
重庆医科大学学报 2024 年第 49 卷第 2 期 （Journal of Chongqing Medical University 2024.Vol.49 No.2 ）

原发性肺癌患者结核分枝杆菌感染调查及Notch信号通路
表达分析
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【摘 要】目的：探究原发性肺癌患者结核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis，MTB）感染调查及 Notch 信号通路表达情况。

方法：选取 2022年 1月至 2022年 6月在重庆大学附属肿瘤医院接受根治术治疗的 96例原发性肺癌患者为研究对象，采用原位

分子杂交技术和抗酸染色法对肺组织的MTB及其L型进行检测，药敏试验分析其耐药性，测序鉴定靶基因位点突变情况，蛋白

印迹法检测肺组织Notch1、Notch2和Notch3蛋白表达。结果：96例原发性肺癌组织标本MTB-L型阳性率为 38.54%（37/96），阳

性患者痰标本共分离出MTB-L菌株 68株；分离MTB-L型菌株对一线抗结核药物耐药率为 60.29%（41/68），其中对异烟肼、链

霉素、利福平及乙胺丁醇联合使用耐药率最高（22.06%）；分离MTB-L型菌株对二线抗结核药物耐药率为 36.76%（25/68），其中

对氧氟沙星单一用药耐药率最高（14.70%）；MTB-L 型菌株药物靶基因突变率前 3 位分别为异烟肼靶基因 katG S315T
（45.58%）、链霉素靶基因 rpsL K43R（42.65%）、利福平靶基因 rpoB S450L（20.59%）；MTB-L 型感染阳性患者肺组织中 Notch1、
Notch2、Notch3蛋白相对表达量高于MTB-L型阴性者（P<0.05）。结论：原发性肺癌患者MTB感染类型主要为L型，其耐药形势

严峻，合并MTB-L型感染患者存在Notch信号通路的异常激活。
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【Abstract】Objective：To explore Mycobacterium tuberculosis（MTB） infection and the expression of the Notch signaling pathway in pa⁃
tients with primary lung cancer. Methods：A total of 96 patients with primary lung cancer who underwent radical surgery at Chongqing 
University Cancer Hospital between January 2022 and June 2022 were enrolled as research subjects. MTB and its L-forms in the lung 
tissue were detected using in situ molecular hybridization and acid-fast staining. Drug resistance was analyzed using a drug susceptibil⁃
ity test. Mutations at the sites of target genes were identified using sequencing. The expressions of Notch1，Notch2 and Notch3 proteins 
in the lung tissue were determined using Western blot. Results：Of the 96 patients with primary lung cancer，the positive rate of MTB-L 
forms was 38.54%（37/96），with 68 MTB-L strains isolated from the sputum samples of the positive patients. The resistance rate of the 
isolated MTB-L strains to first-line anti-tuberculosis drugs was 60.29%（41/68），with the highest drug resistance rate of 22.06% for 
the combination of isoniazid，streptomycin，rifampicin，and ethambutol. The resistance rate of the isolated MTB-L strains to second-

line anti-tuberculosis drugs was 36.76%（25/68），with the highest 
drug resistance rate of 14.70% for ofloxacin alone. The target genes 
with the top three mutation rates at the drug sites of the MTB-L 
strains were isoniazid katG S315T（45.58%），streptomycin rpsL 

K43R（42.65%），and rifampicin rpoB S450L（20.59%）. The relative 
expression levels of Notch1，Notch2，and Notch3 proteins in the 
lung tissue of patients with positive MTB-L infections were higher 
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than those in the lung tissue of patients with negative MTB-L infections（P<0.05）. Conclusion：MTB infection in patients with primary 
lung cancer is mainly caused by MTB L-forms，and drug resistance is severe. Abnormal activation of the Notch signaling pathway is ob⁃
served in patients with MTB-L infection.
【Key words】primary lung cancer；mycobacterium tuberculosis；drug resistance；gene mutation；Notch signaling pathway

