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相容性溶质四氢嘧啶及其羟基化衍生物的研究进展

朱道辰１，３　刘杏荣２
（１江苏大学环境学院　镇江　２２１０１３　２江苏大学食品与生物工程学院　镇江　２１２０１３）

（３广东省微生物研究所　广州５１００７０）

摘要　四氢嘧啶类化合物是嗜盐以及耐盐菌胞内合成的一类能够抵御外界高盐胁迫的相容性溶
质，概述了四氢嘧啶及其衍生物的理化特征以及在嗜盐微生物中抵御外界高渗透压的作用机理，

主要阐述了四氢嘧啶类相容性溶质的生物合成途径、膜运输机理、分泌释放机制、高密度发酵生

产等方面在细胞、分子水平上的最新研究进展以及前景展望。并且综述了四氢嘧啶类在精细化

工、生物医药及生物制造等行业的应用研究以及发展前景，探讨了未来的研究方向。
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　　细胞的一个重要生理能力就是对外部环境的快速

适应能力，例如外部渗透压变化（高浓度 ＮａＣｌ等）；真

核和原核微生物细胞抵御环境高渗透压胁迫主要的应

答策略是通过蓄集有机小分子物质平衡内外渗透压，

包括自身合成和从环境中吸收等方式。这类小分子物

质（包括氨基酸及其衍生物、季胺、糖类、以及短肽等）

的最主要特征为：通常不参与细胞内的中心循环代谢，

即便能够蓄积到很高的胞内浓度，因此被称为相容性

溶质［１］。这些溶质的蓄积能够帮助细胞维持渗透压平

衡、细胞体积、以及电解液浓度等细胞增殖的要素［２３］。

　　四氢 嘧 啶 ［（Ｓ） ２ ｍｅｔｈｙｌ １，４，５，６

ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ４ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄ，ｅｃｔｏｉｎｅ，Ｅｃ］作为相

容性溶质于 １９８５年在极端嗜盐菌 Ｅｃｔｏｔｈｉｏｒｈｏｄｏｓｐｉｒａ

ｈａｌｏｃｈｌｏｒｉｓ中被Ｇａｌｉｎｓｋｉ等［４］所发现并且鉴定结构，１９８８年

Ｉｎｂａｒ等［５］又在革兰氏阳性土壤细菌Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｐａｒｖｕｌｕｓ

中发现了四氢嘧啶的羟基化衍生物羟基化四氢嘧啶［（Ｓ，

Ｓ）２ｍｅｔｈｙｌ５ｈｙｄｒｏｘｙ１，４，５，６ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ４

ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄ，Ｈｙｄｒｏｘｙｅｃｔｏｉｎｅ，ＨＥ］。四氢嘧啶类相容性

溶质（ｅｃｔｏｉｎｅｓ，Ｅｃｓ）是嗜盐菌中最普遍存在的相容性

溶质之一，能够为处于外界高温、冷冻、射线、干燥等极

端条件刺激下的细胞、蛋白质、细胞膜、和核酸提供保

护作用，因此受到各国研究者的广泛关注［６８］。此外

Ｅｃｓ对阿尔兹海默氏症、帕金森病等神经性疾病均有一

定的疗效，并且最新研究发现Ｅｃｓ能够提高皮肤的再生

能力和延缓皮肤的老化［９１０］。因此，Ｅｃｓ在精细化工、

生物医药及生物制造等行业将具有广泛的应用前

景［１１１３］。

　　本文旨在综述近年来国际上对相容性溶质 Ｅｃｓ的

研究，包括生物合成途径、相关合成酶及其基因等在分子

水平上的研究、膜转运机理、转运蛋白的转运机制、高密

度发酵生产、及其功能应用等领域的研究进展，以阐明研

究现状并对未来Ｅｃｓ领域的研究提供思路和方向。

１　四氢嘧啶及其衍生物的理化特征和鉴定

　　Ｅｃ，ＨＥ的分子量分别为１４２．１６和１５８．１６，属于亲

水性、兼性离子的生物小分子。从结构上来说Ｅｃｓ是环

化的氨基酸衍生物，但是由于分子内电子离域化的原

因，导致其不能够体现环状氨基酸分子的特征（图１）。

Ｅｃｓ在生物学上惰性、不干涉胞内大部分的酶以及结合

反应，胞内高耐受性（１Ｍ），对热稳定、不易分解、在３℃
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水溶液中的溶解度分别为 ５．４５ｍｏｌ／ｋｇ（Ｅｃ）和 ７．０４

