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摘  要：【背景】西藏扎布耶盐碱湖水体富含高浓度 CO3
2−、HCO3

−和 Na+，可能栖息具有潜在应用

价值的盐单胞菌(Halomonas sp.)菌株。【目的】筛选积聚相容溶质四氢嘧啶的盐单胞菌菌株，并分

析四氢嘧啶积聚的影响因素和最优发酵条件。【方法】采用 Horikoshi-I 培养基分离扎布耶盐碱湖水

样中嗜碱盐且能高效积聚四氢嘧啶的盐单胞菌株，并明确生理生化特性和分类学地位。基于单因

素条件、Plackett-Burman、Box-Behnken 试验和 HPLC 检测，分析菌株胞内四氢嘧啶积聚量的关键

影响因素并优化其发酵条件。【结果】筛选获得扎布耶盐碱湖盐单胞菌共计 10 株(分属 5 个种)，优

势种是嗜碱盐单胞菌(H. alkaliphila，4 株，占 40%)。H. alkaliphila ZB109 的最佳生长盐度范围为

0.5−2.5 mol/L，最适生长 pH 值 8.0−10.0，四氢嘧啶的初始积聚量为 303.62 mg/L。菌株 ZB109 的

菌落圆形，边缘光滑，呈黄色，革兰氏染色阴性，显微形态呈短杆状、周身纤毛。NaCl、Mg2+和

底物 L-谷氨酸钠浓度是菌株 ZB109 积聚四氢嘧啶的关键影响因素。采用响应面法优化培养条件，菌

株 ZB109 单批次摇瓶发酵 48 h 的四氢嘧啶积聚量可达 696.313 mg/L。【结论】菌株 ZB109 兼具耐

盐和耐碱的生长特性，相较于其他分离盐单胞菌分离株，四氢嘧啶的积聚潜力更大，可为后续四

氢嘧啶的大规模发酵生产提供良好的菌种种质资源。 
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Abstract: [Background] Zabuye Salt Lake with high concentrations of CO3

2−, HCO3
−, and Na+ 

may harbor Halomonas strains with potential applications. [Objective] To screen the 
Halomonas strains capable of accumulating the compatible solute ectoine, analyze the factors 
influencing ectoine accumulation, and optimize the fermentation conditions for ectoine 
accumulation in these strains. [Methods] The Horikoshi-I medium was used to isolate the 
strains with salinity tolerance and capable of efficiently accumulating ectoine from the water 
samples collected from Zabuye Salt Lake. The strains were then characterized in terms of 
biochemical properties and taxonomic status. Single factor tests, Plackett-Burman design, 
Box-Behnken design, and HPLC were employed to analyze the key factors influencing the 
intracellular ectoine accumulation and optimize the fermentation conditions. [Results] A total 
of 10 strains belonging to 5 species of Halomonas were isolated from Zabuye Salt Lake, and the 
dominant species was H. alkaliphila (4 strains, 40%). H. alkaliphila ZB109 presented good 
growth within the salt range of 0.5−2.5 mol/L and pH 8.0−10.0, with the initial ectoine 
accumulation of 303.62 mg/L. The colonies of ZB109 were round, yellow, with smooth edge. 
ZB109 was a Gram-negative bacterial strain with short rod cells growing cilia around. NaCl, 
Mg2+, and the concentration of sodium L-glutamate (substrate) were the key factors influencing 
the accumulation of ectoine by strain ZB109. After the fermentation conditions were optimized by 
response surface methodology, strain ZB109 was able to accumulate ectoine up to 696.313 mg/L 
(48 h) in a single batch of shake flask fermentation. [Conclusion] Strain ZB109 with both salt 
and alkali tolerance demonstrates stronger potential in the accumulation of ectoine than other 
wild-type strains of Halomonas. It serves as an elite strain for the large-scale production of 
ectoine by fermentation. 
Keywords: Halomonas alkaliphila; growth characterization; ectoine; fermentation conditions 
 

盐单胞菌属(Halomonas)分类隶属于 γ-变形

杆 菌 纲 (Gammaproteobacteria) 海 洋 螺 菌 目

(Oceanospirillales)盐单胞菌科(Halomonadaceae)，
是一类耐盐、好氧的革兰氏阴性细菌，大多数

呈杆状，耐盐生长范围较为宽泛[1]。截至 2023 年 

12 月，模式微生物基因组数据库(List of Prokaryotic 
names with Standing in Nomenclature, LPSN, 
https://lpsn.dsmz.de/genus/halomonas)共计收录

盐单胞菌属菌株 172 个种，典型代表如延长盐单

胞菌(H. elongata)、樊氏盐单胞菌(H. ventosae)、 
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蓝晶盐单胞菌(H. bluephagnesis)和坎帕尼亚盐

