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分枝杆菌研究具有重大基础科学意义和实践价值。十余年来, 全球以结核分枝杆菌为

代表的分枝杆菌多组学研究取得了巨大进展。公共数据库至少有 30 种分枝杆菌的全基因

组序列, 细菌及其感染的宿主细胞、个体的转录组、结构基因组、蛋白质组、代谢组、翻

译后修饰等研究不断深入。组学研究从描述性逐步深入到机理性认识, 不断揭示结核菌重

要生理和病理特征如持留和休眠的分子机理。这为认识分枝杆菌系统进化、发现更好的

诊断标记、药物靶标和候选疫苗组分提供了基础。 
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摘  要: 全球分枝杆菌组学研究取得了巨大进展, 为进化、诊断、药靶等研究提供了基础。

本文结合我们实验室工作从基因组、结构基因组、转录组、蛋白质组、代谢组、激酶组、

免疫组、翻译后修饰等方面总结十余年来全球分枝杆菌多组学研究进展, 对分枝杆菌生物

学认识的深化以及未来研究重点进行展望。 
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Abstract: Great strides of Mycobacterium multi-omics have been achieved by the global My-
cobacterium consortium, which deepened the biology of mycobacterium and provided novel 
insights into the evolution, better diagnostic markers and drug targets. We extracted relevant 
data from publically available papers and database to define the progress of Mycobacterium 
omics over the last decade and envision further crucial directions. 
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分 枝 杆 菌 (Mycobacterium) 属 于 放 线 菌

(Actinobacteria)。分枝杆菌研究具有重要的基础

科学和应用价值, 对公共卫生、农业、工业、

食品和环境等都具有极其重要的意义。结核分

枝杆菌(M. tuberculosis, 以下简称结核菌)和麻

风分枝杆菌(M. leprae, 以下简称麻风菌)分别

是历史上和至今仍然困扰全球人类的两大公共

健 康 威 胁 —— 结 核 病 (Tuberculosis) 和 麻 风 病

(Leprosy)的致病菌。一些原来不太引人注目的

分枝杆菌如鸟分枝杆菌(M. avium)也日益威胁

免疫功能减退的老龄化人群和 HIV 患者。牛分

枝杆菌(M. bovis)、副结核分枝杆菌(M. paratu-

berculosis)和海分枝杆菌(M. marinum)是畜牧养

殖业和水产业的威胁。M. avium、M. kansasii 和

M. xenopi 等耐去垢剂和氯的环境分枝杆菌是院

内和自来水管网系统的感染源 [1]。分枝杆菌也

是甾醇类药物生物转化 [2], 植物次生代谢产物

前胡素 (Decursin)转化为具有抗癌活性的前胡

素醇(Decursinol)所需酯酶的来源 [3]。分枝杆菌

也是降解环境污染物多环芳香烃的生力军[4]。食

源性 M. paratuberculosis 感染日益引起关注[5]。

研究分枝杆菌及其导致的疾病曾经并正在改变

人类医/药学基础科研和公共卫生模式。药物研

发临床实验中广泛采用的随机、双盲、对照试

验模式 [6], 抗生素研发理念的转变 [7]都与结核

菌感染带来的艰巨挑战密不可分。能够在人骨

髓来源 (Human bone marrow, BM) CD271(+)/ 

CD45(−)间充质干细胞(Mesenchymal stem cell, 

MSC)内长期存活并耐药的结核菌[8], 劫持宿主

ERK1/2、MEK 和依赖 p56Lck 激酶调控人外周

神经 Schwann 细胞增殖的麻风分枝杆菌[9]等启

迪了干细胞、神经细胞发育、分化及其调控研

究。免疫学发展与结核菌/结核病紧密相关[10]。

从人类和哺乳动物遗传学的角度, 结核/麻风病

易感基因的鉴定既是挑战[11−16], 也是学科发展

的机遇[17−21]。许多研究工具也在探索解决结核

病控制难题中不断更新。例如在组学基础上深

化生物学认识不可或缺的结核菌基因突变、缺
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失等遗传工程技术[22]。以构建糖肽脂生物合成

途径中 mmpL4b 基因等位突变效率为指标, 发

现 ts-sacB、噬菌体、重组工程(Recombineering) 

3 个系统中, 重组工程效果 佳(效率为 7%)[23]。  

作为非常成功的典型胞内致病菌, 结核菌感

染的特征之一是持留(Persistence), 有时甚至持留

达几十年。其间涉及致病菌-宿主间不同时空、多

尺度相互作用网络。从几分钟到几十年, 涉及分

子、细胞、组织、个体和群体。仅细胞就涉及不

同类型如巨噬细胞、树突状细胞、不同 T 细胞亚

型等。从认识结核菌致病机理和研发新抗生素的

角度, 综合抗生素分子作用机理、在宿主体内的

药代动力学、分布、以及抗生素对致病菌个体和

群 体 的 进 化 的 影 响 [24], 应 用 整 合 系 统 生 物 学

(Integrative systems biology)的理念非常关键。这

在广泛应用的各种组学技术[25]不断产出大数据

(Big data), 诸多学科都在发生革命性变革[26−30]的

时代, 尤其迫切。本文以结核菌为主, 从微生物

学角度综述分枝杆菌组学研究进展, 偶尔涉及宿

主相关的研究, 并探索将来研究的重点。 

1  分枝杆菌基因组、比较基因组和转
录组   

1.1  基因组和比较基因组   
早采用基于质粒 pBeloBAC11 的细菌人

工染色体(Bacterial artificial chromosome, BAC)

