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摘  要: ClpS 是原核生物蛋白质降解复合物 ClpAPS 的重要组成成分，它可以识别某些特定的氨基酸序列并将

其呈递给 ClpAP 以促进其降解。同时，ClpS 也抑制了其他蛋白质底物的降解。本研究通过在耻垢分枝杆菌中

过度表达 ClpS，发现所构建的重组菌株提高了利福平的抗药性。应用定量蛋白质组学技术，我们系统地分析

了过度表达 ClpS 对于细菌蛋白质组的影响，并推测出细菌抗利福平的分子机制：ClpS 促进稳态的调整、促进

药物沉降以及加速药物代谢。本研究首次通过改变细菌降解复合物的相关蛋白的表达增加细菌的抗药性，并证

明蛋白质组学技术是细菌的抗药性研究以及耐药株筛选的重要工具。 

关键词: ClpAPS 蛋白降解系统，ClpS，利福平，定量蛋白质组学  
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Abstract:  Adaptor protein ClpS is an essential regulator of prokaryotic ATP-dependent protease ClpAP, which delivers 

certain protein substrates with specific amino acid sequences to ClpAP for degradation. However, ClpS also functions as 
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the inhibitor of the ClpAP-mediated protein degradation for other proteins. Here, we constructed the clpS-overexpression 

Mycobacterium smegmatis strain, and showed for the first time that overexpression of ClpS increased the resistance of M. 

smegmatis to rifampicin that is one of most widely used antibiotic drugs in treatment of tuberculosis. Using quantitative 

proteomic technology, we systematically analyzed effects of ClpS overexpression on changes in M. smegmatis proteome, 

and proposed that the increased rifampicin resistance was caused by ClpS-regulated drug sedimentation and drug 

metabolism. Our results indicate that the changes in degradation related proteins enhanced drug resistance and quantitative 

proteomic analysis is an important tool for understanding molecular mechanisms responsible for bacteria drug resistance. 

Keywords:  protein degradation system ClpAPS, ClpS, rifampicin, quantitative proteomics 

