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摘  要：【背景】前期转录组学研究提示 RNA 聚合酶 σ 因子 W (sigma factor W, SigW)和反 σ 因子

W (anti-sigma factor W, RsiW)可能参与沙福芽孢杆菌(Bacillus safensis)锰胁迫应激途径。【目的】

研究 sigW 和 rsiW 基因缺失对沙福芽孢杆菌 ST7 的运动能力、生物膜形成能力和锰氧化能力的影

响。【方法】以沙福芽孢杆菌 ST7 为研究对象，使用同源重组敲除技术构建沙福芽孢杆菌 ST7 的

sigW 和 rsiW 缺失突变株，检测野生株与突变株在运动能力、生物膜形成能力和锰氧化能力方面的

差异，比较鞭毛形成相关基因的表达变化。【结果】在非锰胁迫培养条件下 sigW 和 rsiW 基因缺

失对 ST7 突变株的生长无明显影响；锰胁迫培养条件下 sigW 和 rsiW 基因缺失迟滞突变株的生长。

相较于野生株，sigW 突变株的运动能力和锰氧化能力减弱，生物膜形成能力增强；rsiW 突变株的

运动能力减弱，生物膜形成能力和锰氧化能力增强。并且 sigW 和 rsiW 突变株中与鞭毛合成相关

基因 flim、flgd、flii 的表达量下降。【结论】sigW 和 rsiW 基因可促进沙福芽孢杆菌的鞭毛合成和

运动能力，促进细菌的生长，共同调控菌株的锰氧化能力。 
关键词：沙福芽孢杆菌；sigW 和 rsiW 基因敲除；鞭毛；运动性；生物膜；锰氧化 
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Abstract: [Background] Previous transcriptomics studies suggested that the RNA polymerase 
sigma factor (SigW) and the anti-sigma factor W (RsiW) might be involved in the manganese 
stress response of Bacillus safensis. [Objective] To investigate the effects of sigW and rsiW 
deletion on the motility, biofilm formation, and manganese-oxidizing ability of B. safensis ST7. 
[Methods] We employed homologous recombination to construct the sigW- and rsiW-deleted 
mutant strains of B. safensis ST7. Furthermore, we compared the motility, biofilm formation, 
manganese oxidation, and expression of flagellum formation-related genes between the wild 
type and the mutant strains. [Results] The deletion of sigW and rsiW had no significant effect on 
the growth of ST7 cultured without manganese stress, whereas it retarded the growth of ST7 
under manganese stress. Compared with the wild type, ∆sigW showed reduced motility and 
manganese-oxidizing ability and enhanced biofilm formation, while ∆rsiW showed reduced 
motility and enhanced biofilm formation and manganese-oxidizing ability. In addition, the 
expression levels of genes (flim, flgd and flii) related to flagellum formation were 
downregulated in ∆sigW and ∆rsiw. [Conclusion] sigW and rsiW can promote the flagellum 
formation, motility, and growth and co-regulate the manganese-oxidizing ability of B. safensis. 
Keywords: Bacillus safensis; deletion of sigW and rsiW; flagellum; motility; biofilm; 
manganese oxidation 
 
 

