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猫爪草提取物对临床分离结核分枝杆菌蛋白质组表达的影响
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摘 要：猫爪草已经临床治疗耐药结核病，但其作用机理和有效成分尚不清楚。为研究其可能的作用靶标，采用双

向电泳技术比较分析猫爪草提取物作用前后结核分枝杆菌临床分离株的全细胞蛋白表达差异。发现 $$个蛋白质
斑点具有明显差异，对其中 4个表达明显下调的蛋白质斑点进行基质辅助激光解吸J电离飞行时间质谱分析，获得
了肽质量指纹图谱。数据库检索分析确定这 4个点代表的蛋白质分别为硫代硫酸硫转移酶，延长因子 8E和热休克
蛋白 K，分别参与厌氧硫代谢、蛋白质翻译和蛋白质折叠分泌、转录调控等过程。这有助于深入研究猫爪草对结核
分枝杆菌的作用机理，也为发现新的抗结核病治疗药物靶标提供了线索。
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结核病是由结核分枝杆菌（ !"#$%&#’()*+,
’+%()#+-$.*.，以下简称 N86）引起的严重威胁人类健
康的重要传染病，其死亡率在全球单一细菌性病原

体感染导致疾病中最高。每年世界上有近 4%%万人
死于结核病，全球约 &J4 人口感染过结核分枝杆
菌［&］。耐多药结核分枝杆菌日益增多，以及与 OP’
病毒共感染更增加了结核病治疗和控制的难度，开

发新的结核病治疗药物和诊断工具迫在眉睫。利用

功能基因组学尤其是蛋白质组学方法从中药宝库中

开发结核病治疗药物是一个重要但尚未引起足够重

视的方向。

猫爪草（/&0*1 /&2+2#$-* 3()2&’*）系毛茛科植物
小毛茛（/&2+#+-+. 4()2&’+. 35+2% *）的干燥块根，中
医临床上用于治疗肺结核、颈淋巴结结核、咽喉炎、

肿瘤等［$］。由河南固始制药有限公司生产的猫爪草

胶囊已经上市。但尚不清楚其作用机理、作用靶标

和有效组分。本研究利用双向电泳（$9+=）技术结合
基质辅助激光解吸J电离飞行时间质谱技术（NMQ+P9
8R:9NS），应用比较蛋白质组学的方法来研究猫爪
草提取物对临床分离的结核分枝杆菌作用前后的蛋

白表达差异，为进一步研究猫爪草的作用机理提供

线索。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和培养：异烟肼耐药 N86由上海市肺
科医院检验科分枝杆菌检验室提供，经平板传代表

明遗传稳定。细菌在 N>TT),/0((U 3O2（+>V-(）添加
RM+5（%W"X牛血清白蛋白，%W$X葡萄糖，%W%#X油
酸甘油酯，&!%..()JQ 1;5)）的液体培养基中 43Y培
养。$%%.Q N>TT),/0((U 3O2 培养基内接种总数为
$ Z &%7的耐药结核分枝杆菌，43Y培养 # [ 7T，至细
菌密度为 & Z &%7 [ $ Z &%7 .QF &或光密度（67#%%）为

%W7 [ &W%之间。
!"!"# 主要仪器：\]8=M1 P=: 5,)) 等电聚焦电泳
仪，\]R8=M1 K> 5,))垂直板电泳仪，N(),-I);0 P.;B,
:<凝胶图像扫描仪，\+LI,E^#W% 图像分析软件，均
为美国 6>(9];T 公司产品；_4%%% 分光光度计为
OP8M5OP公司产品，质谱分析系统为美国 MAA)>,T
6>(EHE^,.E公司的 M6P !3%%基质辅助激光解吸J电离
飞行时间质谱仪（NMQ+P 8R: NS）。
!"# 药物处理
将猫爪草 3"X乙醇浸提物浓缩后，每 .Q相当

