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【摘要】  人体内定植着数量庞大、结构复杂的微生物群，微生物群之间、微生物群及宿主细胞间存在着复杂的相互

作用。互作转录组测序技术（dual RNA sequencing, Dual RNA-seq）可同时分析两个（或多个）互作物种间基因表达的动态

变化，并通过互作模型图获得物种间基因的调控关系，得到物种间的相互作用机制。本文就近年来Dual RNA-seq技术在

肠道、呼吸道、皮肤及口腔微生物研究中的应用现状及发展前景作一综述。自Dual RNA-seq的概念被引入以来，该技术已

被应用于一系列感染模型。在分子水平上直接研究物种间动态相互作用，有助于更好地理解感染过程中病原体和宿主的

生理变化，从而揭示潜在的新靶点或生物标志物。但是，Dual RNA-seq目前仍然处于起步阶段，在实验技术方面存在一定

的局限性，比如由于物种间的相互作用是动态变化的，最佳实验条件以及采样点的选择以及如何实现实时观测是亟需解

决的难题；此外，由于Dual RNA-seq的生物信息学数据量大，如何快速灵活地处理互作信息仍然需要进一步的探索。
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【Abstract】  The  human  body  is  colonized  by  densely-populated  and  structurally complex  communities  of
microorganisms.  The  microbiota  interact  not  only  with  their  host  cells,  but  also  with  other  microbiota.  Dual  RNA
sequencing (Dual RNA-seq) can be used to conduct simultaneous analysis of the dynamic changes of gene expression of
two (or more) interactive species, and to obtain thus, through the interaction model diagram, the inter-species regulatory
relationship of genes of different species, and hence the interaction mechanism between species. We herein reviewed the
application  status  and  development  prospects  of  Dual  RNA-seq  in  the  research  of  intestinal,  respiratory,  skin  and  oral
microbes. Since the concept of Dual RNA-seq was first introduced, the technology has been applied to a range of infection
models.  Direct  investigation  into  the  dynamic  interactions  between species  at  the  molecular  level  will  contribute  to  the
better  understanding of  the  physiological  changes  of  pathogens and hosts  during the  course  of  infection,  and thus  help
reveal  potential  new  targets  or  biomarkers.  However,  the  Dual  RNA-seq  technology  is  still  in  its  early  stage  of
development, and there are some limitations in the experimental technology. For example, due to the dynamic nature of
the  interaction  between  species,  there  are  urgent  problems  awaiting  solutions,  such  as the  optimal  experimental
conditions, the selection of sampling sites and how to achieve real-time observation. In addition, due to the large amount
of  bioinformatics  data  of  Dual  RNA-seq,  further  research  is  needed  to  explore  for  ways  to  process  the  interaction
information quickly and flexibly.
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作为人体微生物群落的重要组成部分，皮肤、肠道、

呼吸道和口腔等部位定植了大量的细菌、病毒、真菌等

微生物，是微生物-宿主细胞、微生物-微生物相互作用的

重要场所[1]。感染性肺炎、炎症性肠病、龋病、牙周炎等

是常见的慢性感染性疾病，其病因与多种致病微生物相

互作用、微生物与宿主细胞相互作用密切相关[2]。近年

来，新一代测序技术已经广泛应用于各种病原菌转录组

水平的研究（即RNA sequencing, RNA-seq），用于分析微

生物的生理学过程及其致病机制[3]。在此基础上，互作转

录组测序技术（Dual RNA sequencing, Dual RNA-seq）可

以同时提取两个（或多个）物种的转录组信息进行测序和

分析，从而揭示互作物种间基因表达的动态变化[4]。然而

目前，Dual RNA-seq应用于微生物的相关研究较少，本文

就近年来Dual RNA-seq技术及其在肠道、呼吸道、皮肤和

口腔微生物研究中的应用现状及发展前景作文献综述。 

1     Dual RNA-seq技术

物种之间存在广泛且复杂的相互作用，针对特定物
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种的研究，其结论通常较为片面。而Dual RNA-seq则可

