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摘  要：【背景】功能作图(functional mapping)模型是基于统计方法的分析生物体动态复杂性状发

育的全基因组作图方法，旨在定位性状发育过程中的数量性状位点(quantitative trait loci, QTL)，将

功能作图应用于微生物研究有助于解析复杂的互作过程。【目的】利用功能作图定位两种微生物在

动态生长发育过程中发挥显著作用的 QTL，通过基因功能注释找到影响微生物表型生长的基因。

【方法】将大肠杆菌和金黄色葡萄球菌各 100 个菌株单独培养和一一配对共同培养，将取得的各

菌株生长丰度表型数据和单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)数据进行关联分

析，找到同一物种在不同培养条件下对生长起作用的显著 QTL。【结果】通过功能作图分析，在大

肠杆菌中定位到 217 个 QTL，金黄色葡萄球菌中定位到 152 个 QTL；通过功能聚类和基因注释分

析发现，QTL 所在候选基因中金黄色葡萄球菌 scdA、sdrC、sdrD、ftsA 和大肠杆菌 phr、nagC、
eptA、ppsA、priA、flim 基因对微生物的生长发挥了较大作用。【结论】本文借助功能作图定位了

大肠杆菌和金黄色葡萄球菌在竞争互作中的关键基因，研究成果不仅为功能作图在微生物研究中

的应用奠定了基础，更为解析微生物复杂的相互作用机制提供了新的思路。 
关键词：大肠杆菌；金黄色葡萄球菌；竞争互作；功能作图；显著数量性状位点 
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Functional mapping for competitive interactions between 
Escherichia coli and Staphylococcus aureus 
YIN Lixin, LI Caifeng, HE Xiaoqing, WU Rongling, JIN Yi* 

College of Biological Sciences and Technology, Beijing Forestry University, Beijing 100083, China 

Abstract: [Background] Functional mapping is a genome-wide mapping method that uses 
statistics to analyze the development of dynamic and complex traits in organisms, with the aim 
of locating quantitative trait loci (QTL) during the development of traits. The application of 
functional mapping to microbiological studies can unravel complex interactions. [Objective] To 
locate significant QTLs in the growth and development of two microorganisms by functional 
mapping, and to identify the key genes affecting the phenotypic growth of the microorganisms 
functional annotation. [Methods] One hundred strains of Escherichia coli and 100 strains of 
Staphylococcus aureus were cultured separately or paired together for co-culture. The 
phenotypic data and SNP data obtained from each strain were used for correlation analysis to 
locate the significant QTL of the same species under different culture conditions. [Results] The 
functional mapping identified 217 QTL in E. coli and 152 QTL in S. aureus. The functional 
clustering and gene annotation analysis showed that scdA, sdrC, sdrD, and ftsA in S. aureus and 
phr, nagC, eptA, ppsA, priA, and flim in E. coli might play a role in the microbial growth. 
[Conclusion] We identified the key genes involved in the competitive interactions between E. 
coli and S. aureus by employing functional mapping. Our results not only provide fundamental 
data for the application of functional mapping in microbial research but also offer a new idea for 
deciphering the complex mechanisms of microbial interactions.  
Keywords: Escherichia coli; Staphylococcus aureus; competitive interaction; functional mapping; 
significant quantitative trait loci 

生物与生物以及生物与环境之间存在着极

其复杂的相互作用关系，尤其是在微生物环境

中[1-2]。微生物生态环境中大量菌株之间存在着

竞争互作[3]，自身产生了复杂的生物学过程来应

对环境的变化。生物的复杂性状由基因和生活的

环境共同控制[4]。在微生物生长过程中，性状呈

现出了动态变化，如菌的大小及丰度性状都是以

时间为自变量而发生变化，这就使研究微生物的

表型性状变成了一个难题。 
近年来，由于测序技术快速发展，通过测序

能得到很多的基因数据[5]。许多基因组测序研究

已经观察到同一微生物组中存在密切相关的细

菌物种或基因型，但很少有人考虑生物相互作用

如何驱动微生物组的多样性模式，微生物物种之

间的相互作用经常被认为是微生物组多样性的

潜在驱动因素[6]。细菌的相互作用在生态系统中

起着至关重要的作用[7]，以前的研究表明细菌相

互作用中表型的变化与复杂的系统有关，不能通

过分析单个细菌菌株来预测[1]。尽管高通量测序

技术提供了越来越多的遗传数据，但为种群、群
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落或生态系统中的种间相互作用构建精确的基

