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探讨结核分枝杆菌休眠存活调节子"

J49/

$蛋白
/7$&$1>

对大肠埃希菌生长的影响!以探索

其生物学功能%方法
!

根据
_86\<6G

中结核分枝杆菌
M*'/7

基因组核酸序列!设计
/7$&$1>

特异性引物!采

用原核表达的技术构建
D

V3*&<!/7$&$1>

重组质粒!并导入大肠埃希菌中进行表达%通过基因测序结果!确定

正确质粒!将质粒负载大肠埃希菌!测定大肠埃希菌模式并绘制生长曲线%结果
!

由于缺乏营养物质和氧气!

空质粒组大肠埃希菌在
"=

进入平台期!而携带有
D

V3*&<!/7$&$1>

的重组质粒能够促进大肠埃希菌突破生长

界限!维持快速对数生长期长达
#&=

%结论
!

结核
J49/

蛋白
/7$&$1>

能够促进大肠埃希菌生长!突破其生长

界限!提高细菌应对低氧&营养物质缺乏等应激环境的能力!这可能与其在低氧环境下促进细菌的糖酵解能力

有关%
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据
`M]

估计#全球约有
#

"

*

的人口是结核分枝

杆菌潜伏感染患者#其中有
.a

!

#&a

的人会发展成

活动性肺结核(

#!$

)

'潜伏期结核分枝杆菌存在于肉芽

肿组织中#这是一种低氧+高一氧化氮+营养物质匮乏

的微环境(

*

)

'结核分枝杆菌在此环境中处于休眠期#

生长速度非常缓慢#也正是因为如此#结核分枝杆菌

逃避了机体免疫系统的作用#从而存活下来(

2!.

)

'进

一步的研究发现#结核分枝杆菌基因组存在着一组包

含
2+

个基因的休眠存活调节子$

J49/

&#这
2+

个基因

编码的蛋白控制着结核潜伏期的生理过程(

"

)

'肉芽

肿组织中的结核分枝杆菌存在着依赖氧压的细胞和

生化动力学机制#能够使其快速适应微环境改变的能

力#在此过程中结核分枝杆菌
J94/

基因起着至关重

要的作用(

'!+

)

'与活动期结核分枝杆菌相比#

J49/

区

域编码的抗原能够引起潜伏期结核患者产生更强烈

的免疫反应(

1

)

#这表明
J49/

基因很可能在潜伏期特

异性表达'有研究报道#

J49/

基因编码的许多蛋白

有助于结核分枝杆菌利用其他碳源途径获得能量#如

乙醛酸代谢+硝基还原和脂肪酸代谢等(

#&!##

)

'探索

J49/

基因生物学功能有助于进一步认识结核分枝杆

菌潜伏期的生理调控过程#从而有针对性地进行检

测#实现早发现+早诊断+早治疗的目的#对于预防活

动性结核的发生至关重要'

$

!

材料与方法
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!

仪器与试剂
!

本实验试剂结核分枝杆菌
M*'/7

株#载体
D

V3*&<

由本实验室保存'大肠埃希菌
\)$#

*

#$$$

*

检验医学与临床
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年
+

月第
#.

卷第
#.

期
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&感受态细胞购自南京诺唯赞公司%质粒提取试

剂盒购自北京天恩泽公司%胶回收试剂盒购自
e

F

C4

公司%各种限制性内切酶购自
3=8AC4

公司%

JT,

聚

合酶和连接酶购自
3<[</<

公司%异丙基硫代
!

#

!J!

半

乳糖苷$

(Z3_

&购自
W5

;

C<

公司'美国
\54A<E

酶

标仪'

$%/

!

方法

$%/%$

!

结核分枝杆菌
JT,

的提取
!

结核分枝杆菌

JT,

的提取依据已报道的文献进行(

#$

)

'具体方法如

下!挑取结核分枝杆菌菌落#置于装有
$&&

&

)

生理盐

水的
#%.C)

离心管中#

+&Y

煮沸灭活
*&C56

#

#$&&&

A

"

C56

离心
#.C56

后#加入蛋白酶
[

和溶菌酶充分裂

解结核分枝杆菌#然后用酚
!

氯仿抽提法获取结核分枝

杆菌基因组#无水乙醇沉淀双链
JT,

#干燥后
3V

缓

冲液$

.&

&

)

&溶解
JT,

'

$%/%/
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引物设计
!

