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表皮葡萄球菌ＳＥ１４５７与ｖｒａＳＲ突变株

转录组测序比较分析
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（大理大学基础医学院病原生物学综合实验室，云南大理６７１０００）

【摘要】　目的　筛选和验证ＶｒａＳＲ调控的下游靶基因，为表皮葡萄球菌狏狉犪犛犚 生物学功能研究提供参考。　方法　

在加与未加万古霉素（Ｖａｎ＋／Ｖａｎ）两种条件下，抽提表皮葡萄球菌ＳＥ１４５７及其同源性狏狉犪犛犚 突变株ＲＮＡ，构建ｃＤ

ＮＡ文库（每个菌株３个独立样品），采用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ进行转录组测序，差异表达基因筛选标准为 Ｑｖａｌｕｅ＜０．０５，且

表达值变化倍数ＦＣ≥２（ＦＤＲ校正犘＜０．０５，狋检验），对差异表达基因进行ＧＯ及ＫＥＧＧ分析，并进行ｑＲＴＰＣＲ验证。

　结果　与ＳＥ１４５７野生株相比，Ｖａｎ＋条件下狏狉犪犛犚 突变株有３９个差异表达基因（１６个下调，２３个上调），Ｖａｎ条件下

狏狉犪犛犚 突变株有６１个差异表达基因（３５个下调，２６个上调），差异表达基因主要涉及糖代谢、磷酸戊糖途径、三羧酸循环

等。Ｖａｎ＋／Ｖａｎ２种条件下ｑＲＴＰＣＲ检测生物膜形成相关基因犻犮犪犃 相对表达量分别为０．４４±０．０６和０．１７±０．０５

（犘＜０．０１），犻犮犪犚 为４．３５±０．７９（犘＜０．０１）和９．２７±４．４（犘＜０．０５），未发现耐药相关基因（狆犫狆２，狊犵狋犅，犿狌狉犣）转录水平

改变（犘＞０．０５）。　结论　表皮葡萄球菌ＶｒａＳＲ可能通过犻犮犪途径调控生物膜形成，并通过调节肽聚糖合成相关基因

的转录间接影响耐药性。
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　　葡萄球菌属（犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊）作为引起医院感染

的重要病原菌之一，一直是临床上关注的焦点，主要致

病菌种有金黄色葡萄球菌（犛．犪狌狉犲狌狊）
［１］和表皮葡萄

球菌（犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊）。金黄色葡萄球菌主要通过分

泌多种外毒素而致病［２］，表皮葡萄球菌主要通过在医

疗器械表面形成生物膜而引起持续性感染［３］。双组分

信号转导系统（ｔｗｏｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ

ｓｙｓｔｅｍ，ＴＣＳ）
［４］广泛存在于原核细胞型微生物中，能

够感应细菌所处环境压力的变化，调控菌体内相关基

因的表达。ＴＣＳ核心是由反应调节蛋白（ｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｒｅｇｕｌａｔｏｒ，ＲＲ）和组氨酸蛋白激酶（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅｋｉｎａｓｅ，

