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番茄红素积累的作用与机制
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摘要:[目的]本文旨在分离鉴定具有积累番茄红素能力的紫色非硫细菌ꎬ分析番茄红素的合成途径ꎬ研究谷氨酸和脯氨酸

促进番茄红素积累的机制ꎮ [方法]采用双层板法从底泥中富集分离紫色非硫细菌ꎬ通过基因组测序和代谢组分析ꎬ揭示番

茄红素合成的代谢途径ꎻ比较分离菌株在不同条件及不同培养基中生长及积累番茄红素的性能ꎬ研究不同氨基酸对分离菌

株积累番茄红素的影响ꎬ通过差异转录组结合差异代谢组学分析谷氨酸或脯氨酸促进番茄红素积累的机制ꎮ [结果]分离

鉴定到 １ 株具有番茄红素合成能力的紫色非硫细菌ꎬ经 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因及全基因组比对ꎬ将该菌株鉴定并命名为 Ｃｅｒｅｉｂａｃｔｅｒ
ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ ＤＴ.１ꎮ 基因组测序和代谢组结果表明该菌株通过 ４－磷酸甲基赤藓糖醇(ＭＥＰ)途径合成番茄红素ꎬ且该途径的

八氢番茄红素去饱和酶(ＣｒｔＩ)具有 ４ 步脱氢功能ꎬ可以催化八氢番茄红素经四步脱氢形成番茄红素ꎮ 在好氧黑暗条件下ꎬ
８ 种氨基酸可以提高番茄红素的产量ꎬ其中谷氨酸和脯氨酸促进效果最佳ꎬ在酵母粉培养基中添加 ４００ ｍｇ􀅰Ｌ－１的谷氨酸或

脯氨酸ꎬ番茄红素积累量分别较对照提高 ９９.４％和 １０１.７％ꎮ 添加谷氨酸或脯氨酸后非环化类胡萝卜素 １ꎬ２－水合酶基因

ｃｒｔＣ 的表达水平显著下降ꎬ丙酮酸、乙酰辅酶 Ａ 等番茄红素合成前体物质的积累明显增加ꎮ [结论]在酵母粉培养基中添加

谷氨酸或脯氨酸可以显著提高 Ｃ􀆰 ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ ＤＴ.１ 中番茄红素的产量ꎻ谷氨酸或脯氨酸提高番茄红素产量的机制主要为下

调非环化类胡萝卜素 １ꎬ２－水合酶基因的表达ꎬ促进番茄红素合成前体物质的积累ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]Ｔｈｅ ｐａｐｅｒ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｉｓｏｌａｔｅ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｐｕｒｐｌｅ ｎｏｎ￣ｓｕｌｆｕｒ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｎｇ ｌｙｃｏｐｅｎｅꎬａｎａｌｙｚｅ
ｔｈｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｌｙｃｏｐｅｎｅꎬａｎｄ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｂｙ ｗｈｉｃｈ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ｌｙｃｏｐｅｎｅ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｔｈｅ ｄｏｕｂｌｅ￣ｌａｙｅｒ ｐｌａｔｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｎｒｉｃｈ ａｎｄ ｉｓｏｌａｔｅ ｐｕｒｐｌｅ ｎｏｎ￣ｓｕｌｆｕｒ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｒｏｍ ｆｉｓｈ ｐｏｎｄ
ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ. Ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ. Ｔｈｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ａｎｄ ｌｙｃｏｐｅｎｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ.
Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ｌｙｃｏｐｅｎｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ. Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ
ｂｙ ｗｈｉｃｈ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｏｒ ｐｒｏｌｉｎｅ ｐｒｏｍｏｔｅ ｌｙｃｏｐｅｎｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ａ ｐｕｒｐｌｅ ｎｏｎ￣ｓｕｌｆｕｒ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｉｎｇ ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ.
Ｔｈｒｏｕｇｈ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｗｈｏｌｅ￣ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｎａｍｅｄ ａｓ Ｃｅｒｅｉｂａｃｔｅｒ
ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ ＤＴ.１. Ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｓｔｒａｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｖｉａ ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ
４￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ(ＭＥＰ)ｐａｔｈｗａｙ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬｔｈｅ ｐｈｙｔｏｅｎｅ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ(ＣｒｔＩ) ｉｎ ｔｈｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｐｏｓｓｅｓｓｅｄ ａ ４￣ｓｔｅｐ ｄｅｓａｔｕｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｕｎｄｅｒ
ａｅｒｏｂｉｃ ｄａｒｋ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｙｉｅｌｄ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎬａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ
ａｎｄ ｐｒｏｌｉｎｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ９９.４％ ａｎｄ
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１０１.７％ꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｂｙ ａｄｄｉｎｇ ４００ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ｏｆ ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｏｒ ｐｒｏｌｉｎｅ ｔｏ ｔｈｅ ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｍｅｄｉｕｍ. Ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｏｒ
ｐｒｏｌｉｎｅ ｌｅｄ ｔｏ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ａｃｙｃｌｉｃ ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ １ꎬ２￣ｈｙｄｒａｔａｓｅ ｇｅｎｅ ｃｒｔＣꎬａｎｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｐｙｒｕｖａｔｅ ａｎｄ ａｃｅｔｙｌ￣ＣｏＡ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ] Ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ
Ｃ􀆰 ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ ＤＴ.１ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅｉｔｈｅｒ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｏｒ ｐｒｏｌｉｎｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｆｏｒ
ｅｎｈａｎｃｅｄ ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｏｒ ｐｒｏｌｉｎｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｉｎｃｌｕｄｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｃｙｃｌｉｃ ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ
１ꎬ２￣ｈｙｄｒａｔａｓｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｆｏｒ ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:Ｃｅｒｅｉｂａｃｔｅｒ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓꎻｌｙｃｏｐｅｎｅꎻａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎻｃｒｔＣ ｇｅｎｅ