原发性肺癌是指原发于支气管和肺组织的恶

性肿瘤，一般以单发为主，其发病率在多个国家呈

明显增高趋势，严重威胁人类健康和生命[1]。对于

肺癌的发病原因至今仍不十分清楚，但多认为与吸

烟、环境污染、职业危害、遗传等有一定关系[2]。近

年来研究显示，肺癌的发病与结核分枝杆菌（myco⁃
bacterium tuberculosis，MTB）L 型感染密切相关[3]。

MTB-L 型是 MTB 细胞壁缺陷型，可长期潜伏于宿

主体内，是导致结核病复发或迁延不愈的重要原

因[4]。据报道，MTB-L 型感染后，可将自身 DNA 整

合入宿主染色体上，可能激活原癌基因和（或）抑制

抑癌基因表达，从而引起癌变[5]。因此，调查原发性

肺癌患者 MTB 感染情况，对临床诊治意义重大。

Notch 信号通路是进化上十分保守的信号转导途

径，其在细胞增殖、分化、凋亡等多个生理过程中发

挥重要的调控作用[6]。Shi QH 等[7]研究显示，Notch
信号通路在MTB感染、免疫逃避中有重要作用。同

时，Notch 信号通路的异常活化还与肺癌的发生发

展密切相关[8]。但原发性肺癌、MTB感染与Notch信

号通路之间的关系还不清楚，本研究将探究原发性

肺癌患者 MTB 感染情况，并分析其对 Notch 信号通

路表达的影响，为原发性肺癌的病因学提供参考。

1　资料与方法

1.1　一般资料

选取2022年1月至2022年6月在重庆大学附属肿瘤医院

接受根治术治疗的96例原发性肺癌患者为研究对象，纳入标

准：患者符合《中国原发性肺癌诊疗规范（2015年版）》[9]中的诊

断标准，并经病理学检查确诊；接受根治术治疗；年龄 40~70
岁。排除标准：术前接受抗癌治疗；继发性肺癌；合并其他恶性

肿瘤；合并其他重要器官功能障碍、免疫系统、血液系统疾病；

长期服用抗菌药物治疗。本研究符合赫尔辛基宣言，入组患者

均签署知情同意书。

1.2　方法

1.2.1　原位分子杂交技术检测　从 MTB H37RV 标准株的

MPB64 基因片段选取 My2500224 和 My310283 片段，上述

MTB-L型探针合成和生物素标记由苏州鸿讯生物科技股份有

限公司完成，上游引物序列为CGGTATCGGTGCCTTTCAACT
CCTCGC，下游引物序列为GGGCAGGCTGATGTTGATGTTGT
AGGC。取患者手术中保留的肺组织标本，常规脱蜡后，参照原

位分子杂交检测试剂盒（美国 Invitrogen）说明书操作，检测肺组

织中MTB-L型感染情况。

1.2.2　抗酸染色法检测　肺组织标本常规脱蜡，添加0.5%高

碘酸溶液氧化 5~8 min，再用 0.8% Triton X-100 溶液处理

10 min，接着添加苯酚碱性品红溶液，室温下染色30 min，然后

添加 20%硫酸水溶液分化 30 s，Mayer苏木素复染，最后置于

60 ℃烘箱烘干，二甲苯透明、中性树胶封固，观察MTB原菌型

和L型[10]。

1.2.3　药敏试验　收集上述MTB原菌型和L型检测阳性者术

后 1 d痰液标本，胶体金法鉴别排除非 MTB 感染样本，采用

平板划线法纯化分离菌株，参照结核分枝杆菌药敏试剂盒说明

书操作（珠海银科医学工程股份有限公司），参照文献[11]判读

结果。

1.2.4　MTB基因多态性位点检测　选取耐利福平基因（rpoB）、

耐异烟肼基因（katG）、耐链霉素基因（rpsL）和耐乙胺丁醇基因

（embB）作为观察位点，提取分离菌株DNA，根据上述基因引物

进行聚合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR），rpoB上游

引物序列 CGAGGACTTGACGGCAGACGCT，下游引物序列

AACCACGCCGTCGACCACCT；katG上游引物序列ACGTAGA
TCAGCCCCATCTG，下游引物序列GAGCCCGATGAGGTCTA
TTG；rpsL 上游引物序列 GATGACGGCCTTCGGGTTGT，下游

引物序列 GTTCACCAACTGGGTGAC；embB 上游引物序列

AATCAGGCTCCAGACGC，下游引物序列ACCGAGCAGCATA
GGAG。再取扩增目的基因片段送检测序，测序过程由北京

瑞德百奥生物信息科技有限公司完成。

1.2.5　Notch信号通路表达检测　取肺组织添加蛋白裂解试

剂（武汉博士德生物工程有限公司）提取蛋白，测定蛋白浓度

后，经 10% 聚丙烯酰胺凝胶电泳和电转转膜，置于 5% 脱脂

牛奶室温下封闭 2 h，分别添加合适稀释比的抗 Notch1、
Notch2、Notch3及β-肌动蛋白（β-actin）抗体（美国Abacam），

4 ℃下孵育过夜，次日洗膜后再添加稀释比为 1∶8 000 的蛋

白二抗，室温下孵育 50 min，洗膜后暗室中发光显影。扫描
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蛋白条带后，利用 Image J 软件测量条带灰度值，以 β-actin
为内参，计算目的蛋白相对表达量。

