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结核分枝杆菌分泌性效应分子的 

鉴定、功能与信号传递研究 

微生物专业博士研究生  李 武 

指导教师  谢建平  研究员 

               Yossef Av-Gay  教授 

 

摘  要 

由结核分枝杆菌感染导致的结核病仍然是世界上最致命的传染性疾病之一。全

球约有三分之一的人口潜伏感染结核病。在 2013 年，全球大约有 900 万人患结核

病，其中中国患者约占总比例数的 11%；另外还有 150 万结核病患者死亡，其中

36 万人为结核病和艾滋病毒共感染患者。据统计，在 2013 年，全球约有 48 万人

患耐多药结核病，其中约有 9.0%的耐多药结核病患者罹患广泛耐药结核病。这些

触目惊心的数字表明结核分枝杆菌是人类最难对付的致病菌之一。结核分枝杆菌

之所以有如此大的破坏力，是因为其在宿主巨噬细胞内成功的生存策略，而这主

要归功于该菌释放的效应分子（或毒力因子）。结核分枝杆菌的效应分子包含各类

脂质和分泌蛋白。目前鉴定出来的效应分子主要分为三类：⑴能增强结核分枝杆

菌抵抗宿主产生的杀菌复合物，如 KatG、SodC 和 AhpC；⑵能阻断吞噬体成熟过

程，如 PtpA、PknG 和 SapM；⑶能抑制宿主细胞的凋亡，如 NuoG 和 SodA。但

这些效应分子还无法完全解析结核分枝杆菌的致病性；因此，鉴定和研究新的效

应分子仍是当前工作的重点和难点。基于以上现状，本论文主要从以下几个方面

进行研究。 

首先，本文介绍了一种综合性的新型生物信息学方法预测参与宿主-病原菌相

互作用的结核分枝杆菌关键性分泌蛋白。我们利用聚类分析方法按以下标准尽可

能多地收集已有的文献数据：(a) 攻击巨噬细胞后结核分枝杆菌的基因表达和DNA

芯片数据；(b) 利用全基因组插入诱变技术鉴定不同条件下基因的必需性数据；(c) 

攻击动物模型后结核分枝杆菌基因表达数据；(d) 结核病患者体内结核分枝杆菌基

因表达数据；(e) 结核分枝杆菌临床菌株丢失的基因数据；(f) 蛋白质亚细胞定位

数据；(g) 结核分枝杆菌与宿主及宿主肠道菌群蛋白质组的非同源性分析数据。然

后按照不同标准进行全基因组计分、排序将不同数据集的数据整合起来。接着我
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们预测到结核分枝杆菌中 54 个潜在的与宿主相互作用的关键性分泌蛋白。这些蛋

白质符合以下特征：在结核分枝杆菌感染过程中上调表达，结核分枝杆菌胞内存

活而非胞外存活所必须，在临床菌株中保守存在，定位于细菌胞外，与宿主及宿

主肠道菌群蛋白质组没有同源物。最后我们探讨了这些分泌蛋白进一步深入研究

的可能性和重要性，为抗结核药物的开发提供了可供选择的平台。  

接着，我们选择一个可能的分泌蛋白 Rv3402c 进行了深入细致的分子生物学与

细胞生物学方面的研究，本文重点研究了 Rv3402c 与宿主巨噬细胞之间的相互作

用。首先我们构建了能够表达 Rv3402c 蛋白的重组耻垢分枝杆菌（简写为

MS_Rv3402c）和空载体重组耻垢分枝杆菌（简写为 MS_Vec）。利用蛋白酶敏感性

分析实验和 Western blot 首次实验证实了 Rv3402c 蛋白是一个分泌蛋白。接着发现

重组菌 MS_Rv3402c 在巨噬细胞中的存活率显著增加，且该重组菌能诱导巨噬细

胞的裂解死亡。重组菌 MS_Rv3402c 和对照菌 MS_Vec 在无菌培养基中显示出相

同的生长速率，而且各自的抗压能力也不相上下，这暗示 MS_Rv3402c 胞内存活

能力的增强可能是 Rv3402c 蛋白干扰宿主细胞先天免疫应答的结果。ELISA 以及

半定量 RT-PCR 实验结果显示，MS_Rv3402c 刺激巨噬细胞产生促炎性因子 TNF-α 

和 IL-1β 的能力明显高于 MS_Vec。我们利用纯化的 Rv3402c 蛋白也佐证了这些细

胞因子是特异性地由该蛋白介导产生的。通过信号通路抑制剂实验，我们发现

NF-κB, ERK1/2 和 p38 信号途径对于 Rv3402c 诱导的 TNF-α 分泌是必需的。不过

只有 NF-κB 和 ERK1/2 信号通路是 Rv3402c 诱导的 IL-1β 分泌所需的，而 p38 途

径对其分泌没有影响。这说明 Rv3402c 刺激这两种细胞因子分泌的信号途径可能

存在差异。以上结果揭示 Rv3402c 可能通过干扰宿主的信号途径来扰乱宿主的免

疫应答，最终导致细菌的胞内存活率提高以及巨噬细胞的加速裂解死亡。 

最后，本文研究了结核分枝杆菌中著名的分泌性效应分子 PtpA（蛋白酪氨酸

磷酸酶 A）的调控蛋白 PtkA（蛋白酪氨酸激酶 A）的一些重要功能。序列比对结

果显示，PtkA 最开始被认为是卤酸脱卤酶超家族的一员。不过通过生物化学方法

分析其酶活性后发现该蛋白是一个蛋白酪氨酸激酶，且能磷酸化 PtpA 并调控其磷

酸酶酶活性。我们首先联合体外蛋白激酶实验和放射性双向电泳技术鉴定 PtkA 的

底物，意外地发现了 PtkA 的上游调控蛋白，该蛋白能够抑制 PtkA 的激酶活性。

虽然目前还不能确定是哪个蛋白发挥抑制作用，但我们推测这极有可能是至今仍

未见报道 PtkA 其它底物的主要原因。实验过程中，我们优化了实验室现有的重组

PtkA 蛋白及体外蛋白激酶实验条件，然后利用生物信息学方法预测到 8 个潜在的

酪氨酸磷酸化蛋白质。通过一系列生物化学方法体外证明了 TrxB2 是 PtkA 在结核

分枝杆菌中除自身及 PtpA 以外的第三个蛋白酪氨酸激酶底物，其磷酸化残基为 32

位的酪氨酸。根据序列比对信息发现，结核分枝杆菌的 TrxB2 和恶臭假单胞菌（P. 
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putida）中的同源蛋白 TrxB2 的磷酸化酪氨酸残基是相同位置，且磷酸化酪氨酸残

基附近的氨基酸同源性也相当高。该结果从而也验证了细菌之间磷酸化位点的保

守性。通过酶活分析以及 western blot 等试验发现 PtkA 对 TrxB2 的磷酸化作用不

影响后者的酶活性，但能抑制 TrxB2 的分泌；也就是说结核分枝杆菌 H37Rv △ ptkA

突变株分泌了更多的 TrxB2 到细菌细胞外。本实验室未发表的反向遗传学数据显

示，体外培养的结核分枝杆菌 H37Rv △ ptkA 突变株比野生株更加耐受 H2O2 和氢

过氧化枯烯。鉴于 TrxB2 是一个硫氧还蛋白还原酶，文献报道它能中和氧化压力。

因此，我们的实验结果可以解释这一现象：结核分枝杆菌 H37Rv △ ptkA 突变株分

泌了更多的 TrxB2 到细胞外，TrxB2 独自或与 TrxC 共同对 H2O2 和氢过氧化枯烯

进行了中和解毒作用，从而使该突变株更加耐受这些氧化压力。但是这一过程对

于结核分枝杆菌自身的代谢或生存的意义还有待进一步研究。 

总之，本文预测了一批潜在的抗结核药物靶点，确定了 Rv3402c 作为结核分枝

杆菌效应蛋白的事实并拓展了人们对结核分枝杆菌分泌蛋白调控网络的认识。 

 

    关键词：结核分枝杆菌  分泌蛋白  巨噬细胞  相互作用  信号传递  蛋白

酪氨酸激酶 
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The identification, function and signaling of 

Mycobacterium tuberculosis secreted effectors 

Ph.D Candidate in Microbiology: Wu Li 

Supervisor: Prof. Jianping Xie & Prof. Yossef Av-Gay 

Abstract 

Tuberculosis (TB), caused by the facultative intracellular pathogen Mycobacterium 

tuberculosis (Mtb), remains one of the world’s deadliest communicable diseases. About 

one-third of the global population was infected by latent tuberculosis. In 2013, an 

estimated 9.0 million people developed TB and China alone accounted for 11% of total 

cases; and 1.5 million died from the disease, 360 000 of whom were HIV-positive. 

Globally, an estimated 480 000 people have developed multidrug-resistant TB 

(MDR-TB) in 2013. On average, an estimated 9.0% of patients with MDR-TB had 

extensively drug resistant TB (XDR-TB). A string of shocking data abovementioned 

indicated that Mtb is still one of the most formidable pathogens. The pathogenesis of 

Mtb is largely depends on its successful intracellular survival, a process which depends 

on an array of effectors (or virulence factors) to colonize and replicate within the host. 

The success of Mtb can be attributed to these effectors which contain lipids and secreted 

proteins. These known effectors can be classified as (a) enhancing the resistance to host 

toxic compounds, such as KatG, SodC and AhpC, (b) blocking phagosomes maturation, 

such as PtpA, PknG and SapM, and (c) evading apoptosis through NuoG and SodA. It 

seems that there are still a large number of effectors to be discovered, although some 

have been identified. The identification and characterization of novel virulence factors 

can enrich our understanding of Mtb biology and facilitate better control measures. 

Therefore, we mainly performed several studies as follows.  

The present study introduces a novel pipeline to predict Mtb proteins involved in 

host-pathogen interaction. In brief, data from multiple scales were integrated: (a) gene 

expression and DNA microarray experiments in macrophages; (b) genome-wide 

insertional mutagenesis defining gene essentiality under different conditions; (c) genes 

expressed in animal models; (d) genes expressed in TB patients; (e) genes lost in 
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clinical isolates; (f) cellular localization analysis and subcellular localization prediction 

tools; (g) non-homology analysis and gut flora non-homology analysis. We designed an 

integrative analysis pipeline including whole-genome scoring, ranking and prioritization 

algorithm and to screen datasets from multiple scales. Based on the criteria of 

essentiality and selectivity, 54 promising hits were identified. These proteins satisfying 

the following criteria: up-regulated during infection, essential for the pathogen’s in vivo 

survival but not in vitro survival, conserved in clinical isolates, located outside of the 

pathogen and non-homologous to host proteome and gut flora proteome. It is expected 

that the 54 selected candidates can benefit the development of novel anti-TB drugs. 

Secondly, we choose one potential secreted protein Rv3402c as target for an 

intensive study of molecular biology and cell biology, this paper focuses on the study of 

Rv3402c which involved in the interaction of pathogen and host macrophage cells. The 

Mtb iron regulated open reading frame (ORF) rv3402c, encoding a conserved 

hypothetical protein, was shown to be up-regulated upon infection in both human and 

mice macrophages. To explore the function of this ORF, we heterologously expressed 

the rv3402c gene in the non-pathogenic fast-growing Mycobacterium smegmatis strain, 

and demonstrated that Rv3402c, a cell envelope-associated protein, was able to enhance 

the intracellular survival of recombinant M. smegmatis. Enhanced growth was not found 

to be the result of an increased resistance to intracellular stresses, as growth of the 

Rv3402c expressing strain was unaffected by iron depletion, H2O2 exposure, or acidic 

conditions. Colonization of macrophages by M. smegmatis expressing Rv3402c was 

associated with substantial cell death and significantly greater amount of TNF-α and 

IL-1β compared with controls. Rv3402c-induced TNF-α and IL-1β production was 

found to be mediated by NF-κB, ERK and p38 pathway in macrophages. In summary, 

our study suggests that Rv3402c delivered in a live M. smegmatis vehicle can modify 

the cytokines profile of macrophage, promote host cell death and enhance the 

persistence of mycobacterium within host cells. 

Finally, this paper explored some important functions of protein tyrosine kinase A 

(PtkA) which is a regulatory protein of the famous Mtb secreted proteins protein 

tyrosine phosphatase A (PtpA). PtkA was originally annotated as a member of the 

haloacid dehalogenase (HAD) superfamily based upon sequence homology. However, 

biochemical analysis of its enzymatic activity demonstrated that PtkA is a genuine 

protein-tyrosine kinase. The unpublished data showed that Mtb H37Rv △ptkA deletion 

mutant is more resistant to oxidative stress (hydrogen peroxide and cumene hydroperoxide). 
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Therefore, we assumed that there is some unknown substrates of PtkA in Mtb. We 

firstly identified the substrates of PtkA by combination of in vitro kinase assay and 

radioactive two-dimensional electrophoresis (or named standard 2D-gel-based 

phosphoproteomic study). But we unexpectedly found PtkA’s upstream regulatory 

protein that can inhibit the kinase activity of PtkA. It is very likely that the main reason 

that researchers cannot find other substrates of PtkA except itself and PtpA, although we 

don’t know what the specific inhibitory protein(s) is/are. Besides, we have optimized 

the experimental conditions of purification and in vitro kinases assay of PtkA protein. 

Then, we maked a list of phosphotyrosine-proteins from published bacterial 

phosphoproteomics studies. And found out the conservation of phosphotyrosine proteins 

which have homologue in Mtb. We overexpressed and purified those proteins in E. coli, 

and do in vitro kinase assay to check which one is the substrate of PtkA. Then we found 

TrxB2 was a genuine substrate of PtkA by using dose-manner dependent assay, 

phosphor-amino acid assay and site-direct mutagenesis. Phosphorylation of TrxB2 by 

PtkA does not affect the enzymatic activity of TrxB2, but it was able to inhibit the 

secretion of TrxB2. In another word, the Mtb H37Rv △ptkA mutants released more 

TrxB2 proteins out of the cell compare to Mtb wild type strain. Our unpublished data 

showed that Mtb H37Rv △ptkA mutants was more resistant to oxidative stress 

(hydrogen peroxide and cumene hydroperoxide) compare to Mtb wild type strain. Given 

TrxB2 is a thioredoxin reductase which can neutralize the oxidative stress. Therefore, 

our results may explain this phenomenon abovementioned: Mtb H37Rv △ptkA mutants 

secreted more TrxB2 proteins into the extracellular, TrxB2 alone or combined with TrxC 

can detoxify hydrogen peroxide and cumene hydroperoxide, so that the △ptkA mutant 

strains showed more resistant to the oxidative stress. 

In summary, this paper predicted an array of potential anti-TB drug targets, 

confirmed that Rv3402c is one of secreted effectors in Mtb and expanded our awareness 

of Mtb secreted protein regulatory networks. 

 

Key words: Mycobacterium tuberculosis; effector; macrophage; interaction; 

signal transduction; protein tyrosine kinase 
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第 1 章  文献综述 

1 结核病 

1.1 结核分枝杆菌 

    结核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis，简称结核杆菌）是一种缓慢生长、

高 GC 含量（65.6%）、专性需氧的杆状胞内致病菌。和其它革兰氏阴性和革兰氏

阳性菌相比，结核杆菌具有更强的酸碱耐受能力，这和它细胞被膜的化学特性有

关。结核杆菌的细胞被膜主要包含分枝酰基-阿拉伯半乳聚糖-肽聚糖（mAGP）复

合体 [1,2,3,4,5] ，这组成了细胞壁的内部结构。其它脂质如 phthiocerol 

dimycocerosates（PDIM），糖肽磷脂（glycopeptidolipid）、甲基萘醌（menaquinone）

和糖基化的 phenolpthiocerols 等插入分枝菌酸层中构成细胞壁的外部结构 [6,7,8]。

正是这层约占细菌干重 60%的富含脂质的细胞被膜赋予了结核杆菌抗酸碱的特

性，也使得其细胞壁的渗透性只有典型的低渗透性细菌铜绿假单胞菌

（Pseudomonas aeruginosa）的 1/10~1/100 [9]。结核杆菌细胞壁的超低渗透性保证

了其耐受宿主抗菌机制以及抗生素的杀灭作用。因此结核杆菌几乎可以在任何环

境中生存，这样的特性决定了它是细菌家族中最优秀的菌种之一。 

1.2 结核病流行病学 

    由结核杆菌感染导致的结核病（Tuberculosis）仍然是世界上最致命的传染性

疾病之一。全球范围内约有三分之一的人口感染结核杆菌，其中有 5-10%的人口属

于活动性感染患者。2013 年，全球估计有 900 万人罹患结核病，其中中国患者占

11%。结核病每年都在缓慢减少。经过有效的诊断和治疗，2000 年至 2013 年，约

有 3700 万患者痊愈。尽管现有的医疗技术条件能预防和治愈大多数结核病，但是

该病的死亡率仍不容乐观。现阶段，压在全人类——特别是贫困人口头顶上的三

座“结核病大山”分别是：耐多药结核病（multidrug-resistant TB，MDR-TB）、广

泛耐药结核病（extensively drug resistant TB，XDR-TB）以及与艾滋病病毒（HIV）

共感染。据统计，仅在 2013 年，全球就有约 48 万人患耐多药结核病，其中有 9.0%

的耐多药结核病患者同时罹患广泛耐药结核病。在 2013 年，全球约有 150 万结核

病患者死亡，其中 36万人为结核病和艾滋病毒共感染患者。（以上数据均引自WHO

的《2014 年全球结核病报告》） 

2 分泌蛋白的潘多拉魔盒——分枝杆菌分泌系统 

结核杆菌分泌蛋白通过分泌系统进入宿主细胞内，从而干扰宿主的正常杀菌途
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径，以达到致病目的 [10]。目前已知的分枝杆菌属的分泌系统主要有 4 种：通用

型分泌系统（general secretion pathway，SecA1）、替代型分泌系统（accessory secretion 

system，SecA2）、双精氨酸分泌系统（twin-arginine translocation，Tat）和Ⅶ型分

泌系统（type Ⅶ secretion systems，T7S system or ESX）[11,12,13,14]。在细菌中，

大部分的分泌蛋白都是通过通用型分泌系统（SecA1）从胞内合成位点转运穿过细

胞膜的，由 SecA ATPase 为蛋白的转运提供能量 [15]。分枝杆菌属有两个互不重

叠的 SecA 同系物：SecA1 和 SecA2，因此这两个蛋白分别衍生出 SecA1 和 SecA2

分泌系统。在致病性的结核杆菌和非致病性的分枝杆菌属模式生物耻垢分枝杆菌

（Mycobacterim smegmatis）中，SecA1 对于蛋白转运是必须的，称为“管家型”

分泌系统；而 SecA2 是非必需的“备用型”分泌系统，用来转运一些特异的蛋白 

[16,17,18]。“备用型”分泌系统 SecA2 只分布在李斯特氏菌属、分枝杆菌属等少数

几类细菌中 [19]。以上两种分泌系统一般转运未折叠的蛋白质。Tat 分泌系统出现

较早，也比较重要，一般转运折叠的蛋白质，缺失 tat 基因的结核杆菌无法存活。

ESX 分泌系统是分枝杆菌中发现的相对较晚的一类分泌系统的统称，由

ESX-1~ESX-5 组成，近年来对这些分泌系统的研究越来越深入，也发现该类系统

在结核杆菌的致病性中发挥着举足轻重的作用 [20]。下面就这几个分泌系统做一

简要综述。  

2.1 SecA1 分泌系统 

SecA1 分泌系统非常保守，普遍存在于所有细菌中（其它细菌中叫 Sec 系统），

一般分泌未折叠的、N-端有信号肽的底物蛋白。主要由跨膜组分 SecY、SecE、SecG、

SecD、SecF 以及用于识别信号肽序列的 ATP 酶 SecA1（其它细菌中叫 SecA）组

成。SecA 在所有细菌中是必需的，但真核生物中该分泌系统的同系物使用的是不

同的 ATP 酶 [21]。SecA 是 Sec 分泌系统的中心部件，它不仅是其他组件的连接纽

带，而且为蛋白分泌提供能量 [22]。像其它革兰氏阳性菌一样，分枝杆菌属也缺

乏分子伴侣 SecB；因此，它们可能利用其它位于细胞质内的分子伴侣将未折叠状

态的蛋白质从核糖体运输至SecA处 [23]。跨膜蛋白SecY、SecE和SecG构成SecA1 

分泌系统的跨膜转运通道，所有底物蛋白都从该跨膜通道穿过细胞膜 [24]。SecD

和 SecF 构成调节亚基，防止插入膜中的 SecA 脱落 [25,26]。 

和其它细菌一样，分枝杆菌属 SecA1 分泌系统底物蛋白的信号肽序列（下文

称 SecA1 信号肽）也包含三个功能域，带正电荷的 N-末端，一个疏水结构域和一

个不带电荷的极性结构域。革兰氏阴性细菌中，SecA1 信号肽大约由 20 个氨基酸

残基组成；而革兰氏阳性细菌中，SecA1 信号肽大约由 60 个氨基酸残基组成。分

枝杆菌的 SecA1 信号肽序列类似于革兰氏阳性菌，但这些序列的功能不详 [27]。 
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鉴于 SecA1 分泌系统十分保守，且其在大肠杆菌中研究的最为透彻，以下将

以大肠杆菌中的 Sec 分泌系统为例简要总结该类系统转移蛋白的具体机制。Sec 分

泌系统分泌底物蛋白大体可以分为三个过程：寻靶、转运和释放。 

（1）寻靶。从核糖体中首先合成出来的是信号肽，新生的信号肽会阻止整个

肽链的折叠 [28,29]，并且允许诸如 SecB 和 GroEL [30]等分子伴侣的结合。不管是

哪种分子伴侣结合，最终的结果都是使得合成出来的底物能够准确无误地结合到

Sec 分泌系统位于细胞质的那一侧。Sec 分泌系统结合底物蛋白前体和分子伴侣复

合体的受体是 SecA 分子。信号肽可以促使底物前体复合物与 SecA 的结合，有报

道称即便没有其他辅助因子，信号肽也可以特异地结合 SecA [31]。一旦和 Sec 分

泌系统组分作用，底物蛋白前体就会从分子伴侣 SecB 上脱离，并转移到已经和

SecYEG 结合的 SecA 上 [32]。此时，SecB 就会进入下一个循环。 

（2）转运。在转运过程中最重要的是 SecA 使用 ATP 的能量进行的插入-脱离

循环 [25,33]。SecA 在高亲和力核苷酸位点（NBD1）结合 ATP 时插入，ATP 水解

时脱离[22]。SecA 介导的转运底物蛋白前体的过程分为两个不同的阶段 [34]：首

先，多肽链结合 SecA 导致转运大约 20 个氨基酸。接下来，ATP 结合上 SecA 促使

另外 15-20 个氨基酸转运。此时，底物蛋白前体已经旋入分泌系统并靠近 SecA 和

SecY [28]。SecDF 可以固定住插入的 SecA 从而防止转运中间体的旋出 [26]。当结

合上 SecA 的 ATP 水解时，多聚底物蛋白前体就从 SecA 释放进入跨膜通道 SecYEG

的“孔洞”。SecA 插入和脱离的多次循环使得多肽链以分段的形式转运。当底物转

运了一半时，如果去掉 SecA，该分泌系统也能继续完成转运过程 [26,28]。改变

SecG 的拓扑结构可能会促进 SecA 循环 [22]。这种效果在分泌系统受到诸如低温、

缺乏 SecD 或 SecF [26]或低 PMF 水平损伤时表现的更加明显。而在缺失 SecG 后，

另外两个转运子组分 SecD 和 SecF 就显得很重要了 [35]。因为它们对插入膜中的

SecA 有稳定作用。  

（3）释放。一旦底物蛋白暴露于周质空间中，其 Lep 切割位点就能够被蛋白

酶捕获。Lep 是一个膜蛋白，暴露于周质中的是一个大的包含催化中心的亲水结构

域 [36]。此结构域可能位于转运子出口靠近信号肽切割位点附近。一旦信号肽被

切割下来，剩下的成熟肽链就不再附着在膜上而开始迅速折叠成成熟的分泌蛋白。 

2.2 SecA2 分泌系统 

2.2.1 SecA2 分泌系统简介 

    和大多数革兰氏阴性菌完全不同的是，所有已经测序的分枝杆菌属基因组都

编码一个非必需的 SecA 同系物，叫做 SecA2 [16,37]。越来越多的革兰氏阳性菌也

被发现既编码 SecA1 也编码 SecA2，包括单增李斯特氏菌（Listeria monocytogenes）
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[16,38]。分枝杆菌属中 secA2 基因簇是在评价结核杆菌基因组序列时被发现的 

[16]。不管是致病性的还是非致病性的分枝杆菌，一个细菌都有两个 secA 基因

（SecA1 和 SecA2）。分枝杆菌属中 secA1 是必需基因，secA2 是非必需基因，目前

人们已经在耻垢分枝杆菌、结核杆菌和 M. bovis BCG 中构建了 secA2 突变株 

[16,39]。在结核杆菌中，SecA2 序列与 SecA1 只有 50%的序列相似性及 38%的序

列一致性，说明二者并不是简单的重复等位基因 [16]。因此，尽管两种分泌系统

都能分泌底物蛋白，但它们在功能上是不重叠的，互相也无法替换。即使 SecA2

过表达，也不能替代 SecA1 的作用；反之亦然 [16]。不过最近的研究又有新见解，

Rigel 等人发现 SecA1 分泌系统功能受损时，SecA2 分泌系统的底物 Msmeg1712

（详见下文）的分泌会受到一定的抑制，这说明 SecA2 转运底物时，也需要 SecA1

的参与 [40]。此外，他们还发现SecA1蛋白平均分布于细胞质和细胞膜上，而SecA2

蛋白主要定位于细胞质中；而且 SecA2 行使功能时也需要 ATP 的参与。 

2.2.2 SecA2 分泌系统的底物 

在使用二维-PAGE 比较耻垢分枝杆菌的细胞膜组分时，Gibbons 等人发现了

SecA2 分泌系统的两个具有信号肽的底物蛋白：脂蛋白 Msmeg1704 和 Msmeg1712 

[41]。当缺失 secA2 基因时，这两个蛋白无法分泌到细胞壁上，而是聚集在细胞质

和细胞膜组分中；且它们似乎要比成熟的分泌蛋白大一些，因此推测它们为未加

工的前体蛋白。不过值得注意的是，secA2 的缺失并没有完全阻断这些脂蛋白的分

泌 [41]。推测可能还有其它分泌系统介导这些蛋白的分泌，但还需研究证明。应

该注意的是，并不是所有的脂蛋白都是由 SecA2 分泌系统分泌的 [41]。 

在对结核杆菌分泌蛋白中进行的一次相对蛋白质组学分析发现了SecA2分泌系

统的底物 SodA（铁超氧化物歧化酶）[39]。使用二维 PAGE 比较结核杆菌野生型

和 secA2 突变株的培养基滤液蛋白组分（CFP）时，只发现了少量的蛋白有差异。

发现三个蛋白质在 secA2 突变株的 CFP 组分中的量减少了：SodA，Acr（α-晶体蛋

白，HspX）和 Rv0390（功能未知的蛋白），且都缺少信号肽 [39]。采用免疫印迹

分析和酶法分析检测到缺少 SecA2 分泌系统时，分泌到培养基中的 SodA 蛋白数

量及其超氧化物歧化酶活性都降低了 [39,42]。通过免疫印迹分析发现另外一个抗

氧化蛋白 KatG（过氧化氢酶-过氧化物酶）的分泌也依赖 SecA2 分泌系统，它也缺

少信号肽。因此，综合以上不同的底物蛋白的信息，说明 SecA2 分泌系统能分泌

有信号肽和无信号肽的底物蛋白。但其具体机制还有待进一步研究。 

2.2.3 SecA2 分泌系统在结核杆菌致病性中的作用 

     耻垢分枝杆菌 secA2 突变株在完全培养基上生长受限，这说明该分泌系统对
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细菌的适应性有着多方面的作用 [16]。在小鼠模型中，结核杆菌 secA2 突变株在

感染早期显示出明显的生长缺陷，且感染了该突变株的小鼠的存活时间明显比感

染了野生型结核杆菌的小鼠长 [39,43]。结核杆菌 secA2 突变株在感染巨噬细胞模

型中也表现出毒力减弱 [43]。鉴于结核杆菌 secA2 突变株无法正常地分泌抗氧化

酶 SodA 和 KatG，因此 SecA2 分泌系统可能具有保护结核杆菌免受巨噬细胞的氧

化压力的能力。但在不产生氧化压力的巨噬细胞中，结核杆菌 secA2 突变株仍表现

出生长受限，这说明 SecA2 分泌系统应该还有其他作用。感染结核杆菌 secA2 突

变株的巨噬细胞细胞凋亡率上升 [42]。此外，感染结核杆菌 secA2 突变株的巨噬

细胞也能释放更多的促炎症细胞因子，所以 SecA2 分泌系统及其底物的另外一个

作用可能是限制宿主细胞的免疫应答 [43]。与目前广泛使用的 BCG 疫苗相比，结

核杆菌 secA2 突变株在小鼠和豚鼠被结核杆菌感染时能够为宿主提供更多的保护

性免疫反应 [42]。这种保护性免疫反应源于感染了 secA2 突变株的动物模型加强

了 CD8
+
 T 细胞应答。这显示了 SecA2 分泌系统能够帮助结核杆菌规避宿主保护性

免疫应答。结核杆菌在宿主巨噬细胞中生存的一个策略是阻止吞噬体酸化。巨噬

细胞被结核杆菌 secA2 突变株感染后，吞噬体酸化率更高，这说明 SecA2 分泌系

统分泌了某些能够干扰吞噬体成熟的底物蛋白，从而促进结核杆菌在巨噬细胞内

的生存 [44]。但具体是哪个分泌蛋白起作用还有待进一步研究 [45]。 

在单增李斯特氏菌中，SecA2 分泌系统能够分泌分解肽聚糖层的酶 [46]。被

这些分泌性酶消化的肽聚糖的分解产物被宿主识别后，能够改变宿主天然免疫应

答从而为细菌的增殖提供有利环境 [46]。有意思的是，结核杆菌 secA2 突变株在

感染巨噬细胞时会产生更强烈的炎症免疫反应，这与该假设不谋而合 [43]。其次，

格氏链球菌（Streptococcus gordonii）的 SecA2 分泌系统能分泌高度糖基化的粘附

分子 GspB [47,48,49]。因此，细菌进化出 SecA2 分泌系统可能反应了某些底物结

构上的变异：这类底物拥有复杂的翻译后修饰，已经无法由经典的 SecA1 分泌系

统分泌出胞外。总而言之，要了解 SecA2 分泌系统在结核杆菌致病性中更详细的

贡献，鉴定出更多的分泌底物是关键。 

2.3 Tat 分泌系统 

    Tat 分泌系统不仅存在于革兰氏阳性菌中，也存在于革兰氏阴性菌中，但与 Sec

分泌系统的普遍性不同的是，该系统并不存在于每一种细菌中 [50]。病原菌中的

Tat 分泌系统一般都负责分泌毒力蛋白，因此该分泌系统对致病性有贡献 [51]。在

结核杆菌中，Tat 分泌系统在致病性和耐药性方面有重要作用，而且也是结核杆菌

生存必需的 [52]。目前，人们对于 Tat 分泌系统的了解大多源自大肠杆菌 [53,54]，

因此下文也主要以大肠杆菌 Tat 分泌系统为蓝本来介绍结核杆菌的 Tat 分泌系统。 
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2.3.1 Tat 分泌系统的组成 

