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研究报告 

深渊来源Citricoccus sp. strain NyZ702 的分离培养及其降解

4-羟基苯甲酸的特性 

凌浩  许楹*  周宁一 
上海交通大学生命科学技术学院 微生物代谢国家重点实验室  上海  200240 

摘  要：【背景】深渊沉积物中存在丰富的微生物细胞和活跃的微生物碳周转，因此，分离培养微生

物资源对于认识深渊中的物质循环、能量代谢具有重要意义。芳香化合物在环境中广泛存在，基于

组学分析揭示了深渊中具有潜在的芳香化合物代谢菌株，然而深渊来源的芳香化合物降解微生物纯

培养和相关的代谢机理研究仍然缺乏。【目的】从马里亚纳海沟沉积物样本中分离培养具有降解芳香

化合物能力的微生物，对其代谢途径、中间产物和降解酶活力进行初步鉴定。【方法】以 4-羟基苯

甲酸为唯一碳源对马里亚纳海沟沉积物样本中的降解菌株进行分离培养，结合形态观察、16S rRNA

基因扩增与序列分析对菌株进行鉴定，通过底物生长实验验证其降解能力，通过高效液相色谱和超

高效液相色谱-飞行时间质谱联用仪初步鉴定全细胞生物转化中间产物，利用紫外分光光度计测定其

粗酶液催化 4-羟基苯甲酸的活力，进而推测菌株降解 4-羟基苯甲酸的代谢途径。【结果】从深渊沉

积物中分离培养获得一株好氧细菌，16S rRNA 基因序列分析显示该菌株隶属于柠檬球菌属

(Citricoccus)，命名为 Citricoccus sp. strain NyZ702。该菌株在 LB 固体培养基上经 30 °C 培养 4 d 后

呈柠檬黄色、不透明、表面光滑、边缘整齐、凸出于培养基表面、直径约为 1−2 mm 的圆形菌落。

扫描电镜表明菌体呈球形，直径为 0.4−0.6 μm，无鞭毛结构。该菌株为耐盐菌，最适生长盐浓度范

围为 2%−8% (质量体积分数)。该菌株可利用 4-羟基苯甲酸为唯一碳源进行生长，可转化 4-羟基苯

甲酸至中间产物原儿茶酸，推测该菌株通过原儿茶酸途径降解 4-羟基苯甲酸。菌株 NyZ702 的粗酶

液具有 4-羟基苯甲酸单加氧酶活力，对 4-羟基苯甲酸的催化反应需要还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

磷酸(NADPH)作为辅因子。【结论】从深渊沉积物样本分离得到一株 4-羟基苯甲酸降解菌 Citricoccus 

sp. strain NyZ702，该菌株以原儿茶酸为中间代谢产物降解 4-羟基苯甲酸，丰富了深渊来源的微生物

菌种资源，为深渊中的芳香化合物降解研究提供了一定的理论基础。 
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Isolation of a hadal trench-derived Citricoccus sp. strain NyZ702 
capable of 4-hydroxybenzoate degradation 
LING Hao  XU Ying*  ZHOU Ningyi 

State Key Laboratory of Microbial Metabolism, School of Life Sciences and Biotechnology, Shanghai Jiao Tong 
University, Shanghai 200240, China 

