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摘  要：【背景】Sigma B (SigB)是 RNA 聚合酶的辅因子，决定特异性转录，在芽孢杆菌响应高温

等环境胁迫过程中起作用。研究发现沙福芽孢杆菌(Bacillus safensis) ST7 sigB 基因在锰胁迫时表达

上调，可能参与锰的应答过程，其分子调节机制需要进一步研究。【目的】揭示 sigB 在沙福芽孢

杆菌响应锰胁迫中的调节作用。【方法】以沙福芽孢杆菌 ST7 为起始菌株，采用同源重组单交换方

法构建缺失突变株ΔsigB，分析突变株对锰的耐受性、运动能力、生物膜形成能力和芽孢形成率等

变化，应用 RT-qPCR 分析突变菌株ΔsigB 生物膜和芽孢相关基因 spo0A、鞭毛相关基因 flgD 的转

录水平。【结果】经测序证明，沙福芽孢杆菌 ST7 突变株ΔsigB 中 sigB 基因的后半段被完整的卡那

霉素抗性基因取代，sigB 表达量为 0，并且对锰的耐受性下降；相较于野生菌株，突变株ΔsigB 的

浮游运动能力、生物膜形成能力和芽孢形成率降低，鞭毛合成相关基因 flgD 的表达量上调，而生

物膜形成相关基因 spo0A 的表达量下调。【结论】sigB 基因可调控沙福芽孢杆菌鞭毛、芽孢生成和

生物膜相关基因表达，影响菌体的运动性和锰耐受性，在响应锰胁迫过程中发挥重要作用。 
关键词：沙福芽孢杆菌；sigB 基因敲除；生物膜；运动性；芽孢 
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Abstract: [Background] Sigma B (SigB) is an RNA polymerase cofactor that determines specific 
transcription, playing a role in the responses of Bacillus to environmental stress conditions such as 
high temperatures. Studies have shown that sigB in B. safensis ST7 is upregulated under manganese 
stress, which indicated that SigB may be involved in the manganese response. However, its 
molecular regulatory mechanism needs further investigation. [Objective] To reveal the regulatory 
role of sigB in the response of B. safensis ST7 to manganese stress. [Methods] A sigB-deleted 
mutant ΔsigB was constructed by homologous recombination (single-switching method) with    
B. safensis ST7 as the starting strain. Changes in tolerance to manganese, motility, biofilm 
formation, and sporulation rate of the mutant were analyzed, and the transcript levels of the biofilm- 
and spore-associated gene spo0A and the flagellum-associated gene flgD in ΔsigB were determined 
by RT-qPCR. [Results] The sequencing results demonstrated that the last part of sigB was replaced 
by a kanamycin resistance gene in ΔsigB without sigB expression. Compared with the wild type, 
ΔsigB showed decreases in the tolerance to manganese, swimming motility, biofilm formation, and 
sporulation rate. In addition, the deletion of sigB up-regulated the expression of flgD while 
down-regulating the expression of spo0A. [Conclusion] The results suggest that sigB changes the 
motility and manganese sensitivity of B. safensis by regulating the expression of genes associated 
with flagellum, sporulation, and biofilm formation to participate in the response to manganese stress. 
Keywords: Bacillus safensis; sigB deletion; biofilm; motility; sporulation 
 

细菌基因表达调控的核心过程主要发生在

转录水平，其关键步骤在于 RNA 聚合酶介导的

转录起始阶段；该酶由核心酶(α2, β, βʹ, ω)以及

1 个可独立分离的 σ 亚基组成[1]。σ 亚基，又称

σ 因子，是 RNA 聚合酶转录特异性的关键，它

通过识别 DNA 模板上特异的核心启动子序列，

进而调控基因表达；绝大部分的细菌都包含多

种 σ 因子，它们可以选择性地与 RNA 核心酶结

合，形成各种不同的全酶，并能识别各种不同

的启动子序列[2]。Sigma B (SigB)因子是由 sigB
基因所编码的，是革兰氏阳性菌在面对环境压

力时的主要响应调节因子，它在芽孢杆菌属

(Bacillus)、葡萄球菌属(Staphylococcus)和李斯

特氏菌属(Listeria)等低 G+C 含量的革兰氏阳性

细菌中广泛存在[3]。当细菌处于环境压力和营

养被限制时，可激活 sigB 重编程细胞的转录和

翻译机制，合成有助于细菌存活的蛋白质，协

助细菌在恶劣环境下生存[4]。芽孢杆菌转录因

子 SigB 能特异性识别靶基因的保守序列

(KTTTW-N12–17-GGGWAW，K 表示 G/T，W
表示 A/T，N 表示 ACTG 任意碱基)，从而调控

特定基因的转录 [5]。枯草芽孢杆菌(B. subtilis)
介导特定基因的表达，如过氧化氢酶基因(katB, 
katX)、修复氧化损伤的基因(ohrB)、渗透抗性
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相关基因(opuD, opuE, yerD)、耐热应激基因

