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摘要：【目的】通过实验室培养模拟自然环境微生物相互作用，进而找到影响细菌基因型和表型的基因。

【方法】将大肠杆菌和金黄色葡萄球菌在实验室条件下进行单独培养和两两混合培养并连续转接，通过

得到的数量表型与最大生长速率表型做全基因组关联分析(GWAS)，对得到的与表型相关的 SNP进行注

释与分析。【结果】162 个 SNP 位点影响到大肠杆菌原始菌株与共培养菌株的生长，36 个 SNP 位点影

响大肠杆菌菌株在单独培养和共同培养的生长。总共有 85个 SNP位点影响金黄色葡萄球菌的原始菌株

与单独培养。其中 5 个基因在之前文献中已有报道。对影响不同时间点细菌数量变化形状的 SNP 位点

进行功能注释，大肠杆菌中有 706个与生长性能相关。金黄色葡萄球菌中，129个和不同的生长性能相

关。大肠杆菌 SNP位点的 13个基因在之前的研究中已有报道。【结论】混合培养和单独培养都检测到

与生长相关的显著基因，本研究表明了 GWAS在研究细菌互作进化机制方面的潜力。 
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在自然环境中发生着众多微生物间的竞争，这

些相互作用对于地球生化多样性是非常重要的[1]。

理解物种适应新环境对阐明生物系统动力学和预

测物种对环境变化的反应至关重要[2]。当面对环境

变化时，物种相互作用不仅引起生态物种丰度和

分布的变化，也影响物种的进化，同时也会影响

生态系统功能[3]。大量例子证明，共同进化有利于

加速物种的进化[4]，且物种的共同进化区别于物种

单独生长时的进化[5]。尽管提出了多种生态机制解

释为什么物种相互作用促进适应环境变化[6]，但其

遗传基础仍然未知。直到近几年才有了少量关于

表型变化对应基因型变化的研究[7]。 

为了获得更多的信息，基因组进化研究需要

结合微生物实验的全基因组测序 (whole-genome 

sequencing，WGS)[8]。目前，WGS被用在识别自然

群体中以表型变异、适应性为基础的基因变异[9]，
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全基因组测序提供了比此前更全面的微生物基因

组结构和内容的分析[10–11]。与传统的测序方法相

比，通过识别单核苷酸的差异，WGS提供了表型

性状的遗传基础信息[12]。微生物的全基因组测序

能发现自适应进化细菌的基本参数，包括突变的

数量，突变基因的功能等。在细菌方面，适应性

进化的一些研究已经包括基因组重测序[13]。 

全基因组关联研究(Genome-wide association 

study，GWAS)是对多个个体在全基因组范围的遗

传变异多态性进行检测，获得基因型，进而将基

因型与可观测的性状(即表型)进行群体水平的统

计学分析，根据统计量或 P 值筛选出最有可能影

响该性状的遗传变异。GWAS 与以往的候选基因

研究策略不同，众多功能不明的基因及大量基因

间区域的 SNP都能为复杂性状的研究提供线索，

不必再受预先设定的候选基因的限制[14]。GWAS

在微生物方面的应用是快速识别调节表型变异遗

传因素的一个潜在而有效的方法，更容易鉴别出

导致某种表型变化的遗传基础[15]，识别重要表型

潜在的遗传因素，但很少被应用于细菌[16]。大肠

杆菌和金黄色葡萄球菌在自然界中广泛存在，研

究这两种菌的不同菌株之间的相互作用具有代表

性。而且，大肠杆菌和金黄色葡萄球菌具有相对

较小的基因组，也易于获得不同基因型的菌株，

因而是全基因组研究非常好的模式生物。 

细菌的相互作用类型主要为竞争作用[17]。本研

究中我们在同一培养基中培养大肠杆菌和金黄色

葡萄球菌不同菌株的配对组合，观察各菌株在不同

时间点的浓度以及培养前后的最大生长速率。之

后用 GWAS的方法来识别在人为生态环境中控制

特定生态过程的基因。本文使用的是传统分析方

法——基于高密度单核苷酸多态性(Single nucleotide 

polymorphism，SNP)标记的全基因组关联分析[18]，

用基因组中数量巨大的 SNP 为遗传标记，在全基

因组水平上进行对照分析或相关性分析，通过比较

发现影响复杂疾病或性状的功能基因的方法[19]。该

法最初应用于人类全基因组范围内筛选出与复杂

疾病相关的 SNP，进而确定致病基因。随着各物种

全基因组信息的陆续公布，GWAS已经成功应用在

很多领域的复杂数量性状候选基因的检测中[20]。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株来源：大肠杆菌共 36 株，其中 24 株

