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摘要：【目的】耐甲氧西林金黄色葡萄球菌在苯唑西林作用下，其辅酶 A 二硫化物还原酶表达上调 2.3

倍。本文研究苯唑西林对该酶缺失的金黄色葡萄球菌的杀菌效应。【方法】利用同源重组双交换技术对

金黄色葡萄球菌进行基因敲除，并用质粒 pOS1 构建回补株；采用分光光度法检测菌株体外增殖能力；

以时间-杀菌法考察苯唑西林对菌株杀菌效应；以 2’,7’-二氯荧光黄双乙酸盐为探针检测胞内活性氧水

平。【结果】辅酶 A 二硫化物还原酶基因敲除株较亲株生长缓慢(P<0.05)；20 倍 MIC 浓度苯唑西林下敲

除株的时间-杀菌曲线及胞内活性氧水平与亲株无显著性差异，5 倍 MIC 浓度下敲除株的致死速率及胞

内活性氧水平均较亲株下降。【结论】在较低浓度苯唑西林作用下，辅酶 A 二硫化物还原酶基因缺失降

低胞内活性氧水平，减小杀菌速率，延缓次级损伤效应。 
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金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus 是引

起临床皮肤或软组织感染的常见菌株，其中耐甲

氧 西 林 金 黄 色 葡 萄 球 菌 (methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus，MRSA)的检出率高达 35%

以上[1]。在 2017 年，世界卫生组织列出的世界上

最威胁人类健康的“超级细菌”中，耐甲氧西林金

黄色葡萄球菌被归为“高度耐药性”菌株。目前，

临床用于治疗金葡菌感染的首选药物依旧是 β-内

酰胺抗生素。β-内酰胺抗生素是一种杀菌性药物，

对其作用机制的研究经历了“微生物形态学——

生物化学(细胞壁结构)——分子生物学”过程[2]，但

这些机制研究还未成功探索到新的药物作用靶
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点，因此，我们怀疑已知的 β-内酰胺抗生素杀菌

机制依旧不够完善。前期我们对苯唑西林作用下

MRSA 菌株中蛋白组学进行了研究[2–4]，比较 1.0 h

和 0.5 h 蛋白组学变化，其中辅酶 A 二硫化物还原

酶(coenzyme A disulfide reductase，CoADR)均有不

同程度上调(2.3 倍和 2.0 倍)。猜测 CoADR 可能参

与了 β-内酰胺类抗生素杀菌过程。 

CoADR 由 cdr 编码，属于吡啶核苷酸-二硫化

物氧化还原酶超家族[5]，作为小分子二硫化物还原

酶在 NADPH 辅酶作用下可以将 1 分子辅酶 A 二

硫化物还原成 2 分子辅酶 A 硫醇和 1 分子

NADP+[5–6]，即维持小分子硫醇 CoASH 的还原状

态。Eggers 等及 Boylan 等[7–8]在伯氏疏螺旋体菌中

发现 cdr 参与细菌的氧化应激反应，该基因的敲

除能够增强细菌对叔丁基-氢过氧化物的敏感性，

且辅酶 A 在体外对过氧化氢具有还原作用等。有

研究[9]表明杀菌性抗生素通过诱导产生羟基自由

基引起氧化应激，从而实现杀菌作用。因此，研

究者[9]将抗生素杀菌作用总结为两种形式：一是初

级损伤，由抗生素作用导致的直接损伤；二是次

级损伤，是细菌对初级损伤应答比如氧化应激反

应等引起的损伤。我们猜测 CoADR 可能通过影响

氧化应激反应的次级损伤来参与 β-内酰胺类抗生

素杀菌过程。 

对基因的功能研究需要依靠基因组编辑技

术。目前已报道用于金黄色葡萄球菌基因组编辑

工具有两种，一种是基于 CRISPR-Cas 的编辑技

术[10–11]，一种是传统的同源重组双交换技术[12]。

本研究前期比较了这两种技术在 MRSA 菌株中的

编辑效果，发现 CRISPR-Cas 系统在 MRSA 菌株

敲除效果不理想，本研究利用同源重组双交换技

术获得 cdr 基因敲除菌株。Luba 等[13]通过体外比

较野生型和氨基酸 43 位突变型的 CoADR 的功能，

已证明 CoADR 43 位唯一的半胱氨酸是其活性位

点；同时 cdr 基因开放阅读框架对应下游序列基

因在 GenBank 数据显示为多拷贝，本实验综合考

虑 cdr 基 因 功 能 及 其 上 下 游 序 列 ， 敲 除 了

MRSA252 菌株 cdr 基因从起始密码子 ATG 开始

的 301 bp 片段，实现破坏 CoADR 的功能。我们

研究了 cdr 敲除株与亲株的生长状态及在苯唑西

林杀菌作用下的表型差异，从而研究苯唑西林对

CoADR 缺失的金黄色葡萄球菌杀菌效应。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株、噬菌体和质粒：金黄色葡萄球菌

