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研究报告

石油降解菌 HX-2 耐盐机制及甜菜碱转运蛋白基因的研究 

邱凯旋  吴思  符悦悦  曹家畅  关志国  郭鹏  胡鑫  黄磊* 
天津理工大学化学化工学院  天津  300384 

摘  要：【背景】修复石油烃污染的高盐水体及土壤是具有挑战性的，因此探究石油烃降解菌株的

耐盐机制尤为重要。【目的】对石油降解菌 HX-2 的耐盐机制及与耐盐性相关的基因进行研究。【方

法】通过 GC 分析菌株 HX-2 在不同石油加入量及高盐条件下的烃降解情况；利用电导率仪及原子吸

收光谱对细胞内离子含量进行分析；比较外源添加甜菜碱前后对胞外多糖(extracellular polysaccharide，

EPS)及高盐土壤中石油降解情况的影响；最后对耐盐相关基因进行了 qPCR 分析研究。【结果】石

油降解菌Rhodococcus sp. HX-2可以对 10 000−100 000 mg/L的石油进行降解，3 d降解率均达到 70%

以上，并可在 1%−10% NaCl 存在下降解石油，在 6% NaCl 浓度下仍有 43.8%的降解率。对 HX-2 菌

株耐盐机制的研究表明，细胞内阳离子浓度随着盐浓度的变化没有显著差异，而积累相容性物质甜菜

碱并促进 EPS 的合成才是石油降解菌 HX-2 的耐盐机制。同时，扫描电镜结果表明，外源甜菜碱的添

加通过刺激 EPS 的合成提高菌株的耐盐性。由 HX-2 菌株得到 4 种甜菜碱转运蛋白基因 H0、H1、H3、

H5 和 1 种甜菜碱合成相关基因 BetB。对菌株 HX-2 的基因转录分析表明，NaCl、甜菜碱诱导 H0、H1、

H3 和 H5 的表达；在甜菜碱与 NaCl 共存时，基因转录水平达到最大值。【结论】Rhodococcus sp. HX-2

具有在盐渍化环境中修复烃类污染物的应用潜力。 

关键词：石油降解，耐盐机制，甜菜碱，耐盐基因 
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Abstract: [Background] It is challenging to remediate water and soil contaminated by petroleum 
hydrocarbons under high salt conditions. Therefore, it is important to explore the salt tolerance of petroleum 
hydrocarbon-degrading strains. [Objective] Salt tolerance and relevant genes of petroleum-degrading strain 
HX-2 were studied. [Methods] The hydrocarbon-degrading strain HX-2 under different petroleum amount 
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and high salinity conditions was analyzed by GC. The intracellular ion content was analyzed by 
conductivity meter and atomic absorption spectroscopy. The effects of exogenous betaine on extracellular 
polysaccharide and petroleum degradation in high salinity soils were compared before and after adding 
betaine; finally, the related genes for salt tolerance were analyzed by qPCR. [Results] The 
petroleum-degrading strain Rhodococcus sp. HX-2 degraded 10 000−100 000 mg/L of petroleum. After 
three days of cultivation, the degradation rate of petroleum reached more than 70%, and it degraded 
petroleum in the presence of 1%−10% NaCl. At 6% salt concentration, the degradation rate was still 
43.8%. Studies on the salt tolerance mechanism showed that there was no significant difference in 
intracellular cation concentration with the change of salt concentration. Accumulating betaine compatible 
substances and promoting the synthesis of extracellular polysaccharide were the salt tolerance mechanisms 
of petroleum hydrocarbon-degrading strain HX-2. Meanwhile, the results of scanning electron microscopy 
showed that the addition of exogenous betaine could improve the salt tolerance of the strain by stimulating 
the synthesis of EPS. Four betaine transporter genes H0, H1, H3, H5 and a betaine synthesis related gene 
BetB were obtained from HX-2 strain. The analysis of gene transcription showed that NaCl and betaine 
induced the expression of H0, H1, H3 and H5. When betaine coexisted with NaCl, the level of gene 
transcription reached the maximum. [Conclusion] Rhodococcus sp. HX-2 has potential application in 
remediation of hydrocarbon pollutants in saline environment. 

Keywords: Petroleum degradation, Salt tolerance mechanism, Betaine, Salt tolerance gene 

