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【摘要】 目的 基于全基因组测序数据，通过内源性激活期间菌株基因组突变分析，开展结核分

枝杆菌（MTB）分子钟研究。方法 筛选MTB内源性激活全基因组研究文献，下载全基因组测序数

据，提取初治-复发配对样本单核苷酸多态性（SNP）差异和菌株分离时间，运用 Poisson回归模型拟合

初治-复发时间间隔与差异 SNP的关系，计算MTB分子钟，估算突变率。结果 若MTB传代时间为

18 h，0~2年短期内源性激活突变率为 6.47×10-10（95%CI：5.59×10-10~7.44×10-10），明显高于 2~14年长

期内源性激活突变率（3.27×10-10，95%CI：2.88×10-10~3.69×10-10）。0~、1~、2~、3~、5~、7~14年突变率分

别为 7.10×10-10、6.06×10-10、4.24×10-10、5.34×10-10、2.59×10-10、1.26×10-10。结论 内源性激活复发期

间，MTB突变率随初治-复发时间间隔增加而下降，本研究从微观层面验证了临床实践观察到的初治

结核病2年内易复发现象。
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【Abstract】 Objective To analyze the genomic mutation of Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis) isolated in endogenous activation period and estimate the molecular clock based on
the whole genome sequencing data. Methods Literatures of the whole genome research of
endogenous reactivated tuberculosis were retrieved, and the corresponding whole genome
sequencing data were downloaded. We extracted the single nucleotide polymorphisms (SNPs) and
strain isolation time of initial treatment and relapse of tuberculosis cases, explored the relationship
between the different SNPs and interval between initial treatment and relapse by Poisson regression
model, calculated the M. tuberculosis molecular clock, and estimated the mutation rate. Results
When the generation time of M. tuberculosis was 18 hours, the mutation rate in 0-2 years, i. e.
short-term endogenous activation, was 6.47×10-10 (95%CI: 5.59×10-10-7.44×10-10), which was
significantly higher than that in 2-14 years in long term endogenous activation (3.27×10-10, 95%CI:
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2.88×10-10-3.69×10-10). The mutation rates of 0- , 1- , 2- , 3- , 5- and 7-14 years were 7.10×10-10,
6.06×10-10, 4.24×10-10, 5.34×10-10, 2.59×10-10 and 1.26×10-10 respectively. Conclusions In the
period of endogenous reactivation, the mutation rate of M. tuberculosis decreases with the interval
time between initial treatment and relapse, which verifies the clinically observed phenomenon that
the relapse often occurs within two years after the initial treatment of tuberculosis.

【Key words】 Tuberculosis; Molecular clock; Mutation rate; Whole genome sequencing
Fund programs: National Natural Science Foundation of China (81973103); Medical
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利用基因组测序数据推断种群进化史是进化

生物学研究的重要方向［1］。自 1998年完成结核分

枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis，MTB）参考序列

H37Rv测序以来［2］，全基因组测序（whole genome
sequencing，WGS）已被广泛应用于MTB遗传多样

性及进化研究［3］。基于分子钟（molecular clock）的

系统发育分析可以估计MTB分支何时引入某一地

区和谱系分化时间，推测最近共同祖先（most
recent common ancestor，MRCA）［4-9］，确定耐药分支

起源和扩散时间［10-11］，探讨菌株传播与人口迁徙、

活动的关联［6，9，12］等。虽然古 DNA（ancient DNA，
aDNA）已被应用于研究细菌进化史［13-14］，但迄今尚

缺乏MTB的 aDNA全基因组数据。因此，主要通过

贝 叶 斯 进 化 分 析 抽 样 树（Bayesian evolutionary
analysis sampling trees，BEAST）构建具有MRCA校

