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摘  要：【背景】铁是微生物生长与代谢所必需的一种微量元素，在生物体中参与呼吸、DNA 前

体合成、基因调节及抗氧化应激等重要生理活动。黄色链霉菌(Streptomyces flavus) TRM45540 是一株

分离自新疆罗布泊的放线菌，前期研究表现出对铁离子具有较强耐受性，探索菌株 TRM45540 耐

受铁离子胁迫的响应机制具有重要意义。【目的】揭示菌株 TRM45540 耐受铁离子胁迫的机制。

【方法】以菌株 TRM45540 为研究对象，通过向 ISP4 液体培养基中添加不同质量的硫酸亚铁来胁

迫菌株 TRM45540，并对胁迫后的样本进行转录组测序与分析，探索在铁离子胁迫条件下菌株

TRM45540 耐受铁离子的响应机制。同时通过扫描电子显微镜(scanning electron microscopy, SEM)和
能谱分析观察并检测铁离子胁迫下菌丝表面形态、元素种类及含量变化。【结果】低硫酸亚铁添加量

(1–500 mg/L)和高硫酸亚铁添加量(2 500–4 500 mg/L)均不利于菌株 TRM45540 生长，在硫酸亚铁添

加量为 500–2 500 mg/L 时可以促进菌株 TRM45540 生物量的积累。扫描电子显微镜观察到随着硫

酸亚铁添加量的增加，菌株TRM45540菌丝体外有大量胞外聚合物(extracellular polymeric substances, 
EPS)生成；能谱分析结果显示，EPS 中氧、铁元素含量升高，氮元素含量降低，推测 EPS 为多糖；

转录组分析结果表明，受 Fe(Ⅲ/Ⅱ)胁迫后差异表达基因涉及 ABC 转运系统、二元信号系统、铁离

子运输、氨基酸代谢、谷胱甘肽表达、卟啉类化合物代谢等多个代谢通路。【结论】菌株 TRM45540
受到 Fe(Ⅲ/Ⅱ)离子胁迫后，触发了生物大分子分泌并输出到细胞表面形成多糖类 EPS，菌体表面的

EPS 络合大量铁离子，阻止铁离子内流。同时触发二元信号系统，启动一系列耐受铁离子胁迫的

响应机制，酸性氨基酸大量表达，络合铁离子的卟啉类化合物合成增加，参与解毒的半胱氨酸和

谷胱甘肽的生物合成加剧，从而多途径减少高铁离子的伤害。 

关键词：铁离子胁迫；黄色链霉菌；转录组分析；能谱分析 



 
张伟 等 | 黄色链霉菌耐受铁离子的胁迫机制 4005 

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

Iron tolerance mechanism of Streptomyces flavus 
ZHANG Wei, YANG Shuai, SANG Haizhou, WAN Chuanxing*, ZHANG Lili* 

State Key Laboratory Breeding Base for the Protection and Utilization of Biological Resources in Tarim Basin 
Co-funded by Xinjiang Production and Construction Corps and the Ministry of Science and Technology, College 
of Life Science and Technology, Tarim University, Alar 843300, Xinjiang, China 
 