单胞菌(H. campaniensis)等。盐单胞菌是发酵生

产生物塑料聚 β-羟基丁酸(poly-β-hydroxybutyric 
acid, PHB)和相容溶质(四氢嘧啶或羟基四氢嘧

啶)的典型模式菌株[2-3]。盐单胞菌广泛分布于海

洋、盐湖、盐碱湖、盐碱地沙漠等特殊生境[4-7]。

Zhang 等 [8]曾从小柴旦盐湖分离获得盐单胞菌

(Halomonas sp.) XH26，四氢嘧啶(ectoine)的积

聚量达到 456.82 mg/L；朱德锐等[9]从青海湖分

离获得樊氏盐单胞菌 (H. ventosae) QHL5，

ectoine 积聚量为 379.6 mg/L；Quillaguamán 等[10]

从盐碱湖 Laguna Colorada中分离获得玻利维亚

盐单胞菌(H. boliviensis) LC1，ectoine 积聚量可

达 740 mg/L。 
盐碱湖为一类具有高矿化度和高碱性水化

学特征的湖泊，生境中常栖息耐盐、耐碱或兼性

耐盐碱的野生型盐单胞菌株，是盐单胞菌的主要

分离来源地。Zhang 等[11]从乌鲁木齐盐碱湖(矿
化度 89.32 g/L，pH 8.3)分离获得一株耐盐碱的

盐单胞菌新种 H. urumqiensis BZ-SZ-XJ27；

Romano 等[12]从盐碱湖 Campania Region (矿化

度 58.5 g/L，pH 8.5)分离获得一株耐盐碱的盐

单胞菌新种 H. campaniensis 5AG；Poli 等[13]

从南极盐碱湖 Cape Russell (矿化度 156.8 g/L，

pH 9.0)分离获得一株嗜盐、嗜冷和耐碱的盐单

胞菌新种 H. alkaliantarctica CRSS。扎布耶盐碱

湖(E83°57′−84°15′，N31°27′−31°34′)位于西藏日

喀则地区，矿化度 243−396 g/L，pH 9.0−9.5，
水体富集扎布耶石、钾芒硝、氯碳钠镁石和天

然碱等，属于典型的碳酸盐型盐湖[14]。陶宇杰

等[14]利用 Illumina 高通量测序分析扎布耶盐碱

湖(南湖)的细菌多样性，发现盐单胞菌具有较高

的物种丰度(0.54%−8.75%)。若采用纯培养分离

可能获得具有潜在应用价值的盐单胞菌。基于

此，本研究以扎布耶盐碱湖水样为研究对象，

分离筛选盐单胞菌菌种资源，分析菌株生理生

化与生长特性、胞内 ectoine 积聚量；基于单因

素试验与响应面法优化 ectoine 的发酵条件，提

高 ectoine 的积聚量，为后续菌株的基因改造和

代谢工程菌株研究提供良好的菌种资源。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

2019 年 7 月中旬采集扎布耶盐碱湖的水泥

混合物样本，样本置于 4 ℃车载冰箱载回。 

1.2  主要试剂和仪器 
NaCl和 L-谷氨酸钠(L-monosodium glutamate 

monohydrate, MSG)等分析纯，天津市大茂化学

试剂厂；细菌全基因提取试剂盒，北京天根生

化科技有限公司；细菌生化鉴定试剂盒，海博

生物技术有限公司；2×PCR Mix，北京兰杰柯

科技有限公司；Taq DNA 聚合酶，赛默飞世尔

科技公司；Ectoine 标准品，上海阿达玛斯贝塔

化学试剂有限公司。PCR 仪，上海伯乐生命医

学产品有限公司；HPLC，安捷伦科技有限公司；

扫描电子显微镜，电子株式会社；光学显微镜，

奥林巴斯有限公司。 

1.3  培养基及纯培养菌株的分离 
Horikoshi-I 分离培养基 (g/L)[14]：葡萄糖

10.0，蛋白胨 5.0，酵母粉 5.0，K2HPO4 1.0，
MgSO4·7H2O 0.2。Ectoine 发酵培养基(g/L)[15]：

KCl 55.9，MgSO4·7H2O 24.7，MSG 6.5，柠檬

酸钠 3.0，酶水解酪素 7.5，无水 CaCl2 0.2，酵

母浸出物 2.0，115 ℃灭菌 15 min。使用 NaCl 溶
液(6 mol/L)配制盐梯度，用 Na2CO3 溶液(1 mol/L)
调节 pH 值，固体培养基添加 16 g/L 琼脂粉。

扎布耶盐碱湖水样(50 μL)直接涂布 Horikoshi-I
固体培养基(盐梯度组：0.0−3.0 mol/L，间隔 0.5；
pH 梯度组：8.0−13.0，间隔 1.0)，10−15 平板/梯度

组，37 ℃恒温箱培养 72 h。挑取不同形态的菌落
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进行活化(Horikoshi-I 培养基、37 ℃、180 r/min
振荡培养 24 h)，划线纯化菌株 3−4 次。 

