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摘 要：【目的】通过构建 5 种含 Ptac 启动子的重组质粒 pHX01−pHX05 (组合基因 asd、lysC、ectA、

ectB、ectC)，导入坎帕尼亚盐单胞菌(Halomonas campaniensis) XH26，构建高产工程菌株，并结合

响应面法(response surface methodology, RSM)优化培养条件提高四氢嘧啶(ectoine)的积累量。【方

法】重组质粒经大肠埃希氏菌(Escherichia coli) S17-1(λ-pir)接合转移至菌株 XH26，利用庆大霉素

(50 μg/mL)筛选阳性克隆子；以 0.2 mmol/L IPTG 诱导表达重组菌株，用 HPLC 检测四氢嘧啶的积

累量；采用单因素试验、Plackett-Burman 与 Box-Behnken 设计优化关键变量因素(NaCl、蛋白胨、

L-谷氨酸钠、葡萄糖)。【结果】构建了 5 株重组菌株(XH26/pHX01−pHX05)。采用 MG 培养基培

养重组菌株，发现菌株 XH26/pHX04 (asd-lysC-ectA-ectB)的四氢嘧啶积累量最高，达(1.32±0.04) g/L；

菌株 XH26/pHX05 和菌株 XH26/pHX03 次之，四氢嘧啶积累量分别为(1.19±0.07) g/L 和(1.07±0.08) g/L；

而 XH26/pHX02 积累量较低，为(1.02±0.14) g/L。利用响应面法优化培养基的关键成分，确定最优

条件为 NaCl 116.08 g/L、蛋白胨 16.30 g/L、L-谷氨酸钠 169.57 g/L、葡萄糖 15.53 g/L。在此条件

下，重组菌株 XH26/pHX04 的四氢嘧啶积累量提高至(1.81±0.02) g/L，较野生型菌株 XH26 显著提

高了 301.56%。【结论】以坎帕尼亚盐单胞菌为“底盘细胞”，利用强启动子组合过表达基因 asd、

lysC、ectA/B，辅以响应面法优化重组菌株的培养基条件，可显著提高重组菌株的四氢嘧啶积累

量，为后续工业化生产提供了一定的技术参考依据。
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Abstract: [Objective] To construct high-yield engineering strains of Halomonas campaniensis 
XH26 by introducing five recombinant plasmids (pHX01−pHX05), each carrying the Ptac promoter 
and combinations of the genes asd, lysC, ectA, ectB, and ectC. This metabolic engineering strategy 
was coupled with the response surface methodology (RSM) for optimization of the culture 
conditions, thereby enhancing ectoine accumulation. [Methods] The recombinant plasmids were 
conjugally transferred from Escherichia coli S17-1( λ-pir) into H. campaniensis XH26, with 
positive transconjugants selected via gentamicin (50 μg/mL). Recombinant strains were induced 
with 0.2 mmol/L IPTG, and ectoine accumulation was quantified by HPLC. Critical nutritional 
variables—NaCl, peptone, L-glutamate, and glucose—were optimized through one-factor-at-a-time 
experiments, Plackett-Burman design, and Box-Behnken design. [Results] Five recombinant 
strains (XH26/pHX01−XH26/pHX05) were successfully constructed. Culture in the MG medium 
revealed that strain XH26/pHX04 (overexpressing asd-lysC-ectA-ectB) achieved the highest 
ectoine titer of (1.32±0.04) g/L. Strains XH26/pHX05 and XH26/pHX03 achieved the ectoine titer 
of (1.19±0.07) g/L and (1.07±0.08) g/L, respectively, while XH26/pHX02 yielded a lower titer of 
(1.02±0.14) g/L. The medium composition optimized by RSM was composed of 116.08 g/L NaCl, 
16.30 g/L peptone, 169.57 g/L L-glutamate, and 15.53 g/L glucose. Under these optimized 
conditions, the titer of ectoine produced by XH26/pHX04 increased to (1.81±0.02) g/L, 
representing a significant increase of 301.56% compared with that of the wild-type strain XH26.
[Conclusion] This study demonstrates that using H. campaniensis as a chassis and overexpressing 
a key gene combination (asd, lysC, ectA, ectB) under a strong promoter, synergized with culture 
medium optimization via RSM, can significantly boost the ectoine yield of recombinant strains. 
The findings provide a robust technical framework for the subsequent industrial production of 
ectoine.
Keywords: ectoine; Halomonas campaniensis; metabolic engineering; response surface 
methodology; gene overexpression; synthetic biology

相容溶质四氢嘧啶(ectoine)是嗜盐/耐盐微生

物胞内合成的一类环状氨基酸衍生物。四氢嘧

啶能够维持蛋白质水化层和生物膜的结构稳定

性，以此抵抗高盐、高温、干燥及辐射等条件

胁迫[1-2]，广泛应用于生物医药健康、生物制剂

及工业酶保护剂等领域[3]。四氢嘧啶的合成以天

冬氨酸(aspartate, Asp)为前体物质：首先由天冬

氨酸激酶 (aspartate kinase, LysC)催化 Asp 转化
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为天冬氨酸-β-半醛(L-aspartate-β-semialdehyde, 

ASA)，随后该中间产物再经二氨基丁酸转氨酶

(diaminobutyrate transaminase, EctB)、二氨基丁酸

乙酰基转移酶 (diaminobutyrate acetyltransferase, 

EctA)与四氢嘧啶合成酶(ectoine synthase, EctC)

依次催化，最终合成四氢嘧啶[4]。在工业化发酵

生产中，嗜盐微生物可能存在生长速率缓慢、

碳代谢流分配失衡、次级代谢物积累偏低以及

高盐条件诱导等生长条件限制，严重制约了四

氢嘧啶的工业化实际生产[5-6]。为解决上述的技

术瓶颈，研究人员通过构建重组表达质粒(如基

因簇 ectABC、 ask-ectABC 或 ask-lysC-ectABC)，

转化至非嗜盐宿主大肠埃希氏菌(Escherichia coli)