以实现从多个物种分析，更系统全面地解析多物种之间

互作的分子功能和调控机制。Dual RNA-seq无需分离物

种，应用范围广泛，可从大量的数据中筛选出差异表达基

因，从而进行后续深入实验分析与应用[5]。

进行Dual RNA-seq测序时，首先要在体外建立共培

养模型，收集样本之后提取总RNA。随后，根据样本类型

选择不同的方式获得mRNA—如果样本中只有真核生

物，其mRNA都具有polyA尾结构，可使用polyA捕获的方

式，获得物种的全部mRNA；若样本中存在原核生物，由

于原核生物mRNA缺少polyA尾，因此只能采取剔除

rRNA的方式获得mRNA[6]。获取mRNA之后，构建测序

文库并进行高通量测序，然后对测序数据进行统计和质

控以获得高质量的数据信息。对比混合基因组测序的覆

盖度、深度、分布统计，再从饱和度、覆盖度等方面对转

录组整体质量进行评估。接着可从序列、表达量、高级

分析等进行数据分析，最终获得物种间的互作信息[7]。

在计划和实施Dual RNA-seq时应注意：①收集样本

需避免不必要的转录组变化，细胞应低温保存直至裂

解。②如果要进行不同时间点的比较，在收获后立即对

物种进行分选较为困难，可以通过固定防止转录组变化，

使用含有酒精或硫酸铵的防腐剂去除水分使细胞蛋白质

变性，从而使核糖核酸酶和核糖核酸聚合酶失活[8]。③进

行Dual RNA-seq时，除了保持细胞物理性完整以进行细

胞分选之外，还要防止荧光信号淬灭以及保证高质量

RNA分离。④提取总RNA时，对于细胞壁比较厚的革兰

阳性菌还应通过物理方法进行破壁[9]。⑤多数Dual RNA-

seq都涉及时间过程，通过两两比较来分析差异表达，但

这忽略了样本之间的时间关系；重复实验在时间上进行

交错，而不是简单重复相同的采样时间点，可更有利于分

析差异表达[10]。 

2     Dual RNA-seq在微生物研究中的应用
 

2.1    肠道微生物

人类肠道微生物群落复杂多样，由多种不同的细菌

组成，这些微生物群落在正常状态下对维持肠道微生物

稳态有着重要作用[11]。然而病原体的肠道定植会打破这

种平衡，并且与宿主细胞发生相互作用，从而导致疾病的

发生。胃肠炎通常是由微生物感染引起，其中沙门氏菌、

假结核耶尔森菌（Y e r s i n i a  p s e u d o t u b e r c u l o s i s ,  Y .

pseudotuberculosis）以及金黄色葡萄球菌（Staphylococcus

aureus, S. aureus）是其常见病原菌，关注病原微生物与宿

主之间的相互作用，有助于更好地理解致病过程，寻找疾

病控制的有效靶点。

鼠伤寒沙门氏菌（Salmone l la  typhimurium ,  S .

typhimurium）是一种重要的人畜共患病原菌，其感染发

病率居沙门菌感染的首位[12]。S. typhimurium主要通过饮

食侵入人体从而导致急性胃肠炎。WESTERMANN等[13]

用S. typhimurium感染人永生化上皮细胞（HeLa细胞）进

行Dual RNA-seq，发现在宿主和病原菌中存在广泛的基

因表达变化，同时在S. typhimurium中发现一个高度上调

的sRNA—毒力因子PinT。BARRILA等[14]观察航天飞行

对人肠道上皮细胞（HT-29）与S. typhimurium相互作用的

影响，Dual RNA-seq结果显示S. typhimurium感染诱导核

心的促炎反应，航天飞行会导致HT-29中与Ⅰ型干扰素

（IFN-Ⅰ）信号相关的基因上调，并降低多种生物能量途

径的表达。

Y. pseudotuberculosis是一种食源性致病菌，可穿透肠

道上皮，引起胃肠炎[15]。NUSS等[16]应用Dual RNA-seq研

究Y. pseudotuberculosis感染小鼠肠道相关淋巴滤泡，测序

结果与已知的宿主-病原体相互作用一致，揭示了宿主在

感染过程中涉及的趋化因子和信号分子，并发现了Y.

