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摘   要：【目的】含硫氨基酸的生物降解是造成海水养殖环境中毒性硫化物上升的重要因素，而

微生物降解含硫氨基酸的机制和影响因素解析是控制该系统中硫化物浓度的关键环节。【方法】本

研究利用稀释涂布-叠皿夹法自本实验室海水养殖环境的沉积物中分离得到一株产生硫化物的厌

氧菌株，并通过代谢组学研究其以半胱氨酸为底物产生硫化物的机制和途径。【结果】经鉴定，该

菌株为弗氏柠檬酸杆菌(Citrobacter freundii)，能够在厌氧条件下还原硫酸盐，能够降解半胱氨酸

产生硫化物，投加 L-半胱氨酸可提高其还原硫酸盐的能力。该菌株以 1 g/L 半胱氨酸为底物，在

35 ℃、盐度为 10、pH 8.0 的条件下，硫化物的最高积累量可达 302.4 mg/L。对菌株中硫化物产生

具有重要贡献的半胱氨酸脱巯基酶研究表明，该酶最适温度为 35 ℃，在 pH 6.0–8.0 有较高的活

性，能够快速降解半胱氨酸产生硫化物。结合代谢组学研究发现，该菌株中含有的 3-巯基丙酮酸

硫酸转移酶、胱硫醚-γ-裂解酶、半胱氨酸脱巯基酶催化半胱氨酸降解是产生硫化氢的主要途径；亚

硫酸盐还原酶还原硫酸盐、亚硫酸盐是其产生硫化氢的次要途径。【结论】通过揭示柠檬酸杆菌

降解半胱氨酸产生硫化物的机理，可为海水养殖环境中毒性硫化物的防控提供理论基础。  

关键词：弗氏柠檬酸杆菌；L-半胱氨酸；硫化物；海水养殖 
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Abstract: [Objective] The biodegradation of sulfur-containing amino acids is an important 
factor in the rise of toxic sulfides in the mariculture environment, and the analysis of the 
mechanisms and influencing factors of microbial degradation of sulfur-containing amino acids 
is a key link to control the sulfide concentration in this system. [Methods] This study used the 
dilution coating-stacked dish clamp method to isolate a sulfide-producing anaerobic strain from 
the sediment of the mariculture environment in this laboratory, and the mechanism and 
pathway of sulfide production with cysteine as substrate were investigated by metabolomics. 
[Results] The strain was identified as Citrobacter freundii, which reduced sulfate under 
anaerobic conditions and degraded cysteine to produce sulfide. The addition of L-cysteine 
improved its ability to reduce sulfate. The maximum accumulation of sulfide in this strain was 
302.4 mg/L at 35 ℃, salinity 10, and pH 8.0 with 1 g/L L-cysteine as substrate. The study of 
cysteine desulfhydrase, the important contributor to sulfide production in the strain, revealed 
that the optimum temperature of this enzyme was 35 ℃, and it had high activity at pH 6.0–8.0, 
which could rapidly degrade cysteine to produce sulfide. Combined with the metabolomics 
study, it was found that the strain contained 3-mercaptopyruvate sulfotransferase, cystathionine 
gamma-lyase, and cysteine desulfhydrase catalyzing the degradation of cysteine was the main 
pathway to produce hydrogen sulfide, and sulfite reductase reducing sulfate and sulfite was its 
secondary pathway to produce hydrogen sulfide. [Conclusion] By revealing the mechanism of 
sulfide production from cysteine degradation by Citrobacter, this paper provides a theoretical 
basis for the prevention and control of sulfide in mariculture. 
Keywords: Citrobacter freundii; L-cysteine; sulfide; mariculture 
 
 

我国是海水养殖大国，2020 年海水养殖产

量 2 135.3 万 t，海水养殖单位面积的产量是淡

水养殖的 1.5 倍以上[1]。海水养殖不仅为国民提

供高质量蛋白质，而且对经济的发展有重要的

推动作用[2]。 
近年来，由于鱼粉供不应求，高脂饲料成

为其替代品被广泛用于水产养殖业中，但高脂

饲料会造成养殖动物脂肪代谢缓慢，对养殖动

物的生长带来负面影响[3]，因此，通过外加含

硫氨基酸的方式降低脂肪的积累成为水产养殖

必不可少的环节[4]。含硫氨基酸因其具有活性

的硫元素而得名，包括甲硫氨酸、半胱氨酸和

胱氨酸，用于体内蛋白质的合成和生命活动。

其中，甲硫氨酸被称为“第一限制性含硫氨基
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酸”，一部分直接用于蛋白质的合成，另一部分

