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摘  要：SoxR 是细菌应答氧化胁迫的转录调控因子之一，在细菌逆境非生物胁迫防御中发挥着至

关重要的作用。目前对细菌应答氧化胁迫的认知主要来自包括大肠杆菌在内的少数模式菌，为了研

究非模式细菌应答氧化胁迫的方式，本研究以肠杆菌科中常见的布氏柠檬酸杆菌 (Citrobacter 
braakii)为模型，基于全基因组背景分析 SoxR 进化关系，构建 soxR 基因缺失菌株(ΔsoxR)，并以氧

化还原循环化合物甲萘醌为诱导剂，通过细胞存活能力测定，探究转录因子 SoxR 在应答好氧/厌氧-甲
萘醌胁迫中的作用。好氧条件下，低浓度甲萘醌(0.1 mmol/L)胁迫 24 h后，野生型细胞数量比 0 h增
加了 4.2 倍，ΔsoxR 仅增加了 1.3 倍；高浓度甲萘醌(0.3 mmol/L)胁迫的野生型和 ΔsoxR 细胞数量分别为

0 h 时的 29%和 0.2%。厌氧条件下，甲萘醌不影响野生型和 ΔsoxR 细胞的生长，与对照组(0 mmol/L)相
比无显著差异(P>0.05)。结果表明，C. braakii JPG1 的 SoxR 仅在好氧条件下响应氧化还原循环化合

物甲萘醌的胁迫并增强了菌株的抗氧化能力，对厌氧-甲萘醌无响应。本研究为探究细菌在不同氧

条件下转录调控因子 SoxR 对甲萘醌胁迫响应的调控作用提供了理论基础。 
关键词：细菌；转录调控因子；氧化还原循环化合物；氧化应激 
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responses to oxidative stress induced by unfavorable environmental conditions. So far, the 
understanding of bacterial responses to oxidative stress mainly stems from a handful model 
bacteria such as Escherichia coli and the studies on non-model bacterial responses to oxidative 
stress are limited. In this study, Citrobacter braakii JPG1, a commonly occurring strain of 
enterobacteria, was used as a model for the first time to explore the role of SoxR in the 
responses to aerobic/anaerobic-menadione stress. First, we analyzed the phylogenetic 
relationship of SoxR based on the whole genome and constructed the soxR-deleted strain 
(ΔsoxR). Then, the cell counts of the wild type (WT) and ΔsoxR were compared under 
aerobic/anaerobic-menadione stress. The results showed that the cell count of WT exposed to 
the aerobic-low concentration menadione (0.1 mmol/L) stress for 24 h increased by 4.2 times 
compared with that at the time point of 0 h, while that of ΔsoxR only increased by 1.3 times. 
The vast majority of WT and ΔsoxR cells died after exposure to the aerobic-high concentration 
menadione (0.3 mmol/L) stress for 24 h, with the cell counts only 29% and 0.2% of those at the 
time point of 0 h, respectively. Interestingly, the cell counts of WT showed no significant 
difference between the anaerobic-menadione stress and the control (P>0.05), and the same was 
true for ΔsoxR. All these results indicated that SoxR of C. braakii JPG1 only has a regulatory 
effect on the redox cycling compound menadione under aerobic conditions and enhance the 
antioxidant capacity. Under anaerobic conditions, menadione failed to activate SoxR. The 
findings from this study provide new insights into understanding both the physiological responses 
to menadione stress and the regulatory role of SoxR under different oxygen conditions.  
Keywords: bacteria; transcriptional regulator; redox-cycling compounds; oxidative stress 

