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中度嗜盐菌能耐受含0~320 g/L NaCl的高盐环境 [1]，广

泛分布于细菌域的各主要系统发育分枝上，包括好氧化能异

养菌、厌氧化能异养菌、光能自养菌、光能异养菌、化能无

机营养细菌等多种营养类型的细菌. 目前，已发现的中度嗜

盐菌多数为盐单胞菌科（Halomonadaceae）的革兰氏阴性菌，

也有其他科的好氧或兼性厌氧革兰氏阴性菌、好氧革兰氏

阳性菌、产甲烷古菌或严格厌氧细菌. 其中盐单胞菌科革兰

氏阴性菌多数属于盐单胞菌属（Halomonas）和色盐杆菌属

（Chromohalobacter）两个属. 
中度嗜盐菌在食品工业﹑酶制剂生产﹑基因工程﹑化妆

品生产﹑多聚体生产﹑环境污染的生物修复等领域具有广泛

的应 用价值 [2~3]. 中度嗜盐菌的耐盐机理复杂多样，已经被

阐述的有相容性溶质的积累，细胞膜﹑壁的稳定构造，细胞

容积的调节，质膜、色素及H+泵作用，排盐作用等 [4]. 相容性

溶质不仅能为细胞提 供渗透保护，还能 通过“优先排除模

式”[5]和热力学效应 [6]等对细胞内的生物大分子起抗热、抗

旱、抗冻和抗变性等稳定作用，在酶工程、分子生物学、基

因工程和化妆品工业中被广泛应用 [7]. 已经被发现的相容性

溶质包括糖类和糖苷类（海藻糖、葡萄糖苷等）、氨基酸类

（谷氨酸、脯氨酸和谷氨酰胺等）、甜菜碱类（甘氨酸甜菜

碱、脯氨酸甜菜碱等）、四氢嘧啶和羟基四氢嘧啶以及乙酰

二氨基酸（乙酰鸟氨酸、乙酰赖氨酸等）[8]. 四氢嘧啶类物质

是目前发现的在细菌界分布最广泛的相容性溶质，它不仅是

一种重要的渗透压调节剂，而且有渗透压基因诱导 [9]、抗逆

保护 [10]、分子伴侣 [11]、防辐射和保湿等作用，在农业和生物

医学领域有着广阔的应用前景. 
NY-011是从盐生杜氏藻（Dunaliella salina）培养物内筛

选到的一株具有广泛NaCl（0~260 g/L）耐受范围的嗜碱耐盐

一株中度嗜盐菌Halomonas sp. NY-011的
耐盐特性及机理*

王魁荣  张树军  李少贺  桑小雪  白林含**

（四川大学生命科学学院生物资源与生态环境教育部重点实验室  成都  610065）

Osmotolerance Property and Mechanism of a Moderately Halophilic Bacterium 
Halomonas sp. NY-011*

WANG Kuirong, ZHANG Shujun, LI Shaohe, SANG Xiaoxue & BAI Linhan**

(Key Laboratory of Bio-resources and Eco-environment of Ministry of Education, College of Life Sciences, Sichuan University, Chengdu 610065, China)

Abstract   �������� ����� ����������� ����������A moderately halophilic bacterium Halomonas sp. NY-11 was isolated from our laboratory, and its osmotolerance 
property and mechanism were studied. Strain NY-11 could maximally tolerate 260 g/L NaCl in LB medium and its tolerance 
to NaCl was over 150 g/L in M63. The absence of chloridion would obviously inhibit the growth of NY-11 under salt and 
potassium was more suitable to provide intracellular osmotic pressure than lithium and magnesium. NY-11 accumulated 
potassium, free amino acids and other compatible solutes to equilibrate extracellulary osmotic pressure. The components of the 
intracellular compatible solutes of NY-11 varied with  the changing of NaCl concentrations in medium, while ectoine, which 
was the most important component, increased with the increasing of NaCl concentration, reaching 71.5 mg/g by dry weight 
under 120 g/L NaCl. NY-11 could import extracellular ectoine and glycine betaine to improve osmotolerance, and the synthesis 
of protein was obviously depressed by the increased NaCl concentration in medium. Fig 5, Tab 2, Ref 24
Keywords  Halomonas; moderately halophilic bacterium; osmotolerance property; osmotolerance mechanism; compatible 

