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结核分枝杆菌毒力因子ESAT-6和CFP-10的研究进展*
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【摘要】 ESAT-6和CFP-10是结核分枝杆菌中含量丰富的毒力因子,分别由RD1区相邻的基因esxA 和esxB 编码,二

者可以协同转录形成紧密二聚体。此二聚体在破坏宿主的免疫应答、发挥毒性、参与吞噬溶酶体到宿主细胞质的易位、

激活嗜中性粒细胞发挥趋化作用等生物学作用中扮演着重要角色。ESAT-6和CFP-10有良好的免疫原性,可应用于结

核病的诊断和疫苗研究。进一步探索它们的分子结构和致病机制可为结核病的预防、诊断和治疗提供新思路。
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【Abstract】 ESAT-6
 

and
 

CFP-10
 

are
 

abundant
 

virulence
 

factors
 

in
 

Mycobacterium
 

tuberculosis,which
 

are
 

encoded
 

by
 

two
 

adjacent
 

esxA
 

and
 

esxB
 

genes
 

in
 

RD1,and
 

they
 

can
 

synergically
 

transcribe
 

to
 

form
 

a
 

compact
 

dimer.
 

This
 

dimer
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

pathogenic
 

mechanisms
 

such
 

as
 

destroying
 

the
 

host
 

immune
 

response,exerting
 

toxicity,

participating
 

in
 

the
 

translocation
 

of
 

phagolysosomes
 

into
 

the
 

host
 

cytoplasm,and
 

activating
 

neutrophils
 

to
 

exert
 

chemotaxis.
 

In
 

addtion,ESAT-6
 

and
 

CFP-10
 

can
 

be
 

used
 

in
 

the
 

diagnosis
 

and
 

vaccine
 

research
 

of
 

tuberculosis
 

since
 

they
 

are
 

immunogenic.
 

Further
 

exploration
 

of
 

their
 

molecular
 

structure
 

and
 

pathogenesis
 

may
 

provide
 

new
 

ideas
 

for
 

the
 

prevention,diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

tuberculosis.
【Key
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***结 核 病 (Tuberculosis,TB)是 由 结 核 分 枝 杆 菌

(Mycobacterium
 

tuberculosis,MTB)引起的慢性传染病,该病

长期以来严重威胁着人类健康,可侵及许多脏器,以肺部感染

最为常见。据2022年 WHO 报道,2021年全球范围内约有

640万例结核病新发病例,死亡人数达160万人。我国的发病

者数(7.4%)位列世界第三,是全球30个结核病高负担国家之

一[1]。由于耐药性结核病的出现,以及结核病与艾滋病合并感

染,结核病治愈率十分不理想。因此,进一步探索 MTB的致病

机制、开展结核病防治相关研究有着极其深远的意义。本综述

对 MTB中含量丰富的毒力因子早期分泌性抗原靶(6
 

kDa
 

early
 

secretory
 

antigenic
 

target,ESAT-6)和培养滤液蛋白10
(culture

 