1.3　统计学方法

采用 SPSS17.0 软件进行统计学分析，计量资料以均

数±标准差（x±s）表示，组间比较采用 t检验；计数资料以率

（%）表示，检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　MTB原菌型和L型检出情况

通过原位分子杂交技术和抗酸染色法检测，96 例原发

性肺癌组织标本仅检出 MTB-L 阳性 37 例，阳性率为

38.54%，阳性患者痰标本分离出MTB-L菌株68株。

2.2　MTB-L型菌株耐药性

68株MTB-L型菌株对一线抗结核药物耐药 41株，耐药

率为 60.29%，其中对异烟肼、链霉素、利福平及乙胺丁醇联

合使用耐药率最高，为 22.06%。68株MTB-L型菌株对二线

抗结核药物耐药 25株，耐药率为 36.76%，其中对氧氟沙星单

一用药耐药率最高，为14.70%。具体耐药情况见表1、2。

2.3　MTB-L型菌株药物靶基因突变情况

MTB-L型菌株药物靶基因突变率前 3位分别为异烟肼

靶 基 因 katG S315T（45.58%）、链 霉 素 靶 基 因 rpsL K43R

（42.65%）、利福平靶基因 rpoB S450L（20.59%）。具体突变情

况见表3。

2.4　MTB-L感染对Notch信号通路表达的影响

MTB-L 感染阳性患者肺组织中 Notch1、Notch2、Notch3
蛋白相对表达量高于MTB-L阴性者，差异有统计学意义（P<
0.05），见表4。

3　讨 论

MTB在适宜环境中呈现典型形态，但存在抗生

素、免疫血清、溶菌酶等因素干扰下，MTB细胞壁合

成受阻形成细胞壁缺陷的 L型形态，且由于细胞壁

缺陷程度的不同，其形态也具有高度的多形性[12]。

虽然相对于 MTB 原菌型来说，L 型的致病性减弱，

但MTB-L型可在体内长期存在，导致结核病病情恶

化、迁延不愈和复发[13]。随着对MTB-L型研究的深

入，有学者发现，MTB-L 型在肺癌患者中有较高的

检出率，可能参与肺癌的发生发展：MTB-L 型可进

入肺泡上皮细胞核，将自身DNA整合入宿主染色体

上，诱导恶性肿瘤；MTB-L 型潜伏性感染会引起肺

组织产生持续性慢性炎症反应，引起肺组织过度增

生，局部静脉淋巴回流受阻，大量致癌物聚集性刺

激邻近肺组织，从而诱发癌变[14-15]。本研究结果显

示，原发性肺癌患者组织样本中仅发现MTB-L型感

表 1　MTB-L 型菌株对一线抗结核药物的耐药性（n，%）

耐药类型

单一药物耐药

（n=8）

2种药物耐药

（n=5）

3种药物耐药

（n=13）

4种药物耐药

（n=15）

一线抗结核药物

异烟肼

链霉素

利福平

乙胺丁醇

异烟肼+链霉素

利福平+链霉素

异烟肼+利福平

异烟肼+链霉素+利福平

异烟肼+链霉素+乙胺丁醇

异烟肼+利福平+乙胺丁醇

异烟肼+链霉素+利福平+乙胺丁醇

耐药率

3（4.41）
2（2.94）
2（2.94）
1（1.47）
2（2.94）
1（1.47）
2（2.94）
6（8.82）
4（5.88）
3（4.41）

15（22.06）

表 2　MTB-L 型菌株对二线抗结核药物的耐药性（n，%）

耐药类型

单一药物耐药（n=14）

2种药物耐药（n=6）

3种药物耐药（n=5）

二线抗结核药物

氧氟沙星

卷曲霉素

阿米卡星

氧氟沙星+卷曲霉素

氧氟沙星+阿米卡星

卷曲霉素+阿米卡星

氧氟沙星+卷曲霉素+阿米卡星

耐药率

10（14.70）
2（2.94）
2（2.94）
3（4.41）
2（2.94）
1（1.47）
5（7.35）

表 3　MTB-L 型菌株药物靶基因突变情况（n，%）

基因

rpoB

katG

rpsL

embB

突变类型

S450L
H445Y
L430P
H445D
S315T
K43R
K88R

M306V
M3061
Q497R
G406A

突变率

14（20.59）
5（7.35）
4（5.88）
2（2.94）

43（45.58）
29（42.65）
10（14.70）