(clpC, clpP)、耐冷应激基因(gsiB)、应激相关基

因(ctc)、芽孢形成反应基因(spo0E)等，有助于

枯草芽孢杆菌应对低 pH、高渗透压、高温、低

温、氧化环境、乙醇和高胆汁酸盐等环境胁迫[4,6]。

地衣芽孢杆菌(B. licheniformis) SigB 通过调控具

有核酸内切酶活性的基因 mcrA、Na/溶质同向转

运基因 bli02212、精氨酸酶同源基因 bli00198 等

的表达，应对乙醇胁迫和热应激[7-8]。蜡样芽孢

杆菌(B. cereus) SigB 可调节编码超氧化物歧化

酶基因 sodA2、编码芽孢外壳基因 gerQ、编码细

菌铁蛋白基因 orf4、硫胺素生物合成基因 thiG
应对乙醇、酸、热、氧化应激和葡萄糖饥饿[9-11]。

这些研究表明，SigB 因子作为转录的全局调控

者，能够调节大量基因的表达，以应对环境胁

迫和胞内外变化，确保细胞在不利条件下的生

存与适应。 
沙福芽孢杆菌(B. safensis) ST7 是一种能够

在高浓度锰等极端环境中生存的微生物，其可

能通过改变氧化、代谢、转运蛋白的运输作用、

芽孢形成以及鞭毛合成等方式适应锰胁迫，转

录组测序证明，在 250 mg/L 锰胁迫下，该菌株

的 sigB 基因表达显著上调，这提示 sigB 基因可

能在锰的应答过程中发挥重要作用[12]，其分子

调节机制需要进一步研究。为了揭示 sigB 基因

在沙福芽孢杆菌锰胁迫响应中的调节作用，本

研究利用同源重组技术，敲除沙福芽孢杆菌

sigB 基因，研究 sigB 基因敲除后细菌的生长、

生物膜形成能力、运动性和芽孢生成变化，检

测鞭毛、芽孢和生物膜形成相关基因的表达，

以期为阐明 SigB 因子在沙福芽孢杆菌抵抗锰

胁迫中的作用机制奠定理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

本研究所用菌株和质粒列于表 1，其中沙福

芽孢杆菌 ST7 分离自贵州松桃县寨英镇锰冶炼

区[13]。引物信息详见表 2。 
 
表 1  供试菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Strain and plasmid Relevant phenotypes and characteristic Source 
ST7 Wild-type of Bacillus safensis strain [13] 
ΔsigB sigB gene mutant strain of B. safensis This study 
Escherichia coli DH5α Host for plasmids [14] 
pPIC9K Shuttle vector contains the kanamycin resistance gene [14] 
 
表 2  本研究所用引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Product size (bp) 
sigB-up-F 
sigB-up-R 

CGGGATCCCCGCTCGTCGGTAAATCAT 
CGTTCGTAGCCCTCTTCCTG 

350 

sigB-down-F 
sigB-down-R 

CAGGAAGAGGGCTACGAACGGAGCTGCATGTGTC 
CGGGATCCGTAGGTGGACCAGTTGG 

2 183 

sigB-F3 
sigB-R3 

CGGGATCCCCGCTCGTCGGTAAATCAT 
AGACTATCTCGGTTATGACAG 

970 

sigB-qF 
sigB-qR 

CAACAGAGACACAGAAATCACC 
ACTTCCTTCAGAATCAGCCT 

149 

flgD-qF 
flgD-qR 

ACAGGCGAAATGGATGCAGA 
CGCTGAAAAATGCGTGGTGA 

162 

spo0A-qF 
spo0A-qR 

GCGTGGCGTATAATGGTCAGGAAT 
GGAGGCGTTCTAGTACAGCAAGAC 

117 

GGATCC 为 BamH I 酶切位点。 
GGATCC is the digested site of BamH I. 
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1.2  培养基、主要试剂和仪器 
LB 培养基、蛋白胨酵母膏完全培养基

(peptone yeast extract complete medium, PYCM)参
考文献[13]配制；含有甘油和锰的 LB 培养基(LB 
glycerol MnCl2, LBGM) (g/L)：LB 培养基中加入

1%甘油和 0.1 mmol MnSO4；复苏培养基参考文

献[14]配制。 
BamH I 限制性内切酶，New England Biolabs

公司；磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffered saline, 
PBS)和 4-羟乙基哌嗪乙磺酸[4-(2-hydroxyethyl) 
piperazine-1-ethanesulfonic acid, HEPES] 缓冲

液，上海碧云天生物技术股份有限公司；RNA
提取试剂盒、细菌基因组 DNA 提取试剂盒、高

纯度质粒小提试剂盒和琼脂糖凝胶 DNA 回收

试剂盒，天根生化科技(北京)有限公司；反转录

试剂盒，普洛麦格(北京)生物技术有限公司；

2×Universal SYBR Green qPCR Master Mix、
DL2000 DNA marker 和 DL5000 DNA marker、
24 孔细胞培养板，武汉赛维尔生物科技有限公