或谷氨酸棒杆菌 (Corynebacterium glutamicum)，

异源表达相关合成基因以实现高效生产四氢嘧

啶。例如，Wang 等[7]通过提高宿主 E. coli 基因

簇 ectABC 的拷贝数(5 倍)，并过表达天冬氨酸

激酶 (threonine-resistant aspartokinase, ThrA)，增

加合成前体的代谢流，实现四氢嘧啶的高积累

量(5 L 发酵罐 35.33 g/L)；Jiang 等[8]将来源于假

单胞菌 (Pseudomonas)的 ectABC 操纵子整合至

C. glutamicum 菌株，采用“插件式阻遏蛋白库”

动态调控策略，提高四氢嘧啶积累量至 45.52 g/L。

由此可见，强化前体供应可能是提高四氢嘧啶

积累量的系统代谢工程策略之一。

尽管异源表达系统在一定程度上可以提升

四氢嘧啶的积累量，但仍存在一些技术难题亟

待解决，如常温宿主嗜盐酶类的活性受损、辅

因子 NADPH 竞争导致的代谢负担，以及诱导剂

依赖引起的生产成本增加等[9-11]。基于同源嗜盐

宿主菌株构建“底盘细胞”工厂，可能是一种更

优 的 合 成 生 物 学 研 究 策 略 。 盐 单 胞 菌

(Halomonas)具有耐高盐、增殖传代快和易于工

程改造等特点，已被成功应用于聚羟基脂肪

酸酯 (polyhydroxyvalkanoates, PHA)、四氢嘧啶

等次级代谢的工业化生产。Zhang 等[12]采用

CRISPRi 技术筛选蓝色盐单胞菌 (Halomonas 

bluephagenesis)增产的关键基因 mvaS (编码 3-羟

基-3-甲基戊二酰辅酶 A 合酶)，成功将甲羟戊

酸 的 积 累 量 提 高 至 121 g/L。 Hu 等[13] 将

H. bluephagenesis 基因簇 ectABC 的启动子替换

为组成型强启动子 Porin P140，同时过表达上

游基因 asd 和 lysC，提高四氢嘧啶积累量至

85−93 g/L。Zhu 等[14]发现，大肠杆菌 (E. coli) 

BL21 菌株异源表达盐单胞菌 (Halomonas sp.) 

QHL1 的基因簇 ectABC，仅能有限地提升重组

菌株的耐盐度，可能与非嗜盐宿主 E. coli 的遗

传背景、代谢途径兼容性以及酶催化活性有关。

至此，为解决异源系统存在的代谢不兼容性等

瓶 颈 ， 本 研 究 聚 焦 坎 帕 尼 亚 盐 单 胞 菌

(Halomonas campaniensis) XH26 这一嗜盐菌株，

构建多基因(asd、lysC、ectA、ectB、ectC)强启

动 子 组 合 的 重 组 质 粒 ， 并 耦 合 响 应 面 法

(response surface methodology, RSM)优化培养条

件，以期显著提升四氢嘧啶的积累量。基于同

源表达宿主的适配调控，过表达四氢嘧啶的相

关合成基因，系统强化代谢流。本研究不仅为

H. campaniensis XH26 的代谢工程改造提供了可

复用的技术框架，更可为其他嗜盐微生物的遗

传表达操作、次级代谢物高效生产提供关键

参考。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　菌株和培养基

野生型 H. campaniensis XH26，CCTCC M 

2019776M，分离自青海小柴旦盐湖；质粒接合

供体菌为大肠杆菌(Escherichia coli) S17-1(λ-pir)，

购自天津物源生物科技有限公司。

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母提取

物 5.0，NaCl 10.0 (标准 LB)。限制性 LB 培养基

添加 20.0 g/L NaCl ( 即 LB20) 或 60.0 g/L NaCl 

(LB60)，用于嗜盐菌的培养与抗性筛选。嗜盐菌

基 础 培 养 基[15] (Oesterhelt-Stoeckenius medium, 

OSM) (g/L)：L-谷氨酸钠 5.61，酶水解酪素 7.50，

NaCl 87.50， MgSO4·7H2O 24.65， Na3C6H5O7 
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3.00，CaCl2 0.20，KCl 55.88，酵母提取物 2.00。

发酵培养基[8](MG) (g/L)：L-谷氨酸钠 120.0，葡萄

糖 15.0，蛋白胨 10.0，NaCl 117.0，KH2PO4 3.0，

K2HPO4 9.0， MgSO4·7H2O 0.4， FeSO4·7H2O 

0.2，以 1.0 mol/L NaOH 溶液调节 pH 至 7.85。

固体培养基添加 15.0 g/L 琼脂粉，121 ℃灭菌

20 min。菌株接种量为 1%，37 ℃、120 r/min 培

养 72 h。

1.2　主要试剂和仪器

四氢嘧啶标准对照品(HPLC 级，纯度>95%)，

Fluka 分析公司；甲醇(HPLC 级)，ThermoFisher 

Scientific 公司；异丙基-β-D-硫代半乳糖苷，北

京酷来搏科技有限公司；微孔过滤器(0.22 μm 水

系膜)，天津亳津科技有限公司；质粒小提试剂

盒、蓝光切胶仪，天根生化科技 (北京)有限

公司。

蓝光切胶仪，天根生化科技(北京)有限公

司；冷冻研磨仪，上海万柏生物科技有限公司；

电泳仪，北京六一生物科技有限公司；高效液

相色谱仪、色谱分析柱，Agilent 公司；液相色

谱柱，Shimadzu 公司；紫外分光光度计，上海

舜宇恒平科学仪器有限公司。

1.3　抗生素抗性筛选

分别使用含有氯霉素(chloramphenicol, Chl)、

氨 苄 青 霉 素 (ampicillin, Amp)、 庆 大 霉 素

(gentamicin, Gen) 及四环素 (tetracycline, Tet) 的

OSM 培养基对菌株 XH26 进行抗生素抑菌率测

试。菌株 XH26 于 37 ℃、180 r/min 培养 6 h，

使用紫外分光光度计测定 OD600 约 0.6，取 1 mL

菌液收集菌体，8 000 r/min 离心 5 min。使用

无菌 NaCl 溶液(60 g/L)洗涤菌体 2 次后，调整

菌悬液至 5×105 CFU/mL。在无菌 96 孔板中，

每孔依次加入 100 μL 上述菌悬液与 100 μL 含

抗生素的 OSM 培养基(最终抗生素浓度梯度为

0.5−256.0 μg/mL)。实验同时设置阴性对照(菌

液+无抗生素培养基)。将 96 孔板 37 ℃培养 12 h

后，测定各孔 OD600 值。计算各抗生素的抑菌

率，如公式(1)所示。

抑菌率=[1−(OD实验组−OD空白)/

(OD阴性对照−OD空白)]×100% (1)

