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摘   要：【目的】微小杆菌属(Exiguobacterium)细菌广泛分布于海洋及非海洋环境中，具有多

种代谢途径以适应复杂多样的生境。本研究从能量代谢途径角度出发，探究该属菌株对不同

生境的适应能力。【方法】从美国国家生物科技数据中心 (National Center for Biotechnology 
Information, NCBI)数据库中获取 146 个 Exiguobacterium 属菌株的基因组，查找并统计光营养、

厌氧呼吸和底物代谢等多种能量代谢途径的关键蛋白或关键酶基因在各菌株基因组中的分

布，包括光营养型的视紫红质基因、厌氧呼吸营养型的钼辅因子合成蛋白基因，以及底物代

谢营养型中乙醛酸分流途径的异柠檬酸裂解酶及苹果酸合酶基因等。根据对应的氨基酸序列

构建视紫红质、MoaC 和异柠檬酸裂解酶的系统发育树，分析不同能量代谢途径在该属菌株

进化过程中的保守性，推测其对于该属菌株的重要性。【结果】Exiguobacterium 属中 50%的

种具有视紫红质基因，其中分离自非海洋生境的菌株更趋向于含有视紫红质基因。本研究所

统计的全部非海洋生境菌株中，含有视紫红质基因的菌株占比约为 70%，而在海洋生境菌株

中该比例仅为 19%。Exiguobacterium 属约 27%的种存在钼辅因子合成蛋白基因，分离自海洋
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环境的菌株有该类蛋白的可能性更高 (32%:21%)，具有完整钼辅因子合成途径的菌株集中于

进化树同一分支上的少数种。该属约 61%的种存在乙醛酸分流途径相关酶基因，这些种隶属

进 化 树 的 同 一 分 支 ， 且 种 内 所 有 菌 株 都 具 备 相 关 基 因 ， 表 明 乙 醛 酸 分 流 途 径 在

Exiguobacterium 属的分布具有种特异性。【结论】Exiguobacterium 属细菌具有多种能量代谢

途径相关基因，包括基于视紫红质的光营养型能量代谢途径、基于钼酶的厌氧呼吸型能量代

谢途径和底物代谢营养型能量代谢途径中的乙醛酸分流途径。能量代谢途径多样性可能是

Exiguobacterium 属细菌适应复杂多样生境的机制之一。此外，本研究发现 Exiguobacterium
属中不同种、同种不同菌株间存在能量代谢途径差异，且能量代谢途径在该属内的分布多不

具备种特异性，表明仅通过 16S rRNA 基因种属鉴定来预测目标菌株的代谢类型可能有较大

偏差和局限性。  

关键词：微小杆菌属；能量代谢；视紫红质；钼酶；钼辅因子；乙醛酸分流 
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Abstract: [Objective] Bacteria of Exiguobacterium are ubiquitous in marine and non-marine 
environments and display versatile metabolism pathways to adapt to complex and diverse 
habitats. In this study, we explored the adaptability of Exiguobacterium to different habitats 
from the perspective of energy metabolism pathways. [Methods] The genomes of a total 146 
Exiguobacterium strains available at National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
database were downloaded for the mining of the genes encoding key enzymes of multiple 
energy metabolism pathways. The encoded enzymes mainly included rhodopsin for 
phototrophy, molybdenum cofactor synthesis protein for anaerobic respiration, and isocitrate 
lyase and malate synthase for glyoxylate shunt. We then built the phylogenetic trees based on 
the amino acid sequences of rhodopsin, MoaC, and isocitrate lyase to analyze the conservation 
of different energy metabolism pathways. [Results] Fifty percent of Exiguobacterium species 
possessed rhodopsin gene. The strains isolated from non-marine habitats tended to carry 
rhodopsin gene, accounting for about 70%, while the strains carrying rhodopsin gene from 
marine habitats accounted for only 19%. Approximately 27% of species possessed the gene 
encoding molybdenum cofactor synthesis protein, and the strains isolated from marine habitats 
(32%) carrying this gene were more than those from non-marine habitats (21%). The strains 
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with complete molybdenum cofactor synthesis pathway concentrated in several species, sharing 
the same branch on the phylogenetic tree. The glyoxylate shunt existed in approximately 61% 
of the species, which clustered in the same branch of the phylogenetic tree. All the strains of 
such species possessed related genes, which indicated that this pathway had species specificity 
in Exiguobacterium. [Conclusion] The key genes for energy metabolism vary in different 
species or different strains of Exiguobacterium. The diversity of energy metabolism pathways 
may, to some extent, facilitate the adaptation of these bacteria to complex habitats. 
Furthermore, the distribution of most energy metabolism pathways is not species-specific for 
this genus. This finding suggests that the prediction of metabolic types of targeted strains by 
16S rRNA gene-based species identification alone may be biased and limited. 
Keywords: Exiguobacterium; energy metabolism; rhodopsin; molybdoenzyme; molybdenum 
cofactor; glyoxylate shunt 
 