ＨＫ）两个基本组分组成，ＨＫ一般为跨膜蛋白（感受

器，ｓｅｎｓｏｒ），通过自身磷酸化的形式将外界信号变化

传递至胞内，使反应调节蛋白ＲＲ（ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｒｅｇｕ

ｌａｔｏｒ）磷酸化后发生构象改变，暴露出 ＤＮＡ 结合位

点，以调控下游靶基因的转录［５］，参与调控细菌的多种

生物学功能，如生长代谢、细胞壁合成、毒力、耐药及生

物膜形成等［６］。

葡萄球菌万古霉素耐药相关双组分系统 ＶｒａＳＲ

（ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｙｓ

ｔｅｍ）主要通过感应细胞壁的压力变化（如万古霉素的

作用等）激活耐药基因表达，从而调控细菌的耐药表

型、毒力及生物膜的形成等［７］。本研究前期通过同源

重组敲除表皮葡萄球菌ＳＥ１４５７的狏狉犪犛犚 基因后发

现，Δ狏狉犪犛犚 突变株生物膜形成量显著降低，细胞壁变

薄，抵抗环境胁迫因子的能力降低等，提示表皮葡萄球

菌ＴＣＳＶｒａＳＲ的生物学功能不同于金黄色葡萄球

菌。为进一步分析表皮葡萄球菌ＴＣＳＶｒａＳＲ调控的

下游靶基因，在加入和未加万古霉素两种压力条件下

（Ｖａｎ＋／Ｖａｎ）抽取 ＲＮＡ，通过转录组测序（ＲＮＡ

ｓｅｑ）比较分析表皮葡萄球菌ＳＥ１４５７及ΔｖｒａＳＲ突变

株的差异表达基因，并对差异表达基因进行 ＧＯ 和

ＫＥＧＧ聚类分析，为研究表皮葡萄球菌ＶｒａＳＲ生物学

功能提供线索。

材料与方法

１　菌株及参考基因组

表皮葡萄球菌ＳＥ１４５７及其同源性狏狉犪犛犚 敲除突

变株（ΔｖｒａＳＲ）由本实验室保存。表皮葡萄球菌参考

基 因 组：犛． 犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊 犚犘６２犃 （ＧｅｎＢａｎｋ：

ＣＰ００００２９．１），ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｎｕｃ

ｃｏｒｅ／ＣＰ００００２９．１，转录组测序后以参照表皮葡萄球

菌ＲＰ６２Ａ标准株基因组进行标注。

２　犚犖犃样品处理

表皮葡萄球菌ＳＥ１４５７和Δ狏狉犪犛犚 转种激活后接

种于ＴＳＢ（ＴｒｙｐｔｉｃａｓｅＳｏｙＢｒｏｔｈ）培养基，３７℃、２００

ｒ／ｍｉｎ摇菌培养过夜；按１：１００稀释至 ＴＳＢ培养基

中，震荡培养５．５ｈ；加入万古霉素（１／１０ＭＩＣ浓度，

Ｖａｎ＋），同时设置不加万古霉素对照组（Ｖａｎ），继续

培养３０ｍｉｎ后收菌，０．９％ ＮａＣｌ洗涤２次（６０００ｒ／

ｍｉｎ）；加入０．１ｍｍＺｉｃｏｎｉａｓｉｌｉｃａｂｅａｄ，在全自动匀浆

仪（ＭｉｎｉＢｅａｄｂｅａｔｅｒ，ＢｉｏＲａｄ）上进行细菌破碎（４０００

ｒ／ｍｉｎ，４０ｓ／次），共５次，期间冰浴间隔１ｍｉｎ；１４０００

ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，取上清，采用ＲＮｅａｓｙｍｉｎｉｋｉｔ（Ｑｉａ

ｇｅｎ）提取 ＲＮＡ，用酚：氯仿：异戊醇和无水乙醇沉淀

ＲＮＡ。每个样品做３个独立重复，提取的ＲＮＡ干冰

保存。

３　转录组测序差异表达基因筛选

采用ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ测序平台完成细菌的转录组

测序，构建ＩｌｌｕｍｉｎａＰＥ文库进行２×１５０ｂｐ测序。对

测序的原始数据进行优化，获得高质量ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ。

使用 ＢｌａｓｔＸ 分别与 ＮＲ、Ｓｔｒｉｎｇ、Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ、ＫＥＧＧ、

ＣＡＲＤ、ＣＡＺＹ数据库进行比对，获得相应的注释信

息。使用ｅｄｇｅＲ进行样品间的差异基因分析，差异倍

数（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ，ＦＣ）表示两样品（组）间表达量的比

值，筛选标准为｜ｌｏｇ２ＦＣ｜＞１，且犘≤０．０５；通过对差

异有统计学意义的犘 值进行多重检验校正错误发现

率（ＦａｌｓｅＤｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｒａｔｅ，ＦＤＲ）。分 别 在 ＧＯ 及

ＫＥＧＧ数据库中进行差异表达基因富集，分析其参与

的生化代谢途径和信号转导途径。

４　差异表达基因的验证

在Ｖａｎ＋／Ｖａｎ两种条件下抽提表皮葡萄球菌

ＳＥ１４５７与ΔｖｒａＳＲ突变株总ＲＮＡ，ＤＮａｓｅＩ处理后逆

转录 为 ｃＤＮＡ（ｉＳｃｒｉｐｔｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ，Ｂｉｏ

Ｒａｄ）。用ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ试剂（ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ，ＴａＫａ

