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摘要  采用新兴的代谢组学技术, 筛选差异性细胞代谢物, 分析甲基汞生成和调控的关键代谢通路。在典型

环境污染 浓度 (0~100 μg/L) Hg(II)的 胁迫下 , 汞甲基 化微 生物  Geobacter sulfurreducens PCA 吸附 /吸收的

Hg(II)成为参与汞还原和甲基化的主要反应物质。初始 Hg(II)浓度为 10 μg/L 时, G. sulfurreducens PCA 达到最

高汞甲基化效率  3.09%±0.16%。代谢组学数据显示, Hg(II)胁迫对胞内的碳水化合物代谢、核苷酸代谢和氨

基酸代谢造成干扰。为了应对 Hg(II)胁迫, G. sulfurreducens PCA 增大了对能量的需求, 用来调控汞生物甲基

化反应, 并对受损 DNA 进行修复。 
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Abstract  Metabolomics, a rising omics approach, was employed to screen out cellular significantly differential 

metabolites and analyze related metabolic pathways in bacterial Hg-methylating process. Under the stress of Hg(II) 

at environ-mentally relevant concentrations (0−100 μg/L), the adsorbed/assimilated Hg(II) was utilized by Hg-

methylator of Geobacter sulfurreducens PCA to reduce and methylate Hg(II). The highest efficiency of 3.09%± 

0.16% was achieved for bacterial Hg-methylation upon exposure to 10 μg/L Hg(II). Metabolomics data showed that 

carbohydrate metabolism, amino acid metabolism and nucleotide metabolism were disturbed by Hg(II) stress in the 

PCA cells. To withstand the stress of Hg(II), G. sulfurreducens PCA increased energy demand for Hg methylation 

and DNA repair. 
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汞是一种全球性污染物, 能够随大气长距离迁

移。在遥远的北极, 甚至检测到大量的汞污染[1–2]。

汞污染在水体中的检测浓度通常为  ng~μg/L 水平 , 

在人类活动频繁区域的地表水中可达几百  μg/L[3–5]。

全球汞污染来源于自然环境与人类活动[6]。据联合

国环境规划署估计, 2015 年全球人为源大气汞排放

约占大气汞排放总量的  30%[7]。环境中的汞主要以

无机汞(Hg(0)、Hg(Ⅰ)和 Hg(Ⅱ))和有机汞形态存在, 

汞的生态毒性与其形态密切相关[8], 有机汞的毒性

远大于无机汞。其中, 甲基汞(methylmercury, MeHg)

是最具毒性的汞形态。MeHg 具有很强的亲脂性和

神经毒性, 易在食物链中富集, 可对人体神经系统

造成永久性伤害[9]。自从日本暴发水俣病与伊拉克

发生稻米中毒事件后, 人们对  MeHg 的生态毒理效
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应及其生物地球化学行为愈加关注。2013 年, 为了

