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基于蛋白质组芯片的结核分枝杆菌系统生物学研究进展 
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摘  要：近些年全球结核病疫情愈发严重，耐药性结核病使其雪上加霜。一个重要原因是结核病新药

的匮乏以及结核分枝杆菌相关基础研究的不足。因此迫切需要开发新的技术以促进结核病系统生物学

基础研究，并在此基础上研究新机制，发现新靶标，开发新药物。结核分枝杆菌功能蛋白质组芯片的

出现旨在促进结核病相关研究工作。考虑到结核分枝杆菌高毒力、复制周期长和需要在生物安全三级

实验室中开展研究等特点和难点，该工具为结核病相关研究人员提供了一个强有力的武器。目前这一

技术手段的应用已经使我们对结核分枝杆菌-宿主相互作用、小分子-蛋白结合以及抗生素耐药性机制

等关键生物过程有了更深入的了解。为了更好地帮助同行了解这一有效的工具，本文综述了结核分枝

杆菌功能蛋白组芯片的几种主要应用，期望同行专家能更好地将其应用于结核病相关的基础研究中。 
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作用 
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Abstract: Tuberculosis (TB) is still one of the leading causes of death worldwide. Due to the ever-growing 
problem of Mycobacterium tuberculosis (Mtb) drug resistance, TB is still not well controlled. There is an 
urgent need to develop new technology for promoting Mtb basic research, and to reveal new mechanisms, 
identify new targets, and develop new anti-Mtb drugs. Bore this need in mind, a Mtb functional proteome 
microarray was constructed to promote basic research. Considering the high virulence of Mtb, long 
replication cycle, it is very difficult to perform Mtb related studies, thus efficient tool is need. The proteome 
microarray is a powerful tool for the researchers in the field of TB study. It has already been successfully 
applied in a wide range of studies. Better understandings of a variety of key biological processes have 
already been added, for example, Mtb-host interactions, small-molecule-protein binding and mechanism of 
antibiotic resistance. In order to help readers to better understand this powerful tool, we present several major 
applications of the Mtb functional proteome microarray in this review, we anticipate researchers will adopt 
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this powerful tool for a variety of TB related studies, thus facilitate both basic and clinical research of TB. 

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Proteome microarray, Host-pathogen interaction, Protein-protein 
interaction, Protein-small molecule interaction 

