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摘   要：【目的】探究耐盐碱乳酪短杆菌 G20 响应盐碱胁迫的代谢物组成以及代谢物合成潜力，

为潜在功能分子和盐碱诱导的快速稳定响应逻辑门基因线路的挖掘提供参考。【方法】利用液相

色谱-质谱联用技术(LC-MS)检测乳酪短杆菌 G20 盐碱环境与正常环境下 4 个生长时期的代谢产

物。着重对富含高差异变化倍数代谢物的适应期与指数期进行分析。【结果】乳酪短杆菌 G20 可

以在 pH 10.0、9% NaCl 环境中正常生长，同时环境 pH 值会随菌株生长逐步下降。综合正负离子

2 种模式，乳酪短杆菌 G20 在盐碱环境下各生长时期间差异代谢物数量分别为正常环境的 0.69、
0.75 和 0.81 倍。盐碱胁迫诱导下适应期与指数期差异代谢物主要为苯环型化合物、有机酸及其衍

生物与有机杂环类化合物。其中上调的有机酸化合物吲哚-3-乙酸、犬尿酸和葡萄糖酸指数期质谱

信号强度低于适应期。菌株中可能存在的渗透保护剂有 L-瓜氨酸、L-脯氨酸、N-乙酰鸟氨酸和左

旋肉碱等。适应期变化倍数较大或质谱信号强度较高的差异化合物有毛果芸香碱、植物鞘氨醇和

柠檬酸等，指数期有组胺、L-脯氨酸和硫胺素等。菌株差异代谢通路集中在氨基酸代谢与碳水化

合物代谢。菌株代谢物中存在甜菜碱和葫芦巴碱的结构类似物。此外受盐碱胁迫诱导变化幅度较

大的代谢物如组胺、L-脯氨酸和胆碱等化合物，能够通过代谢组学与基因组学数据耦合，推测其
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合成与代谢通路。【结论】菌株会外泌吲哚-3-乙酸、犬尿酸和葡萄糖酸等有机酸化合物降低环境

pH 值，积累 L-瓜氨酸和 L-脯氨酸等渗透保护剂维持渗透压平衡。菌株可能具备合成甜菜碱、葫

芦巴碱和毛果芸香碱结构类似物的能力，为以原核细菌为底盘构建新的合成路径提供了可能。菌

株中组胺、L-脯氨酸和胆碱等化合物合成与代谢通路中酶的编码基因及上下游元件序列，可以为

受盐碱理化因子诱导的逻辑门基因菌为底盘构建新的合成路径提供了可能。菌株中组胺、L-脯氨

酸和胆碱等化合物合成与代谢通路上酶的编码基因及上下游元件序列，可以为受盐碱理化因子诱

导的逻辑门基因线路的梳理提供参考。 

关键词：耐盐碱细菌；昆虫肠道内生菌；代谢组学  
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Abstract: [Objective] To explore the metabolite composition and metabolite synthesis 
potential of Brevibacterium casei G20 in response to saline-alkali stress, and to provide a 
reference for the mining of potential functional molecules and the rapidly and stably responsive 
genetic logic gate line induced by saline-alkali. [Methods] We used LC-MS to detect the 
metabolites of G20 at four growth phases in saline-alkali and normal environments, and 
focused on the analysis of the lag and logarithmic phases rich in metabolites with high 
differential fold changes. [Results] B. casei G20 grew well in the environment with pH 10.0 
and 9% NaCl, and the pH of the environment gradually decreased with the growth. According 
to the detection result in positive ion mode and negative ion mode, the numbers of differential 
metabolites of B. casei G20 during growth in the saline-alkali environment were 0.69, 0.75, and 
0.81 times that in the normal environment, respectively. The metabolites that differed between 
the lag and logarithmic phases under saline-alkali stress were mainly benzenoids, organic acids 
and their derivatives, and organic heterocyclic compounds. Among them, the MS signal 
intensity of the organic acids such as indole-3-acetic acid, kynurenic acid, and gluconic acid 
that were up-regulated in the logarithmic phase was lower than that in the lag phase. The 
possible osmoprotectants in the strain were L-citrulline, L-proline, N-acetylornithine, 
L-carnitine, etc. The differential compounds with larger fold changes or higher MS signal 
intensity in the lag phase were pilocarpine, phytosphingosine, and citrate, and in the 
logarithmic phase were histamine, L-proline, and thiamine. The differential metabolic pathways 
of the strain were mainly the amino acid metabolism and carbohydrate metabolism. There were 
also structural analogs of betaine and trigonelline in the metabolites of the strain. In addition, 
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for metabolites with large changes induced by saline-alkali stress, such as histamine, L-proline, 
and choline, we could infer their synthetic and metabolic pathways through the coupling of 
metabolomic and genomic data. [Conclusion] The strain secreted organic acids such as 
indole-3-acetic acid, kynurenic acid, and Gluconic acid to reduce the pH value of the 
environment, and accumulated osmoprotectants such as L-citrulline and L-proline to maintain 
osmotic balance. In addition, the strain may also have the ability to synthesize structural 
analogs of betaine, trigonelline, and pilocarpine, allowing the construction of a new synthetic 
pathway based on prokaryotic bacteria. Moreover, the enzyme-coding genes and upstream and 
downstream element sequences in the synthetic and metabolic pathways of compounds such as 
histamine, L-proline, and choline in the strain can serve as a reference for sorting out the logic 
gate gene circuits induced by saline-alkali stress. 
Keywords: saline-alkali-tolerant bacteria; intestinal endophytic bacteria; metabolomics 
 
 