1.4  菌株生长特性与胞内ectoine积聚量分析 
将 1.3 分离获得的待测菌株接种于Horikoshi-I

培养基 37 ℃、180 r/min 振荡培养 24 h 进行活

化。设置不同 NaCl 浓度梯度组(0.0−3.0 mol/L，

间隔 0.5)和 pH 梯度组(8.0−13.0，间隔 1.0)的
Horikoshi-I 培养基(n=3/组)，活化菌液接种量

1.0%，37 ℃、180 r/min 振荡培养 48 h，检测光

密度值 OD600。参考文献[14]进行嗜碱盐细菌分类。

参考文献[15]提取纯培养菌株胞内 ectoine 并进

行 HPLC 检测。流动相：乙腈:水为 80:20；流速：

1 mL/min；柱温：30 ℃；检测波长：210 nm；

进样量：15 μL。 

1.5  形态学与生理生化鉴定 
采用 Horikoshi-I 培养基活化纯化菌株，

37 ℃、180 r/min 振荡培养 12 h；采用 Horikoshi-I
固体培养基进行平板划线，观察菌落形态。采

用革兰氏染色法对菌体染色，使用油镜观察菌

体形态(1 000×)；采用戊二醛锇酸双重固定法固

定菌体，使用扫描电子显微镜观察菌体细胞显

微形态(8 000×)。参考细菌生化鉴定试剂盒说明

书进行碳氮源利用试验和生理生化鉴定[16]。 

1.6  分子生物学鉴定与系统发育树的构建 
采用 Horikoshi-I 培养基活化菌株，37 ℃、

180 r/min 振荡培养 12 h，采用细菌全基因提取

试剂盒提取基因组 DNA 并进行 16S rRNA 基因

PCR 扩增。引物为 27F (5′-AGAGTTTGATCATG 
GCTCAG-3′)和 1492R (5′-CTACGGTTACCTTG 
TTACGAC-3′)。PCR 反应体系(30 μL)：2×PCR 
Mix 15 μL，DNA 模板(10−20 ng/µL) 1 μL，上、

下游引物(10 µmol/L)各 2 μL，ddH2O 10 μL。PCR
反应条件：95 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，
72 ℃ 1 min，33 个循环；72 ℃ 5 min。PCR 纯

化产物由生工生物工程(上海)股份有限公司完

成测序。使用 Lasergene v7.1 软件包对测序结果

进行拼接整理，通过 NCBI 数据库(http://blast. 
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)比对分析已拼接的序

列，明确分离菌株的分类学地位。利用 MEGA 
v11.0软件构建系统发育树，采用Neighbor-joining
法，bootstrap 为 1 000[14]。 

1.7  单因素试验与发酵条件优化 
选择 ectoine 发酵培养基设置 6 个单因素分

组试验，即 NaCl 浓度梯组(0.0−3.0 mol/L，间

隔 0.5)、Mg2+浓度梯度组(0.05−0.25 mol/L，间

隔 0.05)、Ca2+浓度梯度组(2.0−10.0 µmol/L，间

隔 2.0)、MSG 浓度梯度组(0.02−0.10 mol/L，间

隔 0.02)、CaCO3 梯度组(5.0−25.0 g/L，间隔 5.0)
和 pH 梯度组(7.0−11.0，间隔 1.0)。分批次检测

待测菌株胞内的 ectoine积聚量(180 r/min，48 h，
n=3)，取平均值绘制曲线图。基于单因素结果，

使用 Design-Expert v11.0 软件进行 Plackett-Burman
和 Box-Behnken 多因素试验设计。通过 Plackett- 
Burman 设计确定关键变量(表 1)，以 NaCl 浓度

(X1)、Mg2+浓度(X2)、Ca2+浓度(X3)、MSG 浓度

(X4)、CaCO3 浓度(X5)作为实验因素，以 ectoine
积聚量为响应值。结合 Plackett-Burman 结果采用

Box-Behnken 法设计三因素三水平的响应面优

化方案(表 1)，以 ectoine 积聚量为响应值，优

化菌株培养基组成比例并验证。 

1.8  数据处理 
建立 ectoine 检测标准曲线：Y=(X−9.819 5)/ 

249 12，R2=0.99，式中 Y 为 ectoine 积聚量(g/L)，
X 为 HPLC 峰面积。采用 SPSS v26.0 软件进行

统计分析。 

2  结果与分析 
2.1  分离菌株的生长特性和形态学特征 

从扎布耶盐碱湖水样中分离获得盐单胞菌

10 株(表 2)，其菌落形态多呈圆形、淡黄色，部 
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表 1  试验因素与水平 
Table 1  Factor levels involved in the tests 
Test Factor Variant Level 

−1 0 1 
Plackett-Burman Concentration of NaCl (mol/L) X1 0.00  3.00 

Concentration of Mg2+ (mol/L) X2 0.05  0.25 
Concentration of Ca2+ (µmol/L) X3 2.00  10.00 
Concentration of MSG (mol/L) X4 0.02  0.10 
Concentration of CaCO3 (g/L) X5 5.00  25.00 

