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摘   要：蛋白质磷酸化修饰在结核病致病菌—结核分枝杆菌中扮演重要角色，有望成为抗结核

药的新靶点。本研究以结核分枝杆菌近源菌—分枝菌酸小杆菌为研究对象，分析其在不同生长

时期的磷酸化蛋白质。从分枝菌酸小杆菌对数期和平台期样品中共鉴定并定量了来自 385 个蛋白

质的 573 个磷酸化肽段和 816 个磷酸化位点，构建了分枝菌酸小杆菌不同生长期的磷酸化蛋白质

组数据集。之后定量比较了该菌在对数期和平台期显著差异表达的磷酸化蛋白质，经选择性离子

检测(selected ion monitoring, SIM)验证了 68 个磷酸化水平上调的蛋白质，主要参与细胞增殖和蛋

白质翻译等通路；69 个磷酸化水平下调的蛋白质，主要参与三羧酸循环的通路。差异磷酸化蛋白

质在细菌生长、增殖等重要生命活动过程显著富集，为分枝菌酸小杆菌和结核分枝杆菌蛋白质磷

酸化功能的揭示提供了蛋白质组学数据支撑。 
关键词：分枝菌酸小杆菌；定量磷酸化蛋白质组；细胞延长；细胞分裂 
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Abstract: Protein phosphorylation plays a key role in Mycobacterium tuberculosis, the 
pathogen of tuberculosis, holding promise as a new target of anti-tuberculosis drugs. We used M. 
smegmatis, a close relative of M. tuberculosis, as a model organism to study the protein 
phosphorylation at different growth phases. We identified 573 phosphorylated peptides and 816 
phosphorylated sites of 385 proteins in the M. smegmatis samples at both logarithmic and 
stationary phases, and then established a comprehensive dataset of phosphorylated proteins in M. 
smegmatis. By comparing the expression levels of phosphorylated proteins between the 
logarithmic and the stationary phase with the selected ion monitoring (SIM) strategy, we verified 
68 upregulated proteins involved in cell division and protein translation, and 69 downregulated 
proteins mainly involved in the tricarboxylic acid cycle pathway. The differentially expressed 
phosphorylated proteins were significantly enriched in important cellular cycle events such as 
cell elongation and division. The findings of this study provide proteome evidence for 
elucidating the phosphorylation in both M. smegmatis and M. tuberculosis. 
Keywords: Mycolicibacterium smegmatis; quantitative phosphoproteomics; cell elongation; cell 
division 

 
 

结核病在全球传播广、危害大，2023 年全

球结核病报告显示：2022 年新增确诊结核病患

者约 750 万例；我国是全球结核病高负担国家

之一，排名第三，仅次于印度和印度尼西亚[1]，

严重制约着我国经济社会发展和健康中国建

设。结核病是由结核分枝杆菌(Mycobacterium 
tuberculosis)引起的慢性传染病，全球约 1/4 的

人口感染了 Mtb，其中 5%–10%的感染者，因

自身免疫功能降低，会逐渐发展为活动性结核

病[2]。数目庞大的潜伏感染人群以及潜伏向活

动性结核转化的高风险，给全球结核病患者的

诊治带来挑战。 

20 世纪 20 年代初，结核病疫苗株卡介苗

(Mycobacterium tuberculosis variant bovis Bacillus 
Calmette-Guérin vaccine, BCG)的推广使用，促

进了结核病防控事业的发展[3]。自 1944 年开始，

抑制结核菌的药物如链霉素、异烟肼、吡嗪酰

胺、乙胺丁醇以及利福平的发现，开启了结核

病的抗生素治疗时代 [4]。但随着为数不多的抗

结核药的广泛使用，耐药 Mtb 泛滥[5]，使得结

核病死灰复燃，对人类健康形成威胁。因此，

全球亟需深入开展 Mtb 和结核病的基础研究，

全力探究结核病发生发展的关键机制，从而研

发结核病诊治的新靶点和新技术。 
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在攻克包括肿瘤在内的人类多发难治疾病