番茄红素是一种天然的类胡萝卜素ꎬ存在于多种植物中ꎬ特别是可食部分呈红色、黄色的植物中ꎬ如番

茄[１]、西瓜[２]、石榴[３]和木瓜[４]等ꎮ 它具有淬灭活性氧、消除自由基的能力ꎬ在预防心脏病、减缓动脉粥样

硬化、预防多种癌症以及保护心血管等方面发挥着重要作用[５]ꎬ其强大的生理活性引起了广泛的关注ꎬ导
致全球市场需求的不断增长[６]ꎮ 番茄红素的合成已成为一个重要的研究热点[７]ꎮ 合成番茄红素主要有

植物提取、化学合成和微生物生产等方法[８]ꎮ 从植物中提取番茄红素ꎬ尤其是从番茄中提取是一种传统

且普遍采用的方法ꎬ通常涉及多种提取技术ꎬ如有机溶剂萃取法、超声波辅助提取法和超临界流体萃取法

等[８]ꎮ 不足之处是ꎬ番茄及其他植物中的番茄红素含量相对较低[９]ꎬ同时存在资源利用效率不佳等问

题[１０]ꎻ而化学合成番茄红素时化学残留物质对食品安全构成潜在的风险ꎻ而微生物生产番茄红素作为一

种较为高效与安全的生产方式已被广泛应用[８]ꎮ
光合细菌中的紫色非硫细菌(ｐｕｒｐｌｅ ｎｏｎ￣ｓｕｌｆｕｒ ｂａｃｔｅｒｉａꎬＰＮＳＢ)对环境适应能力强ꎬ可在好氧、厌氧条

件下分别进行化能异养、光能异养生长ꎬ并且具有合成类胡萝卜素的能力ꎬ这使得 ＰＮＳＢ 成为番茄红素生

物合成的理想菌株[１０]ꎮ 文献报道产番茄红素的 ＰＮＳＢ 有 Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｒｕｂｒｕｍ、Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐａｌｕｓｔｒｉｓ、
Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｆａｅｃａｌｉｓ、Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ 等[１１－１３]ꎮ 作为类胡萝卜素合成途径的中间产物ꎬ番茄红

素合成以后可在非环化类胡萝卜素 １ꎬ２－水合酶(ＣｒｔＣ)的作用下进一步转化为下游代谢物ꎬ导致野生型菌

株中不积累番茄红素或积累量很低(０~３.２４ ｍｇ􀅰ｇ－１ꎬ以细胞干重计ꎬ下同)ꎬ因此敲除 ｃｒｔＣ 基因通常可以有效

提高 ＰＮＳＢ 中番茄红素的产量[１４]ꎮ 现有研究显示ꎬ原核生物主要通过 ４－磷酸甲基赤藓糖醇(ｍｅｔｈｙｌｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ
４￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＭＥＰ)途径合成番茄红素[１５]ꎬ而八氢番茄红素去饱和酶(ＣｒｔＩ)是该途径的关键酶ꎬ其活性及功

能对 ＰＮＳＢ 合成番茄红素的能力有很大影响ꎬ在有的菌株中 ＣｒｔＩ 具备 ４ 步脱氢功能ꎬ可以催化八氢番茄红

素经 ４ 步脱氢反应直接形成番茄红素[１６－１９]ꎬ但有的菌株中 ＣｒｔＩ 只有 ３ 步脱氢功能ꎬ需要引入外源 ｃｒｔＩ４ 才

能具备合成番茄红素的能力[１４]ꎮ
利用 ＰＮＳＢ 制备番茄红素需要厌氧光照培养条件ꎬ由于菌体细胞的遮光效应使得它在规模化发酵上

有局限性ꎬ而好氧发酵可以有效克服上述缺点ꎬ但目前还较少有相关研究的报道[１４]ꎮ 因此本研究的目的

是探索好氧条件下合成番茄红素的可行性ꎬ研究氨基酸对细菌合成番茄红素的影响并探究其内在机制ꎬ以
期为番茄红素的生物合成奠定理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

富集培养基:乙酸钠 ３ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ七水合硫酸镁 ０.５ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ氯化铵 ０.５ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ氯化钠 ０.５ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ无水磷酸氢

二钾 ０.５ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ碳酸氢钠 １ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ酵母提取物 ０.１ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ微量元素溶液 １ ｍＬ􀅰Ｌ－１ꎬ维生素储备液 １ ｍＬ􀅰Ｌ－１ꎬ
ｐＨ７.０ꎮ 微量元素溶液:硼酸 ０.７０ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ硫酸锰 ０.４ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ二水合钼酸钠 ０.１ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ六水合氯化铁 ０.０５
ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ三水合硝酸铜 ０.０１ ｇ􀅰Ｌ－１ꎮ 维生素储备液:维生素 Ｂ１ ０.１ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ尼克丁酸 １０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ对氨基苯甲

酸 １０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎬ生物素 ０.１ ｍｇ􀅰Ｌ－１ꎮ
酵母粉蛋白胨培养基:酵母提取物 ３ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ蛋白胨 ３ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ七水合硫酸镁 ０.５ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ氯化铵 ０.５ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ

氯化钠 ０.５ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ无水磷酸氢二钾 ０.５ ｇ􀅰Ｌ－１ꎬ微量元素溶液 １ ｍＬ􀅰Ｌ－１ꎬｐＨ７.０ꎮ 根据试验需要去除蛋白胨

或酵母粉可分别配制成酵母粉培养基或蛋白胨培养基ꎮ
１.２　 试验设计

１.２.１　 光合细菌的分离与鉴定　 试验菌株分离自江苏省东台市某鱼塘底泥ꎮ 在 １２０ ｍＬ 血清瓶中加入 ６０ ｍＬ
富集培养基ꎬ在厌氧光照(３０ ℃、３ ０００ ｌｘ)条件下进行富集培养ꎬ当培养液变为棕红色时采用双层平板法

进行分离和纯化ꎮ 通过透射电子显微镜(日立ꎬＨ７６５０)观察分离菌株的形态特征ꎮ 将菌体接种于装有酵

３２８
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母粉蛋白胨培养基的摇瓶中培养至对数生长期(Ｄ６６０ ＝ １.０)ꎬ取 ５０ ｍＬ １２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎ 后收集菌

体ꎬ液氮速冻后加足量干冰寄送武汉华大基因生物技术有限公司ꎬ使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＴｒｕＳｅｑＴＭ Ｎａｎｏ ＤＮＡ 试剂

