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摘 要：制备多耐药临床分离株结核分支杆菌基因组 @ABC DEF扩增其耐药基因 !"#$基因和 !!%基因C同时进
行测序分析，结果显示该株多耐药临床分离株结核分支杆菌的 !"#$基因的 ("、(! ;G处的碱基发生了突变，碱
基 E、E突变为 H、H，使得相对应的编码氨基酸由脯氨酸 I DJ8 K突变为亮氨酸 I L>= K；而 !!%基因未发生核苷酸的
插入、缺失或取代；进一步构建该株多耐药临床分离株结核分支杆菌耐药基因 !"#$高效原核表达重组载体

"&’(&! ) * !"#$，所构建的重组质粒 "&’(&! ) * !"#$在大肠杆菌中高效表达了 "M N@的融合蛋白 6 结果提示，
该株多耐药临床分离株结核分支杆菌对链霉素耐药仅仅是由于 !"#$基因的个别碱基突变，是单基因型的，在
国内外属首次研究发现 6
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多耐药临床分离株结核分支杆菌耐药基因 !"#$
的克隆表达及功能的初步研究
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结核病是严重危害人类健康的传染病; 是我
国重点控制的重大疾病之一，也是全球关注的公

共卫生问题和社会问题 1 近年来，结核病在全球
的回升及多耐药结核分支杆菌的出现，再次引起

了人们的警觉，使人们重新将注意力集中到结核

病发病机制和耐药结核分支杆菌的分子基础研

究，特别是对耐药结核分支杆菌耐药分子机制的

研究取得了令人鼓舞的进展 B = C 1 结核分支杆菌耐
药性的出现是基因突变的一种表达方式，结核分

支杆菌内耐药的位点在染色体上，不同药物的耐

药突变株存在的突变频率各不相同 B " C 1 耐药性有
多种不同的程度，根据决定耐药基因数量的不同，

可分为单基因型和多基因型两类 1 前者不同程度
的耐药性是一个基因不同突变的结果，一次突变

就可使结核分支杆菌产生高水平的耐药；多基因

型不同程度的耐药性则是不同基因突变累积的结

果，系由多基因突变所致 B ? C 1结核分支杆菌耐药基
因突变的类型主要是点突变，其实质是一个基因

内部的一个或几个核苷酸的插入、缺失或取代，致

使核苷酸错误的密码编出错误的氨基酸顺序 B ?，! C 1
结核分支杆菌耐药基因突变形式以及碱基突变的

位点是千变万化的，并且不同的地区，不同的菌

株、碱基突变的位置和形式也是有差异的 B $，D C 1
我们以前进行结核分支杆菌耐药性检测的研

究结果提示，有一株临床分离的多耐药株结核分

支杆菌对链霉素的耐药分子机制可能较为特殊，

因此我们对该株结核分支杆菌对链霉素的耐药分

子机制进行了进一步的研究 1 利用 EFG 技术扩
增该株结核分支杆菌的 )/.0基因和 ))2基因，同
时对 )/.0基因和 ))2基因进行了序列的测定和基
因功能方面的研究 1

) 材料与方法

)* ) 材料
=1 =1 = 菌株与质粒
结核分支杆菌 : !"#$%&#’()*+, ’+%()#+-$.*. >临

床分离株由成都市结核病防治研究院提供；质粒

/6789! :和宿主菌 ;!<=>均由本室保存 1
=1 =1 " 主要试剂

EFG 纯化试剂盒 （G)7%,），EFG 相关试剂、

HIJ K/5&*/)( L/* M,41 "、$6溴 6!6氯 6?6吲哚 6"6H6
半乳糖苷 （N65&8）、异丙基 6"6H6 硫代半乳糖苷
（OEPQ）、P! HIJ连接酶、7#$G O、?&,R O、@*3.
#（P&S&G& T/)*,7%()8)50），丙烯酰胺、I6IU6亚甲
基双丙烯酰胺、十二烷基硫酸钠（TGK）、考马斯亮
蓝 G"$#、四甲基乙二胺 : V/5W& >，蛋白质相对分子
质量标准 :QOTFXK TGK> 1
)* + 主要仪器
凝胶图像分析系统 （YZ/），超纯水处理系统

