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以四氢嘧啶为主要相容性溶质的中度嗜盐菌 !"# 的分离和特性研究

何 健 汪 婷 孙纪全 顾立锋 李顺鹏"

（南京农业大学生命科学学院 农业部农业环境微生物工程重点开放实验室 南京 $&%%<"）

摘 要：从草地土壤中分离到一株中度嗜盐菌 I&"，经过 &#J 0+13（K,BL9BM 登录号为 +N%&%&#$）序列分析、形态学和

生理生化特征分析，该菌株初步鉴定为 !"#$"%&’"(()* +&#"*+,#-)"。I&" 能在 %O P $"O19Q) 的培养基中生长，最适生长

19Q) 浓度为 &%O，最适生长温度为 4%R，最适 @S 为 FT" P ;T%。在高盐条件下，I&" 细胞内主要的相容性溶质为四氢

嘧啶，在 &"O19Q) 培养基中其含量达到 &T#%;..()7（U·-EV），占到相容性溶质总摩尔含量的 ;<T#O。渗透冲击试验

表明 I&" 细胞内四氢嘧啶在低渗冲击时能够快速分泌到细胞外，在高渗冲击冲剂时能够较快地重新合成。
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近 年 来，存 在 于 中 度 嗜 盐 菌（ W(E,09X,)Y
H9)(@H>)>- /9-X,0>9）中的一类被称为“相 容 性 溶 质”

（Q(.@9X>/), ?()DX,?）的物质越来越被人们所关注。相

容性溶质一词最早是由澳大利亚人 L0(VB 于 &<F$
年提出，这类物质一般是有机小分子如氨基酸、多元

醇、甜菜碱和四氢嘧啶等，其特点是高度水溶性、不

带静电荷、没有活性基团，在细胞内高浓度积累可以

平衡外界渗透压，但不会影响生物大分子如蛋白质

和核酸正常的生理功能；四氢嘧啶（,-X(>B,，&，!，"，#5
6,X09HYE0(5$5.,XHY)5! 5 @Y0>.>E>B,-90/(:Y)>- 9->E）是大

多数中度嗜盐菌中主要的相容性溶质［& P !］。最近的

研究发现，四氢嘧啶可以稳定天然蛋白质的水合层，

保护酶、+13 等生物大分子和细胞膜结构，帮助细

胞抵抗冷冻、干旱、高温、高盐、辐射等各种逆境。目

前四氢嘧啶已经开发出许多商业用途，比如酶的稳

定剂、微生物的保护剂、护肤品中的保湿剂、用于化

疗中健康细胞的保护剂等；德国 W,0-M MK93 公司开

发出一种以四氢嘧啶为主要成分的化妆品，并以

“Z(B9 Q90, =-X(>B”品牌进行销售［&］。

四氢嘧啶含有一个手性碳原子，很难用化学方

法来合成。目前国外利用一种新型的生物技术细菌

泌乳工艺（L9-X,0>9) .>)M>BU）来生产四氢嘧啶（或其它

相容性溶质）［"］。其原理是将在高盐培养基中培养

的积累高浓度四氢嘧啶的中度嗜盐菌细胞转移到低

渗溶液中，为了维持细胞内外渗透压平衡，细胞会将

积累的相容性溶质释放到细胞外（“泌乳”），“泌乳”