盒进行 ＤＮＡ 提取与文库构建ꎬ随后采用 ＰａｃＢｉｏ 技术进行全基因组测序ꎮ 从细菌全基因组中获得 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因全长序列ꎬ提交 ＮＣＢＩ(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＰＱ４１６７５６)ꎬ并与相关模式菌株比对ꎬ使用邻接法构建

系统发育树ꎮ 全基因组序列上传 ＪＳｐｅｃｉｅｓＷＳ 网站并与模式菌株 Ｃｅｒｅｉｂａｃｔｅｒ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ ＡＴＨ ２.４.１ 比对计算

平均核苷酸一致性(ａｖｅｒａｇｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙꎬＡＮＩ)ꎬ将分离菌株鉴定至属种ꎮ
１.２.２　 光合细菌番茄红素积累能力的测定　 在厌氧光照和好氧黑暗 ２ 种条件下比较分离菌株在酵母粉

培养基、蛋白胨培养基、酵母粉蛋白胨等 ３ 种培养基中生长和合成番茄红素的能力ꎮ 厌氧光照培养在装有

６０ ｍＬ 培养基的 １２０ ｍＬ 血清瓶中进行ꎬ培养条件为光照度 ３ ０００ ｌｘ、３０ ℃ꎻ好氧黑暗培养在装有 １００ ｍＬ 培

养基的 ２５０ ｍＬ 摇瓶中进行ꎬ培养条件为 ３０ ℃、１６０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ꎮ 培养 ２４ 或 ４８ ｈ 取样测定 Ｄ６６０和番茄红素的

产量ꎮ
在摇瓶条件下研究不同氨基酸对分离菌株生长和细胞内番茄红素积累的影响[２０－２１]ꎬ在酵母粉培养基

中分别添加 ２００ ｍｇ􀅰Ｌ－１的 １９ 种氨基酸ꎬ以未添加氨基酸的培养基作为对照ꎬ所有处理均进行 ３ 次重复ꎮ
３０ ℃、１６０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１培养 ２４ ｈ 后取 ５０ ｍＬ 细菌培养液 １２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎꎬ将所得细胞沉淀在－４０ ℃下

真空冷冻干燥(ＴｈｅｒｍｏꎬＰｏｗｅｒ ｄｒｙ ＬＬ３０００)后提取番茄红素并测定其产量ꎮ 根据上述结果确定对番茄红素

积累促进作用最显著的氨基酸ꎬ进一步测定这些氨基酸在不同浓度条件下对分离菌株生长和番茄红素积

累的促进作用ꎮ
１.２.３　 转录组和代谢组分析　 将菌株 ＤＴ.１ 接种于含 ４００ ｍｇ􀅰Ｌ－１的谷氨酸或脯氨酸的培养基中ꎬ在好氧黑

暗条件下(３０ ℃、１６０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１)培养 ２４ ｈꎮ 取 ５０ ｍＬ 菌液ꎬ在 ４ ℃、１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１下离心 １ ｍｉｎꎮ 弃去上清

液ꎬ用预冷 ＰＢＳ 在 ４ ℃下洗涤菌体沉淀 ２ 次ꎬ然后将菌体沉淀在液氮中速冻ꎬ并使用足量干冰寄送至广州

基迪奥生物技术有限公司进行转录组和代谢组分析ꎬ每个处理准备 ３ 个独立样本ꎮ 对不同样品每个基因

的表达比较采用负二项分布统计模型进行检验ꎬ得到基因比较的 Ｐ 值ꎬ然后使用 Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ￣Ｈｏｃｈｂｅｒｇ(ＢＨ)
法修正 Ｐ 值得到基因之间显著差异的 ＦＤＲ( ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ)ꎮ 按照 ｜ ｌｏｇ ＦＣ ｜ ≥１ 和 ＦＤＲ≤０.０５ 标准确

定差异表达显著的基因ꎬ然后根据 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 数据库注释结果ꎬ对差异基因进行相关分类和分析ꎮ 差异

代谢物则以 Ｐ<０.０５ 和 ＶＩＰ(ｖａｒｉａｂｌｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ)>１ 为阈值ꎮ
１.２.４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 　 采用 ＲＮＡ￣ｅａｓｙ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ(Ｖａｚｙｍｅ)总 ＲＮＡ 提取试剂盒提取细菌总

ＲＮＡꎬ使用 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｏｎｅ 分光光度计检测其纯度和浓度ꎮ 以 １６Ｓ ｒＲＮＡ 作为内参基因ꎬ根
据 Ｃａｅｔａｎｏ￣Ｌｏｐｅｓ 等[２２]的方法进行 ＲＮＡ 反转录和实时定量 ＰＣＲꎮ 用于 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析的引物见表 １ꎮ

表 １　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 所使用的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｉｎ ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ

基因 Ｇｅｎｅ 正向引物 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ(５′→３′) 反向引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ(５′→３′)

ｃｒｔＣ 　 　 ＴＧＡＣＧＣＴＣＡＡＧＧＡＣＧＡＴＧＧＣ 　 　 ＣＣＡＧＧＴＣＣＡＧＡＡＡＣＧＧＡＡＧＴＣＧ
ｃｒｔＤ 　 　 ＡＡＴＣＧＡＧＧＧＣＧＧＧＡＴＧＣＡ 　 　 ＴＣＧＣＣＧＴＴＧＡＡＧＡＣＧＡＴＧＴＧＡ
ｃｒｔＦ 　 　 ＧＴＣＧＣＧＧＧＣＴＴＣＧＴＣＣＡＴＴ 　 　 ＧＧＣＴＣＧＧＴＣＴＣＧＣＣＴＴＴＣＡ
ｃｒｔＡ 　 　 ＡＣＣＡＡＧＡＴＧＧＣＣＧＡＣＧＡＧＡ 　 　 ＡＧＡＡＧＧＴＡＡＣＣＴＧＣＴＧＧＡＣＧＡＡ
ｆａｂＦ 　 　 ＴＧＧＡＴＧＧＡＧＣＣＣＡＡＧＧＡＣＡＧ 　 　 ＧＧＡＴＧＡＡＧＡＡＧＧＧＣＧＡＧＡＣＧ
ｇｌｔＢ 　 　 ＧＧＣＴＣＴＡＣＣＴＣＴＧＣＴＣＧＣＴＧＴＣ 　 　 ＧＣＧＧＡＴＣＴＣＧＴＧＧＣＴＣＴＴＣＡ