准时间的历史基因组系统发育树来推算MTB分子

钟。目前，BEAST主要用于研究MTB的长期历史

进化史［4-12］。但是，了解短期临床治疗过程中MTB
的微进化对于理解结核病的病程发展也十分重要。

微生物复制繁殖过程中，基因组通常以恒定的速率

发生突变。例如，传代时间较短的细菌往往具有较

高的分子进化速率［15］。因此，单位时间内基因组发

生突变的数量可用于计算“分子钟”来估算细菌传

代时间（或繁殖速率）。当MTB处于生长繁殖状态

时，MTB具有较快的分子钟速率；反之，MTB处于

潜伏或休眠等低/无生长繁殖状态时，则具有较慢

的分子钟速率［16］。目前已有研究利用MTB体外培

养实验和猕猴潜伏感染模型［17］、家庭传播潜伏感

染［16］估算MTB分子钟。本研究利用基于全基因组

测序数据，通过感染者内源性激活期间基因组位点

突变率分析，开展MTB分子钟研究。

资料与方法

1. 数 据 收 集 ：采 用［（tuberculosis） AND

（relapse）］AND（whole genome sequence）组合词，

检索 PubMed数据库并下载全文，筛选 2022年 1月
1日前有关MTB内源性激活复发研究，获取其上传

WGS数据到欧洲核酸档案（https：//www.ebi.ac.uk/
ena/browser/home）或 NCBI序列读取档案（https：//
trace. ncbi. nlm. nih. gov/Traces/sra/）平 台 上 的

BioProject ID，利用 SRA Toolkit 2.11.2软件（https：//
github. com/ncbi/sra-tools）批量下载 WGS数据库。

登录NCBI SRA Run Selector网站（https：//www.ncbi.
nlm.nih.gov/Traces/study/）下载Metadata数据，提取

每对初治-复发MTB样本对应的单核苷酸多态性

（single nucleotide polymorphism，SNP）差异性以及

菌株分离日期等信息。

2. MTB间遗传距离计算：对于无法获取配对菌

株间 SNP差异的样本，通过以下步骤计算获得：

①低质量序列过滤和接头序列去除。原始测序数

据 采 用 fastp-0.20.1 软 件（https：//github. com/
OpenGene/fastp）进行质控，得到有效数据。②参考

序列比对。采用 BWA-0.7.17软件（https：//github.
com/lh3/bwa）将质控后的有效数据比对到MTB标

准参考基因组 H37Rv（NC_000962.3）［2］，进行测序

深度和覆盖率统计。③遗传距离矩阵计算。通过

与 H37Rv比对，生成 Bam格式的结果文件，采用

Freebayes-1.3.6 软 件（https：//github. com/freebayes/
freebayes）鉴定突变位点，进行变异检测和注释，采

用 SnpEff-5.1 软 件（https：//github. com/pcingola/
SnpEff）获得目标基因组相对于 H37Rv的 SNP、
InDel等一系列变异信息，采用 snippy-4.6.0软件

（https：//github.com/tseemann/snippy）生成 Aln格式

的 多 序 列 比 对 文 件 ，运 用 snp-dists-0.7.0 软 件

（https：//github. com/tseemann/snp-dists）将 Aln格式

文件转换成MTB间SNP距离矩阵。

3.复发类型判断：结核病复发可能是由内源性

激活（endogenous relapse）导致［18］，也可能由外源性

再次感染（exogenous reinfection）引起［19］。本研究将
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初治-复发样本全基因组遗传差异≤12个 SNP判断

为内源性激活复发，否则判定为外源性再次

感染［20］。

4. MTB分子钟估算：以月为单位衡量初治-复

发的时间间隔 t，假设不同繁殖速率/传代时间时，

MTB平均突变率［17］：

μ = ∑i = 1
n mi

N ×∑
i = 1

n ( ti /g )
式中 μ：突变率；mi：所有 n对初治-复发配对MTB
中，第 i对MTB间 SNP差异；N：MTB有效基因组大

小［样本平均测序覆盖率 C=99.3%，参考基因组大

小 L=4 411 532个碱基对（bp），N=C×L］；g：传代时

间，设定为 18~318 h；ti：第 i对初治-复发配对MTB
时间间隔（月），t以月为单位，故 ti /g =（365/12）×
24×t/g=30.4×24×t/g。由于MTB基因组突变率低且

