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［摘　要］　目的　揭示结核分枝杆菌易化子超家族（ＭＦＳ）蛋白Ｒｖ００３７ｃ的结构和功能特征。方法　应用ＴＭ

ＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ．２．０、Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ、ＤＮＡＭＡＮ等对 Ｒｖ００３７ｃ蛋白进行生物信息学分析，在耻垢分枝杆菌中构建

ＰＭＶ２６１Ｒｖ００３７ｃ过表达菌株，获取ｐＭＶ２６１／Ｍｓｍ对照菌株，分析其生物学功能。结果　Ｒｖ００３７ｃ蛋白具有１１

个跨膜结构域（ＴＭＤｓ），Ｃ／Ｎ域由“３＋２”螺旋束组成，在分枝杆菌属中非常保守。过表达菌株和对照菌株的生长

动力学曲线几乎完全重合，过表达菌株与对照菌株的生长量比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。对照菌株的

犗犇６００为２．５６７±０．１６２，过表达菌株的犗犇６００为２．４１９±０．４５６，二者的生物膜生长量比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。过表达菌株的溴化乙锭（ＥＢ）累积量较对照菌株低，差异有统计学意义（犘＜０．００１）。两种菌株对各种药物

的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）比较，差异无统计学意义（均犘＞０．０５）。结论　Ｒｖ００３７ｃ蛋白为分枝杆菌 ＭＦＳ家族蛋白的

特殊成员且结构非常保守，Ｒｖ００３７ｃ过表达对耻垢分枝杆菌生长、菌落形态、滑动能力、生物膜形成和 ＭＩＣ均无影

响，但可使ＥＢ的累积量显著减少。

［关　键　词］　Ｒｖ００３７ｃ蛋白；生物信息学；生物学功能；结核分枝杆菌；耻垢分枝杆菌；耐药性
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　　结核分枝杆菌（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊，

ＭＴＢ）是导致结核病的元凶。目前，人类之所以仍

未终结结核病，是因为 ＭＴＢ产生了药物耐受。大

多数细菌可通过噬菌体、质粒或转座子元件介导的

水平基因转移获得药物抗性［１］，但目前尚无 ＭＴＢ

耐药基因水平转移的报道。ＭＴＢ药物抗性的获得

是在抗菌药物压力下染色体发生突变，并随着耐药

性突变的累积，从单一药物耐药性向多药耐药性

（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）、广耐药性（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ

ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＸＤＲ）进化，最终变为完全耐药

（ｔｏｔａｌｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＴＤＲ）
［２］。由于现有的抗

ＭＴＢ药物仍无法有效控制ＸＤＲ和ＴＤＲ，急需新的

治疗方法来应对耐药结核病的流行。

然而，对 ＭＴＢ耐药性的产生机制尚不完全清

楚，目前研究主要关注以下各种机制：（１）ＭＴＢ与耐

药有关的关键酶或转录因子的突变；（２）ＭＴＢ通过

修饰或模拟药物的靶标抵抗药物；（３）ＭＴＢ过度表

达外排泵系统；（４）ＭＴＢ细胞壁通透性的改变；

（５）ＭＴＢ高表达调节细胞内、外环境的适应性双分

组系统［３］。药物外排机制被认为是导致 ＭＴＢ耐药

的一个主要因素，研究外排泵系统对结核病的防治

具有重要意义。

ＭＴＢ细胞膜上存在丰富的外排泵系统，分为

ＡＴＰ结合盒超家族（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｔｒａｎｓ

ｐｏｒｔｅｒｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ，ＡＢＣ）、易化子超家族（ｍａｊｏｒ

ｆａｃｉｌｉｔａｔｏｒｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ，ＭＦＳ）、小耐多药性家族

（ｓｍａｌｌｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＳＭＲ）、小耐药结节化

细 胞 分 化 家 族 （ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｎｏｄｕｌａｔｉｏｎｄｉｖｉｓｉｏｎ，

ＲＮＤ）、多耐药和毒性化合物家族（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇａｎｄ

ｔｏｘｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｅｘｔｒｕｓｉｏｎ，ＭＡＴＥ）
［４］。ＭＦＳ是一

