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摘   要：【背景】嗜盐四联球菌(Tetragenococcus halophilus)是一类存在于发酵食品中的耐盐乳酸

菌，研究其精氨酸(arginine，Arg)代谢对解析食品发酵过程中氨基甲酸乙酯(ethyl carbamate，EC)

前体积累机制和保障食品安全具有重要意义。【目的】研究酱醪来源嗜盐四联球菌精氨酸脱亚氨基

(arginine deiminase，ADI)途径的基因构成，揭示这些基因对菌株精氨酸代谢和氨基甲酸乙酯前体

瓜氨酸(citrulline，Cit)利用与积累的影响。【方法】采用 PCR 扩增与测序分析不同菌株的 ADI 途径

基因组成，通过比较 ADI 途径关键基因转录水平和关键酶活性，探究环境因素对嗜盐四联球菌代

谢氨基酸能力的影响及各拷贝基因参与氨基酸代谢的功能。【结果】酱醪来源嗜盐四联球菌基因组

中 ADI 途径基因类型主要有两大类：以菌株 R23 为代表含有完整 arc 操纵子(operon)基因且具有最

多基因拷贝数；以菌株 C3 为代表缺失 arcA 和 arcB 但含有多拷贝 arcB 和 arcC。基因组中有 arcA

的菌株才具有利用精氨酸能力，并通过利用精氨酸生成瓜氨酸。体系中精氨酸含量和乙醇与脂肪

酸的存在均可影响嗜盐四联球菌利用精氨酸积累中间产物瓜氨酸。当精氨酸含量大于 5 g/L 或体系

中含有乙醇与脂肪酸时，嗜盐四联球菌会利用精氨酸积累中间产物瓜氨酸。脂肪酸和乙醇对 ADI

途径的 3 个关键酶均有显著抑制作用，可使精氨酸脱亚氨基酶(arginine deiminase，ADI)、鸟氨酸

氨甲酰基转移酶(ornithine transcarbamylase，OTC)和氨甲酰磷酸激酶(carbamate kinase，CK)的活性

分别降低 41.0%、46.4%和 60.0%。嗜盐四联球菌中 arcB 转录水平分别是其拷贝 arcB1 和 arcB2 的
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10.5 倍和 29.8 倍，arcC 的转录水平分别是 arcC1、arcC2、arcC3 的 17.6、20.3、23.9 倍，说明 arcB

和 arcC 在瓜氨酸代谢中起主要作用。【结论】精氨酸含量和乙醇加脂肪酸是影响嗜盐四联球菌代

谢精氨酸能否积累瓜氨酸的关键环境因素。嗜盐四联球菌 arc operon 的多拷贝基因中，arcB 和 arcC

基因在瓜氨酸代谢中起主要作用。 

关键词：嗜盐四联球菌；精氨酸代谢；瓜氨酸；氨基甲酸乙酯；精氨酸脱亚氨基途径 
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Abstract: [Background] Tetragenococcus halophilus is a halophilic lactic acid bacterium detected in 

fermented food. Investigating the arginine (Arg) metabolism of this bacterium is of great importance for 

disclosing the mechanism of the accumulation of ethyl carbamate (EC) precursors during food 

fermentation and ensuring food safety. [Objective] To identify the key genes of arginine deiminase 

(ADI) pathway in the genome of T. halophilus strains isolated from soy sauce moromi mash, and to 

reveal the roles of these genes in arginine metabolism and utilization and accumulation of citrulline (the 

EC precursor). [Methods] The key genes involved in ADI pathway were identified for different strains 

by PCR amplification and sequencing. The transcription levels of key genes of ADI pathway and the 

activities of corresponding enzymes were compared to reveal the effect of environmental factors on 

amino acid metabolism and the role of each gene. [Results] The genes associated with the ADI pathway 

in the genome of T. halophilus included two categories. One contained intact arc operon genes and had 

the most copies, as represented by strain R23, and the other lacked arcA and arcB but had multiple 

copies of arcB and arcC, as represented by strain C3. Only the strains with arcA in their genomes can 

utilize arginine to produce citrulline. Whether the intermediate product citrulline was accumulated with 

the utilization of arginine by T. halophilus was affected by the content of arginine and the presence of 

ethanol and fatty acids in the medium. T. halophilus accumulated citrulline when arginine was more than 