减少全球汞污染排放, 包括中国在内的  87 个国家签

订了《水俣公约》。 

在生物或非生物的作用下 , MeHg 由  Hg(0)或

Hg(Ⅱ)转化而成 , 其中汞生物甲基化占主导地位。

MeHg 生成与微生物活动以及  Hg(Ⅱ)的生物可利用

率密切相关 , 且随环境的不同而异 [10]。地表水中

MeHg 占总汞(total mercury, THg)的  0.1%~5%, 在缺

氧水体中  MeHg 占比则较高, 可能是有机汞的主要

存在形式[11]。据此推测, 汞甲基化过程主要依赖于

厌氧微生物。硫酸盐还原菌、铁还原菌和产甲烷菌

是汞甲基化的功能微生物 [12]。特别地 , 铁还原菌

Geobacter sulfurreducens PCA (PCA 菌)不仅能够将

Hg(Ⅱ) 转 化 为  MeHg, 还 能 够 将  Hg(Ⅱ) 还 原 为

Hg(0)[13–14]。目前 , PCA 菌已被作为一种模式微生

物应用于汞甲基化研究中。2013 年 , Parks 等 [15]首

次报道汞甲基化调控基因簇  hgcA 和  hgcB。该基因

簇存在于所有已测序的汞甲基化微生物中, 假定可

能存在共同的  MeHg 生成途径。然而, 参与并调控

汞生物甲基化过程的关键物质仍属未知。 

代谢组学以小分子代谢物为研究对象, 能够表

征在内外因素影响下生物体内代谢组所发生的微

小变化 [16]。与基因组和蛋白组学等其他组学方法

相比, 代谢组学具有代谢物种类少、与生物表现型

直接相关以及没有物种应用限制等独特的优势, 近

年来广泛应用于生物医药工程、微生物学和环境科

学等研究领域[17–24]。代谢组学能够检测并识别一系

列代谢物, 这些代谢物在细胞信号释放、能量传递

和细胞间通信等过程中发挥作用[25]。因此, 代谢组

学能够在分子层面解释外部环境对生物胞内代谢的

影响机制。通过代谢组学技术发掘的生物标记物 , 

能够在生态风险评估中反映环境的健康程度。目

前, 关于汞甲基化微生物的代谢组研究尚未见报道。 

本研究首次利用代谢组学技术, 以  PCA 菌为模

式汞甲基化微生物 , 在重金属  Hg(II)的胁迫下 , 针

对  MeHg 生成和  PCA 菌代谢组的变化关联, 推测与

汞生物甲基化相关的胞内代谢途径。进而, 从代谢

物的分子层面探讨微生物抵御汞污染胁迫的响应机

制, 为汞污染及其生态风险控制提供科学支撑。 

1 材料与方法 
1.1 细菌培养与实验体系 
1.1.1 细菌培养基 

实验中选用的  PCA 菌来自中国科学院广州能

源研究所, 使用  NBF 培养基在厌氧培养瓶中进行培

养: 称取  4.64 g 富马酸于烧杯中, 加入  700~800 mL

超纯水, 用  NaOH 溶液将  pH 调至  6.5~7.0, 使富马

酸 完全溶解。 称量并加入  0 .03  g  CaCl 2 ,  0 .10  g 

MgSO4·7H2O, 1.80 g NaHCO3, 0.43 g Na2CO3 和 1.23 

g NaAC, 搅拌至完全溶解, 分别加入  10 mL 100 

NB Salts  储备液 (1L 中包含  42  g  KH2PO4,  22  g 

K2HPO4, 20 g NH4Cl, 38 g KCl 和  36 g NaCl), 10 mL 

NB Mineral Elixir 储备液(1L 中包含  2.14 g 氨三乙

酸, 0.1 g MnCl2·4H2O, 0.3 g FeSO4·7H2O, 0.17 g  

CoCl2·6H2O, 0.2 g ZnSO4·7H2O, 0.03 g CuCl2·2H2O, 

0.005  g  H3BO3,  0.09 g  Na2MoO4·2H2O, 0.11  g  

NiSO4·6H2O 和  0.02 g Na2WO4·2H2O) 和  15 mL DL 

Vitamins 储备液 (1 L 中包含  0.002 g 生物素、0.005 

g 泛酸、0.0001 g 维生素 B12、0.005 g 对氨基苯甲

酸、0.005 g 硫辛酸、0.005 g 烟酸、0.005 g 盐酸硫

胺、0.005 g 核黄素、0.01 g 盐酸吡哆醇和  0.002 g 叶

酸)以及  1 mL 的  1 mM Na2SeO4 溶液。用超纯水定容

至   1 L, 分 装 于  200 mL 厌 氧 瓶 中 , 用 混 合 气  N2: 

CO2=8:2 (v/v)除氧  1 小时 , 密封 , 高温灭菌 (121℃ , 

20 分钟 )。PCA 菌在水浴恒温摇床中恒温(35℃ )、

避光培养。 

1.1.2 实验体系 
本 研 究 采 用  100 mL 磷 酸 盐 缓 冲 液 (Phosphate 

buffer saline, PBS)作为实验体系。在  PBS 溶液 (2 

nM KH2PO4, 10 nM Na2HPO4, 0.14 M NaCl 和  3 nM 

KCl)中加入  40 mM 电子受体富马酸和  20 mM 电子

供体乙酸钠 , pH 控制在  7.2~7.4。将  PBS 培养基分

装于  200 mL 厌氧瓶中 , 用混合气  N2:CO2=8:2 (v/v)