　 　 注:ｃｒｔＣ:羟基链孢红素合酶基因 Ｈｙｄｒｏｘｙｎｅｕｒｏｓｐｏｒｅｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅꎻｃｒｔＤ:羟基链孢红素去饱和酶基因 Ｈｙｄｒｏｘｙｎｅｕｒｏｓｐｏｒｅｎｅ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ
ｇｅｎｅꎻｃｒｔＦ:羟基链孢红素－Ｏ－甲基转移酶基因 Ｈｙｄｒｏｘｙｎｅｕｒｏｓｐｏｒｅｎｅ￣Ｏ￣ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｇｅｎｅꎻｃｒｔＡ:球形烯单加氧酶基因 Ｓｐｈｅｒｏｉｄｅｎｅ
ｍｏｎｏｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅꎻｆａｂＦ:３－氧代酰基－[酰基载体蛋白]合酶Ⅱ基因 ３￣ｏｘｏａｃｙｌ￣[ａｃｙｌ￣ｃａｒｒｉｅｒ￣ｐｒｏｔｅｉｎ]ｓｙｎｔｈａｓｅ Ⅱ ｇｅｎｅꎻｇｌｔＢ:谷氨酸合酶大
亚单位基因 Ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａ ｇｅｎｅ.

１.２.５　 番茄红素的提取及色素吸收光谱测定　 取 ２０ ｍＬ 培养液离心收集菌体(１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１、４ ℃、５ ｍｉｎ)ꎬ
使用预冷的 ０.０１ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＰＢＳ(ｐＨ７.５)洗涤 ２ 次ꎬ真空冷冻干燥后[２３－２５]向离心管中加入 ５ ｍＬ 预冷的丙酮－
甲醇(体积比 １ ∶１)溶液ꎬ并用锡箔纸包裹避光ꎬ在黑暗中涡旋振荡 １０ ｍｉｎꎬ直到菌体沉淀变为无色[１８]ꎮ ４ ℃、
１２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ２ ｍｉｎꎬ取上清液过 ０.２２ μｍ 滤膜得到提取液ꎬ储存于－２０ ℃的棕色色谱瓶中ꎬ２ ｄ 内上

样分析ꎮ 使用酶标仪(美谷ꎬＭＤ ｉＤ５－１)对色素提取液在 ３２０~１ ０００ ｎｍ 处扫描测定其吸收光谱ꎮ
１.２.６　 番茄红素的定量分析　 采用高效液相色谱仪(ＣＴＯ－２０Ａꎬ日本岛津)测定番茄红素的含量ꎬ色谱柱

为 Ｃ１８反相色谱柱(ＺｏｒｂａｘＳＢ－Ａｑꎬ４.６ ｍｍ×２５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎬ紫外检测波长为 ４５０ ｎｍꎮ 流动相由乙腈、异丙

醇和甲醇(体积比 ５ ∶２ ∶３)组成ꎬ流速 １.０ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎬ柱温 ４０ ℃ꎬ进样体积 １０ μＬꎬ运行时间 ８ ｍｉｎꎮ 将番茄

４２８
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红素标准样品溶解于丙酮－甲醇(体积比 １ ∶１)溶液中制成系列浓度ꎬ制备标准曲线ꎬ以计算色素提取液中

番茄红素含量ꎮ
１.３　 数据统计与分析

使用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 软件进行统计分析ꎬ使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０ 软件绘图ꎬ以比较不同处理之

间在 ０.０５ 水平上的显著差异ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 光合细菌 ＤＴ.１ 的分离与鉴定

从江苏省东台市某淡水养殖基地的鱼塘底泥中分离出 １ 株光合细菌 ＤＴ.１ꎮ 菌株在酵母粉蛋白胨琼

脂平板上形成深红色、湿润光滑的菌落ꎬ直径 ２.５~３.８ ｍｍꎮ 该细菌为革兰氏阴性卵圆形细胞ꎬ在透射电子

显微镜下可见囊泡状光合内膜( ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅｓꎬ ＩＣＭ)ꎬ并有聚羟基烷酸( ｐｏｌｙｈｙｄｒｏｘｙａｌｋａｎｏａｔｅｓꎬ
ＰＨＡ) 颗粒分布于细胞质基质中(图 １－Ａ)ꎮ 酶标仪扫描所得吸收光谱图呈现出类胡萝卜素典型的三指峰

(图 １－Ｂ)ꎮ 全基因组测序后获得了 １ ４５５ ｂｐ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因全长序列ꎬ同 ＮＣＢＩ 数据库中相关模式菌株

进行比对并采用邻接法构建系统发育树ꎮ 结果(图 １－Ｃ)显示ꎬ菌株 ＤＴ.１ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因与 Ｃｅｒｅｉｂａｃｔｅｒ
ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ ＡＴＨ２.４.１、Ｃ􀆰 ｊｏｈｒｉｉ ＪＡ１９２ 和 Ｃ􀆰 ａｚｏｔｏｆｏｒｍａｎｓ ＪＡ９１６ 的相似度分别为 １００％、９９.７９％和 ９８.３９％ꎬ在
系统发育树中与模式菌株 Ｃ􀆰 ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ ＡＴＨ２. ４. １ 位于同一分支ꎬ而 Ｃ􀆰 ｊｏｈｒｉｉ ＪＡ１９２ 和 Ｃ􀆰 ａｚｏｔｏｆｏｒｍａｎｓ
ＪＡ９１６ 分别处于不同分支ꎮ

图 １　 菌株 ＤＴ.１ 的细胞形态、光吸收图谱以及系统发育树

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎬａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＤＴ.１
　 　 Ａ.菌株 ＤＴ.１ 的细胞形态及光合内膜形态(ａ. 聚羟基烷酸颗粒ꎻｂ. 光合内膜)ꎻＢ. 菌株 ＤＴ.１ 的色素吸收光谱ꎻＣ. 菌株 ＤＴ.１ 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因序列构建的系统发育树ꎮ

Ａ. Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＤＴ.１( ａ. Ｐｏｌｙｈｙｄｒｏｘｙａｌｋａｎｏａｔｅｓ ｐａｒｔｉｃｌｅꎻｂ. Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ)ꎻＢ. Ｔｈｅ
ｐｉｇｍｅｎｔ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＤＴ.１ꎻＣ. Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＤＴ.１ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ.

