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铁还原菌Shewanella oneidensis MR-1在H2O2扰动下的
响应及机制
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摘 要： 铁还原菌参与的铁循环是地表系统中物质循环的重要驱动力，自然生成和人工注入地下环境的 H2O2可能通过氧化胁

迫影响铁还原菌的活性和功能，但铁还原菌在 H2O2扰动下的响应及机制仍不清楚 . 以铁还原模式菌株 Shewanella oneidensis 

MR-1 作为研究对象，结合批实验和转录组测序研究了不同浓度水平 H2O2扰动下 MR-1 活性和功能的变化及其调控机制 . 结
果表明，MR-1 能够有效抵御 H2O2的胁迫，且 H2O2扰动使 MR-1 的铁还原能力增强 . 转录组测序表明，H2O2使 MR-1 处于抗应

激状态，通过积极氧化有机物供能、促进过氧化氢酶的合成抵御 H2O2的负面影响 .
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Response and Mechanism of Iron-Reducing Bacterium Shewanella oneidensis 
MR-1 to Perturbance of H2O2
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Abstract: Iron cycling mediated by iron-reducing bacteria is an important factor driving material cycle in the surface system of 
earth. H2O2 naturally generated and artificially injected into the subsurface environment may affect the activity and function of iron-

reducing bacteria through oxidative stress, but the response and mechanism of iron-reducing bacteria to H2O2 disturbance is still 
unclear. In this study, Shewanella oneidensis MR-1 was chosen as a representative iron-reducing bacterium. In combination with 
batch experiments and RNA-seq analysis, the changes of MR-1 activity and function under different concentrations of H2O2 and its 
regulatory mechanism were investigated. Results show that MR-1 could resist H2O2 stress effectively, and H2O2 enhanced the 
Fe(III)-reducing ability of MR-1. RNA-seq results show that MR-1 maintained in an anti-stress state infacing to H2O2 disturbance, 
which could resist the negative effects of H2O2 by actively oxidizing organic matter to provide energy and promoting the synthesis 
of catalase.
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0 引言  

铁（Fe）是 地 壳 中 含 量 第 四 的 元 素 ，主 要 以

Fe（II）和 Fe（III）大 量 存 在 于 地 表 环 境 中

（Melton et al.， 2014）.铁还原菌介导的 Fe（III）还原

调控着沉积环境中污染物的迁移转化和生源元素

的运移等过程，是地表系统中物质循环的重要驱动

力（Borchet al.， 2010； Li et al.， 2012；胡敏和李芳

柏， 2014）. 铁还原菌（FeRB）通常为兼性厌氧菌，目

前分离到的 FeRB 有 200 多株，其活性和功能与环

境条件（如氧化还原条件、pH、阴阳离子浓度等）密

切相关（Kumar and Riyazuddin， 2012；Zhou et al.， 
2013）. 虽然铁还原菌通常在厌氧环境中发挥功能，

但在自然和人为活动（如地表水-地下水交互、环

境工程修复等）的扰动下，铁还原菌可与氧化性物

种遭遇，研究该过程中铁还原菌生理生化过程及铁

还原能力的变化对于阐明厌氧-好氧界面上的铁

循环及其耦合的生物地球化学过程具有重要意义 .
过氧化氢（H2O2）是自然环境中普遍存在和环境

工程修复中常用的活性氧化物质 . 地表水体中硝酸

根/亚硝酸根和溶解性有机质的光化学反应、氧化还

原波动带中的还原态物种（Fe（II）等）活化氧气、水生

和陆生环境中的很多异养微生物是环境中 H2O2的天

然来源（Vermilyea et al.， 2010；张娜， 2021），国内外

研究者在地表水、土壤孔隙水和潜水含水层中均检

测 到 了 稳 定 浓 度 水 平 的 H2O2（nmol/L~μmol/L）
（Yuan et al.， 2017）.另外，H2O2是环境修复中常用的

Fenton 高级氧化试剂，土壤和地下水原位修复中注

入地下环境的 H2O2 浓度高达 mmol~mol（潘玉兰， 
2014；Bendouz et al.， 2017），例如，杜勇超等（2011）
证明 0.5 mol/L H2O2是类 Fenton 试剂氧化降解土壤

