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感染组学感染组学感染组学感染组学    (Infectomics)(Infectomics)(Infectomics)(Infectomics)与微阵列与微阵列与微阵列与微阵列: : : : 感染病学前沿研究最新进展感染病学前沿研究最新进展感染病学前沿研究最新进展感染病学前沿研究最新进展        黄胜和黄胜和黄胜和黄胜和            南加州大学洛杉矶儿童医院南加州大学洛杉矶儿童医院南加州大学洛杉矶儿童医院南加州大学洛杉矶儿童医院, , , , 南方医科大学南方医科大学南方医科大学南方医科大学                徐钤徐钤徐钤徐钤            南方医科大学南方医科大学南方医科大学南方医科大学     摘要摘要摘要摘要    微阵列(microarray)技术是全面深入研究生物学问题，包括微生物感染，的有力工具。在感染性疾病的范畴中，中心问题是如何能精确地、整体性地和综合地深入研究宿主抵抗力和微生物感染力之间的相互作用（感染组学）。DNA、蛋白质和碳水化合物微阵列均能用于感染性疾病的研究、诊断、预后、预防和治疗，作为全面的工具。  关键词关键词关键词关键词   感染； 感染组学； 微阵列； 基因组学； 蛋白质组学  糖组学 

一一一一. . . . 序言序言序言序言    细菌性、病毒性、真菌性、和寄生虫性病原体和这些病原体的产物所引起的感染性疾病迄今仍然是人类死亡和残废的主要原因之一，每年全球可引起 1700 万以上的新病例[1，2]。由于微生物的感染，一些新的因素正成为医学上主要关心的问题。这些包括以前未有记载的新的感染性疾病的连续出现，旧的病原体的重新出现，和病原体对抗微生物药物的抗性的发展等。此外，免疫缺陷病人的数目也越来越多，他们易受非致病性微生物所引起的机会感染。在 21 世纪更有对生物恐怖主义愈来愈大的关注。然而基因组顺序的获得和微阵列技术的发展却能对解决这些医学上的主要问题提供总体性的、综合性的策略。     
二二二二、、、、            感染组学中的微阵列感染组学中的微阵列感染组学中的微阵列感染组学中的微阵列    

   将研究集中在一个个毒力基因、重要的病原体、和宿主的单个或有限数目的防御机制上乃是对人类感染性疾病的传统研究方法。然而，目前急需的乃是对微生物感染的总体性与综合性研究，而且要求是快速而精确的。最近提出了一个新的学科, 感染组学（infectomics）”，其意义是对微生物感染的“组学 (omics)”研究[3]。目前最重要的组学研究学科包括基因组学和蛋白质组学（表 1）和糖组学(glycomics)[4]。上述每一个组学研究学科均包括两个主要的方面：结构研究和功能研究。基因型和表型的组学改变（称为“感染组 infectome”）是由机体的感染所引起,编码于微生物病原体及其宿主的基因组内。这些改变包括了病原体及其感染的宿主体内复制（基因）、转录（mRNA）、翻译（蛋白质）和翻译后修饰（例如糖化和磷酸化）等水平上的变化；并据信有特定的形式。最近曾用 DNA 微阵列作为全面监测这些基因型和表型变化的主要的高通量手段[3，5]。蛋白质和碳水化合物的微阵列作为阐明感染性疾病过程的互补手段有很大的潜力[4，6]。 
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     表 1  有关微阵列和感染组学的一些网址  内容内容内容内容        网址 宿主和模型生物的基因组宿主和模型生物的基因组宿主和模型生物的基因组宿主和模型生物的基因组    基因组的测序                            微生物病原体的基因组微生物病原体的基因组微生物病原体的基因组微生物病原体的基因组      Magpie 基因组测序计划表     病原体基因组（NIAID）     寄生虫-基因组             WHO-TDR 寄生虫基因组委员会                      MSN 研究结果               DNADNADNADNA 微阵列和基因组学微阵列和基因组学微阵列和基因组学微阵列和基因组学                 Microarrays.org             Lab-on-a-chip.com          Brown 实验室             功能基因组学                    Stanford 微阵列数据库     EBI 数据库:array express  蛋白质微阵列和蛋白质组学蛋白质微阵列和蛋白质组学蛋白质微阵列和蛋白质组学蛋白质微阵列和蛋白质组学 NoAb Biodiscoveries  NAGAYAMA 蛋白质阵列  生物链蛋白质阵列  Biocompare ExPASy:SWISS-2DPAGE 碳水化合物微阵列和糖组学碳水化合物微阵列和糖组学碳水化合物微阵列和糖组学碳水化合物微阵列和糖组学 凝集素生物传感器阵列  UNH 糖组学 糖论坛/糖科学 Now-3 感染性疾病的某些特殊问题感染性疾病的某些特殊问题感染性疾病的某些特殊问题感染性疾病的某些特殊问题    细菌性和真菌性疾病的区分（DBMD）： 抗生素抗性 国家感染性疾病中心                  

