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TetR 转录因子 Ms2583 对分枝杆菌
异烟肼敏感性的影响

林　健　胡利华

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室/蛋白质组学平台(中心),武汉４３００７０

摘要　转录因子在细菌适应胁迫环境中发挥重要作用,但是参与药物胁迫的转录因子还知之甚少.本研究以

耻垢分枝杆菌(Mycobacteriumsmegmatis)为研究对象,通过在药物平板上筛选转录因子超表达文库,发现 MSMEG
_２５８３(Ms２５８３)影响耻垢分枝杆菌(M．smegmatis)对抗结核药物异烟肼(Isoniazid,INH)的敏感性.超表达 Ms２５８３
使耻垢分枝杆菌对INH的敏感性增强;基因保守结构域分析表明 Ms２５８３编码一个TetR 家族的转录调节蛋白;凝
胶迁移率阻滞实验和细菌单杂交实验证明 Ms２５８３能够与自身启动子特异结合.
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　　结核分枝杆菌(Mycobacteriumtuberculosis)是一

种典型的胞内致病菌,它感染引起的结核病严重危害

人畜健康,威胁公共卫生安全.在过去的２００年里,
结核病已累计造成全世界约１０亿人死亡.全球约有

三分之一的人口感染过结核杆菌,每年１５０万人死于

结核病[１].结核病难以预防和治疗的根本原因在于

耐药和多重耐药结核分枝杆菌的出现[２].因此,寻找

分枝杆菌的耐药性相关基因已成为结核病防治领域

的首要问题.
转录因子在介导分枝杆菌耐药性中发挥着重要

的调控作用[３].如gfcR(Ms２１７３)编码一个 GntR/

FadR家族的转录调节因子,调控着分枝杆菌对异烟

肼的敏感性,超表达 Ms２１７３使耻垢分枝杆菌对异烟

肼(Isoniazid,INH)更敏感[４];Ms６５０８是 MarR家族

的转录调节因子,调控着分枝杆菌对利福平(RifampiＧ
cin,RFP)的抗性,超表达 Ms６５０８使耻垢分枝杆菌对

利福平敏感性降低,表现出利福平抗性[５];EthR 编码

CamR家族的转录因子,控制着分枝杆菌对乙胺丁醇

(Ethambutol,EMB)的抗性[６Ｇ７];TetR 家族的转录因

子Rv３０６６影响了结核分枝杆菌对溴化乙锭(EthidiＧ
umbromide,EB)的耐受性[８].可见,不同家族的转录

因子几乎都参与了细菌对药物的耐受性,有些转录因

子还参与了多药抗性,如 OmpR家族的转录调节因

子 MtrA,影响了分枝杆菌对异烟肼、利副平和链霉素

(Streptomycin,SM)３种药物的耐受性[９];WhiB７家族

的转录调节因子 WhiB７,至少调控分枝杆菌对４种不

同的抗生素如异烟肼、氯霉素(Chloromycetin)、红霉

素(Erythromycin)和 四 环 素 (Tetracycline)的 敏 感

性[１０].TetR 家族是分枝杆菌中分布最广泛的转录

因子,然而该家族大部分的功能还不是十分清楚,
其中参与或直接介导药物耐受性的转录因子还知

之甚少[１１].
本研究以病原性结核分枝杆菌(M．tuberculoＧ

sis)的模式菌株耻垢分枝杆菌(M．smegmatis)为研

究对象,通过在药物平板上筛选耻垢分枝杆菌转录

因子超表达文库,寻找与药物耐受性相关的转录因

子,旨在为进一步研究该转录因子的调控机制奠定

基础.

1　材料与方法

1.1　材　料

耻垢分枝杆菌 mc２１５５菌株、大肠杆菌 DH５α、

BL２１(DE３)和 XR 菌株以及表达载体pET２８a、单
杂交 载 体 pBX 和 pTRG、分 枝 杆 菌 穿 梭 载 体

pMV２６１均为农业微生物学国家重点实验室蛋白质
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组学平台保存.本研究所使用的酶类以及相关试