11（16.18）

9（13.24）
3（4.41）
1（1.47）

表 4　MTB-L 感染对 Notch 信号通路表达的影响

指标

Notch1/β-actin
Notch2/β-actin
Notch3/β-actin

MTB-L阳性

（n=37）
0.42±0.12

0.58±0.14

0.71±0.17

MTB-L阴性

（n=59）
0.25±0.08

0.29±0.09

0.35±0.10

t值

8.333
12.367
13.075

P值

<0.001
<0.001
<0.001
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染，阳性率为 38.54%，这与既往研究[16]结果相符，验

证MTB-L型感染与原发性肺癌发病的相关性。

细胞壁的缺陷导致 MTB 药物敏感性也发生改

变，这是 MTB 形成耐药性的重要机制，但其耐药性

程度和范围与细胞壁确实程度及菌种有关[17]。临床

统计发现，MTB-L型对多种作用于细胞壁的抗菌药

物不再敏感[18]。本研究检测分离MTB-L型耐药性，

结果显示，分离MTB-L型菌株对一线抗结核药物耐

药 率 为 60.29%，对 二 线 抗 结 核 药 物 耐 药 率 为

36.76%，其中对一线抗结核药物中异烟肼、链霉素、

利福平及乙胺丁醇联合使用耐药率最高，二线抗结

核药物中对氧氟沙星单一用药耐药率最高，提示多

种抗结核药物的联合使用可能会增加MTB耐药性，

建议临床早期合并根据药物敏感性结果用药，避免

单用氧氟沙星和 3种以上的药物联用。同时本研究

分析主要耐药突变类型情况，结果发现此次分离出

的 68株 MTB-L 型菌株药物靶基因突变率前 3位分

别为异烟肼靶基因 katG S315T（45.58%）、链霉素靶

基因 rpsL K43R（42.65%）、利福平靶基因 rpoB S450L
（20.59%），与高敏等[19]报道突变频率存在一定差

异，分析原因可能与研究样本量、菌株类型、用药习

惯及患者群体个体差异有关。但值得注意的是常

见药物靶基因突变率与菌株耐药率并不匹配，说明

基因突变可能不是耐药产生的唯一机制，MTB-L型

菌株的耐药和基因突变机制仍需要继续追踪分析。

Notch 信号通路由 Notch 受体、配体、细胞内效

应分子、调节分子及其他效应物组成，主要通过旁

侧抑制多种不成熟细胞的分化[20-21]。研究显示，

Notch 信号通路是调节肺发育所必需的细胞间信

号，同时在肺癌及肺癌预后中发挥重要作用[22-23]。

Ng J等[24]研究表明，Notch信号在小细胞肺癌中存在

高度异质性，并可控制肿瘤细胞的动态行为能力。

同时，还有学者研究发现，Notch信号通路在结核免

疫中有重要的调控作用。还有研究表明，Notch1信

号通路在结核菌脂阿拉伯甘露糖诱导的结核分枝

杆菌免疫逃避中有重要作用，基于Notch1信号通路

的靶向治疗可能为潜伏结核感染或难治性结核病

提供新的治疗方向[25]。本研究结果显示，MTB-L感

染阳性患者肺组织中Notch1、Notch2、Notch3蛋白相

对表达量高于 MTB-L 阴性者，表明 MTB-L 感染可

能会加剧原发性肺癌患者体内Notch信号通路的异

常活化。随着对Notch信号通路及下游调控机制的

深入研究，还需要更多基础和临床研究继续分析

Notch信号通路与原发性肺癌MTB感染的关系。

综上所述，原发性肺癌患者MTB感染类型主要

为 L型，MTB-L型对一线抗结核药物及二线抗结核

药物存在较高耐药率，多药联合使用会增加MTB耐

药性，药物靶基因的突变以异烟肼靶基因 katG 
S315T、链霉素靶基因 rpsL K43R、利福平靶基因

rpoB S450L 多见，且合并 MTB-L 型感染患者存在

Notch信号通路的异常激活。后续将对本地区用药

情况进行深入调查，继续探究MTB耐药和基因突变

的发生机制，及对原发性肺癌的影响。
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