石油是不同碳氢化合物和非碳氢化合物的复

杂混合物，其是一类主要的能源物质，也是工业

和日常生活的主要原料[1]。石油烃的大规模使用以

及运输过程中的泄漏会对环境造成严重破坏[2]。因

此，我们迫切需要去除环境中的石油污染[3]。 

在过去几十年中，研究人员提出了几种石油

烃类化合物污染的土壤修复技术，其中包括污染

物的机械加工处理、溶剂提取和土壤微生物降解

(生物修复)[4-8]。生物修复由于其处理成本低、无

二次污染、方便快捷、公众接受程度高和处理效

果好等优点而被认为是最有生命力、最具代表性

和最有价值的一种高效、经济和绿色的清洁治理

技术，具有非常广阔的发展潜力和应用前景[9]。 

高盐度条件下(3%−30% NaCl，质量体积比)石

油烃污染的土壤生物修复具有挑战性，因为微生

物活动受到盐度的抑制，较高的盐度会降低氧气

含量和烃类化合物的水溶性[10]。在降解石油的过

程中存在过高的盐分不仅会抑制异养细菌的代谢

功能，还会降低修复过程的效率[11]。将耐盐细菌

分离后再富集用作处理含盐废水的方法已经十分

常见[12-14]。 

细菌通常使用两种不同的策略来抵御外部环

境中过量的盐分：第一种是在外部高盐条件下积

累 K+/Cl−离子以维持细胞内部的渗透平衡[15]。这种

适应在极端和厌氧嗜盐菌中很常见[16-17]。然而，

大多数耐盐和中度嗜盐细菌表现出第二种策略：

积累相容性溶质[18]。在细胞中，这些溶质通过高

浓度积累来维持细胞内外渗透压平衡[19]。 

甜菜碱是一种生物碱，在维持细胞渗透压和

减轻盐胁迫方面起着重要作用。甜菜碱具有无静

电荷、高溶解度的优点，且高浓度甜菜碱不会影响

酶和其他生物大分子的活性[20]，并且可以减轻高浓

度盐对酶活性的毒性，是原核生物中最常见和高

效的渗透保护剂[21]。 

同时，很多海洋细菌产生胞外多糖(extracellular 

polysaccharide，EPS)作为生长策略，使其能够在

不利条件下保持外部结构形态不被破坏。EPS 在细

胞外部形成一层保护膜，防止外界的高温或低温

及盐度胁迫。胞外多糖对于生物膜的形成和养分

吸收是必不可少的[22-24]。 

存在于微生物和植物中的脂质由胆碱和 2-羟

乙基三甲基氯化铵组成，这两种物质在环境中普
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遍存在[25]。其在胆碱脱氢酶(BetA)或甘氨酸甜菜

