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"摘要#

!

目的
!

构建结核分枝杆菌去乙酰化酶
"

"

[<5"

$原核表达载体!并进行表达纯化及酶学研究%方法
!

以

结核分枝杆菌
H#%SA

基因组
M\.

为模板!聚合酶链反应扩增
[<5"

基因!构建
@

R0/"(8/[<5"

重组质粒!在
R$;1=<

OQ"

"

MR#

$中诱导表达蛋白!经
\<

"b

/\0.

柱纯化!最后通过去乙酰化酶试验测定
[<5"

酶活的最适反应温度和
@

H

值!以及吡嗪酰胺对其酶活的影响%结果
!

成功构建了
[<57"

原核表达载体!并能在
R$;1=<OQ"!

"

MR#

$中高效表

达%随后对纯化的
[<5"

蛋白进行依赖于
\.M

b的去乙酰化活性研究!得到该酶的最适反应温度是
"+g

!最适反应

@

H

值是
*$&

%在偏酸性环境中!吡嗪酰胺对酶活有抑制!而在偏碱性环境中!没有抑制作用%结论
!

利用分子克隆

技术!获得了高纯度的
[<5"

蛋白并获得其酶活最适反应温度和最适
@

H

值!及吡嗪酰胺对其有抑制效果!为研究抗

结核药物吡嗪酰胺的抑菌机制提供一定基础%
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结核分枝杆菌$

Y

B

;1:8;745<2>72:45;2=16<6H#%SA

&是目

前全球最可怕的流行性致病菌之一#结核病在我国的发病率呈

回升趋势/

!/#

0

*随着化疗药物的广泛应用#结核杆菌的耐药率

日趋上升#特别是耐多药结核病$

YMS/0O

&#给结核病的控制

工作带来巨大困难/

)/+

0

*因此#寻找一种有效的药物靶标分子

的任务迫在眉睫*去乙酰化酶$

[<5"

&蛋白是一类依赖于

\.M

b的去乙酰化酶#它在细胞的长寿与衰老)基因沉默)凋亡

等生理活动中具有十分重要的调节作用/

'

0

*近年来
Q<

发现了

[<5"

参与了分枝杆菌的非同源末端连接修复/

%

0

*

[<5"

抑制

@

+#

蛋白的乙酰化#从而抑制依赖于
@

+#

蛋白的细胞凋亡#使

M\.

损伤修复有更充裕的时间/

(

0

*

[<5"

蛋白具有
.MZ/

核糖

基转移酶活性和依赖于
\.M

的去乙酰化酶*烟酰胺是
[<5"

家族蛋白的天然抑制物#早期研究发现烟酰胺对结核菌有良好

的抑制效果#因此#作者猜测
Zi.

的作用机制可能与
[<5"

有

关/

*/!&

0

*本文克隆表达结核分枝杆菌的
[<5"

蛋白#对它的去乙

酰酶活进行鉴定#并检测
Zi.

对其抑制效果#期望通过对结核

分枝杆菌
[<5"

蛋白的研究#能为抗结核病药物
Zi.

的作用机

制和耐药机制提供新线索#为结核新药的设计和筛选提供靶标

和理论依据*

$

!

材料与方法

$$$

!

材料
!

结核分枝杆菌
H#%SA

由漳州疾控中心赠送#用于

克隆)表达的质粒
@

R0"(8

#大肠杆菌菌株
R$;1=<OQ"!

$

MR#

&

均由本实验室保存*

$$/

!

仪器与试剂
!

聚合酶链反应$

ZWS

&仪购自美国
.OU

#

\<

"b

/\0.

树脂购自
\1A8

E

43

公司#电泳装置购自
OUX/S.M

公司#荧光光度计购自
O<1/0RV

公司*

M\.

聚合酶)限制性

内切酶)

0

)

M\.

连接酶均为
08P858

公司产品*

ZWS

产物纯

化试剂盒)胶回收试剂盒#质粒提取试剂盒#底物
O1;/=

B

6

$

.;

&

/

.YW

为
X>4

E

8

公司产品*

$$'

!

方法

$$'$$

!

[<5"

基因的扩增和克隆
!