MRSA252 菌株和 RN4220 菌株、大肠杆菌 DH5α

感 受 态 细 胞 购 于 诺 唯 赞 生 物 科 技 有 限 公 司 ；

pKOR1 质粒[12]、pOS1-hprk 质粒和噬菌体 Φ85 由

上海市仁济医院检验科李敏研究员提供。 

1.1.2  主要试剂和培养基：细菌基因组 DNA 提取

试剂盒、质粒小抽试剂盒、胶回收试剂盒购于美

国 Axygene 公司；Taq DNA 聚合酶和限制性内切

酶购于 MBI 公司；KOD FX DNA 聚合酶购于日本

TOYOBO 公司；氯霉素购于 MP Biomedicals 公司；

氨苄青霉素和溶菌酶购于 AMRESCO 公司；苯唑

西林购于上海先锋药业公司；溶葡萄球菌素、T4 

DNA 聚合酶购于生工生物工程(上海)股份有限 

公司；活性氧检测试剂盒购于碧云天生物技术 

公司。 

酵 母 粉 、 胰 蛋 白 胨 、 胰 蛋 白 胨 大 豆 肉 汤

(Trypticase Soy Broth，TSB)培养基和脑心浸液肉

汤 (Brain Heart Infusion，BHI)培养基购自美国

Oxoid 公司；琼脂粉购于北京鼎国昌盛生物技术有

限责任公司；牛肉浸膏购于浙江医药新昌制药厂；
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可溶性淀粉、NaCl 购于国药集团化学试剂有限 

公司。 

1.1.3  主要仪器：PCR 仪、电转仪为美国 BioRad

生产；凝胶电泳仪、凝胶成像仪购于 UVP 公司；

恒温摇床、恒温培养箱购于上海智诚分析仪器制

造有限公司；离心机购于 Eppendorf 公司；核酸

测定仪、紫外分光光度计由美国 BECKMAN 公司

生产。 

1.1.4  PCR 引物：引物的序列如表 1。 

1.2  质粒构建 

根据 NCBI 上 MRSA252 基因组序列设计 cdr 

(从起始密码子 ATG 开始 301 bp)上下游引物

(cdrUPF/cdrUPR 和 cdrDNF/cdrDNR)，利用 PCR

方法获得上下游序列，并连接获得 cdr 同源臂片

段 ， 以 PKOR-LIC-F/PKOR-LIC-R 引 物 扩 增

pKOR1 骨架片段，用 T4 DNA 聚合酶对割胶回收

后的骨架和同源臂片段进行处理，再用 T4 连接酶

连接处理后的片段[14]，用 PKOR-F/ PKOR-R 验证，

获得敲除质粒 pKOR1cdr。 

以 MRSA252 基 因 组 为 模 板 、 cdr-SmaIF/ 

cdr-BamHIR 为引物 PCR 获得 cdr 基因完整开放阅

读框(1317 bp)片段，用 Sma I/BamH I 限制性内切酶

处理 pOS1 质粒及 cdr 片段，再跑胶回收，用 T4 连

接酶连接回收后的载体和片段，用 POS1-F/POS1-R 

PCR 验证，获得回补质粒 pOS1cdr。 

1.3  cdr 敲除株与回补株构建 

将 pKOR1cdr、pOS1cdr 质粒电击转入金黄色

葡萄球菌 RN4220 中，再将验证正确的 RN4220

转化子(PKOR-F/PKOR-R 或 POS1-F/POS1-R)，直

接噬菌体 Φ85 转化[15]至目标菌株 MRSA252、

MRSA252-Δcdr，涂布于含氯霉素 TSA 平板筛选，

再进行 PCR 验证(PKOR-F/PKOR-R 或 POS1-F/ 

POS1-R)，获得 MRSA252(pKOR1cdr)菌株及回补株

MRSA252-Δcdr(pOS1cdr)。将 MRSA252(pKOR1cdr) 

