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外源甜菜碱提高恶臭假单胞菌（./012(3(-$/ 41#&2$）!""#$
耐盐性的研究

何 健，蒋建东，贾开志，黄 星，李顺鹏"

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

摘 要：研究了外源甜菜碱对恶臭假单胞菌（!"#$%&’&()" *$+,%)）GHH9#耐盐性的影响并对其渗透保护机制进行了初
步的探讨；结果表明培养基中添加甜菜碱可以改善 GHH9#细胞在高盐培养基中的生长情况，添加 #&%;I7H的甜菜碱
可以使 GHH9#在 #J$;K67H L.M6的基础盐培养基中生长，添加 #%;I7H的甜菜碱就足以显著缩短渗透胁迫条件下
GHH9#细胞的延滞期和代时，增加生长量；和不添加对照相比，延滞期由 $!F 缩短到 "F，代时由 "%;<@ 缩短到
1&J(;<@，最大生长量 -."#%由 #J$:增长到 #J&(。在渗透胁迫条件下，细胞从外界快速吸收外源甜菜碱来代替自身

相容性溶质的合成。
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土壤干旱和盐渍化导致的渗透胁迫是导致微生物接种

剂失水乃至死亡的主要因素，提高接种微生物对高盐或干旱

环境的适应能力对接种微生物的存活和功能的发挥具有非

常重要的意义。相容性溶质（MK;>.O<+6* =K6-O*=）是耐盐微生
物在高渗透环境中细胞内积累的小分子物质，其特点是高度

水溶性、不带静电荷，在细胞内高浓度积累不会影响生物大

分子如蛋白质和核酸的正常生理功能，但可以平衡细胞外的

渗透压［#，$］。现已发现的相容性溶质种类主要有海藻糖、氨

基酸（谷氨酸和脯氨酸）、氨基酸衍生物（甜菜碱、四氢嘧啶）

等。甜菜碱（P6/D<@* +*O.<@*，L，L，L9三甲基甘氨酸）是一类非
常有效的相容性溶质，存在于一些耐盐的细菌和植物中；外

源甜菜碱能显著提高肠道细菌和根瘤菌等非耐盐细菌的耐

盐抗旱能力［1 ’ "］。国内对甜菜碱等相容性溶质合成、通道蛋

白及基因克隆表达方面的研究较多［( ’ ##］，但对于外源甜菜碱

提高微生物对渗透胁迫适应性的作用机制研究不多。

恶臭假单胞菌（!"#$%&’&()" *$+,%)）是土壤和水体环境中
分布非常普遍的微生物，具有很多重要的生态功能；如具有

强大的降解能力，能降解 #%% 多类不同结构的化合物，包括
难降解的烃类化合物和芳香族化合物；具有脱氮（硝化）和脱

硫效果，在氮、硫元素的地球化学循环中扮演重要的角色；对

植物具有促生作用，对植物致病菌具有拮抗作用等等［#$］。在

生物修复、煤炭脱硫、生物催化、生物肥料和生物防治等方面

具有广阔的应用前景。但是大量的研究表明，恶臭假单胞菌

的耐盐抗旱能力较差，接种到大田环境非常容易死亡［#1，#!］。

因此研究如何提高其耐盐抗旱能力及其机制是一个迫切需

要解决的问题。GHH9#是本实验室分离的一株能降解有机磷

农药的恶臭假单胞菌，本文研究了外源添加甜菜碱对此菌株

耐盐能力的影响并对其作用机制进行了初步的探讨。

$ 材料和方法

$%$ 材料
$%$%$ 菌株：!"#$%&’&()" *$+,%) GHH9#为本实验室分离保存
的降解有机磷农药的菌株。

$%$%& Q: 基础盐培养基：每升含（LR!）$ ST! #J%I，U$RVT!

#J!I，UR$VT! %J"I，QIST! %J#I，M.M6$ %J#I，葡萄糖 &I，L.M6视

需要添加，>R(J&；H3 培养基：每升含牛肉膏 1J%I，蛋白胨
#%J%I，L.M6视需要添加 >R(J&。
$%& !""#$生长量和细胞数量的测定

GHH9#的相对生长量通过测定菌液的 -."#%来衡量，如

-."#%超过 #J%则用相应的培养基稀释到 #J%以下来测定；细

胞数量采用稀释涂布平板法测定。

$%’ 细胞内相容性溶质的提取和测定
$%’%$ 相容性溶质的提取：GHH9#于不同盐浓度的基础培养
基 #%%;H中培养到对数生长期后期，"%%%,7;<@离心 #&;<@，小
心倾去上清，用等浓度的 L.M6洗涤，"%%%,7;<@离心 #&;<@，菌
泥用 1;H #%W高氯酸溶液悬浮并立刻于液体快速混合器上
震荡均匀，处理 #%;<@，用 &;K67H UTR调节 >R到中性并沉淀
高氯酸根，#$%%%,7;<@离心 $%;<@，取上清定容到 &;H。
$%’%& 甜菜碱含量的测定（碘结晶沉淀法［#&］）：取 %J&;H样
品于 &;H离心管中，加入等体积的 #J&;K67H R$ ST! 后置于冰

