
· 616 ·

生堡速煎堑堂苤查!!!!至!旦箜；!鲞箜!塑曼!尘!垦2111坐丝!』!塑!!!!!∑!!．!!!塑!：!

结核分枝杆菌的复苏因子
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1998年MukamoIova等uo在细菌因子一文中首先提出

了复苏因子(resuscitation promoting factor，Rpf)的新概念，并

证实复苏因子是由有活性的微球菌分泌的一种蛋白质，它在

皮摩尔级浓度就能有效地促进休眠的非生长同源菌的复苏

和生长。同时也证实微球菌复苏因子类似基因广泛地存在

于富含G+C的革兰阳性菌中(如链霉菌、分枝杆菌、棒状杆

菌)，并找到了结核分枝杆菌复苏因子家族(RpfA、RpfB、

Rpfc、RpfD、RpfE)u’21。打破了多年来认为细胞之间的信

息是自身产生的，不需要外源性物质刺激的观点¨J。在随后

的几年中，Muk啪olova等n’2’41对微球菌、结核分枝杆菌、牛

型分枝杆菌的复苏因子基因进了克隆、重组、并在大肠埃希

菌中表达，获得了纯化的复苏因子蛋白。研究还证实，体外

培养陈旧结核分枝杆菌(休眠菌)时，复苏因子能有效地促进

其复苏，加入抗体中和复苏因子后，复苏促进作用消失n』·6。。

Yeremeev等"1利用复苏因子亚蛋白疫苗在免疫鼠的试验中，

发现有很高的免疫反应，它能诱导产生抗体IgG、7一lFN、

ILlo、1L一12，促进T细胞增殖。Bjketov等旧1证实小鼠巨噬

细胞内的结核分枝杆菌的体外复苏培养中，复苏因子能有效

地促进巨噬细胞内的结核分枝杆菌在培养基中迅速生长，并

快速进入对数生长期。目前，复苏因子的研究正向临床应用

和分子生物学方面发展。

1．结核分枝杆菌复苏因子的分子特征：

(1)结核分枝杆菌复苏因子的基因结构：分泌形式的微

球菌复苏因子基因产物的N末端和其他7种复苏因子基因

产物类似，其中5个和编码结核分枝杆菌复苏因子的基因产

物类似，2个和编码麻风杆菌复苏因子的基因产物类似⋯。

结核分枝杆菌编码的5种复苏因子类似基因，即：r声阻

(M．￡“6eM“z∞is H37Rv Rv0867c 1224 bp)，r声毋

(M．￡“沈"乱z∞is H37Rv Rvl009} 1089 bp)，r痧彤

(M．f”沈愆“z∞如 H37Rv Rvl884c 531 bp)，r功回

(M．f“抛rc“z∞缸 H37Rv Rv2389c 465 bp)，修压

(M．￡”葩r伽zos曲H37RvlRv2450cI 519 bp)。它们与微球菌复

苏因子基因具有高度的同源性。5个复苏因子基因复苏作用
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表型相互协同，单一基因敲除不能改变其表型，3／5的基因敲

除才能改变其表型1⋯。可见5种结核分枝杆菌复苏因子基

因高度同源性的保守区很可能是编码复苏因子蛋白质的核

心区。通过对GenBank检索可得到5个结核分枝杆菌复苏

因子基因序列开放阅读框架(0RF)。

(2)复苏因子基因在染色体的位置：复苏因子基因分散

在结核分枝杆菌染色体中，复苏因子A和E由单顺反子

0RF组成，在染色体中排列成包含由钼蝶呤生物合成的基因

簇状。它在复苏因子B3’粘末端和ksgA之间有一个25 bp

的重叠。ksgA可能编码二甲基腺苷转移酶。复苏因子D基

因位于一个未知功能的双顺反子()RF的下游。位于矗∽zN

和咒irA两基因之间，矗8mN和n讥A很可能分别编码与粪卟

啉Ⅲ去碳酸基化和硝酸盐减少有关的酶。复苏因子C位于

7个()RF基因的第3个基因，它在真菌转移酶上游，可能是

在脱氢酶、脂蛋白和细胞色素P450的下游。

2．复苏因子蛋白质的特性：复苏因子是由生长活跃的富

含碱基G十C的革兰阳性菌分泌的一种能使同源休眠菌重

新活跃的蛋白质，相对分子质量(M，)在16×103～17×103。

它们在皮摩尔浓度级就能有效地促进陈旧菌的复苏、生

长坦’3 3。Mukamolova等n1证实复苏因子蛋白质在加热、透析

或胰岛素处理后其活性消失，通过对重组复苏因子基因分析

发现，重组、诱导表达产生一个M，19×103～40×103的蛋白

质。笔者所表达出蛋白质M，分别约为42×103、40×103、

36×103、19×103、24×103。多项研究证实，体外培养陈旧结

核分枝杆菌(休眠菌)时，复苏因子能有效地促进其复苏，加

入抗体中和复苏因子后，复苏促进作用消失【2’4’“。zhang

等¨1的研究显示，磷脂或特殊肽能有效地促进休眠的H37Rv

生长，与对照组比较差异有统计学意义。Mukanlolova等⋯

的研究发现，复苏因子是一种分泌蛋白，由三个不同区域组

成，即跨膜区，与细胞分泌有关；保守区，与促进细菌复苏和

生长有关；可变区，由含脯氨酸一丙氨酸的序列组成，它是细

胞膜脂蛋白的脂质结合位点。通过对公共数据库检索找到

32个与Rpf同源的蛋白质，进行同源分析发现这些蛋白有一

个高度保守的序列，这个序列均含有一段75个氨基酸残基。

这很可能就是复苏因子蛋白的核心功能结构区。

3．复苏因子的复苏机制：结核分枝杆菌分泌多种包含高

保守区的复苏因子蛋白，保守区有非常相似的结构，即含有

溶解酵素和可溶性细胞溶解转糖基酶¨⋯。他们还证实复苏

因子的作用主要是黏附肽聚糖，可见休眠菌的复苏是肽聚糖

水解的结果，这个作用既改变促进细胞分裂的细胞壁的物理

特性，又释放作为抗休眠信号功能的溶解产物。Telkov
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等¨“也证实复苏因子蛋白家族是肽聚糖水解酶，研究中还