                                                                                            人类基因组计划的测叙进展                 小鼠基因组计划        微生物基因组           数据库和研究的来源       HIV 数据库          病毒数据库             AMAD 软件包         微阵列市场            微阵列指导 Cyber-T 软件 微阵列数据的储存、追索、分析和显示    根据基因表达资料的微阵列的公共数据库  微阵列的应用评论，e。g。人类病原体的微阵列 超分子，粒子和蛋白质集合体，2D 蛋白晶体 基因功能分析的产物 蛋白质微阵列仪器 蛋白质组学软件  细菌的鉴定和定量   访问 N. Taniguchi 教授  抗微生物抗性   二十一世纪的策略：新出现的感染性疾病   

 

        
    三三三三. . . . 研究微生物的发病机理研究微生物的发病机理研究微生物的发病机理研究微生物的发病机理         基因组学和蛋白质组学是用来研究微生物的发病机理的两个主要的、全面的方法。在这些新的、高通量的方法中，cDNA 阵列和寡核苷酸阵列由于其方法简单，而且广博，以及资料的一致性而著称。在微生物感染中，这些技术已被用于作为监测微生物及其宿主的感染组  
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 (infectome)的非常有效的方法。应用任何组织样品均能够测出其中几千个基因的表达水平，使我们能够在一个全面的范围内探索其生物学功能，这在以前是不可能的。例如，对幽门螺杆菌的微阵列研究发现在酸性应激反应时有 80 个基因的表达明显增高。在酸性应激反应下，监测幽门螺杆菌的反应可能有助于了解胃部疾病的发病机理。类似的微阵列已用来监测和鉴定宿主细胞在体内和体外对各种不同的感染性生物的反应的感染组（表 2）。通过应用微阵列来监测感染时微生物和宿主细胞的基因表达的轮廓和感染组，可以提供全面和精确的信息，用以阐明对发病过程的综合性理解。  四四四四、、、、                应用微阵列诊断微生物感染应用微阵列诊断微生物感染应用微阵列诊断微生物感染应用微阵列诊断微生物感染    鉴定微生物病原体的发病机制所用的传统诊断试验取决于能在实验室中获得、处理和分析该种微生物的技术。这类方法的主要缺点在于缺乏对感染因子和 宿主反应的全基因组的通盘考虑，以及对某些微生物所必须的宿主环境条件的无知，而这种环境条件是无法在实验室内复制的。人和许多微生物基因组的全部顺序的获得使许多疾病的预防、预后和诊断发生了深刻的变化。基因型和表型感染组均可用来鉴别不同的感染因子或不同的发病机制。根据微生物病原体的基因组特征，用基因型分析法即可提供检出和鉴定微生物病原体的可靠的和精确的信息。DNA 微阵列可能是分析微生物病原体的基因型的最好的方法。含有一组来自 16SrRNA 基因的 82 个多态性寡核苷酸的基因芯片已用来成功地准确鉴定各种分支杆菌，表明本法在分子诊断学中有重要地位[5]。在取得愈来愈多的微生物基因组 DNA 微阵列后，即可对微生物病原体进行全面的基因型分析，这对诊断感染组学将是至关重要的。现已有市售的人类和好几种病原体（白色念珠菌、幽门螺杆菌、脑膜炎双球菌、金黄色葡萄球菌、和肺炎双球菌）的 DNA芯片可以买到。最近已开发出诊断感染性疾病用的抗原和碳水化合物的微阵列。一个巨大的微生物抗原库，其容量可包括最常见的病原体，能够被固定在一张载玻片上（可多至 20000 个点）[4]。预计用微阵列对感染组进行全面检测必然要比用传统方法更为有效和特异得多。   
