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·基础研究·
海分枝杆菌中 sRNA5.85的功能及调控机制探索 *
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摘要 目的：鉴定海分枝杆菌（Mycobacterium marinum）中 sRNA5.85的存在，探究 sRNA5.85对分枝杆菌的生理影响及调控机制。

方法：Northern-blot验证分枝杆菌中 sRNA5.85的存在后，利用 pMV261质粒，构建 sRNA5.85过表达重组海分枝杆菌（5.85-OE

株），观察重组菌株在体外生长、滑动能力及菌落形态变化。通过人源巨噬细胞感染模型，评估重组菌株的入胞及胞内增殖能力，

LDH检测感染后的细胞活力。利用斑马鱼感染模型，验证 sRNA5.85对细菌毒力的影响。结合 targetRNA2与 IntaRNA预测工具，

预测 sRNA5.85的潜在靶标及互作位点，并使用 qRT-PCR验证。结果：海分枝杆菌基因组中存在 sRNA5.85。过表达 sRNA5.85不

改变重组菌株的体外生长、滑动能力和菌落形态；5.85-OE株感染巨噬细胞 48 h后，不影响 THP-1的细胞活力，细菌胞内增殖能

力与野生型无显著差异；sRNA5.85过表达会提高海分枝杆菌长期感染过程中，在斑马鱼体内的载菌量。targetRNA2预测的 4个

潜在靶基因 MMAR_3476、MMAR_4052、MMAR_3482、MMAR_2920的转录水平随 sRNA5.85过表达而显著上调，MMAR_3476及
MMAR_4052共享同样的与 sRNA5.85的互作位点。结论：sRNA5.85可通过调控低氧响应相关基因的表达，提高长期感染过程中

对斑马鱼的毒力。本研究为致病性分枝杆菌中 sRNA的挖掘和功能解析提供了重要线索。
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Exploration of the Function and Regulatory Mechanism of sRNA5.85
in *

To identify the presence of sRNA5.85 and investigate its physiological effects and regulatory mechanisms

in Mycobacterium marinum (M. marinum). The presence of sRNA5.85 was validated through Northern blot analysis in M. mar原
inum. Following this, the sRNA5.85 overexpression recombinant strain (referred to as the 5.85-OE strain) was constructed using the

pMV261 plasmid. And M.marinum wild type strain with empty pMV261 plasmid was used as control strain (referred to as the WT-EV

strain). In vitro experiments were conducted to observe the growth kinetics, sliding motility, and colony morphology of the 5.85-OE

strain. To examine its behavior within human macrophages THP-1, an infection model was employed to assess the entry and intracellular

proliferation of the 5.85-OE strain, with cell viability post-infection determined using LDH assays. Furthermore, a zebrafish infection

model was utilized to validate the impact of sRNA5.85 on bacterial virulence. Prediction of potential target genes and interaction sites of

sRNA5.85 was carried out using targetRNA2 and IntaRNA tools, with subsequent validation performed using qRT-PCR. The

sRNA5.85 was found to exist in the M.marinum. Overexpression of sRNA5.85 did not alter the in vitro growth, sliding ability, or colony
morphology of the recombinant strain. After infecting macrophages with the 5.85-OE strain for 48 hours, THP-1 cell viability was not

affected, and bacterial intracellular proliferation ability was not significantly different from the wild type strain. Overexpression of

sRNA5.85 increased the bacterial load in zebrafish during long-term infection. The transcription levels of four potential target genes

(MMAR_3476, MMAR_4052, MMAR_3482, MMAR_2920) predicted by targetRNA2 were significantly upregulated with sRNA5.85
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overexpression. MMAR_3476 and MMAR_4052 shared the same interaction site with sRNA5.85. The findings reveal that

sRNA5.85 enhances virulence towards zebrafish during extended infection periods by modulating the expression of low-oxygen

response-related genes. This study offers crucial insights into understanding and unraveling the role of sRNA in pathogenic mycobacteria.

