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海水中主要金属盐对 4 株 Kangiella 属细菌的 

生长及其蛋白酶相关基因表达的影响 
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摘  要：【背景】Kangiella 是海洋专属的、营异养生长的革兰氏阴性菌。按 16S rRNA 基因系统

发育分析，Kangiella 属归属于 γ-变形杆菌纲，但此类细菌的生理生态功能未知。推测该类海洋

细菌产生的胞外丝氨酸蛋白酶在其利用有机氮源生长的过程中起重要作用。【目的】研究海水盐

中主要金属离子 Na 盐、Mg 盐、Ca 盐、K 盐对海洋来源的 4 株 Kangiella 菌株(K. aquimarina DSM 

16071、K. geojedonensis YCS-5、K. koreensis DSM 16069 和 K. profundi FT102)的生长及胞外蛋白

酶表达的影响。【方法】测定 Kangiella 属 4 个不同种的模式菌株在 2216E 培养基及不添加 Na 盐、

Mg 盐、Ca 盐和 K 盐的 2216E 培养基中的生长情况。以 2%的酪蛋白为底物，采用福林酚法分别

检测 4 株菌株的胞外蛋白酶酶活。克隆 K. profundi FT102 菌株中的 3 个丝氨酸蛋白酶编码基因以

及 phoP 和 phoQ 基因，使用实时荧光定量 PCR 技术检测 Mg 盐对这些基因表达的影响。【结果】

4 株 Kangiella 菌株在不添加 Na 盐的 2216E 培养基中均不能生长；在不添加 Mg 盐、Ca 盐和 K

盐的 2216E 培养基中，K. aquimarina DSM 16071、K. geojedonensis YCS-5 和 K. profundi FT102

这 3 个菌株的生长差异较小；而 K. koreensis DSM 16069 菌株的生物量在不添加上述 3 类主要金

属盐的 2216E 培养基中反而增高。各个菌株在对数期时的胞外蛋白酶活差异较大，最高可以达

到 11.23 U/mL，最低仅为 0.99 U/mL。2216E 培养基中不添加 Mg 盐时，K. aquimarina DSM 16071、

K. geojedonensis YCS-5 和 K. profundi FT102 这 3 株菌中的丝氨酸蛋白酶编码基因 asp1、asp2 和

asp3 以及 phoP 和 phoQ 基因的转录水平无显著差异，而在 K. koreensis DSM 16069 菌株中这

5 个基因的表达却显著上调。【结论】Na 盐是 4 株海洋 Kangiella 菌株生长所必需的金属离子，

Mg 盐和 Ca 盐对 4 株菌株的生长及其中 3 个保守的丝氨酸蛋白酶基因表达的影响不同。在不添

加 Mg 盐的 2216E 培养基中，K. koreensis DSM 16069 菌株的生物量、胞外蛋白酶活和 3 个保守

的丝氨酸蛋白酶编码基因以及 phoP 和 phoQ 基因的转录量都显著上升。 
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Effect of major metal ions in sea water on growth and transcription of 
protease coding gene of 4 Kangiella strains 
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Abstract: [Background] Kangiella is gram-negative, obligate marine heterotrophic bacteria. The 
Kangiella genus forms deep branches within the class Proteobacteria in the phylogenetic analyses 
based on 16S rRNA gene sequences. The physiology and ecological role of this group of marine 
bacteria are still unknown. We assume that the extracellular serine proteases play an important role in 
the growth of Kangiella for recycling of organic nitrogen. [Objective] Analyzed physiological effects 
of different metal salts (Na salt, Mg salt, Ca salt, K salt) on the growth and the expression of alkaline 
serine protease genes of 4 Kangiella strains (K. aquimarina DSM 16071, K. geojedonensis YCS-5, K. 
koreensis DSM 16069 and K. profundi FT102). [Methods] The growth of 4 Kangiella strains in 
different versions of marine broth 2216E were observed. Using Folin method to test the extracellular 
protease activities with 2% casein as substrate. Three conserved alkaline serine protease coding 
sequences (asp1, asp2 and asp3) and phoP, phoQ genes in K. profundi FT102 were amplified by PCR 
and cloned. Real-time PCR method was used to evaluate the expression level of these genes in the 
4 strains. [Results] Based on the growth curve of 4 Kangiella strains in different versions of 2216E, we 
found that Kangiella strains can’t grow in the absence of NaCl. However, except K. koreensis DSM 
16069, the growth curves of other 3 Kangiella strains in different version of marine broth 2216E, in 
which no supplementation of either magnesium salt, or calcium salt, or potassium salt, were found 
similar. The extracellular protease activities of 4 strains were found different in logarithmic period, the 
maximum extracellular protease activity was 11.23 U/mL and lowest was 0.99 U/mL. Moreover, the 
results of Real time-PCR showed that the variety of the transcription level of 3 conserved genes (asp1, 
asp2, asp3) in K. aquimarina DSM 16071, K. geojedonensis YCS-5 and K. koreensis DSM 16069 was 
not obvious. But for K. koreensis DSM 16069, the transcriptional level of these 3 conserved alkaline 
serine protease coding genes was significantly upregulated, when either magnesium salt or calcium salt 
was omitted in the marine broth 2216E. [Conclusion] Na salt is necessary for the growth of Kangiella 
strains, Mg salt and Ca salt have different effects on the transcription of 3 serine protease coding genes 
asp1, asp2, asp3. The biomass, extracellular protease activity and the transcription level of 3 conserved 
serine protease genes and phoP, phoQ were significantly elevated in K. koreensis DSM 16069 when 
Mg salt was not supplemented in the marine broth 2216E. 