盐碱逆境是极端环境的重要组成之一，由

盐碱胁迫造成的生物抗逆机制兼具理论研究和

应用价值。除了抗盐碱植物资源外[1]，在进化

分支上处于较早期地位的耐盐碱微生物资源也

尤为宝贵。通过对这类微生物盐碱耐受相关基

因、酶和产物的不断挖掘，已经形成了一系列

应用成果，如通过异源表达嗜盐酶和嗜碱酶基

因从而提高酶产量，Zhou 等通过芽孢杆菌表  
达热碱性 β-甘露聚糖酶(BcManA)基因，获得了

6 041 U/mL 胞外 BcManA 产率[2]；再如通过耐

盐碱基因的异源表达提高抗逆能力，Zhai 等通

过在大肠杆菌和拟南芥中过表达 Alkalomonas 
amylolytica 的肽聚糖关联脂蛋白基因，提高了

二者的耐盐性[3]。近些年随着对嗜盐嗜碱微生

物代谢通路及产物(相容性溶质、聚羟基脂肪酸

酯 PHA 和酶)的深入研究[4-6]，结合其对盐碱环

境的耐受能力和高鲁棒性，开发基于海水或盐

碱基质的开放连续发酵工艺，使得降低淡水消

耗及工艺成本的下一代工业生物技术初具雏 
形[7]。在此背景下，耐盐碱微生物作为细胞工

厂生产功能分子和大宗化学品的潜力日益受到

重视[8]。利用耐盐碱细菌作为细胞工厂，已实

现了四氢嘧啶、甜菜碱、聚(3-羟基丁酸)、羟基

丁酸戊酸共聚酯、聚(3-羟基丁酸酯-co-4-羟基丁

酸酯)和淀粉酶等高附加值产物的生产[9-14]。 
为深入探讨耐盐碱微生物作为细胞工厂的

潜力，对其代谢产物进行系统性分析和挖掘显

得尤为必要。以合成生物学研究思路，挖掘可

由简单外界理化因子所诱导的快速稳定响应的

逻辑门基因线路，是兼具学术价值和应用潜力

的研究方向。耐盐碱微生物能够很好地适应正

常盐分浓度及高盐碱培养环境，其代谢通路可

以在数小时内对外界盐碱胁迫形成有效的响

应。通过对不同盐碱梯度下耐受菌株的代谢产

物进行分析，可为挖掘逻辑门基因线路提供参

考。此外，在耐盐碱细菌的代谢产物中所含有

的潜在的功能分子或生物活性分子也是值得研

究的对象，开发出的四氢嘧啶和羟基四氢嘧啶

等细胞保护剂可以在细胞表面形成一层保护性

的水层，抵御外部压力的屏障[15]；还有开发为

药物的葡萄糖基甘油[16]和哌啶酸[17]等。 
本文选取的乳酪短杆菌(Brevibacterium casei) 

G20 是一株具有盐碱环境耐受特性的蜣螂肠道

内生菌。此前有学者从植物根际、干酪表面、

海洋生物和工业废水中筛选出的乳酪短杆菌也

对盐碱环境具备一定的耐受能力，它们大多可以

在 pH 3.0–9.0，1%–12% NaCl 环境中生长[18-21]。

例如 Kiran 等从海洋海绵中筛选的乳酪短杆菌
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MSI04 可以在 pH 5.0–9.0 范围内生长，最大耐盐

度达到 12% NaCl[20]。Carolin 等从纺织废水中筛选

的乳酪短杆菌 4AB 生长的 pH 范围为 3.0–9.0[21]。

此外 Ateyyat等[22]还从甘薯粉虱中分离出了乳酪

短杆菌。而从蜣螂消化道中筛选出具耐盐碱特性

的乳酪短杆菌的报道鲜见。 
本研究通过设置不同培养条件(盐碱环境

和正常环境 )和不同生长时期 (适应期和指数

期)，对耐盐碱乳酪短杆菌 G20 受盐碱诱导产生

的差异代谢物进行全局分析，掌握盐碱环境诱

导下菌株代谢产物组成和浓度在不同生长时期

产生的变化，挖掘乳酪短杆菌 G20 潜在的代谢

合成能力，以期为抗盐碱功能分子的挖掘和受

盐碱理化因子诱导的逻辑门基因线路梳理等提

供参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  供试菌株 

乳酪短杆菌 G20 由本课题组自蜣螂消化道

分离并保藏，已通过 DNBSEQ 平台进行二代测

序获得菌株全基因组序列，并上传至 NCBI (登
录号：PRJNA754761)。 
1.1.2  培养基 

LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母浸粉

5.0，氯化钠 10.0，pH 7.0；盐碱 LB 液体培养

基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母浸粉 5.0，氯化钠

60.0，通过加入 1 mol/L NaOH 溶液将 pH 调节

至 10.0；不同盐碱梯度 LB 培养基：基础碳氮

源与普通 LB 培养基一致，通过加入不同浓度

氯化钠(10、30、60、90 g/L)以及加入 1 mol/L 
NaOH 溶液将 pH 调节至 pH 7.0、8.0、9.0、10.0。 
1.1.3  主要仪器和试剂 