对结核菌 H37Rv 进行基因组作图、测序和比较

基因组学研究[31]。1998 年实验室强毒株结核菌

H37Rv 的基因组序列公布[32]。截至 2013 年 2 月

11 日, 全球公共数据库至少有 30 种分枝杆菌的

全基因组序列, 从基因组缩小、假基因大约一半

的专性寄生的麻风菌到基因组较大的腐生、快生

型耻垢分枝杆菌两个极端之间的多种分枝杆菌。

如 M. tuberculosis Erdman (TMC 107; ATCC 

35801)[33]、M. tuberculosis strain NCGM2209[34]、

M. bovis[35], 非结核分枝杆菌基因组[36]如草分枝

杆菌(M. phlei)[37]、M. xenopi[38]、M. avium sub-

species paratuberculosis (MAP)[39]、M. abscessus 

strain 47J26[40] 、 M. abscessus subsp. bolletii 

BD(T)[41] 、 M. abscessus strain M94[42] 、 M. 

massiliense[43]、M. abscessus strain M93[44]和 M. 

massiliense M172[45]。结核菌基因组演化呈现双向

性, 一方面增加(基因获得或者增殖), 另一方面

减少(缺失)。与非结核分枝杆菌基因组序列比较, 

可以发现结核菌特异性的基因插入, 认识结核菌

致病机理, 评估新诊断试剂和疫苗。 

1.1.1  基因组揭示的分枝杆菌特征: 丰富的脂

肪酸代谢基因、特有的 PE/PPE-PGRS 基因家族, 

较多的重复序列(M. leprae 基因组的 2%为重复

DNA 序列)[46]等。麻风分枝杆菌基因组中编码

蛋白质的基因少, 一半为假基因和非编码区。

但 43%假基因有转录物[47]。这些转录的假基因

在染色体上随机分布, 表达水平随感染阶段而

异。用麻风分枝杆菌覆瓦芯片(Tiling microarray, 

重叠的 60 聚体探针, 覆盖整个 3.3 Mb 基因组), 

也证实了假基因转录物 RNA。虽然这些表达

RNA 的功能未知, 但提出了一个问题: 耗费大

量能量产生不活跃 mRNAs 的价值何在? 也提

示有多种翻译沉默机制。这为了解假基因形成

的分子机理以及来自非编码区的 microRNAs 的

功能提供了线索[48]。 
1.1.2  比较基因组揭示进化、致病机理和流行

病学特征: SNP 等比较基因组标记(Comparative- 

genome markers, CGMs)可以用来分析系统进化

的阶段。CGM 提示结核菌的成簇性(Clonal)强, 

检测不到基因水平转移。种群(Population)证据

显示枝菌酸合成的关键酶 KasA 在选择压力下

形成了 G312S 多态性[49]。先前认为主要分布于

结核菌复合群的插入序列 IS6110 也在耻垢分枝

杆菌中发现, 提示分枝杆菌基因库(Gene pool)
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比预期大[50]。对 55 个公共数据库中的全基因组

序 列 进 行 包 括 全 局 性 地 理 系 统 进 化

(Phylogeography)、局部传播链和流行菌株多样

性(Transmission chains and circulating strain di-

versity)、 结 核病患 者 成簇异 质 性 (Clonal het-

erogeneity)、细菌自身进化 (Evolutionary)等分

析, 也发现结核菌具有较大的遗传多样性[51]。

寻找临床菌株特有序列是全球比较基因组研究

的热点之一[52]。用 230 个同义/沉默单核苷酸多

态 性 [Synonymous (silent) single nucleotide 

polymorphisms, sSNPs]分析来自全球的 M. tu-
berculosis 复合群的 432 株菌全基因组序列, 发

现其毒力、传播性和宿主范围都存在差异[53]。

在实验性研究基础上 , 构建数据库, 收集整理

基因组差异的复制错误、重复序列增减、重组

和转位等基因组差异也很重要[54]。分枝杆菌

近共同祖先(The last common ancestor)和进化路

径也是比较基因组研究的兴奋点之一[55]。比较

结核菌和麻风分枝杆菌的基因组发现: 基因大

规模缺失与假基因化同步进行, 导致高度特化

的致病菌 [55]。比较古基因组学(Paleogenomics)

可以追踪传染源[56]。比较 17 000 年前的欧洲野

牛样品和 9 000 年前的人类遗骸中的分枝杆菌

基因组发现: 结核菌先于牛分枝杆菌和其他相

关物种出现, 结核菌和麻风菌的 近共同祖先

在 3 600 万年分化, 结核菌复合群在 4 万年前分

化。突破进化瓶颈后的结核菌在突变、重组和自

然选择的作用下, 快速分化为成功的致病菌[57]。

许多强毒性致病菌都缺乏遗传多样性并有性生

殖隔离。一般认为种群较纯的结核菌来自遗传

漂移。比较 24 个基因组发现包括 VII 型分泌系

统等适应所需关键功能区存在多态性, 这可能

和存在重组区域有关。部分重组区域也存在于

M. canettii。总体上, 重组区域引入了大量非同

义多样性, 正选择或受到多样化选择的区域比

如细胞壁组分, 基因多态性更明显。导致非同

义突变的 SNPs 一般被有效清除, 说明净化选

择(Purifying selection)的力量非常强大。选择对

于同义改变也非常有效, 因为 MTBC 偏向 AT

核苷的突变并未被偏好的基因转换代偿。重组

和选择对结核菌同义和非同义位置的影响都比

较大。但也有观点认为结核菌基因进化研究中

要谨慎使用[d(N)/d(S)]数据 [58], 因为结核菌选

择偏爱同义取代。 

1.1.3  基于基因组序列的全/部分基因组芯片

也是寻找多态性的重要工具, 这个方法发现了

不少多态性: 俄罗斯临床菌株和实验室参考菌

株之间具有插入缺失(Indel)多态性的两个预测

膜蛋白可能参与宿主相互作用[60]。系统进化上

较古老, 与其亲代疫苗菌株 接近的 M. bovis 

BCG Russia 天然丢失 recA[61]。西非结核病的主

要致病菌 M. africanum West African 2 是 M. 

