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摘要    为探索枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)脱氮的分子机制，筛选枯草芽孢杆菌对氨氮的分子生

态学应答相关候选基因及 small RNA(sRNA)，本研究对处于富含氨氮环境和对照组的枯草芽孢杆菌

R47 进行原核链特异性转录组及 sRNA 分析，并采用 Real-time PCR 方法检测差异表达基因的相对

表达量。结果显示，平均每个测序样本得到约 1.40×107 条 reads。对照组与处理组 DESeq2 分析得

到 3918 个差异表达基因，并富集在 KEGG 数据库中的 176 个信号通路，其中，包括 8 个与适应富

含氨氮环境相关的信号通路(细菌双组分系统通路、精氨酸生物合成、嘌呤代谢等)，同时发现，epsA、

tasA、sinR、glnR、glnA、tnrA 和 ureABC 基因可能参与枯草芽孢杆菌对氨氮的应答过程。经 sRNA

分析获得已注释的枯草芽孢杆菌 sRNA 62 条。对 sRNA 靶基因的分析结果显示，其有 3960 个对应

的潜在靶基因，主要参与碳水化合物运输和新陈代谢、氨基酸转运和代谢、转录过程，其中，

sRNA2073 和 sRNA2182 对应的靶基因分别为 sinR 和 tnrA。Real-time PCR 结果显示，argH、codY、

argG、glnA 和 glnR 基因的相对表达量变化与转录组测序结果一致。本研究为进一步探究枯草芽孢

杆菌污水脱氮的分子机理提供参考数据。 
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生活污水排放量的剧增、部分工厂未正确处理工

业废水等原因使水体中含氮有害物质积累，导致水体

氨氮污染，这对水生生物的生存造成威胁(Liu et al, 

2004)。因此，水体净化已是养殖业的关注焦点，当

前主要提倡微生物脱氮，以微生物作为生态调节剂来

维持水生态平衡，不仅效率高、成本低，而且不易造

成二次污染(康传磊等, 2018)。 

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)为革兰氏阳性菌，

其抗逆性强、环境兼容性好，优异的蛋白质分泌功能

使其成为生产抗生素、药用蛋白和工业酶的重要宿

主(Kewcharoen et al, 2019; 王成强等, 2019)。枯草芽

孢杆菌因具有多种优良特性而在水产养殖中得到广

泛应用。枯草芽孢杆菌 HAINUP40 可降低模拟废水

及养殖废水水体中氨氮含量，是净化水质的一种良

好生物制剂(刘树彬等, 2018)。枯草芽孢杆菌对氨的

利 用 途 径 为 谷 氨 酰 胺 合 成 酶 / 谷 氨 酸 合 成 酶
(Glutamine synthetase/glutamate synthase, GS/GOGAT)
途径(Magasanik, 1982)。本研究以枯草芽孢杆菌 R47 为

研究对象，以(NH4)2SO4 作为水体氨氮污染来源，模拟

富含氨氮污水，采用高通量测序技术建立富含氨氮条
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件下枯草芽孢杆菌转录组数据库，初步筛选参与枯草

芽孢杆菌响应富含氨氮环境的相关基因及通路，为进

一步探究其对氨氮应答的分子机制提供数据支撑。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株 

枯草芽孢杆菌 R47 分离于鲫鱼(Carassius auratus)

