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TetR/AcrR 转录因子 Ms3469 对耻垢分枝杆菌
异烟肼抗药性的调控

李玲艳　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　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_４３６９(Ms３４６９)影响耻垢分枝杆菌(M．smegmatis)对抗结核一线药物异烟肼(Isoniazid,

INH)的敏感性.进一步研究发现超表达 Ms３４６９能增强耻垢分枝杆菌的INH 抗性;基因保守结构域分析表明

Ms３４６９编码一个 TetR/AcrR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 Ms３４６９能够

与自身启动子直接特异结合.
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　　结核病是由结核分枝杆菌(MycobacteriumtuＧ
berculosis)引起的一种慢性传染病,是全球面临的

主要传染病之一[１].耐药和多重耐药菌株的不断出

现是结核病防控面临的巨大挑战[２Ｇ４].因此,研究结

核分枝杆菌的抗药机制已成为结核病防治领域的重

大问题.
转录因子是一种具有特殊结构、行使调控基因

表达功能的蛋白质.根据序列的相似性、结构和功

能特征等将原核生物转录因子分为不同的家族,其
中,TetR家族转录因子是一种普遍存在于细菌中的

转录调控蛋白,它的命名来源于大肠杆菌四环素抗

性阻遏蛋白(tetracyclinerepressor,TetR),调控四

环素运输泵的表达[５].TetR家族转录因子可参与

各种生理生化过程,包括抗生素合成途径、分解代谢

途径中相关酶的合成以及细菌的多药耐药性[６Ｇ９].
耻垢分枝杆菌(Mycobacteriumsmegmatis)是

病原性结核分枝杆菌(M．tuberculosis)的模式菌

株.基因组分析显示耻垢分枝杆菌含有５１４个编码

TetR家族转录调控蛋白的基因,但只有少数几个基

因的功能得到详细研究[１０].Ms６５６４通过调控３３９
个潜在靶基因的表达影响耻垢分枝杆菌的突变

率[１１];BkaR 控制分枝杆 菌 的 支 链 酮 酸 代 谢[１２];

LfrR通过抑制多药物外排泵 LfrRA 操纵子的表

达,影 响 细 菌 对 氟 喹 诺 酮 类 等 多 种 药 物 的 敏 感

性[１３Ｇ１４].最近发现 TetR调控因子 Ms４０２２可激活

转运相关基因来调控耻垢分枝杆菌对利福平(RifＧ
ampicin,RFP)的抗性[１５].TetR家族具有单纯的转

录因子功能,也有作为第二信使受体的报道,如

DarR作为 cＧdiＧAMP 受体参与转录调控细胞 生

长[１６].本研究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,挖掘调控分枝杆菌药物敏

感性的转录因子,旨在为探索结核分枝杆菌的抗药

机制提供理论依据.

1　材料与方法

1.1　材　料

菌株耻垢分枝杆菌 mc２１５５菌株为华中农业大

学蛋白质组学平台保存和提供,大肠杆菌 DH５α、

BL２１(DE３)和XR菌株购买于Stratagene.本研究

所使用的限制性核酸内切酶、T４ＧDNA 连接酶、修
饰酶、DNA Marker、抗生素和 PCR 反应所需试剂

(２．５mmol/LdNTP,rTaqDNA 聚合酶,１０×PCR
buffer)均购自宝生物(大连)生物公司.DNA纯化试

剂盒BioFlux和TIANGENRNA抽提试剂盒购自北

京百泰克(Bioteke)公司.PCR反应所需引物、寡核苷

酸底物均由Invitrogen公司合成.分枝杆菌专用液
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体培养基７H９(DifcoTM Middlebrook７H９Broth)和固

