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摘要：【目的】START 家族蛋白的突变或者错误表达使哺乳动物产生肾上腺皮质增生、乳腺癌和结肠癌

等疾病；START 家族蛋白是植物发育过程中重要的调节因子；尚未阐明 START 家族蛋白作为细菌必需

基因的作用机制。结核分枝杆菌必需基因 Rv0164 属于 START 家族，功能未知，研究 Rv0164 作用机制

将为 START 家族分子机制增添新理论。【方法】生物信息学方法分析 Rv0164 序列特征；模式菌耻垢分

枝杆菌中表达 Rv0164 并分析蛋白的细胞定位；Co-immunoprecipitation (Co-IP)方法垂钓 Rv0164 的相互

作用蛋白，质谱鉴定互作蛋白，酵母双杂交和 Pull down 验证蛋白相互作用。【结果】Rv0164 的 N 端 17

个氨基酸在分枝杆菌中不保守；Rv0164 无信号肽；Rv0164 定位在细胞质中，受蛋白降解机制调控，该

机制在细菌生长平台期比对数期活性弱；N 端缺失使 Rv0164 在平台期和对数期均不稳定；Rv0164 结合

多个胞内蛋白。【结论】Rv0164 的 N 端肽段增加了蛋白的稳定性；Rv0164 是一个胞内蛋白；Rv0164

能够结合细菌生存必需蛋白。 

关键词：START 家族，Rv0164，蛋白定位，蛋白-蛋白相互作用 
 
 
 
 
 

1994 年 Clark 等首次从小鼠中鉴定并命名了

StAR 蛋白(steroidogenic acute regulatory protein)，

该线粒体蛋白负责转运脂类，参与胆固醇代谢[1]。

随后的研究表明具有类似结构的蛋白广泛分布在

细菌、真菌、动物和植物中，不同的序列特征决

定这类蛋白结合的底物类型[2]。Iyer 等将具有类似

结构的蛋白归为 START (StAR-related lipid transfer 

domain)家族[3]。越来越多的研究表明 START 家族
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蛋白不仅能够作为脂质转运蛋白，还能够结合其

他结构域发挥脂类感应功能。此外，在链霉菌中

还发现了一类具有酶学活性的 START 家族蛋   

白——聚酮环化酶。哺乳动物 START 家族蛋白的

突变或者错误表达产生肾上腺皮质增生、乳腺癌

和结肠癌等疾病；START 家族蛋白是植物发育过

程的关键调节因子；尚未阐明 START 蛋白作为细

菌必需基因的作用机制[1, 4–7]。研究细菌 START 蛋

白将为 START 家族分子机制增添新理论，并为动

物和植物生理和病理研究提供新视角。 

不同物种之间 START 家族蛋白数量相差很

大，真核生物一般有多个 START 蛋白，例如拟南

芥有 59 个[3]。大部分原核生物仅有一个 START 蛋

白，例如枯草芽孢杆菌和大肠杆菌[6–7]。比较特殊

的是天蓝色链霉菌和结核分枝杆菌，分别有 13 个

和 18 个 START 蛋白，链霉菌含有大量 START 蛋

白可能与该菌产多种次生代谢物相关[3]。结核分枝

杆菌的 18 个 START 蛋白中，Rv0088、Rv0164 和

Rv2186c 是结核分枝杆菌生存必需基因，其他为

非必需基因，NCBI 标注 Rv0088 为甲酸氢化酶复

合物亚基，其他标注为 hypothetical protein。结核

分枝杆菌不产次生代谢物，尚不清楚结核分枝杆

菌基因组包含大量 START 基因的原因。 

Rv0164 首次发现于结核分枝杆菌的培养液

上清，具有 B 细胞和 T 细胞免疫原性[8–9]。我们

用结核分枝杆菌全蛋白芯片和病人血清开展分

子标志物研究，发现 Rv0164 具有诊断标志物特

性 ， 并 开 发 了 一 款 结 核 病 诊 断 试 剂 盒 (专 利 号

CN201310608295) 。 尝 试 结 构 生 物 学 方 法 探 讨

Rv0164 功能，但是 Rv0164 在大肠杆菌表达体系

中蛋白得率低，并且无法获得较好的晶体衍射数

据。MSMEG_0129 是 Rv0164 在耻垢分枝杆菌中

的同源蛋白，MSMEG_0129 的三维结构与 START

家族聚酮环化酶相似，但是缺少环化反应的关键

氨基酸[10]，说明 Rv0164 和 MSMEG_0129 的功能

与已知的细菌 START 蛋白作用机制不同。本研究

分析了 Rv0164 的序列组成、细胞定位和胞内互作

蛋白，结合组学数据库信息，提出 Rv0164 的可能

作用机制。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

添加 0.5%甘油和 0.05%吐温 80 的 LB 培养基

37 °C 振荡培养耻垢分枝杆菌。卡那霉素使用浓度

为 30 μg/mL (购自 Amersco)、四环素(购自 Amersco)

