
Journal of Food Science and Biotechnology 第  45 卷第  5 期  总第  314 期  |  2026 年  5 月  | 食品与生物技术学报

金坛盐穴中产四氢嘧啶菌株的筛选、鉴定及

发酵条件优化
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摘要：【目的】以金坛盐穴中分离得到的菌株为研究对象，筛选高产四氢嘧啶菌株并优化其培养条件，以提高

四氢嘧啶产量。【方法】采用高效液相色谱仪（HPLC）进行定量分析，液相色谱-质谱联用仪（LC-MS）进行定

性分析，筛选产四氢嘧啶的菌株。通过单因素试验考察 KCl、MgSO4、L-谷氨酸钠（MSG）、酸水解酪蛋白

（CA）、NaCl质量浓度及 pH 对四氢嘧啶产量的影响，并利用响应面优化法建立四氢嘧啶产量与关键影响因

子（KCl、酸水解酪蛋白、NaCl质量浓度）的数学模型。【结果】成功筛选获得一株高产四氢嘧啶的菌株 DJA10，

经分类鉴定确定其为海杆菌属（Marinobacter）菌株。在最优培养条件（MgSO4 12.0 g/L、L-谷氨酸钠 6.8 g/L、

NaCl 56.6 g/L、KCl 37.3 g/L、酸水解酪蛋白 10.5 g/L、pH 8.5）下，菌株四氢嘧啶产量由（195.30±2.06） mg/L提升

至（458.51±1.08） mg/L，增幅达 134%。【结论】该研究成功筛选出高产四氢嘧啶的菌株 DJA10，通过优化培养

条件显著提高了四氢嘧啶产量，为四氢嘧啶的工业化生产提供了优质菌种资源。
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Abstract: [Objective] This study aimed to screen high-yield ectoine-producing strains from the strains isolated from the 

Jintan salt cavern and optimize their culture conditions to enhance ectoine production. [Method] High-performance 

liquid chromatography (HPLC) was employed for quantitative analysis and liquid chromatography-mass 

spectrometry (LC-MS) for qualitative analysis. The ectoine-producing strains were screened. The effects of pH 

and mass concentrations of KCl, MgSO4, L-glutamate sodium (MSG), acid-hydrolyzed casein (CA), and NaCl on 

ectoine production were investigated via a single-factor approach. Response surface methodology was then 

adopted to establish a mathematical model between ectoine production and key influencing factors (mass 

concentrations of KCl, acid-hydrolyzed casein, and NaCl). [Result] A high-yield ectoine-producing strain, 
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DJA10, was successfully screened and identified as Marinobacter through systematic characterization. Under the 

optimized culture conditions (MgSO4 12.0 g/L, L-glutamate sodium 6.8 g/L, NaCl 56.6 g/L, KCl 37.3 g/L, and 

acid-hydrolyzed casein 10.5 g/L, pH 8.5), the ectoine titer of the strain significantly increased by 134%, from 

(195.30±2.06) mg/L to (458.51±1.08) mg/L. [Conclusion] This study successfully screened a high-yield 

ectoine-producing strain, DJA10, and significantly enhanced its ectoine production through culture condition 

optimization, providing an excellent microbial resource for the industrial production of ectoine.
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为了适应高盐环境，盐矿中的微生物可以通