随机发生，服从 Poisson分布［16-17］，因此运用 Poisson
回归模型拟合初治 -复发时间间隔与突变率的

关系。

5. 统计学分析：使用 R 4.1.2软件中基础包

｛stats｝的 scatter.smooth（）函数绘制初治-复发时间

间隔与MTB累积 SNP差异数量的散点图及 loess平
滑拟合曲线。使用基础包｛stats｝的 glm（）函数设定

概率分布为 Poisson分布，构建 Poisson回归模型。

检验水平α=0.05。

结 果

1. 初治 -复发配对 MTB样本：检索获得含初

治-复发时间间隔与原始WGS数据的文献 7篇，根

据BioProject ID，追踪其原始WGS数据库。综合文

献报告和Metadata数据，提取初治-复发配对MTB
样本时间间隔（月）。依据两次样本间遗传距离判

断是否为内源性激活复发，最终共纳入 208对初

治-复发配对样本进行分子钟分析。样本分别来源

于南非（57）、摩尔多瓦（52）、丹麦（31）、印度（24）、

加纳（22）、芬兰（14）、泰国（3）、马来西亚（2）、喀麦

隆（1）、索马里（1）和俄罗斯（1）（表1）。

2. 初治-复发时间间隔与配对样本间 SNP差

异：根据时间间隔分组进行分析［16］（表 2）。依据分

组方式 1：超过 60% 在 2年内发生内源性激活

（129株，62.02%），初治-复发时间间隔的M（Q1，Q3）

为11.73（8.40，17.47）个月，差异SNP的M（Q1，Q3）为

0（0，2）；在 2~14年内发生内源性激活的 MTB占

37.98%，初 治 - 复 发 时 间 间 隔 M（Q1，Q3）为

44.37（34.80，68.27）个月，差异 SNP的M（Q1，Q3）为

2（1，5）。依据分组方式 2：随着内源性激活时间间

隔延长，配对MTB样本比例也逐渐减少。1年内激

活复发比例最高（74株，35.58%），1~2年内激活复

发菌株数为 55株（26.44%）。2~、3~5年激活复发比

例相同（25株，12.02%），7~14年激活复发比例最

低，仅 4.81%。差异 SNP数在前 5年呈上升趋势，

0~、1~、2~和 3~年差异 SNP的 M（Q1，Q3）分别为

0（0，1）、1（0，3）、2（1，3）和 3（1，5）；复发时间间隔>
5年时，差异 SNP数呈下降趋势，5~、7~14年差异

SNP的M（Q1，Q3）分别为3（1，6）和2（1，4）。见表2。
采用 loess平滑曲线拟合初治-复发配对样本时

间间隔（t个月）与 SNP差异的关系，时间间隔在

42个月内，差异 SNP随着时间间隔增加呈快速上

升趋势；随着间隔时间继续延长，差异 SNP数增加

不明显，呈相对平稳状态（图1）。

3. 内源性复发时间间隔与MTB突变率：研究

发现，体外培养MTB对数生长期的传代时间约为

18 h［28］，假设体内MTB传代时间也为 18 h。本研究

中，MTB的WGS平均覆盖率为 99.3%，基因组大小

为 4 411 532 bp，按每月 30.4 d，每天 24 h，计算可得

复发时间间隔为 t个月时，通过繁殖传代共产生 bp
表1 菌株样本和测序数据来源

作者（MTB收集年份）

Korhonen等［21］（1995-2013）
Bryant等［22］（2008-2010）
Shanmugam等［23］（1999-2005）
Asare等［24］（2012-2015）
Folkvardsen等［25］（1992-2014）
Dippenaar等［26］（1996-2007）
Wollenberg等［27］（2007-2016）

数据来源（BioProject ID）
ENA：PRJEB28497
ENA：PRJEB2777
NCBI's SRA：PRJNA613351
NCBI's SRA：PRJNA616081
ENA：PRJEB20214
ENA：PRJEB32341
NCBI's SRA：PRJNA436997，RJNA318002

样本来源（MTB对，n=208）
喀麦隆（1）；芬兰（14）；索马里（1）；俄罗斯（1）
马来西亚（2）；南非（33）；泰国（3）
印度（24）
加纳（22）
丹麦（31）
南非（24）
摩尔多瓦（52）

