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摘  要: 【目的】有机溶剂对微生物有强烈的毒害作用致使绝大多数微生物不能在较高

的有机溶剂浓度下生长。为了探究微生物的耐溶剂性机制 , 由野生型假单胞菌

Pseudomonas putida JUCS 驯化获得一株能够在 60% (V/V)的环己烷中生长的菌株 P. putida 
JUCT1。【方法】采用蛋白质二维电泳对 P. putida JUCT1 在不同溶剂条件下的蛋白组分表

达量的差异进行分析比对。【结果】从总共 22 个表达量差异均超过 50%的蛋白质中, 选
取了 3 个高丰度蛋白质, 通过 MALDI-TOF/TOF 鉴定为: 3-羟基异丁酸水解酶、蛋白质延

伸因子 EF-Ts、异分支酸水解酶超家族(编码基因分别为 mmsB、tsf、PSEEN0851)。将这 3
个基因在大肠杆菌中重组表达, 3 个蛋白均能不同程度地提高 E. coli JM109 的耐溶剂性, 
其中 3-羟基异丁酸脱氢酶(编码基因 mmsB)对菌株的溶剂耐受性影响最为显著。【结论】

证明了运用蛋白组学的方法研究微生物的耐溶剂性的可行性, 并为构建适用于工业化应

用的溶剂耐受性整体细胞生物催化剂提供理论依据。 
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Organic-solvent-tolerant mechanisms of Pseudomonas putida 
based on proteomic analysis 
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Abstract: [Objective] Most microorganisms can not grow under organic solvents of high con-
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centration due to their toxicity. To elucidate the mechanisms of organic-solvent-tolerant (OST) of 
microorganism, an OST mutant P. putida JUCT1 capable of growing in the presence of 60% (V/V) 
cyclohexane was obtained by gradient adaptation in cyclohexane. [Methods] Two-dimensional gel 
electrophoresis (2-DE) was used to compare and analyze the total cellular protein of JUCT1 
when growing in the presence of 60% (V/V) cyclohexane or not. [Results] From 22 proteins 
whose intensity values show over 50% discrepancies under different solvent conditions, 3 high 
abundance protein spots were identified by MALDI-TOF/TOF spectra as 3-hydroxyisobutyrate 
dehydrogenase, protein chain elongation factor EF-Ts, and isochorismatase superfamily hy-
drolase, and their corresponding genes mmsB, tsf, and PSEEN0851 were expressed in the E. coli 
respectively. These the solvent tolerance of JM109 was significantly increase by these three pro-
teins, particularly 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase. [Conclusion] In this work, proteomics 
analysis was proven to be an effective strategy for exploring OST mechanism of microbial cells. 
Importantly, this work provides molecular basis for constructing OST whole-cell catalyst for in-
dustrial applications. 

Keywords: Organic-solvent-tolerant (OST), Proteomic analysis, Pseudomonas putida, Adaptation, 
Cyclohexane 

大多数的有机溶剂对微生物都是有毒害作用

的, 有机溶剂能够破坏细胞膜表面的磷脂双分子

层, 使细胞失去结构和功能上的完整性, 从而导

致微生物细胞裂解死亡[1−2]。研究表明, 有机溶剂

对细胞的毒性大小可以用溶剂在辛醇和水中的

分配系数(Log Pow)来表示, Log Pow 的值越低, 表

示该溶剂的疏水性越高, 对微生物的毒害作用越

大[3]。然而在全细胞生物催化反应中, 为了降低产

物的抑制作用和实现生物转化与分离的耦合, 提

高转化效率, 常需要采用水/有机相两相体系[4−5]。

虽然微生物自身具有一定的溶剂耐受性, 但绝

大多数微生物对有机溶剂的耐受性较低, 甚至

0.1% (V/V)的有机溶剂就可以导致细胞的裂解死

亡[6], 因此探究微生物的耐溶剂性机制, 提高微

生物细胞对有机溶剂的耐受性就显得尤为重要。 

1989 年, Inoue 等在 Nature 上首次报道了筛选

获得的 Pseudomonas putida 能够耐受 50% (V/V)

