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摘 要：对乙氧基苯胺(para-ethoxyaniline, ETH)作为一种广泛应用的工业原料和中间体，其在环

境中的残留可能具有持久性，从而对生态环境和人类健康构成潜在风险。【目的】从活性污泥中

筛选对 ETH 具有高效降解能力的菌株，优化其降解条件，并基于转录组学和质谱分析揭示该菌

株在 ETH 胁迫下的基因表达调控机制，识别关键降解相关基因及代谢通路。【方法】以 ETH 为

唯一碳源，从活性污泥中筛选和分离高效降解菌株，结合形态学观察、生理生化实验，以及基于

16S rRNA 基因序列构建系统发育树分析，对目标菌株进行分类鉴定。研究不同温度、pH 和 ETH

初始浓度对菌株生长及 ETH 降解效率的影响。进一步利用转录组测序技术鉴定相关差异表达基

因 (differentially expressed genes, DEGs)， 并 使 用 实 时 荧 光 定 量 逆 转 录 PCR (real-time reverse 

transcription quantitative PCR, RT-qPCR)验证部分上调基因，结合质谱分析结果深入解析相关代谢

通路。【结果】成功分离获得 1 株 ETH 高效降解菌 DQ78，经形态学观察及分子生物学鉴定为假

单胞菌(Pseudomonas sp.)。降解条件优化试验结果表明，菌株 DQ78 在温度 28 ℃、pH 8.0、ETH

初始浓度 4 mmol/L、接种量 1% 的条件下，40 h 内对 ETH 的降解率达到 100%。对其降解产物进

行鉴定，共鉴定出 3 种中间产物，初步提出了 ETH 的降解途径。转录组分析显示，ETH 诱导组

检测到 3 380 个 DEGs，其中 1 609 个基因上调，1 771 个基因下调。GO 富集分析表明，在 ETH

胁迫条件下上调基因显著富集的 GO terms 有 57 个，主要涉及氨基酸代谢和合成、细胞运动、三

价铁结合、物质转运等过程，这些通路可激活 ETH 降解相关酶的合成，增强底物摄取及中间产物
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跨膜代谢。下调的 GO terms 有 58 个，主要包括肽的代谢与合成、核糖体结构及细胞组成等通路，

反映菌株为优先保障 ETH 降解相关功能蛋白合成，对非核心代谢进行能量重分配。KEGG 富集

结果显示，在 ETH 胁迫条件下上调的通路有 183 个，下调的有 184 个，主要涉及鞭毛组装、硫

代谢及胞外生物合成等，表明菌株通过增强底物趋化捕获，促进酶分泌与抗逆物质合成等方式协

同响应 ETH 胁迫。【结论】菌株 DQ78 在 40 h 内完全降解 ETH，为环境中 ETH 污染的生物修复

提供了优良菌种和理论支持。转录组分析揭示了该菌响应 ETH 的分子调控机制，为深入探索微

生物降解有机污染物的遗传基础提供了理论支持。

关键词：对乙氧基苯胺；假单胞菌；转录组测序；差异表达基因
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Abstract: Para-ethoxyaniline (ETH), a widely used industrial raw material and intermediate, 
persists in the environment, posing potential risks to ecosystems and human health.[Objective] To 
isolate an efficient ETH-degrading strain from activated sludge, optimize its degradation 
conditions, and elucidate the gene regulatory mechanisms and metabolic pathways under ETH 
stress by transcriptomic and mass spectrometric analyses. [Methods] A strain capable of utilizing 
ETH as the sole carbon source was isolated from activated sludge and identified through 
morphological observation, physiological and biochemical tests, and phylogenetic tree construction 
based on 16S rRNA gene sequences. The effects of temperature, pH, and initial ETH concentration 
on bacterial growth and degradation efficiency were examined. Transcriptome sequencing was 
employed to identify differentially expressed genes (DEGs), with selected up-regulated DEGs 
validated by real-time reverse transcription quantitative (RT-qPCR). Furthermore, mass 
spectrometry was employed to investigate the metabolic pathways. [Results] A highly efficient 
ETH-degrading strain, designated DQ78 and identified as Pseudomonas sp., was isolated. Under 
optimal conditions (28 ℃, pH 8.0, 4 mmol/L ETH, and 1% inoculum), it completely degraded ETH 
within 40 h. Three metabolic intermediates were identified, allowing the proposal of a preliminary 
degradation pathway. Transcriptomic analysis revealed 3 380 DEGs under ETH stress, including 
1 609 up-regulated and 1 771 down-regulated genes. GO enrichment indicated up-regulated genes 
were primarily involved in 57 GO terms such as amino acid metabolism, cell motility, iron binding, 
and transport, which might activate the synthesis of ETF-degrading enzymes and enhance substrate 
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uptake and transmembrane metabolism of intermediates. The down-regulated genes were enriched 
in 58 GO terms such as peptide metabolism and synthesis, ribosomal structure, and cellular 
components, suggesting a metabolic reallocation toward stress adaptation. KEGG analysis 
predicted 183 up-regulated pathways and 184 down-regulated pathways such as flagellar assembly, 
sulfur metabolism, and extracellular biosynthesis under ETH stress, indicating enhanced 
chemotaxis, enzyme secretion, and stress-resistant substance synthesis. [Conclusion] Strain DQ78 
achieved complete degradation of ETH within 40 h, being a promising candidate for the 
bioremediation of ETH-contaminated environments. Transcriptomic analysis reveals the molecular 
regulatory mechanism of this strain in response to ETH, which lays a theoretical foundation for 
further exploring the genetic foundation of microbial degradation of organic pollutants.
Keywords: para-ethoxyaniline; Pseudomonas; transcriptome sequencing; differentially expressed 
genes