注：ENA：欧洲核酸档案（https：//www.ebi.ac.uk/ena/browser/home）；NCBI's SRA：NCBI 序列读取档案（https：//trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/
sra/）；MTB：结核分枝杆菌
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数 量 为 0.993×4 411 532×30.4×24×t÷18=177 562
398t。运用 Poisson回归模型估计突变率，使用初

治-复发间隔月份 t为自变量，log（177 562 398t）为

offset项。结果显示，t的回归系数β=-0.016（95%CI：
-0.019~-0.013，P<0.001），提示随着复发时间间隔

延长，MTB突变率呈下降趋势。0~2年内激活过程

中突变率（6.47×10-10，95%CI：5.59×10-10~7.44×10-10）
明显高于 2年后复发的突变率（3.27×10-10，95%CI：
2.88×10-10~3.69×10-10）。对初治-复发时间间隔进一

步细化分组，0~1年突变率为 7.10×10-10（95%CI：
5.66×10-10~8.76×10-10）；1~、2~、3~、5~、7~14年突变

率 分 别 为 6.06×10-10（95%CI：4.99×10-10~7.28×
10-10）、4.24×10-10（95%CI：3.25×10-10~5.42×10-10）、

5.34×10-10（95%CI：4.38×10-10~6.43×10-10）、2.59×
10-10 （95%CI： 2.00×10-10~3.30×10-10） 、 1.26×
10-10（95%CI：8.19×10-11~1.83×10-10），同样观察到随

着 时 间 间 隔 延 长 ，MTB 突 变 率 呈 下 降 的 趋

势（表3）。

通过 Poisson模型进行曲线拟合，可以发现

MTB突变率随着时间间隔增加而降低，且突变率下

降的趋势随着初治-复发时间间隔增加而变得平

缓（图2）。

4. MTB突变率与传代时间的关系：分析不同传

代时间（18~318 h）MTB突变率变化趋势［17］。结果

发现，2~14年内突变率明显降低，约为 0~2年内突

变率的一半（表 3，图 3）。随着MTB传代时间延长，

MTB突变率均呈上升趋势（图3）。

讨 论

基于分子钟的系统发育分析已被广泛运用于

推断 MTB 基因组进化史［4-9］，通过 BEAST 构建

MRCA校准时间的基因组系统发育树可以推算

MTB长期的历史进化过程［4-12］。而基于短期的临床

表3 不同复发时间间隔的结核分枝杆菌突变率 a

初治-复发间隔（年）

分组1
0~
2~14

分组2
0~
1~
2~
3~
5~
7~14

突变率（95%CI）
bp/代

6.47×10-10（5.59×10-10~7.44×10-10）
3.27×10-10（2.88×10-10~3.69×10-10）

7.10×10-10（5.66×10-10~8.76×10-10）
6.06×10-10（4.99×10-10~7.28×10-10）
4.24×10-10（3.25×10-10~5.42×10-10）
5.34×10-10（4.38×10-10~6.43×10-10）
2.59×10-10（2.00×10-10~3.30×10-10）
1.26×10-10（8.19×10-11~1.83×10-10）

bp/年

3.15×10-7（2.72×10-7~3.62×10-7）
1.59×10-7（1.40×10-7~1.80×10-7）

3.45×10-7（2.76×10-7~4.26×10-7）
2.95×10-7（2.43×10-7~3.54×10-7）
2.06×10-7（1.58×10-7~2.64×10-7）
2.60×10-7（2.13×10-7~3.13×10-7）
1.26×10-7（9.71×10-8~1.61×10-7）
6.12×10-8（3.98×10-8~8.90×10-8）