甲苯和高浓度的环己烷、二甲苯等[3], 这改变了

人们固有的微生物细胞无法耐受有机溶剂毒性

的认识。此后, 关于微生物细胞的溶剂耐受性研究

有了较大的进展。1991 年, Aono 和 Inoue 的研究

小组报道了通过溶剂平板筛选和 NTG 诱变成功获

得了大肠杆菌耐溶剂突变株 OST 系列菌株[7]。该

小组对大肠杆菌 OST 菌株的研究显示, 对于细胞

膜疏水性有明显影响的一些细胞膜组分的表达水

平是影响大肠杆菌细胞溶剂耐受性的重要原因。

细胞外膜上的脂多糖 LPS (Lipopolysaccharide)成

分的增加导致了细胞外膜疏水性降低, 从而使细

胞溶剂耐受性增加[8]。在对具有溶剂耐受性重组

菌株与其野生型亲本菌株的生长对比时发现, 细

胞外膜蛋白和应激反应蛋白与微生物细胞的耐

溶剂性紧密相关。例如, 外膜蛋白 TolC 和应激反

应基因 robA 和 marA 等的高效表达可以提高大肠

杆菌的溶剂耐受性 [9−11] 。基因芯片技术 (DNA 

microarray)的应用也使得更多的耐溶剂性相关基

因被发现, Shimizu 等发现 glpC 基因编码的一种

膜蛋白(厌氧型甘油-3-磷酸脱氢酶 C 亚基), 能显

著提高菌株的耐溶剂性, 其原因可能是细胞外膜

结构的改变导致其疏水性的降低[12]。另外, 甘露

糖的磷酸转移酶系统 ManXYZ 在大肠杆菌中的
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表达可以改变细胞膜表面的性质, 使其对糖类的

亲和性提高, 从而对溶剂(正己烷)的耐受性有显

著提高[13]。在先前的研究中, 大多数的研究均着

重于从耐受性菌株的结构性质和寻找相关基因

出发, 探究微生物耐溶剂性的相关机制和分子

机理。目前, 采用蛋白质组学二维电泳技术研究

微生物耐溶剂性的相关机制在国内外都未曾报

道过。 

蛋白质组学二维电泳技术作为常用的研究微

生物特定表型的研究方法, 可以分析不同微生物

的蛋白表达量差异, 找出与特定表型相关的蛋白

组分。本研究采用二维电泳的方法, 通过分析溶

剂耐受性微生物恶臭假单胞菌 P. putida JUCT1 在

不同溶剂条件下蛋白组的表达差异, 尝试鉴定和

验证耐溶剂相关的蛋白组分, 并阐明其相关的分

子机理。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒和培养基 
恶臭假单胞菌 Pseudomonas putida JUCT1 由

耐受 1% (V/V)甲苯的野生型菌株 P. putida JUCS

在溶剂压力下驯化获得, 在 60% (V/V)的环己烷

中生长良好; 大肠杆菌 JM109 为本实验室保藏。

质粒 pQE-80L 购自于 QIAGEN 公司。 

LB 培养基: 胰蛋白胨 1.0%, 酵母膏 0.5%, 

NaCl 1.0%, pH 7.0, 1×105 Pa 灭菌 20 min。 

营 养 肉 汤 培 养 基 : 蛋 白 胨 1.0%, 牛 肉 膏

0.3%, NaCl 0.5%, pH 7.0, 1×105 Pa 灭菌 20 min。 

LBGMg 培养基 : LB 培养基中加入 0.1% 

(W/V) 葡萄糖和 10 mmol/ L MgSO4。 

1.2  溶液配制 
裂解(水化)液: 尿素 8 mol/L, 硫脲 2 mol/L, 

DTT 65 mmol/L, CHAPS 4% (W/V), Tris 碱

40 mmol/L 和溴酚蓝 0.001% (W/V)。 
胶条平衡液 : Ⅰ 尿素 8 mol/L, SDS 2% (W/V), 

Tris-HCl (pH 8.8) 0.375 mol/L, 甘油 20% (V/V)和
DTT 20 g/L。 

胶条平衡液 : Ⅱ 尿素 8 mol/L, SDS 2% (W/V), 
Tris-HCl (pH 8.8) 0.375 mol/L, 甘油 20% (V/V)和
碘乙酰胺 25 g/L。  