剂,包括 T４DNA连接酶、限制性核酸内切酶、rTaq

聚合酶、DNA Marker、dNTP 等购自 TaKaRa公

司.本研究使用的质粒见表１.
表１　本研究使用的质粒

Table１　Theplasmidsusedinthisstudy

质粒名称

Plasmid
抗性

Resistance
特征

Feature
来源

Source

pET２８aＧMs２５８３ Kan Ms２５８３inEcoRⅠＧXbaⅠsitesofpET２８a 本研究构建 Thisstudy

pBXＧMs２５８３p Chlo Ms２５８３pinEcoRⅠＧXbaⅠsitesofpBX 本研究构建 Thisstudy

pBXＧMs２４７６p Chlo Ms２４７６pinEcoRⅠＧXbaⅠsitesofpBX 本研究构建 Thisstudy

pBXＧRv２０３１p Chlo Rv２０３１pinEcoRⅠＧXbaⅠsitesofpBX [１２]

pTRGＧMs２５８３ Tet Ms２５８３inEcoRⅠＧXbaⅠsitesofpTRG 本研究构建 Thisstudy

pTRGＧRv３１３３c Tet Rv３１３３cinEcoRⅠＧXbaⅠsitesofpTRG [１２]

pMV２６１ＧMs２５８３ Kan Ms２５８３inEcoRⅠＧXbaⅠsitesofpMV２６１ 本研究构建 Thisstudy

1.2　蛋白质的保守结构域和 3D 结构分析

使用 NCBIＧCDD工具分析蛋白质的保守结构

域特征.使用SWISSMODEL工具分析蛋白质的

３D结构.
1.3　目的基因的克隆、蛋白表达和纯化

以 M．smegmatis mc２１５５基因组 DNA 为模

板,以 Ms２５８３f(ATCAGAATTCATGCCACGCＧ
CAACGCTCAC)和 Ms２５８３r(ATAATCTAGATＧ
CAGATCTGGAGGCCCCGC)为特异性引物 PCR
扩增 Ms２５８３基因片段,产物经琼脂糖凝胶电泳检

测正确后,与表达载体pET２８a分别进行EcoRⅠ和

XbaⅠ双酶切及酶连接反应,构建带 His标签的重

组蛋白表达质粒pETＧMs２５８３.将重组质粒pETＧ
Ms２５８３转化进入大肠杆菌表达菌株 BL２１(DE３)
中,筛选正确的转化子,于 LB 培养液活 化 培 养

(３７℃,１８０r/min)至对数生长中期(OD６００≈１．２),
加入１mmol/LIPTG诱导培养(２５℃,１８０r/min)

４h,离心收集菌体.随后用 Bindingbuffer(０．５
mol/L咪唑,２０mmol/LTrisＧbase,pH７．５)重悬菌

体,超声波破碎细胞,离心收集上清液.将离心收集

的上 清 液 流 经 Ni２＋ 亲 和 胶 珠 纯 化 柱,０~１００
mmol/L咪唑梯度清洗杂蛋白,２５０mmol/L咪唑洗

脱并 收 集 目 标 蛋 白,进 行 SDSＧPAGE 凝 胶 电 泳

检测.
1.4　凝胶迁移率阻滞实验

凝胶迁移率阻滞实验(electrophoreticmobility
shiftassay,EMSA)具体步骤参考文献[１３]进行.
以M．smegmatis mc２１５５基因组 DNA 为模板,以

Ms２５８３pＧf(CCGCCTGGCTGACGCAGCGA)和

Ms２５８３pＧr(GACGTTGACAGCGTACGCCG)为特

异性 引 物 PCR 扩 增 Ms２５８３ 上 游 DNA 片 段

Ms２５８３p.在１０μL体系中,将不同浓度的目标蛋

白 Ms２５８３(０~６μmol/L)与 ５′端 FITC 标记的

Ms２５８３p (１０ ng)和 非 标 记 的 Ms２５８３p 或

Ms２４７６p(２０~１００ng)于缓冲液(５０mmol/LTrisＧ
HCl,１０ mmol/L MgCl２,１ mmol/L DTT 和 ５０
mmol/LNaCl,pH７．５)中４℃共孵育３０min.随

后样 品 经 ４％ 丙 烯 酰 胺 非 变 性 凝 胶 电 泳 分 离

(１５０V,１~２h,具体时间由 DNA 片段的大小决

定),通过荧光自显影观察结果.
1.5　细菌单杂交实验

细菌单杂交实验以及相关试剂的配制主要参考

细菌单杂交试剂盒说明书和文献 [１２]进行.将

Ms２５８３基因克隆到文库载体pTRG 上,将检测的

启动子片段(Ms２５８３p)克隆到报告载体pBX上,同
时以不相关的启动子片段(Ms２４７６p)作阴性对照,
构建本研究所需要的双质粒组合.将双质粒组合分

别共转化至E．coliXR化学感受态细胞中,挑选正

确的 共 转 化 子,分 别 在 单 杂 交 筛 选 培 养 基 (２０
mmol/L３AT,１６μg/mLStr,１５μg/mL Tet,３４

μg/mLChlo,３０μg/mLKan,简写＋３AT＋Strr)和

LB 培 养 基 (１５μg/mL Tet,３４μg/mL Chlo,３０

μg/mLKan,简写Ｇ３ATＧStrr)中３０℃恒温培养２~
３d,观察２种固体培养基上细菌的生长状况.

