
微生物学通报 Jan. 20, 2021, 48(1): 104−112 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.200114 

tongbao@im.ac.cn 
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  
 

                           

Foundation item: Natural Science Foundation of Shandong Province (ZR2019BC060)  
*Corresponding authors: ZHENG Rong: E-mail: zhengrong09@163.com 
                      LIU Lijuan: Tel: 86-532-80662681; E-mail: liulj@qibebt.ac.cn 

Received: 18-02-2020; Accepted: 07-04-2020; Published online: 03-08-2020 
基金项目：山东省自然科学基金(ZR2019BC060) 

*通信作者：峥嵘：E-mail：zhengrong09@163.com 

刘丽娟：Tel：0532-80662681；E-mail：liulj@qibebt.ac.cn 

收稿日期：2020-02-18；接受日期：2020-04-07；网络首发日期：2020-08-03 

研究报告 

rpoS 基因在肠杆菌 CGMCC 5087 响应环境胁迫中的功能 
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摘  要：【背景】苯乙醇(2-Phenylethanol，2-PE)是一种具有玫瑰香气味的高级香料添加剂，被广泛

应用于香水、化妆品、食品和医药等领域。目前，利用工程菌合成苯乙醇有很好的应用前景。我们

分离到一株肠杆菌(Enterobacter sp.) CGMCC 5087，其可以通过苯丙酮酸途径合成 2-PE。然而该菌

的生长受到不同环境因素导致的胁迫，进而影响苯乙醇的产量。RpoS 作为一种稳定期 σ因子和压力

应答过程中的主要调节因子，在细菌抗环境胁迫生长中起重要作用。【目的】阐明肠杆菌 CGMCC 5087

中 rpoS 基因在多种环境胁迫中的作用，掌握该菌在不同环境胁迫下的生物学特性。【方法】使用

CRISPR 基因编辑技术敲除 rpoS 基因，通过质粒表达系统构建互补菌株，检测 rpoS 基因缺失株 ΔrpoS

与野生型 WT 菌株和互补菌株 ΔrpoS(rpoS)在高渗透压、高温、低 pH 和氧化应激环境下的生长情况，

并进行统计学分析。【结果】rpoS 基因的缺失显著降低了肠杆菌 CGMCC 5087 的生长。在 5% NaCl

和 pH 5.0 胁迫条件下，rpoS 基因的缺失导致肠杆菌 CGMCC 5087 的耐受性显著降低。在 42 °C 高温

条件下，rpoS 基因的缺失导致肠杆菌 CGMCC 5087 在对数期的耐受性显著降低，而在衰退期的耐受

性增强。1 mmol/L H2O2 氧化胁迫条件下，rpoS 基因的缺失导致肠杆菌 CGMCC 5087 的延滞期延

长，而进入稳定期后 rpoS 基因突变株耐受性较野生型菌株明显增强。【结论】在肠杆菌 CGMCC 5087

中，RpoS 在抵抗多种环境压力中均具有重要作用，而且在菌株不同的生长时期对于环境胁迫的应答

也有所不同，为进一步了解肠杆菌 CGMCC 5087 的生物学特性、掌握 RpoS 在肠杆菌 CGMCC 5087

合成苯乙醇过程中的作用机制提供基础。 
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Abstract: [Background] 2-phenylethanol is a high-grade flavoring additive with rosy scent, and widely 
used in perfume, cosmetics, food and medicine. At present, the synthesis of 2-phenylethanol by 
engineering bacteria has a good prospect. We isolated an Enterobacter sp. CGMCC 5087 that can 
synthesize 2-phenylethanol through phenylpyruvate pathway. However, the growth of the bacterium and 
2-phenylethanol yield are affected by environmental stress. As a stationary phase Sigma factor and a major 
regulator in response to stress, RpoS plays an important role in resistant to environmental stress. 
[Objective] In order to elucidate the role of rpoS gene in Enterobacter sp. CGMCC 5087 under various 
environmental stresses. [Methods] Using CRISPR gene editing technology to knockout the rpoS gene, and 
the complementary strain was constructed by introducing the plasmid containing rpoS gene into ΔrpoS 
strain. The growth of rpoS gene-deficient strain ΔrpoS, the wild-type strain and complementary strain 
ΔrpoS(rpoS) under high osmotic pressure, high temperature, low pH and oxidative stress environments 
was detected and statistically analyzed. [Results] Deletion of rpoS gene significantly reduced the growth 
of Enterobacter sp. CGMCC 5087 strain. Under the stress of 5% NaCl and pH 5.0, deletion of rpoS gene 
significantly reduced the tolerance of Enterobacter sp. CGMCC 5087. At 42 °C, the deletion of rpoS gene 
resulted in a significant decrease in the tolerance of Enterobacter sp. CGMCC 5087 in logarithmic phase, 
and increased during the decline phase. Under the condition of 1 mmol/L H2O2 oxidation stress, the 
deletion of rpoS gene led to the prolongation of the delay period of Enterobacter sp. CGMCC 5087, and 
the tolerance of the mutant strain ΔrpoS was significantly higher than that of the wild type. [Conclusion] 
In Enterobacter sp. CGMCC 5087, RpoS plays an important role in resisting to various environmental 
stresses, and the response to environmental stresses varies with the different growth periods of bacteria. 
The study provides a basis for further understanding of the biological characteristics of Enterobacter sp. 
CGMCC 5087 and the mechanism of RpoS in the synthesis of 2-phenylethanol of Enterobacter sp. 
CGMCC 5087. 