Mycobacterium marinum; Zebrafish; sRNA; Target gene

前言

海分枝杆菌（Mycobacterium marinum, M.marinum）是一种
慢生长的致病性非结核分枝杆菌，可导致鱼类患病。它也会感

染人类引发皮肤溃烂，是肺外分枝杆菌感染的原因之一[1]。M.
marinum与结核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis, M.tb）亲
缘关系相近，二者同属胞内病原菌[2]，对天然宿主的毒力和免疫

病理相对保守[3,4]，因此也是研究 M.tb 的重要模式菌株。
病原菌感染过程中，需要对抗宿主体内高度异质化的生理

环境，如营养限制、活性氧和活性氮、缺氧和酸胁迫等[5]。细菌

sRNA通过转录后调控功能，可迅速响应及应对多变的应激环

境[6]，并且与细菌生长代谢[7]及毒力[8]密切相关。目前，分枝杆菌

中的 sRNA研究主要集中在M.tb，已有 60多个 sRNA已得到

实验证实，其中具有功能表征的仅有 8个[9,10]。而在 M.marinum
中仅有 15个 sRNA被预测到，有且只有 1个 sRNA被鉴定[11,12]，

尚未有 sRNA的功能被表征。

在本研究中，我们参照 Arnvig的 sRNA预测方案[13]，基于

M.marinum转录组数据，预测并证实了 sRNA5.85的存在。通过

构建 sRNA5.85过表达重组 M.marinum，利用巨噬细胞及斑马
鱼感染模型探究其具有的功能；使用 RNAtarget2进一步预测

并验证其潜在的靶标mRNA，初步揭示 sRNA5.85的调控机制。

1 材料与方法

1.1 材料

大肠埃希菌（Escherichia coli, E.coli）Trans DH5琢感受态菌
株（擎科生物技术股份有限公司购入)；海分枝杆菌（Mycobac原
tierum marinum, M.marinum）野生型 1218R菌株，多伦多大学

Liu lab惠赠；pMV261大肠杆菌 -分枝杆菌穿梭质粒，本实验

室保存；人单核细胞系 THP-1，本实验室保存；3-4月龄 AB品

系斑马鱼（Danio rerio）购自南京一树梨花；细菌基因组抽提试

剂盒购自天根生化科技公司；质粒小量抽提试剂盒购自天根生

化科技公司；通用型 DNA回收试剂盒购自天根生化科技公司；

逆转录试剂盒购自日本 TaKara公司；T7体外转录试购自日本

TaKara公司；化学发光法生物素标记核酸检测试剂盒购自碧

云天生物技术公司；miScript SYBR誖 Green PCR Kit购自德国

Qiagen公司；Middlebrook 7H9培养基粉末购自美国 BD公司；

Middlebrook 7H10培养基粉末够自美国 BD公司；乳酸脱氢酶

细胞毒性检测试剂盒（LDH）购自碧云天生物技术公司；ABI

Pro FlexTM PCR仪（ABI）；Power Pac basic电泳仪购自美国伯

乐公司；凝胶成像系统购自美国 UVP公司；紫外交联仪购自美

国 UVP公司；宏观变倍体式显微镜 Axio Zoom.V16购自德国

蔡司公司；荧光定量 PCR仪够自美国 LifeTechnologies公司；

分子杂交仪 FYY3型购自兴化市分析仪器厂；化学发光成像仪

CLINE购自上海勤翔科学仪器有限公司。

1.2 方法

1.2.1 海分枝杆菌培养及基因组提取 在不含或含有卡那霉

素抗生素（工作浓度为 50 滋g/mL）和 10% OADC的 7H10固体

培养基上将 M.marinum甘油菌划线（WT-EV及 5.85-OE为卡

那霉素抗性），30 ℃恒温培养 7 天左右。挑取单克隆在含

OADC及抗生素的 7H9液体培养基中 30 ℃恒温震荡培养至

对数期。收集对数生长期的 M.marinum1218R野生型菌株菌体，
采用 TIANGEN细菌基因组 DNA提取试剂盒（离心柱型）按照

说明书进行基因组提取。

1.2.2 引物设计合成及质粒测序 从Mycobrowser（https://my-

cobrowser.epfl.ch）上获取 1218R菌株中 sRNA5.85的序列信息

及内参 5S rRNA的序列信息，使用 Primer7软件设计 PCR的

引物，并在 R端引物前插入 T7 promotor序列。根据靶标基因

序列信息，利用 Primer7软件设计引物；聚合酶链反应（PCR）所

需的引物合成和测序都由北京擎科生物科技公司完成

1.2.3 sRNA的预测及 Northern印迹鉴定 参照 Arnvig等人[13]