Abstract: [Background] Iron is a microelement essential for the growth and metabolism of 
microorganisms, playing a role in vital physiological activities like respiration, DNA precursor 
synthesis, gene regulation, and response to oxidative stress. Studies have confirmed the 
tolerance of Streptomyces flavus TRM45540, an actinomycete strain isolated from Lop Nur in 
Xinjiang, to ferric ions. It is of great significance to elucidate the response mechanism of S. flavus 
TRM45540 to iron stress. [Objective] To reveal the iron tolerance mechanism of S. flavus 
TRM45540. [Methods] S. flavus TRM45540 was cultured in the ISP4 liquid media supplemented 
with different levels of ferrous sulfate. Transcriptome sequencing was employed to explore the 
response mechanism to iron. Additionally, scanning electron microscopy and energy spectrum 
analysis were employed to observe changes in mycelial surface morphology as well as 
elemental species and content under ferric ion stress. [Results] The supplementation of ferrous 
sulfate at low (1–500 mg/L) and high (2 500–4 500 mg/L) levels had negative effects on the 
growth of S. flavus TRM45540. However, supplementing ferrous sulfate at 500–2 500 mg/L 
promoted the biomass accumulation of S. flavus TRM45540. With the increase in the 
supplementing level of ferrous sulfate, a large amount of extracellular polymers substances 
(EPSs) were generated outside the mycelia of S. flavus TRM45540. The energy spectrum 
analysis showed increases in the oxygen and iron content and a decrease in the nitrogen content 
of EPS, suggesting a polysaccharide composition. The transcriptome analysis showed that 
differentially expressed genes post ferric ion stress were associated with multiple metabolic 
pathways including the ABC transporter system, two component system, ferric ion transport, 
amino acid metabolism, glutathione expression, and porphyrin metabolism. [Conclusion] The 
ferric ion stress induced the secretion and export of biomolecules to the cell surface of S. flavus 
TRM45540, leading to the formation of polysaccharide-based EPS. The EPS was complexed 
with a large amount of ferric ions on the bacterial cell surface, thereby impeding the influx of 
ferric ions. Additionally, the activation of the two component system triggered a cascade of 
responses to ferric ion stress. This included upregulation of acidic amino acids, enhanced 
synthesis of porphyrins binding to ferric ions, and increased biosynthesis of cysteine and 
glutathione involved in ferric ion removal. These pathways coordinated to reduce the cellular 
damage caused by high ferric ion levels. 
Keywords: ferric ion stress; Streptomyces flavus; transcriptome analysis; energy spectrum analysis 
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铁元素在微生物的生长与代谢过程中发挥

