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［摘　要］　结核病仍然是一个严重威胁全球公共卫生的问题，每年造成数百万人感染。结核分枝杆菌（ＭＴＢ）是引

起结核病的主要病原菌。近年来，ＭＴＢ细胞外囊泡（ＭＥＶｓ）作为 ＭＴＢ分泌分枝杆菌抗原的重要载体已引起研究

者关注。ＭＥＶｓ能够使 ＭＴＢ以集中保护的方式分泌磷脂、核酸、脂多糖和周质成分，并与宿主相互作用。对

ＭＥＶｓ部分内容物的研究已取得了一些进展，但对其在宿主感染 ＭＴＢ过程中的生物发生机制、功能以及对机体免

疫应答作用的认识仍处于初级阶段。本文综述目前 ＭＥＶｓ生物发生机制的进展，在宿主感染 ＭＴＢ过程中，以及

在调节免疫应答中的作用，并讨论其在疫苗开发和诊断技术方面的应用。
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　　结核病（ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＴＢ）仍然是严重威胁全

球公共卫生的流行病之一。世界卫生组织（ＷＨＯ）

２０２１年报道，ＴＢ是目前仅次于新型冠状病毒感染

（ＣＯＶＩＤ１９）全球第二大传染性疾病死亡的原因
［１］。

ＴＢ是由结核分枝杆菌（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊，

ＭＴＢ）通过空气传播引起。ＴＢ自古以来就是人类

致命的疾病，如今虽然已有诊断、监测方法以及治疗

手段，甚至疫苗，但其一直对公众健康造成威胁，甚

至导致发病和死亡［１］。ＷＨＯ在《２０２２年全球结核

病报告》［２］中指出，ＣＯＶＩＤ１９大流行对 ＴＢ的诊

断、治疗以及 ＴＢ的负担产生了破坏性影响，全球

ＴＢ死亡人数从２０１９年的１４０万例升高至２０２０年
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的１５０万例，进而增加到２０２１年的１６０万例。

