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全基因组测序技术在结核病分子流行病学中的应用进展
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［摘　要］　结核病给全球带来了严重的疾病负担，防控结核病具有重要意义。结核病分子流行病学将结核分枝杆

菌分型技术与流行病学资料相整合，在研究结核病的传播和流行特点中起到了极其重要的作用。全基因组测序能

够构建生物体基因组的完整ＤＮＡ序列，具有高分辨率、高通量、结果精确等优势，在结核病分子流行病学研究中非

常有吸引力和发展潜力。比较全基因组测序技术（ＷＧＳ）与传统结核分枝杆菌分型技术，指出 ＷＧＳ优势，介绍全

基因组测序的技术路线及技术进展，并回顾其在疫情追踪，耐药研究，混合感染诊断等方面的应用成果，为结核病

的防控和研究提供参考和支持。
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　　结核病由结核分枝杆菌（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉

犮狌犾狅狊犻狊，ＭＴＢ）引起，其致死率、致残率已超过艾滋

病，高居全球第一。随着感染者中耐药比例的增加，

问题将更加严峻。ＭＴＢ的基因分型技术是以分子
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生物学为基础，利用基因序列的多样性，区分结核分

枝杆菌之间的差异，把握病原的变化、疾病的传播情

况，分析流行病学事件，研究结核病患者的耐药性原

因，对预防、控制和治疗结核病具有重要意义［１］。

近年来，生物研究进入大数据时代，全基因组测

序技术（ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＧＳ）被引入结

核病分子流行病学研究中，带来了新的机遇与挑战。

ＷＧＳ是以ＤＮＡ为基础，以计算机技术为辅助，用

于测量未知基因组序列分布的技术。现阶段的

ＷＧＳ包括第二代测序技术和第三代测序技术，具有

高通量、准确度高和方便易行等优点，可以获得结核

分枝杆菌的全基因组序列信息，不仅可以鉴定菌种，

还可以分析 ＭＴＢ间的系统进化关系，感染源以及

个体间的传播过程［２］。

１　传统 犕犜犅分型技术概述

在 ＭＴＢ分型技术中ＩＳ６１１０ＲＦＬＰ最早成熟
［３］。

ＩＳ６１１０是 ＭＴＢＤＮＡ重复序列片段，存在于基因组

中，由于不同菌株中其位置及其序列复制数是独特

的，ＩＳ６１１０ＲＦＬＰ技术即利用此点区分不同菌株的

类型。间隔区寡核苷酸基因分型（ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ）是

ＰＣＲ技术，染色体直接重复区 ＤＲ （ｄｉｒｅｃｔｒｅｐｅａｔ）

存在于 ＭＴＢ复合群中，ＭＴＢＤＲ序列中包含的间

隔序列的位置及个数各不相同，ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ可以

按照识别间隔序列对菌株进行分类。可变串联重复

序列技术（ｖａｒｉａｂｌｅｎｕｍｂｅｒｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔ，ＶＮＴＲ）

是基于ＰＣＲ的另一种技术。该方法建立在 Ｈ３７Ｒｖ

基因组的１１个串联重复区上，通过基于１１个区设

计引物并比较ＰＣＲ产物每个区域串联重复序列的

拷贝数量来区分不同的菌种。ＭＴＢ的基因组中分

布着许多的重复单位（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｌｉｎｔｅｒｓｐｅｒｓｅｄ

ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｕｎｉｔ，ＭＩＲＵ），不同菌株的重复序列拷贝

数量各异［４］。目前，常结合 ＶＮＴＲ 与 ＭＩＲＵ 对

ＭＴＢ进行分型，称 ＶＮＴＲＭＩＲＵ 法，该分型方法

常用的组合位点有１２、１５、２４位点等
［５６］。

２　全基因组测序的优势

ＩＳ６１１０ＲＦＬＰ鉴别的能力良好，是 ＭＴＢ基因

分型的金标准［７］。但ＩＳ６１１０ＲＦＬＰ需要大量纯化的

ＤＮＡ，由于 ＭＴＢ的生长周期长，往往需要较长的培

养时间。Ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ可直接应用于临床标本
［８］，快

速、经济，但鉴别能力低于ＩＳ６１１０ＲＦＬＰ。ＶＮＴＲ

ＭＩＲＵ法与ＩＳ６１１０ＲＦＬＰ的检测一致性较高，达

７８％～８５％。以上常见的 ＭＴＢ分型技术能够鉴别

的基因组信息量常不足全基因组的１％，信息量很

小，对于一些具有细微差异的菌株，常常无法分辨。

具有细微差异的菌株可能属于不同株系，也可能属

于同一株系，经变异而来。ＷＧＳ利用ＤＮＡ测序平

台构建出具有细微差异的菌株基因组的完整ＤＮＡ

序列，发现有许多单核苷酸多态位点（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏ

ｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）存在。目前认为，如果两

个分离株之间的ＳＮＰ差异数不超过５个，则菌株具

有相同或相似的基因型，属于同一株系；如果ＳＮＰ

差异数大于１２个，则菌株的基因型不相同，亲缘关

系较远，属于不同株系［９１０］。

此外，为实现结核病防控，接触者追踪是十分重

要的策略。既可以对密接者提供预防性治疗，也可

以防止传播范围进一步扩大。然而，流行病学调查

是漫长而费力的，且发现患者通过暂时或短期接触

而建立的流行病学联系并不容易。而分子流行病学

将分子分型结果与现有的流行病学数据相整合，在

研究结核病的传播链中起着极其重要的作用。

ＷＧＳ能够通过ＳＮＰ鉴定疾病传播方向和传播链，

比传统的基因分型方法更有效地解决了大规模、纵

向的结核病流行病学相关问题，更适合接触者的数

据追踪及疫情的时空分布研究。

３　犠犌犛路线及技术进展

ＭＴＢ全基因组测定首先要提取 ＭＴＢ的基因

组ＤＮＡ，然后按照所需长度随机切断经电泳检测合

格的ＤＮＡ样本。加工这些片段，包括末端修复、加

测序接头、纯化等，完成基因组ＤＮＡ文库的构筑。

随后，检测文库的插入片段（ｉｎｓｅｒｔｓｉｚｅ），库检合格

后进行上机测序，对测定出的原始数据（ｒａｗｄａｔａ）

中的一部分低质量数据进行过滤。对最终获得的有

效数据（ｃｌｅａｎｄａｔａ）进行数据分析。基准株 Ｈ３７Ｒｖ

作为标准序列，获取核心基因组ＳＮＶ（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅ

ｏｔｉｄｅｖａｒｉａｔｉｏｎ），分析 ＭＴＢ的谱系或亚谱系，或者

预测其耐药性。

全基因组第一代测序技术是Ｓａｎｇｅｒ法，经过三

十多年，已经发展至第三代。目前全球测序市场中，

第二代占有绝对优势。第二代测序的读长短，常用

的测序平台有：基于焦磷酸测序原理的Ｒｏｃｈｅ４５４

平台，基于可逆链终止物和合成测序原理的Ｉｌｌｕｍｉ

ｎａ平台，以及基于连接测序原理的 ＡＢＩ／Ｓｏｌｉｄ平
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台。与前两代测序技术比较，第三代技术的最大特

