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摘   要：为阐明异养硝化-好氧反硝化(heterotrophic nitrification-aerobic denitrification, HN-AD)菌株

不 动 杆 菌 (Acinetobacter sp.) TAC-1 利 用 聚 (3- 羟 基 丁 酸 酯 -co-3- 羟 基 戊 酸 酯 ) [poly 
(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate), PHBV]的碳代谢途径，以乙酸钠(sodium acetate, SOA)为对

照，考察 TAC-1 菌株基因水平上存在的碳水化合物代谢通路。全基因组测序结果表明，TAC-1 菌株

中存在 gltA、icd、sucAB、acs 和 pckA 等碳水化合物代谢酶编码基因；KEGG 通路数据库注释进一

步证实 TAC-1 菌株存在糖酵解途径(glycolytic pathway, EMP)、磷酸戊糖途径(pentose phosphate 
pathway, PPP)、乙醛酸循环(glyoxylate cycle, GAC)和三羧酸循环(tricarboxylic acid cycle, TCA cycle)
等碳水化合物代谢通路；不同碳源的代谢物差异表达，进一步证实TAC-1菌利用 PHBV的碳代谢途

径为：PHBV (通过磷酸戊糖途径)→葡萄糖酸盐(通过糖酵解途径)→乙酰辅酶 A (进入三羧酸循

环)→CO2+H2O (产生电子供体并释放能量)。本研究有望为基于 HN-AD 和固体碳源的脱氮新工艺的

开发和应用提供理论依据。 
关键词：不动杆菌 TAC-1；聚(3-羟基丁酸酯-co-3-羟基戊酸酯) (PHBV)；碳代谢机理；三羧酸循环 
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An examination of the carbon metabolic pathways in 
Acinetobacter sp. TAC-1 in the context of poly 
(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) utilization 

LIU Huan, CHEN Wang, TAN Senwen, LIANG Siyu, YANG Chenxi, ZHANG Qian* 

College of Chemistry and Chemical Engineering, Chongqing University of Technology, Chongqing 400054, China 
 
Abstract: The present study aimed to unravel the carbon metabolism pathway of Acinetobacter 
sp. TAC-1, a heterotrophic nitrification-aerobic denitrification (HN-AD) strain that utilizes poly 
(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV) as a carbon source. Sodium acetate was 
employed as a control to assess the gene expression of carbon metabolic pathways in the TAC-1 
strain. The results of genome sequencing demonstrated that the TAC-1 strain possessed various 
genes encoding carbon metabolic enzymes, such as gltA, icd, sucAB, acs, and pckA. KEGG 
pathway database analysis further verified the presence of carbon metabolism pathways, 
including the glycolytic pathway (EMP), pentose phosphate pathway (PPP), glyoxylate cycle 
(GAC), and tricarboxylic acid (TCA) cycle in the TAC-1 strain. The differential expression of 
metabolites derived from distinct carbon sources provided further evidence that the carbon 
metabolism pathway of TAC-1 utilizing PHBV follows the sequential process of PHBV (via the 
PPP pathway)→gluconate (via the EMP pathway)→acetyl-CoA (entering the TCA 
cycle)→CO2+H2O (generating electron donors and releasing energy). This study is expected to 
furnish a theoretical foundation for the advancement and implementation of novel 
denitrification processes based on HN-AD and solid carbon sources. 
Keywords: Acinetobacter sp. TAC-1; poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV); 
carbon metabolism mechanism; tricarboxylic acid cycle 