tuberculosis 复合群中古老的株系, 毒性较结核

菌弱。相对于结核菌和牛分枝杆菌, 这个菌株

丢失 RD900[62]。海分枝杆菌进化而来的溃疡分

枝杆菌(M. ulcerans)[59]具有多态性 , 其基因组

还在变小[59]以适应环境[63]。海分枝杆菌和结核

菌基因组比较也为洞悉结核菌进化提供了线

索[64]。用来自不同实验室的 6 个 H37Rv 菌株比

较 发 现 结 核 菌 实 验 室 菌 株 也 在 演 进 (In vitro 

evolution)[65], 其中 73 个位点具有多态性, 包括

插入/缺失, 核苷酸替换、多个 IS6110 转座。有

2 株还丧失了合成分枝杆菌表面糖脂——二枝

菌酸分枝杆菌蜡醇(Phthiocerol dimycocerosate, 

PDIM)的能力。它们基因组中的结核菌蜡酸合

成酶(Mycocerosic acid synthase)基因发生移码

突变。来自拉美的临床分离结核菌菌株中, 不

计 PPE 和 PG-PGRS 基因, 430 个蛋白质至少具

有 1 个氨基酸改变, 新的 IS6110 位点, 基因组

缺失 3.6 kb, 导致 dosR 调控单元(Regulon)基因 
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Rv1996 和 Rv1997 丢失和修饰[66]。临床菌株基

因组比较有助于认识结核菌微进化[67], 提供社

区结核菌暴发的流行病学信息。牛分枝杆菌

SNP 分析也为结核菌群体遗传学提供了借鉴, 

有助于鉴定宿主范围和疾病表型[68]。 

1.1.4  基因组研究耐药新机理 : 代偿性突变

(Compensatory mutation)可以降低耐药菌株的

适应成本(Fitness cost)。携带 RNA 聚合酶基因

代偿性突变的耐利福平结核菌临床分离株超过

30%, 说明这些代偿性突变确实提高了适应能

力, 并有助于耐多药结核菌的全球传播[69]。比

较基因组可以揭示结核菌突变率[70]。比较来自

猴子感染模型中分别代表活动性、潜伏或者再

激活结核病的 22 株结核菌基因组发现: 在相同

时间内, 活动性结核病、潜伏和对数期生长的

结核菌的突变率相同; 其多态性类型提示体内

突变的诱因主要是氧化性 DNA 损伤; 潜伏期的

结核菌也在突变。这也提示异烟肼单药治疗潜

伏性结核病可能导致异烟肼耐药。  
1.1.5  比较基因组研究寻找包括结核菌在内的

其他分枝杆菌的分类鉴定和诊断标记、候选疫

苗的组分或者药物靶标: 比较牛分枝杆菌(M. 

bovis) 和 鸟 分 枝 杆 菌 (M. avium) 对 结 核 菌 素

(Tuberculin)迟发型超敏反应的差异, 可以发现

特异性和组分清楚的牛结核病诊断抗原[71]。比较

M. avium subsp. avium 和 M. avium subsp. paratu-

berculosis 基因组可寻找后者的诊断标记[72]。预

测基因组序列中受到进化压力选择、变化较大

的 高 变 (热 点 )和 低 变 (冷 点 )单 核 苷 酸 变 异 区

(Single-nucleotide variations, SNVs), 并在临床

菌株中得到了验证[73]。根据全基因组序列可以

分析致病菌传播动力学[74]。生物信息学预测结

核菌有 628 个必需基因, 其中 324 个在人体中

缺乏相似性。手工去除假定蛋白后, 135 个必需

蛋白是人体所缺乏的[75]。比较 27 个棒杆菌科

Corynebacterineae 菌 株 (18 Mycobacterium, 7 

Corynebacterium, 1 Nocardia 和 Rhodococcus)