5 g/L or ethanol and fatty acids were present in the medium. In the presence of fatty acids and ethanol, 

the activities of ADI, ornithine transcarbamylase (OTC), and carbamate kinase (CK), the key enzymes of 

ADI pathway, were significantly reduced by 41.0%, 46.4%, and 60.0%, respectively. The transcription 

level of arcB in T. halophilus was 10.5 and 29.8 times as high as that of arcB1 and arcB2, respectively, 

and the transcription level of arcC was 17.6, 20.3, and 23.9 times as high as that of arcC1, arcC2, and 

arcC3, respectively. The results demonstrated that arcB and arcC played major roles in citrulline 
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metabolism. [Conclusion] Arginine content and the presence of ethanol and fatty acids are key 

environmental factors influencing whether citrulline can be accumulated by T. halophilus when 

metabolizing arginine. Among the multiple copies of arc operon genes in T. halophilus, arcB and arcC 

play key roles in citrulline metabolism. 

Keywords: Tetragenococcus halophilus; arginine metabolism; citrulline; ethyl carbamate; arginine 
deiminase pathway 

乳酸菌在发酵食品生产过程中起着非常重

要的作用，来源于酱油和酱类发酵食品的耐盐

乳酸菌具有缩短生产周期、提升风味、提高品

质等有益食品发酵的作用[1-3]。在食品发酵过程

中，由于微生物对含氮物质的不完全利用，可

能代谢产生生物胺、氨基甲酸乙酯等胺类有害

物或其前体[4]。氨基甲酸乙酯(ethyl carbamate，

EC)是在产品发酵过程中生成的一类具有致癌

性和遗传毒性的 2A 类致癌物质，在酒类饮料、

酱油等发酵产品中均被检出[3,5-10]。瓜氨酸、尿

素等氨甲酰基化合物是发酵食品中 EC 的前体，

它们可与体系中存在的乙醇反应生成 EC，对发

酵产品的安全性有潜在的影响[4,11-12]。 

酱油发酵过程中的某些乳酸菌可以通过

精氨酸脱亚氨基(arginine deiminase，ADI)途径

(图 1)，利用精氨酸(arginine，Arg)并将其转化

为 EC 前体物质瓜氨酸(citrulline，Cit)和终产物

鸟氨酸(ornithine，Orn)[13-14]。其中，嗜酸乳酸

足球菌在高盐(180 g/L NaCl)条件下仍可利用精

氨酸生成并积累瓜氨酸，是酱油乳酸发酵时期

EC 前体瓜氨酸的主要来源之一[15]。其他具有

ADI 途径的细菌(包括乳酸菌)在酱油发酵后期

受乙醇与脂肪酸协同作用，利用精氨酸后积累

瓜氨酸[13]。发酵温度也是影响瓜氨酸积累的因

素之一，乳酸菌在 15 °C 条件下利用精氨酸生

成瓜氨酸的转化率及瓜氨酸的含量显著低于

30 °C 和 37 °C[14]。有研究表明，从酱醪中筛选

获得的 Tetragenococcus halophilus R23 基因组

中具有完整的 ADI 途径[16]。该菌株合成的精氨

酸脱亚氨基酶(arginine deiminase，ADI)、鸟氨

酸氨甲酰基转移酶(omithine transcarbamylase，

OTC)和氨甲酰磷酸激酶(carbamate kinase，CK)

