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摘  要：【背景】沙福芽孢杆菌 ST7 菌株具有较强的锰氧化能力，但其分子机制不清楚。【目的】

着重研究鞭毛马达开关蛋白基因(fliY)对沙福芽孢杆菌锰氧化能力的影响。【方法】根据同源重组原

理，以沙福芽孢杆菌 ST7 菌株为起始菌株，构建 fliY 基因敲除的突变株 ΔfliY，测定菌落迁徙、细

菌生物膜和锰氧化率等，研究 fliY 基因突变后菌株的运动能力、生物膜生成和锰氧化能力是否发

生变化。【结果】经克隆测序，证实突变株 ΔfliY 中 fliY 基因的后半段被卡纳霉素抗性基因取代，

fliY 基因失活；与野生型菌株 ST7 相比，突变株 ΔfliY 在全营养的 LB 培养基中生长变化不大，但

在含锰的 PYCM 培养基中，突变株的生长速度减慢、菌落较小、生物膜生成量显著下降，运动性

和锰氧化能力分别下降 65%和 20%。【结论】fliY 基因不仅影响菌株的生长和运动，而且参与细菌

的趋化和锰氧化等生物学过程。 
关键词：沙福芽孢杆菌；鞭毛马达开关蛋白基因；生物膜；鞭毛；锰氧化 
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Abstract: [Background] Bacillus safensis ST7 has strong ability of oxidizing manganese, the 
molecular mechanism of which, however, remains unclear. [Objective] The aim is to study the 
effect of the flagellar motor switch protein FliY on the manganese-oxidizing ability of B. 
safensis. [Methods] Based on the principle of homologous recombination, a fliY-deleted mutant 
(ΔfliY) was constructed using B. safensis ST7 as the starting strain. The changes in mobility, 
biofilm formation, and manganese-oxidizing capacity of ΔfliY were evaluated based on colony 
migration, biofilm production, and Mn(II)-oxidizing rate. [Results] After cloning and 
sequencing, it was confirmed that fliY was inactivated with the last part replaced by kanamycin 
resistance gene in ΔfliY. The growth of ΔfliY in LB medium was similar to that of the starting 
strain. However, ΔfliY showed retarded logarithmic growth, small colonies, and reduced 
biofilm production in the PYCM medium containing Mn(II). The motility and Mn(II)-oxidizing 
rate of ΔfliY decreased by about 65% and 20%, respectively. [Conclusion] The gene fliY not 
only affects the growth and motility but also participates in biological processes such as 
chemotaxis and manganese oxidation of B. safensis. 
Keywords: Bacillus safensis; fliY; biofilm; flagellum; manganese oxidation 

锰矿开采产生的尾矿、废渣、废弃地等常导

致严重的土壤重金属污染，锰矿区周边土壤中的

锰(II)普遍超标，直接影响农作物生长，并通过

食物链影响人类食品安全。目前，常用的治理方

法有化学沉淀、离子交换、吸附与微生物氧化等，

其中微生物氧化可彻底清除锰(II)污染，具有良

好的应用潜力[1]。沙福芽孢杆菌(Bacillus safensis)
属于厚壁菌门，分布于土壤环境中，是自然界中

可分离培养的锰氧化类细菌[2]。研究表明，锰氧

化细菌能产生多种氧化酶，将溶解态的锰(II)氧
化成锰(III/IV)沉淀，从而解除锰(II)对生物体的

毒性[3]。锰的氧化主要通过直接氧化和间接氧化

等方式完成锰的价态转变，直接氧化是指锰氧化

细菌分泌特定的氧化酶氧化锰(II)[4]。锰氧化酶

主要有多铜氧化酶(multicopper oxidase, MCO)、
锰过氧化物酶(manganese peroxidases, MnPs)[5]

和过氧化氢酶(manganese catalase, MnC)等[6]。已

知芽孢杆菌 PL-12 和 SG-1 含有 MCO[7-8]；MnPs 为
胞外分泌的过氧化物酶，存在于细菌、真菌和藻类

等多种微生物中 [5,9]。此外，从 Pediococci[10]和

Lactobacilli[11-12]的部分菌株中分离出不含血红素的

过氧化氢酶，能够催化锰的氧化[6]。锰的间接氧化

是指细菌通过代谢活动改变周围微环境的pH和Eh
值，或释放代谢终产物氧化锰(II)或加速锰(II)自发
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形成高价锰矿的热力学过程[2]。 
细菌鞭毛为超级大分子复合物，由基底体、

