
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［１１］李永强，王雅楣，杨越超，等．几种硝化抑制剂和包硫尿素

（ＳＣＵ）对土壤Ｎ素形态和小麦产量的影响［Ｊ］．农业资源与环
境学报，２０１６，３３（３）：２３０－２３７．

［１２］亓文田，李　彦，刘兆辉，等．氮肥配施硝化抑制剂对菠菜安全
品质及土壤氮素的影响［Ｊ］．江西农业学报，２０１６，２８（７）：５８－
６２．　

［１３］刘建涛，许　靖，孙志梅，等．氮素调控剂对不同类型土壤氮素
转化的影响［Ｊ］．应用生态学报，２０１４，２５（１０）：２９０１－２９０６．

［１４］方玉凤，王晓燕，庞荔丹，等．硝化抑制剂对春玉米氮素利用及
土壤ｐＨ值和无机氮的影响［Ｊ］．中国土壤与肥料，２０１５（６）：
１８－２２．　

［１５］朱永昶，李玉娥，秦晓波，等．控释肥和硝化抑制剂对华北春玉
米ＮＯ排放的影响［Ｊ］．农业环境科学学报，２０１６，３５（７）：
１４２１－１４２８．

［１６］吴得峰，姜继韶，高　兵，等．添加 ＤＣＤ对雨养区春玉米产量、
氧化亚氮排放及硝态氮残留的影响［Ｊ］．植物营养与肥料学报，
２０１６，２２（１）：３０－３９．

［１７］张　婧，李　虎，王立刚，等．京郊典型设施蔬菜地土壤 Ｎ２Ｏ排

放特征［Ｊ］．生态学报，２０１４，３４（１４）：４０８８－４０９８．
［１８］杨柳青，季加敏，巨晓棠．硝化／脲酶抑制剂对石灰性潮土 Ｎ２Ｏ

减排效果及氮素转化的比较［Ｊ］．农业环境科学学报，２０１７，３６
（３）：６０５－６１２．

［１９］熊　舞，夏永秋，周　伟，等．菜地氮肥用量与 Ｎ２Ｏ排放的关系

及硝化抑制剂效果［Ｊ］．土壤学报，２０１３，５０（４）：７４３－７５１．
［２０］张苗苗，沈菊培，贺纪正，等．硝化抑制剂的微生物抑制机理及

其应用［Ｊ］．农业环境科学学报，２０１４，３３（１１）：２０７７－２０８３．
［２１］许　超，邝丽芳，吴启堂，等．２－氯 －６（三氯甲基）吡啶对菜地

土壤氮素转化和径流流失及菜心品质的影响［Ｊ］．水土保持学
报，２０１３，２７（６）：２６－３０．

［２２］姜　亮．硝化抑制剂２－氯 －６（三氯甲基）吡啶微胶囊对土壤
氮素转化和玉米生长的影响［Ｄ］．长春：吉林农业大学，２０１６：
１－５７．　

［２３］杨　威．氮肥与双氰胺配施对温室番茄生长及氮素损失的影响
研究［Ｄ］．保定：河北农业大学，２０１３：１－５３．

张丽平，汪文君，李　智，等．对羟基苯甲酸甲酯降解菌的初步研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（２０）：３３７－３４０．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．２０．０８４

对羟基苯甲酸甲酯降解菌的初步研究

张丽平，汪文君，李　智，许超艳，姜安杰，彭　学
（江苏师范大学生命科学学院，江苏徐州２２１１１６）

　　摘要：对羟基苯甲酸（４－ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ，４ＨＢＡ）酯类是目前公认的比较安全的防腐剂，应用于食品、化妆品、
医药等的抑菌保鲜。４ＨＢＡ酯类的大量使用，加剧了水体的污染。研究报告显示，４ＨＢＡ酯类具有弱雌激素活性，人体
长期接触可能会诱发乳腺癌或男性不育。以４ＨＢＡ甲酯为唯一能源，从海洋环境中分离出能降解４ＨＢＡ甲酯的菌株
Ｂ１，探究Ｂ１菌株的生理生化等特征，初步了解该菌对４ＨＢＡ甲酯的降解机制，为研究海洋环境中微生物对４ＨＢＡ酯类的
降解奠定基础。研究结果显示，Ｂ１菌株属革兰氏阴性菌，在３０℃、ｐＨ值７．５左右的环境下生长良好。通过高效液相色
谱可检测出该菌株对４ＨＢＡ甲酯的降解情况。通过１６ＳｒＤＮＡ系统进化树分析发现，该菌和Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｉｍｏｎｅｎｓｉｓ的相似性
最高，相似度为９９．５％。Ｂ．ｔｉｍｏｎｅｎｓｉｓ是革兰氏阴性厌氧菌，可从哺乳动物消化道中分离出来，通常对人体有益。
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　　对羟基苯甲酸（４－ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ，４ＨＢＡ）酯类是一
种广谱且高效的抑菌剂，在ｐＨ值３～８内都能够有效地抑制
微生物的生长，４ＨＢＡ酯类都具有酚羟基结构，同苯甲酸、山
梨酸相比，其抗菌性较强且安全性高，由此被广泛应用于食品