    和大肠杆菌一样，分枝杆菌属的 Tat 分泌系统主要由三种蛋白构成：TatA、TatB

和 TatC [37,52,55]。结核杆菌的 tatA、tatB 和 tatC 与大肠杆菌的同源基因的序列一

致性分别为 44%、38%和 43% [56]。TatA 和 TatB 是小分子同源蛋白，都包含一个

跨膜结构域；而 TatC 是一个包含六个跨膜结构域的大分子蛋白 [57]。TatB 和 TatC

形成具有分泌底物结合位点的复合物 [58,59]。一旦分泌底物结合 TatBC，TatA 就

被招募至该复合物 [59]。TatA 能以不同数目单体的形式形成转运通道，这可能是

满足不同大小和形状的底物蛋白的分泌需求 [53,60]。一个功能完整的 Tat 分泌系

统一般只包含 1 个 TatB 和 TatC，而 TatA 单体则可能有多达 20 个。三种组分的

比例对于 Tat 分泌系统行使正常功能至关重要。过表达 tatB 时，此分泌系统的功

能完全丧失 [61]。过表达 tatA 时，对 Tat 分泌系统的转运效率也有比较大的抑制

作用 [61]。相反，过表达 tatC 时，却可以减轻系统的饱和度 [62]。只有当同时按

比例过表达 tatABC 时，Tat 分泌系统的效率才显著增加 [63]。 

    Tat 分泌系统还有一些非必需组分。如一种具有 DNase 活性的胞质蛋白 TatD，

它对于错误折叠的底物蛋白具有纠错能力，帮助维持最佳的分泌状态 [64,65]。TatE 

迄今只在革兰氏阴性菌大肠杆菌中发现，并且 TatE 和 TatA 有部分功能重叠，二者

的氨基酸序列相似性超过 60% [66]。Tat 分泌系统所需的能量来源于质子动势 

[67,68]。一旦以前蛋白的形式被转运出细菌体后，Tat 分泌底物就会被一种Ⅳ型信

号肽酶 LepB 切掉其信号肽 [69]。有人推测 Tat 的另一类底物脂蛋白的信号肽可能

是被一种Ⅱ型信号肽酶 LspA 切割 [70]。 

2.3.2 Tat 分泌系统的底物 

    和 Sec 分泌系统类似，Tat 分泌系统的底物（简称 Tat 底物）也包含信号肽，

其 N 端由三部分组成。不过 Tat 信号肽与 Sec 信号肽完全不同，前者在带正电荷的

N 端和中心疏水结构域之间包含一个共同基序(S/T)-R-R-x-F-L-K（或者更常见的可

以表示为 R-R-x-∅-∅，∅表示一个不带电荷的氨基酸残基） [71]。Tat 分泌系统也

是由信号肽中间两个并排的精氨酸而得名，缺失掉这两个精氨酸后，底物蛋白无

法分泌出去 [72]。目前有几个生物信息学软件基于信号肽预测 Tat 底物，如 TatP、

Tatfind、TatPred 和 PREDTAT [73,74,75,76]。人们也利用生物信息学软件预测结核

杆菌中的 Tat 底物，但各个软件之间重复性很低，且假阳性结果很高 [55,77]。因

此，结核杆菌的 Tat 底物需要进一步实验验证。 

    大肠杆菌中的 Tat 底物通常在细胞质中结合辅因子，分泌出去前需要折叠成天

然构象。利用在耻垢分枝杆菌中构建 tat 缺失突变株的方法，研究人员鉴定出了一

些分枝杆菌 Tat 底物，如两个 β-内酰胺酶 BlaS 和 BlaC。这些 tat 突变株对 β-内酰
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胺类抗生素更加敏感 [37,55]。将 BlaC 的信号肽去掉或 RR 基序突变掉之后，该蛋

白无法分泌。研究显示 BlaC 不会与辅因子结合，其信号肽也无法被 Sec 信号肽替

换，这说明该蛋白在细胞质中进行了部分折叠[37]。因此，使用截断的 BlaC 和 β-

内酰胺类抗性作为 Tat 分泌系统的报告基因，研究人员通过构建随机基因组文库筛

选到了 13 个新的结核杆菌 Tat 底物 [77]。有意思的是，结核杆菌的一个 Tat 底物

PlcB 不能被耻垢分枝杆菌分泌。这说明结核杆菌中可能存在一个协助 Tat 分泌的

未知的分子伴侣 [77]。 

2.3.3 Tat 分泌系统在结核杆菌生理及致病性中的作用 

    结核杆菌中，Tat 分泌系统是必需的。除非有代偿机制（如质粒过表达），否

则 tatA、tatB 和 tatC 都不能被敲除 [52]。Tat 分泌系统的必需性并不普遍；目前为

止，只发现在另一种细菌苜蓿中华根瘤菌（Sinorhizobium meliloti）中该分泌系统

是必需的 [78]。而且，同属的耻垢分枝杆菌中的 Tat 分泌系统也是非必需的，尽管

单独敲除 tatA、tatB 和 tatC 使该菌体外生长变慢 [37,55]。Tat 分泌系统只在某些

细菌（如结核杆菌）中是必需的，个中原因仍有待探索。 

    Tat 分泌系统对分枝杆菌耐药有贡献。由于分枝杆菌属分泌 β-内酰胺酶，因此

该属细菌天然耐受 β-内酰胺类抗生素。结核杆菌和耻垢分枝杆菌的 β-内酰胺酶分

别是 BlaC 和 BlaS，都必需依赖 Tat 分泌系统分泌到胞外，用以抵抗 β-内酰胺类抗

生素 [37]。 

    此外，结核杆菌的 Tat 分泌系统在致病性方面也有贡献，因为一些 Tat 底物都

是结核杆菌的毒力蛋白，如 Ag85A [79]、Rv2525c [52]、磷酸酯酶 PlcB 和 PlcA [80]。

鉴于哺乳动物细胞不编码 Tat 分泌系统及其在结核杆菌致病性方面的作用，使得

Tat 分泌系统可以作为一个潜在的药物靶点 [81]。 

2.4 ESX 分泌系统 

2.4.1 简介 

 ESX 分泌系统，又叫七型或 WXG100 分泌系统，是首先发现于分枝杆菌属中

的一类特异的蛋白转运系统 [82]。此类系统对致病性有重要贡献，某些革兰氏阳

性菌如金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）中也发现存在这类分泌系统 [83]。

分枝杆菌的 ESX 分泌系统一共有五个成员，ESX-1~ESX-5，目前的研究主要集中

在 ESX-1、ESX-3 和 ESX-5，人们对 ESX-2 和 ESX-4 几乎一无所知 [84]。结核杆

菌中第一个被发现的是 ESX-1，负责分泌 6kDa 早期分泌抗原（early secreted 

antigenic target 6 kD，ESAT-6）。ESX 分泌系统的标志是它们分泌类 ESAT-6 蛋白，

这也是该类分泌系统取名为 ESX 的原因。所有类 ESAT-6 蛋白都是小分子蛋白
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（~100 个氨基酸），包含一个 WXG 氨基酸基序，这些蛋白的信号肽与 Sec 或 Tat

信号肽完全不一样。结核杆菌中，每个 ESX 分泌系统都是由基因组上 7-18 个基因

组成的基因簇编码，这些基因簇除了编码该类分泌系统的核心组件，也编码一些

类 ESAT-6 蛋白 [85]。下文将使用最新规范的 ESX 分泌系统命名法 [86]。限于篇

幅，下文将主要介绍各个分泌系统在结核杆菌生理和致病性方面的贡献。 

2.4.2 ESX-1：介导宿主-病原菌相互作用 

 结核杆菌中编码 ESX- 1 组分的基因位于 RD1 区。该基因簇在疫苗菌株 BCG 

以及一些结核杆菌复合体中毒力减弱的菌株如田鼠分枝杆菌 (Mycobacterium 

microti)中是缺失的 [87]。越来越多的研究从不同角度证明 ESX-1 分泌系统能强有

力地影响宿主-病原菌相互作用。致病性分枝杆菌以及表达完整 ESX-1 分泌系统的

BCG 能够从被感染的巨噬细胞和树突细胞的吞噬体转移到细胞质中，而分枝杆菌

ESX-1 突变株即使在感染后期仍被困于吞噬体中，且与野生型相比细胞毒性更弱 

[88,89,90]。从分子水平来看，该结果可能是 ESAT-6 作用于宿主细胞生物膜造成的 

[91,92]。最新研究显示源于致病性和非致病性分枝杆菌的 ESAT-6 蛋白可能经历不

同的蛋白折叠过程 [93]，暗示 ESAT-6 在进化过程中的变化对分枝杆菌致病性极其

重要。 

 ESX-1 还影响分枝杆菌感染时期的其它关键特征 [79]。结核杆菌和 BCG 的基

因组有 99.9%的相似性 [94]，然而有无 ESX-1 仍然造成了二者之间的巨大差异。

减毒疫苗菌株 BCG 在诸如细胞-细胞之间播散 [91,95]、凋亡 [96]和自噬 [97,98]

方面都不如结核杆菌。结核杆菌和 BCG 在活化 NLRP3 炎症体 [99,100,101]、诱导

Ⅰ型干扰素 [102]和 CD8 T 细胞应答 [103]方面也有巨大差异。所有这些效应似乎

与结核杆菌能释放分泌蛋白到宿主细胞质而 BCG 由于缺失 RD1 区（编码 ESX-1）

而丧失了该能力有很大关系。人们利用质粒将 ESX-1 重新表达于 BCG 中，发现重

组 BCG 在细胞生物学实验方面有着与结核杆菌更加接近的表型，如诱导宿主细胞

死亡及在感染动物模型时表现出更强的毒性 [88,90]。不过，BCG 由于多次连续传

代积累了大量其它弱化突变 [104]，导致重组BCG毒力仍不及结核杆菌 [105,106]。

此外，在 M. marinum 中的研究展现了 ESX-1 的另一个新功能，ESX-1 底物能招募

巨噬细胞到新生肉芽肿周围，从而促进肉芽肿的成熟和细菌的繁殖 [107]。 

2.4.3 ESX-3：不仅仅参与金属离子的代谢 

 全基因组转座子突变分析 ESX-3 分泌系统对于结核杆菌体外生长是必需的 

[108]，这说明该系统在结核杆菌生理过程有重要作用。当发现整个 esx-3 基因簇受

到锌离子摄取调节子 Zur 和铁离子依赖性转录抑制子 IdeR 调控时 
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[109,110,111,112]，人们猜测该系统参与金属离子的代谢。该假说被结核杆菌 ESX-3

条件敲除株证实是正确的：该敲除株无法在正常培养基上生存，但额外加入铁离

子或锌离子使该敲除株恢复生长 [113]。目前鉴定出了 ESX-3 的第一批底物，

WXG100 家族成员 EsxG/H [114,115]。对 EsxG/H 复合物结构进行解析发现一个锌

离子结合位点 [116]，暗示该底物可能参与结核杆菌的锌离子摄取。 

 另有研究显示 ESX-3 在结核杆菌感染期间能刺激宿主产生保护性免疫。一个

表达结核杆菌 esx-3 基因簇的耻垢分枝杆菌 esx-3 突变株（名为 IKEPLUS）在小鼠

受到结核杆菌攻击时，激发的保护性免疫甚至优于 BCG 疫苗 [117]。不过 ESX-3

在该新型潜在疫苗菌株中的作用有待进一步研究。 

2.4.4 ESX-5：分泌 PE/PPE 家族蛋白 

    ESX-5 只分布于慢生型分枝杆菌属中，包含大部分的致病性分枝杆菌 [85]，

这可能暗示该系统对分枝杆菌的缓慢生长和/或致病性有贡献。有意思的是在分枝

杆菌基因组上 esx-5 基因簇之后都会出现大量的 pe/ppe 基因 [118]。实验也证实

PE/PPE 以及 PE_PGRS 蛋白主要是由 ESX-5 分泌到胞外 [119,120,121]，而这些蛋

白的 PE 和 PPE 基序则被认为是分泌必需的 [122,123]。尽管有许多成员参与分枝

杆菌各个感染阶段的致病性，但大多数 PE/PPE 家族蛋白的功能未知 [124]。 

    利用结核杆菌或 M. marinum 的 esx-5 突变株进行的感染实验发现它们在感染

巨噬细胞时，毒力减弱了，不过并不是突变 esx-5 的每一个组分都具有这样的效果 

[119,121,125]。与 esx-1 突变株类似，esx-5 突变株也能影响巨噬细胞死亡，但后者

并不影响分枝杆菌从吞噬体逃逸至细胞质的过程 [125,126]。和这些感染实验大不

一样的是，同样的 M. marinum esx-5 突变株在成年斑马鱼模型中显示出了超毒力表

型，而这似乎与适应性免疫系统无关。该 esx-5 突变株在成年斑马鱼中显示出超常

的生长优势，暗示 ESX-5 底物可能参与在天然宿主中建立适合生存和潜伏感染的

过程 [127]。在结核杆菌中删除 esx-5 基因簇的 eccD5 或 5 个 pe/ppe 基因后，在正

常小鼠和 SCID 小鼠（一种免疫缺陷小鼠）中都表现出毒力减弱的表型 [121,128]。

结核杆菌和 M. marinum 有不一样的 ESX-5 底物，特别是 PE_PGRS，这似乎可以

解释二者 esx-5 突变株在毒力上的表现不一致 [129]，但仍需实验验证。     

2.5 小结 

    结核杆菌通过许多途径释放分泌蛋白到胞外。除了经典的 SecA1 和 Tat 分泌系

统外，结核杆菌还有其特异的 SecA2 和 ESX 分泌系统——当然还可能存在其它未

知的分泌系统。目前所知的结核杆菌分泌系统都从不同方面对其生理或毒力起着

重要作用。进一步探索分枝杆菌分泌系统，对于理解其致病性乃至开发抗痨药物
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都至关重要。 

3 分泌蛋白介导的结核分枝杆菌操控宿主的主要策略 

3.1 宿主与结核杆菌之间的“博弈” 

结核杆菌经呼吸道吸入后进入肺泡，被肺泡巨噬细胞吞噬进入吞噬体，经加

工处理后将抗原信息传递给 T 细胞诱导 Th，应答使之致敏。致敏的 T 细胞再次遇

到结核杆菌时，便释放出一系列细胞因子，使巨噬细胞聚集在细菌周围，并激活

巨噬细胞。激活的巨噬细胞通过释放活性氧代谢产物，自噬作用以及抗菌肽等杀

灭结核杆菌；已吞噬结核杆菌的吞噬体也可以与溶酶体融合，通过溶酶体酶将被

吞噬的细菌降解；此外有文献报道维生素 D 对于宿主的防御也有贡献 [130]。另一

方面，结核杆菌亦能够逃避吞噬细胞的吞噬和杀灭作用。结核杆菌能否在体内繁

殖并产生毒性取决于宿主和细菌之间的“博弈”，当这两种作用达到平衡时结核杆

菌便以休眠状态存在于巨噬细胞中。本节我们重点关注巨噬细胞中吞噬溶酶体融

合对结核杆菌的杀灭作用及结核杆菌分泌蛋白介导的逃避宿主杀灭作用的策略。

因为结核杆菌的致病性主要是通过阻止吞噬体成熟而存活于巨噬细胞中表现出来

的 [131]，所以深入了解病原菌和宿主之间的“博弈”能够帮助开发新的阻断和治

疗结核病的策略 [130]。 

3.2 宿主的重要杀菌手段——吞噬体与溶酶体的融合 

结核杆菌被巨噬细胞吞噬之后，经过一系列的膜内陷、出芽以及融合事件导

致吞噬体的形成 [132,133]。形成的吞噬体相继与早期内涵体（简称早内体）、晚期

内涵体（晚内体）和溶酶体融合 [134]。经历早期、中期、晚期吞噬体，最后形成

吞噬溶酶体。吞噬体的转变是通过其内腔组分的剧烈变化所完成的，这个成熟的

吞噬体将变得具有酸性，氧化性及降解活性 [131]。从而更好地消化降解其中的微

生物。 

新形成的吞噬体快速的与早内体融合而获得许多后者的特征。这个时期的吞

噬体倾向于与“分拣和回收”的内体融合，而不是溶酶体 [135,136]。此时吞噬体

内腔呈轻度酸性（pH 6.1-6.5）及弱水解活性 [137]。早期吞噬体膜上的标记物是

小 GTPase Rab5A 及其效应子 EEA1 [138]。Rab5 直接与 EEA1 结合，被认为是连

接早内体和内吞小囊泡的纽带 [139]。Rab5A 也可以通过其他效应子起作用，比如

p150-hVPS34 复合体和可溶性 N-乙基顺丁希二酰亚胺敏感因子连接蛋白受体核心

复合体（soluble NSF attachment protein receptor，SNARE）。丝/苏氨酸激酶 p150 促

使 hVP34 的招募，而 hVP34 是 class 3 的一种磷脂酰肌醇-3-激酶（PI3K），在早期

吞噬体膜上产生磷脂酰肌醇-3-磷酸（PI3P）。PI3P 通过 FYVE 和 PX 域为参与吞噬
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体成熟的效应蛋白如 Hrs 和 EEA1 等提供结合位点[132]。另外 EEA1 与突触融合

蛋白 13（syntaxin l3）接触 [140]，而 syntaxin l3 是一种膜融合需要的 SNARE 蛋

白。因此 Rab5 和 EEA1 能够促进吞噬体成熟。 

中期吞噬体是介于早期吞噬体和晚期吞噬体的过渡状态，主要的特点是保留

Rab5 但丧失 EEA1 [131]。一旦回收蛋白被移走，吞噬体就发展到晚期阶段。典型

特征是通过质子泵 V-ATPsae 获得的更低的 pH 值（5.5-6.0）[134]以及介导吞噬体

和晚内体或溶酶体融合的小 GTPase Rab7A 的富集。此外，晚期吞噬体也会更多地

富集蛋白酶及溶酶体相关的膜蛋白（LAMPs），这可能是通过高尔基体输入或者是

与晚内体的融合获得 [131]。此时的吞噬体就不能和早内体融合了 [141]。尽管目

前还不知道 Rab7A 合到晚期吞噬体上的机制，但其作用却相当重要。Rab7A 招募

Rab-交联溶酶体蛋白（Rab-interacting lysosomal protein , RILP）作为纽带连接吞噬

体膜和动力蛋白-动力蛋白激活蛋白马达复合体，后者再与微管蛋白连接，促进晚

期吞噬体和溶酶体的轴心运动 [142]。VpsC-同型蛋白分选复合体（VpsC-HOPS），

能够介导标记 Rab5A 的内体向标记 Rab7A 的内体转变 [143]，可能在吞噬体的成

熟过程中与 Rab7A 起协同作用。它通过调节 SNARE 蛋白来促进小泡的停泊及膜

的融合。其组分 VPS33B 能够与 t-SNARE 结合并且特异性地与 GTPases 作用，被

认为是调节膜运输与融合的关键因子，抑制其活性可以阻止吞噬溶酶体的融合。

以上表明吞噬体与晚内体或溶酶体的融合过程可以被 Rab7A 和 RILP 介导，也可

以被 Rab7A 和 HOPS 介导。不过有研究表明，即使吞噬体招募了 Rab7A 和 RILP，

磷脂酰肌醇-3-激酶（PI3K）抑制剂仍然可以阻止其成熟过程 [144]；揭示 Rab7A

和RILP不是晚期吞噬体成熟的唯一介导因子，且此成熟过程必需依赖一个单独的、

肌醇磷脂事件。  

吞噬体成熟过程的终点是吞噬溶酶体的形成，后者是杀灭微生物的终极细胞

器。吞噬溶酶体拥有完整的，复杂的“武器库”用以消化和降解微生物。吞噬溶

酶体的分子特征是：LBPA [145]、甘露糖-6-磷酸受体的缺乏 [146]，富含 PI3P 的

内膜 [147]以及高水平的成熟组织蛋白酶——这些都是区分于晚期吞噬体的特点。  

3.3 结核杆菌的反击——参与抑制吞噬溶酶体融合的效应分子 

结核杆菌通过多种方式操控巨噬细胞逃避杀灭并创造一个合适增殖的环境，

其中抑制吞噬体成熟是其中研究最透彻的机制。此抑制作用囊括了吞噬体成熟的

很多方面：如融合及裂变事件，H
+
-ATPase 的招募等等。结核杆菌的蛋白和糖脂在

此抑制过程中都起到了很重要的作用（图 1 和表 1）。致病分枝杆菌参与破坏糖脂

和蛋白介导的这种调控机制，阻止内吞体与溶酶体的融合，从而逃避宿主的杀灭 

[132]。下面我们详细介绍一些主要的效应分子。 
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图 1. 调节吞噬体成熟的宿主-病原菌相互作用模型。结核杆菌效应分子用红色表示，宿主蛋白

用蓝色表示。 

Fig. 1. Modulation model of host–pathogen interactions of the phagosome maturation. M. 

tuberculosis effectors are depicted in red, whereas host factors are blue. Brown represents the Mtb 

effectors that have not identified host targets yet. 

3.2.1 LAM 

在将吞噬体阻断在早期的过程中，脂阿拉伯-甘露醇聚糖（LAM）发挥着关键

作用。LAM 是分枝杆菌细胞壁上一个重要的糖脂，含量很丰富，在细菌进入细胞

后会整合到巨噬细胞膜上 [148]。甘露糖帽子是 LAM 的关键结构，只存在于致病

性分枝杆菌中 [149]，介导 LAM 与宿主细胞的甘露糖受体（MR）结合，且这一

相互作用对于包含纯化的 LAM 的乳胶微粒抑制吞噬体成熟很重要 [150]。不过最

近有研究提出了相反的观点 [151]。尽管 ManLAM 整合到巨噬细胞膜上的机制未

知，但它能够通过破坏脂伐结构完全地阻止膜融合 [152]。 

此外，ManLAM 可以抑制 EEA1 的招募。这一抑制过程是多方面的，一方面

通过阻断胞质的 Ca
2+离子流来抑制 EEA1 的招募，因为 EEA1 的运输必需依赖

calmodulin- and Ca
2+

/calmodulin-dependent kinase II (CaMKII) [153,154]；而抑制钙
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离子流是通过抑制巨噬细胞的翘鞍醇激酶来实现的 [153]。所以 ManLAM 通过抑

制翘鞍醇激酶间接地抑制 EEA1 的招募。另一个机制是阻断 PI3P 在吞噬体膜上的

积累，普遍认为是 ManLAM 抑制 PI3K hVPS34 的活性以及 SapM 去磷酸化 PI3P

来实现的 [155,156]。总之，以上事件的结果是 Rab5 功能受损及 EEA1 无法在吞

噬体膜上聚集。使吞噬体无法和晚内体及溶酶体融合，同时也无法积累 H
+
-ATPase。

从而将吞噬体阻断在 pH 相对中性的早期吞噬体阶段。  

3.2.2 LpdC 

在分析包含分枝杆菌的吞噬体的蛋白成分时，显示有一个蛋白只存在于包含

活菌的吞噬体膜上，不与任何其它亚细胞结构作用。此蛋白之前被命名为 TACO

（Tryptophan aspartate containing coat protein）或者 P57，现在叫做 coronin 1。coronin 

1 通过调控钙调蛋白依赖的信号途径阻止吞噬溶酶体融合 [132]，是一个重要的特

定阻断溶酶体传递及避免巨噬细胞内分枝杆菌死亡的宿主分子。 

    Deghmane 等人鉴定了分枝杆菌中与 coronin1 结合的一个蛋白 Lipoamide 

dehydrogenase（LpdC）[157]。在结核杆菌和 BCG 中，LpdC 是丙酮酸脱氢酶复合

物的 E3 组分，也是形成完整过(氧化)亚硝酸盐还原酶/过氧化物酶所必需的，报道

称后者在分枝杆菌抗氧化压力中起关键作用 [158]。LpdC 结合 coronin 1 并将其滞

留在 BCG 的吞噬体上，而且他们也证实这一结合过程依赖胆固醇。随后他们发现

在巨噬细胞中表达 LRG-47 能够在很大程度上克服 BCG 的抑制作用使囊泡顺利酸

化。而且 LRG-47 聚集在吞噬体膜上的同时，coronin 1 会从 LpdC 上解离并从 BCG

囊泡上脱落。不过 LRG-47 介导的 LpdC-coronin 1 复合物脱离吞噬体膜的具体机制

仍有待研究。意外的是，一个存在于细菌代谢途径的硫辛酰胺脱氢酶居然能够在

抑制吞噬体成熟方面发挥作用，目前不清楚两者之间有何联系。 

3.2.3 PknG 

PknG 是唯一一个在所有致病分枝杆菌中都存在的可溶性激酶，在结核杆菌感

染巨噬细胞时发挥重要作用，体外生存是非必需的 [132]。PknG 是一个抑制吞噬

体成熟的重要效应蛋白，在结核杆菌感染巨噬细胞过程中加入一个 PknG 的抑制剂

后，包含结核杆菌的吞噬体能够迅速成熟并杀死其胞内致病菌 [159]。PknG 通过

磷酸化一个调控吞噬体成熟的未知宿主蛋白起作用 [160]，然而不清楚 PknG 蛋白

是如何进入宿主细胞质的机制。它可能是通过磷酸化巨噬细胞某些蛋白质，影响

巨噬细胞内的信号转导而发挥作用的。 

有意思的是，在耻垢分枝杆菌中表达 BCG 的 PknG 后，能够阻止重组耻垢分

枝杆菌传递到溶酶体中；而且耻垢分枝杆菌的 PknG 也能够阻止 BCG 传递到溶酶
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体中 [161]。另外，通过序列比对发现耻垢分枝杆菌中 pknG基因与结核杆菌和BCG

的同源基因的序列相似分别为 78%和 87%。那么为什么 pknG 在非致病菌耻垢分枝

杆菌中是无效的？Houben等人使用western blot发现在耻垢分枝杆菌中，由于 pknG

操纵子上游区域有一个转录阻遏效应，导致 pknG 只能转录而不能翻译 [162]；从

而解释了耻垢分枝杆菌不能阻止吞噬溶酶体融合。然而，之前的研究结果却与之

相悖：使用 PknG 的底物 GarA 作为诱饵能够在耻垢分枝杆菌的裂解液中共沉淀出

PknG 蛋白 [163]。所以有人提出观察到的 BCG 的 pknG 缺失株传递到溶酶体的现

象，可能是由于 PknG 引起了细菌生理上的变化而不是直接干扰宿主的信号通路 

[164]。   

3.2.4 PtpA 

PtpA 是一种低分子量的蛋白酪氨酸磷酸酶，结核杆菌基因组中缺少典型的蛋

白酪氨酸激酶（protein tyrosine kinase，PTK）让人猜测 PtpA 可能修饰宿主的酪氨

酸磷酸化蛋白。早期研究显示纯化的重组 PtpA 特异性作用于磷酸酪氨酸残基 

[165]。随后的实验显示结核杆菌在进入巨噬细胞后 PtpA 的表达上调 [165]，而且

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 感染人类巨噬细胞后可以分泌 PtpA 

[166]，说明 PtpA 在感染宿主时发挥作用。这些结果激起了人们探索 PtpA 的作用

底物及其在巨噬细胞中的生理学功能的兴趣。PtpA 对于结核杆菌在体外的生长是

非必需的，但在使用结核杆菌 ptpA 缺失株感染人巨噬细胞时却显示出关键作用 

[167]。Bach 等人使用 substrate trap 技术发现了 PtpA 在宿主中的相互作用蛋白

VPS33B [167]。VPS33B 是膜转运和融合的关键调节子，失活此蛋白导致吞噬溶酶

体无法融合。VPS33B 和其它 5 个组分一起构成 HOPS 复合体 [168]。HOPS 复合

体调节 SNARE 蛋白的活性，进而促进小泡的锚定和膜的融合 [169]。因为 VPS33B

是 HOPS 的组分，能够结合 t-SNARE 并特异结合 GTPases [169]。所以 PtpA 干扰

吞噬溶酶体融合的可能机制是：VPS33B 被 PtpA 去磷酸化后，不能与 GTPases 结

合，从而阻断了膜与膜之间的锚定作用。然而，结核杆菌在小鼠感染模型中不需

要 PtpA [170]，这也说明了小鼠模型并不是研究结核病的最理想模型。  

3.2.5 PtpB 

与 PtpA 不同，PtpB 在人体内没有同源序列，Koul 等人 [171]证明 PtpB 能够

分泌到培养基中，而且很多报道都认为它特异性作用于磷酸酪氨酸底物 [171,172]。

不过最近的研究显示它也能够去磷酸化丝/苏氨酸磷酸化蛋白和磷酸肌醇，显示三

重特异性 [173]。晶体结构分析也显示 PtpB 拥有两个不同的磷酸酪氨酸结合位点 

[174]。基于这些结果，人们猜测 PtpB 可能阻断宿主的磷酸肌醇代谢及相关信号通
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路，而这些通路在吞噬体成熟过程中起着重要作用，所以推测 PtpB 在结核杆菌干

扰吞噬溶酶体融合中有贡献。在小鼠巨噬细胞中结核杆菌的 ptpB 缺失株活力下降，

而且在被感染豚鼠的脾脏中其菌荷量下降 70 倍 [175]。PtpB 的特异性抑制剂能够

损伤分枝杆菌在小鼠巨噬细胞中的存活力 [176]，这更进一步说明了 PtpB 在结核

杆菌胞内存活的重要作用。不过，PtpB 在 TB 致病性中的作用仍需进一步的研究，

尤其是对其底物的鉴定。 

3.2.6 其它效应分子 

在分析结核杆菌细胞壁成分时，发现 TDM（或索状因子）对于结核杆菌在巨

噬细胞中存活及阻止结核杆菌向酸性环境运送有贡献 [177]。突变掉合成 TDM 的

酶 [178]以及乳胶微粒模型 [177,179]都显示 TDM 能够延迟吞噬体成熟。目前还不

清楚 TDM 在宿主中的相互作用蛋白及其具体机制，但有证据显示环丙烷修饰会影

响 TDM 的免疫调制活性和细菌胞内存活 [180]。Ndk 也是一个抑制吞噬体成熟的

效应蛋白 [181]。重组结核杆菌的 Ndk 对 Rab5 和 Rab7 显示出 GTPase 活化蛋白

（GAP）活性。Ndk 的 BCG 敲除实验及乳胶微粒模型同样证明 Ndk 能够延迟吞噬

体成熟及增强致病菌的胞内存活能力，且后者的作用与 Rab5 和 Rab7 的失活相关。

Zmp1，预测为一个锌离子金属蛋白酶，通过抑制促炎症细胞因子 IL-1β 的活性，

抑制吞噬体成熟 [182]。而且 p38 MAPK 被结核杆菌的某些效应分子激活，导致

Rab5 活性降低从而减少吞噬体上 EEA1 的含量 [183]。结核杆菌和 M. marinum 的

Esx-1 敲除株显示 ESX-1 分泌系统能够抑制吞噬体成熟 [184,185]，但缺乏此基因

簇的 BCG 却同样能干扰吞噬溶酶体的融合。这种差异目前还没有很好的解释。在

结核杆菌中，已知的底物（ESAT-6，CFP-10 和 EspA) 对于 EXS-1 抑制吞噬体成

熟好像都不是必须的 [184]。虽然 EspB 的同系物 Mh3881c 是 M. marinum 阻断吞

噬体成熟所必需的，但 EspB 可能不是真正的效应分子，所以应该还存在其他未鉴

定的效应分子起作用 [186,187]。   

Table 1．参与抑制吞噬溶酶体融合的效应分子。 

Table 1. Effectors that contribute to the survival of obligatory intracellular bacterial pathogens. 