在
J\_V3

数据库中查找结核基

因
/7$&$1>

的全基因序列#然后采用
ZA5C8A.%&

和

]?5

;

4"%&

设计
/7$&$1>

特异性引物序列#上下游分别

插入
V>4/

(

和
M56E

)

酶切位点'设计的引物序列

为上游引物
/7$&$1Q

!

K__ ,,3 KK, 3_, K__

,_KK,_K__K_3

#其中
K_

是保护性碱基#

_,,

3KK

是
V>4/

(

酶切位点%下游引物
/7$&$1/

!

KKK

,,_K333K,3__K_,__K33KK___33

#

其中
KKK

是保护性碱基#

,,_K33

是
M56E

)

酶切

位点'

$%/%'
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纯化目的基因
!

采用聚合酶链式反应$

ZK/

&

的方法对目的基因进行扩增#扩增条件!

1+Y

变性
#&

9

#

..Y

退火
.9

#

'$Y

延伸
+&9

#共扩增
*.

个循环'

扩增后的目的基因利用胶回收试剂盒$美国
e

F

C4

公

司胶回收试剂盒#

J2&&'

&进行纯化和浓缩'具体方法

如下!首先在琼脂糖凝胶上准确切取目的基因片段#

然后加入凝胶溶解液#

*'

!

..Y

孵育融化
.

!

#&C56

后#过柱离心吸附#加
<̀9=56

;

PB@@8A

洗涤
$

次后#用

#&

!

$&

&

)3V

缓冲液洗脱即可'

$%/%1
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重组质粒的构建
!

重组质粒
ZV'*&<!

/7$&$1>

的构建依据文献(

#$

)#主要概述如下!用限

制性内切酶
V>4/

(

和
M56E

)

对目的基因和载体

D

V3*&<

进行双酶切#然后经
#%$a

的琼脂糖凝胶电泳

后切胶回收'目的基因和载体按
*j#

的比例#在

JT,

连接酶的作用下#

#"Y

过夜连接'连接后的目

的基因#导入到大肠埃希菌感受态$

\)$#

&细胞中#

2

Y

水浴
*&C56

后#

2$Y

准确热激
2.9

后#加入无抗菌

药物的
)\

培养液后#细菌复苏
2.C56

#然后将细菌均

匀涂到含卡那霉素$

.&

&

;

"

C)

&的
)\

固体培养皿中#

*'Y

过夜后挑取阳性单克隆菌落并提取质粒$北京天

恩泽公司质粒提取试剂盒#

"&$&.

&#双酶切$

V>4/

(

和

M56E

)

&鉴定后送南京金斯瑞公司进行测序分析'

$%/%2

!

重组质粒
D

V3*&<!/7$&$1>

促生长作用研究

!

大肠埃希菌
\)$#

是一种常用的基因工程表达菌

株#其生长分为迟缓期+对数期+平台期和衰亡期'迟

缓期大肠埃希菌适应新的环境#因此生长速度很慢#

对数期营养物质充分#细菌呈对数增长#随着培养基

中营养物质的不断消耗#大肠埃希菌代谢产物不断积

累#培养基
D

M

逐渐下降#大肠埃希菌生长速度变慢#

细菌总数趋于稳定'大肠埃希菌的平台期与结核分

枝杆菌的肉芽肿微环境相似#对细菌的生长都是一种

不利的环境#以此模拟肉芽肿微环境#将结核
J49/

蛋

白导入大肠埃希菌
\)$#

中#观察对其生长有无影响'

!!

取出保存的
D

V3*&<

大肠埃希菌$空质粒组&和

D

V3*&<!/7$&$1>

大肠埃希菌$重组质粒组&#在含
.&

&

;

"

C)

卡那霉素的
.C))\

培养液中
*'Y

振荡培

养过夜#记录吸光度$

]J

&

"&&

值'然后将菌液调整至

相同的
]J

值并吸取
"&&

&

)

菌液加至
*&&C))\

培

养基中$含
.&

&

;

"

C)

卡那霉素&#

*'Y*&&A

"

C56

振

荡培养#每隔
#=

取
"&&

&

)

菌液#检测
]J

值$每次测

*

组
]J

值#每组测
$&&

&

)

&'在第
.

个小时当
$

组大

肠埃希菌
]J

值为
&%2.

时#加入诱导剂异丙基硫代半

乳糖苷$

(Z3_

&$

.&&CC4?

"

)

&#之后继续每隔
#=

取

"&&

&

)

菌液测
]J

值#如此连续重复测量
#.=

'在相

同条件$相同菌种#相同生长和测量条件&下重复该实

验
*

次'

$%'

!

统计学处理
!

