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·基础实验研究论著·

耻垢分枝杆菌ＤＮＡ末端结合蛋白Ｋｕ的表达、纯化及酶学性质研究

林雅宁１，董智聪２，占景华２，徐忠玉１，２△

（中国人民解放军第一七五医院／厦门大学附属东南医院：１．检验科；２．细胞生物治疗中心，福建漳州３６３０００）

　　摘　要：目的　构建耻垢分枝杆菌末端结合蛋白Ｋｕ原核表达载体，并进行表达纯化及酶学测定。方法　以耻垢分枝杆菌

ｓｔｒ．ＭＣ２１５５基因组ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ法扩增ｋｕ基因，构建ｐＱＥ３０ｋｕ重组质粒，在表达宿主菌犈．犮狅犾犻Ｍ１５中诱导表达蛋白，

Ｎｉ２＋ＮＴＡ亲和层析柱纯化，最后通过凝胶迁移电泳实验测定Ｋｕ蛋白与５′粘末端、３′粘末端和平末端３种不同末端ＤＮＡ结合情

况。结果　成功构建了ｋｕ原核表达载体ｐＱＥ３０ｋｕ，并能在宿主菌犈．犮狅犾犻Ｍ１５中表达，纯化后具有结合不同末端ＤＮＡ的酶活

性。结论　Ｋｕ基因克隆到原核宿主菌中能进行表达、纯化，纯化后的蛋白具有结合不同末端ＤＮＡ的生物学活性，为分枝杆菌非

同源末端连接的研究奠定了基础。
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　　结核病是由结核分枝杆菌（ＭＴＢ）引起的人兽共患的慢性

传染病，ＭＴＢ的ＤＮＡ修复中缺乏错配修复
［１３］，但是它有低

忠实性的非同源末端连接修复途径（ＮＨＥＪ），Ｋｕ蛋白是该系

统中使断链的ＤＮＡ链彼此靠近的一个关键酶
［４６］。ＭＴＢ生

长周期长，耻垢分枝杆菌（Ｍｓｅ）是 ＭＴＢ耐药分子机制研究的

理想模式生物。本文以大肠杆菌为表达宿主菌，表达纯化了具

有结合不同末端ＤＮＡ酶学活性的可溶性重组耻垢分枝杆菌

Ｋｕ蛋白，为进一步研究其生物学活性及 ＴＢ耐药机制奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　材料　耻垢分枝杆菌 ＭＣ２１５５菌株，用于克隆、表达的