Effectors Cellular target Effector function Refs 

LAM Unknown Blocks cytosolic Ca
2+

 fluxes, suppressing hVPS34 activation [153,155] 

SapM PI3P Hydrolyzes PI3P, inhibiting phagosome-late endosome fusion [172] 

PtpA VPS33B Dephosphorylates VPS33B, arresting phagolysosome fusion [167] 

LpdC coronin-1 Retains coronin-1 on the phagosomal membrane, leading to 

arrest in phagosome maturation 

[157] 

Zmp1 Inflammasome Prevents inflammasome and, therefore, IL-1β activation [188] 
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Ndk Rab5 and 

Rab7 

Inactivation of both Rab5 and Rab7,therby inhibiting their 

respective effectors recruitment 

[181] 

PknG Unknown Acts by phosphorylating a host molecule, thereby preventing the 

activity of this host factor in carrying out phagosome-lysosome 

fusion 

[132] 

PtpB Unknown Might be capable of disrupting host phosphoinositide 

metabolism and its associated signaling pathways 

[173] 

TDM Unknown Mediates intracellular trafficking events, as well as influence 

macrophage production of pro-inflammatory molecules 

[177] 

3.4 对于新药物开发的启示 

疫苗和化疗毫无争议地是生物医药研究领域促进公共卫生发展的最大动力。

然而，新药开发出来的同时，病原菌的耐药性也随之产生了。这就需要对抗感染

药物的持续性研究。以前的药物靶向关键酶，现在的方向是靶向调节宿主免疫应

答的蛋白或脂质 [159]。参与操控宿主细胞途径的细菌蛋白和脂质提供了丰富的新

药靶点库 [159]。开发这些分子的靶向药物的好处是不会破坏对宿主有益的共生菌

而且副作用小。 

以 PknG 为例，它作为分枝杆菌在巨噬细胞中生存的必需因子促使人们寻找特

异的激酶抑制剂，因为激酶对于开发抑制化合物是一个有吸引力的靶点。目前大

多数用于治疗 TB 的药物都是直接抑制分枝杆菌生理活动起作用的。相反，阻断

PknG的活性使巨噬细胞通过将胞内驻留菌从吞噬体转移到溶酶体来执行其先天杀

菌活性，从而诱导杀灭这些菌。此外，因为 PknG 是分泌蛋白，以 PknG 为药靶，

抑制剂不需要穿过渗透性极差的分枝杆菌细胞壁。事实上，现在人们已经开展了

高通量筛选 PknG 抑制剂的工作。尽管与真核生物的 PknG 高度同源，但细菌的

PknG 包含一个特异性的结构域。抑制剂可以特异地作用于这个结构域来显示其特

异性 [132]。将阿拉伯糖残基加到其细胞壁前体 lipomannan (LM) 上的酶也是一个

很重要的药物靶点，因为纯化的 LM 能够诱导宿主细胞凋亡和 IL-8、IL-12 及 TNF-α

的分泌 [189,190,191]。真核生物细胞不能表达 LAM，因此参与其生物合成的酶与

真核细胞的酶有很大区别，可以作为药靶。以 ESX-1 核心蛋白为靶点的药物开发

可以从几方面阻断结核杆菌毒力因子与宿主细胞的相互作用，从而增加这些药物

的有效性。 

总而言之，由于效应分子的特异性，研究效应分子的靶向药物比研究管家基

因蛋白的靶向药物更具有优越性,同时不会扰乱宿主体内正常的菌群 [159]。而且可

以克服结核细胞壁的不可穿透性，增加药物的有效浓度。不过由于众多效应分子

的功能很多都是重叠的，这将导致单独用药可能无法产生足够的有效性。 
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3.5 小结 

结核杆菌通过寄生在巨噬细胞内的吞噬体中，调节内体的发生和成熟，致使

形成的吞噬体不能获得溶酶体性质。同时通过各种方式获得生长增殖所需要的铁

等营养物质，而排除不利于自身发展的钙离子、氢离子-ATPase 等物质，使吞噬体

膜上含有较高浓度的 Rab5、EEA-1、转铁蛋白受体等早内体标志物，避免获得

CD63、LAMP-1、LAMP-2、GTP-Rab7 等晚内体标志物。总而言之，其结果都是

阻止吞噬溶酶体的成熟，从而为结核杆菌营造一个相对安全的胞内环境。随着研

究的深入，结核杆菌分泌的能够干扰吞噬体成熟的蛋白被一一鉴定出来（图 1 和

表 1）。人们相信结核杆菌逃避免疫杀伤的机制不是由某一种或某一条逃逸通路单

独起作用，而更可能是一种组合调控或协同作用的结果。目前已经鉴定出一些协

同作用的蛋白，如 SapM 可能与 ManLAM 一同阻断吞噬体对 PI(3)P 效应子 EEA1

的招募，PtpA 和一个 GAP 活性可能阻断 Rab7 的招募和激活等。随着技术的进步

以及研究的深入，相信在不久的将来，人类一定可以完整地解析出结核杆菌的逃

逸策略，从而开发出更加有效的药物战胜这一强大的敌人。 
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第 2 章  绪论 

1 选题依据、研究目的与意义 

从 WHO 宣布结核病进入全球紧急状态 15 年以来，尽管花费巨大，但是结核

病仍然导致了世界范围内的高发病率和高死亡率。MDR 和 XDR 结核病的出现使

得这个“可治愈”的疾病又回到了前抗生素时代无药可用的尴尬境地。近 40 年来

没有新药的开发使得结核病的治疗雪上加霜，因此药靶及新药的开发仍然是结核

病研究的焦点。而分枝杆菌的致病性主要是通过其分泌性效应分子干扰宿主正常

杀菌途径表现出来的，因此筛选鉴定关键的结核杆菌分泌性效应分子并解析其具

体功能对于开发新的阻断和治疗结核病的策略有着十分重大的意义。 

可以预见，在巨噬细胞中抑制结核杆菌相关的效应分子，可以恢复被病原菌

扰乱的宿主免疫应答，从而可以阻止结核杆菌在宿主细胞内的繁殖。开发分泌性

效应分子的抑制剂能够为药物治疗结核病（包括 MDR-TB 和 XDR-TB）提供新思

路。而揭示分泌蛋白通过何种信号通路起作用能够为药物靶标的发现及新药的开

发奠定坚实的基础。总而言之，开发出新的药物来抑制分泌蛋白的释放或活性将

有利于人类战胜结核病。 

2 科学问题 

    本研究拟探讨以下三个科学问题： 

   （1）结合已有的文献数据和生物信息学方法试图预测结核杆菌中关键的分泌

性效应蛋白； 

   （2）具体探讨 1-2 个分泌性效应蛋白在宿主-病原菌相互作用中的所扮演的角

色； 

   （3）探索分泌性效应蛋白在结核杆菌中的信号传递及调控网络。 

3 研究内容与技术路线 

本文主要从事结核分枝杆菌分泌性效应分子的鉴定、功能与信号传递研究。

围绕这几个问题，我们完成了如下几个方面的工作。 

（1）基于已有的文献数据，利用数据挖掘和聚类分析方法预测了一批结核杆

菌关键的分泌性效应蛋白，并探讨这些蛋白作为药物靶点的可行性和重要性。 

（2）以耻垢分枝杆菌作为模式生物，详细研究了结核杆菌蛋白 Rv3402c 在宿

主-病原菌相互作用中的功能，确定了 Rv3402c 作为结核杆菌分泌性效应蛋白的事

实。 

（3）以结核杆菌的明星效应蛋白PtpA的调控蛋白PtkA为例，我们发现了PtkA
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的上游抑制蛋白，鉴定出 PtkA 新的底物 TrxB2 并详细探讨了 PtkA 对 TrxB2 及结

核杆菌生理过程的影响。 

    本研究的技术路线如图 1 所示。 

 

图 1. 本研究技术路线图 

Fig. 1. The workflow of this study. 

 

4 本文创新点 

    本文的创新之处有几点。⑴首次利用基于文献数据的数据挖掘和聚类分析方

法鉴定出 54 个能与宿主相互作用的结核分枝杆菌药物靶标；而且该方法也为预测

其它致病菌的药物靶标提供了蓝本。⑵首次证明 Rv3402c 蛋白是结核分枝杆菌的

一个分泌性效应蛋白，它能增强重组耻垢分枝杆菌的胞内存活能力且能加速宿主

巨噬细胞的裂解死亡。⑶首次发现效应蛋白 PtpA 的调控蛋白 PtkA 上游也存在一

个抑制其活性的调控蛋白，这也窥见了结核分枝杆菌胞内复杂的网络调控机制；

而且本文首次鉴定 TrxB2 是 PtkA 的酪氨酸激酶底物，且其分泌也受到 PtkA 的调

控。 

5 本文不足之处 

    囿于时间和精力有限，本文存在以下几点不足。⑴没有利用实验来更多地验

证 54 个潜在药物靶点的可行性。⑵所有关于 Rv3402c 的研究都是在分枝杆菌模式
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生物耻垢分枝杆菌中进行的，尽管在该模式生物中获得的数据可信，但接下来应

该在结核分枝杆菌中进一步验证 Rv3402c 的各项功能。⑶没能鉴定出 Rv3402c 与

宿主相互作用的蛋白质，这也是后续研究的重点。⑷没能鉴定出 PtkA 上游的抑制

蛋白，而且 PtkA 调控 TrxB2 释放到细菌胞外与该菌在感染过程中的具体功能之间

的联系还有待探索。 
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第 3 章  生物信息学预测结核分枝杆菌与宿主                  

相互作用的关键胞外蛋白 

1 引言 

    由结核杆菌导致的结核病仍然是全球健康的主要威胁。WHO 的数据显示，

2013 年全球约有 900 万新发病例和 150 万死亡病例。目前亟需开发新药及新药靶

来控制结核病。 

结核杆菌已经进化出许多机制来侵染宿主，并能在宿主体内获得营养并逃避宿

主免疫防御机制 [1,2]。这些逃避机制主要是结核杆菌分泌的效应分子和宿主细胞

之间相互作用的结果。因此，深入探索结核杆菌的这些参与宿主-病原菌之间相互

作用的效应分子对于理解其致病性和开发新的药物靶点是非常重要的。一个理想

的药物靶点应该具备两个特征：⑴是结核杆菌胞内生存的必需因子，⑵是病原菌

特异的从而避免药物作用于宿主细胞成分。研究参与宿主-病原菌相互作用的传统

的湿实验（wet-lab experiment）方法不仅工作量巨大，而且耗费大量资金和时间。

而生物信息学方法（或者叫干实验，dry-lab experiment）不仅能够大大缩小药物靶

点的寻找范围，而且能够显著提高药靶开发的速度。目前已经有大量基于生物信

息学方法寻找结核杆菌胞内药靶的研究 [3,4]。此外研究人员已经开发出一些生物

信息学方法来预测参与结核杆菌-宿主相互作用的蛋白质，这些方法基于同源基因

比对，相互作用结构域或者机器学习等 [5]。不过这些努力在日渐增长的多重耐药

和广泛耐药结核杆菌以及与 HIV 共感染的合力围剿下，仍然显得杯水车薪。因此，

开发新的方法和鉴定新的药靶势在必行。 

    本章开发了一种综合性的新型生物信息学方法预测参与宿主-病原菌相互作用

的结核杆菌蛋白质。⑴利用聚类分析方法按以下标准大量收集数据：(a) 攻击巨噬

细胞后结核杆菌的基因表达和 DNA 芯片数据；(b) 利用全基因组插入诱变技术鉴

定不同条件下基因的必需性数据；(c) 攻击动物模型后结核杆菌基因表达数据；(d) 

结核病人体内结核杆菌基因表达数据；(e) 临床菌株丢失的基因数据；(f) 蛋白质

亚细胞定位数据；(g) 结核杆菌与宿主及宿主肠道菌群蛋白质组的非同源性分析数

据。⑵按照不同标准进行全基因组计分、排序将不同数据集的数据整合起来。⑶

我们鉴定出 54 个候选蛋白质，这些都是宿主-病原菌相互作用的关键蛋白质，能够

为药物靶点的开发提供启发。 
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2 实验材料及方法 

2.1 疾病模型中表达上调基因 

  搜集在巨噬细胞、动物模型及结核病人条件下结核杆菌表达的芯片数据，各

个文献及其描述等信息见表 1。按照表达水平由高到低排列，参照 Murphy 等人开

发的计分方法计分 [6]。针对每个单独的文献数据，计分系统为 0-10 分，间隔为

0.01 分，表达最高的算 10，第二高为 9.99，第三高为 9.98….以此类推。这样可以

取每一个独立芯片数据集的前 1000 个基因，即结核杆菌所有基因的 25%。如果某

个文献数据有多个时间点，则各个时间点分别算分，然后取最高的那个作为此数

据集中某个基因的最终得分。最后将单个基因在不同文献数据里的得分相加，然

后汇总所有基因及其得分，制成 Dataset 1（附录 1，Table S1）。 

表 1. 本研究所使用的文献数据 

Table 1. Gene Sets Analyzed. 

Category  Reference Description 

Expression 

profile 

Macrophage 

model 

[7] M. bovis BCG protein increased expression inside THP-1 

(2-DE, MS) 

  [8] Mtb H37Rv genes induced during infection of THP-1 

(promoter trap, mbRT-PCR) 

  [9] The intraphagosomal transcriptome of genes of Mtb 

clinical strain in the mouse macrophages (microarray, 

RT-PCR) 

  [10] The gene expression profile of H37Rv in human 

macrophages was analyzed at the whole genome level 

(microarray, RT-PCR) 

  [11] The protein patterns of intraphagosomally growth of 

H37Rv in mouse macrophages (2-DE, MS) 

  [12] Transcriptional response of CDC1551 to mouse 

macrophage interactions (microarray) 

  [13] Global transcriptional profile of H37Rv during THP-1 

human macrophage infection (microarray) 

  [14] Universally induced genes of 17 MTC strains in resting 

and activated mouse macrophages (microarray) 

  [15] The global protein expression profile of 

intraphagosomally growth of drug resistant and sensitive 

Mtb clinical isolates (2-DE, MS) 

  [16] Temporal gene expression profiles of CDC1551 during 

infection of mouse macrophages (microarray) 

 Animal 

models 

[17] Hollow fiber subcutaneous implant in mice (microarray, 

RT-PCR) 

  [18] The expression profile of H37Rv growth in lungs of 

BALB/c or SCID mice (microarray, RT-PCR) 
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  [19] The H37Rv genes preferentially expressed in the mouse 

lung (promoter trap, RT-PCR) 

  [20] The mycobacterial transcriptional profiles during chronic 

and reactivation phases of murine tuberculosis (in vivo 

microarray analysis) 

  [21] The in vivo proteomics of the H37Rv in the guinea pig 

model (Mass spectrometry) 

 TB  

patients 

[22] Genes upregulated in tuberculous granulomas in lung 

tissue sections from tuberculosis patients (RNA-RNA in 

situ hybridization) 

  [23] Genes actively expressed during pulmonary tuberculosis 

(microarray) 

  [24] Genes induced expression in the specimens obtained 

from TB patients (IVIAT, qRT-PCR) 

Growth/ 

Survival 

 [25] Genes required for in vivo survival in mouse lungs 

(signature-tagged mutagenesis) 

  [26] C57B/c mice were infected with TraSH mutated libraries 

of H37Rv (TraSH, microarray) 

  [27] Genes required for arresting the maturation of Mtb 

phagosomes (transposon mutagenesis, ligation-mediated 

PCR) 

  [28] Genes essential for survival of Mtb in mouse lungs 

(transposon mutagenesis, microarray)  

  [29] Genes required for H37Rv adaptation and survival in 

primary murine macrophages (TraSH, microarray) 

  [30] Genes required for intracellular survival of BCG or 

inhibiting phagosome acidification (transposon 

mutagenesis, microarray) 

  [31] Genes essential for Mtb survival in guinea pigs and mice 

(transposon mutagenesis, microarray) 

  [32] Genes involved in the parasitism of human macrophages 

(transposon mutagenesis, ligation-mediated PCR) 

  [33] Genes required for invasion or survival in the central 

nervous system of mouse (transposon mutagenesis, 

real-time PCR) 

  [34] Genes required for survival and growth in nonhuman 

primate lungs (transposon mutagenesis, microarray) 

Deleted in 

clinical 

isolates 

 [35] Genes were found to be partially or completely deleted in 

100 clinical isolates (DNA microarrays and sequencing) 

Secreted 

protein 

 [36] Identification of genes encoding exported Mtb proteins 

using a in vitro method (Tn552’phoA in vitro 

transposition system) 

  [37] Identification of secreted proteins of Mtb (bioinformatics 

and phoA’ fusion technology) 
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  [38] Proteins detected in the cell wall fraction and the 

membrane fraction (high-throughput proteomics and 

bioinformatics) 

  [39] Identification of the secreted proteins in the culture 

filtrates of Mtb H37Rv (2-DE, LC coupled MS/MS) 

  [40] Identification of outer membrane proteins of Mtb 

(multi-step bioinformatics approach, secondary structure 

analysis) 

  [41] Identification of exported proteins from whole bacteria 

using Triton X-114 extraction (Triton X-114 

phase-separation) 

  [42] The proteomic screening of identified peptides in culture 

filtrate and membrane fraction of Mtb (Gel 

electrophoresis, Mass spectrometry) 

Essential gene 

for in vitro 

growth 

 [43] TraSH mutated libraries grown on solid media (TraSH) 

  [44] Identification of the genes that are essential for Mtb to 

grow in vitro (high-density mutagenesis and 

deep-sequencing) 

2.2 胞内存活必需基因 

 在感染过程中，结核杆菌必需面对宿主产生的一系列压力，如活性氧和活性氮

中间产物、酸性环境、低氧、营养和必需元素饥饿 [45,46]以及宿主免疫反应等 [1]。

结核杆菌能够选择性地上调某些基因或操纵子来介导其逃避宿主的杀灭作用，从

而在宿主体内生存并伺机致病 [47,48]。在此过程中一般有两方面的基因起作用：

一是维持菌体本身生存的基因，另一个是结核杆菌分泌到细胞内干扰宿主杀菌功

能的基因。一般将这两种基因统称为“胞内存活必需基因”。目前已经有大量研

究通过结核杆菌突变库感染鼠源巨噬细胞 [27,29,30]、人源巨噬细胞 [32]、小鼠 

[25,26,28]、豚鼠 [31]、中枢神经系统 [33]以及非人灵长类动物 [34] 等模型筛选

鉴定这一类基因。鉴于后一类基因即是结核杆菌与宿主相互作用的关键基因，因

此我们搜集所有结核杆菌突变库感染各类物模型后引起结核杆菌存活率下降的基

因，取并集，制成 Dataset 2（附录 1，Table S2）。相关文献资料见表 1。 

2.3 结核杆菌蛋白质亚细胞定位分析 

  细菌蛋白质能够与宿主相互作用的前提是能够达到菌体外，因此只有胞外蛋

白——包括细菌细胞表面蛋白和分泌蛋白 [49]——才有机会与宿主相互作用。而

由于胞外蛋白对结核杆菌致病性至关重要且容易被药物作用，已经有许多结核杆

菌胞外蛋白被列为候选药物靶点 [50]。基于此，我们利用生物信息学和数据挖掘
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方法尽可能多地搜集结核杆菌的胞外蛋白。结核杆菌标准株 H37Rv 的蛋白质序列

下载自 Tuberculist 网站（版本为 R27-March 2013）[51]。首先我们使用生物信息学

方法预测结核杆菌的胞外蛋白：使用 SignalP 软件预测 SecA 途径的分泌蛋白 [52]，

我们选取分数大于 0.4（软件的默认值是 0.35）的蛋白作为分泌蛋白；使用 TATfind

软件预测 TAT 途径的分泌蛋白 [53]，然后将二者取并集，我们将预测的分泌蛋白

作为一个独立的集合。然后搜索文献报道的实验验证或生物信息学预测的所有胞

外蛋白，每个实验得到的胞外蛋白作为一个独立的集合。为提高其可信度，我们

选取至少出现在两个或两个以上集合的蛋白作为本研究的胞外蛋白集合，即为

Dataset 3 (附录 1，Table S3)。 

2.4 临床菌株丢失基因 

 从病人体内分离出来的临床菌株所缺失的基因，一般认为不是结核杆菌胞内存

活所必须的基因 [35]。基于此，我们从文献数据中搜集任一临床菌株所丢失的基

因，取并集，制成 Dataset 4 (附录 1，Table S4)。  

2.5 胞外生存必需基因 

    一般认为胞外生存必需基因编码的蛋白质为细菌的生理结构和代谢所必需 

[43]。因此，那些既能导致胞内生存受损也能导致胞外生存受损的结核杆菌突变基

因被认为是影响结核杆菌结构或代谢过程，而不是参与宿主-病原菌相互作用。目

前鉴定结核分枝杆菌胞外存活基因的方法主要是转座子突变技术。主要步骤为：

首先通过转座子随机插入结核杆菌基因组，将其基因随机打断产生生长缺陷菌株；

然后通过基因探针竞争性杂交方法鉴定出不能在完全培养基上生长或生长缺陷的

突变株的插入位点。目前有两篇文献利用该技术鉴定出了大量结核杆菌胞外生存

必需基因。Sassetti 等人于 2003 年鉴定出 656 个胞外生存必需基因 [43]，而 Griffin

等人于 2011 年鉴定出 773 个胞外必需基因 [44]。本研究对这两个数据集取并集，

得到 Dataset 5 (附录 1，Table S5)。 

2.6 结核杆菌与宿主及宿主肠道菌群蛋白质组的同源分析 

理想的药物靶点必须是病原菌特异的，以避免不必要的宿主分子-药物之间的

相互作用。因此，在很多基于生物信息学方法鉴定药靶的研究中，剔除与人类蛋

白质组类似的病原菌蛋白质是其首要考虑的 [54,55]。将从前面步骤得到的结核杆

菌目标蛋白提交到 NCBI 与人类基因组（taxid: 9606）进行 BLASTp 分析 [56]。我

们将蛋白之间同一性（identity）小于 35%以及 E 值（E-value）大于 0.005 的结核

杆菌蛋白视为与宿主无同源性的结核杆菌蛋白 [57]。 



西南大学博士学位论文 

 40 

在一个健康人的肠道中大约栖息着 10
14 个微生物 [58]。这些与人类共进化的肠

道共生菌以各种方式对人类健康起着重要作用 [59]。随意抑制肠道菌群蛋白质可

能破坏其稳态从而对人体产生副作用 [60]。人们认为药物非特异性地作用于肠道

菌群也是某些药物产生毒性及其生物利用度降低的原因 [61,62]。因此，结核杆菌

的药物靶点与肠道菌群蛋白质越相似，将越有可能影响药物的治疗效果。为避免

产生这一影响，我们将上一步产生的与宿主蛋白无同源性的结核杆菌蛋白与 81 个

典型的人类肠道菌群蛋白质组 [63]（附录 1，Table S6）进行同源比对。BLASTp

分析时，我们将 E 值大于 0.0001 的蛋白认定为与人类肠道菌群蛋白无同源性的结

核杆菌蛋白 [59]。综合以上两步，我们得到了与宿主或宿主肠道菌群没有同源性

的结核杆菌目标蛋白。  

3 结果与讨论 

3.1 一个基于大量文献的复杂数据集的建立 

首先我们在分析大量以组学为主的实验数据的基础上，归纳总结了可能的胞内

存活必需的胞外蛋白。接着综合利用数据挖掘以及生物信息学的方法，预测出了

结核杆菌-宿主相互作用关键基因中的潜在药物靶点。图 1 为本研究所使用方法的

流程图。表 1 所示为本研究使用的所有文献数据出处及其简要介绍。 

 

图 1. 本研究所使用方法的流程图。 

Fig. 1. Flowchart of the process used to generate the prioritized list of tractable drug. 
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3.1.1 上调表达基因 

基因表达研究一般是利用基因芯片等组学技术检测基因表达的改变（被激活

或被抑制），这种改变被认为在反映该基因在应对环境改变时具有重要作用。因此，

研究感染时期结核杆菌的基因表达谱能够帮助我们了解结核杆菌的致病性：在鉴

定参与粘附宿主细胞，介导宿主细胞吞噬作用，抑制吞噬体成熟过程，抵抗巨噬

细胞内各种杀菌物质以及干扰宿主信号途径等等的基因时具有重要意义。目前有

大量文献报道感染巨噬细胞、动物模型甚至肺结核病人体内结核杆菌的基因表达

谱数据（表 1）。理论上，一个基因的表达上调在不同疾病模型中报道的次数越多，

那么其在真实条件下感染人体时期表达上调的可信度就越高，同时也越有可能在

结核杆菌适应胞内生存环境中起到重要作用。因此我们运用一个 0-10 分的打分系

统将不同文献中的表达谱数据综合起来考察 [6]，以达到最大限度地模拟真实感染

环境下结核杆菌蛋白质的表达情况。在结核杆菌大约4000个开放阅读框中，有3485

个 ORF 被赋予了分值。为了增加可信度且最大限度地搜集在结核杆菌-宿主相互作

用中可能有贡献的上调表达基因，我们取5.0分以上的所有基因组成Dataset 1（3047

个基因）。 

3.1.2 胞内存活基因 

    在结核杆菌对抗宿主的免疫反应时，一个重要的机制就是分泌众多的胞外蛋

白质抵抗宿主的防御机制或者干扰宿主的免疫系统。找到这些胞内生存必需基因

或许可以为新药靶及疫苗的开发提供新的线索。因此我们以前文所述转座子突变

技术的文献为基础，搜集每一篇文献中鉴定出来的结核杆菌胞内生存必需基因，

取并集，一共得到 760 个基因（Dataset 2）。 

    Murphy 等人的研究显示结核杆菌中那些表达下调的基因往往与代谢减弱及持

留感染相关。而且，在感染阶段，结核杆菌的管家基因常常是组成型表达，而毒

力相关基因或环境应答相关基因表现为诱导性表达 [6]。本研究的目标是鉴定参与

宿主-病原菌相互作用的蛋白。基于此，我们认为文献鉴定出来的在感染时期表达

上调且对结核杆菌胞内存活必需的基因符合本章的研究范畴。我们收集 Dataset 1

和 Dataset 2 的共同基因组成 List A（附录 1，Table S7），一共包含 580 个基因。 

3.1.3 胞外蛋白 

具备和宿主相互作用的细菌胞外蛋白在维持结核杆菌在巨噬细胞内持留和增

殖方面十分关键 [64]。被巨噬细胞吞噬的灭活结核杆菌无法阻止吞噬体成熟的这

一事实 [65]，强有力地证明了这些胞外蛋白在结核杆菌致病性中的作用。我们同

时使用数据挖掘和生物信息学方法搜集了可信度较高的结核杆菌胞外蛋白数据
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集，一共 908 个，命名为 Dataset 3。我们将 List 1 和 Dataset 3 取交集，得到结核

杆菌胞内存活必需的胞外蛋白，即 List B（附录 1，Table S8），一共有 155 个基因。 

3.1.4 临床菌株丢失基因 

    我们发现 Dataset 4 和 List B 之间没有共同的基因。这一结果符合我们预期结

果，因为胞内存活所必需的基因也应该是结核杆菌临床菌株感染时必不可少的基

因，因此不能被轻易丢失，否则该临床菌株就会立马被宿主清除掉而无法致病。 

3.1.5 胞外生存必需基因 

我们将两篇文献报道的胞外生存必需基因取并集，即为 Dataset 5（965 个）。我

们剔除掉凡是 Dataset 5 和上一步骤基因集合中同时出现的基因，一共 32 个基因，

余下基因集合进入下一步操作。 

3.1.6 宿主或宿主肠道菌群的同源基因 

与宿主或者宿主肠道菌群的蛋白没有相似性的结核杆菌蛋白可以作为理想的

药物靶标 [57]。为了最小化药物与宿主或宿主肠道菌群的蛋白产生相互作用，我

们将上一步骤中的结核杆菌蛋白与宿主或宿主肠道菌群的蛋白进行同源性比对 

[55]，凡是与宿主或宿主肠道菌群的蛋白具有较高同源性的结核杆菌蛋白都被剔

除。同源性比对分两步：首先将上一步骤的 123 个结核杆菌蛋白与 H. sapiens（宿

主）进行 BLASTp 比对，将 e 值小于 0.005 且同源性大于 35%的结核杆菌蛋白剔

除 [57]；然后将余下的结核杆菌蛋白与每个宿主肠道细菌的所有蛋白质进行

BLASTp 比对，将 e 值小于 0.0001 的所有结核杆菌蛋白剔除。最后剩余的 54 个蛋

白与宿主或宿主肠道菌群没有任何同源性，作为 List C（Table 2）。 

表 2 本研究预测的 54 个候选蛋白。 

Table 2. 54 selected proteins. 

