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与 GyrA 相互作用的 GyrB 结构域突变
对结核分枝杆菌螺旋酶功能的影响
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摘要　DNA螺旋酶中的 GyrA与 GyrB亚基只有互作重组后才有酶活性.为寻找 GyrB亚基和 GyrA亚基

相互作用的关键区域,构建了不同的 GyrB亚基突变体,分析 GyrB各突变体与 GyrA 亚基的相互作用对全酶活

性的影响.结果显示:GyrB亚基C端是其与 GyrA相互作用的主要结构域,结合 GyrB的二维结构,提出 GyrB
中第５３１~５５０位氨基酸是影响螺旋酶功能的关键区域,并可能是理想的新药设计靶标.
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　　结核分枝杆菌(Mycobacteriumtuberculosis)螺
旋酶是由２个 GyrA 亚基和２个 GyrB亚基组成的

四聚体,GyrA和 GyrB亚基只有结合在一起才具有

催化活性.２０世纪９０年代,人们普遍认为gyrB
基因与gyrA 基因同时发生突变导致菌株出现高水

平抗性[１Ｇ２].近１０年在喹喏哃类耐药结核分枝杆菌

中不断观察到gyrB 基因单独突变[３Ｇ８].当前的研

究热点是探讨 GyrA 和 GyrB亚基的相互作用,发
现其相互作用关键区域,寻找新的靶标.本研究通

过构建不同的 GyrB亚基突变体,分析 GyrB各突变

体与 GyrA亚基的相互作用对全酶活性的影响,阐
明 GyrB与 GyrA 亚基互作的关键区间,进一步揭

示螺旋酶的催化机制,旨在为抗结核新药提供理想

的靶标.

1　材料与方法

1.1　材　料

构建的蛋白如下:GyrB１Ｇ５１８(GyrB第１~５１８
位氨基酸)、GyrB１Ｇ５３１(GyrB 第 １~５３１ 位 氨 基

酸)、GyrBΔ５３１Ｇ５５０(GyrB敲除第５３１~５５０位氨基

酸)、GyrBΔ５４８Ｇ５６４(GyrB敲除第５４８~５６４位氨基

酸)、GyrBＧCTD(GyrB 第 ４６３~７１４ 位 氨 基 酸)、

GyrBＧNTD(GyrB第１~４６２位氨基酸);GyrB为未

突变的B亚基,表达载体均为pETＧ２８a;GyrA 为未

突变 的 A 亚 基,以 pETＧ２０b 载 体 表 达.E．coli
DH５α、松弛型pBR３２２、pETＧ２０b、pETＧ２８a均由华

中农业大学农业微生物学国家重点实验室保存.
酵母膏、Typton购买自 Oxiod公司,tRNA 购

买自上 海 源 叶 生 物 科 技 有 限 公 司,Plasmid MiＧ
diprepKit购买自庄盟国际生物基因科技有限公司

(庄盟生物),其他试剂均为国产分析纯.多序列比

对 软 件 采 用 Clustal W;序 列 分 析 软 件 采 用

MEGA５;分子设计软件采用 MOE;分子结构软件

采用PyMol.
1.2　pETＧ20b 质粒提取

活化含pETＧ２０b质粒的菌株,然后接种于含氨

苄青霉素的 LB 培养基中,３７℃、１９０r/min培养

１２h,１２０００r/min离心１min收集菌体,按照试剂

盒要求提取质粒.
1.3　蛋白表达、纯化

活化含重组质粒的菌株,按１％的接种量接种

含重组质粒的菌株于５mLLB液体培养基中,３７℃
１２h,IPTG 诱导.含质粒 pETＧ２８a菌株的IPTG
诱导剂量为１mmol/L,含质粒pETＧ２０b菌株的剂

量为０．４mmol/L.将菌体收集,超声破碎,４℃、

１２０００r/min离心３０min,上清过滤后４℃备用.
蛋白的纯化步骤按照 GE公司说明书操作,蛋白纯

化后进行SDSＧPAGE检测.
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利用超滤离心管进行蛋白浓缩.３５００~４０００
r/min于４℃下离心３０min进行浓缩,再加入蛋白

