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摘 要：在高盐条件下，绝大多数微生物通过拒盐策略适应其生存环境，其中，钠离子输出系统在维持细胞正常的

盐浓度和 HI 稳态等生命活动过程中扮演十分重要的角色。细菌的钠离子输出系统包括初级钠泵和次级钠泵两种

类型，前者所介导的钠离子输出与呼吸相偶联，后者又分为单亚基和多亚基两种类型。到目前为止，有关初级钠泵

和次级钠泵转运钠离子的分子机制还停留在推测阶段。对细菌 J6K 输出系统的类型和 J6K 外排的可能机制进行

综述，并对有待深入研究的问题进行探讨。
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高浓度的钠离子对生物的生长、发育和繁殖等生命活动

产生毒害作用。微生物在长期进化过程中，形成了两种盐适

应机制：（&）内盐策略。微生物积累高浓度的 MN3 或 J6N3 作

为渗调剂，用以维持渗透平衡。迄今为止，该机制仅发现于

盐杆菌目（I63G,6*O)-963)=）中的好氧嗜盐古菌、盐厌氧菌目

（I63G6;6)-G,963)=）中的厌氧细菌和盐水杆菌属（ !"#$%$&"’()*），

以及个别极端嗜盐的好氧细菌［&］；（$）拒盐策略（又称为相容

性溶质机制）。绝大多数嗜盐和耐盐微生物都是采用拒盐策

略抵御高盐环境。这类微生物在高渗条件下，一方面积累有

机相容性溶质，用以调节细胞内外的渗透平衡；另一方面通

过钠离子输出系统将多余的 J6K 排出细胞外，以维持细胞内

较低的盐浓度，从而维持细胞正常的形态、结构和生理功

能［$］。当前，存在于多元地域环境条件下的耐盐和嗜盐微生

物已成为生命科学的热点研究领域。研究细菌的 J6K 输出

系统，对于深入揭示微生物盐适应的分子机制，发现新的耐

盐相关基因资源，以及构建耐盐工程菌株和作物，进而充分

开发和利用盐碱地等都具有十分重要的意义。

! 细菌 "#$ 输出系统的类型与功能特性

!%! 初级钠泵系统

初级 钠 泵（H-9+6-: =GB9@+ H@+H）首 先 在 解 藻 朊 弧 菌

（+$&*$, "#-$%,#.($’/0）和肋生盐弧菌（!"#$%$1$&*$, ’,0($’,#"）中得到

生理学鉴定，由其介导的 J6K 输出与电子传递相偶联，对碳

酰氰对氯苯腙（NNNP，一种解偶联剂）具有抗性，在降低胞内

毒性离子的浓度 和 维 持 胞 内 HI 稳 态 等 方 面 扮 演 重 要 角

色［/］。截至目前，初级钠泵只在大肠杆菌（20’3)*$’3$" ’,#$）和

肺炎克氏杆菌（4#)&0$)##" 5%)/6,%$"）等极少数微生物中得到

较深入的研究。微生物中的初级钠泵主要包括脱羧酶、02P
酶、甲基四氢甲烷喋呤辅酶 Q 甲基转移酶和 J0(I 泛醌氧化

还原酶 ! 种类型，其中 J0(I 泛醌氧化还原酶（即复合物 R）

