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鼠伤寒沙门菌STM14_3199过表达菌株的构建
及转录组测序分析*

王琦,李冰清**,岳盈盈**

(山东第一医科大学(山东省医学科学院)基础医学院(基础医学研究所)病原生物学系,山东济南250000)

【摘要】 目的 通过转录组测序技术比较鼠伤寒沙门菌未知功能蛋白STM14_3199过表达菌株(WT_3199)和鼠伤寒

沙门菌ATCC14028株(WT)各基因转录的差异,为进一步探究STM14_3199的功能提供方向。 方法 PCR扩增

STM14_3199基因,插入表达载体pBAD24,电转化至 WT中,获得STM14_3199过表达菌株 WT_3199,将其与 WT在相

同的营养条件下培养至对数生长期,制样后进行转录组测序分析。 结果 经PCR、SDS-PAGE电泳及测序验证证明

过表达菌株构建成功,对转录组数据进行质控显示样本组数据合格,统计结果中的差异基因,发现共有1
 

906个表达量

出现差异的基因,其中上调887个,下调1
 

019个。将差异基因按照功能分类,并注释到GO及KEGG数据库中富集分

析,发现这些差异基因涉及许多通路,影响体内多种功能的发挥。 结论 成功构建了STM14_3199过表达菌株 WT_

3199。WT_3199中表达量上调的基因主要集中在碳源利用、精氨酸的降解及合成等途径,部分下调基因在柠檬酸盐的

利用以及精氨酸的分解代谢过程中发挥功能。GO富集分析表明差异基因主要与代谢过程、胞内组分以及一些酶的催

化活性等有关,KEGG富集分析表明差异基因主要富集在与碳代谢、氧化磷酸化和三羧酸循环等相关通路中。这些分析

均提示我们STM14_3199可能在这些通路中发挥作用,为进一步研究其功能奠定了基础。
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【Abstract】 Objective Comparing
 

the
 

transcription
 

differences
 

of
 

Salmonella
 

typhimurium
 

ATCC14028
 

strain
 

and
 

the
 

STM14_3199
 

overexpression
 

strain
 

by
 

transcriptome
 

sequencing
 

technology.In
 

order
 

to
 

provide
 

directions
 

for
 

further
 

re-
search

 

of
 

STM14_3199
 

protein. Methods STM14_3199
 

gene
 

was
 

amplified
 

by
 

PCR,inserted
 

into
 

expression
 

vector
 

pBAD24,and
 

electro
 

transformed
 

into
 

WT
 

strain
 

to
 

obtain
 

STM14_3199
 

overexpression
 

strain
 

WT_3199,then
 

culture
 

them
 

to
 

logarithmic
 

growth
 

stage
 

under
 

the
 

same
 

nutritional
 

conditions.After
 

sample
 

preparation,transcriptome
 

sequen-
cing

 

was
 

performed. Results After
 

verification
 

by
 

PCR,SDS-PAGE
 

electrophoresis
 

and
 

sequencing,the
 

overexpression
 

strain
 

was
 

successfully
 

constructed,and
 

quality
 

control
 

of
 

the
 

transcriptome
 

data
 

showed
 

that
 

the
 

sample
 

set
 

data
 

were
 

qualified.The
 

differential
 

genes
 

in
 

the
 

results
 

were
 

counted,and
 

a
 

total
 

of
 

1
 

906
 

genes
 

with
 

differential
 

expression
 

were
 

found,of
 

which
 

887
 

were
 

up-regulated
 

and
 

1
 

019
 

were
 

down-regulated.The
 

differential
 

genes
 

were
 

classified
 

according
 

to
 

function
 

and
 

annotated
 

into
 

GO
 

and
 

KEGG
 

databases
 

for
 

enrichment
 

analysis,and
 

it
 

was
 

found
 

that
 

these
 

differential
 

genes
 

were
 

involved
 

in
 

many
 

pathways,affecting
 

multiple
 

functions
 

in
 

vivo. Conclusion We
 

successfully
 

constructed
 

the
 

STM14_3199
 

overexpression
 

strain
 

WT_3199.The
 

up-regulated
 

genes
 

in
 

WT_3199
 

were
 

mainly
 

in
 

carbon
 

utilization,

degradation
 

and
 

synthesis
 

of
 

arginine,while
 

some
 

of
 

the
 

down-regulated
 

genes
 

functioned
 

in
 

citrate
 

utilization
 

and
 

catabo-
lism

 

