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摘  要 : 目前对于结核分枝杆菌 (Mycobacterium tuberculosis，Mtb) 耐药产生机制研究得较多，但对其调控机制

的研究较少。翻译后修饰 (Post-translational modifications，PTMs) 在结核菌多种生理途径 (如代谢、应激反应等) 

中发挥重要调控作用，而它们和结核菌耐药之间的关系逐渐引起了研究者的关注。文中介绍了结核菌抗生素耐受

机制以及存在的一些 PTMs，重点讨论了 PTMs 在调控结核杆菌耐药机制中的潜在作用，以期为新型抗结核药物

研发提供新的切入点。 

关键词 : 翻译后修饰，结核分枝杆菌，抗生素，耐药 
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Abstract:  Currently, there are many studies on the mechanism of antibiotic resistance in Mycobacterium tuberculosis (Mtb), 

but there are few studies on its regulatory mechanism. Post-translational modifications (PTMs) have been recognized for their 

important role in controlling cellular dynamics such as metabolism and stress response, but the relationship between PTMs and 

antibiotic resistance gradually attracted the attention of researchers. Here, we summarize the definition of PTMs, and the 

mechanisms of antibiotic resistance in M. tuberculosis and discuss how PTMs are involved in antibiotic resistance, in order to 

provide a new breakthrough for the development of new anti-Ttb drugs. 
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由结核分枝杆菌 (以下简称结核菌) 引起的

结核病是人类健康的主要威胁之一。据报道，全

球每年有 1 040 万人感染结核病，180 万人死于

结核病[1]。近些年，由于抗生素的滥用导致多耐

药  (Multidrug resistant，MDR) 和广泛性耐药 

(Extensively drug-resistant，XDR) 结核菌的出现，

这使得结核病疫情愈加严重。因此，深入理解结

核菌耐药机制并在此基础上开发新型抗结核药物

就显得尤为迫切和重要。 

结核菌对许多抗生素是天然耐药的，这主要是

由于结核菌具有厚、蜡状、疏水的细胞被膜[1]，体

内存在可使药物降解失活或修饰的酶[3-4]。此外，

结核菌存在大量的药物外排泵系统，这也可以赋予

它们一定水平的临床耐药性[5]。除了天然耐药外，

大多数结核菌的耐药表型可以归结于染色体突变

造成的[6]。这些染色体突变可以通过修饰或过表达

药物靶标，或活化前体药物来赋予菌株不同水平的

耐药性。表 1 概括了导致结核菌耐药常见的染色体

突变靶标[6]。虽然目前关于结核菌耐药产生机制研

究得较为透彻，但其具体的调控机制仍不清楚。 

 
表 1  结核菌耐药机制及常见的染色体突变靶标 

Table 1  Mechanisms of drug resistance and common target genes in M. tuberculosis 

Antibiotic Target gene Resistance mechanism 

Isoniazid katG (Catalase peroxidase) Abrogated prodrug activation 

 inhA (Enoyl acyl carrier protein reductase) Drug target alteration 

Rifampicin rpoB (DNA-directed RNA polymerase) Drug target alteration 

Ethambutol embB Drug target alteration 

Fluoroquinolones gyrB (DNA gyrase B) Drug target alteration 

 gyrA (DNA gyrase A) Drug target alteration 

Streptomycin rrs (16S rRNA gene) Drug target alteration 

 rpsL (Ribosomal protein S12) Drug target alteration 

Amikacin rrs Drug target alteration 

Kanamycin A rrs Drug target alteration 

Capreomycin rrs Drug target alteration 

Pyrazinamide pncA (Pyrazinamidase) Abrogated prodrug activation 
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蛋白质的许多 PTMs 在高等和低等生物中均