Keywords: Enterobacter sp. CGMCC 5087, gene knockout, rpoS, environmental stresses 
 

苯乙醇(2-Phenylethanol，2-PE)是一种具有玫

瑰香气味的高级香料添加剂，被广泛应用于香水、

化妆品、食品和医药等领域。近年来对天然苯乙醇

的需求不断增长，通过微生物发酵法生产苯乙醇得

到国内外研究人员的广泛关注与重视[1]。目前，微

生物发酵法合成苯乙醇的主要工作集中在微生物

菌种的筛选上，特别是对酵母菌的筛选，而细菌中

可以合成苯乙醇的报道较少。我们分离鉴定到一株

可以从头合成苯乙醇的肠杆菌(Enterobacter sp.) 

CGMCC 5087[2]，并鉴定了苯乙醇合成的关键酶苯

丙酮酸脱羧酶 KDC4427，其酶活性高于酵母中的

Aro10[3]，研究说明该菌在苯乙醇研究及生产中具

有重要的研究价值。肠杆菌 CGMCC 5087 的胁迫

耐受性是影响苯乙醇产量的主要因素之一，掌握该

菌在不同环境胁迫下的生物学特性，对有效利用肠

杆菌 CGMCC 5087 产 2-PE 具有重要意义。 

在微生物发酵过程中，人们通常采取多种措施

促进菌体的生长以获得目标产物，而菌株本身对胁
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迫的耐受能力是评价工程菌底盘细胞性能的重要

指标。细菌的 σ 因子 RpoS 是目前被发现响应多重

环境胁迫的调控因子，当细菌面临营养缺乏、环境

压力或者进入稳定期时，RpoS 含量会相应增加；

RpoS 蛋白的表达水平影响着其他众多基因的表

达，可直接或间接影响细菌受到环境胁迫后一些特

性的变化[4-7]。在大肠杆菌中，RpoS 可影响该菌对

饥饿、H2O2、高温、低 pH 等多种环境胁迫的耐受

性[8]。研究表明，在溶藻胶弧菌(Vibrio alginolyticus)