因型-表型图谱仍十分困难[8]。 
近年来，全基因组关联研究(genome wide 

association study, GWAS)越来越多地作为鉴定与

特定表型或性状相关的遗传标记工具应用于微

生物的复杂性状分析 [9]，但是用于微生物的

GWAS 发展相对缓慢[10]。由于大多数 GWAS 方

法的研究都基于单个时间点测量的静态表型

数据[11]，而物种的表型发育是随时间发展变化

的，是一个持续的动态过程；GWAS 只能用于

识别与特定时间点表型相关的数量性状位点

(quantitative trait locus, QTL)，这种方法忽略了

重复表型测量之间的依赖关系，未考虑动态的表

型发育信息[12-13]。因此在单一时间点评估表型的

GWAS 不能利用表型表达的全部信息。 

基于 GWAS 的局限性，研究人员将一个功

能作图的理论延伸到现有的 GWAS 方法中，建

立 了 一 个 新 的 模 型 —— 功 能 性 GWAS 

(functional GWAS, fGWAS)[14-15]。fGWAS 是利用

随时间变化而累积的表型来识别基因和发育模

式之间的动态关联，其核心理论功能作图

(functional mapping)是由 Ma 等[16]提出用于研究

动态遗传机制的统计分析方法，在遗传作图框架

内整合了不同性状或变量的数学关系，将动态

的性状表示为一个含有多个参数的函数。将拟

合生长曲线的函数融入 QTL 作图方面取得了

巨大的进展，从而可以对动态 QTL 进行表征

和作图[17-19]。利用生长曲线拟合、构建协方差

矩阵、参数估计和似然比检验统计量等来确定

生物生长过程中发挥显著作用的 QTL。Ye等[20]

的研究中在功能作图的基础上改变了生长函

数和协方差矩阵，进而更好地阐明了动态发育

的遗传结构。 
本研究选用的两种微生物是大肠杆菌和金

黄色葡萄球菌，这两种细菌广泛存在于自然界

中，并且有比较全面的基因组数据，繁殖周期短，

易于培养，可以为深入探究微生物相互作用的复

杂遗传机制提供基础。本课题组利用功能作图将

在不同时间点的菌株丰度变化和重测序结果

SNP 数据进行了关联分析，使用了一阶结构前

依 赖 [first-order structured antedependence, 
SAD(1)][20]模型代替功能作图 初使用的一阶

自回归模型[first-order autoregressive, AR1(1)]来
构建协方差矩阵，相较于 AR(1)，SAD(1)不依赖

于平稳性假设。我们使用功能作图来分析不同培

养环境中菌株丰度变化和影响生长的 QTL 位

点，从而定位到候选基因，通过基因的功能信息

可以了解微生物相互作用的机制，为研究微生物

竞争互作提供一种新的思路。 

1  材料与方法 
1.1  材料  
1.1.1  菌株  

研究对象是 100 株大肠杆菌和 100 株金黄

色葡萄球菌。其中编号为 1‒45 的大肠杆菌和金

黄色葡萄球菌的详细信息已经记录在之前发表

的文章[12]中，编号为 46‒100 的大肠杆菌和金黄

色葡萄球菌的菌株来源于某医院。所有菌株都保

存在−80 °C 冰箱中，用于后续的培养试验。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

细菌基因组提取试剂盒、荧光定量试剂盒，

天根生化科技有限公司；溶菌酶、溶葡萄球菌素，

Sigma 公司；脑心浸出液肉汤培养基[21]，OXOID
公司。荧光定量 PCR 仪，stratagene 公司；离心

机，Thermo Fisher 公司。 
1.1.3  培养基 

脑心浸出液肉汤培养基 (g/L)：牛脑浸粉

12.5，牛心浸粉 5.0，蛋白胨 10.0，葡萄糖 2.0，
氯化钠 5.0，磷酸氢二钠 2.5，pH 7.4±0.2。 
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1.2  方法 
1.2.1  细菌培养  

