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中文摘要 

 

目的 本研究旨在检测北京/W系和非北京/W系结核分枝杆菌HspX、Hsp65在基因、mRNA和

蛋白水平表达有无差异，探讨这两个重要蛋白对于北京/W系家族菌株广泛流行的可能作

用。培养观察北京/W系与非北京/W系菌株在低氧、营养缺乏以及感染巨噬细胞后的生存

能力。 

 

方法 收集结核分枝杆菌临床分离株，选取北京/W 系与非北京/W 系菌株各 60 株。运用

DNA 直接测序法检测北京/W 系和非北京/W 系结核分枝杆菌 HspX、Hsp65 对应编码基因

hspX、groEL2 的 PCR 扩增产物，结果与标准株 H37Rv 进行比较是否存在基因突变。培养

结核分枝杆菌至对数生长期，采用实时荧光定量 PCR 技术检测这两个重要蛋白 HspX、

Hsp65的编码基因mRNA的表达水平。将细菌感染RAW264.7巨噬细胞24 h后,使用Western 

blot 技术检测这两个蛋白在北京/W 系和非北京/W 系结核分枝杆菌中的表达水平。分别

在低氧、营养缺乏以及感染巨噬细胞三个条件下培养结核分枝杆菌，观察北京/W 系与非

北京/W 系菌株的生存能力。统计学分析采用两个独立样本的 t检验。 

 

结果 1.HspX、Hsp65 对应编码基因的 PCR 扩增产物测序均未发现突变。2.处于对数生长

期的结核分枝杆菌 HspX、Hsp65 的编码基因 mRNA 的表达水平在北京/W 系和非北京/W 系

菌株中未见差异（P﹥0.05）。3.在细菌感染 RAW264.7 巨噬细胞 24 h 后，北京/W 系结核

分枝杆菌中两个热休克蛋白 HspX、Hsp65 的表达水平均高于非北京/W 系菌株，差异有统

计学意义（P﹤0.05）。4.在低氧和营养缺乏环境下，北京/W 系与非北京/W 系菌株的生

长差异没有统计学意义（P﹥0.05）。细菌感染细胞后 2d、3d、5d，北京/W 系菌株的菌

量显著多于非北京/W 系（P﹤0.05）。 

 

结论 在结核分枝杆菌与巨噬细胞相互作用的过程中，HspX、Hsp65 在北京/W 系菌株中

的表达水平高于非北京/W 系菌株中的表达水平，推测这两个蛋白表达的改变可能与北京

/W 系菌株的流行有一定的关系。结核分枝杆菌感染巨噬细胞后，北京/W 系菌株较非北

京/W 系菌株具有较强的生存能力。 

 

关键词 结核分枝杆菌，北京/W 系菌株，HspX，Hsp65 
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Abstract 

Objective In order to evaluate the potential roles of HspX and Hsp65 in Beijing/W lineage 

Mycobacterium tuberculosis in Xinjiang, we studied the differential expression of these 

proteins in Beijing/W lineage and non-Beijing/W lineage strains. To observe the different 

growth rates between the Beijing/W lineage and non-Beijing/W lineage M. tuberculosis in the 

conditions of hypoxia, nutrient starvation and in murine macrophages. 

 

Methods The sputum samples were cultured and isolated and the strains were identified. The 

genes encoding HspX and Hsp65 were amplified by PCR from genome of clinical isolates 

including 60 Beijing/W lineage and 60 non-Beijing/W lineage strains, and then were sent to 

sequencing. Using quantitative real-time PCR, we detected the expression levels of HspX and 

Hsp65 mRNA in Beijing/W lineage and non-Beijing/W lineage Mycobacterium tuberculosis 

in the logarithmic growth phase. After 24 hours the RAW264.7 macrophage was infected with 

Mycobacterium tuberculosis, then Western-blot was used for the detection of protein levels of 

the two genes. Observe the different growth rates between the Beijing/W lineage and 

non-Beijing/W lineage M. tuberculosis in the conditions of hypoxia, nutrient starvation and in 

murine macrophages. The statistical analyses were performed using the t test. 

Results 1. The two genes HspX and Hsp65 of clinical isolates in Xinjiang had not mutated. 

2.Compared with non-Beijing/W lineage strains, no significant differences on the expression 

of HspX and Hsp65 mRNA in Beijing/W lineage strains was found (P﹥0.05). 3. The levels 

of HspX and Hsp65 proteins were higher in Beijing/W lineage strains than that in non- 

Beijing/W lineage strains after the interaction between Mycobacterium tuberculosis and 

macrophage after 24 hours (P﹤0.05). 4. It showed the difference between Beijing /W and 

non-Beijing /W lineage strains in viability had no statistical significance (P > 0.05) in the 

conditions of hypoxia, nutrient starvation, but in macrophages the last figure of Beijing /W 

lineage strains was higher than that of non-Beijing /W lineage strains and H37Rv at 2d, 3d 

and 5d.(P < 0.05). 

Conclusion In the course of Mycobacterium tuberculosis confrontation with the host 

macrophages, compared with non-Beijing/W lineage strains, the expressions of HspX、Hsp65 

were relatively higher in Beijing/W lineage strains. The changes of HspX and Hsp65 may be 

associated with the widespread popularity of Beijing/W lineage Mycobacterium tuberculosis. 

 

Keywords Mycobacterium tuberculosis, Beijing/W lineage strains, HspX, Hsp65 
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主要符号和缩略词语表 

 

简称 中文全称 英文全称 

TB tuberculosis 结核病 

MTB Mycobacterium tuberculosis 结核分枝杆菌 

PNB P- NitrobenzoieAeid 对硝基苯甲酸 

TCH 2 - thiophene carboxylic acid hydrazlde 噻吩-2-羧酸肼 

LAM Latin American and editerranean 拉丁美洲和地中海 

WHO World Health Organization 世界卫生组织 

HIV Human immunodificiciency virus 人类免疫缺陷病毒 

EAI East African and Indian 东非印度 

L-J Löwenstein-Jensen 罗氏 

LSPs Large sequence polymorphisms 长序列多态性 

RD region of difference 差异区 

VNTR variable number of tandem repeat 数目可变串联重复序列 

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 

HspX Heat shock protein X 热休克蛋白 X 

Hsp65 Heat shock protein 65 热休克蛋白 65 

DNA Deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸 

dNTP deoxyribonucleoside trephoshate 脱氧腺/胞/鸟/胸苷三磷酸 

cDNA complementary DNA 互补 DNA 

DEPC diethypyrocarbonate 焦磷酸二乙酰 

mRNA Messenger RNA 信使 RNA 

QRT-PCR quantitative real-time polymerase chain reaction 实时定量聚合酶链式反应 

PBS Phosphate buffered Saline 磷酸缓冲盐溶液 

SDS Sodium Dodecyl Sulphate 十二烷基硫酸钠 

TEMED Tetram ethylethylenediamine 四甲基乙二胺 

MHC Major histocompatibility complex 主要组织相容性复合体 

IFN-γ Interferon γ γ干扰素 

IL Interleukin 白细胞介素 

TNF Tumor necrosis factor 肿瘤坏死因子 

BCG Bacillus Calmette-Guerin 卡介苗 
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前  言 

（Introduction） 

 

结核病是一种由结核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis, MTB）引起的慢

性感染性疾病，可侵入人体全身的多种器官，主要侵犯肺部，MTB 的致病性可能

与细菌侵入组织细胞大量繁殖导致的炎症反应、菌体自身成分和代谢产物的毒性

以及宿主对菌体成分产生的免疫效应有关，对人类的健康构成很大的威胁。结核

病又称为痨病，在人类历史上曾经广泛流行并且剥夺了数亿人的生命，被称之为

白色瘟疫。近年来由于耐药结核分支杆菌的增加、MTB 和 HIV 病毒的合并感染

者增多、卡介苗效果的不确定性以及全球性的人口流动等因素导致结核病全球流

行趋势日益加剧，再次成为了严重的公共卫生问题和重大的社会经济问题，与

HIV、疟疾共同被 WHO 列为当前急需解决的三大公共健康难题。据世界卫生组织

最新的调查报告显示, 全球约有 1∕3 即 20 亿人口患有结核病, 每年新增患者

达 800～1000 万, 每年死亡人数近 300 万, 死亡率已经超过了大部分的癌症。

而且更为棘手的是由于广泛耐药菌和多重耐药菌的出现, 使得抗结核药物治疗

效果不理想。因此，发展新的行之有效的治疗及预防措施对全球抗结核医务工作

者是一个巨大的挑战。 

我国的结核病疫情形势严峻，约有三分之一左右的人口感染了结核分枝杆

菌，是全球 22 个结核病流行严重的国家之一，同时也是全球 27 个耐多药结核病

流行严重的国家之一。据2010年世界卫生组织估算中国结核病年发病人数达100

万，占全球年发病总人数（880 万）的 11%，位居全球第二位[1]。2010 年全国第

五次结核病流行病学抽样调查报告显示[2]，我国结核病疫情存在以下几个主要特

点：第一，结核病负担仍较重，我国现有肺结核患者约 500 万，主要集中在 25

岁及以上人群，与过去相比青年患者中活动性肺结核患者数量有所增加。第二，

耐药情况严重，虽然总耐药率有所下降，但是仍高于全球的平均水平。第三，结

核患病率存在地区间差异，农村地区明显高于城镇，西部地区高于东中部地区，

局部地区主要是偏远地区结核病疫情严重。第四，无症状肺结核患者比例显著增

加。《全国结核病防治规划 ( 2011—2015 年) 》中指出，未来数年内可能出现

以耐药菌为主的结核病流行态势，结核菌/艾滋病病毒合并感染患者数量会持续

增加
[3]
。 

结核病的不同分子流行病学研究结果显示，全世界结核病的流行主要是由几

种特殊的结核分枝杆菌家族引起的，并且不同的家族具有不同的流行病学特征、

地区性分布、致病性和耐药性的差异。如北京家族、Haarlm 家族、Latin-American 

and editerranean (LAM)家族、East African、Indian(EAI)家族和 Central Asian(CAS)

家族等菌株群，其中有关北京家族菌株的报道分布相当广泛[4]。 
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北京家族结核分枝杆菌现已正式更名为北京/W 系结核分枝杆菌，是 MTB