 
传统生物脱氮技术具有适用范围广、处理效

率高和运行成本低等优势，是城镇污水处理中使

用最广泛的脱氮技术。近几年发布的中国环境公

报显示，湖泊富营养化、河道黑臭和地下水污染

的形势仍然十分严峻。为此，《城镇污水处理厂

污染物排放标准》(GB18918—2002)[1]中对氮的

排放提出了更高的要求[总氮(total nitrogen, TN)
的排放限值从 20 mg/L 降到 15 mg/L]，而传统生

物脱氮技术出现了低温硝化和低碳源反硝化两

大瓶颈问题。一是低温对硝化菌的比增长速率和

活性都有强烈抑制。当水温在 10 ℃左右时，每

降低 1 ℃，硝化活性会降低 50%[2]。因此，排放

标准里指出，当温度低于 12 ℃时，一级 A 标对

氨氮排放的浓度限值从 5 mg/L 放宽到 8 mg/L。

二是低碳源导致反硝化过程电子供体缺乏。当

BOD/TN<4 时，反硝化过程会受到明显抑制[3]。

目前一级 A 中 TN 15 mg/L 的限值对大多数污水

处理厂来说仍然面临巨大压力。因此，寻求新的

生物脱氮技术，成为解决城镇污水处理厂提标改

造的关键。 
异 养 硝 化 - 好 氧 反 硝 化 (heterotrophic 

nitrification-aerobic denitrification, HN-AD)菌属

在低温低碳条件下的脱氮潜能逐渐被挖掘。

HN-AD 菌属不仅可以在低温条件下(2−15 ℃)保
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持较高的脱氮速率[4-11]，还可以在低碳源条件下

通过异养硝化和好氧反硝化实现氨氮和总氮的

有效去除[12-15]，因此在低温低碳废水的处理中具

备重大潜力和优势。然而多数 HN-AD 菌分离自

水处理系统，它们在原有水处理系统中并未形成

优势菌属，为了拓展 HN-AD 菌的应用，研究者

尝试通过固定化技术来实现 HN-AD 菌在水处理

系统里的富集[16-21]，尽管采用的固定化技术有一

定富集效果，但在废水处理系统中由于碳源竞争

能力较弱，导致 HN-AD 菌容易失去优势地位。

在固定化材料中，固体碳源固定体系可以有效固

定反硝化功能微生物进行高效脱氮成为研究热

点，其中研究最广泛的固体碳源类型主要有聚

(3- 羟 基 丁 酸 酯 -co-3- 羟 基 戊 酸 酯 ) [poly 
(3-hydroxybutyrate-co- 3-hydroxyvalerate), PHBV]、聚
己内酯(polycaprolactone, PCL)、聚丁二酸丁二醇酯

(polybutylene succinate, PBS)和聚乳酸(polylactic 
acid, PLA)等[22]。这些固体碳源降解后可以分解为

羟基丁酸、羟基乙酸、乙酸、丁二酸和羟基丙酸

等小分子有机酸[23-24]。目前固体碳源微生物降解

的研究主要聚焦于土壤环境中微生物对固体碳

源薄膜的降解，降解机制也主要集中于降解酶的

酶活、性能验证以及降解产物的研究上[25]，对

于降解酶类型以及降解产物的代谢则鲜有报道。

关于HN-AD菌利用固体碳源 PHBV的最新研究

也多关注其异养硝化-好氧反硝化作用[26-29]，对

碳代谢机制的阐述鲜有报道。 
本研究采用 HN-AD 菌不动杆菌(Acinetobacter 

sp.) TAC-1 与固体碳源 PHBV 进行实验。以 SOA
为对照，采用基因测序、非靶向代谢组学等分析

方法，研究降解酶类型和对应碳代谢通路以及降

解产物差异，以期阐释 TAC-1 菌利用固体碳源

PHBV 的碳代谢机理。本研究有望为基于

HN-AD 和固体碳源的脱氮新工艺的开发和应用

提供理论指导。 

1  材料与方法 
1.1  TAC-1 菌株来源及培养 

本研究使用菌株为一株具有低温高效脱氮

功能的不动杆菌 TAC-1，从重庆市某养猪场沼液

中分离得到，详细的分离过程见团队前期的研究

报道[30]。将 TAC-1菌株置于 100 mL灭菌培养基，

培养基组成： 0.547 g CH3COONa 、 0.189 g 
(NH4)2SO4、5 mL微量元素，PH值7.0−7.2；0.2 MPa、
120 ℃下灭菌 30 min；其中微量元素组成为