的过程中，以蛋白质磷酸化修饰关键酶作为靶

点已有 72 个药物进入了临床，开创了临床疾病

靶向治疗新局面[6]。与真核细胞类似，磷酸化

在原核生物中的信号级联反应中也广泛存在。

以原核生物中重要的丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶

(serine/threonine protein kinases, STPKs)为例[7]，

可通过磷酸化细胞内的底物蛋白，调节多数信

号转导通路，对微生物的增殖和分化发挥着重

要的调控作用[8]。在 Mtb 中，STPKs 共有 5 类

11 种，分别是 Clade Ⅰ (PknA，PknB，PknL)、
Clade Ⅱ (PknD，PknE，PknH)、Clade Ⅲ (PknF，
PknI ， PknJ) 、 Clade Ⅳ (PknG) 和 Clade Ⅴ 
(PknK)[9]。受限于原核生物适用的深度覆盖磷

酸化蛋白质组技术，目前对这些激酶在分枝杆

菌生存和分化中功能、作用还缺乏系统性理解。

Prisic 等[10]在 Mtb 磷酸化蛋白质组研究中，共

鉴定到来自于 300 多个蛋白质的 500 余个 S/T
磷酸化位点，远低于真核生物磷酸化蛋白质组

的覆盖度。 
本研究以在普通微生物学实验室可开展研

究的 Mtb 模式近源菌株—分枝菌酸小杆菌

(Mycolicibacterium smegmatis MC2 155)为对象，

利用实验室已经建立的原核生物适用的固定化

钛离子亲和色谱法 (immobilized metal affinity 
chromatography using titanium ion, Ti4+-IMAC)
磷酸化蛋白质组分析技术[11]，定量比较其在对

数生长期和平台期的磷酸化蛋白质表达，以期

揭示磷酸化事件以及对应的信号传导途径在

MC2 155 生长、分化中的生物学功能。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株及试剂 

M. smegmatis MC2 155 来自中国医学科学

院医药生物技术研究所余利岩研究员实验室。 

液体培养基(DifcoTM Middlebrook 7H9 Broth)
和 分 枝 杆 菌 增 菌 添 加 剂 (Middlebrook ADC 
Enrichment)购自 BD 公司；蛋白酶 r-Ac-trypsin
和 Lys-C 为实验室自制[12-13]；氟化钠、焦磷酸

钠、二硫苏糖醇购自阿拉丁试剂(上海)有限公

司；β-甘油磷酸二钠、碳酸氢铵、碘乙酰胺、

三氟乙酸、蛋白酶抑制剂 2 和 3 以及色谱级甲

醇购自 Sigma-Aldrich 公司；色谱级乙腈购自

J.T. Baker 公司；尿素购自 GPC Biotech 公司；

通用化学试剂均购自国药集团化学试剂有限公

司；磷酸盐缓冲液 PBS 购自 HyClone 公司；C18
膜和填料分别购自 3M Empore 和 Dr. Maisch 公

司；Ti4+-IMAC 富集材料来自中国科学院大连化

学物理研究所[14]。 
1.1.2  仪器设备 

超声破碎仪和 DH-II 旋转混合仪，宁波新

芝生物科技股份有限公司；EASY-nLC 1000 纳

升级液相色谱和 LTQ Orbitrap Fusion Lumos 质

谱仪 ThermoFisher Scientific 公司。 

1.2  菌体培养 
参考实验室前期 MC2 155 的培养条件[11]，

将甘油管保存的 MC2 155 菌种接种于 7H10 培

养平板中，37 ℃倒置培养出单菌落。挑取单菌

落，接种于 10 mL 7H9 液体培养基中，220 r/min
培养 48 h，以起始 OD600=0.1 的接种量分别转接

于 4 个含有 50 mL 的 7H9 液体培养基的 250 mL
三角瓶中，220 r/min 平行培养。生物学重复 1
和 2，待生长至 OD600 为 1.5 时收集，为对数期

样本；生物学重复 3 和 4，待生长至 OD600 为

5.0 时收集，为平台期样本。收集的菌体用预冷

的 PBS 清洗 3 次。 

1.3  蛋白质组样本制备 
参考实验室成熟的磷酸化样本制备流程[15]，

向菌体中加入适量的蛋白质裂解缓冲液，重悬

菌体后进行超声破碎(35%功率，超声 2 s，冰浴
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4 s，12 min)。菌体裂解液于 13 000 r/min、4 ℃
离心 10 min，上清液为 MC2 155 全细胞蛋白。