的 sRNA预测筛选方案，在M.marinum转录组数据中筛选 sRNA

（GEO database，BioProject ID:PRJNA588556）。收集对数生长期

的 M.marinum菌体用 TRIzol（Invitrogen）充分重悬菌体并转移

至装有石英砂的研磨管中，放入组织研磨仪中 5000 rpm研磨

30 s，重复研磨 4次。用三氯甲烷 -异丙醇 -乙醇（4℃预冷）提

取总 RNA，加入 30 滋L RNase free水使沉淀充分溶解并测定

RNA浓度，按所需 RNA量进行分装，保存于 -80℃。使用表 1

中的引物，从野生型 M.marinum1218R菌株的基因组中扩增带
有 T7启动子序列信息的内参 5S rRNA及 sRNA5.85的 DNA

片段，并利用体外转录试剂盒转录合成含有生物素标记的单链

RNA探针。按照刘等人的方法[14]进行总 RNA分离、转膜及杂

交，并使用碧云天 D3308化学发光生物素标记核酸检测试剂

盒进行显影，完成 Northern印迹鉴定。

1.2.4 sRNA5.85 过表达重组菌株构建及验证 参考 Arnvig

等人 [15] 的 sRNA 过表达重组质粒的构建方案。pMV261 的

Hsp60强启动子替换为耻垢分枝杆菌的 PrrnB启动子，选择的

插入位点为 Not I-Xba I；在 Hind III酶切位点上单酶切插入终
止序列（Term）；在 PrrnB启动子以及终止序列之间，即 Xba I与
Hind III酶切位点中间插入 sRNA的基因序列。根据预测得到

的 sRNA序列信息设计引物（如表 2），从 1218R菌株基因组中

PCR扩增获得目的片段插入 pMV261质粒，将测序正确的重

组质粒和空质粒分别电转入野生型 M.marinum1218R菌株中，
在含有 50 滋g/mL卡那霉素的 7H10 平板上筛选获得阳性克

隆。按照 1.2.3的方法抽提重组菌株的总 RNA，取 1 滋g总 RNA

使用 PrimeScriptTM RT regent Kit with gRNA Eraser 试剂盒

（Takara）逆转录为 cDNA，用表 2的引物通过 qRT-PCR验证

sRNA5.85过表达情况以及相关的靶标基因的表达情况。
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Note: The underlined portion represents the T7 promoter sequence.

表 1 探针模版 PCR引物序列信息

Table 1 Probe Template PCR Primer Sequence Information

Primer Sequence

T7-5.85-F GGTTTGAGCCCCAAAACCGCG

T7-5.85-R TAATACGACTCACTATAGGGTAGGCGCCCATTTGCGAAAATTG

Mm 5s-F TTACGGCGGCCACAGCGACAGG

Mm 5s-R TAATACGACTCACTATAGGGTGTTCGGCGGTGTCCTACTTTTCCAC

Note: The underlined portion indicates the enzyme cleavage site.

