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结核分枝杆菌的抗逆性与致病性研究进展*
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(1.亚热带农业生物资源保护与利用国家重点实验室,广西南宁 530004;2.广西大学生命科学与技术学院,广西南宁 530004)

摘要:结核病是由结核分枝杆菌(Mycobacterium
 

tuberculosis,MTB)复合群感染导致的人畜共患传染病,在新

型冠状病毒感染暴发前是全球死亡人数最多的单一传染病。结核病致死率高,主要原因是其致病菌结核分枝

杆菌具有极强的毒力且可以抵御多种外界环境胁迫因子。本文主要介绍结核分枝杆菌对理化胁迫的耐受性,
以及结核分枝杆菌的耐药性、致病性与免疫性,为深入研究结核病的发病机制和研发新型的抗结核药物提供理

论指导。
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  结 核 分 枝 杆 菌(Mycobacterium
 

tuberculosis,

MTB)是结核病的致病菌,是最成功的胞内病原菌。
近年来,随着卡介苗对结核病预防能力的下降以及艾

滋病感染人数的增加,结核病在全球范围内的发病率

呈现逐渐上升的趋势。世界卫生组织发布的《2022
年全球结核病报告》指出2020-2021年全球结核病

发病率增加了3.6%,我国结核病发病率为5.5%,病
死率为4.0%[1,2]。结核病形势如此严峻,主要是因

为人们对结核分枝杆菌的致病性与抗逆性的机制了

解不够。因此,深入了解结核分枝杆菌的致病性与抗

逆性的分子机理可为结核病的防治提供理论基础。

1 结核分枝杆菌在不同理化条件下的抗逆性

  结核分枝杆菌具有极强的逆境生存能力,包括抗

干燥、抗酸碱、抗氧化与抗化学染料等。作为最成功

的胞内病原菌,结核分枝杆菌面临着巨噬细胞内的氧

化压力、还原压力、酸性条件与铁营养胁迫等逆境。
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1.1 结核分枝杆菌对氧化压力的耐受

  巨噬细胞内NADPH氧化酶和黄嘌呤氧化酶的

催化反应会产生超氧化物(O-
2 ),而超氧化物会进一

步转换为过氧化物、次氯酸盐、羟自由基和过氧亚硝

酸盐。这些超氧化物及其衍生物会破坏细菌的多种

细胞组分进而导致细菌死亡[3]。结核分枝杆菌具有

非常强的抗氧化生长能力,因而可以在巨噬细胞中长

期存活。

  结核分枝杆菌内存在两种应对氧化还原压力的

缓冲物,分别为分枝硫醇(Mycothiol,MSH)和麦角

硫因(Ergothioneine,EGT)。氧化型分枝硫醇(My-
cothione,MSSM)可以还原为 MSH以应对环境的氧

化压力。与 MSH 不同,EGT多以氧化态的形式存

在,以应对还原压力[4]。EGT 的氧化还原电位是

-60
 

mV,而 MSH的氧化还原电位大于-200
 

mV,
不同电位的缓冲物可以应对不同的氧化压力[5]。

  第二信使c􀆼di􀆼GMP通过下游受体转录因子Lt-
mA和HpoR来调控耻垢分枝杆菌(Mycobacterium

 

smegmatis)的抗氧化生长(图1)。c􀆼di􀆼GMP分别通

过以下3条途径共同调控hpoR 操纵子进而影响分

枝杆菌的抗氧化能力:(1)c􀆼di􀆼GMP刺激LtmA对

hpoR 操纵子表达的正调控;(2)c􀆼di􀆼GMP解 除

HpoR对其自身所在基因簇的抑制作用;(3)c􀆼di􀆼
GMP促进LtmA与 HpoR发生物理上的相互作用,
这将进一步增强LtmA 的 DNA 结合活性,并降低

HpoR对hpoR 操作子的抑制作用
 [6,7]。

图1 结核分枝杆菌在氧化应激、还原应激、酸应激下的应对策略

Fig.1 MTB's
 

response
 

strategies
 

under
 

oxidative
 

stress,reductive
 

stress,and
 

acidic
 

stress

  结核分枝杆菌中多种酶类也参与了抗氧化应激

的调控,如超氧化物歧化酶(Superoxide
 

Dismutase,

SOD)、过氧化氢酶(Catalase􀆼peroxidase,KatG)、硫
氧还蛋白还原酶(Thioredoxin

 

Reductase,TrxR)、烷
基过氧化氢还原酶(Alkyl

 

hydroperoxide
 

reductase,
 

AhpC),以及烷基氢过氧化物还原酶
 

E(Alkyl
 

hy-

droperoxide
 

reductase
 

E,AhpE)[3]。

1.2 结核分枝杆菌对缺氧环境的耐受

  结核分枝杆菌侵染宿主后,宿主肺部会产生肉芽

肿。随后,肉芽肿内部会出现干酪样坏死,导致结核

分枝杆菌处于缺氧状态[8]。缺氧会导致细胞在氧化

磷酸化的过程中丧失电子的最终受体,引发还原物的
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积累,最终导致细菌发生还原应激[8]。缺氧会影响结