体培养基７H１０(DifcoTM Middlebrook７H１０)购自BD

公司,培养基的配制与灭菌方法按说明书进行.本研

究用到的载体和引物分别见表１和表２.
表１　本研究用到的质粒

Table１　Theplasmidsusedinthestudy

质粒

Plasmid
表型或特征

Phenotypeorfeature
来源

Source

pET２８a Kanr,T７lacpromoter,NＧterminalHis６ Novagen
pETＧMs３４６９ Ms３４６９inEcoRⅠＧXbaⅠofpET２８a 本研究构建 Thisstudy

pBX Chlo,p１５Areplicon,lacＧUV５promoter Stratagene
pBXＧRv２０３１p Rv２０３１pinEcoRⅠＧXbaⅠsitesofpBXcmT [１７]

pBXＧMs３４６９p Ms３４６９pinEcoRⅠＧXbaⅠsitesofpBXcmT 本研究构建 Thisstudy
pBXＧMs３４８８p Ms３４８８pinEcoRⅠＧXbaⅠsitesofpBXcmT 本研究构建 Thisstudy

pTRG Tet,ColE１replicon,lpp/lacＧUV５promoter Stratagene
pTRGＧMs３４６９ Ms３４６９inEcoRⅠＧXbaⅠsitesofpTRG 本研究构建 Thisstudy
pTRGＧMs３４８８ Ms３４８８inEcoRⅠＧXbaⅠsitesofpTRG 本研究构建 Thisstudy
pTRGＧRv３１３３c Rv３１３３cinEcoRⅠＧXbaⅠsitesofpTRG [１７]

pMV２６１ Kanr,pAL５０００replicon [１８]

pMV２６１ＧMs３４６９ Ms３４６９inEcoRⅠＧXbaⅠsitesofpMV２６１ 本研究构建 Thisstudy
表２　本研究用到的引物

Table２　Primersusedinthisstudy

引物名称

Primername
序列(５′Ｇ３′)

Primersequence
用途

Usage
Ms３４６９f GATCGAATTCTCATGAGTCGTTGGGAGCCCGAT 克隆和表达 Cloneandexpression
Ms３４６９r GACTACTCTAGATCACCCGGCAACGAACAGGTT 克隆和表达 Cloneandexpression
Rv２０３１cf AGATGAATTCTCGCGTAAAGCACCCGATCC 细菌单杂交 BacteriaoneＧhybrid
Rv２０３１cr GCGCTCTAGATTGATGCCTCCTAATCGATG 细菌单杂交 BacteriaoneＧhybrid
Rv３１３３f TATAGCGGCCGCAATGGACTACGCGTTCTTACC 细菌单杂交 BacteriaoneＧhybrid
Rv３１３３r ACCCTCTAGAACTCAAGGTGGAGTGCCAGCGG 细菌单杂交 BacteriaoneＧhybrid
Ms３４６９pf ATATGAATTCTTCCGACAGGCGTGGGAACC 细菌单杂交 BacteriaoneＧhybrid
Ms３４６９pr AGACTCTAGAGTGCCGATCGTAGGGGAATA 细菌单杂交 BacteriaoneＧhybrid
Ms３４８８f GCTCGAATTCGTATGGCACATGCTCCGAACCGG 细菌单杂交 BacteriaoneＧhybrid
Ms３４８８r GTATTCTAGATCAGTTCCTGGCCGCGGTGCGGA 细菌单杂交 BacteriaoneＧhybrid
Ms３４８８pf GATCGAATTCTATCGACCTCGAAACGCAACGCC 细菌单杂交 BacteriaoneＧhybrid
Ms３４８８pr GCAGTCTAGATCGCCCATTGTGTCGCTTCTTGT 细菌单杂交 BacteriaoneＧhybrid

　注:带下划线为引物酶切位点,“f”代表正向引物,“r”代表反向引物.Notes:Restrictionenzymesitesareunderlined．f:Forward

primer;r:Reverseprimer．

1.2　细菌生长曲线测定

将活化好的待测菌株按照１％接种量转接至新

鲜的７H９培养液中,通过紫外分光光度计６００nm
波长处调整所有待测菌液的起始光密度值 D６００＝
０．１,然后３７℃、１８０r/min培养至细菌生长对数后

期.期间每隔３h取３个重复样,测各个样品的

D６００值,绘制生长曲线.
1.3　蛋白质保守结构域分析

蛋白质功能结构域保守性分析采用BLAST软

件,氨基酸序列比对分析采用BioEdit软件.
1.4　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 Ms３４６９f/Ms３４６９r为特异性引物 PCR 扩增

