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中度嗜盐菌四氢嘧啶合成基因的克隆与功能分析 
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摘  要: 中度嗜盐菌 Bacillus alcalophilus DTY1分离自晋西北黄土高原盐碱土壤, 能够产生耐盐相关的相容性溶质四氢

嘧啶。为了研究四氢嘧啶的功能, 克隆了 DTY1 菌株四氢嘧啶合成基因簇 ectABC。ectA、ectB 和 ectC 分别编码 169、

428 和 132 个氨基酸的肽链, 分别与 B. halodurans C-125 中的二氨基丁酸乙酰基转移酶(EctA)、二氨基丁酸氨基转移酶

(EctB)、四氢嘧啶合成酶(EctC)同源性达 59%、81%和 81%。将携带该基因簇的 4.0 kb 片段转入蜡质芽孢杆菌 B. cereus Z

后, 芽孢杆菌的耐盐度显著提高。HPLC 检测发现, 在 1.0% NaCl 浓度下, 转化菌 B. cereus Z-E 菌株生成 70.1 mg/g 四氢

嘧啶, 而在 5.0%的 NaCl 浓度下四氢嘧啶的产量高达 118.6 mg/g, 显著高于 B. alcalophilus DTY1 的四氢嘧啶产量。而且

随着盐浓度的提高, 四氢嘧啶的合成量也随之提高。由此证明四氢嘧啶参与中度嗜盐菌重要的渗透调节, ectABC 的表达

受盐诱导。 
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Abstract: Bacillus alcalophilus DTY1, one moderate halophytic bacterium isolated from saline soil in Loess Plateau of China, was 
characterized with efficient production of ectoine. In this study, the gene cluster ectABC taking in charge of biosynthesizing ectoine 
was cloned from the genomic library of strain DTY1. Nucleotide sequencing indicated that ectA, ectB and ectC were predicted to 
encode peptides of 169, 428 and 132 amino acids, respectively. The deduced amino acid sequences of EctA, EctB and EctC share 
59%, 81% and 81% identity to 2,4-diaminobutyric acid acetyltransferase, 2,4-diaminobutyric acid transaminase and ectoine synthase 
of B. halodurans C-125, respectively. A fragment containing ectABC genes was introduced into B. cereus Z, which made the trans-
genic Z cells increased tolerance to salt, remarkably. HPLC analysis of ectoine in the transgenic Z cells revealed that 70.1 mg/g  
ectoine was detected in 1.0% NaCl medium and 118.6 mg/g ectoine in 5.0% NaCl medium. Furthermore, as the concentration of salt 
increased, transgenic Z cells accumulated more ectoine. These results suggest that ectoine is an important facet in B. alcalophilus 
DTY1 to high-osmolarity surroundings, and the expression of ectABC is induced by salt strength. 
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1,4,5,6-四氢-2-甲基-4-嘧啶羧酸(1,4,5,6-Tetrahydro- 