中 rpoS 基因的缺失可影响其在 18% (体积比)乙醇、

高渗透压(2.4 mol/L NaCl)、10 mmol/L H2O2 和

42 °C 高温等胁迫条件下的生长，使菌体耐受性降

低[9-13]。在不同的细菌中，RpoS 对胁迫耐受性的

影响往往是多样的。本研究中的肠杆菌 CGMCC 

5087 为一株新分离的苯乙醇合成菌株，具有潜在

的研究及应用价值，然而该菌在多种环境胁迫下的

耐受性尚未阐明。 

因此，本研究通过 CRISPR 技术构建 rpoS 基

因缺失株，检测肠杆菌 CGMCC 5087 中 RpoS 在

高渗透压、高温、低 pH 以及 H2O2 等多种环境胁

迫中的作用，阐明 RpoS 在肠杆菌 CGMCC 5087

响应环境胁迫中的作用，以期为了解该菌株的各种

生物学特性及对该菌株在苯乙醇生产中的应用提

供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株、质粒和引物 

实验中所用到的菌株和质粒相关信息见表 1，

所用引物由北京擎科生物科技有限公司青岛分公

司合成，引物详细信息见表 2。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

提质粒试剂盒、胶回收试剂盒、2×Rapid Taq 

Master Mix、In-Fusion 无缝克隆试剂盒，南京诺唯

赞生物科技股份有限公司；限制性内切酶、DNA 

Marker，TaKaRa 公司；2×PCR Bestaq Master Mix，

江苏爱必梦生物科技有限公司；卡那霉素、异丙  

基-β-D-硫代半乳糖苷 IPTG，北京索莱宝科技有限

公司；壮观霉素，上海 BBI 生命科学有限公司；

L-阿拉伯糖、H2O2，阿拉丁试剂(上海)有限公司。

紫外可见分光光度计，Varian 公司；PCR 扩增仪、

小型水平电泳系统、凝胶成像系统，Bio-Rad 公司。 

 
表 1  菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids 

菌种和质粒  

Strains and plasmids 

相关特性 

Relevant characteristics 

文献与来源

Reference or 
source 

Strains    

Escherichia coli Trans5α Ampr TransGen 

Trans5α-pTargetr Trans5α transformed with plasmid pTargetr This study 

Trans5α-pTargetr-US-DS-rpoS Trans5α transformed with plasmid pTargetr-US-DS-rpoS This study 

Enterobacter sp. CGMCC 5087 Ampr [2] 

Enterobacter sp. CGMCC 5087/pCas Enterobacter sp. CGMCC 5087 transformed with plasmid pCas This study 

Enterobacter sp. CGMCC 5087/ΔrpoS Enterobacter sp. CGMCC 5087 deleted rpoS This study 

Enterobacter sp.CGMCC5087/ΔrpoS(rpoS) Enterobacter sp. CGMCC 5087/ΔrpoS transformed with plasmid pTarget-rpoS This study 

Plasmids   

pTarget Spcr [14] 

pTargetr pTarget plasmid inserted sgRNA This study 

pTargetr-DS-US-rpoS pTargetr plasmid inserted homologous arm sequence of rpoS gene This study 

pTarget-rpoS pTarget plasmid inserted rpoS This study 

pCas Kanar [14] 
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表 2  本研究所用引物序列与扩增目的片段 
Table 2  Primer sequence and amplification target fragment used in this study 

引物名称 

Primers name 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

目的片段 

Target fragment 
pTarget-rpoS-F TCCTAGGTATAATACTAGTTTCGCACGTCGTGCTTTGCGG 

TTTTAGAGCTAGAAATAGC 
pTargetr plasmid 

pTarget-rpoS-R ACTAGTATTATACCTAGGACTGAGCTAGCTGTCAAG  

rpoS-US-F GAGAACTTCTCTTCCTCCGA Upstream of rpoS (US) 

rpoS-US-R TTTTTTGACGAAAGGTTGCAAGGTGGCTCCTACCCGTG  

rpoS-DS-F CACGGGTAGGAGCCACCTTGCAACCTTTCGTCAAAAAA Downstream of rpoS (DS) 

rpoS-DS-R ACATTATCGACCTCCACATT  

rpoS-US-DS-EcoR I-F GTCGGTGCTTTTTTTgaattcGAGAACTTCTCTTCCTCCG US+DS 

rpoS-US-DS-EcoR I-R CAGGTCGACTCTAGAgaattcACATTATCGACCTCCACAT  

rpoS-TEST-F TCTGAGGATTCAGGTGATCA Fragment carrying rpoS gene and the 
flanking regions 

rpoS-TEST-R AACAATACGCAGGTGCTCAC  

rpoS-Spe I-F AGTCCTAGGTATAATactagtATGAGTCAGAATACGCTGA rpoS 

rpoS-EcoR I-R CAGGTCGACTCTAGAgaattcTTATTCGCGGAACAGCGCT  

注：表格中小写部分代表酶切位点序列 

Note: In the table, the lowercase part represents the sequence of digestion site 
 

1.1.3  培养基 

LB 液体培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母浸粉

5.0，NaCl 10.0。固体 LB 培养基加琼脂粉 10.0 g/L。

LB 液体培养基基础上加入适量的 HCl、NaCl、H2O2

作为胁迫培养基。阳性克隆子筛选平板：固体 LB

培养基加入最终浓度为 50 μg/mL 的卡那霉素(Kan)

