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摘要 RD-1(region of difference-1)被认为在结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis，MTB)的致病机理中起着关键的作用．
RD-1 基因全长 9.5 kb，开放读码框从 Rv3871～Rv3879c，分别编码 9 种不同的蛋白质．RD-1 区在卡介苗 (bacillus
Calmette-Guerin，BCG)中是缺失的．研究结果显示，RD-1区是结核分枝杆菌的主要毒力因素之一，同时 RD-1区参与了一
种新的分泌系统 ESX-1，这种分泌系统能够促进某些特定蛋白的分泌．ESX-1分泌的两种主要蛋白质 CFP-10 (culture filtrate
protein of 10 ku)和 ESAT-6 (early secreted antigenic target of 6 ku)能够形成牢固的 1∶ 1的复合体，这两种蛋白质能够协同分泌
而且能够引起 T细胞反应，并可能作为理想的靶抗原在结核的预防和诊断中发挥作用．
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结核 (tuberculosis， TB)是由结核分枝杆菌
(Mycobacterium tuberculosis，MTB)引起的人兽共患
慢性传染病，是威胁人类的三大感染性疾病之一．

目前全世界大约有 20亿人感染MTB，每年大约有
200～300万的结核患者死亡[1]．结核分枝杆菌多重

耐药性(multi-drug resistance，MDR)的出现以及艾
滋病(HIV)感染者对结核分枝杆菌易感性的增强使
结核的传播更加迅速[2]．

结核分枝杆菌区别于卡介苗 (bacillus Calmette-
Guerin，BCG)的一个重要特征是结核分枝杆菌的
基因组中存在 RD-1 区(region of difference-1)而卡
介苗没有．结核分枝杆菌菌株 H37RV 的 RD-1区
删除后注射 C57BL/6鼠，发现其毒力类似于 BCG
弱毒疫苗，从而说明 RD-1区与细菌的毒力有关[3, 4].
在本文中，我们重点描述 RD-1区编码的两种蛋白
质 ESAT-6 和 CFP-10，这两种蛋白质是重要的 T
细胞抗原，能诱导机体产生记忆性免疫应答，在结

核病的诊断、预防中已成为研究的热点．

1 RD鄄1区相关蛋白质的功能和特点
结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis, MTB)

H37Rv 基因 RD-1区全长 9.5 kb，共有 9个开放读
码框(Rv3871～Rv3879c)，分别编码 9 种蛋白质 [5]

(图 1)．Rv3871是转录形成单位，它和 Rv3870蛋

白共同作用形成膜结合 ATPase，同时还发现
Rv3871能够识别 CFP-10的 C端并同 Rv3870相互
作用进而促进 CFP-10和 ESAT-6蛋白的分泌[6, 7]．

Rv3872和 Rv3873分别是 PE和 PPE家族成员，目
前还没有证据表明 Rv3872表达的 PE蛋白存在于
结核分枝杆菌细胞膜上，但有研究表明，Rv3873
编码的 PPE 蛋白存在而且和细菌细胞膜相交
联[8, 9]．Rv3874和 Rv3875分别编码两个低分子质量
的分泌蛋白 CFP-10(culture filtrate protein of 10 ku,
esxB)和 ESAT-6 (early secreted antigenic target of
6 ku, esxA),它们的分子质量分别是 10 ku 和
6 ku[10]．这两个蛋白质受同一个启动子调控转录，

分泌至体外形成 1∶1的蛋白质二聚体，CFP-10
的 C端并不参与二聚体的形成，但是 C端的 7个
氨基酸对蛋白质的分泌却有重要的意义[11](图 2)．
Rv3876编码 N端富含脯氨酸的蛋白质．Rv3877编
码跨膜膜蛋白，该蛋白质有许多跨膜位点，是形成

蛋白质分泌通道的主要蛋白质[7]．Rv3878编码的蛋
白质被称作 TB27.4，有研究表明，TB27.4的 C端
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2 CFP鄄10和 ESAT鄄6复合体的结构和功能
结核分枝杆菌能够分泌 ESAT-6和 CFP-10蛋

