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Abstract. T�� ��� �� ��� ����� ��� �� ����������� ��� ����-T�� ��� �� ��� ����� ��� �� ����������� ��� ����-
���������� �������� �� ��� �p����l���� ������� �� ��R-7 �� 
�������ll��-��������� Staphylococcus aureus (MRSA). A���� 
��p������� ��� MRSA �� �l����, ��� �xp������� �� ��R-7 
�RNA ��� ������ b� ������� ��������p���� p�l������� ����� 
��������. T�� �����xp�������, ����b����� �� ��R-7, ��� ������l 
����p ���� ����bl����� b� pl����� in vitro. F�ll����� �����-
������� �� ��� b�������l ������, ��� ������ �� β-l����� ����b������ 
�� ������� ����b����� ������������� (MIC) ��� �b������ 
����� ��� �����p����� ��l����� ������, ��� ����b�������l 
������� in vitro ���� �b������ ����� ��� ������� ������ ����� 
������. T�� �xp������� �� ��R-7 �� ��������� MRSA ��� 
upregulated distinctly, with significant difference (P<0.05). 
MIC ��� ��� ���b�� �� b������� �� ��� ��R-7 �����xp���- ��� ��� ���b�� �� b������� �� ��� ��R-7 �����xp���-
sion group significantly increased while the inhibition group 
decreased prominently, with significant difference (P<0.05). 
The control and null plasmid groups revealed no significant 
����������. I� ����l�����, ��R-7 �p����l���� ��� ���������b��l 
�������� �� MRSA, ��� ��� ������������ �� ��� �xp������� ��� 
b����� � p����bl� ����b�������l ������.

Introduction

A� � ��p�� b�������, �������ll��-��������� Staphylococcus aureus 
(MRSA) ����� ���������� �� � ����� ���l �� ����b�������l ������, 
�x��p� ��� � ��� ������ ���l����� ����������, �����pl����, 
��� l���z�l�� (1). T�� ������ ���������� ��������� �� MRSA 
�� β-l����� ����b������: �) P�������� β-l��������, ����� 
�����l�z�� β-l������ ���� b� ����� �� ������ �� ��� ������ ���� 
��� ���� �����l�z�� β-l����� ����b������ �� ������ ����� (2); 

��) �������� ������� �� ����� in vivo, ���l����� b� ��������� 
p�����b�l��� �� b�������l ����� ���b���� �� ����������� ��� 
active efflux system in bacteria (3); and iii) expressing a great 
���b�� �� �p����l p�����ll��-b������ p������� PBP2� (4). 
��RNA �� � ��p� �� �������l���� RNA, ��� 50-75% �� ���� 
������l ��������p���� ��� �����l����� ���� ��lp �� b������ 
������ �RNA (5). MRSA �xp������ ������� ��p�� �� ��RNA 
�b�����ll�, �� p������l��, ��� ���k��l� �p����l���� ��R-7 (6).

T�� ��� �� ��� ����� ��� �� ����������� ������� ��R-7 ��� 
���������� ���� ��� ����l�p���� �� MRSA ��� ��� p����bl� 
���������, p�������� � ��������� ��� ��� ������������ �� 
MRSA �������.

Materials and methods

MRSA in clinic. I� ����l, 1,500 ���pl�� ���� ��� D�p������� �� 
Cl�����l L�b�������, J���� S������l�����l H��p���l (S�������, 
C����) ������ ��� p����� J������ 2015 �� J������ 2016 
���� ��l����� �� ��q����� ��� ���� ������������� �� ��ll �� 
analyzed by VITEK-2, a fully automatic bacterial identifica-
����/���� ����������� ������ (b��Mé����x, L���, F�����). S���� 
����� �� MRSA ���� �������� (0.47%). C������� �� ��� Cl�����l 
��� L�b������� S�������� I�������� (2012) ���� ��k�� �� ��� 
��������� (7). A��� pl��� �����p����� ��l����� ������ ��� 
���� �� ���� ��� ������� ����b����� ������������� (MIC) 
��l�� ���� ��ll������ MRSA ������� ����������.