过分泌相容性溶质维持自身正常的生理代谢。四

氢嘧啶是嗜盐微生物合成的天然相容性溶质，在

生物体内可作为酶、DNA 等生物大分子及细胞的

保护剂，保障其在极端环境下的结构完整性和生

理功能［1-2］，在医药、化妆品、生物技术等领域具有

广阔的应用前景。

四氢嘧啶可有效维持乳过氧化物酶在极端温

度与酸碱条件下的稳定性和活性［3］，稳定蛋白质

空间构象［4］，同时能够抵御紫外线和电离辐射对

DNA 的损伤［5-6］。在日化领域，四氢嘧啶具有优

异的保湿活性与抗氧化活性［7］；在临床治疗中，四

氢嘧啶凭借多重生物活性，在炎症性疾病、过敏

性疾病及神经退行性疾病的治疗中均展现出良

好的应用潜力［8］；在工业生产中，四氢嘧啶可作为

食品酶保护剂，显著提升淀粉酶等工业酶的热稳

定性 ，同时有效提高嗜热链球菌的冷冻存活

率［9-10］。Yue 等［11］研究表明，采用 2 g/L 的四氢嘧

啶处理西兰花，可有效保留西兰花的营养成分，

延长保鲜期。

目前，全球四氢嘧啶市场单价约 1 000美元/kg，

且随着其应用场景不断拓展，市场需求持续攀升，行

业对四氢嘧啶工业化生产的产量与效率要求也逐步

提高。四氢嘧啶的合成方式主要包括化学合成和生

物合成［12］。由于四氢嘧啶独特的分子结构，其化学

合成工艺成本较高，现阶段主要依靠菌株发酵、分离

纯化获得。自 1985年四氢嘧啶在嗜盐外硫红螺菌

中被发现以来，科研人员已开发出细菌泌乳、分批发

酵、分批补料发酵等多种生物制备工艺［13-14］。

Sauer等［15］以嗜盐菌 H. elongate DSM142 为研

究菌株，采用细菌泌乳法在 2.57 mol/L NaCl培养基

中开展发酵试验，四氢嘧啶产量达 7.4 mg/（mL·d）。

近年来，基于 Biobrick 法的重组载体构建策略为

四氢嘧啶高效生产提供了灵活、可控的技术路径。

Zhang等［16］通过系统优化培养基组分与发酵工艺，

将目标菌株的四氢嘧啶产量由 3.2 g/L提升至 5.8 g/L。

Fang等［17］通过代谢工程改造大肠杆菌，以菊芋为原

料生产四氢嘧啶，产量由 31.2 g/L 提升至 52.4 g/L。

Naeem 等［18］对大肠杆菌 BL21（DE3）进行基因重组

改造，实现了低盐培养基条件下四氢嘧啶的体外

合成，产量高达 167.2 mg/（mL·d）。现阶段虽已围

绕发酵工艺优化、菌株重组改造等方面开展研究，

但针对高效菌种资源挖掘、分离纯化及检测技术

的相关研究仍较为薄弱［19］。

卢静等［20］从连云港高盐土壤中筛选出一株嗜

盐反硝化菌株 Halomonas alkaliphila L8，该菌株在

0.15 g/mL NaCl条件下可高效生产四氢嘧啶，产量

达 0.54 mg/mL，但存在培养时间较长的问题。

金坛盐穴蕴含丰富的微生物资源，其高盐卤水中

存在大量可培养嗜盐细菌与古菌，如海杆菌属

（Marinobacter）、盐单胞菌属（Halomonas）和富盐

菌属（Haloferax）等。宏基因组学分析结果证实，

该区域微生物群落以广古菌门（Euryarchaeota）、

变形菌门（Proteobacteria）等为优势菌群［21］。其

中，海杆菌属和盐单胞菌属是工业生产中较为常

见的高产四氢嘧啶菌属。

作者以金坛盐穴中分离得到的菌株为研究

对象，采用 HPLC 开展产四氢嘧啶菌株的筛选与

分析［22］，并对高产菌株进行形态学、生理生化及

分子生物学鉴定。为进一步提高四氢嘧啶产

量，通过单因素试验对其发酵条件进行初步优

化，在此基础上采用响应面优化法进行多因素

协同优化，确定该菌株合成四氢嘧啶的最优发

酵条件，为四氢嘧啶的工业化生产提供了优质

菌种资源。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

乙醇、甘油、氯化钠：均为分析纯，国药集团化
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学试剂有限公司；四氢嘧啶：色谱级，上海源叶生