ｍｏｌ／ｋｇ（ＨＥ）［１４］。

图１　四氢嘧啶和羟基化四氢嘧啶结构图

Ｆｉｇ．１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｅｃｔｏｉｎｅａｎｄｈｙｄｒｏｘｙｅｃｔｏｉｎｅ

　　Ｅｃ和ＨＥ的分子结构接近，物理化学特征也非常

相似，因此分离鉴定也存在一定的困难。Ｇａｌｉｎｓｋｉ等［４］

用核磁共振以及质谱方法首次检测到Ｅｃｓ，并且利用同

位素标定以及核磁共振方法（ＮＭＲ）鉴定了其分子结

构，在近年来的研究中，通常用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）

对其进行定性定量分析，Ｇａｌｉｎｓｋｉ等［１５］通过示差折光检

测仪（ＲＩ）检测耐盐菌株中Ｅｃ的合成，但这种方法由于

ＲＩ检测仪的灵敏度不够高，因而具有局限性。Ｎａｇａｔａ

等［１６］、Ｅｓｈｉｎｉｍａｅｖ等［１７］用 ＨＰＬＣ以及紫外检测仪分别

对耐盐菌Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．ＪＣＭ６８９４、嗜盐嗜碱甲烷氧

化 菌 Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｍａｒｉｎｕｓ７Ｃ 和 Ｍｅｔｈｙｌｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ

ａｌｃａｌｉｐｈｉｌｕｍ５Ｓ所合成的Ｅｃ进行定性和定量分析，结果
表明２２０～２３０ｎｍ的紫外波长下显示最大吸收峰值，并

且通过标准品的对比能够准确定性定量到１０ｍｇ／Ｌ的

浓度，并且谷氨酸盐以及蔗糖等其它相容性溶质的胞

内蓄积不干扰Ｅｃ的定量结果。Ｋｕｎｔｅ等［１８］利用ＦＭＯＣ

柱前衍生化ＨＰＬＣ法能够灵敏地检测到微量的 Ｅｃ，利

用这种方法甚至能够分析琼脂平板培养基上的单个菌

斑的Ｅｃ的合成。除了 ＨＰＬＣ方法之外，亦有利用阴离
子交换色谱脉冲安培检测法测定Ｅｃｓ的报道，能够灵敏

地检测包括Ｅｃｓ在内的大多数相容性溶质，但是样品的

处理较复杂，因此未能广泛应用［１９］。Ｅｃｓ的分子结构

通常用核磁共振（ＮＭＲ）来测定，Ｎａｇａｔａ等［２０］、Ｚｈｕ
等［２１］用 ＮＭＲ的氢谱以及碳谱分析鉴定了耐盐菌

Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．ＪＣＭ６８９４以及中度嗜盐菌Ｈａｌｏｍｏｎａｓ

ｖｅｎｔｏｓａｅＤＬ７中 Ｅｃ以及 ＨＥ的结构。目前对于 Ｅｃｓ等

相容性溶质的最为常用以及便捷的检测及结构鉴定方

法主要是ＨＰＬＣ和ＮＭＲ方法。

２　四氢嘧啶及其衍生物的生物合成途径研究

２．１　四氢嘧啶及其衍生物在微生物中的分布
　　Ｅｃｓ作为相容性溶质主要分布在好氧、化学异养的

耐盐或者嗜盐微生物中；一部分极端嗜盐菌，以及大部

分中度嗜盐菌和部分耐盐菌均以 Ｅｃ为主要相容性溶

质［２２］。 例 如 耐 盐 菌 Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ、 Ｂａｃｉｌｌｕｓ、