Keywords: Kangiella, Marine bacteria, Alkaline serine protease, Sea water, Metal salts 

2004 年，Yoon 等首次从黄海的潮间带沉积物

样本中分离获得菌株 Kangiella koreensis DSM 

16069和 K. aquimarina DSM 16071，为了纪念韩国

著名的微生物学家 Kook Hee Kang，将此类海洋来

源的革兰氏阴性杆菌的 2个新种代表的新属命名为

Kangiella[1]。目前，从不同的海洋环境中分离鉴定

出了多个 Kangiella 属的新种。 2010 年，

Romanenko 等从日本海海岸附近的海水中分离出

K. japonica KMM 3899[2]；2011年，美国研究者

从佛罗里达州附近海域的海绵体中分离鉴定了

K. spongicola JCM 16211[3]；2012年，Yoon等又从韩

国南部的海水中分离出 K. geojedonensis YCS-5[4]；

同年，Jean等从中国台湾北部浅海海域分离鉴定出

K. taiwanensis BCRC 80330[5]；2013年，Lee等从

韩国南海分离鉴定出 K. sediminilitoris KCTC 

23892[6]；2015年，Xu等在西南印度洋 2 784 m的
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海底沉积物中分离鉴定出 K. profundi FT102[7]；

同年，Kim 等从韩国济州岛的样本中分离鉴定出

K. chungangensis CAU 1040[8]。 

Kangiella属按 16S rRNA基因序列一直被归

属于 γ-变形杆菌纲海洋螺杆菌目下的食烷菌科

(Alcanivoracaceae)。 Wang 等 将 新 发 现 的 与

K. geojedonensis YCS-5亲缘关系较近的 Aliikangiella 

marina GYP-15鉴定为一个新属，并据此提出在海

洋螺杆菌目下建立一个新科，即康氏菌科

(Kangiellaceae)，其下包括 Kangiella、Pleionea 和

Aliikangiella这 3个属[9]。 

目前已分离鉴定出的 Kangiella 菌株都来自于

海洋环境，所有 9 株 Kangiella 菌株最适生长温度

位于 30−37 °C范围内，最适 pH为 7.0左右，都具

有氧化酶和过氧化氢酶；绝大多数菌株能够在无

氧条件下还原硝酸盐。Kangiella 菌株不能发酵大

多数单糖产酸，可利用胶原、酪蛋白、酪氨酸、

吐温等有机质[1-8]，推测该类海洋细菌产生的胞外

蛋白酶在其利用有机氮源生长的过程中起重要的

作用。 

盐度是影响水生系统中生物分布状态的主要因

素之一。海洋环境中的盐度差异是影响该环境中微

生物群落组成的决定性因素[10]。除K. chungangensis 

CAU 1040以外，其他已知的 Kangiella菌株都必需

在有 NaCl (0.5%−16.0%)的复杂培养基中才能够

正常生长。韩国南部半岛海域的盐度为 3.0%左

右 [11]。西南印度洋海域的盐度相对较高，一般为

3.4%左右[12]。海水中最主要的 4 种金属盐类分别

为 Na 盐、Mg 盐、Ca 盐和 K 盐，在广泛使用的

2216E 海水培养基中这 4 种金属离子的摩尔浓度依

次为：Na盐 0.335 mol/L、Mg盐 0.089 mol/L、Ca

盐0.016 mol/L、K盐0.007 mol/L。本文选取分离自

韩国周边海域和西南印度洋的 4 株 Kangiella 属菌

株，研究了海水中主要金属离子对 Kangiella 属海

洋细菌的生长、胞外蛋白酶活及其中 3个保守的丝

氨酸蛋白酶编码基因转录的影响。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 

所用Kangiella属的 4个模式菌株除K. profundi 

FT102为本实验室前期分离鉴定以外，其余 3株皆

从日本理化学研究所微生物菌种保藏中心

(http://jcm.brc.riken.jp/ja/catalogue)购买获得(表 1)。 

1.2  引物 

PCR 引物采用 DNAMAN 和 Primer Express 

3.0.1软件设计，由生工生物工程(上海)股份有限公

司合成，引物序列见表 2。 

1.3  主要试剂和仪器 

福林酚试剂，北京索莱宝科技有限公司；酪

蛋白、DEPC water，生工生物工程(上海)股份有限

公司；PCR 反应中的 ExTaq 酶等，TaKaRa 公司；

Trizol、DNase I、反转录试剂盒、 PoweUpTM 

SYBR® Green Master Mix (AB)，赛默飞世尔科技

(中国)有限公司；FastDNA Spin Kit for Soil，MP 

Biomedicals公司。 

配制培养基的原料均购自生工生物工程(上海)