核分枝杆菌的细胞生理状态,包括细胞生长受损、蛋
白质 聚 集、蛋 白 质 折 叠 异 常、蛋 白 质 合 成 受 到 抑

制等[5]。

  分枝杆菌的 DosRST系统可以响应还原应激

(图1)。DosS与DosT感受到缺氧信号后使DosR
发生磷酸化修饰,而 DosR可以调控narX、nark2、

fdxA、nrdZ 等 50 多 种 还 原 应 激 相 关 基 因 的 表

达[9]。DosS和DosT的GAF结构域可以与血红素

(Heme)共价连接,是感知细胞氧化水平的重要结

构。DosS和DosT的激酶活性在氧化状态下受到抑

制。然而,当细胞内氧分压降低时,伴侣分子会夺取

DosS和DosT的氧气,进而活化其激酶活性。此外,

DosS与DosT也可以与NO、CO结合并将其本身锁

定在活化状态[5]。另一项研究表明,c􀆼di􀆼GMP可以

与DosR结合从而促进 DosS对 DosR的磷酸化修

饰,该研究表明DosRST系统可能参与氧化应激[10]。

  还原胁迫必然导致结核分枝杆菌的代谢重塑。
在缺氧环境下,最终电子受体缺乏导致 NADH 和

NADPH在细胞中堆积,是引发细菌代谢重塑的重要

原因。乙醛酸支路是一种以琥珀酸为最终产物的代

谢通路,在还原应激中发挥着重要作用[11]。异柠檬

酸裂解酶(Isocitrate
 

Lyases,ICL)可以以丙酰辅酶A
为底物合成琥珀酸。在缺氧的环境下,琥珀酸参与

ATP的合成与稳定膜电位[11,12]。结核分枝杆菌的糖

代谢由糖酵解途径向磷酸戊糖途径转移,同时甘油三

酯合成增加而分枝菌酸(Mycolic
 

Acid,MA)合成降

低,琥珀酸脱氢酶、丙氨酸脱氢酶、脯氨酸脱氢酶等多

种初级脱氢酶表达量增加[12,13]。

  在 代 谢 重 塑 的 过 程 中,DosRST 对 NADH/

NADPH的消耗发挥了一定的作用。例如,DosR可

以刺激Hyd2产生氢气进而转移电子;DosR可以调

控假定的甲酸氢裂解酶(Formate
 

hydrogen
 

lyase),
该酶可以氧化甲酸酯并消耗NADH;DosR可以通过

调控亚硝酸盐/硝酸盐转运体编码基因narK2X 的

表达来消耗NADH[5]。

1.3 结核分枝杆菌对酸性环境的耐受

  酸性环境不利于细菌的生长,这是由于细胞内外

的高浓度质子梯度会影响物质的跨膜运输,另外低

pH值也会影响蛋白质的活性,因此结核分枝杆菌进

化出一系列策略以应对吞噬体内的酸性环境。

  PhoPR调节子由组氨酸激酶传感器PhoR和

PhoP组成,PhoR可以感知酸性环境并诱导组氨酸

磷酸化,随后该磷酸基团被转移到PhoP的天冬氨酸

上,进而活化PhoR
 

(图1)[14]。PhoPR参与调控150
多种基因的表达,包括控制氧化还原的相关基因、

ESX􀆼1分泌系统的相关基因、细胞膜脂质合成的相关

基因等。值得注意的是,PhoPR双组分系统只在致

病菌株中参与调控 whiB3,暗示着该通路可能与结

核分枝 杆 菌 的 致 病 性 有 关[14,15]。whiB3 编 码 的

WhiB3参与调控脂质合成代谢和氧化还原代谢基因

的表达,以响应低pH值的环境压力[16]。

  对于结核分枝杆菌,酸应激和还原应激引起的代

谢变化相似,主要表现为还原性柠檬酸循环的增加导

致结核分枝杆菌对外分泌琥珀酸增多。如果添加硝

酸盐作为电子的受体则会导致琥珀酸分泌减少[17]。
与缺氧型还原应激不同的是,即使给低pH值环境下

的结核分枝杆菌提供充足的氧气和甘油,依旧会导致

其酸性生长停滞[15]。另外,结核分枝杆菌的 Om-
pATb在应对酸胁迫方面发挥了一定的作用,Om-
pATb可 以 通 过 介 导 氨 的 分 泌 进 而 中 和 酸 性

环境[18]。

1.4 结核分枝杆菌在铁胁迫下的耐受

  铁与分枝杆菌的致病性高度相关,其作为一种辅

助因子参与细菌的电子传递、能量代谢与DNA合成

等过程。

  细菌依赖于铁载体(Fe3+ 螯合剂)来摄取铁,结
核分枝杆菌的铁载体包括分枝菌素(Mycobactin)与
羧基分枝菌素(Carboxymycobactin)。由于疏水性的

差异,易溶于水的羧基分枝菌素会被结核分枝杆菌分

泌至细胞外去获取铁,而分枝菌素则锚定在外膜

上[19]。MmpL4/S4和 MmpL5/S5参与了铁载体的

分泌,而IrtA/IrtB参与了铁􀆼羧基分枝菌素的输

入[19]。宿主的脂运载蛋白2
 

(Lipocalin
 

2,LCN2)具
有噬铁蛋白的活性,其通过结合铁载体阻止结核分枝

杆菌摄取铁从而抑制细菌生长,而结核分枝杆菌可以

通过分泌c􀆼di􀆼GMP,竞争性结合LCN2进而抑制噬

铁蛋白的抗菌活性(图2)[20]。

  在哺乳动物中,70.0%的铁与血红素辅基结合,
这限制了铁载体获取铁的数量。因此,分枝杆菌中还

存在依赖血红素的铁摄取系统[21]。有研究提出结核

分枝杆菌的血红素获取模型:血红蛋白(Haemoglo-
bin,Hb)释放的血红素被PPE36/PE22捕获,并由

PPE62运输进入结核分枝杆菌的周质,DppA将血红

素传递至DppBCD并使之跨越内膜,最后进入细胞

质的血红素被 MhuD降解,并释放铁(图2)[22]。有
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研究构建了结核分枝杆菌ΔmbtB、ΔmbtBΔmmpL3、

