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结核分枝杆菌
bT!

区研究进展

彭
!

哲 综述!朱朝敏%审校

"重庆医科大学附属儿童医院感染消化科
!

9'''!9

%

!!

关键词"分枝杆菌!结核$差别
!

区$

Y-O7!

012

!

!'$#3&3

"

4

$2556$!&(!78#98$"'!!$'!$'9"

文献标识码"

*

文章编号"

!&(!78#98

"

"'!!

%

'!7''837'#

!!

根据
LIM

的报告#中国是全球结核病高发病国家之一#

患者数位居世界第
"

位#仅次于印度)

!

*

(因此#控制和预防结

核病已成为当务之急(

!333

年
J;)<

等)

"

*用
T[*

芯片技术比

较了结核分枝杆菌
I#(b=

#牛结核分枝杆菌和卡介苗$

JNU

&

#

者的全基因组#发现牛结核分枝杆菌基因组与结核分枝杆菌

I#(b=

相比#有
!!

个差别区$

<;

.

2161B02BB;<;6A;

#

bT5

&#

JNU

则在牛分枝杆菌的基础上#还多了
%

个差别区#相对于结核分

枝杆菌
I#(b=

共有
!"3

个开放读码框缺失(其中差别
!

区

$

<;

.

2161B02BB;<;6A;!

#

bT!

&是惟一的
JNU

基因组缺失#而且

是致病性分枝杆菌存在的区域(

bT!

区这一独特的遗传缺失

区域#不禁让人联想它在结核分枝杆菌$

F

G

A1:DA>;<2E<F>E7

:;<AE?1525

#

`,J

&中的毒力机制和在宿主的免疫反应中所发挥

的作用#因此
bT!

区也成为目前结核研究的热点(

>

!

bT>

区的结构及其编码的蛋白

bT!

区基因全长
39%%:

@

#它包括
3

个开放读码框

$

b=#8(!

!

#8(3A

&#分别编码
3

种蛋白(

b=#8(!

蛋白含
%3!

个

氨基酸#基因生物信息学分析表明在核苷酸的第
"%'

!

"(#

和

!!"&

!

!!93

位上具有
*** *,Z

酶结合结构域#与
b=#8('

均可能为
S>5P7-

@

1

)

Y*,Z

酶家族成员(

b=#8("

基因编码

ZY#%

蛋白#它与
b=#8(#

编码的
ZZY&8

蛋白分别是
ZY

和

ZZY

蛋白家族成员(这两大富含甘氨酸的蛋白家族在基因组

中广泛分布#接近编码总量的
!'Q

#可能与抗原变异'干扰抗

原提呈等过程相关#具有重要的免疫学意义(

b=#8(9

和

b=#8(%

分别编码两个低相对分子质量的分泌蛋白#培养滤液

蛋白
!'

$

NSZ7!'

&和
&/T

早期分泌抗原靶$

Y-*,7&

&#它们均

是
Y-*,7&

"

LOU!''

家族成员(这两个基因以单拷贝形式分

布于
`,J

中#由同一个启动子调节转录#转录后以紧密的

!g!

异二聚体高亲和性形式分泌出细胞壁#是
bT!

区编码的

关键毒力蛋白)

#

*

(

b=#8(&

编码
[

端富含脯氨酸的蛋白(

b=#8((

编码膜蛋白#有
!!

个转膜结构域#可以穿过脂质双分

子层#提示其可能是跨膜转运的通道(

b=#8(8

编码
`,J"($9

蛋白#只存在于
`,JI#(b=

株'

Y<0FD6

株和牛分枝杆菌中(

该蛋白主要位于细胞质#只有少量为分泌蛋白(

b=#8(3A

编码

的蛋白包含
("3

个氨基酸#它在分枝杆菌中显示了其基因序列

多态性#该蛋白并未发现有跨膜结构和分泌信号(

?

!

bT>

区与
Y-*,7J

分泌系统
>

类#

Y-O7>

%蛋白质分泌转运

途径

->D6?;

G

等)

9

*在筛选
bT!

区的毒力基因时#发现由
bT!

区

的部分基因及其扩展区构成了一套独特的结核杆菌毒力蛋白

分泌系统#其中包括
b=#8('

'

b=#8(!

'

b=#8((#

个组成元件和

Y-*,7&

'

NSZ7!'

两个反应底物(将其命名为分枝杆菌分泌系

$

-[`

&独立分泌系统#也被称为
Y-O7!

