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摘要:通过比较基因组学的方法研究发现 ,牛分支杆菌与肺结核杆菌基因组的同源性为 99. 95% , 但在牛分枝杆菌基因组中

有11个缺失区, 大小从 1kb 到 12. 7kb,遗传信息的缺失引起牛分枝杆菌的基因组减小; 牛分枝杆菌与肺结核分枝杆菌 H37Rv间

存在着 2437个单核苷酸多态性( SNPs) ,与肺结核分枝杆菌 CDC1551 间存在着 2423 个单核苷酸多态性( SNPs) , 牛分支杆菌与肺结

核分枝杆菌在编码细胞壁和分泌蛋白上变异程度也是巨大的。研究结果揭示了牛分支杆菌与肺结核分枝杆菌的遗传关系, 为研

究分支杆菌疫苗和诊断试剂提供理论依据,对牛肺结核病的防治有着非常重要的意义。

关键词:牛分支杆菌; 肺结核分支杆菌;比较基因组学;单核苷酸多态性( SNPs)

中图分类号: S855. 1 文献标识码: A

Comparision of genome between Mycobacterium bovis and Mycobacterium tuberculosis

XU Guang - xian, ZHAO De- ming

( National Animal TSE Laboratory , College of Veterinary Medicine, China Agricultural University , Beijing 100094, China)

ABSTRACT: Through the comparision of genome between the Mycobacterium bovis and Mycobacterium tuberculosis, it is concluded that

the homology of Mycobacterium bovis and Mycobacterium tuberculosis are 99. 95% respectively, but there are 11 deletants( range, from 1kb to 12.

7kb in the genome of the Mycobacterium bovis. The absence of genetic information resulted in reduction of genome in Mycobacter ium bovis. There

are 2437 single- nucleotide polymorphisms ( SNPs) between the Mycobacterium bovis and Mycobacterium tuberculosis H37Rv, 2423 SNPs, be-

tween the Mycobacterium bovis and Mycobacter ium tuberculosisCDC1551. The extent of variation is obvious on Codocyte cellwall and secreted pro-

tein between the two. The finding reveals the genetic relationship between Mycobacterium bovis and Mycobacterium tuberculosis, which offers a

theoretical basis for Mycobacterium vaccine and diagnostic reagent, and is of great significance for the prevention and treatment of Bovine pu-l

monary tuberculosis.
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1  引言
牛结核病严重影响了动物的健康, 并对牧场造成惨重的

