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#摘要$ 全基因组测序技术已经广泛应用于结核分枝杆菌的研究中&包括结核分枝杆菌谱系或亚种鉴定)区

分患者的发病模式&以及识别传染源)超级传播者和确定传播方向&以及用于结核分枝杆菌的耐药性预测和微进化

研究等&在临床和公共卫生领域发挥了很重要的作用3即便如此&目前还存在很多问题需要解决3作者对全基因

组测序技术在结核分枝杆菌研究中的相关内容)应用成果及进展进行综述3
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在全球范围内&结核病是导致死亡的十大原因之一&据

估计每年新增的结核病患者超过
()))

万例'

(

(

3越来越多的

新发及复发结核病患者对一线抗结核药品利福平和异烟肼

产生了耐药性$即耐多药结核病%

'

(

(

3在过去的几十年中&分

子生物学方法已经被广泛应用于结核病的诊断和结核分枝

杆菌$

.

K

D,C(D@7?'1<@1C7?D1E,F'F

&

LMN

%的耐药性分析3基因

分型技术为许多低发病率国家的结核病分子流行病学研究

提供了重要的帮助&有助于发现疫情'

3

(

3随着生物信息的发

展&测序技术的日益成熟&且成本逐渐降低3以基因组
$KD

为基础)计算机技术为辅助的全基因组测序技术已经广泛应

用于对
LMN

的研究中&并迅速从实验室研究转向临床和公

共卫生应用&为解决
LMN

的传播和耐药问题提供了很大的

帮助3

一)全基因组测序在结核病流行病学研究中的优势

高收入且结核病低流行国家的结核病监测系统中&重要

的一个环节是接触者追踪&针对的对象是接触传染性结核病

的人群&以便确定应接受预防性治疗的接触者&并减少进一

步的传播'

+

(

3但是流行病学调查耗费时间长&劳动强度大&

患者之间通过短期或临时接触而产生的流行病学联系不容

易被发现3而分子流行病学整合了现有的流行病学数据和

分子分型结果&在结核病传播链的研究中起到了极其重要的

作用3

在过去的
3)

年里&分子分型方法极大地提高了大家对

结核病流行病学的认识3目前有
+

种主要的基因分型方法!

即
#"-(()

限制性片段长度多态性$
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%分型法)间隔区寡核苷酸分型
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%和多位点数目可变串联重复序列 $
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%分型3这些常规的基因

分型方法在评估同源性方面价值有限3全基因组测序
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%方法是利用
$KD

测序平

台重新构建生物体基因组的完整
$KD

序列3瑞士
"EF>_'

等'

?

(在一项全国性的研究中&对
@3)

例结核病患者分离出来

的标本进行了标准分子分型$

"
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S

和
JKM[

分

型%&鉴定出来的
+@

个传播簇中的
(6

个被
RQ"

证明大于

(3

个单核苷酸多态性$
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%&这表明常规的基因分型方法可能会高估
LMN

在瑞

士这种发病率较低的国家的传播'

?

(

3而也有研究认为当使

用常规基因分型工具时&外源性再感染而引起的结核病由于

与第一次疾病发作间期出现的菌株基因型相似&可能会被错

误地归类为复发3这些错误分类低估了
LMN

在高发病率

环境中的传播'

@

(

3由于不同的
LMN

菌株
"K50

发生相同突

变的可能性很小&因此&基于鉴定
"K50

的
RQ"

基因分型较

其他分子分型方法具有更高的分辨率3

二)

RQ"

在
LMN

研究中的应用

$一%

RQ"

在
LMN

谱系或亚种鉴定$菌株分型%中的

应用

有研究认为&

LMN

最有可能起源于非洲&而在全球的传

播主要受人类活动的推动&即人类的探索)迁徙)贸易和战争

等活动均可推动
LMN

在全球的传播'

-24

(

3人感染的
LMN

具有高度的克隆性&根据
"K5

的差异和缺失可以将
LMN

复

合群分为
4

个主要的适应人类的系统发育谱系&即第
(

谱系

至第
4

谱系3而东亚地区占主导地位的是第
3

谱系&其中

.北京家族/菌株是在全球传播和流行最为广泛的菌株之

一'

6

(

3

RQ"

证实了东格陵兰及加拿大魁北克省努纳维克分

离的
LMN

菌株大多来自第
?

