
专题研究

油酸碳源条件下 Ｒｖ１３７２ｃ缺失介导结核分枝杆菌对德拉马尼
的非经典耐药机制
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［摘　要］目的 针对部分德拉马尼（ＤＬＭ）耐药结核分枝杆菌临床分离株未检测到经典耐药相关基因突变的现象，基于全
基因组测序（ＷＧＳ）筛选潜在非经典耐药相关基因Ｒｖ１３７２ｃ，并探讨其对结核分枝杆菌（ＭＴＢ）德拉马尼敏感性的调控作用
及可能机制。方法 收集２０２２—２０２４年肺结核患者ＭＴＢ临床分离菌，通过药物敏感性检测（ＰＤＳＴ）结合ＷＧＳ分析，筛选潜
在耐药相关候选基因Ｒｖ１３７２ｃ。采用 ｐＪＶ５３介导的同源重组系统构建 Ｒｖ１３７２ｃ基因敲除株及回补株，在常规碳源及以油酸
为唯一碳源条件下比较不同菌株的体外生长特性。通过微量稀释刃天青法测定 ＤＬＭ对 Ｒｖ１３７２ｃ突变菌株的最低抑菌浓
度，并结合扫描电镜观察菌体形态变化。进一步联合转录组学、脂质组学及蛋白组学分析，系统评估 Ｒｖ１３７２ｃ缺失对代谢
通路、细胞包膜结构及药物敏感性的影响。结果 本研究纳入３４１株ＭＴＢ临床分离菌，其中３７株表现为 ＤＬＭ耐药。ＷＧＳ
分析显示，在３株 ＤＬＭ耐药菌株中检测到 Ｒｖ１３７２ｃ突变，且均未发现 ｄｄｎ、ｆｇｄ１及 ｆｂｉＡＣ等已知 ＤＬＭ耐药相关基因突变。
通过ｐＪＶ５３介导的同源重组法成功构建Ｈ３７ＲｖΔＲｖ１３７２ｃ敲除株及回补株。扫描电镜显示敲除株菌体表面更为光滑，分泌
物减少。生长动力学分析表明，敲除株在液体培养条件下代时缩短，而在固体培养基上无明显差异。药物敏感性试验显

示，在油酸作为唯一碳源条件下，敲除株对ＤＬＭ的最小抑菌浓度明显升高，而在 ＯＡＤＣ培养条件下未观察到统计学差异。
转录组学、脂质组学及蛋白组学联合分析表明，Ｒｖ１３７２ｃ缺失未导致经典 ＤＬＭ耐药相关基因表达水平改变，但可诱导以
ＡＢＣ转运体家族为主的外排泵相关基因上调，并影响脂质代谢、细胞包膜相关通路及氧化还原过程。结论 Ｒｖ１３７２ｃ缺失可
在油酸依赖条件下导致结核分枝杆菌对ＤＬＭ的耐药表型，其作用机制可能与外排泵激活、脂质代谢重塑及细胞包膜结构
改变有关。本研究为阐明缺乏经典耐药突变的ＤＬＭ耐药临床分离株的耐药机制提供了新线索。
［关键词］结核分枝杆菌；Ｒｖ１３７２ｃ；德拉马尼；非经典耐受；外排泵；脂质代谢
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ａｃｉｄｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．Ｔｈｉｓｐｈｅｎｏｔｙｐｅｍａｙｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，ｌｉｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｒｅｍｏｄｅ
ｌｉｎｇ，ａｎｄａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｉｎｃｅｌｌｅｎｖｅｌｏｐｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．Ｔｈｅｓｅｆｉｎｄｉｎｇｓｐｒｏｖｉｄｅａｐｏｔｅｎｔｉａｌｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃｅｘｐｌａｎａｔｉｏｎｆｏｒ
ＤＬＭｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓｌａｃｋｉｎｇｋｎｏｗｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｕｔａｔｉｏｎｓａｎｄｅｘｐａｎｄｔｈｅｃｕｒｒｅｎｔｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ
ｏｆｎｏｎｃａｎｏｎｉｃａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｎｇｔｏｒｅｄｕｃｅｄＤＬＭｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ；Ｒｖ１３７２ｃ；ｄｅｌａｍａｎｉｄ；ｎｏｎｃａｎｏｎｉｃａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐｓ；ｌｉｐｉｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ

　　结核分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，
ＭＴＢ）是结核病（ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＴＢ）的主要致病原，
其细胞包膜富含特有的脂质成分，这些高度特化的

脂质层赋予了该病原体强大的生存、感染与免疫调

节能力，使其成为一类高度成功的人类病原体［１２］。

世界卫生组织（ｗｏｒｌｄｈｅａｌｔｈｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，ＷＨＯ）发
布的《２０２５年全球结核病报告》数据显示２０２４年
全球估计新发ＴＢ病例１０７０万例，导致约１２３万人
死亡，其中约有３９万例耐多药结核病（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ
ｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＭＤＲＴＢ）新发病例，并造成
约１５万例病患死亡，占比全球结核死因１２％［３］。