和壮观霉素(Spc)。 

1.2  方法  

1.2.1  敲除质粒的构建 

sgRNA 序列的设计是参照文献[14]所述的方

法，引物 pTarget-rpoS-F 和 pTarget-rpoS-R 合成之

后各取 2 μL，以 pTarget 质粒为模板进行 PCR 扩

增引入 sgRNA 序列。PCR 反应体系(50 μL)：引物

pTarget-rpoS-F 和 pTarget-rpoS-R 各取 2 μL (最终摩

尔分数为 0.4 μmol/L)，模板 pTarget 质粒 1 μL (最

终摩尔分数为 20 ng/μL)，2×PCR Bestaq Master Mix 

25 μL，ddH2O 20 μL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；

95 °C 30 s，57 °C 30 s，72 °C 45 s，共 34 个循环。

琼脂糖凝胶电泳法验证条带大小，纯化回收片段。

纯 化 的 质 粒 用 Dpn I 酶 消 解 后 热 激 转 化 到

Trans5α-pTargetr 感受态细胞中，涂 Spc 抗性平板

37 °C 培养过夜。挑取阳性转化子 180 r/min 振荡培

养 12 h 并提取质粒测序验证，得到带有 sgRNA 序

列的 pTargetr 质粒。以肠杆菌 CGMCC 5087 菌液

为模板，用引物 rpoS-US-F 和 rpoS-US-R 进行菌液

PCR 扩增出 rpoS 上游 392 bp 的同源片段 US，用

引物 rpoS-DS-F 和 rpoS-DS-R 进行菌液 PCR 扩增

出下游 415 bp 大小的同源片段 DS。菌液 PCR 反

应体系 (50 μL)：引物 rpoS-US-F 和 rpoS-US-R 

(rpoS-DS-F 和 rpoS-DS-R)各取 2 μL (最终摩尔分数

为 0.4 μmol/L)，菌液模板 1 μL，2×PCR Bestaq 

Master Mix 25 μL，ddH2O 20 μL。PCR 反应条件：

95 °C 5 min；95 °C 30 s，57 °C 30 s，72 °C 30 s，

共 34 个循环。根据 pTarget 质粒设计了带有 EcoR I

酶切位点的引物 rpoS-US-DS-EcoR I-F 和 rpoS-US- 

DS-EcoR I-R。将 US 和 DS 片段扩增 12 个循环之

后加入引物对 rpoS-US-F 和 rpoS-DS-R 继续扩增   

34 个循环。PCR 反应体系(50 μL)：上、下游片段

两端引物各取 2 μL (最终摩尔分数为 0.4 μmol/L)，

模板 1 μL (最终摩尔分数为 20 ng/μL)，2×PCR 

Bestaq Master Mix 25 μL，ddH2O 20 μL。PCR 反应

条件：95 °C 5 min；95 °C 30 s，57 °C 30 s，72 °C 

30 s，共 56 个循环。琼脂糖凝胶电泳回收产物与

用限制性内切酶 EcoR I 酶切好的 pTargetr 载体片
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段进行 In-Fusion 无缝克隆。在 PCR 仪中 37 °C 连