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ、Ｍｅｔｈｙｌｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ等属［１６，２３２５］，和嗜盐菌

的 Ｅｃｔｏｔｈｉｏｒｈｏｄｏｓｐｉｒａ、Ｈａｌｏｍｏｎａｓ、Ｃｈｒｏｍｏｈａｌｏｂａｃｔｅｒ、

Ｖｉｂｒｉｏ、Ｓａｌｉｎｉｖｉｂｒｉｏ、Ｈａｌｏｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｍａｒｉｎｏｃｏｃｃｕｓ等属种中

均能检测到Ｅｃ［４，２６３１］。特别是 Ｈａｌｏｍｏｎａｓ属中几乎所

有种都能够合成 Ｅｃｓ作为细胞的主要相容性溶

质［３２３３］；另一方面，许多微生物并不仅仅以单纯的一种

化合物来作为相容性溶质，细胞内会同时存在几种能

够起到平衡体内外渗透压的化合物，诸如谷氨酸盐、甜

菜碱、海藻糖等等，能够蓄积或者合成几种不同相容性

溶质的能力使细胞更容易适应更为复杂以及营养贫乏

的极端环境［３０］。

２．２　四氢嘧啶类的合成途径

　　经过十几年的研究，Ｅｃ的合成途径已经在基因水

平和酶水平上有了较为深入的研究，其合成由３个基

因（ｅｃｔＡ、ｅｃｔＢ、ｅｃｔＣ）编码的３个酶来调控［３４］；ＨＥ的合成

由Ｅｃ经ｅｃｔＤ（或者 ｔｈｐＤ）基因编码的羟基化酶（ｅｃｔＤ）

催化得到（图２）［３５］。

　　 Ｐｅｔｅｒｓ等［３６］首 次阐述了 Ｅｃ在极端嗜盐菌
Ｅｃｔｏｔｈｉｏｒｈｏｄｏｓｐｉｒａ ｈａｌｏｃｈｌｏｒｉｓ 以 及 中 度 嗜 盐 菌

Ｈａｌｏｍｏｎａｓｅｌｏｎｇａｔａ中的合成路径，其合成过程分为三
步，第一步是天冬氨酸β半醛经二氨基丁酸氨基转移
酶（ｅｃｔＡ）催化得到产物 ２，４二氨基丁酸，随之由二氨
基丁酸乙酰基转移酶（ｅｃｔＢ）催化转化为Ｎ′乙酰基２，
４二氨基丁酸，最后四氢嘧啶合成酶（ｅｃｔＣ）将其环化
成Ｅｃ［３７］。编码参与Ｅｃ合成的３种酶分别由３种对应
的基因（ｅｃｔＡ、ｅｃｔＢ、ｅｃｔＣ）编码，并且这３个编码基因作
为一个单操纵子形成基因簇［３４］。Ｌｏｕｉｓ等［３１］将 Ｅｃ合
成基因簇在大肠杆菌中异源表达，发现大肠杆菌对盐

的耐受性从３％提高到５％，同时发现在 ｅｃｔＡ的上游区
域存在一段能够调节其合成的必要调控基因。Ｅｃ合成
基因簇异源表达的成功使其能够用于植物耐盐碱性的

改造使其获得耐受极端环境的能力，在沙漠以及盐碱

地的环境治理方面具有应用潜力。

　　ＨＥ通常作为 Ｅｃ的副产物存在于细菌细胞内，其
浓度远远低于 Ｅｃ，其合成通常是 Ｅｃ经过羟基化酶
（ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ）的作用直接转化得到，但是研究发现当人
为阻断Ｅｃ羟基化酶的活性时，胞内仍有少量的 ＨＥ合
成，因此也可能存在其它未知的途径［３８］。Ｎａｇａｔａ等［３９］