ClpAPS是原核生物存在于胞质中的蛋白质

降解系统，其结构和序列与真核生物的 26S 蛋

白酶体同源。ClpAPS 是大的蛋白质复合物，由

具有蛋白酶功能的 ClpP、具有识别及去折叠底

物功能的 ClpA和具有进一步调控 ClpAP降解功

能的 ClpS组成。ClpP由两个背向的七聚体构成，

其结构组成类似于 GroEL；ClpA 则是中空六聚

体，其 N 端结构域负责识别并去折叠底物，C

端结构域则把已经去折叠的底物传递给 ClpP 进

行降解[1-2]。ClpS 与 ClpA 以 1∶1 比例形成结合

的复合物，可进一步对底物的降解过程进行  

调控[3-4]。 

目前关于 ClpS 在全细胞蛋白质降解过程中

的调控机制还不是很清楚，其功能研究显示，

对于某些蛋白质底物 (例如 N 端含有 FR 序列的

N-end rule 蛋白) ClpS 具有促进降解的功能；而

对于另一些蛋白质底物 (例如 C 端含有 ssrA 标

签的蛋白) 具有抑制降解的功能[1,3-7]。通过控制

ClpS 的表达水平可以改变细菌内蛋白质的降解

途径，从而间接调控其他蛋白在细胞内的水平。

由于调控细胞内蛋白水平的蛋白质降解系统具

有高度的复杂性，因此研究相关基因过表达的

菌株对理解蛋白质降解系统在细菌生长及抗药

性等方面都具有重要的价值。 

利福平  (Rifampicin)，化学名称为 3-[[(4-

甲基-1-哌嗪基) 亚氨基]甲基]-利福霉素，是一

种广谱性的半合成抗生素。在治疗结核杆菌、

麻风病菌等其他细菌感染时，它通常与其他药

物联合使用，如异烟肼等[8-9]。利福平通过结合

DNA 依赖性的 RNA 聚合酶来抑制细菌 RNA 的

合成，从而达到杀菌的效果[10-11]。目前对利福

平有抗性的菌株主要是基于 RNA 聚合酶的改变

以降低与利福平的亲和力[11-12]。 

在本项研究中，我们首先在结核分枝杆菌

Mycobacterium tuberculosis K.的模式菌株耻垢

分枝杆菌 Mycobacterium smegmatis L. & N.中建

立了过度表达 ClpS 的重组菌株，分析显示过度

表达 ClpS 的 M. smegmatis 增加了利福平抗药

性。进一步利用 TMT 标记的定量蛋白质组学技

术，在过度表达 ClpS 的菌中鉴定到了 199 个上

调表达的蛋白和 117 个下调表达的蛋白。通过

功能性分类和代谢途径分析，阐述了过表达

ClpS 导致细菌利福平抗性增加的分子机制。 

1  材料与方法 

1.1  质粒、菌株及试剂 

质粒 pMV261、p0004s 和 phAE159，菌株

M. smegmatis mc2155 均由本实验室保存。细菌

基因组 DNA 提取试剂盒、PCR 所用 DNA 聚合

酶购自天根生化科技有限公司。分子克隆所用

限制性内切酶、T 载体购自 TaKaRa 宝生物公司。

噬菌体包装所用的 MaxPlax packaging extract 购
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自 Epicenter Biotechnologies 公司。7H9、利福平、

二硫苏糖醇  (DTT)、碘乙酰胺  (IAM) 购自

Sigma 公司。TMT 试剂购自 Thermo 公司。酶解

用胰蛋白酶 (Trypsin) 购自 Promega 公司。其他

与液质相关的化学试剂均采自国内，色谱纯级别。 

1.2  clpS 敲除和过度表达菌株的构建 

用 细菌 基因 组 DNA 提 取试剂 盒提 取     

M. smegmatis mc2155 菌株基因组 DNA 后，使用

引物 4910-F和 4910-R扩增 clpS (msmeg_4910) 基

因片段，并构建到 T 载体上，经测序验证其序列

正确。具体引物序列见表 1。将 clpS 序列亚克隆到

pMV261 载体上，并电转至 M. smegmatis mc2155

菌株中，获得过度表达 clpS 的菌株。 

利 用 分 枝 杆 菌 噬 菌 体 的 特 异 转 导 法

(Mycobacteriophages in specialized transduction) 

敲除 clpS[13]。具体步骤如下：利用 4910LL 和

4910LR 引物及 4910RL 和 4910RR 引物分别扩

增 clpS 基因 1.2 kb 的上游和下游区域，具体引

物序列见表 1；利用限制性内切酶 Dra Ⅲ酶切

PCR 扩增产物，克隆到 p0004s 质粒上，所获得

的中间载体与 phAE159 分别利用 PacⅠ酶切和

连接，连接产物经过体外包装获得含有 clpS 上 

 

表 1  clpS 基因过表达和敲除所需扩增引物信息 

Table 1  Primers for overexpression and knock-out 
of gene clpS 
Primer name Primer sequence (5–3) 