的一个独特遗传谱系，具有相同的基因标记，即相同的 IS6110 限制片段长度多

态性（IS6110 RFLP）和间隔寡核苷酸分型（spoligotyping）的特征。1995 年，

Van soolingen 等在中国北京地区首次发现了此类菌株[5]。北京/W 系结核分枝杆

菌广泛分布于全球，主要集中在中国、日本、东南亚和俄罗斯等国家和地区，是

世界第二大流行的结核分枝杆菌，占全球分离菌株的 13%，全世界约有 1/3 的结

核病由该型菌株导致[6]。北京/W 系结核分枝杆菌被认为是一类传播速度更快、

致病性更强、更容易形成耐药的菌株。 

我国是结核病的高负担国家，而新疆又是我国结核病高发省区,活动性肺结

核患病率、涂阳患病率和死亡率分别是464 /10 万、160 /10万和38 /10 万, 分

别为全国平均水平的1.26倍、1.51倍和3.88倍。WHO新疆结核病耐药监测报告

显示：新疆维吾尔自治区的结核分枝杆菌的耐药率依然较高, 结核病控制工作不

容忽视[7]。我国北京/W系MTB分布调查结果显示，该型菌株在我国北方占有绝对

优势，可高达70%～80%，在北京地区甚至可高达90%，在其他地方也有不同程度

的流行。大量研究表明，在结核疫情高发的新疆，北京/W系结核分枝杆菌为主要

流行菌株。綦迎成[8]等报道，新疆地区北京/W系结核分枝杆菌占全部检测菌株的

68.57%（120/175）。李君莲等[9]研究表明：新疆结核分枝杆菌临床分离株存在

明显的VNTR基因多态性,主要流行菌株为VNTR一群即北京基因型。吴长东[10]等研

究结果显示，新疆北京/W系结核分枝杆菌在维吾尔族和汉族病例中所占的比例分

别为39.5%（79/200）和72.4%（21/29），平均水平为55.95%。张娟[11]等研究结

果显示：新疆石河子地区的汉族结核病例中北京/W系结核分枝杆菌所占比例为

85.45%（47/55）。黄艺[12]等研究结果也显示在新疆北疆地区，北京/W系结核分

枝杆菌为当地主要流行菌株，耐药情况较为严重。南北疆不同民族患者体内的北

京/W系菌株分布具有明显差异。因此，把北京/W系结核分枝杆菌的监测作为新

疆防治结核病工作的重点,加强对此型菌株的监测力度，必将对控制结核病疫情

的进一步蔓延产生积极的影响。 

结核分枝杆菌不产生内毒素，也不产生外毒素和侵袭性酶，其致病性可能与

细菌在组织细胞内大量繁殖引发的炎症、菌体自身成分和代谢物质的毒性以及机

体对抗细菌入侵产生的免疫损伤有关。巨噬细胞为结核分枝杆菌的宿主细胞，在

其表面存在许多抗原受体，MTB 通过受体介导的内吞作用进入巨噬细胞形成吞噬

体，吞噬体具有一定的灭菌作用。结核分枝杆菌与巨噬细胞的相互作用是抗结核

免疫反应的关键，结核分枝杆菌通过阻止吞噬溶酶体的融合、减少巨噬细胞的凋

亡以及降低巨噬细胞对免疫应答的敏感性等途径逃避巨噬细胞的免疫监视和攻

击，以求得在细胞内的存活和增殖。结核分枝杆菌菌体蛋白及其分泌的蛋白在宿

主抗结核分枝杆菌的免疫反应中发挥着重要的作用。HspX 是结核分枝杆菌潜伏

感染期机体免疫反应的重要靶抗原，如果没有 HspX，结核分枝杆菌将很难在巨

噬细胞内存活，其对 MTB 的生存力和稳定性有着重要的调节作用。Hsp65 是结核
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分枝杆菌的一种分泌蛋白，该蛋白具有很强的免疫原性，在结核分枝杆菌感染过

程中，Hsp65 是机体对抗其入侵的一种重要的免疫保护性抗原。有蛋白质组学研

究表明，与其他家族结核分枝杆菌相比，HspX 和 Hsp65 均为北京/W 系家族的差

异表达蛋白[13]。本实验旨在研究这两个蛋白在新疆主要流行菌株北京/W 系 MTB

中是否存在特异性表达，并且从 DNA、RNA 和蛋白水平比较观察哪个水平发生了

差异，期望能为新疆地区结核病防治工作开辟新的途径。 

热休克蛋白 HspX 是结核分枝杆菌持续感染的特异性表达蛋白。在结核患者

的血清中发现了抗 HspX 的 B 细胞和 T细胞反应，显示了 HspX 作为 MTB 持续感染

期抗原靶标的重要性，有学者提出发展 HspX 与其他潜伏性抗原联合的新型亚单

位疫苗[14]。该疫苗较传统的 BCG 疫苗和大部分新发展的疫苗具有明显的优势。BCG

疫苗在保护成年人抵抗结核病方面的作用不确定，而大部分新发展的疫苗也都是

基于感染早期表达抗体的预防性疫苗，对感染后期的患者基本无效。所以研究能

够激活感染后期相关抗原 T细胞反应的治疗性疫苗非常必要，此类疫苗可以清除

持留态的结核菌，从而有助于阻止潜伏性结核病的复发[15]。热休克蛋白 Hsp65

是机体对抗 MTB 入侵的重要的免疫保护性抗原，在结核菌感染的小鼠体内，20%

的反应性 T 细胞能够识别 Hsp65[16]，Hsp65 DNA 疫苗免疫小鼠后可以清除其体内

的持留菌，防止其治疗后结核病的复发[17]，因此 Hsp65 是结核病预防和治疗的一

个关键因素，已成为近年来研究的重点和热点之一。结核分枝杆菌北京/W 系菌

株的进化、流行与其分子表达的改变密切相关，内在生物学优势赋予其广泛播散

的能力、更高的毒力和更强的抵抗性，因此发现其差异表达的分子，揭示其持续

感染的机制，有助于寻找适当的药物靶标及治疗性疫苗靶点。 
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材  料 

(Materials) 

 

1.1 标本来源 

    
本研究共采用结核分枝杆菌临床分离株 120 株，其中包括北京/W 系菌株和

非北京/W 系菌株各 60 株，均采集分离于新疆地区结核病患者的痰液。结核分枝

杆菌标准株 H37Rv 由北京结核病胸部肿瘤研究所提供。鼠源性巨噬细胞株

RAW264.7 购于中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。 

  

1.2 主要仪器设备 

 

仪器设备 生产厂商 

生物安全柜(Ⅱ级) Thermo Electron Corporation 

SHH.W21 电热恒温水浴箱 北京光明医疗仪器厂 

GNP-9080 隔水式电热恒温培养箱 上海精宏实验设备有限公司 

JA2003N 电子分析天平 上海精密科学仪器有限公司 

微波炉 日本松下公司 

1000µl、200µl、20µl、10µl 微量加样器 eppendorf公司产品 

无菌培养管 浙江拱东技术服务公司 

eppendorf 管    eppendorf 公司产品 

22SWG 标准接种环 北京玻璃仪器厂 

电控高温接种灭菌器 天津开发区合普工贸有限公司 

ZHWY-1102C 双层小容量恒温摇床 上海百典设备有限公司 

XW-80A涡旋振荡器  上海精科实验有限公司 

无Rnase酶枪头及离心管 上海生物工程有限责任公司 

Light Cycler480 实时荧光定量 PCR 仪 美国 Cepheid 公司 

T-GRADIENT  PCR 仪 美国 Bio-Rad 生物工程公司 

Gel Doc 2000 凝胶成像系统   美国 Bio-RAD 公司产品 

高速冷冻离心机 labofuge 4008 德国 Heraeu 公司 

TGL-16L 型离心机 上海安亭科学仪器厂 

YXQ-SG46 高压蒸汽灭菌器  上海佳胜实验设备有限公司 

DYY-6B 型电泳仪  北京六一仪器厂 

磨菌管 北京玻璃仪器厂 

细菌浊度仪 上海昕瑞仪器仪表有限公司 
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SW-CJ-1F 超净工作台 苏州安泰空气技术有限公司 

二氧化碳细胞培养箱 美国 New BrunswickGalaxy 170s 

倒置生物显微镜 上海光学仪器厂 

细胞超声破碎仪 上海苑胜仪器设备有限公司 

水平摇床 北京六一仪器厂 

电泳仪 Biometra 

转膜仪 Biometra 

核酸蛋白检测仪 美国 Thermo 公司 

Millipiore 纯水装置  美国 Millipiore 公司 

-80℃超低温冰箱 日本 SYNYO 公司 

  

1.3 主要实验试剂 

 

实验试剂 生产厂商 

无水乙醇及75％乙醇 西安化学试剂厂产品 

磷酸二氢钾 安徽合肥工业大学化学试剂厂产品 

谷氨酸钠 上海蓝季科技发展有限公司 

硫酸镁 上海普侨科技实业公司 

枸缘酸镁 上海试剂一厂产品 

丙三醇 天津市天新精细华工开发中心产品 

孔雀绿 天津市化学试剂研究所 

吐温-80 天津市福晨化学试剂厂产品 

7H9 液体培养基 美国 BD 公司 

OADC 美国 Difco 公司 

细菌 RNA 提取试剂盒 美国 Omega 公司 

逆转录试剂盒 宝生物工程(大连)有限公司 

荧光定量 PCR 试剂盒 TAKARA 

DNA Marker   北京天根生物工程公司 

6×Buffer 北京天根生物工程公司 

dNTP (10mM) 北京天根生物工程公司 

Taq DNA polymerase 北京天根生物工程公司 

核酸染料 大连宝生物工程公司产品 

琼脂糖 西班牙生物工程公司产品 

引物 上海生物工程有限责任公司 

5×TBE 上海生物工程有限责任公司 

细胞培养基RPMI 1640 Hyclone 

胎牛血清 四季青 

RIPA裂解液及PMSF 北京索莱宝科技有限公司 
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蛋白上样缓冲液 北京索莱宝科技有限公司 

蛋白Marker 美国 Thermo 公司 

SDS 北京索莱宝科技有限公司 

丙烯酰胺 美国 Amresco 公司 

甲叉双丙烯酰胺 美国 Amresco 公司 

过硫酸铵（AP） 北京索莱宝科技有限公司 

Tris 北京索莱宝科技有限公司 

TEMED 北京索莱宝科技有限公司 

甘氨酸 北京索莱宝科技有限公司 

甲醇 天津富宇精细化工有限公司 

PVDF膜 美国 Millipiore 

吐温-20 北京素莱宝科技有限公司 

β-action单克隆抗体 北京中衫金桥生物技术有限公司 

辣根过氧化物酶（HRP）标记山羊抗鼠IgG 北京中衫金桥生物技术有限公司 

ECL发光试剂盒 美国 Thermo 公司 

显影粉 天津世纪奥博商贸有限公司 

定影粉 天津世纪奥博商贸有限公司 

结核分枝杆菌16kD单克隆抗体 美国 Abcam 公司 

结核分枝杆菌HSP65单克隆抗体 美国 Abcam 公司 

 

1.4 常用试剂的配制方法 

 

（1）4%NaOH：将 20g NaOH 溶于 500 mL 无菌蒸馏水中，4℃保存备用。 

（2）2％孔雀绿水溶液：将 2g 孔雀绿溶于 100 mL 无菌蒸馏水中，加热溶解后

121℃，30 min 高压，4℃保存备用。 

（3）7H9 液体培养基：将 7H9 粉末 0.47g，Tween-80 50μL，丙三醇 200μL， 

蒸馏水 90 mL，充分搅拌混匀后高压灭菌，待冷却后加入 10 mL OADC 混 

匀分装，4℃保存备用。 

（4）0.5×TBE 电泳缓冲液：5×TBE 50mL，加入 450mL 蒸馏水稀释 10 倍，备

用。 

（5）1.5%琼脂糖凝胶：称取 1.2g 琼脂糖粉，加入 80mL 0.5×TBE 中，加热溶

解后加入 8μL 核酸染料，充分混合后倒入凝胶槽，待冷却成形后取出放

入 0.5×TBE 电泳缓冲液中备用。 

（6）酸性罗氏培养基的制备： 
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表 1 酸性罗氏培养基的成分 

成分 用量 

KH2PO4 5.6 g 

谷氨酸钠（纯度 95%) 2.88g 

MgSO4.7H2O 0.096 g 

枸橼酸镁 0.24 g 

甘油 4.8 mL 

蒸馏水 120mL 

新鲜鸡卵液 440mL 

2％孔雀绿水溶液 8 mL 

 

