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摘    要 

 

目的： 

通过比较分析不同耐药性的结核分枝杆菌临床分离株 PhoP 基因和 PhoR 基因表达水平的差异，

探讨研究结核分枝杆菌 PhoPR 双组分系统与新疆地区广泛流行的耐药结核杆菌耐药性是否具有

相关性。 

方法： 

以新疆地区广泛流行的耐药结核分枝杆菌临床分离株为研究对象，分别提取结核分枝杆菌临床分

离药物敏感菌株、单纯耐异烟肼的结核分枝杆菌临床分离株(INH-MTB)、单纯耐利福平的结核分

枝杆菌临床分离株（RFP-MTB）、单纯耐链霉素的结核分枝杆菌临床分离株(SM-MTB)、单纯耐

乙胺丁醇的结核分枝杆菌临床分离株(EB-MTB)、耐多药的结核分枝杆菌临床分离株的结核分枝

杆菌菌株(MDR)的总 RNA，并进行纯度鉴定。运用 SYBR Green I 实时荧光定量 PCR 的方法，分

别检测各组结核分枝杆菌菌株原始状态下的 PhoP 基因和 PhoR 基因的表达，比较分析不同耐药

性的结核分枝杆菌临床分离株 PhoP 基因和 PhoR 基因表达水平的差异。检测比较分析各组结核

分枝杆菌在 INH、RFP、SM、EB 抗结核药物选择压力下，各组结核分枝杆菌菌株的 PhoP 基因

和 PhoR 基因表达的变化；检测比较分析各组结核分枝杆菌在复制的感染小鼠动物模型的肺脏、

肝脏和脾脏内，各组结核分枝杆菌菌株的 PhoP 基因和 PhoR 基因表达的变化。  

结果： 

1. 在原始状态下，耐药性结核分枝杆菌临床分离株的 PhoP 基因和 PhoR 基因的 mRNA 表达水平

比临床分离药物敏感菌株显著升高，差异具有统计学意义（P<0.05）； 

2. 在抗结核药物（INH、RFP、SM、EB）选择压力作用下，结核分枝杆菌 PhoP 基因和 PhoR 基因

的 mRNA 表达水平均较各组结核分枝杆菌在原始状态下表达上调，差异具有统计学意义

（P<0.05）； 

3. 在各组结核分枝杆菌感染小鼠动物模型的肺脏、肝脏和脾脏内，各组耐药结核分枝杆菌临床分

离株的 PhoP 基因和 PhoR 基因的 mRNA 表达水平比各组结核分枝杆菌在原始状态下显著升高，

差异具有统计学意义（P<0.05）。 

结论： 

1. 在结核分枝杆菌临床分离药物敏感菌株、INH-MTB、RFP-MTB、SM-MTB、EB-MTB 和 MDR

中，结核分枝杆菌 PhoP 和 PhoR 基因的表达有差异； 

2. 在抗结核药物（INH、RFP、SM、EB）选择压力作用下，各组耐药结核分枝杆菌临床分离株的

PhoP 基因和 PhoR 基因的 mRNA 表达水平比各组结核分枝杆菌在原始状态下显著升高； 

3. 在各组结核分枝杆菌感染小鼠动物模型的肺脏、肝脏和脾脏内，各组耐药结核分枝杆菌临床分

离株的 PhoP 基因和 PhoR 基因的 mRNA 表达水平比各组结核分枝杆菌在原始状态下显著升高； 

综上所述：结核分枝杆菌 PhoPR 双组分系统与新疆地区广泛流行的耐药结核分枝杆菌的耐药性具有

相关性。 

 

 

关键词：结核分枝杆菌；耐药性；PhoPR双组分系统  

论文类型：A（基础研究） 
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 Abstract  

 

Objecve : 

Through a comparative analysis PhoP and PhoR differences levels of gene expression in different the 

drug-resistance of clinical Mycobacterium tuberculosis isolate strains , to explore the correlation between 

Mycobacterium tuberculosis PhoPR two-component system and drug-resistance of clinical Mycobacterium 

tuberculosis isolate strains with wide prespread in Xinjiang region.  

Methods: 

Under its original state, under antibiotic pressure conditions,under animal models in mice after infection, 

total RNA of MTB was extracted from the original drug resistance MTB and at different concentrations of 

the drug-containing culture medium MTB,and then its purity was identified. Reverse transcription was 

further completed. The expressing levels of PhoP and PhoR genes were quantified using SYBR Green I 

qRT-PCR, which aimed at finding the differential expressions of PhoP and PhoR genes between drug 

resistant strains and drug-susceptible strains.   

Results: 

1. In its original state, mRNA expression levels of genes in PhoP and PhoR resistant Mycobacterium 

tuberculosis clinical isolates was significantly higher than the drug-sensitive clinical isolates, the difference 

was statistically significant (P <0.05). 

2. Under the influence of anti-TB drugs (INH, REP, SM, EB) is, mRNA expression levels of genes in PhoP 

and PhoR resistant Mycobacterium tuberculosis clinical isolates was significantly higher than the 

drug-sensitive clinical isolates, the difference was statistically significant (P <0.05). 

3. After the mice were infected animal models of lung, liver and spleen, mRNA expression levels of genes 

in PhoP and PhoR resistant Mycobacterium tuberculosis clinical isolates was significantly higher than the 

drug-sensitive clinical isolates, the difference was statistically significant (P <0.05). 

Conclusions: 

1. In its original state, mRNA expression levels of genes in PhoP and PhoR resistant Mycobacterium 

tuberculosis clinical isolates was significantly higher than the drug-sensitive clinical isolates. 

2. Under the influence of anti-TB drugs (INH, REP, SM, EB) is, mRNA expression levels of genes in PhoP 

and PhoR resistant Mycobacterium tuberculosis clinical isolates was significantly higher than the 

drug-sensitive clinical isolates. 

3. After the mice were infected animal models of lung, liver and spleen, mRNA expression levels of genes 

in PhoP and PhoR resistant Mycobacterium tuberculosis clinical isolates was significantly higher than the 

drug-sensitive clinical isolates. 

In summary：Mycobacterium tuberculosis PhoPR two-component systems and the Xinjiang region of 

Mycobacterium tuberculosis clinical isolates resistant have relevance. 

 

 

 

 

 

Key words：Mycobacterium Tuberculosis; drug-resistantance; PhoPR two-component system;  

Type of thesis：A(Basic research)  
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英汉缩略语名词对照表 

（List of Abbreviations） 

 

缩略语 英文全名 中文全称 

MTB Mycobacterium tuberculosis 结核分枝杆菌 

TB Tuberculosis 结核病 

MDR-TB Mutiple drugs resistant Bacillus tuberculosis 耐多药结核病 

TCS Two-component systems 双组分系统 

HK Histidine kinase 
膜结合的组氨酸激酶感应

蛋白 

RR Response regulator 胞质内的反应调节蛋白 

HPt His-containing phosphotransfer 
含有 His 残基的磷酸转移

蛋白 

INH Isonicotinic acid hydrazide 异烟肼 

RFP Rifampicin 利福平 

SM Streptomycin 链霉素 

EB Ethambutol 乙胺丁醇 

MDR Multiple drug resistance 多重耐药性 

MIC Minimum inhibitory concentration 最低抑菌浓度 

CFU Colony-Forming Units 菌落形成单位 

Ct Cycle threshold 循环阈值 

L-J Lowenstein-Jensen Medium 改良罗氏培养基 

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 

RT-PCR Reverse transcript polymerase chain reaction 逆转录聚合酶链式反应 

qRT-PCR Real-time quantitative PCR 实时定量荧光 PCR 

RNA Ribonucleic acid 核糖核酸 

mRNA Messenger RNA 信使 RNA 

DNA Deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸 

cDNA Complementary DNA 互补脱氧核糖核酸 

SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基磺酸钠 

DEPC Diethypyrocar-bonate 焦碳酸二乙酯 

http://baike.baidu.com/view/23560.htm
http://zhidao.baidu.com/search?word=十二烷基磺酸钠&fr=qb_search_exp&ie=utf8
http://baike.baidu.com/view/573161.htm
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OD Optical Density 光密度 

dNTP Deoxy-ribonucleoside triphosphate 脱氧核糖核苷三磷酸 

WHO World health organization 世界卫生组织 

pH pH value pH 值 

bp Base pair 碱基对 

TE Tris-Ethylene diamine tetraacetic acid 
三羟甲基氨基甲烷-乙二胺四

乙酸 

PBS phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 

μg Microgram 微克 

℃ centigrade 摄氏度 

min minutes 分钟 

rpm rotation per minute 转/分钟 

S second 秒 

ml Milliliter 毫升 
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前    言 

( Introduction) 

 

结核病（Tuberculosis，TB）是由 MTB (Mycobacterium Tuberculosis) 引起的一种世

界性传染病，也是单一致病菌感染导致死亡率最高的感染性疾病。近年来结核分枝杆菌

单纯耐一线抗结核药物和多重耐药等现象严重，致使我国结核病流行现状复杂化。在全

球、中国及新疆地区结核病的高耐药率和结核分枝杆菌耐多药菌株不断扩散，而结核分

枝杆菌的耐药机制尚不清楚，这给结核病的有效防治造成了极大困难。因此，对结核分

枝杆菌产生耐药的调控机制的研究，将为控制由耐药结核分枝杆菌导致的结核病提供理

论依据。 

结核分枝杆菌的耐药机制十分复杂，包括结核分枝杆菌细胞壁结构与组成变化、结

核分枝杆菌自身的药物外排泵系统、结核菌药物靶编码基因发生突变。 

细胞壁结构与组成变化，使细胞壁通透性改变结核分枝杆菌耐药有着密切的关系，

因基因突变而导致 MTB 细胞壁结构发生改变从而使 MTB 耐药的基因有 katG、inhA、

ahpC、oxyR、kasA、ndh、embC、embA、embB、alrA、gadA。药物外排泵系统在 MTB

中非常活跃，外排泵能将菌体内药物泵出，使得胞内药物浓度不能有效抑制或杀死结核

分枝杆菌，从而产生耐药性。结核分枝杆菌存在药物主动外排泵的表达，并被视为是 

MTB 药物靶分子突变机制外的一个重要耐药机制。近期的研究结果显示，即结核分枝

杆菌主要通过改变菌体内药物作用的靶位而产生耐药，而药物作用靶位的改变可由相应

的基因突变所引起。部分耐单药结核分枝杆菌的基因突变已得到证实，如编码过氧化氢

酶-过氧化物酶的 KatG 基因和编码烯酞基还原酶的 inhA 基因的突变是结核分枝杆菌耐

异烟肼(isoniazid，INH)的主要分子机制[1]；编码 RNA 聚合酶 β 亚单位的 rpoB 基因的突

变是 95%以上的结核分枝杆菌耐利福平(rifampicin，RIF)的分子机制[2]。80%耐链霉素的

结核分枝杆菌临床分离株可见 rpsL 或 rrs 基因突变[3]。结核分枝杆菌耐药性的产生多见

于其基因组上编码药物标靶的基因或药物活性有关的酶基因突变所造成，即基因型耐

药。基因型耐药的基础是在大量结核分枝杆菌群中存在天然抗药突变株，这些突变株在

药物的选择压力下保留并繁殖。基因型耐药菌株能够将耐药特性传递给后代菌株，后代

菌株能保持并遗传其耐药性。 

MTB 的耐药机制极为复杂，对不同的抗生素存在着不同的耐药机制，而且对同一

种抗生素往往也是几种耐药机制共同作用的结果。对结核分枝杆菌耐多药的分子机制，

目前也尚缺乏足够研究。近期还有研究结果显示，结核病耐药机制除了与在治疗过程中

使用抗结核药物等药物因素引起结核分枝杆菌菌株染色体上某些基因发生突变等有关

外，还与非药物因素如细菌的滞留性、细菌主动外排系统的功能、宿主体内复杂的微环

境等有关，这些非药物因素也是导致结核分枝杆菌耐药发生的重要原因。这些研究结果

进一步提示，结核分枝杆菌耐药机制复杂。 

典型的双组份系统由两个组分构成: 膜结合的组氨酸激酶感应蛋白（Histidine 
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kinase，HK）和胞质内的反应调节蛋白（Response regulator，RR）。HK 感知胞外刺激后，