(g/L)：MgSO4·7H2O 2.0，MnSO4·H2O 0.1，CaCl2 
1.5，FeSO4·7H2O 0.1，K2HPO4 5.0。在恒温摇床

(30 ℃、150 r/min)中培养 24 h。 

1.2  DNA 提取及全基因测序 
将 1.1 节所述方式培养的 TAC-1 菌离心收

集。按照上海美吉生物医药科技有限公司提供的

说明书，使用 MobioPowerSoil® DNA 分离试剂

盒提取 DNA 样本。随后，将提取的 DNA 样本

送至上海美吉生物医药科技有限公司进行全基

因测序。所有测序结果在上海美吉生物云平台

(www.majorbio.com)上进行分析。 

1.3  TAC-1 菌和固体碳源实验 
实验组：在 500 mL 已灭菌的锥形瓶中依次

加入 30 mL TAC-1 菌、300 mL 灭菌自来水、30 g
固体碳源(PHBV)。 

对照组：在 500 mL 已灭菌的锥形瓶中依次

加入 30 mL TAC-1 菌 30、300 mL 灭菌自来水、

3.48 g 无水乙酸钠(sodium acetate, SOA) (选择

依据来自前期 TAC-1 菌碳源优选实验[30])，初始

化学需氧量(chemical oxygen demand, COD)值与

30 g PHBV 相同，均为 1 000 mg/L。 
实验在 30 ℃、150 r/min 的恒温摇床中进行。

每 12 h 在无菌操作台取一次样品，取样后立即

测定菌液浓度 (OD600)和总有机碳 (total organic 
carbon, TOC)浓度。所有实验测试均为 3 次，数据
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取平均值。 

1.4  总有机碳(total organic carbon, TOC)
与菌液浓度(OD600)的检测方法 

TOC 采用燃烧氧化-非色散红外检测法测 
定[31]，OD600 采用紫外分光光度法测定。 

1.5  非靶向代谢组学分析  
锥形瓶实验运行 5 d 后，从 SOA 和 PHBV

组中采集生物样品(每组采集 6 个样本，每个样

本重量为 0.15 g)。将样品迅速冷冻于干冰中并

送至上海中科新生命生物科技有限公司的代谢

组分析平台，进行非靶向代谢组学检测分析。 

2  结果与分析 
2.1  TAC-1 菌的基本基因组信息 

利用 Circos 软件绘制基因组圈图，用于可

视化基因组的结构和关系，如图 1 所示，TAC-1
菌包含 1 个染色体和 3 个质粒。 

如表 1 所示，预测 TAC-1 基因组共编码       

4 660 个基因，基因组总长度为 4 862 297 bp，编

码基因总长度为 4 103 118 bp，占基因组的

84.39%，编码基因平均长度为 888.50 bp。共查到

81个 tRNA和21个 rRNA基因。GC含量为38.33%。 

2.2  KEGG 通路分析  
通过与 KEGG 数据库比对，有 2 174 个基因

在 KEGG 数据库中被匹配，包括 39 个 KEGG 通

路(图 2)。在 level 1 层级分类的 6 个通路中，代谢

(metabolism)为最高水平，图中共检测到 1 909 个

(87.81%)与代谢相关的基因，其次是环境信息处理

(environmental information processing) 230 个

(10.58%) 、 遗传信 息 加工 (genetic information 
processing) 184 个 (8.46%) 、人类疾病 (human 
diseases) 128 个 (5.88%) 、 细 胞 过 程 (cellular 
processes) 127 个(5.84%)、有机体系统(organismal 
systems) 56 个(2.58%)。而在代谢功能作用中，碳

水化合物代谢的基因为 156 个(占比 8.17%)。因此，

TAC-1 菌株存在与重要代谢过程相对应的基因。 
 

 
图 1  TAC-1 细菌基因组圈图   A：染色体. B−D：3 个质粒. 不同的颜色表示编码序列不同的 COG 的

功能分类 
Figure 1  The TAC-1 bacterial genome ring diagram. A: Chromosomes. B–D: Plasmids. Distinct colors signify 
the functional classification of COG with different coding sequences. 
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表 1  Acinetobacter sp. TAC-1 基因组基本组成情况 
Table 1  Composition of the genome of Acinetobacter 
sp. TAC-1 
Project Numerical value 
Genome size (bp) 4 862 297 
Gene total len (bp) 4 103 118 
Gene/Genome (%) 84.39 
CDS No. 4 660 
Gene average len (bp) 888.50 
GC content (%) 38.33 
tRNA No. 81 
rRNA No. 21 

对图 2 的碳水化合物部分相关基因进行

KEGG 功能注释分析，得到如表 2 所示的 TAC-1

菌株的碳代谢基因与对应编码的酶。TAC-1 菌株

编码表达碳代谢相关酶的基因如 pckA (编码磷

酸烯醇丙酮酸羧激酶)、gltA (编码柠檬酸合成

酶)、acnA (编码乌头酸水合酶)、icd (编码异柠

檬酸脱氢酶)、sucAB (编码 2-氧戊二酸脱氢酶)、

sucD (编码琥珀酰辅酶 A 合成酶)、aarC (编码乙

酸辅酶 A 转移酶)、sdhA (编码琥珀酸脱氢酶)、 
 

 
 