粪便，保存于西南民族大学青藏高原动物遗传资源保

护与利用教育部和四川省重点实验室。 

1.2  枯草芽孢杆菌 R47 对氨氮的应答实验 

将枯草芽孢杆菌 R47 接种于 LB 液体培养基，37℃

培养，待菌液浓度达 1.4×108 CFU/ml 时，取 10 ml

菌液加入 100 ml 水样中，分别于 6、18 和 24 h 取样，

根据水质检测试剂盒(杭州陆恒生物科技有限公司)操

作指南测定氨氮含量(mg/L)。 

1.3  转录组测序分析 

1.3.1  测序样品制备及测序    以(NH4)2SO4 为氨氮

污染来源，模拟富含氨氮污水。将枯草芽孢杆菌 R47

接种于 LB 液体培养基，37℃培养，待菌液浓度达

1.4×108 CFU/ml 时，向 LB 液体培养基中添加

(NH4)2SO4，对照组(C)和处理组(T)的(NH4)2SO4 浓度

分别为 0 和 40 mmol/L，37℃ 180 r/min 培养 24 h 后，

4℃ 12000 r/min 离心 2 min，收集菌体沉淀，–80℃

中保存。每个样品 3 个生物学重复。参照细菌总 RNA

提取试剂盒(北京天根生化科技有限公司)提取 2 组细

菌总 RNA ，经 NanoDrop ND-1000 核酸检测仪

(LabTech, 美国 )检测 RNA 的浓度与纯度。基于

Illumina 二代高通量测序平台(HiSeq 4000)测序，由上

海美吉生物医药科技有限公司完成。 

1.3.2  转录组数据处理与分析    将质控后的原始

数据，即 Clean data，与参考基因组使用软件 Bowtie

进行比对，获得用于后续分析的 Mapped data，同时，

对本次转录组测序的比对结果进行质量评估，Reads

在参考基因组不同区域分布以及 Reads 在不同染色

体分布分析，以此获得各样品 Reads 的比对效率和

Reads 在基因组上的位置信息。比对参考基因组进行

基础功能注释，基于蛋白序列与 NR 库(Non-Redundant 

Protein Database)、Swiss-prot 库(Swissprotein sequence 

database)、Pfam 数据库、COG 数据库 (Cluster of 

Orthologous Groups of proteins)和 KEGG 数据库(Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes) 6 大数据库进行比

对，得到相应的功能注释信息，综合 NR、Swiss-Prot、

KEGG、COG 和 Pfam 数据库的注释结果，选择最佳

的 Unigene 进行分析。利用软件 RSEM(RNA-Seq 

expression estimation by Expectation-Maximization)以

TPM 为定量指标对基因的表达水平进行定量分析。

基于负二项分布的 DESeq2 软件对 Raw counts 进行组

间表达差异的基因统计分析，标准为对比组样品间表

达倍数(Fold Change)≥2 和错误发现率(False Discover 

Rate，FDR)<0.05&|log2
FC|>1。采用软件 Goatools 对

差异表达基因进行 GO 和 KEGG Pathway 富集分析，

预测其可能参与的生物学过程和功能。 

1.3.3  small RNA(sRNA)分析    采用软件 Rockhopper

获得 sRNA 预测结果后，使用 Blast 及公共数据

sRNAMap、sRNATarBase、SIPHT 及 Rfam 资源对鉴

定到的 sRNA 进行注释。采用 RNAplex 和 IntaRNA

分别对 sRNA 靶基因预测，然后对潜在靶基因的功能

进行分析。 

1.4  实时荧光定量 PCR 分析 

使用 PrimeScriptTM 1st strand cDNA Sythesis Kit

试剂盒(TaKaRa 公司)制备 cDNA。选择了 5 个差异表

达基因，以高水平、恒定表达的 16S rDNA 基因为内

参基因，设计特异性引物(表 1)。以合成的 cDNA 为

模板，使用 TB GreenTM Premix Ex TaqTM Ⅱ试剂盒

(TaKaRa 公司)进行实时荧光定量分析，检测其 mRNA

水平的相对表达量，采用 2–∆∆Ct 法分析结果。Real-Time 

PCR 结果与转录组测序数据结果均以|Log2
FC|表示。 

 
表 1  Real-Time PCR 引物 

Tab.1  Primers of Real-Time PCR 

基因 Gene 正向引物 Forward primer (5′~3′) 反向引物 Reverse primer (5′~3′) 

argH GCAGAGGAGGGAGCATTG AGTCGCCACCTGGTCATT 

argG AATCTTGACAGCCCGTAT AAGCGAGTAGGAAACACC 

glnA GAGCCAACGCTTGAACTAAA TCGTGTTGACCAGGTGCTAC 

glnR GCCGCTCAATGCCTTTAT CCTTGTTCTATCAGGTGCT 

codY AACAGTTGTCGGAATGGA TAACAGAACGGGTAATGC' 

16S rDNA GTAGTCCACGCCGTAAACGA CGAATTAAACCACATGCTCCA 
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2  结果 

