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酸、热胁迫条件下酸土脂环酸芽孢杆菌 

SOD基因的表达分析 
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摘要：本研究在克隆得到酸土脂环酸芽孢杆菌 DSM 3922T SOD 基因全序列的基础上，利用荧光实时定量 PCR 技术分别检测酸

土脂环酸芽孢杆菌 SOD 基因在酸、热胁迫条件下的表达差异。结果表明：该基因在正常生长条件下组成性表达，在酸、热胁迫下表

达量在短时间内迅速上调，酸胁迫 0.5 h 表达量为对照组的 4.63 倍，胁迫 1 h 表达量升至最高，为对照组的 32.55 倍，随后表达量迅

速下调，胁迫 5 h 时表达量降至对照组的 1.67 倍。70 ℃热胁迫 5 min 时 SOD 基因相对表达量为对照组的 2.81 倍，胁迫 25 min 时表

达量升至最高，为对照组的 15.05 倍，随后表达量下调，胁迫 40 min 时表达量降至对照组的 4.93 倍。酸土脂环酸芽孢杆菌 SOD 基因

对酸、热环境胁迫具有快速反应的特点，表明酸土脂环酸芽孢杆菌 SOD 基因与该菌嗜热耐酸的独特生理适应机制密切相关。 
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Abstract: Based on the complete sequence of the SOD gene cloned from Alicyclobacillus (A). acidoterrestris DSM 3922, quantitative 

real time polymerase chain reaction (PCR) was used to analyze the differences in SOD mRNA expression levels in A. acidoterrestris under acid 

and heat stresses. The results showed that the SOD gene of A. acidoterrestris was constitutively expressed under normal growth conditions and 

was quickly upregulated under acid and heat stress conditions. SOD expression level after 0.5 h of acid stress was 4.63 times higher than that of 

the control group and then increased to a maximum level, which was 32.55 times higher than that of the control group after one hour of acid 

stress. Subsequently, the SOD gene expression level rapidly decreased and was 1.67 times higher than that of the control group when acid stress 

was applied for five hours. When heat stress was applied at 70 ℃ for five minutes, the relative expression level of the SOD gene was 2.81 

times higher than that of the control group and then increased to a maximum level, which was 15.05 times higher than that of the control after 25 

minutes of heat stress. Subsequently, the SOD gene expression level rapidly decreased and was 4.93 times higher than that of control group 

when heat stress was applied for 40 minutes. A rapid response is a characteristic of SOD gene expression in A. acidoterrestris under heat and 

acid stresses, indicating that the SOD gene of A. acidoterrestris was closely related to the unique physiological mechanism for thermoacidophilic 

adaptation of A. acidoterrestris.  
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超氧化物歧化酶（Superoxide Dismutase，SOD）

广泛存在于各种需氧生物体的各组织内，是生物体内

超氧阴离子自由基清除剂，能有效防止它们对生物体 

收稿日期：2015-02-04 

基金项目：国家自然科学基金资助项目（31401673）；河南省基础与前沿技

术研究计划项目（142300410137） 

作者简介：徐茜茜（1992-），女，硕士研究生，研究方向：食品生物技术 

通讯作者：焦凌霞（1974-），女，博士，副教授，研究方向：食品生物技术 

的损害，几乎参与了生物体对抗各种逆境的生理生化

反应，是生物体内很重要的抗氧化酶类[1]。目前已证

实增强生物抗逆性的途径之一是提高生物体内抗氧化

酶类活性及增强抗氧化代谢水平 [2,3]。自从1969年

Mccord和Fridovich首次揭示了SOD的生物学功能至

今，SOD一直倍受国内外科研工作者的关注。随着分

子生物学与转基因技术的发展，SOD特殊分子结构及

诱人的生物学功能越来越引起人们的重视，利用转
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SOD基因技术提高生物胁迫抗性，培育抗逆生物新品

