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结核病是由结核分枝杆菌$

["!

%引起的人兽共患慢性传

染病#是威胁人类的三大传染性疾病之一#目前全世界大约有

2&

亿人感染结核分枝杆菌#每年大约有
2&&

%

5&&

万的人死于

结核(

$

)

*在亚洲和非洲一些发展中国家#由于人类免疫缺陷病

毒感染的盛行以及结核分枝杆菌多重耐药性的出现使结核病

的传播更加迅速(

2

)

*为了预防和抵制结核病#卡介苗$

!._

%已

经使用了
3&

年#但其免疫保护效果在不同地区的人群中存在

显著差异$

&

%

%&4

%*

)+V,

等免疫功能严重受损的患者接种

!._

后#可能引起致死的播散性疾病*鉴于上述特点#研制安

全'高效'新型的结核疫苗成为热点*结核分枝杆菌的分泌蛋

白是目前发现对结核分枝杆菌感染保护性最好的一组蛋白抗

原#对结核病的诊断和预防有着重要的意义*而
*,)":

是结

核分枝杆菌培养的相对分子质量为
:h$&

5 的早期分泌抗原

靶#具有较强的细胞免疫活性#因此
*,)":

有望成为
V-)

疫

苗和亚单位疫苗的候选目的基因*现将分泌蛋白
*,)":

近

年来在结核病中的最新研究作一综述*

D

!

*,)"R

的一般特性

D6D

!

理化特性
!

*,)":

是由结核分枝杆菌
0V$

区的开放读

码框$

0\53%#

%编码的一种早期分泌蛋白*含有
2%#

个碱基对

$

Q

L

%的开放阅读框架$

0̀1

%#介于第
$5

%

$:

位的起始密码

)"_

和第
2'%

%

5&&

位的终止密码
")_

之间#该阅读框架编

码
'#

个氨基酸*

*,)":

蛋白未糖基化#有两个等电点$

/+

%为

96&

和
96#

#聚丙烯凝胶电泳$

,V,?/)_*

%显示相对分子质量

为
:h$&

5

#但在凝胶过滤和未变性
/)_*

条件下显示相对分

子质量为
29h$&

5

*因此
*,)":

的自然构型可能为四聚体#

但他们之间的联系很脆弱*

$''%

年有研究者应用前后重复多

+

5::

+
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2&$$

年
#

月第
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肽
*(+,)

检测
*,)":

蛋白的结构发现其
-

末端区的
5

%

$#

的氨基酸位$

*ddP-1)_"*)))

%有一个亲水区#并沿着多

肽链发现另外两个亲水区*近年来有研究表明#

*,)":

和

[F5%%$O

相互协同分泌是分枝杆菌在巨噬细胞中的增殖和抑

制吞噬体成熟所必需的#同时
[F5%%$O

在分泌过程中
.

端会

被切除#并且保持
*,)":

在细胞内的水平#这也体现了
*,?

)":

的分泌特点(

5

)

*

D6E

!

分布特性
!

通过
/.0

'

,AHDFCG>

杂交和免疫印迹分析#

从基因和蛋白水平上揭示
*,)":

仅存在于致病性分枝杆菌

中#包括人型结核分枝杆菌'牛型结核分枝杆菌'非洲分枝杆菌

以及苏尔加分枝杆菌'海水分枝杆菌和堪萨分枝杆菌等非典型

分枝杆菌*

,AGC>=C>

发现
*,)":

不仅存在于培养物的滤液

中#还存在于结核分枝杆菌的细胞壁和细胞质中#但不存在于

细胞膜中#而且没有信号肽的序列#表明它可能是通过一种非

信号肽依赖形式分泌到细胞外*

D6F

!

免疫学特性
!

*,)":

是目前体外实验中的刺激性抗原#

许多实验工作已经证实了它作为有代表性诊断的特异性和敏

感性抗原*同时#它也是很重要的
"

细胞抗原#可以被感染结

核分枝杆菌的人或动物有免疫活性的
"

淋巴细胞识别#进而

产生高水平的
$

干扰素$

+1-?

