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TolC表达量与大肠埃希菌 K-12耐四环素的研究
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　　摘要: 　随着抗生素的开发与使用,细菌在对多种抗生素的适应过程中逐渐发展出对抗生素耐药的反应机制。 T o lC是药物排

出转运体系的外膜成分, 与 A crAB一起形成主要的药物排出泵, 有关其表达量与耐药间的关系目前尚不清楚。 试验将 tolC克隆到

pET -32a载体上进行诱导表达,镍柱纯化, 免疫新西兰大白兔, 获得 1∶ 4000的抗血清。W es tern b lo tting分析表明, T o lC的表达量

在耐四环素的大肠埃希菌 K -12中比对照组提高 50%。细菌 T o lC高表达试验发现, 其M IC从 100μg /m l提高到 200μg /m l。结果说

明 T o lC的表达量与四环素耐药性直接相关, 提示细菌可以通过调节外膜蛋白的表达实现对抗生素的耐受。
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A ssociation of TolC expression w ith res istance to

tetracyc line inE scher ichia coliK-12
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(T he Schoo l o f L ife S cience s, X iam en U n iv e rsity, 　X iam en 361005)

　　ABSTRACT　A ssociat ion o f T o lC exp ression w ith resistan ce to te tracyc line in E scherich ia coli K -12 w as

stud id. T o lC w as an ou term em b rane p ro te in, w h ich w as bound w ith A crA B to fo rm a cr itica lm u lt id rug e ff lux

pum p. H ow ever, asso cia tion o f T o lC am oun t w ith d rug resistance w as ill-de f ined. In the study, tolC w as

cloned in to pET -32a vecto r indu ced exp ression and its recom b inan t pro teins w ere pu rified by N i-NTA. T he

pur if ied recomb inan t p ro te in sw ere used fo r p reparing o f an t i-T o lC. T he p repared an t ise rum w ith t iter 1∶ 4000

w as u t ilized as the pr im a ry an tibody in W este rn b lo t t ing. It show ed tha t T o lC amoun t w as increased 50% in

te tracycline-resistan t E. coli K -12 com pared to its o r ig inal con tro l st ra in. W hen T o lC w as overexpre ssed, the

stra in show ed st rong resistance to te t racyclinew ith it sM IC from 100μg /m l to 200μg /m l. T hese f ind ing s ind i-

ca ted that T o lC amoun t w as d irect ly co rre lated to b acte ria l resistance to te tracyc line, suggest ing tha t bacter ia

m oun ted an adapt ive feedback to an tib io t ics by regu lat ing ou te rm em brane p ro te in expression.
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　　随着人们对抗生素的过分依赖和滥用,耐药菌株

迅猛发展,对人类健康构成严重的威胁。四环素通过与

核糖体的 30S亚单位结合以抑制细菌蛋白合成
[1 ]而成

为广谱抗生素,其抗菌谱包括许多革兰阳性和阴性菌、

立克次体、支原体、衣原体、放线菌等。在 20世纪 50年

代,细菌对四环素都非常敏感; 1953年 F lakow 等
[2 ]首

次发现痢疾志贺菌 S. dy sen teriae对四环素产生耐药

性。后来又发现志贺菌属 S h ig ella对四环素、氯霉素和

链霉素产生了多重耐药性
[2～ 4 ]
。目前认为, 细菌耐四环

素机制可以分成以下三类: ①产生相应的水解及修饰

酶以破坏药物活性;②改变药物靶点的结构,使药物无

法识别;③阻止药物与靶点接触,其中包括调节膜通透

性以及药物排出转运体系的作用,而这两者都与外膜

蛋白的作用紧密相关
[5 ]
。药物排出转运体系是当前细

菌耐药性研究关注的热点, 如大肠埃希菌中的

A crAB-T o lC 系统
[6 ]和铜绿假单胞菌中的 M exA B-

O prM系统 [ 7]等。药物排出转运体系是对抗生素开发及

应用的一个挑战, 深入研究其机制将有助于我们发现
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新的抗菌机制、找到新的靶点。A crA B-T o lC排出系统