碱醛脱氢酶(BetB)的调控下吸收进入细胞，并被

甘氨酸甜菜碱醛氧化成甘氨酸甜菜碱供生命所 

用 [26-28]。据文献报道，甜菜碱转运蛋白基因中最

重要的是 BCCT 家族[29]、ABC 转运蛋白[30]和 MFS

家族(major facilitator superfamily)[31]。BCCT 家族

的转运蛋白普遍存在于细菌中，其转运过程由钠

离子或质子梯度驱动[29]。ABC 转运蛋白基因家族

是具有更大转运活性的家族之一，其在所有生物

中普遍存在[32]。在二级转运蛋白中，MFS 家族代

表了最大的转运蛋白[33]。 

本文探究了红球菌株 HX-2 的甜菜碱合成相关

基因 BetB 以及转运蛋白基因 H0、H1、H3 和 H5

在高盐条件下的表达，同时分析了红球菌株 HX-2

的耐盐机制，并对其在高盐环境下对石油的降解情

况进行了探究。对其耐盐机制的分析表明，菌株主

要依靠细胞内相容性物质(甜菜碱)的积累抵御外界

高盐环境；外源添加甜菜碱提高了 EPS 产量以及

在高盐土壤中石油的降解率。实验结果将为盐渍化

烃类污染的水体以及土壤生物修复提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器 

供试石油为克拉玛依油田七中区原油，其组

成成分为：饱和烷烃 65.75%，芳香烃 7.67%，非烃

类物质 10.85%，沥青质 15.72%。经 VARIO EL 

Cube 元素分析仪测定，利用热导检测器以及可选

择红外检测器对石油成分进行测试，其质量分数

组 成 为 ： N 0.41% ， C 83.71% ， H 12.981% ，     

S 0.411%，O 0.426%，碳氮比为 205.421 4，碳氧

比为 6.448 4。 

RNAprep 细胞/细菌试剂盒、TOYOBO qPCR

试剂盒(内含 IQTM SYBR® Green Supermix)，天根

生化科技(北京)有限公司。其他化学试剂均为国

产分析纯。 

Qubit 分光光度计，赛默飞世尔科技(中国)有

限公司；罗氏实时荧光定量 PCR 仪，北京龙跃生物

科技发展有限公司；气相色谱仪，Agilent 公司。 

1.2  菌株和培养基 

菌株 HX-2 筛选自新疆克拉玛依油田，经多相

分析鉴定，菌株 HX-2 为革兰氏阳性菌，不运动，

短杆状，无芽孢，具有典型的八字型排列特征，

属于红球菌属[18]。 

LB 液体培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母粉

5.0，NaCl 10.0，pH 7.0−7.2。 

无机盐培养基(g/L)：Na2HPO4 1.50，KH2PO4 

3.48 ， (NH4)2SO4 4.00 ， MgSO4 0.70 ， 酵 母 粉

0.01，pH 7.2。无机盐培养基加入 20.00 g/L 石油即

为石油降解培养基。 

所有培养基均在 2.049 MPa 高压蒸汽灭菌 

30 min。 

1.3  石油降解实验 

1.3.1  石油加入量对降解率的影响 

通过稀释涂布的方法确定菌体的菌落形成单

位；对石油降解率的测定采用 GC 检测方法[34]：

用正己烷萃取培养基中剩余的石油，萃取后的有

机相经 Na2SO4 干燥后使用气相色谱仪测定石油降

解 率 ， 使 用 色 谱 柱 为 安 捷 伦 HP-5 毛 细 管 柱    

(30 m×320 μm×0.25 μm)，检测器为 FID 检测器。

参数设置为：进样口温度为 280 °C，检测器温度

为 280 °C。程序升温为初始温度 80 °C，恒温     

1 min，15 °C/min 升至 260 °C，恒温 3 min；载气

N2 流速为 10 mL/min，H2 为 30 mL/min，空气为

300 mL/min；分流比为 1:50，进样量为 10 μL。石

油烃降解率计算公式： 

0 1

0

= 100%
C C

C



  

式中：为石油烃降解率，%；C0 和 C1 分别为降解

前、后的石油浓度，g/L，C0 由空白对照测得。 

在不同石油浓度(10−100 g/L)的石油降解培养

基中按 2%接种量接种，25 °C、200 r/min 下培养 5 d

后观察石油降解能力和菌株生长情况。 

1.3.2  耐盐性实验 

耐盐性实验检测方法同 1.3.1，通过在石油降
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解培养基(50 g/L)中加入不同浓度 NaCl (0%−10%)