of
 

arginine.The
 

GO
 

enrichment
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

differential
 

genes
 

were
 

mainly
 

related
 

to
 

metabolic
 

proces-
ses,intracellular

 

components
 

and
 

catalytic
 

activities
 

of
 

some
 

enzymes.KEGG
 

enrichment
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

differ-
ential

 

genes
 

were
 

mainly
 

enriched
 

in
 

the
 

pathways
 

related
 

to
 

carbon
 

metabolism,oxidative
 

phosphorylation
 

and
 

tricarbox-

ylic
 

acid
 

cycle.These
 

analyses
 

suggest
 

that
 

STM14_3199
 

may
 

play
 

a
 

role
 

in
 

these
 

pathways,laying
 

the
 

foundation
 

for
 

fur-
ther

 

studies
 

of
 

their
 

function.
【Key

 

words】 Salmonella
 

typhimurium;STM14_3199
 

protein;overexpression;transcriptome

·393·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2022年04月 第17卷第04期

Apr.2022, Vol.17,No.04

*

**

【基金项目】 国家自然科学基金项目(No.31800054,32170034)。

【通讯作者】 李冰清,E-mail:bingqingsdu@163.com;岳盈盈,E-mail:yyy0513@163.com
【作者简介】 王琦(1997-),女,山东人,硕士在读。主要研究方向:微生物致病蛋白的结构和功能。E-mail:15963743209@163.com



