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结核肉芽肿研究模型综述:类器官技术的潜力与挑战
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【摘要】 结核病是一种慢性传染病,其治疗周期较长,且容易产生耐药性。这与结核杆菌诱导机体生成结核肉芽肿之

间存在密切关系。为了系统地研究结核肉芽肿,出现了许多构建生物模型的方法。在本文献综述中分析了结核肉芽肿

的形成机制,比较了现有的生物模型构建方法,并探讨了类器官技术在构建新型结核肉芽肿体外模型的潜力与挑战,旨
在为研发新型抗结核药物及优化治疗方案提供一个全新切入点。
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【Abstract】 Tuberculosis
 

is
 

a
 

chronic
 

infectious
 

disease,which
 

has
 

a
 

lengthy
 

treatment
 

cycle
 

and
 

a
 

tendency
 

to
 

develop
 

drug
 

resistance.
 

Thisissue
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

formation
 

of
 

tuberculous
 

granuloma
 

induced
 

by
 

Mycobacterium
 

tuberculosis.
 

To
 

systematically
 

study
 

tuberculous
 

granulomas,various
 

methods
 

for
 

constructing
 

biological
 

models
 

have
 

been
 

developed.
 

In
 

this
 

review,we
 

analyzed
 

the
 

mechanism
 

of
 

tuberculousgranuloma
 

formation,compared
 

and
 

contrasted
 

existing
 

methods
 

for
 

constructing
 

biological
 

models,and
 

assessed
 

the
 

potential
 

and
 

challenges
 

of
 

using
 

organoid
 

technology
 

to
 

create
 

innovative
 

in
 

vitro
 

models
 

of
 

tuberculous
 

granulomas.The
 

goal
 

is
 

to
 

provide
 

a
 

fresh
 

perspective
 

for
 

the
 

development
 

of
 

innovative
 

anti-tuberculosis
 

drugsand
 

the
 

optimization
 

of
 

treatment
 

strategies.
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* 结核病(TB)是一种由结核分枝杆菌(MTB)引起的慢性传

染病。我国是TB的高负担国家,患者数量接近80万。治疗

TB是一场持久战,即便对于疗程最短的敏感型结核病(DS-

TB),也要至少连续规律服药4月才能起效[1],而耐药结核病

(DR-TB)的疗程更是长达18~24个月。这漫长的疗程不单是

MTB复杂且坚固的细胞壁所导致的及 MTB的免疫逃避作

用[2],更关键在于 MTB所诱发机体生成的结核肉芽肿,为其提

供了一个相对完美的庇护所。尽管目前针对 MTB的生物学特

性的解析及新药的研发成果颇丰,但结核肉芽肿的复杂性及高

度的异质性,仍然延长着 TB的治疗周期。目前,许多基于人

源化细胞的研究,往往仅采用了广义上的肉芽肿定义,未能准

确区分结核肉芽肿与其他类型肉芽肿之间的差异;同时,基于

大型动物模型的研究则因高昂的成本和缺乏适当的试剂及检

测设备而难以大面积开展。本综述中简要阐述结核肉芽肿的

形成机制,评估并比较当前的研究模型,探讨现有研究成果,并

展望未来研究的方向与潜力。

1 结核肉芽肿结构成熟过程及其性质

1.1 MTB 的 免 疫 逃 逸  肺 泡 巨 噬 细 胞 (Alveolar
 

macrophages,AMs)是 MTB感染的主要目标[3],其对 MTB的

吞噬及杀伤受到多种因素制约,包括自身的杀菌能力、局部炎

症环境以及 MTB菌株的致病力等[4]。许多通路和受体参与了

这一过程,如Toll样受体(Toll-like
 

receptor,TLR)和C型凝集

素受体(C-type
 

lectin
 

receptor,CLR)被激活后产生的Ⅱ型干扰

素IFN-γ被证实对TB的控制至关重要,由胞内DNA激活的

cGAS-STING
 

通路所产生的I型干扰素则对间质巨噬细胞

(Interstitial
 

macrophages,IMs)产生影响,使其允许 MTB在其

中的复制,进而推动了中性粒细胞募集和活 动 性 TB的 发

展[5-6]。

除此之外,MTB还通过分泌霉硫醇(Mycothiol,MSH)、过

氧 化 氢 酶 (Catalase,CAT)、γ-谷 氨 酰 半 胱 氨 酸 (Gamma-

glutamyl
 

cysteine,GGC)等应对活性氧和氮中间体的氧化应激

作用;通过早期分泌抗原-6(ESAT-6)/CFP-10和 ATP1/2,阻

止液泡ATP和GTP酶的积累影响吞噬细胞的成熟[7]或者通

过干扰TNF-α、JAK2/STAT1等途径抑制巨噬细胞自噬,提高

病原体存活率[8-9]。

1.2 肉芽肿的形成与结构的成熟 随着感染深入,MTB扩散

至从外周招募的细胞群,包括中性粒细胞和树突状细胞(DC)

