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海分枝杆菌-斑马鱼模型的抗结核研究进展
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　 　 【摘要】 　 斑马鱼(Danio rerio,Zebrafish)模型是研究宿主-病原体相互作用的有力平台。 因为其光学透明特
性,斑马鱼幼虫感染模型有利于探索在活脊椎动物体内实时观察海洋分枝杆菌(Mycobacterium marinum, M.
marinum)感染的早期阶段的发病机制。 此外,斑马鱼幼虫免疫系统提供了探索海洋分枝杆菌与宿主免疫作用机制
的条件。 还因斑马鱼发育周期短、繁殖产量高、饲养条件低而备受欢迎,而海分枝杆菌因其实验环境要求低,基因
相似性与结核分枝杆菌高而作为研究结核的备选细菌。 因此,斑马鱼-海分枝杆菌感染模型的使用成为揭示结核
病发病机制并研发药物的有效途径之一。
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【Abstract】　 Zebrafish (Danio rerio) is a powerful model animal for studies on host-pathogen interactions. Because of
its optical transparency, the zebrafish larval infection model facilitates exploring the pathogenesis of Mycobacterium infection
in vivo in real time. In addition, the immune system of zebrafish larvae provides the conditions to explore the mechanisms of
immune interactions between Mycobacterium marinum and the host. It is also popular because of its short development
cycle, high reproductive yield, and low feeding conditions. Mycobacterium marinum is an alternative bacterium for
tuberculosis research, because of its simple environmental requirements and high genetic similarity with Mycobacterium
tuberculosis. Therefore, the zebrafish-Mycobacterium marinum infection model has become one of the most effective research
tools to reveal the pathogenesis of tuberculosis and develop drugs.
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　 　 结核病( tuberculosis, TB)由结核分枝杆菌引
起,是一种慢性传染病,主要侵犯肺,感染初期可无

症状,故可能延误诊治和加速传染,后逐渐发展为
咳嗽、午后低热、夜间盗汗等。 肺结核是世界十大
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死因之一。 我国是世界上第二大因肺结核死亡的
国家,且西藏地区在过去十年间上升最多。 目前抗
结核的一线和二线药物如异烟肼( isoniazid, INH)、
左氧氟沙星( levofloxacin, Lfx)仍是主要抗结核药
物,但存在这治疗周期长、药物毒性大的缺点。 而
新研发的抗结核药物如利奈唑胺、贝达奎林
(bedaquiline)、delamanid 和 PA-824 仍然在试验阶
段。 而斑马鱼作为一种具有通体透明、小而易繁
殖、与哺乳动物基因相似度高等优点的模型动物,
对于抗结核药物的研发具有重要作用。

1　 海分枝杆菌生物学特征
1. 1　 与结核分枝杆菌相似性
它是鱼类和两栖类的病原菌,其基因相似度与

结核分枝杆菌高达 95%[1],最适生长温度在 30 ~
32℃,可在 BSL-2级实验室展开研究,而不像传统的
结核分枝杆菌需要 BSL-3[2]。 其与结核分枝杆菌都
有着相似的致病机理,如都形成肉芽肿。 海分枝杆
菌感染斑马鱼,表现为感染早期细菌数目的急剧增
多及干酪样肉芽肿的形成,且巨噬细胞吞噬海分枝
杆菌的方式及运输传播途径相同于结核分枝

杆菌[3]。
1. 2　 海分枝杆菌在体内的传播机制
首先,斑马鱼对海分枝杆菌非常敏感,且形成

的结核性肉芽肿坏死似乎至少部分地由宿主因素

决定。 其次,巨噬细胞能迅速抑制分枝杆菌的生
长,但同时为分枝杆菌的传播提供了保护伞。 Clay
等[4]在小鼠中研究发现,在诱导适应性免疫之前,
分枝杆菌在巨噬细胞中的生长不会受到抑制。 所
以使用该模型,结果巨噬细胞的缺乏迅速导致较高
的细菌负担,这表明巨噬细胞控制早期感染。 实验
结果表明巨噬细胞在分枝杆菌的组织播散中起着

关键的作用,作者提出,在巨噬细胞内的驻留代表
了致病性分枝杆菌在进化上的权衡,巨噬细胞减缓
了它们的早期生长,但提供了组织传播的机制。
同时,结核杆菌在组织中的传播方式借此模型

也有新的阐述。 Davis 等[5]在模型中直接观察到了

紧密编织的肉芽肿样聚集体以及从远处募集到肉

芽肿中的未受感染的巨噬细胞的动态特性。 从而
揭示了巨噬细胞介导的细菌传播的两个新机制:通
过细胞间系索巨噬细胞之间直接转移,以及组织中
与死亡巨噬细胞相关的细菌的再吞噬作用。 还发
现即使斑马鱼在它的胚胎期缺乏适应性免疫要素