Ms３４６９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,纯化后进行酶连接,构建带 His标签

的 重 组 蛋 白 表 达 载 体 pETＧMs３４６９. 将 pETＧ
Ms３４６９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 D６００ 接 近 １．２,然 后 加 入

１mmol/LIPTG (isopropylβＧDＧ１ＧthiogalactopyrＧ
anoside,IPTG)１６℃、１８０r/min诱导培养８h,离心

收集菌体.随后用Bindingbuffer(５mmol/L咪唑,

０．５mol/LNaCl,２０mmol/LTrisＧbase,pH７．５)重
悬细胞,超声波破碎,离心收集上清液４℃备用.蛋

白纯化步骤按照 GE 公司 Ni２＋Ｇnitrilotriacetate亲

和纯化说明书操作,蛋白质样品经SDSＧPAGE凝胶

电泳检测分析.

２６
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1.5　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[１９]进行.
在１０μL体系中,将５′端FITC标记的Ms３４６９p(１０
ng)和非标记 Ms３４６９p 或Ms３４８８p(２０~１００ng)
与浓度梯度的目标蛋白 Ms３４６９(０~６μmol/L)在
缓冲液(５０mmol/LTrisＧHCl,１０mmol/L MgCl２,

１mmol/LDTT,５０mmol/LNaCl,pH７．５)中冰上

孵育２０min.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 (或 EB 染色)观察

结果.
1.6　细菌单杂交实验

用PrimerPremier５．０设计基因特异性引物

(表２),以M．smegmatismc２１５５基因组DNA为模

板扩增目的片段,产物经琼脂糖凝胶电泳检测正确

后,与细菌单杂交载体 pBX 和 pTRG 分别进行

EcoRⅠ和XbaⅠ双酶切,纯化后将目的基因的启动

子序列克隆到报告载体pBX中 HIS３ＧaadA 的上

游,将目的基因的编码序列克隆到文库载体pTRG
上,构建本研究所需的双质粒组合.将双质粒组合

分别共转化至E．coliXR感受态细胞,挑选正确的

共转化子,分别在 LB固体培养基(１５μg/mLTet,

３４μg/mLChlo,３０μg/mLKan,简写Ｇ３ATＧStrr)和
单杂交筛选培养基(２０ mmol/L３AT,１６μg/mL
Str,１５μg/mL Tet,３４μg/mL Chlo,３０μg/mL
Kan,简写＋３AT＋Strr)中３０℃培养２~３d,观察

细菌在２种培养基上的生长状况.

2　结果与分析

2.1　Ms3469 超表达菌株的 INH 抗性分析

在前期分枝杆菌药物敏感性转录因子的筛选研

究中,发现１个菌株相比对照菌株生长速度明显增

强,分析对应的转录因子是 Ms３４６９.为验证该转

录因子的功能,构建了 Ms３４６９超表达菌株 Msm/

pMV２６１ＧMs３４６９.结果发现,在１５μg/mLINH 的

７H１０固体培养基中,Msm/pMV２６１ＧMs３４６９菌株

长势明显优于 Msm/pMV２６１(图１A 右),而未加

IHN的７H１０培养基中二者的生长趋势相似(图

１A左).进一步研究发现,在 ８μg/mLIHN 的

７H９液体培养基中,Msm/pMV２６１ＧMs３４６９的生长

速度明显比Msm/pMV２６１快(图１B右),而未加

　A:Ms３４６９超表达菌株产生异烟肼抗性.Msm/pMV２６１和 Msm/pMV２６１ＧMs３４６９菌株以接种浓度２倍梯度稀释成３个不同的浓

度培养在无(左)或有(右)１５μg/mLINH 的７H１０固体培养基中的生长情况.B:Msm/pMV２６１和 Msm/pMV２６１ＧMs３４６９菌株在无

(左)或有(右)８μg/mLINH 的７H９液体培养基中的生长曲线.A:INHresistanceoftheMs３４６９Ｇoverexpressingstrain．Freshlygrown