芳香胺(aromatic amines, AAs)是一类具有广

泛工业应用的工业化学品，作为合成染料、药

物和农药的关键中间体，其在环境中表现出持

久性特征[1]。然而，大量研究证实多数 AAs 具

有诱变与致癌潜力，对生态系统和人类健康构

成显著威胁[2-3]。快速工业化和化学合成技术的

进步加剧了 AAs 在环境中的积累，这已成为亟

待解决的污染问题[4]。值得关注的是，对乙氧基

苯胺 (para-ethoxyaniline, ETH)作为典型的 AAs

衍生物广泛应用于食品、化工、制药等工业领

域。其苯环上的乙氧基取代基赋予分子更高的

化学稳定性与生物毒性。Pauluhn 等[5]发现 ETH

可导致哺乳动物贫血、肝肾损伤等不良反应，

凸显了其环境风险的严峻性。

目前，芳香胺等有毒难降解工业废水的处

理方法有液膜萃取法、吸附法、光催化、超临

界氧化、Fenton 氧化等[6]。Zeng 等[7]发现苯甲醚

改性超交联树脂可高效吸附水溶液中的苯胺，

但吸附剂生物毒性大、污染较重。夏爽[8]发现利

用超临界水氧化法可高效去除工业废水中的苯

胺焦油，去除率达到 99.99%，但其所需温度和

压力较高(温度>374 ℃，压力>22.1 MPa)，对设

备的要求也很高。相比之下，微生物降解技术

因其环境友好，被视为更具前景的治理途径。

已有报道显示，芽孢杆菌属[9]、曲霉菌属[10]和假

单胞菌属[11]等多个微生物类群具备降解 AAs 的

能力。其中，假单胞菌属因其卓越的代谢适应

性，能够以 AAs 为唯一碳源进行生长与转化，

展现出特殊的应用潜力[12]。

近年来，多组学高通量测序技术的突破为

解析微生物应答环境胁迫的分子机制提供了全

新视角[13]。目前，尽管已有研究从基因层面对

芳香胺降解菌的代谢基因簇进行了探索，但基

于转录组学系统揭示其降解机制与抗胁迫调控

的研究仍较为匮乏[14]。转录组测序能够直接反

映特定生理状态下细胞的基因表达差异，不仅

可系统识别差异表达基因，更能从转录动态层

面阐释污染物降解途径的关键环节[15]。此外，

转录组学研究还可通过差异基因表达分析，系

统地解析微生物在环境胁迫下应激反应的分子

机制[16]。Wang 等[17]发现在磺胺甲恶唑胁迫条件

下，魔鬼弧菌(Vibrio diabolicus) L2-2 中有 328 个

与磺胺甲恶唑解毒相关的差异表达基因，其中

膜转运和抗氧化相关基因显著上调，揭示了其

解毒机制。Zhang 等[18]对降解磺胺嘧啶的黄孢原

毛平革菌(Phanerochaete chrysosporium)的转录组

分析发现 5 097 个上调基因，其中代谢通路的全

面激活在抗生素降解中发挥重要作用。这些研

究表明，转录组学在揭示微生物环境适应性机

制方面具有重要作用。
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本研究报道了一株具有高效 ETH 降解效率

的假单胞菌(Pseudomonas sp.) DQ78，通过比较

其在琥珀酸(对照组)与 ETH 为唯一碳源(诱导组)

条件下的基因表达差异，寻找表型与基因型之

间的相互关系，系统解析菌株在 ETH 胁迫下的

基因表达响应与代谢通路重构。本研究旨在从

转录层面揭示 ETH 的生物降解路径与菌株的抗

逆机制，为进一步阐明其生理生化与遗传基础提

供理论依据，同时也为开发针对乙氧基苯胺污染

的高效生物修复策略提供菌种资源与科学支撑。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　材料

1.1.1　样品采集

从武汉市东西湖区污水处理厂的活性污泥

中分离纯化出假单胞菌 DQ78。菌株保藏于中国

典型培养物保藏中心，保藏号为 M20232365。

1.1.2　主要试剂和仪器

对乙氧基苯胺，上海阿拉丁生化科技股份

有限公司；甲醇，赛默飞世尔科技公司；总

RNA 提取试剂盒、逆转录试剂盒，宝生物工程

(大连)有限公司。

生化培养箱，上海知楚仪器有限公司；高

压自动灭菌锅，上海申安医疗器械厂；恒温摇

床，上海新苗医疗器械制造有限公司；高效液

相色谱，依利特(大连)分析仪器有限公司；PCR

仪，耶拿分析仪器(北京)有限公司。

1.1.3　培养基

基本培养基 (minimal medium, MM) (g/L)：

(NH4)2SO4 2.0，Na2HPO4·12H2O 14.3，KH2PO4 

3.0， FeSO4·7H2O 0.000 3，500×贮存液 2.0 mL；

500× 贮 存 液 (g/L)： MnSO4 ∙ H2O 0.14，

MgSO4∙7H2O 0.03，CuSO4 0.025，ZnSO4 0.025，

H3BO3 0.025。

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母提取

物 5.0，NaCl 5.0。

所有培养基 121 ℃灭菌 20 min。

1.2　降解 ETH 菌株的富集和分离

采集武汉市东西湖区污水处理厂活性污泥

样本，取 1.0 g 活性污泥加入 100 mL 含 ETH 

(2 mmol/L)的 MM 培养基中，28 ℃、200 r/min

培养 7 d。取 5% 培养基的上清液接种于 100 mL

含有 2 mmol/L ETH 的液体 MM 培养基中，

28 ℃、200 r/min 继续培养 7 d。该过程连续传代

8 次后，获得含有降解 ETH 菌株的混合培养物。

1.3　降解 ETH 菌株的纯化

将初筛获得的 ETH 降解菌菌液，通过划线

分离法接种至含 2 mmol/L ETH 的固体 MM 培养

基，28 ℃倒置培养。培养 7 d 后，根据菌株边

缘形态、菌落颜色及隆起度等特征差异，挑取

不同单克隆分别接种至含 2 mmol/L ETH 的液体

MM 培养基中，28 ℃、200 r/min 培养 24 h。连

续进行 2 次划线分离与单菌落挑取操作。将纯

化后的单菌落接种到 5 mL 液体 MM 培养基中，

ETH 终浓度为 2 mmol/L，28 ℃、200 r/min 培养

48 h，以不接菌的培养基作为空白对照，每株菌

进行 3 次重复试验。

采用高效液相色谱(HPLC)法测定 ETH 含

量，色谱柱选用 Accucore C18 柱(长度 250 mm×

内径 4.6 mm×粒径 2.6 μm)，流动相由等体积的

甲醇与纯水组成(A 相：50% 甲醇；B 相：50%

纯水)，流速控制为 0.5 mL/min，进样量为 10 µL，

柱温 30 ℃，采用紫外检测器在 290 nm 波长下

检测。按照公式(1)计算菌株对 ETH 的降解率。

ETH降解率=(空白对照组浓度−试验组浓度)/

对照组浓度×100% (1)

1.4　菌株形态及理化特性检测

取筛选获得的目标菌株，采用平板划线接

种法接种至 LB 固体培养基表面，28 ℃培养 48 h，

观察其菌落形态，挑取形态均一、无杂菌污染

的单菌落进行电镜观察。选取目标菌株 DQ78，

参照 Biolog GENIII 鉴定板说明书将处于对数生长

期的菌株制备为适宜浓度的菌悬液，以 100 μL/孔

的量加入 Biolog GENIII 96 孔鉴定板，该板包含
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阳性对照、阴性对照以及 71 种碳源和 23 种化

学敏感物质。接种后于 28 ℃避光培养 48 h，根

据颜色反应判断菌株碳源利用情况。

1.5　16S rRNA 基因核苷酸序列检测

取菌株新鲜菌液作为扩增模板，用 16S 

rRNA 通用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGG 

CTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTACG 

ACTT-3′)进行 PCR 扩增。PCR 反应体系(20 μL)：

2×Taq Mix 10 μL，去离子水 7 μL，上、下游引

物(10 μmol/L)各 1 μL，DNA 模板 1 μL。PCR 反

应条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 30 s，

55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 90 s，共 30 个循

环； 72 ℃终延伸 5 min；16 ℃保温 10 min 终止

反应。PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳检测(上样量

5 μL)，合格样品送生工生物工程(上海)股份有限

公司进行 16S rRNA 基因测序，测序得到的 16S 

rRNA 基因序列已上传至 NCBI GenBank 数据

库，登录号为 PX462094；通过 BLAST 比对该

序列与 GenBank 中已知序列的同源性，选取

14 株序列相似度较高的菌株作为参考序列，并

利用 MEGA 11.0 软件，用邻接(neighbor-joining)