 
细胞内氧化还原稳态对生物大分子功能的

正常发挥至关重要，是维持正常生命活动的先

决条件。作为单细胞微生物，细菌更易于遭受

外部各种不利环境(如氧化还原循环化合物)的
威胁并影响细胞存活[1]。氧化还原循环化合物

(redox-cycling compounds, RCCs)是一类在生理

条件下易被还原和再氧化的低分子量化合物[2-3]。

RCCs 包括细菌、真菌和植物产生的天然抗生素

和酚嗪物质，也包括人工合成的百草枯、甲萘

醌等。由于 RCCs 在细胞内发生的单电子循环

过程伴有超氧阴离子的生成，因此研究 RCCs
的毒性效应以及细胞应答是生物学领域中的一

个重要方向[3]。细菌主要通过适应性反应调节

各种代谢活动以抵御逆境造成的损伤[4-5]。转录

调控因子是细菌调控相关基因应答逆境胁迫的

执行者，通过引导 RNA 聚合酶与特定的 DNA

序列结合使细菌对逆境迅速做出响应[6]。在过

去的 40 多年里，细菌转录调控因子应答氧化胁

迫一直是氧化应激研究领域的热点，对大肠杆

菌(Escherichia coli)的研究加深了研究人员对

氧化应激问题的理解[7-8]。但目前对细菌氧化应

激相关转录调控因子的认知仍然十分有限，除

E. coli 等少数模式细菌外，绝大多数细菌转录

调控因子如何进行表达调控尚不明晰[6]。 
SoxR 是 MerR 家族的一种转录调控因子，

广泛分布于变形菌门(α、β、γ、δ)和放线菌门，

存在于超过 65 个属的微生物基因组中，在调控

细菌应对氧化胁迫中发挥重要作用[9-11]。SoxR
为二聚体转录调控因子，每个亚基含有 1 个

[2Fe-2S]簇，此[2Fe-2S]活性中心可感知生物体

内的过氧化物，并激活后续相关抗氧化基因的

转录[12-14]。目前，对 E. coli 的 SoxR 调控机制
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的研究最为透彻。此前，普遍认为 E. coli 在受