Abstract: [Background] Hadal trench sediments have been reported to harbor abundant microbial cells 
and have active microbial carbon turnover. Therefore, isolation of microbial resources from trench 
sediments is of great significance for understanding the biogeochemical cycle and energy metabolism in 
the hadal trench. It is well known that aromatic compounds are widely spread in the environments. Omics 
analysis has revealed possible presence of aromatics-degrading microbes in the trench environment. 
However, there were little reports on the pure culture of trench derived aromatics-degrading microbes nor 
the possible degradation mechanism. [Objective] To isolate and cultivate bacteria capable of aromatics 
degradation from the Mariana Trench sediments and characterize its degradation pathway. [Methods] 
4-Hydroxybenzoate (4HBA) was used as the sole carbon source to isolate bacteria from the Mariana 
Trench sediment. Morphological observation and phylogenetic analysis were used to identify the isolate. 
Growth curves were conducted to verify its optimum growth conditions and degradation ability. The 
metabolic intermediates during whole cells transformation and the activity of crude cell extracts against 
the substrate were analyzed, based on which a putative catabolic pathway was reconstructed. [Results] An 
aerobic bacterium was isolated from the trench sediment and belonged to Citricoccus genus, according to 
the phylogenetic analysis of its 16S rRNA gene. Colonies of this bacterium, designated Citricoccus sp. 
strain NyZ702, on LB agar plate were lemon yellowish, opaque, swell, neat edge and round with a 
diameter of 1−2 mm after 4-day cultivation at 30 °C. Cells observed with Scanning Electric Microscope 
were spherical with a diameter of 0.4−0.6 μm without flagella. The strain was halotolerant with an optimal 
salt concentration of 2%−8% (W/V). The strain was able to utilize 4HBA as the sole carbon source and 
protocatechuate was detected as its catabolic intermediate, indicating it degraded 4HBA through the 
protocatechuate pathway. The cell extracts of this strain showed monooxygenase activity against 4HBA 
using NADPH as the cofactor. [Conclusion] A 4HBA degrading bacterium, Citricoccus sp. strain NyZ702 
was isolated from the trench sediment and its 4HBA degradation was via protocatechuate as the 
intermediate metabolite. This study would enrich the microbial resources derived from the hadal trench, 
providing a certain theoretical foundation for the future research of aromatics degradation in the hadal 
trenches. 

Keywords: hadal trench, microbial isolation, aromatics degradation, protocatechuate pathway 
 

海斗深渊(Hadal trenches)，简称深渊，专指海

洋中深度大于 6 000 m 的海沟区域，占据了海洋深

度的 45%[1]。深渊由相邻的地壳板块挤压形成，在

板块交界处呈“V”字形截面[1-2]，其内部具有黑暗、

低温、静水压随深度增加而不断增长[3]的环境特

点，代表了地球上非常独特的海洋极端环境。由于

相邻大陆板块有机质的输入、表层海水中光合作用

产生的有机物垂直沉降、海洋高等生物尸体的腐肉

掉落、深渊地形和重力共同作用下大陆斜坡有机质

的横向迁移以及深渊内部地质活动相关的化能合

成作用，深渊海沟被认为是有机物积累的“漏斗”，

可能在调节全球碳循环和气候变化方面发挥关键

作用[4]。深渊里孕育了地球上最神秘的生态系统，

有着特有的洋流运动，与上层海洋与海底之间存在

着广泛的物质和能量交换。全球共有 37 条深海沟，

其中 9 条最深的海沟(包括马里亚纳海沟)分布在西
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太平洋。 