超高效液相型号为 Waters 2D UPLC，色谱

柱型号为 ACQUITY UPLC BEH C18 (1.7 μm，

2.1 mm×100 mm)，Waters 公司；高分辨质谱型

号为 Q Exactive HF，Thermo Fisher Scientific 公

司；低温高速离心机型号为 Centrifuge 5430，
Eppendorf 公司；涡旋仪型号为 QL-901，中国

其林贝尔仪器制造有限公司；纯水仪型号为

Mili-Q Integral，Milipore 公司；冷冻真空浓缩

仪型号为 Maxi Vacbeta，GENE 公司；组织研磨

仪型号为 JXFSTPRP，中国上海净信；酶标仪

型号为 Multiskan SkyHigh，Thermor 公司。 
L-leucine-d3、L-PHENYLALANINE (13C9，

99%)、L-tryptophan-d5、Progesterone-2,3,4-13C3
为内标试剂。甲醇(A454-4)和乙腈(A996-4)均为

LC-MS 级别，购自 Thermo Fisher Scientific 公

司；甲酸铵(17843-250G)购自 Honeywel Fluka
公司；甲酸(50144-50 mL)购自 DIMKA 公司。

蛋白胨和酵母粉均购自北京奥博星公司；氯化

钠、氢氧化钠、乙醇和次氯酸钠均购自天津盛

奥化学公司。 

1.2  乳酪短杆菌 G20 的分离 
参照 Skowronek 等[23]的方法将蜣螂样本表

面用无菌水冲洗干净，使用 75%的乙醇溶液浸

泡 30 s 后取出虫体，使用 1%次氯酸钠浸泡    

5 min，无菌水漂洗 10 次。接着将已消毒的虫

体使用灭菌过后的解剖剪刀从肛门处一侧剪开

腹部，用灭菌过的解剖针剖开腹部，取出虫体

中后肠，置于灭菌过的研钵中研磨。然后使用

无菌研磨棒研磨 1 min，加入 5 mL 无菌水制成

菌悬液，使用移液枪将菌悬液转移至 50 mL 无

菌螺纹离心管中，加入 20 mL 无菌水，37 ℃、   

150 r/min 振荡 30 min 后，取 100 μL 涂布于 LB

固体培养基，37 ℃培养 24 h。之后挑取不同形

态、颜色及大小的菌落，划线纯化。最后用无

菌接种环挑取单菌落，接种于 LB 液体培养基，

150 r/min 培养 48 h，取 500 μL 菌液与 40%甘油

溶液混合置于冻存管中，−80 ℃保藏。 
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1.3  菌株盐碱耐受能力测定及菌株形态的

扫描电镜观察 
将乳酪短杆菌 G20 以 3% (体积分数)的接

种量接种于 LB 液体培养基中，37 ℃、150 r/min
培养 16 h 至指数生长期作为种子液。以 3% (体
积分数)的接种量将种子液接种于 LB 液体培养

基(NaCl 10 g/L，pH 7.0)和盐碱 LB 液体培养基

中(NaCl 60 g/L，pH 10.0)，37 ℃、150 r/min
培养 72 h，期间每隔 4 h 测量培养液 OD600 与

pH 值，绘制生长曲线与 pH (体积比)值变化曲

线。将乳酪短杆菌 G20 种子液以 3%的接种量

接种于不同盐碱梯度 LB 液体培养基中，37 ℃、    
150 r/min 培养 72 h 后测量培养液 OD600。 

吸取乳酪短杆菌 G20 培养液，离心清洗菌

体并涂抹于载玻片上，自然晾干水分，背面朝

上用液体导电胶固定在扫描电镜铜板上喷金，

之后放于电镜载物台采集图像。 

1.4  菌株样本制备 
将乳酪短杆菌 G20 以 3% (体积分数)的接

种量接种于 LB 液体培养基中，37 ℃、150 r/min
培养 16 h 至指数生长期作为种子液。以 3% (体
积分数)接种量将种子液分别接种于 LB 液体培

养基和盐碱 LB 液体培养基中，37 ℃、150 r/min
培养。LB 液体培养基中在培养 1 h (适应期)、   
16 h (指数期)、36 h (平台期)和 7 d(衰亡期)取适

量菌液作为正常环境样本。盐碱 LB 液体培养

基中在培养 2 h (适应期)、20 h (指数期)、56 h 
(平台期)和 7 d (衰亡期)取适量菌液作为盐碱环

境样本。然后分别将以上菌液转移至 50 mL 无

菌离心管，4 ℃、6 000 r/min 离心 10 min，去

上清。接着用无菌 PBS 与无菌盐水(60 g/L NaCl)
冲洗，4 ℃、6 000 r/min 离心 10 min，去上清。

液氮速冻 30 min，−80 ℃放置。 

1.5  菌株代谢物提取及 QC 样本制备 
菌株代谢物提取、LC-MS 检测和化合物鉴

定均委托深圳华大基因科技有限公司进行操

作。将菌体在 4 ℃条件下缓慢解冻后，称取    
25 mg 置于 1.5 mL Eppendorf 管中，加入 800 μL
提取液(甲醇:乙腈:水＝2:2:1，体积比，−20 ℃
预冷)和 10 μL 内标，加入 2 颗小钢珠，放入组

织研磨仪中进行研磨(50 Hz, 5 min)，4 ℃水浴

超声 10 min 后，−20 ℃冰箱静置 1 h。4 ℃、    
25 000 r/min 离心 15 min 后取 600 μL 上清，置

于冷冻真空浓缩仪抽干后，加入 200 μL 复溶液

(甲醇:H2O=1:9，体积比)进行复溶，涡旋振荡    
1 min，4 ℃水浴超声 10 min 后以同样的温度   
25 000 r/min 离心 15 min，取上清置于进样瓶中。

