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摘要:【目的】结核分枝杆菌可以在宿主细胞内的酸性环境中长期存活。为了探明天冬酰胺酶(AnsA)代谢
通道介导的分枝杆菌在酸性环境中的适应机制，分别通过体内和体外实验，对 AnsA 的活性、突变体性质进
行了分析。【方法】以无致病性的卡介苗分枝杆菌(M． bovis BCG)为模式菌，扩增天冬酰胺酶编码基因 ansA
并在大肠杆菌中进行表达和纯化，对 AnsA 的酶学活性进行了分析。在卡介苗分枝杆菌中将 ansA 敲除，对其
抗酸、产氨等特性进行了研究。【结果】纯化的重组 AnsA 在体外可以将天冬酰胺分解并产生氨。在酸性培
养基中，分枝杆菌利用天冬酰胺产生的氨，可以释放到培养基中，将酸性培养基中和。敲除 ansA 后，卡介苗
分枝杆菌在酸性环境中的生长滞后 10 天左右。为了更好的理解天冬酰胺介导的抗酸机制，绘制了天冬酰胺
代谢、氨产生和转运示意图。【结论】结核分枝杆菌的抗酸特性之一是通过分泌氨将周围的酸性环境中和来
实现的。氨来源于分枝杆菌 AnsA 对底物天冬酰胺的分解。这为揭示结核分枝杆菌在宿主巨噬细胞内酸性
环境中的生存机制提供了线索。
关键词:卡介苗分枝杆菌，天冬酰胺，天冬酰胺酶，酸适应性
中图分类号:Q935 文献标识码:A 文章编号:0001-6209 (2012)12-1467-10

结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis，Mtb)

是引起肺结核(Tuberculosis，TB)的致病菌，目前全
球大约有 1 /3 人口为结核阳性。根据 WHO 最新报
告，2010 年全球大约有 145 万人口死于 TB［1］，其中
我国人口结核的感染率居世界第二。

结核分枝杆菌在宿主体内主要感染巨噬细胞，

属于胞内寄生菌且能在宿主细胞酸性溶酶体和吞噬
小体内的微环境( pH 5. 5 左右或者更低)中长期存
活［2］，因此对其抗酸机制的了解是阐明其致病和耐
药机制的前提。但是，不同的细菌在进化中形成的
抗酸 机 制 不 同。比 如: 胞 外 菌 幽 门 螺 杆 菌

( Helicobacter pylori ) 和 副 溶 血 弧 菌 ( Vibrio
parahaemolyticus)进入宿主体内之后，可以通过自身
的尿素酶将尿素分解并将产生的氨释放到细菌细胞
外，迅速中和消化道内的酸性环境来实现其抗酸生
长，同时利用氨破坏上皮细胞［3 － 4］。而胞内寄生菌
单核细胞增多性李斯特菌(Listeria monocytogenes)则
通过精氨酸脱亚氨酶对精氨酸的脱氨基作用适应宿
主酸性环境［5］。慢性生长的结核分枝杆菌与其它
快速生长的胞内和胞外菌又有所不同，因为结核分
枝杆菌需要在酸性环境中存活数月或者数年，在特
定的宿主巨噬细胞内即需要抵抗来自宿主细胞的各
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种杀伤因子(如:超氧离子、细胞因子等)［6］，还需要
从环境中获取营养维持自身生存，更需要耐受来自
溶酶体或吞噬溶酶体的酸应激。那么，结核分枝杆
菌是如何适应周围的酸性环境呢?

我们在前期的研究工作中发现:结核分枝杆菌
能够利 用 天冬酰胺 产生氨，且通过 外 膜 蛋 白
OmpATb 输送到细菌细胞外［7］。为了进一步阐明
“氨”和分枝杆菌的抗酸机制，在本研究中，我们利
用无致病性的卡介苗分枝杆菌为模式菌，通过模拟
酸性环境和氮源，我们发现卡介苗分枝杆菌产生的
氨来自天冬酰胺酶对天冬酰胺的降解作用，这是目
前揭示分枝杆菌抗酸机制的最新发现。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 化学试剂、菌株和质粒:本实验室所用的化
学试剂均为分析纯，购自 Sigma、USP 和 BD 等公司。
卡介苗分枝杆菌(M． bovis BCG)由本实验室的合作
实验室(阿拉巴马大学 Niederweis 实验室)提供。大
肠杆菌克隆用菌株为 DH5a。质粒 pHL002 (ansA 表
达载体)、pHL084(ansA 基因敲除载体)由本实验室
构建并保存。其中 pHL002 是 pET28 ( b)的衍生质
粒，pHL084 是 pML564 的衍生质粒 ［7］。质粒图谱
分别如图 1 和图 2 所示。
1. 1. 2 细菌培养:大肠杆菌培养基为 LB 培养基，
37℃培养。卡介苗分枝杆菌培养基为 7H9 /OADC
培养基(液体)和 7H10 /OADC 培养基(固体)，37℃
培养。筛选用抗生素浓度:Hygromycin(潮霉素，50
－ 200 μg /mL)。
1. 2 卡介苗分枝杆菌 ansA 原核表达载体和基因敲除
载体的构建