Box-Behnken Concentration of NaCl (mol/L) A 0.50 1.00 1.50 
Concentration of Mg2+ (mol/L) B 0.05 0.10 0.15 
Concentration of MSG (mol/L) C 0.06 0.08 1.00 

 
表 2  分离菌株耐盐耐碱范围和 ectoine 积聚量 
Table 2  Salt and alkali tolerance range and ectoine accumulation of isolated strains 
菌株编号 
Strain 
code 

分类学定位及相似度 
Taxonomic localization and 
similarity (%) 

耐盐范围 
Salt tolerance range 
(mol/L) 

耐碱范围 
Alkali resistance range 
(pH) 

四氢嘧啶积聚量 
Ectoine accumulation 
(mg/L) 

ZB74 Halomonas alkaliphile/100.00 0.0−2.5 8.0−12.0 32.30±0.78 
ZB36 Halomonas 

chromatireducens/99.85 
0.0−3.0 8.0−11.0 44.31±4.12 

ZB37 Halomonas venusta/99.15 0.0−2.5 8.0−13.0 ND 
ZB48 Halomonas venusta/99.28 0.0−2.0 8.0−13.0 ND 
ZB46 Halomonas alkaliphile/100.00 0.0−3.0 8.0−12.0 15.65±1.69 
ZB86 Halomonas alkaliphile/99.93 0.0−2.5 8.0−12.0 8.96±0.26 
ZB25 Halomonas venusta/99.26 0.0−2.5 8.0−13.0 ND 
ZB19 Halomonas hydrothermalis/100.00 0.0−2.5 8.0−12.0 ND 
ZB109 Halomonas alkaliphile/99.78 0.0−3.0 8.0−11.0 303.62±10.27 
ZB4 Halomonas campaniensis/100.00 0.0−2.5 8.0−13.0 29.20±1.54 
ND：未检测到 
ND: Not detected. 
 
分菌株呈白色。参照文献[14]确定分离菌株均属

于极端嗜碱盐菌(1.53 mol/L<盐度<5.53 mol/L，

pH>10.0)。16S rRNA 基因序列分析显示：盐单胞

菌分属 5 个种，其中嗜碱盐单胞菌(H. alkaliphila) 
4 株，占 40%，樊氏盐单胞菌(H. venusta) 3 株，

占 30%，铬还原盐单胞菌(H. chromatireducens) 
1 株，占 10%，热液盐单胞菌(H. hydrothermalis) 
1株，占10%，坎帕尼亚盐单胞菌(H. campaniensis) 
1 株，占 10%。初步检测 10 株盐单胞菌的胞内

ectoine，显示积聚量为 0.00−303.62 mg/L。分离

株嗜碱盐单胞菌 H. alkaliphila ZB109 的耐盐碱

能力良好，生长盐度 0.0−3.0 mol/L，pH 8.0−11.0，
ectoine 积聚量较高(303.62 mg/L)。菌株 ZB109
的菌落形态(图 1A)呈圆形，淡黄色，不透明，

中心隆起，边缘光滑；革兰氏染色阴性，显微

形态呈长杆状，单个或成串排列(图 1B)，扫描

电子显微镜形态 (图 1C)呈长圆柱状，长度约

10 μm，菌体轮廓清晰圆润，部分发生粘连，

表面绒毛感颗粒状聚合物，周身具有少量细短

纤毛。 
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图 1  菌株 ZB109 的菌落形态(A)、菌体形态(B)和细胞形态(C) 
Figure 1  Colony morphology (A), body morphology (B) and cell morphology (C) of strain ZB109. 
 
2.2  菌株 ZB109 的生理生化鉴定结果及系统

发育树 
参照《常见细菌系统鉴定手册》[17]和《伯

杰细菌鉴定手册》[18]进行菌株 ZB109 的碳氮源

利用与生理生化鉴定。结果显示：该菌株能利

用精氨酸、赖氨酸、(NH4)2SO4、NH4Cl、KNO3、

葡萄糖、甘露醇、肌醇、山梨醇、鼠李糖、蔗

糖、蜜二糖、苦杏仁甙、阿拉伯糖、柠檬酸、

淀粉和麦芽糖作为唯一碳氮源生长，不能利用

鸟氨酸和乳糖，β-半乳糖苷酶(ONPG)和脲酶试

验为阳性，V-P 试验、产 H2S 试验、吲哚试验

和明胶液化试验均呈阴性，与盐单胞菌菌株  
H. ventosae QHL5[16]、Halomonas sp. QHL25[19]

和 Halomonas sp. A20[20]的相关结果一致。16S 
rRNA 基因序列比对分析显示，菌株 ZB109 与

H. alkaliphila (KR140235.1)的相似性最高(99.78%)。
使用 MEGA v.11.0 软件构建系统发育树(图 2)，
初步确定菌株 ZB109 (OR651760.1)与盐单胞菌属菌

株进化同源，分类隶属于变形菌门(Proteobacteria) 
γ-变形杆菌纲(Gammaproteobacteria)海洋螺菌目

(Oceanospirillales)盐单胞菌科(Holomonadaceae)
盐 单 胞 菌 属 (Halomonas) 嗜 碱 盐 单 胞 菌      
(H. alkaliphila)。 