细菌的转录起始是由 sigma 因子启动的，

sigma 因子能将核心 RNA 聚合酶募集到基因启

动子区域[1]。细菌中一部分 sigma 因子能选择性

识别位于转录起始位点上游的–35 和–10 启动

子元件，由此诱导下游基因的表达[2]。研究表

明，枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)在碱胁迫、

盐胁迫、噬菌体感染和某些影响细胞壁生物合成

的抗生素等不同胁迫下可诱导 RNA 聚合酶 σ 因

子 W (sigma factor W, SigW)的表达[3]。SigW 和

反 σ 因子 W (anti-sigma factor W, RsiW)是一对转

录因子，其中 SigW 定位于细胞膜，属于胞外功

能类型的 σ 因子；RsiW 是反 sigma 因子，含有

锌指结构 CHCC[4]。对假单胞菌(Pseudomonas 
sp.)和枯草芽孢杆菌等的研究表明，SigW 的活

性受 RsiW 的调节，正常条件下 SigW 与 RsiW
紧密结合构成 sigma 因子系统，同时 RsiW 抑制

SigW 发挥作用；当受到外界刺激时，蛋白酶被

激活降解 RsiW，对 SigW的抑制作用解除，SigW
得以发挥作用调控毒力、应激等相关蛋白的表

达[4-5]。SigW 属于 sigma70 家族成员，sigma70
家族参与细菌大部分的压力应激调控，包括孢

子形成、鞭毛合成、离子运输及辅助性的代谢过

程等[6]。此外，sigW 基因参与细菌的解毒和逆境

胁迫调控，细菌能够在高盐胁迫下生长，sigW



 
方争林 等 | sigW 与 rsiW 失活对沙福芽孢杆菌 ST7 耐锰能力的影响 1325 

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

发挥了重要作用，其次 sigW 基因参与协调抗生

素应激反应和细胞包膜的稳态[7]。对非应激条

件下枯草芽孢杆菌 sigW 突变体的转录组进行

分析，选择 SigW 调控的候选基因，将候选基

因的转录谱与在 104 种不同条件下生长的亲本

枯草芽孢杆菌转录组数据进行比较，验证了候

选基因的 SigW 依赖性；枯草芽孢杆菌在抗生

素或碱性条件的刺激下，RsiW 被水解，释放出

SigW 调控靶基因的表达[8]。sigw 负调控 7-羟基

环庚三烯酚酮 (7-hydroxytropolone, 7-HT)及相

关铁载体的合成，同时抑制 Gac/Rsm 级联系统

等调节蛋白的转录，该系统可调控生物膜的形

成、毒力、代谢物合成等[9]。  
沙福芽孢杆菌(Bacillus safensis)能够在极

端环境中生存，对高温、紫外线辐射和化学药

剂具有较强的抵抗力，可以通过氧化途径、代

谢途径、应激途径、转运蛋白的运输作用、孢子

形成及鞭毛合成途径等方式适应锰胁迫[10]。前

期研究发现，在 250 mg/L 的锰胁迫条件下，沙

福芽孢杆菌可能通过 sigB 应激途径适应锰胁

迫，并且 sigW 和 rsiW 基因被诱导表达，推测

sigW 和 rsiW 基因可能参与沙福芽孢杆菌锰胁

迫的应激途径[4]。为进一步解析锰胁迫条件下

sigW 和 rsiW 基因在沙福芽孢杆菌中的作用，本

研究使用同源重组技术敲除沙福芽孢杆菌 ST7
的 sigW 和 rsiW 基因，研究 sigW 和 rsiW 基因

缺失对沙福芽孢杆菌 ST7 的影响。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

沙福芽孢杆菌 ST7，由本实验室从锰污染

土壤中分离和保藏[11]；质粒 pPIC9K 为本实验

室保藏。 

1.2  培养基、主要试剂及仪器 
100 g/L 的 MnCl2·4H2O 母液、含氯化锰的

蛋白胨酵母完全培养基(peptone yeast complete 
medium, PYCM) 、 LB 培 养 基 (Luria-Bertani 
complete medium)、0.04% Ⅰ,N,N-二甲氨基-P,P-
三苯代甲烷酸性硫酸(I,N,N-dimethylamino-P,P- 
triphenylmethane acid sulfuric acid, LBB)试剂均

参考文献[12]配制。MSgg 培养基(g/L)：色氨酸

50.000，苯丙氨酸 50.000，谷氨酸 0.5%，丙磺

酸 20.927，磷酸钾 1.061，氯化钙 0.103，氯化

铁 0.006，氯化锰 0.010，氯化锌 0.001，氯化镁

0.407，维生素 B1 0.675，甘油 0.5%，121 ℃灭

菌 15 min。0.5%的 LB 半固体培养基(g/L)：蛋

白胨 10.0，酵母粉 5.0，氯化钠 10.0，琼脂粉

5.0，调节 pH 至 7.2–7.4，121 ℃灭菌 20 min。 
细菌基因组 DNA 提取试剂盒(离心柱型)、

细菌总 RNA 提取试剂盒(离心柱型)及琼脂糖凝

胶 DNA 回收试剂盒(普通离心柱型)，天根生化

科技(北京)有限公司；1×PBS 漂洗缓冲液(即用

型)、反转录试剂盒，武汉塞维尔科技有限公司。

引物合成(表 1)和核苷酸序列测定由生工生物工

程(上海)股份有限公司完成。 
超微量分光光度计，北京凯奥科技发展有限

公司；全波长多功能酶标仪，北京普天新桥技术

有限公司；台式高速冷冻离心机，贵州宝辰科技

有限公司；电转化仪和荧光定量 PCR 仪，Bio-Rad
公司；PCR 仪，杭州朗基科学仪器有限公司。 

1.3  锰胁迫下 sigW和 rsiW基因表达检测 
将菌株 ST7 接种于 LB 液体培养基中，

30 ℃、160 r/min 培养 20 h 后以 2%的接种量

分别接种于氯化锰含量为 0 和 1 500 mg/L 的

PYCM 培养基中，30 ℃、160 r/min 进行培养，

设 3 个生物学重复。分别在 12、24 和 36 h 时

取样，用细菌总 RNA 提取试剂盒提取 RNA，

并反转录为 cDNA。反转录反应体系(20 μL)：
5×SweScript All-in-One SuperMix for qPCR 4 μL，
gDNA Remove 1 μL，Total RNA (1 μg/μL) 1 μL，无 



 
1326 微生物学通报 Microbiol. China 

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

表 1  本研究所使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
引物名称 
Primer name 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

产物长度 
Product size (bp) 

sigW-qF GGAGGCGTTTATTCGTGCTT 105 
sigW-qR ATACGGTCGATGGTCAGGTTG  
sigW-ΔF CGCGGATCCGGAGGCGTTTATTCGTGCTT 105 
sigW-ΔR ATACGGTCGATGGTCAGGTTG  
Kan-sigW-ΔF CAACCTGACCATCGACCGTAT.GGGAGCTGCATGTGTC 2 209 
Kan-sigW-ΔR CGCGGATCCGTAGGTGGACCAGTTGG  
rsiW-qF GGGAGGCAGTCTGTTTACGAG 185 
rsiW-qR TGACGACGGTGACATTTCCA  
rsiW-ΔF CGCGGATCCGGGAGGCAGTCTGTTTACGAG 185 
rsiW-ΔR TGACGACGGTGACATTTCCA  
Kan-rsiW-ΔF TGGAAATGTCACCGTCGTCA.GGGAGCTGCATGTGTC 2 209 
Kan-rsiW-ΔR CGCGGATCCGTAGGTGGACCAGTTGG  
GGATCC 为 BamH I 的酶切位点。 
GGATCC is the digested site of BamH I. 
 