是呼吸链上的一种多亚基酶，在细菌中由 %/, 操纵子编码的

&! 个亚基所组成。2 A ’,#$ 细胞质膜上参与 J6K 转运的复合

物 R 中的保守亚单位 J@G0、I、S、M、T、Q 和 J 分别是线粒体

复合物中介导 IK 转运的亚单位 J(/、&、#、!T、1、! 和 $ 的对

应同源物。研究表明，在碱性条件下，当编码 J0(I 泛醌氧

化还原酶的基因发生突变后，+ A "#-$%,#.($’/0 即丧失通过呼

吸作用输出钠离子的功能［/］。此外，在副溶血弧菌（ +$&*$,

5"*"3")6,#.($’/0）和交替单胞菌（7#()*,6,%"0 =HA）等海洋细菌

和嗜盐菌中也发现了具有钠离子转运功能的 J0(I 泛醌氧

化还原酶。达坂喜盐芽孢杆菌（8"#,&"’$##/0 9"&"%)%0$0）(4.2

是分离自新疆达坂盐湖的革兰氏阳性中度嗜盐菌，能在很宽

的 J6N3 浓度（%F& ’ !F/+G3UT）和 HI（HI1 ’ &&）条件下生长。

最近，我们从 8 A 9"&"%)%0$0 (4.2 中克隆得到一个初级钠泵基

因 %"5，该基因编码的蛋白与芽孢杆菌来源的 J0(I 脱氢酶

和 J0(I 氧化酶有最高的同源性，这是关于极端微生物初级

钠泵基因的首例报道［!］。随着研究的不断深入，人们推测，

初级钠泵系统很可能广泛存在于微生物界。

!%& 次级钠泵系统

次级钠泵（=)*G;B6-: J6K UIK 6;O9HG-O)-）即 J6K（或单价阳

离子）UIK 逆向转运蛋白，简称 J6K UIK 泵，其生理功能主要



包括：（!）以跨膜质子电化学梯度（!"）为动力，形成跨膜的

#$% 电化学梯度（即 #$% 驱动力），参与同 #$% 相偶联的一系

列生理生化过程，如 #$% &溶质（如丝氨酸和脯氨酸）的协同

运输和 #$% 驱动的鞭毛运动；（’）排除细胞质中的 #$% 和

()% ，以消除其对细胞的毒害；（*）调控细胞内 "+，维持稳定

的细胞内环境；（,）调控细胞的繁殖和体积［’］。次级钠泵是

微生物外排 #$% 的主要途径，对于维持嗜（耐）盐微生物以及

嗜（耐）碱微生物细胞正常的钠离子浓度和 "+ 稳态等生命活

动起至关重要甚至是决定性的作用。依据结构特点，将次级

钠泵分为单亚基型和多亚基型两大类。

!"#"! 单亚基型次级钠泵：绝大多数次级钠泵为单亚基型，

且多属于跨膜转运蛋白中 -./0! 家族的成员，该家族为细

菌、古菌和真核生物的阳离子转运大家族。到目前为止，已

有 !1 余种单亚基型次级钠泵得到研究，包括 !"#$、!"#%、

!"#&、!"#’、!"#(、!"#)、!"#* 和 !#+$ 等。

大肠杆菌和耐盐细菌中的单亚基型次级钠泵：大肠杆菌

含有 , 种 单 亚 基 型 钠 离 子&氢 离 子 逆 向 转 运 蛋 白，即 230
#4$/、230#4$5、-4$/ 和 678/。其中，230#4$/ 是在微生物界