将得到的 100 对菌株分别进行单独培养和

共同培养，菌株预培养的详细步骤参考文献[12]，

将 100株大肠杆菌和 100株金黄色葡萄球菌进行

了随机一一配对，在共同培养中接种了配对的  

2 个菌株，并在单独培养中接种该对的每个菌

株。对于每个菌株，单一培养和共同培养在培养

起始时包含相同数量的微生物丰度，起始浓度为

5×103 copies/mL。为了保持相同的生长环境，两

种条件下均采用相同形状大小的三角瓶，其中含

有 25 mL 脑心浸出液肉汤培养基。所有三角瓶

在 30 ℃、130 r/min 的恒温摇床中培养。在总共

36 h 的培养期内，培养后每 0.5 h 对瓶中的菌株

进行一次取样，然后在培养 2 h 后每 2 h 取样一

次，在培养 12 h 后每 4 h 取样一次，在培养 24 h

后每 6 h 取样一次。 

使用细菌基因组提取试剂盒提取基因组

DNA[22]。为了对两种细菌进行特异性检测，根

据大肠杆菌编码 β-D-葡萄糖苷酶的 uidA 基因设

计引物 uidA-F (5′-CGCTGAAGAGATGCTCG 

ACT-3′)和 uidA-R (5′-CACGCTTGGGTGGTTTT 

TGT-3′)，扩增片段的长度为 217 bp；根据金黄

色葡萄球菌编码耐热核酸酶的 nuc 基因设计引

物 nuc-F (5′-AGATAACGGCGTAAATAGA-3′)和

nuc-R (5′-ACTTGCTTCAGGACCATA-3′)，扩增

片段长度为 226 bp。通过 qPCR[22-23]方法测量细

菌每个时间点的生长量，每个菌株的 qPCR 计数

在 3 个重复中取平均值。两种微生物的全基因组

测序在 Illumina HiSeq 平台上进行，参考基因组

分别为 Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655

和 Staphylococcus aureus subsp. aureus 

NCTC8325。对两种微生物的每个菌株进行重测

序，通过比对和筛选获得 终的 SNP 数据[8]。 

1.2.2  分析方法－功能作图 
功能作图是用生长曲线来描绘生长性状的

发育规律，将基因型与动态表型进行关联分析定

位 QTL 的统计分析方法。在本研究中微生物的

生长丰度作为一种生长性状，首先整合在多个时

间点记录的表型数据分别构建两种微生物在单

独培养和共同培养环境中的表型向量，其生长轨

迹可用逻辑斯蒂(logistic)生长方程拟合。 

( )
1 rt

ag t
be−=

+
                          (1) 

式中：a 是性状的渐近生长数值；a/(1+b)是时间

t=0 时 g(t)的初始值；r 是相对生长速率。 

如果一个假定的 QTL 基因型具有这些参数

的不同组合，这意味着该 QTL 在控制生长轨迹

的差异方面发挥了作用[16]。 

在功能作图框架中，每个标记位点的基因

型分组下，多个个体的表型性状服从一个多元

正态分布，其概率密度函数表示为： j i( )f y =  

1
i j i j1

2 2

1 1exp[ ( ) ]
2

(2 )
( )T y yμ μ

π

−− − − ′


     (2) 

式 中 ： j 是 标 记 位 点 基 因 型 的 数 量 ；

i i i i( ) ( )( 1 ( ), 2 )y y y y T= … 是个体 i (i=1,…,n)在 T

个 时 间 点 生 长 性 状 的 表 型 向 量 ；

j j j j( ) ( )( 1 ( ), 2 )Tμ μ μ μ= … 是与 iy 相对应的期望

均值向量，可以用方程(1)拟合，表示为： 

j

j
j j 1 T 1 T

j

[ ( )] [ ]
1 r t

a
t

b e
μ μ × ×−= =

+
              (3) 

式中：是不同时间点生长表型的协方差矩阵，

由 SAD(1)构建(T×T)维的协方差矩阵[20]。 
使用 ∅ 表示前依赖性的程度(描述一个时

间点的残差在多大程度上依赖于之前的时间

点)， 2σ ( )t 表示性状在时间 t 的方差， 1 2σ( , )t t 表

示性状在时间 1t 和 2t 之间的协方差： 
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在我们的研究中，标记位点基因型的数量

有两种，分别表示为 j1 和 j2。对于每一个 SNP

标记位点，结合公式(1)‒(5)，可以构建如下似

然函数： 
j1 j2

j1 i j1 j2 i j2
i 1 i 1

(Ω) ( ; , ) ( , , )
n n

L f y f yμ μ
= =

= Σ Σ∏ ∏  

式中： jn 是携带基因型 j 的个体数；Ω 是包含了

所有的未知参数的集合。我们用以下假设检验来

确定是否存在显著的 QTL 影响微生物的生长轨

迹，包括零假设和备择假设： 

H0：aj1 = aj2, bj1 = bj2, rj1= rj2； 

H1：以上等式至少有一个是不成立的。 

通过使用 R 语言构建程序，在上面的假设

检验中所有参数都由 大似然估计方法计算得

到。通过全基因组水平上零假设和备择假设的计

算，可以得出各标记位点上的对数似然比

(loglikelihood ratio, LR)： 

L0(Ω)LR 2log
L1(Ω)

 
= −  

 
 