和药品领域［１］。４ＨＢＡ酯类包括 ４ＨＢＡ甲酯、４ＨＢＡ乙酯、
４ＨＢＡ丙酯、４ＨＢＡ丁酯、４ＨＢＡ辛酯等。尽管 ４ＨＢＡ酯类被
认为是比较安全高效的防腐剂，但因其大量使用造成的危害

也越来越引起人们的重视。４ＨＢＡ酯类在食品、药品、化妆品

中的过量添加对人体产生了一定的毒性［２］，轻者造成人体肠

胃不适，经皮肤粘膜吸收导致发炎症状，重者则会因其中的雌

性激素造成雌性荷尔蒙升高，是男性不育的诱因，严重危害人

体健康［３］。４ＨＢＡ酯类排放到空气或水体中，也造成了环境
污染，潜在地威胁着人类的健康［４－５］。４ＨＢＡ甲酯作为４ＨＢＡ
酯类的一种，同样广泛应用于各个领域。４ＨＢＡ甲酯的杀菌
效果较低，一般与４ＨＢＡ丙酯一同使用来提高其防腐抗菌效
果。４ＨＢＡ甲酯的抑菌效果受溶液的ｐＨ值影响较大，酸性的
环境更有利于其防腐作用［６］。但若遇到明胶蛋白质、甲基纤

维素等高分子化合物，其防腐效果会被抑制。４ＨＢＡ甲酯除
了用作防腐杀菌剂，同时还用于有机合成的护腐添加剂。

随着４ＨＢＡ甲酯的大量使用与排放，对环境和人体的危
害也越来越受到人们的关注，探索出一条安全且高效的降解

４ＨＢＡ甲酯的途径至关重要。在外界环境中，目前４ＨＢＡ酯
类的降解方式有臭氧处理、光催化、光降解、紫外光解和物理
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吸附等，但这些方法都不能完全除去４ＨＢＡ酯类，在空气和环
境水体中还有一定的残留，降解效果并不理想［７］。在人体胃

肠道内，４ＨＢＡ甲酯的代谢方式和去路也有待进一步探索［８］。

从浙江海底泥沙中分离出来的 Ｂ１菌株具有降解４ＨＢＡ甲酯
的能力，降解效率高，且Ｂ１菌株易于培养。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
海底泥沙取自浙江近海。所用试剂均购自生工生物工程

（上海）股份有限公司。

１．２　方法
１．２．１　培养基的制备　人工海水培养基：ＯＮＲ７ａ［９］。

ＭＢ液体培养基（１Ｌ）：ＭａｒｉｎｅＢｒｏｔｈ３７．４ｇ，蒸馏水溶解
后定容至１Ｌ，高压蒸汽灭菌１５ｍｉｎ。

唯一碳源培养基（０．０５％）：４ＨＢＡ甲酯、４ＨＢＡ乙酯、
４ＨＢＡ丙酯、４ＨＢＡ丁酯各 １１．６ｇ，９５％乙醇溶解并定容至
１０ｍＬ，制备成５％碳源浓缩液。２００ｍＬ海水培养基中加入
２ｍＬ碳源浓缩液，分别制备成４ＨＢＡ甲酯、４ＨＢＡ乙酯、４ＨＢＡ
丙酯、４ＨＢＡ丁酯培养基。
５０×ＴＡＥ（１００ｍＬ）缓冲液：２４．２ｇＴｒｉｓ、３．７２ｇＮａ２ＥＤＴＡ·

２Ｈ２Ｏ、５．７１ｍＬ的冰醋酸，ｐＨ值８．２～８．５，备用。
１×ＴＡＥ缓冲液（１００ｍＬ）：５０×ＴＡＥ稀释使用。
１％琼脂糖凝胶：１ｇ琼脂糖溶于１００ｍＬ１×ＴＡＥ缓冲液，