到 RRCs 胁迫时，由化合物产生超氧阴离子间

接氧化[2Fe-2S]活性中心激活 SoxR[14-15]。然而，

2011 年 Gu 等[16]证明了吩嗪硫酸甲酯等药物可

在厌氧环境中激活 E. coli 的 SoxR，提出了 SoxR
可被 RRCs 直接激活的新观点，修正了长期以

来研究人员对 SoxR 的认知。但是，E. coli 之外

的其他细菌暴露于不同氧条件(好氧、厌氧)的
RRCs 时，SoxR 是否采用类似的调控机制尚不

明晰。 
C. braakii JPG1 为本实验室前期分离的一株

可在好氧/厌氧条件下生长并对重金属 Cu2+具

有耐受和去除能力的兼性厌氧菌[17]。目前关于

C. braakii 的 SoxR 的研究较少，其是否与 E. coli
的 SoxR 具有相似的功能还有待进一步探究。

本研究以肠细菌中常见的 C. braakii JPG1 为研

究对象，基于全基因组测序结果阐述 SoxR 调

控基因的基本特征及其系统发育进化关系；通

过同源重组技术构建 soxR 基因缺失菌株

(ΔsoxR)，比较野生型(wild type, WT)与 ΔsoxR
分别于好氧 /厌氧条件暴露在氧化还原循环化

合物甲萘醌时的细胞存活数量，揭示 C. braakii 
JPG1 的 SoxR 应对好氧/厌氧-甲萘醌胁迫的差

异，以期为全面理解除 E. coli 等模型系统之外

的其他兼性厌氧菌的 SoxR 在不同氧条件下对

甲萘醌胁迫的响应提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  菌株及试剂 

C. braakii JPG1 是课题组前期分离并于本

实验室保存，目前已经完成了全基因组测序

(GenBank 登录号：CP063074-CP063075)。E. coli 
S17 pir 感受态细胞、pRE112 质粒、DNA 提取

试剂盒、PCR 产物纯化试剂盒、限制性内切酶、

T4 DNA 连 接 酶 、 2×Superpfu PCR mix 、

5×Seamless Cloning mix、2×Taq PCR mix、

DL2000 DNA marker 购自宝赛生物科技(杭州)
有限公司，氯霉素购自 Sigma 公司，LB 培养基、

琼脂购自海博生物技术(青岛)有限公司。 
LB 液体培养基：蛋白胨 10 g/L、酵母浸粉

5 g/L、氯化钠 10 g/L。LB 固体培养基中含 2%的

琼脂。LB 固体培养基中根据需求加入 34 μg/mL

氯霉素。 

好氧培养条件：置于摇床中 120 r/min、

30 ℃培养；厌氧培养条件：在厌氧瓶中通入氮

气 20 min，排出培养基中的氧气，并将连接的

铝箔气袋中充满氮气，以保证密闭培养过程中

持续提供氮气，将培养瓶置于厌氧培养箱中(广

州瑞丰公司) 30 ℃静置培养。 

1.2  C. braakii JPG1 的 SoxR 调控基因

的基因组背景 
利用 Swiss-Prot (http://www.uniprot.org/)数

据库通过同源性比对的方法对 C. braakii JPG1

的全基因组序列进行功能注释，并对照文献中

细菌 SoxR 所调控的氧化应激基因[11,16]，查找

C. braakii JPG1 基因组中受 SoxR 调控的氧化应

激基因。 

1.3  C. braakii JPG1 的 SoxR 系统发育

树构建 
利用 ClustalX 1.83 软件比对了 C. braakii 

JPG1 与其他 12 株菌的 SoxR 氨基酸序列，采用

MEGA 6.0 软件运用最大似然法 (maximum 

likelihood, M-L)构建系统发育树，数据自展重

复抽样次数设定为 1 000 次。 

1.4  soxR 基因缺失菌株的构建 
1.4.1  引物 

采用 Oligo 7 软件设计引物，用于 soxR 基

因缺失菌株的构建(表 1)。引物由上海捷瑞生物工

程有限公司合成。选取 soxR 上下游 300–500 bp 
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表 1  构建 ΔsoxR 所涉及的引物 
Table 1  Primers used for construction of ΔsoxR 
Primer name Primer sequence (5ʹ→3ʹ) 
soxR-Up- 
Sma I-F 

TCCCCCGGGCGCCCGCCATACTGACG
CAGAG 

soxR-Up-R TCCATCAGATATTTCACAAAATCGCTT
TACCTCAAGTTAA 

soxR-Down-F GAGGTAAAGCGATTTTGTGAAATATC
TGATGGATTGAC 

soxR-Down- 
Kpn I-R 

GGGGTACCACGCGCAATAAATAATCA
GTC 

pRE112-ter-F ATGGAAAAGAAATTACCCCGAA 
pRE112-ter-R TCAATCATCTTCCAGCAGACGC 
soxR-JD-F AGCGGGCAATAATCTTACAGG 
soxR-JD-R CGGAACCTCACCTAATGTGCTC 