质粒ｐＱＥ３０，大肠杆菌菌株犈．犮狅犾犻Ｍ１５均由本实验室保存。

１．２　仪器与试剂　ＰＣＲ仪购自美国 ＡＢＩ，Ｎｉ２＋ＮＴＡ树脂购

自Ｎｏｖａｇｅｎ公司，电泳装置购自ＢＩＯＲＡＤ公司。ＤＮＡ聚合

酶、限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶均为Ｔａｋａｒａ公司产品。琼

脂糖，丙烯酰胺，Ｎ，Ｎ′亚甲基双丙烯酰胺均为Ｂｉｏｌｉｎ公司产

品。ＰＣＲ产物纯化试剂盒、胶回收试剂盒，质粒提取试剂盒为

Ｏｍｅｇａ公司产品。

１．３　方法

１．３．１　ｋｕ基因扩增和克隆　从Ｇｅｎｅｂａｎｋ中获得耻垢分枝杆

菌的ｋｕ基因的全核苷酸序列，使用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计引物

扩增，上游引物：５′ＴＴＴ ＴＧＧ ＡＴＣＣＡＴ ＧＡＡ ＣＣＧ ＴＧＣ

ＧＧＴＡＣＧＣＣＡＴＡ３′和下游引物：５′ＡＡＡＡＡＡＧＣＴＴＣＴ

ＡＣＧＡＣＴＴＣＴＴＣＧＣＡＧＣＴＧ３′。ＰＣＲ扩增循环条件为：

９５℃５ｍｉｎ，１个循环；９５℃５０ｓ，６０℃５０ｓ，７２℃１ｍｉｎ３０ｓ，

进行３０个循环反应；最后７２℃延伸７ｍｉｎ。基因ＰＣＲ扩增后

琼脂糖凝胶电泳回收目标条带。

１．３．２　Ｋｕ蛋白表达和纯化　重组菌株在相应的抗菌药物ＬＢ

培养基中培养过夜后接种于新鲜的ＬＢ中，ＯＤ６００为０．５时加

入０．４ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，２０℃诱导１０ｈ。利用Ｎｉ２＋ＮＴＡ亲

和层析柱纯化蛋白。ＳＤＳＰＡＧＥ检测纯度，用ＢｉｏＲａｄ公司生

产的蛋白质浓度测定试剂盒测定蛋白质的浓度。

１．３．３　ＥＭＳＡ检测　按照参考文献［７］进行５′粘末端、３′粘末

端和平末端三种不同末端ＤＮＡ的制备，６ｋｂ质粒ｐＪＲＬ分别

被ｐｓｐｏｍＩ消化成５′粘末端，ＡｐａＩ３′粘末端，ＳｍａＩ平末端片段。

ＤＮＡ片段与Ｋｕ蛋白２５℃孵育３０ｍｉｎ，然后在１６℃，３％琼

脂糖电泳，２０Ｖ电泳１０ｈ，凝胶成像系统观察。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ扩增产物的序列分析　来源于耻垢分枝杆菌ｋｕ基

因扩增产物通过基因工程连接到ｐＱＥ３０质粒中，酶切验证后

进行全基因测序，见图１。

２．２　Ｋｕ的表达及纯化将ｐＱＥ３０ｋｕ重组子进行诱导表达经

过Ｎｉ２＋ＮＴＡ亲和层析柱纯化，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，见图２。

２．３　Ｋｕ蛋白与不同末端ＤＮＡ的相互作用　凝胶电泳迁移
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实验结果表明Ｋｕ蛋白能与５′粘末端、３′粘末端和平末端３种

不同末端ＤＮＡ 结合，结果只能定性 Ｋｕ与这三种不同末端

ＤＮＡ都有结合活性，还无法比较它们结合能力的强弱，见

图３。

　　泳道 Ｍ：ＤＮＡ标记物 ＤＬ２０００ｐｌｕｓ；泳道１：重组质粒ｐＱＥ３０ｋｕ；

泳道２：重组质粒ｐＱＥ３０ｋｕＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切。

图１　　ｐＱＥ３０ｋｕ重组质粒的鉴定

　　泳道 Ｍ：蛋白 标记物；泳道１和２：纯化的Ｋｕ蛋白；泳道３：ｐＱＥ

３０ｋｕ重组子；泳道４：ｐＱＥ３０菌株对照。

图２　　ＳＤＳＰＡＧＥ分析Ｋｕ蛋白

　　Ａ：３′粘末端ＤＮＡ１００ｎｇ与不同浓度 Ｋｕ蛋白反应；Ｂ：５′粘末端

ＤＮＡ１００ｎｇ与不同浓度Ｋｕ蛋白反应；Ｃ：平末端ＤＮＡ１００ｎｇ与不同

浓度Ｋｕ蛋白反应；其中 Ｋｕ蛋白浓度泳道１和２是０ｎｍｏｌ／Ｌ，３和４

是２００ｎｍｏｌ／Ｌ，５和６是４００ｎｍｏｌ／Ｌ，７和８是８００ｎｍｏｌ／Ｌ。

图３　　３种不同末端ＤＮＡ结合情况

３　讨　　论

ＭＴＢ的耐药机制与其药物敏感性相关基因突变、缺失和

插入及其菌体本身的ＤＮＡ修复能力有关
［８］。Ｋｕ蛋白作为分

枝杆菌ＮＨＥＪ修复的关键酶，以二聚体的形式结合ＤＮＡ断裂

处，然后招募ｌｉｇＤ等催化断裂ＤＮＡ的封闭
［９１０］目前尚不清楚

Ｋｕ只是ｌｉｇＤ的招募因子还是有别构效应，它对不同ＤＮＡ双

链断裂修复的能力及其忠实度问题仍值得讨论［１１１２］。ＭＴＢ本

身培养周期长、体外培养营养要求高等特点，Ｍｓｅ作为它的一

种模式生物，具有基因组同源性高、易培养、周期短等特点，在

ＭＴＢ耐药的分子机制研究中深受科学家的欢迎。

本实验构建了Ｍｓｅ的原核表达载体ｐＱＥ３０ｋｕ，并在表达

宿主菌犈．犮狅犾犻Ｍ１５中诱导表达。通过优化诱导剂ＩＰＴＧ、温

度、菌浓度等条件，使表达的蛋白可溶性提高，有利于蛋白质的

纯化和保持生物学功能。通过ＥＭＳＡ实验，初步表明了纯化

的Ｋｕ蛋白具有结合不同末端ＤＮＡ的能力。Ｋｕ蛋白在分枝

杆菌的ＮＨＥＪ修复的作用已经受到越来越多研究者的关注，

大量表达纯化Ｋｕ蛋白对 ＭＴＢ有效防治的研究具有重要科学

价值。
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