ΔmbtBΔrv0203,在以Fe3+ 作为铁的唯一来源时,三
者的生长情况均正常。而在以血红素作为铁的唯一

来源时,后两者相对于ΔmbtB 表现出生长缺陷,这提

示 MmpL3和Rv0203都参与了血红素的摄取[21]。

  铁与分枝杆菌的氧化应激密切相关。一方面,缺
铁会导致SOD与过氧化氢酶的活性降低,使细胞无

法及时处理活性氧(Reactive
 

Oxygen
 

Species,ROS)
进而导致氧化损伤[23]。另一方面,Fe3+ 催化的芬顿

反应会产生多种ROS进而引发氧化应激,因此结核

分枝杆菌需要动态调控铁的摄取与存储[23]。IdeR

是调控结核分枝杆菌铁摄取的关键蛋白,与Fe3+ 结

合的IdeR具有DNA结合活性,可以动态调控结核

分枝杆菌体内游离Fe3+ 的浓度。当Fe3+ 浓度较高

时,IdeR与铁载体合成基因 mbtA-J 的启动子结

合,通过 抑 制 mbtA -J 表 达 来 抑 制 铁 载 体 的 合

成[23]。IdeR与Lsr2竞争性结合铁储存基因bfrA
的启动子,进而促进bfrA 的表达从而促进铁的储存

(图2)[24]。此外,IdeR调控多种功能蛋白基因的表

达,包括转运蛋白基因rv0282-0284,脂质代谢的相

关基因rv1344-1345、rv1347,PE/PPE家族成员基

因rv0285-0286、rv2123、mmpL4 与mmpS4[25]。

图2 结核分枝杆菌在铁胁迫下的应对策略

Fig.2 MTB's
 

response
 

strategies
 

under
 

iron
 

stress

2 结核分枝杆菌的耐药性

  解决结核分枝杆菌的耐药性问题是治疗结核病

的关键,根据《2022年全球结核病报告》,2021年新增

45万利福平耐药患者,比2020年增加了3.1%,全球

耐药结核病治愈率较低,仅为60.0%[1,2]。异烟肼

(Isoniazid,INH)、利福平(Rifampin,RIF)、乙胺丁醇

(Ethambutol,EMB)、吡 嗪 酰 胺 (Pyrazinamide,

PZA)、链霉素(Streptomycin,STR)是治疗结核病的

一线药物,文章总结了结核分枝杆菌产生耐药性的关

键基因(表1),深入研究结核分枝杆菌的耐药机制可

以为新型抗结核药物研发提供参考和指导。
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表1 结核分枝杆菌获得一线药物耐药性的主要基因

Table
 

1 Primary
 

genes
 

associated
 

with
 

first􀆼line
 

drug
 

resistance
 

in
 

MTB

抗生素
Antibiotics

耐药相关基因
Antibiotic

 

resistance
 

genes
基因功能/基因注释

Gene
 

function/Gene
 

annotation

INH katG(rv1908c) Catalase􀆼peroxidase

ahpC(rv2428) Alkyl
 

hydroperoxide
 

reductase
 

subunit

ndh(rv1854c) NADH
 

dehydrogenase

inhA(rv1484) NADH􀆼dependent
 

enoyl􀆼[ACP]
 