物科技有限公司；乙腈：色谱级，上海泰坦科技股

份有限公司。

种子培养基：胰蛋白胨10.0 g/L、酵母浸粉5.0 g/L、

NaCl 50.0 g/L，pH 7.0。

发酵培养基：胰蛋白胨10.0 g/L、酵母浸粉5.0 g/L、

NaCl 50.0 g/L、KCl 1.12 g/L、MgSO4 0.24 g/L、L-谷

氨酸钠 0.08 g/L、酸水解酪蛋白 5 g/L，pH 8.0。

1.2　仪器与设备

高效液相色谱仪：1260型，美国安捷伦科技有

限公司；全功能酶标仪：Synergy H1 型，美国 Bio 

Tek 公司；紫外-可见分光光度计：TU-1901 型，青

岛精诚仪器仪表有限公司 ；扫描电子显微镜 ：

Regulus1800 型，日本日立公司；干燥仪：K850 型，

英国 Quorum 技术有限公司；离子溅射仪：MC1000

型，日本日立公司。

1.3　方法

1.3.1　菌株的分离纯化　

金坛盐穴卤水样品于 2023 年 6 月采集，无菌

处理后于 4 ℃ 保存。取 500 mL 样品经 0.22 μm 

MCE 滤膜过滤后，分别接种于 R2A、CM 和 NHM

液体培养基中，37 ℃富集培养 3~7 d。随后按常规

方法进行菌株分离与纯化，并将纯化菌株于液体

培养基中培养 24~48 h备用。

1.3.2　产四氢嘧啶菌株的筛选　

将菌株分别接种至种子培养基中，培养活化

24 h 后，以 1% 的体积分数接种至发酵培养基，于

150 r/min、37 ℃振荡培养 24 h，然后进行四氢嘧啶

的提取和测定。

1.3.3　四氢嘧啶的提取　

取 10 mL 发酵液，于 10 000 r/min 离心 5 min，

去除上清液，向菌体中加入 2 mL 体积分数 80% 的

乙醇（70 ℃预热），1 500 r/min 振荡 30 min。振荡

结束后，10 000 r/min离心 15 min，转移上清液至新

的试管中，于 60 ℃烘干。

1.3.4　四氢嘧啶的测定　

取不同质量浓度的四氢嘧啶标准品进行 HPLC

分析，根据谱图的峰面积和质量浓度构建四氢嘧啶

标准曲线。HPLC 条件为：采用 EClipse XDB-C18

色谱柱（150 mm×4.6 mm×5 μm），检测波长 210 nm，

流动相为乙腈-水（体积比 35∶65），柱温 20 ℃，进样

量 25 μL，流量 0.8 mL/min，运行时间 10 min。用

3 mL超纯水溶解烘干后的四氢嘧啶，适当稀释进行

HPLC分析。

LC-MS 检 测 条 件 ：采 用 HSS T3 色 谱 柱

（100 mm×2.1 mm×1.8 μm），柱温 40 ℃ ，进样量

2 μL，流量 0.30 mL/min，流动相 A 为乙腈，流动相

B 为体积分数 0.1% 的甲酸-水溶液。质谱条件为：

涡轮喷雾（Turbo Spray）离子源，正离子模式，离子

喷雾电压 5 500.0 V，离子源温度 500.0 ℃。

1.3.5　细胞干质量测定　

取 10 mL 发酵液，于 10 000 r/min 离心 5 min，

用等渗盐溶液洗涤菌体 2次，60 ℃烘干至恒质量。

1.3.6　产四氢嘧啶菌株的鉴定　

1）表型鉴定：样品制备方法参照文献［23-24］

并稍加修改，于固体平板培养基上使用扫描电子

显微镜观察菌落形态。

2）生长特征：将菌株以 1% 的体积分数接种

至含不同 NaCl 质量浓度（0~250 g/L）的培养基

中，测定 0~72 h 的 OD600 值，确定耐盐范围及最适

NaCl质量浓度。在最适 NaCl质量浓度下，分别于

4、28、35、37、40 ℃培养，测定 0~72 h的 OD600值，确

定生长温度范围及最适生长温度。在最适 NaCl

质量浓度和温度下，于 pH 6.5~9.0 的培养基中培

养，测定 0~72 h 的 OD600 值，确定生长 pH 范围及

最适 pH。

3）分子生物学鉴定：使用 Ezup 柱状细菌基因

组 DNA 纯化试剂盒提取菌株 DNA，用超微分光光

度计检测其浓度和纯度。细菌基因组采用通用引

物 27F/1492R 扩增，古细菌基因组采用 25F/1525R

扩增，见表 1。PCR反应体系为 20 μL：引物各 0.5 μL、

2×Taq 混 合 物 10.0 μL、模 板 DNA 0.5 μL、ddH2O 

8.5 μL。反应条件为：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变

性 30 s，59 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 2 min，共 30个循

环；最后 72 ℃延伸 10 min。采用 10 g/L 琼脂糖凝

胶电泳（100 V，30 min）对 PCR 产物进行检测，拍

照记录。

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物名称

27F

1492R

25F

1525R

引物序列（5′—3′）

AGAGTTTGATCATGGCTCAG

TACGGTTACCTTGTTACGAC

ATTCCGGTTGATCCTGCCGGA

AGGAGGTGATCCAGCCGCAG
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利用 NCBI BLAST 对菌株 16S rDNA 基因序