2-methyl-4-pyrimidinecarboxylic acid)俗称四氢嘧啶

(Ectoine), 是许多耐盐微生物为维持渗透压平衡而

在细胞内产生的一种相容性溶质[1,2]。四氢嘧啶能够

稳定天然蛋白质的水合层, 保护酶、DNA 等生物大

分子和细胞膜结构, 帮助细胞抵抗冷冻、干旱、高

温、高盐、辐射等各种逆境[3,4]。四氢嘧啶也有许多

商业用途, 如防止皮肤衰老、用做酶的稳定剂、微

生物的保护剂、治疗癌症的化疗保护剂等 [5,6]。

Canovas 等人 [7]通过生物化学手段研究证明了

Halomonas elongate中四氢嘧啶的合成主要由 3个酶

催化完成(图 1)。天冬氨酸-β-半醛(Aspartic β-semi-

aldahyde, ASA)是合成四氢嘧啶的主要前体, 也是二

氨基丁酸氨基转移酶 (Diaminobutyric acid ami-

notransferase, EctB)的底物。二氨基丁酸乙酰基转移

酶(Diaminobutyric acid acetyltransferase, EctA)负责

将 EctB 的催化产物 2,4-二氨基丁酸(DABA)转化为

N′-乙酰基-2,4-二氨基丁酸(ADABA)。最后由合成酶

(Ectoine synthase, EctC)环化生成四氢嘧啶。

Nakayama等[8]将 ectA、ectB、ectC三个基因通过花

椰菜花叶病毒转入烟草后发现, 即使在四氢嘧啶少

量表达的情况下, 转基因烟草也比对照显示出对高

渗条件的良好适应性。Moghaieb 等人 [9]研究表明, 

转基因烟草中 , 四氢嘧啶在根部的积累高于叶片 , 

并证明与提高植物耐盐性直接相关。 

嗜碱芽孢杆菌(Bacillus alcalophilus) DTY1分离

自晋西北黄土高原盐碱土壤, 是一株产四氢嘧啶的

中度嗜盐菌, 目前已经从该菌中克隆到了部分与四

氢嘧啶合成相关的 ectB基因[10]。与前人的研究结果

不同, DTY1 菌株中 ectB 基因上游存在一个典型的

σ70 启动子, 说明该菌株可能存在独特的四氢嘧啶合

成与调控机制。本研究在此基础上构建 DTY1 的黏

粒文库, 克隆四氢嘧啶合成基因簇, 并通过异源表

达解析四氢嘧啶的耐盐功能。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
本实验所用菌株和质粒见表 1。B. alcalophilus 

DTY1和 B. cereus Z(蜡质芽孢杆菌)在 LB培养基中

30℃培养 36~48 h 可至对数生长后期。Escherichia 

coli DH5α需 37℃生长 12~16 h。相应的抗性质粒所

用抗生素浓度分别为: 氨苄青霉素 50 μg/mL, 四环

素 20 μg/mL。各种限制性内切酶、T4 DNA连接酶、

胶回收试剂盒等均为 TaKaRa 产品, 其余常用试剂 

表 1  菌株和质粒 
Table 1  Bacterial strains and plasmids used in this study 

Strains/Plasmids Character Source 

Bacillus alcalophilus DTY1 Wide type; ectoine+ [10] 

B. cereus Z Wide type; ectoine- Lab collection 

B. cereus Z-H B. cereus Z containing pHY300PLK This study 

B. cereus Z-E B. cereus Z containing pHY300-E This study 

Escherichia coli   

DH5α φ80 lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 hsdR17 recA1 endA1 thi-1 Lab collection 

DH5α-H E. coli DH5α containing pHY300PLK This study 

DH5α-E E. coli DH5α containing pHY300-E This study 

Plasmids   

pLAFR5 Tcr; oriT, Cosmid vector [11] 

pBluescript ⅡSK+ Apr; Cloning vector Stratagene 

pBS-10k pBluescript ⅡSK+ containing 10 kb EcoR I-BamH I fragment carrying ectABC This study 

pBR322 Apr, Tcr; Cloning vector Lab collection 

pBR322-E pBR322 containing 4.0 kb Sal I-Sph I fragment from pBS-10 k This study 

pHY300PLK Apr, Tcr; ori177、oriα1, Shuttle vector TaKaRa 

pHY300-E pHY300PLK containing 4.0 kb Sal I-BamH I fragment  from pBR322-E This study 

Apr, Tcr indicate resistance to ampicillin and tetracycline, respectively. 
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图 1  四氢嘧啶合成途径 
Fig. 1  Biosynthetic pathway of ectoine 
(a) ASA; (b) DABA; (c) ADABA; (d) Ectoine 

 