reductase

nat(rv3566c) Arylamine
 

N􀆼acetyltransferase

RIF rpoB(rv0667) DNA􀆼directed
 

RNA
 

polymerase
 

subunit
 

beta

lipX(rv1169c) Lipase

EMB embB(rv3795) Arabinosyltransferase
 

B

embR(rv1267c) Transcriptional
 

regulator

PZA pncA(rv2043c) Pyrazinamidase/nicotinamidase

rpsA(rv1630) 30S
 

ribosomal
 

protein
 

S1

panD(rv3601c) Aspartate
 

1􀆼decarboxylase

clpC1(rv3596c) ATP􀆼dependent
 

protease
 

ATP􀆼binding
 

subunit

STR rpsL(rv0682) 30S
 

ribosomal
 

protein
 

S12

rrs(rvnr01) 16S
 

ribosomal
 

RNA

gidB(rv3919c) 16S
 

rRNA
 

(guanine(527)􀆼N(7))􀆼methyltransferase

2.1 异烟肼

  异烟肼是一种一线抗结核药物。进入结核分枝

杆菌体内的异烟肼由KatG将异烟肼还原成异烟酸,
而异烟酸又可以与NAD+ 反应产生异烟酸􀆼NAD+ 复

合物,该复合物可以与InhA发生作用,抑制InhA的

活性[26]。InhA是一种烯酰基载脂蛋白还原酶,是脂

肪酸合酶Ⅱ的组成部分,InhA活性受到抑制后会导

致细胞壁的重要组分分枝菌酸的合成受阻,最终导致

结核 分 枝 杆 菌 细 胞 壁 组 分 缺 失 而 引 起 细 菌

死亡[26,27]。

  结核分枝杆菌产生异烟肼耐药性的因素有很多,
但临床上分离的结核分枝杆菌对异烟肼耐药主要是

katG 基因突变所致。之前的研究报道了katG 基因

中存在的多个不同位点的突变介导结核分枝杆菌产

生异烟肼耐药,其中315位丝氨酸突变为苏氨酸使

KatG的异烟肼结合位点产生空间位阻,从而限制了

异烟肼的作用效果[28]。ahpC 编码一种烷基氢过氧

化物还原酶,ahpC 表达水平的上调可能会在一定程

度上补偿由katG 表达下调或突变而引发的氧化损

伤[29]。ndh 编码一种NADH脱氢酶,ndh 表达上调

会导致细菌细胞内NADH水平升高,可能会抑制异

烟酸􀆼NAD+ 复合物的形成,从而抑制异烟肼的作

用[30]。此外,inhA 启动子的突变也可能导致异烟肼

耐药,突变体的inhA 表达水平增加引起分枝菌酸的

合成量增加,这就补偿了异烟肼对分枝菌酸合成的抑

制作用[30]。nat编码的 NAT酶可以结合异烟肼并

使其发生乙酰化,导致异烟肼无法被活化,从而限制

了异烟肼的作用[31]。

  除此之外,还有oxyR、kasB、ini、efpA、fadE
等多种基因的突变也可能会导致结核分枝杆菌对异

烟肼产生耐药性[32]。

2.2 利福平

  利福平属于利福霉素类抗生素,对革兰氏阳性菌

具有较强的抑制作用,而对革兰氏阴性菌的抑制作用

较弱。利福平、利福喷汀、利福布汀都属于利福霉素

类抗生素,其中利福平是最典型且常见的抗结核

药物。

  利福平主要作用于结核分枝杆菌RNA聚合酶

的β亚基,通过形成空间位阻导致RNA的生物合成

受阻。研究发现,利福平不会影响RNA前2
 

nt的合

成,当RNA合成到第3
 

nt时,利福平会阻碍RNA的

进一步延伸[33]。

  rpoB 是编码RNA聚合酶β亚基的基因。绝大

多数的利福平耐药性是rpoB 突变所致,这些突变集
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中在507-533氨基酸残基区间,该区间被称为利福

平抗性决定区(Rifampicin􀆼Resistance􀆼Determining
 

Region,RRDR)[34]。进一步研究发现,RRDR区间

中最常见的突变是516、526、531位密码子突变[35]。

  除了rpoB 的突变外,细菌细胞壁通透性改变也

是其产生利福平耐药性的重要原因[36]。分枝杆菌的

PE11是一 种 脂 酶,其 变 化 可 影 响 质 膜 的 脂 质 构

成[37]。结核分枝杆菌中PE11增加会提高细菌对利

福平的抗性[36]。

2.3 乙胺丁醇

  分枝杆菌的细胞壁外层含有大量的分枝菌酸,这
些分枝菌酸与细胞壁内侧的阿拉伯半乳聚糖(Arabi-
nogalactan,AC)共价相连形成分枝菌酸􀆼聚阿拉伯半

乳糖􀆼肽聚糖(mycolyl􀆼Arabinogalactan􀆼Peptidogly-
can,mAGP),脂阿拉伯甘露聚糖(Lipoarabinoman-
nan,LAM)、脂甘露聚糖(Lipomannan,LM)等特异

