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摘　要　螺旋霉素Ⅰ是一类重要的大环内酯类抗生素，但由于耐药菌的产生限制了临床使用。为了在转录水平上全局性
的了解细菌耐药前后对抗生素响应上的变化和机制，通过基于 ＲＮＡｓｅｑ方法对螺旋霉素敏感菌株 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ
ＡＴＣＣ２９２１３和其诱导耐药突变菌株ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３Ｒ在抗生素压力诱导前后菌体的转录组表达变化进行了分析。研
究结果证明了螺旋霉素Ⅰ可诱导 ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３产生耐药菌株，并通过测序发现该菌的２３ＳｒＲＮＡ２０８９位 Ａ→Ｃ颠
换，该突变位点在Ｓａｕｒｅｕｓ中是首次报道。此外，还发现螺旋霉素Ⅰ能使 ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３Ｒ菌株的３２２个基因上调，
８２个基因下调，其中涉及精氨酸降解的基因ａｒｃＡ，ａｒｃＣ和ａｒｇＦ表达水平分别上调３５，１８０５和３０８４倍，涉及精氨酸合成的
基因ａｒｇＨ和ａｒｇＧ分别下调１３５１和２１４５倍，其综合作用减少精氨酸的内源性合成；因此，精氨酸代谢途径可能成为治疗
２３ＳＲＮＡ突变耐药金黄色葡萄球菌感染新的潜在靶点。
关键词　金黄色葡萄球菌；耐药性；螺旋霉素Ⅰ；转录组分析；精氨酸；代谢途径
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　　金黄色葡萄球菌属于革兰阳性球菌，在美国，
医院感染中有很高比例是由耐甲氧西林金黄色葡

萄球菌（ＭＲＳＡ）引起的，ＭＲＳＡ已对几乎所有种类
的抗生素都产生了耐药性［１］。大环内酯类抗生素

螺旋霉素曾被用于对慢性气道炎症的长期治疗，如

慢性鼻窦炎和弥漫性细支气管炎［２］。这类抗生素

是通过与革兰阳性细菌核糖体５０Ｓ亚基上的２３Ｓ
ｒＲＮＡ结合［３－４］，抑制蛋白质的合成从而达到抑菌目

的。过去的２０年间，由于耐药菌病原体出现，大环
内酯类抗生素的临床使用有所下降。金黄色葡萄球

菌对大环内酯类抗生素有两种常见的耐药机制。第

１种是金黄色葡萄球菌２３ＳｒＲＮＡ基因的突变导致
其与抗生素结合的相互作用力减小。如大肠埃希菌

Ａ２０５８突变为Ｇ，Ｃ，Ｕ，或其附近其他的核苷酸的结
合位点发生突变，这些位点属于大环内酯与 ２３Ｓ
ｒＲＮＡ中央环结合的重要成分［５］。第２种是许多耐
药菌株含有可使２３ＳｒＲＮＡ基因２０５８位点腺嘌呤上
６位氮原子发生单甲基化或双甲基化，这大大降低
了大环内酯类抗生素对核糖体的亲和力。

环境中的抗生素可以诱导细菌产生耐药性并

富集耐药细菌，然而螺旋霉素是如何使敏感型的金

黄色葡萄球菌产生耐药性，以及耐药突变株对螺旋

霉素的反应，人们并不是非常清楚。最近的研究表

明，暴露于抗生素的细菌会发生一个全局性的反

应，而不仅仅是影响到直接参与抵抗抗生素的特定

基因，还有许多看似无关的基因起着不可代替的作

用。转录组学的出现有利于从整体角度对细菌在

抗生素压力下 ｍＲＮＡ的变化进行研究，结果发现
抗生素可以引发细菌广泛的转录水平变化，它们包

括许多基本的代谢途径，转录调控元件［６－７］，还包

括一些参与细胞壁合成和生物膜形成蛋白等［８－９］。

本研究借鉴了前人的方法［１０－１１］，从出发菌株

ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３经不断提高培养基中螺旋霉
素Ⅰ浓度条件下，连续诱导并最终产生稳定耐药菌
株ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３Ｒ，之后从转录组学的角