(在
bT!

区的基因中#

b=#8(#

和
b=#8(&

并不影响
Y-*,7&

和
NSZ7!'

分泌#而且在

一些临床分离的
`,J

毒力株中观察到
b=#8(8

和
b]#8(3A

处于不完整的状态)

%

*

#因此认为这
9

个基因不是
Y-O7!

的组

成部分(其后实验发现#为维持
Y-O7!

的分泌功能#除了

->D6?;

G

等)

9

*所观察到的外#可能还包括总量不少于
!9

个的组

成元件#它们很多位于
bT!

区外#并且根据不同的分枝杆菌种

属有不同的数目)

&

*

(

Y-O7!

怎样将蛋白分泌出极厚的
`,J

细胞壁#具体过程现在并不清楚#但已知
Y-*,7&

和
NSZ7!'

并

无经典分泌引导序列或信号肽#因此其分泌表达肯定不依赖于

经典的
-;A

途径(一些实验推测#它们可能是多个蛋白质协同

作用来完成分泌的(在它核心组成成分中#

b=#8&3

'

b=#8('

和
b=#8((

编码的蛋白#分别有
!

'

#

和
!!

个跨膜区域#它们与

b=#8(!

'

b=#8&8

结合在一起#形成一套利用
*,Z

水解供能的

膜结合分泌复合物(

Y-*,7&

和
NSZ7!'

被分泌前先形成紧密

的
!g!

异二聚体#当
b=#8(!

识别
NSZ7?'

无序羧基末端的
(

个氨基酸后#与
b=#8('

在细胞膜上形成活性
*,Z

酶#同时将

信号经
b=#8('

传递给膜结合分泌复合物#打开通道$

b=#8((

蛋白&#水解
*,Z

后将
Y-*,7&

"

NSZ7!'

异二聚体分泌出细胞

膜)

&

*

(目前还有很多蛋白只知道是这一分泌过程所必需的#但

功能未明(例如
b=#88#A

编码的类似枯草杆菌溶素的丝氨酸

蛋白酶'

b=#8("

编码的
ZY#%

等#需要进一步研究)

(

*

(

b=#&!&A7b=#&!9A

基因区是
Y-O7!

分泌系统的关键调节

部位(

b=#&!&A

编码蛋白产物
Y5

@

*

#能被
Y-O7!

系统分泌#它

与
Y-*,7&

'

NSZ7!'

分泌是互相依赖的#缺少其中任何一个#

其余底物的分泌都将失败#而
b=#893

编码的
Y5

@

b

能活化

b=#&!&A7b=#&!9A

基因启动子#同时
Y5

@

b

自身也能被
Y-O7!

系统分泌(这样便形成了一个负反馈调节圈#使
Y-O7!

系统

的分泌处于一个动态平衡的状态)

8

*

(除了
Y5

@

b

外#反应调节

蛋白
Z)1Z

也是
b=#&!&A7b=#&!9A

的调节因子(如果
Z)1Z

基

因发生点突变#则
Z)1Z

不能同该
T[*

功能结合域结合#从而

38
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降低
b=#&!&A7b=#&!9A

的表达#最终使
Y-O7!

分泌失效)

3

*

(

Y-O7!

非常类似于革兰阴性杆菌中经典的
.

型分泌系统(

例如!与
NSZ7!'

分泌相似#

.

型分泌系统也是通过识别底物

非结构化的羧基末端#直接将其分泌出细胞膜的(而且识别单

位通常为成对的
S>5P7-

@

1

)

Y*,Z

酶#并具有
"

个跨膜区和

!

个胞浆区(而
Y-O7!

分泌系统的
b=#8('

和
b=#8(!

特征与

其吻合(但
Y-*,7&

和
NSZ7!'

能存在于体外培养的培养液

中#这与革兰阴性菌
.

型分泌机制不同#它们是通过与宿主细

胞的相互作用来促进分泌的(因此推测
Y-O7!

并不仅仅是

`,J

的毒力系统#可能还具有其他生理功能(由于
Y-O7!

由

!

组独特的蛋白构成#主要的分泌底物都是
Y-*,7&

"

LOU!''

蛋白家族成员#并且蛋白在分泌过程中是相互依存的#只存在

于革兰阳性菌中#这使其不同于已知的
-!2

型分泌系统#因

此将这一新类型的分泌体系称为
3

型分泌系统)

&

*

(

@

!

bT>

区的毒力作用机制

研究发现引入
bT!