性脂质存在于分枝菌酸与AC之间,分枝杆菌的这些

复杂结构可以与宿主发生相互作用[38,39]。emb 操纵

子包含embA、embB、embC,前两者被证明与 AC的

合成有关,embC 则与LAM的合成有关[39]。

  乙胺丁醇通过抑制EmbB与EmbC,进而抑制

AC与LAM的生物合成,这限制了mAGP的形成从

而使得分枝杆菌细胞壁的完整性缺失[40]。因此,分
枝杆菌的乙 胺 丁 醇 耐 药 机 制 主 要 与emb 操 纵 子

有关。

  EmbR 是调控emb 操纵子的转录调控因子,

EmbR在被PknH磷酸化后调控emb 操纵子中相关

基因的表达水平。PknH对EmbR的磷酸化水平增

加,以及EmbR与emb 操纵子结合能力增强都是分

枝杆菌产生EMB耐药性的原因[41]。其中,embB 发

生突变是分枝杆菌发生乙胺丁醇耐药的主要原因。

embB 中存在一段被称之为乙胺丁醇抗性决定区

(Ethambutol
 

Resistance􀆼Determining
 

Region,ER-
DR)的区域,包括306、406、497位密码子。这些位点

的突变有可能导致EmbB蛋白结构发生改变,因此

乙胺丁醇缺失靶标,降低了其杀菌作用[42]。

2.4 吡嗪酰胺

  吡嗪酰胺是一种在酸性环境下对结核分枝杆菌

具有抑菌活性的药物。因此,吡嗪酰胺在对潜伏在巨

噬细胞中的结核分枝杆菌具有较好的抑菌效果[26]。
吡嗪酰胺的作用机制存在较大的争议,目前公认的观

点是吡嗪酰胺可以由吡嗪酰胺酶(Pyrazinamidase,

PncA)转 化 为 吡 嗪 酸(Pyrazinoic
 

Acid,POA),但

POA的作用机制仍有争议[43]。主流观点认为,POA
在酸性环境下发生质子化并转化为 HPOA,随后

HPOA进入分枝杆菌体内,使得其pH值降低,破坏

细胞质子梯度进而抑制分枝杆菌 ATP的生物合成

并影响酶的活性[44]。还有研究指出,吡嗪酰胺可能

通过抑制30S核糖体的RpsA蛋白活性进而影响细

菌的翻译过程[45]。PanD是一种天冬氨酸脱羧酶,在
泛酸的生物合成中起重要作用。ClpC1 可以识别

PanD的降解标签进而使之降解,而POA可以改变

PanD的构象并使其降解标签暴露。POA通过降解

PanD进而抑制分枝杆菌泛酸的合成,最终导致乙酰

辅酶A合成受阻[43]。

  pncA 编码PncA,该基因的突变是细菌产生吡

嗪酰胺耐药性的重要原因。pncA 的突变以错义突

变为主,主要集中于3-17、61-85和132-142位

点[44]。目前也发现RpsA蛋白的438位丙氨酸突变

会导致吡嗪酰胺耐药,这可能是由于RpsA的突变影

响其与吡嗪酰胺的互作[46]。panD 与clpC1 的突变

也会导致结核分枝杆菌产生吡嗪酰胺耐药性,这可能

是由于突变影响了POA与PanD的结合并抑制了其

对PanD的降解[43]。

  此 外,rspA、gpsl、mas/ppsA􀆼E、tap、iprG、

fadD2 也可能与吡嗪酰胺耐药有关[43]。

2.5 链霉素

  链霉素属于氨基糖苷类抗生素,其作用位点是

30S核糖体。链霉素通过抑制tRNA与核糖体结合

进而抑制翻译过程。rrs和rpsL 分别编码核糖体蛋

白S12、16S
 

rRNA,这些都是链霉素的靶点。rrs的

513、517、906、907位点突变和rpsL 的128、263位精

氨酸突变都会导致细菌产生链霉素耐药性[47]。值得

注意 的 是,16S
 

rRNA 的 甲 基 转 移 酶 的 编 码 基 因

gidB 的突变也会引发细菌的链霉素耐药性,这可能

是GidB改变了16S
 

rRNA的甲基化位点所导致的耐

药性[48]。

2.6 结核分枝杆菌的多药耐药机制

  结核分枝杆菌对β􀆼内酰胺类、喹诺酮类、大环内

酯类等临床上常见的抗生素可能具有多药耐药性,其
机制与结核分枝杆菌的氧化还原应激以及药物外排

泵密切相关。

  whiB7 是whiB3 的旁系同源物,whiB3 对于结

核分枝杆菌的酸耐受性和氧化还原耐受性起重要的

作用,而whiB7 编码的 WhiB7则介导了结核分枝杆

菌对 常 见 抗 生 素 药 物 的 耐 药 性。目 前 已 经 发 现
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WhiB7可以通过诱导Eis、Tap、Erm 等多种蛋白质

的表达而影响细菌的耐药性[49]。WhiB7正调控Si-
gA的表达,SigA正调控Eis的表达,表达量增加的

Eis可以通过乙酰化氨基糖苷类抗生素进而提高细

菌的耐药性[49,50]。Tap是一种药物外排泵,Tap表

达量的变化可以影响细菌对β􀆼内酰胺类、大环内酯

类、喹诺酮类抗生素的耐药性。Erm则是一种核糖

体RNA甲基转移酶,其介导了细菌对大环内酯类药

物的耐药性[51]。

  一些参与调控细菌氧化还原应激的物质也与细

菌的耐药性相关。ICLs参与调控细菌的还原应激与

酸应激。有研究表明,异烟肼、利福平、链霉素的耐药

性与ICLs有关,其机制可能是ICLs使底物进入乙

醛酸循环,这降低了NADH的量并减少活性氧中间

体(Reactive
 

Oxygen
 

Intermediates,ROIs)进而引发

耐药[52]。分枝杆菌的 MSH 系统可以影响利福平、
红霉 素、阿 奇 霉 素、万 古 霉 素 等 多 种 药 物 的 耐

药性[53]。

  药物外排也是影响结核分枝杆菌多药耐药性的

重要 因 素。结 核 分 枝 杆 菌 的 Rv0849、Rv1218c、

Rv1258c、Rv3065与β􀆼内酰胺类抗生素的耐药性相

关,Rv1747、Rv0341、Rv0343、Rv2942、Rv0933与异

烟肼的耐药性相关,Rv2936、Rv2937、Rv2938与四环

素、链霉素、乙胺丁醇的耐药性相关[54]。

3 结核分枝杆菌的致病性与免疫性

  结核分枝杆菌可以侵染巨噬细胞并在巨噬细胞

中长期存活,在该过程中致病因子发挥了重要作用。
多种细胞因子可以活化巨噬细胞并使其杀死胞内的

结核分枝杆菌,然而结核分枝杆菌也存在一些机制以

应对这些细胞因子的胁迫。结核病会诱导肉芽肿的

产生,对于结核性肉芽肿的作用目前尚有争议,但已

经确定的是结核分枝杆菌可以利用肉芽肿帮助其

增殖。

3.1 结核分枝杆菌的致病因子

  结核分枝杆菌中具有多种致病因子,主要包括脂

质、蛋白质与多糖。致病因子可以通过不同的途径对

宿主造成损伤,包括诱导肉芽肿的形成、抑制免疫细

胞的免疫反应、形成生物被膜等。

  脂质是结核分枝杆菌的主要致病因子,这些脂质

多为细胞的表面成分。分枝菌酸可以诱导巨噬细胞

发生脂滴积累进而形成泡沫巨噬细胞,结核分枝杆菌

可以在这些脂滴中存活并长时间潜伏于巨噬细胞

中[55]。另外 MA还与结核分枝杆菌生物被膜的形成

密切相关[55]。海藻糖􀆼6,6'􀆼二分枝菌酸酯(6,6'􀆼tre-
halose

 