马里亚纳海沟是目前所知地球上最深的海沟，

南端的挑战者深渊深度达到 11 000 m，是地球表面

已知最深处。已有研究报道马里亚纳海沟沉积物中

存在丰富的微生物细胞和活跃的微生物碳周转[5]，

因此，探究深渊中的微生物群落组成、分离培养微

生物资源对于认识深渊中的物质循环、能量代谢具

有重要意义。对深渊水体及沉积物样本中原核生物

小亚基核糖体 RNA (Small Subunit Ribosomal RNA，

SSU rRNA)基因及特定代谢途径关键基因的测序

分析结果表明：马里亚纳海沟的微生物群落以细

菌占主导地位[3,6-7]，不同微生物可能在氮循环[3]、

硫循环 [8]以及有机碳循环的烷烃降解 [9-10]过程中

发挥重要生态学功能。其中，有报道通过微生物

分 离 培 养 手 段 从 沉 积 物 样 品 中 获 得 食 烷 菌 属

(Alcanivorax)的 3 株菌具有烷烃降解能力[10]。 

作为地球有机碳循环的另一个重要组成部  

分[11-13]，芳香化合物的降解也备受关注。芳香化合

物在环境中广泛存在，来源包括芳香族氨基酸、木

质素分解产物、植物次级代谢产物、石油衍生物和

广泛应用于工业生产的人工合成芳香化合物[14]。

陆源微生物对芳香化合物的降解已经得到广泛研

究：有氧降解过程中，微生物主要通过外周代谢途

径将芳香化合物转变为 3 种中心代谢产物——邻

苯二酚(Catechol)、原儿茶酸(Protocatechuate)和龙

胆酸(Gentisate)，再经双加氧酶催化开环，生成产

物进入三羧酸循环[15]；无氧降解过程中，厌氧微

生物主要通过引入还原型辅酶 A (CoASH)形成厌

氧中心代谢产物，如苯甲酰辅酶 A (Benzoyl-CoA)、

苯乙酰辅酶 A (Phenylacetyl-CoA)，从而进入下游

代谢[13]。目前对于深渊环境中芳香化合物的代谢

研究则是基于测序分析揭示了深渊中具有潜在的

芳香化合物代谢菌株[6,8-10,16]，特别是深渊来源的

芳香化合物降解微生物纯培养仍然缺乏。 

本研究从马里亚纳海沟沉积物样品中分离筛

选具有 4-羟基苯甲酸降解能力的细菌，通过形态

观察和分子生物学分析对该降解菌株进行鉴定，进

一步分析降解产物、检测关键酶的活力、重构该菌

株对 4-羟基苯甲酸的代谢途径，以期丰富我国海

洋菌种资源库，初步认识深渊中微生物驱动的芳香

化合物降解机制，为深渊中的芳香化合物降解研究

提供一定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品来源 

样品为 2016 年采集于马里亚纳海沟挑战者深

渊(10.889 5°N，142.226 0°E) 6 300 m 的沉积物，

采集深度为 16−20 cm。沉积物用无菌袋密封，常

压下保存于 4 °C 冷库。 

1.1.2  培养基及主要试剂和仪器 

LB 培养基(g/L)：Yeast Extracts 5.0，Tryptone 

10.0，NaCl 10.0。人工海水(Artificial Seawater，ASW)

培 养 基 的 配 制 参 照 文 献 [17] ， 在 此 基 础 上 将

NaHCO3 替换为 0.6% (体积分数) 0.2 mol/L NaOH

以调节 pH 至 7.5。以上培养基添加 1.5% (质量体积

分 数 ) 琼 脂 粉 制 成 固 体 培 养 基 。 磷 酸 盐 缓 冲 液

(Phosphate Buffered Solution，PBS) (g/L)：NaCl 

8.00，KCl 0.20，Na2HPO4 1.44，KH2PO4 0.24，pH 7.4。  

4-羟基苯甲酸(4-Hydroxybenzoate，4HBA)、原

儿茶酸(Protocatechuate，PCA)购自生工生物工程(上

海)股份有限公司，将 2 种物质分别溶于 50 mmol/L 

NaOH 溶液，配制成 200 mmol/L 钠盐溶液，冻

存于−20 °C。还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

(Reduced Nicotinamide Adenine Dinucleotide 

Phosphate，NADPH)、还原型烟酰胺腺嘌呤二核

苷酸(Reduced Nicotinamide Adenine Dinucleotide，

NADH)购自西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司。

PrimeSTAR® Max DNA Polymerase 购自宝日医生

物技术(北京)有限公司。引物合成由上海派森诺生

物科技股份有限公司完成。 

高效液相色谱仪(HPLC)，沃特世科技(上海)

有限公司；超高效液相色谱-飞行时间质谱联用仪

(Ultra Performance Liquid Chromatography-Time of 
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Flight Mass Spectrometry，UPLC-TOFMS)，安捷伦

科技有限公司；拉曼图像-扫描电子显微镜联用仪，

泰思肯(中国)有限公司。 

1.2  菌株的分离培养 

将深渊沉积物样品按 2% (质量体积分数)接种

至 ASW 培养基，添加30 mmol/L 葡萄糖和 10 mmol/L 

N-乙酰葡萄糖胺，于高压装置中(60 MPa) 15 °C 预

培养 6 个月。将预培养后的固液混合物于 4 °C、   

1 900×g 离心 10 min 后弃上清，用等体积的无菌

PBS (pH 7.4)洗净沉淀并重悬，按 10% (体积分数)