 

微小杆菌属 (Exiguobacterium)细菌的生境

广泛，包括海洋、湖泊、冻土、冰川、盐湖、工

业废水、土壤、沉积物和大气气溶胶等，在深海

热液喷口、黄石公园热泉等多种极端环境中也分

离出了该属菌株。鉴于该属菌株对差异巨大的生

境具有广泛的适应性，对其环境适应机制的研究

引起广泛关注。Zhang 等[1]对 147 株分离自不同

生境的 Exiguobacterium 属菌株进行了比较基因

组分析并构建了基因组系统发育树，根据系统发

育 和 平 均 核 苷 酸 一 致 性 (average nucleotide 
consistency, ANI)分析将该属菌株划分为 27 个

种，属于 Group I 和 Group II 两大遗传类群，并

从碳、氮源利用和转运蛋白家族扩展等方面分析

了该属菌株的抗环境胁迫能力，发现该属菌株具

有广泛的多糖和蛋白质代谢能力，而 Group I 菌
株相比 Group II 具有更多样的转运蛋白，可在维

持离子平衡、抵抗重金属和药物毒性等多方面发

挥作用。这可能意味着 Exiguobacterium 属内 2
个遗传类群的菌株具有不同的环境适应机制。 

近期，作者所属课题组自西南印度洋和中印

度洋热液喷口硫化物样品中分离得到 18 株细

菌，16S rRNA 基因鉴定均属于 Exiguobacterium 

profundum (未发表数据)。在相同培养条件下这

18 株 E. profundum 的生长速率并不一致，表明

Exiguobacterium 属同种不同菌株的代谢途径存

在差异，可能是该属菌株对不同生境的适应机制

之一。此表型代谢差异也提示了根据 16S rRNA
基因序列确定种群分类，并笼统分析代谢能力可

能存在一定局限性。 
Zhang 等[1]的研究从糖类、蛋白质代谢的角

度分析了 Exiguobacterium 属菌株可能的环境适

应机制。而除底物代谢外，能量代谢同样在细菌

对 环 境 的 适 应 中 起 到 重 要 作 用 ， 但 目 前

Exiguobacterium 属不同种群在各种环境中的能量

代谢状况尚无报道。细菌中常见的能量代谢途径

有 3 种，分别是光能营养、氧化磷酸化和底物水

平磷酸化(图 1)。光能营养以光作为能量来源，通

过叶绿素、菌绿素或视紫红质等光合色素驱动质

子跨膜形成质子梯度，促进 ATP 合成[2]。氧化磷

酸化依靠电子传递链驱动质子梯度产生，可根据

末端电子受体不同分为好氧呼吸和厌氧呼吸，前

者需在有氧环境中使用氧分子作为终电子受体，

后者则可在缺氧环境中以多种有机或无机化合物

作为终电子受体进行能量代谢[3]。底物水平磷酸化

则通过将底物代谢过程中产生的高能磷酸基团直

接转移给 ADP (或 GDP)以合成 ATP (或 GTP)[4]。 
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图 1  细菌内常见的 3 种能量代谢途径 
Figure 1  Three common energy metabolism pathways in bacteria. A: Phototrophic metabolism pathway, in 
which the left pattern depends on rhodopsin and the right patterns on chlorophyll. Light drives the translocation 
of protons across the cytoplasmic membrane to form a proton motive force, which is used for ATP synthase, 
flagella rotation and other cell processes. B: Oxidative phosphorylation, via respiratory electron transport chain, 
which also generates the proton motive force. C: A series of reactions in TCA cycle, contributing to substrate 
phosphorylation. In the process of substrate metabolism, enzymes directly transfer phosphate group to ADP to 
form ATP. When the cellular energy attends a certain level, isocitrate is derived to glyoxylate shunt (red arrows) 
to increase carbon-biomass conversion, instead to release two carbons in form of CO2. 
 