菌株 ＤＴ.１ 基因组包含 ４ ２５７ 个编码基因ꎬ总序列长度为 ３ ８６６ １９３ ｂｐꎬ占整个基因组序列的 ８６.７３％
(表 ２)ꎮ 将全基因组序列上传至 ＪＳｐｅｃｉｅｓＷＳ 网站ꎬ计算发现其与模式菌株 Ｃ􀆰 ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ ＡＴＨ ２.４.１ 的 ＡＮＩ
高达 ９８.１４％ꎬ高于 Ｙｏｏｎ 等[２６]判断细菌种的阈值(９５％~９６％)ꎬ因此将分离菌株 ＤＴ.１ 鉴定为 Ｃ􀆰 ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ
种的 １ 个菌株ꎮ 应当说明的是 Ｃ􀆰 ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ 原学名为 Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓꎬ２０２０ 年该菌连同 Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ
ａｚｏｔｏｆｏｒｍａｎｓ、Ｒ􀆰 ｊｏｈｒｉｉ 和 Ｒ􀆰 ｏｖａｔｕｓ 被提议重新分类到 Ｃｅｒｅｉｂａｃｔｅｒ 属中[２７]ꎬ因此本文采用新学名加以命名ꎮ

表 ２　 菌株 ＤＴ.１ 基因组特性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＤＴ.１

基因组大小 / ｂｐ
Ｇｅｎｏｍｅ ｓｉｚｅ

基因数量
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ

基因总长度 / ｂｐ
Ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ

平均长度 / ｂｐ
Ａｖｅｒａｇｅ ｌｅｎｇｔｈ

染色体大小 / ｂｐ
Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

质粒 １ / ｂｐ
Ｐｌａｓｍｉｄ １

质粒 ２ / ｂｐ
Ｐｌａｓｍｉｄ ２

质粒 ３ / ｂｐ
Ｐｌａｓｍｉｄ ３

ＧＣ 含量 / ％
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ

基因长度 /基因
组长度(％)

Ｌｅｎｇｔｈ / ｇｅｎｏｍｅ ｌｅｎｇｔｈ

４ ３６４ ３３６ ４ ２５７ ３ ８６６ １９３ ９０８.２０ ３ １５４ ７１１ ９０８ ０３８ ２００ ９０３ １００ ６８４ ６９.３５ ８８.５９

　 　 获得菌株 ＤＴ.１ 的全基因组序列后ꎬ通过 ＫＥＧＧ 数据库对基因进行注释与分类ꎬ发现该菌基因主要分

布在代谢、环境信息处理、遗传信息处理、人类疾病、细胞过程以及有机系统 ６ 个方面ꎬ其中 ５６.９７％的基因

与代谢相关(图 ２)ꎮ 基因组分析结果(图 ３)显示ꎬ分离菌株 ＤＴ.１ 的基因组含有 １ 个环状染色体和 ３ 个质

粒ꎬ总长度为 ４ ３６４ ３３６ ｂｐꎬＧＣ 含量为 ６９.３５％ꎮ

５２８
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图 ２　 菌株 ＤＴ.１ 基因组 ＫＥＧＧ 注释结果

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＫＥＧＧ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＤＴ.１

图 ３　 菌株 ＤＴ.１ 基因组圈图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｇｅｎｏｍｅ ｃｉｒｃｌｅ ｍａｐ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＤＴ.１

６２８
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２.２　 分离菌株番茄红素的合成途径

将菌株 ＤＴ.１ 的全基因组序列与 ＫＥＧＧ 数据库进行比对ꎬ发现菌株 ＤＴ.１ 含有完整的类胡萝卜素合成

通路ꎬ其中包括 ｄｘｓ、ｉｓｐＤ、ｃｒｔＩＤＣＥＦ、ｐｐｓＲ、ｐｒｒＡ 等与番茄红素代谢相关的基因簇ꎮ 这说明该菌株通过 ＭＥＰ 途

径合成番茄红素ꎬ与文献报道的结果[２８] 一致ꎮ 值得一提的是ꎬ本研究中不仅通过 ＨＰＬＣ 检测到了番茄红

素的积累ꎬ还通过代谢物组的分析(表 ３)检测到了其下游代谢物 β－类胡萝卜素、玉米黄质等ꎬ说明在菌株

ＤＴ.１ 中 ｃｒｔＩ 基因编码的 ＣｒｔＩ 具有 ４ 步脱氢功能ꎬ可以催化八氢番茄红素经 ４ 步脱氢直接形成番茄红素ꎬ因
而是番茄红素合成的理想菌株ꎮ 综合基因组和代谢组分析结果推断番茄红素合成途径如图 ４ 所示ꎮ