转化为半胱氨酸，当生物体内甲硫氨酸含量不

足以满足所需的含硫氨基酸时，半胱氨酸则成

为限制性氨基酸 [5]，因此将甲硫氨酸称为半胱

氨酸的前体物。含硫氨基酸不仅是生物生长发

育必不可少的物质，还能提高海产品的质量、

防治病害 [6]。目前，已将含硫氨基酸应用于丝

尾鳠 (Hemibagrus wyckioides) 、对虾 (Penaeus 

vannamei)、中华鳖 (Pelodiscus sinensis)、黄鳝

(Monopterus albus)等水产动物的养殖中[7]。 
在集约化养殖模式下，过量的饵料、缓慢

的水动力循环、生物排泄废物沉降以及含硫蛋

白的投加将造成养殖区形成厌氧环境，硫酸盐

还原菌(sulfate reducing bacterium, SRB)以丰富

的硫酸盐为电子受体，有机物为电子供体通过

无氧呼吸产生硫化物 [8]；此外，由于含硫氨基

酸(尤其是半胱氨酸)的不稳定性，一部分在自然

条件下会分解，另一部分会在含硫氨基酸降解

菌的利用下产生硫化氢和氨气，导致养殖生境

底泥膨胀、恶化，甚至毒害水生生物。研究表

明，大量的硫化物会出现在表层沉积物中[9]，

99%的溶解性硫化物(HS–、H2S、S2–)通过沉积

物-水界面进入到水环境中，而且季节性变化对

其扩散通量有很大的影响[10]。硫化氢和氨氮对

水生生物具有很大的毒性，我国渔业水质标准

(GB 11607—1989)规定，养殖水体中硫化物(以
S2–计)不得高于 6.25 µmol/L。研究表明，硫化

物含量过高不仅会与血液中的铁结合削弱血红

蛋白的携氧能力，而且会损害皮肤和黏膜[11]。

Wang 等 [12]通过观察蛤蜊在高浓度的硫化物

(≥3.15 mmol/L)环境中的变化，发现硫化物的毒

性依次作用于蛤蜊的贝壳、组织、血液，直至

死亡；Thompson 等[13]将海胆置于含硫化氢的沉

积物中，发现当硫化氢浓度达到 165.8 µmol/L
时会使海胆的死亡率明显增加，即使硫化氢浓

度低至 32.9 µmol/L 时仍会影响雄性性腺的生长。 
针对于硫化物的产生，当前的研究主要聚

焦于 SRB 的作用[14]，SRB 不仅能还原无机硫，

在含硫氨基酸降解过程也中发挥着重要的作

用。王亚南等[15]在海水养殖底泥中发现，利用

半胱氨酸产硫化氢的细菌数量高于利用硫代硫

酸盐产硫化物的细菌数量，可能是由于含硫氨基

酸的存在，抑制了亚硫酸盐还原酶的活性[16]；

郭策等[17]在北戴河海洋沉积物中研究 12 株典型

的 L-半胱氨酸降解菌，并证明是半胱氨酸脱巯

基酶产生了硫化氢、丙酮酸和氨。目前，具有硫

酸盐还原功能的柠檬酸杆菌(Citrobacter spp.)引
起了关注，然而，更多的学者侧重于研究柠檬酸

杆菌对硫酸盐的利用情况[18]，对于柠檬酸杆菌

降解半胱氨酸产生硫化氢的机理较少涉及。 
因此，本研究以本实验室海水养殖环境的

沉积物为对象，富集、驯化半胱氨酸降解菌，

研究其生理特性及影响硫化物产生的因素，探

究半胱氨酸脱巯基酶的活性及稳定性，通过代

谢组学揭示硫化物产生的机制，为海水养殖生

境修复提供理论指导。 

1  材料与方法 
1.1  L-半胱氨酸降解菌的筛选 

以本实验室海水养殖环境的沉积物为研究

对象，进行半胱氨酸降解菌菌群的富集。富集

及菌株分离应用 Kumagai 培养基，并进行适当

修改，成分如下(g/L)：牛肉膏 5.0；蛋白胨 5.0；
酵母粉 3.0；三水合乙酸铅 0.2；L-半胱氨酸 2.0；
以不添加 L-半胱氨酸的培养基为空白对照，调

节培养基 pH 为 7.0–8.0，添加 30.0 g/L 的 NaCl
以模拟海水盐度。其中，L-半胱氨酸和三水合

乙酸铅分别用无菌水溶解后，采用孔径为 0.22 µm
的滤膜过滤除菌。将配制好的液体培养基分装

至密闭的血清瓶中，每瓶血清瓶中装 85 mL 培
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养基，通入高纯 N2 3 min，再进行 121 ℃高压