1.4　过表达质粒的设计与构建

通过化学合成法分步合成 5 个质粒(由苏州

金唯智生物科技有限公司合成)，分别命名为

pHX01−pHX05 (图 1A)。在质粒 pBBR1MCS-5 

(图 1B)中插入 Ptac 启动子、核糖体结合位点序列

(ribosome binding site, RBS)、超折叠绿色荧光蛋

白报告基因(sfGFP)以及终止子，构建重组质粒

pHX01 (即 pBBR-Ptac-sfGFP)。依此方法依次构

建后续 4 个重组质粒：天冬氨酸半醛脱氢酶基

因(asd)重组质粒 pHX02 (pBBR-Ptac-asd)；基因

asd 与基因 lysC 重组质粒 pHX03 (pBBR-Ptac-asd-

lysC)；基因 asd、基因 lysC、L-2,4-二氨基丁酸

乙酰转移酶基因(ectA)及 L-2,4-二氨基丁酸转氨

酶基因 (ectB)重组质粒 pHX04 (pBBR-Ptac-asd-

lysC-ectA-ectB)； 基 因 asd、 基 因 lysC、 基 因

ectA、基因 ectB 及四氢嘧啶合成酶基因(ectC)

重组质粒 pHX05 (pBBR-Ptac-asd-lysC-ectA-ectB-

ectC)。

1.5　质粒接合转移与工程菌株验证

以携带重组质粒 pHX01−pHX05 的 E. coli 

S17-1 为供体菌，菌株 XH26 为受体菌，通过

接合转移法构建重组菌株，分别命名为：

XH26/pHX01、 XH26/pHX02、 XH26/pHX03、

XH26/pHX04 及 XH26/pHX05。具体步骤如下：

供体菌与受体菌分别在 LB 与 LB60 培养基中

37 ℃、180 r/min 培养 12 h 后，各取 1 mL 菌液

以 8 000 r/min 离心 2 min 收集菌体。将等体积

的菌泥混合至 100 μL LB20 培养基后，涂布 LB20

平板，37 ℃培养 8 h。刮取培养后菌苔重悬于

100 μL LB60 培养基中，梯度稀释后涂布于含有

Gen 的 LB60 筛选平板，37 ℃培养 24 h。提取阳

性克隆菌株质粒，并使用表 1 的引物进行 PCR

验证，1% 琼脂糖凝胶电泳分析结果。本实验所

有重组质粒与重组菌株见表 2。
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图1　重组质粒基因表达单元设计及载体骨架示意图

Figure 1　Schematic diagram of recombinant plasmid gene expression units and backbone vector. A: Schematic 

design of engineered plasmids (pHX01−pHX05) incorporating synthetic gene circuits; B: pBBR1MCS-5 backbone 

vector used for plasmid construction.

表1　本研究中使用的引物

Table 1　Primers used in this study

Gene names

sfGFP

asd

lysC

ectA

ectB

ectC

Primer sequences (5′→3′)

F: ATGCGCAAAGGCGAAGAACT
R: TTTATACAGTTCATCCATGCCGTGGG

F: ATGTTGAAAGTCGGTTTCGTGGG
R: CTGCTCGCGTAAGATCTTTAG

F: ATGGCATTATACGTACAGAAGTTCGGC
R: TTCAGATTCGATATCAGACTTATCTAAACCGAAT

F: ATGAGCACGCCAATAACACCT
R: CATACTGTCTGTTTGAAATGGACCTATGC

F: ATGCAGACCCAGACGCTTGA
R: CGCTTGGATAACAGCATTGACTGA

F: ATGATCGTTCGTAATCTTGAAGAAGCAC
R: TCACTCACTAGCAGGTGCAGC

Product length (bp)

714

1 110

1 248

576

1 266

399

表2　本研究构建的重组质粒与对应重组菌株

Table 2　Recombinant plasmids and corresponding recombinant strains constructed in this study

Recombinant plasmid 
names

pHX01

pHX02

pHX03

pHX04

pHX05

Vector backbone

pBBR1MCS-5

pBBR1MCS-5

pBBR1MCS-5

pBBR1MCS-5

pBBR1MCS-5

Carried target genes

sfGFP

asd

asd, lysC

asd, lysC, ectA, ectB

asd, lysC, ectA, ectB, ectC

Corresponding recombinant 
strain

XH26/pHX01

XH26/pHX02

XH26/pHX03

XH26/pHX04

XH26/pHX05
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1.6　摇瓶发酵与四氢嘧啶定量分析