可催化反应进行，利用精氨酸产生瓜氨酸，并

进一步将瓜氨酸转化为鸟氨酸[17-19]。此外，R23

在低盐(100 g/L NaCl)和高盐条件下均可通过

ADI 途径利用精氨酸，并将积累的瓜氨酸全部

转化为鸟氨酸[16]。嗜盐四联球菌对高渗透压等

环境胁迫因素具有较高的耐受能力，在酱油发

酵过程中发挥了重要作用[16,20-23]。 

T. halophilus R23 全基因组测序结果表明，

基因组中的 ADI 途径还存在除 arc 操纵子

(operon)外的多个 arcB 基因拷贝和多个 arcC 基

因拷贝 [24]。本研究考察酱醪来源的不同 T. 

halophilus 菌株的 ADI 途径基因完整度，通过

比较具有不同 ADI 途径基因组成的菌株对精氨

酸、瓜氨酸的利用情况，揭示各基因在精氨酸

代谢中的作用和影响因素，以期为阐明嗜盐四

联球菌精氨酸代谢机制提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
本研究所用嗜盐四联球菌菌株(R9、R13、R23、

R44、C3)分离自高盐稀态酱油发酵的酱醪[25]。 

1.2  培养基 
种子培养基(g/L)：MRS 培养基，氯化钠

100.00。 

固体培养基(g/L)：MRS培养基，琼脂 20.00，

氯化钠 100.00。 
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图 1  精氨酸脱亚氨基途径   ADI：精氨酸脱亚氨基酶，由 arcA 基因编码；OTC：鸟氨酸氨甲酰基转

移酶，由 arcB 基因编码；CK：氨甲酰磷酸激酶，由 arcC 基因编码 

Figure 1  The arginine deiminase pathway.  ADI: Arginine deiminase, encoded by the acrA gene; OTC: 
Omithine transcarbamylase, encoded by the acrB gene; CK: Carbamate kinase, encoded by the acrC gene. 

 

分离嗜盐四联球菌培养基(g/L)：MRS 培养

基，氯化钠 100.00，溴甲酚紫 0.06，生酱油

100.00，制霉菌素 50 000.00 U/L，琼脂 18.00。 

氨基酸利用培养基 A (g/L)：酵母膏 5.00，

牛肉膏 5.00，胰蛋白胨 5.00，氯化钠 180.00，

葡萄糖 0.50，吐温 80 1.00，七水合硫酸镁 2.00，

一水合硫酸锰 0.50，柠檬酸三胺 2.00，硫酸亚

铁 0.40，磷酸氢二钾 2.00，碳酸钙 0.10，磷酸

吡哆醛 0.05，pH 6.0。 

氨基酸利用培养基 B：氨基酸利用培养基

A，20.00 mL/L 乙醇，2.50 g/L 脂肪酸(油酸、

亚油酸和硬脂酸分别占 50%、40%和 10%)。 

1.3  主要试剂和仪器 
MRS 培养基，Oxoid 有限公司；细菌 DNA

提取试剂盒、总 RNA提取试剂盒、Fast Quant RT

反转录试剂盒，北京天根生化科技有限公司；

2×Taq Plus Master Mix (Dye)，江苏康为世纪生

物科技股份有限公司；SYBR® Premix Ex Taq 

TM II，大连宝生物工程有限公司；氨检测试剂

盒，Sigma-Aldrich 公司；其他常规试剂购自国

药集团化学试剂有限公司。 

高效液相色谱仪，安捷伦公司；Qubit®荧

光定量仪，Thermo Fisher Scientific 公司；PCR

仪，Bio-Rad 公司；恒温培养箱，上海跃进医疗

器械厂。 

1.4  T. halophilus 分离与鉴定方法 
取发酵 6 个月的酱醪，梯度稀释后涂布于

分离嗜盐四联球菌培养基平板，30 °C 静置培养

7 d；挑选单菌落至种子培养基 30 °C 静置培养

4 d，4 °C、8 000 r/min 离心 2 min 取菌体并提

取基因组，对 groEL 基因扩增结果为阳性的菌

株用细菌通用引物 27F 和 1492R 扩增[16]。将

PCR 产物送天霖生物科技无锡有限公司测序。

通过与 NCBI 数据库的序列比对分析，确定菌

株种属。 

1.5  T. halophilus ADI 途径关键基因分析 
将 T. halophilus 菌株培养至对数期后期

OD600 为 2.0，4 °C、8 000 r/min 离心 2 min 收集

菌体并提取基因组，以 T. halophilus R23 的

arcA、arcB、arcC 基因为模板进行 PCR 扩增；

PCR 反应体系：2×Taq Plus Master Mix (Dye) 

