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青岛农业大学硕士学位论文 摘要

肉碱在需盐色盐杆菌 DSM 3043及其突变株适应盐胁迫和

温度胁迫中的作用

摘 要

需盐色盐杆菌 DSM 3043是一种中度嗜盐菌，具有宽广的耐盐范围，且它的全基因

组已被测序，是研究原核生物渗透调控的模式菌株。肉碱是一种相容性溶质，在自然界

中广泛存在。然而，有关肉碱在中度嗜盐菌中的代谢途径和生理功能的报道却很少。在

本研究中，生物信息学分析发现需盐色盐杆菌 DSM 3043 基因组中的 csal_3172、

csal_3173和 csal_3174基因与已经报道的铜绿假单胞菌中肉碱代谢为甘氨酸甜菜碱的

L-肉碱脱氢酶、脱氢肉碱裂解酶（BKACE）和甜菜碱酰-CoA硫解酶的基因具有同源性，

因此利用同源重组的手段对 csal_3172、csal_3173和 csal_3174基因进行敲除，通过获

得基因敲除突变株来解析需盐色盐杆菌 DSM 3043中的肉碱代谢途径。本研究从以下两

个方面对需盐色盐杆菌 DSM 3043中肉碱代谢为甘氨酸甜菜碱的途径进行了研究：

1.利用两亲本接合的敲除体系构建了Δcsal_3172、Δcsal_3173、Δcsal_3174三个单基

因和一个Δcsal_7234三基因敲除突变株，通过在 S-M63限定性固体培养基上检测了野生

型菌株和突变株对肉碱作为碳氮源的利用情况，发现野生型菌株可以在以葡萄糖为碳

源、L-肉碱为氮源的条件下生长，Δcsal_3172的生长受到抑制，Δcsal_3173、Δcsal_3174

和Δcsal_7234不生长，说明 csal_3172、csal_3173、csal_3174这三个基因均参与到需盐

色盐杆菌 DSM 3043中 L-肉碱代谢为甘氨酸甜菜碱的过程。

2.肉碱不仅可以作为营养物质，还可以作为渗透保护剂和温度保护剂。当在 37℃的

高盐条件下生长时，需盐色盐杆菌 DSM 3043通过一系列反应将肉碱转化为甘氨酸甜菜

碱来行使渗透保护作用。在低温（15℃）和高温（45℃）条件下生长时，肉碱及甘氨酸

甜菜碱同时在细胞内积累，共同起到渗透保护和温度保护的作用。研究了盐度和温度对

需盐色盐杆菌 DSM 3043野生型菌株和突变株生长速率和细胞积累相容性溶质的影响。

13C-NMR结果显示，在添加 DL-肉碱的 S-M63培养基中，三基因敲除突变株Δcsal_7234

内积累甘氨酸甜菜碱，而添加 L-肉碱时，突变株Δcsal_7234内不积累甘氨酸甜菜碱，表

明需盐色盐杆菌 DSM 3043中存在一条未知的 D-肉碱降解为甘氨酸甜菜碱的途径。本研

究揭示了细胞在限定性培养基中同时积累甘氨酸甜菜碱和肉碱后两种化合物在细胞内

的生理作用。

综上所述，本研究结果拓展了对单一或多个环境非生物胁迫下需盐色盐杆菌中肉碱

代谢及其生理功能的认识。
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Abstract

Chromohalobacter salexigens DSM 3043 is a moderate halophilic strain, which has a wide range of

salt tolerance, and its entire genome has been sequenced. It is a model strain for the study of prokaryotes

osmotic regulation. Carnitine is a compatible solute that is widely found in nature. However, there are few

reports on its metabolic and physiological functions in moderately halophilic bacteria. In this study,

bioinformatics analysis found that the csal_3172, csal_3173 and csal_3174 genes have homology with the

genes reported L-carnitine dehydrogenase, dehydrocarnitine lyase (BKACE) and betainyl-CoA thiolase that

metabolize carnitine to glycine betaine in Pseudomonas aeruginosa. Therefore, we knocked out csal_3172,

csal_3173 and csal_3174 genes by means of homologous recombination and obtained gene knockout

mutant strains. We studied the pathway of carnitine metabolism into glycine betaine in Chromohalobacter

salexigens DSM 3043 from the following two aspects:

1. Three single-gene knockout mutants Δcsal_3172, Δcsal_3173, Δcsal_3174 and one triple-gene

knockout mutant Δcsal_7234 were constructed using the knockout system of two-parent conjugation.

Utilization of carnitine as carbon and nitrogen source, it was found that the wild-type strain could grow

under the conditions of glucose as carbon source and L-carnitine as nitrogen source, the growth of

Δcsal_3172 was inhibited, and Δcsal_3173, Δcsal_3174 and Δcsal_7234 did not grow, indicating that

csal_3172, csal_3173 and csal_3174 were all involved in the process of metabolizing L-carnitine to

Glycine betaine in Chromohalobacter salexigens DSM 3043.

2. Carnitine not only acts as a nutrient, but also acts as an osmoprotectant and a temperature protector.

When grown at 37℃ under high salt conditions, the strain uses carnitine as an osmotic protective agent and

converts it into GB through a series of reactions. When growing at low temperature (15°C) and high

temperature (45°C), carnitine and glycine betaine accumulated in the cells at the same time, which together

played the role of osmotic protection and temperature protection. The effects of salinity and temperature on

the growth rate and cell accumulation of compatible solutes of wild-type and mutant strains of

Chromohalobacter salexigens were studied.13C-NMR showed that glycine betaine was accumulated in the

triple knockout mutant Δcsal_7234 with addition of DL-carnitine, but not in the triple knockout mutant

Δcsal_7234 with addition of L-carnitine. This suggests that there is an unknown D- carnitine degradation

pathway in Chromohalobacter salexigens DSM 3043. For the first time, the intracellular physiological
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effects of glycine betaine and carnitine were revealed in cells after simultaneous accumulation of glycine

betaine and carnitine in a defined medium.

Taken together, the data provided in this study extend our knowledge of carnitine metabolism and its

physiological functions in Chromohalobacter salexigens under single or multiple environmental abiotic

stresses.

Key words: Chromohalobacter salexigens; Carnitine; Glycine betaine; Compatible solute
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1

第一章 前言

1.1 嗜盐微生物的研究概况

嗜盐微生物（halophilic microorganisms）属于极端微生物的范畴，在盐湖、死海、

盐场等盐浓度很高的环境中广泛存在，并且它们通常对赖以生存的生态系统产生强烈影

响（Oren et al., 2006）。嗜盐微生物通过胞内 K+的积累、Na+的排放、胞内小分子相容

性溶质的积累等渗透压调节机制，应对外界环境的渗透胁迫，其特殊的生理结构和代谢

机制使嗜盐微生物能够在盐浓度很高的环境中生存下来（王伟伟等，2015）。随着科学

技术的发展，嗜盐微生物被越来越多的应用在生物技术领域。近年来，其潜在的生物应

用价值吸引了众多的国内外学者的深入研究。根据生长最适盐浓度的不同，Kushner 对

嗜盐菌进行了分类（Kushner et al., 1978）。

表 1.1 嗜盐微生物根据最适盐浓度的分类

Table 1.1 Classification of halophilic microorganisms according to optimum salt concentration

分类 最适盐浓度 微生物举例

非嗜盐菌

（Non-halophilic bacteria）
＜0.2 M

大多数淡水微生物和普通真

细菌

轻度嗜盐菌

（Slight-halophilic bacteria）
0.2-0.5 M 大多数海洋微生物

中度嗜盐菌

（Moderately halophilic

bacteria）

0.5-2.5 M

Vibiocosticola

Pseudomonas species

Paracoccus halodenitrficans

边缘极端嗜盐菌

（Extreme edge halophilic

bacteria）

1.5-4.0 M
Extothiorhodosoira halophila

Actinopolyspora halophila

极端嗜盐菌

（Extreme halophilic bacteria）
2.5-5.2 M

Halobacterium salinarium

Halococcus morrhuae

耐盐菌

（Halotolerant bacteria）

能够耐高盐浓

度，＞2.5 M为极

端耐盐微生物

Staphylococcus epidermidies

Solute-tolerant yeasts

fungi
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1.2 中度嗜盐菌的研究概况

中度嗜盐菌属于嗜盐微生物的范畴，但不是一个分类学上的名词，是一大类生长离

不开 NaCl、最适生长盐浓度在 5～15%（w/v）之间的生理类群（任培根和周培瑾，2003）。

中度嗜盐菌的耐盐范围极广，能够在 0.1～32.5% （w/v）NaCl的条件下生长（Kaasen et

al., 1992）。开展中度嗜盐菌的研究工作，对于了解微生物耐盐机理有着重要的意义。

在高盐环境下，中度嗜盐菌细胞内积累相容性溶质的浓度往往高于其它嗜（耐）盐微生

物，甘氨酸甜菜碱和四氢嘧啶是高盐条件下细胞内积累的主要相容性溶质，它们在细胞

内的浓度与细胞外渗透压成正相关。中度嗜盐菌与极端嗜盐菌相比，中度嗜盐菌可以适

应外界盐浓度在更宽范围内的波动和变化，而极端嗜盐菌在外界盐浓度低于 9% （w/v）

NaCl条件时，细胞就会发生破裂。此外，由于中度嗜盐菌细胞内的离子浓度更接近其

他不耐盐微生物胞内的离子浓度，因此对中度嗜盐菌的研究更有利于今后对提高其它微

生物对盐胁迫的耐受性的研究。

1.3 中度嗜盐菌的耐盐机制

中度嗜盐菌存在于盐浓度很高的环境中，如盐湖、盐场中（Ventosa et al., 1998）。

为了适应外界的高盐环境和渗透压力，嗜盐微生物在漫长的进化中具备了一整套完善的

渗透响应体系和耐盐机制。据目前的研究报道，发现其主要采用两种手段来应对外界渗

透压的波动（Brown, 1976）。第一种策略是“内盐渗透调控模式”。当细胞外界环境的

渗透压变高时，细胞除了会被动地排出胞内水分外，还会通过选择性地积累细胞外的

K+和 Cl-，以此来维持细胞内、外环境渗透压的平衡。另外，适量的 Na+可以维持细胞膜

结构完整，同时保证细胞功能正常。但是胞内 Na+浓度过高对于细胞有毒害作用，需要

Na+排出系统来维持胞内稳定适宜的 Na+浓度。尽管细胞内、外环境的盐浓度大致相同，

但是内外环境的盐离子组成却有所差异。细胞结构组分和酶蛋白等大分子物质不仅要适

应高浓度的盐离子，而且还依赖高盐浓度的存在（Grammann et al., 2002），这是细胞渗

透响应的第一种策略，多数的极端嗜盐菌采用这种策略来应对渗透胁迫。第二种策略是

“外盐渗透调控模式”。大多数的轻度嗜盐菌和中度嗜盐菌都采用这种方式应对高盐胁

迫对细胞正常生理活动带来的毒害作用。细胞可以通过自身代谢或从外界环境中摄取从

而积累相容性溶质，这些小分子物质高度可溶，既能提高胞内水活度，又不影响细胞正

常代谢。结果使得水分子能够再次进入细胞（Ventosa, 1998）。在高盐环境下，中度嗜

盐菌细胞内积累相容性溶质的浓度往往高于其它嗜（耐）盐微生物，GB和四氢嘧啶是
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高盐条件下细胞内积累的主要相容性溶质，它们在细胞内的浓度与细胞外渗透压成正相