的
JNU

在动物实验上有与结核毒力

株相类似的病理表现#而失去
bT!

的
`,J

其致病能力明显减

弱)

!'

*

(

->D6?;

G

等)

9

*发现的
Y-O7!

分泌系统#则合理的解释了

bT!

的毒力来源(

Y-O7!

对宿主的毒力作用表现在许多方

面(实验表明#

Y-O7!

能够诱发肺表面上皮细胞和巨噬细胞溶

解#这有助于结核杆菌侵入肺间质#主要机制可能是
Y-*,7&

在宿主细胞膜表面形成通道#致死性的离子流最终导致细胞溶

解坏死)

!!

*

(还有实验认为
Y-O7!

分泌的
NSZ7!'

"

Y-*,7&

复

合物起分子信号的作用(它们通过与宿主细胞表面特异性受

体结合以调节宿主细胞的行为)

!"

*

(

TD=25

和
bDF1/<25)6D6

)

!#

*

通过对感染斑马鱼的海分枝杆菌的研究发现也支持这一点#在

早期感染阶段#

Y-O7!

的一个或多个的成分使感染的巨噬细

胞分泌聚集信号#诱导未感染的巨噬细胞聚集#并吞噬新形成

的肉芽肿#导致结核杆菌快速增长和扩散#而
Y-O7!

缺失的海

分枝杆菌在巨噬细胞间的扩散明显减弱(如果巨噬细胞内的

吞噬溶酶体吞噬了
`,J

#它分泌的
NSZ7!'

"

Y-*,7&

复合物则

在溶酶体内酸性条件下解离#

Y-*,7&

将结合到脂质体上并导

致其溶解#

`,J

从而逃入细胞质而避免被杀死)

!9

*

(

Y-O7!

其

他的致病性效应还包括抑制巨噬细胞的信号传递#以此阻碍促

炎症细胞因子的产生等)

9

*

(以上研究表明#

bT!

区编码的

Y-O7!

对
`,J

的致病性发挥了重要作用(

A

!

bT>

区编码蛋白的免疫原性

随着
`,J

的许多
,

细胞抗原被鉴定#令人惊讶的是在

bT!

区的
3

个基因中#除
b=#8(&

'

b=#8((

外#其余基因编码的

蛋白都具有
,

细胞抗原决定簇#这可能形成了一个免疫原性

岛(但不同的抗原诱发
,

细胞反应的能力并不一样#

J<E5D5AD

等)

!%

*将
b=#8(!

!

b=#8(%

'

b=#8(8

编码的
&

种蛋白测试感染

结核豚鼠的迟发型超敏反应$

T,I

&#发现只有
NSZ7!'

和

Y*-,7&

有明显的
T,I

反应#而
b=#8(#

$

ZZY&8

&仅引出
"

!

9FF

的低水平反应#其余则为阴性(同时测试肺结核患者的

血清抗体阳性率#也是以
Y*-,7&

和
NSZ7!'

最高(另外#

b=#8(#

$

ZZY&8

蛋白&在健康对照组中有阳性反应#考虑是受

到广泛分布在分枝杆菌中
ZZY

家族的交叉反应的干扰所致(

ND<1?26;

等)

!&

*也发现
b=#8("

$

ZY#%

&'

b=#8(8

'

b=#8(3A

不能诱

导
N%(J+

"

&

小鼠体内出现明显的
'

干扰素$

KS[7

'

&(目前还

没有证据表明伴侣蛋白
b=#8(&

'膜蛋白
b=#8((

具有抗原性(

B

!

bT>

区的相关应用进展

B$>

!

在疫苗方面
!

JNU

是现在预防结核病的惟一菌苗#但它

在不同地区的保护效果差异显著#一些学者认为
JNU

在传代

过程中过度减毒降低了其保护力#后有人将
bT!

片断引入

JNU

#证实其产生的免疫保护力超过了未重组的
JNU

#这为研

究者提供了新的思路#即适当恢复
JNU

的毒力有助于提高疫

苗的保护力)

!(

*

(在进一步研究
bT!

区编码的蛋白时又发现

Y-*,7&

和
NSZ7!'

都是诱导
KS[7

'

分泌的优势抗原#而
KS[7

'

可显著活化巨噬细胞#提高对胞内结核菌生长的抑制作用和

杀伤能力#并且
Y-*,7&

是记忆性
NT

9

i

,

淋巴细胞的靶分子#

能诱导持续的免疫力)

!8

*

(但实验显示#只有具备完整
Y-O7!

