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摘要:【目的】σ 因子是细菌 RNA 聚合酶全酶的重要组分，包括必须 σ 因子和选择性 σ 因子。SigF 作为重要
的选择性 σ 因子影响结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis)的致病性和毒力等重要的功能。与之对应的
在非致病性、快速生长的分枝杆菌耻垢分枝杆菌(M． smegmatis)中，sigF 的调控可能与其适应一定的生理环
境相关。【方法】通过基因敲除、遗传互补和抗药性分析，系统的研究了耻垢分枝杆菌 SigF 的应答调控。【结
果】sigF 敲除菌株与野生菌相比，对过氧化氢特别敏感，并且这种敏感性能够通过反式互补野生型的基因得
到回复;由于细菌体内的抗氧化能力与耐药性有较高的相关性，进一步分析 sigF 敲除菌株的抗药性和抗氧
化相关基因的表达情况，显示 SigF 影响细菌清除过氧化氢的能力，但是并不影响包括异烟肼等药物的敏感
性及与异烟肼敏感性相关基因的表达。【结论】SigF 调控的活性氧胁迫应答途径与异烟肼活化的氧化胁迫
应答途径不同。另外，实验显示 SigF 参与了耻垢分枝杆菌的色素的合成，提示 SigF 参与的是光氧化胁迫应
答途径，与药物引起的氧化胁迫应答途径是不同的通路。
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结核分枝杆菌作为重要的病原菌，可以感应外
界的环境并迅速做出反应，改变其代谢途径，适应外
界的环境。在这个过程中，转录水平的调控起着重
要的作用。σ 因子作为 RNA 聚合酶全酶的组成成
分参与启动子的识别以及与核心酶互作起始基因转
录。在分枝杆菌属 (Mycobacterium) 中所有 σ 因子
都属于 σ70 家族，可细分为两类:必须和选择性 σ
因子［1 － 3］。前者包括 SigA 和 SigB，是细菌维持正常

基因转录必须的组分，后者包括 SigF 以及 ECF
( extracytoplasmic function) σ 因子，主要参与胁迫相
关基因的转录调控［1，3］。结核分枝杆菌全基因组测
序分析显示，结核分枝杆菌(M． tb)基因组共编码 13
个 σ 因子，其中 11 个为选择性 σ 因子［2 － 5］。

有研究表明结核分枝杆菌 SigF［6］在静止生长
期起调控作用，其缺失的结核分枝杆菌在动物模型
小鼠和豚鼠上的表现为致病力下降［7 － 9］以及在细菌
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成分中与致病相关硫酯的减少［8］。另外，在过度表
达 SigF 的菌株中，病原菌与宿主互作中起重要作用
的细胞壁相关蛋白的表达显示明显变化［10］。

结核分枝杆菌的 SigF 在结核菌的毒性方面有
重要的作用，SigF 之前被认为是在结核菌属中慢速
生长、致病菌中特有的选择性 σ 因子，并不存在于
非致病性、快速生长的分枝杆菌属中［6］。但是，生
物信息学分析发现耻垢分枝杆菌中有与结核分枝杆
菌 SigF 高度同源的蛋白 (同源: 83% MSMEG _
1804)。另外，SigF 与产孢芽孢杆菌胁迫和产孢相
关的 σ 因子(SigB)序列上相似性较高，显示 SigF 可
能参与耻垢分枝杆菌的胁迫应答。结核分枝杆菌等
致病菌中 sigF 在后期表达，但耻垢分枝杆菌其在整
个细菌的生长阶段都有表达，其表达量改变是由于
不同的胁迫条件导致的［11］。因此，与其在致病结核
菌中与致病功能相关不同，在快生长非致病分枝杆
菌中，SigF 可能对生理变化起着重要的作用。