法进行分子系统学分析。

1.6　不同条件对菌株生长的影响

参照文献 [19]方法，将经 LB 液体培养基

28 ℃、200 r/min 复苏 12 h 的 DQ78 菌株，按体

积分数为 1% 的接种量接种至对应培养基，通过

紫外分光光度计测定 OD600 值分析生长情况，各

处理均设 3 次重复。

将上述复苏后的 DQ78 菌株按体积分数为

1% 的接种量接种于 100 mL 灭菌的 LB 培养基，

28 ℃、200 r/min 培养 45 h，分别在 0、5、10、

15、20、25、30、35、40、45 h 取样测 OD600 值

并绘制生长曲线。将复苏后 DQ78 菌株按 1% 的

接种量接种于 5 mL 灭菌的 LB 培养基，28 ℃、

200 r/min 培养 45 h 后测 OD600 值并绘图。设置

温度梯度为 19、24、28、32、37 ℃；初始 pH

为 5.0、6.0、7.0、8.0、9.0；初始 ETH 浓度为     

1−6 mmol/L，分别确定最适生长条件。

1.7　不同条件对菌株降解 ETH 的影响

参照文献 [19] 方法，将经 LB 培养基在

28 ℃、200 r/min 培养复苏至对数生长期(OD600

约为 0.4)的 DQ78 菌液，经 8 000 r/min 离心

10 min，无菌去离子水洗涤 2 次后重悬，按 1%

的接种量接入 30 mL MM 培养基(含 ETH)。试

验设 3 次生物学重复，以不接种菌液为空白对

照，培养 45 h 后进行检测。取 500 μL 菌液，加

入等体积甲醇终止反应，经 0.22 μm 有机相滤膜

过滤后，采用 HPLC 法测定 ETH 残留量，以峰

面积法定量并计算降解率。

单因素变量降解时间分别设置为 0、5、10、

15、20、25、30、35、40、45 h 取样；降解温

度分别设置为 19、24、28、32、37 ℃；初始

pH 设置为 5.0、6.0、7.0、8.0、9.0；ETH 初始

浓度设置为 1、2、3、4、5、6 mmol/L，分别确

定最适降解条件。

1.8　ETH 生物降解产物的鉴定

将菌株 DQ78 培养至对数生长期 OD600 约为

0.4，经 8 000 r/min 离心 10 min 后收集菌体沉

淀，将所得菌体沉淀用等体积培养基重悬，按

1% 的接种量转接至 MM 培养基中，该培养基初

始 ETH 浓度为 4 mmol/L、pH 值调至 8.0，在

28 ℃、200 r/min 摇床培养。设 3 组平行及无菌

空白对照。分别于 12、24、48 h 取样。每次取

样 0.5 mL 并加入 0.5 mL 甲醇混匀，经 0.22 μm

有机滤膜过滤后避光保存。

采用超高效液相色谱 -串联质谱 (UHPLC-

MS)分析产物的分子质量。将 2 μL 样品经 Venusil 

MP C18 色谱柱(100 mm×2.1 mm，1.8 μm)分离。

流动相由 A 和 B 组成，其中流动相 A 为水溶

液，流动相B为甲醇溶液。设定流速为 0.2 mL/min，

柱温维持在 30 ℃；经色谱柱分离后的样品导入

质谱仪进行检测。采用正、负离子扫描模式采

集样品质谱信号，质量扫描范围为 100−200 m/z。

正模式离子喷雾电压为 1 000 V，负模式离子喷

1730



邱顺达 等 || 微生物学报, 2026, 66(4)

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn

雾电压为−1 000 V。

1.9　菌株 DQ78 的转录组测序

1.9.1　样品处理

挑取菌株 DQ78 单菌落，接种至 100 mL 的

LB 液体培养基，28 ℃、200 r/min 培养至对数

生长期(OD600 约为 0.4)，于 4 ℃、8 000 r/min 离

心 10 min 收集菌体沉淀。对照组和试验组分别

以 4 mmol/L 的琥珀酸和 ETH 作为唯一碳源，

28 ℃、200 r/min 孵育 1 h 后，分别于 4 ℃、

8 000 r/min 离心 10 min 收集沉积物。将琥珀酸

孵育的样本命名为 CK，将 ETH 孵育的样本命

名为 ETH，然后在−80 ℃保存。所有试验均进

行 3 个生物重复。

1.9.2　测序数据处理

样本经低温保存后送往上海美吉生物医药

科技有限公司进行 RNA 提取和 cDNA 文库制

备。采用 Illumina 高通量测序平台 NovaSeq X 

Plus 进行 RNA-seq 转录组测序。对原始测序读

段(reads)进行质量修剪，切除末端测序质量值小

于 Q20 的碱基序列，经此步骤筛选得到的高质

量测序数据，定义为 clean data。使用 RSeQC-

2.3.6 软件将 clean data 与参考基因组进行比对，

获得 mapped data，进行后续基因表达量统计和

差异分析。所有测序原始数据均已通过 NCBI 

SRA 数据库公开，SRA 登录号为 PRJNA1347660，

数据可经该登录号免费获取，确保研究结果可

重复验证。

1.9.3　差异基因表达及富集分析

基于 CK、ETH 与参考基因组比对结果，采

用每百万转录本数(transcripts per million, TPM)

用于定量转录本的表达水平[20]。采用基于负二

项分布模型的 DESeq2 软件对原始读段计数(raw 

count)进行统计分析，以 read count 平均值计算

差异倍数(fold change, FC)，将|log2 FC|>1 且校正

后显著性水平 Padj≤0.05 的基因定义为显著差异

表达基因 (differentially expressed genes, DEGs)，

其中 log2 FC>1 定义为显著上调基因，log2 FC<

−1 定义为显著下调基因[21]。经过多重检验校正

后，选择 Q-value≤0.05 的差异基因进行 GO、

KEGG 富集分析，明确其主要参与的生化代谢

途径、信号转导通路及生物学功能。

1.9.4　RT-qPCR 验证

为验证转录组结果的准确性，采用实时荧

光定量逆转录 PCR (real-time reverse transcription 

quantitative, RT-qPCR)进行验证。菌株的总 RNA

使用 RNAiso Plus 方法提取，逆转录反应使用

PrimeScript ™ RT Reagent Kit with gDNA Eraser 

(Perfect Real Time)逆转录试剂盒。RT-qPCR 扩

增体系(20 µL)：2×SYBR Green Mix 10 µL，上、

下游引物(5 µmol/L)各 0.8 µL，cDNA 模板 1 µL，

ddH2O 7.4 µL。扩增程序：95 ℃预变性 30 s；

95 ℃变性 5 s，57 ℃退火 30 s，共 35 个循环。

引物信息见表 1。

1.10　数据分析方法

试验数据的统计分析借助 SPSS 27.0 软件完

成，以 P=0.05 为差异具有统计学意义的判定标

准，分别采用单因素方差分析方法(analysis of 

variance, ANOVA)与独立样本 t 检验完成组间数

据的差异显著性判定。

表1　RT-qPCR引物序列

Table 1　 Primer sequences for real-time reverse 

transcription quantitative PCR

Genes

peg.1843

peg.1846

peg.1847

peg.5642

peg.5488

Primer 
names

1843-F

1843-R

1846-F

1846-R

1847-F

1847-R

5642-F

5642-R

5488-F

5488-R

Primer sequences (5′→3′)

TGCCTCGCACCGTAATCTA

CCAGCACGTGACACAGCTT

GAGCTGGTCCAGGCTGACC

CGAAGCATTGCCCTTGTGT

CGAACAGGAACTCCACAC

TCAAGTAATCGACGACGG

GCACCGGTGCTGGTACTG

GTCTGGCGAGCCGATCTT

CAAGTCGGGGCTGGAGAA

GGCGTTGATGGTGGCAAC
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2　　结果与分析结果与分析