着至关重要的作用。它是微生物呼吸作用、基

因调节、DNA 前体合成及抗氧化应激反应中的

关键参与者，铁还是许多代谢酶类活性中心所

必需的金属元素辅基，包括细胞色素氧化酶、

超氧化物歧化酶、过氧化氢酶[1-3]等。末端氧化

酶在呼吸链中发挥着至关重要的作用，其功能

主要依赖于其内部的 Fe-Cu 双金属活性位点。

这一特殊的活性位点能够高效地将氧气还原成

水，从而在生物体的呼吸过程中发挥至关重要

的作用[4]。 
除了上述作用外，铁元素与病原体的病理

特性及生物膜动态紧密相关。以沙门氏菌

(Salmonella)为例，其体内铁含量的微小变化都能

显著调节Ⅲ型分泌系统(type Ⅲ secretion system, 
T3SS)的活性。T3SS 在沙门氏菌感染策略中发

挥着重要的作用，因此，铁元素对 T3SS 调控的

细微影响直接决定了这种细菌的入侵潜能[5]。在

类鼻疽伯克氏菌(Burkholderia pseudomallei)中，

摄取铁主要依赖于 pvdA基因编码的鸟氨酸-N5-
加氧酶和 orbA 基因编码的外膜受体，pvdA 和

orbA 基因是类鼻疽伯克氏菌毒力的必需基因[6]。

大肠杆菌(Escherichia coli)中 fyuA 基因的表达

量与铁离子浓度呈正相关[7]，fyuA 基因与大肠

杆菌生物膜的形成和细菌毒性有关[8]。在空肠

弯曲杆菌(Bacillus pumilus)中，Fe(Ⅱ)和 Fe(Ⅲ)
可以提高生物膜中总活性氧的含量，通过氧化

应激刺激其生物膜的形成；同时，Fe(Ⅱ)和
Fe(Ⅲ)均能显著提高空肠弯曲杆菌胞外多糖的

产量[9]。铁离子对细菌来说十分重要，但过多

的铁元素对细菌有一定的毒性。当细胞内铁元

素含量过多，通过芬顿反应会产生大量的羟基

自由基[10-11]，此时细胞会做出一系列反应来应

对过量铁离子对自身的危害。鉴于铁对于微生

物的重要性，同时为更好地将微生物应用于铁

离子污染治理与修复提供理论支持，研究铁在

微生物中的代谢通路具有重要意义。目前研究

放线菌对铁离子的耐受机制的文章较少，而对

病原菌耐受重金属离子的研究较多，例如基氏

含铜菌(Cupriavidus gilardii) CR3 可以耐受高浓

度的铜离子，其耐受机制主要为胞外聚合物络

合吸附铜离子，铜抗性基因表达将过量铜离子

外排，硫代谢、半胱氨酸和谷胱甘肽代谢、Fe-S
簇显著响应螯合铜离子，起到解毒作用[12]。 

黄色链霉菌(Streptomyces flavus) TRM45540
是一株分离自新疆罗布泊的放线菌新种[13]。课

题组前期研究发现，向培养基中添加硫酸亚铁，

可以提高菌株 TRM45540 的放线菌素 D 产量，

在硫酸亚铁添加浓度为 1000 mg/L 时，激活了

多烯类化合物对应的沉默基因簇的表达，并且

菌株 TRM45540 对铁离子具有很高的耐受性[14]。

本研究以菌株 TRM45540 为研究对象，通过向

培养基中加入不同浓度的硫酸亚铁来胁迫菌株

TRM45540，并对胁迫后的样本进行转录组测序

与分析，探索菌株 TRM45540 耐受铁离子胁迫

的响应机制。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

黄色链霉菌(S. flavus) TRM45540 由新疆生

产建设兵团塔里木盆地生物资源保护利用重点

实验室提供。 
1.1.2  培养基  

高氏一号培养基(g/L)[14]：可溶性淀粉 20.0，
K2HPO4 0.5，KNO3 1.0，NaCl 1.0，MgSO4·7H2O 
0.5，微量盐母液1.0 mL/L，琼脂18.0 g，pH 7.0–7.2。 

ISP4 培养基(g/L)[14]：可溶性淀粉 10.0，
K2HPO4 1.0，MgSO4·7H2O 1.0，(NH4)2SO4 4.0，
NaCl 1.0，CaCO3 1.0，pH 7.0–7.2。 
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1.1.3  主要试剂和仪器 
硫酸亚铁和二价铁检测试纸，中国医药集

团有限公司；SweScript All-in-One First-Strand 
cDNA Synthesis SuperMix for qPCR (One-Step 
gDNA Remover)，武汉赛维尔生物科技有限公司。

扫描电子显微镜 (scanning electron microscopy, 
SEM)和能谱仪，Sigma 公司；原子吸收光谱仪，

岛津公司。  

1.2  菌株的培养 
将菌株 TRM45540 接种在高氏一号固体培

养基上，28 ℃恒温培养 7 d 后放在 4 ℃冰箱备用。 

1.3  不同浓度硫酸亚铁对菌株 TRM45540
生物量的影响 

将菌株 TRM45540 接种于添加不同浓度硫

酸亚铁(1、100、500、1 000、1 500、2 000、2 500、
3 000、3 500、4 000、4 500、5 000 mg/L)的 ISP4
培养基中 28 ℃、120 r/min 培养，每个浓度设置