中 PAHs 的最佳浓度 .铁还原菌广泛存在于地下水、

湖泊、土壤等厌氧物体中，例如铁还原模式菌株 She⁃
wanella oneidensis MR-1 分 离 自 淡 水 湖（Esther 
et al.，2015），而 研 究 者 在 湖 泊 中 监 测 到 了 H2O2

（Wong and Wong，2001），湖泊中的 H2O2主要源于光

化学作用与异养微生物（异养菌、真菌、浮游植物）

（Zhang et al.，2016），化学与生物途径产生的 H2O2都

会对铁还原菌造成氧化胁迫，从而影响铁还原菌参

与的铁循环及其耦合元素的生物地球化学循环过

程，例如将溶解的 Cr（VI）还原为毒性和溶解性更小

的 Cr（III）（毛晖等， 2005）.
虽然 H2O2 对细菌的氧化胁迫及细菌的氧化应

激 反 应 已 被 大 量 研 究（Chen et al.， 2018； Zhang 
et al.， 2020； 屈婧祎等，2021； 赵淑凤等， 2021），但

H2O2对地质微生物功能的影响鲜有报道 .H2O2可进

入细胞内部与胞内游离态 Fe2+发生 Fenton 反应，产

生羟自由基（·OH），从而对细菌 DNA、磷脂以及蛋

白质造成破坏，导致细菌死亡（Brandi et al.， 1989）.
但铁还原菌作为一种兼性菌，可以通过分泌过氧化

氢酶等酶类在一定程度上抵御 H2O2的氧化胁迫，目

前对于不同浓度水平 H2O2 扰动对铁还原菌活性的

影响仍不清楚 . 另外，铁还原菌通过胞外分泌核黄

素、Mtr 呼吸通道传递电子、c-型细胞色素电子传递

链等途径还原 Fe（III），以上功能的实现通过一系列

功能基因（如 CymA、MtrA、PpcA 等）的调控来完成

（Pitts et al.， 2003； Schuetz et al.， 2009；Ma et al.， 
2011），而目前 H2O2扰动下，铁还原菌代谢过程及还

原能力的变化还不清楚 .
针对以上问题，作者以 Shewanella oneidensis 

MR-1 作为铁还原菌的代表，结合室内批实验和转

录组测序的研究手段，研究了不同浓度 H2O2影响下

MR-1 活菌生长和 Fe（III）还原能力的变化，探究了

MR-1 对 H2O2 的抵御能力，并分析了 H2O2 扰动下

MR-1 关键功能基因的差异表达，旨在从分子层面

阐明铁还原菌应对 H2O2扰动的响应及机制 .

1 材料与方法  

1.1　微生物菌株及其培养　

Shewanella oneidensis MR-1 获取自美国标准

菌种保存中心（ATCC）.LB 液体培养基（2 g 胰蛋白

胨 ，1 g 酵 母 提 取 物 ，2 g NaCl，pH=7.0，总 体 积

500 mL）用于 Shewanella oneidensis MR-1 的活化、

培养与保存 . LB 固体培养基（向 500 mL LB 液体培

养基中加入 20 g/L 琼脂）用于 Shewanella oneiden⁃
sis MR-1 的菌种保存和平板计数 .
1.2　试剂　

H2O2和 NaCl 购于上海国药集团化学试剂有限

公司，二乙基对苯二胺（DPD，97%）购于成都艾科

达化学试剂有限公司，胰蛋白胨、酵母提取物购于

英国 Oxoid 公司 . 过氧化氢酶检测试剂盒购于上海

碧云天生物技术有限公司 . 本实验中所有溶液均使

用 18.2 MΩ·cm 去离子水配制（Heal Force NW ultra⁃
pure water system）.
1.3　实验方法　

批 实 验 在 100 mL 厌 氧 瓶 中 进 行 . 首 先 将
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50 mL LB 液 体 培 养 基 加 入 厌 氧 瓶 ，随 后 加 入