核酸酶水补足 20 μL。反应条件：25 ℃ 5 min；
42 ℃ 30 min；85 ℃ 5 s。选择沙福芽孢杆菌 16S 
rRNA 为内参基因，应用 primer5 设计 sigW、rsiW
和 16S rRNA 基因的特异性引物，采用 2−ΔΔCt法计

算基因的相对表达量。荧光定量 PCR 反应体系

(10 μL)：2×Universal Blue SYBR Green qPCR 
Master Mix 5.0 μL，sigW-qF/rsiW-qF (10 μmol/L) 
0.5 μL，sigW-qR/rsiW-qR (10 μmol/L) 0.5 μL，

cDNA 1.0 μL，ddH2O 3.0 μL。荧光定量 PCR 反

应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，
45 个循环；60 ℃ 30 s，以 0.5 ℃为梯度递增至

95 ℃，并且每 0.5 ℃记录 1 次荧光信号。每个基

因 3 个技术重复，3 个生物学重复。 

1.4  sigW和 rsiW基因缺失突变株的构建 
1.4.1  sigW 和 rsiW 基因上、下游同源臂片

段扩增 
提取菌株 ST7 的基因组 DNA 作为上游同源

臂扩增的模板，使用引物 sigW-ΔF/sigW-ΔR 和

rsiW-ΔF/rsiW-ΔR 扩增上游同源臂；提取质粒

pPIC9K 基因组作为下游同源臂扩增模板，使用

引物 Kan-sigW-ΔF/Kan-sigW-ΔR 和 Kan-rsiW-ΔF/ 
Kan-rsiW-ΔR 扩增下游同源臂。PCR 反应体系

(20.0 μL)：2×Taq PCR Master Mix Ⅱ (with dye) 
10.0 μL，上游引物(10 μmol/L) 0.5 μL，下游引物

(10 μmol/L) 0.5 μL，DNA 1.0 μL，ddH2O 8.0 μL。

反应条件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s；60 ℃ 30 s，
72 ℃ 1 min，30 个循环；72 ℃ 10 min。扩增产物

用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测，若所得条带符合预

期，用琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒对上、下游同

源臂进行回收，并将回收产物保存于–20 ℃。 

1.4.2  重叠延伸 
由于上、下游同源臂在设计引物时设计了

反向互补区域，所以可以利用碱基互补配对的

原理将上、下游同源臂 2 个片段相连。第 1 次

PCR 反应体系(20.0 μL)：上、下游同源臂各 1.0 μL，
BeyoFusionTM PCR Master Mix (2×) 10.0 μL，ddH2O 
8.0 μL。第 1 次 PCR 反应条件：92 ℃ 3 min；
92 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，68 ℃ 1 min，8 次循环；

68 ℃ 10 min。第 2 次 PCR 反应体系(40.0 μL)：
向第 1 次 PCR 反应体系加入 sigW-ΔF/rsiW-ΔF 
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(10 μmol/L) 0.5 μL，Kan-sigW-ΔR/Kan-rsiW-ΔR 
(10 μmol/L) 0.5 μL，BeyoFusionTM PCR Master 
Mix (2×) 10.0 μL，ddH2O 9.0 μL。第 2 次 PCR 反

应条件：92 ℃ 3 min；92 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，
68 ℃ 1 min，30 个循环；68 ℃ 10 min。第 2 次