Testing the expression of miR-7 mRNA with reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction (RT-PCR) method. W� 
p��p���� b����� ��� ����: PCR P����x T�q ������� ��� 
��������� �� ��� p����� (T�k���, T�k��, J�p��), �l�����p������� 
b������ ��� DNA ���k�� (B��j��� T����G�� B������ C�., L��., 
Beijing, China), using PCR amplifier (Bio-Rad Laboratories, 
I��., H����l��, CA, USA). W��l� DNA ��� �x������� b� 
�x�������� p���-������������� ����l� b������� ��l��� ���� bl��� 
���� (pl���) ��� pl����� �� �� 500 µl ���-�����ll�� �����, ��� ���� 
boiling at 100˚C for 10 min, followed by centrifugation at 4˚C 
10,000 x � �� � ������������ ���������� ��� 10 ���. T�� ��p��-
������ ����� �������������� ��� b�������l DNA. S�p�������� 
(100 µl) ��� �x������� ��� ��l������ �� ������� �����l� ������-
fuge tube, preserved at -20˚C. Primer sequence: miR-7 forward, 
5'-CCGGAATTCAAGAAGCCTTAACCAAGCA-3' ��� 
�������, 5'-CGCGGATCCGAGTAGTAAATCGGACATT 
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AGTAGA-3'; �������l ��������� GAPDH �������, 5'-CAAAGT 
CAAGGCTGAGAAC-3' ��� �������, 5'-TGGTGAAGACGC 
CAGTGG-3'. F�� ��� �������� ������ 2X T�q M�����M�x 
25 µl, �p������ ��� ���������� p����� (10 µM) 2 µl, ���p��-
����l�, ��� ����; � DNA ���pl��� (4 µl) ��� �������; ��� H2O 
��� ����� ��� � ����l ��l��� �� 50 µl. T�� �������� ���������� 
were: Pre-denaturation at 94˚C for 4 min, denaturation at 94˚C 
for 30 sec, annealing at 56˚C for 30 sec, and extension at 72˚C 
for 1 min. After 35 cycles, extended once more at 72˚C for 
10 ���. F�� ��q����� ���l����, ��pl���� ��� �x������� ��� 
������� ��l �l�����p�������, 5 µl PCR ��pl���� ��� ���� ��ll, 
���� � ��l���� 110 V ��� 40 ���. A���� �l�����p�������, ������� 
��l ��� �b������ �� �l������l�� �p�����p��������� (B��-R��, 
H����l��, CA, USA). G��B��k (���p�://���.��b�.�l�.���.
���/���b��k/) ��� ��pl���� ��� ���l�z��� ��� ���p������ �� 
��� ��q������, ��� ��� ����l�� ��� �xp������ ���� ��� 2-∆∆Cq 
������.

Establishment of miR-7 overexpression, inhibition, and 
control group with plasmid in vitro. TRIz�l, l�p����� 
������������ ������� (L�p����������™ 2000) ��� p�������� 
���� I��������� (C��l�b��, CA, USA). T�� ��RNA RT-PCR 
k�� ��� RT-PCR ��� p�������� ���� Appl��� B��������� 
L��� T�����l����� (F����� C���, CA, USA), DNA �x�������� 
k�� ��� SYBR-G���� ������ RT-PCR k�� ���� p�������� 
���� T�k���, ��� 24-��ll, 96-��ll pl����, P���� ������ ���� 
p�������� ���� C������ C�����, I��. (C������, NY, USA), 
��� ��� pCDN3.1 ��� pCDNA-Sp����-R���� ��p�� ������� 
��� p�������� ��� R&D S������, I��. (M�����p�l��, MN, 
USA). T�� ��������� �� p����� ��q����� ��� ��q������� ��� 
������� b� BGI-T��� (S���z���, C����).