除氧  1 小时, 密封, 高温灭菌(121℃, 20 分钟)。将

在  NBF 培 养 基 中 生 长 至 对 数 末 期 的 菌 液 以  4500 

rpm 离心  10 分钟  后, 弃去上清液, 将细胞再悬浮于

PBS 溶液中清洗 , 再离心 , 重复操作  3 次。将清洗

完成的细胞再悬浮于  PBS 溶液中 , 即为浓缩菌液。

将浓缩菌液注入  PBS 培养基 , 使细胞的初始  OD600

值为  0.45~0.55。 

1.2 汞胁迫对 PCA 菌的影响实验 
设置  1 个空白组和  4 个实验组(汞的浓度梯度为

1, 10, 50 和  100 μg/L), 每组设置  6 个平行实验。空

白组由  95 mL PBS 培养基与  5 mL 浓缩菌液组成, 实

验 组 由  94 mL PBS 培 养 基 、 5 mL 浓 缩 菌 液 和  1 

mL 汞标准溶液组成。 

1.2.1 总汞与甲基汞检测 
取菌液过  0.22 μm 聚醚砜滤膜 , 取  1 mL 滤液 , 
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用重量法稀释 , 加入  0.4% HCl (v/v), 于  4℃保存 , 

待测溶液中总汞 (Hg(II)Sol)和  MeHg。取  1 mL 菌液

于消解管中 , 加入  2 mL 硝酸 , 在  95℃水浴中消解

6~8 小时, 取  1 mL 消解液, 用重量法稀释, 于  4℃保

存待测消解  THg。 

采用(气相)冷蒸气–原子荧光光谱测汞仪(Total 

Mercury Manual System model III, Brooks Rand  

Labs, 美国)检测  THg 和  MeHg 浓度。THg 样品在检

测 前 需加 入  0.5%(v/v) BrCl 溶 液 , 反 应  24 小 时  后 , 

加入 0.5%(v/v) NH2OH·HCl 溶液, 以除去过量  BrCl, 

再加入  SnCl2 溶液 , 将  Hg(II)还原为  Hg(0), 吹扫至

金砂管上富集并检测。MeHg 样品需经过蒸馏和乙

基化, 再吹扫至  Tenax 管上富集并检测。 

经过  PCA 菌还原生成的  Hg(0)通过汞的投加浓

度减去检测  THg 值得出 , PCA 菌的吸附 /吸收总汞

(Hg(II)Bio)通过  THg 减去  Hg(II)Sol 得出, 汞甲基化率

为 MeHg 浓度与汞的投加浓度之比。 

1.2.2 细菌胞内代谢物提取与检测 
在实验开始后第  2 天取代谢组学样品 : 取  10 

mL 菌液 , 在  4℃和  4500 rpm  下离心  10 分钟 , 弃去

上清液。加入  10 mL 除氧超纯水, 清洗细菌, 再次

离心 , 弃去上清液。重复该清洗步骤  3 遍 , 冷冻干

12 小时。加入  0.5 mL 80%的含内标的甲醇水溶液, 

在细胞破碎仪中破碎 , 再将浆液涡旋震荡  20 分钟 , 

−20℃过夜沉淀蛋白, 在  4℃和  15000 rpm 下高速离

心  10 分钟, 取上清液于−80℃保存待测。每个样品

取  30 μL 混合成质量控制(quality control, QC)样本。 
 

采用超高效液相色谱(Waters ACQUITY UPLC, 

美国)与质谱(ABI Q-Trap 5500, AB SCIEX, 美国)联

用检测样品的代谢物特征。获得的数据经过峰提

取、峰校正以及内标校正等前处理, 用于代谢物的

匹配与识别。 

1.3 数据处理 
代谢组学数据前处理流程包括缺失值的删除与

替代、过滤、Pareto 归一化和  Log 转换。前处理后, 

用  SIMCA-P 14.1 (Umetrics)软件对数据进行多变量

分析, 包括无监督的分类模型主成分分析(principal 

component analysis, PCA)和有监督的分类模型正交

偏最小二乘法判别分析(orthogonal partial lear squares 