谱系$欧美系%

'

,2()

(

&越南的研

究表明&长期潜伏性感染的
LMN

第
(

谱系以及最近引进传

播的.北京家族/和第
?

谱系菌株&导致了该地区结核病传播

的复杂性'

((

(

3上海的结果研究表明&虽然我国结核病患者

数多&但
LMN

的遗传多样性却不大&我国
LMN,,*?A

属于

第
3

谱系和第
?

谱系的
+

个子谱系'

(3

(

3

$二%

RQ"

在结核病发病模式及疫情控制中的应用

结核病患者发病主要有两种途径&一种是既往感染过&

之后经过较长时间的潜伏而发病&称为内源性复燃'

(+

(

0另一

种为近期传播导致的结核病3

LMN

产生耐药可能是两种机

制造成的!一是治疗不足引发的获得性耐药0二是感染耐药

LMN

$原发耐药%3

RQ"

可以通过比较不同患者分离出来

的菌株基因型是否相同以及同一患者前后两次发病时分离

出来的菌株基因型是否相同从而判断结核病发病原因及耐

药原因3而区分患者的发病模式对结核病控制策略的制定

具有非常重要的意义&如果一个地区由于近期传播导致的结

核病患者比例较高&说明结核病正在传播&应该将主动迅速

发现传染源)切断传播途径作为防治工作的重点0而如果大

部分患者是由于内源性复燃引起的&证明结核病的传播发生

在过去&应该将对患者进行规范化治疗和管理作为防治工作

的重心&可以对既往感染者中的高危人群进行筛查和采取预

防性干预措施'

(+

(

3

结核病高负担国家的结核病暴发调查往往仅限于调查

家庭成员和其他密切接触者&而在结核病发病率较低的国

家&结核病控制的目是制止结核病的传播&因此&除了结核病

的早期诊断和治疗外&调查结核病暴发情况也是非常重要

的'

(?

(

3越来越多的研究表明
RQ"

在
LMN

疫情控制方面发

挥着重要的作用'

(@

(

3在一项对伦敦广泛耐药结核病

$

Y$[2MN

%暴发的调查中&采用
RQ"

后证实了患者之间的

关联性&并指导了对早期患者的治疗'

(-

(

3使用
RQ"

进行全

国疫情调查被越来越多的国家使用&

RQ"

也被应用于国际

跨境疫情的调查'

(4

(

3

在缺乏广泛的流行病学数据的情况下&基于
RQ"

的系

统发育树可以用来识别可能的传染源)超级传播者和确定传

播方向3上海的一项研究表明&大约
(

"

+

的耐多药结核病患

者归因于最近的传播&与传统的基因分型方法相比&

RQ"

目

前在区分临床
LMN

分离株基因型方面具有许多优势&并且

可以有效地研究
LMN

分离株的传播动力学3

RQ"

可提供

更明确的证据&证明耐药突变是沿传输链出现和固定的'

(6

(

3

$三%

RQ"

在
LMN

耐药性及其预测中的应用

据
RO!

报道&

3)(4

年全世界有
@@*6

万例结核病患者

对一线抗结核药品利福平耐药&其中
63A

的患者为耐多药

结核病患者0而这些耐多药结核病患者中&大约有
6*@A

为

Y$[2MN

'

(

(

3基于培养的传统技术方法仍然是耐药结核病

诊断和药物敏感性试验$简称.药敏试验/%的参考标准&但是

这些方法耗时长&并且对实验室的生物安全要求较高3近几

年&在全球以
QH1HY

T

HIELMN

"

[#a

技术为代表的快速分子

学方法检测
LMN

及利福平耐药已经普及3

RQ"

技术已经

鉴定出与
LMN

耐药相关的许多突变&其中一些突变与适应

性相关&而另一些突变与额外的代偿性突变有关&这些突变

可能增加适应性并能进行传播'

(,

(

3

RQ"

完整地描述了
LMN

耐药株的基因组特征&填补

了我们对经典抗结核药品和新的抗结核药品是如何起作用

的认识上的空白&并确定了使
LMN

能够逃避这些药物影响

的特定突变3一些耐药基因的存在是众所周知的&例如&

?

>

,W

和
?