Category Rv # Gene Length (aa) Annotation 

(4) Rv0010c  141 Probable conserved membrane protein 

Rv0093c  282 Probable conserved membrane protein 

Rv0173 mce1E 390 Mce-family lipoprotein Mce1E 

Rv0175  213 Probable conserved Mce associated membrane protein 

Rv0179c lprO 369 Possible lipoprotein LprO 

Rv0218  442 Probable conserved transmembrane protein 

Rv0426c  147 Possible transmembrane protein 

Rv0677c mmpS5 142 Possible conserved membrane protein MmpS5 

Rv0954  303 Possible transmembrane protein 

Rv1016c lpqT 226 Probable conserved lipoprotein LpqT 
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Rv1184c  359 Possible exported protein 

Rv1411c lprG 236 Conserved lipoprotein LprG 

Rv1418 lprH 228 Probable lipoprotein LprH 

Rv1749c  185 Possible integral membrane protein 

Rv1974  125 Predicted to be an outer membrane protein 

Rv2046 lppI 218 Probable lipoprotein LppI 

Rv2091c  244 Probable membrane protein 

Rv2171 LppM 227 Probable conserved lipoprotein LppM 

Rv2301 Cut2 230 Probable cutinase Cut2 

Rv2330c lppP 175 Probable lipoprotein LppP 

Rv2346c esxO 94 Putative ESAT-6 like protein EsxO (ESAT-6 like protein 6) 

Rv2597  206 Predicted to be an outer membrane protein 

Rv2937 drrB 289 
Daunorubicin-dim-transport integral membrane protein 

ABC transporter DrrB 

Rv2938 drrC 276 
Probable daunorubicin-dim-transport integral membrane 

protein ABC transporter DrrC 

Rv2942 mmpL7 920 Conserved transmembrane transport protein MmpL7 

Rv2945c lppX 233 Probable conserved lipoprotein LppX 

Rv3576 lppH 237 Possible conserved lipoprotein LppH 

Rv3723  254 Probable conserved transmembrane protein 

Rv1489  118 Conserved protein 

Rv3882c eccE1 462 
ESX conserved component EccE1. ESX-1 type VII 

secretion system protein.  

(7) Rv0177  184 Probable conserved Mce associated protein 

Rv0580c  163 Conserved protein 

Rv1978  282 Conserved protein 

Rv0360c  145 Conserved protein 

Rv1804c  108 Conserved protein 

Rv1924c  126 Conserved protein 

Rv2387  417 Conserved protein 

Rv2529  463 Conserved protein 

(5) 
Rv2396 

PE_PG

RS41 
361 

Conserved protein 

Rv2741 
PE_PG

RS47 
525 

Predicted to be an outer membrane protein (See Song et al., 

2008) 

Rv3159c PPE53 590 
Predicted to be an outer membrane protein (See Song et al., 

2008). 
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Rv3872 PE35 99 PE family-related protein PE35 

Rv3873 PPE68 368 PPE family protein PPE6 

(1) Rv0169 mce1A 454 Mce-family protein Mce1A 

Rv0171 mce1C 515 Mce-family protein Mce1C 

Rv0172 mce1D 530 Mce-family protein Mce1D 

Rv0174 mce1F 515 Mce-family protein Mce1F 

Rv1242 vapC33 143 Possible toxin VapC33. Contains PIN domain. 

Rv3494c mce4F 564 Mce-family protein Mce4F 

(6) Rv3033  182 Predicted to be an outer membrane protein 

Rv3369  144 Conserved protein 

Rv0464c  190 Conserved protein 

Rv2240c  196 Unknown protein 

Rv2728c  231 Conserved alanine rich protein 

3.2 所选基因的功能分类  

本 研 究 所 选 结 核 杆 菌 蛋 白 的 功 能 分 类 是 基 于 Tuberculist 网 站

(http://tuberculist.epfl.ch/index.html) [51]。图 2 展示的是 54 个候选蛋白与结核杆菌

所有 ORF 的功能分类分布图。本研究讨论的候选蛋白是基于以下六个标准：(i) 结

核杆菌感染期间表达上调，(ii) 结核杆菌胞内生长所必需, (iii) 在临床菌株中保守, 

(iv) 结核杆菌胞外蛋白, (v) 非结核杆菌胞外生长必需, (vi) 在宿主和肠道菌群中

无同源蛋白。与结核杆菌所有 ORF 的功能分类相比，我们所选 54 个候选蛋白的

功能分类中属于“中间代谢和呼吸”（Intermediary metabolism and respiration）和“保

守蛋白”（Conserved hypothetical proteins）的两类蛋白在全蛋白所占比例下降，而

参与“PE/PPE”、“细胞壁和细胞过程”（Cell wall and cell processes）和“毒力、解

毒和适应”（Virulence, detoxification, adaptation）的这三类蛋白在全蛋白中所占的

比例升高。而与以上五类蛋白不同，在 54 个候选蛋白质中完全不包括参与“脂质

代谢”（Lipid metabolism）和“调控、插入和噬菌体序列及信号通路”（Regulatory 

proteins, insertion sequences and phages, information pathway）的蛋白。 
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图 2. 本研究预测的 54 个基因与全基因组功能分布图。 

Fig. 2. Distribution of Mtb genes according to functional categories. The percentage of genes in 

each of the functional categories is provided, as retrieved from Tuberculist website for the whole 

genome (A) [51], and calculated for this study 54 selected proteins (B). 

 

3.2.1 参与“细胞壁及细胞过程” 的蛋白质 

    在 54 个候选蛋白质中，参与“细胞壁和细胞过程”的蛋白有 30 个，占到了

55.5%。限于篇幅，本节重点讨论其中的两个亚类。 

3.2.1.1 脂蛋白 

文献报道脂蛋白可以直接或间接地参与结核杆菌和宿主之间的相互作用。生物

信息学预测结核杆菌基因组中包含 48-99 个编码脂蛋白的基因 [66,67]，在本研究

的 54 个候选蛋白中占到 9 个。 

LppX (Rv2945)在被注释为一个大小为 22 kDa 的分枝杆菌抗原蛋白，在能合成

phthiocerol dimycocerosates (PDIM)的分枝杆菌属如结核杆菌或者 M. leprae 等中有

同源基因，而在 PDIM 缺失的分枝杆菌属如耻垢分枝杆菌或 M. avium 等中则没有

同源基因 [66,68]。 

有研究显示该蛋白既能定位于分枝杆菌细胞表面，又能释放到培养液上清中，

但在细胞质中无法检测到该蛋白的存在 [69]。lppX 基因定位于参与 PDIM 代谢的

基因群中间，其编码产物是结核杆菌的 PDIM 转运到外膜所必需的 [70]。lppX 基

因突变的结核杆菌在感染小鼠模型时毒力减弱 [26,71]。文献数据[71]显示，该结
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核杆菌突变株的毒力减弱和该突变株无法将 PDIM 释放到培养基滤液中有关，而

和 PDIM 合成的减少没有关系。 

    LprG (Rv1411c)是一个在细菌细胞表面表达的功能保守脂蛋白，是 M. bovis 和

结核杆菌重要的抗原蛋白 [72,73]。在结核杆菌感染小鼠的同时，将结核杆菌的

LprG 刺激小鼠，后者能诱导出强有力的 Th1 型免疫应答，这能破坏宿主的保护作

用并加重感染 [73,74]；这些结果显示 LprG 通过诱导宿主免疫应答的进一步抑制

作用在结核杆菌感染中扮演着重要的角色 [70]。将结核杆菌的 lprG 或者其操纵子

（lprG 和 Rv1410c 位于同一操纵子中）敲除会导致其在小鼠或巨噬细胞中的胞内

存活能力降低 [26,75,76]。最近有研究显示，lprG 的突变导致结核杆菌在进入巨噬

细胞和抑制吞噬体-溶酶体融合的效率降低，在巨噬细胞内的存活能力受限，并能

在小鼠肺脏内被适应性免疫杀灭 [77]。目前对于 LprG 在结核杆菌毒力中发挥如此

重要的机制大体有两种解释。我们知道，LAM 是结核杆菌的一个关键效应分子 

[78,79,80,81,82]。体外实验证实，纯化的 LAM 能够结合巨噬细胞的甘露糖受体，

从而有利于结核杆菌进入巨噬细胞内，抑制吞噬体-溶酶体融合并调控宿主先天免

疫应答，最终促使结核杆菌胞内存活及持留感染 [83,84,85,86]。而 Drage 及其同事

发现 LprG 通过一个疏水口袋和三酰化的糖脂结合 [87]，Gaur 等人进一步证实该

脂蛋白对于 LAM 正常表达于结核杆菌表面是必需的 [77]。基于此，我们可以认为

LprG 是通过影响 LAM 的表达来发挥如此重要的作用。此外，有研究显示 LprG 可

以作为人类 Toll 样受体 2（TLR2）[87,88]和 dendritic cell-specific intercellular 

adhesion molecule-3-grabbing non-integrin（DC-SIGN）的受体 [89]。TLR2 是宿主

先天免疫系统识别结核杆菌的一个重要分子 [90,91]，而 C 类凝集素受体 DC-SIGN

在调节分枝杆菌属如结核杆菌和 M. bovis BCG 等粘附并存活于人类树突细胞和巨

噬细胞中起着重要作用。因此，LprG 也可能通过参与宿主-结核杆菌之间的相互作

用来发挥其毒力作用。进一步的研究重点应该是揭示 LprG 与 TLR2 和 DC-SIGN

结合后宿主的具体应答机制。 

3.2.1.2 ESX 

    结核杆菌基因组包含 5 个七型分泌系统（type seven secretion systems，T7SSs），

分别由独立的基因簇 esx-1 至 esx-5 编码 [92,93]。有研究显示 ESX-1 和 ESX-5 对

结核杆菌和 M. marinum 的致病性有贡献 [94,95,96]。esx-1 基因簇是五个七型分泌

系统中研究的最透彻的，定位于致病性分枝杆菌基因组上的 RD1（region of 

difference 1）区域，在疫苗菌株 BCG 的基因组上缺失。ESAT-6（the 6-kD early 

secreted antigenic target）是 T7SSs 中第一个被鉴定出来的底物蛋白质 [97]。ESAT-6

及其搭档蛋白 CFP-10（the 10-kD culture filtrate protein）形成 1:1 的蛋白复合体由

ESX-1 系统分泌到胞外参与 MTBC 的毒力作用 [98,99]。研究结核杆菌和 M. 
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marinum 时发现 ESX-1 的分泌底物或结构组成成分对于分枝杆菌胞内生存 [100]、

抑制吞噬体成熟 [101,102]、促进宿主细胞裂解及分枝杆菌在宿主细胞间的播散 

[103,104]、细菌释放入宿主细胞质 [105]及启动肉芽肿形成 [106]等都是必需的。

ESX-5 参与许多 PPE 和 PE_PGRS 蛋白质的分泌过程 [107]，且结核杆菌的 esx-5

突变菌株无法操控巨噬细胞细胞因子应答 [95,108]。最近，Abdallah 等人推测

ESX-1 介导分枝杆菌进入宿主细胞质中，接着 ESX-5 分泌系统分泌大量效应蛋白

进入宿主细胞质中触发宿主细胞毒性作用及炎症反应的激活 [96]。这些发现强有

力地证明 ESX-1 和 ESX-5 分泌的底物能够到达宿主细胞质中。此外，Pathak 等人

发现 ESX-1 的底物 ESAT-6 通过直接和 TLR2 结合来抑制 NF-κB 信号通路的激活 

[109]。本研究鉴定出的 54 个候选靶标中有两个属于 ESX 组分（Rv2346c 和

Rv3882c）。有趣的是，Rv2346c (EsxO)是一个类似于 ESAT-6 的功能保守蛋白，因

此其很可能在宿主-病原菌相互作用中起着重要作用。 

3.2.1.3 其它蛋白 

    rv2301 (cut2 或 culp2)编码产物属于丝氨酸酯酶家族中的一员，有研究显示

Rv2301 蛋白存在于结核杆菌培养液滤液 [110]和细菌表面 [111]。在感染结核杆菌

的小鼠及结核病病人中，Rv2301 能够诱导 IFN-γ 的高表达 [112]，且能为结核病病

人提供保护性免疫 [112,113]。有研究显示 Rv2301 在 BCG 中的同源基因能够抑制

吞噬体的酸化作用 [30]。Ocampo 等人报道源自 Rv2301 的某些肽段参与结核杆菌

入侵人类上皮细胞及巨噬细胞 [111]。这些结果暗示 Rv2301 参与结核杆菌的致病

性有可能是通过参与宿主-病原菌相互作用来实现的。 

    Rv3723 可能是一个跨膜蛋白 [114]，参与结核杆菌在小鼠肺中的持留感染 

[115]。该蛋白对于结核杆菌的毒力有贡献，因为缺失掉该基因后结核杆菌在巨噬

细胞和小鼠体内生长都表现出毒力降低 [26,29]。此外，Rv3723 在 M. avium 中的

同源基因能够增强耻垢分枝杆菌侵染肠道上皮细胞的能力 [116]。 

    Rv1489 是一个功能未知的保守蛋白，其序列与 M. paratuberculosis 的一个参

与宿主入侵的蛋白同源性较高 (http://tuberculist.epfl.ch/index.html)。在人造小鼠肉

芽肿模型及厌氧环境下的持留状态时，Rv1489 的表达上调 [117] [17]。而且结核

杆菌的 rv1489 突变株在感染非人灵长类动物时毒力减弱 [34]。以上结果暗示

Rv1489 在结核杆菌的致病性中起着重要作用。 

3.2.2 PE/PPE  

    越来越多的证据表明分枝杆菌属特有的 PE/PPE 家族蛋白质是重要的效应分

子，尽管该家族成员的具体功能还有待进一步研究 [70,118,119,120,121]。绝大多

数 PE/PPE 蛋白都定位于细菌细胞表面或胞外，广泛地存在于致病性分枝杆菌中 
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[108,122]。PE/PPE 家族成员占到结核杆菌基因组编码产物的 4.1% [51]，在本研究

的 54 个候选蛋白中更是占到了 9.3%。 

    有研究证明 PE35(Rv3872)是分泌蛋白，而 PPE68(Rv3873)是膜整合蛋白 [42]。

最近有研究显示 PE35-PPE68 这对基因在结核杆菌中是共转录的，且各自的基因产

物能够相互作用 [123]。作者进一步发现 PE35 和 PPE68 能够协同作用，如诱导

THP-1 巨噬细胞中 IL-10 和 MCP-1 的分泌同时抑制 IL-12p70 的表达水平 [123]。

与 TraSH 分析结果 [26]不同的是，分别将 PE35 或 PPE68 或 PE35-PPE68 表达于

耻垢分枝杆菌中不能增强后者巨噬细胞内的存活能力 [123]。这些结果提示我们耻

垢分枝杆菌并不是研究这两个基因的理想模式生物，直接利用结核杆菌的突变菌

株对于解析 PE35 和 PPE68 在感染时的功能是必需的。 

    PPE53蛋白由 rv3159c基因编码，预测是一个功能未知的外膜蛋白 [40]。PPE53

在结核杆菌感染非人灵长类动物模型时有重要作用 [34]。有意思的是，PPE53 在

M. marinum 中的同源基因也是一个重要的效应分子，它对 M. marinum 的巨噬细胞

胞内存活及宿主-病原菌相互作用起着调控作用 [124,125]。基于 PPE53 在感染时

的作用，对其进一步的研究十分有必要。 

3.2.3 Mce 

结核杆菌基因组中包含 4 个 mce 操纵子（mce1-4），各个操纵子内基因的排列

大体一致 [114]。每个 mce 操纵子包含两个 yrbE 基因（A 和 B）和六个 mce 基因

（A-F）[126]。Mce 家族成员一般定位于细菌细胞外，绝大多数成员的功能未知。

结核杆菌的 mce2、mce3 或 mce4 突变菌株在感染小鼠动物模型时表现出毒力降低 

[127,128,129]。然而 mce1 在结核杆菌的致病性中的作用仍然存在争议。转座子诱

变研究显示 mce1 基因是结核杆菌在巨噬细胞和小鼠模型中生存所必需的 

[26,29,30]。当利用气管内接种结核杆菌时，mce1 突变株表现出毒力减弱的表型 

[127]；而当利用静脉注射或腹腔注射接种时，mce1 突变株却表现出毒力增强的表

型 [127,130]。越来越多的证据表明 Mce1 家族成员对于结核杆菌的毒力贡献依赖

于其作为脂质转运体这一功能 [131,132,133,134]。不过本研究的结果支持 Mce1 家

族成员参与宿主-病原菌相互作用。表达 mce1A 基因（Mce1 家族成员之一）的重

组大肠杆菌及包被该蛋白的乳胶微粒都能够侵入 HeLa 细胞 [135,136]，且和野生

型大肠杆菌相比，重组大肠杆菌在细胞内的存活时间更长 [135]，这表明 Mce1A

在结核杆菌入侵宿主及胞内存活中起着重要作用。此外，有研究显示 Mce1 的一个

72 个氨基酸片段参与细菌对 HeLa 细胞的内化作用 [130]。而且破坏掉 BCG 菌株

的mce1基因导致其侵染HeLa细胞的能力降低 [137]。最近 Stavrum等人发现Mce1

蛋白能够调控小鼠巨噬细胞内的转录过程及炎症应答 [138]。考虑到 Mce1 蛋白主
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要是定位于细菌细胞表面 [40,134,136]，并综合以上结果，我们有理由相信 Mce1

极有可能在宿主-病原菌相互作用时发挥作用。不过首要任务是鉴定出 Mce1 在宿

主细胞内的相互作用蛋白。 

3.2.4 功能未知的保守蛋白质 

在结核杆菌全基因组中，有接近 26.8% 的基因编码产物功能未知，这些功能

未知的蛋白被归类为“功能未知的保守蛋白质” [51]。本研究的 54 个候选蛋白清

单中，“功能未知的保守蛋白质”所占的比例减少到了 14.8%，即有 8 个蛋白的功

能未知。这 54 个候选蛋白中有些蛋白的功能被文献[139]重新赋予了功能，因此没

有归到“功能未知的保守蛋白质”这一类。 

Rv1978 是一个功能未知的膜蛋白，与一些保守蛋白和甲基转移酶有同源性 

[38,42,140,141]。尽管其功能未知，但小鼠巨噬细胞模型中的 TraSH 分析证明了

Rv1978 对于结核杆菌的毒力有贡献 [29]。此外，结核杆菌的 rv1978 转座子插入突

变株在非人灵长类动物模型的肺中生存能力降低 [34]。和活动性 TB 结核病人相

比，Rv1978 能够在潜伏感染 TB 患者中诱导更高水平的 IFN-γ 反应，这暗示该基

因很大程度上和 TB 的潜伏感染相关 [142]。 

Rv2387 是一个膜相关蛋白质 [42]，预测包含十个跨膜结构域 [51]。TraSH 分

析发现功能未知的 Rv2387 蛋白在结核杆菌感染小鼠模型时是必须的 [26]。而且，

结核杆菌的 rv2387 突变株被证明在感染非人灵长类动物模型时毒力减弱 [34]。

ChIP-chip 分析显示 SigC 能结合到 mbtI-rv2387 基因簇的上游区域 [143]，不过 SigC

能否直接控制 rv2387 的表达还需进一步实验验证。由于 SigC 调控大量毒力相关基

因如 hspX, senX3 和 mtrA 等的表达 [144]，因此 Rv2387 可以作为一个毒力因子进

行深入研究。 

3.3 与其它生物信息学结果比较 

目前已经有几篇文章报道利用生物信息学方法来寻找抗结核药物靶点 

[54,63,145,146,147]。因此，我们将本研究获得的 54 个候选蛋白清单与这几篇文章

鉴定出来的候选蛋白清单做了一个比较，详细比较过程见 Table S9-S13，结果见

Table 3。和这几篇文献相比，本研究具有以下特性：(i) 对大量相关的文献数据库

进行了严格的聚类分析和数据挖掘，进行了更加复杂的系统生物学分析；(ii) 本研

究的重点是鉴定参与宿主-病原菌相互作用的结核杆菌胞外蛋白作为药靶的可能

性，这不同于以上研究将焦点放在结核杆菌的胞内蛋白；(iii) 本研究剔除了结核

杆菌胞外生存所必须的基因，因为这样的基因一般参与营养摄取或结构必须而不

是参与结核杆菌-宿主的相互作用。此外，我们也(iv)剔除了所有和宿主或宿主肠道
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菌群蛋白质组同源的结核杆菌蛋白，这能(v)最大限度地减少后期开发药物时所遇

到的宿主或宿主肠道副作用的发生。 

    由比较结果可知，本研究的候选蛋白（List C）中有 12 蛋白被 Hasan 等人预

测到，有三个和 targetTB 的 H-list 清单中一样，分别有一个蛋白被 Anishetty 等人、

Kinnings 等人及 Mulder 等人预测到。综合可知，本研究的 List C 中一共有 15 个蛋

白被其它生物信息学方法预测为药物靶点（表 3）。而我们的结果显示其它候选蛋

白可能作为新的药物靶点对药物开发研究提供一些依据。 

表 3 本研究预测的药物靶点和其它生物信息学结果比较表。 

Table 3. Targets identified in this study compared with earlier computational studies. 

 List A 

(580 genes) 

List B 

(155 genes) 

List C 

(54 genes) 

[54], 180 genes 22 5 1 

[145] Metabolic list, 500 genes 54 15 3 

Persistence list, 500 genes 90 21 6 

Actinobacteria specific list, 500 genes 69 19 3 

[63], 451 genes (H-list) 64 21 3 

[146], 12 genes 1 1 1 

[147], 67 genes 8 2 1 

4 结论 

本研究以 DNA 芯片及全基因组转座子诱变等文献数据为基础，利用聚类分析

及数据挖掘方法鉴定出 54 个结核杆菌候选药物靶点。这些蛋白质符合以下特征：

在结核杆菌感染过程中上调表达，结核杆菌胞内存活而非胞外存活所必需，在临

床菌株中保守存在，定位于细菌胞外，与宿主及宿主肠道菌群蛋白质组没有同源

物。我们期望这 54 个候选药物靶点能够促进新的抗结核药物的开发。 
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第 4 章  结核分枝杆菌 Rv3402c 蛋白在宿主-病原菌 

相互作用中的功能研究 

1 引言 

结核病由胞内致病菌结核杆菌引起，仍然造成世界范围内的高发病率和高死

亡率。尽管花费了大量人力物力研究、诊断、治疗结核病，但 WHO 2013 年的调

查显示结核病仍然在 2012 年造成全球约 130 万人死亡以及约 860 万例新发或复发

病人（World Health Organization Tuberculosis Data and Statistics, 2013）。此外，耐药

（包括多重耐药和广泛耐药）菌株以及与 HIV 共感染的出现也向世人敲响警钟，

亟待深入探索结核杆菌的致病性以及在此基础上开发新的疫苗或新的治疗药物。 

由呼吸道进入肺泡巨噬细胞后，结核杆菌将会被巨噬细胞膜内陷形成的结构

包围，形成吞噬体（phagosome）。吞噬体先后与晚期内吞体（endosome）及溶酶

体（lysosome）融合，吸收溶酶体内的蛋白酶同时伴随着 pH 值降低，造成一个对

入侵结核杆菌的杀菌环境：如酸性条件、活性氧中间物及活性氮中间物、抗菌肽 

[1]、溶菌酶以及低浓度的铁离子 [2]等等。然而结核杆菌也进化出了一系列逃避巨

噬细胞杀伤机制的手段，并能潜伏于肉芽肿中，等待宿主免疫力降低时伺机卷土

重来 [3]。结核杆菌能逃避巨噬细胞的杀灭作用并潜伏感染主要归因于其分泌的效

应蛋白：尽管已经鉴定出了一部分，但似乎仍有大量的效应蛋白待发掘。目前鉴

定出来的效应蛋白主要可以分为三类：第一类能增强结核杆菌抵抗宿主产生的杀

菌复合物，如 KatG [4]、SodC [5,6] 和 AhpC [7,8]；第二类能阻断吞噬体成熟过程，

如 PtpA [9,10]、PknG [11,12]和 SapM [13,14]；第三类能抑制宿主细胞的凋亡，如

NuoG [15,16,17] 和 SodA [18,19]。但这些效应蛋白还无法完全解析结核杆菌的致

病性，因此鉴定新的效应蛋白仍旧是当前工作的重点。 

胞内摄铁能力的强弱是病原菌在巨噬细胞中增殖及致病的关键 [20]。结核杆

菌的开放阅读框（ORF）rv3402c 是一个受 IdeR 或铁离子调控的基因，在结核杆菌

生长于限铁环境下能够高水平表达 [21]。此外，有文献报道结核杆菌感染人巨噬

细胞 THP-1 [21]或鼠巨噬细胞 [22]时 rv3402c 的表达水平显著升高。 

尽管该蛋白没能落入第一章中我们预测的最终集合中（Table 2），但以上所述

暗示 Rv3402c 可能在结核杆菌适应胞内生境中发挥着重要作用。基于此，我们以

耻垢分枝杆菌作为模式生物，详细研究了结核杆菌蛋白 Rv3402c 在宿主-病原菌相

互作用中的功能，以期证实 Rv3402c 作为结核杆菌分泌性效应蛋白的假设。 
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2 实验材料 

2.1 实验质粒、菌株与细胞系 

pMD19-T 购自 Takara 公司。其它表达质粒购自 Invitrogen 公司。分枝杆菌表

达质粒由 Christopher M. Sassetti 教授友情赠送 [23]。为方便进行 Western blot，本

实验室对此质粒进行了改造，即在目的蛋白的 C 末端添加一个 Myc 标签，命名为

pNIT-Myc。 

热灭活的结核分枝杆菌标准株（M. tuberculosis H37Rv）由重庆市肺科医院提

供，本实验室利用 CTBA 法抽提基因组 DNA。耻垢分枝杆菌（Mycobacterium. 

smegmatis mc
2
155 ATCC 700084）为本实验室保存。大肠杆菌工程菌株如 DH5a 和

BL21(DE3)等为本实验室保存。大肠杆菌工程菌株培养于 LB 培养基中，用于基因

克隆表达。耻垢分枝杆菌 mc
2 

155 在 37 °C 环境下培养于 Middlebrook (MB) 7H9

液体培养基或 MB 7H10 固体培养基上，培养基中添加 0.2% (w/v)葡萄糖、0.5% (v/v)

甘油以及 0.05% (v/v) Tween 80。必要时，添加终浓度为 20 μg/ml 的卡那霉素或

50μg/ml 的潮霉素 B。 

人白血病单核细胞性淋巴瘤细胞系 U-937 购自武汉大学，小鼠单核巨噬细胞

白血病细胞 RAW264.7 由第三军医大学张志仁教授友情赠送 [24]。 

2.2 主要试剂 

Difco
TM

 Middlebrook 7H9 和7H10 Broth 购自BD公司； 

限制性内切酶（EcoRI、BamHI等）、T4 DNA连接酶、LA Taq DNA聚合酶等

均购自Takara公司； 

Tween 80，Tween 20，佛波酯（Phorbol-12-myristate-13-acetate , PMA），去内

毒素试剂盒E-TOXATE™ Kit，异戊腈（isovaleronitrile，IVN），细胞因子抑制剂

TPCK、PD 98,059、和SB 202190等均购自Sigma-aldrich公司； 

卡那霉素（kanamycin）、甘油、H2O2 购自上海生物工程公司； 

潮霉素 B (hygromycin B)、Transcriptor  First  Strand  cDNA  Synthesis  Kit

购自 Roche 公司； 

己内酰胺（ε-caprolactam）、2’ 2’-联吡啶购自阿拉丁公司； 

ELISA 试剂盒购自 eBioscience 公司； 

    DNase、RNase、LDH 检测试剂盒 CytoTox 96®Non-Radioactive Cytotoxicity 

Assay Kit 为 Promega 公司产品； 

焦碳酸二乙酯 （DEPC）和 Trizol 试剂购自 Invitrogen 公司； 

RNA 抽提试剂盒 RNAprep Pure Cell/Bacteria Kit、RNA 纯化试剂盒 RNAclean 
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kit、一步法 RT-PCR 试剂盒、鼠抗 Myc 抗体（一抗）和羊抗鼠 IgG-HR P 抗体（二

抗）等均购自天根公司； 

蛋白酶 K 与胰蛋白酶敏感性分析在 Yossf Av-Gay 实验室完成，主要试剂有：热

启动 Q5 DNA 聚合酶、限制性内切酶均购自 NEB 公司；蛋白酶 K 和胰蛋白酶购自

Sigma-aldrich 公司；鼠源 Anti-His 一抗抗体购自 Abm Inc；鼠源 Anti-GFP 一抗抗

体购自 Boehringer Mannheim Corp.；羊抗鼠二抗抗体 Alexa Fluor 660 Goat 

Anti-Mouse IgG 购自 Life technologies Corp.。 

2.3 主要溶液与培养基配制 

2.3.1 蛋白纯化试剂 

Buffer A (no imidazole ): pH 8.0, 1L 

50mM NaH2PO4              7.8g       NaH2PO4·2H2O(MW 156g/mol) 