1.3  方法 
1.3.1  恶臭假单胞菌 JUCS 菌株的驯化: 首先, P. 
putida JUCS 在添加有 1% (V/V)甲苯(Log Pow = 
2.5)的营养肉汤培养基中, 30 °C、200 r/min 摇床

培养 10 h 后, 转接到含有 5% (V/V)环己烷(Log 
Pow = 3.2)营养肉汤培养基中, 摇床培养 10 h。将

摇瓶中的菌液涂布平板, 在平板上添加 500 μL 环

己烷, 30 °C 静置培养至单菌落产生。挑选平板上

的单菌落, 接入含有 10% (V/V)环己烷培养基中

摇床培养 10 h, 再将菌液涂布覆有 800 μL 环己烷

的平板。通过摇瓶培养和平板筛选的交替进行, 
不断地提高摇瓶和平板中环己烷的加入量, 在经

过 12 轮的筛选驯化后, 得到一株能够耐受 60% 
(V/V)环己烷的菌株, 并命名为 P. putida JUCT1。 
1.3.2  菌株培养及总蛋白的提取: 恶臭假单胞菌

JUCT1 分别接种于营养肉汤液体培养基和含有

60% (V/V)环己烷(Log Pow = 3.2)的营养肉汤液体

培养基, 20％装液量, 30 °C 摇床培养 12 h。在

8 000 r/min 和 4 °C 条件下离心 10 min, 收集菌

体, 并用预冷的蒸馏水洗涤 2−3 次。 
将收集得到的湿菌体称重, 每 200 mg 菌体重

悬于 1.5 mL 细胞裂解(水化)液中。悬浮液于冰上

进行超声破碎(超声功率为 300 W, 超声程序设置

为超声 1 s 停 3 s, 30 min), 使细胞完全破碎。将细

胞破碎液于 4 °C、20 000×g 离心 15 min, 去除沉

淀的细胞碎片, 取上清即为细胞的全蛋白样品。

采用 RC-DC 蛋白定量试剂盒(Bio-Rad 公司)对待

测样品进行定量。 

1.3.3  二维电泳: 在预实验中, 使用 IPG 3−10 

(7 cm, GE 公司)的预制干胶条, 以确定蛋白质样
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品的分布区域, 其结果表明, 绝大多数蛋白质的

分布区域为 pH 4−7 之间, 因此选用 IPG 4−7 的

预制干胶条(13 cm, GE 公司)。将蛋白样品用

裂解(水化)液稀释至 1.6 g/L, 稀释好的 250 μL

蛋白样品置于水化盘中, 预制干胶条的胶面紧贴

样品液, 使胶面与样品液之间无气泡产生, 水化

盘 20 °C 避光放置 16 h。 

使用 Ettan IPGphor 3 system (GE 公司)进行

第一向等电聚焦(IEF), 在 20 °C 条件下, 设置程

序如下: 50 V、30 min; 上升至 150 V、30 min; 1 h

上升至 500 V; 2 h 上升至 1 000 V; 3 h 上升至

4 000 V; 3 h 上升至 8 000 V;  8 000 V 保持 , 

40 000 V/h。其 Volt-Hours 总量为 67 400 V/h。

IEF 后, 将胶条放入 10 mL 胶条平衡液Ⅰ中, 水

平摇床中缓慢摇晃 10 min 后, 放入 10 mL 胶条平

衡液Ⅱ中, 水平摇床中继续缓慢摇晃 15 min, 之

后将胶条用超纯水轻轻洗涤两次, 转移至 12% 

SDS-PAGE 胶上。在 10 °C 进行第二相电泳, 第

二相 SDS-PAGE 电泳分两步进行: 2 ① W/胶条, 

1 h; 8 ② W/胶条, 4 h。电泳后的胶用考马斯亮蓝

染液染色 2 h 后, 脱色至无背景颜色。 

1.3.4   蛋白的分析鉴定:  胶经扫描后 ,  使用

PDQuestTM 2-D Analysis Software (Bio-Rad 公司) 