关（García-Estepa et al., 2006）。中度嗜盐菌主要通过积累相容性溶质来应对外界渗透

压变化，从而使细胞膜内外环境的渗透压保持平衡（Kaasen et al., 1992; Matthew et al.,

2008）。

1.4 相容性溶质的种类性质

1972年，Brown等人首次提出了相容性溶质的概念（Brown et al., 1972）。当外界

环境渗透压较高时，细胞内会被动的排出一些水分，这时微生物通过在胞内积累有限的

几种小分子溶质，如糖类、多元醇、甜菜碱、氨基酸及其衍生物等以提高细胞内水活度，

应对外界高盐环境下的渗透压力，对细胞结构和蛋白质结构起到一定的保护作用

（Galinski and Trüper., 1994；王颖群和陶涛，1994；戴秀玉等，1994；Rafaeli-Eshkol and

Avi-Dor., 1968）。由于这类溶质的高浓度积累可使细胞内外渗透压达到平衡，并且不妨

碍细胞正常的代谢活动，因而被称为“相容性溶质”（Measure, 1975）。除了渗透保护

的功能外，相容性溶质还可以保护细胞免受额外的压力来源，如高压、低温等外界压力。

另外，某些相容性溶质可以作为一种碳源或者氮源，作为能源物质为细胞生理代谢提供

能量（Matthew et al., 2008; Kuhlmann et al., 2008; Le Rudulier et al., 1984; 赵百锁等，

2005）。微生物除了自身合成相容性溶质以外，还通过膜转运系统来吸收或者释放相容

性溶质，以达到调节细胞内外渗透压平衡的目的。如果细胞外介质中存在相容性溶质，

细胞主要依靠转运系统从外界吸收相容性溶质，而不是采用自身合成的方式，这一点从

生物能量角度来看是合理的。大多数嗜（耐）盐微生物具有两种不同的相容性溶质转运

系统：依赖结合蛋白的 ABC（ATP-binding cassette）转运系统（如大肠杆菌 ProU）和

由单一跨膜蛋白组成的次级转运系统（Tibbetts and Appling, 2010）。

中度嗜盐菌在不同的条件下积累相容性溶质有两种可能：一是不同的细菌在相同的

环境中可能会积累不同的相容性溶质，二是相同的细菌在不同的环境下可能会积累不同

的相容性溶质（杨霆，2019）。目前已知在中度嗜盐菌中积累的相容性溶质主要有海藻

糖、甘氨酸甜菜碱、肉碱、二甲基甘氨酸、羟化四氢嘧啶、四氢嘧啶等。（Weisser et al.,

1985）
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图 1.1 几种常见的相容性溶质

Fig 1.1 Several common compatible solutes

1.5 肉碱代谢途径

肉碱是一种季胺类化合物，在自然界中广泛存在，主要存在于动物的肌肉组

织中，对脂肪酸运输到线粒体中有重大贡献（Fraenkel, 1953; Kappes, 1998; Jung et

al., 1993; Jacques et al., 2018）。研究发现在土壤和水域中也含有丰富的肉碱，这

证明除了在动物中，微生物和植物也会产生肉碱（Meadows and Wargo, 2015）。

在动植物中，L-肉碱是由蛋氨酸和赖氨酸合成的（Jung et al., 1993; Strijbis et al.,

2010; Rippa et al., 2012），在一些真核微生物中，如白色念珠菌（Strijbis et al.,

2009），粗糙脉孢菌（Kaufman and Broquist, 1977），可以从 Nε-三甲基赖氨酸内

源合成 L-肉碱，其合成过程与动物和高等植物的合成过程相似（Strijbis et al.,

2010）。在微生物中，肉碱可以从环境中直接摄取，也可以通过肉碱的前提物分

解代谢生成，肉碱除了可以作为一种相容性溶质维持细胞内外环境渗透压平衡

外，还可以作为一种碳源或氮源，为细胞的生理代谢提供能量。原核微生物不像

动物那样具有肉碱的合成途径，但一些细菌可以通过γ-丁基甜菜碱羟化酶直接羟

基化γ-丁基甜菜碱生成肉碱（Rüetschi et al., 1993）。微生物可以通过三种不同的

途径降解 L-肉碱，其中甘氨酸甜菜碱（GB）、TMA 和γ-butyrobetaine 分别代表

这三种不同途径的产物（图 1.2）。第一条途径存在于埃希氏菌属、沙门氏菌属

和变形杆菌属中，在其他碳源和氮源存在的厌氧条件下，催化左旋肉碱转化生成

以巴豆甜菜碱为中间体的γ-丁基甜菜碱。由于左旋肉碱的碳氮骨架不被细胞同化，

γ-丁基甜菜碱被发现作为最终代谢产物在培养基中积累。在需氧条件下，埃希氏

菌属和变形杆菌属的一些菌株也能够利用该途径分解左旋肉碱，而其他菌株如弗

http://www.baidu.com/link?url=3N8KZQMi_aki6VhBkUXiuwVAm6cK2qjS9kJyOvjLJiufcYj96gLtIzZpixbh7aEzL_gG-c76kH1wuBCdg8QBRa
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氏柠檬酸杆菌和普罗维登斯菌则不能（Elßner et al., 1999）。在大肠杆菌中，参

与左旋肉碱降解的基因位于两个不同的 caiTABCDE 和 fixABCX 操纵子中，左旋

肉碱的存在诱导这些基因的转录（Buchet et al., 1998）。然而，该途径在这些细

菌中的确切代谢作用仍有待阐明。第二种途径已在农杆菌属、产碱菌属、节杆菌

属、假单胞菌属、中华根瘤菌属和黄单胞菌属的成员中发现，它们能够有氧降解

左旋肉碱，同化分子骨架中的碳和氮（Wargo and Hogan, 2009）。肉碱在细胞内

可以通过以下系列酶促反应生成甘氨酸甜菜碱，可以作为相容性溶质积累以响应

非生物胁迫，甘氨酸甜菜碱也可以依次去甲基化形成二甲基甘氨酸、肌氨酸和甘

氨酸。第三种途径发生在醋酸钙不动杆菌（Miura-Fraboni et al., 1982）、粘质沙

雷氏菌中（Unemoto et al., 1966）和恶臭假单胞菌中（Miura-Fraboni et al., 1982），

它们将左旋肉碱的 C-N 键分开以产生 TMA 和四碳（C4）单元。生成的 C4 单元

随后被用作碳源，而三甲胺不能进一步代谢并释放到环境中。据研究报道，来自

鲍曼不动杆菌 ATCC 19606 的双组分 Rieske 型单加氧酶（CntAB）被证明可作用

于肉碱及其衍生物 γ-丁基甜菜碱，并催化左旋肉碱依赖氧裂解为 TMA 和苹果酸

半醛。后者被苹果酸半醛脱氢酶进一步氧化为苹果酸，苹果酸是三羧酸循环的中

间体（Zhu et al., 2014）。根据目前的研究发现，肉碱在微生物中的代谢途径如

图 1.2 所示：

图 1.2 肉碱在细菌中的代谢途径

Fig 1.2 Metabolic pathways of carnitine in bacteria
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肉碱是具有两种不同手型的化合物，既有 L-肉碱存在，又有 D-肉碱的存在，

但目前还没有关于微生物可以利用 D-肉碱的报道，并且 D-肉碱的人工合成过程

也较为繁琐。除了渗透保护的功能外，肉碱的积累还可以帮助细胞应对一些其他

的外界压力，如高压，低温等。在肉碱被发现 50 年后，研究发现各种各样的革

兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌可以在有氧或无氧环境中利用肉碱实现各种细胞功

能，包括作为电子受体，作为一种相容性溶质在环境中生存，或作为单一的碳源、

氮源和能源。研究报道在李斯特菌（Lucchesi et al., 1995）、枯草芽孢杆菌（Kappes

and Bremer, 1998）和胚芽乳杆菌（Kets et al., 1994）中，肉碱及其相关代谢产物

巴豆甜菜碱和γ-丁基甜菜碱已被证明可以通过 OpuC 转运体摄取来抵御冷应激和

热应激（Kappes et al., 1998）。肉碱作为低温和高温保护剂的作用可能不仅限于

李斯特菌和芽孢杆菌，这一作用也可能出现在其他微生物中，这些研究发现都需

要进一步验证探索。

1.6 需盐色盐杆菌 DSM 3043的研究概况

需盐色盐杆菌（Chromohalobacter salexigens）DSM 3043。最初分离自博内

尔岛，是属于中度嗜盐菌的一种，它具有很宽的耐盐范围，能在 0.15 M-5.5 M NaCl

浓度的丰富培养基上生长，在 0.5 M-3 M NaCl 浓度的寡营养培养基上生长

（Cánovas et al., 1996），其全基因组的测序和注释工作均已由美国能源部基因联

合研究所完成，是研究中度嗜盐菌“相容性溶质渗透调控策略”的模式菌株。开展

中度嗜盐菌的研究工作，对于了解微生物耐盐机理有着重要的意义。目前的研究

工作主要集中在细胞如何通过合成或者转运的方式在细胞内积累高浓度的相容

性溶质。“当外界渗透压降低时，细胞将相容性溶质释放到细胞外；当渗透压升

高时，再次将它们转运到细胞内”的观点已被学者们普遍认同。随着研究的不断发

现，需盐色盐杆菌 DSM 3043 在工业上的应用也引起了人们的重视。嗜盐菌可以

用来提取一些酶、相容性溶质、生物表面活性物质以及其他在生物技术领域有益

的物质，具有广阔的研究价值和应用前景（Vargas and Nieto, 2004; Ventosa and

Nieto., 1995）。嗜盐菌对营养的需求很简单，实验室环境可以很容易的满足其生

长需求，这增加了嗜盐菌细胞工厂生物工艺降低能源和减少淡水消耗的优势（Gay et al.,

1985）。

从基因层面解析相容性溶质代谢途径是研究其耐盐机制最直接的方法，构建

基因敲除突变株是研究细胞内积累相容性溶质的关键手段，实验室前期建立了需盐色盐

杆菌 DSM 3043 的无痕敲除手段，为开展接下来的研究提供了良好的研究手段。
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1.7 核磁共振技术

核磁共振波谱（Nuclear Magnetic Resonance，NMR）是指核磁矩不为零的原

子核，在外磁场的作用下，吸收射频辐射而产生能级跃迁的谱学技术（Hills,

2006）。主要有碳谱（ 13C-NMR）给出小分子化合物的碳的比例和个数和氢谱

（1H-NMR）给出小分子化合物中氢的比例和个数（Viereck, 2006）。由于其操作

简单，不破坏化合物的结构，样品不需要过多的提前处理，所需的样品量小等优

点，被广泛应用于小分子化合物的鉴定，核磁共振技术在小分子鉴定方面具有广

阔前景，被广泛应用于天然药物化学，蛋白质结构，石油化学等领域。本研究通

过在不同培养条件下培养需盐色盐杆菌，提取相容性溶质后 13C-NMR 核磁共振

检测，分析比较细胞在不同环境下积累的相容性溶质的差异。

1.8 研究的目的及意义

作为地球上的边缘生命现象，极端微生物经过长期进化已具备了适应极端环

境所需的特殊结构和遗传基础，研究其特殊代谢途径及其代谢产物不仅在生物技

术和工业生产领域具有极大的潜在应用价值，而且对于揭示生命起源、系统进化

等方面具有重要的理论意义。挖掘耐盐生物种质资源，深入研究嗜盐微生物独特

的耐盐调控机制，通过基因工程的手段打破物种限制，将嗜盐菌的耐盐基因及其

调控因子转移到植物或其它微生物基因组中，对于提高工、农业生产用微生物菌

种、农作物的抗逆性以及盐碱地的利用效率等方面具有广阔的应用前景。

需盐色盐杆菌 DSM 3043 是中度嗜盐菌的一种，可以在盐浓度很宽的范围内

生长（Nieto Gutiérrez et al., 1999）。这些特性使其成为研究原核生物渗透响应机

制的模式菌株。细胞内相容性溶质的积累对于需盐色盐杆菌适应渗透胁迫和温度

胁迫至关重要（Vargas et al., 2008），然而人们对肉碱在中度嗜盐菌中的代谢机

制和生理作用知之甚少。实验前期，通过生物信息学初步分析结果显示，在需盐

色盐杆菌 DSM 3043 的基因组中存在一个参与 L-肉碱代谢相关的基因簇，这表明

该菌株在自然环境中可以获得 L-肉碱。本研究通过外源肉碱在渗透胁迫、温度胁

迫以及两种极端条件下对野生型菌株及其突变体细胞生长和细胞积累相容性溶

质的影响，首次揭示了肉碱的积累和代谢与需盐色盐杆菌对渗透胁迫和温度胁迫

的适应之间的关系。
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第二章 肉碱代谢相关基因敲除突变株的构建和生理验证