4910-F ATGGTTACACCGGCGAAG 

4910-R GCGGTCCTGTTGCATGGTG 

4910LL 
TTTTTTTTCACAAAGTGTGTGGGCCAC
CATGCAACAGG 

4910LR 
TTTTTTTTCACAGAGTGTCGCGTACTCG
TCGAGGTCA 

4910RL 
TTTTTTTTCACCTTGTGTCGCCGGTGTA
ACCATGTCGC 

4910RR 
TTTTTTTTCACTTCGTGCGGGCACGATG
GGCACCAC 

游和下游及筛选标记潮霉素抗性基因的噬菌

粒，进一步将其转移到 M. smegmatis 获得相应

的噬菌体；然后将高浓度的重组噬菌体与     

M. smegmatis mc2155 菌株共培养 3 h 后，在含有

潮霉素的 7H10 平板上筛选。培养 5 d 后，挑选

单菌落，验证获得 clpS 敲除菌株。 

1.3  细菌生长曲线的测定 

配制含 10% ADS、0.5%甘油和 0.05% Tween 

80 的 7H9 液体培养基，分别在无抗性及加入  

10 mg/L 利福平的 7H9 液体培养基中测定生长

曲线。野生型 mc2155、敲除 clpS 的突变菌株及

过度表达 clpS 菌株均按照 1∶100 接种量接菌，

培养至 OD600 达到 0.8–1.0；将上述菌液分别稀

释至 OD600 为 0.01，37 ℃下继续培养，约每隔

4 h 取 1 mL 菌液，测量其在 600 nm 处的吸光度

值 (Ultrospec 2 100 紫外可见分光光度计 GE 

Healthcare)，记录实验数据。 

1.4  胶内酶解与 TMT 标记蛋白质定量 

分别培养 10 mL 野生菌株和 10 mL clpS 过

度表达菌株，用超声破碎仪进行细菌细胞裂解，

各取 40 μg 的裂解蛋白在 SDS-PAGE 蛋白胶分

离，考马斯亮蓝染色后，将胶条切为 15 块，分

别进行脱色、DTT 打开二硫键和 IAM 烷基化处

理。在 50 mmol/L NH4HCO3 溶液中使用胰酶酶

解蛋白过夜，之后用含 1% TFA 和 50% ACN 的

NH4HCO3 溶液将酶解后的肽从胶内萃取出来，

再用真空浓缩干燥仪将体积缩小。 

使用 Thermo 公司的 TMT 试剂化学标记酶

解后多肽的伯氨基[14]，用以对比 clpS 过度表达

菌株与野生型菌株在蛋白水平表达的差异谱。

简单来讲，TMT 试剂溶解于无水乙腈之中，并

加到每个酶解的产物中。在室温下反应 1 h 之



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  July 25, 2014  Vol.30  No.7 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1118 

后，用 5%的羟氨终止标记反应。TMT 标记的肽

使用 C18 的反相柱除盐，并准备上机 Q Exactive 

(Thermo)。我们使用 TMT2-126 试剂来标记野生

型菌株蛋白酶解后所产生的肽，TMT2-127 试剂

来标记 clpS 过度表达菌株蛋白酶解后所产生的

肽。TMT2-126 试剂标记的与 TMT2-127 试剂标

记的肽或蛋白的比例由 Proteome Discovery 软

件 (Thermo) 所计算。 

1.5  LC-MS/MS 分析及数据处理 

对于 LC-MS/MS 分析，酶解后的产物或

TMT 标记后的肽在纳升 HPLC 系统  (EASY- 

nLC ⅡTM) 上分离，梯度洗脱时间为 65 min，

流速为 0.25 μL/min；之后直接喷射入 Thermo Q 

Exactive 质谱仪中。所用分析柱是自制的填充了

C18 填料 (孔径 300 Å、粒径 5 μm) 的石英毛细

管柱 (直径 75 μm，长度 150 mm)。流动相 A 是

含 0.1%甲酸的水溶液，流动相 B 是含 0.1%甲酸

的乙腈溶液。Q Exactive 质谱仪由 Xcalibur 2.07

软 件 在 数 据 依 赖 性 获 取  (Data-dependent 

acquisition) 模式下操控，扫描模式为在 Orbitrap

中 (400–1 800 m/z，75 000 分辨率) 经过一个全

谱扫描后，紧接着有 10 个数据依赖性的二级质

谱扫描  (碎片能量为 30% HCD)。对于每个

LC-MS/MS 运行的样品，所有得到的一级和二

级谱图都被送到 Proteome Discovery 软件中在

M. smegmatis 库中进行搜索。 

2  结果与分析 

2.1  clpS 敲除菌株和 clpS 过度表达菌株的构

建及 ClpS 蛋白表达水平分析 

利用分枝杆菌的噬菌体的特异转导法

(Mycobacteriophages in specialized transduction) 