表 ３　 菌株 ＤＴ.１ 番茄红素合成相关代谢物

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｓｔｒａｉｎ ＤＴ.１

代谢物编号
Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｉｎｄｅｘ

代谢物名称
Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｎａｍｅ

保留时间 / ｍｉｎ
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

对照组
ＣＫ

Ｇｌｕ 处理组
Ｇｌｕ

Ｐｒｏ 处理组
Ｐｒｏ

Ｍ５３７Ｔ１７３＿ＰＯＳ β－胡萝卜素 β￣ｃａｒｏｔｅｎｅ ２.８８ 　 　 ７ ７８１.４３ １４ ４３９.８３ １５ ３３６.３８
Ｍ５６９Ｔ１８４＿ＰＯＳ 玉米黄素 Ｚｅａｘａｎｔｈｉｎ ３.０７ ９６３ ０７５.７０ ９２６ ２６６.３０ ７７６ １２４.００
Ｍ５６９Ｔ２０６＿ＰＯＳ 叶黄素 Ｌｕｔｅｉｎ ３.４３ １ １６０ ４５６.６１ ９１９ ３５５.８３ ６５３ ６８６.３８
Ｍ６１９Ｔ２３１＿ＰＯＳ 斑蝥黄质 Ｃａｎｔｈａｘａｎｔｈｉｎ ３.０２ ６ ８５７.６３ １８ ８３８.７７ ７ ７２７.３９
Ｍ６１９Ｔ２３１＿ＰＯＳ 虾青素 Ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ ３.８５ ２ ０３９.１０ ２ ９５７.８２ ２ ３８０.１８
Ｍ５３５Ｔ１７３＿ＰＯＳ 红酵母烯 Ｔｏｒｕｌｅｎｅ ２.８９ １１ ５２０.０６ ４０ ３０５.７６ ２３ ５３０.６４
Ｍ５８２Ｔ３３＿３＿ＰＯＳ 球状菌素 Ｓｐｈｅｒｏｉｄｅｎｏｎｅ ０.５５ ２１ １８２.９６ １７５ １０２.５０ ４５８ ５０４.６９
Ｍ３１３Ｔ４４３＿ＮＥＧ 牻牛儿基焦磷酸 Ｇｅｒａｎｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ(ＧＰＰ) ７.３８ ２３ ２６０.５５ １５２ １１５.３０∗ ３３０ ９３９.５０∗

Ｍ３８１Ｔ３１８＿ＮＥＧ 法尼基焦磷酸 Ｆａｒｎｅｓｙｌ ｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ(ＦＰＰ) ５.３０ １９ ５７５.７４ ５ ４８７.８８ ４ ７１２.３２
　 　 Ｎｏｔｅ:∗Ｐ<０.０５ꎬＶＩＰ>１.

图 ４　 菌株 ＤＴ.１ 合成番茄红素代谢通路推断图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｄｅｄｕｃｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｆｏｒ ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｓｔｒａｉｎ ＤＴ.１
“?”表示基因组未注释到该基因但检测到了相关转化产物ꎮ

“?” ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｎｏｔ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅꎬｂｕｔ ｔｈｅ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ.

２.３　 分离菌株积累番茄红素的条件与产量

菌株 ＤＴ.１ 在厌氧光照和好氧黑暗 ２ 种条件下合成积累番茄红素的结果(表 ４)显示ꎬ该菌株生长与积

累番茄红素的条件并不一致ꎬ在厌氧光照条件下其生长显著优于好氧黑暗的条件ꎬ但是并无番茄红素积

累ꎬ只有在好氧黑暗的培养条件下才检测到番茄红素的积累ꎬ其中当菌株 ＤＴ.１ 在酵母粉培养基中培养时

可以积累(０.８２±０.４９)ｍｇ􀅰ｇ－１番茄红素ꎬ当在酵母粉蛋白胨培养基中培养时ꎬ细菌生长量和番茄红素产量

均显著提高ꎬ番茄红素积累量增加至(１.５５±０.２７) ｍｇ􀅰ｇ－１ꎬ而在蛋白胨培养基中生长较差ꎬ且未检测到番

茄红素的积累ꎮ
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表 ４　 菌株 ＤＴ.１ 在不同培养条件下的生长量及番茄红素含量

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＤＴ.１ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

培养基成分
Ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

厌氧处理 Ａｎａｅｒｏｂｉｃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｄ６６０ 番茄红素含量 / (ｍｇ􀅰ｇ－１)Ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

有氧处理 Ａｅｒｏｂｉｃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｄ６６０ 番茄红素含量 / (ｍｇ􀅰ｇ－１)Ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ
酵母提取物＋蛋白胨 Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ＋ｐｅｐｔｏｎｅ ２.２６±０.０９ａ ＢＤＬ １.６１±０.０４ａ １.５５±０.２７ａ

酵母提取物 Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ １.８２±０.０４ｃ ＢＤＬ ０.７９±０.０４ｂ ０.８２±０.４９ａ

蛋白胨 Ｐｅｐｔｏｎｅ １.７７±０.０２ｂ ＢＤＬ ０.３４±０.０２ｃ ＢＤＬ
　 　 注:ＢＤＬ 表示低于检测限ꎮ 同一列中的不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

Ｎｏｔｅ:ＢＤＬ ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ ｂｅｌｏｗ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ. Ｔｈｅ ｄａｔａ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒ￣ｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ａｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
ｌｙｃｏｐｅｎｅ (Ｐ<０.０５) .

根据上述结果推断蛋白胨中某些氨基酸可能具有促进菌株 ＤＴ.１ 生长及番茄红素合成的能力ꎮ 为了

验证上述假设ꎬ在摇瓶条件下研究 １９ 种氨基酸对分离菌株 ＤＴ.１ 生长及番茄红素合成的影响ꎮ 从图 ５－Ａ
可知ꎬ８ 种氨基酸对分离菌株 ＤＴ.１ 生长及番茄红素合成具有明显的促进作用ꎬ其中:谷氨酸钠和脯氨酸对

分离菌株 ＤＴ.１ 的生长及番茄红素合成的促进作用最强ꎬ菌体蛋白较对照分别提高 ５１.９７％和 ５２.８４％ꎬ番
茄红素产量较对照分别提高 ４５.１％和 ６３.４％ꎻ其次是亮氨酸、丙氨酸等 ６ 种氨基酸ꎬ菌体蛋白较对照提高

１８.３％~２６.８％ꎬ番茄红素产量较对照提高 １０.１７％~２４.７９％ꎮ
进一步研究发现ꎬ谷氨酸和脯氨酸本身并不支持细菌的生长ꎬ但其可作为生长因子促进细菌的生长及

番茄红素的积累(图 ５－Ｂ、Ｃ)ꎮ 在 ０~４００ ｍｇ􀅰Ｌ－１内ꎬ谷氨酸和脯氨酸对分离菌株 ＤＴ.１ 生长及番茄红素合

成的促进作用随着氨基酸添加浓度的增加而逐渐增强ꎬ当氨基酸浓度增加至 ６００ ｍｇ􀅰Ｌ－１时促进作用不再

继续增强(图 ５－Ｄ、Ｅ)ꎮ 因此可推断谷氨酸及脯氨酸在 ４００ ｍｇ􀅰Ｌ－１时促进作用最强ꎬ培养至 ４８ ｈ 时番茄红

素合成产量达到最大ꎬ为(２. １３ ± ０. １２) ｍｇ􀅰ｇ－１ꎬ较未补充氨基酸的对照组分别提高 ９９. ４％和 １０１. ７％
(图 ５－Ｆ、Ｇ)ꎮ 然而ꎬ同时补充 ４００ ｍｇ􀅰Ｌ－１的谷氨酸和脯氨酸并没有获得更好的促进效果ꎮ 上述结果表

