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肺痨康抗耐异烟肼结核的分子机制与
katG 基因突变的关系初探
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摘摇 要:目的 初步探讨肺痨康抗耐异烟肼结核杆菌的分子机制与 katG 基因突变的关系。 方法 将耐异烟

肼肺结核模型小鼠随机分为空白组、模型组、异烟肼组、肺痨康组、联合用药组,并设标准菌株组。 造模成功后,

灌胃 56 d 后,观察并记录小鼠一般体征和体重变化,取出相同部位肺脏组织,HE 染色观察小鼠肺组织病理变

化,提取部分样本结核杆菌 DNA,进行全基因测序,观察 katG 基因突变位点变化。 结果 各治疗组的病理损伤均

明显轻于模型组异烟肼组见结核小节形成,肺痨康组及联合用药组未见典型结核结节,全基因测序发现模型组、

异烟肼组、肺痨康组以及联合组 katG 基因第 315、463 位密码子由 AGC、CGG 突变为 ACC、CTG,标准菌株未显示

katG 基因突变。 结论 肺痨康可以改善耐异烟肼结核小鼠的生存状态,减少肺组织的炎性反应,其发挥作用的

分子机制与 katG 基因回复突变相关性较弱。
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Abstract摇 Objective: To preliminarily explore the correlations between the molecular mechanism of Feilaokang

Capsule to counteract isoniazid-resistant tuberculosis and katG gene mutations. Methods The isoniazid-resistant tubercu鄄
losis mice were randomly divided into blank, model, isoniazid, Feilaokang and combination groups, with a standard strain
group set up. After the model mice created and fed for 56 days, the changes of their body爷s general signs and weight were

observed and recorded. The same parts of the lung tissues were removed to observe their pathological changes by HE stai鄄
ning and take mycobacterium tuberculosis DNA from part samples for complete gene sequencing to watch the site changes

of KatG gene mutation. Results: The pathological damages of each treatment group were significantly lighter than model
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group and the tubercles were formed in isoniazid group, but there were no typical tuberculous nodules in Feilaokang and

combination groups. The complete gene sequencing results showed that the 315th and 463rd codon of katG genes mutated

from AGC and CGG into ACC and CTG in model, isoniazid, Feilaokang and combination groups while standard strains did

not show katG gene mutations. Conclusion: Feilaokang Capsule can improve the existent state of isoniazid-resistant tu鄄

berculosis mice and reduce the inflammatory reaction of lung tissues. The molecular mechanism of its function has lesser

correlations with katG gene reverse mutations.

Keywords摇 Feilaokang Capsule; isoniazid-resistant tuberculosis; molecular mechanism; KatG gene mutation

摇 摇 我国是世界上结核病负担最重的国家之一,年
发病人数约为 130 万,占全球发病率的 14. 3 % ,位
居世界第 2 位,且一线抗结核药物的耐药率达

36. 8 % ,寻找有效抗耐药结核方法刻不容缓。 肺

痨康是根据多年实践经验,在前人辨治“肺痨冶经

验的基础上总结出的一张实用方剂。 前期临床研

究发现肺痨康治疗肺结核有较好疗效[1];对结核分

枝杆菌,尤其是耐药结核菌有明显的抗菌作用,且
能明显抑制炎性反应,减轻组织损伤[2-3];高剂量

肺痨康能显著升高 CD4+T 细胞数,具有明显免疫

调节抗结核的作用[4]。 目前已知的异烟肼( INH)
产生耐药的相关突变基因主要有 katG、 inhA 等。
编码过氧化氢酶-过氧化物酶的 katG 基因和编码