司；卡那霉素 A，上海阿拉丁生化科技股份有

限公司；白贝林蓝Ⅰ (leucoberbelin blue Ⅰ, LBB)，
上海易恩化学技术有限公司。PCR 仪、荧光定

量 PCR 仪、电穿孔仪和凝胶成像系统，伯乐生

命医学产品(上海)有限公司；全波长多功能酶标

仪，北京普天新桥技术有限公司。 
1.3  sigB 敲除菌株的构建 

参照朱忠梅等[14]的方法利用重叠延伸 PCR
技术两步构建敲除片段，酶切后转化至沙福芽

孢杆菌 ST7 感受态细胞中，通过一次同源单交

换，在目的基因内部插入一段含有筛选标记基

因的序列，实现目的基因的敲除。首先，使用

细菌基因组 DNA 提取试剂盒和高纯度质粒小

提试剂盒参考说明书提取菌株基因组，利用

sigB-up-F/sigB-up-R 引物和 sigB-down-F/sigB- 
down-R 引物分别从沙福芽孢杆菌 ST7 和质粒

pPIC9K 基因组中扩增出长度分别为 350 bp 和   
2 183 bp 的上、下游同源臂片段。PCR 反应体系

和条件参照文献[15]。用琼脂糖凝胶 DNA 回收

试剂盒对上、下游同源臂进行纯化回收，并将回

收产物于−20 ℃保存。利用正向引物 sigB-up-F 和

反向引物 sigB-down-R 采用重叠延伸 PCR[15]技术

进行扩增，获得 2 533 bp的融合片段 kanR-ΔsigB。
将重组片段纯化回收后经限制性内切酶 BamH I
酶切 4 h，经 BamH I 酶切割后形成交错切口的

黏 性 末 端 ， 连 接 后 形 成 环 化 的 融 合 片 段

kanR-ΔsigB。参照文献[14]方法制备沙福芽孢杆

菌 ST7 感受态细胞，将环化融合片段 kanR-ΔsigB
以电穿孔法转入 ST7 感受态细胞，加入 500 μL 复

苏培养基，37 ℃、180 r/min 培养 4 h 后 8 000 r/min
离心 5 min，除去上清，保留 100 µL 培养液重

悬细胞，用含 5 μg/mL 卡那霉素的 LB 平板进

行筛选证实 sigB 片段中插入了抗性基因，通过

菌落 PCR 检测，挑选阳性克隆，提取菌株基因

组，使用引物 sigB-F3/sigB-R3 验证 PCR 片段的

大小，测序正确的克隆作为突变株 ΔsigB。 
1.4  基因表达的荧光定量 PCR 检测 

将培养过夜的野生菌株 ST7 以 2%接种量

转接于 100 mL LB 液体培养基中，培养至 OD600

值达到 1.0 后迅速将培养物分装至预先添加了

终浓度为 250 mg/L 锰(II)溶液的 PYCM 培养基

中 28 ℃、160 r/min 培养 2−24 h，每隔 4 h 取 1 次

菌液，4 ℃、8 000 r/min 离心 5 min，去除上清，

并用预冷的 PBS 缓冲液重悬，洗涤后提取菌

体总 RNA 并反转录为 cDNA，采用特异性引

物 sigB-qF/sigB-qR (表 2)，以 16S rRNA 为内参

基因进行荧光定量 PCR。反应体系(20 μL)：
2×Universal SYBR Green qPCR Master Mix 10 μL，
sigB-qF 和 sigB-qR (10 μmol/L)各 0.4 μL，cDNA  
1.0 μL，ddH2O 补足 20 μL。反应条件：95 ℃ 30 s；
95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，45 个循环后立即进行熔

解曲线分析，验证引物扩增的特异性。采用 2−ΔΔCt

法计算基因的相对表达量，分析菌株 ST7 的

sigB 在不同培养时间的表达水平；将野生株和

突变株 ΔsigB 活化培养后按 2%接种量转接于含

250 mg/L 锰(II)的 PYCM 培养基中培养 12 h，
将两者 OD600 调为一致后，提取菌体总 RNA，方
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法同前；以野生株的各基因表达量为 1，分析突

变株 ΔsigB 中 spo0A 和 flgD 的表达水平。 
1.5  锰氧化能力测定 

利用 LBB 试剂能特异性结合锰(IV)和锰(III)
这一特点，测定样品中剩余的锰(II)含量[16]。将培

养至 OD600为 1.0 的菌株 ST7 按 1%比例分别接种

于无锰和含 250 mg/L 锰(II)的 PYCM 液体培养基

中，28 ℃、180 r/min 分别培养 2 h 和 24 h，随后，

取 1 mL 菌液 12 000 r/min 离心 10 min，弃上清

液，加入 HEPES 缓冲液洗涤并重悬，再加入

250 μL 0.04% LBB试剂，25 ℃暗室反应 30 min。
酶标仪测定上述反应液的 OD620 值，并记录颜

色变化。 
1.6  锰胁迫耐受性及生长曲线测定 

将菌株 ST7 在 LB 固体培养基表面进行划

线接种，37 ℃培养过夜，随后，挑取单菌落转

移至 LB 液体培养基中 37 ℃、180 r/min 培养过

夜。将培养过夜的细菌分别用新鲜的 PYCM 液

体培养基按 1:10 比例依次稀释到不同梯度

(10−1−10−6)，分别取 10 µL菌液点在添加 250 mg/L
锰(Ⅱ)的 PYCM 固体培养基上，28 ℃培养 24 h
后，以野生菌株作为对照，测定突变株对锰的