保存液(５０mmol/LTrisＧHCl,pH７．５,５mmol/L
DTT,３０％甘油)至２mL,收集超滤管中浓缩液,于

４℃ 下 １２０００r/min 离 心 １０ min,取 上 清,于

－２０℃保存备用.
1.4　螺旋酶松弛活性的测定

反应底物来自提取的pETＧ２０b质粒,采用２０

μL反应体系(mmol/L):TrisＧHCl２０(pH７．５),氯
化钾５０,氯化镁４,亚精胺１．８,DTT３,EDTA０．５;

E．colitRNA３０mg/L,牛血清白蛋白０．３６mg/L,

pETＧ２０b质粒７０ng,螺旋酶 GyrA 亚基和 GyrB亚

基重组全酶,再用双蒸水添加至２０μL.
测定酶活性之前,将纯化的螺旋酶 A、B亚基以

相同的物质的量混合[９],１５℃放置２０min,再测定

酶活性.反应混合物３７℃下反应４h后终止反应,
电泳、染胶.

松弛活性测定前,先确定反应体系中是否添加

亚精胺、EDTA、DTT 和tRNA,结果显示,反应体

系中除EDTA不加入,其他试剂都要加入(数据未

提供).先优化螺旋酶反应的合适浓度,然后优化酶

反应条件(反应温度和时间).
反应混合物在３７℃条件下反应不同时间,然后

加入５μL终止液[５％(m/V)SDS,２５％ 甘油,２５

μg/mL溴酚蓝],３７℃、３０min终止酶反应[１０].琼

脂糖凝胶电泳条件为:０．７％ 无 EB 琼脂糖凝胶,

９０V电泳 ２．５h,缓冲液为 １×TBE(４５ mmol/L
TrisＧ硼酸,１ mmol/L EDTA).EB 溶 液 (０．７

μg/mL)染 色 ３０ min,再 用 BioＧRad 凝 胶 扫 描 仪

定量.
1.5　螺旋酶切割活性的测定

螺旋酶DNA诱导切割活性的反应体系与松弛

反应的相同,底物是７５ng超螺旋酶pETＧ２０b[１１].
在确定重组螺旋 酶 使 用 量 前 提 下,以 ０．１~１２０

μg/mL诺氟沙星初测切割活性效果,并确定合适的

药物剂量.螺旋酶的药物诱导切割活性条件如下:

３７℃条件下反应不同时间,然后加入５μL终止液

和２μL２０mg/mL的蛋白酶 K,３７℃反应３０min.
反应后切割活性与松弛活性检测方法相同.

2　结果与分析

2.1　突变体蛋白表达与纯化

经IPTG 诱导表达后,pET２０bＧgyrABL２１的

全蛋白 GyrA 分子质量约１０５ku,全蛋白 GyrB 约

１００ku,GyrBＧCTD突变体蛋白约２８ku,GyrB１Ｇ５１８
突变体蛋白约５８ku,GyrB１Ｇ５３１突变体蛋白约５９
ku,GyrBΔ５３１Ｇ５５０突变体蛋白７７ku,GyrBΔ５４８Ｇ
５６４突变体蛋白７７ku,GyrBＧNTD 突变体蛋白５９
ku,如图１.蛋白浓缩后,先测定各蛋白浓度.根据

分子质量大小,加入相同浓度的 GyrA 和 GyrB以

及 GyrB突变体,短期使用的蛋白于－２０℃保存,其
余蛋白于－８０℃保存.