购自中国普通微生物菌种保藏中心(CGMCC)，12

株购自中国工业微生物菌种保藏中心(CICC)；金

黄色葡萄球菌共 36 株，其中 7 株购自中国普通微

生物菌种保藏中心(CGMCC)，4株购自中国工业微

生物菌种保藏中心(CICC)，6株购自中国农业菌种

保藏中心(ACCC)，1株购自中国林业微生物菌种保

藏管理中心(CFCC)，5株购自中国典型培养物保藏

中心(CCTCC)，5株购自中国药学微生物菌种保藏

管理中心(CPCC)，2株购自中国医学微生物菌种保

藏管理中心(CMCC)，5株由中国农业大学动物医学

院赠与，1株诱变菌株。所有菌株均保存于–80 °C。 

1.1.2  试剂：溶菌酶、溶葡萄球菌素均为美国

Sigma公司产品；营养肉汤培养基(Nutrient Broth)，

胰蛋白胨大豆琼脂培养基(TSA)为 Oxiod 公司产

品；细菌基因组 DNA提取试剂盒，荧光定量试剂

盒购自天根生化科技有限公司；引物由北京博迈

德生物技术有限公司合成。 

1.2  接种与培养 

将大肠杆菌和金黄色葡萄球菌各 36株菌株冻

存液在 TSA平板上划线后 37 °C培养 24 h，挑取

单菌落于 20 mL NB培养基中 37 °C、130 r/min过
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夜培养后，利用流式细胞术(FCM)，对样本进行染