每个实验样本取等量混合成质量控制 (quality 
control，QC)样本，用于质量控制。预实验选取

10 个 QC 样本，正式实验开始后每 10 个样本穿

插一个 QC 样本，最后检测 3 个 QC 样本结束

试验，用于评估 LC-MS 分析过程的重复性和稳

定性。 

1.6  LC-MS 检测 
1.6.1  液相色谱参数描述 

正离子模式流动相为含 0.1%甲酸的水溶液

(A 液)和含 0.1%甲酸的 100%甲醇(B 液)，负离

子模式流动相为含 10 mmol/L 甲酸氨的水溶液

(A液)和含 10 mmol/L甲酸氨的 95%甲醇(B液)。
采用以下梯度进行洗脱：0–1 min，2% B 液；1– 
9 min，2%–98% B 液；9–12 min，98% B 液；

12–12.1 min，98% B 液–2% B 液；12.1–15 min，
2% B 液。流速为 0.35 mL/min，柱温 45 ℃，

进样量为 5 μL。 
1.6.2  质谱参数描述 

利用 Q Exactive HF 质谱仪(Thermo Fisher 
Scientific)进行一级和二级质谱数据采集。质谱扫

描质核比范围为70–1 050，一级分辨率为120 000，
AGC为 3.00E+06，最大注入时间(injection time，
IT)为 100 ms。按照母离子强度，选择 Top3 进
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行碎裂，采集二级信息，二级分辨率为 30 000，
AGC 为 1.00E+05，最大注入时间为 50 ms，碎

裂能量(stepped nce)设置为 20、40、60 eV。离

子源(ESI)参数设置：鞘气流速(sheath gas flow 
rate)为 40，辅助气流速(aux gas flow rate)为 10，
喷雾电压 (spray voltage(|KV|) 正离子模式为

3.80，负离子模式为 3.20，离子传输管温度

(capillary temp)为 320 ℃，辅助气加热温度(aux 
gas heater temp)为 350 ℃。 

1.7  数据处理和分析 
使用 Compound Discoverer 3.0 (Thermo 

Fisher Scientific)软件进行 LC-MS 数据处理，主

要为峰提取、峰对齐和化合物鉴定。化合物鉴

定数据库有 BGI Library (https://mscloud.bgi.com)、
mzCloud (https://www.mzcloud.org)和 chemSpider 
(http://www.chemspider.com)。使用代谢组学 R
软件包以及代谢组信息分析流程进行数据预处

理、统计分析及代谢物分类注释和功能注释。

采用主成分分析(principle component analysis，
PCA)方法对多变量的原始数据进行降维，以此

分析该数据集中所观测变量的分组、趋势(样本

组内和组间相似性和差异性)及离群值(是否存

在异常样本)。使用单变量分析获得的差异变化

倍数(fold-change)和 t 检验(Student’s t test)的结

果来筛选差异代谢物。 

2  结果与分析 
2.1  乳酪短杆菌 G20 对盐碱环境的耐受 
能力 

利用 LB 培养基对荒漠蜣螂肠道可培内生

细菌进行分离，通过盐碱 LB 培养基对内生细

菌进行耐盐碱菌株筛选，其中乳酪短杆菌 G20
表现最佳。由图 1A 可知，正常环境(pH 7.0、
NaCl 10 g/L)与盐碱环境(pH 10.0、NaCl 60 g/L)
中菌株适应期阶段分别约处于 0–1 h 和 0–4 h，
指数期阶段分别约处于 4–36 h 和 8–48 h，平台

期阶段分别约处于 36–72 h 和 48–72 h。此外    
2 种环境下菌株在培养 7 d 时皆处于衰亡期阶

段。盐碱环境中菌株适应期明显延长，且生长

至平台期的时间点会延后。随着培养时间的增

加，盐碱环境中的 pH 值也会逐步下降，从最

初的 pH 值为 10.0 下降至 8.1。由图 1B 可知，

菌株对盐碱环境耐受范围较广，在 pH 9.0–10.0、
9% NaCl 环境中依然可以正常增殖，但 OD600

有一定降低分别为 1.359 与 1.21。菌株在 pH 
7.0、1% NaCl 与 pH 8.0、9% NaCl 环境中 OD600 

 

 
 

图 1  乳酪短杆菌 G20 耐盐碱能力测定及扫描电镜图片 
Figure 1  Determination of salt and alkali resistance of Brevibacterium casei G20 and SEM picture. A: 
Growth curve of B. casei G20 under two saline alkali gradients pH 7.0, 10 g/L NaCl and pH 10.0, 60 g/L 
NaCl. B: Heatmap of B. casei G20 cultured under different saline alkali gradients for 72 hours. C: SEM 
image of B. casei G20. 
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较高分别为 1.558 与 1.563。除上述环境，其余