取 1 μg 全细胞蛋白，用 12% SDS-PAGE 凝胶进

行蛋白分离，银染后检查全细胞蛋白的分布、

蛋白质条带的清晰度，并检测蛋白提取质量。 

1.4  肽段样本准备 
(1) 还原：4 个生物学重复，各取 2 mg 全

细胞蛋白，分别加入终浓度为 5 mmol/L 的二硫苏

糖醇，混匀后于 37 ℃静置反应 30 min。 
(2) 烷基化：恢复至室温后，分别添加终浓度

为20 mmol/L的碘乙酰胺，混匀后避光反应30 min。 
(3) 纯化：还原、烷基化后的样本，基于 10% 

SDS-PAGE 分离 0.7 cm[16]，考马斯亮蓝染色。 
(4) 切胶：着色区的纯化蛋白质条带切为

1mm3 胶粒。 
(5) 脱色脱水：用脱色液 (30%乙腈，7% 

0.5mmol/L 碳酸氢铵，63%双蒸水)进行胶粒脱

色，乙腈脱水，45 ℃真空干燥。 
(6) 酶切：蛋白质样品用重组乙酰化胰蛋白

酶(r-Ac-trypsin)[13]和赖氨酸蛋白酶 C 酶(Lys-C)[12]

为 2:1 比例的混合酶于 37 ℃过夜酶解，抽提得

到消化肽段。 

1.5  磷酸化肽段富集 
以实验室优化的 Ti4+-IMAC 技术进行 MC2 

155 磷酸化肽段富集[11]。(1) 溶解：向蒸干后的

肽段中加入 500 μL 溶解液(5%乙腈，50 mmol/L
碳酸氢铵)，使得肽段充分溶解。(2) 结合：加

入等体积的结合液(6%三氟乙酸，80%乙腈)，以

降低非特异性结合肽段。(3) 富集：加入 25 mg 
Ti4+-IMAC 富集材料，室温涡旋振荡 30 min。 
(4) 二次富集：13 300 r/min 室温离心 6 min 后，轻

取上清液，转移至新的离心管中，再加入 25 mg 
Ti4+-IMAC材料，室温涡旋振荡30 min，13 300 r/min
室温离心 6 min，弃上清。(5) 合并：向 2 次富

集后的 Ti4+-IMAC 材料中，缓缓加入 1.8 mL 清

洗液 1 (6%三氟乙酸，50%乙腈，200 mmol/L
氯化钠)重悬，振荡 30 min，13 300 r/min 离心

6 min，弃上清。(6) 清洗：加入 1.8 mL 清洗 2 (0.1%
三氟乙酸，30%乙腈)，振荡 30 min，13 300 r/min
离心 6 min，弃上清，重复 1 次。(7) 洗脱：加

入 1 mL 洗脱液(10%氨水)，振荡 15 min，冰浴

超声 15 min，13 300 r/min 离心 6 min，取上清。

(8) 二次洗脱：将上清液转移至新离心管后，再

加入 500 μL 洗脱液，振荡 15 min，13 300 r/min
离心 6 min，合并所得上清，45 ℃真空干燥。 

1.6  磷酸化肽段的分馏 
参考实验室已有方法[11]，向蒸干磷酸化肽

段中，加入 40 μL 10%氨水，充分溶解后转移至

C18 StageTip 柱中，进行梯度离心洗脱分馏，

800 r/min 离心 5–8 min。洗脱液梯度依次为：

(1) 10%氨水；(2) 2%乙腈，9.8%氨水；(3) 5%
乙腈，9.5%氨水；(4) 8%乙腈，9.2%氨水；(5) 10%
乙腈，9%氨水；(6) 20%乙腈，8%氨水；(7) 40%
乙腈，6%氨水；(8) 50%乙腈，5%氨水；(9) 80%
乙腈，2%氨水。洗脱溶液进行样本合并，共合

并为 3 个样本，1、4 和 7 合并为 F1；2、5 和 8
合并为 F2；3、6 和 9 合并为 F3。合并样本分

别于 45 ℃真空干燥。 

1.7  磷酸化肽段的 LC-MS 分析 
用 10 μL 含有 0.1%甲酸的上样缓冲液重悬

合并的磷酸化肽段，EASY nLC 1000 纳升级液相

色谱自动上样，使用实验室自制长 15 cm，内径

75 μm，装填有 1.9 μm C18 填料纳喷色谱柱进

行分离，流速为 600 nL/min (A 相，0.1%甲酸，

99.9%双蒸水；B 相，0.1%甲酸，99.9%乙腈)。
B 相梯度依次为 6%，0 min；6%–12%，8 min；
12%–30% ， 50 min ； 30%–40% ， 12 min ；