色后 35 °C避光孵育 10 min，上机检测，数据分

析[21]后计算出各菌液样本浓度。取适量稀释后的

菌液接种于稀释 10倍的 NB培养液中，使其终浓

度在 5×103 cells/mL左右；混合培养的实验组分别

接入等同于单独培养的菌液量，使得各菌种的终

浓度均在 5×103 cells/mL左右。将菌液置于恒温摇

床中 30 °C、130 r/min培养。培养 4 d后记为第 1

个时间点。从各瓶中取出 1 mL菌液分别转接入新

鲜的 10倍稀释 NB培养液中，同时取出 5 mL菌

液用于提取 DNA。将新转接的培养基继续振荡培

养 3 d后进行同样的操作，记为第 2个时间点，以

此类推每周转接 2次，每次间隔为 4 d或 3 d，持

续 8 周，共 16 个时间点。分别取 36 对菌的原始

菌株、第 16个时间点的 36对单独分离株和 36对

混合分离株各 3 个单菌落于 NB 原液培养基中过

夜活化后，取 100 μL接入新鲜的 NB原液培养基

中，每小时用酶标仪(Infinite M200 PRO，TECAN，

瑞士)测定菌液的 OD600值，绘制生长曲线并计算

各菌株的最大生长速率。 

1.3  qPCR测定菌液浓度 

根据大肠杆菌 β-D-葡萄糖苷酶编码基因 uidA

和金黄色葡萄球菌的耐热核酸酶 nuc基因的序列，

设计大肠杆菌 uidA基因的引物 uidA-F (5′-CGCTG 

AAGAGATGCTCGACT-3′)和 uidA-R (5′-CACGC 

TTGGGTGGTTTTTGT-3′)，扩增片段的长度为 

217 bp。金黄色葡萄球菌 nuc 基因的引物 nuc-F 

(5′-AGATAACGGCGTA AATAGA-3′) 和 nuc-R 

(5′-ACTTGCTTCAGGACC ATA-3′)，扩增片段长

度为 226 bp。将提取的 DNA通过 qPCR的方法测

得每个时间点菌液浓度。 

1.4  全基因组重测序 

取 1 mL过夜培养菌液用细菌 DNA提取试剂

盒提取基因组，经检测质量合格后由测序公司利

用 Hiseq 2500测序平台进行细菌全基因组重测序

(诺禾致源，北京)。去除所含低质量碱基(质量值

≤38)超过一定比例(默认 40 bp)、N碱基达到一定

比例(默认 10 bp)、去除与接头之间重叠超过一定

阈值(默认 15 bp)的 reads，并去除重复的 reads。

有效测序数据通过 BWA 软件比对到参考基因组

上，参考基因组选择 Escherichia coli str. K-12 

substr.MG1655 和 Staphylococcus aureus subsp. 

aureus NCTC 8325。利用 SAMtools软件过滤掉质

量值低于 20、测序深度低于 4×的 SNP 的结果，

即保证至少有 4条以上且质量值均高于 20的 reads

支持，进一步保证分析结果的准确性。 

1.5  GWAS分析 

通过重测序技术在全基因组范围内筛选出了

高密度的分子标记 SNP 位点。本研究采用最大似

然方法来分析每个 SNP 位点与单独培养细菌各个

时间点所获得的生长数据及最大生长速率值之间

的关系，找到影响对应表型的显著 SNP。通过基因

注释，定位显著 SNP 位于哪些基因内或基因间隔

区，进一步找到影响表型的差异基因。考虑到细菌

每个 SNP位点有 2种不同单倍体基因型 Q (编号为

1)和 q (编号为 2)，用 yi表示一种细菌菌株 i的数量

值，在指定SNP位点表型评估的似然用公式(1)表示。 

j2

j i
1 1

( ) ( )
n

j i

L y f y
 

         公式(1) 

其中 nj是 SNP位点基因型 j (j=1，2)的菌株数

量；f(yi)表示概率密度函数。 

利用最大似然估计对模型参数进行估计。通

过把这些估计值插入到零和备假设下的似然，计

算每个标记的对数似然比(LR)。LR 值用来和临界

阈值比较，临界阈值是排列检验通过重排所有菌

株的表型 1000次得到的[22]。 
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2  结果和分析 

