
%&)&*+,-.*/&+!! 研究报告
微生物学报 !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
"#!$%"#$%"% &$%""$ ( )*+,-./0%$#
1223%%%$ &40%5$ 63$$ &$55"78
9++:#77;,</=>?@ABCA>*A*=7>*+>CB*/,*=

基金项目#国家自然科学基金!#%D#%%%’% #%40$%%""
!通信作者& G.?# JD4K$%K4(D%’($#$ FKC>B?# O,=LIaN@<=ABCA>*A*=

作者简介!武岳!$5D’ &" %男%山东人%硕士研究生%研究方向为相似相容物质对甲烷菌冷保护作用& FKC>B?# M<R<.#%%%N@B=>A*,C

收稿日期!0%$#K%#K0%"修回日期!0%$#K%(K0"
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摘要#嗜冷甲烷叶菌 $̂"!%1#0$-(*()4/6/8"0’(60&*4/̂ $""是本实验室分离自青藏高原若尔盖湿地的一株甲
烷古菌新种& 前期研究发现其生长温度范围为 %l &#%l%最适生长温度为 $Dl%并能在 " CC,?7V至
D%% CC,?7V3>6?中生长& 0目的1鉴定甲烷古菌的相似相容物质%并探讨它们对甲烷古菌的冷保护作用和
可能的作用机理& 0方法1用 V6KZ2 分析低温下甲烷古菌胞内积累的相似相容物质$检测积累的及已知的相
似相容物质对 $̂" 低温生长的促进作用%并以研究酶稳定性的模式蛋白谷氨酸脱氢酶!\YS"为对象%分析
相似相容物质对低温下酶的稳定性作用& 0结果1在 (l培养和冷胁迫的 $̂" 细胞内检测到胆碱和甜菜碱的
积累$发现胆碱’甜菜碱’甘氨酸’肉毒碱’乙偶姻和四氢嘧啶 4 种相似相容物质促进 $̂" 的低温生长%而且
胆碱’甜菜碱及甘氨酸能提高 \YS酶的低温稳定性& 0结论1甲烷古菌的相似相容物质同时具有低温保护
作用%本研究扩展了对相似相容物质生理功能的认识&
关键词!嗜冷甲烷叶菌% 相似相容物质% 低温保护作用
中图分类号!85#"!!文献标识码!Q!!文章编号!%%%$K40%5 !0%$#"$%K$%"%K%4

!!甲烷古菌是目前已知的’唯一产生大量甲烷的
生物%而低温甲烷古菌在低温湿地的甲烷排放中发
挥着重要作用 ($) & 但目前获得纯培养的低温甲烷
古菌很少%对它们的冷适应机制也了解甚少& 本实
验室前期从年平均温度只有 $l的若尔盖湿地分离
到一株嗜冷的甲烷古菌新种,,,嗜冷甲烷叶菌
!%1#0$-(*()4/6/8"0’(60&*4/" $̂" (0) & 前期研究已完
成菌株 $̂" 的基因组测序及其 (l和 $Dl培养物的
转录组分析%发现多数基因显示低温响应的差异表
达 (#) &

相似相容物质 !*,C:>+B-?.@,?<+."指在细胞内
可积累到很高浓度却不干扰蛋白功能和其他细胞活

动的有机小分子物质 (() & 已知相似相容物质可保
护细菌抗高渗胁迫& 近年在甲烷古菌中也发现相似
相容物质%如甜菜碱’谷氨酰胺等可保护甲烷古菌在
高盐中生长 (") & 微生物可通过渗透压诱导的从头
合成’或从环境中摄取相似相容物质 (4) %但它们在
自然环境中的浓度往往很低! =C,?7V或 )C,?7V"%
因此需要高效的转运系统才能在细胞中积累& 最近
S,[[C>== 等 (()发现一些相似相容物质对枯草芽胞
杆菌!7$"&**4//4)#&*&/"具有低温保护功能%说明这些
有机分子的功能不仅限于帮助细胞抗高渗胁迫& 为
了分析相似相容物质在古菌冷适应中的作用%本研
究分析甲烷古菌 $̂" 低温生长和冷胁迫处理后的
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相容物质积累%并在生理学和酶活水平分析相似相
容物质对 $̂" 的低温保护作用%及探讨这些相容物
质可能的作用原理&