MR-1，使其最终浓度约为 1×107 CFU/mL，然后加

入不同浓度的 H2O2（0 μmol、50 μmol、200 μmol、
1 000 μmol），并于 26 ℃、220 r/min 下恒温振荡培养

24 h. 不同反应时间点取样分析体系中 MR-1 的活

菌数量、剩余 H2O2浓度和过氧化氢酶的活性 .
为探究 H2O2对 MR-1 还原 Fe（III）能力的影响，

在 不 同 浓 度 H2O2（0 μ mol、50 μ mol、200 μ mol、
1 000 μmol）与 MR-1 反应 24 h 后，向厌氧瓶中吹氮

1 h 除 氧 ，然 后 向 体 系 中 添 加 5 mmol 水 铁 矿 和

10 mmol L-乳酸钠，并于 30 ℃、220 r/min 的摇床中

反应，不同反应时间点取样分析溶解态 Fe（II）及总

Fe 浓度 . 以上所有实验均重复两次，平行样品的相

对偏差小于 20%.
1.4　化学分析　

采用 DPD 分光光度法分析 H2O2 浓度 . 在不同

反应时间取 2 mL 样品，用孔径 0.22 μm 滤膜过滤

后，取 1 mL 滤液并加入 0.4 mL 磷酸缓冲盐（pH =
6）和 20 μL 0.1% DPD 溶液，定容至 4 mL 后，于

551 nm 处测量吸光度 .
利用平板计数法分析 MR-1 的活菌数量 . 在不

同反应时间，取 0.1 mL 样品，逐级连续稀释至适当

浓度后，取 0.1 mL 稀释后的样品涂布在固体 LB 培

养基上，每个样品按 2~3 个浓度梯度进行涂布 . 涂
布后，将培养皿放置于 30 ℃恒温培养箱中培养 24 h
后，对菌落数目进行计数 .

利用邻菲罗啉分光光度法测定溶解态 Fe（II）浓

度 . 在不同反应时间点取 2 mL 样品，使用 0.22 μm
滤膜过滤，取 1 mL 过滤后的样品，分别加入 1 mL 乙

酸铵缓冲盐和 1 mL 0.5% 邻菲罗啉溶液，使用紫外

分光光度计在 510 nm 波长处测定吸光度 .
采用过氧化氢酶检测试剂盒进行过氧化氢酶

（CAT）活性检测 . 在不同反应时间点取 20 μL 样

品，加入 20 μL 过氧化氢酶检测缓冲液和 10 μL、

250 mmol 过氧化氢溶液 . 混匀后加入 450 μL 过氧

化氢酶反应终止液以终止反应 . 取 20 μL 已终止并

混匀的上述反应体系，加入 80 μL 过氧化氢酶检测

缓冲液，再加入 2 mL 显色工作液，于 25 ℃ 孵育

15 min 后使用紫外分光光度计在 520 nm 波长处测

定吸光度 .
1.5　转录组测序　

采 用 转 录 组 测 序 的 方 式 检 测 H2O2 扰 动 后 ，

MR-1 基因表达的变化 . 转录组测序工作由广东美

格 基 因 科 技 有 限 公 司 完 成 .MR-1 在 含 有

0 μ mol H2O2（对照组）和 5 μmol H2O2的 LB 培养基

（处理组）中培养 16 h. 采用 Trizol 法进行样品抽提，

并 用 ThermoNanoDrop One 和 Agilent 4200 Tape 
Station 进行样品质检；检测合格后，使用 Epicentre⁃
Ribo-Zero rRNA Removal Kit 去除核糖体 RNA；使

用 Illumina HiSeq2000 进行文库构建 . 获得原始测

序序列（Raw Reads）之后，使用 fastp 软件对数据进

行过滤和质量评估，使用 Hisat2 将过滤后的 reads 比
对到参考基因组，使用 Benjamini & Hochberg 法调

整 p值得到的 p.adjust，p.adjust<0.05的 |log2（FC）|>
1 的基因为差异表达基因 . 使用 RSEM 计算每个样

本 read count 数目，基于 reads count 对转录本定量

后，采用 edgeR 进行差异表达分析，从而鉴定样本间

表达量发生差异的基因 . 为了揭示差异基因与哪些

生物学功能显著相关，使用 clusterProfiler 对差异基

因的功能和通路进行 GO 富集分析（GO，http：//
www.geneontology.org）.p.adjust< 0.05 的 GO 通路

被认为显著富集 .