2.1  枯草芽孢杆菌 R47 对氨氮的应答 

枯草芽孢杆菌菌株 R47 对氨氮的应答实验结果

显示，在 6 h 后水样中氨氮含量从 0.8 降至 0.01 mg/L，

18 和 24 h 后，水样中氨氮含量也均维持在 0.01 mg/L，

这表明枯草芽孢杆菌 R47 可明显降低氨氮含量，可能

存在同化吸收作用。 

2.2  转录组测序数据拼接与组装 

平均每个测序样本得到约 1.40×107 条 reads。质

控后碱基错误率(Clean Error Rate)为 0.01%，碱基质

量值大于 20 的占 99.24%，大于 30 的占 97.55%，GC

含量为 43.51%。以上结果显示，转录组测序结果质

量较高。将各样本比对到参考基因组上的 Reads 

(Mapped Reads)占 Clean Reads 的百分比均大于 80%，

表明所选参考基因组组装可以满足信息分析的需求。 

2.3  Unigene 的功能注释 

分别基于 NR、Swiss-prot、Pfam、COG、GO 和

KEGG 数据库进行总 Unigene 注释，注释到 NR 库的

基因占比最高，高达 96.95%，注释到 KEGG 库的基

因占总基因数最少，为 42.51%。6 个数据库总计能注

释的 Unigene 数目为 4420。 

2.4  转录组测序差异表达基因分析 

转录组测序数据相关性检查结果显示，每组样品

间基因表达水平皮尔逊相关系数的平方(R2)均大于

0.65，即各组样品之间表达模式的相似度较高，增加

了实验的可靠性。将 2 个组基因表达水平分析中得到

的数据采用 DESeq2 进行分析，结果显示，与对照组

相比，处理组共筛选出 3918 条差异表达基因

(Differentially expressed genes, DEGs)，其中，包括

1887 个 DEGs 上调表达，2031 个 DEGs 下调表达。

利用 KEGG 数据库，可将 DEGs 按照参与的 Pathway

通路或行使的功能进行分类，结果发现，表达下调基

因主要参与氨基酸代谢、碳水化合物代谢、膜运输过

程，上调基因则主要参与碳水化合物代谢、氨基酸代

谢与辅助因子和维生素的代谢等过程。 

2.5  差异表达基因功能富集分析 

采用软件 Goatools 对差异表达基因进行 GO 富集

分析，获得差异表达基因主要具有的 GO 功能(图 1)。

上调基因中对与氨氮代谢功能有关的 GO条目及候选

基因进行筛选，共得到 1 个 GO 条目，包含 37 个

DEGs。下调基因中 GO 条目及候选基因筛选共得到

13 个 GO 条目，包含 574 个 DEGs。将 DEGs 标注到

KEGG 数据库中，对基因进行 KEGG Pathway 富集分

析，结果显示，共富集到 176 个信号通路，上调基因

与下调基因共同信号通路有 130 个。在差异基因

KEGG 富集结果中，挑选了富集最显著的 20 条通路

在图形中展示(图 2)。在所有 KEGG 通路中，对参与

枯草芽孢杆菌氨氮代谢通路及候选基因筛选，共得到

8 个信号通路，包含 260 个 DEGs (表 2)。根据对差异

表达基因 GO 与 KEGG 富集分析中筛选出 9 个与枯草

芽孢杆菌 R47 对水中氨氮应答的相关基因(表 3)。 

2.6  sRNA 的预测和分析 

去除接头并滤去低质量数据后，获得 3348 条长

度为 50~500 nt 的 sRNA 序列，其中，以 50~100 nt

的序列居多。用 Blast 及公共数据库 sRNA Map、sRNA 

TarBase、SIPHT 及 Rfam 资源对鉴定到的 sRNA 进行

注释，被注释到的 sRNA 总数为 62。 

2.7  sRNA 的潜在靶位点及功能分类 

对 sRNA 靶基因的分析结果显示，其有 3960 个

对应的潜在靶基因。KEGG 数据库将潜在的靶基因分

为代谢、环境信息处理等 6 大类(表 4)。这些潜在靶

基因涉及较广的生物学过程及功能，其中主要参与碳

水化合物运输和新陈代谢、氨基酸转运和代谢、转录

过程等，但由于数据有限，有 1285 个靶基因功能不

明确。根据富集分析所得 9 个相关基因中，其中，sinR

和 tnrA 分别是 sRNA2073 和 sRNA2182 的靶基因。 

2.8  实时荧光定量 PCR 验证 

为评估转录组测序结果的可靠性，随机挑选

argH、codY、argG、glnA 和 glnR 共 5 个基因进行

Real-time PCR 分析。相关性分析结果显示，皮尔逊

相关系数为 0.947，P<0.05，Real-time PCR 与转录组

测序结果具有一致性，表明基于转录组分析差异表达

基因的表达结果较为可靠(图 3)。 

3  讨论与结论 

微生物可参与水环境中的物质代谢，将有机和无机

污染物转化为无毒化合物，从而达到改善水质的作用

(Hu et al, 2012)。比较来自海水分离的枯草芽孢杆

菌、粪产碱杆菌(Alcaligenes faecalis)和绿脓杆菌

(Pseudomonas aeruginosa)，枯草芽孢杆菌所分泌的酶

具有最高的活性，去除污渍能力最强(Marathe et al, 

2018)。分离于水产养殖水体及底泥中枯草芽孢杆菌 
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图 1  差异表达基因 GO 富集散点图 
Fig.1  Scattered plot of GO enrichment of DEGs 