是大肠埃希菌的主要多重药物外排系统, 由内膜转运

体 A crB、周质融合蛋白 A crA 和外膜通道蛋白 T o lC

组成
[ 6]
。 X u等 [8 ]报道, 在耐四环素大肠埃希菌 K -12

中, T o lC的表达量上调。C ristoba l等
[9 ]发现,大肠埃希

菌 tolC突变株对四环素的耐药性相对于对照大肠埃

希菌下降了 5～ 6倍;当 A crA B转运体系缺失, 对四环

素的耐药性与 tolC突变株一样, M IC值均下降。这些

研究表明, A crA B-T o lC排出系统在大肠埃希菌对四

环素耐药性中的重要性, 目前有关 T o lC表达量与耐

药间的关系尚不清楚。 鉴于从蛋白质水平更能直接反

映有关生物学意义, 本研究探讨 T o lC在模式菌大肠

埃希菌 K -12耐四环素中的作用和意义, 旨在深入研

究 A crA B-T o lC药物排出转运系统的作用机制, 促进

新型抗菌药物的研发。

1　实验材料与方法

1. 1　菌株及质粒来源

大肠埃希菌 K -12购自中国科学院微生物研究

所,大肠埃希菌工程菌株为大肠埃希菌 DH 5α和 BL21

(DE3)为本实验室保存菌株;质粒载体 pET -32a为本

实验室保存质粒。

1. 2　 tolC的克隆

tolC的引物根据 N CB I上大肠埃希菌 K -12的基

因组序列设计, 并在引物的两端引入酶切位点, P 1: 5′-

CGAGAA T TCA TGCAAA TGAAGAAA -3′; P 2: 5′-

GG TCT CGAGTCAGT TACGGAA -AGGG -3′。 PCR

扩增后, 产物进行胶回收, 回收产物与 pET -32a质粒

均用 E coR I与 X hoI进行双酶切、回收、连接和转化,

筛选含有目的基因的克隆子。

1. 3　T o lC的诱导表达与纯化

将含有目的基因的克隆子转化大肠埃希菌 BL21,

对照菌和重组菌分别挑取单菌落接种于 3m l含

100μg /m l氨苄西林的 LB培养基中, 于 37℃培养至

A 600约 0. 5。加入 IPTG至终浓度为 1mm o l /L, 37℃继

续培养 3h, SDS -PAGE电泳检测。大量接种 300m l菌

液进行诱导表达,并根据 N ovagen公司 N i-N TA试剂

盒说明书操作步骤进行纯化,洗脱样品于 - 20℃保存。

1. 4　M A LD I-TO F /M S鉴定

按照 X u等 [8]的方法进行样品处理, 使用德国

B ruke r公司的 R eF lex
TM

IIIMA LD I-TOF 质谱仪进

行分析,反射模式, 离子源加速电压 1为 20kv,加速电

压 2为 23kv, N 2激光波长 337nm,脉冲宽度为 3n s, 离

子延迟提取 2000n s, 真空度 1. 4× 10
- 7
T o r r,质谱信号

单次扫描累加 50次, 并用标准 M ake r峰作为外标校

正质谱峰,正离子谱测定,获得肽质量指纹图谱。

1. 5　兔抗血清的制备

根据 Peng等 [10 ]报道的方法免疫新西兰大白

兔,采血,摆成最大斜面后在 4℃冰箱中静置过夜, 使

血清自然析出, 分装血清, - 80℃保存。 用 DOT -

EL ISA方法测定血清的效价。

1. 6　耐四环素大肠埃希菌 K 12的筛选

按两倍稀释法
[ 11]
测定测定大肠埃希菌 K 12(原

代, C 0)对四环素的 M IC值 (M IC0 ), 然后在次抑菌浓

度条件下 ( 0. 5M IC )对大肠埃希菌进行传代培养,每隔