分析比对蛋白质点, 并采用基质辅助激光解吸电 

离串联飞行时间质谱(MALDI-TOF/TOF)对切下

相关蛋白质点进行鉴定。 
1.3.5  mmsB、tsf 和 PSEEN0851 基因的克隆和

重组菌株的构建: 以 P. putida JUCS 的基因组

DNA 为模板, 表 1 中的引物分别 PCR 扩增 mmsB、

tsf 和 PSEEN0851 基因。表达载体 pQE-80L 和

PCR 产物经酶切、T4 连接酶连接过夜后, 重组

质粒热转化至大肠杆菌 JM109 中。重组菌株在

经 IPTG 诱导表达后, 8 000 r/min、4 °C 条件下

离心 10 min, 收集菌体 , 按照 1:8 (W/V)加入

20 mmol/L、pH 7.0 的磷酸盐缓冲液, 重悬菌体。

悬浮液于冰上超声破碎(超声功率为 300 W, 超声

程序设置为超声 1 s 停 3 s, 共 20 min)。分别取未

离心的破碎液和在 4 °C、8 000 r/min 条件下离心

10 min 的上清液进行 SDS-PAGE 表达验证。 

1.3.6  重组菌株的溶剂耐受性验证: 大肠杆菌

JM109 是有机溶剂敏感型菌株, 在 2% (V/V)的环

己烷(Log Pow = 3.2)中生长被完全抑制。为检测目

的基因重组表达后对大肠杆菌 JM109 的耐溶剂

性影响, 将重组菌株接种于 LBGMg 培养基中, 

培养基中加入终浓度为 0.02 mmol/L 的 IPTG。

37 °C 摇床培养至 OD660 达到 0.2, 在培养基中加

入 3% (V/V)的环己烷后, 继续培养, 并在 OD660

下监测菌体生长情况。 

 
表 1  本实验中所用引物 

Table 1  Primers in this study 
基因 
Gene 

引物 
Sequences of primers (5'→3') 

F: ATCGGGATCCATGCGTATTGCATTCATTGG 
mmsB 

R: CCCCAAGCTTTCAATCCTTCTTGCGATACC 

F: CGCGGATCCATGGCAGCAATTACTGC 
tsf 

R: CGCAAGCTTTTACTGCTTGGCGGCAG 

F: CGCGGATCCATGGCTTTCCACTACAAC 
PSEEN0851 

R: AACTGCAGCTACTTGGCCAGCTTGCTG 

注: 下划线为限制性酶切位点. 
Note: The underlined sequences are the restriction enzymes sites. 
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2  结果与分析 

2.1  P. putida JUCT1 的耐溶剂性 
野生菌株 P. putida JUCS 与驯化得到的菌株

P. putida JUCT1 在有机溶剂中生长曲线如图 1, 

在 OD660 达到 0.2 后, 在培养基中加入 60% (V/V)

的环己烷后, 野生菌株 P. putida JUCS 生长极为

缓慢, 8 h 后其 OD660 仅达到 0.39, 而在不添加有

机溶剂的培养基中生长 OD660 可达 1.0; P. putida 

JUCT1 则在有机溶剂中生长良好, 8 h 后 OD660 可

以达到 0.9 左右, 与不添加有机溶剂时的生长差

异很小。采用加大生长环境压力的方法, 通过不

断提高环境中有机溶剂浓度驯化得到的 P. putida 

JUCT1 菌株与野生菌株 P. putida JUCS 相比, 其

有机溶剂耐受性得到较大地提高。同时, 驯化菌

株在正常环境下的生长速率也不受到影响。 
 

 
图 1  有机溶剂对菌株 P. putida JUCT1 及其野生菌株

的生长影响 
Fig. 1  Effect of organic solvents on cell growth of P. 
putida JUCT1 and its parent strain JUCS 
注: ▲: P. putida JUCS, 未加有机溶剂; ■: P. putida JUCT1, 

未加有机溶剂; △: P. putida JUCS, 加入 60% (V/V)的环己烷; 

□: P. putida JUCT1, 加入 60% (V/V)的环己烷. 
Note: ▲: P. putida JUCS, no organic solvent; ■: P. putida 
JUCT1, no organic solvent; △: P. putida JUCS, add to 60% 
(V/V) cyclohexane; □: P. putida JUCT1, add to 60% (V/V) 
cyclohexane. 