获得 clpS 敲除菌株。同时，将 clpS 构建到

pMV261 获得了 clpS 过度表达菌株。如图 1A 插

入图片所示，RT-PCR 实验结果显示，与野生型 

(泳道 2) 相比较，过度表达 clpS 的菌株 (泳道 3) 

其转录水平明显增高 ; 而在敲除 clpS 的菌株 

(泳道 4) 检测不到 clpS 基因表达。我们进一步

利用质谱方法比较了两株菌的 ClpS 蛋白表达水

平。图 1 展示了一个 ClpS 蛋白酶解产生的二价

肽段 LHAAGLATMQQDR 的一级质谱，其单同

位素峰的质核比在 799.40 (图 1A)；其二级质谱

b 系列离子自 b2 至 b6、y 系列离子自 y4 至 y13

都能够很好地匹配上 (图 1B)。在过度表达菌株

中 ClpS 的表达在分值及二级质谱数目上均明显

高于野生型；另外，在敲除的突变菌株中，基

本找不到匹配程度或得分较好的肽段。我们的

实验表明 3 种菌株中 ClpS 的表达在转录和翻译

水平上存在着差异。 

2.2  利福平对于细菌生长的影响 

M. smegmatis 与 M. tuberculosis 同属于分枝

杆 菌 科 Mycobacteriaceae 分 子 杆 菌 属 

Mycobacterium，M. smegmatis 是一种条件性致

病菌。M. smegmatis 全基因组测序分析显示其与

M. tuberculosis 在毒力基因、双组分条件系统及

转录调控因子等方面具有较高同源性，又因为

其生长速度优势，M. smegmatis 成为较好的 M. 

tuberculosis 标准模式菌种[15-17]。M. smegmatis

细菌培养在 7H9 液体培养基中，通过测定   

600 nm 处的吸光度来反映其生长的程度。如图

2 所示，对于野生型的菌株，大约培养至 8–9 h

时进入对数期，20 h 之后基本进入平台期。而

在培养基中加入 10 mg/L 利福平后，15 h 时细

菌进入对数期，30 h 之后才进入平台期。从整

个生长趋势上看，利福平的加入使野生型     

M. smegmatis 细菌的生长滞后了 6–7 h。 



古丽莎娜阿地里江 等/定量蛋白质组学分析 ClpS 在分枝杆菌耐药中的功能 

cjb@im.ac.cn 

1119

 
 

 
 

图 1  ClpS 蛋白一段肽 LHAAGLATMQQDR 的一级质谱图(A)和二级质谱图(B) 

Fig. 1  Confirmation of ClpS overexpression and knock-out in M. smegmatis. (A) Changes in ion intensity of a 
doubly charged tryptic peptide LHAAGLATMQQDR of ClpS from the clpS-overexpression strain; the inserted figure 
represents the RT-PCR result of wild-type strain (lane 2), clpS-overexpression strain (lane 3) and clpS knock-out 
strain (lane 4). (B) The MS/MS spectrum of the doubly changed tryptic peptide LHAAGLATMQQDR. 

 

对于 clpS 过表达和敲除的菌株来说，其本

身生长速率慢于野生型，尤其过表达的菌株还

滞后于敲除的菌株约 2 h (图 2)。加入利福平后，

过表达和敲除的菌株的生长速率虽然同样变

慢，但其滞后的程度与野生型却不相同：过表

达菌株的滞后时间约 2–3 h，敲除菌株的滞后时

间则为 8–9 h。说明利福平对于 clpS 敲除菌株生

长的抑制效果最为明显，野生型次之，clpS 过

表达菌株则最不敏感。细菌生长曲线经过多次

实验验证，有效证明了过表达 ClpS 蛋白能够提
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升 M. smegmatis 对于利福平的抗性。 