的特性下,在感染的胚胎中仍然形成肉芽肿样聚集
物,且在胸腺发育不全的斑马鱼中也有巨噬细胞聚
集,进一步支持了肉芽肿样聚集体的形成和巨噬细
胞向上皮样细胞分化独立于 T 淋巴细胞的观点。
分枝杆菌在肉芽肿之间的传播方式可能更为复杂。
Fenaroli等[6]用共聚焦显微镜观察荧光 NPs(纳米颗
粒)可以以小聚集体聚集于肉芽肿附近的内皮管腔
侧,EM分析表明 NPs 通过细胞旁途径穿过内皮细
胞,斑马鱼幼虫的血管内皮细胞相邻的肉芽肿允许
不同的 NP 颗粒进入感染灶。 研究表明,NP 让被感
染所在而吸引的巨噬细胞所摄取是 NP 到达结核肉
芽肿的一个途径,同时,利用此特点,可以针对性的
研发靶向肉芽肿的药物。
在分枝杆菌传播途径上,Van 等[7]研究结核性

脑膜炎发现,在成年斑马鱼中,显示腹腔感染可导
致脑膜肉芽肿的形成,数量占据样本量的 20%,偶
尔伴有脑实质侵犯。 在斑马鱼胚胎和幼虫实验中,
都表现出脑组织的浸润。 经验证,当用海分枝杆菌
ESX-1突变株感染胚胎时,脑组织中仅存在小簇和
散在分离的具有高细菌负荷的吞噬细胞。 表明分
枝杆菌通过血流传播导致脑组织中早期肉芽肿的

形成。
总之,分枝杆菌在宿主内的传播更多的取决于

宿主及其免疫系统,但肉芽肿斑马鱼模型也有其缺
点,Swaim等[8]就发现肉芽肿多见于斑马鱼肠系膜、
胰腺、性腺、肾和肝,但很少见于头部、鳃弓和脾,而
从未见于肌肉或皮肤,与人类和一些非人类模型相
比,高剂量时会快速压垮斑马鱼免疫系统,斑马鱼
似乎不能清除致病性分枝杆菌感染,即使在低感染
剂量下也是如此。 但是 Hammarén 等[9]通过实验发

现,10%的个体在激活适应性反应( >2wpi)后能够
清除感染。 此种结果出现的原因可能是由于不同
斑马鱼具有的不同遗传特性,因为实验环境和感染
细菌数量的差异化理论上区别很小。

2　 模型研究的可行性
Ramakrishnan[10]认为,利用斑马鱼的光学透明

度以及遗传和药理学的可跟踪性,实时监测感染。
斑马鱼能够展示分枝杆菌和宿主之间天生相互作

用的所有步骤。 侯曼美等[11]利用海分枝杆菌-斑马
鱼模型得出其相互作用过程为:海分枝杆菌感染组
织、巨噬细胞吞噬海分枝杆菌、巨噬细胞进入组织
深部并聚集为肉芽肿、海分枝杆菌在巨噬细胞间传
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播。 因此,利用此模型或许可从中寻找出结核病发
病机制或机体与病原相互免疫机制,为进一步开发
治疗药物或疫苗提供理论基础。

3　 分枝杆菌模型的建立及指标观测
彭世泽[12]利用斑马鱼卵黄囊微注射技术,建立

感染模型,对海分枝杆菌致死剂量做了研究,先后
对毒菌和灭活菌感染的斑马鱼进行了生存性观察。
并用异烟肼与利福平等进行了药效评价,结果表明
药物治疗可明显降低结核感染的鱼卵的死亡率,呈
现较好的量效关系。 该实验简单有效地验证了传
统抗结核药的有效性,同时佐证了斑马鱼作为抗结
核模型的科学性。

RD1-RD16区是结核分枝杆菌与卡介苗的基因
之间的差别区,与结核分枝杆菌的毒力有重要的联
系。 Swaim等[8]建立了一个用于大规模纵向研究成

年斑马鱼—海分枝杆菌诱导的结核病的流动鱼设
施,并用 RD1 突变株作为对照组,通过腹腔感染斑
马鱼获得接种模型,观测斑马鱼各个脏器的 CFU聚
集和肉芽肿形成、伊红染色和抗酸染色的病理切
片、生存能力的评价,显示出良好的试验预期结果。
该突变株感染模型的建立可作为筛选抗结核病药