烯酰基还原酶的 inhA 基因的突变是结核分枝杆菌

耐 INH 的主要分子机制[5]。 基于肺痨康前期研究

成果,提出“肺痨康抗耐异烟肼结核的主要分子机

制在于可以修复耐异烟肼结核菌 katG、inhA 等突

变基因冶的假说,并在国家自然基金的资助下对肺

痨康抗耐异烟肼结核的分子机制与 katG 基因突变

之间的关系进行实验研究。
1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

1. 1. 1摇 动物 摇 SPF 级昆明种小鼠 120 只,雌雄各

半,体重 18-22 g,由成都达硕生物科技有限公司提

供,合格证号:SCXK(川)2013-24。
1. 1. 2摇 实验菌株摇 结核分枝杆菌单耐异烟肼菌株

和结核杆菌标准菌株由四川省疾病预防控制中心

结核病防治研究所提供。
1. 1. 3摇 治疗用药摇 肺痨康水煎液:蒸百部、白及、
天门冬、川贝母、猫爪草、北沙参、阿胶、蛤蚧粉等

12 味中药组成。 中药均购于北京同仁堂成都分

店。 药液制备:将全方药物(阿胶、蛤蚧粉除外)按
常规煎煮方法熬制,用电子恒温水箱 60 益低温浓

缩成 1 g 生药 / mL 的药液,趁热加入阿胶、蛤蚧粉,
放 4 益冰箱保存备用,临用时加热。 实验所需药液

为一次性熬制完成。
异烟肼片:沈阳红旗制药有限公司,批号:

1309021。 1 mg /片。 研粉,加生理盐水稀释。
1. 1. 4 摇 主要试剂 摇 DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen, 69504);TruSeq DNA LT Sample Prepara鄄
tion Kit(Illumina,FC-121-2001);Agencourt襆 AM鄄
Pure XP Beads(Beckman,A63881);QubitTM dsDNA
HS Assay Kit ( Invitrogen, Q32854 ); Agilent High
Sensitivity DNA Kit(Agilent,067 -4626);HiSeq PE
Cluster Kit v4(Illumina,PE-401-4001);HiSeq SBS
Kit v4(Illumina,FC-401-4003)。
1. 1. 5摇 主要仪器及设备摇 电子称重天平(广州中

山市金利电子衡器有限公司);4 益 冰箱(海尔集

团);手动轮转式切片机(德国 Leica 公司);电子恒

温水箱:(北京中兴伟业仪器有限公司);光学显微

镜:(Olympu 公司);Qubit襆 2. 0 Fluorometer(Invitro鄄
gen);Magnetic Stand-96(Life Technologies);Gene鄄
Amp PCR System 9700 ( Life Technologies);Micro鄄
Centrifuge ( Eppendorf ); Agilent 2100 Bioanalyzer
( Agilent ),; ThermalStat Plus ( Eppendorf ); cBot
Clonal Amplification System (Illumina)。
1. 2摇 实验方法

1. 2. 1摇 肺结核小鼠模型制备及分组摇 参照文献[6]

采用小鼠尾静脉注射法建立肺结核动物模型。 选

取 120 只 SPF 级昆明种小鼠,雌雄各半,随机分为

空白组、模型组、异烟肼组、肺痨康组、标准菌株组,
每组 20 只小鼠。 模型组、异烟肼组、肺痨康组小鼠

尾静脉注射耐异烟肼菌悬液 0. 1 mL(含 105 cfu 细

菌),同样方法对标准菌株组造模。
1. 2. 2摇 治疗给药摇 各组动物于造模一周后开始灌

胃治疗。 淤肺痨康组:参照前期实验研究结果[2]并
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按国家中药管理局的相关规定,以 6 g / kg 为高剂量