等[10]。这些细胞与巨噬细胞互相作用,共同形成了一个以巨

噬细胞为核心的免疫网络[11],并进一步发成为由巨噬细胞、单

核细胞和中性粒细胞组成的无定型细胞聚集体,被称之为早期

肉芽肿(Early
 

granulomas)[2]。针对多种动物模型的研究揭
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示,在感染后的12~21
 

d,T、B细胞才被募集到肺部,与早期肉

芽肿产生互相作用。在此过程中,肉芽肿内 MTB生长受到抑

制,并伴随着纤维鞘增厚、血管数量的减少以及泡沫状巨噬细

胞增加等现象,最终导致了干酪样碎片在中心逐渐积聚,其结

构也趋于成熟[12]。最终,成熟的肉芽肿以其典型结构呈现:中

心区域聚集干酪样物质,周围分布着含有 MTB和记忆细胞的

内层,以及富含CD8+T细胞的外层。

可以说,这一过程不仅是TB病理特征的体现,更是细菌

与宿主之间复杂互作的呈现。随着感染进一步发展,肉芽肿的

成熟也标志着宿主与细菌之间的对抗进入了新阶段。

表
 

1 各种结核肉芽肿造模方法主要优劣势比较
Table

 

1 Comparison
 

of
 

major
 

advantages
 

and
 

disadvantages
of

 

various
 

tuberculosis
 

granuloma
 

modeling
 

methods
造模方法 主要优势 主要劣势 相关文献

菌株与PBMC
共培养

1.人源化程度最高
2.成本低,操作难度低

1.细胞难以分裂或来源单
一

[20-23]

PPD 包 被 微
珠诱导

1.可在动物体内快速诱导
2.镜下结构层次更清晰

1.无细 胞 细 菌 互 作,免 疫
学特性不完全

[24-26]

C3HeB/FeJ
小鼠感染

1.目前最易形成坏死性结核肉
芽肿的模型
2.易产生耐药性

1.缺乏 MTB相关细胞类
型,如多核巨细胞
2.人源化程度一般

[27-30]

斑马鱼感染

1.可视化程度最高,适 合 使 用
荧光标记
2.有相对完整的微环境条件
3.适合进行遗传学研究

1.成本高,操作难度较高 [31-33]

兔、猴等感染

1.人源化程度,拥有完 整 的 微
环境条件
2.病理特征及结构与人类差异
极小

1.成本极高,操作难度高
2.易排出病原体及在体内
变异
3.遗传变异性大

[34-36]