存在，它们可参与水解或将修饰基团转移到蛋白

质的一个或多个氨基酸。这些 PTMs 可能影响蛋

白质的活化状态、定位、转换和/或与其他蛋白质

的相互作用[7]。随着依赖质谱 (Mass spectrometry，

MS) 的蛋白质组学技术快速发展，细菌中大量的蛋白

质被发现存在 PTMs，例如磷酸化 (Phosphorylation)、

乙酰化 (Acetylation)、类泛素化 (Pupylation) 等，

并且一些蛋白质的 PTMs 被证明在细菌的多种生

理途径中发挥重要调控作用。2015 年，Nakedi 等

解析并比较了对数时期的快生型耻垢分枝杆菌

Mycobacterium smegmatis 和慢生型牛分枝杆菌

Mycobacterium bovis BCG 的蛋白质磷酸化组，发

现牛分枝杆菌呈现复杂的蛋白质磷酸化网络，而

该网络可以调控细胞分裂、细胞壁合成、快速应

对压力反应等细胞途径[8]。2017 年，Birhanu 等利

用定量乙酰化蛋白质组学方法分析了 3 种 Mtb 临

床分离菌株 (2 种谱系 7 分离株和谱系 4 H37Rv

标准株)，鉴定了 953 个蛋白质中存在 2 490 个

class-Ⅰ乙酰化位点、2 349 个 O 乙酰化位点和 141 个

Nε 乙酰化位点[9]。乙酰化蛋白质被发现参与中心

代谢、翻译和应激反应以及抗生素耐受[9]。鉴于

PTMs 在应对环境压力中的重要作用，人们推测

PTMs 可能也参与抗生素耐受过程[10]。文中提供了

PTMs (也扩展包含了抗生素的化学修饰) 可能调

控结核菌耐药的证据。 

1  在结核菌中抗生素暴露和 PTMs 之间是

否存在联系？ 

在过去数年中，多个研究暗示 PTMs 和抗生

素暴露之间可能存在一定的关联。在经典的磷酸

化修饰中，蛋白质激酶转移 ATP 上的 γ-磷酸到蛋

白质的特定氨基酸 (通常为丝氨酸、苏氨酸和酪氨

酸) 上来启动信号转导[11]。结核菌基因组包含 11 个

丝氨酸 /苏氨酸磷酸激酶基因  (Serine/threonine 

protein kinases，STPK)，也就是 PknA、PknB 和

PknD–PknL[12]。分析已报道的转录组数据发现[12]，

结核菌在卷曲霉素 (Capreomycin，Cap)、阿米卡

星 (Amikacin，Ami)、链霉素 (Streptomycin，SM) 

处理条件下，pknA 基因分别下调 4.76 倍、2.11 倍、

2.14 倍；在四环素 (Tetracycline，Tet) 处理条件下，

pknB 基因下调 3.41 倍；在异烟肼 (Isoniazid，INH) 

处理条件下，pknG 基因上调 2.71 倍；在利福平 

(Rifampicin，Rif) 处理条件下，pknE 基因上调

5.2 倍；在罗红霉素 (Roxithromycin，Rox) 和链 

霉素 (Streptomycin，SM) 处理条件下，pknJ 基

因分别上调 2.14 倍和 2 倍。值得注意的是，有研

究表明过表达 PknA 和 PknB 激酶 (其属于编码参

与细胞形状调控和细胞壁合成基因的操纵子的一

部分) 会导致结核菌生长变慢并改变细胞形态，

pknA 或 pknB 的部分敲除会导致结核菌形态变窄

和变长[14]。此外，缺失 pknG 基因会导致耻垢分

枝杆菌和结核菌对多种抗生素的敏感[15]。这些数

据表明负责 PTMs 的关键酶或 PTMs 可能和抗生

素处理之间有一定的功能联系。 

2  PTMs 是如何作用导致结核菌耐药改

变呢？ 

抗生素可以利用多种机制靶向关键途径，例

如核酸和蛋白质合成、被膜完整性以及活性氧等。

有趣的是，结核菌的各种 PTMs 也参与这些功能。

因此，PTMs 活动的变动可能导致细胞途径的变

化，进而调控结核菌的抗生素耐受 (图 1)。 

2.1  可能参与细胞壁合成 

研究表明 Wag31 的磷酸化在耻垢分枝杆菌抗

生素耐受中发挥作用[16]。Wag31 是细胞分裂蛋白

质 DivIVA 的同源蛋白，它可以调控分枝杆菌的

生长、形态和极性细胞壁合成。Wag31 蛋白也可

以与 ACCase 酶亚基 AccA3 相互作用，进而调控脂

质和分枝菌酸 (Mycolic acids) 合成。AccA3 对酰基

链延伸是至关重要的，因为它可以将乙酰辅酶 A  
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图 1  结核菌中 PTMs 和抗生素耐受之间的联系 

Fig. 1  Functional connections between antibiotic resistance and PTMs in M. tuberculosis. 
 