类利用胞内、外离子梯度作为能源运输底物的超级

家族蛋白，与耐药菌株的形成密切相关。通过氨基

酸序列比对，发现 ＭＴＢ中共有３１个 ＭＦＳ超家族

蛋白。然而，目前只有少数几种得到了一定程度的

研究，比 如 Ｔａｐ
［５］、Ｔｅｔ（Ｖ）

［６］、ＥｆｐＡ
［７］、Ｐ５５

［８］、

ＬｆｒＡ
［９］和Ｒｖ１６３４

［１０］，对其他 ＭＦＳ蛋白的研究尚属

空白。

Ｒｖ００３７ｃ蛋白是 ＭＦＳ超家族蛋白成员之一，在

ＭＴＢ基因组中注释为多药外排泵，但外排底物和具

体生物学功能均未有试验研究。因此，本文以

Ｒｖ００３７ｃ为目的基因，对其结构和功能特征进行探

讨。试图在对其进行生物信息学分析的基础上，在

耻垢分枝杆菌中构建ＰＭＶ２６１Ｒｖ００３７ｃ过表达菌

株，进而研究和揭示Ｒｖ００３７ｃ蛋白的生物学功能。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　供试菌株、质粒及培养基　耻垢分枝杆菌标

准株（犕．狊犿犲犵犿犪狋犻狊ｍｃ
２１５５，Ｍｓｍ）购自中国微生

物菌种保藏中心。大肠埃希菌（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻）

ＤＨ５α感受态细胞和质粒ｐＭＶ２６１由本实验室（山

西大学生物医学研究院３０２室）提供。耻垢分枝杆

菌培养所用的培养基为７Ｈ９液体培养基（添加

ＡＤＣ，含１％ 甘油和０．０５％ Ｔｗｅｅｎ８０）和７Ｈ１０固

体培养基（添加ＯＡＤＣ，含０．０５％ Ｔｗｅｅｎ８０）。

１．１．２　主要仪器和试剂　聚合酶链式反应（ＰＣＲ）

仪（ＡＢＩ），凝胶成像分析仪（Ｇｅｎｅ），ＢＩＯＲＡＤ电泳

仪（ＢｉｏＲａｄ），７５２紫外可见分光光度计（上海菁华

科技有限公司），荧光定量ＰＣＲ仪（Ｒｏｃｈｅ），ＥＣＭ

３９９电转仪（ＢＴＸ）。限制性内切酶 ＨｉｎｄＩＩＩ、Ｂａｍ

ＨＩ、Ｔ４ＤＮＡ 连接酶（Ｔａｋａｒａ），ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲ Ｍａｘ

ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、Ｔｒｉｚｏｌ试 剂、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ反转录试剂盒（全式金生物技术有限公

司），２×ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｕｐｅｒＳＹＢＲｇｒｅｅｎｍｉｘ、Ｍ５

ＨｉＣｌｅａｒＤＬ５０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（北京聚合美生物科

技有限公司），卡那霉素（ｋａｎａｍｙｃｉｎ）、潮霉素Ｂ（ｈｙ

ｇｒｏｍｙｃｉｎＢ，上海生工生物工程股份有限公司）、链

霉素（ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ）、氯霉素（ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ）、吡

嗪酰胺（ｐｙｒａｚｉｎａｍｉｄｅ）、对氨基水杨酸钠（ｓｏｄｉｕｍ

ａｍｉｍｏｓａｌｉｃｙｌａｔｅ，中国药品生物制品检定所）、异烟

肼（ｉｓｏｎｉａｚｉｄ，Ｓｉｇｍａ）、利福平（ｒｉｆａｍｐｉｎ，Ｓｉｇｍａ）、冰

醋酸、异丙醇、无水乙醇、吐温８０、甘油（北京化工厂）。

１．２　方法

１．２．１　Ｒｖ００３７ｃ蛋白的生物信息学分析　首先利

用 Ｍｙｃｏｂｒｏｗｓｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｍｙｃｏｂｒｏｗｓｅｒ．ｅｐｆｌ．ｃｎ／）

获得Ｒｖ００３７ｃ的蛋白序列，并对其进行初步鉴定。

在此基础上，通过 ＫＥＧＧ数据库，获取分枝杆菌属
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和非分枝杆菌属中 Ｒｖ００３７ｃ的同源基因，并使用