　泳道１:无IPTG诱导的全蛋白 ThewholeproteinswithnoIPTGinduction;泳道２:经IPTG诱导的全蛋白Thewholeproteinswith

IPTGinduction;泳道３:纯化的蛋白Purifiedprotein．A:GyrA;B:GyrB;C:GyrBＧNTD;D:GyrB１Ｇ５１８;E:GyrB１Ｇ５３１;F:GyrBΔ５３１Ｇ

５５０;G:GyrBΔ５４８Ｇ５６４;H:GyrBＧCTD．

图１　亚基的表达和纯化

Fig．１　Expressionandpurificationofsubunits

２７
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2.2　螺旋酶活性

１)松弛活性.通过优化酶的终浓度、反应时间、
反应温度等条件,最终确定酶的松弛活性测定的反

应时间为２０min,温度为３７℃,酶终浓度分别为

１．０３、２．０６、３．０８μmol/L.图２显示,不同酶浓度下

反应得到的结果相同,证明酶活性是稳定的.

　GyrA和 GyrB的浓度为:A．１．０３μmol/L;B．２．０６μmol/L;C．３．０８μmol/L;泳道１:仅仅是超螺旋型质粒pETＧ２０b;泳道２~９:用

GyrB１Ｇ５１８、GyrB１Ｇ５３１、GyrBΔ５３１Ｇ５５０、GyrBΔ５４８Ｇ５６４、wildＧtypeA２B２、GyrBＧCTD、GyrBＧNTD、GyrBＧCTD＋GyrBＧNTD处理的超螺

旋型质粒pETＧ２０b,GyrBＧCTD＋GyrBＧNTD,表示将 GyrB亚基的C端突变体和 N端突变体按等物质的量比混合后,再加入相同物质

的量比的 GyrA 亚基进行混匀.ConcentrationofGyrAandGyrBwereA．１．０３μmol/L;B．２．０６μmol/L;C．３．０８μmol/L;Lane１:Only

supercoiledpETＧ２０b;Lane２Ｇ９:SupercoiledpETＧ２０btreatedwithGyrB１Ｇ５１８,GyrB１Ｇ５３１,GyrBΔ５３１Ｇ５５０,GyrBΔ５４８Ｇ５６４,wildＧtype

A２B２,GyrBＧCTD,GyrBＧNTD,GyrBＧCTD＋GyrBＧNTD．

图２　结核分枝杆菌螺旋酶DNA松弛活性

Fig．２　TherelaxationactivityofM．tuberculosiscombinedDNAGyrase

　　图２结果表明,与超螺旋型质粒pETＧ２０b相比

(带１),其他加入全酶或全酶突变体的反应体系中,
都有一定量的超螺旋型 DNA 转换为松弛型 DNA.
与全酶(条带６)的松弛活性比较,GyrB１Ｇ５１８(带２)、

GyrBΔ５３１Ｇ５５０(带４)、GyrBＧN(带８)、GyrBＧC＋N
(带９)４个全酶突变体将超螺旋型 DNA 转换为松

弛型 DNA 的 能 力 都 出 现 了 不 同 程 度 的 加 强;

GyrB１Ｇ５３１(带３)、GyrBＧC(带７)３个突变体全酶可

以转换一定量的超螺旋型 DNA,其中 GyrBΔ５３１Ｇ
５５０(带４)突变体全酶具备最强的转换超螺旋型

DNA为松弛型DNA的能力.

２)切割活性.通过预备试验,确定以诺氟沙星

为底物时螺旋酶切割活性的反应条件为反应温度

３７℃、反应时间２０min.分别以终浓度为５、１０、２０、

３０μg/mL的诺氟沙星测定了各突变体的切割活性

(图３).