本研究拟从上述 3 种能量代谢途径入手，探

究能量代谢在 Exiguobacterium 属对环境的适应

能力中发挥的作用，针对其中的关键酶或关键蛋

白开展研究，从而判断各能量代谢途径在

Exiguobacterium 属菌株中的存在和分布情况。

该属部分菌株具有视紫红质，且能够在缺氧、营

养贫瘠的极端环境中生存[5-6]，意味着对光能的

利用、厌氧呼吸和非糖类底物的代谢可能在其生

存策略中占据重要地位。因此本研究针对性选择

视紫红质、钼酶和乙醛酸分流途径关键酶作为光

营养型能量代谢、厌氧呼吸能量代谢及底物磷酸

化能量代谢的标志，综合统计视紫红质、钼酶必

需组分钼辅因子的合成蛋白、乙醛酸分流关键酶

异 柠 檬 酸 裂 解 酶 和 苹 果 酸 合 酶 在

Exiguobacterium 属各菌株内的分布，并根据这

些关键基因的氨基酸序列构建蛋白系统发育树，

以分析不同能量代谢途径在该属菌株中的存在

和分布，剖析种内和种间的能量代谢途径差异，

探究能量代谢在 Exiguobacterium 属菌株对环境

的适应能力中可能发挥的作用。 
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1  材料与方法 
1.1  基因组获取及进化树的构建 

从美国国家生物科技数据中心 (National 
Center for Biotechnology Information, NCBI)数据

库 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 下 载 147 株

Exiguobacterium 属菌株的基因组文件(.fna 文

件)，使用 CheckM (v1.0.12)[7]检验基因组质量，

筛选完整性>95%、污染程度<5%的 146 个基因

组为有效数据，并统计对应菌株的分离位点信息

[数据存储于国家微生物科学数据中心(National 
Data Center for Microbial Sciences, NMDC)，数据

编号 NMDCX0000185，链接为 https://nmdc.cn/ 
resource/genomics/attachment/detail/NMDCX000
0185]。使用 GTDB-Tk-1.7.0 软件对 146 株

Exiguobacterium 属菌株进行物种分类[8]，并使用

FastANI v1.33 (fragLen 1 000，其余参数默认)分
析其平均核苷酸一致性[9]，以 95%作为划分同种

的标准，对 GTDB 分类结果进行补充。 
使用 GTDB-Tk 软件，导入基因组文件，筛

选出 120 个单拷贝蛋白并对其氨基酸序列进行

比对 (参数默认 )。将比对文件导入 FastTree 
(version 2.1.11)，使用默认参数，基于最大似然

(maximum likelihood, ML)法构建基因组进化 
树 [10-11]。选择 Citromicrobium sp. JLT1363 和

Gillisia limnaea 作为外类群。使用 iTOL 进化树

在线修饰网站(https://itol.embl.de/)将进化树可视

化[12]，并进行修饰，使用不同颜色标注物种分

类和菌株来源信息。 

1.2  基因组进化树的标注 
1.2.1  视紫红质及钼辅因子合成蛋白基因的 
标注 

从 NCBI 数据库下载上述 148 株菌的基因组

注释文件(.gff 文件)和蛋白序列文件(.faa 文件)，
在 文 件 中 检 索 关 键 词 “rhodopsin” 、

“MoaA”-“MoaE”、“MoeA”、“MogA”等，找到对

应蛋白，即代表基因组中存在对应基因。使用

iTOL 在基因组进化树上以不同图形标注含有视

紫红质和钼辅因子合成蛋白基因的菌株。 
1.2.2  乙醛酸分流关键酶基因的标注 

以本课题组分离自深海热液喷口样品的 E. 
profundum 菌株 SWIR-3 中注释为异柠檬酸裂解

酶和苹果酸合酶的蛋白序列作为参考，与上述

148 株菌的蛋白序列文件进行 BLASTp 比对，若

比对成功即认为存在对应基因。使用 BLASTp
程序[13]，设置 E value 小于 1e–5，一致性(identity)
大于 50%，舍弃比对长度过短(小于参考序列长

度 10%)的序列。使用 iTOL 在基因组进化树上

以不同图形标注比对成功的菌株。 

1.3  蛋白系统发育树的构建 
1.3.1  视紫红质系统发育树的构建 

使用 MEGA X 软件，将 1.2.1 中检索到的视

紫红质蛋白序列及 9 个从 NCBI 数据库搜索到的

外属菌株的视紫红质蛋白序列进行比对并构建

系统发育树[14]。序列比对使用 MUSCLE 算法，

选择默认参数。系统发育树使用 ML 法构建，选

择自助抽样法 (bootstrap method)，重复次数

(bootstrap replications)设为 1 000 次，其余参数默

认。使用 iTOL 将系统发育树可视化、标注物种分

类和分离来源信息，并根据视紫红质中关键位点

的保守氨基酸将视紫红质序列分类，在系统发育

树上以不同颜色进行标注。 
1.3.2  MoaC 系统发育树的构建 

使用 MEGA X 软件，将 1.2.1 中检索到的

MoaC 蛋白序列进行比对并构建系统发育树，参数

设置和建树方法同 1.3.1。使用 iTOL 将系统发育

树可视化并进行修饰，标注物种分类和来源信息。 
1.3.3  aceA 编码异柠檬酸裂解酶系统发育树的

构建 
使用 MEGA X 软件，将 1.2.2 中比对成功的

148 株菌中的异柠檬酸裂解酶蛋白序列与
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SWIR-3 中异柠檬酸裂解酶蛋白序列进行比对并

