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摘要 
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新型免疫抗原的筛选鉴定和运用初探 

微生物学专业博士研究生：周培富 

指导教师：谢建平 教授 

                 Yossef Av-Gay 教授 

摘要 

结核病是由结核分枝杆菌（简称结核菌）感染引起的慢性传染病，长期以来

严重影响人类的健康。目前全世界的结核病疫情依然十分严峻，是全球仅次于艾

滋病感染导致死亡的第二大传染性疾病。全球近1/3的人口被结核菌感染，大部

分处于潜伏性感染状态。当人体免疫力由于各种原因有所下降的时候，结核菌

便开始生长，逐渐发展成活动性结核。这在艾滋病患者中，比率会更高。据世

界卫生组织 2011年全球结核病防控报告：在2010年，全球新增850-920万结核

病例，120-150万病例死于结核病（其中不包括HIV阳性患者）。长期以来，由

于结核病治疗周期长，导致治疗不彻底，抗生素在某种程度上的不合理使用及

结核菌自身的进化，世界各地出现越来越多的耐多药结核菌（Multidrug-resistant 

TB，MDR-TB）和广泛耐药结核菌（Extensively drug-resistant TB，EDR-TB），

使得抗结核药物面临巨大困境。而目前作为防止结核病的唯一疫苗牛分枝杆菌

BCG（Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guerin，BCG）的效果也不尽人

意。该疫苗能对婴儿和儿童提供很好的保护，但是对成年人的保护效果降低且

存在较大的差异。这也使得社会中的绝大多数群体成为结核菌潜在的感染对

象。结核病的防治仍然是全球面临的一个艰巨任务，特别是在在贫困地区及发

展中国家。 

我国仍然是全球22个结核病高负担国家之一。结核病年发病人数约为130

万，占全球发病人数的14%，位居全球第二位。近年来，我国每年报告肺结核

发病人数始终位居全国甲乙类传染病的前列；耐多药肺结核危害日益凸显，每

年新发患者人数约12万，未来数年内可能出现以耐药菌为主的结核病流行态

势；结核菌/艾滋病病毒双重感染患者人数持续增加，防治工作急待加强；中西

部地区、农村地区结核病防治形势严峻。因此，新型药物，疫苗及诊断技术都

必须不断发展和进步，以应对和控制目前和未来严峻的结核病疫情。 
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        首先，诊断是治疗的前提。目前结核病的诊断方法主要包括影像学、微生物

学、免疫学和分子生物学诊断。基于特异性抗原-抗体反应的血清学免疫诊断方法

因其耗时短，方法简单，样品容易获得及适应人群广泛等优点而备受青睐。目前

存在的很多基于胶体金试纸条检测技术的快速结核病检测试盒由于灵敏性和特异

性差异较大而不能满足临床使用要求。开发高特异性和高灵敏性的诊断方法主要

依赖于特异性抗原的鉴定及检测方法的选择。电化学免疫传感器是将免疫测定法

与高灵敏的电化学传感技术相结合的一类新型生物传感器，被广泛应用于痕量免

疫原性物质的分析研究。因此，本实验结合蛋白质凝胶双向电泳与 Western blot

技术，将结核菌溶菌蛋白与结核病患者血清进行免疫杂交，鉴定杂交点，利用

ELISA 技术进行抗原性验证，再与免疫电化学传感器结合并探索在血清学检测中

的运用潜力。免疫杂交发现 4 个信号较强的杂交点，LC-MS/MS 鉴定产生最强信

号的抗原蛋白为 rv2175c 基因编码的保守假设性的调节蛋白 Rv2175c。克隆，表

达并纯化 Rv2175c 后，利用该蛋白免疫兔子成功制备多克隆抗体血清。利用酶联

免疫检测法（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）技术对几组健康人血

清及结核病患者血清中抗 Rv2175c 特异性 IgG 进行检测，发现这些血清中对应抗

体浓度非常低，且在健康人血清与结核病患者血清之间无明显差异。进一步利用

包被了 Rv2175c 蛋白的免疫电化学传感器检测到结核病患者血清中存在较强信

号，暗示结核病患者血清中存在一些能与 Rv2175c 蛋白发生特异性相互作用的抗

体或其它蛋白。本文对结果进行了深入分析，并提出 ELISA 与免疫电化学传感器

之间结果的差异，为后续相关实验提供经验。 

        此外，结核菌在传播，胞内持留性感染等过程中都面临着各种苛刻的生存环

境。因此，强大的信号转导系统是保存其能够感应信号并进行下游调控的重要基

础，也是结核菌生存的关键。结核菌的信号转导系统主要由双组份调控系统

（Two-component systems，TCS），真核样丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶（Ser/Thr 

protein kinases，STPKs）和丝氨酸/苏氨酸磷酸酶系统，酪氨酸蛋白激酶（Protein 

tyrosine kinase，PTK）和酪氨酸磷酸酶系统，σ因子系统组成。PtkA是目前结核

菌中发现的唯一的酪氨酸蛋白激酶，其自磷酸化和底物蛋白磷酸化均发生在酪氨

酸残疾上。编码酪氨酸的密码子为GC含量很低的UAU或UAC，而分枝杆菌属细

菌均为高CG含量，均在65%左右。酪氨酸在这样的情况下并没有优势，但PtkA仍

然结核菌的漫长进化中保存了下来，因此它必然在结核菌中承担者比较重要的功

能。而目前对PtkA仅有的了解是它能够磷酸化酪氨酸磷酸酶PtpA。 

        为了探索PtkA在结核菌中的更多生理功能，本研究首先从野生型结核菌

H37Rv及结核菌H37Rv ΔptkA缺失突变菌株，牛分枝杆菌BCG和牛分枝杆菌BCG 

ΔptkA缺失突变株入手，用蛋白质凝胶双向电泳方法对比野生型菌株与缺失突变



摘要 

 

菌株之间胞质蛋白表达谱上的差异。结果显示ptkA基因的缺失对结核菌的胞质蛋

白表达谱影响较大，而对牛分枝杆菌则没有明显的影响。进一步的质谱分析鉴定

了结核菌 H37Rv ΔptkA菌株与结核菌 H37Rv相比，表达量明显下降的三个蛋白点

为低氧反应蛋白1，热休克蛋白HspX和普遍胁迫蛋白Rv2623。这些蛋白涉及多方

面的环境压力应急及免疫原性等，且都同属于结核菌休眠调控蛋白DosR调控子，

暗示了PtkA可能涉及结核菌的压力反应，休眠与结核菌免疫原性等方面。而在

ptkA基因及其临近基因在序列和基因组上的排布与结核菌完全一样的牛分枝杆菌

中，ptkA的缺失对胞质蛋白表达谱几乎没有影响，进一步暗示ptkA可能在结核菌

中发挥了重要功能。本实验为后续的工作提供了一个大体的研究方向。 

      另外，PtkA作为一个蛋白酪氨酸激酶，其发挥生理功能的方式是通过磷酸化

其底物蛋白，改变底物蛋白的功能活性，进而调控相关的代谢。而PtpA是其已知

的唯一磷酸化底物。PtpA通过结合巨噬细胞空泡膜上的H
+
-ATPase中的H亚基并去

磷酸化HOPS (homotypic vacuole fusion and vacuole protein sorting) 复合体上

VPS33B(human class C Vacuolar Protein Sorting VPS33B)蛋白来阻止吞噬体与溶酶

体的结合，在结核菌的持留性感染中发挥至关重要的作用。对如此重要的一个生

理过程，PtkA是如何感应细胞中的环境，在什么样的条件下磷酸化和调控PtpA的

功能呢？它自身又有没有受到其它蛋白的调控呢?  除了PtpA以外，PtkA还调控着

哪些重要的生理功能呢？为此，我们首先将PtkA与结核菌的胞质蛋白在体外进行

孵育，以期能够发现更多的磷酸化底物蛋白，却意外的发现了PtkA蛋白受到结核

菌中内源性蛋白激酶的磷酸化。结合已有知识，推定磷酸化PtkA的内源性蛋白激

酶应该为STPKs。我们首先克隆，表达和纯化了PknB，PknD，PknG和PknH。体

外蛋白激酶反应发现这四个蛋白激酶均能对PtkA进行不同程度的磷酸化，其中以

PknD对PtkA的磷酸化活性最强，PknG次之。进一步的实验证实PknD以时间及浓

度依赖的方式对PtkA进行磷酸化，证明了PtkA是PknD的特异性磷酸化底物。利用

LC-MS/MS分析发现PknD对PtkA的磷酸化位点为T
119和另外一个靠近其自磷酸化

位点Y
262的基序，暗示其可能影响自磷酸化位点附近的结构，进而改变其自磷酸

化活性，间接改变其底物磷酸化活性。因此，STPKs可能通过调控PtkA而间接调

控PtpA的功能，影响结核菌与宿主之间的相互作用和持留性感染。本实验结果又

一次揭示了结核菌中信号转导系统之间的相互调控关系，展示了结核菌信号传导

系统的复杂性和调控的多层次性。 

关键词：结核分枝杆菌，血清学诊断，信号传导系统，蛋白酪氨酸激酶，真核样

丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 
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Abstract  

        Tuberculosis (TB) remains a major threat of global public health, and it is a chronic 

infectious disease caused by single etiological agent, Mycobacterium tuberculosis 

(M.tb). The death caused by TB is second only to the acquired immunodeficiency 

syndrome（AIDS）among infectious diseases. The burden of disease caused by TB is 

still very heavy and one third of global population was infected by M.tb, most of which 

are latent infection. However, the ‘dormant bacteria’ will resuscitate and develop into 

active TB when the host immune system is compromised due to various reasons, 

especially in human immunodeficiency virus (HIV) positive patients. According to 

report from World Health Organization (WHO) in 2011, globally there were 8.5–9.2 

million active cases and 0.9–1.2 million of deaths among human immunodeficiency 

virus (HIV)-negative cases of TB. Incomplete therapy due to long therapy time, 

unreasonable use of drug and continuous evolution of bacteria corporately lead to the 

initiation and spread of multidrug-resistant TB(MDR-TB) and extensively drug-resistant 

TB(EDR-TB), which make the anti-tubercular agent in difficulty. Mycobacterium bovis 

BCG, the only vaccine currently used in TB prevention, can provide efficient protection 

for infants and children but unsatisfactory and variable protection for adult. TB 

prevention is a global arduous task, especially in depressed area and developing 

countries. 

        China is still one of the 22 High-burden countries of TB. There were about 1.3 

million active cases in China in 2011, which is 14 % of global cases. More and more 

MDR-TB has been found and it might lead the epidemic condition in China in the 

dict://key.0895DFE8DB67F9409DB285590D870EDD/infant
dict://key.0895DFE8DB67F9409DB285590D870EDD/children
dict://key.0895DFE8DB67F9409DB285590D870EDD/adult
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coming years.  The increasing number of TB/HIV co-infection patient requires us to 

reinforce the prevention and cure, especially in central and west regions, and the vast 

rural areas in China. At the same time, development of novel drugs, vaccines and 

diagnostic techniques are urgently needed. 

        Diagnosis is the prerequisite to treatment. Currently, TB diagnostic methods 

largely base on imaging, microbiology, immunology, molecular biology with vary 

sensitivity and specificity. Serodiagnosis is gaining more and more attention due to 

time-saving, simplicity of operating, easy to sampling and extremely versatile. Many 

rapid TB test kits based on immunogold filtration assay strip are marketing. However, 

the performance evaluation sponsored by WHO/TDR in 2008 suggested that these kits 

were not recommended for clinical use mainly due to low sensitivity and specificity. 

The sensitivity and specificity of serodiagnosis largely hinge on the choice of diagnostic 

markers and test methods. Electrochemical immunosensor, combining the high 

specificity of immunoassay and high sensitivity of sensing technology，is widely used 

in detection of trace immunogenic substance. Here, cellular extracts of M.tb was 

separated by two-dimensional gel electrophoresis and electro-transferred completely to 

a PVDF membrane, followed by hybridization with TB patient sera. According to LC-

MS/MS analysis, the strongest hybridization spot correspond to the transcriptional 

factor Rv2175c encoded by gene rv2175c. Recombinant Rv2175c protein was produced 

from E.coli and antibodies were generated in rabbit using the recombinant antigens. 

Rv2175c specific IgGs are too low in both health and TB patient serum and 

indistinguishable between them based on ELISA. But electrochemical immunosensor 

can detect a stronger signal from TB group than from health serum. This indicates that 

antibodies against protein Rv2175c or other proteins that can interact with Rv2175c 

exist in TB group. Thees results were thoroughly discussed, which will provide precious 

experience for our further work. 

        In addition, during dissemination and infection, M.tb has to handle harsh 

extracellular and cellular situations it encounters. A robust and precise signal 

transduction system is imperative for handling the complex, volatile, harsh niche and 

persistent in the host. Signal transduction system of M.tb consists mainly of 12 two-

component systems (TCSs), 11 eukaryotic-like Ser/Thr protein kinases(STPKs) systems, 

1 protein tyrosine kinase(PTK) system and 11 extracytoplasmic function sigma factor 

(ECF-σ) systems. PtkA is the only tyrosine protein kinase present in M.tb and both 

autophosphorylation and substrate phoshorylation are occur on tyrosine residue. 

dict://key.0895DFE8DB67F9409DB285590D870EDD/microbiology
dict://key.0895DFE8DB67F9409DB285590D870EDD/molecular%20biology
dict://key.0895DFE8DB67F9409DB285590D870EDD/serodiagnosis
dict://key.0895DFE8DB67F9409DB285590D870EDD/strip
dict://key.0895DFE8DB67F9409DB285590D870EDD/specificity
dict://key.0895DFE8DB67F9409DB285590D870EDD/immunoassay
dict://key.0895DFE8DB67F9409DB285590D870EDD/sensing%20technology
dict://key.0895DFE8DB67F9409DB285590D870EDD/trace%20substance
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Tyrosine encoding codons are UAU or UAC, which are low GC content. Comparing to 

other amino acid, tyrosine is relatively low in M.tb with high GC content (65%). 

However, PtkA has been reserved during the long term evolution. So, it must undertake 

some important roles in M.tb. But until now, the substrate PtpA is the only thing we 

know about PtkA. 

        To explore more physiological function of PtkA, protein expression profile 

between wild type and ptkA deletion mutant were compared in both M.tb H37Rv strain 

and M.bovis BCG by two-dimensional gel electrophoresis. The results indicate that the 

deletion of ptkA in M.tb H37Rv cause a remarkable change in protein expression profile, 

but no obvious change in M.bovis BCG. LC-MS/MS analysis found that the 3 

prominently down-expressed proteins in H37Rv ΔptkA strain are hypoxic response 

protein 1, heat shock protein hspX (alpha-crystallin) and universal stress protein 

Rv2623. All these proteins involve in various stress response, immunogenicity and 

belong to DosR regulon, which is the main switch controlling the active or dormancy 

state in M.tb. This indicates PtkA might involve in stress response, immunogenicity and 

persistant directly or indirectly. And the sequence and location of ptkA and its 

neighboring genes are some between M.tb H37Rv strain and M.bovis BCG strain, but 

the effect of ptkA deletion are different. This hints that PtkA might regulate some global 

regulator in M.tb.  

        Protein kinases mainly play their role by phosphorylating their substrates. PtpA is 

the only substrate has been identified for PtkA. In macrophage, PtpA block the fusion 

between phagosome and lysosome and inhibit phagosome acidification by binding to 

the subunit H of H
+
-ATPase and dephosphorylating human class C Vacuolar Protein 

Sorting VPS33 in BHOPS (homotypic vacuole fusion and vacuole protein sorting) 

complex. This is a very important strategy for M.tb to persistant in the host. But what 

signal can activate PtkA and then to phosphorylate PtpA? Is PtkA itself been regulated 

by other protein?  Does PtkA play some other roles in M.tb? To identify more cognate 

substrates, cellular extracts of M.tb was incubated with recombinant PtkA. Be 

interesting, PtkA phosphorylation level was increased when incobutae with M.tb 

cellular extracts compared to PtkA alone. This suggests that PtkA by itself can serve as a 

substrate for endogenic M.tb protein kinases.  Combinating the existing information, we 

hypothesize that PtkA might be phosphorylated by one or more of the STPKs. Then, 

PknB, PknD, PknG and PknH were expressed and purified as GST or His-tag 

recombinant protein. The purified kinases were incubated with PtkA by using the γ-[
32

P] 

dict://key.0895DFE8DB67F9409DB285590D870EDD/phagosome
dict://key.0895DFE8DB67F9409DB285590D870EDD/lysoome
dict://key.0895DFE8DB67F9409DB285590D870EDD/subunit
dict://key.0895DFE8DB67F9409DB285590D870EDD/complex
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ATP as phosphate group donor. And we found that all these four kinases can 

phosphorylate PtkA with different intensity, in which PknD is the strongest one and 

followed by PknG. PknD phosphorylate PtkA in time and dose dependent manner 

further confirm that PtkA is a specific substrate of PknD. LC-MS/MS analysis reveal 

that PknD phosporylate PtkA on T
119

 and another motif, which is close to the 

autophosphorylation site Y
262

. This reminds us PknD might modify the 

autophosphorylation activity by phosphorylating this motif. At last, STPKs might 

regulate PtpA through PtkA and affect the pathogen-host interaction and persistant of 

M.tb indirectly. This is another new example of convergence of different signal 

transduction systems in M.tb, which further reveal that M.tb signal transduction systems 

are very complicated and themselves can be regulated in multi-levels. 

