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!"#$%&’ (’)&*’ !"!!#$%&’渗透压冲击下羟基四氢嘧啶的合成
及释放

郎亚军，任亚男，柏林，张苓花!

（大连海事大学环境科学与工程学院，大连 ##1&$1）

摘要：【目的】筛选获得耐受渗透压冲击的羟基四氢嘧啶合成菌株，利用“细菌挤奶”工艺提高羟基四氢嘧啶

的产率。【方法】从盐池中分离羟基四氢嘧啶合成菌株，并对其进行形态、生理生化及 #1/ -(0L鉴定。考察
了培养基及其 0<2=浓度对羟基四氢嘧啶合成的影响，在优化的条件下利用“细菌挤奶”工艺制备羟基四氢嘧
啶。【结果】筛选获得的一株羟基四氢嘧啶合成菌株，鉴定为 .()/#&$ 0$’&-$ 2.22#&F1A（. ? 0$’&-$
2.22#&F1A）。0<2=浓度为 "& M3N的、谷氨酸单钠为唯一碳氮源的培养基有利于羟基四氢嘧啶合成，最高合成
量为 1"!O% +M3N。1次渗透压冲击的细菌挤奶，羟基四氢嘧啶的总合成量 !#A"O& +M3N，产率 %"AO& +M3N3H，羟
基四氢嘧啶对底物的转化率为 D&O$ +M3M。【结论】筛选获得的菌株 . ? 0$’&-$ 2.22#&F1A在 0<2=诱导下合成
羟基四氢嘧啶，该菌株耐受渗透压冲击，利用细菌挤奶工艺显著地提高了该菌株羟基四氢嘧啶的产率和转

化率。
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四氢嘧啶类物质是中度嗜盐菌应答环境高渗透

压胁迫所合成的渗透压补偿溶质［#］，主要包括四氢

嘧啶（#，!，%，1E四氢E$E甲基E!E嘧啶羧酸）和羟基四氢
嘧啶（#，!，%，1E四氢E$E甲基E%E羟基E!嘧啶羧酸）。同
其它渗透压补偿溶质相比，四氢嘧啶特别是羟基四

氢嘧啶作为酶的抗逆（抗热、抗冷冻、抗干燥等）保护

剂性能优越［$ ’ F］；羟基四氢嘧啶在大肠杆菌长期保

存过程中显著地减少了其菌株活力的降低［!］；羟基

四氢嘧啶还可以通过干扰疏水作用和!E!键的相互
作用，阻止在阿尔兹海默氏症发病机制中起着重要

作用的 L"!$聚合体的形成
［%］。羟基四氢嘧啶在化

妆品、食品、生物制剂和制药等领域具有广泛的应用

前景［1 ’ A］。然而，羟基四氢嘧啶分子结构中含有两

个手性碳原子，难以化学合成［D］，因此，通过筛选羟

基四氢嘧啶合成菌株及其合成条件的研究提高其产

率，已成为该领域的研究热点。

文献报道的羟基四氢嘧啶合成菌株有海球菌

（%$’&-("(""12 >7? P%$）、嗜盐海球菌（%$’&-("(""12
3$*(43&*12 (/P $&!&DB）、伸长盐单胞菌（5$*(0(-$2
/*(-+$#$ (/P #!$B）、喜海水盐单胞菌（5$*(0(-$2
3$*0(43&*$ 22P $DFF）、嗜盐盐单胞菌（5$*(0(-$2
3$*(43&*$ 22P F11$）、色盐杆菌（.3’(0(3$*()$"#/’
2$*/6&+/-2 (/P F&!FB）、扩展短杆菌（7’/8&)$"#/’&10
*&-/-2 (/P $&!$%B）和嗜盐假单胞菌（92/1:(0(-$2
3$*(43&*$ (/P F&%&B）等［D ’ #$］。羟基四氢嘧啶多采用

分批或分批补料的发酵工艺，Q-@;M> 等报道的
%$’&-("(""12 >7? P%$的羟基四氢嘧啶发酵，#O% N工
作体积发酵罐的分批补料发酵，合成量达到 A M3N



（发酵 !"# $），产率为 !%# &’(’)，是截止目前文献报
道的最高水平 ［*］。四氢嘧啶发酵工艺研究中，+,-./
等采用“细菌挤奶（0,12./3, 435637&）”工艺，即 ! 8
"#$%&’(’ 9+: !"#; 在较高盐浓度（!<= >,?5）下进行
分批流加的高密度发酵，细胞合成四氢嘧啶，然后收