 

2.2  二维电泳分析不同培养条件下 P. putida 
JUCT1 的蛋白表达量差异 

在提取 P. putida JUCT1 的总蛋白过程中, 采

用超声破碎使细胞裂解, 裂解(水化)液中的离液

剂(主要包括尿素和硫脲)、双性离子表面活性剂

CHAPS、还原剂 DTT 和 Tris 碱能够使菌体内的

亲水性蛋白和非亲水性蛋白完全溶解。通过高速

冷冻离心去除细胞碎片, 得到的蛋白样品既最大

限度的提取了菌体内的蛋白质, 也避免了其他杂

质如核酸等的掺入。最终从 0.2 g 菌体中提取的

蛋白量约为 10 mg。 
在二维电泳胶上共检测到 486 个蛋白质点

(图 2), 其蛋白点数与文献报道的 P. putida UW4 

的总蛋白点数相似[14], 说明这种提取细菌总蛋白

的方法是可行的。与在未添加有机溶剂的培养基

中生长的 P. putida JUCT1 菌株(图 2A)相比, 在含

60% (V/V) 环 己 烷 (Log Pow = 3.2) 中 生 长 的

P. putida JUCT1 菌株(图 2B)有 22 个蛋白质的表

达量超过 50%。从二维电泳的图像中可以发现, 

大多数表达差异量较大的蛋白质点都是低丰度

蛋白。选取 3 个蛋白质表达量差异达到 70%的高

丰度蛋白质点(图 2), 采用 MALDI-TOF/TOF 鉴定

后在数据库中比对, 3 个假单胞菌蛋白与所鉴定

的蛋白匹配度较高, 它们分别是: 3-羟基异丁酸

脱氢酶、蛋白质延伸因子 EF-Ts 和异分支酸水解

酶 超 家 族 , 编 码 基 因 分 别 是 mmsB 、 tsf 和

PSEEN0851。3-羟基异丁酸脱氢酶是缬氨酸代谢

过程中的必需酶, 它能够催化可逆的氧化反应

将 L-3-羟基异丁酸氧化成甲基丙二酸半醛; 蛋白

质延伸因子 EF-Ts 在蛋白质合成的延伸反应阶段

有着十分重要的作用, 它催化 EF-Tu-GDP 复合

物的再形成, 为结合氨基-tRNA 做准备; 异分支

酸水解酶超家族的具体功能还不清楚, 尚无文献

报道。 
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图 2  菌株 P. putida JUCT1 在不同有机溶剂培养条件下的全蛋白二维电泳图 

Fig. 2  2-DE images of total protein extracts of P. putida JUCT1 grown under different solvent conditions 
注: A: 培养基中不含有机溶剂; B: 培养基中含有 60% (V/V)环己烷; C: 本实验选取的蛋白质点, C1−C3 的局部放大图, 箭头符

号表示 A、B 两图谱中蛋白质差异量超过 50%的蛋白质点. 
Note: A: Nutrient medium without solvent; B: In the presence of 60% (V/V) cyclohexane; C: Magnification of C1−C3, the protein 
spots selected in this study are circled. Arrowheads indicate the protein spots exhibiting intensity discrepancy of over 50% in samples 
A and B. 
 
2.3  mmsB、tsf 和 PSEEN0851 基因的克隆表达 

PCR 扩增目的基因, mmsB, tsf 的基因大小约

为 900 bp, 基因 PSEEN0851 约为 600 bp (图 3)。基

因经测序后与野生菌株基因序列及数据库进行比

对, DNA 序列完全一致, 表明蛋白质点的质谱鉴定

结果正确, 同时证明筛选驯化后的菌株 P. putida 

JUCT1 的溶剂耐受性较高并非是由于耐溶剂性相

关基因发生突变, 而与其蛋白表达量增加有关。 

重组菌株经 IPTG 诱导表达后, SDS-PAGE 验

证表达产物, 3-羟基异丁酸脱氢酶、蛋白质延伸因

子 EF-Ts 的蛋白分子量大小约为 35 kD, 异分支

酸水解酶超家族的蛋白分子大小约为 25 kD, 且

3 个蛋白可溶性表达的量比较相近(图 4)。因此, 

这 3 个来源于 P. putida JUCT1 的外源基因在大肠

杆菌 JM109 的可溶性表达为验证基因表达对宿

主细胞耐溶剂性的影响提供了依据。 



474 微生物学通报 2012, Vol.39, No.4 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

图 3  mmsB、tsf 和 PSEEN0851 基因的 PCR 产物 
Fig. 3  PCR product of mmsB, tsf and PSEEN0851 
Note: M: Marker; 1: PSEEN0851; 2: mmsB; 3: tsf. 