制备方法：① 基础液的制备：量取蒸馏水 120mL，加入已经称量好的各盐类成 

分，放入微波炉中加热溶解约 2 分钟，自然冷却。 

② 新鲜鸡卵液的制备：取 10～12 个新鲜鸡蛋，洗净表面污物，在

70%乙醇中浸泡消毒 30 分钟后取出擦净，再经 4～8 层无菌纱布

过滤收集鸡卵液，充分搅拌混匀。 

③ 将基础液与新鲜鸡卵液混合，再加入 2 %孔雀绿水溶液 8mL，混

匀，静置 1小时。 

④ 分装培养基于标准螺旋盖无菌培养管中，每管约 7mL，将培养管

斜置于恒温水浴箱内搁架上，使斜面占培养管的 2/3，采用蒸汽

加温法 85 ℃凝固灭菌 50 min，间歇 2次，中间间隔 1小时。制

成的培养基表面光滑，颜色鲜艳，有一定的韧性和酸碱缓冲能力。 

⑤ 待培养基冷却后放于 37℃电热恒温培养箱中无菌培养 24 小时。4 

℃保存，一个月内使用。 

（7）引物：按照引物合成说明将粉末状引物溶于适量蒸馏水中配制成引物母液，

再按照 1:10 的比例将引物母液稀释成工作液，-20℃保存备用。 

（8）细胞完全培养基：RPMI 1640 176mL，胎牛血清 24mL，充分混合配制成含

有 12%胎牛血清的完全培养基，每瓶 200mL，4℃保存备用。 

（9）10%SDS 溶液：取 10g SDS 加入到 70mL 蒸馏水中，加热到 60℃溶解，然后

定容至 100mL，室温保存备用。 

（10）30%丙烯酰胺/甲叉双丙烯酰胺溶液（Acr/Bic）：取 29g 丙烯酰胺，1g 甲

叉双丙烯酰胺，加蒸馏水定容至 100mL，充分溶解，4℃避光保存备用。 

（11）10% 过硫酸铵（AP）溶液：取 0.1g AP 加入到 1mL 蒸馏水中，充分溶解，

4℃避光保存，1 周内使用。 
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（12）1.5mol/l Tris·Hcl（PH 8.8）：取 45.43g Tris 加入到 200mL 蒸馏水中，

待充分溶解后用浓 HCL 调节 PH 值至 8.8，最后用蒸馏水定容至 250mL，高

压灭菌后室温保存备用。 

（13）1.0mol/l Tris·Hcl（PH 6.8）：取 30.29g Tris 加入到 200mL 蒸馏水中，

待充分溶解后用浓 HCL 调节 PH 值至 6.8，最后用蒸馏水定容至 250mL，高

压灭菌后室温保存备用。 

（14）10×电泳缓冲液：取30.3gTris、187.7g甘氨酸，加蒸馏水定容至1000mL，

充分溶解，室温保存备用。 

（15）1×电泳缓冲液：取100mL 10×电泳缓冲液、10mL 10%SDS，用蒸馏水定容

至1000mL，室温保存备用。 

（16）10×电转液：取 58gTris、29g 甘氨酸、3.7gSDS，用蒸馏水定容至 800mL，

充分溶解，室温保存备用。 

（17）1×电转液：取 10 mL 10×电转液、20 mL 甲醇，用蒸馏水定容至 100mL，

室温保存备用。 

（18）10×TBS：取 100mL 1mol/l Tris·Hcl（PH7.5）、87.66g NaCl，用蒸馏

水定容至 500mL，待充分混合后用浓 HCL 调节 PH 值至 7.4，再用蒸馏水定

容至 1000mL，4℃保存备用。 

（19）1×TBST：取 50mL 10×TBS、1mL Tween20，用蒸馏水定容至 500mL，4℃

保存备用。 

（20）封闭液：将5g脱脂奶粉溶于100mL TBST中，4℃保存备用。 
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方  法 

(Methods) 

 

2.1 结核分枝杆菌的分离培养与鉴定 

 

采集合格的结核病患者的痰液，按照《结核病诊断细菌学检验规程》说明对

痰液进行碱处理。痰液中加入 4%NaOH 2～4 倍的量，室温下放置 30 分钟，期间

振荡 2-3 次使其液化。吸取经过碱处理的痰标本 0.1mL 接种于酸性罗氏培养基斜

面上，每个标本同时接种两管，置于 37℃恒温培养箱中培养。每周观察一次菌

落生长情况，若第八周仍无菌落生长则可确定为阴性结果。 

生长结果为阳性的菌落，于第 2～3 周接种于鉴别培养基 PNB（对硝基苯甲

酸）和 TCH（噻吩-2-羧酸肼）上，进行分支杆菌的初步鉴定，PNB 培养基上生长

阴性同时 TCH 培养基上生长阳性的为结核分枝杆菌[18]。对结核分枝杆菌进一步用

PCR 方法进行复合群鉴定。16SrRNA 可鉴别分支杆菌和非分支杆菌，MTP40 是分

支杆菌种的特异蛋白基因可鉴别人型结核分枝杆菌。既可扩增出 16SrRNA 又能够

扩增出 MTP40 的菌株为人型结核分枝杆菌[19]。北京/W 系结核分枝杆菌的鉴定采

用 RD105 缺失基因检测法进行确认[20]。 

 

2.2 结核分枝杆菌目的基因克隆与测序 

 

2.2.1 结核分枝杆菌 DNA 的制备 

 

将分离培养后的结核分枝杆菌用无菌接种环接种于新鲜酸性罗氏培养基上，

置于 37℃电热恒温培养箱中培养 3～4 周。用标准接种环刮取 2～3 环菌落于装

有 500μL 双蒸水的 EP 管中，85℃灭活 30min，8000r/min 离心 5min，弃去上清，

加入 500μL TE 充分混合，85℃热浴 30min，12000r/min 离心 5min，取上清液

于-20℃保存备用。 

 

2.2.2 基因扩增及测序 

 

（1）通过 GeneBank 查找目的蛋白 HspX、Hsp65 对应的编码基因 hspX、groEL2

的基因序列，应用 primer 5.0 软件设计特异性引物（见表 2）。 
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表 2 基因测序的引物序列 

Table 2 Primer sequences for gene sequencing 

 

基因 

Gene 
序列 

Sequence（5'-3'） 
产物长度 

Product size 

hspX 
F: 5'- CGCGGATCCATGGCCACCACCCTTC -3' 

453bp 
R: 5'- CCCAAGCTTTCAGTTGGTGGACCGG-3' 

groEL2 
F: 5'-ATGGCCAAGACAATTGCGTA -3' 

1623bp 
R: 5'-TCAGAAATCCATGCCACCC -3' 

 

（2）两者的 PCR 反应体系为：ddH2O 16 μl，Buffer 2.5 μl， dNTP 2 μl，

上下游引物各 0.5 μl，Taq DNA 聚合酶 0.5 μl，DNA 模板 3 μl，共 25 μl。 

（3）HspX 基因 PCR 扩增条件为：预变性 94℃ 5min，变性 94℃ 45s，退火 62℃ 

45s，延伸 72℃ 50s，共 35 个循环，最后延伸 72℃ 10 min。 

Hsp65 基因 PCR 扩增条件为：预变性 94℃ 5min，变性 94℃ 45s，退火 53℃ 

45s，延伸 72℃ 90s，共 35 个循环，最后延伸 72℃ 10 min。 

将 PCR 扩增产物加入 1% 琼脂糖凝胶上样孔内电泳，电泳后的凝胶于

紫外线下成像，产物验证正确后送公司测序，检测目的基因有无突变。引

物合成与基因测序均由上海生工生物技术有限公司完成。 

 

2.3 结核分枝杆菌目的基因 mRNA 表达水平的检测 

 

2.3.1 结核分枝杆菌总 RNA 的提取 

 

（1）取 7H9 液体培养基中处于对数生长期的菌液 1～3mL，4000～5000 转/min，

4℃离心 5～10min。 

（2）去上清，加入 1 mL 无 Rnase 酶污染的 PBS 充分混匀，4000～5000 转/min， 

4℃离心 5～10min。重复 2次，去掉上清。 

（3）加入 200 μL 溶菌酶重悬浮菌液，最大速度涡旋 30 S。 

（4）37℃摇床孵育 10min 或每 2min 涡旋 20 S。 

（5）于标本中加入 350 μL Buffer BRK/β-ME 和 25～40mg Glass Powder，涡

旋 5min。15000 转/min，4℃离心 5min（注意：确保使用之前 β-ME 加入

到 Buffer BRK 中）。 
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（6）吸取 400μL 上清液到新的 1.5mL 反应管中，再加入 400μL 70％酒精，

充分混匀。 

（7）把 HiBind RNA 分离柱放入 2mL 收集管中，将全部样品转移到分离柱中。

10000 转/min，4℃离心 30～60S。弃去液体，重复利用收集管。 

（8）将分离柱重新放入收集管中，加入 300μL RNA Wash BufferⅠ。10000 转

/min，室温条件下离心 30～60S，弃去液体。 

（9）将分离柱放入新的收集管中，加入 500μL RNA Wash BufferⅠ。10000 转

/min，室温条件下离心 30～60S，弃去液体。 

（10）重复利用收集管，加入 500μL 用酒精（96%~100%）稀释的 RNA Wash Buffer

Ⅱ。10000 转/min，室温条件下离心 30～60S，弃去液体。 

（11）重复上一步，然后 10000 转/min，室温下离心分离柱 2分钟，充分干燥分

离柱。 

（12）洗脱 RNA，将分离柱转移到 1.5mL 反应管中，加入 30～50μL 经 DEPC 处

理的水洗脱 RNA，确保水直接加到膜上。室温条件下，10000 转/min 离心

1min。 

（13）用核酸蛋白仪检测总 mRNA 浓度和纯度，调整配平每个样本 mRNA 的量。 

（14）取 2μL 总 RNA 用 1％变性琼脂糖凝胶检测其完整性，140V 电泳 20min，

凝胶成像仪下观察结果（注意：RNA 的相关操作过程均在冰浴中进行，所

用器材之前都需用 DEPC 水处理或选用无 RNA 酶的产品）。 

 

2.3.2 RNA 逆转录 

 

在无 RNA 酶的反应管中加入 2μL oligo(dT)、2μLdNTP、1μL 总 RNA、

RNase-free ddH2O 定容至 14.5μL， 70℃加热 5min 后迅速在冰上冷却 2min。

然后再加入 4μL 5×Buffer、0.5μL Rnasin 和 1μL MMLV，充分混匀。42℃温

浴 50min，95℃加热 5min 终止反应， -80℃保存备用。 

 

2.3.3 实时荧光定量 PCR 

 

（1）通过 GeneBank 查找结核分枝杆菌目的基因 hspX、groEL2 及内参基因 Siga

的基因序列。运用引物设计软件 Primer 5.0 设计扩增产物长度在 100～

300bp 之间的特异性引物（见表 3），由上海生物工程有限公司合成。 

（2）按照荧光定量试剂盒的操作说明构建实时定量 PCR 反应体系：ddH2O                  

7μL，上游引物 0.5μL，下游引物 0.5μL，cDNA 2μL，SYBR Green Ⅰmix     

10μL，总体系 20μL。 

（3）按照上述体系将样品加入到实时定量 PCR 八连管中，每个样品重复检测 3

次，充分混合后离心 30s 使样品全部聚集到管的底部，然后把八连管放入
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Light Cycler480实时荧光定量PCR仪中，设置反应条件：94℃预变性1min；