采用
WZWW$$%&

对
#%"

实验结果

进行定量数据重复测量的方差分析及
9

检验#比较空

质粒组与重组质粒组对大肠埃希菌
]J

值是否产生

影响#并作出生长曲线图'以
!

#

&%&.

为差异有统计

学意义'

/

!

结
!!

果

/%$

!

/7$&$1>

基因扩增结果
!

以提取的结核基因组

为模板#在设计好的引物作用下#行
ZK/

扩增'

ZK/

成功扩出
/7$&$1>JT,

#大小
#&$&P

D

'见图
#

'

!!

注!

#

为基因
/7$&$1>

%

-

为
JT,$&&&

标记物

图
#

!!

结核
J49/

基因
/7$&$1>ZK/

结果

/%/

!D

V3*&<!/7$&$1>

重组质粒的构建与鉴定
!

将

挑取的单克隆菌用
V>4/

(

和
M56E

)

进行双酶切#酶

切鉴定发现#阳性重组质粒能切出
$

条基因片段#分

别为质粒
D

V3*&<

$

.2$$P

D

&和插入的目的基因

*

$$$$

*

检验医学与临床
$&#+

年
+

月第
#.

卷第
#.

期
!
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!

,B

;

B9:$&#+
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/7$&$1>

$

#&$&P

D

&'与连接片段大小吻合#可初步认

为
D

V3*&<!/7$&$1>

构建成功'见图
$

'

!!

注!

-

为
JT,

标记物%

#

!

$

为阴性质粒%

*

为阳性质粒
D

V3*&<!

/7$&$1>

图
$

!!D

V3*&<!/7$&$1>

重组质粒酶切鉴定结果

/%'

!

基因测序结果和
_86\<6G

序列比对
!

将酶切鉴

定成功的重组质粒送往南京金斯瑞公司进行测序#测

序结 果 与
_86\<6G

所 给 序 列 进 行
\?<9:

'基 因

/7$&$1>

与
_86\<6G

中所给序列完全吻合#重复率

#&&a

#基因无突变'

/%1

!D

V3*&<!/7$&$1>

促大肠埃希菌生长的统计学

分析
!

将
*

次测量获得的资料进行重复测量的方差

分析#结果显示
9BC

值观察时间效应!不同时间
]J

值差异有统计学意义$

Id+*.#%$2+

#

!

#

&%&.

&#空质

粒组$

D

V3*&<

&和重组质粒组$

D

V3*&<!/7$&$1>

&不同

时间
]J

值差异均有统计学意义$

Id*.1*%"+#

+

2#$.%'1#

#

!

#

&%&.

&'

9BC

值观察处理因素效应#重

组质粒组$

D

V3*&<!/7$&$1>

&

]J

值高于空质粒组

$

D

V3*&<

&$

9d22#"%.2

#

!

#

&%&.

&'从各时间点来

看#

&

!

. =

空 质 粒 组 和 重 组 质 粒 组 $

D

V3*&<!

/7$&$1>

&

]J

值差异无统计学意义$

9d#%*'$

+

#%$$&

+

&%+12

+

&%1*.

+

&%'+'

+

&%*1.

#

!

$

&%&.

&#

"

!

#.=

由于

加入
(Z3_

诱导了蛋白
/7$&$1>

的表达#

]J

值差异

有统计学意义$

!

#

&%&.

&%生长时间和处理因素存在

交互效应$

Id'"'%&21

#

!

#

&%&.

&'见表
#

'

表
#

!!

&

!

#.=

导入
/7$&$1>

对大肠埃希菌
]J

值的影响

组别
生长时间$

=

&

& # $ * 2 . " ' + 1

空质粒组
G

&%&&* &%&&* &%&&. &%&#+ &%#&$ &%222 &%.'# &%.+2 &%.1. &%.11

A &%&&& &%&&& &%&&& &%&&# &%&&# &%&#1 &%&*' &%&&' &%&&+ &%&#*

重组质粒组
G

&%&&* &%&&* &%&&. &%&#+ &%#&# &%22+ &%"1+ &%+&. &%+1& &%1.1

A &%&&& &%&&& &%&&& &%&&# &%&&. &%&$* &%&#1 &%&$$ &%&#" &%&#'

9BC

G

&%&&* &%&&* &%&&. &%&#+ &%#&# &%22" &%"*2 &%"12 &%'2$ &%''+

A &%&&& &%&&& &%&&& &%&&# &%&&* &%&$& &%&'# &%##2 &%#.$ &%#+"

9 #%*'$ #%$$& &%+12 &%1*. &%'+' &%*1. 1%&." $'%1." 2'%".$ .&%#.$

! &%#1. &%$2# &%*+. &%*"2 &%2.* &%"1+ &%&&& &%&&& &%&&& &%&&&

组别
生长时间$

=

&

#& ## #$ #* #2 #. 9BC

I !