明ꎬ通过优化培养基中氨基酸的种类及其浓度ꎬ可以显著提高菌株 ＤＴ.１ 番茄红素的合成效率ꎮ
２.４　 谷氨酸和脯氨酸促进番茄红素合成的机制

谷氨酸和脯氨酸对光合细菌基因表达及代谢物合成的影响结果(图 ６－Ａ)显示:与对照相比ꎬ在培养

基中补充谷氨酸培养的菌体中检测到 １ ５０６ 个基因表达上调ꎬ４７３ 个基因表达下调ꎻ补充脯氨酸培养的菌

体中检测到 １ ２９０ 个基因表达上调ꎬ５１１ 个基因表达下调ꎮ 差异表达的基因多涉及能量代谢、ＴＣＡ 循环、氨
基酸代谢、脂肪酸代谢和类胡萝卜素的代谢等ꎬ其中表达上调的基因与番茄红素合成无明显关系ꎬ与番茄

红素合成密切相关且差异表达的基因都表现为下调ꎮ 例如ꎬ在类胡萝卜素代谢中参与番茄红素转化的

ｃｒｔＣ、ｃｒｔＤ、ｃｒｔＦ 等基因的表达量均显著低于对照组ꎬ而参与番茄红素合成相关的 ｃｒｔＩ、ｃｒｔＢ、ｃｒｔＥ 等基因的表

达均无明显变化(图 ６－Ｂ—Ｄ)ꎬ这说明谷氨酸或脯氨酸促进番茄红素积累的机制之一是减少番茄红素的

转化ꎮ
参与脂肪酸合成的 ｆａｂＢ、ｆａｂＦ、ｆａｂＧ、ｆａｂＩ、ｆａｂＺ ５ 个基因表达也显著下调(图 ６－Ｅ、Ｆꎬ图 ７)ꎬ这些基因所

表达的酶负责以乙酰辅酶 Ａ 为底物合成长链脂肪酸ꎬ这些基因表达下调意味着细胞内的乙酰辅酶 Ａ 消耗

量减少ꎬ有助于提高胞内乙酰辅酶 Ａ 的水平ꎻ与此同时ꎬＴＣＡ 循环中的基因 ｇｌｔＡ、ａｃｎＡ 以及氨基酸代谢中

的基因 ｇｌｔＢ 表达也显著下调ꎬ这些基因所表达的酶负责催化乙酰辅酶 Ａ 逐步转化ꎬ最终合成谷氨酸ꎬ因此

这些基因表达的下调同样有助于提高胞内乙酰辅酶 Ａ 的水平[２９－３０]ꎮ 乙酰辅酶 Ａ 的积累可以抑制丙酮酸

脱氢酶系的活性ꎬ使丙酮酸累积ꎬ从而为番茄红素的合成提供更多原料[２４]ꎮ
谷氨酸和脯氨酸对菌株 ＤＴ.１ 代谢组影响的结果(图 ６－Ｈ)显示:与对照相比ꎬ在培养基中补充谷氨酸

培养的菌体中负离子模式下检测到 ８３ 个代谢物上调ꎬ１５４ 个代谢物下调ꎻ补充脯氨酸培养的菌体中负离

子模式下检测到 ８８ 个胞内代谢物上调ꎬ１５１ 个胞内代谢物下调ꎮ 在添加谷氨酸或脯氨酸的处理中不仅乙

酰辅酶 Ａ 和丙酮酸明显上调ꎬ番茄红素合成的前体物质 ＭＥＰ、ＧＰＰ 的合成量也明显增加ꎬ与前述番茄红素

积累量显著提高的分析结果相符ꎬ说明谷氨酸或脯氨酸促进番茄红素积累的第 ２ 种机制是通过下调编码

消耗乙酰辅酶 Ａ 的基因表达水平ꎬ进而造成胞内乙酰辅酶 Ａ 和丙酮酸含量上升ꎬ导致番茄红素合成所需

前体物质增加实现的ꎮ Ｌｉ 等[１３]曾报道在培养基中添加甘油具有促进光合细菌 Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐａｌｕｓｔｒｉｓ
胞内番茄红素积累的效果ꎬ而甘油经糖酵解途径代谢的转化产物丙酮酸正是 ＭＥＰ 途径的起始前体物质ꎬ
该研究结果同样支持本文对第 ２ 种机制的解释ꎮ

８２８
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图 ５　 菌株 ＤＴ.１ 在不同培养基中的生长量及番茄红素含量

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ｂｉｏｍａｓｓ ａｎｄ ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＤＴ.１ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ
　 　 Ａ. 不同氨基酸对菌株 ＤＴ.１ 的生长和番茄红素含量的影响ꎻＢ、Ｃ. 谷氨酸(Ｂ)或脯氨酸(Ｃ)作为唯一碳

氮源时菌株 ＤＴ.１ 的生长量ꎻＤ、Ｅ. 补充不同浓度谷氨酸(Ｄ)或脯氨酸(Ｅ)的酵母粉培养基中菌株 ＤＴ.１ 的生

长量及番茄红素含量ꎻＦ、Ｇ. 补充 ４００ ｍｇ􀅰Ｌ－１谷氨酸或 / 和脯氨酸的酵母粉培养基中菌株 ＤＴ.１ 的生长曲线

(Ｆ)及番茄红素含量(Ｇ)ꎮ
Ａ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＤＴ.１ꎻＢꎬＣ. Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ

ＤＴ.１ ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉａ ｗｉｔｈ ｇｌｕｔａｍａｔｅ(Ｂ) ｏｒ ｐｒｏｌｉｎｅ(Ｃ) ａｓ ｔｈｅ ｓｏｌｅ ｃａｒｂｏｎ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅꎻＤꎬＥ. Ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ
ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＤＴ.１ ｉｎ ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｍｅｄｉａ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ(Ｄ) ｏｒ
ｐｒｏｌｉｎｅ(Ｅ)ꎻＦꎬＧ. Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ(Ｆ) ａｎｄ ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ(Ｇ) ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＤＴ. １ ｉｎ ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ｍｅｄｉａ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

４００ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｏｒ / ａｎｄ ｐｒｏｌｉｎｅ.