 
 

 
图 4  基因 mmsB, tsf 和 PSEEN0851 的重组表达产物

的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of recombinant expression 
of mmsB, tsf, and PSEEN0851 

注: M: Marker; 1, 4, 7: E. coli JM109/pQE-80L 经 IPTG 诱导; 
2: E. coli JM109/pQE-80L-mmsB 诱导后可溶性蛋白; 3: E. 
coli JM109/pQE-80L-mmsB 诱导后全细胞蛋白; 5: E. coli 

JM109/pQE-80L-PSEEN0851 诱导后可溶性蛋白; 6: E. coli 

JM109/pQE-80L-PSEEN0851 诱导后全细胞蛋白; 8: E. coli 

JM109/pQE-80L-tsf 诱 导 后 可 溶 性 蛋 白 ; 9: E. coli 
JM109/pQE-80L-tsf 诱导后可溶性蛋白. 
Note: M: Protein marker; 1, 4, 7: E. coli JM109/pQE-80L as 
control; 2: E. coli JM109/pQE-80L-mmsB soluble protein after 
induction; 3: E. coli JM109/pQE-80L-mmsB total protein after 
induction; 5: E. coli JM109/pQE-80L-PSEEN0851 soluble 
protein after induction; 6: E. coli JM109/pQE-80L-PSEEN0851 
total protein after induction; 8: E. coli JM109/pQE-80L-tsf 
soluble protein after induction; 9: E. coli JM109/pQE-80L-tsf 
total protein after induction. 

2.4  mmsB、tsf 和 PSEEN0851 基因的表达对

宿主细胞耐溶剂性的影响 
将重组菌株接至含有 0.02 mmol/L 的 IPTG 的

LBGMg 培养基中培养至 OD660为 0.2 后, 加入 3%

的环己烷并考察有机溶剂的加入对菌株的生长

产生影响。如图 5 所示, 对照菌株大肠杆菌 JM109

在 3% (V/V)环己烷中几乎不生长, 培养 8 h 后

OD660 只增长 0.06, 而重组菌株的耐溶剂性菌显

著优于对照菌株, 重组表达 3-羟基异丁酸脱氢酶

的菌株 OD660 达到 1.7 左右, 而重组表达蛋白质延

伸因子 EF-Ts 和异分支酸水解酶超家族的菌株生

长 OD660 相对于对照菌株分别提高 0.36 和 0.65。

因此, 这 3 个来源于 P. putida JUCT1 的蛋白大量

表达均能不同程度地提高革兰氏阴性菌株如大

肠杆菌的耐溶剂性, 其中 3-羟基异丁酸脱氢酶对

菌株的耐溶剂作用影响显著, 异分支酸水解酶超

家族次之, 而蛋白质延伸因子 EF-Ts 的影响能力

较弱。 
 
 

 

图 5 添加 3% (V/V)环己烷对重组表达 mmsB, tsf, 和 
PSEEN0851 的大肠杆菌菌株的生长影响 
Fig. 5 Effect of 3% (V/V) cyclohexane on cell growth of 
recombinant E. coli strains over-expressing mmsB, tsf, 
and PSEEN0851 

Note: ▼: E. coli JM109/pQE-80L-mmsB; ◇: E. coli 
JM109/pQE-80L-PSEEN0851; ▲: E. coli JM109/pQE-80L-tsf; 
□: E. coli JM109/pQE-80L. 
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3  讨论 