pseudotuberculosis编码毒力因子相关的非编码RNA，为深

入了解复杂的宿主-病原体相互作用网络和疾病的发展

提供了依据。

S. aureus可以导致严重的侵袭性感染，针对S. aureus

毒力因子的“抗毒力”靶向策略是有效的抗感染措施[17]。

THÄNERT等[18]在两个不同的小鼠品系感染S. aureus的过

程中对宿主和病原体进行Dual RNA-seq，发现宿主本身

耐药的多态性或变异影响细菌毒力因子的转录组表达。

基于肠道疾病的预防与治疗越来越注重生态化原

则，益生菌制剂是常见的疾病预防手段。嗜酸乳杆菌

（Lactobacillus acidophilus, L. acidophilus）是一种常用于乳

制品和膳食补充剂的益生菌菌株。GOH等[19]利用无菌小

鼠定植模型，通过Dual RNA-seq提供了L. acidophilus在哺

乳动物肠道环境中与生存、营养获取、压力适应和宿主

相互作用相关的基因表达模式，以宿主回肠转录反应揭

示了L. acidophilus在促进抗炎反应、维持肠上皮细胞动

态平衡和调节宿主体内昼夜代谢轴方面的机制作用。

综上，Dual RNA-seq应用于肠道感染模型，有助于理

解宿主和肠道微生物之间的相互作用，并揭示了与毒力

相关的非编码RNA的隐藏分子表型。感染过程中的细微

变化，可能导致整个有机体的不同疾病结果，但常规的感

染分析中未能关注这些隐藏的基因功能，因此Dual RNA-

seq可能成为未来研究非编码RNA调控基因网络的理想

选择。 
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2.2    呼吸道微生物

下呼吸道感染是世界上死亡率最高的传染性疾病，

肺炎链球菌（Streptococcus pneumoniae, S. pneumoniae）、

结核分枝杆菌（M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s ,  M .

tuberculosis）、铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa, P.