尽管全球在结核病诊断和治疗策略上取得了一定

成效，ＭＤＲＴＢ仍由于其治疗难度大、药物选择有
限和较差的临床结局而成为全球结核病控制的核

心难题，并持续构成严重的公共卫生威胁［４］。

德拉马尼（ｄｅｌａｍａｎｉｄ，ＤＬＭ）是近年来成功研
发并获批用于 ＭＤＲＴＢ治疗的新型抗结核药物，
属于二环４硝基咪唑类衍生物［５］。作为一种前体

药物，ＤＬＭ在分枝杆菌内需由 Ｆ４２０依赖性脱氮酶
（ｄｅａｚａｆｌａｖｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｎｉｔｒｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ，Ｄｄｎ）介导的

生物活化，生成包括活性氮自由基和其他活性中间

体，这些活性产物能够抑制脂肪酸和细胞壁分枝菌

酸的生物合成，破坏细胞壁结构并发挥杀菌作用［６］。

目前研究表明，ＭＴＢ对 ＤＬＭ的耐药主要与其活化
前体药物所需酶的功能缺失有关。目前研究表明

ｄｄｎ、ｆｇｄ１以及参与Ｆ４２０生物合成途径的 ｆｂｉＡ、ｆｂｉＢ
和ｆｂｉＣ基因出现非同义突变或功能缺失时，会导致
ＤＬＭ耐药表型的产生［７９］。然而，近年来临床研究

发现，仍有部分ＤＬＭ耐药分离株未检测到上述经典
耐药相关基因突变，提示除已知机制外可能还存在

尚未被识别的耐药决定因素［１０］。这类无法通过现

有分子检测手段解释的耐药现象被称为“隐匿性耐

药”，不仅限制了ＤＬＭ耐药的分子诊断准确性，也提
示未来挖掘新耐药相关基因及其作用机制对ＭＤＲ
ＴＢ的诊治具有重要意义［１１］。

全基因组测序（ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＧＳ）
已成为系统解析结核分枝杆菌耐药遗传机制的重

要工具。该技术能获取ＭＴＢ全基因组水平的序列
信息，使研究者能够在全基因组范围内鉴定与耐药

表型相关的遗传变异，包括单核苷酸多态性（ｓｉｎ
·２４７·
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ｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）、插入或缺失和
其他变异模式，从而挖掘潜在的耐药相关基因及调

控通路［５，１２１３］。然而，ＷＧＳ通常只能提供候选基因
或统计关联，需要结合实验验证对候选基因进行深

入功能评估［１４］。目前，大多数耐药相关研究主要基

于体外诱导耐药突变筛选或有限数量的临床分离

株，能够通过功能实验直接建立基因变异与临床耐

药表型因果关系的证据仍相对不足［７，１０］。因此，对

新发现候选基因开展系统的功能验证及机制研究，

对于完善 ＤＬＭ耐药分子机制网络具有重要意义。
Ｒｖ１３７２ｃ全长 １１８２ｂｐ，其注释为可能编码 α

吡喃酮合成聚酮合酶样蛋白［１５］。然而，全基因组转

座子突变筛选及其他遗传学研究尚未对 Ｒｖ１３７２ｃ的
具体生物学功能提供充分证据。目前，其编码产物

主要依据序列同源性被预测为 α吡喃酮合成聚酮
合酶样蛋白，其具体生物学功能及作用机制仍有待

进一步研究［１６］。

基于上述研究背景，本研究提出假说：Ｒｖ１３７２ｃ
可能通过调控ＭＴＢ细胞包膜脂质稳态及应激适应
过程，参与特定代谢环境下ＭＴＢ对ＤＬＭ的反应调
控。围绕该假说，本研究结合临床分离株药物敏感性

检测（ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｄｒｕｇｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇ，ＰＤＳＴ）、
ＷＧＳ、基因敲除与回补以及多组学联合分析等策
略，系统研究 Ｒｖ１３７２ｃ在结核分枝杆菌 ＤＬＭ反应
中的作用及其潜在分子机制。研究结果不仅有助

于深化对ＤＬＭ非经典耐受机制的认识，也可为基
于Ｒｖ１３７２ｃ相关通路的耐药风险分子标志物筛选
以及新型联合干预策略的开发提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料　结核分枝杆菌标准菌株 Ｈ３７Ｒｖ由贵
州省疾病预防与控制中心结核病防治所惠赠，实验

在 ＢＳＬ２实验室中进行；卡那霉素、油酸、刃天青、
德拉马尼（阿拉丁公司）；Ｍｉｄｄｌｅｂｒｏｏｋ７Ｈ９、Ａｇａｒ
Ｍｉｄｄｌｅｂｒｏｏｋ７Ｈ１０、ＯＡＤＣ（ＢＤ公司）；大肠杆菌
Ｄ５Ｈａ感受态菌株（擎科生物）；ＳａｃＩ、ＥｃｏＲＩ和 Ｈｉｎ
ｄＩＩＩ内切酶（ＮＥＢ公司）；ｐＪＶ５３ｃｈｅ９质粒、ｐＵＣ１９
ｃｓｚｅｏｈｙｇ质粒及 ｐＭＶ３０６Ｉｎｔｐｌｅｆｔｈｙｇｍｓｃａｒｌｅｔ质
粒由四川大学华西医院结核病研究室惠赠。