 
设计 soxR-Up/soxR-Down 引物对，并分别在引

物 soxR-Up-F 和 soxR-Down-R 的 5ʹ端加上 Sma I
和 Kpn I 酶切位点。选取质粒 pRE112 上下游片

段两侧以及 soxR 内部片段分别设计特异性引物

对 pRE112-ter/soxR-JD 作为鉴定引物，验证突

变体是否构建成功。 

1.4.2  ΔsoxR 的构建与验证 
挑取单菌落接种于 LB 液体中培养至对数

期，用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取 DNA 并

以其为模板，分别以 soxR-Up-Sma I-F/soxR-Up-R
和 soxR-Down-F/soxR-Down-Kpn I-R 为引物进

行 PCR 扩增得到 soxR 的上、下游同源臂片段。

将上述 PCR 产物回收、纯化并以此为模板，以

soxR-Up-Sma I-F/soxR-Down-Kpn I-R 为引物进

行融合 PCR 扩增。将融合产物纯化后与 Sma I、
Kpn I 酶切的 pRE112 质粒经 T4 DNA 连接酶连

接并将重组质粒命名为 pRE112-soxR，将其转

化至 E. coli S17 pir 感受态细胞并涂布至含氯霉

素的平板上进行筛选，用引物 pRE112-ter-F/ 
pRE112-ter-R 进 行 PCR 验 证 。 将 含 有

pRE112-soxR 的 E. coli S17 pir 感受态细胞与  
C. braakii JPG1 培养至对数生长期，按照 1:1 的

比例进行结合转移，涂布至含氯霉素的平板上，

筛选出不含 pRE112 质粒的基因缺失菌。用特

异性引物 soxR-JD-F/soxR-JD-R 对基因缺失菌

株进行 DNA 扩增，验证是否成功敲除 soxR
基因。 

1.5  生长曲线测定 
将 WT/ΔsoxR 分别接种于 100 mL 灭菌的

LB 培养基中，置于 30 ℃、120 r/min 摇床中过

夜培养活化。将活化的 WT/ΔsoxR 菌株按 1%的

接种量分别接种至新鲜灭菌的 LB 培养基中，

分别进行好氧和厌氧培养，在不同时间取样测

OD600 值。实验设置 3 个平行，所有数据采用平

均值±标准差(mean±SD)表示。 

1.6  不同浓度甲萘醌胁迫的存活实验 
通过测定吸光度 OD600 和稀释平板活菌计

数测定 WT/ΔsoxR 分别在好氧和厌氧-甲萘醌胁

迫下的细胞存活能力。将过夜活化的 WT/ΔsoxR
菌株以体积比 1%的接种量分别接种至新鲜灭

菌的 LB 培养基中，分别于好氧/厌氧条件下培

养至 OD600=0.8 后加入甲萘醌溶液，使其最终浓

度分别为 0 mmol/L (对照组)、0.1 mmol/L (低浓

度)和 0.3 mmol/L (高浓度)。甲萘醌加入的初始时

间记为 0 h。测定不同时间段的吸光度 OD600 并绘

制生长曲线，取培养 0 h 和 24 h 的 WT/ΔsoxR 进

行平板计数，测定活菌数量(CFU/mL)。 
本研究中菌株类型、氧气培养条件、甲萘

醌胁迫浓度和培养时间都包括 2 种情况，在这

种多维度条件影响下，为了使各条件下菌株的

存活生长数量具有可比性，对所有菌株的存活

数量进行归一化处理，将细菌的存活数量转为

相对细胞数量(normalized cell counts)。具体的

归一化方法参考文献[18]，相对细胞数量=Nt/Nt0 

(t：时间；t0：0 h)。实验设置 3 个平行，所有

数据采用平均值±标准差(mean±SD)表示。 

1.7  数据统计分析 
数据采用 SPSS 23.0 进行统计分析，结果
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分 为 差 异 不 显 著 (P>0.05 ， ns) 、 显 著 差 异

(P<0.05，*)和极显著差异(P<0.001，***)。 

2  结果与分析 
2.1  C. braakii JPG1 的转录调控因子

SoxR 调控的基因组成与结构特征 
从 C. braakii JPG1 的全基因组中找到属于

SoxR 转录调节因子的直系同源氧化应激基因，

其基因成员、基因相对位置、编码蛋白功能等

相关信息如图 1 所示。从组成上看，与 E. coli
相同，C. braakii JPG1 基因组中同时包含 SoxR
和 SoxS 这 2 个转录调控因子，且含有大量受其