耐受性。按 1%比例将菌株 ST7 分别接种于无

锰和含 250 mg/L 锰(Ⅱ)的 LB 液体培养基中，于

28 ℃、180 r/min 条件下培养，每隔 4 h 测定

OD600 值，绘制生长曲线。 
1.7  生物膜形成能力测定 

参照郭云学等[17]的方法并作适当修改，首

先将菌液用 LB 培养基培养过夜，移取 1 mL 培

养至 OD600=1.0 的新鲜菌液，8 000 r/min 离心  
5 min，弃上清，用 1 mL LBGM 培养基洗涤    
2 次后重悬。取 100 μL 悬浮液分别与 1 900 μL
无锰、含 250 mg/L 锰(II)的 LBGM 培养基混合

后加入 24 孔细胞培养板进行培养，每个处理  
3 个重复。30 ℃培养 48 h 后观察成膜情况，从

孔板中吸出培养基，利用无菌水冲洗 2−3 次，

以清洗未附着的菌体，待其在常温下自然风干

后，滴加 1%结晶紫染色剂，静置 20 min 着色，

最后，再次使用无菌水对染色后的生物膜进行

冲洗，去除多余的染色剂。室温干燥，去除多

余水分，加入乙醇-丙酮溶液(80:20)脱色 15 min。
用酶标仪测定 OD595 处的光密度值，用于生物

膜的定量分析。 
1.8  运动性测定 

参照王旭东等[18]的方法并作适当修改，为

了评估应激条件下菌株的运动性，在含有 0.3%
琼脂的 PYCM 固体培养基上测定浮游运动；在

含有 1.5%琼脂的 PYCM 固体培养基上测定群

集运动，将菌株培养至 OD600=0.3，取 1 mL 菌

液并向其加入 250 mg/L 锰(Ⅱ)刺激 1 h，然后   
8 000 r/min 离心 5 min 收集菌体，弃上清液，

将细菌重悬于 1 mL PBS 缓冲液中，以标准化初

始接种水平，将 5 μL 无锰和含 250 mg/L 锰(Ⅱ)
的重悬液滴到 PYCM 固体培养基中，在超净工

作台中干燥，并在 28 ℃孵育过夜后对所有平板

进行拍照，并测量菌落直径表示菌株运动能力。 
1.9  芽孢形成率测定 

按 1%比例将 OD600=1.0 菌株 ST7 和突变菌

株 ΔsigB 分别接种于无锰和含 250 mg/L 锰(Ⅱ)
的 PYCM 培养基培养 3 d，分别取 1 mL 进行梯

度稀释(10−1−10−6)后涂布于 LB 平板，28 ℃培养

过夜，以菌落数为 100−300 个/平板为准，计算

总细胞数(菌落数×稀释倍数)；取剩余菌液于

65 ℃水浴加热，30 min 后吸取 100 µL 进行梯

度稀释，计算芽孢数(菌落数×稀释倍数)和芽孢

形成率(芽孢数/总细胞数)。 
1.10  统计分析 

通过 IBM SPSS Statistics 26 统计分析工具

对数据进行分析、并借助 GraphPad Prism 软件

完成图表绘制；所有数据以平均值±标准差

(mean±SD)表示；数据采用 Student’s t-test 法比

较不同处理间的差异显著性。 

2  结果与分析 
2.1  sigB 基因在不同培养时间的表达量 

为了探究 SigB 因子在不同生长阶段的生
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理变化，对野生型菌株内 sigB 基因在各生长阶

段的转录水平进行了测定。在无锰和有锰胁迫

下，sigB 表达水平在对数生长期(2 h)和对数末期

(20−24 h)时的表达量最高，而在对数中期(12 h)
时的表达量最低(图 1A)。进一步利用 LBB 试剂

检测菌体中锰(Ⅱ)的含量，LBB 显色反应具有专

一性，其显色基团能够与高价锰发生反应，使溶

液由无色变为蓝色，蓝色越深表示菌株的氧化能

力越强。在培养 2 h 时，溶液颜色较浅，说明

菌体中锰(Ⅱ)含量较高；培养 24 h 时溶液颜色加

深(图 1B)，说明锰(Ⅱ)已被氧化为高价锰，菌体中

锰(Ⅱ)含量降低，OD620 值代表其锰氧化能力，相

比之下，24 h 时锰氧化能力上升了 62% (图 1C)。 
2.2  ΔsigB 敲除株的构建及鉴定 

利用同源重组方法构建基因缺失菌株，以

沙福芽孢杆菌 ST7 的基因组 DNA 作为模板，

用特异性引物 sigB-up-F 和 sigB-up-R 扩增 sigB
基因上游半段，电泳检测出 350 bp 条带(图 2A)，
成功获得 sigB 基因敲除所需的上游同源臂