发现在细胞中既有分泌型自身蛋白又有重组蛋白，它们是通

过水解4一甲基伞形酮一B—D—N，N’，N”，{：乙酰基壳三糖(肽

聚糖多酰胺酶合成底物，pH值6．O)来促进细胞复苏；同时它

们又是通过水解N一苄氧羰基一甘氨酸一甘氨酸一精氨酸一8一萘胺

(类胰岛素酶底物)来削弱水解4一甲基伞形酮一B—nN，N’，

N”，一三乙酰基壳三糖的活性。当第54位的谷胺酸、蛋白质

保守区与催化作用有关的物质发生改变时，水解4一甲基伞形

酮一8一D—N，N’，N”，一三乙酰基壳三糖活性降低。因此可以认

为复苏因子既有复苏作用又有抑制复苏的作用，具有自我调

控机制。也有研究证实，复苏因子蛋白质有促复苏和促休眠

的双熏作用。研究表明理舱基因具有编码RelA酶(3 7焦磷

酸转移酶)和SpoT酶(焦磷酸鸟苷裂解酶)的双重功能，Ren

酶通过抑制rRNA基因、调控DNA合成基因，从而导致DNA

和蛋白质合成受到抑制，使结核杆菌进入休眠；SpoT酶则通

过促使恢复dNTP(三磷酸脱氧核苷)浓度、DNA修复和复制

来解休眠。复苏因子正是通过水解和抑制水解细菌细胞内

的肽聚糖来调控”舱基因。

4．复苏因子蛋白质的免疫学特性：Yeremeev等"1研究表

明，Rpf亚单位疫苗在小鼠试验中有很高的免疫反应，除

Rpfc外，均能诱导产生抗体IgGl和IgG2a、卜IFN、IL_lo、

IL—12，促进T细胞增殖，而不产生IL一4、IL．5。体液免疫和T

细胞免疫显现出高度的交叉反应。复苏因子亚单位疫苗在

接种大剂量的毒力结核杆菌H37Rv小鼠中表现有明显的保

护水平，在小鼠肺脏和脾脏中结核杆菌的繁殖和生存时间都

受到抑制。Radaeva等n2 3通过对结核病复燃的易感小鼠(I／

st)模型试验发现：治疗型疫苗卡介苗(BcG)对小鼠的结核病

复燃没有保护力，是因为科赫现象的原因；但预防复燃型疫

苗Rpf蛋白家族，能诱导小鼠通过CD4+T淋巴细胞产生

7一IFN，并且能轻微的减少小鼠脏器内结核菌的增殖。但二

种疫苗都不能阻止小鼠结核病的复燃。

5．复苏因子与结核病流行病学：结核分枝杆菌耐药性和

持留性(persistence)是关系结核病临床疗效和结核病流行控

制的两大课题¨“，结核菌的持留现象使得结核病病程延绵

和复发，甚至时隔十几年又复燃，给结核病的治愈和控制流

行带来很大的困扰。结核持留菌在体内的复燃，以及复苏信

号的表达、调控，除受宿主的免疫调控之外，能使休眠菌重新

活跃的复苏促进因子起着关键作用n’2’⋯。Biketov等旧1研究

发现，在小鼠巨噬细胞内的结核分枝杆菌的体外复苏培养

中，Rpf发挥关键的作用。巨噬细胞内的结核杆菌在培养基

中能迅速生长，并快速进入对数生长期，与对照组相比差异

有统计学意义。对复苏因子的研究有助于了解机体内持留

菌复苏的机制，从而为阻断因体内持留菌复燃而导致的结核

病提供一条线索。为结核病治疗和结核病流行控制提供确

实可行的办法。几十年来BCG和结核杆菌纯蛋白衍生物

(PPD)的使用，在控制结核病的流行和易感人群的筛选方面

·
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发挥了重要作用。Yeremeev等o⋯和Radaeva等”刊的研究表

明，Rpf亚单位疫苗在小鼠试验中产生高度的免疫保护力和

一定的阻止结核病复燃作用，很有可能替代BCG和PPD，成

为新一代结核疫苗和结核蛋白衍生物，用于结核病高危人群

的筛查和监测，以控制结核病的流行。

6．复苏因子应用前景：

(1)在临床标本结核杆菌体外培养和药物开发中的应

用：结核杆菌分离培养阳性率不高，且培养时间长，尤其是肺

外结核标本阳性率极低，一直是困扰临床结核病诊断和治疗

的双重难题。复苏因子蛋白可促使休眠的结核杆菌迅速恢

复生长，有效地缩短标本培养时间，提高培养阳性率心。0】。为

结核病的诊断和结核菌耐药性检查提供直接的证据。通过

对与休眠菌解休眠相关的关键基因研究，找到能阻断体内休

眠菌复苏的分子靶位，研究相关药物，为慢性迁延性结核病

治疗和控制结核病复发的研究提供一个新的思路。

(2)结核病疫苗的研究：BCG一直是作为预防结核病的

唯一疫苗，但它的平均保护率仅50％。鉴于复苏因子蛋白的

免疫原性口’”]，复苏因子蛋白作为结核病疫苗的研究开发有

很好的前景，很可能成为一种新一代抗结核疫苗成分。
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