12.5 µL，上、下游引物(10 µmol/L)各 0.5 µL，

模板(50 ng/µL) 1 µL，ddH2O 10.5 µL；PCR 反

应条件：95 °C 5 min；95 °C 30 s，54 °C 30 s，

72 °C 1 min，30 个循环；72 °C 10 min[3]。PCR

产物通过 2%琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.6  T. halophilus 代谢精氨酸、瓜氨酸能

力测定 
1.6.1  不同基因型 T. halophilus 代谢氨基酸能

力分析 

将不同基因型 T. halophilus 菌株培养至对

数期后期(OD600=2.0)，4 °C、8 000 r/min 离心

2 min 收集菌体，用 PBS 缓冲液(20 mmol/L，pH 

7.0)洗涤，然后分别重悬于表 1 中所述 4 组培养

基中，30 °C 静置培养 5 d，4 °C、12 000 r/min

离心 2 min 取上清液，通过高效液相色谱法测 
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表 1  Tetragenococcus halophilus 利用氨基酸能

力分析 
Table 1  Analysis of utilization of arginine and 
citrulline by Tetragenococcus halophilus 

Group Arginine 

(g/L) 

Citrulline 

(g/L) 

Media 

A 5.0 4.0 Amino acid utilization medium A

B 5.0 4.0 Amino acid utilization medium B

C 0.0 4.0 Amino acid utilization medium A

D 0.0 4.0 Amino acid utilization medium B
 

定氨基酸含量[26]。 

1.6.2  精氨酸浓度对 R23 代谢氨基酸的影响 

将 T. halophilus 培 养 至 对 数 期 后 期

(OD600=2.0) 4 °C、8 000 r/min离心2 min收集菌体，

用 PBS 缓冲液洗涤，然后分别重悬于氨基酸利用

培养基 A 中，并添加组分 1 (2.0 g/L 精氨酸与

0.5 g/L 瓜氨酸)、组分 2 (3.0 g/L 精氨酸与 0.5 g/L

瓜氨酸)、组分 3 (5.0 g/L 精氨酸与 4.0 g/L 瓜氨

酸)，30 °C 静置培养 5 d，4 °C、12 000 r/min 离

心 2 min 取上清液测定氨基酸含量[26]。 

1.7  ADI 途径基因转录水平和关键酶活的

测定 
将 T. halophilus R23 培养至对数期后期

(OD600=2.0)，4 °C、8 000 r/min 离心 2 min 收集

菌体，用 PBS 缓冲液洗涤并将菌体重悬于种子

培养基或表 2 各组分培养基中，30 °C 静置培养

4 h。4 °C、8 000 r/min 离心 2 min 获得菌体后

用液氮研磨进行细胞破壁，用总 RNA 提取试剂

盒提取总 RNA 并进行反转录获得 cDNA。用

arcA、arcB 和 arcC 及其拷贝基因的引物分别进

行 RT-qPCR，并以 16S rRNA 基因作为内参基

因[3]。利用 2−△△Ct 方法对 RT-qPCR 结果进行相

对定量分析[27]。 

加 1 mL PBS 缓冲液重悬破壁后的菌体，

4 °C、8 000 r/min离心 2 min取上清液测定酶活。

精氨酸脱亚氨酶(ADI)、鸟氨酸转氨酶(OTC)、

氨基甲酸酯激酶 ( C K )酶活的测定参照 D e  

表 2  环境因素对 R23 代谢氨基酸能力分析 
Table 2  Analysis of environmental factors on the 
ability of R23 to metabolize amino acids 

Group Arginine 

(g/L) 

Citrulline 

(g/L) 

