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结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberc— 

ulosis，MTB)感染所引起的结核病，是威胁 

人类健康的重要传染性疾病之一。近年来 ， 

由于器官移植、艾滋病的流行、全球移民速 

度的增加等原因，结核病的疫情呈明显的上 

升趋势。全球每年因结核病死亡的人数约有 

300万，目前我国属全球22个结核病高负担国 

家之一，结核病人数在世界排名第二 ，仅次 

于印度，约有5．5亿人感染过MTB，约450万 

人患有结核病，其中200万人是开放性结核 

病，每年因结核病死亡的人数约有13万。结 

核已成为感染性疾病的头号杀手，因此 ，及 

时、准确地诊断MTB感染，对于结核病的控 

制具有重要意义⋯。 

1结核分枝杆菌感染的诊断现况 

细菌学检查目前是结核病实验室诊断的 

金标准口 ，但涂片抗酸染色阳性率很低，约为 

10％；而结核分枝杆菌培养所需时间 (1～2 

月)较长，且阳性率仅20％～30％，对临床 

早期诊断价值有限 。随着分子生物学技术 

的迅速发展，用高度敏感的方法检测结核分 

枝杆菌及其特异性DNA片段，~I：IPCR、生物 

探针和基因芯片等，需要相应的检测设备且 

检测费用高未能广泛推广。免疫学诊断技术 

因简单、快速、价廉等原因，有较好的发展 

前景 ，但缺乏特异性抗原。对MTB潜伏感 

染者的筛选，各国普遍采用结核菌素皮肤试 

验(TST Tuberculin Skin Test)，但结核菌素纯 

蛋白衍生物(protein purified derivative，PPD) 

包含的抗原成分复杂，导致筛选特异性差， 

尤其易受卡介苗接种和非结核分枝杆菌感染 

的干扰 ，同时 ，实验灵敏度不够 ，临床有 

145- 

10％～25％的结核病患者PPD试验呈阴性，晚 

期结核患者的阳性率更是降至50％。90年代后 

期发展起来的以PPD为抗原的外周血单个核细 

胞刺激试验或干扰素(IFN)一Y释放试验明显提 

高了诊断的灵敏性，但最大的缺陷仍是缺乏 

特异性抗原。因此，寻找结核特异性抗原对 

结核病诊断至关重要I” 。 

2 Esat-6蛋白的特性 

2 1理化特性 

早期分泌性抗原靶6(6kD early secretory 

antigenic target ESAT一6)为结核分枝杆菌感染早 

期所分泌的蛋白，由于它在 SDS2PAGE中泳动 

的位置接近 6kD，因此称为 ESAT一6。ESAT一6 

由rv3875基因编码，开放读码框(ORF)285bp， 

编码 95个氨基酸，相对分子量约 11 kD。1998 

年，Harboe等 应用前后重复多肽 ELISA检测 

ESAT一6蛋白的结构发现其 N末端区的 3到 l5 

的氨基酸位 (EQQWNFAGIEAAA)有一个亲水 

区，并沿着多肽链发现了另2个亲水区。 

2．2分布特性 

2．2．1菌内分布 

通过对 MTB的早期培养滤液(ST．CF)~n 

不同组分进行分析 ]，发现 Esat一6蛋白不仅存 

在于 ST—CF，还存在于细胞浆和细胞壁中，但 

细胞膜中没有。在常规普通培养基上生长时， 

MTB分泌的 Esat一6蛋白量很低，但在感染的 

巨噬细胞内生长时，Esat一6蛋白表达量明显提 

高，这种变化被称为巨噬细胞诱导效应[6 。与 

Ag85和 38KDa等不同的是，Esat一6在MTB增 

殖期和非增殖期都高水平地转录 ，因此，无 

论是活动性结核患者还是 MTB潜伏感染者， 

Esat-6都能有效诱导机体的免疫应答。 
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2．2．2菌问分布 