的基因组, 筛选候选诊断标记分子发现: dnaK

位点的区分效果较现在广泛使用的 hsp65 更好, 

长度变异较大的 rpoBC 基因间区域可以鉴定分

枝杆菌种。用 rpoBC、dnaK 和 hsp65 构成的多

位点可以对分枝杆菌进行种的精确鉴定[76]。 

1.1.6  基因组揭示结核菌的其他重要分子: 比

如在细菌中分布广泛, 在进化、致病和胁迫应答

中作用巨大, 可能作为广谱抗生素的毒素-抗毒

素系统(Toxin-antitoxin, TA)[77−78], 特定转录因子

在全基因组水平的调控特征[79]。结核菌全基因组

中有 67 个 SigF 结合位点和 16 个表达被 SigF 启

动子控制的基因。这些位点包括 sigF, 脂类、中

间代谢和毒力基因, 一个转录调控因子 Rv2884、

小 RNA F6。SigF 可能参与反义转录, Rv1358 和

Rv1870c 中, 依赖 SigF 的启动子位于预测的可

读 框 内 部 。 11 个 基 因 的 上 游 具 有 保 守 序 列

GGTTT-N[(15-17)]-GGGTA。毒力因子 HbhA、

非编码 RNAs 和反义转录物都受其调控。  
1.1.7  基因组中调控小 RNA 日益受到关注[80]: 
RNA-Seq 发现结核菌基因组也存在大量非编码

RNA, 包括较长的 5′和 3′不译区、反义转录物、

基因间小 RNA。部分 RNA 的丰度在稳定期增

加 , 在慢性感染小鼠的肺部积累量特别大 , 说

明可能与毒力相关。其转录后调控可能与结核

菌极强的适应能力有关[81]。另一项 RNA-Seq 和

生物信息学分析发现结核菌有 1 948 个候选

sRNAs[80]。指数期 M. tuberculosis H37Rv 发现  
1 373 个 sRNA[82], 其中 258 个(19%) (22 个基因

间 sRNAs, 84 个 sRNAs 位于 5′/3′ UTRs, 152 个

反义 sRNAs)与芯片检测结果吻合。分析启动子

和终止子序列发现 121 个 sRNAs (47%)具有

sigA 启动子保守序列, 22 个 sRNAs (8.5%)具有

终止子保守序列。35 个 sRNAs (14%)兼具启动
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子和终止子保守序列。反义 sRNAs 优先调控膜

结 合 蛋 白 的 转 录 。 顺 式 编 码 的 sRNAs 

(cis-encoded sRNAs)多调控膜上氢运输和双组

分系统编码基因[82]。 
1.1.8  基因组定期再注释是确保信息准确的关

键[83]: 有研究发现结核菌 5%−10%可读框的翻

译起始位点预测和实验不符 , 269 需要重新注

释 [84]。蛋白质组或者转录组也是基因组再注释

的重要手段(将在后面举例说明)。 

1.2  转录组   
芯片和 RT-qPCR 比较牛分枝杆菌减毒和强

毒株的转录组, 鉴定与宿主相互作用的分子发

现: mce4D、Mb2607/Mb2608 和 Mb3706c 在强

毒株中上调, 而 alkB、Mb3277c 和 Mb1077c 在

弱毒株中上调, 在巨噬细胞内繁殖的结核菌也

是如此[85]。分析耐多药结核病患者的肺切除样

品中结核菌基因表达, 并利用多种方法(Rosetta 

stone、系统进化谱、保守基因邻接法、操纵子

计算方法)建立蛋白质连锁图, 发现在肺部活跃

转录的结核菌基因主要是加固自身防御, 积极

逃避宿主免疫应答[86]。  

药 物 诱 导 转 录 组 和 结 核 菌 特 殊 生 理 状 体

的转录组 : 药物或者化合物诱导的转录组是

研究药物作用机理 , 寻找新药物靶标的基础。

利福平改变耐药结核菌编码外排泵、运输蛋

白 、 毒 力 分 子 等 基 因 的 转 录 , 明 显 上 调

Rv0559c- Rv0560c[87]。卷曲霉素(Capreomycin)

既诱导其特异性的靶标 16S rRNA, 还上调新候

选靶标, 如作用在 DNA 水平的 Rv0054 (ssb)和

Rv3715c (recR) 、 细 胞 分 裂 相 关 的 Rv3260c 

(whiB2), 并阻遏 nuo 基因簇和 ATP 合成酶基因

簇的转   录[88]。第一个 Oxazolidinones 类药物

Linezolid 调控 729 个基因表达, 其中上调 318

个, 下调 411 基因[89]。Chelerythrine (天然的四

Benzophenanthridine 生物碱)调控 759 个基因表

达, 上调 372 个, 下调 387 个[90]。抗生素如乙胺

丁醇(Ethambutol)、利福平(Rifampin)、氯霉素

(Streptomycin)和环丝氨酸 (Cycloserine)都以剂

量依赖方式特异性诱导 SigF 表达[91]。SigF 在稳

定期的表达也比指数期高 100 倍, 厌氧代谢诱

导 SigF 约 150 倍, 甲硝唑(Metronidazole)存在

时, 诱导倍数更高。冷休克也诱导 SigF, 热休克

则无此功能。这些研究提示 SigF 可能与持留相

关。结核菌持留被认为是结核菌耐药和疗程长

的重要原因。D-环丝氨酸处理对数期生长的结

核菌, 离心收集裂解后存活的细胞可以视为持

留子(Persister)。分析这些持留子与体外培养结

核菌的转录组差异发现: 许多代谢和生物合成

途径下调, 明确了持留相关的核心基因[92]。利

用时钟质粒(Clock plasmid)测定结核菌在胞内

复制和死亡率, 同时电镜观察细菌细胞的完整

性, 确定胞内结核菌在相对长期(14 d)培养的转

录组特征与生理代谢之间的联系[93]。链特异性

RNA-seq 全局性转录组可以了解复制和转录复

合体之间的配合[94]。ChIP-seq 监控 RNA 聚合酶

(RNA polymerase, RNAP) 和 抗 终 止 子

(Anti-terminator) NusA 的全基因组动态。NusA

并不直接结合 DNA, 而是结合 RNAP 和/或新

转录产物(Transcript)。NusA 在整个染色体上都

与 RNAP 相互作用。RNAP 在指数期或者稳定

期分布特征是一致的。 

1.3  基因组规模突变库的建立和功能基因

筛选   
构建结核菌全基因组水平突变菌株库是研

究特定功能基因的重要手段。用该库寻找在巨

噬细胞内存活所需基因发现: 磷酸运输相关基

因是其关键, 而且很多基因组成性表达 , 而非

调控表达。这提示通过进化选择的结核菌已经

适应了宿主体内生活[95]。荧光显微镜技术结合

10 100 个功能缺失的结核菌转座子突变菌株库, 
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在小鼠巨噬细胞株中检测 12 个宿主免疫应答