solute; ectoine
CLC  Q939.105

摘  要   对本实验室分离到的一株中度嗜盐菌Halomonas sp. NY-011的耐盐特性和耐盐机理进行了初步研究. NY-011在
LB培养基中最大能耐受260 g/L NaCl浓度，在M63培养基中能耐受大于150 g/L NaCl浓度. Cl-的缺少对NY-011的耐盐生

长有明显抑制，K+较Li+和Mg2+更适合于为NY-011提供内部渗透压力. NY-011通过在胞内积累K+、游离氨基酸及其他相

容性溶质对抗胞外渗透压力. NY-011胞内相容性溶质组成随培养基NaCl浓度变化而变化，四氢嘧啶是最主要的组成

成分，含量随培养基NaCl浓度增加而增加，120 g/L NaCl时浓度可达到71.5 mg/g干重. NY-011还可吸收胞外的四氢嘧啶

和甜菜碱以平衡外界高渗透压. 随着培养基中NaCl浓度的提高，NY-011菌体蛋白的合成受到明显抑制. 图5 表2 参24
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菌，是典型的中度嗜盐菌，且在本属内耐盐能力相对较高. 细
胞形态电镜观察、生理生化分析以及16S rDNA序列比对显

示该菌属于盐单胞菌属（Halomonas），但与本属已经报道的

最接近的种Halomonas pantelleriensis仍存在差异 [12]，可能为

本属新种. 因此，本研究对其耐盐特性及耐盐机理进行了探

讨，具有潜在的理论研究及实际应用价值. 

1  材料与方法
1.1  材� � �料
1.1.1  菌��  �株    NY-011为本实验室从盐生杜氏藻（Dunaliella 
s a l i n a）培 养 物 内 筛 选 得 到 ，初 步 鉴 定 为 盐 单 胞 菌 属

（Halomonas sp.）. 
1.1.2 试剂与仪器    LB培养基：10 g胰化蛋白胨，0.5 g酵母提

取物，NaCl视需要加入，加水至1 L， pH=7.5（以KOH调节）. 
M63基础培养基：KH2PO4 13.6 g，（NH4）2SO4 2.0 g，

FeSO4·7H2O 0.5 mg，MgSO4·7H2O 0.25 g，葡萄糖10 g，NaCl视
需要加入，加水至1 L，pH=7.5（以KOH调节）. 
1.2  NY-011的耐盐特性研究
1.2.1  不同培养基对NY-011耐盐生长的影响    接种NY-011于系