  沙门菌是一类以人和动物为宿主的肠道致病菌,
在自然界中分布极其广泛,可在世界范围内引起严重

的公共卫生问题[1]。根据沙门菌感染后致病的情况不

同,可以将其大体分为伤寒沙门菌和非伤寒沙门菌。
其中,非伤寒沙门菌主要引起食源性疾病,而伤寒沙门

菌则会导致伤寒,包括伤寒和副伤寒[2]。鼠伤寒沙门

菌(Salmonella
 

typhimurium,STM)是沙门菌的典型

致病血清型,是一种重要的人畜共患病原菌,同时也是

临床上常见的致病菌[3]。鼠伤寒沙门菌主要经口传播

感染人体,人群普遍易感,易造成暴发性食物中毒和医

院内感染,可导致严重并发症并且危及生命。因此,针
对鼠伤寒沙门菌的研究无论在医学领域还是公共卫生

事业领域都具有十分重要的意义[4]。
一般情况下,细菌被巨噬细胞吞噬后会与溶酶体

融合进而被杀伤[5],而鼠伤寒沙门菌则可通过形成沙

门菌囊泡SCV(Salmonella
 

containing
 

vacuole)
 [6-7]的

方式免于被攻击,从而生存下来[8-9]。研究发现,鼠伤

寒沙门菌不仅可以在巨噬细胞中生长繁殖,还可以巨

噬细胞为宿主向肠外组织播散[10],进而累及全身,这
也是鼠伤寒沙门菌出现系统性感染和严重并发症的重

要原因[11]。
然而,在被巨噬细胞吞噬后,鼠伤寒沙门菌应对巨

噬细胞内的种种不利因素的机制仍不清楚。为了进一

步了解鼠伤寒沙门菌在体内的生存机制,作者前期对

被巨噬细胞吞噬前后的鼠伤寒沙门菌进行了转录组测

序分析,发现被吞噬后细菌中许多基因的转录水平发

生了不同程度的上调或下调[12]。在这些基因编码的

蛋白中,除了已经命名的蛋白外,仍然存在许多功能未

知的蛋白。通过对这些未知功能蛋白的筛选,最终确

定了几个在沙门菌入侵后广泛表达的蛋白进行后续实

验,希望从中找到与鼠伤寒沙门菌的感染及致病有较

大相关性的蛋白,为感染的临床治疗提供新的思路与

方法。其中,STM14_3199基因及其编码的蛋白倍受

关注。

STM14_3199蛋白的相对分子质量仅为7
 

ku,是
一个只有62个氨基酸、无同源结构的微小蛋白(mi-
croprotein)。在沙门菌入侵细胞后,STM14_3199基

因拷贝数由入侵前的191.093上升至1
 

810.59,提高

近10倍。有研究表明,编码microprotein的序列广泛

存在于动植物基因组中,但目前对于这类蛋白知之甚

少,相 关 研 究 还 处 于 探 索 阶 段。在 鼠 伤 寒 沙 门 菌

ATCC
 

14028菌株中,STM14_3199有一个在氨基酸

序列水平上同源性高达75%的蛋白STM14_1447,然
而有关STM14_1447蛋白的功能也不十分清楚。有

趣的是,与STM14_3199相邻的几个基因所编码的功

能已知蛋白如STM14_3194、STM14_3195、STM14_

3196、STM14_3203、STM14_3207以及STM14_3208
等均为噬菌体蛋白,而与STM14_1447相邻的基因编

码的蛋白中也有许多噬菌体蛋白。此外,STM14_

3199似与IsrI蛋白有着某种未知的联系。IsrI是一

种存在于鼠伤寒沙门菌ATCC14028、SL1344和LT2
株Gifsy-1前噬菌体上的能够编码小RNA的蛋白质,
预测STM14_3199是IsrI的开放阅读框,对IsrI编码

小RNA的能力有着至关重要的影响[13]。这些线索都

为探索STM14_3199蛋白的功能提供了可靠的方向。
为深入了解STM14_3199蛋白具体作用通路以及其

影响这些通路的分子机制,本研究对过表达STM14_

3199菌株 WT_3199与标准株 WT进行转录组学测

序分析,以进一步探索其功能。
转录组是指在一定的生长阶段或条件中一个细胞

或组织所有转录的集合,包括非编码 RNA、rRNA、

tRNA以及 mRNA[14]。原核转录组学是在 RNA水

平上研究不同条件下基因表达情况的变化,从而分析

不同条件对原核生物的影响[15]。近年来基因测序技

术迅猛发展,RNA-seq凭借高通量、应用广泛、灵敏度

高、分辨率高、成本较低等优点逐渐成为了转录组学研

究的主要方法[16-17]。通常先在样品中提取总RNA,根
据RNA种类分离纯化去除rRNA后得到 mRNA,再
将其反转录成双链cDNA,对cDNA进行末端修复,加
尾接头后选择合适的cDNA片段进行PCR扩增,最
终获得cDNA文库[18],建库完成并检测合格后即可进

行高通量测序[19],测序的方法主要有Illumina
 

IG,

Hiseq
 

2000,ABI
 

SO1ID等,本实验采用的是边合成边

测序的Illumina法。
本研究通过同源重组技术,构建鼠伤寒沙门菌

STM14_3199基因过表达菌株 WT_3199[20],并通过

转录组测序技术比较野生菌株 WT与 WT_3199在完

全相同的营养条件下基因组转录水平的差异和富集分

析,为探究STM14_3199基因的功能提供思路及研究

方向。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株与质粒 鼠伤寒沙门菌ATCC
 

14028购自

美国ATCC菌种库;大肠埃希菌 DH5α及表达载体

pBAD24均为本实验室保存。

1.2 主要仪器与试剂 ECM830电穿孔仪购于美国

BTX公司;GS-900校准型光密度仪及Powerpac
 

basic
基础电泳仪购于美国Bio-Rad公司;紫外凝胶成像分

析系统Essential
 

V6购于美国 Uvitec公司;DYY-6C
电泳仪购于北京六一生物科技有限公司;质粒小提试

剂盒(TIANprep
 

Mini
 

Plasmid
 

Kit),通用型DNA纯
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化回收试剂盒(Universal
 

DNA
 

Purification
 

Kit)及

TRNzol
 

Universal总 RNA 提取试剂(TRNzol
 

Uni-
versal

 