使用浓度为 0–80 ng/mL。GroEL 抗体购自 Santa 

Cruz 公司，HRP 标记的小鼠抗体购自 Promega 公

司。Western 及 IP 细胞裂解液和银染试剂盒购自

碧云天公司。His 抗体、FLAG 抗体和 FLAG 抗体

偶联磁珠购自 Sigma 公司。 

重组质粒 pMIND-Rv0164 和 pMIND-Rv0164 

(–17aa) 的 构 建 策 略 为 在 酶 切 位 点 BamHⅠ和  

EcoR Ⅴ之间连入 His 标签的表达序列、EcoR Ⅴ和

Pac Ⅰ之间连入目标基因，His 标签融合表达在目

标基因 N 端。重组质粒 pMV261-Rv0164-FLAG 的

构建策略为 EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ之间连入不含终止

密码子的 Rv0164 基因，Hind Ⅲ和 SalⅠ之间连入

FLAG 标签的表达序列，FLAG 标签融合表达在

Rv0164 基因 C 端。重组质粒经序列测定验证正确

后，电转化耻垢分枝杆菌野生菌 Mycobacterium 

smegmatis MC2 155。 

1.2  蛋白定位 

耻垢分枝杆菌培养液经 4 °C 离心分为培养上

清和细胞沉淀两部分。沉淀部分超声破碎细胞，

4 °C 离心去除细胞碎片，获得胞内总蛋白。培养



466 Ying Zhou et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2020, 60(3) 

actamicro@im.ac.cn 

上清通过 0.22 μm 过滤器，截留分子量 3 kDa 浓缩

管进行浓缩。直接比色法测定上清和胞内总蛋白

的蛋白浓度，30 μg 蛋白进行 10% SDS-PAGE 分

离，GroEL 抗体、His 抗体、HRP 标记的小鼠抗

体进行 Western blotting 检测。 

1.3  免疫共沉淀 

4 °C 离心收集菌体，Western 及 IP 细胞裂解

液重悬菌体。超声破碎细胞，4 °C 离心去除细胞

碎片，获得胞内总蛋白。FLAG 抗体偶联磁珠与

胞内全蛋白 4 °C 孵育 2 h，随后裂解液和 TBS   

(50 mmol/L Tris HCl，150 mmol/L NaCl，pH 7.4)

分别清洗磁珠 5 次。两种溶液分别孵育柱材料获

得洗脱蛋白：(1) 0.1 mol/L glycine HCl pH 3.5 溶

液；(2) SDS-PAGE 上样缓冲液。 

1.4  蛋白胶银染 

10% SDS-PAGE 分离免疫共沉淀获得的洗脱

蛋白，去离子水清洗凝胶，按照银染试剂盒说明

书进行蛋白胶银染。 

1.5  质谱鉴定蛋白质 

蛋白胶银染后，切下凝胶，依次用 50% (V/V) 