接 30 min 。 把 连 接 产 物 热 激 转 化 到 Trans5α- 

pTargetr-US-DS-rpoS 感受态细胞中，涂 Spc 抗性

平板培养过夜，挑取阳性转化子 180 r/min 振荡培

12 h 提质粒测序验证，得到敲除载体 pTargetr-US- 

DS-rpoS。 

1.2.2  rpoS 基因的敲除 

将 pCas 质粒转入肠杆菌 CGMCC 5087 野生型

菌 体 内 ， 验 证 阳 性 克 隆 子 ， 得 到 待 敲 除 菌 株

Enterobacter sp. CGMCC 5087/pCas 。 挑 取

Enterobacter sp. CGMCC 5087/pCas 单菌落转接于 

5 mL LB 液体培养基，30 °C、180 r/min 振荡培养，

OD600 为 0.4 左右时加入 10 mmol/L 的 L-阿拉伯糖

诱 导 RED 的 表 达 1 h ， OD600 为 0.6 左 右 时         

6 000 r/min 离心 5 min 收集菌体沉淀，用冰预冷的

无菌水悬洗 2 遍，冰预冷的 10% (体积比)的甘油洗

1 遍，6 000 r/min 离心 5 min，去掉上清之后用 50 μL 

10%的甘油重悬菌体。取 5 μL 敲除质粒 pTargetr- 

US-DS-rpoS 用 1 mm 电转杯电转(1.8 kV)转入

Enterobacter sp. CGMCC 5087/pCas 感受态细胞

中，加入 1 mL LB 复苏 1 h 后，以 Kan、Spc 双抗

平板进行筛选。30 °C 培养过夜后对克隆子进行菌

液 PCR 验证。PCR 反应体系(20 μL)：rpoS-TEST-F

和 rpoS-TEST-R 引物各取 0.8 μL (最终摩尔分数为 

0.4 μmol/L)，模板为菌体，2×Rapid Taq Master Mix 

10 μL，ddH2O 8.4 μL。PCR 反应条件：95 °C 5 min；

95 °C 30 s，57 °C 30 s，72 °C 30 s，共 34 个循环。

若基因敲除成功扩增出 1 000 bp 的条带，若敲除不

成功则扩增出 2 040 bp 的条带。将验证正确的菌株

接到 Kan 抗性的 LB 液体培养基，加入 0.5 mmol/L 

IPTG 于 37 °C 培养 20 h 后涂布 LB 平板，挑取单菌

落分别转接到 Kan、Spc 抗性平板。若菌落在 Kan

平板上生长而在 Spc 平板上不生长，则丢失 pTargetr

质粒成功，再将此菌株接入液体 LB 中并在 37 °C、

180 r/min 振荡培养 24 h，丢失 pCas 质粒。 

1.2.3  互补菌株 ΔrpoS(rpoS)的构建 

将限制性内切酶 Spe I 和 EcoR I 双酶切回收的

pTarget 载 体 片 段 与 用 引 物 rpoS-Spe I-F 和

rpoS-EcoR I-R 扩增出的 rpoS 基因片段进行无缝克

隆连接，转化到 Trans5α 感受态细胞中，阳性转化

子提取质粒经双酶切验证成功后，再将质粒电转化

到 Enterobacter sp. CGMCC 5087/ΔrpoS 菌株中得到

互补菌株 Enterobacter sp. CGMCC 5087/ΔrpoS(rpoS)。

感受态细胞制备过程同 1.2.2。 

1.2.4  WT、ΔrpoS 和 ΔrpoS(rpoS)生长曲线的绘制 

配制 LB 液体培养基分装 50 mL 到若干个三角

瓶中灭菌。将 37 °C、180 r/min 振荡培养过夜的

WT、ΔrpoS 和 ΔrpoS(rpoS)菌液按 1:100 的比例转

接到 50 mL LB 中，37 °C、180 r/min 振荡培养。

隔 2 h 取一次样(夜间不取样)测定 OD600 值并绘制

生长曲线，然后将数据用 SPSS 17.0 软件进行独立

样本 t 检验。  

1.2.5  WT、ΔrpoS 和 ΔrpoS(rpoS)在环境胁迫下的

生长 

配制含 5% NaCl 的 LB、pH 5.0 的 LB 和含    

1 mmol/L H2O2 的 LB 液体培养基各 500 mL，比较

WT、ΔrpoS 和ΔrpoS(rpoS)这 3 种菌在高渗、pH 5.0、

1 mmol/L H2O2 和 42 °C 4 种胁迫环境下的生长情

况，接种量为 1:100，每个平行至少重复 2 次，在

菌株生长对数期(12 h)、稳定期(24 h)和衰退期(48 h)

取样测定 OD600值并作图，然后将数据用 SPSS 17.0

软件进行独立样本 t 检验。  

2  结果与分析 

2.1  ΔrpoS 和 ΔrpoS(rpoS)菌株的构建 

为了研究肠杆菌 CGMCC 5087 rpoS 基因对环

境胁迫耐受性的作用，使用 CRISPR 基因编辑技术

对 rpoS 基因进行了敲除。以 rpoS-TEST-F 和 rpoS- 

TEST-R 为引物，对肠杆菌 CGMCC 5087 rpoS 基

因缺失株 ΔrpoS 进行菌液 PCR 验证。若 rpoS 基

因敲除成功，扩增产物大小应为 1 000 bp；若敲

除未成功则为 2 040 bp。结果如图 1A 所示，野生

型对照的条带大小为 2 040 bp，ΔrpoS 菌落 PCR

扩增产物的条带大小为 1 000 bp，与理论一致，说 
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图 1  rpoS 基因敲除验证与质粒 pTarget-rpoS 双酶切验证  
Figure 1  rpoS gene knockout verification and plasmid pTarget-rpoS double enzyme digestion verification 
注：M：DL5000 DNA Marker。A：1：rpoS 基因敲除未成功菌株；2：rpoS 基因敲除成功菌株；3：野生型对照，大小为 2 040 bp。

B：质粒 pTarget 双酶切后大小为 2 118 bp；rpoS 基因大小为 993 bp 

Note: M: DL5000 DNA Marker. A: Lane 1 is the unsuccessful knockout strain of rpoS gene deletion; Lane 2 is the successful knockout 
strain of rpoS gene; Wild-type control is in lane 3 with a size of 2 040 bp. B: Plasmid ptarget is 2 118 bp after double enzyme digestion 
and rpoS gene is 993 bp 