$

%#这种识别发生在感染早期阶

段#可诱导宿主特异性
.V%

W

."(

#

.V9

W

"

细胞增殖及
$

干扰

素的大量产生#在保护性细胞免疫反应中发挥重要作用#且能

介导长期持久的免疫记忆*除此之外#

*,)":.V9

W

"

淋巴细

胞抗原决定簇可被不同遗传背景的人'牛'小鼠的
"

淋巴细胞

识别#产生大量
$

干扰素&不同种族'个体的抗原特异性
.V9

W

"

淋巴细胞体系对
*,)":

多肽反应各不相同#多肽的识别受

遗传因素影响*同时#

*,)":

有两个
.V%

W

"

淋巴细胞抗原

决定簇#分别位于第
2$

%

2'

位和第
:'

%

3:

位氨基酸#前者通

过人类白细胞抗原$

(̂)

%

?):%6&2

限制的#是非洲人群
(̂)?

)2%

常见的亚型&后者是通过非洲和亚洲人群常见的
(̂)?

!#2

限制的#是特异性
.V%

W细胞毒性
"

淋巴细胞$

."(

%的作

用靶*近年来多位学者采用更敏感的酶联免疫斑点技术

$

*(+,/̀ "

%#证明
*,)":

蛋白及其肽段可刺激结核病患者或

潜伏感染者
"

细胞释放
$

干扰素*国外有学者发现#

*,)":

通过影响
e)/3&

下游的
".0

信号路径直接抑制人类
"

细胞

的反应*

aHIEG

等(

9

)用流式细胞仪和
*(+,)

检测由
*,)":

抗原引起的
$

干扰素和
.V9

W

"

细胞的增殖#结果显示在正常

组出现
$

干扰素#结核病患者组对这种抗原只出现很低的反

应&治疗组只对
*=

L

$

和
*=

L

%

反应&

.V9

W

"

细胞的增殖在结核

病患者和治疗组间相同#但是正常组对
*=

L

$

和
*=

L

:

的反应

有所提高#表明特异性抗原
*,)":

在印度人群中对结核有较

强的免疫作用*

E

!

*,)"R

毒力和免疫调节机制

E6D

!

毒力作用
!

*,)":

蛋白的个别氨基酸改变时不会抑制

*,)":

的分泌#但是会导致重组结核分枝杆菌毒力的减弱(

#

)

*

现在有研究表明#

*,)":

能够形成螺旋
?

转角
?

螺旋的发夹结

构#而且彼此相互平行#同时在
*,)":

结构中存在一种含有

甘氨酸和色氨酸的称作
Pc_

基序的结构#这种基序主要位于

发夹结构的转角处#

Pc_

基序可能与结核分枝杆菌的毒力有

关(

#

)

*

VCZA>

8

C

等(

:

)通过密度梯度离心法发现
*,)":

蛋白

单独存在时与脂质体有很强的结合能力#但是当与
.1/$&

形

成二聚体时不能够与脂质体的膜相结合*当降低
L

^

值时#发

现
*,)":

"

.1/$&

的二聚体降解#然后
*,)":

能够和脂质体

结合*他们还采用冷冻电子显微镜技术发现#

*,)":

能够使

脂质体变得不稳定甚至使脂质体溶解#而
.1/$&

没有这种功

能*在这之前#国外也有研究者发现#

*,)":

蛋白无论是单独

存在还是与
.1/$&

形成二聚体#均会导致巨噬细胞的溶解#但

是
.1/$&

单独存在时则不会有此种现象发生*在这种基础

上#他们提出了
*,)":

可能调节宿主胞膜的离子通道进而导

致细胞的溶解*

/EDFET

等(

3

)发现#

*,)":

与一种
"AJJ

样受体

"(02

在巨噬细胞表面上有特定的相互作用*通过与
"(02

的结合#

*,)":

诱导出一种能关闭所有
"AJJ

样受体功能的信

号#这种阻断机制也许是一种治疗肺结核的潜在方法*

E6E

!