12h传代 1次, 共传代 10次, 在 MH 培养基测定其

(T 10 )的 M IC值 (M IC10 )。如果 M IC10 /M IC0> 4,则说

明此菌株对该抗生素表现出耐药性。

1. 7　膜蛋白提取

按照 Sabr i等 [12]的方法提取膜蛋白。 挑取单菌

落接种于培养基中,振荡培养过夜。 以此为种子菌, 按

1∶ 50(V /V )的比例接种于另一批培养基中,振荡培养

至 A 600= 1. 0, 6000g收集菌体,用生理盐水洗涤菌体 2

次。称菌体湿重, 按 1∶ 5(W /V )的比例加入超声波破

碎缓冲液悬浮菌体, 超声破碎, 输出功率 50%, 每次

7. 1s, 间隔 9. 9s, 超声 15m in。 超声破碎后的菌液,

12000g, 4℃离心 15m in,收集上清。 上清液 100000g,

4℃离心 40m in, 弃上清, 沉淀溶于一定体积超声缓冲

液中。 样品分装, - 80℃保存。

1. 8　W estern b lo tt ing分析

按照常规的方法 [13 ]进行 SDS -PAG E, 电泳结束

后,进行电转,恒压 50V电转 2h,丽春红染色检测电转

的效果; 加封闭液封闭, 4℃孵育过夜; 加入一抗, 室温

孵育 1h; 取出 NC膜, TN T 洗膜 3次,每次 10m in; 加

入酶标二抗, 室温孵育 1h; 取出 NC膜, TN T 洗膜 3

次,每次 10m in; DA B显色。

1. 9　高表达分析

依 1. 3步骤诱导 tolC-pET -32a /BL21与 pET -

32a /BL 21菌株, 并提取它们的膜蛋白, 进行 SDS-

PAG E分析。按两倍稀释法,测定能够大量表达 T o lC

到膜蛋白中的菌株与对照菌株的 M IC值。

2　结果与分析

2. 1　 tolC克隆与载体构建

以大肠埃希菌 K -12全基因组 DNA为模板,进行

PCR扩增, 图 1第 2泳道示 PCR扩增得到单一特异

条带,而且片段的分子量大小与预计的相当。 将 tolC

重组到 pET -32a载体上, 挑取重组克隆子, 提取质粒

并进行双酶切验证。结果表明,阳性克隆子酶切得到的

目的片段与以大肠埃希菌K -12菌体作为模板的阳性
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1:分子量标记;　 2: tolC的 PCR产物;　 3～ 5:重组子双酶切验证

图 1　　 tolC PCR产物与重组子双酶切验证

对照大小一致 (图 1)。

2. 2　T o lC的原核表达与纯化

图 2A示 pET -32a-tolC重组子经 IPTG诱导表达

后的全菌蛋白 SDS /PAGE分析,可见 pET -32a-tolC /

BL 21经诱导表达后, T o lC蛋白加上融合蛋白大小约

72. 4ku左右, 扣除 20. 2ku的载体融合蛋白, 约为

52. 6ku左右, 与预计的分子量相符。进一步用镍柱纯

化重组 T o lC, 结果如图 2B所示。 从图 2可见,重组

T o lC为单一的目的蛋白带,获得的目的蛋白较纯。

切取目的蛋白带, 采用 MA LD I-TOF进行鉴定。

质谱结果如图 3及表 1所示, 证明镍柱纯化的蛋白确

为 T o lC。 将其作为抗原,用于兔抗 T o lC抗血清的制

备。 结果表明, 所制备的兔抗 T o lC抗血清的效价为

1∶ 4000。

　A:全菌蛋白 SD S /PAGE分析, 1:分子另标记;　 2: pET -32a /BL 21;

3: tolC -pET -32a /BL21;