水混合物中冷却 #F，加入预先冷却到 %X的 U!9!$ 溶液

%J0;H，!X反应 #"F，取出于 %X、#$%%%,7;<@离心 $%;<@，倾去



上清并用尖头的吸管小心把剩余的溶液吸干，加入 !"#的
$，%&二氯乙烷溶解沉淀，并于震荡器上震荡 ’"()以保证沉淀
完全溶解，% * %+’,后于 -.’)"处测定其吸光度。
!"#"# 氨基酸含量的测定：茚三酮比色法，参照南京建成生
物工程公司试剂盒使用说明书。

!"$ 海藻糖的测定
用 /+’"012# 的冷三氯乙酸提取，采用硫酸蒽酮比色

法［$.，$3］测定。

% 结果

%"! &’’(!本身的耐盐性
试验表明，培养基成分、接种量等因素对 4##&$ 的耐盐

能力的影响很大；在不同盐浓度的完全培养基和 5!基础盐
培养基中按 $2$//（626）的接种量（接种后培养基中细胞浓度
约 $+% 7 $/3 89:2"#）接种，-/;摇床培养 <=,后通过测定菌液
的 !".$/变化来考察菌的生长情况，结果表明，在营养丰富的

完全培养基中，4##&$最高可耐 $"012#（约 ’+=>）的 ?@A1，而
在营养较贫乏的基础盐培养基中，4##&$ 最高可耐 /+."012#
（约 -+’>）的 ?@A1（图 $&B、C）。但是进一步的研究表明在 5!
基础盐培养基中，加大接种量可以使 4##&$在更高的盐浓度
培养基中生长（图 %），在 $2$//（626）、$2%/（626）（接种后培养
液中细胞浓度约 .+/ 7 $/3 89:2"#）和 $2$/（626）（接种后培养
液中细胞浓度约 $+% 7 $/= 89:2"#）接种量条件下，其最高生长
盐浓度分别为 /+."012#（-+’>）?@A1、/+="012#（<+3>）?@A1和
$+/"012#（’+=>）?@A1。说明大接种量具有“群体优势”，可以
帮助细胞适应渗透胁迫而存活。

图 ! &’’(!在不同盐浓度的完全培养基（)）和基础盐培
养基（*）中的生长
D(EF$ GH0IJ, 09 4##&$ () #C "KL(:"（B）@)L 5! 8,K"(8@11M LK9()KL

"KL(:"（C）I(J, L(99KHK)J N@1()(JM

图 % 接种量对 &’’(!在不同盐浓度+,培养基中生长的
影响
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%"% 外源添加甜菜碱对 &’’(!耐盐能力的影响
在不同盐浓度的 5!基础盐培养基中添加不同浓度甜菜

碱后，按 $2$//（626）的接种量接种 4##&$ 细胞，-/;摇床培
养，定时取样于 .$/)"测定菌液的 !" 值，考察菌的生长情
况；结果表明，添加甜菜碱可以显著改善 4##&$ 在高盐培养
基中的生长情况，且提高的幅度与添加的甜菜碱成正比，添

加 $/"E2#的甜菜碱就显示出较好的抗渗透胁迫效果，而添
加 $’/"E2#的甜菜碱可以使 4##&$ 在 $+%"012#（3+%>）?@A1
的基础盐培养基中生长（图 -）。

图 # 添加甜菜碱对 &’’(!在不同盐浓度+,培养基中生
长的影响
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%"# 外源添加甜菜碱对 &’’(!延滞期、代时和最大生长量
的影响

为研究添加甜菜碱改善 4##&$ 对盐份渗透胁迫适应性
的机理，考察了添加甜菜碱对 4##&$ 延滞期、代时和最大生
长量的影响，于 /"012# ?@A1和 /+."012# ?@A1的 5!基础盐培
养基中添加 $/"E2#的甜菜碱，按 $2$//（626）的接种量接种

4##&$细胞，-/;摇床培养，定时取样测定菌液的 !".$/，考察

菌的生长情况；结果表明，添加甜菜碱对于在 /"012# ?@A1条
件下生长的 4##&$细胞的延滞期、生长量和代时均没有显著
的影响，但可以显著缩短 /+."012# ?@A1条件下生长的 4##&$
细胞的延滞期和代时，增加生长量；添加甜菜碱和不添加对