经济损失,世界范围内有 5000 万头牛感染了结核, 造成了经济

损失每年达 30 多亿美元[ 1]。2000 年, 对 2. 8%的英国国立牛

场调查显示 ,在过去的 10 多年, 牛结核发病率在英国西南部

呈指数增长 , 2003 年在英国, 就有十万例牛结核发生, 仅政府

补贴和检测费用就达 8800 万英镑。目前对动物结核的控制方

法是/ 检验和扑杀0, 即对于分枝杆菌抗原皮肤反应阳性的动

物被视为感染动物而扑杀。在英国和爱尔兰, 认为獾是牛结

核重要的传染源[2]。在Kruger 国家公园中有多种动物也感染

了牛分枝杆菌,如水牛、捻(一种非洲大羚羊)、狮子、羚羊, 说

明了该地区感染的生物多样性[ 3]。密西根州白尾鹿感染牛分

枝杆菌的出现,对美国控制和根除牛肺结核的计划造成了严

重的威胁。若要根除牛肺结核对世界的威胁, 必须制定新的

控制策略[ 4]。2005 年我国的结核病防治调查结果显示: 我国

目前有近半数人口感染过结核菌, 现有肺结核病人 450 万, 还

有新发肺结核病人 145 万人,其中约有 15%的结核病人是饮

用了患牛结核病的奶而发病。目前我国每年养牛的存栏数达

到1 亿 3千万头, 我国一些省区牛结核病的发病率呈现上升趋

势,已达到 9%的阳性率[ 5]。

牛分支杆菌与肺结核分支杆菌有高度的遗传关系。尽管

人和牛结核杆菌可以通过宿主范围、毒力和生理特性的不同

来区分,但是这些差异的遗传根据还不清楚。对牛结核杆菌

和其它分枝杆菌基因组的比较分析, 对分枝杆菌的演化和致

病机理具有重要意义。

2  牛分支杆菌与肺结核分支杆菌基因
组的比较

1998年, 英国 Sanger 中心和法国 Pasteur 研究所联合首次

完成了肺结核分支杆菌 H37Rv 全基因组序列图 ,肺结核分支

杆菌H37Rv的基因组大小为 4, 411, 532bp, 约 3995个开放阅读

框架,占整个基因组编码容量的 91% , 其中大多数用于编码脂

类代谢酶, 10%编码两类大的,不相关的富含甘氨酸的酸性蛋
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白质,可能与产生抗原变异, 免疫逃避有关; 40%蛋白有功能,

44%可能有功能, 16%是孤儿蛋白质 ( Orphan protein: 指首次发

现,在蛋白质数据库中尚无相应位置的蛋白质) [ 6]。另外, 分

枝杆菌属的Mycobacterium tuberculosis CDC1551( 4, 403, 836bp)菌

株和麻风杆菌 Mycobacterium leprae ( 3, 268, 203bp)菌株基因组

全序列也已经完成。牛分枝杆菌的全基因组序列于 2003 年完

成,牛分枝杆菌 AF2122/ 97 株是 1997 年从肺部和支气管纵膈

淋巴结有干酪样损伤的病牛身上分离到的英国菌株。基因组

序列 4, 345, 492 bp,平均 G+ C 含量为 65. 63% , 共有 3, 951 基

因编码蛋白质, 包括一个原噬菌体和 42 个插入序列 ( IS) (表

1) [ 7]。惊人的是, 基因组在核苷酸水平上 99. 95% 与肺结核分

支杆菌相同, 但是遗传信息的缺失已经引起基因组的减小。

与麻风分支杆菌的对照揭示出大量的公共基因的丢失, 表明

功能冗余的切除。细胞壁的成分和分泌蛋白显示出巨大的变

化,表明他们在与宿主相互作用中或免疫逃避中可能担当重

要的角色。此外,牛分支杆菌没有独一无二的基因, 暗示不同

的基因表达可能对人和牛分支杆菌的宿主取向有重要意义。

基因组测序表明牛分支杆菌有 11个缺失区, 大小从1kb到 12.

7kb,这些已经通过测序被证实。值得注意的是, 在牛分枝杆

菌基因序列中包含一个基因座 TbD1, 现有的肺结核分枝杆菌

菌株的大多数都不含有该基因座。因此,总体水平上, 缺失是

修整牛分支杆菌基因组的主要机制。

3  牛分支杆菌与肺结核分支杆菌单核
苷酸多态性分析( SNPs)