集细胞，转入 @= >,?5 的低渗溶液中（低渗冲击），
细胞迅速释放胞内四氢嘧啶（约释放总合成量的

A"=）。释放了胞内四氢嘧啶的细胞返回至 !<=
>,?5的培养基（高渗冲击），诱导合成四氢嘧啶。然
后再进行低渗冲击释放。重复循环这种渗透压冲击

过程，大幅度地提高了四氢嘧啶的合成量［B］。目前

在羟基四氢嘧啶发酵工艺的研究中还没有细菌挤奶

工艺的报道。

本文为了获得羟基四氢嘧啶发酵产率高的、且

能够适合于细菌挤奶工艺的菌株，从盐池中分离了

一株羟基四氢嘧啶合成菌株，对其进行形态、生理生

化及 !A+ /9>C鉴定，考察了培养条件对羟基四氢嘧
啶合成的影响，并利用细菌挤奶工艺进行羟基四氢

嘧啶合成的研究。

! 材料和方法

! "! 材料
!#!#! 培养基：:D 培养基（&’(），谷氨酸单钠 "E，
FG#HI" @，F#GHI" B，:&+I"·JG#I E%"，:7+I"·"G#I
E%E!，KG J%E。HL培养基［!@］。MH培养基［!"］。M:培
养基［B］。::A@ 培养基［!<］。上述培养基中均加入
!#E &’( >,?5。
!#!#$ 主 要 试 剂 和 仪 器：!A+ /9>C M,12./3,5
N).723O31,23P7 H?Q 632（9@!E）试剂盒［中国宝生物工程
（大连）有限公司］。羟基四氢嘧啶（!，"，<，AR2.2/,$SR
)/PKS/343)37.R#R4.2$S5R<R$S)/PTSR"R1,/0PTS531 ,13)，
MNI:I(公司，德国）。高效液相色谱仪 H#@E（中国
大连依利特分析仪器有限公司），;+FRDU(反向色谱
柱（;I+IG 公司，日本）。核磁共振波谱仪 V,/3,7
N>IVC "EE :（V,/3,7公司，美国）。
! "$ 菌种分离纯化及分类鉴定
从盐池中采集的分离样品于 !#E &’( >,?5的无

菌盐水中进行梯度稀释，稀释液涂布于 MH培养基
平板上，@EW培养。将单菌落划线纯化，初筛在
>,?5浓度为 < X #EE &’(的 MH培养基平板上生长速
度快、适应盐浓度范围广的菌株，复筛筛选合成羟基

四氢嘧啶的菌株。菌株的形态和生理生化鉴定参照

文献［!A］进行。!A+ /9>C 鉴定采用 !A+ /9>C
M,12./3,5 N).723O31,23P7 H?Q 632（9@!E）试剂盒，按试剂

盒操作说明进行。!A+ /9>C序列测定委托宝生物
工程（大连）有限公司进行。

! "% 摇瓶发酵
菌种 @EW活化 #" $，以 !=接种量转接至发酵

培养基中（@E 4(’@EE 4(），@EW，!#E /’437 摇床
培养。

! "& 羟基四氢嘧啶测定
羟基四氢嘧啶浓度用每 (发酵液的细胞中所含

的羟基四氢嘧啶质量表示（4&’(）。高效液相色谱
（GH(?）测定羟基四氢嘧啶浓度［!J］。
! "’ 羟基四氢嘧啶鉴定
按文献［!J］方法抽提细胞内羟基四氢嘧啶。按

文献［B］方法纯化羟基四氢嘧啶。按文献［!J］方法
氢核磁共振（!GR>:Q）鉴定羟基四氢嘧啶。
! "( 细胞干重测定
参照文献［*］方法进行。最小二乘法拟合细胞

干重（?9Y）与 )*AEE之间的函数关系为：?9Y Z
E%E!*A [ )*# \ !%!*B [ )*。
! ") 渗透压冲击下羟基四氢嘧啶的合成及释放
参照文献［B］方法进行。在 BE &’( >,?5 的 :D

