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黏细菌来源硫胺素酶ⅠⅠ的生理功能探究
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摘要 为探究硫胺素酶Ⅰ在黏细菌中的生理功能，选取 Corallococcus sp. EGB、Myxococcus xanthus 
DK1622和Cystobacter sp. 1404三种不同种属的黏细菌，研究3种黏细菌基因组中硫胺素合成与菌株生长发育的

关系。结果显示，3种黏细菌基因组中均具有完整的硫胺素合成途径，且具有硫胺素合成前体嘧啶（4-amino-5-
hydroxymethyl-2-methylpyrimidine，HMP）回收相关基因，但未发现硫胺素或其前体噻唑回收相关基因；HMP合

成酶基因 thiC上游存在的焦磷酸硫胺素核糖开关（TPP-riboswitch）可根据环境中硫胺素浓度调控 thiC基因的

转录水平。菌株 DK1622及其硫胺素酶Ⅰ敲除突变株 CL1003中分别插入 thiC 基因，构建突变菌株 CL1006和

CL1007，发现 CL1006在无硫胺素培养基中需要额外添加硫胺素或 HMP才能恢复生长，但相比于硫胺素处理

组，HMP处理组菌落直径显著增加了 9.0%；CL1007只能在添加HMP平板中生长，单独添加完整的硫胺素并不

能使其恢复生长，但当硫胺素酶CcThi1和硫胺素共同添加时，CL1007的生长得到恢复。结果表明，黏细菌不直

接利用外源硫胺素，但可通过硫胺素酶Ⅰ将其分解成嘧啶前体被利用。
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硫胺素又称维生素 B1，是最早被人们发现的水

溶性维生素，由嘧啶环和噻唑环通过亚甲基桥连接

组成，在生物体中起着维持正常糖代谢的作用，是一

类十分重要的辅助因子［1］。在细胞中，硫胺素的生物

活性形式为焦磷酸硫胺素（thiamine pyrophosphate，
TPP），它以辅酶的形式参与了体内许多生物过程，

如糖酵解、磷酸戊糖途径、三羧酸循环和一些氨基酸

合成等过程［2］。自然界中大多数真菌、细菌和植物都

可以自主合成硫胺素［3］。硫胺素的合成步骤已经被

报道，首先是前体噻唑和嘧啶的独立合成，然后偶联

形成单磷酸硫胺素（thiamine monophosphate，TMP）
后进一步形成 TPP 参与生物体的各个反应过程。

TPP是一些细菌和植物代谢过程中不可缺少的关键

辅因子，这使得它们进化出多种途径获取TPP，包括

利用环境中存在的前体物质［4］。

硫胺素可被硫胺素酶催化分解，根据其催化过

程中是否需要额外添加亲核试剂，硫胺素酶分为硫

胺素酶Ⅰ和硫胺素酶Ⅱ 2种类型。硫胺素酶Ⅱ，又称

作 TenA，需要水作为亲核试剂，存在于细菌、古菌、

真菌和植物中，细菌和古菌中分布较多［5-6］。TenA
作为胞内酶能够回收利用环境中硫胺素的降解产

物，如硫胺素在 Bacillus halodurans 中被分解和去甲

酰化生成氨基嘧啶，然后在TenA催化下氨基被水中

的羟基取代，生成前体 HMP，用于新的硫胺素合

成［7］。硫胺素酶Ⅰ的分布相对较窄，主要存在于某些

特定种类的微生物和一些多细胞生物中，如黏细菌、

芽孢杆菌（Bacillus spp.）、梭菌（Clostridium sp.）、某

些蕨类、昆虫、贝类、淡水和海洋鱼类等［8-9］。硫胺素

酶Ⅰ催化硫胺素分解是通过多种有机亲核试剂实

现［10］。研究表明动物硫胺素缺乏症与硫胺素酶Ⅰ关

系密切，如脚气病的发生与人食用富含硫胺素酶Ⅰ
食物有关，但该过程中硫胺素酶Ⅰ的生理功能却一

直未被确定［11-12］。硫胺素及其前体在生态环境中也

被认为是驱动微生物之间相互作用的重要因素，但

硫胺素酶Ⅰ在这个复杂的互作系统中所发挥的作用

仍需进一步研究［12-13］。
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黏细菌是一类具有独特生命周期和多细胞群体