１．２　临床菌株来源　本研究所纳入的结核分枝杆
菌临床分离株来源于２０２２年１月至２０２４年１２月
遵义医科大学附属医院收治的肺结核患者。菌株

由患者痰标本经分离培养获得，并经菌种鉴定确认

为ＭＴＢ。所有菌株均保存于研究室菌种库。
１．３　伦理审批　本研究获得遵义医科大学附属医
院伦理委员会审批（ＮＯ：ＫＬＬ２０２２７５９）。本研究

使用剩余临床标本进行回顾性分析，免于签署知情

同意书。

１．４　方法
１．４．１　构建 Ｈ３７ＲｖΔＲｖ１３７２ｃ　以结核分枝杆菌
标准株 Ｈ３７Ｒｖ基因组 ＤＮＡ为模板，扩增 Ｒｖ１３７２ｃ
上下游同源臂（Ｆ１和 Ｆ２）。采用 ＥｃｏＲＩ和 ＨｉｎｄＩＩＩ
双酶切 ｐＵＣ１９质粒，回收载体大片段后，将 ｐＵＣ１９
载体片段、Ｒｖ１３７２ｃ同源臂 Ｆ１、Ｒｖ１３７２ｃ同源臂 Ｆ２
及 ＫａｎＲＣＳ抗性片段进行同源重组连接，构建重组
质粒 ｐＵＣ１９Ｒｖ１３７２ｃ，并经测序验证正确后将重组
质粒经限制性内切酶 ＥｃｏＲＩＨｉｎｄＩＩＩ双酶切线性化，
柱纯化回收，取２００ｎｇ质粒经２５ｋｖ电压条件下电
转入诱导表达 ｐＪＶ５３Ｚｅｏ的 Ｈ３７Ｒｖ感受态细胞中。
电转后于３７℃ 条件下复苏过夜，随后涂布于含２５
μｇ／ｍＬ卡那霉素的７Ｈ１１固体培养基上培养。待单
克隆形成后，挑取单克隆菌株，分别通过菌落 ＰＣＲ、
ｑＲＴＰＣＲ及一代测序对Ｒｖ１３７２ｃ基因敲除情况进行
验证，并通过１％琼脂糖凝胶电泳分析扩增产物。
１．４．２　构建Ｒｖ１３７２ｃ回补株　以结核分枝杆菌标
准株Ｈ３７Ｒｖ基因组ＤＮＡ为模板，扩增Ｒｖ１３７２ｃ全长
基因片段。选用 ｐＭＶ３０６Ｉｎｔｐｌｅｆｔｈｙｇｍｓｃａｒｌｅｔ质粒
作为载体，经 ＳａｃＩ和 ＨｐａＩ双酶切后回收线性化载
体片段，并将其与 Ｒｖ１３７２ｃ基因片段进行同源重组
连接，构建重组质粒。经转化扩增并提取质粒后，

将重组质粒经２５ｋｖ电压条件下电转入结核分枝
杆菌 Ｈ３７Ｒｖ感受态细胞中。通过潮霉素抗性筛选
获得阳性克隆，并采用菌落 ＰＣＲ及 ｑＲＴＰＣＲ对回
补株进行验证。

１．４．３　最小抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎ
ｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）测定　将 ＤＬＭ连续２倍稀释，最终药
物浓度为００１６～８μｇ／ｍＬ。将结核分枝杆菌标准株
Ｈ３７Ｒｖ、敲除株 Ｈ３７ＲｖΔＲｖ１３７２ｃ及回补株 Ｈ３７Ｒｖ
ΔＲｖ１３７２ｃ：Ｒｖ１３７２ｃ培养于７Ｈ９＋ＯＡＤＣ至对数生长期
后，用未加甘油７Ｈ９洗菌３次，吸取２００μＬ菌液加入
２０ｍＬ７Ｈ９＋ＯＡＤＣ或７Ｈ９＋油酸培养基中稀释１００
倍，使最终接种浓度约为１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ。取１００μＬ
菌悬液接种于预先加入不同浓度ＤＬＭ的９６孔板中，
每组设置３个生物学重复，于３７℃避光静止培养２周
后，当观察到生长对照孔出现明显菌体生长时，向各

孔加入１０μＬ００４％刃天青溶液，避光孵育２４ｈ。根
据颜色变化判断细菌生长情况：由蓝色变为粉红色表

示细菌生长，而保持蓝色则表明细菌生长受到抑制。

ＭＩＣ定义为能够完全抑制颜色由蓝色向粉红色转变
的最低药物浓度。本研究ＤＬＭ药物敏感性分析依据
《世界卫生组织（ＷＨＯ）抗结核药物药敏试验标准
（２０２３版）》及《ＣＬＳＩＭ２４Ａ２指南》中的判定标