K3[Fe(CN)6]Na2S2O3 清洗、100 mmol/L NH4HCO3

浸泡以及胰蛋白酶 trypsin 消化。获得的肽段混合

物用 C18 反相柱在配置 EASY-nL 1200 系统的 Q 

Exactive 组合型四极杆 Orbitrap 质谱仪上进行蛋

白质鉴定。MS/MS 谱图用 MASCOT 引擎搜索

NCBI 的 Mycobacterium smegmatis MC2 155 和

Mycobacterium tuberculosis H37Rv 数据库。质谱鉴

定参数设置为 Peptide mass tolerance=20 ppm、

MS/MS tolerance=0.1 Da、Enzyme=Trypsin、Missed 

cleavage=2、Fixed modification Carbamidomethyl 

(C)、Variable modification Oxidation (M)。 

1.6  酵母双杂交 

Matchmaker® Gold yeast two Hybrid 试剂盒

(购自 TaKaRa)用于检测蛋白质相互作用。以结核

分枝杆菌标准菌株 H37Rv 基因组为模板，扩增

Rv0164 和 Rv3002c 基因，无缝克隆方法分别插入

pGBKT7 和 pGADT7 载体的 EcoR Ⅰ和 BamH Ⅰ位

点之间，重组质粒送测序公司验证插入序列。按照

试剂盒流程转化酵母菌，重组酵母菌涂布质粒筛选

培养基 SD/-Trp/-Leu/获得含有双质粒的酵母菌。挑

取 SD/-Trp/-Leu/培养基上的酵母单菌落，无菌生理

盐水制备菌悬液，2 μL 菌液分别接种质粒筛选培养

基 和 蛋 白 互 作 筛 选 培 养 基 SD/-Trp/-Leu/-Ade/- 

His/X-alpha-Gal，30 °C 培养至菌苔出现。 

1.7  Pull down 

以结核分枝杆菌标准菌株 H37Rv 基因组为模

板扩增 Rv3002c 基因，以载体 pGEX6p-1 为模板

扩增 GST 基因，重叠 PCR 获得 GST-Rv3002c 融

合基因，无缝克隆方法插入载体 pET28a 的 Nco Ⅰ

和 Hind Ⅲ位点之间，GST-Rv3002c 的 C 端融合

表达 His 标签，重组质粒送测序公司验证插入基因。

重组质粒转入大肠杆菌 BL21(DE3)，0.4 mmol/L 

IPTG 16 °C 诱导重组菌 12 h，收集胞内可溶蛋白，

Ni2+-NTA 亲和层析柱富集 GST-Rv3002c。不同浓

度的咪唑溶液依次洗脱蛋白，SDS-PAGE 检测洗

脱蛋白中 GST-Rv3002c 的浓度和纯度。经缓冲液

A (20 mmol/L Tris pH 8.0，NaCl 100 mmol/L，5%

甘油) 透析和截留分子量 10 kDa 浓缩管，获得大

量高纯度 GST-Rv3002c。 

GST-Rv3002c 与 Glutathione Sepharose 4B 

beads 4 °C 孵育 1 h，缓冲液 A 清洗柱材料 5 次，

获得 GST-Rv3002c 柱材料。重组质粒 pMV261- 

Rv0164-FLAG 电转化野生菌 M. smegmatis MC2 
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155 获得 Rv0164 过表达菌株。37 °C 振荡培养

Rv0164 过表达菌，收集胞内全蛋白与 GST-Rv3002c

柱材料 4 °C 孵育 1 h，缓冲液 A 清洗柱材料 5 次，

SDS-PAGE 上样缓冲液洗脱柱材料上结合的所有

蛋白，His 抗体和 FLAG 抗体 Western blotting 检测

洗脱蛋白。Pull down 设置两组对照，第 1 组为

GST-Rv3002c 柱材料不与过表达菌胞内全蛋白孵

育，其他实验步骤与 Pull down 样品相同，第 2 组设

置样品为过表达菌的胞内全蛋白。 

2  结果和分析 

2.1  同源蛋白 Rv0164 和 MSMEG_0129 的序列

特征 

结核分枝杆菌是经呼吸道传染的病原菌，在

生物安全实验室才能开展研究工作，因此常用非

致病菌耻垢分枝杆菌作为模式菌研究分枝杆菌的

蛋白功能以及筛选分子药靶的抑制剂，大部分同

源蛋白在结核分枝杆菌和耻垢分枝杆菌中执行相

同 的 生 理 功 能 [11–12] 。 同 源 蛋 白 Rv0164 和

MSMEG_0129 的序列相似性高，各自被证明是细

菌生存的必需基因[10,13]，表明两者的生理功能相

似或者完全相同。 

NCBI 标注 Rv0164 有 161 个氨基酸，与上游

基因 Rv0163 的转录方向相同，与邻近基因 Rv0162

和 Rv0165 的转录方向相反，Rv0163 和 Rv0164

基因相距 54 个碱基，以上特性表明 Rv0163 和

Rv0164 可能属于一个操纵子。Roback 等分析了

474 份结核分枝杆菌 Microarray 实验数据[14]，发

现 Rv0163 和 Rv0164 转录水平相关性低，表明

Rv0163 和 Rv0164 不属于一个操纵子。  

MSMEG_0129 与 Rv0164 的基因组环境相似。

MSMEG_0129 与上游基因 MSMEG_0128 的转录

方 向 相 同 ， 与 邻 近 基 因 MSMEG_0127 和

MSMEG_0130 的转录方向相反，MSMEG_0129

与上游基因 MSMEG_0128 间隔 26 个碱基。NCBI

标注 MSMEG_0129 为 144 个氨基酸，比 Rv0164

少 17 个氨基酸。如图 1 所示，序列比对表明

MSMEG_0129 第 2 个氨基酸对应于 Rv0164 第   

19 个氨基酸，随后的 6 个氨基酸在分枝杆菌属    

4 个菌种中保守，表明 Rv0164 的 N 端 17 个氨基

酸在分枝杆菌属中不保守。 
 

 
 

