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蛋白质组学在结核病研究中的应用*
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  [摘要] 目前,结核病诊断方法的特异度和灵敏度不能满足临床诊疗需求,亟须新的方法策略。与传统检

测方法相比,蛋白质组学检测具有高通量、高灵敏度和高特异性的优点,在结核病诊疗中具有较好应用前景。
该文综述了蛋白质组学的基本概念、发展历史及常用蛋白质组数据库,概述了蛋白质组学在结核病诊断、预测

结核病感染状态变化、监测结核病治疗效果,以及耐多药结核病生物标志物筛选中的应用,并且指出了蛋白质

组学作为结核病筛选生物标志物存在的一些问题,如成本较高,操作流程不一致对检验结果产生影响,高通量

检测结果数据后续分析困难等。
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  [Abstract] Now,the
 

specificity
 

and
 

sensitivity
 

of
 

the
 

diagnostic
 

methods
 

for
 

tuberculosis
 

cannot
 

satisfy
 

the
 

demands
 

of
 

clinical
 

diagnosis
 

and
 

treatment,and
 

the
 

new
 

approaches
 

and
 

strategies
 

are
 

urgently
 

needed.
Compared

 

with
 

the
 

traditional
 

methods,the
 

proteomics
 

detection
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

high
 

throughput,high
 

sensitivity
 

and
 

high
 

specificity,which
 

has
 

a
 

good
 

application
 

prospect
 

in
 

the
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

tuber-
culosis.This

 

paper
 

summarizes
 

the
 

basic
 

concepts,development
 

history
 

and
 

commonly
 

used
 

proteomic
 

data-
bases

 

of
 

proteomics,overviews
 

the
 

application
 

of
 

proteomics
 

in
 

tuberculosis
 

diagnosis,prediction
 

of
 

tuberculo-
sis

 

infection
 

status
 

changes,monitoring
 

of
 

tuberculosis
 

treatment
 

effects,and
 

screening
 

of
 

multidrug-resistant
 

tuberculosis
 

biomarkers,moreover
 

indicates
 

some
 

problems
 

in
 

screening
 

biomarkers
 

for
 

tuberculosis
 

by
 

pro-
teomics,such

 

as
 

the
 

influence
 

of
 

high
 

cost
 

and
 

inconsistent
 

operation
 

procedures
 

on
 

the
 

detection
 

results,and
 

difficulties
 

in
 

the
 

follow
 

up
 

analysis
 

of
 

the
 

data
 

information
 

amount
 

of
 

high
 

throughput
 

detection
 

results.
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  结核病是由结核分枝杆菌感染引起的慢性传染

病。据估计全球约1/3的人感染结核分枝杆菌,其中

5%~10%将发展为活动性结核病,并且主要发生在

感染后的两年内[1-3]。病原学检测是诊断结核病的重

要检测方法,但存在局限性:痰涂片抗酸染色检测速

度快、特异度高但灵敏度低(17%~80%)[4];结核分

枝杆菌培养比痰涂片敏感(80%~93%),特异度更

高,但所需时间长(几天到几周);分子生物学检测灵

敏度高(多数大于80%),检测速度快但成本较高[5]。
结核病的快速诊断和有效治疗,对控制结核病的传播

和降低其死亡率具有重要意义[6-7],因此亟须一种快

速且灵敏度高、特异性强的方法来辅助结核病诊治。

蛋白质组学从整体角度分析组织、细胞及体液中蛋白

质的组成、表达水平和修饰状态的动态变化,分析蛋

白质之间的相互作用及细胞、组织的生物学作用[8],
为结核病的诊断、治疗反应监测和耐药性判断提供了

新的治疗方向。
1 蛋白质组学技术

1.1 基本概念与发展历史

  WASINGER等[9]于1995年首次提出“蛋白质

组”的概念。蛋白质组学的研究包括蛋白质组学特

性、蛋白质表达丰度、蛋白质生成速率、蛋白质降解、
结构和功能、翻译后修饰、蛋白质相互作用、亚细胞结

构间迁移,以及蛋白质与不同代谢途径的关系[10]。
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2001年国际人类蛋白质组组织成立,2002年提出了