表 2 sRNA PCR及 qRT-PCR引物信息

Table 2 sRNA PCR and qRT-PCR Primer Information

Primer Sequence

sRNA-5.85 F CTAGTCTAGAGGTTTGAGCCCCAAAACCGCGGGT

sRNA-5.85 R CCCAAGCTTTAGGCGCCCATTTGCGAAAATTGAAGC

q 5.85-F GCTGGAACAGTTGCGCTTGC

q 5.855-R CCACGGGCACACCTTCTTGAT

q Mm sigA-F GGTGGATGCCGTGTCGTTCA

q Mm sigA-R TCGATCTGGCGGATGCGTTC

q M3476F TCTGGCGATGGACCTGGAGTTC

q M3476R CCTCTGGTTTGCCTTGCGACAG

q M1420F AGGCTATGGGTGTTGGCGTGTA

q M1420R CATCGCTGATCGGATCGCATCG

q M4052F CTGACCAAGACCGTCCAGGAGA

q M4052R GCTTGAGCACGACATCGCAGA

q M3482F AGAGGTCGTGGTGGTGTCGTT

q M3482R GCAATGCCCAACCGAACCGA

q M4681F GCGTGCTGGCTCAGATGATGT

q M4681R GCGAAGAACTGCGGCTCGAT

q M1639F GGAATCGCCAACCTGGGTAACA

q M1639R CGTTGCCGAATCCGACATTGC

q M4939F GCCTGTCCAACACCCAATACGA

q M4939R ACAGCGAGGCGAACGATGAC

q M0947F CATCTGGCGTCCTACAGCTCAC

q M0947R GACCACCGAGTCCAACACCATC

q M2920F GCGACGACATGACACTGGAAGA

q M2920R CTGGTTGTTGGACAGGGTGAGG

q M0410F CGCACCTGATGGGCTACCTT

q M0410R CGCATGACGAACCAGCACTG

1.2.5 细菌体外生长及菌落形态观察 培养 WT-EV 及

5.85-OE至 OD600为 0.5，按 1:100比例接种至含有 Kan抗性的

50 mL7H9中，调整起始 OD600为 0.005，每株菌 3个生物学重

复，放入 220 rpm 30℃摇床中避光培养。在相应的时间点取样

进行 OD600的测定并绘制生长曲线。

1.2.6 细菌菌落形态观察 使用接种环蘸取对数生长期的

WT-EV及 5.85-OE菌液，用 "五线法 "涂布于含有 Kan抗性

的 7H10平板上，置于 30℃培养箱中，倒置培养 4-6天，利用宏

观变倍体式显微镜观察单菌落的菌落形态。

1.2.7 细菌滑动实验 按照 Li等人的方法[16]，取 1.5 mL对数

生长期的WT-EV及 5.85-OE菌液于 2mL的 EP管中，用 0.5mL

胰岛素针轻轻地反复吹吸，制备单细胞悬液。用 7H9培养基稀

释单细菌悬液至 OD600为 0.5，取 5 滋L菌液，垂直点在 7H9-甘

油 -琼脂糖培养基上，待菌液全部被吹干，放置于 30℃培养箱
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中正置培养若干天，统计平板上菌斑的直径变化。

1.2.8 斑马鱼感染及全鱼载菌量计数 使用三卡因麻醉斑马

鱼成鱼使用WPI的 NANOFil 10 滋L注射器，搭配 NF33BV-2

型号的针头进行腹腔注射。每条鱼注射 2 滋L菌液，对照组注射
等体积的 PBS。在感染第 2天以及第 9周，每组随机选取 4条

斑马鱼安乐死后，于 75 %乙醇中浸泡 5 min，使用无菌 PBS漂

洗后装入含有 1 mL 10 %甘油 PBS的组织研磨振荡管中。将研

磨管装入组织振荡破碎仪中，5000 rpm研磨 30 s，总共研磨 4

次，将得到的匀浆选取合适的稀释梯度用 PBST进行稀释涂板。

1.3 统计学分析

采用 GraphPad prism 9.0.0软件进行数据处理画图及统计

学分析。2组之间的显著性差异比较采用 T检验(t-test)及单因

素方差分析（one-way ANOVA）多组数据之间的显著性差异比

较采用双因素方差分析(two-wayANOVA)。当分析结果 P>0.05

表示无统计学差异，而 P<0.05时表示有统计学差异，P<0.001

时有显著性差异。

2 结果

2.1 海分枝杆菌中 sRNA的预测及鉴定

参照 Arnig等人 [13]的 sRNA预测筛选方案，在 M.marinum
转录组数据中，预测到 sRNA5.85 位于 MMAR_2628 与
MMAR_2629 的 基 因 间 区 （图 1A）， 长 度 为 425 nt

（3207969-3208394,反义链）。通过 Northern印迹实验，证实了

sRNA5.85存在于 M.marinum 基因组中（图 1C）。利用 RNAfold

预测 sRNA5.85的二级结构，结果如图 1B所示，可以发现 sR-

NA5.85具有多长茎环结构。

图 1（A）sRNA5.85的在基因组上位置信息；（B）sRNA5.85二级结构预测；（C）Northern印迹。

Fig.1 (A) Genomic position information of sRNA5.85; (B) Predicted secondary structure of sRNA5.85; (C) Northern Blot.