白，而这两种蛋白质是有效的 T细胞抗原，在结
核分枝杆菌的毒力中起着重要的作用．现在在大肠

杆菌中表达这两种蛋白质已经成为可能，而且还发

展了有效的纯化措施．在类似于细胞内环境的条件

下，通过圆二色光谱以及核磁共振成像技术发现，

ESAT-6蛋白含有超过 75%的二级结构，以及很少
但较为稳定的三级结构，相反，CFP-10只有很少

分子是引起结核患者免疫反应的主要因素，相反，

在 BCG疫苗接种者身上没有引起相关的免疫反应，
这表明该蛋白质可能具有诊断意义[12]．有研究表明

Rv3879编码的分泌蛋白能够和 Rv3871编码蛋白相
互作用进而促进蛋白 Rv3881c/Mh3881c(EspB)的
分泌[13]．

目前，通过使用信号标记诱变、转座子杂交

以及目标位点删除技术，结核分枝杆菌 RD-1区的
几个相关基因被认为是在小鼠体内的主要毒力因

素[6, 14, 15]．有研究表明，结核分枝杆菌在进化的过

程中可能形成一种叫做 ESX-1新的分泌机制，这
种预测是建立在对 RD-1区和相关基因区域的研究
所得出的．第一个表明这种新的分泌系统可能存在

的实验是 BCG菌株插入 RD-1区序列后又恢复了
毒力[16]．RD-1区因此被认为是结核分枝杆菌的主
要毒力因子[6, 14, 15]．有研究表明，RD-1区的主要功
能是促进 ESAT-6和 CFP-10的分泌，但这并不代
表已经清楚地了解到 RD-1区分泌的确切机制．将
Rv3870，Rv3871 和 Rv3877 基因突变后，发现
ESAT-6和 CFP-10的分泌会受到抑制和影响．同
时还发现 ESX-1分泌系统中至少还有其他 14种蛋
白质参与．然而，参与 ESX-1分泌系统蛋白质的

确切种类和数目仍在研究中，而且这种不同可能表

现在不同的菌种上．目前，一些参与的蛋白质已经

被确认，Rv3868是具有 AAA+ ATP酶位点的假定
细胞质伴侣蛋白．Rv3883是一种枯草杆菌样丝氨
酸蛋白酶，Rv3870 和 Rv3871相互结合可能形成
FtsK/Spo芋E类 ATP酶而起作用．其他参与 ESX-1
分泌系统的蛋白质如 Rv3869，Rv3877和 Rv3881c
以及 Rv3882 大部分被证明存在于细胞质膜．例
如，Rv3877是一种跨膜蛋白，能够在细胞质膜上
形成蛋白质转位孔径[17, 18]．Rv3881c(Mh3881c)在分
泌时 C端会被切除，而其 C端对协同分泌具有重
要的作用，对 ESAT-6的分泌水平有影响[19]．研究

还发现，基因序列 Rv3614c～Rv3616c，同样参与
到 ESX-1 的分泌系统之中 (图 1)．其中 Rv3616c
(EspA)和 ESAT-6、CFP-10是协同分泌的，共同参
与 ESX-1分泌系统[20]．Rv3815c 的 C端同 CFP-10
一样是分泌系统 ESX-1所必需的[21]．Rv3849(EspR)
同样是 ESX-1 分泌系统的一个重要调节因素，
EspR蛋白能够直接和 Rv3614c～Rv3616c 序列启动
子结合，进而激活 Rv3614c～Rv3616c 相关基因的
表达，同时 EspR也是依赖于 ESX-1分泌系统来表
达的[22]．

Fig. 1 Part of genes involved in the ESX鄄1 secretion system
图 1 结核分枝杆菌 ESX鄄1分泌系统中参与的部分基因

箭头代表不同的编码序列以及基因转录的方向，左上角是 EspA操纵子．左上方箭头所指向的基因序列为相应序列的同源序列．

RD-1
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的二级结构，而且以无规则卷曲的状态存在[5]．

ESAT-6 和 CFP-10 是受同一操纵子编码翻译
的[10]，ESAT-6和 CFP-10能够形成牢固的 1∶1的
复合体，现在，ESAT-6 和 CFP-10复合物的结构
已经被确定，两种蛋白质都能形成螺旋 -转角 -螺
旋的发夹结构，而且彼此相互平行，同时在

ESAT-6和 CFP-10结构中都存在一种含有色氨酸
和甘氨酸的称作WXG基序的结构，这种基序主要
位于发夹结构的转角部位(图 2)，WXG基序可能与
结核分枝杆菌的毒力有关[23]．ESAT-6和 CFP-10的
接触面主要是疏水性氨基酸，而且存在有强烈的范