蒸汽灭菌 30 min。灭菌后，待温度降至 50 ℃左

右时，分别用注射器将10 mL L-半胱氨酸和 5 mL
三水合乙酸铅注入到血清瓶内。 

在厌氧条件下，每瓶装入 5 g 沉积物，然

后 将 血 清 瓶 置 于 25 ℃ 恒 温 培 养 箱 ( 珠 江

LRH-300-G)中避光静置培养。待上层液体培养

基变黑时，用无菌注射器抽取上层空气，注入

到湿润的乙酸铅试纸上，当试纸变黑时证明有

硫化氢产生，此时，用无菌注射器按照 1% (体
积分数)接种量将上层菌液接种于新鲜液体培

养基中，放置于 25 ℃恒温培养箱中避光静置培

养。如此重复 3 次，得到半胱氨酸降解菌菌群。 
采用无菌注射器吸取 1 mL 半胱氨酸降解

菌富集产物至 99 mL Kumagai 液体培养基中，

然后将血清瓶置于 25 ℃恒温培养箱中避光静

置培养。待上层液体培养基变黑且有臭鸡蛋气

味时，在厌氧条件下，取 100 µL 菌液采用稀释

涂布-叠皿夹法进行纯菌株的筛选。将涂布后的

平板倒置于 25 ℃条件下静置培养，待琼脂平板

表面生长出肉眼可见且特征明显的黑色单菌落

后，用无菌手术刀切下单菌落，不碰触其余菌

落，接种到新的液体培养基中，并注入灭菌的液

体石蜡，于 25 ℃恒温培养箱中避光静置培养。

至少重复 3 次，得到半胱氨酸降解菌纯菌株。 
1.2  菌株鉴定 

按照文献[19]描述的方法，应用扫描电镜

(scanning electron microscope, SEM) ( 蔡 司

Gemini300)观察该菌株细胞形态。 
将纯化后的菌株在 Kumagai 液体培养基中

培养至对数期，取 45 mL 在室温下 4 000×g 离

心 10 min，采用试剂盒(MoBio)提取总 DNA。采

用针对细菌 16S rRNA 基因的通用引物[14] (正向

引物 27F：5ʹ-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3ʹ；
反向引物 1492R：5ʹ-CTACGGCTACCTTGTTAC 

GA-3ʹ)，对该菌株的 16S rRNA 基因进行 PCR 扩

增(Bio-Rad)。反应体系为正、反向引物(10 µmol/L)
各 2 µL，DNA 模板 2 µL，PCR Mix 25 µL，无

菌水 19 µL。扩增程序为：94 ℃ 5 min；94 ℃   
30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，35 个循环；72 ℃ 
10 min，4 ℃保温。 

利用琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物后，送

至派森诺生物科技有限公司采用 27F/1492R 引

物测序。测序完成后，使用 DNAstar (DNAstar 
Inc.)软件包中的 Seqman 程序处理测序峰图，进

行序列整理、编辑和拼接，去除引物和重复序

列，最终得到目的序列。目的序列通过 NCBI
网站上的 BLAST 程序进行序列同源性比较。根

据细菌种属信息，下载该属标准菌株的 16S 
rRNA 基因序列。利用 MEGA 11.0 分析软件内

置的 ClustalW 程序进行序列多重比对。采用

neighbor-joining (NJ)的方法进行系统发育树的

构建，并进行 1 000 次自举分析(bootstrapping)
检验各节点的置信度。 

1.3  菌株代谢半胱氨酸产硫化物的特征分析 
1.3.1  菌株生长特性及硫化物产生研究  

取对数期纯菌液，用无菌注射器接种于新

鲜的 Kumagai 液体培养基中。考察菌株在不同

环境条件下的生长特性，控制单一变量，分别

设置不同温度(5、25、35、45、55 ℃)、初始 pH
值(6.0、7.0、8.0、9.0)、盐度(10、20、30)及      
L-半胱氨酸浓度(1、2、3 g/L)，使用流式细胞仪

(BD Accuri C6 Plus)记录细菌数量(CFU/mL)。 
在菌株生长期间采用连续取样方式(即第 1 天

每隔 4 h 取样，第 2 天每隔 12 h 取样，第 3、     
4 天每隔 24 h 取样)，每次取 5 mL 样品监测硫化物

生成情况。样品中硫化物浓度的测定参照亚甲基

蓝分光光度法 GB 13801—1996 方法[20]。考察不

同条件因素对硫化物生成的影响，遵循单一变量

原则，每一变量重复 3 次以上，其控制条件同上。 
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1.3.2  菌株对不同硫源的利用情况 
采用 Starkey 培养基分析菌株对有机硫和

无机硫的利用情况。对培养基进行适当修改，

其成分如下(g/L)：K2HPO4 0.5；NH4Cl 1.0；65%
乳酸钠 5.0；CaCl2 0.076；抗坏血酸 0.1；三水

合乙酸铅 0.1；调节培养基 pH 为 7.5 左右，添

加 30 g/L 的 NaCl 以模拟海水盐度。在培养基

中，分别添加不同浓度的半胱氨酸(有机硫)和硫

酸盐(无机硫)，使其硫质量之比(以 S2–计)分别

为 0:2 (L-半胱氨酸 0 g/L:NaSO4 0.890 g/L)、1:1 
(L-半胱氨酸 0.380 g/L:NaSO4 0.450 g/L)、2:0  
(L-半胱氨酸 0.770 g/L:NaSO4 0 g/L)，监测硫化