种已成为国内外SOD研究领域的热点。 

酸 土 脂 环 酸 芽 孢 杆 菌 （  Alicyclobacillus 

acidoterrestris）是中度嗜酸耐热菌，生长pH范围为

2.5~5.5，最适宜生长pH为3.5~4.0，生长温度范围为

20 ℃~55 ℃ ，最适宜生长温度为40 ℃~50 ℃，具

有嗜酸耐热的双重生理特性和很强的抵抗不良环境的

能力，能够经受酸性条件下的巴士杀菌过程而存活[4]。

该属细菌一经发现便由于其嗜酸耐热的独特生存能力

很快受到食品工业界的极大关注。但是，目前对该菌

的基础和应用研究都比较缺乏，尤其是酸土脂环酸芽

孢杆菌嗜酸耐热机理的研究还很缺乏。 

本文利用荧光实时定量RT-PCR技术对酸土脂环

酸芽孢杆菌（DSM 3922
T）SOD基因在酸、热胁迫条

件下的表达情况进行分析，从mRNA转录水平探讨了

酸、热胁迫条件对酸土脂环酸芽孢杆菌SOD基因表达

的影响，从分子水平探索SOD与其嗜酸耐热独特生存

能力之间的关系，为利用基因工程技术提高生物的胁

迫抗性，开发对发酵工业生产中主要胁迫因素有较强

耐受性的生产菌株奠定理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  菌株和培养基 

酸 土 脂 环 酸 芽 孢 杆 菌 （ Alicyclobacillus 

acidoterrestris DSM 3922
T）：购于德国菌种保藏中心。 

酸土脂环酸芽孢杆菌液体培养基（AAM）（g/L）：

葡萄糖 2.0 ，酵母浸粉 2.0 ， MgSO4·7H2O 1.0 ，

CaCl2·2H2O 0.5，KH2PO4 1.2，MnSO4·4H2O 0.5，

(NH4)2SO4 0.4，pH 4.0，121 ℃杀菌25 min备用。 

1.1.2  主要试剂 

细菌基因组提取试剂盒：购自美国ZYMO 

RESEARCH生物科技公司；PrimeScriptTM反转录试

剂盒、Premix Ex TaqTM、PMD18-T载体、DNA胶回

收试剂盒：购自宝生物工程（大连）有限公司；RNA

提取试剂盒：购自天根生化科技（北京）有限公司；

Realtime-PCR反应八连管：购自美国Axygen公司；其

它试剂均为分析纯。 

1.1.3  主要仪器设备 

7300 实时荧光定量 PCR 仪：英国 ABI 公司；

TGL-16B 台式高速离心机：上海安亭科学仪器厂；

DYY-6C 型电泳仪：北京市六一仪器厂；HZP-250 全

温振荡培养箱：上海精宏实验设备有限公司；SE-CJ-1F

型单人双面净化工作台：苏州安泰空气技术有限公司；

ES-315 全自动高压灭菌锅：日本多美公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  酸、热环境胁迫处理条件 