 

Keywords：Mycobacterium tuberculosis, Serodiagnosis, Signal transduction system, 

Protein tyrosine kinase, Eukaryotic-like Ser/Thr protein kinases 
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第 1 章 文献综述 

1 结核病现状 

1.1 全球结核病疫情 

        结核病是由结核分枝杆菌（简称结核菌）感染引起的慢性传染病。结核菌可能侵入人体

全身各种器官，但主要侵犯肺脏，成为肺结核病，俗称痨病，如果不经过治疗，具有很高的

死亡率。该疾病通过空气传播，有“白色瘟疫”之称， 是一种古老的传染病，一直以来对人

类健康构成巨大威胁。自 1882 年科赫（Robert Koch）发现了结核病的病原菌为结核菌之

后，人类对该疾病的理解和研究才真正拉开了序幕。 

        全球有近 1/3 的人口被结核菌感染，但是大部分人群能利用自身的免疫系统压制该菌

在体内的生长，使得其处于一种“持留状态”，也称潜伏性感染。但是当人体免疫力由于各

种原因有所下降的时候，结核菌便开始生长，逐渐发展成活动性结核，这样的情况通常占

被感人人口的 1/10。但在人体免疫缺损病毒（Human Immunodeficiency Virus，HIV）感染

的艾滋病阳性患者中，这个比率会更高。自科赫鉴定了结核菌的近 130 年中，人类研发了

很多治疗结核病的药物及免疫接种疫苗，结核病在某种程度上得到了较好的控制。但由于

种种原因，结核病疫情依然严峻甚至出现反弹，因此世界卫生组织（World Health 

Organization，WHO）于 1993 年发布全球结核病紧急宣言，将结核病重新列入重要防控对

象。据 WHO 2011 年全球结核病防控报告：在 2010 年，全球新增 850-920 万结核病例，

120-150 病例死于结核病（其中包括 HIV 阳性患者）[1]。 

        由于抗生素的不合理使用及结核菌自身的进化，近年来世界各地发现越来越多的耐多

药结核（Multidrug-resistant TB，MDR-TB）和广泛耐药结核（Extensively drug-resistant 

TB，EDR-TB）， 使得用于治疗结核病的抗生素面临巨大困境。而目前作为防止结核病的

唯一疫苗牛分枝杆菌 BCG（Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guerin，BCG）的效果

也不尽人意。该疫苗能对婴儿和儿童提供很好的保护，但是对成年人的保护效果降低且存

在较大的差异。这也使得社会中的绝大多数群体成为结核菌潜在的感染对象。虽然目前有

大量的潜在疫苗处于临床前期研究或临床试验，但否能够开发出比牛分枝杆菌 BCG 更有效

的疫苗并广泛使用仍然是一个未知数。种种的因素导致了结核病成为全球仅次 HIV 的第二

大导致死亡的传染性疾病[2]。结核病的防治仍然是全球面临的一个艰巨任务，特别是在贫

困地区及发展中国家。 

1.2 中国结核病疫情 

       中国作为一个人口大国，同样也是一个结核病高负担国家。虽然在1990至2010年期

间，结核病新发病例和死亡病例大幅降低：流行率降低一半，死亡率降低了近80%，发病

率每年降低3.4%[1]。但是我国仍是全球22个结核病高负担国家之一。目前我国结核病年发
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病人数约为130万，占全球发病人数的14%，位居全球第二位[1]。近年来，我国每年报告

肺结核发病人数始终位居全国甲乙类传染病的前列；耐多药肺结核危害日益凸显，每年新

发患者人数约12万，未来数年内可能出现以耐药菌为主的结核病流行态势；结核菌/艾滋病

病毒双重感染患者人数持续增加，防治工作亟待加强；中西部地区、农村地区结核病防治

形势严峻[3]。 

2 结核分枝杆菌信号转导系统 

2.1 概况 

结核菌的成功之处在于它能适应各种复杂多变且苛刻的生存环境：活性巨噬细胞产生的

氧化剂（活性氧中间物、活性氮中间物）；吞噬体中的低pH环境；由肺泡表面活性物质、毒

性肽或蛋白、毒性自由脂肪酸等导致的表面结构损伤；吞噬体及肉芽瘤中的低氧环境；营养

素及重要元素的贫乏；传播过程中暴露于紫外光、干燥及低温环境等[4]。在这些过程中，结

核菌除了需要具备有效利用特殊碳源及氮源的代谢途径外，还需要精确而有力的信号转导机

制能及时准确的感应外界的环境变化，并将其传递到胞内，调控胞内相应的代谢变化来适应

环境的变化。结菌H37Rv基因组共编码约190个转录调控子，其中包括12对双组份调控系统

（Two-component systems，TCS）和4个属于双组份调控系统的未配对的孤儿蛋白，11个真核

样丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶（Ser/Thr protein kinases，STPKs）和丝氨酸/苏氨酸磷酸酶，1个酪

氨酸蛋白激酶（Protein tyrosine kinase，PTK）和两个酪氨酸磷酸酶，13个σ 因子（其中10个

为胞外功能亚家族σ 因子，涉及细胞周质空间及胞外信号的转导）及140多个其它推定的调

控蛋白[2, 5]。对这几类信号转导系统的研究主要起始于1998年结核菌全基因组测序完成，对

基因组全局性的了解及基因功能预测。随着研究的不断深入，人们也发现结核菌中各种生理

代谢无处不涉及这些信号转导系统的调控，如DesR/S/T双组份调控系统涉及结核菌的休眠状

态的调控[6-9]，而酪氨酸蛋白激酶PtkA及其对应的磷酸酶PtpA则被证实直接参与修饰宿主巨

噬细胞中的信号转导，阻碍吞噬体与溶酶体的融合[10-12]等等，对结核菌在巨噬细胞中的生

存起着决定性的作用，这可能是揭示其持留性的关键。σ 因子通常被理解为原核生物基因转

录过程中的一个关键蛋白，但是越来越多的研究发现σ 因子在转录水平和翻译后水平受到广

泛的调控。其中最要的是受到对应的Anti-σ 因子及Anti-anti-σ 因子的调控，而这两者多以膜

蛋白形式定位于细胞膜上，直接或间接的感应胞外或周质空间的信号并据此对存在于胞内的

σ 因子进行活性调控。Staron等详细阐述了将σ 因子列为原核生物信号转导系统的理由及相

关功能概述[13]。这几组信号转导系统以不同的作用机制在不同层面发挥作用（图1），但相

互之间又相互调控并形成了复杂而精确的调控网络（图2）。 

下面将主要对涉及本研究内容的真核样丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶系统，酪氨酸蛋白酶激酶

系统及对应磷酸酶进行综述。结核菌双组份调控系统的内容可参考文献[14-15]，sigma因子

相关的内容可参考[16-17]。 
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       图 1 信号转导系统作用机理。 A，双组份调控系统中膜整合性组氨酸激酶感应特定信号并形

成二聚体，磷酸化自身的某个组氨酸，再将该磷酸基团转移给其对应反应调控蛋白的特定天冬氨

酸残基，以此来调控后者的功能活性[18]。 B，真核样丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶与双组份调控系统

类似，但是激酶的自磷酸化是发生在丝氨酸或者苏氨酸残基上，该磷酸化基团也是转移到底物蛋

白的丝氨酸或者苏氨酸残基。而这些底物蛋白通常直接参与各种生理代谢，也有少数为转录调控

因子。C， 胞外功能 σ 因子中的 anti-σ 的作用机制有如下三种类型：第一种类型以膜整合型 anti-σ

因子 RslA 为例[19]：anti-σ 因子在还原性条件下结合 σ 因子而在氧化性条件下释放 σ 因子；第二

种类型为存在于细胞质中（或者是膜整合的但是缺少信号感应结构域），如 anti-σ 因子 RseA[20]：

被某种真核样丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶磷酸化后，会进一步被蛋白酶 ClpC1P2 水解并释放 σ 因子；

最后一类作用机制来源于 RskA，RslA 和 RsmA [21]：在特定情况下，这些 anti-σ 因子会被 site-

one protease (S1P) 和 Regulated intramembrane proteolysis (Rip1, Rv2869c) 水解进而释放 σ 因子。   
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图2 结核分枝杆菌信号转导系统调控网络。虚线表示这种关系来源于体外实验或者间接证据。 

2.2 真核样丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 

2.2.1 PknA 和 PknB 

pknA和pknB这两个激酶编码基因在基因组上相邻排布，位于结核菌染色质复制起始点附

近，与蛋白磷酸酶pstP，细胞形态调控基因rodA及肽聚糖合成基因pbpA共同组成一个操纵

子。PknA和PknB都在细胞分裂及细胞形态调控方面共同发挥作用，且二者对结核菌的存活

是必须的，缺失后会导致结核菌是致死[22]。PknA在大肠杆菌中的组成性表达导致细胞形态

变长[23]。Choong-Min Kang[22]等研究发现：在耻垢分枝杆菌和牛分枝杆菌 BCG中，PknA

和PknB过表达使细菌的生长和成活力受到抑制，且PknB导致的表型更严重。PknA过表达使

细胞变得更长，更宽甚至有些出现分枝，PknB过表达使细胞变得更宽，更鼓而且直径不均

匀；相反，在耻垢分枝杆菌中利用反义RNA干扰技术使PknA和PknB表达量降低时出现与过

表达时相反的细胞形态，但生长同样受到抑制，这说明细胞的正常生长需要PknA和PknB的

表达维持一个适量的水平。PknA和PknB的一些底物已经得到了体内或体外实验鉴定。PknA
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的底物包括Wag31（细胞分裂蛋白DivIVA的同源蛋白），EmbR（调控编码细胞壁阿拉伯糖转

移酶操纵子embCAB 的表达），FtsZ（细胞分裂蛋白，涉及隔膜形成），MurD（UDP-N-

acetylmuramoyl-L-alanine-D-glutamate synthetase），mtFabH（β-酮酰基载体蛋白合酶III，连接

FAS-I 和 FAS-II ， 涉 及 分 枝 菌 酸 的 合 成 ）， GlmU （ N-acetylglucosamine-1-phosphate 

uridyltransferase），被PknA磷酸化后的功能变化研究都充分证明了pknA在细胞生长，分裂，

细胞壁及分枝菌酸生物合成方面的重要作用。PknB调控Wag31，EmbR，PBPA（青霉素-结合

蛋白），PapA5（涉及结核菌醇二分支菌酸PDIM合成）, GlmU等涉及细胞壁合成及细胞分裂

相关蛋白也证明其在细胞生长，分裂，细胞壁及PDIM合成方面的重要作用。PknA与PknB之

间的体外相互磷酸化活性更暗示了这两个激酶之间的协同调控关系[22]。此外，PknB还被证

实在体内磷酸化SigH，RshA(anti-sigH)，且RshA的磷酸化影响其与SigH的结合，因此pknB能

通过对SigH和RshA(anti-sigH)的磷酸化来调控细胞中活性SigH的量，进而广泛的影响受SigH

调控的下游通路[24]。还值得注意的是PknB是结核菌 11个STPKs中唯一一个胞外信号感应结

构域中具有PASTA（penicillin and Ser/Thr kinase associated）结构域的激酶。Ishita M. Shah等

[25]研究证明在枯草芽孢杆菌中，信号感应结构域中具有PASTA结构域的PrkC能特异性的识

别并结合肽聚糖降解产生的胞壁肽（Muropeptides），将信号传递进入芽孢内，诱发芽孢萌

发：PrkC诱导并调控分泌型肽聚糖水解酶YocH的表达，YocH水解所处环境中其它细菌释放

的肽聚糖，所产生的碎片能够被PrkC感应到，然后调控关键转录因子EF-G和自身的表达。巧

合的是结核分枝杆菌有5个基因编码含有细胞复苏因子（Rpf）保守结构域的蛋白，被命名为

rpfA-E，能促进其从休眠期转换为活性状态。细胞复苏因子（Rpf）保守结构域在结构上与溶

菌酶和可溶性转糖酶具有高度相似性[26]，其中RpfB的肽聚糖N-乙酰胞壁酸和N-乙酰氨基葡

萄糖之间的beta-1,4-糖苷键水解酶活性已经得到了验证。Rv1477编码一个叫做Rpf相互作用蛋

白 A (RipA的)肽链内切酶，该酶能够降解肽聚糖，但更重要的体内试验证实是RipA 能与RpfB

和RpfE 相互作用[27]。 最新的的研究还发现RipA 还能与PBP1(penicillin binding protein 1, 细

胞壁合成相关酶)  ，且它们之间进行相互作用的结构域与其与RpfB相互作用的结构域相同，

因此推测 PBP1和RpfB对RipA的竞争性结合能保持肽聚糖合成与降解之间的平衡 [28]。那么

结核分枝杆菌中会不会像枯草芽孢杆菌一样，RpfB和/或其它肽聚糖水解酶水解肽聚糖的碎片

正好是PknB的特异性信号分子，因此PknB将此信号传递进入休眠细胞内，诱发其转化活性细

胞？Kana 等[29]对此进行了相关的分析，并提出Rpf可能与更多不同种类的内肽酶协同作

用，而水解产生的不同的胞壁肽可能通过Nod1，Nod2途径参与宿主信号转导。 

2.2.2 PknD 

研究发现MmpL7是PknD的一个重要底物 [30]。MmpL7属于分枝杆菌膜蛋白大家族

（mycobacteria membrane protein large family，Mmpl），同时功能上属于RND (resistance, 

nodulation, and cell division) 家族转运体。MmpL7涉及毒力相关因子结核菌醇二分支菌酸
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（phthiocerol dimycoceroserate，PDIM）[31]和另外一种类似但是不同的酚糖脂（phenolic 

glycolipid，PGL）[32]的转运。Jacqueline Pe′rez[30]等构建了结核菌pknD的缺失突变株，但没

有发现pknD缺失是否会对其生理及毒力具体造成什么影响。此外，Andrew E. Greenstein等[33]

发现PknD能磷酸化Rv0516c(Anti-Anti-σ)，PknD对Rv0516c的磷酸化抑制了其与同源Anti-Anti-

σ Rv2638的结合能力，且磷酸化位点Thr
2不同于常规的Anti-Anti-σ蛋白家族中的丝氨酸/苏氨

酸磷酸化位点。同时Rv0516c不能被anti-σ UsfX，RshA及Rv0941c磷酸化，但是能被PknB和

PknE磷酸化，这说明蛋白激酶能特异性的调控一些Anti-Anti-σ的活性来调控对应σ的活性，进

而调控下游信号；该实验组还发现PknD的过表达改变了很多SigF依赖的基因的表达谱，暗示

了PknD和SigF之间存在调控关系，但是否就是有上面提及的Rv0516c及Rv2638来完成的还不

清楚，因为Rv0516，Rv2638和SigF之间是否存在相互作用关系还有待进一步验证。在牛分枝

杆菌中,该蛋白因移码突变而仅表达了N末端的激酶结构域 [34]。 

2.2.3 PknE和PknH 

研究发现结核菌△pknE缺失突变菌株在BALB/c鼠中无显著毒力差异[35]，但对一氧化氮

供体如SNP，GSNO和酸化亚硝酸盐等产出不同程度耐受，对还原剂及特定金属离子敏感，

提高对诱导人巨噬细胞编程性死亡，抑制坏死和增殖的能力，降低TNF-a和IL-6的表达，其自

身在巨噬细胞中生存能力减弱[36]。巨噬细胞的程序性死亡是宿主防御病原菌感染的一种有

效手段，它通过放大病原菌存在的信号而招募更多活性细胞并加强获得性免疫对病原菌进行

杀伤。因此，PknE的作用可能是通过某种机制抑制巨噬细胞编程性死亡，让宿主忽略结核菌

的感染，以争取建立持留性感染机会。 

结核菌△pknH缺失突变菌株在BALB/c鼠模型中毒力增强[36]。pknH在低pH和热休克条

件下其表达水平降低[37]。在M.tb中，EmbR被证实是PknH的一个底物，PknH通过磷酸化

EmbR而正调控embCAB操纵子的表达。embC催化脂甘露糖（lipomannan，LM)形成脂阿拉伯

甘露聚糖（lipoarabinomannan ，LAM)，造成LAM/ LM的比例增高，降低其毒性，这也与

△pknH在BALB/c Mice中毒力增强的结果吻合；embAB的过表达提高了对乙胺丁醇的耐受

性。更重要的是PknK能够磷酸化调控DosR这个结核菌中主要涉及休眠的双组份系统调控蛋

白，且PknH对DosR的氨基酸残基的磷酸化与DosS 对DosR的天冬氨酸残基磷酸化能协同性的

加强其对DNA序列的结合能力[38]。在M.tb CDC1551中， MT3428基因编码蛋白因与EmbR具

有56%的相似性而被命名为EmbR2，Virginie MOLLE等[39]研究发现EmbR2能与PknH结合但

不能被PknH磷酸化，EmbR2的结合抑制了PknH的自磷酸化活性因此也抑制了其对底物（比

如EmbR）的磷酸化活性，而PknE和PknF能同时磷酸化EmbR和EmbR2，PknA和PknB能磷酸

化EmbR[40]。会不会PknE和PknF通过磷酸化EmbR2来实现对PknH的调控呢？这个还需要进

一步体内的实验的验证，因为还有如下问题没有搞清楚：ⅰ，在体内，PknE和PknF中谁能磷

酸化EmbR2或是都能？ⅱ，EmbR2的磷酸化状态是否影响其对PknH的结合及抑制能力？但
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是，这揭示了一种新的调控STPKs活性的机制，因为我们通常认为它们的活性是通过其自磷

