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　　随着结核分枝杆菌全基因组被测序，功能基因组学成为时

下结核分枝杆菌研究的热点。研究基因功能的方法主要有两

种思路：一是通过增强其表达，取得表达产物进行研究；二是减

弱或者终止其表达，观察整体功能的变化，进而推测相应的基

因功能。前者因为不能反映基因产物的真实表达情况，而逐渐

被抛弃。后者将基因与生物的整体功能联系起来考察，并能为

基因的功能提供直接证据，因而其技术不断得到发展和完善，

其中最常用的就是基因敲除技术［１］。

１　基因敲除技术

基因敲除技术又称基因剔除，是自２０世纪８０年代开始发

展起来的，通过一定途径使机体特定基因失活或缺失的一种分

子生物学技术。基因敲除利用基因同源重组原理，用含有已知

的外源性ＤＮＡ片段与受体细胞基因组中序列相同或非常相

近的基因发生同源重组，整合至受体细胞基因组中并得以表

达，从而改变细胞的基因型，以研究该基因的体内功能或相关

疾病的致病机制［２３］。

基因敲除的技术路线如下：第１步，构建重组基因载体，其

构建的成功与否是进行基因敲除的关键。第２步，转染质粒载

体导入待敲除的靶细胞中，方法有磷酸钙ＤＮＡ共沉淀法、电

穿孔法、逆转录病毒感染法等。第３步，用选择培养基筛选已

转染好的细胞。第４步，观察被击中细胞的生物学特征，将已

击中的胚胎干细胞转入胚胎使其生长，对转基因动物进行形态

学及分子生物学检测。

２　基因敲除技术在结核分枝杆菌研究中的应用

２．１　寻找新的抗结核药物的作用靶点　结核分枝杆菌的细胞

壁结构独特，对细菌的生命、形态、毒性传播等非常重要，也是

目前多种抗结核药物作用的靶点。结核分枝杆菌细胞壁中具

有两种主要成分，即分枝菌酸阿拉伯 半 乳 聚 糖肽 聚 糖

（ｍＡＧＰ）和脂阿拉伯甘露聚糖（ＬＡＭ）
［４］。ｍＡＧＰ是细胞壁的

核心结构，为一种复杂的脂多糖肽，由分枝菌酸、阿拉伯聚糖半

乳聚糖和肽聚糖３种成分组成。阿拉伯聚糖半乳聚糖通过Ｌ

鼠李糖ＤＮ乙酰葡糖胺双糖衔接分子，共价连接到肽聚糖大

分子上；分枝菌酸阿拉伯半乳聚糖肽聚糖（ｍＡＧＰ）直接影响

了细胞壁的完整性，是药物作用良好的靶点。在细胞壁的核心

结构ｍＡＧＰ中，乙酰葡糖胺（ＧｌｃＮＡｃ）是其中必需的组成成

分，主要参与组成肽聚糖和Ｌ鼠李糖ＤＮ乙酰葡糖胺双糖衔

接分子。ＧｌｃＮＡｃ的活性前体是 ＵＤＰＧｌｃＮＡｃ
［５］。ＧｌｍＵ 是

ＵＤＰＧｌｃＮＡｃ合成过程的一种重要酶，ＧｌｍＵ是双功能酶，具

有乙酰基转移酶活性和尿嘧啶转移酶活性。在结核分枝杆菌

（Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）中，编码ＧｌｍＵ的基因是ＧｌｍＵ，在基因组上