1.2.1.1  对照菌株培养 

将菌种于 AAM 培养基 45 ℃活化培养 12 h 后，

1%接种量接种于 50 mL 发酵培养液中（250 mL 三角

瓶），于 45 ℃恒温水浴摇床 250 r/min 培养，在达到生

长对数期后，12,000 r/min 离心收集菌体提取总 RNA，

对样品进行荧光实时定量 RT-PCR 检测。 

1.2.1.2  酸胁迫处理 

将菌种于 AAM 培养基 45 ℃活化培养 12 h 后，

1%接种量接种于 50 mL 发酵培养液中（250 mL 三角

瓶），于 45 ℃恒温水浴摇床 250 r/min 培养 6 h，在达

到生长对数中期后，离心获取菌体，用 pH 为 3 的新

鲜 AAM 培养基重悬，于 45 ℃培养条件下分别酸胁迫

处理 0 h、0.5 h、1 h、2 h、3 h、4 h，5 h，然后离心

收集菌体提取RNA，进行荧光实时定量RT-PCR检测。 

1.2.1.3  高温胁迫处理 

将菌种于 AAM 培养基 45 ℃活化培养 12 h 后，

1%接种量接种于 50 mL 发酵培养液中（250 mL 三角

瓶），于 45 ℃恒温水浴摇床 250 r/min 培养 6 h，在达

到生长对数中期后，于 70 ℃恒温水浴中分别热激处

理 5 min、10 min、15 min、20 min、25 min、30 min、

40 min，热激结束后立即离心收集菌体提取 RNA，进

行荧光实时定量 RT-PCR 检测。 

1.2.2  酸土脂环酸芽孢杆菌 RNA 提取 

按照 RNAprep pure Cell/Bacteria Kit 说明进行。

4 ℃，12,000 r/min 离心 2 min 收集菌体，用 100 μL

含有溶菌酶的 TE 缓冲液重悬，加入裂解液充分裂解

后 12,000 r/min 离心 2 min，转移上清至另一洁净离心

管，加入无水乙醇混合均匀后将其转移到吸附柱中

12,000 r/min 离心 30~60 s，弃去废液，再用去蛋白液、

DNaseⅠ工作液、漂洗液清洗吸附柱后，向吸附膜的

中心部位滴加 50 μL 灭菌水，室温下放置 2 min 后

12,000 r/min 离心 2 min 得 RNA 溶液，经电泳和纯度

检测合格后存于-80 ℃备用。 

1.2.3  酸土脂环酸芽孢杆菌生长和存活曲线 

1.2.3.1  正常条件下酸土脂环酸芽孢杆菌的生长曲线 

将过夜活化的菌株培养液以 1%接种量转接到新

的 AAM 液体培养基中，45 ℃，250 r/min 振荡，每间

隔 1 h 取一次样，用 0.9%生理盐水进行 10 倍梯度稀

释，吸取每个梯度的菌液 0.1 mL，涂布在 AAM 平板

上，每个稀释梯度涂布三个平板，置于 45 ℃培养箱

中培养 12~16 h，观察菌株生长情况并进行平板菌落
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计数。以培养时间为横坐标，活菌数的对数值为纵坐

标，制作菌株生长曲线。 

1.2.3.2  酸、热胁迫条件下的存活曲线 

按照 1.2.1 所述酸、热胁迫条件对生长至对数中期

的酸土脂环酸芽孢杆菌进行胁迫处理，处理样品用

0.9%生理盐水进行 10 倍梯度稀释后进行平板菌落计

数。以胁迫处理时间为横坐标，活菌数的对数值为纵

坐标，制作菌株存活曲线。 

1.2.4  SOD 基因表达的 RT-PCR 检测 

根据本实验室克隆得到的酸土脂环酸芽孢杆菌

SOD基因全序列设计RT-PCR特异性引物RTSOD1和

RTSOD（表1），内参基因（管家基因）引物RT16S1

和RT16S2根据酸土脂环酸芽孢杆菌的16SrRNA可变

区设计的引物序列（Table 1）。RNA提取按照RNAprep 

pure Cell/Bacteria Kit说明书进行，荧光实时定量

RT-PCR按SYBR PrimeScript RT-PCR Kit说明书进行。

实时定量PCR反应条件：95 ℃预变性4 min，95 ℃变

性45 s，55 ℃反应31 s，进行35个循环后，添加溶解

曲线。试验结果分析采用2 
-△ △ Ct法，SOD基因相对表

达 量 =(Etarget)
ΔCt,target (control-sample)

/(Ereference)
ΔCt,reference 

(control-sample)。 

表 1 荧光实时定量 RT-PCR所使用的引物序列 

Table 1 Primer sequences for quantitative real time RT-PCR 

基因 引物名称 引物类型 引物序列（5 -́3 ）́ 扩增子长度/bp 

SOD 
RTSOD1 Forward primer CTTTGGCAGTGGTTGGGCGT 

195 
RTSOD2 Reverse primer CCAGTTGACGACATTCCAGAACG 

16S 
RT16S1 Forward primer ACGGGTAGGCATCTACTTGT 

298 
RT16S2 Reverse primer AGGAGCTTTCCACTCTCCITGT 

1.2.5  数据分析 

所有试验数据均为三次生物学重复平均值，数据

的单因素方差分析利用 SAS（SAS version 9.4，USA）

进行，差异显著性分析采用Ducan氏新复极差法进行，

大写字母表示在 1%水平上差异显著（P＜0.01）。 

2  结果与分析 

2.1  提取 RNA 的电泳鉴定 

 

 

图 1 胁迫处理后提取的菌体 RNA 

Fig.1 RNA extracted from Alicyclobacillus acidoterrestris after 

stress treatment 

 