aeruginosa）以及不可分型流感嗜血杆菌（Nontypeable

Haemophilus influenzae, NTHi）作为常见的呼吸道相关病

原体，得到广泛研究。

S. pneumoniae是细菌性肺炎最常见的原因，也是全

球范围内死亡的重要原因。这种微生物最初在鼻咽部定

居，并由此侵入身体的其他部位[20]。APRIANTO等[21]建立

了S. pneumoniae对Ⅱ型肺泡上皮细胞（A549）感染模型，

并进行Dual RNA-seq。结果显示S. pneumoniae激活了上

皮细胞的活性氧解毒途径，黏附状态下的S. pneumoniae

抑制了上皮细胞的固有免疫；S. pneumoniae中糖转运蛋

白相关的基因表达被激活。SHENOY等 [ 2 2 ]使用Dual

RNA-seq技术，捕获了S. pneumoniae在受感染心脏和血液

中的基因表达谱，以确定心脏内的S. pneumoniae相关毒

力因子。结果发现S. pneumoniae生物膜通过增强溶血素

的释放，杀死巨噬细胞，实现在心脏内“定居”。RITCHIE

等[23]利用小鼠S. pneumoniae感染48 h分离出的支气管肺

泡和胸膜液样本行Dual RNA-seq，确定了对胸膜腔侵入

的主要宿主和细菌反应，发现胸膜和肺样本中参与中性

粒细胞外渗调节的基因上调，但介导杀菌作用的基因下

调，S. pneumoniae与细菌素、肺炎球菌表面黏附素和糖肽

抗性相关的基因上调，编码蛋白酶的基因在感染中下

调。MINHAS等[24]通过使用Dual RNA-seq发现单核苷酸

多态性可以影响S. pneumoniae编码多种糖转运体的细菌

基因的表达，并精细调节碳水化合物代谢，以及宿主对感

染的转录反应的广泛重组，特别是调节细胞因子和趋化

因子配体和受体的编码基因的表达。

M. tuberculosis、P. aeruginosa以及NTHi等与呼吸道

疾病相关的病原菌也受到关注。PISU等 [ 2 5 ]利用Dual

RNA-seq先定义了小鼠肺巨噬细胞中M. tuberculosis感染

导致的特异性上调基因，然后揭示了巨噬细胞之间的不

同转录反应，肺泡巨噬细胞通过增加对铁和脂肪酸的接

触来维持M. tuberculosis的生长，间质巨噬细胞通过铁螯

合和更高水平的一氧化氮来限制M. tuberculosis的生长。

DAMRON等[26]使用Dual RNA-seq同时观测P. aeruginosa

感染小鼠的基因表达和呼吸道反应。参与代谢和编码毒

力的细菌基因在感染过程中差异表达，血红素获得、铁-

肠杆菌素转运和pyoverdine生物合成基因显著上调。

BADDAL等[27]利用Dual RNA-seq同时监测了NTHi和感染

黏膜上皮长达72 h的转录变化，发现上皮细胞通过细胞

骨架网络和细胞因子库的实质性改变对NTHi做出反应。

综上，Dual RNA-seq以更系统的方法研究微生物发

病机制，并广泛适用于各个系统，从而促进新疗法的开

发。然而，大多数肠道和呼吸系统的研究都是在体外或

者动物感染系统中进行的，因此为了揭示体内感染过程

中宿主和病原体基因的表达变化，需要新的技术手段来

解决宿主组织和宿主相关微环境的异质性带来的复杂挑战。 

2.3    皮肤微生物

皮肤是人体最大的器官，在机体与外界的接触过程

中主要起屏障保护作用，皮肤上栖息着数以万计的微生

物，正常情况下对人体无害，但也存在一些条件致病菌和

病原微生物，它们在人体免疫力低下时致病[28-29]。

红色毛癣菌（Trichophyton rubrum, T. rubrum）是皮

肤、头发和指甲的主要真菌病原体；T. rubrum在感染过

程中使用角质化底物作为主要营养物质，研究人员通常用人

角质形成细胞（HaCat细胞）建立感染模型。PETRUCELLI

等 [30 ]体外共培养T. rubrum和HaCat细胞24 h后行Dual

RNA-seq，发现T. rubrum中编码羧酸转运蛋白和角质分

解蛋白酶的基因被诱导，HaCat细胞抗菌基因被诱导、而

参与上皮屏障完整性的基因被抑制。这些基因可能成为

治疗皮肤真菌病的潜在抗真菌靶点。

杜克雷嗜血杆菌（Haemophilus ducreyi, H. ducreyi）导

致成人生殖器溃疡疾病软下疳，是热带地区儿童皮肤溃

疡的主要原因。GRIESENAUER等[31]在志愿者上臂接种

H. ducreyi，直至长出脓疱。通过Dual RNA-seq确定脓疱

中H. ducreyi和宿主的转录组学变化，表明H. ducreyi和人

类宿主之间存在相互作用，H. ducreyi充分利用宿主免疫

反应所创造的代谢生境（metabolic niche）。

化脓性链球菌（Streptococcus pyogenes, S. pyogenes）引

起的坏死性肌炎有很高的发病率和死亡率，并且治愈率

较低 [ 3 2 ]。KACHROO等 [ 3 3 ]利用Dual RNA-seq分析S.

pyogenes及其感染非人灵长类动物的转录组信息，发现相

关基因在坏死性感染中影响病原体-宿主的相互作用，S.

pyogenes毒力因子在体内表达水平与病原体对宿主的适

应性之间存在显著的相关性。

麻风分歧杆菌（Mycobacterium leprae, M. leprae）是麻

风病的特异致病菌，无法在体外培养。MONTOYA等[34]

利用Dual RNA-seq对麻风患者的皮损进行分析，发现反

应细菌负荷的转录产物与具有抑制抗菌作用的宿主Ⅰ型

IFN通路有关，反应细菌生存能力的细菌mRNA:rRNA比

率将细菌热休克蛋白与BAFFBCMA宿主抗体反应途径相

关联。
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综上，皮肤微生物相关研究在进行Dual RNA-seq时，