股份有限公司。 

 
表 1  实验涉及的 4 株 Kangiella 菌株 
Table 1  Kangiella strains used in the experiments 

物种 

Species 

样本来源 

Sampling site 

参考文献

References

K. aquimarina DSM 16071 Tidal flat sediment was collected from Daepo Beach, Yellow Sea, Korea [1] 

K. geojedonensis YCS-5 Seawater off the southern coast of Korea [4] 

K. koreensis DSM 16069 Tidal flat sediment was collected from Daepo Beach, Yellow Sea, Korea [1] 

K. profundi FT102 A deep-sea sediment sample collected in the south-west Indian Ocean at 2 784 m [7] 
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表 2  实验中使用的引物 
Table 2  Primers used in the experiments 

基因 

Genes 

序列号 

Accession No. 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 
A-asp1 WP_018623495.1 F: TCGCAACACTTGAAAGGATAGC 

R: ACGCAATGACCAGGTGGAA 
A-asp2 WP_018623492.1 F: GGTCTTCCGCAGTTGCTTTC 

R: AAATCACCCAACCTGTACTGGTACT 
A-asp3 WP_018623491.1 F: GAAGGCATATTGTCATTTACGTCAA 

R: CGCGCTAATGGCAATCG 
A-16S rRNA GI: 197260491 F: CCAGCAGCCGCGGTAAT 

R: TTTACGCCCAGTAATTCCGATT 
G-asp1 WP_046560315.1 F: CACCAGCGGCTGATGAAGA 

R: ACCGTGTCCTGGCTTAAATTTC 
G-asp2 WP_052735139.1 F: ATGATTCGGGCGATCCAA 

R: TGCGACTGATATACCGCGTATG 
G-asp3 WP_046560317.1 F: TTCATGACAGCGTAGCGAAAA 

R: GCTCGTTGCGCTAAACCATT 
G-16S rRNA GI: 311337312 F: TGGCGGACGGGTGAGTAA 

R: GGGCTATCCCCCGCTATTC 
K-asp1 WP_012800119.1 F: GCGCAGTAGCGGCATTG 

R: ACGGATGTCAGCTGCTGTACAA 
K-asp2 WP_012800121.1 F: TGGCACAGCGTTCGAAGA 

R: GCTGATGCTCGCATTTGAAG 
K-asp3 WP_012800122.1 F: TTCGTATTGGCAGCAGGTAATG 

R: TTAGCACGCGCTGGAGAAT 
K-16S rRNA GI: 41352514 F: CCAGCAGCCGCGGTAA 

R: TTACGCCCAGTAATTCCGATTAA 
P-asp1 KY753907 F: AGTGCGGTAGCTGCATTGG 

R: CGAATTTCTGCTGCGGTACA 
P-asp2 KY753908 F: TGGTTCGCCGTTGAGCTT 

R: AGCCTTTTTGGCCACGAATA 
P-asp3 KY753909 F: ACGGCGTGGGTCATTGATA 

R: TGGCATCAACGCTCAAGTCA 
P-16S rRNA GI: 1018196612 F: CCAGCAGCCGCGGTAAT 

R: TTTACGCCCAGTAATTCCGATT 
asp1 KY753907 F: ATGWMTTTTAAAKTAAAGATGGCYTGYGC 

R: CTAGYTWGARCTTCCDTCMAGACTAA 
asp2 KY753908 F: ATGTCATTWAAAGTAAAGATGGCYTG 

R: TTATAVKTVGAATGAAGCTGCACAAGTTG 
asp3 KY753909 F: ATGAAAAAAACRYTWATMGCYAGYGCTGT 

R: CTATAGATGGATRATTGGATCTGGATTBC 
K-phoP ACV25424.1 F: ATGAAACTTTTATTAGTCGAA 

R: TCACAGATCAGCTCTTAAT 
K-phoQ ACV26824.1 F: ATGAGTTTTATTCTACTTAATA 

R: TTAACCATTGAAACTCACTTTT 
A-phoP WP_018624810.1 F: ATGAAATTATTACTGGTTGAAGAT 

R: TCACAGGTCCGCTCTTAGTCGA 
A-phoQ WP_018624811.1 F: ATGTCAATTTCACCACGATAAGC 

R: GTGAGCTTAAATCACTCTTAC 
G-phoP AKE52099.1 F: ATGAAAATACTCTTGATGGAAGA 

R: CTACTTATCTAAATCACTATTCAA 
G-phoQ AKE52098.1 F: ATGCCAATACCCTGCCCCTCAAC 

R: GTGCAGGAACAAGCTGAACATAA 

Note: asp1, asp2, asp3: Alkaline serine protease gene; A: K. aquimarina DSM 16071; G: K. geojedonensis YCS-5; K: K. koreensis DSM 
16069; P: K. profundi FT102. 
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2216E完全培养基参考文献[13]配制。2216-Na盐：