行为的化能有机营养型革兰氏阴性菌［14］，根据基因

组信息，黏细菌被重新分类为黏细菌门（Myxococco⁃
ta），包含黏球菌纲（Myxococcia）和多囊菌纲（Polyan⁃
gia）2个纲、4个目、7个科和 24个属［15］。黏细菌在自

然界中分布广泛，北极苔原、酸性土壤、沙漠、温带、

热带雨林、海洋和其他含盐环境等都可以成为它的

栖息地［16-17］。此外，黏细菌在土壤微生物中丰度较

高。Zhou 等［18］对多种陆地土壤微生物群落进行分

析，发现黏细菌在土壤总细菌群落中的相对丰度为

0.4%~4.5%。在山东大学校园土壤中，在 3% 的相

似水平下，检出黏细菌占细菌群落的 4.10%，占总

OTU 的 7.5%，几乎包含了所有已培养的黏细菌科

或属［18］。

作为微生物食物网结构中的关键类群，黏细菌

可以与包括细菌和真菌在内的多种微生物相互作

用［19-22］，如产生分泌水解酶瓦解病原真菌细胞壁［23］，

产生大量的次生代谢产物拮抗病原菌的生长［24］。南

京农业大学农业农村部农业环境微生物重点实验室

最新研究发现，黏细菌能分泌硫胺素酶Ⅰ拮抗大豆

疫霉菌的生长并控制病害的发生。对于自然界的大

多数生物来说，硫胺素是一种十分重要的营养物质，

黏细菌也不例外，其分泌的硫胺素水解酶似乎是对

自身生长发育不利的，且微生物来源硫胺素酶Ⅰ的

生理功能至今尚不明确。本研究通过解析黏细菌细

胞内硫胺素合成途径及其关键基因的功能，阐明硫

胺素酶Ⅰ在黏细菌生长发育过程中的生理作用，旨

在为进一步探索硫胺素酶Ⅰ在其他生物体中的生理

功能以及黏细菌在微生物关系网中所发挥的作用提

供理论依据。

1　材料与方法

1.1　试验材料

本研究所使用 Corallococcus sp. EGB 和 Cysto⁃
bacter sp. 1404由南京农业大学农业农村部农业环境

微生物重点实验室分离保藏。Myxococcus xanthus 
DK1622为黏细菌模式菌株。

1.2　培养基类型

VY/4 固 体 培 养 基 ：0.25% 安 琪 酵 母 、0.1% 
CaCl2·2H2O、1.5%琼脂粉，pH 7.2。

LBS 液体培养基：0.7% 淀粉 0.1% 胰蛋白胨、

0.5%酵母提取物、0.1%硫酸镁，pH 7.2。
不含维生素的 CTT-1 液体培养基：1% 无维生

素酪蛋白酸水解物（Sigma）、1 mmol/L PBS（pH 
7.6）、10 mmol/L Tris-HCl（pH 7.6）、8 mmol/L Mg⁃
SO4·7H2O，pH 7.2。

YT 液体培养基：1% 胰蛋白胨、0.5% 酵母提

取物。

合成培养基 A1：0.01% L-天冬氨酸、0.01% L-
苯丙氨酸、0.01% L-异亮氨酸、0.01% L-缬氨酸、

0.005% L-亮氨酸、0.001% L-甲硫氨酸、0.000 1% 
VB12、0.5% 丙酮酸钠、0.012 5% 亚精胺、0.5% 天冬

氨酸（KOH 调节 pH 至 7.6）、10 mmol/L Tris-HCl
（pH 7.6）、KH2PO4-K2HPO4（pH 7.6）、10 μmol/L 氯

化铁、8 mmol/L硫酸镁、10 μmol/L氯化钙、0.05%硫

酸铵。

1.3　黏细菌中硫胺素合成途径相关基因分析

利 用 Corallococcus sp. EGB、Myxococcus xan⁃
thus DK1622 和 Cystobacter sp. 1404 基因组，结合