酸化与同族磷酸酶Mstp对其的去磷酸化来实现平衡的。PknH还能体外磷酸化底物蛋白

Rv0681（TetR 家族转录调控因子）和DacB1（青霉素-结合蛋白，涉及肽聚糖合成），但这些

功能还需要进一步的体内实验的验证[41]。 

2.2.4 PknF 

对于PknF，目前还没有对应缺失突变表型的研究报道，使用RNA干扰降低结核菌中pknF

的表达量导致细菌生长加快，形态缩小且隔膜迷乱，对D-葡萄糖的摄取量增加但对甘油，亮

氨酸及油酸的摄取无变化；而将pknF引入缺乏该基因的耻垢分枝杆菌中表达导致生长减慢，

细胞形态缩短，膨胀且有缢痕 [42]。Romain Veyron-Churlet等 [43]还发现PknA，PknD，

PknE，PknF和PknH在体外能磷酸化β-酮酰基载体蛋白合酶III mtFabH，其中pknA和pknF对其

活性最强。他们还证实了mtFabH在体内能被磷酸化，但是还没有确定该蛋白在体内具体哪一

个或那几个激酶的底物。Juliet M. Curry等[44]利用酵母双杂交技术研究发现pknF与Rv1747之

间存在相互作用。Rv1747编码一个跨膜结合ATP的蛋白ABC运输分子（transmembrane ATP-

binding protein ABC transporter），但其具体转运的底物还不清楚。但△Rv1747在巨噬细胞及

BALB/c mice中的独立减弱，而体外的表型且无变化，暗示Rv1747在结核菌毒力因子转运方

面的重要作用，同时也暗示pknF在结核菌毒力调控方面的重要性。 

2.2.5 PknK 

        结核菌中PknK和PknG不具备跨膜结构域，最初被认为是可溶性的，关于PknG将在后面

详细描述。PknK是结核菌11个STPKs中分子量最大的一个（1100个氨基酸。Pawan Kumar等

[45]研究发现PknK尽管缺乏跨膜结构域，但却定位于细胞膜，推测可能是由于该蛋白中含有

一个PDZ结构域的原因，因为在真核生物中，PDZ结构域除了涉及分子内或分子间的相互作

用之外[46]，还能将激酶定位于部分膜性的区域（submembranous region）[47]。也有研究发

现PknK可能被分泌进入吞噬体溶质中并参与其中细胞信号转导调控[48]。PknK可能从转录水

平和翻译后水平调控结核菌中的分枝菌酸合成：转录调控子VirS及受其调控的mymA操纵子

（ Mym ， LipR ， Rv3085 ， Rv3086 ， Rv3087 ， Rv3088 和 FadD13 ）中的 Mym ， LipR ，

Rv3085，Rv3088在体外均能被pknK磷酸化，进一步的实验证明VirS是其体内的一个真正的底

物，且PknK对VirS的磷酸化增强其与mym 基因启动子结合的亲和性[45]。△pknK 的细胞形态

和细胞壁组分也发生了变化[48]。 Amit Singh等[49]证明VirS及受其调控的mymA操纵子基因

对维持结核菌细胞壁超微结构及在豚鼠脾脏中的持留性感染很重要：△virS和△mymA改变了

分支菌酸的含量及组分，积累饱和C24和C26脂肪酸，对抗生素、去垢剂和酸性pH更敏感；

在活性巨噬细胞中中生长受到抑制但是在静息巨噬细胞中不受影响；△virS感染豚鼠20个星

期后，脾脏中菌含量降低了约800倍但在肺中却明显差异。Amit Singh等还基于实验定位了

mymA操纵子基因在结核菌分支菌酸生物合成代谢中的作用。PknK在体内对转录调控蛋白
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VirS的磷酸化调控，有力的证明了PknK在通过mymA操纵子基因功能介导的分支菌酸的生物

合成调控中的重要作用，或许PknK在体外对mymA操纵子中Mym,LipR, Rv3085, Rv3088等的

磷酸化作用暗示了PknK对mymA操纵子的调控可能是转录后和转录水平的双层调控。 

2.2.6 PknG 

PknG不具有跨膜结构域，实验也证明PknG主要存在于细胞质中[50]。Anne Walburger等

[51]证实PknG可以分泌进入宿主巨噬细胞，△pknG牛分枝杆菌BCG在感染巨噬细胞后主要存

在于LAMP-阳性囊泡中，而野生型主要存在于LAMP-阴性吞噬体中；细胞器电泳分析也发现

△pknG牛分枝杆菌 BCG主要存在于溶酶体部分，而野生型存在于非溶酶体细胞器中；在感染

巨噬细胞后1个小时内，野生型大量繁殖而突变株生长几乎完全受到抑制。耻垢分枝杆菌基

因组中含有PknG编码基因但是通常情况不会被表达，感染巨噬细胞中很快被清除。但当pknG

在耻垢分枝杆菌中表达时，也能抑制吞噬体向溶酶体转化，但表达无功能的牛分枝杆菌 

BCG-pknG
K181M与缺失突变特征相似，进一步的实验证明了上述的这些现象都依赖于PknG的

激酶活性。Shivendra K Chaurasiya等[52]近期鉴定了PknG在THP-1细胞中的作用底物PKCα

（蛋白激酶 Cα），PKCα能促进Fc-γ受体介导的吞噬作用[53]并通过促进吞噬体或晚期内吞体

和溶酶体的相互作用来调控吞噬溶酶体的生成，此外还能杀伤胞内病菌体。PKCα与PknG有

一定的同源性，PKC-α 被证实能磷酸化p57 (human homologue of coronin family actin-binding 

protein) ，p57的磷酸化对其从吞噬体上的脱离及对LAMP-1 的招募都是很重要的，而这个过

程是吞噬体与溶酶体融合的一个关键步骤。 因此，结核菌，牛分枝杆菌 BCG等通过利用

PknG水解（而不同于常规的磷酸化作用）PKCα而减少其胞内含量，干扰吞噬溶酶体的成熟

及巨噬细胞对结核菌的杀伤。Nicole Scherr等[54]还进一步证实了PknG的自磷酸化在介导结核

菌在巨噬细胞中的存活中至关重要。△pknG 结核菌在体外及BALB/c 鼠中的生存能力减弱，

在SCID鼠中毒力减弱，突变株中谷氨酸及谷氨酰胺积累，谷氨酰胺从头合成水平大大降低

[55]。但△pknG 牛分枝杆菌BCG 的谷氨酸及谷氨酰胺水平均不受影响[56]。Helen M. O’Hare

等[57]体内鉴定了结核菌中GarA（rv1827）是PknG的底物，磷酸化位点为T
21并且磷酸化抑制

其活性，GarA结合并调控NAD
+-特异性谷氨酸脱氢酶的活性。Villarino等[58]曾发现PknB在体

外也能磷酸化GarA，磷酸化位点为T
22。两个激酶对GarA的磷酸化之间存在排斥作用，T

21或

T
22的磷酸化都能抑制其结合KGD（a-酮戊二酸脱羧酶）和GDH（NAD-依赖的谷氨酸脱氢

酶）的能力，而 GarA与KGD和GDH的结合抑制了这两个酶的活性。因此，PknB和PknG可能

在不同的环境条件下竞争性调控GarA，进而调控重要的三羧酸循环代谢活动。然而，Liem 

Nguyen等发现△pknG牛分枝杆菌BCG对胞外谷氨酰胺的摄取，胞内谷氨酰胺浓度及体外生长

水平无变化[56]。此外，PknG还与分枝杆菌的内在的抗生素耐受性相关[59]。 

2.2.7 PknI, PknJ和PknL 

PknI具有一个跨膜结构域，Anubha Singh等[60]研究报道称PknI定位于细胞质中，但是从
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作者文章中的图片中可以看出，除了细胞质中含量较多外，细胞膜中也含有不少，且细胞壁

组分中含有较少但可见的组分，因此PknI的真正亚细胞定位还需要进一步的实验验证，上述

实验中大量的PknI出现在细胞质中会不会是由于PknI大量表达，还未来得及正确定位于细胞

膜上的原因的？该实验组还发现结核菌在感染巨噬细胞后，pknI的转录水平降低。有意义的

是，Radha Gopalaswamy等研究发现△pknI 结核菌在酸性，低氧条件及THP-1细胞中生长加

快，在SCID 鼠中毒力显著增强[61]，这暗示了PknI很可能涉及结核菌在体内的持留性感染。 

PknJ 含有单个跨膜结构域， 体外以二聚体形式发挥蛋白激酶活性[62]。目前鉴定的底物

蛋白包括：PknJ自身（自磷酸化Thr
168，Thr

171
 和Thr

173氨基酸残基），转录调控因子EmbR，

涉及分枝菌酸生物合成的甲基转移酶MmaA4/Hma ，二肽酶PepE[62]，催化糖酵解途径第一

步的丙酮酸激酶PykA，推定的乳酸脱氢酶LldD2 和GroEL2[63]。转座子插入导致的pknJ突变

菌株在骨髓来源的巨噬细胞和免疫缺陷小鼠中表型与野生型相似，但在SCID鼠中毒力增强

[62]。 

PknL为一个跨膜蛋白，胞内N-末端蛋白激酶结构域含368个氨基酸，而C末端胞外仅7个

氨基酸 ，也暗示该激酶信号的感应可能需要其它蛋白的辅助。 Marc J. Canova等[64]体外鉴定

了转录调控蛋白Rv2175c是PknL的磷酸化底物，PknL对Rv2175c的磷酸化抑制了其与DNA结

合的亲和性。由于涉及细胞分裂及细胞壁生物合成的dcw基因簇与pknL及rv2175c在基因组上

分布相邻，曾推测PknL可能涉及dcw基因簇相关功能的调控，但被Rv2175c调控的基因也还没

有被鉴定，因此该说法仍有待实验证据的支持。 

2.2.8 丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸酶Mstp（Ppp，rv0018c） 

结核菌基因编码一个STPKs特异性的蛋白磷酸酶Mstp，在体外能去磷酸化目前发现的所

有STPKs及其磷酸化底物。通过对蛋白进行去磷酸化，发挥与STPKs相反的作用来保持结核

菌中蛋白质磷酸化的平衡，调节相关代谢的稳定。但是双组分调控系统为什么没有对应的蛋

白磷酸化没呢？一方面是由于一些双组份调控系统的组氨酸激酶具有双重功能，在不同条件

下对同族调控蛋白发挥磷酸化或去磷酸的功能，比如双组份调控系统senX3/regX3[65]；另一

方面可能是因为天冬氨酸-磷酸不稳定，半衰期在几个小时左右，所以某种程度上不需要蛋白

磷酸酶发挥去磷酸化作用，而丝氨酸/苏氨酸/酪氨酸-磷酸很稳定，能坚持几个星期[66]，因

此需要蛋白磷酸酶的介入，达到及时而精确的调控。既然Mstp调控的范围如此广泛，如果缺

失该基因会导致什么样的后果呢？遗憾的是目前还没有这方面的报道。 

2.3 PTK-磷酸酶系统 

结核菌编码一个酪氨酸蛋白激酶PtkA（rv2232）及两个酪氨酸蛋白磷酸酶PtpA和PtpB。

ptkA在感染巨噬细胞后表达上调[67]，暗示了该基因的重要功能。而PtkA的生化及生理功能

却直到2009年才被鉴定[68]，同时还鉴定了其底物PtpA。PtpA作为结核菌中一个酪氨酸特异
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性的磷酸酶，在感染巨噬细胞时表达量上调，能被分泌到宿主巨噬细胞中，抑制巨噬细胞的

吞噬作用并增加肌动蛋白的聚合作用[69]。Horacio Bach等研究揭示了PtpA通过对宿主中

VPS33B去磷酸化来抑制吞噬体-溶酶体融合, Dennis等进一步证明PtpA通过结合巨噬细胞空泡

膜上的H
+
-ATPase中的H亚基并去磷酸化HOPS （homotypic vacuole fusion and vacuole protein 

sorting） 复合体上人C型空泡分选蛋白VPS33B（human class C Vacuolar Protein Sorting， 

VPS33B）蛋白来阻止吞噬体与溶酶体的结合 [68, 70]。但是PtkA对PtpA的磷酸化与PtpA分泌

是否有关目前还不得而知。而Christoph Grundner等[71]发现△ptpA结核菌在C57BL/6鼠中毒力

无变化。因此，对于PtkA, 除了磷酸化底物PtpA，还会不会磷酸化宿主中的一些底物呢？  

PtpB也是一个分泌型的酪氨酸蛋白磷酸酶，实验证实PtpB具有双重特异性磷酸酶活性

（DST，dual-specificity protein phosphatase）。且PtpB与哺乳动物脂质磷酸酶存在序列相似性

并实际表现出磷酸酶活性，更重要的是它具有磷酸肌醇磷酸酶活性[72]。而宿主3-磷酸磷酸

肌醇（PtdIns3P）负责将Rab5效应子hVPS34和EEA1招募到内吞体内，这是溶酶体成熟过程

中的一个关键步骤[73]。研究发现△ptpB结核菌在IFN-g 激活的巨噬细胞及豚鼠中毒力减弱。

最新的研究发现PtpB可能通过下调ERK1/2和p38活性来阻断IFN-γ 刺激IL-6的产生，同时通过

激活Akt和蛋白酶3（caspase 3）阻止巨噬细胞的程序性死亡[74]。 
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表 1.  结核分枝杆菌 STPKs-Mstp 系统和 PTK-磷酸酶系统概况 

蛋白 功能a
 调控底物 b

 

PknA 调控细胞分裂及形态 PknA [23]；pknB,Rv1422,Wag31[22]；EmbR[40]；

FtsZ[75]；MurD[76]；mtFabH[43]; GlmU[77]；GroEL1[78] 

PknB 调控细胞分裂及形态 pknB[79]；PknA，Wag31,Rv1422[22]；EmbR[40]；

Rv0020c[80]；GarA[58]；PBPA(rv0016c)[81]；

SigH,RshA[24]; Rv0019c, PapA5[82]; GlmU[77]; 

Rv0516c(Anti-Anti–σ)[33]；GroEL1[78] 

PknD  mtFabH[43], MmpL7[30]; Rv0516c[33]；GroEL1[78] 

PknE  PknE[83];mtFabH[43]; Rv0516c, RshA, Rv1904,RsfA 

(Rv1365c)[33]; EmbR,EmbR2(.tb CDC1551，该基因在37rv

中缺失)[39]；GroEL1[78] 

PknF  PknF[50];mtFabH[43]; EmbR, EmbR2[39]; Rv1747[84]；

GroEL1[78] 

PknG 调控谷氨酸代谢，调

控吞噬体与溶酶体的

融合，多种抗生素的

耐受 

PknG[50]；GarA[57]；PKCα（THP-1细胞）[52] 

PknH 调控 LAM/LM 的比例

及对 ethambutol 的耐

受性 

PknH，EmbR[85]；mtFabH[43]；GroEL1[78]；

Rv0681,DacB1[41] 

PknI  PknI[86] 

PknJ   

PknK 调控分枝菌酸合成，

胞内持留 

PknK，VirS, Mym, LipR, Rv3085和 Rv3088[45] 

PknL  PknL [87]；GroEL1[78]；Rv2175c[64] 

Ppp（mstp）  丝氨酸/苏氨酸特异性

磷酸酶 

 

PtkA  PtkA，PtpA [68] 

PtpA 抑制吞噬体-溶酶体融

合 

VPS33B（人的）[10] 

PtpB   

注：黑体表示得到体内的验证。 
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表2. 结核分枝杆菌STPKs-Mstp系统和PTK-磷酸酶系统成员缺失后效应 

基因 基因敲出效应 

pknA △pknA无义突变无法获得，致死，部分缺失（anti-RNA）使细胞形态变得细长[22] 

pknB △pknB无义突变无法获得，致死，部分缺失（anti-RNA）使细胞形态变得细长[22] 

pknD 毒力无变化[88] 

pknE △pknE对一氧化氮供体 (SNP, GSNO和酸化亚硝酸盐)产出不同程度耐受，对还原剂及确

定金属离子敏感，提高对诱导人巨噬细胞编程性死亡，抑制坏死和增殖的能力，降低

TNF-a和IL-6的表达，其自身在巨噬细胞中生存能力减弱[36]；△pknE在BALB/c Mice中无

显著毒力差异[35] 

pknF RNA干扰降低结核菌中pknF的表达量导致生长加快，形态缩小且隔膜迷乱，对D-葡萄糖

的摄取量增加但对甘油，亮氨酸及油酸的摄取无变化[42] 