调控的氧化应激基因，包括黄素氧还蛋白 2 
(fldB)、核酸内切酶 IV (nfo)、富马酸盐水合酶

II 类(fumC)、6-磷酸葡萄糖 1-脱氢酶(zwf)、黄

素氧还蛋白 1 (fldA)、铁摄取调节蛋白(fur)、多

药外排泵亚基(acrAB)、黄素氧还蛋白/铁氧还蛋

白 -NADP 还原酶 (fpr)和锰超氧化物歧化酶

(sodA)。从分布上看，soxR 与 soxS 在染色体中

相邻，有利于相互协作和调控，其他大多数氧

化应激基因呈不连续分布且不与 soxRS 聚集在

一起。 

2.2  C. braakii JPG1 的 SoxR 系统发育

进化树 
为了解 SoxR 转录调控因子在 C. braakii 

JPG1 的功能，利用氨基酸序列比对方法对 SoxR
的系统发育关系进行了研究(图 2)。结果表明包

含 C. braakii JPG1 在内的 13 株菌的 SoxR 蛋白 
 

 
 

图 1  Citrobacter braakii JPG1 中受 SoxR 调控的氧化应激基因的基因组信息 
Figure 1  Genomic context of genes involved in oxidative stress response regulated by SoxR in Citrobacter 
braakii JPG1. The functions of proteins encoded by SoxR-regulated genes: FldB, Flavodoxin 2; Nfo, 
Probable endonuclease 4; FumC, Fumarate hydratase class II; Zwf, Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase; 
FldA, Flavodoxin 1; Fur, Ferric uptake regulation protein; AcrA, Multidrug efflux pump subunit; AcrB, 
Multidrug efflux pump subunit; SoxR, Redox-sensitive transcriptional activator; SoxS, Regulatory protein; 
Fpr, Flavodoxin/ferredoxin-NADP reductase; SodA, Superoxide dismutase [Mn].  

 

 
图 2  Citrobacter braakii JPG1 的 SoxR 系统发育树 
Figure 2  The Phylogenetic tree of SoxR in Citrobacter braakii JPG1.  
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被分为 3 个主进化支。C. braakii JPG1 的 SoxR
与来自肠杆菌科的大肠杆菌(E. coli)、弗氏志贺

氏 菌 (Shigella flexneri) 、 肠 炎 沙 门 氏 菌

(Salmonella enteritidis) 及 弗 氏 柠 檬 酸 杆 菌

(Citrobacter freundii)构成一个单独的进化支

(I)。C. braakii JPG1 与同属的 C. freundii MSB1 
1H 组成同一分支，SoxR 的氨基酸序列一致性

高达 98.03%。除此之外，C. braakii JPG1 与其

他分支的 E. coli K-12、S. flexneri、S. enteritidis
的 SoxR 氨基酸序列一致性分别为 93.42%、

93.42%和 92.76%。C. braakii JPG1 的 SoxR 与

肠杆菌科的其他菌株的 SoxR 具有较高的相似

性，推测在功能上可能也具有一定相似性。 

2.3  C. braakii JPG1 的 soxR 基因缺失

菌株的构建与鉴定  
2.3.1  同源重组质粒 pRE112-soxR 的构建

与验证 
为了构建含同源重组质粒 pRE112-soxR，

首先使用引物对 soxR-Up 和 soxR-Down 扩增了

C. braakii JPG1 的 soxR 基因上下游同源臂，结

果如图 3A 所示，扩增分别得到上游 444 bp (泳
道 2)、下游 372 bp (泳道 1)的基因片段。进一

步使用引物 soxR-Up-Sma I-F/soxR-Down-Kpn I-R
成功将其融合为 800 bp 左右的同源片段(图
3B)。将构建成功的同源片段与 pRE112 载体进