300mM NaCl                20.424g    NaCl(MW68.08g/mol) 

Buffer B (1 M imidazole): pH 8.0, 250 ml 

50mM NaH2PO4              1.95g     NaH2PO4·2H2O(MW 156g/mol) 

300mM NaCl                 5.106g    NaCl(MW68.08g/mol) 

1 M imidazole                17.2g      Imidazole (MW68.8g/mol)  

To prepare 50ml solution: 

Lysis Buffer (NPI-10, 10mM imidazole):       49.5ml Buffer A + 0.5ml Buffer B 

Wash Buffer(NPI-20, 20mM imidazole) :       49 ml Buffer A + 1ml Buffer B 

Elution Buffer (NPI-250, 250mM imidazole) :   37.5ml Buffer A + 12.5ml Buffer B 

2.3.2 Western blot 试剂 

1．转移电泳缓冲液（Towbin 液），pH 8.3 

      48 mM Tris，39mM 甘氨酸，20％(V/V)甲醇，0.037%(W/V)SDS（SDS 妨碍

蛋白与膜的结合，特别是对小蛋白更是如此，蛋白小于 80KDa 时，不加） 

      5.8g Tris + 2.9g Gly + 0.37g SDS（不加）+ 200ml 甲醇，用 dH2O 溶解并定容

至 1L。 

      2．TBS 缓冲液(pH=7.6) 

          20mM Tris-HCl, 150mM NaCl 

8.8g NaCl + 2.423g Tris, 用 dH2O 溶解并定容至 1L。 

3．TTBS Buffer（一次需要 500ml） 
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       TBS 缓冲液+0.1%(V/V)Tween 20 

      4．封闭液：TTBS + 2％(W/V) BSA(或者 5%的脱脂牛奶)。混匀后过滤，如不

过滤会导致使膜污染上细微黑颗粒。 

      5．2%的丽春红贮备液(20ml)：2%丽春红(0.4 克)溶于 30%三氯乙酸(6 克)和

30%磺基水杨酸(6 克)。 

丽春红染色工作液：2%的丽春红贮备液 1：10 稀释，即加 9 倍的 ddH2O 

      6．一抗：用封闭液稀释。按抗体说明书建议的稀释倍数，用 TBST 稀释一抗，

如果说明书没有建议的稀释倍数，则参照一般推荐的稀释倍数(1:100-1:3000)，一

抗浓度过高会导致产生非特异性条带。 

      7．二抗：封闭液稀释。按说明书推荐的倍数稀释二抗，如果说明书没有标出

稀释倍数，则按常规的倍数稀释（1:1000- 1:20,000）预试，二抗的浓度过高也会导

致非特异性条带。 

2.3.3 细胞实验相关试剂 

1．0.025%（w/v）SDS：称取 0.25g SDS 溶解于 1L 超纯水中。 

2．IVN（异戊腈）：26ul IVN 加到 1ml DMSO 中，配成 250uM 的母液；加 1ul

到 1ml 细胞培养液中，终浓度为 250nM。 

2.4 主要仪器  

PCR 扩增仪（Bio-Rad），电转仪（Bio-Rad），电泳仪 DYYU-8C（北京六一仪

器厂），电泳槽 DYCP-31D，酶标仪（Molecular De-vices），核酸蛋白浓度测定仪 

NanoDrop spectrophotometer (Thermo)，凝胶图象分析系统（Bio-Rad/uvitec），全波

长扫描仪 SpectraMax190（Molecular Device），湿法 western blot 电转槽（Bio-Rad），

超纯水处理系统（Millipore），低温冷冻离心机（湘仪仪器厂），荧光倒置显微镜（重

庆澳浦光电技术有限公司），低温超速冷冻离心机（optinaa max-XD，Beckman），

紫外分光光度计（普析通用仪器有限公司），CO2 细胞培养箱 (Thermo)，超声波破

碎仪 HD2070（BANDELIN，德国），水平脱色摇床（TS-92 万向脱色摇床），恒温

水浴锅（上海齐欣科学仪器有限公司），7890A型GC-MS质谱检测仪（美国Agilent）。 

3 实验方法 

3.1 基因克隆 

本实验所使用引物序列参见表 1。从结核杆菌 H37Rv 基因组 DNA 上克隆的

rv3402c 基因的全长序列通过限制性内切酶 EcoRI 和 BamHI 连接到 pNIT-Myc 质粒

上，构建为重组质粒 pNIT-Myc-Rv3402c 。使用相同方法构建重组质粒
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pALACE-Rv3402c（保存于加拿大英属哥伦比亚大学医学系 Yossef Av-Gay 实验

室）。使用限制性内切酶 BamHI 和 ClaI 将绿色荧光蛋白基因 gfp 从 pSC301 [25]

切下，连接到 pALACE 质粒上即为重组质粒 pALACE-GFP（保存于 Yossef Av-Gay

实验室）。使用分枝杆菌标准的电转方法 [26] 将以上质粒转化 M. smegmatis mc
2
 

155。利用含卡那霉素（筛选 pNIT-Myc 质粒）或潮霉素（筛选 pALACE 质粒）的

MB 7H10 固体培养基筛选重组耻垢分枝杆菌。利用菌液 PCR 筛选阳性重组分枝杆

菌，保存于-70°C 备用。 

表 1 本实验所用引物 

Table 1 Primers used in this study. 

 Sequence 

Cloning primers  

pNIT-Rv3402c-For CGCGGAATTCATGAAGATCCGAAC 

pNIT-Rv3402c-Rev AATGGATCCTTCACCGCGCACCT-3 

pALACE-Rv3402c-For GAGGGATCCATGAAGATCCGAACGTT 

pALACE-Rv3402c-Rev ACACATATGTCATTCACCGCGCACC 

pET-28-Rv3402c-For CGCTGGATCCATGAAGATCCGAAC 

pET-28-Rv3402c-Rev GAGAAGCTTTCATTCACCGCGCAC 

  

RT-PCR primers  

pNIT-Rv3402c-For ACCGCTACCTGCTGATG 

pNIT-Rv3402c-Rev GGATGGACTCGCGTGTTTG 

16 S rRNA-For GTAGGGGAAAGCTTTTGCGGTGTGG 

16 S rRNA-Rev TCGTCTGTGCTGAAAGAGGTTTACA 

TNF-α-For CGCTCCCCAAGAAGACAG 

TNF-α-Rev TGAAGAGGACCTGGGAGT 

IL-1 β-For GATGGCTTATTACAGTGGC 

IL-1 β-Rev GACCAGACATCACCAAGC 

β-actin-For CGGCTCCGGCATGTGCAA 

β-actin-Rev ATGTCACGCACGATTTCC 

3.2 蛋白表达与纯化 

将含有 pNIT-Myc-Rv3402c 的 M. smegmatis mc
2
 155 重组菌株（MS_Rv3402c）

和空载菌株（MS_Vec）常规培养至对数期（OD600 0.6–0.8）。添加终浓度为 28 mM 

的己内酰胺诱导约 16 小时后，收集菌体，一分为二。一份菌体使用 RNAprep Pure 

Cell/Bacteria Kit 抽提总 RNA。分别使用 rv3402c 及分枝杆菌 16 S rRNA（rrsB）的

特异性 RT-PCR 引物对相同质量的总 RNA 进行半定量 RT-PCR（两步法）。使用 1%
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的琼脂糖凝胶对 RT-PCR 产物进行电泳并拍照。余下一份菌体超声破碎后进行

SDS-PAGE 电泳，蛋白转移到硝酸纤维膜上，最终使用抗 Myc 的鼠源抗体检测

Rv3402c 的表达。 

重组 Rv3402c (rRv3402c) 蛋白依照文献 [27] 的方法进行表达和纯化。简言之，

将 rv3402c 基因连接到表达质粒 pET-28a(+)上，转入表达菌株 BL21(DE3)中，使

用 IPTG 诱导蛋白表达，最后使用 Ni
2+柱纯化。纯化好的 rRv3402c 在 PBS(pH 7.2) 

中透析过夜，过滤除菌，使用 E-TOXATE™ Kit 去除内毒素，冻存于-70°C 备用。 

3.3 重组耻垢分枝杆菌亚细胞结构的分离与鉴定 

 重组耻垢分枝杆菌亚细胞结构的分离方法基本参照文献[28]进行，略有改动。

200 ml 耻垢分枝杆菌菌液培养到 OD600 为 0.8 左右，添加终浓度为 28 mM 的己内

酰胺诱导 16 小时。离心收集细菌菌体，重悬于 9 ml 裂解缓冲液 (PBS 中含终浓度

为 1 mM 的 PMSF, 终浓度为 0.6 mg/ml 的 DNase 和 RNase)中，超声破碎细菌。

细菌裂解液在 3,000 g 条件下离心 30 min，上清即为全细胞裂解液（whole cell 

lysates，WCL），收集少许备用。余下 WCL 在 27,000 g 条件下离心 30 min，沉淀

即为细胞壁组分（cell wall pellet，CW）。将上清继续使用 100,000 g 离心力离心 2

小时，沉淀即为细胞膜组分（cell membrane fraction，CM），上清即为可溶解的细

胞质组分（soluble fraction，SOL）。使用裂解缓冲液分别洗涤细胞壁组分和细胞膜

组分一次，100,000 g 再次离心 2 小时，分别重悬于 0.5 ml 裂解缓冲液中。所有离

心步骤均在 4℃下进行。 

 将上述亚细胞结构组分进行 SDS-PAGE 凝胶电泳, 各组分的蛋白浓度比值为 

WCL : CW : CM : SOL = 1 : 0.36 : 0.71 : 0.91。电泳结束，将蛋白转移到醋酸纤维素

膜上进行免疫印迹实验。使用鼠源的 Anti-Myc 一抗抗体检测携带 Myc 标签的

Rv3402c 蛋白。由于耻垢分枝杆菌内源的 GroEL2 蛋白本身含有一段组氨酸序列 

[29]，所以我们将其作为内参蛋白，使用鼠源的 Anti-His 一抗抗体检测其表达。二

抗抗体使用偶联辣根过氧化物酶的羊抗鼠抗体。使用化学发光法 Western Lighting 

ECL 收集免疫印迹信号。 

3.4 蛋白酶 K 与胰蛋白酶敏感性分析 

 对重组耻垢分枝杆菌的蛋白酶 K 与胰蛋白酶敏感性分析实验方法参照文献 

[30]进行，略有改动。使用终浓度为 0.2%（w/v）的乙酰胺分别诱导携带 pALACE, 

pALACE-Rv3402c 或 pALACE-GFP 质粒的重组耻垢分枝杆菌 10 小时后，收集菌

体。使用 PBS 洗涤菌体两次后，加入终浓度为 100 μg/ml 的蛋白酶 K 或胰蛋白酶，

37°C 孵育一段时间。加入终浓度为 100 nM 的 PMSF 终止反应。加入 SDS 上样缓
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冲液后进行免疫印迹实验。使用鼠源的 Anti-His 一抗抗体（Abm Inc.）检测携带

His 标签的 Rv3402c 蛋白。使用鼠源的 Anti-GFP 一抗抗体（Boehringer Mannheim 

Corp.）检测 GFP 蛋白，后者作为胞内蛋白的对照。二抗抗体使用 Alexa Fluor 660 

Goat Anti-Mouse IgG (Life technologies Corp.)。使用 Odyssey CLx Infrared Imaging 

System 收集免疫印迹信号。  

3.5 重组耻垢分枝杆菌菌落形态及脂肪酸组成的分析 

3.5.1 菌落形态比较 

将 MS_Rv3402c 和 MS_Vec 培养于 MB 7H10 上，必要时添加 0.05%（v/v）Tween 

80 或 28 mM 己内酰胺。37℃培养 5 天后，拍照。 

3.5.2 脂肪酸 GC-MS 分析 

配制脂肪酸提取相关试剂： 

试剂 l（皂化反应）：45g NaOH，150ml 甲醇，150ml 蒸馏水。现配现用。 

试剂 2（甲基化）：325ml 6.0N 盐酸和 275ml 甲醇。调 pH 值于 1.5 以下，使

脂肪酸甲基化。脂肪酸甲基酯在亲水性条件下是难溶的。 

试剂 3（萃取）：200ml 己烷，200ml 甲基叔丁醚。以便将脂肪酸甲酯提取至

有机相中，用于气相色谱分析 

试剂 4（样品纯化）：10.8g NaOH 溶于 900ml 水中。该过程可减少样品入口，

柱子和检测器的污染。 

菌体以 PBS 清洗菌体，依据文献进行脂肪酸提取： 

（1）收集菌体 接种 7H9 液体培养基，放入 37°C 、200r/min 的摇床中，培

养至生长对数中期（0.8-1.0）, 6000 r/min 下离心 6min, 弃去上清液, 用蒸馏水或

PBS 缓冲液洗涤, 离心收集细胞。  

（2）皂化反应 将收集的 100mg 细菌加入 1.0ml 试剂 1，将管子用密封很好

的盖子封起来，轻微震荡 5-10s，100°C 沸水浴 5min，剧烈涡旋 5-10s，再放回沸

水浴中煮沸 25min。 

（3）甲基化 将冷却后的试管打开，加入 2ml试剂 2轻微涡旋，80℃加热 10min。

（该步骤中时间和温度至关重要，一定要准确） 

（4）萃取 加入 1.25ml 试剂 3 到冷却后的试管中，重新盖好盖子，温和地翻

转 10min，试管打开，用吸管将水相（试管底层）移除。 

（5）产物清洗 大约 3ml 试剂 4 加入试管有机相中，盖上盖子翻转 5min。打

开盖子，用吸管吸取有机相的 2/3 到新玻璃管中用于后期分析。 
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3.6 重组耻垢分枝杆菌巨噬细胞内存活分析 

 将悬浮培养的 U-937 细胞均匀铺在 12 孔板中，每孔约 1×10
6
 个细胞，取三复

孔。加入终浓度为 100 ng/ml 的 PMA（Sigma，USA），在 37℃和 5% CO2 浓度下

孵育 48 小时，此时 U-937 细胞分化成贴壁状态的巨噬细胞。将已经诱导表达 16

小时的重组耻垢分枝杆菌制备成均匀的单细胞悬液，然后以 MOI=10：1（细菌：

巨噬细胞）感染已经分化好的 U-937 细胞。在第 4 小时时间点，使用 37℃温浴的

RPMI-1640 洗涤 U-937 细胞 3 次，彻底除去胞外细菌。每孔加入 1ml 含有 250nM 异

戊腈（isovaleronitrile，IVN）（Sigma, USA）和 100 µg/ ml 潮霉素 B (Roche, USA)

的 RPMI 1640-10% FBS 完全培养基。在第 6 小时时间点重新洗涤细胞 2 次，加入

不含潮霉素的完全培养基继续培养。在第 6 和 72 小时时间点分别收集细胞培养上

清，冻存于-70℃，用于 ELISA 实验。然后将贴壁生长的 U-937 细胞洗涤 2 次后，

加入终浓度为 0.025% (w/v) 的 SDS 溶液裂解细胞释放耻垢分枝杆菌。将每孔细胞

裂解液做十倍梯度稀释后，取 10µl 滴到含卡那霉素的 MB 7H10 平板上。37℃培养

3-4 天后，计数平板上的菌落数，计算菌落形成单位（CFU），即可以比较重组耻

垢分枝杆菌在 U-937 细胞胞内的存活能力。同样地，采取类似的方法来比较重组

耻垢分枝杆菌在 RAW264.7 细胞胞内的存活能力。不同之处是，在 12 孔板上每孔

均匀地铺上 5×10
5 个 RAW264.7 细胞，不加 PMA 培养 24 小时后，使用重组耻垢

分枝杆菌感染巨噬细胞。 

3.7 重组耻垢分枝杆菌胞外生长及应力分析 

重组耻垢分枝杆菌的生长曲线：接种重组耻垢分枝杆菌，初始 OD600约为 0.02，

置于 37℃摇瓶培养至 OD600 约为 0.8。加入终浓度为 28 mM 的诱导剂己内酰胺，

每隔 3 小时测一次 OD600，一共测 36 个小时。以记录的数据绘制重组耻垢分枝杆

菌的生长曲线。 

重组耻垢分枝杆菌在缺铁条件下的生长曲线：将重组耻垢分枝杆菌培养在含

终浓度为 100 µM 2’ 2’-联吡啶的 7H9 培养基中 [31]。操作同测生长曲线，每隔 3

小时测量一次 OD600，一共测 50 个小时。以记录的数据绘制重组耻垢分枝杆菌在

缺铁条件下的生长曲线。 

测量重组耻垢分枝杆菌在酸性条件下的生长状况的方法参考文献 [32]。具体

步骤如下：离心收集对数期的重组耻垢分枝杆菌菌液，使用 pH 3 或 5 的 7H9 培养

基洗涤细菌。将细菌重悬于 5ml 的 pH 为 3 或 5 的 7H9 培养基中，最终 OD600值

控制在 0.5。在此酸性条件下摇床培养细菌，在第 0、3、6 等时间点分别取 100 µl

菌液做十倍浓度梯度稀释。将稀释好的细菌点种在含卡那霉素的 7H10 平板上，

37℃培养 3-4 天，计数菌落数，算出菌落形成单位（CFU），最后作图。 
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测量重组耻垢分枝杆菌在氧化压力下的存活率：离心收集对数期的重组耻垢

分枝杆菌菌液，使用 pH 为 5 的 7H9 培养基洗涤细菌一次，然后重悬在相同培养

基中。使用 pH 为 5 的 7H9 培养基将菌液稀释到 OD600 为 0.5，取 5ml，加入终浓

度为 5 mM 的 H2O2。摇床培养到第 0 和 6 小时时间点，分别取 100 µl 菌液做十倍

浓度梯度稀释。将稀释好的细菌点种在含卡那霉素的 7H10 平板上，37℃培养 3-4

天，计算 CFU。最后按照存活率作图。 

以上实验均取三复孔，同时重复三次。 

3.8 巨噬细胞存活实验 

    本研究采用检测巨噬细胞释放乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）的量

来衡量细胞裂解的程度 [33]。在重组耻垢分枝杆菌感染 U-937 细胞系后 6、24、

48 和 72 小时时间点收集细胞培养基上清。使用商业试剂盒 CytoTox96 

Non-radioactive Cytotoxicity Assay Kit (Promega, USA) 来检测培养基上清中 LDH

的含量。具体步骤参照试剂盒说明书。实验数据的计算方法如下： 

1、将所有实验孔、靶细胞自发 LDH 释放孔和效应细胞自发 LDH 释放孔的

吸光值减去培养基背景吸光值的均值。  

2、将靶细胞最大 LDH 释放对照的吸光值减去体积校正对照吸光值的均值。  

3、将步骤 1 和 2 中获得的经过校正的值带入下面公式，计算每个效靶比所

产生的细胞毒性百分比。%细胞毒性 =（实验孔 LDH 释放量−靶细胞自发 LDH 释

放量）/（靶细胞最大 LDH 释放量−靶细胞自发 LDH 释放量）× 100。 

3.9 利用 semi-RT-PCR 和 ELISA 对细胞因子表达的分析 

将方法3.6中收集的感染后6和72小时时间点的U-937细胞上清液用于ELISA

实验。使用商业化的检测 TNF-α 和 IL-1β 含量的 ELISA 试剂盒（eBioscience, USA）

来测定细胞上清中的细胞因子浓度，所有步骤严格按照说明书操作。 

重组耻垢分枝杆菌感染类巨噬细胞 U-937 细胞系 12 小时后，收集细胞，利用

RNAprep Pure Cell/Bacteria Kit 进行 RNA 抽提。使用 DNAase 除掉 RNA 中的 DNA，

然后取 1μg 作为模板，使用随机六聚体引物和 Transcriptor First Strand cDNA 

Synthesis Kit 将 1μg DNAase 处理后的 RNA 转录成 cDNA。然后使用表 1 中的

TNF-α、IL-1β和 β-actin（作为内参对照）特异引物进行 PCR扩增，即半定量RT-PCR。

将所得 PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳，拍照记录。 

3.10 生物信息学与统计学分析 

（1）蛋白质跨膜结构域预测网站： 
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(http://www.cbs.dtu.dk/cgi-bin/nph-webface?jobid=TMHMM2,4D65C17807B3C9

A1&opt=none)，输入 Rv3402c 的蛋白序列预测该蛋白的亚细胞定位情况。 

（2）蛋白质同源性分析： 

从 NCBI 中下载 rv3402c 基因序列及相应的同源序列，利用软件 Vector 11 分

析其同源性。 

（3）本研究数据采用 Student’s two-tailed t-test 法分析。P 值小于 0.05 时我们

认为差异是显著的。误差棒表示标准偏差（standard deviation，SD)。 

4 结果与分析 

4.1 Rv3402c 的基本特性 

通过蛋白质跨膜结构域预测，我们发现 Rv3402c 蛋白有两个区域很可能是跨

膜区域（图 1A）；因此，该蛋白很可能是一个跨膜蛋白。有意思的是，通过蛋白

质同源性分析，我们发现 rv3402c 基因在疫苗菌株 BCG 中的同源基因是一个截断

了大约 186 个碱基（61 个氨基酸）的基因 BCG3472c；而在非致病菌耻垢分枝杆

菌中完全没有同源基因（图 1B）。众所周知，疫苗菌株 BCG 是一个经过基因累积

突变而得到的一个弱毒牛结核分枝杆菌；而耻垢分枝杆菌是腐生型的无毒菌株。

基于 rv3402c 基因在不同毒性的分枝杆菌中的分布，并结合已有的研究，我们猜测

该基因在结核杆菌的致病性中发挥了一定的作用。 

 

图 1. Rv3402c 的生物信息学特性。 

Fig. 1. Bioinformatics properties of Rv3402c protein. (A). TMHMM posterior probabilities for 

Rv3402c. (B). The distribution of Rv3402c in different mycobacteria. 
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4.2 Rv3402c 成功表达于模式菌株耻垢分枝杆菌 

 结核分枝杆菌的 ORF rv3402c 大约 1.2 kb，所编码蛋白质大小约为 45 kDa。

本研究中，我们构建了两株耻垢分枝杆菌重组菌株用于研究 Rv3402c 与宿主巨噬

细胞之间的相互作用。重组菌株 MS_Rv3402c 能够表达携带 Myc 标签的 Rv3402c

蛋白；而重组菌株 MS_Vec 包含 pNIT-Myc 载体，作为阴性对照菌株。  

MS_Rv3402c 和 MS_Vec 都能够表达 aph 基因，所以都能生长于含卡那霉素的

培养基上 [34]。半定量 RT-PCR 结果显示，只有 MS_Rv3402c 才能够转录 rv3402c

基因（图 2A）。Western blot 实验进一步证实了 MS_Rv3402c 能够表达一个约 50 kDa

大小的 Myc 融合蛋白，而阴性对照菌株 MS_Vec 没有检测到 rv3402c 基因的表达

（图 2B）。以上实验结果显示 Rv3402c 成功表达于耻垢分枝杆菌中。 

 

图 2. Rv3402c 成功表达于模式菌株耻垢分枝杆菌。 

Fig. 2 Expression of Rv3402c in recombinant M. smegmatis. (A). Ms_Rv3402c and Ms_Vec were 

grown at 37 ℃ in MB 7H9 liquid medium to an OD600 of 0.6–1.0. Total bacterial RNA was isolated 

after 16 h induction and subjected to RT-PCR to detect expression of the rv3402c and rrsB genes. 

(B). Lysates were prepared from bacterial cells that were cultured as in (A) and subjected to Western 

blot analysis to detect Myc-tagged Rv3402c protein using mouse anti-Myc antibody.  

4.3 Rv3402c 增强重组耻垢分枝杆菌在巨噬细胞内的存活率 

 我们对 rv3402c 进行比较基因组学分析发现，在其它非致病性分枝杆菌属细菌

如耻垢分枝杆菌, M. gilvum 和 M. vanbaalenii 等中不存在同源基因。有意思的是，

在减毒疫苗 BCG（BCG Pasteur）菌株中 rv3402c 的同源基因也断裂成了两个片段。

rv3402c 在结核杆菌攻击巨噬细胞时表达上调，能够暴露于细菌细胞表面，且在减

毒或无毒分枝杆菌中受损或缺失：这些似乎暗示该基因在病原菌-宿主相互作用之

间扮演着某种角色。为此，我们利用感染系数为 10:1（即细菌：巨噬细胞=10:1）

的重组耻垢分枝杆菌分别攻击人源类巨噬细胞 U-937 和鼠源巨噬细胞 RAW264.7，

考察该基因对于非致病菌胞内存活的影响。图 3A 显示，感染 U-937 细胞系 48 小

时和 72 小时后，重组菌 MS_Rv3402c 的存活率明显比空载对照菌 MS_Vec 的存活

率高，而感染 RAW264.7 细胞系时，这一明显的胞内存活率差异只发生在 72 小时

（图 3B）。尽管重组菌在两种不同细胞系之间存在差异，但我们的数据仍显示
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Rv3402c 能够增强非致病菌耻垢分枝杆菌在人源和鼠源巨噬细胞中的生存率。  

 

图 3. 巨噬细胞中 MS_Vec 和 MS_Rv3402c 的胞内存活能力的比较。 

Fig. 3 Intracellular survival of recombinant M. smegmatis in macrophages. U-937 cells (A) and 

RAW267.4 cells (B) were infected with MS_Vec and MS_Rv3402c as described in the methods 

section, respectively. Aliquots of infected cells were lysed with 0.025% SDS at indicated times, and 

serial dilutions were plated on 7H10 agar plates containing kanamycin. Recovered CFUs were 

enumerated after the incubation for 3-4 days at 37 ℃. Numbers of intracellular bacteria are shown 

as a percentage of the numbers detected at t = 6 h (U-937) or 4 h (RAW267.4) (% survival). Data are 

shown as means ± SD of triplicate wells. Similar results were obtained in three independent 

experiments.  

4.4 Rv3402c 不能增强重组耻垢分枝杆菌的抗压能力 

一个蛋白增强细菌胞内存活能力一般有两方面的贡献：增强细菌自身存活，如

增加自身复制能力或抗压能力；削弱宿主细胞的杀菌能力，如干扰宿主的信号通

路等。为进一步弄清 Rv3402c 增强重组耻垢分枝杆菌的胞内存活能力的原因，我

们分析了重组菌 MS_Rv3402c 和对照菌 MS_Vec 的一些生长特性及抗压能力。如

图 4A 所示，两株菌的体外生长曲线基本一致，这说明 Rv3402c 并未改变耻垢分枝

杆菌的增殖能力。 

当结核杆菌进入宿主细胞后，将面对各种压力条件，如低铁环境、酸性环境、

活性氧簇等。因此，我们也考察了 Rv3402c 是否赋予宿主菌抵抗这些压力的能力。

文献报道在限铁条件下培养结核杆菌时，能够诱导 rv3402c 的高表达 [21]，因此

我们首先考察了重组菌 MS_Rv3402c 和对照菌 MS_Vec 在低铁条件下的生长情况。

如图 4B 所示，在含有铁螯合剂联吡啶的 7H9 培养基中培养的两种菌的生长曲线并

无明显差异，说明 Rv3402c 并未改变耻垢分枝杆菌耐受低铁环境的能力。为考察

其在酸性条件下的生长情况，我们将重组菌 MS_Rv3402c 和对照菌 MS_Vec 分别

培养于 pH 为 3.0 和 5.0 的 MB 7H9 中，在 0、3 和 6 小时时间点计算其 CFU，发
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现两株菌的生长情况没有差异（图 4C）。类似地，我们将两株菌培养于 5 mM H2O2

的培养基中考察其在氧化环境下的生长状况。如图 4D 所示，H2O2 处理 6 小时后，

MS_Vec 和 MS_Rv3402c 的生存率分别为 123.3%和 116.7%，统计分析显示没有差

异。综合以上结果，我们发现 Rv3402c 并不能增强耻垢分枝杆菌对胞内环境的抗

压能力。因此，我们推测 Rv3402c 可能参与宿主-病原菌的互作，而实现这一结果

的前提是该蛋白是个胞外蛋白。 

 

 

图 4. 重组菌 MS_Rv3402c 和对照菌 MS_Vec 的胞外生长情况。 

Fig. 4 Growth of MS_Vec and MS_Rv3402c under stress conditions. (A). Growth of MS-Vec and 

MS-Rv3402c at 37 °C in MB 7H9 liquid medium was monitored by determining OD600 at intervals 

of 3 h. (B). Growth curve of MS-Vec and MS-Rv3402c in iron-depleted medium. Two recombinant 

M. smegmatis were grown in MB 7H9 medium supplemented with 100 μM 2’ 2’ dipyridyl. The 

growth of the strains were monitored by measuring OD600 at intervals of 6 h. (C). In vitro growth of 

MS-Vec and MS-Rv3402c at different pH. The bacteria were collected by centrifugation and 

resuspended to an OD600 of 0.5 in 5ml MB 7H9 (pH 5 or 3). All cultures were again incubated at 

37 °C and 0.1 ml removed for viable count enumeration after 0, 3 and 6 h. (D). Survival of 

recombinant M. smegmatis after exposure to hydrogen peroxide. Aliquots (5 ml) of cultures at OD600 

of 0.5 were exposed to 5 mM hydrogen peroxide (H2O2) for 6 h at 37 °C. The cultures were serially 

diluted and plated onto MB 7H10 plates and the colonies counted after 3-4 days of incubation at 

37 °C.  
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4.5 Rv3402c 部分定位于重组耻垢分枝杆菌细胞表面 

 有文献报道 Rv3402c 可能参与类脂多糖分子的生物合成过程 [21]。而且通过

序列比对，我们发现 Rv3402c 与 Bacillus cereus 的脂多糖合成蛋白以及

Rheinheimera sp.的 PLP 依赖的酶分别有 32%和 28%的序列相似性，后两者可能参

与细胞壁的生物合成过程。因此我们推测 Rv3402c 可能定位于结核杆菌的细胞壁

或细胞膜组分上。为了验证这一假设，我们在耻垢分枝杆菌中过表达携带 Myc 标

签的 Rv3402c 蛋白，使用离心力分级分离重组耻垢分枝杆菌的全细胞裂解液、细

胞壁、细胞膜已及可溶性的细胞质组分，然后利用免疫印迹法检测 Rv3402c 蛋白

的定位情况。由图 5A 可知，尽管在细胞质中检测到了绝大部分的 Rv3402c 蛋白，

但仍能清晰地看到 Rv3402c 也部分定位于细胞表面，即细胞壁和细胞膜组分中。

我们没有在滤液蛋白中检测到 Rv3402c 的存在，这说明此蛋白可能无法分泌到培

养滤液中。我们使用热休克蛋白 GroEL2 作为细胞质组分的阳性对照，免疫印迹实

验检测到该蛋白只存在于全细胞裂解液和细胞质中，说明细菌组分的分级分离方

法是可信的。 

 为进一步证明 Rv3402c 蛋白定位于重组耻垢分枝杆菌细胞表面，我们进行了

蛋白酶 K 和胰蛋白酶敏感性实验 [30,35]。其基本原理是：如果一个蛋白能够表达

于细菌细胞表面，那么该重组菌经过以上任一一种蛋白酶处理后，细菌细胞表面

的蛋白将消化殆尽，而胞内的蛋白不受影响，使用免疫印迹法能检测到此消化过

程。我们选择绿色荧光蛋白（GFP）作为胞内蛋白的对照。理论上，一个蛋白的性

质应该不受所用载体的影响。因此，为了证明 Rv3402c 的定位不受载体的影响，

我们选择了另外一个载体 pALACE 来重新构建重组耻垢分枝杆菌进行此项实验。

如图 5B 和 C 所示，重组耻垢分枝杆菌表达的携带 His 标签的 Rv3402c 蛋白分别被

蛋白酶 K 和胰蛋白酶部分地水解了，这就说明 His-Rv3402c 蛋白确实能定位于细

菌细胞表面。而即使将反应时间延长到 30 分钟也无法完全降解掉 His-Rv3402c，

说明仍有大量蛋白定位于细菌胞内。相反地，重组耻垢分枝杆菌表达的 GFP 蛋白

没有被消化。综合以上结果可知，尽管大部分 Rv3402c 蛋白位于细胞质中，但仍

有少量蛋白能够暴露于细菌表面，这也提示该蛋白有机会与胞外环境相互作用。  
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图 5. Rv3402c 部分定位于重组耻垢分枝杆菌细胞表面。 

Fig. 5 Rv3402c is a cell envelope-associated protein. (A). Subcellular fractionation of M. 

smegmatis induced to express Rv3402c-Myc showed localization to the cell wall and membrane 

fractions. Subcellular fractions were separated by SDS-PAGE and proteins were detected with an 

anti-Myc antibody. Native GroEL2 was detected as a cytoplasmic control. WCL, whole cell lysates 

(66 μg total protein); CW, cell wall fraction (24 μg total protein); CM, cell membrane fraction (47 μg 

total protein) ; SOL, soluble fraction (60 μg total protein). (B and C). M. smegmatis transformed 

with pALACE, pALACE-GFP or pALACE-Rv3402c were incubated with proteinase K or trypsin at 

different time points. Whole-cell lysates obtained by the recombinant bacteria were separated on 

SDS-PAGE. Immunoblots were performed using anti-His antibodies and anti-GFP antibodies. 