 

pknG △pknG在体外及BALB/c 鼠中的生存能力减弱，在SCID鼠中毒力减弱，突变株中谷氨酸

及谷氨酰胺积累[55]；PknG在M.tb,M.bovis和M.sm中的缺失导致对多药敏感[59] 

pknH △pknH在BALB/c鼠中毒力增强[35] 

pknI △PknI在酸性、低氧条件及THP-1细胞中生长加快，在SCID鼠中毒力增强[61] 

pknJ 转座子插入导致的pknJ突变菌株在骨髓来源的巨噬细胞和免疫缺陷小鼠中表型与野生型相

似，但在SCID鼠中毒力增强[62] 

pknK △ pknK细胞的大小和细胞壁组分发生改变，对特殊压力如酸性pH, 氧化压力，低氧等更

加耐受，在体外稳定器生长加快，在 C57BL/6鼠中早起适应阶段生长减慢[48]。 

pknL  

ppp  

ptkA  

ptpA △ptpA在THP-1巨噬细胞中毒力减弱[10]；△ptpA在C57BL/6鼠中毒力无变化[71] 

ptpB △ptpB在IFN-g 激活的巨噬细胞及豚鼠模型中毒力减弱[73] 
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2.4 结核菌信号转导系统运用潜力 

2.4.1 药靶 

随着对原核生物信号传导系统的研究，其中一些重要的系统被发现可作为药物开发的理

想靶标。结核菌的信号传导系统涉及了细菌的多方面的生理功能，包括毒力，休眠，持留性

感染及药物耐受等等。首先，一些对结核菌生存所必须的系统如真核样丝氨酸/苏氨酸蛋白激

酶系统中的PknA, 双组份调控系统中的MtrA和PrrB/A，sigma因子系统中的SigA都可以作为药

物开发的靶标。其次，一些被分泌进入宿主并干扰宿主信号，在结核菌持留感染中发挥重要

作用的蛋白也是药物开发是重要靶点。比如结核菌信号转导系统中的PknG, PtpA及PtpB等。

最后，其中控制结核菌毒力，休眠及药物耐受的系统也可作为理想的靶标。抑制这些系统并

不会直接杀死结核菌，但是可能使其毒力降低，对药物敏感，阻止细菌进入休眠状态等。这

样便可以使得目前正在使用中的主要针对蛋白质，DNA或细胞壁合成等这些复制性细胞才具

有的代谢过程的抗生素能够持续的或重新发挥作用。比如， MprAB通过严紧反应来调控结核

菌的持留性和药物耐受， DosR/S/T 控制了结核菌活性状态与休眠状态之间的转换。这些都可

以作为理想的药物开发靶标。最近，Rajesh Kumar 等基于DosR的结构找到的一种苯基香豆素

（ phenylcoumarin）结构衍生物能够有效的抑制 DevR 与 DNA的结合，进而下调休眠相关基

因的表达，显著的降低了结核菌在低氧下的生存能力而不影响在营养缺陷休眠和活性结核菌

的生长[89]。 且大量真核生物中蛋白激酶抑制剂研究的取得成功，长期的经验及技术平台为

原核生物中针对STPKs进行药物设计和开发奠定了坚实的基础。近年来针对结核菌的信号转

导系统，特别是STPKs-Mstp系统及PTK-磷酸酶系统进行的抑制剂筛选取得了很大的进展。下

面将它们的简要信息（抑制剂名称或代号，IC50及选择性）列举于表3，对应的化学结构式

见图3。除了表3中列举的针对TCS，STPKs等的组分开发的化学小分子抑制剂外，利用噬菌

体表面展示技术还发现了模拟anti-σ RshA的短肽能竞争性的特异抑制σ
H的功能[90]，这也为

我们提供了一种很好的思路。 
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表 3.  针对结核分枝杆菌信号转导系统系统抑制剂概况 

靶标 抑制剂 IC50
a
 特异性  

PknG
b
 AX20017

（ tetrahydrobenzothiophenes） 

0.3μM  [91] 

VI-16315 0.01μM  [92] 

VI-16115 0.02μM  [92] 

VI-16100 0.02μM  [92] 

VI-16026 0.03μM  [92] 

pknB VI-12177 0.088μM  [92] 

VI-17494 0.129μM  [92] 

VI 12112 0.274μM  [91] 

VI 16641 0.258μM  [91] 

1-(5-isoquinolinesulfonyl)-2-

methylpiperazine (H7) 
μM级  [93] 

mitoxantrone 0.8 ± 0.05μM   [94] 

PtpA Synthetic chalcones 5–60μM  [95] 

Benzanilide类同系物（以benzanilide 

38为例） 

Ki=1.4 ± 0.3μM 是 HCPtpA 的 11 倍，对

PtpB ，  PTP1B ，  Tc-

Ptp ，VHR CD45 LAR

等>70倍 

[96] 

PtpB Isoxazole inhibitor 19及其同系物 Ki=0.22± 0.03μM 是LAR的98倍，CD45的

38倍，对PtpA VHR TC-

Ptp等>225倍 

[97] 

(oxalylamino-methylene)-thiophene 

sulfonamide (OMTS) 

440± 50 nM 对PTP1B，PTPβ，PTP-

H1，PAC1，Glepp1 >60

倍 

[98] 

Bidentate（F1S-6C-W11和H1-6C-

W11） 

Ki=150 nM和170 

nM 

F1S-6C-W11对PTP1B 

TCPTP YopH  LMWPTP

的选择性在11-43倍之

间，H1-6C-W11对它们

的选择性在23-52倍之间 

[99] 

注：a, IC50EMSA =抑制DevR 结合DNA活性的50%的药物浓度 (μg/mL)。 IC50GFP=抑制DevR依

赖性启动子活性（以GFP荧光量来计算）50%的药物浓度 (μg/mL)。 

b, Rita Sz ékely等[91]针对pknG筛选的抑制剂有6个，其IC50在0.2-0.4μM之间，这里仅列举了其中

1个；针对pknB的也有5个，其 IC50在0.258-2.37μM之间，这里仅列举了2个；B. Hegymegi-

Barakonyi等[92]针对pknG筛选的抑制剂有9个，其IC50在0.01-0.3μM之间，这里仅列举了其中4

个；针对pknB的也有9个，其IC50在0.088-0.870μM之间，这里仅列举了2个。 
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图 3.  结核分枝杆菌信号转导体统抑制剂的化学结构 
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2.4.2 结核病疫情及疫苗 

疫苗是控制疾病疫情的重要手段。目前唯一使用的结核病疫苗BCG能为新生儿和儿童提

供较好的保护作用，但对成年人的保护作用差异较大且总体较低，导致占社会绝大多数的人

群成为结核菌感染对象。因此急需能够对婴儿和成年人都提供免疫保护的新型疫苗，无论是

直接代替BCG还是作为推进剂(booster)。 尽管导致BCG保护效果不佳的原因很多，但是BCG

与结核菌之间在免疫原性特征上的本质性区别或许是一个很重要原因。 

2.4.2.1 累积性缺失开发减毒活疫苗 

减毒活疫苗与其它类型疫苗相比的最大优点在于能在更大程度上模拟原始病原菌，引发

与自然感染更类似的宿主免疫反应，因此能起到更好更全的免疫保护效果。特别是针对结核

菌这种能够引发宿主复杂免疫反应的病原菌。但是BCG又能在多大程度上模拟感染人的主要

致病菌结核分枝杆菌呢? BCG的出发菌株牛分枝杆菌（以牛分枝杆菌 AF2122_97为例）与人

类结核病主要致病菌结核菌（以结核菌 H37Rv为例）相比，基因组相似性大于99.95%，但存

在很多的微小的差异（表4），也正是这些微小的差异的一点点的积累导致两个具有相似基因

组的细菌却表现出不一样的宿主偏好。更重要的是牛分枝杆菌与结核菌之间在细胞壁和分泌

蛋白谱之间存在很大差异，而这些正好涉及其免疫原性及与宿主之间的相互作用[100]。而

BCG与其出发菌株牛分枝杆菌相比，经过13年的传代筛选，也因累积了很多微小的差异（表

4）而发生了巨大的变化。牛分枝杆菌与结核菌之间存在较大差异，而BCG又与牛分枝杆菌

之间存在较大差异，也就注定了BCG与结核菌之间存在更大差异，这也可以从表1中的数据

反应出来。     

表4. 结核菌，牛分枝杆菌及牛分枝杆菌BCG间的比较基因组学差异[100-101] 

 Bovis-H37Rv BCG-Bovis BCG-H37Rv 

RD 38 5 39 

SNPs 2437 736 2379 

Transversions 788 217 777 

Transitions 1649 519 1602 

Del  205 76 205 

Ins  177 89 175 

Subs 118 50 111 

注：H37Rv, M. tuberculosis H37Rv; BCG, M. bovis BCG Pasteur; Mb, M. bovis AF2122/97; RD, 

Regions of difference; Del, ≥1bp deletion; Ins, ≥1bp insertion; Subs, substitution >1bp. 
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BCG虽然不尽完美，但也堪称结核病史上成功的疫苗，同时也是一个累积性突变而产生

的减毒活疫苗的经典案例。相对于出发菌株牛分枝杆菌而言，与BCG之间的差异可看成是突

变。但在这些突变当中，没有哪一个突变能对其产生致命的，但是每一个突变或多或少的影

响了其代谢中的某一方面，然后这些大量的微小影响的累积最终导致其毒力减弱。 

目前针对结核病开发的处于临床试验的12款潜在疫苗包括基于重组抗原的亚单位疫苗，

基于BCG改造型活疫苗和全菌体灭活疫苗[102]。 虽然从结核菌本身出发进行减毒活疫苗的开

发也一直在尝试中，但目前仍未取得重大进展。既然BCG的例子能够证明微小累积突变能够

让致病菌毒力减弱最终成为减毒活疫苗，那我们能不能从真正感染人的结核菌出发，通过类

似的方法得到在最大程度上模拟结核菌的减毒活疫苗呢？当然值得一试。那我们是重复像筛

选BCG一样的历程呢还是怎样？也许时间并不允许我们这么做。而随着分枝杆菌遗传操作的

成熟，也许我们可以尝试进行人为突变，当然缺失是我们最容易想到也最容易做到的。那结

核菌的近4000个基因中，除了614个必须基因之外[103]，我们该选哪些进行缺失呢？ 

2.4.2.2 信号转导系统是进行累积性缺失的理想靶标 

信号传导系统是结核菌感应各种环境并做出全局性代谢调控，以适应各种苛刻的生存环

境，是其一切生理行为支配性系统。这些系统功能的微小改变就会引起其下游的广泛调控效

应。如基因组层面上极为相似的牛分枝杆菌与结核菌之间，Mb2801c基因编码的AsnC/Lrp家

族调控子[104]，编码真核样丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶的pknH和pknD[34]等全局性调控基因的突

变对其差异发挥了很大程度的作用。全局性调控因子PhoP也是导致很多菌株减毒的例子：缺

失该基因的结核菌表现出减毒[105]和改变的细胞壁形态特征[106]，因点突变而丧失PhoP功能

的弱毒菌株H37Ra表现出与H37Rv Δ phoP缺失突变株类似的表型并且H37Rv Δ phoP能部分地

恢复其毒力[107]。H37Rv phoP缺失突变株目前在疫苗临床前研究中表现出很好潜力。 

结核菌的信号转导系统已经在前面部分进行了介绍。这些系统从调控的层面上各自大体

上有分工：TCS主要从基因转录的层面进行调控；而STPKs-Mstp和PTK主要从蛋白质翻译后

磷酸化修饰方面进行调控，当然由于其部分调控底物为转录调控因子，因此也间接的调控了

基因的表达。而Sigma因子作为RNA聚合酶的组成部分，在转录水平发挥重要的调控功能，

而其自身的功能又受到转录水平（其它sigma因子及转录调控因子）和转录后水平（anti-

sigma因子，anti-anti-sigma因子，蛋白酶，STPK等）的调控。随着研究的不断深入，越来越

多的证据发现结核菌的3类信号转导系统间存在着复杂的相互调控网络（图2）。更重要的

是，我们分析发现结核菌，牛分枝杆菌和BCG之间在三组主要的信号转导系统之间也存在大

量的差异如突变，缺失或插入等（表5）。这也暗示了这些全局性调控系统在这些不同菌株之

间的功能差异。 
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表 5. 结核菌，牛分枝杆菌和 BCG 三组信号转导系统时间的差异 

  Bovis-H37Rv BCG-Bovis BCG-H37Rv 

  M Del Ins M Del Ins M Del Ins 

 

 

STPKs 

PknD  1(C388aa)      1(C388aa)  

PknE 1   1      

PknF 1      1   

PknH 9 2  2   9 2  

PknK 1      1   

PknL 1      1   

Sigma 

Factor 

SigJ 1      1   

SigM 8 3  1   8 3  

 

 

 

 

 

 

TCSs 

MtrB 1      1   

PhoR 2      2   

SenX3    1   1   

RegX3    1   1   

DosS 1      1   

DosT 1      1   

MprA 1  1    1  1 

MprB 1      1   

NarS 1      1   

NarL 1   1      

FdtaS 1      1   

KdpD 2   2   4   

TcrY 2      2   

TcrA 1      1   

注：H37Rv, M. tuberculosis H37Rv; BCG, M. bovis BCG Pasteur; Mb, M. bovis AF2122/97; M:  ≥aa 

mutation; Del, ≥1aa deletion; Ins, ≥1aa insertion。 三个菌株中完全相同的蛋白，这里没有列出。所

有这些蛋白的氨基酸序列从NCBI下载，利用DNAMAN1 software (Lynnon BioSoft, Vaudreuil, 

Quebec, Canada)进行序列比对分析。 

实验证明，结核菌的这3大信号转到系统中，各自都存在对结核菌必须的基因和非必须

的基因。双组份调控系统中的必须基因为MtrB/A[108]和PrrB/A[109]，真核样丝氨酸苏氨酸激

酶系统中为pknA和pknB[22]，而sigma因子系统中为sigA[103]。也就是说这三个系统从不同

层面牢牢控制了结核菌的命运。对每一个系统而言，就像一个拥有10多个头的怪兽，除主要

的头外，斩掉其他任何一个对其影响不大，甚至它还可以通过增强其它头的功能来进行一定

程度上的弥补，让人不知所措。但任何事情都具有两面性。既然每个系统都由10几个成员组

成，也就意味着每个成员都承担了一部分但有不是太多的功能。因此，对其中的任何一个的

缺失不会对细菌产生致死性效果但又必然会或多或少地对其产生影响，只是其中一些的影响

也许并不会在体外或体内相关实验中明显表现出来。因此，通过累积性的敲出那些不会在很

大程度上影响细菌生理功能的成员，逐步的减弱其生存适应能力，减弱到让其能够生存但又

不具备毒力并能诱导人体产生足够的免疫保护能力的时候，便可以作为减毒活疫苗。虽然这

些系统之间相互作用相互调控，但是每个系统都大致上有自己的调控层面，且为了让问题变

得简单化，应该针对其中的某一个系统进行累积性缺失。加之每一个系统大概都由10几个成

员组成，这对于进行遗传操作还是可以实现的。 
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2.4.2.3 选择系统中的那些成员进行缺失呢？ 

对某一系统中的成员，我们应该选择从哪一个开始进行缺失？后面又应该继续对哪些进

行缺失呢？我认为有如下两个原则必须遵循：1，从对毒力最不重要的作为切入点。如果我

们选择从对毒力最重要的进行缺失，势必会大大影响细菌在宿主里面的生存，过度的削弱了

其引发宿主免疫保护的能力。 2，尽量保留调控重要免疫原性蛋白或其他物质功能的成员。

让这些重要的免疫原能正常产生，发挥诱导免疫保护是作用。 在此原则基础上，需要尽量完

成如下工作：1，对结核菌的所有这些系统成员进行深入研究，弄清楚各自调控的把基因或

把蛋白及它们的功能。2，对每个成员进行单基因缺失，并在同一条件下进行体外生长能

力，压力承受能力及体内生存能力，毒力，诱导相关免疫保护能力等进行评价。然后综合所

有的这些信息，拟定不同的缺失顺序组合，逐步进行缺失和相关指标的评价。 

对这三个系统，目前都有较多的研究。对TCS的内容可以参考文献[14]，STPKs系统可

参考[110]，Sigma因子系统可参考[4, 16-17]。表1，表2和表6分别系统的总结了结核菌中

STPK系统和sigma因子系统中个成员的主要功能及缺失或过表达后的相关表型，TCS的可以

参考文献[14]。可以看出，这些基因缺失后有以下几种表型：体内外的生长和毒力不受影响,

体内外的生长基本不影响但其毒力减弱，体内生长和毒力都减弱，毒力增强。因此，对这些

系统的详细功能的研究是我们进行累积性缺失的基础。 

但是有一个问题就是随着累积性缺失数量的增加，在操作中如何选择抗性标记呢？即便

能有这么多的抗生素拱使用，这不是会增加一个额外的风险吗？最终这些抗生素存在于疫苗

菌株中，免疫接种后如果通过基因水平转移等方式被其他微生物获得，不是一个不可估量的

灾难性后果嘛？这个问题也许我们可以引入一个Cre-lox P重组系统来解决。该系统由

bacteriophage P1衍生而来，包含一个38 kDa的cre重组酶（Type I topoisomerase）和一对34 bp

的Cre-特异性识别序列lox P位点。Cre酶特异性的识别两个lox P位点并将lox P位点序列的各自

一半和两位点之间的序列切除，然后将剩下的两半lox P位点连接成一个完整的lox P位点[111-

113]。且Joseph G. Sklara等已经利用该系统在分枝杆菌中成功地去处了潮霉素抗性基因[21]。 
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表 6. 结核分枝杆菌 sigma 因子系统概况 

