
2020 年 8 月

第 28 卷　 第 4 期
中国实验动物学报

ACTA LABORATORIUM ANIMALIS SCIENTIA SINICA
August 2020

Vol. 28　 No. 4

杨建伟,何树梅,樊红艳,等. 肿瘤坏死因子在斑马鱼-海分枝杆菌模型中的研究进展[J]. 中国实验动物学报, 2020, 28(4):
578-582.
Yang JW, He SM, Fan HY, et al. Research progress regarding the role of tumor necrosis factor in a zebrafish-mycobacterium marinum
model[J]. Acta Lab Anim Sci Sin, 2020, 28(4): 578-582.
Doi:10. 3969 / j.issn.1005-4847. 2020. 04. 021

[基金项目]西藏自治区自然科学基金(XZ2019ZR G-37(z))。
Funded by Natural Science Foundation of Xizang (Tibet) Autonomous Region (XZ2019ZR G-37(z)) .
[作者简介]杨建伟(1995—),男,硕士在读,主要从事高原相关疾病研究。 Email: 945151689@ qq.com
[通信作者]何树梅,女,硕士,副教授,硕士研究生导师,主要从事机体免疫研究。 Email: 573447802@ qq.com

肿瘤坏死因子在斑马鱼-海分枝杆菌模型中的研究进展
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　 　 【摘要】 　 肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor,TNF)对于结核病的发生和控制是至关重要的。 斑马鱼-海分枝

杆菌模型是结核研究中应用的越来越多的模型,该模型能够帮助我们探讨 TNF 与巨噬细胞、肉芽肿、分枝杆菌三者

之间的关系,更好地了解影响 TNF 生成的相关因素和其在结核病程中所发挥的作用。
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【Abstract】　 Tumor necrosis factor (TNF) is essential for the development and control of tuberculosis. The zebrafish-
marine mycobacterium model is one of a growing number of models currently used in tuberculosis research. This model can
help us to explore the relationship between TNF and macrophages, granuloma, or mycobacterium, so as to better
understand the relevant factors affecting TNF production and the role of TNF in the course of tuberculosis.
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　 　 结核病( tuberculosis)作为“死亡”和“消耗性疾

病”的代名词,数百年来困扰着医生和科学家们,对
于医疗水平高度发展的今天,结核病仍然危及着全

世界人民的健康[1]。 对于结核病的预防和治疗,我
们依旧依赖于唯一的疫苗———卡介苗 ( Bacillus
Calmette-Guerin Vaccine,BCG vaccine)并不能有效

的预防结核病,几种结核病治疗药物存在着治疗周

期长,容易耐药等缺点[1]。 再加上潜伏性结核病的

多发,使结核病的预防和治疗依旧是科学家们研究

的难题。 在 2019 年世界卫生组织发表的结核病报

告中显示,2018 年全世界范围内仍有约 1000 万人

发病,并且这一数字在近几年保持稳定[2]。 出于结

核病情的严峻性,研究人员对它的研究从未停止,
而在结核病中发挥重要作用的肿瘤坏死因子( tumor
necrosis factor,TNF)一直备受关注。 肿瘤坏死因子

正如它的名字一样,这是一种能使肿瘤细胞出血性
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坏死的细胞因子,是一种强大的抗癌细胞因子,并
且是调控炎症的主要细胞因子[3]。 除了感染分枝