filtrate
 

protein10,CFP-10)的研究进展进行总结。

1 基因定位与分子结构

1.1 基因定位 MTB编码的 VII型蛋白分泌系统的五个基

因簇(ESX-1至ESX-5)与其致病性有关[2],其中病原体主要通

过ESX-1分泌系统操纵宿主细胞在感 染 过 程 中 的 反 应[3]。

ESAT-6和其伴侣蛋白CFP10是
 

MTB的ESX-1分泌毒力因

子中最丰富的蛋白之一,其相对分子质量分别为6
 

ku和10
 

ku。编码 ESAT-6和 CFP-10的 基 因 相 邻,分 别 为esxA 和

esxB,二者均位于
 

MTB的差异区域1(region
 

of
 

difference
 

1,

RD1)基因位点上,并且可以协同转录[4],形成紧密的CFP-10
与ESAT-6异源二聚体[5]。

1.2 分子结构 ESAT-6与CFP-10形成的紧密二聚体,主要

由两个相似的螺旋-转角-螺旋发夹结构组成[6],这些结构由单

个蛋白质形成,它们具有广泛的疏水性,彼此反平行排列,形成

四个螺旋。发夹结构中 的 两 个 长 螺 旋 由 CFP-10中 的 残 基

Ala8– Gln40和 Ala47– Ala79以及 ESAT-6中的Phe8–

Trp43和Glu49–Ala79形成。此二聚体的显着特征是两种蛋

白的N-末端和C-末端为无序结构(CFP-10中的残基2-5和86-

100,ESAT-6中的残基1-3和86-95),形成了长期的柔性臂并

位于四螺旋束的两端。其中,CFP-10的柔性C端中第85-95
位残基可能参与宿主细胞靶蛋白的相互作用[7]。
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2 生物学作用