2　结果与分析

2.1　分枝杆菌中药物敏感性转录因子的筛选与

鉴定

　　INH、RFP和EMB是抗结核的一线药物,为了

筛选和鉴定耻垢分枝杆菌中调控抗结核药物敏感性

的转录因子,构建了耻垢分枝杆菌转录因子超表达

文库[１４],并将此文库电转化入野生型耻垢分枝杆菌

５５



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３６卷　

感受态中,活化培养,挑取单菌落,分别在含有１５

μg/mLINH、５μg/mLRFP和１μg/mLEMB 的

７H１０培养基上培养,发现在 １５μg/mLINH 的

７H１０培养基上,有几个菌株相对于空载体菌株

Msm/pMV２６１生长速度明显变慢(图１A).抽提

质粒并进行测序分析,发现其中某一菌株对应的基

因是Ms２５８３.

为验证 Ms２５８３ 基因的功能,本研究构建了

Ms２５８３超表达菌株 Msm/pMV２６１ＧMs２５８３.结果

发现,在１５μg/mLIHN 的７H１０培养基中,Msm/

pMV２６１ＧMs２５８３的生长明显弱于 Msm/pMV２６１,
而未加IHN 的７H１０培养基中二者的生长趋势相

似(图１B).但在其他药物RFP(５μg/mL)和 EMB
(１μg/mL)胁迫下并没有发现 Ms２５８３超表达菌株

　A:INH 敏感性菌株的筛选.蓝框表示对照菌株 Msm/pMV２６１,红框表示生长缓慢的菌株.B:Msm/pMV２６１和 Msm/pMV２６１Ｇ

Ms２５８３在有或无１５μg/mLINH 的７H１０培养基中生长情况.A:ScreentheINHＧsensitivestrainsonthe７H１０medium．Controlis

blueＧboxedandcloniesgrowingslowlyareredＧboxed．B:GrowthofMsm/pMV２６１andMsm/pMV２６１ＧMs２５８３in７H１０mediumcontaiＧ

ning０μg/mLINHor１５μg/mLINH．

图１　Ms２５８３超表达菌株的异烟肼敏感性分析

Fig．１　AssaysfortheINHsensitivityoftheM．smegmatisstrainoverexpressingMs２５８３
与野生型的生长差异(结果未展示).以上结果说

明,超表达 Ms２５８３后使耻垢分枝杆菌对INH 更加

敏感.
2.2　Ms2583 保守结构域分析

Ms２５８３基因编码一个由２０２个氨基酸组成的

蛋白质,通过BLAST结构域分析,发现其N端含有

一个 TetR_N 结构域,C端含有一个 TetR_C结构

域(图２A).进一步使用SWISSMODEL工具模拟

Ms２５８３的三维结构,发现 N 端是 DNA 结合结构

域,C端是配体结合结构域(图２B),推测 Ms２５８３属

于 TetR家族的转录调节蛋白.
2.3　 Ms2583 的克隆与表达

为 了 进 一 步 研 究 Ms２５８３ 基 因 的 功 能,对

Ms２５８３进行克隆和体外表达.通过PCR扩增得

６５
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　A:Ms２５８３的结构域特征.B:Ms２５８３的三维结构.A:The

structuralcharacteristicsofMs２５８３．B:３DstructureofMs２５８３．

图２　Ms２５８３保守结构域鉴定

Fig．２　IdentificationtheconserveddomainofMs２５８３

到Ms２５８３的基因片段对应 Marker第１０条带(４２１
bp),与预期的片段大小６０９bp相符(图３A),表明

Ms２５８３基因扩增成功.通过 Ni２＋ 亲和层析柱纯化

His标签融合蛋白的大小也与预期蛋白的大小(２４
ku)一致,并且图谱上几乎没有其他杂带(图３B),表
明得到了纯净的目标蛋白质.
2.4　Ms2583 的 DNA 结合活性分析