本实验通过基因敲除、遗传互补和抗性筛选等
试验，显示 SigF 在耻垢分枝杆菌的抗过氧化氢胁迫
中起着重要作用。由于细菌耐药与抗氧化胁迫有相
关性，我们进一步做了 sigF 敲除菌株的抗药谱，实
验显示 sigF 敲除菌的抗药谱与野生菌的抗药谱没
有统计学上的差异;另外，还发现 SigF 在细胞色素
的合成中起着重要的调控作用。表明 SigF 调控的
活性氧( reactive oxygen species，ROS)清除途径与光
氧化胁迫反应相关，独立于异烟肼等抗生素诱导的
活性氧清除途径。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株、质粒和培养基:耻垢分枝杆菌 mc2

155，质粒 p0004S，phA159 和 pMV361 由 W． R．
Jacobs 教授提供。大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α
由本实验室保存，作为基因克隆宿主细胞。LB 培养
基用于大肠杆菌培养。耻垢分枝杆菌培养用培养基
为 Middlebrook 7H9 (液体) 和 7H10 (固体)(Becton
Dickinson)。培养耻垢分枝杆菌潮霉素和卡那霉素
用量分别是 50 和25 mg /L。大肠杆菌培养用潮霉
素、卡那霉素和氨苄青霉素用量分别是 150、50 和
100 mg /L。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:BCL 生物超净工作台(北

京亚泰克隆)，DK-8D 型电热恒温水浴槽(上海一恒
科技有限公司)，恒温培养箱(上海精宏实验设备有
限公 司 )，MicroCL17R 离 心 机 ( Thermo Electron
Corporation)，PCR 仪 (北京东胜创新生物科技有限
公司)，ECM399 电转仪(BTX)，HE-120 多功能水平
电泳槽(上海天能科技有限公司)，EPS-300 电泳仪
(上海天能科技有限公司 )，凝胶图像分析系统
(DNR Bio-imaging System 公司)，HZQ-X160 全温振
荡培养箱(江苏太仓市实验设备厂)，Millipore 针孔
式过滤器 (0. 22 μm) (Millipore)，一次性使用注射
器(上海治宇医疗器械有限公司)，Nanodrop ND-100
spectrophotometer ( NanoDrop Technologies )。 7H9、
7H10 培养基、Top Agar(Becton Dickinson)，牛血清
白蛋白(BSA)、潮霉素(GenView 公司)，异烟肼、乙
胺丁醇、利福平(AMRESCO)，链霉素、氨苄青霉素、
卡那霉素、Van91I、AlwNI、MfeI、PacI ( Fermentas)，
Tween-80 ( Sigma )，T4 DNA 连 接 酶、RNase-free
DNase I ( New England BioLabs)，HindⅢ、SYBR 
Premix Ex TaqTM II ( TaKaRa Biotechlogy)，TransTaq
HiFi DNA 酶(含 dNTPS) ( TransGen)，过氧化氢、葡
萄糖 ( 国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司 )，Trizol、
Superscript first strand synthesis system( Invitrogen)。
1. 2 基因敲除与互补菌株构建
1. 2. 1 敲除载体构建和噬菌体扩增:通过 PCR 扩
增 sigF 的左右臂，左臂引物是 MSMEG _1804LF:
TTTTTTTTCAGAAACTGAAGACGACCCGTGAGGGTA
和 MEMEG _1804LR: TTTTTTTTCAGTTCCTGATGTC
GAGAACGTCTGCGT;右臂引物为 MSMEG_1804RF:
TTTTTTTTCAGAGACTGTGCTGGCCAAGTCGCT 和
MSMEG_1804RR:TTTTTTTTCAGCTTCTGTGGGAAC
ACGATGGAACCT(下划线表示 AlwNI 的酶切位点)
(图 1A )。限制性内切酶 AlwNI 酶切扩增产物
1804 L(左臂 ) 和 1804R (右臂 )，回收酶切片段。
Van91I 酶切载体 p0004S，回收3. 6 kb和1. 6 kb大小
的片段。酶切片段1804 L、1804 R、3. 6 p0004和 1. 6 p0004