图 2  TAC-1 基因代谢通路   图中的 6 种颜色分别代表 6 个主要的通路水平，深蓝色表示代谢；深绿色

表示细胞过程；红色表示人类疾病；紫色表示遗传信息过程；青色表示有机系统；橙色表示环境信息过

程 
Figure 2  The metabolic pathways of genes in the Acinetobacter sp. TAC-1 strain as characterized through 
genomics analysis. The six colors in the figure respectively represent the six main pathway levels, with dark 
blue representing metabolism, dark green representing cellular processes, red representing human diseases, 
purple representing genetic information processes, cyan representing organic systems, and orange representing 
environmental information processes. 
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fumA (编码延胡索酸水合酶)、mqo (编码苹果酸

脱氢酶)、mdh (编码苹果酸脱氢酶)与发生在细菌

内的 TCA 循环反应有关[32]。刘钊远[33]通过重组

柠檬酸合成酶、异柠檬酸脱氢酶和 α-酮戊二酸

脱氢酶过表达基因工程菌株，与原始菌株进行对

比发酵验证，发现游离表达 icd 基因的工程菌杆

菌肽产量比原始菌株高出 11.5%，同时编码基因

gltA 的转录水平比原始菌株提高了 3.4 倍。由此

推测，在 TCA 循环中，起到调节作用的编码基

因为 gltA、icd。 
2.3  COG 注释与 GO 注释分析 

蛋白质直系同源簇 (cluster of orthologous 
groups of proteins, COG)数据库的基因注释统计

结果如图 3 所示。注释结果显示 TAC-1 基因的

COG 功能分类共有 22 个，共注释到 3 602 个基

因，其中 33.29%的基因没有功能特征。第二大

和第三大功能分类分别是“转录”和“氨基酸转

运与代谢”，它们分别注释 268 个和 244 个基因。

其次第三大和第四大功能分类分别是“无机离子

运输和代谢”和“能源生产和转换”，它们分别

注释 235 个和 217 个基因。COG 注释的 TAC-1
菌株部分碳代谢基因如表 3 所示。 

基因本体论(gene ontology, GO)数据库的基

因注释统计结果如图 4 所示，共注释到 3 026 个

基因(占总编码基因数的 64.93%)。其中分子功能

(molecular function, MF)丰度最高 (基因数目   
2 395 ， 79.15%) ，其次是细胞组分 (cellular 
component, CC) (基因数目 1 454，48.05%)和生

物过程(biological process, BP) (基因数目 1 351，
44.65%)。而在分子功能中主要富集到 ATP 结合

相关基因。GO 注释的 TAC-1 菌株部分碳代谢相

关功能基因数目如表 4 所示。 
2.4  碳水化合物活性酶分析 

碳 水 化 合 物 活 性 酶 (carbohydrate active 
enzymes, CAZyme)包括多个不同的酶家族，其中

包括糖苷水解酶(glycoside hydrolases, GHs)、糖

基转移酶(glycosyltransferases, GTs)、多糖裂合酶

(polysaccharide lyases, PLs)、碳水化合物酯酶

(carbohydrate esterases, CEs)、碳水化合物结合模

块(carbohydrate-binding modules, CBMs)和辅助

氧化还原酶(auxiliary activities, AAs)。这些酶在

降解复杂碳水化合物方面发挥关键作用，其中

GHs 通过水解糖苷键分解多糖[34-35]，GTs 参与糖

类物质的合成[36]，CEs 降解多糖酯基，促进其 
 
表 2  KEGG 数据库注释 Acinetobacter sp. TAC-1 菌株的碳代谢相关基因 
Table 2  Carbon metabolism related genes in the Acinetobacter sp. TAC-1 strain as annotated in the KEGG 
database 
Gene ID KEGG name KO description 
Gene 3461 pckA Phosphoenolpyruvate carboxykinase (GTP) 
Gene 1134 gltA Citrate synthase 
Gene 3980 acnA Aconitate hydratase 
Gene 1274 icd Isocitrate dehydrogenase 
Gene 1139 sucA 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component 
Gene 1140 sucB 2-oxoglutarate dehydrogenase E2 component 
Gene 1143 sucD Succinyl-CoA synthetase alpha subunit 
Gene 0266 aarC Acetate CoA-transferase 
Gene 1137 sdhA Succinate dehydrogenase 
Gene 3995 fumA Fumarate hydratase, class I 
Gene 2554 mqo Malate dehydrogenase (quinone) 
Gene 4044 mdh Malate dehydrogenase 
Gene 1776 acs Acetyl-CoA synthetase 
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图 3  COG 注释   横坐标代表不同 COG 类型，纵坐标代表基因个数. 具体每种 COG 类型的功能描述

请见右侧图例 
Figure 3  COG annotations. The x-axis represents different COG types, and the y-axis represents the number 
of genes. Detailed functional descriptions for each COG type can be found in the legend on the right side. 
 