recombinantstrainsofM．smegmatisMsm/pMV２６１andM．smegmatisMsm/pMV２６１ＧMs３４６９weretwoＧfolddilutedtothreedifferＧ

entconcentrations,andequalamountsofculturewerespottedon７H１０plateswithKan(３０μg/mL)intheabsence(leftpanel)orpresＧ

enceof１５μg/mLINH (rightpanel)．B:GrowthcurvesoftheMsm/pMV２６１andMsm/pMV２６１ＧMs３４６９in７H９mediumintheabＧ

sence(leftpanel)orpresence(rightpanel)of８μg/mLINH．

图１　Ms３４６９超表达菌株的异烟肼抗性分析

Fig．１　AssaysfortheINHsensitivityoftheM．smegmatisstrainoverexpressingMs３４６９

３６
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INH 的 ７H９ 培 养 基 中 二 者 的 长 势 基 本 一 致

(图１B左).以上结果说明,超表达 Ms３４６９能使耻

垢分枝杆菌产生一定的INH 抗性.
2.2　Ms3469 结构域保守性分析

Ms３４６９基因编码一个由１９５个氨基酸组成的

蛋白质.BLAST 结构域分析发现其５~１９５氨基

酸处是 AcrR类结构域,N 端是一段典型的螺旋Ｇ转

角Ｇ螺旋(helixＧturnＧhelix,HTH)的 TetR类结构域

PF００４４０(TetR _ N). Ms３４６９ 与 蓝 色 链 霉 菌

(Streptomycescoelicolor)的 TetR 基因SCO０３３７
(SC_TetR)的三维结构最相似,蛋白质序列对位分

析显示,Ms３４６９与SC_TetR共享一段高度保守的

N端DNA结合结构域,有６６％的一致性和８５％的

相似性(图２).由于 TetR家族转录因子具有 N 端

保守 特 征 性 的 螺 旋Ｇ转 角Ｇ螺 旋 (helixＧturnＧhelix,

HTH)DNA结合结构域和 C端高度变化的配体结

合结构域,推测 Ms３４６９编码 TetR/AcrR家族的转

录调节蛋白.

SC_TetR,蓝色链霉菌的 TetR基因SCO０３３７ATetRfamilytranscriptionregulatorSCO０３３７inStreptomycescoelicolor．

图２　Ms３４６９的序列对位分析

Fig．２　SequencealignmentanalysisofMs３４６９

2.3　Ms3469 蛋白的纯化

为 了 进 一 步 研 究 Ms３４６９ 基 因 的 功 能,对

Ms３４６９进行克隆和体外表达.图３A是用 Ms３４６９
特异性引物,以M．smegmatismc２１５５基因组DNA
为模板进行PCR扩增后的琼脂糖凝胶电泳图,片段

条带对应 Marker第１０条带(４２１bp)和第９条带

(９２５bp)之间,与预期的片段大小(６０９bp)一致,表
明Ms３４６９基因扩增成功.随后构建表达载体并纯

化重 组 蛋 白,图 ３B 是 在 BL２１(DE３)/pET２８aＧ
Ms３４６９的 细 胞 上 清 中 检 测 目 的 蛋 白 的 胶 图,

Ms３４６９蛋白对应的分子质量为２１．２２ku,表达后的

融合蛋白包含６个组氨酸的 Tag和一段连接序列,
理论上总的分子质量为２３．２２ku.
2.4　Ms3469 蛋白的 DNA 结合活性分析

分析Ms３４６９在基因组中的位置,发现 Ms３４６９
与处于同一操纵子的 Ms３４６７(预测为假想蛋白)重
叠４个碱基,与反向的 Ms３４７０(NADＧ依赖的差向