将灵长类动物以及患者皮损作为实验对象，更接近临床

研究的方向，打破了基础研究结果难以应用于临床的壁垒。 

2.4    口腔微生物

作为人体微生物群落的重要组成部分之一，口腔定

植了约700种细菌、病毒、真菌等微生物，目前Dual RNA-

s e q 在口腔中的应用主要集中于牙龈卟啉单胞菌

（Porphyromonas gingivalis, P. gingivalis）和链球菌属。 

2.4.1    P. gingivalis与齿垢密螺旋体（Treponema denticola,

T. denticola）、鲍曼不动杆菌（Acinetobacter baumannii, A.

baumannii）、白色念珠菌（Candida albicans, C. albicans）

之间的相互作用　P. gingivalis在龈沟液中检出率极高，

目前是公认的牙周主要致病菌 [35 ]。KIN等 [36 ]利用Dual

RNA-seq揭示P. gingivalis和T. denticola之间相互作用的分

子机制和可能的代谢协同作用，P. gingivalis提高游离甘

氨酸的产量，T. denticola则可利用甘氨酸作为碳源，使P.

gingivalis绕过脂肪酸合成的初始代谢，减少对血红素的

需求，且两种细菌相互作用后毒力相关基因表达显著上调。

A. baumannii是一种机会致病菌，其龈下定植与慢性

侵袭性牙周炎以及难治性牙周病有关[37]。MILLER等[38]对

P. gingivalis与A. baumannii体外共培养后，Dual RNA-

seq显示差异基因主要富集在两种细菌的多种重要毒力

因子，包括黏附、生物膜形成和蛋白质分泌等。

C. albicans是口腔内最常见的真菌，与龋病、牙周

炎、口腔扁平苔藓等口腔常见病的发生发展密切相关。

慢性牙周炎患者中C. albicans和P. gingivalis的检出率增

加。P. gingivalis可以促进C. albicans的菌丝形成，而C.

albicans可以增强P. gingivalis对牙龈上皮细胞的侵袭。

SZTUKOWSKA等[39]对浮游状态下共培养的C. albicans和

P. gingivalis进行Dual RNA-seq，发现P. gingivalis中与生长

和分裂相关的57个基因仅在C. albicans存在的情况下表

现上调；同时，C. albicans还诱导了P. gingivalis的Ⅸ型分泌

系统相关基因表达上调。 

2.4.2    链球菌属与其他口腔微生物的相互作用　变异链

球菌（Streptococcus mutans, S. mutans）和戈登链球菌

（Streptococcus gordonii, S. gordonii）均属于链球菌属，主要

在牙菌斑形成的初始阶段发挥作用，并且参与龋病的发

生发展过程。

牙菌斑生物膜的形成过程涉及多种微生物的相互作

用，有研究发现[40]，牙菌斑中存在S. mutans和伴放线放线

杆菌(Aggregat ibacter  act inomycetemcomitans ,  A.

actinomycetemcomitans）的致密聚集体。SZAFRANSKI

等[41]在体外培养S. mutans-A. actinomycetemcomitans共生

生物膜，并进行Dual RNA-seq分析，发现共生生物膜中A.

actinomycetemcomitans可以诱导调控S. mutans的群体密

度感应系统相关基因表达上调，而与氧化应激相关的基

因则表达下调；A.actinomycetemcomitans中与毒力因子、

铁摄取、应激以及DNA代谢等相关基因表达上调，但是

与逃避宿主免疫相关的基因下调。

具核梭杆菌（Fusobacterium nucleatum, F. nucleatum）

在牙菌斑形成过程中起桥梁作用，F.  nucleatum与S.

mutans的相互作用对于牙菌斑的形成至关重要。杨蕊琦

等 [42 ]体外共培养S. mutans和F. nucleatum，Dual RNA-

seq发现S. mutans中与精氨酸合成的相关基因表达上调，

由于精氨酸具有抗氧化性，这导致牙菌斑中H2O2产量降

低；碳水化合物代谢相关基因表达下调，产酸减少有利于

F. nucleatum的存活。在F. nucleatum中毒力因子和代谢

相关基因表达上调。

C. albicans和S. mutans两者相互作用是最常见的真

菌-细菌跨界交互作用。ELLEPOLA等[43]基于C. albicans-

S. mutans共生生物膜的Dual RNA-seq结果得出结论，在

共生生物膜中C. albicans真菌致病性增强，并提出了C.

albicans和S. mutans之间的致病协同作用。这些结果为C.