后的细胞再送回高盐培养基中培养，通过高渗与低

渗环境的反复交替，刺激菌体大量合成四氢嘧啶；配

合高密度发酵可以实现四氢嘧啶的工业化生产。国

外进行细菌泌乳工艺研究采用的菌株一般为革兰氏

阴性菌株，如已报道的菌株有短杆菌（.#/0"%&’-/#")+
?@* [QW#;<!）、延长盐单胞菌（1&(,+,2&* /(,2$&-&）、

盐脱氮盐单胞菌（1&(,+,2&* 3&(,4/2"-#"5"’&2*）等［"，#］。

而利用革兰氏阳性的中度嗜盐芽孢类杆菌进行细菌

泌乳工艺的研究还未见报道；国内中国科学院微生

物研究所、中国农业大学等单位在中度嗜盐菌生态、

生理和分类等方面进行了较多的研究［4，F，;］，但目前

还未开展细菌泌乳工艺菌株筛选与工艺条件方面的

研究。

本文从草地土壤中分离筛选到一株中度嗜盐芽

孢类杆菌 I&"，对其生物学特性和渗透冲击研究结果

表明此菌株具备细菌泌乳工艺条件，为国内开展细

菌泌乳工艺生产相容性溶质的研究和应用提供了一

个极好的材料。

" 材料和方法

" $" 材料

"%"%" 培养基：每升含牛肉膏 4T%U，蛋白胨 &%T%U，
19Q) 视需要添加，@S FT"。固体培养基加入 $O琼脂。

"%"%& 土壤样品：土壤样品采集于南京农业大学校

园草地土壤，取土壤表面 % P &%-. 左右内土壤。

"%"%’ 主要试剂和仪器：限制性内切酶、6! +13 连

接酶、6&7 酶、! 种 E16\ 等购自 6929Z9 公司；I\6K
和 ]5K9) 购自 3.0,?-( 公司；氨基酸测定试剂盒购自



南京建成生物工程公司；!"# 仪为美国 $% 公司的

!"&’()) 型；高效液相色谱仪为美国 *+,-./ 公司的

0+,-./1)) 型；检 测 器 为 紫 外 检 测 器，工 作 波 长

(2345；分离柱为 ()65 长内填有 "27的反相柱。

!"# 菌株的分离筛选

将供试土壤样品于含 2389+": 的无菌盐水中

进行梯度稀释，稀释液涂布于含 238 9+": 的培养

基平板上，;)<培养；将单菌落划线纯化，初筛生长

速度快，适应盐浓度范围广的菌株；复筛筛选细胞内

四氢嘧啶含量高的菌株。

!"$ 菌株的鉴定

!"$"! 株的形态和生理生化：参照文献［=］进行。

!"$"# 菌株 21> .?9@ 分析：采用细菌的 21> .?9@
通用引物，正向引物：3A’@B@B&&&B@&""&BB"&"@B’
;A（!"#$%&’#$’( #)*’ 21> .?9@ 对应位置为 7 C (D），反