HK 激酶结构域被激活使保守的组氨酸残基发生依赖于 ATP 的自磷酸化，将一个磷酰基

转移到 RR 保守的天冬氨酸残基上，接着 RR 再引发下游通路的特异反应[4]。RR 通过构

象的改变调节基因的表达和蛋白的功能，RR 的磷酸化水平控制其活性。HK 蛋白包括一

个输入结构域（input domain），通常与膜结合负责感应外界信号；还有一个传递结构域

（transmitted domain），将信号传递给与其相连的 RR。RR 的结构域包括一个接收区域

（receive domain）用来接收与其相连的 HK 传递的信号；还有一个典型的转录调节蛋白

的输出结构域(output domain)。HK 的传递结构域通常包括高度保守的短氨基酸序列，在

其结构域中包含一个不变的组氨酸残基，依赖于 ATP 发生自磷酸化。RR 的接收结构域

作为磷酸基团的接收区域，在其中心位置有一天冬氨酸残基。除此之外，还有一个含有

His 残基的磷酸转移蛋白（His-containing phosphotransfer，HPt）在从 HK 转移磷酸基团

到 RR 的过程中具有重要的作用[5]。 

除了 HK 和 RR 蛋白本身，还有许多系统包含辅助的调控蛋白。所有的调控方式都

取决于 RR 磷酸化的水平。 典型的 RR 具有自磷酸化酶的活性，限制磷酸化过程。在一

些情况下，辅助的磷酸酯酶或蛋白增强 RR 的自磷酸化酶活性，从而促进 RR 的去磷酸

化。许多 HK 除了向 RR 提供磷酸基团之外，也具有 RR 的磷酸酶活性。HK 的磷酸转

移和磷酸酶活性都可以直接通过外界信号刺激（通过跨膜感应区域）或间接通过与辅助

蛋白的结合（通过细胞质内的区域）而被调控。还有一个更复杂的调控模式，即多个

HK 与一个 RR 结合，或一个 HK 与多个 RR 结合。 

PhoPR 双组分系统对结核分枝杆菌的毒力及持留性有重要作用。PhoPR 双组分系

统由感受器 PhoR 和效应器 PhoP 组成。在结核分枝杆菌中敲除 PhoPR 双组分系统，

其突变株菌落形态、索状因子性质及对碱性染料中性红的反应都有显著改变，而这些结

核分枝杆菌的内在性质已经被确认和毒力有关，突变株的性质改变可能与其细胞外膜成

分的改变有关[6]。双组分系统是通过感受外界环境的刺激来调控基因的表达，以此来适

应环境的变化。细胞壁或细胞膜的结构改变使 PhoR 感受信号，对外界环境的刺激作出

反应。通过和标准株 H37Rv 相比，PhoP 突变株对万古霉素更敏感。这可能是万古霉素

对结核分枝杆菌细胞壁或细胞膜的作用，引起结核分枝杆菌中 PhoP R 双组分系统的激

活，导致结核分枝杆菌对万古霉素的抵抗。而 PhoP 突变株中由于 Pho PR 双组分系统

缺陷，出现了对万古霉素更敏感的现象，所 PhoPR 双组分系统有可能成为潜在的抗结

核药物的候选靶位。 

PhoPR 双组份系统包括两个蛋白,膜相关的 HK 以及 HK 同源磷酸化的 RR。双组分

系统中同源的感受器和效应器只能彼此互相作用。研究表明结核分枝杆菌的 PhoR 和

PhoP 来源于同一类型、互相作用的同源对，因为他们的结构基因是紧密相关的。PhoP 基

因位 PhoR 基因的上游，由 744 个碱基对组成，共编码 248 个氨基酸。PhoP 基因位 PhoR

基因的上游，由 1458 个碱基对组成，共编码 485 个氨基酸。Chesne- Seck
[7]

 等证明 PhoP 

在 219 位的突变(TCG 突变 TTG)是 H37Ra 缺失 SL ( Sulfolipids)、DAT(Diacy ltr ehaloses)
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和 PAT(Polyacyltrehaloses)的主要原因。根据结核分枝杆菌 PhoP 羧基末端结构域序列的

相似性，把 PhoP 归入 OmpR( Outer Membrane Protein Receptor ) 家族，这个家族以一个

有翼的螺旋作为 DNA 结合区为特征[8]。PhoP 和其他的 OmpR 家族成员一样，由氨基末

端的磷酸化结构域和羧基末端的 DNA 结合区组成。 

双组分系统是通过感受外界环境的刺激来调控基因的表达，以此来适应环境的变

化。Walters 等[9]发现结核分枝杆菌 PhoP 突变株，不能在低浓度的 Mg
2+条件下生长。通

过分析结核分枝杆菌国际标准强毒株 H37Rv 株和其 PhoP 突变株在高、低浓度 Mg
2+中

的生长情况，结果表明与 Mg
2+转运有关基因的表达在不同浓度中没有差别，结核分枝

杆菌 PhoP 突变株的生长需要高浓度 Mg
2+的原因尚不清楚，可能与 Mg

2+能稳定受损的

细胞膜结构有关[10]。细胞壁或细胞膜结构改变使 PhoR 感受信号，对外界环境的刺激作

出反应[11]。通过和结核分枝杆菌国际标准强毒株 H37Rv 株相比，结核分枝杆菌 PhoP 突

变株对万古霉素更敏感。这可能是万古霉素对结核分枝杆菌细胞壁或细胞膜的作用，引

起结核分枝杆菌中 PhoPR 双组分系统的激活，导致结核分枝杆菌对万古霉素的抵抗和耐

药[12]。而结核分枝杆菌 PhoP 突变株中由于 PhoPR 双组分系统缺陷，出现了对万古霉素

更敏感的现象，所以 PhoPR 双组分系统有可能与结核分枝杆菌的耐药性相关，PhoPR

双组分系统有可能成为潜在的抗结核药物的候选靶位。 

本研究旨在通过比较分析结核分枝杆菌药物敏感菌株、INH-MTB、RFP-MTB、

SM-MTB、EB-MTB 和 MDR 的 PhoP 基因和 PhoR 基因的 mRNA 表达水平的差异，探

讨研究结核分枝杆菌 PhoPR 双组分系统与新疆地区广泛流行的耐药结核分枝杆菌耐药

性是否具有相关性，希望为进一步研究结核分枝杆菌 PhoPR 双组分系统对结核分枝杆菌

耐药性调控作用机制奠定基础。 
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材料和方法 

（Materials ＆ Methods） 

1.材 料 

1.1 菌株： 

结核分枝杆菌标准菌株（H37Rv）来源于中国药物生物制品检定所，本实验室培养传代

保存。30株结核分枝杆菌临床分离株由本实验室采集样本保存并鉴定，包括结核分枝杆

菌临床分离药物敏感菌株、单纯耐异烟肼的结核分枝杆菌临床分离株（INH-MTB）、单

纯耐利福平的结核分枝杆菌临床分离株（RFP-MTB）、单纯耐链霉素的结核分枝杆菌临

床分离株（SM-MTB）、单纯耐乙胺丁醇的结核分枝杆菌临床分离株(EB-MTB) 、耐多

药的结核分枝杆菌临床分离株的结核分枝杆菌株(MDR) 。 

1.2 小鼠 

昆明种小鼠雌雄各半共 50 只，由石河子大学实验动物中心提供。 

1.3 主要试剂 

RNeasy Plus Universal Mini Kit 德国 QIAGEN 公司 

QuantiTect Reverse Transcription 德国 QIAGEN 公司 

Maxima SYBR Green/ROX qPCR 

      Master Mix(2X) 
美国 Thermo Scientific 公司 

Difco
TM

 Middlebrook 7H9 Broth 美国 BD 公司 

异烟肼 美国 Sigma 公司 

利福平 美国 Sigma 公司 

链霉素 美国 Sigma 公司 

乙胺丁醇 美国 Sigma 公司 

PCR 引物 上海生物工程有限责任公司 

DEPC 美国 Sigma 公司 

溶菌酶 北京索莱宝科技有限公司 

SDS（十二烷基硫酸钠） 美国 Sigma 公司 

蛋白酶 K  美国 Sigma 公司 

氯仿 上海生物工程有限责任公司 

谷氨酸钠 北京索莱宝科技有限公司 

磷酸二氢钾 天津市福尘化学试剂厂 

硫酸镁 天津市福尘化学试剂厂 

柠檬酸镁 天津市登科化学试剂有限公司 

丙三醇 天津永晟精细化工有限公司 

孔雀绿 天津市天达净化材料精细化工厂 
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琼脂糖 Promega 公司 

Gelview Takara 公司 

无水乙醇 西安化学试剂厂产品 

甲醇 天津市福晨化学试剂厂产品 

Tris  美国 Sigma 公司 

Tween-80 天津化学试剂厂 

5×TBE 上海生物工程有限责任公司 

TE 上海生物工程有限责任公司 

PBS 上海生物工程有限责任公司 

氯化钡 天津市福晨化学试剂厂 

1.4 主要实验仪器设备 

SYBR Green I 实时定量 PCR 仪 罗氏公司 

TC3000 PCR 仪 英国 Techne 公司 

Gel Doc2000 凝胶成像系统 美国 Bio-RAD 公司产品 

紫外分光光度计 Nanodrop 2000 美国 Thermo 公司 

生物安全柜 Thermo Electron Corporation 

22SWG 标准接种环 北京玻璃仪器厂 

SHH.W21 电热恒温水浴箱 上海精宏实验设备有限公司 

HJ-4 多头磁力搅拌器 江苏金坛市医疗仪器厂 

磨菌管 北京玻璃仪器厂 

XW-80A 涡旋震荡期 上海精科实验有限公司 

CO2 培养箱：型号 S/N27709-1462 美国 Forma 公司 

水平电泳仪 Biorad 公司 

冰箱（4℃和-20℃） 青岛海尔公司 

冰箱（-80℃） 美国 Thermo 公司 

SW-CJ-2FD 超净工作台 中国苏净集团安泰公司 

低温高速离心机 美国 Thermo 公司 

普通离心机   长沙湘仪离心机仪器有限公司产品 

电子天平 上海天平仪器厂 

旋涡混合器 江苏金坛市医疗器械厂 

移液管    沧州复康医药用品公司 

微量移液器 德国 Eppendof 公司产品     

高压消毒锅 日本 SANYO 公司 
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YLD-2000 型电热恒温干燥箱 湖北恒丰医疗器械有限公司 

TYK-4021 型超纯水机 乌鲁木齐超纯水机厂 

791 型磁力搅拌器 上海南汇电讯器械厂 

1.5 主要试剂配制 

1.5.1  麦氏比浊管的配制 

1%Bacl2 0.1ml，1%H2SO4 9.9ml，封口，室温下放暗处保存，比浊前摇匀。有效期为 6

个月。 

1.5.2  2%孔雀绿水溶液 

孔雀绿 2g，溶于 100ml 蒸馏水中。加温溶解后，121℃，15min，4℃冰箱保存备用。 

1.5.3  125mg/ml 溶菌酶 

1ml 灭菌超纯水中加入溶菌酶 0.125g。 

1.5.4  20mg/ml 蛋白酶 K 

500μl 灭菌超纯水中加入蛋白酶 K 0.01g。 

1.5.5  1％SDS 

SDS                 1 g 

超纯水定容至         100 ml 

50℃水浴溶解，于室温保存。（如长期保存出现沉淀，水浴溶解后可继续使用） 

1.5.6  2％琼脂糖凝胶 

称取琼脂糖1.6g，加入0.5×TBE定容至80mL，加热溶解，待温度降至50℃～60℃，加入

8µl核酸染料，慢摇摇匀，倒入凝胶槽，置于0.5×TBE溶液内保存。 

1.5.7 20%Tween80 

Tween80             20 ml 

蒸馏水至            100 ml 

充分混匀后，于4℃保存。 

1.5.8  Middlebrook 7H9 液体培养基（Difco） 

培养基的配制  

7H9培养基 4.7g 

Milli Q 水 900ml 

加热溶解，并分装成 5 瓶，每瓶 180ml。 

121℃灭菌 10 分钟。 

冷却至 45℃后，于无菌超净台内，每瓶加入 20ml ADC(albumin-dextrose-catalase 

enrichment)营养添加剂备用。 

1.5.9  分枝杆菌分离培养基--酸性罗氏培养基[13] 
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表 1-1 酸性罗氏培养基的配制 