2.1　菌株 DQ78 的筛选与鉴定

从武汉市东西湖污水处理厂的活性污泥中

富集、分离、纯化得到 1 株能以 ETH 为唯一碳

源生长的菌株，命名为 DQ78。该菌株在 40 h 内

对初始浓度为 2 mmol/L 的 ETH 的降解率达到

100%。其菌落形态呈乳白色、圆形、边缘规则、

表面光滑且凸起(图 1A)。电镜观察显示，该菌

为革兰氏阴性菌，呈杆状或略弯曲，具端生鞭

毛，有荚膜，细胞大小为(0.5−1.0) μm×(1.5−4.0) μm 

(图 1B)。生理生化鉴定(Biolog GENIII 系统)结

果表明，菌株 DQ78 对 D-葡萄糖、D-果糖、D-

纤维二糖、L-岩藻糖、L-鼠李糖、乳酸钠等碳源

和利福霉素 SV、林可霉素、醋竹桃霉素、万古

霉素等抗生素表现为阳性反应，而对山梨糖醇、

果胶、甲酸等表现为阴性反应(表 2)。基于 16S 

rRNA 基因序列的系统发育分析显示，该菌株与

Pseudomonas huaxiensis WCHPS060044 的相似

性为 99% (图 1C)。依据该菌株的菌落形态、生

理生化指标检测结果以及分子生物学鉴定数据，

经综合分析判定，该菌株的分类地位为假单胞

菌属(Pseudomonas)，并命名为 Pseudomonas sp. 

DQ78。

2.2　DQ78 菌株不同条件的生长情况

生长变化曲线是直观表征菌株在不同培养

条件下生长动态规律的有效手段。本研究的生

长曲线结果表明：在 0−15 h，菌株 DQ78 的

OD600 值上升速率缓慢，此阶段为菌株的适应

期；15−35 h 菌株进入对数生长期，菌体细胞快

图1　菌株的筛选与鉴定

Figure 1　The screening and characterization of strain. A: The colony morphology; B: Transmission electron 

microscope; C: The phylogenetic evolutionary tree of 16S rRNA gene sequences in strain DQ78.
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速分裂增殖 OD600 值呈快速上升趋势；35−45 h

菌株进入稳定期，细胞增殖速率与死亡速率趋

于平衡，其 OD600 值波动幅度较小，整体维持稳

定状态(图 2A)。最适生长温度试验表明(图 2B)，

当温度为 19 ℃时，OD600 值上涨缓慢，菌株

DQ78 生长繁殖能力较弱；当温度为 24−28 ℃

时，OD600 值稳步上涨，菌株 DQ78 生长繁殖能

力逐渐增强；当温度为 32−37 ℃时，OD600 值明

显下降，显示高温明显抑制其生长；说明菌株

DQ78 的最适生长温度为 28 ℃左右。在最适生

长温度 28 ℃下进一步观察初始 pH 对其生长的

影响(图 2C)，发现当培养基初始 pH 为 5.0−6.0

时，菌株的生长增殖速率较慢，OD600 值增加缓

慢上升趋势平缓；当初始 pH 为 7.0−9.0 时，菌株

生长态势良好，OD600 值维持在较高区间；尤为

突出的是，初始 pH 调至 8.0 时，菌株 OD600 值

表2　菌株DQ78的Biolog GENIII微生物鉴定板底物利用检测结果

Table 2　Substrate utilization results of Biolog GENIII microbial identification plate for strain DQ78

Test item

Negative control

D-fructose

D-maltose

3-methyl glucose

D-cellobiose

L-fucose

Sucrose

L-malic acid

1% Sodium lactate

Positive control

pH 5.0

pH 6.0

γ-amino-butryric acid

α-D-lactose

β-methyl-D-glucoside

Glucuronamide

D-salicin

N-acetyl-D-
glucosamine

D-glucose-6-PO4

N-acetyl-D-
galactosamine

D-aspartic acid

8% NaCl

4% NaCl

1% NaCl

Results

−
+

w

w

+

+

w

+

+

+

+

+

+

w

w

w

w

−

+

w

w

+

+

+

Test item

Inosine

L-rhamnose

Dextrin

Citric acid

D-trehalose

Minocycline

Gentiobiose

N-acetyl neuraminic 
acid

Nalidixic acid

Stachyose

Niaproof 4

D-serine

D-sorbitol

D-sorbitol

L-pyroglutamic acid

Myo-inositol

Glycerol

α-hydroxy-butyric 
acid

Acetoacetic acid

Mucic acid

D-melibiose

Tetrazolium violet

Vancomycin

Sodium bromate

Results

−
−
+

+

+

+

w

w

+

w

+

+

−
w

+

w

+

−

−
+

+

+

+

+

Test item

Methyl pyruvate

Glycyl-L-proline

L-alanine

L-aspartic acid

L-arginine

Tetrazolium blue

L-histidine

L-galactonic acid 
lactone

L-serine

Lithium chloride

Guanidine HCl

Fusidic acid

Tween-40

D-galacturonic acid

D-mannitol

D-glucuronic acid

D-gluconic acid

Acetic acid

Aztreonam

D-saccharic acid

Rifamycin SV

Troleandomycin

L-glutamic acid

Results

w

−
+

+

+

+

+

−

+

+

+

+

−
w

+

w

−
+

+

+

−
+

+

+

Test item

α-D-glucose

Gelatin

D-mannose

L-lactic acid

D-galactose

Quinic acid

D-fucose

p-hydroxy-
phenylacetic acid

Bromo-succinic acid

D-turanose

Lincomycin

Potassium tellurite

Pectin

D-raffinose

D-lactic acid methyl 
ester

β-hydroxy-D,L-
butyric acid

α-keto-butyric acid

D-fructose-6-PO4

Propionic acid

D-serine

Formic acid

α-keto-glutaric acid

Sodium butyrate

D-malic acid

Results

+

+

+

+

w

+

w

+

w

w

+

+

−
−
+

+

+

+

+

+

−
+

+

+

 +: Positive; −: Indicates negative; w: Indicates weakly positive.
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达到最大，由此可判定该菌株的最适生长 pH 为

8.0 左右。此外，不同初始 ETH 浓度试验结果表

明(图 2D)，当初始 ETH 浓度为 1−4 mmol/L 时，

菌株 DQ78 的 OD600值随初始 ETH 的浓度升高而

增加；当初始 ETH 浓度为 4−6 mmol/L 时，菌株

生长代谢受到显著抑制，OD600 值随浓度升高呈

逐步下降趋势；在该浓度范围内，初始 ETH 浓

度为 4 mmol/L 时，菌株的 OD600 值达到最大值，

表明最适生长初始 ETH 浓度为 4 mmol/L 左右，

且高浓度 ETH 对其生长具有明显抑制作用。

2.3　菌株 DQ78 降解条件的优化

为了探究环境条件对菌株 DQ78 降解 ETH

效率的影响，本研究系统考察了温度、pH 及

ETH 初始浓度等因素，并确定了菌株 DQ78 降

解 ETH 的最佳条件。如图 3A 所示，在温度为

28 ℃、初始 pH 8.0 的最优生长条件下，菌株

DQ78 对 4 mmol/L ETH 具备高效降解能力，可

在 40 h 内实现该底物的完全降解。培养至

20−35 h 时，ETH 降解率已达 90%；进入 35−40 h

阶段后，体系中残余的 ETH 被彻底降解。在不

同初始 pH 条件下(图 3B)，ETH 降解率呈现不

同的降解特性，当初始 pH 为 7.0−9.0 的中性至

弱碱性区间时，菌株对 ETH 的降解效率维持在

95% 以上的较高水平，其中 pH 8.0 为最优降解

pH，此时 ETH 可被完全降解；而当 pH 降至

5.0−7.0 的酸性区间时，ETH 降解率出现显著下

降，表明参与 ETH 降解的关键活性物质在中性

图2　菌株DQ78培养条件

Figure 2　Culture conditions for strain DQ78. A: The growth of strain; B: The optimization of temperature; C: 