1.3 成熟肉芽肿的性质及影响 得益于成熟肉芽肿坏死中心

外层的结核小体及纤维环等形成的缺血缺氧环境,不仅有效隔

离了感染部位,阻止 MTB在肺内进一步扩散,也为细菌提供一

个相对安全和稳定的微环境。这种环境削弱了联合药物的疗

效,同时增加了 MTB耐药突变的可能,如katG、inhA、rpoB等

点位,这对体内DR-TB表型的出现具有关键作用[13]。

尽管肉芽肿作为一种具有复杂且组织良好的细胞结构,但

其大多数由单一细菌引起[14]。这意味着,在感染进程中,多种

因素将影响肉芽肿的形态与功能,即肉芽肿具有高度异质性和

动态性[15-17]。这些研究进一步表明,促炎和抗炎反应的局部平

衡可能是决定单个肉芽肿的命运的关键,同时也是影响宿主反

应的重要因素[18]。

这些研究为更好缩短TB治疗时间[19]、降低复治TB耐药

性出现概率等问题提供了另一个切入点。为此,需要对结核肉

芽肿特性做深入了解,这将助力研发新型抗结核药物及优化治

疗方案。

2 现有肉芽肿模型构建方法比较

2.1 菌株与PBMC或其它人源化细胞共培养 该方法在高度

人源化的同时,以低成本、操作简便以及便于持续观察与评估

等优势,成为目前领域内广泛应用的研究方法。然而,该方法

也存在一些局限性。例如细胞分裂困难或来源较为单一,限制

了模型的可能性。此外,虽然该方法展现了一定的免疫学特

性,但无法模拟TB实际病理环境的完整微环境,更无法显现

结核肉芽肿中特有的坏死核心。尽管降低了研究门槛,但要利

用此模型深入揭示结核肉芽肿的复杂生物学特性还面临诸多

难题,这更多是因为免疫细胞的特性所致,要对此进行技术创

新和方法改进将是一项艰巨的任务[20-23]。

2.2 PPD包被微珠诱导 基于PPD包被微珠的诱导方法是

在上述模型的基础上的一种创新,通过使用纯蛋白衍生物作为

刺激源替代菌株,不仅保持了细胞良好的活化聚集能力,还延

长了细胞的生命周期。同时,微珠的应用进一步提升了肉芽肿

结构的层次清晰度,且使其能够在动物体内快速诱导,后续还

可使用新型材料对微珠进行改造,以便深入研究。该方法也存

在着不容忽视的劣势。首先,由于缺乏细胞与细菌之间的直接

互作,这种模型的免疫学特性并不完整,使其可能更适用于结

节病肉芽肿模型的构建。同时,该模型依然没有解决坏死核心

的问题[24-26]。

2.3 C3HeB/FeJ小鼠感染 在动物模型研究领域,C3HeB/

FeJ小鼠模型以其成本低廉、对 MTB高度易感以及容易产生

耐药性等特点,已成为研究早期感染及进行药物测试的首选模

型。特别是,该品系小鼠是目前最容易形成坏死核心的动物模

型,这一 特 性 使 其 在 TB 研 究 中 扮 演 了 无 可 替 代 的 角 色。

C3HeB/FeJ小鼠模型也存在缺陷。主要局限性包括在模拟

MTB感染过程中,缺少如多核巨细胞等关键细胞类型,以及模

型的生存周期较短,这些因素都限制了其在揭示慢性感染特征

方面的能力[27-30]。

2.4 斑马鱼感染 斑马鱼模型作为一种动物模型,以其出色

的可视化能力,特别是配合荧光标记技术使用时,能够提供肉

芽肿发生发展过程的清晰视窗而受到科研人员重视。自2002
年以来,它已经成为探索新疗法和药物筛选的有力工具。同

时,斑马鱼模型在遗传学研究方面也显示了其独特的价值。上

述优势极大地拓展了其在结核肉芽肿研究中的应用范围。但

斑马鱼模型的使用也面临着一些挑战。例如其相对较高的成

本和较高的操作难度,这其中包括 ABSL-2、3的动物房,其它

特殊实验设备和饲养条件等,这些因素限制了其在一些研究环

境中的应用。此外,虽然斑 马 鱼 在 模 拟 海 洋 分 枝 杆 菌(M.
 

marinum)感染方面表现优异,但其人源化程度相较其它模型

较低,加之缺乏特定的试剂,可能会影响其模拟人体内病理过

程及后续的实验研究[31-33]。

2.5 兔、猴感染 在TB模型构建中,兔、猴感染模型因其接近

人类的生理和病理特性而具有显著优势。这些模型提供了完

整的微环境条件,在疾病发生发展过程、病理特征和结构与人

类极为相似。因此,它们特别适用于新疗法和新药物的最终动

物筛选阶段,为临床应用提供重要的预测信息。这些模型也存

在显著的局限性。首先,高昂的成本和较高的操作难度,包括

对ABSL-2、3标准动物房及专门饲养和实验设备的需求,限制

了它们在广泛研究中的应用。此外,由于习性问题,这些动物

易于排出病原体,加上动物本身较大的遗传变异性,这些因素

不仅影响研究结果的重复性,还大幅提高实验人员意外暴露的

风险[34-36]。

3 类器官技术在肉芽肿模型中的应用:探索与挑战

基于上述讨论,构建结核肉芽肿模型的核心目的是形成一

个能够精确捕获细菌的复杂细胞结构,并以此深入探索其生物

学特性。尽管已经开发出多种体外构建肉芽肿的技术,但这些

方法通常存在结构不完整、缺乏特异性、非人源化培养或成本
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高昂等问题。同时,受医学伦理限制,无法直接动态分析患者