钩状体和丝状体三部分组成[13]。细菌 fliY 基因

编码鞭毛马达开关蛋白，对于鞭毛合成是必需

的[14]。枯草芽孢杆菌的 fliY基因与 FliMC和 FliN
基因高度同源，枯草芽孢杆菌的 fliY 蛋白与

FliG、FliM 共同构成基底体的 C 环，组装方式

与大肠杆菌和沙门氏菌的 C 环结构相似[15]；fliY
蛋白由 1 个 fliN 样结构域、1 个与 CheY 结合的

N 端肽和 1 个 CheC/CheX/FLIY (CXY)样的中间

结构域组成[16]。幽门螺杆菌的 fliY 还含有 SpoA
结构域，与 FliN 和 FliM 形成功能性复合物，确

保鞭毛的正常组装和旋转[17]。弯曲杆菌和幽门螺

杆菌的 fliY 缺乏 CheY-P 结合位点，但 fliY 是这

两种细菌的鞭毛运动和趋化的必要条件[17-18]。 
我们的前期研究发现，沙福芽孢杆菌

(Bacillus safensis) ST7 菌株具有较高的锰耐受能

力[19]，可在 2 200 mg/L 的锰(II)培养基中存活；

通过转录组测序发现锰胁迫下沙福芽孢杆菌的

fliY 基因在对数生长期上调、平台期下调，推测

fliY 基因的表达可能与锰(II)氧化有关。为了揭示

沙福芽孢杆菌 fliY 基因 ( 参考基因编号为

BSL056_RS07925)在锰胁迫中的作用，本研究采

用同源重组技术[20]，敲除沙福芽孢杆菌 ST7 菌

株的 fliY 基因，研究 fliY 基因缺失后突变株的运

动、生长以及锰氧化能力是否发生变化。 

1  材料与方法 
1.1  样品 
1.1.1  菌株来源 

锰污染土壤样品采自贵州松桃县寨英镇锰

冶炼区，经鉴定为沙福芽孢杆菌 ST7[19]。 
1.1.2  培养基、主要试剂和仪器 

含氯化锰的 LB、PYCM 液体培养基参考文

献[2]配制；复苏培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，
酵母提取物 5.0，氯化钠 10.0，山梨醇 91.0，甘

露醇 69.0。上述培养基以 121 ℃灭菌 20 min。 
质粒 pPIC9K 和大肠杆菌 DH5α 为本实验室

保藏载体和菌株；引物合成(表 1)及核苷酸序列

测定、Pfu DNA 聚合酶和卡那霉素，生工生物工

程(上海)股份有限公司；琼脂糖凝胶 DNA 回收

试剂盒、细菌基因组 DNA 提取试剂盒，天根生

化科技有限公司；CCK-8 试剂盒，武汉赛维尔

生物科技有限公司。PCR 仪、荧光定量 PCR 仪、

电穿孔仪，Bio-Rad 公司；全波长多功能酶标仪，

北京普天新桥技术有限公司。 
 
表 1  本研究所用引物 
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) 

fliY-F1 CGGGATCCCGTTCCTCATCCGTATGTCGCTAT 682 

fliY-R1 GTTCTTCCAAGTTCCACCGTAA  

fliY-F2 TTACGGTGGAACTTGGAAGAACGGGAGCTGCATGTGTC 2 217 

fliY-R2 CGGGATCCCGGTAGGTGGACCAGTTGG  

fliY-F3 ATACGGAAGGTTTCAGCGCA 1 327 

fliY-R3 TCAGCATTTGTCCCGTCTCC  

fliY-qF ATACGGAAGGTTTCAGCGCA 100 

fliY-qR TCAGCATTTGTCCCGTCTCC  

GGATCC 为 BamH I 酶切位点 
GGATCC is the digested site of BamH I. 
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1.2  沙福芽孢杆菌 fliY 基因表达量检测 
挑取沙福芽孢杆菌 ST7 单菌落于 LB 培养

