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分枝杆菌诱导宿主免疫细胞凋亡机制的研究进展
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【摘要】 鸟结核分枝杆菌(Mycobacterium
 

avium
 

tuberculosis,MAV)是引起严重机会性肺病的重要病原体之一。对于

免疫功能低下的患者,例如合并 HIV感染者,MAV是严重的晚期并发症。目前,MAV与免疫细胞间作用机制尚不清

楚。MAV主要寄生于巨噬细胞中,因此了解其对巨噬凋亡的诱导机制极其上游调控基因对未来寻找有效的治疗手段

尤为重要。本文将对 MAV诱导巨噬细胞及其他免疫细胞凋亡的机制进行综述。
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【Abstract】 Mycobacterium
 

avium
 

tuberculosis
 

(MAV)
 

is
 

one
 

of
 

the
 

major
 

causes
 

of
 

severe
 

opportunistic
 

lung
 

disease.
 

In
 

immunocompromised
 

patients,such
 

as
 

those
 

with
 

HIV,MAV
 

is
 

a
 

serious
 

late
 

complication.
 

Currently,the
 

mechanism
 

of
 

apoptosis
 

induced
 

by
 

MAV
 

is
 

poorly
 

understood.
 

MAV
 

is
 

only
 

parasitic
 

in
 

macrophages,so
 

understanding
 

the
 

mecha-
nism

 

of
 

apoptosis
 

induced
 

by
 

MAV
 

on
 

macrophages
 

is
 

very
 

important
 

for
 

finding
 

effective
 

treatment
 

in
 

the
 

future.
 

In
 

this
 

review,we
 

will
 

review
 

the
 

mechanism
 

of
 

MAV
 

induced
 

apoptosis
 

of
 

macrophages
 

and
 

other
 

immune
 

cells.
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***多种细菌已经进化出不同的机制寄生于宿主体内、克服自