2.1  全基因组测序结果 

大肠杆菌和金黄色葡萄球菌基因组的重测序

信息统计在表 1 和表 2 中进行了概述。对所有特

定的区域进行评估来确定具体的 SNP。从 36 株

大肠杆菌菌株中共确定了 65533个 SNP位点，密

度大约为每 60个/bp，从 36株金黄色葡萄球菌菌

株中确定了 86516 个 SNP 位点，密度大约为 40

个/bp。 
 

表 1.  大肠杆菌重测序数据统计 

Table 1.  Resequencing statistics for E. coli 

Number Sample ID 
Insert 
size/bp 

Reads length/bp Raw data/Mb
Filtered 
reads/% 

Clean 
data/Mb 

Clean data 
Q20/% 

Clean data 
Q30/% 

1 E1 500 (100:100) 992 30.18 693 91.75 77.57 

2 E2 500 (100:100) 1421 27.95 1024 95.07 86.00 

3 E3 500 (100:100) 1015 31.37 696 91.18 78.30 

4 E4 500 (100:100) 1332 30.15 932 90.34 78.48 

5 E5 500 (100:100) 1710 28.20 1228 95.17 86.92 

6 E6 500 (100:100) 682 27.17 497 94.28 82.75 

7 E7 500 (100:100) 720 33.01 483 91.42 76.84 

8 E8 500 (100:100) 930 25.82 690 92.02 79.76 

9 E9 500 (100:100) 1060 24.68 798 92.36 80.12 

10 E10 500 (100:100) 853 30.27 595 91.82 77.81 

11 E11 500 (125:125) 935 18.47 762 94.80 88.80 

12 E12 500 (100:100) 1344 26.64 986 95.21 87.08 

13 E14 500 (100:100) 945 22.37 733 92.95 81.26 

14 E17 500 (100:100) 1070 28.60 764 95.04 85.96 

15 E18 500 (100:100) 1316 26.83 963 95.17 86.36 

16 E19 500 (100:100) 895 28.24 643 91.44 78.50 

17 E20 500 (100:100) 831 23.76 633 93.47 81.72 

18 E21 500 (100:100) 1418 27.25 1032 95.28 87.16 

19 E22 500 (100:100) 1183 26.51 869 95.12 86.12 

20 E23 450 (125:125) 1086 12.41 952 94.63 88.78 

21 E25 500 (125:125) 680 20.09 544 94.82 88.88 

22 E26 500 (100:100) 1084 30.29 756 95.36 86.96 

23 E27 500 (100:100) 1472 26.93 1076 95.15 86.85 

24 E28 500 (100:100) 1116 18.07 915 95.87 86.03 

25 E29 500 (100:100) 1120 28.80 798 95.58 87.39 

26 E30 500 (100:100) 1016 17.9 834 97.28 90.04 

27 E31 500 (100:100) 940 30.85 650 95.69 88.71 

28 E32 500 (100:100) 964 32.68 649 94.83 86.15 

29 E34 500 (100:100) 882 23.07 679 92.66 80.95 

30 E35 500 (100:100) 954 36.55 605 94.28 85.02 

31 E40 500 (125:125) 1123 22.03 876 94.82 88.70 

32 E41 500 (100:100) 995 31.08 686 91.07 78.07 

33 E42 500 (125:125) 900 18.34 735 94.90 88.81 

34 E43 500 (100:100) 1151 28.82 820 95.97 89.31 

35 E44 500 (125:125) 814 14.72 694 96.01 91.24 

36 E45 500 (100:100) 1096 31.37 752 94.94 86.43 
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表 2.  金黄色葡萄球菌重测序数据统计 