式中：L0(Ω)和 L1(Ω)分别表示假设检验 H0 和

H1 下的 大似然估计 [16]，通过计算得到所有

SNP 的 P 值，使用 Bonferroni 方法对检验结果

进行校正，确定显著位点的阈值[24]。Bonferroni

校正是一种严格的多重检验校正方法，主要应用

于全基因组关联分析，可以降低由于数据随机效

应或检验次数过多等原因造成的假阳性结果。

为了控制假阳性的概率，使用 Bonferroni 校正

对阈值进行调整，它会将设定的显著性水平除

以统计检验的次数即 SNP 的数目，得到一个

终的阈值。应用 Bonferroni 方法通常会为我们

提供 保守的 P 值阈值。以上所有计算均使用

软件 R4.1.0 来完成。 
1.2.3  功能聚类(functional clustering)和网络

分析  
使用功能作图估计的每一个 SNP 的生长参数

a、b 和 r 计算 SNP 随时间变化的遗传方差作为遗

传效应，将所有定位得到的显著位点划分为不同

的模块。功能聚类也是一个基于似然函数的混合模

型[25]，通过使用 EM 算法求解似然函数， 佳聚类

数量由贝叶斯信息准则 (Bayesian information 
criteria, BIC)[26]确定。对核心聚类模块进行网络作

图，通过进化博弈论使用 lASSO[27]变量选择和常

微分方程将模块内每一个 SNP 的净遗传效应分解

为独立效应和依赖效应，基于每一个 SNP 的遗传

效应，构建模块内部的 SNP 调控网络[4,28]。 

2  结果与分析 
2.1  微生物生长变化 

本研究比较了大肠杆菌和金黄色葡萄球菌

每个物种的 100 株菌在单独培养和共同培养下

微生物丰度的生长轨迹(图 1)。通过生长曲线发

现两种微生物的不同菌株在不同环境中的生长

都有变化，图 1 中蓝线代表菌株在共同培养环境

中的生长，红线代表菌株在单独培养环境中的生

长，粗线表示通过 logistic 生长方程拟合的平均

生长曲线。其中大肠杆菌在不同培养环境中的生

长差异相对较小(图 1A)，与金黄色葡萄球菌共

同培养时，大肠杆菌菌株比在单独培养环境下更

早开始生长，并达到更高的生长丰度；而在不同

生长环境中培养的金黄色葡萄球菌的生长丰度差

异相对较大(图 1B)，总体单独培养比在共同培养

时生长得更好更快，表现出了微生物随时间及环

境变化的表型可塑性(图 1C、1D)。这说明金黄色

葡萄球菌在两种菌株的共同培养中受到了抑制作

用，而大肠杆菌受到的影响较小。 
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图 1  微生物菌株生长丰度变化和表型可塑性   A：大肠杆菌菌株丰度生长曲线. B：金黄色葡萄球菌菌

株丰度生长曲线. C：大肠杆菌的表型可塑性. D：金黄色葡萄球菌的表型可塑性  
Figure 1  Trajectories of microbial growth and its phenotypic plasticity. A: Trajectory of microbial growth for 
E. coli. B: Trajectory of microbial growth for S. aureus. C: The phenotypic plasticity of E. coli. D: The 
phenotypic plasticity of S. aureus.  
 
2.2  两种微生物生长情况的功能作图分析 

使用测序技术在两种微生物全基因组范围

内确定 SNP 位点，从 100 株大肠杆菌中得到了

58 397 个 SNP 位点，从 100 株金黄色葡萄球菌

中得到了 12 849 个 SNP 位点。通过使用功能作

图模型分析 100 对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌

在两种环境中的菌体数量和与表型相关的 SNP
之间的关系，曼哈顿图和韦恩图(图 2)显示了  
两种微生物在不同培养环境中的显著位点数目。

在曼哈顿图中红线代表全基因组显著性阈值，每

个点代表一个 SNP 位点，显著的 SNP 位点称为

QTL。在不同生长环境中，共有 71 个和 146 个

QTL 分别超过了大肠杆菌单独培养(图 2A)和共同

培养(图 2B)确定的全基因组临界阈值。其中，单独

培养 71 个 QTL 中有 5 个位于非编码区，共同培养

16 个 QTL 位于非编码区。在两种培养环境下定位

到 14 个相同的 QTL，1 个位于非编码区(图 2C)。 
类似地，在金黄色葡萄球菌的单独培养中，

共有 99个显著的 QTL (图 2D)，其中有 17个 QTL
位于非编码区；在共同培养中共确定了 53 个显

著的 QTL 与其生长有关(图 2E)，有 12 个位于非

编码区。在两种生长环境中未定位到相同的 QTL 
(图 2F)。在两种微生物的不同环境中检测到的显

著 QTL 仅有少数几个相同甚至无相同的 QTL，

推测大肠杆菌和金黄色葡萄球菌在共同培养环

境中共同生长的同时也产生了竞争关系。 
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图 2  微生物显著位点的曼哈顿图和韦恩图   A：单独培养大肠杆菌曼哈顿图. B：共同培养大肠杆菌曼

哈顿图. C：大肠杆菌 QTL 韦恩图. D：单独培养金黄色葡萄球菌曼哈顿图. E：共同培养金黄色葡萄球菌

曼哈顿图. F：金黄色葡萄球菌 QTL 韦恩图 
Figure 2  Manhattan plots of functional mapping results and Venn diagram of significant loci. A: Manhattan 
plot of E. coli in monoculture. B: Manhattan plot of E. coli in co-culture. C: Venn diagram of QTL of E. coli. D: 
Manhattan plot of S. aureus in monoculture. E: Manhattan plot of S. aureus in co-culture. F: Venn diagram of 
QTL of S. aureus.  
 