于 "B生药，处理终浓度为每 .Q 相当于 &B 生药浓



度。将浓缩提取物加入培养至对数期的结核菌培养

基中，处理 !"#$%后进行后续蛋白质电泳和凋亡等
分析。

!"# 细胞蛋白样品的制备
&"""’(#$%，&)离心 *+#$%，沉淀细菌，用 ,- ./&

的 012缓冲液洗涤沉淀细菌两次。用 *#3 4$55$6水
（含 *##75(3 0428，*"##75(3 9:;<）溶解。超声破碎
裂解细菌 *+#$%，振幅 ."=，超声 *#$%，停 *">。缓慢
加入尿素到超声裂解物至终浓度 ?#75(3，二硫苏糖
醇（:;;）至终浓度为 ."##75(3。分别加入 1$7@5ABC
和 DE至终浓度为 F=。样品置于室温中 !"#$%，间
隔振荡。*""""’(#$%，F")离心 !"#$%，收集上清液，
G .")冻存。1’HIJ7’I法测蛋白质浓度［!］。
!"$ 双向凝胶电泳
!"$"! 第一向———固定 ,- 梯度等电聚焦凝胶电
泳：采用低电压胶内泡胀法。将 !"!3细胞蛋白样品
!K"!3上样缓冲液（.#75(3 尿素，F#75(3 硫脲，&=
L-<02，K+##75(3 :;;，FM(3 1$7@5ABC，"/""*=溴酚
蓝）混合，加入样品水化盘中，放入 *.N#，,-& O .的
固定 ,- 梯度胶条，加盖 * O F#3石蜡油。水化和等
电聚焦按设置的程序进行，即水化 +"P *FQ，除盐
F+"P *Q、*"""P */+Q，升压 R"""P +Q，聚焦 R"""P
K""""PQ。等电聚焦后的固定 ,- 梯度胶条在平衡
缓冲液（K#75(3尿素，F= 2:2，*/+#75(3 ;’$>·-L5 ,-
R/R，F"=甘油）中平衡 !"#$%，转移至 *F= 2:2 聚丙
烯酰胺凝胶的上端。

!"$"% 第二向———2:2 聚丙烯酰胺凝胶电泳（2:2@
0<E9）：以每一胶条 *"#< 恒流电泳 !"#$%，再加大
电流至 !"#<直至溴酚蓝达到胶的底线。染色采用
高灵敏度的银氨染色。

!"& 凝胶图像的分析
凝胶用 475CNS5H’ T#HMC 8U 凝胶图像扫描仪扫

描，配比分析采用 0:6SC>B K/"软件完成。比较不同
披次处理后凝胶的电泳质量和重复性，选取效果最

好的来进行比较。与对照组相比，猫爪草作用后结

核分枝杆菌的蛋白质凝胶图像上所有发生了显著性

变化（0 V "/"+）的蛋白质点都被筛选出来。筛选出
来的所有蛋白质点都经过人工的检验，以确保不是

实验中出现的假相。

!"’ 肽指纹图谱分析
样品切下放入样品管中，用 F+##75(3碳酸氢铵

溶液配制的 +"=乙腈溶液 *""!3脱色，真空冷冻干
燥后加入 "/"*M(3 胰蛋白酶 *"!3，&)放置 !"#$%，
!.)保温 *RQ，再加入 +=三氟乙酸溶液 *""!3，&")

作用 *Q，吸出上清，加 F/+=三氟乙酸溶液和 +"=乙
腈溶液各 *""!3，!")保温 *Q，吸出上清，合并两次
上清，冷冻干燥。用 *"!3 "/+=三氟乙酸溶解冷冻
干燥肽段，取 *!3做肽指纹图谱分析。
!"( 蛋白质序列数据库检索
根据肽指纹图谱，采用 4>@8$B 和 4>N7B 搜索程

序搜索 WL1T的冗余数据库（’CIS%IH%B IHBHXH>C）。搜
索限定条件为细菌，蛋白质分子质量范围 *" O
*""Y:，等电点 ,T值为 & O .，胰蛋白酶消化。

% 结果

%"! 药物作用前后结核分枝杆菌临床分离菌株的
%)*+图谱比较分析
用 0:6SC>B软件对药物作用前后的两张 F@:9

图谱进行对比分析［+］，发现两者的差异斑点有 FF
个，蛋白质分子量均处于 *" O *""Y:，,T 值分布于
& O .之间（图 *）。切割其中差异明显的 !个斑点进
行肽指纹分析。

%"% ,-.*/)012),3分析及数据库检索
切割 F@:9凝胶上药物作用后表达明显下调的

!个蛋白质斑点，胰蛋白酶消化后，进行 4<3:T ;D8
42检测，得到肽质量指纹图谱（图 F）。通过数据库
搜索，结合 F@:9图谱上相应蛋白质的分子质量、,T
值，确定这 !个蛋白质分别为：2,7B*为硫代硫酸硫
转移酶（;Q$7>S5JHBC >S5JS’B’H%>JC’H>C）；2,7BF 为延长因
子 ;>（957%MHB$7% JHNB7’ 98@;>）；2,7B!为热休克蛋白 Z
（-CHB >Q7NY ,’7BC$% Z）（表 *）。