变性 94℃ 15s，退火 60℃ 25s，延伸 72℃ 25s，共 40 个循环。 

（4）取每个样本的平均 Ct 值代入公式 2-ΔCt，其中ΔCt 为目的基因与内参基因 

表达量的差值，计算出各样本的相对表达量。 

 

表 3 实时荧光定量 PCR 引物序列 

Table 3  Primer sequences for qRT-PCR 

 

基因 

Gene 

序列 

Sequence（5'-3'） 

产物长度 

Product size 

hspX 
上游 5'-CGACAAGGACGTCGACATTA-3' 

173bp 
下游 5'-CCTTGTCGTAGGTGGCCTTA-3' 

groEL2 
上游 5'- GTAGTGGCTTACCCGTTCCTG -3' 

195bp 
下游 5'- TGGGCACCGAGTTGGAGT -3' 

Siga 
上游 5’- TCGAGGTGATCAACAAGCTG -3’ 

254 bp 
下游 5’- CTGCAGCAAAGTGAAGGACA -3’ 

 

2.4 总蛋白的制备 

 

2.4.1 RAW264.7 巨噬细胞的培养 

 

细胞在全培养基中于 37℃，5%二氧化碳培养箱内培养，通过计数板计数，

待细胞数达到 3×107个后，1000 转/min，离心 5min～10min 收集细胞，重悬细

胞后将细胞置于 6孔板中培养。培养 48h 后，用 PBS 缓冲液洗涤细胞两次，洗去

未贴壁的细胞，加入新鲜细胞全培养基准备感染。 

 

2.4.2 细菌感染巨噬细胞 

 

细菌感染细胞时按照细菌∶细胞=10∶1 的比例，把处于对数生长期的菌液

加入到六孔板中，置于 37℃，5%CO2 培养箱内培养 24h。 

 

2.4.3 总蛋白的提取 

 

（1）被感染的巨噬细胞以 2000r/min，4℃离心 10min，去上清收集细胞沉淀。 

（2）用 PBS 重悬细胞，吹打洗涤 3次。 

（3）按照细胞裂解液∶PMSF=100∶1 的比例配制混合液，然后把配制好的混合
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液按照六孔板每孔细胞量加入 150～250μl 裂解液的比例加入到细胞中，

充分混匀，静置 30min。 

（4）设置超声破碎仪振幅 70%，超声 1S，停止 1S，超声破碎细胞 1min。 

（5）14000r/min，4℃离心 25min，吸取上清到新的 EP 管中。 

（6）用核酸蛋白检测仪检测总蛋白浓度，-80℃保存备用。 

 

2.5 Western-blot 检测目的蛋白的表达水平 

 

2.5.1 蛋白样品的处理 

 

从-80℃冰箱中取出蛋白样品，4℃解冻，按照所测蛋白浓度计算出从每个样

品中取出等量蛋白的体积，以最低浓度为标准用高效 RIPA 裂解液将各蛋白样品

配平致一致浓度，再按照蛋白样品∶4×上样缓冲液=3∶1 的比例将两者充分混

匀。最后将混合液置于 100℃沸水中煮 5min，使蛋白变性。分装蛋白-80℃保存

备用。 

 

2.5.2 凝胶的制备 

 

（1）正确组装灌胶装置，倒入蒸馏水检漏，确保无误后把水倒净，用滤纸吸干。 

（2）配制 12%的分离胶 10mL（见表 4）。 

 

表 4  12%分离胶的配方 

 

成分 所需体积（mL） 

蒸馏水 3.2 

30% Acr/Bic 4 

1.5mol/l Tris·Hcl（PH 8.8） 2.6 

10% SDS 0.1 

10% AP 0.1 

TEMED 0.004 

 

（3）将分离胶（每侧 4.5mL）加入到两块玻璃板的间隙，避免产生气泡，然后

在分离胶上慢慢的加入蒸馏水覆盖，室温下静置凝固（约 30～60min）。

待分离胶完全凝固后，倒掉覆盖的水，用滤纸吸净残余的水分。 

（4）配制 5%的浓缩胶 4mL（见表 5）。 
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表 5  5%浓缩胶的配方 

 

成分 所需体积（mL） 

蒸馏水 2.7 

30% Acr/Bic 0.67 

1.0mol/l Tris·Hcl（PH 6.8） 0.5 

10% SDS 0.04 

10% AP 0.04 

TEMED 0.004 

 

（5）将浓缩胶（每侧 1.5mL）迅速加入到已凝固的分离胶上，插入 Teflon 梳子，

确保孔底无气泡，室温下静置凝固（约 30～60min）。 

 

2.5.3 蛋白的上样与电泳 

 

（1）取下玻璃板安装至电泳架上（注意：小玻璃板朝向内，大玻璃板朝向外，

向下压紧），再放入电泳槽中，往电泳架内倒满新鲜配制的 1×电泳缓冲

液，往电泳槽内倒入一半回收的或新鲜的电泳缓冲液。 

（2）拔掉齿梳，往上样孔内加入蛋白样品与 MARK。（10 孔梳，蛋白上样量为

10～15μl，不少于 50μg，MARK 为 5μl） 

（3）跑电泳：浓缩胶电压为 80V，待样品跑至分离胶后（约 25min），换电压为

110V，待指示剂跑到胶的底部（约 80min）即可停止电泳。（注：冰浴） 

 

2.5.4 转膜 

 

（1）准备滤纸和 PVDF 膜，用尺子测量好后剪成所需大小，并剪去一角做标记。 

（2）把 PVDF 膜放于盛有甲醇的圆形皿中活化 3～5min，然后把准备好的滤纸、

PVDF 膜以及切好的胶浸泡于电转液中 5～10min。 

（3） 擦净转膜仪，倒入适量的电转液，按照从下到上的顺序依次叠放滤纸、PVDF

膜、胶、滤纸，注意每放置一层都要用玻璃管把气泡赶尽，此外防止上下

两层滤纸接触短路。 

（4）安装好转膜仪，接通电源，23V，15min/60min（时间根据分子量来设定）。 

 

2.5.5 免疫反应 

 

（1）封闭：将转好的 PVDF 膜放于 5%的脱脂牛奶中封闭 2～3h。 
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（2）内参/一抗结合：将膜放于一抗封闭液中孵育，4℃过夜。 

（3）洗膜：将膜放于 TBST 中摇洗 5次，每次 5～10min。 

（4）二抗结合：将膜放于二抗封闭液中，室温下在摇床上孵育 1h。 

（5）洗膜：将膜放于 TBST 中摇洗 5次，每次 5～10min。 

 

2.5.6 显色与曝光 

 

（1） ECL 显色：进入暗室内先铺好保鲜膜和玻璃板，配好发光试剂（A:B=1:1），

关灯环境下按照所需大小剪好胶片并做好标记（放抽屉袋子里防止曝光）。

打开红灯，取出膜用滤纸吸干多余液体，平铺在玻璃板上，把配好的发光

试剂充分涂于膜上，用保鲜膜包好，反应 1min 后关灯观察发光情况。 

（2）曝光：取出胶片放于发光的膜上（一次放好切勿移位），放于暗盒中根据

情况曝光。曝光完成后将胶片迅速浸入显影液中显影，待在红光下可见明

显条带时，胶片过水，放于定影液中定影。最后，用自来水冲净定影液，

室温下晾干。 

 

2.6 MTB 在不同培养条件下生存能力的检测 

 

选取罗氏培养基上生长旺盛的 MTB 标准株 H37Rv 和临床分离株北京/W 系及

非北京/W 系菌株，接种到 7H9 液体培养基中（7H9 粉末 0.47g，Tween-80 50μL，

丙三醇 200μL，蒸馏水 90ml，121℃高压 20min，待冷却后加入 10mlOADC 增菌

液），于 37℃恒温摇床培养 7~10 天。将处于对数生长期的菌悬液调整至相同浊

度，取等量菌液接种于以下两种等量的不同培养基中，致终浓度为 106CFU/ml。

（1）低氧培养：将上述培养条件的透气硅胶塞换成不透气的橡胶塞，并以封口

膜封口进行低氧培养。（2）营养饥饿培养：将菌液于 10000r/min 离心 5min，

弃去上清用 PBS 洗涤 3次，重悬浮于 PBS 中培养。在培养的不同时间点（2d，4d，

7d，10d）取等量菌液进行一系列 10 倍稀释后接种到罗氏培养基上，37℃培养 4

周观察有无生长并进行菌落计数。 

 

2.7 MTB 感染巨噬细胞后生存能力的检测 

 

将细胞于 RPMI 1640 培养基中（含有 10%的胎牛血清），37℃、5% CO2 培养 

箱内培养，调整细胞终浓度为 1×106 个/ml。按照细菌∶细胞=107∶106 的比例，

取处于对数生长期的 MTB 感染巨噬细胞 RAW264.7，于 37℃、5%CO2 培养箱内培
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养。4h 后用温热的 RPMI 1640 培养液洗涤 6 孔细胞培养板 2 次，以去除未被巨

噬细胞吞噬的细菌，此时作为细菌感染的零时。每孔加入 2ml 的培养液继续培养

细胞，分别在不同时间点（0.5d，1d，1.5d，2d，3d，5d）去除培养孔内的细胞

培养液，每孔加入 250μl 高效 RIPA 裂解液（细胞裂解液∶PMSF=100∶1）充分

混匀裂解 30min。取等量菌液进行一系列 10 倍稀释后接种到罗氏培养基上，37℃

培养 4周观察有无生长并进行菌落计数。 

 

2.8 统计学分析 

 

结果运用 SPSS17.0 软件进行统计学分析，目的基因 mRNA 和蛋白表达水平在

北京/W系和非北京/W系结核分枝杆菌中的比较采用两个独立样本的t检验， P < 

0.05 为差异有统计学意义。 
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结  果 

(Results) 

 

3.1 结核分枝杆菌目的基因测序分析 

 

结核分枝杆菌临床分离株北京/W 系与非北京/W 系菌株及标准株 H37Rv 的两

个目的蛋白 HspX、Hsp65 对应编码基因 hspX、groEL2 的 PCR 扩增产物进行测序，

用 DNAMAN 进行序列比对，结果与标准株同源性为 100%，未检测到基因突变。 

 

3.2 结核分枝杆菌目的基因 mRNA 的表达水平 

 

3.2.1 总 RNA 质量鉴定 

 

结核分枝杆菌总 RNA 电泳图可见三条较为清晰的条带，分别为 23s rRNA、

16s rRNA 和 5s rRNA（如图 1）。 

 

 

图 1. 结核分枝杆菌总 RNA 电泳图 

 Fig1. Electrophoretogram of total RNA in M. tuberculosise 

 

3.2.2 荧光定量 PCR 扩增曲线 

 

荧光定量 PCR 检测样本的循环数阈值（CT）与荧光信号阈值（Rn）的扩增图

形呈现典型的 S形曲线（如图 2）。 
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图 2. 实时荧光定量 PCR 扩增曲线 
Fig2. Amplification curve of qRT-PCR 

 

3.2.3 目的基因 mRNA 水平的相对表达 

 

实时荧光定量 PCR 的结果采用相对定量法 2-ΔΔCt值比较结核分枝杆菌临床分

离株北京/W 系与非北京/W 系菌株不同基因 mRNA 的表达量（见表 6）。校正结果

以非北京/W 系菌株 mRNA 的表达量为 1，北京/W 系菌株与之比较（见图 3）。结

果显示北京/W 系菌株 HspX、Hsp65 对应的编码基因 HspX、groEL2 mRNA 的表达

水平与非北京/W 系菌株相比，差异没有统计学意义（P﹥0.05）。 

 