ＤＮＡＭＡＮ软件进行多序列比对。然后利用 ＴＭ

ＨＭＭ服务器２．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖ

ｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／）和 Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓ

ｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）对Ｒｖ００３７ｃ的跨膜区和空间结

构进行预测和分析。

１．２．２　过表达菌株的构建及鉴定　首先以 ＭＴＢ

弱毒株（犕．狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊Ｈ３７Ｒａ，Ｈ３７Ｒａ）全基因组

ＤＮＡ为模板，利用 Ｒｖ００３７ｃＦ和 Ｒｖ００３７ｃＲ对目

的基因Ｒｖ００３７ｃ进行扩增。然后用限制性内切酶

ＢａｍＨＩ和ＨｉｎｄⅢ酶切扩增产物和ｐＭＶ２６１质粒，

并将其与ｐＭＶ２６１线性质粒相连，构建ｐＭＶ２６１

Ｒｖ００３７ｃ重组质粒。在此基础上，利用电转化法，在

２．５ｋｖ、７００Ω、５０μＦ条件下，经７Ｈ１０平板（卡那霉素

５０μｇ／ｍＬ）筛选，获得ｐＭＶ２６１／Ｍｓｍ 对照菌株及

ｐＭＶ２６１Ｒｖ００３７ｃ／Ｍｓｍ过表达菌株。

将得到的菌株在３７℃恒温培养箱中培养至

犗犇６００为０．８。在４℃和６５００ｒ／ｍｉｎ条件下，离心

１０ｍｉｎ收集细菌。将收集的菌体于液氮中冷冻

２ｍｉｎ，室温３ｍｉｎ，反复冻融３次，加入１ｍＬＴｒ

ｉｚｏｌ，旋涡混匀后，提取总ＲＮＡ，并用琼脂糖凝胶电

泳法测定其纯度和含量。然后将ＲＮＡ反转录获得

ｃＤＮＡ，并 以 此 为 模 板，以 Ｒｖ００３７ｃｑＰＣＲＦ 和

Ｒｖ００３７ｃｑＰＣＲＲ为引物，见表１，以ＳｉｇＡ基因为内

参，进行逆转录－聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ），以检

测Ｒｖ００３７ｃ基因ｍＲＮＡ表达量的变化。

表１　试验用寡核苷酸引物

犜犪犫犾犲１　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｒｉｍｅｒｓｉｎｔｈｅｔｅｓｔｉｎｇ

引物 核苷酸序列（５’－３’）

Ｒｖ００３７ｃＦ ＧＡＴＴＡＣＡＡＧＧＡＴＧＡＶＧＡＣＧＡＴＡＡＧ

ＣＡＣＧＧＧＧＴＧＧＡＣＣＧＡＡＣＣＴＴＧＣＣＴ

Ｒｖ００３７ｃＲ ＡＡＧＣＴＴＣＡＧＴＴＣＧＴＣＧＧＧＡＡＡＧ

ＧＣＡＴＧＴＴＴＧＴＡＣＣ

Ｒｖ００３７ｃｑＰＣＲＦ ＧＴＧＣＧＧＧＴＴＧＣＧＡＧＴＣＡＧＴＴＣ

Ｒｖ００３７ｃｑＰＣＲＦ ＡＧＣＡＧＣＧＡＡＴＡＧＧＧＣＡＧＡＡＡＣＡＧ

ＳｉｇＡｑＰＣＲＦ ＴＧＣＣＧＡＴＣＴＧＣＴＴＧＡＧＧＴＡＧＧ

ＳｉｇＡｑＰＣＲＲ ＴＴＣＧＴＧＴＧＧＧＡＣＧＡＧＧＡＡＧＡＧ

１．２．３　生长曲线测定　分别挑取平板上活化后的

ｐＭＶ２６１／Ｍｓｍ 对照株和 ｐＭＶ２６１Ｒｖ００３７ｃ／Ｍｓｍ

过表达株，于液体培养基中培养至对数生长期，再传

代一次，得到性能稳定的供试菌株。调整两种菌株

的浓度至一致（根据犗犇６００值判断），制成种子液。