1. 2. 1 ansA 原核表达载体:本研究所用的引物名
称和序列如表 1 所示。采用 ansA fwd / ansA His Rev
引物从卡介苗分枝杆菌基因组中扩增 ansA 基因，利
用 Nco I /Hind I 酶切位点连入 pET28( b)中，命名为
pHL002。卡 介 苗 分 枝 杆 菌 与 结 核 分 枝 杆 菌
(H37Rv)的 ansA 同源性 100%。
1. 2. 2 ansA 基因敲除载体的构建:采用 ansA us
fwd / ansA us rev 引物从卡介苗分枝杆菌基因组中
扩增 ansA 上游同源臂(1069 bp)，利用 Spe I /Swa I
酶切位点连入 pML523 中，命名为 pHL083。然后采

用 ansA ds fwd / ansA ds rev 引物从卡介苗分枝杆菌
基因组中扩增 ansA 下游同源臂(1014 bp)，利用 Pac
I /Nsi I 酶切位点连入 pHL083 中，命名为 pHL084。
所有插入片段均经过测序验证序列的正确性。

表 1 引物名称和序列
Table1 Primers used in this study

Primer Sequence(5'→3')
ansA fwd AACCATGGGAGCAAACCACGTGCGC

ansA His Rev
GCAAGCTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGCCCC
AACGGTCGATGACGTCG

ansA us fwd TGGACTAGTACGTCGAGACGTTCTGCGAACGGTT

ansA us rev
CGCATTTAAATAACTCACCGGTCGCCGACGTCAT
CGA

ansA ds fwd
TGGTTAATTAATGTCCCTCCAGTAGTGATGACGG
TGA

ansA ds rev
TGTATGCATAACGATGTCGTCGTCGGAATACA
GAAT

1. 3 ansA 基因敲除和筛选步骤
将 pHL084 质粒(该质粒为温度敏感型质粒，当

温度高于 39℃时停止复制)转化入卡介苗分枝杆菌
感受态细胞中，在 7H10 /OADC /Hyg 平板上筛选，用
锡箔纸密封后于 35℃培养。3 － 4 周后，挑选平板上
任一单菌落，在 7H9 /OADC /Hyg 液体培养基中摇
菌，待 OD600达到 1. 0 左右时候然后稀释成浓度 1 ∶

10 － 1 － 10 － 6，涂布 7H10 /OADC /Hyg 平板，用锡箔纸
密封后于 39℃培养。3 － 4 周后，挑选平板上单菌落
进行菌落 PCR 和 Southern 杂交验证，此时在基因组
水平上发生同源重组:单交换 ( Single cross over，
SCO)。然后将任一单交换克隆，在 7H9 /OADC /Hyg
液体培养基中摇菌，至 OD600达到 1. 0 时，按照 1 ∶

10 － 1 － 10 － 6 稀 释，涂 布 7H10 /OADC /Hyg /2%
Sucrose 平板，用锡箔纸密封后于 39℃培养。3 － 4
周后，利用荧光(鉴定方法见 1. 8)和 Southern 杂交
验证，此时在基因组水平上发生双交换 ( Double
cross over，DCO)。在双交换菌株中，ansA 被 hyg-
gfp 替代。其中，hyg 为潮霉素抗性基因，gfp 为绿色
荧光蛋白基因。我们这样构建突变株的目的是为了
得到 ansA 基因缺失株的同时，也得到能够表达绿色
荧光蛋白的标记株，优点是可以在后续的细胞实验
中，追踪细菌在巨噬细胞中的定位。采用这种策略
构建基因缺失株的前提是 ansA 和及其上下游的基
因不能属于同一个操纵子。这一点，我们已经通过
网络服务器对 ansA 及其上下游基因进行了操纵子
预测( http: / /www． microbesonline． org / about_operon．