基中，28 ℃、180 r/min 培养过夜，以 1:100 (体

积比)接种于锰浓度为 0、250 和 500 mg/L 的

PYCM 培养基，28 ℃培养 16、32 h，用 TRIzol

法提取菌株的总 RNA 并反转录获得 cDNA 模

板。以 5 倍梯度稀释的 cDNA 为模板，绘制

RT-qPCR 的标准曲线计算扩增效率。利用

Applied Biosystems 7500 平台进行 RT-qPCR 反

应，采用特异性引物 fliY-qF/qR (表 1)，以 16S rRNA

基因为内参基因[21]。RT-qPCR 反应体系(20 μL)：

cDNA (100 ng/μL) 0.5 μL ， 2×Talent qPCR 

PreMix 10.0 μL (终浓度为 1×)，上、下游引物

(fliY-qF/fliY-qR，10 μmol/L)各 0.6 μL，8.3 μL 

ddH2O。qPCR 反应条件：95 ℃ 2 min；95 ℃   

15 s；56 ℃ 40 s，40 个循环。每个反应重复     

3 次，采用 2−ΔΔCt 法计算基因的相对表达量。 

1.3  fliY 基因敲除载体构建 
1.3.1  沙福芽孢杆菌 ST7 基因组提取 

挑取沙福芽孢杆菌 ST7单菌落于 LB培养基

中，28 ℃、180 r/min 培养过夜，使用细菌基因

组 DNA 提取试剂盒提取菌株基因组，操作过程

严格按照说明书进行。 
1.3.2  fliY 基因上、下游同源臂片段的扩增 

以沙福芽孢杆菌 ST7 基因组为模板，采用

引物对 fliY-F1/R1 扩增 fliY 基因的上游同源臂片

段，以引物对 fliY-F2/R2 扩增下游同源臂片段。

PCR 反应体系(20 μL)：基因组 DNA (50 ng/μL)  

1 μL，2×PCR Mix 10 μL，上、下游引物(10 μmol/L)

