
上海医科大学

博士学位论文

结核分支杆菌katG基因突变与其耐异烟肼机制的系列研究

姓名：张文宏

申请学位级别：博士

专业：传染病学

指导教师：邬祥惠;李忠明

2000.11.1



． 中文摘要

／异烟肼(INH)作为抗结核治疗的首选药物，对结核病的有效

控制发挥了重要作用。但近年来结核分支杆菌对INH耐药性以及多

重耐药的出现已成为抗结核治疗中的重大障碍。研究结核杆菌对INH

的耐药机制并创建一种对临床分离茵进行快速检测的有效手段，是

目前迫切需解决的问题。katG基因的变异(包括点突变、缺失、

插入等)可以解释9 O％以上的INH耐药。因此研究异烟肼耐药机制

离不开对kat G基因的检测与分析．在目前异烟肼耐药机制研究中

遇到的问题有二，一是如何有效、低成本筛选异烟肼耐药基因，二

是如何对筛选出的突变体进行评估．特别是后者，目前是公认的难

点，这也是临床应用分子生物学技术检测耐药菌株的限制因素．、j

本课题在国内首次利用基因重组技术克隆成功结核杆菌katG

基因，实现了重组katG蛋白的高效表达与纯化，并在此基础上建

立了检测katG蛋白功能的方法，为从基因功能上研究耐药机制打

下籼出．
／，

f7在成功katG基因克隆并完成katG基因的表达及其表达产物

的纯化后，本研究在国内首次应用定点诱变技术获得临床中最为常

见的katG突变体(S3l 5T与1t46 3LkatG)，比较突变体蛋白与野生

型蛋白功能的差异，以此评价临床耐药菌常见突变位点的意义。在

国内首次从机制上对突变体的意义进行了评估，而不是仅仅停留在

分子流行病学的分析上，为进一步以分子生物学技术检测临床异烟

肼耐药奠定基础。

最后，本研究从PCR-SSCP技术着手，对临床耐异烟肼菌株进

行了筛检，此后结合电转化技术将野生型katG基因与突变体基因

转化进入高度耐异烟肼、katG基因缺陷的耻垢分支杆菌(M．

Smegmati S)，比较转化后M．Smegmati S对异烟肼药敏的变化，从

而判断突变体在耐药机制中的意义。最后，提出了在以上研究的基

础上如何制定筛选临床耐药菌株以及评估耐药相关性突变体的策

略．1
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第一廓》、结核分支杆菌KatG基因的克隆及功能的初步分析，
本研究用PCR方法克隆katG基因并将其构建在表达载体pET24b

上，利用大肠杆菌偏爱的T7噬菌体启动子，在IPTG诱导下高效表

达katG蛋白。(所表达的蛋白为N末端携带6个组氨酸的融合蛋白，

有利于进一步采用镍亲和柱一步纯化来获得高纯度的表达产物。通

过基因重组获得的KatG表达载体转化到大肠杆菌后高效表达了

katG蛋白，相对分子质量约为80 x 1 03，表达量可占总茵体蛋白的

17．7％。表明该基因重组的菌株为katG的高表达菌株，进一步对表

达产物进行纯化后可提取到纯度超过90％的katG蛋白。对表达产

物进行初步过氧化氢酶活性研究验证了其酶活性。哆本研究为进一步

研究katG蛋白奠定了知出。
二、定向诱变法克隆katG基因突变体以及对其功能的比较分析，

本部分的研究成功地以定点诱变的技术克隆了ka tG基因的

两个常见突变体(R46 3L与s 31 5T)，并以直接测序对诱变结果作了初

步验证／应用本文第一部分建立的方法，对突变体的katG进行克隆
与表达，检测突变体katG蛋白与野生型蛋白在功能上的区别，从而

直接对该两个突变点在耐药机制中的意义作出论证，希望能为今后

以分子生物学方法检测耐药株作出一些基础性的铺垫．通过对突变体

的过氧化氢酶的活性检测发现，s31 5T位的突变导致过氧化氢酶活

性较野生株显著下降(约降低5 0％左右)，提示该密码子突变与katG

功能改变造成过氧化氢酶活性降低密切相关。R46 3L突变体的情况

有所不同，该位点的突变并未带来katG的过氧化氢酶活性降低。结

合目前临床菌株中不断发现有该位点的突变，可以得出初步结论，

即将463密码子突变作为检测耐药的依据尚不充足．j

三、katG突变体的检测与评价

本部分研究从对INH耐药最为重要的katG基因着手，建立最有

效、低成本的突变点初筛方法一一PCR～SSCP(Single st rand

Conformation Polymorphi sm，多聚酶链反应一单链构象多态)分析

法，进而结合本研究的第一与第二部分工作(即KatG基因的克隆技

术、定点诱变技术)以及KatG基因转导提出评价突变点意义的策略．

(PCR—SSCP是一种DNA单链凝胶电泳技术，它根据形成不同构象

的等长DNA单链中中性聚丙烯酰胺凝胶中的电泳迁徙率变化来检测

基因变异，该法具有快速、AI司rAb"便、灵敏和适于大样本筛查的特点，

可有效检出碱基置换、缺失、插入等基因，本研究以katG包含31 5

、≯‘
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位点的约260bp的片段为例，建立katG基因点突变的初筛方法．本

研究进一步通过电转化转导技术将野生型katG基因与突变体基因转

化进入高度耐异烟肼、katG基因缺陷的耻垢分支杆菌(M．

Smegmat i s)，比较转化后M．Smegmat i s对异烟肼药敏的变化。结果

发现通过电转化技术，使对异烟肼高度耐药、katG基因缺失的M．

smegmati s分别获得野生型的katG基因与katG基因的s31 5T突变

体，发现获得前者的菌株恢复了对异烟肼的敏感性，而后者并未恢

复耐药菌对异烟肼的敏感性．从基因水平证实了s31 5T突变在异烟肼

耐药机制中的重要性．在缺乏电转化技术所需设备时，则可以结合

本研究的第二部分，通过表达katG蛋白，评估突变体酶活性的改变，
也可得出有意义的结论．

总之，结核分支杆菌的INH耐药性是相当复杂的，迄今为止的大

量研究还不能对此作出完全解释，尚有许多领域需要进一步探索。

今后的研究，可能既要着重对这些INH耐药基因作进一步的DNA序
列分析，以明确其突变位点、突变类型及发生频率，同时也需对这

些突变点的意义作慎重的评估．对katG基因的克隆、表达以及定向

诱变技术、PCR—SSCP技术与电转化技术在研究结核杆菌对异烟肼的
耐药机制以及筛选与评估突变体方面具有重要价值．斗

关键词：结核杆菌；o异烟肼；耐药；katG；克隆；表达；纯化；定

向诱变；聚合酶链反应一单链构象多态分析；电转化；



Study on the KatG Gene Mutations of Mycobacterium
tuberculosis and its Relationship to Isoniazid Resistance

ABSRACT

Mycobacterium tuberculosis is still the most pathogens around the world

／n recent years，the dramatic increase in the number of drug—resistant

strains has complicated the management of tuberculosis，with resistance
rates as high as 35％being reported both in China and worldwide．

Isoniazid iS one of the earliest used anti．TB drugs and remains to be an

most important ingredient in all treatment regimens．However，the

isoniazid—resistant MTB infections become more severe than ever．It has

been found that at least three genes have been implicated in resistance to

1NH—katG，inhA and ahpc，and katG variation almost exist in 90％

resistant strains．How to screen the genes associated withⅫresistance
effectively from clinical strains and furthermore to evaluate the clinical

significance of variations(mutation，shift and depletionl to rNH

resistance are 2 tasks remains to be done before using molecular

biological technology to detect INN-resistant strains．

In this study,it was the first time

katG gene was successfully cloned，

to clone katG gene in China．After

expressed，site—directed mutagenesis

techniques were utilized to alter the wild-type katG gene from M．

tuberculosis at 2 of the most commonly found mutated codons in INH．

resistant clinical strains．This is also the first time in China to utilize the

site-directed techniques tO evaluate the significance of mutated codons

beyond investigating the INH-resistance just through molecular

epidemiolgy．

Lastly,PCR-SSCP technique was set up to screen INH-resistant strains

with mutated katG gene．Moreover,electroporated transformation

technique was used to transform wild-type katG as well as mutated katG

gene into M．smegmatis and thereafter the susceptibility of M．

smegrnatis tO INH was studied．



Part one，Overexpression and purification of eatalase-peroxidase

katG from Mycobacterium tuberculosis

KatG gene was cloned by PCR technique and plasmid pET24b

containing KatG was constructed and transferred into competent

F coil．Positive clones were screened using double digestion

and PCR．Thereafter，plasmid pET24b containing KatG was

transferred into competent Escherichia coli and katG gene was

overexpressed by the challenge of IPTG．The expression of KatG

protein was one—step purified by Xpress system似．The

expression of KatG protein was identifled by SDS—PAGE．

Furthermore，the catalase activity of KatG protein was

prel iminari ly detected．The results showed that the

recombinant Cscherichia coli produced KatG protein in large

quantit ies， corresponding to 17．7％of total cel 1 protein．The

molecular mass of KatG protein was estimated to be 80Kda by

SDS—PAGE．It was found that imidazole with the concentration

of 350胁ol／L could elute the katG protein most efficiently and

yielded the final preparation at greater than 90％purity．

Lastly，the katG protein was detected to have the activity of

catalase．In conclusion，the construction，expression and

purification of katG in叵coli was successful，which can be used

to investigate the mechanism of MycobacteriU[O tuberculosis

resiStant t0 INH．

Part two，Site—directed mutagenesis of the katG gene of

Mycobacterium tuberculosis：effects on catalase activity associated

with isoniazid resistance．

To examine the effect of specific mutations in katG on enzyme activity

associated with INH sensitivity,2 mutagenic oligonucleotides were used

to introduce mutations at 463 and 3 1 5 codons in the wild—type M．

tuberculosis katG gene using site—directed mutagenesis techniques．The

presence of the desired mutation(eg，$3 15T)was confirmed by
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nucleotide sequence analysis．As mutations at position 463 and 3 I 5 have

been frequently observed in clinicalisolates of M．tuberculosis resistant

to INH．we generated such two mutations for enzymatic activity to

evaluate the significance of the two mutations．Thereafter,也e mutated

katG gene were constructed in pET24b and transformed into E．Coli．

The katG protein was then expressed and the catalase activities of which

were detected．It was fcIund that the enzymatic activity of S3 l 5T katG

mutant was reduced 50％but not eliminated．In contrast．the substitution

ofR463L had no apparent effect on catalase activity．The results suggest

that S3 1 5T was related with INH resistance and R463L substitution

does not significantly affeCt the enzymatic activity of katG．

Part three，detection and evaluation of katG mutants

rn this part of the study．PCR．SSCP technique was used to screen katG

mutants in clinical strains．The PCR products of katG fragment with

260bp containing codon 3 1 5 from l 6 strains．8 of which were resisitant

to INH．were electrophresed at 3 tO 4w for 1．5h into MDE gel using

TBE buffer．The gene fragments of 2 of 8 INH-resistant strains

containing mutations in the katG were identified using SSCP analysis by

comparison with the control M．tuberculosis strain．H37Rv．The SSCP

profiles of the 2 strains were different from that of the control H37Rv．

As 260bp katG fragment SSCP analysis could not detect any mutations

in the katG coding sequence of these isolates，extensive SSCP analysis
should be developed when screening clinical INH．resistant isolates．

However，the purpose of this part in the study was to set up a screening

technique．

The initially cloned S3 l 5T pET24b was used tO transforIn the S3 l 5T

katG gene into pMD3 1．which was the vector to transforlTl katG gene

into highly INH．resistant catalase，negative M．smegmatis．The PMD3 l

katG clone with S3 1 5T mutant was electroporated into the M．smegmatis

and the transformants were selected on middlebrook 7H9 agar containing

kanamycin．Subsequently,the transformants were streaked on plates

7



containing kanamycin and isoniazid．The absence or presence of growth

were recorded aider 48h of incubation at 37℃．It showed that M．

smegmatis expressing M．tuberculosis condon 3 1 5 mutant katG gene did

not restore the susceptibility of M．smegnatis to姗．whereas．M．
smegmatis expressing M．tuberculosis wild—type katG gene could restore

the susceptibility．The results implicated the S3 l 5T mutant codon iS a

mutation contributed to clinicaI resistance ofMTB to姗．

In conclusion，PCR-SSCP technique combined direct sequencing，site．

directed mutagenesis as well aS electroporation technique can be used to

screen and evaluate the clinically significant mutants，which Can be used

to detect INH—resistant MTB infections by molecular biological

techniques．

Key words：M．tuberculosis；Isoniazid；katG；Clone；Expression；

Purification；Site—directed mutagenesis；PCR-SSCP；Electroporation
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结核分支杆菌katG基因突变与其耐异烟肼机制的系列研究

复旦大学附属华山医院97级博士生 张文宏

引言

异烟肼(INH)作为抗结核治疗的首选药物，对结核病的有效

控制发挥了重要作用。但近年来结核分支杆菌对INH耐药性以及多

重耐药的出现已成为抗结核治疗中的重大障碍。研究结核杆菌对INH

的耐药机制并建立一种对临床分离菌进行快速检测的有效手段，是

目前迫切需解决的问题“l。自1992年Nature杂志首先刊登过氧

化氢酶～过氧化物酶基因(katG)与INH耐药性关系的文章川之后，

katG基因的研究至今仍是异烟肼耐药机制中的最大热点。有人认

为katG基因的变异(包括点突变、缺失、插入等)可以解释90％

以上的INH耐药【3】。

早年的研究就发现INH耐药菌中过氧化物酶的缺乏与INH耐药

之间有着密切关系[4l。直至1992年，Zhang等才克隆出过氧化氢

酶的编码基因，并首次发现INH高度耐药菌中有2／3完全缺失katG

基因。大量的研究认为，INH实际上是一个药物前体，需经结核分

支杆菌过氧化氢酶一过氧化物酶(katG)活化后才发挥抗结核作用，

而过氧化氢酶一过氧化物酶正是由KatG基因所编码。近年来国内外

学者应用多种检测技术对katG基因结构进行了更为精确的分析，

结果表明：引起INH耐药性更为主要的原因是KatG基因中的点突

变、部分缺失或碱基对的插入，而并非单纯的katG基因的完全缺

失所造成[51。随着对临床耐INH菌株katG基因研究的不断深入，

有2个突变点尤为引人注目，即密码子315(AGC)与46 3(CGG)

位的丝氨酸与精氨酸突变，成为苏氨酸(ACe)与亮氨酸(CTG)，

有学者认为此等发现可以解释70％的异烟肼耐药事件，从而一度

认为只要检测该两个突变位点就可以基本解决INH耐药的快速诊断

问题哺t”。但疑点不久随之产生，主要是集中在463密码子上，因



为在敏感菌株中发现了一定比例的463密码子突变(虽然在比例上

仍低于耐药菌株)[8】。因此有必要对结核杆菌katG进行核苷酸序

列与蛋白质功能的联合研究，明确耐药菌株中出现的点突变是否确

系引起耐药的原因，这些突变是否导致了该基因所表达的蛋白特性

的改变，从而明确检测这些点突变是否能提示临床耐药的存在。

由于结核分支杆菌生长较缓，而且具有较强的传染性，长期以

来直接提取结核分支杆菌蛋白进行耐药性研究的进展缓慢，如果利

用基因工程表达系统来获得重组蛋白，无疑能使该领域的研究获得

新的进展。本课题拟利用基因重组技术获得结核杆菌katG基因表

达的重组katG蛋白，并建立检测katG蛋白功能的方法．

在成功katG基因克隆并完成katG基因的表达及其表达产物的

纯化后，应用定点诱变技术获得临床中最为常见的katG突变体

(S 31 5T与R46 3LkatG)，比较突变体蛋白与野生型蛋白功能的差

异，以此评价临床耐药茵常见突变位点的意义，为进一步以分子生

物学技术检测临床异烟肼耐药株奠定基础．

本研究还建立PCR-SSCP技术对临床耐异烟肼菌株进行突变体

的筛检，并引入电转化技术，将野生型katG基因与突变体基因转

化进入高度耐异烟肼、katG基因缺陷的耻垢分支杆菌(M．

Smegmati s)，比较转化后M．Smegmati S对异烟肼药敏的变化，从

而判断突变体在耐药机制中的意义。

由于本课题的三个研究部分既相互联系又各自独立，因此本文将分

三个部分分别予以叙述讨论。
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第一部分

结核分支杆菌KatG基因的克隆及功能的初步分析

自1 992年首次在异烟肼高度耐药菌株中发现katG基因缺失以

来【2】，对于katG基因变异或缺失造成分支杆菌对异烟肼耐药的研

究已较为深入。研究表明INH实际上是一个药物前体，需经结核分

支杆菌过氧化氢酶一过氧化物酶活化后才发挥抗结核作用，而过氧化

氢酶一过氧化物酶则由KatG基因所编码[“。但为何其他细菌如大

肠杆菌等虽也产生katG，而异烟肼唯独对结核分支杆菌野生株有

效，以及过氧化氢酶一过氧化物酶如何活化异烟肼、发生变异后的

酶是结构上抑或是功能上的改变而导致耐药的确切机制仍然不清，

特别是近年来对于不同突变位点的变异对药物敏感性的影响颇有争

议【8】，那么不同突变体的表达产物在功能上有何差异呢?这些均需

要对katG基因表达的产物进行研究。由于结核分支杆菌生长较缓，

而且具有较强的传染性，长期以来在提取结核分支杆菌蛋白质进行

研究的进展较缓，因此有必要利用表达系统来获得重组蛋白以供研

究，从而有可能将基因变异与异烟肼耐药相关的蛋白功能相结合进

行更为深入的研究。

本研究用PCR方法克隆katG基因并将其构建在表达载体pET24b

上，将含有katG基因的pET24b—katG表达载体转化大肠杆菌

BL21(DE3)菌株，以IPTG诱导实现J[atG基因的高表达，为进一步

研究katG基因与结核杆菌对INH的耐药机制奠定基础。



材料与方法

1材料和试剂

1．1菌株与质粒

·结核分支杆菌野生型H37Rv标准株：由本校客座教授、美国
FDA分支杆菌实验室李忠明博士提供，标准菌株号27294。

· 大肠杆菌 DH5d： 基因型 supE44△lacUl69((p80lacz△M

15)hsdRl7recAlenAlgyrA96thi一1 relAl

·大肠杆菌BL21(DE3)：基因型F-,ompT,hsdSB，(‘B_，mB

一),dcm，gal，X(DE3)