Reagent)购自天根生化科技
 

(北京)有限公司;

DL2000
 

DNA
 

Marker购自宝日医生物技术(北京)有
限公司;限制性内切酶EcoRI和 HindIII,T4

 

DNA连

接酶,Veriti
 

96孔热循环仪及NanoDropTM
 

OneC 超微

量紫外-可见光分光光度计均购自赛默飞世尔科技

(中国)有限公司;180ku
 

prestained
 

protein
 

marker购

自南京诺维赞生物科技有限公司;KOD-Plus-
 

Neo高

保真
 

PCR酶购自日本TOYOBO公司。

2 方法

2.1 WT_3199菌株的构建

2.1.1 引物设计与合成 根据STM14_3199的基因

序列设计一对特异性引物(表1),其中上游引物引入

保护碱基和EcoRI酶切位点,下游引物引入保护碱基

和HindIII酶切位点,由铂尚生物技术(上海)有限公

司合成。

表
 

1 PCR扩增引物

Table
 

1 Primers
 

used
 

in
 

PCR
 

amplification

引物名称
Segment

引物序列(5'-3')
Sequence

 

of
 

primer

扩增用途
Amplified

 

fragment

STM14_3199-1aa-
 

EcoRI-5' ATAGAATTCATGAAAGAAGGCTTCTACTG 上游同源臂

STM14_3199-186aa-HindIII-3T ATAAAGCTTTTAAATTGGAGGTTCTAACGGTCC 下游同源臂

2.1.2 目的基因STM14_3199片段的扩增 以鼠伤

寒沙门菌ATCC
 

14028菌株核酸作为模板PCR扩增

目的基因。反应条件:95
 

℃预变性5
 

min;95
 

℃变性

30
 

s,56
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,共30个循环;72
 

℃再延伸10
 

min。PCR产物进行1%琼脂糖凝胶电

泳鉴定,使用通用型DNA纯化回收试剂盒切胶回收。

2.1.3 STM14_3199-pBAD24重组质粒的构建、转化

及鉴定 将pBAD24质粒和PCR产物分别使用Eco-
RI和HindIII进行双酶切。酶切产物进行1%琼脂糖

凝胶电泳并切胶回收,回收后的PCR产物和pBAD24
质粒用T4连接酶16

 

℃过夜连接,连接产物转入大肠

埃希菌DH5α态细胞中,转化菌均匀涂布在氨苄抗性

的LB固体培养基平板上于37
 

℃恒温箱过夜培养。
从平板上挑取单菌落至1

 

ml氨苄抗性LB培养基中,

37
 

℃培养至A600 为0.5时加入L-阿拉伯糖,37
 

℃诱

导2
 

h后取样进行SDS-PAGE电泳,分析蛋白表达情

况。阳性菌种送铂尚生物技术(上海)有限公司测序。

2.1.4 STM14_3199-pBAD24重组质粒的提取 将

测序正确的菌种转接于带有氨苄抗性的LB液体培养

基中37
 

℃摇菌培养。用质粒小提试剂盒提取STM14
_3199-pBAD24质粒,-20

 

℃保存。

2.1.5 电转化 将鼠伤寒沙门菌ATCC
 

14028菌株

摇菌培养过夜后转接于高盐 LB培养基
 

(含15g/L
 

NaCl)
 

中,37
 

℃振荡培养至A600 为0.3,用冰冷无菌

去离子水反复清洗3~5次,获得感受态细胞。向感受

态细胞中分别加入pBAD24及STM14_3199-pBAD24
质 粒, 标 记 为 ATCC14028-pBAD24 和

ATCC14028p3199-pBAD24,混匀后冰浴2
 

min,转至

电转杯中进行电击(电压2
 

300
 

V,时间130
 

μs,间隔

200
 

ms,共80次),恢复培养1
 

h后均匀涂布至带有氨

苄抗性的固体LB培养基平板上,37
 

℃培养过夜。第

2
 

d挑取单菌落进行阳性重组子鉴定,阳性菌株置-
80

 