考察菌株的耐盐性能，通过 25 °C、200 r/min 培养

5 d 后，考察菌株的生长及降解能力。 

1.4  HX-2 耐盐机制探究 

1.4.1  HX-2 细胞内 K+/Cl−的积累 

采用电导率测定的方法比较了 HX-2 与盐敏感

的大肠杆菌(DH5α)的膜渗透率[35]。使用电导率仪

测量在 100 °C 加热 20 min 前后 HX-2 和大肠杆菌

(DH5α)的膜渗透率。 

阳离子对维持细胞渗透平衡至关重要[36]。为

进一步探究耐盐机制，采用原子吸收光谱法测定

含有和不含有 6% NaCl 的 LB 培养基中 HX-2 细胞

内 Na+、K+、Mg2+和 Ca2+的浓度。 

1.4.2  不同盐度下 HX-2 胞外多糖(EPS)的积累 

在含有 0%、2%、4%、6%、8%、10% NaCl

的 LB 培养基中接种 HX-2，25 °C、200 r/min 培养

3 d 后提取 EPS。根据文献[37]所述，对提取 EPS

的程序稍作修改。提取步骤为：4 °C、10 000×g 离

心 10 min 收集菌体和上清液；将 3 倍体积预冷无水

乙醇加入到 250 mL 上清液中，沉淀过夜，用减压

抽滤的方法收集沉淀物。将多糖沉淀物与 250 mL

超纯水在 30−40 °C 溶解，加入 250 mL 10%三氯乙

酸，4 °C 搅拌 12 h，4 °C、10 000×g 离心 40 min 收

集上清液，向上清液中加入 3 倍体积预冷无水乙

醇，沉淀过夜，4 °C、10 000×g 离心 20 min 收集多

糖沉淀，再将多糖溶解于超纯水中，置于透析袋

中(截留分子量 14 000 Da)，在 4 °C 超纯水中透析 

2 d，每 8 h 换一次水，将透析后得到的 EPS 用冷冻

干燥机冷冻干燥 24 h，得到粗品。 

1.4.3  不同盐浓度下相容性溶质的测定 

根据本实验室先前研究结果，HX-2 积累的相

容性物质主要为甜菜碱，相关物质的测定参考文

献[18]。 

1.5  外源添加甜菜碱对胞外多糖产量及土壤石

油污染降解的影响 

1.5.1  外源添加甜菜碱对胞外多糖产量及细胞形

态影响 

为进一步探究外源添加甜菜碱对 EPS 产量的

影响 ，在含有 0%、 2%、 4%、6%、 8%、10% 

NaCl 的 LB 培养基中外源添加 150 mg/L 的甜菜碱

并接种，25 °C、200 r/min 培养 3 d，4 °C、10 000×g

离心 10 min 收集菌体，EPS 收集方法参照 1.4.2。 

在 6% NaCl 浓度的石油降解培养基(石油浓度

为 5%)中按 2%接种量接种，添加 150 mg/L 甜菜碱

在 25 °C、200 r/min 培养 4 d 后，4 °C、8 000×g 离

心 10 min 并收集菌体，用去离子水洗涤菌体    

3 次，菌体细胞通过戊二醛固定，之后先后用

70%、90%和 100%的乙醇梯度脱水，干燥后经喷

金 等 操 作 后 ， 利 用 扫 描 电 镜 (scanning electron 

microscope，SEM)观察菌体表面形态的变化。选

取空白石油降解培养基及 6% NaCl 浓度的石油降

解培养基(未添加甜菜碱)作为对照。 

1.5.2  外源添加甜菜碱对土壤石油降解的影响 

待测土壤来自天津理工大学花坛，理化性质

为 pH 7.2−7.4，含水量 12.35%−15.28%，有机质含

量 102−122 g/kg，总氮含量 12−20 g/kg，有效磷含

量 10.0−19.6 g/kg。在进行实验之前，先从土壤中

除去植物残渣和砾石，使其通过 3 mm 筛，自然风

干 7 d。加入石油的正己烷溶液使测试土壤中石油

含量达到 5% (体积/重量)。静置 3 d 使正己烷挥

发，将 10%种子液(体积/重量，108 CFU/mL)加入

土壤中。将实验土壤置于 25 °C 恒温培养箱中培

养，定期取样。通过在分液漏斗中将 5 g 土壤样品

与 50 mL 正己烷混合，从土壤中提取石油用于 GC

分析(将收集的土壤在 50 °C 下干燥 48 h 并研磨以

确保其均匀性 )。将有机相通过 Na2SO4 浓缩至     

0.2 mL。每组平行 3 个样品考察石油降解情况。另

向土壤中加入 2%、4%及 6%的 NaCl (不同质量的

NaCl 溶解在 50 mL 无菌水中并加入到土壤中。待

自然条件下干燥 7 d 后用于实验中)。实验组向上述

土壤中加入 150 mg/g 甜菜碱。在实验期间每 3 d 将

无机盐培养基加入土壤中以确保营养充足。 

1.6  耐盐基因分析 

1.6.1  甜菜碱合成相关基因及转运蛋白基因 

相容性溶质包括甘氨酸甜菜碱、四氢嘧啶、
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海藻糖、游离氨基酸等，其通过生物合成或特定

转运蛋白转运而积累[38-39]。从周围环境中摄取相

容性溶质是一种在细菌中常见的策略，并且比生

物合成消耗更少的细胞能量[29,40]。本实验室之前

的工作已经证明了 HX-2 可以自身产生并从周围环

境中摄取相容性溶质(甜菜碱)，所以进一步探究甜

菜碱产生及转运蛋白基因。根据文献[28]报道，甜

菜碱是通过胆碱脱氢酶(BetA)和甜菜碱醛脱氢酶

(BetB)的活性合成的。甜菜碱的转运蛋白基因有很

多种，其中最为主要的是 BCCT 家族[29]、ABC 转

运蛋白[30]以及 MFS 家族[31]。依据 GenBank 上已报

道的一株 Rhodococcuserythropolis CCM2595 中相

关基因设计引物(表 1)，验证 HX-2 中的甜菜碱相

关基因。 

1.6.2  RNA 分离及荧光定量 PCR (qPCR) 

对 HX-2 进行 RNA 提取并对甜菜碱合成相关 
 

表 1  引物设计 
Table 1  Primer design 
目的基因 

Target gene 

引物名称 

Primer 

序列 

Sequence (5′→3′) 
BetA  
(1 485 bp) 

BetA-upper ATGAACACCCGCGAGGAATGG
BetA-lower ACTTCGTCGACGTGAATTTGT 

BetB 
(1 500 bp) 

BetB-upper ATGACGGCAGTAGCCGAACAC
BetB-lower CCTTGGTCTGGGTGTAGAGAT 

BCCT  
(1 834 bp) 

BCCT-upper TCAGTCCGTACTGGCGGCTTG 
BCCT-lower GTGGCGTGAACTACGGAAACC

H1  
(1 423 bp) 

H1-upper ATGACTACACCAGAGAACTCG 
H1-lower CCTTCATTCTCTTGCGGCGAA 

H2  
(919 bp) 

H2-upper ATGCGCACCTCACGATTTCGT 
H2-lower GGCCCTGCGCCGTCACCCACG 

H3  
(1 126 bp) 

H3-upper GTGATCACATTCGAGGGCGTC 
H3-lower TGAAGGCGACTCGGTTGCGTT 

H4  
(664 bp) 

H4-upper ATGCGCTGGCTCATCGACAAT 
H4-lower CAGCCACGACGGCGGGGACCT

H5  
(670 bp) 

H5-upper ATGAGCATCTTCACCGGAGCC 
H5-lower GTGTTCGGCGCAGCCTGCCGG 

H6  
(1 615 bp) 

H6-upper TTACTCTGTCGGCTTACCGAC 
H6-lower ATCCGAACAAGATTCCGGGGC 

H7  
(400 bp) 

H7-upper CTACAAGCGATCATTCTCCGG 
H7-lower GCTCGAGAAGTCCTGCTTCGT 

H8  
(627 bp) 

H8-upper TGGGCGCCCTATGGGATTTTG 
H8-lower TAGTGAGACGACCGATGACGA

H9  
(1 191 bp) 

H9-upper ATGACTGAAACCATTCCGTCT 
H9-lower GTCTGGCTCTTCGTCGTGGTC 

H10  
(799 bp) 

H10-upper ATGACTGCCACGACAGAGGAG
H10-lower CGAGATAAGTTTCGGCGAGCG 

H11  
(976 bp) 