（[/8/\)4,），T/)W,*4& $$#型 EFG扩增仪; 低温冷
冻离心机 （]\\,(.)99）; K&W+.& T/) !# YM ^ MOV
V\,*4)W,*,4 紫外分光光度计 : E] > 1
)* , 方法
=1 ?1 = 结核分支杆菌基因组 HIJ的制备
根据文献 B _ C的方法改进，制备结核分支杆菌

基因组 HIJ1 取少量制备的 HIJ通过 HIJ凝胶
电泳和紫外分光光度计检测分析 HIJ 浓度及纯
度，其余 ‘ "# a保存备用 1
=1 ?1 " 结核分支杆菌 )/.0 基因和 ))2 基因的
EFG扩增及序列测定
=1 ?1 "1 = EFG引物的设计和合成
引物序列根据结核分支杆菌 @AB4C 的 )/.-

基因和 ))2基因序列自主设计，
E=2 $U6QFQQJPFFJPQPPPPQPPPQQJQ6?U ;

E"2 $U6QFQJJPPFPPJJQJJJQQJQQPQ6?U;
E?2 $U6QFQQJPFFJPQFFJJFFJPFFJQ6?U;

E!2 $U6QFQJJPPFPPJQFFFPPFPFPPP6?U，
E=和 E?引物各包含基因的起始密码并引入

?&,R O酶切位点; E"和 E!引物各包含基因的终
止密码并引入 7#$G O酶切位点，引物由上海基康
生物技术有限公司合成 1
=1 ?1 "1 " 临床分离株结核分支杆菌 )/.0基因和
))2基因的 EFG扩增
以临床分离株结核分支杆菌基因组 HIJ 为

模板，用引物 E=、E" EFG扩增临床分离株结核分
支杆菌 ))2基因；以临床分离株结核分支杆菌基
因组 HIJ为模板，用引物 E?、E! EFG扩增临床
分离株结核分支杆菌 )/.0基因，EFG扩增产物以
HIJ 凝胶电泳鉴定；用 EFG 纯化试剂盒纯化
:G)&7% > 上述 EFG扩增的产物 :按试剂盒操作说
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图 ! 结核分支杆菌基因组 "#$凝胶电泳分析

%&’( ! )*+,-./01/.+2&2 /3 ’+4/5&, "#$ /3 !"#$%&#’()*+,
’+%()#+-$.*.
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张万江等：多耐药临床分离株结核分支杆菌耐药基因 -314的克隆表达及功能的初步研究

./

明进行 2，取纯化产物样品 " $< &’(凝胶电泳鉴
定纯化效果 = 取一定量纯化的临床分离株结核分
支杆菌 -314 基因和 --5 基因的 >?1 扩增产物用
于测序 =
#= @= @ 结核分支杆菌耐药基因 -314高效原核表
达重组载体的构建

#= @= @= # 质粒 36$7A! 8 &’(的小量提取
按碱裂解法提取质粒 &’(，以 &’(凝胶电

泳鉴定效果，初步判断分子质量的大小，并大致估

计其浓度，其余 B CD E保存备用 =
#= @= @= C 临床分离株结核分支杆菌 -314基因的
>?1扩增产物与质粒 36$7A! 8的酶切、纯化、连
接及转化

按常规方法进行酶切、纯化、连接及转化，同

时对结果进行鉴定 =
#= @= @= @ 重组质粒 36$7A! 8 9 -314 的筛选和
鉴定

从转化后的 @F E过夜培养的平板上挑取单
个菌落接种于 @ )< 含氨苄青霉素 #DD )G . H 的
H;液体培养基中，@F E振摇培养过夜 = 离心菌
液，收集细菌，按碱裂解法提取质粒 &’(，以 &’(
凝胶电泳鉴定效果，初步判断分子质量的大小，并

大致估计其浓度，其余 B CD E保存备用 =
以重组质粒 36$7A! 8 9 -314&’(为模板，同

时设空质粒 36$7A! 8 载体 &’( 对照；用引物
>@、>! >?1扩增，以 &’(凝胶电泳鉴定有无临床
分离株结核杆菌 -314基因的 >?1扩增产物 =
取 #D $<重组质粒 36$7A! 8 . -314 &’(，分