构建系统发育树，参数设置和建树方法同 1.3.1。
使用 iTOL 将系统发育树可视化并进行修饰，标

注物种分类和来源信息。 

1.4  基因得失情况分析 
使用 OrthoFinder 软件(version 2.3.8)对 146

株 Exiguobacterium 属菌株的基因家族进行聚 
类 [15]，在直系同源组群(cluster of orthologous 
group, COG)数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
research/cog/)中对基因家族的功能进行注释[16]。

找到视紫红质、钼辅因子合成蛋白 MoaC 和异柠

檬酸裂解酶所属基因家族，在 Count 软件中基于

Dollo parsimony 方法分析其获得、丢失情况[17]。 

1.5  进化树修饰 
使用 Adobe Photoshop CS6 软件对所有系统

发育树进行进一步修饰，标注菌株所属遗传类群

并添加图注。后续分析中如有需特别标注的菌株

也通过 Photoshop 进行标注。 

2  结果与分析 
2.1  Exiguobacterium 属内 3 种能量代谢途

径关键酶的分布 
根据 CheckM 分析，本研究共筛选出 146 个

合格的 Exiguobacterium 属菌株的基因组用于构

建基因组进化树，并根据 GTDB 分类和 ANI 分

析结果，在进化树上将这 146 株菌标注为 26 个

种，包括 13 个在 LPSN 数据库(https://lpsn.dsmz. 
de/)有记录的物种和 13 个假定物种(N1–N13) (图
2)。63.7%的菌株分离自海洋环境，其余分离自

非海洋环境，包括陆地、淡水、冰川等。不同能

量代谢途径的标志蛋白或酶以不同颜色图形标

注并展示在图 2 中。 
视紫红质基因在 Exiguobacterium 属中分布

较为广泛，但在同属不同种、同种不同菌株间存

在分布差异。26 个种有 13 个发现了视紫红质基

因，占总种数的 50%；这 13 个种包括 83 个基

因组，其中 55 个含有视紫红质基因，占比为

66.3%。9 个种 100%的菌株含有视紫红质基因，

但其中 8 个种所含菌株数均少于 4 株。丰度最高

的 2个种E. indicum和E. profundum分别有 100%
和 36.4%的菌株含有视紫红质基因，而同样丰度

较高的 E. mexicanum 和 E. oxidotolerans 中所有

菌株均不含视紫红质基因，表明视紫红质基因在

同属不同种、同种不同菌株之间分布差异较大。 
钼辅因子合成蛋白在 Exiguobacterium 属中

的分布不广泛，且同属不同种、同种不同菌株之

间同样存在分布差异。146 个 Exiguobacterium
属菌株中，41 株含有钼辅因子合成相关基因，

占总菌株数的 28.1%。这 41 株菌分属 7 个种，

占总种数的 26.9%，其中 6 个种含有 moaA、

moaB、moaC、moaD、moaE、moeA 和 mogA 基

因，另 1 个种含有 mobA 基因，而所有的种都不

含有 moeB 基因。在含有上述基因的菌株中，

73.2%的菌株同时含有 moaA、moaB、moaC、

moaD、moaE、moeA 和 mogA 基因，其表达蛋

白参与钼辅因子合成的全部 3 个步骤[18-19]，具有

合成钼辅因子的完整途径；其余菌株仅具有    
1 个或少数几个编码基因，均不具备完整的钼辅

因子合成途径。而含有完整合成途径的菌株集中

于E. aurantiacum (60%)、E. chiriqhucha (71.4%)、
E. mexicanum (33.3%)、E. profundum (45.5%)、
N5 (100%)、N6 (100%)，显示出较大的种内差异。 

Exiguobacterium 属中乙醛酸分流相关基因

分布广泛，且具有种特异性。146 株菌中，有 90
株含有乙醛酸分流途径的 2 种关键酶基因，占总

菌株数的 61.6%；这些菌株分属 16 个种，占总

种数的 61.5%。这 90 株菌除了菌株 HF60 以外

均属于 Group II 类群，且每个种的所有菌株均

100%含有 2 种酶基因，表明乙醛酸分流途径在

该属进化过程中可能较为保守。 
 
 



 

 

 

2084 ZHAO Rui et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2023, 63(6) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 