征是能够实时测定单分子，是基于纳米孔单分子读

取技术的方法。在第三代测序时，无需进行ＰＣＲ扩

增，超长读长。第三代测序技术主要是ＰａｃｉｆｉｃＢｉｏ

ｓｃｉｅｎｃｅ开发的ＳＭＲＴ技术、Ｈｅｌｉｃｏｓ开发的遗传信

息分析系统（Ｈｅｌｉｓｃｏｐｅ／ＨｅｌｉｃｏｓＧｅｎｅｔｉｃＡｎａｌｙｓｉｓ

Ｓｙｓｔｅｍ），以及ＯｘｆｏｒｄＮａｎｏｐｏｒｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ纳米

孔单分子测序技术［１１］。虽然第三代测序无需进行

ＰＣＲ，但目前技术尚不成熟，且相对于第二代测序，

成本较高。

４　全基因组测序的应用

４．１　ＷＧＳ在疫情追踪中的应用　感染 ＭＴＢ后的

健康人，只有约５％将在两年内发病，称为近期感染

（ｒｅｃｅｎｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ）。另外９５％为潜伏感染，且无症

状表现。在潜伏感染者中５％在今后几到几十年间

发展成为活动性结核病的情况被称为内因复燃（ｒｅ

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ）
［１２］。在疫情中，当地的近期感染病例数

量与最近传播率呈正比。近期传播率越高，则该地

区结核病传播程度越严重。全基因组测序通过菌株

间ＳＮＰ的差异鉴定基因型的差异，从而判断结核病

发病模式是否为近期感染，为相关部门提供参考，以

适时调整防控力度。由于鉴别能力高于 ＭＩＲＵ

ＶＮＴＲ，ＭＩＲＵＶＮＴＲ定义的簇常常被 ＷＧＳ进一

步分割成子簇［１３］。在低发病率国家瑞士最近的一

项结核病传播的研究［１４］中，ＭＩＲＵＶＮＴＲ定义的

聚类比率为１７％，高于 ＷＧＳ定义的聚类比率８％，

易导致结核病传播力度被高估。澳大利亚的一项研

究使用 ＷＧＳ对曾经已被 ＶＮＴＲ技术分型的菌株

进行再次验证，发现近期传播率非常有限，然而当时

ＶＮＴＲ技术定义的聚集率却超过２０％
［１５］。ＷＧＳ

由于分辨率高，还能够用以识别超级传播者（ｓｕｐｅｒ

ｓｐｒｅａｄｅｒ，即能将自身毒株传染给其他多个人的传

染性极强的个体），识别可能的传染源以及确定传播

链。在加拿大的一次结核病暴发中，按照 ＭＩＲＵ

ＶＮＴＲ分析确定了１例初始病例以及１条传播链，

但随后采用 ＷＧＳ后判定此次疫情的主要分支有两

个，且存在两条不同的传播链，为采用 ＷＧＳ追踪结

核病暴发疫情提供了范例［１６］。

４．２　ＷＧＳ在 ＭＴＢ耐药研究中的应用　２０１５年，

结核病治疗总体成功率为８３％，耐多药结核病、耐

利福平结核病治疗的成功率为５４％，而广泛耐药结

核病治疗的成功率仅为３０％。耐药结核病已经成

为重要的公共卫生问题［１７１８］。感染者是否耐药与其

自身治疗成本、治疗效果紧密相关，同时也影响着当

地的发病率和死亡率等［１９］，研究耐药结核病的耐药

机制及其流行情况十分必要。

ＭＴＢ产生耐药可能是两种机制造成的：一是感

染耐药 ＭＴＢ的原发耐药；二是获得性耐药，由治疗

不足导致。ＷＧＳ可将两者区分开来
［２０］。如上海一

项全基因组测序联合ＶＮＴＲ分型技术研究检测结