各 0.5 μL，ddH2O 8 μL。PCR 反应条件：95 ℃   

10 min；94 ℃ 30 s，57−58 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，

34 个循环；72 ℃ 10 min。使用琼脂糖凝胶 DNA

回收试剂盒回收 fliY 基因的上、下游同源臂片

段，于−20 ℃保存。 

1.3.3  重叠延伸 PCR 连接 fliY 基因上、下游同

源臂片段 
由于 fliY 基因上、下游同源臂片段之间设计

有互补的重叠区，PCR 退火时借助配对的碱基

可将两个片段相连接。PCR 反应体系(25 μL)：fliY

基因上、下游同源臂 DNA (75 ng/μL)各 2 μL，

2×PCR Mix 12.5 μL ， Pfu DNA Polymerase     

(5 U/µL) 0.5 μL，ddH2O 8 μL。第 1 次 PCR 反应

条件：95 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，57 ℃ 30 s，72 ℃ 

1.5 min，5 次循环；72 ℃ 10 min。第 2 次 PCR

反应体系：第 1 次扩增产物中加入引物 fliY-F1/ 

fliY-R2 (10 μmol/L)各 2 μL，2×PCR Mix 12.5 μL，

Pfu DNA Polymerase (5 U/µL) 0.5 μL，加 ddH2O

至 25 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；94 ℃   

30 s，57 ℃ 30 s，72 ℃ 4 min 30 s，34 个循环；

72 ℃ 10 min。第 2 次 PCR 反应完成后，使用琼

脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒进行回收及纯化，得

到 fliY 上游同源臂片段(623 bp)和 fliY 下游同源

臂片段(2 217 bp)。如图 1 所示，采用重叠延伸

PCR 技术连接 fliY 上、下游同源臂，获得融合片

段 pPIC9K-ΔfliY (约 2 818 bp)。 
1.3.4  酶切 

融合片段 pPIC9K-ΔfliY 的两端均含有

BamH I 位点，经 BamH I 酶切割后形成交错切口

的黏性末端，由于两个末端的碱基序列是互补

的，自连后可形成环化的融合片段 pPIC9K- 

ΔfliY。酶切体系(40 μL)：20 μL 纯化的融合片段

pPIC9K-ΔfliY (100 ng/μL)，10×Buffer K 4 μL，

BamH I (20 U/μL) 4 μL，ddH2O 12 μL，37 ℃酶切

4 h。加入 4 μL 3 mol/L 的 NaAc 与 100 μL 无水乙

醇，置−20 ℃沉淀 20 min，12 000 r/min离心 5 min

除去上清，加入 300 μL 75%乙醇重悬沉淀，   

12 000 r/min 离心 5 min 除去乙醇，37 ℃风干  

20 min，加入 10 μL ddH2O，于−20 ℃保存。 
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图 1  沙福芽孢杆菌 ST7 fliY 基因敲除示意图 
Figure 1  Knockout pattern of fliY gene from Bacillus safensis strain ST7. 
 
1.3.5  环化融合片段的转化及突变株ΔfliY筛选

鉴定 
参照文献 [22-23]方法制备沙福芽孢杆菌

ST7 感受态细胞。将酶切回收的环化融合片段

pPIC9K-ΔfliY 转入感受态 ST7 细胞，加入 500 μL
复苏培养基，37 ℃、180 r/min 培养 4 h；8 000 r/min
离心 5 min，除去上清，保留 100 µL 培养液重悬

细胞，用含卡那霉素(5 μg/mL)的 LB 平板进行筛

选，以引物 fliY-F3/fliY-R3 进行菌落 PCR 检测，

测序正确的克隆作为突变株 ΔfliY。 

1.4  突变株 ΔfliY 生长曲线测定 
挑取突变株 ΔfliY 和野生株 ST7 单菌落，分

别接种于 LB 液体培养基，28 ℃、180 r/min 培

养过夜。按 1%比例转接于含 250 mg/mL 锰的

LB 和 PYCM 培养基中，在转接 PYCM 培养基

之前，LB 过夜培养物用生理盐水清洗 1 次，以

除去 LB 培养基中的营养成分。每隔 2 h 测定培

养物的 OD600 值，每组实验重复 3 次，绘制菌株

的生长曲线。 

1.5  突变株 ΔfliY 生物膜测定 
将突变株 ΔfliY 和野生株 ST7 培养至 OD600

为 0.01，分别接种于含 250 mg/L 锰(II)的 LB 液

体培养基(96 孔板)，28 ℃分别静置培养 48、72、

96 h。分别测定突变株 ΔfliY 和野生株 ST7 的活

细胞数量及生物膜生成量。生物膜生成量采用结

晶紫法测定[24]：缓慢取出 96 孔板，小心吸出生

物膜下层的培养液，加 PBS 洗涤孔内保留的生

物膜 1 次；每孔加入 200 μL 的 0.1%结晶紫(质量

体积分数)，室温染色生物膜 30 min；将多孔板

孔内残留的溶液吸干，用 PBS 轻柔洗涤 3 次，

再加入 200 μL 95%乙醇，静置 30 min 混匀，稀

释 1 倍测定 OD595值。活细胞数量测定：取 96 孔

板，每孔接种 200 μL 菌液，28 ℃培养 48 h，每

孔加 20 μL CCK-8 溶液(5 mg/mL)，混匀，37 ℃

孵育 4 h，测定 OD450 值。 
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1.6  突变株 ΔfliY 的运动性测定 
取对数期突变株 ΔfliY (16 h)和野生株 ST7 

(8 h)培养液各 3 μL，垂直悬滴于 0.6%的 LB 软

琼脂平板上，28 ℃静置培养，分别测定 8、16、
32 h 的菌落直径，以评估菌株的运动性[25]，每

组实验重复 3 次。 

1.7  突变株 ΔfliY 锰氧化能力测定 
按 1%比例将对数期突变株 ΔfliY 和野生株

ST7 分别接种于含 250 mg/L 氯化锰的 PYCM 液

体培养基中，28 ℃、180 r/min 培养 7 d，取 1 mL
菌液 12 000 r/min 离心 10 min，吸取上清液加入

100 μL 的 0.04% LBB 溶液，静置 30 min，记录

颜色变化。每组 3 次生物学重复。采用 LBB (亮
柏蓝)法测定样品的锰(II)含量[26]。 

2  结果与分析 
2.1  锰胁迫下 fliY 基因的表达 

为了验证锰胁迫环境下沙福芽孢杆菌 ST 菌

株 fliY 基因的表达变化，利用 RT-qPCR 分析氯

化锰浓度为 0、250、500 mg/L 处理 16、32 h 的

fliY 基因表达水平，图 2 结果显示，在锰胁迫环

境中，ST7 菌株的 fliY 基因表达下调，低浓度锰 
 

 
 