起源于内吞途径的微小囊泡几乎由人体所有细

胞分泌，微小囊泡不仅具有许多母细胞的显著特征，

同时具有自身独特的特征，含有蛋白质、脂质、核酸

和代谢产物等生物活性大分子［３］。分枝杆菌与其他

细菌、古细菌和真核细胞一样，自然释放细胞外囊泡

（ＥＶｓ），与周围环境相互作用
［４］。ＭＴＢ细胞外囊泡

（ＭＥＶｓ）大小不一，直径为６０～３００ｎｍ，与革兰阴

性菌产生的ＥＶｓ大小相似
［５］。除含有分枝杆菌质

膜特征的脂质和脂蛋白外，还含有磷脂、核酸、脂多

糖和周质成分。ＭＥＶｓ参与细胞毒性、微生物入侵、

生物膜形成、膜融合和重要物质转运等，并能使其包

含的 ＭＴＢ毒力因子运输到宿主细胞其他区域或进

入细胞外环境，从而干扰邻近未感染细胞。在面临

ＭＴＢ广泛耐药，缺乏治疗药物的情况下，ＭＥＶｓ的

发现无疑是一种机遇，ＭＥＶｓ可以用于ＴＢ的诊断，

鉴别耐药株与非耐药株，从而提供更好的治疗方案，

尤其是在面对人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）与 ＭＴＢ双

重感染的患者时。此外，ＭＥＶｓ作为传递具有免疫

活性的分枝杆菌毒力因子的途径之一，可在无佐剂

的情况下诱导免疫应答，用于疫苗的研制［６］。

１　犕犈犞狊

ＭＥＶｓ是革兰阴性菌特异ＥＶｓ的一个子集，

一直是倍受关注的研究领域。早在２００７年就有

研究［７］报道溃疡分枝杆菌生物被膜的形成及其在

传播中的作用，采用扫描电子显微镜观察发现，囊泡

嵌在溃疡分枝杆菌生物膜的细胞外基质中，并能够

从感染 ＭＴＢ且已病变的小鼠尾部组织活检中观察

到，且该研究还发现从细胞外基质中提取纯化的囊

泡具有较高的细胞毒性。之后有研究人员发现包括

牛分枝杆菌、减毒疫苗株和强毒株 ＭＴＢ均存在

ＥＶｓ，ＥＶｓ通过运输脂质和蛋白质参与破坏宿主免

疫反应，并引起炎症反应，能够促进 ＭＴＢ感染的毒

性和ＴＢ进展
［８］。２０１９年研究

［９］发现，鸟结核分枝

杆菌亚种和致病性副结核分枝杆菌等非结核分枝杆

菌也能够产生ＥＶｓ。至此之后，对 ＭＥＶｓ的研究进

一步深入。

２　犕犈犞狊的生物发生与组成

对 ＭＴＢ和牛型结核分枝杆菌进行研究
［７］发

现，ＭＥＶｓ起源于细胞膜。不同细菌之间的ＥＶｓ生

物发生机制不同，参与囊泡释放的因子也有所不同。

ＭＥＶｓ的生物发生是一个由铁等金属营养素、利福

平、ＶｉｒＲ、磷酸盐特异性转运（Ｐｓｔ）系统、ＳｅｎＸ３

ＲｅｇＸ３系统、动力样蛋白（ＤＬＰｓ）、ＩｎｉＡ等调节的过程。

遗传因素在一定程度上影响 ＭＥＶｓ的产生。其

中，ＶｉｒＲ是一种与内膜相关的胞质蛋白，被称为囊泡

生成和免疫反应调节剂，能够调控ＥＶｓ的产生
［１０］。

ＭＥＶｓ生物发生机制与 ＭＴＢ的一个转座子突变

有关，即狉狏０４３１（ＶｉｒＲ）过表达促使表面囊泡产生

增加［１１］。另一个似乎参与 ＭＥＶｓ生物发生的基因

是狉狏３３７１，其在耻垢分枝杆菌中的表达增加甘油三

酯的水平，使干燥粗糙的表面变得光滑湿润，增加表

面芽状结构的存在，有利于ＥＶｓ的产生
［１２］。

此外，与富含铁的环境相比，在铁限制条件下，

ＭＥＶｓ更多。ＰｒａｄｏｓＲｏｓａｌｅｓ等
［１３］研究发现，当

ＭＴＢ在缺铁条件下培养时，能够检测到囊泡产生增

加，并且发现囊泡内含有的分枝杆菌素与细胞膜相

互作用可以直接或间接地刺激囊泡的生成。不仅如

此，可用性铁的降低也可能是其他细菌产生ＥＶｓ的

诱发因素。如大肠埃希菌和布鲁氏菌均在对数期结

束时最大量的产生囊泡，可能与此时间段培养基中

可用铁的减少相关。但是分泌的这些囊泡还需进一

步观察，并进行包括囊泡定量和纳米颗粒跟踪分析

等表征系统分析。

另一种参与 ＭＥＶｓ生物发生的机制与Ｐｓｔ系

统有关。研究［１４］证明，ΔｐｓｔＡ１突变体以Ｒｅｇｘ３依

赖的方式高分泌包含脂蛋白 ＬｐｑＨ 和 ＰｓｔＳ１的

ＭＥＶｓ。Ｐｓｔ系统是一种高亲和力的ＡＢＣ型转运系

统，通过与ＳｅｎＸ３ＲｅｇＸ３双组分信号转导系统相互

作用而引起ＥＳＸ５蛋白分泌增加，编码Ｐｓｔ系统跨

膜组件ｐｓｔＡ１的缺失能够激活ＳｅｎＸ３ＲｅｇＸ３
［１４］。

ＳｅｎＸ３ＲｅｇＸ３系统由膜结合传感器组氨酸激酶

（ＳｅｎＸ３）和ＤＮＡ结合反应调控因子（ＲｅｇＸ３）组成
［１５］。

ＲｅｇＸ３调控 ＥＳＸ５基因转录，ＰＰＥ４１和 ＥｓｘＮ 是

ＭＥＶｓ分泌相关ＥＳＸ５的两种底物，而ΔｐｓｔＡ１突

变体则依赖于ＥＳＸ５转录的增加及ＰＰＥ４１、ＥｓｘＮ

的高度分泌［１４１５］。即编码 Ｐｓｔ系统跨膜组件的

ΔｐｓｔＡ１突变体通过激活ＳｅｎＸ３ＲｅｇＸ３系统，使得

ＲｅｇＸ３调控ＥＳＸ５基因转录，引起ＥＳＸ５蛋白分

泌增加，从而导致ＰＰＥ４１和ＥｓｘＮ的高度分泌，进

而使得包含脂蛋白ＬｐｑＨ 和ＰｓｔＳ１的 ＭＥＶｓ分泌

增加。此外，Ｐｓｔ／ＳｅｎＸ３ＲｅｇＸ３系统可以不依赖

ＥＳＸ５的活性来调控ＥＶｓ产生
［１６］。ＶｉｒＲ是 ＭＥＶｓ

产生的调控因子，但与野生型菌株ＶｉｒＲ表达相比，
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ΔｐｓｔＡ１突变体菌株ＶｉｒＲ表达的变化不大，两者比