Media 

Ⅰ 2.0 0.5 Amino acid utilization medium A

Ⅱ 3.0 0.5 Amino acid utilization medium A

Ⅲ 5.0 0.5 Amino acid utilization medium A

Ⅳ 2.0 0.5 Amino acid utilization medium B

 

Angelis 等的方法[28-30]。 

1.8  数据处理与统计学分析 
所有试验均重复 3 次，使用 SPSS 26 进行

数据处理和显著性分析，并用 Adobe Illustrator 

2022、Origin 2022 绘图。 

2  结果与分析 

2.1  酱醪来源嗜盐四联球菌 ADI 途径的基

因组成类型 
研究前期对 T. halophilus R23 基因组测序

和注释分析表明，嗜盐四联球菌基因组中存在

ADI 途径关键基因 arcB 和 arcC 的多个拷贝[24]。

为全面了解嗜盐四联球菌基因组中与精氨酸代

谢相关基因的组成，本研究通过 PCR 扩增和基

因测序与比对，对分离自酱醪的 12 株(图 2 只

展示代表性菌株)嗜盐四联球菌基因组中存在

的 ADI 途径关键基因进行了分析和比较。由

图 2 可知，酱醪来源 T. halophilus 的 ADI 途径

关键基因组成主要分为两大类(类型 1 含有 arcA

和 arcB，类型 2 缺失 arcA 和 arcB)的 5 种亚类型：

具有包括 arcA、arcB、arcC 在内的全部基因

(R23)；具有 arcA 和 arcB 但缺失 arcC 和 arcB1

两个基因(R9)；缺失 arcA 和 arcB 两个基因但具

有多拷贝基因 arcB (arcB1，arcB2)和 arcC (arcC，

arcC1，arcC2，arcC3) (C3)；缺失 arcA、arcB 和

arcC1 3 个基因(R44)；仅具有 arcC、arcB1 和

arcC3 3 个基因(R13)。为比较不同 arc operon 基 
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因组成型对菌株代谢精氨酸和瓜氨酸的影响，

并分析各拷贝基因与瓜氨酸代谢的关系，后续

研究选取代表性菌株 R23、C3 和 R44 作为研究

对象。 

2.2  基因组成型与菌株精氨酸和瓜氨酸代

谢的关系 
由图 3A 可知，基因组中有 arcA 的菌株才

具有利用精氨酸并将其转化为瓜氨酸的能力；

在同时含有精氨酸和瓜氨酸的体系中，有 arcB

的菌株 R23 将瓜氨酸转化为鸟氨酸的能力显著

高于缺失此基因的菌株 C3 和 R44。当在有利于

瓜氨酸积累的体系中(含乙醇和脂肪酸)，具有

arcA 和 arcB 的 R23 从利用精氨酸转变为少量

积累精氨酸，瓜氨酸向鸟氨酸的转化显著减弱；

菌株 C3 和 R44 利用瓜氨酸能力显著低于正常

培养体系(图 3B)[15]。缺少 arcA 的菌株 C3 和 R44

能生成少量精氨酸的原因尚不清楚，推测可能

通过谷氨酸乙酰化途径生成[31]。当体系中只含

瓜氨酸时，R23 利用瓜氨酸的能力显著高于无

arcB 基因的菌株 C3 和 R44 (图 3C)，说明 arcB

对菌株利用瓜氨酸的影响大于 arcB1 和 arcB2；

在含有乙醇和游离脂肪酸的体系中，各菌株利

用瓜氨酸的能力略有下降(图 3D)。上述结果表

明，基因组中有 arcA 的菌株才具有利用精氨酸

的能力，并通过利用精氨酸生成瓜氨酸。后续

将进一步研究环境因素如何影响具有完整 arc 

operon 的菌株 R23 代谢精氨酸和瓜氨酸，以及

arcB 和 arcC 各拷贝基因的作用。 

2.3  精氨酸浓度对 R23 代谢氨基酸的影响 
高盐稀态酱油发酵过程酱醪中由原料水解

生成的精氨酸总量为 5 g/L 左右。为研究体系中

精氨酸含量是否影响 T. halophilus 降解瓜氨酸，

本研究考察了具有完整 ADI 途径的代表菌株 T. 