 

表 6 结核分枝杆菌 mRNA 的表达量 

Table 6 The mRNA expression level in MTB 

 

菌株 
表达量（ X S ） 

hspX groEL2 

北京/W 系 0.67±0.18 1.10±0.35 

非北京/W系 0.59±0.20 1.01±0.37 

北京/W 系与非北京/W 系菌

株比较 

t= 1.60 

(P﹥0.05) 

t= 1.01 

(P﹥0.05) 
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图 3 北京/W 系和非北京/W 系 MTB mRNA 的相对表达水平 

Fig3. The mRNA relative expression level in Beijing/W lineage and non-Beijing/W lineage 

of MTB 

 

 

3.3 结核分枝杆菌目的蛋白的表达水平 

 

细菌感染 RAW264.7 巨噬细胞 24h 后，应用 Western-blot 技术检测结核分枝

杆菌临床分离株北京/W 系与非北京/W 系菌株目的蛋白 HspX、Hsp65 的表达水平。

结果用 Quantity One 软件分析条带灰度值，以目的条带的灰度值和对应样本β

-actin 的灰度值的比值代表蛋白的相对表达量（见图 4-6，表 7）。 

结果显示细菌感染细胞 24h 后，北京/W 系菌株 HspX、Hsp65 的表达水平高

于非北京/W 系菌株，差异均有统计学意义（P＜0.05）。 

 

 

 

注：1：北京/W 系 MTB；2：非北京/W 系 MTB 

图 4  HspX 蛋白表达的 Western blot 分析 

Fig4. HspX protein expression by Western blot analysis  
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注：1：北京/W 系 MTB；2：非北京/W 系 MTB 

图 5  Hsp65 蛋白表达的 Western blot 分析 

Fig5. Hsp65 protein expression by Western blot analysis  

 

 

表 7 结核分枝杆菌蛋白的表达量 

Table7 The protein expression level in MTB 

 

菌株 
表达量（ X S ） 

hspX Hsp65 

北京/W 系 2.26±0.23 1.27±0.05 

非北京/W系 1.33±0.16 0.92±0.15 

北京/W 系与非北京/W 系菌

株比较 

t= 32.09 

(P﹤0.05) 

t= 11.23 

(P﹤0.05) 
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注：*表示北京/W 系与非北京/W 系结核分枝杆菌比较差异显著（P﹤0.05） 

图 6 北京/W 系和非北京/W 系 MTB 蛋白表达水平的比较 

Fig6. Comparison of expression level of the protein in Beijing/W lineage and non-Beijing/W 

lineage of MTB 
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3.4 MTB 在不同培养条件下的生长情况 

 

两种不同的培养条件下，观察比较在不同时间点（2d，4d，7d，10d）北京

/W 系与非北京/W 系的活菌数（见表 8）。结果显示，北京/W 系与非北京/W 系菌

株的生长差异没有统计学意义（P﹥0.05）。 

 

表 8 不同培养条件不同培养时间结核分枝杆菌的活菌数 

Table8 The numbers of living bacterium at different incubation time in varies culture condition 

 

培养 

天数 

活菌数对数值（Log10CFU/ml） 

低氧培养 营养缺乏 

北京 

/W 系 
非北京/W 系 

北京 

/W 系 
非北京/W 系 

2d 6.89±0.35 6.89±0.18 5.43±0.07 5.39±0.07 

4d 7.03±0.59 7.05±0.27 5.38±0.05 5.26±0.16 

7d 6.98±0.27 6.81±0.39 5.07±0.10 5.07±0.10 

10d 6.84±0.52 6.64±0.64 5.03±0.06 4.84±0.08 

 

3.5 MTB 感染巨噬细胞后的生存能力 

 

观察比较北京/W 系与非北京/W 系菌株感染巨噬细胞后的生存能力

（Log10CFU/孔，见图 7）。结果显示，随着时间的延长，在细菌感染细胞后 2d、

3d、5d，北京/W 系菌株的菌量显著多于非北京/W 系菌株（P＜0.05）。 
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图 7 结核分枝杆菌在感染巨噬细胞后的生存能力（Log10CFU/孔） 

Fig7. Viability of MTB in the macrophages 
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讨  论 

(Discussions) 

 

4.1 结核病流行现状 

 

结核病是一种由结核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis, MTB）引起

的古老的慢性感染性疾病，可侵犯全身多个器官系统，对人类的健康构成很大的

威胁。近年来，由于耐药结核菌的增加、MTB 和 HIV 病毒的合并感染者增多、卡

介苗效果的不确定性以及全球性的人口流动等因素导致结核病的流行呈抬头趋

势，再次成为了严重的公共卫生问题和重大的社会经济问题。结核病是仅次于艾

滋病的全球第二大传染性疾病，全球约有 1/3 的人口曾感染过结核菌，平均每年

新增患者约有 800 万，并且年死亡人数近 300 万，死亡率之高不容忽视。更为棘

手的问题是结核菌日趋严重的耐药性，自从抗结核药物开始使用，有关结核菌耐

药的报道便陆续出现，直到上世纪 90 年代结核病的死灰复燃，耐药现象才开始

引起人们越来越多的关注。如今，耐药结核病已成为全球结核病防控工作的重大

挑战。 

中国是全球 22 个结核病高负担国家之一[21]，据世界卫生组织调查报告显

示，2010 年中国结核病发病人数达 100 万，占全球年发病人数（880 万）的 11%，

位居世界第二位[1]。此外，中国还是全球 27 个耐多药结核病重点流行国家之一。

2001～2008 年全国结核病耐药基线调查结果显示，结核菌耐多药率为 8.32%，其

中初治患者耐多药率达 5.71%，均高于全球平均水平（5.3%和 2.9%）[22]。全国第

五次结核病流行病学抽样调查结果显示，我国结核病疫情存在显著的地域性差

异，西部地区的患病率和耐药率均高于中部和东部地区，其中新疆地区又居全国

之首。所以，结核病的预防和控制迫在眉睫。 

 

4.2 新疆结核病疫情状况 

 

新疆地区结核病疫情状况严重，肺结核年发病患者近 5万人次，始终居于甲

乙类传染病的前列。新疆地区活动性肺结核患病率、痰涂阳肺结核患病率及菌阳

性肺结核患病率分别是全国平均水平的 3.3 倍、3倍和 3.6 倍。由此推测，目前

新疆地区的结核病现患病人数高达约 26 万例，具有传染性的肺结核患者约 7 万

例，主要集中在和田地区、喀什地区、阿克苏地区及克孜勒苏柯尔克孜自治州等

南疆地区[23]。近年来随着耐药结核菌的增加、MTB 和 HIV 病毒的合并感染者增多，

新疆地区结核病疫情不容忽视。WHO 新疆结核病耐药监测报告显示新疆耐药总率
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为 26.4％，初始耐药率即从未用过抗结核药物或抗结核治疗小于 1 个月的病人

的耐药情况为 25.9％，获得性耐药率即曾经接受过 1 个月以上的抗结核药物治

疗的病人的耐药情况为 30.7％，耐多药率即结核分支杆菌至少对异烟肼、利福

平两种及两种以上抗结核药物耐药为 4.6％[24]。新疆是一个多民族聚集的地区，

其中以汉族和维吾尔族为主，北疆的汉族人口占全疆汉族总人口的 73.29%，南

疆维吾尔族人口占全疆维吾尔族总人口的 88.15%[25]。新疆南疆地区的结核病疫

情较北疆严重，有调查报告显示南疆地区的活动性肺结核患病率、痰涂阳肺结核

患病率及菌阳性肺结核患病率均明显高于北疆地区，分别是北疆地区的 2.9、2.2

和 2.5 倍[26]。因此，新疆地区结核病疫情的监测和防控工作十分艰巨。 

 

4.3 结核分支杆菌北京/W系家族的分子特征 

 

结核分枝杆菌北京/W 系菌株是于 1995 年由 Van soolingen 等在中国北京地

区首次分离发现而得名的[27]。北京/W 系结核分枝杆菌是 MTB 的一个独特遗传谱

系，具有相同的基因标记，即高度相似的 IS6110 限制片段长度多态性（IS6110 

RFLP）[28]和间隔寡核苷酸分型（spoligotyping）的特征。 

目前，对北京/W系结核分枝杆菌的识别是通过其分子流行病学特征。分子流

行病学是从分子和基因水平研究疾病的病因和致病机制，以为疾病的防治提供策

略。分子分型技术是分子流行病学的核心技术，目前已广泛应用于结核病的基因

分型研究中，可预测结核病的暴发流行及传播方式，此外还可用于研究结核分枝

杆菌的遗传进化关系。结核分枝杆菌基因组具有高度保守性，但同时其基因组还

存在着一定的多态性区域且这些区域与插入片段或重复序列相关，因此该特性成

为了当今结核病基因分型研究的基础。20世纪90年代以来，随着分子分型技术的

广泛应用，人们对MTB有了更加深入的了解。最常用的TB基因分型技术有

Spoligotyping、IS6110 RFLP、单核苷酸多态性（SNP）、可变数目串联重复（VNTR）、

多态富含GC的重复序列（PGRS）等。借助这些分子技术，学者们将一大群遗传上

相关的MTB菌株包括W4、W14、W82、W148、菌株210、纽约W株、北京菌株等统称

为北京/W系家族菌株[29]。 

Spoligotyping 是一种基因分型技术，该方法以结核分枝杆菌特有的重复序

列多态性为基础，这些重复序列被大小不同的间隔序列所分离，特异性扩增这些

间隔序列，与最后 9 个间隔寡核苷酸序列（间隔序列 35～43）均杂交的菌株被

定义为北京/W 系结核分枝杆菌[30]。该方法是鉴定北京/W 系菌株的金标准，但实

验步骤复杂、结果分析繁重，故需要一种简便、快速的检测方法。2005 年，Tsolaki 

AG 等将北京/W 系结核分枝杆菌菌株杂交，比较整个基因组发现了 21 个长基因序

列多态性位点（Large Sequence Polymorphisms，LSPs）。其中 RD105 是结核分

枝杆菌基因组中的一段缺失序列，在其研究的所有北京/W 系菌株中都发现了这
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段缺失序列，并提出 RD105 可作为识别北京/W 系菌株的分子标识物[31]。此外，

依据另外四个缺失大片段 RD142、RD150、RD181 和 RD207 可将全球北京/W 系菌

株进一步划分为表现型各异的 4 个亚型。对结核分枝杆菌北京/W 系家族的识别

促进了对其流行播散特点的深入研究。 

 

4.4 结核分枝杆菌北京/W系家族的分布 

 

北京/W 系结核分枝杆菌在全球广泛分布，并造成多次爆发流行，是世界第

二大流行的 MTB，现已达到全球结核分枝杆菌分离菌株的 13%[32]，全世界约有 1/3

的结核病由该型菌株导致，主要分布于亚洲和前苏联，尤其是在中国、俄罗斯、

日本和东南亚等地区
[33,34]