在牛分支杆菌和肺结核分支杆菌 H37Rv 间存在着 2437

个单核苷酸多态性 ( SNPs) , 与肺结核分支杆菌 CDC1551 间存

在着2423个单核苷酸多态性 SNPs [8]。SNPs 在以前曾说明许

多分枝杆菌的个性特点。例如: 在牛分支杆菌 pncA 基因的一

个点突变使得其具有抵抗吡嗪酰胺的能力, 并能阻止肺结核

分支杆菌中烟酸的积聚。三个分支杆菌同一长度的基因组编

码2504个蛋白( CDS)的比较, 揭示出牛分枝杆菌有 1629 个编

码序列与肺结核分枝杆菌 H37Rv 是相同的, 1656 个蛋白编码

序列 CDC1551 是相同的[ 9, 10]。通过对编码 2082 个蛋白序列

的比较显示, H37Rv 和 CDC1551 两种肺结核分枝杆菌菌株中

没有区别。在所选的编码序列中, 与肺结核分支杆菌 H37Rv

相比,牛分支杆菌有 506 个同义和 769 个非同义单核苷酸多态

性。与肺结核分支杆菌CDC1551 相比,牛分支杆菌有 506 个同

义和 800 个非同义单核苷酸多态性。H37Rv 和 CDC1551 两种

肺结核分支杆菌菌株相比,各自显示出 339 个非同义和 241 个

同义单核苷酸多态性。这个分析不仅强调了肺结核分枝杆菌

复合组成员的基因序列的守恒, 也说明牛分枝杆菌与肺结核

分枝杆菌的差异。高频率非同义到同义的改变可能是这两个

肺结核分枝杆菌菌株的紧密进化关系的产物。

4  细胞膜和抗原变异
致病菌的细胞壁显示, 编码蛋白质和合成大分子的基因

序列发生了变异, 选择压力的变化反映在结构上的变化。人

和牛分支杆菌间, 编码细胞壁和分泌蛋白的基因序列变异程

度是巨大的(图二)。编码脂蛋白 lppO, lpqT , lpqG, lprM 基因

在人肺结核杆菌中缺失或移码,而在牛分枝杆菌却只有 lppA

基因多个重复拷贝。同样, 牛分支杆菌 rpfA 基因 ) ) ) 编码五

个分泌蛋白其中之一, 促进了静止或不生长的分支杆菌繁

殖[ 11]。在基因编码 PE- PGRS 和 PPE 蛋白家族中有广泛地变

异。尽管开始对功能不清, 但是现在有足够的证据说明至少

这些蛋白中的一部分被暴露在表面, 并且在粘附和免疫调节

中起到一定作用。在牛分支杆菌 AF2122/ 97 和肺结核分支杆

菌H37Rv间,在基因编码的 29 种不同的 PE - PGRS 和 28 种

PPE蛋白上, 在编码框内有由插入和缺失产生的大量的序列变

异,而其他都是移码。因为这些蛋白中有 60%不同, 很明显,

大部分基因相同的基因组的剩余部分是不一致的, 表明这些

基因家族序列广泛的多态性, 变异来源于选择压力。肺结核

分枝杆菌 PE- PGRS 家族中的一个蛋白( Rv1759c)是纤维锚定

结合蛋白,这反过来说明 PE- PGRS 指令所有组成改变能影响

宿主或组织取向
[ 12]
。

ESAT- 6家族是一组已知的通过从牛分支杆菌的缺失而

受到影响的抗原。ESAT- 6 蛋白起初被描述为肺结核分枝杆

菌分泌的有效T 细胞抗原, 属于一个小于 20 个成员的蛋白家

族,该家族包含其他 T 细胞抗原如 CFP- 10 和 CFP- 7[ 13]。

ESAT- 6和 CFP- 10之间的交互作用, 表明了家族中的其他成

员也可能是成对作用, 也可能呈一种混合配对的排列[ 14]。然

而,由在肺结核分支杆菌中的 Rv2346c, Rv2347c, Rv3619c,

Rv3620c, Rv3890c ( Mb3919c) , 和 Rv3905c ( Mb3935c)编码的六

种 ESAT- 6 蛋白,在牛分支杆菌中消失或被改变了(图 2)。该

结果和预计的不相同, 尽管他们可能会以单独或结合的形式

影响抗原装配。

在牛分支杆菌中, 细胞分泌蛋白变异程度最大的是两个

血清优势抗原 MPB70 和 MPB83 的表达的升高[ 15]。MPB83 是

一个被糖基化的细胞壁联合蛋白质, 而 MPB70 是一个分泌蛋

白,占牛分支杆菌培养上清蛋白的 10%
[ 16]
。编码聚酮化合物

和复合脂质(含有一半聚酮化合物)的合成( pks)和运输( mmp-

SL)的基因也不相同(图 2)。这些脂质能为病原体创造良好的

环境从而使宿主致病。基因 pks1, mmpL13, 和 Mb1695c(一个

推定的大环内酯运载体, 邻近 pks10/ 7/ 8/ 17/ 9/ 11 群)能够被翻

译成牛分支杆菌的功能产物, 但在肺结核分支杆菌中被破坏。

相反的情况如基因 pks6, mmpL1 和 mmpL9 在牛分支杆菌中被

破坏。研究表明, pks1 编码牛分支杆菌的大多数石炭酸糖脂

类的生物合成, 但在 pks1 被破坏的肺结核分支杆菌中, 没有类

似脂质生成。现认为许多在无异种生物混杂的环境下不能产

生的 pks 基因产物可能只能在宿主内的肺结核分支杆菌中产

生。在肺结核分支杆菌小鼠模型中, 敲除 pks6 基因的肺结核

分支杆菌和牛分支杆菌毒力减弱[ 17]。

#68#     现代生物医学进展    Progress in Modern Biomedicine    2006 Vol. 6 No. 7     



(引自 Proc Natl Acad Sci USA. 2003; 100(13) : 7877- 82)