以１％ 的接种比率，接种于１００ｍＬ７Ｈ９液体培养

基中，３７℃，１８０ｒ／ｍｉｎ振荡１０ｈ，以２ｈ为间隔测定

犗犇６００。每个样本测试３次，对试验结果进行统计整

理，并绘制生长曲线。

１．２．４　菌落形态和滑移能力观测　将浓度一致的

对照菌株ｐＭＶ２６１／Ｍｓｍ 和过表达菌株ｐＭＶ２６１

Ｒｖ００３７ｃ／Ｍｓｍ种子液，接种至１０ｍＬ７Ｈ９培养基

中，３７℃，１８０ｒ／ｍｉｎ，培养至犗犇６００等于０．８。倍比

稀释至１０５，取１００μＬ涂布于７Ｈ１０固体平板上，

３７℃恒温培养５ｄ，观察菌落形态并拍照。

同时挑取上述单克隆菌落，置于含有３％ 琼脂

糖的７Ｈ９（不含１％甘油和０．０５％ Ｔｗｅｅｎ８０）固体

平板上，３７℃恒温培养６ｄ，观测菌落的滑移能力。

１．２．５　生物膜的形成及结晶紫（ＣＶ）染色　将浓度

一致的对照菌株 ｐＭＶ２６１／Ｍｓｍ 及过表达菌株

ｐＭＶ２６１Ｒｖ００３７ｃ／Ｍｓｍ种子液，按１％接种比率，

接种至含有２ｍＬ／孔７Ｈ９培养液的细胞培养基中，

３７℃恒温静置培养３ｄ，观测生物膜的形成情况并记

录。随之将成熟的生物膜上清液仔细地吸除，然后

添加０．１％ 晶体紫染液（含有１０％甲醛），室温染色

５ｍｉｎ，弃染色液，用蒸馏水反复轻轻冲洗至不再有

紫色液流出，干燥后拍照记录，并用酶标仪测定其荧

光值。测试重复３次。

１．２．６　溴化乙锭（ＥＢ）累积能力测试　参考已报道

方法［１１］进行ＥＢ累积试验。首先将两种菌种培养

至对数生长期，并通过分光光度计检测，将菌液浓

度调节到一致，即犗犇６００等于０．８。在４℃条件下，

以６５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集菌体，并使用１×

ＰＢＳ（含有０．０５％ Ｔｗｅｅｎ８０）洗涤菌体３遍。按

２００μＬ／孔将菌液分装至９６孔黑色酶标板中，并迅速

加入ＥＢ（终浓度为１μｇ／ｍＬ），用酶标仪测定其荧光

强度（激发发射波长分别为５４５、５９０ｎｍ）。每５ｍｉｎ

测定一次，共测１２次（即６０ｍｉｎ）。测试重复３次。

１．２．７　最低抑菌浓度（ＭＩＣ）测定　将对照菌株或过

表达菌株的种子液１００μＬ移至１０ｍＬ７Ｈ９中混匀。

随后在４８孔细胞培养板的第一行各孔中分别加入

１ｍＬ菌液，其余各行每孔加入０．５ｍＬ菌液。在第一

行各孔中分别加入抗结核药物：异烟肼（６４μｇ／ｍＬ）、

利福平（１６μｇ／ｍＬ）、链霉素（１２８μｇ／ｍＬ）、吡嗪酰

胺（５１２μｇ／ｍＬ）、对氨基水杨酸钠（５１２μｇ／ｍＬ）、氯

霉素（２５６μｇ／ｍＬ），混匀后依次吸０．５ｍＬ混合液置

入下一行（第二行）各孔，再从第二行各孔吸０．５ｍＬ

混合液依次置入第三行各孔，依次类推，直至第八行

为止，使各列药物浓度等倍稀释。用塑料薄膜封好，
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放入３７℃培养箱中３６ｈ，观察菌体的生长状况，确

定 ＭＩＣ。测试重复３次。

１．３　统计学方法　应用ＳＰＳＳ２６．０软件进行统计

学分析，计量资料采用均数±标准差描述，采用狋检

验进行比较，犘≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｒｖ００３７ｃ蛋白的特殊性和保守性　在通过对