均为国产或进口分析纯。引物由上海生工合成。电

击转化仪为 Bio-Rad 产品(Gene pulser® )Ⅱ , 高压液

相色谱仪为 Waters 600产品。 

1.2  四氢嘧啶合成基因的克隆 
利用黏粒载体 pLAFR5 构建 DTY1 的基因组文

库, 具体参考魏海雷等人的方法[12]。根据已克隆的

四氢嘧啶合成基因片段设计引物 ect1198(5′-TCGA 

TTTCTTCGCAGGTGCAGG-3′)与 ect1966(5′-GGA 

ATGTGCCATTATGTTCGCC-3′), PCR筛选基因组文

库。PCR程序如下: 95oC变性 5 min, 95oC 40 s, 58oC 

40 s, 72oC 1 min, 共 30个循环, 72oC延伸 10 min。

将筛选到的阳性克隆分别用多种限制性内切酶

EcoRⅠ、BamHⅠ、Hind Ⅲ、PstⅠ等酶切, 连接质

粒 pBluescript SK+Ⅱ 进行亚克隆。PCR 筛选阳性转

化子并测序。 

1.3  穿梭表达载体的构建与转化 
根据测序结果用 SphⅠ和 SalⅠ双酶切质粒

pBS-10 k, 胶回收约 4.0 kb片段, 接入同样酶消化的

pBR322, 构建质粒 pBR322-E。用 BamHⅠ与 SalⅠ

双酶切 pBR322-E, 接入 BglⅡ与 SalⅠ消化过的

pHYPLK300, 构建穿梭表达载体 pHY300-E。采用电

击法转化 B. cereus Z, 电击转化条件为: 电压 1.2 kv, 

电容 25 μF, 电阻 200Ω。通过质粒提取和酶切鉴定

阳性转化子。 

1.4  耐盐度测定 
配制不同 NaCl 浓度的 LB 培养基, 划线接种

DH5α、B. cereus Z 及其衍生菌株, 培养 48 h后检查

各菌株生长情况。配置临界盐浓度的 LB培养液, 分

别接种各菌株, 每隔 6 h测定菌落生长密度(OD600)。 

1.5  四氢嘧啶含量的检测 
采用改进的高压液相色谱法(HPLC)检测各菌株

在 1.0%、3.0%、5.0%盐浓度下的四氢嘧啶含量, 参

考张薇等人研究方法[10]。 

2  结果 

2.1  四氢嘧啶合成基因的克隆 
利用保守引物 ect1198和 ect1966筛选 DTY1菌

株的黏粒文库, 从 1700个转化子中筛选到 3个阳性
克隆, 分别为 p5-46、p6-18、p27-24。用 EcoRⅠ和
BamHⅠ双酶切对 p5-46 进行亚克隆得到约 10.0 kb
的阳性片段。测序表明, 其中 3个串联的 ORF与四
氢嘧啶合成基因簇 ectABC具有同源性。ectA长度为
510 bp, 编码169个氨基酸的肽链, 分子量约为18.9 kD, 
与 B. halodurans C-125中二氨基丁酸乙酰基转移酶
(BAB04639)同源性为 59%。ectB长度为 1287 bp, 编
码 428个氨基酸的肽链, 分子量约为 47.0 kD, 与 B. 
halodurans C-125 中 二 氨 基 丁 酸 氨 基 转 移 酶
(BAB04638)同源性达 81%。EctB具有转氨酶保守的
3个氨基酸(Gly-204, Asp-240, Lys-269), 另外一个保
守的精氨酸位点被赖氨酸残基所取代 (Lys-392)。
ectC长度为 399 bp, 编码 132个氨基酸的肽链, 分子
量约为 15.0 kD, 与 B. halodurans C-125中四氢嘧啶
合成酶(BAB04637)同源性达 81%。ectA与 ectB间隔
82 bp, ectB 与 ectC 间隔 71 bp。该基因簇序列在
GenBank中登录号为 DQ471210。 

2.2  四氢嘧啶基因对菌株耐盐性影响 
通过质粒提取和酶切鉴定获得了阳性转化子

(数据未列出)。在 LB培养基中 DH5α耐盐临界值为
5.8%, 但是接入多拷贝的 ectABC基因后并不能提高
其耐盐能力。在 6.0%的 NaCl培养基中, DH5α-H与
DH5α-E均没有生长(图 3)。B. cereus Z的临界盐浓
度为 5.0%, 携带了外源 ectABC 基因簇的 B. cereus 
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图 2  四氢嘧啶基因簇物理图谱 
Fig. 2  Physical map of ectoine gene cluster 

RBS represent ribosome-binding site. The start code in framed and the arrow shows the orientation of transcription. Palindromic sequence is 
marked by reverse arrows. Sequences of ect1198 and ect1966 are conservative primes of ectB. The -10 and -35 region indicate promoter 

sequences. The σB sequence is GTTTAA-N12–14-GGGTAT, and the σ70 sequence is TTGACA-N17-TATAAT 

 

图 3  相关菌株在 6%NaCl 的 LB 培养基中生长曲线 
Fig. 3  Growth curves of several strains in 6.0% NaCl LB medium 
(a) E. coli DH5α-H and DH5α-E strains; (b) B. cereus Z-H and Z-E strains 