环境中菌株 OD600 维持在 1.45–1.55，与最高的

1.563 相差不大。乳酪短杆菌 G20 的扫描电镜

观察结果表明，乳酪短杆菌 G20 菌株菌体形态

呈短杆状，大小在 1 μm 左右(图 1C)。 

2.2  乳酪短杆菌 G20 代谢物的 LC-MS 检

测分析 
正式检测实验中所有菌体细胞内代谢产物

提取后进行上机检测。将所有 QC 样品中相对

峰面积变异系数大于 30%的化合物删除后。根

据一级分子量、二级碎片图谱、保留时间和有

无参考标准品等信息对化合物进行鉴定。最终

正负离子模式下分离出 9 003 和 2 304 个化合

物，可注释到的具体化合物分别有 2 108 和  
787 个，其中处于置信区间的有 221 和 124 个。

这些化合物主要为有机杂环类化合物、有机氧

化物、核苷、核苷酸和类似物、苯环型化合物、

生物碱及其衍生物、有机酸及其衍生物。后续

对具体代谢物的分析主要针对处于置信区间的

化合物。 
从主成分分析图(图 2)中可以看出，不同处

理组培养物在不同生长阶段的代谢物类群呈现

出分散分布，但同一组别的代谢物平行样品间

聚合度较集中，说明所得到的代谢组数据离散

度低、分布稳定，不同实验组间也具有较明显

的分布规律。 

2.3  差异代谢物筛选 
对各组实验样本检测出的代谢物，采用多

元统计分析(PCA)、单变量分析(差异变化倍数

(fold change，FC)和 t 检验(Student’s t test)相结

合的方式筛选组间差异代谢物。以正常 LB 培

养基中培养物的代谢产物浓度为基准，如某一

代谢产物变化倍数 fold change≥1.2 为显著上

调，fold change≤0.83 为显著下调(Q<0.05)。图

3 为乳酪短杆菌 G20 在正常环境与盐碱环境下

各生长时期差异代谢物火山图，表 1 为对应的

数量。正离子模式下鉴定到的差异代谢物数量

要多于负离子模式。综合正负离子模式，菌株 
 

 
 
图 2  实验样本的主成分分析图 
Figure 2  The principal component analysis (PCA) diagram of the experimental sample. A: Positive ion 
mode. B: Negative ion mode. CG-lag: Lag phase under normal environment; SA-lag: Lag phase in 
saline-alkali environment; CG-log: Logarithmic phase under normal environment; SA-log: Logarithmic 
phase in saline-alkali environment; CG-sta: Stationary phase under normal environment; SA-sta: Stationary 
phase in saline-alkali environment; CG-dec: Decline phase under normal environment; SA-dec: Decline 
phase in saline-alkali environment. 
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图 3  乳酪短杆菌 G20 正常环境与盐碱环境下各生长时期差异代谢物火山图 
Figure 3  Volcanic map differential metabolites of Brevibacterium casei G20 in normal and saline-alkali 
environment in different growth phases. A, B: Lag phase pos/neg. C, D: Logarithmic phase pos/neg. E, F: 
Stationary phase pos/neg. G, H: Decline phase pos/neg. 

 
表 1  乳酪短杆菌 G20 正常环境与盐碱环境下各生长时期差异代谢物数量 
Table 1  Quantities of differential metabolites of Brevibacterium casei G20 in normal and saline-alkali 
environment in different growth phases 
Sample group Mode Number of differential metabolites Up Down 
SA-lag: CG-lag pos 1 885 891 994 

neg 771 398 373 
SA-log: CG-log pos 2 736 1 119 1 617 

neg 983 499 484 
SA-sta: CG-sta pos 3 343 1 234 2 109 

neg 999 429 570 
SA-dec: CG-dec pos 2 039 980 1 059 

neg 1 067 403 664 
SA-lag: SA-log pos 402 205 197 

neg 229 82 147 
CG-lag: CG-log pos 581 294 287 

neg 329 136 193 
SA-log: SA-sta pos 763 447 316 

neg 284 152 132 
CG-log: CG-sta pos 1 007 620 387 

neg 395 210 185 
SA-sta: SA-dec pos 1 063 345 718 

neg 395 167 228 
CG-sta: CG-dec pos 1 338 451 887 

neg 459 169 290 
pos: Positive ion mode; neg: Negative ion mode. 
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受盐碱胁迫时，平台期差异代谢物数量最多，