8641



蔡潇浪等: 天冬酰胺酶介导的分枝杆菌酸适应机制 ． /微生物学报(2012)52(12)

html)，证实了 ansA 及其上下游基因不属于操纵子，
因此本实验采用的构建策略不存在潜在的极性效
应。
1. 4 卡介苗分枝杆菌感受态细胞的制备

卡介苗分支杆菌感受态的制备方法采用本实验
室报道的方法进行 ［8］。即:将分枝杆菌在100 mL
7H9 /OADC 液体培养基中培养至 OD600为 0. 5，离心
收获菌体，用 10% 预冷的甘油将菌体洗涤 3 次，最
后用1 mL 10%甘油悬浮菌体(感受态细胞)。电穿
孔转换参数为: 1000 Ω，2. 5 kV，25 μF。电击杯宽
度为 4 mm。
1. 5 天冬酰胺酶的表达和纯化

天冬酰胺酶在大肠杆菌中的表达和纯化参照本
实验室报道的方法进行［7］。即:将 pHL002 转化入
大肠杆菌 Rosetta 感受态细胞中，用 0. 1 mmol /L
IPTG 诱导过夜(16℃ )。采用超声波方法破碎细胞，
利用 Co2 +树脂(BD 公司)纯化 AnsAHis。
1. 6 天冬酰胺酶活性分析

在 100 μL PBS ( pH7. 2 ) 缓 冲 液 中，加 入
2. 5 mmol /L天冬酰胺为底物和3 μg纯化的天冬酰胺
酶。如果天冬酰胺酶具有活性，将分解天冬酰胺产
生氨。产生的氨在溶液中以 NH4 + 离子形式存在，
利用德国拜发公司的氨检测试剂盒检测溶液中氨的
浓度，操作步骤按照试剂盒说明书进行。该方法的
原理是氨可以和试剂盒提供的 2-氧戊二酸盐 (2-
oxoglutarate)反应生成谷氨酸盐，同时将 NADH 氧化
成 NAD，其中 NADH 对 340 nm 的吸收度与氨的浓
度成线性关系，因此可以定量检测反应液或者培养
基中氨的浓度。
1. 7 Southern 杂交

利用 Southern 杂交鉴定基因缺失株采用文献报
道的方法进行［9］。其中探针为 ansA 上游同源臂，标
记采用地高辛方法(Roche 公司)，探针标记和检测
参照试剂盒提供的说明书进行。卡介苗分枝杆菌基
因组利用 Nru I 酶切后采用真空转印法到杂交膜
上，显色采用 NBT /BCIP。
1. 8 报告基因检测

ansA 基因敲除载体 pHL084 含有两个报告基
因，分别为 xylE 和 gfp。其中 xylE 为儿茶酚双加氧
酶基 因，表 达 产 物 可 以 将 无 色 的 邻 苯 二 酚
(Catechol)氧化成黄褐色的醌类物质，菌落在平板
上表现为黄褐色。gfp 为绿色荧光蛋白编码基因，菌

落在平板上表现为绿色荧光。ansA 基因单交换株
在邻苯二酚存在的条件下表现为肉眼可见的黄褐
色，荧光显微镜下为绿色荧光。双交换株在邻苯二
酚存在的条件下不发生任何颜色变化，但为绿色荧
光。通过菌落在平板上的颜色转换可以快速区分单
交换和双交换，加速基因缺失株的筛选过程。筛选
用的邻苯二酚浓度为 100 mmol /L，用 50 mmol /L 的
磷酸钾缓冲液(pH 7. 2)配制，于 4℃避光保存，使用
时直接滴在菌落或者喷洒在菌落上面。GFP 荧光菌
落利用 Olympus 荧光体视显微镜 ( SZX-16)进行观
察和照片拍摄。
1. 9 卡介苗在酸性培养基中的氮源利用实验

利用 HdB［10］培养基为基础培养基，碳源为甘
油，氮源为 15 mmol /L 天冬酰胺，pH 为 5. 5。卡介
苗种子液先在 7H9 /OADC /Tween 80 培养基中培养
至 OD600约为 2 － 3。然后离心收集菌体，并用灭菌
水(含 0. 1% Tween 80)洗涤 3 次，去除原始培养基
中的营养成分，转接于 250 mL 上述 HdB 培养基中，
起始 OD600为 0. 01，连续培养 4 周，每天取 1 mL 检
测 OD600、pH 和氨的浓度。其中 pH 和氨的浓度检
测需要将菌液用 0. 2 μm 滤器过滤后取无菌滤液进
行。pH 检测采用酸度计 (VWR)，氨的浓度检测采
用酶动力学方法(见 1. 6)。