然防御并引起疾病。例如,金黄色葡萄球菌、沙门氏菌、福氏志

贺氏菌、嗜肺军团菌、结核分枝杆菌以及鸟结核分枝杆菌已被

证明可诱导巨噬细胞、中性粒细胞和淋巴细胞的凋亡,但是机

制尚不明确。MAV是一种可以感染多种宿主细胞的病原体,

但主要感染巨噬细胞,并主要在膜结合液泡中繁殖,引起细胞

坏死或凋亡。目前,胞内感染可用抗微生物药进行治疗,但是

对于免疫功能低下的患者来说,免疫功能的缺失成了威胁生命

的主要问题[1]。免疫细胞可以杀死这些病原体,MAV入侵免

疫细胞后会引起细胞本身的凋亡。细胞凋亡是一种形态学上

和生化上的不同死亡,可调节细胞更新,特征是一系列独特的、

精心设计的形态变化序列,包括细胞收缩、染色质凝聚、核分

割,以及最终细胞分解成离散的膜结合凋亡小体[2]。此外,病

原体通过阻断吞噬体与晚期内体和溶酶体的融合,积极防止液

泡酸化以及许多有毒化合物流入吞噬体[3],并劫持细胞内运输

途径以防止被巨噬细胞破坏[4]。MAV可抑制caspase-8
 

介导

的外在途径和caspase-9介导的内在凋亡途径诱导的细胞凋亡

来获得免疫逃逸,增加在宿主内的存活,以及进一步扩大感染。

本文通过内、外源性凋亡信号通路来描述 MAV诱导巨噬

细胞及其他免疫细胞凋亡机制,为疫苗的研发、治疗、临床上快

速诊断奠定理论基础。

1 MAV诱导巨噬细胞凋亡机制

MAV入侵机体后,巨噬细胞吞噬清除功能作为抗菌感染

的第一道防线。MAV通过诱导巨噬细胞非正常凋亡,增加胞

内细菌负荷以此提高 MAV胞内存活率。细胞凋亡是一个极

其复杂的过程,各类蛋白酶均参与其中。目前,有两种凋亡途

径,内源性凋亡途径(由细胞线粒体介导)和外源性凋亡途径

(由死亡受体介导)。此外,由TNF-ɑ诱导的ROS产生所介导

的内质网信号通路已经逐渐被证明是内源性凋亡途径的重要

补充[5]。

1.1 线粒体途径(内源性途径) 线粒体通路是受损免疫细胞

有序清除的关键,参与内源性途径的大多数细胞因子均定位在

线粒体膜上,当外界因素,如细菌感染、DNA损伤、癌基因的激

活均会导致线粒体功能发生变化,引起线粒体内各种促凋亡因

子的 释 放,最 终 引 起 细 胞 凋 亡。内 源 性 途 径 的 起 始 物 为

caspase-9,线粒体中释放的细胞色素C与含有CARD结构域的

Apaf-1(凋 亡 蛋 白 酶 激 活 因 子-1)在 ATP 酶 的 催 化 下 和

caspase-9酶原形成凋亡复合体,凋亡复合体可切割caspase-9
使得caspase-9活化,然后活化的caspase-9切割下游凋亡执行

蛋白caspase-3/7,使两者活化,最终诱导细胞凋亡[6]。另外,研

究表明caspase-2可能为一种新的顶端caspase,但其不能直接

激活下游凋亡执行蛋白,但是又能通过某种方式诱导线粒体来

激活 内 源 性 途 径,导 致 caspase-9 的 激 活[7]。caspase-9 与

caspase-2两 者 均 均 有 N-末 端 半 胱 天 冬 酶 募 集 结 构 域
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(CARD)[8]。

巨噬细胞线粒体凋亡通路的调控主要是通过上游Bcl-2
(the

 

B-cell
 

lymphoma
 

gene-2)家族蛋白执行[9]。Bcl-2家族蛋

白均含有一个或者多个BH(Bcl-2
 

honmology)结构域,家族成

员大多数定位在线粒体膜上,或者刺激后转移至线粒体膜

上[10,11]。其中包含多种抑制凋亡因子(Bcl-2、Bcl-XL、Bcl-x、

BAG)和促凋亡因子(Bax、Bid、Bak、Bad、Bcl-10、Bim)。Bcl-2家

族蛋白通过BH结构域发挥生物学效应,是蛋白相互作用的结

构基础。Bcl-2蛋白可通过抑制细胞凋亡,来促进感染MAV的

巨噬细胞的存活,并使 MAV感染进一步扩散。目前,Sun等[9]

发现一种新的抑制剂BM1197,BM1197是Bcl-2和Bcl-XL双

重抑制剂,主要影响内源性凋亡信号通路中Bcl-2家族蛋白的

活性。首先,BM1197可对 Bak/Bcl-XL、Bim/
 

Bcl-2、Bim/Bcl-
XL和PUMA/

 