Poisson回归模型
系数（β）

0.00
-0.68

0.00
-0.16
-0.52
-0.28
-1.01
-1.73

统计量
（Z值）

-7.08

-1.07
-3.01
-1.92
-5.94
-7.45

P值

<0.001

0.284
0.003
0.055
<0.001
<0.001

注：a假设传代时间为18 h；bp：碱基对

图1 结核分枝杆菌内源性激活复发时间间隔与差

异单核苷酸多态性（SNP）数的 loess平滑拟合曲线

表2 不同内源性激活时间间隔与SNP差异

初治-复发时间
间隔（年）

分组1
0~
2~14

分组2
0~
1~
2~
3~
5~
7~14

配对样本数 a
（n=208）

129（62.02）
79（37.98）

74（35.58）
55（26.44）
25（12.02）
25（12.02）
19（9.13）
10（4.81）

时间间隔（个月）b

11.73（8.40，17.47）
44.37（34.80，68.27）

8.40（7.00，10.87）
18.00（15.60，20.47）
31.43（28.63，34.80）
43.97（39.47，46.77）
69.53（64.00，74.99）
99.60（89.30，114.30）

差异SNPb

0（0，2）
2（1，5）

0（0，1）
1（0，3）
2（1，3）
3（1，5）
3（1，6）
2（1，4）

注：a括号内数据为构成比（%）；bM（Q1，Q3）；SNP：单核苷酸多

态性
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案例中MTB突变率研究则可以了解MTB微进化或

特殊临床期菌株繁殖情况。宿主感染MTB后，可

能的结局包括：①MTB被先天和/或获得性免疫清

除；②潜伏感染（最常见）；③快速进展发病；④缓慢

进展发病，通过早期和亚临床阶段发展为活动性结

核病；⑤处于早期和亚临床状态的循环期［29］。MTB
生长繁殖特点与致病性密切相关，宿主体内MTB
生长繁殖较快时毒力及致病性较高，更易出现活动

性结核症状［29-30］。因此结核病病程或疾病严重程

度可以借助MTB分子钟量化识别MTB繁殖特点进

行推断，对实现指导结核精准防治具有重要的临床

和公共卫生学意义。

本研究发现，初治 -复发间隔时间在 2年内，

MTB突变率（分子钟速率）相对较高，可称为“早期

内源性激活”。随着间隔时间延长，MTB逐渐转变

为低突变率（低分子钟速率）状态，可称之为“晚期

内源性激活”。本研究从病原体微观角度揭示了临

床实践中观察到的宏观现象，即大多数复发出现于

初治后 2年内，尤其第 1年复发风险最高［31］。这可

用本研究观察到的“早期内源性激活”解释。2年
后复发风险下降的临床现象与“晚期内源性激活”

机制吻合。

实验室条件下定义的突变率与自然界中随时

间累积的突变率相结合，已被用于估计各种细菌的

复制率［32］。根据人工培养基中MTB对数期生长时

间［17］，假设内源性激活传代时间为 18 h，本研究发

现MTB突变率随复发间隔时间延长而降低。由于

无法直接测量机体内MTB确切传代时间，本研究

进一步考虑了各种可能传代时间（18~318 h）下的

MTB突变率。结果显示，无论是“早期内源性激活”

还是“晚期内源性激活”阶段，随着传代时间延长，

MTB突变率均呈上升趋势。造成这一现象的原因

是内源性激活期间经历的传代次数与传代时间成

反比，故推算的MTB突变率增加使得在固定的复

发时间间隔内仍然观测到相同数量SNP。
Colangeli等［16］基于 24对样本的研究发现，MTB

突变率随着潜伏期延长而显著降低（β=-0.053，
95%CI：-0.078~-0.029）。若传代时间为 18 h，潜伏

期在 0~2年内的MTB突变率为 8.36×10-10（95%CI：
3.71×10-10~1.88×10-9），略高于本研究；潜伏期在 2~
6年内的 MTB突变率为 3.81×10-10（95%CI：1.70×
10-10~8.53×10-9）。但 Colangeli等［16］未发现指示病