图 1.  不同分枝杆菌 Rv0164 同源蛋白的序列比对 
Figure 1.  Sequence alignment of Rv0164 homologous proteins. The identity between M. tuberculosis Rv0164 and 
M. smegmatis MSMEG_0129 is 87/144 (60%), M. tuberculosis Rv0164 and M. marinum MMAR_0407 129/153 
(84%), M. tuberculosis Rv0164 and M. leprae ML2629c 116/156 (74%). 
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为什么 MSMEG_0129 比 Rv0164 序列短？三

种可能性，一种是 MSMEG_0129 序列标注有误，

一种是 Rv0164 的 N 端是信号肽，第三种是 Rv0164

的 N 端有其他功能。将 NCBI 标注的 MSMEG_0129

阅 读 框 前 移 3 的 倍 数 ， MSMEG_0128 和

MSMEG_0129 阅 读 框 之 间 的 序 列 能 够 翻 译 为

RYARRMPL，该肽段与 Rv0164 的 N 端无相似性，

因此排除了 MSMEG_0129 阅读框标注有误。 

进一步通过 SignalP 分析 Rv0164 是否包含信

号肽[15]。Mycolyl transferase 85A (基因名称 fbpA，

基因编号 Rv3804c)是分泌蛋白，伴侣蛋白 GroEL 

(基因名称 groEL1，基因编号 Rv3417c)是胞内蛋

白，分别作为 SignalP 的阳性对照和阴性对照。一

般信号肽区域的 S 值高，信号肽剪切位点的 C 值

高；当序列中预测有多个信号肽剪切位点时，剪

切位点只有一个，为 S 值降低和 C 值高的位点；

D 值是平均 S 值和平均 C 值的平均值，判断蛋白

具有信号肽的 Cutoff 值为 0.4[16]。Rv0164、FbpA、

GroEL 和 MSMEG_0129 的 D 值分别为 0.391、

0.437、0.129 和 0.137。MSMEG_0129 的 D 值小

于 0.4，说明为胞内蛋白。Rv0164 的 D 值与 Cutoff

值相差不大。如果 Rv0164 是分泌蛋白，信号肽剪

切位点是第 30 位氨基酸，但是第 11–30 位氨基酸

之间 S 值低，不符合信号肽特性，因此排除了

Rv0164 具有信号肽。以上结果表明 Rv0164 的非

保守 N 端多肽可能有其他的功能(图 2)。 

 

 
 

图 2.  SignalP 分析蛋白的信号肽 
Figure 2.  Signal peptide prediction by SignalP. The cytosolic protein GroEL and secretory protein FbpA were set 
as negative and positive control, respectively. 
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2.2  Rv0164 是胞内蛋白 