发现的第一个 #$% &+% 逆向转运蛋白，对其研究也最清楚。

当 230#4$/、230#4$5 和 -4$/ * 种蛋白均失活后，大肠杆菌在

19’:;<&( #$-< 存 在 时 无 法 生 长［= > ?］；678/ 具 有 #$% &+% 和

@% &+% 逆向转运蛋白活性，与 230#4$/ 共同维持大肠杆菌细

胞的 "+ 稳态［A］。霍乱弧菌（,-./-0 1"023/#3）属于革兰氏阴性

耐盐菌，能在较宽范围的 "+ 和 #$-< 浓度下生长，其基因组

包含 B 种推测的 #$% &+% 泵，对其中 ,10!"#’ 的定点突变研

究表明，/C"*,, 和 D4E*,= 对维持 F30#4$G 的功能活性是必需

的［!1］。+$H)H)$I 等进一步对 F30#4$G 中可能与离子转运和

"+ 调节有关的另外 !, 个保守的极性残基进行了定点突变

研究，发现部分残基与阳离子的结合与转运有直接或间接关

系，亲水区 +)C0A* 和 +)C0’!1 的突变则改变 F30#4$G 活性的

"+轮廓［!!］。枯草芽孢杆菌（%#1-2245 54.6-2-5）!B? 菌株属于革

兰氏阳性的耐盐菌，对其中的 B 种 #$% &+% 泵进行了初步研

究，包括 6<J#（KLMN）、#4$-（K4J(）和 #4$@（KOP.）* 种单亚

基型 #$% &+% 泵［!’］。此外，在枯草芽孢杆菌 /D--A*Q’ 中还

存在 #$% &+% 逆向转运蛋白 #4$R，而编码该蛋白的基因在枯

草芽孢杆菌 !B? 菌株中并不存在，表明同一菌种的不同菌株

之间在 钠 离 子 输 出 途 径 上 可 能 存 在 区 别。集 胞 蓝 细 菌

（78!31"01856-5 C"S .--B?1*）为一种耐盐蓝藻，其基因组中存

在 = 种推测的 #$% &+% 泵，即 !"#7!0 =，其中，!"#7! 和 !"#7’
类似 于 铜 绿 假 单 胞 菌（ *53490:0!#5 #3/4;-!05#）的 !"#*，

!"#7*0 = 类 似 于 小 肠 肠 球 菌（ <!63/0101145 "-/#3）的 !#+$。

#4$T* 对 #$% 和 ()% 具有较高的亲和性，#4$T! 则对 #$% 和

()% 具有较低的亲和性，二者协同作用，使 78!31"01856-5 C"S
.--B?1* 能适应较宽范围的盐浓度［!*］。

嗜盐菌和嗜碱菌中的单亚基型次级钠泵：@UE;7$ 等从轻

度嗜盐菌副溶血弧球菌（, S +#/#"#3:0286-145）中克隆得到 ,+0
!"#$、,+0!"#% 和 ,+0!"#’ * 个次级钠泵基因，并对其生理功

能进行了比较研究［!,］；#$M$:UE$ 等从另一种轻度嗜盐菌 , S
#2;-!0286-145 克隆到 ’ 个次级钠泵基因 ,#0!"#$ 和 ,#0!"#%。