Table 1-1  Roche formulated acidic culture medium 

成分 用量 

谷氨酸钠（纯度 95%以上） 7.2 g 

磷酸二氢钾 KH2PO4 14 g 

硫酸镁 MgSO4·7H2O 0.24 g 

柠檬酸镁 0.6 g 

蒸馏水 600 ml 

新鲜鸡卵液 1000 ml 

2％孔雀绿水溶液 20 ml 

丙三醇 12ml 

 

制备方法： 

（1）基础液的制备：量取蒸馏水 600 ml，加入已经称量好的谷氨酸钠、磷酸二氢钾、

硫酸镁、柠檬酸镁和丙三醇，加热使其溶解至透明糊状，自然冷却。 

（2）新鲜鸡卵液的制备：首先清理鸡蛋表面，将已洗净的鸡蛋浸泡至 70%乙醇中或其

他消毒液中 20-30 min；取出，擦干，开口，收集鸡卵液，充分混匀，通过 6－8 层无菌

纱布过滤。 

（3）将上述 600ml 基础液和 1000ml 新鲜鸡卵液混匀。加入已制备好的 2%孔雀绿水溶

液 20ml，搅拌至充分混匀，静置 1 小时后，将其分装至 2.3cm×8cm(30ml)聚丙乙烯螺旋

口标准无菌培养管或灭菌试管中，每管约 7 ml；倾斜放置于水浴锅架上，调整培养基斜

面倾斜至约 30 度，使培养基斜面占试管的 2/3，经蒸汽凝固灭菌器 85 ℃凝固灭菌 50 

min，间歇灭菌两次；制备的培养基颜色应呈绿色，表面光滑湿润，有一定韧性和酸碱

缓冲能力。 

（4）将已制备的培养基 37 ℃恒温做无菌试验 24 小时，检查培养基是否有污染，证实

无污染后，放置 4 ℃冰箱避光保存，使用期限为 1 个月。 

1.5.10  分枝杆菌药敏试验培养基--改良罗氏培养基[13] 

制备方法： 

（1）基础液的制备：①精确称取各盐类成分，加蒸馏水 600 ml，沸水浴溶解，待冷却

后，加入丙三醇和 2%孔雀绿，混匀。②将新鲜鸡卵洗净，用 75%酒精纱布擦拭消毒后

打碎，搅匀，经消毒纱布过滤，定量至 1000ml。③将过滤后的鸡卵液加入各盐类成分

中，充分混匀，静置约 1 小时。 

（2）药物储存液的制备[14,15]：①在无菌容器内称取少量粉末，按不同药物出厂标定的

效价精确计算其有效含量。②分别计算每种药物应加入的溶剂体积，使的 4 种一线抗结

核药物的浓度分别为： INH 10μg/ml，RFP 2000μg/ml，SM 200μg/ml，EMB 100μg/ml。

除 RFP 先用少量的二甲基酰胺溶解后加灭菌蒸馏水外，其余药物均用灭菌蒸馏水溶解。
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③制备后的药物储存液分装至无菌试管，每管 5-10ml，封口，-20℃冻存备用，3 个月内

用完。 

 

表 1-2  改良罗氏培养基的配制 

Table 1-2  Lowenstein-Jensen medium preparation 

成分 用量 

谷氨酸钠（纯度 95%以上） 7.2 g 

磷酸二氢钾 KH2PO4 14 g 

硫酸镁 MgSO4·7H2O 0.24 g 

柠檬酸镁 0.6 g 

蒸馏水 600 ml 

新鲜鸡卵液 1000 ml 

2％孔雀绿水溶液 20 ml 

丙三醇 12ml 

 

（3）含药培养基的制备：每次制备含药培养基前取出 1 管储存液，室温融化，按实际

需要量每 100ml 培养基中加入 1ml 药物储存液，充分混匀，分装至螺旋盖无菌培养管，

每管约 7ml，斜置培养基蒸汽凝固灭菌器内，85℃凝固 50min，即制成含药培养基。②

含药培养基中的药物终浓度分别为：低浓度结核药物（INH 的浓度为 1μg/ml，RFP 的浓

度为 50μg/ml，SM 的浓度为 10μg/ml，EB 的浓度为 5μg/ml）和高浓度抗结核药物（INH

的浓度为 10μg/ml，RFP 的浓度为 250μg/ml，SM 的浓度为 100μg/ml，EB 的浓度为

50μg/ml）。③凝固灭菌后的培养基自然冷却后，置 37℃无菌试验 24 小时。检查培养基

污染情况，证实无污染后置 4℃避光保存，1 个月内用毕。 

 

2 方法 

2.1 菌株的培养和药物敏感性试验 

2.1.1 菌株的培养 

结核分枝杆菌标准菌株（H37Rv）来源于中国药物生物制品检定所，本实验室培养传代

保存。30 株结核分枝杆菌临床分离株由本实验室采集样本并保存，包括结核分枝杆菌临

床分离药物敏感菌株 5 株、单纯耐异烟肼的结核分枝杆菌临床分离株（INH-MTB）5 株、

单纯耐利福平的结核分枝杆菌临床分离株（RFP-MTB）5 株、单纯耐链霉素的结核分枝

杆菌临床分离株（SM-MTB）5 株、单纯耐乙胺丁醇的结核分枝杆菌临床分离株(EB-MTB)  

5 株、耐多药的结核分枝杆菌临床分离株的结核分枝杆菌株(MDR) 5 株。分别接种于罗

氏固体培养基上，放置 37℃恒温隔水式培养箱培养，3-4 周后观察结核分枝杆菌生长状

况，以上全部实验操作需在生物安全柜内进行。 
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2.1.2 药物敏感性试验[13] 

2.1.2.1 准备待测细菌 

凡经过临床分离培养的分枝杆菌的新鲜培养物（初生长 2 周）无需 2 次传代即可做药物

敏感测定，初生长 2 周后和贮存培养物须在改良罗氏培养基上进行 2 次传代后生长 2~3

周的亚培养物方可试验。 

2.1.2.2 菌悬液的制备 

（1）磨菌器法：磨菌器底部为磨砂状、体部透明，便于比浊。将上述培养物（需刮取

斜面各个部分的培养物）以 0.5%吐温-80 生理盐水磨菌，直至其浊度与标准麦氏比浊管

（MacFarland No.1）一致，即可得到湿重 1mg/ml 的菌液。 

（2）玻璃棒磨菌法：用玻璃棒刮取 2~3 周的新鲜菌落，放入 18mm×180mm 试管壁上，

插入磨菌棒捻动，使呈乳酪样并混于管内的 0.5%吐温-80 生理盐水内，与标准麦氏比浊

管（MacFarland No.1）一致，即可得到湿重 1mg/ml 的菌液。 

2.1.2.3 菌液稀释和接种 

（1）菌液稀释：静置片刻，使菌液中的颗粒或菌块沉淀后，用刻度吸管或标准接种环

将 1mg/ml 的菌液上清逐步稀释至 10
-2

mg/ml 和 10
-4

mg/ml。稀释方法：用 22SWG 标准

接种环沾取 2 满环 1mg/ml 的菌液，移至 2ml 灭菌生理盐水中，即稀释成 10
-2

mg/ml 的

菌液；同样的方法再进行 100 倍稀释，即成 10
-4

mg/ml 菌液。 

（2）用 22SWG 标准接种环沾取 2 满环（即 0.01ml）10
-2

mg/ml 和 10
-4

mg/ml 的菌液，

用划线法均匀接种至对照及含药培养基表面，应注意使菌液尽可能均匀分散于培养基斜

面。最终接种菌量为 10
-4

mg/ml 和 10
-6

mg/ml。 

（3）接种后的培养基置于 37℃培养，至四周后报告结果。 

2.1.2.4 药敏结果判定 

（1）分别记录接种 10
-2

mg/ml 和 10
-4

mg/ml 菌液的培养基上菌落的生长情况，按下表结

果。 

表 2-1 分枝杆菌培养报告方式 

Table 2-1  Reporting form of Mycobacterium culture results 

报告方式 菌落生长情况 

实报菌落数 少于 50 个菌落 

＋ 50-100 个菌落 

＋＋ 100-200 个菌落 

＋＋＋ 大部分融合（200-500 个菌落） 

＋＋＋＋ 融合（大于 500 个菌落） 

 

（2）计算耐药百分比 

100
落数对照培养基上生长的菌

落数含药培养基上生长的菌
耐药百分比
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2.1.2.5 标准对照 

若高稀释度菌液（10
-4

mg/ml）在对照培养基上生长的菌落数少于 20 个菌落，则应从对

照管传代培养，重复试验。每批药物敏感性试验以结核分枝杆菌参考菌株（H37RV）

10
-3

mg/ml 检测含药培养基的质量。 

2.2 在结核分枝杆菌临床分离株原始状态下，检测 PhoP 和 PhoR 基因的表

达 

2.2.1 结核分枝杆菌的培养 

将结核分枝杆菌标准菌株（H37Rv）、结核分枝杆菌临床分离药物敏感菌株、单纯耐异

烟肼的结核分枝杆菌临床分离株（INH-MTB）、单纯耐利福平的结核分枝杆菌临床分离

株（RFP-MTB）、单纯耐链霉素的结核分枝杆菌临床分离株（SM-MTB）、单纯耐乙胺丁

醇的结核分枝杆菌临床分离株(EB-MTB)、耐多药的结核分枝杆菌临床分离株的结核分

枝杆菌株(MDR)同时分别接种于罗氏固体培养基上，放置 37℃恒温隔水式培养箱培养。

培养期间注意观察结核分枝杆菌生长状况和恒温培养箱的温度。3-4 周后选取生长良好

的结核分枝杆菌用于实验。以上全部实验操作需在生物安全柜内进行。 

2.2.2 结核分枝杆菌总 RNA 的提取 

按照 RNA 抽提试剂盒 RNeasy Plus Universal Midi Kit 的说明书提取上述培养的结核分

枝杆菌总 RNA，具体操作步骤如下： 

准备工作：Buffer RWT 加入 2 体积的乙醇（96-100%） 

          Buffer RPE 加入 4 体积的乙醇（96-100%） 

          将离心机预冷至 4°C；水浴箱预热至 37℃ 

（1）收集 4-5 次铂金环结核分枝杆菌于含 175μl 的 TE 缓冲液（0.01M tris-HCl,pH 8.0，

0.001M EDTA），于 2.0 ml 无酶 EP 管中。加入 25μl 的 100mg/ml 溶菌酶使其最终浓度

为 10mg/ml，37℃温浴过夜。 

（2）次日加入终浓度为加入终浓度为 1% SDS，37℃温浴 15 分钟，彻底混匀后，加入

2.5μl 的 0.2g/ml 蛋白酶 K 使其最终浓度为 200μg/ml，45℃温浴 15 分钟。 

（3）加入 1 毫升 QIAzol 裂解试剂，强力混匀。 

（4）将含有均质化裂解液的离心管室温  (15–25°C)  放置  5  min。 （这一步可以使

核蛋白解离。）  

（5）加入 100 μl gDNA Eliminator Solution，盖上管盖，强力混匀 15 s。（加入的 gDNA 

Eliminator Solution 可以有效地降低液相中 genomic DNA 的污染，不需要进一步用

DNase 处理了。） 

（6）加入 180 μl 氯仿，盖上管盖，强力混匀 15 s。（彻底混匀对后期的分相非常重要。）  

（7）将含有均质化裂解液的离心管室温 (15–25°C) 放置 2~3 min。  

（8）12,000 x g ，4°C 离心 15 min。如果使用同一台离心机，离心结束后，将离心机

的温度恢复到室温(15–25°C)。 （离心之后，样品将分为 3 相：上层无色液相包含 RNA；
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白色中间相；下层红色有机相。如果是含有高脂肪的组织样品，在红色有机相之下还可