·３４７·
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准［１７１８］，将ＤＬＭ的临界折点设定为００６μｇ／ｍＬ。即
当ＭＴＢ的ＭＩＣ＞００６μｇ／ｍＬ时判定为耐药株，ＭＩＣ
≤００６μｇ／ｍＬ时判定为敏感株。采用 Ｂａｓｏ９６孔药
敏板对３４１株临床分离ＭＴＢ进行ＰＤＳＴ。
１．４．４　生长曲线测定及代时分析　将上述３种菌
株在 ７Ｈ９＋ＯＡＤＣ液体培养基中（３７℃，１００ｒ／ｍｉｎ
振荡培养）培养至对数生长期后，按 １∶１００的比例
分别接种至 ７Ｈ９＋ＯＡＤＣ及以油酸为唯一碳源的
７Ｈ９液体培养基中，调整初始ＯＤ６００为００１。每组设
置３个生物学重复，每２天测定１次ＯＤ６００值，测定前
将培养物充分涡旋混匀，并使用２７Ｇ针头反复吹打
１０～２０次以分散菌团。并记录ＯＤ６００绘制生长曲线。
代时（ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｔｉｍｅ，Ｇ）按照如下公式进行计算。

Ｇ＝
（ｔ２－ｔ１）

ｌｏｇ２［ｌｏｇ（ＯＤ６００－２）－ｌｏｇ（ＯＤ６００－１）］
１．４．５　固体平板生长能力分析　将上述菌株培养
至对数生长期后，以无菌水制备１０－１至１０－５的系
列梯度稀释液。每个梯度取２５μＬ滴加接种于
７Ｈ１０＋ＯＡＤＣ固体培养基及７Ｈ１０＋油酸固体培养
基表面。于３７℃培养１４～２１ｄ后，观察并记录菌

落生长状况及菌落形态特征。

１．５　多组学分析　本研究转录组、蛋白组、脂质组
测序及后续生物信息学分析均在委托服务机构上

海中科新生命生物科技有限公司完成，测序服务由

擎科生物科技有限公司提供。

１．６　统计学分析　采用 ＳＰＳＳ２９０进行统计学分
析。所有实验均至少进行 ３次独立重复，数据以
均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。组间比较采用单因素
方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），并采用 Ｔｕｋｅｙ多重
比较检验进行组间两两比较，以校正多重比较产生

的Ⅰ类错误。Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。

２　结果
２．１　临床分离菌对德拉马尼敏感性统计　３４１株
ＭＴＢ的ＤＬＭＭＩＣ分布范围为００１５～１μｇ／ｍＬ。其
中，３０４株（８９１５％）ＭＴＢ的ＭＩＣ≤００６μｇ／ｍＬ，被
判定为 ＤＬＭ敏感株；３７株（１０８５％）ＭＴＢ的 ＭＩＣ＞
００６μｇ／ｍＬ，被判定为 ＤＬＭ耐药株。详细 ＭＩＣ分
布见表１。

表１　ＭＴＢ临床分离菌德拉马尼 ＭＩＣ分布（μｇ／ｍＬ）
药物 ＭＩＣ浓度梯度 ＞１ １ ０．５ ０．２５ ０．１２ ０．０６ ０．０３ ０．０１５ ＜０．０１５
ＤＬＭ ０．０１５～１ １ ９ ６ ６ １５ ５７ ６３ ４３ １４１

２．２　临床分离株 ＷＧＳ结果分析　全基因组测序
分析结果显示，在 ３７株临床分离的ＤＬＭ耐药菌株
（ＭＩＣ＞００６μｇ／ｍＬ）中，有 ３株在未检测到已知耐
ＤＬＭ相关突变的情况下，经ＴＢＰｒｏｆｉｌｅｒ（ｖ６４０）算
法分析，定位到 Ｒｖ１３７２ｃ基因的２个非同义突变位
点：ｃ．１０５６Ｔ（ｐ．Ｌｅｕ３５２）和 ｃ．５８４Ｔ（ｐ．Ｍｅｔ１９５）（见
表２）。结果提示，Ｒｖ１３７２ｃ的突变可能代表１种此
前未被报道的ＭＴＢ对德拉马尼耐药的潜在新位点。

表２　临床德拉马尼耐药结核分枝杆菌分离株中Ｒｖ１３７２ｃ
突变特征及其与 ＭＩＣ变化关系

样本 菌株遗传亚系
ｃ．１０５６Ｔ；
ｐ．Ｌｅｕ３５２

ｃ．５８４Ｔ；
ｐ．Ｍｅｔ１９５

ＭＩＣ变化
倍数

１ ｌｉｎｅａｇｅ４．２．２ ０ １ ２
２ ｌｉｎｅａｇｅ２．２．１ １ ０ １
３ ｌｉｎｅａｇｅ２．２．１ １ ０ ２
　　０：未发生突变；１：发生突变；ＭＩＣ变化倍数：相对于
野生型参考株的最低抑菌浓度倍数变化。

２．３　通过 ｐＪＶ５３介导的同源重组法成功构建
Ｈ３７ＲｖΔＲｖ１３７２ｃ　野生型菌株 Ｈ３７Ｒｖ扩增得到
约 ４１００ｂｐ的特异性条带，而敲除株由于引入卡
那霉素抗性基因，其扩增片段大小约为 ４４００ｂｐ，
与理论预期一致（图１Ａ）。对 ＰＣＲ扩增产物测序
分析，结果表明目的基因 Ｒｖ１３７２ｃ已被卡那霉素抗
性基因正确替换，证实敲除构建成功（图１Ｂ）。敲