 
图 2  Exiguobacterium 属内视紫红质、钼辅因子合成蛋白及乙醛酸分流相关酶基因的分布 
Figure 2  Distribution of rhodopsin genes and 9 genes involved in molybdenum cofactor synthesis, 2 genes required 
for glyoxylate shunt in Exiguobacterium genus. Phylogenetic tree was built using 120 essential single copy protein of 
146 Exiguobacterium strains and 2 other phyla strains that working as the outgroup. The branch lengths are not 
proportional to the distance of evolution relatedness for the purpose of a clear view of the branches. The genomes 
containing rhodopsin and different genes are indicated by different color stars, shown in three outer circles. The 
non-marine and marine strains are shown by green and blue color in the 4th outer circle, respectively. The genomes 
belonging to the same species are indicated by the same color in 5th outer to inner circle. The group I genomes have bigger 
genome size than those of the group II. They are indicated by pink and blue color on the inner circle, respectively. 
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2.2  视紫红质在 Exiguobacterium 属内的系

统发育 
视紫红质在 Exiguobacterium 属中较为保守。参

考 Inoue 等[20]基于细菌视紫红质(bacteriorhodopsin, 

BR)中位点 85、89、96 的关键保守氨基酸及其

在不同视紫红质中的对应保守氨基酸类型对视

紫红质进行分类的方式，本研究对系统发育树中

的 66 条序列进行了多序列比对，并根据关键保

守氨基酸类型将其归类为 6 种不同视紫红质，包

括钠离子泵型(保守氨基酸为 NDQ)、氯离子泵

型(保守氨基酸为 NTQ)、质子泵-DTD 型(保守氨

基酸为 DTD)、质子泵-DTE 型(保守氨基酸为

DTE)、质子泵-DTK 型(保守氨基酸为 DTK)及日

光视紫红质(保守氨基酸为 ESL)[21]，同时发现

Exiguobacterium 属菌株所含的视紫红质大部分

为质子泵 -DTK 型。例外的是菌株 s128 和

J14376，这 2 株菌属于 E. antacticum，同时含

有 2 种不同类型的视紫红质，除了质子泵-DTK

型视紫红质以外，还有日光视紫红质。对上述

2 种视紫红质进行的基因得失分析(图 3，图 4)