Bcl-2间蛋白相互作用产生影响,诱导Bak蛋白

构象发生改变[12]。促凋亡蛋白Bak/Bax是细胞凋亡的启动因

子,Bak/Bax二者在线粒体外膜上形成一种聚合物,可导致细

胞色素C从线粒体中释放。细胞色素C是凋亡复合物中的关

键组成部分。在这个过程中,Bcl-2与Bax结合形成蛋白二聚

体结构,防止Bax的激活。Bcl-2还可以诱导 Mcl-1的表达,它
与Bak形成二聚体,阻止Bak的激活,从而防止细胞凋亡的发

生。此外,BM-1197还可以诱导PUMA蛋白的表达增加来促

进凋亡。但是,BM-1197不影响Bcl-2、Bcl-XL、Mcl-1等抗凋亡

蛋白的表达,可上调促蛋白的表达和活性来启动细胞凋亡[9]。

Kabara等[13]研究表明,与未感染 MAP的巨噬细胞相比,

MAP感染 的 巨 噬 细 胞 中 Bad、磷 酸 化 Bad(p-Bad)、磷 酸 化

AKT(p-AKT)和 MCL-1的表达显着降低。AKT磷酸化是防

止细胞凋亡的重要因子,p-Bad水平的降低也倾向于促进细胞

凋亡。因此,p-Bad和p-AKT表达水平降低都可能导致细胞整

体凋亡潜力降低、然而低水平的 MCL-1促进 MAP感染的巨噬

细胞的凋亡。来自Bad、AKT和 MCL-1的信号最终会聚在线

粒体上,促凋亡信号(即减少的 MCL-1)可能存在于线粒体的上

游,但 MAP可防止线粒体膜完整性的丧失。这反过来会阻止

细胞色素C的释放和通过caspase
 

9进行的细胞凋亡信号转

导。

miRNA可通过靶向参与Bax、Bax-1、BOX基因转录来间

接诱导细胞凋亡。例如,Sadat等[14]发现has-miR-766下调表

达后可激活caspase-9,然而过量表达has-miR-766可以显著抑

制caspase-3/7的活性,表明其参与细胞凋亡的线粒体途径。

分支杆菌某些蛋白、毒力因子可通过内源性凋亡途径来影响病

原体在胞内的存活。目前已经证明,鸟分枝杆菌 MAV-2054蛋

白、MAV-2052蛋白均可以通过诱导细胞色素C的释放参与内

源性凋亡途径[15,16];结核分枝杆菌(Mycobacterium
 

tuberculo-
sis,MTB)MTB分泌的毒力因子 MptpB显著提高了 H37Rv在

巨噬细胞中的存活率,机制研究表明,MptpB同时阻断了 NF-
κB和 MAPK 信 号 通 路,并 阻 断 了 MTB 感 染 诱 导 的 p65、

IKKα、Erk1/2和p38磷酸化,使得 MptpB成为 Mtb诱导的巨

噬细胞炎症和凋亡的负调控因子[17]。

1.2 内质 网 凋 亡 途 径 目前,已经有越开越多的证据表明

ERS凋亡通路可作为内源性通路的重要补充。MAV感染宿

主细胞的关键在于基因的表达调控作用,当内质网应激强度过

高或延长时,稳态无法恢复,细胞发生凋亡。许多微生物(例如

MAV)通过调节CHOP(C/EBP
 

homologous
 

protein,CHOP)

的表达来感染宿主细胞,诱导细胞凋亡[18]。

分枝杆菌感染的宿主细胞激活内质网应激的3个信号通

路(IRE1、PERK和ATF6)[19]。例如,Mtb及其38ku抗原可以

激 活 PERK/eIF2α/CHOP 通 路。38
 

ku、MAV-2052、MAV-
2928蛋白已被证明与IRE1α/TRAF2/ASK1/JNK/p38MAPK
的激活相关,并导致细胞凋亡[16,20]。在 MAV 感染过程中,

CHOP的过度表达至少可以通过以下两种方式促进细胞凋亡:
(1)激活ERO1α,38

 

ku抗原通过ERO1α诱导 ROS的产生和

随后的ERS,从而通过ER环境(25)中高浓度的过氧化物导致

细胞凋亡。(2)对Bcl-2的抑制作用[18]。

CHOP是内质网应激诱导的细胞凋亡通路中的重要分子。

CHOP诱导的细胞凋亡在细菌感染过程中也起着关键作用。

1.3 死亡受体途径(外源性途径) 死亡受体家族凋亡信号通

路在细胞凋亡中起关键作用,MAV诱导的巨噬细胞凋亡涉及

死亡结构(DD)与接头蛋白FADD和Caspase-8酶原形成的死

亡诱导信号复合物(DISC)[21]。Fas
 

(CD95)是一种45
 

ku的跨

膜蛋白,属于死亡受体
 

(DR)
 

家族。FasL作为三聚体在细胞

表面与Fas结合,并通过蛋白质上的死亡结构域(DD)的相互

作用,诱导Fas相关死亡结构域蛋白(FADD),Fas的衔接蛋白

募集。FADD还具有死亡效应域(DED),可促进其与其他含有

DED的蛋白质(如caspase-8/10)的相互作用。一旦与FADD
结合,caspase-8/10 就 会 被 激 活,进 而 激 活 下 游 效 应 因 子

caspase-3以形成死亡诱导信号复合物(DISC),然后触发细胞

凋亡。在分枝杆菌感染的晚期会形成肉芽肿,并伴CD11b+
F4/80+Gr1int巨噬细胞中TNF相关凋亡诱导配体(TRAIL)

