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ROS介导的自噬在结核病中的研究进展*
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【摘要】 结核病(Tuberculosis,TB)是由结核分枝杆菌(Mycobacterium
 

tuberculosis,MTB)感染引起的一种人畜共患传

染病,其致病机制尚不清楚。宿主细胞与 MTB相互作用过程中,宿主细胞产生的活性氧(reactive
 

oxygen
 

species,ROS)

会引起氧化应激反应并进而诱导细胞凋亡、坏死和自噬。其中,自噬在宿主细胞清除 MTB过程中发挥着重要作用,而
该进程也会影响细胞内ROS水平。ROS与自噬的相互调控决定着 MTB感染后细胞的命运,对结核病的发生发展及转

归具有重要意义。本综述主要从ROS介导自噬发生,以及自噬调节ROS水平两个方面来探讨结核病中ROS与自噬的

相互作用情况,以期为进一步揭示结核病的致病机理提供理论依据及新的视角。
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【Abstract】 Tuberculosis
 

(TB)
 

is
 

a
 

zoonotic
 

disease
 

which
 

caused
 

by
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

(MTB)
 

infection.The
 

pathogenesis
 

of
 

TB
 

is
 

very
 

complicated
 

and
 

largely
 

obscure.During
 

the
 

interaction
 

between
 

host
 

cells
 

and
 

MTB,host
 

cell
 

could
 

generate
 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

which
 

cause
 

oxidative
 

stress
 

and
 

participate
 

in
 

the
 

regulation
 

of
 

apoptosis,

necrosis
 

and
 

autophagy.Among
 

them,autophagy
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

elimination
 

of
 

MTB
 

and
 

ROS.The
 

mutual
 

regulation
 

of
 

ROS
 

and
 

autophagy
 

determines
 

the
 

fate
 

of
 

cells
 

after
 

MTB
 

infection,which
 

is
 

of
 

great
 

significance
 

to
 

the
 

oc-
currence,development

 

and
 

outcome
 

of
 

TB.Based
 

on
 

this,this
 

article
 

mainly
 

discusses
 

the
 

interaction
 

between
 

ROS
 

and
 

au-
tophagy

 

from
 

the
 

two
 

aspects:ROS-mediated
 

autophagy
 

and
 

autophagy
 

regulates
 

ROS,so
 

as
 

to
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

further
 

revealing
 

the
 

pathogenic
 

mechanism
 

of
 

tuberculosis.
【Key

 

words】 reactive
 

oxygen
 

species;
 

autophagy;Mycobacterium
 

tuberculosis;
 

tuberculosis;review

***结核 病 是 由 结 核 分 枝 杆 菌(Mycobacterium
 

tuberculosis,

MTB)感染引起的一种具有高发病率和死亡率的人畜共患慢性

传染病。根据2020年世界卫生组织全球结核病报告,2019年

全球大约有1/4的人口感染了结核分枝杆菌,即一千万结核病

患者,并面临进一步发展为结核病的风险。尽管结核病患者经

过至少六个月的标准治疗是可以预防和治愈的,但是仍有120
万 HIV阴性结核病患者死亡。同时多重耐药和共患病等因素

已显著增加了结核病的危险性,因此,全球人类健康正面临巨

大的挑战[1]。

巨噬细胞作为对抗病原体感染的第一道防线,也是 MTB
的主要宿主细胞和靶细胞。在免疫应答过程中,巨噬细胞会产

生大量活性氧以增强细胞杀菌能力、引发氧化应激并参与调控

多种信号转导途径及相关生理过程,ROS通过调控诸如细胞凋

亡、自噬、坏死和铁死亡等形式的细胞死亡方式来控制 MTB扩

散,并最终清除 MTB[2],其中自噬能够降解特定的细胞成分,

包括生物大分子、线粒体、内质网和溶酶体,以及侵入的病原

体[3]。研究证实自噬在结核病免疫应答中具有重要作用,自噬

可以杀灭结核分枝杆菌、调节炎症细胞因子分泌以及增加抗原

递呈功能。因此,在研发结核病药物和疫苗方面,自噬已成为

临床上重要的诊疗靶点[4-5]。

结核病发生过程中ROS的积累会破坏细胞内稳态,在导

致氧化应激和线粒体功能障碍的同时,ROS作为信号分子还可

以介导细胞发生自噬从而清除 MTB。从细胞动态平衡的角度

来看,自噬是应对氧化应激的重要机制之一,自噬通过清除

ROS、损伤的生物大分子和线粒体等可减轻细胞损害,从而维

持细胞稳态。此外,当ROS积累过多或持续时间过长时,自噬

可能无法清除过量的ROS,造成大量的线粒体自噬和细胞能量

不足,那么,可能会导致细胞自噬性死亡[6]。因此,在抵抗结核

分枝杆菌的过程中,自噬和ROS的相互作用可能起着重要作

用。

1 ROS的概述

活性氧是生物体内化学性质活泼、氧化能力很强的一类高
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活性分子,它包括超氧阴离子(O2-)、羟基自由基(OH-)、过氧