不同属种的微生物耐溶剂性差别很大, 例如, 

在有文献报道的研究中, 耐溶剂性的假单胞菌属

大多来源于自然界的筛选, 其耐溶剂性机制大多

与能量依赖型的溶剂外排泵密切相关, 而耐溶剂

性的大肠杆菌菌株则来自于紫外或 NTG 诱变, 

而且其耐溶剂性一般也较假单胞菌差[5,7,15−16]。本

研究中, 通过不断增加外界环境的有机溶剂浓

度, 加大环境选择压力, 对具有微弱耐溶剂性的

P. putida JUCS 进行驯化, 并最终得到能够在 60% 

(V/V)环己烷中生长良好的菌株。对于大肠杆菌以

相同的驯化方式驯化筛选时, 却难以得到能够耐

受 3% (V/V)环己烷的菌株, 故菌株的驯化成功与

否不仅与驯化方式相关, 还与其野生菌株的遗传

特性和生理特性相关。 

根据以往的研究报道, 与压力应答机制和膜

运输相关的蛋白质组分(TolC、MarA、SoxS、

RobA、GlpC 等)和微生物的耐溶剂性密切相关[5,17]。

二维电泳作为有力的蛋白质分离技术, 广泛应用

于分离分析复杂样品中与某一特定表型相关的

蛋白质组分的研究中, 在不同生长环境下表达量

有显著差异的蛋白质可能与微生物对外界环境

压力的适应和耐受能力相关[18−19]。因此, 利用分

析差异蛋白的方法研究微生物的耐溶剂性相关

组分和分子机制比其他方法更加的直接、有效。 

通过重组菌株与对照菌株耐溶剂性生长比对

(图 5), 重组表达 3-羟基异丁酸脱氢酶(编码基因

mmsB)的菌株对耐溶剂性的影响很大。3-羟基异丁

酸脱氢酶与 6-磷酸葡萄糖脱氢酶同属于 3-羟酸脱

氢酶家族, 两者在反应机制和催化机理上极为相

似, 并有着相同的进化来源[20−21]。在大肠杆菌中, 

6-磷酸葡萄糖脱氢酶的编码基因属于mar-sox调节

基因, mar-sox 调节基因对多种压力反应应答基因

(如 robA、soxS、marA 等)进行调控, 溶剂外排泵

如 AcrAB-TolC 的相关蛋白表达则严格受控于应激

反应基因的调节。类似的溶剂外排泵调控机制(如

Mex efflux 系统)也同样存在于假单胞菌[22]。因此, 

可以推测 3-羟基异丁酸脱氢酶(编码基因 mmsB)与

溶剂外排泵调控机制紧密相关, 它的大量表达对

提高菌株有机溶剂耐受性方面有很大作用。 

在大肠杆菌中, 异分支酸水解酶可以将水解

异分支酸为 2,3-二羟基-2,3-二氢苯酸盐和丙酮酸

盐, 但假单胞菌中的异分支酸水解酶超家族(编

码基因 PSEEN0851)的具体功能还不清楚。通过

氨基酸序列比对, 来源于假单胞菌中的异分支酸

水解酶超家族与来源于大肠杆菌的异分支酸水

解酶氨基酸序列同源性达到 94%。源于假单胞菌

中的异分支酸水解酶超家族在大肠杆菌中的高

效表达使得大肠杆菌的耐溶剂性提高, 但其作用

方式和分子机制还在进一步研究中。蛋白质延伸

因子 EF-Ts (编码基因 tsf)的表达也能够使大肠杆

菌的耐溶剂性有一定的提高, 由于其作用方式在

于参与蛋白质的表达, 因此多种应激反应蛋白的

表达都与其密切相关。 

革兰氏阴性微生物的有机溶剂耐受性研究已

有 20 年历史, 但其溶剂耐受性分子机制仍不完

全清楚。在大量的研究中发现, 假单胞菌和大肠

杆菌的耐溶剂性机制有很多相似之处, 如溶剂外

排机制和细胞膜结构性质的改变等[23], 本研究证

明了运用蛋白组学的方法研究微生物耐溶剂性

的可行性, 并进一步验证了假单胞菌和大肠杆菌

的耐溶剂性机制有一定的相似性, 同时采用基因

工程手段提高了微生物的耐溶剂性, 为构建适用

于工业化应用的溶剂耐受性整体细胞生物催化

剂提供了理论指导。 
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