Table 2.  Resequencing statistics of S. aureus 

Number Sample ID 
Insert 
size/bp 

Reads length/bp Raw data/Mb
Filtered 
reads/% 

Clean 
data/Mb 

Clean data 
Q20/% 

Clean data 
Q30/% 

1 S1 500 (100:100) 1012 18.86 821 97.01 90.85 

2 S2 500 (100:100) 1215 22.99 935 93.32 82.34 

3 S3 500 (100:100) 1012 9.88 912 98.54 94.28 

4 S4 500 (100:100) 1247 9.54 1128 97.61 91.41 

5 S5 500 (100:100) 1220 10.68 1090 96.51 88.97 

6 S6 500 (100:100) 1166 8.78 1064 97.46 90.96 

7 S7 500 (100:100) 1094 8.99 996 97.37 90.67 

8 S8 500 (100:100) 1272 9.31 1153 97.74 92.00 

9 S9 500 (100:100) 1099 15.29 931 97.53 92.29 

10 S10 500 (100:100) 1159 13.04 1008 97.67 92.30 

11 S11 500 (100:100) 1468 14.44 1256 97.48 91.83 

12 S12 500 (100:100) 1235 8.89 1125 96.58 88.98 

13 S14 500 (100:100) 1237 9.75 1116 96.28 88.32 

14 S17 500 (100:100) 1134 10.24 1018 96.63 89.24 

15 S18 500 (100:100) 1173 9.30 1064 97.76 92.11 

16 S19 500 (100:100) 1088 11.45 964 97.01 89.67 

17 S20 500 (100:100) 1220 9.94 1099 96.56 89.03 

18 S21 500 (100:100) 1015 16.51 848 96.07 87.04 

19 S22 500 (100:100) 1194 13.93 1028 98.18 94.17 

20 S23 500 (100:100) 1056 18.80 858 97.52 92.65 

21 S25 500 (125:125) 1668 6.69 1556 96.30 92.37 

22 S26 500 (100:100) 1120 28.52 800 95.58 87.75 

23 S27 500 (125:125) 1263 8.71 1153 95.90 91.63 

24 S28 500 (125:125) 1536 5.95 1444 96.39 92.50 

25 S29 500 (100:100) 1212 9.15 1101 96.39 88.50 

26 S30 500 (100:100) 1215 14.90 1034 94.95 85.49 

27 S31 500 (100:100) 1821 15.68 1535 97.37 91.55 

28 S32 500 (125:125) 1417 5.86 1334 96.80 93.42 

29 S34 500 (100:100) 1043 9.18 947 97.66 91.64 

30 S35 500 (100:100) 1525 10.52 1364 97.24 90.42 

31 S40 500 (125:125) 1105 7.63 1021 96.32 92.49 

32 S41 500 (125:125) 1116 4.74 1063 96.39 92.50 

33 S42 500 (125:125) 1191 5.19 1129 96.42 92.58 

34 S43 500 (125:125) 943 4.25 903 96.35 92.41 

35 S44 500 (125:125) 1309 7.53 1211 96.37 92.56 

36 S45 500 (125:125) 1075 4.41 1027 96.31 92.33 
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2.2  最大生长速率 GWAS分析结果 

如图 1 和图 2 所示，分别测定原始菌株、单

独培养分离株和混合培养分离株的最大生长速

率，11株大肠杆菌(E30，E10，E41，E12，E11，

E3，E5，E32，E23，E44，E22)和 8 株金黄色葡

萄球菌(S2，S30，S23，S18，S19，S45，S25，S26)

单独培养分离株的生长速率显著高于原始菌株。

这些数据与实验室条件能提高生长速率的假设一 

致。6 株大肠杆菌(E17，E18，E21，E45，E12，

E44)和 16株金黄色葡萄球菌(S42，S5，S7，S8，

S6，S20，S14，S11，S22，S21，S12，S23，S10，

S29，S25，S26)混合培养分离株的生长速率比原

始菌株和单独培养分离株显著要快，这可能是混

合培养过程中生长适应的结果。3株金黄色葡萄球

菌(S32，S34，S35)混合培养分离株比单独培养分

离株和原始株慢很多。 

 
图 1.  大肠杆菌培养前后最大生长速率比较 

Figure 1.  Maximum growth rates for E. coli strains after co-culture and monoculture. A: original strains; B: 

monoculture; C: co-culture; means followed by same letters (a, b, c, ab) were not significantly different at P≤0.05 

in statistical analysis of each strain (Duncan’s multiple range test). 
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图 2.  金黄色葡萄球菌培养前后最大生长速率比较 

Figure 2.  Maximum growth rates for S. aureus strains after co-culture and monoculture. A: original strains; B: 

monoculture; C: co-culture; means followed by same letters (a, b, c, ab) were not significantly different at P≤0.05 

in statistical analysis of each strain (Duncan’s multiple range test). 

 

利用最大生长速率数据进行 GWAS分析，数

据显示 162个 SNP影响到大肠杆菌原始株与共培

养菌株的生长，36个 SNP影响大肠杆菌菌株在单

独培养和共培养的生长。总共有 85 个 SNP 影响

金黄色葡萄球菌的原始菌株与单独培养分离株。 

对影响原始株与共培养分离大肠杆菌，单独

培养与共培养分离株大肠杆菌，和原始株与单独

培养金黄色葡萄球菌最大生长速率的基因进行功

能注释，其中 5 个基因在之前文献中已有报道，

分别是 rpoB[13,23–24]，rpoC[23]在之前的进化实验中

确定为影响 RNA转录的调控；另外 3个分别是负

责监管 RNA合成的 relA[13]，影响甲硫氨酸生物合

成的 metL[24]，和编码苹果酸脱氢酶、参与碳水化

合物的分解代谢的 mdh[25]。 
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2.3  不同时间点菌体数量 GWAS分析结果 