度，研究了敏感菌和耐药菌在螺旋霉素Ⅰ压力下的
转录方式的转变，较系统地分析和阐述金黄色葡萄

球菌对螺旋霉素Ⅰ的抵抗和耐受机制。用亚抑制
浓度的螺旋霉素Ⅰ（１／８ＭＩＣ）处理细菌，使细菌在
低浓度的抗生素压力下可以继续生长。即使其处

在相对比较正常的生长状态下，从而可以比较客观

地分析抗生素对细菌转录表达谱的影响。同时也

模拟了细菌在自然水域或接受治疗时患者体内低

剂量抗生素的情况。
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　材　料

１１　药品和试剂
阳离子调整肉汤培养基剂、溶葡萄菌素（ｌｙｓｏ

ｓｔａｐｈｉｎ）（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；螺旋霉素Ⅰ（中国河
南天方药业股份有限公司）；细菌基因组 ＤＮＡ纯
化试剂盒（北京天根生化科技有限公司）；Ｔａｑ酶
（日本 ＴａＫａＲａ公司）；ＲＮＡ保护剂（ＲＮＡｐｒｏｔｅｃ
ｔｅｒ）、ＲＮＡ提取试剂盒、无 ＲＮＡ酶 ＤＮＡ酶（ＲＮａｓｅ
ＦｒｅｅＤＮａｓｅＳｅｔ）（德国 Ｑｉａｇｅｎ公司）；ＲＮＡ清洗试
剂盒（ＲＮＡＣｌｅａｎＸＰＫｉｔ，美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；
ＲＮＡ裂解试剂盒（美国 Ａｍｂｉｏｎ公司）；双链 ｃＤＮＡ
合成试剂盒 （ＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔＤｏｕｂｌｅＳｔｒａｎｄｅｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ，美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。
１２　细菌菌株

金黄色葡萄球菌菌株 ＡＴＣＣ２９２１３，来自美国
菌种保藏中心（ＡＴＣＣ）。

"

　方　法

２１　最小抑制浓度的检测
肉汤法，根据美国临床和实验室标准（ＣＬＳＩ）

的方法对细菌抗生素敏感性进行测定［１２］。

２２　螺旋霉素Ⅰ耐药菌株的获得
一个连续的细菌培养装置被设计用于诱导和

获得突变菌株。挑取单落的金黄色葡萄球菌培养

过夜后，按１∶１０００稀释接种在连续培养罐中。细

９３７
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菌在逐渐增加螺旋霉素Ⅰ浓度下进行培养［１３］。每

４天取样测定总体ＭＩＣ，菌落形成单位（ＣＦＵ）和发
酵缺罐内螺旋霉素Ⅰ浓度（ＨＰＬＣ）测定。
２３　亚抑制剂量螺旋霉素Ⅰ扰动金黄色葡萄球菌

出发菌株ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３和经螺旋霉素
Ⅰ诱导产生稳定耐药菌株 ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３Ｒ
在加或不加螺旋霉素Ⅰ（１／８ＭＩＣ，敏感菌和耐药

菌的处理质量浓度分别为０５和３２μｇ／ｍＬ）的浓
度处理。

２４　ＤＮＡ扩增和测序
利用细菌基因组 ＤＮＡ纯化试剂盒分离样品

ＤＮＡ。然 后 以 ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３和 Ｓａｕｒｅｕｓ
ＡＴＣＣ２９２１３Ｒ基因组ＤＮＡ为模板进行常见耐基因
菌的扩增，使用引物见表１。