H11-upper ATGACCAAGACTTCGATCACC 
H11-lower CTTCCGAGACCAGCCAGTCGC 

基因 BetB 及 4 种甜菜碱合成蛋白基因 H0、H1、

H3 、 H5 的 转 录 水 平 进 行 分 析 ， 基 因 对 应 的

GenBank 登录号分别为 MN567073、MN567074、

MN567075、MN567076、MN567077。HX-2 在不

同条件下生长(LB 培养基中额外添加 0%、2%、

4%、6%、8%、10% NaCl 和 150 mg/L 甜菜碱)，根

据文献[41]的方法对 RNA 进行提取和 qPCR 的测

定。在对数生长期收集菌体，并根据 RNAprep 细

胞/细菌试剂盒说明书提取总 RNA。通过使用 Qubit

分光光度计测量分离物质的总 RNA 浓度。利用

TOYOBO qPCR 试剂盒，使用 500 ng RNA 作为模

板进行第一链 cDNA 的合成并建立 20 μL 反应体

系。通过 qPCR 仪进行转运蛋白基因的转录分析，

每种转运蛋白基因的特异性引物列见表2。qPCR 反

应体系：IQTM SYBR® Green Supermix 10 μL，cDNA 

2.0 μL，引物 F 和引物 R (10 μmol/L)各 0.4 μL，加 

 

表 2  各种转运蛋白基因的特异性引物 
Table 2  Specific primers for various transporter genes 

目的基因

Target gene

引物 

Primer 

序列 

Sequence (5′→3′) 
PCR   

BetB BetB-F (Xma I) ATGACGGCAGTAGCCGAACAC
 BetB-R (Xba I) CCTTGGTCTGGGTGTAGAGAT 
H0 H0-F (Xma I) TCAGTCCGTACTGGCGGCTTG 
 H0-R (Xba I) GTGGCGTGAACTACGGAAACC
H1 H1-F (Xma I) ATGACTACACCAGAGAACTCG 
 H1-R (Xba I) CCTTCATTCTCTTGCGGCGAA 
H3 H3-F (Xma I) GTGATCACATTCGAGGGCGTC 
 H3-R (Xba I) TGAAGGCGACTCGGTTGCGTT 
H5 H3-F (Xma I) 

H5-R (Xba I) 
ATGAGCATCTTCACCGGAGCC 
GTGTTCGGCGCAGCCTGCCGG 

qPCR 
BetB 
 
H0 

 
BetB-F 
BetB-R 
H0-F 

 
AGCGTAACCTTCTTCAGATTG 
CGGAGTCGTCAACATCGTTC 
TGGTTGGTCATCACCATCATC 

 H0-R CCCAGAATCAGGACGAACAG 
H1 H1-F TGGTACTCCTACGCCTACTG 
 H1-R GCCACATATCCTGCCAGAG 
H3 H3-F GTGGTCACGGACAACGGAAC 
 H3-R CGAGTGCTTGGCGGAGATC 
H5 H5-F CATCACTCCCAGACCCATGAG 
 H5-R CGGTGCCCATCGGATTACTC 
16S 16S-F CTCTTTCAGCAGGGACGAAG 

 16S-R AACCGCCTACGAACTCTTTAC 

注：下划线表示限制性内切酶位点. 

Note: Underlining indicates restriction enzyme sites. 
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入 DEPC 水至 20 μL。qPCR 反应条件：95 °C 3 min；