杆菌的巨噬细胞会产生肿瘤坏死因子 α(TNF-α)以
外,T 淋巴细胞、CD4 和 CD8 细胞亚群、自然杀伤细

胞(natural killer cell,NK)等也参与了肿瘤坏死因子

的产生[4]。 TNF 是控制结核病的关键因子,可以通

过诱导巨噬细胞的其他免疫细胞的聚集形成肉芽

肿发挥保护作用。 TNF 拮抗剂治疗疾病将会导致

结核病的再激活风险增加,并且 TNF 的中和会导致

小鼠肉芽肿的组织紊乱,巨噬细胞发生溶解,表明

TNF 对于维持肉芽肿的结构是必不可少的[5]。 所

以在结核进程中,TNF 是一种非常重要的细胞因

子,研究 TNF 在结核病中的作用和机制能够更好的

了解结核病。 结核病的研究需要动物模型,对于一

些常用的动物模型如鼠,某些非人类灵长类动物,
受到成本和道德伦理的制约,并且老鼠复制人类病

理能力也有局限性[6]。 近些年来,斑马鱼-海分枝

杆菌模型走进人们的视线,越来越多的运用于结核

病的研究。 这是由于斑马鱼(Danio rerio,Zebrafish)
幼鱼通体透明易于观察,特别是可以独立研究先天

免疫与细菌感染,而海分枝杆菌 ( Mycobacterium
marinis)作为感染性的致病菌,和结核分支杆菌

(Mycobacterium tuberculosis)在感染宿主方面有着

类似致病机理和毒力因子,同样可以存活于巨噬细

胞内[7]。 基因组研究表明这两个物种之间有着密

切的亲缘关系,因为它们有大约 3000 个同源基因,
平均氨基酸同源性为 85%[8]。 传统的结核菌研究

只能在生物安全三级实验室进行,而海分枝杆菌的

主要宿主是鱼类和两栖类,对人的感染是机会型

的,所以海分枝杆菌的研究可以在生物安全二级实

验室进行。 由于海分枝杆菌感染斑马鱼以后,同样

会诱导受感染的巨噬细胞聚集,形成结核性肉芽

肿[9],能够很大程度上模拟人类结核病程。 并且

Praveen 等[10]研究发现鱼类与哺乳动物的 TNF-α 具

有大致相同的基因同源性,并且生物学功能相似。
所以应用这个模型去探究 TNF 在结核病中扮演的

角色,可以很大程度上作为 TNF 与人类结核病作用

的参照。 TNF 的缺乏会导致人结核病发病几率增

加,并且结核分支杆菌感染小鼠肉芽肿组织紊乱,
结构破坏[5],鉴于目前 TNF 信号在此过程中的作用

尚不明确,因此需要对 TNF 在结核病及其模型中的

作用进行综述,本文是对近些年来 TNF 在斑马鱼-
海分枝杆菌模型上的研究进展进行综述。

1　 在斑马鱼-海分枝杆菌模型中影响
TNF 分泌的因素
1. 1　 细菌因素

1. 1. 1　 海分枝杆菌 SecA2 分泌位点对 TNF 的影响

细菌存在蛋白输送系统,可以将蛋白质从细胞

质转运到细胞外,这一作用在细菌的生理和致病机

制中发挥着重要作用。 除了正常的 SecA 蛋白输运

系统外,分枝杆菌还有一个蛋白分泌位点 SecA2,这
是一种与运输相关的 ATP 酶[11]。 分枝杆菌 SecA2
蛋白分泌位点可以阻滞巨噬细胞吞噬小体的成熟,
使细菌在巨噬细胞中得以继续生长[12]。 在斑马鱼