表达的急剧增加。TRAIL与 TRAIL受体的结合导致死亡诱

导信号复合物的形成,激活Caspase-8触发Caspase级联反应,

导致最终导致细胞凋亡。

FADD-caspase-8-cFLIP复合物是死亡受体途径的调控因

子,复合物中的cFLIP(FLIP样抑制蛋白)的存在决定了细胞凋

亡以及如何凋亡[22]。cFLIP是caspase-8的抑制剂,通过破坏

pro
 

caspase-8 寡 聚 体 的 组 装 来 阻 断 DISC 依 赖 性 的 pro
 

caspase-8活化[5]。cFLIP通过调节pro
 

caspase-8细丝的形成

来发挥调控作用[22]。低水平的cFLIP可增强异二聚体和pro
 

caspase-8同型二聚体活化的活性。然而,高水平结果则相反。

由死亡受 体 TNF-R1诱 导 的 通 路 与 Fas介 导 的 十 分 相 似,

TNF-R1可以通过NF-KB信号通路诱导cFLIP表达来阻止细

胞凋亡。研究表明,NF-κB介导ox-LDL诱导巨噬细胞 Fas/

FasL通路的激活和凋亡,并且D4F通过抑制 NF-κB的激活来

减轻ox-LDL诱导的巨噬细胞凋亡[23]。在此诱导过程中D4F
发挥重要作用,首先ox-LDL通过激活巨噬细胞中的Fas/FasL
死亡受体通路诱导细胞凋亡,该通路由 NF-κB调节。其次,

D4F抑制ox-LDL诱导的巨噬细胞凋亡、P65
 

核转位和Fas/

FasL通路相关分子的上调,这些分子被Jo2(一种Fas激活单

克隆抗体)阻断[24]。NF-κB可以直接整合到Fas和FasL启动

子以增加肿瘤细胞中Fas和FasL的表达以诱导细胞凋亡。

caspase-8泛 素 化 对 死 亡 受 体 途 径 具 有 重 要 的 调 控 作 用,

TP53INP2可结合caspase-8和泛素连接酶 TRAF6,从而促进

TRAF6对caspase-8的泛素化和激活[25]。TP53INP2
 

通过以

TRAF6依赖性方式上调其 K63泛素化水平来增加
 

caspase-8
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的激活。此外,TP53INP2还可作为TRAF6的caspase-8多泛

素化的支架。TP53INP2促进caspase-8激活的这种作用并不

需要自噬机制,这可能是因为TP53INP2在死亡受体信号传导

中的功能是在自噬的上游。一旦caspase-8被激活,它就会在

LIR序列上切割TP53INP2,阻止其在自噬中的作用,从而进一

步促进细胞凋亡,下调自噬的促生存作用[25]。

Keewan等[26]研究Notch-1信号在 MAP感染期间巨噬细

胞反应中的分子作用,测量了 MAP对 Notch-1信号传导和下

游对IL-6和髓细胞白血病序列-1(MCL-1)和随后的细胞凋亡、

MAP活力和巨噬细胞极化的影响。其结果表明,巨噬细胞中

的
 

MAP
 

感染激活了Notch-1信号传导和对IL-6的下游影响,

后者劫持了 MCL-1依赖的细胞凋亡抑制,导致其慢性持续性

和进一步的炎症。然而,内外源性通路并不是彼此独立的,两
者是相辅相成,在死亡受体通路中活化的caspase-8会通过剪

切促凋亡因子Bid形成t-Bid间接参与线粒体通路引起细胞凋

亡。所以,Bcl-2家族蛋白在凋亡信号通路中有着重要的作用,

不仅是内源性信号通路的调控因子,也是内、外源性通路相互

衔接的靶蛋白。

2 MAV引起T淋巴细胞凋亡的机制

T
 

细胞免疫反应在调节 MAC感染中很重要,其中T辅助

细胞1
 

(Th1)反应在增加巨噬细胞杀菌能力中起重要作用,而

T辅助细胞17(Th17)分化诱导中性粒细胞性肺部炎症。Th1
细胞通过产生各种细胞因子来根除分枝杆菌,肿瘤坏死因子

 

(TNF)
 

诱导抗原特异性CD4+细胞在感染早期产生IFN-γ[27]。

众所周知,IFN-γ通过抑制生长来限制分枝杆菌感染。Th17细

胞对于建立对分枝杆菌的保护性免疫反应很重要,Th17细胞

可以在感染组织中积累Th1细胞并增强Th1细胞的抗分枝杆

菌反应。Th17
 

细胞产生特异性细胞因子IL-17A和IL-17F以

及其他细胞因子(IL-6
 

和
 

GM-CSF)和趋化因子(CXCL1、CX-
CL2、CXCL5

 