分枝杆菌表达体系通常使用四环素或者乙酰

胺作为诱导剂，或者通过高温培养诱导 hsp60 启

动子超量表达目标基因[17–18]。本实验利用四环素

诱导表达质粒 pMIND 在耻垢分枝杆菌中表达

Rv0164，Rv0164 的 N 端融合表达 His 标签用于

Western blotting 检测。 

检测细菌生长对数期和平台期时 Rv0164 在

胞内和胞外的分布，GroEL 作为上样量和胞内定

位的对照蛋白。GroEL 是分枝杆菌组成性表达的

胞内蛋白，在培养上清中也能检测到 GroEL 的可

能原因是细菌裂解[19]。如图 3-A 所示，对数期胞

内蛋白中检测到 Rv0164 而胞外无 Rv0164 杂交条

带，说明 Rv0164 在耻垢分枝杆菌中表达时是一个

胞内蛋白，与 Rv0164 不含信号肽是一致的。平台

期胞内蛋白和培养上清均未检测到 Rv0164 蛋白，

可能原因是对数期添加的诱导剂到平台期时失效。 

检测缺失 N 端非保守肽段的 Rv0164 截短体

的细胞定位，仅胞内蛋白样品中检测到 Rv0164 

(–17aa)，而且不同的单菌落出现不同的杂交带型

(图 3-B)。其中单菌落 2 的带型单一，并且该条带

在单菌落 1 和 3 中重复出现，表明该条带为 Rv0164 

(–17aa)。单菌落 1 和 3 分别比单菌落 2 多了 2 条

和 1 条略小的杂交条带，而 His 标签融合表达在

基因 N 端，说明 Rv0164(–17aa)的 C 端发生了部

分降解。以上结果表明 Rv0164(–17aa)的蛋白稳定

性低于全长 Rv0164，说明 Rv0164 的 N 端非保守

肽段与蛋白稳定性相关。 

2.3  Rv0164 蛋白在平台期比对数期稳定 

添加不同浓度的诱导剂，检测对数期 Rv0164

的动态变化特性。无诱导剂时，诱导菌 M. smegmatis 

MC2 155/pMIND-Rv0164 的胞内蛋白在检测时间 

 
 
图 3.  Rv0164 和其截断体在耻垢分枝杆菌中的表达和

定位 
Figure 3.  Expression and localization of Rv0164 and 
its truncated mutant in Mycobacterium smegmatis. A: 
Expression of Rv0164 in the strain M. smegmatis MC2 
155/pMIND-Rv0164 at OD600=0.5 (Log) and OD600=2 
(Sta) was detected by Western blotting. B: Expression 
of the N-terminal 17 residue truncated mutant in the 
strain M. smegmatis MC2 155/pMIND-Rv0164(–17aa); 
logarithmic phase culture of 3 colonies was detected by 
Western blotting. Secreted proteins in the culture 
supernatant and cytosolic proteins in the cell cytoplasm 
are labeled as S and C, respectively. GroEL was used 
as an internal control. 
 
内无 Rv0164 (图 4)，说明 pMIND 质粒无泄漏表达。

20 ng/mL 诱导剂时，除了第 2 小时和第 3 小时，

其他时间点未检测到胞内 Rv0164；40 ng/mL 诱导

剂时，除了第 6 小时，其他时间点均可检测到胞

内 Rv0164；80 ng/mL 诱导剂时，6 个时间点均可

检测到胞内 Rv0164；每个诱导剂浓度的检测时间

内 Rv0164 呈现先增加后降低的变化趋势(图 4-A)。

而诱导剂浓度越高，pMIND 质粒表达目标蛋白的

数量越多[17]。以上数据说明除了诱导剂的蛋白增

量效应，同时存在胞内蛋白减量效应，低浓度诱

导剂产生蛋白的速度低于胞内蛋白减量效应。 

平台期诱导菌补加诱导剂 80 ng/mL，检测平

台期胞内 Rv0164 的动态变化特性。如图 4-B 所示，

3 h 内 Rv0164 杂交信号相同，说明平台期添加诱

导剂产生的 Rv0164 数量比较稳定，此时诱导剂的

蛋白增量效应与胞内蛋白减量效应趋于平衡。 
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图 4.  胞内 Rv0164 蛋白的动态变化 
Figure 4.  Dynamic model of intracellular Rv0164. A: Cytoplasmic Rv0164 in the strain M. smegmatis MC2 155/ 
pMIND-Rv0164 was detected by Western blotting using a monoclonal anti-polyHistidine antibody; logarithmic 
bacterial cells were applied with different concentration of tetracycline (20 ng/mL, 40 ng/mL and 80 ng/mL); 
samples were harvested at 1 hour intervals. B: Stationary bacterial cells (OD600=2) of the strains M. smegmatis MC2 
155/pMIND-Rv0164 and M. smegmatis MC2 155/pMIND-Rv0164(–17aa) were applied with 80 ng/mL tetracycline 
and samples were harvested at 1 hour intervals. GroEL was used as an internal control. 