除株中 Ｒｖ１３７２ｃｍＲＮＡ表达水平降至不可检测，而
回补株中 Ｒｖ１３７２ｃ的表达水平与野生型菌株相比
差异无统计学意义（图１Ｃ），进一步验证了敲除株
与回补株构建的准确性与稳定性。

２．４　Ｒｖ１３７２ｃ缺失改变结核分枝杆菌形态并影响
其体外生长特性　扫描电镜结果显示，与野生型菌
株Ｈ３７Ｒｖ相比，Ｒｖ１３７２ｃ缺失株（Ｈ３７ＲｖΔＲｖ１３７２ｃ）菌
体表面分泌物明显减少，细胞表面更为光滑（图２）。
本研究进一步比较了敲除株Ｈ３７ＲｖΔＲｖ１３７２ｃ、回补株
Ｈ３７ＲｖΔＲｖ１３７２ｃ：Ｒｖ１３７２ｃ及野生型菌株 Ｈ３７Ｒｖ在２
种液体培养基和２种固体培养基中的生长特性。
在含 ＯＡＤＣ的标准培养条件下，Ｈ３７ＲｖΔＲｖ１３７２ｃ
的代时短于野生型菌株 Ｈ３７Ｒｖ，而回补株 Ｈ３７Ｒｖ
ΔＲｖ１３７２ｃ：Ｒｖ１３７２ｃ的代时与野生型菌株相比差异
无统计学意义（图３Ａ、Ｃ）。在以油酸为唯一碳源
的培养条件下（图３Ｂ、Ｄ），Ｈ３７ＲｖΔＲｖ１３７２ｃ的代
时同样短于野生型菌株 Ｈ３７Ｒｖ，而回补株与野生型
菌株之间差异亦无统计学意义。与 ＯＡＤＣ培养条
件相比，尽管３组菌株在油酸条件下的代时整体延
长，但各菌株之间的相对变化趋势相同。在２种
７Ｈ１０固体平板培养２周后的结果（图４Ａ、Ｂ）显示，
各浓度梯度下３种菌株均可形成肉眼可见菌落。
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　　Ａ：ＰＣＲ扩增鉴定 Ｒｖ１３７２ｃ敲除株及回补株，Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；泳道 Ｆ１～Ｆ７为不同重组
菌株的鉴定条带，泳道Ｆ８为野生型条带；Ｂ：Ｒｖ１３７２ｃ基因在结核分枝杆菌 Ｈ３７Ｒｖ基因组中
的位置及同源重组构建测序对比结果；Ｃ：ｑＲＴＰＣＲ检测不同菌株中 Ｒｖ１３７２ｃ的相对表达水
平；：与野生型 Ｈ３７Ｒｖ、Ｈ３７ＲｖΔＲｖ１３７２ｃ比较，Ｐ＜０００１；ｎｓ：与野生型 Ｈ３７Ｒｖｖ比较，Ｐ
＞００５；ｎ＝３。

图１　Ｒｖ１３７２ｃ基因敲除株及回补株的构建与验证

　　Ａ～Ｃ：野生型 Ｈ３７Ｒｖ在×５０００、×１００００和×３００００放大倍数下的扫描电镜图像；Ｄ～Ｆ：Ｒｖ１３７２ｃ缺失
株 Ｈ３７ＲｖΔＲｖ１３７２ｃ在×５０００、×１００００和×３００００放大倍数下的扫描电镜图像；与野生型比较，敲除株菌体表
面更为光滑，胞外分泌物明显减少，提示 Ｒｖ１３７２ｃ缺失可能影响细胞包膜相关脂质或分泌蛋白的形成。

图２　Ｒｖ１３７２ｃ缺失对结核分枝杆菌形态结构的影响

·５４７·
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　　Ａ：不同菌株在 ７Ｈ９＋ＯＡＤＣ液体培养基中的 ＯＤ６００生长曲线；Ｂ：不同菌株在油酸为唯一碳源的液体培养基中
的 ＯＤ６００生长曲线；Ｃ：常规培养条件下各菌株代时比较；Ｄ：油酸碳源条件下各菌株代时比较；：Ｐ＜００１；：

Ｐ＜０００１；ｎｓ：Ｐ＞００５；ｎ＝３。
图３　Ｈ３７ＲｖΔＲｖ１３７２ｃ在 ７Ｈ９＋ＯＡＤＣ与 ７Ｈ９＋油酸培养基中的生长曲线及代时分析

　　Ａ：在 ７Ｈ１１固体平板培养条件下，不同菌株的梯度稀释平板生长情况，自上而下分别为回补株 Ｈ３７Ｒｖ
ΔＲｖ１３７２ｃ：Ｒｖ１３７２ｃ、敲除株 Ｈ３７ＲｖΔＲｖ１３７２ｃ及野生型 Ｈ３７Ｒｖ；Ｂ：在以油酸为唯一碳源平板条件下，不同菌株的梯
度稀释平板生长情况。