列进行比对。采用 ClustalW 和 MEGA 6 软件基于

邻接法构建系统发育树，并通过 1 000 次 Bootstrap

重采样评估分支可靠性［25］。

1.3.7　四氢嘧啶产率计算　

四氢嘧啶产率定义为单位细胞菌体质量浓度

对应的四氢嘧啶合成量，用于表征菌株的合成效

率。按式（1）计算四氢嘧啶产率。

Y =
P

X
（1）

Y——四氢嘧啶产率，mg/g；

P——发酵液中四氢嘧啶产量，mg/L；

X——细胞菌体质量浓度，g/L。

1.3.8　产四氢嘧啶菌株的发酵条件优化　

分别设置不同质量浓度梯度的 MgSO4、KCl、

L-谷氨酸钠、酸水解酪蛋白、NaCl及 pH。在 37 ℃、

150 r/min 条件下培养 48 h，测定四氢嘧啶产量并

计算产率。

1.3.9　统计分析　

所有试验均进行 3次重复，结果以平均值±标准

偏差表示。使用 SPSS 27软件进行统计学分析，通

过单因素方差分析及 Tukey事后检验（P<0.05）判断

组间差异显著性，采用Origin 2022软件制图。

2　结果与讨论

2.1　菌株的筛选结果

四氢嘧啶标准曲线为：y=68.13x+149.02（R2=

0.999 2）。作者对 18株海杆菌属和盐单胞菌属菌株

的发酵产物进行定量分析，均检测到与四氢嘧啶标

准品一致的峰，表明均具有四氢嘧啶合成能力，但

产量差异显著。其中菌株 DJA10的四氢嘧啶产量

最 高 ，达（195.30±2.06） mg/L，四 氢 嘧 啶 产 率 为

（64.46±0.68） mg/g，显著高于其他菌株（P<0.05），

见图 1。

在四氢嘧啶标准品的质谱图中，观察到了一

个质荷比（m/z）为 143.08 的峰；同时，在 DJA10 菌

株提取液的质谱图中 ，同样检测到一个 m/z 为

143.09 的峰，见图 2。该数值与四氢嘧啶的相对分

子质量（143.10）一致。结果表明，菌株 DJA10 能

够通过合成相容性溶质四氢嘧啶来抵御高盐环境

胁迫，从而维持自身的存活与生长。因此，后续将

对 DJA10 菌株进行鉴定并优化其发酵条件，以提

升四氢嘧啶产量。

2.2　DJA10菌株的鉴定结果

2.2.1　表型鉴定结果　

DJA10菌株在平板上可形成米黄色圆形菌落，

菌落不透明，表面光滑、湿润且有光泽，易于挑起。

扫描电镜下菌体呈长杆状，长度为 3~5 μm，见图 3。

2.2.2　生长特征结果　

DJA10菌株具有较强的环境适应能力，可在极

端环境中维持正常的生长与增殖，见图 4。结果表

明，DJA10 菌株在 28~40 ℃均可生长，最适温度为

37 ℃。DJA10 菌株表现出优异的耐盐性，可在

NaCl 质量浓度为 10~250 g/L 条件下生长 ，最适

NaCl质量浓度为 30 g/L，此时菌株生长状态最佳，

表明该菌株在中等盐度环境下的生长性能最优。

此外，DJA10菌株在 pH 6.5~9.0条件下可以生长，最

适 pH 为 8.5，表明该菌株在微碱性环境下的生长效

率更高，反映出该菌株对原生盐碱环境的进化匹

图 2　LC-MS结果

Fig. 2　LC-MS results