"#材料和方法

"’"#材料
"’"’"# 主要试剂!甜菜碱 ! -.+>B=."% 胆碱

! *9,?B=. *9?,/BO."% 肉 毒 碱 ! VK*>/=B+B=.
9RO/,*9?,/BO."%二甲基甘氨酸 !3%3KYBC.+9R?L?R*B=.
9RO/,*9?,/BO."% 肌 氨 酸 ! @>/*,@B=."% 丝 氨 酸
!@./B=."% 脯氨酸!VK:/,?B=."% 谷氨酸!L?<+>C>+."%
甲硫氨酸!VKC.+9B,=B=."% 乙偶姻!>*.+,B="% 四氢嘧
啶!.*+,B=."%甘氨酸 !L?R*B=."% 谷氨酸脱氢酶 !VK
\?<+>CB*Y.9RO/,L.=>@."% 烟酰胺腺嘌呤二核苷酸
!’K3B*,+B=>CBO.>O.=B=.OB=<*?.,+BO.9RO/>+."% 还原
型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 !’K3B*,+B=>CBO.>O.=B=.
OB=<*?.,+BO.% /.O<*.O OB:,+>@@B<C@>?+" 均购于T=B+.O
2+>+.@2BLC>KQ?O/B*9 公司$E6Q试剂盒购于 G9./C>?
2*B.=+B[B*公司$色谱纯甲醇%色谱纯乙醇%色谱纯乙
腈等购自于德国 Z./*‘ 中国公司&
"’"’$#菌株!%1#0$-(*()4/6/8"0’(60&*4/̂ $" 为本实
验室分离和保存&
"’$#菌株 ?"* 的培养

以终浓度0% CC,?7V的三甲胺为碳源培养 $̂"%
培养基及培养方法参照 e9>=L等 (0) %根据实验目的
在不同温度下培养&
"’(#细胞内容物的提取

取培养至对数后期的甲烷菌培养物 (% CV%
"%%% oL离心$% CB=收集菌体%用#%% CC,?7V3>6?
D CV洗涤 $% 次%转移至 -.>OK-.>+./管中%加入$ CV
’%_ 的 乙 醇 并 适 量 直 径 为 %]$ CC的 玻 璃 珠%
(4%% Sa$% @# 次& 然后 4"l水浴$% CB=%$#(%% oL
离心$% CB=%用%]00 )C滤器过滤上清获得细胞内容
物提取液 (’) &
"’)#细胞内容物中胆碱和甜菜碱的检测

用 ’%_乙醇从细胞中提取内容物%按 $p0的比
例加入乙腈%并以胆碱和甜菜碱标准品为对照& 利
用高效液相色谱7三重四极杆串联质谱联用仪
QLB?.=+$04%74(4%%采用正离子’多反应监测模式
!Ẑ Z"进行定量分析& 色谱柱为 c>+./@g-/BOL.
S1V16!#]" )C"%流动相为乙腈与含$% CC,?7V醋酸

铵!:S(]%"的水梯度洗脱%流速为%]#" CV7CB=&
"’*#甲烷产量的检测

用装备火焰离子化检测器和 6$D 柱的 \6K$(E
型气相色谱 ! 29BC>Oa<"检测 $̂" 产生的甲烷& 温
度参 数 设定# 柱温 "%l% 进 样 口 D%l% 检 测 器
$#%l (0) &
"’K#谷氨酸脱氢酶活的检测