halophilus R23 在不同精氨酸浓度体系中对精

氨酸和瓜氨酸的利用情况。由图 4 可知，当体

系中精氨酸含量不高于 3 g/L 时，R23 利用精氨

酸基本不积累中间代谢产物瓜氨酸；当体系中

精氨酸含量为 5 g/L 时，R23 利用精氨酸并积累

瓜氨酸。虽然 R23 在 2、3、5 g/L 精氨酸体系

中都能完全代谢精氨酸，但是当体系中精氨酸

含量高于 3 g/L 时，T. halophilus 利用精氨酸后

开始积累中间代谢产物瓜氨酸。这说明，体系中

的精氨酸含量也是影响 T. halophilus 利用精氨酸

能否积累 EC 前体瓜氨酸的关键因素之一。 

 

 
 

图 2  Tetragenococcus halophilus 中 arc 基因簇的组成分析 
Figure 2  Characterization of arc genes in Tetragenococcus halophilus. 
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图 3  不同基因型 Tetragenococcus halophilus 利用精氨酸和瓜氨酸的比较   A：5.0 g/L 精氨酸+4.0 g/L 瓜

氨酸；B：5.0 g/L精氨酸+4.0 g/L瓜氨酸+2.5 g/L脂肪酸混合溶液(油酸、亚油酸、硬脂酸)+20 mL/L乙醇；

C：4.0 g/L 瓜氨酸；D：4.0 g/L 瓜氨酸+2.5 g/L 脂肪酸混合溶液(油酸、亚油酸、硬脂酸)+20 mL/L 乙醇 

Figure 3  Comparison of utilization of arginine and citrulline by Tetragenococcus halophilus with various 
arc genes. A: 5.0 g/L Arg+4.0 g/L Cit; B: 5.0 g/L Arg+4.0 g/L Cit+2.5 g/L fatty acid (oleic acid, linoleic acid, 
stearic acid)+20 mL/L ethanol; C: 4.0 g/L Cit; D: 4.0 g/L Cit+2.5 g/L fatty acid (oleic acid, linoleic acid, 
stearic acid)+20 mL/L ethanol. 

 
2.4  环境因素对 R23 精氨酸代谢相关基因

表达和酶活的影响 
前期研究和上述结果证实，T. halophilus 

R23 在一定条件下可以有效降解体系中的精氨

酸与瓜氨酸，但其代谢这 2 个氨基酸的能力受

环境因素影响，而且较高浓度的精氨酸、适当

浓度的乙醇和脂肪酸都可降低 R23 对精氨酸和

瓜氨酸的利用能力[3,15,20]。为了解 T. halophilus

精氨酸代谢的调控机制，本研究考察了 T. 

halophilus R23 在不同环境条件下培养 4 h 后

ADI 途径关键基因 arcA 和 arcB 的转录情况，

以及与瓜氨酸生成和消耗相关酶 ADI 和 OTC

的表达情况。由图 5A 可知，当体系中精氨酸含

量为 2 g/L 和 3 g/L 时，arcA/arcB<1，说明 T. 

halophilus R23 在此条件下编码生成瓜氨酸酶的

基因表达量低于编码利用瓜氨酸酶的基因表达

量。当体系中含有 5 g/L 精氨酸或含有乙醇与脂

肪酸混合物时，arcA/arcB>1，说明在该条件下

T. halophilus R23 编码生成瓜氨酸酶的基因表达

量高于编码利用瓜氨酸酶的基因表达量。乙醇与

脂肪酸对 arcA 和 arcB 的比值影响最大，当它们

存在时可使 arcA/arcB 从 0.81 增加到 1.54。 
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图 4  精氨酸浓度对 Tetragenococcus halophilus 

R23 氨基酸代谢的影响 
Figure 4  Effect of concentration of arginine on 
amino acid metabolism in Tetragenococcus 
halophilus R23. 

