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病原真菌基因组流行病学研究进展
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【摘要】 基因组流行病学研究为病原真菌的遗传进化、传播和表型研究提供了新的视角，其核心

技术是全基因组测序技术和生物信息学分析，极大地弥补了传统分子分型技术的不足。通过将病原

真菌的全部遗传信息和流行病学调查相结合，能够预测病原真菌的传播途径和传播风险，为制定真菌

防控的公共卫生策略提供理论基础。本文将对分子流行病学、基因组流行病学的发展以及基因组流

行病学在病原真菌的遗传关系、溯源及进化、耐药性以及毒力、全基因组关联分析等方面的应用进行

综述，并对病原真菌基因组流行病学未来发展做出展望。
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【Abstract】 Genomic epidemiology, based on whole-genome sequencing technology and
bioinformatics analysis, can make up for the shortcomings of traditional molecular typing methods
and provide a novel insight for the genetic evolution and transmission of pathogenic fungi. The
combination of genetic information and epidemiological methods of pathogenic fungi can predict
fungi transmission routes and risks, and provide a theoretical basis for the development of public
health strategies for fungi infection prevention and control. This paper summarizes the development
of molecular epidemiology and genomic epidemiology, as well as the application of genomic
epidemiology methods in the analyses of genetic relationship, origin, evolution, drug resistance,
virulence, and genome-wide association of pathogenic fungi, and discusses the development of
pathogenic fungi genomic epidemiology.
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病原真菌危害着人类的健康，当人体免疫功能低下时，

真菌会侵袭人体引起不同程度真菌感染，主要的致病真菌

有念珠菌、隐球菌、曲霉、毛霉等［1］。真菌侵袭性感染所致

疾病的死亡率较高，并且因感染部位、潜在的疾病和使用抗

真菌药物的情况而异［2］。随着二代测序（next-generation
sequencing，NGS）的出现，病原微生物的研究进入一个新的

阶段，部分传统的分子分型方法被基于基因组学的技术方

法所取代［3-4］。全基因组分析方法与流行病学调查相结合，
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形成了基因组流行病学研究的主要技术框架［5］。基因组流