加热溶解。

１．２．２　菌种的分离　采用涂布平板法进行初筛，划线法进行
复筛，最后用４０％甘油和单一菌种１∶１保存，储存在－８０℃
冰箱中。

１．２．３　革兰氏染色　以大肠杆菌（Ｇ－菌）为对照，对 Ｂ１菌
种进行染色观察，整个染色过程包括涂片、初染、媒染、脱色、

复染、镜检等。

１．２．４　Ｂ１菌株的最适温度　挑取单菌落 Ｂ１，预培养后离
心，加入少量４ＨＢＡ甲酯培养基混匀制备成菌液浓缩液，取等
量加入到其他４ＨＢＡ甲酯液体培养基中，每组３个平行，分别
放在２０、２５、３０、３５、４０、４５℃摇床中培养 １８ｈ，测定吸光度
Ｄ６００ｎｍ值，绘制该菌种的最适温度曲线。
１．２．５　Ｂ１菌株的最适ｐＨ值　取等量菌液浓缩液分别加入
到不同ｐＨ值的４ＨＢＡ甲酯液体培养基中，ｐＨ值梯度为５．０、
５．５、６．０、６．５、７．０、７．５、８．０、８．５、９．０、９．５、１０．０。每组３个平
行，３０℃摇床中培养１８ｈ，测定吸光度 Ｄ６００ｎｍ值，绘制该菌种
的最适ｐＨ值生长曲线。
１．２．６　Ｂ１菌株的生理生化反应　吸取５μＬ菌液浓缩液滴
在生化反应管内，３０℃培养箱中培养２４ｈ后，观察生化反应
管内培养液的颜色变化情况。

１．２．７　菌种鉴定　试剂盒提取 Ｂ１全基因组：新鲜菌液离心
浓缩，加入２００μＬＧＡ、２０μＬＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ、２２０μＬＧＢ混合均
匀，７０℃水浴１０ｍｉｎ；再加入２２０μＬ无水乙醇，混合后转移
至收集管中，离心，弃废液；使用６００μＬＰＷ清洗２次，离心
弃废液，室温静置；使用ＴＥ将吸附柱上的ＤＮＡ洗脱后保存。

Ｂ１菌株的１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ：在 ＰＣＲ反应管中加入超纯水
２７．８μＬ、１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５μＬ、ｄＮＴＰＭｉｘ５μＬ、ＭｇＣｌ２４μＬ、
Ｐｒｉｍｅｒ１（２７Ｆ）３μＬ、Ｐｒｉｍｅｒ２（１４９２Ｒ）３μＬ、模板 ＤＮＡ２μＬ、

ＴａｇＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．２μＬ混合均匀。反应管放入 ＰＣＲ仪
中，设置程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５６℃退火
３０ｓ，７２℃延伸 ９０ｓ，共 ３５个循环；循环结束后 ７２℃保温
１０ｍｉｎ。

核酸电泳：１．２％琼脂糖溶胶液，加入２％ ＧｏｌｄｅｎＶｉｅｗ混
匀，倒入胶板冷却凝固；装胶后将 Ｍａｒｋｅｒ、ＤＮＡ样品（与溴酚
蓝染液混合均匀后）上样；接上电源，设置电泳条件，当溴酚

蓝跑到距末端１ｃｍ左右结束电泳，凝胶成像系统扫描和拍
照，观察结果。

测序：取 ＰＣＲ扩增获得的 １６ＳｒＤＮＡ３０μＬ，浓度 ＞
５０ｎｇ／μＬ，送到生工生物工程（上海）股份有限公司测序部进
行测序，得到测序结果。

绘制系统进化树：根据测序的结果找出与该菌株相似度

较高的其他菌株，绘制系统进化树，深入了解该菌株。

１．２．８　采用ＨＰＬＣ检测Ｂ１菌株对４ＨＢＡ甲酯的降解率　由
于利用唯一碳源培养基培养该菌株生长比较慢，而且浓度比

较低，先用 ＭＢ培养基培养，至其浓度到 Ｄ６００ｎｍ为０．５，离心，
洗涤后转移至唯一碳源培养基中继续培养，每２ｈ取１次样，
采用ＨＰＬＣ记录培养基中４ＨＢＡ甲酯的降解情况。
１．２．９　Ｂ１菌株对其他 ４ＨＢＡ酯类的降解情况　将降解
４ＨＢＡ甲酯的Ｂ１菌株，分别接种在４ＨＢＡ甲酯、４ＨＢＡ乙酯、
４ＨＢＡ丙酯、４ＨＢＡ丁酯的固体和液体培养基中，培养２ｄ，观
察该菌的生长情况。

２　结果与分析

２．１　Ｂ１菌株的菌落形态
利用含０．０５％４ＨＢＡ甲酯的海水培养基，以海底泥沙作

为样品，在液体培养中多次富集培养后，经过多次划线培养筛

选出Ｂ１菌株，该菌株在固体平板上的菌落形态见图１。Ｂ１
菌株的菌落形态为乳白色不透明，边缘整齐，外观湿润，表面

光滑略凸起。

２．２　Ｂ１菌株的革兰氏染色
经过革兰氏染色后，Ｂ１菌株被染成红色（图２），故该菌

为革兰氏阴性菌。

２．３　Ｂ１菌株的最适温度
根据不同培养温度下Ｂ１菌液的浓度绘制出最适温度曲

线，从图３中可知，在２５～３７℃ Ｂ１菌株生长良好，３０℃时菌
液浓度最高，即Ｂ１菌株的最适生长温度为３０℃。
２．４　Ｂ１菌株的最适ｐＨ值

由图４可知，在不同ｐＨ值海水培养基中，３０℃培养１８ｈ
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后测定菌液浓度，ｐＨ值在 ７．０～７．５时 Ｂ１菌株生长速度
较快。