物的生成情况并采用离子色谱测定硫酸盐浓度

(ICS-Aquion RFIC，赛默飞)。 
1.3.3  半胱氨酸脱巯基酶的酶活性分析 

半胱氨酸脱巯基酶是细菌体内降解半胱氨

酸产生硫化物的关键酶，其活性对于硫化物的产

生具有重要影响。采用 1 g/L L-半胱氨酸为底物

的液体 Kumagai 培养基，在 35 ℃、盐度 10、pH 
8.0 的条件下培养该菌株进行酶活分析，半胱氨

酸脱巯基酶的分离及活性分析参考文献[21]。 
(1) 粗酶液提取：取对数期新鲜菌液 45 mL

于 50 mL 离心管内，经 5 000×g 离心 10 min 后

倒掉上清液，用 pH 8.0、0.05 mol/L 甘氨酸缓冲

液多次洗涤后向离心管内加入 15 mL pH 8.0、
0.05 mol/L 甘氨酸缓冲液，于细胞破碎仪破壁  
5 min，再加入 4 mL 终浓度为 0.2%的硫酸链霉

素，最后经 10 000×g 离心 20 min 收集上清。 
(2) 酶活测定：采用 2,4-二硝基苯肼法[22]。

L-半胱氨酸降解产生丙酮酸，在碱性条件下丙

酮酸与 2,4-二硝基苯肼生成棕红色物质，通过

每分钟生成 1 μmol 产物丙酮酸所需的酶量作为

一个酶活力单位。取 1 mL 底物(0.75 mL 0.05% 
L-半胱氨酸，0.25 mL 6% K2HPO4)，加入 0.5 mL
粗酶液后，37 ℃反应 2 h，取 0.5 mL 反应液加

入 2,4-二硝基苯肼溶液 0.5 mL，37 ℃水浴    
20 min，然后加入 5 mL 0.4 mol/L NaOH，混匀，

10 min 后使用紫外可见光分光光度计(UV-5200)
测波长 500 nm 处的吸光度。蛋白质测定采用

Folin-蛋白质试剂盒[生工生物工程(上海)股份

有限公司]。 
(3) 酶学性质：遵循单一变量原则，考察不

同温度(5、25、35、45、55 ℃)和 pH (6.0、7.0、
8.0、9.0、10.0)在 8 h 内的酶活。 

1.4  菌株降解半胱氨酸的代谢组学分析 
采用 1 g/L L-半胱氨酸为底物的液体 Kumagai

培养基，在 35 ℃、盐度 10、pH 8.0 的条件下

培养该菌株，分别取不同时期(迟缓期 XF1、对

数期 XF2、衰亡期 XF3)的菌液研究半胱氨酸代

谢产物的情况。主要步骤为：分别取 XF1、XF2、
XF3 时期的菌液 45 mL 于 50 mL 离心管中，经

8 000×g 离心 10 min 后倒掉上清液(每组至少  
3 个平行)，再经无菌 1×PBS 清洗后将菌液放置

–80 ℃冰箱保存，并送至生工生物工程(上海)
股份有限公司进行代谢组学分析。 

(1) 代谢产物预处理：将样品转移到 2 mL 
EP 管，4 ℃、100×g (半径为 8.6 cm)离心 5 min，
弃上清；向样品中加入 1 000 µL 提取液[甲醇:乙
腈:水=2:2:1 (体积比)，含同位素标记内标混合

物]，35 Hz 研磨处理 4 min，超声 5 min (冰水

浴)，重复该操作 3 次，冰水浴超声 10 min 后

在–40 ℃静置 1 h；将样品 4 ℃、12 000×g 离心

15 min，取上清于进样瓶中上机检测。 
(2) 上 机 测 试 ： 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱

(LC-MS/MS)分析是采用超高效液相色谱(ultra 
high performance liquid chromatography, UHPLC)
仪(Vanquish, Thermo Fisher Scientific)串联Orbitrap 
Exploris 120 质谱仪(Orbitrap MS, Thermo)组成

的液质联用系统。色谱条件：Waters ACQUITY 
UPLC BEH 酰胺色谱柱(2.1 mm×100 mm, 1.7 μm)；
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流动相流动相包括25 mmol/L乙酸铵和25 mmol/L 
氢氧化铵水溶液(pH 9.75) (A)-乙腈(B)，自动进

样温度为 4 ℃，体积为 2 µL；Orbitrap Exploris 
120 质谱仪能够在控制软件(Xcalibur4.4, Thermo)
控制下进行一级、二级质谱数据采集，电喷雾