表 3  COG 注释 Acinetobacter sp. TAC-1 菌株的碳代谢相关基因 
Table 3  Annotation of genes related to carbon metabolism in the Acinetobacter sp. TAC-1 strain using COG 
classification 
Gene ID COG description COG type description COG category 

Gene 4563 Phosphoenolpyruvate carboxylase activity Energy production and conversion Metabolism 

Gene 0266 Acetyl-CoA hydrolase Energy production and conversion Metabolism 

Gene 1134 Citrate synthase Energy production and conversion Metabolism 

Gene 3709 Citrate transporter Energy production and conversion Metabolism 

Gene 2405 Fumarate hydratase class II Energy production and conversion Metabolism 

Gene 3995 Fumarate Energy production and conversion Metabolism 

Gene 1274 Isocitrate dehydrogenase Energy production and conversion Metabolism 

Gene 3706 Isocitrate lyase Energy production and conversion Metabolism 

Gene 0142 Malic enzyme Energy production and conversion Metabolism 

Gene 2554 Malate dehydrogenase (quinone) Energy production and conversion Metabolism 

Gene 0116 NADH flavin oxidoreductase Energy production and conversion Metabolism 

Gene 1244 NADH dehydrogenase Energy production and conversion Metabolism 

Gene 1137 Succinate dehydrogenase Energy production and conversion Metabolism 

Gene 2272 Citrate lyase Carbohydrate transport and metabolism Metabolism 

Gene 2881 (ABC) transporter Carbohydrate transport and metabolism Metabolism 

Gene 2887 Carbohydrate kinase Carbohydrate transport and metabolism Metabolism 
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图 4  GO 注释   横坐标代表 GO 的三大分支(即生物过程、细胞组分、分子功能)以及更进一步的 leve 2
分类；纵坐标代表基因所占的相对比例 
Figure 4  GO annotations. The x-axis represents the three major branches of gene ontology (GO): Biological 
processes, cellular components, and molecular functions, along with further level 2 classifications. The y-axis 
represents the relative proportion of genes. 
 
 
他酶的水解作用[37]，PLs 通过复杂机制破坏糖

苷键[38]，CBMs 则通过将酶固定到底物表面提高

水解效率[39-40]，AAs 可参与木质素修饰，打开植

物生物质抗降解屏障，加速底物水解[41]。细菌

产生的碳水化合物酶协同作用可将复杂的碳水

化合物降解为简单糖类。 
菌株 TAC-1 中 CAZyme 基因表达结果见图

5A，分析显示 GHs、CEs、GTs、AAs 和 CBMs

基因表达比例分别为 16.85%、41.57%、23.60%、

16.85%和 1.12%。图 5B 表明，CEs 基因表达最

为丰富，其中主要种类包括 CE11 (葡萄糖脱乙

酰基酶)、CE1 (羧酸酯酶、木聚糖酯酶、阿魏酰

酯酶、甘肽水解酶、酰基转移酶、芳基酯酶、胆

碱酯酶、甾醇酯酶和羧基酯酶)[42]。 
上述分析表明，碳水化合物酶如 CEs 的高

量表达，可能是 TAC-1 菌降解 PHBV 的关键。 
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表 4  GO 注释 Acinetobacter sp. TAC-1 菌株的碳代谢相关基因 
Table 4  Annotation of gene ontology (GO) for carbon metabolism-related genes in Acinetobacter sp. TAC-1 
strain 
Category GO description Gene No. 
Molecular function ATP binding 258 
Molecular function NADH dehydrogenase (ubiquinone) activity 11 
Molecular function Acetyl-CoA carboxylase activity 4 
Molecular function Acetyl-CoA C-acetyltransferase activity 4 
Molecular function Carbohydrate derivative binding 3 
Molecular function Gluconate transmembrane transporter activity 3 
Molecular function Fumarate hydratase activity 2 
Molecular function Isocitrate dehydrogenase (NADP+) activity 2 
Molecular function Acetate-CoA ligase activity 1 
Molecular function Malate dehydrogenase (decarboxylating) (NADP+) activity 1 
Molecular function Isocitrate lyase activity 1 
Molecular function Phosphoenolpyruvate carboxykinase (GTP) activity 1 
Molecular function Succinate dehydrogenase activity 1 
Molecular function Glucose-6-phosphate isomerase activity 1 
Molecular function Acetyl-CoA hydrolase activity 1 