2 结果

2. 1 天冬酰胺酶在大肠杆菌中的表达、纯化和活性
分析

为了检测天冬酰胺酶的活性，首先我们构建了
分枝杆菌天冬酰胺酶原核表达载体为 pHL002 (图
1-A)，并在大肠杆菌中对卡介苗分枝杆菌天冬酰胺
酶进行了表达，并用 Co2 +树脂对表达产物进行了纯
化。结果表明:分枝杆菌天冬酰胺酶在大肠杆菌中
以可溶性形式进行表达，不形成包涵体 (图 1-B)。
从超声波裂解物的上清液中纯化的 rAnsAHis在 SDS-
PAGE 胶上为单一条带，大小与预期完全一致，且能
把天冬酰胺分解产生氨(图 1-C)，这说明纯化的天
冬酰胺酶具有生物学活性。此外，由于在本实验进
行期间，缺乏天冬酰胺酶抗体进行 Western 验证，我
们直接将图 1C 中纯化的34 kDa的蛋白条带从胶上
切割下来，胰酶处理后，送往中科院上海生化细胞所
蛋白质组研究分析中心进行质谱分析，结果表明纯
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化的 rAnsAHis可以被胰酶切割成 11 个肽段，肽段序
列可以完全映射到 AnsA 的参考蛋白序列上(图 1-

D)，说明大肠杆菌表达的重组天冬酰胺酶完全正
确。

图 1 天冬酰胺酶在大肠杆菌中的表达、纯化和活性分析
Fig． 1 Expression，purification and enzymatic characterization of AnsA．

A:The ansA gene from M． bovis BCG was cloned into pET28( b) vector under T7 promoter via Nco I /Hind III．

B: SDS-PAGEseparation of the purified rAnsAHis ．

C: Enzymaticactivity of the purified AnsA ( Asparaginase) in the presence of asparagine． Ammonia concentration in these samples was

determined using an enzymatic method based on the synthesis of glutamate from 2-oxoglutarate and ammonia by glutamate dehydrogenase．

D:Typsin treated rAnsAHis ( from Fig． 1B) was analyzed by LCQ /LTQ mass spectrometer． Peptide fragments ( P1-P11) were mapped to

AnsA reference protein by Build Summary software．

图 2 卡介苗分枝杆菌突变株菌落的荧光鉴定
Fig． 2 Plasmid construction and M． bovis BCG (DansA) mutants verification．

The homo-arms of upstream and downstream regions ofansA，reporter marker gfp and xylE，and counter selection marker sacB were illustrated

in the plasmid pHL084 ( A) ． M． bovis BCG wt，single cross over ( SCO) and double cross over ( DCO) were screened according to

expression of XylE and GFP (B) ． The SCO and DCO mutants were further verified by Southern-blot (C) ．

2. 2 卡介苗分枝杆菌 ansA 基因缺失株的筛选
ansA 基因缺失株的构建采用温敏质粒 pHL084

(图 2-A)转化卡介苗分枝杆菌后逐步筛选得到。基
于 pHL084 质粒的特性，突变株的筛选采用颜色(荧
光)和 Southern 杂交两种方法平行进行。首先根据
菌落在平板上的颜色反应，单交换和双交换菌落在

显微镜下都呈现绿色荧光，而野生型菌落不呈现荧
光。其中单交换菌落在喷洒无色的邻苯二酚之后，
将在 5min 之内变为黄褐色(图 2-B，SCO /XylE)，而
野生型和双交换菌株不发生颜色变化，由此可以在
平板上几百个克隆中快速锁定阳性克隆。单交换和
双交换突变株的进一步确认采用 Southern 杂交方
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法。在尼龙膜上，野生型和双交换都仅出现一条带，
而单交换有两条带，其中单交换的一条带与野生型
大小一致 (图 2-C )，双交换条带比野生型小。
Southern 杂交结果表明 (图 2-C):ansA 缺失株构建
正确。
2. 3 卡介苗分枝杆菌在酸性培养基中对天冬酰胺
的利用