PCR 反应完成后，使用琼脂糖凝胶 DNA 回收试

剂盒，按照说明书的操作方法进行胶回收，得到

菌株 ST7 sigw 和 rsiw 基因与卡那霉素抗性基因

的融合片段 C-pPIC9K-ΔsigW/C-pPIC9K-ΔrsiW。 

1.4.3  酶切 
在菌株 ST7 的融合片段 C-pPIC9K-ΔsigW/ 

C-pPIC9K-ΔrsiW 的两端分别含有 BamH I 酶切

位点，经过酶切后可以形成互相交错的黏性末

端，而黏性末端的碱基是互补配对的，自连后

可以形成环状的融合片段 pPIC9K-ΔsigW 和

pPIC9K-ΔrsiW。酶切体系(40 μL)：10×Buffer K 
4 μL，BamH I (20 U/μL) 4 μL，融合片段

pPIC9K-ΔsigW/pPIC9K-ΔrsiW 20 μL，ddH2O 12 μL，
37 ℃酶切 1 h。酶切完成后，加入 100 μL 无水乙

醇和 4 μL 3 mol/L NaAc，放于−20 ℃环境中沉淀

30 min 后 12 000 r/min、4 ℃离心 5 min，除去上

清液，再加入 300 μL 75%乙醇重悬，12 000 r/min、
4 ℃离心 5 min 后置于 37 ℃条件下烘干，加入

10 μL ddH2O，用超微量紫外分光光度计检测酶

切产物的浓度，−20 ℃保存。 

1.4.4  转化与菌落 PCR 
参照文献[12]制备 ST7 感受态细胞，采用

电转化方法将环状融合片段 pPIC9K-ΔsigW/ 
pPIC9K-ΔrsiW 转入 ST7 的感受态细胞，将转化

后的感受态细胞涂布到含卡那霉素(5 μg/mL)的
LB 平板上，30 ℃培养 1−2 d，挑取单菌落进行

菌落 PCR，PCR 反应体系(20.0 μL)：2×Taq PCR 
Master Mix Ⅱ (with dye) 10.0 μL，sigW-ΔF/rsiW-ΔF 
(10 μmol/L) 0.5 μL，Kan-sigW-ΔR/Kan-rsiW-ΔR 
(10 μmol/L) 0.5 μL，菌液 1.0 μL，ddH2O 8.0 μL。

菌落 PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，
60 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，32 个循环；72 ℃ 10 min。
若琼脂糖凝胶电泳观察到条带符合预期，送生工

生物工程(上海)股份有限公司测序，测序正确的

菌株即为 ST7 的 sigW 和 rsiW 基因的突变株。ST7
的 sigW 和 rsiW 基因缺失突变株命名为 S-ΔsigW
和 S-ΔrsiW。 

1.5  突变株生长曲线的测定 
将野生株 ST7、突变株 S-ΔsigW 和 S-ΔrsiW

分别接种于 LB 液体培养基中，30 ℃、160 r/min
培养至 OD600=0.8，再按 2%的接种量分别接种

于氯化锰含量为 0 和 1 500 mg/L 的 LB 培养基

中，隔 4 h 测 1 次 OD600，绘制生长曲线。每组

实验设置 3 个重复。 

1.6  突变株运动能力的检测 
将野生株 ST7、突变株 S-ΔsigW 和 S-ΔrsiW

分别接种于 LB 液体培养基中，30 ℃、160 r/min
培养至 OD600=0.8，各取 2 μL 菌液垂直滴在含

0.5%琼脂的 LB 平板上，30 ℃培养，分别于 12、
24 和 36 h 时测量菌落直径，以菌落直径的大小

表示菌株的运动能力，每个平板上设 4 个重复。 

1.7  突变株生物膜含量测定 
MSgg 培养基有助于细菌生物膜的生长。将

野生株 ST7 和突变株 S-ΔsigW、S-ΔrsiW 接种到

LB 液体培养基中，30 ℃、160 r/min 培养过夜

至 OD600=0.8，取 1 mL 菌液于 12 000 r/min、4 ℃
离心 5 min，去除上清液，加入 1×PBS 缓冲液

重悬，将其稀释至 OD600=0.5。在无菌条件下，

取 100 μL 菌液接种于 2 mL MSgg 培养基中(24 孔

板)，30 ℃静置培养 7 d，每个菌株设 3 个重复。

生物膜含量检测使用结晶紫染色法[13-14]，主要

方法包括：去除 24 孔板的培养基，用 PBS 缓冲

液轻柔洗涤孔内保留的生物膜，每孔加入 500 μL 
0.1%结晶紫室温染色 30 min；缓慢吸出孔中结

晶紫染液，用 PBS 缓冲液轻柔洗涤 3 次，加入
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500 μL 的 95%乙醇混匀，室温静置 30 min，稀

