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摘 要：结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis)是引发结核病的主要病原菌，其复杂的分泌系

统在致病过程中发挥关键作用。近年，ESX-4 分泌系统备受关注。本文首先阐述了其编码基因结

构组成与进化、蛋白组成与功能、底物识别与转运机制、转录调控等，重点分析了 ESX-4 分泌系

统如何主导其他 ESX 分泌系统的分泌功能，以及该系统在调控宿主细胞死亡、参与铁利用等方

面的生理功能。在此基础上，通过对现有研究的分析，揭示了 ESX-4 分泌系统可能涉及结核分枝

杆菌重要毒力因子蛋白酪氨酸磷酸酶(protein tyrosine phosphatase A, PtpA)的分泌。最后，针对该

分泌系统未来研究方向进行了展望，旨在为深入研究该分泌系统的功能，并靶向该分泌系统进行

药物设计及疫苗开发提供参考。
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Abstract: Mycobacterium tuberculosis is the main pathogen causing tuberculosis, and its complex 
secretion system plays a key role in the pathogenic process. In recent years, the ESX-4 secretion 
system has attracted much attention. This paper introduces the ESX-4 secretion system from the 
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structures and evolution of its coding genes, protein composition and functions, substrate 
recognition and transport mechanisms, and transcriptional regulation. It focuses on how the ESX-4 
secretion system guides the secretion functions of other ESX secretion systems, and its 
physiological functions in regulating the death of host cells and participating in iron utilization. On 
this basis, the analysis of existing studies reveals that ESX-4 secretion system may be involved in 
the secretion of protein tyrosine phosphatase A (PtpA), a key virulence protein of Mycobacterium 
tuberculosis. Finally, this paper makes an outlook on the future research directions of the secretory 
system, aiming to provide some reference for in-depth study of the function of the secretory system 
and for drug design and vaccine development targeting the secretory system.
Keywords: Mycobacterium tuberculosis; ESX-4 secretion system; pathogenic mechanism; 
interaction of secretion systems