向引物：3A’@@BB@BB&B@&""@B""B"@’;A（ ! E #)*’
21> .?9@ 对应位置为 23F2 C 23((），由上海博亚生

物技术有限公司合成。!"# 反应体系（(3!G）：模板

（H23 总 ?9@）2!G，I9&!（各 (J355K:LG）(!G，引 物

（255K:LG）各 2!G，2) M +(, 缓 冲 液 (J3!G，$N( O

（(355K:LG）2J3!G，+(, 酶（3PL!G）)J;!G，无菌超纯

水 23JD!G。!"# 条 件：=3< ;5Q4；=F< 25Q4，3(<
25Q4，D(< ;5Q4，循环 3) 次；D(< 2)5Q4。!"# 产物

用 RQ,+N-4- B-: ST,.+6,QK4 UQ, 纯化后，与 V$?27’& 载

体连接，转化 ! E #)*’ ?W3"感受态细胞，在含有 H!&B
和 X’B+: 的 GY（含 2))5NLG @5V）平板上进行蓝白斑

筛选，挑取白色菌落，提取质粒验证后，交由上海博

亚生物技术有限公司测定插入片段序列，分子操作

详细步骤参照文献［2)］。序列登录 B-4Y+4Z 进行比

对，从 B-4Y+4Z 中调取亲缘关系近的芽孢类杆菌 2;
个菌株的 21> .?9@ 序列用于系统发育学的分析，

21> .?9@全序列用 $SB@ [-./QK4 ( 软件包排序，选

择 -(#’**." (,.(%/(&’" 为外群，用 $SB@ [-./QK4 ( 软

件包中的 UQ5\.+(’!+.+5-,-. ?Q/,+46- 模型计算进化

距离，用 9-QN]^K.’%KQ4Q4N 法构建系统发生树，2))) 次

随机抽样，计算自引导值（YKK,/,.+V）以评估系统发

生树的置信度。

! %& 相容性溶质的提取和测定

!"&"! 相容性溶质的提取：参照文献［22］进行，如

测定四氢嘧啶则冻干粉用 3))!G 7)8（RLR）乙腈溶

解，如测定氨基酸和甜菜碱则冻干粉用 3))!G 水溶

解。

!"&"# 四氢嘧啶含量的测定：参照文献［22］进行。

!"&"$ 甜菜碱含量的测定：碘结晶沉淀法，参照文

献［2(］进行。

!"&"& 氨基酸含量的测定：茚三酮比色法，按南京

建成生物工程公司提供的使用说明书进行。

# 结果和分析

#"! ’!( 的分离筛选

土壤样品稀释液涂布于以 238 9+": 作为选择

压力的 GY 培养基经 ;)<培养 3I 后，GY 培养基平板

上长出多种形态的菌落，菌落数量在 2J3 C 3J3 M
2)F"_PLN 干土；根据菌落特征和个体形态特征的不

同，从平板上分离纯化到 2= 株能在 238 9+": GY 培

养基中生长的细菌；将这 2= 个菌株分别接种到低盐

GY 培养基（9+": 浓度从 )8 C 38）和高盐 GY 培养

基（9+": 浓度从 238 C (38）;)<培养，考察各菌株

的菌落大小、厚度和适应盐浓度变化范围；从这 2=
个菌株中筛选到生长快，能在 )8 C ()8 9+": GY 培

养基中生长的菌株 3 株，分别命名为 H1、H23、H2))、

H2)2 和 H2((。将这 3 个菌株于 238 9+": GY 培养基

中培养后，提取相容性溶质，对四氢嘧啶含量进行了

测定。表 2 结果表明菌株 H23 细胞内四氢嘧啶含量

最高，达到 2J1;55K:L（N·6I0），选择 H23 作为进一步

研究的材料。

表 ! 分离菌株细胞内四氢嘧啶含量

&+^:- 2 H4,.+6-::+. -6,KQ4- 6K46-4,.+,QK4 Q4 Q/K:+,-I /,.+Q4/
>,+Q4/ H1 H23 H2)) H2)2 H2((

S6,KQ4- :-[-:L［55K:L（N·6I0）］ 2J(2 ‘ )J2; 2J1; ‘ )J22 2J3( ‘ )J2; 2JF= ‘ )J2( 2J1) ‘ )J23

#"# ’!( 的鉴定

在 2389+": 的 GY 培养基平板上，H23 菌落大且

厚实，呈淡黄色，不透明，边缘圆整，表面光滑、平旦、

不隆起；H23 菌体形态为杆状，大小为（)JD C 2J)）!5
M（(J3 C FJ)）!5，革兰氏染色阳性，周生鞭毛，产中

生芽孢，但芽孢形成率非常低，在 28以下，芽孢囊

不膨大（图 2）；H23 在 23< C F3<范围内均能生长，

最适生长温度为 ;)<；在 VW1J3 C =J3 范围内均能

生长，最适生长 VW 为 DJ3 C 7J)，稍偏碱性；H23 氧化

葡萄糖产酸，氧化酶试验阳性，接触酶试验阳性，硝

酸盐还原阴性，R! 试验阴性，吲哚试验阴性，淀粉水

解阳 性，不 产 W(>；H23 能 较 好 地 利 用 葡 萄 糖、果

2)=())3，RK:EF3 9KE1 何 健等：以四氢嘧啶为主要相容性溶质的中度嗜盐菌 H23 的分离和特性研究



图 ! （"）#!$ 的菌落形态；（%）#!$ 的菌体形态（!&&& ’ ）

!"#$ % （&）’() *+,+-. /+01(+,+#. +2 345"-3 6%7；（8）’() *),,

/+01(+,+#. +2 345"-3 6%7（%999 : ）

糖、乳糖、甘油、蔗糖和淀粉等各种碳源，但不能利用

四氢嘧啶作为碳源。

6%7 的 %;< 0=>& 有 %7?9@1（A)-85-B 登录号为

=C9%9%;D），在 A)-85-B 中 8E&<’ 结果显示与枝芽

孢杆菌属（ !"#$"%&’"(()*）细菌有较高的同源性，图 D
为 6%7 的 %;< 0=>& 与其它芽孢类细菌 %;< 0=>& 构

建的系统发育树，结合形态和生理生化特征，将 6%7
初步 鉴 定 为 !"#$"%&’"(()* +&#"*+,#-)"（又 名 .&’"(()*
+&#"*+,#-)" 和 /&("%&’"(()* +&#"*+,#-)"）［%?，%F］。