 
相同的策略检测平台期胞内 Rv0164(–17aa)

的动态变化特性。Rv0164(–17aa)诱导菌在补加诱

导剂的第 2 小时、第 3 小时比第 1 小时的杂交信

号强，并且随着培养时间的延长，杂交带型越多，

说明诱导剂产生蛋白的速度高于胞内蛋白减量效

应，较小的杂交条带是 Rv0164(–17aa)的 C 端逐步

降解产生。以上结果表明全长 Rv0164 在平台期比

对数期稳定，Rv0164 截短体在平台期也不稳定。 

2.4  垂钓 Rv0164 互作蛋白 

前面实验结果表明平台期时全长 Rv0164 更稳

定，因此选用平台期 Rv0164 表达菌进行垂钓互作

蛋白实验。平台期 M. smegmatis MC2 155/pMV261- 

Rv0164-FLAG 菌液，一部分继续 37 °C 培养 3 h，

另一部分转移到 42 °C 培养 3 h，分别收集上清蛋

白和胞内蛋白，SDS-PAGE 和考马斯亮蓝染色检

测全部蛋白。如图 5-A 所示 42 °C 比 37 °C 培养上

清中蛋白种类更多，并且 42 °C 胞内和上清蛋白的

条带相似性比 37 °C 高，可能原因是高温使细菌受

到损伤，部分细菌裂解，胞内蛋白溢出。42 °C 胞

内蛋白与 37 °C 胞内蛋白相比，蛋白种类无显著差

异，蛋白丰度发生变化，例如图 5-A 箭头 1 和 2

所示的蛋白条带。以上结果表明 42 °C 培养使细菌

胞内和胞外蛋白发生了变化。 

用 FLAG 抗体偶联柱材料分别与 37 °C 和

42 °C 胞内蛋白孵育，富集 Rv0164 以及能够与

Rv0164 相互作用的蛋白，蛋白上样缓冲液破坏抗

体与柱材料间的偶联作用，洗脱柱材料上结合的

所有蛋白。设置两组阴性对照，一组是柱材料未

与蛋白孵育，一组是携带 pMV261 的重组菌的胞

内蛋白与柱材料孵育。如图 5-B 所示，分子量为

55 kDa 和 25 kDa 的高丰度蛋白分别为 FLAG 抗体

的重链和轻链，与阴性对照相比，37 °C 胞内样品

富集蛋白在 15 kDa 和 25 kDa 之间多了一个蛋白

条带，切割该区域进行质谱分析，质谱分析的肽

段覆盖 Rv0164 序列 55.3%。与阴性对照相比，

42 °C 胞内样品在 15 kDa 和 25 kDa 之间多了几个
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蛋白条带，其中丰度最高的蛋白条带在 37 °C 样品

中也存在，切割该区域凝胶质谱鉴定蛋白组成，

质谱分析的肽段覆盖 Rv0164 序列 43.5%。以上结

果表明 42 °C 培养 3 h 的方案能够获得较多的

Rv0164 互作蛋白。 

2.5  质谱鉴定互作蛋白 

蛋白上样缓冲液洗脱柱材料上的富集蛋白

时，洗脱液中含有较多 FLAG 抗体(图 5-B)。 

glycine HCl 溶液作为洗脱溶液时，洗脱蛋白中

FLAG 抗体明显减少，Rv0164 互作蛋白条带更加

清晰(图 5-C)。切割互作蛋白中的 3 条主带(图 5-C

箭头标注)，质谱鉴定蛋白组成。 

质谱结果搜索数据库获得互作蛋白列表，大

部分蛋白的信号值和肽段覆盖度较低，设定筛选

参数排除假阳性蛋白。互作蛋白中 hypothetical 

protein LI98 的 Intensity 值最高(约为 8×109)，取最

高信号值的 0.1%设为阈值排除假阳性蛋白，获得

280 个较高信号值的蛋白。其次设定肽段覆盖度阈

值为 40%，280 个蛋白中有 24 个满足筛选条件。

为了进一步提高互作蛋白的可信度，进行了第 2 次

独立的垂钓实验。第 2 次获得的互作蛋白列表中

满足 Intensity 值大于 8×106 的蛋白有 211 个，同时

满足肽段覆盖度大于 40%的蛋白有 24 个。2 次独

立实验中均满足筛选条件的互作蛋白有 7 个，其

中 3 个是必需基因(表 1)。 

2.6  Rv0164 结合 Rv3002c 

Rv0164 的互作蛋白中，有 3 个是结核分枝杆

菌生存必需的蛋白(Rv3002c、Rv1306 和 Rv3442c)，

仅 Rv3002c 有研究报道[20]。酵母双杂交和 Pull 

down 验证 Rv0164 和 Rv3002c 的蛋白-蛋白相互作

用。如图 6-A 所示，酵母菌能够在不含 Trp 和 Leu

的基本培养基上生长，说明 pGBKT7 或者其携带

外源基因的重组质粒、pGADT7 或者其携带外源

基因的重组质粒同时导入了酵母菌。当 pGBKT7 

 