40%–95%，1 min；95% B，7 min。洗脱肽段用

Orbitrap Fusion Lumos 质谱仪进行检测，数据采集

模式为数据依赖方式(data-dependent acquisition, 
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DDA)，质荷比为 300–1 400 m/z。一级谱模式参

数：母离子分辨率，1.2×105；离子自动增益控

制(automatic gain control, AGC)，5×105；最大离

子注入时间(max injection time, MIT)，50 ms；
二级谱模式参数：高能碰撞解离(high energy 
collision induced dissociation, HCD)碎裂模式；

能量，35%；二级碎裂离子，丰度最高的前 20 个

离子；AGC，5 000；动态排除(dynamic exclusion)
时间，20 s。 

1.8  数据库搜索统计分析 
Raw 文件用 pFind (v3.2.0)进行数据库搜

索 [17]。MC2 155 注释蛋白库为从 UniProt 下载的

数据库(UP000000757，6 602 个蛋白质)，反库

为软件自动生成。搜库参数如下：(1) 蛋白酶，

Trypsin 和 LysC，最多 2 个漏切位点；(2) 肽段

长度，≥7 个氨基酸；(3) 固定修饰，半胱氨酸的

烷基化修饰 Carbamidomethyl [C]；(4) 可变修饰，

甲硫氨酸氧化修饰，Oxidation [M]；蛋白质氨基

端乙酰化修饰，Acetyl [Protein N-term]；磷酸化

修饰，Phospho [STY]；(5) 误差，母离子质量(mass 
tolerance)为 20 ppm，子离子为 0.5 Da；(6) 过滤，

目标-诱饵库策略；假阳性率(false discovery rate, 
FDR)在谱图、肽段和蛋白质层面均小于 1%。 

1.9  磷酸化肽段定量分析 
用 pQuant[18]对 pFind 搜索到的肽段在所有

样本中进行定量分析。pQuant 首先会对所有样

本进行色谱保留时间的对齐，然后定量。用

Perseus (v2.0.9.0)软件 [19]中的 Significant B 算

法 [19]计算其 P-value。 

2  结果与分析 
2.1  定量蛋白质组研究的策略 

基于非标定量的技术流程开展了 MC2 155
对数期和平台期的磷酸化蛋白质及位点表达量

比较研究。对经胰酶-赖氨酸蛋白酶 C 组合酶切

的肽段，用 Ti4+-IMAC 技术进行富集，并用实

验室自制的 StageTip 进行分馏。对数期及平台

期样本分别设置了 2 个生物学重复，进行对数

期-平台期的组内和组间比较(图 1A)。 
高质量蛋白质组样品是进行 MC2155 磷酸

化蛋白质组研究的基础。对所制备的对数期、

平台期 2 个生物学重复的 4 个总细胞蛋白质组

样品进行 SDS-PAGE 分析(图 1B)，发现所有样

品蛋白质条带从上到下分布均匀，凝胶前端没

有可见降解产物；且各蛋白质条带边缘清晰，

表明所提取的蛋白质组样品质量高，样品干净。

其中 2 个对数期样品蛋白质条带带型基本一

致；2 个平台期样品的蛋白质条带带型也一致，

但与对数期相比，在 80 kDa 以上的高分子量区

域和 35 kDa 以下的低分子量区域均染色略深，

说明 MC2 155 不同生长阶段蛋白质组成可能存

在部分差异。对银染的 SDS-PAGE 分离的 4 个

蛋白组样品进行灰度定量分析，量基本一致，

可进行后续的定量蛋白质组研究。 

2.2  不同生长期分枝菌酸小杆菌磷酸化蛋

白质组研究 
对谱图、肽段和蛋白质水平进行严格质控，

分别从 MC2 155 的对数中期(OD600=1.5)和平台

期样品鉴定到分属于 147、119、288、292 个磷

酸化蛋白的 204、172、390、418 个磷酸化肽段

和 256、216、505、521 个磷酸化位点(图 2A)。
其中生物学重复 Log-1 和 Log-2 共同鉴定的磷

酸化肽段为 136 个，分别占 Log-1 的 66.7%和

Log-2 的 79.1% (图 2B)，表明磷酸化蛋白质组

技术的稳定性和重复性好，生物学重复 Sta-1
和 Sta-2 得到相似的结果，两者共同鉴定的磷酸

化肽段为 289 个，分别占 Sta-1 的 74.1%和 Sta-2
的 69.1% (图 2C)。平台期两个生物学重复之间，

共同鉴定的磷酸化肽段占比略低于对数生长

期，说明平台期 MC2 155 磷酸化蛋白质组间的 