2.1 前言

据报道，铜绿假单胞菌 PAO1和苜蓿根瘤菌 RM2011可以利用 L-肉碱作为唯一的碳

氮源，在有氧条件下将 L-肉碱转化为 GB。在这两株菌株中，参与 L-肉碱降解为 GB的

基因已被鉴定（Wargo and Hogan, 2009; Bazire et al., 2019），并且在苜蓿根瘤菌 RM2011

中相关基因产物的功能已被验证（Bazire et al., 2019）。本研究前期经过生物信息学比

对发现 csal_3173与铜绿假单胞菌 PAO1中编码 L-肉碱脱氢酶的基因具有 71%的氨基酸

序列相似性、csal_3174与脱氢肉碱裂解酶（BKACE）具有 69%的相似性，csal_3172

与甜菜碱酰-CoA硫解酶具有 57%相似性，推测他们在需盐色盐杆菌中依次催化 L-肉碱

降解为甘氨酸甜菜碱的三步反应。对需盐色盐杆菌 DSM 3043进行目的基因的敲除，从

而获得基因敲除突变株来验证基因功能是研究中度嗜盐菌渗透响应体系和耐盐机制的

最佳手段。实验室前期使用双亲接合、等位基因互换的方法构建了需盐色盐杆菌无痕敲

除体系，在这个基因敲除体系中，先将扩增片段连入 pK18mobsacB质粒中（Weisser and

Truper, 1985），然后转化到 DH5α感受态细胞中，验证成功后，将构建好的敲除载体转

化到 S17-1感受态细胞中，通过与 ZW4-1菌株双亲接合而进行单交换，单交换验证成功

后进行第二次同源重组，通过在培养基中增加抗生素来进行筛选，筛选出疑似菌株进行

PCR验证。

肉碱在自然界中广泛存在。L-肉碱是一种三甲胺化合物，主要因其对脂肪酸运输到

线粒体的贡献而闻名。在细菌中，它是由 4-丁基甜菜碱（GBB）合成的，可以用作碳源。

L-肉碱可以通过 GBB羟基化直接生成或通过类似脂肪酸降解的生物合成途径合成。然

而，这种多步骤途径还没有实验证明。在本研究中，通过基因背景分析，鉴定了一组与

L-肉碱分解代谢相关的基因（Wargo and Hogan, 2009; Bazire et al., 2019）。L-肉碱代谢

基因在不同细菌分类中的保存强调了 L-肉碱作为一种普遍存在的营养物质的作用。

2.2 实验材料

2.2.1 实验用菌株与质粒



青岛农业大学硕士学位论文 第二章 肉碱代谢相关基因敲除突变株的构建和生理验证

9

本实验用到的菌株和质粒如表 2.1所示：

表 2.1 菌株和质粒

Table 2.1 strains and plasmids

名称 来源

需盐色盐杆菌 DSM 3043 德国微生物和细胞培养收集中心

需盐色盐杆菌 ZW4-1菌株 DSM 3043紫外诱变抗利福平菌株

∆csal_3172 本实验构建

∆csal_3173 本实验构建

∆csal_3174 本实验构建

∆csal_7234 本实验构建

E. coli DH5α 本实验室保存

E. coli S17-1

pACYCDuet-1

pK18mobsacB

pBBR1MCS-2

本实验室保存

本实验室保存

本实验室保存

本实验室保存

2.2.2 培养基种类及配方

LB 培养基：NaCl，10 g；Tryptone，10 g；Yeast Extract，5 g。pH 调至 7.0。琼脂

18 g，定容至 1 L。121℃高温灭菌，20 min。

改良 LB培养基：NaCl，30 g；MgSO4·7H2O，3 g；Tryptone，10 g；Yeast Extract，

5 g；pH调至 7.2-7.5；琼脂粉 18 g；定容至 1 L。121℃高温灭菌，20 min。

DSMZ-755固体培养基：NaCl，50 g；MgSO4·7H2O，5 g；Tryptone，5 g；Yeast Extract，

3 g。pH调至 7.2-7.5。琼脂 18 g，定容至 1 L。121℃高温灭菌，20 min。

D6固体培养基：NaCl，60 g；MgSO4，2.5 g；Tryptone，5 g；Yeast Extract，5 g。

pH调至 7.2-7.5。琼脂 18 g，定容至 1 L。121℃高温灭菌，20 min。

S-M63培养基（Yang et al., 2020）：(NH4)2SO4（20 mM）；KH2PO4，13.6 g；NaCl，

6 g；KOH，4.2 g，pH调至 7.2-7.5，定容至 1 L。121℃高温灭菌，20 min。接种前加入

用 0.22 µm 孔径的无菌滤膜过滤除菌的终浓度为 20 mM的葡萄糖、1 mM的MgSO4、4

mg/L的 FeSO4·7H2O。本实验使用的 NaCl浓度通常为 1 M、2 M、3 M。
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2.2.3 实验药品及实验试剂

甘油、三氯甲烷、NaH2PO4、NaH2PO4、KH2PO4、(NH4)2SO4、NaOH、KOH（均来

自莱阳康德化工有限公司），NaCl、MgSO4、MgSO4·7H2O（均来自天津市巴斯夫化工

有限公司），卡那霉素、goldview I 核酸染料、琼脂粉、DL-肉碱盐酸盐（≥98%）、

Tryptone、Yeast Extract（均来自生工生物工程（上海）有限公司），葡萄糖（天津博迪

化工股份有限公司），FeSO4·7H2O（天津市北方天医化学试剂厂），CaCl2（天津博迪

化工股份有限公司），L-肉碱盐酸盐（≥98%，默克公司（中国上海）），L-肉碱（≥

98%，默克公司（中国上海）），D-肉碱（≥98%，Dayman Chem），利福平（麦克林），

氯霉素（BBI Life of Sciences），琼脂糖（Bio FRoxx），无水乙醇（天津市光复发展有

限公司），TLC silica gel 60 plate (precoated aluminum sheets, 5 × 10 cm, Merck, Germany)

FastPure Bacteria DNA Isolation Mini Kit，FastPure® Plasmid Mini Kit，FastPure® Gel

DNA Extraction Mini Kit，One Step Cloning Kit C115 （Vazyme），2 × Phanta Max Master

Mix (Dye Plus)

PCR引物合成、测序由擎科梓熙生物科技有限公司完成。

卡那霉素溶液（50 mg/mL）：将卡那霉素溶解于蒸馏水中，充分溶解后，在超净工

作台中用 0.22 um微孔滤器过滤除菌，分装后-40℃保存备用，工作浓度为 50 ug/mL。

利福平溶液（50 mg/mL）：将利福平溶解于二甲基亚砜中，充分溶解后静置一段时

间后分装，用锡箔纸包好避光放置，-40℃保存备用，工作浓度为 50 µg/mL。

氯霉素溶液（35 mg/mL）：将氯霉素溶解于无水乙醇中，配制好后静置一段时间后

分装，-40℃保存备用，工作浓度为 70 μg/mL。

2.2.4 实验仪器

表 2.2 本研究所用的主要实验仪器

Table 2.2 The experimental apparatus for the institute

仪器名称 型号 厂家

核磁共振仪 AVIIIHD50003030709 Bruker

PCR仪 846-X-070-301 Biometra

超微量紫外分光光度计 NDone Thermo

紫外可见分光光度计 UV-2102PC 尤尼克（上海）仪器有限公司
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高速冷冻离心机 TGL20M 长沙湘智离心机仪器有限公司

双人单面净化工作台 SW-CJ-2FD 苏州净化设备有限公司

全自动高压灭菌锅 DZ47-63 LEAD-tech

电热恒温培养箱 LRH-250A 广州省医疗器械厂

震荡培养箱 ZQZY-A8 上海知楚仪器有限公司

磁力加热搅拌器 79-1 型 常州国华电器有限公司

电子天平 AR1140 Ohaus Corp.pine Brook,NJ,USA

双人单面净化工作台 SW-CJ-2FD 苏州净化设备有限公司

琼脂糖水平电泳槽 DYCP-31BN 北京六一仪器厂

微型旋涡混合仪 SW-80A 上海泸西分析仪器厂有限公司

制冰机 SIM-F124 Sanyoelectric Co.ltd.

超声波清洗器 KQ5200E 昆山市超声仪器有限公司

超声破碎仪 JY92-2D 宁波新芝生物科技股份有限公司

2.3 实验方法

2.3.1 敲除载体的构建

1) 引物设计

使用 Snapgene 和 CE Design 软件进行引物设计，设计敲除基因的上游同源臂

（UHR）、下游同源臂（DHR）的扩增引物，csal_3172、csal_3173、csal_3174、

csal_3172csal_3173csal_3174 基因的上下游同源臂的扩增片段分别记为 csal_3172U、

csal_3172D；csal_3172U、csal_3173D；csal_3174U、csal_3174D；csal_7234U、csal_7234D，

以 ZW4-1的基因组为模板进行扩增，得到各个扩增片段的大小分别为 939 bp、926 bp；

968 bp、990 bp；964 bp、959 bp；973 bp、980 bp。设计 pACYCDuet-1质粒中氯霉素乙

酰基转移酶(cat)的扩增引物，扩增 cat片段，作为氯霉素抗性筛选标记，连接在上下游

同源臂之间，cat扩增片段大小为 1 018bp。引物序列如表 2.3所示：
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表 2.3 构建突变株所用引物

Table 2.3 Primers used to construct mutant strains

引物名称 引物序列 （5’— 3’）
3172UF ctatgacatgattacgaattcGATCGGCAATGGCTGGATC
3172UR caaaagcaccgccggacaGTCTGGTGTCCGGCTCATCA
3172DF tggcagggcggggcgtaaGGCATCGACATCGAAAGCG
3172DR caggtcgactctagaggatccGGTGAGGCTACGCAATCTGC
3172-cat-F atgagccggacaccagacTGTCCGGCGGTGCTTTTGCC
3172-cat-R cgctttcgatgtcgatgccTTACGCCCCGCCCTGCCACT
3173UF ctatgacatgattacgaattcCTTACCTGTGCCATCACCGG
3173UR caaaagcaccgccggacaGATCCAGCCATTGCCGATC
3173DF tggcagggcggggcgtaaTGATGAGCCGGACACCAGAC
3173DR caggtcgactctagaggatccGAACATTTCGCGACGCTCAC
3173-cat-F atcggcaatggctggatcTGTCCGGCGGTGCTTTTGCC
3173-cat-R ctggtgtccggctcatcaTTACGCCCCGCCCTGCCACT
3174UF ctatgacatgattacgaattcGACGTTCCCGATTCGTTGC
3174UR caaaagcaccgccggacaTCGATTCATGGTGGCGTCC
3174DF tggcagggcggggcgtaaCCGTGAGCGACAAGGAGAAC
3174DR caggtcgactctagaggatccCAGCAGCTCGGTAAGGAAGG
3174-cat-F gacgccaccatgaatcgaTGTCCGGCGGTGCTTTTGCC
3174-cat-R tctccttgtcgctcacggTTACGCCCCGCCCTGCCACT
7234UF ctatgacatgattacgaattcGAGCGTGACGTTCCCGATTC
7234UR caaaagcaccgccggacaGTTTCGATTCATGGTGGCGTC
7234DF tggcagggcggggcgtaaATACCGCGTCGCTGAGCA
7234DR caggtcgactctagaggatccCAACCTGGACACGCCAGAAG
7234-cat-F gccaccatgaatcgaaacTGTCCGGCGGTGCTTTTGCC
7234-cat-R tgctcagcgacgcggtatTTACGCCCCGCCCTGCCACT