 

明 rpoS 基因敲除成功，得到敲除菌株并将其命名

为 ΔrpoS。 

互补质粒 pTarget-rpoS 连接之后使用 EcoR I

和 Spe I 进行双酶切验证，如图 1B 所示，rpoS 基

因大小 为 993 bp， pTarget 质粒双酶切之 后为     

2 118 bp，验证结果与理论一致，经测序验证正确。

随后将质粒 pTarget-rpoS 电转化到 ΔrpoS 中得到互

补菌株 ΔrpoS(rpoS)。 

2.2  WT、ΔrpoS、ΔrpoS(rpoS)生长曲线的绘制  

生长曲线表示微生物体生长时细胞数量变化

与生长时间关系的曲线。为了研究 rpoS 基因缺失之

后对菌株生长的影响，按照 1.2.4 所述方法隔特定

时间取样测定 OD600 值绘制 WT、ΔrpoS、ΔrpoS(rpoS)

生长曲线(图 2)。结果表明，WT 与互补菌株在 20 h

得到最高值，而 ΔrpoS 在 12 h 得到最高值，而且最

高点的菌体量明显低于 WT 与 ΔrpoS(rpoS)。进入

稳定期后 ΔrpoS 与 WT 及 ΔrpoS(rpoS)相比，菌体

量显著降低(P<0.01)，表明在 LB 培养基中，敲除

rpoS 基因对肠杆菌 CGMCC 5087 的生长影响较

大，而且 RpoS 在对数生长期对菌体生长的影响要

低于在稳定期的影响。同时观察到稳定期互补菌株

的生物量也低于野生菌株，使 ΔrpoS 生长情况得

到部分互补，这可能是由于质粒表达系统造成的。 

 
 

图 2  WT、ΔrpoS、ΔrpoS(rpoS)生长曲线 
Figure 2  Growth curve of WT, ΔrpoS and ΔrpoS(rpoS) 

 
2.3  WT、ΔrpoS、ΔrpoS(rpoS)环境胁迫耐受

性分析 

2.3.1  WT、ΔrpoS、ΔrpoS(rpoS)在高渗透压环境

下的生长情况 

将 WT、ΔrpoS、ΔrpoS(rpoS)菌分别于含有 5% 

NaCl 的 LB 培养基中进行培养，并在 12、24、48 h

各取一次样测定 OD600 值，比较分析发现 WT 与

ΔrpoS、ΔrpoS 与 ΔrpoS(rpoS)的菌浓度在 12、24、

48 h 均有极显著差异(P<0.01)。由此可见，敲除 rpoS

基因之后肠杆菌 CGMCC 5087 的高渗透压耐受性

明显降低(图 3)。 
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图 3  WT、ΔrpoS、ΔrpoS(rpoS) 5% NaCl 中的生长情况 
Figure 3  Growth of WT, ΔrpoS and ΔrpoS(rpoS) in 5% 
NaCl 
注：本文中不同菌株在同一生长时期的统计学显著性差异已

用*标注于柱状图上方；WT 与 ΔrpoS 的差异在 WT 上方标注，

ΔrpoS(rpoS)与 ΔrpoS 的差异在 ΔrpoS(rpoS)上方标注，若无标注

则表示并无显著差异；*：差异显著；**：差异极显著；下同 

Note: The statistical significant differences of different strains in 
the same growth period in this paper have been marked on the top 
of the histogram with *; The difference between WT and ΔrpoS is 
marked on the top of WT, and the difference between ΔrpoS(rpoS) 
and ΔrpoS is marked on the top of ΔrpoS(rpoS); If there is no mark, 
it means there is no significant difference; *: Significant difference; 
**: Extremely significant difference; The same below 
 