Similar results were obtained in two independent experiments. 

4.6 Rv3402c 对重组耻垢分枝杆菌菌落形态及脂肪酸组成没有影响 

 文献报道以及初步的生物信息学结果都显示 Rv3402c 和某些其它细菌参与细

胞壁生物合成的蛋白具有较高的同源性。而且亚细胞结构分级分离和蛋白酶敏感

性分析结果证明 Rv3402c 定位于耻垢分枝杆菌细胞表面。因此我们猜测 Rv3402c

会否影响耻垢分枝杆菌细胞表面的某些特性。首先我们分析比较了重组菌

MS_Rv3402c 和空载菌 MS_Vec 之间菌落形态的差异。我们将 MS_Rv3402c 和

MS_Vec 培养于 MB 7H10 上，必要时添加 0.05%（v/v）Tween 80 或 28 mM 己内

酰胺。37℃培养 5 天后，拍照。如图 6 所示，过表达 Rv3402c 并不能影响耻垢分
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枝杆菌的菌落形态。 

 

图 6. 重组菌 MS_Rv3402c 和空载菌 MS_Vec 菌落形态的比较。 

Fig. 6 Colony morphology of recombinant M.smegmatis strains cultured on 7H10 medium. 

MS_Vec and MS_Rv3402c were grown at 37 °C on MB 7H10 agar supplemented with glucose, 

glycerol and kanamycin. When required, 0.05% (v/v) Tween 80 (A), 28 mM ε-caprolactam (B) or 

both (C) were added. Pictures were taken at day 5. 

接下来我们比较了重组菌和空载菌之间脂肪酸组成的差异。如图 7 所示，

MS_Rv3402c 和 MS_Vec 之间脂肪酸的组成并没有明显差异。综合以上结果显示，

Rv3402c 的过表达并不能影响重组耻垢分枝杆菌的细胞表面特性。 
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图 7. 重组菌 MS_Rv3402c 和空载菌 MS_Vec 脂肪酸组成的比较。 

Fig. 7 Bacterial fatty acids compositions of MS_Vec (A) and MS_Rv3402c (B) were analyzed by 

GC/MS.  

4.7 表达 Rv3402c 蛋白的重组耻垢分枝杆菌促进巨噬细胞死亡 

被结核杆菌感染后的巨噬细胞有可能被结核杆菌释放的分泌蛋白干扰其正常

的细胞途径而引起死亡。因此我们比较了重组菌 MS_Rv3402c 和对照菌 MS_Vec

对于巨噬细胞活性的影响。巨噬细胞死亡后，会裂解释放 LDH，因此我们通过检

测细胞培养基上清中 LDH 的含量多少来评估细胞的死亡率。类巨噬细胞 U-937 感

染 MS_Rv3402c 后 48 小时和 72 小时时间点的 LDH 释放量分别达到了 49.8% 和

50.4%；而感染对照菌 MS_Vec 的 U-937 细胞的 LDH 释放量从未超过 31%（图 8）。

这些结果显示，表达 Rv3402c 蛋白的耻垢分枝杆菌能加速巨噬细胞的裂解。  
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图 8. 感染重组耻垢分枝杆菌后的 U-937 细胞系的 LDH 含量分析。 

Fig. 8 Assay of cell death in macrophages infected with recombinant M. smegmatis. Culture 

supernatants were collected from mono-layers of U-937 infected at a MOI of 10:1 with MS_Vec or 

MS_Rv3402c and the release of LDH as a measure of macrophage cell death was estimated at 

various time points. Data are shown as means ± SD of triplicate wells. Similar results were obtained 

in three independent experiments. 

4.8 表达 Rv3402c 蛋白的重组耻垢分枝杆菌影响巨噬细胞的细胞因子分泌 

为了探索 Rv3402c 是否能干扰巨噬细胞的信号通路，我们比较了 U-937 细胞被

MS_Vec 和 MS_Rv3402c 感染后的细胞因子分泌情况。ELISA 实验结果显示，

MS_Rv3402c 刺激 U-937 细胞产生促炎性因子 TNF-α 和 IL-1β 的能力明显高于

MS_Vec（图 9A 和 C）。半定量 RT-PCR 结果也显示，与对照菌株 MS_Vec 相比，

重组菌株 MS_Rv3402c 攻击 U-937 细胞 12 小时后，这两种促炎性因子的转录水平

也明显增加（图 9B 和 D）。为了证明 TNF-α 和 IL-1β 的分泌是由 Rv3402c 直接引

起的，我们使用重组蛋白 rRv3402c 处理 U-937 细胞。如 Fig. 10A 和 B 所示，

rRv3402c 引起宿主细胞 TNF-α 和 IL-1β 的分泌增加，而这一增加效果在 rRv3402c

被蛋白酶 K 消化后，也随之消失了。此外我们没有观察到 Rv3402c 对其它细胞因

子如 IL-6、IL-10、和 IL-12p40 的影响（图片未显示）。综合以上结果，我们发现

表达 Rv3402c 蛋白的重组耻垢分枝杆菌或 Rv3402c 的重组蛋白能够影响巨噬细胞

的细胞因子分泌。 
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图 9. Rv3402c 对类巨噬细胞 U-937 细胞因子分泌的影响。 

Fig. 9 Rv3402c induces the secretion of TNF-α and IL-1β in infected macrophages. Culture 

supernatants were harvested after 6 or 72 h of infection and the concentrations of TNF-α (A) and 

IL-1β (C) were determined. Cells were harvested after 12 h of infection and semi-quantitative 

RT-PCR analysis of TNF-α (B) and IL-1β (D) mRNA level was performed. Each three lanes in the 

RT-PCR analysis are replicates of a single time point. Similar results were obtained in three 

independent experiments.  

4.9 表达 Rv3402c 蛋白的重组耻垢分枝杆菌通过 NF-κB，ERK 和 p38 途径促进

巨噬细胞分泌 TNF-α 和 IL-1β 

文献报道 NF-κB 是触发 TNF-α 转录的主要转录因子 [36,37,38]，巨噬细胞中

ERK 1/2 的激活对于 TNF-α 的表达至关重要 [39,40]，而且 MAPK 信号途径在分枝

杆菌感染巨噬细胞过程中也很关键 [39,41]。感染重组菌后 U-937 细胞增加 TNF-α 

和 IL-1β 的分泌这一结果暗示重组菌可能影响了 U-937 细胞的信号通路。为了验

证这一假设，我们使用 NF-κB、ERK 和 p38 等信号通路的抑制剂处理 U-937 细胞

系，观察其被重组耻垢分枝杆菌感染后细胞因子的分泌情况。如图 10C 和 D 所示，

NF-κB 抑制剂 TPCK [42]、ERK 1/2 抑制剂 PD 98,059 和 p38 抑制剂 SB 202190 都

能够强烈地抑制 MS_Rv3402c 诱导的 TNF-α 的分泌作用；不过只有 NF-κB 抑制剂

和 ERK 1/2 抑制剂能够强烈抑制 MS_Rv3402c 诱导的 IL-1β 的分泌作用。使用

rRv3402c 重复以上实验，我们可以得到类似的抑制效果，且这几个抑制剂对于

TNF-α 分泌作用的抑制呈现剂量依赖现象（图 10E）。以上结果显示，重组菌

MS_Rv3402c 或重组蛋白 rRv3402c 诱导的 TNF-α 和 IL-1β 的分泌依赖于 NF-κB、 

ERK 和 p38 信号通路。 
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图 10. Rv3402c 诱导的细胞因子分泌依赖于 NF-κB, ERK 和 p38 信号通路。 

Fig. 10. Rv3402c alters the activation levels of NF-κB, ERK and p38 in macrophages infected 

with M. smegmatis. Culture supernatants were harvested after 12 h of treatment with rRv3402c at 

the concentration of 5 μg/ml and the concentrations of TNF-α (A) and IL-1β (B) were determined. 

U-937 cells were pre-treated with 30 μM TPCK (a NF-κB inhibitor) or with 20 μM PD 98059 (an 

ERK1/2 inhibitor) or with 10 μM SB 202190 (a p38 inhibitor). Treatment with DMSO served as a 

control for the inhibitor treatments. After 1 h, the macrophages were infected with MS_Vec at an 

MOI of 10 or treated with rRv3402c at the concentration of 5 μg/ml. Protease K (K) used to digest 

the recombinant protein. Culture supernatants were harvested after 24 h of infection and the 

concentrations of TNF-α (C, E) and IL-1β (D) were determined. (A), (B) and (E) are performed with 

recombinant protein; (C) and (D) are performed with M. smegmatis strains. The data are 

representative of two independent experiments. 
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5 讨论 

致病性分枝杆菌能够在巨噬细胞内持留感染的原因之一是它能够分泌一些效

应分子来干扰宿主的信号通路。目前为止，人们已经鉴定出一些结核杆菌的效应

分子能够抑制吞噬体成熟。越来越多分泌蛋白的发现，将有助于了解结核杆菌的

致病机制以及宿主相应的对抗机制，最终将有利于更加有效的疫苗和抗痨药物的

开发。 

耻垢分枝杆菌是一种非致病腐生型分枝杆菌，进入宿主后迅速被巨噬细胞清

除掉，这些特性使得耻垢分枝杆菌可以作为研究结核杆菌毒力蛋白的理想替代模

型，而且目前也已经有大量的文献运用了这一模型 [26,32,33,43,44,45,46,47,48,49]。

本研究利用该模型发现 Rv3402c 蛋白可能通过干扰宿主细胞的先天免疫反应从而

削弱其杀菌能力，从而间接地增强了重组耻垢分枝杆菌的胞内存活能力；而且似

乎 Rv3402c 蛋白扰乱了宿主细胞的正常功能，造成 U-937 细胞大量死亡。这些结

果没有在空载体对照菌中表现出来，说明是 Rv3402c 特异性介导的。重组菌

MS_Rv3402c 和对照菌 MS_Vec 在无菌培养基中显示出相同的生长速率，而且其

抗压能力也不相上下，这暗示 MS_Rv3402c 胞内存活能力的增强可能是 Rv3402c

蛋白干扰宿主细胞的先天免疫的结果。有意思的是，我们观察到重组菌在人源类

巨噬细胞 U-937 和鼠源巨噬细胞 RAW264.7 中的存活率存在差异。我们推测这可

能是由于这两种巨噬细胞模型之间巨大的种系差异造成的。比如和野生型结核杆

菌相比，结核杆菌 ptpA 缺失株在人源巨噬细胞 THP-1 中显示生存率降低 [9,10]；

然而同样的缺失菌株在小鼠模型[50]以及小鼠巨噬细胞模型 J774 细胞（Yossef 

Av-Gay 实验室，未发表数据）中却没有显示出任何生长缺陷。目前 Yossef Av-Gay

实验室正在解析导致该差异的具体原因。因此，我们也不应排除 Rv3402c 可能与

U-937 细胞中某个受体结合，而恰好该受体在 RAW264.7 细胞中存在差异。  

尽管我们的实验结果显示 Rv3402c 在重组耻垢分枝杆菌与宿主细胞的相互作

用中起到某种作用，但是其具体的功能目前仍未解析。 TubercuList 网站 

(http://tuberculist.epfl.ch/index.html)将 Rv3402c 注释为一个功能保守的蛋白。有文

献预测 Rv3402c 可能参与类脂多糖分子的生物合成过程 [21]。通过 NCBI 网站的

BLAST 工具，我们也发现 Rv3402c 分别与 Bacillus cereus 的脂多糖合成蛋白以及

参与 Rheinheimera sp.细胞壁合成的 PLP 依赖性酶具有较高的序列相似性。根据这

些线索我们考察了 Rv3420c 是否会影响重组耻垢分枝杆菌细胞表面的特性。我们

发现过表达 Rv3402c——尽管其能够暴露于重组耻垢分枝杆菌的细胞表面——并

没有影响耻垢分枝杆菌的菌落形态。进一步使用 GC-MS 方法也没有观察到该蛋白

对耻垢分枝杆菌细胞壁脂肪酸的影响。 

http://tuberculist.epfl.ch/index.html
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尽管我们对 Rv3402c 的功能及生理作用知之甚少，但是根据本课题的研究结

果，尤其是该蛋白定位于细胞表面使其具有与细菌细胞外环境接触的机会，我们

应该更进一步研究 Rv3402c 作为一个细胞膜或者细胞壁相关蛋白的功能。在进行

蛋白酶 K 和胰蛋白酶敏感性分析实验时，我们为了避免某个质粒对蛋白质性质产

生的潜在影响而选取了另一个在分枝杆菌属广泛采用的质粒 pALACE。这些在活

菌中进行的实验显示携带 His 标签的 Rv3402c 蛋白只有部分暴露在重组耻垢分枝

杆菌的细胞表面。虽然这一结果与亚细胞定位实验的结果相符，但为什么只有较

少一部分目的蛋白定位于细菌表面？这或许是因为本研究使用的重组菌株表达

Rv3402c 的量是其正常生理条件下表达量的上百甚至上千倍，细菌本身来不及将如

此多的蛋白质转运到细菌细胞表面，从而造成大量蛋白质滞留在细胞质中所致。

通过文献调研我们发现这一现象具有普遍性，许多结核杆菌的蛋白质如 Rv2224c 

[51]、Rv0132c [28]、Eis [52]和 PknI [53]等都能在细胞质以及细胞表面检测到。 

 作为一个关键的促炎性细胞因子，TNF-α 在宿主免疫系统抵抗结核杆菌感染

过程中扮演着十分重要的角色 [54,55]。和其它致病性分枝杆菌相比，耻垢分枝杆

菌能够强烈刺激巨噬细胞分泌 TNF-α [56]。这和我们观察到的现象一致：和未感染

组相比，感染了空载体耻垢分枝杆菌的巨噬细胞能够分泌更多的 TNF-α。TNF-α

分泌的增加被认为是结核杆菌在人类巨噬细胞中持留并致病的重要因素 [45]。文

献报道结核杆菌的某些组分能够刺激单核细胞或巨噬细胞大量产生 TNF-α 

[45,57,58,59]。另有研究显示人单核细胞 [60,61] 或肺泡巨噬细胞 [62] 中结核杆

菌的繁殖和播散往往伴随着 TNF-α 的大量分泌以及对细胞的毒害作用。这些研究

也和我们的实验结果吻合：表达 Rv3402c 蛋白的重组耻垢分枝杆菌感染 U-937 细

胞后，巨噬细胞的 TNF-α 分泌量随之增加，且细胞开始大量裂解释放乳酸脱氢酶。

通过信号通路抑制剂实验，我们发现 NF-κB、ERK1/2 和 p38 信号途径对于

Rv3402c 诱导的 TNF-α 分泌是必需的。不过只有 NF-κB 和 ERK1/2 信号通路是

Rv3402c 诱导的 IL-1β 分泌所需的，而 p38 途径不影响其分泌。这说明 Rv3402c 刺

激这两种细胞因子分泌的信号途径可能有差异。这些结果揭示 Rv3402c 可能通过

干扰宿主的信号途径来扰乱宿主的免疫应答，最终导致细菌的胞内存活率提高。 
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图 11. Rv3402c 参与宿主-病原菌相互作用示意图。 

Fig. 11. Disruption of host macrophage cellular processes by Mtb Rv3402c. 

总而言之，本研究结果显示 Rv3402c 可能赋予了重组耻垢分枝杆菌某些特性，

从而增强后者的胞内存活能力、降低宿主的活性并能修饰宿主的免疫应答（图 11）。

这为解析结核杆菌与宿主之间相互作用网络提供了一些新的线索。但仍然有许多

问题有待解决。如具体是哪个或哪些宿主蛋白与 Rv3402c 作用（图 11 中暗红色圆

圈所示）？各个信号通路到细胞因子产生之间的信号是如何传递的（图 11 中红色

箭头所示）？细胞因子又是如何影响宿主细胞的裂解以及促进耻垢分枝杆菌的存

活的（图 11 中粉红色箭头所示）？进一步弄清楚 Rv3402c 在宿主信号通路以及免

疫应答中所起到的作用能加强我们对结核杆菌致病性的了解。当然，直接使用结

核杆菌的 Rv3402c 敲除菌株来研究该基因的功能无疑是最具说服力的。  
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第 5 章  结核分枝杆菌蛋白酪氨酸激酶 A 的底物           

鉴定及其生理学作用研究 

1 引言 

    蛋白酪氨酸磷酸酶 A（protein tyrosine phosphatase A，PtpA）是结核菌中的明

星分子，它是研究最深入的毒力蛋白之一。截止目前，人们在宿主细胞内鉴定出

了大量的 PtpA 底物，如 VPS33B（human vacuolar protein sorting 33B） [1]、

H
+
-ATPase 中的 H 亚基 [2]、糖原合酶激酶（glycogen synthase kinase 3α，GSK3α） 

[3]、宿主接头蛋白 TAB3 [4]以及最新发现的参与宿主细胞能量代谢的三功能酶

（trifunctional enzyme，TFP）的 α 亚基、ATP 合酶的 α 亚基、硫化醌氧化还原酶

（sulfide quinone oxidoreductase，SQRD）及 6-磷酸果糖激酶 [5]等。PtpA 与这些

宿主分子相互作用，通过抑制巨噬细胞凋亡和宿主天然免疫，阻止吞噬体的酸化

并阻断其与溶酶体的融合等手段帮助结核菌逃避宿主的杀灭作用并建立潜伏感染 

[1,2,3,4]。PtpA 在结核菌致病性中的重要性使其成为抗痨药物的明星靶点 [6]。然

而开发靶向 PtpA 药物存在一大缺陷，即它在人体内有同源蛋白，且许多涉及酶活

性的关键残基都较为保守，这就要求靶向 PtpA 的药物必需要克服与宿主蛋白的作

用。因此，靶向 PtpA 的上游调控蛋白或许是解决这一难题的关键。 

  蛋白酪氨酸激酶 A（protein tyrosine kinase, PtkA）就是 PtpA 的一个上游调控

蛋白。PtkA 是结核菌中唯一的蛋白酪氨酸激酶，除自身外，目前其唯一底物是 PtpA 

[7]。在结核菌基因组上，ptkA、ptpA 和一个编码跨膜蛋白的 rv2235 基因 [8]很有

可能位于同一个操纵子内：因为它们顺序排列、转录方向一致且碱基之间互相有

重叠。有研究预测 PtkA 蛋白可能定位于结核菌细胞表面 [9]。基于 PtkA 的亚细胞

定位，有人假设 PtkA 可能介导 PtpA 的分泌或维持 PtpA 在宿主巨噬细胞内的活性 

[10]。研究显示 PtkA 磷酸化 PtpA 的 128 位和 129 位的酪氨酸残基（Tyr），这两个

氨基酸残基与 126 位的天冬氨酸（Asp）残基（PtpA 关键的催化位点）都位于 PtpA

的 D 环内 [7]。当 PtpA 结合去磷酸化底物时，其 D 环的构象从一个“开”的状态

转变为“关”的状态 [11]。因此，PtkA 对 PtpA 的两个位于 D 环内的酪氨酸残基

的磷酸化有可能会调节 PtpA D 环的构象变化，从而调控 PtpA 的磷酸酶活性 [10]。

而 Av-Gay实验室最新研究也证实了 PtkA 通过磷酸化 PtpA 来增强后者的蛋白酪氨

酸磷酸酶活性 [12]。 

  基于 PtkA 作为 PtpA 的调控蛋白有如此重要的作用，探索 PtkA 在结核菌的致

病性及生理过程中的作用显得意义重大。因此 Av-Gay 实验室构建了结核菌△ptkA

突变株，利用反向遗传学方法发现△ptkA 突变株在致死剂量和非致死剂量的 H2O2
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及氢过氧化枯烯（cumene hydroperoxide）条件下存活率明显高于结核菌野生株（未

发表数据）。这就暗示，PtkA 作为蛋白酪氨酸激酶，可能还有其它底物存在。尽管

除了 PtkA 和 PtpA 之外，结核菌中目前还没有发现其它的蛋白酪氨酸激酶底物，

但 Chow 等人的研究结果提示结核菌中肯定还存在其它的蛋白酪氨酸激酶底物 

[13]。因此，本研究的目标就是鉴定 PtpA 调控蛋白 PtkA 在结核菌中的其它底物并

揭示 PtkA 在结核菌致病性及生理过程的作用机制，为抗痨药物的开发提供理论基础。 

2 实验材料 

2.1 主要试剂 

各种限制性内切酶、KOD DNA 聚合酶以及 T4 DNA 连接酶购自 Fermentas 

(Burlington, ON, Canada) 或者 New England Biolabs (NEB) 公司 (Ipswich, MA)。

LB 培养基及琼脂购自 Fisher Scientific (Pittsburgh, PA)。OADC 的成分 [油酸（Oleic 

acid）、葡萄糖及触酶（catalase）]、7H9 及 7H10 购自 Difco  Laboratories (Detroit,  

MI)。卡那霉素购自 Gibco  Laboratories。潮霉素购自 Roche。MinElute PCR 产物

纯化试剂盒、质粒抽提试剂盒及蛋白纯化用镍柱等购自 Qiagen (Mississauga, ON, 

Canada)。[γ-
32

P] ATP 购自 Perkin  Elmer (Boston, MA)。激酶通用底物髓鞘碱性蛋

白（myelin basic protein）购自 Sigma 公司。其它试剂购自 Fisher Scientific 或 Sigma。 

2.2 实验菌株及培养条件 

大肠杆菌工程菌株如 DH5a 和 BL21(DE3)等为 Av-Gay 实验室保存，培养于 LB

固体或液体培养基上。耻垢分枝杆菌（M. smegmatis mc
2
155）及其相应的衍生菌株

为 Av-Gay 实验室保存，在 37 °C 环境下培养于 Middlebrook (MB) 7H9 液体培养基

或 MB 7H10 固体培养基上，培养基中添加 0.2% (w/v)葡萄糖，0.5% (v/v)甘油以及

0.05% (v/v) Tween 80。结核分枝杆菌 H37Rv 标准株及其相应的衍生菌株为 Av-Gay

实验室保存，在 37 °C 环境下培养于苏通培养基、MB 7H9 液体培养基或 MB 7H10 

固体培养基上，添加 10% OADC（油酸、葡萄糖和触酶混合物）和 0.05% Tween-80

（Sigma-Aldrich）于后两个培养基中。 

2.3 抗体 

Anti-His mouse primary antibody 购自 Abm Inc.，Anti-GFP mouse primary 

antibody 购自 Boehringer Mannheim Corp.。Rabbit anti-PtpA 参看文献 [14]，Rabbit 

anti-TrxB2、Rabbit anti-PtkA 和 Rabbit anti-DosR 均在 Av-Gay 实验室纯化出蛋白后

在 YenZym Antibodies 公司（Canada）制备成一抗。Secondary Alexa Fluor 

660-conjugated goat anti-mouse IgG和Alexa Fluor 680-conjugated goat anti-rabbit IgG
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购自 Life technologies Corp., Canada。 

3 实验方法 

3.1 基因克隆，蛋白表达与纯化 

表达PtkA蛋白的重组菌株BL21(ED3)-pET151D/TOPO-ptkA保存于Av-Gay实验

室，蛋白的表达与纯化条件参考文献  [7] 。表达 TrxC 蛋白的重组菌株

BL21(ED3)-pET22b(+)-trxC保存于Av-Gay实验室，蛋白的表达与纯化条件参考文献

[15]。所有结核菌基因的克隆模板均为结核分枝杆菌H37Rv标准株基因组。所涉及

的质粒及引物信息见表1。 

表1. 研究中涉及的质粒及引物 

Table 1. Primers and plasmids used in this study. 