 

Z-E菌株能够在 6.0%的 NaCl培养基中稳定生长, 与
野生型相比耐盐度提高了 20%(图 3)。 

2.3  四氢嘧啶含量测定 
实验测定了各菌株在 1.0%、3.0%、5.0%盐浓度

下的四氢嘧啶产量。E. coli DH5α和 B. cereus Z是两

株非四氢嘧啶产生菌, 不论在何种盐浓度下均没有

检测到四氢嘧啶的产生, 而且在转化了四氢嘧啶基

因的 DH5α-E 菌株中没有分离到四氢嘧啶。但是在

B. cereus Z-E菌株中检测到了一定量的四氢嘧啶(图

4)。在 1.0%NaCl浓度下, Z-E菌株生成 70.1 mg/g四

氢嘧啶, 而在 3.0%的盐中检测到 94.7 mg/g, 在 5.0%

的 NaCl浓度下四氢嘧啶的产量高达 118.6 mg/g, 约

为B. alcalophilus DTY1四氢嘧啶合成量的 15~50倍[10], 

且随着盐浓度提高 , 四氢嘧啶的生成量也逐渐升
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高。当盐浓度从 1.0%提高到 5.0%, 四氢嘧啶的产量

提高了 1.7 倍, 说明高盐环境对四氢嘧啶的产生具

有诱导作用。 

 

图 4  相关菌株在不同盐激条件下四氢嘧啶产量 
Fig. 4  Accumulation of ectoine of several strains 

in different salinity medium 
 

3  讨论 

四氢嘧啶作为一种细胞间相容性溶质, 广泛存

在于中度嗜盐菌中, 是重要的渗透调节物质。本研

究通过基因组文库筛选, 从 B. alcalophilus DTY1中

克隆了四氢嘧啶合成基因簇, 并通过异源表达证明

了四氢嘧啶是菌株 DTY1耐盐的主要因子之一。 

试验中发现, 四氢嘧啶合成基因在 E. coli和 B. 

cereus 中的表达有明显不同, 这可能是由于遗传背

景的差异造成的表达调控差异。相对于 E. coli来说, 

B. alcalophilus与 B. cereus的亲缘关系更近, 因此同

源的基因更容易在 B. cereus中表达。另一个主要原

因可能是 E. coli中缺乏合成四氢嘧啶的前体物质。

本研究所克隆的四氢嘧啶合成基因中, 在 ectA 和

ectB 调控区分别发现了典型的 σB和 σ70启动子, 而

且在 ectA基因的下游存在一个可能的转录终止结构, 

由此推测 ectA和 ectB可能是分别转录的(图 2)。这与

B. pasteurii、Halobacillus dabanensis、Marinococcus 

halophilus 中所克隆的四氢嘧啶合成基因有典型的

区别[2,13,14]。σB在芽孢杆菌中是一个典型的诱导性启

动子, 可以受高温、乙醇、盐、氧等条件的诱导。

本试验中 Z-E 菌株四氢嘧啶的产量随盐浓度提高而

升高的现象可能与 σB的诱导有关。 

目前在四氢嘧啶的工业生产中, 主要采用一种

称之为泌乳工艺(Bacterial milking)的新型生物技术, 

利用高渗和低渗环境的反复交替, 从而刺激菌体产

生大量四氢嘧啶 , 所用菌株大多为革兰氏阴性菌 , 

如短杆菌(Brevibacterium sp. JCM6894)[5]、伸长盐单

胞菌 (Halomonas elongata)[1]、盐脱氮盐单胞菌

(Halomonas halodenitrificans)[15]。革兰氏阳性菌海球

菌(Marinococcus M52)只能采用一次培养工艺进行

四氢嘧啶的生物发酵 [1], 所以一般认为革兰氏阳性

细菌不适合细菌泌乳工艺[16]。目前国内只有何健等[17]

报道过 Virgibacillus marismortui为可以在盐激条件

下产生四氢嘧啶的阳性菌, 但对基因表达活性没有

进一步验证。本研究中革兰氏阳性菌 DTY1, 不仅可

以异源表达, 而且产四氢嘧啶能力受高渗环境影响, 

从而扩大了可进行细菌泌乳工艺菌株的筛选范围 , 

方便工业生产。 
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