discriminant analysis, OPLS-DA), 并用线上代谢组

学 分 析 软 件  MetaboAnalyst (https://www.metaboanal 

yst.ca/)进行独立样本  t 检验, 筛选出  OPLS-DA 模型

中  VIP 值(variable importance in the projection)>1, 

以及  t 检验中  p 值(经过  FDR 校正)<0.05 的代谢特征

作为差异性代谢物 , 在 MetaboAnalyst 平台上进行

代谢通路富集分析。 

2 结果与分析 
2.1 汞胁迫对 PCA 菌汞甲基化的影响 

PCA 菌具有同时进行汞还原、汞吸附和汞甲基

化的能力(图  1)。向  PCA 菌培养体系中添加  1, 10, 

50 和  100 μg/L Hg(Ⅱ)后, 菌体细胞在  10 分钟  内大

量吸附  Hg(Ⅱ), 约  40%~70%的汞以  Hg(II)Bio 形式存 

 
图 1  添加不同浓度 Hg(II)时 PCA 菌培养体系中汞的形态分布 

Fig. 1  Species distribution of mercury with G. sulfurreducens PCA exposed to different initial concentrations of Hg(Ⅱ) 
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在, 成为细胞内参与汞还原和甲基化的主要反应物

质。同时, PCA 细胞将 Hg(II)Bio 快速地还原成 Hg(0), 

Hg(0)的比例可达  30%~60%。该过程通过细胞膜表

面的功能蛋白转移电子即可实现 [26–27], 无需能量 , 

导致  Hg(Ⅱ)还原速率远大于甲基化速率。当添加

Hg(Ⅱ)浓度低至  1 μg/L 时, PCA 菌的汞甲基化率仅

为  0.2%左右。当添加  Hg(Ⅱ)浓度升高至  10 μg/L 时, 

汞 生 物 甲 基 化 率 大 幅 度 提 升 ,  在 第  2  天 时 达 到

3.09%±0.16%。当添加 Hg(Ⅱ)浓度继续升高至 50 和

100 μg/L 时, 7 天内的  MeHg 净产量可达  1189.80± 

149.95 和  1875.37±242.32 ng/L, 但汞生物甲基化率

下降至  2%左右。在高浓度  Hg(II)底物条件下, PCA

菌的汞甲基化能力成为限制因素 [28]。有研究表明, 

在汞污染严重的环境中 , 汞甲基化率未见显著升

高[29–32]。此外, 汞生物甲基化为细胞的耗能反应[27]

主要发生在细胞生长阶段, 稳定和衰亡期细胞容易

发生去甲基化[33]。本研究中, PCA 菌在前  2 天  处于

生长期, MeHg 生成较迅速; 随后细菌逐渐衰亡, 去 

 

甲基化反应逐渐加强 ; 第  7 天末 , 较高浓度  Hg(II)

胁迫组的  PCA 菌净  MeHg 产率下降。进一步地, 细

菌对  MeHg 的吸附与积累可能会抑制汞生物甲基化

速率[34]。Lu 等[35]也发现, 在  25 nM Hg(Ⅱ)的胁迫作

用下, 由于存在去甲基化作用, Geobacter bemidjiensis 

Bem 的  MeHg 产量在达到最大值后逐渐下降。综上

所述 , Hg(II)Bio 是主要的可生物利用形态。在初始

Hg(Ⅱ)浓度为 10 μg/L 条件下, PCA 菌能够更充分地

利用外源  Hg(Ⅱ )进行汞生物甲基化 , 达到较高的

MeHg 转化率。 

2.2 汞胁迫对 PCA 菌代谢特征的影响 
PCA 分析结果表明, 在正、负离子模式下, 质

量控制样本可以较好地聚集在一起 , 系统重复性

好。此时, 所有样品都在  95%置信区间内, 无异常

值。在此基础上, 进行汞胁迫对  PCA 菌细胞代谢组

的影响研究。在低、中、高浓度  Hg(II)胁迫下, 分

别将各实验组与空白组进行  OPLS-DA 分析 , 并对

OPLS-DA 模型进行检验, 结果如图  2~4 所示。在  10  

 