P����q������ �� ��R-7 ���� ��pl����� ���� DNA �� 
H�pG2 ������, ���� ��� ���� ���������� �� �b���. XhoI ��� 
Hin�III ���� �������� �� ��������� ���� �� ��pl����. T������ 
������� �����b�������, ������ ������� �� ��R-7 p�������� ��� 
�������� ���� pCDNA3.1 ������� ��� ��q������ ��� ��������� 
�� ��ll �� ����bl������� �� �����xp������� �� ��R-7. S�������� 
l����� 45 bp, �l������l������ ���l���� ��� ��p������� ��R-7 
�������� ��q������ (TCGTACCGTGAGTAATAATGCG). 
T������ �����l���, �l������l������ ��� �������� ���� 
pCDNA-Sp����-R���� ��p�� ������� ��� ��q������ ��� 
��������� �� ��ll �� ����bl������� �� ��R-7 ������������ 
�������. A�������� �� L�p�������� ������������ ����������� 
b��k, 5-µl ������������ ������� L�p����������™ 2000 ��� 
2-µl pl����� ���� ���b���� ��� p�������� �� ���� ���p���-
���� ��� 20 ���, ���� ����� �� ��l����� ��p�������� �l��l�, 
culturing them after shaking and mixing, and the fluorescence 
��� �b������ ����� 24 �.

Observation of the effect of β-lactam antibiotics in MIC. 
V��������� 10 µl + MRSA 190 µl (1,024 µ�/�l) ��� �� 
the first well, MRSA 100 µl (512 µg/ml) in the second well, 
MRSA 100 µl (256 µ�/�l) �� ��� ����� ���, MRSA 100 µl 
(128 µ�/�l) �� ��� ������ ���, MRSA 100 µl (64 µ�/�l) �� ��� 
fifth one, MRSA 100 µl (32 µg/ml) in the sixth one, MRSA 
100 µl (16 µ�/�l) �� ��� ������� ���, MRSA 100 µl (8 µ�/�l) 
�� ��� ������ ���, MRSA 100 µl (4 µ�/�l) �� ��� ����� ���, 
MRSA 100 µl (2 µ�/�l) �� ��� ����� ���, ��� �������� ������l 
LB l�q��� 100 µl �� ��� �l������ ���. B������� ��l����� �� ��� 
first well and medicine were mixed, 100 µl was extracted from 

the first well and added to the second well. After combina-
����, 100 µl ��� �x������� ��� ��� ����� �� ��� ����� ���, 
���bl�-��l���� ����������l� ����l ��� ����� ���, ���������� 
100 µl �� ����� �� k��p ��� ��l��� ����������. F�ll����� 
culture at 37˚C in an incubator for 48 h the effect of β-l����� 
����b������ �� MIC ��� �b������. T�� �������� ��ll ��� �l��� 
���l� ��� p������� ��� ��� �����. β-l����� ����b������ �� MIC 
��� ��� ������� ����b����� �������������, ����� ����b���� 
b������� ���� ������� �� � �p��� �b������ b� ��� ��k�� ���.

Antibiotic effect in vitro of bacteria with dynamic growth 
curve method. A���� 1/2 MIC ������������� �� ����b������ 
was added, and agitated in orbital shaker at 120 x g, 37˚C for 
24 �, ��� OD600 ��� ���l����� �� ��� b�������l l�q��� �� 3, 6, 
12 ��� 24 �, ���p������l�, ��� ��� ����-b�������l ������������� 
����� ��� �����.

Statistical analysis. D��� ���� ���l�z�� b� SPSS 20.0 �������� 
(SPSS I��., C������, IL, USA). Q����������� ���� ���� �������� 
b� ���� ± �������� ���������. D���������� b������ ��� ��� 
����p� ���� �������� b� S������'� �-����, ����������� ����� 
��� ��l��pl� ����p� ���� �������� b� ����l�-������ ���l���� 
�� �������� (ANOVA), ��� ��� ��� ����p� ���� ���p���� b� 
least significant difference method. Different time data in the 
groups were compared by ANOVA of repetitive data, P<0.05 
was considered to indicate a statistically significant difference.

Results

Expression of miR-7 mRNA. T�� �xp������� �� ��R-7 �RNA 
in sensitive MRSA was upregulated distinctly, with significant 
difference (P<0.05) (Fig. 1).

Comparison of the MIC of vancomycin in MRSA. MIC �� 
��R-7 �����xp������� ����p ��������� ��������ll� ���l� �� 
inhibition group it decreased prominently, with significant 
difference (P<0.05). Control group and null plasmid group 
show no significant difference (Fig. 2).