分泌系统的重组
JNU

才能诱发
Y*-,7&

特异性的
,

细胞反

应#否则#即使重组
JNU

细胞质内具有
Y*-,7&

#如不能分泌#

也不能诱发相应的
,

细胞反应)

(

*

(提示疫苗具有有效的抗原

分泌是产生免疫保护作用的关键之一(

`,J

的许多分泌蛋白

都是重要的保护性抗原#通过对
Y-O7!

分泌机制的研究#也许

将对制备新型疫苗有重要帮助(目前丹麦哥本哈根血清研究

所研发的结核菌
*

.

8%J7Y-*,7&

融合蛋白疫苗正在进入临床

实验#期望在不久将来可以得到更多高效安全的新疫苗(

B$?

!

在诊断方面
!

bT!

区编码的蛋白中
ZY#%

'

ZZY&8

'

b]#8(8

'

b]#8(3A

都具有用于血清学诊断抗原的潜力#但它们

的特异性或敏感性均较
NSZ7!'

和
Y-*,7&

差(实验表明当

Y-*,7&

和
NSZ7!'

联合使用检测
`,J

感染时#其敏感性和特

异性均明显高于结核菌素纯蛋白衍生物$

ZZT

&

)

!3

*

(它们不仅

可将人或牛
`,J

感染'

JNU

接种和环境中的非致病性分枝杆

菌区别开#而且还可将由于
JNU

接种和接触非致病性分枝杆

菌所造成的
ZZT

假阳性区分开(由于增殖期和非复制期的

`,J

在细胞内生长期间都高度表达
Y-*,7&

(因此#无论是

在活动性结核病还是在感染潜伏期#

Y-*,7&

均可诱导细胞免

疫反应#这也为诊断潜伏结核感染提供了重要的手段(尤其重

要的是#它们对
IK]

感染的潜伏结核病患者也有较高的敏感

性和特异性#这有助于尽早对这些患者使用抗结核预防治

疗)

"'

*

(现国际上已有将
Y-*,7&

和
NSZ7!'

作为诊断抗原的

KS[7

'

体外释放检测商品试剂盒供应#如
dED6>27SYbM[7,J7

UM+T

$

N;??;5>25 +>0$

#
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已批准将该方法用于结核病潜伏感染的检测(以上实验

及检测方法为结核病的诊断提供了重要的临床和试验价值#值

得进一步深入研究(

综上所述#目前对
bT!

区的研究和应用都已取得了长足

的进展#但仍不清楚
Y-O7!

的具体分泌机制#

Y-*,7&

和

NSZ7!'

作为毒力蛋白#如何作用于细胞表面及细胞内成分也

尚未完全阐明#而且在
`,J

中还有与
Y-O7!

同源的其他
9

个

Y-O

分泌系统#它们之间的关系及各自的生理功能也需要进

一步研究#如果能够解释这些难题#将可能帮助找到新的结核

药物的靶向位点#以及获得更加安全有效的新疫苗(
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在非小细胞肺癌化疗中作用的研究进展
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肺癌是肿瘤导致死亡的最常见原因#其中约
8'Q

为非小

细胞肺癌$

6165FD??A;???E6

.

AD6A;<

#

[-N+N

&#在新诊断的患

者中#有
&%Q

已不能行手术治疗#因此化疗是肺癌的主要治疗

手段之一#但治疗的有效率仅为
"'Q

!

9'Q

#中位生存期不足

!'

个月(随着第
#

代化疗药物的出现和应用#肺癌的治疗效

果有了进一步的提高#但并未取得突破性进展#而这些第
#

代

化疗药物与铂类联合的化疗疗效似乎已经达到一个平台(随

着对功能性基因组研究的深入#近年来提出了肿瘤个体化治疗

的新理念#在
"''3

年美国临床肿瘤学会$

*-NM

&年会中提出

[-N+N

治疗更应遵循这一原则(个体化治疗是根据肿瘤生物

学和药物基因组学的改变进行针对性治疗(这是建立在循证

医学基础上#从而在分子'蛋白'基因水平上指导肺癌治疗#是

目前肺癌治疗的理想之路(本文将近年来切除修复交叉互补

基因
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个标志物与
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的化疗进展作一综述(
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T[*
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