注：小写字母为引物的同源序列，大写字母为引物的扩增序列。

2） ZW4-1菌株基因组的提取

提取步骤见 FastPure Bacteria DNA Isolation Mini Kit说明书。

3） DNA琼脂糖凝胶电泳

4） 上下游同源臂和 cat片段的扩增

表 2.4 PCR扩增反应体系

Table 2.4 PCR reaction system

药品名称 体积

双蒸水 19 μL

2 × Phanta Max Master 25 μL



青岛农业大学硕士学位论文 第二章 肉碱代谢相关基因敲除突变株的构建和生理验证

13

Mix(Dye Plus)

F 2 μL

R 2 μL

模板 DNA 2 μL

反应程序为：95℃，3 min；95℃，15 sec；60℃，15 sec；72℃，45 sec，反应 30

个循环，72℃，5 min；4℃保存。F为引物 3172UF、3172DF、3172-cat-F、3174UF、3174DF、

3174-cat-F、7234UF、7234DF、7234-cat-F，R为引物 3172UR、3172DR、3172-cat-R、

3173UR、3173DR、3173-cat-R、3174UR、3174DR、3174-cat-R、7234UR、7234DR、

7234-cat-R。

5) pK18mobsacB质粒双酶切

双酶切体系如表 2.5所示：

表 2.5 质粒双酶切体系

Table 2.5 Double enzyme digestion system of plasmid

药品名称 体积

双蒸水 Up to 20μL

10×Buffer K 2 μL

pK18mobsacB 4 μL

EcoR I 1 μL

BamH I 1 μL

酶切温度为 37℃，酶切时间为 3 h，琼脂糖凝胶电泳后回收酶切片段。

6) 胶回收

回收步骤见 FastPure® Gel DNA Extraction Mini Kit说明书。

7) 同源重组

将敲除基因的上下游同源臂和氯霉素抗性片段（ cat）连接到双酶切后的

pK18mobsacB质粒上。利用 One Step Cloning Kit C115进行同源重组，重组反应体系如

表 2.6所示：
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表 2.6 重组反应体系

Table 2.6 recombination reaction system

药品名称 用量

2 × ClonExpress Mix 5 μL

线型 pK18mobsacB 120 ng

上游同源臂 20 ng

下游同源臂 20 ng

双蒸水 Up to 10μL

在冰上配置表 2.6反应体系，体系配制完成后，于 PCR仪中 50℃反应 30 min。反

应完成立即将离心管置于冰上或置于-20℃，待需要转化时再解冻。

8) 将重组产物转化到大肠杆菌 DH5α感受态细胞

参照于 Trelief DH5α Chemically Competent Cell说明书。

9) 菌落 PCR验证

挑取转化子，扩增培养，进行 PCR验证。

10) 提质粒

验证成功后，使用 FastPure® Plasmid Mini Kit提取质粒，步骤详见说明书。

2.3.2 转化

将构建好的质粒转化到 S17-1感受态细胞中，转化步骤同上。

2.3.3 双亲接合

将 csal_3172、csal_3173、csal_3174、csal_3172csal_3173csal_3174基因的上游同源

臂、氯霉素筛选标记 cat片段和下游同源臂连接到质粒 pK18mobsacB上，cat片段连接

在上、下游同源臂之间，构建好的载体分别命名为 pK18mobsacBcat-csal_3172UD、pK1

8mobsacBcat-csal_3173UD、pK18mobsacBcat-csal_3174UD、pK18mobsacBcat-csal_7234

UD，将构建好的载体转化到 DH5a感受态细胞中，PCR验证成功提取质粒后再转化到 S

17-1感受态细胞中，

（1） 第一次双亲接合

a. 将供体菌 E. coli S17-1（pK18mobsacBcat-UD）在 LB固体培养基（含 50 µg/mL 卡

那霉素和 70 µg/mL氯霉素）上活化，37℃，培养 24 h，将单菌落接种到的 LB（含 50 µg/mL

Kan）液体培养基中培养 12 h，测量 OD600检测菌株生长情况。
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b. 将受体菌 ZW4-1在 DSMZ-755固体培养基（含 50 µg/mL 利福平）上活化，37℃，

培养 48 h，将单菌落接种到 DSMZ-755液体培养基（含 50 µg/mL 利福平）中培养 12 h，

测量 OD600检测菌株生长情况。

c．收集菌体 E. coli S17-1 和 ZW4-1，按 2:1的比例分别取到离心管中，10000 rpm

离心 2 min，弃上清，收集菌体，用 10 mM MgSO4 分别洗涤菌体 2-3 次，然后再次悬

浮。

d．将悬浮后的 E. coli S17-1和 ZW4-1混合，将 0.45 µm硝酸纤维素膜放置在改良

的 LB培养基固体平板上，将菌液置于 0.45 µm硝酸纤维素膜上，在 37℃正置培养 12 h。

e．将 0.45 µm硝酸纤维素膜取下，用 500 µL的 10 mM MgSO4洗下菌体。

f．取洗下的菌液 50 µL，涂布于 DSMZ-755固体培养基上（含 70 µg/mL 氯霉素、

50 µg/mL 卡那霉素和利福平），37℃恒温培养箱避光培养 2-3 d。

g．挑取单菌落在 DSMZ-755固体培养基上（含 70 µg/mL 氯霉素、50 µg/mL 卡那

霉素和利福平）上扩繁。

h．等菌株长出后以 sacB-F和 sacB-R为引物，接合子的 DNA为模板，验证载体是

否已整合到基因组上。验证引物见表 2.7
表 2.7 sacB引物

Table 2.7 The primers for sacB

引物名称 引物序列 （5’— 3’）
sacB-F CGACAACCATACGCTGAGAG
sacB-R CGAAGCCCAACCTTTCATA

（2） 蔗糖复筛

a. 挑取几株验证好的单交换菌株，分区划线在含 10%蔗糖的 DSMZ固体培养基（含

70 µg/mL 氯霉素、50 µg/mL 利福平）上，37℃培养 3 d，等培养基上长出单菌落后，

转接到 DSMZ（含 70 µg/mL 氯霉素、50 µg/mL 利福平）固体培养基上扩繁。

c. 将长好的菌株用灭好菌的牙签分别对应接到 DSMZ固体培养基（含 70 µg/mL 氯

霉素、50 µg/mL 利福平）和 DSMZ固体培养基（含 70 µg/mL 氯霉素、50 µg/mL 利福

平和卡那霉素）上，37℃倒置培养 48 h，观察生长情况。

d. 选取在 DSMZ固体培养基（含 70 µg/mL 氯霉素、50 µg/mL 利福平和卡那霉素）

上不生长而在 DSMZ固体培养基（含 70 µg/mL 氯霉素、50 µg/mL 利福平）生长的菌

株，进行 PCR。验证其是否丢失 sacB片段，目的片段是否被敲除，敲除的位点是否是

在靶基因位点。以 sacB-F 和 sacB-R为引物，以接合子的 DNA为模板，验证 sacB片段
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是否丢失。以 cat-F、cat-R为引物，以接合子的 DNA 为模板，验证筛选菌株中是否存

在 cat片段。以 test-F和 test-R为引物，以接合子的 DNA为模板，验证目的基因的缺失，

靶基因位置是否正确。双交换菌株验证引物如表 2.8所示：

表 2.8 突变株的验证引物

Table 2.8 Validation primers for mutant strains

引物名称 引物序列 （5’— 3’）
3172-test-F CGTGTTCGCTACCAATGCTC
3172-test-R GACGACAGCACCGTCAATCC
3173-test-F CTTACCTGTGCCATCACCGG
3173-test-R GAACATTTCGCGACGCTCAC
3174-test-F GACGTTCCCGATTCGTTGC
3174-test-R CAGCAGCTCGGTAAGGAAGG
7234-test-F GAGCGTGACGTTCCCGATTC
7234-test-R CAACCTGGACACGCCAGAAG

2.4 实验结果

2.4.1 ZW4-1基因组提取验证

图 2.1 ZW4-1基因组的验证

Fig 2.1 Validation of the ZW4-1 genome

注：M：Marker

1：ZW4-1基因组
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2.4.2 上下游同源臂和 cat的 PCR扩增验证

图 2.2 UHR、DHR和 cat扩增的验证

Fig 2.2 Validation of Amplification of UHR、DHR and cat

注：图 A为 csal_3172U、csal_3172D、csal_3172cat PCR验证

图 B为 csal_3173U、csal_3173D、csal_3173cat PCR验证

图 C为 csal_3174U、csal_3174D、csal_3174cat PCR验证

图 D为 csal_7234U、csal_7234D、csal_7234cat PCR验证

M：DL5000 DNAMarker（生工）

1：上游同源臂 PCR扩增验证

2：下游同源臂 PCR扩增验证

3：cat片段 PCR扩增验证

根据前期引物的设计，各敲除目的基因上、下游同源臂 PCR扩增片段大小分别为：

csal_3172U为 939 bp、csal_3172D为 926 bp、csal_3173U为 968 bp、csal_3173D为 990

bp、csal_3174U 为 964 bp、csal_3174D 为 959 bp、csal_7234U 为 973 bp、csal_7234D

为 980 bp。氯霉素乙酰基转移酶 cat扩增片段大小为 1 018 bp。据图 2.2验证结果，扩增

条带大小均符合前期设计大小。
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2.4.3 载体构建验证

图 2.3载体构建验证

Fig 2.3 Validation of vector construction

注：图 A为 pK18mobsacBcat-csal_3172UD的验证

图 B为 pK18mobsacBcat-csal_3173UD的验证

图 C为 pK18mobsacBcat-csal_3174UD的验证

图 D为 pK18mobsacBcat-csal_7234UD的验证

M：DL 15000 DNAMarker

1：pK18mobsacB的验证

2：构建后的载体验证

根据扩增片段大小和 pK18mobsacB大小，将 pK18mobsacB与构建好的载体对比后，

大小正确，说明质粒构建成功。

2.4.4 第一次同源重组验证结果
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图 2.4 单交换菌株的 SacB验证

Fig 2.4 sacB validation of single exchange strains

注：（A）csal_3172基因缺失突变株第一次同源重组 sacB的验证

（B）csal_3173基因缺失突变株第一次同源重组 sacB的验证

（C）csal_3174基因缺失突变株第一次同源重组 sacB的验证

（D）csal_3172csal_3173csal_3174基因缺失突变株第一次同源重组 sacB的验

证

M：DL5000 DNAMarker（生工）

阳：以 pK18mobsacB为模板进行扩增

阴：以 ddH2O为模板进行扩增

（A）1-8第一次同源重组菌株的验证（B）1-7第一次同源重组菌株的验证

（C）1-6第一次同源重组菌株的验证（D）1-8第一次同源重组菌株的验证

由图 2.4可知，在进行第一次同源重组后，以单交换菌落基因组为模板，以 sacB-F，

sacB-R为扩增引物，扩增后的片段大小与设计引物的 sacB片段大小的 818 bp相符，因

此 证 明 pK18mobsacBcat-csal_3172UD 、 pK18mobsacBcat-csal_3173UD 、

pK18mobsacBcat-csal_3174UD、pK18mobsacBcat-csal_7234UD 均已整合到 ZW4-1的基

因组上，单交换菌株筛选成功。
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2.4.5 第二次同源重组验证结果