基因组定位分析显示,Ms２５８３基因与邻近基

因Ms２５８２(预测为编码假想蛋白)共享一段上游

DNA 序 列,约 ９０bp,将 其 命 名 为 Ms２５８３p(图

４A).为了鉴定 Ms２５８３转录因子的靶启动子,采
用EMSA检测了 Ms２５８３结合其上游DNA区域的

可能性.研究发现,转录因子 Ms２５８３与 FITC标

记的Ms２５８３p 共孵育时,可以清楚观察到一条特异

的迁移带(图４B:泳道２),且迁移带随着 Ms２５８３蛋

白浓度升高而增多(图４B:泳道３~５).此外,非标

记 的Ms２５８３p可以竞争性地抑制Ms２５８３结合

　A:Ms２５８３基因PCR扩增产物的鉴定.B:His６ＧMs２５８３蛋白纯化.A:IdentificationforPCRamplificationofMs２５８３genebyagarＧ

osegelelectrophoresis．B:PurificationofHis６ＧMs２５８３．

图３　Ms２５８３基因扩增产物鉴定和蛋白纯化

Fig．３　IdentificationforPCRamplificationofMs２５８３geneandpurificationofMs２５８３protein

FITC标记的 Ms２５８３p(图４B:泳道６~９),而其他

不 相 关 基 因 Ms２４７６ 的 启 动 子 DNA 片 段

(Ms２４７６p)则不能(图４B:泳道１０~１１).这些结

果表明 Ms２５８３特异结合自身上游DNA区域.
2.5　Ms2583 与自身启动子结合的特异性分析

采用细菌单杂交实验进一步确认 Ms２５８３与自

身启动子相互作用的特异性.研究发现,在 LB培

养基(－３AT－Str)上所有菌株都生长正常,但在单

杂交 筛 选 培 养 基 (＋３AT＋Str)上,只 有 pBXＧ
Ms２５８３p/pTRGＧMs２５８３载体的实验菌株与正对

照菌株(pBXＧRv２０３１p/pTRGＧRv３１３３c)一样生长

良好,而相应的自激活菌株(pBXＧMs２５８３p/pTRG
和 pBX/pTRGＧMs２５８３)以 及 负 对 照 菌 株 (pBXＧ
Ms２４７６p/pTRGＧMs２５８３)和 空 载 体 菌 株 (pBX/

pTRG)均 无 生 长 迹 象 (图 ５).以 上 结 果 表 明,

Ms２５８３可与其自身启动子Ms２５８３p 特异性结合.

７５
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　A:Ms２５８３的基因组定位.B:EMSA 检测 Ms２５８３的 DNA 结合活性.A:GenomiclocationofMs２５８３．B:EMSAfordetectionof

DNAＧbindingactivityofMs２５８３．

图４　Ms２５８３的基因组定位以及Ms２５８３的DNA结合活性分析

Fig．４　AnalysisofgenomiclocationofMs２５８３andDNAＧbindingactivityofMs２５８３

图５　细菌单杂交实验检测Ms２５８３与自身启动子相互作用

Fig．５　BacterialoneＧhybridassaysfordetectionoftheinteractionbetweenMs２５８３anditsownpromoter

3　讨　论

转录因子在细菌适应环境胁迫中发挥重要作

用.随着基因组大规模测序工作的开展,大量的转

录因子得到鉴定,但是参与药物胁迫的转录因子还

知之甚少.本研究通过药物胁迫实验发现,TetR家

族的转录因子 Ms２５８３调控分枝杆菌对一线抗结核

药物INH 的敏感性,但对其他２种一线药物 RFP
(５μg/mL)和EMB(１μg/mL)的耐受性没有影响.
已有研究发现,TetR家族转录因子影响细菌对多种

药物的耐受性[１５Ｇ２０].如InbR(Rv０２７５c)和 LtmA
(Ms６４７９)均调控分枝杆菌对２种药物INH 和RFP
的耐受性[１６Ｇ１７];LfrR直接影响耻垢分枝杆菌对氟喹

诺酮类等多种药物的敏感性[１８Ｇ１９];TetR家族的转录

８５
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因子RaaS(Rv１２１９c)至少调控了分枝杆菌对４种不

同的抗生素如异烟肼、乙胺丁醇、链霉素和浅蓝菌素

的敏感性[２１].这些转录因子介导的多药抗性与其

调控的靶基因有关,如 LfrR 调控的靶基因是多药

物外排泵 LfrA.本研究发现 Ms２５８３仅调控分枝

杆菌对INH 的敏感性,推测其调控的靶基因可能特

异地与INH 相关.