Ｍｙｃｏｂｒｏｗｓｅｒ数据库检索得到 ＭＴＢＲｖ００３７ｃ蛋白

的氨基酸序列之后，分别采用ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ．

２．０和Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ在线工具对Ｒｖ００３７ｃ蛋白的跨

膜结构域进行分析和三维结构预测。结果显示，

Ｒｖ００３７ｃ蛋白有１１个跨膜结构域（ＴＭＤｓ，见图

１ａ），并具有 ＭＦＳ超家族蛋白共有的核心褶皱

（ＭＦＳ褶皱，见图１ｂ），且Ｃ／Ｎ域由“３＋２”ＴＭＤｓ组

成，表明该蛋白是 ＭＦＳ家族的特殊成员，可能具有

某种特殊的功能。与此同时，利用ＫＥＧＧ数据库检

索分枝杆菌属和非分枝杆菌属Ｒｖ００３７ｃ的同源蛋

白，并用ＤＮＡＭＡＮ软件进行多个序列比对。结果

显示，Ｒｖ００３７ｃ在分枝杆菌属中高度保守（见图

１ｃ），但在非分枝杆菌属中仅有几个保守的氨基酸位

点（见图１ｄ）。Ｒｖ００３７ｃ蛋白为分枝杆菌 ＭＦＳ家族

蛋白的特殊成员且结构非常保守。
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　　注：ａ为ＴＭＨＭＭＳｅｒｖｅｒｖ．２．０软件预测的Ｒｖ００３７ｃ蛋白的１１个跨膜区；ｂ为Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ软件预测的Ｒｖ００３７ｃ蛋白

“ＭＦＳ褶皱”；ｃ为分枝杆菌属Ｒｖ００３７ｃ蛋白及其同源蛋白结构比较；ｄ为非分枝杆菌属Ｒｖ００３７ｃ同源蛋白结构比较。

图１　ＭＴＢＲｖ００３７ｃ蛋白的生物信息学分析

犉犻犵狌狉犲１　Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊Ｒｖ００３７ｃｐｒｏｔｅｉｎ
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２．２　耻垢分枝杆菌过表达菌株的成功构建　以

Ｈ３７Ｒａ基因组 ＤＮＡ为模板，利用高保真Ｐｒｉｍｅｒ

ＳＴＡＲＤＮＡ聚合酶扩增Ｒｖ００３７ｃ基因，所得ＰＣＲ

产物与预期片段（１０３４ｂｐ）大小一致（见图２ａ）。通

过将Ｒｖ００３７ｃ基因测序结果与 Ｈ３７Ｒａ基因组数据

库进行ＢＬＡＳＴ比对分析，结果表明，克隆得到的

Ｒｖ００３７ｃ基因与 Ｈ３７Ｒａ基因组数据库中的基因序

列一致，说明成功获得 Ｒｖ００３７ｃ基因。进一步构

建 ｐＭＶ２６１Ｒｖ００３７ｃ质粒，并用 ｑＲＴＰＣＲ 确定

Ｒｖ００３７ｃ 基 因 ｍＲＮＡ 的 表 达 量。结 果 显 示，

ｐＭＶ２６１Ｒｖ００３７ｃ／Ｍｓｍ过表达菌株中Ｒｖ００３７ｃ基

因ｍＲＮＡ表达量是ｐＭＶ２６１／Ｍｓｍ对照菌株的４８

倍，过表达菌株的表达量高于对照菌株，差异有统计

学意义（犘＜０．００１），见图２ｂ。ｐＭＶ２６１Ｒｖ００３７ｃ／

Ｍｓｍ过表达菌株构建成功。
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　　注：ａ为从ＭＴＢＨ３７Ｒａ基因组中扩增的Ｒｖ００３７ｃ基因（１０３４ｂｐ）；