图 ( 基于 !)* +,-" 序列同源性的菌株 #!$ 和相关芽孢类杆菌的系统发育树

!"#$D G(.,+#)-)4"* 40)) @53)H +- 4() %;< 0=>& 3)IJ)-*)3 3(+K"-# 4() 0),54"+-3("13 +2 3405"- 6%7 K"4( 4() /+34 *,+3) 0),54)H .&’"(()*

>J/@)03 "- 150)-4()3)3 0)10)3)-4 4() 3)IJ)-*)3L 5**)33"+- -J/@)0 "- A)-85-B$ ’() -J/@)0 54 )5*( @05-*( 1+"-43 "3

4() 1)0*)-45#) 3J11+04)H @. @++434051$ 850，9M7N 3)IJ)-*) H"O)0#)-*)$

(./ #!$ 在不同盐浓度培养基中的生长情况

6%7 适应盐浓度范围非常广（图 ?P&），能在含 9
Q D7N>5R, 的 E8 培养基中生长，最适生长盐浓度

为 %9N，在 9 Q %7N>5R, 的 E8 培养基中生长非常迅

速，在 %7N>5R, 的 E8 培养基中，对数生长期的 6%7
代时为 ?7/"- 左右。

图 / （"）#!$ 在不同盐浓度的 0% 培养基中的生长情况；

（%）盐浓度对 #!$ 细胞内四氢嘧啶积累的影响

!"#$? （&）A0+K4( +2 6%7 "- E8 /)H"J/ K"4( H"22)0)-4 35,"-"4.；（8）

S22)*4 +2 35,"-"4. +- 4() 5**J/J,54"+- +2 "-405*),,J,50 )*4+"-) "- 6%7 *),,

(.1 #!$ 细胞内相容性溶质种类含量与盐浓度变化

的关系

由于 %7N>5R, E8 培养基中培养的 6%7 细胞内

图 1 四氢嘧啶标样（"）和 #!$ 细胞提取物（%）的 2304
!"#$F TGER 31)*405 +2 )*4+"-)（&）5-H 6%7 *),, )U405*4"+-（8）

四氢嘧啶含量很高，为获得理想的 TGER 图谱，在进

行 TGER 检测时，将 6%7 细胞提取物稀释 D999 倍进

样，得到的四氢嘧啶标准物和 6%7 细胞提取物的

TGER 图谱（图 F），结果表明 6%7 细胞提取物由于稀

释倍数很高，杂质峰已经很少，但有一个和四氢嘧啶

标样峰形特征和出峰时间均一致的吸收峰，说明 6%7

D9V 微生物学报 0’-& 1"’#,%",(,$"’& /"2"’& D997，W+,$F7 >+$;