表 ! %)*+分离鉴定的结核分枝杆菌在药物处理后
表达下调的蛋白质

;HX5C * :$JJC’C%B$H55A CU,’C>>CI !"#$%&#’()*+, ’+%()#+-$.*. ,’7BC$% XCB[CC%

S%B’CHBCI H%I B’CHBCI [$BQ /&0*1 /&2+2#$-* 3()2&’*，$>75HBCI H%I $IC%B$J$CI XA

F@:9 H%I 4<3:T ;D8 42 H%H5A>$>

2,7B
W7\ 0’7BC$% %H#C 4] ,T

0’7BC$%
>N7’C!

* NA><F（BQ$7>S5JHBC >S5JS’B’H%>JC’H>C） !"??+/+ +/*& *F&

F B>J（C57%MHB$7% JHNB7’ 98@;>） FR.!./F +/FK F.F

! Q>,Z（QCHB >Q7NY ,’7BC$% Z） *KF*./F + F+"
! <JBC’ 4>@8$B >CH’NQ，,’7BC$% >N7’C $> NH5NS5HBCI XA BQC #HBNQ$%M 7J BQC
H#$%7 HN$I >C^SC%NC 7J ,C,B$IC，>$#$5$BSIC XCB[CC% BQC J’HM#C%B \ ]QC%
,’7BC$% >N7’C M’CHBC’ BQH% ."，BQC ,’7BC$% $> BQ7SMQB B7 XC >$M%$J$NH%B（0 V
"/"+）\

猫爪草虽然作为结核病，尤其是耐药结核病的

治疗药物已经临床使用，但尚不清楚其作用机理。

而且因为这是中药制剂，国际上未见相关研究，深入

研究其作用机理和有效成分具有特别的意义。国内

K?R 微生物学报 4#’& !*#)$%*$-$5*#& 6*2*#& F""+，P75\&+ W7\K



图 ! 猫爪草提取物未处理（"）和处理（#）的结核分枝杆菌蛋白质组双向电泳图谱
!"#$% &’( )"*+,-"(,./ +/+012(34(2+1"0（5678）*.3- (9 !"#$%&#’()*+, ’+%()#+-$.*. :,12+.1+)（;）

.,) 12+.1+)（<）’"14 /&0*1 /&2+2#$-* 3()2&’* +=12.01-

&42++ 32(1+",- ’4"04 2+*.2>.?/@ )+02+.-+) ", !"#$%&#’()*+, ’+2()#+-$.*. 12+.1+) ’"14 /&0*1 /&2+2#$-* 3()2&’* ’+2+ ",)+,1"9"+) .-：A3(1%，0@-;5（14"(-:/9.1+

9:212.,-9+2.-+）；A3(15，1-9（+/(,#.1"(, 9.01(2 8!6&-）；A3(1B，4-3C（4+.1 -4(0> 32(1+", C）$ %D，5D.,) BD.2+ 14+ 0(22+-3(,)",# .2+. ’"14 A3(1%，A3(15 .,) A3(1BE

图 $ 斑点 !的肽指纹图谱
!"#$5 F+31")+ *.-- 9",#+2 32",1",# (9 0@-;5（14"(-:/9.1+ -:/9:212.,-9+2.-+）（A3(1 %）

仅报道其对宿主细胞个别基因表达水平的影响［G］。

我们的研究以临床分离、遗传稳定的中国菌株为对

象，在蛋白质组水平探索药物的影响，有助于进一步

深入研究猫爪草抗结核菌的机理。本研究得到的 B
个在药物处理后表达下调的蛋白质具有很重要的生

理作用。

硫代硫酸硫转移酶是类似硫氰酸生成酶

（H4().,+-+）的一种蛋白［I］，广泛存在于各种生物体
中，包括细菌、植物以及哺乳动物［J］。其功能是把类

似硫代硫酸根的阴离子中的硫转移到其他硫受体分

子中，通常转移到氰酸根，形成硫氰酸根。在哺乳动

物中，该酶与半胱氨酸、甲硫氨酸的厌氧代谢，氰化

物的解毒，转录后 1HK;的硫化以及免疫增强都相

关［L］。而结核分枝杆菌基因组共编码了 M种硫代硫
酸硫转移酶（N@-;5［HOPJ%Q0］，N@-;B［HOB%%I］，
A-+;［HOB5JB］，A-+<［HO55L%］），说明这类蛋白对分
枝杆菌非常重要。目前对结核分枝杆菌硫代硫酸硫