图 2  锰胁迫下 ST7 菌株 fliY 基因转录水平 
Figure 2  The transcription levels of fliY gene in 
strain ST7 under different Mn concentrations. *: 
P<0.05. 

(250 mg/L)处理 16 h 时，fliY 基因下调了 35%，

32 h 基因的表达略有回升，下调 22%；高浓度

锰(500 mg/L)处理 16 h 时 fliY 下调了 90%，32 h
时 fliY 的表达几乎被完全抑制。锰胁迫呈现浓度

和时间依赖方式下调 fliY 基因的表达。 

2.2  构建突变株 ΔfliY 
以沙福芽孢杆菌 ST7 菌株的基因组 DNA 为

模板，用特异性引物分别扩增 fliY 基因的上、下

游同源臂，基于同源重组原理构建基因敲除的融

合片段。电泳检测 fliY 上游同源臂片段为 620 bp
左右，fliY 下游同源臂片段长 2 200 bp 左右，与

预期片段相符；采用重叠延伸 PCR 技术连接 fliY
上、下游同源臂，获得融合片段 pPIC9K-ΔfliY，

长 2 818 bp 。 将 酶 切 后 环 化 的 融 合 片 段

pPIC9K-ΔfliY 电转化沙福芽孢杆菌 ST7 感受态

细胞，经卡那霉素筛选，得到突变株 ΔfliY。菌

落 PCR 检测得到 1 200 bp 片段(图 3)，测序证实

前半段 613 bp 与沙福芽孢杆菌参考基因组 fliY
相应序列的相似性为 99%，对应 fliY 基因的上半

段；后半段包含完整的卡纳霉素抗性基因。突变

株 ΔfliY 的 fliY 基因片段只能编码前 204 个氨基

酸，翻译出的 fliY 蛋白不完整，证实突变株 ΔfliY
的 fliY 基因被敲除。 

 

 
 

图 3  突变株 ΔfliY 菌落 PCR 检测   M：DL2000 
DNA Marker；1：突变菌株 ΔfliY 的菌落 PCR 检测

产物 
Figure 3  Dection of fliY insertion in mutant ΔfliY 
by PCR method. M: DL2000 DNA Marker; 1: PCR 
products of mutant ΔfliY. 



 
朱忠梅等: fliY 基因失活减弱沙福芽孢杆菌 ST7 菌株的锰氧化能力 113 

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

2.3  突变株 ΔfliY 生长特性测定 
为了检测 fliY 基因缺失对细菌生长的影响，

在全营养的 LB 培养基中，比较突变株 ΔfliY 和

野生株 ST7 的生长及生物膜的形成(图 4)。相比

之下，突变株的生长曲线与野生株的差别主要是

对数生长期，突变株达到对数生长期中点的时间

明显延后，在 LB-Mn 培养条件下由 8 h 延长至

10 h，PYCM-Mn 培养基中由 10 h 延长为 14 h。
表明 fliY 基因缺失导致沙福芽孢杆菌的对数生

长期延滞。 

为了研究 fliY 基因敲除对细菌的固着生长

有无影响，采用结晶紫染色方法检测突变株的生

物膜生成量。培养 72 h 时，野生株与突变株的

生物膜形成量分别为 1.460 和 1.289，突变株生

物膜形成抑制率为 12%；培养 96 h 时，2 个菌

株的生物膜形成量分别为 1.490 和 1.350，突变

株的生物膜形成量呈上升趋势，但仍低于野生株

(图 5)。采用 CCK-8 试剂盒测定各时间点的活细

菌数量，随着培养时间的增加活细菌数量呈递减

趋势，与对照组相比差异不明显。 
 

 
 

图 4  野生型菌株 ST7 和突变株 ΔfliY 的生长曲线   A：LB-Mn 培养基. B：PYCM-Mn 培养基. 图中红

色三角形或正方形为菌株的对数生长期中点 
Figure 4  Growth curves of wild-type strain ST7 and the mutant ΔfliY. A: LB medium-Mn. B: PYCM 
medium-Mn. The midpoint of the logarithmic growth period of the strains were marked in red square or 
triangle. 