系列重组菌株和野生型菌株 XH26 均以体积

分数为 1% 分别接种至 OSM 或 MG 培养基。当培

养液 OD600 达到 0.6−0.8 时添加 0.1−1.0 mmol/L 

IPTG 进行诱导，于 37 ℃、180 r/min 条件下持

续培养 72 h。经 4 ℃、8 000 r/min 离心 10 min

回收菌体，采用机械研磨法破碎细胞，提取胞

内四氢嘧啶。在预冷的研钵中充分研磨菌体；

随后加入 5 mL 体积分数为 80% 的甲醇溶液，

冰浴超声萃取 30 min；4 ℃、12 000 r/min 离

心 15 min 后，收集上清液，经 0.22 μm 微孔

滤膜过滤，所得滤液采用高效液相色谱(high 

performance liquid chromatography, HPLC)进行定

量分析[16]。色谱分析条件：色谱柱为 C18 柱，

流动相为 20 mmol/L KH2PO4 缓冲液与甲醇按照

96: 4 体积比例配制，流速 1.0 mL/min，柱温

30 ℃，进样量 5 μL。采用 12.5% SDS-PAGE 分

析重组菌株的蛋白表达情况(20 μL 蛋白样品)。

1.7　单因素试验与响应面优化

采 用 MG 培 养 重 组 菌 株 XH26/pHX04 

(37 ℃、180 r/min 培养 72 h)，并进行 8 因素

单变量试验 (n=3)和四氢嘧啶积累量分析。设

置 单 因 素 条 件 ： NaCl (58.50−175.50 g/L, 

Δ 29.25) 、 蛋 白 胨 (10.00−30.00 g/L, Δ 5.00) 、

L-谷 氨 酸 钠 (80.00−240.00 g/L, Δ 40.00) 、 葡

萄 糖 (10.00 − 30.00 g/L, Δ5.00)、 FeSO4·7H2O 

(0.2.00 − 1.00 g/L,  Δ0.20)、 MgSO4·7H2O 

(0.40−1.20 g/L, Δ0.20)、KH2PO4 (3.00−15.00 g/L, 

Δ3.00)、K2HPO4 (9.00−21.00 g/L, Δ3.00)。基于

单因素试验结果，采用 Design-Expert v13.0 软件

优化条件组合，采用 Plackett-Burman 设计分析

关键因素(表 3)，变量为 NaCl (X1)、蛋白胨(X2)、

L-谷氨酸钠(X3)、葡萄糖(X4)、FeSO4·7H2O (X5)、

MgSO4·7H2O (X6)、KH2PO4 (X7)、K2HPO4 (X8)，

响应值为四氢嘧啶的积累量。响应面优化实验

采用 Box-Behnken 设计(4 因素 3 水平，表 3)，

并验证响应模型。按 1% 接种量，将野生菌

株 XH26 与重组菌株 XH26/pHX04 分别接种

于 OSM 培养基与优化 MG 培养基， 37 ℃、

180 r/min 培养 72 h；每间隔 8 h 测定菌液 OD600

和四氢嘧啶积累量，对比分析两者的生长曲线

和产物积累变化。

1.8　数据处理

建立检测四氢嘧啶的标准曲线，即 y=

13 250.8x+17.2，R2=0.995，式中 y 为 HPLC 峰

面积，x 为四氢嘧啶的积累量(g/L)。使用 Prism

软件和 Adobe Illustrator 软件进行图形绘制。采

用 SPSS 软 件 (v. 27.0) 进 行 统 计 和 方 差 分 析

(analysis of variance, ANOVA)，以评估组间差

异，显著性水平设定为 α=0.05。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　筛选盐单胞菌 XH26 的敏感性抗

生素

采用 OSM 培养基(含有 0.5−256.0 μg/mL 的

Chl、Amp、Gen 及 Tet)培养野生型菌株 XH26，

表3　实验因素与水平设置

Table 3　 Experimental factors and corresponding 

level settings

Test

Plackett-
Burman

Box-
Behnken

Factor

NaCl (g/L)

Peptone (g/L)

L-glutamate (g/L)

Glucose (g/L)

FeSO4·7H2O 
(g/L)

MgSO4·7H2O 
(g/L)

KH2PO4 (g/L)

K2HPO4 (g/L)

NaCl (g/L)

Peptone (g/L)

L-glutamate (g/L)

Glucose (g/L)

Variant

X1

X2

X3

X4

X5

X6

X7

X8

A

B

C

D

Level

−1

87.75

10.00

120.00

10.00

0.20

0.40

3.00

9.00

87.75

10.00

120.00

10.00

0

117.00

15.00

160.00

15.00

1

146.25

20.00

200.00

20.00

1.00

1.20

15.00

21.00

146.25

20.00

200.00

20.00
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筛选最佳抑菌抗生素和最低抑菌浓度。结果显

示，不同浓度的 Chl、Amp、Gen 及 Tet 均能抑制

菌株 XH26 生长，但存在显著差异。64.0 μg/mL 

Chl 的抑菌率为 60.13% (图 2A)；128.0 μg/mL 

Amp 的抑菌率为 66.4% (图 2B)；4.0 μg/mL Gen

的抑菌率为 68.62% (图 2C)；8.0 μg/mL Tet 的抑

菌率为 50.12% (图 2D)。由此表明，Gen 对菌株

XH26 生长具有良好的抑制能力，最终确定重组菌

株选择性培养基的工作浓度为 50.0 μg/mL Gen。

2.2　质粒元件的组合与有效表达

采用接合转移法将质粒 pHX01 转化至表达

宿主菌株 E. coli S17-1 和 XH26，以验证 Ptac 启

动子、RBS、报告基因 sfGFP、终止子以及 Gen

抗性基因的表达情况。选择 0.5 mmol/L IPTG 诱

导表达阳性克隆子的报告基因 sfGFP，并采用蓝

光切胶仪与荧光显微镜(激发波长 488 nm)检测报

告基因 sfGFP 的表达效果(图 3)。蓝光激发照射

显示，未诱导的菌株 E. coli S17-1/pHX01 (图 3A

中 1)和菌株 XH26/pHX01 (图 3B 中 5、6)均无绿

色荧光；经 50 μg/mL IPTG 诱导的菌株 E. coli 

S17-1/pHX01 (图 3A 中 2、4)和菌株 XH26/pHX01 

(图 3B 中 7、8)均呈现出明显的绿色荧光。荧光

显微镜观察显示，经诱导的菌株 E. coli S17-1/

pHX01 (图 3C)与菌株 XH26/pHX01 (图 3D)均检

测到明显的绿色荧光信号。由此表明，重组质

粒 pHX01 的功能表达元件均能正常工作，适用

于盐单胞菌表达宿主的遗传操作。

2.3　筛选阳性重组菌株与 PCR 验证

筛选阳性重组菌株，并进行菌落 PCR 验证。

结果显示，菌株 XH26/pHX02 扩增出基因 asd 

图2　XH26在不同浓度4种抗生素作用下的生长抑制分析

Figure 2　Dose-dependent growth inhibition of XH26 by four antibiotics. A: Chloramphenicol; B: Ampicillin; C: 

Gentamicin; D: Tetracycline.