Time-bacterial concentration curve. OD600 ��l�� �� ��������� 
����-p����� �� ��R-7 �����xp������� ����p, ���b��� �� 
bacteria, increased significantly while it decreased in inhibition 

F����� 1. C��p������ �� ��� �xp������� �� ��R-7 �RNA.
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group, with significant difference (P<0.05). Control group and 
null plasmid group showed no significant difference (Fig. 3).

Discussion

P�������l�, ������� �� ��RNA� ���� ������������ ����l� �� 
��������, ��� ������� ���������l ��RNA� ���� �����, ����� 
���l� b� ���pl�������� ���� ������ ���� ��� ���� ����l���� 
��� �xp������� �� � p������l�� ���� (8). W��� ��� ����l�p���� 
�� �������� �� p��k�������, ����� ��� ����l�� ���-����� 
��RNA� ����� �� b�������, �������� ��� � ������� �� ��������� 
����� ��������� ���� ����l�p����, ��p���������, ����b�������l 
��������, ���������� ��� ��������� �� b������� (9).

A ����� ���l �� ��RNA� �� b������� �� �l���l� ���������� 
���� ��� ����l�p���� ��� ����b�l��� ��� ��x����� ����l����� 
p��������� (10). R������� �� ��RNA� �� p��k������ ��� 
������������ ����l� �� Escherichia coli, ��� �������� �� 
miRNAs were found (11). Recent findings suggested that there 
���� ��� ��RNA� �� ����-p������� Staphylococcus aureus. 
O� �����, p���l� l������ �� p������������ ��l���� �� 
Staphylococcus aureus ������ �� ��l� �x������ �� 
p������������ b�������, ��������� ���� ��RNA� p��b�bl� 
p������p���� �� ����l����� ��� �xp������� �� p��������� 
b������� ��x����� (12). RNAIII �� Staphylococcus aureus 
(� ��p� �� ��RNA) ��� �������� �� � ��x�����-���������� 

����, p������p����� ��� ����l����� �� Staphylococcus aureus 
p������������ (13). H�q p������ ��� ����� ����� �� 
Escherichia coli, ����� �� ���p����� �������� �� RNA, 
����� ���� b��l�����l �������� ��� �� ������ RNA ���b�l��� 
������� ��x���� ��� ���b���� ���� RNA �� �� ����l��� 
��� �xp������� �� ������ ����� b� ��������� � ���b������� 
�� ��RNA� ��� �RNA. T��� �� ����l ��� ��RNA �������� 
������� ���p������ (14). D����� �������� �� ���� �xp������� 
����l�����, ���� ��������p�����l-l���l ������l ��R-7 ��l���l� 
����� ��� ���������� �� H�q p������, ���������� ���� ��� 
��RNA� ��� b� � ����l� ����� �������������� ��� ��� 
���b������� ���� H�q p������ ���������l�, ��� �� b� �������� 
���� ������ �RNA ��l���l�� ������� b��� p������ ��� ���� 
����l���� ��� �xp������� �� ������ �RNA (15). A� p������, �� 
Escherichia coli, ���� ���� 30% ���-������ ��RNA� ��� 
����� �� b� �bl� �� ���b��� ���� H�q p������ (16).

I� ����l�����, ��� �xp������� �� ��R-7 �� ��������� MRSA 
��� �l���l� �p����l����. MIC ��� ���b�� �� b������� �� ��R-7 
�����xp������� ����p ��������� �����l� ���l� �� ����b����� 
group they decreased prominently, with significant difference. 
��R-7 �p����l���� ��� ���������b��l �������� �� MRSA, ��� 
��� ������������ �� ��� �xp������� ��� b����� � p����bl� ����-
b�������l ������. W������ ��R-7 �p����l���� ��� ���������b��l 
�������� �� MRSA ���������� ���� ��� H�q p������ ��������� 
����l���� ������, ����l�p���� �� MBL �� ��ll �� �xp������� 
��������� �� p���� Op�C, ��� ��l����� ��ll �����l p������ �� 
���ll ������ ��� ����l� b� �xpl����.
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