2.2 sRNA5.85过表达重组海分枝杆菌的 qRT-PCR验证

构建 sRNA5.85过表达重组 pMV261质粒（图 2 A）。通过

qRT-PCR 验证 3 个卡那霉素平板上的阳性克隆中 sRNA 的

表达情况。结果如图 2B所示，3个单克隆的 sRNA的表达量

相较于空载对照（WT-EV）分别发生了 79 倍、146 倍以及

140倍的上调。sRNA5.85能够在M.marinum中稳定过表达，选取
sRNA-5.85-1单克隆进行后续的实验，并命名为 5.85-OE。

图 2（A）pMV261重组过表达质粒构建示意图；（B）sRNA5.85过表达重组菌株的过表达情况验证（n=3），Mean ± SD。

Fig.2 (A) Schematic diagram of pMV261 recombinant overexpression plasmid construction; (B) Validation of overexpression status of sRNA5.85

recombinant strains (n=3), Mean ± SD.
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2.3 sRNA5.85过表达不影响海分枝杆菌的体外生长、滑动能

力以及菌落形态

利用 7H9完全培养基，在氧气充足的情况下，探究过表达

sRNA5.85对菌株生长状态的影响。根据生长曲线所示（图 3A），

5 . 85-OE 过表达重组菌株同 WT-EV 的生长速率相当，

sRNA5.85过表达后并不影响 M.marinum的在体外常氧情况下

的生长速率。

同时，将对数生长期的WT-EV与 5.85-OE涂布于 7H10完

全培养基上，使用宏观变倍体显微镜观察菌落形态。如图 3C所

示，WT-EV与 5.85-OE菌落形态均呈较为规则的圆形，菌落中

央为褶皱样隆起，边缘褶皱形态减轻较为光滑。过表达 sRNA5.

85不会改变 M.marinum在 7H10完全培养基上的菌落形态。

进一步评估 sRNA5.85对于 M.marinum滑动能力的影响，

如图 3B所示，5.85-OE与 WT-EV 在 7H9-甘油 -琼脂糖固体

平板上的滑动速率没有显著性差异。同时观察重组菌株在滑动

平板上的菌落形态，如图 3D所示，5.85-OE与WT-EV的菌落

均呈规则的圆形，以颜色为分界形成了同心圆。

图 3（A）sRNA5.85过表达重组海分枝杆菌生长曲线测定，Mean ± SD，Unpaired t test；（B）5.85-OE与WT-EV在 7H9-琼脂糖 -甘油平板上菌落

直径变化统计，Means± SEM，Unpaired t test；（C）sRNA过表达重组菌株菌落形态（7H10培养基），标尺为 1000 滋m（底部右侧）；
（D）WT-EV与 5.85-OE在滑动能力平板上的菌落形态。

Fig.3 (A) Growth curve of sRNA5.85 overexpression recombinant M.marinum, Mean± SD, Unpaired t test; (B) Statistical analysis of colony diameter

changes of 5.85-OE and WT-EV on 7H9-agar-glycerol plates, Means ± SEM, Unpaired t test; (C) Colony morphology of sRNA overexpression

recombinant Strains (7H10 Medium), scale bar: 1000 滋m (bottom right); (D) Colony rorphology of WT-EV and 5.85-OE on sliding ability plates.

2.4 sRNA5.85过表达不影响海分枝杆菌感染巨噬细胞的能力

采用高感染复数（MOI=10）感染巨噬细胞系 THP-1，感染

后 2 h后取细胞涂板计数，比较重组菌株的入胞情况，结果如

图 4A所示，5.85-OE侵染 THP-1的入胞率为 28 %，与WT-EV

22.0 %的入胞率无显著性差异。统计 WT-EV 与 5.85-OE 在

THP-1内的增殖情况，结果如图 4B所示，均不存在显著性差

异。同时，采用 LDH法检测 5.85-OE及WT-EV高剂量感染

THP-1后，导致的细胞死亡情况，结果如图 4C所示，两组在感

染 4 h、24 h以及 48 h时均不存在显著性差异。

2.5 sRNA5.85过表达提高海分枝杆菌在宿主斑马鱼体内的载

菌量

将WT-EV和 5.85-OE通过腹腔注射的方式分别感染斑马

鱼，感染 2天后，各组取 4条鱼进行体内载菌量统计做为起始

感染剂量，各组的平均感染剂量分别为 4.99个 log（WT-EV）、

5.00个 log（5.85-OE）。比较感染后第 12周斑马鱼体内的载菌

量，结果如图 5所示，5.85-OE感染组斑马鱼体内的平均载菌量

为 4.90个 log，显著高于WT-EV（4.53个 log）组。推测 sRNA5.