转接至以 1 mmol/L 4-羟基苯甲酸为唯一碳源的

ASW 培养基，于高压装置中(60 MPa)进行 15 °C

富集培养，4 个月后取 150 μL 培养物涂布于以    

1 mmol/L 4-羟基苯甲酸为唯一碳源的 ASW 固体培

养基，15 °C 静置培养 1 个月后，从平板上挑取菌

落进行二次划线，30 °C 培养 10 d 后挑取单菌落于

LB 液体培养基中，30 °C、180 r/min 培养 5 d，将

得到的纯培养贮存于 25% (体积分数)甘油管，

−80 °C 冻存。 

1.3  菌株形态观察 

取 1 mL OD600 约为 0.6 的菌液，1 900×g 离心

5 min 收集菌体并用 PBS 缓冲液(pH 7.4)洗涤菌体 

2 次，用等体积 3% (体积分数)戊二醛重悬菌体并

于 4 °C 静置过夜。菌体固定后，依次使用 PBS、

无水乙醇将戊二醛洗净，再将菌体重悬于 100 μL

无水乙醇。取 2 μL 重悬液点涂于干净的盖玻片，

待乙醇挥发完全，在上海交通大学分析测试中心进

行喷金、抽真空处理，使用拉曼图像-扫描电子显

微镜联用仪进行表面形态观察。 

1.4  16S rRNA 基因扩增与序列分析 

挑取菌株单克隆至 10 mL 无菌水中，移液枪

吹打均匀后沸水浴 10 min 以裂解菌体。以 27F 

(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R 

(5′-GGYTACCTTGTTACGACTT-3′)为引物，取菌

体裂解液作为 DNA 模板对菌株 16S rRNA 基因进

行 PCR 扩增。PCR 反应体系：DNA 模板 1 μL，引

物 27F 和 1492R (10 μmol/L)各 0.5 μL，2×PrimeSTAR 

Max Premix 10 μL，ddH2O 8 μL。PCR 反应条件：

98 °C 5 min；98 °C 15 s，55 °C 15 s，72 °C 1 min，

共 30 个循环；72 °C 10 min。PCR 扩增完成后，通

过 1%琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，确认后送至

上海派森诺生物科技股份有限公司进行测序。将测

序结果上传至 GenBank，获得登录号为 NW559548。

在 NCBI 网站利用 BLASTn 程序进行在线比对。  

1.5  菌株的耐盐能力检测 

取 1 mL OD600 约为 0.6 的对数生长期菌液，按

1% (体积分数)转接至 NaCl 浓度分别为 0%−19% 

(梯度为 1%)的 LB 液体培养基中，30 °C、180 r/min

培养，测定 0、12、22、26、30、34、47、60、         

72 h 的 OD600 并绘制生长曲线。 

1.6  菌株的底物利用能力检测 

取 1 mL OD600 约为 0.6 的对数生长期菌液，  

1 900×g 离心 5 min 后弃去上清，用等体积不含碳

源的 ASW 培养基洗涤菌体 2 次后重悬。实验组将

重悬后的菌液按 1% (体积分数)转接至以 4HBA 为

唯一碳源的 ASW 培养基中，30 °C、180 r/min 振

荡培养，测定 0、14、22、44、56、68、80、92、

104、124 h 的 OD600 并绘制生长曲线。对照组不加

底物或不接种菌株。 

1.7  全细胞生物转化 

取 1 mL OD600 约为 0.6 的对数生长期菌液，按

1% (体积分数)转接至 100 mL LB 液体培养基中，

培养至 OD600 约为 1.0，4 °C、1 900×g 离心菌体   

10 min，弃去上清，用 PBS (pH 7.4)洗涤菌体 2 次，

重悬菌体至 OD600 约为 10.0。加入 1 mmol/L 4HBA，

于 30 °C、180 r/min 摇床中进行全细胞生物转化实

验。在 0、0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.5、4.5 h 进

行取样，每次取 600 μL 样品，5 000×g 离心 2 min，

上清液经 0.22 μm 滤膜过滤后冻存于−20 °C，用于

化合物检测分析。 

1.8  粗酶活测定 

1.8.1  细胞裂解液的制备 

取 OD600 约为 0.6 的菌液，按 1% (体积分数)
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转接至 300 mL 的 LB 液体培养基中，培养至 OD600