Ｔａｂｌｅ１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｌｉｓｔｏｆｍａｃｒｏｌｉｄｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓｆｏｒＳａｕｒｅｕｓ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） Ｇｅｎｅ ＮＣＢＩＩＤ Ｌｅｎｇｔｈ
ｅｒｍＡＳ ＴＣＴＡＡＡＡＡＧＣＡＴＧＴＡＡＡＡＧＡＡ ｒＲＮＡａｄｅｎｉｎｅＮ６ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＬＣ１４６９９２１ ６４５ｂｐ
ｅｒｍＡＡ ＣＴＴＣＧＡＴＡＧＴＴＴＡＴＴＡＡＴＡＴＴＡＧＴ
ｅｒｍＢＳ ＧＡＡＡＡＡＧＴＡＣＴＣＡＡＣＣＡＡＡＴＡ ｒＲＮＡａｄｅｎｉｎｅＮ６ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＬＣ１４６９９３１ ６３９ｂｐ
ｅｒｍＢＡ ＡＧＴＡＡＣＧＧＴＡＣＴＴＡＡＡＴＴＧＴＴＴＡＣ
ｅｒｍＣＳ ＡＣＡＧＡＧＧＴＧＴＡＡＴＴＴＣＧＴＡＡＣＴＧＣＣ ｒＲＮＡａｄｅｎｉｎｅＮ６ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＡＢ９８２２２５１ ５３８ｂｐ
ｅｒｍＣＡ ＧＣＴＡＡＴＡＴＴＧＴＴＴＡＡＡＴＣＧＴＣＡＡＴ
ｙｊ２３ｓＳ ＴＴＣＣＴＴＧＴＣＧＧＧＴＡＡＧＴＴＣＣ ｄｏｍａｉｎＶｏｆｔｈｅ２３ＳｒＲＮＡ ＣＰ０１２４０９１ ７６９ｂｐ
ｙｊ２３ｓＡ ＧＴＴＧＧＣＡＣＧＡＣＡＡＣＴＧＧＴＡＣＡＣ

２５　细菌总ＲＮＡ的提取
使用 ＲＮＡ提取试剂盒进行后续 ＲＮＡ提取工

作。使用ＲＮＡ清洗试剂盒和无ＲＮＡ酶ＤＮＡ酶对
总ＲＮＡ质量进一步优化。
２６　ｃＤＮＡ文库构建与测序

每个ＲＮＡ样品取３μｇ，去核糖体 ＲＮＡ后，使
用ＲＮＡ裂解试剂盒将 ｍＲＮＡ裂解约３００ｂｐ的大
小。再使用双链ｃＤＮＡ合成试剂盒生成双链ｃＤＮＡ
文库。送上海伯毫生物技术公司，利用 ｈｉｓｅｑ２５００
高通量测序仪对每个样本测序。

２７　差异基因表达结果和生物信息学分析
为使不同基因、不同样本间的基因表达水平具

有可比性，将Ｒｅａｄｓ转化成ＦＰＫＭ（每１００万个ｍａｐ
上的Ｒｅａｄｓ中 ｍａｐ到外显子的每１０００个碱基上
的ｒｅａｄｓ个数）进行基因表达量的标准化［１４］，再根

据ｅｄｇｅＲ方法计算并选择 Ｑ＜００５（调整后的 Ｐ
值）和｜ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ｜＞２基因为差异表达基因［１５］将

这些差异表达的基因同ＳａｕｒｅｕｓＮＣＴＣ８３２５的基
因组比对，通过 ＤＡＶＩＤ网站进行富集分析，
ＳＴＲＩＮＧ分析差异表达基因间互作关系［１６］，另外用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３４实现可视化。

#

　结果与讨论

３１　耐药突变株的获得及其耐药谱和基因型分析
用连续培养装置模拟环境中抗生素压力对致

病菌的作用来诱导耐药菌株产生，采用螺旋霉素Ⅰ

敏感的金黄色葡萄球菌的 ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３为
出发菌株，该菌株不含已经检测过常见大环内酯类

耐药基因，如 ｅｒｍＡＢＣ。在连续培养和逐步加大螺
旋霉素Ⅰ浓度的条件下，经过１８ｄ的诱导，获得并
分离耐药菌株，命名为 ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３Ｒ，如
图所示，细菌在第１３天和第１８天的 ＭＩＣ浓度分
别为２和１２８μｇ／ｍＬ（图１Ａ）。从第１３天和第１８
天培养基中分离出的８０株单菌中，螺旋霉素耐药
菌株的比例也从０％变为１００％。第１８天挑取的
８０株单菌在无抗生素条件下连续培养５代后，所
有分离株的耐药性均无变化，表明获得的耐药菌株