培养基中进行高渗冲击，诱导合成羟基四氢嘧啶；在

@E &’( >,?5水溶液中进行低渗冲击，释放胞内羟基
四氢嘧啶。

$ 结果和分析

$ "! 羟基四氢嘧啶合成菌株的分离
从盐池中分离筛选的一株菌，经 ::A@ 培养基

培养后，GH(? 测定其细胞抽提物中含有羟基四氢
嘧啶。进一步进行!GR>:Q 鉴定，结果见图 !。

图 ! 羟基四氢嘧啶的!*+,-.鉴定
]3&8! !GR>:Q 3).723O31,23P7 PO $S)/PTS.12P37.8
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!"#$%&谱图中呈现的特征峰与文献报道的羟基四
氢嘧啶特征峰一致［!’］，表明该菌株在 $()* 诱导下
合成羟基四氢嘧啶。

! "! 羟基四氢嘧啶合成菌株的分类鉴定
分离的羟基四氢嘧啶合成菌株细胞呈直杆状；

生长温度范围为 !+, - ./,，生长 0" 范围为 0"
1 - !+，生长 $()*浓度范围为 1 - /++ 234；氧化酶阴
性，!#半乳糖苷酶阳性，七叶灵水解阴性，酪蛋白水
解阳性，5$6水解阳性，明胶水解阴性；以葡萄糖、
甘油、肌醇和甘露醇为唯一碳源生长，以阿拉伯糖、

乳糖、蔗糖、甘露糖、组氨酸和山梨醇为唯一碳源不

生长；甲基红阴性，硝酸盐还原阴性，"/7产生阴性，
苯丙氨酸脱氨酶阴性，脲酶阳性；8 9 ) 含量为
:; <=*>。!:7 ?5$6鉴定结果显示与 !"#$%&’ (’)&*’
57% .@.! 的 !:7 ?5$6 序列（8ABC(BD，6E;+:’F+）一
致。该菌株鉴定为 !"#$%&’ (’)&*’［!F］。该菌株保存
于中国工业微生物菌种保藏管理中心，编号 !"#$%&’
(’)&*’ )G))!+;:@（下记为 ! H (’)&*’ )G))!+;:@）。
! "# 培养条件对 ! " "#$%&# $%$$&’#()羟基四氢
嘧啶合成的影响

!*#*& 培养基：%8等 1种培养基（除 %8外的其它
.种培养基为文献报道的四氢嘧啶类物质合成培养
基）对 ! H (’)&*’ )G))!+;:@羟基四氢嘧啶合成和细
胞干重的影响见表 !。不同的培养基对羟基四氢嘧
啶的合成和细胞生长有较大的影响，在实验的 1种
培养基中，%8培养基与其它 .种培养基相比，其羟
基四氢嘧啶浓度、细胞干重和单位干细胞羟基四氢

嘧啶合成量均为最高，分别为 ..;I; <234、1I’ 234和
@:I. <232。谷氨酸单钠为唯一碳氮源的 %8培养基
有利于 ! H (’)&*’ )G))!+;:@羟基四氢嘧啶的合成。

表 & 不同培养基对羟基四氢嘧啶合成和细胞生长的影响
J(K*A ! LMMANO =M PQMMA?ABO <APQR< =B STP?=UTANO=QBA VTBOSAVQV (BP NA**
2?=WOS

%APQR<
+（"TP?=UTANO=QBA）3
（<234）

)A** P?T
WAQ2SO3
（234）

JSA (<=RBO =M STP?=UTANO=QBA
VTBOSAVQXAP KT 0A? 2?(< P?T
NA** WAQ2SO3（<232）

%8 ..;I; 1I’ @:I.

YZ 1;I’ .I: !!I@

CY .:I. .I! !!I;

C% !./I@ /I1 1@I!

%%:; !1!I@ ;I! .’IF

!*#*! $()* 浓度：考察 $()* 浓度对 ! H (’)&*’
)G))!+;:@ 细胞生长和羟基四氢嘧啶合成的影响。
! H (’)&*’ )G))!+;:@在含 ;+ - !’+ 234 $()*的 %8

图 ! +,$-浓度对细胞生长和羟基四氢嘧啶合成的影响
[Q2H / LMMANO =M $()* N=BNABO?(OQ=B =B NA** 2?=WOS (BP STP?=UTANO=QBA