结核病(tuberculosis, TB)仍是全球范围内严

重威胁人类健康的公共卫生问题，结核分枝杆

菌 (Mycobacterium tuberculosis)简称结核菌，是

引起结核病的主要病原菌。世界卫生组织 2024 年

发布的《全球结核病报告》 [1]显示，2023 年全球

约有 1 080 万结核病新发病例，125 万人死于结核

病，耐多药或耐利福平结核病发病人数约 40 万，

凸显了结核菌感染的高发性和严重性。结核菌

感染人体后，能分泌一系列效应分子如蛋白质

及脂质[2-3]等进入巨噬细胞，干扰和调控巨噬细

胞功能，逃逸巨噬细胞的杀伤[2-3]，从而存活并

繁殖[2,4]。这很大程度上依赖其拥有的特异性蛋

白分泌系统。

分 枝 杆 菌 ESX 分 泌 系 统 (6-kDa early 

secretory antigenic target (ESAT-6) protein family 

secretion systems)，也称为Ⅶ型分泌系统 (type 

Ⅶ secretion systems, T7SSs)，是结核菌中除 Sec

分泌系统 (Sec secretion system，包括 SecA1 和

SecA2 分泌系统)和双精氨酸分泌系统 (twin-

arginine translocation, TAT)外，功能特异的一类

蛋白质分泌系统，在结核菌的生存、致病以及

与宿主的相互作用中发挥着关键作用。目前已

知结核菌基因组编码 5 个 ESX 分泌系统，分别

为 ESX-1−ESX-5[5]。ESX 分泌系统结构复杂，

由多个保守的结构组件和相关蛋白构成，能够

将一系列效应蛋白分泌到细菌细胞外或宿主细

胞内，从而影响细菌与宿主细胞之间的相互作

用。结核菌中，ESX-1 与致病性密切相关，能够

分泌如 ESAT-6 和 10-kDa culture filtrate protein 

(CFP-10)等重要的毒力因子，这些因子参与结核

菌从吞噬体逃逸到细胞质的过程，对其在宿主

细胞内的生存和繁殖至关重要[6-9]。ESX-2 研究

相对较少[10]，但该分泌系统与 ESX-1 和 ESX-4

共同调控吞噬膜的通透性，影响 CpnT/TNT 的

转运与分泌[11]。ESX-3 则主要参与铁和锌等营

养物质的摄取，对于细菌的生长和存活必不可

少[12]。ESX-4 作为最古老的 ESX 分泌系统，其

功能在过去知之甚少，但近年来的研究逐渐揭

示了其在结核菌致病过程中的重要作用，如参

与毒素蛋白分泌[13]、调节细菌在吞噬细胞内的

生存[14]等。ESX-5 在结核菌的营养吸收、膜通

透性调节，以及宿主免疫调节和免疫逃逸等方

面发挥着重要作用[15]。ESX 分泌系统在结核菌

的致病过程中发挥着关键作用，其中 ESX-4 分

泌系统近年来受到越来越多的关注。深入研究

ESX-4 分泌系统，有助于揭示结核菌的致病机

制，为开发新的药物和疫苗提供参考。

1　　ESX-4 分泌系统的结构组成分泌系统的结构组成、、

分泌机制及调控分泌机制及调控

1.1　基因组成与进化

ESX-4 分泌系统的编码基因在不同分枝杆
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菌中具有一定的保守性。研究认为，结核菌的