结核病是由结核分枝杆菌所引起，是目前全

球十大死亡原因之一，结核病所导致死亡的人数

在所有感染性疾病中排名第一[1]。据世卫组织评

估，2017 年全球结核病患病人数约 1 000 万人，死

亡人数达 160 万[1]。2018 年 9 月召开的联合国结核

病问题高级别会议特别呼吁各国需要紧密联合为

终止结核病紧急行动起来。现阶段结核病的治疗

难点主要在于多重耐药性(Multi drug resistance，

MDR)和 广 泛 耐 药 性 (Extensive drug resistance，

XDR)结核病 [2]。多重耐药性结核病的治愈率为

55%，而广泛耐药性结核病的治愈率仅只有 34%[1]。

结核病新药的匮乏以及结核分枝杆菌相关基础

研究的不足是耐药性结核病治愈率低下的主要

原因 [3]。因此开发新技术用于促进结核病基础研

究，并在此基础上研发新的抗结核病药物、疫苗

和诊断方法就显得尤为迫切。 

蛋白质组芯片是一种将一个物种的全部或者

大部分基因所编码的蛋白质以阵列的形式固定在

固相表面上的技术。采用蛋白质组芯片，可在单

次实验中进行生物分子与蛋白质相互作用的全局

性筛选及其它蛋白质相关的研究。蛋白质芯片具

有高通量、微型化和样品消耗少等特点[4-5]。目前

蛋白质组芯片可以用于蛋白-蛋白相互作用[6]、蛋

白-DNA 相互作用[7]、蛋白-小分子相互作用[8]以及

血清标志物的发现等[9]，这些应用对于系统性地了

解复杂疾病具有重要意义[10]。将蛋白质组芯片技

术应用于结核病的系统生物学研究，可有助于结

核分枝杆菌以及其与宿主之间相互作用的研究，

还可以规避结核分枝杆菌高毒力、复制周期长和

实验室不易研究等特点，从而促进相关药物及疫

苗的开发等。 

国内多个研究团队联合攻关，构建了世界上

第一款结核分枝杆菌功能蛋白质组芯片[11]，蛋白

覆盖率超过 95%。该芯片上包含 3 829 种结核分枝

杆菌标准菌株 H37Rv 所编码的以及 433 种结核分枝

杆菌毒株 CDC1551 所编码的，总共 4 262 种蛋白

质。所有这些蛋白质均在 N-末端带有 GST 标签，

在酿酒酵母体系中诱导过表达，通过 GST 亲和介质

富集纯化，洗脱液中含有 25%的甘油以利于冻存。

所纯化的蛋白浓度范围一般在 0.1−1.0 g/L，纯度

在 85%以上。纯化的蛋白质以 8 L/孔分装于 384 孔

板，于–80 °C 冻存。蛋白质芯片的制备采用专用的

生物芯片点样仪，根据应用的不同采用不同修饰

或包被类型的基片。制备好的芯片在–80 °C 冻存以

备用。 

本文将重点介绍近年基于该蛋白质组芯片所

进行的结核分枝杆菌相关研究工作，简述其在病

原宿主相互作用、信号传导通路研究中的应用以

及关于结核分枝杆菌新药靶点发现的研究，并对

蛋白质组芯片在结核分枝杆菌中的系统生物学应

用进行总结和展望。 

1  蛋白质组芯片用于病原宿主相互作用研究 

结核分枝杆菌作为一种胞内病原菌，进化出

了多种高效的策略使其在感染宿主后能够避免受

到免疫系统的攻击，从而可以长期潜伏于宿主的

巨噬细胞中[12-13]。这其中就包括通过分泌特定的

效应蛋白干扰宿主细胞的信号通路和生物学功能

来促进其在宿主细胞中的存活[14-16]。例如，结核

分枝杆菌可以分泌一种酪氨酸磷酸酶 PtpA 抑制宿

主细胞吞噬体膜上的氢离子转运 ATP 酶活性，从而

避免吞噬体的酸化对其带来的不利影响[17]。然而

目前只有少量结核分枝杆菌效应蛋白的功能被解

析[18-20]，这对于理解结核分枝杆菌与宿主之间复

杂的相互作用机制来说远远不够。 

当前研究病原宿主相互作用的方法主要采用

酵母双杂交(Y2H)和亲和纯化-质谱分析(AP-MS)这

两种技术[21-23]。酵母双杂交由于具有很高的假阳性
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率，只能检测到 20%的蛋白-蛋白相互作用[24-25]，而

