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结核分枝杆菌毒力因子ESAT-6与巨噬细胞相互作用的研究进展*

赵凤,周钰骐,徐铭晗,张林波,韩鹏**

(吉林农业大学生命科学学院,吉林长春
 

130118)

【摘要】 ESAT-6是结核分枝杆菌分泌的重要的毒力因子之一,参与调控巨噬细胞凋亡、自噬、炎症激活等过程。在

ESAT-6的研究中,多采用有载体协助入膜的重组ESAT-6质粒或ESAT-6基因敲除/增强菌株或从大肠埃希菌中表达

获得的ESAT-6重组蛋白等不同形式。因此,本文对3种形式的重组ESAT-6与巨噬细胞的相互作用进行综述,探讨其

对巨噬细胞的影响有何不同,以期为结核病的诊断和疫苗开发提供理论参考。
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【Abstract】 ESAT-6,one
 

of
 

the
 

major
 

virulence
 

secretions
 

from
 

Mycobacterium
 

tuberculosis,gets
 

involved
 

in
 

the
 

regulation
 

of
 

macrophage
 

apoptosis,autophagy,inflammation
 

activation,and
 

other
 

processes.
 

In
 

existing
 

studies
 

on
 

ESAT-6,the
 

recombinant
 

plasmid
 

ESAT-6
 

with
 

vector-assisted
 

membrane
 

entry,ESAT-6
 

knockout/enhanced
 

strains,and
 

ESAT-6
 

recombinant
 

protein
 

generated
 

by
 

Escherichia
 

coli
 

expression
 

were
 

discussed.Therefore,in
 

this
 

paper,the
 

interaction
 

between
 

three
 

forms
 

of
 

recombinant
 

ESAT-6
 

and
 

macrophages
 

was
 

reviewed
 

to
 

discuss
 

how
 

the
 

three
 

forms
 

of
 

recombinant
 

ESAT-6
 

differ
 

in
 

their
 

effects
 

on
 

macrophages,with
 

the
 

aim
 

to
 

provide
 

theoretical
 

references
 

for
 

the
 

diagnosis
 

and
 

vaccine
 

development
 

of
 

tuberculosis.
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 *** 结 核 病 (Tuberculosis)是 由 结 核 分 枝 杆 菌