图 1　不同菌株的四氢嘧啶产量与产率

Fig. 1　Ectoine titers and yields of different strains
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配，塑造了其适配盐碱环境的特异性调控网络与最

适生长盐碱条件。

2.2.3　分子生物学鉴定结果　

分子测序结果表明，菌株 DJA10 的 16S rDNA

序列全长为 1 422 bp。利用 MEGA7.0 软件绘制菌

株的系统发育树，见图 5。结果表明，DJA10菌株与

已知的海杆菌属中Marinobacter adhaerens HP15有

极高的同源性，达 99.72%，表明两者之间存在密切

的亲缘关系。结合其菌落及菌体形态 ，判断

DJA10为海杆菌属（Marinobacter）菌株。

2.3　DJA10菌株产四氢嘧啶的单因素试验结果

2.3.1　MgSO4质量浓度对四氢嘧啶产量和产率的影响　

当 MgSO4质量浓度由 2.4 g/L升至 12.0 g/L时，

四氢嘧啶产量呈波动趋势，于 12.0 g/L时达到峰值，

见图 6。因此四氢吡啶合成的最适 MgSO4质量浓度

图 4　DJA10菌株的生长特征

Fig. 4　Growth characteristics of strain DJA10

图 3　DJA10菌株的菌株形态

Fig. 3　Morphological characteristics of strain DJA10
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Marinobacter mobilis CN46 (NR 044456.1) 

Marinobacter xestospongiae UST090418-1611 (NR 109066.1) 

Marinobacter szutsaonensis JCM 15751 (LC508801.1) 

Marinobacter salarius R9SW1 (KJ547705.1) 

Marinobacter panjinensis PJ-16 (MH447268.1) 

Marinobacter lipolyticus SM-19 (NR 025671.1) 

Marinobacter segnicrescens SS011B1-4 (MZ276316.1)   

DJA10 (PP549897)

Marinobacter adhaerens HP15 (NR 074765.1) 

图 5　DJA10菌株的系统发育树

Fig. 5　Phylogenetic tree of strain DJA10

不同字母表示组间差异显著（P<0.05）。

图 6　MgSO4质量浓度对四氢嘧啶产量和产率的影响

Fig. 6　Effects of MgSO4 mass concentration on ectoine titer 

and yield
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为 12.0 g/L，这可能与四氢吡啶合成关键酶 EctB、