离子源条件：鞘内气体流速为 50 Arb，辅助气体

流速为 15 Arb，毛细管温度为 320 ℃，全 MS
分辨率为 60 000，MS/MS 分辨率为 15 000，在

NCE 模式下碰撞能量为 10/30/60，喷雾电压分别

为 3.8 kV 或–3.4 kV。 
(3) 数据分析：原始数据经 ProteoWizard 

软件转成 mzXML 格式后，进行峰识别、峰提取、

峰对齐和积分等处理，然后与二级质谱数据库匹

配进行物质注释，算法打分的 Cutoff 值设为 0.3；
结合代谢组学数据处理软件 Progenesis QI 对质

谱信息进行解析，应用 Origin 2022 对鉴定到的

代谢物根据化学分类归属信息进行分类统计；

采用 Clustvis (https://biit.cs.ut.ee/clustvis/)绘制

热图，表征迟缓期和对数期、衰亡期之间代谢

物水平的变化。此外，采用 KEGG 数据库用于

分析半胱氨酸的代谢及硫化物的产生途径。 

2  结果与讨论 
2.1  半胱氨酸降解菌株的分离和鉴定 

将富集的 L-半胱氨酸降解菌液经稀释涂 
布-叠皿夹分离培养后，得到 1 株纯菌株，该菌

株菌落表面光滑，边缘透明，球状，整体嵌入

琼脂培养基内部，厌氧。由于半胱氨酸降解菌

代谢 L-半胱氨酸生成 H2S，培养基中所含的 Pb2+

与 H2S 结合产生 PbS 沉淀，使得菌落呈现黑色。

扫描电镜结果如图 1 所示，该菌株呈短杆状，

细胞长度约为 1.5 µm，宽约为 0.5 µm。 
对菌株进行 16S rRNA 基因序列分析，将

序列在 NCBI 数据库中进行 BLAST 比对。该菌

株与弗氏柠檬酸杆菌(Citrobacter freundii)序列 

 
 
图 1  半胱氨酸降解菌株的扫描电镜照片 
Figure 1  Scanning electron micrograph of cysteine 
degrading bacterium. 
 
相似度大于 99%，可以认为是同种菌株，命名

为C. freundii XF (GenBank登录号为OP 535973)；
该菌株系统发育树如图 2 所示。 

2.2  菌株生长特性及硫化物生成分析 
菌株 C. freundii XF 在不同温度下生长差异

显著。如图 3A 所示，45 ℃时生长量较低，且

快速进入衰亡期，55 ℃时几乎停止生长，表明

高温不利于 C. freundii XF 菌株生长，但该菌株

对低温具有一定的适应性，5 ℃初期菌株具有

一定的活性，生长缓慢，12 h 后，进入快速生

长阶段，72 h 时达到对数期的最大值，其数量

为 4.06×106 CFU/mL；25 ℃和 35 ℃时该菌株活

性较高，生长迅速，尤其是 35 ℃，在 4 h 达到

对数期的峰值 9.24×106 CFU/mL，表明该菌株

最适温度为 35 ℃。Zhang 等[23]对一株还原硫酸

盐和铊的 C. freundii 研究中，也发现该温度最

适宜其生长。35 ℃时，该菌株对 L-半胱氨酸的

利用率最高，有利于硫化物生成，硫化物在 24 h
积累达到 138.66 mg/L。结合该菌的生长曲线可

知，对数期细菌主要利用半胱氨酸进行生长繁

殖，硫化物积累量较低，仅为 6.34 mg/L，并不

是硫化物生成的主要时期；而进入衰亡期后，

细菌内源呼吸，从而产生大量毒性物质。 
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图 2  半胱氨酸降解菌株 Citrobacter freundii XF 的 16S rRNA 基因系统发育树分析 
Figure 2  Phylogenetic tree of Citrobacter freundii XF based on 16S rRNA gene. The tree rooted was 
constructed by neighbor-joining method with bootstrap values calculated from 1 000 resampling. The 
numbers at each node indicate the percentage of bootstrap supporting. The numbers in the brackets after each 
bacterial name are 16S rRNA gene sequence accession numbers in GenBank. Scale is for evolutionary 
distance. 
 