dimycolate,
 

TDM)又被称为索状因子,是结

核分枝杆菌细胞壁中最丰富的糖酯。TDM 可以通

过抑制中性粒细胞的迁移、抑制磷脂小泡的融合、降
低NAD的水平来发挥其致病作用[56]。LAM 在抑

制宿主免疫反应的过程中起着关键作用,LAM 可以

通过消除巨噬细胞产生的氧自由基、抑制蛋白质激酶

C的活性、阻断IFN􀆼γ的合成来保证结核分枝杆菌的

存活[57]。

  多种致病蛋白在结核分枝杆菌侵入宿主细胞的

过程中发挥作用。纤连蛋白结合蛋白(Fibronectin
 

binding
 

protein,
 

Fbp)通过结合纤连蛋白促使结核分

枝杆菌黏附到细胞的黏膜表面,进而侵入宿主细

胞[56]。哺乳动物细胞进入蛋白(Mammalian
 

cell
 

en-
try,Mce)在结核分枝杆菌侵入巨噬细胞以及抑制免

疫反应的过程中发挥着重要作用,Mce3C与巨噬细

胞表面整合素结合,促进结核分枝杆菌黏附并侵入巨

噬细胞[58]。另外 Mce2E与 Mce3E可以通过抑制

MAPK信号转导通路来抑制细胞因子IL􀆼6与TNF􀆼
α的表达[58]。

  致病蛋白还可以影响巨噬细胞对结核分枝杆菌

的吞噬和消化作用。SapM、PknG、EIS、EspB等蛋白

参与了对宿主自噬过程的调节[59]。PtpA、TlyA、Lp-
dC、SapM等蛋白抑制了吞噬体的成熟[59]。

3.2 结核分枝杆菌逃逸吞噬溶酶体对其的分解

  结核分枝杆菌可以逃逸吞噬溶酶体对其的降解

作用,主要机制包括抑制吞噬溶酶体的成熟与破坏吞

噬体。

  巨噬细胞吞噬结核分枝杆菌后在胞内形成新生

吞噬体,新生吞噬体随后与早期内体、晚期内体、溶酶

体融合形成可以杀灭细菌的吞噬溶酶体。Rab5是一

种GTP酶,一方面Rab5可以招募PI3K并催化合成

PI3P,随后Rab5进一步与PI3P共同招募EEA1使

新生吞噬体与早期内体融合(图3)[60]。另一方面,

Rab5与PI3P可以招募Rab7,而Rab7可以介导吞噬

溶酶体的形成[60]。囊泡 ATP酶在吞噬体后期酸化

的过程中发挥重要的作用,其可以通过水解ATP来

降低吞噬体的pH值,进而激活多种酸性水解酶[61]。

  结核分枝杆菌可以通过多种途径抑制吞噬溶酶

体的成熟,甘露糖基脂阿拉伯甘露聚糖(Mannosylat-
ed

 

Lipoarabinomannan,ManLAM)可以降低胞内的

Ca2+ 浓度,进而抑制钙调蛋白的活性,阻断钙调蛋白
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激活PI3K 的通路,最终导致吞噬体 PI3P数量降

低[62]。分枝杆菌也可以分泌磷酸酶SamP,这使得

PI3P发生去磷酸化从而抑制其功能[62]。PtpA是一

种酪氨酸磷酸酶,可以使Vps33b发生去磷酸化进而

抑制Rab7 的活性。此外,PtpA 还可以结合囊泡

ATP酶的 H 亚基,进而阻止囊泡 ATP酶的转运与

活化(图3)[63,64]。

  酸性环境可以激活结核分枝杆菌的ESX􀆼1分泌

系统,该分泌系统通过分泌Esx􀆼A/ESAT􀆼6与Esx􀆼
B/CFP10引发吞噬体膜损伤,进而导致结核分枝杆

菌逃逸(图3)[63]。

图3 巨噬细胞吞噬并分解结核分枝杆菌与结核分枝杆菌逃逸吞噬溶酶体的机制

Fig.3 Mechanism
 

of
 

macrophages
 

phagocytizing
 

and
 

degrading
 

MTB
 

versus
 

MTB's
 

escape
 

from
 

phagolysosomal
 

degradation

3.3 结核分枝杆菌影响细胞因子对免疫细胞的调控

  宿主中的细胞因子IL􀆼12、TNF􀆼α和IFN􀆼γ在对

抗结核分枝杆菌过程中起关键作用。首先,IL􀆼12诱

导Th0细胞分化成为Th1细胞并使之分泌IFN􀆼γ,
随后IL􀆼2和IFN􀆼γ促使NK细胞和CTL细胞活化

并分泌TNF􀆼α,最后TNF􀆼α诱导巨噬细胞分泌IL􀆼
12,这是 产 生 细 胞 因 子 分 泌 的 级 联 放 大 循 环(图
4)[65]。IFN􀆼γ可以通过激活巨噬细胞中的一氧化氮

合酶产生活性氮中间体(Reactive
 

Nitrogen
 

Interme-
diates,RNI)以促进溶酶体成熟来应对结核分枝杆

菌。TNF􀆼α则可以通过激活CTL、促进单核细胞成

熟为DC或巨噬细胞、辅助建立趋化因子梯度、促进

肉芽肿产生来对抗结核分枝杆菌[63,65]。

  IL􀆼1分为IL􀆼1α与IL􀆼1β。IL􀆼1的缺陷会让小鼠

对结核分枝杆菌更敏感,IL􀆼1由炎症单核巨噬细胞、
炎症DC和中性粒细胞产生。研究证明,IL􀆼1的主要

功能是募集中性粒细胞,但中性粒细胞对结核分枝杆

菌的具体作用机制尚不清楚[66]。

  结核分枝杆菌的ESX􀆼1分泌系统可以通过分泌

肽聚糖来激活Nod2受体并诱导IFN
 

α/β分泌,细菌

的DNA也可以诱导IFN
 

α/β分泌[67]。IFNAR1可

以被IFN
 

α/β激活并介导细胞分泌IL􀆼1Ra
 

(IL􀆼1的

拮抗剂)与IL􀆼10来抑制免疫反应(图4)。LAM 可

以诱导IL􀆼10分泌[67,68]。研究发现IL􀆼10缺陷的小

鼠对结核分枝杆菌的抵抗能力更强,IL􀆼10还会诱导

动物结核病的再激活[69]。IL􀆼10可以抑制促炎细胞

因子IFN􀆼γ、TNF􀆼α、IL􀆼12的产生,并通过抑制MHC
Ⅱ来阻断T细胞的活化(图4)。在体外实验中,IL􀆼
10可以抑制Th1与Th2亚群,因此IL􀆼10对于结核