亲和纯化-质谱分析则不能区分亲和纯化下来的蛋

白与诱饵蛋白之间是直接或者是非直接作用的关

系[22,24]。这两种技术不适宜用来全局性发现结核

分枝杆菌与宿主的蛋白-蛋白相互作用。 

Wang 等发现结核分枝杆菌的磷酸酶 PtpA 通过

拮抗宿主细胞的泛素连接酶 TRIM27 来抑制巨噬细

胞相关细胞因子的产生以及促进分枝杆菌在巨噬

细胞内的生存[26]。为了全局性解析调控 TRIM27 的

效应蛋白，作者利用结核分枝杆菌蛋白质组芯片

鉴定出了 321 个与之相互作用的候选蛋白，其中有

29 个蛋白是已报道的分泌蛋白[27]。而且之前研究

发现的 PtpA 也在这 29 个分泌蛋白列表中。生物信

息学分析表明，与 TRIM27 相互作用的蛋白功能分

布多样，如压力反应、转录调控以及基础代谢等。 

He 等报道了一种新的方法 SOPHIE (Systematic 

unlOcking Pathogen and Host Interacting Effectors)[28]，

可用于全局性研究结核分枝杆菌与宿主的蛋白-蛋

白相互作用。该方法首先将人巨噬细胞进行非变

性裂解，对裂解得到的总蛋白进行生物素标记，

再将生物素标记的总蛋白与结核分枝杆菌蛋白质

组芯片进行孵育，随后采用荧光标记的链霉亲和

素进行芯片孵育并读取结果。芯片上有较强结合

信号的结核分枝杆菌蛋白超过 100 种。由于肺结核

分枝杆菌中有相当比例的蛋白质的功能未知，而

且最有可能与宿主发生相互作用的应该是膜蛋白

和分泌蛋白，由此，本课题组初步确定了 26 个候

选蛋白质，这些蛋白质可能参与结核分枝杆菌与

宿主的相互作用。进一步，从鉴定到的结核分枝

杆菌潜在效应蛋白中，在展示性功能研究中本课

题组聚焦在一个对结核分枝杆菌生存必需的铁存

储蛋白 BfrB 上[29-30]，通过一系列实验发现该蛋白

与 NF-кB 通路中的关键亚基 RPS3 相结合。RPS3

的作用之一是调控 NF-кB 对下游特定基因的表

达。研究发现在 TNF-α 的刺激下，BfrB 能减少

RPS3 进入细胞核，影响其对 NF-кB 下游基因的调

控[31]。进一步在 HEK293T 细胞中过表达 BfrB 发现

能够很好地抑制 NF-кB 下游细胞因子 IL2 和 IL8

的表达。另外，在耻垢分枝杆菌中过表达 BfrB 能

够通过抑制巨噬细胞相关细胞因子的表达，从而

促进耻垢分枝杆菌在细胞内的存活。因此，作为

一种新发现的结核分枝杆菌效应蛋白，BfrB 可以

作为一个潜在的药物靶点。 

通过 SOPHIE 技术筛选得到的 26 个效应蛋白

对于后续结核分枝杆菌的病原宿主相互作用机制

研究有重要的参考价值，并可提供系列可用于结

核药物设计和筛选的靶蛋白。这些蛋白由于与已

有结核药物的作用靶蛋白不同，因而有潜力用于

耐药性结核分枝杆菌药物的设计和筛选。相比于

已有技术，SOPHIE 具有以下优点：(1) 能够在单

次实验中全局性地检测出结核分枝杆菌蛋白与宿

主巨噬细胞蛋白裂解液的相互作用；(2) 由于芯片

上的结核分枝杆菌蛋白是以高通量的方式按照相

同的流程表达和纯化，可以获得较高的局部蛋白

浓度，更有利于蛋白相互作用的检测；(3) 整个检

测过程中耗时较短，蛋白维持在生理活性状态，

结果相对可靠性高。除这 26 个蛋白质之外，其它

芯片实验所发现的强阳性蛋白中相信也有一批新

的效应蛋白。当这些蛋白的功能标注得到进一步

完善后，研究者可再进行相关研究。SOPHIE 在技

术上具有通用性，有望应用于其它病原与宿主的

相互作用研究。例如可采用通过商业途径获取的

人蛋白质组芯片，仿照 SOPHIE 类似的策略，理论

上将可进行任何病原与人相互作用蛋白质的全局

性发现研究。 

2  蛋白质组芯片在结核分枝杆菌信号传导
通路研究中的应用 

结核分枝杆菌长期寄生于宿主的巨噬细胞

中，拥有一套复杂的信号通路传导机制来应对来

自巨噬细胞中的各种压力。了解其信号传导通路

及其调控机制将有助于开发有效的药物和疫苗。

本课题组关于蛋白质组芯片在结核分枝杆菌信号

传导研究中的应用主要涉及两个方面，磷酸化信
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号传导通路的研究和 c-di-GMP 信号分子调控作用