不添加 NaCl的 2216E培养基；2216-Mg盐：不添

加 MgCl2和 MgSO4的 2216E培养基；2216-K盐：

不添加 KCl的 2216E培养基；2216-Ca盐：不添加

CaCl2的 2216E培养基。 

1.4  生长曲线测定 

分别挑取 4个菌株的单克隆接种至 2216E完全

培养基中，37 °C、220 r/min培养过夜。按照 0.1%

的比例接入到新鲜的 2216E液体培养基(pH 7.0)及

4 种不添加主要金属盐的培养基中，37 °C、

200 r/min 培养，分别在 0、6、8、12、16、20、

22、26、34 h 取样，在 600 nm 处测定光密度

OD600，每个样品 3个平行。 

1.5  胞外蛋白酶活力检测实验 

按照 1% (质量体积比)接入相应的培养基中，

菌株生长到 12 h 取样，4 °C、12 000 r/min 离心

5 min，上清即为蛋白酶粗酶液。采用福林酚法检

测胞外蛋白酶活力，以 50 mol/L Tris-HCl (pH 8.0)

缓冲液配制 2%的酪蛋白底物，用 Tris-HCl 将粗酶

液稀释 100倍，取 1 mL稀释的粗酶液在 40 °C保

温 1 min，加入 1 mL于 42 °C保温的 2%酪蛋白。

40 °C反应 30 min后，加入 2 mL 0.4 mol/L三氯乙

酸终止反应。在 40 °C 下保温 15 min 后，

12 000 r/min离心15 min。取1 mL上清液加入5 mL

的0.4 mol/L Na2CO3，混匀加入1 mL福林酚试剂，

40 °C保温 20 min，酶标仪测定 OD660值。同时以

灭活酶样品作为空白对照，同样按照上述步骤进

行。以不同浓度的酪氨酸绘制标准曲线。酶活单

位定义为：在 40 °C条件下 1 min产生 1 μg的酪氨

酸为 1 U[14]。 

1.6  保守的丝氨酸蛋白酶、PhoP 和 PhoQ 编码

基因的 PCR 扩增 

参照 3 株 Kangiella 菌株基因组中 3 个高度保

守的丝氨酸蛋白酶编码基因序列 asp1、asp2 和

asp3 设计简并引物，通过 PCR 扩增 K. profundi 

FT102的基因组中对应的丝氨酸蛋白酶编码基因。

PCR反应体系为：10×ExTaq Buffer 2.5 μL，dNTPs 

(2.5 mmol/L) 2 μL，正反向引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，

ExTaq酶(5 U/μL) 0.125 μL，模板 DNA 1 μL，ddH2O

补至 25 μL。PCR反应条件为：95 °C 5 min；95 °C 

1 min，52 °C 45 s，72 °C 1 min，28个循环；72 °C 

10 min；4 °C保存。纯化 PCR产物与 pMD19-T载

体连接，转化至大肠杆菌 DH5α。将阳性克隆菌液

送生工生物工程(上海)股份有限公司测序。 

1.7  实时荧光定量 PCR 实验 

按 Trizol 试剂盒推荐方法制备合格的 RNA 样

品。RNA 反转录采用试剂盒，cDNA 反转录条件

为 25 °C 10 min，42 °C 60 min，70 °C 10 min。反应

结束后将 cDNA立即置于冰上骤冷 5 min，分管保

存于−80 °C。 

Real-Time PCR 反应体系为 20 μL，各组分溶

液分别为 SYBR Green Master 10 μL，引物混合物

(10 μmol/μL) 1.2 μL，ddH2O 7.6 μL，cDNA 模板

1.2 μL。扩增阶段 40 个循环(95 °C 20 s，95 °C 

3 s，60 °C 30 s)。延伸阶段收集荧光信号，反应结

束后对获得的信号进行处理。以 16S rRNA基因为

参比，2216E 培养基中的菌液为对照组，每个样品

3个平行。 

2  结果与分析 

2.1  不同金属盐对 4 株 Kangiella 菌株生长的

影响 

测定了 4株菌在 2216E完全培养基和 4种不添

加主要金属盐培养基中的生长曲线(图 1)，结果显

示在培养基中不添加 Na盐时，4株 Kangiella菌均

不能够生长；在不添加Mg盐、Ca盐、K盐的培养

基中，K. aquimarina DSM 16071、K. geojedonensis 

YCS-5和 K. profundi FT102这 3株菌在稳定期的菌

体浓度略低于在 2216E 培养基中的生长曲线，说

明是否添加 Mg盐、Ca盐和 K盐这 3类金属离子

对 3株菌的生长影响不大。 



736 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 

图 1  4 株 Kangiella 菌在不同 2216E 培养基中的生长情况 
Figure 1  Growth curve of 4 Kangiella strains in 2216E broth with different metal ions composition 
注：A：K. aquimarina DSM 16071；B：K. geojedonensis YCS-5；C：K. koreensis DSM 16069；D：K. profundi FT102. 2216E：2216E