将Ｅｃ羟基化酶的基因（ｔｈｐＤ）在大肠杆菌ＢＬ２１中异源

６９



２０１１，３１（２） 朱道辰 等：相容性溶质四氢嘧啶及其羟基化衍生物的研究进展

图２　四氢嘧啶以及羟基化四氢嘧啶的合成路径

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｐａｔｈｗａｙｏｆｅｃｔｏｉｎｅ
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（ｅｃｔＣ）ａｎｄｅｃｔｏｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ（ｅｃｔＤ）

表达，发现重组的大肠杆菌能够蓄积培养基中的 Ｅｃ并

且胞内转化率最高达到９６％，这一结果表明羟基化酶

是ＨＥ合成的主要作用酶以及对Ｅｃ转化为ＨＥ起主要

的作用。

３　四氢嘧啶及其衍生物的运输机制及保护
机制

３．１　四氢嘧啶类的膜运输与分泌释放机制

　　细菌通过膜转运系统来吸收或者分泌相容性溶

质，达到调节体内外渗透压平衡的目的，次级转运蛋白

ＭＨＳ（ＰｒｏＰ）、以及 ＢＣＣＴ家族（ＢｅｔＰ，ＥｃｔＰ，ＬｃｏＰ）作为能

够吸收脯氨酸、甜菜碱以及四氢嘧啶的转运系统在大

肠杆菌以及土壤细菌中广泛存在，在细菌细胞内它们

起到渗透传感器以及渗透调节子的作用［４０４１］。近年来

在革兰氏阴性嗜盐菌中发现的新型渗透压调节系统

“ＴＲＡＰＴｅａＡＢＣ转运系统”是嗜盐菌中唯一的 Ｅｃｓ分

泌吸收通道系统，能够根据渗透压的变化调控 ＨＥ和

Ｅｃ的吸收分泌，当环境渗透压过高的时候把相容性溶

质泵进胞内，过低的时候再把过量的溶质泵到体外，以

维持细胞的平衡［４２４３］。转运蛋白对于渗透压的改变的

感知以及调节作用的时间以毫秒计，造成了在体内难

以探测，这也是截止目前膜蛋白如何感应外界高渗透

压条件的根本机理仍未得到很好解释的原因之一。

３．２　四氢嘧啶类对细胞的保护机制

　　Ｅｃｓ作为相容性溶质最主要的作用是协助细胞平

衡胞内外渗透压，研究发现 Ｅｃ能够通过提高脂膜表面

的水合作用增强脂膜流态化，从而提高细胞膜承受极

端环境的能力［４４］。另一方面Ｅｃｓ也能够对生物大分子

例如蛋白质、核酸等起到稳定作用，其原理是胞内高浓

度的相容性溶质与蛋白表面相互作用，有助于蛋白的

折叠结构的紧凑性并且增强其稳定性［４５］，Ｙｕ等［４６］的

研究表明Ｅｃ通过减缓蛋白周围水的扩散达到保持蛋

白表面水分的目的，这表明Ｅｃｓ的保护作用不是直接作

用于生物大分子本身。Ｅｃｓ等相容性溶质也能够提高

微生物对热压的耐受性，研究推测可能是其与蛋白质

肽骨架结构相互作用引起的［４７］，与Ｅｃ相比，ＨＥ拥有一

个ＯＨ基团，能够部分代替脱水作用的蛋白质表面水

分失去，因此具有更有效的保护作用。利用兔肌肉脱

氢酶测试四氢嘧啶类对酶热稳定性的结果表明，在

５５℃能够保护酶免于热失活，其保护原理可能与其嘧

啶环帮助组织和保持水分的高表面张力有关［３８］。Ｅｃｓ

等相容性溶质能够提高 ＤＮＡ的稳定性，可能是高浓度

的溶质提高了溶液的电介质的稳定性和降低了离子相