较差异无统计学意义［１１］。此外，在ΔｐｓｔＡ１存在下，

剔除 ＶｉｒＲ 会导致 ＭＥＶｓ产生率增高；而过表达

ＶｉｒＲ也能够导致 ＭＥＶｓ的产量略有增加，这表明

驱动 ＭＥＶｓ产生的机制是协同的
［１６］。

ＤＬＰｓ也 参 与 ＭＥＶｓ 的 生 物 发 生 机 制
［１７］。

ＤＬＰｓ是鸟苷三磷酸水解酶，介导原核生物和真核

生物的膜重塑。研究［１８］显示，一种可溶性ＤＬＰｓ，可

使膜变形，促进膜裂变、膜重塑、质膜完整性的维持，

并显著促进耻垢分枝杆菌对异烟肼（ＩＮＨ）的耐药

性。在 ＭＴＢ中细菌ＤＬＰｓＩｎｉＡ、ＩｎｉＣ的失活导致

囊泡的产生减少。ＩｎｉＢＡＣ操纵子能够在缺铁和缺

ＶｉｒＲ的分枝杆菌中被诱导，此至少在一定程度上表

明，铁和ＶｉｒＲ通过控制ＩｎｉＢＡＣ的表达调节 ＭＥＶｓ

的产生［１９］。与野生型 ＭＴＢ相比，ＩｎｉＡ的缺失会导

致囊泡的减少，而这种影响不能单独被ＩｎｉＡ或ＩｎｉＣ

所消除，但可以被带有整个野生型 ＭＴＢ的ＩｎｉＢＡＣ

操纵子质粒所消除，研究［１９］还表明抗结核药物

ＩＮＨ，其亚抑制浓度可诱导ＩｎｉＢＡＣ促进 ＭＥＶｓ的

释放。

这些研究证实了细胞胞膜改变和 ＭＥＶｓ释放

之间的联系，证明了影响 ＭＥＶｓ释放的几个因素趋

同，并提供了一种潜在的机制，靶向ＤＬＰｓ介导的囊

泡生成可能会有效地抑制对 ＭＴＢ的免疫调节能

力，减弱对 ＭＴＢ感染的控制。

３　犕犈犞狊的功能

３．１　营养物质获取　ＭＥＶｓ在营养物质的获取中

发挥重要作用，尤其是在铁摄取中。铁是细胞生长

代谢所必需的。在铁限制的培养基中，ＭＴＢ分泌

ＭＥＶｓ，分枝杆菌素是一种有效的铁载体。在低铁

条件下分泌的 ＭＥＶｓ可以挽救无法产生像分枝杆

菌素这样铁载体的 ＭＴＢ突变体，此外这些 ＭＥＶｓ

还可以依赖分枝杆菌素传递铁给野生型 ＭＴＢ，为

其提供铁营养［１３］。如在肉芽肿中严重缺铁的情况

下，ＭＥＶｓ介导的铁捕获对感染期间 ＭＴＢ生存至

关重要［２０］。ＨｕｐＢ是一种与 ＭＴＢ铁获取相关的多

功能分枝杆菌蛋白，其在铁限制的条件下上调，作为

分枝杆菌素生物合成的转录激活因子，是病原体在

巨噬细胞内生存所必需的［２１］。这进一步证实了

ＭＥＶｓ参与 ＭＴＢ营养获取中的不可或缺作用。

３．２　致病机制　ＭＥＶｓ除了含有质膜特征的脂质

和脂蛋白外，还含有包括磷脂、核酸、脂多糖和许多

胞外成分［２２］。分枝杆菌产生的囊泡通常从母体细

菌运输到宿主远端，实现细菌间的交流和毒力效应

因子的转移。蛋白质组学和生物化学研究［８，２２２４］显

示，ＭＥＶｓ包含许多专属分子，包括脂蛋白（ＬｐｑＨ，

