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申 请 人 姓 名：     刘相梅        
所  属  单  位：   生命科学学院   
一级学科名称：       生物学        
二级学科名称：      微生物学       
山东大学学位评定委员会办公室制

  年   月   日填表

（本表请正反面印刷）

填表说明

（一）二级学科代码与名称按照《学位授予和人才培养学科目录（2011年）》填写。
（二）申请者填写的CSSCI、SSCI、AHCI、SCI、EI收录论文应为第一作者或通讯作者，且发表的论文、出版的著作须以山东大学为第一署名单位(校外引进人才入校前论文除外)。

（三）国家级科研项目包括：国家社会科学基金项目、国家自然科学基金项目、全国教育科学规划项目、全国艺术科学规划项目、教育部人文社会科学重大攻关项目、教育部人文社会科学重点研究基地重大项目、教育部高等学校古籍整理重大委托项目；国家自然科学基金项目、国家科技支撑计划项目、国家高技术研究发展计划项目（863计划）、国家重点基础研究发展计划项目（973计划）、国家科技重大专项计划项目、科技部、科技部政策引导类科技计划专项项目（星火计划、火炬计划、农业科技成果转化资金、国家软科学研究计划、国际科技合作计划）、国家军工项目（总装备部、总政治部、总参谋部、总后勤部及国家国防科技工业局项目）、国际合作项目（世界银行、亚洲银行、欧盟、WTO、美国NIH）等。省部级项目包括：全国教育科学规划项目、全国艺术科学规划项目、各部委科研计划和规划项目、教育部人文社会科学研究项目、教育部科学技术研究项目、省自然科学基金、省优秀中青年科学家科研奖励基金、省科技攻关计划、省星火计划、省软科学研究计划项目、省社科规划项目、省古籍整理研究计划等。
（四）请不要加页。
	姓    名
	刘相梅
	性   别
	女
	出生年月
	1966.04

	教师编号
	200799013664
	专业技术职务
	教授
	聘任时间
	2005.09

	最后学历、最高学位（包括时间、学校、学科）
	国内：2001年6月，山东大学，博士研究生，博士学位，微生物学

	
	国外：

	主要研究方向
	极端嗜酸性硫杆菌的微生物学和分子遗传学

	联系电话
	办公电话：88365992   家庭电话：88376060   移动电话：13573141955

	近五年作为第一作者或通讯作者发表CSSCI、SSCI、AHCI、SCI、EI收录论文共（  6 ）篇

（人文、社科申请者请注明权威期刊，SCI收录论文请注明影响因子）

	主

要

学

术

论

文


	序号
	 论 文 题 目
	期刊名称、时间、卷册

（收录情况）
	通讯作者备注

	
	1
	A versatile and efficient markerless gene disruption system for Acidithiobacillus thiooxidans: application for characterizing a copper tolerance related multicopper oxidase gene.
	Environ Microbiol 2014, 16(11): 3499-3514.
（SCI  5年IF: 6.777）
	通讯作者

	
	2
	Development of a markerless gene replacement system for Acidithiobacillus ferrooxidans and construction of a pfkB mutant.
	Appl Environ Microbiol 2012, 78(6): 1826-1835.
（SCI  5年IF: 4.486）
	通讯作者

	
	3
	Identification and characterization of an ETHE1-like sulfur dioxygenase in extremely acidophilic Acidithiobacillus spp.
	Appl Microbiol Biotechnol 2014, 98(17): 7511-7522.
（SCI  5年IF: 4.138）
	通讯作者

	
	4
	Construction and characterization of tetH overexpression and knockout strains of Acidithiobacillus ferrooxidans.
	J Bacteriol 2014, 196(12): 2255-2264.
（SCI  5年IF: 3.298）
	通讯作者

	
	5
	Construction of small plasmid vectors for use in genetic improvement of the extremely acidophilic Acidithiobacillus caldus.
	Microbiol Res 2013, 168(8): 469-476.
（SCI  5年IF: 2.144）
	通讯作者

	
	6
	Detection and validation of a small broad-host-range plasmid pBBR1MCS-2 for use in genetic manipulation of the extremely acidophilic Acidithiobacillus sp.
	J Microbiol Methods 2012, 90(3): 309-314.
（SCI  5年IF: 2.348）
	通讯作者
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	近五年独立（第一主编）出版学术专著(不含教材)共 (    )部

	主要学术专著
	序号
	专著名称
	出版单位、时间
	本人位次

	
	
	
	
	