的研究。 
磷酸化在真核细胞以及原核细胞的信号传导

具有非常重要的功能[32]。丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶

(Serine threonine protein kinase，STPKs)是一组真

核生物中重要的蛋白激酶，原核生物一般较少。

但与多数细菌病原体不同的是，结核分枝杆菌基

因组编码 11 种 STPKs[33-34]。这一组蛋白激酶在结

核分枝杆菌适应复杂环境、细胞壁的合成、细胞

分裂和致病性方面扮演着重要的角色[35-38]。Wu 等

利用结核分枝杆菌蛋白质组芯片全局性检测了结

核分枝杆菌其它蛋白与全部11种STPKs相互作用的

蛋白，构建了 STPKs-蛋白相互作用网络图谱[39]，

其中包括了 492 个结合蛋白和 1 027 个相互作用。

生物信息学分析表明，相互作用的蛋白功能分布多

样，例如双组分系统、转录调控、蛋白降解以及

细胞壁合成通路等。该项研究中构建的蛋白相互

作用是一个理解结核分枝杆菌中关键信号传导通

路的资源。 

在功能研究方面，作为一个例子，Wu 等聚焦

在丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 PknG 上[39]。PknG 能够

分泌到宿主胞质中，在结核分枝杆菌的感染过程中

发挥重要作用，有望成为有效的药物靶点[40-41]。然

而其调控机制目前仍不清楚。Wu 等利用蛋白质组

芯片鉴定出 59 个与 PknG 相互作用的结核分枝杆菌

蛋白，利用生物膜干涉以及酵母双杂交方法成功

地验证了其中的大部分相互作用。生物信息学分

析发现与 PknG 相互作用的蛋白中，细胞壁合成通

路相关的蛋白高度富集。其中包括鼠李糖合成途

径中的两个重要成分 RmlA 和 WbbL2，以及肽聚糖

合成途径的关键成分 MurC[42]。进一步研究发现

RmlA 和 MurC 都是 PknG 的磷酸化底物，PknG 可

以通过磷酸化调节它们的酶学活性进而分别调控鼠

李糖和肽聚糖的合成。由于鼠李糖和肽聚糖的合成

通路与结核分枝杆菌细胞壁的合成密切相关[43]，因

而该研究进一步表明 PknG 是一个潜在的抗结核药

物靶点。 

c-di-GMP 作为细菌中普遍存在的第二信使分

子[44-45]，调控多种细胞功能，例如细菌的运动、

生物膜的形成、细胞周期和分化以及细菌的毒力

等[46-49]。c-di-GMP 在细菌中的调控功能依赖相应

的众多效应分子来实现，然而目前对于这些效应

分子的研究严重不足。Zhang 等利用生物素化的

c-di-GMP 与结核分枝杆菌蛋白质组芯片反应，发

现了 30 个与 c-di-GMP 相互作用的蛋白[50]。序列比

对发现其中 12 个蛋白包含有 motif AxxxxAxV。本

课题组发现的相互作用中的大部分通过生物膜干

涉以及免疫印迹实验得到了验证。 

在初步的功能研究方面，Zhang 等从鉴定的相

互作用蛋白中选择了一个转录抑制因子 EthR[50]。

EthR 是乙硫异酰胺(ETH)激活蛋白 EthA 的转录抑

制调控因子[51]，了解 EthR 在体内的调控机制有助

于解析 ETH 相关的耐药机制。研究发现 c-di-GMP

通过与 EthR 结合增强了其与 EthA 启动子序列的相

互作用，从而下调了 EthA 的转录水平。由于 EthA

参与 ETH 的活化，因而 c-di-GMP 与 Ethr 的结合可

增强病原菌对 ETH 的耐药性。这项研究不仅发现

了一种新型的耐药性产生的方式，即由小分子调

控引起，而不再是传统的位点突变或修饰改变引

入的耐药问题，同时也发现了 c-di-GMP 的一种新

的调控功能及作用机制即通过结合 TetR 家族蛋白

调控耐药性，这是对 c-di-GMP 调控生物膜形成而

引起的耐药性的一个补充。 

3  结核分枝杆菌新药靶点的发现及药物作
用机制研究 

结核病耐药是当前结核病治疗中的难点。目

前广泛使用的抗结核药物，如一线药物异烟肼、

利福平、吡嗪酰胺、乙胺丁醇、链霉素和二线药

物乙硫异烟胺(ETH)等都出现了不同程度的耐药

性[52]。另一方面新药研发困难重重，50 年来仅有

两种抗结核药物被研发出来[53-54]。寻找新的药物

靶点迫在眉睫。 

类泛素-蛋白酶体系统(Pup-proteasome system，
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PPS)是结核分枝杆菌体内一种类似于真核生物泛