NCBI 和 KEGG 数据库并参考原核生物硫胺素合成

途径，分析 3种黏细菌中硫胺素合成途径相关基因的

存在情况。

1.4　硫胺素合成途径关键基因表达情况

在不含维生素的CTT-1液体培养基中分别添加

5 μmol/L 和 50 μmol/L 硫胺素培养菌株 EGB，以不

加硫胺素的培养基作为对照。在 30 ℃摇床 180 
r/min条件下培养 24 h，每 2 h取 1 mL 菌液离心收集

菌体后进行液氮速冻处理，保存于―80 ℃。将收集

的菌体利用生工柱式 RNA 提取试剂盒（B518659， 
Sangon， China）进行 RNA 提取，具体步骤参照试剂

盒说明书。随后使用诺唯赞反转录试剂盒（R333-
01，Vazyme，China）将 RNA 反转录成 cDNA，具体步

骤参照试剂盒说明书。通过PCR扩增测定硫胺素合

成关键基因的转录情况，模板为反转录后的 cDNA，

内参基因为EGB中的 rpoB基因，相关引物见表1。

1.5　硫胺素合成关键基因的插入失活

在黏细菌DK1622的 thiC（MXAN_4235）基因内

表1　引物序列名称及功能

Table 1　Primers sequence names and functions
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引物名称

Primer name
EGB-RpoB-F
EGB-RpoB-R
EGB-thic-F
EGB-thic-R

EGB-F
EGB-R

引物序列

Primer sequence（5'→3'）
ACGGCAAGGGCACGAT

TGGTCCATGAACTGCGACA
TGCTCTGCTACGTGACACCCAA

ATCCTCCCAGCGGAACTCG
TCATCATCGGCACTGTCATC
GGATGGTGCGGTTGAGGAGC

205
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部选取 1 009 bp进行PCR扩增（表 1），利用诺唯赞同

源重组试剂盒（C112-01，Vazyme，China）将扩增后获

得的目的片段与 pBJ113载体相连，具体步骤参照试

剂盒说明书。将连接产物转化至大肠杆菌DH5α，将
测序正确的转化子使用诺唯赞公司试剂盒（DC201-
01，Vazyme，China）进行质粒大提，具体方法参照使

用说明书。随后将提取质粒电转至DK1622菌体中，

电转步骤如下：将 5 μL 质粒加入到菌体后轻轻混匀

转移至预冷的2 mm电转杯中进行电转。在1 250 V、

400 Ω、25 μF 的条件下电击，结束后迅速加入 1 mL 
YT 液体培养基，在摇床 180 r/min 30 ℃条件下孵育

6 h，随后涂布于 0.35%的半固体YT培养基（卡那霉

素抗性），30 ℃培养 4~5 d 后挑取明黄色菌落进行

PCR验证确认菌株正确性。

1.6　黏细菌对硫胺素的利用试验

在固体培养基CTT-1条件下研究黏细菌对硫胺

素的利用情况。采用 YT 培养基培养菌株 DK1622、
CL1003、CL1006、CL1007，5 d 后在固体平板上刮取

菌落，经无菌水洗涤 3次，用无菌水重悬菌体，统一浓

度为 OD600 nm=5。将 0.1 μmol/L 硫胺素、0.1 μmol/
L HMP 和 0.1 μmol/L 硫胺素与 CcThi1 的反应产物

（1 μmol/L CcThi1 与 0.1 μmol/L 硫胺素处理 24 h）、

等体积无菌水（CK）分别添加到 CTT-1 培养基后制

备平板，将 3 μL 制备好的黏细菌菌液点在平板培养

基上，待菌液吹干后置于 30 ℃培养 1 d，统计菌落直

径。在液体培养实验中，鉴于菌株 DK1622在 CTT-
1液体培养基中生长状态不佳的情况，选用合成培养

基 A1 进 行 液 体 实 验 。 将 1 μmol/L 硫 胺 素 、

1 μmol/L HMP和 1 μmol/L硫胺素与CcThi1的反应

产物（1 μmol/L CcThi1与 0.1 μmol/L硫胺素处理 24 
h）分别添加到 4 mL A1 培养基试管中进行试验，摇

床 180 r/min 30 ℃条件下培养 5 d，收集菌体并使用

FastDNA® SPIN Kit（MP Biomedicals， Santa Ana， 
CA）提取菌体 DNA，使用诺唯赞公司 qPCR 试剂盒

（Q511-02，Vazyme，China）对菌体生物量进行定量

分析，具体步骤参照试剂盒说明书，相关引物见表1。

2　结果与分析

2.1　黏细菌硫胺素合成与回收途径的分析

本研究以 Corallococcus sp. EGB、Myxococcus 
xanthus DK1622 和 Cystobacter sp. 1404 三种不同种