sigB1；随后，以质粒 pPIC9K 为模板，采用引

物 sigB-down-F 及 sigB-down-R 进行 PCR 扩增

(图 2B)，电泳检测出 2 183 bp 条带，获得下游

同源臂为卡那霉素抗性基因(kanR)，与预期相

符。分别回收 sigB1 和 kanR 片段为模板，以

sigB-up-F 和 sigB-down-R 为引物，采用重叠延伸

PCR 技术进行连接，获得融合片段 kanR-ΔsigB，
长度 2 533 bp (图 2C)。将酶切后环化的融合片

段 kanR-ΔsigB 电转化沙福芽孢杆菌 ST7 感受态

细胞，经卡那霉素筛选，用引物 sigB-F3 和

sigB-R3 对平板上生长的菌落进行验证，检测得

到 970 bp 片段(图 2D)，测序证实前半段 350 bp
与沙福芽孢杆菌参考基因组 sigB 相应序列的一

致性为 100%，对应 sigB 基因的上半段，后半段

包含完整的卡那霉素抗性基因(图 2E)，表明环化

的 kanR-ΔsigB 与野生型的 sigB 基因发生了同源

重组，突变株 ΔsigB 的 sigB 基因编码区(coding 
region, CDS)不完整，翻译为蛋白的截短肽，导

致 SigB 蛋白失活，获得突变菌株 ΔsigB。RT-qPCR
结果显示，在突变株 ΔsigB 中未检测到 sigB 的表

达，证明突变株中的 sigB 基因已被敲除(图 2F)。 
 

 
 
图 1  菌株 ST7 的 sigB 基因转录水平及锰氧化能力测定   A：sigB 基因在不同培养时间的表达量检测

(PYCM 培养基，28 ℃培养)。B：LBB 法测定菌株 ST7 的锰氧化能力。C：菌株 ST7 的锰氧化能力比

较。Control：无锰对照；2 h、24 h：表示菌株 ST7 在 PYCM 培养基中加锰(Ⅱ)培养 2 h、24 h 时检测的

锰氧化能力。 
Figure 1  Determination of the transcriptional level of the sigB gene and manganese oxidation capacity of 
strain ST7. A: Detection of sigB gene expression at different culture times (PYCM medium, culture at 28 ℃). B: 
Determination of the manganese oxidation capacity of strain ST7 by LBB method. C: Comparison of 
manganese oxidation ability of strain ST7. Control: No manganese control; 2 h, 24 h: Detection of the 
manganese oxidation capacity strain ST7 with manganese in PYCM for 2 h and 24 h. **: P<0.01. 
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图 2  同源重组敲除沙福芽孢杆菌 ST7 的 sigB 基因   A：上游同源臂 sigB 基因前半段的扩增(M：DL2000 
DNA marker；1–3：sigB 基因片段)。B：下游同源臂卡那霉素抗性基因 kanR 的扩增(M：DL5000 DNA 
marker；1–3：卡那霉素抗性基因片段)。C：重叠延伸 PCR 扩增，获得融合片段 kanR-ΔsigB (M：DL5000 
DNA marker；1–3：重叠延伸 PCR 产物 kanR-ΔsigB)。D：突变株 ΔsigB 鉴定(M：DL2000 DNA marker；
1–2：菌落 PCR 产物)。E：突变株 ΔsigB 测序峰图。F：突变株 ΔsigB 中 sigB 的表达。 
Figure 2  Homologous recombination deletion of the sigB gene from B. safensis ST7. A: Amplification of 
the homology arm of sigB first part (M: DL2000 DNA marker; 1–3: sigB gene fragments). B: Amplification 
of kanamycin resistance gene (M: DL5000 DNA marker; 1–3: Kanamycin gene regions). C: The fusion 
fragment kanR-ΔsigB of overlapping extension PCR amplification (M: DL5000 DNA marker; 1–3: The 
overlapped PCR products of kanR-ΔsigB). D: Identification of mutant ΔsigB (M: DL2000 DNA marker; 1–2: 
The colony PCR products). E: Sequencing peak plot of mutant strain ΔsigB. F: The sigB expression detection 
of mutant strain ΔsigB. 
 
2.3  sigB 影响沙福芽孢杆菌对锰耐受性 

将培养过夜的野生株 ST7 和突变株 ΔsigB
分别用新鲜的 PYCM 液体培养基按 1:10 比例依

次稀释到不同梯度(10−1−10−6)，稀释度为 10−6

时，野生株 ST7 依然可见生长良好的清晰菌落，

LBB 检测溶液颜色较深(图 3A、3B)，而突变株

ΔsigB 菌落生长不良，并且 LBB 检测菌体中高价

锰含量时呈色较浅(图3C、3D)，表明突变株 ΔsigB
对锰耐受性减弱，并且锰氧化能力降低；在无锰

PYCM 培养基中培养的野生株和突变株的生长
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曲线无显著差异(图 3E)，表明非锰胁迫条件下

sigB 基因缺失对菌株 ST7 生长几乎无影响；用

含 250 mg/L 锰(Ⅱ)的 PYCM 培养基进行培养，

在 36 h 前突变株 ΔsigB 的 OD600 值显著低于野

生株 ST7 (图 3F)，表明锰胁迫下 sigB 基因缺失

对 ST7 生长有很大影响，而 36 h 后突变株 ΔsigB
和野生株 ST7 的 OD600 值之间差异不显著，综

上表明基因 sigB 缺失后沙福芽孢杆菌 ST7 对高

浓度锰的耐受性下降。 

2.4  sigB 调控沙福芽孢杆菌生物膜的

形成 
生物膜可以保护微生物免受极端环境的影

响，可以提高微生物对金属离子等不良条件的

耐受性。比较沙福芽孢杆菌野生型和 ΔsigB 突

变株的生物膜生成量，有锰和无锰培养条件下

野生株 ST7 表面均出现大量生物膜，形成深而

厚的褶皱(图 4A)；而突变株 ΔsigB 的生物膜分

散且量少(图 4A)。无锰培养基中野生株 ST7 和 
 

 
 