ｂ为ｑＲＴＰＣＲ验证Ｒｖ００３７ｃ蛋白在耻垢分枝杆菌中的过表达。

图２　构建的Ｒｖ００３７ｃ过表达耻垢分枝杆菌株

犉犻犵狌狉犲２　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｔｒａｉｎｏｆＲｖ００３７ｃｉｎ

犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狊犿犲犵犿犪狋犻狊

２．３　Ｒｖ００３７ｃ基因过表达对耻垢分枝杆菌生长的

影响 　 测定 ｐＭＶ２６１／Ｍｓｍ 对照株和 ｐＭＶ２６１

Ｒｖ００３７ｃ／Ｍｓｍ过表达株的生长曲线，结果显示，在

１２ｈ后，Ｍｓｍ度过潜伏期进入对数生长期，在２２ｈ

达到最高值犗犇６００等于１．８，之后进入平台期；过表

达 菌 株 ｐＭＶ２６１Ｒｖ００３７ｃ／Ｍｓｍ 和 对 照 菌 株

ｐＭＶ２６１／Ｍｓｍ的生长动力学曲线几乎完全重合，

过表达菌株与对照菌株的生长量比较，差异无统计

学意义（犘＞０．０５），见图３。过表达Ｒｖ００３７ｃ基因对

细菌生长没有影响。
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图３　耻垢分枝杆菌对照株和Ｒｖ００３７ｃ过表达菌株的生长

曲线

犉犻犵狌狉犲３　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｓｔｒａｉｎｏｆ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿

狊犿犲犵犿犪狋犻狊ａｎｄＲｖ００３７ｃｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｔｒａｉｎ

２．４　Ｒｖ００３７ｃ基因过表达对耻垢分枝杆菌表面特

性的影响　检测ｐＭＶ２６１Ｒｖ００３７ｃ／Ｍｓｍ过表达菌

株和ｐＭＶ２６１／Ｍｓｍ对照菌株的菌落形态和滑动能

力，结果显示，在７Ｈ１０培养基上培养５ｄ后，两株

菌的菌落生长丰茂，呈乳脂白色，菌落上有褶皱，中

央呈圆顶形、颗粒状（见图４ａ），两种菌株的菌落形态

基本一致；且两种菌株在固体培养基上培养６ｄ后，

菌落的滑动长度均为（１．６±０．２）ｃｍ，表明过表达

Ｒｖ００３７ｃ基因不会影响细菌的滑动能力（见图４ｂ）。

检测基因Ｒｖ００３７ｃ过表达对耻垢分枝杆菌生

物膜的影响，结果显示，两株菌在３７℃恒温培养箱

中静置培养１ｄ后，培养基表面逐渐出现絮状的生

物膜；培养３ｄ后，生物膜全面形成，覆盖了培养基的

整个表面，并伴随形成开裂似的纹路；继续培养２ｄ，

生物膜沉落到培养基底部。与对照菌株ｐＭＶ２６１／

Ｍｓｍ相比，过表达菌株ｐＭＶ２６１Ｒｖ００３７ｃ／Ｍｓｍ生

物膜的形成时间、开裂纹路形状和厚度均没有差别

（见图４ｃ）。将沉落的生物膜，通过ＣＶ染色进行定量

分析，对照菌株ｐＭＶ２６１／Ｍｓｍ的犗犇６００为２．５６７±

０．１６２，过表达菌株ｐＭＶ２６１Ｒｖ００３７ｃ／Ｍｓｍ的犗犇６００

为２．４１９±０．４５６，二者的生物膜生长量比较，差异

无统计学意义（犘＞０．０５）（见图４ｄ）。Ｒｖ００３７ｃ基因

过表达对耻垢分枝杆菌的生物膜没有影响。

２．５　Ｒｖ００３７ｃ基因过表达对ＥＢ累积的影响　两种

菌株均能迅速的转入ＥＢ，仅在５ｍｉｎ内便有明显的

吸收，在１５ｍｉｎ时基本达到饱和。ｐＭＶ２６１／Ｍｓｍ对照

菌株在达到饱和时的荧光值为（１０７．２５±１０．３０）ａ．ｕ．，
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　　注：ａ为 Ｍｓｍ单菌落形态；ｂ为 Ｍｓｍ在７Ｈ９琼脂糖凝胶培养基