1453



 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516

LI Haoxin et al. || Acta Microbiologica Sinica, 2026, 66(3)

(1 110 bp，图 4B)；菌株 XH26/pHX03 同时扩增

出基因 asd 与 lysC (1 248 bp，图 4C)；菌株

XH26/pHX04 进一步扩增出基因 ectA (576 bp)以

及基因 ectB (1 266 bp，图 4D)；菌株 XH26/

pHX05 在菌株 XH26/pHX04 基础上，额外扩增

出基因 ectC (399 bp，图 4E)。由此表明，重组

质 粒 pHX02 − pHX05 均 成 功 转 入 宿 主 菌 株

XH26。

2.4　重组菌株四氢嘧啶的积累量分析与

目的蛋白表达验证

IPTG 诱导培养野生菌株 XH26 和系列重组

菌株(XH26/pHX02−pHX05)，并分析胞内四氢嘧

啶的积累量。结果显示，重组菌株 XH26/pHX04

的四氢嘧啶积累量最高，为 (0.66±0.04) g/L 

(图 5A)。随后优化 XH26/pHX04 的诱导条件，

发现在 0.2 mmol/L IPTG 条件下，四氢嘧啶的积

累量最高(0.80±0.01) g/L (图 5B)。更换 MG 培养

基后，菌株 XH26/pHX04 的四氢嘧啶积累量进

一步提升至(1.32±0.04) g/L (图 5C)。SDS-PAGE

分析显示 (图 5D)，各重组菌株均成功表达预

期 的 目 的 蛋 白 ， 即 菌 株 XH26/pHX02 表 达

Asd (40.2 kDa)，菌株 XH26/pHX03 在此基础上

新增表达 LysC (44.2 kDa)，菌株 XH26/pHX04

进 一 步 新 增 表 达 EctA (21.2 kDa) 与 EctB 

图3　宿主菌株Escherichia coli S17-1(λ-pir)与XH26诱导表达报告基因重组质粒pHX01-sfGFP

Figure 3　Inducible expression of recombinant plasmid pHX01-sfGFP carrying the reporter gene in host strains 

Escherichia coli S17-1(λ -pir) and XH26. A: Green fluorescence of Escherichia coli S17-1 harboring sfGFP 

observed under a blue-light transilluminator; B: Green fluorescence of XH26 under identical blue-light 

transillumination conditions; C: Cellular fluorescence of Escherichia coli S17-1 visualized by fluorescence 

microscopy with 488 nm excitation; D: Cellular fluorescence of XH26 visualized under equivalent microscopy 

settings.
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(46.5 kDa)，菌株 XH26/pHX05 则额外表达 EctC 

(14.8 kDa)。

2.5　重组菌株 XH26/pHX04 四氢嘧啶积

聚的最佳单因素条件

优化重组菌株 XH26/pHX04 的发酵条件，

重点考察 NaCl、蛋白胨、L-谷氨酸钠、葡萄

糖 、 FeSO4·7H2O、 MgSO4·7H2O、 KH2PO4 及

K2HPO4 共 8 种因素浓度对四氢嘧啶积累量的影

响。结果表明，各因素的最适浓度和相应的积

累量分别为：NaCl 87.75 g/L (1.41 g/L)、蛋白胨

15.00 g/L (1.80 g/L)、 L- 谷 氨 酸 钠 160.00 g/L 

(1.77 g/L)、 葡 萄 糖 15.00 g/L (1.41 g/L)、

FeSO4·7H2O 0.60 g/L (1.33 g/L)、 MgSO4·7H2O 

0.80 g/L (1.30 g/L)、KH2PO4 9.00 g/L (1.32 g/L)和

K2HPO4 15.00 g/L (1.38 g/L) (图 6A−6H)。

2.6　影响重组菌株 XH26/pHX04 四氢嘧

啶积聚的关键因素

甄选各因素的最适浓度，采用 Plackett-

Burman 实验筛选关键变量。实验结果(表 4)与统

计学分析结果显示(表 5)，NaCl、蛋白胨、l L 

L-谷氨酸钠和葡萄糖对菌株 XH26/pHX04 胞内

四氢嘧啶积累具有极显著正向影响(P<0.01)，而

其余因素无显著作用(P>0.05)。所建模型显著有

效(F=29.52, P<0.05)，且拟合良好(R2=0.987 5)。

因此，选定上述 4 种成分为关键因素进行后续

响应面优化，其余组分浓度保持不变。

2.7　多因素交互分析重组菌株 XH26/

pHX04 的四氢嘧啶积累量

采用 Design-Expert v13.0 软件设计了 4 因素

组合试验(表 6)，并以菌株 XH26/pHX04 的四氢

嘧啶积累量(Y)为响应变量，构建了二次多项式

回归模型：Y=1.82−0.049 0A+0.016 8B+0.023 8C+

0.010 2D − 0.001 7AB+0.066 2AC+0.057 0AD+

0.022 5BC+0.042 2BD+0.011 2CD − 0.185 7A2 −
0.063 7B2−0.067 2C2−0.102 2D2。方差分析结果

显示(表 7)，该模型整体高度显著(P<0.05)，且

图4　琼脂糖凝胶电泳分析阳性重组菌株PCR产物

Figure 4　Agarose gel electrophoresis analysis of PCR products from positive recombinant strains. A: HX01 

strain (sfGFP) [Lane 1: sfGFP (714 bp)]; B: HX02 strain (asd) [Lane 1: asd (1 110 bp)]; C: HX03 strain 

(asd+lysC) [Lane 1: asd; Lane 2: lysC (1 248 bp)]; D: HX04 strain (asd+lysC+ectA+ectB) [Lanes 1−4: asd, lysC, 

ectA (576 bp), and ectB (1 266 bp), respectively]; E: HX05 strain (asd+lysC+ectA+ectB+ectC) [Lanes 1−5: asd, 

lysC, ectA, ectB, and ectC (399 bp), respectively]. Lane M: DNA molecular weight marker (bands from top to 

bottom: 2 000, 1 000, 750, 500, 250, and 100 bp).
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拟合优度优异(R2=0.997 6)；此外，失拟项不显