素-蛋白酶体系统[55-56]，主要行使蛋白质选择性降

解的功能，已被证明对结核分枝杆菌在宿主体内

的生存至关重要。在该通路中，PafA 作为目前已

知的唯一类泛素连接酶，催化类泛素 Pup 与底物之

间的连接反应[57-59]。序列比对发现 PafA 在人体内

没有同源蛋白，并且 PPS 途径在绝大多数肠道微生

物内也不存在[60-62]。结合这些特征可以认为 PafA

是一个极具潜力的结核病药物靶点。然而结核分

枝杆菌 PafA 的提纯和活性保持困难，蛋白结构尚

未被解析，针对其开发抑制剂不易，也无相关抑

制剂或抑制机制报道。 

Jiang 等发现 PafA 的类泛素连接酶活性可被丝

氨酸蛋白酶抑制剂 AEBSF 高效抑制[63]。质谱分析

表明 AEBSF 主要通过共价结合丝氨酸 119 位点发

挥抑制作用。进一步，通过模拟 AEBSF 结合的空

间位阻影响，将丝氨酸 119 位点突变为苯环家族的

氨基酸后 PafA 几乎完全丧失了类泛素连接酶活

性。分子动力学模拟结果显示对 S119 进行扰动，

如结合 AEBSF 或突变为苯丙氨酸可造成 Pup 的 C-

末端和 PafA 的结合力减弱，从而抑制了类泛素连

接酶活。随后利用生物膜层干涉技术(BLI)和赖氨

酸类泛素连接实验验证了这一发现。表型结果显

示针对 S119 位点进行扰动可以抑制分枝杆菌在氮

饥饿和巨噬细胞中的生存。该研究通过多角度证

明了 PafA S119 位点可作为一个全新的“精确”抗结

核靶点用于抗结核药物的筛选和设计。考虑到针

对 PafA 设计抑制剂存在的诸多困难，该研究可为

开发特异性靶向 PafA 的抑制剂提供清晰的方向，

为最终攻克耐药性结核病提供可能的选项。在该

研究的基础上，本课题组已经与相关单位合作，

针对结核分枝杆菌 PafA 的 S119 区域进行了基于计

算机的药物筛选，目前已经得到几个有较好抗结

核活性的先导化合物，相关研究在稳步推进中。 

吡嗪酰胺是目前治疗结核病的一线药物。吡

嗪酰胺是一个前体药，需要由结核分枝杆菌的

pncA 基因编码的吡嗪酰胺酶催化成活性成分吡嗪

酸[64]。尽管结核分枝杆菌对吡嗪酰胺的耐药性大

多数是由 pncA 突变引起，但该突变不能解释所有

的吡嗪酰胺耐药[64]。此前有文献报道在结核分枝

杆菌中存在药物外排的耐药机制，然而是否存在

吡嗪酸外排且相关的蛋白到底有哪些目前并不清

楚[65]。Zhang 等利用生物素化的吡嗪酸与结核分枝

杆菌蛋白质组芯片孵育反应，鉴定了结合吡嗪酸

的 4 种外排蛋白 Rv0191、Rv3756c、Rv3008 和

Rv1667c[66]。表型实验发现这 4 种外排蛋白的过表

达均会引起结核分枝杆菌对吡嗪酰胺、吡嗪酸的

低水平抗性，但对其他药物却无影响。与此同时，

加入外排泵抑制剂如利血平、胡椒碱和维拉帕米

后，过表达这4种外排蛋白的结核分枝杆菌菌株对吡

嗪酰胺的敏感性会相应增加。这些结果表明这4种外

排蛋白可能跟吡嗪酰胺/吡嗪酸外排相关，是结核