基因  主要功能 缺失或过表达效应 

sigA 主 要 sig 因 子

[114]，也涉及结核

菌毒力[115]。 

缺失：必须基因[103]；通过反义RNA降低H37Rv中sigA表达使得其在人单核

巨噬细胞和小鼠感染模型中生长减慢[115]；若毒性M.bovis ATCC-35721菌株

（sigA中启动子结合结构域中精氨酸突变成组氨酸）的毒力能被正常sigA基

因回补[116]； 

过表达：sigA过表达加强结核分枝杆菌在巨噬细胞和小鼠肺部的生长[115]；

sigA上调表达的临床分离菌株 M.Tb strain 210比其它菌株相比，在人巨噬细

胞中生长更快[117]。 

SigB 与SigA功能部分重

叠[114]。涉及对细

胞壁压力，氧化压

力和低氧等的调控

[118] 

缺失：对SDS和低氧更敏感，但在THP-1巨噬细胞，小鼠和豚鼠感染模型中

与野生型无差别[118]。 

过表达：M. tuberculosis CDC1551 中 sigB的过表达不会影响其它sig因子的表

达变化，但是会导致一些编码早期滤液抗原 (ESAT-6-样蛋白)，核糖体蛋

白，PE-PGRS蛋白，酮酰基合酶， KasA及调控蛋白WhiB2和IdeR的表达高

度上调，同时在巨噬细胞J774A.1中生长减慢[119]。 

SigC 毒力及免疫原性调

控 

sigC缺失突变M.tb CDC1551在鼠骨髓来源巨噬细胞和激活的J774巨噬细胞中

的存活不受影响，在小鼠肺组织中的增殖和持留不受影响，但是经气溶胶感

染根本不会导致小鼠死亡（野生型和互补菌株在约250天时全部死亡）而通

过静脉注射感染的mice在超过350天后仍然存活天（野生型和互补菌株在约

100天时全部死亡）[120]；sigC缺失突变M.tb CDC1551在DBA/2的肺部增殖

不受影响，在DBA/2 鼠中引发的炎症反应和死亡率降低，肺部TNF-α, IL-1β, 

IL-6和IFN-γ等表达降低；在SCID 鼠中与在DBA/2鼠中表型类似，引发死亡

要比野生型和回补菌株慢但比在DBA/2鼠中快，肺部促炎细胞因子表达降

低；但在豚鼠肺部的生长减慢[121]；在体外Middlebrook 7H9培养基和THP-1

巨噬细胞内的生长不受影响，在豚鼠感染模型中生存力严重减弱[122] 

SigD 毒力及免疫原性调

控 

在 mouse感染模型中毒力减弱，在肺组织中存活与引发炎症反应能力有所降

低[123]；sigD缺失突变M.tb CDC1551在体外生长和J774A.1巨噬细胞中的短

期生长不受影响，但巨噬细胞的TNF-a水平下降，受突变株感染的C3H鼠与

受野生型和回补菌株相比死亡延迟，但肺组织和脾脏组织中细菌载量类似

[124] 

SigE 涉及毒力，表面压

力反应及感染过程

中炎症反应的调控 

对热，SDS和多种氧化压力更敏感，在人（THP-I）和鼠（J774）未激活的

巨噬细胞中生长减弱，在激活的鼠巨噬细胞中更容易被杀死[125]；感染人

单核细胞树突状细胞后生长略为减弱，但能诱导 IL-10 的分泌而抑制

CXCL10表达[126]；通过静脉注射感染BALB/c鼠后，与野生型和回补菌株

相比，鼠的组织损伤程度降低且存活率提高，鼠体内菌载量低于野生型和回

补菌株但IFN-γ, TNF-α, iNOS和β-防卫素的表达量却更高，经皮下注射在免

疫缺陷的裸小鼠中的毒力比BCG更弱，免疫BALB/c鼠后比BCG更能诱导对
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SigF 药物敏感性，毒

力，细胞壁调控 

缺失：sigF缺失突变M.tb CDC1551在体外生长几乎无变化，对利福平和利福

喷丁更敏感，对chenodeoxycholate摄取能力减弱，在人单核细胞中的短期生

长不受影响，突变株感染的小鼠较野生型感染的小鼠死亡时间延迟约80天

[128]；在体外Middlebrook 7H9培养基和THP-1巨噬细胞内的生长不受影响，

在豚鼠感染模型中生存力略减[122]；过表达或缺失sigF不影响M.tb对利福平

的敏感性[129]；在体外营养缺失条件，激活的小鼠巨噬细胞中的生长，体

内肉芽瘤模型中的持留性无影响[130]；感染小鼠后，sigF突变株能在肺组织

中形成持留感染但菌载量较野生型低，病理毒力减弱；免疫后使兔子获得比

BCG略高的对M.tb的保护性（结块较小），膜相关硫酯含量降低[131]。 

过表达：M. tb CDC1551 中过表达使其在巨噬细胞 J774A.1 中生长减慢

[119]；过表达导致大量细胞壁相关蛋白的表达[130]。 

SigG 药物敏感性调控 sigG缺失突变M.tb CDC1551对mitomycin C的耐受性提高[132]; M. tb H37Rv

中SigG并不控制DNA损伤应急[133] 

SigH 热压力，氧化压

力，毒力等 

对热和多种氧化压力敏感，但在巨噬细胞中的生长不受影响[134]；对氧化

压力和热休克更敏感[135]；sigH缺失突变M.tb CDC1551在resistant C57BL_6 

mice中，肺组织和脾脏组织中菌载量与野生型相似但肺组织中炎症反应减弱

并延迟，在感染的早期肺组织招募的CD4+和CD8+T细胞减少；在susceptible 

C3H mice中, 免疫病理特征减弱， 感染170天小鼠依然存活而野生型感染的

小鼠在52时死亡[136]；对酰胺压力更敏感[137] 

SigI   

SigJ 过氧化氢压力 在微需氧稳定期体外模型和血瘀免疫小鼠模型中生长不受影响，但H2O2更敏

感[138] 

SigK  BCG 中 sigK 的起始密码子的点突变导致抗原蛋白 mpb70(Rv2875) 和

mpb83(Rv2873)的表达降低[139] 

SigL 调控细胞壁和聚酮

合成相关基因的表

达 

sigL-rslA缺失菌株在小鼠模型中毒力大幅减弱[140]；对几种氧化压力和和亚

硝基应激的敏感性无差异，在小鼠感染模型中毒力大幅减弱[141] 

SigM 调控细胞表面和分

泌分子的表达[142] 

在体外Middlebrook 7H9培养基和THP-1巨噬细胞和豚鼠感染模型中无变化

[122]；sigM缺失突变M.tb CDC1551 在静息的和激活的 J774A.1 巨噬细胞中

的生存能力，在小鼠的肺组织和脾脏组织中的菌载量不受影响，受感染小鼠

的死亡时间与野生型和回补菌株感染的小鼠相似[143]。 

注：若无特殊说明，均指在结核菌H37Rv。 
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第 2 章 结核菌新型免疫抗原的筛选鉴定和运用初探 

1 引言 

1.1  结核病诊断的重要性及现状 

诊断是治疗的前提，但目前的诊断技术手段仍然不能满足临床运用的需求。目前结核病

的诊断方法主要包括影像学、微生物学、免疫学和分子生物学诊断。这些方法具备不同的检

测灵敏性和特异性，针对不同类型的患者各具长短。基于特异性抗原-抗体反应的血清学免疫

诊断方法因其耗时短，方法简单，样品容易获得及适应人群广泛等优点而备受青睐。开发高

特异性和高灵敏性的诊断方法主要依赖于特异性抗原的鉴定及检测方法的选择。目前血清学

免疫诊断主要包括基于结核菌的特异性抗原的抗体免疫反应检测和基于 T 细胞介导的细胞免

疫的检测如 γ 干扰素检测或直接检测结核菌特异性抗原如脂阿拉伯甘露糖等。目前也存在很

多基于这些原理和方法的检测试剂盒。但在 2008 年，WHO/TDR 在同一实验室对目前可商业

购买的 19 个快速结核病检测试盒进行了调研，参考分枝杆菌培养及临床跟踪结果得到它们的

灵敏性和特异性分别介于 0.97%-59.7%和 53%-98.7%之间，并强调这些诊断试剂盒均不能被

推荐使用于结核病诊断[1]。这 19 个试剂盒均是采用基于胶体金检测技术的试纸条。这类方

法检测的浓度最低浓度有限，限制了其灵敏度。 

1.2 电化学免疫传感器在诊断中的作用 

电化学免疫传感器是将免疫测定法与高灵敏的电化学传感技术相结合而构建的一类新型

生物传感器，应用于痕量免疫原性物质的分析研究。该方法能鉴别大分子之间的微小差异，

具有很强的专一性。其工作原理和传统的免疫测试法相似，都属于固相免疫测试法，即把抗

原或抗体固定在传感器表面，通过传感技术将抗原抗体发生吸附时产的电流变化转变成可检

测的信号来测定样品中待测分子的浓度。经过多年的研究，该技术已经成功运用于药物如恩

氟沙星（enrofloxacin） [2]；毒素如黄曲霉毒素 B（aflatoxin B） [3]，黄曲霉毒素 M1

（aflatoxin M1）[4]，赫曲毒素 A（ochratoxin A）[5]，磷酸化乙酰胆碱酯酶（phosphorylated 

acetylcholinesterase）[6]；生物素[7]；细菌如鼠伤寒沙门(氏)菌（Salmonella typhimurium）

[8]；病毒[9]；激素如人绒毛膜促性腺激素（human chorionic gonadotrophin，hCG）[10]，霍

尔蒙 17 β-雌二醇（hormone 17 beta-estradiol）[11]，睾酮（testosterone）[12]；抗体如癌胚抗

原（carcinoembryonic antigen (CEA)）[13-15]，前列腺特异抗原（prostate-specific antigen）

[16-17]，α-1-胎儿球蛋白（alpha-1-fetoprotein (AFP)）[18]；抗体如人体血清中 IgG[19-20]，

针对组织转谷氨酰胺酶抗体（tissue transglutaminase (tTG)）[21]；细胞因子如 IL-12[22]等的

检测。这些电化学免疫传感器的检测最低浓度可达到纳克寄甚至皮克级，具有很高的灵敏

度。 

因此，本实验结合蛋白质凝胶双向电泳与 Western blot 技术，将结核菌溶菌蛋白与结核
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病患者血清进行免疫杂交，鉴定杂交点，利用酶联免疫检测（Enzyme-linked immunosorbent 

assay，ELISA）技术进行抗原性验证，再与免疫电化学传感器结合并探索在血清学检测中的

运用潜力，为后期的进一步工作奠定基础。总体的实验思路和技术路线如下： 

结核菌的培养和胞质蛋白的制备 

↓ 

蛋白质双向凝胶电泳 

↓ 

将蛋白点转移到 PVDF 膜并与结核病患者血清进行杂交 

↓ 

显色得到杂交信号点并对对应蛋白点进行质谱鉴定 

↓ 

克隆表达上面得到的蛋白，多克隆抗体制备 

↓ 

ELISA 验证和免疫电化学传感器分析 

 

2  材料和方法 

2.1  菌株及培养条件 

        结核菌菌株 H37Rv 培养于含 10%OADA 和 0.05%Tween-80 的 7H9 (Difco)培养基。大肠

杆菌 DH5a 和 BL21(DE3)培养条件为 LB 培养液或 LB 琼脂平板，培养条件为 37℃。使用的

抗生素卡那霉素购自 Sigma 生物试剂有限公司，工作浓度为 50 mg/ml。 

2.2  结核分枝杆菌溶菌产物制备 

        结核菌培养至OD600为0.8-1的时候，于4 ℃条件4000rpm离心15分钟收集菌体。菌体经

PBS溶液 (pH 7.2)洗涤两次之后，重悬于含1mM PMSF和10mM EDTA的双蒸水，接着用超声

破碎方法（振幅为70%，超声1分钟，停10秒，共15分钟）。之后，加入尿素和DTT是终浓度

分别为9M 和 70mM ，再分别加入Bio-lyte 和OD至终浓度为2%。样品置于室温30分钟，间隔
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振荡。最后于在20℃条件下10000rpm离心30分钟收集上清，过滤并保存于-70℃备用。 

2.3  蛋白质双向凝胶电泳和 Western blot 及杂交点质谱鉴定 

        该部分实验商业性的委托于北京华大蛋白质组学研究中心完成。大体实验方法如下：首

先将60ug结核菌胞质蛋白加入水化溶液中（8M尿素，65mM DTT，4% CHAPS和 40mM 

Tris， 0.01%溴酚蓝）， 再通过水化膨胀法将蛋白吸收进入pH范围4-7的等电聚焦条（同时做

两条）。在蛋白等电聚焦仪中完成第一维蛋白等电聚焦后，利用SDS-PAGE进行第二维的蛋白

分散。其中一块交进行银染显色，另外一块胶上的蛋白被电转移到一张 PVDF膜上。利用

1:500倍稀释的利福平敏感性结核病患者混合血清作为一抗进行免疫杂交，再以1:2000倍稀释

的HRP标记羊抗人IgG二抗 (Zhongshan Goldenbridge Biotechnology, ZB-2304)进行检测。对应

的阳性免疫杂交点进一步进行LC-MS/MS分析鉴定。  

2.4  Rv2175c 的克隆表达及纯化 

所有DNA操作和分析均参照分子克隆操作手册[23]。如无特殊说明，所有相关试剂如

PCR试剂，限制性内切酶，连接酶等均购自TaKaRa生物科技有限公司并遵循其说明书操作。

DNA测序由Invitrogen公司完成。利用引物对2715a （5’ AGCCTAGGATCCATGCCTGGCC 

3’，下划线部分为BamHI限制性酶切位点） 和 2715b （5’ GAGAAGCTTCTGCAACCCCGGT 

3’; 下划线部分为HindIII限制性酶切位点）将开放阅读框Rv2175c从结核菌H37Rv基因组中扩

增出来；扩增产物经BamHI和HindIII进行酶切，连接到经过相同内切酶酶切的pET28a质粒载

体上；转化大肠杆菌DH5α经过PCR鉴定，测序验证后得到得到重组质粒pET28a-rv2175c转化

进入大肠杆菌表达菌株BL21(DE3)。少量培养重组表达菌株，在对数生长期加入异丙基巯基

半乳糖（isopropyl-b-dthiogalactopyranoside ，IPTG)至终浓度1mMol/L，于 20 ℃，180rpm诱

导培养8小时，利用SDS-PAGE检测蛋白的表达形式后。相同条件扩大培养，并利用Qiangen

公司的镍亲和层析柱，参考其方法进行纯化。 

2.5  多克隆抗体的制备  

该部分实验商业委托于北京华大蛋白质组研究中心完成。大体步骤如下：利用 200ug 特

异性抗原（Rv2175c 编码蛋白）皮下初次免疫 1 只新西兰大白兔；之后定时进行 3 次加强免

疫，每次 200ug。耳静脉取血，利用 ELISA 检测效价，达标后采取颈动脉取血，离心收集多

抗血清，分装后于-80℃冻存备用。 

2.6  血清样品 

本实验中用到了 5 组血清，其中健康人血清组 1(H1)，利福平耐药性结核病患者血清组

(TB1)，利福平敏感性结核病患者血清组(TB2)均于 2008 年 11 月 24 日采自重庆市肺科医院，

均为 10 人份混合血清；健康人血清组 2(H2)于 2010 年 9 月 9 日采自西南大学校医院，编号分
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别为 1050、1605、352、1042、209、275、1610、1031、132 和 367；初治结核病人血清组