模型中,Watkins 等[13] 使用缺乏 SecA2 分泌位点的

海分枝杆菌注入斑马鱼后很快被清除,无法在斑马

鱼体内寄生,证明海分枝杆菌上的 SecA2 分泌位点

是其生长和生存所必须的。 接下来使用缺乏 SecA2
分泌位点的海分枝杆菌研究 SecA2 分泌位点与

TNF-α 分泌间的关系,发现无论是在小鼠还是斑马

鱼体内,缺乏 SecA2 分泌位点的菌株诱导生成的

TNF-α 量都低于正常菌株所诱导生成的 TNF-α 的

量,并且实验后期发现正常菌株在斑马鱼体内诱导

的 TNF-α 量是缺乏 SecA2 分泌位点菌株的 4 倍,虽
然其中的机制尚不清楚,但是 SecA2 分泌位点明显

在细菌感染后期增加了 TNF-α 的合成[13]。
1. 1. 2　 卡介苗接种对 TNF 生成的影响

TNF 的发现和卡介苗的关系很是紧密,TNF 最

初是由于将脂多糖(Lipopolysaccharide,LPS)注射到

接种过卡介苗的小鼠体内后,检测小鼠血清发现的

一种可以使肿瘤组织或细胞坏死的细胞因子[14]。
一直以来,卡介苗作为唯一的结核病疫苗被广泛使

用,但是接种卡介苗的人并不会不患结核病。 使用

斑马鱼-海分枝杆菌模型能很好的呈现接种卡介苗

以后机体的变化。 与人类一样,斑马鱼接种卡介苗

以后并不能完全避免海分枝杆菌的感染,但是斑马

鱼抵抗力明显增强,探究斑马鱼接种卡介苗后细胞

因子的变化,发现卡介苗疫苗能够减少海分枝杆菌

诱导的 TNF 表达,表明斑马鱼接种卡介苗会限制

TNF 的过度表达,有助于减少炎症[15]。 与斑马鱼中

的发现相似,接种卡介苗的小鼠体内 TNF-α 显著降

低,并且接种疫苗的小鼠体内分支杆菌数量明显减

少,减轻了小鼠的肺部损害[16]。
1. 2　 宿主因素

1. 2. 1 　 白 三 烯 A4 水 解 酶 ( Leukotriene A4
Hydrolase,LTA4H)对 TNF 的影响
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白三烯水解酶是参与花生四烯酸代谢过程的