连接并转化入 DH5α，挑选单菌落提质粒测序，验证
1804 L和1804 R臂正确连入 p0004S 进而获得载体
p0004-1804。PacI 酶切 p0004-1804 和 phA159，回收
并连接相应片段经体外包装获得 phasmid phA159-
1804。将 phA159-1804 电击转化耻垢分枝杆菌，
30℃培养获得噬菌斑，扩增 phage，提高滴度到
1010 /mL。
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1. 2. 2 基因敲除:取培养至对数期(OD600在 0. 6 －

0. 8)的 mc2155，用 MP Buffer 洗 2 次后用 7H9 培养
基重悬，然后与高滴度 phage 等体积混匀，置于 37℃
共培养 3h，最后将共培养液均匀涂布在含潮霉素的
7H10 平板上，37℃ 培养。挑选单菌落，提基因组，
PCR 验证基因是否被敲除。
1. 2. 3 互补载体构建:PCR 扩增目的基因，引物为
pMV361-1804F: CCCGGGCAATTGCGGTGACGTCGG
AATACGCAGA 和 pMV361-1804R: CCCGGGAAGCT
TCTACTGCAGCTGGTCGCG。MfeI 和 HindⅢ酶切回
收扩增产物和载体 pMV361［12］。连接酶切片段，并
转化入 DH5α。挑选单菌落测序，测序正确的质粒
电击转入 sigF 突变株。挑选单菌落提取基因组，
PCR 验证正确后保菌。
1. 3 过氧化氢胁迫实验

从 － 80℃ 冰箱冻存管中复苏种子液，存放于
4℃。按 1 ∶ 100 接种量接种，培养至 OD600 = 0. 8 －
1. 0，将上述菌液再按 1:100 接种量接种于新鲜的培
养基，培养至 OD600 0. 3 左右。取出 2 mL菌液于
50 mL离心管中，加过氧化氢胁迫。取对照组和处
理组做梯度稀释，每个梯度取3 μL点平板。37℃培
养 3 天后拍照。
1. 4 菌落形态和颜色观察

上述种子液，按 1 ∶ 100 接种量接种，培养至
OD600 = 0. 8 － 1. 0。直接用牙签划线 LB 平板，37℃
培养 4 天后拍照。
1. 5 药物最小抑制浓度 ( minimum inhibitory
concentration，MIC)测定

上述种子液，按 1 ∶ 100 接种量接种，培养至
OD600 = 0. 15。稀释 100 倍后取40 μL加入 96 孔细
胞培 养 板，加 入 不 同 浓 度 的 抗 生 素: 异 烟 肼
( Isoniazid，INH)、乙胺丁醇 ( ethambutol，EMB)、利
福平 ( Rifamycin， RIF )、链 霉 素 ( Streptomycin，
STR)、氨苄青霉素(Ampicillin，AMP)和卡那霉素
(Kanamycin，KAN)，终体积为80 μL。37℃共培养 3
天后观察细菌生长状况，对菌生长有抑制的抗生素
浓度定为 MIC。实验结果重复 3 次以上。
1. 6 RNA 提取和 qPCR

上述种子液，按 1 ∶ 100 接种量接种，培养至
OD600 = 0. 3。 离 心 收 集 菌 体，重 悬 于 Trizol
( Invitrogen)并按说明书提取 RNA。RNA 中的基因
组 DNA 用 RNase-free DNase I ( New England

BioLabs) 除去，RNA 的浓度用 Nanodrop ND-100
spectrophotometer ( NanoDrop Technologies ) 定 量。
cDNA 合成按 Superscript first strand synthesis system
( Invitrogen) 所提供的方法进行。 rpoD rRNA 基因
做内参进行 PCR 反应。SYBR Premix Ex TaqTM II
(Takara Biotechlogy) 用于 qPCR 反应。引物如下:
katG: TGCCCGCGGAGTTCAAGCTG 和 GTTGACGTC
GAGCACCCGCA; katA: CGCAGGCAGAACCTCGGC
AA 和 GGCCATCACCACGCGTTCGT; mcat: CCG
CTTCCAGAACGTCGCGT 和 TGCGCTTCTCACCACCG
AGC; rpoD: GCGTGTCACGACGGCGATCA 和 TGCA
TGTCGACCGCGACCAC。