·载体质粒pET24b：美国Invitrogene公司产品

1．2主要试剂与酶类

·PWODNA聚合酶：罗氏公司产品
● 各种限制性内切酶：罗氏公司产品
· T4DNA连接酶(T4 DNA Ligase)：罗氏公司产品
●dNTP S混合液：Promega公司产品
· OIAquick PER purificatiOil kit，德国OiAGEN公司产品
· OIAquick Gel eXtraction kit，德国QIAGEN公司产品
· 细菌DNA抽提试剂盒：德国QIAGEN公司产品

·质粒DNA抽提试剂盒：德国QIAGEN公司产品
· 十二烷基硫酸钠：华舜公司进口分装
· 丙烯酰胺与N，N'-亚甲基双丙烯酰胺：sIGMA公司
· 核酸和蛋白质分子量标准：购自Promega公司
· 异丙基硫代一B—D一半乳糖苷(IPTG)：华美生物工程公司产品
·Tri S：分析纯，德国Boehringer Mannheim公司产品
· 寡聚核苷酸：由Sangon生物工程公司合成
· 测定酶活所用试剂：国产AR级产品。

·Xpres s蛋白纯化试剂盒：美国Invitrogen公司产品
· 卡那霉素，上海延安制药厂

1．3常用试剂与培养基的配制
· 5 0xTAE：Tri s碱2429加ddH20 600ml充分溶解，加冰乙酸

57．Iml、0．5M EDTA(pH=8)lOOml，定容至1 L，分装灭菌。电

泳时稀释为I×TAE

2
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●

LB培养基：蛋白胨169、酵母粉1 09、Nacl 59，加8 00ml ddH，0

搅拌至充分溶解，加5 M NaOH调pH至7．O，定溶至1L，分装

成每瓶1 OOml灭菌

1．5mol／L Tri S(pH8．8)：称取Tri S碱18．169，加50ml ddH，0

充分溶解，加浓盐酸调节pH至8．0，加水定容至1 00ml，灭菌

1．0mol／L Tri S(pH6．8)：称取Tri S碱12．1ig，加80ml ddH，0

充分溶解，加浓盐酸调节pH至6．8，加水定容至1 00ml，灭菌

0．5M EDTA(pH=8．0)：二水乙二胺四乙酸二钠l 8．6ig，加

ddH，080mi，磁力搅拌器上剧烈搅拌，用NaOH调节溶液的pH
值至8．O，然后定容至1 00ml，灭菌

3 0％丙烯酰胺：29％(w／v)丙烯酰胺，1％(w／v)N，N’一亚甲双丙烯
酰胺

l 0％过硫酸胺：19过硫酸胺溶解于终量为l 0ml的水中，4℃

保存

染色液：乙醇：冰乙酸：灭菌水=9：2：9，+O．25％的考马

斯亮蓝

脱色液I：乙醇：冰乙酸：灭菌水=2 5：8：6 5

脱色液II：乙醇：冰乙酸：灭菌水=1 0：1 5：75

5xTri S甘氨酸电泳缓冲液：1 5．19 Tri S碱，949甘氨酸，5 0ml

1 0％(w／v)SDS溶于9 00ml水中，定容至1 L

1．4主要实验仪器：
●DNA自动扩增仪：96 00型。美国PE公司

·GeneQuant II型紫外分光光度计

·水平式电泳槽：德国Phamacia公司
·HITACHI Himac CR2 01型高速冷冻离心机：日本HITACHI公

司

·EPPENDORF 541 5C台式高速离心机：德国EPPENDORF公司
·Mini-PROTEAN 2 Cell电泳装置：美国Bio-Rad公司
·FR-2 00型凝胶成像装置，上海复日生物技术研制所

·SDJ一超净工作台，上海淀山湖净化设备厂产品
·ABl 377型DNA自动序列分析仪，美国PERKIN ELMER公司产

品

1．5使用的主要生物信息分析工具



·NCBI(OenBank，dbEST，UNlgene及其他相关链接)：ht tp：／／惭．
ncbi．nIm．nih．gov／

·PC Gene软件所带数据库：Res riction Enzymes

2实验方法

2．1结核分支杆茵DNA的抽提

将TB菌株转种于罗氏培养基上。37℃孵育3周，用生理盐水将细

菌洗下，50009离心1 0分钟，收集菌株。在细菌沉淀中加入200¨l

下列溶液一(2 O【11hI Tri s，PH 8．0；2IIlM EDTA；1．2％Triton X-l oo；4mg

溶菌酶)，彻底振荡悬浮。37℃温育30分钟以上。其后按细菌DNA

抽提试剂盒说明，加入25 0¨l消化液和25ul蛋白酶K，迅速振荡

混匀。置65℃温浴l s分钟。加350Hl裂解液，混匀后离心10分

钟，收集上清至另一离心管，加如l OulRNase酶，混匀，55-6 5℃

温浴5分钟。加入35 0ul无水乙醇，混匀后取7 5 Oul样品液至吸附

株上，离心1 5秒，再分别以洗涤液洗2次，离心弃收集管中的液

体，最后以lOO¨l洗脱液洗脱，将收集到的DNA-20℃保存备用。

2．2 KatG基因克隆：

(i)从GenBank获得KatG基因序列

从NCBI(GenBank，dbEST，UNIgene及其他相关链接)：ht tp：／／vnvw

ncbi．nlm．nih．gov／获得katG的全序列：
l gtgeccgage aacacccacc cattacagaa accaccaccg gagecgetag caacggetgt

6 l CCC掣cgtgg gtcatatgaa ataCcccgtc gagggeggeg gaaaccagga ctg舒ggCCC

12I aaccggetca atctgaag昏actgcaccaa aacccggccgtegctgaccc gatgggtgcg

181 gcgttcgact atgecgcggag寸cgegacc atcgacgttg acgecctgacgegggacatc

24t gagga姆gatgaccacctcgeagec昏ggtggeCCgccg actacggccactacgggcog

301 ctgtttatcc鹊atggegtg gcacgetgec ggeacctace gcatccacga eggCCgegge

361 ggcgecgggg gcggcatgea geggttcgcg ccgcttaaca gctggeccga caacgccage

42l ttggacaagg cgegcc鹊ct getgtggccg gtcaagaaga agtac鹧caa gaagctctca

481 tgggeggacc tgangtttt cgecggeaac tgegcgctgg aatcgatggg cttcaagacg

541 rtcgggttcg gettcggecg ggtcgaccag tgggagcccg atgaggtcta nggggeaag

60 I gaagccacct ggetcggega tgagcgnac ageggtaage g鹳atctgga gaacccgctg

66 I gccgcggtgc agatggggct gatctacgtg aacccggagg ggccgaacgg caacccggac

721 cccatggccg cggcggtcga cattcgcgag acgtttcggc萨atggecatgaacgacgtc
781 gmcagcgg cgctgategt eggcg醇cac actttcggta agacccacgg cgecggcccg
841 gecgatc蝣tc鹊ccccga acccgaggct getccgetgg agcagatggg cttgggclgg

901 aagagetcgt atggcaccgg aaccggtaag gacgcgatca CCagcggcat cgaggmgta



广

961 tggacgaaca ccccgacgaa atgggacaac agtttcctcg agatcctgta cggctacgag

1021 tgggagctga cgaagagccc tgctggcgct tggcaataca CCgccaagga cggcgccggt

1081 gccggcacca tcccggaccc gncggcggg ccagggcgct ccccgacgat gctggccact

1 141 gacctctcgc tgcgggtgga tccgatctat gagcggatca cgcgtcgctg gctggaacac

120l cccgaggaat tggccgacga grtcgccaag gcctggtaca agctgatcca ccgagacatg

1261 ggtcccgttg cgagatacct tgggccgctg gtccccaagc agaccctgct gtggcaggat

132l ccggtccctg cggtcagcca cgacctcgtc ggcgaagccg agattgccag ccttaagagc

1381 cagatccggg catcgggatt gactgtctca cagctagttt cgaccgcatg ggcggcggcg

1441 tcgtcgttCC gtggtagcga caagcgcggc ggcgccaacg gtggtcgcat ccgcctgcag

1501 ccacaagtcg ggtgggaggt caacgacccc gacggggatc tgcgcaaggt caacgcacc

156l ctggaagaga tccaggagtc attcaactcc gcggcgccgg ggaacatcna agt昏CCffC

1621 gccgacctcg tcgtgctcgg tggctgtgcc gccatagaga aagcagcaaa ggcggctggc

1 68 1 cacaacatca cggtgccctt caccccgggc cgcacggatg cgtcgcagga acaaaccgac

1741 gtggaatcct agccgtgct ggagcccaag gcagatggct tccgaaacta cctcggaaag

1 80 1 ggcaacccgt tgccggccga gtacatgctg ctcgacaagg cgaacctgct tacgctcagt

l 86 1 gcccctgaga tgacggtgct ggtaggtggc ctgcgcgtcc tcggcgcaaa ctacaagcgc

192l aaccgctgg gcgtgttcac cgaggcctcc gagtcactga ccaacgactt cttcgtgaac

1981 ctgctcgaca tgg舀atcac ctg鹊agccc tcgccagcag atgacgggac ctaccagggc

2041 aaggatggca gtggcaaggt gaagtggacc ggcagccgcg tggacctggt cttcgggtCC

2101 aactcggagttgcgggcgctt昏cgag昏ctatggcgccg atgacgcgcagccgaagttc

216l gtgcaggact tcgtcgctgc ctgggacaag gtgatgaacc tcgacaggtt cgacgtgcgc

2221 tga／／

katG基因是MTB染色体中的一功能区段，应用kpnI限制性内
切地MTB INH敏感标准株H37Rv进行消化后，得到一个大约481 Obp

的DNA片段，它作为开放可读框架存在被分析时，具有高度编码概

率价值。KatG基因就位于该片段的第1979—4201位，全长222 3bp，

gtg为其起始密码子，tga为终止密码子。

(2)PCR引物设计

应用PC Gene软件所带数据库对katG基因序列进行分析，获得序

列内不存在得酶切位点，可供设计克隆酶切位点时作为参考．
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List of Non cutting selected enzymes

Acc65I ，

AvrlI ．

BsDHI ，

Eaml 105I．

HindlII．

PmeI ．

Sgfl ，

Swal ，

AcII ，

BclI ．

BspM901，

Ec03lI ．

Hpal ，

PpulOl，

SnaBI 。

Vspl ，

AhalII

BglII

BsrDl

EcoRl

KDnl

Pvul

Spe r

Xbal

，Apal

，BsaBl

，BstElI

，EcoRV

，Mft3I

．RsrlI

，Sp【r

．XmnI

ApaLl ，

Bsml ，

BstXl ，

EcoT22I，

NotI ．

SauI ，

Srfl ，

Apol ，

Bspl201，

DralII．

Espl ，

Pac r ．

Scal
，

Sse8387I．

AsuII

Bspi4071

Drdl

FseI

PmaCl

SfiI

Ssp【

根据基因文库所提供的结核分支杆菌KatG基因序列以及获得的
内切酶位点资料，用引物设计软件设计一对引物：

引物A 5 7>AGT TCA!!!△Q垒GTO CCC GAG CAA CAC CCA CC<3，

XbaI

引物B 5 7一ACO TCO AAO CTT GCO CAC GTC GAA CCTGTCGAG 3，

HindⅢ

引物A的5’端设计了Xbal酶切位点，引物B的5’端设计了Hind
III酶切位点。引物A紧跟酶切位点XbaI后即为katG的起始密码子，
引物B则因考虑到今后在表达katG蛋白后需依靠镍亲和柱来纯化
蛋白，故避开终止密码子TOA来设计引物，

(3)引物合成和基因扩增
引物由Sangon生物工程公司合成。合成后稀释成终浓度2 5pmol／

pl，分装，一2 0 oc保存备用．从结核分支杆菌标准株H37Rv提取的粢
色体DNA作为PCR扩增的模板，

[PCR扩增体系】
模板(H37Rv DNA)

1 0xPCR缓冲液
l 0xdNTP(0．6mm01／L每份)
引物A (2 0pmol／uL)

引物B (2 0pmol／uL)
PWO DNA聚合酶(5单位／LLL)
ddH．0

6

lul(<ing)
2 uL

2 uL

0．2uL

0．2uL

0．1uL

加至2 OuL



，l

[PeR扩增条件】
●94℃5min

●35 cycles

94℃lmin

5 5℃lmin

72℃2min

●72℃ 5min

●soak at 4℃

用0．7％的Agro se电泳检测PCR结果

(4)PCR产物的纯化、酶切及割胶回收
用Q Iaquick PCR PurificatiOn Kit(QIAGEN)纯化PCR产物，方

法按试剂盒说明书进行。

(5)表达质粒的构建

A．表达质粒构建过程见下图

7



+Hind川

图1 重组质粒pET-katG的构建

B．pET一24b的转化与扩增：按常规方法进行(参考“分子克隆实
验指南”)。

C．质粒与PCR产物的酶切

1)pET一24b酶切体系(以下内切酶浓度为2 Ou／。1)

l O×酶切buffer 2 Oul

pET一24b 2 Oul

NheI 3ul

HindIII 2ul

BamhI 29l

M“liQ H20 1 5 3u1 ．

条件：37℃，lh。
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2)PCR产物酶切体系
1 0×酶切buffer 1 0“l

PCR产物 20pl

XbaI 3,1

HindIII 2ul

MilliQ H20 64pl

条件：37℃，lh。

3)酶切：37℃水浴1小时后，取上述两个样品的酶切反应液各

5uI，进行琼脂糖凝胶电泳，观察酶切反应，如酶切结果满意则将

反应液以PCR纯化试剂盒回收酶切产物，终体积为2 0“l。

4)．目标基因与载体的连接

连接体系

连接buffer

pET一24b酶切产物

PCR产物的酶切产物

T4DNA连接酶

MilliQ H20

2ul

3ul

4ul

1ul

1 0,i

连接：将以上连接体系混匀，置1 2—18℃水浴中过夜。转化用。

(4)重组质粒的筛选与鉴定

A．大肠杆菌DH5c￡感受态的制备：

a．挑取DH5c￡茵单菌落，接种于2．5ml LB培养基中，37℃摇菌过

夜：

b．接种过夜DH5a菌lral转接于1 00ml LB中摇床一200转／min振

荡培养：

c．待菌液OD6 00值达到0．4左右(摇茵2小时左右)，将菌液置
于冰上5 rain；

d．分装于4只50ml离心管中，4℃5000rpm离心5min，收菌，

弃上清；

e．振匀沉淀，每管加预冷0．1M Cacl 2 10mL。0"C冰浴0．5h；

f．再5 000rpm离心5min，弃上清，每管加预冷0．1M Cacl 2 0．5mL，

19



用手轻摇匀，4管并1管，O。C冰浴>2h，待用。

●

●

●

●

●

克隆质粒转化大肠杆菌DH5a

将以上感受态大肠杆菌DH50c_轻摇，分装于3只eppendorf管

中，每管200“l；

加连接产物8ul。冰浴40m[n,
42℃2Ⅱ1in热休克后，置于冰上2 rain；

每管加入10倍体积的LB培养基，370C水浴60min复苏；

涂布于含卡那霉素1 OOpg／ml的LB的平板上，37℃倒置培养
过夜．

C．PeR方法筛选阳性克隆
● 按如下方案制备PCR混和物

l OxPCR缓冲液
l O)(dNTP(0．6mmol／L每份)