能形成另外一个清楚的相层。无色液相的体积大约在 3 ml。） 

（9）将上层液相(通常为 600 μl )转移至一个新的离心管中(自备）。  

（10）加入 1 体积(约 600 μl )的 70%乙醇，枪头吹打彻底混匀，不要离心，立即进入

步骤 11。 

（11）注意：由于均质化和离心步骤，裂解液的体积可能会少于 600 μl ，在加入乙醇

以后可能会形成沉淀。通过彻底混匀使沉淀完全重悬，立即进入步骤 11。 

（12）将约 700 μl  样品加入到置于 2 ml 收集管中的 RNeasy Mini spin column 粉色

（试剂盒提供）上。轻盖上管盖，室温(15–25°C) ，≥ 8000 × g (≥10000rpm) 离心 15s。 

弃流出液，第 12 步 重复使用收集管。  

（13）将剩余的样品重复进行第 11 步，弃流出液，第 13 步重复使用收集管。  

（14）在  RNeasy spin column 中加入  700 μl Buffer RWT，轻盖上管盖，室温

(15–25°C) ，≥ 8000 x g (≥10000rpm)离心 15s 洗膜。弃流出液，第 14 步重复使用收集

管。 离心之后，小心将 RNeasy spin column 从收集管中取下，不要接触到流出液。保

证收集管中的液体已经倾倒完全。 注意：Buffer RWT 是以浓缩液的形式提供的，在使

用之前保证乙醇已经  添加到  Buffer RWT 中：Buffer RWT 加入 2 体积的乙醇

（96-100%） 

（15）在 RNeasy spin column 加入 500 μl Buffer RPE ，轻盖上管盖，室温(15–25°C) ，

≥ 8000 x g (≥10000rpm)离心 15s 洗膜。弃流出液，第 15 步重复使用收集管。 

注意：Buffer RPE 是以浓缩液的形式提供的，在使用之前保证乙醇已添加到 Buffer RWT 

中： Buffer RPE 加入 4 体积的乙醇（96-100%） 

（16）在 RNeasy spin column 加入 500 μl Buffer RPE ，室温(15–25°C) ，≥ 8000 x g 

(≥10000rpm)离心 2 min, 洗膜。长时间的离心，可以将膜干燥，保证在 RNA 洗脱时没

有乙醇残留。残余的乙醇会干扰下游的反应。 注意：离心之后，小心将 RNeasy spin 

column 从收集管中取出，不要接触到流出液，否则会沾带上乙醇。  

（17）将 RNeasy spin column 至于一个新的 2 ml 收集管（试剂盒提供）中。 直接向

旋转柱膜中加入 30-50 μl 的无 RNase 的水。轻轻地合上盖子。为了洗脱 RNA，等待 1min，

然后在≥ 8000 x g (≥10000rpm)下离心 1 分钟。 

（18）再用 另一体积的 RNase-free 水重复第 16 步，或者将第 16 步的洗脱液再加入

到膜上。(如果需要得到高浓度的 RNA， 重复使用第 16 步的收集管。 如果使用第 16 

步的洗脱液，RNA 产量会比第二次使用 RNase-free water 的产量少 15–30%，但 RNA 

的浓度却会更高。）得到的 RNA 保存在-80℃，防止降解。 

2.2.3 总 RNA 的反转录反应 

按照反转录试剂盒QuantiTect Reverse Transcription的说明书反转录上述结核分枝杆菌总

RNA，具体操作步骤如下： 

（1）冰上溶解模板 RNA。室温(15–25°C)溶解 gDNA Wipeout Buffer、Quantiscript 、
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Reverse Transcriptase、Quantiscript RT Buffer、RT Primer Mix 和 RNase-free water 。轻

弹离心管，让每一管中的液体混匀。短离心一下，收集管壁上的液体，置于冰上。 

（2）按照表 2-2 冰上准备 gDNA 去除反应体系。然后按照 RNA 模板进行分装。保持

冰上操作。 

 

表 2-2. 基因组 DNA 消除反应的组成 

Table 2-2. Genomic DNA elimination reaction components 

组成 体积 终浓度 

gDNA Wipeout Buffer,7× 2 μl 1× 

Template RNA Variable(up to 1 μg)  

RNase-free water Variable  

总体积 14 μl  

 

（3）42°C 孵育 2 min，后立即置于冰上。 (注意：42°C 孵育的时间不要超过 10 min。) 

（4）按照表 2-3 准备反转录反应体系，混匀置于冰上。这个反转录 master mix 包含所

有合成第一链 cDNA 所需的成分（除模板 RNA 之外），然后按照 RNA 模板进行分装。

保持冰上操作。 

（5）将第 3 步的模板 RNA(14 μl)加入到每一管反转录反应 master mix 中，混匀置于

冰上。 

（6）42°C 孵育 15 min。 

（7）95°C 孵育 3 min，使反转录反应酶失活。 

 

表 2-3 反转录反应的组成 

Table 2-3  Reverse-transcription reaction components 

组成 体积 终浓度 

Reverse-transcription master mix   

Quantiscript Reverse Transcriptase 1 μl  

Quantiscript RT Buffer,5× 4 μl 1× 

RT Primer Mix 1 μl  

Template RNA   

Entire genomic DNA 14 μl(add at step 5)  

Elimination reaction(step 3)   

总体积 20 μl  

 

2.2.4 引物的设计及合成 

（1）通过 NCBI GeneBank 查找结核分枝杆菌 H37Rv 菌株 PhoP 基因和 PhoR 基因

以及内参基因 SigA 基因的序列。 
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（2）通过使用 Primer 5 和 Oligo 6 软件设计 PhoP 基因和 PhoR 基因以及内参基因 

SigA 寡核苷酸引物，具体引物序列如下： 

 

表 2-4   PhoP 和 PhoR 基因及内参基因 SigA 的引物序列 

Table 2-4   PhoP and PhoR gene and reference gene SigA primer sequences 

基因 引物 
扩增产物长

度 
退火温度 

PhoR 
上游引物（F）： 

下游引物（R）：  

5’-GGACCCCTACCCTGGTCATA -3’ 

5’-ATGGCAGTGTTGTCGTTGAG -3’ 
108bp 55℃ 

PhoP 
上游引物（F）： 

下游引物（R）： 

5’-AACCCCAGGCGAAAACAC -3’ 

5’-CGACCTCCTCCAAACTGAAG -3’ 
353bp 55℃ 

SigA 
上游引物（F）： 

下游引物（R）： 

5’-TCGAGGTGATCAACAAGCTG -3’ 

5’-CTGCAGCAAAGTGAAGGACA -3’ 
254bp 55-60℃ 

 

2.2.5 SYBR Green I 实时荧光定量 PCR 

（1）反应体系 

 

试剂  50 μl 反应体系  终浓度 

2×UltraSYBR Mixture 2 5 μl  1× 

Forward Primer,10 μM 1 μl  0.2 μM 1） 

Reverse Primer,10 μM  1 μl  0.2 μM 1） 

Template DNA 2 μl  

RNase-Free Water up to 50 μl  

 

（2）反应条件 

步骤 温度 时间  

预变性 95℃ 10 min 1）  

变性 95℃ 15 s 
40 个循环 

退火/延伸 2） 60℃ 1 min 

融解曲线分析 3）    

 95℃ 15 s  

 60℃ 1 min  

 60℃ 15 s  

 

（3）数据采集 

每次试验对照株和耐药株 PhoP 基因和 PhoR 基因 cDNA 各设 3 个平行反应孔。采用 

SYBR Green I 实时荧光定量 PCR 仪配套的 SDS2.1 软件完成数据采集。 

2.2.6 统计学分析 

采用 SPSS17.0 软件进行统计学分析。对敏感菌株和耐药菌株的△ △ Ct 值进行正态性检
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验以及方差齐性检验，采用 x ± s 表示。比较敏感菌株和耐药菌株 PhoP 基因和 PhoR 基

因相对表达量六个组组间是否有统计学差异，采用 One-Way ANOVA 单因素方差分析，

进一步采用 S-N-K 法做两两比较（S-N-K 法结果说明：在表格的纵向上各组均数由小到

大排序，然后在表格的横向上被分成了若干个亚组，每个亚组只列一对 P 值大于 0.05

的分组均数，其差异无统计学意义；不在亚组内的 P 值小于 0.05，具体值不给出，即差

异有统计学意义）。 

2.3 在抗生素压力条件下，检测 PhoP 和 PhoR 基因的表达 

2.3.1 结核分枝杆菌的培养 

将单纯耐异烟肼的结核分枝杆菌临床分离株（INH-MTB）、单纯耐利福平的结核分枝杆

菌临床分离株（RFP-MTB）、单纯耐链霉素的结核分枝杆菌临床分离株（SM-MTB）、单

纯耐乙胺丁醇的结核分枝杆菌临床分离株(EB-MTB)、耐多药的结核分枝杆菌临床分离

株的结核分枝杆菌株(MDR)同时分别接种于含药培养基上，放置 37℃恒温隔水式培养箱

培养。培养期间注意观察结核分枝杆菌生长状况和恒温培养箱的温度。3-4 周后选取生

长良好的结核分枝杆菌用于实验。以上全部实验操作需在生物安全柜内进行。 

含药培养基中的药物终浓度分别为：低浓度结核药物（INH 的浓度为 1μg/ml，RFP 的浓

度为 50μg/ml，SM 的浓度为 10μg/ml，EB 的浓度为 5μg/ml）和高浓度抗结核药物（INH

的浓度为 10μg/ml，RFP 的浓度为 250μg/ml，SM 的浓度为 100μg/ml，EB 的浓度为

50μg/ml）。 

2.3.2 结核分枝杆菌总 RNA 的提取 

提取上述培养的结核分枝杆菌总RNA，按照RNA抽提试剂盒RNeasy Plus Universal Midi 

Kit 的说明书操作，方法同 2.2.2。 

2.3.3 总 RNA 的反转录反应 

反转录上述结核分枝杆菌总 RNA，按照反转录试剂盒 QuantiTect Reverse Transcription

的说明书操作，方法同 2.2.3。 
2.3.4 引物的设计及合成 

（1）通过 NCBI GeneBank 查找结核分枝杆菌 H37Rv 菌株 PhoP 基因和 PhoR 基因

以及内参基因 SigA 基因的序列。 

（2）通过使用 Primer 5 和 Oligo 6 软件设计 PhoP 基因和 PhoR 基因以及内参基因 

SigA 寡核苷酸引物，具体引物序列同 2.2.4。 

2.3.5 SYBR Green I 实时荧光定量 PCR 

（1）反应体系同 2.2.5 

（2）反应条件同 2.2.5 

（3）数据采集 

每次试验对照株和耐药株 PhoP 基因和 PhoR 基因 cDNA 各设 3 个平行反应孔。采用 

SYBR Green I 实时荧光定量 PCR 仪配套的 SDS2.1 软件完成数据采集。 

2.3.6 统计学分析 
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采用 SPSS17.0 软件进行统计学分析。对敏感菌株和耐药菌株的△ △ Ct 值进行正态性检