图 3  菌株 ST7 和突变株ΔsigB 对锰耐受性试验及生长曲线测定   A：250 mg/L 锰(Ⅱ)条件下 PYCM 固

体培养基中 28 ℃培养 24 h 野生株 ST7 的耐受性检测。B：LBB 法测定野生株 ST7 锰氧化能力的颜色

反应。C：突变株ΔsigB 对锰耐受性试验。D：LBB 法测定突变株ΔsigB 锰氧化能力的颜色反应。E：非

锰胁迫条件下菌株生长曲线。F：锰胁迫条件下菌株生长曲线。 
Figure 3  Manganese tolerance test and growth curve determination of strain ST7 and mutant ΔsigB. A: 
Detection of tolerance of wild strain ST7 cultured in PYCM solid medium at 28 ℃ for 24 h under 250 mg/L 
manganese condition. B: Determination of Color response of manganese oxidation capacity of wild ST7 by 
LBB method. C: Manganese tolerance test of mutant strain ΔsigB. D: Determination of color response of 
manganese oxidation capacity of mutant strain ΔsigB by LBB method. E: Growth curves of strains under 
non-manganese stress conditions. F: Growth curves of strains under manganese stress. 
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突变株 ΔsigB 生物膜生成量分别为 1.64 和 1.20，
突变株 ΔsigB 生物膜生成量下降了 27% (图 4B)；
有锰培养基中野生株和突变株 ΔsigB 生物膜生

成量分别为 1.50 和 0.65，突变株ΔsigB 生物膜

生成量下降了 57% (图 4B)。表明锰胁迫条件下，

突变株生物膜生成能力降低，提示 sigB 可调控

沙福芽孢杆菌生物膜的形成。 
2.5  sigB 调控菌株 ST7 的运动性 

芽孢杆菌属有鞭毛，具有运动能力。细菌

的运动性主要包括浮游运动(swimming motility)
和群集运动(swarming motility)这 2 种方式[19]。

在无锰和有锰的培养基中，野生株 ST7 和突变

株ΔsigB的群集运动范围的直径差异不大(图 5A、

5B)。突变株 ΔsigB 的浮游运动范围发生明显变

化(图 5C)。在无锰培养基中，野生株 ST7 和突变

株 ΔsigB 浮游运动范围的直径平均为 1.90 cm 和

1.30 cm，突变株 ΔsigB 浮游运动能力下降了

32% (图 5D)；在添加锰的培养基中，野生株 ST7
和 ΔsigB突变株浮游运动直径平均为 2.30 cm和

1.20 cm，突变株 ΔsigB 浮游运动能力下降了 48% 
(图 5D)。表明 sigB 基因缺失后不影响菌株 ST7
的群集运动能力，但细菌的浮游运动能力下降。 

2.6  sigB 调控菌株 ST7 的芽孢形成 
当营养消耗至底限时，细菌可形成芽孢维

持生命。菌株 ST7 和突变体 ΔsigB 在无锰和添

加锰(Ⅱ)的 PYCM 培养基中培养，直至释放超过

90%的芽孢(约 3 d)，然后进行芽孢计数分析。

在芽孢计数之前，通过 65 ℃水浴热处理 30 min
来消除营养体细胞，加热前的细胞数记录为总

细胞数，而热处理后存活的细胞数被视为芽孢

数。结果显示无锰培养下突变株 ΔsigB 芽孢形

成率与野生株 ST7 相比下降了 88%，而有锰培

养下突变株 ΔsigB 芽孢形成率与野生株 ST7 相

比下降了 99%，并且锰(Ⅱ)对野生株 ST7 的芽孢

形成无显著影响，而锰(Ⅱ)对突变株 ΔsigB 的芽

孢形成有显著影响(图 6)，以上结果说明 sigB
基因对芽孢形成有影响，但锰胁迫下 sigB 基因

缺失对芽孢形成的影响更为显著。 
2.7  突变株 ΔsigB 的 flgD、spo0A 基因

表达变化 
为了解析 sigB 基因调节鞭毛、生物膜和芽

孢形成的机制，采用荧光定量 PCR 方法检测

ΔsigB 突变株鞭毛合成相关基因 flgD 和生物膜、

芽孢形成相关基因 spo0A 的表达量。在锰胁迫 
 

 
 