上的滑移；ｃ为 Ｍｓｍ生物膜的形成；ｄ为 Ｍｓｍ生物膜的ＣＶ染色定

量检测结果。

图４　耻垢分枝杆菌细胞膜相关表型的特性及其生物膜定

量检测结果

犉犻犵狌狉犲４　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｒｅｌａｔｅｄｐｈｅｎｏ

ｔｙｐｅｓａｎｄｂｉｏｆｉｌｍｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狊犿犲犵犿犪狋犻狊

ｐＭＶ２６１Ｒｖ００３７ｃ／Ｍｓｍ过表达菌株达到饱和时的

荧光值为（８９．７５±９．４６）ａ．ｕ．，后者的荧光值较前者

低。１５～６０ｍｉｎ，ｐＭＶ２６１Ｒｖ００３７ｃ／Ｍｓｍ过表达菌

株的ＥＢ累积量均低于ｐＭＶ２６１／Ｍｓｍ对照菌株。

过表达菌株的ＥＢ累积量较对照菌株低，差异有统

计学意义（犘＜０．００１），见图５。
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图５　Ｒｖ００３７ｃ基因过表达抑制耻垢分枝杆菌ＥＢ的累积

结果

犉犻犵狌狉犲５　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲｖ００３７ｃｇｅｎｅｉｎｈｉｂｉｔｓ

ｔｈｅａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＥＢｉｎ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狊犿犲犵

犿犪狋犻狊

２．６　Ｒｖ００３７ｃ基因过表达对耻垢分枝杆菌耐药性

的影响　检测Ｒｖ００３７ｃ基因过表达菌株和对照株

对６种药物的 ＭＩＣ。两种菌株对异烟肼、链霉素、

吡嗪酰胺、对氨基水杨酸钠、氯霉素的敏感性均较

低，而对利福平的敏感性很高；但是两种菌株对各种

药物的 ＭＩＣ比较，差异无统计学意义（均犘＞０．０５）。

表２　２种耻垢分枝杆菌对不同抗菌药物的 ＭＩＣ值（μｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲２　ＭＩＣｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓａｇａｉｎｓｔｔｗｏ

ｋｉｎｄｓｏｆ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狊犿犲犵犿犪狋犻狊（μｇ／ｍＬ）

抗菌药物 对照菌株 过表达菌株

异烟肼 　 ８ 　８

利福平 ＜０．０６ ＜０．０６

链霉素 　 ８ 　 ８

吡嗪酰胺 ２５６ ２５６

对氨基水杨酸钠 ２５６ ２５６

氯霉素 　３２ 　３２

３　讨论

本研究表明，Ｒｖ００３７ｃ蛋白具有 ＭＦＳ超家族蛋

白共有的核心褶皱，说明其是 ＭＦＳ超家族蛋白的

成员之一。但是其具有１１个跨膜结构域（ＴＭＤｓ），

与 ＭＦＳ超家族转运蛋白典型的１２或１４个ＴＭＤｓ

有所不同［１２］，这可能使Ｒｖ００３７ｃ蛋白得以转运某种

特殊的底物。并且其Ｃ／Ｎ域是由“３＋２”ＴＭＤｓ组

成，而不是 ＭＦＳ超家族蛋白典型的“３＋３”ＴＭＤｓ，

同时可能使ＴＭＤｓ螺旋束形成特别的空腔，构成特

别的转运底物通道。

在 ＭＴＢ中，药物的靶标基因发生突变是其耐

药的主要原因。然而，亦有研究［１３］发现，很多临床

菌株并不具有已知靶标基因突变，表明 ＭＴＢ的耐

药性升高可能与传统的基因突变无关，很可能存在

一个新的耐药性机制，即外排泵的高表达。且在多

种临床菌株中观察到了多种外排泵在不同程度上被

上调［１３１４］。

荧光光度法是用来评估 ＭＴＢ外排泵活性的经

典方法。ＥＢ作为一种易于检测的荧光染料，常常

被作为测试药物外排泵活性的通用型底物替代物。

因此，本研究检测了ｐＭＶ２６１Ｒｖ００３７ｃ／Ｍｓｍ 过表

达菌株和ｐＭＶ２６１／Ｍｓｍ对照菌株中ＥＢ累积的影

响。从以上对照试验结果可以看出，１５～６０ｍｉｎ，

ｐＭＶ２６１Ｒｖ００３７ｃ／Ｍｓｍ过表达菌株的ＥＢ累积量

低于ｐＭＶ２６１／Ｍｓｍ对照菌株。值得注意的是，ＥＢ

的累积是转入与排出这两个过程博弈的结果。与对

照菌株相比，过表达菌株的ＥＢ累积量较低即可归

因于转入量过低，又可归因于排出量过多。换言之，
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Ｒｖ００３７ｃ基因过表达引起ＥＢ累积量的减少，可能