图 2.5 双交换菌株的 sacB验证

Fig 2.5 sacB validation of dual-exchange strains

注：（A）csal_3172基因缺失突变株第二次同源重组菌株 sacB的验证

（B）csal_3173基因缺失突变株第二次同源重组菌株 sacB的验证

（C）csal_3174基因缺失突变株第二次同源重组菌株 sacB的验证

（D）csal_3172csal_3173csal_3174基因缺失突变株第二次同源重组菌株 sacB

的验证

M：DL5000 DNAMarker（生工）

阳：以 pK18mobsacB为模板进行扩增

阴：以 ddH2O为模板进行扩增

（A）1-7 第二次同源重组菌株 sacB的验证（B）1-8第二次同源重组菌株 sacB的

验证

（C）1-7第二次同源重组菌株 sacB的验证（D）1-8第二次同源重组菌株 sacB的

验证
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由图 2.5可知，在进行第二次同源重组后，以第二次同源重组菌株的基因组为模板，

以 sacB-F、sacB-R为引物，凝胶电泳结果中仍有 sacB扩增条带存在，部分菌株的质粒

仍整合在基因组上，说明第二次同源重组后仍有单交换菌株生长，这可能是由于 sacB

片段失效导致，但大部分的筛选菌株扩增后无 sacB条带，说明质粒已不在基因组上，

sacB验证成功。

图 2.6 双交换菌株的 cat基因的 PCR验证

Fig 2.6 PCR verification of cat of double-crossover strains

注：（A）csal_3172基因缺失突变株第二次同源重组 cat的验证

（B）csal_3173基因缺失突变株第二次同源重组 cat的验证

（C）csal_3174基因缺失突变株第二次同源重组 cat的验证

（D）csal_3172csal_3173csal_3174基因缺失突变株第二次同源重组 cat的验证

M：DL5000 DNAMarker（生工）

阳：以 pACYCDuet-1为模板进行扩增

阴：以 ddH2O为模板进行扩增

（A）1-8第二次同源重组菌株 cat验证（B）1-6第二次同源重组菌株 cat验证

（C）1-8第二次同源重组菌株 cat验证（D）1-2第二次同源重组菌株 cat验证
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由图 2.6可知，以第二次同源重组菌株的基因组为模板，以 3172-cat-F、3172-cat-R、

3173-cat-F、3173-cat-R、3174-cat-F、3174-cat-R、7234-cat-F、7234-cat-R为引物，扩增

片段大小约为 1000 bp，与前期引物设计的 cat片段 1 018 bp大小相符，因此，双交换菌

株的 cat抗性基因的 PCR验证成功。

图 2.7 双交换菌株的 Test验证

Fig 2.7 Test verification of dual-exchange strains

注：（A）csal_3172基因缺失突变株第二次同源重组 Test引物验证

（B）csal_3173基因缺失突变株第二次同源重组 Test引物验证

（C）csal_3174基因缺失突变株第二次同源重组 Test引物验证

（D）csal_3172csal_3173csal_3174基因缺失突变株第二次同源重组 Test引物

验证

M：DL5000 DNA Marker（生工）

阳：以 ZW4-1基因组为模板进行扩增

阴：以 ddH2O为模板进行扩增
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（A）1-6第二次同源重组菌株 Test引物验证（B）1-2第二次同源重组菌株 Test引

物验证

（C）1-2第二次同源重组菌株 Test引物验证（D）1-2第二次同源重组菌株 Test引

物验证

由图 2.7可知，以第二次同源重组菌株的基因组为模板，以 3172Test-F，3172Test-

R；3173Test-F，3173Test-R；3174Test-F，3174Test-R；7234Test-F，7234Test-R为扩增

引物，预测 csal_3172基因缺失菌株扩增片段大小为 3436bp、csal_3173基因缺失菌株扩

增片段大小为 2976bp、csal_3174基因缺失菌株扩增片段大小为 2940bp、csal_3172csal

_3173csal_3174基因缺失菌株扩增片段大小为 2971bp。以 ZW4-1基因组为模板，以 31

72Test-F，3172Test-R；3173Test-F，3173Test-R；3174Test-F，3174Test-R；7234Test-F，

7234Test-R为引物，预测片段大小分别为 2754bp、2858bp、2790bp、4300bp。设计 test

引物扩增后，ZW4-1菌株和突变株的扩增条带与预测大小相同，说明目的基因已被敲除，

突变株构建成功。将扩增片段送擎科梓熙生物科技有限公司测序，测序结果经 BLAST

比对，显示目的基因已被敲除。

2.4.6 生理实验验证

图 2.8 ZW4-1和 4个突变株在不同碳氮源的 S-M63培养基上的生长状况

Fig 2.8 Growth status of ZW4-1 and 4 mutants on S-M63 medium with different carbon and nitrogen

sources

注：图 A为 S-M63以 DL-肉碱作为唯一碳源，以硫酸铵作为唯一氮源

图 B为 S-M63以葡萄糖作为唯一碳源，以 DL-肉碱作为唯一氮源

图 C为 S-M63以葡萄糖作为唯一碳源，以 L-肉碱作为唯一氮源
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在 S-M63 固体平板上分别接种 ZW4-1、∆csal_3172、∆csal_3173、∆csal_3174、

∆csal_7234，当以 DL-肉碱为唯一碳源，硫酸铵为唯一氮源时，野生型和突变株的长势

较差，但在固体培养基上都有生长迹象，说明野生型菌株和突变株都可以以 DL-肉碱为

唯一碳源生长；当以葡萄糖为唯一碳源，DL-肉碱为唯一氮源时，只有 ZW4-1长势良好，

∆csal_3172、∆csal_3173、∆csal_3174、∆csal_7234的生长都受到抑制。当以葡萄糖作为

唯一碳源，以 L-肉碱作为唯一氮源时，ZW4-1长势良好，∆csal_3172的生长受到抑制，

∆csal_3173、∆csal_3174和∆csal_7234完全不生长。

2.5 本章小结

经过前期生物信息学比对发现 csal_3173、csal_3174和 csal_3172基因很可能分别

编码 L-肉碱脱氢酶、脱氢肉碱裂解酶（BKACE）和甜菜碱酰-CoA硫解酶，在需盐色盐

杆菌中依次催化 L-肉碱降解成甘氨酸甜菜碱的三步反应。本实验通过接合转移的基因敲

除手段对需盐色盐杆菌基因组中 csal_3172、csal_3173、csal_3174 三个单基因和

csal_3172csal_3173csal_3174一个三基因进行敲除，最终通过分子验证和碳氮源生理验

证，成功构建了∆csal_3172、∆csal_3173、∆csal_3174三个单基因敲除突变株和∆csal_7234

一个三基因敲除突变株，通过对最后基因敲除突变株的碳氮源生理实验验证的结果说

明，在对应基因敲除成功的情况下，∆csal_3172、∆csal_3173、∆csal_3174、∆csal_7234

突变株在以葡萄糖作为碳源、L-肉碱作为氮源的培养基中的生长受到抑制，而需盐色盐

杆菌 ZW4-1菌株正常生长，说明相关基因被敲除后，突变株的 L-肉碱代谢途径被阻断，

通过 S-M63固体培养基的碳氮源生理实验结果，充分说明生物信息学分析 csal_3172、

csal_3173、csal_3174基因参与到肉碱代谢为甘氨酸甜菜碱过程中的可靠性。
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第三章 肉碱在盐胁迫和温度胁迫下对细胞生长的影响及

代谢关键基因的表达和酶学性质验证

3.1 前言

通过前期实验获得了∆csal_3172、∆csal_3173、∆csal_3174三个单基因和∆csal_7234

一个三基因敲除突变株，从碳氮源实验初步得知∆csal_3172、∆csal_3173、∆csal_3174

和∆csal_7234四个基因敲除突变株都与肉碱代谢为甘氨酸甜菜碱有关，将三个基因敲除

后，相关代谢路径被阻断，为了进一步验证突变株及野生型菌株在不同条件下细胞内相

容性溶质的积累情况，利用 13C-NMR核磁检测野生型及突变株在高温、低温、高盐、

低盐等不同极端条件下的相容性溶质的积累情况。细胞在不同生长条件下会积累不同的

相容性溶质，测定细胞在不同生长条件下的生长曲线，进一步说明不同相容性溶质对细

胞渗透调节和对外部压力的作用。由于需盐色盐杆菌 DSM 3043在丰富培养基中的生长

温度范围为 15℃~45℃，最适生长温度为 37℃，当在 0.75 ~ 3 M NaCl 的限制性培养基

中时，45℃可以生长（Arahal et al., 2001; García-Estepa et al., 2006）。因此本研究选用

需盐色盐杆菌能够生存的极端环境，低温选用 15℃、高温选用 45℃、低盐选用 1 M、

中盐选用 2 M、高盐选用 3 M，以此验证细胞在不同外界条件下积累的相容性溶质种类。

据研究报道，肉碱也可作为相容性溶质的一种对细胞起到渗透保护作用，但不知肉

碱是否在需盐色盐杆菌 DSM 3043中也可以作为相容性溶质，而且据相关报道，肉碱在

其他菌中除了有渗透保护作用，还对细胞对外界压力的抵抗能力有所帮助，如耐压、耐

低温等（Franken et al., 2008）。本研究对需盐色盐杆菌 ZW4-1 菌株和四个突变株进行

不同盐浓度和不同培养温度的核磁共振检测和生长曲线测定，来进一步验证培养基中外

源添加肉碱对细胞积累相容性溶质和细胞生长的影响。

3.2 实验材料

3.2.1 菌株和质粒

实验用菌株和质粒同 2.1。

3.2.2 实验用试剂
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实验用试剂同 2.2.3。

3.2.3 实验用仪器

实验用仪器同 2.2.4。

3.3 实验方法

3.3.1 相容性溶质的提取（GarcíaEstepa et al., 2006）

a. 将 ZW4-1及其突变体在 D6固体培养基（含 50 mg/L利福平）上活化。

b. 将活化后的菌株接种到液体 D6液体培养基中（含 50 mg/L利福平），37℃，120

rpm过夜培养。

c. 取适量种子液 8 000 rpm离心 5 min，再用 6% NaCl溶液洗涤细胞 3次。

d. 在 S-M63培养基中加入葡萄糖（20 mM）、Mg2+、Fe2+，将洗菌 3次的菌液接

种到 S-M63培养基中。

e. 待培养到对数生长期后期后 8 000 rpm，5 min收集菌体，用 6% NaCl溶液洗涤

细胞 3次。

f. 将收集好的菌体放入-40℃冰箱中，反复冻融 3次。

g. 加 80%乙醇 8 mL悬浮菌体，80℃水浴加热 30 min，8 000 rpm离心 8 min。

h. 收集上清。在菌体中再加入 5 mL，80%乙醇，80℃水浴加热 30 min，8000 rpm

离心 8 min。

i. 收集上清。加入等体积三氯甲烷，充分震荡后 8 000 rpm离心 10 min，用移液枪

小心吸取上清，放入 50℃烘箱中烘干。

j. 将烘干的提取物溶解在 0.6 mL重水中，13C-NMR检测。

3.3.2 薄层层析

a. 将核磁检测的样品稀释 5倍，用甘氨酸甜菜碱（50 μg/μL）、DL-肉碱（50 μg/μL）

作为对照，每个样品各取 2 μL，点样在 TLC（silica gel 60 plate precoated aluminum sheets,

5 × 10 cm, Merck, Germany）上。

b. 以 90%苯酚作为展开剂，等展开剂到达 TLC板上沿后拿出，室温干燥 2 d。

c. 用 0.1%溴甲酚绿（无水乙醇溶解）喷涂 TLC板，直到显色为止。
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3.3.3 异源蛋白诱导表达