5 个 ESX 分泌系统中，ESX-4 系统是含有蛋白

组分最少的系统，可能也是最古老的 ESX 系统，

其他 ESX 系统可能由其通过基因复制和多样化

演化而来[16]。结合质粒介导的 ESX 分泌系统的

进化分析，发现 ESX 基因簇的复制顺序依次

为 ESX-4、ESX-3、ESX-1、ESX-2、ESX-5[17]。

作为最古老的 ESX 系统，ESX-4 起源于革兰

氏阳性菌原始的 WXG-FtsK 基因簇，仅含

FtsK/SpoIIIE 蛋白 EccC 和 2 个 WXG 蛋白 EsxU

和 EsxT，通过整合 eccB、eccD、mycP 基因，

形成原始 ESX-4 基因簇。ESX-4 基因簇被复制

到一些质粒中，并进一步整合 eccA、 eccE、

espI、espG、pe 和 ppe 等基因，形成 ESX-4EVOL

基因簇，是 ESX-4 与其他 ESX 基因簇之间的进

化中间体，其被整合到不同分枝杆菌的基因组

中后，经过漫长的差异进化，分别逐渐形成了

ESX-3、ESX-1、ESX-2 和 ESX-5 分泌系统[17]。

总之，ESX-4 在 ESX 分泌系统的进化过程中起

到了重要作用，对结核菌的进化和致病性产生

影响。

1.2　蛋白组成与功能

结核菌 ESX-4 分泌系统编码基因簇位于

rv3444c−rv3450c 区域，共 7 个基因，编码的蛋

白包含一系列保守的结构成分，如 EccE、

EccB、EccC、EccD 和 MycP 等 (图 1A)。EccE

包含多个跨膜片段，以特定模式穿过细胞膜，

形成了特定的跨膜拓扑结构[18]。EccB 的周质结

构域与噬菌体溶菌素 PlyCB 具有同源性，可能

参与肽聚糖结合[19]；EccC 负责驱动底物跨膜分

泌，其 ATPase 结构域和连接区被认为是底物受

体[20]；EccD 在分泌系统中起支架蛋白作用，其

2 个亚基可形成围绕中心腔的二聚体[21]；MycP

是一种类似枯草芽孢杆菌蛋白酶的膜锚定蛋白

酶，其催化结构域具有高度底物特异性，目前

仅发现 ESX 分泌相关蛋白 B (EspB)是 MycP1 的

底物，但该蛋白酶在其他 ESX 系统中的作用仍

不清楚[22]。这些蛋白相互协作，共同构成了

ESX-4 分泌系统的结构基础，确保底物的识别、

转运和分泌。

在底物分泌过程中，EccC 的 ATPase 活性

发挥着关键作用。ATP 的水解为底物跨膜转运

提供能量，驱动底物通过由 EccB、EccC、EccD

等蛋白形成的膜通道。然而，目前对于底物在

跨膜转运过程中的具体细节，如底物如何通过

膜通道、是否存在其他辅助因子等仍有待进一

步研究。

1.3　ESX-4 分泌系统的底物分泌机制

ESX-4 的底物蛋白是其发挥生物学功能的

最终执行者，它们通过 ESX-4 分泌系统被转运

到细菌细胞外，与宿主细胞相互作用，从而影

响细菌的致病过程。ESX-4 的底物包括 EsxT 和

EsxU 等蛋白，这些底物通常具有特定的分泌信

号，如 C 末端的 YxxxD/E 基序，该基序对于底

物与分泌系统的识别和结合至关重要。它们属

于 Esx 蛋白家族，与结核菌 ESX-1 系统分泌的

EsxA (ESAT-6)和 EsxB (CFP-10)等蛋白具有一定

的相似性，均含有特定的结构域和保守序列[23]。

研究表明，EsxU 和 EsxT 的分泌依赖于 ESX-4

系统的完整性，当系统中的关键蛋白 EccB4 缺

失时，底物的分泌会受到显著影响[24]。ESX-4

还可能与某些毒力相关蛋白的分泌或定位有关，

暗示其底物可能包含参与致病过程的关键蛋白。

1.4　转录调控

WhiB5 是结核菌中 WhiB 超家族的转录调

控因子。通过基因芯片分析发现，WhiB5 可调

控包括编码 ESX-4 分泌系统的基因在内的 58 个

基因的表达。在诱导 WhiB5 表达后，ESX-4 相

关基因表达上调，这表明 WhiB5 对 ESX-4 系统

的表达具有重要的调控作用，二者在基因表达

层面存在紧密联系，可能共同参与结核菌的某

些 生 理 过 程 或 致 病 机 制[25]。 Naeem[26] 利 用

CRISPRi 技术对结核菌 H37Ra 菌株中的 esx-4 基

因敲降后感染 THP1 细胞，RNA 测序结果显示

有 6 条通路发生变化，其中 37 个基因上调，
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图1　结核分枝杆菌ESX分泌系统基因座及ESX-4分泌系统的模型示意图   A：结核分枝杆菌ESX分泌系

统基因座。红色虚线框表示Esx蛋白家族，蓝色虚线框为结核菌的cpnT位点。B：ESX-4分泌系统的结构

和分泌蛋白。ESX-4核心复合物在内膜(IM)中组装，将EsxEF-EsxUT复合物输出到结核菌细胞表面。

EsxUT与EsxEF形成非规范复合体，将CpnT和EsxAB、EsxCD、EsxGH和EsxMN等小Esx蛋白输出到外膜

(OM)。这些Esx蛋白可能作为外膜通道，促进每个Esx系统底物蛋白的分泌。

Figure 1　Schematic diagram of the ESX secretion system gene locus and ESX-4 secretion system model of Mtb. 

A: The gene locus of the Mtb ESX secretion system. The red dashed box represents the Esx protein family, and 

the blue dashed box represents the cpnT site of tuberculosis bacteria. B: The structure and secreted proteins of the 

ESX-4 secretion system. The ESX-4 core complex is assembled in the inner membrane (IM), and the EsxEF-

EsxUT complex is exported to the surface of tuberculosis cells. EsxUT forms a non-standard complex with 

EsxEF, exporting CpnT and small Esx proteins such as EsxAB, EsxCD, EsxGH, and EsxMN to the outer 

membrane (OM). These Esx proteins may act as outer membrane channels, promoting the secretion of substrate 

proteins in each Esx system.
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278 个基因下调，并且高度下调的基因 TEF3 和