免疫调节机制
!

_E>

8

HJ

等(

%

)发现分泌蛋白
*,)":

参与

调节巨噬细胞内有丝分裂原激活蛋白$

[)/

%激酶途径*

*,?

)":

在细胞质内参与诱导细胞外信号调节激酶
$

"

2

$

*0a$

"

2

%的磷酸化作用*

*,)":

同样参与到拮抗细胞核内的脂多糖

诱导的
*0a$

"

2

的磷酸化作用*实验发现#

*,)":

能够下调

依赖
*0a$

"

2

的脂多糖$

(/,

%诱导基因
O?I

R

O

的表达*

VCG?

G<OT

和
[AGG<=

(

'

)通过异硫氰酸酯锚定蛋白荧光素和细胞内半

胱天冬酶染色法#发现
*,)":

可以导致人类
"̂ /2$

巨噬细

胞程序性死亡*通过实时逆转录
/.0

技术发现半胱天冬酶基

因
2$

'

5

'

#

'

3

'

%

在
*,)":

处理过的细胞内被上调#进一步研究

发现当
"̂ /2$

巨噬细胞被
5̂30B

感染时#会在
9%F

后导致

显著的细胞程序性死亡#而不表达
*,)":

的缺失型突变体不

能导致显著的细胞程序性死亡*通过细胞不通透的荧光染料

实验表明#

*,)":

激发细胞程序性死亡反应的主要机制可能

是一些膜孔的形成*因此对
*,)":

导致细胞程序性死亡新

的理解#可以帮助研究者从新的途径开发新型疫苗*

,I<DF

等(

$&

)为了确定
*,)":

是否在膜孔的形成中有着直接作用#比

较了从大肠杆菌中纯化的
G*,)":

'

G.*/?$&?̂ +,

'

G[F5%%$O?

+̂,

的活跃性*实验结果表明#

5&

!

8

"

I(

的
G*,)":

引起巨

噬细胞释放
(V̂

#而
G.*/?$&?̂ +,

和
G[F5%%$O?̂ +,

的剂量

甚至达到
:&

'

$2&

!

8

"

I(

都没有引起巨噬细胞释放
(V̂

*也

进一步证明了
*,)":

在
[.\

中的膜孔形成中起着直接作

用#进而去促进结核分枝杆菌从细胞膜孔中逃逸*

F

!

*,)"R

诊断试剂的研究

F6D

!

皮肤诊断试剂
!

PH

等(

$$

)研究了不同人群对
//V

和
G*?

,)":

抗原的反应#实验结果显示#

G*,)":

能够诱发暴露于结

核分枝杆菌中的皮肤#其测试反应呈阳性#但是对于有
!._

接

种史而没有结核接触史的受试者#其皮肤反应呈阴性&同时发

现
G*,)":

在皮肤测试反应中的特异性比
//V

敏感#此结果

为
G*,)":

作为结核病的皮肤试验诊断试剂提供了一定的实

验基础*有学者对
*,)":

作为皮肤反应试剂进行了较多的

研究#通过一系列动物实验发现#

G*,)":

可很好地区分结核

分枝杆菌与
!._

和多种非结核分枝杆菌致敏的动物#而且
G*?

,)":

对结核分枝杆菌活菌感染的动物皮试呈明显的阳性反

应#但与结核分枝杆菌死菌致敏的动物同
!._

致敏动物一样

呈阴性反应*

F6E

!

血清诊断试剂
!