2.3  菌株 ZB109 胞内 ectoine 积聚量的单

因素试验 
设置单因素浓度分组(NaCl、Mg2+、Ca2+、

MSG、CaCO3 及 pH)，利用 ectoine 发酵培养基

37 ℃、180 r/min 培养 48 h，检测菌株 ZB109
的生物量和胞内 ectoine 的积聚量(图 3)。综合

分析显示：菌株 ZB109 积聚 ectoine 的最适 NaCl
浓度是 1.5 mol/L，积聚量为 558 mg/L (图 3A)；
最适 Mg2+浓度是 0.1 mol/L，积聚量为 570 mg/L 
(图 3B)；最适 Ca2+浓度是 4.0 µmol/L，积聚量

为576 mg/L (图3C)；最适MSG浓度是0.08 mol/L，
积聚量为 529 mg/L (图 3D)；最适 CaCO3 浓度

是 20 g/L，积聚量为 551 mg/L (图 3E)；最适 pH
值 10.0，积聚量为 236 mg/L (图 3F)。甄选 NaCl、
Mg2+、Ca2+、MSG、CaCO3 的最适浓度，进行

Plackett-Burman 关键单因素的变量试验。 

2.4  Ectoine 发酵条件优化结果 
基于 Plackett-Burman 试验筛选影响菌株

ZB109 胞内 ectoine 积聚量的显著因素(表 3)。
结果显示：模型方差 F 值为 10.31，P<0.05，表

明模型具有统计学意义。3 个关键因子的变化

显著影响菌株 ZB109 的胞内 ectoine 积聚量

(P<0.05)，影响强度依次为 NaCl (X1)>Mg2+ (X2)>  
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图 2  菌株 ZB109 及其近源属种的系统发育分析   分支数字是自展值；距离标尺数字是相对进化长度；

括号中数字是菌株的 GenBank 登录号 
Figure 2  Phylogenetic analysis of strain ZB109 and its near-genus species. Branch numbers are 
self-expansion values. Distance scale numbers are relative evolutionary lengths. Numbers in parentheses are 
GenBank accession numbers for strains. 
 
MSG 浓度(X4)，而 Ca2+(X3)与 CaCO3 浓度(X5)

的变化无显著影响(P>0.05)。使用 Design-Expert 

v.11.0 软件拟合实验模型，建立线性回归方程：

Y=232.10−143.31X1−71.08X2−0.619 4X3+66.59X4− 
34.09X5，式中 Y 为 ectoine 积聚量，因素 X1−X5

分别为 NaCl、Mg2+、Ca2+、MSG 和 CaCO3 浓 

度。回归决定系数 R2=0.837 5，模型拟合程度较

好；修正决定系数 R(Adj)
2=0.756 3，表明 75.63%

的响应值变化可以通过拟合模型进行解释。 

优选NaCl、Mg2+和MSG浓度进行Box-Behnken
试验设计，使用软件 Design-Expert v.11.0 进行

多元线性回归拟合分析(表 4)。以 ectoine 积聚 
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图 3  不同单因素条件下菌株 ZB109 的生长量(OD600)和 ectoine 积聚量   A：NaCl 浓度；B：Mg2+浓

度；C：Ca2+浓度；D：MSG 浓度；E：CaCO3 浓度；F：pH 
Figure 3  Growth (OD600) and ectoine accumulation of strain ZB109 under different one-factor conditions. 
A: concentration of NaCl; B: concentration of Mg2+; C: concentration of Ca2+; D: concentration of MSG; E: 
concentration of CaCO3; F: pH. 
 
量(Y)为响应值，建立 NaCl(A)、Mg2+(B)和 MSG

浓度(C)的响应面模型：Y=680.02−23.84A−17.25B− 
15.52C−1.91AB−19.13AC+4.16BC−40.88A2−32.34B2− 
69.38C2。方差分析显示 (表 5)：该模型显著  

(P<0.05)，失拟项不显著(P>0.05)，R2=0.974 5，
F=29.77，模型拟合程度较好，修正决定系数

R(Adj)
2=0.941 8，表明 94.18%的响应值变化可以

通过拟合模型进行解释，并分析和预测 ectoine 
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表 3  Plackett-Burman 法方差分析结果 
Table 3  Results of Plackett-Burman squared difference analysis 
Source Sum of square DF Mean square F P Significant 
Model 374 200.00 5 74 845.66 10.310 0 0.001 1 * 
X1 246 400.00 1 246 400.00 33.950 0 0.000 2 * 
X2 60 622.32 1 60 622.32 8.350 0 0.016 1 * 
X3 4.60 1 4.60 0.000 6 0.980 4  
X4 53 218.50 1 53 218.50 7.330 0 0.022 0 * 
X5 13 944.74 1 13 944.74 1.920 0 0.195 9  
Pure Error 23 953.27 4 5 988.32    
Cor Total 1 037 000.00 16     
R2=0.837 5; R(Adj)

2=0.756 3; *: P<0.05. 
 