通过 PCR，Southern杂交和免疫印迹 

分析，从基因和蛋白水平上揭示 ESAT一6仅 

存在于致病性分枝杆菌中，包括人型结核杆 

菌、牛型结核杆菌、非洲分枝杆菌以及苏尔 

加分枝杆菌、海水分枝杆菌和堪萨斯分枝杆 

菌隅 等非典型分枝杆菌，而 BCG及其他非致 

病性分枝杆菌缺失。 

2．2_3免疫学特性 

ESAT一6抗原含有多个T细胞和B细胞识 

别表位 ，能够诱导不同遗传背景的个体T细 

胞反应，可以在 MTB感染早期小鼠模型中 

引起T细胞反应，在结核患者引起比其他分 

枝杆菌蛋白更强的免疫反应  ̈。Brondt等 

发现 Esat一6蛋白可刺激结核分枝杆菌感染小 

鼠的淋巴细胞增殖，并诱导模型小鼠的淋巴 

细胞有效释放 IFN—Y。Martin【1伽的研究证明 

Esat一6蛋白可诱导结核分枝杆菌感染豚鼠产 

生迟发型超敏反应。近年来，多位学者采用 

更敏感的酶联免疫斑点(ELISPOT)技术，证 

明 Esat一6蛋白及其肽段可刺激结核病患者或 

潜伏感染者T细胞释放IFN．y。除了细胞免 

疫活性，Harboe等 验证了 Esat一6蛋白的抗 

体免疫活性，即 Esat一6蛋白可与单克隆抗体 

HYB76—8发生明显的阳性反应，并据此建立 

了双抗 ELISA捕获法，以备用于对重组结核 

疫苗 Esat．6蛋白表达量进行检测。 

3 Esat-6蛋白在结核分枝杆菌感染诊断中的研 

究进展 

Esat．6蛋白的分布特异性和良好免疫性 

决定其作为特异性抗原用于结核病诊断。 

3．1 ESAT-6为基础 JFN—y释放试验 

IFN—Y释放试验的基础在于检测由BCG 

疫苗菌株中所没有的结核分枝杆菌特异抗原 

(ESAT．6和 CFP一10)混合物刺激致敏 T细 

胞后释放出的 IFN Y。用于诊断 TBM 感染的 

两种商品化血液检测试剂，2004年12)q FDA 

批准了一种即 Quanti FERON—TB Gold Test， 

另一种诊断试剂为 T SPOT--TB。QFT--Gold 

检测需将全血样品置于肝素抗凝管内并与这 
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些抗原混合，此外还需有不加抗原和丝裂原 