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图 1  分枝菌酸小杆菌磷酸化蛋白质组学研究流程 
Figure 1  Phosphoproteomic profiling for Mycolicibacterium smegmatis MC2 155. A: Overview of 
phosphoproteomic workflow of M. smegmatis. B: Protein samples preparation from M. smegmatis. 

 
多样性高于对数生长期菌体(图 2D)。 

对数期样品平均鉴定到 188 条磷酸化肽 
段，是平台期平均鉴定数 404 条的 46.5%，表

明平台期样品有更多的蛋白质被磷酸化修饰。

比较对数期合并鉴定的 240 个磷酸化肽段和平

台期合并鉴定的 519 个磷酸化肽段，两者共同

鉴定的磷酸化肽段为 186 个，而对数期单独鉴

定的磷酸化肽段为 54 个，平台期单独鉴定的磷

酸化肽段为 333 个(图 2D)。平台期单独鉴定的

磷酸化肽段是对数期的 6 倍多，略低于两个生

长时期的平均鉴定数，进一步说明平台期的磷

酸化肽段多样性显著高于对数期。 
MC2 155 共鉴定到 816 个 S/T/Y 磷酸化位

点，其中 T 位点数最多，为 58.21%；其次是 S
位点，41.54%；Y 位点仅占 0.25% (图 2E)。MC2 
155 与已报道的真核生物相比，如人 (S/T/Y, 
84.1%/15.5%/0.4%)[20] 、 小 鼠 (S/T/Y, 83%/ 

15%/2%)[21] 、 拟 南 芥 (S/T/Y, 85.87%/13.70%/ 
0.43%)[22]，磷酸化修饰位点比例差异比较大。

原核生物中，磷酸化位点数最多的是 T，且 T
和 S 的位点数占比相差远不及真核生物大，意

味着磷酸化修饰在原核生物和真核生物中的调

控作用存在较大的异同。MC2 155 磷酸化位点附

近序列保守性分析发现，发生磷酸化修饰的后一

位氨基酸中，甘氨酸(G)频率比较高(图 2F)。 
2.3  磷酸化蛋白质组定量分析 

对所鉴定的 385 个磷酸化蛋白进行 KEGG
分析，发现这些蛋白主要参与翻译和 DNA 复制

等生物学过程，其细胞定位上主要位于细胞质

和核糖体中，分子功能上表现出 ATP 结合和水

解、Mg2+结合以及核糖体结构组分等较为集

中的功能类别和信号通路中(图 3A)，暗示磷

酸化修饰可能参与了 MC2 155 生命过程的调控

(图 3A)。 
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图 2  不同生长期分枝菌酸小杆菌磷酸化蛋白质组的比较 
Figure 2  Characterization of the Mycolicibacterium smegmatis MC2 155 phosphoproteome at different 
states. A: Identification of phosphoproteome of Mycolicibacterium smegmatis MC2 155. B: Venn diagram 
showing number of phosphorylated peptides identified in biological replication one of logarithmic phase 
compared to biological replication two of logarithmic phases. C: Venn diagram showing number of 
phosphorylated peptides identified in biological replication one of stationary phase compared to biological 
replication two of stationary phase. D: Venn diagram showing number of phosphorylated peptides identified 
in logarithmic phase compared to stationary phase. E: Proportion of the phosphorylated S/T/Y sites in 
Mycolicibacterium smegmatis MC2 155. F: The motif analysis of the identified sequences containing 
phosphorylated sites in Mycolicibacterium smegmatis MC2 155. 