 
 

 
 

图 5  碳水化合物活性酶的表达量(A)和碳水化合物酯酶的表达量(B)   饼图的面积表示该分类中基因所

占的相对比例 
Figure 5  Expression of carbohydrate active enzymes (A) and carbohydrate esterases (B). The area of the pie 
chart indicates the relative proportion of gene expression in that classification. 
 

2.5  系统发育树 
使用 31 个持家基因(dnaG、frr、infC、nusA、

pgk、pyrG、rplA、rplB、rplC、rplD、rplE、rplF、

rplK、rplL、rplM、rplN、rplP、rplS、rplT、rpmA、

rpoB、rpsB、rpsC、rpsE、rpsI、rpsJ、rpsK、rpsM、

rpsS、smpB 和 tsf)与本地数据库进行比对，并从

中选择与目标菌株在种属水平上最为相似的19株

菌进行进化分析。 
如图 6 所示，TAC-1 菌株与 lwoffii_WJ10621

亲缘关系较近，相似度高达 92.8%。 
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图 6  基于持家基因的 TAC-1 菌株系统发育树 
Figure 6  The phylogenetic tree of TAC-1 strain based on housekeeping genes. 
 
2.6  基于 KEGG 数据库、COG 数据库和

GO数据库分析预测TAC-1菌的碳代谢途径 
将上述分析的酶及编码基因结合 KEGG 数

据库、COG 数据库和 GO 数据库的功能注释以

及 KEGG 通路的预测分析，得到如图 7 所示

TAC-1 菌存在的碳代谢路径[32]。结果表明，TAC-1
菌存在糖醇解、磷酸戊糖途径、三羧酸循环和乙

醛酸代谢等碳代谢路径。然而，TAC-1 菌利用

PHBV 的中间产物还未可知，仍需进一步分析。 

2.7  非靶代谢结果分析 
2.7.1  不同碳源下细菌数量增长速率和碳源利

用程度的变化情况 
如图 8 所示，实验组使用 PHBV 和对照组

使用 SOA 的 TOC 和 OD600 均呈现出类似的趋

势。初始 TOC 为 1 000 mg/L，之后 TOC 快速下

降，同时 OD600 呈上升趋势。这表明 TAC-1 菌能

够有效利用 PHBV 和 SOA，并且在利用程度和

生长趋势上表现出相似的结果。然而，当 TOC
浓度降至较低水平(<200 mg/L)时，TAC-1 菌的

生长受到限制，甚至导致 OD600 的下降。 

上述结果表明，反应期间细菌数量增长速率

不同或碳源利用程度不同不是造成后续分析结

果差异的因素，碳源类型的不同才是引起后续分

析的差异的因素。 
2.7.2  不同碳源下差异性代谢物分析 

不同类型碳源提取的两组样本和 QC 样本

正、负离子模式下 PCA 得分图和火山图如图 9
所示，结果显示在正离子和负离子模式下，SOA
和 PHBV 组间的代谢产物分离情况良好。本次

在正、负离子模式下分别检测到 7 356个离子峰，

图中显示在正、负离子模式下，以 SOA 为对照

组，PHBV 因其更大的表面积附着更多的菌导致

丰度显著上调的代谢物数量均高于丰度显著下

降的代谢物数量[43]。 
经过 KEGG 富集分析，确定了具有显著差

异的前 20 条代谢途径(P<0.05) (图 10)。结果表

明 PHBV 对 TAC-1 菌的代谢途径，尤其是在氨

酰基-tRNA 合成、脂肪酸合成和不饱和脂肪酸合

成、ABC 转运途径以及氰基氨基酸代谢等通路，

产生了明显影响。 
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图 7  TAC-1 菌存在的部分碳代谢路径(包括糖醇解、磷酸戊糖途径、三羧酸循环和乙醛酸代谢) 
Figure 7  Partial carbon metabolism pathways of TAC-1 bacteria, including glycolysis, pentose phosphate 
pathway, tricarboxylic acid cycle and glyoxylic acid metabolism. 
 