图 2  低浓度组(10 μg/L Hg(Ⅱ))与空白组在正、负离子模式下的 OPLS-DA 散点图及各自的 200 次置换验证图 
Fig. 2  OPLS-DA score plots and their 200 permutation plots in positive and negative modes under the stress of low 

Hg(Ⅱ) concentration of 10 μg/L 
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图 3  中浓度组(50 μg/L Hg(Ⅱ))与空白组在正、负离子模式下的 OPLS-DA 散点图及各自的 200 次置换验证图 
Fig. 3  OPLS-DA score plots and their 200 permutation plots in positive and negative modes under the stress of medium 

Hg(Ⅱ) concentration of 50 μg/L 

μg/L Hg(Ⅱ)胁迫与空白组的  OPLS-DA 模型中, 正

离子模式下的  R2Y 和  Q2
 分别为  0.995 和 0.648, 负离

子模式下分别为  0.995 和  0.790; 在  50 μg/L Hg(Ⅱ)

胁迫与空白组的  OPLS-DA 模型中 , 正离子模式下

的  R2Y 和  Q2
 分别为  0.972 和  0.892, 负离子模式下分

别为  0.968 和 0.841; 在  100 μg/L Hg(Ⅱ)胁迫与空白

组的  OPLS-DA 模型中 , 正离子模式下的  R2Y 和  Q2

分别为  0.989 和  0.925, 负离子模式下分别为  0.996

和  0.966。所有的  OPLS-DA 模型均满足  R2Y 和  Q2
 大

于  0.5, 说明模型预测效果优良。200 次置换检验结

果表明, Q2 点(深灰色正方形点)回归线与  Y 轴截距

均小于  0, 说明模型没有过度拟合, 稳定可靠。 

结合  OPLS-DA 的  VIP 值>1 与独立样本  t 检验

的  p<0.05, 筛选出差异性代谢特征 , 其中  p 值经过

FDR (false discovery rate)校正 , 以降低假阳性 [36]。

共发现  375 个代谢特征 , 包括正离子模式下  210 个

和负离子模式下 165 个。1 μg/L Hg(Ⅱ)胁迫未对 PCA

菌的代谢产生明显的影响, 与上述极低汞甲基化率

相符。在  10 μg/L Hg(II)胁迫组 , 筛选出  10 个差异 

性代谢特征(正离子模式下 8 个, 负离子模式下 2 个), 

识别出  3 种代谢物; 在  50 μg/L Hg(II)胁迫组, 筛选

出  69 个差异性代谢特征(正离子模式下  35 个, 负离

子模式下  34 个), 识别出  37 种代谢物 ; 在  100 μg/L 

Hg(II)胁迫组 , 筛选出  84 个差异性代谢特征(正离

子模式下  44 个, 负离子模式下  40 个), 识别出  41 种

代谢物。 

如表  1 所示, 当受到  10 μg/L Hg(Ⅱ)胁迫时, 细

菌体内的差异性代谢物主要为脂肪酰胺与碳水化合

物。当暴露于中、高浓度(50 和  100 μg/L)Hg(Ⅱ)时, 

细菌的差异性代谢物主要为脂质、核苷酸及其衍生

物、氨基酸及其衍生物和碳水化合物等。 

2.3 汞胁迫对 PCA 菌代谢途径的影响 
根据筛选出的差异性代谢物, 分析  PCA 细胞受

到干预的代谢途径 ,  筛选出  p  值小于  0.05 和通路 
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图 4  高浓度组(100 μg/L Hg(Ⅱ))与空白组在正、负离子模式下的 OPLS-DA 散点图及各自的 200 次置换验证图 
Fig. 4  OPLS-DA score plots and their 200 permutation plots in positive and negative modes under the stress of high Hg(Ⅱ) 