２．５　Ｂ１菌株的生理生化反应
将Ｂ１菌株接种在含不同物质的生化管中，３０℃培养后

观察管内颜色变化情况。由表１可知，在检测的各种物质中，
Ｂ１菌株可以利用绝大多数的糖类、氨基酸等物质，但是不能
利用硫化氢和尿素。

表１　Ｂ１菌种对各种物质的利用情况

糖类代谢 氨基酸代谢

底物 生长情况 底物 生长情况

葡萄糖 ＋ 精氨酸 ＋
果糖 ＋ 赖氨酸 ＋
蔗糖 ＋ 鸟氨酸 ＋
乳糖 ＋ 其他

麦芽糖 ＋ 丙二酸盐 ＋
棉籽糖 ＋ 尿素 －
山梨糖 ＋ 七叶甘 ＋
Ｄ－核糖 ＋ 硫化氢 －
甘露糖 ＋ β－半乳糖苷 ＋

２．６　Ｂ１菌株的１６ＳｒＤＮＡ电泳结果
以Ｂ１菌株的浓缩液为模板，扩增所使用的引物是２７Ｆ、

１４９２Ｒ，１６ＳｒＤＮＡ片段大小为 １５００ｂｐ，条带明亮单一（图
５），可直接进行测序。

２．７　Ｂ１菌株的测序结果及系统进化树
将Ｂ１菌株送到测序公司得到测序结果并提交到数据库

中，获得的编码为ＫＹ９４１１３４。根据测序结果，利用 ＭＥＧＡ绘
制系统进化树（图 ６）。由图 ６可知，Ｂ１菌株和 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｔｉｍｏｎｅｎｓｉｓ的相似度最高，为９９．５％。Ｂ．ｔｉｍｏｎｅｎｓｉｓ是从人体
肠道中分离出来的是一种革兰氏阴性厌氧菌，属棒状杆菌属，

是人类肠道中最大的属之一，但是目前没有关于该菌株降解

４ＨＢＡ酯类的报道。
２．８　利用ＨＰＬＣ检测Ｂ１菌株对４ＨＢＡ甲酯的降解情况

从图 ７可以看出，Ｂ１菌株能够将 ４ＨＢＡ甲酯分解为
４ＨＢＡ和相应的醇类物质，１２ｈ左右４ＨＢＡ甲酯被降解完全。
２．９　Ｂ１菌株对其他４ＨＢＡ酯类的降解情况

将Ｂ１菌株分别接种在含４ＨＢＡ甲酯、４ＨＢＡ乙酯、４ＨＢＡ
丙酯、４ＨＢＡ丁酯的固体培养基上，３０℃培养一段时间，观察
菌落生长情况。从图８中可以看出，Ｂ１菌株不仅能在４ＨＢＡ
甲酯的唯一培养基上生长，还能在４ＨＢＡ乙酯、４ＨＢＡ丙酯上
生长，但是在４ＨＢＡ丁酯上不能生长，其具体的降解规律有待
进一步研究。

３　讨论

从浙江海底泥沙筛选出的 Ｂ１菌株可以有效地降解
４ＨＢＡ甲酯，同时也发现它有降解４ＨＢＡ乙酯、４ＨＢＡ丙酯的
能力。在这些４ＨＢＡ酯类中，Ｂ１菌株对４ＨＢＡ甲酯的降解率
最高。

４ＨＢＡ酯类因常被用作防腐剂而被人体大量摄入，威胁
人体健康。４ＨＢＡ酯类在人体内积累后降解规律及其代谢去
向还尚未知晓［１０］。通过本研究可以初步获悉人体肠道微生

物具有降解４ＨＢＡ酯类的能力，为研究４ＨＢＡ酯类在人体内
的降解机制奠定一定的理论基础。同时，对 Ｂ１菌株的深入
探究，有助于将其开发为降解环境中４ＨＢＡ酯类的工业菌株，
缓解由于４ＨＢＡ酯类的大量应用造成的水体和环境污染。但
此次研究只是初步了解此菌株，并未深入全面地认识到其降

解规律，还未探究其中的关键基因，未掌握 Ｂ１菌株的降解
谱，所以后面的工作还有很多，对于Ｂ１菌株的进一步研究将
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会有趣而艰巨，值得深入探索。
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