基因的启动子构建的启动子-报告基因的表达

变化, 获得 364 个候选免疫调控基因。其中 35

个在原代巨噬细胞中进行验证。其中功能未知

的 Rv0431 突 变 后 , 诱 导 巨 噬 细 胞 产 生 更 多

TNF-alpha、IL-12p40 和 IL-6, 在小鼠中的毒力

降低[96]。分泌蛋白是诊断标记分子和候选疫苗分

子研究的重点。体外 Tn552'phoA 转座系统可以

鉴定结核菌分泌蛋白[97]。寻找疫苗候选抗原, 用

PPD 阳性、ESAT6/CFP10 应答的患者的免疫细

胞筛选 2 780 个体内表达的结核菌抗原分子[98]。

Beta-内酰胺酶报告基因转座子 (Beta-lactamase 

reporter transposon)技术也被用来在基因组水平

寻找结核菌在胞内生长所需的分泌蛋白[99]。从

177 个抗 Beta-内酰胺的转座子突变菌株中, 筛

选获得了 111 个分泌蛋白。在巨噬细胞中逐个测

定突变菌株存活力发现: mce1A、mce1B、mce2F、

rv0199、ctaC 和 lppX 突变影响在巨噬细胞内的存

活力。这个方法还可以研究功能未知的可读框。 

除了以上研究, 生物信息学和计算生物学

在基因组、转录组研究中的应用也值得关注。

用 随 机 偏 小 二 乘 回 归 技 术 (Random partial 

least squares regression, r-PLS), 从芯片同时获

得的数千个基因的表达水平改变中筛选共表达

基因和同一代谢途径中相互作用的蛋白质, 可

以发现功能联系, 也可以研究功能未知的蛋白

质, 在系统水平分析生物的共表达网络[100]。收

集现有文献中的结核菌转录组数据, 构建转录

调 控 网 络 (Transcriptional regulatory network), 

则可以弥补蛋白质组实验数据的缺乏[101]。  

2  蛋白质组 

蛋白质一直被认为是生命功能的主要执

行者。结核菌和其他分枝杆菌的蛋白质组研究

迅速发展。通过分离亚细胞组分、富集细胞膜

组分 , 利用液相色谱-质谱鉴定了结核菌细胞

壁、细胞膜、细胞浆、裂解物和分泌产物, 得

到 1 051 个蛋白质[102]。质谱数据和基因组数据

参照鉴定了 3 176 个蛋白质[103]。代谢标记鉴定

了结核菌低氧应答蛋白质组(包括细胞组分和

分泌蛋白质)[104]。双向电泳发现 M. tuberculosis 

(H37Rv 和 CDC 1551)蛋白质组约有 1 750 个

点的差异 [105]。异烟肼耐药和敏感临床菌株之间

差异蛋白多为膜蛋白, 耐药菌株上调 5 个蛋白

质 : Rv1446c、Rv3028c、Rv0491、Rv2971 和

Rv2145[106]。比较卡介苗和结核菌的蛋白质组差

异[107], 强毒株和卡介苗分泌蛋白的蛋白质组差

异[108]。结核菌在好氧和厌氧条件下的蛋白质组

差异点 50 个(某一条件特有或者高丰度), 质谱

鉴定了其中的 16 个[109]: 结核菌休眠诱导约 1%

基因表达。使用了 60 多年的诊断潜伏结核病和

体外免疫检测感染结核菌与否的纯化蛋白质衍

生物(Purified protein derivative, PPD)的蛋白质

组 组 成 近 也 用 美 国 食 品 药 品 局 标 准 品

PPD-S2 得以阐明[110]: 含有许多已知的结核菌

T 细胞抗原, 热休克蛋白(Heat shock proteins, 

HSPs) GroES、GroEL2、HspX 和 DnaK 的比例

较大。推测原因可能是其分子伴侣特性以及影

响免疫应答的特征导致 PPD 的高溶解性。PPD

中是否存在早期分泌系统(Early secretory sys-

tem, Esx)蛋白及其数量差异是导致迟发型超敏

反应(Delayed type of hypersensitivity, DTH)差
异的关键。蛋白质组方法学(双向电泳和同位素

亲和标签 Isotope-coded affinity tag)之间具有互

补性[111]。 

2.1  蛋白质组学技术也用来鉴定结核病药物

靶标和降解特定污染物的突变 
异烟肼(Isoniazid, INH)的蛋白质组水平的

药物靶标。异烟肼是结核病治疗的核心药物之

一 , 其杀菌成分是嘧啶核苷辅酶(Pyridine nu-
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cleotide coenzyme) 的 异 烟 肼 加 合 物 (INH ad-

ducts [INH-NAD(P)])。这是体内 INH 激活、结

合、抑制必需酶形成的分子。纳摩尔水平的

INH-NAD(P)加合物也抑制依赖 NADH 的烯酰

基 -ACP 还 原 酶 (NADH-dependent enoyl-ACP 

reductase, InhA)和依赖 NADPH 的二氢叶酸还

原酶(NADPH-dependent dihydrofolate reductase, 

DfrA)。将 INH-NAD 和 INH-NADP 加合物偶联

到固体基质, 发现了另外 16 个与其高亲和力结

合的蛋白质。这些蛋白质多预测为依赖嘧啶核苷

的脱氢酶/还原酶(Pyridine nucleotide-dependent 
dehydrogenases/reductases), 参 与 多 种 细 胞 活