2.3  过度表达 clpS 菌株蛋白质组学的分析 

关于 ClpS 的研究显示 ClpS 参与调节细胞

蛋白质的降解，因此推测过度表达 ClpS 可能在

蛋白质水平影响相关蛋白的细胞含量，从而影

响了对利福平的抗性。为验证此假设，我们利

用 TMT 标记的定量蛋白质组学技术，系统地分

析探究了过度表达 ClpS 蛋白对细菌蛋白质组变

化的影响。 

TMT 标记技术是目前定量蛋白质组学研究

的一项主要手段，通过比较二级质谱图中报告

离子的强度来反映对应肽段，以及肽段对应蛋

白质的相对含量，图 3 展示了 TMT 分子的结构

及标记流程。对两个样品中的蛋白进行酶解，

所产生的肽段分别用两种不同的 TMT 试剂进行

比较，同一序列的肽段在标记后分子量相同，

但在二级质谱图中，产生了两个不同质量的报

告基团，如 126 Da 和 127 Da 的碎片离子，这两

个碎片离子强度的比值代表了产生该肽段的蛋

白在两个样品中的相对丰度比值。 
 

 
 

图 2  野生型(方块)、过表达 clpS 菌株(圆圈)和敲除

clpS 菌株(三角形)在未加利福平(空心)和 10 mg/L 利

福平(实心)培养基中的生长曲线 

Fig. 2  Growth rates measured for the wild-type strain 
(WT, square), clpS-overexpression strain (4910up, 
circle) and clpS knock-out strain (4910down, triangle) 
growing in the culture medium treated with (solid) or 
without (hollow) 10 mg/L rifampicin (R). 

 

 
 

图 3  TMT 定量标记质谱技术流程示意图(改编自 Thermo Scientific TMT 使用说明图)(A)和 TMT 分子同位素

标记前(B)和标记后(C)的结构示意图 
Fig. 3  Schematic of the quantitation method with TMT Isobaric Mass Tagging. (A) Experimental procedure. (B) 
Structure of the TMT reagent, which has three parts: the amine-reactive group to modify α-amino groups of 
N-terminus and the ε-amino groups of lysine residue in tryptic peptides, the mass reporter group that is used in the 
MS/MS spectrum for quantitation, the spacer arm that balances the mass of reporter group by incorporation of stable 
isotopic atoms. (C) Structures of isobaric reagents: TMT2-126 and TMT2-127, * indicates the position of 13C atom.  
Peptides with the same sequence generated from two samples have the identical molecular weight after TMT-labeling, 
but they generate two reporter ions in MS/MS spectra. The intensity ratios of the reporter ions represent the relative 
protein rations from two samples. 
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以细菌铁蛋白 (Bacterioferritin) 为例，图 4

列 出 了 其 被 TMT 标 记 的 一 段 二 价 肽

I(TMT)LLLDGLPNYQR 的 MS/MS 二级质谱图，

它的单同位素峰的质核比在 820.48。碎片后的 b、

y 系列离子用于肽段序列的匹配以确定肽的序列，

而 TMT 试剂断裂后的报告基团则在低质核比的

区域被检测到。从图上看，质量为 127.13 Da 的报

告基团的强度是 126.13 Da 报告基团强度的 2.7

倍，说明该肽段在 clpS 过表达菌株中较之野生型

提高了 2.7 倍。通过平均该蛋白所检测到的所有

二级质谱的定量信息，即可计算出细菌铁蛋白在

过表达菌株中升高的比例 (1.64 倍)。 

经过 3 次独立重复实验，我们一共在     

M. smegmatis 中鉴定到了 2 000 个蛋白，其中有

199 个上调和 117 个下调的蛋白。使用 David 软

件对有变化的蛋白进行了功能分类 (图 5)，我

们发现变化最多的都是与细胞代谢过程相关的

蛋白，分别占上调和下调蛋白比例的 32%和

29%。其他与氧化还原和转录翻译相关的蛋白也

占有相当比例。我们选取了一些具有典型变化

的上调和下调蛋白分别列于图 6 和图 7 中。 

此外，我们对这些变化蛋白进行了细胞位

置定位，除去一些未知功能的蛋白外，大部分

表达水平变化的蛋白都定位于细胞质中，也有 

 