2.3.2  WT、ΔrpoS、ΔrpoS(rpoS)在高温环境下的

生长情况 

将 WT、ΔrpoS、ΔrpoS(rpoS)这 3 种菌株同时

于 42 °C、180 r/min 振荡培养。结果如图 4 所示，

在 42 °C 高温条件下，对数期 12 h 时 ΔrpoS 的菌

浓度明显低于 WT 菌浓度(P<0.05)，但到了衰退期

ΔrpoS 的菌浓度明显高于 WT 与 ΔrpoS(rpoS)菌浓

度，稳定期 WT 与 ΔrpoS 无显著差异(P>0.05)，

ΔrpoS(rpoS)与 ΔrpoS 差异极显著(P<0.01)。该结果

表明，在高温环境下，ΔrpoS 菌的生长在对数期受

到 抑 制 ， 而 在 衰 退 期 高 温 耐 受 性 强 于 WT 和

ΔrpoS(rpoS)。 

2.3.3  WT、ΔrpoS、ΔrpoS(rpoS)在低 pH 环境下

的生长情况 

有研究表明，RpoS 对于大肠杆菌的酸抗性非

常重要[15]。本文研究了 pH 5.0 条件下 RpoS 在肠

杆菌 CGMCC 5087 响应酸胁迫中的作用，结果如

图 5 显示，在 pH 5.0 的环境中，对数期 12 h 时ΔrpoS

的菌浓度稍高于 WT 和 ΔrpoS(rpoS)，但无显著差

异(P>0.05)；在稳定期 24 h 时 ΔrpoS 的菌浓度明显 

 
 

图 4  WT、ΔrpoS、ΔrpoS(rpoS) 42 °C 高温下的生长  

情况 
Figure 4  Growth of WT, ΔrpoS and ΔrpoS(rpoS) at 42 °C 

 

 
 

图 5  WT、ΔrpoS、ΔrpoS(rpoS) pH 5.0 环境中的生长

情况 
Figure 5  Growth of WT, ΔrpoS and ΔrpoS(rpoS) in pH 
5.0  
 

低于 WT 和 ΔrpoS(rpoS) (P<0.01)；在衰退期 48 h

时 ΔrpoS 与 WT 的菌浓度有极显著差异(P<0.01)，

ΔrpoS 与 ΔrpoS(rpoS) 的 菌 浓 度 有 显 著 差 异

(P<0.05)。结果表明，在低 pH 胁迫下，肠杆菌

CGMCC 5087 中的 RpoS 主要在进入稳定期后发挥

抗胁迫作用，在对数期并无明显的抗胁迫作用。 

2.3.4  WT、ΔrpoS、ΔrpoS(rpoS)在 1 mmol/L H2O2

条件下的生长情况   

分别检测了 1 mmol/L H2O2 对 WT、ΔrpoS、

ΔrpoS(rpoS)在对数期、稳定期、衰退期生长的影

响。结果如图 6 所示，在 1 mmol/L H2O2 条件下，

12 h 时 WT 和 ΔrpoS(rpoS)已进入对数期，而 ΔrpoS

停留在延滞期，24 h 时 ΔrpoS 菌浓度低于 WT 和

ΔrpoS(rpoS)，ΔrpoS 与 WT 有极显著差异(P<0.01)，

ΔrpoS 与 ΔrpoS(rpoS)无显著差异(P>0.05)；在衰退

期 48 h 时，ΔrpoS 菌浓度明显高于 WT 和ΔrpoS(rpoS)

的菌浓度(P<0.05)。由此可初步说明 rpoS 基因的敲

除对肠杆菌 CGMCC 5087 的氧化耐受起到重要作

用，其使肠杆菌 CGMCC 5087 的延滞期延长，严 

D

0 
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图 6  WT、ΔrpoS、ΔrpoS(rpoS) 1 mmol/L H2O2 环境中

的生长情况 
Figure 6  Growth of WT, ΔrpoS and ΔrpoS(rpoS) in     
1 mmol/L H2O2  
 

重影响菌体在对数期的生长。随着菌体培养时间的

延长，当菌体进入衰退期时，rpoS 基因的敲除可

以使菌体具有更好的生长优势。 

3  讨论与结论  

近年来，生物法合成苯乙醇引起了国内外研究

者们的广泛关注。肠杆菌 CGMCC 5087 是一种产

苯乙醇的新型菌株。该菌株在环境胁迫下的耐受性

对于其生产苯乙醇具有重要影响。RpoS 作为压力

应答过程中的主要调节因子，对菌株应答不同环境

胁迫起到重要作用。本研究用 CRISPR 基因编辑技

术构建了 rpoS 基因缺失株 ΔrpoS，通过检测其在

不同环境胁迫下的生长情况，研究 rpoS 基因在肠

杆菌 CGMCC 5087 应答不同胁迫条件中的作用。 

我们首先绘制了 ΔrpoS、WT 和 ΔrpoS(rpoS)