转移酶的研究还不多。大肠杆菌硫代硫酸硫转移酶

在合成铁6硫簇（M!+6MA）中起重要作用。铁6硫簇为
氧和铁摄取的生物传感器。低氧条件下，细菌需要

增强细胞内不稳定硫化物和铁6硫簇的代谢［%P］。铁
是结核分枝杆菌不可或缺的金属元素。因此推测硫

代硫酸硫转移酶也很有可能和 R&< 铁摄取有关。
这有待进一步研究。低氧条件下，! $ %$4*. <NS 的
N@-;5和 N@-;B表达明显上调［%%］。这说明该酶可能
在细菌持续感染中也有作用。猫爪草作用后 R&<

ILJ5PPQ，T(/$MQ K($G 何 颖等：猫爪草提取物对临床分离结核分枝杆菌蛋白质组表达的影响



硫代硫酸硫转移酶表达下调，说明它可能通过对该

酶的抑制，对结核分枝杆菌的氨基酸代谢，转录水

平，氰化物的解毒以及硫和铁转移等方面产生影响，

这可能是猫爪草提取物治疗结核病的一种机理。

延长因子 !"#$%和 !"#$&在蛋白质合成时链延
伸中起着重要作用［’( ) ’*］。!"#$% 在胞内将氨酰
+,-.（//#+,-.&）引导到核糖体 0,-.延长区的氨酰
位点，并调控正反密码子的识别。!"#$% 形成一个
含有 1$2和 //#+,-.的三聚体，它与核糖体结合时
1$2水解形成 132并释放出来。!"#$&则催化 !"#
$%上 132形成 1$2的过程，使得 !"#$%能重新开始
下一轮 //#+,-. 结合过程［’4］。561 感染巨噬细胞
后，在胞内生存的 561明显上调其 !"#$% 表达［’7］。
这说明该分子可能与分枝杆菌在宿主胞内的生存、

繁殖和致病有关。猫爪草提取物可能抑制 !"#$&的
表达，从而破坏 8$5的翻译，影响大量蛋白质的代
谢。

9&:;（或称为!#晶体蛋白同族体）是结核分枝杆
菌中的一种 ’7<3的蛋白，具有分子伴侣和转录因子
特性，由 !"#$ 基因（,=(>?’@）编码，是小型热休克蛋
白家族中的一员。它在结核分枝杆菌由对数期转为

稳定期时表达上调，且为稳定期丰度最高的蛋白之

一。这种蛋白在低氧环境下被诱导表达［’A］，而且在

低氧或缺氧条件下与细胞壁结合，从而稳定结核分

枝杆菌自身的结构［’B］。结核分枝杆菌的 !"#$ 突变
株在体外生长没有变化，但在骨髓巨噬细胞和 $C2#
’细胞中的生长明显受损［’D］。另外在巨噬细胞中生
长的 561和结核分枝杆菌 C?A,=株的 9&:;显著上
调［’7，(>］。稳定期被认为是 8$5持续感染时的状态。
因此 9&:;对结核分枝杆菌持续感染作用至关重大。
本研究中猫爪草作用后 9&:;显著下调，说明该药物
可能通过减少结核分枝杆菌 9&:;的表达，影响菌的
转录和蛋白表达，破坏其细胞壁结构，影响细菌的正

常代谢。

一般认为，中药治疗包括结核病在内的多种疾

病的优势在于它的多靶点作用。本研究的结果可推

测部分这种效应。猫爪草作用导致表达明显下调的

三种蛋白也相互影响：延长因子与翻译有关，其表达

下调必定影响其他蛋白的合成；热休克蛋白是广泛

存在的分子伴侣，与蛋白质的合成、折叠、运输和分

泌有关，多种蛋白质都以其作为伴侣；硫代硫酸硫转

移酶表达下调使氨基酸代谢和解毒作用受影响，但

是对其他蛋白质的影响如何有待研究。

本研究表明，猫爪草对结核分枝杆菌有明显抑

制作用，这种作用可能与硫代谢和其他持续感染有

关的蛋白质相关。对这些蛋白质与猫爪草有效成分

的相互作用研究将有助于阐明是否确为靶标，并将

为基于靶标的抗结核病药物开发提供基础。同时，

蛋白质组技术是研究药物对致病菌的作用和发现新

的靶标的非常有前景的方法。
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