首先设计 csal_3173基因表达引物，如表 3.2所示，以需盐色盐杆菌 ZW4-1的基因

组为模板，以 csal_3173表达-F、csal_3173表达-R为扩增引物，PCR扩增后得到目的片

段。以同源重组的方式将扩增片段和双酶切后的 pET28a进行连接，构建表达载体，并

命名为 pET N3173。以其中 6-His标签编码序列融合到 csal_3173基因的 N端。对 pET

N3173中的插入片段进行测序以确认在 PCR扩增过程中没有引入点突变后，将重组质

粒转化到大肠杆菌 BL21（DE3）中。将阳性转化体单菌落接种到含卡那霉素的 LB液体

培养基中，37℃恒温振荡培养箱中培养至 600 nm处的光密度达到 0.4-0.6之间，然后加

入 0.05 mM的 IPTG 诱导蛋白表达。在 20°C振荡培养 24 h后，离心收集菌体，用缓冲

液 A（20 mM Tris-HCl，pH 8.0）洗涤菌体两次，再次将菌体重悬于 20mL缓冲液 A中，

在冰浴中通过超声破碎细胞，并通过离心去除细胞碎片。上清液中的重组蛋白

(His6-csal_3173)用在缓冲液 A中预平衡的 Ni-NTA纯化。用含有 50 mM咪唑的缓冲液

A洗涤杂蛋白后，再使用含有 200 mM咪唑的缓冲液 A洗脱目的蛋白。再用超滤管离心

2次洗去缓冲液中含有的咪唑，防止蛋白变性。通过十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电

泳（SDS-PAGE）检查蛋白质纯度。

表 3.2. 构建 pET N3173表达载体所用引物

Table 3.2. Primers used to construct pET N3173 expression vector

引物名称 引物序列 （5’— 3’）
csal_3173表达-F gtgccgcgcggcagccatatgCCCGCGCGGGTCGCCGTC
csal_3173表达-R ttgtcgacggagctcgaattcTCAGATGCGCCCCTCGAGCC

注：小写字母为引物的同源序列，大写字母为引物的扩增序列。

3.3.4 酶学性质验证

对纯化后的蛋白进行酶活验证，验证体系见表 3.3。验证酶的最适 pH值，缓冲液见

表 3.4。
表 3.3. 酶活验证体系

Table 3.3. Enzyme activity verification system

名称 含量

50 mM 缓冲液 650 mL
50 mM L-肉碱 200 mL
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5 mM NAD+ 100 mL
酶 50 μL

表 3.4. 不同 pH缓冲液

Table 3.4. Buffers with different pH

名称 pH值

醋酸-醋酸钠缓冲液 4-6
PBS 6-8

Tris-HCl 8-9
Glycine-NaOH 9-11

3.3.5 基因的回补

设计引物（表 3.5），PCR扩增需盐色盐杆菌 DSM 3043基因组的 3537464—3540112

（片段包括了三基因的共同启动子），然后将该片段连接到 pBBR1MCS-2质粒的多克

隆位点当中（EcoR V酶切），构建重组质粒。将重组质粒导入到 S17-1感受态细胞中，

将该细胞与三基因突变株（∆csal_7234）进行两亲本结合，分别在含有利福平、氯霉素

的 D6固体培养基和卡那霉素的 D6固体培养基上筛选含有重组质粒的回补菌株。在已

L-肉碱为氮源的 S-M63液体培养基中同时接种三基因突变株（对照）和含有重组质粒的

三基因突变株细胞，37℃培养，测定生长曲线。

表 3.5. 构建回补菌株所用引物

Table 3.5. Primers used to construct apopliteal strains

引物名称 引物序列 （5’— 3’）
7234回补-F ggtatcgataagcttgatatcCAATGCGTCGACGCCCTC
7234回补-R gggctgcaggaattcgatatcGTTCATCGCCAACGCCTTC

注：小写字母为引物的同源序列，大写字母为引物的扩增序列。
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3.4 实验结果

3.4.1 添加 DL-肉碱对 ZW4-1生长的影响

图 3.1 ZW4-1 在不同盐浓度中添加和不添加 DL-肉碱的生长曲线

Fig 3.1 Growth curves of ZW4-1 with and without DL-carnitine in different salt concentrations

注：细胞在含有 1、2和 3 M NaCl的 S-M63液体培养基中有氧生长，同时存在（' + car '）

或不存在（' -car '） 5 mM DL-肉碱，通过测量 OD600来监测生长情况。

图 3.2 ZW4-1在 37℃、2 M盐浓度中添加 DL-肉碱的 13C-NMR结果

Fig 3.2 13C-NMR results of DL-carnitine added to ZW4-1 at 37°C and 2 M salt concentration
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注：B：甘氨酸甜菜碱信号；E：四氢嘧啶信号；G：谷氨酸盐信号。

如图 3.1所示，ZW4-1在不同盐浓度（1、2或 3 M NaCl）的 S-M63培养基中分别

添加或不添加 5 mM的 DL-肉碱。与不添加 DL-肉碱相比，添加 5mM DL-肉碱能促进中、

高盐度下细胞的比生长速率。培养基中的盐度越高，DL-肉碱对需盐色盐杆菌的比生长

速率促进作用越明显，说明 DL-肉碱可以作为需盐色盐杆菌 DSM 3043的有效渗透保护

物。在所有测试盐度下（1 M、2 M、3 M），添加 DL-肉碱的菌体量都低于不添加 DL-

肉碱的菌体量。为了进一步验证其促进生长的作用是否来自于细胞内肉碱的积累，用

13C-NMR检测了在含有 DL-肉碱的 2 M盐浓度 S-M63培养基中相容性溶质的积累情况

（图 3.2）。在与已知的标准品对比后发现，细胞内积累的主要相容性溶质是甘氨酸甜

菜碱而不是肉碱，也观察到了来自四氢嘧啶和谷氨酸盐的次要峰。这些数据表明，DL-

肉碱对需盐色盐杆菌 ZW4-1生长的渗透保护作用是间接的，并且依赖于肉碱转化为甘

氨酸甜菜碱的酶促作用。

3.4.2 突变株添加 DL-肉碱或 L-肉碱的 13C-NMR检测
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图 3.3 突变株在 37℃、2 M盐浓度中添加 DL-肉碱或 L-肉碱的 13C-NMR结果

Fig 3.3 13C-NMR results of mutant strains supplemented with DL-carnitine or L-carnitine in 2 M salt

concentration at 37°C

注：∆csal_3172(A)，∆csal_3173(B)，∆csal_3174(C)和∆csal_7234(D)在中等盐度 S-M63

中 37℃有氧生长，添加 5 mM DL-肉碱(A1，B1，C1和 D1)或 5 mM L-肉碱(A2，B2，

C2和 D2)。插图是对同一频谱中的微弱信号进行放大的结果。

B：甘氨酸甜菜碱信号；C：肉碱信号；E：四氢嘧啶信号；G：谷氨酸盐信号。

为了研究∆csal_3172、∆csal_3173、∆csal_3174和∆csal_7234这 4 株突变株是否能

够在细胞内积累肉碱，将这 4株突变体分别接种到 2 M盐浓度的 S-M63培养基（添加 5

mM DL-肉碱或 5 mM L-肉碱）中，培养到对数生长期后期后收菌，用等浓度的 NaCl溶

液洗涤菌体 3次后，提取相容性溶质进行 13C-NMR核磁共振检测。13C-NMR结果显示，

在所有添加 DL-肉碱的突变株的提取物中都存在甘氨酸甜菜碱的信号（图 3.3）。而如

果加入 L-肉碱而不加入 DL-肉碱，∆csal_3172仍然积累甘氨酸甜菜碱（图 3.3A2），结

果说明∆csal_3172的基因产物可能不参与 D-或 L-肉碱向甘氨酸甜菜碱的转化，或者在

需盐色盐杆菌中有其他跟 csal_3172功能相似的基因替代了 csal_3172的作用。此外，在
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L-肉碱存在的情况下，∆csal_3174的提取物（图 3.3C2）中仍能检测到甘氨酸甜菜碱信

号，但∆csal_3173的提取物（图 3.3B2）中检测不到甘氨酸甜菜碱信号，但这两个菌株

都积累了肉碱作为主要相容性溶质（图 3.3B，3.3C）。这些结果表明，∆csal_3173基因

的缺失完全阻断了需盐色盐杆菌 DSM 3043 中 L-肉碱到甘氨酸甜菜碱的降解途径，而

∆csal_3174基因的缺失显著降低了 L-肉碱向甘氨酸甜菜碱的转化，但并没有完全阻断这

一过程。此外，在含 DL-肉碱而不含 L-肉碱的 2 M盐度 S-M63中生长的∆csal_7234细

胞的提取物中也检测到甘氨酸甜菜碱信号（图 3.3D），表明需盐色盐杆菌 DSM 3043中

存在一条迄今未知未被发现的 D-肉碱代谢途径，该途径不依赖于这三个基因，但可以

将 D-肉碱转化为甘氨酸甜菜碱。

图 3.4 L-肉碱和 L-肉碱盐酸盐的 13C-NMR位移比较

Fig 3.4 Comparison of 13C-NMR shifts of L-carnitine and L-carnitine hydrochloride

注：红色为 L-肉碱的核磁位移值，蓝色为 L-肉碱盐酸盐的核磁位移值

本研究发现需盐色盐杆菌 DSM 3043中积累的肉碱的核磁峰位移与 D-或 L-肉碱的

峰位移完全一致，而与 DL-肉碱盐酸盐或 L-肉碱盐酸盐的化学位移不一致（图 3.4），

表明外源 DL-肉碱盐酸盐在需盐色盐杆菌中是以肉碱形式积累的，而不是以盐酸盐形式

积累的。
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3.4.3 ZW4-1和突变株在不同盐浓度下添加 DL-肉碱对细胞生长的影响

图 3.5 ZW4-1和突变株在37℃、不同盐浓度下添加DL-肉碱的生长曲线

Fig 3.5 Growth curves of ZW4-1 and mutant strains supplemented with DL-carnitine at 37°C with

different salt concentrations

注：图A为低盐浓度（1 M NaCl）S-M63条件下有氧生长的测试结果

图B为中盐浓度（2 M NaCl）S-M63条件下有氧生长的测试结果

图C为高盐浓度（3 M NaCl）S-M63条件下有氧生长的测试结果

为进一步探讨 DL-肉碱对生长在最佳生长温度（37℃）下的野生型和突变株的渗透

保护作用，将菌株 ZW4-1 和∆csal_3172、∆csal_3173、∆csal_3174、和∆csal_7234分别

接种于添加 DL-肉碱的低、中、高盐 S-M63培养基中，37℃培养。如图 3.5所示，这些

菌株在低盐和中盐 S-M63 培养基上的生长速率没有显著差异。在高盐条件下，菌株

∆csal_3174和∆csal_7234的生长迟缓期明显长于其他 3株菌株，其中 ZW4-1生长最快，

在此条件下∆csal_3172和∆csal_3173的生长速率和生长菌体的总量没有显著差异。

3.4.4 蛋白纯化及酶活验证

图 3.6 His6-Csal_3173在大肠杆菌 E. coli BL21(DE3)中的 SDS-PAGE结果

Fig. 3.6 SDS-PAGE of His6-Csal_3173 expressed in E. coli BL21(DE3)
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注：M：Marker