的对照管作对照。感染结核分枝杆菌的病人 

血 中T细胞会和这些抗原反应产生IFN y， 

结果可用ELISA法检测。T—SPOT—TB技术， 

2001年由 Lalvani等发明，是以 ESAT一6和 

CFP．10蛋白为特异性抗原，通过 EISPOT检 

测结核感染后特异性细胞因子分泌T淋巴细胞 

来诊断是否存在结核感染。其诊断 MTB感染 

者的敏感性超过 90％，而健康组却未观察到 

该反应，因为仅仅是来源于 MTB感染者的 T 

细胞才能识别 ESAT一6。2005年12月，该试验 

获得了美国食品药品管理局的最终批准，用 

于结核感染的辅助诊断，现已在英国、美国 

及澳大利亚等国家得到广泛应用。 

3．1．1 IFN—Y释放试验对结核病的诊断 

Pathan等 ̈选用不同程度的 MTB感染 

者为实验对象，用 Esat一6～ELISPOT方法计数 

外周血中分泌 IFN．v的 T细胞，结果发现除 

了未感染过 MTB的人群呈阴性反应，其余 

各组包括 TST阳性的结核病密切接触者、淋 

巴结核患者、痰菌阴性的肺结核患者和痰菌 

阳性的肺结核患者均呈阳性反应。Hill等 

发现 ，在有密切结核接触史的健康人群中， 

ESAT．6一ELISPOT检测外周血可为阳性结 

果，且阳性率随接触时间的增加而增高。 

Lalvani研究比较了Esat一6一ELISPOT、 

PPD—ELISPOT和 TST对结核病的诊断情况， 

结果证实了 Esat一6．ELISPOT诊断活动性结 

核病比 PPD-ELISPOT和 TST的敏感性和特 

异性均高，Pathan在研究中还发现 Esat一6一 

ELISPOT反应强度与体内 MTB负荷有关， 

MTB越多，Esat一6一ELISPOT反应越强，故结 

核病患者在化疗过程中分泌 IFN—Y的T细胞 

逐渐降低甚至阴转，这可能对判断病情及预 

后有重要意义u 。我国周霞等  ̈对rCFP．10／ 

ESAT一6融合蛋白刺激 Y—IFN 体外释放测定 

与结核菌素皮试检出结核感染的敏感性进行 

比较 。对疑似结核病患者共 229例进行随 

机、双盲、平行、对照、前瞻性试验 ，后 

经细菌培养证实患结核病的病人共129人， 
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没有结核病史的非结核病患者共 100人。 

以某一特定的 Y—IFN 体外释放水平及结素 

皮试反应硬结直径 10 mm 为阳性切割值， 

rCFP．10／ESAT一6融合蛋白刺激 Y—IFN体外释 

放测定的敏感性为 96％，显著高于结素皮试 

(89％)(r：4．92；0．025<P)，ESAT一6融合蛋白刺 

激Y—IFN体外释放测定替代结素皮试检出结 

核感染在一定条件下是可行的。 

3．1．2 IFN- 释放试验对 HIV合并结核杆菌 

感染的诊断 

人类免疫缺陷病毒(HIV)感染者的增多， 

也带来结核病发病率的升高。其中一方面原 

因是由于HIV感染主要引起 T淋巴细胞，特 

别是 CD4+T淋巴细胞的功能下降和数量减 

少。而 CD4+T淋巴细胞在抗结核感染中发挥 

主要作用，这样 ，HIV通过使机体免疫功能 

的下降而增加了对结核分枝杆菌(MTB)的易 

感性。由于细胞免疫功能的下降，HIV感染 

者的纯蛋白衍生物(PPD)皮试结果常呈阴性反 

应或无反应性，尤其是 CD4+<50／u l的 HIV 

感染人群中的发生率高达80％。而 Chapman 

等实验结果表明 HIV 阳性患者 中ESAT一6． 

ELISPOT阳性率可 高达90％，检测结果受 

HIV影响较小 引̈。Simmons等睢们针对越南成 

年结核性脑膜炎患者应用该技术进行外周血 

检测，其中HIV阳性患者 28例，HIV阴性患 

者l9例。抗结核治疗前 ，58％的HIV阴性患 

者及 64％ 的HIV阳性患者呈阳性 ；健康人 

中 ESAT一6及 CFP一10特异性反应阳性率分别 

为 54％和 49％，结果显示 HIV阳性患者、 

HIV阴性患者与健康人比较无明显差异。我 

国张斌等 利用重组表达结核杆菌 ESAT．6 

蛋白做为抗原，通过 ELISPOT技术检测 HIV 

感染者中特异性 T细胞反应 ，并以正常健康 

者、无 HIV感染的结核患者作为对照。结果 

ESAT一6重组蛋白对结核患者外周血单核细 

胞 ELISPOT方法检测证实其具有良好的抗 

原性 ，斑点形成单位数(SFU／10 6PBMC)在 

结核组和 HIV合并结核感染组中显著升高， 

并与无合并结核感染临床表现的 HIV组以 
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及健康对照组间均存在明显的差别。可见重 