EctC的酶活性依赖 Mg2⁺有关。当 MgSO4质量浓度

超过 12.0 g/L时，四氢吡啶产量下降，表明MgSO4质

量浓度过高会对四氢嘧啶的合成产生抑制作用。

在试验质量浓度范围内，四氢嘧啶产率稍有下降，

为 42.65~49.01 mg/g，说明此时菌体生长速度大于

四氢嘧啶合成速度。因此，Mg2⁺在提升四氢吡啶合

成酶活性的同时，也会影响菌体的生长与代谢

平衡。

2.3.2　KCl质量浓度对四氢嘧啶产量和产率的影响　

K⁺是细胞内关键的阳离子，参与多种酶的激活

与代谢调控。在最适 MgSO4质量浓度下，不同 KCl

质量浓度对四氢嘧啶产量和产率具有显著影响，见

图 7。当 KCl 质量浓度为 0~37.3 g/L 时，四氢嘧啶

产量和产率均随 KCl质量浓度增加呈上升趋势，并

于 37.3 g/L时达到最大值，表明该质量浓度既有利

于细胞生长，又促进了细胞内四氢嘧啶的合成。

当质量浓度超过 37.3 g/L 时，四氢嘧啶的产量随

KCl质量浓度的升高而降低。对比发现，KCl在最

适质量浓度下对四氢嘧啶产量的提升效果优于

NaCl，表明 K⁺可能对关键合成酶具有更强的激活

作用，或更有利于菌体渗透调节。

2.3.3　MSG质量浓度对四氢嘧啶产量和产率的影响　

在最适 MgSO4和 KCl 质量浓度下，MSG 质量

浓度对四氢嘧啶产量和产率的影响见图 8。当

MSG质量浓度为 1.7~6.8 g/L时，四氢嘧啶产量呈上

升趋势。MSG作为合成四氢嘧啶的前体物质，当其

质量浓度为 6.8 g/L 时，前体供应充足，四氢嘧啶合

成酶（EctA、EctB、EctC）的催化效率达到峰值，四氢

嘧啶产量达到最大值。当 MSG 质量浓度>6.8 g/L

时，四氢嘧啶产量随之降低，这可能是由于高质量

浓度的 MSG 会造成培养基的渗透压过高，抑制了

菌体生长，从而抑制了菌体内四氢嘧啶的合成。

四氢嘧啶产率整体变化较小，在 MSG 质量浓度为

6.8 g/L时也呈现出较高水平。

2.3.4　CA质量浓度对四氢嘧啶产量和产率的影响　

在最适 MgSO4、KCl 和 MSG 质量浓度下，CA

质量浓度对四氢嘧啶产量和产率的影响见图 9。

当 CA 质量浓度为 0~10 g/L 时，四氢嘧啶产量呈上

升趋势，并于 10 g/L 时达到最大值。细胞菌体的

增长幅度与产量增长幅度相对一致，产率维持在

较高水平。当 CA 质量浓度>10 g/L 时，底物抑制

或代谢分流导致四氢嘧啶产率缓慢下降，产量趋

于稳定。

2.3.5　pH 对四氢嘧啶产量和产率的影响　

环境 pH 会直接影响微生物的生长和增殖，当

环境 pH 与微生物的最适 pH 相差大于 1时，微生物

不同字母表示组间差异显著（P<0.05）。

图 7　KCl质量浓度对四氢嘧啶产量和产率的影响

Fig. 7　Effects of KCl mass concentration on ectoine titer and yield

不同字母表示组间差异显著（P<0.05）。

图 9　CA 质量浓度对四氢嘧啶产量和产率的影响

Fig. 9　Effects of CA mass concentration on ectoine titer and yield

不同字母表示组间差异显著（P<0.05）。

图 8　MSG 质量浓度对四氢嘧啶产量和产率的影响

Fig. 8　Effects of MSG mass concentration on ectoine titer and 

yield
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的生长速率和代谢活性可降低 50% 以上［27］。在最