“人类蛋白质组计划”;2004年中国科学家启动了“人
类肝脏蛋白质组计划”,2010年底启动了11个分计

划,2014年全面启动实施“中国人类蛋白质组计划”。
 

1.2 常用数据库

  蛋白质序列数据库、蛋白质结构数据库、蛋白质

分类数据库等是蛋白质组学技术较为常用的数据库

(表1)。蛋白质序列数据库主要包括蛋白质信息资源

(Proten
 

Information
 

Resouce,PIR)、UniProt知识库

(The
 

UniProt
 

Knowledgebase,NniProt
 

KB)、蛋白质

指纹(Protein
 

Fingerprints,PRINTS)、蛋白质序列数

据库(Protein
 

Sequence
 

Database,SWISS-PROT)等。
PIR包含了蛋白质功能预测数据,能用于基因组及蛋

白质组的研究;NniProtKB是一个集中收录蛋白质资

源并能与其他资源库联系的数据库,它可以通过与其

他资源进行交互查找,为用户提供目的蛋白质的全面

综合信息。蛋白质结构数据库有蛋白质数据库(Pro-
tein

 

Data
 

Bank,PDB)、分子模型数据库(Molecular
 

Modeling
 

Database,MMDB)、蛋 白 质 的 结 构 分 类

(Structural
 

Classification
 

of
 

Proteins,SCOP)等。
PDB包含通过X射线单晶衍射、磁共振和电子衍射

等确定的蛋白质、多糖和核酸等的三维结构数据;
MMDB重新组织和验证了PDB中的部分三维结构,
可以在化学和大分子三维结构之间提供交叉参考;
SCOP可以根据不同蛋白质的氨基酸组成及三级结构

的相似性,描述已知结构蛋白的功能及进化关系。蛋

白质分类数据库ProtoMap对SWISS-PORT和Nni-
ProtKB数据库中全部蛋白质进行层次分类,将相关

蛋白质聚类分组,可以对已知蛋白质家族进行精细划

分,阐释家族间的相互联系。

表1  蛋白质组学常用数据库
 

数据库名称 网址

蛋白质序列数据库 PIR https://proteininformationresource.org/pirwww/index.shtml

NniProtKB https://www.uniprot.org

PRINTS http://www.bioinf.manchester.ac.uk/dbbrowser/PRINTS/

SWISS-PROT http://www.expasy.ch/sprot/sprot-top.html

蛋白质结构数据库 PDB http://www.rcsb.org

MMDB https://library.stlawu.edu/database/molecular-modeling-database

SCOP https://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk

蛋白质分类数据库 ProtoMap https://www.scripps.edu/cravatt/protomap

2 蛋白质组学在结核病研究中的应用

  1991年NAGAI等[11]运用双向电泳技术结合质

谱技术从结核分枝杆菌培养液中纯化出5种活性分

泌 蛋 白 (MPT32、MPT45、MPT51、MPT53 和

MPT63)和 MPT46蛋白,拉开了蛋白质组学用于筛

选结核病诊断及预后生物标志物的序幕。
2.1 发现结核病诊断生物标志物

  目前,已经有很多研究用蛋白质组学技术分析了

不同生物样本中差异表达的蛋白质,为结核病的早期

诊断提供了可能的生物标志物。SONG等[12]运用纳

米流超性能液相色谱和四极飞行时间质谱,对结核病

患者和健康对照血清样本的蛋白质和多肽进行分析,
发现结核病患者的血清中α-1-抗胰蛋白酶水平高于

对照组,认为α-1-抗胰蛋白酶为结核病潜在的诊断生

物标志物。GARAY-BAQUERO等[13]使用多维正交

液相色谱结合高分辨质谱分析结核病患者未消耗血

浆中蛋白质,分析了蛋白质丰度的变化,在两个独立

的队列中验证了CFHR5和ILF2两个生物标志物,
并表明5种蛋白质组合(CFHR5、LRG1、CRP、LBP
和SAA1)能有效地区分结核病与其他呼吸系统疾病。
TEKLU 等[14]运 用 LC-MS/MS 分 析 了 ESAT-6/

CFP10刺激的活动性结核病、潜伏结核病、非结核分

枝 杆 菌 肺 部 疾 病 患 者 的 蛋 白 质 组 特 征,发 现

m7GpppN-mRNA水解酶、多泡体蛋白4a、血小板因

子4、C反应蛋白(CRP)、α-1-酸性糖蛋白1、唾液酸结

合Ig样凝集素16和维生素K依赖性蛋白S等7种

有明显差异的蛋白质,它们有望成为诊断活动性结核

感染、潜伏性结核病和非结核分枝杆菌肺部疾病的生

物标志物。GROOTE等[15]运用多路复用的蛋白质

组学分析,发现和验证了有望用于诊断活动性肺结核

的6个血清蛋白质生物标志物(SYWC、kallistatin、
complement

 