3 个重复，以无铁的 ISP4 培养基作对照。培养 7 d
后室温 10 000 r/min 离心 10 min 收集细胞，用去

离子水反复洗涤 3 次，最后干燥，称量细胞干重。 

1.4  不同培养时间培养基上清液铁离子浓度

的测定 
将菌株 TRM45540 接种于添加不同浓度硫

酸亚铁的 ISP4 培养基中培养，选取 3 个样本(硫
酸亚铁添加浓度为 1、100、1 000 mg/L)，使用

原子吸收光谱仪监测 3 个样本不同培养时间(0、
12、24、48、72、96、120、144 h)上清液中铁离

子浓度。 

1.5  胞外聚合物 (extracellular polymeric 
substances, EPS)的形态观察和能谱分析 

用 SEM 观察了不同浓度硫酸亚铁(1、100、
1 000 mg/L)处理 7 d 后菌株 TRM45540 细胞表

面的变化。用能谱仪观察添加不同浓度硫酸亚

铁条件下细胞表面元素种类及占比的变化。所

有的实验设置 3 次重复。 

1.6  测序样品准备 
将在高氏一号培养基上培养 7 d 的菌株

TRM45540 的菌体用 1 mL 枪头打取 3 个菌饼，然

后接种至高氏一号培养基(装液量 150 mL/500 mL)，
28 ℃、120 r/min 培养 4 d 至种子液颜色呈现明黄

色，将种子液按 4%接种量接种至添加不同浓度

硫酸亚铁(1 mg/L、100 mg/L、1 g/L)的 ISP4 培养

基(装液量 150 mL/500 mL)，28 ℃、120 r/min 培

养 7 d 后 12 000 r/min 离心 3 min 收集菌体，置

于液氮进行速冻后送至北京诺禾致源科技股份

有限公司进行后续的 RNA 提取、质检、建库和

转录组分析。转录组原始数据 NMDC10018498
存储在国家微生物科学数据中心 (National 
Microbiology Data Center, NMDC) ，链接为

https://nmdc.cn/resource/genomics/project/detail/
NMDC10018498。 

1.7  测序数据质量评估 
质量合格的总 RNA 和 mRNA 用于后续建

库测序，测序结果的原始数据经进一步过滤后

得到 clean reads。构建参考基因组索引，将 clean 
reads 与参照基因组进行比对以获得用于后续

分析的 mapped data (reads)。基于负二项分布的

DESeq 软件进行统计分析，定义 |log2 (fold 
change)|≥1.5 且 P<0.05 以获得显著差异表达基

因并进行 后续分析 。高通量 测序 (Illumina 
HiSeqTM2500/MiSeqTM)得到的原始图像数据文

件经 CASAVA 碱基识别(base calling)分析转化

为原始测序序列(raw data 或 raw reads)。测序数

据的质量评估一般会进行三方面的检查：(1) 除
去 reads 中包含接头的所有序列；(2) 除去显示

N 碱基(无法确定碱基信息时显示 N 碱基)比例

大于 10%的 reads；(3) 除去低质量 reads (质量

值小于 20 的序列占 50%以上)。 

1.8  差异表达基因及分析 
通过对 3 组样本进行分析，统计 3 组样品
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中每个基因 FPKM 值，通过 edgeR 计算成对样

品间的差异(错误发现率，false discovery rate 

(FDR)<0.05，差异倍数≥2)。对差异表达基因分

别进行 gene ontology (GO)功能富集分析和

KEGG 通路富集分析。 

1.9  实时荧光定量 PCR 验证 
为验证转录组学数据的可靠性，在二元信

号转导系统、谷胱甘肽表达、卟啉类化合物代

谢这 3 条代谢通路中分别随机选择 2 个基因

(FM21_RS26175 、 FM21_RS16470 、 FM21_ 
RS16455、FM21_RS10065、FM21_RS28695、
FM21_RS28700)用RT-qPCR验证RNA-Seq结果。

使用武汉赛维尔生物科技有限公司生产的 RNA
提取液提取 3 个样品(测转录组的 3 个样本)的总

RNA，每个样品 3 个生物学重复。采用 SweScript 
All-in-One First-Strand cDNA Synthesis SuperMix 
for qPCR (One-Step gDNA Remover)试剂盒将

提取好的 RNA 按照以下反应体系反转录成

cDNA：5×SweScript All-in-One SuperMix for 
qPCR 4 μL，gDNA Remover 1 μL，total RNA 10 μL，