	  近五年获部、省级及以上奖励成果共(    )项；作为第一完成人获国家发明专利共（2 ）项

	主要获奖

成果及

专利
	序号
	成果名称
	成果颁发部门、奖励名称、等级、时间
	本人位次

	
	1


	授权发明专利：极端嗜酸性氧化亚铁硫杆菌的无标记基因敲除方法，专利号：ZL201110188474.X。

	中华人民共和国国家知识产权局，国家发明专利，授权公告日2013.01.09。
	第一位



	
	2
	授权发明专利：一种筛选嗜酸性氧化硫硫杆菌无标记基因敲除菌株的方法，专利号：ZL201310029904.2。
	中华人民共和国国家知识产权局，国家发明专利，授权公告日2015.01.28。
	第一位



	近五年作为负责人承担的科研项目共（4）项、横向项目共（  ）项，获得的科研总经费共（ 137.0 ）万元。目前可支配科研经费（ 57.6 ）万元。

	序号
	项目编号及名称
	项目来源
	起止时间
	科研经费

	1
	专性化能自养嗜酸性氧化亚铁硫杆菌亚铁氧化和硫氧化的基础研究（31370084）
	国家自然科学基金委面上项目
	2014/01-2017/12
	82.0万元

	2
	含H2S工业气生物脱硫技术的开发应用（2010GSF10626）
	山东省科技发展计划项目
	2010/01-2014/12
	20.0万元

	3
	极端嗜酸性氧化亚铁硫杆菌磷酸果糖激酶的基因敲除、置换及在葡萄糖代谢中的功能研究（ZR2010CM004）
	山东省自然科学基金
	2010/11-2013/12
	5.0万元

	4
	专性自养极端嗜酸性氧化亚铁硫杆菌葡萄糖代谢的基础研究（30970025）
	国家自然科学基金委面上项目
	2010/01-2012/12
	30.0万元
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	本人的主要研究方向及学术贡献：

	刘相梅，主要研究方向是极端嗜酸性硫杆菌的微生物学和分子遗传学。嗜酸性硫杆菌属（Acidithiobacillus）细菌，包括嗜酸性氧化亚铁硫杆菌、嗜酸性氧化硫硫杆菌和嗜酸性喜温硫杆菌，是一类以氧化亚铁和/或还原性无机硫化物获得生长代谢所需能量，以固定空气中的二氧化碳合成机体所需有机物的专性化能自养菌，最适生长pH为2.0左右。其独特的生理特性使它们不仅在生物冶金、煤的脱硫、含硫废水处理、以及环境保护中发挥重要作用，而且也作为模式菌株广泛用于浸矿微生物的生长代谢、能量代谢和环境适应性等基础研究。本人自2002年开始从事嗜酸性硫杆菌属细菌的分子遗传学研究工作，已先后申请获得多个科研项目从分子水平研究这类极端嗜酸性微生物的生长、代谢和抗逆性，包括3项国家自然科学基金面上项目（30670064, 30970025, 31370084）、1项山东省自然科学基金（ZR2010CM004）和1项山东省科技发展计划项目（2010GSF10626），取得了一些成绩。近5年在国际学术期刊上发表SCI论文6篇，其中包括在微生物学研究领域具有较高影响力的杂志EM、AEM和JB上各1篇，申请并授权国家发明专利2项，学术贡献主要包括以下三个方面：
（1）极端嗜酸性硫杆菌遗传操作平台的建立

嗜酸性硫杆菌属细菌遗传操作困难一直是限制深入研究该类菌代谢途径和基因功能的瓶颈。本人带领研究生一方面构建了一系列具有不同功能的表达载体，不仅分子量小，而且能与现已适用于嗜酸性硫杆菌的IncQ和IncP族质粒兼容，丰富了该类菌的表达载体库，为质粒上携带外源基因在嗜酸性硫杆菌中高效表达提供了便利（J Microbiol Methods 2012; Microbiol Res 2013）；另一方面，基于酵母I-SceI酶和同源重组原理，首次在该类菌中建立了无标记基因敲除技术，可以对染色体上多个基因连续进行无痕敲除和基因置换，构建的基因工程菌不仅能稳定遗传，而且不携带抗生素抗性基因可安全应用于工业生产（Appl Environ Microbiol 2012; Environ Microbiol 2014）。此外，基于无标记基因敲除技术，申请并授权两项国家发明专利（专利号：ZL201110188474.X和ZL201310029904.2）。以上研究成果为该类菌的遗传操作搭建了更好的研究平台，为进一步研究奠定了基础。