此外各时期下调代谢物数量多于上调代谢物，

分别是上调代谢物数量的 1.06、1.30、1.61 和

1.25 倍。同时菌株在盐碱环境下适应期至指数

期、指数期至平台期、平台期至衰亡期间的差

异代谢物数量低于正常环境，分别是正常环境

下的 0.69、0.75 和 0.81 倍。这说明了盐碱环境

会降低乳酪短杆菌 G20 在不同生长时期间的代

谢物变化。 

2.4  差异代谢物分析 
由表 1 可知，平台期差异代谢物数量最多，

但菌株在平台期与衰亡期的代谢物差异变化倍

数较低，处于鉴定置信区间的化合物较少，同

时可鉴定到的差异代谢物种类与指数期趋同，

故下文只集中讨论适应期与指数期的差异代谢

物谱系。菌株在适应期与指数期的差异代谢物

主要构成为有机杂环类化合物、苯环型化合物、

有机酸及其衍生物。 
从图 4 中可以看出，所有检测的实验样本

在组内和组间都具有一定的离散程度，相互比较

的 2 组具有明显的代谢物分组差异。图 4A 为乳

酪短杆菌 G20 盐碱胁迫诱导下适应期的差异代

谢物热图。上调代谢物中差异变化倍数最大的化

合物为毛果芸香碱(pilocarpine, FC=44.08)。上调

代谢物在盐碱环境中质谱信号强度(代谢物质谱

信号强度与其含量成正比)最高的化合物为植物

鞘氨醇(2-amino-1,3,4-octadecanetriol, FC=5.24)。
下调代谢物中差异变化倍数最大的化合物为黄

腐酚(xanthohumol, FC=0.013)。 
图 4B 为乳酪短杆菌 G20 盐碱胁迫诱导下

指数期的差异代谢物热图。其中上调代谢物中

差异变化倍数最大的化合物为组胺(histamine, 
FC=21.01)。上调代谢物在盐碱环境中质谱信号

强 度 最 高 的 化 合 物 为 L- 脯 氨 酸 (L-proline, 
FC=4.18)。指数期下调代谢物里差异变化倍数

最大的化合物为胆碱(choline, FC=0.003)。 
此外，乳酪短杆菌 G20 代谢物中有 3 种化

合物一直具备较高的质谱信号强度(表 2)，分别

被注释为甜菜碱(betaine)、葫芦巴碱(trigonelline)
和毛果芸香碱(pilocarpine)。将上述化合物的质

谱信号强度与生物必需的有机化合物腺嘌呤

(非差异代谢物，Q<0.05)正常环境下各时期平

均质谱信号强度进行比较，以直观体现上述化

合物质谱信号强度的高低。注释为甜菜碱的化

合物，其质谱信号强度是菌株能够鉴定到的代

谢物中最高的，在正常环境下其质谱信号强度

分别是腺嘌呤的 1 244.35、1 077.92、436.19 和

1 033.51 倍，盐碱环境中略低于正常环境分别

为 1 214.9、808.61、390.78 和 725.3 倍。甜菜

碱是广泛存在于耐盐碱微生物中的一种相容性

溶质[24]，而葫芦巴碱与毛果芸香碱却是分离自

葫芦巴与毛果芸香叶中的生物碱[25-26]，故菌株

代谢物中注释为这 2 种生物碱的化合物，其结

构可能与葫芦巴碱和毛果芸香碱的结构类似，

可能是这 2 种生物碱的同分异构体。后续将采

用制备色谱，对上述代谢物进行纯化、利用质

谱进行鉴定。 

2.5  差异代谢物 Pathway 富集 
图 5 为乳酪短杆菌 G20 显著差异代谢通路

富集分析气泡图(P<0.05)，X 轴富集因子(rich 
factor)为注释到该 Pathway 的差异代谢物数目

除以注释到该 Pathway 的所有鉴定到代谢物，

该值越大，说明注释到该 Pathway 差异代谢物

比例越高。圆点大小代表注释到该 Pathway 的

差异代谢物的数目。 
综合正负离子 2 种模式下代谢产物差异情

况，发现菌株在适应期代谢通路和次级代谢生

物合成注释到的差异代谢物最多，其次是抗生

素的生物合成、不同环境中的微生物代谢和氨

基酸生物合成。代谢通路、次级代谢生物合成 
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图 4  乳酪短杆菌 G20 在盐碱胁迫诱导下不同生长时期的差异代谢物 
Figure 4  Differential metabolites of Brevibacterium casei G20 in different growth stages induced by 
saline-alkali stress. A: Lag phase. B: Logarithmic phase. Metabolites in the yellow box are the common 
differential metabolites in the two growth phases, and metabolites in the blue box are the opposite differential 
metabolites in the two growth phases. 
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表 2  乳酪短杆菌 G20 具生物活性的代谢物列表 
Table 2  Up-regulated metabolites with biological activity in Brevibacterium casei G20 
Annotation 
compound 

Formula Molecular weight RT (min) Score MS signal intensity ratio 
Normal Saline-alkali 

Betaine C5H11NO2 117.079 0 0.713 88.2 1 244.35[a]1 077.92[b] 

436.19[c]1 033.51[d] 
1 214.90[a]808.61[b] 

390.78[c]725.39[d] 
Trigonellin
e 

C7H7NO2 137.047 8 0.715 75.9 0.53[a]0.84[b] 

0.46[c]0.10[d] 
0.16[a]0.99[b] 

0.51[c]0.28[d] 
Pilocarpine C11H16N2O2 208.121 4 2.978 79.4 0.01[a]0.13[b] 

0.42[c]0.02[d] 
0.37[a]0.28[b] 

0.39[c]0.20[d] 
[a]: Lag phase; [b]: Logarithmic phase; [c]: Stationary phase; [d]: Decline phase. MS signal intensity ratio: Annotation compound 
of MS signal intensity/Adenine of MS signal intensity, RT (min): Retention time; Score: The matching score of the Secondary 
spectrum matching of the compound is in mzCloud Library. 
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图 5  乳酪短杆菌 G20 盐碱胁迫诱导下代谢通路富集分析气泡图(P<0.05) 
Figure 5  Bubble plot of metabolic pathways enriched in Brevibacterium casei G20 induced by saline alkali 
stress (P<0.05). A: Lag phase in positive ion mode. B: Lag phase in negative ion mode. C: Logarithmic phase 
in positive ion mode. D: Logarithmic phase in negative ion mode.  
 

通路、抗生素的生物合成通路以及不同环境中

的微生物代谢通路，这 4 条代谢通路涵盖众多

代谢途径，能够注释到的代谢物极多，因此这

4 条代谢通路拥有较多的差异代谢物数量，但

富集因子很低。适应期富集因子较高的通路有

色氨酸代谢、精氨酸生物合成、核黄素代谢和

柠檬酸循环。菌株在指数期时差异代谢物较多

的代谢通路与适应期一致，而富集因子较高的

通路则是 D-谷氨酰胺、D-谷氨酸代谢和氧化磷

酸化。综合来看菌株 2 个生长时期的差异代谢通
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路，可以发现氨基酸代谢与碳水化合物代谢拥有

极高的占比，其次为辅助因子和维生素的代谢。 
通过对不同盐碱浓度下菌株适应期和指数

期差异代谢通路的分析，发现氨基酸的生物合

成通路是 2 个时期共有的差异代谢通路，同时

该通路在差异代谢物数量、富集因子以及差异

显著性 3 方面都有突出表现，可以推测氨基酸

的生物合成通路是乳酪短杆菌 G20 应对盐碱环

境时极为重要的代谢通路。进一步分析该通路

上代谢物的变化，可以了解菌株在盐碱环境中

代谢流向的改变。参照原核生物氨基酸的生物

合成通路(KEGG map01230)复合菌株适应期与

指数期不同氨基酸质谱信号强度变化数据生成

图 6。图 6 中可以看出菌株在面对盐碱环境的初 
 

 
 