９２８
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图 ６　 转录组和代谢组分析及 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ
　 　 Ａ. 差异表达基因数量ꎻＢ. 差异代谢物数量ꎻＣ—Ｈ. 差异表达基因的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 验证ꎮ ＰＯＳ:阳离子模式ꎻＮＥＧ:阴离子模式ꎮ

Ａ. Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎻＢ. Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓꎻＣ－Ｈ. ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ

ｇｅｎｅｓ. ＰＯＳ:Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｏｄｅꎻＮＥＧ:Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｍｏｄｅ. ∗ Ｐ<０.０５ꎬ∗∗ Ｐ<０.０１.

图 ７　 谷氨酸或脯氨酸对菌株 ＤＴ.１ 中番茄红素合成相关基因表达及相关代谢物的调控

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｙｃｏｐｅｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
ｉｎ ｓｔｒａｉｎ ＤＴ.１ ｂｙ ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｏｒ ｐｒｏｌｉｎｅ

表达下调的基因用绿色圆圈标示ꎬ而表达上调的差异代谢物则用红色文字标示ꎮ
Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｇｒｅｅｎ ｃｉｒｃｌｅｓꎬｗｈｉｌｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ａｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｉｎ ｒｅｄ ｔｅｘｔ.

０３８
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３　 讨论与结论

本文报道了 １ 株具有番茄红素合成能力的光合细菌ꎬ经鉴定并命名为 Ｃｅｒｅｉｂａｃｔｅｒ ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ ＤＴ.１ꎮ 研

究表明该菌株通过 ＭＥＰ 途径合成番茄红素ꎬ可以在好氧黑暗条件下生长并积累番茄红素ꎻ在酵母粉培养

基中添加 ４００ ｍｇ􀅰Ｌ－１的谷氨酸或脯氨酸ꎬ番茄红素积累量分别较对照提高 ９９.４％和 １０１.７％ꎬ而其他 ６ 种

类胡萝卜素含量并无显著差异ꎬ可见番茄红素积累量的提升主要是提高了番茄红素的比例所致ꎬ不是总类

胡萝卜素含量提升所致ꎮ 谷氨酸或脯氨酸促进番茄红素合成的机制相同ꎬ都是通过下调番茄红素转化相

关基因 ｃｒｔＣ 的表达、促进番茄红素合成前体物质的积累 ２ 种机制提高番茄红素的产量ꎬ同时补充 ２ 种氨基

酸未取得更好的促进效果ꎮ
谷氨酸和脯氨酸具有相似的促进效果ꎬ主要原因是二者都利用 α－酮戊二酸作为合成前体物质ꎬ并且

可以相互转换ꎬ如谷氨酸可经谷氨酰激酶( ｇａｍｍａ￣ｇｌｕｔａｍｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬγ￣ＧＫ)和吡咯琳－５－羧酸还原酶

(ｐｙｒｒｏｌｉｎｅ￣５￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬＰ５ＣＲ)的催化作用还原为脯氨酸ꎬ而脯氨酸可经脯氨酸脱氢酶(ｐｒｏｌｉｎｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＰＲＯＤＨ)和吡咯啉－５－羧酸脱氢酶(ｄｅｌｔａ￣１￣ｐｙｒｒｏｌｉｎｅ￣５￣ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＰ５ＣＤＨ)的
催化作用氧化为谷氨酸[３１]ꎮ 本研究在菌株 ＤＴ.１ 的基因组中注释到了同时编码 ＰＲＯＤＨ 和 Ｐ５ＣＤＨ 的基

因 ｐｕｔＡꎬ转录组结果也检测到了该基因的表达ꎬ这说明 ＰＲＯＤＨ 和 Ｐ５ＣＤＨ 生成 １ 条肽链ꎬ形成 １ 个双功能

酶[３２]ꎬ因而谷氨酸和脯氨酸均可促进番茄红素的积累ꎮ
采用传统的厌氧光照发酵工艺生产番茄红素具有发酵周期长、菌体生长易受光照强度的限制等缺点ꎬ

而本文报道的 Ｃ􀆰 ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ ＤＴ.１ 可以在好氧黑暗条件下积累番茄红素ꎬ具有发酵周期短、无需光照等优

点ꎬ有利于降低成本ꎬ提高生产效率ꎬ因此具有更大的应用潜力ꎮ 作为类胡萝卜素合成的中间产物ꎬ野生型

菌株中番茄红素的积累量通常很低ꎬ一般需要通过代谢工程改造才能获得较高产量ꎮ 例如 Ｌｉ 等[１３] 通过

敲除 ｃｒｔＣ 基因ꎬ使厌氧光照条件培养的 Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐａｌｕｓｔｒｉｓ 胞内番茄红素产量由 ３.２４ ｍｇ􀅰ｇ－１提高

至 ３２.０６ ｍｇ􀅰ｇ－１ꎻＱｕ 等[１４]在 Ｒ􀆰 ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ 中引入了 Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｒｕｂｒｕｍ 的 ｃｒｔＩ４ꎬ并敲除 ｃｒｔＣ、ｐｐｓＲ 基因和

ｐｐｒＡ 基因过表达等改造手段ꎬ在好氧条件下使番茄红素产量提高至 ２１.４５ ｍｇ􀅰ｇ－１ꎮ 菌株 ＤＴ.１ 胞内积累的

番茄红素产量与 Ｌｉ 等[１３] 报道的野生型 Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐａｌｕｓｔｒｉｓ 及 Ｗａｎｇ 等[１１] 报道的野生型

Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｒｕｂｒｕｍ 相当ꎬ但与经过代谢工程改造过的工程菌株相比还有一定差距ꎬ因此未来将通过代

谢工程切断下游转化途径、优化发酵条件等手段ꎬ实现番茄红素的高效积累ꎮ
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