化氢(H2O2)和单线态氧(1O2)等
[7]。ROS作为细胞代谢期间

的副产物,主要通过细胞内线粒体、NADPH氧化酶系统、过氧

化物酶体和内质网代谢等产生。通常细胞内ROS保持在恒定

的低水平,持续高水平的ROS则会引发氧化应激,破坏细胞内

生物大分子(例如蛋白质、脂质、RNA和DNA分子等),导致细

胞功能障碍[8]。但是,也有研究认为ROS水平的瞬时升高可

以履行第二信使的功能,在细胞代谢、生长、分化和死亡等信号

转导通路中发挥重要作用。

在病原体感染过程中,巨噬细胞质膜上的NADPH氧化酶

通过电子传递链产生大量 ROS,作为杀菌介质抵御病原体感

染[9]。有研究发现CD157介导ROS抵抗 MTB的研究中,使

用N-乙酰基-1-半胱氨酸(NAC)消除 MTB感染期间的 ROS
后,CD157

 

KO 巨噬细胞的杀菌能力显著下降[10]。另外,用

MTB蛋白PPE2处理巨噬细胞RAW264.7和小鼠腹膜巨噬细

胞后,抑制了 NADPH氧化酶介导的ROS生成,导致 MTB在

巨噬细胞中存活[11],以上这些研究表明ROS具有抵抗和杀灭

MTB的功能。

2 自噬与结核分枝杆菌感染

自噬是真核细胞将自身胞浆蛋白或损伤细胞器包裹形成

自噬小泡后,送入溶酶体进行降解并循环利用的过程,它在细

胞生长更新、维持细胞稳态和疾病发生中发挥重要作用[12]。

自噬根据胞内底物运送到溶酶体方式的不同可分为巨自噬、微

自噬和分子伴侣介导的自噬三种类型[13],通常所说的自噬是

巨自噬,其发生过程包括前自噬体的形成、自噬体延伸、自噬溶

酶体成熟、被包裹内容物的降解与再利用。此外,还有LC3相

关吞噬途径(LAP),此途径在 MTB激活Toll样受体后将LC3
直接招募到吞噬体膜上,促进吞噬体成熟和底物蛋白降解,以

及杀灭病原体[14]。

MTB侵入宿主后,肺泡巨噬细胞通过各种模式识别受体

(包括Toll样、Dectin-1、甘露糖、DC-SIGN、NOD样、TLR-9等)