上调的基因(H2A 型 2-C)均编码核酸结合蛋白。

这证明了 ESX-4 对宿主细胞核酸结合蛋白相关

基因的调控作用，同时也表明其缺失会引起宿

主细胞基因表达的广泛改变，可能影响结核菌

在宿主细胞内的生存环境和致病能力。此外，

研究发现 ESX-4 基因簇相关蛋白的编码受到胞

外功能 σ 因子 SigM 的调节，SigM 调控的 4 个

esat-6 同源物(esxT, esxU, esxE, esxF)可能也具有

ESAT-6 类似功能，影响结核菌与宿主细胞的相

互作用[27]。SigM 是 ESX-4 表达的细胞接触依赖

性激活因子，SigM 调控包括 esx4 基因座外的一

些基因，这些基因也参与接合过程，并且部分

SigM 诱导的蛋白质可能通过 ESX-4 发挥作

用[28]。Nair 等[13]发现 SigM 过表达能使 esxFE 和

esxT 基因转录提升 60−90 倍，esxU 基因转录提

升 1 800 倍，这使得 EsxU、 EsxT、 EsxE 和

EsxF 等蛋白得以大量合成，这些蛋白进而组装

形成内膜 ESX-4 分泌机器以及外膜 EsxEF-

EsxUT 超复合物，而且 ESX-4 分泌系统在 SigM

的调控下，输出 CpnT 通道蛋白及其 C 末端毒素

结构域 TNT。这种调控关系，确保了结核菌在

感染过程中能够根据环境变化精准地调节毒力

因子的分泌，以适应宿主环境并实现持续感染。

2　　ESX-4 分泌系统在结核菌致分泌系统在结核菌致

病中的作用病中的作用

2.1　ESX-4 分泌系统主导其他 ESX 分泌

系统的分泌功能

ESX-4 系统与其他 ESX 分泌系统存在紧密

联系，在整个分泌系统中占据核心地位。所有

与 ESX 分泌系统相关的 Esx 蛋白在结核菌中的

表面暴露和分泌在很大程度上依赖于 ESX-4 系

统及其外膜的 EsxEF-EsxUT 超复合物(图 1B)。

研究发现，当敲除 cpnT 或 esxUT 操纵子时，

ESX-1、ESX-2、ESX-3 和 ESX-5 系统相关的

Esx 蛋白，如 EsxA、EsxC、EsxH 和 EsxN 等，

在细胞表面的可及性会大幅降低，几乎降至野

生型菌株的背景水平[13]。由此可见，ESX-4 系

统在调控其他 ESX 系统效应蛋白的分泌过程中

起着核心作用，可能是通过其外膜的超复合物

来实现对其他 Esx 蛋白分泌的控制。

Mendum 等[29]研究发现，在结核菌感染树

突状细胞的过程中，ESX-4 系统对于细菌的细

胞内适应性至关重要，并且 ESX-4 与 ESX-1、

ESX-5 等系统共同参与了结核菌在树突状细胞

内的复杂致病过程，它们之间存在着紧密的协

同关系，可能通过相互协作来调节细菌与宿主

细胞的相互作用，促进结核菌在细胞内的生存

和增殖。在结核菌毒素 CpnT 的分泌过程中，主

要依赖 ESX-4 系统。而 TNT 从细菌表面进入巨

噬细胞胞质溶胶需要破坏吞噬体膜，这一过程

由 ESX-1、ESX-2 和 ESX-4 系统共同完成[11]。

外膜蛋白 CpnT 的输出和吞噬体破裂是 ESX-4

系统中一个已知的分子功能，突出了 ESX-4 在

CpnT 功能和结核菌细胞毒性中的核心作用。

ESX-4 核 心 蛋 白 EccB4、 EccC4、 EccD4 和

MycP4 提供了 CpnT 易位系统的内膜成分，

EsxEF 复合物构成了外膜孔[11]。这表明不同的

分泌系统在某些生理过程中可能形成一个相互

协作的网络，共同完成特定的生物学功能。

2.2　调控宿主细胞死亡

结核菌中，ESX-4 还介导毒素蛋白 CpnT 

(rv3903c)的分泌从而调控宿主死亡。ESX-4 对

CpnT 的转运和 TNT 的细胞表面可及性至关重

要，是首个被发现依赖该系统的外膜蛋白[30]。

CpnT、EsxE-EsxF 复合体及 CpnT-IFT 复合体经

ESX-4 分泌系统分泌穿越结核菌内膜后，EsxE-

EsxF 复合体进行组装形成管道穿越外膜，并分

泌 CpnT-IFT 复合体穿越外膜。而后 CpnT-IFT

复合体解聚，CpnT 进一步被水解为 N-末端孔道

结构域 (N-terminal channel domain, CpnT NTD)

和 C-末端毒性结构域 (toxic C-terminal domain 

tuberculosis necrotizing toxin, TNT)。CpnT NTD

在外膜上形成孔道并负责甘油及葡萄糖等营养
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物质转运，而 TNT 则在 ESX-1、ESX-2 分泌系