行病学在病毒研究中可以用来监测病毒的暴发以及起源，

在多种细菌特别是结核分枝杆菌的研究中也已得到广泛应

用，但在真菌中的发展仍处于起步阶段［6-8］。

一、基因组流行病学概述

1.分子流行病学：是从分子水平上，运用分子生物学技

术进行基因分型，结合流行病学方法，以寻找不同菌株的关

联性、传播途径、耐药性以及分子机制等为研究科学目

标［9］。20世纪 90年代之前的分子流行病学分型方法，如

PFGE、限制性片段长度多态性分析、扩增片段长度多态性

分析、单链构象多态性分析、随机引物扩增DNA多态性分

析等技术，各有特点，也各有一些局限性［10］。其中大多数的

分型方法都存在着分辨率不高、实验重复性差、稳定性差等

特点。

分子流行病学的技术在不断改进，逐渐转变为更适用

的方法，如现在比较常用的微卫星分型方法以及多位点序

列分型（multilocus sequence typing，MLST）［11］。MLST和微卫

星长度多态性（MLP）两种方法相对于传统的分子分型方法

分辨率更高，鉴别力更强，已经广泛应用于许多真菌的分子

流行病研究中［12-17］。MLP是对真核生物基因组中多个位点

的短串联重复序列的扩增，能够进行菌株基因分型以及评

估不同分离株的遗传相关性。MLST是一种通过对微生物

特定管家基因片段进行扩增、测序、并分析的一种基因分型

方法［18］。MLST和MLP等分型方法虽然操作简单，对DNA
质量要求不高，但都只是基于基因组部分序列，且分辨率有

限，无法非常准确地阐释菌株之间的遗传变异与关系［19］。

2.基因组流行病学：由新的测序技术以及相关的生物

信息学分析所构成，全基因组分析方法与流行病学调查相

结合［20］，以阐释病原体的鉴定、进化溯源、变异、系统发育等

问题。全基因组测序（whole genome sequencing，WGS）是一

个功能强大、高分辨率的工具，可用于菌株的种群结构分

析、系统地理学和耐药性相关的突变等研究中［21-23］，为真菌

感染疾病流行病学的调查和监测提供了先进可行的解决方

案［10］。随着二代和三代测序技术引入，能够实现对病原微

生物整个基因组的全覆盖实时测序。分析病原体之间单核

苷酸多态性（single nucleotide polymorphism，SNP）的差异是

比较基因组的最常见方法，可以通过全基因组数据的组装

拼接获得大量 SNP，并与病原微生物的参考基因组做比较，

已 用 于 各 种 系 统 发 育 研 究 和 全 基 因 组 关 联 研 究

（genome-wide associated study，GWAS）中［24］。基于整个基因

组序列，不仅可以定位和描述引起疫情暴发的病原体，还可

以了解疫情以及病原体的起源和动态流行情况［25］，更好地

预测其风险并制定科学的干预措施。

3. WGS发展：WGS优势在于大大降低了每个碱基对的

测序成本，可以获得大量数据，从而与传统分型方法（如

PFGE或MLST）相比以更低廉的价格进行测序［26］，并且相比

较于其他分子分型技术有更高的鉴别能力［27］。基因测序技

术的历史可以分为 3个阶段：第一代、第二代和第三代测

序［28］。第一代测序方法通量低、耗时长、操作复杂、成本高，

现已不是WGS的主流方法，但由于其准确性高，仍是基因

组测序确认的金标准。NGS是现阶段应用较广的测序方

法，包括采用边合成边测序策略的 Illumina平台、离子半导

体测序平台和新研发的纳米球测序平台等［29-30］。第三代测

序技术也叫单分子测序技术，如基于纳米孔的单分子测序，

以单分子DNA通过生物纳米孔的电流变化读取核酸上碱

基序列为技术核心［31-32］，适用于大基因组和复杂基因组分

析。WGS制备样本和生成序列所需的时间较长，生物信息

学分析较为复杂，这些对基因组流行病学的发展来说是一

个挑战。

二、基因组流行病学研究领域

1.系统发育分析：可以帮助推断病原体可能的传播途

径和地理路径，以及毒力或耐药性是如何随着时间的推移

而发展［33-34］。系统发育分析包括构建、评估和解读进化树，

推断出来的进化关系一般用进化树来表示。建立进化树的

主要方法可以分为 4类：简约法、最大似然法、贝叶斯法和

距离法［35］，前 3类方法是WGS研究中最常用的方法。基于

全基因组的系统发育分析可以用来确定菌株可能的传播途

径，并在全球范围内推断这些分离株的遗传起源［36］。

2. GWAS：用于描述整个基因组中遗传变异，通常是基

于 SNP，结合统计学分析重要遗传突变位点和表型的关联，

获得对表型背后的生物学机制新的见解［37-38］。在过去的

10年中，GWAS在人类复杂疾病的研究中已经取得了显著

的进步，已成功定位了大量人类的疾病中具有遗传风险的

变异位点［39］。人类GWAS的快速发展为微生物GWAS提供

了乐观的前景，为耐药性、宿主适应性、毒力等复杂表型的

遗传变异研究提供新的角度，加深对遗传、进化和传播的

认识［40］。

三、基因组流行病学在病原真菌中的应用

1.遗传多样性：分离株之间的遗传多样性可用于解释

许多不同的方面，例如菌株遗传谱系、菌株毒力因子、特异

性毒力表型、参与抗真菌耐药性发展的潜在因素，更为常见

的是流行病学监测和暴发研究中的遗传菌株相关性［41-43］。

（1）遗传谱系及亲缘关系：耳念珠菌（Candida auris）的

出现成了公共卫生中的一大威胁［44］。对来自不同地区耳念

珠菌分离株进行全基因组的系统发育分析，揭示了 4个主

要遗传分支，这些分支通过最初公布此菌株的地理区域来

命名（南亚、东南亚、非洲、南美洲地区）［45］，最新研究发现了

第五个分支，伊朗的分离株，这 5个主要分支之间相隔数万

个 SNP，但是同一分支内的分离株之间变异很小［46］。基于

SNP的系统发育分析能够揭示分离株的来源分支，同一地

区的流行病调查显示出菌株遗传高度相关性，表明存在本

地传播链的可能［47-49］。但是也有报道，在德国、英国和美国

这些国家内有来自不同分支的分离菌株，说明可能是从不

同国家或地区多次传入，然后在本地传播，例如德国暴发病

例的分离株具有独立的遗传背景，排除了患者之间存在传

播的可能性［50-52］。
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新生隐球菌（Cryptococcus neoformans）的基因组研究已