进行灌胃治疗;于异烟肼组:给予同体积的异烟肼

灌胃。 参照相关指南[7],对耐药结核病给予高剂量

异烟肼(0. 016-0. 02 g·kg-1·d-1)治疗,以正常

成人体重 70 kg,小鼠体重 20 g 按体表面积比

(0. 0026) 等 效 剂 量 进 行 换 算, 小 鼠 给 药 量 为

0. 15 g·kg-1·d-1;盂异烟肼联合肺痨康组:给予

同体积的异烟肼及肺痨康混悬液灌胃(配伍比例

1:1);榆标准菌株组、空白组及模型组:分别给予同

体积的生理盐水灌胃。 以上 6 组均每日灌胃一次,
连续灌胃 56 d。
1. 3摇 观察指标

1. 3. 1摇 小鼠一般体征观察摇 观察小鼠的毛发光泽

度、毛发稀疏度、小鼠活动度、食欲、大便,以及有无

死亡情况,并记录。
1. 3. 2 摇 肺脏组织 HE 染色 摇 颈椎脱臼法处死小

鼠,用 75 %酒精消毒小鼠体表 5 分钟,无菌条件下

解剖小鼠,分离出肺脏,取部分浸泡于含生理盐水

的无菌试管内;由低浓度到高浓度酒精作脱水剂,
逐渐脱去组织块中的水份,再将组织块置于二甲苯

中透明;将已透明的组织块置于已溶化的石蜡中进

行包埋;待包埋好的组织块变硬后,在切片机上切

片;一般 3-5 um 厚;切片经 80 益烤片半小时后进

行一系列 HE 染色处理,将制作好的病理切片在镜

下观察。
1. 3. 3摇 基因测序摇 各组随机取 1-2 只小鼠肺组织

标本,采用 DNeasy Blood & Tissue Kit ( Qiagen,
69506)按照生产厂商提供的操作流程进行 DNA 抽

提及纯化,纯化后的 DNA 经 Qubit襆 2. 0 Fluorome鄄
ter 和 0. 8 % 琼脂糖凝胶电泳进行质检,质检合格

的 DNA 进行后续的测序实验。 按照实验说明书对

基因组 DNA 进行片段化,末端修复、3爷末端加 A、
连接接头、富集等步骤,完成测序样本文库构建。
所建文库使用 Qubit襆 2. 0 Fluorometer 检测浓度,按
照 cBot User Guide 所示相应流程,在 Illummina
HiSeq 2500 测序仪配套的 cBot 上完成 Cluster 生成

和第一向测序引物杂交。 按照 HiSeq 2500 User
Guide 准备测序试剂,将携有 cluster 的 flow cell 上
机测序。 测序过程由 Illumina 提供的 data collec鄄
tion software 进行控制,并进行实时数据分析。
1. 4摇 统计学方法摇 测序得到的原始图像文件,经
过碱基识别及误差过滤,得到可以用于分析的原始

测序片段(Reads,见图 1),它包括序列的碱基组成

信息以及其对应的序列质量信息。 对测序得到

Reads 进行过滤,去除总体质量偏低的 reads,将质

量大于 20 碱基所占比例小于 50 % 的 reads 去除;
去除 3爷端质量 Q 低于 10 的碱基,即碱基错误率小

于 0. 1;去除长度小于 20 的测序片段( reads)等。
使用 bwa 软件(version 0. 7. 8)对预处理后的 reads
进行序列对比(Mapping),生成的比对结果为 BAM
文件,结果由 GATK UnifiedGenotyper 对样品 bam
文件同时处理,得到的 vcf 文件,snpEff 软件完成突

变的注释,通过 Perl 脚本处理得到最终的结果。 同

一个项目下的所有样品放在同一个 excel 表格下进

行筛选比较。

图 1摇 Reads 部分截取展示如下

注:每条 Reads 由四行组成,分别为 Reads 名称、碱基序列、+(无意义)、Reads 测序质量值。
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2摇 结果

2. 1摇 小鼠一般体征摇 空白组小鼠皮毛光滑、有光

泽,无脱毛现象,饮食正常,无小鼠死亡。 模型组

小鼠皮毛稀疏、无光泽,部分喜扎堆蜷缩,反应迟

钝,进食减少,死亡 9 只,解剖发现小鼠肺脏密布粟

粒样结节,或散在大小不等结节,治疗组小鼠状况

介于空白组与模型组之间。 标准菌株组小鼠皮毛

较稀疏、无光泽,部分喜静懒动,部分反应较迟钝,
小鼠死亡 5 只,经解剖发现小鼠肺组织布满粟粒样

大小结节。
2. 2摇 光镜下观察小鼠肺、肝、脾病理形态学变化

(HE 染色) 摇 200 倍光镜下观察发现空白组小鼠

肺组织结构完整,清晰可见,细胞形态正常无变

异;模型组病变以渗出为主,组织结构破坏,白细

胞聚集,有大量炎性细胞浸润,肺脏可见朗罕氏巨

细胞形成,炎症反应严重;各治疗组均以少量渗出

或少量增生性病变为主;异烟肼组见结核小节形

成,肺痨康组及联合用药组未见典型结核结节(见
表 1)。

表 1摇 小鼠脏器病理组织学结果(HE 染色)

组别 动物(n)
肺脏炎症(只)