识别 MTB,随后启动不同的信号转导途径,诱导宿主细胞产生

细胞因子、炎性因子和趋化因子等以促进适应性免疫反应[15]。

同时,MTB感染后引发细胞自噬,自噬具有保护细胞和组织、

调节免疫反应以及避免过度炎症等作用,即自噬通过促进先天

性和适应性免疫反应增强对 MTB的清除作用[16]。另一方面,

MTB为逃避宿主免疫攻击已发展出许多策略来维持其存活,

这些策略包括干扰吞噬体酸化和转运、阻断自噬和凋亡机制、

干扰钙信号传导、抑制炎症小体活化、调节宿主细胞因子反应

并淬灭活性氧和氮等,从而实现 MTB定植于宿主和持续复制

的目的[17]。

3 ROS介导自噬发生

在多种病理条件下均存在ROS与自噬的相互作用。ROS
作为重要的信号分子,可作为自噬的正向调节因子发挥作用,

同时自噬的激活也会反过来对ROS水平产生影响[18],结核分

枝杆菌感染细胞过程中产生的ROS可以通过多种方式介导自

噬发生,且其结果可能导致ROS协助细胞自噬性存活或促进

细胞自噬性死亡。

3.1 ROS调控相关信号通路激活自噬

3.1.1 ROS调控PI3K/Akt/mTOR信号通路促进自噬 研

究已 证 实 线 粒 体 ROS水 平 升 高 可 引 起 张 力 蛋 白 同 源 物

(PTEN)氧化失活,从而激活磷脂酰肌醇3激酶(PI3K)/蛋白

激酶B(PKB/Akt)/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)信号转

导,使 ULK1磷酸化以及 Atg蛋白表达增加而导致细胞自

噬[19]。有关B和T淋巴细胞衰减因子(BTLA)在巨噬细胞防

御结核分枝杆菌感染的研究中,用BCG和 H37Rv感染细胞

后,BTLA表达升高,抑制AKT和 mTOR的磷酸化,细胞发生

自噬抑制 BCG和 H37Rv存活,且 PI3K 抑制剂可逆转沉默

BTLA后介导的AKT-mTOR信号转导[20]。此外,用 H37Rv、

BCG和耻垢分枝杆菌(Ms)分别感染RAW264.7细胞后,发现

磷酸化的 mTOR和 AKT水平均显着降低,同时,自噬蛋白

LC3-II表达上调,自噬水平升高[21]。这些研究表明结核分枝

杆菌感染后巨噬细胞通过PI3K/Akt/mTOR信号通路激活自

噬。

3.1.2 ROS激活 AMPK信号通路介导自噬发生 线粒体来

源的ROS可间接激活AMP激活的蛋白激酶(AMPK),AMPK
是一种多聚丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶,可以磷酸化结节性硬化

症复合物2(TSC2)抑制 mTOR而激活自噬[22]。有研究发现

用牛分枝杆菌(M.bovis)感染激肽释放酶12(KLK12)敲低的

BMDM细胞后,细胞中的 AMPK和TSC2蛋白表达水平显著

下调,而 mTOR蛋白表达水平显著上调,自噬被抑制,说明

KLK12可通过AMPK/TSC2/mTOR信号通路激活自噬[23]。

Sarkar等[24]研究证实 ROS
 

诱导的氧化应激可以激活共

济失调毛细血管扩张突变蛋白(ATM),ATM 是激活细胞核

DNA损伤反应的关键因素,在激活自噬中起关键作用,但在结

核病中的功能尚不清楚。Yuan等[25]研究发现 MTB感染巨噬

细胞后 诱 导 miR-18a负 调 控 自 噬,抑 制 miR-18a会 上 调 p-
AMPK的 表 达,而 下 调 ATM 则 会 逆 转 这 一 变 化,但 是 p-
mTOR的表达没有明显变化。此外,在饥饿条件下或者AMP/

ATP比升高时,AMPK通过磷酸化 ULK1在自噬中起重要作

用[26]。因此,AMPK通过协调级联反应可感测细胞生理或能

量状态并通过抑制 mTOR或激活ULK1激酶从而诱导自噬。

3.1.3 ROS诱导 MAPK信号通路激活自噬 ROS已被证明

是激活有丝分裂原活化蛋白激酶(MAPK)家族(包括JNK、p38
和ERK)调控自噬的经典诱导剂[27],Choi等[28]在阿霍烯治疗

结核病的研究中,发现阿霍烯刺激 H37Rv感染的RAW
 

264.7
细胞后,可以诱导内质网应激传感器分子和ROS水平升高,随
后ROS激活 C-Jun

 

N-末端激酶(JNK),导致自噬相关因子

LC3-II和Beclin-1等蛋白表达水平上调。另外,当细胞饥饿

时,JNK1基因被 ROS激活后可磷酸化Bcl-2,使Beclin-1从

Bcl-2解离而激活自噬。短暂的激活JNK1基因可促进细胞自

噬性存活,而持续的激活JNK1基因可能会导致细胞凋亡[29]。

此外,研究发现BCG感染可诱导RAW264.7细胞中双特异性

磷酸酶 5(DUSP5)表 达 并 激 活 细 胞 外 信 号 调 节 激 酶 1/2
(ERK1/2),然而,过表达DUSP5可以通过抑制ERK1/2信号

级联反应中信号分子的磷酸化而阻止自噬体的形成[30]。因

此,在BCG感染细胞后抑制DUSP5可能有助于ERK1/2信号

级联反应表达而激活细胞自噬。

3.2 ROS调控相关转录因子激活自噬 ROS积累可以激活

细胞核内缺氧诱导因子1(hypoxia-inducible
 

factor,HIF-1)和
叉头框家族的O亚科(Foxos)等转录因子转录,这些转录因子
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调控其下游蛋白,最终可诱导细胞发生自噬[31]。