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
R
 Invitrogen 

pET151D/TOPO-ptkA pET151D/TOPO 携带 ptkA 基因，Amp
R
 [7] 

pALACE 产生 N 末端组氨酸标签融合蛋白，Hgy
R
 本实验室 

pALACE-ptkA pALACE 携带 ptkA 基因，Hgy
R
 本实验室 

pMAL-c5x 产生 N 末端 MBP 标签融合蛋白，Amp
R
 Invitrogen 

pMAL-c5x-ptkA pMAL-c5x 携带 ptkA 基因，Amp
R
 本研究 

pET22a(+) 产生 C 末端组氨酸标签融合蛋白，Amp
R
 Invitrogen 

pET22a(+)-ptkA pET22a(+)携带 ptkA 基因，Amp
R
 本研究 

pET30b(+) 产生 N 末端组氨酸标签融合蛋白，Kan
R
 Invitrogen 

pET30b(+)-trxB2 pET30b(+)携带 trxB2 基因，Kan
R
 本研究 

pET30b(+)-trxB2 突变体 pET30b(+)携带 trxB2 突变体基因，Kan
R
 本研究 

引物 序列 限制性酶切位点 

pET22a(+)-ptkA-For 5'  CGTCATATGGTGTCTTCGCCTCGTG  3' Nde I 

pET22a(+)-ptkA-Rev 5'  ATCAAGCTTGACACCTAGCGCCTCC  3' Hind III 

pMAL-c5x-ptkA-For 5'  TTTCATATGGTGTCTTCGCCTCGTG 3' Nde I 

pMAL-c5x-ptkA-Rev 5'  TTTAAGCTTTCAGACACCTAGCGCC 3' Hind III 

pET22a(+)-rv1310-For 5'  GCCCATATGATGACTACCACTGCCG  3' Nde I 

pET22a(+)-rv1310-Rev 5'  TATAAGCTTCAGCTTGGCGCCGAGAC  3' Hind III 

pET22a(+)-rv0384c-For 5'  CGTCATATGGTGGACTCGTTTAACCC  3' Nde I 

pET22a(+)-rv0384c-Rev 5'  TTTAAGCTTGCCCAGGATCAGCGAGT  3' Hind III 

pET28a(+)-rv2222-For 5'  GGGCATATGATGGACCGACAGAAGG  3' Nde I 

pET28a(+)-rv2222-Rev 5'  GCTAAGCTTCAGCGACAGGTAGGTGC  3' Hind III 

pET28a(+)-rv0322-For 5'  TGTCATATGGTGCGATGCAGCGTC  3' Nde I 

pET28a(+)-rv0322-Rev 5'  TTTAAGCTTATCGCGGCACTCCCAGC  3' Hind III 
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pET22a(+)-rv0685-For 5'  TTACATATGGTGGCGAAGGCGAAGT  3' Nde I 

pET22a(+)-rv0685-Rev 5'  GCGGAAGCTTCTTGATGATCTTGG  3' Hind III 

pET22a(+)-rv1023-For 5'  GAGCATATGGTGCCGATTATCGAGC  3' Nde I 

pET22a(+)-rv1023-Rev 5'  TTGAAGCTTTTTCGTCTCGCACGC  3' Hind III 

pET22a(+)-rv0949-For 5'  TTTCATATGATGAGTGTGCACGCG  3' Nde I 

pET22a(+)-rv0949-Rev 5'  GTTAAGCTTGAGCTTGGTGACAGGG  3' Hind III 

pET30b(+)-trxb2-For   5’   ATATATTGAATTCGATGACCGCCCCGCC   EcoR I 

pET30b(+)-trxb2-Rev   5’   ATATATCTCGAGTCATCGTTGTGCTCC     Xho I 

pET30b(+)-trxb2
Y27A

-For 5'  CGCGGGGGCTACTGCGGCGCTCTA  3'  

pET30b(+)-trxb2
Y27A

-Rev 5'  TAGAGCGCCGCAGTAGCCCCCG  3'  

pET30b(+)-trxb2
Y32A

-For 5'  GCTCGCAGCCGCCCGTGCCCAGCT  3'  

pET30b(+)-trxb2
Y32A

-Rev 5'  AGCTGGGCACGGGCGGCTGCGAGC  3'  

pET30b(+)-trxb2
Y61A

-For  5'  ACGTGGAGAACGCACCGGGATTTCGCAAC  3'  

pET30b(+)-trxb2
Y61A

-Rev   5'  GTTGCGAAATCCCGGTGCGTTCTCCACGT  3'  

pET30b(+)-trxb2
Y128A

-For  5'  AATGGGCGCAGCGGCACGCGCTCTGCAGGT  3'  

pET30b(+)-trxb2
Y128A

-Rev  5'  ACCTGCAGAGCGCGTGCCGCTGCGCCCATT  3'  

pET30b(+)-trxb2
Y268A

-For  5'  TCGACCCGGACGGCGCCGTGTTGGTGCAG  3'  

pET30b(+)-trxb2
Y268A

-Rev  5'  CTGCACCAACACGGCGCCGTCCGGGTCGA  3'  

pET30b(+)-trxb2
Y294A

-For  5' TGGTGGATCGCACCGCTCGCCAGGCGGTTAC 3'  

pET30b(+)-trxb2
Y294A

-Rev 5' GTAACCGCCTGGCGAGCGGTGCGATCCACCA 3'  

3.2 结核菌全菌体裂解液及滤液蛋白的制备 

    200ml结核菌H37Rv 7H9液体培养基在37℃条件下滚动培养至OD600约为1.0。

4000 rpm 离心 10min 收集菌体，分为五等份。用蛋白提取缓冲液（20mM Tris-HCl，

1mM DTT，1mM PMSF，pH=7.2）洗涤两次，最后重悬于 1/100 初始体积蛋白提

取缓冲液中。称取 0.8g 重量的 0.1 mm 玻璃珠（Zirconia/silica）于 2ml 配套离心管

中，加入细菌重悬液。用 ribolyzer（速度设定为 6.5，30s on，30s off）震荡 3-5 次。

室温下 13000rpm 离心 5min 以去掉不可溶组分。上清通过 0.22 um 滤膜过滤收集，

加入甘油至终浓度为 10%，分装 50µl/管，于-70℃冻存备用。（以上步骤均在加拿

大不列颠哥伦比亚省疾控中心的 P3 实验室中完成） 

3.3 基因定点突变实验 

本研究利用重叠延伸 PCR 技术对 trxB2 基因进行定点突变，具体步骤参见文献 

[16]。现以 trxb2
Y27A为例来简要说明利用重叠延伸 PCR 技术进行基因定点突变的

过程。该方法的关键是设计好四条引物：pET30b(+)-trxb2-For（简写为 F）和

pET30b(+)-trxb2-Rev（简写为 R）为侧翼引物，用于扩增全长的 trxB2 基因，其 5’
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末端分别带有 NdeI 和 HindIII 酶切位点；pET30b(+)-trxb2
Y27A

-For（简写为 Fm）和

pET30b(+)-trxb2
Y27A

-Rev（简写为 Rm）为两条完全互补的引物，其中引入了目的

突变位点（见表 1 红色下划线标注碱基）。碱基的突变是通过 3 轮高保真 PCR 反应

来完成的：第一轮利用 F 和 Rm 为引物，将 trxB2 的前半段扩增出来；第二轮利用

Fm 和 R 为引物，将 trxB2 后半段扩增出来。前两轮 PCR 可分别同时进行，产物经

琼脂糖凝胶电泳分离、试剂盒纯化后等比例混合。取混合 PCR 产物为模板，以 F

和R为引物进行第三轮 PCR扩增，产物即为引入了目的突变位点的 trxB2
Y27A基因。

第一、二轮 PCR 为常规条件和体系，不表。第三轮 PCR 的体系如下（50 µl）：  

ddH2O 25 µl 

10×buffer 5 µl 

dNTP 5 µl 

MgSO4 2 µl 

DMSO 2.5 µl 

KOD 聚合酶 0.5 µl 

第一轮 PCR 产物 3 µl 

第二轮 PCR 产物 3 µl 

加完体系后，置于 PCR 仪上进行如下反应： 

① 95℃ 2 min 

② 95℃ 30 s 

③ 50℃ 30 s 

④ 72℃ 70 s 

⑤ ②→④ 5 个循环 

⑥ 72℃ 5 min 

反应停止后，各加入 2 µl/管的引物 F 和 R，混匀后置于 PCR 仪上进行如下反应： 

① 95℃ 2 min 

② 95℃ 30 s 

③ 59.3℃ 30 s 

④ 72℃ 70 s 

⑤ ②→④ 25 个循环 

⑥ 72℃ 5 min 

⑦ 16℃ O/N 

其它 5 个 trxB2 突变体的构建与上述方法一致。6 个 trxB2 的突变基因分别于

pET30b(+)连接，转入表达菌株 BL21(DE3)中，参照上述蛋白表达方法进行蛋白表

达纯化。 
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3.4 体外蛋白激酶实验 

 体外蛋白激酶实验为 20µl 反应体系，常规体系所含组分的终浓度为 20mM 

Tris-HCl (pH=7.5)，5mM MnCl2，5mM MgCl2，1mM DTT。改良后 20µl 反应体系

中所含组分的终浓度为 20mM Tris-HCl (pH=7.5)，1mM MnCl2，0.1mM MgCl2，1mM 

DTT。加入适量蛋白激酶及底物后，加入 0.05µCi γ-[
32

P] ATP 启动反应。37℃条件

下孵育指定时间后，加入 5µl 5×Sample Buffer，95℃孵育 10min。样品经 12% 

SDS-PAGE 胶分离、银染和干燥后，利用 PhosphoImager SI（Molecular Dynamics）

扫描成像。 

3.5 放射性双向电泳分析 

 首先进行体外蛋白激酶实验分析，设 100µl 反应体系，所含组分的终浓度分别

为 20mM PIPES 或者 Tris-HCl (pH=7.5)，1mM MnCl2，0.1mM MgCl2，1mM DTT，

0.5%的混合磷酸酶抑制剂（P5726，Sigma）。然后加入总量为 33µg 的 PtkA 重组

蛋白，200 µg 的结核菌裂解液和 30 µCi 的 γ-[
32

P] ATP，用蛋白透析缓冲液（20mM 

Tris-HCl，50mM NaCl，1mM DTT，10%甘油，pH=7.5）补足余下体积。37℃条件

下反应 1h 后，加入用于双向电泳的水化液成分如下： 

成分 质量或体积 最终浓度 

尿素 0.12g 8M 

CHAPS 0.005g 2%(w/v) 

IPG buffer 1.25µl 0.5%(v/v) 

溴酚蓝 0.5µl 1% 贮存液 痕量 

1M DTT 1µl 约 0.7mg 

混匀后，用透析缓冲液将体积补充到 250µl，室温放置 1.5h，使蛋白充分变性。

双向电泳的具体步骤参见 GE Healthcare 的操作手册，本文简要描述其操作步骤。

第一维蛋白等电聚焦于 GE Healthcare 系统中完成。将上述反应液吸入等电聚焦条

槽中，通过水化膨胀法将蛋白质吸收进入 pH 范围 3-10 的等电聚焦条（GE 

Healthcare）中。等电点聚焦的程序为：20℃水化膨胀 14h；20℃下以 50µA/trip 进

行等电聚焦（S1：梯度，100V，0:01hrs；S2：梯度，300V，0:30hrs；S3：梯度，

500V，0:30hrs；S4：梯度，1000V，0:30hrs；S5：稳定于 6000V，持续 8hrs）。蛋

白等电点聚焦完成后，IPG 胶条置于 SDS 平衡缓冲液（6M 尿素，50mM Tris-HCl，

pH8.8，30%甘油，2% SDS，0.0002%溴酚蓝，使用前每 10ml 缓冲液中加入 100mg 

DTT）中，摇动平衡 15min。将 IPG 胶条轻轻放在 12% SDS-PAGE 胶的上方，用

琼脂糖凝胶封闭液（25mM Tris，192mM 甘氨酸，01% SDS，0.5%琼脂糖，痕量
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溴酚蓝）封闭，静置几分钟。于 40V 恒定电压下进行电泳，直到溴酚蓝移动到拒

胶下边缘 0.5cm 处，停止电泳。参照文献 [17,18]的方法对蛋白胶进行银染。然后

置于凝胶真空干燥器上干燥，利用 PhosphoImager SI 扫描成像。 

3.6 磷酸化氨基酸分析（phospho-animo acid analysis） 

1). 体外激酶实验：体外激酶实验如前文所述，将样品进行 SDS-PAGE 之前，

在样品孔左右两侧各加适量预染蛋白 marker。跑完胶后不染色。 

2). 蛋白质转膜及消化：将大小合适的 PVDF 膜（Immobilon-P，0.45µm 孔径）

在甲醇中浸泡数分钟。接着将 PVDF 膜、海绵、滤纸及凝胶在 4℃保存的转移缓冲

液（57.63g 甘氨酸+12.12g Tris + 800ml 甲醇，用水稀释到 4 L）中平衡 5 分钟。按

“海绵—滤纸—凝胶—PVDF 膜—滤纸—海绵”的顺序装置好，将转移夹合上，夹

紧，做成“三明治”结构。PVDF 膜应该靠近正极，切记各层之间不能有气泡形成。

76V 电压下转移 1.5h。用水冲洗 PVDF 膜去除残留的 SDS 和甘氨酸。利用

PhosphoImager SI 对 PVDF 膜扫描成像后，将膜相应位置的条带切下来放入 500µl 

6N HCl 中。110℃条件下精确孵育 2.5h。将消化在 HCl 中的氨基酸等体积地转移至

2-4 个离心管中，利用真空离心浓缩仪除掉 HCl。使用 0.1N HCl/30% 甲醇溶液对

被消化的氨基酸漂洗三次，每次 250µl，溶液依旧用真空离心浓缩仪去除，最后一

次务必彻底去除溶剂。最后取 25µl ddH2O 溶解被消化的氨基酸，备用。 

    3). TLC 薄层色谱分析及放射自显影：使用毛细管取适量上述样品点在纤维素

TLC 板上（距离底部 1-2cm），然后在合适位置分别点上磷酸化的 Thr、Ser 和 Tyr

（1µl 浓度为 2mg/ml 的标准品）。将点了样的薄层板置于盛有展开剂（异丁酸:0.5M 

NH4OH=5:3，v/v）的展开槽中 12h。取出薄层板，置于通风橱中干燥。将微量的

γ-[
32

P] ATP（1:10000 稀释）点在薄层板的四个角落，干燥后进行放射自显影，利

用 PhosphoImager SI 扫描成像。然后将显色剂（溶于乙醇的 0.1%-0.2%的茚三酮，

w/v）均匀地喷在薄层板上，显色，扫描。然后将三种磷酸化氨基酸标准品的比移

值（Rf 值）与样品中氨基酸的比移值比对，即可得出蛋白质样品中磷酸化的氨基

酸种类。 

3.7 pull-down 实验分析 

  将 750µg纯化的 PtkA-His 蛋白加入到 1ml 50% Ni-NTA His-Bind Resins 中， 同

时以一管不加 PtkA-His 蛋白的 Resins 作为阴性对照。室温静置 30min 后，利用重

力去除液体。分别将 1mg Mtb △ptkA 突变株的裂解液加入上述 Resins 中，轻轻吹

打混匀，4℃孵育过夜。使用 2倍柱体积的含有 20mM 咪唑的洗涤缓冲液洗涤Resins

后，再加入 250µl 含有 250mM 咪唑的洗脱缓冲液，吹打混匀，室温静置 5min。
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收集洗脱蛋白进行 SDS-PAGE 检测。 

3.8 硫氧还蛋白还原酶活性分析（DTNB 法） 

1). 准备试剂：20mM EDTA，50mM NADPH（购自 ICN 公司），1mM 5,5’-二

硫基-(2-硝基苯甲酸) [5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid), DTNB]（Sigma，溶于 95%

的乙醇）。100mM 磷酸盐缓冲液（PB）（pH=7.4）：按 3.8ml 0.2M NaH2PO4+16.2ml 

0.2M Na2HPO4+20ml ddH2O 配制。 

2). 按照“实验方法 3.4”的方法用 PtkA-His 对 TrxB2 进行磷酸化处理。反应

体系为 20µl，一共得到 0.8µg 的自磷酸化的 PtkA-His（pPtkA-His）和 0.9 µg 的

pPtkA-His+ pTrxB2 混合物。 

3). 酶活测定方法参考文献 [19]。由于 TrxB2 被 PtkA-His 磷酸化后很难分离

纯化 pTrxB2，所以该实验直接使用 TrxB2 和 PtkA-His 体外激酶实验后的混合物来

代表 pTrxB2，并加入单独的 pPtkA-His 作为对照。具体添加样品的方法（100µl

体系，三复孔）以下表为例（单位：µl）。 

         组别 

成分 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

TrxC(1.6µg/µl) \ 2.5 \ \ \ 2.5 2.5 \ 2.5 

TrxB2(0.9µg/µl) \ \ 12 \ \ 12 \ 12 \ 

pPtpA-His \ \ \ 12 \ \ 24 24 \ 

pPtpA-His+ 

pTrxB2 
\ \ \ \ 24 \ \ \ 24 

20mM EDTA 15 15 15 15 15 15 15 15 15 

50mM NADPH 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

1mM DTNB 8.25 8.25 8.25 8.25 8.25 8.25 8.25 8.25 8.25 

100mM PB 274 272 262 262 253 260 249 238 248 

  因此，各个成分的终浓度分别为：1mM EDTA，26µM DTNB，0.5mM NADPH，

1 µM 纯化的各种 TrxC、TrxB2、pTrxB2 等蛋白。加完样品后，以第 1 组为空白对

照，室温下在 412nm 处实时监测各个组，持续 5min。当检测 0.1 µM 和 0.5 µM 的

TrxB2 或 pTrxB2 的酶活性时，只需要依据上表稍微改变一下相关组分的添加样即可。 

3.9 Western blot 分析蛋白质的亚细胞定位 

  按方法 3.2 制备结核杆菌 H37Rv 全菌体裂解液及滤液蛋白（CFP）。将上述亚

细胞结构组分进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，电泳结束，将蛋白转移到醋酸纤维素膜

上进行免疫印迹实验（干法转膜）。由于 DosR 蛋白定位于细胞质中，所以我们使

用该蛋白作为全菌体裂解液组分（即结核杆菌全蛋白组分）的对照，检测全菌体
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裂解液组分是否渗漏到滤液蛋白组分中。分别使用特异性抗体 Rabbit anti-TrxB2、

Rabbit anti-PtkA 和 Rabbit anti-DosR 一抗抗体检测 TrxB2、PtkA 和 DosR 蛋白。二

抗抗体使用 Alexa Fluor 680-conjugated goat anti-rabbit IgG (Life technologies 

Corp.)。使用 Odyssey CLx Infrared Imaging System 收集免疫印迹信号。  

4 结果与分析 

4.1 以放射性双向电泳为基础的磷酸化蛋白质组学方法鉴定 PtkA 的底物 

  首先本研究对比了实验室已有的两个不同形式的 PtkA 蛋白的激酶活性。由

图 1 的体外蛋白激酶实验结果可知，纯化自 BL21(ED3)-pMAL-ptkA 的 PtkA-MBP

蛋白（MBP 为麦芽糖结合蛋白，maltose binding protein）自磷酸化作用不太明显，

但对于已知底物 PtpA-His 和激酶通用底物髓鞘碱性蛋白（myelin basic protein，以

示区分，下文简写为  myelin BP）的磷酸化作用比较明显；而纯化自  M. 

smegematis-pALACE-ptkA 的 PtkA-His(MS)蛋白，尽管能很好的自磷酸化及对

myelin BP 进行磷酸化，但对 PtpA-His 的磷酸化作用很弱。因此以下实验将采用

PtkA-MBP 蛋白。 

 

图 1. 分别从 M. smegematis-pALACE-ptkA 和 BL21(ED3)-pMAL-ptkA 中纯化的 PtkA 的激酶

活性对比。上图显示的是银染的蛋白胶，下图显示的是放射自显影照片。 

Fig. 1. Comparison of the kinase activity of rPtkA purified from M. smegematis-pALACE-ptkA and 

BL21-pMAL-ptkA, respectively. The lower image shows phosphorylation visualized by 

auto-radiography, and the upper image represents the Silver-stained gels. 

 

本研究接着以放射性同位素 32
P 为磷酸基团供体，将纯化的 PtkA-MBP 蛋白和
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结核菌全菌体裂解液共孵育后，利用双向电泳鉴定 PtkA 的新底物。如图 2 所示，

右边放射自显影图片中，与 PtkA-MBP 蛋白共孵育之后的结核菌 H37Rv 全菌体蛋

白（图 2A，红色圈圈出了 PtkA-MBP 蛋白的位置）并没有比后者单独孵育时（图

2B）多出任何磷酸化信号（黑点）。而且令人感到奇怪的是，就连蛋白酪氨酸激酶

PtkA-MBP 本身的自磷酸化活性也完全消失了。鉴于本实验中添加了足量的磷酸酶

抑制剂且放射自显影图片中仍可见其他磷酸化信号，我们排除了磷酸酶去磷酸化

作用做本实验的干扰。我们考虑是否是 PtkA-MBP 自磷酸化活性太低（见图 1）及

体外蛋白激酶实验条件影响其对底物的磷酸化作用。且 PtkA-MBP 蛋白比较容易

被降解（见该蛋白下面一系列条带），因此下一步我们将着手探索 PtkA 蛋白更优

的纯化条件及体外蛋白激酶实验条件。 

 

图 2. 体外放射性双向电泳分析。A，结核菌 H37Rv 全菌体蛋白与 PtkA-MBP 共孵育，红色圈

圈出了 PtkA-MBP 的位置；B，结核菌 H37Rv 全菌体蛋白单独孵育。左图显示银染的蛋白胶，

右图显示放射自显影图片。 

Fig. 2. In vitro phosphorylation assays. M. tuberculosis intracellular proteins were incubated with 

either PtkA-MBP (A) or no PtkA (B). Proteins were incubated with 
32

P-γ-ATP and a range of 

cofactors for 1 h, separated by 2-D electrophoresis and visualized by a phosphoimager apparatus. 

The right images show phosphorylation visualized by autoradiography, and the left images represent 

the Silver-stained gels. The position of PtkA-MBP is indicated with a red oval. 
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4.2 PtkA 体外蛋白激酶条件的优化 

我们在纯化 PtkA 蛋白时发现，pALACE-ptkA 和 pET151D/TOPO-ptkA 两种来

源的蛋白纯化率都很低，且杂蛋白很多（图 3A 和 B）。由图 3C 可知，从

pMAL-c5x-ptkA 中纯化的 PtkA 蛋白降解很严重。通过对 pET151D/TOPO、pALACE

及 pMAL-c5x 载体分析，我们发现它们的 His（前两个载体）或 MBP 标签都是和

PtkA 蛋白的 N 末端连接。因此我们大胆猜测纯化的 PtkA 蛋白有可能是从 C 末端

开始被降解掉的：MBP 标签很大（约 45kDa），且该质粒表达量高，所以 PtkA 的

降解反映为蛋白胶上从 PtkA-MBP 到 MBP 之间连续的条带；而其它两个质粒都是

小标签 His，所以 PtkA 的降解无法反映在蛋白胶上，但却导致其纯化率很低。基

于此，我们选择了一个能在目的蛋白的 C 末端添加标签的载体 pET22a(+)，由图

3D 可知，使用该载体可以大量获得纯度高、无降解的 PtkA-His 蛋白。 

 

图 3. 不同载体、不同纯化条件下，重组蛋白 PtkA 的得率及纯净度比较。经 BCA 法测得各种

PtkA 的浓度分别为：0.82mg/ml（A），0.094mg/ml（B），1.47mg/ml（C），0.998mg/ml（D）。

箭头所指处即为 rPtkA。 

Fig. 3. Comparison of the recombinant PtkA from different conditions. For each gel the 

positions of rPtkA is indicated with an arrow. 

 

接着我们测试了不同体外蛋白激酶实验条件对于纯化自 pET22a(+)-ptkA 的

PtkA-His 蛋白的激酶活性的影响。首先我们摸索了 Mg
2+和 Mn

2+不同浓度的配伍对

于 PtkA-His 的自磷酸化活性（图片未显示），发现 0.1mM MgCl2和 1.0mM MnCl2

搭配是最优的。由图 4B 可知，改良后的离子浓度配伍明显优于常规的离子浓度配

伍（5.0mM MgCl2 和 5.0mM MnCl2）。接着我们发现 64nM 的 32
P（即 4μCi 

32
P）就

可以满足 PtkA 自磷酸化（图 4A）。最后我们检测到 37℃孵育 1h 可以得到比较好

的 PtkA-His 的自磷酸化作用。 
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图 4. PtkA 自磷酸化条件的优化。每幅小图中，上图代表放射自显影图片，下图代表考马斯亮

蓝染色的蛋白胶。 

Fig.4. Autophosphorylation of PtkA. Recombinant PtkA is autophosphorylated in an ATP dose- (A) 

and time- (B and C) dependent manner. The upper images show phosphorylation visualized by 

autoradiography, and the lower images represent the Coomassie blue-stained gel.  

 

然后我们利用优化的体外蛋白激酶实验条件对不同类型的 PtkA 进行了测试。

由图 5 可知，无论是自磷酸化作用，还是对底物的磷酸化作用，纯化自

pET22b(+)-ptkA 的 PtkA-His 蛋白的表现都明显优于其它来源的 PtkA。因此，我们

选择纯化自 pET22b(+)-ptkA 的 PtkA-His 蛋白供后续研究。 

 

图 5. 不同来源的 PtkA 的激酶活性对比。每幅小图中，上图代表考马斯亮蓝染色的蛋白胶，
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下图代表放射自显影图片。 

Fig. 5. Comparison of the kinase activity of rPtkA purified from different strains. The lower 

images show phosphorylation visualized by autoradiography, and the upper images represent the 

Coomassie blue-stained gel.  

4.3 使用蛋白质组学方法无法找到 PtkA 底物的原因 

我们利用优化好的 PtkA-His 重新进行体外蛋白激酶实验，由于放射性双向电

泳操作复杂，我们首先进行常规的 SDS-PAGE。意外的是，不论与结核菌 H37Rv

野生型菌株全蛋白还是与结核菌△ptkA 突变株全蛋白共孵育，PtkA-His 蛋白的自

磷酸化活性依然基本消失了（图 6）。鉴于前面实验证实 PtkA-MBP 的自磷酸化活

性也被结核菌全细胞裂解液抑制（图 2），因此我们怀疑结核菌中存在 PtkA 的抑制

因子。 

 

图 6. PtkA-His 与结核菌全菌体裂解液的体外激酶实验。上图代表银染的 SDS-PAGE 蛋白胶，

下图代表放射自显影图片。 

Fig. 6. In vitro phosphorylation assays. M. tuberculosis intracellular proteins were incubated with 

either PtkA-His or no PtkA-His. Proteins were incubated with 
32

P-γ-ATP and a range of cofactors for 

1 h, separated by SDS-PAGE and visualized by a phosphoimager apparatus. The lower image shows 

phosphorylation visualized by autoradiography, and the upper image represents the Silver-stained 

gels.  
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结核菌全细胞裂解液中包含各种离子及蛋白质，我们首先想确定是哪个组分

抑制了 PtkA-MBP 的自磷酸化活性。基于此，我们利用一个孔径为 10kDa 的超滤

离心管将结核菌全细胞裂解液中大于 10kDa 的蛋白去掉，剩下的就是结核菌全细

胞裂解液中小于 10kDa 的蛋白质及各种离子，在图 7 中表示为“10kDa 

flow-through”。然后将该组分与结核菌△ptkA 突变株全细胞裂解液等进行体外蛋白

激酶实验分析。如图 7 所示，PtkA-His 与全细胞裂解液孵育后，自磷酸化活性基

本消失；而与只含小于 10kDa 蛋白及离子的“10kDa flow-through”组分孵育后，

自磷酸化活性依然存在。由此我们可以判断结核菌全细胞裂解液中确实存在某个

分子量大于 10kDa 可抑制 PtkA-His 自磷酸化作用的蛋白质。 

 

图 7. PtkA-His 与结核菌全菌体裂解液的不同组分的体外激酶实验。上图显示的是银染后的蛋

白胶，下图代表放射自显影图片。 

Fig. 7. In vitro phosphorylation assays. M. tuberculosis intracellular proteins and  ―no protein 

flow-through‖ were incubated with either PtkA-His or no PtkA-His. The lower image shows 

phosphorylation visualized by autoradiography, and the upper image represents the Silver-stained 

gel.  

接着我们尝试利用 pull-down 技术将该抑制蛋白鉴定出来。由图 8 可知，利用

简单的 His-tag pull-down 技术并没有在结核菌△ptkA 总蛋白中钓取到与 PtkA-His

相互作用的蛋白。鉴于我们的目的是寻找 PtkA-His 的底物，且时间有限，我们并

没有尝试其它更先进更复杂的方法来鉴定抑制 PtkA-His 自磷酸化的蛋白质。不过，

总而言之，我们通过实验发现了 PtkA-His 的上游调控蛋白，具体蛋白及作用机制
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有待进一步研究。 

 

图 8. Pull-down 试验分析。各个条带代表的信息是：1，结核菌△ptkA 总蛋白；2，结核菌△ptkA

全细胞裂解液空白对照（裂解液中与树脂非特异性结合的蛋白）；3，固化的 PtkA-His 从结核

菌△ptkA 全细胞裂解液中捕获的相互作用蛋白；4，纯化的 PtkA-His 蛋白；5，蛋白 marker。 

Fig. 8. Pull-down assay. His-tagged PtkA was used as bait. Ni
2+

 cations beads coupled with 

approximately 0.9 μg of PtkA-His were incubated with either lysates of the Mtb △ptkA strain (lane 3) 

or with buffer alone (lane 2). After washing the beads, proteins bound to the beads were analyzed by 

12% SDS–PAGE followed by silver staining. Lane 1: Mtb △ptkA lysate; lane 4: PtkA-His; lane 5: 

marker.  

4.4 借助生物信息学方法寻找 PtkA 的底物 

 研究人员利用无凝胶的质谱和固定化金属亲和层析技术（gel-free mass 

spectrometry and immobilized metal affinity chromatography technology）在不同细菌

中鉴定出了 105 个酪氨酸磷酸化蛋白质（表 2）。尽管通过磷酸化蛋白质组学方法

鉴定出了在结核菌中大量的丝氨酸和/或苏氨酸磷酸化蛋白质 [20]，但目前为止仍

然没有鉴定出来任何酪氨酸磷酸化蛋白质。Tan 等人[21]利用序列比对方法比较人

与不同亲缘关系的模式生物（果蝇、线虫和酵母）磷酸化蛋白的保守性时，发现

了 344 个人源蛋白中的 479 个磷酸化位点似乎在 6 亿年的进化过程中都是保守的。

比较表 2 中已经鉴定出来的酪氨酸磷酸化蛋白质，我们并没有发现某个磷酸化酪

氨酸残基在所有细菌中都保守。但有这样的例子，如枯草芽孢杆菌（B. subtilis）、

天蓝色链霉菌（Streptomyces coelicolor）和大肠杆菌（Escherichia coli）的 SSBs

（Single-stranded DNA-binding proteins）蛋白在大肠杆菌中表达时都能检测到酪氨

酸磷酸化作用，这说明在不同细菌中仍然存在相对保守的酪氨酸磷酸化作用 [22]。 
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表 2. 磷酸化蛋白质组学方法报道的所有酪氨酸磷酸化蛋白集合 

Table 2. A list of phosphotyrosine-proteins from published bacterial phosphoproteomics studies 

Bacterium No. of phos- 

phorpeptides 

No. of phosphotyrosine 

-proteins 

No. of Mtb  

homologues 

E. coli [23] 105 7 5 

B. subtilis [24] 103 12 7 

L. lactis [25] 102 6 2 

P. putida [26] 56 8 4 

P. aeruginosa [26] 57 8 4 

Campylobacter jejuni [27] 58 4 2 

S. pneumoniae [28] 102 13 7 

S. coelicolor [29] 44 5 3 

K. pneumoniae [30] 117 20 9 

H. pylori [31] 80 15 3 

L. monocytogenes [32] 115 7 4 

基于蛋白质的磷酸化作用是一个相对保守的翻译后修饰。我们利用序列比对

方法比较了不同细菌中 105 个酪氨酸磷酸化蛋白（表 2）与结核菌蛋白质组的同源

性。我们发现结核菌中一共有 8 个不同的蛋白质与这 105 个酪氨酸磷酸化蛋白质

具有保守的磷酸化酪氨酸残基（表 3）。通过蛋白同源性比对，我们发现结核菌的

这 8 个蛋白质与相应细菌的相应蛋白质具有很高的序列一致性（除 Rv0322 与大肠

杆菌的 Ugd 蛋白只有 23.4%的一致性以外，其它蛋白的序列一致性都在 36%以上）。

因此，我们假设结核菌的 8 个保守蛋白质为酪氨酸磷酸化蛋白。鉴于目前结核菌

中只鉴定出了唯一的蛋白酪氨酸激酶 PtkA，我们进一步假设这 8 个保守蛋白质都

为 PtkA 的磷酸化底物。 

表 3. 所选结核菌中潜在蛋白酪氨酸激酶底物及其同源蛋白的相关信息 

Table 3. A list of conservation of phosphotyrosine proteins which have homologue in Mtb   

and its conserved phosphotyrosine residues. 