 

(Acetyl-CoA) 转换成丙二酰辅酶 A (Malonyl-CoA)。

AccA3 过表达可以导致渗透性降低进而增加耻垢

分枝杆菌对利福平和新生霉素  (Novobiocin) 的

抗性。Wag31-AccA3 的相互作用可以促进细胞壁

的稳定性[17]。Wag31 可被分枝杆菌激酶 PknA 磷酸

化，且 Wag31 的磷酸化可以帮助其蛋白质-蛋白质

相互作用，也可调控和促进肽聚糖 (Peptidoglycan，

PG) 生物合成。 

此外，结核菌 MabA (β 酮脂酰基载体蛋白还

原酶 ) 的磷酸化可以调控分枝菌酸生物合成途

径[18]。包括 PknB 在内的一些 Ser/Thr 蛋白激酶体

外和体内可以对分枝杆菌的 MabA 进行磷酸化。

质谱分析和定点突变鉴定了 3 个磷酸苏氨酸，其

中 Thr191 是主要的磷酸化受体。与野生型蛋白质

相比，用来模拟组成型磷酸化的 MabA_T191D 突

变体的酮酰还原酶活性明显下降[18]。在 M. bovis 

BCG 中组成型过表达 MabA_T191D 会严重损害

分枝杆菌的生长，导致分枝菌酸从头合成途径明

显受到抑制[18]。Ando 等研究表明 MabAg609a 的

沉默突变可以通过增加 inhA 的转录水平来赋予

结核菌对 INH 的耐受[19]。 

参与细胞壁组分阿拉伯聚糖合成的基因簇

embCAB (阿拉伯聚糖转移酶) 是乙胺丁醇的作

用靶标，而 EmbR 是 embCAB 基因转录激活器。

2003 年，Molle 等发现 PknH 可以对含有 FHA 磷

酸化蛋白质识别区域的 EmbR 磷酸化[20]。2006 年，

Sharma 等研究证明 EmbR 的磷酸化可以影响脂阿

拉伯甘露糖/脂甘露糖（LAM⁄LM）比率，而该比

率是分枝杆菌毒力和对抗结核药物乙胺丁醇耐受

的重要决定因素[21]。同年，他们又证明 PknA 和

PknB 是导致 EmbR 磷酸化的新型调控器，而上文

中我们提到 PknA﹑PknB 与结核菌的生长和细胞

形态有密切关系[22]。 

2.2  可能参与转录调控 

一些抗生素可以改变转录机器 (Transcriptional 

machinery)，而 PTMs 已被发现可以调控此过程。

Nε-赖氨酸乙酰化是一种由乙酰化酶和去乙酰化

酶所催化的可逆的、广泛的、动态的调控机制，
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它可以影响蛋白质的多种特性，包括酶活性、

