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病原菌非编码 sＲNA 的功能及研究新方法
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摘要 细菌中的非编码小 ＲNA( small ＲNA，sＲNA) 作为一种靶向调控分子在细胞生理代谢过程中

具有重要作用。sＲNA 作用于特定靶标，调控基因的表达。大肠杆菌大约有 100 种 sＲNA，其中 1 /3
sＲNA 需要伴侣蛋白 Hfq 的介导。病原细菌中 sＲNA 分子如何调控致病基因的表达，目前研究仍处

于初级阶段。本文将从生物膜形成、细菌耐药性以及对宿主的影响等方面，结合新颖的 sＲNA 的研

究方法，综述 sＲNA 在调控代谢网络及控制病原菌致病性方面的作用。
关键词 非编码 sＲNA; 生物膜形成; 细菌耐药性; 双 ＲNA-Seq; LIGation of interacting ＲNA followed
by high-throughput sequencing
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Abstract The small non-coding ＲNA as a special targeting regulator plays a key role in cell
metabolism process for bacteria． sＲNAs interplay with specific targets to regulate gene expression． In
Escherichia coli， there are about 100 sＲNAs have been experimentally confirmed， in which
approximately one-third interact with sＲNA chaperone Hfq． For pathogenic bacteria，regulation of
the expression of virulence genes mediated by sＲNAs is still in its initial stage to date and it needs to
study deeply and pertinently． Based on this，the article focus on the roles of sＲNAs in biofilm
formation，bacterial resistance，physiology and the effect on hosts，and is combined with novel
methods simultaneously to elaborate the function of sＲNAs in the regulation of the metabolic network
and the control of bacterial pathogenesis．
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细菌感染伴随着人类社会的发展而滋生和蔓

延，给人类生活各方面造成了沉重负担。病原细菌

的致病力取决于致病因子的表达。在很大程度上，

致病因子的表达决定了病原细菌的生存能力。在病

原菌与宿主的长期相互作用中，病原菌通过感应其

所处环境刺激( 如温度、pH 值、氧含量、渗透性等)

快速调节基因的表达，以适应宿主内环境并在宿主

内存活［1-3］。近年研究表明，细菌内也存在类似于真

核生物中的 microＲNA、长度为 45 ～ 500 nt 的调控

ＲNA—非编码 小 ＲNA ( small ＲNA，sＲNA ) ［4］。目

前，在 大 肠 杆 菌 中 已 发 现 约 100 种 sＲNA，其 中
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50. 5%的 sＲNA 已知其功能［5，6］，其余 sＲNA 功能尚