组结核杆菌 ESAT一6蛋白可以作为抗原通过 

ELISPOT方法检测 HIV感染者中结核杆菌合 

并感染。 

S Jones等 引̈在存在潜伏性结核感染 

(LTBI)危险因素的 HIV感染人群中评估 TST 

和QFT—G试验。QFr—G和 TST结果之间的一 

致性较低(K 0．38)，QFT—G结果同 TST相比 

与 LTBI危险因素相关的可能性更大。认为 

QFr—G试验在 HIV感染人群中可能较 TST试 

验更有价值。 

3．1．3 IFN-Y释放试验对 MTB潜伏感染的筛 

查作用 

Ewer等 卅̈针对 2001年英国一所中学里 

爆发的结核病疫情，进行了不同筛查方法的 

比较研究。Ewer对 963名学生进行初访， 

对其中550名学生进行回访，主要考虑的因 

素为暴露程度、BCG接种史、出生地，并对 

他们进行 TST和 RD1一ELISPOT检测，结果 

发现尽管两种方法的一致性很好，但 RD1一 

ELISPOT比 TST与 MTB暴露程度的相关性 

更强，TST则与 BCG接种更为相关，RDl- 

ELISPOT不受 BCG 接种的影响。此外 ， 

RD1一ELISPOT筛查 MTB潜伏感染可能比 

TST更少地受环境分枝杆菌感染的影响。 

Lavani等 卅通过对英国一个诊所痰菌阳性结 

核病患者的近期接触者进行追踪研究，同样 

发现 Esat一6-ELISPOT的阳性结果与结核分 

枝杆菌暴露程度强相关，而 TST的阳性结果 

与结核分枝杆菌暴露程度的相关性较弱、与 

BCG接种强相关。我国陈献雄等 ̈2008年采 

用早期建立的 ESAT．6抗原 IFN Y ELISPOT 

检测技术，对深圳市不同人群结核分枝杆菌 

潜伏感染的现状进行调查研究。同时对各组 

人群还进行结核菌素皮试(PPD皮试)调查作 

为对照研究。结果：各组人群中的 ELISPOT 

检测阳性率分别为高校学生 5．88％、结核病 

区医务人员 55．6％、公司保安人员 31．03％、 

IT公司职员 31．57％、生物公司职员 19．44％； 

PPD皮试阳性率为高校学生 20．58％、结核病 
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区医务人员 88．9％、IT公司职员 42，1 1％、生 

物公司职员 41．67％、公司保安 41．38％。结 

论：ELISPOT检测诊断潜伏期结核分枝杆菌感 

染优于 PPD皮试。 

3．1．4 IFN-Y释放试验对肺外结核的诊断 

孟成艳等 纠应用该技术进行外周血检 

测，用于一例临床症状不典型、涂片及培养 

阴性的疑似结核性脑膜炎患者的诊断，根据 

患者 ELISPOT检测为强阳性的结果，结合患 

者临床表现及实验室检查，诊断为结核性脑 

膜炎并对该患者采用抗结核治疗，患者病情 

明显好转。 

2008年日本的Iguchi M等 应用Quanti— 

FERON技术诊断两例结核性脑膜炎 (1例 33 

岁女性和 1例 34岁的男性)，第 1例是结核 

瘤合并有颅神经的损伤，第 2例是结核性脑膜 

炎。早期诊断比较困难，因为涂片和 PCR阴 

性。经几周后过后 2例结核杆菌培养均为阳 

性。QuantiFERON诊断早于细菌培养。可见 

此方法对于早期诊断结核性脑膜炎非常有益。 

ELISPOT法诊断活动性肺结核的敏感 

性，范围从 83％至 97％。但该技术已被证明 

结核性脑膜炎患者检测外周血中抗原特异性 

T细胞只有 58％ 的敏感性，Losi等报告说， 

ESAT一6和 CFP一10一抗原特异性单个核细胞浓 

度胸腔积液中是外周血中的 4．2至 7．5倍。他 

们的数据还表明，在胸腔积液中检测 ESAT一6 

特异性 y．干扰素分泌细胞对于诊断结核性胸 

膜炎 ，具有高度特异性和敏感性，是快速、 

准确诊断肺外结核的好方法。抗原特异性淋 

巴细胞在脑脊液中比外周血中高表明结核分 

枝杆菌特异性淋巴细胞积聚在结核性脑膜炎 

患者的脑脊液中。2008年 Shuji Murakami等 

通过酶联免疫斑点法检测一个昏迷病人脑脊 

液中 ESAT～6抗原特异性淋巴细胞在病原体 

鉴定之前确诊为结核性脑膜炎口 。 

特异性结核抗原引起的免疫反应在外周 

血和炎症的部位聚集 ，东京国立医院据此发 

展了更准确的诊断活动性结核性胸膜炎、腹 

膜炎、脑膜炎、心包炎的方法，即使用腔液 
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标本的 IFN—y释放检测方法。研究对象为 30 