列NaCl浓度的LB培养基和M63基础培养基中，于30 ℃�、200 
r/min培养18 h，紫外-可见分光光度计（岛津UV2100）测定

600 nm下OD值，比较其生长情况. 
1.2.2  不同种类的阴﹑阳离子对NY-011耐盐生长的影响    在无

NaCl的M63培养基中，控制Na+的浓度为0.34 mol/L，然后按

需要分别加入NaNO3、Na2SO3、Na2SO4、NaF；控制Cl-的浓度

为0.34 mol/L，然后按需要加入NaCl、KCl、MgCl2、LiCl；接

种NY-011于30 ℃�、200 r/min培养18 h，测定600 nm下OD值，比

较其生长情况. 
1.2.3  不同渗透冲击对NY-011耐盐生长的影响    分别将培养于

20 g/L﹑100 g/L NaCl浓度的处于对数生长期的NY-011接种到

不同NaCl浓度的M63培养基中，于30 ℃�、200 r/min培养18 h，

测定600 nm下OD值，比较其生长情况. 
1.2.4  不同接种量对NY-011耐盐生长的影响    分别按照1%、

2%和5%接种量接种NY-011到不同NaCl浓度的M63培养基

中，于30 ℃�、200 r/min培养18 h，测定600 nm下OD值，比较其

生长情况. 
1.2.5  外加相容性溶质对NY-011耐盐生长的影响    分别将谷氨

酸、甘氨酸甜菜碱和四氢嘧啶加入不同NaCl浓度的M63培养

基中至终浓度为1 mmol/L，接种NY-011于30 ℃�、200 r/min培

养18 h，测定600 nm下OD值，比较其生长情况. 
1.3  NY-011的耐盐机理研究

于系列NaCl浓度下培养NY-011至对数生长期，离心收集

菌体. 
参照Olga C. Nunes等的方法 [13]提取NY-011胞内相容性溶

质，600 MHz 13C NMR（Bruker AV II-600 MHz）确定相容性

溶质种类. 
参照Shinichi Nagata等的方法 [14]提取NY-011胞内K+和

Na+，原子吸收光谱仪（VARIAN SpectrAA 220Z）确定胞内

K+、Na+浓度；提取NY-011胞内游离氨基酸，氨基酸自动分析

仪（日立8800）确定胞内游离氨基酸的浓度. 
参照洪青等的方法 [15]提取NY-011菌体总蛋白，Bradford

法测定菌体总蛋白. 
参照Valentina N. Khmelenina等 [16]和Shinichi Nagata

等 [17]的方法分别提取NY-011胞内总相容性溶质和低渗条件

下胞外释放相容性溶质，600 MHz 1H NMR（Bruker AV II-600 
MHz）测定四氢嘧啶的浓度. 

2  结果与讨论
2.1  NY-011的耐盐特性
2.1.1  不同培养基对NY-011耐盐生长的影响    从图1中可以看

出，NY-011在LB培养基和M63培养基中均有较广的耐盐范

围，在LB中生长明显较M63中旺盛. 菌株在LB中的最佳生长
NaCl浓度为100 g/L，而在M63中为20 g/L. 当M63培养基中

NaCl浓度大于150 g/L后，NY-011基本停止生长. 
培养基营养的丰富程度对NY-011耐盐生长影响较大，

LB培养基中含有复杂的营养组成，某些组分可能会被其吸

收利用或者对其产生某种生理作用，从而提高其耐盐能力. 

2.1.2  不同种类的阴﹑阳离子对NY-011耐盐生长的影响    从图

2-A中可以看出，NY-011在含有4种不同钠盐的培养基上生长

受到明显抑制，这说明Cl-对其耐盐生长是必需的. 在3种不同

盐酸盐中，NY-011只在KCl中生长良好，在与Na+同族的Li+以

及二价的Mg2+中生长均受到明显抑制. 
Markus Roebler等认为，嗜盐菌胞内某些用于适应高渗

透环境的生理行为有Cl-依赖性，Cl-的缺失会严重影响嗜盐

菌对高渗透环境的适应 [18~19]. 中度嗜盐菌生长对盐的需求有

两个方面，一方面要一定量的Na+来维持跨膜的Na+梯度，另

一方面是为了保持细胞内外渗透压平衡. 从图2-A中可以看

出，K+在提供胞内渗透压方面要比Li+以及Mg2+更有效. 
2.1.3  不同渗透冲击对NY-011耐盐生长的影响    从图2-B中可

以看出，渗透冲击对NY-011的耐盐生长有显著影响. 在100 g/
L NaCl浓度下生长的接种物在20~150 g/L NaCl浓度范围内均

较20 g/L NaCl浓度下生长的接种物有生长优势，且前者在170 
g/L NaCl浓度时仍有明显生长，而后者在150 g/L NaCl浓度时

已基本停止生长. 
这主要是因为NY-011在较高NaCl浓度下，胞内适应高渗

透环境的生理状态可以直接在接种到新鲜培养基后发挥作

用，不用度过相对较长的适应期而直接进入对数生长期，从

而达到较大的菌体产量. 细菌表面的渗透感应系统也会直接

以工作状态进入新鲜培养基而省去受渗透正调控过程 [20]. 
2.1.4  不同接种量对NY-011耐盐生长的影响    从图2-C中可以

看出，较大的接种量可以有效地促进NY-011的耐盐生长. 以

图1  不同培养基对NY-011耐盐生长的影响
Fig. 1  Effect of different mediums on salt-tolerant growth of NY-011 
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5%浓度接种后在150 g/L NaCl浓度下的菌体产量是以1%浓度