C9、gelsolin、testican-2和aldolase
 

C),并
鉴定了潜伏性结核病感染的生物标志物(IL-2、MCP-
2、IP-10、IFN-γ、TNFSF14、MIG和granzyme

 

B)[16]。
SONG等[17]使用多重高密度核酸可编程蛋白阵列,分
析来自美国和南非的结核病合并 HIV感染、结核病

无HIV感染患者血清样本,鉴定了8个具有结核病

生 物 标 志 物 价 值 的 蛋 白 质 (Rv0054、Rv0831c、
Rv2031c、Rv0222、Rv0948c、Rv285、Rv3405c 和

Rv3544c),并使用ELISA数据创建了可根据地域(美
国或南非)和 HIV感染状态区分患者的结核病状态

分类器。WANG等[18]采用二维电泳结合基质辅助激
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光解析电离飞行时间质谱,分析了肺结核患者治疗前

尿液蛋白质组学特征,鉴定出19种差异表达蛋白质,
其中甘露糖结合凝集素2和α-胰蛋白酶抑制剂H4片

段差异最为显著。TUCCI等[19]运用纳米液相色谱串

联质谱提供了33种新的 O-糖基化蛋白的蛋白质组

学发现,这些发现有望与病原体衍生生物标志物、毒
力因子和候选疫苗的研究共同为研究结核分枝杆菌

的生存策略提供线索。KUNDU等[20]采用基质辅助

激光解析电离飞行时间质谱,分析了肺结核、糖尿病

患者及合并糖尿病的肺结核患者的人外周血单核细

胞的蛋白质组学特征,共鉴定出18个在结核病和糖

尿病共病患者中具有差异表达的蛋白质,它们有望为

结核病和糖尿病共同发病提供有效的生物标志物。
LIU等[21]通过分析结核病患者和健康者尿液样本的

蛋白 质 组 学,发 现 5 种 蛋 白 质(P22352、Q9P121、
P15151、Q13291和 Q8NDA2)的组合对结核病诊断

的准确性较高。
2.2 预测结核病感染状态的变化

  不同个体感染结核分枝杆菌后病情进展及预后

各不相同[22]。大多数人感染结核分枝杆菌后机体能

够完全清除进入人体的少量结核杆菌,一部分人会成

为潜伏性结核感染(即体内有结核分枝杆菌存在但无

结核病相关症状),只有5%~10%的人会发展为活动

性肺结核。结核感染进展的判断对结核病的控制至

关重要,因此有必要找到敏感的生物标志物以监测结

核感染 的 进 展 及 预 后[23]。MATEOS等[24]用 LC-
MS/MS分析了活动性结核病患者及其家庭接触者

(潜伏性结核感染和未感染接触者)唾液和痰液中蛋

白质的特征,发现结核病患者不仅表现出与补体激活

和炎症调节相关蛋白质(HPT、A1AGP1、A1AGP2、
fibrinogen)的积累,而且还表现出碳水化合物和脂质

代谢的失衡,而未感染接触者的唾液和痰液由参与苦

味感知、防御病原体和先天免疫反应的蛋白质(几种

基本的富含脯氨酸的蛋白质,胱抑素
 

S、D
 

和
 

N,碳酸

酐酶6,分泌卷曲相关蛋白1)组成,表明了与先天免

疫反应相关的过程在对抗感染的初始事件中的重要

性。MATEOS等[25]还比较了活动性结核患者及其

家庭接触者的血清蛋白质谱差异,发现活动性结核病

患者血清蛋白质的特点是与补体激活、炎症和免疫反

应调节相关蛋白质(CRP、HPT、A1AGP1、C9、DEF1、
DEF1和SAA2-4)的积累,以及载脂蛋白

 