突变实验表明，/C"0!’=、/C"0!== 和 /C"0!=B 对 F$0#4$/ 的活

性维持起重要作用，而 F$0#4$5 中的 /C"0!,Q 残基在所有的

#4$5 蛋白中均保守［!= > !Q］。我们从达坂喜盐芽孢杆菌 G0?D

中克隆到第一个中度嗜盐菌来源的 #$% &+% 逆向转运蛋白基

因 !"#=，该基因预测编码含 ,1* 个氨基酸、具有 !’ 个推测跨

膜区的蛋白，与 % S 54.6-2-5 中的 #4$R 存在最高（=,V）的同源

性，且其活性具有 "+ 依赖性［!?］，进一步对 #4$+ 跨膜区部分

带负电荷的保守氨基酸残基进行了定点突变，并研究了其亲

水性 - 末端的 A 个氨基酸残基对活性和 "+ 感应的影响。

在碱性条件下，嗜碱芽孢杆菌需要借助以下机制适应环

境：（!）通过糖发酵和氨基酸脱氨基作用增加细胞内有机酸

的含量，达到酸化细胞基质的目的；（’）增加 /D. 合成酶的生

成，使 /D. 合成与 +% 的摄取相偶联；（*）改变细胞表面的生

理生化特性；（,）提高次级钠泵的表达量和活性［’，!A，’1］。在上

述策略中，次级钠泵不仅是嗜碱芽孢杆菌 "+ 稳态机制的核

心，同时，也对维持胞内正常的盐浓度起重要作用。拟坚强

芽孢杆菌（%#1-2245 +53490>-/:45）WX, 是一种极端嗜碱芽孢杆

菌，NY; 等 从 该 菌 克 隆 的 %50!"#& 是 第 一 个 嗜 碱 菌 来 源 的

#$% &+% 逆 向 转 运 蛋 白 基 因，在 "+Q9= 条 件 下，5C0#4$- 对

#$% 具有高亲和性，使拟坚强芽孢杆菌 WX, 能在所处环境盐

浓度突然升高时起初始保护作用［’!］。通过文库筛选，()U 等

从专性嗜碱微生物 $2?#2-:0!#5 #:820286-1# 中克隆到一个与

!"#’ 高度同源的基因，该基因编码蛋白在 "+?9= 以上才有活

性，其在不同钠离子浓度下的活性差异反映了该菌独特的自

然生长环境［’’］。

此 外，从 古 菌 @36"#!0101145 A#!!#51"-- 和 嗜 热 菌

B"0906"3/:45 :#/-!45 中也克隆得到单亚基型的次级钠泵基

因。

!"#"# 多亚基型钠离子&氢离子逆向转运蛋白复合体（6E"
蛋白）：多亚基型钠离子&氢离子逆向转运蛋白复合体属于跨

膜转运蛋白中 -./0* 家族的成员，曾给予多种名称，如 .4$、

6I4、6E" 和 T4$ 等。为避免混乱，现统一称之为 6E"。6E" 系

统最早发现于耐盐芽孢杆菌（%#1-2245 "#2094/#!5）-0!’=。典型

的 6E" 蛋白包含 B > Q 个基因，以异源复合体的形式发挥功

能，每个亚基对于维持复合体的完整功能都是必需的。6E"
蛋白与细菌的耐盐性、抗碱性以及一些特殊的生理过程密切

相关。研究表明，金黄色葡萄球菌（ 76#+"820110145 #4/345）的

6E"蛋白具有很高的 #$% &+% 逆向转运蛋白活性，支持细胞

对 #$% 和碱性 "+ 的抗性，并能协同转运丝氨酸，其编码基因

由 Q 个开放阅读框架组成的基因簇 :!"$0( 构成［’*］。枯草

芽孢杆菌具有多种 6E" 型 #$% &+% 泵，其中，5C0:E" 蛋白的主

要功能是维持细胞对 #$% 和胆酸盐的抗性，而在依赖 #$% 和

@% 的 "+ 稳态调控中不起主要作用［’,］，这与嗜碱芽孢杆菌不

同，后者的 6E" 在 "+ 稳态中扮演中心角色。对 %50:/+ 的突

变研究表明，所有突变体均对 #$% 敏感，其中 %50:/+$ Z 和 %50
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!"#$ ! 对 碱 性 "# 尤 其 敏 感［$%，$&］；’()*（早 期 称 为 +,-. 或