(TB3)来源于 2010 年 11 月 22 日来源于南京，编号为 P1、P2、P3、P4、P5 和 P6；复治结核

病人血清组（TB4）来源于 2010 年 11 月 22 日来源于南京，编号为 R1、R2、R3、R4、R5 和

R6。 

2.7  ELISA 

ELISA 方法主要参考文献[24]。大体如下：抗原包被：按照 8μg/空标准将 Rv2175c 蛋白

包被在 96-空 ELISA 板上，于 37℃孵育 1 小时然后置于 4℃16 小时；洗涤：倒尽板孔中液

体，加满洗涤液，静放三分钟，反复三次，最后将反应板倒置在吸水纸上，使孔中洗涤液流

尽；封闭：加封闭液 200 微升，37℃放置 1 小时；洗涤；血清孵育：根据需要稀释血清，每

孔加 200μl，37℃放置 1 小时；洗涤；加 200μl 二抗（1:2000），37℃孵育 1 小时；洗涤；加

底物邻苯二胺溶液加 200ml，室温暗处孵育 10-15 分钟；加 50μl 终止液；用酶联免疫检测仪

记录 492nm读数。 

2.8  电化学免疫传感器的制和血清检测 

2.8.1 化学试剂及材料 

        多壁碳纳米管（纯度高于>95%) 够至成都有机化学试剂有限公司；牛血清白蛋白，离子

交换膜（Nafion）, 亚甲蓝, 氯化金购至Sigma化学试剂有限公司；其余所以试剂为实验室保存

并且为试剂纯。奈酚分散的多壁碳纳米管的制备参照文献[25-26]。 

2.8.2 电化学免疫传感器的制备 

        电化学免疫传感器的制备过程如下：将3ul奈酚分散的多壁碳纳米管修饰于洁净玻碳电极

表面，室温干燥；将电极浸入5mM亚甲基蓝溶液20分钟；在电极表面电沉积一层纳米金；滴

加10ul 33ug/ml特异抗原于电极表面，4℃孵育6小时；将电极浸入0.25%牛血清白蛋白溶液20

分钟；用PBS（pH7.0）充分洗脱电极并于潮湿环境下保存。 

2.8.3  血清样品检测 

        将制备好的电化学免疫传感器浸入10倍稀释血清，孵育1小时；用PBS（pH7.0）充分洗

涤电极；将电极放入含有3ml 0.1M磷酸盐缓冲液(pH 7.0)的电化学小池（electrochemical cell）

中；以50 mV/s的扫描速度记录从-0.6~0 V区间的循环伏安图；图形数据分析。 
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图 1. 电化学免疫传感器的制备及血清检测流程。将奈酚分散的多壁碳纳米管修饰于洁净玻碳电极表面，带

正电荷的萘酚便能吸附带负电荷的亚甲蓝，再电沉积一层纳米金，通过金与蛋白质上氨基之间的键合作用将

特异性蛋白抗原固定在电极表面，再用牛血清白蛋白封闭没有被特异性抗原占据的地方，最后通过被检测样

品中的抗原与电极上的抗体之间的特异性结合，引发电流变化而达到检测目的。 

 

3  结果与分析 

3.1  结核菌中 4 个蛋白点能够与结核菌患者血清杂交呈现较强信号 

        为了鉴定结核菌中心的免疫抗原蛋白，60ug 结核菌溶菌产物蛋白首先利用蛋白凝胶双向

电泳进行分散，之后点转移到 PVDF 膜上，利用 1:500 倍稀释的利福平耐受性结核病患者混

合血清作为一抗进行免疫杂交，再以 1:2000 倍稀释的 HRP 标记羊抗人 IgG 二抗进行检测，

最后利用 ECL 方法显色。如图 2 所示，可以看到很多的杂交信号点，但出了其中 A, B, C 和

D 这 4 个点的信号较强（如红色箭头所示）外，其余的都比较弱。 

3.2  免疫杂交点 B 为 rv2175c 基因编码的保守假设性的调节蛋白 

        为鉴定上述试验中阳性信号杂交点对应的蛋白， 其中信号最强的杂交点 B 在银染蛋白胶

对应的点被挖取并进行 LC-MS/MS 分析鉴定。结果显示该蛋白点与 rv2175c 基因编码的保守

假设性的调节蛋白（Rv2175c）匹配度最高，所检测的到肽段对整个蛋白质序列的覆盖率为

46%（如图 3 所示）。 

          Rv2175c 为一个 146 个氨基酸的推定的转录调控因子。 这也引起我们的好奇，一个通

常在细胞质内发挥功能的转录调控因子可以与结核病患者血清进行免疫杂交。那这个蛋白是

如何被宿主识别并产生了对应的抗体呢？当然结核菌中也有转录调控因子被分泌出细胞外的

例子，如 EspR 和 MtrA。EspR 正调控结核菌中 VII 型分泌系统（也称 ESX-1 分泌系统）相关

基因的表达[27]。同时该分泌系统又可以通过将 EspR 分泌到胞外而降低其在胞内的浓度，进

而减轻对 VII-型分泌系统的正调控作用。而 MtrA 属于双组份调控系统 MtrB/A 中的反应调控

蛋白，有研究显示该蛋白能够在结核病患者血清中被检测到[28]。再加上一些被验证的抗原

也并非都是分泌蛋白。因此，推定的转录调控因子 Rv2175c 能够与结核病患者血清杂交也是
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正常的。 

 

图 2. 结核菌溶菌蛋白与结核病患者血清 Western blot 免疫杂交。 

 

 

  1 MPGRAPGSTL ARVGSIPAGD DVLDPDEPTY DLPRVAELLG VPVSKVAQQL 

 51 REGHLVAVRR AGGVVIPQVF FTNSGQVVKS LPGLLTILHD GGYRDTEIMR 

101 WLFTPDPSLT ITRDGSRDAV SNARPVDALH AHQAREVVRR AQAMAY 

图 3. 免疫杂交点 B 的 LC-MS/MS 鉴定。匹配的肽段为红色加粗部分。 

 

3.3  Rv2175c 的克隆，表达及纯化 

        基因 rv2175c 经 PCR 扩增得到 DNA 条带如图 4a 中箭头所指示：该基因长度为 441bp 加

上两端的引物总长度为 477bp。克隆到载体 pET28a 后，测序发现其第 63 位胞嘧啶脱氧核苷

酸突变成了腺嘌呤脱氧核苷酸，对应了蛋白质上第 21 位的天冬氨酸突变成了谷氨酸，调查已

有的文献，没有报道该氨基酸对其功能发挥特殊功能，因此继续进行下一步的实验研究。该

蛋白推定的蛋白分子量约为 15.7kDa，加上 pET28a 质粒上 N-末端约 3.5kDa 标签蛋白，应该

大约为 19.2kDa。从图 4b 上看来，纯化后蛋白条带（箭头所示）在略高于 20.1kDa 条带的地

方。这可能是由于某种蛋白修饰，导致蛋白质的实际分子质量与理论数值之间的微小差别。 

 3.4  多克隆抗体的制备 

利用 200ug 特异性抗原（Rv2175c 编码蛋白）皮下初次免疫 1 只新西兰大白兔；在第 14

天第 24 天后分别进行皮下加强免疫，免疫量为 200ug；第 31 天进行耳静脉取血，测效价，
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效价未达要求；第 36 天再进行一次皮下加强免疫，免疫量为 200ug；第 45 天进行耳静脉取

血测效价，效价达到要求（大于 1:51200）。进行颈动脉取血，离心收集多抗血清，共 30ml，

按每 1ml 量分装后于-80℃冻存备用。 
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图 4  Rv2175c基因的克隆及表达纯化。 a, Rv2175c 的PCR结果；b, 纯化后Rv2175c蛋白的

SDS-PAGE检测结果。黑色箭头指示目的条带。 

 

3.5  Rv2175c 特异性 IgG 健康人与结核病患者血清中很低，ELISA 未能检测差异 

为了检测结核病患者血清中是否存在抗Rv2175c蛋白特异性抗体IgG以及与健康人血清之

间是否存在差异，我们利用ELISA进行分析。正常兔子血清和Rv2175c蛋白兔子多克隆抗血清

分别作为阴性和阳性对照。从图5A中可以看出，健康人血清组H1和结核病患者血清组TB1中

抗Rv2175c蛋白特异性抗体IgG的量很低且几乎没有差异，也仅仅是比正常兔子血清中的量略

高。为了排除血清样品可能存在的特殊性，我们对另外一组血清进行了检测。如图5B所示，

复治结核病患者血清组4（TB4）中抗Rv2175c特异性IgG比健康人血清组2（H2）和初治结核

病患者血清组3（TB3）中略高；但是这三组血清中的量都与正常兔子血清中的量类似甚至略

低。这两组实验说明了抗Rv2175c蛋白特异性抗体IgG在健康人组合结核病患者血清组中含量

非常低且不存在明显差异。 该结果不能支持前面蛋白双向电泳免疫杂交及质谱鉴定结果的原

因可能有如下一些。首先，蛋白双向电泳免疫杂交中的 Rv2175c的信号可能是由于非特异性

抗体结合的原因，也可能是人体中的其它类型的抗体而不是IgG类抗体。其次，前阶段的蛋

白双向电泳及免疫杂交过程中，结核菌溶菌产物中的蛋白都经历了彻底的变性，血清的中一

些抗体可能会识别并结合由于Rv2175c蛋白变性而暴露出的线性表位。但是在抗体制备及

ELISA实验中所用到的蛋白均为天然状态下的蛋白。最后，Rv2175c蛋白在分枝杆菌属中高度
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保守（见图7），人体对其它非致病性分枝杆菌特别是BCG疫苗的广泛接种都可能会使健康人

与结核病患者血清中抗Rv2175c特异性抗体差异模糊化。 

 

 

 

 

 

 

 

图 5. 不同血清样品中 Rv2175c 特异性抗体的 ELISA 检测。RS，兔子阴性血清； RPAS，兔子阳

性多克隆抗血清；H1，健康人血清组 1；H2，健康人血清组 2；TB1，利福平耐药性结核病患者

血清组；TB3，初治结核病人血清组；TB4，复治结核病人血清组。所有试验进行了 3 次重复。 

 

3.6  电化学免疫传感器能有效检测出结核病人血清中与 Rv2175c 相互作用分子 

电化学免疫传感器是一种较ELISA更为敏感的检测技术，且并不局限于某一种抗体。因

此，按照2.7节部分描述的方法，我们利用该技术对健康人血清组H1，利福平敏感性结核病患

者血清TB2及兔多抗阳性血清进行检测。Rv2175c蛋白被固定在电极表面，如果血清中存在抗

Rv2175c特异性抗体或者其它能够与之相互结合的蛋白，在孵育过程中便会发生特异性相互

作用，进而造成的电堕性，阻碍电子传递，从而使得电极表面亚甲蓝所产生的氧化还原峰电

流减小。图6为电化学免疫传感器在3组血清中孵育半小时前后的循环伏安图：黑线代表孵育

前电流，红线代表孵育后电流，三者的电流变化差异ΔI分别为：3µA，14µA和9µA。可以看出

兔阳性血清和利福平敏感性结核病人血清在孵育前后引发的电流变化值是明显高于健康组1

血清的，说明这两种血清中存在更多能与特异性抗原Rv2175c蛋白结合的蛋白。值得注意的

是利福平敏感性结核病患者血清中的电流变化比兔子多克隆阳性抗血清中的还要高，这暗示

了利福平敏感性结核病患者血清中与Rv2175c蛋白特异性结合的蛋白可能不仅仅局限于IgG或

其它类型的抗体。 
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图 6. 电化学免疫传感器能检测出结核病人血清中与 Rv2175c 相互作用分子。 (a), (b), (c) 分别代表

对健康人血清组 1(H1)，利福平敏感性结核病人血清组（TB2）和兔多抗阳性血清的检测结果；黑

线代表孵育前电流循环，红线代表孵育后电流循环。 
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4  结论与建议 

4.1  结论与讨论 

        本实验结合蛋白质凝胶双向电泳与 Western blot 技术，将结核菌胞质蛋白与结核病患者

血清进行免疫杂交，发现了 4 个杂交信号较强的点。利用 LC-MS/MS 鉴定其中免疫杂交信号

最强的点为 rv2175c 基因编码的保守假设性的调节蛋白 Rv2175c。克隆，表达并纯化 Rv2175c

后，利用该蛋白免疫兔子成功制备多克隆抗体血清。以兔子阴性血清及阳性多克隆抗血清为

对照，利用 ELISA 技术对几组健康人血清及结核病患者血清中抗 Rv2175c 特异性 IgG 进行检

测，发现这些血清中对应抗体浓度非常低，且在健康人血清与结核病患者血清之间无明显差

异。进一步利用包被 Rv2175c 蛋白的免疫电化学传感器检测到结核病患者血清中存在较强信

号，暗示结核病患者血清中存在一些能与 Rv2175c 蛋白发生特异性相互作用的抗体或其它蛋

白。 

         ELISA 结果与电化学免疫传感器检测结果之间存在一定的差异，可能的原因有如下方

面。首先是由于实验中血清样品的局限，两个实验中使用的血清不完全相同。其次，这两种

检测方法本身在原理及检测的灵敏度上存在一定的差异。二者相比，ELISA 的灵敏度相对较

低，且检测到的仅仅是某一种类型的抗体，而电化学免疫传感器除了灵敏度较高之外，只要

能够与固定在电极膜表面的 Rv2175c 蛋白发生相互作用并结合的蛋白都能导致信号的产生。 

4.2  建议 

        根据本实验得到的结果及摸索的经验，我提出如下建议： 

        1. 进一步鉴定蛋白双向凝胶电泳-Western blot 试验中发现的另外 3 个阳性杂交信号点并

进行后续的相关验证。 

        2. 尝试将目前已经鉴定和成熟使用的结核菌诊断标记抗原与电化学免疫传感器技术相结

合，测试在结核病血清学诊断中的可行性。 

        3. Rv2175c 蛋白可能与结核病人血清中某种蛋白发生相互作用，因此对该蛋白本身在结

核菌中的生理功能有必要进行进一步的研究。比如鉴定其亚细胞定位，调控的靶基因等。原

因如下： 

        研究发现真核样丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 PknL 能通过磷酸化 Rv2175c 蛋白中 N-末端的第

9 位氨基酸 T
9（图 7 中箭头所示）来抑制其 DNA 结合功能 ，而缺失了 N-端前 13 个氨基酸的

Rv2175c 蛋白的 DNA 结合功能却不再受 PknL的负调控[29]。Rv2175c 在分枝杆菌属中的广泛

保守的分布暗示它可能为一个核心基因[30]。Rv2175c 蛋白在分枝杆菌属中除了包括结核菌，

牛分枝杆菌和 M.africanum 等部分细菌之外，大多数 Rv2175c 的同源蛋白缺失了 N-端的 12 个

氨基酸，鸟分枝杆菌和 M.gilvum 则分别缺失 N-端的 21 和 45 个氨基酸，而结核菌 CDC1551
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菌株的 N-末端却比正常的蛋白还多出了 8 个氨基酸残基（图 7）。而从 Rv2175c 蛋白的三级

结构来看（图 8），N-末端构成一个自由卷曲，而 PknL 对 T
9的磷酸化可能导致该卷曲结构的

变化，进一步去干扰蛋白的其他功能结构域，抑制其 DNA 结合能力。由于 rv2175c 基因 dcw

基因簇在基因组上较为靠近，推测其可能涉及结核菌细胞壁合成及细胞分裂[31]。结合 PknL 

在结核分枝杆菌属种的保守的广泛分布，推测不同分枝杆菌可能通过 Rv2175c N-末端氨基酸

残基的缺失来消除 PknL 对其的抑制调控，进而间接改变 Rv2175c 蛋白的下游调控。而

Rv2175c 本身的差异暗示该蛋白在不同的菌中发挥作用的程度不同，因此它可能是导致分枝

杆菌中不同成员间差异的重要原因之一。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 7. Rv2175c 蛋白 N-端序列在分枝杆菌属中的同源性比对。该图利用 DNAMAN 软件完成。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 8. Rv2175c 蛋白的三级结构[29]。 
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第 3 章 结核菌 H37Rv 及牛分枝杆菌 BCG 中 ptkA 基因缺失后

的蛋白质组学研究 

1  引言 

        基因 rv2232 编码的 PtkA 是目前发现的结核分枝杆菌中唯一的蛋白酪氨酸激酶。PtkA 首

先对自身的第 262 位酪氨酸进行磷酸化，然后将磷酸基团转移给底物蛋白上的特定酪氨酸

[1]。由于编码酪氨酸的密码子为 UAU 或 UAC，其中胞嘧啶和鸟嘌呤的比例（GC 含量）非

常低；而编码丝氨酸的密码子为 UCU，UCC， UCA，UCG，AGU 和 AGC；编码苏氨酸的

为 ACU，ACC，ACA 和 ACG。而分枝杆菌属细菌均为高 CG 含量，均在 65%左右。丝氨酸

和苏氨酸可以选择性的使用高 GC 含量的密码子，而酪氨酸则在这样的情况下没有优势。这

也可以解释为什么结核分枝杆菌含有 11 和真核样丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶而迄今只发现一个