经证明了此物种存在巨大的系统发育多样性［53］。种群基因

分析认为，新生隐球菌起源于南美洲地区［54-55］，有 3个谱系

（VNI、VNIⅠ和 VNB）。格特隐球菌（Cryptococcus gattii）起

初被认为是新生隐球菌的变种，现已单独分离为一个真菌物

种［56］，主要分为4个谱系（VGⅠ、VGⅡ、VGⅢ和VGⅣ）［57］。

烟曲霉（Aspergillus fumigatus）是常见的人类致病性真

菌［58］。Abdolrasouli等［41］对来源于英国、荷兰和印度的 22个
烟曲霉分离菌株进行全基因组 SNP的系统发育分析，结果

表明，所有印度分离株彼此之间的相关性非常高，比来自荷

兰或英国的分离株相关性要高得多，地理位置和分离株的

基因型之间没有明显的关系；并且发现虽然印度分离株地

理位置分布广，但是遗传多样性低于欧洲地区的分离菌株。

荚膜组织胞浆菌（Histoplasma capsulatum）能够引起组

织胞浆病［59］。Sepúlveda等［60］在组织胞浆病流行的 4个地区

对 30株组织胞浆菌进行WGS，通过全基因组种群遗传学以

及系统发育分析，确定了组织胞浆菌属由 5个谱系组成，其

中4个被定义为新物种。

（2）耐药性产生与演化：全基因组分析抗真菌药物耐药

性，可以揭示不同抗菌药物的耐药性相关遗传突变，使预测

真菌菌株耐药性成为可能［61-62］。了解真菌耐药性的形成与

传播也能够给找到耐药暴发事件的来源提供线索［34］。

Maphanga等［63］对 54株来源于 4个分支的耳念珠菌临

床菌株进行全基因组分析发现，所有菌株的药靶基因

Erg11均发生了氨基酸突变，其中有 3个突变热点，并且这

3个突变热点与地理分支存在相关性。这说明不同地理来

源耳念珠菌的耐药性是进化获得的，根据应用的药物，不同

进化的菌株发展出不同的交叉耐药模式［64-65］。在同为念珠

菌属的白色念珠菌（Candida albicans）的一项研究中［64］，作

者对临床患者连续分离（同一患者患病中不同时间的分离

株）的白色念珠菌进行了全基因组分析，与最初的敏感分离

株相比多了 4 610个非同义 SNP，并确定了一些可能与耐药

有关的基因。

Etienne等［66］开展烟曲霉唑类药物耐药菌株实验，对来

自美国的 174株以及荷兰、印度、英国的 16株烟曲霉进行基

于全基因组 SNP的分析研究，确定了美国烟曲霉遗传背景

不同的两个种群，分为不同的进化支（A、B），发现美国的

TR34/L98H耐药突变株形成单独的进化支A，与印度、荷兰

和英国的耐药突变株可能有共同的起源；其中有 6％的耐药

菌株在两个进化支均有分布，这可能是耐药菌株和敏感菌

株的基因重组所致。

烟曲霉耐药机制的研究主要集中在 CYP51A基因上，

TR34/L98H这一突变类型也属于CYP51A基因突变所致。在

Bueid等［67］的研究中46%的耐药烟曲霉菌株与CYP51A基因

突变无关。所以 Sharma等［68］对无CYP51A突变的烟曲霉分

离株进行全基因组分析，鉴别出HMG1基因中与耐药相关

的突变位点；Losada等［69］通过药敏实验选择菌株，进行交配

传代培养，对得到的后代耐药菌株WGS分析，发现了 5个基

因导致了烟曲霉的唑类耐药，这些研究都表明存在除了

CYP51A基因所介导耐药之外的耐药机制。

Fan等［70］采用WGS，得到了来自 11个国家的 196个烟

曲 霉 菌 株 的 全 基 因 组 序 列 。 研 究 了 与 两 性 霉 素 B
（amphotericin B，AMB）耐药性相关的潜在基因和突变，并探