结核分枝杆菌可以在宿主巨噬细胞内的酸性环
境中长期存活。在这种特定的微环境中，分枝杆菌
需要从宿主细胞中获取其赖以生存的营养物质。我
们在前期工作中发现结核分枝杆菌在酸性培养基中
仅能利用天冬酰胺、天冬氨酸、谷氨酸和谷氨酰胺四
种氨基酸，同时产生碱性物质伴随培养液 pH 升
高［7］，其中氨的产生与天冬酰胺有关。我们猜测，
氨可能来自于天冬酰胺酶对天冬酰胺的降解作用。
为此，我们对卡介苗天冬酰胺酶缺失株、突变株和互
补株在 HdB (pH 5. 5) 培养基中的生长、pH 和氨的
动态变化进行了分析。结果表明:当天冬酰胺酶基
因被敲除后，卡介苗在分枝杆菌中的生长大大减弱，
与野生型相比在液体培养基中滞后了大约 10 天
(图 3-A，Mut． )，而且突变株的生长伴随着 pH 的升
高 (图 3-B) 和氨的产生(图 3-C)，但与野生型相比

明显滞后了 10 天左右。这说明分支杆菌在酸性环
境中的生长需要中和环境中的 H +，而中和 H +需要
产生碱性物质;如果不能中和 H +，分支杆菌将失去
在酸性环境中的生长能力，这一点与我们的前期结
果完全一致［7］。在本实验中，HdB 培养基的唯一氮
源为天冬酰胺，因此可以确定氨来自于天冬酰胺酶
对天冬酰胺的分解。但是分解的氨，是否能够完全
中和溶液中的 H +并引起溶液 pH 升高呢? 为此，我
们直接对 HdB ( pH 5. 5)进行了酸碱滴定实验。我
们发现，将 HdB 液体培养基从 pH 5. 5 滴定到 pH
7. 5 时，大约需要16 mmol /L的氨水(图 3-D)。在本
实验 中，HdB 培 养 基 中 天 冬 酰 胺 的 浓 度 为
15 mmol /L，在分枝杆菌存在的条件下，最高可以检
测到 大 约 20 － 25 mmol /L 的 氨 ( 接 近 理 论 值
30 mmol /L)，并且当氨的产生达到峰值时，pH 的升
高也达到峰值。随后氨的浓度逐渐下降，pH 也逐渐
下降。这说明在培养后期，分泌到细胞外的氨又重
新被分枝杆菌当做氮源利用，这一点也与本实验室
的前期研究结果一致［7］。有趣的是，天冬酰胺酶被
敲除后，卡介苗分枝杆菌的生长并没有彻底停止，这
说明分枝杆菌还有其它产生氨或者碱性物质的备用
途径(见讨论部分)。

图 3 卡介苗分枝杆菌天冬酰胺酶突变株菌落的抗酸生长
Fig． 3 Growth capability of ansA knocked out M． bovis BCG in acidic medium． OD600 (A)，pH (B) and ammonia (C) were measured as

described in text． Titration of HdB ( pH5． 5) medium was carried out by addition of ammonia and pH was quantified (D) ． wt: wild type

M． bovis BCG; Mut． : M． bovis BCG (D ansA) ; Comp． : Complemented strain of the M． bovis BCG (D ansA) ．
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2. 4 分枝杆菌抗酸生长代谢示意图
本研究中我们证实了卡介苗分枝杆菌通过天冬

酰胺酶分解天冬酰胺产生氨进行抗酸生长，在前期
研究中我们发现结核分枝杆菌产生的天冬酰胺通过
外膜蛋白 OmpATb 释放到培养液中［7］。除了天冬
酰胺酶代谢通路之外，分枝杆菌还存在其它产氨机
制。同样，除了 OmpATb 之外，分枝杆菌可能还需要
借助其它分泌蛋白将氨分泌到细胞外，为了进一步
从全局代谢水平了解结核分枝杆菌的抗酸机制，结

合目前已有知识，我们绘制了结核分子杆菌中氨的
产生机制示意图(图 4-A，相关蛋白命名参照结核分
枝杆菌 H37Rv 实验室菌株)。由于卡介苗分枝杆菌
和结核分枝杆菌基因组同源性 99. 9%以上，因此该
示意图对两个菌都适用，二者在酸性培养基中仅能
利用天冬酰胺(Asn)、天冬氨酸(Asp)、谷氨酸(Glu)
或谷氨酰胺(Gln)(图 4-B)。图 4-B 为卡介苗分枝杆
菌在 HdB (pH 5. 5)中的生长曲线;关于结核分枝杆
菌在 HdB (pH 5. 5)中的生长曲线见文献［7］。