 
 

图 4  细菌铁蛋白一段 TMT 标记肽 I(TMT)LLLDGLPNYQR 的二级质谱图 

Fig. 4  MS/MS of a TMT-labeled tryptic peptide ILLLDGLPNYQR of bacterioferritin. Samples from the WT strain 
were labeled with TMT2-126, while those from clpS-overexpression strain were labeled with TMT2-127. 
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图 5  过表达 clpS 菌株中相比野生型上调的 199 个蛋白(A)和下调的 117 个蛋白(B)的蛋白功能分析 

Fig. 5  Functional classification of differentially expressed proteins between clpS-overexpression strain and 
wild-type strain. (A) 199 up-regulated proteins. (B) 117 down-regulated proteins. 

 

少数定位在细胞膜及周质中，包括上调的 23 个

蛋白，例如细菌铁蛋白 Bacterioferritin，以及下

调的 5 个蛋白，例如孔蛋白 MspA。 

从功能分类上看，ClpS 蛋白过度表达的影

响涉及到细菌生化的多种途径及功能。首先，

很多核酸结合蛋白与转录调节因子的水平发生

了变化 (图 6A 和 7A)，它们的增多或减少注定

了 ClpS 的变化对于细胞内其他蛋白的影响是复
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杂的，不一定停留在降解的层面，可能影响了

一些基因的转录。另外，与蛋白质折叠相关的

分子伴侣蛋白和与氧化还原相关的酶也都有一

定程度的上调 (图 6B)，这对于保护蛋白并维持

细胞稳态具有积极意义。而在与膜相关的蛋白

中，蛋白质的表达变化影响了细胞膜的通透性

和对药物的敏感性，例如孔蛋白 MspA 的下调

会降低分枝杆菌属细胞对抗生素药物的敏感

性，从而产生了一定的耐药性[18-19]。 

以上这些因素都有可能提升细菌对于利福

平的耐药性，然而，细菌铁蛋白 (Bacterioferritin)

和一系列乙酰基转移酶  (Acetyltransferase) 表

达水平的提高，可能更为直接地导致了细菌耐

药性的提升。 

2.4  过度表达 clpS 菌株抗利福平机制的推测 

首 先 ， 如 图 6 C 所 示 ， 细 菌 铁 蛋 白

(Bacterioferritin) 在 ClpS 过表达菌株中相比于

野生型提高了 1.64 倍。细菌铁蛋白主要分布在 
 

 
 

图 6  4 组上调蛋白在 clpS 过表达菌株(灰色)与野生型(白色)的含量对比(TMT 标记定量结果) 
Fig. 6  Quantitation of selected up-regulated proteins: clpS-overexpression strain (grey) and wild-type strain (white). 
(A) DNA binding proteins and transcriptional regulators. (B) Chaperone proteins and oxidation-reduction related 
enzymes. (C) Bacterioferritin and acetyltransferases. (D) Acetyl-CoA synthesis and lipid metabolism related 
enzymes. 
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图 7  2 组下调蛋白在 clpS 过表达菌株(灰色)与野生型(白色)的含量对比(TMT 标记定量结果) 

Fig. 7  Quantitation of selected down-regulated proteins: clpS-overexpression strain (grey) and wild-type strain 
(white). (A) Transcriptional regulators and fatty acid oxidation related enzymes. (B) Amino acid synthesis related 
enzymes and alcohol dehydrogenases. 
 