 
B7 具有良好的水质调控作用，对水体中氨氮的去除

率大于 80%(陈静, 2008)。鲫鱼粪便中分离的枯草芽

孢杆菌 R47 对氨氮具有相似响应，在一定时间内可降

低氨氮含量，从而改善水质。 

生物体对某一刺激作出反应时，阐明其生物功能

涉及的信号通路是至关重要的。本研究在 GO 富集分

析的基础上，进一步开展了 KEGG 信号通路分析，

发现 DEGs富集最多的候选信号通路为细菌双组分系

统(Two component system, TCS)。TCS 在细菌、古细

菌中均有发现，是其对环境刺激作出反应的多种信号

转导过程。枯草芽孢杆菌通过 TCS 来应对高浓度氨

氮环境，得以在逆境中生存(Galperin et al, 2018; Krell 

et al, 2010)。epsA、tasA 和 sinR 参与枯草芽孢杆菌

对高浓度氨氮的应激反应。TCS 可影响细菌的生物

膜形成(Plate et al, 2012)。枯草芽孢杆菌生物被膜的

胞外基质主要由胞外多糖和胞外蛋白质 TasA 2 个

主要组分组成，分别由 epsA-O 操纵子和 tapA-sipW- 

tasA 操纵子诱导合成(Kolodkin et al, 2010; Nagorska 

et al, 2010)。SinR 是枯草芽孢杆菌生物被膜形成过

程中重要的调控蛋白，通过抑制胞外多糖和胞外蛋

白 TasA 的合成，进而抑制生物被膜的形成(Kearns et al, 

2005)。差异表达分析结果显示，epsA 和 tasA 均表现出 
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图 2  差异表达基因 KEGG 富集散点图 
Fig.2  Scattered plot of KEGG enrichment of DEGs 

 
表 2  氨氮代谢相关差异表达基因 KEGG 富集通路 

Tab.2  The enrichment pathway of ammonia nitrogen metabolism related DEGs 

DEGs 
通路 Pathway Pathway ID 

up down

细菌双组分系统 Two component system map02020 40 62 

精氨酸生物合成 Arginine biosynthesis map00220 4 11 

嘌呤代谢 Metabolism map00230 23 31 

赖氨酸生物合成 Lysine biosynthesis map00300 5 8 

氮代谢 Nitrogen metabolism map00910 5 9 

硫胺素代谢 Thiamine metabolism map00730 9 8 

精氨酸和脯氨酸代谢 Arginine and proline metabolism map00330 11 11 

丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢 Alanine, aspartic acid and glutamate metabolism map00250 4 19 
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表 3  氨氮代谢相关差异表达基因 
Tab.3  DEGs related ammonia nitrogen metabolism 

基因 Gene 描述 Description 

epsA hypothetical protein 

glnR MerR family transcriptional regulator 

glnA glutamine synthetase 

sinR XRE family transcriptional regulator 

tasA spore coat protein N 

tnrA MerR family transcriptional regulator 

ureA urease subunit gamma 

ureB urease subunit beta 

ureC urease subunit alpha 

 
表 4  sRNA 潜在靶基因的 KEGG 代谢通路分类统计 
Tab.4  Classification of KEGG metabolic pathways of  

sRNA potential target genes 

KEGG 代谢通路 
KEGG metabolic pathway 

基因数目 
Number of gene

代谢 Metabolism 834 

遗传信息处理  
Genetic information processing 

143 

环境信息处理  
Environmental information processing 

234 

细胞过程 Cellular processes 113 

生物体系统 Organismal systems 27 

人类疾病 Human diseases 71 

 

 
 

图 3  转录组测序结果的实时定量 PCR 验证 
Fig.3  Verification of RNA-sequence by Real-time PCR 

 