在分泌蛋白的抗原选择上#

*,)":

由于

能鉴别
!._

及分支杆菌在
//V

检测中的假阳性反应#成为目

前血清学诊断中最重要和使用最多的特异性抗原*拾莉等(

$2

)

构建了重组蛋白
$'aV?*,)":

#该蛋白与确诊的结核病患者

血清发生特异性免疫反应#并具有特异的抗原性#重组蛋白

+

9::

+
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$'aV?*,)":

为结核病血清学诊断试剂的开发提供了依据*

*,)":

能刺激机体产生特异性
+

8

_

#利用
*,)":

蛋白抗原能

与结核分枝杆菌感染者血中特异性
+

8

_

结合#利用
*(+,)

等

方法可特异性地区分是真正结核分枝杆菌感染还是接种
!._

所致敏#该方法明显优于
//V

作包被抗原的
*(+,)

*犹真明

和王伟佳(

$5

)用两种佐剂联合
*,)":

疫苗#在免疫
9

周后的小

鼠血清中检测到高滴度的
*,)":

特异性
+

8

_

*还有学者以

.1/$&?*,)":

融合蛋白为抗原#用
*(+,)

方法检测豚鼠血清

中的抗结核分枝杆菌抗体#

$$

例
5̂30B

感染豚鼠血清全部呈

阳性反应#

$$

例
!._

免疫豚鼠血清仅
$

例呈阳性反应*这也

说明了
*,)":

可以作为结核血清学的诊断试剂*

F6F

!

黏膜诊断试剂
!

结核病是通过呼吸道黏膜组织吸入带有

传染性的飞沫而感染的*新型结核疫苗的研发已经关注到了

这点*大量的研究表明#通过黏膜免疫也许会引起局部呼吸道

黏膜的免疫防御机制#从而增加对结核分枝杆菌入侵的保护机

制(

$9?$#

)

*研究者通过比较皮下'肌肉注射以及鼻腔黏膜接种

小鼠和设置阴性对照实验后#得出重组疫苗鼻腔黏膜接种组与

皮下注射组和肌肉注射组比较#菌落计数明显减低#有显著性

差异#也较阴性对照组明显减低&皮下注射组较肌肉注射组和

阴性对照组菌落计数明显减低#但是没有鼻腔黏膜接种组显

著*这提示
G!Q?*,)":

疫苗鼻腔黏膜免疫对鼠结核分枝杆菌

感染有明显的保护作用*

V<CDG<OF

等(

$9

)把
("a:5

"

)

8

%#!?*,?

)":

疫苗免疫小鼠鼻腔
5

次#每两周
$

次*免疫结果发现

("a:5?)

8

%#!?*,)":

疫苗在小鼠的血液和脾脏中引起了强

烈的反应 $

&6&#

!

8

"

I(

的抗原引起
$#&&

%

9&&&

L8

"

I(

$

干

扰素的分泌#在高剂量的抗原
&6#

!

8

"

I(

引起
5#&&

%

'&&&

L8

"

I(

$

干扰素的分泌%#除此之外#鼻腔淋巴结
"

细胞引起
:

#&&

L8

"

[J

$

干扰素的分泌*这提示了
("a:5?)

8

%#!?*,)":

疫苗鼻腔黏膜免疫后主要诱导
"F$

的反应和诱导
.V9

W

"

细

胞引起
$

干扰素的分泌*同时也提示了鼻腔黏膜免疫在保护

结核病的入侵是一种有效的途径*

G

!

结
!!

语

综上所述#

*,)":

蛋白因其高度特异性和免疫活性对结

核分枝杆菌感染筛查的特异性抗原极具潜力*近年来的研究

表明#人们对
*,)":

基因及其相关表达产物研究较多#

*,?

)":

不仅是抗结核免疫的靶抗原#而且也是结核杆菌感染记

忆免疫应答的主要抗原*对
*),":

的毒力和免疫机制的研

究表明#有利于从免疫学和分子生物学方面入手探索结核病诊

断的新途径#也许是治疗结核病的潜在方法*同时#目前对

*,)":

作为皮肤'血清'黏膜诊断试剂的研究#这也为今后在

结核病的诊断与预防方面提供了更好的辅助手段*但其特异

性抗原应用的潜力#特别是在结核病的诊断'治疗及疫苗开发

方面仍需要进一步的研究*
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