验以及方差齐性检验，采用 x ± s 表示。比较敏感菌株和耐药菌株 PhoP 基因和 PhoR 基

因相对表达量六个组组间是否有统计学差异，采用 One-Way ANOVA 单因素方差分析，

进一步采用 S-N-K 法做两两比较，方法同 2.2.6。 

2.4 构建结核分枝杆菌感染小鼠的动物模型 

2.4.1 菌液制备 

将 6 组的结核分枝杆菌菌株分别接种于改良罗氏培养基上，37 ℃ 保湿培养 21 天。刮取

生长良好的干菌落研磨，加人 0.05 % 的吐温 8 0 生理盐水研磨成 1mg/ml 的细菌悬液，

每毫升悬液含约 1×10
 8

 CFU 活菌。菌液接种于罗氏培养基上用于浓度确定，培养 21 天

后确定菌液浓度为 1×10
 8 

CFU/ml。 

2.4.2 接种动物 

50 只小鼠随机分为 7 组： 

①生理盐水空白对照组 

②药物敏感菌株组 

③单纯耐异烟肼菌株组 

④单纯耐利福平菌株组 

⑤单纯耐链霉素菌株组 

⑥单纯耐乙胺丁醇菌株组 

⑦耐多药菌株组 

其中生理盐水空白对照组 7 只、 药物敏感菌株组 7 只、单纯耐异烟肼菌株组 7 只、单

纯耐利福平菌株组 7 只、单纯耐链霉素菌株组 7 只、单纯耐乙胺丁醇菌株组 7 只和耐多

药菌株组 7 只。每组分别取 0.1 ml 菌液通过尾静脉注射法注射入小鼠体内。每只小鼠注

射菌量约为 1×10
 7

 CFU。每组至少 5 只注射成功。接种后的小鼠在动物生物安全三级实

验室，IVC 笼具中饲养,观察小鼠体重和生存情况。空白对照组尾静脉注射等量生理盐水。 

2.4.3 组织荷菌量检测 

于接种后四周脱颈处死小鼠，无菌取脾、肺和肝组织，将左侧整叶肺组织、１/２脾组织、

１/２肝组织放入乳钵研磨碎, 缓慢加入 l ml 生理盐水，继续研磨均匀, 再加入 4% 硫

酸 1 ml 作用 15 min，再用生理盐水漂洗，加 1ml 生理盐水用玻璃匀浆器研磨，组织悬

液经生理盐水按照 1∶ 10 进行梯度稀释，取 10
-2、10

-3、10
-4

 三个稀释度的组织稀释液

100μl 接 L-J 斜面，每个稀释度平行接种 3 管，37℃ 培养 3 周后进行菌落计数。 

2.4.4 结核分枝杆菌的分离培养 

将下面 7 组小鼠 

①生理盐水空白对照组 

②药物敏感菌株组 

③单纯耐异烟肼菌株组 

④单纯耐利福平菌株组 
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⑤单纯耐链霉素菌株组 

⑥单纯耐乙胺丁醇菌株组 

⑦耐多药菌株组 

无菌取脾、肺和肝组织，将左侧整叶肺组织、１/２脾组织、１/２肝组织研磨均匀, 再

加入 4% 硫酸和生理盐水进行漂洗，加生理盐水进行稀释，取稀释度为 10
-3 的组织稀释

液 100μl 分别接种于罗氏固体培养基上，每个脏器平行接种 3 管，放置 37℃恒温隔水

式培养箱培养。培养期间注意观察结核分枝杆菌生长状况和恒温培养箱的温度。3-4 周

后选取生长良好的结核分枝杆菌用于实验。以上全部实验操作需在生物安全柜内进行。 

2.4.5 结核分枝杆菌总 RNA 的提取 

提取上述培养的结核分枝杆菌总RNA，按照RNA抽提试剂盒RNeasy Plus Universal Midi 

Kit 的说明书操作，方法同 2.2.2。 

2.4.6 总 RNA 的反转录反应 

反转录上述结核分枝杆菌总 RNA，按照反转录试剂盒 QuantiTect Reverse Transcription

的说明书操作，方法同 2.2.3。 
2.4.7 引物的设计及合成 

（1）通过 NCBI GeneBank 查找结核分枝杆菌 H37Rv 菌株 PhoP 基因和 PhoR 基因

以及内参基因 SigA 基因的序列。 

（2）通过使用 Primer 5 和 Oligo 6 软件设计 PhoP 基因和 PhoR 基因以及内参基因 

SigA 寡核苷酸引物，具体引物序列同 2.2.4。 

2.4.8 SYBR Green I 实时荧光定量 PCR 

（1）反应体系同 2.2.5 

（2）反应条件同 2.2.5 

（3）数据采集 

每次试验对照株和耐药株 PhoP 基因和 PhoR 基因 cDNA 各设 3 个平行反应孔。采用 

SYBR Green I 实时荧光定量 PCR 仪配套的 SDS2.1 软件完成数据采集。 

2.4.9 统计学分析 

采用 SPSS17.0 软件进行统计学分析。对敏感菌株和耐药菌株的△ △ Ct 值进行正态性检

验以及方差齐性检验，采用 x ± s 表示。比较敏感菌株和耐药菌株 PhoP 基因和 PhoR 基

因相对表达量六个组组间是否有统计学差异，采用 One-Way ANOVA 单因素方差分析，

方法同 2.2.6。 
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结  果 

（Results） 

一、菌株的培养 

将结核分枝杆菌国际标准强毒株 H37Rv 株、药物敏感菌株、四种单一耐药菌株及耐多

药菌株分别接种于罗氏固体培养基上，37℃温箱培养，生长至对数生长期时生长状态，

菌落呈颗粒、结节或花菜状，乳白色或米黄色，不透明。 

二、上述各种情况下各组 MTB 总 RNA 的提取 

使用 Nanodrop2000 紫外分光光度计测量，吸光度比值 (A260/A280) 处于 1.7-2.0 之间，

且 A260 大于 1；此外，利用 1.2％的普通琼脂糖凝胶电泳对提取的总 RNA 进行鉴定，

23SRNA 和 16SRNA 均清晰可见，说明总 RNA 完整、无降解和污染。 

三、原始状态下各组结核分枝杆菌 PhoP 基因和 PhoR 基因的 mRNA 水平的

相对表达量 

1. 各组结核分枝杆菌 PhoP 基因的 mRNA 水平的相对表达量 

（1）与结核分枝杆菌药物敏感菌株相比，结核分枝杆菌 PhoP 基因在 RFP-MTB 中的表

达上调 1.48 倍，在 MDR 中的表达上调 2.74 倍（图 3-1），差异有统计学意义(P<0.05)； 

（2）分别相互比较结核分枝杆菌 PhoP 基因在 INH-MTB、RFP-MTB、SM-MTB 和

EB-MTB 中的表达，在 RFP-MTB 中的表达分别是 INH-MTB 的 1.47 倍，是 SM-MTB

的 1.55 倍，是 EB-MTB 的 2.80 倍，差异有统计学意义(P<0.05)； 

（3）结核分枝杆菌 PhoP 基因在 INH-MTB、RFP-MTB、SM-MTB 和 EB-MTB 中的表

达与在 MDR 中的表达相比较，表达下调 0.70、0.50、0.25 和 0.21 倍，差异有统计学

意义(P<0.05)。（表 3-1、3-2） 

2. 各组结核分枝杆菌 PhoR 基因的 mRNA 水平的相对表达量   

（1）与结核分枝杆菌药物敏感菌株相比，结核分枝杆菌 PhoR 基因在 INH-MTB、

RFP-MTB、SM-MTB 和 EB-MTB 中的表达分别上调 6.33、4.56、2.34和1.85倍，在 MDR

中的表达上调 9.06 倍（图3-2），差异有有统计学意义(P <0.05)； 

（2）分别相互比较结核分枝杆菌 PhoR 基因在 INH-MTB、RFP-MTB、SM-MTB 和

EB-MTB 中的表达，在 INH-MTB 中的表达分别是 RFP-MTB 的 1.39 倍，是 SM-MTB

的 2.83 倍，是EB-MTB的 3.43 倍，在RFP-MTB中的表达分别是 SM-MTB的 2.04 倍，

是 EB-MTB 的 2.47 倍，差异有统计学意义(P<0.05)； 

（3）结核分枝杆菌 PhoR 基因在 INH-MTB、RFP-MTB、SM-MTB 和 EB-MTB 中的表

达与在 MDR 中的表达相比较，表达下调 0.36、0.54、0.35 和 0.19 倍，差异有统计学

意义(P<0.05)。（表3-3、3-4） 
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    图 3-1  原始状态下 PhoP 基因的 mRNA 表达水平             图 3-2  原始状态下 PhoR 基因的 mRNA 表达水平   

 

 

 

表 3-1   PhoP 基因在不同菌株中的△ △ Ct 检测结果 

Table 3-1   PhoP gene in different strains of △ △ Ct test results 

n=5。a
P<0.05，与药物敏感菌株组比较；b

P<0.05，与 MDR 菌株组比较 

 

 

 

表 3-2  PhoP 基因在四组单纯耐药菌株中的△ △ Ct 两两比较结果 

Table 3-2  PhoP gene in four group were resistant strains of △ △ Ct pairwise comparison results 

 组别 n 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Student-Newman-Keuls 

单纯耐 RFP 菌株组 5 -1.0167   

单纯耐 INH 菌株组 5  -0.4567  

单纯耐 SM 菌株组 5  -0.3867  

单纯耐 EB 菌株组 5   0.4667 

 Sig.  1.000 0.728 1.000 

 

组别 均值±标准差 One-Way ANOVA  F 值 P 值 

敏感菌株组 -0.46±0.07 

39.641 0．000<0.05 

单纯耐 INH 菌株组 -0.46±0.08b 

单纯耐 RFP 菌株组 -1.02±0.16ab 

单纯耐 SM 菌株组 -0.39±0.12b 

单纯耐 EB 菌株组  0.47±0.81b 

MDR 菌株组 -1.92±0.36a 
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表 3-3   PhoR 基因在不同菌株中的△△Ct 检测结果 

Table 3-3  PhoR gene in different strains of △ △ Ct test results 

组别 均值±标准差 One-Way ANOVA  F 值 P 值 

敏感菌株组 0.60±0.93 

56.145 0．00<0.05 

单纯耐 INH 菌株组 0.14±0.09ab 

单纯耐 RFP 菌株组 -0.42±0.19ab 

单纯耐 SM 菌株组 0.35±0.34ab 

单纯耐 EB 菌株组 1.07±0.94ab 

MDR 菌株组 -1.32±0.41a 

n=5。a
P<0.05，与药物敏感菌株组比较；b

P<0.05，与 MDR 菌株组比较 

 

表 3-4  PhoR 基因在四组单纯耐药菌株中的△△Ct 两两比较结果 

Table 3-4  PhoR gene in four group were resistant strains of △△Ct pairwise comparison results 

 组别 n 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Student-Newman-Keuls 

单纯耐 INH 菌株组 5 -2.8200   

单纯耐 RFP 菌株组 5  -2.3467  

单纯耐 SM 菌株组 5   -1.3200 

单纯耐 EB 菌株组 5   -1.0433 

 Sig.  1.000 1.000 0.200 

 

四、抗结核药物的选择压力作用下，各组结核分枝杆菌 PhoP 基因和 PhoR

基因的 mRNA 的相对表达量 

1. 各组结核分枝杆菌 PhoP 基因的 mRNA 水平的相对表达量 

（1）在低浓度抗结核药物条件下培养的各组 MTB，与原始状态下结核分枝杆菌临床分

离株相比，PhoP 基因在 INH-MTB、RFP-MTB、SM-MTB 和 MDR 组中的表达分别上调 

2.19、2.04、1.72、2.73 倍，差异有统计学意义(P<0.05)；在 EB-MTB 组中的表达下调 0.75，

差异无统计学意义(P>0.05)； 

（2）在高浓度抗结核药物条件下培养的各组 MTB，与原始状态下结核分枝杆菌临床分

离株相比，PhoP 基因在 INH-MTB、RFP-MTB、SM-MTB、EB-MTB 和 MDR 组中的表

达分别上调 1.79、1.44、2.10、1.27和1.97倍，差异有统计学意义(P<0.05)； 

（3）在高浓度抗结核药物条件下培养的各组 MTB，与低浓度抗结核药物条件下培养的

各组 MTB 结核分枝杆菌相比，PhoP 基因在 INH-MTB、RFP-MTB、SM-MTB 和 MDR

组中的表达分别下调0.82、0.71、0.82和 0.72倍，差异有统计学意义(P<0.05)；在 EB-MTB

组中的表达上调1.70倍，差异无统计学意义(P>0.05)。（图3-3；表3-5） 

2. 各组结核分枝杆菌 PhoR 基因的 mRNA 水平的相对表达量 

（1）在低浓度抗结核药物条件下培养的各组 MTB，与原始状态下结核分枝杆菌临床分

离株相比，PhoR 基因在 INH-MTB、RFP-MTB、SM-MTB 和 MDR 组中的表达分别上调 
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1.57、2.57、1.56和 2.83倍，差异有统计学意义(P <0.05)；在 EB-MTB 组中的表达上调 1.11

倍，差异无统计学意义(P>0.05)； 

（2）在高浓度抗结核药物条件下培养的各组 MTB，与原始状态下结核分枝杆菌临床分

离株相比，PhoR 基因在 INH-MTB、RFP-MTB、SM-MTB 和 MDR 组中的表达分别上调 

1.05、1.91、1.76和 2.13倍，差异有统计学意义(P<0.05)；在 EB-MTB 组中的表达下调

0.74，差异无统计学意义(P>0.05)； 

（3）在高浓度抗结核药物条件下培养的各组 MTB，与低浓度抗结核药物条件下培养的

各组 MTB 结核分枝杆菌相比，PhoR 基因在 INH-MTB、RFP-MTB、SM-MTB 和 MDR

组中的表达分别下调 0.67、0.75、0.88和 0.59 倍，差异有统计学意义(P<0.05)；在

EB-MTB 组中的表达上调1.10倍，差异无统计学意义(P>0.05)。（图3-4；表3-6） 

 
图 3-3  抗生素压力下 PhoP 基因的 mRNA 表达水平              图 3-4  抗生素压力下 PhoR 基因的 mRNA 表达水平 

 