的定位为 Ｒｖ１０１８ｃ。现已构建了 ＧｌｍＵ 基因敲除的菌株

ｍｃ２１５５ＧｌｍＵ 敲除（ＫＯＴ），此菌株与结核分枝杆菌亲缘关系

近、细胞壁结构相似，且无致病性，可被用于对 Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ

的研究；通过对此菌株生长曲线的测定，已证实ＧｌｍＵ基因为

分枝杆菌生长所必需。由于ＧｌｍＵ在细菌生长过程中具有必

不可少的作用，并且对细胞壁完整性具有重要影响，当缺失活

性ＧｌｍＵ时，阿拉伯糖含量增加，且其增加是来自于具有分支

的阿拉伯糖末端的增多。由此推断，在活性 ＧｌｍＵ 缺失的

ｍｃ２１５５ＧｌｍＵＫＯＴ菌株中，负责合成聚阿拉伯糖末端分支的

阿拉伯糖基转移酶（ｅｍｂＡ）和ｅｍｂＢ功能可能异常，因而造成

ｍＡＧＰ中聚阿拉伯糖末端的改变，故对造成聚糖结构改变的

原因继续进行研究、分析，将能更进一步地认识ＧｌｍＵ的功能

以及当ＧｌｍＵ功能异常时对细菌造成的影响，这些都将有助于

对研究以ＧｌｍＵ为靶点的药物对细菌的影响提供支持。

２．２　为提高ＢＣＧ的免疫活性提供新方向　通过ＢＣＧ接种免

疫是预防结核的一个主要的可行性手段。ＢＣＧ是减毒活疫

苗，可引起淋巴结肿大和化脓等异常反应，在接种ＢＣＧ的过程

中，除了会干扰纯蛋白衍生物（ＰＰＤ）诊断结核分枝杆菌感染的

价值，最主要的禁忌之一就是当接种者有免疫缺陷，特别是细

胞免疫缺陷时，不能进行疫苗接种，且ＢＣＧ的免疫性不能达到

完全控制结核的效果。有研究表明，不同地区、不同年龄的人

群接种了ＢＣＧ后的有效率在０％～８０％，因此提高ＢＣＧ的免

疫性成为迫切的需要。

分布在分枝杆菌细胞膜上的ＬＡＭ 被认为主要与细菌导

致的免疫应答及毒性的传播等有关。纯化后的甘露糖帽脂阿

拉伯甘露聚糖（ＭａｎＬＡＭ）参与了结核分枝杆菌体内感染时抑

制某些细胞因子分泌的作用如白细胞介素１２（ＩＬ１２）、肿瘤坏

死因子α（ＴＮＦα）、ＩＬ８，使诱发的巨噬细胞凋亡减少并调节树

突状细胞的抗原呈递过程，对结核杆菌的毒力和免疫逃避作用

可能有大的影响［６］。而通过分离纯化得到了ＢＣＧ细胞壁上的

ＭａｎＬＡＭ，在体外攻击巨噬细胞实验中，发现抑制了巨噬细胞

分泌的ＩＬ８和ＴＮＦα。脂甘露聚糖（ＬＭ）是ＬＡＭ 的前体，由

ｅｍｂＣ基因编码的蛋白酶帮助阿拉伯糖链的聚合并转移至甘

露糖链上，最终形成脂阿拉伯甘露聚糖。乙胺丁醇（ｅｍｂ）基因

簇编码的蛋白酶是一类参与了阿拉伯糖苷的聚合和转移的酶

类。通过置换型基因打靶使ｅｍｂＣ基因功能失活，发现分枝杆

·４９９２· 检验医学与临床２０１２年１２月第９卷第２３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．９，Ｎｏ．２３