（2）极端嗜酸性氧化亚铁硫杆菌硫氧化代谢的研究

提高嗜酸性硫杆菌的硫氧化代谢能力不仅能促进该菌的生长，而且能充分发挥该菌在生物冶金中的作用，有效预防元素硫层形成，保证金属离子的高效浸出。然而该类菌的硫氧化代谢途径非常不完善，很多硫氧化关键酶编码基因仅限于生物信息学分析，缺少实验证据。我们基于构建的无标记基因敲除和高效表达系统，对嗜酸性氧化亚铁硫杆菌硫氧化代谢途径中两个关键酶基因的功能进行了系统研究，为进一步提高该菌的硫氧化代谢能力的遗传改造提供了实验数据和依据（J Bacteriol 2014; Appl Microbiol Biotechnol 2014）。
（3）极端嗜酸性氧化硫硫杆菌铜抗性机制的研究

生物冶金中的浸矿效率受很多因素影响，其中，浸矿环境中高浓度重金属离子是一个重要限制因素。嗜酸性硫杆菌通过长期进化形成了独特的重金属抗性机制使其能在浸矿环境中生长并发挥作用，只有充分了解其抗逆性机制才能进一步提高抗逆性，从而提高浸矿效率。我们以嗜酸性氧化硫硫杆菌为实验材料，通过基因敲除和过表达深入研究了一个多铜氧化酶编码基因在该菌铜抗性中的作用，为其它浸矿微生物的铜抗性机制乃至其它重金属抗性机制研究提供了理论和方法指导（Environ Microbiol 2014）。
此外，近5年招收硕士研究生9人，已毕业8人、转博2人；协助指导博士生2人，已毕业1人。
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	近五年本人有代表性的科研成果简介之一：

	成果名称
	嗜酸性氧化亚铁硫杆菌无标记基因敲除系统的建立和pfkB突变株的构建
	完成时间
	2012年

	代表性论文：

Wang Huiyan, Liu Xiangmei*, Liu Shuangshuang, Yu Yangyang, Lin Jianqun, Lin Jianqiang, Pang Xin, and Zhao Jian. Development of a markerless gene replacement system for Acidithiobacillus ferrooxidans and construction of a pfkB mutant. Applied and Environmental Microbiolology 2012, 78(6): 1826-1835. （SCI  近5年IF: 4.486）
嗜酸性氧化亚铁硫杆菌（Acidithiobacillus ferrooxidans）是一类极端嗜酸性专性化能自养菌，最适生长温度30(C，最适pH值为2.0，通过氧化亚铁或还原性无机硫化物获得生长代谢所需的能量，通过固定空气中的二氧化碳合成机体所需的有机物，其独特的生理特性使其不仅在低品味硫化矿的生物浸出、煤炭和天然气的生物脱硫等资源环境领域具有重要的应用价值，也作为模式菌株广泛用于浸矿微生物的碳代谢、亚铁和硫氧化能量代谢、以及包括重金属离子抗性在内的抗逆性等基础理论研究。
A. ferrooxidans的遗传操作非常困难，1994年本实验室基于接合转移的方法首创了该菌的遗传操作系统，使外源基因通过广泛宿主质粒在该菌中表达成为可能，但是质粒的不稳定性和对抗生素的依赖都不利于该菌的稳定遗传和应用；2000年国外报道了通过抗生素抗性基因插入目的基因获得该菌第一个基因敲除突变株，由于嗜酸性硫杆菌生长的极端嗜酸性环境中能有效发挥作用的抗生素种类非常有限，突变株上抗性基因的残留不仅导致无法在同一菌株内实现多基因的连续敲除，而且更限制了含有抗性基因菌株的工业应用。因此，缺少高效的遗传操作系统成为该菌深入研究和应用的严重阻碍。
我们基于同源重组原理和酵母核酸内切酶I-Sce I的功能，建立了A. ferrooxidans无标记的基因敲除和置换方法，为该菌的遗传操作和功能基因分析搭建了平台。首先构建能够进行接合转移并含有I-Sce I特异性识别序列和要敲除目的基因上下游同源臂的自杀质粒，使用接合转移的方法将自杀质粒导入嗜酸性氧化亚铁硫杆菌，在抗生素平板上筛选获得发生同源重组的单交换子；其次，构建含有能表达酵母核酸内切酶I-Sce I的广泛宿主质粒作为诱导质粒，将诱导质粒使用接合转移的方法导入单交换子，表达的I-Sce I通过切割整合在单交换子染色体上的特异性识别位点，促进第二次同源重组的发生，通过筛选获得失去抗生素抗性基因的双交换突变株；最后，通过连续传代培养丢失诱导质粒，获得目的基因敲除突变株。使用建立的无标记基因敲除方法，成功获得了A. ferrooxidans pfkB基因敲除突变株，以A. ferrooxidans ATCC 23270野生型为对照，检测了分别以亚铁和硫粉为唯一能源时，外源葡萄糖的添加对菌株的生长、亚铁或硫氧化能力、葡萄糖代谢能力、碳代谢相关基因的表达水平等的影响，为探究pfkB基因在该菌碳代谢中的功能提供了大量实验数据。
总之，A. ferrooxidans无标记基因敲除/置换方法的建立为深入开展基础理论和应用研究奠定了基础，不仅利于该菌染色体上基因遗传功能的分析，而且适合该菌多基因敲除的研究。由于无抗生素抗性基因残留，具有生物安全性，获得的工程菌可直接应用于工业化大生产。
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	近五年以来本人有代表性的科研成果简介之二：