未确定。已知 sＲNA 的作用方式有 2 种［7，8］: ( 1) 与

相应的靶标 mＲNA 进行碱基互补配对，阻碍 ( 或促

进) 蛋白质的翻译或影响 mＲNA 的稳定性，达到调

控基因表达的目的; ( 2) 与调控蛋白质直接结合，使

其无法与目标 mＲNA 结合，从而调控基因表达［9］。
迄今为止，大约有 1 /3 的 sＲNA 需要伴侣蛋白 Hfq
的介导［10］。

病原菌进入宿主体内后，sＲNA 响应宿主微环

境的变化，调控细菌代谢尤其是毒力基因的表达。
目前，已发现多种 sＲNA 与细菌致病性和毒力相关，

sＲNA 在调控转录因子和毒力基因的表达、调节外

膜蛋白的合成、脂多糖( lipopolysaccharide，LPS) 的修

饰、生物膜的形成和群体感应等方面具有十分重要

的作用［11-13］。然而，国内外关于 sＲNA 调控代谢网

络和影响致病性方面的研究仍然处于初级阶段。基

于此，本文将从生物膜形成、细菌耐药性以及对宿主

影响等方面，结合新颖的 sＲNA 研究方法，对细菌

sＲNA 的作用进行综述，为病原菌毒力调控领域提

供理论依据。

1 sＲNA 对生物膜形成及其相关表型的调控

微生物以多种方式适应生存环境的变化［14］。
对于细菌而言，形成生物膜 ( biofilm，BF) 是非常重

要的环境适应机制。当细菌受到压力刺激时，为了

抵抗不利环境，细菌将自身合成的水合多聚物粘附

在固体表面，以固着方式生长从而形成生物膜。生

物被膜的存在使细菌在生理、代谢、对底物的降解或

利用、对环境的抵抗能力等方面具有独特优势，对抗

生素和宿主免疫防御的抵抗性增强［15，16］。细菌生

物膜的形成是复杂的生理过程。与生物膜形成相关

的基因已通过基因芯片及系统的基因敲除研究得到

证实［17，18］。与鞭毛相关的运动迁移性、细胞表面的

附属物( 如 I 型菌毛或 curli 菌毛、脂多糖) 以及表多

糖等都是细菌起始粘附和生物膜成熟过程中的重要

因素。
生物膜的形成依时间或特定环境信号的改变而

受到严格的调控。sＲNA 响应特定的环境刺激因子

并且对逆境胁迫调节相关的基因起调控作用［19］。
因此，sＲNA 可能参与环境因子调控生物膜形成的

网络。已有文献报道，影响 flhDC、rpoS 及 csgD 表达

的 sＲNA 会影响生物膜的形成［20，21］。Bak 等［5］构

建了 99 个 sＲNA 过表达质粒，分析它们对生物膜形

成及相关表型的影响。发现 33 个 sＲNA 显著影响

生 物 膜 的 形 成、细 菌 的 迁 移 性 ( swimming 及

swamming) 、I 型菌毛或 curli 菌毛的形成，其中 5 个

sＲNA 既抑制 I 型菌毛形成也抑制生物膜形成，其余

sＲNA 只对其中一种表型产生影响( Table 1) 。有些

sＲNA 作用于生物膜相关基因 csgD、flhD 或 pagA 而

直接或间接地影响生物膜的形成。但是，sＲNA 调

控生物膜形成相关表型的作用机制尚不清楚，需要

更进一步地研究分析去阐明 sＲNA 在生物膜形成过

程中的作用机制。

2 sＲNA 对细菌耐药性的作用

抗菌药物 不 合 理 使 用 导 致 细 菌 耐 药 性 频 频

出现，严 重 威 胁 着 人 类 健 康 和 生 活 质 量［22，23］。
因此，开发新型抗生素治疗耐药细菌感染迫在眉

睫。细菌外 排 泵 ( efflux pump ) 是 重 要 的 细 菌 耐

药机制。大肠杆菌存在 5 类多药物外排泵，使得

菌体 对 一 系 列 抗 生 素 和 化 合 物 具 有 很 强 抗

性［24］。尽管细 菌 外 排 泵 的 结 构、组 装 及 功 能 已

为人知，其转录水平的调控机制也已部分探明。
但是，外排泵转录后调控机制仍鲜为人知。非编

码 sＲNA 在基因表达的转录后调控中起着至关重

要作 用。Parker 等［23］ 发 现，依 赖 Hfq 的 sＲNA
( SdsＲ) 对细菌 AcrAB-TolC 外排泵相关的基因具

有调控作用。SdsＲ 与 tolC mＲNA 的 5'-UTＲ 碱基

互补配对，下调 tolC 的表达，导致 TolC 蛋白的减

少，增强菌 株 对 抗 生 素 的 敏 感 性。另 外，在 大 肠

杆菌及沙门氏菌的多重耐药菌株中，过表达 SdsＲ
将减弱菌株对喹诺酮类抗生素的耐药性，如左氧

氟沙 星、萘 啶 酮 酸、诺 氟 沙 星 等 药 物。Nishino
等［22］指出，过表达 DsrA 能够减弱细菌对苯唑西

林、氯唑西林、红霉素、罗丹明 6G 和新生霉素的

敏感 性。其 作 用 机 制 可 能 是 依 赖 ＲpoS-DsrA-
HNS 通路激活 MdtEF 多药排出泵相关基因 的 表

达，从而 调 控 细 菌 对 多 种 药 物 的 敏 感 性。Kim
等［25］在大肠杆菌及沙门氏菌中利用 26 个 sＲNA
针对 5 大类抗生素作系统筛选分析。其中，9 种

sＲNA ( ChiX，CyaＲ，MicC，MicF，OxyS，ＲseX，

ＲybD，ＲyeB，SgrS) 过表达菌株对抗生素表现为

耐药或敏感( Table 2 ) ; 然而，8 种 sＲNA 过表达菌

株 ( ArcZ，GcvB， IS118，MicA，ＲprA，ＲybB，

ＲydC，Spot42 ) 对 某 些 抗 生 素 耐 药，同 时 对 另 一

些抗生素敏感( Table 2 ) ，具体的作用机制还有待

验证。综上所述，研究 sＲNA 对细菌外排泵的作

用将有利于促进新型抗生素增效剂的研发。
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Table 1 The effect of sＲNA on biofilm formation and related phenotypes
sＲNA Biofilm* Swimming* Swamming* Type I* Curli* Hfq＊＊ Function＊＊＊