Ｒａ）进行定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）。扩增条件：９５℃预变性

３０ｓ；９５℃５ｓ，６０℃３４ｓ，共４０个循环。融解曲线单

一性峰值判断为特异性扩增。犵狔狉犅（ＤＮＡｇｙｒａｓｅ

ｓｕｂｕｎｉｔＢ）基因为内参基因，目的基因的转录水平用

相对定量法（２
ΔΔＣｔ）表示。试验重复３次。采用Ｂｅａ

ｃｏｎＤｅｓｉｇｎｅｒ软件（ＰｒｅｍｉｅｒＢｉｏｓｏｆｔ）设计引物，引物序

列见表１。结果用ＳＰＳＳ软件进行统计学分析，犘＜

０．０５为差异具有统计学意义。

结　果

１　犞犪狀条件下Δ狏狉犪犛犚突变株与犛犈１４５７野生株转录

组分析

在无万古霉素压力条件（Ｖａｎ）下，Δ狏狉犪犛犚 突变

体与ＳＥ１４５７野生株转录组比较有６１个差异表达基

因，其中３５个基因转录水平下调，２６个基因转录水平

上调（表２）。转录水平下调的基因主要参与糖酵解和

糖异生（狊犲狉狆２１１２、狆犵犽），磷酸戊糖途径（狊犲狉狆２３８１、

·２４２１·
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狊犱犺犃、狆狌狉犖）、生物膜形成（狆犳犾犃、狆犳犾犅）、嘧啶代谢