 
 

图 5.  Co-IP 垂钓 Rv0164 互作蛋白 
Figure 5.  Co-immunoprecipitation (co-IP) of Rv0164 interacting proteins. A: Stationary bacterial cells of the 
strain M. smegmatis MC2 155/pMV261-Rv0164-FLAG was cultured at 37 °C or 42 °C for 3 hours; SDS-PAGE and 
Coomassie Blue Staining of culture supernatant (S) and cytoplasmic (C) proteins. B–C: Immunoprecipitation and 
silver staining of Flag-tagged Rv0164 from cell lysates; elution buffer was loading buffer (B) or glycine HCl (C). 
Rv0164-Flag and interacting protein candidates are labeled with an arrow in B and C.  
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表 1.  Rv0164 互作蛋白 
Table 1.  Rv0164 interacting proteins 

Sequence coverage/% 
(Twice) 

kDa1 
Sequence 
length2 

MSMEG3 Product Rv4 Essential5 Reference

60.0 42.9 18.3 170 MSMEG_2373 Acetolactate synthase small subunit Rv3002c Yes [20] 
48.8 42.4 17.6 170 MSMEG_4940 ATP synthase B chain AtpF  Rv1306 Yes NCBI 
54.0 54.0 16.7 150 MSMEG_1557 30S ribosomal protein S9 RpsI Rv3442c Yes NCBI 
56.6 42.2 18.3 166 MSMEG_6913 Transcriptional regulatory protein Rv0042c No NCBI 
49.7 41.0 18.5 161 MSMEG_0636 Hypothetical protein Rv0310c No NCBI 
48.0 40.5 21.1 200 MSMEG_6082 Beta-carbonic anhydrase CanB Rv3588c No NCBI 
44.1 87.7 21.6 195 MSMEG_4891 Alkyl hydroperoxide reductase C protein AhpC Rv2428 No NCBI 
1: Molecular weight. 2: Number of amino acid residues. 3: Gene number in M. smegmatis. 4: Gene number in M. tuberculosis. 5: 
Experiment data from [13]. 
 

 
 

图 6.  Rv0164 结合 Rv3002c 
Figure 6.  Interaction between Rv0164 and Rv3002c. A: Yeast Two-Hybrid; Positive control: pGBKT7-P53 + 
 pGADT7-T; Negative control: pGBKT7-Lam + pGADT7-T. B: GST Pull down. 
 
和 pGADT7 携带的外源基因发生蛋白相互作用

时，激活报告基因的转录，产生 ADE2、HIS3 和

MEL1，使酵母菌能够在不含 Ade 和 His 的基本培

养基上生长，酵母菌分泌的 MEL1 在含有底物

X-alpha-Gal 的培养基中使菌苔呈蓝色。阳性对照

中 P53 和 SV40 large T-antigen 是已知的一组互作

蛋白，重组酵母菌在蛋白互作筛选培养基上呈深

蓝色。阴性对照中 Lamin 和 SV40 large T-antigen

是已知的非互作蛋白，重组酵母菌在蛋白互作筛

选培养基上无明显生长。pGBKT7 和 pGADT7 质

粒仅携带 Rv0164 或者 Rv3002c 时，重组酵母菌在

蛋白互作筛选培养基上无明显生长，说明 Rv0164

或者 Rv3002c 自身不能激活报告基因的转录。

pGBKT7-Rv0164 和 pGADT7-Rv3002c 使重组酵

母菌在蛋白互作筛选培养基上生长，菌苔呈淡蓝

色，说明 Rv0164 和 Rv3002c 能够发生蛋白相互作

用。 

Pull down 检测中 GST 标签与柱材料的高亲
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和力使融合蛋白 GST-Rv3002c 被固定在柱材料