DNA-蛋白质相互作用、亚细胞定位、转录活性和

蛋白质稳定性等[23]。2015 年，Gu 等研究表明依

赖烟酰胺腺嘌呤二核苷  (NAD+) 的去乙酰酶

MSMEG_5175 可以通过两条途径来参与异烟肼

抗性：1) 直接调控胞内 NAD 或 NADH 水平；2) 影

响RNA聚合酶β′亚基 (RpoC) 乙酰化水平控制全局

性基因转录水平[24]。与包含 pMV261 的耻垢分枝杆

菌空载菌 (mc2155-pMV261) 相比，MSMEG_5175

过表达菌株  (mc2155-MS5175) 具有较低的胞内

NAD 水平但较高的异烟肼抗性。定量蛋白质组

学分析表明，MSMEG_5175 的过表达可以导致

34 个蛋白质上调表达和 72 个蛋白质下调表达。

这些差异性蛋白质参与包括代谢激活、转录、翻

译、抗氧化和 DNA 损伤在内的多种细胞途径。在

mc2155-MS5175 菌株中，过氧化氢酶 (KatG) 的

mRNA 和蛋白质水平均发生了下调。此外，免疫共

沉淀和蛋白质组学联合分析表明 mc2155-MS5175

中 27 个蛋白质的乙酰化水平下调，其中 RpoC 的

乙酰化水平的改变可能影响它的自身功能并导致

整体基因转录的变化[24]。 

2.3  可能参与活性氧产生和 DNA 损伤反应 

抗生素诱导细菌产生的 ROS (Reactive oxygen 

species) 已被深入研究。尽管曾有不少争议，但

是最新研究表明氨苄青霉素、卡那霉素、诺氟沙星、

莫西沙星等抗生素都可诱导细菌产生 ROS[25-26]。原

核类泛素化蛋白 (Prokaryotic ubiquitin-like protein，

Pup) 由 64 个氨基酸组成，相对分子量为 6 900，

是一种存在于分枝杆菌中类似真核生物泛素 

(Ubiquitin，Ub) 的小分子蛋白质[27]。分枝杆菌的

蛋白质酶体和 Pup 组成了完整的 Pup-蛋白酶体系

统 (PPS)。当蛋白质被 Pup 共价标记后，修饰的

蛋白质将被蛋白酶体降解或参与修饰后的调控过

程，最终影响细菌各个生命活动。位于同一个操

纵子的 Pup 连接酶 PafA、PafB 和 PafC 是分枝杆

菌和其他放线菌中 Pup-蛋白酶体系统的一部分。

2015 年，我们课题组研究表明耻垢分枝杆菌 pafC

突变菌株对氟喹诺酮类抗生素 (包括莫西沙星、

诺氟沙星、氧氟沙星和环丙沙星) 是超敏感的，

但是对其他抗生素例如异烟肼、利福平、氯霉素

和卷曲霉素的敏感性是没有改变的。回补实验恢

复了和野生型耻垢分枝杆菌表型[28]。pafC 突变菌

株对 H2O2 是非常敏感的，并且铁螯合剂 (联吡啶) 

和羟基自由基清除剂 (硫脲) 可以消除此差异[28]。

最近 Olivencia 等证明 pafBC 参与分枝杆菌 DNA

损伤反应[29]。耻垢分枝杆菌 pafBC 突变菌株的蛋

白质组学分析揭示参与 DNA 损伤反应的各种蛋

白质 (包括重组酶 RecA) 的胞内水平是降低的，

同时，pafBC 突变菌株对 DNA 损伤试剂敏感性

增加[29]。 

2.4  参与抗生素的直接修饰 

分枝杆菌中存在一些酶，这些酶可以将某些

化学基团转移到抗生素上对其进行修饰，而该修

饰可以降低靶标的结合能力进而使药物失活。Eis

是 rv2416c 基因编码的乙酰化酶 (GNAT) 超家族

蛋白，它可促进耻垢分枝杆菌在人类巨噬细胞系

U-937 的传代过程中的存活。此外，由 RNA 聚合

酶 σ因子 SigA 调控的 Eis 表达也可增进 W-Beijing

菌株在单核细胞中的胞内存活。 2009 年，

Zaunbrechera 等研究证明 Eis 的过量表达可赋予

结核菌对卡那霉素的抗性[30]。2011 年，Gikalo 等

研究表明 Eis 的突变在莫斯科区域结核菌临床菌

株卡那霉素抗性发展中是至关重要的 [31]，随后

Chen 等发现 Eis 可以直接对多种氨基糖苷类抗生

素的多个氨基乙酰化[32]。 

ADP-核糖转移酶可以将 ADP-ribosyl 基团转

移到抗生素，进而抑制抗生素接近靶标。例如，

利福平是一种可以抑制RNA聚合酶 β亚基的半合

成抗生素，耻垢分枝杆菌中 ADP-核糖转移酶可以

利用 NAD 作为辅因子将 ADP-ribosyl 加到利福平
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上，而利福平的核糖基化会使其失活，导致耻垢