著(P=0.231 3>0.05)，表明残差主要源于随机误

差，模型具备良好的预测可靠性。响应面分

析结果表明(图 7)，NaCl 分别与蛋白胨、L-谷

氨酸钠和葡萄糖的交互作用显著，且均在

NaCl 117.00 g/L 附近达到峰值。蛋白胨与葡

萄糖间也存在显著交互作用，最优浓度均为

15.00 g/L。基于响应面模型预测的最佳发酵条件

(NaCl 116.08 g/L、蛋白胨 16.30 g/L、L-谷氨酸

钠 169.57 g/L、葡萄糖 15.53 g/L)，进行 3 批次

独立摇瓶重复实验以验证模型的实际预测效

能。结果显示，重组菌株 XH26/pHX04 的四

氢嘧啶积累量达到(1.81±0.02) g/L，与模型预测

值 (1.83 g/L)高度一致，相对误差仅为 0.88% 

(<5.00%)。由此表明，所构建的响应面回归模型

准确可靠。

图5　重组菌株的四氢嘧啶积累量和目的蛋白表达分析

Figure 5　Ectoine accumulation and target protein expression analysis of recombinant strains. A: Comparison of 

ectoine yield between wild-type XH26 and recombinant strains cultured in basal (OSM) medium (**: P<0.01; 

***: P<0.001); B: Effect of IPTG concentration optimization on ectoine production in H. campaniensis XH26/

pHX04; C: Comparison of ectoine yield between wild-type XH26 and recombinant strains cultured in optimized 

(MG) medium (**: P<0.01; ***: P<0.001); D: SDS-PAGE analysis of target protein expression in recombinant 

strains induced with 0.2 mmol/L IPTG (Lane M: Protein molecular weight marker; Lane N: Uninduced control; 

Lanes 2−5: Protein extracts from XH26/pHX02, pHX03, pHX04, and pHX05, respectively).
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图6　不同单因素条件下XH26/pHX04菌株的生长量(OD600)和四氢嘧啶积累量

Figure 6　Growth (OD600) and intracellular ectoine accumulation of strain XH26/pHX04 under different single-

factor conditions. A: NaCl; B: Peptone; C: L-glutamate; D: Glucose; E: FeSO4·7H2O; F: MgSO4·7H2O; G: 

KH2PO4; H: K2HPO4.
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2.8　比较分析野生菌株和重组菌株

XH26/pHX04 的生长特性

菌株生长特性分析显示(图 8)，野生菌株

XH26 和重组菌株 XH26/pHX04 均在 8 h 左右进

入对数生长期，野生菌株 XH26 在 16 h 左右结

束对数生长期，生长速度逐渐变得缓慢，48 h

完全进入平台期，此时胞内四氢嘧啶的积累量

可达 0.454 g/L；重组菌株 XH26/pHX04 同样在

16 h 左右结束对数生长期，但平台期启动更晚，

48−72 h 为主要平台期，随着培养时间的延长，

四氢嘧啶积累量仍然能持续累积，72 h 达到平

均值峰值 1.798 g/L。由此表明，重组菌株

XH26/pHX04 进入平台期的时间更晚且持续时间

更长，且四氢嘧啶的持续合成能力显著优于原

始菌株 XH26。

表4　Plackett-Burman实验结果

Table 4　Results of the Plackett-Burman experiment

Experiment
No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

Variant

X1

−1

1

1

1

1

−1

1

−1

−1

−1

1

1

X2

1

1

−1

1

1

−1

−1

1

−1

−1

1

−1

X3

1

−1

1

1

−1

−1

1

−1

−1

1

1

−1

X4

1

−1

1

−1

1

−1

1

1

1

−1

−1

−1

X5

1

1

−1

−1

−1

−1

1

1

−1

1

−1

1

X6

−1

1

1

−1

−1

−1

−1

1

1

1

1

−1

X7

1

−1

−1

−1

1

−1

−1

−1

1

1

1

1

X8

1

1

1

1

−1

−1

−1

−1

1

−1

−1

1

Ectoine (g/L)

1.77

1.64

1.80

1.63

1.79

1.38

1.79

1.67

1.40

1.47

1.73

1.45

表5　Plackett-Burman实验结果

Table 5　Experimental results of Plackett-Burman design

Source

Model

X1: NaCl (g/L)

X2: Peptone (g/L)

X3: L-glutamate (g/L)

X4: Glucose (g/L)

X5: FeSO4·7H2O (g/L)

X6: MgSO4·7H2O (g/L)

X7: KH2PO4 (g/L)

X8: K2HPO4 (g/L)

Pure error

Cor total

Sum of squares

0.276 3

0.061 6

0.073 0

0.061 9

0.069 6

0.000 4

0.001 2

0.007 1

0.001 4

0.003 5

0.279 8

df

8

1

1

1

1

1

1

1

1

3

11

Mean square

0.034 5

0.061 6

0.073 0

0.061 9

0.069 6

0.000 4

0.001 2

0.007 1

0.001 4

0.001 2

F-value

29.52

52.68

62.41

52.93

59.51

0.329

1.06

6.07

1.20

P-value

0.009 0

0.005 4

0.004 2

0.005 4

0.004 5

0.606 2

0.378 9

0.090 5

0.352 7

Significance

*

*

*

*

*

R2=0.987 5; R2
adj=0.954 0; *: P<0.05.
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表7　响应面模型方差分析

Table 7　Analysis of variance (ANOVA) for the response surface model

Source

Model

A

B

C

D

AB

AC

AD

BC

BD

CD

A2

B2

C2

D2

Residual

Lack of fit

Pure error

Cor total

Sum of squares

0.339 3

0.028 8

0.003 4

0.006 8

0.001 2

0.000 0

0.017 6

0.013 0

0.002 0

0.007 1

0.000 5

0.223 8

0.026 3

0.029 3

0.067 8

0.000 8

0.000 7

0.000 1

0.340 1

df

14

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

14

10

4

28

Mean square

0.024 2

0.028 8

0.003 4

0.006 8

0.001 2

0.000 0

0.017 6

0.013 0

0.002 0

0.007 1

0.000 5

0.223 8

0.026 3

0.029 3

0.067 8

0.000 1

0.000 1

0.000 0

F-value

423.52

503.50

59.42

119.12

21.68

0.21

306.80

227.11

35.39

124.78

8.85

3 910.32

460.43

512.39

1 184.73

2.21

P-value

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

0.000 4

0.650 7

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

0.010 0

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

<0.000 1

0.231 3

Significant

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

Not significant

R2=0.997 6; R2
adj=0.995 3; *: P<0.05.