 

 
 

图 5  野生型菌株 ST7 与突变株 ΔfliY 的生物膜形成量及细胞活性比较 
Figure 5  Comparison of biofilm formation and cellular activity between wild-type strain and mutant ΔfliY in 
LB medium-Mn. 
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2.4  突变菌株 ΔfliY 运动性分析 
比较 LB 软琼脂中突变株 ΔfliY 和野生株

ST7 的运动性(图 6)，培养 16、32 h 时，突变株

ΔfliY 的菌落直径明显小于野生株；培养 32 h 时，

野生株 ST7 的菌落直径平均为 1.53 cm，而突变

株 ΔfliY 的菌落直径平均为 1.00 cm。突变株

ΔfliY 的运动能力为野生株的 65%。 

2.5  突变株 ΔfliY 锰氧化能力测定 
将突变株 ΔfliY接种于含 250 mg/mL氯化锰

的 PYCM 培养基中，培养 7 d 观察突变株的锰

去除效率(图 7)。与野生型菌株 ST7 相比，突变

株 ΔfliY 的除锰率减弱了 20% (P<0.05)，经 LBB
检测溶液的蓝色明显变浅。 

3  讨论 
鞭毛是细菌运动最高效的方式之一，在粘

附、生物膜形成和环境适应中起关键作用。细菌

鞭毛基底体的底座中包含 1 个可逆旋转电机，由

1 个转子、1 个驱动轴、1 个衬套和大约 12 个定

子组成。大量研究表明，fliY 蛋白的主要功能是

控制鞭毛运动的方向。枯草芽孢杆菌 fliY 的缺失

导致鞭毛丢失[16]。同时，幽门螺杆菌 C 环蛋白 
 

 
 

图 6  突变株 ΔfliY 的运动性测定   A：ΔfliY 与野生株 ST7 不同时段菌株运动情况. B：ΔfliY 与野生株

3 个时段的菌落直径. 标尺为 1 cm. *：P<0.05 
Figure 6  The motility assay of mutant ΔfliY. A: Movement of ΔfliY and wild strain ST7 at different times of 
cultivation. B: Colonial diameters of ΔfliY and wild strain at three time periods. Bar: 1 cm. *: P<0.05. 

 

 
 

图 7  突变株 ΔfliY 的锰氧化能力变化   A：LBB 法测定突变株 ΔfliY 的锰氧化能力的颜色反应. B：锰

氧化 OD600 值柱图. *：P<0.05 
Figure 7  Changes of manganese oxidation capacity in the mutant ΔfliY. A: Color response of the ΔfliY for the 
determination of manganese oxidation capacity by the LBB method. B: Manganese oxidation OD600 value bar 
chart. *: P<0.05. 
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含 FliY，其 C 末端结构域被敲除时，鞭毛的装