/01*）则参与芽孢形成。!# 是起始芽孢形成所必需的因子，

而细胞内 /)2 水平直接影响!# 的转录后调控。芽孢形成早

期对细胞内 /)2 浓度敏感，由于 %&’( 与 /)2 输出有关，当

%&’( 突变后，细胞输出 /)2 的能力减弱，导致!# 蛋白的表达

量降低，于是形成芽孢缺陷的突变表型［$3］；.40（5）和 .40（6）

为多功能转运蛋白，不仅具有输出 /)2 和 62 的能力以及四

环素抗性，而且在维持胞内的 "# 稳态过程中扮演中心角

色［$%］。拟坚强芽孢杆菌 78% 的 9":;1" 不仅在 /)2 抗性和

"# 稳态中扮演重要角色，而且拥有苹果酸：醌氧化还原酶活

性。此外，枯草芽孢杆菌和拟坚强芽孢杆菌 78% 的 !"# 操纵

子既能互补对 /)2 敏感的大肠杆菌缺陷株 6/)<=，也能互补

大肠杆菌呼吸链突变株 ’9’$>>& 和 *//?$$$（分别缺乏末端

氧化酶和 /*@# 脱氢酶），这表明，某些 A1" 型 /)2 B#2 逆向

转运蛋白同时具有初级钠泵和次级钠泵的双重特性［$C，$D］。

苜蓿中华根瘤菌（ )*+,"&*-,.*/! !01*1,2*）和费氏中华根瘤

菌（)*+,"&*-,.*/! 3"04**）中同样存在 A1" 型的 /)2 B#2 逆向转

运蛋白。通过插入突变手段，E,0FGHI 等（>JJD）在苜蓿中华根

瘤菌 *63K> 中发现了 #&’(56$789，该基因簇不仅与菌体的

钾离子转运和 "# 适应密切相关，可能还参与对氮的固定和

/#%
2 输出等生理过程，而与 /)2 抗性无关，是一个典型的

62 B#2 泵［$J］。随后的基因测序结果表明，苜蓿中华根瘤菌

>?$> 存 在 $ 个 #&’ 基 因 簇， 分 别 为 #&’>
（#&’(>6>$>7>8>9>）和 #&’$（ #&’($5$6$$$7$8$9$）基因

簇。E,0FGHI 等在稍早报道的 #&’(56$789 实际上是 #&’> 基

因簇。$??% 年，LM)FN 等通过对费氏中华根瘤菌 O.>J 进行转

座子插入诱变，获得一系列 #&’$ 突变株，其耐盐能力比野生

型菌株显著下降［K?］。进一步的研究结果表明，该菌的 #&’$
基因簇编码单价阳离子B氢离子逆向转运蛋 白，既 能 耐 受

/)2 ，又能适应 "# 的变化，与苜蓿中华根瘤菌的 #&’> 基因

簇很不相同［K>］。

除上述列举已经被研究的 /)2 B#2 逆向转运蛋白以外，

在基因组已经完成测序的微生物中也发现大量推测的 /)2 B
#2 逆向转运蛋白基因，有待通过研究对其功能进行验证和

挖掘。

! 细菌 "#$ 输出的推测机制

!%& 初级钠泵的作用机制

虽然通过生理学、遗传学、生物化学和分子生物学等手

段对多种微生物来源的钠离子输出相关基因及其编码蛋白

进行了研究，但迄今为止，有关初级钠泵和次级钠泵外排钠

离子的机制依然停留在推测阶段，缺乏足够的实验证据。大

肠杆菌存在 $ 种 /*@#：P 氧化还原酶，即 /@#:> 和 /@#:$，

它们催化电子从 /*@# 到 P 的转移。对于大肠杆菌 /)2 B
#2 逆向转运蛋白基因突变株 QE%K$，当存在延胡索酸时，

/*@# 通过生电的 /*@#：P 氧化还原酶（/,G）被氧化，导致

/)2 得到转运，使其能耐受较高浓度的 /)RS；而当存在葡萄

糖时，/,G 的 表 达 被 抑 制，此 时 /*@# 主 要 通 过 不 生 电 的

/*@#：P 氧化还原酶（/T(:UU）被氧化。由于缺少 /)2 B#2 逆

向转运蛋白，由 P#$ 氧化形成的质子驱动力不足以有效地降

低细胞内的 /)2 浓度。因此，在葡萄糖存在的条件下，大肠

杆菌 QE%K$ 对 /)2 的耐受力明显降低［K$］。

初级钠泵将 /)2 从细胞内转移到周质空间，所需能量来

源包括 *.E 水解、脱羧作用、甲基转移或者 /*@# 的氧化。