动如依赖 S-腺苷甲硫氨酸的甲基转移反应, 嘧

啶和缬氨酸代谢, 精氨酸降解途径、质子和钾

离子运输, 胁迫应答、脂类代谢、核黄素生物

合成等。异烟肼良好的杀菌效力可能与其多靶

标有关[112]。 

用杀菌浓度的 RNIs (Reactive nitrogen inter-

mediates, RNIs)处理结核菌, 可以检测亚硝基化

(S-nitrosylation)蛋白质组变化[113]。从摩尔效力而

言, 宿主对结核菌免疫应答的关键酶——一氧化

氮合成酶[Nitric oxide (NO) synthase, NOS] 2 合

成的 NO 体外杀菌效力优于许多常规抗生素。29

个被 RNI S-亚硝基化的蛋白质都是酶, 分别参

与中间代谢、脂类代谢和抗氧化防御。S-亚硝基

化 抑 制 硫 辛 酰 胺 脱 氢 酶 (Lipoamide dehydro-

genase)和分枝杆菌蛋白酶体 ATP 酶活性。  

分 离 自 PAH 污 染 河 口 的 M. gilvum 

PYR-GCK 可以降解烃类污染物。鸟枪法比较蛋

白质组学分析发现了该菌与降解烃类相关的途

径。乙醛酸、莽草酸途径的蛋白质在降解时表

达增加。Pyrene 降解中间产物经部分糖异生途

径进入戊糖磷酸途径, 生成核苷酸和氨基酸合

成所需的前体[114]。  
2.1.1  在宿主如豚鼠体内的结核菌蛋白质组[115]: 

这个工作鉴定了 500 种独特蛋白质。细胞壁、

细胞壁过程、中间代谢、呼吸是肺部主要表达

的蛋白质。适应所需的蛋白质如硝酸/亚硝酸还

原存在于任何时间。研究颇少的 PE-PPE 是体内

第三高丰度的蛋白质。 

2.1.2  蛋白质组补充和完善基因组注释: 全基

因组翻译对麻风分枝杆菌全细胞提取物凝胶-质

谱分析结果进行比对, 鉴定了 1 046 个蛋白质, 

包括 5 个先前注释的假基因[116]。质谱进行结核

菌蛋白质组水平的翻译起始位点的鉴定[117]。13

个已知蛋白质中, 准确鉴定了 11 个, 2 个重新确

定, 发现 3 个蛋白质被乙酰化。表位标记结合移

码突变法也用来确定翻译起始位点并用 3 个结

核菌分子(LexA、SigC 和 Rv1955)进行了验证[118]。  

2.1.3  结构基因组学研究: 2003 年左右, 来自

全球 13 个国家的 31 所大学和科研机构成立了

结 核 病 结构 基 因 组学 研 究 团队 (TB Structural 

Genomics Consortium), 目标是解析 400 个结核

菌药物靶标的结构[119]。通过生物信息学、物理

和物种特异性、蛋白质系统进化谱、Rosetta 

Stone 方法、生化途径相关性, 蛋白质溶解性、

蛋白质或者功能域大小、缺乏真核同源性等标

准, 确定研究对象, 分析药物靶标、药物-蛋白

质相互作用。到 2011 年, 解析了结核菌基因组

中大约 8.5%可读框的分子结构[120]。结核菌蛋

白质组比较数据库[121] (Mycobacterium tubercu-
losis Proteome Comparison Database, MTB-PCDB) 
http://www.bicjbtdrc-mgims.in/MTB-PCDB/。高阶

聚类方法建立全基因组水平连锁图, 建立结核

菌 蛋 白 质 网 络 图 谱 并 可 视 化 [122] 。 同 步 众 包

(Crowd sourcing)和社交网络法(Social network-

ing methods)建立从“联系到解码” (Connect to 

Decode, C2D)的方法 , 获得第一个 , 也是 大

的手工的结核菌相互作用组-相互作用组途径

(Interactome pathway, IPW), 包括通过 2 575 个
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相互作用功能联系起来的 1 434 个蛋白质。分为

基因调控、信号传递、代谢、结构复合体形成等

类别。功能注释量为基因组的 87%。IPW 与

STRING 为基础的网络寻找核心蛋白, 得到副作

用可能 小的候选药物靶标 17 个。其中 5 个是

已经生化或者遗传实验证实的[123]。结核菌 4 000

多个可读框中, 有结构的 312 个。蛋白质结构有

助于高分辨率理解生物学。计算方法可以进行结

构注释。大约 2 877 个 ORFs 用基于 Fold 的功能

和新结合位点配体偶联方法和新算法进行了注

释。219 Fold 即可完成细胞代谢(http://proline. 