的生长曲线，与野生型菌株相比，ΔrpoS 的生长受

到显著抑制，而且进入稳定期后差异更加明显，说

明 rpoS 基因缺失对肠杆菌 CGMCC 5087 在稳定期

的生长影响较大；互补菌株可以部分回补 ΔrpoS

的生长表型，这可能是由于使用质粒互补系统造成

的。然而在肠炎沙门氏菌 rpoS 基因特性研究中发

现，rpoS 基因缺失株与野生型在 LB 培养基中 37 °C

下的生长情况并无显著差异 [16]。由此可以看出

rpoS 基因在不同的菌株中其作用也不尽相同。 

有研究报道，42 °C 高温条件下，rpoS 基因的

缺失促进了鳗弧菌在对数期的生长[17]。然而在本

研究中，在 42 °C 高温胁迫条件下，ΔrpoS 菌的生

长在对数期受到抑制，而在衰退期高温耐受性强于

WT。这些结果表明，肠杆菌 CGMCC 5087 与鳗弧

菌中的 RpoS 在高温胁迫环境中起到不同作用。

Zhang 等[18]对鼠伤寒沙门菌野生菌株和 rpoS 基因

缺失菌株在高渗透压(NaCl 终浓度为 300 mmol/L)

条件下的生长情况进行了检测，发现基因缺失菌株

的生长明显比野生菌株慢(P<0.05)。本研究中，rpoS

基因在 5% NaCl 高渗透压环境中起到抗胁迫的作

用，整个胁迫过程中 ΔrpoS 菌体量一直显著低于

WT 和 ΔrpoS(rpoS)菌体量。由此看出 RpoS 可以提

高肠杆菌 CGMCC 5087 在高渗透压环境中的适应

能力。Burin 等[19]发现，在 pH 5.0 和 pH 6.0 条件

下，rpoS 基因与沙门菌在酸性条件下的适应能力

有关。在 pH 5.0 胁迫中，对数期 ΔrpoS 与 WT 和

ΔrpoS(rpoS)的生长能力无明显差别，在稳定期和

衰退期 rpoS 的缺失导致肠杆菌 CGMCC 5087 的耐

受性显著降低。这说明在低 pH 胁迫下，肠杆菌

CGMCC 5087 中的 RpoS 主要在进入稳定期后发挥

抗胁迫作用。1 mmol/L H2O2 胁迫环境中，ΔrpoS

的延滞期停留时间远大于 WT 和 ΔrpoS(rpoS)，到

了衰退期 ΔrpoS 的菌浓度高于 WT 和 ΔrpoS(rpoS)

的菌浓度，由此推断，在氧化胁迫条件下，rpoS

基因在衰退期对菌体生长起到不利影响。 

RpoS 除了在以上胁迫环境中起到重要作用之

外，还参与调节其他多种生理过程。在营养缺乏的

环境中，RpoS 对菌毛的形成、三羧酸循环相关基

因起到负调控作用，从而延长菌体寿命[5]。研究表

明，RpoS 可以通过调控纤维素和菌毛对生物被膜

的形成起到重要的作用[17]。在一些肠杆菌科细菌

中，其毒力基因会受到 RpoS 蛋白的调控[20]。因此，

RpoS 蛋白可以调控某些毒力基因的表达，对细菌

的毒力有着较大的影响。在荧光假单胞菌中，RpoS

在 菌 株 腐 败 能 力 和 酰 基 高 丝 氨 酸 内 酶 (Acyl- 

Homoserine Lactone，AHL)群体感应中均具有调控

作用，rpoS 基因的缺失降低了该菌对三文鱼汁的腐

败能力，升高了长链 AHLs 信号分子的合成量[21]。

研究发现，RpoS 蛋白影响绿脓杆菌对比阿培南、

亚胺培南和氧氟沙星等抗生素的耐受能力[22]。这

对于进一步了解肠杆菌(Enterobacter sp.) CGMCC 
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5087 中 rpoS 基因的功能带来了很多新的启发。 

综上所述，rpoS 基因增强了 Enterobacter sp. 

CGMCC 5087 在高渗透压、酸胁迫中的耐受性，

降低了衰退期菌体在高温及氧化胁迫中的耐受性，

对于氧化胁迫环境中菌体从延滞期顺利进入对数期

至 关 重 要 。 在 肠 杆 菌 (Enterobacter sp.) CGMCC 

5087 中，RpoS 在抵抗多种环境压力中均具有重要

作用，而且在菌株不同的生长时期对于环境胁迫

的应答也有所不同，但对于在该菌株合成苯乙醇

的生物机制中起到的作用还有待进一步研究。本

研究对于进一步了解 RpoS 在各种环境胁迫下的功

能具有重要意义，同时也为更好地利用肠杆菌

Enterobacter sp. CGMCC 5087 提供了理论基础。 
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