注：A：酸胁迫处理后提取的菌体 RNA. M. Marker Ⅲ ；

1-7. 酸胁迫时间分别为 0 h、0.5 h、1 h、2 h、3 h、4 h、5 h，B：

热胁迫处理后提取的菌体 RNA. M. Marker Ⅲ ；1-8. 热胁迫时

间分别 0 min、5 min、10 min、15 min、20 min、25 min、30 min、

40 min。 

由于 RNA 核糖残基的 2′和 3′位置带有羟基，易

被水解；加之生物体内源和外源 RNA 酶含量丰富且

加热后仍能正确折叠恢复活性，不易失活，因此，RNA

很不稳定，易被降解。两步法 RT-PCR 实验中，模板

RNA质量的高低是决定RT-PCR反应特异性及灵敏性

的关键因素之一。 

本 实 验 采 用 天 根 公 司 的 RNAprep pure 

Cell/Bacteria Kit 进行菌体 RNA 分离及纯化。12,000 

r/min 离心正常条件下培养及胁迫处理后的菌液获取

菌体，按照 RNAprep pure Cell/Bacteria Kit 说明提取菌

体 RNA，试验结束后取 1 μL RNA，进行 1%琼脂糖凝

胶电泳检测，结果如图 1 所示，所得 RNA 完整，无

DNA 污染，无蛋白残留，符合试验要求。 

2.2  胁迫处理对酸土脂环酸芽孢杆菌生长情

况的影响 

酸土脂环酸芽孢杆菌在 45 ℃条件下生长状况良

好，培养至 6 h 即进入对数中期，10~13 h 为生长稳定

期，活菌数最高可达 9.2×10
8
 CFU/mL，之后进入衰亡

期（图 2）。 
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图 2 酸土芽孢杆菌在最适温度（45 ℃）下的生长曲线 

Fig.2 Growth curve of Alicyclobacillus acidoterrestris under 

optimum growth temperature at 45 ℃ 

对数生长中期的酸土脂环酸芽孢杆菌经受 70 ℃

热胁迫处理时间为 5~15 min 时，菌体数量迅速下降，

处理至 15 min 时，菌体生存率只有 50%。酸胁迫条件

下，在处理至 0.5 h 时，菌体数量基本不变，随后随着

处理时间延长，菌体数目大幅度下降，处理至 2 h 时，

菌体生存率为 40%（图 3）。 

 

 
图 3 酸土芽孢杆菌在酸热胁迫处理条件下的存活曲线 

（a）70 ℃热胁迫(b)pH3酸胁迫 

Fig.3 Survival curves of Alicyclobacillus acidoterrestris under 

acid and heat stresses 

2.3  酸胁迫条件下酸土脂环酸芽孢杆菌 SOD

基因的表达 

超氧化物歧化酶是抗氧化防御系统中的第一道防

线，与生物的抗逆性密切相关。将生长至对数中期的

酸土脂环酸芽孢杆菌菌体重悬于pH为3的新鲜AAM

培养基中，分别于 45 ℃恒温水浴下进行酸胁迫处理

后进行荧光实时定量 RT-PCR 检测。结果表明，在酸

胁迫条件下，SOD 基因表达量迅速上调，0.5 h 表达量

为对照组的 4.63 倍，胁迫 1 h 表达量升至最高，为对

照组的 32.55 倍，随后表达量迅速下调，胁迫 2 h 时为

对照组的 14.98 倍，胁迫 5 h 时表达量降至对照组的

1.67 倍，说明酸土脂环酸芽孢杆菌 SOD 基因在该菌响

应酸胁迫逆境应答中担负着重要的作用。 

 
图4 酸胁迫条件下酸土脂环酸芽孢杆菌SOD基因的相对表达量 

Fig.4 Relative mRNA expression levels of the SOD gene in 

Alicyclobacillus acidoterrestris under acid stress treatment 

注：数据均为三次重复平均值，采用Ducan氏新复极差法

进行差异显著性分析，大写字母表示在1%水平上差异显著（P

＜0.01）。 

2.4  高温胁迫条件下酸土脂环酸芽孢杆菌

SOD 基因的表达 

 

图5 热胁迫条件下酸土脂环酸芽孢杆菌SOD基因的相对表达量 

Fig.5 Relative mRNA expression levels of the SOD gene in 

Alicyclobacillus acidoterrestris under heat stress treatment 

注：数据均为三次重复平均值，采用Ducan氏新复极差法

进行差异显著性分析，大写字母表示在1%水平上差异显著（P

＜0.01）。 

将 45 ℃条件下培养至生长对数中期的菌悬液分
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别于 70 ℃恒温水浴进行热激处理后进行荧光实时定