照相比，延滞期由 %<, 缩短到 .,，代时由 ./"() 缩短到

-’+3"()，生长量 !".$/由 $+%!增加到 $+’3（表 $）。

表 ! 外源甜菜碱对 &’’(!的延滞期、代时和生长量的影响
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%"$ 甜菜碱在细胞内的积累及对各相容性溶质含量的影响
将 4##&$在 5!培养基培养后接种到加入 $+/"012# ?@A1

的 5!培养基中进行渗透胁迫，提取并测定了 4##&$细胞各
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相容性溶质；图 !"# 为 $%&’()*+ ,-.) /0 培养基中加入
$1&’2*+的甜菜碱后冲击情况，图 !"3为不加甜菜碱对照组
情况。图示结果表明在培养基中没有相容性溶质时，4++"$
自身能合成甜菜碱、海藻糖和游离氨基酸等多种相容性溶质

平衡外界的渗透压，但达到平衡的时间较长，需要 1 5 67，细
胞内主要相容性溶质为甜菜碱、海藻糖和游离氨基酸，分别

占总相容性溶质的摩尔百分比为 6&%08、9$%:8和 :%!8；而
培养基中添加甜菜碱的处理，盐份渗透胁迫后细胞内的甜菜

碱含量快速上升，$ 5 ;7内达到平衡，甜菜碱、海藻糖和游离
氨基酸的摩尔百分比分别为 <6%0、:%$和 6%&8，甜菜碱相对
含量上升，海藻糖和游离氨基酸相对含量下降；说明在有外

源甜菜碱条件下进行渗透胁迫时，细胞能够从培养基中吸收

甜菜碱作为相容性溶质来代替相容性溶质合成，这样不但可

以使细胞快速适应外界渗透压的变化而且能够最大限度的

节约碳氮源和能量。

图 ! 外源甜菜碱对 "##$% 细胞内相容性溶质积累的
影响

=>2? ! @AABCD (A BE(2BF(GH 2)IC>FB JBD->FB (F D7B -CCG’G)-D>(F (A

C(’K-D>J)B H()GDBH >F 4++"$ CB))H

#：LMBHBFCB (A $&’2*+ 2)IC>FB JBD->FB；3：.N?

& 讨论

本试验和其它的一些研究结果表明，外源相容性溶质如

海藻糖、甜菜碱和四氢嘧啶可以改善一些非耐盐菌如肠道细

菌、根瘤菌和假单胞菌对盐份渗透胁迫的适应性；其机制在

于盐份渗透胁迫时，外源相容性溶质可以快速吸收到细胞

内，帮助细胞在最短时间内达到细胞内外渗透压平衡，显著

降低盐份渗透胁迫对 4++"$ 细胞的毒害等不良影响。培养
基营养丰富程度、接种量大小对 4++"$的盐份适应性影响很
大，究其原因，丰富的培养基中含有很多相容性溶质或相容

性溶质合成前体如甜菜碱、游离氨基酸等；而大接种量具有

“群体优势”，同时死亡细胞释放的细胞内容物可以为未死亡

的细胞提供相容性溶质。

鉴于甜菜碱良好的抗渗透胁迫效果，可以考虑在微生物

接种剂中添加适量的甜菜碱，或者通过基因工程或代谢工

程，将更高效的甜菜碱合成基因克隆到目标菌株，提高其细

胞内甜菜碱合成基因和酶系的效率，从而提高接种剂适应环

境的能力。
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《分子生物学实验室工作手册》7) )2’ :’&$2：7 6*(03*)03# ;*<%1*)03
〔美〕0J巴克 著；王维荣，黄伟达，等译；
科学出版社 :;;=年 <月出版；)6P+ V _ ;U _ ;"=:VV _ [；定价：S[J;;元
本书全面论述分子生物学实验室工作，内容涵盖实验室机构运作、软硬件配置以及实验操作过程、结果记录、数据提呈等

方面，是实验室工作的指导性手册。为加强实验室的建设与管理，帮助实验室人员独立熟悉工作环境，更好地完成对实验室

工作信息的收集、整理、统计与交流等方面发挥积极的作用。

本书翻译忠实于原文，最大限度地反映了原书的风格与韵味。可作为高等院校高年级学生、研究生、实验室管理者以及

分子生物学实验室工作人员的参考用书。院校相关专业的本科生、研究生与教师阅读、参考。

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书（免邮费）。

邮购地址：";;V"V 北京东黄城根北街 "T号科学出版社 科学分社，联系人：阮芯 联系电话：;"; _ TS;UST::（带传真）
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