和
 

CXCL8)。重要的是,IL-17可在分枝杆菌感染

期间诱导CXC趋化因子来增强中性粒细胞向炎症部位的迁

移,从而清除细菌[27]。此外,IL-17通过NF-kB
 

和 MAPK信号

通路促进 MAV在巨噬细胞中存活。这些细胞因子对于慢性

肺部分枝杆菌感染的免疫反应很重要。

在慢性感染期间,病原体的持续存在通常会导致细胞介导

免疫缺陷,包括抑制T细胞对抗原和有丝分裂原的增殖反应,

以及IFN-γ和IL-2的产生不足[28]。Fas/FasL相互作用在启

动CD4+
 

T 细 胞 的 激 活 诱 导 细 胞 死 亡(AICD)方 面 特 别 重

要[21]。相反,CD8+T细胞的激活并不依赖于Fas/FasL,而是

由Bcl-2控制的。IFN-γ通过促进T细胞中Caspases-8的合成

直接诱导T细胞死亡,但IFN-γ
 

最有可能通过激活其他细胞类

型(如巨噬细胞)间接发挥作用。

Resende等[29]通过 MAV感染小鼠后,检测小鼠体内T细

胞的凋亡情况,小鼠鼻内感染诱导CD4+ 和CD8+
 

T细胞增殖

并产生保护性IFN-γ。然而随着感染时间的延长,他们发现在

感染过程中T细胞的凋亡率增加。

3 MAV诱导中性粒细胞凋亡的机制

MAV感染被认为仅由αβT细胞-巨噬细胞介导
 

,而先天

抗性被认为是由自然杀伤细胞(NK细胞)和巨噬细胞介导。中

性粒细胞和γδT细胞的作用仍然存在争议。事实上,分枝杆菌

感染后中性粒细胞会流入感染部位,这表明中性粒细胞可能在

抗分枝杆菌宿主防御中发挥作用。

氧依赖性途径与氧非依赖性途径是中性粒细胞主要杀伤

的手段,但也可以通过中性粒细胞所特有的 MPO与 H2O2、氯
化物三者所形成的 MPO杀菌系统。胞质颗粒中含有髓过氧化

物酶(MPO)、碱性磷酸酶(ALP)、酸性磷酸酶(ACP)、溶菌酶等

杀菌物质。

4 其他细胞

NK细胞作为先天性免疫反应中重要的成分,自然也参与

分枝杆菌感染的抵御[30]。抵御机制有以下几点:(1)NTM 入

侵宿主后,巨噬细胞或者树突状细胞(DC)分泌IL-12,促进NK
细胞产生促炎症细胞因子IFN-γ、TNF-α和 GM-CSF,这些细

胞因子可上调NK细胞的杀菌能力(2)IL-12增强 NK细胞的

杀伤活性。(3)NK细胞可诱导分枝杆菌凋亡(如 MF),凋亡的

过程可清除巨噬细胞内的分枝杆菌组织。这些均表明 NK细

胞在宿主抵御NTM感染中发挥重要的作用。另外,树突状细

胞在抵抗 MAV感染中也具有重要的作用。

5 展望

细胞凋亡是宿主细胞自我保护的机制,然而分枝杆菌通过

多种机制阻止细胞凋亡并在巨噬细胞内存活和复制。MAV感

染诱导的内外源性通路、内质网应激和随后的细胞凋亡在调节

感染中起着关键作用。

传统的检测、治疗方法上存在时间久,耐药性等不足[31]。

MALDI-TOF/MS被用于从临床标本中鉴定 NTM 物种[32]。

这种方法准确、快速、成本底;然而,仪器的复杂性限制了这种

技术在地方性医院的常规使用。在研究凋亡信号通路背景下,

越来越多的证据表明,充分了解 MAV感染宿主细胞的机制,

特别是对上游调控基因及其下游靶基因进行深入研究。

综上所述,内外源性凋亡通路均经过Bcl-2家族蛋白的调

控,内质网应激诱导细胞凋亡与CHOP的异常表达有关。因

此,微生物如何利用CHOP诱导的细胞凋亡、如何通过分泌物

对Bcl-2家族蛋白进行调控,或者宿主细胞如何利用CHOP诱

导的细胞凋亡来限制微生物的复制和传播机制尚不清楚。分

枝杆菌促进和抑制凋亡这两种效应之间复杂的平衡以及对上

游调控基因如何调控凋亡通路可为鉴定分枝杆菌感染和治疗

提供理论基础。
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