属来源的黏细菌基因组为代表，分析硫胺素合成途

径在黏细菌基因组中的存在情况（图 1）。结果显示，

3 种不同种属来源的黏细菌基因组中都具有从头合

成硫胺素相关激酶的基因，表明黏细菌具有自主从

头合成硫胺素的能力。但需要注意的是，在外界硫胺

素供应充足的条件下，许多生物会直接利用外源硫胺

素或前体并转换为 TMP 或 TPP，而非自身合成，最

大程度地减少生化过程的能量消耗。在 3株黏细菌

的基因组中进一步分析均没有发现与硫胺素和噻唑

回收利用相关的 3种激酶（硫胺素激酶ThiK、硫胺素

焦磷酸激酶ThiN和噻唑激酶ThiM）的存在，推测黏

细菌在回收利用硫胺素和噻唑前体方面可能存在一

定限制。

黄色标注代表黏细菌基因组存在相关蛋白的合成基因，蓝色标注代表未发现同源蛋白的合成基因。Yellow indicate the presence of relat⁃
ed genes in the myxobacteria genome， blue indicate that no homologous genes were found.

图1 黏细菌从头合成硫胺素

Fig. 1 Myxobacteria can synthesize thiamine de novo
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2.2　硫胺素合成途径中 thiC基因的分析