细胞内含有高浓度的四氢嘧啶，且细胞内的四氢嘧

啶含量与培养基中盐浓度呈正相关（图 !"#）。

!"# $%# 细胞内相容性溶质组成及分泌

提取并测定了在 $%&’()* 培养基中培养的 +$%
细胞内各种相容性溶质含量（表 ,）。+$% 细胞内的

主要相容性溶质为四氢嘧啶，占相容性溶质总摩尔

含量的 -./0&；游离氨基酸占 -/-&；而甜菜碱仅占

$/1&。

为考察 +$% 细胞内相容性溶质能否向外分泌，

模拟细菌泌乳工艺过程，将 $%&’()* 培养基中培养

的 +$% 细胞接入 ,&’()* 溶液中进行低渗冲击处理

$2345，测溶液中各相容性溶质含量；结果（表 ,）表

明经过 $2345 的低渗冲击处理，细胞内约 62&四氢

嘧啶能从细胞内释放；与细胞内相容性溶质组成相

比，释放到低渗溶液中的四氢嘧啶摩尔百分含量由

-./0&上升到 .1/2&，而氨基酸的摩尔百分含量则

由 -/-&下降到 1/-&，四氢嘧啶占有如此高的比重

对细菌泌乳工艺后期产物提取纯化是非常有利的。

表 ! $%# 细胞内及泌乳到溶液中的相容性溶质组成和含量

7(8*9 , ):3;(<4=:5 :> ?@9 A:3;(?48*9 =:*B?9= A:5?95? :> +$% (5C ;<:CBA?
=:*B?4:5 :8?(459C ?@<:BD@ 8(A?9<4(* 34*E45D

):3;(?48*9 =:*B?9=
)F?:;*(=3 G<:CBA? =:*B?4:5

33:*H（D·ACI） J:*& 33:*HK J:*&

LA?:459 $/02- M 2/$11 -./0 !$/0 M !/- .1/2

#9?(459 2/2,% M 2/226 $/1 2/1$ M 2/2- $/,

N<99 (345: (A4C 2/$01 M 2/2$. -/- $/%6 M 2/$6 1/-

图 # 高渗冲击条件下细胞内四氢嘧啶的重新合成

N4DO% P9=F5?@9=4= :> 9A?:459 (>?9< @F;9<:=3:?4A =@:AE

!"& $%# 细胞内四氢嘧啶的重新合成

为考察高渗冲击过程中，细胞内四氢嘧啶重新

合成的情况，将低渗透冲击后的 +$% 细胞离心，接入

$%&’()* 的 K# 培养基中悬浮，进行高渗冲击，定时

取样测定 +$% 细胞内四氢嘧啶含量的变化；结果表

明（图 %）在高渗冲击条件下？+$% 细胞内的四氢嘧

啶能迅速合成以抵御外界的渗透压，在 1"%@ 内细胞

内的四氢嘧啶恢复到正常水平的 .2&以上。

’ 讨论

细菌泌乳工艺是一种新型的生物发酵工艺，具

有巨大的应用前景。获得一个性能优良的菌株是细

菌泌乳工艺取得成功的关键；一般来说，用于细菌泌

乳工艺的菌株必须满足以下几点要求：!有广泛的

盐浓度耐受范围，在低盐和高盐环境中都能生长良

好；"细胞内相容性溶质组成较单一，便于产物回收

纯化；#低渗冲击时相容性溶质会快速向环境中释

放；$当所选菌株转入高渗环境中时，能够很快重新

合成相容性溶质；%细胞要经得起高渗与低渗环境

的反复交替（多达 . 轮）而不死亡。据报道海球菌

!"#$%&’&’’() J%, 在低渗冲击时，几乎没有观察到相

容性溶质的释放，但是发现细胞吸收胞外水分而膨

胀，细胞湿重上升了约 !%&，这可能是由于革兰氏

阳性细菌的细胞壁结构坚韧，且其细胞膜上缺乏相

容性溶质通道蛋白的缘故，所以一般认为革兰氏阳

性细菌不适合细菌泌乳工艺［%］。国外进行细菌泌乳

工艺研究采用的菌株一般为革兰氏阴性菌株，如已

报道的菌株有短杆菌（*#+,$-"’.+#$(/ =;O Q)J0-.1）、

延长盐单胞菌（0"1&/&%") +1&%2"."）、盐脱氮盐单胞

菌（0"1&/&%") 3"1&4+%$.#$5$’"%)）［$，!，%］；阳性菌株海球

菌 !"#$%&’&’’() J%, 虽也进行过四氢嘧啶的生物发

酵，但采取的工艺是一次培养工艺（而不是细菌泌乳

工艺），产物用细胞破碎法提取［$，%］。而我们分离的

+$% 为革兰氏阳性的芽孢杆菌适应盐浓度范围广，生

长速度快，细胞内四氢嘧啶含量高［与已报道的延长

盐单胞菌 0"1&/&%") +1&%2"."（RSJ $1,7）相当［%］］，其

它相容性溶质含量低，且在渗透冲击条件下，细胞内

的四氢嘧啶能快速释放出来，重新进入高渗环境中

后细胞内四氢嘧啶能快速重新合成，所以 +$% 应该

符合进行细菌泌乳工艺菌株的要求，同时也认为革

兰氏阳性细菌也可以作为细菌泌乳工艺的备选菌

株；这需要进行更深入细致的实验对 +$% 进行细菌

泌乳工艺的可行性、工艺参数和生物学机制研究。
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