℃保存。

2.2 转 录 组 学 制 样 将鉴定阳性的 ATCC14028-
pBAD24 重 组 菌 株 (WT)及 ATCC14028p3199-
pBAD24重组菌株(WT_3199)摇菌培养过夜,第2

 

d
按1∶100的比例将菌液转接于带有氨苄抗性的LB
培养基中,37

 

℃、200
 

r/min培养1
 

h后,向培养基中

加入终浓度为0.05%的L-阿拉伯糖继续培养至A600
为0.5。分别取1

 

ml菌液12
 

000
 

r/min离心5
 

min,
弃上清,加入1

 

ml
 

TRNzol
 

Universal充分裂解后液氮

速冻,-80
 

℃冻存。每种菌株设3个生物学重复(标
记为 WT_1,WT_2,WT_3,WT_3199_1,WT_3199_

2,WT_3199_3)。

2.3 总 RNA 的 提 取  将 上 述 样 品 解 冻,使 用

TRNzol
 

Universal总RNA提取试剂盒提取总RNA,
用50

 

μL
 

RNase-Free
 

ddH2O充分吹打溶解,检测所

得总RNA溶液的浓度和纯度,再用Agilent
 

2100
 

bio-
analyze对其完整性及总量进行质控。

2.4 转 录 组 文 库 构 建 由于原核生物 mRNA 无

polyA尾巴,所以需去除总RNA中的rRNA以保证

后续试验所得数据的质量,然后将纯化得到的 mRNA
随机打断成短片段,逆转录合成cDNA并进一步纯

化,对纯化的cDNA进行末端修复,加尾接头,最后选

择合适的片段进行PCR扩增,获得cDNA文库,质检

合格后对样品进行转录组测序分析,由北京诺禾致源

生物信息科技有限公司完成。

结 果

1 目的基因扩增

以ATCC
 

14028菌株核酸为模板,用预先设计的

特异性引物PCR扩增目的基因,扩增产物进行1%琼

脂糖凝胶电泳分析,结果如图1,扩增片段约为186
 

bp,与STM14_3199基因大小一致。

2 基因过表达菌株 WT_3199的鉴定

将构建的 WT_3199重组菌株在普通LB中培养,
加入终浓度为0.05%L-阿拉伯糖诱导2

 

h后离心收

菌,进行SDS-PAGE电泳检测,结果如图2,在相应大
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小位置有过表达蛋白带,结合测序结果判断 WT_3199
重组菌株构建成功。

2 转录组测序数据质量控制及参考基因组比对分析

2.1 测序数据质量分析 对原始数据进行过滤、错误

率检查、GC含量检查后汇总,获得过滤后的reads数,
用于后续分析[21]。分析结果如表2,碱基质量大于20

M DNA标志物 1~3 目的基因PCR产物
图

 

1 目的基因PCR产物1%琼脂糖凝胶电泳分析

M DNA
 

Marker 1-3 Target
 

fragments
Fig.1 Identification

 

of
 

target
 

gene

(Q20)的均占98%以上,碱基质量大于30(Q30)的均

占95%以上,过滤后reads数中G和C的数量占总碱

基数的53%以上,表明从每个样品中提取的RNA序

列质量良好。

  M 蛋白分子质量标准 1 阴性对照 2~5 WT_3199重组菌
表达产物

图
 

2 WT_3199重组菌表达产物的SDS-PAGE电泳分析

M Protein
 

Marker 1 Negative
 

control 2-5 WT_3199
 

re-
combinants

Fig.2 The
 

result
 

of
 

recombinants

表
 

2 样品测序数据质量
Table

 

2 Quality
 

of
 

sample
 

sequencing
 

data

样品名称
Sample

 

name

原始数据中
reads数
Raw

 

reads

过滤后
reads数
Clean

 

reads

过滤后
碱基数

Clean
 

bases

测序错误率
Error

 

rate(%)

Phred值>20
的碱基占比
Q20(%)

Phred值>30
的碱基占比
Q30(%)

GC含量
GC

 

content(%)