物的理想模型。 ERP 基因也是结核分枝杆菌重要
的毒力因子,也存在于卡介苗中。 Clay 等[4]通过后

脑室或尾静脉感染 Erp 基因缺陷突变株,结合 fli1:
EGFP 转基因斑马鱼胚胎,通过激光共聚焦和实时
荧光 PCR定量分析,对肉芽肿聚集时间、部位及数
量进行了细微的观察,着重对巨噬细胞与斑马鱼免
疫系统相互作用进行了研究。 此种方法有利于细
菌耐药性机制的探索和疫苗候选分子的选择。
由于斑马鱼体积小、胚胎透明的特点,尤其适

用于同时大量的荧光通路分析。 Takaki 等[13]开发

了一个使用海分枝杆菌—斑马鱼幼虫模型和基于
荧光的快速体内药物筛选的方法。 通过尾静脉注
射感染 36小时后的斑马鱼幼虫,再被置于 96 孔板。
通过 APF(自动板荧光法)测量感染负荷的实验。
实验在 96孔饲养,并于低温麻醉后在荧光显微镜下
自动成像,这种方法允许快速、连续和高通量的数
据收集,并以幼虫感染的细菌负荷(以相对荧光强
度 RFU为观察指标)作为评判指标。
用哪种发育阶段斑马鱼、多少菌量接种来建立

模型,胚胎幼虫或成年斑马鱼在上述研究中都有用
到。 而 Sridevi等[14]发现,腹腔内接种 0. 75万细菌 /

鱼的模型是最优化模型。 所有抗结核药物在该模
型中均表现出有效性。 用于评估感染和抗菌反应
的参数是:(a)细菌计数;(b)体重变化;(c)生存能
力,实验建议使用成年斑马鱼模型应优先于幼鱼模
型,因为成年斑马鱼具有药物代谢所需的最佳发育
器官[14-15],可溶性差的药物可能沉淀,并在幼体试
验中不会吸收,因此不能在幼体斑马鱼中进行试
验。 使用口服给药方式,药物的剂量可按 mg / kg
确定。

4　 分枝杆菌感染与宿主免疫应答
了解分支抗菌与机体免疫系统的作用机制对

于开发疫苗和免疫疗法是必要的。 在先天性免疫
应答( innate immune response)研究中,Ojanen 等[16]

通过腹腔感染成年 furinAtd204e / +变异斑马鱼, qRT-
PCR促炎和抗炎生长因子基因发现,Furin 减弱了
先天性免疫细胞中的促炎反应,后经实验—活化的
巨噬细胞 furin mRNA 水平降低跟促炎因子 TNF 转
录上调相关得以证明。 而 furinAtd204e / +突变株中增强

的天然免疫应答与海分枝杆菌感染模型中显著降

低的细菌负担相关。 数据表明,上调的 furinA 表达
可以作为分枝杆菌疾病的标志物,因为它抑制了早
期宿主反应,从而促进了慢性感染中的细菌生长。
而 furinA / FURIN可在巨噬细胞应答脂多糖(LPS)
时会分泌且可在血浆中检测到。
在适应性免疫应答(adaptive immune response)

研究中,Harjula 等[17]发现 Th1 反应在抗结核感染
中占有重要的地位,他们用 IL10e46 / e46突变株(il10抑
制 Th1激活巨噬细胞)斑马鱼感染海分枝杆菌后,
发现斑马鱼的生存率提高了,Th1 / Th2 比值升高,降
低了促炎因子 tnfb 和 il1b 表达, IL10 限制 ifn g1
(CD 4+ T细胞分泌)应答来削弱免疫防御。 但 IL10
缺乏并不能提高感染后早期促炎反应,因为
IL10e46 / e46突变株和野生型感染的早期阶段中,促炎
细胞因子( proinflammatory cytokine)基因 tnfa、 il1b
和 tnfb表达并没有差异。 这突出了 Th1反应在抗感
染中的重要性。

Swaim等[8]发现 rag1突变斑马鱼(这种斑马鱼
不能使 T、B细胞发育,可以验证适应性免疫有无参
与)对海分枝杆菌感染非常敏感, 表明控制鱼结核
病依赖于适应性免疫。 类似的实验中, Luukinen
等[18]也用 rag- / -突变斑马鱼,与对照组野生型斑马
鱼相比,突变体鱼不能充分限制分枝杆菌的生长,
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会导致更高的细菌负荷,增加发病率。 与 rag- / -突变

体鱼相比,野生型鱼中 IL4的表达水平显著升高,而
IL4是细胞外适应性免疫应答的介质。 这充分说明
分枝杆菌感染后的免疫应答中,适应性免疫占有重
要的地位。
也有研究表明两种免疫机制都参与了免疫应