RNase free water 定容至 20 μL，反转录条件：

25 ℃ 5 min，42 ℃ 30 min，85 ℃ 30 s。RT-qPCR
的扩增以 16S rRNA 基因的表达量为内参。反

应体系：2×SYBR Green qPCR Master Mix (None 
ROX) 7.5 μL，正、反向引物(2.5 μmol/L)各 1.5 μL，
cDNA 模板(10 ng/mL) 2 μL，去离子水 2.5 μL。
在 CFX Connect Real-time PCR Detection System 
(Bio-Rad)仪器上执行如下三步法扩增反应程

序：95 ℃ 30 s；95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，40 个

循环；65–95 ℃，每 0.05 s 上升 0.5 ℃；16 ℃
保存。扩增结束后，使用 ΔΔCt 方法计算基因的

相对表达量。所使用引物序列见表 1。 

2  结果与分析 
2.1  菌株 TRM45540 对硫酸亚铁耐受性

分析 
培 养 液 中 硫 酸 亚 铁 添 加 浓 度 与 菌 株

TRM45540 生物量的量效关系如图 1 所示，   
菌株 TRM45540 在低浓度和高浓度硫酸亚铁胁

迫下均不利于其生长，硫酸亚铁添加浓度为 

 
表 1  引物信息 
Table 1  Primer information 
Gene name Forward primer sequence (5′→3′) Reverse primer sequence (5′→3′) Description 

FM21RS16470 AGGACCACCACCTGGACAACC GATCATCTTCATCTGCGGCGAGTC Decarboxylating 
6-phosphogluconate 
dehydrogenase 

FM21RS16455 CGTTCGAGCAGCTCCACAAGG ACCGAGAGGTAGAAGGCGTAGTTG Glucose-6-phosphate 
dehydrogenase 

FM21RS10065 GGCGTGGACAAGATCGGCAAG GACGAGGGCTACCGGAGTCTC Uroporphyrinogen-III 
C-methyltransferase 

FM21RS26175 CGCAACTACGAGGACGCCAAG TCGGAGAGCAGCGAGTGGAAG Glutamate-1-semialdehyde  
aminomutase 

FM21RS28695 GTTCGTCTTGATCGCCGTCCTG GTGAGCAGCCACACCTCGTTG Cytochrome d ubiquinol  
oxidase subunit II 

FM21RS28700 GAGCAGCAGCCGATGAAGATGG CCTCGTTGGTGTCGTTGATGCC Cytochrome ubiquinol  
oxidase subunit I 

16S rRNA TTCCTGGTGTAGCGGTGAAAT GTGGAATGTCGCCAACACCTAG Reference gene 
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图 1  不同浓度硫酸亚铁对菌株 TRM45540 生物量

的影响 
Figure 1  Effect of different concentrations of 
ferrous sulfate on the biomass of strain TRM45540. 
 
500–2 500 mg/L 时，菌株 TRM45540 的生物量

维持在 3 g/L 的水平，硫酸亚铁添加浓度为    
1 000 mg/L 时，菌株 TRM45540 生物量最高，

其耐受硫酸亚铁的最大添加浓度为 4 500 mg/L。 

2.2  不同培养时间培养基上清液的 Fe(Ⅲ)
离子浓度 

经二价铁检测试纸检测，培养基经高压蒸

汽灭菌之后，相较于硫酸亚铁添加量，溶液中无

二价铁离子，溶液中能检测到的铁离子几乎均为

三价铁离子。如图 2 所示，在 0–72 h，铁离子

为三价铁絮凝沉淀状态，铁离子溶解度极小。

72–168 h，由于菌株 TRM45540 在生长过程中 

 
 
图 2  不同培养时间培养基上清液的 Fe(Ⅲ)离子

浓度 
Figure 2  Ferric ion concentration in the supernatant 
of culture medium at different culture time 
 