完全培养基；2216E-Ca盐：不添加 Ca盐的 2216E培养基；2216E-Mg盐：不添加 Mg盐的 2216E培养基；2216E-K盐：不添加 K

盐的 2216E培养基；2216E-Na盐：不添加 Na盐的 2216E培养基. 
Note: A: K. aquimarina DSM 16071; B: K. geojedonensis YCS-5; C: K. koreensis DSM 16069; D: K. profundi FT102. 2216E: Complete 
marine broth; 2216E-Ca salt: Complete 2216E without calcium salt; 2216E-Mg salt: Complete 2216E without magnesium salt; 2216E-K salt: 
Complete 2216E without potassium salt; 2216E-Na salt: Complete 2216E without sodium salt. 

 
对于 K. koreensis DSM 16069菌株，在不添加

Mg盐、Ca盐、K盐的培养基中菌株的生长明显

快于 2216E培养基中，在稳定期的菌体量也高于

2216E 培养基中。观察实验组不同金属离子对

K. koreensis DSM 16069 菌株生长的影响，在不添

加 Mg盐的培养基中(去除 MgCl2和MgSO4)该菌株

的生物量最高，在不添加 K 盐的培养基中(去除

KCl)该菌株的生物量次之，在不添加 Ca 盐的培养

基中(去除 CaCl2)该菌株的生物量低于前两者，但

仍然高于该菌株在 2216E培养基中生长的生物量。

结果表明 K. koreensis DSM 16069对环境中金属离

子的变化较其他 3株菌株更加敏感。 

2.2  4 株菌胞外蛋白酶酶活力测定结果 

4株 Kangiella菌培养 12 h 后菌液浓度和采用

福林酚法检测的胞外蛋白酶酶活如图 2所示。 

对于 K. aquimarina DSM 16071菌株，在 2216E

培养基中该菌株的菌体浓度 OD600为 1.52，胞外蛋

白酶活最高，为 9.70 U/mL；而在 2216E-Mg盐培养

基中菌体浓度 OD600为 1.16，胞外蛋白酶活最低，

为 4.06 U/mL。对于 K. geojedonensis YCS-5菌株，

在 2216E 培养基中菌体浓度 OD600为 1.139，胞

外蛋白酶活最高为 6.34 U/mL；在 2216E-Mg 盐
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菌体浓度 OD600仅为0.389，胞外蛋白酶活最低，为

1.04 U/mL。对于 K. koreensis DSM 16069 菌株，在

2216E-Mg 盐培养基中菌体浓度 OD600 最高，达到

1.522，此时胞外蛋白酶活为 5.89 U/mL；在 2216E

培养基中菌体浓度反而较低，为 0.689，胞外蛋白

酶活仅有 1.11 U/mL。对于 K. profundi FT102 菌株，

在 2216E 培养基中菌体浓度最高，为 1.53，胞外蛋

白酶活则达到 10.54 U/mL；而在 2216E-Mg 盐培养

基中菌体浓度最低，为 0.85，相对应的胞外蛋白酶

活为 1.56 U/mL。 

从总体上看，4 株 Kangiella 菌胞外酶酶活力的

变化趋势与菌体浓度的变化趋势基本一致，说明在

2216E培养基中 Kangiella属海洋细菌的生物量与其

胞外蛋白酶酶活之间存在正相关性。2216E 培养基

中不添加 Mg 盐、Ca 盐和 K 盐时，K. aquimarina 

DSM 16071、K. geojedonensis YCS-5 和 K. profundi 

FT102 这 3 株菌的胞外蛋白酶酶活都呈现降低的趋

势。仅有 K. koreensis DSM 16069 菌株在不添加 Mg

盐、Ca 盐和 K 盐的 2216E 培养基中，胞外蛋白酶

活性反而增加。 

 

 

 
图 2  不同培养基中 4 株 Kangiella 菌生长情况及胞外蛋白酶酶活(对数期) 
Figure 2  Effect of different metal ions on the cell growth and extracellular protease activity of 4 Kangiella strains 
(Logarithmic period) 
注：A：K. aquimarina DSM 16071；B：K. geojedonensis YCS-5；C：K. koreensis DSM 16069；D：K. profundi FT102. 1：2216E

培养基；2：不添加 Mg 盐的 2216E 培养基；3：不添加 Ca 盐的 2216E 培养基；4：不添加 K 盐的 2216E 培养基. **：统计学

差异显著(P<0.01). 
Note: A: K. aquimarina DSM 16071; B: K. geojedonensis YCS-5; C: K. koreensis DSM 16069; D: K. profundi FT102. 1: 2216E complete 
marine broth; 2: Complete 2216E without magnesium salt; 3: Complete 2216E without calcium salt; 4: Complete 2216E without potassium 
salt. **: Statistically significant (P<0.01). 
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2.3  K. profundi FT102 菌株中 phoP/phoQ 基因