是由于其对ＥＢ的“转入受到抑制”或“外排泵高表

达”而引起。这意味着，尽管在 ＭＴＢ 基因组中

Ｒｖ００３７ｃ蛋白被解释为多药耐药蛋白或多药外排

泵，但其对药物的耐受机制很可能并不仅仅限于“外

排泵高表达”，还涉及“药物转入受抑”等功能。

外排泵能够将多种底物（包括药物）从细胞质主

动运输到细胞外环境，是 ＭＴＢ耐药性产生的重要

原因之一。因此，本研究检测Ｒｖ００３７ｃ基因过表达

菌株和对照株对６种药物的 ＭＩＣ。外排泵蛋白在

ＭＴＢ接触抗菌药物后表达增加并不一定意味着这

种抗菌药物就是外排泵蛋白的底物。因为外排泵基

因的变异可能是 ＭＴＢ对抗抗菌药物下游作用的一

种反应［１５］。外排泵蛋白表达水平的增加也可能是

为了提高 ＭＴＢ在致命抗菌药物浓度下存活，从而

增加耐药基因突变的机会，这种现象被称为“药物靶

标耐药掩蔽”［１６］。事实上，已经有研究［１７］显示，低水

平的外排泵介导了异烟肼的耐药，最后造成了犽犪狋Ｇ

基因的变异，导致更高的异烟肼抗药性。结合本研

究发现的Ｒｖ００３７ｃ基因过表达可能导致“药物转入

受抑”现象，表明外排泵蛋白的产生或高表达与耐药

性的关系非常复杂。

借助基因敲除等手段研究外排泵的功能是比较

常用的方法。然而，由于 ＭＴＢ基因组中存在冗余

外排泵［１８］，仅敲除目的基因不足以揭示其在菌株中

的作用。由于在没有药物压力的情况下，外排泵大

多在转录上沉默［１９］。因此，只有当外排泵在细菌中

过度表达时，才能准确评估其对耐药性的贡献［１８］。

这也从另一个侧面解释了为什么本研究要在耻垢分

枝杆菌中构建ｐＭＶ２６１Ｒｖ００３７ｃ过表达菌株，进而

对Ｒｖ００３７ｃ的生物功能进行研究。

同时值得注意的是，外排泵往往涉及多种细胞

基本生理功能，如参与胆固醇、硝酸盐代谢，影响菌

株的毒力和在宿主细胞中的存活，决定宿主细胞的

凋亡等［２０］。Ｍａｒｇｅｒ等
［２１］认为 ＭＦＳ家族外排蛋白

具有以下５种生物学功能：（１）对药物的抗性；（２）糖

的摄取；（３）三羧酸循环中间体的摄取；（４）磷酸配体

的同向转运；（５）单糖摄取。因此，药物排出只是外

排泵的功能之一，且不是所有的外排泵都有药物外

排的功能。仅就目前已发现的１４个具有多药外排

功能的 ＭＦＳ型外排蛋白，即 Ｒｖ００３７ｃ、Ｒｖ１６１９、

Ｒｖ２５０８ｃ、Ｒｖ１９０２ｃ、Ｒｖ０８４２、Ｒｖ１６３４、Ｒｖ２２０９、

Ｒｖ２２６５、Ｒｖ１６４０ｃ、Ｒｖ２４５６ｃ、Ｒｖ０８４９、Ｒｖ１２５８ｃ、

Ｒｖ１４１０ｃ和Ｒｖ０１９１而言，笔者查阅文献发现，预测

多药外排功能与实际试验结果有时并不相符。加

之，目前对 ＭＴＢ的 ＭＦＳ外排泵研究大多停留在软

件预测层面，对其具体调控机制及生物学功能的研

究仍然甚少。因此，很有必要对 ＭＴＢ外排泵蛋白

（包括Ｒｖ００３７ｃ蛋白）的生物学功能进行更深入、具

体的试验研究。
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