图４　Ｒｖ１３７２ｃ突变株在固体培养基上的菌落生长表现

２．５　Ｒｖ１３７２ｃ缺失影响结核分枝杆菌在油酸条件
下对德拉马尼的敏感性　在以油酸为唯一碳源的
培养条件下，Ｈ３７ＲｖΔＲｖ１３７２ｃ对 ＤＬＭ的 ＭＩＣ为
０５μｇ／ｍＬ，高于野生型菌株 Ｈ３７Ｒｖ的 ００６μｇ／
ｍＬ，而回补株Ｈ３７ＲｖΔＲｖ１３７２ｃ：Ｒｖ１３７２ｃＭＩＣ与野
生型无明显差异（图５Ａ）。相比之下，在含 ＯＡＤＣ

的标准培养条件下，敲除株与野生型菌株对德拉马

尼的 ＭＩＣ均为 ０２５μｇ／ｍＬ，两者之间未观察到明
显差异（图５Ｂ）。结果显示，在常规培养条件下各
菌株 ＭＩＣ无统计学差异，而在油酸碳源条件下，敲
除株对德拉马尼的 ＭＩＣ明显升高，回补株可恢复
该表型。

·６４７·
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　　Ａ：在以油酸为唯一碳源条件下，采用微量稀释刃天青法检测不同菌株对德拉马尼的 ＭＩＣ；Ｂ：在常规液体培养条件
下，采用微量稀释刃天青法检测不同菌株对德拉马尼的 ＭＩＣ；行自上而下依次为阴性对照（ＮＥＧ）、敲除株 Ｈ３７Ｒｖ

ΔＲｖ１３７２ｃ、回补株 Ｈ３７ＲｖΔＲｖ１３７２ｃ：Ｒｖ１３７２ｃ及野生型 Ｈ３７Ｒｖ；列为德拉马尼浓度梯度（８～００１６μｇ／ｍＬ）、ＮＥＧ；孔内呈

蓝色表示细菌生长受抑制，呈粉红色表示细菌生长。

图５　不同碳源条件下Ｒｖ１３７２ｃ缺失对结核分枝杆菌德拉马尼敏感性的影响

２．６　三组学联合分析揭示 Ｒｖ１３７２ｃ介导的非经典
ＤＬＭ耐受机制　采用 ｑＲＴＰＣＲ检测不同外排泵
相关基因在 Ｒｖ１３７２ｃ缺失株中的相对表达水平变
化。结果以相对于野生型 Ｈ３７Ｒｖ的 ＬｏｇＦＣ表示。
所检测基因包括 Ｒｖ０１６７、Ｒｖ０１６８、Ｒｖ０５６５、Ｒｖ０８４９、
Ｒｖ１１４５、Ｒｖ１２７２ｃ、Ｒｖ１２７３ｃ、Ｒｖ１２０２ｃ、Ｒｖ１６２６Ｌ、
Ｒｖ１７４７、Ｒｖ２４００ｃ、Ｒｖ２４５９、Ｒｖ２６８１及 Ｒｖ２９３６。结果
显示，Ｒｖ１３７２ｃ缺失后多种外排泵相关基因表达上
调，其中以ＡＢＣ转运体家族相关基因为主（图６）。
在油酸作为唯一碳源的培养条件下，本研究对

Ｒｖ１３７２ｃ缺失株与野生型菌株 Ｈ３７Ｒｖ进行了转录
组学、脂质组学及蛋白组学的联合分析。首先，转

录组样本相关性分析显示，各组生物学重复具有良

好的一致性（图７Ａ）。在ＭＩＣ浓度 ＤＬＭ处理条件
下，转录组学共鉴定出 ７５９个差异表达基因（图
７Ｂ），其中１５个外排泵相关基因在药物压力下呈
上调趋势。在这些外排泵基因中，１２／１５（８０％）属
于ＡＢＣ转运体家族，２／１５（１３３３％）属于 ＲＮＤ家
族，１／１５（６６７％）属于ＭＦＳ超家族。同时，转录组
未检测到已知与 ＤＬＭ耐药直接相关的 ｄｄｎ、ｆｇｄ１
及Ｆ４２０生物合成通路相关基因 ｆｂｉＡ、ｆｂｉＢ和 ｆｂｉＣ
表达发生变化。差异表达基因 ＫＥＧＧ富集分析显
示，其主要富集于脂质代谢及细胞应激相关通路

（图７Ｃ）。脂质组ＰＣＡ分析显示，两组样本能够明
显分离（图７Ｄ）。蛋白组 ＰＣＡ分析同样显示两组
样本具有良好的区分度（图７Ｅ）。进一步对差异分
子进行分析发现，脂质组学火山图（图７Ｆ）和蛋白
组学火山图（图７Ｇ）分别展示了两组间差异脂质
和差异蛋白的表达分布。统计结果显示，共鉴定出

８７０个差异脂质分子，其中上调 ３７７个、下调 ４９３
个（图７Ｈ）；共鉴定出５２８个差异表达蛋白，其中
上调３８３个、下调１４５个（图７Ｉ）。差异脂质ＫＥＧＧ
富集分析显示，其主要富集于甘油磷脂代谢及 ＧＰＩ
锚定生物合成等通路（图７Ｊ）；蛋白组 ＫＥＧＧ富集
分析显示，ＡＢＣ转运体、分枝菌酸生物合成及阿拉
伯半乳聚糖生物合成等通路富集（图７Ｋ）。