图 4  野生株 ST7 和突变株ΔsigB 生物膜生成量   A：LBGM 培养基中测定生物膜生长情况(左)和结

晶紫染色生物膜(右)。B：生物膜形成能力比较。 
Figure 4  Biofilm formation of wild strain ST7 and mutant strain ΔsigB. A: Biofilm growth measured in 
LBGM medium (left) and crystal violet stained biofilm (right). B: Comparison of biofilm formation capacity. 
t-test. *: P<0.05; **: P<0.01. 
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图 5  野生株 ST7 和突变株ΔsigB 运动能力检测   A：PYCM 软琼脂平板上检测菌株的群集运动能力。

B：群集运动能力直径比较。C：PYCM 软琼脂平板上检测菌株的浮游运动能力。D：浮游运动能力直

径比较。 
Figure 5  Motility detection of wild strain ST7 and mutant strains ΔsigB. A: Swarming motility of strains on 
PYCM soft agar plates. B: Comparison of swarming motility. C: Swimming motility of strains on PYCM soft 
agar plates. D: Comparison of swimming motility. t-test. ns: P>0.05; *: P<0.05; **: P<0.01. 
 

 
 
图 6  野生株 ST7 和突变株 ΔsigB 芽孢形成率

测定 
Figure 6  Sporulation rate of wild strain ST7 and 
mutant ΔsigB. ns: P>0.05; **: P<0.01. 

下培养 12 h 时，相较于野生株，ΔsigB 突变株

的 flgD 基因表达量上调了 6 倍，spo0A 基因的

表达量下调了 2 倍，表明 sigB 基因缺失可促进

鞭毛相关基因的表达，抑制生物膜形成相关基

因的表达(图 7)。 

3  讨论 
SigB 因子在应激等压力暴露时被激活，参

与细菌营养细胞和固定细胞的适应性反应[20]。

沙福芽孢杆菌 ST7 在锰胁迫下 sigB 基因被诱导

表达(图 1A)，并且敲除菌株 ST7 的 sigB 基因对

锰的耐受力下降(图 3C)，表明 SigB 因子参与沙

福芽孢杆菌 ST7 菌株的锰适应性反应。锰胁迫

促进 ST7 菌株 sigB 基因的表达，可能与 Mn(II)
诱导了菌株 ST7 的激酶 rsbT 基因表达有关[12,21]。

有研究证明 SigB 因子的调节功能受 RsbW 和

RsbV 的调控，其中 RsbW 为反式 σ 因子，形成

RsbW-SigB 复合物，特异性结合并抑制 SigB 的 
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图 7  突变株 ΔsigB 的 flgD、spo0A 表达水平 
Figure 7  The expression levels of genes flgD and 
spo0A in mutant strain ΔsigB. *: P<0.05; **: 
P<0.01.  
 
功能[22]。RsbT 蛋白可使 RsbV-Pi 去磷酸化，释

放出的磷酸酶 RsbV 得以结合 RsbW，游离 SigB
增加，与 RNA 聚合酶结合形成全酶诱导应激相

关的靶基因表达[23]，使得菌株在锰胁迫条件下

得以生存。进一步分析锰胁迫时，沙福芽孢

杆菌不同生长阶段基因的表达变化，得出 sigB
基因在菌株 ST7 进入对数生长期(2 h)和对数生长

末期(20−24 h)时的表达量最高(图 1A)，与此相似，

谷氨酸棒状杆菌 (Corynebacterium glutamicum) 
sigB 基因表达在指数生长期末进入稳定期前表

达量最高[24]。应用 RT-qPCR 和 immuno-blot (使
用 SigB 特异的多克隆抗体)研究单核增生李斯

特氏菌(L. monocytogenes)生长过程中 SigB因子

的转录表达时发现，在 L. monocytogenes 生长

到 3−4 h 时 sigB 基因大量表达，生长到 8 h 时

sigB 基因表达下降[25]。采用 LBB 法测定 ST7
菌体中的高价锰含量，提示对数中期后(24 h)
的胞内溶液中高价锰的含量增加明显高于 2 h，
表明菌株 ST7 的锰氧化能力增加(图 1B)，将较