反应缓冲液为$%% CC,?7VG/B@KS6?! :SD]%"’
#’]" CC,?7V 谷 氨 酸’ $]$ CC,?7V 3QY 和
%]D CC,?7VQYU& 将谷氨酸脱氢酶用双蒸水稀释
$%%% 倍%于 (l冷藏室静置& 取$% )V纯酶稀释液加
入$]4 CV反应缓冲液后记录起始与0% CB=后 5F#(%%

计算酶活 (D &5) &
"’L#细胞蛋白定量

用$ CV’%_乙醇溶解(% CV培养物的细胞破碎
液%取"% )V加入5"% )V双蒸水混匀作为待测样品&
取"% )V待测样品加入 #50 )V试剂盒 -<[[./Q和
D )V-<[[./E%#’l水浴中保持#% CB=%测量 5F"40%
根据蛋白浓度标准曲线计算细胞蛋白浓度&

$#结果

$’"#低温培养导致 ?"* 积累更多的甜菜碱,而冷
激处理导致甜菜碱和胆碱的积累

为了发现对甲烷古菌具有低温保护作用的物
质%我们将 $̂" 在以三甲胺!终浓度0% CC,?7V"为
底物的培养基中分别在 $%l和 #%l培养& 收集对
数末期的菌体%提取细胞内容物%分析与冷适应相关
的相似相容物质& 结果发现%$%l培养的细胞中胆
碱含 量 为 0# =L7CL细 胞 蛋 白% 甜 菜 碱 含 量 为
$%]DD =L7CL细胞蛋白$而 #%l培养的细胞中胆碱
的含量为 "0]50 =L7CL细胞蛋白%甜菜碱含量为
$]’D =L7CL细胞蛋白& 可见低温下细胞内甜菜碱的
积累比中温培养物高约 4 倍%而胆碱含量下降%因此
推测甜菜碱与 $̂" 的冷适应有关&

为了了解冷胁迫诱导的甲烷古菌细胞内积累的
物质%我们将在 #%l培养的 $̂" 对数中期和对数末
期培养物分别放置于 (l进行冷胁迫处理& 结果如
表 $ 所示%在冷胁迫处理( 9到0( 9的对数中期细胞
中%甜菜碱含量上升显著%可达 % 时的 "% 倍$冷胁迫
处理的对数后期细胞中胆碱含量明显上升!可达 %
时的 5 倍"%而甜菜碱一直处于低水平& 这说明对

$"%$
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数末期细胞在冷胁迫后主要积累胆碱%而对数中期
细胞在冷胁迫后主要积累甜菜碱& 因此推测在 $̂"

中可能存在胆碱与甜菜碱的转化 ($%) &

表 "%)S冷胁迫处理 ?"* 细胞中积累的

胆碱和甜菜碱(/AJ4A 细胞蛋白)

G>-?.$AQ**<C<?>+.O *9,?B=.>=O -.+>B=.! =L7CL*.??<?>/

:/,+.B=" B= $̂" *.??@<:,= *,?O @9,*‘ >+(l[,/X>/B,<@9,</@

6,?O @9,*‘79
ZBOK?,L:9>@. U,@+K?,L:9>@.

69,?B=. E.+>B=. 69,?B=. E.+>B=.

% ’]D$ $]## $0]#" %](0

0 $$]0’ $]D% 4]40 %]0"

( 0#]D5 4]"% "]%5 %]0%

$0 $5]%D #%]04 "’]#$ %]0(

0( D]"0 4’]%4 $$0]D" %]($

$’$#促进 ?"* 低温生长的相似相容物质
根据低温培养及冷胁迫处理导致甲烷古菌 $̂"

细胞积累甜菜碱和胆碱%本实验我们检测了甜菜碱
和胆碱以及其他已知的细菌相似相容物质对 $̂"
低温生长的促进作用& 在培养基中分别添加终浓度
为$ CC,?7V的 D 种物质!表 0"%将 $̂" 分别培养在
(l和 $Dl& 同时%为了比较所添加的物质对 $̂"
的抗渗透压作用%我们在上述培养基中添加终浓度
为"%% CC,?7V的 3>6?%在 $Dl培养& 通过测定上述
培养物的生长速率%发现胆碱’甜菜碱’甘氨酸’乙偶
姻’四氢嘧啶和肉毒碱同时具有抗渗透压和冷保护
的双重作用%而甲硫氨酸和脯氨酸只具有抗渗透压
!