德华力[11]．

Rv3874和 Rv3875 只是结核分枝杆菌中 22对
成对编码基因中的一员 [24]，就 CFP-10 和 ESAT-6
而言，尽管缺少了传统的信号序列，但是通过这两

种蛋白质的协同作用，仍然能分泌到相应部位．目

前的研究表明，这两种蛋白质的分泌是一种比较活

跃的过程，侧翼基因翻译的蛋白质形成的膜蛋白聚

合体也参与了进去．与 CFP-10/ESAT-6类似归于同
一家族成员的 Rv0287/Rv0288以及 Rv3019c/Rv3020c
等也会形成牢固的聚合体并协同分泌[5]．

目前，ESAT-6 突变体的分析工作已经展开，
目的是为了寻找在同 CFP-10组成二聚体协同分泌
以及引起 T 细胞反应中起重要作用的氨基酸残
基．影响二聚体形成的几个重要的氨基酸已经被确

认，例如 ESAT-6蛋白的 Leu28～Leu29与 WXG 基
序中的 Trp43和 Gly45，它们的变异直接导致二聚体

的破坏以及结核分枝杆菌毒力的减弱[23]．

Guinn 等 [14]报道 Rv3870， Rv3871，Rv3874，
Rv3875以及 Rv3876的任何一个基因遭到破坏都会
导致结核分枝杆菌 H37Rv 在巨噬细胞样细胞
THP-1中生长缓慢而且丧失细胞毒性．Hsu等[15]证

实无论是 RD-1区的删除还是 Rv3874-Rv3875的启
动子被破坏都会导致结核分枝杆菌对肺泡细胞和巨

噬细胞细胞毒性的消失．Hsu 等 [15]进一步发现，

ESAT-6蛋白无论是单独存在还是与 CFP-10 形成
二聚体，均会导致巨噬细胞溶解，但是 CFP-10单
独存在时则不会有此种现象发生．在此基础上，

Hsu等提出 ESAT-6可能调节宿主胞膜的离子通道
进而导致细胞溶解．

Renshaw 等 [11]报道 ESAT-6 和 CFP-10 二聚体
的一个重要特征是 CFP-10的 C端是连接到细胞表
面所必需的，通过荧光电子显微镜技术他们发现，

ESAT-6和 CFP-10二聚体特异地粘附到宿主细胞
表面，表明二聚体能够和细胞表面受体相结合，并

且可能在调节宿主细胞生理活动上起作用．Marei
等[25]发现，在体外实验中以溶酶体组织蛋白酶和蛋

白质浓度 1∶2 000进行消化时，ESAT-6和 CFP-10
的单体能够快速消化，相反 ESAT-6和 CFP-10二
聚体却能够抵制溶酶体酶的消化．

3 ESAT鄄6和 CFP鄄10在新疫苗开发中和作
为分子标识的应用

Marei等[25]利用细胞内细胞激素染色技术证实，

当通过佛波酯加离子霉素的短期激活，T细胞能够
产生 TNF以及 IFN-酌．其中 CD4+ T细胞优先产生
TNF，而 CD8+ T细胞优先产生 IFN-酌．他们发现
结核分枝杆菌 ESAT-6蛋白与上述相似模式引发 T
细胞反应．同时他们还发现，ESAT-6 和 CFP-10
复合物引发的 T细胞反应强度没有 ESAT-6单独存
在时剧烈，但是同 CFP-10单独存在时引发的反应
水平大致相同．

由于 ESAT-6和 CFP-10是结核分枝杆菌的重
要免疫性抗原，目前有关亚单位疫苗和基因重组疫

苗的 研究 已经开 展， 其中较 为重 要的 是

Ag85B-ESAT6的联合分子疫苗，有时也被称作 H1.
Ag85A以及 ESAT-6这两种分泌抗原已经被确认具
有免疫原性[26]．Agger等[26]测试了一种新合成的佐

剂并命名为 IC31，这种佐剂能够和重组亚单位疫

Fig. 2 Structure of the ESAT鄄6鄄CFP鄄10 dimer
(Modified from reference [11, 23])

图 2 ESAT鄄6和CFP鄄10二聚体结构图
(修改自参考文献[11, 23])

浅蓝色: ESAT-6;深蓝色: CFP-10;粉红色: CFP-10蛋白 C端参与分

泌的 7个氨基酸;深红色: WXG基序.