2.3  显著 QTL 遗传效应的功能聚类和网

络分析 
为了探究遗传因素对复杂性状的影响，本

研究使用功能作图估计得到的生长参数 a、b 和

r 计算 SNP 的遗传效应，将所有定位得到的显

著位点划分为不同的模块，根据 QTL 的遗传效

应构建模块内部的调控网络。对所有的 QTL 遗

传效应聚类(图 3)发现，大肠杆菌遗传效应在 
单独培养和共同培养环境中分别被分为 5 类和

2 类，金黄色葡萄球菌遗传效应分别被分为 5 类

和 4 类。同一模块内 QTL 遗传效应的变化趋势

基本一致，经过对比两种微生物遗传效应的变

化趋势，发现它们生长后期遗传效应均趋于平

稳。相较于大肠杆菌来说，金黄色葡萄球菌的

遗传效应随时间变化的波动较大，单独培养环

境中模块 1、模块 4 和模块 5 在生长前期呈现

下降趋势，模块 2、模块 3 在前期经过小幅度

上升之后下降；共同培养模块 1 和模块 4 在生
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长前期呈现了先下降后上升再下降的波动趋

势。通过聚类可以将遗传效应相似的 QTL 聚到

一起，有利于分析 QTL 的功能。 
通过 lASSO 变量选择分析模块间和模块内

QTL 的调控关系，绘制了每种生长条件下关键

模块内的 QTL 调控网络(图 4)。在单独培养金黄

色葡萄球菌模块 1 中链接其他 QTL 多的是

QTL1376080，对 7 个 QTL 发出了下调作用，接

受来自 4 个 QTL 的调控，QTL1376026 发出的

调控作用均较强。共同培养中模块 2 只有一个关

键 QTL251034；模块 4 内传出链接 多的是

QTL1170423，QTL44435 发出了 多的上调作

用，传入链接 多的是 QTL794797，QTL550312

对其他 QTL 发出了较强的下调作用。在单独培

养 大 肠 杆 菌 中 模 块 3 中 QTL740317 和

QTL859232 发出了 多的调控，QTL701127 对

QTL1327974 发出了唯一的下调作用，部分 QTL
仅接受调控而不发出调控；共同培养模块 1 内接

受 多调控的是 QTL2020923，每一个 QTL 都

接受和发出了调控。 

2.4  部分显著 QTL 所在候选基因的功能

注释 
根据上述分析，本研究对影响两种微生物生

长的重要 QTL 筛选、功能注释和 QTL 所在候选

基因的 KEGG 通路进行了富集分析(图 5)，发现大

肠杆菌和金黄色葡萄球菌的基因 富集的都是 
 

 
 
图 3  微生物 QTL 遗传效应功能聚类图和最佳聚类模块数量   红线和蓝线分别表示单独培养环境中大

肠杆菌和金黄色葡萄球菌遗传效应；绿线和灰线分别表示共同培养环境中大肠杆菌和金黄色葡萄球菌遗

传效应；细线表示每一个 QTL 的遗传效应，粗线表示勒让德多项式拟合的均值；BIC 和遗传效应有相对

应的颜色 
Figure 3  Functional clustering plot for genetic effect curves and optimal number of clustering modules. Red 
lines and blue lines denote the genetic effects of E. coli and S. aureus in monoculture, respectively; Green lines 
and grey lines denote the genetic effects of E. coli and S. aureus in co-culture, respectively; Thin line denotes 
the genetic effect of each QTL, thick line denotes the mean fitted by the legendre polynomial; BIC and genetic 
effect have corresponding colors.  
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图 4  关键模块内 QTL 的互作调控网络   A：单独培养金黄色葡萄球菌模块 1. B：单独培养大肠杆菌

模块 3. C：共同培养金黄色葡萄球菌模块 4. D：共同培养大肠杆菌模块 1. 红线表示上调，蓝线表示下调，

线的粗细表示调控强度 
Figure 4  Interactive regulation network of QTL in key modules. A: S. aureus module 1 in monoculture. B: E. 
coli module 3 in monoculture. C: S. aureus module 4 in co-culture. D: E. coli module 1 in co-culture. The red 
line indicates up regulation, the blue line indicates down regulation, and the thickness of the line indicates 
regulation intensity. 
 