表 4  Box-Behnken 试验设计及响应值 
Table 4  Box-Behnken design and response 
Experiment 
No. 

NaCl 
(mol/L) 

Mg2+ 
(mol/L) 

MSG 
(mol/L) 

Ectoine 
(mg/L) 

1 0.50 0.05 0.08 638.137 
2 1.50 0.05 0.08 604.971 
3 0.50 0.15 0.08 612.458 
4 1.50 0.15 0.08 571.633 
5 0.50 0.10 0.06 586.234 
6 1.50 0.10 0.06 566.113 
7 0.50 0.10 0.10 611.682 
8 1.50 0.10 0.10 515.036 
9 1.00 0.05 0.06 626.833 
10 1.00 0.15 0.06 579.039 
11 1.00 0.05 0.10 569.247 
12 1.00 0.15 0.10 538.080 
13 1.00 0.10 0.08 670.112 
14 1.00 0.10 0.08 690.230 
15 1.00 0.10 0.08 679.598 
16 1.00 0.10 0.08 684.439 
17 1.00 0.10 0.08 675.722 

 
的积聚量。由各因素 P 值可知，NaCl 浓度(A)、
Mg2+浓度(B)和 MSG 浓度(C)为显著影响因素，

其中 NaCl 浓度影响程度最大，其次是 Mg2+浓

度和 MSG 浓度。此外，A 和 C 之间的交互作用

显著；A 和 B、B 和 C 之间的交互作用最不显

著；A2、B2 和 C2 曲面效应均显著。 
2.5  多因素交互分析结果 

使用 Design-Expert v.11.0 绘制 3D Surface

响应面模型图，分析不同因素的交互作用影响

ectoine 积聚量(图 4)。综合分析显示，不同两因

素交互作用条件下，ectoine 的积聚量均呈先升

高后降低的变化趋势，峰值不同。NaCl 和 Mg2+

交互作用分析表明(图 4A)：当 0.08 mol/L MSG
浓度时，最高峰值条件为 1.0 mol/L NaCl 和  
0.1 mol/L Mg2+。NaCl 和 MSG 交互作用分析表

明(图 4B)：当 0.1 mol/L Mg2+浓度时，最高峰值

条件为 0.08 mol/L MSG 和 1.0 mol/L NaCl。Mg2+

和 MSG 交互作用分析表明(图 4C)：当 1.0 mol/L 
NaCl 浓度时，最高峰值条件为 0.1 mol/L Mg2+

和 0.08 mol/L MSG。使用最优发酵条件组合(NaCl 
1.25 mol/L，Mg2+ 0.09 mol/L，MSG 0.08 mol/L)
进行 3 次重复实验，检测 ectoine 积聚量(均值

696.313 mg/L)，与预测值(701.436 mg/L)非常

接近，相对误差小于 5%，说明该验证模型有效

可行。 

2.6  培养基优化前后的发酵效果比较 
优化 ectoine 发酵培养基与初始培养基相

比，NaCl 和 MSG 的浓度分别提高为 72.5 g/L
和 15.4 g/L，Mg2+浓度降低为 22.2 g/L；优化后

菌株 ZB109 胞内 ectoine 的积聚量提高了

392.693 mg/L (129.34%)，差异极显著(P<0.01)。
由此表明，优化培养条件致使菌株 ZB109 ectoine
的积聚量显著提高。 
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表 5  响应面模型的方差分析 
Table 5  Variance analysis for the response surface model 
Source Sum of square DF Mean square F P Significance 
Model 45 308.76 9 5 034.31 29.770 0 0.000 1 * 
A 4 548.58 1 4 548.58 26.900 0 0.001 3 * 
B 2 379.74 1 2 379.74 14.070 0 0.007 2 * 
C 1 927.40 1 1 927.4 11.400 0 0.011 8 * 
AB 14.67 1 14.67 0.086 7 0.776 9  
AC 1 464.02 1 1 464.02 8.660 0 0.021 6 * 
BC 69.11 1 69.11 0.408 7 0.543 0  
A² 7 035.48 1 7 035.48 41.610 0 0.000 4 * 
B² 4 404.63 1 4 404.63 26.050 0 0.001 4 * 
C² 20 265.96 1 20 265.96 119.850 0 0.000 1 * 
Residual 1 183.63 7 169.09    
Lack of Fit 943.04 3 314.35 5.230 0 0.072 0  
Pure Error 240.59 4 60.15    
Cor Total 46 492.39 16     
R2=0.974 5; R(Adj)

2=0.941 8; *: P<0.05. 
 