下调趋势，而 sinR 表现出上调趋势。这可能是因为枯草

芽孢杆菌R47正处于高浓度氨氮水体的初级适应阶段。 

枯草芽孢杆菌没有谷氨酸脱氢酶活性，通过

GS/GOGAT 途径同化氨，glnR、glnA、ureABC 和 tnrA

参与此过程。glnR 基因编码的蛋白是氮代谢全局调控

因子(Global nitrogen regulator, GlnR)，一种转录调控

因子。枯草芽孢杆菌氮代谢途径的谷氨酰胺合成酶基

因 glnA 受 GlnR 的调节(杨帆等, 2019)，这一观点在

本研究也得以证实。glnR 位于 glnA 上游，参与双顺

反子 glnRA 操纵子的组成。具有一个 α-螺旋–转角–

螺旋结构域的 GlnR 形成二聚体后，结合到 glnRA 操

纵子上，在氮源丰富时抑制 glnA 转录，降低谷氨酸

合成酶的活性(Brown et al, 1996; Wray et al, 2008)，

同时，GlnR 也能抑制脲酶 ureABC 操纵子的转录，作

为阻遏物阻碍 tnrA 基因表达(Brandenburg et al, 2002; 

Randazzo et al, 2017)。差异表达基因分析结果显示，

glnA、ureABC 和 tnrA 呈下调趋势，与其保持一致。

枯草芽孢杆菌对氨氮的应答是一个复杂反应，多个信

号通路相互协调完成。本研究仅对枯草芽孢杆菌 R47

的双组分系统与部分基因进行了探讨，还需深入开展

研究。 

sRNA 介导的转录后基因调控是生物体的一种新

型基因调控机制，它在有机体适应环境、调节生命活

动等生物过程中有极为重要的作用。氮胁迫诱导

RNA1 和 RNA4 可调节念珠藻(Nostocales)和蓝细菌

(Cyanobacteria)对氮的可利用性 (Álvarez-Escribano  

et al, 2018; Klähn et al, 2018)。Gaimster 等(2019)发现，

副球菌(Paracoccus denitrificans) sRNA29 的过表达下

调亚硝酸盐还原酶并限制细胞产生 NO 和 N2O。本研

究对样本 sRNA 的靶基因进行预测分析，sRNA2073

和 sRNA2182 所介导的调控通路可能是枯草芽孢杆

菌 R47 进行氮代谢的重要辅助。 

本研究利用 Illumina二代高通量测序技术对在富

含氨氮环境中枯草芽孢杆菌 R47 进行测序，并初步分

析发现细菌双组分系统和 epsA、tasA、sinR、glnR、glnA、

tnrA、ureABC 等基因可能参与枯草芽孢杆菌 R47 对

氨氮应答过程，同时进行了 sRNA 分析，为后续深入

探讨枯草芽孢杆菌的脱氮分子机理提供数据支撑。 
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Transcriptome and sRNA Analyses of the Response of Bacillus subtilis  
to Ammonia Nitrogen 

ZHENG Yao1, WU Kainian1, WANG Li1①
, WEI Yong2 

(1. Key Laboratory of Qinghai-Tibetan Plateau Animal Genetic Resource Reservation and Utilization,  
Ministry of Education and Sichuan Province, Southwest Minzu University, Chengdu  610041;  

2. Animal Science Academy of Sichuan Province, Chengdu  610041) 

Abstract    To explore the molecular mechanism of denitrification by Bacillus subtilis and screen out 

candidate genes and small RNA (sRNA) related to the response of B. subtilis to ammonia nitrogen. 

Transcriptome sequencing and sRNA analysis were performed on B. subtilis in both an ammonia-rich 

environment and a control group. The relative expression changes in differentially expressed genes were 

analyzed using real-time PCR. The results showed that each sequencing sample yielded approximately 

1.40 × 107 reads on average. There were 3918 differentially expressed genes in the control and treatment 

groups as per DESeq2 analysis, which enriched 176 signaling pathways in the KEGG database, including 

eight signaling pathways (bacterial two-component system pathway, arginine biosynthesis, purine 

metabolism, and so on) adapted to the ammonia-rich environment. We found that epsA, tasA, SinR, glnR, 

glnA, tnrA, and ureABC genes may be involved in the response of B. subtilis to ammonia nitrogen in water. 

Sixty-two annotated strains of B. subtilis sRNA were obtained. The prediction and analysis results of 

sRNA target genes revealed that there are 3960 potential target genes involved in carbohydrate transport 

and metabolism, amino acid transport and metabolism, and transcription processes. Among them, the 

target genes corresponding to sRNA2073 and sRNA2182 were sinR and tnrA, respectively. Real-time 

PCR analysis showed that the relative expression changes of argH, codY, argG, glnA and glnR were 

consistent with transcriptome sequencing. These results provide reference data for further exploring the 

molecular mechanism of nitrogen removal by B. subtilis in wastewater. 

Key words    Bacillus subtilis; Response to ammonia nitrogen; Transcriptome; Differentially expressed 

genes; sRNA analysis 
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