菌胞壁上的ＬＡＭ 合成停止。而纯化的ＬＭ 与ＬＡＭ 作用相

反，在体外攻击巨噬细胞实验中发现诱导了细胞凋亡和ＩＬ１２

的分泌。ＩＬ１２能活化自然杀伤细胞，刺激Ｔｈｌ细胞成熟，形成

优势Ｔｈｌ应答。二者都产生了γ干扰素（ＩＦＮγ），进一步活化

巨噬细胞，显著抑制病原菌生长。分析表明，ＬＡＭ上的阿拉伯

糖链可能掩盖了ＬＭ上甘露糖核心的诱发Ｔｈｌ型细胞因子作

用，反而抑制了感染时发生的细胞免疫应答。文献中提到

ＢＣＧ胞壁上的ＬＭ／ＬＡＭ 大约为１．０∶２．５，使ＢＣＧ的ｅｍｂＣ

基因失活可以使胞壁上ＬＡＭ 合成停止，改变胞壁上的ＬＭ／

ＬＡＭ的比例后可能会使其免疫活性提高
［７］。为验证这一推

想，采用基因敲除技术构建结核疫苗ＢＣＧｅｍｂＣ基因缺失株，

以便进一步用于细胞实验研究重组卡介苗的免疫活性和功能。

首先根据结核分枝杆菌 Ｈ３７ＲＶ基因组上ｅｍｂＣ基因序列设

计引物，再在已构建好的重组质粒上插入方向正确的筛选标记

片段，通过聚合酶链反应（ＰＣＲ）鉴定和酶切分析得到重组自杀

质粒ｐｅｅＧ。将这一质粒通过电穿孔引入生长状态良好的卡介

苗中，利用抗性筛选和蔗糖负相筛选得到ＢＣＧ的ｅｍｂＣ基因

缺失株，并通过ＰＣＲ鉴定。将重组卡介苗与卡介苗感染ＡｎａＩ

细胞后，检测不同时间点细胞内一氧化氮（ＮＯ）含量
［８］，发现重

组卡介苗比未重组株诱导 ＡｎａＩ细胞分泌的 ＮＯ量有较明显

增加，提示ｅｍｂＣ基因在提高卡介苗免疫活性方面有一定影

响，这为下一步ｅｍｂＣ基因功能的研究奠定了基础。

２．３　探讨结核分枝杆菌相关的生长基因　人类结核病的病原

菌结核分枝杆菌系缓慢生长菌，其在人工培养基或感染动物体

内生长增殖一代约１８～２４ｈ。Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ等在体外研究发现

分枝杆菌ＤＮＡ结合蛋白１（ＭＤＰ１）在卡介苗菌中约占蛋白总

量的８％～１０％，相对分子质量约为２８×１０３，ＭＤＰ１蛋白既能

抑制基因的转录效率又能在翻译水平干扰蛋白质的合成速度，

同时转染 ＭＤＰ１基因至耻垢分枝杆菌和大肠杆菌细胞内均发

现，宿主菌的生长速度明显下降。基因敲除技术对载体质粒的

基本要求就是能在大肠杆菌中进行复制，但由于缺乏分枝杆菌

的复制起点，因此在分枝杆菌中不能自主扩增，同时要携有可

供筛选的抗性标志。ｐＫＯ质粒具有以上这些特征，可用来作

为分枝杆菌中基因敲除的良好载体。此研究拟应用基因敲除

技术将卡介苗株中的 ＭＤＰ１基因敲除，观察 ＭＤＰ１基因敲除

菌株与原代菌株的生长速度。此研究中，ＭＤＰ１基因敲除菌株

的生长速度与原代菌株相比并没有显著的增加［９］，分析原因可

能有如下：（１）卡介苗菌生长速度的影响因素很多，除了 ＭＤＰ１

以外，还有别的因素［１０］，诸如ＩＴＲ操纵子数量的因素；（２）

Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ等的研究是体外试验，在体外就去除了很多干扰基

因的转录和翻译的因素；（３）结核分枝杆菌是经过长期的进化，

参与调节的因素相对复杂。因此，尚不能得出结论认为 ＭＤＰ１

是分枝杆菌生长缓慢的主要原因。但本研究通过 ＭＤＰ１基因