 
图 8  TAC-1 菌利用不同碳源的 TOC (A)与 OD600 (B)变化情况   垂直坐标表示 TOC 浓度(A)和 OD600 

(B)，水平坐标表示反应时间，水平向里的坐标表示碳源类型 
Figure 8  TOC (A) and OD600 (B) changes of TAC-1 bacteria using different carbon sources. The vertical axis 
represents TOC concentration (A) and OD600 (B), while the horizontal axis represents reaction time. The inward 
horizontal coordinate represents the carbon source type. 
 
 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

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

4674 

 

 
 

图 9  正负离子模式下的 PCA 得分图和代谢物丰度差异火山图   A、C：正离子模式. B、D：负离子模

式. (A−B)中每个点代表一个样本，其位置表示在降维空间中的得分. 不同颜色或标记可以表示不同的组

或类别，轴标签说明了各个主成分的贡献程度. (C−D)中红色表示差异代谢物中存在显著上调的变化

(FC>1.5，P<0.05)，蓝色表示差异代谢物中存在显著下调的变化(FC<0.67，P<0.05)，黑色表示差异代谢

物没有显著性变化 
Figure 9  PCA score plot and volcano plots. A, C: Positive mode. B, D: Negative mode. Each point in (A−B) 
represents a sample, and its position reflects the score in the reduced dimensional space. Different colors or 
markers can be used to represent different groups or categories, while the axis labels indicate the contribution 
levels of each principal component. In (C−D), the red color indicates significant upregulation of differential 
metabolites (FC>1.5, P<0.05), the blue color represents significant downregulation of differential metabolites 
(FC<0.67, P<0.05), and the black color signifies no significant change in differential metabolites. 
 

通过进一步分析在通路活性上显示明显差

异的代谢途径，利用差异丰度得分来评估代谢的

变化情况，并捕捉特定途径中所有代谢物的平均

和整体变化。根据 Pathway_hierarchy1 的分类归

属，将这些途径划分为环境信息处理、遗传信息

处理、代谢机制和有机体系统等 4 大类别。在本 
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研究中，共发现了 24 条显著差异的代谢通路，

其中有 20 条上调和 4 条下调，结果见图 11。其

中微生物新陈代谢(如戊糖磷酸代谢)、遗传信息

处理(如氨酰基-tRNA 的生物合成)以及有机体系

统(如脂肪细胞脂肪分解的调节)等相关代谢通

路的活性在添加固体碳源 PHBV 的作用下显著

上调，说明在固体碳源 PHBV 的系统内 TAC-1
菌群细胞的生长代谢繁殖及遗传表达起着正向

作用。 
2.7.3  PHBV 对 TAC-1 菌群信号通路的影响 

如图 11 所示，对于 FoxO 信号通路，FoxO

转录因子家族对细胞生理事件中的基因表达起

着调控作用，包括凋亡、细胞周期控制、葡萄糖

代谢、抗氧化应激和长寿等重要过程[44]。在环

境信息处理中，cGMP-PKG 和 PI3K-Akt 信号通

路得到上调。这 2 个信号通路与细胞的生长增殖

密切相关，其中 cGMP-PKG 信号通路主要推动

细胞的生长增殖过程，而作为 PI3K 信号通路下

游的主要应激酶，Akt 参与细胞的生长、分化和

损伤保护等重要过程[45-46]。此外，ABC 转运蛋

白在微生物抗逆性中发挥重要作用，负责转运无

机盐离子、糖和氨基酸等关键物质[47]。 

 

 
 

图 10  KEGG 富集通路图   圆圈大小表示该通路的代谢物数量，颜色代表富集的 P 值 
Figure 10  KEGG enrichment pathway plot. The size of the circles represents the number of metabolites in that 
pathway. The color represents the enrichment P value. 
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图 11  差异代谢通路的差异丰度得分图   线段的长度表示差异丰度得分的绝对值，圆点大小表示该通

路中代谢物的数目；红色的深度表示该通路整体表达情况上调程度，蓝色的深度表示该通路整体表达情

况下调程度 
Figure 11  Analysis of different abundance of metabolic pathways based on PHBV_vs._SOA. The length of 
the line segment indicates the absolute value of the differential abundance score, and the size of the dots 
indicates the number of metabolites in the pathway; The depth of red color represents the overall upregulation 
level of the pathway, while the depth of blue color represents the overall downregulation level of the pathway. 
 