作用!表 0"&
为了分析这些物质促进 $̂" 低温生长的最适

浓度% 我 们 在 培 养 基 中 分 别 添 加 了 $ CC,?7V%
" CC,?7V和$% CC,?7V的胆碱’甜菜碱’甘氨酸’乙
偶姻’四氢嘧啶和肉毒碱%然后根据 $̂" 的 (l生长
曲线%计算不同处理的培养物的代时& 结果如表 #
所示%甜菜碱和四氢嘧啶随着浓度升高%促进 $̂"
的低温生长的效果也相应增强$而胆碱和甘氨酸的
低温促进效果在$ CC,?7V最好$乙偶姻与肉毒碱在
" CC,?7V浓度时促低温生长作用最显著&

表 $%对 ?"* 冷胁迫和渗透压胁迫具有保护作用

的相似相容物质
G>-?.0A6,C:,<=O@+9>+>*+>@*,C:>+B-?.K@,?<+.@

>=O */R,:/,+.*+>=+[,/̂ $"

2<::?.C.=+

2+/.@@:/,+.*+B,=

)@C,@+/.@@
!"%% CC,?7V3>6?"

6,?O @+/.@@
!(l"

\?R*B=. J J

E.+>B=. J J

69,?B=. J J

Z.+9B,=. J &

6>/=B+B=. J J

F*+,B=. J J

Q*.+,B= J J

U/,?B=. J &

J# O,<-?B=L+BC.M>@@9,/+.=.O [,/C,/.+9>= $"_ +9>= +9.-?>=‘
*,=+/,?$ &# O,<-?B=L+BC.M>@*9>=L.O ?.@@+9>= $"_ *,C:>/B.O MB+9
+9.-?>=‘ *,=+/,?A

表 (%含不同浓度相似相容物质的 ?"* )S培养物的倍增时间(,)

G>-?.#AY,<-?B=L+BC.@! O" ,[̂ $" L/,MB=L>+(l @<::?.C.=+.O MB+9 X>/B,<@*,=*.=+/>+B,=@,[+9.*,C:>+B-?.@,?<+.@
"! 2<::?.C.=+"7!CC,?7V" 69,?B=. E.+>B=. \?R*B=. Q*.+,B= F*+,B=. 6>/=B+B=.

% (%]%0 (%]%0 (%]%0 (%]%0 (%]%0 (%]%0

$ #%]#" #5](D 05](’ #(]45 #5]"% #(]4(

" #0]’" ##]45 #0]4D 0D]"$ ##]#( #$]5%

$% #(](5 #%]#" #$]5’ #4]#( #%]"( #(]D4

$’(#外源相似相容物质对 ?"* 细胞内甜菜碱和胆
碱积累的影响

在 $̂" 的培养基中分别添加$ CC,?7V丝氨酸’
甘氨酸’肌氨酸’二甲基甘氨酸’胆碱和肉毒碱% 或
$% CC,?7V甜菜碱%并将其分别在 $%l和 #%l培养
至对数后期收集细胞!5F4%%为 %]4"% 提取内容物检
测胞内胆碱和甜菜碱的含量& 结果发现!表 ("%外
源的胆碱和甜菜碱均显著调高它们在细胞内的积