的敲除，建立了一种分枝杆菌基因的体内研究手段，为以后更

多的基因功能的研究提供一种可能的方法。现已证实结核分

枝杆菌ｒｍｌＢ和ｒｍｌＣ（结核分枝杆菌的生长相关基因）基因是

分枝杆菌生长相关基因［１１］。

２．４　分析结核分枝杆菌相关的毒力基因　随着结核杆菌全基

因组测序工作的完成，结核杆菌一系列毒力相关基因相继得到

克隆与鉴定［１２］。目前研究发现部分毒力基因，如ｅｒｐ基因、

ｋａｔＧ基因同时也存在于卡介苗中，在人体免疫功能低下时（如

患艾滋病），这些基因的编码产物可能使卡介苗的毒力回复，导

致播散性结核病的发生。因此，敲除卡介苗内的这些毒力基

因，去除这些毒力基因的潜在威胁，将可能大大提高卡介苗使

用的安全性。

最近，一组结核杆菌膜蛋白基因引起关注，其中尤以

Ｒｖ０９０１基因较为重要。Ｒｖ０９０１在人、牛型毒力结核杆菌广泛

存在，而在无毒或减毒株中普遍有缺失、错位和突变现象，其确

切功能有待阐明。利用基因敲除技术建立人型结核分枝杆菌

标准毒力株 ＨＲｖ３７的Ｒｖ０９０１基因缺失的结核杆菌缺陷株模

型，并进一步对Ｒｖ０９０１基因缺失株的毒力、Ｒｖ０９０１蛋白表达、

Ｒｖ０９０１蛋白功能进行研究。

Ｒｖ０９０１基因编码的蛋白是尚未确定其生物特征和功能的

假想蛋白，属于结核杆菌特异性蛋白成分，位于结核杆菌胞膜

表面，呈表面暴露或属分泌蛋白物质。位于细胞壁和细胞活动

基因组及其调节蛋白的下游，受同一操纵子控制，其编码产物

是构成结核细胞壁的重要构件［１３］。初步研究表明，在结核杆

菌强毒和无毒株之间，在结核杆菌毒力消减的过程以及人工诱

使其突变后，皆可发现毒力结核杆菌的表型变化和致病能力变

化。因此在此实验中，自杀载体ｐＲＫＳ１０含有用于同源重组的

２．４ｋｂ的同源ＤＮＡ序列。在靶片段中没有加入阳性筛选标

志，而是在载体上引入了双重筛选标志，从而成功构建了自杀

载体 ｐＲＫＳ１０。目前正利用这个自杀质粒进行结核杆菌

ＨＲｖ３７和我国野生毒力株电穿孔转染，进一步的工作正在进

行中［１４］。

３　结　　语

基因敲除技术是否成功有２个重要的影响因素：（１）要求

基因同源重组率高，能把真正发生同源重组的胚胎干细胞筛选

出来。现在最常用正负筛选法增加重组后阳性克隆的数量。

（２）要求弄清种系生长发育过程中的重要基因，非特异性的基

因的失活可能破坏重要基因而导致实验动物死亡，因而无法研

究基因功能。运用高度精细的重组酶介导２个Ｌｏｘｐ位点间

的重组（ＣｒｅＬｏｘｐ）系统，条件性基因敲除技术能在某一特定细

胞类型或细胞发育的特定阶段敲除某一特定基因，ＣｒｅＬｏｘｐ

系统为组织特异性基因打靶提供了手段。

虽然基因敲除技术的广泛使用使其成为研究基因功能重

要的技术手段，但目前仍然存在一定的不足：（１）操作复杂，实

验周期长，费用偏高；（２）在敲除过程中，被破坏的常常只是靶

基因的部分外显子而并不是整个编码区，残留的编码序列有可

能组合出新的未知的功能，这将给表型分析带来麻烦；（３）对于

某些必需基因，敲除后会造成细胞死亡，也就无法研究这些必

需基因的功能；（４）由于基因功能上的冗余，敲掉一个基因并不

能造成容易识别的表型基因家族的其他成员可以提供同样的