遗传学上稳定。

６种大环内酯类抗生素和另外５种其他类型
的抗生素（表２）被用来测试菌株的药敏性。结果
表明ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３Ｒ是大环内酯类抗生素
交叉耐药菌株，但对其他类型的抗生素仍然敏感。

对出发菌株 ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３和筛选到的
耐药菌株ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３Ｒ进行常见耐药基
因扩增，两株细菌中已知常见耐药基因 ｅｒｍＡＢＣ均
为阴性。而对 ２３ＳｒＲＮＡ测序结果表明诱导耐药
菌株发生 Ａ２０８９Ｃ突变（Ａ２０６２ＣＥｃｏｌｉ编码）（图
１Ｂ）。共晶结构显示，螺旋霉素Ⅰ的 Ｃ６位置乙醛
取代基和 ２３ＳｒＲＮＡＡ２０６２之间可形成（Ａ２０６２，
Ｅｃｏｌｉ编码）可逆的共价键［１７］。此外，ＦｕｒｎｅｒｉＰＭ
研究人员报道在人支原体和肺炎支原体２０６２位置
的碱基改变与１６元大环内酯类、链阳霉素的抗性

０４７
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相关［１８－２０］。Ｗｅｉｓｂｌｕｍ［２１］称Ａ２０６２Ｃ突变赋予了菌
体耐氯霉素和耐碳霉素和链阳性菌素 Ｂ抗性。因
此，２３ＳｒＲＮＡＡ２０８９Ｃ突变是ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３
转变为耐药菌 ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３Ｒ的主要原
因，这是第１次在甲氧西林敏感型金黄色葡萄球
（ＭＳＳＡ）中发现该特异突变位点。

—●—ＳｐｉｒａｍｙｃｉｎＩｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；—□—ＧｒｏｕｐＭＩＣ

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＣｏｎｔｉｎｕｏｕｓｃｕｌｔｕｒｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３ｗｉｔｈ
ｓｐｉｒａｍｙｃｉｎＩ（Ａ）ＴｈｅｓｐｉｒａｍｙｃｉｎＩｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｙｎａｍｉｃａｎｄｔｈｅＭＩＣ
ｆｏｒｔｈｅｇｒｏｕｐｓｄｕｒｉｎｇｔｈｅｉｎｄｕｃｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓ；（Ｂ）Ｔｈｅｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅ
２３ＳｒＲＮＡｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｔｅｏｆＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３Ｒ

Ｔａｂｌｅ２　ＭＩＣｏｆＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３ＲａｎｄＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３ｔｏ
ａｐａｎｅｌｏｆａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

Ｇｒｏｕｐ ＭＩＣＡＴＣＣ２９２１３ＭＩＣＡＴＣＣ２９２１３ＲＦｏｌｄｃｈａｎｇｅ
Ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ ＞０５ ＞３２ －
Ｃｌａｒｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ ≤０５ ４ ＞８
ＳｐｉｒａｍｙｃｉｎＩ ４ ＞３２ ＞１６
Ｍｅｄｅｍｙｃｉｎ ０５ ＞３２ ＞６４
Ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ １ ８ ８
Ｔｅｌｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ ２ ２ １
Ｏｘａｃｉｌｌｉｎ ０５ ≤０２５ ≤０５
Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ １ ０５ ０５
Ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ １ １ １
Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ≤０２５ ≤０２５ －
Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ≤０２５ ≤０２５ －

３２　螺旋霉素Ⅰ对 ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３Ｒ和
ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３表达谱的作用

ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３Ｒ 和 出 发 敏 感 菌 株
ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３在转录水平上对亚抑制浓度
的螺旋霉素Ⅰ响应的实验流程图请见图２Ａ，结果
显示 了 敏 感 型 金 黄 色 葡 萄 球 菌 Ｓａｕｒｅｕｓ
ＡＴＣＣ２９２１３在０５μｇ／ｍＬ螺旋霉素Ⅰ压力下和耐
药型金黄色葡萄球菌ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３Ｒ在３２
μｇ／ｍＬ螺旋霉素Ⅰ压力下同它们的无抗对照组相
比，转录表达谱的变化情况。测序后 Ｒｅａｄｓ从
１０９８×１０６到１４８８×１０６（表３），同时，螺旋霉素
Ⅰ暴露后，ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３Ｒ被扰动的基因数
比ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３少（图２Ｂ）。