五五五五.  .  .  .  鉴定疫苗候选物和抗微生物药物鉴定疫苗候选物和抗微生物药物鉴定疫苗候选物和抗微生物药物鉴定疫苗候选物和抗微生物药物    基因组学和蛋白质组学的最近进展对于解决预防和治疗感染性疾病这个日益复杂的问题提供了巨大的机会，并且扩张了疫苗候选物和抗微生物靶向的范围。根据基因组的全面方法也促进了传统的发展疫苗的方法和抗微生物的直接筛选程序向着更合理的和基于全基因组的策略前进[3]。应用 DNA 微阵列以发展疫苗的一个极好的例子是根据脑膜炎双球菌与人上皮细胞相互作用时该细菌血清型 B（MenB）基因表达的调节的变化[7]（图 1）。用此法已经在小鼠身上诱导产生出 5 种有杀菌能力的抗体的候选疫苗。全基因组 DNA 微阵列分析法亦被用于比较牛型结核分支杆菌的结核疫苗菌株 BCG、抗甲氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）和其它病原体的各变异体的基因组（表 2）。这些资料提供了有关这些人类病原体的进展的信息，更重要的是，提出了设计更进步的诊断学和抗微生物药物的合理途径。例如，MRSA 一直是临床上的一个严重问题。对 MRSA 菌株  
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的起源也一直众说纷纭。DNA 微阵列分析证明 MRSA 菌株可通过 mec元件的侧向传递进入甲氧西林敏感的前体细菌而多次产生。所以，这个发现无疑解决了一个有关金黄色葡萄球菌的长时间的争论。同时，某些可能的毒力因子或介导抗生素抗性的蛋白质亦已被鉴定出来。因此，微生物病原体的微阵列资料的应用必将有助于发现许多可能的候选疫苗和抗微生物的靶标。将来，如能将全基因组微阵列技术和传统的筛选策略二者的力量和优点结合起来，必能大大地推进疫苗的发展和新药的发现。 
表 2   微阵列在微生物感染中的应用  病原体 抗生素 组织 DNADNADNADNA 微阵列微阵列微阵列微阵列 基因型感染组（突变）的检测  微生物表型感染组的测定  微生物药物组 （pharmacomes）的检测  细胞培养中宿主表型感 染组的检测             动物模型中宿主表型感染组的检测   蛋白质微阵列蛋白质微阵列蛋白质微阵列蛋白质微阵列 抗原微阵列    碳水化合物微阵列碳水化合物微阵列碳水化合物微阵列碳水化合物微阵列 微生物多糖微阵列 

 结核分支杆菌 幽门螺杆菌  鼠弓形体 脑膜炎双球菌  结核分支杆菌 酿酒酵母 肺炎双球菌 单核细胞增多性李司忒氏菌 肠炎沙门氏菌 鼠伤寒沙门氏菌 绿脓假单胞菌 沙眼衣原体 百日咳杆菌 新型隐球菌 鼠弓形体 EBV HIV-1 Yersinia enterocolitica 麻疹病毒  肺炎双球菌 幽门螺杆菌 肠炎沙门氏菌   鼠弓形体、风疹病毒、CMV、HSV 1 型和 2型的血清诊断   大肠杆菌 K29 和 K100、肺炎双球菌、流感嗜血杆菌 A型、肺炎杆菌的血清诊断  