适 MgSO4、KCl、MSG 和 CA 质量浓度下 ，pH 对

四氢嘧啶产量和产率的影响见图 10。当 pH 为

6.5~8.5 时，四氢嘧啶产量呈上升趋势，并于 pH 8.5

时达到最大值。当 pH>8.5 时，四氢嘧啶产量下

降。四氢嘧啶产率变化趋势与四氢嘧啶产量相

似，在 pH 8.5时，四氢嘧啶产率最大，此时菌体合成

效率最高。

2.3.6　NaCl质量浓度对四氢嘧啶产量和产率的影响　

在最适 MgSO4、KCl、MSG、CA 质量浓度和 pH

条件下，NaCl质量浓度对四氢嘧啶产量和产率的

影响见图 11。当 NaCl 质量浓度为 25~50 g/L 时，

四氢嘧啶产量随 NaCl质量浓度的升高显著上升，

并于 50 g/L 时达到最大值，表明这一质量浓度是

促进菌株细胞生长和增加细胞内四氢嘧啶合成量

的最适条件。当 NaCl 质量浓度为 75~100 g/L 时，

虽然四氢嘧啶产率稍有上升，但产量下降，不利于

四氢嘧啶的工业化生产。

2.4　DJA10菌株产四氢嘧啶的响应面优化结果

Omara 等［28］确定 Vibrio sp. CS1 产四氢嘧啶的

最优条件为 pH 7.47、NaCl 质量浓度 7.27 g/L 下培

养 63.7 h，此 时 四 氢 嘧 啶 产 量 达 465.7 mg/L。

Orhan 等［29］采用响应面法优化了盐、pH、碳源和氮

源质量浓度等条件，显著提高了菌株 Nesterenkonia 

xinjiangensis 的四氢嘧啶产量。作者在单因素试

验的基础上，以 NaCl质量浓度（A）、KCl质量浓度

（B）、CA 质量浓度（C）为自变量，以四氢嘧啶产量

（y）为响应值进行三因素三水平分析，见表 2。响

应面试验结果见表 3。

采用Design Expert 13.0软件对表 3所得数据进

行回归分析，得到回归方程式为：y=452.60+45.18A+

3.15B+12.21C+14.06AB-13.66AC-28.47BC-83.31A2-

84.81B2-40.10C2。方差分析及显著性检验结果见

表 4。结果表明，R2=0.985 2、F=51.68，说明该模型

拟合度较好。本模型 P<0.000 1，表明模型中的自

变量与响应值之间存在极显著相关性。失拟项检

验结果显示，P=0.283 0（P>0.05），未达到显著性水

平。表明所构建的二次回归模型具有较高的可靠

性，能够较好地反映实际情况，模型与试验数据

之间一致性较好。另外，二次项变量 A2、B2、C2 的

P<0.01，表明在模型中起着关键作用，影响了四氢

嘧啶产量的非线性变化。

在变量交互作用分析中，KCl质量浓度与 CA

质 量 浓 度（BC）对 四 氢 嘧 啶 产 量 的 影 响 显 著

（P<0.05），NaCl 质量浓度与 KCl 质量浓度（AB）及

NaCl质量浓度与 CA 质量浓度（AC）组合均无显著

影响（P>0.05）。

通过等高线图和响应面图可判断不同因素

对四氢嘧啶产量的影响［30］。等高线图可显示交

互作用强弱：椭圆形表示显著，圆形表示交互作

不同字母表示组间差异显著（P<0.05）。

图 11　NaCl质量浓度对四氢嘧啶产量和产率的影响

Fig. 11　Effects of NaCl mass concentration on ectoine titer 

and yield

不同字母表示组间差异显著（P<0.05）。

图 10　pH 对四氢嘧啶产量和产率的影响

Fig. 10　Effects of pH on ectoine titer and yield

表 2　响应面试验因素设计与水平表

Table 2　Factors and levels of response surface design

水平

-1

0

1

因素

NaCl质量浓度/

（g/L）

25

50

75

KCl质量浓度/

（g/L）

29.8

37.3

44.7

CA 质量浓度/

（g/L）

5

10

15
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用较弱或无明显交互作用。由图 12 可以看出，

NaCl质量浓度与 KCl质量浓度、NaCl质量浓度与

CA 质量浓度交互作用等高线接近圆形，影响不显

著；KCl质量浓度与 CA 质量浓度交互作用等高线

呈椭圆形，影响显著。根据所得模型，确定四氢嘧

啶最优发酵条件为：NaCl质量浓度 56.6 g/L、KCl质

量浓度 37.3 g/L、CA质量浓度 10.5 g/L，此时四氢嘧啶

产量为 459.23 mg/L。为了验证模型的准确性与

可靠性 ，在预测的最佳条件下进行 5 次验证试

验 ，结果显示 ，在最优条件下四氢嘧啶产量为

（458.51±1.08） mg/L，与理论值较为接近，表明此

模型具有良好的可行性。

表 3　响应面试验结果

Table 3　Response surface test results