行酶切连接，得到同源重组质粒 pRE112-soxR，

将其转化至 E. coli S17 pir 感受态细胞并通过引

物对 pRE112-ter-F/R 进行 PCR 验证，结果如图

3C 所示，泳道 1 扩增的片段为 583 bp，不含 soxR
基因片段；泳道 2 扩增的片段为 1 042 bp，表

明同源重组质粒 pRE112-soxR 构建成功。 

2.3.2  soxR 缺失菌株的验证 
将 pRE112-soxR 的 E. coli S17 pir 感受态细

胞与 C. braakii JPG1 共培养并进一步在含氯霉

素的培养基中筛选获得基因缺失菌株。利用特

异性引物对 soxR-JD 进行验证，结果如图 3D 所

示。泳道 2 为未敲除基因的正常菌株 JPG1，检

测到大小为 450 bp 左右的目标条带；泳道 1 为

构建的突变菌株，未检测到目的条带，表明 soxR
缺失菌株构建成功，将其命名为 ΔsoxR。 

 

 
 

图 3  PCR 验证 C. braakii JPG1 的 ΔsoxR 构建   A：soxR 基因上下游片段；B：融合的 soxR 上下游

片段；C：重组质粒 pRE112-soxR 验证；D：soxR 突变体验证。 
Figure 3  PCR identification results of ΔsoxR construction of C. braakii JPG1. A: Upstream and downstream 
fragments of soxR gene; B: soxR up-down fragments; C: Verification of the recombinant plasmids 
pRE112-soxR; D: Verification of soxR gene deletion. M: DNA marker. 
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2.4  soxR 缺失对生长的影响 
为考察 soxR 基因缺失对其生长的影响，比

较了 WT 和 ΔsoxR 在好氧、厌氧条件下的生长

曲线(图 4)。无论是好氧还是厌氧条件下，ΔsoxR
与 WT 的生长几乎保持一致，无显著差异

(P>0.05)。该结果表明 soxR 基因的缺失不影响

C. braakii JPG1 的生长，所构建的 ΔsoxR 可用

于后续实验。 

2.5  好氧/厌氧-甲萘醌胁迫下菌株的存

活特征 
2.5.1  好氧 /厌氧-甲萘醌胁迫下菌株的生

长曲线 
如图 5 所示，甲萘醌仅在好氧条件下对 WT

和 ΔsoxR 的生长有影响，在厌氧条件下对生长

无明显影响。好氧-甲萘醌胁迫以浓度依赖式抑

制 WT 和 ΔsoxR 的生长，且对 ΔsoxR 的抑制作

用更强(图 5A)：在低浓度胁迫条件下，前 24 h
菌株被不同程度抑制，随着培养时间增加生长

逐渐恢复；高浓度甲萘醌对细胞的毒性作用更

强，WT 和 ΔsoxR 细胞增长缓慢甚至下降，培养

24 h 后的 OD600分别为对照组的 67.6%和 54.6%。

与好氧条件下不同的是，厌氧-甲萘醌胁迫下

WT 和 ΔsoxR 的生长曲线几乎保持一致(图 5B)。 

2.5.2  好氧 /厌氧-甲萘醌胁迫下菌株的存

活能力 
在研究甲萘醌在好氧和厌氧条件下对 WT 

 

 
图 4  WT 与 ΔsoxR 在好氧(A)、厌氧(B)条件下的生长曲线 
Figure 4  Growth curves of WT and ΔsoxR under aerobic (A) and anaerobic (B) conditions.  

 

 
 

图 5  WT 与 ΔsoxR 在好氧(A)、厌氧(B)-甲萘醌胁迫下的生长曲线 
Figure 5  Growth curves of the WT and ΔsoxR under stress of aerobic-menadione (A) and anaerobic- 
menadione (B).  
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和 ΔsoxR 生长影响的基础上，进一步通过活菌