　GyrA和 GyrB按等浓度(约１．０３μmol/L)混合;泳道１:仅仅是超螺旋型质粒pETＧ２０b;泳道２:用野生型 A２B２处理的超螺旋型质

粒pETＧ２０b,泳道３~１０:将 GyrB１Ｇ５１８、GyrB１Ｇ５３１、GyrBΔ５３１Ｇ５５０、GyrBΔ５４８Ｇ５６４、wildＧtypeA２B２、GyrBＧCTD、GyrBＧNTD、GyrBＧ

CTD＋GyrBＧNTD分别在５μg/mL(A),１０μg/mL(B),２０μg/mL(C)和３０μg/mL(D)的诺氟沙星中处理２０min的超螺旋型质粒

pETＧ２０b.GyrAandGyrBweremixedatallequalmolarconcentration(≈１．０３μmol/L);Lane１:OnlysupercoiledpETＧ２０b;Lane２:

SupercoiledpETＧ２０btreatedwithwildＧtypeA２B２for２０min;Lane３Ｇ１０:SupercoiledpETＧ２０btreatedwithGyrB１Ｇ５１８,GyrB１Ｇ５３１,

GyrBΔ５３１Ｇ５５０,GyrBΔ５４８Ｇ５６４,wildＧtypeA２B２,GyrBＧCTD,GyrBＧNTD,GyrBＧCTD＋GyrBＧNTDunder５μg/mL(A),１０μg/mL(B),

２０μg/mL(C),and３０μg/mL(D)norfloxacinfor２０min,respectively．

图３　结核分枝杆菌螺旋酶的DNA切割活性

Fig．３　ThecleavageactivityofM．tuberculosiscombinedDNAgyrase

　　检测结果(图３)显示与超螺旋型质粒pETＧ２０b
相比(带１),其他加入全酶或全酶突变体均有一定

量超螺旋型DNA被切割,但程度不同.与全酶(条
带 ７)的 切 割 活 性 比 较,４ 个 突 变 体 GyrB１Ｇ５１８

３７
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(带２)、GyrBΔ５３１Ｇ５５０(带５)、GyrBＧN(带９)、GyrBＧ
(C＋N)(带１０)与 GyrA 形成的全酶切割能力都稍