（狀狉犱犇）、氨基酸合成（犵犾狋犇）、丙酮酸代谢（狆犳犾犇）、丁

酸代谢（狊犲狉狆２２５７）等；转录水平上调的基因中存在编

码参与功能尚不清楚的假定蛋白。

表１　狇犚犜犘犆犚验证引物

犜犪犫犾犲１　狇犘犆犚狆狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５３）

产物长度

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ（ｂｐ）

ｌｒｇＡＦ ＴＣＡＡＣＡＡＧＣＡＴＴＡＡＣＧＡＴ １９４

ｌｒｇＡＲ ＧＴＡＣＧＡＡＴＡＧＧＡＡＴＣＣＡＡＴＡ １９４

ｃｉｄＡＦ ＴＡＴＡＧＧＣＡＣＡＧＡＡＧＴＴＣＡ １８９

ｃｉｄＡＲ ＧＣＡＡＣＡＴＣＣＡＴＡＡＴＴＣＣＴ １８９

ｉｃａＲＦ ＣＣＴＴＡＣＡＴＧＡＴＧＡＡＴＴＧＡＴＡ １７８

ｉｃａＲＲ ＡＧＴＧＡＡＴＡＴＡＣＴＴＧＧＴＣＴＴ １７８

ｉｃａＡＦ ＧＴＡＴＣＡＡＧＣＧＡＡＧＴＣＡＡＴＣ １３０

ｉｃａＡＲ ＡＣＡＧＣＡＡＴＡＴＣＣＴＣＡＧＴＡＡＴ １３０

ｓｅｒｐ１４１２Ｆ ＡＧＴＡＣＡＡＴＴＡＣＧＣＡＡＣＡＡＧＴ １８５

ｓｅｒｐ１４１２Ｒ ＧＣＡＧＣＡＣＣＴＴＣＴＡＣＡＧＴＡ １８５

ｇｎｔＫＦ ＴＴＧＡＴＴＧＴＴＡＴＧＡＡＣＧＡＧＡＡ １５９

ｇｎｔＫＲ ＡＧＡＴＡＡＴＧＧＴＧＡＣＡＴＡＧＧＡＴ １５９

ｇｌｐＤＦ ＴＴＧＡＴＧＡＡＧＴＧＡＧＡＡＧＴＧ １８５

ｇｌｐＤＲ ＡＧＴＴＧＴＴＣＣＴＡＣＡＴＡＡＧＣ １８５

ｆｒｕＫＦ ＧＴＴＧＡＴＴＣＴＡＣＡＧＣＣＴＴＡＧ １１２

ｆｒｕＫＲ ＧＣＧＴＡＴＣＣＴＣＡＴＣＴＡＣＴＴ １１２

ｓｄｈＡＦ ＣＣＡＧＡＡＣＡＡＴＣＡＧＧＡＣＡＴ １１１

ｓｄｈＡＲ ＡＡＴＡＧＣＡＴＴＡＣＧＣＡＴＴＡＣＡＣ １１１

ｓｅｒｐ２１１４Ｆ ＧＣＧＡＴＡＧＧＡＴＴＧＧＡＧＴＣＴ １２１

ｓｅｒｐ２１１４Ｒ ＣＴＴＧＴＧＴＴＡＣＴＧＧＴＴＣＡＴＣＡ １２１

ｓｅｒｐ１９０９Ｆ ＧＴＣＣＡＧＴＡＧＴＴＧＴＴＡＡＴＣＡＴ １５６

ｓｅｒｐ１９０９Ｒ ＴＴＧＣＣＡＡＴＧＣＴＡＴＡＣＣＴＡ １５６

ｇｙｒＢＦ ＴＡＡＣＡＧＣＡＧＴＣＧＴＡＴＣＡＡ １４８

ｇｙｒＢＲ ＣＣＴＡＣＡＧＡＴＧＧＡＴＴＣＴＣＡＴ １４８

ｇｌｔＤＦ ＡＴＧＴＧＧＴＧＣＧＡＴＡＡＴＣＡＡ １３４

ｇｌｔＤＲ ＡＡＴＧＡＣＧＧＡＡＧＡＧＴＡＧＧＡ １３４

ｓｅｒｐ２３８０Ｆ ＣＡＣＣＡＡＣＡＣＧＡＡＴＣＡＴＴＡ １５６

ｓｅｒｐ２３８０Ｒ ＧＡＡＣＡＡＣＡＴＴＡＧＣＣＡＡＣＴ １５６

ｓｅｒｐ２３８１Ｆ ＡＡＣＡＧＣＣＴＧＡＡＧＡＧＡＴＴＡ １６２

ｓｅｒｐ２３８０Ｒ ＴＴＣＣＴＡＡＣＴＣＧＴＣＡＡＣＡＴ １６２

ｐｂｐ２Ｆ ＡＡＧＡＡＴＧＡＡＧＡＣＣＡＡＣＡＡ １４２

ｐｂｐ２Ｒ ＴＴＡＡＴＧＡＴＧＡＡＣＣＡＧＴＡＧＧ １４２

ｍｕｒＥＦ ＧＴＡＴＴＡＣＴＣＡＣＧＡＡＧＣＡＣＡＡ １５４

ｍｕｒＥＲ ＧＣＡＡＴＣＡＴＡＧＣＡＧＣＣＡＴＡＡ １５４

ｍｕｒＡＡＦ ＡＴＡＴＧＴＣＡＣＣＡＣＧＡＧＴＴＡＴ １２１

ｍｕｒＡＡＲ ＡＣＴＧＡＴＡＣＣＡＴＴＡＣＧＡＴＡＣＡ １２１

ｓｉｇＢＦ ＧＴＡＡＴＧＡＧＧＴＣＧＴＴＧＡＧＡ １８４

ｓｉｇＢＲ ＧＴＣＴＴＡＧＡＡＣＴＡＴＴＧＣＴＡＣＡＣ １８４

２　犞犪狀＋条件下Δ狏狉犪犛犚 突变株与犛犈１４５７野生株转

录组分析

在万古霉素压力条件下（Ｖａｎ＋），Δ狏狉犪犛犚 突变株

与ＳＥ１４５７野生株转录组比较有３９个差异表达基因，

其中１６个基因转录水平下调，２３个基因转录水平上

调（表２）。转录水平下调的基因主要参与柠檬酸循环

（狊犲狉狆２３８１）、糖酵解与糖异生（犵犱犺、犵犪犾犝、犵狀狋犓）、氨

基酸合成 （犵犾狋犇）、氮代谢（狀犪狉犌、狀犪狉犣）等；转录水平