concentration of 100 μg/L 

重要性(Pathway impact)大于  0.1 的代谢途径(图  5)。  

在  10 μg/L Hg(Ⅱ)的胁迫下 , 果糖与甘露糖代

谢(fructose and mannose metabolism)和糖酵解(glycoly-

sis/gluconeogenesis)是  PCA 菌受到干扰的主要代谢

途径, 均属于碳水化合物代谢。差异性代谢物果糖

-1,6-二磷酸(fructose 1,6-bisphosphate)是这两个代谢

途径中的关键中间产物, 其含量显著上调, 差异倍

数达到  3.59。兼性厌氧  PCA 菌在无氧条件下, 主要

通过糖酵解来获取能量 , 果糖-1,6-二磷酸和肌醇-

1,3-二磷酸(D-myo-Inositol 1,3-bisphosphate)水平上

调, 反映糖酵解被促进, 细胞产能增加。第  2 天时, 

PCA 菌生长被轻微促进 , 汞甲基化率也达到峰值 , 

说明  10 μg/L Hg(Ⅱ)的胁迫促使细胞通过糖酵解产

能, 用于自身繁殖和汞生物甲基化。在 50 μg/L Hg(Ⅱ)

的胁迫下 , 精氨酸生物合成(arginine biosynthesis), 

丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢(alanine, aspartate 

and glutamate metabolism), 嘌呤代谢 ( purine metabo-

lism), 以 及 烟 酸 盐 和 烟 酰 胺 的 代 谢 (nicotinate and 

nicotinamide metabolism)是  PCA 菌 受 到 干 扰 的 主

要代谢途径。在  100 μg/L Hg(Ⅱ)的胁迫下 , 淀粉

与蔗糖代谢(starch and sucrose metabolism), 嘌呤

代 谢 (purine metabolism), 磷 酸 戊 糖 途 径 (pentose 

phosphate pathway), 结氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的

代谢(valine, leucine and isoleucine metabolism)以及

戊糖与葡萄糖醛酸的转换(pentose and glucuronate 

interconversions)是 PCA 菌受到干扰的主要代谢途

径 。 可 见 , 中 、 高 浓 度 (50 和  100 μg/L) Hg(Ⅱ )对

PCA 菌的刺激会扰动碳水化合物代谢、氨基酸代谢

和核苷酸代谢。在淀粉与蔗糖代谢中, 二磷酸尿苷

葡糖(UDP-Glucose)与氨基糖和核苷酸糖代谢相关

联, 其含量的显著变化可能影响氨基酸与核苷酸的

代谢。 

2.4 汞胁迫对 PCA 菌代谢组的影响机理 
如图  6 所示, 当暴露于  Hg(Ⅱ)时, PCA 菌的胞 
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表 1  添加不同浓度 Hg(Ⅱ)时 PCA 菌体内的差异性代谢物 
Table 1  Metabolites in G. sulfurreducens PCA exposed to different concentrations of Hg(Ⅱ) 

Hg(Ⅱ)浓度/ 
(μgL–1) 

模式 代谢物 
差异

倍数
趋势

Hg(Ⅱ)浓度/
(μgL–1) 

模式 代谢物 
差异

倍数
趋势

10 

+ 
Docosanamide 0.41 ↓ 

100 

+ 

Pyridoxal 5'-phosphate 1.83 ↑ 

Erucamide 0.42 ↓ Phenylalanylphenylalanine 0.11 ↓ 

‒ 
Fructose 1,6-bisphosphate 3.59 ↑ Leucylproline 0.22 ↓ 

D-myo-Inositol 1,3-bisphosphate 3.34 ↑ L-Histidine 0.36 ↓ 

50 

+ 

Docosanamide 0.38 ↓ L-Leucine 0.64 ↓ 

Erucamide 0.38 ↓ L-Valine 1.97 ↑ 

Palmitoleic acid 1.67 ↑ DL-Homocystine 2.24 ↑ 

Palmitic amide 1.56 ↑ 5'-Methylthioadenosine 2.18 ↑ 

Palmitoylethanolamide 0.52 ↓ Cytidine 5'-monophosphate 4.39 ↑ 

SM(d18:1/14:0) 0.05 ↓ 
Adenosine monophosphate 
(AMP) 