异构酶/脱水酶)间隔１０３个碱基,也即３个基因共

用一段 启 动 子 序 列,将 此 序 列 命 名 为 Ms３４６９p
(图４A).为了鉴定转录因子 Ms３４６９的靶启动子,

我们利用EMSA检测了 Ms３４６９结合 Ms３４６９p 的

可能性.研究发现,转录因子 Ms３４６９可与荧光标

记的Ms３４６９p 形成复合体而产生滞后条带(图４B:

泳道２),随着 Ms３４６９蛋白质浓度增加,体系中游离

的DNA底物越来越少,同时DNAＧ蛋白质复合物形

成的滞后带浓度逐渐增大(图４B:泳道３~４),表明

Ms３４６９能很好地结合其自身启动子 Ms３４６９p.此

外,非 荧 光 标 记 的 Ms３４６９p 可 与 荧 光 标 记 的

Ms３４６９p 竞争性结合 Ms３４６９蛋白质(图４B:泳道

５~８),而其他基因的启动子如 Ms３４８８p 则不能与

Ms３４６９p 竞争性结合 Ms３４６９(图４B:泳道９Ｇ１１).

以上 结 果 说 明 Ms３４６９ 蛋 白 结 合 自 身 启 动 子

Ms３４６９p 具有特异性.
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　A:Ms３４６９基因片段的PCR扩增鉴定.B:His６ＧMs３４６９蛋白纯化.A:PCRamplificationofMs３４６９geneandthePCRproductswas

separatedbyagarosegelelectrophoresis．B:PurificationofHis６ＧMs３４６９．

图３　Ms３４６９基因的PCR扩增和重组蛋白的纯化

Fig．３　PCRamplificationofMs３４６９geneandthepurificationofMs３４６９protein

　A:Ms３４６９的基因组定位.B:EMSA 检测 Ms３４６９的 DNA 结合活性.A:GenomiclocationofMs３４６９．B:EMSAfordetectionof

DNAＧbindingactivityofMs３４６９．

图４　Ms３４６９的基因组定位以及Ms３４６９的DNA结合活性分析

Fig．４　AnalysisofgenomiclocationofMs３４６９andDNAＧbindingactivityofMs３４６９

2.5　Ms3469 与自身启动子结合的特异性分析

利用细菌单杂交实验进一步确认 Ms３４６９与自

身启动子相互作用的特异性.本研究发现实验菌株

(pTRGＧMs３４６９/pBXＧMs３４６９p)与 正 对 照 菌 株

(pTRGＧRv３１３３c/pBXＧRv２０３１p)在单杂交筛选平

板(＋３AT＋Str)上同样生长良好,而其相对应的自

激 活 菌 株 (pTRGＧMs３４６９/pBXp 和 TRG/pBXＧ
Ms３４６９p)以及负对照菌株(pTRGＧMs３４６９/pBXＧ
Ms３４８８p 和 pTRGＧMs３４８８/pBXＧMs３４６９p)与 空

载体菌株(pTRG/pBX)均无生长迹象(图４B).以

上结果表明,Ms３４６９可与其自身启动子 Ms３４６９p
特异性结合.
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图５　细菌单杂交实验检测Ms３４６９
与自身启动子的相互作用

Fig．５　BacterialoneＧhybridassaysfordetectionof
theinteractionbetweenMs３４６９anditsownpromoter