例与其匹配的续发病例菌株间 SNP差异随着潜伏

期延长而增加，可能与该研究中MTB潜伏感染期

间未接受抗结核药物影响所致。

林楠［33］基于 BEAST构建基因组系统发育树，

以MTB非洲分支L5与L6谱系的MRCA先验分布［4］

为校准时间，选用HKY+Γ为碱基替换模型，在对数

正态松弛钟（lognormal relaxed clock）下进行推算，

发现 MTB每个位点每年突变率约 2.59×10-9，与
Comas等［4］基于 BEAST预测的突变率基本一致

（2.58×10-9）。然而，Ford等［17］构建猕猴潜伏感染模

型 发 现 ，MTB 每 个 位 点 每 年 突 变 率 为 1.17×

图3 不同传代时间下内源性激活期间结核分枝杆菌

突变率

图2 宿主人类体内结核分枝杆菌内源性激活复发时间

间隔与结核分枝杆菌突变率的关系

·· 1466



中华流行病学杂志 2022年9月第 43卷第 9期 Chin J Epidemiol, September 2022, Vol. 43, No. 9

10-7（95%CI：2.39×10-8~3.40×10-7），在 研 究 L2 与

L4谱系体外实验菌株突变率差异时，发现每个位

点每年突变率为 6.80×10-8~1.13×10-7。经单位换

算，本研究中，初治-复发时间间隔 0~2年时MTB每

个位点每年突变率为 3.15×10-7（95%CI：2.72×10-7~
3.62×10-7）；2~14年时突变率为 1.59×10-7（95%CI：
1.40×10-7~1.80×10-7），略高于 Ford等［17］的猕猴潜伏

感染模型和体外实验结果。

研究发现，基于长期的基因组系统发育分析预

测的突变率明显低于短期的体外实验、猕猴和人类

潜伏感染模型及本研究中人类内源性激活案例，导

致这一现象的原因可能有：①MTB在长期进化中受

到负向选择（purifying selection）压力［34］，有害突变

在长期进化过程中逐渐消失，存在大片段缺失［35］，

导致长期、跨度达数万年计算出的突变率低于短期

突变率；②人类不断迁徙，奠基者效应引发遗传漂

变（genetic drift）［4，9，36］，使得一些低频突变未被保留

而降低突变率；③人型MTB与人类免疫系统有着

高度适应性，MTB在刚感染宿主的情况下，受到较

强正向选择（positive selection）而提高突变率［37］。

然而，第三点因素的影响应该不足以导致MTB突

变率数十倍差异，因此第一种因素很可能是造成突

变率差异较大的主要原因。综上所述，根据MTB
实验菌株所计算的突变率应该更接近于临床MTB
的实际突变率，适合于推断MTB的短期微进化过

程；而林楠［33］基于系统发育树分析计算的突变率则

适合于推断MTB的长期历史进化过程。

当MTB处于较高的复制繁殖状态时，固定时

间内MTB具有较多的繁殖传代次数，这一活跃生

理状态表明此时期MTB具有较高的分子钟速率，

意味着宿主体内累积更多的MTB，使患者快速发展

为活动性结核而出现典型临床症状、影像学特征及

细菌学检测阳性［16，29］。因此利用MTB分子钟可以

预测特定时期内的细菌生长繁殖情况，继而对宿主

的发病风险进行预测，寻找内源性激活风险窗口

期，为开展针对性预防提供理论支撑。

对一线抗结核药敏感的结核病患者在 6个月

的治疗后，仍有约 5%的患者复发［38］。复发率高低

意味着抗结核治疗预后的好坏，同时复发患者也可

能成为新的传染源［39-40］。结核病例体内MTB的复

制繁殖受阻碍细胞生长途径的药物（异烟肼/利福

平）影响，但处于非复制繁殖或低复制繁殖状态的

MTB对这些抗结核药耐受性较强［41-42］。识别患者

MTB的繁殖活动状态，就能有针对性地预防性治

疗，有效防止或降低复发风险［43］。

本研究利用内源性激活复发期间MTB基因组

位点突变来估计MTB分子钟，揭示了内源性激活

复发期间MTB繁殖活跃程度变化情况。前 2年内

MTB分子钟速率最高，随着时间推移，分子钟速率

逐渐降低，意味着MTB的复制繁殖活性随着时间

的推移逐渐降低，即体内未被完全清除的MTB数

量处于较低水平。因此，本研究结果显示，预防

MTB内源性激活复发的时间应越早越好。
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