菌株在含氯霉素的 TSB 中 43 °C 孵育传代 3 次，

再将 10–4 稀释的过夜孵育菌液涂布于含 1 mg/mL

的脱水四环素 TSA 平板 30 °C 孵育 2 d，将单菌

落分别接种于含氯霉素和无抗生素 TSA 平板上， 
 

表 1.  PCR 引物序列 

Table 1.  The sequences of primers 
Primer names Primer sequences (5′→3′) a 

PKOR-LIC-F ATTGGAAGTGGATAACGGTACCGGTTCCGAGGCTC 

PKOR-LIC-R ATTGGATTGGAAGTACGGGCCCGAGCTTAAGACTGG 

cdrUPF TACTTCCAATCCAATGGATTAAATCTTTAGGGTGGC 

cdrUPR ACAATAGGAGGTAAGTTACGAATTTGAAGAATCATACGATAAAC 

cdrDNF ATCGTATGATTCTTCAAATTCGTAACTTACCTCCTATTGT 

cdrDNR TTATCCACTTCCAATGAATGCCTCTTCCATCCATAT 

PKOR-F CACACAGGAAACAGCTATGAC 

PKOR-R GAACCGACTTCTCCTTTTTCG 

cdrVF GTATGGAATCTCCCGCTTATCT 

cdrVR GTCATATCAACTGTACATACGCC 

cdr-SmaIF GAGCCCGGGATGCCCAAAATAGTCGTAGT 

cdr-BamHIR GAGGGATCCTTATTTAGCTTTGTAACCAATC 

POS1-F AACTGAAGAACAACGTAACGGC 

POS1-R CACACAGGAAACAGCTATGACC 
a Incorporated restriction sites are underlined. 
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37 °C 孵育过夜，再将只在无抗板上长出的单菌

落进行菌落 PCR 鉴定，获得成功敲除的菌株

MRSA252-Δcdr。 

1.4  体外增殖能力比较 

挑单菌落至 BHI 中培养过夜，第 2 天将菌液

1:100 接入含 25 mL BHI 培养基的 250 mL 摇瓶中，

在 0、2、4、6、8、10、12、16、24 h 时间点吸取

1 mL 菌液利用分光光度计测定其 OD600，4 h 时间

点及之后均稀释 10 倍再测定。过夜孵育菌液梯度

稀释(10–3、10–4、10–5、10–6、10–7)，分别吸取 5 μL

至固体平板，放置 37 °C 培养箱，孵育 16 h 拍照。 

1.5  最小抑菌浓度及时间-杀菌曲线测定 

参照美国临床和实验室标准化协会发布的微

生 物 药 敏 实 验 检 测 方 法 [16] 测 定 最 低 抑 菌 浓 度

(Minimum Inhibitory Concentration，MIC)。挑单菌

落过夜孵育，第 2 天将菌液 1:1000 稀释至 MH 

(Mueller Hinton) 培养基中，用于 MIC 测定实验。

在 96 孔板分别加入 100 μL 的 MH 培养基，加入

梯度稀释的苯唑西林抗生素，最后加入 100 μL 前

面稀释好的菌液(苯唑西林最终浓度梯度为 1024、

512、256、128、64、32 μg/mL)。放入恒温培养箱

中培养 16–18 h，观察细菌的生长情况，以无细菌

生长的最低浓度为 MIC 值。 

挑单菌落过夜孵育，第 2 天 1:1000 接至 2 mL 

BHI 试管中，并分别加入 4 个浓度梯度的苯唑西

林钠(终浓度 512、2560、5120、10240 μg/mL)，

此时记为 0 时刻，再分别在 0、4、8、12、24 h

取 100 μL 菌液，并用无菌生理盐水梯度稀释成合

适浓度，取 100 μL 涂布于无抗平板，37 °C 孵育

过夜，第 3 天记录菌落形成单位(colony-forming 

units，CFU)；以时间为横轴，以 log(CFU/mL)为

纵轴，绘制时间-杀菌曲线。 

1.6  细菌胞内活性氧测定 

采 用 碧 云 天 公 司 的 活 性 氧 (reactive oxygen 

species，ROS)检测试剂盒，结合说明书和文献[17]