代谢通路。在大肠杆菌中，不同生长环境中检测

到的 SNP 中包括 19 个非同义突变和 177 个同义

突变，217 个显著 QTL 共定位于 162 个候选基

因中。表 1 列出了模块中关键 QTL 的功能注释，

如QTL701127位于基因nagC编码转录双调节因

子，协调氨基糖、氨基葡萄糖和 N-乙酰葡糖胺

的生物合成及其分解代谢[29]。QTL2020923 位于

基因 fliM编码细菌鞭毛运动开关蛋白FliM，FliM
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是鞭毛运动开关复合体的 3 个组成部分之一[30]。

QTL2036902 位于基因，该基因 hprS 编码的传感器

组氨酸激酶，是大肠杆菌的氧化应激传感器[31]。除

上述分析的模块之外，还在其他模块发现了一些

重要 QTL 并对其候选基因进行了功能注释(表 1)。 

在金黄色葡萄球菌中，两种生长环境中检测

到的显著 QTL 包括 28 个非同义突变和 95 个同

义突变，共 152 个 QTL 定位于 81 个候选基因，

12 个基因可能与其生长密切相关(表 2)。其中在单

独培养模块1中发出调控 多的枢纽QTL1376080 
 

 
 
图 5  大肠杆菌和金黄色葡萄球菌基因 KEGG 富集分析   A：单独培养大肠杆菌基因 KEGG 富集. B：

单独培养金黄色葡萄球菌基因 KEGG 富集. C：共同培养大肠杆菌基因 KEGG 富集. D：共同培养金黄色

葡萄球菌基因 KEGG 富集 
Figure 5  Gene KEGG enrichment analysis of Escherichia coli and Staphylococcus aureus. A: KEGG 
enrichment of E. coli in monoculture. B: KEGG enrichment of S. aureus in monoculture. C: KEGG enrichment 
of E. coli in co-culture. D: KEGG enrichment of S. aureus in co-culture. 
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表 1  大肠杆菌关键 QTL 候选基因注释 
Table 1  Annotation of genes for key QTL of Escherichia coli 
Gene ID Position Mutation Gene  Functional annotation Clustering module 
Monoculture      

b0708 740 317 V<->I phr Deoxyribodipyrimidine photolyase M3 
b0822 859 232 T<->K ybiV Sugar phosphatase YbiV M3 
b0676 701 127 G<->G nagC DNA-binding transcriptional dual regulator NagC M3 
b4114 4 335 018 K<->K eptA Phosphoethanolamine transferase  M4 
b1702 1 785 589 G<->G ppsA Phosphoenolpyruvate synthetase M1 
b2268 2 382 114 V<->V rbn Ribonuclease BN M2 

Co-culture      
b1968 2 036 902 L<->L hprS Sensor histidine kinase M1 
b1945 2 020 923 N<->K fliM Flagellar motor switch protein  M1 
b0330 347 967 A<->A prpR Propionate catabolism operon regulatory protein M1 
b3935 4 126 424 L<->L priA Primosomal protein N′ M2 
b3486 3 627 022 T<->T rbbA Ribosome-associated ATPase M2 

<->：氨基酸的突变 
<->: Amino acid mutation. 
 
表 2  金黄色葡萄球菌基因功能注释 
Table 2  Annotation of genes of Staphylococcus aureus 
Gene ID Position Mutation Gene  Functional annotion Clustering module 
Monoculture      

SAOUHSC_00118 123 529 Q<->R capE Capsular polysaccharide biosynthesis protein Cap5E M4 
SAOUHSC_00287 301 667 T<->T / ABC transporter ATP-binding protein M2 
SAOUHSC_00375 383 182 D<->D guaA GMP synthase M3 
SAOUHSC_00544 550 426 S<->S sdrC Fibrinogen-binding protein SdrC M1 
SAOUHSC_00545 552 238 V<->V sdrD Fibrinogen-binding protein SdrD M5 
SAOUHSC_00803 786 362 N<->H rnr Ribonuclease R M5 
SAOUHSC_01149 1 101 515 D<->D ftsA Cell division protein M1 

Co-culture      
SAOUHSC_00069 73 951 G<->G spa Protein A M4 
SAOUHSC_00119 125 462 Y<->Y capF Capsular polysaccharide biosynthesis protein Cap8F M1 
SAOUHSC_00192 213 297 Y<->Y coa Staphylocoagulase M4 
SAOUHSC_00229 251 034 E<->E scdA Cell wall biosynthesis protein ScdA M2 
SAOUHSC_00544 550 312 S<->S sdrC Fibrinogen-binding protein SdrC M4 
SAOUHSC_01392 1 335 749 V<->V / ABC transporter ATP-binding protein M3 

/：未找到该基因名称 
/: The gene name was not found. 
 