2 结果

2. 1 耻垢分枝杆菌 sigF 突变体构建
利用 分 枝 杆 菌 的 噬 菌 体 的 特 异 转 导 法

(Mycobacteriophages in specialized transduction ) 获
得候选基因的敲除菌株。通过 PCR 扩增并回收得
到 sigF 的左臂和右臂(图 1-B)。Van91I 酶切载体
p0004S，回收 3. 6 kb 和 1. 6kb 大小的片段与 AlwNI
酶切回收的 sigF 左臂和右臂连接获得了载体
p0004-1804 (图 1-C )。 PacI 酶 切 p0004-1804 和
phA159 后经连接和体外包装获得了 phasmid 载体
phA159-1804。将 phA159-1804 电击转化耻垢分枝
杆菌，30℃培养得到大量的噬菌斑(图 1-D)，通过扩
增获得了滴度大于 1010 /mL 的噬菌体。将 0. 5mL
噬菌体感染 0. 5mL 耻垢分枝杆菌，37℃培养获得了
大约 500 个潮霉素抗性克隆。随机挑选 4 个克隆培
养并提取基因组 DNA，PCR 验证获得了 2 个 sigF 缺
失的突变体。
2. 2 sigF 突变导致耻垢分枝杆菌对过氧化氢敏感

由于 SigF 与产孢芽孢杆菌的胁迫和产孢相关
的 σ 因子(SigB)序列上相似性较高，推测 SigF 可能
与胁迫应答相关。首先比较野生型和 sigF 突变体
(ΔsigF)过氧化氢耐受力的差别。7 和 15-mmol /L
过氧化氢处理1 h后按 10 倍梯度稀释、点板培养的
结果(图 2-A)表明 sigF 突变导致耻垢分枝杆菌过
氧化氢耐受力减弱。通过反式互补将 sigF 导入
sigF 突变体获得互补菌株(C-ΔsigF)。通过比较野
生型、突变体和互补菌株在5 mmol /L过氧化氢处理
3h 后的生长状况(图 2-B)发现互补菌株表现出比
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野生型菌株更高的过氧化氢耐受力。这些结果表明 sigF 调控分枝杆菌的过氧化氢响应能力。

图 1 sigF 敲除载体构建和噬菌体繁殖
Fig． 1 Plasmids construction and phage amplification for sigF knockout． (A) Genomic arrangement of the sigF gene loci．

Genes are shown as large arrows in their native orientation． Small arrows represent the primers used to construct the knockout

sigF (ΔsigF) strain． (B) PCR amplified upstream (L) and downstream (R) fragments of sigF; (C) The plasmid p0004-

1804 (P) ; (D) Amplified phage containing the phasmid phA159-1804． M: DL2000 DNA ladder．

图 2 sigF 突变导致耻垢分枝杆菌对过氧化氢敏感

Fig． 2 SigF was involved into H2 O2 resistance． A: The strains of M． smegmatis mc2155 wild-type (WT) and knock-out sigF

mutant (ΔsigF) were grown to an OD of 0. 3 then treated with 0，7 and 15 mmol / L H2 O2，respectively． The diluted culture of

1 hour post-treatment of M． smegmatis culture was spotted ( 3 μL ) onto solid 7H10 media with 10% ADS． The panel

represented 10-fold dilution series from，100 to 10 － 4 fold． ( B) Complementary analysis of ΔsigF H2 O2 resistance． H2 O2

sensitivity was determined as described in (A) except the H2 O2 concentration was 5 mmol / L．

2. 3 SigF 参与的过氧化氢胁迫反应与异烟肼
( INH)等药物引起的过氧化物胁迫反应无关

目前，抗药机制从传统的一对一的药物对靶基
因的对应关系，发展到药物胁迫的全网络适应改变
概念，其中药物诱导细菌产生的活性氧在抗药、耐药
机制中起着重要的作用［13］。由于上面的实验显示，
SigF 参与了过氧化氢的胁迫途径，我们进一步检测