互作用影响 ＤＮＡ的双螺旋结构的稳定性。此外，ＨＥ

能够改变 ＤＮＡ结构使其避免核酸外切酶的剪切作

用［４８４９］。因此，Ｅｃｓ通过对蛋白、核酸、细胞膜等的保护

作用实现对处于极端条件下细胞的保护，最新研究表

明Ｅｃ的蓄积可能是某些海洋细菌具有极快生长速度

的原因之一［５０］。

４　四氢嘧啶及其衍生物的生产及其应用研究

４．１　四氢嘧啶类的高密度发酵生产工艺

　　胞内的Ｅｃｓ通常用８０％的乙醇溶液裂解细胞进行

提取，另外一种能够保护细胞的活性的提取方法是基

于分 泌 通 道 的 渗 透 调 节 机 制，采 用 低 渗 冲 击

（ｄｏｗｎｓｈｏｃｋ）的方法，即短时间内将细菌细胞从高渗透
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压环境中突然转变到低渗透压下，使溶质迅速从胞内

释放出来［５１］。通过采用低渗冲击的手段发展了相容性

溶质的生产技术 “细菌挤奶法”，即高渗透压下培养细

菌、然后低渗冲击释放溶质、再将菌体重新高渗培养、

低渗冲击释放溶质，依次循环多至８～９次，获得产物，
利用这种方法高密度发酵获得了 Ｅｃ的较高产量［５２］。

Ｄｏａｎ等［５３］在此基础上发展了两步分批式流加培养，获

得了Ｅｃ６ｇ／Ｌ每天和ＨＥ８ｇ／Ｌ每天的最高产量。通常
在革兰氏阴性嗜盐菌中 ＨＥ作为 Ｅｃ的副产物，合成量
较低，但有些革兰氏阳性菌能够较大量合成 ＨＥ，比如
Ｍａｒｉｎｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．Ｍ５２，最高能够合成７ｇ／Ｌ，然而阳性菌

细胞膜的转运机制不同于ＴｅａＡＢＣ系统，不能低渗释放
ＨＥ，所以不能用“细菌挤奶法”生产ＨＥ［５１］。
４．２　羟基化四氢嘧啶的合成与工程菌表达
　　ＨＥ在胞内的浓度远远低于 Ｅｃ，并且较难分离纯
化，导致其生产成本较高，制约了其在各领域的实际应

用。因此，研究影响ＨＥ在细胞内合成的因子受到研究
人员广泛关注，研究发现热刺激能够提高 ＨＥ的合成

量，例 如 在 中 度 嗜 盐 菌 Ｈａｌｏｍｏｎａｓｅｌｏｎｇａｔａ以 及
Ｃｈｒｏｍｏｈａｌｏｂａｃｔｅｒｓａｌｅｘｉｇｅｎｓ中发现３７℃培养条件下 ＨＥ
的胞内浓度显著提高［２２，３４，５４］。因此，Ｅｃ羟化酶的催化
效率和反应温度是影响ＨＥ合成的重要因素。解决ＨＥ
高浓度合成和大量分泌的关键在于解除 Ｅｃ的竞争性
抑制和提高 Ｅｃ羟化酶的活性和胞内含量。此外，Ｊａｎ
等发现 Ｅｃ羟化酶的活性与二价铁离子、分子氧、和氧
化谷胱甘肽的浓度等有关［５５］。基于此，Ｐｒａｂｈｕ等［５４］试

图通过构建高效表达 Ｅｃ羟化酶的工程菌的策略来促

进 Ｅｃ向 ＨＥ的转化，并在中度嗜盐菌 Ｈａｌｏｍｏｎａｓ
ｅｌｏｎｇａｔａ中成功地异源表达了来自放线菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ｃｈｒｙｓｏｍａｌｌｕｓ的Ｅｃ羟化酶基因 ｔｈｐＤ。实验证明含有羟
基化酶基因的Ｈａｌｏｍｏｎａｓｅｌｇｏｎｇａｔａ工程菌株在３７℃培
养条件下能够将Ｅｃ完全转化为 ＨＥ，但３０℃度时转化