表明该属菌株具有的质子泵-DTK 型视紫红质

属于同一基因家族，且来源于同一祖先基因，

在系统发育中通过垂直转移获得，较为保守；

而 2 条日光视紫红质序列则属于另一基因家

族，且为系统发育过程中获得的外来基因，意

味着菌株 s128 和 J14376 中可能存在基因的水

平转移。 

非海洋生境中的菌株更趋向具有视紫红质。

在 146 株 Exiguobacterium 属菌株中，分离自海

洋生境的菌株多于非海洋生境，但海洋菌株中含

有 视 紫 红 质 的 比 例 低 于 非 海 洋 菌 株

(19.4%:69.8%)；Group I 中非海洋菌株比例高于

海洋(54.4%:45.6%)，Group II 中非海洋菌株比例

低于海洋(24.7%:75.3%)，但 2 个 Group 中非海

洋菌株含有视紫红质的比例都高于海洋菌株

(Group I：68.6%:31.4%；Group II：65%:35%)。

从此结果中可以推断，非海洋生境，即陆地及淡

水生境中的 Exiguobacterium 属菌株更趋向于具

有视紫红质。 

2.3  钼 辅 因 子 合 成 蛋 白 MoaC 在

Exiguobacterium 属内的系统发育 
钼 辅 因 子 合 成 蛋 白 MoaC 在

Exiguobacterium 属中分布稀少，且多分布于海

洋生境菌株中。基因组进化树显示，所有钼辅因

子合成蛋白中 MoaC 丰度最高，另因其负责钼辅

因子合成第一步[22]，故选择 MoaC 作为钼辅因

子合成途径的标志来构建系统发育树。如图 5

所示，含有 MoaC 的 40 株菌属于 6 个种，占总

菌株数的 27.4%，总种数的 23.1%，可能意味着

钼辅因子合成途径在该属中并不广泛，钼酶介导

的厌氧氧化磷酸化反应并非 Exiguobacterium 属

菌株能量代谢的主要途径。这 40 株菌中 70%来

自海洋环境，且其中 30 株有完整钼辅因子合成

途径的菌株中有 66.7%来自海洋，表明相较于陆

地和淡水环境，生活在营养贫瘠的海洋环境中的

菌株具有更加丰富的能量代谢途径。 

钼 辅 因 子 合 成 蛋 白 MoaC 在

Exiguobacterium 属部分菌株内保守。MoaC 蛋白

系统发育树中大部分菌株的聚类与基因组进化

树基本一致，对 MoaC 蛋白进行的基因得失分析

(图 4)也表明 Exiguobacterium 属所含的 40 条

MoaC 序列均属同一基因家族，且来源于同一祖

先基因，在 Exiguobacterium 属内通过垂直转移

传递。另一方面，该结果也显示 Exiguobacterium

属中有大量菌株在进化过程中丢失了 MoaC 蛋

白，这佐证了上文中对钼酶介导的厌氧氧化磷酸

化反应并非 Exiguobacterium 属菌株主要能量代

谢途径的推测。 
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图 3  视紫红质在 Exiguobacterium 属内的系统发育 
Figure 3  The phylogenetic tree of rhodopsins in the genus Exiguobacterium. This tree contains 57 rhodopsin 
sequences of 2 rhodopsin types from Exiguobacterium strains and 9 sequences of 4 other rhodopsin types from 
different phyla. The branch lengths are not proportional to the distance of evolution relatedness. The outer red “★” 
represents two strains with two different rhodopsins. Different rhodopsin types (classified by conserved amino acid 
85, 89, 96) are indicated by different colors, shown in the outer circle. The non-marine and marine strains are shown 
by green and blue color respectively in the 2nd outer circle, with yellow and orange circles showing four bacteria 
isolated from deep-sea environments. The strains belonging to the same species are indicated by the same color in 
3rd outer circle, and the same species is indicated in the same color in this tree and in figure 2. The inner circle 
represents the classification of the 55 strains, pink represents Group I, while blue represents Group II. 
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图 4  Exiguobacterium 属 146 株菌中视紫红质、钼辅因子合成蛋白 MoaC、异柠檬酸裂解酶的基因    
得失 
Figure 4  Gene gain and loss of rhodopsin, MoaC and isocitrate lyase in 146 Exiguobacterium strains. The 
boxes on the top represent the gene families of H-DTK rhodopsin (red), heliorhodopsin (yellow), MoaC (blue) 
and isocitrate lyase (green). Solid and hollow boxes indicate the existence or absence of corresponding gene 
families, respectively. The dots at the nodes indicate the occurrence of gene gain (green) or loss (orange) 
events. The numbers on the branches indicate the number of genes gained or lost at that node, with the color 
of number corresponding to the gene family. The tree topology is based on maximum likelihood tree 
generated from FastTree. 
 