2.1 破坏宿主的免疫应答并发挥毒性

2.1.1 干扰宿主细胞防御 当宿主受到病原体入侵,机体的

第一道免疫防线是巨噬细胞。病原体通过识别与胞吞作用进

入巨噬细胞,巨噬细胞的细胞膜发生闭合,形成吞噬溶酶体。

在不断融合与成熟的过程中,吞噬体的内环境逐渐酸化,多种

蛋白水解酶被激活,可降解病原体。为了对抗在细胞外或细胞

内水平遇到的酸介导的防御机制,MTB已经进化出一系列策

略,首先影响宿主巨噬细胞,使溶酶体不能与吞噬体融合成吞

噬溶酶体,阻断吞噬体成熟[8],控制吞噬体酸化[9],使其成为适

宜繁殖的环境。随后,MTB能够在ESX-1
 

VII型分泌系统的

作用下诱导吞噬体破裂[10]。这与CFP-10和ESAT-6在促进

MTB从宿主吞噬溶酶体逃逸到宿主细胞质的功能相关,研究

表明在酸性条件下ESAT-6与CFP-10发生解离,并且能溶解

宿主细胞膜[11]。此外,ESAT-6还可驱动单核细胞分化。有研

究表明,在感染早期,ESAT-6通过诱导驱动非 M0巨噬细胞和

抗炎 M2巨噬细胞向促炎 M1型巨噬细胞分化,促进了原发性

先天性肉芽肿的形成。而在感染后期,ESAT-6诱导完全活化

的巨噬细胞从 M1向免疫调节 M2表型转变,使肉芽肿功能对

其有利而对宿主不利[12]。

2.1.2 破坏宿主的免疫应答 ESAT-6和CFP10的分泌可能

破坏宿主对结核分枝杆菌感染的免疫反应,研究表明,ESAT-6
抑制 TLR信号通路及转录因子 NF-κB和干扰素调节因子

(IRF)的激活,可能限制先天免疫反应[13]。此外,ESAT-6还可

通过独立于细胞毒性或凋亡的机制减少T细胞IFN-γ分泌,直

接抑制T细胞反应[14]。Sreejit等[15]使用酵母双杂交检测系统

发现,ESAT-6能够进入内质网(endoplasmic
 

reticulum,ER)与

β2-微球蛋白(beta-2-microglobulin,β2M)相互作用,抑制β2M
与 MHC-I分子结合,导致 MHC-I-β2M 复合物的表达降低,从

而抑制抗原衍生肽加载到 MHC-I复合物上,使其介导的抗原

呈递受到影响。

2.1.3 对宿主发挥毒性 结核分枝杆菌的细胞壁是包围在细

菌表面的多孔膜,由短肽链和聚糖形成的聚合物,通过交联形

成具有弹性的大分子,催化酶和分泌产物可通过
 

MTB的细胞

壁中释放出来,其多为毒力因子。研究表明 MTB的分泌产物

中有 多 种 蛋 白,如 过 氧 化 氢 酶-过 氧 化 物 酶 (catalase-

peroxidase,KatG)、超 氧 化 物 歧 化 酶(superoxide
 

dismutase,

SodA)、α-晶体蛋白(alpha-crystallin,HspX)、谷氨酰胺合成酶、

ESAT-6和CFP-10等[16,17]。
 

Behr等[18]通过比较结核分枝杆菌、牛分枝杆菌和BCG子

代菌株的基因组,发现致病性的结核分枝杆菌的基因序列与

BCG基 因 序 列 相 比 较 存 在 16 个 差 异 区 域 (region
 

of
 

differences,RDs),差异区域为RD1-RD16,其中RD1存在于结

核分枝杆菌和牛分枝杆菌的所有有毒成员中,而在卡介苗菌株

中是不存在的。ESAT-6、CFP-10以及ESX-1系统都被编码在

RD1的基因组位点上[19],因此它们都是结核病致病性研究的

焦点。在ESAT-6和CFP-10的基因缺失突变体均显示宿主的

细胞溶解性和细胞毒性降低,并且在感染后期细胞内生长明显

下降,细菌以低速率感染宿主,结核分枝杆菌的毒力显著减

弱[20]。将RD1
 

区域插入BCG菌株中,CFP-10
 

和ESAT-6
 

的

表达恢复会导致细菌的毒性和免疫原性增加[21]。

2.2 激活嗜中性粒细胞诱导 炎症反应多种因素可间接招募

嗜中性粒细胞至感染部位,如
 

MTB释放的N-甲酰化肽可通过

与甲酰肽受体1(formyl
 

peptide
 

receptor
 

1,FPR1)作用直接吸

引中性粒细胞[22],以及ESAT-6
 

诱导嗜中性粒细胞趋化因子

IL-8
 

的产生[23]等多种方式。Welin等[24]通过研究发现CFP-10
通过百日咳毒素敏感的趋化性受体选择性激活人类嗜中性粒

细胞。ESAT-6:CFP-10复合物或CFP-10单体均可以通过百

日咳毒素敏感的G蛋白偶联受体触发嗜中性粒细胞内Ca2+的

瞬间释放,而细胞内Ca2+ 的短暂升高是中性粒细胞和其他白

细胞激活的基本信号的初始信号[25],在参与 G蛋白偶联受体

的激活过程时,该反应伴随着嗜中性粒细胞趋化性和产生超氧

化物的NADPH氧化酶的活化。由于单核细胞和淋巴细胞在

受到结核分枝杆菌蛋白刺激后未能被激活,说明CFP-10对中

性粒细胞激活具有特异性。该研究表明,在 MTB的早期感染

过程中,CFP-10的趋化特性可特异地促进招募嗜中性粒细胞

到感 染 部 位。当 MTB 超 过 一 定 感 染 复 数(multiplicity
 

of
 

infection,MOI)时,CFP-10和ESAT-6可降低宿主细胞的活力