约为 1.0，4 °C、5 000×g 离心菌体 10 min 后弃上

清，用 PBS 缓冲液(pH 7.4)洗涤菌体 2 次，重悬菌

体至 OD600 约为 10.0。加入溶菌酶至终浓度为      

1 mg/mL，置于 30 °C、180 r/min 摇床处理 30 min

进行初步破壁。置于冰上预冷 10 min 后进行超声

破碎(破碎 5 s，暂停 3 s) 30 min。待菌液较为澄清

后于 4 °C、5 000×g 离心 1 h，取上清细胞破碎液

作为粗酶液。 

1.8.2  粗酶活测定 

采用分光光度法测定粗酶液对 4HBA 的反应

活性，波长扫描区间为 200−400 nm。分别添加

NADH 或 NADPH 至终浓度为 50 μmol/L 作为反应

的辅因子，确定反应所需的辅因子类型，以辅因子

的消耗表征酶促反应的发生。酶活单位(U)定义为

每 分 钟 消 耗 辅 因 子 的 摩 尔 量 ； 比 活 力 (Specific 

Activity)定义为每毫克蛋白所含的酶活力单位数。

反应体系为：850 μL PBS (pH 7.4)与 150 μL 粗酶

液，加入 1 μL 50 mmol/L 辅因子混合均匀，加入   

1 μL 200 mmol/L 的 4-羟基苯甲酸起始反应，波长

扫描间隔时间为 30 s。对照杯中不加底物，其余条

件与反应杯一致。 

1.9  化合物检测分析 

使用配有 Waters e2695 Separation Module 和

2998 PDA Detector 的高效液相色谱(HPLC)定量分

析 4HBA 全细胞生物转化过程中底物的下降和产

物的生成。分析柱使用 Agilent ZORBAX SB-C18 

(5 μm，4.6 mm×250 mm)，柱温设置为 30 °C。流

动相为 50 mmol/L 乙酸铵(pH 4.2):甲醇=8:2 (体积

比)，流速为 1 mL/min，检测波长为 255 nm。使用

超高效液相色谱-飞行时间质谱联用仪对产物与标

准品原儿茶酸的保留时间和质谱结果进行比对，以

鉴定产物。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的分离与鉴定 

以 4-羟基苯甲酸(4-Hydroxybenzoate，4HBA)

为底物，从马里亚纳海沟 6 300 m 沉积物样本中富

集培养得到一株细菌。该菌株在 LB 固体培养基上经

30 °C 培养 4 d 后，呈柠檬黄色、不透明、表面光滑、

边缘整齐、凸出于培养基表面、直径约为 1−2 mm

的圆形菌落。扫描电镜观察形态如图 1 所示，菌体

呈球形，直径为 0.4−0.6 μm，无鞭毛结构。 

基于 NCBI 网站 BLASTn 程序在线比对结果，

该 菌 株 的 16S rRNA 基 因 序 列 与 Citricoccus 

nitrophenolicus strain PNPT (NR117546)的 16S rRNA

基因序列具有 99.5%一致性。综合菌落形态特征和

16S rRNA 基因序列比对分析结果，将该菌株鉴定

为柠檬球菌属(Citricoccus)，命名为 Citricoccus sp. 

strain NyZ702。 

2.2  菌株 NyZ702 生长盐浓度范围 

检测菌株 NyZ702 于 0%−19% (质量体积分数)

盐浓度和 30 °C 条件下在 LB 液体培养基中的生长

状况。该菌株在 0%−14% (质量体积分数)盐浓度

范围内均表现出一定程度的生长(图 2)。当盐浓度 

 

 
 

图 1  Citricoccus sp. strain NyZ702 在扫描电镜下的形态  
Figure 1  Morphology of Citricoccus sp. strain NyZ702 
observed by SEM 
注：扫描电镜放大倍数为 5×104 倍，标尺为 1 μm。菌体呈球

形，直径为 0.4−0.6 μm 

Note: The SEM magnification was 5×104 with the scale bar of  
1 μm. The cells were spherical with a diameter of 0.4−0.6 μm 
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图 2  Citricoccus sp. strain NyZ702 在不同盐浓度

(0%−14%) LB 培养基中的生长曲线 
Figure 2  Growth of Citricoccus sp. strain NyZ702 in 
liquid LB medium of different salt concentrations ranging 
from 0% to 14% 

 
范围为 2%−8% (质量体积分数)时，菌株 NyZ702

经过大约 12 h 的生长即进入对数生长期，并于 48 h

左右进入稳定期，72 h 后 OD600 最高可达到 1.8

左右。当盐浓度为 1%、9%−13% (质量体积分数)