别加入 :*/I#内切酶 和 $%&1#内切酶进行双酶
切鉴定，取样品 " $< &’(凝胶电泳鉴定酶切效
果，观察有无临床分离株结核杆菌 -314基因被双
内切酶切下，并估计其大小 =
#= @= ! 重组质粒 36$7A! 8 . -314在大肠杆菌中
的表达

#= @= != # 含重组质粒 36$7A! 8 . -314 大肠杆菌
的诱导生长

根据《分子克隆实验指南》介绍的方法制备

#= @= != C 十二烷基硫酸钠 B聚丙烯酰胺凝胶电
泳（J&J B >(4K）样品制备
根据《分子克隆实验指南》介绍的煮沸法小量

制备 =
#= @= != @ 十二烷基硫酸钠 B聚丙烯酰胺凝胶电
泳（J&J B >(4K）
根据《分子克隆实验指南》介绍的方法进行 =

#= @= " 含重组质粒 36$7A! 8 . -314的大肠杆菌
对链霉素耐药性的研究

将含有 36$7A! 8质粒的大肠杆菌 ;’<=>和
含重组质粒 36$7A! 8 . -314 大肠杆菌 ;’<=> 分
别铺皿于 H; 固体培养基上 （含氨苄青霉素 #DD
)G . H，链霉素 #D )G . H），@F E过夜培养 = 观察有
无细菌生长及细菌生长的情况 =

6 结果

6( ! 结核分支杆菌基因组 "#$的制备
提取的临床分离株结核分支杆菌基因组

&’(经 &’(凝胶电泳检测表明无降解，无蛋白
质和 1’(污染（图 #）

6( 6 结核分支杆菌 )/.0 基因和 ))1 基因的
789扩增及序列测定
C= C= # 临床分离株结核分支杆菌 -314 基因和
--5基因的 >?1扩增
以临床分离株结核分支杆菌基因组 &’( 为

模板，用引物 >#、>C在适宜的条件下 >?1扩增出
大小约 #= " ,L的特异性片段（图 C），与已知的结
核分支杆菌 !?@AB株 --5基因的大小接近 = 以临
床分离株结核分支杆菌基因组 &’(为模板，用引
物 >@、>!在适宜的条件下 >?1扩增出大小约 @FD
LM 的特异性片段（图 C）N 与已知的结核杆菌 !
AB株 -314基因的大小接近 =?@
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#& #& # 临床分离株结核分支杆菌 !"#$ 基因和
!!%基因的序列测定
取一定量的纯化的临床分离株结核分支杆菌

!"#$ 基因和 !!% 基因的 ’() 扩增产物用于序列
测定，测序结果表明：临床分离株结核分支杆菌

!"#$基因碱基序列与已知结核分支杆菌 &’()* 株
!"#$基因序列相比较发现* 临床分离株结核分支

杆菌 !"#$基因碱基序列在 +,、+! -.处发生了碱
基的突变，碱基 (、(突变为 /、/，使得相对应的编
码氨基酸由脯氨酸（’01）突变为亮氨酸 2 3456；临
床分离株结核分支杆菌 !!%基因序列与结核分支
杆菌 &’()*株 !!%基因序列完全相同，没有碱基
的插入、缺失或取代 &

结核分支杆菌 &’()* 株 临床分离株结核分支杆菌

&’()* 7809:; (<:;:=9< :71<984> 7809:;

( ( / /
!"#$基因碱基序列 2 +,、+! -.处 6

/?4 74@54;=4 1A !"#$ B4;4 98 +, 9;> +! -.