每氧化一分子 /*@#，有 $ 个电子转移至泛醌，从而使 $ 个

/)2 得到转运（化学计量式为 $#2 B$/)2 ）［K$］。已有的研究表

明，在呼吸链复合物 U 中，参与 /)2 转运的亚基包括 /,G5
（/@&）、/,GA（/@%）和 /,G/（/@$），这些亚单位与 RE*:K 家族

成员的部分亚基（A1"*、A1"9、A1"@）之间存在一定的同源

性［KK］。根据目前已有的研究结果推测，初级钠泵外排钠离子

的机制可能是：电子传递引起复合体 U 特异构象的变化，这

种构象变化随即传递到该泵位于膜上的疏水亚单位，从而导

致离子转移。

!%! 次级钠泵的作用机制

绝大多数微生物主要依靠次级钠泵输出 /)2 ，该过程由

跨膜的质子电化学梯度所驱动，将由呼吸链建立的 #2 电化

学电位转化为 /)2 的跨膜电化学电位（即转化为 /)2 的驱动

力）。对大肠杆菌 /)2 B#2 逆向转运蛋白的研究发现，Q=:
/()* 每泵进 $ 个 #2 的同时，可泵出 > 个 /)2（化学计量式为

$#2 B/)2 ），而 Q=:/()9 的化学计量式为 K#2 B$/)2 。最近，

对 Q=:/()* 空间结构的研究，可从一定程度上揭示次级 /)2

B#2 泵转移 /)2 的分子机制。Q=:/()* 存在 $ 个漏斗状结构，

其中，由 .A’"、#、$= 和%形成的带负电荷的离子漏斗开

口于细胞基质，终止于细胞质膜内推测的离子结合位点；另

一个带负电荷的漏斗由 .A’"、&和’" 形成，开口于细胞质

周质。.A’$和 .A’’在细胞质膜内部形成一个维持电荷平

衡的稳态环境，当 Q=:/()* 结合带电底物（如 /)2 ）后，会导

致电荷失衡，从而快速引发某种未知的离子通道转换机制。

此时，位于第一个漏斗口的 "# 感应器将感受到的 "# 信号通

过 .A’#传递给$B’，从而引起 Q=:/()* 的构象变化，并进

一步使 /)2 得到转运［K%］。

’ 细菌 "#$ 输出系统有待深入研究的问题

目前，用于研究细菌中与钠离子输出有关基因的手段主

要包括：（>）互补大肠杆菌钠离子输出相关基因的缺陷株。

这是用于分离和鉴定 /)2 B#2 逆向转运蛋白基因，并研究其

功能特 性 最 有 效 的 方 法，如 /AD>（ +&’( ! ）、QE%K$（ +&’( !

+&5 ! ）、6/)<=（+&’( !+&5 !:&’( ! ）和 .7>>%（ +&’( !+&5 !:&’( ! ）

等菌株都是克隆 /)2 B#2 逆向转运蛋白基因的理想筛选模型

和便捷实验材料；（$）基因敲除和定点突变；（K）蛋白质组学

和转录组学手段以及微阵列技术。

已有的研究表明，大多数微生物都存在多种 /)2 B#2 逆

向转运蛋白，这些 /)2 B#2 逆向转运蛋白不仅介导 /)2 输出

和细胞内的 "# 调控，还参与其它多种生理活动，如外排抗生

$>>> +*/V 5M:-, 02 ’1 W B(:2’ ;*:",.*,1,<*:’ )*+*:’（$??C）%C（3）



素、启动孢子发育以及固氮等。因此，除继续深入研究 !"#

$%# 逆向转运蛋白在 !"# 抗性和 &% 稳态等生理过程中的作

用外，还应当在以下方面对细菌的钠离子输出系统开展进一

步研究：（’）继续克隆 !"# 输出相关基因，为全面揭示 !"# 输

出系统作用的分子机制提供原始素材；（(）初级 !"# 泵和次

级 !"# 泵对维持细胞低盐度和碱性 &% 稳态的相对重要性，

以及同一物种的不同次级 !"# 泵之间在功能上的差异与相

互关系；（)）阴离子（如 *+, ）排出细胞外的生理过程与 !"#

$%# 逆向转运蛋白之间是否存在联系；（-）./& 型 !"# $%# 逆

向转运蛋白的各亚基之间如何协同作用；（0）!"# 输出相关蛋

白的体外表达、纯化和晶体结构的研究。
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