VTBOSAVQV H JSA NA** P?T WAQ2SO（)5\）=M OSA VO?(QB WSQNS 2?AW (O OSA %8

<APQR< WQOS OSA $()* N=BNABO?(OQ=B KAOWAAB ;+ 234 - !’+ 234 W(V

VS=WAP QB [Q2H /#6H JSA N=BNABO?(OQ=B =M STP?=UTANO=QBA VTBOSAVQXAP KT

OSA VO?(QB WSQNS 2?AW (O OSA %8 <APQR< WQOS OSA $()* N=BNABO?(OQ=B

KAOWAAB :+ 234 - !1+ 234 W(V VS=WAP QB [Q2H/#CH

培养基中生长见图 /#6，最适生长盐浓度为 F+ 234。
:+ - !1+ 234 $()*的 %8培养基中羟基四氢嘧啶浓
度见图 /#C，在 F+ 234 $()*下合成的羟基四氢嘧啶
浓度最高为 :F.I1 <234。
! ". 羟基四氢嘧啶发酵进程

! H (’)&*’ )G))!+;:@ 在 F+ 234 $()* 的 %8 培
养基中的羟基四氢嘧啶发酵进程见图 ;。细胞生长
.’ S达到平衡期，此时细胞干重为 :I/ 234。羟基四氢
嘧啶浓度随细胞生长而增加，在细胞干重最大时刻

（.’ S）呈最大浓度（:F.I1 <234），产率为;.@I; <2343P，
底物谷氨酸单钠从初始的 .+ 234 消耗至发酵终了
（@/ S）的 FI. 234，消耗谷氨酸单钠;+I: 234，羟基四氢
嘧啶对底物的转化率为 //I@ <232。

/F1! Z(]RB 4(B2 AO (* H 3,+%’ -&+)"#&"."/&+’ 0&*&+’（/++F）.F（!/）
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图 ! 羟基四氢嘧啶发酵进程
!"#$% &"’( )*+,-( *. /01,*20()3*"4( .(,’(4353"*4$

" #$ 渗透压冲击下羟基四氢嘧啶的合成及释放
! $ "#$%&# 676689%:; 渗透压冲击下羟基四氢

嘧啶的合成及释放结果见图 <。首先，在 =9 #>?
@56A下培养 <B /，细胞合成 :=<CD ’#>?的羟基四氢
嘧啶，而后在 %9 #>? @56A 水溶液下进行低渗冲击
（E）%9 ’"4，从细胞内释放到细胞外的羟基四氢嘧啶
为 D:<C: ’#>?。然后再进行高渗冲击（F）G< /，细胞
重新合成羟基四氢嘧啶。在前 :次渗透压冲击中，
细胞干重和羟基四氢嘧啶浓度依次略有增加，而第

;次的高渗冲击，细胞干重和羟基四氢嘧啶浓度较
第 : 次分别下降了 8GC9H和 8;C=H。前 : 次循环
中，高渗冲击中合成的羟基四氢嘧啶平均浓度为

B8<C: ’#>?，低渗冲击下平均释放量为 :D=CB ’#>?，
平均释放率为 B8C9H。羟基四氢嘧啶的总合成量
为 <8;=C9 ’#>?，产率为 D=;C9 ’#>?>1。发酵初始
<B /，底物谷氨酸单钠的消耗量为 8:C: #>?，其后的
每一次高渗冲击中，底物谷氨酸单钠的消耗量平均

图 % 渗透压冲击下羟基四氢嘧啶的合成及释放
!"#$< I043/(-"- 541 ,(A(5-( *. /01,*20()3*"4( +41(, *-’*3") -/*)J$ F：+K -/*)J；E：1*L4 -/*)J$

为 ;C8 #>?，细菌挤奶工艺羟基四氢嘧啶对底物的转
化率为 B9CG ’#>#。

! 讨论
本文首次报道了筛选鉴定的 ! $ "#$%&#

676689%:; 在 @56A 诱导下合成羟基四氢嘧啶。
!’()*%# "#$%&# 曾经被分类划归为盐单胞菌属
（+#,’"’&#-）［G9］，G99G 年 分 类 为 !’()*%# 属［8=］。
!’()*%# "#$%&# 合成羟基四氢嘧啶的研究未见报道。

! $ "#$%&# 676689%:;耐受渗透压冲击，细菌挤奶工
艺较常规分批发酵，羟基四氢嘧啶产率提高了

;8C=H，羟基四氢嘧啶对底物的转化率提高了 GCD
倍。利用细菌挤奶工艺制备羟基四氢嘧啶的研究未

见报道。

四氢嘧啶类物质发酵研究中使用的含酵母膏、

牛肉膏和蛋白胨的培养基（如本文所述的 MN和 ON
培养基）［8% P 8<］，虽然能够获得较大的细胞生长量，但

是酵母膏中含有甜菜碱或它的前体胆碱，它们能够

%=D8郎亚军等：!’()*%# "#$%&# 676689%:;渗透压冲击下羟基四氢嘧啶的合成及释放 $ >微生物学报（G99=）<=（8G）
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被大多数的嗜盐菌作为渗透压补偿溶质，而且它们