累%说明这 0 种物质主要是由外部环境转运至胞内&
$%l下 $̂" 摄取的甜菜碱似乎比 #%l的更多%而摄
取胆碱在 #%l高于 $%l%进一步说明甜菜碱的低温
保护作用& $%l培养物中添加甘氨酸’肉毒碱和甜
菜碱可提高细胞内胆碱的积累不到 0 倍%添加甘氨
酸’二甲基甘氨酸和肉毒碱也只能提高甜菜碱积累
的 0 倍左右& 这说明低温下 $̂" 合成相似相容物
质甜菜碱和胆碱的活力都较低&

0"%$
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表 )%不同添加物对胞内胆碱和甜菜碱积累

的影响(/AJ4A 细胞蛋白)

G>-?.(AF[[.*+,[OB[[./.=+@<::?.C.=+,= *.??<?>/

?.X.?@,[*9,?B=.>=O -.+>B=.! =L7CL:/,+.B="

2<::?.C.=+!
69,?B=. E.+>B=.

$%l #%l $%l #%l
& 0#]"4 "0]50 $%]DD $]’D

2./B=. $4]#$ "4]D0 0]5’ #]"%
\?R*B=. (0]0# (#]$D 0"]"’ 0]$’
2>/*,@B=. 0%]%( $%"]"5 (]"( $D]""

YBC.+9R?L?*B=. $5]4D ((]D# 0"]44 (]"(
E.+>B=. #"]0$ 5%]$D 0"$0]0D $$$"]’0
69,?B=. (D$](" $0’50]%0 %]’’ 0]#5
6>/=B+B=. ($]%0 "%]%5 $D]0’ %]4D

! G9.[B=>?*,=*.=+/>+B,= ,[.>*9 @<::?.C.=+M>@$CC,?7V% .I*.:+
$%CC,?7V[,/-.+>B=.A

$’)#甜菜碱等相似相容物质对酶的低温稳定性作
用

图 "%甘氨酸甜菜碱,胆碱和甘氨酸对 THU酶稳定性促进作用
HBL</.$A1C:/,X.C.=+,[+9.*,?O @+>-B?Ba>+B,= ,[\YS -RL?R*B=.-.+>B=.

!Q" >=O *9,?B=.>=O L?R*B=.!E"AG9..=aRC>+B*@,?<+B,= @<::?.C.=+.O

MB+9 X>/B,<@*,C:,<=O@M./.B=*<->+.O >+(l [,/$% 9 >=O +9.= +9.

.=aRC>+B*>*+BXB+B.@M./.O.+./CB=.O >+0 9 B=+./X>?A$% @<::?.C.=+.O MB+9

0% CC,?7VL?R*B=.-.+>B=.$ %% @<::?.C.=+.O MB+9 0%% CC,?7VL?R*B=.

-.+>B=.$ !% @<::?.C.=+.O MB+9 $ C,?7VL?R*B=.-.+>B=.$ &% @<::?.C.=+.O

MB+9 0%% CC,?7V*9,?B=.$ ’% @<::?.C.=+.O MB+9 0%% CC,?7VL?R*B=.$ !%

=,@<::?.C.=+A

为探讨 $̂" 的相似相容物质可能的冷保护作

用机制%我们利用研究酶稳定性的模式蛋白谷氨酸
脱氢 酶 ! \YS" 作 为 对 象& 将 酶 蛋 白 分 别 与
0% CC,?7V’0%% CC,?7V和 $ C,?7V的甜菜碱%以及
0%% CC,?7V甘氨酸和胆碱在 (l孵育%每0 9间隔取
样测量酶的活性$通过计算酶活残留量%鉴定 # 种相
似相容物质对酶的低温稳定性影响& 结果显示!图
$"%# 种物质对 \YS的低温稳定性均有保护作用%
而且这种作用与甜菜碱的浓度呈正相关%如与
$ C,?7V甜菜碱在 (l孵育0( 9后%\YS仍保留 "%_
以上的酶活%而不加甜菜碱的对照在 (l孵育0( 9
后检测不到酶活& 另外%0%% CC,?7V胆碱对 \YS稳
定性保护作用明显高于同浓度的甜菜碱和甘氨酸&
在酶液中添加0%% CC,?7V胆碱并 (l孵育0( 9后%
\YS仍保留 q’%_的酶活& 这表明与甘露糖苷甘
油酸的冷保护作用相似 (5) %相似相容物质可能通过
保护蛋白质稳定性而发挥对甲烷古菌的冷保护作
用&