图６　Ｒｖ１３７２ｃ缺失对外排泵相关基因表达的影响
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　　Ａ：转录组学样本相关性分析散点图；Ｂ：转录组学差异表达基因火山图，蓝色表示下调基因，橙色表示上调基因，
灰色表示无统计学差异；Ｃ：转录组学ＫＥＧＧ富集分析气泡图；Ｄ：脂质组学 ＰＣＡ分析显示不同组样本间的分离趋势；

Ｅ：蛋白组学ＰＣＡ分析显示不同组样本间的分离趋势；Ｆ：脂质组学差异脂质火山图，不同颜色表示不同脂质类别；Ｇ：

蛋白组学差异表达蛋白火山图；Ｈ：脂质组学差异脂质统计结果；Ｉ：蛋白组学差异脂质统计结果；Ｊ：脂质组学 ＫＥＧＧ通

路富集分析，差异脂质主要富集于甘油磷脂代谢及ＧＰＩ锚定生物合成通路；Ｋ：蛋白组学ＫＥＧＧ通路富集分析，差异蛋

白显著富集于ＡＢＣ转运体、分枝菌酸生物合成、阿拉伯半乳聚糖生物合成及甘油磷脂代谢相关通路。

图７　Ｒｖ１３７２ｃ缺失引起的多组学差异分析及通路富集结果

·８４７·
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３　讨论
本研究基于临床分离 ＭＴＢ全基因组测序结

果，结合基因敲除与多组学分析，表明 Ｒｖ１３７２ｃ缺
失可在特定营养限制环境条件下介导 ＭＴＢ对
ＤＬＭ的非经典耐受表型。不同于既往研究主要聚
焦于 ｄｄｎ、ｆｇｄ１及 Ｆ４２０生物合成通路相关基因，本
研究通过ＷＧＳ分析，在３株无经典ＤＬＭ耐药突变
的临床耐药菌株中定位到Ｒｖ１３７２ｃ的非同义突变，
并通过功能验证表明其缺失可在油酸为唯一碳源

条件下提高 ＤＬＭ的 ＭＩＣ，提示 Ｒｖ１３７２ｃ可能是未
被报道的ＤＬＭ潜在耐药相关位点。

既往研究表明，Ｒｖ１３７２ｃ被注释为聚酮合酶样
（ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅｌｉｋｅ，ＰＫＳｌｉｋｅ）相关基因，属于
ＭＴＢＰＫＳ基因家族成员［１９］。该家族广泛参与

ＭＴＢ高度疏水性细胞包膜的重要脂质［１６］。这些细

胞壁脂质层不仅决定了细菌对外界有害物质的物

理屏障功能，还在调控细胞通透性、抗氧化应激以

及宿主病原相互作用中发挥关键作用［２］。同时，

ＭＴＢ细胞包膜脂质组成的改变可显著影响抗结核
药物的跨膜摄入效率，从而间接调节药物敏感

性［２０］。ＰＫＳ相关基因 Ｒｖ１３７２ｃ，其功能缺失后可能
通过干扰脂质丰度网络和细胞包膜结构，进而影响

抗结核药物ＤＬＭ摄入及其杀菌效应。
本研究扫描电镜结果显示，Ｒｖ１３７２ｃ缺失后菌

体表面更为光滑、分泌物减少，提示其可能参与

ＭＴＢ细胞包膜相关脂质或分泌蛋白的形成。结合
蛋白组学及脂质组学数据表明：在 Ｒｖ１３７２ｃ基因缺
失背景下，差异脂质和蛋白以下调为主，提示

Ｒｖ１３７２ｃ缺失可能导致 ＭＴＢ包膜脂质丰度下降或
结构发生重塑，进而影响菌体表面结构发生改变并

减少蛋白分泌。

同时，本研究发现Ｒｖ１３７２ｃ缺失所介导的 ＤＬＭ
耐受表型仅在油酸作为唯一碳源条件下出现，ＭＴＢ
在宿主体内主要依赖脂肪酸作为碳源，其代谢状态

与体外富营养条件存在显著差异［２１］。已有研究表

明，ＭＴＢ能够根据不同环境和代谢状态动态重塑
其脂质代谢途径，其中包括使用脂肪酸、胆固醇等

不同碳源时的调整［２２］。既往研究发现在营养受限

条件下，ＭＴＢ可降低生长速率，进而影响药物通透
性和杀菌效应从而出现药物耐受表型［２３２４］。同

时，基于油酸单一碳源的背景下，Ｒｖ１３７２ｃ缺失对
ＭＴＢ细胞包膜结构及药物敏感性的影响被诱导放
大，进一步揭示营养限制环境在 ＭＴＢ耐药形成中
的重要调节作用机制。