B:镍柱纯化图, 1～ 8:镍柱纯化的重组 T o lC

图 2　　 tolC -pET -32a /BL21原核表达与纯化

图 3　　镍柱纯化目的蛋白的 PM F图谱

表 1 　　镍柱纯化目的蛋白的 PM F鉴定

蛋白性质 亚细胞定位 匹配数目 分子量 得分

TO LC- ECO L I Om p 10 53708 89

2. 3　四环素耐药菌株膜蛋白提取与W este rn b lo t ting

验证

大肠埃希菌 K -12 (C 0)对四环素的 M IC0值为

6. 25μg /m l,在次抑菌浓度条件下 ( 1 /2M IC )传代 10

次, 测定其 ( T 10)对四环素的 M IC10值为 25μg /m l,

M IC10 /M IC0为 4倍,提示 T 10具有耐药性。

分别提取了 T 10和 C0两株菌的膜蛋白, B ra fo rd

法确定两者的上样量均为 10μg,以兔抗 T o lC抗血清

为一抗, HRP-羊抗兔为二抗进行W este rn-b lo tt ing分

析,结果见图 4。图 4A为这 2种菌株膜蛋白的 SDS /

PAG E分析, 相互间无明显差别;图 4B为其膜蛋白的

W este rn b lo t t ing分析。 该胶上半部分用于W estern

b lo t t ing分析, 下半部分采用考马斯亮蓝染色用于加

样量对照。 由于免疫用的重组 T o lC蛋白没有切除融

合蛋白部分, 因此制备的抗 T o lC抗血清中包括抗

T o lC和抗融合蛋白 2种抗体。为排除由抗融合蛋白导

致的非特异性反应, 试验分别采用抗 T o lC抗血清和

实验室已有的抗融合蛋白抗血清为一抗进行W estern

b lo t t ing分析。 结果发现,只有使用抗 T o lC抗血清为

一抗才能在 T o lC相应位置检出阳性带, 且 T 10的

T o lC表达量明显高于 C0。图 4C为图 4B以 C 0对照

组为 100%标化后的结果。 这些结果说明, T o lC在大

肠埃希菌 K -12耐受四环素过程中起到重要的作用。

2. 4　T o lC高表达与细菌耐四环素的关系

为进一步探讨 T o lC表达量与耐药的关系, 试验

构建了 tolC -pET -32a表达质粒, 并以 pET -32a作对

照,分别在 E. coli BL21中表达。 为了证明重组 T o lC

已在细胞膜上得到大量表达, 我们提取了膜蛋白进行

验证。 图 5A示两者膜蛋白的 SDS /PAG E分析图谱,

可见相互间具有明显差异。 采用抗 T o lC和抗融合蛋

白 2种抗血清进行W estern b lo t t ing试验发现, 试验

组出现了 2条显色带,分别与天然 T o lC和重组 T o lC

的分子量一致 (图 5B);对照组出现 2条带, 其分子量

分别与重组 T o lC和融合蛋白一致 (图 5C )。这些结果

与我们所使用的 2种抗血清和被检测对象的特点具有

一致性, 说明重组 T o lC确实在试验组细胞膜上得到

高表达。

按照 1. 6的方法测定这 2株菌株对四环素的

M IC值,结果如表 2。从表 2可见, tolC-pET -32a /BL21
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　　　A: SDS /PAGE电泳图谱, 1: C 0;　 2: T 10;

B: W es tern b lo t ting分析, 1、 2:依次为 C 0与 T 10以抗

T olC抗血清为一抗;　 3、 4,依次为 C 0与 T 10以抗

融合蛋白抗血清为一抗;

C:图 B的 P horet ix 1D分析

　　图 4　　T 10与 C0膜蛋白中 T o lC表达量的

W este rn b lo tting分析

　　　A:膜蛋白 SD S /PAGE图, 1: to lC-pET -32a /BL 21;

2: pET -32a /BL 21;

B:以抗 T olC抗血清为一抗的 W es tern b lot t ing分析,

1: tolC-pET -32a /BL 21;　 2: pET -32a /BL21;

C:以抗融合蛋白抗血清为一抗的 W es tern b lot t ing分析,

1: tolC -pET -32a /BL21;　 2: pE T -32a /BL 21

图 5　　 tolC-pET -32a /BL21和 pET -32a /BL 21膜蛋白的

SDS /PAGE与W es te rn b lo tting分析

　　表 2　　T o lC高表达与细菌对四环素耐药性的关系

四环素浓度　
(μg /m l)　

1. 5625 3. 125 6. 25 12. 5 25 50 100 200

pET -32a /BL21 + + + + + +

to lC-pET -32a /BL21 + + + + + + +

　　+ :表示在该四环素浓度下细菌可以生长。

的 M IC值为 200μg /m l, pET -32a /BL21的 M IC值为

100μg /m l,前者是后者的 2倍。

3　讨论

抗生素的生产与发展伴随着细菌耐药性的不断发

展,一种新的抗生素投入使用后,很快就发现有相应的

耐药菌株出现。在细菌中普遍存在的抗药性是对抗菌

药物的生产开发及对细菌性疾病防治的一个巨大挑

战,对细菌耐药机制的深入研究是解决这一难题的关

键。现己经证实,细菌阻止药物与靶位点接触主要通过

外膜蛋白对膜通透性的调节以及药物排出转运体系的

作用来实现 [5 ]。根据作用对象的范围,可以将药物排出

转运体系划分为特异性排出转运体系和多种药物排出

转运体系这两大类, 后者与现在广泛存在多重耐药菌

株有着紧密的关系。不管是特异性还是多药物排出转

运体系,外膜蛋白都在其中起到重要的作用。

大肠埃希菌 A crA B-T o lC药物排出转运体系中,

T o lC 由 495个氨基酸组成, 经质谱鉴定分子量为

53. 3ku。W oronak is等 [14]报道, T o lC为三聚体,上端

空间为 β折叠,形成开放结构, 以便给外排药物提供泵

出宽阔通道;下端空间为α螺旋,α螺旋部分进入周质

与融合蛋白 A crA连接;当内膜转运蛋白 A crB捕获到

细胞内的抗生素并与之结合时, T o lC与 A crA B复合

体连接,打开内在通道,将抗生素排出。因此,我们对

T o lC基因进行克隆, 并进行 W este rn b lo t ting分析,

显示 T o lC在耐四环素大肠埃希菌中表达量为上升。

上述结果说明 T o lC表达上调时可以增加细菌对四环

素的外排速度,产生耐药。为了进一步验证 T o lC的功

能我们对 T o lC进行了高表达分析。试验结果表明, 当

T o lC大量表达到膜蛋白上, tolC -pET -32a /BL21对四

环素的耐受由对照的 100μg /m l上升到 200μg /m l, 即

T o lC大量表达可以提高细菌对四环素的耐受能力, 同

进也说明大肠埃希菌耐药的产生与 A crA B-T o lC系统

的功能加强明显相关。 我们的结果从蛋白质水平证明

了 T o lC在耐四环素中的重要作用。 (下转第 S 1页 )
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