引物A (20pmol／乩)

引物B (20pmol／gL)

PWO DNA聚合酶(5单位／LLL)

ddH20

2 LLL

2 uL

0．2uL

0．2uL

0．1uL

加至209L

条件

94℃5min

35 cycleS：94℃ 5min，55℃lmin，72℃ 2min

72℃5min

soak at 4℃

用0．7％的Agrose电泳检测PCR结果，将有阳性扩增产物的

克隆作酶切鉴定．

D．酶切鉴定阳性克隆

挑选PER产物阳性的单个茵落，转接2ml LB培养基，按常规抽

提质粒由于在克隆是PCR产物用XbaI和HindIII处理，而载体用NheI
乖HindⅢ处理，处理后连接产生的重组体不能再被Nhe[或XbaI酶

解，而位于katG核苷酸序列5’端第74个bp位置有单一NdeI酶切

位点，经NdeI酶切对katG片段长度影响不足4％，故可以NdeI与

20



HindIII对重组体进行双酶切鉴定，以NdeI与HindI I I双酶切鉴定重

组质粒。酶切方法同上。挑选阳性克隆质粒，按常规扩增后转化感

受态表达载体工程菌(大肠杆菌BL 21(DE 3))。

(5)转化表达用工程菌[大肠杆菌BL 21(DE3)]

大肠杆菌BL 21(DE3)感受态的制作同上。取扩增后的阳性克隆

质粒转化感受态大肠杆菌BL 21(DE3)。

(6)KatG基因的表达

A．诱导

将转化有pET24b-katG的大肠杆菌BL2l(DE3)菌株涂于含

卡那霉素的LB平板上，30℃过夜培养。挑取抗卡那霉素的菌株接

种于20ml的LB培养基(加入20％的葡萄糖0．2ml，浓度5 0mg／ml

的卡那霉素40ul，浓度20mg／ml的氯霉素34p1)中，37℃，1 60r／min

振摇过夜。取3ml过夜培养物种入1 00ml的LB培养基(含2 0％的

葡萄糖lml，浓度1 0mg／ml的卡那霉素400p1)中，37℃以1 60r／min

振摇，每2 0分钟测定一次A600值，直至A600值到达0．4—0．5(勿
超过0．5)。随后每l 00ml LB培养基中加入lmol／L IPTG 400u1，

在加入IPTG后的第3小时收集茵液。将菌液在4℃下，5 0009，

离心5分钟，弃上清。将沉淀物以10ml缓冲液(50mmol／L Tri S．cl，

pH 8．0，2mmol／L EDTA，0．1％Triton X一100)重新悬浮，加入溶菌

酶(100¨g／mL)。在冰浴中以中等强度超声破菌，每次10秒，共3
次，破菌后，4℃，离心5分钟，收集上清液备用。

B．表达产物的SDS-PAGE检测

进行常规蛋白质聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)。收集IPTG

诱导后的菌液1 0pl，与加样液10pl混合，1 00。C水浴，3分钟后点

样，25mA恒流通电进行SDS-PAGE。电泳后以考马斯亮蓝染色1 5分

钟，然后以脱色液脱色观察结果。并对对染色的凝胶扫描以检测目

的蛋白的表达水平。

(7)katG蛋白的纯化

将收集的菌体按19菌用1 0mmol／Ltri s-Hcl(pH8．o)，lmmol／L

21



EDTA溶液悬浮，超声破菌，12，000rpm离心15min，收集上清；上清

液于95℃热变性6分钟，14，000rpm离心15min，去除变性杂蛋白，

收集上清；将热变性上清用lm01几冰醋酸调节pH到5．0，采用镍亲

和纯化柱对表达蛋白进行纯化，以5 0-500mm01／的咪唑洗脱液梯度非

连续洗脱分管收集，SDS—PAGE电泳检测蛋白纯度；合并较纯的几管

蛋白，用硫酸铵沉淀备用。

2．3基因产物过氧化氢酶活性测定

(2)

240nm吸光度检测：对破菌液上清进行过氧化氢酶活性测

定。用磷酸盐(K2HP04+KH2P04，0．1mol／L，pH 7．O)与Nacl

(2 mol／L)等量配制成25ml的缓冲液，加入30％的双氧

水0．17mL混合配成底物。取lml底物，分别加入含pET-katG

表达质粒的菌株破菌上清309l与含pET空载体的菌株破
菌上清30ul，在240rim、25℃下检测吸光度，共检测8分
钟。

目测法：对破菌液上清进行过氧化氢酶活性的初步测定。

用磷酸盐[K 2HP04+KH2P04，0．1m01／L]与Nacl(2 mol／L)

的缓冲液配制1 0％的Tween8 0溶液，取5mL与30％的双氧

水5mL混合。分对照管与katG管，分别加入含pET空载

体的菌株破菌上清及含pET-katG(H37Rv)表达质粒的菌

株破菌上清各50ul，25℃，5分钟后观察气泡产生情况。

如产生大量气泡视过氧化氢酶活性为(++)，气泡较少为

(+)，几无气泡为(一)。



结果

1、野生型TB H37Rv株katG基因的克隆与表达

i．1野生型TB H37Rv株的PCR结果
以结核分支杆菌标准株H37Rv染色体DNA为模板，经PCR扩增反

应，产物经琼脂凝胶电泳分析呈现特异性扩增条带，位置大约相当

于2．2kb，与预设的大小吻合。

图1野生型TB H37Rv株的PCR结果

1．X／HindlII ma rkc r 2．H37Rv株的PCR产物

I．2 pET-24b的酶切电泳图

pET一24b经酶切后成为线性结构，提示酶切有效。

图2 pET-24b的酶切电泳图

I．pET24b／NheI and HindIII 2．pET24b 3．L／HindlII marker



1．3 katG的酶切图

katG基因产物的两端酶切位点经酶切后大小基本不变，仍为2．2k

bp大小。

图3 katG的酶切图

1．k／Hindlll marker 2 KatG／Xbal and Hindlll 3．KatG基冈

1．3 katG重组质粒电泳图

质粒重组后的泳动速度慢于质粒空载体，提示已克隆有新基因片
段．

图4 katG的酶切图

l，9质粒空载体； 2-8，1 0—15．重组质粒



d

1．4 PCR法筛选阳性克隆

将克隆的菌株进行PCR扩增，结果发现大部分克隆菌株的扩

增产物为阳性，即以KatG基因的引物可扩增出相应大小的DNA片

断，大小约2．2kb，将阳性克隆进一步进行酶切鉴定．

23130＼

9416、＼

6557、＼
4361 0＼
2322≤
2027．----一

图5 PeR法筛选阳性克隆图

1 DNA marker； 2-7．克隆质粒的PCR产物

1．5克隆质粒的酶切鉴定图谱

在抗性培养基中生长的菌落， 经培养后抽提质粒，可见克隆有

katG基因的质粒片段明显增大，在电泳中的速度显著陵于空载体。
质粒经NdeI与HindIII郧1．酶切产生的2．2kb DNA插入片段与5．3kb

的载体DNA片段与预期的结果一致。

图6克隆质柱的酶切鉴定图谱

1．pET24b；2．pET24b：：katG 3．pET24b：：katG／iqdeI and HindIII

4．katG／XbaI and HLndIII 5．x／uindIII Rlarker



2 katG蛋白的表达

将含有katG基因的pET24b-katG表达质粒转化大肠杆菌

BL21(DE3)，在IPTG诱导下表达，对表达产物进行SDS—PAGE以及

考马斯亮蓝染色，将诱导后细菌和诱导前细菌作比较，诱导后细菌

裂解液在Mr 8 OKda处见一浓集的条带。对此诱导表达带进行黑度

密度自动扫描分析，此处表述蛋白量约占总菌体蛋白量的I 7．7％。

图7 katG蛋白的表达
I：盘[』分了量标准；2：rPGT诱导0小时：3：rPGT诱导2小时：

4：IPGT诱导3小时；5：IPGl’I秀导4小时；6：IPGT诱导5小时

7：IPGT诱导6小时。



3 katG蛋白的纯化

采用镍亲和纯化柱对表达蛋白进行纯化发现，以5 0—

5 OOmmol／的咪唑洗脱液洗脱纯化柱后，所收集的洗脱液经再次进行

SDS—PAGE进行分析。结果发现，约以350 mm01／L咪唑洗脱后纯化

的效率最高．通过SDS-PAGE黑度密度自动扫描分析可以发现纯化
率可达90％以上。

2 3 4 5 6

图8 katG蛋白的纯化

蛋白分子量标准：

破菌上清：

5 Ommol／L咪唑洗脱液洗脱产物：

2 00mmot／L咪唑洗脱液洗脱产物；

350mmol／L咪唑洗脱液洗脱产物；

500mmo【／L咪唑洗脱液洗脱产物．



4．对KatG基因表达产物的过氧化氢酶活性测定结果在过氧化氢

反应系统中分别加入含pET24b—katG表达质粒的菌株破菌上清与含
pET24b空载体的菌株破菌上清， 以分光光度计每2分钟检测一次

240nm下的吸光度。过氧化氢酶活性可以A240的下降程度来反应(即

H，O，经分解后含量降低)，结果如图所示，发现含重组katG的菌株

破茵上清的酶活性远高于含pET24b空载体的菌林破菌上清，提示
重组katG表达产物具有过氧化氢酶活性。

time frnins

幽9 KatG蛋向的过氧化氢酶活性

l对照质粒 2．KatG重组质粒
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讨 论

结核分支杆菌的过氧化氢酶一过氧化物酶在异烟肼的抗结核作用

机制中起着关键作用f21。研究显示，将KatG基因转移到INH耐药菌

株胞内，可令其对INH重新恢复敏感性[91。而对结核分支杆菌的临床

耐异烟肼菌株进行KatG基因分析亦发现该基因的缺失或突变等是发

生耐药的主要原因fl引。但近年来的研究多停留在对异烟肼耐药菌株
katG基因突变体的筛选上⋯】，对于基因变异导致耐药的机制研究不

多，特别是不同katG基因突变体在功能上存在何种差异，或者说为

何会引起耐药，这就必须从基因的功能着手进行分析，研究基因的功

能必须能取得基因表达的产物。

本课题在国内首次克隆katG基因并对实现了基因的高表达与纯

化，最后对基因产物的功能一过氧化氢酶活性进行了检测。
katG基因是MTB染色体中的一功能区段，全长222 3bp，从基因

文库查得该序列，可知其中A428bp，C696bp，C740bp，T359bp，C+G

占64．6％。曾有研究将此片段转染到一个能在5 00ug／ml INH中生长

的耻垢分支杆菌中，结果使后者获得了对INH的敏感·t#-(MIC为8—

32ug／m1)，而对其他药物的MIC不变，证实了此DNA序列确是katG

基因，它与MTB对INH的耐药性呈直接相关。对MTB的HRv-MC株和

ATCC27294株进行katG基因分析时，则发现它们与FIRv株的katG

基因序列至少存有16个碱基的差异[12t13l。因此，本课题在进行katG

基因的研究时，充分考虑了不同菌株间基因差异的可能性，未选用

临床分离株，而选用了通用的标准株HRv株。

在克隆过程中，本课题选用了pET24b作为载体质粒，该质粒全
长5 308bp，是迄今为止在大肠杆菌中进行重组蛋白克隆及表达最为

有效的质粒之一(14t 15】。含有T7始动子及lac操纵子。克隆在此质粒

中的目标基因可被强有力地控制在噬菌体T7转录及翻译信号之下；

通过宿主细胞提供的T7RNA聚合酶诱导表达。T7RNA聚合酶受控于

lacUV5，通过IPTG来诱导表达。许多基因难以在以始动子为基础的

系统(如1ac，tac，PL)的大肠杆菌中表达，但在此质粒中可稳定地克

隆及表达．更为重要的是因为表迭产物是以可溶性的形式存在，给表

达后的分离纯化带来困难11引。因此选择pET质粒作为载体质粒的另
一重要原因就是利用该质粒在蛋白表达结束时可在氨基酸序列末端

额外表达6个组氨酸，带6个组氨酸的katG蛋白就能利用镊亲和株，

利用表达蛋白上额外挂的6个组氨酸与亲和株结合，再用咪唑洗脱



液进行洗脱，从而实现高效的一次性纯化，从而达到分离纯化的目

的。

由于在克隆过程中如果应用普通的Tag酶则因其无校正功能而

可能出现变异，为了保证获得的katG基因与标准株katG基因高度

一致，本研究选用了高保真的DNA聚合酶一一PWODNA聚合酶来扩增
目的基因，以减少突变概率。

本研究以结核杆菌H37Rv株基因组DNA作为模板，对靶基因进

行扩增后对扩增产物以核酸内切酶XbaI及HindIII进行双酶切，为

了防止载体酶切后的自联，对载体质粒进行了NheI、HindIII以及

BamHI三酶切，其中NheI与XbaI的酶切位点为融合酶切位点，克

隆的基因片段相连后不能再用NheI或XbaI酶切鉴定，而位于katG

基因序列5’端第74个bp位置有一单一NdeI酶切位点，经NdeI酶

切后对katG片段长度影响不足4％，故可以NdeI以及HindIII对重

组体进行双酶切。经酶切与PCR法对重组质粒进行了鉴定后，以IPTG

进行诱导表达。重组基因高效表达了katG蛋白，相对分子质量约为
80×1 03，表达量可占总茵体蛋白的17．7％。表明该基因重组的菌株

为katG的高表达菌株，进一步对表达产物进行纯化后可提取到纯度

超过90％的katG蛋白。

实现katG基因的表达与纯化后对表达了katG基因的工程菌以

超声破菌，破菌液经酶活测定具有过氧化氢酶活性。这些数据都证

实了katG基因在大肠杆菌中得到了成功的表达。

本研究成功克隆表达了katG基因，并建立了稳定可靠的纯化

方法，获取了katG蛋白，为进一步研究katG蛋白以及从基因功能
上来研究耐药机制奠定了基础，填补了国内在这一领域的研究空白。



·结核分支杆菌katG基因表达的过氧化氢酶一过氧化物酶在异烟
肼的抗结核作用机制中起着关键作用

·目前在国内尚未开展从katG基因功能角度进行对异烟肼耐药机
制的研究

·本课题成功重组了与结核杆菌对异烟肼耐药相关的katG基因，

并实现了基因的高表达与纯化，为进一步研究katG蛋白及其在

异烟肼耐药机制中的作用奠定了基础，填补了国内在这一领域
研究的至白。
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第二部分定向诱变法克隆katG基因突变体以及对其表达产物功能

的比较分析

最早证实katG基因确系与异烟肼耐药密切相关的是在1 992

年，Zhang人等将KatG基因的功能性拷贝导入2株INH耐药菌中，

使之恢复了对INH的敏感性，经DNA探针杂交，这2株菌均呈阳性

反应⋯．近年来，研究发现：INH耐药性结核分支杆菌中，KatG基

因突变较其完全缺失更为普遍[2J。而多数的文献都对在异烟肼耐药

菌株的katG基因中发现31 5位由丝氨酸(AGC)突变为苏氨酸(AGC)以

及46 3位的精氨酸(CGG)突变为亮氨酸(CTG)作了报道，认为这两个

突变点是可以作为检测结核杆菌对异烟肼耐药的简易指标∞tt引．但

在近年，国外有多篇文献对R46 3／L突变点的异议，此后美国的Rouse

等人也证实在相当部分的敏感菌株中发现有R46 3L的变异哺，”．因

此，直接对临床耐药菌株中筛选到的突变点进行直接的评估非常重

要吐
本课题在国内率先采用定点诱变技术在野生型标准株的katG基

因中获得两个标准突变体，即s31ST与R463L，并进一步对突变体

的katG进行克隆与表达，检测突变体katG蛋白与野生型蛋白在功

能上的区别，从而直接对该两个突变点在耐药机制中的意义作出论

证，冀以为今后用分子生物学方法检测耐药株作出一些基础性的铺
垫．



材料与方法

1材料和试剂

1．1菌株与质粒

(2) 结核分支杆菌野生型H37Rv株：由本校客座教授、美国FDA

分支杆菌实验室李忠明博士提供。
(3) 大肠杆菌DH5cL：基因型supE44AlacUl69((p801acZA M

15)hsdRl7recAlenAlgyrA96thi一1 relAl

(4) 大肠杆菌BL21(DE3)：基因型F-,ompT,hsdSB，(rB-,mB

一),dcm，gal，X(DE3)
(5) 载体质粒pET24b：美国[nvitrogene公司产品

1．2主要试剂与酶类

(1) PwODNA聚合酶：罗氏公司产品

(2) 各种限制性内切酶：罗氏公司产品

(3)T4DNA连接酶(T4 DNA Ligase)：罗氏公司产品

(4)dNTPS混合液：Promega公司产品
(5) 异丙基一B—D一硫代半乳糖苷(IPTG)
(6) QIAquick PCR purification kit，德国QIAGEN公司产品
(7) QIAquick Gel eXt ractiOil kit，德国QIAGEN公司产
(8) 细菌DNA抽提试剂盒：购自德国Q[AGENE公司
(9) 质粒DNA抽提试剂盒：购自德国QIAGENE公司
(1 0)十二烷基硫酸钠：华舜公司进口分装