上调的基因主要参与核黄素代谢（狉犻犫犃、狉犻犫犇、狉犻犫犎、

狉犻犫犃犅）、蛋白质合成（狉狆狊犑、狉狆狊犉）等。

３　犞犪狀＋与犞犪狀压力条件下差异表达基因的比较

在Ｖａｎ＋和 Ｖａｎ两种条件下有６个差异表达基

因 （狏狉犪犛、狏狉犪犚、犛犈犚犘０２２４、犵犾狋犇、犛犈犚犘２３８１、

犛犈犚犘２３８０）显著下调，犛犈犚犘０２２４编码一种保守的假

定蛋白，犵犾狋犇 编码谷氨酸合成酶亚基，犛犈犚犘２３８１编

码延胡索酸还原酶黄素蛋白亚基，犛犈犚犘２３８０编码一

种药物转运蛋白。在上述两种条件下ΔｖｒａＳＲ突变株

与ＳＥ１４５７野生株相比，耐药直接相关基因狆犫狆２，

狊犵狋犅 和犿狌狉犣等的转录水平均无显著改变。

４　Δ狏狉犪犛犚突变株与犛犈１４５７野生株差异表达基因的

验证

结合Δ狏狉犪犛犚 突变株的生物学表型，采用ｑＲＴ

ＰＣＲ对部分差异表达基因进行验证（表２）。结果显

示，在 Ｖａｎ＋条件下与ＳＥ１４５７野生株相比，Δ狏狉犪犛犚

突变株中与生物膜形成相关基因犻犮犪犃 相对表达量为

０．４４±０．０６（犘＜０．０１）、犻犮犪犚 为４．３５±０．７９（犘＜

０．０１）；与细胞程序性死亡相关基因犾狉犵犃 相对表达量

为０．１３±０．０８（犘＜０．０１）、犮犻犱犃 为３．６０±１．５４（犘＜

０．０５）；糖代谢相关基因犵狀狋犓 相对表达量为０．１０±

０．０８（犘＜０．０１）、犵犾狆犇 为０．５０±０．２３（犘＜０．０５）；与

磷酸戊糖途径相关基因狊犱犺犃 相对表达量为２．０２±

０．４９（犘＜０．０５）；犵犾狋犇、狊犲狉狆２３８０、狊犲狉狆２３８１基因相对

表达量分别为０．２６±０．０９、０．２６±０．０９、０．２３±０．１１

（犘＜０．０１）。在Ｖａｎ条件下与ＳＥ１４５７相比，Δ狏狉犪犛犚

突变株中犻犮犪犃 相对表达量为０．１７±０．０５（犘＜０．０１），

犻犮犪犚 为９．２７±４．４（犘＜０．０５）；犾狉犵犃 为０．１０±０．１１

（犘＜０．０１），犮犻犱犃 ４．６０±０．４６（犘＜０．０１）；犵犾狋犇、

狊犲狉狆２３８０、狊犲狉狆２３８１基因相对表达量分别为０．４４±

０．３７、０．３７±０．１２、０．１７±０．０８（犘＜０．０１）。葡萄球菌

耐药相关基因如青霉素结合蛋白基因（狆犫狆２）、糖基转

移酶基因（狊狋犵犅），ＵＤＰＮ乙酰氨基葡萄糖１羧乙烯

基转移酶１基因（犿狌狉犃犃）、ＵＤＰＮ乙酰壁氨酰Ｌ丙

氨酰Ｄ谷氨酸Ｌ赖氨酸连接酶基因（犿狌狉犈）等转录

水平均无明显改变（犘＞０．０５）。

讨　论

万古霉素耐药相关双组分系统 ＶｒａＳＲ主要通过

感应细胞壁的损伤激活下游基因（耐药及毒力相关基

因）的转录，从而调控金黄色葡萄球菌的耐药表型、毒

力及生物膜的形成等［７９］。研究表明，金黄色葡萄球菌

狏狉犪犛犚 基因敲除株对甲氧西林、万古霉素和达托霉素

这类靶向细胞壁的抗生素耐药性降低，在透射电镜

（ＴＥＭ）下观察发现狏狉犪犛犚 突变株细胞壁明显较薄，

且更容易被中性粒细胞吞噬［１０１１］。以 ＶｒａＳＲ为靶点

的抑制剂可恢复耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）
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表２　表皮葡萄球菌犛犈１４５７与Δ狏狉犪犛犚转录组测序分析及验证

犜犪犫犾犲２　犃狀犪犾狔狊犻狊犪狀犱狏犪犾犻犱犪狋犻狅狀狅犳犛．犲狆犻犱犲狉犿犻狊１４５７犪狀犱Δ狏狉犪犛犚狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋狅犿犲狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵

基因和位点

Ｇｅｎｅａｎｄｌｏｃｕｓ

描述或预测的功能

Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｒｐｒｅｄｉｃｔｅｄｆｕｎｃｔｉｏｎ

未添加万古霉素

（突变株／野生株）

Ｖａｎ（ｍｕｔａｎｔ／ＷＴ）

ＲＮＡｓｅｑ ｑＲＴＰＣＲ

添加万古霉素
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对抗生素的敏感性。不仅如此，ＶｒａＳＲ还调控葡萄球

菌毒力因子的表达。Ｄａｉ等
［１２］报道在万古霉素中介耐

药金黄色葡萄球菌（ＶＩＳＡ）和异质性万古霉素中介耐

药的金黄色葡萄球菌（ｈＶＩＳＡ）中狏狉犪犛犚 的转录水平

上调，毒力相关基因（犺犾犪、犺犾犫、犮狅犪、犚犖犃犐犐犐、犪犵狉犃、

狊犪犲犚）转录水平下调，然而电泳凝胶阻滞试验（ＥＭＳＡ）

显示反应调节蛋白 ＶｒａＲ并不能与 ＶＩＳＡ和ｈＶＩＳＡ

的上述毒力基因启动子区域结合，表明ＶｒａＳＲ可能间

接调控金黄色葡萄球菌毒力基因的转录，其在表皮葡

萄球菌中的作用尚不明确。

有研究表明，在 Ｖａｎ压力下（３×ＭＩＣ）表皮葡萄

球菌（ＳＥ１４５７）狏狉犪犛／狏狉犪犚 表达水平显著增高（约１３

倍），敲除狏狉犪犛犚 后细胞壁明显变薄，对环境压力（抗

生素、ＳＤＳ）敏感性增强
［１３］。提示作用于细胞壁的抗

生素能激活葡萄球菌 ＴＣＳＶｒａＳＲ以应对环境压力。

本研究通过转录组测序比较两种条件下（Ｖａｎ／Ｖａｎ

＋）狏狉犪犛犚 突变株与ＳＥ１４５７野生株的差异表达基因，

并通过ｑＲＴＰＣＲ验证，以探索表皮葡萄球菌 ＶｒａＳＲ

的生物学功能。

Ｖａｎ＋／Ｖａｎ条件下有关糖酵解和糖异生、柠檬酸

循环、磷酸戊糖途径基因转录水平整体下调，Ｖａｎ＋条

件下显著下调基因富集在磷酸戊糖途径，Ｖａｎ条件下

显著上调基因富集在蛋白质合成途径。肽聚糖是革兰

阳性球菌细胞壁的重要组成成分。在两种条件下，转

录水平下调的差异表达基因都映射到糖代谢和糖异生

途径，进而影响肽聚糖的合成。另外，磷壁酸也是革兰

阳性菌细胞壁的主要成分，也是磷酸戊糖途径和糖酵

解的产物，磷酸戊糖途径相关基因的转录水平下调可

能会导致磷壁酸合成水平下降，使狏狉犪犛犚 突变株细胞

壁不完整，对靶向细胞壁的抗生素敏感性增加，或抵抗

外界环境压力的耐受性下降。

研究发现，ＶｒａＳＲ在金黄色葡萄球菌中被认为是

一种与耐药性相关的调节系统，可通过调节与肽聚糖

合成相关基因的转录来影响金黄色葡萄球菌的药物敏

感性［１４１５］，在细菌细胞壁受到抗生素作用时，ＶｒａＳＲ

系统能快速诱导一些耐药相关基因的表达，如狆犫狆２

（青霉素结合蛋白）、狊狋犵犅（糖基转移酶）、犿狌狉犣（ＵＤＰ

Ｎ乙酰氨基葡萄糖烯醇丙酮酸转移酶）等
［１６１７］，以应

对细菌所处环境压力的改变。Ｌｅｖｉｎｇｅｒ等
［１８］的研究

表明，狏狉犪犛犚 基因控制着金黄色葡萄球菌的耐药性，

选取金黄色葡萄球菌Ｎ３１５构建狏狉犪犛犚 基因缺失株，

其细胞壁合成相关基因（如狆犫狆２、狊犵狋犅 和犿狌狉犣 等）

转录水平下调，并对细胞壁的抗生素敏感性增加。然

而，本研究前期发现，敲除狏狉犪犛犚 后表皮葡萄球菌突

变株对万古霉素、氨苄西林、头孢呋辛的敏感性增加，

而对庆大霉素、四环素、左氧氟沙星的敏感性差异不明

显。ｑＲＴＰＣＲ和Ｖａｎ＋／Ｖａｎ两种条件下的测序结