从
4̀34:83P

中获得结核分

枝杆菌的
[<5"

$

SA!!+!;

&基因的全核苷酸序列
%!):

@

#使用

Z5<>45+$&

软件设计引物扩增#上游引物!

+J/0.W0WW.0̀ /

0̀0.0̀ Ẁ .̀ 0̀ Ẁ̀ 0̀̀ W0W./#J

和下游引物!

+J/.00./

-

#&%"

-

检验医学与临床
"&!+

年
*

月第
!"

卷第
!(

期
!
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!
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T1=$!"
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.̀W0WW0.000W.̀ W.̀ `̀ Ẁ `̀ W./#J

*在上下游引物中

分别引入酶切位点
\;1

(

和
[8;

(

*

ZWS

扩增循环条件为!

*+g+><3

#一个循环%

*+g+&6

#

'&g+&6

#

%"g!><3#&

6

#进行
#&

个循环反应%最后
%"g

延伸
%><3

*基因
ZWS

扩增

后琼脂糖凝电泳回收目标条带#胶回收后产物用
\;1

(

和
[8;

(

双酶切消化后与载体
@

R0/"(8

进行连接#然后转化入
R$;1=<

OQ"!

得到
R$;1=<OQ"!

"

@

R0/"(8/[<5"

#经过表达验证)酶切验

证或
ZWS

验证后进行全基因测序*

$$'$/

!

[<5"

的表达和纯化
!

重组菌株在相应的抗菌药物
QO

培养基中培养过夜后接种于新鲜的
QO

中#

XM

'&&

为
&$+

时加入

&$)>>1=

"

Q

的
UZ0̀

#

!(g

诱导
!&9

*利用
\<

"b

/\0.

亲和

层析柱纯化蛋白*

[M[/Z.̀ R

检测纯度#浓度用
O<1/S8-

公司

生产的蛋白质浓度测定*

$$'$'

!

[<5"

依赖于
\.M

b的去乙酰化酶活性
!

本试验利用乙

酰化荧光底物
O1;/=

B

6

$

.;

&

/.YW

和
\.M

b作为反应底物测定

依赖于
\.M

b 的去乙酰化酶活性*测定酶活的反应体系组

成!

"&>>1=

"

Q05<6/HW=

缓冲 $

@

H($&

&#

"&&>>1=

"

Q\8W=

#

+&

>>1=

"

QVH

"

ZX

)

#

"+&>>1=

"

QRM0.

#

+&&

%

>1=

"

Q\.M

b

#

"&

%

>1=

"

Q

荧光底物#

"&

%

E

H<6/[<5"

重组酶#以不加入
\.M

b和

不加入酶的反应作为阴性对照*进行酶反应条件优化#以获得

较佳的酶反应条件*反应混合物避光静置#于一定恒温反应
"

9

*终止反应!加入
'&

%

E

"

>Q

胰蛋白酶#

#%g

保持
#&><3

*然

后使用酶标仪测定荧光值$激发光
#)&

%发射光
)'&

&*

Zi.

抑

制试验!在上述反应体系内#加入梯度浓度的已知
Zi.

*反应

混合物避光静置#于
"+g

恒温反应
"9

#然后加入终止缓冲液#

于
#%g

反应
#&><3

#测定荧光$激发光
#)&

%发射光
)'&

&*

/

!

结
!!

果

/$$

!

结核分枝杆菌
[<5"

表达载体的构建与验证
!

从结核分

枝杆菌基因组中
ZWS

扩增出全长
%!):

@

的
[<5"

基因片段#通

过基因工程连接到
@

R0/"(8

载体中#酶切验证后进行全基因

测序#见电泳图
!

*

!!

注!泳道
Y

#

M\. Y85P45MQ"&&&

@

=26

%泳道
!

#重组质粒
@

R0/

"(8/[<5"

%泳道
"

#重组质粒
@

R0/"(8/[<5"\;1

(

和
[8;

(

双酶切*

图
!

!@

R0/"(8/[<5"

重组质粒的鉴定

/$/

!

结核分枝杆菌
[<5"

的表达及纯化
!

对表达菌株
R$;1=<

OQ"!