和 3 个保守的丝氨酸蛋白酶编码基因的克隆 

丝氨酸蛋白酶在海洋细菌利用有机氮源生长

的过程中起重要的作用，如与Kangiella同属于 γ-变

形杆菌纲的海洋细菌 Pseudoaltermonas sp. SM9913

菌株能分泌多种丝氨酸蛋白酶，其中包括 MCP-01

和 MCP-03[14-17]。在已公开的 K. aquimarina DSM 

16071、K. geojedonensis YCS-5和K. koreensis DSM 

16069 这 3 株菌的基因组序列中也发现了多个保守

的丝氨酸蛋白酶(序列号见表 2)。 

采用简并引物，以 K. profundi FT102菌株的基

因组 DNA 为模板，通过 PCR 扩增得到 Kangiella

属中保守存在的 3个碱性丝氨酸蛋白酶编码基因，

如图 3A所示。K. profundi FT102菌株中的 P-asp1

基因的长度约为 2 500 bp，P-asp2基因的长度约为  

1 800 bp，P-asp3基因的长度约为 1 100 bp，DNA

测序确定的 K. profundi FT102菌株的 3个碱性丝氨

酸蛋白酶编码基因序列已上传至 GenBank (序列号

为 KY753907、KY753908、KY753909)。 

鉴于在不添加Mg盐的 2216E培养基中观察

到 4株菌在生长和胞外蛋白酶酶活上的差异，需

进一步考察 4 株 Kangiella 菌中响应环境中 Mg

盐浓度变化的 phoP 和 phoQ 的表达情况。根据

K. aquimarina DSM 16071菌株的 phoP和 phoQ

基因序列设计引物，通过 PCR 扩增获得了

K. profundi FT102 菌株的 phoQ 基因长度约为

1 350 bp，phoP基因长度约为650 bp (图3B)，基因序

列已上传到至 GenBank (序列号为 MF179122、

MF179121)。 

从上述生理实验中发现菌株 K. koreensis DSM 

16069与 K. aquimarina DSM 16071、K. geojedonensis 

YCS-5和 K. profundi FT102在 2216E培养基中不添

加 Mg 盐条件下胞外的蛋白酶酶活上存在显著差异

(P<0.01)，因此对 Kangiella 菌株中 3 个保守的碱性

丝氨酸蛋白酶的氨基酸序列进行比对分析。结果如

表 3所示，4株菌中的ASP1蛋白的氨基酸序列相似

度高达 77%；ASP2 蛋白的氨基酸序列相似度大于

78%；ASP3蛋白的氨基酸序列相似度为76%以上。 

采用 MEGA 系统发育分析软件包(Molecular 

evolutionary genetics analysis，version 6.06，

http://megasoftware.net/)对来源于 Kangiella 属 4 个

种中的 3类保守蛋白酶的氨基酸序列构建进化树，

根据 NCBI在线 BLASTp分析结果绘制这 3类蛋白

酶的保守结构域示意图。如图 4 所示，ASP1、

ASP2和 ASP3均为丝氨酸蛋白酶家族的 S8家族。

ASP2 和 ASP3 两类蛋白酶具有 S8 家族保守结构 
 

 

 
 

图 3  K. profundi FT102 中基因的 PCR 扩增 
Figure 3  PCR amplification of K. profundi FT102 
注：A：3个丝氨酸蛋白酶编码基因；B：phoP和 phoQ基因. 
Note: A: 3 Serine protease genes; B: phoP and phoQ genes. 
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表 3  4 株 Kangiella 菌中 3 个保守丝氨酸蛋白酶的氨基酸序列相似性 
Table 3  The alignment result of the amino acid sequences in 3 conserved serine proteases in 4 Kangiella strains 

菌株 

Strains 

ASP1 
 

ASP2 ASP3 

Amino  
acids 

Identity 
(%) 

Query coverage 
(%) 

Amino 
acids 

Identity
(%) 

Query coverage
(%) 

Amino 
acids 

Identity 
(%) 

Query coverage 
(%) 

K 767    611   377   

P 766 90 100  608 94 100 377 94 100 

A 768 90 100  607 93 100 374 76 100 

G 766 77 99  528 78 84 375 76 100 

注：K：K. koreensis DSM 16069；P：K. profundi FT102；A：K. aquimarina DSM 16071；G：K. geojedonensis YCS-5. 以 K. koreensis DSM 

16069菌株的 3个丝氨酸蛋白酶氨基酸序列为参考，分别比对其他 3株 Kangiella菌株中相关蛋白与参考序列的差异性；E值=0. 
Note: K: K. koreensis DSM 16069; P: K. profundi FT102; A: K. aquimarina DSM 16071; G: K. geojedonensis YCS-5. Amino acid sequence 
of 3 conserved serine proteases from K. koreensis DSM 16069 was used as query sequence in BLASTp analysis; E-value=0. 