85过表达会提高 M.marinum在宿主斑马鱼体内长期感染后的
毒力。

2.6 sRNA5.85的潜在靶标 mRNA的预测及转录水平验证

利用 targetRNA2[17]预测并获得了 13个 sRNA5.85 的潜在

靶标（表 3）。通过 qRT-PCR验证 sRNA5.85过表达后，潜在靶

标基因的转录水平变化。结果如图 6所示，相较于 WT-EV，

5.85-OE 中潜在靶标 MMAR_3476、MMAR_4052、MMAR_3482
以及 MMAR_2920的转录水平显著上调。使用 IntaRNA[18]来进

一步探究，sRNA5.85 与这四个潜在靶标的 mRNA 及 5'-UTR

区的互作位点，筛选条件为有 10-25个碱基发生互补配对[19]，结

果如图 7（A-C）所示，sRNA5.85 与 MMAR_3476（3 种）、
MMAR_4052（2种）及 MMAR_3482（2种）可能的互作模式；而
sRNA5.85与 MMAR_2920之间不存在符合上述筛选条件的互

作模式。
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图 4（A）WT-EV与 5.85-OE侵染 THP-1（MOI=10）的入胞情况，Mean ± SD，Unpaired T test，ns：P>0.05；（B）WT-EV与 5.85-OE的胞内增殖情况，

Mean ± SD，Two-way ANOVA，ns：P>0.05；（C）LDH法检测WT-EV与 5.85-OE侵染后 THP-1的细胞死亡情况。Mean ± SD，Unpaired t test，ns：

P>0.05。
Fig.4 (A) Intracellular invasion of WT-EV and 5.85-OE into THP-1 Cells at MOI=10 (n=3), Mean ± SD, Unpaired T test, ns: P>0.05;

(B) Intracellular proliferation of WT-EV and 5.85-OE in THP-1 Cells after infection at MOI=10, Mean ± SD, Two-way ANOVA, ns: P>0.05;

(C) Cell death detection by LDH assay after infection of WT-EV and 5.85-OE into THP-1 Cells at MOI=10 for 4 h, 24 h, and 48 h, Mean ± SD,

Unpaired t test, ns: P>0.05.

图 5 WT-EV与 5.85-OE分别感染 12周后斑马鱼体内载菌量 CFU计

数（n=4-5），Mean ± SD，Two-way ANOVA，*：P<0.05。
Fig.5 Bacterial load CFU count of WT-EV and 5.85-OE in zebrafish at 12

weeks post-infection (n=4-5), Mean ± SD, Two-way ANOVA, *: P<0.05.

3 讨论

细菌 sRNA通常在特定条件下产生，与基于蛋白的调控相

比，sRNA合成的能量成本较低，可以快速响应营养缺乏[20]、氧

化应激[21-23]、缺铁应激[24]、氧应激[25]等的环境应激，与靶标结合以

迅速地参与到细菌生理功能的调控中去。对于病原菌，sRNA

在毒力和疾病发展中也发挥着重要作用[26-28]。但在高 GC含量

的致病性分枝杆菌中，由于缺乏 Hfq或 ProQ样的 RNA伴侣

蛋白，限制了对 sRNA的发现及功能探索[29]。尤其在海分枝杆

菌中，迄今为止仅预测到 15 个 sRNA，严重阻碍了对 M.mar原
inum致病及感染机制的解析。在本研究中，我们利用已有的转
录组学数据，首次预测并验证出海分枝杆菌中 sRNA5.85的存

在。并通过构建 sRNA过表达重组 M.marinum，进一步探究了
sRNA5.85的功能，发现 sRNA5.85的过表达能够显著提高 M.
marinum长期感染过程中，在斑马鱼体内的细菌负荷。同时，在
sRNA5.85 的潜在靶标中，我们发现了 MMAR_3476 及