CFP-10

C端

WXG

ESAT-6

WXG
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结核分枝杆菌抗原特异性 IFN-酌 释放试验
(IGRAs)的出现代表了结核病诊断领域的一个重大
进展．这些试验主要是为 T 细胞对分泌抗原
ESAT-6和 CFP-10反应所产生的 IFN-酌进行的检

测．现在商业化存在的 IGRAs主要是 T-SPOT.TB
和 QuantiFERON-Gold(表 2)[33～35]．由于大多数结核

分枝杆菌感染者单个抗原是很难被检测出来的[36]，

因此检测结核分枝杆菌的多重抗体也许会更有效．

要点 T-SPOT.TB QuantiFERON-Gold

抗原 ESAT-6和 CFP-10 ESAT-6和 CFP-10

阳性对照 需要 需要

结果所需时长(h) 16～20 16～24

技术平台 ELISpot ELISA

检测底物 人外周血单核细胞 全血

结果测量 产生 IFN-酌的 T细胞数量 T细胞产生 IFN-酌的血清浓度
读出系统 通过放大镜肉眼计数或者使用自动读取器计数 使用自动读取器进行光密度值的测量

规则核准 欧盟,加拿大,美国 FDA 欧盟,加拿大,美国 FDA

Table 2 The key features of T鄄SPOT援TB and QuantiFERON鄄Gold
表 2 T鄄SPOT援TB和 QuantiFERON鄄Gold的主要特征

Table 1 TB vaccine candidates in Phase 砖/域 clinical trials[31, 32]

表 1 临床试验第一，二阶段的结核候选疫苗简表[31, 32]

疫苗名称 抗原 疫苗分类 研发阶段 相关机构和公司

rBCG30 Ag85B 活疫苗 临床 砖期(2004年) 加利福尼亚大学

Advac Ag85A, Ag85B和 TB10.4 基因重组疫苗 临床 砖期(2007年) 全球肺结核疫苗基金会

MVA85A Ag85B 基因重组疫苗 临床 砖期(2003年)
临床域期(2007年)

牛津大学 /Emergent BioSolutions公司

H1/IC31 Ag85B和 ESAT-6 亚单位疫苗 临床 砖期(2005年) 丹麦国立血清研究所 /Sanofi Pasteur公司

H1/LTK63 Ag85B和 ESAT-6 亚单位疫苗 临床 砖期(2007年) 丹麦国立血清研究所 / Novartis公司

HyVac4/IC31 Ag85B和 TB10.4 亚单位疫苗 临床 砖期(2007年) 丹麦国立血清研究所 /Sanofi Pasteur公司 /
全球肺结核疫苗基金会

苗 ESAT-6 和 Ag85B 联合使用．研究结果表明，
以 IC31作为佐剂的 ESAT-6/Ag85B疫苗对小鼠肺
脏的保护力明显要强于只接种 BCG疫苗的小鼠，
这种疫苗已经进入临床试验阶段(表 1)．另一种佐
剂 LTK63和重组亚单位疫苗 ESAT-6和 Ag85B联
合使用能够引发持续的 T细胞反应，而且能使先
前的 BCG免疫得到增强[27](表 1)．

Derrick 等[28]通过下述方法评估一种能够表达

融合蛋白 ESAT6-Ag85B的 DNA疫苗 PE6/85的保
护性效能．C57BL/6 小鼠无论是单独接种 PE6/85
3次(每隔 3周 1次)或者在小鼠 BCG免疫后的 12、
13、14个星期各注射 1次 PE6/85免疫小鼠．结果
表明，在这两种情况下小鼠的肺脏和脾脏中杆菌的

数量没有明显的不同，但是比单独使用 BCG的杆
菌数量明显减少．另外有研究发现，相对于只接种

BCG 的小鼠，同时接种 ESAT-6 的 DNA 疫苗和

BCG疫苗能够大大提高特异性 IFN-酌的形成，并
且小鼠的脾脏和肺脏的结核分枝杆菌的数量大大减

少，在肺部只能检测到轻微的病变，这表明 BCG
疫苗如果和其他相关疫苗联合使用能够引发更有效

的免疫反应[29]．Wu等[30]发现当以 CFP-10 的 DNA
疫苗注射 C3H小鼠时能够选择性地引发 CFP-1032-39

特异性 CD8+ T细胞的反应．通过雾化的结核分枝
杆菌气溶胶激发免疫小鼠，可导致 CFP-1032-39特异

性 CD8+ T细胞的增长并将持续 8个星期．他们还
发现免疫过 CFP-10 DNA疫苗的小鼠在 4和 8个
星期之后肺部的菌落形成单位明显低于只接种

DNA 空载体的小鼠．他们因此认为 CFP-10 的
DNA疫苗能够引发免疫保护反应，并可作为一种
候选疫苗．Pym 等 [16]已将 CFP-10 的编码基因与
RD1 区的一些基因重组转入 BCG，形成重组的
BCG菌株 BCG∶RD1-2F．
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多重抗原免疫印迹法(MAPIA)是一种通过烟雾化作
用使几种抗原印迹在硝酸纤维素膜上，然后通过与