95 °C 30 s；61 °C 20 min；95 °C 30 s；95 °C 5 s；

55 °C 10 s；74 °C 15 s，43 个循环；72 °C 5 min，

20 °C 30 s。使用 16S rRNA 基因标准化作为内部参

考对照，根据 2−ΔΔCt 方法[42]分析实验数据。 

2  结果与分析 

2.1  石油加入量对菌株降解的影响 

由图 1 可见，菌株 HX-2 在 2%接种量，石油浓

度在 20 000−100 000 mg/L 以内降解率均在 90%以

上。在石油浓度为 50 000 mg/L 时，培养 3 d 石油降

解率最高达到 97.6%。之后实验中石油浓度均选择

50 000 mg/L。 

2.2  不同盐度对 HX-2 石油降解率的影响 

盐度是影响微生物生长的一个重要的环境因

素。在一定的盐度范围内，微生物通过各种渗透

调节机制平衡细胞内渗透压并保护细胞中的原生

质体，同时调节其代谢以适应盐度变化。过高的

盐浓度可能会限制天然微生物种群对烃类化合物

的生物降解效率[43]。如图 2 所示，菌株 HX-2 能在

NaCl 浓度为 0%−10%的范围内生长，在 0%−3%范

围内降解率保持在 80%以上，6%以上的 NaCl 浓度

会明显抑制菌株对石油的降解效率，这表明 HX-2

属于中度耐盐菌，可以应用于中等盐渍化烃类污

染的生物修复。 

2.3  HX-2 耐盐机制研究 

2.3.1  细胞膜通透性及细胞内阳离子积累 

比较了菌株 HX-2 与大肠杆菌(DH5α)的细胞

膜渗透性，以探索 HX-2 的耐盐机制。如图 3A

所示，HX-2 的膜渗透性随 NaCl 浓度的增加而显

著增加，这主要是因为高盐浓度下细胞被破坏

导致排出到培养基中的额外离子增多以致电导

率急剧上升。大肠杆菌 (DH5α)是一种对盐敏感

细菌，因此也表现出相似的反应。相反，一些

嗜盐菌株的膜渗透性不会随着盐浓度的增加而

急剧增加[44]。 

阳离子对维持细胞渗透平衡至关重要[36]，为

了进一步研究 HX-2 的耐盐机制，检测了细胞内离

子的积累情况。在添加与不添加 6% NaCl 的 LB 培

养基中研究了 HX-2 细胞内不同阳离子的浓度。 

图 3B 显示了 LB 和 LB+6.0% NaCl 培养基的 HX-2

细胞中 Ca2+、Mg2+、K+和 Na+积累量的差别，说明

在高盐环境中，没有过量阳离子在细胞内积累以

维持细胞膜的渗透压平衡。据文献[44]报道，耐盐

烃降解菌株 MU-1 在高盐浓度下迅速积累 K+以应对

高盐环境。由此可以看出，细胞内离子的积累不

是 HX-2 的耐盐机制。 

 

 
 
图 1  石油加入量对菌株降解的影响 
Figure 1  Effect of initial concentration on degradation of 
petroleum by strain HX-2 

 

 
 

图 2  NaCl 浓度对降解率的影响 
Figure 2  Effect of NaCl concentration on degradation of 
petroleum by strain HX-2 
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图 3  细胞膜通透性及细胞内阳离子积累情况 
Figure 3  Cell membrane permeability and accumulation of intracellular cations 
注：A：不同 NaCl 浓度下 HX-2 和大肠杆菌的细胞膜渗透性；B：培养基中 HX-2 的阳离子含量. 

Note: A: Cell membrane Permeability of HX-2 and Escherichia coli at different NaCl concentrations; B: Cation contents of HX-2 in culture 
media. 

 
2.3.2  HX-2 胞外多糖(EPS)的积累 

作为活性污泥絮凝物的重要组成部分，EPS 在

污染物的吸附、微生物聚集体的维持与形成以及

保护微生物免受外部恶劣环境的影响等方面发挥

着重要作用[45]。很多耐盐细菌产生 EPS 是一种生

长策略，可以在逆境条件下在细胞周围形成一层

膜结构保护细胞免受外部环境的影响[46]。 

本实验研究了 EPS 在 HX-2 耐盐性中的潜在作

用。图 4 显示 HX-2 在不同盐度下分泌 EPS 的量。

EPS 产量在 0%−6% NaCl 范围内与盐浓度呈现正

相关性，在 6% NaCl 时达到最大值(222.67 mg/g)。

在更高的 NaCl 浓度下(8%−10%)，EPS 产量逐渐下

降。Kumari 等观测到随着盐浓度的增加，EPS 产

量也呈现相同的增长趋势[47]。微生物在高盐浓度

下更多地分泌 EPS 来保护细胞免受外部影响并保

持高聚合物稳定性[45]。有文献报道，菌株在 5 L

生物反应器中培养 120 h 后获得最高浓度的 EPS 

(70.64 g/L)[48]。Hua 等报道了在高盐条件下(LB+9% 

NaCl)，突变菌株的 EPS 产量从 1 350 mg/g 干细胞

重量增加到 1 825 mg/g[44]。在本研究中，当盐度超

过 6%时，细菌无法承受高盐环境，导致细胞死亡

和 EPS 合成减少。高盐条件下 EPS 的产量明显低

于文献报道。我们怀疑 EPS 保护机制可能不是菌

体细胞抵抗高盐环境的唯一机制。 

2.3.3  不同盐浓度下相容性溶质的测定 

前期工作已证明甜菜碱积累是 HX-2 的主要

耐盐机制，并且选择甜菜碱用于后续的外源添加

实验[18]。 

2.4  外源添加甜菜碱对胞外多糖产量及细胞形

态影响 

图 5A 中显示在石油降解培养基中 HX-2 菌株 

 

 
 

图 4  HX-2 在不同盐度下分泌胞外多糖(EPS)量 
Figure 4  Secretion content of exopolysaccharide (EPS) 
by HX-2 at different NaCl concentration 
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细胞表面粗糙。图 5B 说明在石油和 6% NaCl 的双

重压力下生长的细胞形态发生了很大变化：细胞

变长，且分裂过程中存在短缺现象。外源加入甜

菜碱后，细胞表面出现膜状物质(图 5C)。尽管细

胞的整体形态与图 5B 相似，但细胞表面被明显的

膜结构覆盖，这有助于细菌抵抗高盐环境。我们

推测这种膜状物质是由细胞分泌的 EPS。由于细胞

在高盐环境中无法承受外部的高渗条件因而产生

的 EPS 量很低，但在外源添加甜菜碱后 EPS 产量

增加，从而更好地包裹细胞避免其暴露于高渗环

境。本实验测定了外源添加甜菜碱后 EPS 产量的

变化，如图 6 所示。在不同 NaCl 浓度下添加     

150 mg/L 甜菜碱考察 EPS 产量的变化，6% NaCl

浓度及以上 EPS 产量均有所增加，6% NaCl 浓度时

EPS 产量增加最高，达到 445 mg/g (增加接近    

一倍)。该数据表明甜菜碱可通过改变 HX-2 细胞表

面形态来抵御外界高盐环境。 

2.5  外源添加甜菜碱对土壤石油降解效率的

影响 

向含 NaCl (2%−6%)的石油土壤中添加 150 mg/g

甜菜碱，并设置不添加甜菜碱作为对照，研究盐渍

土壤中石油降解情况。如图 7 所示，土壤中盐浓度 

 