	成果名称
	嗜酸性氧化硫硫杆菌高效无标记基因敲除系统：鉴定一个铜抗性相关多铜氧化酶基因功能的应用研究
	完成时间
	2014年

	代表性论文：

Wen Qing, Liu Xiangmei*, Wang Huiyan and Lin Jianqun. A versatile and efficient markerless gene disruption system for Acidithiobacillus thiooxidans: application for characterizing a copper tolerance related multicopper oxidase gene. Environmental Microbiology 2014, 16(11): 3499-3514. （SCI  5年IF: 6.777）
目前，生物冶金涉及包括含铜、金、钴、镍、锌、铀等多种金属硫化矿的浸出，在生物浸出过程中，金属离子不断从矿石中释放出来进入溶液中，使酸性浸出液中金属离子的浓度随浸出时间的延长而急剧升高，在浸矿环境中，生物浸出液中的高浓度金属离子对绝大多数生物具有毒害作用，使其停止生长或死亡，而浸矿微生物能够生长并发挥作用，一定具有其独特的抗性机制。前期研究发现浸矿微生物对金属离子的抗性能力和抗性机制随菌株和金属离子的不同而不同，因此，只有有针对性研究不同浸矿微生物的重金属离子抗性机制，才能有目的地提高菌株的重金属离子抗性能力，从而提高浸矿效率。
嗜酸性氧化硫硫杆菌（Acidithiobacillus thiooxidans）是一类极端嗜酸性专性化能自养菌，与A. ferrooxidans一样属于嗜酸性硫杆菌属细菌，该菌也是生物冶金微生物混合菌群中的一个重要成员，能在较高浓度铜离子环境中生长，但是该菌的铜抗性机制研究几乎空白，也缺少基因敲除方法进行深入研究。因此，我们围绕A. thiooxidans的高效无标记基因敲除体系建立和铜抗性开展研究，一方面，以在A. ferrooxidans中建立的无标记敲除系统为基础，改进整个敲除流程中最困难的双交换子筛选这一环节，通过引入lacZ基因负筛选标记和使用tac启动子提高I-Sce I的表达量，在A. thiooxidans中建立了一个高效无标记基因敲除系统，可根据平板上菌落颜色直接筛选双交换子，而且双交换频率从2.0×10－2提高至0.28±0.048，极大提高了筛选效率，减轻了工作量。另一方面，对该菌仅通过基因组草图注释的一个多铜氧化酶cueO基因进行了系统研究，首先将截短的cueO基因补充完整，将验证的基因序列提交GenBank，纠正了A. thiooxidans ATCC 19377基因组草图的注释错误，进一步检测发现cueO基因的启动子仅受铜离子刺激增强下游基因的表达；其次，使用建立的无标记基因敲除方法成功地敲除了A. thiooxidans的cueO基因,构建了cueO基因敲除突变株，同时构建了质粒上表达cueO基因的工程菌作对照；最后，通过检测在培养基中添加不同浓度铜离子野生型、突变株和工程菌的酶活性、铜离子抗性能力、铜抗性相关基因差异表达等性质，证明了cueO基因在A. thiooxidans铜抗性中的功能。
这一研究成果首次在A. thiooxidans中建立了一个高效无标记基因敲除方法并研究了cueO基因在该菌铜抗性中的功能，为研究该菌不同代谢途径中关键酶基因搭建了基因组水平研究平台，也为该菌铜抗性相关其它基因以及其它重金属离子抗性机制研究提供了理论和方法指导。
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	近五年以来本人有代表性的科研成果简介之三：