相对应的编码氨基酸

(10047.1;>:;B =1>:;B 9C:;1 9=:>
脯氨酸（’01） 亮氨酸 2 345 6

!" # 结核分支杆菌耐药基因 !"#$ 高效原核表
达重组载体的构建

提取重组质粒 "+,-D! . E !"#$ FGH，电泳鉴
定，结果显示重组质粒 "+,-D! . E !"#$ FGH的分
子质量较质粒 "+,-D! . FGH 的分子质量稍大，
初步判断重组质粒 "+,-D! . E !"#$构建成功 （图

,）* 进一步以重组质粒 "+,-D! . E !"#$ FGH为模
板，’()扩增* 电泳鉴定结果显示有大小约 ,I$
-.的阳性扩增条带，大小与临床分离株结核分支
杆菌 !"#$基因的大小接近 2图 ! 6，说明重组质粒
"+,-D! . E !"#$ 构建成功 & 同时提取重组质粒
"+,-D! . E !"#$ FGH，经 ,/0)"、123J"内切酶

图 ! 临床分离株多耐药结核分支杆菌 !"#$、!!%基因的 $%&扩增
’()" ! $%& *+,-(.(/*0(12 1. !"#$ )323 *24 !!% )323 1. 053 467)8639(90*2/3 1. /-(2(/*- (91-*034 &’()*+(,-!./0 1/*-!(/2
3)#.# 906*(29
KL FGH C90M40 2F3#$$$ 6 N HL !"#$ B4;4 1A ’() .01>5=87N OL !!% B4;4 1A ’() .01>5=87&

表 : 临床分离株结核分支杆菌 !"#$基因碱基序列 ;<#、<= >,处 ?与结核分支杆菌 45678 株 !"#$
基因碱基序列 ;<#、<= >,处 ?比较分析

@*>-3 : @53 93A732/3 1. !"#$ )323 *0 <# *24 <= >, 1. 053 +7-0(8467) 639(90*20 906*(2 1. /-(2(/*- (91-*034
&’()*+(,-!./0 ,/*-!(/3)#.# ()0"+!.#)9 1. 053 &’()*+(,-!./0 ,/*-!(/3)#.# 45678 906*(2

)*
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图 ! 重组质粒 !"#$"! % & ’!()的双酶切及 #$%鉴定
&’() ! *+,-./ 0+1 #$% ’1/+2’3’402’5+ 53 6/45.7’+0+2
890:.’1 !"#$"! % & ’!()
$% &’( )*+, -!&’( . %&’/ " 0 1 (% /23456278 79 :;*5)2/
"()*<! + &’( =26> ),-?#*8/ ./0@#1 A% /23456278 79
:;*5)2/ "()*<! + . !"#$ &’( =26> ),-?#*8/ ./0@#1 B%
CB? *):;292D*6278 79 !"#$ 3484 28 :;*5)2/ "()*<! + &’(1
&% CB? *):;292D*6278 79 !"#$ 3484 28 :;*5)2/ "()*<! + . !"#$
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图 ; 重组质粒 !"#$"! % & ’!()的单酶切鉴定
&’() ; *+,-./ ’1/+2’3’402’5+ 53 6/45.7’+0+2 890:.’1
!"#$"! % & ’!()
$% &’( )*+, -!&’( . %&’/" 0 1 (% :;*5)2/ "()*<! + &’(1
A% +4D7)J28*86 :;*5)2/ "()*<! + . !"#$ &’(1 B% /23456278 79
:;*5)2/ "()*<! + &’( =26> ),-?#1 &% /23456278 79 :;*5)2/
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图 < 重组质粒 !"#$"! % & ’!() 表达产物的 =>="#?@*
分析
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双酶切鉴定，结果显示酶切切下一条大小约 R"H
J:的条带，大小与临床分离株结核分支杆菌 !"#$
基因的大小接近 -图 ! 0，进一步证实重组质粒
"()*<! + . !"#$构建成功 I

D) ! 重组质粒 !"#$"! % & ’!() 在大肠杆菌中
的表达

在变性聚丙烯酰胺凝胶上，经 OCPQ 诱导的
质粒 "()*<! +表达产物在 GS ,&处出现 QTP蛋
白带；经 OCPQ诱导的重组质粒 "()*<! + . !"#$表
达产物在 RU ,&处出现较浓的蛋白带 I 由于 !"#$
基因编码大小约 #G ,&的蛋白质，加上 GS ,& QTP
蛋白，故 RU ,&蛋白为包含 !"#$基因编码蛋白质
的融合蛋白 -图 V 0 I