图 6  乳酪短杆菌 G20 盐碱胁迫诱导下氨基酸的生物合成通路 
Figure 6  Biosynthesis of amino acid in Brevibacterium casei G20 induced by saline-alkali stress. A: Lag phase. 
B: Logarithmic phase. Up-regulated metabolites are represented in red font and down-regulated metabolites in 
blue font. This picture was modified based on KEGG map01230, https://www.kegg.jp/pathway/map01230. 
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期，氨基酸生物合成通路中组氨酸合成、色氨

酸合成和精氨酸合成途径上存在差异代谢物。

其中 L-色氨酸 (L-tryptophan, FC=1.87)含量上

升，L-精氨酸(L-arginine, FC=0.037)和 DL-组氨

酸(DL-histidine，FC=0.112)含量下降。而在指数

期时菌株的氨基酸生物合成通路中组氨酸合

成、色氨酸合成、赖氨酸合成、瓜氨酸合成以

及脯氨酸合成途径中存在差异代谢物，其中 L-
色氨酸(L-tryptophan, FC=0.387)含量下降，L-瓜
氨 酸 (L-citrulline, FC=12.77) 和 L- 脯 氨 酸

(L-proline, FC=4.18)的含量上升，组氨酸和赖氨

酸含量无明显差异。由于菌体代谢是一种动态

变化的过程，代谢组学受限于技术只能探究某

一时刻菌体内的代谢物变化，故不能将所有代

谢物简单地用上调与下调区分作用。但我们可

知的是，上述氨基酸的合成途径与菌株盐碱环

境应对策略有着极大关联。 

3  讨论与结论 
近年来，随着对嗜盐嗜碱微生物研究的深

入，通过嗜盐嗜碱微生物构建细胞工厂进行无

灭菌和开放发酵的体系不断完善，并逐步推广

应用。对高盐和高碱环境都具备一定耐受能力

的耐盐碱菌株，也可很好满足上述技术特点要

求，其工业应用价值日益凸显[13]。通过研究该

类菌株的耐盐碱机制，系统分析耐盐碱菌株在盐

碱环境与正常环境下的代谢物差异，既可以了解

菌株耐盐碱机制在代谢层面的表现，也可以进一

步挖掘该类菌株在代谢物合成方面的潜力。 
乳酪短杆菌 G20 筛选自蜣螂肠道样本，是

该昆虫肠道可培内生细菌中盐碱耐受能力最强

的菌株，此前研究筛选出的乳酪短杆菌大多可

以耐受 pH 9.0 的碱性环境，而乳酪短杆菌 G20
可以在 pH 10.0、9% NaCl 环境正常生长，其耐

碱特性高于此前研究筛选出的乳酪短杆菌，且

该菌株在 pH 10.0、9% NaCl 环境中生长密度与

最适生长环境相差较小。同时该菌株可以在以

微晶纤维素为唯一碳源的固体平板上生长，   
48 h 菌落大小达到 0.5 mm 左右，这与以往报道

的乳酪短杆菌特性并不相同。 
在代谢物分析中，乳酪短杆菌 G20 在不同

生长时期和不同环境的差异代谢物主要包含苯

环类化合物、有机酸及其衍生物与有机杂环类

化合物。在利用盐碱 LB 培养基培养菌株时，

随着培养时间的增加，培养基 pH 值不断下降，

这可能是导致菌株平台期与衰亡期的差异代谢

物差异变化倍数低、差异代谢物种类与指数期

趋同的原因。菌株在盐碱环境中为维持胞内 pH
值的稳定会在胞内积累酸性代谢物[27]，而培养

环境 pH 值的下降则可能是由于这些酸性代谢

物部分外泌。本研究中菌株代谢物中上调的有

机酸化合物吲哚-3-乙酸(indole-3-acetic acid)、
犬尿酸 (kynurenic acid) 和葡萄糖酸 (gluconic 
acid)在盐碱环境中指数期的质谱信号强度低于

适应期，推测是这些化合物外泌到胞外，从而

降低了环境 pH 值。菌株上调代谢物中可作为

渗透压保护剂的有 L-瓜氨酸(L-citrulline)、L-脯
氨 酸 (L-proline) 和 N- 乙 酰 鸟 氨 酸

(N-acetylornithine)等氨基酸与其衍生物 [28-30]，

此外左旋肉碱[L(-)-carnitine]也可作为一种渗透

保护剂[31]。柠檬酸(citrate)在适应期与指数期的

持续上调可以为菌株的各项活动提供能量[32]。 
在各时期差异变化较大或质谱信号强度较

高的化合物中，植物鞘氨醇[33-34]的大量合成有

利于细胞锁住胞内水分，维持自身的渗透平衡。

同时通过植物鞘氨醇形成鞘糖脂，可以修复因

渗透压突然改变造成的细胞膜损伤[35-36]。而组

胺的大量生成，可能是因为耐盐微生物在高盐

环境中会将游离的氨基酸脱羧形成组胺[37]。硫

胺素(thiamine)在指数期的大量上调说明菌株开



 

 

 

伍杰毅等 | 微生物学报, 2023, 63(2) 597 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