 
 
图 5  HX-2 扫描电子显微照片 
Figure 5  Scanning electron micrographs of cells of HX-2 
注：A：在石油降解培养基(5%石油)中生长的细胞；B：在含有 6% NaCl 的石油降解培养基(5%石油)中生长的细胞；C：在含有 6% 

NaCl 的石油降解培养基(5%石油)加入 150 mg/L 甜菜碱生长的细胞. 

Note: A: Cells grown in basal medium containing 5% petroleum; B: Cells grown in basal medium containing 5% petroleum and 6% NaCl; C: 
Cells grown in basal medium containing 5% petroleum and 6% NaCl with addition of 150 mg/L betaine. 
 

 
 
图 6  外源添加甜菜碱前后 HX-2 分泌的胞外多糖(EPS)

含量 
Figure 6  Extracellular polysaccharide (EPS) secreted by 
HX-2 before and after exogenous addition of betaine 

 
 
图 7  外源添加甜菜碱对不同盐度土壤中石油降解率的

影响 
Figure 7  Effect of exogenous addition of betaine on the 
degradation rate of diesel oil in soil at different salinities 
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会对石油降解有显著影响。外源添加 150 mg/g 甜

菜碱可以促进 2% NaCl 浓度下石油降解(降解率在

15 d 内增加 16.8%)。在实验早期阶段，外源添加甜

菜碱显著提高了含 NaCl 土壤中石油的降解率(降解

率在第 7 天增加 10.39%)。然而，向含有 4%和 6% 

NaCl 的土壤中加入 150 mg/g 的甜菜碱后对降解率

的影响并不显著。与没有添加甜菜碱的对照组相

比，石油的降解率分别增加 8%和 5.5%。甜菜碱的

加入增加了细菌的耐盐性，使其能够更快地适应

盐渍化土壤环境和更好地降解石油(9 d)。无外源添

加甜菜碱，HX-2 降解盐渍化土壤中的石油则需要

更长的周期。在土壤中观察到的石油降解情况显

著低于液体培养基降解情况，这可能是由于土壤

中细菌分散的不够均匀无法与石油充分接触，从

而抑制了降解[48-49]。 

2.6  耐盐基因分析 

2.6.1  甜菜碱合成相关基因及转运蛋白基因 

通过与 GenBank 数据库比较，在 HX-2 中鉴定

的 4 种转运系统中的 H0、H1 分别属于 BCCT 家

族、MFS 家族，H3 和 H5 均属于 ABC 转运蛋白 ATP

家族。甘氨酸甜菜碱醛脱氢酶(BetB)的表达量决定

了甜菜碱的产量[26]。BetB、H0、H1、H3 和 H5 的

PCR 产物片断大小分别为 1 500、1 834、1 423、     

1 126、和 670 bp。为了研究不同盐度下 BetB、H0、

H1、H3 和 H5 基因的转录水平，将 HX-2 在含有不

同浓度 NaCl (0%−10%)的 LB 培养基中进行培养。

qPCR 用于分析菌株从对数生长期分离的 RNA。如

图 8A 所示，BetB 的转录水平随着盐度而增加，在

10% NaCl 下达到最大值(30.42 倍)。H0、H1 的转录

水平随着盐度的增加而增加(2%−6% NaCl)，在 6%  

 

 
 
图 8  不同 NaCl 浓度(0%−10%)下 5 种基因转录分析 
Figure 8  Transcription analysis of five genes at different NaCl concentration (0%–10%) 
注：A：不同 NaCl 浓度(0%−10%)下 BetB 基因转录分析；B：不同 NaCl 浓度(0%−10%)下 H0 基因转录分析；C：不同 NaCl 浓度(0%−10%)

下 H1 基因转录分析；D：不同 NaCl 浓度(0−10%)下 H3 基因转录分析; E：不同 NaCl 浓度(0%−10%)下 H5 基因转录分析. 