(Mycobacterium
 

tuberculosis,MTB)所引起的一种慢性传染性

疾病[1]。据《2021年全球结核病报告》显示,世界上大约四分之

一的人感染了 MTB,中国是结核病高负担国家之一,占全球估

算结核病例总数的8.5%,且发病率呈现上升趋势[2]。卡介苗

(Bacillus
 

Calmette-Guerin
 

Vaccine,BCG)是牛分枝杆菌的突

变株,是目前唯一有效且广泛使用的结核病疫苗[3]。巨噬细胞

介导的先天免疫反应功能是宿主防御 MTB的第一道防线,感
染 MTB后会启动不同死亡机制进行免疫防御[4]。BCG 与

MTB基因组 相 比 存 在 一 个 BCG 缺 失 的 区 域,即 差 异 区 域

(Region
 

of
 

differences,RD),RD区分为16个区,ESAT-6是由

RD-1区Rv3875基因编码的重要毒力蛋白。ESAT-6参与调

控巨噬细胞凋亡[5]、炎症激活[6]、自噬[7]等过程。关于ESAT-6
的研究,多采用不同形式重组ESAT-6,如有载体协助入膜的重

组ESAT-6质粒或ESAT-6基因敲除/增强菌株或从大肠埃希

菌中表达获得的重组ESAT-6蛋白等,不同形式ESAT-6对巨

噬细胞的影响及影响程度是否存在差别,尚无深入研究。因

此,本文对不同形式ESAT-6与巨噬细胞的相互作用进行综

述,以期对结核病诊断和疫苗开发提供理论参考。

1 ESAT-6的介绍

1.1 一般特性 ESAT-6是 MTB分泌的1种小分子蛋白,由

RD-1区的Rv3875基因编码[8]。ESAT-6基因全长288
 

bp,含

95个氨基酸[9]。Sorensen等[10]通过聚丙烯凝胶电泳(SDS-

PAGE)测得其相对分子质量为6
 

ku。ESAT-6作为 MTB的保

守基因[11],只存在于致病性 MTB中,在BCG和非致病分枝杆

菌中均不表达[12]。此外,ESAT-6缺乏信号肽序列,是通过1
种非信号肽形式分泌到细胞外[13]。

1.2 免疫特性 ESAT-6是关键的T细胞抗原[14],有较强的

免疫原性[15]。细胞介导的免疫反应对控制 MTB感染至关重

要[16],清除 MTB依赖于巨噬细胞杀伤微生物途径的激活、抗

原呈递、T淋巴细胞的激活和 Th1型细胞因子的释放等[17]。

免疫反应依赖于 MHC
 

II类分子呈递并激活CD4+T细胞,并

促进促炎细胞因子的分泌,如TNF和IL-12,以及招募免疫细

胞到感染部位的趋化因子,进一步激活免疫细胞[18],还依赖于

CD8+T细胞和NK细胞分泌细胞因子IFN-γ活化巨噬细胞。

CD8+T细胞启动不足可能是卡介苗保护效力不足的原因[19]。
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ESAT-6能诱发巨噬细胞产生特异性CD8+T淋巴细胞,参与

抗 MTB感染的免疫反应[20]。因此,ESAT-6作为一个有前景

的疫苗候选分子,在结核疫苗研究中备受关注。

2 ESAT-6与巨噬细胞的相互作用

2.1 诱导巨噬细胞凋亡 ESAT-6可诱导巨噬细胞凋亡。细

胞凋亡(apoptosis)主要有外源性和内源性2种凋亡途径。途

径不同但都经过caspase家族成员介导蛋白酶级联反应导致凋

亡[21]。内源性凋亡途径:在三磷酸脱氧腺苷(Deoxyadenosine
 

triphosphate,dATP)存在的条件下,细胞色素 C(Cytochrome
 

C,Cyto
 

C)经线粒体释放到细胞浆与凋亡蛋白酶激活因子

(apoptotic
 

protease
 

activating
 

factor-1,Apaf-l)结合形成多聚

体,多聚体与pro-caspase-9结合形成凋亡小体,激活caspase-9,

进而激活caspase-3/7,诱导细胞凋亡[22]。外源性凋亡途径:主
要由肿瘤坏死因子(Tumor

 

Necrosis
 

Factor,TNF)超家族的死

亡配体如TNF-α、FasL、TRAIL等引发,这些配体和细胞表面

死亡受体如TNF-R1、Fas、TRAIL结合,进而激活死亡受体募

集衔接蛋白TRADD或FADD与pro-caspase-8形成复合物,激
活caspase-8,进而激活caspase-3/7,同时活化的caspase-8会使

Bid断裂成tBid,tBid可诱导Cyto
 

C释放,从而将外源性凋亡

途径与内源性凋亡途径联系起来[23]。

2.1.1 重组ESAT-6质粒诱导巨噬细胞凋亡 张蕊[24]通过构

建重组真核表达载体pEGFP-C1-ESAT-6转染小鼠巨噬细胞

RAW264.7后,RT-PCR检测凋亡相关基因caspase-3、caspase-
7、caspase-8和caspase-9表达水平显著上调,认为ESAT-6通

过caspase途径诱导RAW264.7凋亡。李双双[25]通过构建真

核表 达 载 体 pEGFP-C1-ESAT-6和 原 核 表 达 载 体 pET-32a-
ESAT-6转 染 RAW264.7后,RT-PCR 检 测 凋 亡 相 关 基 因

capase-3、capase-7、capase-8、caspase-9、Bax/Bcl-2表达水平显

著上调,认为ESAT-6诱导RAW264.7凋亡主要通过线粒体凋

亡途径调控caspase酶活性及Bcl-2家族蛋白的表达。

2.1.2 ESAT-6基因敲除/增强菌株诱导巨噬细胞凋亡 李岩

等[26]构建表达ESAT-6的重组耻垢分枝杆菌感染小鼠巨噬细

胞ANA-1,流式细胞术检测到ANA-1凋亡。郝彦斐等[27]通过

构建重组耻垢分枝杆菌 Ag85B-ESAT6-rMs感染 RAW264.7
后,流式细胞术检测发现 Ag85B-ESAT6-rMs诱导RAW264.7
凋亡。屈野[28]通过构建表达 ESAT-6的重组BCG:rBCG-E6
感染 RAW264.7后,流 式 细 胞 术 检 测 发 现rBCG-E6诱 导

RAW264.7凋亡,且随感染时间细胞凋亡率逐渐升高。

2.1.3 重组ESAT-6蛋白诱导宿主巨噬细胞凋亡 Lin等[29]

用重组ESAT-6蛋白与小鼠骨髓源性巨噬细胞BMDMs共孵

育,Annexin
 

V-FITC/PI凋亡检测发现ESAT-6以剂量和时间

依赖 诱 导 BMDMs凋 亡,同 时 检 测 到 活 性 氧 ROS生 成 和

MAPKs磷 酸 化 增 多,Western
 

Blot 检 测 到 caspase-3 和

caspase-9蛋白水平升高,认为ESAT-6参与 ROS-MAPKs信

号传导并 进 一 步 激 活 内 源 性 凋 亡 途 径 诱 导 BMDMs凋 亡。

Derrick等[30]用重组ESAT-6蛋白与人单核巨噬细胞 THP-1
共孵育后,FITC-Annexin

 