表6　Box-Behnken实验设计与响应值分析

Table 6　Box-Behnken experimental design and response value analysis

Experiment 
No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

NaCl 
(g/L)

87.75

146.25

87.75

146.25

117.00

117.00

117.00

117.00

87.75

146.25

87.75

146.25

117.00

117.00

117.00

Peptone 
(g/L)

10.00

10.00

20.00

20.00

15.00

15.00

15.00

15.00

15.00

15.00

15.00

15.00

10.00

20.00

10.00

L-glutamate 
(g/L)

160.00

160.00

160.00

160.00

120.00

200.00

120.00

200.00

160.00

160.00

160.00

160.00

120.00

120.00

200.00

Glucose 
(g/L)

15.00

15.00

15.00

15.00

10.00

10.00

20.00

20.00

10.00

10.00

20.00

20.00

15.00

15.00

15.00

Ectoine 
(g/L)

1.60

1.50

1.64

1.54

1.63

1.65

1.63

1.69

1.63

1.42

1.54

1.56

1.67

1.66

1.68

Experiment 
No.

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

NaCl 
(g/L)

117.00

87.75

146.25

87.75

146.25

117.00

117.00

117.00

117.00

117.00

117.00

117.00

117.00

117.00

Peptone 
(g/L)

20.00

15.00

15.00

15.00

15.00

10.00

20.00

10.00

20.00

15.00

15.00

15.00

15.00

15.00

L-glutamate 
(g/L)

200.00

120.00

120.00

200.00

200.00

160.00

160.00

160.00

160.00

160.00

160.00

160.00

160.00

160.00

Glucose 
(g/L)

15.00

15.00

15.00

15.00

15.00

10.00

10.00

20.00

20.00

15.00

15.00

15.00

15.00

15.00

Ectoine 
(g/L)

1.76

1.65

1.42

1.57

1.60

1.67

1.61

1.60

1.71

1.81

1.82

1.82

1.82

1.82
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图7　各因素交互作用对胞内四氢嘧啶积累量影响的响应面图(A、C、E、G、I、K)和等高线图(B、D、F、H、J、L)

Figure 7　Response surface (A, C, E, G, I, K) and contour plots (B, D, F, H, J, L) illustrating the interaction 

effects of multiple factors on ectoine accumulation. A, B: Peptone vs. NaCl; C, D: L-glutamate vs. Peptone; E, F: 

L-glutamate vs. NaCl; G, H: Glucose vs. Peptone; I, J: Glucose vs. NaCl; K, L: Glucose vs. L-glutamate.
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3　讨论　讨论

3.1　盐单胞菌“底盘细胞”与四氢嘧啶合

成相关基因的增强型表达

盐单胞菌凭借独特的耐盐碱生理特性已成

为合成生物学中一类极具应用潜力的新型“底盘

细胞”工厂[1]。首先，与传统表达宿主相比，该

类菌株能够在高盐/碱性条件下实现开放式培养，

这不仅显著降低了菌株的污染风险，也为特殊

次级代谢物的盐碱条件发酵提供了可能的解决

方案[17-18]。在实际应用方面，盐单胞菌已展现

出独特的生产潜能，如 H. bluephagenesis 菌株已

被 成 功 用 于 开 放 式 生 产 PHA[19]； 菌 株

Halomonas sp. AAD6 和 KM-1 用于高效合成结

冷胶、丙酮酸等[20-21]。其次，涉及适配盐单胞

菌表达宿主的分子工具开发也取得了重要进展，

包括 pSEVA 系列载体、孔蛋白启动子文库和类

T7 诱导系统在内的多种遗传操作元件[22-24]。尤

其值得注意的是，CRISPR/Cas9 系统已成功应

用于 H. bluephagenesis 的基因组编辑和染色体整

合，大幅提升了可编程性遗传操作水平[25-26]。

基于此，本研究以 H. campaniensis XH26 为“底

盘细胞”，通过接合转移强化四氢嘧啶合成基因

簇的表达，在高盐培养基中实现了该化合物积

累量的显著提升，进一步证明了盐单胞菌作为

耐盐细胞工厂在合成生物学中的工程价值。

3.2　基因导入策略与多基因表达的负

效应

在合成生物学领域，关联基因或基因簇的

协同表达和定向强化关键中间体的代谢流可能

是提升次级代谢物合成能力的有效策略之一[27]。

Wang 等[28]利用 E. coli BL21(DE3)菌株异源表达

基因簇 ectABC，同时过表达相关前体合成基

因 lysC 与 asd，通过连续补料发酵四氢嘧

啶，其积累量高达 60.7 g/L。Eun 等[29]通过删

除 C. glutamicum 的基因 crtEb 和 crtYe/f，成功

构建 α-胡萝卜素合成途径，经 54 h 补料发酵后

叶黄素的积累量为 1.78 g/L。Zhong 等[30]利用

C. glutamicum 共表达基因 xylA、xylB 与 EcxylE，

采用 5 L 发酵罐以木糖生产 L-高丝氨酸，其积累

量可达 93.1 g/L。然而，外源基因的导入并非简

单叠加，过量表达易引发“代谢负荷” (metabolic 

burden)[31-32]。该效应主要表现为能量、辅因子、

氨基酸及转录翻译资源的过度消耗。

本 研 究 中 ， 菌 株 XH26/pHX05 在 菌 株

XH26/pHX04 (含 asd、lysC、ectA、ectB)基础上

额外导入基因 ectC 后，四氢嘧啶积累量从

(1.32±0.04) g/L 降至 (1.19±0.07) g/L，该现象可

图8　比较分析野生菌株和重组菌株的生长特性

Figure 8　Comparative analysis of growth characteristics between wild-type strains and recombinant strains. A: 