接种后在20 g/L NaCl浓度下菌体产量的1.15倍. 
这可能有三方面的原因. 一方面，较大的本底细胞浓度

经过对数期生长后会产生较大的菌体产量；第二，嗜盐菌会

在胞内积累相容性溶质的同时向胞外少量释放，从而对周围

环境中的细胞产生渗透保护作用；第三，生物界普遍存在相

同物种在面临恶劣环境下的协同作用，嗜盐菌也不例外. 
2.1.5  外加相容性溶质对NY-011耐盐生长的影响    从图2-D可

以看出，在低渗条件（0~50 g/L NaCl）下外加相容性溶质对
NY-011的耐盐生长影响不大，而在高渗条件下（80~250 g/L 
NaCl）外加1 mmol/L四氢嘧啶和甜菜碱可以显著增强NY-011
的耐盐生长，外加谷氨酸对其耐盐生长影响不明显. 四氢嘧

啶的增强作用最为显著，在外加1 mmol/L四氢嘧啶情况下，
NY-011在200 g/L NaCl浓度下的生长状况几乎与没有外加任

何相容性溶质情况下其在80 g/L NaCl浓度下的生长状况持

平. 
嗜盐菌除了自身合成相容性溶质以抵抗外界渗透压力

外，也会通过细胞膜上的转运系统从周围环境中吸收相容性

溶质以节省从头合成所需的能量 [21]. 已被证实的相容性溶质

大都存在独有或共有的转运系统. 从图2-D可知，NY-011细胞

膜可能存在相应的转运系统得以将外加的四氢嘧啶和甜菜

碱吸收，从而更好地抵抗高渗透环境. 外加谷氨酸对NY-011
的耐盐生长没有明显影响，可能有两方面原因：一方面其细

胞膜表面没有相对应的转运系统，另一方面可能M63的组成

成分对谷氨酸转运系统有某种抑制或失活作用. 
2.2  NY-011的耐盐机理
2.2.1  NY-011胞内相容性溶质的提取和测定    从表1可以看出，

不同NaCl浓度和不同营养成分的培养基均对NY-011胞内相

容性溶质种类产生影响. 在LB培养基中，当NaCl浓度达到150 
g/L后，羟基四氢嘧啶开始被合成，当NaCl浓度达到220 g/L
时谷氨酸不再被合成. 在M63培养基中，当NaCl浓度达到100 
g/L后，羟基四氢嘧啶开始被合成，在各NaCl浓度下均没有甜

菜碱合成. 两种培养基的不同NaCl浓度下四氢嘧啶始终作为

主要相容性溶质被合成. 
产生这种现象的原因是合成四氢嘧啶所需要的前体物

质可以通过简单碳源从头合成 [22]，而合成甜菜碱所需的前体

物质需要通过相对复杂的碳源从头合成 [23]，LB培养基成分

复杂营养丰富极有可能含有合成甜菜碱所需的前体物质. 
2.2.2  NY-011胞内K+、Na+的提取和测定    从图3中可以看出，

NY-011胞内的K+浓度随着培养基NaCl浓度的提高而迅速增

加，而胞内的Na+浓度并没有明显变化趋势. 

K+最早被认为是无机相容性溶质的一员，在调节细菌胞

内外渗透平衡以及维持胞内某些生理活动的稳定中有重要
作用，但越来越多的证据表明，嗜盐菌胞内K+的积累只是一
个短期或暂时的过程，持续培养后K+的积累将逐渐被有机相
容性溶质取代 [24]. 
2.2.3  NY-011胞内游离氨基酸的提取和测定    从表2中可以看

出，随着培养基NaCl浓度的提高，NY-011胞内氨基酸总量有
明显增加，谷氨酸在3个NaCl浓度下均被大量合成 . 天冬氨
酸、丙氨酸、缬氨酸和赖氨酸有明显的NaCl浓度正调控趋势. 

