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生物信息学技术在细菌耐药机制研究中的应用
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摘要：生物信息学（ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ）是基于分子生物学理论，并与生物学、数学、计算机科学、信息学融合而成的交叉复合学科。
收集、整理、解析生物学实验数据是生物信息学的主要任务。本文扼要介绍了该技术在与细菌耐药相关基因分析中的应用。

包括可将测得序列与数据库比对，测得的变异基因序列翻译成氨基酸序列委托ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌＷｏｒｋｓｐａｃｅ作三维结构同源建模，
进行可视化分析与分子对接分析。将测序所得细菌全基因组序列上传至基因自动注释网站，可获得编码基因序列和相应的

蛋白质序列；上传至日本京都基因和基因组百科全书（ＫＥＧＧ）在线注释工具ＫＡＡＳ，可获得细菌代谢途径示意图。利用基因组
数据库也可进行全基因组数据分析。
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　　生物信息学（ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ）是建立在分子生物
学理论基础上的由生物学、数学、计算机科学、信息

学构成的交叉融合学科。生物信息学不仅包括收

集、组织与整理、储存、分析和解释分子生物学实验

数据，也包括分子生物学实验数据的可视化。这些

实验数据可以是基因与基因组（含转录组）数据、蛋

白质组数据或代谢组数据。在近二三十年中，生物

信息学专家已推出了众多的工具软件和形形色色的

数据库，为生命科学研究提供了强大工具。

细菌耐药机制研究大致可分为两类。一类为对

所收集细菌菌株进行耐药相关基因的检测分析；另

一类为对耐药菌株进行全基因组（含质粒）测序分

析。这两类研究均需要生物信息学技术作支撑。本

文就生物信息学技术在细菌耐药机制研究中的应用

作简单介绍。

１　生物信息学技术在与细菌耐药相关基因检测分
析中的应用

细菌耐药形成因素主要有两类。（１）抗菌药物
作用靶位编码基因突变，如肺炎链球菌青霉素耐药

为青霉素作用靶位青霉素结合蛋白（ＰＢＰｓ）编码基
因突变所致；结核分枝杆菌链霉素耐药为链霉素作

用靶位核糖体小亚单位编码基因突变所致；细菌耐

喹诺酮类药物为喹诺酮类药物作用靶位 ＤＮＡ旋转
酶编码基因突变所致［１］。（２）细菌借助于可移动遗
传元件，包括细菌的质粒、噬菌体、转座子（含插入

序列）和整合子等获得耐药基因，所表达的产物或

灭活抗菌药物、或保护抗菌药物作用靶位、或外排抗

菌药物而导致耐药［１４］。这两种耐药相关基因的分

析均需要采用ＰＣＲ及 ＤＮＡ测序，测得 ＤＮＡ序列经
ＤＮＡ测序读序工具软件人工删除信号不佳的序列，
并上网与核酸数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）比对方可确认。
１．１　ＤＮＡ测序读图工具软件与网上核酸数据库比
对　目前 ＤＮＡ测序均用全自动荧光法。测得的
ＤＮＡ序列首先应经读序工具软件校正。前１０～２０
个碱基因荧光信号弱，以及ＰＣＲ扩增时在 ＴａｑＤＮＡ
聚合酶作用下３′末端额外延伸碱基Ａ序列，因而需
要经 ＤＮＡ测序读序工具软件人工删除相关片段。
ＤＮＡ测序读序工具软件常用的有Ｃｈｒｏｍａｓ２．２３（ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔｅｃｈｎｅｌｙｓｉｕｍ．ｃｏｍ．ａｕ／ｃｈｒｏｍａｓ．ｈｔｍｌ）和
分子进化遗传分析（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＧｅｎｅｔｉｃｓ
Ａｎａｌｙｓｉｓ）工具包 ＭＥＧＡ５．２（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｅｇａｓｏｆｔ
ｗａｒｅ．ｎｅｔ）。经读序工具软件读序校正后的序列可
直接点击ＢＬＡＳＴＳｅａｒｃｈ与美国国立生物信息中心
（ＮＣＢＩ）核酸数据库比对。并获得提交序列与相匹
配序列的两两比对信息，其中高得分（ｓｃｏｒｅ）与低期
望值（ｅｘｐａｃｔｖａｌｕｅ）的提示序列一致性（ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ）
高。点击ＢＬＡＳＴ页面Ｄｉｓｔａｎｃｅｔｒｅｅｏｆｒｅｓｕｌｔｓ即可获
得ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ提供的提交序列与核酸数据库中不
同程度匹配序列的分子进化分析图。