	成果名称
	嗜酸性氧化亚铁硫杆菌tetH基因敲除突变株和过表达工程菌的构建和性质研究
	完成时间
	2014年

	代表性论文：

Yu Yangyang, Liu Xiangmei*, Wang Huiyan, Li Xiuting, Lin Jianqun. Construction and characterization of tetH overexpression and knockout strains of Acidithiobacillus ferrooxidans. Journal of Bacteriology 2014, 196(12): 2255-2264. （SCI  5年IF: 3.298）
嗜酸性氧化亚铁硫杆菌（Acidithiobacillus ferrooxidans）是一类专性化能自养菌，可通过氧化亚铁或还原性无机硫化物获得生长代谢所需的能量。在生物冶金过程中，浸矿效率主要取决于其亚铁氧化能力，即在酸性条件下把Fe2+氧化成Fe3+，同时获得能量和还原力用于自身代谢，如CO2固定、生物合成等，产生的Fe3+氧化矿物再被还原成Fe2+，微生物生长和矿物氧化这一循环过程在生物冶金中起主导作用。此外，矿物表面和氧化分解中不断积聚形成的硫层（S0）会在一定程度上阻止Fe3+接近金属硫化物，降低矿物的氧化分解（称之为钝化作用），浸矿微生物还需具有硫氧化能力，有效预防元素硫层形成，保证金属离子的高效浸出。因此，生物浸矿效果主要由浸矿微生物的亚铁和还原性无机硫化物两个氧化代谢系统决定，提高浸矿微生物的亚铁和硫氧化能力是提高浸矿效率的关键。

相对只有两个价态的铁，具有从－2到＋6多个价态硫的能量代谢错综复杂，其中不乏多酶催化反应和非酶催化的化学氧化反应，使A. ferrooxidan的硫氧化代谢研究进展非常缓慢，目前仅是通过生物信息学分析和部分基因在大肠杆菌中异源表达酶学检测推测的硫氧化代谢模型，而且模型非常不完整、多条硫氧化代谢途径缺少实验证据。连四硫酸盐是该菌元素硫代谢过程中的一个关键中间代谢产物，也可作为唯一能源物质，由连四硫酸盐水解酶（TetH）催化将其水解为硫酸盐、硫单质及硫代硫酸盐，我们对该菌硫氧化代谢中连四硫酸盐水解酶编码基因（tetH）的功能进行了系统研究，一方面基于建立的无标记基因敲除方法构建了tetH基因敲除突变株；另一方面，使用tac强启动子代替tetH自身启动子，构建了质粒上高效表达tetH基因的工程菌；进一步以A. ferrooxidans ATCC 23270野生型为对照，检测了以不同能源培养条件下tetH基因突变株和过表达工程菌的生长情况、连四硫酸盐的利用效率、TetH酶活以及硫氧化相关基因的表达水平等，为探究TetH在该菌硫氧化代谢中的功能提供了大量实验数据。

这一研究成果在国际上首次为A. ferrooxidans硫氧化模型提供了直接的实验数据，不仅有助于该菌硫氧化模型的完善，加深对该菌硫氧化调控机制的了解和认识，为进一步提高该菌的硫氧化代谢能力的遗传改造提供了理论基础和方法，而且为A. ferrooxidans其它硫氧化相关基因功能的研究乃至整个硫代谢系统研究提供了参考和借鉴。
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	年   度
	招  生  人  数
	毕  业  人  数
	获 学 位 人 数

	2010
	2
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	2

	2011
	2
	1（1人转博）
	1

	2012
	2
	3
	3

	2013
	2
	0（1人转博）
	0

	2014
	1
	2
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	课  程  名  称
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	本人承诺：
上述所填内容全部属实。

                                  签名：                    年   月   日

	学位评定分委员会审核情况和意见：

经审核，该申请人近五年作为第一作者（通讯作者）发表CSSCI、SSCI、AHCI、SCI、EI论文   6  篇，其中权威期刊      篇(仅限人文社科类)；独立（第一主编）出版专著      部；

获省部级二等奖以上奖励      项；作为第一完成人获国家发明专利   2   项；

作为负责人新申请到（承担）国家级科研项目  2   项，省部级科研项目  2   项，横向项目      项；获得科研总经费  137.0  万元；目前可支配经费  57.6  万元。

以上数据真实可靠，学位评定分委员会           （请填写“同意”或“不同意”）申请人于2016年招收博士生。
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