3.2.1 ROS激活 HIF-1介导自噬发生 Kobayashi等[32]研究

发现ROS的积累可以诱导氧化还原因子-1(Ref-1)表达,激活

缺氧诱导因子1α(hypoxia-inducible
 

factor,HIF-1α)与 HIF-1β
二聚化生成 HIF-1,HIF-1在感染性和炎性疾病中起着重要作

用。HIF-1诱导其下游因子BNIP3和 NIX基因表达,其蛋白

通过竞争性破坏Beclin-1/Bcl-2或Beclin-1/Bcl-XL之间的相互

作用,释放Beclin-1触发线粒体选择性自噬,而干扰这些蛋白

质中的任何一种都会导致 ROS水平升高和细胞死亡[33]。此

外,HIF-1在巨噬细胞抵抗 MTB感染中也至关重要,在 MTB
感染的肺组织和U937细胞中发现 HIF-1高表达,且细胞自噬

水平升高,IL-6和TNF-α表达上调,由此可见,ROS激活 HIF-
1可增强巨噬细胞的自噬水平和杀菌作用[34]。

3.2.2 ROS调控Foxos激活自噬 Foxos通过参与自噬、凋
亡、ROS解毒和细胞周期等生物过程响应并抵制微环境变化以

维持体内稳态平衡[35]。Foxos转录因子可以结合到启动子区

域,激活自噬相关基因LC3和BNIP3等表达,而诱导细胞自

噬[36]。Ding等[37]研究IAP拮抗剂 WX20120108诱导细胞自

噬过程中,WX20120108剂量依赖性地增加 HeLa细胞中ROS
的生 成,用 过 氧 化 氢 酶 清 除 ROS后,WX20120108诱 导 的

Foxo3被完全阻断。同时,沉默Foxo3基因后,自噬被显著抑

制,说明 WX20120108诱导的自噬依赖于激活 ROS-Foxo3途

径。此外,在BCG感染的巨噬细胞中,也发现Foxo3易位至细

胞核,并伴随Foxo3转录活性的增加[38]。

除了以上ROS介导自噬的途径外,ROS还可以调控自噬

相关蛋白Atg4激活自噬。当细胞营养不足时,ROS可导致自

噬体形成位点的半胱氨酸蛋白酶Atg4失活,促进Atg8与膜脂

质磷脂酰肌醇(PE)结合发生脂质化,随着自噬体逐渐成熟并与

溶酶体融合降解后,ROS水平降低。这说明ROS可氧化特定

靶标,作为生存途径中的信号分子参与饥饿诱导的自噬促进了

细胞 存 活[39]。有 研 究 表 明,BCG 感 染 RAW264.7细 胞 后,

miR-144-3p和 miR-129-3p在细胞中高表达,然后分别靶 向

Atg4a和Atg4b,从而抑制细胞自噬并促进胞内 MTB存活导

致结核病发生,这些研究结果表明 Atg4相关的自噬过程在结

核病感染中起重要作用[40-41]。

ROS调控细胞自噬相关的信号转导机制包括ROS-PI3K/

Akt/mTOR-自噬、ROS-AMPK-自噬、ROS-MAPK-自噬、ROS-
HIF-1-自噬、ROS-Foxos

 