目前，全自动荧光ＤＮＡ测序仪每次测序长度仅
为７００～８００个碱基。鲍曼不动杆菌 β内酰胺类药
物作用靶位 ＰＢＰ１编码基因长达２５５６个碱基。因
此，ＰＢＰ１编码基因需重叠分段 ＰＣＲ扩增后作双向
测序［５］，然后用 ＤＮＡＭＡＮ工具软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
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ｌｙｎｎｏｎ．ｃｏｍ）拼接成全长序列。ＤＮＡＭＡＮ工具软件
也能读序校正和作分子进化分析。

１．２　分子三维结构同源建模与分子可视化　如果
所研究的抗菌药物作用靶位或抗菌药物灭活酶已有

三维结构报道，那测得变异的基因序列翻译成氨基

酸序列后，可委托瑞士蛋白质数据库的瑞士模型工

作区（ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌＷｏｒｋｓｐａｃｅ，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｍｏｄ
ｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）作三维结构同源建模，得到结果后可
用分子可视化工具软件打开并与已有三维结构进行

比较分析。分子可视化工具软件有 ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ
（ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）、ＡｒｇｕｓＬａｂ４．１（ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｒｇｕｓｌａｂ．ｃｏｍ）、ＵＣＳＦＣｈｉｍｅｒａ１．６．２（ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｇｌ．ｕｃｓｆ．ｅｄｕ／ｃｈｉｍｅｒａ）等。凌月明等［６］

在泛耐药鲍曼不动杆菌中发现了 β内酰胺酶基因
新亚型ＡＤＣ６５、ＡＤＣ６６。典型的ＡＤＣ型β内酰胺
酶基因长度为１１５２个碱基，而ＡＤＣ６５型基因长度
为１１５８个碱基，可翻译为 ３８５个氨基酸（相对于
ＡＤＣ６６，ＡＤＣ６５插入了 ６个碱基）。委托 Ｓｗｉｓｓ
ＭｏｄｅｌＷｏｒｋｓｐａｃｅ作三维结构同源建模后，ＡＤＣ６５、
ＡＤＣ６６分子可视化的相似性分析见图１［６］。

注：ＡＤＣ６５型β内酰胺酶蛋白质分子立体结构为天蓝色；ＡＤＣ

６６型β内酰胺酶蛋白质分子立体结构为黑色；天蓝色与黑色相嵌为

两个分子重叠部分。本图引用得到原作者的许可。

图１　ＡＤＣ６５、ＡＤＣ６６分子可视化的相似性分析

１．３　分子对接（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｉｎｇ）分析　变异序列
作同源建模后不仅可用作可视化分析，并可借助分

子对接工具软件进一步作大分子（蛋白质分子）与

小分子（化合物）相互作用分析。

分子对接是依据配体与受体作用的“锁 －钥原
理”，模拟小分子配体与受体生物大分子的相互作

用。主要作用力包括静电作用、氢键、疏水作用、范

德华力等非共价键［７］。在美国 ＮＣＢＩ的 ＰｕｂＣｈｅｍ
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）可获
取小分子化合物三维结构，使用 ＡｒｇｕｓＬａｂ４．１（ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｒｇｕｓｌａｂ．ｃｏｍ）软件中的 ＤＯＣＫ模块即可