 
2.4  异柠檬酸裂解酶在 Exiguobacterium 属

内的系统发育 
由 aceA 编 码 的 异 柠 檬 酸 裂 解 酶 在

Exiguobacterium 属中分布广泛，且主要集中于

同一遗传类群中。乙醛酸分流途径的第一步由异

柠檬酸裂解酶介导[23]，故选择异柠檬酸裂解酶

作为该途径的标志构建系统发育树。如图 6 所

示，146 株菌中有 90 株具有潜在的异柠檬酸裂

解酶，表明在 Exiguobacterium 属中乙醛酸分流

途径广泛存在。值得注意的是，除了菌株 HF60

属于 Group I 的 E. flavidum，其余 89 株菌均属于

Group II，这可能意味着异柠檬酸裂解酶及其参

与的乙醛酸分流途径在 Exiguobacterium 属的进

化过程中通过垂直转移传递。 

异柠檬酸裂解酶在 Exiguobacterium 属菌株

进化过程中较为保守。将系统发育树中的分支与

基因组进化树进行对照，发现大部分菌株的聚类

关系与基因组进化树基本一致。对异柠檬酸裂解

酶的基因得失分析(图 4)表明该属菌株具有的 90

条异柠檬酸裂解酶序列属于同一基因家族，且来

源于同一祖先基因。虽然在系统发育过程中部分

菌株丢失了该基因，但大部分菌株通过垂直转移

保留了该基因，且未发生来自外界的基因转移，

表明异柠檬酸裂解酶在 Exiguobacterium 属中较

为保守，尤其是在 Group II 类群中。此外，蛋白

序列比对结果显示，除菌株 HF60 的序列相似性

在 80%以上，其余 89 条序列与 SWIR-3 中异柠

檬酸裂解酶序列的相似性均在 90%以上，也证

明了该蛋白在 Exiguobacterium 属菌株进化过程

中的保守性。这种序列高相似性意味着构建系统

发育树时氨基酸序列的微小差异将被放大，可能

导致少数菌株聚类出现偏差，这可能是造成蛋白

系统发育树与基因组进化树聚类存在一定差异

的原因。 
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图 5  MoaC 在 Exiguobacterium 属内的系统发育 
Figure 5  The phylogenetic tree of MoaC in the genus Exiguobacterium. This tree contains 40 MoaC 
sequences from Exiguobacterium strains and 2 from different phyla as the outgroup. The branch lengths are not 
proportional to the distance of evolution relateness. The non-marine and marine strains are shown by green and 
blue color respectively in the outer circle. The strains belonging to the same species are indicated by the same 
color in 2nd outer circle, and the same species is indicated in the same color in this tree and in figure 2. The 
inner circle represents the classification of the Exiguobacterium strains, indicating that all of the 40 strains 
belong to Group II.  
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图 6  aceA 编码的异柠檬酸裂解酶在 Exiguobacterium 属内的系统发育 
Figure 6  The phylogenetic tree of isocitrate lyase (coded by aceA) in the genus Exiguobacterium. This tree 
contains 91 isocitrate lyase sequences from Exiguobacterium strains. The branch lengths are not proportional to 
the distance of evolution relatedness. The non-marine and marine strains are shown by green and blue color 
respectively in the outer circle. The strains belonging to the same species are indicated by the same color in 2nd 
outer circle, and the same species is indicated in the same color in this tree and in figure 2. The inner circle 
represents the classification of the Exiguobacterium strains, pink represents Group I, while blue represents 
Group II.  
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3  讨论 
3.1  视紫红质光营养型能量代谢途径对