量 RT-PCR 检测。结果表明，70 ℃热胁迫条件下，酸

土脂环酸芽孢杆菌 SOD 基因表达量迅速上调，5 min

时 SOD 基因相对表达量为对照组的 2.81 倍，胁迫 25 

min 时表达量升至最高，为对照组的 15.05 倍，胁迫

处理 30 min 后 SOD 基因表达量呈下降趋势，热胁迫

40 min 时表达量降至对照组的 4.93 倍。酸土脂环酸芽

孢杆菌 SOD 基因对热胁迫在时间上具有快速反应的

特点，表明 SOD 基因在调控酸土脂环酸芽孢杆菌的耐

热性胁迫抗性中发挥着重要作用。 

3  讨论 

在发酵工业生产中，微生物细胞会面临各种胁迫

作用，如酸胁迫、高温胁迫及渗透压胁迫等，如何提

高微生物的胁迫抗性一直是发酵微生物育种领域研究

的热点[5,6]。要显著提高发酵工业微生物对生产环境胁

迫的适应能力，需要首先了解微生物应答不同胁迫条

件的生理机制，研究相关基因及蛋白质间的相互作用。

随着分子生物学与转基因技术的发展，人们开始从分

子水平深入探讨微生物抗逆基因与逆境之间的关系。

目前已证实SOD与生物体内多种生理过程密切相关，

国内外学者已从多种微生物中克隆得到SOD基因[7,8]，

从氧自由基产生与清除失调的观点研究生物的抗热、

抗碱、抗冻、抗辐射等日益活跃[8~10]，为阐明生物抗

逆的分子机理以及利用转基因技术培育抗逆菌株奠定

了基础。 

据报道，生物的抗热、抗酸、耐盐等能力均与SOD

活性有关[11,12]，相关基因的表达差异会导致微生物耐

高温及环境pH值等多种胁迫抗性发生相应变化。

Benov的研究表明，超氧化物歧化酶能够提高大肠杆

菌在高温及稳定期的生存能力[8]。Clements等研究发

现，缺失SOD基因的金黄色葡萄球菌突变菌株对酸胁

迫和饥饿胁迫的抗性降低[13]。刘向勇研究发现在pH 

7.9条件下处理2 h可明显诱导酿酒酵母内SOD活性升

高，而缺失SOD基因的酿酒酵母突变株则表现出碱胁

迫敏感表型，并且在碱胁迫条件下细胞存活率降低[9]。

这些研究表明SOD基因在调控微生物对抗非生物环境

胁迫中发挥着重要的作用。 

酸土脂环酸芽孢杆菌生活在特殊的酸热环境中，

代表着生命对环境的适应能力，在基因工程、发酵工

业及新资源利用等方面具有广阔应用前景和开发潜

力。本论文利用荧光实时定量RT-PCR技术对酸土脂环

酸芽孢杆菌SOD基因在酸、热环境胁迫下的表达差异

进行研究，发现酸土脂环酸芽孢杆菌SOD基因在正常

生长条件下（45 ℃）组成型表达，而在酸、热胁迫条

件下表达量在短时间内迅速上调，酸胁迫1 h和热胁迫

25 min时达到最高表达量，分别为对照组的32.55倍和

15.05倍。说明在酸土脂环酸芽孢杆菌遭受高酸及高温

环境胁迫时其SOD基因在应激时间上有迅速响应的特

点。 

当微生物处于高温、高酸、高盐等非生物环境胁

迫时，会引发菌株细胞中 ROS 大量积累[14]。氧自由

基的存在会破坏细胞膜，蛋白和核酸而导致细胞或组

织的生理病变或老化。SOD 作为重要的活性氧清除

剂，在维持生物体内 ROS 生成与清除的动态平衡中发

挥着重要作用。酸土脂环酸芽孢杆菌 SOD 基因在菌体

遭受高温及高酸环境胁迫时表达量在短时间内迅速上

调，表明 SOD 基因在调控酸土脂环酸芽孢杆菌对酸热

环境胁迫的耐受性中发挥重要作用，可能对酸土脂环

酸芽孢杆菌经受酸性条件下的巴氏杀菌过程而存活具

有一定的意义。该基因启动子克隆和分析以及如何受

外部的酸热环境调控值得进一步研究。 

4  结论 

4.1  酸土脂环酸芽孢杆菌 SOD 基因在高酸及高温胁

迫环境下大量表达，说明在酸热胁迫条件下酸土脂环

酸芽孢杆菌需要大量的 SOD 维持细胞内氧自由基的

低浓度动态平衡。 

4.2  酸土脂环酸芽孢杆菌 SOD 基因在其遭受高酸及

高温环境胁迫时具有迅速响应的特点，表明 SOD 基因

对其在酸、热胁迫条件下的生存起着重要作用，与其

独特的嗜酸耐热生理机制密切相关。 
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