产酸，培养液 pH 降低，培养液中的三价铁离子

浓度迅速升高。 
2.3  不同浓度硫酸亚铁菌株 TRM45540 表面

形态的响应 
运用 SEM 观察在硫酸亚铁添加浓度为 1、100

与 1 000 mg/L 时培养 7 d 下菌株 TRM45540 的细

胞形态和结构的变化。如图 3 所示，在添加不同

浓度硫酸亚铁的培养液胁迫下 SEM 观察到菌株

TRM45540 分泌至胞外的聚合物(EPS)有显著差

别。随着培养液中硫酸亚铁添加浓度的增加，菌

株 TRM45540 表面的胞外聚合物呈现增加趋势。 
 

 
 
图 3  添加不同浓度硫酸亚铁培养 7 d 后菌株 TRM45540 菌丝的扫描电子显微镜照片 
Figure 3  Scanning electron microscopy of strain TRM45540 mycelia incubated for 7 d with different 
concentrations of ferrous sulfate. A: 1 mg/L ferrous sulfate. B: 100 mg/L ferrous sulfate. C: 1 000 mg/L 
ferrous sulfate. 
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2.4  不同浓度硫酸亚铁处理后菌株TRM45540
能谱仪(energy dispersive spectrometer, EDS)的
能谱分析 

对在培养液中添加硫酸亚铁浓度为 1、100、

1 000 mg/L 条件下培养的菌株 TRM45540 细菌

进行 EDS 能谱图分析。如图 4 所示，菌株

TRM45540 细菌表面碳原子、氧原子、氮原子

占主要成分，还含有一定量的钠原子、镁原子、 
 

 
 

图 4  不同浓度硫酸亚铁培养 7 d 条件下菌株 TRM45540 的能谱图 
Figure 4  Energy dispersive spectrometer spectra of strain TRM45540 incubated for 7 d with different 
concentrations of ferrous sulfate in culture medium. A: 1 mg/L ferrous sulfate. B: 100 mg/L ferrous sulfate. 
C: 1 000 mg/L ferrous sulfate. 
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磷原子、硫原子、钾原子和钙原子。更加重要

的是硫酸亚铁胁迫后菌株 TRM45540 的 EDS 能

谱中出现了 2 个铁信号(图 4B、4C)。这表明在

铁胁迫下，菌株 TRM45540 细胞表面分泌的胞

外聚合物络合吸附了铁离子。并且 N 元素占比减

少，C 元素占比基本不变，O 元素占比增加，推

测该胞外分泌物的主要成分为多糖。 
2.5  转录组测序数据的评估 

使用 Illumina HiSeqTM2500/MiSeqTM 测序平

台对不同浓度硫酸亚铁胁迫后菌株 TRM45540

的 cDNA 文库进行录组测序，3 个文库的样本

获取情况见表 2。由表 2 可见，每个样本的 clean 

reads 比率均在 98%以上，Q20 值均在 96%以上，

Q30 值均在 91%以上，G+C 含量的百分比也在

67%以上，表明测序准确度高，测序结果质量

可靠，符合进一步分析要求。  

2.6  不 同 浓 度 硫 酸 亚 铁 处 理 后 菌 株

TRM45540 差异表达基因数目 
在 100 mg/L 硫酸亚铁胁迫下，菌株

TRM45540 共有 1 401 个基因差异表达，其中 

表 2  数据产出质量情况一览表 
Table 2  Output data quality 
Sample names FeSO4_ 

1 mg/L 
FeSO4_ 
100 mg/L 

FeSO4_ 
1 000 mg/L 

Raw reads 11 643 918 13 284 110 16 014 558 
Clean reads 11 499 642 13 082 134 15 806 616 
Clean ratio (%) 98.76 98.48 98.70 
Q20 (%) 96.67 96.81 96.92 
Q30 (%) 91.69 92.04 92.20 
G+C content (%) 67.04 69.16 67.89 
Raw reads：统计原始序列数据；Clean reads：过滤后的 reads
数目；Clean ratio: Clean Reads 在 raw reads 中所占的比例；