ＬｐｒＧ）、脂聚糖和糖脂［脂阿拉伯甘露聚糖（ＬＡＭ）、

脂聚糖（ＬＭ）和磷脂酰肌醇甘露糖苷（ＰＩＭ）］和抗原

（ＡＧ８５Ｂ）等，而ＬｐｑＨ、ＬｐｒＧ、ＬｐｒＡ、ＰｈｏＳ１和ＬＡＭ

等免疫活性脂蛋白、脂聚糖和糖脂被认为是ＴＬＲ２

的配体和激动剂。ＭＥＶｓ是 ＭＴＢ细胞内输出免疫

活性脂质和脂蛋白的主要途径。ＴＬＲ识别病原体

相关的分子模式（ＰＡＭＰｓ），并启动信号转导途径，

调节细胞因子、趋化因子和Ⅰ型干拢素（ＩＦＮ）的表

达，以实现先天和适应性免疫激活［２５］。ＭＥＶｓ可激

活ＴＬＲ２并诱导未感染的巨噬细胞产生细胞因子，

并被证明能延长 ＴＬＲ２信号转导，但研究
［２６］显

示，ＴＬＲ２激活延长会导致免疫抑制，导致白细胞

介素－１０（ＩＬ１０）等免疫抑制细胞因子的产生，并

最终抑制 ＭＨＣＩＩ向ＣＤ４＋Ｔ细胞的提呈。给小鼠

注射 ＭＥＶｓ能诱导 ＴＬＲ２依赖性的促炎反应
［８］。

脂多糖如ＬＡＭ和ＬＡ等从 ＭＥＶｓ内释放到细胞外

环境，也为脂多糖到达和抑制Ｔ细胞提供了一种机

制，可能促进免疫逃避［２７］。

３．３　免疫调节　ＭＴＢ产生的ＥＶｓ参与细胞间通

讯、免疫调节、毒力和细胞存活等多种活动。虽然

ＭＥＶｓ近几年才被发现，但相关研究已经表明

ＭＥＶｓ在宿主病原体相互作用中发挥重要作用。

（１）免疫激活作用：ＭＴＢ感染的细胞（主要是巨噬细

胞、树突状细胞和中性粒细胞）释放含有 ＭＴＢ成分

的囊泡，可通过促进或抑制免疫细胞的招募调节免

疫反应。致病性副结核分枝杆菌感染的巨噬细胞源

性ＥＶｓ携带分枝杆菌蛋白ＥＳＡＴ６、Ｍｐｔ６３、ＳｏｄＡ、

Ｍｐｔ５１和Ａｇ８５，作用于ｎａｖｅ巨噬细胞时，会增加

细胞的吞噬率，增强如ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８１、ＣＤ８６、

ＨＬＡＤＲ和ＣＤ１９５等信号分子的表达，以及促炎

细胞因子的分泌［２８］。Ｂｈａｔｎａｇａｒ等
［２９］将卡介苗或

ＭＴＢ感染的巨噬细胞源性ＥＶｓ注射入小鼠鼻内，

发现可以诱导促炎细胞因子的产生，还可招募中性

粒细胞和巨噬细胞到肺部，起到免疫监视作用。此

外，来自 ＭＴＢ感染的巨噬细胞ＥＶｓ也被证明可以

激活内皮细胞，导致细胞释放更多的趋化因子受体

和细胞黏附分子［３０］。研究者用来自 ＭＴＢ感染的中

性粒细胞ＥＶｓ作用于 ＭＴＢ感染的巨噬细胞会增

加巨噬细胞中超氧阴离子的产生和自噬，从而增加

对细菌的清除能力［３１］。此外，研究［３２］发现，感染
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ＭＴＢ的中性粒细胞释放的ＥＶｓ作用于未成熟单核