3　讨　论

本研究通过结构域分析发现,Ms３４６９的 N 端

１５~５５氨基酸处含有典型的螺旋Ｇ转角Ｇ螺旋(helixＧ
turnＧhelix,HTH)结构域PF００４４０(TetR_N),与蓝

色链霉菌的SCO０３３７基因(SC_TetR)进行蛋白质

序列对位分析,发现 N 端的 DNA 结合结构域高度

保守,可将 Ms３４６９定义为TetR家族转录因子.值

得指出的是,通常 TetR家族转录因子的 C端结构

域相似性非常低,无法依据常规的分类方法将 TetR
家族转录因子进一步分类.但对 Ms３４６９的C端氨

基酸序列的分析发现,该蛋白含有一个 AcrR 类结

构域.在 大 肠 杆 菌 和 其 他 细 菌 的 多 药 外 排 泵

AcrABＧTolC系统中,AcrR 是位于 AcrAB操纵子

上游的阻遏蛋白,研究报道 AcrR抑制子对 AcrAB
转录起一定程度的抑制作用[２０].因此,我们推测

Ms３４６９为 TetR/AcrR家族的转录因子.
本研究发现超表达 Ms３４６９能够使耻垢分枝杆

菌产生INH 抗性,即 Ms３４６９是一个与INH 抗性

相关的转录因子,但是其中的具体机制有待进一步

阐明.据报道耻垢分枝杆菌 TetR家族的转录因子

LtmA通过调控脂质运输与代谢相关基因的表达,
导致细胞壁的通透性降低,减少药物进入胞内,从而

增加 细 菌 的 抗 药 性[２１].GntR 家 族 的 转 录 因 子

Ms０５３５通过调控转运蛋白 Ms０５３４的表达从而增

强分枝杆菌对INH 的耐受性,研究发现 Ms０５３４能

够作为药物外排泵将INH 排出细胞外[２２].有意思

的是,本研究分析Ms３４６９在基因组中的位置,发现

Ms３４６９与处于同一操纵子的 Ms３４６７以及与反向

的Ms３４７０共一段启动子序列;并通过细菌单杂交

和EMSA证实 Ms３４６９能够与这段启动子特异性

结合.因此,推测转录因子 Ms３４６９可能是通过调

控上述２个基因的表达,产生了与INH 抗性相关的

表型.Ms３４６７是一个假想蛋白,目前没有文献报

道;Ms３４７０是一个 NAD 依赖的差向异构酶/脱水

酶,具 体 功 能 未 知.因 此,Ms３４６９ 与 其 附 近 的

Ms３４６７和Ms３４７０在INH 抗性表型中的功能值得

进一步研究.
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RegulationofaTetR/AcrRfamilytranscriptionfactorMs３４６９
onisoniazidresistanceinMycobacteriumsmegmatis

LILingyan　HULihua

NationalKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CenterforProteomicsResearch,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Mycobacteriumtuberculosisisthecausativeagentoftuberculosis(TB),oneofthedeadＧ
liestdiseasesworldwide．TheemergenceofmultidrugＧresistant(MDR)TBandextensivedrugＧresistant
(XDR)TBisalargechallengetoTBtreatment．Inthisstudy,atranscriptionalfactorlibraryofMycoＧ
bacteriumsmegmatisasamodelstrainforpathogenicM．tuberculosiswasscreenedonplatescontaining
１５μg/mLIsoniazid(INH)．AnoveltranscriptionalfactorencodedbyMSMEG_３４６９(Ms３４６９)directly
affectingM．smegmatisINHsensititywascharacterized．OverＧexpressionofMs３４６９causedasignificant
increaseinINHresistanceofM．smegmatis．ResultsofbioinformaticsanalysesshowedthatMs３４６９isa
memberofthe TetR/AcrRfamilyoftranscriptionregulatorsandformsahomodimersimilarto
SO_TetR．TheelectrophoreticmobilityshiftassaysdemonstratedthatMs３４６９couldbindtoitsown
promoter．ThedirectandspecificinteractionwasfurtherconfirmedbybacterialoneＧhybridassays．Itwill
provideaclueforstudyingtheregulatorymechanismofbacterialdrugresistanceinM．smegmatis．

Keywords　Mycobacteriumsmegmatis;TetRtranscriptionalregulator;Ms３４６９;drugresistance;

INH
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