonadaceae

+ - - A3-01-7C5 Rhodococcus erythropolis NBRC 15 567T Nocardiaceae

- - - A11-02-CA1 Shewanella livingstonensis LMG 19 866T Shewanellaceae

+ + + A11-02-7C4 Alcanivorax borkumensis SK2T Alcanivoracaceae

w + w R1-05-7C2 Pseudomonas zhaodongensis NEAU-ST5-21T Pseudomonadaceae

　　注：-, 不降解；w，降解效果微弱；+，降解效果良好。
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图 6    细菌 Hallmonas titanicae A11-02-7C2，Rhodococcus cerastii R1-05-7C3，Pseudomonas pelagia R1-05-CR3 和

Pseudomonas taeanensis A11-04-CA4

解聚 PE 的表征特性

Fig. 6    Depolymerization characteristics of the biodegraded PE by the isolated bacterium Hallmonas titanicae A11-02-7C2,

Rhodococcus cerastii R1-05-7C3, Pseudomonas pelagia R1-05-CR3 and Pseudomonas taeanensis A11-04-CA4

左侧图片：菌株生物降解后的 PE 膜和未接种的 PE 膜（CK）相比有生物膜附着（a, c）和破损（b）形成。右侧图像：细菌降解后塑料和未接种的

PE 膜（CK）的 FTIR 分析（d）

Left image: the inoculated bacterium attached to PE to form the biofilms (a, c) and visible pores (b) compared with the non-inoculated PE (CK). Right image:

FTIR analysis of incubated PE by corresponding strains and non-inoculated PE (CK) (d)
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（图 7a）。将 MHET 的标准品同未接种的对照组培养

液（CK）和菌株 M. maritypicum RA1-00-CA1 和 R. cer-
astii R1-05-7C3 降解 PET 后的代谢产物一同上机 ，

UPLC-MS 分析分离鉴定结果显示，作为 PET 降解产

物之一，MHET 标准品的相对分子量为 209.04，元素

组成报告为 C10H9O5，标准品 MHET 的出峰时间在

0.8 min。样品中同样出现了与标准品相同化学分子式

物质，且出峰时间同样在 0.8 min，对照组没有 MHET
物质出峰，说明菌株 RA1-00-CA1 和 R1-05-7C3 代谢

物中出现 PET 的组成单体，其菌株可以很好地降解

PET（图 7b）。 

4　讨论

自 1940 年代开始大规模生产塑料以来，海洋环

境的微塑料污染日益严重，但塑料作为高聚物出现时

间短，降解菌从何而来是个问题 [29]。罗斯海海水和沉

积物中都有检测到石油和微塑料污染物 [30]，相应碳氢

化合物降解微生物还有待研究。为此，本研究针对罗

斯海沉积物中微生物自净能力研究不足的现状，对罗

斯海地区的 12 个沉积物样品以十四烷作为唯一碳源

进行低温富集，采用 16S rRNA 基因测序和纯菌培养

相结合的方法，发现假单胞菌属，食烷菌属，海单胞菌

属，假交替单胞菌属，科尔韦尔氏菌属，希瓦氏菌属在

烷烃富集菌群占优势，与分离自北极海水和海冰、南

极土壤和地中海深海沉积物中的脂肪族和芳香族化

合物优势降解菌种属相同 [31]；纯菌实验结果表明，假

单胞菌、食烷菌、红球菌、盐单胞菌、微杆菌和嗜冷
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图 7    细菌解聚 PET 的表征特性

Fig. 7    Depolymerization characteristics of the biodegraded PET by the isolated bacterium

左侧图片：菌株 Rhodococcus cerastii R1-05-7C3, Microbacterium maritypicum RA1-00-CA1 和 H. alomonas titanicae A11-02-7C2 生物降解后的 PET 膜

和未接种的 PET 膜（CK）相比出现生物膜和明显的破损（a）。右侧图像：Rcerastii R1-05-7C3 和 Maritypicum RA1-00-CA1 处理 PET 30 d 和无细菌

处理组（CK）的代谢产物（预测为 MHET）和 MHET 标准品的 UPLC 出峰时间图（b）

Left image: the inoculated bacterium Rhodococcus cerastii R1-05-7C3, Microbacterium maritypicum RA1-00-CA1 and Halomonas titanicae A11-02-7C2 at-

tached to PET to form the biofilms and visible pores compared with the non-inoculated PET (a). Right image: UPLC spectrum (b) of the standard mono-(2-hy-

droxyethyl) terephthalate (MHET) and no bacteria-treat group (CK) and the metabolic products (prediction as MHET) released from PET films treated by the

pure culture R. cerastii R1-05-7C3 and M. maritypicum RA1-00-CA1 after 30 days
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杆菌对十四烷具有降解效果。食烷菌作为重要的专