调整操作如下。将过夜孵育菌液，1:100 接至含

150 mL BHI 培养基 750 mL 摇瓶中，37 °C、220 r/min

孵育 2.5–3.0 h 至 OD600 为 0.6–0.8，均分至 5 个无

菌 250 mL 摇瓶中，其中 4 组分别加入不同浓度

的药物(苯唑西林终浓度为 512、2560、5120、

10240 μg/mL)，一组不加药；继续于 37 °C、220 r/min

培养 14 h；然后 5000 r/min 离心 10 min 收集菌液，

用 预 冷 的 磷 酸 缓 冲 盐 溶 液 (phosphate buffered 

saline，PBS)洗涤 2 次后重悬，利用紫外分光光度

仪调整至 OD600 一致；再以 1 μL:1 mL 的比例装载 2’,7’-

二氯荧光黄双乙酸盐[2',7'-dichlorodihydrofluorescein 

diacetate，DCFH-DA (10 mmol/L)]探针，37 °C 孵

育 30 min，5000 r/min 离心 10 min；再用预冷的

PBS 洗涤重悬 2 次，洗去未进入的探针；样品加

入 96 孔板，每个样品设置 3 个复孔，使用荧光酶

标仪测定样品的荧光值(488 nm 激发波长，525 nm

发射波长)，实验重复 1 次。 

1.7  数据分析 

本文均采用 Graphpad Prism 5.0 统计软件进行

统计分析，实验各结果间比较均采用 t 检验，

P<0.05 表示差异具有统计学意义。 

2  结果和分析 

2.1  cdr 基因敲除株构建 

将 pKOR1cdr 电转入感受态 RN42200 菌株，

长出 102 以上个转化子，挑取 15 个转化子经鉴定

均 含 有 目 标 质 粒 ， 再 通 过 噬 菌 体 感 染 法 转 入

MRSA252 菌 株 ， 获 得 2 个 含 pKOR1cdr 的
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MRSA252 菌株，在 43 °C 氯霉素孵育条件下，只

有一株菌株长浓，1 mg/mL 脱水四环素诱导长出

40 个单菌落。利用 PCR 筛选敲除株，如图 1 所示，

cdr 基因部分敲除株 PCR 片段长度为 1.4 kb，而野

生株(wild type，WT)片段长度约为 1.7 kb，挑取

31 个鉴定，16 个为阳性，敲除率为 51.6%；表明

cdr 基因部分敲除菌株构建成功。 

2.2  cdr 基因回补株构建 

为进一步验证 cdr 基因功能，我们构建了 cdr

基因回补株。我们将构建好的含有 cdr 完整开放

阅读框的 pOS1-cdr，电转入 RN4220 菌株，再通

过噬菌体感染法转入 MRSA252-Δcdr 菌株，获得

PCR 验证正确菌株。验证结果如图 2 所示，表明

cdr 基因回补株构建成功。 
 

 
 

图 1.  MRSA252-Δcdr 基因敲除株构建 

Figure 1.  The construction of MRSA252-Δcdr mutant strain. M: DNA marker; 1–31: PCR amplification product 
of 31 single colonies of MRSA252 (pKOR1cdr) randomly selected; WT: PCR amplification product of MRSA252 
wild strain. 

 

 
 

图 2.  cdr 基因回补株 MRSA252-Δcdr(pOS1cdr)的构建 

Figure 2.  The construction of cdr complementation 
strains MRSA252-Δcdr(pOS1cdr). M: DNA marker; 
lane 1–9: PCR amplification product of 9 single 
colonies of MRSA252-Δcdr (pOS1cdr) randomly selected. 

2.3  cdr 基因敲除对菌株体外增殖能力影响 

在 37 °C，液体培养和固体平板培养 cdr 敲除

株、回补株与亲株，结果如图所示 (图 3)，与

MRSA252 亲株相比，MRSA252 cdr 基因部分敲除

株在液体培养中生长速率低于野生株，且在相同

孵育时间下平板孵育的菌落也小于野生菌；同时

从生长曲线及菌落大小看，回补株 MRSA252-Δcdr 

(pOS1cdr) 恢复其生长速率，表明 CoADR 缺失使

菌株生长缓慢，但不致死。 

 

 
 

图 3.  菌株 MRSA252-Δcdr、MRSA252-Δcdr(pOS1cdr)与 MRSA252 的生长比较 

Figure 3.  Comparison of the growth of strains MRSA252-Δcdr, MRSA252-Δcdr(pOS1cdr) and MRSA252. 
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2.4  苯唑西林作用于 cdr 基因敲除株、回补株与亲