The optimization of pH; D: The optimization of initial ETH concentration. Different letters indicate significant 

differences (P<0.05).
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及弱碱性环境下活性最高，酸性条件则会明显

抑制其功能发挥。最适降解温度的试验结果表

明，当温度在 19−37 ℃范围内，菌株 DQ78 对

ETH 的最适降解温度为 28 ℃，该条件下菌株可

在 40 h 内将 2 mmol/L ETH 完全降解，降解率达

100%；其次为 24 ℃，降解率约为 80%；当温度

进一步升高至 32 ℃和 37 ℃时，菌株的降解能

力大幅衰减，40 h 内 ETH 的降解率分别约为

20% 和 15% (图 3C)，证实高温环境对菌株的

ETH 降解能力具有显著抑制作用。此外，随着

底物初始浓度的升高，菌株的降解率呈逐步下

降趋势。当 ETH 初始浓度为 1−4 mmol/L 时，

菌株展现出最优降解效能，降解率可达 99% 左

右，ETH 初始浓度为 6 mmol/L 时，降解率则降

至 75% (图 3D)，表明较高初始浓度的 ETH 抑制

了菌株的降解效率。

2.4　ETH 降解产物及降解途径分析

本研究利用超高效液相色谱 -串联质谱

(UHPLC-MS)鉴定出了 ETH 及其降解产生的 3 种

主要降解产物(图 4)：4-乙氧基苯-1,2-二醇(P1)、

(2E, 4Z) -3-羟基 -2, 4-己二烯二酸 (P4)、琥珀酸

(P6)。通过分析降解产物的化学结构，可以推测

出 ETH 的降解途径：首先 ETH ([M+H]⁺，m/z= 

138.12)发生脱氨和 1,2 位羟基化，生成 P1 (m/z=

图3　菌株DQ78降解ETH的最适条件

Figure 3　 Optimization of ETH degradation conditions by strain DQ78. A: Optimal degradation time; B: 

Optimal degradation pH; C: Optimal degradation temperature; D: Optimal degradation ETH initial concentration. 

Different letters indicate significant differences (P<0.05).
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155.00)。P1 通过脱乙基或者邻位开环反应分别

生成 1,2,4-苯三酚(P2)、(2Z,4Z)-3-乙氧基-2,4-己

二烯二酸(P3)；P2 和 P3 通过邻位开环和脱乙基

生 成 具 有 烯 醇 结 构 的 P4 ([M+Na] ⁺ ， m/z=

181.09)；P4 进一步发生酮式-烯醇式互变异构生

成(Z)-4-羰基己-2-烯二酸(P5)；最后，P5 通过水

解、脱羧等反应生成 P6 ([M+H]⁺，m/z=117.10)，

最终进入三羧酸循环。

2.5　假单胞菌株 DQ78 在 ETH 胁迫环

境下的转录组学分析

2.5.1　转录组的数据质量评估

采用 Illumina NovaSeq 高通量测序平台，对

分别在对乙氧基苯胺(ETH)胁迫条件与琥珀酸

(CK)条件下培养的菌株 DQ78 进行转录组测序，

共完成 6 个样本的分析，获得总计 19.65 Gb 的

clean data，每个样本数据量均不低于 3.02 Gb。

试验组(ETH)的 3 个样本分别得到 21 010 000、

21 886 876 和 24 710 790 条有效序列；对照组(CK)

的 3个样本分别为 21 830 080、22 595 202和 22 595 202

条有效序列。经参考基因组比对及过滤后，试验组保

留 20 757 944、21 617 452和 24 411 144条高质量序

列，对照组则保留 21 596 784、22 215 930 和

23 822 672 条序列(表 3)。

为保障后续分析的可靠性，仅选用能够唯

一比对至基因组位置的序列 (unique matched 

reads)进行后续研究。质量评估结果显示(表 3)，

试验组中完全匹配至基因组的序列比例(genome 

mapped ratio) 均 高 于 98.90%， 对 照 组 也 达

93.78% 以上；唯一比对 reads 占 clean reads 的比

例 (unique matched reads ratio)在试验组中超过

98.29%，对照组中超过 92.56%。此外，所有样

本的 Q30 值介于 95.05%−95.59% 之间，Q20 平

图4　ETH生物降解产物及降解途径

Figure 4　Biodegradation products and degradation pathways of ETH. The compounds highlighted in red in the 

figure were identified by UHPLC-MS, while the black compounds remain unidentified.

表3　样品与参考基因组比对结果

Table 3　RNA-seq data for reads number in two samples

Sample name

ETH-1

ETH-2

ETH-3

CK-1

CK-2

CK-3

Raw reads

21 010 000

21 886 876

24 710 790

21 830 080

22 595 202

22 595 202

Total reads

20 757 944

21 617 452

24 411 144

21 596 784

22 215 930

23 822 672

Genome mapped reads

20 530 550 (98.90%)

21 427 157 (99.12%)

24 152 655 (98.94%)

20 252 714 (93.78%)

20 967 813 (94.38%)

22 602 407 (94.88%)

Unique matched reads

20 402 526 (98.29%)

21 300 369 (98.53%)

23 994 068 (98.29%)

19 990 568 (92.56%)

20 601 989 (92.74%)

22 224 140 (93.29%)

Clean Q20 (%)

98.46

98.42

98.38

98.53

98.60

98.58

Clean Q30 (%)

95.29

95.14

95.05

95.42

95.58

95.59
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均值范围为 98.38%−98.60%。上述指标综合表

明，本次转录组测序数据质量良好，符合后续

生物信息学分析的基本要求。

2.5.2　基因差异表达分析

使用 RSEM 软件对样本间基因表达水平进

行定量分析，以 TPM 作为表达量指标。结果显

示，在 ETH 处理组中共检测到 5 456 个基因表

达，对照组(CK)中则为 5 709 个基因(图 5A)。利

用 RNA-seq 数 据 的 主 成 分 分 析 (principal 

component analysis, PCA)判断组间聚类程度及样

品间的相关性[22]。如图 5B 所示，ETH 组与 CK

组样本在 PCA 图中分布距离较远，显示两组间

基因表达谱存在显著差异；而组内生物学重复

聚集紧密，表明实验重复性良好，满足差异分

析要求。

基于 DESeq2 对 ETH 组、CK 组的样本进行

分析，以|log2 FC|>1 且 FDR<0.05 为标准，共筛

选出 3 380 个差异表达基因(DEGs)，其中 1 609 个

基因的转录水平显著上调，1 771 个基因的转录

水平显著下调 (图 5C)。这表明菌株 DQ78 在

ETH 胁迫条件下存在一个相对完整的适应系统，

通过调控一系列基因的表达来适应环境的变化。

下调基因数大于上调基因数，推测 ETH 可能在

一定程度上抑制了菌株的部分基础代谢过程，

同时激活了特定胁迫响应机制以协助细胞适应

环境压力。

2.5.3　差异表达基因的 GO 富集分析

为深入解析假单胞菌 DQ78 在 ETH 胁迫下

的转录调控特征，对差异表达基因(DEGs)进行

了 GO 功能富集分析，分别从 3 个类别对上下调

基 因 进 行 功 能 归 类 包 括 细 胞 组 分 (cellular 

component, CC)、分子功能 (molecular function, 

图5　菌株DQ78在不同处理下表达量分析

Figure 5　Expression analysis of strain DQ78 under different treatments. A: Venn diagram of DEGs; B: PCA 

shows distances between samples from different groups; C: Volcano plot of differentially expressed genes 

induced by ETH and succinic acid, respectively.
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MF)和生物过程 (biological process, BP)。上调