时，菌株 NyZ702 生长的迟滞期约为 26−48 h，   

72 h 的 OD600 在 0.6−1.6 之间。当盐浓度为 0%、

14% (质量体积分数)时，菌株仅有较为缓慢且微

弱的生长；≥15%时无法生长。该结果表明菌株

NyZ702 为耐盐菌，其生长需要一定的盐浓度，

而且最适生长盐浓度范围为 2%−8% (质量体积

分数)。 

2.3  菌株 NyZ702 利用底物生长 

检测菌株 NyZ702 在添加 4HBA 为唯一碳源

的 ASW 培养基中的生长情况。30 °C 条件下，实

验组中，菌株 NyZ702 在添加 4HBA 为唯一碳源的

ASW 培养基中经过 124 h 培养，OD600 从 0.12 增

长至 0.29。同时，检测到 124 h 后 4HBA 浓度从最

初的 0.84 mmol/L 降至 0，菌株 NyZ702 对 4HBA

的相对去除率为 6.06 mg/(L·h·OD600)。然而在对照

组不含碳源的 ASW 培养基中，菌株 NyZ702 的

OD600 无明显变化，表明菌株并未生长，而且未接

种菌株的培养基中底物浓度不变(图 3)。以上结果

表明菌株 NyZ702 可以利用 4HBA 为唯一碳源进

行生长。 

2.4  菌株 NyZ702 全细胞生物转化 4HBA 与产

物鉴定 

在菌株 NyZ702 对 4HBA 的全细胞生物转化实

验中，通过 UPLC-TOFMS 对产物进行分析：产物的

出峰时间为 10.992 min，负离子模式下的 m/z 为

153.019 1 (图 4A)；原儿茶酸标准品的出峰时间为

11.045 min，负离子模式下的 m/z 为 153.018 9  

(图 4B)。产物的出峰时间、负离子模式下的质荷

比与原儿茶酸标品均在误差范围内，因此初步鉴

定产物为原儿茶酸。 

利用 HPLC 对定时取样的培养物进行分析，

检测到底物(4HBA)的下降和产物(原儿茶酸)的积

累，并对其进行定量分析。在 2.5 h 内，菌株 NyZ702

将 0.96 mmol/L 4HBA 彻底降解，同时生成中间产

物原儿茶酸。原儿茶酸浓度在 2 h 内积累到最大值

0.58 mmol/L，随后逐渐下降(图 4C)。 

 

 
 
图 3  Citricoccus sp. strain NyZ702 以 4-羟基苯甲酸

(4HBA)为唯一碳源进行生长 
Figure 3  Growth of Citricoccus sp. strain NyZ702 on 
4-hydroxybenzoate (4HBA) as the sole carbon source 
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图 4  Citricoccus sp. strain NyZ702 对 4HBA 进行生物转化及产物鉴定 
Figure 4  The whole cell biotransformation of 4HBA by Citricoccus sp. strain NyZ702 and the identification of the product  
注：A：生物转化产物的 UPLC-TOFMS 分析结果；B：原儿茶酸标准品的 UPLC-TOFMS 分析结果；C：生物转化过程中底物的

消耗与中间产物原儿茶酸的浓度变化 

Note: A: UPLC-TOFMS analysis of the product of biotransformation; B: UPLC-TOFMS analysis of the authentic protocatechuate; C: 
Concentration changes of the substrate and the intermediate protocutechuate in the biotrasformation 
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2.5  菌株 NyZ702 粗酶液具有催化 4HBA 生成