分枝杆菌抵抗宿主细胞因子胁迫至关重要[69]。

  花生四烯酸及其代谢产物也在结核分枝杆菌的

免疫调控中起重要作用。脂氧合酶(Lipoxygenase,

LO)与环氧合酶(Cyclooxygenase,COX)都以花生四

烯酸为底物,竞争性合成脂氧素 A4(Lipoxin
 

A4,
 

LXA4)与前列腺素 E2(Prostaglandin
 

E2,PGE2)。

LXA4 可以诱导细胞坏死,而PGE2 则诱导细胞凋
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亡。在细胞凋亡的过程中会产生凋亡小体,这些凋亡

小体阻碍了结核分枝杆菌的释放并可以被DC吞噬

用于抗原呈递[70]。然而,细胞坏死后也会直接释放

结核分枝杆菌,这促进了结核分枝杆菌的感染[70]。
细胞因子可以调控凋亡和坏死的发生。例如,TNF􀆼α
会同时介导凋亡与坏死,IL􀆼1β则可以通过PGE2 来

促进细胞凋亡,IFN
 

α/β则可以诱导LXA4 进一步诱

导细胞坏死,并通过诱导分泌IL􀆼1Ra来抑制IL􀆼
1β

[71]。结核分枝杆菌通过诱导LXA4 的产生并抑制

COX2
 

mRNA积累进而使细胞内PGE2 水平降低,
抑制PGE2 介导的膜修复作用,导致线粒体膜损伤发

生积累,进而引起其通透性改变并引发线粒体膜电位

丧失,这进一步导致ROS积累与 ATP合成停滞并

最终引发细胞坏死(图4)[70]。

图4 结核分枝杆菌与宿主细胞因子的分子交互及其影响

Fig.4 Molecular
 

interactions
 

and
 

implications
 

of
 

MTB
 

with
 

host
 

immunoregulatory
 

cytokines

3.4 肉芽肿对结核分枝杆菌感染的影响

  结核性肉芽肿又称结核结节,是结核病典型的病

理学特征,随着结核分枝杆菌数量的增加肉芽肿会被

破坏并产生空洞。结核性肉芽肿的核心是富含脂质

的干酪样坏死区域,该区域为结核分枝杆菌提供营

养,在其周围具有一层致密的白细胞壁可以阻止结核

分枝杆菌的扩散[72]。肉芽肿内部存在着不同的巨噬

细胞,包括上皮样巨噬细胞、泡沫巨噬细胞、多核巨噬

细胞(Multinucleated
 

Giant
 

Cells,MGCs),而在巨噬

细胞周围存在T、B淋巴细胞[63]。

  TDM 可以保护结核分枝杆菌不被巨噬细胞杀

死,同时会介导结核性肉芽肿的发生[73]。经典模型

认为肉芽肿的形成产生了物理阻隔,可抑制病原体的

传播与增殖。然而,研究发现,缺乏ESX􀆼1的结核分

枝杆菌感染宿主后,其肉芽肿表现出发育不良并伴有

感染减弱,该结果暗示了肉芽肿的形成可能反而加快

了结核分枝杆菌的感染[63]。另外一项研究表明,结
核分枝杆菌可以诱导巨噬细胞周围的上皮细胞分泌

金 属 蛋 白 酶 9
 

(Matrix
 

Metalloproteinase
 

9,

MMP9),而 MMP9进一步募集巨噬细胞进入肉芽

肿[74]。随后这些未被感染的巨噬细胞识别了被感染

巨噬细胞信号后并将之吞噬,这导致被感染的巨噬细

胞数量增加,最后被感染的巨噬细胞发生迁移并在其

他部位形成新的肉芽肿。

  结核分枝杆菌通过细胞表面的邻苯二甲酸二纤

维素酯(Phthiocerol
 

Dimycoceroserate,PDIM)来掩

盖病原体相关分子模式(Pathogen􀆼Associated
 

Mo-
lecular

 

Patterns,PAMPs)。PDIM 优先招募不依赖
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MyD88的巨噬细胞,由于这种巨噬细胞不易产生诱