GlmY － Y
ArcZ － － － Y
Och5 + － － N
DicF － － － + Y
ＲyfB － － N
DsrA － － － － + Y
IS118 － － － － － N
OxyS － － － + Y
OmrA － － － － + Y
ＲyfD － － N
ＲdlC － Y
MicC － + Y
GadY － + Y
CsrB － + Y
CsrC + － + Y
SdsＲ － － Y
ＲyeF － + N
GcvB + － + Y
MicA － + － － + Y
ＲdlB － － Y
ＲprA － － + Y
ＲyfA － － － N
ＲseX + － － Y
SgrS + － － + Y
ＲydC － － + Y
ＲyhB － － + Y
ＲybB － － + Y
MicM － － － + Y
CyaＲ － + Y
OmrB － + Y
McaS － + － Y
FnrS + + Y
SroC － + N

* － represents repression; * + represents activation; ＊＊ + means sＲNAs interacted with Hfq;
＊＊＊: Y is Yes; means that functions of sＲNAs are known; N is No; means that functions of sＲNAs are unknown

3 sＲNA 对宿主细胞的影响

3. 1 细菌外膜囊泡的 sＲNA 介导病原菌与宿主之

间的相互作用

目前，细菌 sＲNA 的研究主要集中于它们对于

细菌自身的作用，sＲNA 在种间的作用尚不清楚。
细菌外膜囊泡( outer membrane vesicles，OMVs) 介导

的蛋白质传递是宿主与病原菌相互作用的重要机

制，它以特殊的作用方式影响宿主细胞［26］。OMVs
是革兰氏阴性菌分泌的直径为 50 ～ 250 nm 的球状

颗粒，包含脂质、蛋白质、脂多糖和 DNA，参与群体

感应，向宿主细胞传递毒力因子、毒素，并介导宿主

细胞的免疫反应。越来越多的研究表明，OMVs 包

含许多 sＲNA，可能对宿主的 mＲNA 功能或稳定性

起作用。绿脓假单胞菌属于革兰氏阴性菌，与其他

革兰氏阴性菌一样产生外膜囊泡。Koeppen 等［27］

发现，绿 脓 假 单 胞 菌 属 分 泌 的 OMVs 中 包 含

sＲNA52320，能够被传递到宿主细胞并影响宿主细

胞的靶 mＲNA 表达。sＲNA52320 是源于铜绿假单

胞菌蛋氨酰 tＲNA 的一种 sＲNA，其在 OMVs 中含

量很高。当 sＲNA52320 从 OMVs 转移到宿主细胞

时，将减少原代培养的人呼吸道上皮细胞中由 LPS
和 OMVs 诱 导 的 IL-8 的 分 泌，同 时 sＲNA52320
也会 减 弱 OMVs 诱 导 的 KC ( keratinocyte-derived
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chemokine) 细胞因子的分泌以及小鼠肺组织中性粒

细胞的浸润。OMVs 介导的 sＲNA 向宿主细胞的传

递可能在所有革兰氏阴性菌中是共通的。志贺杆菌

( Shigella ) 、沙 门 氏 菌 ( Salmonella ) 和 克 雷 伯 菌

( Klebsiella) 等临床菌株在感染宿主的过程中可能会

通过此机制获得感染优势。OMVs 中的 sＲNA 也可

能介导细菌与同一生态位的其它微生物竞争。未来

的研究需将进一步阐述 OMVs 中的 sＲNA 在微生

物-宿主以及微生物-微生物之间的相互作用，为开

发新的抗感染制剂提供新思路。
Table 2 sＲNA-mediated stress responses to the different antibiotics

GEN MEM CEF CFM CTX CXM LVX LOM NAL NOＲ MIN APＲ STＲ FUX NEO

Ｒ

MicF Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ
OxyS Ｒ
ＲseX Ｒ
ＲybD Ｒ

S

ChiX S S S S S S
CyaＲ S S
MicC S
ＲyeB S S S
SgrS S S S

Ｒ + S

ArcZ Ｒ S Ｒ Ｒ
GcvB Ｒ S S S S
IS118 Ｒ Ｒ S
MicA Ｒ S S Ｒ
ＲprA Ｒ Ｒ S
ＲybB Ｒ S Ｒ S Ｒ
ＲydC Ｒ S S S S S
Spot42 Ｒ S S