DEGs 显著富集的 GO terms 共有 57 个。在生物

过程中，主要富集于支链氨基酸代谢过程

(branched-chain amino acid metabolic process)、细

菌 型 鞭 毛 依 赖 的 细 胞 运 动 (bacterial-type 

flagellum-dependent cell motility)和支链氨基酸生

物 合 成 过 程 (branched-chain amino acid 

biosynthetic process)；在分子功能层面，高度富

集的 terms 包括三价铁结合(ferric iron binding)、

细胞骨架运动活性(cytoskeletal motor activity)和

氧化还原酶(oxidoreductase activity)等；在细胞

组分方面，集中于细菌型鞭毛基体 (bacterial-

type flagellum basal body)、TAT 蛋白转运复合物

(TAT protein transport complex)和切酶修复复合

体(excinuclease repair complex) (图 6A)。这些结

果表明，菌株在 ETH 胁迫下可能通过增强支链

氨基酸代谢以提供能量与前体物质，提升运动

能力以趋近底物，并借助铁离子结合与氧化还

原酶系统参与 ETH 的初始氧化或共代谢降解。

GO 功能富集分析结果显示，下调 DEGs 共

显著富集到 58 个 GO terms。从功能分类来看：

在生物过程层面，富集条目主要涵盖肽生物合

成过程 (peptide biosynthetic process)、肽代谢过

程 (peptide metabolic process) 和蛋白质的翻译

(translation)等；分子功能层面，核心富集方向为

rRNA 结 合 (rRNA binding)、 结 构 分 子 活 性

(structural molecule activity)和核糖体的结构成分

(structural constituent of ribosome)等；细胞组分

层面，显著富集的结构则包括细胞内的细胞器

(intracellular organelle)、核糖体(ribosome)和核糖

核蛋白复合物 (ribonucleoprotein complex)等 (图

6B)。此转录响应表明菌株为应对 ETH 胁迫，可

能主动抑制了部分蛋白质合成与核糖体组装等

基础代谢过程，通过抑制非必需的高耗能过程，

将有限的能量和物质重新分配至与胁迫适应及

降解功能相关的关键通路，从而更好地应对外

界环境胁迫。

2.5.4　差异表达基因的 KEGG 富集分析

为了进一步了解假单胞菌 DQ78 在 ETH 胁

迫条件下 DEGs 参与的代谢通路，本研究基于

KEGG 数据库对差异表达基因(DEGs)进行了通

路富集分析。结果显示，在 ETH 胁迫条件下，

共筛选到 183 个上调 DEGs 显著富集的通路和

184 个下调 DEGs 显著富集的通路(图 7A、7B)；

上 调 DEGs 主 要 富 集 于 鞭 毛 组 装 (flagellar 

assembly)和硫代谢 (sulfur metabolism)等通路。

鞭毛组装通路的激活表明菌株可能通过增强运

动性以趋近 ETH 或逃离高胁迫区域；而硫代谢

的增强则可能为细胞解毒过程提供必需的硫源，

并参与抗氧化物质(如谷胱甘肽)的合成，共同协

助细胞抵御 ETH 引起的氧化损伤。下调 DEGs

主要富集于核糖体 (ribosome)和胞外生物合成

(exopolysaccharide biosynthesis)等通路。核糖体

通路的抑制反映出菌株在 ETH 胁迫下主动降低

蛋白质合成水平以减少能量消耗；胞外生物合

成的下调则提示其可能缩减荚膜或生物被膜等

结构的合成，将有限资源重新分配至与胁迫生

存更密切相关的核心过程，如解毒酶系表达、

氧化应激应答及 DNA 修复等。在对乙氧基苯胺

的胁迫压力下，菌株 DQ78 的正常生命活动与分

子功能受到明显抑制，菌株主动启动适应性调

控机制以调整自身生理代谢进程。本研究中显

著富集的各类生物学过程正是介导菌株 DQ78 响

应对乙氧基苯胺胁迫、实现自我保护的核心

途径。

2.5.5　ETH 胁迫下解毒与防御机制分析

在 ETH 胁迫条件下，菌株 DQ78 中芳香族

化合物代谢通路的关键基因表达呈现系统性上

调(图 8)，包括双加氧酶、单加氧酶、去甲基化

酶、脱氢酶、水解酶、脱羧酶和辅酶等。其中

涉及芳香环初始氧化及开环反应的双加氧酶与

单加氧酶类基因显著高表达，包括芳香环羟基

化双加氧酶(Peg.1846、Peg.1847)、儿茶酚 1,2-

双加氧酶(Peg.1850)、4-羟基苯丙酮酸双加氧酶

(Peg.1895)、植物酰辅酶双加氧酶(Peg.1598)、荧
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光素酶样单加氧酶(Peg.75)、烷基磺酸单加氧酶

(Peg.372)。同时，参与中间产物代谢的多种酶类

也普遍上调，如对羟基苯甲酸羟化酶(Peg.3989)、

香草酸 O-脱甲基酶(Peg.5945、Peg.4679)，乙醇

脱氢酶 (Peg.1843)、有氧甘油 -3- 磷酸脱氢酶

(Peg.949)、甲基丙二酸半醛脱氢酶(Peg.1876)、

图6　差异表达基因的GO富集分析

Figure 6　 GO enrichment analysis of DEGs. A: GO enrichment analysis of up-regulated DEGs; B: GO 
enrichment analysis of down-regulated DEGs. CC: Cellular compenent; MF: Molecular function; BP: Biological 
process.
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醛脱氢酶(Peg.1420、Peg.3883)，β-酮己二酸烯

醇 内 酯 水 解 酶 (Peg. 5642)、 α/β 家 族 水 解 酶

(Peg. 1228)， 羧 粘 康 内 酯 脱 羧 酶 家 族 蛋 白

(Peg.5488、Peg.541)、4-羧基琥珀酰内酯脱羧酶

(Peg.5641)。此外，辅酶 PQQ 合成相关蛋白

(Peg.2582、Peg.2583)的表达也同步增强，表明

图7　差异表达基因的KEGG富集分析

Figure 7　KEGG enrichment analysis of DEGs. A: KEGG enrichment analysis of up-regulated DEGs; B: KEGG 

enrichment analysis of down-regulated DEGs.
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其在反应中作为关键辅因子支持能量与电子传