原儿茶酸的活力 

利用紫外分光光度计检测菌株 NyZ702 粗酶

液的活力，添加 NADH 为辅因子，反应杯与对照 

杯相比无辅因子的消耗；添加 NADPH 作为辅因子，

加入底物(4HBA)起始反应后，反应杯相比对照杯在

340 nm 处吸光值显著下降，表明菌株 NyZ702 细胞

粗提液对 4HBA有反应活性，而且反应需要 NADPH 

[λmax=340 nm，ε340=6.22×103 L/(mol·cm)]作为辅因

子。通过比尔伯格吸光定律计算粗酶液与 4HBA

反 应 过 程 中 每 分 钟 消 耗 NADPH 的 量 ， 得 出

U=9.16×10–4 μmol/min ， 粗 酶 液 比 活 力 (Specific 

Activity)=5.01×10–4 U/mg-protein。 

2.6  菌株 NyZ702 降解 4HBA 代谢途径预测 

底物生长实验结果表明，菌株 NyZ702 可以利

用 0.84 mmol/L 4HBA 为唯一碳源进行生长。全细胞

生物转化实验中，该菌株在 2.5 h 内将 0.96 mmol/L 

4HBA 完全转化，生成中心代谢产物原儿茶酸。同

时，野生型菌株的粗酶液对 4HBA 具有单加氧酶

活性，而且反应需要 NADPH 作为辅因子。综合以

上结果，初步表明菌株 NyZ702 以原儿茶酸为中间

代谢产物降解 4HBA。根据已有的陆源微生物通过

原儿茶酸途径降解 4HBA 的研究报道[18-19]，推测

菌株 NyZ702 降解 4HBA 的代谢途径如图 5 所示，

4HBA 经单加氧反应生成原儿茶酸，在双加氧酶的

作用下开环生成 3-羧基-顺,顺-黏糠酸，再经过内酯

化合物形成 β-酮己二酸，最终进入三羧酸循环。 

3  讨论 

芳香化合物在环境中广泛存在，具有结构稳

定、难降解的特点[15]。虽然基于测序的多项研究

报道深渊环境中存在潜在的芳香化合物降解菌  

株[6,8-10,16]，但其中的芳香化合物代谢微生物纯培

养并未有报道。本研究以简单芳香化合物为底物对

深渊沉积物样本进行富集培养，通过平板稀释涂布

分离得到一株放线菌纲 (Actinomycetia)微球菌目

(Micrococcales)微球菌科 (Micrococcaceae)柠檬球

菌属(Citricoccus)的菌株 NyZ702，该菌株具有一定

耐盐能力(1%−14%)，经底物利用实验验证其具有

4-羟基苯甲酸(4-Hydroxybenzoate，4HBA)降解能力。 

芳香化合物降解微生物来源丰富，根据底物分

布范围的不同可分离自植物根际土壤[20]、工业生

产废水[21]、河口或盐沼[22]、石油污染的水体或沉

积物[23-24]等环境，并展现出一定的环境适应性和代 

 

 
 
图 5  Citricoccus sp. strain NyZ702 通过原儿茶酸途径降解 4HBA 的代谢途径推测 
Figure 5  Proposed degradation pathway of 4HBA via protocatechuate by Citricoccus sp. strain NyZ702 
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谢多样性。对于已鉴定的 4-羟基苯甲酸降解菌，

分离自植物根际的 Pseudomonas putida WCS358[18]

除了具备 4HBA 降解能力，同时还可以促进植物

生长[25]。分离自邻苯二甲酸酯污染的活性污泥中

的 Rhodococcus erythropolis strain S1，同时可降

解 2-羟基苯甲酸、3-羟基苯甲酸、4-羟基苯甲酸、

原 儿 茶 酸 和 龙 胆 酸 [26] ， 另 一 株 土 壤 来 源 的

Enterobacter cloacae P240 同样展现出对 4HBA 之

外的芳香化合物降解能力[27]，而且对不同底物的

降解速率有差异。本研究中的菌株 NyZ702 分离自

深渊沉积物，其最适生长盐浓度范围(2%−8%，质

量体积分数)表现了该菌株对海洋环境(3.5%盐浓度)

的适应，但其是否适应原位高压环境和是否具有更

广的底物范围仍有待进一步验证。与土壤来源的植

物病原菌 Xanthomonas campestris pv. campestris 

对 4HBA 的相对去除率[11.26 mg/(L·h·OD600)]
[20]

相 比 ， 菌 株 NyZ702 对 4HBA 的 相 对 去 除 率   

[6.06 mg/(L·h·OD600)]约为前者的一半，推测差异的

原因与底物在特定环境中的丰度有关，但相对去除

率的差异在不同菌株间是否普遍以及可能的影响

因素需要更广泛的统计分析。 

同时，微生物有氧降解 4HBA 的途径主要有  

3 种：(1) 原儿茶酸途径。菌株 Pseudomonas putida 

WCS358[18]、Corynebacterium glutamicum RES167[19]