我们使用 36 对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌菌

株在培养过程中不同时间点的数量来确定不同的表

型与基因多态性之间的关系。曼哈顿图显示了在

GWAS 分析结果中重要的 SNP 位点。大肠杆菌中

65533 个 SNP 位点中，有 706 个与生长性能相关

(P<0.05)。金黄色葡萄球菌的 86516个 SNP位点中， 

129个与生长性能相关(P<0.05)。在混合培养中，609

个 SNP位点与大肠杆菌的生长有关(图 3)，17个 SNP

位点和金黄色葡萄球菌的生长有关(图 4)。在单独培

养中，97个 SNP位点与大肠杆菌的生长有关(图 5)，

112个SNP位点与金黄色葡萄球菌的生长有关(图6)。

在大肠杆菌混合培养的所有时间点中，第 1个时间点

得到的 SNP数量在所有时间点中最多，共有 541个。 

 
图 3.  混合培养大肠杆菌显著 SNP 曼哈顿图 

Figure 3.  Manhattan plots of GWAS results for E. coli grown in co-culture. Genomic location was plotted against 
−log10(P), with 609 SNPs identified at multiple time points; each dot corresponds to a single SNP. A: time point 1; 
B: time point 2; C: time point 3; D: time point 15; E: time point 16. 
 

 
图 4.  混合培养金黄色葡萄球菌显著 SNP 曼哈顿图 

Figure 4.  Manhattan plots of GWAS results for S. aureus in co-culture. Genomic location is plotted against 
−log10(P), with 112 SNPs identified at multiple time points; each dot corresponds to a single SNP. A: time point 4; 
B: time point 7; C: time point 10. 
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图 5.  单独培养大肠杆菌显著 SNP 曼哈顿图 

Figure 5.  Manhattan plots of GWAS results for E. 
coli grown in monoculture. Genomic location was plotted 
against −log10(P), with 97 SNPs identified at multiple 
time points; each dot corresponds to a single SNP. 

 

SNP 分布在整个基因组的基因上或者在假设

的基因和基因间区域参与代谢调控。在大肠杆菌

中，混合培养确定了 60个显著 SNP (第 1个时间

点 56个，第 2个时间点 2个，第 3个时间点 2个)。

在金黄色葡萄球菌的混合培养中，第 1 个时间点

只确定了 24个，第 7个时间点之后确定了 6个显

著 SNP，在单独培养中观察到 39个显著 SNP (第

1个时间点 2个，第 4个时间点 17个，第 6个时

间点 1个，第 16个时间点 19个)。 

对影响不同时间点细菌数量变化的显著 SNP

进行功能注释，大肠杆菌 SNP的 13个基因在之前

的研究中已有报道。其中 2个，murE[23]和 phoQ[25]

分别在适应以丙三醇为基础的培养环境和异丁醇

压力下影响肽聚糖代谢。topA[8]基因编码 DNA 拓

扑异构酶，被用在进化实验的评估上。ydcI[13]，

rpoS[13,26]和 rpoB[13,23–24] 3个基因被证实影响RNA的

转录调控。在本次研究中，识别的 7个基因也与蛋

白质的合成有关，这也证明了本实验方法的有效性。 
 

 
图 6.  单独培养金黄色葡萄球菌显著 SNP 曼哈顿图 

Figure 6.  Manhattan plots of GWAS results for S. aureus in monoculture. Genomic location is plotted against 
−log10(P), with 17 SNPs identified at multiple time points; each dot corresponds to a single SNP. A: time point 1; B: 
time point 4; C: time point 6; D: time point 8; E: time point 16. 
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3  讨论 