果表明，当地结核病患者耐药主要是由传播造成的

原发耐药［２１］，结果可以为当地阻断耐药结核病的传

播以及制定政策提供依据。结果也符合之前相关

研究［２２２６］获得的结论，即在低发病率高收入的流行

地区中，大多数耐多药结核病病例是由于耐药菌株

的传播，而非治疗不足。

ＷＧＳ能够用于精确 ＭＴＢ中耐药的特定突变基

因。有些已在临床分离菌株中成功验证，如利福平耐

药由狉狆狅Ｂ和狉狆狅Ｃ基因突变导致，异烟肼耐药因

犽犪狋Ｇ和犻狀犺Ａ基因突变导致等。氯法齐明和苯达喹

啉的耐药已被 ＷＧＳ确认由药物外排泵导致
［２７２９］，在

抗结核病药物开发过程中，这仍作为耐药机制鉴定

的主要策略［３０］。

全基因组关联分析（ＧＷＡＳ）方法最初用于人类

基因组数据，如今已被引入 ＭＴＢ等微生物领域，并

证实了一些耐药相关基因［３１］。Ｄｅｓｊａｒｄｉｎｓ等
［３２］研

究在来自南非和中国的４９８个基因组中发现，编码

丙氨酸脱氢酶的犪犾犱基因突变增加了临床分离株对

环丝氨酸的耐药性。环丝氨酸是治疗耐多药结核病

和广泛耐药结核病的一种关键药物，具有严重的精

神和中枢神经系统毒性。此外，一些已开发的数据

网络工具能从 ＷＧＳ数据网络中推断结核病耐药

性，包括ＣＡＳＴＢ、ＫＶａｒＱ、ＭｙｋｒｏｂｅＰｒｅｄｉｃｔｏｒＴＢ、

ＰｈｙＲｅｓＳＥ、ＴＢＰｒｏｆｉｌｅｒ和ＴＧＳＴＢ。研究比较了这

些工具在预测耐药性方面的灵敏度和特异度［３３３５］，

发现其在一线药物中表现良好，在二线药物中表现

不佳。

４．３　ＷＧＳ在 ＭＴＢ微进化中的应用　临床上，同

一患者体内分离的 ＭＴＢ样本同时存在敏感和耐药

菌株的情况比较复杂，尚未完全研究清楚，主要包括

两种情况：一种是混合感染，也就是说宿主同时被两

种菌株感染；另一种情况是 ＭＴＢ在被感染的宿主

体内进行了微进化。ＭＴＢ感染中的微进化使得传

播链的推断复杂化，也为制定患者的治疗方案增加

了难度。根据目前的研究，ＷＧＳ区分微进化及混合

感染的方式如下［３６］：若两种 ＭＴＢ拥有的遗传背景
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相差明显，比例特殊，可以由差异ＳＮＰ处碱基种类

和比例来区分；第二，如果用现有ＳＮＰ构建进化树，

在不同谱系或两个不同的进化过程中发现菌株，即

是混合感染；第三，由ＳＮＰ差异数判别，同一患者某

次化痰时培养的若干菌株或者同一个患者先后相继

化痰培养菌株的ＳＮＰ数差不到１１个，被认为是微

进化，超过４７５个ＳＮＰ即列为混合感染。

５　小结

全基因组测序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。

ＷＧＳ也存在不足之处，由于依赖 ＭＴＢ的培养，因

此速度缓慢。具有设备昂贵、数据分析量大、技术专

业方面要求标准化等特点［３７］。尽管如此，与目前用

于结核病诊断和流行病学监测的技术相比，ＷＧＳ仍

具有多项优势。随着高通量测序技术的发展，有望

为结核病的公共卫生监测和防控提供更准确的依

据，成为检测新标准［３８３９］。
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