1：pET28a空质粒表达的可溶性蛋白

2：pET28a-csal_3173表达可溶性蛋白

3：纯化后的 pET28a-csal_3173蛋白

图 3.7 不同 pH对 L-肉碱脱氢酶活力的影响

Fig. 3.7 Effects of different pH on the activity of L-carnitine dehydrogenase

到目前为止，还没有关于微生物中 D-肉碱脱氢酶基因或氨基酸序列的信息。需盐

色盐杆菌 DSM3043具有降解 L-和 D-肉碱为甘氨酸甜菜碱的能力，推测的 csal_3173基

因产物与其他微生物来源的 L-肉碱脱氢酶序列具有同源性，而本研究中的 csal_3173是

否编码一个能以 D-肉碱为底物的肉碱脱氢酶。为了达到这一目的，本研究在大肠杆菌 E.

coli BL21（DE3）中用 N端的组氨酸标签高效表达了 csal_3173基因，并用 Ni螯合亲和

层析对其进行了纯化，结果表明，csal_3173基因在大肠杆菌 BL21（DE3）中有较高的

表达效率。SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳结果表明，纯化酶的分子量约为 40 kDa（图 3.6），

与预测的氨基酸序列计算值接近。此外，纯化后的酶经测定后具有 L-肉碱脱氢酶活性，

最适 pH为 9（图 3.7），与 L-肉碱的比酶活为 16.75 U/mg，但对 D-肉碱没有任何脱氢

酶活性。
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3.4.5 低温低盐条件下的生长曲线和 13C-NMR检测

图 3.8 ZW4-1及突变株在 15℃、1 M盐浓度下添加 DL-肉碱的生长曲线

Fig 3.8 Growth curves of ZW4-1 and mutant strains supplemented with DL-carnitine at 15°C and 1

M salt concentration

注：(A)需盐色盐杆菌 ZW4-1在添加或不添加 DL-肉碱（5 mM）条件下的生长情况。

(B)需盐色盐杆菌 ZW4-1及其突变株在添加 DL-肉碱（5 mM）条件下的生长情况。

图 3.9 ZW4-1在 15℃、1 M盐浓度中添加或不添加 5 mM DL-肉碱的 13C-NMR结果

Fig 3.9 13C-NMR results of ZW4-1 at 15°C with or without 5 mM DL-carnitine at 1 M salt

concentration

注：A为在低温低盐条件下外源添加5 mM DL-肉碱的13C-NMR结果

B为在低温低盐条件下不添加5 mM DL-肉碱的13C-NMR结果
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图3.9B中的插图是对同一频谱中的微弱信号进行放大的结果。

B：甘氨酸甜菜碱信号；C：肉碱信号；E：四氢嘧啶信号；G：谷氨酸信号；H：

羟外四氢嘧啶信号；N：Nγ-乙酰二氨基丁酸信号。

据报道，肉碱除了具有渗透保护功能外，还能提高几种细菌的低温耐受性，

如单核细胞增多性李斯特菌（Ko et al，1994）和小肠结肠炎耶尔森氏菌（Park et

al，1995）。因此，本研究验证了肉碱在需盐色盐杆菌中是否也可以提高细胞的

低温耐受性。首先，测定了菌株 ZW4-1 在低温（15℃）低盐浓度（1M）的 S-M63

培养基中添加或不添加 5 mM DL-肉碱后的生长曲线。与不添加 DL-肉碱的生长

曲线结果相比，外源添加 DL-肉碱提高了 ZW4-1 的比生长速率（图 3.8A）。然

后测定了 ZW4-1 和 4 株突变体在添加 DL-肉碱的 S-M63 中低温低盐浓度的生长

曲线，发现这些菌株的生长方式不同。在供试菌株中，Δcsal_3173 的生长速率最

高，甚至高于野生型菌株，而Δcsal_3172 的延滞期最长（图 3.8B）。13C-NMR 核

磁共振结果表明，在添加 DL-肉碱时，肉碱和甘氨酸甜菜碱共同作为细胞积累的

主要相容性溶质（图 3.9A），而在没有添加外源 DL-肉碱的情况下，四氢嘧啶作

为唯一的主要相容性溶质积累（图 3.9B）这些观察结果表明，四氢嘧啶和羟化四

氢嘧啶在冷应激和热应激中起重要作用保护，这与之前的报告一致（García-Estepa

et al.， 2006）。在 37℃条件下生长的细胞中，底物完全转化为甘氨酸甜菜碱，而

在低温条件下会积累肉碱，这意味着低温条件会部分抑制肉碱向甘氨酸甜菜碱的

转化，并触发了肉碱在细胞内的积累。

3.4.6 TLC验证结果

图 3.10 ZW4-1在 15℃、1 M盐浓度下添加 5 mM DL-肉碱时 TLC的结果

Fig. 3.10 TLC results of ZW4-1 at 15°C and 1 M salt concentration with the addition of 5 mM

DL-carnitine
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注：平板在苯酚：水（90:10,v/v）的体系中运行，反应完成后喷洒 0.1%溴甲酚绿（w/v），

溶解在纯乙醇中。每个样品点样 2 μL。

第 1道：ZW4-1在添加 5 mM DL-肉碱的低盐低温条件下的细胞提取物

第 2道：甘氨酸甜菜碱标准品（50 μg/μL）

第 3道：L-肉碱标准品（50 μg/μL）

薄层色谱（TLC）实验进一步证实了需盐色盐杆菌 ZW4-1 细胞提取物中存在

肉碱和甘氨酸甜菜碱（图 3.10）。

3.4.7 低温高盐条件下的生长曲线和 13C-NMR检测

图 3.11 ZW4-1 及突变株在 15℃、3 M盐浓度下添加 DL-肉碱的生长曲线

Fig 3.11 Growth curves of ZW4-1 and mutant strains supplemented with DL-carnitine at 15°C and 3

M salt concentration

注：(A)需盐色盐杆菌 ZW4-1在添加和不添加 DL-肉碱（5 mM）条件下的生长情况。

(B)需盐色盐杆菌 4株突变株在外源添加 DL-肉碱（5 mM）条件下的生长情况。
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图 3.12 ZW4-1在 15℃、3 M盐浓度添加 5 mM DL-肉碱的条件下相容性溶质的 13C-NMR结果

Fig 3.12 13C-NMR results of ZW4-1 at 15°C with or without 5 mM DL-carnitine at 3 M salt

concentration

注：插图是将同一频谱内的信号放大后的结果。

B：甘氨酸甜菜碱信号；C：肉碱信号；E：四氢嘧啶信号；G：谷氨酸信号；N：Nγ-乙

酰二氨基丁酸信号。

为进一步研究肉碱对需盐色盐杆菌 ZW4-1 和 4 株突变株（Δcsal_3172、

Δcsal_3173、Δcsal_3174 和∆csal_7234）在低温（15℃）和高盐（3M NaCl）条件

下的渗透保护和低温保护作用，本研究测定了 ZW4-1 和突变株在高盐（3M NaCl）

和低温（15℃）条件下的生长曲线，并用 13C-NMR 分析了它们细胞内积累的渗透

调节物质的类型。如图 3.11A 所示，相较于没有添加 DL-肉碱的 S-M63 培养基，

外源添加 DL-肉碱能显著缩短 ZW4-1 的生长延滞期，提高其比生长速率。当外源

DL-肉碱存在时，培养物在 13 d 内达到最大生长值，而在没有外源 DL-肉碱的情

况下，培养物需要 29 d 才能达到最大生长值。然而，添加 DL-肉碱的最终生长量

（OD600=3.49±0.12）低于不添加 DL-肉碱的培养最终生长量（OD600=3.93±0.15）。

在供试的突变体中，Δcsal_3174 和∆csal_7234 都表现出严重的生长缓慢表型，而

Δcsal_3172 和Δcsal_3173 的生长特性彼此相似（图 3.11B）。此外，在这些条件下

生长的 ZW4-1 细胞的提取物中检测到肉碱以及甘氨酸甜菜碱、四氢嘧啶和其他渗

透调节物质（图 3.12）。
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3.4.8 高温低盐条件下的生长曲线和 13C-NMR检测

图 3.13 ZW4-1 及突变株在 45℃、1 M盐浓度添加 DL-肉碱条件下的生长曲线

Fig 3.13 The effect of DL-carnitine on the growth of ZW4-1 and mutants at 45°C and 1 M salt

concentration

注：（A）需盐色盐杆菌 ZW4-1在添加或不添加 DL -肉碱的情况下的生长情况。

（B）需盐色盐杆菌 ZW4-1和 4株突变株在外源添加 DL-肉碱条件下的生长情况。

图 3.14 ZW4-1在45℃、1 M盐浓度添加5 mM DL-肉碱的条件下相容性溶质的13C-NMR结果

Fig 3.14 13C-NMR results of compatible solutes of ZW4-1 at 45°C with 1 M salt concentration added

with 5 mM DL-carnitine

注：(A)添加5 mM外源性DL-肉碱；(B)不添加5 mM外源性DL-肉碱。

B：甘氨酸甜菜碱信号；C：肉碱信号；E：四氢嘧啶信号；H：羟化四氢嘧啶信号；

G：谷氨酸盐信号；*：葡萄糖甘油酸信号。
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根据前期实验可知低温诱导肉碱积累并赋予需盐色盐杆菌耐低温的特性，本

研究提出肉碱是否也可以在高温条件下积累，并对这种需盐色盐杆菌起到高温条

件下保护的作用。由于 45℃是需盐色盐杆菌 DSM 3043 生长的上限温度（Arahal et

al，2001）。本研究选用 45℃作为培养条件。生长曲线结果显示，在 45℃、1M

盐浓度的 S-M63 培养基中添加 DL-肉碱的延滞期明显缩短，且明显提高了比生长

速率。但生长量低于不添加 DL-肉碱的生长量（图 3.13A）。在 4 个突变体中，

Δcsal_3173 和 Δcsal_3174 表现出与 ZW4-1 相似的生长特性，而 Δcsal_3172 和

∆csal_7234 具有比 ZW4-1 更长的延滞期和更低的比生长速率（图 3.13B）。

13C-NMR 核磁共振检测结果表明，在添加 DL-肉碱的细胞中，肉碱和甘氨酸甜菜

碱是主要的相容性溶质，但没有检测到四氢嘧啶和羟基四氢嘧啶的信号（图

3.14A），而在没有 DL-肉碱的细胞中，羟基四氢嘧啶是主要积累的相容性溶质（图

3.14B）。

3.4.9 高温高盐条件下的生长曲线和 13C-NMR检测

图 3.15 ZW4-1在 45℃、3 M盐浓度添加 5 mM DL-肉碱条件下的生长曲线

Fig 3.15 Growth curve of ZW4-1 at 45°C with 3 M salt concentration supplemented with 5 mM

DL-carnitine

注：（A）需盐色盐杆菌 ZW4-1 在添加或不添加 DL-肉碱条件下的生长情况。

（B）需盐色盐杆菌 4 个突变株在添加 DL-肉碱的条件下的生长情况。
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图 3.16 ZW4-1 在 45℃、3 M盐浓度添加 5 mM DL-肉碱的条件下，相容性溶质的 13C-NMR结果