 
域；ASP1 蛋白酶除了具有 S8 家族保守结构域外，

还有 PPC (Pre-peptidase C-terminal domain)结构域。

此外，来自 K. geojedonensis YCS-5 菌株中的 ASP1

蛋白(WP040560315.1)还具有 Peptidase inhibitor I9

家族结构域。已有研究表明，海洋细菌分泌的胞外

酶类除了具有催化结构域以外，在其 C 端还具有

1−2个 PPC结构域或 PKD (Polycystic kidney disease 

I domain)结构域[18]，Inhibitor结构域在蛋白前肽中

具有分子伴侣的作用，有助于成熟肽的折叠。 

2.4  3 种金属盐对 4 株 Kangiella 菌保守丝氨酸

蛋白酶基因表达的影响 

采用Real-Time PCR比较了 4株Kangiella菌中

3个保守的丝氨酸蛋白酶基因在 2216E完全培养基

及不添加 3 种金属盐的 2216E 培养基中的表达情

况，结果如图 5所示。在不添加Mg盐、Ca盐和K

盐的 2216E培养基中，K. aquimarina DSM 16071、

K. geojedonensis YCS-5和 K. profundi FT102这 3个

菌株中的 asp1、asp2 和 asp3 基因相对表达量变化

值均不超过 2倍，与在 2216E完全培养基中的表达

水平相比无明显变化。 

对于 K. koreensis DSM 16069菌株，在不添

加 Ca 盐和 Mg 盐的 2216E 培养基中，这 3 个保

守的丝氨酸蛋白酶基因的表达都表现为显著上

调；而在不添加 K 盐的培养基中，基因相对表

达量变化并不明显。在不添加 Ca 盐的培养基

中，asp1 基因相对表达量上调约 6 倍，asp2 基

因的相对表达量上调约 2.5倍，asp3基因的相对

表达量上调约 2 倍。值得注意的是，在不添加

Mg盐的培养基中，asp1基因相对表达量上调约

15 倍，asp2 基因的相对表达量上调约 5 倍，

asp3 基因的相对表达量上调约 6 倍。综上所

述，在不添加 Ca 盐和 Mg 盐的 2216E 培养基

中，K. koreensis DSM 16069菌株中 3个丝氨酸

蛋白酶基因表达的增加与其生物量和胞外酶酶

活提高的趋势一致。 

2.5  4 株 Kangiella 菌中 phoP 和 phoQ 基因的表

达水平 

细菌中 phoP/phoQ 操纵子能够对环境中的 Mg

盐含量变化发生响应[19]。采用 Real-Time PCR比较

了 4株 Kangiella菌的 phoP和 phoQ基因在 2216E

完全培养基及不添加Mg盐的 2216E培养基中的表

达情况。结果如图 6 所示，在不添加 Mg 盐的

2216E培养基中，K. koreensis DSM 16069菌株的

phoP和phoQ基因表达量均显著上调。其中，phoQ

基因相对表达量上调约 10倍，phoP基因的相对表

达量上调约 5倍。而 K. aquimarina DSM 16071、

K. geojedonensis YCS-5、K. profundi FT102菌株中

的phoQ和phoP基因在转录水平上的表达量并未发

生显著变化。这说明 K. koreensis DSM 16069菌株

的 phoP/phoQ操纵子对培养基中Mg盐浓度的变化

更加敏感。 
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图 4  Kangiella 属中 3 类蛋白酶中的保守结构域和系统发育树 
Figure 4  Phylogenetic tree and conserved domains of the serine proteases in Kangiella strains 
注：左侧为采用 Neighbor-Joining法构建的进化树，右侧为 ASP1、ASP2、ASP3蛋白酶保守结构域示意图；进化树中的数字表示蛋

白在 NCBI中对应的序列号，括号内表示该条序列所属蛋白家族；进化树采用MEGA 6.06构建，Bootstrap为 1 000，分支点上的数

字表示 Bootstrap超过 40%分支，标尺 0.1表示碱基替换率为 10%；蛋白保守结构域依据 BLASTp结果绘制而成，保守结构域包括

S8_S53家族、前肽酶 C-未端结构域(PPC)、M9家族、多囊肾病 I域(PKD)、M9_N家族、U32家族、Peptidase inhibitor I9家族、类