新一代测序技术使微生物基因组综合分析成

为可能[27]。而且，WGS促进了大肠杆菌中各种表

型进化的多个代谢途径的发现[24]。有研究通过基

因组重测序发现，大肠杆菌在进化实验过程中的

多个进化提高了对异丁醇的耐受性[25]。S. aureus 

NCTC 8325是 21世纪初期首批进行基因组测序的

菌株之一。这项研究覆盖了 836 个片段序列，

3206852 bp在公共数据库中可用。 

GWAS 在动植物的研究尤其是人类医学方面

已经被广泛应用[14,28]，但是很少被应用于细菌方

面[29]。虽然这样的研究还在起步阶段，但早期研

究表明这种方法在影响表型多样性位点的识别方

面是可靠的。因此，GWAS 可以作为一个发现新

细菌临床相关特征的强大工具[30]。当菌株生活环

境中选择压力等附加条件改变时，应用本研究中

的进化方法或许可以更好地理解其中的生态相互

作用。尽管全基因组关联研究中存在多重检验等

问题，但本实验采用相应的校正方法对检验结果

的 P值进行校正，使 P值小于 0.05，降低了假阳

性率[14,31]。 

在本研究中，我们用短期实验室进化实验和

基因组测序的方法研究大肠杆菌和金黄色葡萄球

菌适应性进化机制，将多对大肠杆菌和金黄色葡

萄球菌菌株在同一培养基中共同培养，观察两种

细菌增长的动态变化，力求找到调节种群间相互

作用的目的基因。据了解，这是首次将 GWAS

应用在大肠杆菌和金黄色葡萄球菌共培养的研

究上。 

Lawrence 等的研究[2]表明，很多物种会改变

其他物种的生存环境，产生大量不可预知的进化

结果。该研究假设自然界中普遍存在一些物种进

化到可以消耗其他物种产生的废弃物的程度[6]。

LaCroix 等的研究[24]表明实验室自适应进化实验

可以用来检测导致大肠杆菌表型优化的突变。 

物种在变化环境中的适应性进化机制，有助

于我们合理预测细菌对环境的适应性变化，提出

有效的抗菌治疗方案等[6]。简单的实验设计能够明

确这项研究中的因果关系。利用未知相互作用的

物种构建的人工微生物群落为解决关于自然交互

起源的许多重要问题提供平台[32]。这项研究的发

现对于详细了解传染病的传播动力学、微生物群

落的功能组建等方面都将是至关重要的。同时该

发现也会促进复杂微生物系统间相互作用关系及

关键参数的发现[33]。由于倾向于使用相同资源的物

种共同生长时也可能会产生竞争关系，因此，细菌

种间关系到底是竞争还是合作的关键可能在于它

们长期互相适应的潜力和生态位的重叠程度[34]。 

在本次实验中，我们用WGS的方法来分析这

36株大肠杆菌和 36株金黄色葡萄球菌，得到了基

因组中大量的 SNP 位点(大肠杆菌高质量数据

28.45 G，金黄色葡萄球菌 40.84 G)，其中多数是

新发现的。另外，在基因注释过程中确定了大量

可以作为遗传标记预测表型性状变化的 SNP 位

点。GWAS 被应用于分析大肠杆菌和金黄色葡萄

球菌的基因功能，包括信号导致菌株之间的遗传

分化。本研究中混合培养和单独培养都检测到与

生长相关的显著基因，表明了 GWAS在研究细菌

互作进化机制方面的潜力。 
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Interactions between Escherichia coli and Staphylococcus aureus 
determined by genome-wide association analysis 

Nan Chen1, Jing Zhu1, Meixia Ye1, 2, Yi Jin1, Xiaoqing He1*, Rongling Wu1, 2 
1 College of Biological Sciences and Technology, Beijing Forestry University, Beijing 100083, China 
2 Center for Computational Biology, Beijing Forestry University, Beijing 100083, China 

Abstract: [Objective] We studied the interactions in a co-culture of two bacteria. [Methods] By pairwise 

co-culturing of 36 Escherichia coli and 36 Staphylococcus aureus strains, we monitored the growth of each species 

in an interaction environment. We identified numerous Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) by whole-genome 

sequencing used as genetic markers to predict variations in phenotypic traits. Genome-wide association study 

(GWAS) was applied to identify loci that controlled competition between the two species. [Results] In E. coli, 162 

significant SNPs affected the change of maximum growth rate by comparing initials strains with those grown in 

co-culture, and 36 significant SNPs affected the change of maximum growth rate comparing monoculture and 

co-culture strains. Five of the significant E. coli genes we identified after annotation this time were also reported in 

other evolutionary studies. We also identified 85 significant SNPs in S. aureus that affected the change of 

maximum growth rate by comparing initial strains with those grown in monoculture. About the change of bacterial 

numbers, we found that 706 significant SNPs were associated in E. coli and 129 in S. aureus. Thirteen of the E. coli 

significant genes in this study were also verified in previous evolutionary reports. [Conclusion] We found several 

significant genes both in monoculture and co-culture affecting the interaction of E. coli and S. aureus. GWAS has 

the potential to study interspecific interactions of bacteria. 

Keywords: microbial competition, whole-genome sequencing, genome-wide association studies 
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