分枝杆菌对利福平耐受[4]。近来，Rominski 等证

明 ADP-核糖基化酶MAB_0591对于脓肿分枝杆菌

Mycobacterium abscessus 的天然耐药是必需的[33]。

MAB_0591 的异源表达可以赋予大肠杆菌和结核

菌对利福平的抗性。与脓肿分枝杆菌 ATCC 19977

菌株相比，脓肿分枝杆菌 MAB_0591 缺失菌株对

利福平的 MIC 值始终要低。当 MAB_0591 缺失菌

株回补 MAB_0591 后，恢复与野生型菌株相同的

表型[33]。 

2.5  可能参与靶标位点的改变 

赖氨酸琥珀酰化 (Lysine succinylation) 是近

年来新发现的一种新型赖氨酸酰化修饰[34]。2014 年，

我们课题组利用免疫亲和富集和高灵敏度质谱联

合方法绘制了中国广泛耐药结核菌临床菌株的全

局性琥珀酰化蛋白图谱，发现有 686 个琥珀酰化

蛋白和 1 739 个琥珀酰化位点[35]。值得注意的是

其中有 4 个抗结核药物靶标蛋白质被琥珀酰化修

饰，包括 InhA、RopB 和 GyrA/GyrB。氟喹诺酮 

(Fluoroquinolones，FQs) 是治疗多耐药结核病的

第二线药物，而由 gyrA 和 gyrB 基因编码的Ⅱ型

DNA 拓扑异构酶是其靶标蛋白。GyrA 和 GyrB

蛋白均被发现存在琥珀酰化修饰，其中 GyrA 蛋

白有 5 个琥珀酰化位点，GyrB 蛋白有 10 个琥珀

酰化位点。GyrB 蛋白中的一个琥珀酰化修饰位点

K523 在空间上接近自然突变位点  (A515T 或

A515V)，而该突变位点可以导致对抗生素的耐

受。RopB 蛋白被发现存在 12 个琥珀酰化修饰位

点，其中一个琥珀酰化修饰位点空间上接近自然

突变位点 (I561V)。2010 年，Prisic 等利用磷酸

化蛋白质组学方法对结核菌的蛋白质磷酸化进

行了全局性分析，他们鉴定了 301 个参与广泛功

能的磷酸化蛋白质和 500 个磷酸化位点[36]。其

中 GyrA 和 RpoB 均被发现存在 1 个磷酸化位点。

因此，探究这些靶标蛋白质的翻译后修饰与抗生

素耐受之间的关系将是非常有必要的。 

3  与抗生素耐受相关的翻译后修饰蛋白底物 

结核菌中还存在一些非药物靶标但与抗生素

耐受相关的蛋白存在翻译后修饰。有研究发现结

核菌中有 58 个类泛素化蛋白[37]，其中负责催化

分枝菌酸和脂肪酸合成的关键酶 GlmU (UDP-N-

乙酰氨基葡萄糖焦磷酸化酶)、MurA (UDP-N-乙

酰基葡萄糖羧乙烯基转移酶) 和 FabD (丙二酰辅

酶 A-酰基载体蛋白转酰酶)、KasB (β-酮脂酰-ACP

合成酶)、FabG4 (3-酮脂酰-酰基载体蛋白脱氢酶) 

以及反应调节子 A (MtrA) 被发现存在 Pup 修饰。

结核菌 MtrA 参与广泛的调节作用，对结核菌的

体外生长繁殖是至关重要的。Nguyen 等研究证明

MtrA、MtrB 和脂蛋白 LpqB 组成了一个系统来共

同调控分枝杆菌的天然耐多药性、细胞动力学和

细胞壁内稳态过程[38]。此外，组学鉴定发现异烟

肼诱导蛋白 IniB 存在 3 个磷酸化位点，IniC 存在

2 个磷酸化位点，与分枝杆菌天然耐药相关的

PknG 存在 1 个磷酸化位点[36]。探究这些底物的

翻译后修饰是否直接参与结核菌抗生素耐受是将

来需要解决的问题。 

4  负责 PTMs 的关键酶是否可以作为新型

抗结核药物靶标？ 

2016 年，Garzan 等[39]高通量筛选得到了乙酰

化酶 Eis 的两种抑制剂甲基四氢呋喃 (3,2-b) 吡

咯-5-羧酸酯和 3-(1,3-二氧杂环丁烷)-2-吲哚酮，其

中后者和 KAN 联合使用时，可以明显降低 KAN

耐药结核菌的 MICKAN (Minimum inhibitory 

concentration，MIC)。最近他们又发现了 Eis 的新

型高效抑制剂——吡咯并 (1,5-α) 吡嗪类似物，

该化合物对动物细胞没有明显的毒性，有望成为

治疗耐药结核病的氨基糖苷类抗生素佐剂 [40]。

2017 年，Xu 等鉴定了一种新型蛋白激酶 PknB 抑

制剂 IMB-YH-8，该小分子化合物可以特异性抑制

PknB 自磷酸化以及 GarA 的磷酸化，但对人的激
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酶 Akt1 或结核菌中的其他激酶活性没有抑制作

用[41]。值得注意的是，IMB-YH-8 不仅可以抑制

敏感型和多耐药临床菌株，也可以抑制胞内结核

菌生长。以上这些数据均表明负责 PTMs 的关键

酶可成为抗结核药物设计的新靶标[41]。 

5  结语 

目前 PTMs 在结核菌耐药方面作用的研究处

于起步阶段，各种 PTMs 的研究例子较少，因此

有许多问题需要解决。例如，除了直接对多种氨

基糖苷类抗生素乙酰化外，Eis 是否可以通过乙酰

化修饰某个关键蛋白质来参与抗生素耐受途径

呢？因为最近 Ghosh 等利用免疫共沉淀方法证明

了结核菌 Eis 可以对拟核相关蛋白 MtHU 的多个

赖氨酸残基进行乙酰化修饰，且 MtHU 的乙酰化

会导致拟核蛋白的 DNA 压缩能力改变[42]。结核

菌中是否还存在其他新型 PTMs？结核菌中各种

PTMs 之间是否存在交叉对话，且这些交叉对话

网络是否会影响抗生素耐受？MDR 和 XDR 临床

结核菌中各种 PTMs 的定量变化情况是怎样的？

虽然目前对 PTMs 和结核菌耐药网络的研究还不

够成熟，但是对 PTMs 及其关键酶的进一步研究

可能为结核病治疗和抗结核新药物的研发提供新

的线索。 
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