作大分子与小分子分子对接分析。国内已有多篇报

道关于β内酰胺酶基因新亚型与 β内酰胺类药物
结合的自由能分析［７１０］，结合自由能下降值大，即催

化活性最高［７］。

分子对接分析还可用在喹诺酮类药物耐药机制

研究中。喹诺酮类药物为一类人工合成的化合物，

作用于细菌ＤＮＡ旋转酶或拓扑异构酶Ⅳ，使得细菌
ＤＮＡ无法复制而起抑菌作用。其中，ＤＮＡ旋转酶 Ａ
亚单位编码基因 ｇｙｒＡ第８３、８７位密码子最常见突
变，该区域被称为喹诺酮耐药决定区（ＱＲＤＲ）。
Ｖａｓｈｉｓｔ等［１１］所作的喹诺酮类药物与细菌ＤＮＡ旋转
酶Ａ亚单位分子对接报告显示，ｇｙｒＡ编码基因第
８３、８７位密码子突变后，喹诺酮类药物与之结合位
置发生改变，所形成原子对的数量也减少。最近，笔

者等［１２］也报道了２种肺炎克雷伯菌 ＤＮＡ旋转酶 Ａ
亚单位ＱＲＤＲ变异型与各种底物结合能力变化，结
论与Ｖａｓｈｉｓｔ等相近。

２　耐药菌株全基因组测序分析

随着新一代测序（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，
ＮＧＳ）技术的进步与廉价化，细菌全基因组测序技术
已被应用到耐药机制研究中［１３１５］。经 ＮＧＳ测序获
得某株细菌全基因组序列只需上传至基因自动注释

网站 ＧｅｎｅＭａｒｋＳ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｏｎ．ｇａｔｅｃｈ．ｅｄｕ／ｇｅｎ
ｅｍａｒｋｓ．ｃｇｉ），即可获得编码基因序列和相应的蛋白
质序列。若将细菌全基因组序列上传至日本京都基

因和基因组百科全书（ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓ
ａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ，ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｊｐ／ｋｅｇｇ）在线
注释工具ＫＡＡＳ，不仅可获得基因自动注释，并可获
得代谢途径示意图（ｐａｔｈｗａｙｍａｐｐｉｎｇ）。

研究者获得细菌全基因组基因自动注释后，可

对抗菌药物作用靶位编码基因以及与耐药相关的膜

孔蛋白编码基因、外排泵蛋白编码基因进行突变分

析，并搜索分析质粒、噬菌体、转座子（含插入序列）

和整合子等可移动遗传元件，获得耐药基因序列，即

可解析该菌耐药形成机制。

研究者可以对细菌全基因组数据库进行数据挖

掘分析。截止到２０１３年７月２３日，基因组数据库
ｗｗｗ．ｂｉｏｃｙｃ．ｏｒｇ已收录了２９８８个全基因组数据。运
用该基因组数据库作直系同源基因搜索分析十分方

便。如：该基因组数据库收录了鲍曼不动杆菌 ＳＤＦ
株、ＡＴＣＣ１９６０６株、ＡＴＣＣ１７９７８株、ＡＢ３０７０２９４株、
ＡＢ００５７株、６０１４０５９株、６０１３１５０株、６０１３１１３株、ＡＹＥ
株、ＡＣＩＣＵ株等１０株全基因组数据。经多基因组比
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对，仅ＳＤＦ株、６０１４０５９株、６０１３１５０株、６０１３１１３株等４
株无ＡｍｐＣ酶编码基因。研究者可将测得的细菌全
基因组数据与数据库中数据进行比较分析。朱健铭

等［１７］将测得的肺炎克雷伯菌全基因组数据与美国

核酸数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｎｕｃｌｅｏ
ｔｉｄｅ）中已登录的６株肺炎克雷伯菌全基因组数据
分别进行９种管家基因分子进化分析、多位点序列
分型以及基因组系统学分析，结果提示在菌株亲缘

性关系分析中，基于全基因组序列信息的基因组系

统学分析法优于单个基因序列的分子进化分析法和

多位点序列分型。

３　结语

生物信息学理论与技术仍在快速发展，工具软

件不断改版，各种数据库也不断更新。随着 ＮＧＳ技
术的进一步廉价化，细菌耐药机制研究会更多地进

行全基因组分析与全转录组分析，菌株间的亲缘性

分析也会基于更为可靠的全基因组聚类分析。
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胺酶的编码基因分析［Ｊ］．中华临床感染病杂志，２０１２，５（４）：