  图 2. 牛分支杆菌 AF2122- 97 和肺结核分支杆菌 H37Rv

比较。蓝线和红线表示细胞壁,蓝线表示肺结核分支杆菌, 红

线表示牛分支杆菌。每种杆菌特殊的暴露的表面和运输分子

被表示为植入到细胞壁。不同的分泌蛋白(橙色箭头)在两边

分别表示。图表的内侧显示出碳水化合物代谢的主要步骤,

红色十字表示牛分支杆菌的损伤位置。牛分支杆菌中被抑制

的与 DNA 相互作用的蛋白用蓝色表示。PGL, 石炭酸糖脂类;

G3P, 3- 磷酸甘油; DHAP, 磷酸二羟丙酮; PEP, 磷酸烯醇丙酮

酸盐; Ald, 丙氨酸脱氢酶。

Figure 2  The comparison of mycobacterium bovis AF2122- 97

and mycobacterium tuberculosis H37Rv. The blue and red lines on the

map correspond to cell walls, the blue, mycobacterium tuberculosis;

the red, mycobacterium bovis. The special and exposed surface of ev-

ery kind of mycobacterium and transport molecules are corresponded to

implanted in cell walls. The orange arrows in each side of the diagram

correspond to different secreted proteins. The main procedures of car-

bohydrate are shown in diagram. The red cross corresponds to injury

location of mycobacterium bovis; the blue, the proteins which are in-

hibited in mycobacterium bovis interact with DNA.

PGL: Phenol glycolipid; G3P: Glycerol 3- phosphate; DHAP:

Dihydroxy acetone phosphate; PEP: Phosphoenolpyruvate carboxy-

late; Ald: Alanine dehydrogenase.

TbD1基因座包括基因 MmpS6和 mmpL6 的5c区,大多数肺

结核分支杆菌菌株缺少此基因座
[ 18]
。TbD1 的缺失可能会阻

止特殊脂质向肺结核分支杆菌细胞壁的运输。Rv1373 基因类

似物( Mb1407/ 8)的破坏说明包膜中硫酸盐脂质的缺乏, 因为

被编码的是一个糖脂类转硫酶[ 19]。总之, 这些不同对表型和

宿主相互作用有重要影响。对牛分支杆菌基因组序列的比较

分析,可以说明牛分支杆菌主要表型特点的遗传依据, 遗传信

息的缺失是修整基因组的主要方式。

基因的缺失对于在一个特殊的微生态环境的病原的生活

方式是有害的。通过分析, 尽管适应过程不依赖特殊毒力基

因的存在,但基因表达和细胞膜暴露成分的改变起到了主要

作用。因此 ,基因序列比较分析对于分枝杆菌的进化、宿主适

应性和肺结核的病理学的理解具重要意义, 为研究分支杆菌

疫苗和诊断试剂提供理论依据。
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毛发成片脱落[10] , 也就是说脱发与肝脏有密切关系。斑秃的

中医辨证一般可分为肝郁气滞、肝肾阴虚、血虚生风、血瘀毛

窍证[11, 12, 13]等。一般认为精神神经因素、免疫紊乱等与斑秃

的发生密不可分,但精神神经因素是斑秃的常见诱因, 如用脑

过度、精神刺激、紧张、焦虑、抑郁、悲伤或惊恐等均可诱发该

病[14, 15, 16]。大多数斑秃患者的中医辨证属肝证, 且多数斑秃

患者存在不同程度的焦虑和抑郁, 因此心理治疗和药物治疗

同样重要,而斑秃患者心理变化十分复杂。不良的心理刺激

可使中枢神经调节机能失调; 可通过下丘脑影响神经内分泌

系统,还可通过下丘脑及其控制分泌的激素影响免疫功能, 从

生理上改变人体原来的各种动态平衡, 导致机体发病[ 17, 18,19]。

不同个体在不同环境条件下以及疾病不同阶段, 其心理反应

不同。我们在接诊时应通过观察和了解患者的气质、态度, 通

过提问等方式及时准确地把握其心理状况; 在制定治疗计划

时要因人因病因时因地而异针对不同心理特点, 有的放矢地

进行心理疏导。同时强调这种治疗一定要贯彻始终, 才会取

得明显而持久的效果。
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