A
 

和血清转

铁蛋白的减少,表明脂质转运和铁同化在疾病进展中

的重要性。SUN等[26]用无标记定量蛋白质组学检测

血浆,在肺结核患者中共鉴定出31种与潜伏性结核

感染者相比差异表达蛋白质,并据此建立了由α-1-抗
胰凝乳蛋白酶、α-1-酸性糖蛋白1和E-钙黏蛋白组成

的诊断模型。PENN-NICHOLSON等[27]用高度多重

蛋白质组学分析了进展者(在随访2年内发展为结核

病)和非进展者(在随访2年内保持健康)的血浆蛋白

质差异,发现进展者的CRP水平较高,肌酸激酶同工

酶(CK-MB)水平较低,并建立了一个可以将结核病诊

断前1~180
 

d的进展者与非进展者区分的“5蛋白质

谱”(C9、IGFBP-2、CD79A、MXRA-7和NrCAM)。
2.3 监测结核病治疗效果

  结核病的治疗原则为早期、规律、全程、适量、联
合[28],临床中结核病治疗的监测依赖于特定时间点的

痰培养,但痰培养花费时间长,灵敏度低,基于血液的

蛋白质生物标志物准确检测将提供一个更好的治疗

监测方法[29],大量研究表明,蛋白质组学方法有望为

临床结核病的治疗效果监测提供新的生物标志物,有
利于临床根据患者治疗反应及时调整治疗方案。KE-
DIA等[30]运用液相色谱-高通量多路离子迁移率-质
谱分析平台,定义了一个反映结核病治疗效果的综合

宿 主 血 清 蛋 白 数 据 集,一 组 血 清 蛋 白 (TTHY、
AFAM、CRP、RET4、SAA1、PGRP2等)在治疗后发

生明显变化,可以用于临床患者的治疗监测。JIANG
等[31]使用二维液相色谱串联质谱比较分析了2个月

强化治疗、未治疗的结核病患者和健康对照者的蛋白

质谱,与未治疗的结核病患者和健康对照者相比,强
化治疗的结核病患者补体成分C7(CO7)、载脂蛋白

A-Ⅳ(APOA4)、载脂蛋白C-Ⅱ(APOC2)和血管紧张

素原(ANGT)差异明显;强化治疗后痰阳性患者、痰
阴性患者CO7和ANGT差异明显;由APOC2、CO7
和APOA4组成的诊断模型可有效区分强化治疗的

结核病患者、未治疗的结核病患者和健康对照者,
ANGT和CO7联合可以用于有效区分强化治疗后痰

阴性和阳性结核病患者;因此,APOC2、CO7、APOA4
和ANGT可能是评估强化抗结核治疗疗效的潜在生

物标志物。
2.4 在耐多药结核病研究中的应用

  不规律的抗结核治疗、艾滋病的流行等多种原因

导致结核耐药现象越来越频发。耐多药结核病对异

烟肼和利福平这两种一线抗结核病药均耐药[32],其治

疗成功率低,失败率和死亡率高[33],是全球结核病控

制的关注点。针对耐药性结核杆菌的研究将为进一

步探索合适的耐多药结核病快速检测或针对耐药和

敏感结核分枝杆菌株的药物靶点提供有价值的线索。
CHEN等[34]运用液相分离与质谱分析确定了3个潜

在的候选生物标志物(sCD14、PGLYRP2和FGA)来
诊断耐多药结核病。为了鉴定在耐多药结核菌株中

特异存在的蛋白,YARI等[35]用 MOLDI-TOF分析

耐多药结核菌株和敏感菌株的蛋白质组,发现了在敏

感菌株中不存在的8种蛋白质(Rv2140c、Rv0009、
Rv1932、Rv0251c、Rv2558、Rv1284、Rv3699 和

MMP),它们可用作设计耐药结核病疫苗或结核病快

速检测的药物靶标或诊断标志物。
3 总结和展望

  结核病目前仍是世界性的公共卫生问题,结核病
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的正确诊断和有效治疗监测对结核病防治有重要意

义。虽然近年来,大量关于蛋白质组学筛选结核病生

物标志物的研究取得了一些进展,但是存在一些亟待

解决的问题:(1)蛋白质组学检测技术(包括设备、数
据库软件)和对人员操作熟练的要求,使临床检测成

本大大增加,限制了它们的广泛使用,特别是在发展

中国家;(2)标本采集标准、操作流程的不同均会造成

结果的差异;(3)蛋白质组学筛选出来的蛋白质往往

是高通量的,从大量的标志物中筛选稳定性好、灵敏

度高且特异性好的蛋白质生物标志物也是一个挑战。
虽然存在这些问题,但随着蛋白质组学技术的不断发

展,相信在不久的将来,人们可以利用蛋白质组学为

结核病乃至更多其他疾病建立有效可靠的蛋白质生

物标志物。
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