(11)丙烯酰胺与N，N’一亚甲基双丙烯酰胺：SIGMA公司

(12)核酸和蛋白质分子量标准：购自Fromega公司

(1 3)异丙基硫代一3-D-半乳糖苷(IPTG)：华美生物工程公司产品
(14)Tri S：分析纯，德国Boehringer Mannheim公司产品

(1 5)寡聚核苷酸：由Sangon生物工程公司合成

(16)测定酶活所用试剂：国产AR级产品。

(17)Xpre s s蛋白纯化试剂盒：美国[nvit rogen公司产品

(1 8)卡那霉素

1．3常用试剂与培养基的配制：见第一部分

1．4主要实验仪器：



(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

(1 0)

DNA自动扩增仪：96 00型。美国PE公司

GeneQuant I I型紫外分光光度计

水平式电泳槽：德国Phamacia公司
HITACHI Himac CR2 01型高速冷冻离心机：日本HITACHI
公司

EPPENDORF 541 5C台式高速离心机：德国EPPENDORF公司
Mini-PROTEAN 2 Cel 1电泳装置：美国Bio-Rad公司

FR一200型凝胶成像装置，上海复日生物技术研制所

SDJ-超净工作台，上海淀山湖净化设备厂产品
ABl 377型DNA自动序列分析仪，美国PERKIN ELMER公司
产品

2实验方法

2．1结核分支杆菌标准株H37Rv DNA的抽提
同第一部分．

2．2 KatG基因的查序：

同第一部分．

2．3 PCR定向诱变与重组

A．应用PC Gene软件所带数据库对katG基因序列进行分析，通过315
位(nt943-945)与46 3(ntl 38 7-1 389)位附近的单一酶切位点，进行
P C R定向诱变与重组。



、

Sorted list of cuts-}一一——⋯一一一一十一一一一一一一一一一一～一一-}一一一一一一～⋯+一～一一～一一一+
l 4 Aval l 576 M11lI I 1076 HaeII I 1589 SecI l

I 5 SduI 1 578 HgiJII 1 1076 BbeI 【1591 NspBII l

I 37 BetI 578 SduI } 1076 HpalI l 1591 FnuDII 1

38 HpalI I 607 EcoR【I I 1078 HgiCI 159i AciI

l 42 NIaIV 1 607 BssKI 1080 NlalV 1592 SacII 【

I 44 BsmFl 【 609 ScrFl I 1081 Cfrl0I l 1592 Fnu4HI I

j 44 Fnu4HI l 609 AeuI | 108i Ec0561 1593 HgiCI

44 AciI 1 525 MaeIII 1082 HpalI I 1593 KasI I

I 46 NheI U 632 AciI I 1083 NaeI 1 1594 AcYI

I 47 MaeI D 632 NspBlI 1 1084 HgiCI 1594 Hin6I 【

{ 67 BsiYl { 639 AciI 1086 NlaIV
’

1594 NarI |

67 BsiYI

74 NdeI U

84 MnlI

362 NarI

363 Ec078I

363 NlalV

364 BssKI

430 Hin6I

448 HpaII

462 Csp6I

520 HinfI

523 Clal U

523 TaqI

639 AciI

642 XhoII

642№oI

838 Hpall

838 ScrFl

839 Cfr r

839 XmalII

922 Agel

970 BcgI

996 BinI

1044 Mbo rI

1046 Hin6I

1048 Hhal

’

1086 NlaIV

109i BssKI

I 1093 ScrFl

1363 MwoI

1372 AflII

1373 MseI

{ 1376 MwoI

U l i467 Fnu4HI

D 1495 SfeI

I 1496 SfaNl

J 1559 Ksp632I

l 1559 BssKl

1 156l ScrFl

1594 Narl

【 1595 NIaIV

1595 Ec078I

1999 BssKl

U 2000 SecI

D j 200l ScrFI

2001 Aeul

【2084 SexAl U

U 1 2134 KasI

【2134 HgiCl

I 2i77 Fnu4Hl

2179 EcoRlI

【2i79 BssKI

l 564 HindlI 1075 SgrAl U I 1584 Plel D I

j 567 BsrI D j 1075 Hhal |1589 AciI j j

I 575 NlalV 1075 Cfrl01 I 1589 Dsal j l

+一一一～一一一一⋯+一一～一一一一一一一一一一⋯—}一～一一一一一一+一⋯一一一～一一一+
U：Unique restriction sire for thi s enzyme(on the complete sequence)

D：Enzyme with two restriction sites fon the complete sequence)．
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B．315位定向诱变与重组的策略

●定向诱变

单一酶切位点 922 AgeI

5

突变发生

氨基酸取代

0
ACC

Ser

3】5

Thr

突变引物设计

第一对 第二对
———+—／L——卜

●卜————一．．卜——一

根据基因文库所提供的结核分支杆菌KatG基因序列，在Ser 31 5

对应的核苷酸密码子(AGC)上游之核苷酸922位有一hgeI单酶

切位点，可以该酶切位点为基准，设计两套引物，其中第二对即含

突变引物(含AGC__>ACC)。两对引物分别为：

第一对

Pr imer A 5 7一AGTTCA!堡!叁坠GTGCCCGAGCAACACCCACC一3 7

酶切住点XbaI

Pr imer B 57一TCCTT叁堡堡堡堡!TCCGGTGCCATAC一3
7

酶切住点hgeI

引物A的5’端设计了XbaI酶切位点，紧跟酶切位点后即为katG

的起始密码子。
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第二对

Pr imer C 5，一ACGTCGiIll}l黧GcGcAcGTcGAAccTGTcGAG 3，

酶切住点Hindlll

Ⅳ#∞≈#l嚣冀}

Pr[mer D 5 7一CACCGGAAeCGG卫AAGGACGCGATCACC—lE仍GCATCGAG-3 7

酶切住点 A誊苦17 1、

突变引物设计位置 AOC

引物c的5’端设计了HindlII酶切位点。因考虑到今后在表达

katG蛋白时需挂上6个组氨酸以利于依靠镍亲和柱来纯化蛋白，

故避开终止密码子TGA来设计引物．引物D即含有突变点ACC。

●重组

PcR⋯O
匡夏口匪变雯窭团
Xbal，Agel I l AgeI，HindlII

酶切 I l 酶切V 旷衄
联接重组厂]

、之二7



C．463住定向诱变与重组

●定向诱变

单一酶切位点

突变发生

氨基酸取代

1372 AftⅡ

0
CTG

Arg

463

Leu

哭变引物设计

第一对 第二对
————卜—／、-—斗

．I——一●—～
根据基因文库所提供的结核分支杆菌KatG基因序列，在Ar946 3

对应的核苷酸密码子(CGG)上游之核苷酸1 372位有一AFl II单酶

切位点，可以该酶切位点为基准，设计两套引物，其中一套即为突

变引物(含CGG-->CTG o两对引物分别为：

第一对

Pr imer 1 57一AGTTCATCTAGAGTGCCCGAGCAACACCCACC一3
7

酶切位点XbaI

⋯}’。
Pr imet 2 5

7 JGGCTC暇AAGGCTGGCA-3 7

酶切住点 AflII

引物A的5’端设计了XbaI酶切位点，紧跟酶切位点后即为katG
的起始密码子。
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、

第二对
Primer 3 5，一ACGTCGi蹶GcGcAcGTcGAAccTGTcGAG 3，

酶切住点HindⅢ

Ⅷ$㈣∞■●■d；’w

Primer 4 5，一TGCCAGCc．]嚏奴GAGCCAGATCCT613CCATCGGGATT一3，

酶切住点 Aflll 个

突变引物设计位置 G

引物3的5’端设计了Hindm酶切位点。因考虑到今后在表达

katG蛋白时需挂上6个组氨酸以利于依靠镍亲和柱来纯化蛋白，

故避开终止密码子TGA来设计引物．引物4即含有突变点CTG(CGG
—CTG)。

●重组

1372 AllⅡ

PCR定向诱变

压刃
XbaI．AflⅡ

酶切

酶切产物
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D．定向诱变PCR

●引物合成：

引物由Sangon生物工程公司合成。合成后稀释成终浓度25pmol／

pl，分装，一2 0。C保存备用．从结核分支杆菌标准株H37Rv提取的染

色体DNA作为PCR扩增的模板，

●315位定向诱变扩增反应体系体系

katGl：

1 0xPCR Buffer

5 0xdNTP(1 0mm01／L each)

primer A

Drimer B

模板(It37Rv DNA)

Milli—O水

5ul

1ul

lul

lul

lul(<lng)

40。5。l

里塑里坠￡旦!理里!!!! !：!E!!!：i婴
Total Volume 50u1

KatG2：

1 0xPCR Buffer

5 0xdNTP(1 0mmol／L each)

Primer C

prifiler D

模板(H37Rv DNA)

Mill i—Q水

PWO DNA Polymerase

5ul

lul

lul

lul

1u1(<lng)

40．5ul

0．5“l(2．5U)

Total Vofume 50ul



463位定向诱变扩增反应体系体系

katGl：

1 0xPCR Buffer 5ul

5 0xdNTP(I Ommol／L each) 1“l

primer l lul

primer 2 lul

模板(H37Rv DNA) l“1(<1ng)

Mill卜Q水 40．5ul

旦塑旦坠￡!!Z婴!!!!! !：iE!!!：i塑
Total VOlume 509l

KatG2：

1 OxPCR Buffer

5 0xdNTP(1 0mmol／e each)

Prlmer j

Orimer 4

模板(H37Rv DNA)

MilI卜Q水

PWO DNA Polymerase

5ul

lul

luI

1ul

1u1(<ing)

4 0．5ul

0．5ul(2．5U)

Total V01ume 50pl

混匀后，短暂离心收集液滴至管底。在GeneAmp9600 PCR仪上按下

烈方法扩增：

●95℃4min

● 35 cycle s：9 5℃ imin；5 5℃lmin；72℃2min；72℃5min

取适量PCR产物用0．7％的Agrose电泳检测PCR结果．
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E．PCR产物的纯化、酶切及割胶回收

用QIaquick PeR Furification Kit(QIAGEN)纯化PeR产物，方

法按试剂盒说明书进行。

F．质粒与PeR产物的酶切

·pET一24b酶切体系(以下内切酶浓度为20u／u1)
l 0×酶切buffer

pET-24b

NheI

HindIII

BamhI

MilliO tt20

条件：37℃，lh。

20 ul

2 0 ul

3。l

2“1

2“I

1 5 3 ul

·PCR产物酶切体系

315位定向诱变FCR产物

[katGl】

lOx酶切buff．er 10“I

katGl 20u1

XbaI 3ul

AgeI 3ul

MilliQ H20 64“1

Total 100u1

[KatG2]
1 0x酶切buffer

katG2

HindⅢ

AgeI

MilliQ H20
Tbtal

10ul

20ul

3ul

3ul

64ul

100ul



、

●酶切：37℃水浴1小时后，取上述两个样品的酶切反应液各

5¨l，进行琼脂糖凝胶电泳，观察酶切反应，如酶切结果满意则

将反应液以PCR纯化试剂盒回收酶切产物，终体积为20u1。

G．目标基因与载体的连接

●连接体系

连接buffer

pET一24b酶切产物

ka tGl PCR产物的酶切产物

katG 2 PCR产物的酶切产物

T4DNA连接酶

5u1

59l

209l

2 Oul

1u1

Total 1 Oul

·连接：将以上连接体系混匀，置1 2-1 8℃水浴中过夜。转化用。

(4)重组质粒的筛选与鉴定

A．大肠杆菌DH5。感受态的制备：

过夜DH5“菌lml转接于1 00ml LB中，37℃摇床一2 OO转／min

摇1．5小时，分装于4只离心管中，5 0009离心5min，弃上清，振

匀沉淀，每管加预冷0．1M CacI，l 0mL。0℃冰浴0．5h。再50009

离心5min，弃上清，每管加预冷0．1M Cacl，0．5mL，用手轻摇匀，

4管并1管，0℃冰浴>2h，待用。

B．克隆质粒转化大肠杆菌DH5。

将以上感受态大肠杆菌DH5仃轻摇，分装于3只eppendorf管

中，每管200¨l，分别为阴性对照管，不加质粒；阳性对照管，加

29lpET24b质粒；加连接产物8¨l。冰浴40min，37℃5min，再冰浴

超过2h。每管加0．8LB培养基，37℃水浴30min，涂布于含卡那霉

素的LB培养皿上。



、

C．PCR方法筛选阳性克隆

2)按如下方案制备PCR混和物
1 0×PCR缓冲液
1 0xdNTP(0．6mmol／L每份)

引物A (2 Opmol／uL)

引物B (2 Opmol／uL)

Tag聚合酶(5单位／乩)

ddH20

2 uL

2 LLL

0．2uL

0．2 LLL

0．1uL

加至2 0 LLL

2)用一新牙签挑取一独立噬菌斑，接种于2 O止PCR反应混

和液种．按克隆KatG所用的PCR条件扩增．将扩增产物取出1 O山

于琼脂糖凝胶电泳上分析，将有阳性扩增产物的克隆作酶切鉴定．

D．酶切鉴定阳性克隆

挑选PCR产物阳性的单个菌落，转接2ml LB培养基，按常规

抽提质粒。由于在克隆是PCR产物用XbaI和HindlII处理，而载体

用NheI和HindIII处理，处理后连接产生的重组体不能再被NheI或

XbaI酶解，而位于katG核苷酸序列5’端第74个bp位置有单一NdeI
酶切位点，经NdeI酶切对katG片段长度影响不足4％，故可以NdeI

与HindlII对重组体进行双酶切鉴定，以NdeI与Hindl I I双酶切鉴

定重组质粒。酶切方法同上。挑选阳性克隆质粒，按常规扩增后转

化感受态表达载体工程菌(大肠杆菌BL 21(DE3))。

E．直接测序验证阳性克隆的诱变结果：由复旦大学遗传研究所测

定，测序仪为ABI 377自动测序仪．

2．4转化表达用工程茵[大肠杆菌BL 21(DE3)]