株的 MIC 及时间-杀菌曲线 

为研究苯唑西林对 CoADR 缺失金黄色葡萄

球菌的杀菌效应，我们测定了苯唑西林对 cdr 基

因敲除菌株、回补株与亲株的 MIC 及时间-杀菌曲

线。MIC 测定结果，cdr 基因敲除株、回补株与野

生株一致，均是 512 μg/mL，表明 CoADR 缺失不

影响苯唑西林的对 MRSA 的抑菌活性。基于 MIC，

我们绘制了不同浓度苯唑西林作用的时间-杀菌

曲线，如图 4 所示，在 1 倍 MIC 苯唑西林作用下，

cdr 敲除株较亲株略耐药，差异较小；在 5 倍 MIC

苯唑西林作用下，两者差异增大，cdr 敲除株杀菌

速率较亲株低，之后随着苯唑西林浓度增大(10 倍

MIC、20 倍 MIC)，cdr 敲除株与野生株之间差异

又减小；且 cdr 回补株菌落数在 5 倍 MIC 苯唑西

林作用下表现出较快的下降。结果说明苯唑西林

作用时，20 倍 MIC 浓度下 cdr 敲除株的时间-杀菌

曲线无显著性差异，而 5 倍 MIC 浓度下 CoADR

缺失菌株的致死速率显著下降。 

2.5  cdr 基因敲除对在高浓度苯唑西林胁迫下胞

内活性氧产生的影响 

为验证 CoADR 是否参与了次级损伤中的氧

化应激反应，我们采用 DCFH-DA 探针标记检测

不同浓度苯唑西林作用后 MRSA 252、cdr 敲除株

及回补株胞内 ROS 水平。结果如图 5 所示，与时

间杀菌曲线的趋势一致，亲株与敲除株胞内 ROS

差异先增大后减小；且在 5 倍 MIC 苯唑西林作用

下，胞内 ROS 水平最大，cdr 敲除株胞内 ROS 水 

 

 
 

图 4.  不同浓度苯唑西林作用 MRSA252-Δcdr、MRSA252-Δcdr (pOS1cdr)与 MRSA252 时间-杀菌曲线 

Figure 4.  Time-kill curves of MRSA252-Δcdr, MRSA252-Δcdr(pOS1cdr) and MRSA252 in the presence of 
various concentrations of oxacillin. 
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图 5.  不同浓度苯唑西林作用后胞内 ROS 水平 

Figure 5.  Intracellular ROS levels of the MRSA strains after the action of oxacillin at different concentrations. 
 

平显著低于亲株及回补株，差异最大。结果表明

CoADR 缺失不影响 20 倍 MIC 苯唑西林作用时的

胞内 ROS 水平，但显著影响 5 倍 MIC 苯唑西林作

用时的 ROS 水平。 

3  讨论 

本研究以临床分离的 MRSA252 为研究对象，

通过传统同源重组双交换敲除方法获得 cdr 基因

敲除并用质粒 pOS1 对敲除株进行回补，来研究

cdr 基因在苯唑西林杀死金黄色葡萄球菌过程中

的作用。cdr 基因功能研究早有一些报道，其中金

黄色葡萄球菌中 CoADR 的体外纯化[7]为之后其体

外合成及结构功能分析研究奠定基础 [5–6,13,18]。

Schneider 等[19]通过差异荧光诱导 NCTC8325 cdr

基因突变，发现 cdr 基因突变将减弱菌株肾脓肿

感染效力 30 倍以上。此外，在伯氏疏螺旋体菌

Borrelia burgdorferi 中[8]，cdr 基因缺失将减弱菌

株快速生长能力及感染宿主的能力。有研究[20]根 

据基团特征设计的 CoADR 的抑制剂能够抑制金

黄色葡萄球菌 RN4220 生长。体外增殖实验与已

有研究报道结果一致，显示 CoADR 酶缺失能显著

抑制 MRSA252 菌株生长，说明 CoADR 可能在细

菌的快速生长中存在一定作用。辅酶 A 二硫化物

还原酶维持小分子硫醇辅酶 A 还原态，小分子硫

醇在大多数生物尤其是需氧生物中是重要的氧化

还原缓冲剂，保护细胞免受环境或胞内的活性化

合物带来的损伤，如 ROS、活性氮、金属和抗生

素等[6]。CoADR/CoA 体系在许多细菌中被发现，

能保护细菌硫醇蛋白不被氧化[21]，在维持细菌硫

醇-二硫化物的稳态中有一定作用[8]；同时 CoADR

酶缺失破坏了 CoASSCoA/CoASH 稳态。因此，我

们猜测细菌通过反馈抑制生长维持胞内还原态，

从而 CoADR 酶缺失表现为菌株快速生长抑制现

象。有文献表明[22]，在金黄色葡萄球菌中，小分子

硫醇除了辅酶 A 还存在芽胞杆菌硫醇(Bacillithiol，

BSH)和半胱氨酸；在生理 pH=7.7 条件下，辅酶 A 
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的活性硫代产物含量较少只有 0.7%，且辅酶 A 的