例细菌学证实活动性结核浆膜炎和 49例确定 

无结核病因的病例。积液上清液中的单个核 

细胞连同生理盐水或结核分枝杆菌特异性抗 

原肽 (ESAT一6和 CFP-10)共同培养 18 h， 

用 ELISA 法分别测定培养上清液中的干扰 

素一Y浓度，结果活动性结核浆膜炎患者腔液 

中抗原特异性干扰素。Y的浓度显著高于非结 

核积液 。 

3．2 ESAT-6皮肤试验在结核杆菌感染中的应用 

张灵霞等比。 将 Esat-6作为皮肤反应试剂 

用于结核病诊断的研究中发现 ，Esat一6皮试 

可以很好地区分 MTB感染和 BCG致敏的 

动物，但不能区分 MTB活菌和 MTB死菌 

致敏的动物。另有研究表明，在健康志愿者 

中，TST与 BCG接种史和排菌患者接触密 

切程度均呈正相关，而以 Esat一6为抗原刺激 

的 IFN—v水平在不同 MTB接触程度组中差 

异显著、但在有无 BCG接种史组无统计学差 

异。以上研究说明以 Esat一6为抗原检I~I]MTB 

潜伏感染优于 TST。徐苗等  ̈对重组Esat- 

6(rEsat一6)作为皮肤反应试剂进行了较多研 

究，通过系列动物试验发现 ：rEsat一6可很好 

区分 MTB与 BCG和多种非结核分枝杆菌致 

敏的动物；而且 rEsat一6对 MTB活菌感染的 

动物皮试呈明显的阳性反应，但与MTB死菌 

致敏动物同 BCG致敏动物一样呈阴性反应。 

为了进一步证实 rEsat一6不仅能鉴别 MTB感 

染和 BCG接种，也能鉴别MTB活菌和 MTB 

死菌，目前徐苗等正在进行 MTB感染动物 

化疗过程中皮试动态分析的研究，如果随着 

化疗的进行，rEsat一6皮试反应强度降低甚至 

阴转无疑将为该蛋白用于 MTB潜伏感染的 

筛查提供更有力的证据。此外，我们在研究 

中还发现对 MTB感染的动物，rEsat一6皮试 

比 PPD皮试更灵敏，可能与 Esat-6蛋白是在 

MTB生长的早期分泌有关，这将十分有利于 

rEsat-6对 MTB感染的早期诊断。 

4 Esat-6蛋白对诊断 MTB感染的研究展望 

Esat一6蛋白因其高度特异性和免疫活性 
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为 MTB感染筛查的特异性抗原极具潜力。 

至于筛查方式，皮试和 IFN—Y释放试验各 

有利弊 ：皮试作为经典方法 ，简单易行、价 

廉是其最大优点，但判读结果带有主观性、 

需要回访等是不利因素 ；IFN—Y释放试验 

是近年来发展起来的新技术，客观、灵敏、 

易于自动化是其优点，但所用仪器和试剂极 

其昂贵，在大多数低收入的结核高负担国家 

很难推广。上述方法均是利用 ESAT一6蛋白 

的免疫活性对 MTB感染的诊断，由于结核 

杆菌为胞内寄生菌在感染的巨噬细胞内生长 

时，Esat一6蛋白表达量明显提高，因此采用 

细胞化学法检测外周血或体液中单核细胞内 

Esat一6蛋白可以作为 MTB感染的直接证据， 

将有望为肺内外结核感染的诊断提供新的简 

便、经济、快捷的试验方法。 
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