的吸收和累积通常优先于重新合成的渗透压补偿溶

质。因此培养基中胆碱或甜菜碱的存在，会降低胞

内合成的渗透压补偿溶质的浓度［!］。另外，蛋白胨

中的赖氨酸、蛋氨酸和苏氨酸对羟基四氢嘧啶合成

途径中的天冬氨酸激酶有反馈抑制作用，因此可能

抑制羟基四氢嘧啶的合成［"#］。四氢嘧啶类物质发

酵研究中使用的其它培养基（如本文所述的 $%和
%%&’培养基）［(，#)］，单位质量细胞羟基四氢嘧啶合
成量较大，但是细胞生长量小，因此，羟基四氢嘧啶

浓度较低。四氢嘧啶和羟基四氢嘧啶的合成途径是

草酰乙酸经过天冬氨酸、天冬氨酸*!*磷酸、天冬氨
酸*!*半醛、+*"，,*二氨基丁酸、-"*乙酰*"，,*二氨基
丁酸，而后转变为四氢嘧啶，最后羟基化为羟基四氢

嘧啶［""］。谷氨酸通过脱氨基生成#*酮戊二酸后直
接进入三羧酸循环，然后经过若干步骤转化为草酰

乙酸，因此，谷氨酸为合成羟基四氢嘧啶提供了较为

充足的底物。另外，草酰乙酸转变为天冬氨酸的反

应、天冬氨酸*!*半醛转变为 +*"，,*二氨基丁酸的反
应，均需要谷氨酸脱氨提供氨基，即谷氨酸对羟基四

氢嘧啶的合成流具有强化作用。因此谷氨酸单钠为

唯一碳氮源的 %. 培养基有利于 ! / "#$%&#
0100#2’&3羟基四氢嘧啶的合成。
嗜盐菌在环境渗透压胁迫下合成四氢嘧啶类物

质，培养基中的 -405浓度通过影响渗透压而对羟基
四氢嘧啶的合成具有重要的影响。在一定的 -405
浓度范围内，羟基四氢嘧啶的合成量随培养基中

-405浓度的升高而增加，但是高浓度的 -405也能降
低细胞生长速度和生物量。菌株 ! / "#$%&#
0100#2’&3最适生长盐浓度为 (2 67+，在该浓度下，
羟基四氢嘧啶合成量也最高。

文献报道的 ’#$%&()())*+ 89/ %)"，虽然其羟基
四氢嘧啶合成量较高（3 67+），但是低渗冲击时细胞
吸水膨胀、羟基四氢嘧啶几乎不释放［!］，该菌株不适

合于“细菌挤奶”工艺。文献报道的 ,#-("(&#+
.-(&/#0# :;%#,"< 菌株，能够在低渗冲击下释放羟基

四氢嘧啶，但是其合成量较低（2=2"! >>?576）［(］。本
文分离获得的 ! / "#$%&# 0100#2’&3与已报道的羟
基四氢嘧啶合成菌株相比，能够耐受渗透压冲击，同

时羟基四氢嘧啶合成量较大。因此，利用 ! /
"#$%&# 0100#2’&3 进行“细菌挤奶”制备羟基四氢嘧
啶，具有潜在的应用价值。

本文研究的 ! / "#$%&# 0100#2’&3菌株，发酵产
物中同时存在四氢嘧啶和羟基四氢嘧啶。#)2 67+
-405浓度下，四氢嘧啶在发酵 &2 @呈最大浓度，而

羟基四氢嘧啶在 !, @ 最大浓度（数据未给出）。
&2 A !, @期间，四氢嘧啶浓度减少，羟基四氢嘧啶浓
度增加。据报道，羟基四氢嘧啶可能通过两条不同

途径合成，一是直接由四氢嘧啶羟基化为羟基四氢

嘧啶；二是由四氢嘧啶的前体 1"*乙酰*"，,*二氨基
丁酸（不通过四氢嘧啶）转化为羟基四氢嘧啶［"#］。

! / "#$%&# 0100#2’&3 羟基四氢嘧啶是否是由四氢
嘧啶转化而来，有待于进一步研究。
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