了 sigF 敲除菌株对药物抗性的改变。
其中，异烟肼是目前治疗结核病最常用的一线

药物，其作为前体药物进入分枝杆菌细胞后，在过氧
化物 /过氧化氢酶作用下形成活性药物进而抑制分
枝菌酸的合成［14 － 17］。过氧化物 /过氧化氢酶 KatG
突变导致细菌对异烟肼不再敏感，同时该突变也导
致细菌对过氧化氢超敏［14］。由于 sigF 突变导致耻
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垢分枝杆菌过氧化氢耐受力减弱，推测 SigF有可能
影响异烟肼的抑菌能力。通过测定野生型、突变体
和互补菌株的异烟肼最小抑菌浓度发现 sigF 突变
并不影响耻垢分枝杆菌异烟肼的敏感性(表 1)。同
时 katG 基因的转录水平在突变体和野生型中没有

明显的变化(图 3)。这些说明耻垢分枝杆菌至少含
有一种与异烟肼敏感性无关的过氧化氢清除机制。
另外，我们还检测了另外 5 种药物的抗性(表 1)，我
们的结果显示 sigF 突变对所检测的药物没有任何
影响。

表 1 SigF 敲除菌株与野生菌的药敏实验
Table 1 The Minimum inhitbitory concentrations (MIC) (mg /L) of isoniazid，rifampicin，streptomycin，

ethambutol，ampicillin and kanamycin in sigF mutant (ΔsigF) strain and wild strain
strain isoniazid rifampicin streptomycin ethambutol ampicillin kanamycin

wild strain
ΔsigF

6. 25
6. 25

0. 39
0. 78

0. 05
0. 05

1. 0
1. 0

39
20

1. 95
1. 95

图 3 SigF 与异烟肼活化相关基因的表达
Fig． 3 The strain of sigF mutant (ΔsigF) was no defect

in Isoniazid ( INH ) resistanceSigF did not regulate the

expressions of katG，katA and mcat．

2. 4 sigF 突变改变细胞色素合成

与氧化胁迫不同的是，光氧化胁迫最近才开始

研究［18］。细胞色素在保护细胞免受外界环境如光

伤害方面起到非常重要的作用。在固体培养基上，

sigF 突变体呈白色而野生型为桔黄色(图 4)，这说

明 SigF 正调控细胞色素合成。互补菌株颜色在突

变体和野生型之间(图 4)，这说明互补菌株部分回

复了 sigF 突变导致的色素变化。

3 讨论

结核分枝杆菌是典型的内生菌，其为了存活，在

长期的进化中，发展了一套感应外界环境，迅速调整

自身的新陈代谢的机制。分枝杆菌选择性 σ 因子

在细菌响应外界环境变化中起到非常重要的作用，

图 4 SigF 在细菌色素形成中起重要的作用
Fig． 4 SigF played important role in bacterial pigment

formation． The strains of M． smegmatis mc2 155 wild-type

(WT)，sigF mutant ( ΔsigF) and the complementary ( C-

ΔsigF) strains were cultured on LB agar and photographed

after 4 days incubation at 37℃ ．

并且影响细菌与宿主的相互作用［5，7 － 10］。我们的研
究发现耻垢分枝杆菌选择性 σ 因子 SigF 参与细菌
的抗氧化反应，对细菌体内活性氧的清除起着相当
重要的作用，其缺失导致细菌对过氧化氢的敏感
(图 2)。目前的抗药机理的研究认为，活性氧的清
除与抗药性有较高的相关性。sigF 对于药物的影响
报道并不多，Singh 等的研究发现利福平等药物处理
后其在转录水平没有改变［11］;由于研究比较清楚的
活性氧清除蛋白是过氧化物 /过氧化氢酶 KatG，为
此我们比较了野生型和 sigF 突变体的 katG 的表达
水平，结果显示 SigF 并不调控 katG 的转录(图 3)。