一种酶,其作用是可以将 LTA4 转化为其另一种强

效促炎物质 LTB4[17]。 当斑马鱼感染海分枝杆菌

时,无论 LTA4H 的表达水平过高或者过低都会引起

幼鱼对分枝杆菌感染的高敏感性,使分枝杆菌数量

增多,这一反应经研究发现是与 TNF 表达相联系

的[18]。 LTA4H 缺乏的时候,TNF 会缺乏,表现为细

菌的数量的增加,最后使得巨噬细胞裂解,可以通

过加入 TNF 进行补充控制细菌生长,而 LTA4H 量

过高的时候 TNF 高表达,虽然细菌的量有所减少,
但是巨噬细胞还是会坏死,能够使用敲除 TNF 基因

的方法进行正常表达[18]。 除此之外,还可以通过抑

制 LTA4H 的生成降低 TNF 的表达进而控制炎症。
在大鼠身上的研究发现,通过使用白三烯 A4 水解

酶抑制剂,可以显著抑制 TNF 的生成[19]。
1. 2. 2　 糖酵解抑制剂对 TNF 生成的影响

当结核分枝杆菌感染宿主时,机体的先天免疫

在对抗细菌的感染中发挥非常重要的作用,而巨噬

细胞(macrophage)作为先天免疫中重要的一环,一
些对巨噬细胞起作用的因素可能会影响巨噬细胞

与分枝杆菌之间的作用。 巨噬细胞受到结核分枝

杆菌感染时会发生代谢转变,从氧化磷酸化转变为

糖酵解,使巨噬细胞内分枝杆菌的存活受到限

制[20]。 糖酵解对结核分枝杆菌的作用为结核辅助

治疗提供了新的研究方向,接下来研究人员使用 2-
脱氧葡萄糖(2-deoxy-d-glucose,2-DG)糖酵解抑制

剂进一步研究相关机制。 2-DG 作为一种葡萄糖类

似物,可以抑制糖醇解,同时也是一种天然抗生素,
已然发现它在治疗癌症、病毒感染、抗衰老、癫痫等

相关疾病中有显著疗效[21]。 在 2-DG 预处理过的海

分枝杆菌感染的斑马鱼模型中,海分枝杆菌的增长

受到限制,使幼鱼得到保护性生长,并且这种作用

与 TNF-α 相关,因为使用 2-DG 预处理后,斑马鱼体

内 TNF-α 表达增加。 与此相反的是,当斑马鱼被海

分枝杆菌感染后再加入 2-DG 并不能阻止海分枝杆

菌的增长[22]。 这与之前在小鼠模型中的研究一致,
感染分枝杆菌的小鼠使用 2-DG 处理后,发现肺部

细菌数量增加,并且在离体的小鼠肺部细胞中发现

TNF-α 分泌减少[23]。 总之,我们可以知道的是糖酵

解对于结核感染来说具有双面性,2-DG 预处理可以

增加 TNF-α 表达量,进而控制斑马鱼体内海分枝杆

菌的增长。 而当宿主感染分枝杆菌以后再阻断糖

酵解,则会损伤宿主免疫能力,导致分枝杆菌的

增长。

2　 TNF 与斑马鱼结核性肉芽肿之间
的关系
　 　 结核分枝杆菌感染宿主发病会形成典型的肉

芽肿病理结构。 把海分枝杆菌注入斑马鱼体内,发
现斑马鱼对这一细菌感染十分敏感,会在体内产生

肉芽肿一样的病理结构,而且还能观察到发生干酪

样坏死,与人类结核性肉芽肿很是相似[24]。 斑马鱼

因为其幼鱼的通体透明性,能够很好的观察肉芽肿

病理进展和研究它的形成机制。 肉芽肿的形成需

要巨噬细胞的参与,而巨噬细胞又与分枝杆菌存在

紧密联系。 Clay 等[25]发现,在没有巨噬细胞的条件

下,海分枝杆菌不能迁移到宿主其他组织,表明巨

噬细胞介导了海分枝杆菌的体内迁移。 而巨噬细

胞对海分枝杆菌的这种运输能力并不需要 TNF 的

参与,因为在敲除 TNF 受体的斑马鱼幼鱼中,巨噬

细胞仍然能够携带海分枝杆菌进行跨膜运输[26]。
对于巨噬细胞来说,TNF 的作用是将那些没有被感

染的巨噬细胞募集到感染初始部位和使已经感染

的或者没有被感染的巨噬细胞聚集到一起[27]。 当

分枝杆菌感染巨噬细胞时,巨噬细胞上的 TLR2 受

体产生的肿瘤坏死因子,称之为 TNF-α[28]。 由于

TNF 与巨噬细胞之间的紧密关系,而肉芽肿的形成

主要是巨噬细胞和其他免疫细胞的聚集,那么 TNF
与肉芽肿间必然有着联系。 Clay 等[26] 后期实验发

现,在缺乏 TNF 信号的斑马鱼中,肉芽肿形成数量

增多,体积增大,并且细菌的生长和体内传播加速,
这是由于 TNF 信号缺乏导致肉芽肿破损或者单个

巨噬细胞死亡加速释放胞内海分枝杆菌。 类似的

是,在 TNF 缺乏的小鼠体内,分枝杆菌增长速度加

快,数量增多,而肉芽肿形成不受影响,只是形成延

迟,结构紊乱[5,29]。 斑马鱼实验研究表明,肉芽肿的

形成并不需要 TNF,而是通过抑制海分枝杆菌的生

长和防止巨噬细胞死亡来维持肉芽肿的完整性,所
以 TNF 对肉芽肿的维持至关重要[26]。

3　 TNF 介导的巨噬细胞的坏死

TNF 信号缺乏会导致巨噬细胞的坏死,而 TNF
表达过量也会对巨噬细胞有影响。 研究发现,TNF
过多会使得活性氧( reactive oxygen species,ROS)生
成增加,刚开始时可以杀死斑马鱼体内海分枝杆

菌,对机体有益,但随着 ROS 的增加,巨噬细胞会发

生坏死,胞内细菌释放到胞外,对机体产生有害影
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响[30]。 高 TNF 条件下的巨噬细胞坏死是通过