配和形成被抑制，但敲除 N 端时鞭毛结构不受

影响[27]。表明 fliY 的 C 端是影响鞭毛形成的  
部位。沙福芽孢杆菌 ST7 具有良好的锰氧化能

力，FliY 蛋白和其他鞭毛相关蛋白参与了锰适

应过程[2]。 
沙福芽孢杆菌 fliY 基因突变株表现出明显

的生长缺陷。与野生株 ST7 相比，突变株 ΔfliY
的运动性明显降低，突变株菌落面积缩小，菌

落表面不规则且边缘出现褶皱；突变株 ΔfliY的

生物膜形成能力减弱、锰氧化能力下降。应用

CCK-8 测定了活细菌的数量，提示突变株生物

膜形成量减少的主要原因可能不是活细菌数量

的下降。根据膜形成初始模型[15]，鞭毛蛋白介

导细菌的运动性与趋化，促使细菌向周围扩

散，缺失了 fliY 基因的突变株 ΔfliY 不仅运动性

降低，而且难以形成生物膜。枯草芽孢杆菌的

旋转运动停止可能是启动生物膜形成的信号[28]；

蜡样芽孢杆菌鞭毛缺陷型的生物膜形成受阻，

可能与鞭毛基因缺陷降低了运动性、细菌无法

附着于介质表面有关。此外，生物膜的形成能

力可能与释放的胞外代谢产物有关。当霍乱弧

菌生成的弧菌多糖过量时，细菌出现褶皱并促

进生物膜的形成[29]。截至目前，沙福芽孢杆菌

的生物膜与锰氧化间的关系未见报道。锰对细

菌生物膜的形成有种属特异性，锰促进变形链

球菌、绿脓杆菌和根癌土壤杆菌的生物膜形

成，但抑制鼠疫耶尔森氏菌和恶臭假单胞菌的

生物膜形成[30]。对锰氧化菌的模式菌恶臭假单

胞菌(Pseudomonas putida) MnB1 的研究证明，

锰(II)上调磷酸二酯酶基因表达，抑制生物膜形

成；而且锰的氧化始于生物膜形成之后，锰的

氧化可能是群体应对锰胁迫的方式之一[31]。说

明锰的氧化与生物膜的形成关系密切。沙福芽

孢杆菌转录组研究证明[32]，高浓度的锰(II)使磷

酸二酯酶基因(BSL056_RS03825)的表达量上调

了 7.7 倍。本研究证明，fliY 基因敲除突变株的

生物膜形成能力下降。推测沙福芽孢杆菌 fliY
基因的功能缺失影响生物膜的生成量，可能与

鞭毛基因敲除后运动能力下降、影响生物膜早

期形成阶段的黏着过程有关。沙福芽孢杆菌突

变株 ΔfliY 的生物膜形成与磷酸二酯酶表达量、

c-di-GMP 水平及介导的基因等有待进一步研究。 
突变株 ΔfliY 的锰(II)氧化能力明显下降，

目前还不清楚 fliY 基因如何影响细菌的锰氧化

能力。fliY 基因编码基底体 C 环的马达开关蛋

白，主要控制鞭毛的旋转运动和方向。将恶臭

假单胞菌 GB-1 基底体 M 环的 fliF 编码基因敲

除，锰氧化能力下降[33]。说明细菌鞭毛基因与

锰氧化之间关系密切。此外，解淀粉芽孢杆菌

的旋转运动受 c-di-GMP 调控 [28]；趋化因子

SwrA 与磷酸化的 DegU 相结合，抑制 fla/che 启

动子的转录活性，抑制细菌的运动能力[34]。表

明 DegU 基因可调节芽孢杆菌的运动性。沙福

芽孢杆菌 fliY 基因敲除后锰氧化能力下降，是

否由 c-di-GMP、DegU 介导有待进一步研究。

尽管沙福芽孢杆菌 ST7 催化锰(II)氧化的酶尚未

明确，但将野生型沙福芽孢杆菌 ST7 的

RS03010 基因敲除，突变株的锰氧化能力从

82%降至 26.22%，降幅超过 50%[32]；生物信息

学分析显示，RS03010 基因编码的蛋白含有多

铜氧化酶结构域，可能是沙福芽孢杆菌 ST7 的

锰氧化酶[32]。与沙福芽孢杆菌 ST7 的 RS03010
基因高度同源的 cotA 基因，已被证明是枯草芽

孢杆菌的锰氧化酶，同时 cotA 基因编码的 CotA
蛋白也是孢子生成所需的蛋白，位于前孢子的

衣壳中[35]。沙福芽孢杆菌 FliY 蛋白 C 端含有一

个 Spo0A 结构域，位于 279−373 肽段。已知枯

草芽孢杆菌的 Spo0A 被激活是孢子生成的起始

标志 [36]。沙福芽孢杆菌突变株 ΔfliY 中包含
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Spo0A 结构域在内的 fliY 蛋白 C 端被删除，可

能以复杂的机制影响突变株 ΔfliY的锰氧化酶活

性，降低锰氧化能力。 

4  结论 
综上所述，沙福芽孢杆菌 ST7 的 fliY 基因失活

减弱了菌株的运动性、生物膜形成及锰氧化能力。  
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