  表 3-5   PhoP 基因在不同菌株中的△ △ Ct 检测结果 

Table 3-5  PhoP gene in different strains of △ △ Ct test results 

组别 INH RFP SM EB MDR 

原始状态 1.14±0.32 -0.42±0.05 0.21±0.04 1.07±0.27 -0.98±0.06 

低浓度 0.30±0.26 -0.94±0.32 -0.86±0.23 -0.71±0.15 -1.97±0.24 

高浓度 -20.89±0.16 -1.45±0.44 -0.58±0.18 1.48±0.27 -2.44±0.21 

P <0.05 <0.05 <0.05 >0.05 <0.05 

 

表 3-6   PhoR 基因在不同菌株中的△ △ Ct 检测结果 

Table 3-6  PhoR gene in different strains of △ △ Ct test results 

组别 INH RFP SM EB MDR 

原始状态 -2.46±0.11 -1.98±0.18 -0.96±0.01 -0.68±0.21 0.69±0.24 

低浓度 -2.53±0.33 -2.92±0.28 -1.78±0.05 -0.25±0.22 0.07±0.21 

高浓度 -3.11±0.12 -3.35±0.22 -1.61±0.08 -0.83±0.09 -0.81±0.18 

P <0.05 <0.05 <0.05 >0.05 <0.05 
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五、在复制的各组结核分枝杆菌感染小鼠动物模型的肺脏、肝脏和脾脏内，

各组结核分枝杆菌 PhoP 基因和 PhoR 基因的 mRNA 的相对表达量 

1. 各组结核分枝杆菌 PhoP 基因的 mRNA 水平的相对表达量 

（1）在肺脏中各组结核分枝杆菌 PhoP 基因的相对表达量与原始状态下结核分枝杆菌

临床分离株相比，在 RFP-MTB 和 MDR 组中的表达分别上调 1.59 和 1.40 倍，差异有

统计学意义(P<0.05)（图3-5）； 

（2）在肝脏中各组结核分枝杆菌 PhoP 基因的相对表达量与原始状态下结核分枝杆菌

临床分离株相比，在 RFP-MTB 和 MDR 组中的表达分别上调 1.25 和 1.62 倍，差异有

统计学意义(P<0.05)（图3-7）； 

（3）在脾脏中各组结核分枝杆菌 PhoP 基因的相对表达量与原始状态下结核分枝杆菌

临床分离株相比，在 MDR 组中的表达分别上调 1.21 倍，差异有统计学意义(P<0.05)

（图3-9）。 

2. 各组结核分枝杆菌 PhoR 基因的 mRNA 水平的相对表达量 

（1）在肺脏中各组结核分枝杆菌 PhoR 基因的相对表达量与原始状态下结核分枝杆菌

临床分离株相比，在 INH-MTB、RFP-MTB、EB-MTB 和 MDR 组中的表达分别上调 1.24、

1.64、1.27 和 1.50 倍，差异有统计学意义(P<0.05)（图3-6）； 

（2）在肝脏中各组结核分枝杆菌 PhoR 基因的相对表达量与原始状态下结核分枝杆菌

临床分离株相比，在 INH-MTB、RFP-MTB、SM-MTB和 MDR 组中的表达分别上调 1.40、

1.26 和 1.58 倍，差异有统计学意义(P<0.05)（图3-8）； 

（3）在脾脏中各组结核分枝杆菌 PhoR 基因的相对表达量与原始状态下结核分枝杆菌

临床分离株相比，在 RFP-MTB、EB-MTB 和 MDR 组中的表达分别上调 1.59、1.32 和 

1.43 倍，差异有统计学意义(P<0.05)（图3-10）。 

 
图 3-5  肺脏中各组结核分枝杆菌 PhoP 基因的 mRNA 表达水平     图 3-6  肺脏中各组结核分枝杆菌 PhoR 基因的 mRNA 表达水平 
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图 3-7  肝脏中各组结核分枝杆菌 PhoP基因的 mRNA表达水平        图 3-8  肝脏中各组结核分枝杆菌 PhoR基因的 mRNA表达水平 

 

 

 
图 3-9  脾脏中各组结核分枝杆菌 PhoP基因的 mRNA表达水平       图 3-10  脾脏中各组结核分枝杆菌 PhoR基因的 mRNA表达水平 

 

 

 

 

表 3-7   在肺脏中 PhoP 基因的△ △ Ct 检测结果 

Table 3-7   △ △ Ct test results of PhoP gene in lung 

组别 均值±标准差 One-Way ANOVA  F 值 P 值 

敏感菌株组 -0.03±0.23 

14.04 0．017<0.05 

单纯耐 INH 菌株组 -0.13±0.38 

单纯耐 RFP 菌株组 -1.70±0.20* 

单纯耐 SM 菌株组 -0.29±0.15 

单纯耐 EB 菌株组 -0.09±0.22 

MDR 菌株组 -0.51±0.26* 

n=5。*
P<0.05，与药物敏感菌株组比较 
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表 3-8   在肝脏中 PhoP 基因的△ △ Ct 检测结果 

Table 3-8   △ △ Ct test results of PhoP gene in liver 

n=5。*
P<0.05，与药物敏感菌株组比较 

 

 

表 3-9   在脾脏中 PhoP 基因的△ △ Ct 检测结果 

Table 3-9  △ △ Ct test results of PhoP gene in spleen 

n=5。*
P<0.05，与药物敏感菌株组比较 

 

 

表 3-10   在肺脏中 PhoR 基因的△ △ Ct 检测结果 

Table 3-10   △ △ Ct test results of PhoP gene in lung 

n=5。*
P<0.05，与药物敏感菌株组比较 

 

 

组别 均值±标准差 One-Way ANOVA  F 值 P 值 

敏感菌株组  0.33±0.09 

26.907 0．047<0.05 

单纯耐 INH 菌株组  0.19±0.37 

单纯耐 RFP 菌株组  0.28±0.11* 

单纯耐 SM 菌株组  0.23±0.36 

单纯耐 EB 菌株组 -0.56±0.18 

MDR 菌株组  0.14±0.26* 

组别 均值±标准差 One-Way ANOVA  F 值 P 值 

敏感菌株组 -0.29±0.02 

18.86 0．015<0.05 

单纯耐 INH 菌株组  0.05±0.41 

单纯耐 RFP 菌株组  0.12±0.69 

单纯耐 SM 菌株组  0.25±0.24 

单纯耐 EB 菌株组  0.65±0.17 

MDR 菌株组 -0.30±0.22* 

组别 均值±标准差 One-Way ANOVA  F 值 P 值 

敏感菌株组 -1.02±0.13 

47.68 0．0309<0.05 

单纯耐 INH 菌株组 -0.34±0.05* 

单纯耐 RFP 菌株组 -0.73±0.22* 

单纯耐 SM 菌株组 -0.14±0.21 

单纯耐 EB 菌株组 0.57±0.13* 

MDR 菌株组 1.61±0.36* 
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表 3-11  在肝脏中 PhoR 基因的△ △ Ct 检测结果 

Table 3-11   △ △ Ct test results of PhoP gene in liver 

n=5。*
P<0.05，与药物敏感菌株组比较 

 

 

表 3-12   在脾脏中 PhoR 基因的△ △ Ct 检测结果 

Table 3-12   △ △ Ct test results of PhoP gene in spleen 

n=5。*
P<0.05，与药物敏感菌株组比较 

组别 均值±标准差 One-Way ANOVA  F 值 P 值 

敏感菌株组 -0.55±0.41 

28.91 0．014<0.05 

单纯耐 INH 菌株组  0.96±0.33* 

单纯耐 RFP 菌株组 -0.81±0.16* 

单纯耐 SM 菌株组 -0.52±0.29* 

单纯耐 EB 菌株组  1.13±0.17 

MDR 菌株组 -0.47±0.31* 

组别 均值±标准差 One-Way ANOVA  F 值 P 值 

敏感菌株组 -0.22±0.19 

21.48 0．007<0.05 

单纯耐 INH 菌株组 -0.59±0.66 

单纯耐 RFP 菌株组 -0.89±0.21* 

单纯耐 SM 菌株组 -0.44±0.17 

单纯耐 EB 菌株组 -0.62±0.04* 

MDR 菌株组 -1.25±0.43* 
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讨    论 

（Discussions） 

双组分系统最初是由 NINFA 和 MAGASNIK 在研究大肠埃希菌氮调节蛋白系统

时发现的一种跨膜信号转导系统。研究发现，TCS 广泛存在于细菌、真菌、致病性酵

母、阿米巴原虫及一些植物中，是生物基本的感应外界环境变化，并做出相应反应的调

控系统。抗生素也是一种环境刺激信号，这就意味着细菌存在着使细菌适应抗生素环境

的双组分系统，大肠杆菌基因组分析显示其至少存在 30 个 TCS，而其中有 15 个双

组分系统反应调节子的过表达与大肠杆菌耐药有关[16,17]。其他细菌中也存在与大肠杆菌

类似的可以引起细菌耐药甚至耐多药的双组分系统。 

目前研究发现，结核分枝杆菌全基因组共编码11个完整的双组分系统。结核分枝杆

菌DevRS(DosRS) 双组分系统在氧化应激与低氧时被激活，控制整体反应，是在缺氧时

诱导结核分枝杆菌休眠反应的主要调节系统[18]。结核分枝杆菌 MprAB 双组分系统是结

核分枝杆菌在持留状态下胞内生存所必需的，调控结核分枝杆菌中大量应激反应基因的

表达[19]。Parish 等[20]发现可能被 RegX3 调控的基因有 50 多个，但大多数基因的功能

还未知，也未检测到上游的调节序列，推测 RegX3-SenX3 双组分系统可能与结核分枝

杆菌的毒力相关。 

结核分枝杆菌 PhoPR 双组分系统是结核分枝杆菌编码的 11 个完整的双组分系统

中最基本、最重要的调节系统。它可以感应外界环境变化，并做出相应反应的调控，能

够使结核分枝杆菌更好的适应宿主微环境变化，以及协助结核分枝杆菌逃避宿主的免疫

监视和杀灭，促使其在宿主体内生存、繁殖、致病等。同时对结核分枝杆菌在宿主体内

的生长、分化、代谢、渗透调节、繁殖、毒性、趋化性、变异性、致病性等方面发挥着

重要的调控作用[21,22]。此外，在结核分枝杆菌敲除 PhoPR 双组分系统菌株中，菌落形

态、索状因子性质及对碱性染料中性红的反应等都有显著改变 [23,24]。结核分枝杆菌 

PhoPR 双组分系统缺失突变株的性质改变可能与结核分枝杆菌细胞外膜成分的改变有

关[25]。双组分系统是通过感受外界环境的刺激来调控基因的表达，以此来适应环境的变

化。Walters 等[26]发现结核分枝杆菌 PhoP 突变株不能在低浓度的 Mg
2+ 条件下生长。

通过分析结核分枝杆菌国际标准强毒株 H37Rv 株和其 PhoP 突变株在高、低浓度 

Mg
2+

 中的生长情况，结果表明与镁转运有关基因的表达在不同浓度中没有差别，结核

分枝杆菌 PhoP 突变株的生长需要高浓度 Mg
2+ 的原因尚不清楚，可能与镁离子能稳定

受损的细胞膜结构有关[27]。细胞壁或细胞膜的结构改变使 PhoR 感受信号，对外界环

境的刺激作出反应[28]。 

细菌耐药的机制主要有以下四种：①通过产生降解或灭活酶类改变药物的化学结

构；②通过自身成分阻止药物到达细菌体内；③通过改变细菌体内药物作用的靶点；④

通过主动外排，将已经进入菌体内的药物泵至菌体外，使菌体内抗菌药物蓄积减少。结

核分枝杆菌有特殊的多脂质的细胞壁，使得许多药物不能进入其体内，这是其对许多非
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抗结核药物耐药的原因。结核分枝杆菌也产生 β-内酞胺酶，使其对 p-β-内酞胺类抗生