S represents susceptibility; Ｒ represents resistance; CEF，cefalotin; CFM，cefixime; CTX，cefotaxime; CXM，efuroxime; GEN，
gentamicin; LVX， levofloxacin; LOM， lomefloxacin; MEM， meropenem; MIN， minocycline; NAL， nalidixic acid; NOＲ，
norfloxacin; APＲ，apramycin; STＲ，streptomycin; FUX，cefuroxime; NEO，neomycin

3. 2 sＲNA 影响宿主细胞的免疫反应

在病原菌与宿主相互作用时，sＲNA 除了对病

原菌相应的靶标起调控作用，还会使宿主细胞内的

基因表达谱发生变化［28］。在细菌粘附于宿主细胞

表面并进入细胞内部的过程中，sＲNA PinT 与伴侣

蛋白 Hfq 相结合，调控 SPI-1 所编码效应蛋白及 SPI-
2 编码毒力因子的时序性表达，促进细菌从侵染的

原发病灶转移至胞内进行增殖，从而逃避宿主免疫

的杀灭。同时，PinT 活性也影响宿主的免疫反应。
比较缺失 pinT 基因的沙门氏菌感染与野生型沙门

氏菌感染的宿主细胞的转录本差异，发现细胞内许

多基因表达水平发生改变，比如，长链非编码 ＲNAs
( long noncoding ＲNAs，lncＲNAs) ，线粒体基因超活

化，参与先天免疫通路的蛋白质( 例如，白介素-8) 的

mＲNA 丰度增加，SOCS3 蛋白 ( 能够调控炎症反应

JAK-STST 信号通路的蛋白质) 的活化得到增强。炎

症反应 JAK-STST 信号通路的动态平衡对沙门氏菌

在宿主中获得最佳感染非常重要。
3. 3 sＲNA 影响病原菌的定植能力

越来越多的研究表明，sＲNA 在细菌的生理学

及致病机制中具有重要作用。在霍乱弧菌中，受 σE

调控的 sＲNA VrrA 通过影响外膜囊泡 OMVs 的释放

来调控病原菌的致病性［11］。VrrA 与外膜蛋白 ompA
mＲNA 5'端( 包括核糖体结合位点以及部分编码区)

的不完全碱基互补配对导致 OmpA 的表达水平下

降，进而减弱霍乱弧菌在小鼠小肠中的定植能力。
同时 OmpA 的下降又会促使细菌释放大量的外膜囊

泡，来 保 护 细 菌 免 受 外 界 环 境，诸 如 UV 等 的 伤

害［29，30］。研究还发现，VrrA 的过表达降低毒素共

调菌毛蛋白 TcpA 的表达，减弱霍乱弧菌的毒力，而

VrrA 的缺失将促使大量霍乱弧菌定植在小鼠肠道

中。Le Pabic 等［31］发现，致病性金黄色葡萄球菌的

sＲNA SprC 与编码细菌自溶素( autolysin，ATL) 的 atl
mＲNA 相互作用，阻止核糖体的进入、抑制自溶素的

表达。小鼠感染模型的实验表明，SprC 的诱导表达

减弱细菌毒力，同时降低其在细胞中传播及其它部

位的定植。在金黄色葡萄球菌侵染进入宿主细胞

后，随着感染时间的延长，SprC 的表达水平下降，进

而增强细菌对宿主免疫细胞的抵抗能力。除此之

外，沙门氏菌中的 sＲNA SgrS 对毒力因子的调控能
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够介导其感染宿主细胞［32］; 霍乱弧菌的 sＲNA TarA
介导病原体在幼鼠体内的定植［33］; 在大肠杆菌及沙