并且诱导细胞坏死,细胞出现大量DNA断裂、线粒体膜电位丧

失以 及 质 膜 完 整 性 丧 失 等,这 一 系 列 后 果 依 赖 于 MTB中

ESAT-6的表达[26],而炎性小体也在这一过程中被激活,产生

高水平的IL-1β,从而增加了对感染的炎症反应。炎性小体的

激活会引起过度的炎症和组织损伤[27],同时也促进坏死性肉

芽肿中心的形成。

3 诊断价值

据2022年 WHO报道2020年和2021年报告的新诊断结

核病人数大幅减少(与2019年相比),表明未诊断和未治疗的

结核病人数增加,结核病的准确识别至关重要,因为它可以确

保人们尽早选择最有效的治疗方案,通过培养分离结核分枝杆

菌被认为是肺结核和肺外结核(EPTB)的“金标准”。然而,微
生物方法耗时较长,而其他诊断方法灵敏度和特异性有限。以

简单、快速和负担得起的方式诊断结核病对结核病的控制是至

关重要的。CFP-10和ESAT-6等分枝杆菌抗原蛋白被认为是

诊断肺结核的最佳候选物,因为抗原与参与免疫反应的分子的

相互作用,它们可以帮助设计新的诊断方法。

3.1 在皮肤测试中的应用 使用结核菌素纯化的蛋白衍生物

(tuberculin-purified
 

protein
 

derivative,TB-PPD)作为抗原的结

核菌素皮肤测试(tuberculin
 

skin
 

testing,TST)已广泛用于检测

结核病。然而,TST方法存有局限性,特别是由于其与某些非

结核分枝杆菌和卡介苗芽孢杆菌(BCG)疫苗菌株具有交叉反

应性而导致的低特异性[28]。干扰素γ释放测定(Interferon
 

gamma
 

release
 

assays,IGRA)是一种基于T淋巴细胞暴露于特

定抗原时释放的干扰素γ(Interferon
 

gamma,IFN-γ)水平的体

外方法。与TST
 

相比,IGRA具有更好的诊断性能,但其价格

昂贵且需要实验室专业知识和基础设施[29]。基于特定结核分

枝杆菌抗原的新皮肤试验已经开发出来,有研究使用重组融合

蛋白ESAT6-CFP10作为皮肤测试免疫原,以诊断结核分枝杆

菌感染,1期 试 验 与 2 期 试 验 结 果 均 表 明 重 组 融 合 蛋 白

ESAT6-CFP10
 

免疫原具有良好的耐受性、安全性与诊断的准

确性[30]。一项对重组ESAT6-CFP10抗原皮内注射诊断性能

系统评估的荟萃分析显示,就一致性和准确性测试而言,其诊
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断性能与IGRA或TST相似,似乎是比现有测试更容易获得

和更可靠的替代方法[31]。此外,ESAT6-CFP10皮试对中国合

并 HIV的结核分枝杆菌感染者的评估结果中显示其诊断价值

很高,对于诊断特异性尤其明显[32]。鉴于目前诊断工具的不

足,包括实验室要求、不确定的结果和高成本,ESAT6-CFP10
皮肤试验可能为诊断结核分枝杆菌提供一种合理的替代方法。

3.2 在清学诊断中的应用 已有多项研究报道CFP-10蛋白

和ESAT-6蛋白用于结核病的血清学诊断研究[33-35]。随着指

数富集的配体系统进化技术(Systematic
 

Evolution
 

of
 

Ligands
 

by
 

Exponential
 

Enrichment,SELEX)的 发 展,研 究 者 使 用

SELEX
 

技术生成了单链DNA适配体CE24和CE15,它们能

与CFP10-ESAT6二聚体蛋白特异性结合[36]。核酸适配体是

一段寡核苷酸序列,可折叠成特定的结构以结合小分子化学物

质,蛋白质或细胞等[37]。适配体在靶标识别和多样性等应用

方面类似于抗体,但比抗体具有更高的特异性和亲和力;其分

子量更小;具有更简便、更经济的生产方法;更简单的化学修饰

和更高的稳定性[38]。采用酶联寡聚核苷酸吸附方法(Enzyme-
linked

 

Oligonucleotide
 

assay,ELONA)检测活动性肺结核患

者、肺外 结 核 患 者 和 健 康 供 体 的 血 清 样 品 中 的 CFP-10和

ESAT-6蛋白,结果表明基于CE24和CE15的ELONA方法具

有高敏感性和特异性。CE24和CE15作为早期抗原诊断剂具

有潜在的广泛用途,不仅可用于诊断活动性肺结核和肺外结

核,而且还可用于诊断潜伏性结核感染和免疫缺陷性结核[36]。

3.3 在免疫传感器中的应用 免疫传感器通常用于在临床诊

断中检测和定量疾病相关物质,因为它们对抗原抗体复合物的

亲和力较高,具有很大的选择性。用于结核病诊断的电化学免

疫传感器基于使用单克隆抗体来检测结核分枝杆菌分泌的特

定蛋白质,具有成本低、便于携带、操作简单等优点[39,40]。使用

CFP10-ESAT6作为适配体的电化学免疫传感器,在5至500
 

ng/mL的浓度范围内进行CFP10-ESAT6抗原的检测,并使用

牛血清白蛋白(BSA)、MPT64和人血清进行了特异性研究,发
现检测极限为1.5

 