始不断利用培养基底物，通过磷酸戊糖途径大

量产能[38]，供给自身能量消耗。此外有报道称

硫胺素会提高鲁氏接合酵母的高盐适应性[39]，

以及可以通过提高线粒体氧化状态促进植物快

速响应外界胁迫[40]。指数期下调代谢物中差异

变化倍数最大的化合物为胆碱。胆碱是甜菜碱

的合成前体，而菌株代谢物中也检测出了大量的

甜菜碱。在差异代谢物通路富集分析中发现，乳

酪短杆菌 G20 适应期与指数期的显著差异代谢

通路主要涉及氨基酸的代谢以及碳水化合物代

谢，其中氨基酸合成通路中组氨酸合成、色氨酸

合成、精氨酸合成、赖氨酸合成、瓜氨酸合成，

以及脯氨酸合成途径上都有代谢物变化。 
综合分析乳酪短杆菌 G20 应对盐碱环境的

策略，菌株在盐碱环境中会有大量氨基酸及其

衍生物和能量代谢相关化合物的变化，同时差

异代谢通路中氨基酸代谢与碳水化合物代谢具

有极大的占比，这与以往报道的嗜盐嗜碱微生

物盐碱耐受机制相类似[41]。但不同的是，菌株

在不同生长时期都具备一些差异变化倍数极大

且未有文献报道与盐碱耐受机制相关的上调代

谢物，如四甲基对苯二胺(n,n,n′,n′-tetramethyl-p- 
phenylenediamine)、脱氧鸟苷酸(deoxyguanosine 
monophosphate)、氟甲喹(flumequine)、氯吡苯

脲 (forchlorfenuron) 和 L- 古 洛 糖 酸 内 酯

(L-gulonolactone)等。这些化合物变化可能是乳

酪短杆菌 G20 对盐碱环境应对策略的独特之

处。但其中氟甲喹和氯吡苯脲作为人工合成的

药物[42-43]在乳酪短杆菌 G20 中被生物合成的可

能性很低，而本文是通过全局非靶向代谢分析

代谢物的组成，会根据代谢物结构注释相似化

合物，故部分化合物可能与注释化合物有一定

差异，可能是注释物质的同分异构体。 
通过对乳酪短杆菌 G20 所有代谢物进行挖

掘，一些化合物分别被注释为甜菜碱(减轻氧化

应激、内质网应激、炎症和癌症发展[44-45])、葫

芦巴碱(降血糖、抗氧化、促进神经再生 [24,46])
和毛果芸香碱(治疗原发性青光眼，包括开角型

与闭角型青光眼[26])。甜菜碱是耐盐碱微生物中

一种常见且应用极为广泛的相容性溶质，在乳

酪短杆菌 G20 正常环境与盐碱环境中它都具备

极高的质谱信号强度。而在基因组注释中乳酪

短杆菌 G20 具备从胆碱形成甜菜碱的一系列催

化酶，如胆碱氧化酶(EC 1.1.3.17, 1 596 bp)、胆

碱脱氢酶(EC 1.1.99.1, 1 875 bp)和甜菜碱醛脱

氢酶(EC 1.2.1.8, 1 497 bp)。葫芦巴碱又名烟酸

甜菜碱，有研究表明它可以作为渗透剂对干旱

和盐分胁迫产生反应[47]，但根据 Ashihara 等[48]

的说法，其效果小于其他相容性溶质，如甘氨

酸甜菜碱。葫芦巴碱与毛果芸香碱类似，也是

植物中的一种生物碱，故注释为葫芦巴碱的化

合物可能为葫芦巴碱的结构类似物。上调代谢

物中还有一些化合物质谱信号强度和变化倍数

都较高，但未能注释到具体化合物，如长碳链

的 C20H43NO4、C16H35NO2，短碳链的 C4H2N6O5、

C4H5NO。 
极端微生物是近些年新型可药用分子的重

要挖掘来源[49]，而乳酪短杆菌 G20 上调代谢物

中这些与已知生物碱结构相似的物质，需要在

后续的研究中通过色谱分离和质谱鉴定探究功

效。拥有极高的质谱信号强度和差异变化倍数

的未知物质，也值得进一步关注。此外有化合

物与葫芦巴碱和毛果芸香碱这类分离自植物

而生物合成途径尚不明确的活性物质结构相

似，它们在乳酪短杆菌 G20 中大量地积累，这

为能在原核细胞工厂中构建一条更加高效简

便的合成路径提供了可能性。而甜菜碱的大量

合成，则使得菌株具备了被底盘化改造成抗逆

细胞工厂，进行甜菜碱生物生产的潜力。同时

有研究表明参与甜菜碱合成和转运的基因克
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隆后在大肠杆菌中异源表达，可以提高大肠杆

菌的抗逆性[50]。 
通过基因组学与代谢组学数据的耦合，能

够推测部分高差异变化倍数代谢物在乳酪短杆

菌 G20 中的合成通路，如上调代谢物组胺可能

会以 L-组胺醇为起点在组胺醇脱氢酶 (EC 
1.1.1.23, 1 305 bp)连续作用下先后形成 L-组胺

醛、L-组氨酸，L-组氨酸在 L-组氨酸羧基裂解

酶(EC 4.1.1.22)作用下形成组胺。通路上涉及到

的化合物都存在于菌株代谢物中，而催化酶 L-
组氨酸羧基裂解酶未能在菌株基因组上注释

到，但乳酪短杆菌 G20 基因上存在该酶同工酶

芳香 L-氨基酸脱羧酶(EC 4.1.1.28, 1 373 bp)的
编码序列。此外还有上调代谢物 L-脯氨酸可能

会以 L-谷氨酸为起点在 1-吡咯啉脱氢酶(EC 
1.2.1.88, 3 532 bp)和吡咯啉-5-羧酸还原酶(EC 
1.5.1.2, 795 bp)先后作用下合成，以及上文所述

从胆碱至甜菜碱的合成通路。这类对盐碱环境

高度应答的代谢物，其合成路线上相关酶的编

码基因及上下游元件序列可为受盐碱理化因子

诱导的逻辑门基因线路梳理提供参考。  
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