上，Rv3002 的互作蛋白通过蛋白-蛋白相互作用也

将结合在柱材料上。如图 6-B 中间泳道，Pull down

样品的洗脱液中有 Rv0164 和 Rv3002，而 2 个对

照 样 品 中 仅 检 测 到 Rv3002 ( 左 侧 泳 道 ) 或 者

Rv0164 (右侧泳道)，说明 Rv0164 和 Rv3002c 有

相互作用。 

3  讨论 

结构生物学分析表明 Rv0164 同源蛋白是

START 家族的无酶活蛋白[10]。NCBI 组学数据表

明饥饿培养 24 h 和 96 h[21]、感染小鼠巨噬细胞  

24 h 以及双氧水处理 24 h 时结核分枝杆菌 Rv0164

表达量降低[22]，说明 Rv0164 参与细菌胁迫应答。

START 家族的主要作用机制是：(1) 作为脂质转

运蛋白，在真核细胞内的不同膜结构之间转运脂

类物质[23]；(2) 作为脂类感应蛋白，一般为多结构

域蛋白，由 START 结构域结合脂类引起蛋白构象

变化而激活其他结构域或者改变蛋白的细胞定 

位[24]；(3) 聚酮环化酶活性[5, 25]。仅脂类感应功能

同时满足无酶活和参与胁迫应答的特性，表明

Rv0164 可能参与脂类感应。 

脂类感应需要信号的接收和传递，一般由   

2 个结构域执行。例如植物 HD-Zip 转录因子的

START 结构域结合配体后(即信号接收)调控其转

录因子活性(即信号传递)[4]。Rv0164 全长 161 个

氨基酸，START 功能域覆盖 128 个氨基酸(第

25–152 位)，是单一结构域蛋白，能够结合配体完

成脂类感应的信号接收，需要下游效应蛋白改变

细菌的生理状态，例如改变蛋白的数量和种类，

从而完成信号传递。Rv0164 是必需基因，下游效

应蛋白可能也是必需基因。Co-IP 方法垂钓 Rv0164

的相互作用蛋白(图 5)，7 个互作蛋白中有 3 个是

必需基因，分别属于蛋白质合成(MSMEG_2373 和

MSMEG_1557)和能量合成通路(MSMEG_4940)，

说明上述 3 个必需基因可能作为 Rv0164 的下游效

应蛋白。 

尽管在细菌培养上清发现了 Rv0164，尚无研

究报道该蛋白是细菌主动排出或者由于细菌裂解

而释放到胞外。分枝杆菌转运系统的底物特征是：

(1) Sec 分泌系统，分泌蛋白的 N 端有信号肽；(2) 

Twin-arginine transporter，分泌蛋白的信号肽有   

2 个精氨酸；(3) Ⅶ型分泌系统，分泌蛋白的 C 末

端有 T7S motif (YXXXD/E) [26–27]。SignalP 分析发

现 Rv0164 无信号肽(图 2)，Rv0164 也不具有上述

分泌系统的特征序列。Western blotting 进一步证

实 Rv0164 定位在胞内 (图 3)。以上结果表明

Rv0164 是一个胞内蛋白。 

综合数据库信息和本研究结果，推测 Rv0164

的脂类感应作用机制是：细菌面临环境压力时

Rv0164 接收信号，通过蛋白互作影响下游效应蛋

白，下游效应蛋白调控胞内大分子数量，使细菌

适应环境变化。真核生物 START 家族蛋白的脂类

感应功能通常由一个多结构域蛋白完成信号接收

和传递，Rv0164 与下游效应蛋白组成的“双元件”

体系使得不同的下游效应蛋白可能产生不同的调

控效果，值得进一步研究。 
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Expression and protein interaction analysis of the START 
family protein Rv0164 in Mycobacterium smegmatis 
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Abstract: [Objective] Mutations or abnormal expressions of START family proteins in mammals are the basis for 
diseases such as adrenal hyperplasia, breast cancer and colon cancer. START family proteins are key regulators of 
plant development. The mechanism of the essential START proteins in prokaryote is unclear. Rv0164 belongs to the 
START family and is an essential gene with unknown function in Mycobacterium tuberculosis. Therefore, exploring 
the function of Rv0164 will add a new theory to the molecular mechanisms of START family. [Methods] 
Bioinformatics method was used to analyze the sequence of Rv0164. Rv0164 was expressed in the model strain 
Mycobacterium smegmatis and analyzed the protein localization. The interaction proteins of Rv0164 were 
identified by Co-IP and mass spectrometry, then verified by yeast two hybrid and pull down. [Results] The 
N-terminal 17 residues of Rv0164 were not conserved in Mycobacterium. Rv0164 had no signal peptide. Rv0164 
was localized in cytoplasm and regulated by some proteostasis mechanisms which were weaker in stationary phase 
than in logarithmic phase. Deletion of the N-terminus of Rv0164 produced protein instability in both stationary 
phase and logarithmic phase. Rv0164 interacted with several cytosolic proteins. [Conclusion] The N-terminus of 
Rv0164 enhances protein stability. Rv0164 localizes in cytoplasm and can bind essential proteins. 
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