。在中国、香港和日本神户地区，该菌株的比例分别占

86％、70％、77％。在台湾、越南、俄国和南韩地区，北京/W 系结核分枝杆菌

的比例也分别达到 44.4％、54％、44.5％和 43％，且与多耐药密切相关[35]。北

京/W 系结核分枝杆菌在全球其他地区也有流行：在南美洲小于 2%,在中美洲、欧

洲、非洲为 3%-5%，中东达 10%，大洋州为 13%，北美洲为 16%[36]。 

我国北京/W 系结核分枝杆菌分布调查结果显示，该型菌株在我国北方占有

绝对优势，在北京地区甚至可高达 90%，在其他地方也有不同程度的流行，天津

市 91.5%，黑龙江 89.5%，山东 85.35%，甘肃 87.56%，宁夏 67% , 上海市 89%，

江苏省 80.4%，浙江省 70%，广西省 55.3%，福建 54.50% [37]。在结核疫情高发的

新疆，北京/W 系 MTB 菌株所占比例为 65.36%，呈主要流行株[38]。本课题组前期

采用 RD105 缺失基因检测法，对 2008～2012 年在新疆多地获得的上百株 MTB 临

床分离株进行基因分型鉴定，结果显示北京/W 系结核分枝杆菌在南疆地区为非

主要流行株，在北疆地区为主要流行菌株。因此，北京/W 系菌株的研究已成为

结核分枝杆菌相关研究的热点之一。 

 

4.5 结核分枝杆菌北京/W系家族的优势 

 

北京/W 系结核分枝杆菌被认为具有一定的选择性优势，该家族菌株可适应

人体免疫并引发疾病。欧洲、南北美洲和南非地区北京/W 系菌株的流行可能是

20 世纪人类大迁徙的结果[39]，亚洲大陆和美国不同地区的患者均可见北京/W 系

菌株的成簇和传播，由此推测北京/W 系菌株具有致病的遗传学优势。结核分枝

杆菌的传播与抗结核的两大措施包括卡介苗的接种及抗结核药物治疗有一定的

相关性[40]。长期以来，卡介苗的接种被认为可能是北京/W 系结核分枝杆菌成功

传播的一个优势。有研究表明，26%的北京/W 系 MTB 患者有卡介苗接种史[41]，在

北京/W 系结核分枝杆菌感染患者中，接种过卡介苗的患者比在感染其他菌株的

患者中数量较多。与其他菌株感染的患者相比，接种卡介苗对北京/W 系菌株感
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染患者的保护力较弱，结核抗体的治疗效果较差[42-44]。接种卡介苗可能促进了北

京/W 系菌株的传播，但尚需经流行病学调查和实验研究加以证实。另有观点认

为，北京/W 系菌株传播的优势源于其对抗结核药物的敏感性降低，该家族菌株

可能具有较强的获得耐药性的能力，但由于资料有限，许多研究可能存在的偏性，

目前尚难证实北京/W 系家族菌株的广泛传播与耐药性有必然联系[45]。有遗传学

相关研究显示，北京/W 系结核分枝杆菌有克隆扩张的特性[46]。因此有学者猜测

北京/W 系菌株具有克隆扩张的选择性优势，可能是导致北京/W 系家族菌株迅速

增长的高耐药性突变的原因[47]。 

北京/W 系结核分枝杆菌被认为是一类传播速度更快、致病性更强、更容易

形成耐药的菌株。北京/W 系家族菌株已在世界范围内造成大规模的发病和死亡
[48-50]，以医院和机构爆发、社区传播为流行特征，敏感菌株和耐药菌株均可传播。

有调查报告显示，1992 年至 1999 年间纽约的全部病例中 44%的方便样本中含有

26 例北京/W 系家族的一个独特群[51]。俄罗斯联邦全境各地的 2100 株 MTB 的方便

样本中北京/W 系菌株占 45%。研究显示，北京/W 系 MTB 的传播率为 28.3%，明显

高于非北京/W 系菌株的传播率 14.9%，表明北京/W 系结核分枝杆菌较非北京/W

系家族菌株具有更强的传播性[52]。北京/W 系菌株 210 较 CDC1551 及其他临床分

离株在巨噬细胞内的繁殖速度更快[53]。与感染 H37Rv 的小鼠相比，感染北京/W

系菌株的小鼠更易引起广泛的肺炎，且死亡率明显增高[54]。北京/W 系菌株诱导

巨噬细胞凋亡的能力较 H37Rv 减低，且更多诱导的是表达抗凋亡分子 bcl-2 的含

空泡的巨噬细胞[55]。比较北京/W 系菌株在多药耐药菌株与敏感菌株中所占的比

例发现，此类菌株与多药耐药有一定的相关性[56]。综上研究可见，北京/W 系结

核分枝杆菌具有更强的持留性、更高的毒力和更易引起非保护性免疫及逃避宿主

免疫的能力。 

北京/W 系家族菌株分子表达的改变是导致其具有较强生存能力的重要因

素。有研究发现北京/W 系菌株在 Rv3908、mutT2 和 ogt 三种 DNA 突变修复基因

上存在独特的错义突变，这些突变可能会增加细菌突变频率，其中 mutT2 可以减

缓处于不利条件下 MTB 的新陈代谢率，部分解释了北京/W 系结核分枝杆菌快速

适应环境的能力
[57]

。北京/W 系菌株中有一个与酚糖脂的生物合成相关的基因

pks15/1，这种酚糖脂是 MTB 的一种毒力因子，Tsenova 等人发现感染了北京/W

系菌株的兔子其细菌更易从肺部扩散至脑脊液中，而脑脊液中菌量的增高与酚糖

脂有一定的关系[58]。此外，体外有氧培养中发现北京/W 系菌株中积累了大量的

三酰甘油，一种 DOSR 休眠调节子 Rv3130c 表达增高，该调节子的上调可能使北

京/W 系家族菌株在低氧或无氧条件下具有较强的选择优势[59]。蛋白质组学研究

表明，北京/W 系菌株与其他临床分离株和 H37Rv 相比存在差异表达蛋白，如在

北京/W 系菌株中 16kDa 热休克蛋白呈高表达[60]，而 65kDa 热休克蛋白、磷酸盐

转运蛋白 PstS1 和 47kDa 蛋白的表达降低[61]。其中 16kDa 热休克蛋白是结核分枝

杆菌的一种毒力因子，65kDa 热休克蛋白是一种免疫保护性蛋白，PstS1 是一种



新疆地区北京/W 系和非北京/W 系 MTB 两个重要蛋白表达差异研究 

 

 

27 

38kDa 的特异性磷酸脂蛋白，是 T、B 淋巴细胞的刺激分子。综上所述，北京/W

系菌株分子表达的改变有助于增加细菌毒力或抑制宿主免疫保护机制，以利于细

菌的播散蔓延。 

 

4.6 结核分枝杆菌 HspX 

 

HspX 又称α晶体蛋白，是由结核分枝杆菌的 hspX 基因编码的，最初被认为

是免疫显性抗原，后来被确认为是一种重要的膜抗原，它的表达与结核分支杆菌

的持留状态密切相关。结核分枝杆菌的持留性是指 MTB 于逆境下保持稳定和对环

境无反应的特性，是导致结核潜伏感染的根本原因[62]。因此，全球约有 1/3 的人

口存在 MTB 的潜在感染，但只有 5%～10%的感染者会最终发病。此外，MTB 的持

留性也是导致结核病病程迁延和复发的重要原因，而病程的迁延又增加了 MTB

产生耐药的机会，故二者在某种程度上相辅相成。结核菌的持留性和耐药性也成

为了结核病的流行防控和临床疗效面临的两大难题。当 MTB 处于不利环境时，如

低氧、饥饿、弱酸、热休克、药物处理、免疫杀伤等条件下，它可以通过改变自

身的发育状态和代谢途径，以逃避免疫系统的识别和清除，不断适应环境的变化

而生存下来。如在不良条件下，细菌在宿主体内以非增值方式存在，保持其在组

织内的稳定性而不易被清除。同时，进入持留态的细菌对药物作用的敏感性降低
[64]。对其生存机制的探究发现，MTB 为了适应胞内低氧和营养饥饿的环境，关闭

了氧呼吸代谢而启动乙醛酸代谢支路获取能量，异柠檬酸酶是这一循环中的关键

酶，对 MTB 的持留性有着决定性的作用
[63]
。持留态结核分枝杆菌的一个重要标志

就是热休克蛋白 HspX 的高度表达[64]。 

HspX 具有分子伴侣的活性，与 MTB 的持续感染有关，是 MTB 在宿主巨噬细

胞内存活所必需的一种膜抗原。有基因敲除实验表明，如果没有 HspX 的表达，

MTB 突变菌株与正常菌株的自然生长情况相同，但是在骨髓衍生的巨噬细胞及人

白血病巨噬细胞系 THP-1 中都将难以生存[65]，说明 HspX 对于 MTB 的正常生长并

不是必须的，但是对于其与宿主免疫系统的斗争却是不可或缺的。在结核分支杆

菌潜伏期 HspX 大量表达积累，成为休眠菌表达的主要蛋白质，其对结核分枝杆

菌的生存力和稳定性发挥着重要的调节作用，这主要与其分子伴侣、抗凋亡和细

胞骨架稳定等热休克蛋白的功能相关。此外该蛋白作为分子伴侣还可避免其他蛋

白因热诱导而降解, 可能在 MTB 长期持留中起稳定细胞壁结构的作用，与 MTB

缓慢生长有关 [66,67]。当 MTB 被巨噬细胞吞噬后，HspX 的表达活性可增至原来的

80 倍[68]，它可抑制自噬体的形成[69]而利于细菌在巨噬细胞内的生存和生长。在

低氧或缺氧环境下，HspX 有助于 MTB 诱导巨噬细胞胞质内脂滴的大量积累，创

造对其有益的生存环境，还可利用宿主巨噬细胞内的三酰基甘油转化合成自身的

脂质体[70]，使 MTB 的细胞壁增厚，稳定细胞结构，以抵抗免疫因子及药物的杀伤
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作用。HspX 上的甲硫酰胺残基能发生可逆的磺化氧化和去磺化氧化作用，可清

除存在于巨噬细胞中的活性氧和活性氮，以保护 MTB 的自身成分不受损伤[71]。

HspX 的过表达能使细菌的生存时间延长，说明 HspX 的有效表达可以提高 MTB 的

生存能力[72]。此外，HspX 还被认为是一种毒力相关蛋白[73, 74]。 

本研究结果显示，在正常生长状态下即细菌感染细胞前，北京/W 系与非北

京/W 系结核分枝杆菌 HspX 基因水平和 mRNA 水平的表达没有差异，但在感染巨

噬细胞 24h 后，HspX 蛋白在北京/W 系菌株中的表达较非北京/W 系菌株中明显升

高。推测可能是因为热休克蛋白高度保守，在自然生理环境下表达水平较低，而

在细菌进入巨噬细胞系统后处于应激状态，HspX 被大量诱导表达，发挥重要的

作用。HspX 的高表达有助于北京/W 系结核分枝杆菌在宿主体内生存和生长，赋

予其更高的毒力和更强的抵抗性，有利于北京/W 系菌株的广泛播散蔓延。 

 

4.7 结核分枝杆菌 Hsp65 

 