释 1 倍，取 200 μL 测定 OD595。 

1.8  sigW 和 rsiW 调节鞭毛基因的检测 
SigW 的激活和环境信号的接收依赖 RsiW

因子，已知 SigW 参与调控细菌鞭毛的合成过

程[6]；同时，研究表明生物膜的形成与鞭毛有

关[15]，所以挑选了 3 个与鞭毛合成相关的基因

进行荧光定量 PCR 实验，从分子生物学的角度

验证 sigW 和 rsiW 基因缺失对沙福芽孢杆菌鞭

毛基因的影响。具体操作步骤为：将菌株 ST7、
S-ΔsigW和 S-ΔrsiW接种到 LB 培养基中，30 ℃、

160 r/min 培养至 OD600=0.8 左右，按 2%的接种

量接种到氯化锰浓度为 1 500 mg/L 的 PYCM 培

养基中分别培养 12、24 和 36 h，按照 1.3 的实

验操作取样并提取 RNA 进行反转录，进行荧光

定量 PCR 实验[12]，每个样本分别设 3 个生物学

重复、3 个技术重复。 

1.9  突变株锰氧化能力的测定 
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，

蓝色越深表示氧化能力越强。将野生株 ST7 和

突变株 S-ΔsigW、S-ΔrsiW 接种到 LB 液体培养

基中，30 ℃、160 r/min 培养至 OD600=0.8，按 2%
的接种量接种于氯化锰含量为 1 500 mg/L 的

PYCM 液体培养基中，30 ℃、160 r/min 培养 4 d。
取 1.5 mL 菌液加入 200 μL 0.04%的 LBB，室温

暗室静置 2 h，10 000 r/min 离心 1 min，取 200 μL
反应液于 96 孔板中，用酶标仪测定反应液 OD620，

颜色越深锰氧化能力越强。每组实验 3 次重复。 

2  结果与分析 
2.1  菌株 ST7 sigW 和 rsiW 基因表达量

检测 
以 0 h 时的样本为对照组，采用荧光定量

PCR 法检测非锰胁迫条件(0 mg/L)和锰胁迫条件

(1 500 mg/L)下处理 12、24 和 36 h 时 sigW 和 rsiW
基因的表达水平。相较于非锰胁迫条件，在锰胁

迫培养条件下培养 12 h 时 sigW 和 rsiW 基因表达

量分别显著上调 2.99 和 3.94 倍(P<0.01)；培养 24 h
时 sigW 和 rsiW 基因表达量分别显著下调 22.97%
和 42.05% (P<0.05)；培养 36 h 时 sigW 和 rsiW 基

因表达量无明显变化(P>0.05) (图 1)。非锰胁迫培

养条件下菌株 ST7 中 sigW 和 rsiW 基因表达量几

乎不随时间发生变化(P>0.05)，锰胁迫培养条件

下菌株 ST7 中 sigW 和 rsiW 基因表达量在 12 h 升

高，24 h 时下降，36 h 时无明显变化。结果表明

锰胁迫时 sigW 和 rsiW 基因的表达量发生变化。 

2.2  菌株 ST7 sigW 和 rsiW 缺失突变株

构建结果 
基于同源重组敲除技术，以菌株 ST7 基因组

DNA 为模板，用特异性引物分别扩增 sigW 和

rsiW 基因部分片段作为 sigW 和 rsiW 突变株的

上游同源臂，以质粒 pPIC9K 的基因组为模板，

用特异性引物扩增含有卡那霉素抗性基因的完

整区域作为 sigW 和 rsiW 突变株的下游同源臂，

经过重叠延伸、酶切、转化、菌落 PCR、测序，

构建菌株 ST7 的 sigW 和 rsiW 基因的缺失突变

株。sigW 突变株融合片段 C-pPIC9K-ΔsigW 上

游同源臂长度为 105 bp，下游同源臂长度为  
2 209 bp，整个融合片段长度为 2 314 bp；rsiW
突变株融合片段 C-pPIC9K-ΔrsiW 上游同源臂长

度为 185 bp，下游同源臂长度为 2 209 bp，整个

融合片段长度为 2 394 bp。将环化融合片段

pPIC9K-ΔsigW 和 pPIC9K-ΔrsiW 转入感受态细

胞中，用卡那霉素-LB 平板筛选。菌落 PCR 检测

(图 2)，得出目标条带大小与预期符合。经 Sanger
测序证实 sigW 和 rsiW 突变株前 100 bp 和 180 bp
左右的序列分别为 sigW 和 rsiW 的部分序列，剩

余序列含完整的卡那霉素抗性基因序列，sigW
和 rsiW 部分序列翻译为蛋白的截短肽，不是完 
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图 1  菌株 ST7 sigW 和 rsiW 基因表达量检测   A：sigW 基因表达量检测；B：rsiW 基因表达量检测。 
Figure 1  Detection of sigW and rsiW gene expression in strain ST7. A: sigW gene expression; B: rsiW gene 
expression. The error line in the graph indicates the standard deviation, the same as following. ns: P>0.05; *: 
P<0.05; **: P<0.01. 
 

 
 
图 2  sigW 和 rsiW 突变株菌落 PCR 检测   M：

DL2000 DNA marker；1：突变株 S-ΔrsiW；2：突

变株 S-ΔsigW。 
Figure 2  PCR detection of sigW and rsiW in mutant 
colonies. M: DL2000 DNA marker; 1: Mutant 
S-ΔrsiW; 2: Mutant S-ΔsigW. 
 
整的蛋白而失活，表明菌株 ST7 的 sigW 和 rsiW
缺失突变株构建成功。 

2.3  突变株的生长曲线 
为了解 sigW 和 rsiW 基因缺失对菌株 ST7

生长的影响，在非锰胁迫 (0 mg/L)和锰胁迫   
(1 500 mg/L)条件下，用 PYCM 培养基培养野生

株 ST7、突变株 S-ΔsigW 和 S-ΔrsiW 并测定生长

曲线。在无锰 LB 培养基中培养的野生株和突变

株的生长曲线无明显差异，表明非锰胁迫条件下

sigW 和 rsiW 基因缺失对菌株 ST7 的生长无影响

(图 3A)。用氯化锰含量为 1 500 mg/L 的 LB 培养

基进行培养，在20 h前突变株S-ΔsigW和S-ΔrsiW
生物量低于菌株 ST7 的生物量，20 h 后突变株

S-ΔrsiW 生物量高于菌株 ST7 和突变株 S-ΔsigW
的生物量(图 3B)，表明锰胁迫条件下 sigW 和 rsiW
基因缺失对菌株 ST7 生长有一定影响。 