大肠杆菌BL 21(DE3)感受态的制作同上。取扩增后的阳性克隆质

粒转化感受态大肠杆菌BL 21(DE3)。

2．5 KatG基因的表达

A．诱导将转化有pET24b-katG的大肠杆菌BL21(DE3)菌株涂于

含卡那霉素的LB平板上，30"C过夜培养。挑取抗卡那霉素的菌株

接种于20ml的LB培养基(加入20％的葡萄糖0．2ml，浓度5 0mg／ml



、

的卡那霉素4 0 l，浓度20mg／ml的氯霉素34 1)中，37℃，16 Or／min

振摇过夜。取3ml过夜培养物种入i OOml的LB培养基(含20％的

葡萄糖iml，浓度i Omg／ml的卡那霉素400 1)中，37℃以160r／min

振摇，每20分钟测定一次A600值，直至A600值到达0．4—0．5(勿

超过0．5)。随后每I OOml LB培养基中加入imol／L IPTG 4 00 1，

在加入IPTG后的第3小时收集菌液。将菌液在4℃下，5 0009，

离心5分钟，弃上清。将沉淀物以I OmI缓冲液(5 Ommol／L Tri s．Cl，

pH 8．0，2mmol／L EDTA，0．1％Triton X-i 00)重新悬浮，加入溶菌

酶(I 00 g／mL)。在冰浴中以中等强度超声破菌，每次10秒，共3

次，破菌后，4℃，离心5分钟，收集上清液备用。

B．表达产物的SDS-PAGE检测进行常规蛋白质聚丙烯酰胺凝胶电

泳(SDS-PAGE)。收集IPTG诱导后的菌液l 0 l，与加样液1 0 i混

合，1 00℃水浴，3分钟后点样，25mA恒流通电进行SDS-PAGE。电

泳后以考马斯亮蓝染色1 5分钟，然后以脱色液脱色观察结果。并

对对染色的凝胶扫描以检测目的蛋白的表达水平。

2．6 katG蛋白的纯化

将收集的菌体按lg菌用l OmmOl／Ltri s—Hcl(pH8．0)，immol／L

EDTA溶液悬浮，超声破菌，12，000rpm离心1 5min，收集上清；上

清液于9 5℃热变性6分钟，14，000rpm离心i 5min，去除变性杂蛋

白，收集上清；将热变性上清用Imol／L冰醋酸调节pH到5．0，采

用镍亲和纯化柱对表达蛋白进行纯化，以50一5 OOmm01／的咪唑洗脱

液梯度连续洗脱分管收集，SDS-PAGE电泳检测蛋白纯度；合并较

纯的几管蛋白，用硫酸铵沉淀备用。

2．7基因产物过氧化氢酶活性测定
●240nm吸光度检测：同第一部分。

·目测法：同第一部分
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结果

1．定向诱变克隆$31 5T以及R463L

以核苷酸序列第922位的AgeI酶切位点为界，分别扩增相应部

分的katG基因，katG2片段中含有突变位点(拟将nt944的G诱

变为C)。

1291bp—’
932bp—+

图1定向诱雯s3I 5TPCR反应产物katGl与katG2(诱变区)片段

1．k／liindIII IIlarker 2．KatGl PCR(卜9 32)产物

3．KatG2(91 5-222 3)PCR产物(含s31 5突变点)

2．R 463T的PCR结果：

2．1割胶前： katGl与katG2

．_1372bp

●卜851bp

图2定向诱变R46 3L PCR反应产物katGl与katG2(诱变区)片段

l k／HindIII m“rke r 2．KatGl PCR(1—1 372)产物

3 KatG2(1 372—222 3)PCR产物(含R46 3L突变点)



1、 2．2割胶后

2

．．卜_一I 372bp

．．卜-85Ibp

图3定向诱雯R46 3L PCR反应产物katGl与katG2(诱变区)片段

1．X／I{ind r¨[harke r 2，KatGl PCR(1一l 372)产物

3．KatG2(1 372—222 3)PCR产物(含R46 3L突变点)

3．阳性克隆筛选图谱

在抗性培养基中生长的菌落， 经培养后抽提质粒，可见克隆有

katG基因的质粒明显增大，在电泳中的速度显著慢于空载体。

图4．阳性克隆筛选图谱

1：X／HindI I I IllR rker 2：pET；

3：pET—KatG(S3l 5T)： 4：pET—KatG(R46 3L)
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4．阳性克隆的筛选与鉴定
4．1 PCR法筛选阳性克隆

将克隆的菌株进行PCR扩增，结果发现大部分克隆菌株的扩

增产物为阳性，即以KatG基因的引物可扩增出相应大小的DNA片

断，大小约2．2kb，将阳性克隆进一步进行酶切鉴定．

图5 阳性克隆的PCR产物

I-5 FCR产物： 6．X／HindI II marke‘

4．2克隆质粒的酶切鉴定图谱

质粒经NdeI与HindIII双酶切产生的2．2kb DNA插入片段与5．3kb

的载体DNA片段与预期的结果一致。

图6克隆质粒的酶切鉴定图谱

1．X／HindIII ilia rke r 2：KatG(H37Rv)PCR产物：3pET24b／Ndel and HindlII

3：pET—KatG(S31 ST)／Nde【⋯1(1|{indIII；5．pET-KatG(R463L)；／NdeI and HindIII：



、

5．直接测序法对突变位点的验证



所测定的序列证明野生型katG核苷酸序列之944的G已经被c
取代。定向诱变得到证实。

AGC

CC3泌蚓嚣配CG＆踅CG母氏粥∞：GcG觚》CC愆C：∞腻：C湖GlCG眦∞芷虢艇
18C' 190 2GC 219 220 230 2d：

野生标准株katG基因相应片段

在KatG基因上的位置—◆ 943—945 959

正常katG基因对应序列—◆GGTAAGGACGCGATCACc弥GCATCGAGGTCGTATGGACGAAC
在测序结果上的位置—◆(200)(21 0) (22 0) (2 30) (240)

6．S315T与R463定向诱变株katG的表达
分别将含有j【atG(s315T)与katG(R463L)基因的pET24b—katG表达
质粒转化大肠杆菌BL21(DE3)，在IPTG诱导下表达，对表达产物进
行SDS—PAGE以及考马斯亮蓝染色，将诱导后细菌和诱导前细菌作比
较，诱导后细菌裂解液在Mr 80Kda处见一浓集的条带。与预计的蛋
白质分子量大小一致。

图7$315T与R463定向诱变株katO基因表迭产物的SDS—PAGE

1．蛋白分子量标准； 2．对照；3：$315T定向谤变株katG蛋白；4．R463L定向谤变株
katG蛋白；

5l
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7．$315T与R463定向诱变株katG蛋白的纯化
7．1洗脱过程

图8 katG突变体蛋白的纯化：咪唑连续梯度洗脱图

7．2 katG蛋白纯化结果

97000·

66000

45000‘。‘’一

33000

22000

14000 一一

2 3 4

●；，痛t

k叠

图9 7．2 katG蛋白纯化产物的SDS．PAGE分析

l：蛋白分子量标准；2．pET24b-katG突变体质粒诱导全菌液；

3：．pET24b—katG突变体质粒诱导破茵上清；4：pET24b—katG突

变体质粒诱导破菌上清经镍亲和株流出液。

ll晷商一
～～
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8．$315T定向诱变株katG的过氧化氢酶活性

8．1野生型TB株H37Rv株、 R46 3L突变株与$31 5T katG蛋白的过

氧化氢酶活性

(1)在过氧化氢反应系统中加入破菌上清后5分钟观察结果如下

菌株 过氧化物酶活性 过氧化物酶活性 过氧化物酶活

(A240nm) (±O 2) 性(比活性)

对照 一0．042 O

H37Rv —O．078 ++ 1 00％

R46 3L 一0．081 ++ l 08％

S31 5T —O．060 + 5 0％

以H37Rv株(野生株)为基；筐，可以看出R46 3L突变株并未发生

过氧化氢酶活性的降低；而s 3 l 5T突变株的过氧化氢酶活性则显著

下降，约降低一半。

注：比活性算式：待测株A240nm一对照A240nm／H37RvA240一对

照A240

在过氧化氢反应系统中分别加入含pET—katG(H37Rv)、pET-katG
(s315T)表达质粒的菌株破菌上清与含pET空载体的菌株破菌上

清， 检测240nm下的吸光度。过氧化氢酶活性可以A：。。的下降程

度来反应(即H20，经分解后含量降低)，结果如图所示，发现含重

组katG(H37Rv)的菌株破菌上清的酶活性远高于含pET空载体的

菌株破茵上清，而含重组kat(j(s315T)的菌株破茵上清的酶活

性介于两者中间，证实野生型菌株katG基因点突变导致315位Ser

突变为Thr时导致了过氧化氢酶活性的显著降低，但并未造成完全

缺失。



(2)突变株与野生株的katG蛋白过氧化氢酶活性比较

E
亡

导
巴
g
胃
古

蛊
亡

Ⅲ

o
亡
m
上
U

一0．02

—0．04

—0．06

—0．08

一O．1

time fmins J

图10突变株与野生株的katG蛋白过氧化氢酶活性(A240hm)的比较
◆—_◆ (1)vector cont rol

▲·—-▲ (2) recombinant VeOtor with KatG(S 31 5T)：

■——一 (3) recombinant vector wi th KatG(WT)：

◆_(4)recombinant VeOtot with KatG(R464L)
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讨论

结核分支杆菌[MTB]耐药性的出现是困惑结核病治疗的主要原

因，许多感染了耐药性MTB的患者，因缺乏有效的治疗手段而使病情

加重甚至死亡。异烟肼(INH)是抗结核治疗中最主要的药物之一，

是多种药物联合化疗治疗结核病最基本的组成部分。MTB对INH的耐

药性问题备受关注，揭示抗结核药物耐药的机制，创建一种对临床分

离菌进行耐药性快速检测的有效手段，是目前迫切需要解决的问题

归】，随着分子生物学枝术的不断发展，新近几年用于MTB耐药基因检
测的方法日趋成熟，为从分子水平上探明MTB的耐药机制奠定了基础

“们。近年来众多学者的研究发现：即使在INH耐药菌株中，绝大部

分都存在KatG基因的表达，KatG基因的完全缺失仅占INH耐药菌株

的7％一21％【1“。早年，Zhang等将KatG基因的功能性拷贝导入2

株INH耐药菌中，使之恢复了对【NH的敏感性，经DNA探针杂交，这

2株茵均呈阳性反应，但无过氧化氢酶的表达，说明其KatG基因中存

在点突变【121。次年，Altamil-aFlo等的研究第一次提供了KatG基因点

突变、插入和缺失的直接证据。在他们研究的9株耐药菌中、仅1株

(1l％)的KatG基因完全缺失而其余8株经DNA测序及SSCP分析存

在点突变、部分缺失及碱基对插入n”。近年来，DNA杂交技术、限制

性片段长度多态性(RFLP)WVSR、PCRSSCP技术、DNA测序等基因检

测技术已广泛用于KatG基因及其突变的检测[14-171。结果发现：INH

耐药性结核分支杆菌中，＆atG基因突变较其完全缺失更为普遍。同

时，多数的文献都对在异烟肼耐药菌株的katG基因中发现31 5位由

丝氨酸(AGC)突变为苏氨酸(AGC)以及46 3位的精氨酸(CGG)突变为亮

氨酸(CTG)作了报道，认为这两个突变点是可以作为检测结核杆菌对

异烟肼耐药的简易指标[3-5J．但近年来出现对R46 3／L突变点意义的异

议，美国与新加坡有多人证实在相当部分的敏感菌株中发现有R463L

的变异哺，”。因此，结核分支杆菌的INH耐药性相当复杂，目前声称

哪些位点作为检测耐药的基本突变点还为时过早．重要的是必须对目

前检出的突变点作出评估，对于确信有意义的位点才能作为临床检测
的依据．

本部分的研究是国内首次用定点诱变的技术克隆了ka tG基因的

两个常见突变体(R46 3L与S3l 5T)，在此基础上研究突变体基因功能
的改变，由此直接分析两个突变点在耐药机制中的意义。

定向诱变技术是MuI l i S K等人于1986年首创的技术，通过引物



的人为改变对扩增产物进行修饰，再利用载体质粒在大肠杆菌中完成

重组而获得突变体n引。在诱变过程中，本研究应用了高保真的PWODNA

聚合酶，以防止随机突变的发生。由于所要诱变的位点位于katG序

列中心的功能区，故在克隆时必须进行2次扩增，其中一个扩增产物

即包含了突变点，再利用重组技术将所需基因进行完整的重组。获得

突变子后，在有条件的前提下最好对突变区进行测序验证。

在获得可靠的突变体后，将之转化到高表达的载体pET24b中，

在大肠杆菌中实现高表达。本研究发现突变体的katG基因表达量与

野生株接近，由此可以认为katG基因突变引起耐药可能不是通过基

因表达量的下降，而可能是本身基因功能受到影响所致。

通过进一步对突变体的过氧化氢酶的活性检测发现，S 31 5T位的

突变导致过氧化氢酶活性较野生株显著下降(约降低50％左右)，提

示该密码子突变与katG功能改变造成过氧化氢酶活性降低密切相

关，而且酶活性降低程度与文献报道的临床突变株对异烟肼的MIc值

的上升程度相一致[1⋯，说明kat(；基因表达产物的酶活性与异烟肼耐

药性可能还存在酶活依赖关系。R46 3L突变体的情况有所不同，该位

点的突变并未带来katG的过氧化氢酶活性降低。463密码子未对过

氧化氢酶的活性造成影响．兼之目前在临床敏感菌株中不断发现有该

位点的突变【6，”，可以初步判断该位点的突变仅仅是耐药菌株的一个
多样性结构，本身可能不会引起耐药．

综上所述，结核分支杆菌的INH耐药性是相当复杂的，迄今为止

的大量研究还不能对此作出完全解释，尚有许多域需要进一步探索。

今后的研究，可能既要着重对这些iNH耐药基因作进一步的DNA序列

分析，以明确其突变位点、突变类型及发生频率，同时也需对这些突

变点的意义作慎重的评估．特别是在临床耐药菌株中可能会筛选出一

批突变体，但是否这些突变都有意义呢?如果草率地将临床耐药菌株

中发现的突变体作为分子生物学检测耐药菌株的指标的话可能会对临

床有效治疗结核感染带来巨大损失。当前基因诊断技术日新月异，这

是今后临床检测耐药菌株的福音，但若要将这些技术应用于临床则归

根结底还需作大量的基础性工作，才能真正为结核病的快速诊断和有

效控制开辟广阔的前景。



小结

●本研究成功地以定点诱变的技术克隆了katG基因的两个常见突
变体(R46 3L与S315T)，并以直接测序对诱变结果作了初步验

证。填补了国内缺乏结核耐药机制研究中直接评价突变体意义
的空白。

●通过对突变体的过氧化氢酶的活性检测发现，$315T位的突变导

致过氧化氢酶活性较野生株显著下降(约降低5 0％左右)，提

示该密码子突变与ka tG功能改变造成过氧化氢酶活性降低密切
相关

·R463L突变体并未带来katG的过氧化氢酶活性降低，认为该位

点突变通过降低过氧化氢酶活性造成结核杆菌对异烟肼耐药的
依据不足
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第三部分

katfl突变体的检测与评价

近年来，DNA杂交技术、限制性片段长度多态性(RFLP)WVSR、

PCR—SSCP技术、DNA测序等基因检测技术已广泛用于KatG基因及其
突变的检测[1-41。结果发现：I N}[耐药性结核分支杆菌中，KatG基因

突变较其完全缺失更为普遍【5]。但是否所检出的突变点即是引起耐

药的原因，或者说当存在不同突变点的联合突变时，是其中一个突

变点导致耐药呢，抑或系协同作用所致，尚不得而知．诚如KatG基

因的46 3位点上精氨酸一亮氨酸的突变，可在44．2％的耐药菌株

中存在，曾一度认为是导致INH耐药的重要突变．国内对INH耐药

菌株的分子生物学检测也得出了类似的结论[61．但近年来以新加坡

研究者首先对此表示质疑，并声称在敏感菌株中也不断有该突变点

的发生．本研究也表示，含该突变体的基因并未导致katG活性的改
变‘”．

目前随着显性探针杂交以及基因芯片等技术在临床诊断中日益广

泛的应用，基础的工作乃是筛选新的有价值的突变点，同时对众多

已报道的突变点作出评估，从而为基因芯片等技术的应用奠定基础．

本部分的工作从对INH耐药最为重要的katG基因着手，建立有

效、低成本的突变点初筛方法一一多聚酶链反应一单链构象多态

(S[ngle St rand Conformation Polymorphi Sm，PCR—SSCP)分析法，

作为临床筛选耐药菌株的基础。进而本研究应用电转化转导技术验
证katG突变子s31 5T转化耻垢分支杆菌后(M．Smegmati S)对其耐INH

特性的改变，从而为建立验证突变子意义的方法进行更深入的探讨．

最后结合本研究的第一与第二部分工作(即KatG基因的克隆技术、

定点诱变技术)以及KatG基因转导技术提出筛选与评估临床耐药菌
株突变体意义的策略。
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一、单链构象多态性(sscP)技术对临床耐药菌株katll基因突变体

筛选方法的建立

材料与方法

1．菌株

·结核分支杆菌野生型H37R、，标准株：由本校客座教授、美国FDA

分支杆菌实验室李忠明博士提供。

·l陆床分离结核分支杆菌：l 6株INH耐药及敏感的临床分离株由

上海疾病防治中心结核防治科提供，其中敏感株与耐药株各8
株。

·药敏试验：和改良罗式培养基绝对浓度法的间接法。耐药标准：

INH敏感：≤0．299／ml；低度耐药：>O．2 gg／ml；中度耐药：>1

gg／ml；高度耐药：>5 Okt／ml。所有耐药菌株均为中度耐药君。具
体操作参照结核病诊断细菌学检验规程进行。

2．主要仪器

●DNA自动扩增仪：96 00型。美国PE公司

●水平式电泳槽：德国Phamacia公司
·EPPENDORF 541 5C台式高速离心机：德国EPPENDORF公司

·垂直电泳装置：美国BiO-Rad公司

·FR一2 OO型凝胶成像装置，上海复日生物技术研制所

·SDJ一超净工作台，上海淀山湖净化设备厂产品
●多点接种仪

3．主要试剂：

·蛋白酶K(Proteina Se K)，上海华舜公司进口分装)