V/FITC-CI染色和细胞内半胱天冬

酶染色检测发现ESAT-6诱导 THP-1凋亡,RT-PCR检测到

caspase-1、caspase-3、caspase-5、caspase-7和caspase-8基 因 表

达显著上调,认为ESAT-6通过外源凋亡途径激活caspase表

达诱导THP-1凋亡,同时激活caspase-1诱导THP-1焦亡。Yi

等[31]从大肠埃希菌中分离纯化获得重组ESAT-6蛋白与外周

血单核细胞PBMC共孵育,Western
 

Blot检测到caspase-3和

cleaved-caspase-3蛋白表达水平升高和Bcl-2蛋白表达水平降

低。Yang等[32]通过构建 miR-155和SOCS1过表达载体作用

于RAW264.7,RT-PCR、Western
 

Blot、流式细胞术检测发现,

ESAT-6 通 过 靶 向 miRNA155-SOCS1 相 互 作 用 促 进

RAW264.7凋亡。

2.2 诱导巨噬细胞焦亡与调节巨噬细胞炎症反应 ESAT-6
可诱导巨噬细胞焦亡,参与调节由巨噬细胞介导的炎症反应。

在 MTB感染巨噬细胞过程中,ESAT-6能促进细胞IL-1β的分

泌。焦亡是一种新发现的程序性细胞死亡过程,此过程依赖于

caspase-1、caspase-4,caspase-5,caspase-11,并伴有大量促炎症

因子的释放[33]。炎症小体如 NLRP3、AIM2等被激活后与接

头蛋白ASC和pro-caspase-1形成多蛋白复合体,活化caspase-
1剪切激活 GSDMD,引起细胞肿胀破裂并释放IL-1β、IL-18、

HMGB1等炎症介质,促进炎症反应[34]。

2.2.1 重组ESAT-6质粒诱导巨噬细胞焦亡与调节巨噬细胞

炎症反应 唐亦然等[35]构建可表达结核分枝杆菌ESAT-6的

THP-1细胞系,细胞活性检测和ELISA检测,发现ESAT-6能

够促进细胞的死亡和IL-1β的分泌。张蕊[24]构建重组真核表

达载体pEGFP-C1-ESAT-6转染RAW264.7,RT-PCR检测炎

症相关因子 NLRP3、caspase-1、IL-1β、TNF-α、GSDMD等表达

量均发生不同程度上调,认为ESAT-6可诱导RAW264.7发生

炎症反应,产生NLRP3炎性小体,促进细胞发生焦亡。

2.2.2 ESAT-6基因敲除/增强菌株诱导巨噬细胞焦亡与调节

巨噬 细 胞 炎 症 反 应 Jung等[36]用 H37Rv、H37Rv:Δ3875
(ESAT-6基因缺失株)、H37Rv:Δ3875C(ESAT-6基因补体菌