       异烟肼 两性霉素 B和 mystatin 杆菌素样肽 
           人单核细胞 人上皮细胞 小鼠巨噬细胞 人肺癌 A549 细胞系 HeLa 229 细胞系 人支气管上皮细胞 人内皮细胞 人包皮成纤维细胞 人 B淋巴细胞 人 CD4 淋巴细胞 人上皮细胞 人血单个核细胞  大鼠中耳黏膜 无菌转基因小鼠 小鼠  
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六六六六.  .  .  .  全体共生微生物基因组全体共生微生物基因组全体共生微生物基因组全体共生微生物基因组((((全微生组全微生组全微生组全微生组)(Microbiome))(Microbiome))(Microbiome))(Microbiome)        全微生组(Microbiome)是指共生于人体正常的微生物区系的总体基因组。我们的胃肠道中居住有共计约 500种不同的细菌的丰富的微生物区系。这些微生物中有些有重要的健康功能。微生物感染的发生、发展决定于宿主-微生物的相互关系的性质。这些关系包括宿主-病原体、宿主-共生菌和病原体-共生菌之间的相互关系。这些相互关系的机能整体性的(holistic)平衡对于我们的健康是必要的。然而，对这种平衡仍然知之甚少。我们很少注意到对宿主的防御系统有益的共生微生物。详细研究在微生物感染时正常微生物区系的作用将是很困难的工作，并且可能需要同时监察在细菌定居过程中宿主和微生物基因的表达情况。应用 DNA 微阵列来研究幽门螺杆菌分离株的总体基因型显示该菌的 cag pathogenicity island (PAI)和胃中的微生物区系在其定居中起着重要作用。Cag PAI-阴性菌株就不能定居在传统饲养的 Lewis 转基因小鼠胃中（常带有正常的微生物区系），而 cag PAI-阳性分离株则可定居在 74%动物的体内[8]。对于 Bacteroides thetaiotaomecron定居时肠道的转录反应的 DNA 微阵列的分析提示这种共生菌株能调控参与某些重要的肠道功能的基因的表达。这些功能包括营养物质的吸收、黏膜屏障的加强、异种生物  (xenobiotic)代谢、血管生成作用和生后肠道的成熟。因此，对全微生组(microbiome)的全面研究对于理解微生物感染是很重要的[3]。  
七七七七.   .   .   .   微阵列技微阵列技微阵列技微阵列技术与感染组学分析工具的发展术与感染组学分析工具的发展术与感染组学分析工具的发展术与感染组学分析工具的发展    基于微阵列技术日益发展, 所产生的资信如山似海大大地超越由传统研究方法获得的数据。对微阵列资料的数学分析和电子计算机分析正成为现代生物医学科学的一个重要部分，包括对感染性疾病的研究。已经发展了各种数学技术来模拟基因调节网络，例如：线性模型、Bayesian网络、微分方程和概率性布尔网络等[9]。迄今为止的大多数微阵列资料的分析都集中在无监控的或有监控的聚类算法的应用上。但是这些方法中没有一种能够获得基因-调节网络的所有的维数(dimensions)[10]。将微阵列应用在对微生物感染的基因型和表型的研究仍然处在其发展的早期。在将来，应用微阵列研究微生物感染的困难还包括对微生物毒力决定子(determinants)和宿主防御系统的全面分析，对宿主抵抗力和微生物感染力之间的相互作用的模拟，以及数据库的构建，以便能分析和处理从基因型和表型的感染组学所得到的大量资信。              
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