2.4  突变株运动能力检测结果 
为了解 sigW 和 rsiW 基因缺失对菌株 ST7 运

动能力的影响，将野生株 ST7、突变株 S-ΔsigW

和 S-ΔrsiW 接种在 LB 半固体培养基上，用菌落

直径的大小表示其运动能力。菌株 ST7、S-ΔsigW

和 S-ΔrsiW 培养至 12 h 时的平均菌落直径为

0.66、0.60 和 0.55 cm (图 4A)，相较于野生株 ST7，
突变株 S-ΔsigW 和 S-ΔrsiW 的运动能力分别下

降 9.09%和 16.67%，差异显著(P<0.05) (图 4B)；
培养至 24 h 时的平均菌落直径为 1.13、0.82 和

0.78 cm，相较于野生株 ST7，突变株 S-ΔsigW 和 
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图 3  野生株 ST7 和 sigW、rsiW 突变株生长曲线   A：非锰胁迫条件下菌株生长曲线；B：锰胁迫条

件下菌株生长曲线。 
Figure 3  Growth curves of wild strain ST7, sigW and rsiW mutants. A: Growth curve under non-Mn-stressed 
condition; B: Growth curve under Mn-stressed condition.  
 

 
 
图 4  菌株 ST7 和突变株运动能力检测   A：软琼脂平板上菌落的生长；B：运动能力比较。 
Figure 4  The motility assay of wild and mutant strains. A: Colony growth on soft-agar plates; B: 
Comparison of motility. *: P<0.05; **: P<0.01. 
 
S-ΔrsiW 的运动能力分别下降 27.43%和 30.97%，

差异显著(P<0.01)；培养至 36 h 时的平均菌落

直径为 1.37、1.00 和 1.09 cm，相较于菌株 ST7，
突变株 S-ΔsigW 和 S-ΔrsiW 的运动能力分别下

降 27.01%和 20.44%，差异显著(P<0.01)。实验

结果表明 sigW 和 rsiW 基因缺失会显著减弱菌

株 ST7 的运动能力。 

2.5  突变株生物膜含量测定结果 
为了解 sigW 和 rsiW 基因缺失对沙福芽孢

杆菌生物膜形成能力的影响，采用结晶紫染色

法检测培养 7 d 的野生株、sigW 突变株和 rsiW
突变株的生物膜含量，用 OD595 表示生物膜含

量。菌株 ST7、sigW 突变株和 rsiW 突变株生物

膜的生成量分别为 0.243、0.342 和 0.369，sigW
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和 rsiW 突变株较野生株 ST7 生物膜的生成量分别

增加 1.41 倍(P<0.05)和 1.52 倍(P<0.01) (图 5)，表

明 sigW 和 rsiW 缺失能够显著促进生物膜的形成。 

2.6  突变株鞭毛相关基因表达量变化 
为了解 sigW 和 rsiW 基因缺失是否影响鞭

毛相关基因的表达，筛选与鞭毛合成相关的基

因 flim、flii 和 flgd 进行荧光定量 PCR 定量检测。

结果如图 6 所示：在锰胁迫下培养 12 h 时，相

较于菌株 ST7，sigW 缺失突变株 flim、flii 和 flgd
基因的表达量分别下调 99.52%、 97.35%和

94.36% (P<0.01)；菌株 ST7 的 rsiW 缺失突变株

中 flim、flii 和 flgd 基因表达量分别下调 97.97%、

97.81%和 54.62% (P<0.01)。培养至 24 h 时，菌株

ST7 的 sigW 缺失突变株中 flim 基因表达量上调

1.70 倍(P<0.01)，flii 和 flgd 基因表达量下调

50.64%和 93.26% (P<0.01)，菌株 ST7 的 rsiW
缺失突变株中 flim、flii 和 flgd 基因表达量分别

下调 94.64%、97.55%和 95.75% (P<0.01)；培养

至 36 h 时，菌株 ST7 的 sigW 缺失突变株中 flim、

flii 和 flgd 基因的表达量分别下调 99.68%、80.57%

和 99.69% (P<0.01)，菌株 ST7 的 rsiW 缺失突变株

中 flim、flii 和 flgd 基因表达量分别下调 96.74%、

91.89%和 93.92% (P<0.01)。相较于菌株 ST7，总

体上 sigW 和 rsiW 突变株中 flim、flii 和 flgd 基

因表达量下降，表明 sigW 和 rsiW 基因缺失能

抑制鞭毛相关基因的表达。 

2.7  突变株锰氧化能力比较 
为了解 sigW 和 rsiW 基因缺失对菌株 ST7

锰氧化能力的影响，将菌株 ST7、S-ΔsigW 和

S-ΔrsiW 分别接种于氯化锰含量为 1 500 mg/L 的

PYCM 培养基中培养 4 d，用 OD620 表示其锰氧

化能力。菌株 ST7、S-ΔsigW 和 S-ΔrsiW 在相同

条件下培养 4 d，加入等量 0.04%的 LBB 进行

反应，发现 S-ΔsigW 反应液颜色比 ST7 反应液

颜色浅，S-ΔrsiW 反应液颜色比 ST7 反应液颜

色深，其锰氧化能力分别为 0.352、0.145和 0.557 
(图 7A)，相较于菌株 ST7，突变株 S-ΔsigW 锰

氧化能力下降 58.01% (P<0.05)，突变株 S-ΔrsiW
锰氧化能力上升 1.58 倍(P<0.05) (图 7B)。表明

sigW 基因缺失能够显著降低菌株 ST7 的锰氧化 
 

 
 