albicans-S. mutans共生生物膜致龋力增强提供了依据。

微小韦洛氏菌（Veillonellaparvula, V. parvula）是牙菌

斑形成过程的另一个先驱菌，与S. gordonii的相互作用影

响牙菌斑形成的初始过程。MUTHA等 [ 4 4 ]共培养S .

gordonii和V. parvula 30 min行Dual RNA-seq，显示与单菌

种相比，V. parvula中参与抗氧化性应激的相关基因下调，

S.gordonii中差异表达基因集中于磷酸转移酶系统转运蛋

白和碳水化合物代谢。该课题组 [ 4 5 ]在体外共培养F.

nucleatum和S. gordonii，Dual RNA-seq表明共培养后F.

nucleatum中编码唾液酸摄取和分解代谢的基因上调；S.

gordonii中编码磷酸转移酶系统介导的乳糖和半乳糖摄

取功能的基因下调。

S. gordonii是少数可以与C. albicans共聚集的口腔链

球菌之一，S. gordonii与细菌的共聚集对C. albicans参与口

腔生物膜形成及多菌群落的发展至关重要。DUTTON

等[46]应用Dual RNA-seq揭示C. albicans和S. gordonii的相

互作用，结果显示C. albicans中75个基因上调，这些基因

参与体内平衡、蛋白质修饰和细胞周期、菌丝形成等相

关生理过程；36个参与转运和翻译的基因下调。而S. gordonii

中仅有8个基因显著上调。提示来自S. gordonii的信号促

进C. albicans菌丝形成，而S. gordonii受C. albican的转录影

响较小。

综上，牙周病和龋病作为常见的口腔疾病，其形成与
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牙菌斑的形成密切相关，并涉及多种微生物的共同感染，

利用Dual RNA-seq观察到的微生物间相互作用，可能在

口腔微生物失调中起着重要作用，提供了控制牙菌斑形

成的潜在目标。 

2.5    微生物感染和宿主响应

中性粒细胞是人体内最主要的固有免疫细胞之一，

对于防御微生物入侵至关重要。真菌感染过程中，中性

粒细胞可通过吞噬杀伤和分泌抗菌物质发挥其免疫作

用。NIEMIEC等[47]用Dual RNA-seq研究中性粒细胞与C.

albicans早期相互作用。结果显示中性粒细胞接触C.

albicans时，通过炎性小体的诱导和大量细胞因子的释

放，在复杂的免疫反应中起重要的调节作用；C. albicans

则利用转录因子Hap43p作为关键调节因子逃避中性粒

细胞的“捕杀”。识别并抑制Hap43p有助于对C. albicans

进行特异性靶点定位，调节C. albicans诱导的炎症反应。 

3     总结与展望

Dual RNA-seq的不断发展，推进了各个领域物种间

相互作用的研究进展。人体存在丰富种类的微生物，他

们之间复杂的相互作用，被精密复杂的基因网络调控，虽

然目前已有大量微生态的研究，但大部分机制网络仍不

清晰，进一步研究多物种互作转录信息尤为重要。互作

转录组测序技术的发展，为微生态研究提供了新的研究

方法与手段。微生态的互作转录组测序技术应用，将有

助于对多物种间基因表达变化及基因调控关系研究，涉

及调控网络、病原菌感染宿主致病机制、寻找微生物之

间联系的介质，为确定疾病预防和治疗的潜在靶点提供

基础和依据。

未来Dual RNA-seq技术的进步，也存在一些局限和

挑战。例如，在进行Dual RNA-seq时，可能会存在批次效

应，引起高通量测序的误差；此外，在样本中存在原核生

物时，需要通过rRNA剔除的方法获得mRNA。目前商业

化的rRNA剔除试剂盒，仅覆盖十余个动物、植物物种以

及数十种微生物，因此，没有rRNA剔除试剂盒的互作物

种，则无法进行Dual RNA-seq研究。对于多个物种互作，

如多种病原体侵染同一宿主，则面临更多问题：一方面可

能如上所述缺乏rRNA剔除试剂盒；另一方面，即便存在

相应的rRNA剔除试剂盒，实验过程中也需要对不同物种

的rRNA依次顺序剔除，造成很大的材料损失并影响最终

建库。

* * *
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