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　　结核病是一种人畜共患的慢性消耗性疾病, 发病率和病

死率很高。近年来,全球结核病疫情呈上升趋势。结核病再

度肆虐与获得性免疫缺陷综合征(艾滋病)的广泛传播 、耐药

菌株的出现 、人群流动增加 、城市化发展 、社区人口密度增加

等因素有关。有关结核病的研究与日俱增 ,其中有关结核病

的免疫学和疫苗的研究是这一领域的热点。 近年来由于结

核分枝杆菌基因组序列的研究,明确了与疫苗有关的新型结

核分枝杆菌抗原。本文就结核分枝杆菌的有效抗原 、机体抗

结核细胞免疫特点及结核菌疫苗研究的进展作一综述。

1　结核病细胞免疫特点

　　结核分枝杆菌的获得性细胞免疫较为复杂, CD4+和

CD8
+
αβT 细胞以及γδT 细胞都参与作用, 其中 CD4

+
T 细胞

在免疫中的作用受到公认。 人类针对分枝杆菌抗原的体外

T 细胞反应亦主要为 CD4+T 细胞。动物模型研究提示 Th1

细胞分泌的细胞因子γ干扰素 ( IFN-γ)是导致巨噬细胞活

化 、吞噬体酸性化及反应氧中间代谢产物释放的主要效应

物[ 1] 。 IFN-γ和白细胞介素 12( IL-12)受体遗传缺陷患者对

分枝杆菌感染的高度易感性, 说明了 Th1 细胞应答的重要

性。 Th2 型细胞因子在结核动物模型中只有低水平诱生, 但

在某些小鼠品系(如 BALB/ c)晚期感染中, 则有高水平表达。

预防接种或与环境中高浓度的分枝杆菌接触可诱生 Th2型细

胞因子,加速疾病发展,对结核病预后不良。

CD8+T 细胞通过产生细胞因子及直接杀伤细胞发挥效

应,人类 CD8+T 细胞可以使靶细胞裂解和通过颗粒溶解素

( granuly sin)途径来控制细胞生长。 原发性感染过程中,

CD4+和 CD8+T 细胞均聚集于肺部,由 β2 微球蛋白( β2m)或

抗原肽转运蛋白-1( TAP-1)基因缺陷小鼠的实验资料, 表明

CD8+T 细胞在保护力中的重要作用。对这两种 T 细胞亚群

的保护作用进行直接比较结果表明, CD8
+
T 细胞在原发感

染中所起的作用不大, 而在小鼠模型中证实, 这一亚群在原

发后感染的保护作用中则是主要的中介体。γδT 细胞及

DNαβT 细胞也和结核病的保护性免疫有关, 它们能在 CD1分子

存在的条件下识别分枝杆菌的非蛋白抗原,如糖脂。有学者报

道, CD1d分子缺陷的小鼠对于结核病感染的易感性甚高。

2　卡介苗预防结核病的现状

作为结核病的传统疫苗,卡介苗( BCG )菌株在体外长期

培养,由于编码 T 细胞抗原的许多读码框架( ORF)发生缺失

突变[ 2] ;导致 T 细胞抗原包括免疫优势分子 ESAT 和 CFP10

的改变。虽然在动物实验中已证实卡介苗具有高度的保护

力,但近期的现场调查发现, 卡介苗只对预防儿童结核病有

效,对成人结核病预防效果不稳定,保护率在 0%～ 80%[ 3] 。

对这一现象曾有不同的解释,其中大多学者认为是由于疫苗

与环境中分枝杆菌相互作用的结果, 用不同动物模型所做试

验证实与环境中分枝杆菌的事先接触可干扰卡介苗接种后

的保护力。因此,卡介苗只对那些尚未与环境中分枝杆菌接

触的人群有效。这种干扰作用的确切机制尚不清楚。有学

者通过动物实验认为,环境中分枝杆菌所致的保护力部分掩

盖了卡介苗接种后的功效,或者因为环境中分枝杆菌具有拮

抗作用,可扭转细胞免疫应答,使其从 Th1 细胞转向 Th2 细

胞。亦有资料表明,环境中分枝杆菌与卡介苗有许多共同抗

原,若实验动物受到环境中分枝杆菌的致敏, 则卡介苗在此

种动物中的生长受到限制,难以产生有效保护力。这些均可

以解释卡介苗多次接种失败的原因, 也是设计以新型减毒分

枝杆菌疫苗替代卡介苗所必须考虑的。

开发涉及细胞免疫应答的疫苗时, 需考虑建立持久的免