分析不同种属黏细菌硫胺素合成途径发现，上述

3 个种属的黏细菌基因组均具有磷酸甲基嘧啶合酶

（phosphomethylpyrimidine synthase，thiC）基因，该基

因参与硫胺素生物合成途径中嘧啶环的合成，将5-氨
基咪唑核糖核苷酸（AIR）转化为4-氨基-2-甲基-5-羟
甲基嘧啶磷酸（HMP-P）或相关醇，是硫胺素合成途

径中的关键酶之一；并且在该基因上游存在 TPP 核

糖开关（TPP-riboswitch），而 TPP 核糖开关通常被

认为是可以根据硫胺素浓度控制基因转录的元

件，当硫胺素浓度过高时，TPP 核糖开关就开始工

作，从而控制相关基因转录停止（图 2）。以上结

果表明，细胞内外硫胺素的浓度可能会影响基因

thiC 的表达。

2.3　外源硫胺素浓度对黏细菌中 thiC基因转录水

平的影响

为进一步验证上述结果，本研究以菌株 EGB 为

研究对象，在其培养基中添加不同浓度硫胺素，测定

thiC基因的转录水平。由图 3可知，添加不同浓度的

硫胺素会导致EGB中 thiC基因的转录水平发生明显

改变。在无维生素的CTT-1培养基中分别添加无菌

水、5 μmol/L 硫胺素和 50 μmol/L 硫胺素，发现 thiC
基因的转录水平会随着硫胺素浓度的增加而下调，

在 5 μmol/L 硫胺素和 50 μmol/L 硫胺素添加 2 h 后

thiC分别下调了约 10%和 50%。以上结果表明硫胺

素浓度对调控黏细菌基因组中编码嘧啶合成酶基因

thiC的转录水平具有重要影响。环境中高浓度的硫

胺素可能通过抑制细胞内硫胺素合成途径相关基因

的转录抑制细胞内硫胺素的合成，而此时黏细菌更

倾向于利用外源硫胺素而不是通过自身合成。但在

黏细菌 EGB 基因组中并未发现硫胺素回收相关基

因。因此，本研究推测黏细菌中硫胺素酶Ⅰ的存在

可能与环境中硫胺素的回收利用有关。

2.4　thiC基因对黏细菌生长的影响

为了更深入探究黏细菌和硫胺素的关系，本研

究分别在菌株 DK1622 和硫胺素酶Ⅰ基因敲除菌株

CL1003 中插入 thiC 基因，获得突变菌株 CL1006 和

CL1007。由图 4 可知，具有自主合成硫胺素的能力

的 菌 株 DK1622 和 突 变 菌 株 CL1003（ΔMAXN_
4523），在无硫胺素的CTT-1固体培养基上能正常生

长，但插入失活了 thiC 基因的突变菌株 CL1006 和

CL1007 则在 CTT-1 培养基上失去了生长能力。在

培养基中额外添加硫胺素后，突变菌株CL1006恢复

生长，但突变菌株 CL1007 仍不能生长；在培养基中

添加硫胺素前体 HMP 时，突变菌株 CL1007 恢复生

长。随后本研究将异源表达的硫胺素酶CcThi1与硫

胺素反应后的产物加到 CTT-1培养基中，发现突变

菌株CL1006和CL1007的生长状态良好。但突变菌

株 CL1006 在添加 HMP 和 CcThi1+硫胺素的培养

基中生长的菌落直径比在只添加硫胺素的培养基中

增加了 9.0%，并且菌株DK1622和突变菌株CL1003
在试验中也出现了相似的现象。

随后，本研究在液体培养条件下做了同样的试

验来验证结果。在液体培养基 A1 中分别添加硫胺

素、硫胺素前体HMP、CcThi1水解硫胺素的产物，收

集培养5 d后的DK1622、CL1003、CL1007全部菌体，

提取总 DNA 并利用荧光定量 PCR 测定其生物量。

由图 5 可知菌株 DK1622 和突变菌株 CL1003 在 4 种

图3 硫胺素抑制 thiC基因的转录

Fig. 3 Thiamine suppresses thiC gene transcription

图2 TPP结合核糖开关存在于黏细菌 thiC
基因上游（以DK1622为例）

Fig. 2 TPP-binding riboswitch located upstream of 
myxobacterial thiC gene （DK1622 as an example）
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培养条件下均可生长，突变菌株CL1007只有在添加

HMP和CcThi1与硫胺素反应后的产物时才会生长，

该结果与固体平板上的结果一致。但突变菌株

CL1006 在单独添加外源硫胺素的液体培养基中并

没有表现生长迹象，与其在固体平板上的生长现象

相反，推测可能是黏细菌在液体培养条件下所产生

的硫胺素酶Ⅰ不足以分解硫胺素生成前体供自身使

用。以上结果表明，硫胺素酶Ⅰ可以优先将外源硫

胺素分解供黏细菌利用。

3　讨 论

本研究对 3 种不同种属的黏细菌基因组进行比

对分析发现，它们均具有从头合成硫胺素的能力并

且在编码嘧啶合成酶相关基因（thiC）的上游都发现

TPP 核糖开关，推测其可能与黏细菌合成硫胺素相

关。黏细菌培养过程中 thiC基因的转录水平随外源

添加硫胺素浓度的增加显著下调，表明黏细菌中 thiC
基因的转录受环境中硫胺素浓度的调控。硫胺素作

为包括黏细菌在内的许多生物重要的营养物质，在

生物生长代谢过程中起着关键作用［12］，黏细菌可以

不依赖外部环境中的硫胺素进行细胞内从头合成，

但其进化出外泌型硫胺素酶Ⅰ的生理生态功能需要

进一步研究。Xia等［9］研究发现，珊瑚球菌属黏细菌

EGB 能通过分泌硫胺素酶 CcThi1 分解环境中硫胺

素，抑制大豆疫霉菌的生长，表明硫胺素酶具有在生

态环境中为黏细菌创造竞争优势的潜在作用。尽管

硫胺素酶Ⅰ的发现证明了黏细菌在植物病原菌防治

中的潜力，但该酶在黏细菌自身生长发育过程中的

功能尚不清楚。

硫胺素酶自从 20 世纪中期被发现以来，一直备

受科学家们的关注。然而，科学家们至今仍未完全

明确硫胺素酶Ⅰ的生理功能。前人研究认为 Burk⁃
holderia thailandensis产生的硫胺素酶Ⅰ和硫胺素酶

Ⅱ在生理功能上存在相似之处，参与硫胺素的收集

利用并且供自身生长［12， 25］。虽然 Burkholderia thai⁃
landensis能够直接利用硫胺素，但在环境中存在硫胺

素前体物质时，该菌还是会优先利用前体而不是外

A：黏细菌在含有硫胺素和前体的固体培养基中的生长情况 Growth of myxobacteria in solid media containing thiamine and precursors；
B：菌落直径测定 Measurement of colony diameter.