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

NaCl质量浓度/（g/L）

50

25

75

75

75

50

25

50

50

25

50

50

50

50

50

25

75

KCl质量浓度/（g/L）

29.8

37.3

44.7

37.3

37.3

44.7

29.8

44.7

29.8

37.3

37.3

37.3

37.3

37.3

37.3

44.7

29.8

CA 质量浓度/（g/L）

15

15

10

15

5

5

10

15

5

5

10

10

10

10

10

10

10

四氢嘧啶产量/（mg/L）

373.47

296.39

341.64

368.04

389.32

338.84

255.45

324.70

273.74

263.01

460.05

439.94

445.49

447.25

470.28

231.76

309.07

表 4　二次回归模型方差分析

Table 4　Analysis of variance for the quadratic regression model

来源

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

净误差

总离差

平方和

95 552.86

16 331.67

79.44

1 192.92

791.3

746.93

3 241.59

29 223.22

30 286.81

6 771.33

1 438.01

830.47

607.54

96 990.87

自由度

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方

10 616.98

16 331.67

79.44

1 192.92

791.30

746.93

3 241.59

29 223.22

30 286.81

6 771.33

205.43

276.82

151.88

F值

51.68

79.50

0.39

5.81

3.85

3.64

15.78

142.25

147.43

32.96

1.82

P值

<0.000 1

<0.000 1

0.553 7

0.046 8

0.090 5

0.098 2

0.005 4

<0.000 1

<0.000 1

0.000 7

0.283 0

显著性

*

*

*

*

*

*

*

注：“*”表示差异显著，P<0.05。
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3　结论

作者以金坛盐穴分离获得的盐单胞菌属

（Halomonas）和海杆菌属（Marinobacter）为研究对

象，通过 HPLC 和 LC-MS 进行定量和定性分析，筛

选出一株高产四氢嘧啶的菌株 DJA10，并对其进

行了鉴定及发酵条件优化。结果表明，DJA10为海

杆菌属菌株；当 MgSO4 质量浓度为 12.0 g/L、L-谷

氨酸钠质量浓度为 6.8 g/L、pH 为 8.5、NaCl质量浓

度为 56.6 g/L、KCl质量浓度为 37.3 g/L、酸水解酪蛋

白质量浓度为 10.5 g/L 时 ，菌株 DJA10 的四氢

嘧啶产量显著提高，从（195.30±2.06） mg/L 增至

（458.51±1.08） mg/L，提高了 134%。结果显示，菌

株 DJA10 在中等盐度（56.6 g/L NaCl）下四氢嘧啶

产量最高 ，过高盐度反而抑制其合成 ；且 KCl

（37.3 g/L）对四氢嘧啶产量的促进作用显著强于

NaCl，表明 DJA10可能具有嗜钾特性，为发酵条件

优化提供了参考。作者通过单因素与响应面优化

图 12　各变量间的响应面图及等高线图

Fig. 12　Response surface and contour plots of interactions between variables
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显著提升了菌株 DJA10 的四氢嘧啶产量，为四氢

嘧啶的工业化生产提供了优质菌种资源和工艺参

数支持。与已报道的高产菌株相比，DJA10 的产

量虽仍有提升空间，但其作为天然菌株展现出的

生产潜力，为进一步通过遗传改造或工艺放大研

究奠定了基础。未来研究应聚焦于菌株 DJA10合

成四氢嘧啶的调控机制，探索低成本氮源（如工业

副产物谷氨酸）替代 L-谷氨酸钠的可行性，并评估

规模化发酵的经济可行性，从而推动其工业应用。
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