递。上述基因的协同表达模式共同构建了一条

完整的 ETH 微生物降解途径，即菌株 DQ78 可

能通过“氧化开环-中间产物转化-彻底矿化”的级

联反应降解 ETH：双加氧酶/单加氧酶先催化

ETH 芳香环羟基化与开环，去甲基化酶参与乙

氧基的脱除，脱氢酶、水解酶及脱羧酶则进一

步转化开环产物，辅酶则为反应供能，最终实

现 ETH 的彻底矿化。

除代谢相关基因外，多个调控与防御相关

基因也显著上调，包括一些信号感知和转导蛋

白 ( 如 Peg. 4155、 Peg. 2797)、 转 录 因 子 ( 如

Peg.1849、Peg.4245)，转运蛋白 (如 Peg.2126、

Peg. 2012)和氧化防御相关的过氧化物酶 (如

Peg.5684、Peg.3980)等(图 8)，这些基因可能也

参与对乙氧基苯胺胁迫时的防御和解毒机制。

这些基因可形成协同调控网络：信号蛋白感知

ETH 信号并启动转导，转录因子调控降解基因

表达，转运蛋白介导底物和产物跨膜运输，过

氧化物酶清除氧化应激产物，共同支撑菌株抗

图8　ETH胁迫下解毒与防御相关基因的表达

Figure 8　Expression of detoxification and defense-related genes under ETH stress.
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逆与降解功能。

2.5.6　转录组测序结果的验证

为了验证转录组数据的可靠性，本研究选

取 5 个与 ETH 降解及胁迫响应相关的候选基因

进行 RT-qPCR 分析。所选基因包括参与芳香环

羟基化与开环的芳香环羟基化双加氧酶基因

(peg.1846、peg.1847)、催化内酯键水解的内酯

水解酶基因(peg.5642)、参与氧化反应的脱氢酶

基因(peg.1843)，以及响应氧化胁迫的过氧化氢

酶基因(peg.5488)。结果显示，上述基因在 ETH

胁迫下的表达量均显著上调，增幅约为 5-11 倍(图

9)，其表达趋势与转录组测序结果高度一致。该

验证结果不仅证实了转录组数据的可靠性，也

进一步表明菌株 DQ78 在 ETH 胁迫中激活了包

括芳香环开环、中间产物转化与氧化防御在内

的多类功能基因，共同参与 ETH 的降解与胁迫

适应过程。

3　　讨论讨论

对乙氧基苯胺作为一种广泛应用于化工与

制药工业的潜在致癌物质，已在多个国家被列

为限用或禁用的有害物质。因此，开发高效、

低成本的微生物降解技术具有重要现实意义。

本研究采用唯一碳源筛选法，以 ETH 作为目标

底物，从活性污泥样品中经富集、分离与纯化，

获得 1 株具有高效降解能力的假单胞菌 DQ78；

该菌株在 28 ℃的适宜培养温度下连续培养 40 h，

即可完成对 ETH 的完全生物降解。假单胞菌属

(Pseudomonas)作为一种革兰氏阴性杆菌，在自

然界中分布广泛，具有较强的环境适应性与降

解多样性。该属自 Winslow 等建立“假单胞菌

科”并于 1980 年获《国际细菌命名法规》正式

确认以来[23]，已有多个菌株被报道可降解多种

胺类污染物。例如，Zhu 等[24]发现假单胞菌 CA-1

可完全降解对氯苯胺。Jun 等[25]从湖水沉积物样

品中分离到的假单胞菌 X1 和 X2 发现具有很强

的氨氮降解能力。假单胞菌作为环境修复模式

菌株，其降解 ETH 的研究可填补专属功能菌株

空白。ETH 作为高毒性污染物，常用作染料和

医药中间体，生产使用中存在潜在污染风险。

其降解研究不仅初步揭示了乙氧基侧链降解的

分子机制，完善了芳香胺降解理论，还能为同

类污染物治理提供技术范式与基因靶点，兼具

现实治理价值与科学应用意义。

不同的培养条件会影响菌株的生长活性，

当菌株生长环境适宜、营养条件充分时，菌株

生长活性高才能充分降解污染物[26]。因此，本

研究系统优化了菌株 DQ78 在不同时间、温度及

pH 条件下的生长与降解性能，明确了其最适降

解环境。

微生物的自适应过程涉及基因表达调控，

通过激活或抑制特定基因的表达使微生物适应

不同的环境条件[27-28]。本研究通过对琥珀酸和

ETH 处理条件下菌株 DQ78 的转录组分析对比

发现，共有 3 380 个 DEGs，其中 1 609 个基因

上调，1 771 个基因下调。进一步分析发现，这

些 DEGs 可明确归为两大类：一类是环境胁迫适

应相关基因，涵盖能量代谢、氧化还原、胞外

聚合物生成、运动趋化及非必需蛋白合成调控

相关基因；另一类是芳香族化合物降解直接相

图9　RT-qPCR结果验证

Figure 9　 Validation of RT-qPCR results. *** 

indicates that the P-value<0.001.
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关基因，包括双加氧酶基因、脱羧酶基因、水