抗体的反应来诊断结核的 [37]．在这种方法的基础

上，目前一种新的诊断结核的血清学方法被发现，

这种方法通过结核抗原 ESAT-6，CFP-10和热休克
蛋白覆盖于微球颗粒上面，然后通过荧光显色鉴定

相关抗体．这种方法已经被用于检测非人类灵长类

的动物模型上[38]．Fox等[39]通过 ELISPOT实验方法
确定 ESAT-6和 CFP-10的结合蛋白在对结核分枝
杆菌隐性感染者能够提供最为有效和灵敏的结果，

而 CFP-10蛋白在诊断活动性结核方面作用明显．
目前许多新型结核疫苗都已经进入临床试验阶

段，但是应该注意到这些疫苗的研发仅仅是针对少

数研究比较透彻的抗原进行的，这些抗原主要包括

ESAT-6、CFP-10、Ag85A和 Ag85B．因此，如果
想获得更有效的疫苗，科研工作者应该拓展思路、

积极地探索和发现更有效以及免疫原性更高的新型

抗原．T-SPOT.TB 和 QuantiFERON-Gold 诊断技
术，因其高度的灵敏度以及能够大大降低了传统的

结核菌素皮肤试验(TST)所带来的假阳性概率而成
为诊断潜伏性结核感染(LTBI)的新技术．然而，对
临床结果的纵向研究迫切需要定义结核分枝杆菌抗

原特异性 IFN-酌释放试验(IGRAs)对活动性结核的
预测价值．这些数据的确立将会为实施以 IGRAs
诊断结果为指导的治疗方法提供可靠依据．

4 结 语

为了应对结核这一世界性传染性疾病，科学家

们对结核分枝杆菌培养液中的分泌蛋白进行了广泛

的研究，由于结核分枝杆菌的 RD-1区在 BCG菌
株中是缺失的，因此 RD-1区蛋白受到了广泛的重
视，其中 RD-1 区的 ESAT-6 和 CFP-10 蛋白由于
具有较好的免疫原性而成为人们研究的热点．结核

分枝杆菌基因组测序工作的完成，为进行结核分枝

杆菌蛋白质组学研究奠定了基础[40]．可以预见，通

过蛋白质组学研究，许多用于结核分枝杆菌检测以

及研制亚单位疫苗的新抗原分子将会被发现．
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The Structure and Function of M. tuberculosis
RD鄄1 Region Encoded Proteins*

LI Hao, XU Jun-Jie**, CHEN Wei**

(State Key Laboratory of Pathogen and Bio鄄security, Institute of Microbiology and Epidemiology, Beijing 100071, China)

Abstract The RD-1 locus has been considered crucial in the pathogenesis of M. tuberculosis, the RD-1 locus is
9.5 kb and spanning open reading frames Rv3871 to Rv3879c encoding 9 different proteins separately. The RD-1
locus is missing in all bacillus Calmette-Guerin (BCG) strains, and is one of the key virulence factor in
M. tuberculosis. The RD-1 locus participates in a new secreting system named ESX-1, which can facilitate the
secretion of some special proteins. The two important proteins encoded by the RD-1 locus named CFP-10 and
ESAT-6 can form a tight 1∶1 complex, and has been shown to be coordinately secreted and lead to a strong T cell
response, which suggests that these two proteins may act as ideal target antigens in diagnosis and prevention of
tuberculosis (TB).

Key words Mycobacterium tuberculosis, RD-1, CFP-10, ESAT-6
DOI: 10.3724/SP.J.1206.2009.00187

*This work was supported by a grant from The National Natural Science Foundation of China (30571745).

**Corresponding author. Tel: 86-10-66948491

XU Jun-Jie. E-mail: xujunjie@sina.com

CHEN Wei. E-mail: cw789661@yahoo.com

Received: March 29, 2009 Accepted: May 11, 2009

1266· ·