ng/mL,特异性良好,比先前研究中报道的

抗体-抗原相互作用高7%[41]。检测临床痰样品中结核分枝杆

菌,显示 与 高 特 异 性 和 灵 敏 度 的 培 养 方 法 具 有 良 好 相 关

性[41-42],表明使用CFP10-ESAT6作为抗原的免疫传感器有希

望成为检测结核分枝杆菌的的候选物。

4 疫苗研究

卡介苗对儿童有免疫诱导作用,而对成人肺结核的预防效

果较低。因此,非常需要生产比卡介苗更有益的新疫苗来预防

结核病。现在,不同的抗原被用来开发各种结核病疫苗。其

中,ESAT-6和CFP-l0是 MTB重要的 T细胞抗原,能刺激机

体产生特异性细胞免疫应答,并刺激免疫记忆细胞旱期分泌

INF-γ,所以它们常被作为疫苗之候选抗原的研究对象[43]。有

研究表明,使用ESAT6-CFP10融合蛋白后抗体滴度明显高于

BCG或生理盐水组[44],在感染牛分枝杆菌的小牛中诱导了有

效的免疫应答,且与单独使用卡介苗相比,卡介苗与ESAT-6:

CFP-10
 

DNA疫苗联合使用会诱发更严重的免疫反应[44-45]。

以上研究表明ESAT-6:CFP-10作为加强剂的存在可以与卡介

苗结合,以增加体内免疫介质的反应性。Pym 等[46]将编码

ESAT-6和CFP-10的基因重组并转入BCG,形成重组的BCG
菌株BCG:RDl-2F,与BCG组相比,BCG:RDl-2F组的脾脏内

MTB载量更少、结节数目与体积更小。系列使用重组融合蛋

白ESAT-6与CFP-10的疫苗的研究,均显示出较好的免疫效

果,如增强疫苗免疫原性、触发机体免疫反应、抑制动物内脏中
 

MTB负荷、组织炎性病变减轻以及减少病灶扩散等[43-44,47]。

均证明了ESAT-6/CFP-10重组蛋白用于抗结核分枝杆菌感染

疫苗接种的重要性和实用性。同时 Mozhdeh等使用ESAT-6/

CFP-10(约24
 

ku)重组抗原作为亚单位疫苗的候选物,发现能

在三种免疫途径(肌肉注射、皮下注射、鼻内注射)中引发特异

性体液免疫应答,且在皮下和肌肉注射免疫动物可以诱导高水

平的IFN-γ和IL-5,体液和细胞免疫反应均被触发[48],表明在

结核病疫苗策略中,选择合适的抗原配方和合适的免疫途径是

至关重要的。

5 小结与展望

ESAT-6和CFP-10是
 

MTB中含量丰富的毒力因子,它们

参与破坏宿主的免疫应答、发挥毒性、易位和扩散、激活嗜中性

粒细胞发挥趋化作用等。ESAT-6和CFP-10作为有效的T细

胞抗原,具有良好的免疫原性,可应用于皮肤测试和血清学诊

断研究,以诊断活动性肺结核、肺外结核和潜伏性结核感染等。

目前基于ESAT-6与CFP-10的疫苗研究在动物实验中初步显

示出较好的免疫效果,但其安全性和有效性仍然是值得关注的

问题,对于将其用于临床中结核病的诊断、预防与防治等方面

的探索有待深入。
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