计数观察其对细胞存活的影响。如图 6A 和 6B
所示，好氧-甲萘醌胁迫 24 h，WT 和 ΔsoxR 的

相对细胞数量均显著低于对照组(P<0.001)，且

对 ΔsoxR 细胞的毒性作用远大于 WT (表 2)：低

浓度甲萘醌胁迫 24 h，ΔsoxR 的相对细胞数量

为 132.9%，显著低于 WT (422.7%)，表明 SoxR
应对好氧-低浓度甲萘醌胁迫时发挥调控作用，

增强了细胞抗氧化的能力；高浓度甲萘醌胁迫

24 h，WT/ΔsoxR 的细胞数量分别仅是 0 h 的

29.1%和 0.2%，表明大量细胞被杀死，尽管 WT
与 ΔsoxR 的细胞数量有差异(表 2)，但 SoxR 调

控能力有限，可能已无法满足正常的细胞代谢。

如图 6C 和 6D 所示，无论低浓度还是高浓度的

厌氧-甲萘醌胁迫，WT/ΔsoxR 的细胞均保持正

常生长，24 h 时的相对细胞数量与对照组相比

均无显著差异(P>0.05)；同时，厌氧-甲萘醌胁

迫的 WT 与 ΔsoxR 之间的相对细胞数量也均无

显著差异(表 2)，表明厌氧-甲萘醌胁迫，soxR 基

因缺失与否均不影响 C. braakii JPG1 的存活。 

3  讨论与结论 
E. coli 作为研究最透彻的模式生物，在生

物学基本概念的发展进程中发挥了重要的作

用。然而，过度聚焦于 E. coli 研究导致对其他

细菌物种的探索不足，这不仅简化了微生物学

的认知框架，也阻碍了对微生物世界复杂性的

全面解析[19]。例如，转录因子 SoxR 在 E. coli
中的调控是间接模式，SoxR 感知到氧化应激信

号，先诱导 soxS 转录，由 SoxS 激活下游多个 
 

 
 

图 6  WT 与 ΔsoxR 在好氧(A 和 B)/厌氧(C 和 D)-甲萘醌胁迫下的活菌数量 
Figure 6  The number of viable bacterial cells of the WT and ΔsoxR under stress of aerobic-menadione (A 
and B) and anaerobic-menadione (C and D). ns: P>0.05; ***: P<0.001. 
 
表 2  好氧和厌氧-甲萘醌胁迫 24 h 后 WT 与

ΔsoxR 归一化细胞数量显著性分析 
Table 2  Significance analysis of nomalized cell 
counts of WT and ΔsoxR cultured under stress of 
aerobic-menadione and anaerobic-menadione for 24 h 
Menadione 
concentration (mmol/L) 

WT vs. ΔsoxR 

Aerobic  Anaerobic 

0.0 P>0.05 P>0.05 

0.1 P<0.001 P>0.05 

0.3 P<0.05 P>0.05 

目标基因的表达，这种调控模式适用于大多数

肠细菌[20]。但对于非肠细菌，如铜绿假单胞菌

(Pseudomonas aeruginosa)，仅需 SoxR 即可实

现对下游相关基因表达调控[20]。2011 年，Gu
等[16]利用 E. coli K-12 的衍生菌株 AB1157 探究

SoxRS 对氧化还原药物的响应，发现 E. coli 的
转录因子 SoxR 是由 RRCs (吩嗪硫酸甲酯、百

草枯)直接激活而并非先前认为的由超氧化物

间接激活。但是，在 E .  coli 中获得的实验 
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结论是否具有普适性还有待进一步研究。 
本研究通过比较 C. braakii JPG1 的 WT 和

ΔsoxR 在好氧/厌氧-甲萘醌胁迫下的存活能力，

从细胞生理响应层面探究非模式肠细菌转录因

子 SoxR 应对不同氧化条件下 RRCs 胁迫的调控

作用。研究结果表明，甲萘醌只有在好氧条件

下才能激活 C. braakii JPG1 的 SoxR 发挥调控

作用，厌氧条件 SoxR 对甲萘醌无响应(图 5 和

图 6)，这与之前在 E. coli 中的结果并不一致[16]。

C. braakii JPG1 与 E. coli 在好氧/厌氧-RRCs 胁

迫下生理响应不同，可能与转录因子 SoxR 和

RRCs 有关。 
研究发现，尽管 SoxR 的 DNA 结合特性保

守，但不同细菌的 SoxR 对一系列化合物的氧

化行为响应并不完全相同[20-21]。Chander 等[22]