-自噬和ROS-Atg4-自噬途径(图1)。

4 自噬通过多种途径清除ROS积累

MTB感染细胞过程中产生的ROS可诱导细胞自噬,而自

噬又通过各种途径降低ROS水平。自噬在清除ROS时对细

胞存亡具有双重作用,生理水平的自噬可以持续更新蛋白或细

胞器来维持细胞存活,反之自噬水平不足或过高可能会导致细

胞死亡。自噬作为细胞保护性负反馈机制,通过选择性清除

ROS以及 MTB来保护细胞,其途径主要包括 Keap1-Nrf2途

径、线粒体自噬途径和过氧化物酶体吞噬途径等。

4.1 Keap1-Nrf2途径降低ROS水平 Keap1-Nrf2(Kelch样

ECH相关蛋白1-核因子E2相关因子2)途径在保护细胞免受

氧化和异种应激中起重要作用,通常 Keap1与Cul3/Rbx1
 

E3
泛素连接酶复合物协同作用,促进 Nrf2蛋白降解。在受到

ROS及氧化应激后,Nrf2从Keap1上解离,转移到细胞核激活

许多细 胞 保 护 性 基 因 转 录[42]。此 外,p62还 可 竞 争 性 抑 制

Keap1-Nrf2的相互作用,促进Nrf2上调抗氧化基因转录,并驱

动选择性自噬发生使ROS水平降低[43-44](图2)。在 MTB诱

导人类巨噬细胞死亡的研究中发现,Oltipraz激活Nrf2信号传

导后,导致 Keap1-Nrf2分离,促进 Nrf2蛋白稳定并核易位。

同时,Nrf2
 

shRNA或CRISPR/Cas9敲除 Nrf2后完全逆转了

oltipraz对巨噬细胞的保护作用,而CRISPR/Cas9敲除 Keap1
后诱导了Nrf2级联激活并保护巨噬细胞免受 MTB侵害[45]。

图
 

1 ROS调控细胞自噬的机制

Fig.1 The
 

mechanism
 

of
 

ROS
 

regulation
 

of
 

autophagy

图
 

2 Keap1-Nrf2途径清除ROS的机制

Fig.2 The
 

mechanism
 

of
 

ROS
 

clearance
by

 

the
 

KEAP1-NRF2
 

pathway

4.2 线粒体自噬途径清除ROS ROS可引起线粒体自噬,线
粒体自噬是一种选择性清除损伤或多余线粒体的细胞自噬方

式,对 细 胞 内 线 粒 体 质 量 控 制 起 重 要 作 用[46]。BNIP3 和

BNIP3L(NIX)作为线粒体自噬受体,其 N末端的LIR结构域

可直接与自噬蛋白LC3相互作用,通过非泛素化机制启动自噬

从而清除线粒体及ROS。同时,ROS积累导致线粒体去极化,

PINK1促进Parkin的招募,并泛素化线粒体蛋白,适配器蛋白

P62等识别泛素化蛋白,而促进线粒体自噬降解(图3)[47]。

Lee等[48]研究表明,在 H37Rv感染并用IMQ处理巨噬细胞

后,线粒体ROS、NO和BNIP3的表达显著增加,并诱导选择性

自噬发生,从而抑制细胞内 H37Rv的生长。这些结果表明,

PINK1-Parkin和BNIP3以及BNIP3L自噬受体介导线粒体自

噬发生,清除了胞内ROS主要来源的线粒体以及 MTB。

4.3 过氧化物酶体吞噬途径降解ROS 过氧化物酶体(per-
oxisomes)是一类真核生物中普遍存在的细胞器,参与β-氧化

和乙醛酸循环等多种生理代谢。ROS作为脂肪酸β-氧化的副
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产物,可以触发过氧化物酶体选择性自噬降解,从而清除过量

或受损的过氧化物酶体以维持氧化还原平衡[49]。ROS可使过

氧化物酶体生物发生因子5(PEX5)发生磷酸化,随后被PEX2
泛素化,再被p62识别,从而将过氧化物酶体靶向于自噬体降

解,以降低ROS水平[50](图4)。在 MTB感染期间,过氧化物

酶体除了通过生长和分裂形成子过氧化物酶体来清除胞内

ROS外,还可诱导过氧化物酶体吞噬,即选择性自噬来降解细

胞内ROS,以调节细胞稳态[51]。

图
 

3 线粒体自噬途径清除ROS的机制

Fig.3 The
 

mechanism
 

of
 

ROS
 

clearance
 

by
 

mitochondrial
autophagy

 

pathway

图
 

4 过氧化物酶体吞噬途径清除ROS的机制

Fig.4 Mechanism
 

of
 

ROS
 

scavenging
 

by
 

peroxisomal
phagocytosis

5 结语

由 MTB感染引起的结核病发生过程中,ROS和自噬之间

的相互作用对宿主巨噬细胞抵抗和清除胞内 MTB起着至关重

要的作用,两者之间这些错综复杂的相互作用过程需要各种分

子参与调控,一方面是 ROS通过各种途径包括 ROS-PI3K/

Akt/mTOR-自 噬、ROS-
 

AMPK-自 噬、ROS-MAPK-自 噬、

ROS-HIF-1-自噬、ROS-Foxos-自噬和 ROS-Atg4-自噬等调控

细胞自噬,另一方面是自噬通过 Keap1-Nrf2、线粒体自噬和过

氧化物酶体吞噬途径等清除ROS从而促进细胞存活。ROS介

导的自噬增强了当前某些一线结核病药物的治疗效果,且基于

ROS和自噬的治疗方法在抗击结核病策略中具有较大潜力和

前途。
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