pH 是影响细菌生长及活性的重要因素。

该菌株对 pH 适应性强，pH 为 6.0–8.0 时，细

菌生长迅速，均在 8 h 左右达到对数期的最大

值，偏酸性及偏碱性对其生长影响较小；当

pH 7.0 时，细菌数量为 9.45×106 CFU/mL；pH 
9.0 时，生长较为缓慢且数量较低，在 12 h 达

到 3.04×106 CFU/mL，该菌株对于 pH 有较高的

忍耐性。由图 3B 硫化物生成分析可知，pH 8.0
时，硫化物生成最快且含量最高，在第 20 小时

含量高达 250.18 mg/L，主要是因为该条件下的

溶解性硫化物主要赋存形态为 HS–，与 H2S 相

比，对细菌的毒性较小，对其活性影响较小。

结果表明，C. freundii XF 中性及碱性条件更有

利于硫化物的生成。 
盐度会改变细胞膜渗透压，从而影响菌株

的活性。由图 3C 可知，低盐度有利于菌株生长，

该菌株盐度为 10 和 20 时，细菌数量分别达到

1.71×107 CFU/mL 和 1.60×107 CFU/mL，相比

之下，较高的盐度会对其生长起一定的抑制作

用。低盐条件下，硫化物生成量更高，能达到

255.49 mg/L。杨世平等[24]发现盐度与硫化物的

毒性呈负相关性，与本研究结论一致。 
底物L-半胱氨酸浓度在菌株生长过程中的影

响相对较小，菌株数量和生长速度与底物浓度呈

正比，当 L-半胱氨酸浓度为 3 g/L 时，该菌株快速

生长繁殖，在 4 h 左右数量为 1.20×107 CFU/mL，
但 L-半胱氨酸含量在 1–3 g/L 时菌株数量无显

著差异；但底物浓度对硫化物的产生有很大的

影响，如图 3D 所示，当 L-半胱氨酸为 3 g/L 时，

硫化物在 12 h 左右达到最值，底物 L-半胱氨酸

浓度越高，细菌摄入体内的有机硫越多，代谢

产生的硫化物含量也就越高。 
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图 3  温度(A)、pH (B)、盐度(C)及 L-半胱氨酸浓度(D)对 Citrobacter freundii XF 生长活性的影响及硫

化物的生成情况 
Figure 3  Effect of temperature (A), pH (B), salinity (C) and L-cysteine concentration (D) on the growth 
activity of Citrobacter freundii XF and production of sulfide. The strain growth and sulfide production over 
120 h is monitored simultaneously. Data are shown as the mean of three replicates, with the error bars 
representing ±standard error. 
 

综上所述，温度为 35 ℃、pH 8.0、盐度 10，
L-半胱氨酸浓度为 1 g/L 条件为该菌积累硫化

物最佳条件，在该条件下，观察 C. freundii XF
的生长及硫化物产生情况。由图 4A 可知，     
C. freundii XF 在 4 h 数量达到对数期的最大值，

硫化物产生量为 302.4 mg/L；监测 60 h 内 pH
的变化发现，pH 在对数期下降最快，由 7.48
降低为 5.36，进入衰亡期后，下降速率逐渐缓

慢，在第 60 小时降为 4.98，整体而言，随着细

菌的生长，pH 呈下降的趋势，可能是 C. freundii 

XF 在代谢过程中产生了酸性物质导致的。 

2.3  菌株对不同硫源的利用能力分析 
从表 1 可知，当硫源仅为 L-半胱氨酸时，

硫酸盐生成浓度不高于 60 mg/L，硫化物的产生

全部来源于 L-半胱氨酸的降解，最高浓度达到

200.62 mg/L；当硫源仅为硫酸盐时，硫酸盐浓

度从第 1 天到第 5 天降低了 18.70%，硫化物浓

度逐渐升高，最高浓度为 13.72 mg/L；当 L-半
胱氨酸与硫酸盐比例为 1:1 时，从第 4 天起，硫

酸盐开始降低，第 5 天降低更加明显，表明菌株 
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图 4  最佳条件下细菌活性和硫化物产生量(A)及 pH 变化趋势(B) 
Figure 4  Trends in bacterial activity and sulfide production (A), and pH (B) under optimum conditions. 
Data are shown as the mean of three replicates, with the error bars representing ±standard error. 
 
表 1  Citrobacter freundii XF 对不同硫源的利用及硫化物生成情况 
Table 1  Utilization of different sulfur sources and sulfide production by Citrobacter freundii XF 
t/d Organic sulfur:Inorganic sulfur=2:0  Organic sulfur:Inorganic sulfur=1:1  Organic sulfur:Inorganic sulfur=0:2 

c(sulfate)/(mg/L) c(sulfide)/(mg/L)  c(sulfate)/(mg/L) c(sulfide)/(mg/L)  c(sulfate)/(mg/L) c(sulfide)/(mg/L) 