图 5  菌株 ST7 和突变株生物膜生成量   A：生物膜生长情况；B：生物膜形成能力比较。 
Figure 5  Biofilm production of wild strain ST7 and the mutant strains. A: Biofilm growth; B: Comparison 
of biofilm formation ability. *: P<0.05; **: P<0.01. 
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图 6  sigW 和 rsiW 突变株鞭毛基因表达 
Figure 6  The expression of flagella genes in sigW 
and rsiW mutants. A: flim. B: flii. C: flgd. **: P<0.01. 

 
 
图 7  野生株 ST7 和突变株锰氧化能力检测   A：

锰氧化反应情况；B：锰氧化能力比较。 
Figure 7  Detection of manganese oxidizing ability 
of wild strain ST7 and the mutants. A: The manganese 
oxidizing reaction situation; B: Comparison of 
manganese oxidizing ability. **: P<0.01. 
 
能力，rsiW 基因缺失能够显著增强菌株 ST7 的

锰氧化能力。 

3  讨论 
原核生物中能够与 RNA 聚合酶结合的

sigma 因子有 2 种，分别是 sigma54 和 sigma70
因子。Sigma54 因子广泛存在于细菌中，是行

使细胞基本功能所必需的因子，sigma70 因子是

细菌的非必需 sigma 因子，只有受到外界环境
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刺激或者特定的诱导时才发挥作用[16-17]。转录