素敏感性变得较差，结核分枝杆菌是否还产生其他的药物失活酶，尚缺乏相关的研究。

近期的研究结果显示，结核分枝杆菌对常见的几种抗结核药物的耐药机制主要是第三

种，即结核分枝杆菌主要通过改变菌体内药物作用的靶位而产生耐药，而药物作用靶位

的改变可由相应的基因突变引起。 

本研究结果显示，在原始状态下，与药物敏感菌株相比，PhoR 基因在四组单纯耐

药菌株组均有明显的上调表达，且在四种单一耐药菌株组中 mRNA 的上调表达水平不

同，这可能与 PhoR 基因编码的组氨酸激酶感应蛋白 HK 接受外界环境的刺激并调控

基因的表达有关。HK 蛋白包括一个输入结构域（input domain），通常与膜结合负责感

应外界信号。当收到外界信号刺激时，HK 的激酶结构域被激活使保守的组氨酸残基发

生依赖于 ATP 的自磷酸化，HK 再将磷酸基团传递给 RR 保守的天冬氨酸残基。细胞

壁或细胞膜的结构改变使 PhoR 感受信号，对外界环境的刺激作出反应[28]。 PhoR 基

因编码的 HK 蛋白作为 MTB 感受外界环境变化的主要感应元件。当致病性 MTB 侵

入机体并被巨噬细胞吞噬，MTB 对宿主微环境的感知主要是通过 PhoR 感受器实现

的，而目前在临床上对致病性 MTB 引起的结核病的治疗，主要是通过使用一线抗结核

药物来杀伤 MTB 来达到治疗目的。抗结核药物及其药物浓度的不同对结核分枝杆菌生

存的微环境来说也是一种环境刺激因素，并且抗结核药物成为 PhoR 调节 MTB 适应

外界环境的一个重要刺激因子。但由于临床上病人对抗结核药物治疗的依从性不高，使

得药物对 MTB 的杀伤作用不彻底，这有可能是由于 MTB PhoR 对自身细胞壁或细胞

膜结构的调节抵抗抗结核药物的杀伤作用的结果。我们的实验结果表明，各耐药菌株中

的 PhoR mRNA表达水平较敏感菌株均有显著增高，且四种单一耐药菌株组中 mRNA 

的增高水平不同，提示 MTB 的 PhoR 对不同抗结核药物的刺激敏感程度不同，其抵

抗不同抗结核药物的杀伤作用的效果也不同，并有可能通过调节抗结核药物的作用靶

点，使得抗菌药物不能发挥杀菌作用，促使了细菌耐药的形成。但是对于 PhoR 调控药

物作用靶点改变的可能机制仍不清楚，还需要进一步研究。 

本研究还发现，在原始状态下，与药物敏感菌株相比，PhoP 基因、PhoR 基因在

耐多药菌株组表达均有明显的上调，可能是 PhoP 基因和 PhoR 基因两者同时发挥作

用的结果。其引起耐药的机制是可能是 PhoPR 双组分系统通过调控一个或多个药物外

排泵基因的表达改变，以及通过调控细菌壁通透性，使药物外排或不能进入细胞发挥作

用，最终导致细菌耐药。目前已有研究证明细菌的 TCS 与细菌的耐药，甚至是耐多药

存在密切关系。 

    对实验结果比较分析发现，结核分枝杆菌耐一线抗结核药物菌株在低浓度抗结核药

物（INH，REP，SM）的作用下，PhoP 基因和 PhoR 基因的 mRNA 表达水平均较原始

状态下表达上调。表明在抗结核药物的作用下，MTB 通过自身的调控系统感知到外界

环境变化，而抗结核药物的存在对 MTB 而言是一种不利的生存环境刺激，其为了应对

这些不利的生存环境，可通过调控 PhoR 基因的 mRNA 表达水平上调来转录更多的 HK
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蛋白，增加细胞膜上 HK 的分布密度，这样可促使 MTB 及时感应外界不利环境变化，

同时调控 PhoP 基因 mRNA 表达水平上调来转录更多的 RR 蛋白，该蛋白可以调控 MTB

中相应的靶基因表达，促使靶蛋白及底物蛋白表达水平上调，而这些靶蛋白可能在细菌

的耐药方面具有重要作用。有研究表明，MTB 耐药与细菌的外排泵有关。细菌外排泵

是一类位于细胞膜上的活化转运蛋白，其可以将胞浆内物质转运到细胞外，其在细菌对

抗结核药物抵抗中发挥了主要作用。在 Pang 等人[29]对利福平单耐药机制在结核分枝杆

菌的研究中，通过构建了缺失 RpoB 基因的利福平耐药突变株，利用该单耐药菌株来确

定对利福平特异的外排泵基因。对 DNA 序列和最低抑菌浓度的数据分析显示，该突变

株有更高水平的耐药，三维结构模型进一步证明利福平单耐药突变株与 RpoB 基因突变

株的亲合力与相应的分离株的耐药水平一致。并且对非突变分离株在转录水平进行分析

提示有三个外排泵基因（Rv0783、Rv2936、Rv0933）可能参与了细菌对利福平的外排。

而在 Rodrigues 等人[30]对 Mmr 基因外排泵在结核分枝杆菌耐药作用的研究表明，结核分

枝杆菌在异烟肼存在的状态下，外排泵 Mmr 基因显著过表达。而结核分枝杆菌 PhoPR

双组分系统调控了结核分枝杆菌全基因组中 2%的基因的表达[31]，在细菌的耐药性的产

生中具有重要作用。因此认为结核分枝杆菌在低浓度抗结核分枝杆菌药物的作用下，其

PhoPR 双组分系统中 PhoP 基因和 PhoR 基因在 mRNA 水平上表达出现了上调，可能与

细菌的耐药存在一定的相关性。而对于结核分枝杆菌 PhoPR 双组分系统是否对相关的外

排泵基因存在调控作用，仍需要进一步研究。 

在耐多药结核分枝杆菌中，PhoPR 双组分系统中的 PhoP 基因、PhoR 基因表达水平

在低浓度抗结核药物较原始状态的表达均上调，可能与耐多药菌在抗结核药物的作用

下，细菌对抗结核药物的敏感性增加有关，这个变化可使细菌的 PhoPR 双组分系统做出

合理的调控应答：调控细胞壁相关脂质合成基因的表达，增加细胞膜上外排泵蛋白，从

而有利于细菌在不利的环境中生存。 

    为了进一步探讨 MTB 在不同浓度抗结核药物作用下，结核分枝杆菌 PhoPR 双组分

系统中 PhoP 基因、PhoR 基因的表达是否存在差异，以及这种差异是否与耐药结核分枝

杆菌的耐药性存在相关性。我们将各耐药菌株在不同浓度的抗结核药物的培养基上进行

培养。在对各耐药菌株在经过高、低浓度抗结核药物的培养基培养后的比较中发现，结

核分枝杆菌耐药菌株在低浓度抗结核药物（INH，REP，SM）的作用下，PhoPR 双组分

系统中的 PhoP基因和 PhoR基因的mRNA表达水平均较高浓度抗结核药物下表达增加，

这可能与细菌感受外界抗结核药物的敏感性增强有关，在低浓度抗结核药物时，细菌对

周围环境的变化的感知处于高敏感性，PhoPR 双组分系统能够调控相关的基因高表达，

来应对不利环境的影响。而在高浓度抗结核药物时，PhoPR 双组分系统中的 PhoP 基因

和 PhoR 基因的 mRNA 表达水平均较高浓度抗结核药物时表达减低，但是仍比原始状态

表达水平高。可能与结核分枝杆菌对高浓度抗结核药物的耐受性有关。有研究认为，当

结核分枝杆菌遇到恶劣的生存环境时，可以进入休眠状态，而在这个状态下的结核分枝

杆菌可以降低自身的新陈代谢[32]。而对 MTB 在高浓度抗结核药物作用下，细菌的细胞
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膜结构可以发生改变，对生存必需的物质摄入减少（如氧气）[33]，这可使细菌胞内的氧

浓度降低，造成 MTB 处于缺氧状态。而结核分枝杆菌 PhoPR 双组分调控系统可以感知

到细菌的缺氧状态，其中 PhoP 基因表达上调并调控 DosR（Rv3133）的表达[34]。而

DosR(DevR)作为 DosR-DosS(也称为 DevR-DevS)双组分的主要调节子，参与了 MTB 在

潜在宿主体内对不利的生存环境信号（缺氧、活性氮、一氧化碳等）的适应应答[35-38]，

并且可以调控47个基因表达[39]，这些基因表达使MTB在缺氧等不利的环境下维持生存。

有学者研究认为，MTB 在缺氧状态下能够促使其处于休眠状态，而休眠的 MTB 能够对

多种一线抗生素产生惰性，提示其可能与耐药有关，或者是其介导的早期的休眠状态与

耐药有关[40]。因此认为，PhoPR 双组分调控系统在细菌处于低浓度抗结核药物和高浓度

抗结核药物状态下时，可能都发挥了调控作用，并且这些调控都是有利于细菌更好的生

存下来的必需方式，而这也与细菌的对各种抗结核药物的耐药性存在一定的关联。 

通过构建结核分枝杆菌感染的动物模型发现，与药物敏感菌株相比，PhoP 基因在

单纯耐利福平菌株组中和耐多药菌株组表达均有明显的上调表达，这个结果提示耐利福

平菌株和耐多药菌株与药物敏感菌株比较，其对抗结核药物的敏感性增强，并且经过动

物实验后单纯耐利福平菌株和耐多药菌株中 PhoP 基因表达水平上调，说明了这些菌株

对其小鼠体内内环境的细微变化具有感知能力，并且在不同脏器中不同耐药菌株中的

PhoP 基因的表达存在差异。而导致这些菌株适应环境变化能力增强的原因可能与细菌

中的 PhoPR 双组份系统所发挥的适应性调控作用有关。目前认为细菌耐药性的产生与细

菌的耐药基因产生有关，而从结核分枝杆菌本身而言，其自身的调控系统中基因表达水

平的变化对细菌在抗结核药物存在的环境下能够适应性生存所发挥的作用与细菌的耐

药性基因的表达是否存在相关性，仍需要进一步研究。 

通过构建结核分枝杆菌感染的动物模型还发现，与药物敏感菌株相比，PhoR 基因

在几乎所有的单纯耐菌株组中和耐多药菌株组表达均有明显的上调表达，揭示了不同耐

药结核分枝杆菌在经动物实验后，其细菌的耐药性产生了差异性变化，而这个差异性的

变化具体体现在 PhoR 基因表达存在差异。PhoR 基因是双组份系统中一个重要的调控元

件，其表达水平的变化对细菌在抗结核药物存在的环境下的生存具有重要的调控作用，

而这个调控的结果是促进了耐药细菌能够在抗结核药物存在环境中更好的生存。但是对

于 PhoRP 双组份系统在耐药菌中的调控作用是否伴有相关耐药基因的高表达以及与细

菌中的其他调控系统共同发挥作用，还需要进一步研究。 

目前研究结果显示，PhoPR 双组分系统对 MTB 的毒力及持留性；对 MTB 在宿

主细胞内生存；对 MTB 毒力相关 RD1 区域及 ESAT-6 的分泌；以及对 MTB 的脂

类代谢等方面均有重要的调控作用[1,14]。至于其与耐药的关系如何，目前尚不十分清楚。

本研究结果提示在药物敏感菌株和耐药菌株组中 PhoP 基因和 PhoR 基因的表达具有

差异，MTB PhoPR 双组分系统与新疆地区广泛流行的耐药结核分枝杆菌耐药性可能具

有相关性，提示 PhoP 基因和 PhoR 基因差异表达可能是 MTB 耐药的重要机制之一，

可为新型抗结核药物的研制提供理论依据。  
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结    论  

( Conclusion ) 

 