Hsp65 是 Hsp60 家族成员之一，由 gorEL2 基因编码的分泌蛋白，定位于结

核分枝杆菌的细胞壁上。有文献报道，大约有 20 多种感染性疾病能够被热休克

蛋白诱发免疫反应，其中以 Hsp60 家族最多见。在结核病免疫反应中，Hsp65 较

其他热休克蛋白具有更高的保守性。该蛋白具有很强的免疫原性，在结核分枝杆

菌处于应激状态过程中，可产生大量的 Hsp65 和 Hsp70，它们具有较多的细胞表

位，是宿主机体免疫识别的重要胞内抗原，用它们免疫小鼠均可诱导特异的细胞

免疫应答。Hsp65 是机体对抗细菌入侵的重要的免疫保护性抗原，在结核分枝杆

菌感染的小鼠体内，约有 20%的反应性 T 细胞能够识别 Hsp65[75]。研究发现在结

核病患者的血清中存在结核分枝杆菌 Hsp65 抗体，约占抗体总量的 20%～40%。

有学者采用 Hsp65 基因做真核表达，构建 pchsp65 于 HeLa 细胞中表达，免疫小

鼠后能够检测出存在特异性的IgG，充分表明Hsp65具备良好的抗原性[76]。Lowrie

等用含有 Hsp65 基因的质粒肌注免疫 BALB/c 小鼠后发现小鼠抵抗结核菌入侵的

能力增强[77,78]。Bonato 等用含有 Hsp65 基因的质粒肌注免疫 BALB/c 小鼠后发现

小鼠脾 CD4+和 CD8+T 细胞产生较高的 IFN-γ，提供了较强的保护力[79]。居巍等

发现经含有 Hsp65 基因的质粒肌注免疫过的小鼠可产生特异性的抗体，当遭遇结

核分枝杆菌的入侵时具备较强的抵抗力和较高的存活力[75]。 

在免疫效应方面，Hsp65 DNA 疫苗可刺激机体产生 IL-2 和 IFN-γ免疫因子
[80]。将 Hsp65 DNA 疫苗接种到感染了结核分枝杆菌的小鼠体内，发现机体内的残

菌量减少，提示 Hsp65 可用于防治性疫苗的制备[81]。Hsp65 DNA 疫苗可诱导产生

大量的 IFN-γ，促进 T细胞向 CD8+T 细胞转化[82]。Hsp65 可促进 T细胞免疫应答

以控制结核菌的感染，它可直接活化单核细胞促进 TNF、IL-6、IL-8 的产生，这
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些细胞因子在特异性 T细胞介导的宿主免疫过程中有着重要的作用[83]。在结核患

者外周血单个核细胞内发现 Hsp65 亦发生增殖反应，IFN-γ呈高表达[84]。Hsp65

的免疫特性除了它的抗原性之外，还因为它同时具有佐剂的特性。它可以通过

TLR 刺激树突状细胞进而促进细胞毒性 T细胞的增值分化。它也可以通过 TLR 的

非依赖途径刺激抗原交叉呈递，并且作为一个伴侣蛋白，通过热休克蛋白受体促

进非相关性抗原的摄取和提呈。此外，质粒表达的内源性 Hsp65 蛋白大部分以可

溶的形式存在，而可溶性蛋白能够明显增强抗原通过 MHC-Ⅰ类或 MHC-Ⅱ类途径

的呈递，这有利于 Hsp65 蛋白抗原特性的发挥。Hsp65 还能诱导某些非特异性免

疫细胞的产生。 

本研究结果显示，在正常生长状态下即细菌感染细胞前，北京/W 系与非北

京/W 系结核分枝杆菌 Hsp65 基因水平和 mRNA 水平的表达没有差异，但在感染巨

噬细胞 24h 后，北京/W 系菌株中 Hsp65 蛋白的表达量高于非北京/W 系菌株。对

机体具有较强免疫保护作用的 Hsp65 在细菌感染细胞 24h 后在北京/W 系菌株中

呈高表达，其具体作用机制有待进一步研究。 

 

4.8 展望 

 

北京/W 系结核分枝杆菌的流行在抗结核药物治疗和疫苗接种很早之前就已

经开始了，在全球流行的四种遗传背景各异的菌株中发现，北京/W 系家族菌株

毒力最强，并且能在一定程度上对宿主的免疫反应起到抑制作用，提示该家族菌

株可能存在内在生物学优势，分子表达的改变是导致其高毒力和机体免疫抑制的

重要因素[85]，有助于其适应外界环境以更好的生存。 

多项研究表明北京/W 系结核分枝杆菌于全球广泛分布，曾多次引起暴发流

行并且耐药情况严重，是目前结核病研究的热点问题之一。国内研究也显示北京

/W 系 MTB 为我国主要流行菌株，部分地区甚至高达 90%以上。结核分枝杆菌北京

/W 系菌株的进化、流行与其分子表达的改变密切相关，内在生物学优势赋予其

广泛播散的能力、更高的毒力和更强的抵抗性。因此，从分子水平对北京/W 系

家族菌株进行研究，发现其差异表达的分子，揭示其在人群中的传播性、致病机

制、与耐药的相关性以及寻找适当的药物靶标及治疗性疫苗靶点等都是未来我们

需要努力的方向。 
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结  论 

(Conclusions) 

 

1.在结核分枝杆菌与巨噬细胞相互作用的过程中，北京/W 系菌株中的 HspX、

Hsp65 表达水平高于非北京/W 系菌株。 

2.结核分枝杆菌感染巨噬细胞后，北京/W 系菌株较非北京/W 系菌株具有较强的

生存能力。 
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文献综述 

（Review） 

结核分枝杆菌北京/W 系菌株相关性研究 

 

【摘要】结核病是一种由结核分枝杆菌引起的慢性感染性疾病，严重威胁着人类

的健康，其致死率在感染性疾病中位于全球第二。北京/W 系菌株是结核分枝杆

菌的一个独特遗传谱系，在全球广泛分布，占全球分离株的 13%，全世界约有 1/3

的结核病由该型菌株所致，具有更高的毒力和更强的抵抗性，可引起非保护性免

疫并抑制和逃避宿主免疫。北京/W 系家族菌株的研究已经成为了结核相关研究

的热点，本文旨在综合国内外相关研究资料, 对结核分枝杆菌北京/W 系菌株作

一简要阐述。 

【关键词】结核分枝杆菌；北京/W 系菌株；综述 

Studies on Beijing/W lineage Mycobacterium tuberculosis  

 

【 Abstract 】 Tuberculosis(TB) is a chronic infectious disease caused by 

Mycobacterium tuberculosis, which is a serious threat to human health. The 

Beijing/W lineage strain is a unique genetic lineage of M. tuberculosis. It is widely 

spread in the world accounting for 13% of global isolates. It had higher virulent and 

stronger resistance and could cause non protective immunity, inhibit and evade the 

host immune. Studies on Beijing/W lineage M. tuberculosis has become a hot spot. 

According to relevant research at home and abroad, the review made a brief 

description. 

【Key words】Mycobacterium tuberculosis; Beijing/W lineage strain；Review 

 

结核病是由结核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis, MTB）引起的一

种慢性感染性疾病，可累及全身多个器官系统，严重危害人类的健康。近年来由

于多种原因，全球结核病的流行重新加剧。结核分枝杆菌北京/W 系菌株是 MTB

的一个独特遗传谱系，在全球广泛分布，并造成多次爆发流行，是世界第二大流

行的 MTB，占全球分离菌株的 13%，全世界约有 1/3 的结核病由该型菌株导致[1]。

北京/W 系结核分枝杆菌被认为是一类传播速度更快、致病性更强、更容易形成

耐药的菌株。因此，北京/W 系家族菌株的研究已经成为了结核相关研究的热点。 

1.结核分枝杆菌北京/W系的起源与进化 

结核分枝杆菌北京/W系菌株是由Van Soolingen等人于1995年首次在我国
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北京及其周边地区发现而得名的[2]。这类菌株具有独特的遗传谱系和相同的基因

标记，即相同的IS6110限制片段长度多态性（IS6110 RFLP）和间隔区寡核苷酸

分型（spoligotyping）的特征。此后，北京/W系菌株被发现在东亚各国乃至全

球多个国家都存在不同程度的流行[3,4]。早期在美国广泛流行的耐多药菌株W菌株

根据Spoligotyping分型技术被鉴定为北京家族菌株，因此北京家族菌株被正式

命名为北京/W系菌株。 

北京/W系菌株被认为是一个遗传相似度极高的群体，即使变异速率极快的

IS6110 RFLP图谱在北京/W系菌株间的平均相似度也高达80%以上。Mokrousov等

于2002年发现，在俄罗斯传播的北京/W系菌株可根据基因组NTF区域IS6110插入

多态性分为两个分支：一支被称为古老型，在NTF区无IS6110插入序列，反映了

该位点祖先菌株的状态；另一支被称为现代型，在该区存在一个或两个IS6110

转座子序列[5]。现代型北京/W系菌株在俄罗斯高度流行，占所有北京家族菌株的

96%左右。研究表明，现代型菌株的IS6110 RFLP图谱与早期Van Soolingen首次

发现的北京/W系菌株以及在美国流行的W菌株RFLP图谱有很高的相似度，而古老

型菌株的RFLP图谱却存在较大的差异。由于北京家族菌株序列相似度太高而缺乏

多态性位点，北京家族菌株系统发生关系的研究进展缓慢。 

2.结核分枝杆菌北京/W系的分子流行病学特征 

分子流行病学是从分子和基因水平研究疾病的病因和致病机制，以为疾病的

防治提供策略。分子分型技术是分子流行病学的核心技术，目前已广泛应用于结

核病的基因分型研究中，可预测结核病的暴发流行及传播方式，此外还可用于研

究结核分枝杆菌的遗传进化关系。结核分枝杆菌基因组具有高度保守性，但同时

其基因组还存在着一定的多态性区域且这些区域与插入片段或重复序列相关，因

此该特性成为了当今结核病基因分型研究的基础。20世纪90年代以来，随着分子

分型技术的广泛应用，人们对MTB有了更加深入的了解。最常用的TB基因分型技

术有Spoligotyping、IS6110 RFLP、单核苷酸多态性（SNP）、可变数目串联重复

（VNTR）、多态富含GC的重复序列（PGRS）等。借助这些分子技术，学者们将一

大群遗传上相关的MTB菌株包括W4、W14、W82、W148、菌株210、纽约W株、北京

菌株等统称为北京/W系家族菌株
[6]
。 

Spoligotyping是鉴定北京/W系菌株运用最广泛的方法，该方法以结核分枝

杆菌特有的重复序列多态性为基础，这些重复序列被大小不同的间隔序列所分

离，特异性扩增这些间隔序列，与最后9个间隔寡核苷酸序列（间隔序列35～43）

均杂交的菌株被定义为北京/W系结核分枝杆菌
[7]
。依据IS6110 RFLP方法，是指

在结核分枝杆菌基因组dnaA-dnaN位点上含有IS6110核苷酸插入序列的菌株为北

京/W系结核分枝杆菌。在常规IS6110 DNA指纹分析采用的Southern blot膜再杂

交的基础上，Kurepina N等[8]人建立了一个更简便、准确的方法。建立杂交探针

识别北京/W系家族菌株的3个染色体位点（dnaA-dnaN、NTF区域和直接重复序列）

的特异PCR扩增片段。此外，2005年，Tsolaki AG等将北京/W系结核分枝杆菌菌
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株杂交，比较整个基因组发现了21个长基因序列多态性位点（Large Sequence 