果均显示，Δ狏狉犪犛犚 突变株耐药相关基因狆犫狆２、

狊犲狉狆１４１２、犿狌狉犃犃 等的转录水平与ＳＥ１４５７相比无显

著差异，表明ＶｒａＳＲ可能间接调控表皮葡萄球菌的药

物敏感性，与金黄色葡萄球菌 ＶｒａＳＲ的调控机制不

同。

此外，表皮葡萄球菌在致病性上亦不同于金黄色

葡萄球菌，其主要在生物材料表面形成生物膜而致病，

生物膜一旦形成根除的方法只有取出植入物，细菌生

物膜是引起耐药性增加和持续感染的主要因素，并能

增强细菌抵抗宿主免疫系统的攻击。生物膜是由胞外

多聚物质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｍｅｒｉｃｓｕｂｓｔａｎｃｅ，ＥＰＳ）包

裹细菌形成的膜状群体［１９］，而ＥＰＳ的主要成分是细

胞多糖间黏附素（ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅ

ｓｉｏｎ，ＰＩＡ），ＰＩＡ的合成与犻犮犪操纵子编码的蛋白质关

系密切。用ｑＲＴＰＣＲ进一步验证生物膜形成相关基

因的转录水平，在Ｖａｎ＋／Ｖａｎ条件下Δ狏狉犪犛犚 突变株

中犻犮犪犃、犾狉犵犃 基因下调，犻犮犪犚、犮犻犱犃 基因上调，这可

能是Δ狏狉犪犛犚 突变株生物膜形成降低的原因，与 Ｗｕ

等［１３］的研究结果一致。另外，ＶｒａＳＲ可能还通过Ｃｉ

ｄＡＬｒｇＡ调控表皮葡萄球菌的程序性细胞死亡，具体

机制还待进一步研究。

在对照筛选中，有部分基因在 Ｖａｎ＋／Ｖａｎ两种

条件下的转录水平改变不一致或不符合筛选标准，在

排除了这些因素后得到的显著差异表达基因中

ＶｒａＳＲ可能直接调控的基因有狊犲狉狆２３８０、狊犲狉狆２３８１和

犵犾狋犇，并通过ｑＲＴＰＣＲ验证与转录组测序结果一致。

狊犲狉狆２３８０基因在金黄色葡萄球菌中编码一种药物转

运蛋白［２０］，基因的过表达使菌株对亲水性喹诺酮类药

物敏感性增加，但是在常规实验室条件下细菌的该基

因表达量通常较低。狊犲狉狆２３８１基因编码延胡索酸还

原酶黄素蛋白亚基，参与多种途径，如柠檬酸循环、氧

化磷酸化、丙酮酸代谢等。ＶａｎＨｅｌｌｅｍｏｎｄ等
［２１］报道

延胡索酸还原酶能够催化延胡索酸还原为琥珀酸，是

许多细菌无氧呼吸的关键酶，同时还能作为电子末端

受体。犵犾狋犇 基因编码谷氨酸合成酶亚基，谷氨酸合成

酶是一种复杂的铁硫黄素蛋白，催化Ｌ谷氨酰胺和２

酮戊二酸形成Ｌ谷氨酸，同时与谷氨酰胺合成酶一起

参与了氮同化过程，在氨基酸合成和氮代谢中起到重

要作用，这些基因在表皮葡萄球菌中的作用还有待进

一步研究。

Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序技术
［２２］因其高通量、高质量和价格

低已经成为目前国内外研究的重要选择。本研究采用

该技术在对转录组测序验证过程（ｑＲＴＰＣＲ）中发现

了部分有意义的基因，但在转录组测序结果中无统计

学意义（犘＞０．０５），这些基因还有待考证。通过对表

·５４２１·
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皮葡萄球菌ＳＥ１４５７野生株和狏狉犪犛犚 敲除突变株在

Ｖａｎ＋／Ｖａｎ条件下的转录组测序分析，并筛选出可能

受ＶｒａＳＲ调控的靶基因，对探究其生物学功能具有重

要意义。
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