1 16.56 200.62  1 021.30 175.24  2 006.52 0.59 

2 24.64 159.31  1 028.68 146.33  1 927.12 1.04 

3 33.72 135.12  1 174.74 137.48  1 832.14 2.66 

4 58.56 116.83  1 067.70 129.22  1 734.64 10.74 

5 18.56 106.80  790.56 107.38  1 631.34 13.72 

 
对硫酸盐还原能力逐渐增强，且在第 4 天硫化物

浓度比仅含有 L-半胱氨酸的多 12.39 mg/L。对比

分析可见，该菌株主要通过降解 L-半胱氨酸产

硫化物，对硫酸盐的利用率较低。 
2.4  半胱氨酸脱巯基酶活性 

半胱氨酸脱巯基酶主要在肠菌科细菌的细

胞内由 L-半胱氨酸和胱氨酸诱导，在细胞生长

早期和稳定期达到最大丰度[25]。如图 5A 所示，

本研究菌株的半胱氨酸脱巯基酶属于中温酶，

在 5–55 ℃均具有活性，最适温度为 35 ℃；   
图 5B 表明，该酶在弱酸性条件下(pH 6.0)活性

最高，酶活为 0.12 µmol/(mg·min)，随着碱性的

增强，酶活性逐渐降低，当 pH 10 时，酶活为  
0.028 µmol/(mg·min)，相对酶活力降低了 80%。

该酶在衰亡期仍具有很高的活性，这也是    
C. freundii XF 在衰亡期仍旧产生大量硫化物的

原因。 

2.5  代谢组学分析 
由图 6 可知，C. freundii XF 从迟缓期到衰

亡期降解 L-半胱氨酸代谢产物主要为生物碱及

衍生物、苯环型化合物、脂质和类脂分子、有

机酸及其衍生物、有机含氮化合物、有机含氧

化合物、有机杂环化合物、糖类及多酮类化合

物等，其中有机酸及其衍生物、脂质及类脂分

子、有机杂环化合物分别高达 28.7%、23.5%、

18.1%。其中，丙酮酸、牛磺酸、赖氨酸等有机

酸性代谢物质可能是导致该菌株在降解 L-半胱

氨酸过程中 pH 降低的主要原因。 
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图 5  脱巯基酶活性随温度的变化(A)和 pH 对酶活性的影响(B) 
Figure 5  Variation of desulfhydrase activity with temperature (A) and effect of pH on enzyme activity (B). 
Data are shown as the mean of three replicates, with the error bars representing ±standard error. 
 

 
 
图 6  Citrobacter freundii XF 降解半胱氨酸代谢产物种类及比例图 
Figure 6  Metabolite classification and percentage diagram, differential metabolite volcano diagram. 
 

如图 7A 所示，对数期与迟缓期的代谢物

相比，5-甲硫腺苷、维生素 B2 上调；甘氨酸、

牛磺酸、四氢叶酸、谷胱甘肽、半胱氨酸下调，

下调的代谢物可能与硫化氢的前体物-甲硫氨

酸的合成有关。而图 7B 表明，与迟缓期相比，

衰亡期时 L-丝氨酸、甘氨酸上调；半胱氨酸、

芸苔葡糖硫苷、萝卜硫素、2(3H)-苯并噻唑硫

酮、S-丙烯基半胱氨酸下调，其中，下调产物

均为含硫小分子内源物。通过差异代谢物分析

可知，在对数期，主要是初生代谢物向机体提 
 



 

 

 

3036 MA Dongxue et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2023, 63(8) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 

 
 
图 7  迟缓期与对数期(A)、衰亡期(B)差异代谢物聚类热图(浅色表示与迟缓期相比代谢产物上调，深色

表示代谢产物下调) 
Figure 7  Cluster heat maps of differential metabolites in sluggish and logarithmic stages (A) and decay 
stages (B). Light color indicates upregulation of metabolites compared to retarded phase, and dark color 
indicates downregulation of metabolites. 
 