>

,:

基因突变导致利福平耐药)

](@%

和
')+/

基因

的突变导致异烟肼耐药&

I

A

?/*@+

K

/

双缺失与对氨基水杨酸

耐药性相关'

3)23(

(

3

RQ"

确认外排泵导致的药物外流是

LMN

对氯法齐明和贝达喹啉的耐药机制&这一方法仍然是

鉴定正在开发的抗结核药物的作用机制的主要途径'

33

(

3

RQ"

还揭示了药物联合化疗如何能够有效地防止结核病治

疗期间出现耐药3

MI9F1HI

等'

3+

(使用
RQ"

证明了多种活

性药物的联合作用下&能阻止暂时性突变体在菌株种群内的

固定而避免成为耐药优势菌0使用的药物越少&耐药性就越

有可能产生并固定下来3

一些将基因组数据和其他功能数据结合起来的
"K5

数

据库已经建立&

LMN

耐药株相关基因突变的一些开拓性数

据库也在不断完善'

3?

(

&基于软件和网络的工具&如
LMN

复

合群综合分析服务器$
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T
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=
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&能够从

RQ"

数据网络中推断菌株的耐药性3有研究比较了这些工
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具在预测耐药性方面的敏感度和特异度&发现上述工具对一

线抗结核药品有很好的效果0但对于二线药物则不太理

想'

3-234

(

3数据集和数据库的创建需要实施.大数据/分析方

法$例如机器学习方法%

'

36

(

&非参数机器学习方法&如分类树

$

BM0

%和梯度提升树$

QNM0

%以全基因组关联$

QRD"

%为基

础&从复杂数据集中提取信息&通过精密的计算和分析&在预

测耐药性和发现新的基因突变方面将发挥重要作用3

$四%

RQ"

在
LMN

微进化研究中的应用

临床上从同一患者体内分离出来的
LMN

样本中同时

存在敏感菌株和耐药菌株的情况越来越引起重视&这种由于

敏感和耐药菌株共感染或敏感菌株部分亚群通过微进化而

发生的耐药突变称之为异质性耐药'

3,

(

3结核感染中的微进

化现象比较复杂&宿主体内多个
LMN

亚克隆同时存在和发

生微进化导致的异质性耐药&必将影响患者的治疗方案和监

测&并使得推断传播链的工作复杂化'

+)2+(

(

3

RQ"

不仅可以

区分患者是否为混合感染&还可以用来掌握
LMN

的耐药性

形成过程&从而对
LMN

的变异程度进行更详尽的分析&还

能够在传输链中观察到变异性&从而提高我们对
LMN

感染

动力学的理解'

+3

(

3及时发现异质性耐药现象&有利于及时

调整治疗方案并进行有效的临床治疗3

三)

RQ"

技术面临的挑战

虽然
RQ"

技术在
LMN

的传播检测中敏感度较高&但

是用
RQ"

构建传播网络的细节是很困难的3传播网映射

高度依赖于采样范围)对疫情的全面抽样&以及宿主内环境

的多样性3不同患者的菌株基因成簇&但却没有其他任何直

接的流行病学联系&说明这种传播很大程度上是在社区环境

中的偶然接触引起的'

++

(

3传播网络的系统发育重建特别具

有挑战性&因为菌株之间关系非常密切&但是
LMN

的进化

速度很慢'

3?

(

3

RQ"

的操作流程还需统一化)标准化3工作流程的所

有步骤&从
$KD

提取到测序)数据分析和报告&都应该标准

化&并有良好的文档记录&还应该建立一个外部质量评估方

案3

3)(-

年&美国食品和药物管理局发布了基于测序的传

染病诊断指南草案&

RO!

和欧洲疾病预防控制中心等机构

正在采取措施&实现
LMNRQ"

的国际标准化'

+?2+@

(

3

RQ"

用于
LMN

的检测结果及数据共享目前仍没有国

际标准3报告应具有足够的灵活性&以解决最终用户对基因

组数据解释的差异&并允许针对特定地区的治疗准则和格式

要求进行定制3报告单的设计要避免使用缩写&重要信息使

用加底色)粗体和其他方式标记&必要时纳入简要说明解释

关键结果'

+-2+4

(

3

RQ"

起源于一项基础科研技术&现在慢慢成为现代临

床微生物学实验室的一部分&有望快速)更好地防控和诊断

结核病&并对结核病暴发疫情进行详细)实时的流行病学

研究3
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