D) < 含重组质粒 !"#$"! % & ’!() 的大肠杆菌
对链霉素耐药性的研究

将含有 "()*<! +质粒的大肠杆菌 34567和
含重组质粒 "()*<! + . !"#$ 大肠杆菌 34567 分
别铺皿于 FA 固体培养基上 （含氨苄青霉素 #HH
)3 . F，链霉素 #H )3 . F），R" W过夜培养 I 结果观
察发现含有 "()*<! +质粒的大肠杆菌 34567铺
皿的 FA固体培养基上，无细菌生长；而含重组质
粒 "()*<! + . !"#$大肠杆菌 34567铺皿的 FA固
体培养基上有明显的菌落出现，细菌生长情况良

好，提示含重组质粒 "()*<! + . !"#$ 大肠杆菌
X$#HY对链霉素有耐药性 I

; 讨论

为数不多的抗结核药物大多是 RH年前发现，
并且结核分支杆菌对一线抗结核药物均已产生了

不同程度的耐药性 Z U [ I 结核分枝杆菌的耐药性现
象是所有化学疗法不可避免的规律 Z Y [ ，是结核分

1 ! " # $ %
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枝杆菌的一种变异现象 & ’$ ( )
链霉素 （*+）是一种在核蛋白水平干扰原核

生物蛋白质合成的氨基糖甙类抗生素，目前从基

因水平进行研究发现结核分支杆菌对链霉素耐药

性是由于编码核蛋白体亚基基因突变使链霉素不

能发挥其抗菌作用所致，主要突变部位是编码核

蛋白体 ,$* 亚基 *’# 蛋白的 !"#$ 基因和编码’
-*./01的 !!%基因 ，可以是单基因型和 2或多基
因型的，并且主要以点突变为主 & ’’ ( ) !"#$基因最
常见的是 !,位氨基酸的碱基 134的突变，导致 !
,位赖氨酸（567）"精氨酸（1.8）的转变，有时也
可见 ""位 567"1.8和 !,位 567"苏氨酸 （9:.）
的同时转变 & ’# ( ) !!% 基因的突变主要集中于相当
于大肠杆菌一级结构序列的 %,$环区和 ;’%碱基
区 ) 耐链霉素结核分支杆菌 !!%基因的突变常见
于 !;’、%’#、%’,、%’-、;$,和 ;$!位碱基，相当于
大肠杆菌一级结构序列的%,$环区%$’、%##、%#,、%#-
位碱基和;’%碱基区;’#和;’,位碱基 & ’# ( ) 耐链霉
素结核分支杆菌 !!%基因和 !"#$基因的突变可以
同时或分别出现而导致耐药 & ’,，’! (，并且不同的地

区，不同的菌株，碱基突变的位置和形式均有差异)
我们在分析以前的研究结果基础之上，推断

该临床分离株结核分支杆菌对链霉素耐药的分子

机制可能较为特殊，经 <=/扩增、序列测定该株
多耐药结核分支杆菌 !!%基因、 !"#$基因等研究
表明：该株多耐药结核分支杆菌 !!%基因序列与
结核杆菌 &’()* !!%基因序列完全相同，没有碱基
的插入、缺失或取代；!"#$基因碱基序列与已知的
结核分支杆菌 &’()* 株 !"#$ 基因序列相比较发
现> 该株多耐药结核分支杆菌 !"#$基因碱基序列
在 ;,、;! ?@处发生了碱基的突变，碱基 =、=突变
为 9、9，使得相对应的编码氨基酸由脯氨酸 A <.B C
突变为亮氨酸 A 5DEC；该位置碱基的突变是首次报
道发现，由此证实了我们推断的正确性；进一步作

转化鉴定等研究表明：该株多耐药结核分支杆菌

耐链霉素的分子机制仅仅是由于 !"#$基因的 ;,、
;! ?@处碱基突变所致，是单基因型的，说明仅仅

是由于 !"#$ 基因的个别碱基突变也可导致结核
分支杆菌对链霉素耐药，一次突变就使该结核分

支杆菌产生高水平的耐药 )
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