3  讨论 

3.1  嗜碱盐单胞菌的生长特性与应用潜力 
嗜碱盐单胞菌(H. alkaliphila)适宜栖息于

高盐碱生境(pH 7.5−13.0，10%−20% NaCl)，可

利用葡萄糖、甘露醇和蔗糖等碳源的嗜碱、耐

盐革兰阴性细菌[21]，广泛分布于盐碱湖和海洋

生境。嗜碱盐单胞菌被广泛应用于生产次级代

谢物和进化污染水源，具有良好的应用研究前

景[21]。如 Romano 等[21]从意大利盐碱湖 Campania 

Region 中分离一株嗜碱耐盐菌株 H. alkaliphila 

18bAG，该菌株可合成 PHB 和胞外多聚物

(extracellular polymeric substances, EPS) ；

Berlanga 等[22]从盐碱湖 Ebro Delta 中分离到一株

H. alkaliphila MAT16，该菌株可以合成聚羟基

脂肪酸酯 (poly-hydroxyalkanoates, PHA)；Ren

等 [23]从海水中分离获得一株嗜碱耐盐菌株   

H. alkaliphila HRL-9，该菌株具有脱氮反硝化能

力。本研究共计分离 10 株 5 种盐单胞菌，如

H. alkaliphila、H. venusta、H. chromatireducens、

H. hydrothermalis 和 H. campaniensis，其中    

H. alkaliphila 占比最高(4 株，丰度占比 40%)。

分离获得的 H. alkaliphila 菌株大多数具有较强

的耐盐碱特性，耐受盐度 0.0−3.0 mol/L，pH 

8.0−13.0，这可能由于扎布耶湖湖水碳酸盐浓度

饱和且 pH 高所致。此外，相较于其他菌株，   
H. alkaliphila ZB109 胞内 ectoine 积聚量较高(优

化前 303.62 mg/L) ，发酵条件优化后可达  

696.313 mg/L，可能成为 ectoine 生物合成的资源

菌种，具有潜在的应用价值。 

3.2  影响盐单胞菌胞内 ectoine 积聚量的

因素分析 
盐单胞菌通过胞内积累具有高度水溶性的

有机化合物(ectoine 或羟基四氢嘧啶)以应对极

端盐碱环境胁迫，表现为菌株生长量(OD600)和
ectoine 积聚量先增加后降低[24-25]。如周月慧等[26]

对菌株 H. venusta SL21 研究发现，当培养基中

NaCl 浓度为 2.0 mol/L 时，ectoine 合成量最高

为 272.8 mg/L，当 NaCl 浓度超过 2.5 mol/L 时，

ectoine合成量减少；王慧敏等[27]对菌株Halomonas  
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图 4  NaCl 浓度、Mg2+浓度和 MSG 浓度交互作用   
A：NaCl 和 Mg2+交互作用分析；B：NaCl 和 MSG
交互作用分析；C：Mg2+和 MSG 交互作用分析 
Figure 4  Interaction of NaCl, Mg2+ and MSG 
concentration. A: Analysis of NaCl and Mg2+ 
interactions; B: Analysis of NaCl and MSG interactions; 
C: Analysis of Mg2+ and MSG interactions. 

sp. Y 研究发现，随着培养基中 NaCl 浓度增加，

菌株胞内合成 ectoine 的积聚量先增后减，最

佳 NaCl 浓度为 150 g/L，ectoine 合成量可达

246.6 mg/L；王魁荣等[28]对菌株 Halomonas sp. 
NY-011 研究发现，当 NaCl 浓度达到 120 g/L 时，

菌株胞内 ectoine 的积聚量可达 71.5 mg/g，当

NaCl 浓度大于 150 g/L 时，菌株 NY-011 基本停

止生长。这些报道与本研究的结果相似，即菌

株 ZB109的生长量与胞内 ectoine积聚量随着盐

度的增加，呈现先增后降的趋势。这可能由于

盐胁迫促进菌株 ZB109胞内 ectoine合成相关基

因表达量增加，而盐浓度较高时，菌株 ZB109
菌体生长受抑制。此外，Plackett-Burman 和

Box-Behnken 试验显示，NaCl 浓度是影响菌株

ZB109 胞内 ectoine 积聚量的最主要因素(P 值分

别为 0.000 2 和 0.003 5)。 
为提高菌株胞内 ectoine 的积聚量，通常在

盐单胞菌发酵过程中添加天冬氨酸和谷氨酸等

中间代谢物或前体底物。如沈国平等[29]对菌株

H. campaniensis XH26 研究发现，随着培养基中

MSG 浓度增加，菌株胞内合成 ectoine 的积聚

量先增后减，当 MSG 浓度为 30 mmol/L 时，

ectoine的积聚量达到最大值 321.83 mg/L；刘静[30]