结核菌 

蛋白质 

同源 

蛋白 

所属物种 磷酸化位点 磷酸化位点在结核
蛋白中是否保守 

序列一
致性 

Rv1310 AtpD E. coli PSAVGY268QPTLA YES 56.0% 

Rv3913 TrxB2 P. putida GSGPAGYSAAVY24AAR YES 41.5% 

Rv0384 ClpB E. coli GAPPGY653VGYE YES 54.4% 

Rv2222c 
GlnA S. pneumoniae NYTAIMNPTVNSY287K YES 41.3% 

GlnA L. lactis PGYEAPVY310VAWAGR NO 45.2% 

Rv0322 
Ugd E.coli TLDKNEAYRDADY76V NO 23.4% 

Ugd B. subtilis NFETSY70EKGL YES 36.3% 

Rv0685 Tuf S. pneumoniae FKGEVY314ILTK YES 70.4% 

 TufA E. coli GYRPQFY332FR YES 74.1% 

Rv1023 

Eno C. jejuni EALRSVCEIY185AILK YES 52.4% 

Eno 
B. subtilis Y8, Y46, Y249, Y256,  

Y281 Y403, Y419, Y424 
YES 57.0% 

Rv0949 UvrD H.pylori SRLAY47LIGVCGVP YES 45.5% 
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接着我们将这 8 个蛋白质的编码基因从结核菌 H37Rv 基因组上扩增出来并利

用限制性内切酶连接到相应的表达载体上（具体见实验方法部分），然后根据标准

步骤将各个蛋白质纯化出来。图 9 表明，我们得到了纯度和得率较好的底物蛋白

（箭头指示各个蛋白位置）。随后我们对这些假设的底物蛋白和 PtkA-His 做了体外

蛋白激酶实验分析。图 10 表明，TrxB2 可以被 PtkA-His 磷酸化，即 TrxB2 可能为

PtkA-His 的酪氨酸磷酸化底物。但仍需进一步实验验证。 

 

图 9. 各个蛋白的表达情况。箭头所指处即为每个纯化蛋白的位置。 

Fig. 9. Protein purification. For each gel the positions of target proteins are indicated with an arrow, 

respectively. 

 

 

图 10. PtkA 与其潜在底物的体外激酶实验分析。箭头指示 PtkA-His 蛋白的位置，红框指示

TrxB2 被 PtkA-His 蛋白磷酸化的位置。上图显示放射自显影图片，下图显示银染的蛋白胶图

片。 

Fig. 10. In vitro phosphorylation assays. Purified protein substrates were incubated with either 

PtkA-His or no PtkA-His. Proteins were incubated with 
32

P-γ-ATP and a range of cofactors for 1 h, 

separated by SDS-PAGE and visualized by a phosphoimager apparatus. For each gel the positions of 

PtkA-His are indicated with an arrow. The upper images show phosphorylation visualized by 

autoradiography, and the lower images represent the silver-stained gels.  
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4.5 TrxB2 是 PtkA 的特异性酪氨酸磷酸化底物 

    为进一步证实 TrxB2 是 PtkA 的特异性酪氨酸磷酸化底物，我们首先用

PtkA-His 对 TrxB2 进行时间和浓度依赖的体外磷酸化检测。从图 11A 上图可知，

在 TrxB2 和 PtkA-His 量不变的情况下，TrxB2 的磷酸化水平随着时间的增加而增

强。从图 11A 下图可知，在 PtkA-His 的量不变的情况下，TrxB2 的磷酸化水平随

着其浓度的增加而增强，表现出底物浓度依赖的磷酸化现象。然后我们利用磷酸

化氨基酸分析实验来探索 TrxB2 的哪个氨基酸残基被磷酸化了。如图 11B 所示，

经过计算可知各个标准品的比移值（Rf 值）分别为：phosphor-serine = 0.255；

phospho-threonine = 0.300；phospho-tyrosine = 0.345。而 TrxB2 的 Rf 值为 0.339。

由此可见，TrxB2 的磷酸化氨基酸残基就是其中某个或某些酪氨酸残基，即 TrxB2

是 PtkA 的特异性酪氨酸磷酸化底物。我们检查了 TrxB2 的蛋白质序列，一共包含

6 个酪氨酸残基。接着我们利用定点突变技术将这 6 个酪氨酸残基分别突变为惰性

的丙氨酸。然后将这些 TrxB2 突变蛋白及野生蛋白和 PtkA-His 蛋白进行体外蛋白

激酶实验。由图 11C 可知，突变掉 TrxB2 的 32 位酪氨酸残基后，该蛋白无法被

PtkA-His 磷酸化了，即 PtkA-His 蛋白只对 TrxB2 的 32 位酪氨酸残基进行了磷酸化。 

 

图 11. TrxB2 是 PtkA 的底物。A 上图、B 右图和 C 上图显示的是放射自显影图片，A 下图显
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示的是银染蛋白胶图片，B 左图显示的是茚三酮染色的 TLC 薄层板，C 下图显示的是考马斯

亮蓝染色的蛋白胶图片。 

Fig. 11. TrxB2 is a substrate of PtkA.  (A) PtkA phosphorylates TrxB2 in ATP time- (upper image) 

and dose- (lower image) dependent manner. The lower images in represents the silver-stained 

SDS-PAGE gel. (B) TrxB2 is phosphorylated at tyrosine residues as shown by phospho-amino acid 

TLC analysis (RF: phosphoserine=0.255; phosphothreonine=0.300; phosphotyrosine =0.345; 

TrxB2=0.339). (C) Site-directed mutagenesis shows that TrxB2 is phosphorylated on Tyr
32

. WT, 

wild-type. The upper images show phosphorylation visualized by autoradio-graphy, and the lower 

image represents the coomassie blue-stained gels.  

 

4.6 磷酸化作用不影响 TrxB2 的酶活性 

本研究利用 DTNB 比色法来探索 TrxB2 的磷酸化作用对其硫氧还蛋白还原酶

活性的影响。DNTB 法的原理如图 12 所示。由图 13 可知，PtkA-His 没有活性，

因此该激酶不影响TrxB2的酶活性测定。单独的硫氧还蛋白TrxC或者单独的TrxB2

也基本没有活性，这符合相关的文献报道 [15]；只有 TrxB2 和 TrxC 组成的硫氧还

蛋白系统才有还原 DTNB 的能力。不过，我们对比了不同浓度的 pTrxB2 和 TrxB2

的硫氧还蛋白还原酶活性（图 13），发现二者之间并无显著差异，因此 PtkA-His

对 TrxB2 的磷酸化作用不影响后者的硫氧还蛋白还原酶活性。 

 

 

图 12. 硫氧还蛋白系统催化的将电子从 NADPH 传递到终端受体的示意图。 

Fig. 12. Scheme of NADPH-dependent transfer of electrons to the terminal acceptors mediated 

by thioredoxin system. 
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图 13. 磷酸化作用对 TrxB2 的硫氧还蛋白还原酶活性的影响。 

Fig. 13. The thioredoxin activity of TrxB2 is not affected by phosphorylation. The reaction 

mixture contained 100 μM phosphate buffer (pH 7.4), 1 mM EDTA, 450 μM NADPH and purified 

TrxB2 at an indicated concentration. The progress of the reactions was monitored at 412 nm against 

a blank control for 6 min at 25 ℃ with a final volume of 100 μ l.  

4.7 磷酸化作用抑制 TrxB2 的分泌 

有研究显示，枯草芽孢杆菌的蛋白酪氨酸激酶 PtkA 磷酸化其底物后，能够改

变底物的亚细胞定位 [33]。此外，Av-Gay 实验室未发表的 iTRAQ 数据也显示，

结核菌H37Rv△ptkA突变株培养基滤液蛋白（CFP）中TrxB2的含量比结核菌H37Rv

野生株 CFP 中的 TrxB2 高了大约 3 倍左右。基于此，我们分别制备结核菌 H37Rv

野生株和△ptkA 突变株的全蛋白裂解液和 CFP 组分，然后利用特异性抗体检测了

PtkA 和 TrxB2 的亚细胞定位情况。如图 14 可知，缺失掉 ptkA 后，结核菌分泌了

更多的 TrxB2 到胞外；即 PtkA 的磷酸化作用抑制了 TrxB2 的分泌。 

 

图 14. PtkA 和 TrxB2 在结核菌中的亚细胞定位。 

Fig. 14. Cellular localization of PtkA and TrxB2. Lysate and culture filtrate proteins (CFP) were 
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prepared from wild type Mtb and △ptkA Mtb grown at 37 ℃ in Sauton medium to an OD600 of 

0.6–1.0. Samples were separated by SDS-PAGE and followed by Western blot analysis with the 

indicated antibody. Rabbit anti-DosR polyclonal IgG was used to detect the DosR protein, which is 

used as a control for cytoplasm protein. Five microgram protein for α-TrxB2 and α-DosR, while 50 

μg protein for α-PtkA. 

5 讨论 

本研究的目标是寻找结核菌唯一的蛋白酪氨酸激酶PtkA的除自身及PtpA以外

的其它底物。我们原计划利用常规的放射性双向电泳技术鉴定 PtkA 的底物，但意

外地发现结核菌中存在 PtkA 磷酸化的抑制蛋白：尽管具体是哪个蛋白发挥抑制作

用还有待深入研究，但这极有可能是至今仍未见报道 PtkA 其它底物的主要原因。

通过本研究以及其它文献资料可以窥见结核菌生理过程的复杂性（图 14）：PtkA

磷酸化 PtpA 通过某分泌系统分泌到胞外（本实验室未发表数据），后者在结核菌

感染宿主及潜伏感染过程中十分重要 [1,3,4,34]；而 PtpA 的活性同时也受到

PtkA[12]及某些真核样丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶（STPKs）的磷酸化调控（本实验室

未发表数据）。同时，PtpA 的调控蛋白 PtkA 的自磷酸化活性也能被某些 STPKs 激

活（本实验室未发表数据），而本研究又发现了 PtkA 的自磷酸化活性被某个蛋白

所抑制。所以，综合可知，PtkA 可能在结核菌胞内信号转导过程中起着桥梁分子

的作用，厘清该作用网络对于揭示结核菌的致病性十分重要。 

 

图 14. PtkA 调控底物及信号传递示意图 

Fig. 14. A model for the regulation network and signal transduction in Mtb. 
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接着我们利用生物信息学方法预测到 8 个潜在的酪氨酸磷酸化蛋白质。然后

利用一系列生物化学方法体外证明了其中的 TrxB2 是 PtkA 的底物，其磷酸化残基

为 32 位的酪氨酸。根据序列比对信息发现，结核菌的 TrxB2 和恶臭假单胞菌（P. 

putida）中的同源蛋白 TrxB2 的 24 位磷酸化酪氨酸残基是相同位置，且磷酸化酪

氨酸残基附近的氨基酸同源性也相当高。该结果也证明了细菌之间磷酸化位点的

保守性。值得注意的是，预测到的其它 7 个潜在的酪氨酸磷酸化蛋白质与其它细

菌的酪氨酸磷酸化蛋白质同源性都很高（表 2），但都不能被结核菌的 PtkA 磷酸化。

基于此，我们可以大胆假设结核菌中可能还存在其它的蛋白酪氨酸激酶，而这些

预测的蛋白可能是这些未知蛋白酪氨酸激酶的底物。 

 TrxB2 是结核菌基因组编码的唯一一个硫氧还蛋白还原酶，此外结核菌基因组

还编码三个硫氧还蛋白 TrxA、TrxB1 和 TrxC [35]。TrxB2 和 TrxC 组成了结核菌中

的硫氧还蛋白系统。在生物界中，硫氧还蛋白系统是一种广泛分布的重要的巯基-

二硫化物氧化还原酶系统 [36]，其作用是将电子从 NADPH 转移到终端氧化底物

和蛋白的二硫键上 [37]。硫氧还蛋白系统在诸如维持细胞还原状态、DNA 合成及

转录调控等众多代谢通路方面有着举足轻重的作用 [38]。硫氧还蛋白是一种小分

子蛋白，具有一个保守的 CXXC 催化基序，该基序形成一个活性中心二硫醇并进

行可逆化的氧化还原级联反应。而该氧化还原级联反应是基于硫氧还蛋白还原酶

催化的一种 NADPH 氧化反应，能够介导氧化性硫氧还蛋白[Trx-(S)2]的减少及还原

性硫氧还蛋白-(SH)2 的形成。最后，在该级联反应的最终阶段，还原性的硫氧还蛋

白将一个末端底物还原 [15]。 

有文献报道在大肠杆菌中异源表达的由结核菌Trx B2和TrxC组成的硫氧还蛋

白系统能够还原二硝基苯（ dinitrobenzene ）和氢过氧化枯烯（ cumene 

hydroperoxide），而后者的还原可以不依赖于硫氧还蛋白 [39]。该系统通过降低烷

基氢过氧化物酶（ahpC）的表达来帮助病原菌抵御活性氧中间产物（ROIs）[36,40] 。

此外，该系统还通过给巯基过氧化物酶 Tpx 提供电子的方式在氢过氧化物和过氧

亚硝基盐解毒过程中起着重要作用 [36]。本研究显示，TrxB2 的磷酸化作用没有

影响其硫氧还蛋白还原酶活性，但其磷酸化却能抑制 TrxB2 的分泌。也就是说结

核菌 H37Rv △ptkA 突变株分泌了更多的 TrxB2 到细胞外。本实验室未发表的反向

遗传学数据显示，体外培养的结核菌 H37Rv △ptkA 突变株比野生株更加耐受 H2O2

和氢过氧化枯烯。因此，我们的实验结果可以解释这一现象：结核菌 H37Rv △ptkA

突变株分泌了更多的 TrxB2 到细胞外，TrxB2 独自或与 TrxC 共同对 H2O2 和氢过

氧化枯烯进行了解毒作用，从而使该突变株更加耐受这些氧化压力。但是这一过

程对于结核菌自身的代谢或生存有何意义还有待进一步研究。 
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附  录 

附录 1 

 

第 3 章的 Table S1-S8 表格太大，具体请到下面网站下载： 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S156713481500057X 

 

 

 

附录 2  缩略语表      

    

英文缩写       英文全称       中文全称 

AA Amino acid 氨基酸 

Amp Ampicillin 氨苄青霉素 

B. subtilis  Bacillus subtilis 枯草芽孢杆菌 

BCG bacillus Calmette-Guérin BCG 疫苗 

BLAST Basic local alignment search tool 局部比对基本检索工具 

bp Base pair 碱基对 

C. jejuni  Campylobacter jejuni 空肠弯曲杆菌 

CaMKII Ca
2+

/calmodulin-dependent kinase II Ca
2+

/钙调节素依赖的蛋白激酶

II 

CFP culture filtered protein 培养基滤液蛋白组分 

CFP-10 the 10-kD culture filtrate protein 10kDa 滤液蛋白 

CFU colony-forming units 菌落形成单位 

CM cell membrane fraction 细胞膜组分 

coronin 1 Tryptophan aspartate containing coat protein 色氨酸天冬氨酸膜蛋白 

CW cell wall pellet 细胞壁组分 

DC-SIGN dendritic cell-specific intercellular adhesion 

molecule-3-grabbing non-integrin 

树突状细胞特异性细胞间黏附

分子-3-结合非整合素分子 

ddH2O Deionic distilled water 去离子蒸馏水 

DEPC Diethy pyrocarbonate 焦碳酸二乙酯 

dNTP Deoxyribonucleoside triphosphate 脱氧核苷三磷酸 

DTNB 5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) 5,5’-二硫基-(2-硝基苯甲酸) 

E. coli  Escherichia. coli 大肠埃希氏菌 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay  酶联免疫吸附测定法 

ESAT-6 early secreted antigenic target 6 kD 6kDa 早期分泌抗原 

ESX type Ⅶ secretion systems Ⅶ型分泌系统 

g Gram 克 

GFP Green Fluorescent Protein 绿色荧光蛋白 

GSK3α glycogen synthase kinase 3α 糖原合酶激酶 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S156713481500057X
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h Hour 小时 

H. pylori  Helicobacter pylori 幽门螺杆菌 

Hyg Hygromycin B 潮霉素 B 

IPTG isopropyl-β-d-thiogalactoside 异丙基-β-d-硫代半乳糖苷 

IVN isovaleronitrile 异戊腈 

K. pneumoniae  Klebsiella pneumoniae 克雷伯氏肺炎菌 

Kan Kanamycin 卡那霉素 

kDa kilodalton 千道尔顿 

kg kilogram 千克 

L. lactis  Lactococcus lactis 乳酸乳球菌 

L.monocytogenes  Listeria monocytogenes 单增李斯特氏菌 

LAM lipoarabinomannan 脂阿拉伯-甘露醇聚糖 

LAMPs Lysosome-associated membrane protein 蛋白酶及溶酶体相关的膜蛋白 

LB Luria-Bertani medium LB 培养基 

LDH lactate dehydrogenase 乳酸脱氢酶 

LpdC Lipoamide dehydrogenase 硫辛酰胺脱氢酶 

M. avium Mycobacterium avium 鸟分枝杆菌 

M. bovis Mycobacterium bovis 牛分枝杆菌 

M. gilvum Mycobacterium gilvum 浅黄分枝杆菌 

M. marinum Mycobacterium marinum 海分枝杆菌 

M. microti Mycobacterium microti 田鼠分枝杆菌 

M. smegmatis Mycobacterium smegmatis  耻垢分枝杆菌 

Mtb Mycobacterium tuberculosis 结核分枝杆菌 

mAGP Mycolyl-arabinogalactan-peptidoglycan   分枝酰基-阿拉伯半乳聚糖-肽

聚糖 

MBP maltose binding protein 麦芽糖结合蛋白 

MDR-TB multidrug-resistant TB 耐多药结核病 

β-ME β-mercaptoethanol β-硫基乙醇 

mg milligram 毫克 

min Minute 分钟 

ml milliliter 毫升 

MR mannose receptor 甘露糖受体 

MTBC Mycobacterium tuberculosis complex 结核分枝杆菌复合物 

myelin BP myelin basic protein  髓鞘碱性蛋白 

NCBI National Center of Biotechnology 

Information 

美国国家生物技术信息中心 

OD Optical density 吸光度 

ORF Open reading frame 开放阅读框 

P. aeruginosa  Pseudomonas aeruginosa 铜绿假单胞菌 

P. putida  Pseudomonas putida 恶臭假单胞菌 
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PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳 

PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链反应 

PI3K phosphatidylinositol 3 kinase 磷脂酰肌醇-3-激酶 

PI3P phosphatidylinositol 3-phosphate 磷脂酰肌醇-3-磷酸 

PMA phorbol myristoyl acetate 佛波酯 

PMSF Phenylmethanesulfonyl fluoride 苯甲基磺酰氟 

PTK protein tyrosine kinase 蛋白酪氨酸激酶 

PtkA protein tyrosine kinase A  蛋白酪氨酸激酶 A 

PtpA protein tyrosine phosphotase A  蛋白酪氨酸磷酸酶 A 

RD1 region of difference 1 RD1 区 

RILP Rab-interacting lysosomal protein  Rab-交联溶酶体蛋白 

ROIs Reactive oxygen species 活性氧中间产物 

S. coelicolor  Streptomyces coelicolor 天蓝色链霉菌 

S. pneumoniae  Streptococcus pneumoniae 肺炎链球菌 

SD standard deviation 标准偏差 

SDS sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠 

SecA1 general secretion pathway 通用型分泌系统 

SecA2 accessory secretion system 替代型分泌系统 

SNARE soluble NSF attachment protein receptor 可溶性 N-乙基顺丁希二酰亚胺

敏感因子连接蛋白受体核心复

合体 

SOL soluble fraction 可溶解的细胞质组分 

SQRD sulfide quinone oxidoreductase 硫化醌氧化还原酶 

STPKs Serine/ threonine protein kinase 真核样丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 

Tat twin-arginine translocation 双精氨酸分泌系统 

TDM trehalose 6,6’-dimycolate or cord factor 海藻糖二分枝菌醇或索状因子 

TFP trifunctional enzyme 三功能酶 

TLR2 Toll like receptor 2 Toll 样受体 2 

Tris tris hydroxy methyl aminomethan 三羟甲基氨基甲烷 

VPS33B human vacuolar protein sorting 33B 人小泡分选蛋白 33B 

VpsC-HOP VpsC–homotypic protein sorting complex VpsC-同型蛋白分选复合体 

WCL whole cell lysates 全细胞裂解液 

XDR-TB extensively drug resistant TB 广泛耐药结核病 
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致  谢 

时间如白驹过隙，转眼又到毕业季。在西南大学的时光，看过了二乔玉兰花开

花谢六轮回，也看过了有志青年入学毕业五更替。终于轮到自己毕业，回首过往，

心怀感恩，感慨良多。 

首先要诚挚地感谢我的硕士和博士阶段的导师谢建平研究员。谢老师有着严谨

的治学风格、正直的为人之道、踏实的工作态度、全球性的视野、幽默风趣的谈

吐、极富创新的思维、宽厚仁慈的胸怀以及积极乐观的生活态度。谢老师的这些

品格有时犹如一面旗帜，鼓舞我们的斗志；有时犹如一座灯塔，指引我们前进的

方向。早在我读大三有考研想法时，我就联系了谢老师。谢老师的第一封邮件发

给我十多篇 nature、cell 或 science 的文章让我翻译，从此我正式摸到了科学的大门。

直到读研究生，我陆陆续续翻译了差不多十万字；期间轻松考过之前 4 次都未过

的英语四级，紧接着一次性考过六级并在考研英语中获得西南大学生科院第一的

好成绩。进入硕士阶段，谢老师始终坚持以 ―复合领军型人才‖的原则培养我们。

在学期间，我在科研、实验室管理以及其它社会活动方面积累了许多宝贵的经验。

进入博士阶段后，在谢老师的指导下，我发表了一些科技论文并成功申请到两项

校级项目，也与国内外的院士大牛们面对面交流过，这为我以后的科研生涯打下

了坚实的基础。同时，也要特别感谢谢老师提供给我出国留学的机会，这是我一

生的宝贵财富。 

衷心地感谢加拿大不列颠哥伦比亚大学（UBC）医学院的 Yossef Av-Gay 教授。

感谢 Av-Gay 教授提供给我的联合培养的机会，感谢 Av-Gay 教授对我实验选题和

设计方面的指导以及在我实验迷茫时期对我的鼓励和安慰。在温哥华的一年学习

时光，值得我铭记一生！ 

感谢西南大学生科院的孙敏教授、王德寿教授、黄红辉教授、阮华教授、李礼

教授、陈亚飞老师、杨蕊老师和唐知然老师这几年来在管理和日常事务中的帮助。

感谢李洪涛教授及其硕士生黄娟和杨茹对 western blot 实验的大力支持，感谢罗凌

飞教授及其博士生陆辉强在电转化方面的帮助，感谢罗克明教授及其博士生杨立

在实验耗材和仪器上的帮助。 

感谢 IMB 这个温暖的大家庭。人生中最好的五年时光，我和大家在这里挥洒

汗水，播种希望。感谢吴俊师姐在我初来乍到之际手把手地教会我基本的实验技

能和严谨的科学态度；感谢蒋德梅博士、赵全菊博士、邓万燕博士和同年级的陈

恬在细胞实验方面的愉快合作；感谢周培富博士在加拿大期间对我实验和生活上

的无私帮助，十分怀念我们在温哥华一起做饭、实验和游玩的三个月；感谢廖国
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建教授、冀磊博士、何颖博士、龙泉鑫博士、杜庆林博士、樊祥宇博士、庞蕾博

士、赵宇中博士、谢龙祥博士、刘明强等在实验方面提出的意见和建议，本文的

顺利完成，与他们的帮助密不可分，在此特别感谢。感谢已经毕业的师兄师姐对

我的照顾和关怀，他们是王琳师姐、吴雷婷师姐、胡锦师姐、毋凡师兄、贺君丽

师姐、张繁师姐、侯曼美师姐、毕继才师兄、石廷玉师兄。感谢同年级的王晓珍、

郑斐、周叶欣和滕铁山，以及朱传智、张帅帅和寇菲，三年的友谊记心中，并期

待我们的再重逢。感谢师弟付体伟、毛金校、张震、严建龙、李启明、Abu Algasim、

段湘科、周明亮、于召箫、任赛、鄢双全、许峻旗和王华，师妹贺黎铭、陈静、

曾立容、唐榭梅、洪伟玲、喻晓雯、李春梅、曾洁、向小洪、黄琴琴、罗红萍、

刘虹、王瑞、李慧、王欢、徐萌萌、林燕萍、张晨辉、李萍、童艳、张怡和郭思

瑶等，是你们的欢声笑语让我暂时忘却实验不顺带来的烦恼，十分荣幸能和你们

在 IMB 一起学习和成长。 

感谢 UBC 免疫和感染研究中心的研究助理 Jeffrey Helm 在我申请联培及在

UBC 学习阶段提供的诸多帮助，感谢 Mary Ko 对我实验提供的技术支持，感谢加

拿大不列颠哥伦比亚省 CDC 的 Neil Chin 和 John Tansey 在 P3 实验操作培训方面

的帮助。感谢 Av-Gay 教授实验的 Horacio Bach 教授、Dennis Wong 博士、Xingji 

Zheng 博士、Joseph Chao 博士、Valerie Poirier 博士、Melissa Richard 博士、Gagan 

Deepnarula 博士、Sandra Pena 和 Enav Zusm 等在实验中的指导和生活中的帮助。

感谢 Jack Bell Research Centre 的华人学者莫凡博士、刘亮亮博士、Yabin Cheng 博

士、Yubin Guo 博士、Kenny、尹光明医生和梁培禾医生等，依然怀念和你们在

Granville Island 的篮球场上挥汗如雨、在 Boundary Bay 抓螃蟹和 BBQ、在 Garibaldi 

Lake 边 hiking 的时光。有你们的陪伴，温哥华的日子是那么的美好和温馨。                                 

感谢我的父母和姐姐姐夫，你们始终如一的支持和无私的爱让我可以安心完成

学业。感谢我小姑妈一家，没有你们的精神鼓励和资金上的帮助，我甚至可能连

大学都上不了。感谢我的岳父岳母做担保人，让我顺利出国留学。 

感谢我的妻子阎紫菲对本文校对所付出的努力，遇见你是我一生最美丽的邂

逅！ 

情到深处，方知文字之苍白。有太多的人需要感谢，我将永远怀着一颗感恩的

心。 

谨以此文纪念我的六年硕博生活。 

                                                                                            

                                     李  武 

 2015 年 4 月于西南大学 29 教 629 室 



在学期间发表的论文 

 123 

在学期间发表的论文 

第一作者 状态 

1. Li W, Fan X, Long Q, et al. Mycobacterium tuberculosis effectors involved in       

  host-pathogen interaction revealed by a multiple scales integrative pipeline. Infection   

  Genetics and Evolution, 2015, 32: 1-11. (5-Year IF: 3.335) 

已发表 

2. Li W, Zhao Q, Deng W, et al. Mycobacterium tuberculosis Rv3402c enhances   

  mycobacterial survival within macrophages and modulates the host pro-inflammatory   

  cytokines production via NF-Kappa B/ERK/p38 signaling. PloS one, 2014, 9(4):  

  e94418. (5-Year IF: 4.015) 

已发表 

3. Li W, He J, Xie J, et al. Comparative genomic insights into the biosynthesis and  

  regulation of mycobacterial siderophores. Cellular Physiology and Biochemistry, 2013,  

  31: 1-13. (5-Year IF: 3.309) 

已发表 

4. Li W, Xie J. Role of mycobacteria effectors in phagosome maturation blockage and  

  new drug targets discovery. Journal of Cellular Biochemistry, 2011, 112: 2688-2693.  

  (5-Year IF: 3.117） 

已发表 

5. 李武, 王洪海, 谢建平. 分枝杆菌分泌系统. 中国生物化学与分子生物学报. 2010  

  (8): 697-704.（核心期刊） 

已发表 

第二作者  

1. Zhou P, Li W, Wong D, et al. Phosphorylation control of protein tyrosine phosphatase  

  A activity in Mycobacterium tuberculosis. FEBS Lett, 2015, 589: 326-331.  

  (5-Year IF: 3.470) 

已发表 

2. Deng W, Li W, Zeng J, et al. Mycobacterium tuberculosis PPE Family Protein Rv1808  

  Manipulates Cytokines Profile via Co-Activation of MAPK and NF-kappaB Signaling  

  Pathways. Cellular Physiology and Biochemistry, 2014, 33: 273-288.  

  (5-Year IF: 3.309) 

已发表 

3. Zhao Q, Li W, Chen T, et al. Mycobacterium tuberculosis serine protease  

  Rv3668c can manipulate the host-pathogen interaction via Erk-NF-κB  

  axis-mediated cytokine differential expression. Journal of Interferon and Cytokine 

  Research, 2014. DOI:10.1089/jir.2013.0071. (5-Year IF: 3.267) 

已发表 

4. Fan X, Li W, Zheng F, et al. Bacteriophage inspired antibiotics discovery against     

  infection involved biofilm. Crit Rev Eukaryot Gene Expr, 2013, 23: 317-326.  

  (5-Year IF: 3.082) 

已发表 

5. Xie L, Li W, Xie J. Prokaryotic Nepsilon-lysine acetylomes and implications for new  

  antibiotics. Journal of Cellular Biochemistry, 2012, 113: 3601-3609.  

  (5-Year IF: 3.117) 

已发表 

6. Liu M, Li W, Xiang X, et al. Mycobacterium tuberculosis effectors interfering host  

  apoptosis signaling. Apoptosis, 2015: 1-9. (5-Year IF: 3.865) 

已发表 
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在学期间参加的课题 

基金名称 资助单位 项目编号  

国家重要传染病十一

五科技重大专项 

卫生部 
2008ZX10003-006  

 

参加 

中央高校基本科研业

务费专项资金 

教育部 XDJK2009A003 参加 

国家自然科学基金 国家自然科学基金委员会 81071316, 81371851, 81271882 参加 

新世纪优秀人才支持

计划 

教育部 NCET-11-0703 参加 

西南大学研究生科技

创新基金项目 

西南大学 ky2011003 主持 

中央高校基本科研业

务费(学生)专项资金 

教育部 XDJK2012D011 主持 

2013 年国家公派研究

生项目 

教育部 留金发[2013]3009 被资助人 

 

 

 

 

 

 