似于延伸因子 Tu结构域Ⅱ的部分(EF-Tu)、Pro蛋白的 P结构域、Trypsin家族、M4家族、S53肽酶的活化结构域. 
Note: Representative consensus Neighbor-Joining tree of the catalytic domain (left part of figure), and schematic diagrams of the domain 
structure (right part of figure) of ASP1, ASP2 and ASP3; The accession number of each sequence was labelled, the family of protein in 
brackets; The phylogenetic tree was constructed using MEGA 6.06; One thousand bootstrap replicates were used; Only bootstrap 
percentages>40% are shown on the branches, 0.1 means 10% changes were observed between two sequence; The conserved domain 
architectures of the sequences were identified using BLASTp service available at NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/); The conserved 
domains are S8_S53 family, PPC (pre-peptidase C-terminal domain), M9 family, PKD (polycystic kidney disease I domain), M9_N family, 
U32 family, peptidase inhibitor I9 family, structure domain similar to domain II of elongation factor Tu (EF-Tu), proprotein convertase 
P-domain, trypsin family, M4 family, activation domain of S53 peptidase. 
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图 5  不同金属盐对 Kangiella 菌株中保守丝氨酸蛋白酶基因表达的影响  
Figure 5  Differential gene expression of serine protease in Kangiella strains with different metal salts 
注：A：K. aquimarina DSM 16071；B：K. geojedonensis YCS-5；C：K. koreensis DSM 16069；D：K. profundi FT102. *：具有显著

差异(P<0.05)；**：具有十分显著差异(P<0.01). 
Note: A: K. aquimarina DSM 16071; B: K. geojedonensis YCS-5; C: K. koreensis DSM 16069; D: K. profundi FT102. * Indicates 
statistically significant (P<0.05); ** Indicates highly statistically significant (P<0.01). 

 

 

 
 
图 6  不添加 Mg 盐的 2216E 培养基对 4 株 Kangiella 菌 phoP 和 phoQ 基因表达的影响 
Figure 6  Relative quantification of phoP and phoQ gene expression about 4 Kangiella strains in 2216E broth without 
Mg salt 
注：A：phoP基因的表达；B：phoQ基因的表达. **：统计学差异显著(P<0.01). 
Note: A: phoP gene expression; B: phoQ gene expression. **: Greatly statistically significant (P<0.01).  
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3  讨论与结论 

本实验研究了海水中主要金属离子Na盐、Mg

盐、Ca盐、K盐对 4株 Kangiella属细菌的生长及

其丝氨酸蛋白酶基因表达的影响。培养实验显

示，Na盐离子为 Kangiella属菌株生长所必需的金

属元素。通过对该类菌株在不同培养基中的生长

曲线测定结果显示，Mg 盐对该类菌株生长的影响

较其他金属离子更为明显。Mg 盐是海水中除 Na

盐以外含量最多的金属离子，在维持海洋细菌细

胞的渗透压平衡方面起着十分重要的作用。有研

究表明，Mg 盐是海洋细菌细胞内主要的无机阳离

子，部分海洋细菌细胞内的 Mg 盐甚至是海水中

Mg 盐含量的 10−20 倍[20]。Mg 盐是海洋细菌营养

状态的指示物之一，Heldal等发现当环境中含有丰

富有机物时，海洋细菌胞内的 Mg盐浓度降低，细

菌处于代谢活跃的生长状态[21]。 

K. koreensis DSM 16069菌株在不添加Mg盐的

2216E 培养基中的胞外蛋白酶酶活高于其在 2216E

完全培养基中，说明 Mg 盐对 K. koreensis DSM 

16069 菌株产酶具有一定的抑制作用。山东大学边

斐等对分离自海洋环境的 Pseudoalteromonas sp. 

SM9913 菌株胞外酶酶活的研究结果也显示，高浓

度的Mg盐对Pseudoalteromonas sp. SM9913胞外酶

酶活也具有一定的抑制作用[22]。 

Véscovi 等报道 Salmonella typhimurium 中的

phoP/phoQ操纵子受环境中 Mg盐浓度的调控[19]。

对 Escherichia coli 和 Salmonella enterica 中

phoP/phoQ 操纵子的调控机制研究表明，膜上的

PhoQ蛋白可感知Mg盐浓度[23]。在胞外Mg盐浓度

较低的情况下，磷酸化的 PhoQ 蛋白可以激活胞内

转录调控因子PhoP，从而激活Mg盐转运蛋白以及

毒力相关的多个基因表达[24]。此外，在肠杆菌科

细菌中广泛存在的 phoP/phoQ操纵子还可以对自身

的表达进行调控，从而维持胞内Mg盐的稳态[25]。 

本实验 Real-Time PCR检测结果显示，在不添

加Mg盐的培养基中，K. koreensis DSM 16069菌株

的 phoP、phoQ、asp1、asp2和 asp3等基因的转录

水平明显上调，而其他 3 株 Kangiella 菌的对应基

因并未发生显著变化。结果说明，培养基中较低浓

度的Mg盐可被 K. koreensis DSM 16069菌株膜上

的 PhoQ感知，并通过经典的 PhoQ/PhoP信号通路

激活包括丝氨酸蛋白酶在内的众多基因的表达，进

而使得 K. koreensis DSM 16069菌株在不添加Mg

盐的培养基中生长情况优于 2216E完全培养基中。

而对于其他 3株 Kangiella菌株中，phoP/phoQ操

纵子对 Mg 盐浓度变化响应的调控机制还有待深

入探究。 
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