解酶基因等关键降解酶编码基因。菌株 DQ78 通

过协同芳香族化合物代谢、运动趋化、调控能

量代谢、氧化还原及胞外聚合物生成等多条通

路，并适度精简非必需蛋白合成，构建了一个

高效降解 ETH 及应对 ETH 胁迫的分子应答

网络。

在 ETH 胁迫条件下，菌株 DQ78 启动了一

系列适应性应激响应。除增强能量代谢、氧化

还原平衡以及胞外聚合物合成等基础防御机制

外，本研究特别观察到鞭毛组装通路被特异性

显著激活。这一现象表明，菌株可能通过调控

鞭毛合成以主动规避高浓度 ETH 环境。刘煜耿

等[29]指出细菌趋化系统依赖鞭毛实现“浓度梯度

感知-定向运动”的偶联机制，而该通路的激活

由顶端调节因子 FlhDC 调控[30]。此外，Gupta

等[31]发现微生物捕获污染物的分子转运机制是

污染物生物修复的重要前提。基于此，推测在

ETH 胁迫下，菌株 DQ78 可能通过激活 FlhDC

表达，启动鞭毛合成的级联反应，进而借助鞭

毛介导的趋化行为主动迁移至 ETH 浓度较低的

区域。这一趋化能力不仅有助于菌株逃离毒性

胁迫，也可能促进其对污染物的有效捕获与定

位，为后续降解反应提供底物基础。因此，鞭

毛系统的激活不仅是应激行为的具体体现，也

可能在微生物修复过程中具有重要的生态功能，

即通过趋化策略实现污染物定位与降解的协同。

在适应胁迫环境后，菌株特异性上调芳香

族化合物降解相关基因，其中双加氧酶基因、

脱羧酶基因及水解酶基因显著高表达，可分别

催化 ETH 的苯环羟基化、侧链脱羧及环断裂等

关键步骤，直接推动 ETH 的分步代谢。这表明

菌株在保障存活的同时，精准启动针对 ETH 的

降解通路，实现“胁迫适应-高效降解”的协同调

控。此外，FlhDC 对鞭毛组装的核心调控作用

及降解关键酶基因的特异性表达特征，可作为

后续优化 ETH 污染生物修复效率的潜在靶点。

尤为关键的是，芳香族化合物代谢通路中

多个关键基因显著上调，包括双加氧酶、单加

氧酶、去甲基化酶、脱氢酶、水解酶、脱羧酶

及相关辅酶合成基因。这些酶基因与辅酶基因

的协同上调，暗示其通过催化芳香环氧化、官

能团转化等步骤接力降解 ETH，构成核心代谢

网络。已有研究表明，这些酶基因在芳香族化

合物降解中具有重要作用。例如，Qiu 等[32]发

现，在面对不同多环芳烃化合物时萘双加氧酶

显著上调，并参与多种芳香族化合物的催化氧

化，如萘、菲、芴等。双加氧酶的存在显著提

高了细菌对复杂芳香族化合物的降解效率。此

外，某些细菌通过特定的去甲基酶作用可降解

各种木质素相关化合物，产生邻二醇，并释放

甲醇或甲醛等[33]。刘丽娟等[34]研究也表明单加

氧酶对芳香族化合物的催化具有重要意义。水

解酶能够帮助将复杂的底物分解为简单的分子，

从而促进芳香化合物的降解和代谢[35]。在面对

芳香化合物污染时，脱羧酶能够催化芳香羧酸

脱去羧基，生成相应的芳香烃或其他中间代谢

产物，将有害物质转化为无害或低毒的物质[36]。

然而，辅酶也参与多种生物化学反应，促进芳

香化合物的转化和降解[37]。本研究中上述各类

酶及辅酶基因的上调表达模式，与已报道的芳

香族化合物降解机制高度契合，进一步佐证其

通过协同催化构建 ETH 降解通路。

截至目前，关于 ETH 生物降解的直接研究

尚未见文献报道，其具体降解路径、关键功能

酶及功能菌群特征仍缺乏系统的科学数据支撑。

然而，鉴于 ETH 与苯胺在结构上高度相似，均

为芳香胺类化合物，其生物降解过程可参考苯

胺的已知途径进行合理推测：首先，微生物分

泌的单加氧酶或双加氧酶催化苯环上乙氧基的

脱烷基化反应生成羟基或直接去除乙氧基，或

直接对芳香环进行羟基化活化[38]；随后，在环

羟基氧化酶的特异性催化下，于苯环邻位或对

位引入羟基官能团，转化为邻苯二酚(catechol)、

原儿茶酸 (protocatechuic acid)等中心代谢中间

体[39]；最终，这些中间体通过邻位或对位开环
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途径被进一步降解，逐步矿化为二氧化碳、水

和氨等无机物，完成生物转化过程。上述基于

结构相似性的代谢路径推测，为开展 ETH 高效

降解菌筛选、降解机制解析及代谢产物鉴定等

研究提供了重要的理论参考框架，为该菌株高

效降解 ETH 的功能特性提供了有力的基因层面

支撑。菌株 DQ78 可能通过“芳香环羟基化—开

环—官能团修饰—彻底矿化”的级联反应实现

ETH 的降解，其代谢框架与已知的苯胺好氧降

解机制高度吻合。综合本研究转录组分析与已

有报道，可进一步明确芳香族化合物代谢通路

中多种功能基因在 ETH 降解中的协同作用，为

解析 ETH 生物降解机制提供了转录层面的支撑。

本研究通过整合转录组与质谱分析数据，

初步揭示了 ETH 的分子降解机制。在降解产物

结构鉴定层面，本研究受限于检测技术与产物

特性，尚未实现全产物的精准结构解析：产物

P2、P3 浓度低于超高效液相色谱 -串联质谱

(UHPLC-MS)的检测下限，仅能通过分子通式比

对及同属菌株代谢规律分析，初步判断其为苯

三酚类与己二烯二酸类衍生物，尚缺乏核磁共

振波谱(1H-NMR/13C-NMR)的结构确证；另一方

面，对开环后的小分子未通过衍生化处理与标

准品保留时间比对完成定性，无法区分其同分

异构体的构型差异如产物 P4、P5，导致产物的

代谢归宿尚未完全明确。后续将采用制备型高

效液相色谱对微量中间体进行靶向富集，结合

高分辨率质谱(HRMS)与核磁波谱完成结构精准

鉴定；利用 13C 标记的对乙氧基苯胺开展示踪实

验，追踪碳元素在代谢网络中的流向，最终形

成的完整降解途径验证体系，为对乙氧基苯胺

的生物修复技术提供更坚实的理论支撑。

本研究通过转录组分析筛选出了一些潜在

的关键基因，如 peg.1846、peg.1847、peg.1850，

但由于野生型菌株中固有的限制修饰系统，未

能通过基因敲除和功能回补等实验直接验证相

关基因在降解途径中的具体功能，这构成了当

前研究的主要局限。为克服这一技术障碍，后

续工作将采用 CRISPR-Cas9 基因编辑技术构建

精准突变株，或尝试在敲除宿主限制修饰系统

的基础上进行框内缺失突变。值得指出的是，

本研究尝试对候选基因进行异源表达时，其在

体外对 ETH 及其中间代谢物均表现出显著的催

化活性(数据未显示)。基于上述结果，后续研究

将重点解析相关酶的催化特性与动力学参数，

系统阐明其在 ETH 降解途径中的具体作用，从

而完善 ETH 的分子降解机制模型。

本研究以假单胞菌 DQ78 为对象，在 ETH

生物降解领域取得了重要进展，但也存在明确

的局限。本研究结果发现：一是填补了 ETH 降

解研究的空白，通过整合转录组与质谱数据构

建了“芳香环羟基化—开环—官能团修饰—矿

化”的级联代谢框架，并阐明了多类功能酶基因

的协同调控模式；二是揭示了独特的调控机制，

发现菌株可通过 FlhDC 调控鞭毛组装，实现“毒

性规避+底物捕获”的趋化功能，从而建立了“胁

迫适应-底物定位-高效降解”的协同调控网络。

然而，该研究仍存在若干不足，例如降解产物

缺乏核磁共振确证、关键基因的体内功能未经

验证、碳流向尚未追踪等。此外，受限于菌株

耐受阈值、基因编辑技术手段以及原位验证的

缺失，其在工程化应用与深层机制解析方面仍

面临显著挑战。

4　　结论结论

本研究从活性污泥筛选分离出具有 ETH 高

效降解能力的菌株 DQ78，鉴定为假单胞菌属

(Pseudomonas sp.)。菌株 DQ78 以 ETH 为唯一

碳源生长。最佳生长降解条件为 pH 8.0、ETH

初始浓度 1−4 mmol/L、温度 28 ℃，降解率可达

100%。通过 RNA-seq 转录组分析发现，在 ETH

胁迫条件下，共有 3 380 个 DEGs，其中 1 609 个

上调基因和 1 771 个下调基因，GO、KEGG 富

集分析表明，差异基因主要富集于芳香族化合

物代谢、能量代谢、运动趋化和氧化应激响应

等通路，揭示了菌株通过重构代谢网络、调整
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能量分配策略来应对 ETH 胁迫和主动降解

ETH。为开发 ETH 污染的生物修复技术提供了

优良菌种资源和理论依据。然而，研究仍存在

一些不足：首先，ETH 降解过程中的中间产物

尚未完全鉴定，降解途径有待进一步验证；其

次，虽然通过转录组分析筛选出潜在的关键降

解基因，但其具体功能仍需通过基因敲除和异

源表达等实验加以确认；此外，菌株在实际污

染环境中的应用效果及其生态安全性仍需进一

步评估。后续研究将围绕上述问题展开以完善

ETH 生物降解的理论体系，推动其在实际修复

中的应用。
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