Fig 3.16 13C-NMR results of compatible solutes of ZW4-1 at 45°C with 3 M salt concentration added

with 5 mM DL-carnitine

注：B：甘氨酸甜菜碱信号；C：肉碱信号；E：四氢嘧啶信号；H：羟化四氢嘧啶信号；

G：谷氨酸信号；T：海藻糖信号；N：Nγ-乙酰二氨基丁酸信号。

参照于细胞在低温实验中的情况，本研究进一步探索了肉碱对在高盐和热应

激条件下生长的细胞的应激保护作用。ZW4-1 菌株在不添加 DL-肉碱的高盐度

S-M63 培养基中，在 45℃培养条件下不生长。然而，添加 DL-肉碱的培养液的

OD600 值在 72 h 内达到最高值 2.5（图 3.15A），表明外源提供的 DL-肉碱增加了

需盐色盐杆菌的耐盐性和耐热性上限。此外，13C-NMR 核磁共振分析表明，在此

条件下检测到甘氨酸甜菜碱和肉碱，以及海藻糖、四氢嘧啶和 N-γ乙酰二氨基丁

酸（图 3.16）。在 4 株突变菌株中，Δcsal_3172 的比生长速率高于Δcsal_3173，

但其生长量低于Δcsal_3173，而Δcsal_3174和∆csal_7234的培养浊度在接种后 150h

内均无明显变化（图 3.15B）。由于 45℃时的水分蒸发速率远高于 37℃时的水分

蒸发速率，导致培养 5d 后培养液体积明显减小，盐度明显升高，因此Δcsal_3174

和∆csal_7234 在培养超过 150 h 后不再进行生长测定。
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3.4.10 ZW4-1添加外源 D-肉碱的 13C-NMR检测

图 3.17 ZW4-1在 37℃、2M盐浓度添加 1 mM D-肉碱条件下的 13C-NMR结果

Fig 3.17 13C-NMR results of ZW4-1 at 37°C, 2M salt concentration added with 1 mM D-carnitine

注：B：甘氨酸甜菜碱信号；E：四氢嘧啶信号；H：羟基四氢嘧啶信号；G：谷氨酸信

号；N：Nγ-乙酰二氨基丁酸信号。

Kleber 等人发现，当 L-肉碱存在于培养混合物中时，或者当细菌与 L-或 DL-

肉碱预先培养时，醋酸钙不动杆菌（Englard et al，1983）可以利用 D-肉碱作为

营养物质，但没有观察到 D-肉碱作为唯一碳源的生长（Kleber et al，1977）。为

了检测 D-肉碱是以未经修饰的形式在细胞内积累还是转化为甘氨酸甜菜碱提供

渗透保护作用，将菌株 ZW4-1 接种到添加 1 mM D-肉碱的中等盐度 S-M63 培养

基中，在 37℃恒温振荡培养箱振荡培养。提取相容性溶质后 13C-NMR 核磁分析

结果表明，ZW4-1（图 3.17）提取物中的主要渗透保护物是甘氨酸甜菜碱和四氢

嘧啶，这表明即使在没有 L-肉碱存在的情况下，需盐色盐杆菌也能将 D-肉碱转

化为甘氨酸甜菜碱行使渗透保护作用。
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3.4.11 回补菌株生长曲线的测定

图 3.18 回补菌株在 37℃，葡萄糖作为碳源，L-肉碱作为氮源条件下的生长曲线

Fig 3.18 Growth curve of the apoplectic strain at 37°C with glucose as carbon source and

L-carnitine as nitrogen source

在体外回补试验中，菌株∆csal_7234（pBBR1MCS-7234）能够在以 L-肉碱为

唯一氮源的 S-M63 中生长，而∆csal_7234（pBBR1MCS-2）不能在以 L-肉碱为唯

一氮源的 S-M63 中生长。证实了∆csal_7234 不能利用 L-肉碱作为唯一的氮源是

这三个基因（csal_3172、csal_3173 和 csal_3174）被破坏的结果。

3.5 本章小结

为了进一步验证突变株及野生型菌株在不同条件下细胞内相容性溶质的积累，本研

究利用 13C-NMR核磁检测野生型及突变株在高温、低温、高盐、低盐等不同极端条件

下的相容性溶质的积累，细胞在不同生长条件下会积累不同的相容性溶质，测定细胞在

不同生长条件下的生长曲线，进一步说明不同相容性溶质对细胞渗透调节和对外部压力

的作用。通过 ZW4-1在不同盐浓度的，添加或不添加 DL-肉碱的 S-M63培养基中的生

长曲线和核磁结果发现，肉碱确可以提高细胞的渗透保护，但他的作用是间接通过转化

为甘氨酸甜菜碱实现的，在需盐色盐杆菌中，侧面说明甘氨酸甜菜碱的渗透保护作用要
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比肉碱好。通过∆csal_3172，∆csal_3173，∆csal_3174 和∆csal_7234 在中等盐浓度的

S-M63培养基中添加 DL-肉碱或 L-肉碱的核磁结果说明，肉碱可以作为一种相容性溶质

在细胞内积累，且 csal_3173的敲除完全阻断了 L-肉碱代谢为甘氨酸甜菜碱的途径，

csal_3174基因的敲除部分阻断了 L-肉碱代谢为甘氨酸甜菜碱的途径，而 13C-NMR核磁

共振结果显示 csal_3172基因的敲除对 L-肉碱代谢为甘氨酸甜菜碱没有影响，分析可能

是因为细胞内还有另外一种与 csal_3172功能相似的基因，当 csal_3172基因的功能丧失

后，这个基因会代替 csal_3172基因行使部分功能。且通过核磁实验发现，肉碱在细胞

内是以没修饰过的形式存在的，而不是以肉碱盐酸盐的形式存在。通过需盐色盐杆菌

ZW4-1在低温低盐，低温高盐；高温低盐，高温高盐条件下的生长曲线和核磁共振结果，

得知肉碱的存在不仅可以作为相容性溶质对细胞有渗透保护作用，而且对外界环境的温

度压力也有抗压作用。在培养基添加 D-肉碱作为外源添加物时，13C-NMR核磁结果显

示细胞内也积累甘氨酸甜菜碱，说明细胞内还存在一条未被发现的 D-肉碱代谢为甘氨

酸甜菜碱的代谢途径。
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第四章 结论与展望

4.1 结论

实验前期预测 csal_3172 基因的敲除也可能会阻断需盐色盐杆菌中 L-肉碱的

代谢，但观察到Δcsal_3172 保持了以 L-肉碱为唯一氮源的生长能力，且在 L-肉

碱作为外源添加物时，13C-NMR 仍检测到 GB。而Δcsal_3173 完全丧失了以 L-肉

碱为唯一氮源的生长能力，在 L-肉碱作为外源添加物时，13C-NMR 结果显示没有

GB 存在。结合 csal_3173 基因的底物特异性结果表明，csal_3173 基因编码的肉

碱脱氢酶催化 L-肉碱代谢途径的起始步骤产生脱氢肉碱，而 D-肉碱分解代谢通

过另一条未知途径进一步降解产生 GB，Δcsal_3174 完全丧失了以 L-肉碱为唯一

氮源的生长能力，13C-NMR 仍检测到细胞主要积累肉碱，同时也有少量的 GB存

在。说明可能有其他基因取代了 csal_3172 和 csal_3174 基因催化脱氢肉碱向 GB

的转化。由于在需盐色盐杆菌基因组中没有发现 csal_3172 或 csal_3174 基因的同

源基因，因此可以排除冗余基因存在的可能性。此外，在外源 DL-肉碱存在的情

况下，csal_3172 或 csal_3173 基因突变不影响两株突变体在 37℃不同盐度条件下

的生长，但 csal_3174 基因突变显著降低了突变体在低温和高温条件下的比生长

速率，∆csal_7234在低温和高温下的生长特性与Δcsal_3174的生长特性基本一致，

表明 csal_3174 基因是影响∆csal_7234 表型的重要基因。综上所述，DL-肉碱代谢

为 GB 的分子机制以及肉碱在需盐色盐杆菌适应渗透胁迫和温度胁迫中的作用远

比人们目前所理解的要复杂得多。

GB 是目前发现的在耐盐微生物和嗜盐微生物中对调节细胞渗透压最有效的

相容性溶质之一，在高盐度条件下，需盐色盐杆菌可以通过从培养基中运输胆碱

并将其氧化为 GB 来积累。在本研究中提出了另一种合成 GB 的替代途径，即在

温度胁迫和盐胁迫条件下，转运的肉碱部分或全部转化为 GB。本研究结果表明，

肉碱的渗透保护作用是由于其转化为 GB 所致，而 DL-肉碱的存在导致肉碱及其

代谢中间体 GB 在低温和高温下同时在细胞内积累，从而提高了高盐和温度胁迫

下细胞的耐受上限。目前只有在 MRS 培养基中细胞同时积累甘氨酸甜菜碱和肉

碱的报道，但由于 MRS 培养基组分中含有大量的 GB 和肉碱，所以很难区分和

解释这两种化合物的生理功能，而本研究首次揭示了细胞在限制性培养基中同时

积累 GB 和肉碱后两种化合物在细胞内的生理作用。此外，本研究还发现高盐和

热胁迫细胞使含有肉碱、GB、四氢嘧啶和海藻糖的混合物，这表明，当细胞受到
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两个或多个因素的胁迫时，细胞内的肉碱和转化的 GB 不能提供足够的保护，从

而导致四氢嘧啶和海藻糖的内源合成被上调，细胞同时积累更多类型的相容性溶

质来应对多因素胁迫。对于给定的微生物，这种生理反应无疑提高了它对不同生

态位和栖息地不同环境因素的适应性。

4.2 展望

我国有上亿亩盐碱化耕地，主要分布在东北、西北等沿海地区，这些地区多

耕地且盐碱化严重，随着全球气候变暖，海平面上升，人为使用耕地不当等因素，

盐碱化土地面积还在日益增加。耐盐微生物经过长期的发展进化，已经具备完善

的渗透响应体系和耐盐机制，挖掘耐盐生物种质资源，深入研究嗜盐微生物独特

的耐盐调控机制，通过基因工程的手段打破物种限制，将嗜盐菌的耐盐基因及其

调控因子转移到植物或其它微生物基因组中，对于提高工农业生产用微生物菌

种、农作物的抗逆性以及盐碱地的利用效率等方面具有广阔的应用前景。本研究

结果表明，肉碱在盐胁迫条件下的积累和代谢具有重要的生理功能，并且肉碱在

细菌适应外界胁迫条件中的作用更为广泛，他并不仅限于目前报道的对低温的保

护，还有高温保护等作用。所以，肉碱在细菌中的作用是多元化，是极其丰富的，

人们对嗜盐微生物的研究，对肉碱等相容性溶质的研究还需进一步深入探索。这

不仅有揭示自然规律的理论研究意义，而且还具有很高的实际应用价值。
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缩写词 英文名称 中文名称

PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链反应

BKACE β- keto acid cleavage enzyme β-脱氢肉碱裂解酶

OD Optical density 光密度

GG Glucosylglycerate 葡萄糖基甘油酸酯

LB Luria-Bertani Medium LB培养基

TLC Thin-layer chromatography 薄层色谱

TMA Trimethylamine 三甲胺

mg Milligram 毫克

mL Milliliter 毫升

μL Microlitre 微升

bp base pair 碱基对

cat Chloramphenicol Acetyltransferase 氯霉素乙酰基转移酶

E. coli Escherichia coli 大肠杆菌

DNA Deoxyribonucleic Acid 脱氧核糖核酸

SDS Sodium dodecyl sulfat 十二烷基磺酸钠

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳

Da Dalton 道尔顿

IPTG Isopropyl-β-D-thilgalactoside 异丙基-β-D-硫代半乳糖

DMSO Dimethylsulfoxide 二甲基亚砜
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