3.42 ↑ 

Serotonin 4.52 ↑ NAD 4.21 ↑ 

Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) 4.05 ↑ Hypoxanthine 2.15 ↑ 

2-Methoxyestradiol 3.27 ↑ LysoPC(18:1(11Z)/0:0) 0.57 ↓ 

Hypoxanthine 3.29 ↑ LysoPC(15:0/0:0) 1.70 ↑ 

Citrulline 3.48 ↑ MG(18:0/0:0/0:0) 1.73 ↑ 

L-Valine 2.69 ↑ Eicosapentaenoic acid 0.37 ↓ 

L-Phenylalanine 2.07 ↑ 5beta-Coprostanol 0.39 ↓ 

DL-Homocystine 4.75 ↑ Dimethyl sulfone 0.12 ↓ 

4-Hydroxyproline 2.09 ↑ 9,12-Hexadecadienoylcarnitine 1.69 ↑ 

L-Lysine 1.67 ↑ Diisooctyl phthalate 0.64 ↓ 

L-Glutamic acid 2.61 ↑ 

‒ 

Fructose 1,6-bisphosphate 6.83 ↑ 

‒ 

Behenic acid 0.33 ↓ 6-Phosphonoglucono-D-lactone 6.98 ↑ 

Erucic acid 0.66 ↓ D-Sedoheptulose 7-phosphate 5.21 ↑ 

Fructose 1,6-bisphosphate 7.19 ↑ Fructose 6-phosphate 8.60 ↑ 

Fructose 6-phosphate 4.00 ↑ Glucose 6-phosphate 10.06 ↑ 

Glucose 6-phosphate 4.12 ↑ UDP-glucose 4.08 ↑ 

Sucrose 2.03 ↑ D-Ribose 5-phosphate 2.49 ↑ 

Glycerate 3-phosphate 2.35 ↑ D-Mannose 0.31 ↓ 

Oxoglutaric acid 1.82 ↑ D-Fructose 0.27 ↓ 

D-Ribose 5-phosphate 2.98 ↑ Glycerate 3-phosphate 2.90 ↑ 

Pyridoxal 5'-phosphate 3.84 ↑ Oxoglutaric acid 2.16 ↑ 

D-Sedoheptulose 7-phosphate 2.22 ↑ D-myo-Inositol-1,3-diphosphate 6.31 ↑ 

D-myo-Inositol-1,3-diphosphate 6.99 ↑ Guanosine 5'-monophosphate 4.19 ↑ 

Glycerol 3-phosphate 3.35 ↑ Uridine 5'-monophosphate 7.69 ↑ 

Glycerone phosphate 3.50 ↑ Adenosine diphosphate (ADP) 2.10 ↑ 

Fumaric acid 1.71 ↑ dGDP 2.21 ↑ 

Carbamoyl phosphate 3.17 ↑ Inosinic acid 2.51 ↑ 

Deoxyguanosine diphosphate (dGDP) 2.09 ↑ 5-Hydroxymethyluracil 2.71 ↑ 

Inosine 13.14 ↑ 2-Ketobutyric acid 1.96 ↑ 

Inosinic acid 5.13 ↑ Docosahexaenoic acid 0.34 ↓ 

2-Ketobutyric acid 1.86 ↑ Behenic acid 0.26 ↓ 
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标注的代谢通路 p<0.05。圆圈大小表示通路重要性, 

越大通路重要性超强; 圆圈颜色越深表示 p 值越大 

图 5  添加 10, 50 和 100 μg/L Hg(Ⅱ)时 PCA 菌

的代谢通路富集分析 
Fig. 5  Metabolic pathway enrichment analysis of G. 

sulfurreducens PCA exposed to 10, 50 and 100 
μg/L Hg(Ⅱ) 