由于 KatG 是已知的参与异烟肼抑菌作用的关键蛋
白［15］，因此我们也比较了野生型和 sigF 突变体的异
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烟肼耐受力;结果表明 SigF 不影响细菌异烟肼敏感
性，这与其不调控 katG 转录是一致的。此外，SigF

也不调控活性氧清除相关基因 katA 和 mcat 的转录
(图 3)。另外，我们还检测了其它 5 种药物的抗药
谱，sigF 的突变菌株与野生菌株没有统计学意义上
的差别;因此，我们推测耻垢分枝杆菌中存在多条过
氧化氢清除途径。SigF 参与的过氧化氢清除途径与
药物胁迫引起的活性氧途径除调控胁迫响应外还可
能调控其它的过程。我们的实验发现，其调控细菌
色素的形成 (图 4 )。有研究表明耻垢分枝杆菌
ATCC 607 菌 株 SigF 通 过 影 响 异 胡 萝 卜
( isorenieratene)合成基因簇基因的表达来调控类胡
萝卜素( carotenoid)合成［19］，但 Gebbard 在 2008 年
的报道中指出 mc2 155 中并没有发现相似的现
象［20］。但我们的结果说明 SigF 确实影响 mc2 155

的色素形成。这种差别可能是由于不同菌株形成色
素的时期或速度不同造成的，在延长培养到 4 天后，

色素才会被观察到，预示胡萝卜色素在细菌的后期
生长中，起着重要的作用。色素作为重要的保护物
质对细菌的生命活动非常重要［21 － 23］。色素缺失可
能导 致 细菌对光氧敏感，导致其死 亡 概 率 增
加［22 － 23］。因此推测，SigF 可能保护细菌免受光氧损
伤。

本试验中，我们通过遗传、药敏实验等方法，证
明 SigF 在耻垢分枝杆菌的抗过氧化氢胁迫中起着
重要的作用，并且这种氧化胁迫与异烟肼等药物诱
导的氧化胁迫途径不同。由于 SigF 在细胞色素的
合成中起着重要的调控作用，SigF 在光氧化胁迫反
应中起着重要的作用。因此，进一步深入研究 SigF

在光氧化胁迫中的作用，比较 SigF 在致病菌与非致
病菌的不同应答反应，将为深入理解氧化胁迫在不
同环境中的作用机制提供理论基础。

致谢 感谢 Albert Einstein College of Medicine 的
William R． Jacobs， Jr 教授提供 mc2 155 菌 株，
p0004S 和 phA159 质粒。
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Sigma factor F regulates Mycobacterium smegmatis
hydrogen peroxide resistance
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Abstract:［Objective］ A sigma factor is an important component of RNA polymerase complex and is essential for
initiation of RNA synthesis． The sigma factors fall into 2 categories: primary sigma factor is essential for bacterial growth
and the alterative sigma factor is activated under different environmental conditions． Sigma F ( SigF) is one of the sigma
factors of Mycobacterium tuberculosis，affecting its virulence and pathogenesis． In contrast， the ortholog of the non-
virulent，fast growing strain Mycobacterium smegmatis has been suggested without similar physiology roles． Here，we
studied the functions of M． smegmatis SigF． ［Methods］ sigF knockout Mycobacterium smegmatis strain was constructed
by specialized transduction． The wild type，knockout and complementary stains were challenged by oxidative stress and
antibiotics． ［Results］ The knockout sigF stain was susceptible oxidative stress，compared to wild type． Furthermore，
there was no defect in resistance to antibiotics including isoniazid between the knockout sigF strain and wild type strain． In
addition，SigF is required for carotenoid pigment production in M． smegmatis． ［Conclusion］ Our data suggested that
SigF is important to detoxify the reactive oxygen species，probably through photo-oxidative stress response pathway，which
is independent on the pathway that is required for the isoniazid activation．
Keywords: Sigma factor F，Mycobacterium smegmatis，hydrogen peroxide
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