 
 

 
 

位于非编码区，参与调控其他 QTL 发挥作用。

发出正调控作用的 QTL1511094 位于编码假定

蛋白的基因。QTL550426 和共同培养模块 4 中

QTL550312 都位于基因 sdrC，该基因编码的纤

维蛋白原结合蛋白 SdrC，是一种细胞表面相关

的钙结合蛋白，调节黏附和细菌致病机制[32]。在

共同培养模块 2 中 QTL251034 位于 scdA 基因，

编码细胞壁生物合成蛋白 ScdA，在细胞分裂中起

重要作用[33]。模块 4 大多数 QTL 位于编码假定蛋

白的基因，其中 QTL73951 位于 spa 基因，编码免

疫球蛋白 G 结合蛋白 A，锚定在金黄色葡萄球菌的

细胞壁包膜上，保护细菌免受吞噬细胞清除[34]。 
在功能作图模型计算中，检测到的许多重要

QTL 都分布在基因组区域或者非编码区参与物

种的代谢和调节，非编码区的 QTL 虽然定位不

到候选基因，不参与蛋白质的编码，但在一定条
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件下可以调控生物生长过程中基因的表达，基因

的表达可能会影响不同微生物在同一生长环境

中的互作形式，从而影响它们在不同环境中的生

长情况。通过 KEGG 富集分析(图 5)发现，两种

微生物的重要基因除了都参与主要的代谢通路、

氨基酸核苷酸等生物合成代谢通路外，还参与了

不同环境中微生物的代谢途径，金黄色葡萄球菌

的基因还参与感染通路。 

3  讨论 
3.1  功能作图模型和微生物动态复杂性状

分析 
微生物互作在自然界普遍存在，一个物种与

其他物种相互作用的模式不仅影响生态群落的

结构[35]，还可以推动生物的进化[23]，因此阐明

这些相互作用的机制尤为重要。许多研究者利用

GWAS 来揭示微生物复杂性状的遗传机制[36-37]，

但传统方法只能识别与特定时间点的表型相关

QTL，功能作图则可以检测与性状的整个发育

过程相关的 QTL[38]。本研究通过功能作图模型

发现了在不同环境中影响大肠杆菌和金黄色葡

萄球菌生长的重要 QTL，该模型使用生长曲线

方程整合了多个时间点上连续测量的表型数

据，已经广泛应用于动植物、林业和微生物等

领域[11,39-41]。早期的研究表明该模型在定位影响

生物生长表型的 QTL 方面是可靠的。例如，Yang
等[39]使用功能作图模型找到了在含有万古霉素

的培养基中生长的金黄色葡萄球菌的表型可塑

性 QTL，获得了调节金黄色葡萄球菌抗生素压

力的基因。 
目前用于 QTL 定位的方法有很多，近年来

定位与生物动态复杂性状相关 QTL 的统计模型

方法取得了很大进展。功能作图模型就是 重要

的方法之一，它考虑了表型形成的生物学机制和

动态过程，将生长方程整合到统计模型中，以自

上而下的方式直接通过生长性状的观测数据估

计生长曲线差异，定位与性状的整个发育过程相

关的 QTL[11,16]。还有一种以自下而上的方式建立

的统计模型，使用与 QTL 有关的生长参数重建

生物生长发育轨迹，识别与特定生长参数有关的

QTL，对于表征生长轨迹的关键发育特征更为有

效[42]。在本课题组前期的研究中，Liang 等[2]使

用第 2 种方法研究了 45 对大肠杆菌和金黄色葡

萄球菌的相互作用，分别使用参数 λ (迟缓期)、
R (对数生长期)和 A (稳定期)来描述细菌生长曲

线的 3 个连续阶段，然后基于生长参数进行关联

分析，获得不同生长参数下的曼哈顿图。该研究

发现了影响细菌相互作用的 QTL，并阐明了有多

个基因共同作用来影响细菌间的相互作用[2]。自

上而下和自下而上的方法具有互补性[42]，但是功

能作图以自上而下的方式使用观测的表型信息，对

于描述生物的整体生长轨迹更有优势，已被证明是

研究动态复杂性状遗传机制的有力工具[11,38-41]。本

研究结合生长曲线将大肠杆菌和金黄色葡萄球

菌生长丰度与基因型相关联，借助功能作图自上

而下直接从表型入手，发掘了更多的显著 QTL，
获得了与细菌适应环境压力有关的基因。 

3.2  微生物相互作用的 QTL 定位和基因

功能注释 
目前微生物的相互作用是微生物研究的重

要组成部分，解析在互作过程中发挥显著作用的

基因是一项重要的研究内容[23]。通过定位影响

微生物互作的 QTL，有助于找到影响种间相互

作用的基因，从而揭示在微生物互作过程中发

挥关键作用基因的调控机制。本课题组前期的

研究中还使用了一些不同的方法来研究大肠杆

菌和金黄色葡萄球菌的相互作用，陈南等[43]和

He 等[12]使用静态 GWAS 方法将这两种细菌的生

长表型数据和基因型相结合，发现了 rpoB、

rpoC、murE、yjjw 和 rpoS 等基因对大肠杆菌的
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生长产生了影响。Jiang 等[8]和张佐然等[23]应用