 
对数期和平台期 4 个样品中共同鉴定到

573 个磷酸化肽段，从对数期/平台期的对数值

分布看，两次生物学重复的结果位于对角线上，

且处于一个相对较窄的分布范围，进一步说明

磷酸化蛋白质组技术稳定、重现性好，也说明

了定量结果的可信性(图 3B)。 
定量≥4 倍差异倍数且 P 值≤0.05 的蛋白质，

定义为差异表达磷酸化蛋白质。定量比较共鉴

定到 69 个上调和 68 个下调磷酸化蛋白质，差

异蛋白质占所有鉴定 385 个磷酸化蛋白质的
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35.6% (图 3B)。 

2.4  蛋白质磷酸化参与调控分枝菌酸小杆

菌细胞延伸和分裂 
对差异磷酸化修饰蛋白用 Cytoscape 绘制

互作网络图，发现连接节点数最多的上调蛋白

有 rpsA、greA、ftsZ、rpsJ、rpsM、rpsC 和 rpsP
等与细胞分裂、增殖显著相关的蛋白(图 4A)。
连接蛋白和通路数最多的磷酸化蛋白质 rpsA是

一种核糖体亚基蛋白，其在蛋白质翻译、核糖

体结合以及 mRNA 结合过程中发挥重要作用， 
 

 
 

图 3  磷酸化蛋白的功能和定量分析 
Figure 3  Function analysis and quantification of phosphorylated proteins. A: Functional enrichment 
analysis of phosphorylated proteins at S/T/Y sites in terms of biological process (BP), cellular compartment 
(CC), molecular function (MF) and pathway (PW). B: All identified phosphorylation sites precursor ion 
abundance from logarithmic phase to stationary phase.  
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图 4  差异表达磷酸化蛋白质的互作网络 
Figure 4  Network of differentially expressed phosphorylated proteins. A: Functional protein association 
network analysis for the phosphorylated proteins with significantly consistent change in abundance from 
logarithmic phase to stationary phase. B: Precursor ion abundance changes of the 10 phosphopeptides with 
significant and consistent change from logarithmic phase to stationary phase in biological replicates.  
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其 C 末端通过与 tmRNA 特异性结合，参与了