体内结核肉芽肿的演变。

类器官技术,通过在特定培养基中培养干细胞或祖细胞,

形成三维(3D)细胞结构,从而实现了对人体器官部分功能的体

外模拟[37],从而开展针对该功能的相关研究,如癌细胞耐药,

心肌缺血再灌注,病原体-宿主互相作用等。2014年,适用于结

核免疫学研究的3D肺组织模型被成功构建[36],这一开创性成

果清晰地展示了粘液分泌以及早期肉芽肿形成的过程,为深入

了解结核病的发病机理提供了有力工具。经过十年的发展,以
类器官为代表的3D细胞培养技术在生物医学各个领域大放异

彩。但这样的进步是否能构建出更完美的结核肉芽肿模型,以
下的几个问题是必须要回答的。

3.1 能否长时间培养,或促进干酪样坏死核心的形成 结核

病作为一种慢性传染性疾病,其特征性结构在人体中也需要一

定时间才能生成,前文提到的培养基模型培养时间在7~12
 

d
之间,而以斑马鱼模型进行的研究指出,需要约20周的时间才

能形成与周围组织相隔离的纤维性和/或细胞性袖套的成熟肉

芽肿,其内部才可见干酪样坏死核心[38]。这对于大多数细胞

培养来说,是无法接受的时间。同时,在现有技术下,进行细胞

传代将不可避免的破坏细胞聚合体结构。这也是为什么类器

官技术在癌症领域尤其火热的一大原因。

此时,如何促进干酪样坏死核心的形成,就成为了能否在

2D甚至3D细胞培养基中构建出具有复杂结构肉芽肿的基础

问题。目前,尚未有相关报道宣布解决了这一问题。

3.2 具有不同 MHC限制性的PBMC与TB共培养时的排斥

问题 如果能顺利解决上述问题,随之而来的另一个核心问

题:PBMC与TB在类器官环境中共培养需要考虑 MHC的限

制。在加入丝裂原或一些细胞刺激因子后,PBMC可在培养基

中存活14
 

d左右,能够符合前文的提到的培养基模型的需求,

包括体外肺组织模型。但干酪样坏死核心形成最基本的要求

是泡沫巨噬细胞不断地产生与死亡,那么如何保证上一轮旧的

单核巨噬细胞与新一轮细胞在培养基中共存,就成了另一大难

题。出于伦理限制,无法向某一个体要求长期提供足量外周血

进行实验或长时间大量杀害同一品系的小鼠取血,而使用如牛

羊等大型哺乳类动物的血液又缺乏合适的实验器材及试剂支

撑。因此,这可能会比上一个问题更具挑战性。

4 小结

自2002年斑马鱼肉芽肿模型被提出以来,已有数种细胞

和动物模型相继被开发并验证。然而,目前相关研究在构建肉

芽肿模型时,主要聚焦于细胞的聚集和包裹体的形成,却往往

忽略了使模型具备一定免疫性这一难点。此外,尽管相关研究

已进行了二十多年,斑马鱼模型却仍是唯一能够完整观察干酪

样坏死核心发展过程的模型。这其中一部分原因是许多文献

对于各类肉芽肿的定义为细胞的集合体[39-40];更重要的原因在

于,构建出这样一个模型,需要充分考虑到结核肉芽肿本身的

高度异质性和动态性[41],这本身就具有很高的难度。

尽管细胞模型在微环境复杂度和坏死核心的显现上不如

动物模型,但由于成本低廉且易于操作的特点,使其成为观察

MTB与细胞互作的常用方法。对于研究干酪样坏死核心及肉

芽肿发生发展过程,如肉芽肿破溃等,动物模型尤其是C3HeB/

FeJ小鼠感染模型则是最佳选择。

类器官技术的出现为众多疾病的研究提供了更加精细的

模型,但在展现多细胞互作及复杂性方面存在一定缺陷。同时

由于细胞寿命的限制,相关研究往往侧重于短期维持和变量较

少的实验设计[42-44],这对于构建更加完善的肉芽肿模型仍然不

足。尽管如此,类器官技术的现状已经并将继续为疾病研究提

供新颖的思路和方法,推动更深入地探索疾病的本质和治疗方

法。
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