多的 Mn(II)氧化成了高价锰，胞内有毒的 Mn(II)
浓度降低，有助于 sigB 基因的表达。但 2 h 时

sigB 基因的高表达原因未知。在无锰胁迫下

sigB 基因对锰的生长无影响，同样，在炭疽芽

孢杆菌(Bacillus anthracis)中 sigB 基因缺失对菌

株生长无影响[26]，说明 sigB 基因的缺失并未影

响其正常的生长代谢；而在锰胁迫下突变株

ΔsigB 进入对数期的时间变慢，可能是 sigB 基

因缺失后细菌无法感知外界环境变化且锰氧化

能力降低，培养基中高浓度的有毒锰抑制菌株

生长；而 36 h 后与野生株相比其生物量差异较

小，可能是培养基中锰(Ⅱ)被氧化，有毒锰浓度

下降，细菌生长速率变快(图 3)，但具体原因有

待研究。与此类似，L. monocytogenes 加入氨苄

西林青霉素后，突变株 ΔsigB 的生长立即出现

迟滞现象，活细胞量减少，生长曲线呈下降趋

势，经过一段时间的适应后，耐药的细菌细胞

恢复生长，曲线上升[27]。以上研究说明 SigB 因

子可能在细菌快速生长过程中对环境变化进行

调节。 
受到环境胁迫时，细菌可采取一系列的响

应策略：例如改变运动形式、产生生物膜和形

成芽孢等[28]。饥饿或胁迫开始发生时，枯草芽

孢杆菌放弃自由运动，形成串联的链式形态，

分泌胞外基质，形成生物膜，胁迫持续时，枯

草芽孢杆菌进入芽孢发生过程[29]。受到锰胁迫

时，野生菌株 ST7 的浮游运动增加，而突变株

ΔsigB 的浮游运动明显下降(图 5)。枯草芽孢杆

菌中鞭毛相关基因在指数生长期表达，而固着

相的生物膜形成相关基因在平台期被诱导[30]。

表明鞭毛是浮游运动所必需的，已有研究表明

在固着期多数细菌的鞭毛脱落并交联在一起形

成生物膜漂浮在培养基表面[31]。我们检测到锰

胁迫条件下，ΔsigB 突变株的鞭毛基因 flgD 表

达量增加(图 7)，敲除 sigB 基因的突变株生物

膜生成量下降，提示 sigB 负调控鞭毛基因 flgD
的表达，有助于浮游运动向群集性运动的转换，

也有助于生物膜的形成。SigB 可能调节生物膜

的生长和适应性，因为已有研究表明 SigB 是维

持生物膜中 sinR 表达所必需的[23]。SinR 是生物

膜形成的抑制剂，其抑制操纵子 epsA-O 和

tapA-sigW-tasA 表达，这些操纵子负责合成胞外

多糖和生物膜细胞外基质的淀粉样蛋白纤维



 
付雨婷 等 | Sigma B 对沙福芽孢杆菌锰胁迫响应及运动性和芽孢形成的影响 3095 

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

TasA[32-33]。在枯草芽孢杆菌的 ΔsigB 突变株中

观察到生物膜形成减少是由于生物膜抑制剂

SinR[22]，SinR 的活性对于鞭毛介导的枯草芽孢

杆菌运动也是必不可少的，并且 sinR 突变菌株

是非运动的[34-35]。突变株 ΔsigB 的浮游运动能

力降低，说明 SigB 可能通过 SinR 影响菌株的

运动性。 flgD 编码鞭毛钩组装蛋白 [36]，在      
L. monocytogenes 中许多编码鞭毛蛋白的基因

在 ΔsigB 突变体中显示出较高的转录水平[37]；

盐胁迫下 DegU 和 SigB 共同调节许多基因的表

达，特别是与运动和趋化性相关的基因[38]。DegU
是一种反应调节因子，控制自由运动与固着相

的转换，以复杂的方式调节细菌的运动和生物

膜形成[30]。当细菌磷酸化 DegU 的浓度较低时，

群集运动和鞭毛基体基因表达被激活，然而，

随着磷酸化 DegU 含量的增加，DegU-Pi 会抑制

鞭毛基体基因的表达 [30]。枯草芽孢杆菌中磷

酸化的 DegU-Pi 通过抑制编码鞭毛特异性 σ
因子 (SigD)来抑制运动基因的转录 [39]，而在   
L. monocytogenes 中则不存在[38]。这些研究提示

不同细菌鞭毛蛋白表达的调控可能由多个调控

因子协同作用实现。磷酸化的 DegU-Pi 可促进

Spo0A-Pi 水平，驱动细胞走向芽孢发生的命运[40]。 
其次，细菌在受到胁迫时的另一个适应性

反应是形成芽孢[4]。Spo0A 是一种高度保守的

转录调节因子，在芽孢杆菌的芽孢形成中起关

键作用[41]。枯草芽孢杆菌从链状结构到形成生

物膜，再到芽孢发生的过程受转录因子 Spo0A
控制[42]。Spo0A-Pi 借助 SinI-SinR-SlrR 网络间

接激活操纵子 TapA-SipW-TasA 的表达产生胞

外基质，促进生物膜形成 [42]，同时 Spo0A-Pi
可直接或间接控制产孢基因。丙酮丁醇梭菌

(Clostridium acetobutylicum)中过表达 spo0A 基

因可加速芽孢形成，并提高胁迫耐性相关基因

表达，增强菌株对丁醇胁迫耐受性[43]；本研究

野生株 ST7 在加锰培养基中芽孢形成率与无锰

培养相比无显著变化，而突变株ΔsigB 在有锰和

无锰条件下其芽孢形成率均降低且 spo0A 表达

下调(图 6、图 7)，提示 sigB 基因可能通过调控

spo0A 表达来调控芽孢形成，进而影响锰耐受

性。与此相似，在枯草芽孢杆菌中 sigB 基因突

变后不能诱导 spo0E 表达从而阻断 spo0A 特异

性转录，并使芽孢形成受阻[44]。 

4  结论 
SigB 因子通过调节鞭毛合成基因 flgD、生

物膜和芽孢形成基因 spo0A 等的表达，影响沙

福芽孢杆菌的运动性、生物膜和芽孢生成，参

与细菌对锰的适应反应，在响应锰胁迫过程中

发挥重要作用。 
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