图2  无机离子、渗透冲击幅度、接种量和外加相容性溶质对NY-011耐盐生长的影响
Fig. 2  Effects of inorganic ions, osmotic shock intensity, inoculum size and extraneously additional compatible solutes on salt-tolerant growth of NY-011 

表1  NY-011胞内相容性溶质
Table 1  Intracellular compatible solutes of NY-011

Medium ρ（NaCl）/g L-1

20 60 100 150 220
LB G+B+E G+B+E G+B+E G+B+E+H B+E+H

M63 G+E G+E G+E+H
G：谷氨酸；B：甜菜碱；E：四氢嘧啶；H：羟基四氢嘧啶

G: Glutamate; B: Glycine betaine; E: Ectoine; H: Hydroxyectoine

图3  ������NY-011胞内K+和Na+浓度变化

Fig. 3  Changes in intracellular K+ and Na+ concentrations of NY-011
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氨基酸作为相容性溶质已经被大量证实，且除谷氨酸、

谷氨酰胺和脯氨酸外多为不参与蛋白质合成的β-氨基酸. 天
冬氨酸、缬氨酸和赖氨酸在体系中总量有限，故不认为其作

为相容性氨基酸存在，赖氨酸和缬氨酸受渗透压力调控还

未见文献报道，相关渗透调控机理有待进一步研究. 

2.2.4  NY-011菌体总蛋白的提取和测定    从图4可以看出，随着

NaCl浓度的提高，NY-011菌体总蛋白含量明显减少，160 g/L 
NaCl浓度下其菌体总蛋白浓度已经少于20 g/L NaCl浓度下

的1/3. 
可能有两方面的原因导致此种情况发生：一方面，由于

很多游离氨基酸具有相容性溶质作用，在处于高渗透环境下

细胞更倾向于将氨基酸保持游离状态或转变成β-氨基酸，从

而使蛋白质合成缺少原料，另一方面，可能由于高渗透压力

下合成蛋白质的过程受到破坏或抑制，从而使蛋白质合成受

阻. 

2.2.5  NY-011胞内四氢嘧啶的提取和测定    从图5中可以看出，

随着NaCl浓度的提高，NY-011胞内合成四氢嘧啶的总量以及

用低渗（不含NaCl的蒸馏水）冲击后向胞外的释放量均明显

增加，释放量占合成总量的比例也随之有所提高. 
由13C-NMR结果可知，四氢嘧啶在各渗透压力下始终作

为最主要的相容性溶质存在. 虽然谷氨酸持续被大量合成，

且当NaCl浓度达到100 g/L后羟基四氢嘧啶开始出现，但这

些仍不足够于抵抗外界的渗透压力，NY-011仍需要合成大量

的四氢嘧啶（120 g/L NaCl浓度下可合成71.53 mg/g干重）来

弥补谷氨酸和羟基四氢嘧啶的不足. 虽然NY-011可在胞内积

累大量四氢嘧啶，但低渗冲击下其向胞外释放率不高，会对

“细菌挤奶”工艺生产四氢嘧啶产生阻碍，相关解决方案需

进一步研究优化. 

3  结 论  
中度嗜盐菌Halomonas sp. NY-001在LB培养基和M63培

养基中均有较高耐盐性，在胞内积累丰富的氨基酸和相容性

溶质，有潜在的工业利用价值. NY-001可以从环境中吸收相

容性溶质以对抗高盐环境，存在潜在的转运体系，与相容性

溶质合成体系共同构成了以相容性溶质为媒介的抗盐系统，

其相关基因资源有巨大的研究和利用价值. 
NY-001抗盐机理与已经报道的抗盐机理基本吻合，说

明这些机理在嗜盐菌中广泛存在. 嗜盐菌的抗盐机理相当复

杂，有许多假设还未得到验证，需要进行更多更深层次的研

究. 
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