细胞来源的树突状细胞，增加共刺激分子ＣＤ８０和

共抑制分子ＰＤＬ１的表达，用其处理未成熟和成熟

的树突状细胞均能够诱导自体 ＭＴＢ抗原特异性

ＣＤ４＋Ｔ细胞产生干扰素γ（ＩＦＮγ），表明这些ＥＶｓ

充当抗原载体并将分枝杆菌蛋白转移到抗原呈递细

胞。此外，用卡介苗感染的巨噬细胞ＥＶｓ治疗的小

鼠，在小鼠的脾、肺和纵隔淋巴结均产生 ＣＤ４＋ 和

ＣＤ８＋Ｔ细胞
［３３］。Ｓｍｉｔｈ等

［３４］研究通过利用小鼠

Ｒａｂ２７ａ缺陷，在其感染 ＭＴＢ后通过外泌体转运的

分枝杆菌抗原减少，肺和脾Ｔ细胞的活化降低，这

种有限的免疫反应与细菌负荷量增加有关，表明Ｔ

细胞反应增强与 ＭＴＢ感染期间释放的外泌体具有

相关性［３４］。来自 ＭＴＢ感染细胞产生的ＥＶｓ在体

内外进一步激活先天免疫反应与适应性免疫反应，

发挥免疫调节作用。（２）免疫抑制作用：ＭＴＢ感染

细胞产生的ＥＶｓ除了免疫激活作用外，免疫抑制作

用也有被报道。ＭＴＢ感染的巨噬细胞ＥＶｓ，以依

赖ＴＬＲ２的方式抑制 ＭＨＣＩＩ和ＣＤ６４的表达，从

而部分抑制ＩＦＮγ介导的巨噬细胞激活
［３５］。此外，

来自 ＭＴＢ感染的巨噬细胞ＥＶｓ也会抑制Ｔ细胞

激活，导致白细胞介素－２（ＩＬ２）的产生和 Ｔ细胞

增殖均减少，其作用与ＬＡＭ 单独作用时相似但其

作用更强［２７］。有关ＥＶｓ的分离、纯化和表征早有

报道，但关于其发生机制，是否携带更多的分枝杆菌

成分输出细胞从而感染邻近细胞，以造成 ＭＴＢ的

免疫逃逸等仍有待解决。

４　犕犈犞狊的应用

４．１　疫苗设计　ＭＴＢ感染宿主细胞释放的ＥＶｓ，

体积小，在大部分体液中分布，含有 ＭＴＢ相关蛋白

和核酸，能被免疫细胞吸收，具有天然免疫原性，并

且能够作为传递具有免疫活性的分枝杆菌毒力因子

的工具，可在无佐剂的情况下诱导免疫应答，这使

ＭＥＶｓ成为设计新型无细胞疫苗的良好选择
［６，３６］。

如前所述，ＭＥＶｓ通过多种途径调控先天和适应性

免疫反应抗 ＭＴＢ。携带分枝杆菌抗原的ＥＶｓ可以

显著保护小鼠免受 ＭＴＢ感染，这表明ＥＶｓ有可能

成为一种针对 ＭＴＢ感染的新型无细胞疫苗
［３７］。

ＭＴＢ感染的细胞ＥＶｓ可以传递分枝杆菌抗原，调

节先天免疫与适应性免疫应答。利用 ＭＴＢ感染抗

原提呈细胞来源的ＥＶｓ作为疫苗，不仅可以实现抗

原提呈，还可以增强抗结核免疫的共刺激分子表达。

２０１４年ＰｒａｄｏｓＲｏｓａｌｅｓ等
［３６］在 ＭＴＢ感染小鼠的

模型中全身注射 ＭＥＶｓ，结果显示与标准卡介苗接

种相比，全身注射 ＭＥＶｓ可以适度控制肺和脾脏中

细菌复制，为小鼠提供保护。另外，一种针对奈瑟菌

ＥＶｓ研发的疫苗已经获得批准
［３８］。然而，为证明其

具有保护作用，还需要进一步的研究确定ＥＶｓ成分

的特征，以及更多的体内外试验研究。

４．２　作为 ＭＴＢ感染的生物标志物　痰培养仍然