和 Xanthomonas campestris pv. campestris[20]中，

4HBA 在 4-羟基苯甲酸-3-单加氧酶作用下被转

化为原儿茶酸，经双加氧酶作用开环进入下游代

谢 [19] 。 (2) 对 苯 二 酚 途 径 。 对 于 菌 株 Candida 

parapsilosis CBS604[28] 和 Enterobacter cloacae 

P240[27]，4HBA 在 4-羟基苯甲酸-1-羟化酶作用下

发生羟化、脱羧反应，生成对苯二酚进入下游代

谢[29]。(3) 龙胆酸途径。Brevibacillus laterosporus 

PHB-7a 中的羟化酶可催化 4HBA 发生羧基分子内

迁移，生成龙胆酸进入下游代谢[30]。本研究通过

高效液相色谱(HPLC)检测到 4HBA 生物转化产物

的积累，经超高效液相色谱-飞行时间质谱联用仪

(UPLC-TOFMS)初步鉴定菌株 NyZ702 转化 4HBA

的产物为原儿茶酸。对生物转化反应体系中的底物

与产物进行定量分析，发现底物在 2.5 h 内被完全

消耗，而产物浓度在 2 h 积累到最大值后出现下降，

推测产物可能由于结构不稳定而自发氧化或被菌

株 NyZ702 继续利用进入下游代谢。粗酶活反应揭

示了菌株 NyZ702 细胞粗提液与 4HBA 的反应对

NADPH 而非 NADH 具有偏好性，与已报道的

NADPH 依赖型 4-羟基苯甲酸 3-单加氧酶具有一致

性[31]，表明菌株 NyZ702 细胞粗提液具有 4-羟基

苯甲酸 3-单加氧酶活性。以上结果揭示了该菌株

以原儿茶酸为中间代谢产物对 4HBA 进行降解，

可能与同样利用原儿茶酸代谢途径的菌株具有相

近的降解基因簇，后续可对潜在的 4-羟基苯甲酸

3-单加氧酶基因序列设计保守引物进行分子克隆，

结合测序技术进一步鉴定菌株 NyZ702 降解 4HBA

过程中的分子机制。 

柠檬球菌属广泛分布于多种环境中。Altenburger

等 首 次 从 中 世 纪 壁 画 分 离 得 到 一 株 Citricoccus 

muralis strain 4-0T[32]。陆地来源的该属菌株还包括

分离自沙漠的 Citricoccus alkalitolerans strain YIM 

70010T[33] 以 及 分 离 自 墙 壁 的 Citricoccus parietis 

strain 02-Je-010T[34]。此外，高盐废水[35]、寡营养地

下水[36]、浅海沉积物[37]等环境也有该菌属的报道。

其中分离自污水处理厂的 Citricoccus nitrophenolicus 

strain PNPT 具有 4-硝基酚(4-Nitrophenol)降解能 

力[38]，分离自农药废水排污口的 Citricoccus sp. 

strain TT3 可降解除草剂莠去津[39]。系统发育分析

表明菌株 NyZ702 与 Citricoccus nitrophenolicus 

strain PNPT 具有较高相似度，但菌株 NyZ702 是否

也具备 4-硝基酚降解能力仍有待进一步探究。目

前已有多项研究基于测序技术揭示了马里亚纳海

沟 中 放 线 菌 纲 微 生 物 的 存 在 [6,40-43] ， 同 时

Abdel-Mageed 等从马里亚纳海沟沉积物中分离得
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到 2 株放线菌 Dermacoccus abyssi sp. nov. strains 

MT1.1 和 MT1.2，与菌株 NyZ702 同属于放线菌纲

微球菌目[44]。可见菌株 NyZ702 的分离培养进一步

丰富了深渊来源的微生物资源，同时也说明了放线

菌纲特别是 Citricoccus 属的菌株在深渊环境中占

有一席之地，可能在深渊环境中微生物驱动的物质

循环中起着一定的作用。后续研究将模拟深渊高压

环境对菌株 NyZ702 进行培养，并结合生物化学和

分子生物学手段对其在深渊环境中的芳香化合物

降解机制进行深入探究。 

4  结论 

本研究通过芳香化合物富集培养，从深渊沉积

物样本中分离得到一株 4-羟基苯甲酸降解菌，经

过形态观察和系统发育学分析，将该菌株命名为

Citricoccus sp. strain NyZ702。通过遗传、分子和

生化的方法，证明了菌株 NyZ702 具有利用 4-羟基

苯甲酸为唯一碳源生长的能力，并初步鉴定其代谢

中间产物为原儿茶酸，检测野生型菌株细胞粗酶液

具有催化 4-羟基苯甲酸生成原儿茶酸的酶活力，

推测该菌株通过原儿茶酸途径降解 4-羟基苯甲酸

的代谢途径。该菌株的分离培养丰富了深渊来源的

微生物菌种资源，为深渊中的芳香化合物降解研究

提供了一定基础，未来将以该菌株为基础进一步探

究其芳香化合物代谢底物范围，模拟深渊高压条件

下的生长能力和芳香化合物代谢生理生化机制等。 
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