Exiguobacterium 属菌株的意义 
视紫红质基因多存在于陆地及淡水环境中，

而在海洋环境中较少，这可能意味着生活在有光

环境中的细菌更趋向于具有视紫红质光营养型

能量代谢途径，以增加自身生存优势。相比陆地

和淡水环境，海洋环境中光分布的区域极为有

限，海平面以下 100 m 内为透光层，可支撑浮

游植物和大型藻类的光合作用，1 000 m 以内光

合作用产生的能量已不足以弥补呼吸作用的消

耗，1 000 m 以下为完全无光环境。而视紫红质

多吸收蓝绿光[24-27]，意味着视紫红质光能菌能够

利用光能的区域主要集中于上层海水中。除了上

层海水以外，还有研究发现深海热液喷口可发

出可见光和红外光，可能存在潜在的光能微生

物[28]。本课题组在对采集自深海热液喷口的样

品进行的宏基因组分析中发现了 4 条潜在的 PR 
(质子泵-DTE 型)序列，证明了这一观点，且这

4 条序列根据关键氨基酸判断其中 3 条为蓝光吸

收型，1 条为绿光吸收型[29]。本研究统计的具有

视紫红质的菌株多来源于陆地、淡水或上层海

水，仅有 4 株来自深海，且其中 2 株来自热液喷

口(图 3)，表明菌株是否含有视紫红质介导的光

营养能量代谢途径与其分布环境中是否有光存

在相关性，环境中存在光时菌株更可能具有光能

代谢途径。此外，有研究表明 ESR (质子泵-DTK
型)相比其他质子泵型视紫红质能够在更宽的

pH 范围内发挥功能 [30] ，这可能也帮助了

Exiguobacterium 属菌株适应多变的环境，尤其

是深海热液口附近多变的 pH 环境。 

3.2  基于钼酶的厌氧呼吸型能量代谢途径

对 Exiguobacterium 属菌株的意义 
钼 酶 催 化 厌 氧 呼 吸 的 能 力 可 能 是

Exiguobacterium 属菌株适应极端环境的重要手

段。同时，生活在厌氧环境中的细菌在进化过程

中可能倾向于获取更多的厌氧能量代谢途径以

提高自身生存率。许多细菌具备在厌氧条件下进

行呼吸的能力，这与其利用多种底物作为氧化磷

酸化末端电子受体的能力有关[31]，有机化合物

(如 DMSO、TMAO)、无机化合物(如硝酸盐和

硫)、甚至有毒金属都可以作为细菌厌氧呼吸的

电子受体，在这类能量代谢反应中，DMSOR、

SO 家族的多种钼酶起到重要的催化作用[32-35]。

此外，研究表明钼酶可以在大范围的氧化还原

电位中发挥功能，如硫代硫酸盐氧化酶可以在

−400 mV 的电位催化反应，而高氯酸还原酶等

能够在高达 700 mV 的电位下保持活性并进行催

化[19]，这也为细菌在极端酸性或碱性环境下的

生存提供了保障。本研究发现具有钼辅因子合成

途径的菌株分离生境多样，包括深海热液喷口、

盐碱地和废水等缺氧、pH 过酸或过碱的极端环

境，这表明钼酶在宽 pH 范围内以不同底物作为

电子受体催化厌氧呼吸的能力可能是帮助

Exiguobacterium 属菌株适应不同生境，尤其是

较为苛刻的生境的重要手段。此外，相比于陆地

和淡水环境，分离自缺氧的海洋环境中的菌株含

有钼辅因子合成途径的比例略高，这可能是海洋

细菌适应缺氧环境的一种进化方向。 
另一方面，研究发现钼辅因子合成蛋白在

Exiguobacterium 属内的分布主要集中于少数几

个种，属内有数个菌株不具备完整的合成途径，

仅有单个或数个相关蛋白，可能来自于基因的水

平转移[36]，在这类菌株中是否存在其他蛋白能

够代替缺失的钼辅因子合成蛋白行使功能亟待

进一步验证。Exiguobacterium 属内还有部分菌

株完全不具备钼辅因子合成途径，这与目前研究

普遍认为的钼酶在几乎所有原核和真核生物中

广泛存在[36]的观点存在出入，对于这类菌株而
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言，是否有其他蛋白能够代替钼酶在厌氧呼吸代

谢中起作用，抑或是该菌株可通过外源途径获取

钼酶，这些问题仍需进一步研究。 

3.3  底 物 代 谢 途 径 中 乙 醛 酸 分 流 对

Exiguobacterium 属菌株的意义 
乙醛酸分流可能是具有较小基因组的菌株

应对胁迫的重要方式。Exiguobacterium 属内乙

醛酸分流途径的分布具有较高的种特异性，基因

组进化树两大分支中的 Group II 全部具有相关

酶，而 Group I 则除菌株 HF60 以外均不具有。

Zhang等[1]的研究表明 Group I的菌株比 Group II

具有更大的基因组，这是由于 Group I 菌株具有

更丰富的转运蛋白家族，用于应对陆地环境中的

复杂胁迫；另一方面，有研究表明海洋细菌为了

适应营养贫瘠的环境倾向于简化基因组，以减少

在非必需遗传物质上的代谢[37-38]，这可能也导致

了 Group II 菌株具有更小的基因组。据此，推测

Group II 菌株在进化过程中简化了基因组，保留

了相对较少的抗胁迫手段，作为替代，乙醛酸分

流成为了它们应对胁迫的一种重要且普遍的方

式。有研究发现异柠檬酸裂解酶和苹果酸合酶的

表达在受到环境胁迫时出现上调，如铜绿假单胞

菌(Pseudomonas aeruginosa)在受到氧化胁迫时

aceA 表达上调，经抗生素处理后 glcB 表达上调，

而在铁饥饿条件下 aceA 和 glcB 表达均上调[39]；

结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis)受氧

化胁迫后乙醛酸分流也出现了上调[40]。在含有

乙醛酸分流途径的 Exiguobacterium 属菌株中可

能存在类似机制，帮助它们抵抗不同的环境胁

迫。此外，乙醛酸分流是细菌利用乙酸、脂肪酸

等作为碳源时必不可少的代谢途径[23,41]，还能够

调控碳通量在能量代谢和生物量合成之间的平

衡[42]，这同样有助于 Exiguobacterium 属更好地

适应营养贫瘠的生活环境。 

4  总结与展望 
本研究从能量代谢角度揭示了 Exiguobacterium

属适应环境的机制，分析了基于视紫红质的光营

养型能量代谢途径、基于钼酶的厌氧呼吸型能量

代谢途径和底物代谢营养型能量代谢途径中的乙

醛酸分流途径在该属中的分布情况，并探讨了以

上 3 种能量代谢途径在该属菌株的适应机制中可

能发挥的功能。这为解释其他分布广泛的细菌对

不同环境的适应机制提供了一个思路，也为分析

细菌在极端环境中的生存策略提供了参考。此外，

能量代谢途径在不同种、不同菌株之间的分布差

异也提示了仅通过种属鉴定结果推测目的菌株的

代谢类型有较大局限性，要确定代谢途径是否存

在需通过相关蛋白或酶的存在与否进行判断。 
在本研究中也有问题尚未得到解答：3 种代谢

途径在 Exiguobacterium 属内的分布均存在一定的

种特异性或菌株特异性，同属不同种、同种不同

菌株之间代谢途径存在差异，其原因尚不明确。

本研究推测这可能受到进化和环境的双重影响，

在进化过程中，菌株当前所处生境中不必要的代

谢途径被精简，然而环境对进化过程产生的影响

及其作用方式目前尚不明确。为此，在后续研究

中拟扩大样本量，加入与该属亲缘关系较近的其

他属菌株，观察这种特异性是否普遍存在于细菌

中，并进一步研究该属不同能量代谢途径关键蛋

白或关键酶的系统发育情况，分析菌株具有的代谢

途径的来源及环境因素在其进化过程中的影响。 
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