physics.iisc.ernet.in/Tbstructuralannotation)。在基

因组水平基于结构进行功能注释。 

3  代谢组 

结核菌代谢生理, 尤其是感染过程中的代

谢是深入认识结核菌生物学, 研发控制结核菌

新手段的基石之一。GSMN-TB (Genome-scale 

metabolic model of M. tuberculosis)涉及 849 个

独特反应, 739 个代谢物和 726 个基因。用连续

培养的卡介苗和稳定期生长, 代谢流平衡分析

计算底物消耗率等验证了该模型。模拟代谢流、

结核菌体外生长的全局性代谢数据可以分析结

核菌基因的必需性。该模型预测发现: 已知的

结核病药物靶标都是必需基因, 异柠檬酸裂合

酶是分枝杆菌慢生长所需。该模型可以预测细

菌代谢可塑性和结核菌代谢新特征[124]。计算系

统生物学(Computational systems biology)寻找

结核菌代谢和致病之间的联系可拓宽研究对象, 

不在局限于已知的几个酶[125]。卡介苗可以作为模

型研究结核菌在碳源受限制(甘油作为碳源)的恒

化器(Chemostat)中的生长。代时 23 h [D=0.03 h 
(−1)]模拟急性感染期 , 代时 69 h [D=0.01 h 

(−1)]模拟持续感染期。测定各时期菌体中的大

分子(RNA、DNA、碳水化合物和脂类)、元素

(C、H 和 N)的含量。脂类含量受生长阶段影响

较大。恒化器适合研究结核菌基因组学、生理

和系统生物学[126]。代谢组学揭示了结核菌中间

代谢(Intermediary metabolism)特殊的空间分布

(Topologic organization)特征[127]。结核菌致病离

不开代谢适应。详细研究其代谢网络的生化特

征有助于揭示其致病机理。很多细菌具有典型

的二次生长特征(Diauxic kinetics), 优先利用不

同碳源。结核菌则可以同时利用多种碳源, 获

得增强的单相生长。糖酵解、戊糖磷酸途径、

三羧酸循环等与不同碳源的命运有关。这些研

究也提示中枢代谢是结核菌生理和致病机理研 

究的新重点之一[128]。基于 13C-的代谢组研究发

现: 负责磷酸化葡萄糖的两个激酶(ppgK、glkA)
导致的葡萄糖磷酸化可能与结核菌在小鼠体内

持留相关 [129]。基于 1H 核磁共振的代谢组学

(NMR-based metabolomics)发现了被实验室强

毒株感染的小鼠组织和血清中代谢物变化特

征: 膜磷脂前体、磷脂酰胆碱、磷脂酰乙醇胺、

糖酵解、氨基酸代谢、核酸代谢、抗氧化胁迫

应答[130]。这个方法也用来考察临床流行毒株对

小鼠代谢组的改变 [131]。气相色谱-质谱联用可

以通过代谢物鉴定分枝杆菌属[132]。代谢流分析

异烟肼处理后, 结核菌代谢适应[133]。测定 3-硝

基丙酸和 5′-O-(N-salicylsulfamoyl)腺苷对结核

菌生长的影响, 建立系统生物学框架[134]。基于

代谢的系统生物学框架, 模拟药物诱导的结核

菌在小鼠巨噬细胞中的生长抑制, 发现了异柠

檬 酸 裂 合 酶 是 3-硝 基 丙 酸 (3-Nitropropionate, 

3-NP)靶标[135]。用接近度指数(Nearness index)

分析蛋白质之间、途径之间、某一蛋白质对代

谢网络的影响, 寻找有效中断代谢的策略[136]。

代谢模型与体内数据的兼容问题已经提上日

程 [137]。在分枝杆菌降解污染物的途径和酶的鉴

定方面, 包括代谢组、基因组和蛋白质组在内
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的系统生物学方法确定 M. vanbaalenii PYR-1

降解高分子多环芳烃 (Polycyclic aromatic hy-

drocarbon, PAH)芘(Pyrene)涉及 27 个酶[138]。芘

经邻苯二 甲酸 (O-phthalate)和 Beta 酮己 二酸

(Beta-ketoadipate)途径进入中枢代谢。18 个酶

的表达升高两倍。三拷贝的羟基化环的加氧酶

(Ring-hydroxylating oxygenase, NidAB2, Mvan-
Draft_0817/0818 和 PhtAaAb)、二氢二醇脱氢酶

(Dihydrodiol dehydrogenase, MvanDraft_0815)、开

环双加氧酶(Ring cleavage dioxygenase, Mvan-

Draft_3242)只在生长于芘中的细胞中发现。 
不同建模算法的评价和优化。同一生物的

代谢网络可以用不同算法建模。究竟哪种算法

的结果更好? 如何优化这些算法? MetaMerge
是一种半自动协调不同代谢网络重建的算法 , 
可以合并不同模型, 得到单一模型无法预测的

反应, 提高必需基因预测的准确率[139]。 

4  激酶组 

激酶组研究旨在发现结核菌感染和持留关

键的宿主特异性激酶, 为研发激酶调节剂提供

基础。哺乳动物磷特异性抗体筛选结核菌感染

应答发现了 31 个被磷酸化的分子[140]。RNA 干

扰筛选发现抑制胞内致病菌的激酶集中在围绕

AKT1 (也称 PKB)的网络。致病菌可以劫持这些

宿主激酶。靶向这些激酶的抑制剂可以控制胞

内致病菌, 包括耐多药结核菌[141]。用牛特异性

肽段构成的芯片分析激酶组(Kinome)发现 , 牛

结核病的致病菌 M. avium subsp. paratubercu-
losis 不影响 JAK-STAT 途径的激活, 增加负调

控因子 SOCS1 (Stimulator of cytokine signal)和
SOCS3 表 达 , 降 低 Gamma 干 扰 素 受 体 链

(IFN-gamma receptor chains) 1 和 2 表达[142]。M. 
avium subsp. paratuberculosis 感染改变牛单核