门氏 菌 中，sＲNA Chix ( 也 叫 ＲybC，或 MicM，或

SorB) 也可影响细菌在宿主体内的毒性［34，35］。综上

所述，sＲNA 通过影响特定的靶标参与细菌致病性、
宿主免疫系统的调控，诠释了 sＲNA 在毒力调控方

面的作用。

4 sＲNA 调控作用的研究方法

目前，非编码 sＲNA 的研究十分火热，如何深入

研究非编码 sＲNA 的功能是大家关心的问题。现有

的方法存在耗时长、灵敏度低、应用范围小、只适用

于单一物种等缺点，导致 sＲNA 调控病原致病机制

的研究报道较少。因此，有效可靠的研究 sＲNA 调

控作用的方法将大大推动该领域的发展。
4. 1 双 ＲNA-seq

Westermann 等［28］ 利用双 ＲNA-seq ( dual ＲNA-
seq) 的方法研究了非编码 sＲNA 在宿主与病原菌相

互作用中的作用。双 ＲNA-seq 是一种在感染过程

中同时研究细菌与宿主 sＲNA 的新技术，可以揭示

感染初期阶段和后期阶段两者转录谱的改变。研究

者利用该技术分析评价人的 HeLa 细胞及沙门氏菌

在感染过程中基因表达的变化。并重点关注细菌感

染细胞的过程中表达水平发生变化的 mＲNAs 及有

调控作用的 ＲNAs。细菌非编码 sＲNA 的表达受到

环境信号的严格调控，在细菌受到外界刺激时发挥

作用，包括响应宿主细胞的变化等。当沙门氏菌进

入宿主细胞后，随着微环境的改变，sＲNA 的表达发

生变化。PinT 是其中变化较大的 sＲNA，它是 1 个

含有 80 个碱基的 sＲNA，在感染宿主细胞时被诱导

表达，同时被细菌的 PhoP /Q 系统激活。PinT 能够

与伴侣蛋白 Hfq 结合调控靶 mＲNA 的时序性表达，

对于沙门氏菌在宿主体内的生存是非常重要的。同

时 PinT 还调控肠道沙门氏菌的其它基因; 可能影响

宿主转录模式，导致 lncＲNAs 改变以及激活宿主细

胞相关信号通路开放。双 ＲNA-seq 的应用揭示了

细菌 sＲNA 的功能。sＲNA PinT 暂时性地控制与入

侵相关效应子表达、病原体在细胞内存活所需的毒

性基因表达，也改变宿主的编码转录体和非编码转

录体的表达。这一高通量筛选方法的应用，有助于

揭示感染过程中的关键致病机制。双 ＲNA-seq 技

术不仅在 ＲNA 研究上为胞内病原菌与宿主的互作

的研究提供了很好的范例，同时也为病原菌中一些

未知功能基因的研究提供新的线索。

4. 2 LIGＲ-seq
另外，Sharma 等［36］发明了一种可以研究不同

ＲNA 分 子 之 间 相 互 作 用 的 新 技 术——— LIGＲ-seq
( LIGation of interacting ＲNA followed by high-
throughput sequencing) 。当 2 个 ＲNA 分子有相匹配

的序列时，会像尼龙搭扣一样粘在一起。然后，将成

对的 ＲNA 结构从细胞移除，并采用最先进的测序方

法进行分析，以精确地确定粘在一起的 ＲNA。此技

术在真核细胞上进行，具体操作方法: ( 1 ) 细胞与

AMT( 4’-aminomethyltrioxalen) ( 可以嵌入 ＲNA 二倍

体) 一起孵育，365 nm 的紫外光辐射; ( 2) ＲNA 提取

后使用 DNase1 处理，去除 rＲNA; ( 3 ) 使用 S1 核酸

酶消化 ＲNA 生成的末端可以与 circＲNA 连接酶的

连接反应兼容; ( 4) 使用 ＲNase Ｒ 富集交联的 ＲNA，

并应用 254 nm 的紫外光辐射逆转交联; ( 5 ) 利用

“Aligater”分析方法对 ＲNA-ＲNA 嵌合阅读框进行

检测和评价。平行处理的对照样本以不添加 AMT
或者连接酶的方式处理。LIGＲ-seq 的检测优势主

要体现在: ( 1 ) 可以观察活细胞内的 ＲNA 相互作

用; ( 2) 不需要通过芯片等常规方法预选 ＲNA，就可

以观察细胞在整体水平发生的变化及它们是怎样影

响细胞功能的，并利用这些信息开展新的研究。

5 问题与展望

非编码 sＲNA 调控致病因子的研究是病原菌毒

力表达调控和细菌 sＲNA 研究领域的交叉前沿之

一，也是近年来许多科研团队所致力发展的主要方

向。虽然已经预测并得到实验验证的 sＲNA 多达百

余种，但其具体的作用靶标、作用机制仍需科学、系
统的研究方法去证实。另一方面，在病原菌与宿主

的相互作用中，sＲNA 在种间的调控作用以及 sＲNA
与宿主之间的关系需进一步地研究，以便研究者能

够清楚 sＲNA 在病原菌感染宿主过程中的调控作

用，为新型抗菌药物的筛选提供潜在的作用靶点和

相关信息。
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