(#讨论

相似相容物质最初作为细胞抵抗盐胁迫物质被
发现%但随着研究的深入发现它们对细胞对抗冷胁
迫也有作用 ($%) & 这些相似相容物质可能在嗜冷甲
烷古菌 $̂" 的冷保护过程中作为化学伴侣改善酶
的低温环境& 本研究中我们发现并非所有抗渗透胁
迫的相似相容物质都具有抗低温作用%如甲硫氨酸
和脯氨酸& 这说明尽管高渗和低温对细胞的胁迫有
共同之处%但也有差异&

甲烷古菌 $̂" 的原位环境是长年处于低温的
高原湿地& 本工作发现低温培养的 $̂" 在胞内积
累高水平的甜菜碱%尽管外源添加胆碱和甜菜碱均
能促进 $̂" 在 (l下的生长%但高浓度的甜菜碱明
显提高低温生长!提高 0"_"%而胆碱的低温促进作
用在高浓度时反而下降%说明甜菜碱更符合相似相
容物质的特征%推测合成甜菜碱是嗜冷甲烷古菌
$̂" 适应低温的策略之一& 对对数生长中期的 $̂"
的冷胁迫实验发现%随着冷胁迫时间的延长%胆碱积
累量先上升随后下降%而甜菜碱的含量却不断上升%
暗示胆碱可能转化为甜菜碱& 这与长期低温培养物
中甜菜碱的积累相似& 因此冷胁迫实验也支持甜菜
碱是嗜冷甲烷古菌 $̂" 的冷保护物质的推测&

尽管在 $̂" 的培养物中添加甘氨酸’甜菜碱’

#"%$
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肉毒碱和肌氨酸导致细胞内的胆碱含量上升%添加
甘氨酸’肌氨酸’二甲基甘氨酸和肉毒碱则导致细胞
内的甜菜碱含量上升%说明上述物质可能是 $̂" 合
成甜菜碱和胆碱的前体物质& 但是与外源添加胆碱
和甜菜碱后胞内积累的 0 种物质的含量相比%发现
$̂" 从环境中摄取甜菜碱和胆碱的能力高于胞内的
合成能力& 我们在前期 $̂" 低温响应的转录组中
发现一个甜菜碱转运蛋白亚基基因在 (l下上调表
达 ’ 倍多 ( $$) %也间接说明低温下胞内的甜菜碱可能
更多来自环境&

已知甜菜碱在甲烷古菌中可由丝氨酸通过甘氨
酸’肌氨酸’二甲基甘氨酸到甜菜碱的途径合成 ($0) &
我们也在 $̂" 的基因组中发现了由丝氨酸合成甜
菜碱的途径%但是在低温响应的转录组数据中%这些
基因并没有在低温下显著上调表达& 而在冷激处理
的细胞中胆碱和甜菜碱的积累分别提高了 $% 倍和
"% 倍%暗示它们在一定条件下可以大量合成& 而我
们在 $̂" 基因组中没有找到由胆碱合成甜菜碱的
途径& 已知海洋中的微生物可将甜菜碱和胆碱转化
为三甲胺%后者是甲基营养型甲烷古菌的底物& $̂"
也属于甲基营养型甲烷古菌%本研究利用三甲胺为
底物%结果在冷激处理的细胞中发现大量的甜菜碱
和胆碱积累%而在甲醇培养的细胞中没有 0 种物质
的积累!未显示结果"& 因此推测 $̂" 可能存在将
三甲胺转化为甜菜碱和胆碱的代谢途径&
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