功能；（５）同一个打靶载体在不同遗传背景下进行基因敲除，获

得的表型差异很大［１５］。

基因敲除技术是近年来发展起来的新兴分子生物学技术，

在特定基因功能的研究中正显示出越来越重要的意义［１６１７］，

可以预见基因敲除技术将会为生命科学领域特别是微生物的

研究带来新的突破。
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三阴性乳腺癌研究和治疗进展

陈　宇 综述，张献全 审校（重庆医科大学附属第二医院肿瘤科　４０００１０）

　　【关键词】　三阴性乳腺癌；　原发性乳腺癌；　靶向治疗
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　　乳腺癌是美国妇女最常见的恶性肿瘤和第２大癌症死因，

２００９年中估计有１９２３７０个新发诊断病例同年死亡４０１７０

人。尽管从１９９０年以来乳腺癌的病死率已经有了明显的下

降，但在年龄２０～５９岁的女性中乳腺癌仍然是癌症死亡的主

要原因［１］。三阴性乳腺癌（ＴＮＢＣ）在乳腺癌中大致占到

１５％
［２］。ＴＮＢＣ是指雌激素受体、孕激素受体和人表皮生长因

子受体２均阴性的乳腺癌。到目前为止还没有特别有效的针

对ＴＮＢＣ的靶向药物治疗
［３］，在绝经前的妇女和非洲裔的妇

女有较明显的偏聚性［４］，ＢＲＣＡ１相关的乳腺癌与ＴＮＢＣ表型

的乳腺癌有明显的重叠。

１　流行病学

全球每年估计有１００万妇女被诊断出患有乳腺癌，其中大

致有１７万患有 ＴＮＢＣ
［３］。在这些 ＴＮＢＣ病例中有７５％是

ｂａｓａｌｌｉｋｅ型。ＴＮＢＣ在绝经前的非洲裔美国妇女中患病率最

高，最近一份报道指出３９％的绝经前的非洲裔美国妇女被诊

断出患有ＴＮＢＣ。而在同年龄组的非非洲裔美国妇女中的患

病率则要低得多，大约占１５％。种族的不同或绝经与否导致

患病率不同情况并没有在 ＥＲ＋／ＨＥＲ２＋亚型或 ＥＲ＋／

ＨＥＲ２亚型的乳腺癌中有所发现
［５］。多个其他不同的研究也

显示出ＴＮＢＣ在非洲裔美国妇女中有更高的比例。而在这些

ＴＮＢＣ中７５％是ｂａｓａｌ型。在２００６年ＳａｎＡｎｔｏｎｉｏ乳腺癌专

题讨论会上，１项三阴性侵袭性乳腺癌在不同种族中患病率的

研究中就指出非洲裔美国妇女患病率是白人妇女的两倍多。

他们还进一步指出４７％的非洲裔乳腺癌患者是 ＴＮＢＣ，而白

人妇女其比例只有２２％。经过对年龄和诊断分级的调整后，

非洲裔美国妇女罹患ＴＮＢＣ的比例是白人妇女的３倍多
［２］。

种族的不同导致患病率的差异，使得作者思考是否是基因

的突变导致绝经前的非洲裔美国妇女更易罹患ＴＮＢＣ。研究

发现乳腺癌的妇女中当有种系 ＢＲＣＡ１突变时就更容易患

ＴＮＢＣ同时肿瘤分级较高
［６］。基因表达的研究证实了这种现

象，同时发现ＢＲＣＡ１相关的乳腺癌在ｂａｓａｌ型乳腺癌中表现

出了聚集性［７］。

２　病理学与分子特征

ＴＮＢＣ是指对ＥＲ、ＰＲ和 ＨＥＲ２均无免疫反应的一类乳

腺癌。在ＴＮＢＣ中７５％是基底细胞样乳腺癌（ｂａｓａｌ型）。Ｐｅｒ

ｏｕ等
［８］描述了乳腺癌的不同分子亚型。它们根据ｃＤＮＡ微点
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