Ｔａｂｌｅ３　Ｓｕｍｍａｒｙｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｄａｔａ

Ｓａｍｐｌｅ ＳａｍｐｌｅＩＤ Ａｌｌｒｅａｄｓ Ｍａｐｐｅｄｒｅａｄｓ ＭａｐｐｅｄＵｎｉｑｕｅｒｅａｄｓ ＭａｐｐｅｄＭｕｌｔｉｒｅａｄｓ Ｍａｐｐｉｎｇｒａｔｉｏ／％
２９２１３＿ｃｏｎｔｒｏｌ Ｘ１Ａ １０９８５４４０ １０９４０７７６ １０８９５６５５ ５３９３ ９９５９
２９２１３＿ＳＰＭＩ Ｘ２Ｂ １３３７６７４８ １３３２４７６４ １３３０２２８６ ４５０６ ９９６１
２９２１３Ｒ＿ｃｏｎｔｒｏｌ Ｘ３Ｃ １３８１２９２６ １３７６５７２０ １３７０９３２９ ７１４５ ９９６６
２９２１３Ｒ＿ＳＰＭＩ Ｘ４Ｒ １４８８８４２２ １４８４０２８５ １４７９８６４１ ６７６０ ９９６８

Ｎｏｔｅ：“ＳＰＭＩ”ｍｅａｎｓ“Ｓｐｉｒａｍｙｃｉｎｌｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ”；“ｃｏｎｔｒｏｌ”ｍｅａｎｓ“ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ”

　　数据显示，在４组样品检测到的２６６８个基因
中，螺旋霉素Ⅰ对 ＡＴＣＣ２９２１３处理同其无抗对照
组相比，及螺旋霉素Ⅰ对 ＡＴＣＣ２９２１３Ｒ处理相对
于对照上调基因分别是４２６个和３２２个，它们之间
共同上调的基因只有１２３个（图２Ｃ），占总上调基
因数的１９７％；另外，螺旋霉素Ⅰ对ＡＴＣＣ２９２１３处
理相对于对照下调基因有８３８个，而螺旋霉素Ⅰ对
ＡＴＣＣ２９２１３Ｒ处理相对于对照相比下调基因只有

８２个（图２Ｄ）；说明它们之间对螺旋霉素Ⅰ响应
方式有很大的不同。这个结果可能是因为螺旋

霉素Ⅰ对敏感型的 ＡＴＣＣ２９２１３核糖体功能的抑
制影响了多数蛋白质的合成；而ＡＴＣＣ２９２１３Ｒ因
对螺旋霉素Ⅰ产生特异的耐药机制，从而规避了
螺旋霉素Ⅰ的抑菌效应，同时减少了其对细菌转
录过程的扰动。
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Ｆｉｇｕｒｅ２　（Ａ）Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｗｏｒｋｆｌｏｗｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓ；（Ｂ）Ｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｏｕｒｓａｍｐｌｅｓ；（Ｃ）Ｔｈｅ
ＶｅｎｎｄｉａｇｒａｍｓｆｏｒｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｏｆＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３ａｎｄＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３ＲｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｓｐｉｒａｍｙｃｉｎＩｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌａｒｅ
ｓｈｏｗｎ；（Ｄ）ＴｈｅＶｅｎｎｄｉａｇｒａｍｓｆｏｒｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｏｆＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３ａｎｄＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３ＲｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｓｐｉｒａｍｙｃｉｎＩｃｏｍｐａｒｅｄ
ｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌａｒｅｓｈｏｗｎＮｏｔｅ：Ｑ＜００５；｜Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ｜≥２