TetR家族的转录因子通常也为自调控蛋白,调
节自身基因表达[２２].本研究通过细菌单杂交实验

和EMSA实验证实 Ms２５８３与自身启动子特异结

合,推测 Ms２５８３是一个自调控蛋白,但具体是激活

还是抑制作用有待基因表达相关实验证实.另外,
多数 TetR家族转录调节因子的 DNA 结合结构域

的保守性很高,后续可以分析 Ms２５８３结合自身启

动子的保守模体,进而鉴定其调控的靶基因并研究

其调控机制.

参 考 文 献

[１]　LAURAA,HANNAH MD,DENNISF,etal．GlobaltubercuＧ

losiscontrol WHO report２０１６[M]．Switzerland:World

HealthOrganization(WHO)Press,２０１６．
[２]　GOLDMANRC,PLUMLEYKV,LAUGHONBE．TheevoＧ

lutionofextensivelydrugresistanttuberculosis(XDRＧTB):

history,statusandissuesforglobalcontrol[J]．Infectdisord

drugtargets,２００７,７:７３Ｇ９１．
[３]　ALMEIDAPE,PALOMINOJC．MolecularbasisandmechaＧ

nismsofdrugresistanceinMycobacteriumtuberculosis:classiＧ

calandnewdrugs[J]．Journalofantimicrobialchemotherapy,

２０１１,６６:１４１７Ｇ１４３０．
[４]　RAO M,LIU H,YANG M,etal．AcopperＧresponsiveglobal

repressorregulatesexpressionofdiversemembraneＧassociated

transportersandbacterialdrugresistanceinMycobacteria[J]．

Journalofbiologicalchemistry,２０１２,２８７:３９７２１Ｇ３９７３１．
[５]　ZHANGH,GAOL,ZHANGJ,etal．AnovelmarRABoperＧ

oncontributestotherifampicinresistanceinMycobacterium

smegmatis[J]．PLoSONE,２０１４,９:e１０６０１６．
[６]　ENGOHANGＧNDONGJ,BAILLAT D,AUMERCIER M,et

al．EthR,arepressoroftheTetR/CamRfamilyimplicatedin

ethionamideresistancein mycobacteria,octamerizescooperaＧ

tivelyonitsoperator[J]．Molecularmicrobiology,２００４,５１:

１７５Ｇ１８８．
[７]　CRAUSC,WILLANDN,VILLEMAGNEB,etal．UnconvenＧ

tionalsurfaceplasmonresonancesignalsrevealquantitativeinＧ

hibitionoftranscriptionalrepressorEthRbysyntheticligands
[J]．Aanalyticalbiochemistry,２０１４,４５２:５４Ｇ６６．

[８]　BOLLAJR,DOSV,LONGF,etal．Structuralandfunctional

analysisofthetranscriptionalregulatorRv３０６６ofMycobacteＧ

riumtuberculosis[J]．Nucleicacidsresearch,２０１２,４０:９３４０Ｇ

９３５５．
[９]　LIY,ZENGJ,ZHANG H,etal．ThecharacterizationofconＧ

servedbindingmotifsandpotentialtargetgenesforM．tuberＧ

culosisMtrABrevealsalinkbetweenthetwoＧcomponentsysＧ

temandthedrugresistanceofM．smegmatis[J]．BMCmicroＧ

biology,２０１０,１０:２４２Ｇ２５４．
[１０]BOWMANJ,GHOSHP．AcomplexregulatorynetworkconＧ

trollingintrinsicmultidrugresistanceinMycobacteriumsmegＧ

matis[J]．Molecularmicrobiology,２０１４,９１:１２１Ｇ１３４．
[１１]BALHANARJ,SINGLAA,SIKDER M H,etal．GlobalanaＧ

lysesofTetRfamilytranscriptionalregulatorsinMycobacteria

indicatesconservationacrossspeciesanddiversityinregulated

functions[J]．BMCgenomics,２０１５,１６:４７９Ｇ４９２．
[１２]GUO M,FENGH,ZHANGHJ,etal．Dissectingtranscription

regulatorypathwaysthroughanew bacterialoneＧhybridreＧ

portersystem[J]．Genomeresearch,２００９,１９:１３０１Ｇ１３０８．
[１３]MILLERJH．Experimentsin moleculargenetics[M]．NY:

ColdSpringHarborLaboratoryPress,１９７２,５８:３５２Ｇ３５９．
[１４]WANGY,HUANGY,XUEC,etal．ClpRproteinＧlikeregulaＧ

torspecificallyrecognizesRecAproteinＧindependentpromoter

motifandbroadlyregulatesexpressionofDNAdamageＧinducＧ

iblegenesinmycobacteria [J]．Journalofbiologicalchemistry,

２０１１,２８６:３１１５９Ｇ３１１６７．
[１５]HUJ,ZHAOL,YANG M．AGntRfamilytranscriptionfactor

positivelyregulatesMycobacterialisoniazidresistancebyconＧ

trollingtheexpressionofaputativepermease[J]．BMCmicroＧ

biol２０１５,１５:２１４Ｇ２２２．
[１６]CUTHBERTSONL,NODWELLJR．TheTetRfamilyofregＧ

ulators[J]．Microbiologyandmolecularbiologyreviews,２０１３,

７７(３):４４０Ｇ４７５．
[１７]YANG M,GAOCH,HUJ,etal．InbR,aTetRfamilyregulaＧ

tor,bindswithisoniazidandinfluencesmultidrugresistanceinＧ

Mycobacteriumbovis BCG [J]．Scientificreports,２０１５,５:

１３９６９Ｇ１３９８２．
[１８]LIW,HEZG．LtmA,anovelcyclicdiＧGMPＧresponsiveactivaＧ

tor,broadlyregulatestheexpressionoflipidtransportandmeＧ

tabolismgenesinMycobacteriumsmegmatis[J]．Nucleicacids

research,２０１２,４０:１１２９２Ｇ１１３０７．
[１９]LIUJ,TAKIFF H E,NIKAIDO H．ActiveeffluxoffluoroＧ

quinolonesinMycobacteriumsmegmatismediatedbyLfrA,a

multidrugeffluxpump[J]．Journalofbacteriology,１９９６,１７８:

３７９１Ｇ３７９５．
[２０]BURONIS,MANINA G,GUGLIERAMEP,etal．LfrRisa

repressorthatregulatesexpressionoftheeffluxpumpLfrAin

Mycobacteriumsmegmatis[J]．AntimicrobialagentschemoＧ

therapy,２００６,５０:４０４４Ｇ４０５２．

９５



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３６卷　

[２１]KUMAR N,RADHAKRISHNAN A,WRIGHT C C,etal．

CrystalstructureofthetranscriptionalregulatorRv１２１９cofＧ

Mycobacteriumtuberculosis[J]．Proteinscience,２０１４,２３:４２３Ｇ

４３２．

[２２]RAMOSJL,MARTINEZＧBUENO M,MOLINAＧHENARES

AJ,etal．TheTetRfamilyoftranscriptionalrepressors[J]．

Microbiologyand molecularbiologyreviews,２００５,６９:３２６Ｇ

３５６．

EffectsofaTetRfamilytranscriptionfactorMs２５８３
onisoniazidsensitivityinMycobacteriumsmegmatis

LINJian　HULihua

NationalKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CenterforProteomicsResearch
HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Bacteriausetranscriptionalregulationtorespondtoenvironmentalstresses．However,

onlyafewtranscriptionfactorsregulatingdrugresistancehavebeenreported．Inthisstudy,atranscripＧ
tionalfactorlibraryofMycobacteriumsmegmatiswasscreenedondrugplates．Anoveltranscriptional
factor,encodedbytheMSMEG_２５８３(Ms２５８３)genedirectlyaffectingM．smegmatisIsoniazid(INH)

sensitivitywascharacterized．OverＧexpressingMs２５８３causedasignificantincreaseinINHsensitivityof
thetransformedcells．ResultsofanalyzingstructuralcharacteristicsofMs２５８３showedthatMs２５８３isa
TetRfamilytranscriptionfactor．ThebacterialoneＧhybridassaysandelectrophoreticmobilityshiftasＧ
saysdemonstratedthatMs２５８３coulddirectlybindtoitsownpromoterwithspecificinteraction．These
findingswillprovideaclueforstudyingtheregulatorymechanismofTetRfamilytranscriptionfactor
Ms２５８３．

Keywords　Mycobacteriumsmegmatis;TetRtranscriptionalregulator;Ms２５８３;sensitivity;INH
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