2 结果与讨论  

2.1　H2O2扰动下 MR-1活性的变化　

不同浓度 H2O2 对 MR-1 活性的影响如图 1 所

示 .MR-1 在 3 h 进入对数生长期，在 9 h 达到最大生

物量 .50 μmol H2O2 对 MR-1 的生长速率及生物量

无 显 著 影 响 . 当 H2O2 浓 度 增 加 到 200 μmol 时 ，

MR-1 活菌数量在 3 h 内使下降了 0.29 个数量级，当

H2O2浓度增加到 1 000 μmol时 MR-1 活菌数量下降

了 3.08 个数量级，但 3 h 后 MR-1 均能恢复生长 . 以
上结果表明 MR-1 能有效应对 H2O2的氧化胁迫，低

于 50 μ mol 的 H2O2 不 影 响 MR-1 活 性 ，高 于

200 μmol的 H2O2虽然会造成细菌的死亡，但剩余细

菌在营养充足的条件下可恢复生长至初始水平 .
为探究 MR-1 对 H2O2的分解能力，分别测定了

无菌体系及培养体系中水相 H2O2的浓度变化 .如图

2 所示，无菌组各浓度水平的 H2O2在 24 h 内均无显

著降低，说明 H2O2 不会与 LB 培养基中的有机质发

生显著反应，而在 MR-1 培养体系中 H2O2浓度快速

下降 . 其中 50 μmol 和 200 μmol H2O2 在 3 h 内完全

分解，1 mmol H2O2在前 3 h 快速分解 76%，在 9 h 内

完全分解 . 以上 H2O2的分解趋势与 MR-1 活菌数量

在前 3 h 下降，随后恢复生长的趋势一致（图 1）.
H2O2 分解产生的 O2 能作为电子受体维持 MR-1 生
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存，但由于实验在敞口体系中进行，H2O2 分解产生

的 O2与空气中的 O2相比浓度较低，不会成为额外的

电子受体影响 MR-1 生长 . 以上结果表明，MR-1 能

快速分解 H2O2 以抵御其负面影响 . 因此，作者进一

步检测了不同浓度 H2O2 影响下 MR-1 体系中过氧

化氢酶（CAT）活性的变化 . 如图 3 所示，无 H2O2 体

系中 MR-1 的 CAT 活性在 24 h 内均维持在较低水

平（~1.5 U/mL），H2O2 的添加显著提升了 CAT 的

活 性 ，当 H2O2 浓 度 为 50 μ mol ，200 μ mol 和

1 000 μmol 时，CAT 活性分别增加至 5.23 U/mL，

7.08 U/mL 和 8.24 U/mL. 以上结果证明 MR-1 能

通过分泌 CAT 快速分解 H2O2 抵御其负面影响，因

此低浓度 H2O2 对 MR-1 活性无显著影响，高浓度

H2O2虽然在初期会造成部分 MR-1 死亡，但在 H2O2

被 CAT 完全分解后 MR-1 仍可恢复生长 .

2.2　H2O2扰动下 MR-1铁还原功能的变化　

为探究 H2O2对 MR-1 铁还原能力的影响，对比

了经不同浓度 H2O2 处理 24 h 后 MR-1 对 Fe（III）的

还原能力 . 如图 4 所示，未经 H2O2 影响的 MR-1 在

24 h 内还原了 75% 的 Fe（III），而受 H2O2 影响后的

MR-1 的 Fe（III）还 原 能 力 反 而 得 到 了 增 强 ，

50 μmol、200 μmol 和 1 mmol H2O2 处理后的 MR-1
分 别 能 在 24 h 内 还 原 89% 、86.4% 、85.8% 的

图 1　不同浓度 H2O2扰动下 MR-1 的生长曲线

Fig.1　Effects of different concentrations of H2O2 on the vi⁃
ability of MR-1

图 2　有菌和无菌体系中 H2O2浓度变化

Fig.2　Variations of H2O2 concentration in the presence 
and absence of MR-1

图 3　H2O2对 CAT 活性的影响

Fig.3　Effect of H2O2 on the activity of CAT

图 4　H2O2对 MR-1 铁还原能力的影响

Fig.4　Effect of H2O2 on Fe(III) reduction capacity of MR-1
与空白组相比，***P< 0.001，****P< 0.000 1
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Fe（III）. 以上结果表明，虽然 H2O2 对 MR-1 前期的