Q20、Q30：phred 数值大于 20、30 的碱基占总体碱基的百

分比；G+C content：碱基 G 和 C 占总碱基数的百分比 
Raw reads: Counting the original sequence data; Clean reads: 
The number of reads after filtering; Clean ratio: The 
proportion of clean reads in raw reads; Q20, Q30: The 
percentage of bases with Phred scores greater than 20 and 
30 among the total bases; G+C content: The percentage of 
bases G and C in the total bases. 

 
997 个基因表达上调、404 个基因表达下调；在   
1 000 mg/L 硫酸亚铁胁迫下，菌株 TRM45540
共有 1 459 个基因差异表达，其中 886 个基因表

达上调、573 个基因表达下调(图 5)，这说明菌株

TRM45540 对铁离子胁迫敏感。 
 

 
 

图 5  不同浓度硫酸亚铁处理 7 d 后菌株 TRM45540 差异表达基因火山图 
Figure 5  Volcanic map of differentially expressed genes of strain TRM45540 treated with different 
concentrations of ferrous sulfate. A: 100 mg/L ferrous sulfate. B: 1 000 mg/L ferrous sulfate. DEGs: 
Differentially expressed genes. 
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2.7  不 同 浓 度 硫 酸 亚 铁 处 理 后 菌 株