率是８０．４％，并且在发酵培养中发现经过多次培养循
环会发生严重的质粒丢失现象，导致转化率降低。因

此，表达系统的不稳定，和最适培养温度下不能高效完

全转化Ｅｃ为ＨＥ是这种表达系统的缺点，目前还没有

其它成功构建ＨＥ高效表达分泌系统的报道。
４．３　四氢嘧啶类的应用
　　由于Ｅｃｓ能够在高温、冷冻、干燥、射线、自由基等
不利条件下保护酶、核酸、细胞膜等生物大分子的生物

活性等特性，因此在精细化工、生物医药、生物制造等

领域将具有广泛的用途。

４．３．１　精细化工行业　由于人类皮肤细胞常常处于

极端条件下，诸如炎热的夏季高温日晒，寒冷的冬季风

吹、冷冻等，这些因素将会加速皮肤的老化。Ｅｃｓ对处

于极端环境下的细胞具有保护的功能，因此也能够对

人类皮肤具有相应的保护作用。研究发现 Ｅｃｓ能够保

护紫外线所致的皮肤损伤，并且能够平衡皮肤的微生

态环境；同样，由于Ｅｃｓ对蛋白的保水作用也可以阻止

皮肤的失水，起到对皮肤保湿作用。因此Ｅｃｓ可以作为

添加剂用于诸如保湿、抗衰老、防紫外线、防冻伤膏等

类别护肤品中［５６５７］。

４．３．２　生物医药行业　由于Ｅｃｓ能够稳定蛋白质的结

构以及识别错误折叠的蛋白质并抑制蛋白聚合体的形

成，因此对于一些蛋白质变性引起的疾病能起到治疗

作用，例如阻止在阿尔兹海默氏症发病机理中起着重

要作用的Ａβ４２聚合体的形成，和作为朊病毒聚合物毒

性的抑制剂［９１０］
。 此外，还可以抵抗纳米粒子诱导的肺

炎［５８］。所以Ｅｃｓ可以用于治疗帕金森病、阿尔茨海默

病、疯牛病、以及朊病毒病，还可以在肿瘤放化疗中作

为健康细胞的保护剂等。

４．３．３　生物制造行业　Ｅｃｓ还可用于生物工业中对生

物反应器过程中酶反应的保护。Ｅｃｓ能够在热条件下

保护核酸的双螺旋结构的稳定性，因此可以在 ＰＣＲ反

应中作为热保护剂，降低ＰＣＲ反应温度、稳定聚合酶活

性，研究证明相容性溶质能够提高 ＰＣＲ反应中核酸的

产量［５９６０］。另外Ｅｃｓ等相容性溶质可以用于提高植物

耐盐碱性，这对环境保护具有重要意义，例如Ｎａｋａｙａｍａ

等［６１］研究发现将Ｅｃ的基因簇重组到烟草细胞中提高

了其对盐碱的耐受性，尽管在烟草细胞中其合成量并

不高。

５　结论与展望

　　目前，越来越多的科学家对Ｅｃｓ相容性溶质的研究

产生浓厚兴趣，主要集中在在分子、细胞、组学水平上

揭示其渗透适应以及对生物大分子诸如细胞壁、酶、核

酸等保护作用机理方面。同时，应用性研究也越来越

受到重视，在生命科学研究、生物医药、生物制造、精细

化工等领域的应用已经有了不少研究成果。然而，尽

管对Ｅｃｓ已经做了广泛和深入的研究，对于诸多嗜盐微

生物中存在Ｅｃｓ以及其他相容性溶质的选择、适应各种

压力因子的机理还没能够阐述清楚，对于相容性溶质

的应用范围与作用机理仍然处在初步阶段。因此，在

８９



２０１１，３１（２） 朱道辰 等：相容性溶质四氢嘧啶及其羟基化衍生物的研究进展

不远的将来，对Ｅｃｓ相容性溶质的研究将主要聚焦在运

用代谢组学、蛋白质组学、分子进化等技术提高其胞内

合成量，以及在植物中的异源表达以用于对干旱盐碱

环境的治理和保护等领域。
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