WT_1 15798302 15676870 2.35G 0.02 98.40 95.15 53.24
WT_2 15187542 15087686 2.26G 0.02 98.52 95.40 53.23
WT_3 14623002 14455098 2.17G 0.02 98.40 95.11 53.34

WT_3199_1 16149026 16056480 2.41G 0.02 98.42 95.19 53.46
WT_3199_2 15410044 15273880 2.29G 0.02 98.49 95.40 53.50
WT_3199_3 14385080 14252984 2.14G 0.02 98.50 95.43 53.36

2.2 样品与参考基因组比对情况统计 一般来说,如
果参考基因组选择合适,且相关实验不存在污染,能够

定位到基因组上的测序序列数量占比(Total
 

mapped)

应大于70%[22],根据表3数据,所有样品成功比对到

参考基因组的比例均大于94%,表明本次实验相关数

据可靠。
 

表
 

3 样品与参考基因组比对分析
Table

 

3 Comparison
 

of
 

samples
 

and
 

reference
 

genome

样品名称
Sample

 

name

过滤后
reads数
Total

 

reads

能定位到基因组上
的Clean

 

reads数
Total

 

mapped

占比
(%)

参考序列上有多个比对
位置的clean

 

reads数
Multiple

 

mapped

占比
(%)

参考序列上有唯一比对
位置的Clean

 

reads数
Uniquely

 

mapped

占比
(%)

WT_1 15676870 14999431 95.68
 

270620 1.73 14728811 93.95
WT_2 15087686 14458614 95.83 247293 1.64 14211321 94.19
WT_3 14455098 13729144 94.98

 

241582 1.67 13487562 93.31
WT_3199_1 16056480 15735132 98.00

 

237261 1.48 15497871 96.52
WT_3199_2 15273880 14938005 97.80

 

251372 1.65 14686633 96.16
WT_3199_3 14252984 13927260 97.71

 

409730 2.87 13517530 94.84

3 WT_3199
 

vs
 

WT转录组基因序列差异分析

差异表达基因(DEGs)的显著性分析是RNA-seq
的核心,由于read

 

count所表示的数值往往会受到测

序深度和基因长度影响,一般采用计算校正后的FP-
KM代替read

 

count表示各个样品全部基因的表达

量,通常认为FPKM 大于1时,该基因表达[23]。对于

有生物学重复的实验,采用负二项分布法筛选出满足|
log2(FoldChange)|>

 

0且padj<0.05的差异基因。

3.1 差异基因统计 对差异基因进行数量统计和数

据筛选后,WT_3199vsWT共检测出差异基因1
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个,其中上调887个,下调1
 

019个,火山图(图3)可以

直观地显示 WT_3199vsWT差异基因的分布情况,其
横坐标表示差异基因在 WT_3199组与 WT组中表达

倍数的变化(log2FoldChange),纵坐标表示差异基因

在 WT_3199组与 WT 组中差异的显著性水平(-
log10padj),红点表示上调的差异基因,绿点表示下调

的差异基因。由于邻近的基因可能共同参与同一代谢

通路或功能,因此通过对差异基因的聚类分析即可推

测该未知基因的功能。聚类分析结果显示 WT_3199
部分基因的转录与 WT相比存在差异。

图
 

3 WT_3199vsWT差异表达基因火山图

Fig.3 Volcano
 

plot
 

analysis
 

of
 

WT_3199vsWT

3.2 差异基因聚类 差异基因聚类分析是指将表达

模式相近或相同的基因聚在一起,这类基因可能参与

共同的生物学过程及代谢通路或可以共同作用发挥一

定的功能。热图(图4)中表达模式相近或相同的基因

聚集在一起,红色表示基因的高表达,绿色表示基因低

表达,横坐标为样品名称,纵坐标表示差异基因FP-
KM均一化处理后的数值。

将差异基因聚类分析后的结果按照功能分类(表

4)可以发现,上调的差异基因在乙醇胺利用、无氧呼吸

及丙二酸利用等与碳源利用有关的途径差异较为明

显,而在下调的差异基因中与镍铁氢化酶、柠檬酸盐利

用相关的基因变化较大,提示STM14_3199及其编码

的蛋白有可能在碳源利用、精氨酸的降解及生物合成

等过程中发挥一定的功能。

图
 

4 差异基因聚类分析图

Fig.4 Cluster
 

analysis
 

of
 

different
 

genes

4 WT_3199
 

vs
 

WT转录组差异基因富集分析

利用软件对差异基因集进行GO富集分析(Gene
 

Ontology)以及KEGG富集分析(Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes),即对差异基因进行显著性分