 
ADI 途径中的关键酶 ADI、OTC、CK 分别

与瓜氨酸生成、瓜氨酸消耗和氨甲酰磷酸的生

成有关，其中 ADI 和 OTC 的活性直接影响体

系中瓜氨酸的含量。由图 5B 可知，随着精氨酸

浓度的增加，3 种酶活均逐渐降低，说明底物

浓度增加在一定程度上抑制了精氨酸的代谢。

脂肪酸和乙醇对 ADI 途径的 3 个关键酶均有显

著抑制作用，可使 ADI、OTC 和 CK 的活性分

别减少 41.0%、46.4%和 60.0%。低精氨酸浓

度 (2 g/L 和 3 g/L)条件下，ADI 的活性低于

OTC，即催化瓜氨酸生成的酶活低于催化瓜氨

酸分解的酶活，T. halophilus R23 利用精氨酸后

不积累瓜氨酸。然而在乙醇加脂肪酸体系中

ADI 的活性高于 OTC，说明 T. halophilus R23

在此条件下利用精氨酸可积累瓜氨酸。虽然较

高精氨酸浓度(5 g/L)条件下 ADI 的活性略低于

OTC，这可能是因为其调控效率低于乙醇加脂

肪酸的条件，相关酶的合成尚未达到与基因表

达一致的水平(图 5A)，也可能与 T. halophilus 

R23 基因组中 arcB1 和 arcB2 的表达有关。 

 

 
 

图 5  环境因素对 Tetragenococcus halophilus R23 (A) arcA 和 arcB 基因转录水平及(B) ADI、OTC、

CK 酶活性的影响   Ⅰ：2.0 g/L 精氨酸；Ⅱ：3.0 g/L 精氨酸；Ⅲ：5.0 g/L 精氨酸；Ⅳ：2.0 g/L 精氨酸+ 

2.5 g/L 脂肪酸混合溶液(油酸、亚油酸、硬脂酸)+20 mL/L 乙醇。不同小写字母表示组间具有显著性差

异(P<0.05) 

Figure 5  Effect of cultivation conditions on (A) transcription levels of arcA and arcB and (B) activities of 
ADI, OTC, CK in Tetragenococcus halophilus R23. Ⅰ: 2.0 g/L Arg; Ⅱ: 3.0 g/L Arg; Ⅲ: 5.0 g/L Arg; Ⅳ: 
2.0 g/L Arg+2.5 g/L fatty acid mixed solution (oleic acid, linoleic acid, stearic acid)+20 mL/L ethanol. 
Different lowercase letters indicated significant differences among different groups (P<0.05). 
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2.5  T. halophilus R23 多拷贝基因转录水

平的比较 
为了解 T. halophilus R23 基因组中 arc 

operon 各拷贝基因在其精氨酸代谢中所起的作

用，比较了正常条件下培养 T. halophilus R23

的 ADI 途径多拷贝基因的转录水平。由图 6

可知，arcB 转录水平分别是 arcB1 和 arcB2 的

10.5 倍和 29.8 倍，说明在催化瓜氨酸分解代谢

过程中 arcB 基因起主要作用。通过比较 arcC

及其多拷贝基因的转录水平发现，arcC 的转录

量分别是其多拷贝基因 arcC1、arcC2 和 arcC3

的 17.6、20.3 和 23.9 倍，说明在分解氨甲酰磷

酸产生 ATP 的反应中，arcC 基因起主要作用

(图 6)。以上结果说明，虽然嗜盐四联球菌基因

组中含有多拷贝 arc operon 基因，但 arcA、arcB

和 arcC 是通过 ADI 途径代谢精氨酸起主要作

用的基因。 

 

 
 

图 6  Tetragenococcus halophilus R23 基因组中

arc operon 多拷贝基因转录水平的比较 
Figure 6  Comparison of the transcriptional levels 
of arc operon multiple copies gene in 
Tetragenococcus halophilus R23 genome. 