无 轻 中 重

空白组 10 2 8 0 0

模型组 10 0 0 1 9

异烟肼组 10 0 4 5 1

肺痨康组 10 0 8 1 1

联合用药组 10 0 8 2 0

标准菌株组 10 0 0 2 8

摇 摇 注:无病变:组织结构完整,细胞形态无变异,无白细胞浸润;病变轻:组

织结构完整,有白细胞浸润;病变中:组织结构部分破坏,白细胞聚集,形成

小的结核结节;病变重:组织坏死,形成空洞或大的结核结节。

2. 3摇 组 katG 基因突变情况摇 见表 2。

表 2摇 耐异烟肼结核杆菌 katG 基因突变形式以及氨基酸改变

序号 样本名称 核苷酸改变 密码子位点 氨基酸改变 变异类型

1 标准菌 / / / /

2 模型组 AGC->ACC 和 CGG->CTG 315 和 463 Ser->Thr 和 Arg-->Leu 错义突变

3 异烟肼 AGC->ACC 和 CGG->CTG 315 和 463 Ser->Thr 和 Arg-->Leu 错义突变

4 肺痨康 AGC->ACC 和 CGG->CTG 315 和 463 Ser->Thr 和 Arg-->Leu 错义突变

5 联合组 AGC->ACC 和 CGG->CTG 315 和 463 Ser->Thr 和 Arg-->Leu 错义突变

3摇 讨论

基因突变是指基因组 DNA 分子发生的突然

的、可遗传的变异,一般在结构上发生碱基对组成

或排列顺序的改变。 基因虽然十分稳定,能在细

胞分裂时精确地复制自己,但这种隐定性是相对

的。 目前研究发现,基因突变修复的机制主要包

括尿嘧啶糖基酶系统(复制错误的修复)、重组修

复等,这些机制促使基因突变的可逆性和可修复

性。 突变基因的回复突变为治疗很多疾病提供了

可能并有可能成为治疗疾病一种可能的方法。 如

涎腺多形性腺瘤发生过程中具有较高频率的 p53
基因突变,突变方式多样,涉及多个密码子,外源

性野生型 p53 可有效地修复涎腺多形性腺瘤细胞

中突变的 p53 基因位点,为治愈涎腺多形性腺瘤提

供了希望[8]。
INH 是防治结核病的一线用药,它可以被

MTB 内过氧化氢酶一过氧化物酶激活,作用于

enoyl-酰基载体蛋白(acyl carrier protein,ACP)还

原酶,抑制细胞壁分支菌酸的生物合成,造成细胞

壁的破损,使分支杆菌抵抗氧化和侵袭的屏障受

到损害。 目前已知的 INH 耐药相关突变基因有

katG、inhA、kasA、ahpC 和 oxyR。 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的主要

分子机制[5]。
katG 是过氧化氢酶一过氧化物酶的编码基

因,katG 基因的变异导致的 MTB 触酶一过氧化物

酶活性降低或缺失可以解释 90 %以上的异烟肼耐

药。 KatG 的完全缺失主要出现于高耐异烟肼分离

株中;katG 随机突变最常见的位点是 315 位密码

子[9-11]。 该位置的变异通过对 katG 活性位点甲基

化阻碍了异烟肼与 katG 的结合,导致酶失去活化

异烟肼的能力。 中药复方成分复杂,其作用机制

研究历来是中医药现代化研究过程的难点。 前期

研究证明,肺痨康治疗肺结核有较好疗效,对结核

分枝杆菌,尤其是耐药结核菌有明(下转第 185 页)



2015 年 09 月第 35 卷第 5 期
Sep. 2015摇 Vol. 35 摇 No. 5

现摇 代摇 中摇 医摇 药

Modern Traditional Chinese Medicine ·185摇摇 ·

平。 80 %乙醇提取时,能避免用水作为溶剂时提

取杂质多,过滤操作困难等不利因素,也能提取出

较多的组份,保证药效物质的充分溶出,是一种比

较适合大量提取的方法。
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(上接第 154 页)显的抗菌、抗炎、调节免疫等作

用[1-4],所以提出肺痨康具有回复 katG 基因突变

的假说,然而目前初步的实验结果显示,肺痨康在

治疗耐异烟肼结核小鼠方面依然具有重要作用,
它不仅能改善模型小鼠的生存状况,还能控制肺

脏炎症反应的发生(表 1),研究发现实验提供的结

核杆菌 katG 基因突变类型为错义突变,手工筛选

对比数据库发现,模型组第 315、463 密码子发生改

变,核苷酸序列分别由 AGC、CGG 突变为 ACC、
CTG,对应的氨基酸改变分别 Ser->Thr 和 Arg-->
Leu,而异烟肼组、肺痨康组以及联合组 katG 基因

突变位点与模型组一致(见表 2),可见肺痨康对耐

异烟肼结核杆菌的分子机制与 katG 基因回复突变

关系不大,对于肺痨康对耐药肺结核的分子机制

的还需从其他层次探讨。 另外,在 bam 导出的数

据库中我们还发现了大量的核苷酸多态性(SNP)
位点,需要进一步结合国内外最新研究成果加以

对比、筛选研究。
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