析后,将相应的基因注释到GO或 KEGG数据库中。
富集分析的结果对探索目的基因可能在体内外发挥的

功能及作用的通路有重要意义。

4.1 GO富集分析 对差异基因的GO富集分析通

常用于描述基因功能,它可以分为生物学过程(Bio-
logical

 

Process,BP)、细胞组分(Cellular
 

Component,

CC)和分子功能(Molecular
 

Function,MF)
 

3个部分,
对差异基因进行进一步的GO注释分析,并选取差异

显著性水平最高的前30个条目绘制散点图,散点图的

纵坐标代表差异条目,横坐标代表该条目差异基因的
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数量占差异基因总数的比值。由GO富集柱状图(图

5)看出,在生物过程中与小分子代谢途径、药物代谢途

径、氨基酸活化以及tRNA氨基酰化有关的差异基因

数量变化较多;在细胞组分中,与胞内组分以及细胞质

相关的基因差异较为明显;而在分子功能方面,差异基

因主要富集在氨酰tRNA连接酶活性、碳氧键的形成

以及与tRNA有关的催化活性等功能上。

表
 

4 差异基因功能分类
Table

 

4 The
 

classification
 

of
 

differential
 

genes
差异类型
Difference

基因名称
Gene

 

name
基因功能描述
Description

上调

STM2456、STM2455、STM2454、STM2463、
STM2464、STM2465、STM2466、STM2467、
STM2468、STM2469、STM2470

乙醇胺利用

STM2284、STM2285、STM2286、STM2287、
STM2282、STM2283

无氧呼吸

STM2039、STM2040、STM2041、STM2042、
STM2043、STM2044、STM2045、STM2046、
STM2047、STM2048、STM2049、STM2050、
STM2051、STM2052、STM2053、STM2054、
STM2055、STM2056、STM2057、STM2058

丙二醇利用

STM4463、STM4464、STM4465、STM4466、
STM4467

L-精氨酸降解
精氨酸生物合成

STM4071、STM4072、STM4073、STM4074、
STM4075、STM4076、STM4077、STM4078、
STM4079、STM4080

输送LsrABCD
的自体诱导物

STM3240、STM3241、STM3242、STM3243、
STM3244、STM3245

丙酸途径降解
L-苏氨酸

下调

STM1786、STM787、STM1788、STM789、
STM1790、STM791、STM1792、STM793、
STM1794

镍铁氢化酶

STM0618、STM0619、STM0620、STM0621、
STM0622、STM0623、STM0624

柠檬酸盐利用

STM4296、STM4294
精氨酸脱羧酶

精氨酸分解代谢

图
 

5 GO富集柱状图

Fig.5 GO
 

enrichment
 

column

4.2 KEGG通路富集分析 对差异基因的KEGG富

集分析主要分析的是基因组、化学和系统功能信息。

将KEGG富集分析结果中最显著的前20个 KEGG
通路绘制成柱状图(图6),其中横坐标代表KEGG通

路,纵坐标代表相应通路富集的显著性水平。从图中

可以看出 WT_3199vsWT的差异基因主要富集在碳

代谢途径,此外还有多数基因富集到氧化磷酸化、柠檬

酸循环、丙酮酸代谢等途径中。

图
 

6 KEGG富集柱状图

Fig.6 KEGG
 

enrichment
 

column

讨 论

鼠伤寒沙门菌是一种革兰阴性细长杆菌,属于沙

门菌属B群,有周鞭毛,无芽孢,无荚膜;兼性厌氧,最
适温度生长温度为35~37

 