答。 Venkatasubramania等[19]发现,记忆样 NK 细胞
(被认为传统的先天性免疫细胞)在小鼠模型中有
助于保护被结核分枝杆菌感染的小鼠,并且记忆样
NK细胞的来源依赖于 IL-21(CD4 T 细胞所分泌)。
其团队在随后的研究中[20]也发现活化的 T 细胞增
强 NK细胞对 M.tb感染的人单核细胞的裂解反应,
并通过产生 IL-21来限制单核细胞内的 M.tb生长。
综上所述,分枝杆菌感染后的斑马鱼病理发展

过程中,宿主先天性免疫和后天性免疫共同参与了
病理发展,至于哪种对疾病的控制和杀灭更高效还
待解决。 有趣的是,豹蛙和感染的青蛙不会发展坏
死肉芽肿,即使接种率高。

5　 分枝杆菌疾病与治疗监测药物的
发展
　 　 在预防性抗结核药物研发中,Myllymäki 等[21]

发现, Ag85B-ESAT-6联合用药可以改善地塞米松
激活潜伏性感染斑马鱼,使细菌平均负担减少
85%。 重要的是,两种被测试的新型分枝杆菌抗原,
即 RpfB和 MMAR_4207,显著降低了地塞米松处理
的鱼的细菌负荷。 它们的保护效果可与卡介苗接
种感染斑马鱼的效果相媲美。
监测性药物中,Hammarén 等[9]认为分析来自

外周血单核细胞的 Th1 / Th2 比值可以提供潜在结
核分枝杆菌感染携带者之间疾病活性的相关性,因
此 Th1 / Th2比值在评估潜伏感染的再激活风险方
面可能有预测价值。 Th1 / Th2比值作为人体生物标
志物的潜力值得进一步研究。 特征性的 GATA3 /
TBX21也具有作为分枝杆菌病状态的生物标志物
的潜力。 Markus等[15]研究的可在血浆中检测到的

furinA / FURIN也可以用作结核分枝杆菌感染的标
志物分子。
治疗性药物中,Luukinen 等[22]随后的研究发

现,在感染海分枝杆菌前一天,通过热杀灭单核球
增多性李斯特菌(HKLm)启动成年斑马鱼,可显著
降低感染斑马鱼的分枝杆菌载量,且证明 HKLm 启
动所赋予的保护性免疫仅通过先天免疫即可诱导,
为开发针对结核病的宿主导向治疗或预防策略提

供了新方向。 Fenaroli 等[6]试验所得到的结果所

示,NPs(纳米颗粒)在斑马鱼体内发生了高通透性
和滞留(EPR)效应,肉芽肿允许了不同的 NPs 颗粒
进入感染灶(肉芽肿),因此研究长时循环的 NPs 来
治疗该疾病很有前景。

6　 展望与结论
利用海分枝杆菌—斑马鱼模型,能够更科学、

更有效的研究结核病的免疫病理机制,并在此基础
上开发针对性的药物及其疫苗。 并且它在药物毒
性检测、药物筛选、结核预防药效评价等方面相比
于其他动物更有优势。 因此适合抗结核药物的研
发,尤其用来在中药藏药领域筛选抗结核药大有潜
力。 众所周知的原因,耐多药结核菌和广泛耐多药
菌的出现,一线抗结核药药效乏力,而二线药物周
期长、毒性大。 相比之下,传统的抗结核中药藏药,
因为来源于天然化合物,毒性小、易代谢,其发展大
有潜力。 但是由于中药藏药成分的复杂性,即使是
单味药,其成分也非常复杂,而研究其药理机制、毒
性大小、治疗作用就更复杂,但是因为斑马鱼的特
性—胚胎透明性、小而廉价且繁殖期短、试验用药
量少、试验费用低且实验周期短、高通量、实验环境
要求低,可以看作是体外细胞培养和哺乳动物系统
之间的通用中间模型。 即使如此,该模型也有其不
足之处,斑马鱼并不能完全代替哺乳动物实验研
究,也就是说斑马鱼身上得到的数据并不能说明一
定会发生在哺乳动物身上,且斑马鱼自身并不能很
好的清除感染细菌。 而海分枝杆菌—斑马鱼感染
模型仍然是一种连接体外—体内实验的高效中介。
例如,我们可以首先提取药物成分初步在体外进行
细胞实验,找出对结核分支杆杀灭有效地成分,然
后再经斑马鱼实验而进一步观察抗结核效果,再进
一步在更大型哺乳动物(如小鼠)身上进行实验,这
样更有的放矢,不会盲目的耗费人力物力。 总之,
以海分枝杆菌—斑马鱼为模型而进行抗结核研究
和药物研发,事半功倍,终将成为抗结核研究的重
要体内模型。
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