Polymorphisms，LSPs）。其中RD105是结核分枝杆菌基因组中的一段缺失序列，

在其研究的所有北京/W系菌株中都发现了这段缺失序列，并提出RD105可作为识

别北京/W系菌株的分子标识物[9]。此外，依据另外三个缺失大片段RD142、RD150

和RD181可将全球北京/W系菌株进一步划分为表现型各异的4个亚型。该方法能够

准确快速的鉴定北京/W系结核分枝杆菌，促进了其流行扩散特点的深入研究。 

3.结核分枝杆菌北京/W系的传播 

北京/W 系结核分枝杆菌在全球广泛分布，并造成多次爆发流行，是世界第

二大流行的 MTB，现已达到全球结核分枝杆菌分离菌株的 13%[10]，全世界约有 1/3

的结核病由该型菌株导致，主要分布于亚洲和前苏联，尤其是在中国、俄罗斯、

日本和东南亚等地区[11,12]。在中国、香港和日本神户地区，该菌株的比例分别占

86％、70％、77％。在台湾、越南、俄国和南韩地区，北京/W 系结核分枝杆菌

的比例也分别达到 44.4％、54％、44.5％和 43％，且与多耐药密切相关[13]。对

阿富汗和伊朗地区的结核分枝杆菌临床分离株进行分析发现 9.4%属于北京/W 系

菌株，且这些菌株均与耐药性相关[14]。新加坡的北京/W 系菌株同样与多耐药相

关，且更易造成传播[15]。印度也发现有北京/W 系菌株的传播。北京/W 系结核分

枝杆菌在全球其他地区也有流行：在南美洲小于 2%,在中美洲、欧洲、非洲为

3%-5%，中东达 10%，大洋州为 13%，北美洲为 16%[16]。 

在我国北京/W 系家族菌株的分布也有明显的地域性差异，北部地区明显高

于南部地区，北京市 80%-90%，天津市 91.5%，黑龙江 89.5%，甘肃 87.56%，山

东 85.35%，宁夏 67% , 上海市 89%，江苏省 80.4%，浙江省 70%，广西省 55.3%，

福建 54.50% [17]。国内也报道北京/W 系家族菌株为我国的主要流行菌株，不同地

区北京/W 系家族菌株分布不同,北方地区比例高于南方地区，北京地区北京/W

系家族菌株所占的比例最高，为 92.59%，其后依次为西藏 90.38%，吉林 89. 88%，

陕西 80.00% ，新疆 65.36%，广西 55.29%，福建 54.50%，平均水平 72.24%[18]。

相关研究显示，北京/W 系家族菌株的传播率（28.3%）明显高于非“北京/W 系”

家族菌株的传播率（14.9%），表明北京/W 系家族菌株较非北京/W 系家族菌株具

有更强的传播性
[19]
。 

4.结核分枝杆菌北京/W系的致病性 

北京/W 系结核分枝杆菌被认为是一类传播速度更快、致病性更强、更容易

形成耐药的菌株。有研究显示，北京基因型菌株 210 较 CDC1551 及其他临床分离

株在巨噬细胞内的繁殖速度更快
[20]
。与感染 H37Rv 的小鼠相比，感染北京/W 系

菌株的小鼠更易引起广泛的肺炎，且死亡率明显增高[21]。北京/W 系菌株诱导巨

噬细胞凋亡的能力较 H37Rv 减低，且更多诱导的是表达抗凋亡分子 bcl-2 的含空

泡的巨噬细胞[22]。比较北京/W 系菌株在多药耐药菌株与敏感菌株中所占的比例

发现，此类菌株与多药耐药有一定的相关性[23]。综上研究可见，北京/W 系 MTB

具有更强的持留性、更高的毒力和更易引起非保护性免疫及逃避宿主免疫的能
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力。 

北京/W 系家族菌株分子表达的改变是导致其具有较强生存能力的重要因

素。有研究发现北京/W 系菌株在 Rv3908、mutT2 和 ogt 三种 DNA 突变修复基因

上存在独特的错义突变，这些突变可能会增加细菌突变频率，其中 mutT2 可以减

缓处于不利条件下 MTB 的新陈代谢率，部分解释了北京/W 系结核分枝杆菌快速

适应环境的能力[24]。北京/W 系菌株中有一个与酚糖脂的生物合成相关的基因

pks15/1，这种酚糖脂是 MTB 的一种毒力因子，Tsenova 等人发现感染了北京/W

系菌株的兔子其细菌更易从肺部扩散至脑脊液中，而脑脊液中菌量的增高与酚糖

脂有一定的关系[25]。此外，体外有氧培养中发现北京/W 系菌株中积累了大量的

三酰甘油，一种 DOSR 休眠调节子 Rv3130c 表达增高，该调节子的上调可能使北

京/W 系家族菌株在低氧或无氧条件下具有较强的选择优势[26]。蛋白质组学研究

表明，北京/W 系菌株与其他临床分离株和 H37Rv 相比存在差异表达蛋白，如在

北京/W 系菌株中 16kDa 热休克蛋白呈高表达[27]，而 65kDa 热休克蛋白、磷酸盐

转运蛋白 PstS1 和 47kDa 蛋白的表达降低[28]。其中 16kDa 热休克蛋白是结核分枝

杆菌的一种毒力因子，与 MTB 的持续感染有关，是 MTB 在宿主巨噬细胞内存活所

必需的一种膜抗原。有基因敲除实验表明，如果没有 HspX 的表达，MTB 突变菌

株在骨髓衍生的巨噬细胞及人白血病巨噬细胞系 THP-1 中都将难以生存[29]。在结

核分支杆菌潜伏期 HspX 大量表达积累，成为休眠菌表达的主要蛋白质，其对结

核分枝杆菌的生存力和稳定性发挥着重要的调节作用，这主要与其分子伴侣、抗

凋亡和细胞骨架稳定等热休克蛋白的功能相关。在低氧或缺氧环境下，HspX 有

助于 MTB 诱导巨噬细胞胞质内脂滴的大量积累，创造对其有益的生存环境，还可

利用宿主巨噬细胞内的三酰基甘油转化合成自身的脂质体[30]，使 MTB 的细胞壁增

厚，稳定细胞结构，以抵抗免疫因子及药物的杀伤作用。65kDa 热休克蛋白是一

种免疫保护性蛋白，该蛋白具有很强的免疫原性，是机体对抗细菌入侵的重要的

免疫保护性抗原，在结核分枝杆菌感染的小鼠体内，约有 20%的反应性 T 细胞能

够识别 Hsp65[31]。PstS1 是一种 38kDa 的特异性磷酸脂蛋白，是 T、B淋巴细胞的

刺激分子，该蛋白以分泌蛋白和膜蛋白的形式存在, 能介导宿主巨噬细胞的凋

亡，与凋亡受体 TNFR1、TNFR2 和 Fas 的表达上调密切相关
[32]
。综上所述，北京

/W 系菌株分子表达的改变有助于增加细菌毒力或抑制宿主免疫保护机制，以利

于细菌的播散蔓延。 

5.结核分枝杆菌北京/W系的耐药性 

结核分枝杆菌的耐药机制复杂
[33]
，包括 MTB 细胞壁结构改变与组成变化、MTB

的药物外排泵系统、MTB 药物靶编码基因突变等方面。MTB 细胞壁结构改变与组

成变化，可以使细胞壁的通透性发生改变。在 MTB 中己经发现了活跃的药物外排

泵系统，外排泵能将菌体内的药物泵出，使细胞内药物浓度不能有效抑制或杀死

分枝杆菌，从而产生耐药性。MTB 耐药性的产生也多见于其基因组上编码药物标

靶的基因或与药物活性有关的酶的基因突变造成，也称基因型耐药。基因型耐药
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是指在药物的选择压力下大量天然的 MTB 抗药突变株保留并繁殖，其后代菌株能

保持并遗传其耐药性。 

北京/W 系结核分枝杆菌被怀疑是获得耐药性优势的进化谱系，将北京/W 系

菌株在多药耐药菌株中的比例与在药物敏感菌株中的比例进行比较发现，北京/W

系结核分枝杆菌与多药耐药关系密切，但不同国家和地区各有不同。我国北京、

天津、河南、香港等地区的报道显示，北京/W 系家族菌株与耐药无明显相关性，

而台湾地区的研究结果却显示，北京/W 系家族菌株与耐药性有强相关性[34]。来

自于阿富汗和伊朗的报道显示，北京/W 系家族菌株与多药耐药相关；新加坡的

耐药结核的总传播率虽然不高,但是北京/W 系家族菌株也与多药耐药有明显相

关性,更容易造成传播[35]。爱沙尼亚和韩国的研究结果也显示，北京/W 系家族菌

株与耐药有明显相关性，且北京/W 系家族菌株的耐药性明显高于非北京/W 系家

族菌株[36,37]。 

由于北京/W 系家族菌株与多药耐药的相关性研究，各地结论不同，因此许

多学者进一步研究了北京/W 系家族亚系菌株与耐药性之间的联系。由于在不同

的区域流行的北京/W 系家族菌株的亚系可能不同，可能是在不同地区得出不同

结论的原因之一[38,39,40]。因此，对于北京/W 系 MTB 家族菌株的亚系进行长期的流

行病学监测，对制定结核病预防控制策略具有指导意义。 

6. 结语与展望 

结核病严重危害人类的健康，近年来全球流行趋势日益加剧，再次成为严重

的公共卫生问题和重大的经济社会问题。由于 MTB 菌株的多样性以及菌株突变产

生的耐药性，使得抗结核药物治疗效果不理想。多项研究表明北京/W 系结核分

枝杆菌于全球广泛分布，曾多次引起暴发流行并且耐药情况严重，是目前结核病

研究的热点问题之一。结核分枝杆菌北京/W 系菌株的进化、流行与其分子表达

的改变密切相关，内在生物学优势赋予其广泛播散的能力、更高的毒力和更强的

抵抗性。因此，从分子水平对北京/W 系家族菌株进行研究，发现其差异表达的

分子，揭示其在人群中的传播性、致病机制、与耐药的相关性以及寻找适当的药

物靶标及治疗性疫苗靶点等都是未来我们需要努力的方向。 
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2. 参与国家自然基金资助项目《MTB 新疆临床分离株“北京/W 系”亚系及其蛋

白抗原表达的研究》（81160368）的部分研究工作。 

 

在学期间发表的文章 

1.李枫 ,袁俐.热休克蛋白与结核病关系概述 [J].中国病原生物学杂

志,2013,8(10):954-957. 

2.李枫,李华,梁海燕,等.新疆地区结核分枝杆菌北京/W 系和非北京/W 系间五

种重要蛋白表达差异的初步研究.中国人兽共患病学报,2014，30(3):244-249. 
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导师评阅表 

研究生姓名 李枫 学制 三年 

专业 免疫学 研究方向 感染免疫 

学术评语: 

 

李枫同学在攻读硕士研究生期间进行的课题“新疆地区北京/W 系和非北京

/W 系 MTB 两个重要蛋白表达差异研究”，立足于新疆结核病研究的现状，应用

PCR-DNA 直接测序技术、实时荧光定量技术和 Western-blot 技术检测了新疆地

区 MTB 临床分离株北京/W 系和非北京/W 系菌株各 60 株的 HspX、Hsp65 两个蛋

白编码基因有无突变以及 mRNA、蛋白水平的表达差异。研究结果显示：新疆地

区北京/W 系和非北京/W 系菌株 HspX、Hsp65 的编码基因 hspX、groEL2 均未发

生突变；MTB 在自然生长状态下北京/W 系和非北京/W 系菌株 hspX、groEL2 的

mRNA表达水平没有差异；MTB感染巨噬细胞24h后，北京/W系菌株中HspX、Hsp65

蛋白表达水平较非北京/W系菌株中升高。该生在读期间发表研究学术论文2篇。 

本课题设计科学严谨，方法准确可靠，数据资料完整、详实，分析透彻、

针对性强，论文格式正确，书写规范，层次清晰。本课题研究可以在一定程度

上解释北京/W 系菌株在新疆地区的流行。 

综述所述，李枫同学的毕业论文符合硕士学位研究生培养目标的要求，达

到硕士学位水平。同意该生提交学位论文，并进行论文答辩。 
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