℃,最短pH
 

6.8~7.8。该

菌对营养要求不高,普通培养基即可生长出圆形、光
滑、湿润、半透明边缘整齐的菌落。鼠伤寒沙门菌主要

通过粪口途径进入宿主,黏附并定植于肠腔,突破肠粘

膜上皮屏障后,被巨噬细胞吞噬。在巨噬细胞中鼠伤

寒沙门菌以SCV为庇护场所抵抗种种不利因素对自

身的杀伤,并随巨噬细胞播散到肠外组织引起更为严

重的全身感染,因此对于鼠伤寒沙门菌的研究有着非

常重要的临床意义[24]。
本研究前期通过鼠伤寒沙门菌入侵巨噬细胞实验

筛选出了一些入侵前后拷贝数变化较大的,尤其是入

侵后拷贝数明显上调的,功能未知的十几种蛋白,这些

蛋白可能在鼠伤寒沙门菌的致病过程中发挥重要作

用[12]。其中,STM14_3199基因编码的蛋白颇受重

视,其在入侵巨噬细胞后拷贝数上升高达9.5倍。然

而,目前有关STM14_3199基因及其编码的蛋白质

STM14_3199的相关研究甚少。为了进一步了解该基

因及其编码的蛋白质,首先对其进行了生物信息学分

析[25],结果显示STM14_3199基因所编码的蛋白是一

种未知蛋白(Uncharacterized
 

protein),相对分子质量

约为7
 

ku,只有62个氨基酸,属于微小蛋白(micro-
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protein)。虽然microprotein只是一种小分子蛋白,但
其编码基因却在动植物基因组中大量存在。然而分布

如此广泛的microprotein在动植物体内的功能至今尚

不清楚[26]。
由于STM14_3199蛋白无晶体衍射结构信息及

同源结构,无法从结构方面入手推测其可能在体内外

发挥的作用。同时,其在鼠伤寒沙门菌 ATCC
 

14028
株中氨基酸序列同源性高达75%的蛋白STM14_

1447也是一种功能未知的蛋白,这为对STM14_3199
功能的研究带来一定难度。

为了进一步探索STM14_3199蛋白的生物学功

能,通过原核转录组测序技术分析了STM14_3199过

表达后鼠伤寒沙门菌 ATCC
 

14028株中基因表达的

变化。在本研究中,构建了鼠伤寒沙门菌STM14_

3199基因过表达菌株 WT_3199,将 WT菌株及 WT_

3199菌株培养至对数生长期,提取RNA后建库测序。
每一环节都进行了严格质控,保证所得测序数据可靠,
与参考基因组比对后进行差异基因分析。

聚类分析显示 WT_3199vsWT上调的差异基因

中有许多基因与乙醇胺的利用、无氧呼吸、丙二醇的利

用、以及精氨酸的降解和合成有关,而一些在柠檬酸盐

利用以及精氨酸的代谢途径中发挥功能的基因则发生

了不同程度的下调,提示STM14_3199基因及其编码

的蛋白质很有可能在这些途径中发挥一定的功能。

GO富集分析显示,与 WT菌株相比 WT_3199
菌株在与小分子代谢途径、药物代谢途径、氨基酸活化

以及tRNA氨基酰化等生物学过程中有明显的基因

表达差异;而在细胞组分方面,与胞内组分以及细胞质

相关的基因有显著差异;在分子功能上,差异基因在氨

酰tRNA连接酶活性、碳氧键的形成以及与tRNA有

关的酶催化活性等功能上有明显富集。KEGG分析

显示,差异基因主要富集在在碳代谢、氧化磷酸化、柠
檬酸循环、丙酮酸代谢等途径,这些结果无疑为相关研

究的展开以及研究方向提供了重要线索和思路。
本研究成功构建了沙门菌STM14_3199基因过

表达菌株 WT_3199,并根据转录组学结果分析了

STM14_3199基因可能发挥作用的生物学过程及通

路,为进一步研究STM14_3199基因及其编码的蛋白

质的功能奠定了良好的基础。然而,关于STM14_

3199在碳源利用、精氨酸的合成及分解代谢以及其他

代谢途径的具体作用目前尚不清楚,还需要进一步的

探索及研究。
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