对菌株 Halomonas sp. X26 研究发现，培养基

中 MSG 为 0.035 mol/L 时，胞内 ectoine 积聚

量为 491.19 mg/L。本研究 Plackett-Burman 和

Box-Behnken 试验显示， MSG 是影响菌株

ZB109 胞内 ectoine 积聚量的次要因素(P 值分别

为 0.022 0 和 0.025 4)。通过单因素试验发现，

随着 MSG 浓度的增加，菌株 ZB109 的生长量

(OD600)与胞内 ectoine 积聚量呈现先增后降的

趋势，这可能由于 MSG 浓度升高的同时，增加

了培养基中 Na+浓度，从而抑制菌株 ZB109 的

生长。此外，文献综合显示 pH 值也是影响盐

单胞菌胞内 ectoine 的积聚量的因素之一。如
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朱德锐等[9]对菌株 H. ventosae QHL5 研究发

现，当 pH 8.0 时，菌株 ectoine 干重比最大，

当 pH>9.5 后，菌株生长量明显下降。本研究

中菌株 ZB109 在 pH 10.0 时生长量最大，但是

单因素试验显示， pH 对菌株 ZB109 胞内

ectoine 积聚量影响的规律性不显著，这可能由

于 ectoine 发酵培养基中存在大量 Mg2+和 Ca2+，

高 pH 条件下，Mg2+和 Ca2+被消耗所致。后续

研究将基于转录组学和蛋白组学深入探究

NaCl、MSG 浓度和 pH 影响菌株 ZB109 的胞

内 ectoine 积聚量的机制，为进一步提高盐单胞

菌 ectoine 积聚量提供一定的理论依据。  

3.3  响应面法提高菌株胞内ectoine积聚量的

应用前景 
响应面法基于综合试验设计和数学建模，

是目前优化培养基的主流实验方法之一[31]。文

献综合显示，响应面法广泛应用于提高菌株胞

内 ectoine 积聚量，是分析影响 ectoine 积聚量

关键因素的重要手段。如 Kushwaha 等[32]通过

Box-Behnken 和响应面法优化培养基成分，当

培养基盐度达到 15%时，菌株 Halomonas sp. 
SBS10 胞内 ectoine 积聚量可达 617 g/g；Omara
等[33]通过 Plackett-Burman 和 Box-Behnken 优化

培养基成分，结果表明在最适组合下(培养时间

78 h、pH 7.5 和盐度 8%)，Vibrio sp. CS1 和

Salinivibrio costicola SH3 胞内 ectoine 积聚量分

别可达 477 mg/L 和 215 mg/L；汪明香等[15]通过

Plackett-Burman 和 Box-Behnken 优化培养基成

分，结果表明在最适组合下(0.05 g/L 磁性纳米金

属颗粒 Fe3O4NPs、1.53 mol/L NaCl 和 0.03 mol/L 
MSG)，H. campaniensis XH26 胞内 ectoine 积聚

量可达 640.28 mg/L。本研究以 NaCl 浓度、Mg2+

浓度、Ca2+浓度、MSG 浓度和 CaCO3 浓度为单因

素，菌株 ZB109 胞内 ectoine 积聚量为响应值，

通过 Plackett-Burman 筛选出关键因素是 NaCl 浓

度、Mg2+浓度和 MSG 浓度，并通过 Box-Behnken
明确最优培养基组分(NaCl 1.25 mol/L；Mg2+ 
0.09 mol/L，MSG 0.08 mol/L)。使用优化培养基

37 ℃、180 r/min 振荡培养 48 h 后，菌株 ZB109
胞内 ectoine 积聚量可达 696.313 mg/L，较优化

前(303.62 mg/L)提高了 392.693 mg/L (129.34%)。综

上，在提高菌株胞内四氢嘧啶积聚量方面，响

应面法具有良好的方法学应用前景，后续研究

将甄选不同类型的碳氮源分析菌株 ZB109 胞内

ectoine 积聚量的变化，为进一步优化菌株

ZB109 发酵培养基提供一定的参考依据。 

4  结论 
利用 Horikoshi-I 培养基分离获得盐单胞菌

合计 10 株，分属 6 个种，优势种是嗜碱盐单胞

菌(4 株，丰度占比 40%)，分离菌株均属于极端

嗜碱盐菌。生理生化试验显示，菌株 ZB109 可

利用的碳氮源宽泛(如 KNO3、葡萄糖和蔗糖

等 )，盐碱耐受范围较大 (最佳生长盐度范围

0.5−2.5 mol/L，最佳生长 pH 8.0−10.0)，胞内

ectoine 积聚量较高(优化前 303.62 mg/L)，具有生产

四氢嘧啶类化合物的潜力。通过 Plackett-Burman、
Box-Behnken 试验和响应面法，明确 NaCl、Mg2+

和 MSG 是影响菌株 ZB109 胞内 ectoine 积聚量

的关键因素。在此基础上对 ectoine 发酵培养基

进行优化，优化后培养基的 NaCl 和 MSG 的浓

度分别提高至 72.5 和 15.4 g/L，MgSO4·7H2O 浓

度降低至 22.2 g/L，胞内 ectoine 积聚量可达

696.313 mg/L，提高了 392.693 mg/L，为 ectoine
的生物合成积累了潜在菌种资源。 
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