·乙二胺四乙酸(EDTA，上海化学试剂一厂)

·PwoDNA聚合酶：罗氏公司产品

●dNTPs混合液：Promega公司产品

●QIAquick PCR purification kit，德国QIAGEN公司产品

●QIAquick Gel eXt ractiOrl kit，德国QIAGEN公司产

●细菌DNA抽提试剂盒：购自德国QIAGENE公司
·十二烷基硫酸钠：华舜公司进口分装



·丙烯酰胺与N，N'-亚甲基双丙烯酰胺：SIGMA公司

·核酸和蛋白质分子量标准：购自Promega公司
·Tri s：分析纯，德国Boehringer Mannheim公司产品

·寡聚核苷酸：由Sangon生物工程公司合成

●溴化乙锭(EB)，Fluck公司

●甲酰胺，SIGMA公司‘

·溴酚蓝，上海化学试剂一厂

·二甲苯青FF，s【GMA公司

●四甲基乙二胺(TEMED)，美国Sigma公司

●细菌DNA抽提试剂盒：购自德国QIAGENE公司

4．常用试剂配方

●30％丙烯酰胺

丙烯酰胺

N，N'-亚甲双丙烯酰胺

加水至1 000ml

299

19

将溶液加热至37℃助溶．
·1 0xTBE(每升)

l 089 Tri S碱

27．59硼酸
2 0ml 0．5mol／L EDTA(pH8．0)

●l O％过硫酸铵：过硫酸铵1 g，加水至1 0ml，4℃保存

●50xTAE：Tri s碱2429加ddH，0 600ml充分溶解，加冰乙酸

57．1ml、0．5M EDTA(pit=8)1 00ml，定容至1 L，分装灭菌。电泳

时稀释为1×TAE

●6×上样缓冲液(用于SSCP)

称取溴酚蓝25 0mg，加ddH，0 1 0ml，室温下过夜

称取二甲苯青FF 25 0mg，加ddH20 1 0ml溶解

称取409蔗糖，加适量ddH，0溶解

合并以上三溶液，定容至l 00ml，置4℃备用

5．实验方法

5．1结核分支杆菌DNA的抽提

·将TB菌株转种于罗氏培养基上。37℃孵育3周，用生理盐水将



、

细菌洗下，80℃，2小时灭活培养物；

·5 0009离心l 0分钟，收集菌株。在细菌沉淀中加入200“l下列
溶液～(20mM Tri s，PH 8．0；2mM EDTA；1．2％Triton X-1 00；4mg

溶茵酶)，彻底振荡悬浮：

·37"C温育30分钟以上。其后按细菌DNA抽提试剂盒说明，加入
25 09l消化液和2 5”l蛋白酶K，迅速振荡混-O。置6 5℃温浴1 5

分钟：

·加3509l裂解液，混匀后离心1 0分钟，收集上清至另一离心管，
加如1 09lRNase酶，混匀，55-65℃温浴5分钟：

●加入35 0”l无水乙醇，混匀后取750ul样品液至吸附柱上，离
心1 5秒，再分别以洗涤液洗2次，离心弃收集管中的液体，最
后以1 00“1洗脱液洗脱，将收集到的DNA一20℃保存备用。

5．2 PCR引物设计

·从GenBank获得KatG基因序列，同第一部分．
设计一对引物以扩增含31 5突变位点的katG片段：

Pr imer A：5，>CACTTTCGGTAAGACCCATGGC<3，

Primer B 5，>TATTGCCAAGCGCCAGCAGG<3，

5．3 PCR反应

[按如下方案制备PCR混和物]

模板(H37Rv DNA)

l 0、，PCR缓冲液
1 0xdNTP(0．6mmol／L每份)
引物A (2 0pmol／．．L)

引物B (2 0pmol／．．L)

1ul

2 uL
2一
o·2uL

0·29L



PWO DNA聚合酶(5单位几LL)

ddH20

[条件]

95℃3min

0．1 LLL

加至20uL

3 5 cycle s：95℃lmin，60℃lmin，72℃lmin

72℃ 5min

soak at 4℃

用0．7％的Agrose电泳检测PCR结果，将有阳性扩增产物的
克隆作酶切鉴定．

5．4 PCR产物的SSCP分析：

[制胶】

8％聚丙烯酰胺凝胶配制(1 0m1)：

30％丙烯酰胺 2．66ml

ddH20 6．1 7ml

8 O％甘油 1 009l ul

1 0xTBE 1 m1

1 0％过硫酸铵 7 09l

TEMED l 5ul

立即混匀后缓慢倒入胶槽中，直至槽口，插入梳子，待胶凝固

[加样与电泳]

·取阳·tg PCR产物l 09l，加2 LLl上样缓冲液，混匀

●95℃水浴变性1 0分钟，

●立即冰浴骤冷，1 0分钟

·取1 2ul上样，然后进行低温(4℃冰箱内)进行垂直电泳，
●电压2 00V，1．5小时

●599／mlEB染色30-6 0分钟

●凝胶成像仪下直接观察结果并拍照。
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结果

1．KatG基因检测

所有8株敏感菌均有KatG的表达；在8株耐药菌中，亦均有KatG

基因表达，提示未发现完全缺失KatG的基因。

图1在临床分离的敏感株中扩增得到的260bp的katG片段

1．Marke r：2-8，从对异烟肼敏．感菌株中扩增到的katG片段

图2在，临床分离的t耐药株中扩增得到的260bp的katG片段

1．Marker；2-8．2 6 0bp katG fragment of C1 inicaH SOlates

SensitiVe tO【N11



2．SSCP分析

以结核分支杆菌标准株H Rv作为对照，对8株不同程度的INH

耐药菌(MICl一>5 0 g／m r)及8株敏感菌进一步作SSCP分析，发现：

所有8株耐药菌中有二株发现单链带泳动异常，其单链带型与标准株

单链带带型不同，而所有8株敏感菌的单链带泳动正常，其带型与标

准单链带带型完全一致，2株泳动异常株与标准株及，临床分离敏感
株电泳结果比较图如下：

图3 katG片段(11t 81 0-l 0 36)的PCR—SSCP电泳照片

1．未变性的DNA lll；t【’kel’： 2，为野生标准株H37Rv株；

3，4为临床分离的敏感株：j，6为出现泳动异常的，临床耐药株

7，为泳动正常的临床耐药株．



二、转化了katG突变体或野生株株katG基因的耻垢分支杆菌对异烟

肼的药敏变化测定

材料与方法

1．材料

1．1．菌株

·克隆了$31 5T katG的pET24b质粒：本文第二部分获得。

·对异烟肼高度耐药、katG基因缺失的耻垢分支杆菌BHl

(M．Smegmati S BHl)：李忠明博士惠赠

1．2．主要仪器
●Gene Pul se r appa ratus：美国Bio—Rad公司

·克隆技术所需仪器参见本文第一部分

●超滤灭菌器，美国Bio—Rad公司

1．3．主要试剂：
●Middlebrook 7H1 1琼脂

·卡那霉素，上海延安制药厂

●异烟肼，上海延安制药厂

●小牛血清白蛋白组分V，8igma公司产品

1．4．常用试剂配方

●ADC eriEi Chment配制

葡萄糖 2 g

Nacl 0．859

ddH20 1 00ml

以上溶液混合后超滤灭菌

●Middlebrook

Middlebrook

甘油

7H11琼脂培养基

7Hl 1琼脂

ADC enrichment

ddH20

以上溶液混合后超滤灭菌

·异烟肼与卡那霉素药敏平皿

1 09

2．5ml

1-6ml

500ml
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卡那平．II／L-5 0 g卡那霉素／m【培养基

异烟肼平．911．1 00 gINH／ml培养基

2．方法

2．1含s 31 5T的katG突变体克隆质粒的构建

从本文第二部分的研究一一定向诱变法克隆katG基因突变体

以及对其功能的比较分析中获得，详细克隆过程见第二部分．

2．2电转化耻垢分支杆菌(M．smegmati S)

(由于缺乏Oene Pul Ser apparatus，故将S 31 5TkatG突变体克隆

质粒电转化工作交付本课题导师小组成员李忠明博士所在实验室完

成，将转化好的M．smegmati S BHI菌株带回，以下电转化过程由

课题组李忠明博士提供)

·将s 31 5TkatG-pET24b携带的s315TkatG基因转换到质粒pMD31
上．

·将质粒DNA与感受态细胞混匀，冰浴一分钟，

·将电转化仪调到1．2 5kV、25mF，脉冲控制器调到1 000Q。

·将转化混合物转移到预冷的电转化池中，电脉冲1 0秒
·Middlebrook 7H9液体培养液悬浮转化的细胞，37℃孵育3小时

·将M．smegmati s转化子转接种于含卡那霉素(5 O¨g／m1)的7H11

琼脂培养基上．

●以同样方法， 将pMD31空质粒以及pMD31一野生型katG基因转

化M．Smegmat i S作为对照．

2．3 M．smegmati s转化子对异烟肼的药敏检测

将以上转化予以及未转化的M．smegmati S菌株分成4组，分别为未

转化组，转化pMD 3 l空载体组，转化pMD31一野生型katG基因以及

pMD3卜s3l 5TkatG突变体组，分别以多点接种仪接种于含卡那霉素

(5099／m1)或含卡那霉素(5 099／m1)+异烟肼(1 0099／m1)的
Middlebrook 7H11固体培养基上。37℃孵育48小时观察菌株生长
情况。



结果

37℃孵育2 4小时后，观察M．smegmati S菌株生长情况发现，

在单含卡那霉素(K)的培养平板上，所有菌株均生长良好，而在含

卡那霉与异烟肼(K+I)的培养平板上，仅转化有pMD31-野生型katG

基因的M．smegmati s菌株生长良好，转化pMD31-S315TkatG突变体

的M．smegmati S菌株与转化pMD31空载体的菌株未能良好生长．见

下图．

图4分别转化了pMD31(空载体)、pMD31-katG基因$31 5T突变体及

pMD31-野生株katG的M．smegmati S BHl菌株在卡那霉素(K)或卡

那霉素+异烟肼(K+I)的培养基上的生长情况

I．转化pMD31(空载体)

2．转化pMD31-katG基因$315T突变体

3．转化pMD31-野生株katG



讨 论

自l 992年报道了首例kaG基因缺失的结核分支杆菌对异烟肼高
度耐药以来似】，关于katG基因与异烟肼耐药性关系的研究虽然国内

外已经屡有报道，不断有新的与异烟肼耐药相关的基因缺失、移位、

以及突变位点被发现．而且越来越多的事实证明，在这些耐药菌株中，

很少发现有katG基因完全缺失的病例，对耐药菌株katG基因的序列

分析也证实了这一点[9】。我国目前对katG基因的分析多集中于282bp
与2 37bp的热点突变区域，这些区域的变异可在2／3的耐药菌株中观
察到“⋯。但对于引起耐药的原因确系在于该区域的突变，以及在耐药

菌株中存在联合突变位点时该如何判断引起耐药的根本原因?就异烟

肼耐药机制而言，与利福平的耐药情形存在显著差异，前者与耐药相

关的基因较多，包括ka tG、ahpc．inhA，最近又提出ca sA可能也是一

个耐药相关基因[1l】，而利福平耐药相关的基因目前公认的主要只有
ropB【12】，而且突变点也相当有限，国外已经通过线性探针杂交方法

(LiPA)对；临床菌株进行利福平耐药的筛检【4】，而这对于异烟肼耐药检

测就不恰'-3，因为与之相关的突变点过多，不适于用探针杂交方法检

测。但这并不表示通过分子生物学技术筛检异烟肼耐药菌株就没有可
能性，目前迅猛发展的基因芯片技术已经着手进行利福平耐药菌株筛

检的尝试阶段【l“。而异烟肼耐药由于其耐药机制与相关耐药基因的复

杂而位居其次。因此对目前发现的临床菌株突变点进行筛选与评估是

一项基础性的工作，否则不可能进入临床检测阶段．

本实验中．我们建立了采用PCR—SSCP技术对8株不同程度的INH

耐药菌及8株敏感菌作了进一步的检测。PCR-SSCP是一种DNA单链凝

胶电泳技术，它根据形成不同构象的等长DNA单链在中性聚丙烯酰胺

凝胶中的电泳迁徙率变化来检测基因变异，该法具有快速、简便、灵

敏和适于大样本筛查的特点，可有效检出碱基置换、缺失、插入等基
因114]，本研究以katG包含3l 5位点的约260bp的片段为例，建立katG

基因点突变的初筛方法，对于有意义的突变点可进一步予以测序，并

对确切的突变点进行耐药性价值的评估。

本研究对8株耐药菌的kat(；基因的部分片段(260bp，约占总基

因长度的1／9)进行了SSCP筛查，发现一株存在S scp泳动图像异常．证

明在该区域存在点突变．而其他耐药菌株的耐药机制与该区域无关，

可用其他区段的s Sc p方法进行筛查．这也从另外一个角度反映了结核

杆菌对INH得耐药机制相当复杂，难以以有限的基因位点突变来解释，



如果要开发分子生物学技术对耐药菌株进行检测则必须继续做大量的

基础性工作．本研究对所有菌株的检测中均能扩增到katG片段，这充
分说明了KatG基因突变导致过氢化氢酶活性降低或缺乏，从而引起

结核分支杆菌对INH的耐药性。由此看来，KatG基因突变对于引起结

核分支杆菌INH耐药性更为重要．更为普遍的原因，这与目前国内外

研究的结果相符，即KatG基因完全缺失不是引起INH耐药的主要原
因，而katG基因的突变是引起耐药的主要原因．PCR-SSCP技术不能

给出具体的突变位置，但作为初筛突变体却简便、高效．通过与野生

型标准株比较，可在非变性的聚丙烯酰胺凝胶电泳上发现不同的迁移

率，从而筛选出突变体．由于SScp技术适合于检测400bp以下片段

的突变体，因此对于象katG这样较大的片段而言(>2kb)必须进行多

区域分段筛选，否则在常见的3lj位区域就不能覆盖象46 3位点这样

的突变．因此，目前国内以27 3bp左右中心区域作为PCR-SSCP工作区

域尚有待扩展．

直接测序技术当然对于筛选：莛交点最为有效，但不适合大规模的
普筛．因此对于PcR—SSCP技术得到的突变体还需进行进一步测序，

测序之后对突变体进行评估，以明确该突变点是有意突变抑或无意突

变．

本部分第二步工作即是利用本课题组导师小组成员之一的李忠明

教授的帮助，以电转化技术对点突变的意义进行评估．该技术就是国

外最早被用于证实ka tG基因与异烟肼耐药相关性的经典技术[1 51。当

时Zhang等人选择异烟肼高度耐药、katG基因缺失、致病力低的M．
smegmati s作为载体，利用电脉冲使M．smegmati S菌株成为可转导含

katG基因的感受态菌体，经转化katG基因后发现M．Smegmati S菌株

恢复了对异烟肼的敏感性。本课题利用该技术对获得的s31 5T突变体

转化M．Smegmati S菌株，观察突变的katG基因是否能使M．Smegmati s

菌株恢复对异烟肼的敏感性。从而可以判断该点突变是否有意义。

结果发现通过电转化技术，使对异烟肼高度耐药、katG基因缺

失的M．smegmati S分别获得野生型的katG基因与S315T突变体基因，

获得前者的菌株恢复了对异烟肼的敏感性，而后者并未恢复耐药菌对

异烟肼的敏感性．从基因水平证实了s31 5T突变在异烟肼耐药机制中

的重要性．

本研究结果说明通过电转化技术结合定点诱变技术可以有效评估

临床发现的突变体的意欠，从而为临床检测突变菌株奠定可靠的基



础．

总之，结核分支杆菌的INH耐药性是涉及katG基因多位点突变

的复杂事件，单纯依靠分子流行病学得出的现象尚有待于从实验研究
予以进一步的证实。从本课题的系列研究中可以得出初步的突变体筛

选与评估策略：

O
l电转化技术 表达突变体

I验证突变 或 蛋白，检测

I体意义 酶活性

通过大量的基础性工作，最终肯定能够给出所有有价值的与异烟

肼耐药密切相关的突变点，即可进一步应用基因芯片等技术进行耐药

菌株的检测。



小结

·本课题建立了以PCR—SSCP技术对异烟肼耐药菌株的ka tG基
因进行筛查的技术：

·发现一株存在s sop泳动图像异常．证明在该区域存在点突

变．而其他耐药菌株的耐药机制与该区域无关，说明katG

基因的常规筛查区段有待扩展

●本课题在国内首次以电转化技术对点突变的意义进行基因水

平的直接验证，对异烟肼高度耐药、katG基因缺失的M．

smegmati s分别获得s 3l 5T突变体基因后并未恢复耐药菌对
异烟肼的敏感性．证实了s 31 5T突变在异烟肼耐药机制中的
重要性．

·本鄙分的研究，目的不在于师Z-r：-选临床有意义的突变子，而是

试图通过本研究能建立筛选对异烟肼耐药有价值的突变点的

方法，本文结合系列研究的所有结果提出了筛选与评估临床
耐药菌株突变点的策略
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综述