图4 硫胺素酶Ⅰ促进黏细菌利用外源硫胺素

Fig. 4 Thiaminase Ⅰ facilitates the utilization of exogenous thiamine by myxobacteria
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源 硫 胺 素 。 在 海 洋 细 菌 Candidatus pelagibacter 
strain HTCC1062中也有类似情况，硫胺素缺乏限制

菌株的生长，但其并不能通过外源添加硫胺素来缓

解［25］。相反，HTCC1062 只在 HMP 存在时恢复生

长［25］。同样，真核浮游植物在生长过程中更倾向于

利用嘧啶前体而非硫胺素［26］。本研究通过对黏细菌

基因组进行分析，发现黏细菌拥有完整的硫胺素从

头合成能力，但环境中存在硫胺素时，黏细菌并不能

直接吸收利用外源硫胺素，它们会利用自身分泌的

硫胺素酶Ⅰ将硫胺素分解，释放出可供使用的嘧啶

前体。该过程使黏细菌相对于从更基础成分合成硫

胺素的生物而言具有一定的生态优势。此外，本研

究推测黏细菌通过对外源硫胺素的分解以达到抑制

直接利用外源硫胺素微生物生长的目的是一种适应

性竞争策略。该策略能够保证黏细菌自身在微生物

群落中的生长优势，但包括黏细菌在内的很多微生

物只能利用HMP的原因仍然未知，该过程是否与硫

胺素或HMP的胞内转运过程相关需要进一步验证。

综上，本研究发现了黏细菌具有从头合成硫胺

素的能力，但通过黏细菌基因组比对并未发现与硫

胺素和噻唑回收相关酶的合成基因。TPP-binding
核糖开关存在于 thiC 基因的上游，并且 thiC 基因的

转录水平在环境中存在硫胺素时显著下调。黏细菌

无法直接利用外源硫胺素，而是通过其分泌的硫胺

素酶CcThi1将外源硫胺素水解成嘧啶供自身利用或

直接利用外源HMP。
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Physiological function of thiaminase Ⅰ derived from myxobacteria
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2.School of Pharmaceutical Sciences， Xiamen University， Xiamen 361102， China

Abstract Three genera of myxobacteria including Corallococcus sp. EGB， Myxococcus xanthus 
DK1622 and Cystobacter sp. 1404 were used to study the physiological function of thiamine I from myxo⁃
bacteria. The relationship between the pathway of synthesizing thiamine and the growth and development of 
strain in the genomes of three myxobacteria was identified. The results showed that three myxobacteria had 
complete pathway of synthesizing thiamine in their genomes， and contained genes related to the recovery of 
thiamine precursor pyrimidine （4-amino-5-hydroxymethyl-2-methylpyrimidine， HMP）， but no genes relat⁃
ed to the recovery of thiamine or its precursor thiazole was found. The presence of TPP-riboswitch at the 
upstream of the HMP synthase gene thiC regulated the transcription level of the thiC gene based on the 
concentration of thiamine in the environment. Mutant CL1006 and Mutant CL1007 were constructed by in⁃
serting the thiC gene into strain DK1622 and thiaminase I knockout mutant CL1003， respectively. It was 
found that CL1006 required additional addition of thiamine or HMP to recover growth in thiamine-free me⁃
dium. The HMP treatment group significantly increased the colony diameter by 9.0% compared to the thia⁃
mine-treated group. CL1007 only grew on HMP plates， and the addition of intact thiamine alone did not re⁃
store its growth. However， when CcThi1 and thiamine were added together， the growth of CL1007 was 
restored. It is indicated that myxobacteria do not directly utilize exogenous thiamine， but can utilize pyrimi⁃
dine precursors produced by decomposing thiamine through thiaminase I.
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