pKa 为 9.83 较 BSH (pKa=7.97)的高，较难解离；

表明在生理条件下，氧化应激反应时消除 ROS 及

其引起的氧化损伤的小分子硫醇并不是辅酶 A 而

是 BSH。因此，CoADR 酶是否通过影响氧化应激

反应参与了苯唑西林杀菌过程是未知的。我们通

过 MIC、时间-杀菌曲线及胞内 ROS 水平来表征

苯唑西林作用 cdr 敲除株与亲株的杀菌效应，结

果表明 cdr 基因缺失不影响苯唑西林对 MRSA 的

生长抑制作用，也并未使其 ROS 水平上升，敏感

性增大，反而有所下降，证明了在 MRSA252 菌株

中，辅酶 A 小分子硫醇在中和氧化应激产生的

ROS 作用较弱。 

细菌致死过程中胞内 ROS 水平与细菌的代谢

水平相关，当其代谢水平明显减弱时，我们主要

考虑是初级损伤，此时胞内 ROS 水平没有明显变

化或甚至减小；当其代谢水平较高时，胞内 ROS

水平将会增大[23]。我们结果显示，在 5 倍 MIC 苯

唑西林作用时，胞内 ROS 水平最高，20 倍 MIC

浓度时胞内 ROS 水平偏低；说明 20 倍 MIC 浓度

下，杀菌作用主要考虑是初级损伤；而 5 倍 MIC

浓度下，主要考虑是次级损伤作用。考虑到在 5

倍 MIC 苯唑西林作用下，cdr 敲除株与野生株时

间-杀菌曲线及胞内 ROS 水平差异均是最大，证明

了 CoADR 中断对初级损伤影响较小，但对次级损

伤具有显著的延缓作用。在 5 倍 MIC 苯唑西林作

用下，CoADR 缺失株的胞内 ROS 水平较亲株有所

下降，可能与 CoADR 缺失使细菌生长缓慢相关。 

本研究利用传统同源重组双交换敲除技术获

得 cdr 敲除 MRSA 菌株并以 pOS1 质粒形式获得

回补株 MRSA252-Δcdr (pOS1cdr)，为我们之后进

一步研究耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 CoADR 或

研究其他蛋白功能奠定了基础。 
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Deficiency of coenzyme A disulfide reductase in methicillin- 
resistant Staphylococcus aureus MRSA252 delays the secondary 
damage of oxacillin 
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Abstract: [Objective] The expression of coenzyme A disulfide reductase in methicillin-resistant Staphylococcus 

aureus was up-regulated by 2.3 folds when the strain was cultured with oxacillin. Here, the bactericidal effect of 

oxacillin on coenzyme A disulfide reductase deficient Staphylococcus aureus was studied. [Methods] Homologous 

recombination mediated double-exchange techniques were used to delete genes in Staphylococcus aureus, whereas 

pOS1 plasmid was used to construct the complemented strain. Spectrophotometry was used to detect the 

proliferation ability of the strains in vitro. The bactericidal effect of oxacillin on the strains was studied by time-kill 

method, and 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate was used as a probe to detect intracellular reactive oxygen 

species levels. [Results] Coenzyme A disulfide reductase gene deleted strain grew more slowly than the parental 

strain (P<0.05). Under the action of oxacillin, the time-kill curve and intracellular reactive oxygen species level of 

the knockout strains were slightly different from that of the parental strains at 20 times MIC concentration, and the 

lethal rate and intracellular reactive oxygen species level of coenzyme A disulfide reductase gene deleted strains 

were lower than that of the parental strains at 5 times MIC concentrations. [Conclusion] At lower concentrations of 

oxacillin, the deletion of coenzyme A disulfide reductase gene reduced intracellular ROS levels, and the bactericidal 

rate, meanwhile the secondary damage was delayed. 

Keywords: Staphylococcus aureus, gene editing, coenzyme A disulfide reductase, reactive oxygen species, 

secondary damage 
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