系统作图(systems mapping)模型研究了 45 对大 
肠杆菌和金黄色葡萄球菌的互作遗传机制，发现

了大肠杆菌的 murE、relA、yjjw 和 nhaR 等基因

以 及 金 黄 色 葡 萄 全 球 菌 ggt 、 ebp 和

SAOUHSC_00316 等基因对菌株互作产生了影

响。在此基础上，本研究进一步扩大样本量，通

过功能作图找到了影响大肠杆菌和金黄色葡萄

球菌生长互作的重要 QTL，并定位到了这些

QTL 所在的候选基因。在这些候选基因中，金黄

色葡萄球菌的 scdA、sdrD 和 SAOUHSC_00316，
以及大肠杆菌的 rpnA、gutQ 和 tmcA 等基因在之

前的研究中已被报道[2,8,12]；同时，我们还定位到

了之前的研究未分析到的基因，包括大肠杆菌的

phr、nagC、priA、rbn、ppsA、eptA 和 flim 基因

及金黄色葡萄球菌的 sdrC、guaA、coa 和 ftsA
等基因。  

通过基因功能注释，发现部分基因功能已有

相关文献报道。大肠杆菌 nagC (QTL701127)编
码一种转录调节因子 NagC，功能是协调氨基糖、

氨基葡萄糖和 N-乙酰葡糖胺的生物合成及其分

解代谢，特异性调节 N-乙酰葡糖胺和葡萄糖的

转运和利用[29]。fliM (QTL2020923)编码大肠杆

菌鞭毛运动开关蛋白 FliM，FliM 是鞭毛运动开

关复合体的 3 个组成部分之一，可在鞭毛组装、

旋转和顺时针/逆时针方向控制中起作用，细菌

可以通过调节鞭毛的旋转来引导它们游向有利

的刺激物[30]。phr (QTL740317)编码 DNA 光解

酶，通过光诱导的电子转移机制修复被紫外线损

伤的 DNA 中的环丁烷嘧啶二聚体[44]。大肠杆菌

eptA (QTL4335018)编码磷酸乙醇胺转移酶，若

无 EptA，致病菌对多粘菌素和宿主免疫系统的

清除变得更加敏感，因此 EptA 可能是药物开发的

有效靶标，以对抗细菌对多粘菌素的耐药性[45]。

ppsA (QTL1785589)编码磷酸烯醇丙酮酸合成

酶，是 常见的代谢基因之一，表达水平会影响

大肠杆菌的生长[46]。priA (QTL4126424)基因编

码的蛋白具有解旋酶活性，在大肠杆菌中参与重 
新启动断裂的复制叉，依赖于 PriA 的复制重启

动机制是细菌复制重启的主要途径[47]。金黄色

葡萄球菌基因 sdrC (QTL550426, QTL550312)编
码与细胞表面相关的钙结合蛋白，可以通过介导

与细胞外基质组分的相互作用促进细菌黏附；

SdrC 蛋白可以作为黏附素，通过分子间相互作

用形成独特的二聚体，有助于金黄色葡萄球菌的

致病性[32]。在金黄色葡萄球菌的表型可塑性试

验中，也定位到 sdrC 基因发挥作用 [39]。ftsA 
(QTL1101515)基因编码细胞分裂蛋白，Yan 等[48]

通过酵母双杂交试验发现了金黄色葡萄球菌

FtsA 和 FtsZ 蛋白之间的相互作用，证明了 FtsA
在 细 菌 细 胞 分 裂 中 发 挥 关 键 作 用 。 sdrD 
(QTL552238)基因编码的含丝氨酸-天冬氨酸重

复序列的蛋白 SdrD，促进细菌对宿主细胞的黏

附；有研究表明金黄色葡萄球菌 SdrD 与

desmoglein 1 (Dsg1)蛋白之间的相互作用对黏附

宿主细胞很重要[49]。scdA (QTL251034)基因编码

细胞壁生物合成蛋白，参与细胞壁合成、周转等

生命活动[50]，在金黄色葡萄球菌细胞分裂中起

重要作用[33]。已有文献报道证明金黄色葡萄球

菌的 scdA 基因在共同培养环境下显著提高了表

达量，以维持自身在培养体系中的稳定性[50]。

通过 QTL 调控网络、基因功能注释和富集分析

发现，许多基因在代谢、繁殖以及调控中发挥作

用，这些基因的功能都可能在一定程度上影响微

生物的生长，从而影响微生物在不同环境中的生

长表型变化以及相互作用方式[23]。 

4  结论 
本研究通过在实验室进行短期微生物互作

培养，定位到了不同环境中影响微生物竞争互作
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的 QTL。借助功能作图揭示了大肠杆菌和金黄

色葡萄球菌的竞争互作关系，发现了大肠杆菌

phr、nagC、eptA、ppsA、priA、flim 和金黄色葡

萄球菌 scdA、sdrC、sdrD、ftsA 等与生长有关的

重要基因。本研究证明了功能作图在研究物种

竞争与互作方面的优势和分析动态复杂性状的

能力，为生物种间互作的研究提供了不同的策

略方法。 
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