导性 一 氧 化 氮 合 酶(inducible
 

Nitric
 

Oxide
 

Syn-
thase,iNOS),这使得结核分枝杆菌更容易在此类巨

噬细胞中存活,因此,在早期肉芽肿中的结核分枝杆

菌更易增殖[75]。

  肉芽肿的干酪样坏死中心的氧分压较低并且营

养较为匮乏。为了应对这种不利环境,部分结核分枝

杆菌进入休眠状态,该过程由DosRST系统参与调

控。进入休眠期的结核分枝杆菌对异烟肼和吡嗪酰

胺具有耐药性,因为这两种抗生素只作用于复制期的

结核分枝杆菌[76]。结核分枝杆菌具有5个rpf 基

因,rpfD 缺失被证明可以延缓结核分枝杆菌恢复,
此外Rpf可以促进结核病患者痰液中的结核分枝杆

菌以及冻干的牛结核分枝杆菌(Mycobacterium
 

bo-
vis)的复苏。一项在兔子体内的研究表明,使用免疫

抑制剂会使结核分枝杆菌的rpf 转录水平上调,这
说明理化因素与免疫因素共同影响了结核分枝杆菌

的细胞周期[72,77]。

4 展望

  结核分枝杆菌的致病性极强,对不同的胁迫条件

具有较高的耐受性。在抗氧化方面,除了存在 MSH
与EGT两套系统外,c􀆼di􀆼GMP可以通过调控结核分

枝杆菌的LtmA与 HpoR进而调控其抗氧化水平。
在抗还原方面,DosRST系统响应还原应激,同时结

核分枝杆菌也可以通过代谢重塑应对还原应激。酸

应激也可以导致还原应激,PhoPR可以调控whiB3
以适应酸应激,同时细菌也可以通过代谢重塑适应酸

应激。结核分枝杆菌可以通过铁载体来摄取内环境

中游离的铁,也可以摄取血红素中的铁。结核分枝杆

菌体内铁浓度过高或过低都可能导致ROS的产生,

IdeR参与细菌体内游离铁浓度的动态调控。

  在耐药性方面,结核分枝杆菌产生异烟肼耐药性

主要是由于细菌的katG 突变,ahpC、ndh、inhA、nat
以及外排泵等多种基因也影响细菌的异烟肼耐药性。
分枝杆菌的利福平耐药性主要是rpoB 的突变所致。
此外,外排泵与细胞膜通透性的改变也影响细菌的利

福平耐药性。乙胺丁醇通过抑制EmbB与EmbC来

发挥作用,embB 突变是结核分枝杆菌对乙胺丁醇产

生耐药的主要原因。吡嗪酰胺的作用机制尚有争议,
目前主流观点认为其耐药性与pncA、panD、clpC1、

rpsA 的突变有关。链霉素属于氨基糖苷类抗生素,
细菌产生链霉素耐药性与rrs、rpsl、gidB 的突变有

关。最后,whiB7、MSH、ICLs、外排泵影响结核分枝

杆菌对多抗生素共同的耐药性。

  在 致 病 性 与 免 疫 性 方 面,MA、TDM、LAM、

Fbp、Mce等致病分子参与了结核分枝杆菌的致病。
结核分枝杆菌可以通过 ManLAM与PtpA来阻止吞

噬溶酶体的成熟,还可以通过分泌Esx􀆼A/ESAT􀆼6
与Esx􀆼B/CFP10来破坏吞噬体。宿主的IL􀆼1、IL􀆼
12、TNF􀆼α、IFN􀆼γ对于抵抗结核分枝杆菌起关键作

用,结核分枝杆菌可以通过诱导宿主产生IL􀆼10、IL􀆼
1Ra、IFN

 

α/β来抑制免疫反应。此外,结核分枝杆菌

还可以通过诱导LXA4 的分泌使巨噬细胞坏死。肉

芽肿对结核分枝杆菌的作用尚有争议,一方面肉芽肿

可以形成物理屏障阻碍结核分枝杆菌传播,另一方面

结核分枝杆菌可以通过诱导上皮细胞分泌 MMP9使

巨噬细胞聚集并加速结核分枝杆菌的增殖。

  虽然之前的研究使人们对结核分枝杆菌的致病

性与抗逆性有一定的了解,但目前仍有一些问题有待

解决。处于休眠期的结核分枝杆菌对周围环境具有

较强的耐受性同时也产生了耐药性,解析结核分枝杆

菌休眠与觉醒的机制有助于研发针对休眠菌的药物,
防止结核病的复发。另外,仍然没有明确多种免疫细

胞在抵抗结核分枝杆菌中的作用机制,这使得人们无

法据此研发疫苗和药物。

  一些新型技术为攻克结核病提供了帮助,重组

BCG疫苗是结核分枝杆菌疫苗开发的一个热点,重
组BCG疫苗通过过表达免疫优势抗原进而增强疫苗

的保护力。2021年,DeepMind推出的 AlphaFold2
是生物信息学中的里程碑,基于AlphaFold2对蛋白

质结构的精准预测,可以通过虚拟筛选与反向对接技

术 寻 找 抗 结 核 新 药 或 解 析 抗 结 核 药 物 的 作 用

机制[78]。

  通过对结核分枝杆菌的抗逆性与致病性研究,为
新型抗结核药物的研发提供理论依据,有助于解决日

益严重的结核分枝杆菌耐药性问题。
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Abstract:Tuberculosis
 

is
 

a
 

zoonotic
 

infectious
 

disease
 

caused
 

by
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

(MTB)
 

complex
 

infection.Before
 

the
 

outbreak
 

of
 

novel
 

coronavirus
 

infection,it
 

was
 

the
 

single
 

infectious
 

disease
 

with
 

the
 

lar-
gest

 

number
 

of
 

deaths
 

in
 

the
 

world.The
 

mortality
 

rate
 

of
 

tuberculosis
 

is
 

high,and
 

the
 

main
 

reason
 

is
 

that
 

the
 

pathogenic
 

bacteria
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

has
 

strong
 

virulence
 

and
 

can
 

resist
 

a
 

variety
 

of
 

external
 

envi-
ronmental

 

stress
 

factors.This
 

article
 

mainly
 

introduces
 

the
 

tolerance
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

to
 

physi-
cal

 

and
 

chemical
 

stress,the
 

drug
 

resistance
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis,the
 

pathogenicity
 

and
 

immunity
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis,and
 

provides
 

theoretical
 

guidance
 

for
 

in􀆼depth
 

study
 

on
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

tu-
berculosis

 

and
 

the
 

research
 

and
 

development
 

of
 

new
 

anti􀆼tuberculosis
 

drugs.
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words:Mycobacterium
 

tuberculosis;stress
 

response;immune
 

escape;drug
 

resistance
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