"

@

R0/"(8/[<5"

先进行了
[<5"

蛋白表达条件的优化和可

溶性分析#发现该蛋白在表达时形成大量包涵体*通过摸索发

现#在
&$)>>1=

"

Q

的
UZ0̀

#

!(g

诱导下#有利于形成可溶性

蛋白#因此#采取该条件进行该蛋白的大量表达*经过特异亲

和层析#获得纯的
[<5"

蛋白见图
"

#目的条带约
#&̂ !&

#

*

/$'

!

[<5"

依赖于
\.M

b的去乙酰化酶活性测定
!

首先用荧光

法测
[<5"

蛋白依赖于
\.M

b的去乙酰化活性*结果显示#阴

性对照值荧光强度范围在
+&

左右#而添加了
H<6/[<5"

重组酶

的荧光值在
!&&&

左右#说明
[<5"

确实具有依赖于
\.M

b的去

乙酰化活性*

!!

注!泳道
Y

#蛋白
Y85P45

%泳道
!

#

@

R0/"(8

菌株对照%泳道
"

#

@

R0/"(8/[<5"

重组子%泳道
#

#纯化的
[<5"

蛋白*

图
"

!

[M[/Z.̀ R

分析
[<5"

蛋白

/$'$$

!

最适合反应温度和
@

H

值
!

测定了不同温度和
@

H

条

件下
[<5"

的去乙酰化酶活性*结果显示#

"+g

下
[<5"

蛋白的

酶活力最强#见图
#

*最适
@

H

值试验表明#

@

H

$

%

时随着
@

H

降低#酶活逐渐降低%

@

H

%

%

时#随着
@

H

的升高#活力逐步加

强#在
@

H*

左右达到顶峰#最适反应
@

H

值为
*

#见图
)

*

图
#

!

[<5"

酶活最适反应温度曲线

图
)

!

[<5"

酶活最适反应
@

H

值曲线

/$'$/

!

Zi.

抑制试验
!

在偏酸性$

@

H+$+

&环境和偏碱性环境

$

@

H($&

&中测定不同浓度
Zi.

对
[<5"

酶活的影响*在偏碱性

条件
Zi.

对
[<5

酶活没有抑制效果%偏酸性条件#

Zi.

表现出

抑制活性#但抑制强度弱#

'&&

%

>1=

"

Q

浓度下酶活力仍保持

(&,

#且随着浓度增大抑制效果增强不明显*

'

!

讨
!!

论

[<5"

蛋白是一类依赖于
\.M

b的去乙酰化酶#它的序列从

原核生物到真核生物都很保守#但不同物种间
[<5"

蛋白还是

会存在差异/

!!/!"

0

*结核杆菌
[<5"

基因
Ẁ

水平达到
''$(&,

*

外源表达条件下容易产生包涵体#这可能与大肠菌内缺乏辅助

结核菌
[<5"

折叠的分子伴侣有关*本研究通过诱导条件的优

化#最后在
XM'&&

为
&$+

时加入
&$)>>1=

"

Q

的
UZ0̀

#

!(g

诱导
!&9

#蛋白可溶性提高#有利于蛋白质的纯化和保持生物

学功能*本研究证明了结核分枝杆菌
[<5"

蛋白是依赖于

\.M

b的去乙酰化酶#其活性对温度和
@

H

值是敏感的*

#%g

左右酶失去大部分活性#而
#%g

本是结核菌在人畜体内生存

时的实际环境温度#原因可能是体外反应条件不足以完全恢复

其在体内的活力*

Zi.

是一种重要的抗结核菌药物#对处$下转第
"%&%

页&

-

)&%"

-

检验医学与临床
"&!+

年
*

月第
!"

卷第
!(

期
!

Q8:Y4-W=<3

!

[4

@

74>:45"&!+

!

T1=$!"

!

\1$!(



确切定论#需进一步更大数量的研究证实*值得注意的是#仅

仅依据
!

个或者几个生化检验来作为判断病情的依据是不足

的#研究中也存在
WSZ

)

ZW0

明显升高而患者最终存活的个

案#临床医师需要将生化指标与临床症状统一起来#综合进行

分析#指导临床工作*
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