细胞对 TLR9 刺激的应答。尽管摄取 CpG ODNs, 
增加 TLR9 表达 10 倍, M. avium subsp. paratu-

berculosis 仍然抑制经典的 TLR9 介导的应答。

TLR9 介导的其他应答 , 如经过非经典途径的

氧化暴发 , 仍然具有 功能。激 酶组分析 发现

TLR9 信号传递被抑制, 信号由 Pyk2 介导。这

可能反映了该菌特殊的主动改造宿主环境, 适

合细菌生长的特征[143]。 

5  免疫组及其计算机建模   

免疫组和激酶组有一定重叠。但免疫组研究

范围更大, 集中在致病菌感染后, 在组学水平研

究宿主免疫应答反应, 包括从转录组、蛋白质组

和代谢组等内容。全基因组水平 siRNA 筛选调

控人巨噬细胞内致病菌数量的宿主因子, 获得

了 275 个分子, 其中多数为自噬(Autophagy)相

关[21]。抗性和敏感小鼠对结核菌 H37Rv 感染的

应答不同[144]。分析第 14 天小鼠肺部表达谱变化

显示两种小鼠在抗原递呈, NK、T 和 B 细胞激

活途径方面不同。抗性小鼠较敏感小鼠显示更

复杂、更强的宿主防御途径。敏感小鼠的嗜中

性粒细胞应答(Neutrophil response)上升, 也包

括特异性增加半胱氨酸蛋白酶(Cysteine prote-

ase)抑制剂。在蛋白质组水平分析与结核菌感染

后果相关的抗体应答, 确定结核菌免疫蛋白质

组(Immunoproteome)[145], 发现 10 个结核菌抗

原引起的抗体应答影响猴子和人体中结核菌感

染的结果[146]。系统生物学分析结核菌 T 细胞表

位识别的免疫特征[147]。芯片技术获得卡介苗免疫

和牛分枝杆菌感染的 BALB/c 小鼠肺部、脾脏转

录组特征对候选疫苗进行评价。Th17 相关的细胞

因子谱与疫苗诱导的保护性免疫相关, 嗜中性粒

细胞生物学和炎症相关的分子也被上调[148]。另

外的方法也用来在全基因组水平筛选 M. tuber-

culosis 的 HLA-B*3501 T 细胞表位。预测的 479

个表位中, 合成了得分 高的 13 个, 刺激来自

自然接触的 HLA-B*3501 个体的淋巴细胞, 酶联
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免疫斑点(Enzyme-linked immunospot, ELISPOT)
测定 Interferon (IFN)-gamma 水平[149]。卡介苗吞

噬体蛋白质组的研究有助于全面揭示分枝杆菌

影响的宿主应答[150]。在深度测序测定感染分枝

杆菌的斑马鱼的转录组变化[151]的基础上, 用数

学、计算模型在斑马鱼中模拟分枝杆菌感染早期

过程[152]。代谢的可能性调控(Probabilistic regu-

lation of metabolism, PROM) 构建基因组水平的

调控-代谢网络。该模型整合的数据包括 1 300 芯

片结果, 2 000 转录因子-靶标相互作用, 3 300 代

谢反应, E. coli 和 M. tuberculosis 1 905 个 KO 表

型 [153] 。 相 互 作 用 组 (Interactome) 、 反 应 组

(Reactome)和基因组水平的结构分析用来寻找结

核菌药物靶标[154]。 

6  国内研究概述 

国内 近十年在结核菌研究领域进展颇

大。比较了结核菌实验室强毒株和弱毒株基因

组差异 [155], 测定了耐药临床分离株中小 RNA 

(与毕利军研究员会议交流), 调查了全国耐药

结核菌概况[156], 耐药结核菌如何在结核病患者

群体中定殖 [157], 建立了结核菌体外蛋白质-蛋

白质相互作用网络[158], 理清了结核菌吞噬体蛋

白质组涉及的信号传递网络[159], 分析卡介苗的

蛋白质组 [160], 建立了结核菌持留相关分子网 

络[161]。在具体基因研究方面, 对氟喹诺酮类药

物相关的研究较多[162−165]。 

数据整合与界定病原生物学关键科学问题

在未来需要特别关注。深入认识结核菌基础生物

学需要综合来自不同模型的知识[166]。M. bovis 

BCG、M. marinum、M. smegmatis 等非常重要; 

遗传操作所需诱导型启动子、重组工程, 分子

水平和毒力发挥过程中的分泌系统, 潜伏感染

和宿主免 疫 , 不 同模 型的相互 参照也不 可或

缺。结核菌蛋白的翻译后修饰是值得加强的一

个方面 : 甲 基化的结核菌结合肝素的凝集素

(Heparin-binding hemagglutinin, HBHA)诱发小

鼠更强的 T 细胞免疫[167], 包括 PknB 等几个结

核菌丝 /苏氨酸蛋白质激酶负责磷酸化结核菌

MabA(Beta-ketoacyl-acyl carrier protein reduc-
tase), 负责合成枝菌酸(Mycolic acid)的直接前

体(Meromycolic acid)[168], 调控枝菌酸合成。酰

基化(Acylation)和 O-糖基化(O-glycosylation)影

响结核菌 19 kD 脂蛋白的免疫功能[169]。结核菌

乙酰辅酶 A 合成酶的可逆乙酰化和失活需要

cAMP[170]。紧密围绕分枝杆菌, 尤其是结核菌

重要基础科学问题和临床实践难题, 进行整合

生物学研究非常迫切。 
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逻辑并具有启迪性的看法和建议。另外, 作者也可以采用以汇集文献资料为主的写作方法, 辅以注

释, 客观而有少量评述, 使读者对该专题的过去、现在和将来有一个全面、足够的认识。 
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