供营养和能量，以及硫化氢前体物的生成，此

时硫化氢积累量并不高，而衰亡期代谢物在酶

的作用下更有利于向硫化氢转化。 
通过衰亡期与对数期相比较的 KEGG 通路

分析硫化氢在不同时期的产生情况。衰亡期时，

L-丝氨酸、S-磺基-L-半胱氨酸含量降低，主要

是因为 L-丝氨酸转化为 O-乙酰-L-丝氨酸，在半

胱氨酸合酶催化下产生 S-磺基-L-半胱氨酸，并

转化为硫酸盐。此外，L-磺基丙氨酸在脱羧酶

(GAD、CSAD)作用下产生牛磺酸，并由 TauD
催化为亚硫酸盐。亚硫酸盐通过硫代硫酸盐还

原酶 B 亚基(phsB)发生歧化反应产生硫化氢；

硫酸盐、亚硫酸盐在硫酸盐还原酶(dsrA)催化下

也产生硫化氢。但结合柠檬酸杆菌对不同硫源

的利用发现，该过程并不是硫化物产生的主要

途径，可能是这 2 种酶并未发挥主要作用。 
半胱氨酸的降解是硫化氢产生的主要途

径。L-胱硫醚在胱硫醚-β-裂解酶下转化为 L-高
半胱氨酸，L-高半胱氨酸可在胱硫醚-γ-裂解酶

(CBS)下产硫化氢；也可先转化成 L-蛋氨酸，蛋

氨酸-γ-裂解酶催化生成甲硫醇，在氧化酶的作

用下产生硫化氢，也可能是硫代半胱氨酸与巯

基化合物(甲硫醇、半胱氨酸)生成硫化氢[26]。

由图 8 可知，与对数期相比，丙酮酸盐上调，

表明衰亡期 L-半胱氨酸降解程度高于对数期，

硫化氢的积累量也会随之增加。在柠檬酸杆菌

降解半胱氨酸产生丙酮酸和硫化物的过程中，

半胱氨酸脱巯基酶(LCD)和 3-巯基丙酮酸硫酸

转移酶(3-MST)是关键性酶，尤其是 LCD 具有

重要的贡献。通过 LCD 酶活特征发现，LCD
不仅与底物半胱氨酸有很高的亲和力，而且对

温度、pH 有较广的适应性，其在胞体外长时间

发挥作用是衰亡期硫化物产生的主要原因。研

究也发现，硫化氢浓度的升高会影响酶活，3-巯
基丙酮酸硫酸转移酶与其浓度成正比，而对半

胱氨酸脱巯基酶几乎无影响[27]；Qiao 等[28]结合

代谢组学和转录组学发现细菌在适应期主要进

行功能性代谢物的合成，如 L-胱氨酸、牛磺酸、 
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图 8  Citrobacter freundii XF 代谢 KEGG 通路及硫化氢产生路径示意图   长方形表示衰亡期与对数

期相比代谢产物上调、椭圆形代表代谢产物下调 
Figure 8  Schematic diagram of the Citrobacter freundii XF metabolism KEGG pathway and hydrogen 
sulfide production pathway. Rectangle represents up-regulated metabolites, and oval shape represents 
down-regulated metabolites. CBL: Cystathionine beta-lyase; MGL: Methionine gamma-lyase; AST: 
Aspartate aminotransferase; 3-MST: 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase; LCD: Cysteine desulfhydrase; CS: 
Cysteine synthase; SAT: Serine acetyltransferase; PAST: Phosphoserine aminotransferase; D-3-PD: 
D-3-phosphoglycerate dehydrogenase; L-SerDH: Serine dehydratase; MetH: B12-dependent methionine 
synthase. 
 
L-高半胱氨酸和 D-半胱氨酸，在对数期主要合

成 3-巯基丙酮酸硫酸转移酶；Soutourina 等[29]

在 D-半胱氨酸对大肠杆菌生长抑制研究中发

现，yedO 基因促进半胱氨酸脱巯基酶降解半胱

氨酸产生丙酮酸、硫化氢和氨气。 

3  结论 
本研究经稀释涂布-叠皿夹法筛选到 1 株降

解 L-半胱氨酸的弗氏柠檬酸杆菌(Citrobacter 
freundii) XF，分析了该菌株对 L-半胱氨酸降解

的影响因素，并通过酶活特性和代谢组学分析

硫化物产生的机制，结论如下： 

(1) 当温度为 35 ℃、pH 8.0、盐度 10 时，    
L-半胱氨酸降解产硫化物程度最高，其中衰亡

期降解 L-半胱氨酸产硫化物的能力高于对数

期；此外，该菌株能利用硫酸盐，当 L-半胱氨

酸存在时，提高对硫酸盐利用能力。 
(2) 分析了半胱氨酸降解的关键酶半胱氨

酸脱巯基活性，该酶属于中温酶，最适温度为

35 ℃，在 pH 6.0–8.0 有较高的活性，该酶与底

物浓度具有较高的亲和度，且在衰亡期依旧具

有一定的活性，这也是衰亡期硫化物积累量高

于对数期的重要原因。 
(3) 菌株 C. freundii XF 以 L-半胱氨酸为底
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物时，其代谢产物主要为生物碱及衍生物、苯

环型化合物、脂质和类脂分子、有机酸及其衍

生物、有机含氮化合物、有机含氧化合物、有

机杂环化合物、糖类及多酮类化合物等。通过

差异代谢物分析表明，对数期主要是酶及硫化

物前体物的合成，而衰亡期才是含硫物质转化

为硫化氢的主要时期。 
(4) 代谢通路分析表明该菌株主要通过两

大途径生成硫化物：一是在 3-巯基丙酮酸硫酸

转移酶(3-MST)、胱硫醚-γ-裂解酶(CBS)、半胱

氨酸脱巯基酶(LCD)催化下诱导中间产物产生

硫化氢、丙酮酸和氨；二是在亚硫酸盐还原酶

催化下还原硫酸盐、亚硫酸盐产生硫化氢。 
柠檬酸杆菌降解半胱氨酸机制的研究为海

水养殖生境中硫化物的生成提供新思路，为硫

化物的防控及养殖生境的修复提供理论指导。 
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