空质粒组
G

&%"&. &%"&+ &%"#" &%"#& &%"&+ &%"#+ &%2## *.1*%"+# &%&&&

A &%&#+ &%&&' &%&#& &%&## &%&#2 &%&## &%$'$

重组质粒组
G

#%&#. #%&.' #%&1' #%#&* #%#"2 #%#.1 &%".+ 2#$.%'1# &%&&&

A &%&$* &%&#' &%&$' &%&$" &%&." &%&$$ &%2'"

9BC

G

&%+&1 &%+*$ &%+." &%+." &%++. &%++1 &%.*2

"

+*.#%$2+

"

&%&&&

"

A &%$#$ &%$*# &%$2+ &%$.2 &%$+1 &%$'1 &%*'#

"

9 2$%""2 '&%'*" 21%&'' .#%*.+ $+%+#. ""%#+$ 22#"%.2&

"

! &%&&& &%&&& &%&&& &%&&& &%&&& &%&&& &%&&&

"

!!

注!

G

为每个时间点
]J

值的平均值%

A

为每个时间点
]J

值标准差%

9BC

为时间和处理因素主效应值$均数及标准差&%

"为主效应的
I

和
!

值%交互相应
Id'"'%&21

#

!d&%&&&

/%2

!D

V3*&<!/7$&$1>

促大肠埃希菌生长曲线
!

以

生长时间为横坐标#

]J

值为纵坐标#绘制出大肠埃希

菌生长曲线见图
*

'在
.=

时$此时
]J

值约为
&%2.

&

加入
(Z3_

#空质粒组$

D

V3*&<

&大肠埃希菌在
"=

进

入平台期#而重组质粒组$

D

V3*&<!/7$&$1>

&却能继续

维持对数期达
#&=

左右#并且突破大肠埃希菌的生长

界限#使大肠埃希菌的
-6

值达到
#%#"

左右才进入

平台期#若以
]J

值反映大肠埃希菌数量#则重组质

*

*$$$

*

检验医学与临床
$&#+

年
+

月第
#.

卷第
#.

期
!

)<P-8EK?56

!

,B

;

B9:$&#+

!

S4?%#.

!

T4%#.



粒$

D

V3*&<!/7$&$1>

&能促使大肠埃希菌生长量提高

#

倍'

图
*

!!

蛋白
/7$&$1>

促大肠埃希菌生长曲线

'

!

讨
!!

论

!!

本实验发现导入了重组质粒
D

V3*&<!/7$&$1>

的

大肠埃希菌与不导入该基因的大肠埃希菌相比#存在

着某种机制使大肠埃希菌能够在低氧+营养物质匮乏

的环境下继续维持在对数生长期#增强了大肠埃希菌

抵抗应激环境的能力#增加了大肠埃希菌的数量'

/7$&$1>

蛋白在
-

;

$0和
,3Z

的参与下催化
"

磷酸

果糖形成
$

#

"

二磷酸果糖#因此在糖代谢中起着重要

作用'含有重组质粒
D

V3*&<!/7$&$1>

的大肠埃希菌

可能通过
/7$&$1>

蛋白#调节营养物质的供给#提高

了对抗低氧环境#增加了利用糖酵解的能力#与不含

/7$&$1>

的大肠埃希菌相比突破了糖代谢和糖利用

的上限#促进了大肠埃希菌的生长'

结核分枝杆菌的肉芽肿环境同大肠埃希菌平台

期环境相似#都存在营养物质匮乏+低氧+代谢产物增

加等对细菌生存不利的因素#依此推断#结核分枝杆

菌蛋白
/7$&$1>

可能在肉芽肿环境组织中起到重要

的维持细菌存活的作用'结核分枝杆菌在潜伏期为

适应肉芽肿的微环境#一方面需要减少自身代谢活动

从而进入休眠期#

[N-,/

等(

#*

)对
J49/

蛋白中的

/7&&'1

$休眠相关翻译抑制子
J,3(T

&的研究证实

了这一点#发现此蛋白抑制了大肠埃希菌的生长#这

是因为该蛋白与核糖体
*&W

亚基结合从而阻断了蛋

白合成中的翻译过程#降低了细菌的繁殖速度#使其

进入休眠期'另一方面结核分枝杆菌可能需要最大

限度利用环境中营养物质+氧气等满足自身生存基本

需要#本文研究的结果支持了这一点#生物信息学分

析表明蛋白
/7$&$1>

为
"!