酪氨酸蛋白激酶。但是 PtkA 还是结核菌的漫长进化中保存了下来，因此它必然在结核菌中

承担者比较重要的功能。目前对 PtkA 仅有的了解是它能够磷酸化酪氨酸磷酸酶 PtpA[1]。 

        那 PtkA 在结核菌中到底发挥什么样的功能呢？为了初步探索其功能，本研究从构建的

结核分枝杆菌 ptkA 缺失突变菌株 H37Rv 入手，用蛋白质凝胶双向电泳方法对比野生型菌株

与缺失突变菌株之间在胞质蛋白表达谱上的差异。由于 ptkA 基因及其临近基因在结核分枝杆

菌和牛分枝杆菌基因组上的排布完全一样（如图 1），因此我们也对牛分枝杆菌 BCG 及其

ptkA 缺失突变菌株进行分析。以比较 PtkA 在这两株毒力差异很大的菌株中是否发挥类似的

功能，以期能为后面进一步的研究提供思路。 

 

 

 

图 1. ptkA 基因在结核菌 H37Rv 和牛分枝杆菌基因组上的定位。上面为结核菌 H37Rv，下面为牛

分枝杆菌。 
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2  材料和方法 

2.1  菌株及培养条件 

        结核菌 H37Rv菌株及牛分枝杆菌 BCG Pasteur菌株为Yossef Av-gay实验室（加拿大英属哥

伦比亚大学，医学系传染病部）保存。 结核菌H37Rv ΔptkA菌株及牛分枝杆菌 BCG Pasteur 

ΔptkA菌株由Yossef Av-gay实验室的Dennis构建（未发表的数据）。这些菌株均培养于含有

10% OADC（油酸，牛血清白蛋白，葡萄糖混合物）和0.05% Tween-80（Fisher）的7H9

（BD）培养基中。对于突变菌株，加入潮霉素B（Roche）至终浓度为50ug/ml。 

2.2  结核菌全菌体蛋白的制备 

        将对数生长期的菌液稀释到OD600≈0.05，接种500ml于2L滚动培养瓶（Greiner bio-one）

中，37℃滚动培养至OD600≈1。离心收集菌体后，用蛋白提取缓冲液（20mM Tris-HCl，

pH7.2，1mM DTT 和1mM PMSF）洗涤两次，最后重悬于1/100 初始体积蛋白提取缓冲液。

加入1/3 体积 0.1mm玻璃珠（BioSpec），用Fastprep （Thermo）仪器以震动30秒，冰上放置30

秒的程序重复3次破碎细胞。接着于13000rpm离心15分钟，上清经0.2um滤膜过滤收集，-

80 ℃冻存备用。 

2.3  蛋白凝胶双向电泳 

        第一维蛋白等电点聚焦于GE Healthcare系统中完成。加入400ug胞质蛋白到水化溶液中

（8M尿素，40mM DTT，4% CHAPS，5%IPG缓冲液，0.002%溴酚蓝），再通过水化膨胀法

将蛋白吸收进入pH范围4-7的等电聚焦条（GE Healthcare）。等电点聚焦的程序为：20℃水化

膨胀14小时；20℃条件下50uA/条进行等点聚焦（S1：梯度，100V，1分钟；S2：梯度，

300V，30分钟；S3：梯度 ， 500V，30分钟；S4：梯度，1000V，30分钟；S5：稳定于

6000V持续7小时）。蛋白等电点聚焦完成后，IPG胶条置于SDS平衡缓冲液（6 M尿素，75 

mM Tris-HCl pH8.8，29.3%甘油，2% SDS，1% DTT和0.002%溴酚蓝）中，摇动平衡10分

钟。IPG胶条放入12% SDS-PAGE胶的上方，用琼脂糖凝胶封闭液（25mM Tris，192mM 甘氨

酸，0.1% SDS，0.5% 琼脂糖，0.002%溴酚蓝）封闭。于40V条件下进行电泳直到溴酚蓝移动

到胶的下方边缘。参照文献[2-3]中的方法对蛋白胶进行银染。 

2.4  蛋白差异点质谱鉴定 

        结核菌 H37Rv菌株与结核菌 H37Rv ΔptkA菌株之间，或者牛分枝杆菌 BCG Pasteur菌株

与牛分枝杆菌 BCG Pasteur ΔptkA菌株之间的差异性表蛋白点被挖出，商业性委托于加拿大维

多利亚大学蛋白质组学中心进行胰蛋白酶消化和LC-MS/MS 分析鉴定。 
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3  结果与分析 

3.1 ptkA 在结核菌 H37Rv 中的缺失导致蛋白质表达谱的上较大差异，但在牛分枝

杆菌 BCG 中导致的差异并不明显 

        图 2 和图 3 分别展示野生菌株结核菌 H37Rv与缺失突变菌株结核菌 H37Rv ΔptkA，野生

菌株牛分枝杆菌 BCG Pasteur 与缺失突变菌株牛分枝杆菌 BCG Pasteur ΔptkA 的全菌体蛋白表

达谱。从图 2 可以看出，相比野生菌株结核菌 H37Rv，有 7 个蛋白在结核菌 H37Rv ΔptkA 菌

株中的表达量降低（如红色圈标记的点），其中有三个蛋白点 A1，A2 和 A3 的差异很明显。

但从图 3 中，野生菌株牛分枝杆菌 BCG Pasteur 与缺失突变菌株牛分枝杆菌 BCG Pasteur 

ΔptkA 之间出了红色标记的两个蛋白点略有差异之外，未发现其它明显差异的点。 

3.2  结核菌 H37Rv 菌株中差异表达蛋白的鉴定 

        我们将图 2 中 M.tb H37Rv 与缺失突变菌株 M.tb H37Rv ΔptkA 之间的显著表达差异点

A1，A2 和 A3 挖出，进行胰蛋白酶消化和 LC-MS/MS 分析鉴定。结果显示这三个蛋白点分

别为低氧反应蛋白 1（Hypoxic response protein 1，Hrp1），热休克蛋白 HspX （Heat shock 

protein hspX，也称被注释为 Alpha-crystallin）和普遍胁迫蛋白 Rv2623（Universal stress 

protein Rv2623）。LC-MS/MS 分析中部分重要的参数列举于表 1 中，肽段与蛋白的匹配程度

如图 4 所示。  

表 1. 经 LC-MS/MS 分析鉴定的结核菌 H37Rv 与结核菌 H37Rv ΔptkA 菌株之间差异表达蛋白 

 蛋白名称 对应基因 Rv 编号 分质质量(Da) 等电点 蛋白序列覆盖率 

A1 低氧反应蛋白 1 Rv2626c 15679 4.96 96% 

A2 热休克蛋白 HspX Rv2031c 16217 5.00 75% 

A3 普遍胁迫蛋白 Rv2623 Rv2623 31747 5.46 74% 
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A1: Hypoxic response protein 1(Hrp1) 

 

               

  A2: Heat shock protein HspX 

 

                

   A3: Universal stress protein Rv2623 

 

图 4. 差异点 A1, A2和 A3的鉴定。 红色加粗字体代表与蛋白匹配的肽段。 

 

4  讨论 

4.1  ptkA 基因在结核菌中涉及压力反应，休眠及免疫原性？  

4.1.1 低氧反应蛋白1 

        基因 hrp1 编码一个 143 个氨基酸的蛋白低氧反应蛋白 1（Hrp1）。该基因属于 DosR 调节

子[4]，而 DosR 是结核菌中主要的活性与休眠状态转换条件的开关。Hrp1 具有胱氨酸合成酶

结构域，但该蛋白与其他胱氨酸合成酶结构域不同，它不能结合 AMP。该蛋白除 C-末端对

蛋白水解较为敏感外，还意外的发现它具有两个二硫键，其中一个在溶液中对还原剂耐受，

推测可能是由于深藏于蛋白质的内部，因而溶剂无法与之接触[5]。 

        hsp1 的表达在很多不同压力条件下被诱导。在 Wayne 休眠模型中，牛分枝杆菌 BCG 中

rv2623 和 hrp1 的表达被诱导[6]，同时菌株表现出对利福平更加耐受而对甲硝唑更加敏感

[7]。这暗示 Hrp1 和 Rv2623 可能涉及结核菌的休眠，因为利福平和甲硝唑分别作用于复制型

和休眠状态的细菌，对前者的耐受和对后者的敏感从侧面反应了细菌处于一种休眠的状态。

体外低氧培养条件下还发现 Hrp1 被分泌到培养液中而并不在细胞壁上积累[5]，同时另外一

项研究也发现 Hrp1 同时存在于胞溶蛋白和培养上清中[8]。 
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        此外，研究发现 Hrp1 能对活动性结核病患者引出很强的血清抗体反应[9]。在结核菌小

鼠感染模型中， hspX，hrp1，和 rv2623 的 mRNA 表达水平均被诱导上调，而超氧化物歧化

酶（superoxide dismutase C，sodC)， sodA 和纤连蛋白结合蛋白 B（fibronectin-binding protein 

B，fbpB）等基因的表达则呈下调[10]，这也和结核菌体外适应低氧时的非复制持留特征相符

合 [11]。进一步的研究证实这些基因表达的变化主要是由 IFN-γ 介导的。在 IFN-γ 基因缺失

的小鼠中， Th1 介导的免疫不能发挥作用，导致细菌在小鼠内的生长不能受到控制，因此

sodC，sodA 和 fbpB 的表达并不会降低，而 hspX，hrp1 和 rv2623 仅在肺组织病理晚期才表

现出上调[10]。利用分别携带表达结核菌 DosR 调控子中 Rv1733c，Rv2029c（PfkB），

HspX， Rv2032 （Acg），Hrp1，Rv2627c 和 Rv2628 等抗原的质粒 DNA 免疫 BALB/c 和 

C57BL/6 小鼠后，它们都能够诱导强烈的体液 和/或 Th1-型 （细胞介素 2 和γ -干扰素）细胞

免疫反应，其中以表达 HspX 和 Hrp1 质粒引发的 Th1 细胞免疫反应最强[12]。最新的研究还

发现 Hrp1 蛋白能够结合到鼠巨噬细胞表面并引发 I-型免疫反应，促进诱导性一氧化氮合成酶

的表达和一氧化氮的释放。 被 Hsp-1 蛋白刺的激鼠巨噬细胞和来自活动性结核病患者外周血

单核细胞（peripheral blood mononuclear cells，PBMCs) 中促炎性细胞因子（IL-12 和肿瘤坏死

因子 TNF-a）显著上调，另外一些共刺激分子（co-stimulatory molecules）如 B7-1， B7-2 和 

CD40 在鼠巨噬细胞中的表达也被上调。且进一步证实这些都是由转录因子核因子

（transcription factor nuclear factor，NF-κ B）所介导[13]。从这些结果来看，Hrp1 可能同时

诱导先天性和适应性免疫反应来调节巨噬细胞的效应功能。 

4.1.2 热休克蛋白HspX 

        基因 rv2031c 编码的热休克蛋白 HspX 为一个低分子量的分子伴侣，能够在压力条件下

阻止蛋白质的聚集，也是结核菌体外生长稳定期占主导地位的蛋白质[14-15]。该基因同样属

于 DosR 调控子，在不同条件中被诱导表达，如厌氧持留[16]，高铁离子浓度[17]，感染巨噬

细胞内[18]等。 hspX 基因的缺失导致结核菌的毒力减弱，该蛋白被广泛的认为是人体持留性

感人过程中维持结核菌生存的重要蛋白 [19]。在气溶胶感染小鼠的模型中，HspX-特异性的

IFN-γ 在晚期阶段表达增加， HspX 抗原免疫小鼠后能够在感染 90 天后还具有较好的保护作

用[20]。而另外一组实验测发现 hspX 基因缺失突变结核菌株在 BALB/c 小鼠感染模型，静息

或激活的巨噬细胞中菌表现出生长加快。在巨噬细胞中生长加快的程度与 dosR 基因缺失突

变结核菌株的程度类似，当在 dosR 基因缺失突变结核菌中组成性地表达 hspX 基因后则能将

其毒力降低到野生菌株的水平。这暗示了 dosR 基因缺失突变结核菌株感染后生长加快的原

因很大程度上是由于该突变株中 hspX 基因未能表达所致[21]。因此，HspX 会不会在发挥分

子伴侣的同时也将大量涉及生理代谢功能的蛋白给“软禁”了，不能正常发挥功能，因此也

导致了细菌生长的减慢？ 
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4.1.3 普遍胁迫蛋白Rv2623 

        由基因rv2623编码的普遍胁迫蛋白Rv2623是结核菌在低氧和氮化应激中高度被诱导的蛋

白。Rv2623涉及分枝杆菌在体外和体内生长的调控，同时也是结核菌在感染人体后进入慢性

期所必须的一个蛋白，其功能的发挥依赖于其自身的ATP结合功能[22]。不同浓度的万古霉素

也能诱导rv2623基因的表达[23]。 

        因此，这三个蛋白都是涉及结核菌在体外和体内多种压力应急。在一些压力条件下甚至

同时被诱导，且这三个基因都属于DosR调控子，推测它们在结核菌的持留性感染中发挥重要

作用。  

4.2  为何 ptkA 基因的缺失对结核菌蛋白谱在不同菌株中差异较大？ 

        从ptkA基因及其附近基因的序列（比对结果较多，未显示）及染色质定位（图1）来

看，结核菌和牛分枝杆菌BCG中是完全相同的。但是该基因在这两个菌株中的缺失对其蛋白

质表达谱的影响却差别较大。且在结核菌 H37Rv ΔptkA菌株中表达量下降的三个蛋白低氧反

应蛋白1，热休克蛋白HspX 和普遍胁迫蛋白Rv2623对应的编码基因rv2626c，rv2031c 和

rv2623在牛分枝杆菌菌株BCG中也是存在且序列完全相同（位显示数据）的。这是什么原因

导致的呢？ PtkA虽不是一个转录调控因子，而是发挥蛋白质翻译后磷酸化修饰功能。它同样

可以通过翻译后修饰来调控其它一些关键性调控因子来实现对这些蛋白表达的间接调控。因

为这些基因从转录到蛋白翻译及翻译后都受到很多的调控和修饰。比如在转录水平上， 这三

个基因都属于结核菌主要涉及休眠的双速分调控系统DosS/T/R中DosR调控子[4]；基因hrp1的

表达还受到另外一个双组份调控系统 MprAB的调控[24]，该系统同样在结核分枝杆菌持留性

感染中发挥重要作用；hspX的表达受SigC的调控[25]等等。而翻译后水平生，体外实验证实

HspX 受到多个真核样丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶如PknA，PknB，PknD，PknE和PknF的磷酸化

调控，其中以PknB 和PknF对其的磷酸化程度最高[26]。 

5  结论与建议 

        通过对结核菌 H37Rv ΔptkA菌株，牛分枝杆菌 BCG Pasteur ΔptkA菌株及其对应的野生型

菌株胞质蛋白表达谱的比较分析。证实ptkA基因的缺失对结核分枝杆菌的胞质蛋白表达谱影

响较大，而对牛分枝杆菌则没有明显的影响。进一步的质谱分析鉴定了结核菌 H37Rv ΔptkA

菌株与M.tb H37Rv相比，表达量明显下降的三个蛋白点为低氧反应蛋白1，热休克蛋白HspX

和普遍胁迫蛋白Rv2623。这几个蛋白涉及多方面的环境压力应急及免疫原性等，且都同属于

结核菌休眠调控蛋白DosR调控子，暗示了PtkA可能涉及结核菌的压力反应，休眠与结核菌免

疫原性等方面。 

        由于蛋白凝胶电泳检测的灵敏度有限，且不能很好的定量分析。我们正在利用同位素标

记相对和绝对定量（Isobaric tag for relative absolute quantitation，iTRAQ）技术对样品做进一
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步分析，同时对菌株进行各种环境压力的测试且已经取得很大进展和很好的结果（未发表数

据，未展示）。 
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第 4 章 结核菌 PtkA 受 STPKs 磷酸化调控 