1、在结核分枝杆菌临床分离药物敏感菌株、INH-MTB、RFP-MTB、SM-MTB、EB-MTB

和MDR中，结核分枝杆菌PhoP和PhoR基因的表达有差异； 

2、在抗结核药物（INH、RFP、SM、EB）选择压力作用下，各组耐药结核分枝杆菌临

床分离株的PhoP基因和PhoR基因的mRNA表达水平比各组结核分枝杆菌在原始状态

下显著升高； 

3、在各组结核分枝杆菌感染小鼠动物模型的肺脏、肝脏和脾脏内，各组耐药结核分枝

杆菌临床分离株的PhoP基因和PhoR基因的mRNA表达水平比各组结核分枝杆菌在原

始状态下显著升高； 

综上所述：结核分枝杆菌PhoPR双组分系统与新疆地区广泛流行的耐药结核分枝杆菌的耐

药性具有相关性。 
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文献综述 

（Review） 

双组分系统与结核杆菌致病性的相关性的研究进展 

 
双组分系统是结核分枝杆菌感应体内外环境变化，适应宿主微环境，从而做出相应

反应并得以生存的重要的调控系统。关于双组分系统与结核杆菌毒力、休眠、持留性、

药物靶标和新型疫苗等致病性因素的是否具有相关性，目前尚无详细报道，本文目的是

讨论双组分信号转导系统的机制，探究双组分系统与结核杆菌致病性的相关性，为进一

开发高效、安全的疫苗以及寻找新的抗结核药物的分子靶位提供了新的依据。 

1 结核病的发病机制 

结核病的病原菌——结核杆菌是典型的胞内致病菌，通过进化获得一系列毒力成

分，又通过多种机制抑制宿主免疫应答，逃逸免疫监视，导致结核病的发生。近年来的

研究发现结核病可能的发病机制主要有以下几种[1]：①MTB 与 Toll 样受体结合，引起抗

炎症效应；②MTB 胞壁成分与树突状细胞表面受体结合，抑制树突状细胞成熟，使其

无法激活初始 T 细胞；③MTB 通过抑制吞噬溶酶体成熟，来避免融解和杀灭；④MTB

通过限制抗原提呈来阻止过度炎症反应；⑤MTB 抑制γ-干扰素信号转导，下调活化巨

噬细胞杀灭 MTB 的活性；⑥抑制巨噬细胞凋亡，避免重新受到免疫攻击；⑦MTB 分泌

复苏促进因子，对 MTB 的潜伏感染和再活化有重要作用等。但结核病的确切的发病机

制尚不清楚，这给结核病的有效防治造成了极大困难。 

2 双组分系统（TCS） 

Ninfa 和 Magasnik 于 1986 年在研究大肠埃希菌氮调节蛋白时，首次发现了双组分

系统，随后研究者发现 TCS 广泛存在于细菌、真菌、致病性酵母、阿米巴原虫及一些

植物中[2]，是生物基本的感应外界环境变化，并做出相应反应的调控系统。目前研究发

现，结核杆菌全基因组共编码 12 个完整的双组分系统，分别为：DosS/DosT-DosR、

PhoP-PhoR、MprA-MprB、PrrA-PrrB、senX3-regX3、TrcR-TrcS 等，TcrX-TcrY 双组分

系统是最近被发现的结核杆菌中的第十二个双组分系统。 

2.1 双组分系统的组成 

    典型的双组分系统由感应输入信号的组氨酸激酶蛋白(Histidine kinase，HK)和用于

调节输出信号的反应调控蛋白(Response regulator，RR)组成。组氨酸激酶蛋白(HK)是结

核杆菌感应各种环境变化必需的，主要负责检测和编码输入信息，含有 2 个功能域，一

个传感器结构域(sensordomain)和一个传递器结构域(transmitterdomain)，两个跨膜结构域

通过一个α-螺旋相连。HK 的传感器结构域能感应环境变化，并将信号传递到细胞质传

递器催化结构域。反应调控蛋白(RR)是双组分信号转导系统中的第二个组分，主要负责

输出信息。RR 含有一个或多个保守的 N 端输入结构域和可变的 C 端输出结构域。除此

之外，还有一个含有 His 残基的磷酸转移蛋白(His-containing phosphotransfer，HPt)在从
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HK 转移磷酸基团到 RR 的过程中具有重要的作用[3]。研究结果表明许多双组分系统含

有额外的调节伴侣蛋白[4]。双组分系统信号的终止大部分是通过反应调控蛋白去磷酸化

完成的，反应调控蛋白含有一个高度保守的激活位点，执行磷酸化功能。有四种不同类

型的辅助磷酸酶被证实：CheZ，CheC/CheX/FliY，Spo0E 和 Rap
[5]。 

2.2 双组分系统反应原理 

    几乎所有细菌都利用磷酸化介导的信号转导机制来应对代谢，以及环境和细胞周期

等变化。在结核杆菌中，蛋白质的磷酸化修饰主要通过 3 种机制影响着蛋白质的功能：

①ATP 或 GTP 依赖的蛋白质磷酸化修饰；②双组分磷酸化修饰；③磷酸化丙酮酸(PEP)。

结核杆菌利用双组分信号转导系统的两种蛋白通过磷酸转移应对多种环境变化、代谢和

细胞周期信号，即通过传感器组氨酸激酶蛋白和反应调控蛋白之间的识别和磷酸转移实

现的。双组分蛋白结构域的联合晶体结构显示，蛋白表面的可变残基负责信号转移时特

异性相互作用[6]。HK 感知胞外刺激自磷酸化后，将一个磷酰基转移到 RR 上，接着 RR

再引发下游通路的特异反应。RR 然后通过构象的改变调节基因的表达和蛋白的功能，

RR 的磷酸化水平控制其活性。 

2.3 双组分系统的功能 

    目前研究发现，结核杆菌中含有 12 套双组分系统来应对各种环境的变化，双组分

系统可以感应宿主微环境的 pH，养分，氧化还原状态，渗透压力和抗生素等，此外，

一些双组分系统也能控制对细胞生长、毒力、生物膜和群体感应等有重要作用的基因簇。

HK 作为感受器，能感知外界环境(如缺少碳、氮和镁离子，渗透压改变或者其他的刺激)

的细微的变化进而调控不同基因的表达，与一些特殊致病菌的致病性有密切的关系。 

3. 双组分系统与结核杆菌致病性的相关性 

3.1 双组分系统与结核杆菌毒力相关 

    结核杆菌双组分系统 senX3-regX3 与结核杆菌的毒力相关。Tanya Parish 等的研究

发现，构建的 senX3-regX3 缺失株巨噬细胞和小鼠中均表现出显著的毒力下降。全基因

微阵列分析证实了在突变株中的差异基因有表达，同时还发现了 senX3-regX3 可以调控

的下游基因有 50 多个，功能大多尚不明确。 

Shaun B. Walters 等[8]研究发现，结核分枝杆菌 PhoPR 双组分系统调节毒力基因和复

合脂质的生物合成必不可少的。反应调节器 PhoP 正性调节毒力相关脂类(SL、DAT 和

PAT)的生物合成。RD1 是结核分枝杆菌毒力必需的基因区域，它出现在结核分枝杆菌复

合群中，但在所有的 BCG 中缺失。PhoP 调节 RD1 区域中的许多基因表达，其中一些

是与介导毒力密切相关的基因，而这些基因在 PhoP 缺失突变株中的表达下调可能是其

毒力减弱的重要原因。 

DosRS(DevRS)可能与 MTB 的毒力表型相关，DASGUPTA 等[9]通过抑制性消减杂

交分析发现，Dos 在 H37Rv 毒力株中表达高于在减毒株 H37Ra。CONVERSE 等[10]的研

究发现，经雾化吸入途径感染的 DosRS 缺失突变株的毒力均有不同程度的减弱，提示

DosRS 能增强 MTB 的致病力，可能是 MTB 的毒力因子之一。 
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3.2 双组分系统与结核杆菌适应外界环境相关 

    结核杆菌 PrrA-PrrB 双组分系统与结核杆菌适应外界环境有关，特别是在早期胞内

增殖阶段发挥重要作用。PrrA 缺失突变株在早期感染时表现为胞内增殖缺陷，将野生型

prrA-prrB 基因克隆入 PrrA 缺失突变株能恢复其缺陷。但 PrrA 突变株缺陷是短暂的，一

周后，这个菌株恢复增殖能力，且能达到和野生型相同的水平[11]。 

PhoP 通过和 DosRS 双组分系统的 DosR 交互作用介导结核杆菌适应巨噬细胞内最

初的缺氧条件，PhoP 基因调节 nuo 基因使结核杆菌呼吸功能从需氧呼吸向微需氧或无

氧呼吸转变[12]，以适应在巨噬细胞中最初的低氧环境。此外，PhoP 控制编码丙氨酸脱

氢酶的 Ald 基因的表达，丙氨酸脱氢酶对结核杆菌能在胞内生存具有重要作用。所有的

BCG 菌株中缺乏丙氨酸脱氢酶，这可能是限制 BCG 在宿主体内持续感染能力的原因之

一[13]
 。 

3.3 双组分系统与结核杆菌休眠相关 

    结核杆菌 DosRS 双组分系统中的 DosR 被认为在 MTB 潜伏中起重要作用，是调控

MTB 潜伏感染的关键因子之一。低氧是 MTB 潜伏感染局部微环境的主要特征之一。研

究显示，DosRS 可在氧化应激与低氧时被激活，是低氧诱导分枝杆菌休眠反应中主要的

调节系统 [14]。低氧等的刺激因素可通过诱导 DosR 使 MTB 呈现一种休眠表型，

SHERMAN 等[15]最初发现，敲除 DosR 编码基序上游的 Rv3134c 基因可导致低氧诱导作

用的消失。他们证实了低浓度 NO 同样可诱导依赖 DosR 的 48 个基因表达，并将这些基

因集合命名为休眠调节单元(dormancy regulon)或称 DosR 调节单元(DosR regulon)，它们

的上调有利于 MTB 在体外培养条件下和小鼠体内长期休眠存活[16]。BOON 等[17]的研究

也发现，敲除 DosR 编码基因后的卡介苗(BCG) 无法适应并存活于低氧环境。尽管休眠

调节单元在 MTB 的潜伏感染中起重要作用，但休眠调节单元的表达并不完全等同于

MTB 的“休眠反应”。 

3.4 双组分系统与结核杆菌持留性相关 

    结核杆菌 PhoPR 双组分系统 PhoP 与结核杆菌持留性相关。Sharma 等[18]等研究发

现，PhoP 基因对异柠檬酸裂解酶（ICL）的表达是负性调节的，ICL 在 PhoP 突变株的

表达高于野生型。ICL 是结核分枝杆菌在巨噬细胞和小鼠体内持留和保持毒力所必需的

酶类。 

MprA-MprB 双组分系统与结核杆菌在宿主内的持留性和应激反应调节高度相关。

在结核杆菌缺乏营养和缺氧时，MprAB 双组分系统被诱导表达。结核杆菌中应激信号

途径与多聚磷酸酯(polyphosphate，poly P)、双组分反应调节器 MprAB、转录起始因子

SigE 及 Rel 相关。MprB 和 MprA 分别编码组氨酸激酶 MprB 和反应调节器 MprA。磷酸

化的 MprA 调节转录起始因子 SigE 的转录，从而依次调节 Rel 的转录。Rel 已经被公认

为是分枝杆菌属在压力环境下进入持留状态的关键因子[19]。 

3.5 双组分系统与结核杆菌药物靶标相关 

    结核杆菌 DosRS 双组分系统的 DosR 是一种潜在的抗结核药物靶标。通过 DNA 微
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阵列分析 MTB 在各种潜伏感染模型下经多种环境刺激的转录结果显示，DosR 是 MTB

进入非复制状态的关键转录调控子，DosR 是一种潜在的抗结核药物靶标[20]。 

3.6 双组分系统与结核杆菌新型疫苗相关 

    有学者[20,21]比较了编码不同休眠调节单元基因编码抗原的 DNA 疫苗免疫小鼠的

免疫原性，结果大多数抗原可诱导出较强的体液免疫或细胞免疫应答。另外，表达 DosR

的重组 BCG 可在体外有氧条件下被大量培养而不进入非复制休眠期，使其具备了成为

潜伏感染期疫苗的价值[22]。 

    构建多种动物模型的研究中发现，构建 PhoP 基因缺失株的活疫苗毒性是减小的，

持留性增加，并且可以阻止结核分枝杆菌的入侵，从而保护宿主[23]。鉴于卡介苗对结核

病的预防作用的局限性，在不同的人群，其免疫保护作用差异较大且效果不稳定（免疫

保护率从 0－80％不等），并且给 AIDS 等免疫功能受损的患者接种卡介苗后还可能导致

严重的播散性结核病[24]，同时接种卡介苗后，还会对结核病患者的实验室诊断产生一定

的影响。结核分枝杆菌 PhoP 缺失突变株有潜力成为替代 BCG 的新型疫苗。Verreck 等[25]

对猕猴的动物实验证实这一点，PhoP 缺失突变株对宿主有显著的保护作用，作为结核

候选疫苗。 

4 展望 

结核杆菌双组分系统的研究，为研究结核病的发病机制以及结核杆菌的致病性、耐药性

提供了新的研究方向。双组分系统有多个“靶点”，如感应外界刺激的位点、激酶自主

磷酸化位点和反应调控蛋白磷酸化位点等，探究双组分信号转导系统的机制，找到双组

分蛋白反应的靶点，为更好地设计双组分系统的抑制物提供了条件[26]，为进一开发高效、

安全的疫苗以及寻找新的抗结核药物的分子靶位提供了新的依据。 
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