内碳水化合物代谢途径中, 许多糖类及其衍生物的

含 量 显 著 上 调 , 如 糖 酵 解 中 间 产 物 果 糖 -6- 磷 酸

(Fructose 6-phosphate)、葡萄糖-6-磷酸(Glucose 6-

phosphate)和 果 糖 -1,6-二 磷 酸 (Fructose 1,6-bispho-

sphate)。同时, 磷酸戊糖途径中的  D-景天庚酮糖-7-

磷酸(D-Sedoheptulose 7-phosphate)、D-核糖-5-磷酸

(D-Ribose 5-phosphate)和甘油 酸 -3-磷酸 (Glycerate 

3-phosphate)水平上调 , 糖类果糖 (D-Fructose)和甘

露糖(D-Mannose)水平下调。这些碳水化合物代谢

中间产物含量的变化 , 表明  Hg(Ⅱ )胁迫导致  PCA

菌对能量需求的增加。当暴露于重金属时, 生物体

的产能代谢响应灵敏[37], 为了减轻重金属的毒害作

用 , 生 物 体 主 要 通 过 三 羧 酸 (Tricarboxylic acid, 

TCA)循 环 和 糖 酵 解 等 途 径 来 满 足 自 身 的 能 量 需

求 [38]。本研究中, Hg(Ⅱ)胁迫激活了  PCA 菌的汞甲

基化作用, 体现了  PCA 菌对能量需求的增加。为了

满足更高的能量需求, PCA 菌通过促进碳水化合物

代谢来加快能量获取。ADP 与  AMP 水平升高 , 说

明随着更多的  ATP 被水解, 更多的能量被释放, 亦

反映细菌能量消耗增大。 

此外, 鸟苷酸(GMP)、肌苷酸(IMP)和次黄嘌呤

(Hypoxanthine)等涉及嘌呤代谢与嘧啶代谢。该类

代谢物显著上调 , 说明  Hg(Ⅱ)可能扰乱了  PCA 菌

的核苷酸代谢, 造成潜在的  DNA 损伤。当  DNA 被

损伤时, 生物会倾向于通过各种途径消除损伤或进

行修复[39], 核苷酸及其衍生物水平的上升都可以反

映该现象。氨基酸代谢是生物体内另一个重要的响

应 途 径 [40] 。 当 暴 露 于 中 、 高 浓 度 的  Hg(Ⅱ ) 时 , 

PCA 菌体内差异性代谢物中大部分的氨基酸含量都

显著上调, 如瓜氨酸(Citrulline)、缬氨酸(L-Valine)

和谷氨酸(L-Glutamic acid)等。一方面, 支链氨基酸

(亮氨酸和缬氨酸)与生物体的蛋白质合成、产能、

神经传递和免疫有关[41], 其含量变化能反映生物体

对能量的额外需求[42]；另一方面, 谷氨酸能够由谷

氨酰胺转变而来 , 在抵御氧化应激方面有重要作

用 [43]。谷氨酸波动反映生物体的氧化应激行为, 进

而体现细菌的蛋白质合成和产能等活动被干扰。 

综上所述, 当暴露于  Hg(Ⅱ)时, PCA 菌对能量

的需求升高, 碳水化合物代谢、核苷酸代谢与氨基

酸代谢途径有所波动。 

3 结论 

本研究考察了汞污染胁迫对铁还原菌  G. sulfur- 
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reducens PCA 汞甲基化和代谢组的影响, 主要结论

如下。 

1) 在典型环境污染浓度(0~100 μg/L)下, 吸附/

吸收的  Hg(II)是  PCA 菌的主要利用形态, 汞生物甲

基化率在初始  Hg(Ⅱ)浓度为  10 μg/L 时达到最高值

3.09%±0.16%。 

2) Hg(Ⅱ)胁迫主要干扰  PCA 菌的碳水化合物

代谢、核苷酸代谢和氨基酸代谢。 

3) Hg(Ⅱ)胁迫会增加  PCA 菌对能量的需求, 激

活汞生物甲基化作用。 

4) Hg(Ⅱ)胁迫也会造成潜在的  DNA 损伤, 干扰

蛋白质合成。 
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