分枝杆菌吡嗪酰胺耐药的可能机制之一。 

4  总结和展望 

系统生物学研究有助于促进对结核分枝杆菌

本身，以及结核分枝杆菌与宿主之间相互作用的

了解。然而一直以来缺乏高效的结核分枝杆菌蛋

白质组学研究工具。结核分枝杆菌蛋白质组芯片

的问世填补了这一空白。多个课题组基于该芯片

已经有了诸多方面的应用(图 1)，如在病原宿主相

互作用研究方面，应用结核分枝杆菌蛋白质组芯

片构建了一张全局性的病原-宿主蛋白的相互作用

网络，基于该相互作用网络鉴定出铁储存蛋白

BfrB 调控宿主巨噬细胞先天性免疫反应的机制。

利用 Mtb 蛋白质芯片发现了泛素连接酶 TRIM27 与

Mtb 的相互作用蛋白，加深了对 Mtb-病原相互作用

的认识。在结核分枝杆菌信号传导通路研究中，

应用结核分枝杆菌蛋白质组芯片构建了一张全局

性的激酶-蛋白的相互作用网络，基于该相互作用

网络发现了 PknG 调控结核分枝杆菌细胞壁的生成

代谢通路。在蛋白小分子相互作用研究方面，应

用结核分枝杆菌蛋白质组芯片鉴定出第二信使分

子 c-di-GMP 的 30 个效应分子。从鉴定到的效应分 
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图 1  基于结核分枝杆菌蛋白质组芯片的系统生物学研究进展 
Figure 1  Advances in systems biology of Mycobacterium tuberculosis based on proteome microarray 
 
子中发现 c-di-GMP 通过与效应分子 EthR 的结合促

进结核分枝杆菌对抗结核药 ETH 的耐药性。利用

Mtb 蛋白质芯片发现吡嗪酸的外排蛋白，进一步补

充了对吡嗪酰胺耐药机制的认识。而利用结核分

枝杆菌蛋白质组芯片寻找潜在的生物标志物和免

疫原，用于疾病的早诊及预后，也是该芯片的应

用之一。另外在新药靶点的发现方面，也鉴定出

PafA S119 位点可作为一个全新的“精确”抗结核靶

点用于抗结核药物的筛选和设计。 

结核分枝杆菌蛋白质组芯片能够在一次实验

中同时检测目标分子/样本与几乎所有结核分枝杆

菌蛋白的相互作用。其高通量的特性有利于大规

模的相互作用网络的构建及目标蛋白的筛选。当

然，蛋白质组芯片仍然存在一些不足。蛋白质组

芯片检测到的信号是分子的体外相互作用结果，

考虑到生物体内环境的复杂性和多样性，因而不

可避免会出现假阳性结果，仍需通过体外、体内的

系列常规实验来进行进一步的验证。这也是当前

其它体外筛选研究手段所普遍存在的问题。 

综上所述，利用结核分枝杆菌蛋白质组芯片可

从系统层次促进结核分枝杆菌基础生物学研究，考

虑到结核分枝杆菌高毒力、复制周期长和需要在生

物安全三级实验室中开展研究等特点，该工具将为

结核病相关研究人员提供一个强有力的武器，帮助

研究人员从基础研究入手，发现新机制，确定新靶

标，开发新药物。 
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