1  引言 

PtkA是目前鉴定的结核菌中唯一的蛋白酪氨酸激酶，而蛋白酪氨酸磷酸酶PtpA是其已知

的唯一磷酸化底物[1]。愈来愈多的研究发现PtpA在结核菌与宿主相互作用，干扰宿主信号中

发挥重要作用。PtpA在感染巨噬细胞时表达量上调，能被分泌到宿主巨噬细胞中，抑制巨噬

细胞的吞噬作用并增加肌动蛋白的聚合作用[2]。Horacio Bach等研究揭示了PtpA通过对宿主

中VPS33B去磷酸化来抑制吞噬体-溶酶体融合， Dennis等进一步证明PtpA通过结合巨噬细胞

空泡膜上的H
+
-ATPase中的H亚基并去磷酸化HOPS （homotypic vacuole fusion and vacuole 

protein sorting）复合体上人C型空泡分选蛋白VPS33B（human class C Vacuolar Protein Sorting 

VPS33B）蛋白来阻止吞噬体与溶酶体的结合[1, 3]。但是PtkA对PtpA的磷酸化与PtpA分泌是

否有关目前还不得而知。对如此重要的一个生理过程，PtkA又是如何感应细胞中的环境，在

什么样的条件下磷酸化和调控PtpA的功能呢？它自身又有没有受到其它蛋白的调控呢?  此

外，如第3章引言部分所述，编码酪氨酸的密码子的GC含量是很低的，但是PtkA却能够在高

GC含量的结核菌中保留下来，证明其必然发挥着重要功能，才不会在进化中被淘汰。那么除

了PtpA以外，PtkA还调控着那些重要的生理功能呢？ 

带着这些疑问，我们首先是将PtkA与结核菌的胞质蛋白在体外进行孵育，以期能够发现

更多的磷酸化底物蛋白。巧合的是由于我使用的PtkA蛋白自身的磷酸化活性不是太高，意外

的发现了PtkA蛋白受到结核菌中内源性蛋白激酶的磷酸化。因此我们顺着这个线索，提出假

设，一步步验证，发掘结核菌中对PtkA的上游翻译后修饰调控机制。大体思路如下： 

PtkA蛋白与结核菌胞质蛋白体外蛋白激酶反应 

↓ 

PtkA蛋白被结核菌中内源性蛋白激酶磷酸化 

↓ 

提出假设：STPKs 磷酸化了PtkA 

↓ 

克隆和表达STPKs并进行体外激酶验证 

↓ 

LC-MS/MS进行磷酸化位点鉴定 
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2  材料与方法 

2.1 菌株及培养条件 

        相关基因的克隆等在大肠杆菌 DH5a 中进行，蛋白的诱导表达在大肠杆菌 BL21 中进

行。这些菌株均培养于 LB 液体或 LB 固体平板。所涉及使用的抗生素浓度为：氨苄青霉素

100ug/ml。结核菌 H37Rv菌株为 Yossef Av-gay实验室（加拿大英属哥伦比亚大学，医学系传

染病部）保存，培养于含有 10% OADC（油酸，牛血清白蛋白，葡萄糖混合物）和 0.05% 

Tween-80（Fisher）的 7H9（BD）培养基中。 

2.2  基因克隆，蛋白表达与纯化 

        表达结核菌 PtkA 与 PtkAY262A 蛋白的重组质粒来源于 Horacio Bach（加拿大英属哥伦

比亚大学，医学系传染病部），蛋白的表达及纯化条件参考文献[1]。表达结核菌 PknH 和

PknG 的质粒为 Yossef Av-Gay 实验室前期构建和保存，蛋白的表达及纯化分别参考文献[5]和

[6]。结核菌 STPKs PknB 和 PknD 的蛋白激酶部分被克隆到 pGEX-4T3 （GE Healthcare）载

体中。所涉及的质粒的及引物信息见表 1。这些插入基因片段的序列经测序验证后，转化进

入大肠杆菌 BL-21 （DE3）中进行诱导表达。37℃培养至 OD600 至 0.6-0.8 之间，加入 IPTG 

(isopropyl β-D-thiogalactoside) 至终浓度 0.5mM，25℃诱导表达过夜。蛋白的纯化参考[7]。纯

化后的蛋白在透析溶液（20mM Tris-HCl pH7.2， 50mM NaCl， 1mM DTT，10%甘油）中，

4℃透析过夜。蛋白分装为 50ul 每管，-70 保存备用。 

2.3  结核菌全菌体蛋白制备 

        结核菌H37Rv静置培养37℃，将对数生长期的菌液稀释到OD600≈0.05，接种10ml于50ml

离心管中（三支离心管）37℃，滚动培养至OD600≈1。离心收集菌体后，用蛋白提取缓冲液

（20mM Tris-HCl，pH7.2，1mM DTT 和1mM PMSF）洗涤两次，最后重悬于1/100 初始体积

蛋白提取缓冲液。加入1/3 体积 0.1mm玻璃珠（BioSpec），用Fastprep （Thermo）仪器以震动

30秒，冰上放置30秒的程序重复3次破碎细胞。接着于13000rpm离心15分钟，上清经0.2um滤

膜过滤收集，加入甘油至终浓度为10%，于-80 ℃冻存备用。  

2.4  体外蛋白激酶实验 

        体外蛋白激酶实验为20ul反应体系，反应缓冲液含20mM Tris-HCl，pH7.5，5mM 

MnCl2，5mM MgCl2，1mM DTT和2mM Na3VO4。加入适量蛋白激酶及底物蛋白之后，加入

7 uCi γ-[
32

P] ATP启动反应，在室温（22℃）条件下孵育30分钟（对于时间依赖的蛋白激酶反

应实验，时间从0分钟依次增加，详见文章的图注），加入5ul 5×SDS蛋白上样缓冲液后于95℃

加热10分钟。样品经10% SDS–PAGE胶分离，银染和干燥后，利用PhosphorImager SI 

(Molecular Dynamics)扫描成像。需要时，蛋白条带被切下，用闪烁计数器(Beckman Coulter 
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LS 6500)进行计数。对后续需要进行质谱分析鉴定体外激酶实验，用相同浓度的非放射性

ATP代替γ-[
32

P] ATP。  

表1. 研究中涉及的质粒及引物。 

质粒 特征 来源及参考

文献 

pET151D/TOPO 产生 N 末端组氨酸标签融合蛋白，Amp Invitrogen 

pET151D/TOPO-

ptkA 

pET151D/TOPO 携带 ptkA 基因，Amp [1] 

pET151D/TOPO-

ptkAY262A 

pET151D/TOPO 携带 ptkAY262A 基因，Amp [1] 

pGEX-4T3  产生 N-末端融合 GST 标签蛋白， Amp GE 

Healthcare 

pGEX-4T3-pknB  pGEX-4T3 携带 pknB1-332 编码基因，克隆在 BamHI 和 SalI

之间，Amp 

本研究 

pGEX-4T3-pknD pGEX-4T3 携带 pknD1-378 编码基因，克隆于 BamHI 和 NotI

之间， Amp 

本研究 

pWAB105 pET22b 携带 PknH1-401 编码基因，克隆于 XhoI 和 NdeI 之

间， Amp 

[5] 

pYA410E pET22b 携带 pknG 编码基因，克隆于 NdeI 和 HindIII 之

间， Amp 

[6] 

引物 序列 限制性内切

酶微点 

pGEX-pknB F CTATTGGATCCATGACCACCCCTTCCCAC BamHI 

pGEX-pknB R TATCTGTCGACTCACCAACGGCCCACCGAACCGAT SalI 

pGEX-pknD F TATGGATCCGTGAGCGATGCCGTTCCGCAG BamHI 

pGEX-pknD R TATGCGGCCGCTTACTTCCGTTTGTTGCCGGCCGG NotI 

注：Amp，氨苄青霉素抗性，限制性内切酶位点为下划线标注。 

 

2.5  PtkA 磷酸化位点鉴定 

        经过体外蛋白激酶实验之后，PtkA 蛋白对应的条带被切下，商业性委托于加拿大维多利

亚大学蛋白质组学中心进行胰蛋白酶消化和 LC-MS/MS 分析鉴定。  
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3  结果与分析 

3.1 PtkA 被结核菌中内源性的蛋白激酶磷酸化 

        PtkA是目前已知结核分枝杆菌中唯一的蛋白酪氨酸激酶，同时除了它能够磷酸化酪氨酸

磷酸酶PtpA之外，其它的功能还知之甚少。为此，我们以放射性同位素P
32标记的ATP为磷酸

基供体，尝试将结核菌全菌体蛋白与重组表达纯化的PtkA在体外共孵育，试图鉴定新的底

物。同时PtkA蛋白自身及结核菌全菌体蛋白自身也进行同样的反应作为对照。但是结果却出

乎预料。如图1所示，由于使用的PtkA自身的蛋白激酶活性并不是很好，能看到较低的自磷

酸化。与未加PtkA蛋白的结核菌全菌体蛋白样品相比，加入PtkA蛋白后，PtkA对应的蛋白条

带的磷酸化程度比PtkA自磷酸化程度要高，却没有发现另外的磷酸化蛋白条带。这暗示了存

在于结核菌全菌体蛋白中的某些内源性蛋白激酶可能对PtkA进行了磷酸化。查阅Prisic前期的

工作发现，PtkA的第36位苏氨酸残基被磷酸化[8]。因此，PtkA自身很可能是某一个或某几个

其它蛋白激酶的磷酸化底物。 

 

 

图 1. 结核菌中内源性的蛋白激酶磷酸化 PtkA。 左边为银染的蛋白胶，右边为放射性自显影图

片。M，蛋白 marker；1，PtkA 蛋白（1.5ug）；2，结核菌全菌体蛋白（1.5ug）；3，结核菌全菌体

蛋白（1.5ug）+ PtkA 蛋白（1.5ug）。 

 

3.2  STPKs 体外磷酸化 PtkA 

        结核菌中，除了PtkA外，还有STPKs和属于双组份调控系统的组氨酸蛋白激酶。组氨酸

蛋白激酶能够对自身的组氨酸残基进行磷酸化，进一步将磷酸基团转移给同族反应调控蛋白

（通常为转录调控因子）上的天冬氨酸残基。通常情况下，组氨酸蛋白激酶的底物仅限于与

之构成一个双组份系统的反应调控蛋白。而STPKs的自磷酸化及底物磷酸化均发生在丝氨酸
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或者苏氨酸残基上。结合前期的研究发现PtkA的T
36被磷酸化，推测PtkA最可能是11个STPKs

中某个或者某几个的底物。  

        为此，我们首先克隆了结核菌STPK中的 PknB，PknD，PknG和PknH的蛋白激酶结构域

（PknG为蛋白全长），以GST标签融合蛋白（PknG为组氨酸标签融合蛋白）在大肠杆菌中表

达。以放射性同位素P
32标记的ATP为磷酸基供体，将纯化后的蛋白激酶与PtkA蛋白进行体外

蛋白激酶磷酸化反应。 从图2中可以看出，PtkA自身存在自磷酸化，但是活性不是很高。而

当不加入PtkA时，PknB，PknD，PknG和PknH均具有较好的磷酸化活性，且在PtkA蛋白条带

对应的地方或其它地方没有明显的磷酸化的条带。而加入PtkA后，PtkA的磷酸化程度都比

PtkA自磷酸化程度要高，其中以PknD对PtkA的磷酸化程度最高，PknG次之。该实验说明了

PtkA可作为多个STPK的体外磷酸化底物，暗示了结核菌中PtkA可能收到多个STPKs的调控，

因此间接地参与细胞中多种信号的转导。另外值得关注的是当将PknB与PtkA一起孵育以后，

PknB自身的自磷酸化程度严重降低。这两者间具体发生了怎么样的相互作用也是值得进一步

研究的。  

 

 

图 2. STPKs 体外磷酸化 PtkA。以放射性同位素 P
32标记的 ATP 为磷酸基供体，结核菌编码的 4

个 STPKs 与 PtkA 蛋白进行体外蛋白激酶反应。为了得到合适的自磷酸化条带，STPK 的用量从

1.3ug 到 10ug 不等。样品通过 SDS-PAGE 分离，银染（上面部分），过夜放射自显影(下面部分)。 

 

3.3  PknD 以时间和浓度依赖的方式磷酸化 PtkA 

        为了进一步证实 PtkA 是 PknD 的特异性磷酸化底物。 我们用 PknD 对 PtkA 进行时间和

浓度依赖的磷酸化检测。由于 PtkA 自身也是一个蛋白激酶，能够进行自磷酸化[1]。我们不

清楚 PknD 对 PtkA 的磷酸化是否会影响其自磷酸化活性，为了排除这些因数的干扰，我们使

用由于自磷酸化位点突变而不具有自磷酸化活性的 PtkAY262A[1]来代替 PtkA 进行这两组实
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验。从图 3A 中可以看出，在 PknD 和 PtkAY262A 浓度都不变的情况下，随着时间的不断增

加，PknD 对 PtkAY262A 的磷酸化程度以依次增强，表现出时间依赖的磷酸化。而图 3B 

中，在 PknD 浓度不变的条件下（图 3B 中 PknD 蛋白对应条带从银染结果上看有一定的增

加，那是由于 PtkA 蛋白样品中在此处有一条污染的蛋白，但是该蛋白并不具有磷酸化活

性，从图 2 中可以看出），PtkAY262A 的磷酸化程度随着其浓度依次增加而增强，表现出底

物浓度依赖的磷酸化。这些结果共同证实 PtkA 是 PknD 的特异性磷酸化底物。 

 

A 

 

B 

 

图 3. PknD以时间和浓度依赖的方式磷酸化PtkAY262A。A. 时间依赖。3.6uM PknD 于室温自磷酸

化30分钟，加入1.4uM PtkAY262A，并在不同时间点加入5×上样缓冲液终止反应。B. 浓度依赖。 

1.5 uM PknD 和不同浓度的PtkAY262A 于室温下孵育30分钟。左边为蛋白胶银染图片，右边为放

射性自显影。 

 

3.4  PknD 磷酸化 PtkA 的 T
119

 和 C-端靠近自磷酸化位点的一个基序 

        从前面的结果， PtkA在体外被PknD磷酸化的程度最高，因此在体内最可能是PknD的特

异性调控底物。为了鉴定 PknD 对PtkA的磷酸化位点，我们以非放射性ATP为磷酸化供体，

将PtkA与PknD共孵育进行体外蛋白激酶反应。经SDS-PAGE分离后，对PtkA对应的蛋白条带

进行LC-MS/MS分析。作为对照，单独的PtkA也进行相同反应和分析。我们发现PtkA对照中

的S
29

 是被磷酸化的（图4中的蓝色标记氨基酸），这个结果让我们觉得很好奇，因为迄今为止

我们并没有在大肠杆菌中发现相关的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，不可能是由于在表达的过程中

被大肠杆菌中蛋白激酶磷酸化。而当PtkA与PknD进行孵育后，S
29的磷酸化消失了，但是另

外一个丝氨酸残基S
272和 4个苏氨酸残基T

119， T
271， T

273 和 T
274被磷酸化（图4中红色标示的

氨基酸残基），含有对应氨基酸残基磷酸化的肽段的质谱分析图分别见图5， 图6，图7，图8

和图9。分析发现，磷酸化残基T
271，S

272，T
273 和 T

274
 这4个氨基酸残基连接在一起形成一个

氨基酸基序（磷酸化基序）。该基序位于PtkA的C-末端并且靠近自磷酸化位点Y
262但是距离其

催化结构域较远。由于PtkA的三维结构还没有被解析，很难解释T
119和这个基序的磷酸化会
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对及结构及活性造成什么影响。但我们推测这个基序的磷酸化可能影响了其自磷酸化位点附

近的结构，进而改变其自磷酸化活性，间接改变其底物磷酸化活性。 

 

 

图 4. PknD磷酸化PtkA的T
119

 和C-端靠近自磷酸化位点的一个基序。该实验进行了两次重复，这

里列出了两次试验中相同的磷酸化位点。 
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4  结论与建议 

        本实验中，首先通过将在大肠杆菌中重组表达的结核菌PtkA与结核菌胞质蛋白进行体外

蛋白激酶反应，发现了PtkA蛋白被结核菌中的内源性蛋白激酶所磷酸化。结合已有的知识，

推定对PtkA磷酸化的内源性蛋白激酶应该为STPKs。我们首先克隆，表达和纯化了PknB，

PknD，PknG和PknH。体外蛋白激酶反应发现这四个蛋白激酶均能对PtkA进行不同程度的磷

酸化，其中以PknD对PtkA的磷酸化活性最强，PknG次之。进一步的实验证实PknD以时间及

浓度依赖的方式对PtkA进行磷酸化，体外证明了PtkA是PknD的特异性磷酸化底物。利用LC-

MS/MS分析发现PknD对PtkA的磷酸化位点为T
119和另外一个靠近其自磷酸化位点的基序，暗

示其可能影响自磷酸化位点附近的结构，进而改变其自磷酸化活性，间接改变其底物磷酸化

活性。而STPKs可能通过调控PtkA而间接调控PtpA的功能，影响结核菌与宿主之间的相互作

用和持留性感染。 

        从上面的结果，我们发现了结核菌重要的信号转导系统之间的调控。但是结核菌中有11

个STPKs，我们这里仅尝试了其中4个对PtkA的磷酸化，那另外的7个能不能对PtkA进行磷酸

化呢？不同激酶在体外对PtkA的磷酸化程度不同，这会不会是由于这些蛋白激酶的激酶结构

域本身就存在一定的相似性[9]，因此在体外高浓度的条件下发生的非特异性磷酸化呢？在体

内又怎么样呢？这些蛋白激酶对PtkA的磷酸化会对其活性造成影响吗？如果有影响，有具体

是如何调控的呢？追随者这些问题，我们正在进行如下的工作： 

        1，已经克隆和表达了结核菌中另外7个STPKs的激酶结构域，体外测试对PtkA的磷酸化

活性； 

        2，利用ALPHAScreen蛋白-蛋白相互作用检测技术进行体外蛋白相互作用验证，同时基

于耻垢分枝杆菌中蛋白-蛋白双杂交系统[10-11]，对11个STPKs与PtkA进行体内蛋白-蛋白相互

作用验证； 

        3，基于PknD对PtkA的磷酸化位点鉴定结果，对PtkA进行定点突变验证及其活性研究； 

        4， 测定PknD对PtkA及定点突变PtkA的酶反应动力学参数； 

        5，PtkA蛋白晶体结构的解析，从结构上了解该蛋白激酶作用机理，以及磷酸化位点在

其结构中的影响。 
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