生长起阻滞作用，但当 MR-1 恢复生长至相近生物

量后，其还原 Fe（III）的能力反而得到了增强 . 应对

H2O2 扰动时，MR-1 代谢过程可能发生改变，导致

MR-1 的代谢产物发生变化，丙酮酸等代谢产物可

作为 Fe（III）还原过程电子供体，代谢产物的组分和

含量的差异可能导致 MR-1 铁还原能力的变化 .
2.3　MR-1对 H2O2扰动响应的分子机制　

由于 MR-1 的抗氧化应激能力，低浓度 H2O2不

会引起 MR-1 生长的显著变化，但可能引起 MR-1
的代谢和铁还原功能的改变 . 为了阐明 MR-1 对

H2O2扰动响应的分子机制，作者选择了贴近自然环

境、不会引起细菌显著死亡的 5 μmol作为 H2O2代表

浓度进行转录组测序，分析 H2O2扰动后 MR-1 功能

基因的差异性表达 . 统计结果显示，具有显著表达

差异的基因共有 211 个，其中 144 个基因显著上调，

67 个基因显著下调，其中差异表达最显著的 30 个基

因如表 1 所示 .
值得注意的是，H2O2扰动后，MR-1 的碳饥饿蛋

白 A（carbon starvation protein A）调控基因显著上

调，碳饥饿蛋白会使细菌处于抗应激状态，对营养

物质高度敏感，蛋白质合成速度提升，这意味着在

面临 H2O2扰动时 MR-1 处于氧化应激状态，且能通

过积极合成碳饥饿蛋白提升 MR-1 摄取营养的能

力，有利于包括过氧化氢酶在内的多种抗氧化应激

酶的合成 . 以上结果说明，H2O2 的胁迫使 MR-1 处

表 1　差异基因表达情况

Table 1　Differential gene expression results

基因 ID
SO_RS10090
SO_RS10085
SO_RS10095
SO_RS03930
SO_RS06920
SO_RS07720
SO_RS15335
SO_RS17985
SO_RS15340
SO_RS10080
SO_RS18135
SO_RS13090
SO_RS06640
SO_RS09405
SO_RS01505
SO_RS14360
SO_RS21580
SO_RS19750
SO_RS03335
SO_RS10010
SO_RS10075
SO_RS20140
SO_RS04535
SO_RS09350
SO_RS09940
SO_RS19795
SO_RS21600
SO_RS08155
SO_RS14365
SO_RS07745

log2(变化倍数)
-5.67
-6.46
-3.96
-3.77

3.39
3.10
3.00
3.92
2.82

-3.28
2.50
2.25
2.20
1.97
3.27
2.08
2.04

-2.79
1.89
2.51

-2.83
-2.92
-1.76
-1.76
-1.76
-1.76

1.75
1.63
1.80
1.70

P 值

4.44×10-93

7.06×10-81

1.36×10-58

8.98×10-54

1.25×10-45

7.72×10-37

1.64×10-35

6.21×10-33

6.21×10-33

4.57×10-28

8.75×10-28

1.56×10-18

1.34×10-17

2.17×10-17

6.67×10-17

2.56×10-15

2.98×10-15

4.06×10-15

4.38×10-15

5.15×10-15

1.57×10-14

2.08×10-14

2.08×10-14

2.08×10-14

2.08×10-14

2.08×10-14

1.49×10-12

3.25×10-12

6.92×10-12

1.60×10-11

描述

海洋变形菌分选酶靶蛋白

分选酶相关 ompa样蛋白 PdsO
GN 分选酶

OXA-48 家族水解酶

苏氨酸脱氢酶基因

外膜蛋白 OmpW
细胞色素 d 泛醇氧化酶亚基 II
钼酸盐 ABC 转运蛋白底物结合蛋白

细胞色素泛醇氧化酶亚基 I
变形菌分选酶系统反应调节器

孔蛋白

碳饥饿蛋白 A
钼喋呤支撑的氧化还原酶

蛋白-蛋氨酸-亚砜还原酶催化亚基 MsrP
鸟氨酸脱羧酶

Sigma70 家族 RNA 聚合酶因子

H 家族蛋白

ISSod4 家族转座酶

分子伴侣 GroEL
细胞色素 C 氧化酶

变形杆菌专用分选酶系统组氨酸激酶

细胞包膜完整性蛋白 CreD
ISSod2 家族转座酶

ISSod2 家族转座酶

ISSod2 家族转座酶

ISSod2 家族转座酶

含有 DUF3300 结构域的蛋白

OmcA/MtrC 家族血红素 c型细胞色素

含有 DUF3379 结构域的蛋白

辅酶 a酰化甲基丙二酸半醛脱氢酶
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于氧化应激状态，为抵抗 H2O2 的负面影响，碳饥饿