TRM45540 差异表达基因的 GO 注释分析 
对培养液中添加不同浓度 FeSO4 胁迫下差

异表达基因的 GO 分析发现，在硫酸亚铁添加

浓度为 100 mg/L 的胁迫下，主要生物学过程变

化涉及跨膜运输、脂肪酸代谢、脂肪酸生物合

成、单羧酸生物合成和细胞脂质代谢等；在硫

酸亚铁添加浓度为 1 000 mg/L 的胁迫下，生物

学过程变化主要有有机化合物生物合成、有机

酸代谢、羧酸代谢、小分子代谢和氨基酸代谢

等(图 6)。 
在分子功能分类里，在硫酸亚铁添加浓度

为 100 mg/L 的胁迫下，主要分子功能变化涉及

3-氧代酰基-[酰基载体蛋白]合酶活性、脂肪酸

合成酶活性、运输活动和受损 DNA 结合等。在

硫酸亚铁添加浓度为 1 000 mg/L 的胁迫下，主

要分子功能变化涉及氧化还原酶活性、辅助因

子结合和辅酶结合等。图 6 展示了 30 个富集最

显著的条目。 

2.8  不同浓度FeSO4胁迫下菌株TRM45540
差异基因的 KEGG 通路分析 

KEGG 富集分析可以为后期挖掘菌株

TRM45540 对铁抗性调控相关基因提供思路，

但是与 GO 富集分析不同的是，KEGG 富集分

析能够体现差异表达基因在不同代谢通路上的

富集情况。 
KEGG 富集分析表明，在硫酸亚铁添加浓

度为 100 mg/L 的胁迫下，与菌株 TRM45540 耐

受高浓度铁离子相关的 KEGG 代谢通路根据富

集程度由高到低依次为：次级代谢产物的生物

合成、不同环境中的微生物代谢、ABC 转运、

碳代谢、糖酵解/糖异生、氧化磷酸化等(图 7A)。
在硫酸亚铁添加浓度为 1 000 mg/L 的胁迫下，

与菌株 TRM45540 耐受高浓度铁离子相关的

KEGG 代谢通路根据富集程度由高到低依次为：

代谢通路、次级代谢产物的生物合成，氨基酸

的生物合成，碳代谢，嘌呤代谢，甘氨酸、苏氨

酸和丝氨酸代谢，嘧啶代谢等(图 7B)。图 7 展示

了 20 条最显著的代谢通路。 

2.9  实时荧光定量 PCR 验证结果 
为了评估转录组数据的可靠性，随机筛选

6 个差异表达基因进行实时荧光定量 PCR 验证。

由图 8 可知，RT-qPCR 验证结果与 RNA-Seq 数

据具有良好的一致性，证实本研究中 RNA-Seq

分析的结果具有可靠性。这 6 个基因包括脱羧

基-6-磷酸葡萄糖脱氢酶(FM21RS26175)、葡萄

糖-6-磷酸脱氢酶(FM21RS16470)、卟啉原-3-C-

甲基转移酶(FM21RS16455)、谷氨酸-1-半醛氨

基变位酶(FM21RS10065)、细胞色素 D 泛喹酚

氧化酶亚基 II (FM21RS28695)和细胞色素泛喹

酚氧化酶亚基 I (FM21RS28700)。 

3  讨论 
黄色链霉菌(S. flavus) TRM45540 对高浓度

的铁离子表现出较强的耐受性，通过 SEM 观

察、能谱分析和转录组分析，推测该菌的主要耐

受机制如下(图 9)：硫酸亚铁在 121 ℃、30 min

高压有氧蒸汽灭菌过程中，二价铁离子被氧化成

三价铁离子，菌株 TRM45540 受到外部环境中的

Fe(Ⅲ/Ⅱ)离子胁迫后，二元信号系统中的“感应

器”组氨酸激酶(histidine kinase)感知 Fe(Ⅲ/Ⅱ)离

子胁迫，通过磷酸化作用将信号传递给“效应

器”。“效应器”接收到信号后进一步调控基因表

达，使细胞向外分泌 EPS、激活卟啉和谷胱甘

肽的表达。EPS 通过在细胞表面络合吸附铁离

子，阻止铁离子内流，从而抵抗铁胁迫，卟啉

和谷胱甘肽通过络合吸附铁离子，提高自身解毒

能力。以往的研究表明，EPS 主要成分为蛋白质

和多糖，具有一定的吸附金属离子的能力[15-19]， 
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图 6  添加 FeSO4 后上调基因的 GO 富集分析 
Figure 6  GO enrichment analysis of up-regulated genes after addition of FeSO4. A: 100 mg vs. 1 mg. B:   
1 000 mg vs. 1 mg. 
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图 7  添加 FeSO4 后上调基因的 KEGG 通路富集分析 
Figure 7  KEGG pathway enrichment analysis of up-regulated genes after addition of FeSO4. A: 100 mg vs. 
1 mg. B: 1 000 mg vs. 1 mg. 
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图 8  转录组数据的 RT-qPCR 验证 
Figure 8  RT-qPCR validation of transcriptome 
data. 

EPS 主要通过其羟基、羧基、氨基、磷基等官

能团的静电作用与络合作用结合金属离子[20]。

通过能谱分析得知，随着 EPS 的增多，胞外聚

合物的 N 元素占比减少、O 元素增加、C 元素

基本保持稳定，推测该菌的胞外分泌物的主要

成分为多糖。细菌响应金属离子胁迫分泌 EPS
容易被 SEM 观察，但较少通过 EDS 能谱图证

实 EPS 对金属离子的络合。 

4  结论 
菌株 TRM45540 受到 Fe(Ⅲ/Ⅱ)离子胁迫后，

触发了生物大分子分泌并输出到细胞表面形成 

 

 
 
图 9  铁胁迫下菌株 TRM45540 产生的铁抗性响应机制 
Figure 9  The iron resistance response mechanism of strain TRM45540 under iron stress. 
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多糖类 EPS，菌体表面的 EPS 络合大量铁离子，

阻止铁离子内流。同时触发二元信号系统，启动

一系列耐受铁离子胁迫的响应机制，酸性氨基酸

大量表达，络合铁离子的卟啉类化合物合成增

加，参与解毒的半胱氨酸和谷胱甘肽的生物合成

加剧，从而多途径减少高铁离子的伤害。 
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