结核分支杆菌异烟肼耐药性的基因研究进展

目前，结核病作为一个世界性的问题不仅在发展中国家较为突

出，在一些发达的欧美国家，结核病的发病也日益严重．近1 0年来，

全世界范围内结核病发病率又再次回升，据估计，目前全世界有i／3

人口感染过结核杆菌，其中有5 000万为耐药菌感染，而每年约300

万人死于结核病[1]。鉴于这种严重的结核病现状，世界卫生组织在

1993年宣布“全球结核病紧急状态”，结核病已成为全球最紧近的

公共卫生问题之一。
l 9 52年，异烟肼(INH)首次用于结核病的I临床法疗，长期以来，

异烟肼都是作为抗痨治疗的的，至今用于临床已有4 O多年历史，对

结核病的有效控制发挥了重要的作用。但其作用机制以及结核分支

杆菌对INH耐药性的发生机理尚未完全阐明。

近年来，由于结核分支杆菌的INH耐药性及多药耐药性而引起的

结核病的爆发，尤其在HIV感染者及AIDS患者中迅速播散。多药

耐药菌感染，其死亡率高(72—89％)，病程短(4—1 6周)，这已

引起公众对结核病有效控制的广泛关注【2】。因此，开发更有效的抗

痨药物，进一步阐明INH的作用机制以及结核分支杆菌的INH耐药

机制，建立有效、快速的INH耐药性诊断方法，便成为目前我们所

要面对的重要任务，相应地，也要求我们在结核分支杆菌INH耐药

性的基因水平上进行更深入的研究。

过氧化氢酶活性与INH耐药性

早在i954年，Cohn等就首先报道：在INH耐药性结核分支杆菌

中过氧化氢酶活性丧失或降低”】。同年，Middlebrook的研究也证实

了这一点[41，认为过氧化氢酶在结核分支杆菌INH耐药性中起了重

要作用。随后，国外在这方面出现了大量的研究报道。wolinsky【51

研究显示：高度耐药茵(MIC>l 0ug／m1)中82％，中度耐药菌

(MIC>5ug／m1)中9％都缺乏过氧化氢酶活性。但有的研究则发现：

过氧化氢酶活性的缺乏仅见于高度耐药菌(MIC25一i OOug／m1)中【6】，

而在中低度耐药菌(MICO．2-5ug／m1)中均有过氧化氢酶的表达[7】，
甚至在高度INH耐药菌株中也存在首很强的过氧化氢酶活性[8】。虽

然迷些研究结果不尽相同，但有一点可以肯定：结核分支杆菌的INH



耐药性与菌体中过氧化氢酶活性存在某种关系。此后，Youatt和

Winder[9，101等在这方面进行了大量的酶学研究，结果发现：过氧化

氢酶与结核分支杆菌乡-．-N系表面联系，从而有助于INH的运输，在

过氧化氢酶活性缺乏的耐药菌中，INH的摄入量是明显减少的。另

外，过氧化氢酶活性与INH相互作用的一些代谢产物，也与INH的

杀菌活性有关。据此，他们提出了过氧化氢酶与INH相互关系的两

种模式：i．过氧化氢酶可促进INH运输到结核茵茵体中。2．过氧化

氢酶可以对INH进行化学修饰，使之呈现更高的活性形式。进而部

分地解释了结核分支杆菌菌体中过氧化氢酶活性缺乏与INH耐药性

之间的关系。但至于其分子水平的研究，则长期未能涉入。

KatG基因与[NH耐药性

直到最近，国外学者才开始对结核分支杆菌INH耐药性从基因水

平上进行了研究。i 992年，Zhang等人【1”首先从基因水平上证实了

结核分支杆菌菌体中过氧化氢酶介导了结核分支杆菌对INH的敏感

性，并克隆出编码该酶的基因(katG基因)。Zhang等进一步研究发

现：在INH高度耐药菌株(MIC>5 0ug／m1)中有2／3缺乏katG基因，

若将敏感株的ka tG基因导入耐药菌株中，能使之恢复对INH的敏感

性。因此作者认为：耐药菌株中过氧化氢酶活性的缺乏是由于其编

码基因缺失所致，耐katG基因的缺失是结核分支杆菌INH耐药性的

共同机理。并提出：可根据katG基因与INH耐药性的相关性，而建

立一种快速的INH耐药性基因诊断方法。但不久，Zhang和Young[1 21

等进一步研究却发现：INH耐药菌中katG基因的完全缺失仅20％。

stoeckle[131的研究也显示：76％的耐药菌株都有完整的katG基因，

而敏感菌中却有l 0％无katG基因。综合近年来国外的文献报道【1¨61

发现：即使在INH耐药菌株中绝大部分都存在katG基因，katG基

因完全缺失仅占耐药菌株的7—24％。甚至有研究表明：所有检测

的39例INH耐药菌中无一例katG基因完全缺失。由此可见，katG

基因的完全缺失并不是结核分支杆菌INH耐药性的主要原因，以katG

基因作为INH耐药性标志而建立基因诊断方法是缺乏特异性和敏感

的。进而推测，对于大多数INH耐药菌株来说，katG基因的突变或

部分缺失可能是导致结核分支杆菌INH耐药性更为重要的原因。

katG基因的结构



katG基因是MTB染色体中的一功能区段，虽然MTB全基因序列
目前尚在研究中，但katG基因的结构已很清楚。它的上游相隔44

个碱基与furA基因相连[1"，下游相隔2794个碱基与embC基因相

连。应用kpnI限制性内切地MTB INH敏感标准株H Rv进行消化后，

得到一个大约481 0bp的DNA片段，它作为开放可读框架存在被分析

时，具有高度编码概率价值。KatG基因就位于该片段的第1979—4201

位，全长222 3bp，其中A428bp，C696bp，C740bp，T359bp，C+G占

64．6％。将此片段转染到一个能在5 00I．tg／ml INH中生长的耻垢分支

杆菌(M．smegmati S)中，结果使后者获得了对INH的敏感性(MIC

为8—3299／m1)，而对其他药物的MIC不变，证实了此DNA序列确

是katG基因，它与MTB对INH的耐药性呈直接相关【”，¨】。Cooderill
以及Kl in等对MTB的ATr,C25618株的katG基因含圾222 3个核苷酸，

除了第700位一个碱基由鸟嘌呤取代了胞嘧啶[它们的产物均为甘

氨酸]之外，与HRv株的核苷酸种类和顺序都是一样的。但当他们

对MTB的HRv—Mc株和ATCC27294株进行katG基因分析时，则发现

它们与HRv株的katG基因序列至少存有1 6个碱基的差异。因此，

在进行katG基因的研究，选择MTB标准对照株时，应充分考虑不同

菌株间基因差异的可能性，尽量选用通用的标准株HRv株。在对katG

基因进行分子学检测，尤其是聚合酶链反应(PCR)或DNA杂交检测

时，其引物和探针的设计应尽可能地避开katG的变异区域。

katG基因的同源性和功能

许多微生物都含有katG基因，它们与MTB基因有较高的同源性。

Heym[19，201等用一个携带着来自MTBkatG基因的探针进行杂交分析，

结果MTB H Rv株和麻风分支杆菌等6株分支杆菌均可见有亮度不同

的杂交带，应用氨基酸序列分析显示，MTBkatG基因编码的过氧化

氢一过氧化物酶，与胞内分支杆菌、大肠杆菌和沙门氏菌、芽孢杆

菌属的嗜热脂肪杆菌编码的过氧化氢一过氧化物酶，其氨基酸残基

符合率为60％、5 3．3％、45．7％，与来自啤酒酵母菌的细胞色素C

也有部分同源性，表明katG基因的分布是非常广泛的。KatG基因

编码产生heme-cont ing酶，也称为过氧化氢一过氧化物酶，酶分子

量为8000，在细菌的氧化代谢过程中发挥重要作用。虽然katG基

因广泛存在于其他微生物中，但众所周知，INH通常只对MTB野生

株有效，MIC多在0．0299／ml；对绝大多数的其他分支杆菌的效果就



差得多，如耻垢分支杆菌最小抑菌浓度(IMC)为32ug／ml；而其他

种属的细菌对INH是不敏感的。存在这种现象的机制除了INH靶部

位分支菌酸分布的种属特性外，分子生物学的解释是[181：katG能表

达两种过氧化酶，一个是由katG基因N端编码产生的作用范围广泛

的酶，赋予过氧化物酶活性；另一个是由katG基因c产生的过氧化

氢酶。由于katG基因结构的差异，导致绝大多数细菌所产生的过氧
化氢酶能优先去除过氧化氢，从而限制了过氧化氢一过氧化物酶对

INH的氧化，INH不能转化为毒性结构，使菌体对INll不敏感，而MTB，

由于其katG基因编码的过氧化氢酶，缺乏优先去除过氧化氢的能

力，因而可转变INH成为致死性的药剂。将MTB的katG基因转染到

耻垢分支杆菌和大肠杆菌中，iN,4两种菌均表现出对INH的敏感性。

说明MTB的katG基因与其他生物体的katG基因，不仅存有结构上

的差异，更表现为功能上的不同。

KatG基因突变与INH耐药性

katG基因与INH耐药关系的最初研究结果表明INH耐药与该基

因的完全缺失有关。Zhang【l21等发现许多耐INH的MTB分离株已降

低了过氧化氢酶的活性，其中具有较高耐药(MIC>5 0“g／m1)的分离

株已完全为过氧化氢酶阴性。为了在分子水平上检测此现象，他们

周经kpnl消化的含有katG基因的限制性片段对耐药性MTB进行

Southern杂交，两个高耐药MTB中没有一个杂交阳性，而在低耐药

菌株(MIC≤1．6ug／m1)和敏感株中则杂交阳性。提示高耐药株过氧
化氢一过氧化物酶活性丧失是因为它的编码基因一katG基因的缺失

造成．Rouse和Metri s口”应用美国PE公司设计的包含katGad 1di一

56—222 0bp全长的Ii对引物对MTB进行PCR扩增，在5个高度耐药
(MIC为5 0“g／m1)菌株中，有1株未在任何一套引物的PCR中产生
扩增带，提示该菌的katG基因已完全缺失。随后的许多研究结果都

表明，katG基因的完全缺失，可在许多高度耐药MTB中发现，并且

其过氧化氢一过氧化物酶活性全部是阴性“4t 2卜2“。因此从分子生物

学角度来说，可以将MTBkatG基因的完全缺失，作为MTB对INH耐

药的一个绝对指标。

近年来，国外学者对katG基因结构进行了更为精确的分析。
Altami rano[141等的研究第一次提供了katG基因点突变、插入和缺

失的直接证据。在他们研究的9株耐药茵中，仅l株(1i％)有katG



基因完全缺失，而其余的8株经DNA序列测定及单链构象多态性

(SSCP)分析发现均存在点突变，部分缺失及碱基对的插入，这些

变异破坏了katG基因结构导致无活性的基因产物而引起耐药。
Pretorius[231等对39例INH耐药茵进行PCR-SSCP分析，发现7株

茵有katG基因突变，并进一步作DNA测序以确定突变位点。大量的

DNA序列分析发现：在katG基因中，尤以第46 3位点上精氨酸(Arg)
一亮氨酸(Leu)的突变及第31 5位点上丝氨酸(Ser)一苏氨酸(Thr)

的突变最为常见，并已建立了一种简单、快速的检测这种突变的方
法㈨“。

随着研究的深入，katG基因完全缺失的发生率，只占临床分离

INH耐药株的2 0％以内，而大部分对INH耐药的MTB仍存有katG基

因。将katG基因的功能拷贝转染到INH耐药菌株中，使后者产生了

与katG探针杂交阳性的结果，但没有过氧化氢一过氧化物酶活性的

表达[2“。这说明在MTB耐INH的机制中，除了katG基因的完全缺

失外，尚有其他改变的存在。O’Br ien[261等应用PCR技术对30株INH

耐药和28株INH敏感的MTB进行分析，在耐药菌株中仅有2株出现

katG基因的完全缺失，而所有敏感株则都有katG的5’端和3’端的

PCR产物。Altami rano[141等对MTB katG基因分析时发现，在9株对

INH耐药MTB中，只有1株不产生katG基因的PCR扩增带，提示

该基因完全缺失。经PCR产物的碱基旬测定分析显示，其滞留时间
为14 5分钟，而作为对照的INIl敏感株的滞留时间为1 35分钟，显

示katG基因存有突变，突变类型包括1个破基或更多碱基的缺失，
多达3个bp的插入，3—38个bp的错配等。我国张宗德[271等采用

stoeckle等设计的一对引物对46株临床分离的MTB进行PeR单链

构象多态性(PCR—SSCP)分析，16个敏感株和30个耐药株均出现

katG—PCR扩增带，显示无katG基因的缺失。经SSCP分析发现，16

个敏感株无突变，1 7个存有katG突变的菌株均为INH耐药株，并

且与INH的耐药程度密切相关，20个低耐药株(MICl；xg／m1)突变
率为35％，而高耐药株(MICl 0—5 0I_xg／m1)突变率为1 00％。由此

可见，katG基因突变较完全缺失是MTB发生INH耐药的更为常见的
原因。

katG基因中与INH耐药密切相关的密码子

在MTBkatG基因中存在着大量结构和功能氨基酸残基密码阻吣81。



密码子104、409、463们的精氨酸，107、321位的色氨酸，108、270、

276位的组氨酸，I 38位的天冬酰胺，275位的苏氨酸，3l 5位的丝

氨酸，275位的苏氨酸，3i5位的丝氨酸和381、695位的天冬氨酸

都是这样的位点。它们可能是过氧化氢一过氧化物酶的结合点或是

构成活性基因的必不可少的部分。已证实发生在密码子275位的苏

氨酸(ACC)被脯氨酸(COG)取代的单一突变，即可使过氧化氢一

过氧化物酶活性丧失，INH敏感性降低。密码子1 08位的组氨酸，l 38

位的天冬酰胺的突变也可产生类似的结果。Pretorius[2 9】等对耐药
MTB katG基因进行PCR-SSCP和DNA序列分析时发现：密码子27 5

位的苏氨酸、409位的精氨酸和69 5位的天冬氨酸突变为丙氨酸，46 3

位精氨酸突变为亮氨酸，将导致katG基因功能紊乱，出现对INH的

耐药。在katG基因突变中，密码子46 3位的精氨酸(CGG)向亮氨

酸(CTG)的突变是最为常见的【3“31】。在评价MTB在此位点突变对INH

耐药方面意义时尚存有不同观点。有学者∞o】认为，此位点是katG

基因重要的功能区段，决定着过氧化氢一过氧化物酶的活性。而
shim[313等的观点与此不同，他在对5 0株MTB分析时发现，78％的

耐药株和61％的敏感株都存有此突变，在分布上无任何具有统计学
意义的差异。提示该位点CGG向CTG的改变可能是MTB一个多样性

结构，它们之间的转变与MTB对INH耐药无关。

总之，MTB的katG基因是一222 3bp的核酸片段，不同的MTB株，

即使是标准菌株其katG基因中也可以存有少量差异，这在我们的引

物和探针的设计时诮加以考虑。MTB的katG基因与大肠杆菌等有较

高的同源性，但由于MTBkatG基因结构和功能的特异性，使MTB对

INH呈独特的敏感性。在评价katG基因变异与MTB耐INH的关系方

面，该基因的完全缺失可以作为MTB发生耐药的一个绝对指标。除

缺失外，katG基因突变是导致INH耐药的主要原因，但突变所造成

的影响，要看基因序列改变的位点在katG表达中所起作用的轻重。

一些决定着表达酶的结合位点和活性基因的碱基出现突变，必然严

重制约了过氧化氢一过氧化物酶的活性，造成高度的INH耐药。如

发生在非关键区域内或为对氨基酸顺序无影响的错认突变，则仅出

现程度不同的酶活性降低和INH耐药。随着分子生物学技术的不断

发展以及新的与耐INH有关基因inhh[25，261和ahpc[321基因的发现，

说明INH耐药机制除katG基因外，其他机制有待深入研究。



Inhh基因、ahpC基因与INH耐药性

虽然katG基因突变及其编码的过氧化氢酶活性丧失是导致结核

分支杆菌INH耐药性的重要机制，但这并不能完全解释所有的的INH

耐药现象。说明在结核分支杆菌INH耐药性中，可能存在着其它的

耐药机制。1994年，Banerjee等[331又克隆出另一个INH耐药性相

关基因inhA基因，其参与结核分支杆菌分支菌酸的合成，可能是INH

作用的又一原始靶基因。研究发现：inhh基因与INH低度耐药性有

关，而katG基因与高度耐药性有关，提示在不同程度的INH耐药性

结核分支杆菌中，其耐药性的发生机理也不一致。进一步对INH耐

药性结核分支杆菌中inhA基因进行序列分析，发现了单一的点突变

造成的94位氨基酸由丝氨酸(Ser)一丙氨酸(hla)的转化，从而

导致了对INH耐药性。后来，Morri s等对8株INH耐药菌进行了检

测，结果发现有5株(62．5％)存在inhA基因突变。Heym等[341也
发现，在INH耐药菌中，有5％存在inhA基因突变，25％为inhh

基因与katG基因联合突变。wH son[”1的研究进一步证实了：katG

和inhA基因的突变对结核分支杆菌INH耐药性起着协同作用。但耐

药菌株在导入了katG基因后，会恢复其敏感性，说明katG基因在

INH耐药性中起主导作用。这两个基因的证实，也进一步说明了结

核分支杆菌INH耐药性存在着不止一种的机制。最近，wil son[361等

又发现了ahpC基因也与结核分支杆菌INH耐药性有关。但至于ahpC

基因的结构、功能、突变位点及与INH耐药性的相关关系尚在进一

步研究之中。

结核分枝杆菌耐药基因型的检测方法

基因突变检测技术是分子生物学的一项基本技术。随着分子生

物学的发展，尤其是PER技术的问世，建立于PCR基础上的突变检

测技术也不断涌现，研究基因的技术大大简化，从而使遗传病的分

子诊断技术、细菌耐药分子机制和分子肿瘤学等的研究进入了一个
崭新的阶段b7，38】。

PCR一单链构象多态性分析PCR-单链构象多态性分析(Single
—strand conformaton polymorphi sm analysi S，SSCP)是1989年