RIP1-RIP3 激酶途径介导的,该途径介导的坏死需

要 ROS 的参与[30]。 细胞内的 ROS 主要是由线粒体

生成的,线粒体的氧化损伤可以增加线粒体释放如

细胞色素 c(cytc)这样的蛋白通过线粒体外膜透化

作用进入细胞质,从而激活细胞的凋亡机制[31]。 所

以感染结核分枝杆菌的巨噬细胞 RIP1-ROP3 激酶

坏死途径需要线粒体产生 ROS 进行介导。 高 TNF
除了在线粒体途径诱导坏死,还有别的途径。 通过

抑制组织蛋白酶 D,BID 和 BAX 蛋白,TNF 介导的

感染巨噬细胞的坏死也被抑制,这个途径是由溶酶

体介导的,溶酶体神经酰胺通过激活组织蛋白酶 D
导致 BID 激活进而激活 BAX 介导巨噬细胞的坏

死[32]。 而 BAX 介导坏死的机制是通过 RyR 受体作

用于内质网,促进 Ca2+从内质网进入线粒体,最终导

致线粒体钙离子超载和坏死;而 TNF 诱导的线粒体

ROS 会使溶酶体活化,最后导致线粒体钙离子超

载,这就让我们明白钙离子超载需要 TNF 的参

与[32]。 TNF 仅在感染的巨噬细胞中诱导线粒体

ROS 的产生,而线粒体 ROS 会激活线粒体-溶酶体

-内质网回路,导致线粒体钙离子超载和巨噬细胞

坏死[32],所以 ROS 将 TNF 和各细胞器介导的巨噬

细胞坏死联系在了一起。 关于 TNF 介导的细胞坏

死很早之前就有在小鼠模型中的相关报道,斑马鱼

模型中 TNF 介导的细胞坏死与小鼠模型中的发现

是一致的,ROS 在坏死过程中扮演着重要角色,通
过阻断 ROS 的生成,相关细胞的坏死也被抑制[33]。
斑马鱼结核模型在更细致的角度研究了 TNF 与巨

噬细胞坏死之间的关系,还介绍了相关坏死途径及

与细胞器之间的关系。 我们还知道了钙离子超载

对巨噬细胞坏死的重要性,通过使用钙离子拮抗剂

去治疗 TNF 高表达的斑马鱼,发现 TNF 介导的巨噬

细胞坏死和钙离子超载被抑制[32]。 鉴于钙离子拮

抗剂发挥的重要作用,在未来结核病的辅助治疗中

会有非常好的应用前景。

4　 结论与展望

以上我们重点介绍了 TNF 在斑马鱼-海分枝杆

菌模型上进行的研究及取得的成果,加深了我们对

TNF 在结核病程中扮演角色的理解,TNF 过高或者

过低都会引起巨噬细胞的坏死,假如要把 TNF 作为

结核的一个治疗靶点还需要更加深入的研究。 要

在之前的研究基础上结合斑马鱼模型的优势,可以

把 TNF 作为实验靶点,无论是结核治疗药物还是疫

苗开发都可以利用斑马鱼模型结合对 TNF 的作用

进行研究,比如目前应用 TNF 拮抗剂治疗疾病引起

潜伏性结核的再激活病例屡见不鲜,可以利用斑马

鱼建立潜伏性结核病研究模型,探究 TNF 拮抗剂激

活潜伏性结核病的机制。 目前已经有人将斑马鱼

模型用于新药的开发,尽管还处于探索阶段,但是

鉴于斑马鱼模型在结核研究和药物测试中所取得

的重要进展,这个研究是非常有前景和价值的。 对

于还没被发现的可以影响 TNF 表达量的因素,可以

通过斑马鱼模型进行验证。 斑马鱼作为结核病研

究模型是可行的,其养殖周期短,幼鱼通体透明可

进行可视化观察,荧光探针技术,高内涵显微镜等

都可用于斑马鱼的研究,并且遗传操作技术成熟,
再加上海分枝杆菌与结核分支杆菌的的类似致病

机理和高基因组同源性,使用该模型进行结核病的

研究,将为人类结核病的探索提供新的见解和思

路。 总之,通过斑马鱼 -海分枝杆菌模型去研究

TNF,对于一些还未被发现的 TNF 观点,在之前的研

究基础上一定会取得新的发现。
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