２１５２１９．

［６］凌月明，兰小鹏，王建福．泛耐药鲍曼不动杆菌中发现 β内酰胺

酶基因新的变异型ＡＤＣ６５、ＡＤＣ６６［Ｊ］．中国抗生素杂志，２０１３，

３８（２）：１５５１５８．

［７］糜祖煌，翁幸鐾，秦玲．ＫＰＣ型碳青霉烯酶分子进化及与底物结

合自由能分析［Ｊ］．中华临床感染病杂志，２０１０，３（３）：１３４１３７．

［８］周军，王玉月，张秋娣．ＡＤＣ５７型头孢菌素酶分子进化及与底物

结合自由能分析［Ｊ］．中华临床感染病杂志，２０１２，５（２）：７７８０．

［９］朱健铭，姜如金，肖丹宇，等．ＫＰＣ１２型碳青霉烯酶分子进化及

与β内酰胺类药物分子对接分析［Ｊ］．中华临床感染病杂志，

２０１３，６（１）：３１３４．

［１０］原鸿雁，孙强，尹晶平，等．耐药大肠埃希菌 β内酰胺酶基因检

测与ＬＡＰ２型β－内酰胺酶分子对接研究［Ｊ］．中华医院感染

学杂志，２０１３，２３（１０）：２２６７２２７０．

［１１］ＶａｓｈｉｓｔＪ，Ｖｉｓｈｖａｎａｔｈ，ＫａｐｏｏｒＲ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｎａｌｉｄｉｘｉｃ

ａｃｉｄａｎｄｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎｗｉｔｈｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｔｅｄｑｕｉｎｏｌｏｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｒｅｇｉｏｎｏｆＤＮＡｇｙｒａｓｅＡ［Ｊ］．ＩｎｄｉａｎＪＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏ

ｐｈｙｓ，２００９，４６（２）：１４７１５３．

［１２］糜祖煌，翁幸鐾，高军晖．肺炎克雷伯菌ＤＮＡ旋转酶Ａ亚单位

喹诺酮耐药决定区变异型与底物分子对接分析［Ｊ］．中华传染

病杂志，２０１３，３１（４）：２０８２１１．

［１３］ＺｈｏｕＨ，ＺｈａｎｇＴ，ＹｕＤ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｍｕｌｔｉｄｒｕｇ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉｓｔｒａｉｎＭＤＲＺＪ０６ｗｉｄｅｌｙｓｐｒｅａｄｉｎ

Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２０１１，５５（１０）：４５０６

４５１２．

［１４］ＳｕｚｕｋｉＨ，ＬｅｆｅｂｕｒｅＴ，ＢｉｔａｒＰＰ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｇｅｎｏｍｉｃａｎａｌｙ

ｓｉｓｏｆｔｈｅｇｅｎｕｓＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓａｎｄ

ｉｔｓｎｅｗｌｙｄｅｓｃｒｉｂｅｄｓｉｓｔｅｒｓｐｅｃｉｅｓＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｓｉｍｉａｅ［Ｊ］．ＢＭＣ

Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，２０１２，１３：３８．

［１５］ＫｓｅｒＣＵ，ＨｏｌｄｅｎＭＴＧ，ＥｌｌｉｎｇｔｏｎＭＪ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｆｏｒｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆａｎｅｏｎａｔａｌＭＲＳＡｏｕｔｂｒｅａｋ［Ｊ］．Ｎ

ＥｎｇｌＪＭｅｄ，２０１２，３６６（２４）：２２６７２２７５．

［１６］ＨａｒｒｉｓＳＲ，ＦｅｉｌＥＪ，ＨｏｌｄｅｎＭＴ，ｅｔａｌ．ＥｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆＭＲＳＡｄｕｒｉｎｇ

ｈｏｓｐｉｔａｌｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎａｎｄｉｎｔｅｒｃｏｎｔｉｎｅｎｔａｌｓｐｒｅａｄ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，

２０１０，３２７（５９６４）：４６９４７４．

［１７］朱健铭，姜如金，吴晋兰，等．７株肺炎克雷伯菌９种看家基因分

子进化分析、多位点序列分型与基因组系统学研究初步报道

［Ｊ］．中华微生物和免疫学杂志，２０１３，３３（４）：２５７．

（收稿日期：２０１３０７２４）

（本文编辑：刘群，陈维忠）
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