有提高;GyrB１Ｇ５３１(带４)、GyrBΔ５４８Ｇ５６４(带 ６)、

GyrBＧC(带７)３个突变体与 GyrA 形成的全酶切割

超螺旋型DNA 活性与野生型全酶无明显差异;而
GyrBΔ５３１Ｇ５５０(带５)突变体与 GyrA形成的全酶切

割超螺旋型DNA 并将其转换为松弛型 DNA 的能

力最强.
2.3　二级结构分析

经分析二级结构发现,GyrB５３１~５５０区域对

Toprim 结构域的结构支撑和功能发挥都具有重要

作用.GyrB的４６３~５１８、５４８~５６４位氨基酸均由

一条不规则的αＧ螺旋和βＧ折叠连接.从三维结构来

看,５４８~５６４氨基酸位于 Toprim 结构域的拐角处

(图４B),GyrBΔ５４８Ｇ５６４酶活性比野生型稍强,但不

是很明显,说明５４８~５６４位氨基酸在 GyrB和 GyＧ
rA的相互作用中可能不太重要.第４６３~５１８位氨

基酸位于 GyrB与 GyrA 亚基相互支撑的内侧界面

(图４C),它们可能在维持 Toprim 构象的稳定性上

发挥 更 多 的 作 用,与 其 他 的 区 域 相 互 配 合 维 持

Toprim 的功能.在结构上,GyrB的５３１~５５０位氨

基酸是一个αＧ螺旋结构(图４A),位于 Toprim 结构

域二聚体界面的内侧,是 Toprim 结构域的重要支

架结构,稳定和维持着 Toprim 的构型;如果５３１~
５５０位氨基缺失,可能会导致 Toprim 构型无法支

撑 ,影响到GyrB二聚体的形成,从而影响GyrB和

　A:GyrB５３１~５５０位氨基酸的结构;B:GyrB５４８~５６４位氨

基酸的结构;C:GyrB４６３~５１８位氨基酸的结构;D:结核分枝

杆菌断裂重接结构域.A:Structureof５３１Ｇ５５０aa;B:StrucＧ

tureof５４８Ｇ５６４aa;C:Structureof４６３Ｇ５１８aa;D:BreakageＧreＧ

uniondomainofM．tuberculosis．

图４　GyrB中５３１~５５０、５４８~５６４和

４６３~５１８位氨基酸区域的结构

Fig．４　Structureof５３１Ｇ５５０,５４８Ｇ５６４and
４６３Ｇ５１８domaininGyrB

GyrA亚基的相互作用[１２].王艳[１３]通过酵母双杂

交实验证明 GyrB５３１~５５０ 位氨基酸缺失后与

GyrA无相互作用,而本研究中 GyrB５３１~５５０位氨

基酸缺失后转化超螺旋型 DNA 的 效 果 更 明 显

(图２),表明５３１~５５０位氨基酸应是调控螺旋酶活

性的关键区域.可见,GyrB５３１~５５０位氨基酸是

通过影响 Toprim 结构而影响 GyrB与 GyrA 的相

互作用,从而实现对螺旋酶催化活性的调控.

3　讨　论

GyrB亚基的 N端、１~５１８位氨基酸以及５３１~
５５０位氨基酸区域是影响螺旋酶松弛活性较为关键

的区域,本研究显示,缺失５３１~５５０位氨基酸对全

酶的松弛活性和切割活性影响最为明显,表明此区

域是影响酶功能的关键区域.GyrB亚基的C端也

能具有微弱的松弛活性和切割活性,表明 C端也影

响酶功能.

GyrB的C端为４６３~７１４位氨基酸,其转化能

力较野生型酶弱,N端突变体与 C端突变体组合形

成的螺旋酶突变体(图２C,C＋N,条带９)的转化能

力比 N端的稍弱,但比 C端单一突变体的强,说明

GyrA和 GyrB亚基的 C端有相互作用.酵母双杂

交实验表明 GyrA与 GyrB的 N端没有明显的相互

作用,与 GyrA 亚基互作的关键区间在 GyrB亚基

的４６３~５６４位氨基酸;而４６３~５６４位氨基酸在

Toprim 结构域内[１４].GyrB的 C端一系列突变体

酶活测定证明 GyrB的C端是螺旋酶催化中心的重

要部分.
此外,Wu等[１２]报道GyrB’突变体会影响GyrB

二聚体的形成,并将 GyrB’疏水核心暴露出来.但

影响螺旋酶切割活性的时间段可能有２个,其一为

切割反应期间,其二为切割前的一个步骤,而在切割

前 GyrB’很可能不以二聚体的形式存在,因为切割

复合物中的DxD模体构象与其在二聚体中的构象

完全不同[１５].有研究者提出 M．tuberculosisGyrB
喹诺酮 抑 制 决 定 区 域 (QRDR 区 域)为 Asn４９３Ｇ
Asn５４０[１６Ｇ１７],而本试验中 GyrB的５３１~５５０位氨基

酸均位于 GyrB 的 QRDR 区域中,表明 GyrB 的

５３１~５５０区域可能作为新药设计靶标.
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EffectsofdomaintruncatedmutantofGyrBinteractingwithGyrAofDNA
gyrasefromMycobacteriumtuberculosisonitsholoenzymicalfunction

WANG Maolin　HUANGYouyi　ZUO Huaiyu　ZHANGJibin

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScience&Technology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　DNAgyrasehasnoactivitybeforesubunitsofGyrAandGyrBrecombinetoatetrameric
holoenzyme．AseriesofGyrBmutantshasbeenconstructedandtheenzymaticactivityoftheseGyrBmuＧ
tantswasanalyzedtostudytheinteractiondomainsofGyrBandGyrAsubunits．Resultsshowedthatthe
CＧterminusofGyrBsubunitisthekeydomaintointeractwithGyrAsubunit．Combinedwithanalyzing
GyrBdimensionalstructure,５３１Ｇ５５０aaofGyrBwasproposedtobethekeydomainofcontrollingenzyＧ
micalactivityofDNAgyraseandanidealtargetfordesigningdrug．

Keywords　MycobacteriumtuberculosisDNAgyrase;truncatedmutantsofGyrB;relaxationactiviＧ
ty;cleavageactivity
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