Growth and ectoine yield of wild strain XH26; B: Growth and ectoine yield of mutant strain XH26/pHX04.
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从 3 方面机制解释。(1) 基因 ectC 过表达破坏了

四氢嘧啶合成途径的酶平衡。Zhang 等[33]发现，

当基因 ectA:ectB:ectC 拷贝数比例为 1:2:1 时，

四氢嘧啶积累量达 12.9 g/L，而仅将基因 ectC

拷贝数增至 3 倍，产物积累量便骤降至 1.04 g/L。

Gießelmann 等[34]在谷氨酸棒状杆菌异源合成四

氢嘧啶的研究中发现，EctB 作为限速酶直接决

定合成途径通量。过度表达下游 EctC 会导致上

游中间产物供应不足，最终降低产物积累量。

(2) 基因 ectC 过表达会引起胞内资源竞争。

González-Colell 等[35]通过构建多基因竞争模型发

现，过表达外源基因会竞争 RNA 聚合酶与核糖

体等有限资源，本体系中高表达基因 ectC，势

必削弱 asd、lysC 等前体基因的转录与翻译能

力，进而影响前体供应，该过程也符合 Sabi 与

Tuller[36]所揭示的 tRNA 池竞争导致翻译失衡的

机制。此外，基因过表达 ectC 也可能干扰四氢

嘧啶合成与降解的动态平衡。Schwibbert 等[37]在

盐单胞菌中证实四氢嘧啶积累可诱导四氢嘧啶

水解酶编码基因 (doeA)表达，本研究中菌株

XH26/pHX05 过表达基因 ectC 所引起的代谢扰

动激活了四氢嘧啶降解途径，从而降低其积累

量。综上所述，基因 ectC 的单独导入与过表达

并未有效提升产物合成，反而因破坏代谢平衡、

引发资源竞争并激活降解途径，最终导致胞内

四氢嘧啶积累量降低。

3.3　碳氮源的协同调控对四氢嘧啶合成的

驱动作用

碳、氮源可通过调整自身种类与配比，调

控胞内碳氮代谢流、前体供应及胁迫响应过程，

进而对四氢嘧啶的合成效率产生显著影响[38]。

本研究采用响应面法优化得到最佳培养基配比

(NaCl 116.08 g/L，蛋白胨 16.30 g/L，L-谷氨酸

钠 169.57 g/L，葡萄糖 15.53 g/L)印证了上述理

论，揭示了碳氮源协同调控的具体模式：高浓

度 L-谷氨酸钠作为氨基供体促进 EctB 催化生成

前体 L-2,4-二氨基丁酸[39]；适量葡萄糖提供能量

(ATP)、还原力 (NADPH) 及草酰乙酸等碳骨

架[40]。该响应面模型进一步揭示，碳、氮源浓

度过高或过低会引发代谢流分配失衡与代谢溢

流效应，最终降低四氢嘧啶积累量[41]；同时，

16.30 g/L 蛋白胨可提供氨基酸、小肽及生长因

子，多途径促进菌体生长[42]。此外，116.08 g/L 

NaCl 构建的高盐环境能激活基因簇 ectABC，驱

动碳氮代谢流向四氢嘧啶合成途径汇聚[43]。此

次优化确定的多因素浓度组合，实现了前体供

应、能量代谢与胁迫响应的高效平衡：其中碳

氮比(C/N)的精确调控对四氢嘧啶合成通量起决

定性作用[44]，渗透压与营养素的协同调控策略，

为适配嗜盐菌株代谢特性、提升四氢嘧啶合成

效率提供了可行方向[45]；同时，这种多因素协

同优化方法与近期微生物细胞工厂代谢工程的

系统优化理念高度契合[46-48]，为同源底盘细胞

的工业化应用奠定了坚实基础。

4　结论　结论

本研究围绕 H. campaniensis XH26 的同源代

谢改造展开核心探索，通过 Ptac 强启动子驱动关

键基因 (asd、 lysC、ectA、ectB)过表达，其中

asd 与 lysC 强化前体天冬氨酸-β-半醛的供应，

ectA 与 ectB 加速中间产物向四氢嘧啶的转化，

再耦合响应面法精准优化培养基组分，最终使

重组菌株的四氢嘧啶积累量从野生型的 0.454 g/L

提升至(1.81±0.02) g/L，增幅达 301.56%。这一

成果不仅验证了“前体强化+关键步骤调控”策略

在该同源底盘中的有效性，更首次建立了针对

XH26 的“基因克隆-接合转移-培养优化”完整技

术体系，填补了该菌株代谢工程改造的研究空

白，为后续嗜盐微生物次级代谢物的同源合成

提供了可复用的技术范式。

需客观说明的是，当前(1.81±0.02) g/L 的产

量为摇瓶基础研究水平，与文献中“基因组编辑

菌株+发酵罐补料”的工业化高产数据存在差距，

此差异源于研究阶段的定位不同，而非改造策

略的局限。同时，当前使用的诱导性 Ptac 启动子
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虽证实了菌株 XH26 的代谢强化潜力，但也暴露

了关键基因表达比例难以动态调控的问题，为

后续提升菌株生产能力指明了方向。基于本研

究建立的基础框架，后续将从两方面推进菌株

生产能力的突破：一是结合代谢组学数据筛选

菌株 XH26 基因组内不同强度的内源性启动子，

精准调控基因 ectA、ectB、ectC 的表达比例，消

除因酶活失衡导致的代谢瓶颈；二是开发

CRISPR/Cas9 介导的基因组整合技术，将优化

后的表达模块定点插入染色体，构建无质粒、

无抗性标记的稳定工程菌株，为推动研究向产

业化转化奠定关键基础。
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