疫记忆性。接种卡介苗能保护儿童免患结核病。但一旦进

入青春期,结核病的发病率增加, 卡介苗不再具有保护力, 卡

介苗所诱导的免疫应答仅在 10 ～ 15 岁时有效。了解免疫记

忆机制在研制更为优良的疫苗中也很重要。近期研究证

实[ 3]针对结核病的保护力可以通过 CD4+T 细胞的幼稚表型

( CD45RBhiL-选择素hiCD4410 )而被动传递。因此, 关键的问

题是:多数细胞有效外渗所必需的黏附分子下调时, 已经回

复的记忆细胞是否能有效地控制肺部感染;是否需要抗原的

持续存在来维持活化的 T 细胞群体,以及在周围器官内记忆

性的有效表达;是否在青春期前进行预防接种, 能够使静止

记忆细胞转为活化状态,将成为一种有效的预防接种措施。

3 　抗原选择和疫苗设计

研究表明,结核分枝杆菌分泌蛋白能刺激机体产生保护

性免疫反应, 诱导机体产生 CD4+和 CD8+T 细胞介导的免

疫应答。在结核感染过程中,患者淋巴细胞早期识别主要是

一些分泌蛋白,如 Ag85 复合体分布于大部分分枝杆菌中, 其

中 Ag85B 具有分枝菌酸转移酶的活性, 与分枝杆菌细胞壁的

合成有关,并与人纤维连接蛋白结合后参与致病过程, 在分

枝杆菌分泌蛋白中含量占据首位, 该抗原的抗原性最强。

MPT-64 也是一种分泌蛋白, 仅限于人结核分枝杆菌 、牛分枝

杆菌和少数的 BCG菌株中, 被结核病患者的阳性血清识别,

同时可产生杀伤性 T 淋巴细胞( CTL)应答。 ESAT-6 是结核

分枝杆菌早期分泌的一种小分子蛋白, 只存在于人型结核分

枝杆菌和牛分枝杆菌中, BCG 中缺少该抗原的编码基因 。最

近研究证明, ESAT-6不仅是抗结核分枝杆菌细胞免疫应答

的主要配体,还是效应性 T 细胞的主要靶抗原之一, 可刺激

结核病小鼠释放γ-干扰素。 MPT-63 蛋白能在感染有结核

分枝杆菌的豚鼠中诱导体液免疫应答, 并且在结核分枝杆菌

致病菌株中特异表达[ 4] 。近年选用多种结核菌抗原制备疫

184 J Bengbu Med Coll, M arch 2005, Vol.30, No.2

DOI :10.13898/j.cnki.issn.1000-2200.2005.02.046



苗,其中经动物试验证实具有增强抗结核保护功能的新型结

核疫苗见表 1。

表 1　新型结核疫苗候选抗原

选用抗原 疫苗性质

ESAT-6 DNA,亚单位

MPT63 、MPT64 、MPT83 DNA

Ag85B DNA,亚单位

Ag85A DNA

PstS-1 亚单位

PstS-2 、PstS-3 DNA

Hsp60 、Hsp70 DNA

　　结核病患者及带菌者都能识别相同的免疫优势抗原。

有学者用肽基础疫苗免疫时发现,自然感染时针对肽类的反

应与其诱发保护性免疫之间并无直接相关性。用亚优势表

位( subdominant epifope)进行免疫,常可获得有效保护力。 这

些研究结果提出了这样的可能:即在自然感染时, 用基于临

界亚优势表位的感染后疫苗进行免疫, 可以使获得免疫性增

强。流行病学资料表明,人类原发性感染经治疗后所产生的

免疫应答不足以防止成年后再度感染或疾病的复活。因此,

疫苗制备工作者就赋有艰巨的任务, 设计出优于自然感染诱

发免疫应答的疫苗。这一工作具有实际意义,据估计全世界

约 1/ 3人群有潜在性的结核感染, 约 5%～ 10%的感染者将

发展为活动性疾病。有研究提出, Hsp60 能成功的用作前感

染和后感染预防接种。 Lowrie 等[ 5] 证实一种编码此种抗原

的疫苗能用于一般的前感染预防接种, 并可防止潜在性结核

病的复发, Turner等认为应在感染前使用对结核有保护力的

疫苗,如在感染后使用则对已形成的感染并无任何效果。 由

此可见,在感染前或感染后恰当的使用疫苗具有不同的要

求,在感染前使用的疫苗, 要求能增强保护性免疫应答,使机