3  讨论与结论 

乳酸菌是参与食品发酵的重要功能性细

菌。研究乳酸菌在食品发酵过程通过 ADI 途径

的精氨酸代谢调控机制，对评估其参与食品发酵

时是否与致癌物氨基甲酸乙酯前体瓜氨酸积累

有关具有重要意义。白酒发酵体系中的 Bacillus 

amyloliquefaciens、Staphylococcus pasteuri 和乳

酸菌 Pediococcus acidilactici 与 Lactococcus 

garvieae 均具有完整 ADI 途径并能通过 ADI 途

径积累瓜氨酸。受各菌种在酒醅中丰度和含量

的影响，芽孢杆菌和乳球菌被证实是酒醅中利

用精氨酸生成瓜氨酸的主要贡献者[30]。然而，

白酒发酵体系中环境因素如何影响具有 ADI 途

径的细菌代谢氨基甲酸乙酯前体相关氨基酸目

前尚不清楚。黄酒发酵醪液中具有 ADI 途径的

菌主要为乳杆菌(L. plantarum、L. hilgardii、L. 

diolivorans、L. brevis、L. casei 和 L. fermentum)，

它们代谢精氨酸的能力与是否具有 arcA基因有

关[32]。虽然有研究证实来源于葡萄酒发酵体系

的乳酸菌代谢精氨酸和合成瓜氨酸受 pH 和温度

等因素影响，但这些乳酸菌 ADI 途径的基因构

成和基因表达调控机制并不十分清楚[33-34]。酱

油发酵体系中可通过 ADI 途径代谢精氨酸并积

累瓜氨酸的乳酸菌主要包括 P. acidilacitici、

Weissella 和 T. halophilus。盐胁迫和温度是酱油

乳酸发酵时期影响 P. acidilacitici 和 W. confusa

从精氨酸到瓜氨酸转化率的重要因素，而细胞

膜通透性的改变是酱油乙醇发酵时期包括 T. 

halophilus 在内具有 ADI 途径的细菌合成与积

累瓜氨酸的主要影响因素[13-14]。表面活性剂可

增强细胞膜通透性，从而通过抑制鸟氨酸转

氨甲酰酶活性促进瓜氨酸的积累 [35]。酱油发

酵过程大豆中脂质水解产生的游离脂肪酸(free 

fatty acids，FFAs)是酱醪体系中存在的表面活性
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剂[36]，酱醪中产生的乙醇提高了 FFAs 的溶解

度，进而增强了细胞膜通透性且促进瓜氨酸向

胞外转运，造成瓜氨酸的积累[13]。本研究通过

基因转录水平和酶表达水平分析证实了乙醇加

脂肪酸是影响 T. halophilus 利用精氨酸并积累

瓜氨酸的关键因素。此外，本研究证实了酱醪

来源的 T. halophilus 基因组中均存在 arc operon

关键基因 arcB 和 arcC 的多个拷贝，并初步将

其分为含有 arcA (以菌株 R23 为代表)和缺失

arcA (以菌株 C3 为代表)的两种类型。在解析

T. halophilus arc operon 基因构成的基础上，本

研究首次揭示了其 ADI 途径相关基因在代谢精

氨酸和瓜氨酸中的功能与差异：酱醪来源 T. 

halophilus 基因组中 arcB 和 arcC 基因转录水平

显著高于它们的拷贝基因 arcB1、arcB2和 arcC1、

arcC2、arcC3，在瓜氨酸代谢和精氨酸脱亚氨基

途径的催化反应中起主要作用。 

本研究通过解析酱醪来源 T. halophilus 菌

株基因组中 arc operon 基因组成的多样性特点，

揭示了该菌种在代谢精氨酸和瓜氨酸能力方面

的菌株差异性。通过考察菌株在不同条件下代

谢精氨酸和瓜氨酸的能力及 ADI 途径相关基因

表达情况，初步阐明了 T. halophilus 合成和积

累氨基甲酸乙酯前体瓜氨酸的代谢调控机制。

本研究结果揭示了嗜盐四联球菌在酱油发酵过

程中通过 ADI 途径进行的精氨酸代谢调控机

制，并可为评价参与食品发酵细菌的安全性提

供理论参考。 
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