上述信号通路活性在实验组上调，说明相较

SOA，固体碳源 PHBV 可强化 TAC-1 菌群的细

胞生长与代谢。 
2.7.4  TAC-1 菌利用 PHBV 的碳代谢机制 

功能微生物可以通过糖酵解途径(EMP)、磷

酸戊糖途径(PPP)生成乙酰辅酶 A 进入三羧酸循

环[48-50]，从而持续产生电子供体 NADH 和释放

大量 ATP 供能[51]。ATP 是代谢反应和通路最重

要的能量来源，在菌株的生长和目标代谢产物的 

合成中起着至关重要的作用[52]。同时，在代谢

途径中共享的辅酶因子 ATP/ADP、NADH/NAD
和 acetyl-CoA/辅酶 A 在代谢通量分布和速率中

也起着重要作用[53-57]。在实验组 PHBV 中，能

量代谢的中间产物 NAD+、NADH、ADP 和 ATP
相较于对照组 SOA 分别提高了 5、2.73、2.57、
6.18 倍(基于非靶向代谢结果报告计算得出)，说

明添加固体碳源 PHBV 能够提升菌群能量和代

谢水平。检测到 PPP 路径中代谢产物葡萄糖酸
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盐的上调说明 PHBV 碳源大分子被分解成小分

子葡萄糖酸盐，进而被 TAC-1 菌在细胞内利用。

Acetyl-CoA 作为碳源和 TCA 循环之间的重要桥

梁，其上调的代谢结果加快了碳水化合物代谢，

说明 PHBV 更能有效地被 TAC-1 菌株利用。与

之不同，乙酸钠可直接通过乙酸代谢产生乙酰辅

酶 A (acetyl-CoA)进入 TCA 循环[54]。如图 12 所

示，在 TCA 循环的第一步，乙酰辅酶 A 中的乙

酰基转移到草酰乙酸，生成柠檬酸。接下来的   
2 个氧化脱羧步骤中，产生 2-酮戊二酸和琥珀酰

辅酶 A，同时放出二氧化碳和 NADH。琥珀酰辅

酶 A 与琥珀酸反应时，产生 GTP，用于生成 ATP。
琥珀酸脱氢酶将琥珀酸转化为富马酸，产生

FADH、苹果酸和草酰乙酸，形成 TCA 循环的下

一轮。同时，由 EMP 途径产生的丙酮酸可以进

入 TCA 循环被氧化，或被羧化成草酰乙酸。 

 

 
 

图 12  TAC-1 菌在 PHBV 作用下的碳代谢机制   图中蓝色虚线表示 EMP；黄色虚线表示 PPP；红色线

部分为 TCA 循环；紫色虚线部分表示乙醛酸代谢 
Figure 12  The metabolic pathway of Acinetobacter sp. TAC-1 in the presence of PHBV as a solid carbon 
source. The blue dotted line signifies the glycolytic pathway (EMP), the yellow dotted line represents the 
pentose phosphate pathway (PPP), the red line represents the tricarboxylic acid (TCA) cycle, and the purple 
dotted line represents the metabolism of glyoxylic acid. 
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3  结论  
本研究采用基因组测序对 TAC-1 菌株进行

分析，TAC-1 菌株在基因水平上存在编码碳水化

合物酶的关键基因，包括 gltA、icd、sucAB、acs
和 pckA 等。通过 KEGG 数据库注释，进一步证

实了 TAC-1 菌株存在着碳水化合物代谢通路，

包括 EMP 途径、PPP 途径、乙醛酸代谢和 TCA
循环。结合 TAC-1 在利用不同碳源(PHBV 与

SOA)时的代谢物差异分析，结果显示，与 SOA
组相比，PHBV 组的能量代谢中间产物 NAD+、

NADH、ADP 和 ATP 分别提高了 5、2.73、2.57、
6.18 倍。此外，葡萄糖酸盐和乙酰辅酶 A 的表

达也得到了上调。以上结果进一步证实了 TAC-1
菌株利用 PHBV 的途径为：PHBV (通过 PPP 途

径)→葡萄糖酸盐(通过 EMP 途径)→acetyl-CoA 
(进入 TCA循环)→CO2+H2O (产生电子供体并释

放能量)。而对于 SOA 的利用途径为：SOA (通
过 乙 酸 代 谢 )→acetyl-CoA ( 进 入 TCA 循

环)→CO2+H2O (产生电子供体并释放能量)。 
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