Orita等首先报道的一种PCR扩增产物的单链DNA凝胶电泳技术，

现已成为最广泛应用的一种根据单链DNA构象差别的快速、敏感、

有效的基因突变和DNA多态的检测和筛查方法。其原理是PCR产物



经变性后可产生两条互补的单链，各单链的碱基序列不同而形成不

同的空间构象，如果某一片段的碱基序列发生突变或存在多态性，

那么其单链的空间构象将随之变化，经非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

后不同构象的片段因具有不同的迁移率，而在凝胶上显现出不同的

带型，通过与野生型标准株对照，即可确定野生型和突变型基因，

但不能确定突变的部位和}生质。双链PCR产物经变性后，形成碱基
序列不同的两条单链，经非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳后呈现两条单
链带。若所呈现的单链带位置与野生型不同，称为泳动变位，即可

判定存在基因突变或DNA多态性。泳动变位可表现在两条单链带上，

也可只表现在一条单链带或在一条单链带上表现明显。但在实际分

析中常出现三、四条带，甚至更多条单链带，这是由于在一定的电

泳条件下，相同序列的DNA单链可按一定的比例形成不同的空间构

象；或是非特异性扩增产物形成的条带。个别情况下，DNA单链电

泳甚至不成条带，呈现片状，可能是因为在该电泳条件下，单链DNA

形成了一系列介于两种构型之间的中间型。有时将PCR产物稀释可

部分消除这种同分异构体的干扰。此外，采用热变性时通常可见重

新退火的双链DNA带。其它的PCR—SSCP方法还包括：巢氏PCR-SSCP，

其基本原理是设计、合成两对呈巢氏的引物，DNA模板经一对外部

引物扩增后，取其少量扩增产物用一对内部引物再进行一次扩增，

以再次扩增产物进行SSCP分析。其优点是应用该方法直接检测I临床

标本中结合分枝杆菌的耐药基因型，可显著提高检测的灵敏度，但

应注意避免耐药菌株模板的污染或扩增过程中碱基的错误掺入而导
致的假阳性：半巢式PCR-SSCP：其基本原理是DNA模板经一对外部

引物扩曾后，取其少量扩增产物再以一条内部引物和一条外部引物

组成的引物对进行扩增，最终扩增产物进行SSCP分析。其操作方法

及特点与巢氏PCR—SSCP相似，所不同的是少合成了一条外部引物，

较经济‘39，4⋯。

PCR-限制性片段长度多态性分析PCR一限制性片段长度多态
性(restriction fragment length polymorphi Sill，RFLP)分析的

原理是通过PCR扩增含有特定酶切位点的DNA片段，该片段经限制

性内切酶消化后电泳可显示两条较小的片段；若发生基因突变，酶

切位点消失，该片段经酶消化后电泳仍显示一条PCR扩增片段。其

优点是具有较高的特异性，但只能用于分析已知序列特定位点的基

因点突变。其他相关的方法还有巢氏PCR—RFLP。其基本原理是DNA



模板经巢氏PCR扩增后，其扩增产物进行RFLP分析。与PeR—RFLP

分析相比，检测的灵敏度显著提高，而特异性不受影响，可直接用
于分析临床标本中部分结核分枝杆菌sM耐药基因型[41·4 21。

DNA序列测定唯有该方法不仅能够用于突变的检测，而且能够

确定突变的部位与性质，是检测基因突变的决定性方法。但费用昂
贵，一般不用于普筛．

PCR一双脱氧指纹图谱PCR-双脱氧指纹图谱(dldeoxy
Fngerprinting，简称ddF)是由PCR—SSCP和双脱氧DNA测序结合

产生的一种方法。其原理是PCR扩增产物变性成单链，加入一种双

脱氧核苷酸，通过双脱氧核苷酸末端终止法，形成一系列一端为固

定末端，而另一端长度不同的单链寡核苷酸，通过非变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳分析末端在同一碱基的产物的序列差别。若条带出现泳

动变位即可判断存在突变。与SSCP法相比，该方法花费的时间多，

工作量较大，但产生的特异指纹图谱易识读；而SSCP最简便、快

速，但有时产生的链迁移很难识读。与DNA循环测序法相比，两者

均为分析双脱氧核苷酸末端终止产物，测序法需4四种双脱氧核苷

酸终止反应，因而需要4倍数量的反应管和凝胶泳道，产物分析需

用变性聚丙烯酸胺凝胶电泳；而ddF法只需一种双脱氧核苷酸、一

个反应管和一个凝胶泳道，产物分析用非变性聚丙烯酸胺凝胶电泳，

所需时间短、费用低，但不能确定突变部位与性质。单泳道的DNA

序列分析不能代替ddF，因为若突变的碱基不是正在分析的这种，

就检测不出突变。每种突变经ddF分析均可产生特征性的指纹图谱，

提高了检测和鉴别碱基变化的效率，但也不排除两种不同的突变产生
相同指纹图谱的可能性。受突变位置、待检测DNA片段大小、温度

和其它实验条件的影响较小。扩增产物作为ddF分析的模板时，ddF
分析实际上是脱氧核苷酸存在下的再次扩增反应[4 3-441。

单链探针反向杂交试验 单链探针反向杂交试验(fever se

hybridiZfl．t ion—ba Sed l ine probe a s say，LiPA)是一种建立于PeR

基础上的反向杂交试验方法。其原理是应用生物素修饰的特异引物

扩增DIqA，使PCR产物带有生物素标记物，将PCR产物变性后与固

定在已张膜上的特异寡核苷酸探针杂交，通过酶免疫显色法显示结

果。在结核病方面的应用InnogenetiC S公司根据上述原理推出了
INNO—LIPA Rif。结核分枝杆菌检测试剂盒及配套的自动检测仪

(Auto-LiPA)，用于检测结核分枝杆菌耐RFP基因型。该试剂盒以



rpoB基因为检测靶序列，设计了5个(sI～S5)部分碱基序列重叠
的探针，可与结核分枝杆菌野生型rpoB广泛杂交。若在靶序列内存

在突变，其扩增产物在严格的条件下无法与相应探针杂交，无杂交

信号出现就表示存在基因突变，代表结核分枝杆菌的一种耐RFP基
因型。此外，还设计了4个能分别鉴定下列4种常见突变的R探针

(R2、R4a、R4b、和R5)：D51 6V、H526Y、H526D、5531L一个结

核分枝杆菌复合群特异的探针。这样，该试剂盒不仅能够检测和鉴

定结核分枝杆菌复合群，同时还能提供该菌株对RFP的药敏结果。
Ro s Sau等应用该试剂盒检测52株非结核分枝杆菌复合群菌株、1 07

株已知rpoB序列的结核分枝杆菌分离株和264株通过传统药敏试验

方法检测的结核分枝杆菌临床分离株，未发现假阳性，特异度1 00

％；假阴性率为2％，灵敏度98％；最常见的突变类型是s5 31L、H526Y

和H526D，84％的突变发生于526～533密码子。由此可见，该试剂

盒可简便、可靠地鉴定结核分枝杆菌复合群及其RFP耐药性[4引。
RNA：RNA错配试验RNA：RNA错配试验(RNA：RNA Mi sma tch

A s say)的原理是待测DNA和标准DNA的PCR扩增产物，在依赖于DNA
的RNA聚合酶催化下，分别转录成互补的单链RNA(S sRNA)；两

者杂交后形成的RNA：RNA杂交体若存在单碱错配，可被RNA酶切割，

通过凝胶电泳分析切割产物的大小即可确定错配的位置。根据此原

理AmbiOff公司推出了商品化的错配检测试剂盒。应用Na sh等应用

该方法分析2 0株结核分枝杆菌敏感株和26株耐RFP分离株，特异
度1 00％，灵敏度96％。虽然其PCR扩增引物是分枝杆菌属特异的，

其它非结核分枝杆菌复合群的分枝杆菌PCR产物经RNA酶处理后均

不能检测到RNA：RNA双链。因此，其它菌种存在不会产生假阳性结
果。 RNA：RNA错配试验分析rpoB基因的区域大于其它方法(如

SSCP)，在一个单一的试验中能够格检出更多的突变；而且操作简便，

易于分析，PCR扩增后4h即可出结果。此外，通过更换标准株可以

改变错配试验的种特异性，如用堪萨斯分枝杆圆菌标准株可检测堪
萨斯分枝杆菌耐RFP基因型f4引。

复合PCR 符合PCR(MultiPlexPCR)的原理是在一个PCR反

映体系中，同时扩增数个基因片段。美国纽约市和弗罗里达州耐多

药结核病暴发流行时，耐7种抗结核药物(INH、RFP、SM、EMB、利

福定、卡那霉素和乙硫异烟胺)的结核分枝杆菌分离株都有相同的
Is6110 DNA指纹图谱，该谱型被命名为212072，该分离株被命名为



w株，其插入序列IS611 0中含有一特异的NTF一1序列，NTF-1不存

在于具有其它1 5种IS611 0谱型的结核分枝杆菌分离株中。根据此

特点P1 ikayt i S等建立了一种简便、快速、特异地鉴定结核分枝杆

菌w株的复合PCR方法。在该PCR反应体系中，共含有三对引物可

同时扩增结核分枝杆菌w菌株产生三个DNA片段：①引物I$62(5’
一ACCAGTACT—GCGGCGACGTC) 和 MDR一7 (5’ 一CGCGA—

GATCTCATCGACAACC)扩增w菌株产生一个l 75bP片段，它位于Is611 0

3’端和：NTF—I序列5’端；②引物MDR一6(5’ 一CCA—

GATATCGGGTGTGTCGAC)和IS61(5’一GACCGCGGATCTCTGCGACC扩增w

菌株严生一个22 3bP片段，它位于NIF—l序列3’端和Is611 0 5’

端；③引物IS5 9(5’一GCGCCAGCGCAGGTCGATGC)和 IS6 0(5’一

GATcAGcGATCGTGGTccTGc)扩增结核分枝杆菌分离株产生一个52 3bP

片段，它位于IS61l 0内，作为PCR反应的内部对照。非w菌株只产
生52 3bp对照片段，也可能还有22 3bp或其它25 0 500bp片段，可

能还有1 22 3hP或其它。25 0幻5 0眈P片段增但不会同时产生上述

三个片段【47】。

异源双位分析 异源双链分析(heteroduplex analys i S，HDA)

的原理是在一个PCR反应体系中，同时加入野生型DNA模板和待测

DNA模板进行扩增，若待测模板为突变型，那么在后期PCR循环中

即可形成异源双链DNA片段。或将野生型DNA和突变型DNA扩增产
物混合后，变性、退火也可形成异源双链DNA片段。由于同源双链

DNA片段和异源双链DNA片段的序列不同，形成的空间构象也不同，
经普通聚丙烯酸胺凝胶电泳可将两者分开。因此，通过HDA分析可

检出基因突变，其检测灵敏度高，但操作步骤较多[4引。

变性梯度凝胶电泳变性梯度凝胶电泳(denaturing gradient

gel electrophoresi S，DGGE)也是利用野生型和突变型DNA电泳迁

移率的差异来检测基因突变。双键DNA片段通常由不同温度解链区

构成，有高温解链区和低温解链区，其解链温度(Tm)取决于它的

核着苷酸顺序。当DNA片段在温度递增或变性剂浓度递增的凝胶中

电泳时，随着DNA迁移至一特定温度或变性剂浓度，DNA片段的低

温解链区打开双链成单链，其迁移率也大大降低。由于不同序列的

DNA片段在不同温度或变性剂浓度解链，在凝胶中的电泳迁移率也

就不同。因此，当基因突变时，解链过程发生变化，而可能出现泳

动变位。若突变增加了DNA低温解链区的Tm值，它在较高温度或变
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性剂浓度处打开双链，那么它在凝胶中的迁移率比野生型快；相反，

若突变降低了DNA低温解链区的Tm值，它在较低温度或变性剂浓度

处打开双链，那么它在凝胶中的迁移率比野生型慢；若突变不影响

低温解链区的Tm值，那么突变型和野生型的迁移律相同而无法鉴别
[49 J

恒定变性凝胶电泳恒定变性凝胶电泳(cons rant denaturant

gel elect rophore S i S，CDGE)是一种改良的DGGE，其采用一可使野

生型和突变型DNA片段最大程度区别开来的变性剂浓度，使凝胶申

变性剂浓度不是递增的而是恒定的，这样DNA片段在凝胶中的迁移

率也是恒定的。若基因突变，其迁移率发生变化，即出现泳动变位。

与DGGE相比，检验的灵敏度较高，能够检出DNA片段中的所有突变；

结果重复性好，凝胶的制备也较简单。操作方法基本上与DGGE相同，

所不同的是凝胶中含固定浓度的变性剂。变性剂浓度越高，电泳时
间越长㈨。

展望

结核分枝杆菌耐药的分子机智研究已取得一些进展，但仍有许多

问题值得进一步研究，如：彻底了解上述药物及其它抗结核药物(如

利福定、利福布丁、乙硫异烟胺、对氨基水杨酸、卡那霉素、卷须

酶素和胺苯硫脲等)的耐药机制。利福布丁(Rifabut in)是另一种

利福霉素类药物，体外试验表明约1 3％有511位、516位和522位rpoB

突变的REP高度耐药株，利福布丁的MIC值(0．25—0．599／m1)却较
低。这说明某些耐REP的结核分枝杆菌分离株对该药敏感，那么两

者的耐药机制可能不完全相似，耐受REP的结核病患者加用

Rifabutin有可能获得理想的治疗效果。结核分枝杆菌许多药物靶

和耐药机制与其它原核生物相似，可借鉴原核生物的研究成果进行

这方面的研究。(2)进一步明确各种耐药基因点突变与耐药表型之

间的关系。(3)某些耐INH的结核分枝杆菌分离株在豚鼠动物模型

中的毒力减弱，还需进一步实验以证明细菌耐药性与毒力之间的关

系。(4)根据结核分技杆菌作用机制和耐药机制开发新的抗结核药

物，或从新的广谱抗生素制剂中筛选抗结核新药，如新的斯帕沙星

和flouroqui010ne就是这样筛选出来的。

综上所述，INH耐药性的机理是非常复杂的，尚有许多领域要研

究和探索。今后的研究，除进一步探讨katG基因、inhh基因、ahpC



与INH耐药性的相关关系外，还应更多地了解INH的作用的位点，

作用机制，耐药基因编码酶的调节，以及开发更为特异的INH耐药
性相关基因，为今后建立快快速、有效的基因检测方法提供理论依
据。
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