统相关功能的协助下，穿越吞噬溶酶体膜进入

宿主细胞，通过水解宿主 NAD+而引发细胞坏

死。这种坏死方式可避免凋亡引发的免疫清除，

同时释放的细胞内容物促进细菌扩散。ESX-4

分泌系统通过调控 TNT-IFT 的毒性-免疫平衡，

成为结核菌操控宿主细胞死亡方式的重要致病

机制[31]。

2.3　参与铁利用

在结核菌获取铁的过程中，ESX-4 发挥着

不可或缺的作用。研究发现，ESX-4 影响细胞

外血红素摄取进入结核菌细胞的效率，通过调

控相关基因表达，促进铁的获取，以满足细菌

在宿主体内生长和代谢的需求[32]。ESX-4 可能

通过将血红素运输到细胞质中参与血红素摄取，

也可能通过将血红素输出到细胞质中维持血红

素稳态参与血红素外排。缺乏摄取会导致细胞

缺乏铁的营养物质，缺乏外排可能导致细胞内

血红素积累和毒性。当 ESX-4 系统中的关键基

因 eccC4 缺失时，结核菌在以血红素为铁源的

培养基中生长明显延迟，表明 ESX-4 对结核菌

利用血红素铁的能力具有重要影响[32]。

2.4　结核分枝杆菌 ESX-4 分泌系统可能

介导 PtpA 分泌

蛋 白 酪 氨 酸 磷 酸 酶 (protein tyrosine 

phosphatase A, PtpA)是结核菌分泌的效应分子，

由 rv2234 基因编码，属于低分子量蛋白酪氨酸

磷酸酶，其蛋白磷酸酶活性在一定程度上受到

蛋白酪氨酸激酶 A (protein tyrosine kinase A, 

PtkA)的磷酸化调控[33-36]。PtpA 通过抑制宿主巨

噬细胞天然免疫、细胞凋亡和阻断吞噬体成熟，

以及与溶酶体融合等方式协助结核菌逃逸宿主

免疫[37-40]。然而，结核菌具体通过哪一个分泌

系统将 PtpA 分泌到胞外，依然是一个备受关注

的未知问题。为此，我们通过对已有研究的调

研分析，发现 Sec1 分泌系统为持家型分泌系统，

分泌底物具有典型 Sec 分泌蛋白信号肽，而

PtpA 蛋白缺乏典型的信号肽[41-42]。在结核菌

SecA2 缺失突变菌株中，PtpA 的分泌无明显差

异[43]。双精氨酸分泌系统分泌底物蛋白 N-末端

含有双精氨酸信号肽，而 PtpA 蛋白缺乏该信号

肽[42]。对于 ESX 分泌系统，卡介苗 (Bacillus 

Calmette-Guerin vaccine, BCG) 和 鸟 分 枝 杆 菌

(Mycobacterium avium)缺失 ESX-1 分泌系统，但

均 能 够 分 泌 PtpA[17,44-46]。 耻 垢 分 枝 杆 菌

(Mycolicibacterium smegmatis) 缺 失 ESX-2 和

ESX-5，但能分泌 PtpA[47-48]。ESX-3 分泌系统

主要涉及锌离子及铁离子的平衡调控，其分泌

底物 EsxG-EsxH 通过结合宿主细胞内涵体分类

转运复合体 ESCRT 而抑制吞噬溶酶体融合及组

织相容性复合体 II 介导的抗原呈递，与 PtpA 具

有类似的宿主调控作用[36,49-52]。ESX-4 分泌系统

涉及结核菌毒性蛋白 TNT 的分泌[11]。基于上述

分析，我们认为 ESX-3 分泌系统介导 PtpA 分泌

可能性最高，但 ESX-4 分泌系统也可能介导

PtpA 分泌。

3　研究展望　研究展望

目前，虽然对结核菌 ESX-4 分泌系统的研

究取得了一定进展，但仍有许多科学问题有待

深入研究，如：深入解析 ESX-4 系统的精细组

装形式，明确各组分的三维结构及相互作用方

式，以更清晰地理解其分泌机制，为靶向关键

组分进行药物设计提供参考；探究 ESX-4 分泌

系统其他分泌底物，并研究分泌底物与宿主细

胞相互作用的分子机制，包括与宿主细胞分子

的结合、生理功能调控等，以深入揭示该分泌

系统的生物学功能；进一步研究 ESX-4 与其他

分泌系统功能互补关系，以全面揭示结核菌

ESX 分泌系统在生理功能方面的协同机制。基

于结核菌 ESX-4 分泌系统的重要作用及其生物

学特征，可尝试针对该系统进行靶向药物设计

以及减毒活疫苗开发。首先，尽管 ESX-4 分泌

系统中关键基因的缺失并不会导致结核菌死亡，

但因其发挥了非常重要的生理功能，比如血红
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素铁的摄取和利用、蛋白毒素 CpnT 的分泌、与

其他 ESX-4 分泌功能相互关联等，其缺失极有

可能影响结核菌在胞内或体内的生存。尽管抑

制 ESX-4 分泌的功能可能不能在体内单独杀灭

结核菌，但部分抑制结核菌的生理功能，将有

助于宿主免疫清除结核菌，或者增强现有药物

对结核菌杀伤作用。因此，ESX-4 分泌系统依

然可以作为重要的药物靶标。其次，ESX-4 分

泌系统生理功能的重要性及关键基因敲除的非

致死性，为靶向敲除该分泌系统而开发减毒活

疫苗提供可能。从当前研究来看，ESX-4 系统

及其相关的 EsxEF-EsxUT 超复合物对结核菌的

多种毒力因子分泌至关重要。由于该系统在蛋

白分泌中的关键作用，若构建 ESX-4 敲除株，

可能会使结核菌无法正常分泌毒力因子，从而

降低其致病性，成为潜在的减毒疫苗候选株。

综上所述，结核菌 ESX-4 分泌系统的研究已取

得一定进展，深入研究和揭示 ESX-4 分泌系统

的生物学功能，有望为结核病的防治提供新的

策略和方法。
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