株)感染BMDMs,检测IL-1β表达,与感染 H37Rv:Δ3875的组

相比,感染 H37Rv和 H37Rv:Δ3875C的组的BMDMs会诱导

更多IL-1β的产生。Welin等[37]用 H37Rv和 H37Rv:D3875
(ESAT-6缺失突变体)感染THP-1,检测到 H37Rv会引起细

胞DNA片段化、线粒体膜电位丧失、质膜完整性丧失,高迁移

率族蛋白B1(HMGB1)和IL-1β释放增多,caspase-1活化水平

大幅度 升 高,H37Rv:D3875则 不 会,表 明 ESAT-6在 激 活

caspase-1诱导THP-1焦亡中起重要作用。

2.2.3 重组ESAT-6蛋白与宿主巨噬细胞炎症反应 王健宏

等[38]用大肠埃希菌表达并纯化获得的重组ESAT-6蛋白处理

RAW264.7,通 过 流 式 细 胞 术 检 测 到 细 胞 发 生 凋 亡,通 过

Western
 

Blot检 测 到 细 胞 凋 亡 蛋 白 caspase-3、caspase-8、

CHOP、Bad及 炎 性 小 体 AIM2和 ASC 的 表 达 增 多,说 明

ESAT-6能引起的巨噬细胞的凋亡,也能激活炎性小体 AIM2、

ASC 导 致 焦 亡。Jung 等[36] 用 重 组 ESAT-6 蛋 白 处 理

BMDMs,Western
 

blot、免疫荧光染色和共聚焦显微镜分析,发
现ESAT-6通过激活信号传导及转录激活蛋白3(STAT3)刺
激BMDMs产生IL-6。

2.3 抑制巨噬细胞自噬 自噬是一种溶酶体清除机制,可以

调控巨噬细胞清除 MTB,在免疫反应中发挥重要作用[39]。诱

导巨噬细胞的自噬能有效杀伤 MTB[40]。活性氧(ROS)是重要

的炎症体激活信号,ROS通过丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)和
细胞外信号调节蛋白激酶1和2(ERK1/2)激活炎症小体[41]。

抑制自噬并导致功能失调的线粒体积聚,导致活性氧生成增
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强,从而激活炎症小体[42]。

2.3.1 重组ESAT-6质粒抑制巨噬细胞自噬 徐雪维等[43]用

重组真 核 表 达 质 粒 pCMV-HA-ESAT6转 染 小 鼠 巨 噬 细 胞

RAW264.7后,通过 Western
 

Blot检测细胞中LC3Ⅰ和LC3Ⅱ
的表达,发现LC3Ⅰ向LC3Ⅱ转换逐渐增强,且LC3Ⅱ的增加

呈现 时 间 依 赖 性,说 明 ESAT-6 会 抑 制 小 鼠 巨 噬 细 胞

RAW264.7细胞内的自噬水平。赵润鹏等[40]通过构建重组质

粒pCMV-HA-ESAT6转染RAW264.7细胞后,发现ESAT-6
可以通过诱导哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian

 

target
 

of
 

rapamycin,mTOR)的激活,抑制溶酶体与自噬小体的融合,从

而抑制自噬。

2.3.2 重组ESAT-6蛋白抑制巨噬细胞自噬 Behura等[44]

用重组ESAT-6蛋白作用于THP-1,检测 miR-30a-3p和 miR-
30a-5p的变 化,发 现 ESAT-6通 过 调 节 miR-30a-3p和 miR-

30a-5p的表达抑制细胞自噬,从而提高分枝杆菌在细胞内存活

率。Yabaji等[45]用重组ESAT-6蛋白作用于小鼠单核巨噬细

胞J774A.1,发现ESAT-6通过诱导细胞线粒体超氧化物歧化

酶(SOD-2)的表达和活性增强,抑制自噬反应。

3 ESAT-6在结核病疫苗开发的应用

2021年是 第 一 个 结 核 病 疫 苗-BCG 诞 生 一 百 周 年[46]。

BCG虽被广泛用于预防结核病,但其保护效力仍有不足[47],因

此,急需一种更加有效的疫苗,以为所有年龄段都可以提供有

效的保护。Clemmensen等[48]通过在小鼠慢性感染 MTB期间

筛选了62种可识别 MTB的抗原,并在此背景下确定了4种最

具免疫优势抗原(MPT70、Rv3020c、Rv3019c和ESAT-6)结合

到亚单位疫苗中,这种新疫苗在标准短期模型和卡介苗免疫力

下降的长期感染模型中都表现出强有力的保护,并且他们认

为,疫 苗 的 持 续 保 护 现 象 完 全 取 决 于 ESAT-6 的 存 在。

Heijmenberg等[49]通过构建新菌株BCG:ESAT6-PE25SS,靶
向输出ESAT-6进行试验,结果显示,与BCG:ESX1MTB 相比,

BCG:ESAT6-PE25SS安全性更高,对结核病的保护效果更好。

张真等[50]通过构建结核分枝杆菌 Hsp65-ESAT6
 

DNA候选疫

苗株,免疫C57BL/6小鼠,发现 Hsp65-ESAT6
 

DNA疫苗株可

激发较强的免疫反应,并诱导机体产生分泌高水平 TNF-α的

Th型免疫应答,为新型结核DNA疫苗研制提供了实验依据。

4 展望

结核病因传染源不易控制、传染性强、治疗困难等原因,对
世界公共卫生健康存在严重威胁。MTB感染巨噬细胞后,巨

噬细胞会通过多种途径抵抗或杀伤 MTB,但 MTB也会通过多

种途径逃避巨噬细胞的杀伤[51]。不同形式ESAT-6均可诱导

巨噬细胞凋亡、焦亡、参与调节巨噬细胞炎症反应、抑制自噬。

ESAT-6作为 MTB分泌的重要毒力蛋白之一,是抗结核免疫

的靶抗原,具有 MTB记忆免疫应答的主要抗原,可在 MTB感

染诊断与疫苗开发提供理论基础。
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