表 3 sRNA5.85潜在靶标基因

Table 3 Potential Target Genes of sRNA5.85

Rank Gene Synonym P value

1 - MMAR_3476 0.000

2 cynT MMAR_1420 0.000

3 Mce3B_1 MMAR_4052 0.001

4 pfkB_1 MMAR_3482 0.001

5 Far MMAR_4681 0.001

6 - MMAR_1639 0.003

7 - MMAR_3940 0.007

8 - MMAR_4939 0.013

9 - MMAR_0947 0.017

10 mmaA2_1 MMAR_2920 0.017

11 yrbE1A MMAR_0410 0.031

12 - MMAR_4698 0.046

13 - MMAR_2146 0.046
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MMAR_3482在 5.85-OE中转录水平显著上调，它们在 M.tb 中
的同源基因分别为 Rv2004c 及 Rv2029c，均属于 DOS调节子，

与低氧响应、结核潜伏感染密切相关，参与调节 M.tb 的能量代
谢水平 [30-32]。因此，我们推测 sRNA5.85 可能是通过调控

MMAR_3476与 MMAR_3482的表达，使得 5.85-OE菌株能够

适应宿主体内低氧环境，从而提高长期感染中斑马鱼体内的细

菌负荷。而在巨噬细胞感染实验中，sRNA5.85过表达不会影响

M.marinum对巨噬细胞的感染能力及被感染细胞的死亡情况，
这可能由于菌株对巨噬细胞的感染时间较短，且离体的单一巨

噬细胞系难以模拟在宿主体内由多细胞聚集形成的肉芽肿结

构中的低氧环境[33]。

目前，分枝杆菌中 sRNA的靶标及功能探索更多集中在人

型结核病致病菌结核分枝杆菌中。在具有功能表征的 sRNA

中，仅有 4个 sRNA即 Mcr7、Mrs I、Ms1以及 B11找到了其所

调控的靶标。其中Mcr 7与Mrs I都是通过与它们各自的靶标

tatC与 bfrA 的 5'-UTR结合，导致核糖体无法结合从而影响蛋

白的翻译[34,35]。Ms1则是通过与缺乏 啄因子 RNA聚合酶核心结

合来调控转录的起始[36]。而 B11最为特别，Mai等人的研究发

现，B11可以调控大量基因的表达，具有多个靶标 mRNA。它能

够与靶标 mRNA在没有 RNA伴侣蛋白的参与下形成稳定的

结构，依赖于其具有的 C含量丰富的环状结构[37]。B11分子调

控机制的发现，为高 GC含量的革兰氏阳性菌中的 sRNA提供

图 6 qRT-PCR验证 sRNA5.85潜在靶标的转录水平，Mean ± SEM，Two-way ANOVA，ns：P>0.05，****：P<0.0001。

Fig.6 Validation of transcription levels of potential target genes of sRNA5.85 by qRT-PCR, Mean ± SEM, Two-way ANOVA,

ns: P>0.05, ****: P<0.0001.

图 7（A-C）IntaRNA预测 sRNA5.85与 MMAR_3482、MMAR_4052以及MMAR_3476的互作位点
Fig.7 (A-C) IntaRNA prediction of interaction sites between sRNA5.85 andMMAR_3482,MMAR_4052 and MMAR_3476
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了新的研究思路。在本研究中，我们分析了 sRNA5.85与转录

水平显著上调的潜在靶标 mRNA 的互作位点，发现

MMAR_3476及 MMAR_4052与 sRNA5.85发生互作的位点都

发生 sRNA5.85的 229-244 nt之间，含有 5个胞嘧啶、7个鸟嘌

呤，这意味着该区间可能是 sRNA5.85发挥调控作用的关键位

点。未来的工作中，可以通过单碱基突变等技术，深入解析其分

子调控机制。

总之，本研究鉴定并探究了 M.marinum中 sRNA5.85的生

理功能及其具有的调控潜能，将扩大并深化对 M.marinum中
sRNA功能的研究。在一定程度上，有利于肺外分枝杆菌感染

机制的进一步阐明。
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