MC2 155 的反式翻译系统，是细菌翻译质量控

制的关键蛋白。greA 是一种高度保守的转录延

伸因子，通过促进 RNA 聚合酶的结合过程重启

基因的转录。由于 MC2 155只有单个 greA因子，

因此该蛋白表达降低或者消失可能显著影响

MC2 155 的生长繁殖。rpsJ、rpsM、rpsC 和 rpsP
均是小核糖体亚基蛋白，参与细菌的蛋白质合

成。这些结果意味着 MC2 155 对数期高表达的

磷酸化蛋白质可能参与了细菌生长、增殖生物

学过程，揭示了磷酸化对调控细胞分裂、增殖

的潜在功能。 
在分枝杆菌中，菌丝体分化受诸多相关复

合物的调控。该复合物通过水解和合成作用在

生长过程中调节肽聚糖重组。wag31 是分化相

关复合物的重要成分，由 PknA 磷酸化调控，

在分枝杆菌正确的极性定位和肽聚糖生物合

成中必不可少[23-24]。此外，此研究发现 wag31
在对数生长期会被磷酸化，这与已有发现相符

(图 4B)。除定性的磷酸化蛋白鉴定外，精准定

量便于揭示重要磷酸化蛋白参与的表达调控机

制。这些差异蛋白质经选择性离子检测(selected 
ion monitoring, SIM)验证，发现在平台期，

wag31 保持非磷酸化或少磷酸化状态，且无论

对数期还是平台期，wag31 磷酸化还是非磷酸

化或少磷酸化变化趋势一致。这与已有的

wag31 被磷酸化修饰的知识一致(图 4B)，不仅

证实 wag31 确实会发生磷酸化修饰，而且表明

该蛋白的磷酸化修饰状态可能与 MC2 155 对数

期到平台期细胞状态的切换紧密关联，因此，

其在分枝杆菌生长过程中的精准调控、环境应

激的机制及其可能的应用值得深入研究。 
MC2 155 的分裂体负责该菌的菌丝体分裂

过程，且该复合体的组装和解体受蛋白质磷酸

化修饰的调节。其中，ftsZ 是一种高度保守的

蛋白质，在 MC2 155 分裂过程中会首先被招募

到分裂位点，聚合形成 Z 环并且与锚定蛋白

ftsA 一起作为招募下游蛋白的支架，最终形成

一个大的分裂机器。与 wag31 在对数期高磷酸

化修饰状态以及平台期低磷酸化修饰状态相

似，ftsY 和 ftsZ 等 2 个分裂组成蛋白在对数中

期的磷酸化水平比平台期分别上升了 5.8 倍和

5.1 倍(图 4B)，进一步说明 MC2 155 可能利用蛋

白质磷酸化调控分裂体组装，从而影响细胞分

裂进程。 

3  讨论与结论 
Albeldas 等[25]对 MC2 155 开展了大规模的

磷酸化蛋白质组学研究，鉴定到来自 154 个磷

酸化蛋白的 206个磷酸化肽段和 224个磷酸化位

点。本研究在 MC2 155 不同生长时期，通过 pFind
搜库引擎共鉴定 385个磷酸化蛋白中 573个磷酸

化肽段和 816 个磷酸化位点(图 2A)。 
与传统的细菌相比，分枝杆菌以不对称的

方式生长和分裂，产生大小不等的子分枝[26-29]，

该独特模式为其适应高度可变的宿主环境提供

更明显的生存优势。由肽聚糖合成酶、肽聚糖

水解酶及结构蛋白组成的伸长复合物调控分枝

杆菌细胞的伸长和分裂。wag31 和 cwsA 是已知

的伸长复合物的结构蛋白。wag31 负责招募伸

长复合物其余组分，同时将新生成的伸长复合

物锚定在极点[30]。而 cwsA 则在极点招募或稳

定 wag31[31]。已知 wag31 可以被丝氨酸/苏氨酸

蛋白激酶(STPK) PknA 磷酸化。Nakedi 等[2]发现

在对数生长阶段 BCG 中存在 wag31 (S245)和
cwsA (T77)的磷酸化，但是在 M. smegmatis 中

未鉴定到。本研究鉴定到 wag31 的磷酸化，而

且 wag31 在对数生长期菌体中高度磷酸化，但

是在平台期其磷酸化形式明显减少(图 4B)，且

变化趋势与之前的结果一致[32-33]，进一步说明
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了本研究鉴定结果的可靠性。 
细胞分裂是由 ftsZ 聚合形成 Z 环引发的，

随后其他结构元件包括 fhaB、ftsW、ftsQ、crgA
和 cwsA 等也会被招募到一起形成分裂体，进

一步调控细胞分裂。已知分枝杆菌 ftsZ 可以被

STPK 类 PknA 磷酸化，从而减少 ftsZ 对 GTP
的水解，抑制体外 ftsZ 聚合[34]。而这正是 Z 环

收缩以促进分裂所必需的 [35]。此研究鉴定到

ftsZ 的磷酸化修饰，主要发生在对数生长期阶

段(图 4B)，其变化趋势与 wag31 的磷酸化修饰

类似，意味着磷酸化修饰在分枝杆菌细胞伸长

和分裂中发挥着重要的作用，也暗示着该过程

中其他调控蛋白也有可能存在磷酸化修饰。 
此外本研究还鉴定到与转录和蛋白质合成

密切相关的蛋白(包括 greA、tsf、rpsA、rpsJ、
rpsM、rpsC 和 rpsP)存在磷酸化修饰，定量分析

表明这些蛋白在对数期细胞中高度磷酸化，而

在平台期细胞中磷酸化修饰水平降低(图 4B)，
与 wag31 和 ftsZ 的磷酸化修饰变化趋势一致，

暗示磷酸化修饰调控着分枝杆菌的转录和蛋白

合成，从而最终影响分枝杆菌的菌丝体生长和

分裂。 
本研究利用课题组建立的原核磷酸化蛋白

质组适用的 Ti4+-IMAC 富集方法[11]，对 MC2 155
不同生长阶段的磷酸化肽段进行了富集，鉴定

了来自 385 个磷酸化蛋白质的 816 个磷酸化位

点。且定量比较对数中期和平台期的 MC2 155
磷酸化蛋白质组，发现差异的磷酸化蛋白质集

中参与了 MC2 155 蛋白质翻译、ATP 结合、细

胞分裂等重要的生命活动过程，参与了氨基酸

合成和各种代谢途径。 
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