Note: A: Transcription analysis of BetB genes at different NaCl concentration (0%−10%); B: Transcription analysis of H0 genes at different 
NaCl concentration (0%−10%); C: Transcription analysis of H1 genes at different NaCl concentration (0−10%); D: Transcription analysis of 
H3 genes at different NaCl concentration (0%−10%); E: Transcription analysis of H5 genes at different NaCl concentration (0%−10%). 
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NaCl 时达到最大值，分别为不含 NaCl 时表达量

的 1.74 倍和 4.18 倍，然后在 8% NaCl 时开始下降

(图 8B、C)。H3 和 H5 的转录水平随着盐度的增加

而增加(2%−4% NaCl)，在 4% NaCl 时达到最大值，

分别为不含 NaCl 时表达量的 10.21 倍和 6.73 倍，然

后在 6% NaCl 时开始下降(图 8D、E)。无外源添加

甜菜碱时，转运蛋白基因具有较低的转录水平，

并且体内甜菜碱的积累依赖于 BetB 的大量表达。 

2.6.2  甜菜碱或 NaCl 浓度对 4 种转运蛋白基因

H0、H1、H3 和 H5 转录水平的影响 

为了研究红球菌 HX-2 中 4 种转运蛋白基因

H0、H1、H3 和 H5 转录水平与甜菜碱或 NaCl 浓度

之间的关系。首先在含有 2% NaCl 的 LB 培养基中

将 HX-2 培养至对数生长期，将细胞接种到含有

150 mg/L 甜菜碱、6% NaCl 的 LB 培养基中，并以

不添加甜菜碱作为对照。如图 9 所示，与不含

NaCl 和甜菜碱条件下 LB 中生长的 HX-2 相比，在

甜菜碱和 NaCl 存在下，H0、H1、H3 和 H5 基因的

转录水平急剧上升，分别提高 2.92、22.36、37.14

和 25.73 倍。这些数据证明了 H0、H1、H3 和 H5

基因转录水平的最大表达取决于盐浓度及甜菜碱

的加入量。 

 
 

 
 

图 9  HX-2 中 H0 (A)、H1 (B)、H3 (C)和 H5 (D)的转录水平 
Figure 9  Transcriptional level of H0 (A), H1 (B), H3 (C) and H5 (D) of HX-2 
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3  讨论与结论 

近年来，有关微生物处理石油污染的研究很

多：赤红球菌 XS-2 在石油质量浓度为 5 g/L 时，7 d

降解率可达 65%[50]；菌株 Lysinibacillus fusiformis 

23-1 在以 2%石油为唯一碳源的 MM 基中对石油总

降解率为 57%[51]；菌株 L2 (Ochrobactrumciceri sp.)

及 L3 (Serratia marcescens sp.)在石油烃浓度为    

4 000 mg/L 时，30 °C 下振荡培养 6 d 后，石油烃降

解率分别高达 97.37%和 98.98%[52]。菌株 HX-2

与以上文献报道的菌株相比，具有更高的降解率

及可耐受更高的石油加入量，表明其可以应用于

较高浓度石油污染的生物修复。在石油降解菌株

耐盐性方面国内报道较少，付瑞敏等鉴定出的粘

质沙雷氏菌(Serratia marcescens sp.)虽然对石油烃

降解率达到 64%，但其只在 NaCl 浓度为 50 g/L 

(5%)的培养基中生长[53]；杨乐分离出菌株 XD-1 

(Bacillus sp.)有较高的耐盐能力，可以在 NaCl 浓度

0−70.0 g/L 范围内生长[54]。本文研究的 Rhodococcus 

sp. HX-2 能在 NaCl 浓度 0%−10%的范围内生长，

在 0%−3%范围内降解率保持在 80%以上，表明其

可以应用于盐渍化烃类污染的生物修复。 

胞外多糖可以在逆境条件下保护细胞免受外

界损伤，所以对其在高盐条件下含量的探究也尤

为关键。本研究表明甜菜碱的加入导致 EPS 产量

的增加，在细胞外产生膜结构，这种膜状结构有

助于细菌抵抗高盐环境。目前，盐渍化石油烃污

染的土壤修复也是环境修复的一个主要难题，据

文献报道，Serratia sp. BF40 可以降低土壤溶液的

表面张力，促进 0.22%−1.20%盐度土壤中原油的去

除[55]；菌株 D1 (Bacillus cereus sp.)在两周内能够从

烃类污染土壤中去除 88%柴油(584±7 mg/L)和 63%

多环芳烃[56]。本实验中 HX-2 不仅可以有效地降解

土壤中的石油，还可以应用于盐渍化石油污染的

土壤修复，外源添加甜菜碱可以促进其在含盐土

壤中的石油降解效率，为盐渍化土壤中的石油污

染修复提供了可靠的理论支持。 

本文首次对红球菌的耐盐机制进行了探究。

对 HX-2 耐盐机制的分析表明，在高盐浓度下甜菜

碱的积累是菌株主要的耐盐机制。本文也探究了

菌株的甜菜碱合成相关基因(BetB)及转运蛋白基因

(H0、H1、H3、H5)及其在高盐条件下的转录水

平，分析显示甜菜碱转运蛋白基因的转录表达水平

与盐浓度及甜菜碱加入量成正相关性。有文献报

道在不同 NaCl 浓度下 Virgibacillus halodenitrificans

甜菜碱转运蛋白基因的最高转录水平是由高盐加

谷氨酸甜菜碱(GB)引起的[57]，这与我们的实验结

果相一致。但未曾有人报道红球菌中的甜菜碱相

关转运蛋白基因在高盐和甜菜碱存在下的表达情

况，本研究为红球菌耐盐机制的探讨打下了基础。 
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