性烷烃降解菌和塑料降解的重要类群广泛存在于海

洋环境中，也是罗斯海沉积物烷烃低温富集的优势

菌，例如，泊库岛食烷菌不仅在低温环境降解烷烃，

对 PE 也有降解效果 [32]。在罗斯海地区，本研究中的

优势烷烃降解菌已有报道。研究者将罗斯海海水加

入原油，在其微生物群落中分离出多个低温烃降解菌

包括科尔韦尔氏菌属、盐单胞菌属、海杆菌属、嗜油

菌属、假交替单胞菌属、希瓦氏菌属、假单胞菌属 [33]。

分离自罗斯海的假交替菌属和嗜冷杆菌属在 4°C 和

15°C 下能降解多氯联苯 [34]；红球菌可以产生海藻糖脂

质表面活性剂，降解脂肪族碳氢化合物和联苯 [10]；盐

单胞菌 Halomonas sp. ANT-3b 能利用正十六烷生长并

产生一种新的乳化活性糖脂 [35]。可见，本文鉴定的烷

烃降解菌在罗斯海地区中较为广泛存在。

前人报道烃类降解菌与石油基塑料降解菌有相

似性，但到目前为止，寒冷栖息地中的塑料降解知之

甚少 [36]。本文发现的烃降解菌是否具有塑料降解能

力值得尝试。为此，本文利用罗斯海烃降解菌株测试

了其对 PE 和 PET 的降解活性。结果表明，  微杆菌

M. maritypicum RA1-00-CA1 可以降解 PET，盐单胞菌

H. titanicae A11-02-7C2、红球菌 R. cerastii R1-05-7C3、
假单胞菌 P. pelagia R1-05-CR3、P. taeanensis A11-04-
CA4、P. xanthomarina A11-02-CR2 和P. okhotskensis A3-
01-CR8 对 PE 和 PET 都具有降解能力。前人已报道，

盐单胞菌，假单胞菌和红球菌在常温环境下可以降解

聚乙烯、聚丙烯、聚氯乙烯、聚苯乙烯、聚氨酯、聚对

苯二甲酸酯 [37, 38]。例如：本课题组 Lv Shiwei 等最近证

明食烷菌 Alcanivorax xenomutans 和本研究分离的盐

单胞菌 H. titanicae 可以降解聚苯乙烯，并导致微塑料

加速形成 [39]；Liu Renju 等 [40] 发现食烷菌和假单胞菌是

太平洋海底沉积物富集物中优势 PET 降解菌。前人

报道，分离自红树林沉积物的 Rhodococcus sp. 可降解

聚丙烯，40 d 内塑料失重 6.4%，而深海沉积物来源的

Rhodococcus pyridinivorans 具有 PET 降解能力，5 周内

PET 失重 4.28%[41, 42]；微杆菌 Microbacterium oleivorans
JWG-G2 具有 PET 降解能力，编码 PET 水解酶[43]。目前，

有关南极地区塑料降解菌已有少量报道，其优势降解

菌和本研究相符。例如：Habib 等 [44] 发现南极土壤细

菌 Pseudomonas sp.  ADL15 和 Rhodococcus sp.  ADL36
具有聚丙烯降解能力，40 d 内塑料分别失重 17.3% 和

7.3%；Won 等 [45] 从罗斯海分离的红球菌 Rhodococcus
sp. RosL12 中纯化出一种角质酶可以降解中链脂肪

酸、聚己内酯和 PET。Zhang 等 [46] 发现南极海冰嗜冷

菌 Psychrobacter sp. NJ228 产生漆酶降解聚乙烯。

综上，罗斯海近海沉积物中存在较高生物多样性

的烷烃和塑料降解微生物，包括在全球海洋中广泛分

布的烃类降解菌，它们在低温下可以降解烷烃、 PE 和

PET 塑料。研究结果一方面拓展了对罗斯海沉积物

中塑料和烷烃降解菌多样性的认识，另一方面为低温

污染环境的生物修复提供了菌株资源。降解菌在原

位环境中活性与塑料降解机制还有待进一步研究。
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Microbial diversity of alkane- and plastic-degrading microbiome
in offshore sediments of Ross Sea, Southern Ocean
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China; 2. School of Marine Science and Technology, Harbin Institute of Technology, Weihai 264209, China; 3. School of Environmental Sci-
ence, Harbin Institute of Technology, Harbin 150090, China)

Abstract: Oil and plastic pollutants are a serious threat to marine ecosystems and have even been found in the Ross
Sea of the Southern Ocean. In order to obtain low-temperature alkane degrading bacteria and plastic-degrading bac-
teria in the region, a total of twelve sediment samples were collected in the Ross Sea area for enrichment and isola-
tion of alkane-degrading bacteria at  low-temperature,  and the diversity analyses of  the tetradecane-enriched com-
munities showed that the most dominant genera were Pseudomonas, Alcanivorax, Marinomonas, Pseudoalteromo-
nas. The polyethylene terephthalate(PET)and polyethylene(PE)was further validated using the dominant alkane-de-
grading  bacteria.  Scanning  electron  microscopy  (SEM) and  Fourier  transform infrared  spectroscopy  (ATR-FTIR)
demonstrated  that  the  four  pure  cultures  of Pseudomonas  pelagia R1-05-CR3, Pseudomonas  taeanensis A11-04-
CA4, Halomonas  titanicae A11-02-7C2  and Rhodococcus  cerastii R1-05-7C3  could  degrade  PE  effectively.  The
results of UPLC-MS and SEM confirmed the PET degradation by isolates of R. cerastii R1-05-7C3, Microbacteri-
um maritypicum RA1-00-CA1, and H. titanicae A11-02-7C2. In conclusion, this study reports the diversity of the
tetradecane-enriched consortia  at  low-temperature  and plastic  degrading bacteria  in  the  offshore  sediments  of  the
Ross Sea in the Southern Ocean, which play a selfpurifying role in in-situ environmental contamination, and also
provided strain resources for the biodegradation of hydrocarbon and plastic contaminants at low temperature.

Key words: Ross Sea；alkanes；polyethylene；polyethylene terephthalate；biodegradation；cold-adapted microorganisms
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