３３　差异基因互作关系及重要的生物代谢通路
对低剂量螺旋霉素Ⅰ作用前后细菌的差异表

达基因互作关系分析结果显示，经过螺旋霉素Ⅰ处
理的 ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３Ｒ和其无抗对照组相
比，精氨酸合成途径和精氨酸脱亚氨途径被强列的

扰动。其中基因 ａｒｇＨ和 ａｒｇＧ表达产物则被分别
下调１３５１和２１４５倍，它们分别编码精氨酸合成
途径中的精氨琥珀酸裂解酶（ａｒｇｉｎｉｎｏｓｕｃｃｉｎａｔｅ
ｌｙａｓｅ［ＥＣ：４３２１］）和精氨基琥珀酸合酶（ａｒｇｉｎｉ
ｎｏｓｕｃｃｉｎａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ［ＥＣ：６３４５］）（图３和表４），
而编码精氨酸分解代谢相关的３个基因：精氨酸脱
亚氨酶（ａｒｃＡ，ａｒｇｉｎｉｎｅｄｅｉｍｉｎａｓｅ［ＥＣ：３５３６］），
氨基 甲 酸 激 酶 （ａｒｃＣ，ｃａｒｂａｍａｔｅｋｉｎａｓｅ［ＥＣ：
２７２２］），和鸟氨酸氨甲酰基转移酶（ａｒｇＦ，ｏｒｎｉ
ｔｈｉｎｅｃａｒｂａｍｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ［ＥＣ：２１３３］）表达水平
分别上调 ３５倍，１８０５倍和 ３０８４倍。另外
ＳＡＯＵＨＳＣ＿０２９６７为一个推测的蛋白精氨酸鸟氨酸
转运体（ａｒｃＤ，ａｒｇｉｎｉｎｅ／ｏｒｎｉｔｈｉｎｅａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ），也在转
录水平上调了 ２５０３倍（表 ４）。其他相关基因：

ａｒｇＲ上调２５６倍，ＡｒｇＲ（Ａｒｇｉｎｉｎｅｒｅｐｒｅｓｓｏｒｐｒｏ
ｔｅｉｎｓ，同Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ中的 ＡｈｒＣ）是一个多功能
的酶，广泛存在于革兰阳性菌和革兰阴性菌中，具

有抑制精氨酸合成和激活精氨酸代谢途径的

作用［２２］。

综上，亚抑制剂量的螺旋霉素Ⅰ特异的激活
ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３Ｒ中的精氨酸脱亚氨基酶途
径。文献［２３－２５］报道，精氨酸脱亚氨基酶途径
可以在厌氧条件下和存在电子传递链缺陷的小菌

落变种中将外源的精氨酸转变为氨甲酰磷酸、二氧

化碳、水、氨和 ＡＴＰ（图３）。而精氨酸脱亚氨基酶
途径可能和细菌 ｐＨ稳态及生物膜的形成相
关［２６－２８］。Ｔｈｕｒｌｏｗ等［２９］报道某些 ＭＲＳＡ菌，如
ＵＳＡ３００ＣＡＭＲＳＡ中存在的 ＡＣＭＥＡｒｃ（ａｒｇｉｎｉｎｅ
ｃａｔａｂｏｌｉｃｍｏｂｉｌｅｅｌｅｍｅｎｔＡｒｃ）系统的增强可能和细
菌适应人体酸性皮肤表面和增强的毒力相关，但在

ＭＳＳＡ中很少有报道。本研究中发现 ＭＳＳＡ来源
的２３ＳｒＲＮＡＳＮＰ突变株在亚抑制剂量的螺旋霉素
Ⅰ条件下，可激活精氨酸脱亚氨基酶途径。

２４７
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Ｆｉｇｕｒｅ３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｒｇｉｎｉｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ［２７］ ｉｎｓｐｉｒａｍｙｃｉｎＩｔｒｅａｔｅｄＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３Ｒ ｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌＮｏｔｅ：Ｔｈｅｒｅｄｃｏｌｏｕｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ，ａｎｄｇｒｅｅｎｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ

Ｔａｂｌｅ４　ＡｒｇｉｎｉｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｔｈａｔｗｅｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｓｐｉｒａｍｙｃｉｎＩｔｒｅａｔｅｄＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３Ｒｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ ２９２１３Ｒ＿Ｃｏｎｔｒｏｌ＿ＦＰＫＭ ２９２１３Ｒ＿ＳＰＭＩ＿ＦＰＫＭ Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ －ｌｇ（Ｑｖａｌｕｅ）

ａｒｇＨ
Ａｒｇｉｎｉｎｏｓｕｃｃｉｎａｔｅｌｙａｓｅ（ＡＳＡＬ）
（ＥＣ４３２１）（Ａｒｇｉｎｏｓｕｃｃｉｎａｓｅ）

１５８１１ １１７１ －１３５１ ５３９８

ａｒｇＧ
Ａｒｇｉｎｉｎｏｓｕｃｃｉｎａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ（ＥＣ６．３．４．５）
（Ｃｉｔｒｕｌｌｉｎｅａｓｐａｒｔａｔｅｌｉｇａｓｅ）

１２１１８ ５６５ －２１４５ ６１７２

ａｒｃＡ
Ａｒｇｉｎｉｎｅｄｅｉｍｉｎａｓｅ（ＡＤＩ）（ＥＣ３．５．３．６）
（Ａｒｇｉｎｉｎｅｄｉｈｙｄｒｏｌａｓｅ）（ＡＤ）

７５００ ２６２４９１ ３５００ ８７４１

ａｒｃＣ Ｃａｒｂａｍａｔｅｋｉｎａｓｅ２（ＥＣ２７２２） ２４７６３ ４４６９６１ １８０５ ６２２２
ａｒｃＲ ＨＴＨｔｙｐｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｏｒＡｒｃＲ ２８７２０ ４７９２４７ １６６９ ５９３５

ａｒｇＦ
Ｏｒｎｉｔｈｉｎｅｃａｒｂａｍｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＯＴＣａｓｅ）
（ＥＣ２．１．３．３）

１１５７５ ３５６９８７ ３０８４ ８２７３

ａｒｇＲ Ａｒｇｉｎｉｎｅｒｅｐｒｅｓｓｏｒ ７４４ １９０３ ２５６ ２０１
ＳＡＯＵＨＳＣ＿０２９６７
（ａｒｃＤ）

Ａｒｇｉｎｉｎｅ／ｏｒｎｉｔｈｉｎｅａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ，ｐｕｔａｔｉｖｅ １４００１ ３５０４０６ ２５０３ ７４８１

　　螺旋霉素Ⅰ处理后 ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３的核
糖体蛋白基因表达强烈上调，这可能是由于螺旋霉

素Ⅰ对蛋白质合成缺陷的正反馈调节。另外，核糖
体功能缺陷使生命活动相关的各种酶缺乏，包括转

录酶系，进一步导致ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３基因表达
的大规模下调。那些下调的基因参与了许多主要的

代谢途径，如糖酵解和糖异生过程。ＤＡＶＩＤ数据反
映的ＳａｕｒｅｕｓＡＴＣＣ２９２１３的代谢通路富集情况可以
用螺旋霉素Ⅰ抑菌原理解释，进一步确定了本方法的
可行性，并从测面验证了本研究的其他结论。

$

　结　论

抗生素污染和细菌耐药性是本世纪严重的公

共卫生问题。在本研究中，本实验室模拟了暴露在

抗生素环境中细菌，结果发现１６元环大环内酯类
抗生素螺旋霉素Ⅰ可导致其在敏感型金黄色葡萄
球菌２３ＳｒＲＮＡ的作用靶位 Ａ２０６２Ｃ突变，这一位
点突变在金黄色葡萄球菌中的是首次报道。另外，

转录组分析数据表明，螺旋霉素Ⅰ可显著上调
Ａ２０６２Ｃ突变菌株精氨酸脱亚氨途径的上调表达，
此通路的上调表达在ＭＳＳＡ菌株中亦是首次报道，
通过过往文献可预测此通路上调可使该耐药菌株

更适应其在人体皮肤定植和逃避人体免疫，具体机

制还需进一步研究。
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