本研究转录组学分析显示，在油酸唯一碳源背

景下同时处于１／２ＤＬＭ药物压力条件下，Ｒｖ１３７２ｃ
缺失株中多种外排泵相关基因显著上调，其中以

ＡＢＣ转运体家族为主。ＡＢＣ转运体家族是已知的
最大的外排泵家族之一，具备跨膜结构和 ＡＴＰ结
合水解活性，其通过降低胞内有效药物浓度，从而

削弱药物的杀菌效应，在ＭＴＢ对多种抗结核药物的
耐受与耐药中发挥重要作用 ［２５２６］。同时，Ｒｖ１３７２ｃ
缺失并未引起 ｄｄｎ、ｆｇｄ１及 ｆｂｉＡ、ｆｂｉＢ、ｆｂｉＣ等经典
ＤＬＭ耐药相关基因表达水平的显著变化，表明本
研究中耐受表型并非通过前体药物活化受阻这一

经典机制实现，而更可能通过非经典耐药途径。脂

质组学结果表明，Ｒｖ１３７２ｃ缺失影响了甘油磷脂、
甘油脂、鞘脂及脂肪酸等多类细胞壁和膜相关脂质

的丰度，并富集于甘油磷脂代谢及 ＧＰＩ锚定生物
合成通路。ＧＰＩ锚定通路与膜蛋白锚定及膜微区
结构的稳定性密切相关，其改变可能影响 ＭＴＢ膜
蛋白定位和功能［２７］，进而影响膜蛋白的空间组织

和功能发挥。蛋白组学分析进一步显示，差异蛋白

显著富集于分枝菌酸与阿拉伯半乳聚糖生物合成

通路，这两类通路是 ＭＴＢ胞壁复杂脂质层构建的
核心环节。分枝菌酸是长链特有脂酸，是细菌外膜

疏水性层的主要脂质成分，而阿拉伯半乳聚糖作为

支架糖多糖连接肽聚糖与分枝菌酸层，共同构成了

被称为分枝菌酰－阿拉伯半乳聚糖 －肽聚糖复合
物的特有细胞壁结构，该结构不仅决定了细菌高疏

水性，还作为极强的通透性屏障影响抗结核药物的

摄入［２８２９］。上述脂质和蛋白通路的重塑，与扫描

电镜观察到的菌体表面更为光滑、分泌物减少的表

型一致，提示 Ｒｖ１３７２ｃ缺失可能通过扰动关键脂质
和蛋白合成通路，导致膜结构和表面组成的改变，

一方面可能降低ＤＬＭ及其活性中间体的跨膜进入
效率，减弱其有效杀菌作用；另一方面，膜相关应激

通路的激活伴随 ＡＢＣ外排泵表达上调，可能进一
步促进药物排出，降低胞内有效药物浓度。上述两

者的协同效应在经典药物活化通路未发生改变的情

况下削弱了ＤＬＭ的杀菌效应，为解释Ｒｖ１３７２ｃ缺失
菌株在油酸碳源条件下表现出依赖代谢环境的非经

典耐受表型提供了分子机制线索，并强调了代谢状

态对耐药形成的调节作用。

本研究在基于真实世界临床耐ＤＬＭ分离株中
发现 Ｒｖ１３７２ｃ突变，且不伴随经典耐药基因改变，
提示其可能参与解释部分基因型与表型不一致的

耐药现象。目前研究表明 Ｒｖ１３７２ｃ可作为新型
ＭＴＢ分枝菌酸抑制剂靶点［３０］。尽管需更多功能

·９４７·
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性和药理验证，Ｒｖ１３７２ｃ作为 ＰＫＳ相关基因，仍有
望作为潜在的新型分子耐药标志物，为 ＤＬＭ耐药
的分子监测及机制研究提供新的切入点，并为未来

耐药防治策略和新靶点药物发现提供线索。

本研究仍存在一定局限性。首先，纳入的临床

ＤＬＭ耐药菌株均来自单中心数量有限，需在多中
心样本验证Ｒｖ１３７２ｃ突变与耐药表型之间的相关
性及稳定性。其次，本研究主要基于体外培养模型

探讨 Ｒｖ１３７２ｃ缺失对药物敏感性的影响，尚未在动
物感染模型中验证其对 ＤＬＭ体内治疗效果的影
响，因此其对临床疗效的外推仍需谨慎。最后，尽

管多组学结果提示 Ｒｖ１３７２ｃ可能参与脂质代谢及
氧化还原通路调控，但其具体酶学活性及底物特异

性尚未通过纯化蛋白或体外反应体系直接验证。

未来，本课题组将结合 ＭＢＣ、杀菌曲线、动物感染
模型及机制研究，进一步解析 Ｒｖ１３７２ｃ介导 ＤＬＭ
非经典耐药表型的分子机制，并在更大规模临床分

离株中开展验证，以进一步评估其作为潜在耐药标

志物的临床应用价值。

综上所述，本研究观察Ｒｖ１３７２ｃ缺失可在油酸
碳源条件下介导ＭＴＢ对ＤＬＭ的非经典耐受，其机
制可能与脂质代谢重塑、细胞包膜结构改变及外排

泵激活相关。本研究不仅拓展了对ＤＬＭ非经典耐
受机制的认识，同时强调了代谢环境在药物敏感性

调控中的重要作用。未来可进一步评估 Ｒｖ１３７２ｃ
作为分子分型及耐药风险预警标志物的潜在价值，

并探索针对相关代谢通路或外排系统的干预策略，

为提高ＤＬＭ治疗效果及开发新型联合治疗方案提
供理论依据。
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