磷酸果糖激酶
$

#此蛋白属

于
D

@G\

糖激酶超家族#是糖代谢的一种重要信号酶#

通过影响
$

#

"

二磷酸果糖的水平实现对糖酵解通路

的调节#增强了结核分枝杆菌在肉芽肿环境中最大程

度利用氧气和营养物质的能力#维持结核分枝杆菌生

存基本需求'进一步研究该蛋白促进细菌糖酵解的

具体机制是下一步研究的方向'
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#

J]JJ,-WT

#

kN/VWM((,

#

8:<?%

,

D

B:<:57865:A4A8EB>:<98@A4C:=8J49/A8

;

B?464@-

F

!

>4P<>:8A5BC:BP8A>B?495956EB>89

D

A4!56@?<CC<:4A

F

>

F

:4!

G5688H

D

A89954675<3)/$95

;

6<?56

;D

<:=I<

F

(

O

)

%W>5/8

D

#

$&#"

#

"

$

$2.*.

&!

$2.*.%

(

'

)

_N(/,J]V

#

-\,`N([VN

#

[V(WV/3)

#

8:<?%K=<A!

<>:8A5R<:5464@=49:<6EC5>A4P5<?E8:8AC56<6:95656E575E!

B<?9I5:=?<:86::BP8A>B?495956@8>:546 B956

;

<=BC<6

;

A<6B?4C<C4E8?

(

O

)

%-P54

#

$&#.

#

"

$

#

&!

8&$.*'%

(

+

)

`,3,T,\VW

#

e(--V/-,TT -

#

_]]J (̀T - \

#

8:<?%QBC<A<:8A8EB>:<98<>:575:

F

C<56:<569<6868A

;

5R8E

C8CPA<6856<6<8A4P5>C

F

>4P<>:8A5BC:BP8A>B?4959

(

O

)

%

Z?49Z<:=4

;

869

#

$&##

#

'

$

#&

&!

8#&&$$+'%

(

1

)

V-)

#

-^)

#

[)Q

#

8:<?%MBC<63!>8??A89

D

46989:4$.

6478?<6:5

;

86986>4E8EP

F;

86894@:=8E4AC<6>

F

A8

;

B?46

4@-

F

>4P<>:8A5BC:BP8A>B?4959

(

O

)

%-5>A4P89(6@8>:

#

$&&"

#

+

$

+

&!

$&.$%

(

#&

)

S]W[N()-(

#

WKMT,ZZ(T_V/J

#

S(WK]T3([K

#

8:

<?%(6=5P5:5464@A89

D

5A<:546P

F

65:A5>4H5E856EB>89<-

F

!

>4P<>:8A5BC:BP8A>B?4959E4AC<6>

FD

A4

;

A<C

(

O

)

%OVH

D

8A!

5C -8E

#

$&&*

#

#1+

$

.

&!

'&.!'#*%

(

##

)

`,̂ TV)_

#

)(T[^%_?

F

4H

F

?<:8C8:<P4?59C<6E<E!

<

D

:<:5464@-

F

>4P<>:8A5BC:BP8A>B?4959:49BA757<?B6E8A

<6<8A4P5>>46E5:5469

(

O

)

%(6@8>:(CCB6

#

#1+$

#

*'

$

*

&!

#&2$!

#&21%

(

#$

)杨明
%

原核表达的结核分枝杆菌
M!

$

*'

&

/S

株重组
VW!

,3!"

和
KQZ!#&

蛋白的功能分析(

J

)

%

长春!吉林大学#

$&&1%

(

#*

)

[N-,/,

#

-,O(J-

#

[NT(WKM/

#

8:<?%-

F

>4P<>:8A5!

BC:BP8A>B?4959J49/A8

;

B?46

;

868/7&&'186>4E89<

D

B!

:<:578

#

LE4AC<6>

F

<994>5<:8E:A<69?<:54656=5P5:4A

$

J,!

3(T

&

L

(

O

)

%Z?49]68

#

$&#$

#

'

$

"

&!

8*+'&1%

$收稿日期!

$&#+!&#!#+

!!

修回日期!

$&#+!&*!$+

&

*

2$$$

*

检验医学与临床
$&#+

年
+

月第
#.

卷第
#.

期
!

)<P-8EK?56

!

,B

;

B9:$&#+

!

S4?%#.

!

T4%#.