蛋白 A 的合成得到促进，使 MR-1 积极摄取能量，并

分泌过氧化氢酶对细胞内出现的多余 H2O2 进行淬

灭，从而应对氧化应激以维持细菌生长 .
MR-1 对 H2O2 扰动的响应包括多种代谢通路

的变化 . 为了探究 H2O2 对 MR-1 代谢通路的影响，

利用 GO 数据库将差异基因分为分子生物功能

（Molecular function）、生物过程（Biological process）
和细胞组分（Cellular Components）三类 . 其中生物

过程中有 44 个 GO 通路显著富集，分子生物功能中

有 3 个 GO 通路显著富集，富集最显著的 20 个 GO
通路如表 2 所示 .GO 通路富集结果表明，H2O2扰动

后，MR-1 有机酸代谢过程（谷氨酸、缬氨酸、甘氨

酸、组氨酸、丝氨酸等）调控基因明显上调（图 5a），

表明 MR-1 更积极地利用 LB 培养基中有机质底

物，通过氧化有机物释放大量的能量（图 5b），这与

碳饥饿蛋白调控基因明显上调的现象一致，此外，

MR-1 核苷酸代谢过程也表现得更积极（图 5c），表

表 2　GO富集分析结果

Table 2　GO enrichment analysis results

GO ID

GO:1901606
GO:0009063
GO:0016054
GO:0046395
GO:0055114
GO:0006091
GO:0044282
GO:1901565
GO:0016491
GO:0006536
GO:0009056
GO:0044248
GO:0022900
GO:0006574
GO:1901575
GO:0015980
GO:0045333
GO:0009259
GO:0009156
GO:1901564

描述

α-氨基酸分解代谢过程

细胞氨基酸分解代谢过程

有机酸分解代谢过程

羧酸分解代谢过程

氧化还原过程

前体代谢产物和能量的产生

小分子分解代谢过程

有机氮化合物分解代谢过程

氧化还原酶

谷氨酸代谢过程

分解代谢过程

细胞分解代谢过程

电子传递链

缬氨酸分解代谢过程

有机物分解代谢过程

由有机化合物氧化产生的能量

细胞呼吸

核糖核苷酸代谢过程

磷酸核糖核苷生物合成过程

有机氮化合物代谢过程

P 值

6.13×10-5

1.18×10-4

1.11×10-3

1.11×10-3

3.00×10-3

3.36×10-3

3.51×10-3

3.56×10-3

8.02×10-3

1.15×10-2

1.27×10-2

1.94×10-2

1.94×10-2

2.60×10-2

2.60×10-2

2.74×10-2

3.34×10-2

3.34×10-2

3.34×10-2

3.34×10-2

分类

BP
BP
BP
BP
BP
BP
BP
BP
MF
BP
BP
BP
BP
BP
BP
BP
BP
BP
BP
BP

差异基因数量

8
8
8
8

25
14
8
8

24
4

11
9

10
2

10
6
5
7
5

33

图 5　关键差异基因表达火山图

Fig.5　Volcano plot of key differential gene expression
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明 MR-1 体内的产能代谢更加活跃，这意味着 MR-

1 产生大量能量用于应对 H2O2扰动导致的氧化应激

并维持细菌的生长 . 综上所述，在 H2O2 的影响下，

MR-1 代谢有机物的能力提升以应对的 H2O2 扰动

带来的负面影响并维持 MR-1 生长 .

3 结论  

（1）MR-1 在 H2O2 胁迫下处于抗应激状态，通

过促进过氧化氢酶的合成分解 H2O2抵御氧化胁迫，

低浓度 H2O2（<50 μmol）不影响 MR-1 活性，高浓度

H2O2（>200 μmol）虽然会造成细菌的部分死亡，但

H2O2被 CAT 分解完全后剩余细菌在营养充足的条

件下可恢复生长至初始水平 .
（2）H2O2 扰动促进了 MR-1 代谢有机物的能

力，提供能量用于 MR-1 应对氧化应激与维持生长 .
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