确定了 E. coli 的 SoxR 为应对百草枯胁迫所必

需的残基，其中一些残基与天蓝色链霉菌

(Streptomyces coelicolor) 和 P. aeruginosa 的

SoxR 有所不同[21]。P. aeruginosa 与 E. coli 的
SoxR 虽然具有 77%的序列相似性，但二者对超

氧化物的敏感程度不同[23]。本研究通过初步分

析 SoxR 的系统发育关系，发现 C. braakii JPG1
与 E. coli 虽然同属于肠杆菌科，但二者的 SoxR
氨基酸序列存在一定的差异，这可能导致其  
对 RRCs 的响应不同(图 2)。本研究仅比较了

C. braakii 与 E. coli 转录调控因子 SoxR 的亲缘

关系，二者对 RRCs 胁迫的响应差异是否源于

蛋白结构的差异还需要更深入的分子生物学证

据支持。 
Imlay[7]在论述不同的外源氧化还原物对模

式菌株 E. coli 的生理效应时认为，特定氧化物

化学性质不同会产生不同的生理效应，由此细

胞也会相应地采用不同的防御策略来保护自

身。RRCs 的不同可能导致 C. braakii JPG1 与

E. coli 对厌氧-RRCs 生理响应不同。迄今，RRCs  

(如百草枯、甲萘醌和吩嗪)对细菌的胁迫研究

大多在好氧条件下进行，厌氧条件下的氧化胁

迫响应鲜少研究，对其在厌氧条件的毒性作用

也知之甚少 [24]。研究表明，吩嗪硫酸甲酯  

(E+
oʹ+80 mV)仅需 0.3–50 µmol/L 即可最大限度

地激活 S. coelicolor 的 SoxR，与之相比，甲萘

醌(E+
oʹ–260 mV)需要 200–300 µmol/L[20-21]。在

Gu 等[16]研究中，吩嗪硫酸甲酯、百草枯和甲萘

醌在厌氧条件下诱导 E. coli 表达 SoxS 的能力

依次降低。据此，可以推测厌氧条件下吩嗪硫

酸甲酯的毒性 /氧化性强于甲萘醌，更易攻击

SoxR。此外，研究表明细胞内氧化还原平衡的

干扰是 SoxR 感应 RRCs 诱导的重要因素[12,25]。

甲萘醌在厌氧条件下可能并未引发 C. braakii 

JPG1 细胞的氧化还原失衡。由此推测在好氧条

件下 C. braakii JPG1 的 SoxR 可能通过直接感

应甲萘醌或间接感应甲萘醌产生的超氧化物而

激活 soxS 转录，并进一步激活编码锰超氧化物

歧化酶(sodA)、多药外排蛋白(acrAB)和氧化损

伤修复蛋白(nfo, fpr)等基因，细胞响应多个防御

机制以增强对甲萘醌的解毒作用[11]；厌氧条件

下甲萘醌可能对 SoxR 无氧化毒性而未引起氧

化应激响应，或者可能需要远高于好氧条件下

的胁迫浓度才能激活 SoxR。因此，后续还需要

进一步结合转录组学等分析方法加以验证，以

明晰 SoxR 响应不同氧条件下甲萘醌胁迫的调

控机制。 

本研究结果表明，由经典模式细菌 E. coli

获得的氧化胁迫作用结果外推到其他种细菌时

应慎重，因为细菌种类、氧气条件及 RRCs 的

不同均可能导致转录调控作用不同。这也提示

细菌 SoxR 转录调控机制可能较为复杂。本研

究为了解 E. coli 之外的其他细菌转录调控因子

SoxR 响应 RRCs 提供了参考。 
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