体免受结核分枝杆菌的感染;在感染后使用的疫苗, 要求能

增强自然感染时产生的获得性细胞免疫, 防止再度感染或疾

病的复活。这是在疫苗设计时所必须考虑的。

4 　结核杆菌疫苗的研制进展

4.1　分枝杆菌活疫苗　由于分子生物学技术的应用, 有关

使分枝杆菌菌株减毒的报告与日俱增。 有研究应用选择性

标记, 如抗生素耐药性基因进行研究;转座子诱变和等位交

换的应用形成了几种毒力降低的营养缺陷突变株, 这些突变

株的产生是因为缺少生长因子合成所必需的功能性基因。

很多这类突变株是控制细胞壁类脂合成的基因发生突变, 而

类脂是细菌在人体肺部生存所必须的。 虽然这些构建物对

以后的结核感染具有保护力,但是毒力与保护力之间似乎存

在相关性, 而且在目前所检测的突变株中, 尚无一种在动物

模型中证实具有较之卡介苗更高水平的保护力。

有学者曾提出,如果将卡介苗在体外减毒过程中所丧失

的某些基因再次导入,则卡介苗的功效必将加强。在豚鼠试

验中证实,高度表达 30×103Ag85 蛋白的卡介苗重组菌株显

示有 效 的保 护 力。 同 样, 通 过导 入 李 斯特 菌 溶 素

( listeriolysin) 作用于 MHCⅠ 类分子呈递中的抗原或由于

Th1 型细胞因子的表达都可增强卡介苗的 CD8+T 细胞刺激

能力。不过这些方法有使疫苗菌株毒力增加的危险。

4.2　亚单位疫苗　所谓亚单位疫苗是指利用致病菌的亚单

位,尤其是抗原表位作为疫苗, 通常理想的亚单位疫苗应该

由几个保护性抗原或抗原表位组成。保护效果优于卡介苗,

又克服卡介苗的不足。亚单位疫苗是卡介苗的理想替代品。

寻找保护性抗原或表位的主要方法有[ 6] :( 1)比较蛋白质组

学,从上清和胞内复杂的蛋白质混合物中寻找特异蛋白, 尤

其上清中的许多分泌蛋白均可诱发强烈的免疫反应;( 2)构

建结核分枝杆菌的基因文库,用不同的 T 细胞( CD8+, CD4+)

或不同遗传背景的动物模型从文库中筛选特定的表位。

以往困扰亚单位疫苗开发的主要问题之一是难以实现

大规 模生 产。 目 前 利 用定 点 突 变技 术 ( site-directed

mutagenesis)将其密码子修饰为宿主高频使用的密码, 重组

Ag85B 在大肠埃希菌中的产量提高了 54 倍, Ag85A 和 SOD

提高了 4～ 6 倍, 仍含有 T 、B 表位, 蛋白产量的增加主要是因

为翻译水平的提高而不是转录水平的提高。

4.3　DNA 疫苗　1992 年, T ang 等直接给动物接种编码抗

原的基因可使该动物获得对该抗原的免疫力。这种编码抗

原蛋白的外源基因既是载体, 又是抗原的来源, 并且具有疫

苗的功能,因此被称为基因疫苗, 又称核酸疫苗。其中 DNA

疫苗由于能诱导持久的细胞免疫抵抗病毒 、细菌和寄生虫等

病原体的感染而备受关注。 另外, DNA 疫苗还有许多优

点[ 7] :( 1)更为有效的免疫, 基因疫苗不仅可以诱导针对保守

抗原的保护性抗体产生, 而且可以同时激发机体的 CT L 免

疫;( 2)制备简便, 省时省力;( 3)免疫应答较持久;( 4)具有同

种异株交叉保护作用;( 5)可用于肿瘤防治。 最近至少有编

码 6 个结核杆菌分泌蛋白的 DNA 疫苗对免疫动物有保护作

用。但到目前为止, 编码单个抗原的 DNA 疫苗保护率一般

都低于 BCG 。一般认为, 多个基因联合作用, 可以提高核酸

疫苗的免疫能力。

动物实验证实, DNA疫苗能诱发体液免疫和有 CD4+和

CD8+T 细胞参与的细胞免疫应答, 故这些疫苗将以细胞免

疫为主的的感染性疾病的保护性疫苗。实验表明, DNA 疫

苗能诱发 CD4+和 CD8+T 细胞的广谱细胞免疫应答, 其免

疫保护功效接近于卡介苗。
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