因子 SigW 是胞外功能(extracellular function, 
ECF) sigma 因子，与 RsiW 在同一转录起始位

点共转录，属于 sigma70 因子，主要作用是响

应胞外环境信号[3,18]。ECF sigma 因子至少具有

3 个作用：(1) 与细胞膜外的功能有关；(2) 所
识别的启动子区域大多数是–35 元件；(3) 正常

情况下，sigma 因子与反 sigma 因子共同发挥作

用，后者能够传递胞外信号且对 sigma 因子具

有抑制作用[19]。多数情况下 ECF sigma 因子因

相应的反 sigma 因子的存在，不能与核心 RNA
聚合酶结合发挥作用，只有受到外界刺激或者

特定诱导时反 sigma 因子失活，ECF sigma 因子

才能发挥作用[20-21]。SigB 与 SigW 同属于胞外

sigma 因子。炭疽芽孢杆菌(Bacillus anthracis)
的野生株与 sigB 缺失突变株用脑心浸液肉汤培

养基(brain-heart infusion broth, BHI)在相同培

养条件下培养，野生株与突变株的生长曲线无

明显差异[22]。本研究中用普通 LB 培养基测定

ST7 的野生株与突变株的生长曲线，无明显差

异。推测在无锰胁迫条件下，sigW 和 rsiW 突变

株未接收到外界环境的刺激信号，sigW 不发挥

作用，rsiW 没有被水解，所以 sigW 和 rsiW 基

因缺失对 ST7 的生长无明显影响。加入锰胁迫

后，sigW 突变株的生长减慢；而 rsiW 突变株的

生物量 20 h 前低于野生株，20 h 后略高于野生

株。推测在锰胁迫条件下，sigW 突变株缺少完

整的 sigW 基因，没有 Sigw 蛋白表达；但 sigW
突变株中 rsiW 基因可正常表达并接收到外界锰

胁迫的信号。有研究表明 sigW 有可能被同类型

的 sigma 因子替换[5]。枯草芽孢杆菌用可替代的

sigmaw 亚基协助 RNA 聚合酶识别启动子，调节

枯草芽孢杆菌的生长、运动、孢子形成等相关基

因的表达[23]。推测 sigW 突变株中 rsiW 传递的

锰胁迫信号通过未知的途径下调了生长相关基

因的表达，使得 sigW 突变株的生长变慢。rsiW
突变株中，没有 RsiW 蛋白可以接收锰胁迫信

号，20 h 前的生长变慢，可能主要表现为高锰对

细菌的毒害作用[24]；同时，rsiW 突变株中 SigW
可正常表达且不受 RsiW 的抑制。有研究表明，

枯草芽孢杆菌在碱性胁迫条件下，SigW 可上调

80 多个基因，下调 60 余个基因的表达[25]，表

明胁迫条件下，SigW 可调控的基因众多。推测

20 h 后 rsiW 突变株中 SigW 引起的生长和应对

锰胁迫相关基因的表达可能占优势，使得 20 h
后 sigW 突变株的生长略高于野生株，但这种促

生长效应在 20 h 前未表现出来的原因目前尚不

清楚。 
Sigma70 因子中有一部分 sigma 因子需要

激活调节子以响应外界特定信号，调节的靶蛋

白在孢子形成、鞭毛合成或热休克反应中发挥

作用[6]。环境压力能够促进 sigW 表达，生长在

极端环境中芽孢杆菌的 ECF sigma 因子和反

sigma 因子能够在枯草芽孢杆菌中发生异源表

达 [26]。采用 DNA 微阵列证明枯草芽孢杆菌

sigA、sigB、sigW 基因的表达模式一致，参与

应激反应的多数基因受 SigW 的调控[27]。盐胁

迫下枯草芽孢杆菌 sigB 突变株的转录谱研究表

明，SigW 可正向调控 flim、flii 等鞭毛合成基

因的表达[28]。在菌株 ST7 的 sigW 和 rsiW 缺失

突变株中，鞭毛合成相关 flim、flii 和 flgd 的表

达量总体呈下降趋势，表明 SigW 和 RsiW 可调

控沙福芽孢杆菌鞭毛合成基因；同时检测到

sigW 和 rsiW 突变株在软琼脂平板上的运动能

力减弱。细菌在软琼脂中的运动完全依赖细菌

的鞭毛数量。sigW 突变株中没有 SigW 蛋白表

达，不能促进鞭毛合成相关基因的表达，鞭毛

数量减少，菌株在软琼脂中的运动能力减弱。

rsiW 突变株中没有 RsiW 蛋白表达，信号传递

受阻，影响 SigW 正常发挥作用，同样抑制鞭
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毛合成基因表达，菌株运动能力减弱。基因 flim
编码鞭毛的马达蛋白，能够与磷酸化的 chey 结

合，控制鞭毛的旋转方式，最终决定细菌的运

动方向[29]。flii 基因编码细胞质鞭毛 ATP 酶，

参与鞭毛Ⅲ型分泌系统，是输出系统中唯一的

ATP 酶，在细菌运动过程中为细菌提供能量[30]。

flgd 基因编码鞭毛钩帽蛋白，参与鞭毛 C 环的

合成，与细菌的运动方向有关 [31]。本研究中

sigW 和 rsiW 基因缺失使得 flim 和 flgd 基因表

达量下调，影响突变株调控运动方向；同时 flii
基因的下调，影响菌体为运动提供能量，综合

作用导致突变株的运动能力下降。rsiW 基因缺

失突变株 flim 的表达量于 12 h 时下调 97.97%；

sigW 基因缺失突变株 flim 的表达量 36 h 时下调

99.68%，提示 SigW 和 RsiW 对 flim 基因的调控

较强。 
生物膜对细菌适应环境发挥重要作用，生

物膜上含有的多种蛋白与细菌运输系统、分泌

系统、定殖等密切相关[32]。有研究表明，东湖

假单胞菌(Pseudomonas donghuensis) sigW 突变

株的 Gac/Rsm 系统中的关键基因 gacs、gaca、
rsmy、rsmz 的表达量与野生株相比显著上调，

SigW 蛋白能够负向调控 Gac/Rsm 系统[9]。Rsmz
蛋白可作为信号放大器把翻译阻遏蛋白 Rsma
从 Psla 和 Sadc 中分离出来触发生物膜形成，

Rsmz 的高表达可以促进生物膜的形成[33]。与野

生株 ST7 相比，sigW 和 rsiW 突变株的生物膜

含量增加。推测 sigW 突变株中 SigW 可能负调

控 Gac/Rsm 系统，当缺少 SigW 蛋白时促进了

rsmz 等基因的表达，进一步促进了生物膜的形

成；rsiW 突变株中缺少 RsiW 传递信号，SigW
不能正常发挥作用，生物膜生成量增加。 

锰氧化细菌能够将二价锰氧化为高价锰，

锰氧化细菌氧化方式分为直接氧化和间接氧

化，其中直接氧化是指锰氧化细菌直接产生氧

化酶改变锰的价态，这些酶主要为过氧化氢酶、

锰过氧化氢酶和多酮氧化酶等[13,34]。研究发现

细菌在有毒害作用的不利生存条件下，发生氧

化应激可以激活转录因子的表达，而这些转录

因子可以促进超氧化物歧化酶、过氧化氢酶、

过氧化物等的表达，应对氧化应激损伤[35]。枯

草芽孢杆菌从指数晚期到静止期的基因表达研

究，提示受 SigW 调控的基因中有参与氧化应激

的基因[28]。此外，盐胁迫条件下，枯草芽孢杆菌

通过 SigW 和 Perr 调节子成员响应氧化应激[36]。

沙福芽孢杆菌 ST7的 sigW突变株与野生株相比

锰氧化能力下降 58.01%，rsiW 突变株的锰氧化

能力提高了 1.58 倍。推测 SigW 和 RsiW 通过

调控锰氧化酶的表达适应锰胁迫，sigW 突变株

没有完整的 SigW，锰氧化酶的表达可能不足，

锰氧化能力减弱；rsiW 突变株中 RsiW 缺失，

SigW 被释放促进了锰氧化酶的表达，锰氧化能

力增强。 

4  结论 
本研究发现，sigW 和 rsiW 基因参与沙福芽

孢杆菌锰胁迫的应激途径，调控沙福芽孢杆菌

对锰胁迫的适应过程；sigW 和 rsiW 基因缺失影

响沙福芽孢杆菌 ST7 的生物膜形成能力、运动

能力和鞭毛基因的表达，调节锰胁迫条件下菌

株的锰氧化能力和生长。 
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