细胞膜上，由 24 个同源亚基构成一个中空的高

度对称球壳状蛋白，并包含了 12 个铁卟啉 

(Heme B)，可以摄入、运输和存储大量的铁离

子[20-21]。细菌铁蛋白的增多一般暗示细菌对于

铁离子摄入的增加，而 Fe3+可以和利福平形成

微溶于水的复合物[22]，铁离子的增多可以有效

降低细胞内利福平的浓度。其次，除细菌铁蛋

白外，还有 3 种乙酰基转移酶 (Acetyltransferase) 

有 1.5 至 2 倍的上调，这也能有助于加速利福平

的代谢。除酚羟基氧化成苯醌以外，利福平的

一个主要代谢途径是一个酯官能团水解生成

25-去乙酰化利福平；而一些乙酰基转移酶可以

参与催化此类反应[23-25]。乙酰基转移酶的上调

说明利福平的代谢可能在一定程度上得到了加

速，从而起到解毒的作用。 

综上，相比于细胞整体稳态的提升，我们

认为，铁离子摄入增加和利福平代谢加速，是

clpS 过表达菌株抗药性增强的主要原因。 

此外，实验还发现，受蛋白降解速率变慢

影响，多种与氨基酸合成相关的酶也有不同程

度的下调，例如图 7B 列举的乳酸乙酰合成酶

(Acetolactate synthase) 可以催化支链氨基酸的

合成。另外，与脂肪酸合成和氧化相关的一些

酶也分别有不同程度的上调和下调 (图 6D 和

7A)。我们认为利福平脱乙酰基导致细胞内乙酸

浓度的上升，多余的乙酸用来合成乙酰辅酶 A，

并间接影响到了脂类代谢。如脂肪酸合成酶

(Fatty acid synthase)，其表达量在过表达的菌株

中提升了近 3 倍 (图 8)，说明脂肪酸的合成可

能被活化。 

3  讨论 
ClpS 是蛋白质降解系统 ClpAPS 的重要组

成部分，它能够引起细菌内诸多蛋白水平的变

化，从而改变细菌本身的性质。本文首次报道

了过表达 ClpS 蛋白可以增强细菌对于利福平的

耐药性，并使用定量蛋白质组学的方法系统地

探讨了过表达菌株相比野生型菌株蛋白质组的

改变，并推测 ClpS 对其他蛋白水平的影响不一

定通过降解途径，还会影响到一些转录因子的

水平。 

ClpS 蛋白的过表达能够引起细胞内分子伴
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侣蛋白和氧化还原相关酶水平的上调，从而增

强整个细胞的稳态，以提高细菌对利福平的耐

药性。此外，细菌铁蛋白和乙酰基转移酶水平

的上升对于利福平的代谢有直接的作用：前者

能够增加铁离子的摄入以促进药物沉降，后者

则可以加强利福平的去乙酰化以加速药物代

谢。因此我们推测过表达 ClpS 可以促进药物沉

降和加速药物代谢以增加对利福平的抗药性。

而细胞膜孔蛋白 MspA 的下调则在一定程度上

减少了细菌对利福平的摄入。图 9 总结了有关

ClpS 过表达引发的细胞内一系列的变化，无论

是通过直接地调控降解途径，还是间接地干扰

转录水平，ClpS 都会影响这些功能蛋白的水平，

从而增强细菌对于利福平的抗性，并在一定程

度上抑制了氨基酸的合成并活跃了脂肪酸的合

成过程。 

综上所述，ClpS 过表达影响细菌的生长和

耐药性。应用定量蛋白质组学的技术，我们发

现 ClpS 过表达引起 316 个蛋白表达水平的变

化，并推测了 ClpS 过表达增加耐药性的机理。

本研究为工程上研究细菌的耐药性以及筛选新

的耐药菌株提供了一个新的思路。 

 

 
 

图 8  脂肪酸合成酶一段 TMT 标记肽 A(TMT)VVFDDR 的二级质谱图 

Fig. 8  The MS/MS of a TMT-labeled peptide AVVFDDR of fatty acid synthase. Samples from the WT strain were 
labeled with TMT2-126, while those from clpS-overexpression strain were labeled with TMT2-127. 
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图 9  过表达 ClpS 蛋白导致的一些蛋白水平的变化以及可能导致的对利福平抗性增加的机理 

Fig. 9  A scheme of proposed mechanisms of drug resistance in rifampicin-treated M. smegmatis. 
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