究了遗传群体AMB耐药性的分布。通过全基因组水平 SNP
分析表明，这些菌株在系统发育树上属于 3个不同的遗传

簇，90%耐药株位于同一个簇上；并且确定有超过 60个 SNP
与AMB耐药性显著相关。

（3）毒力：毒力表型的变化取决于分离株来源，基因组

数据可以揭示致病力潜在的决定因素。Puértolas-Balint
等［71］假设不同来源的菌株可能会有不同的毒力遗传背景，

调查了 9株烟曲霉的 244个毒力相关基因，使用基因组分析

来评估潜在的毒力因子，认为这些烟曲霉分离菌株都有相

似的毒力相关遗传信息。Chatterjee等［72］对耳念珠菌的全

基因组做了一个概述，与白色念珠菌基因组比较，发现两者

有相似的毒力特征，并且解释了其潜在致病力相关的毒力

因子。伊蒙菌（Emmonsia）是一种罕见的病原真菌［伊蒙菌

属现已取消，剩余物种被划入伊麦角菌属（Emergomyces）］，

可导致严重的肺部疾病［73-74］。在Yang等［75］的研究中，通过

全基因组序列分析对新种伊蒙菌（Emmonsia sp. 5z489）的进

化关系以及毒力因子进行分析，推测与致病力相关的毒力

因子，为这种罕见的真菌病原体的致病分子机制提供了研

究基础。

2. GWAS应用：GWAS旨在通过表型与基因型关联分

析，找到与表型关联的基因型，并且通过试验证明，分析相

关的遗传机制。GWAS在病原真菌中的应用还比较少，目

前主要围绕毒力与耐药性这两种表型研究。

Desjardins等［76］对新生隐球菌开展了GWAS分析，发现

了 10个与毒力相关的位点，鉴定出参与酵母-菌丝状态转化

的基因 RZE1 与新生隐球菌毒力相关，发现转录因子

BZP4中功能丧失突变与许多分离株的黑化相关。酿酒酵

母（Saccharomyces cerevisiae）是一种低毒力的条件性致病

菌，Muller等［77］收集了 44株临床菌株和 44株非临床菌株进

行 GWAS的研究，发现了与酿酒酵母致病力有关的基因。

Fan等［78］分析了来自 12个国家的 195株烟曲霉菌株，通过

GWAS确定了与伊曲康唑耐药性显著相关的 6个错义突变

和与伏立康唑耐药性显著相关的 18个错义突变。发现唑

类药物耐药相关的新突变应有助于进一步研究其耐药分子

机制。

四、总结与展望

测序成本的下降和高通量基因组测序技术的不断改

进，将继续推动分子基因型流行病学到基因组流行病学的

前进。通过基于WGS的系统发育分析以及GWAS分析，能

够了解菌株间的遗传背景，例如菌株起源、菌株之间传播

链、不同地区菌株的亲缘关系等，阐明病原真菌系统进化，

把真菌的分型和表型相联系，得以掌握真菌流行分布、流行

趋势、致病或耐药分子机制等。基于以上基因组流行病学
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分析，可为真菌的后续研究、疾病诊断、抗真菌药物的研发

策略、流行传播防控等提供科学的理论依据。

现有研究都说明了GWAS是识别耐药性和毒力相关基

因的有力工具。GWAS在真菌中尤其是人类致病真菌中的

研究还很少见，其分析需要大量的样本量，并且由于生物的

复杂性，研究生物学特征与基因组特征的关联也存在一定

难度，还需要研究人员具有较高的生物信息学分析能力。

所以加快发展高通量技术和适用于真菌基因组分析的新技

术，并且运用于病原真菌研究中，将会大大推动病原真菌基

因组流行病学这一领域的快速发展。
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