是诊断ＴＢ的金标准，另外还有分子诊断检测 ＭＴＢ

特异性核酸。痰培养中，不能获取痰标本成为了该

方法最大的阻碍。因此，寻找新的诊断方法与标志

物显得更为重要。分枝杆菌感染的细胞能够产生含

有分枝杆菌成分的ＥＶｓ，并在细胞培养物或体液中

释放这些ＥＶｓ。蛋白质组学和生物化学研究显示，

ＭＥＶｓ包含许多专属分子，包括蛋白和核酸等，这些

专属分子可能成为疾病的生物标志物，但还有待进

一步研究。一项对痰涂片阳性和阴性的非 ＨＩＶ感

染者、结核病患者和接种卡介苗的潜伏感染和非潜

伏感染患者血清的研究，被用来调查 ＭＴＢ和卡介

苗ＥＶｓ作为生物标记物的潜力，以区分疾病状态，

研究者检测了三个 ＭＥＶｓ相关的抗原，以区分ＴＢ

和非ＴＢ患者的血清
［３９］，这将鼓励更多研究者对

ＭＥＶｓ作为诊断工具的进一步研究。Ｃａｒｒａｎｚａ等
［４０］

从２６例耐药结核病（ＤＲＴＢ）患者和１６例健康人血

清中分离到ＥＶｓ，在治疗期间的不同时间点，对未

治疗和治疗患者的混合外泌体中 ｍｉＲＮＡｓ的差异

表达进行了评估和单独验证，结果显示在耐多药

ＴＢ患者中，ｍｉＲｌｅｔ７Ｅ３Ｐ的表达下调，而ｍｉＲ２２３

３Ｐ的表达增加。ｍｉＲｌｅｔ７Ｅ５Ｐ在任何 ＭＴＢ株引

起的ＴＢ活动期均被抑制，而在ＭＴＢ感染潜伏期或

耐多药ＴＢ患者药物治疗一年后其表达增加，提示

其可能作为肺结核的生物标志物［４０］。另外，进行

ＭＥＶｓ的非编码ＲＮＡ（ｎｃＲＮＡ）分析，确定了 ｍｉＲ

ＮＡ１８５５ｐ是ＴＢ的新型生物标志物
［４１］。

５　结语与展望

ＭＴＢ在体内体外均产生ＥＶｓ，这些ＥＶｓ起源

于细胞膜，含有分枝杆菌质膜特征的脂质和脂蛋白，

还含有磷脂、核酸、脂多糖和周质成分，参与免疫应

答调节，影响 ＭＴＢ生存。其产生是由铁等营养成

分、药物、突变基因和Ｐｓｔ系统以及ＤＬＰｓ单独或共

同调节的。ＭＥＶｓ能够通过ＴＬＲ２依赖的方式与

外界相互作用，诱导产生细胞因子等，引起促炎反
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应，调节分枝杆菌的生存。另外，可通过促进或抑制

免疫细胞的招募，从而激活或抑制先天免疫反应与

适应性免疫反应，使感染 ＭＴＢ的宿主进入杀菌状

态或者引起ＭＴＢ免疫逃逸。这些研究表明，ＭＥＶｓ

可以用于疫苗的研发，提供新的药物靶点，对潜伏性

ＴＢ和ＴＢ进行诊断，并且有助于 ＭＴＢ耐药与非耐

药菌株的鉴别。尽管对 ＭＥＶｓ的研究愈来愈多，但

其生物发生机制以及这些过程是如何调控的仍知之

甚少。ＭＥＶｓ如何对机体免疫应答进行调控，以及

具体的调控作用与机制都还需更深入的研究。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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