图 4 分枝杆菌氨产生机制和抗酸示意图
Fig． 4 Demonstration of ammonia generation and growth of mycobacteria in acidic medium． A: The concept model ofammonia generation and

secretion by mycobacteria． IM: Inner membrane; OM: outer membrane; Asn ( Asparagine) ; AnsA ( Asparaginase)，AnsB ( Asparagine

synthetase) ; Asp (Aspartate) ; AspC (Aspartate aminotransferase) ; Glu (Glutamic acid) ; Glutamine (Gln) ; GlnA1 /A2 /A4 (Glutamine

synthetase A1 /A2 /A4) ; Amt ( Ammonia transporter) ; GlnB ( PII protein ) ． B: Growth ofM． bovis BCG in HdB ( pH5． 5 ) medium

supplemented with Asn，Glu，Asp，Gln，Arg，or Nitrate (NO －
3 ) as the sole nitrogen source． Curves from other 15 natural amino acids were

excluded due to invisible growth． Doubling time ( d) for each nitrogen source is indicated as shown．

3 讨论

在静止期的巨噬细胞中，结核分枝杆菌可以阻
碍吞噬小体和溶酶体的融合。但是，在 γ-IFN 等细
胞因子的刺激下，吞噬小体可以加速和溶酶体融合，

并释放各种因子试图“清除”入侵的结核分枝杆菌，

包括:超氧离子、泛素肽、金属离子［11 － 12］、水解酶、质
子流等［6］。但是结核分枝杆菌也在进化中形成了
“反清除”机制。其中，酸适应几乎是所有通过呼吸
道和消化道感染的致病菌采取的“反清除”策略之
一。

在酸性条件下，结核分枝杆菌内一些与破坏宿
主溶酶体相关的基因表达会上调，包括:aprA /B /C

系统(Acid and phagosome regulated A /B /C)［13］以及

可以引起溶酶体膜裂解的 ESAT-6 ( Early secreted
antigen-6)［14］、Mg2 + 转运蛋白［6］ (MgtC) 和膜蛋白
Rv3671c 等［15］，同时分枝杆菌还产生碱性物质中和
微环境中的酸性。在中性培养基中，结核分枝杆菌
和卡介苗分枝杆菌可以利用除了天冬酰胺、天冬氨
酸、谷氨酰胺和谷氨酸之外的多种氨基酸(如:精氨
酸、丝氨酸)和硝酸盐;但是在酸性培养基中只能利
用天冬酰胺、天冬氨酸、谷氨酰胺和谷氨酸，并伴随
溶液 pH 的升高。这是因为分枝杆菌在精氨酸、丝
氨酸和硝酸盐代谢中不能产生碱性物质，因此无法
中和酸性环境(图 4-B)。有趣的是我们仅在以天冬
酰胺为唯一氮源的培养基中检测到了氨的存在。对
于以天冬氨酸 ( Asp)、谷氨酸 ( Glu) 或谷氨酰胺
(Gln)为唯一氮源的培养基，虽然我们发现当分枝
杆菌生长后，培养液 pH 也升高，但是我们检测不到
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氨。这说明当以天冬氨酸、谷氨酸或谷氨酰胺为唯

一氮源时，分枝杆菌产生了另外一种不同于氨的碱

性物质? 我们曾经利用质谱和核磁共振对培养液进

行了分析，但都找不到在以天冬氨酸(Asp)、谷氨酸
(Glu)或谷氨酰胺(Gln)为唯一氮源的条件下，足以

引起 pH 升高的碱性物质(结果未列出)。那么，是

不是在以天冬氨酸(Asp)、谷氨酸(Glu)或谷氨酰胺
(Gln)为唯一氮源时，虽然不产生碱性物质，但是分

枝杆菌过多的消耗了细胞外的 H + 而导致了 pH 升

高呢? 或者说胞外的 H + 通过质子泵运送到胞内

后，和胞内产生的 NH3结合生成 NH4 + (图 4A)，胞

内的 NH4 +来不及输送到细胞外，就被细胞利用产

生其他氨基酸呢? 关于这一解释，目前尚缺乏直接

的实验证据。

其实，结核分枝杆菌利用天冬酰胺作为氮源产

生氨，早在 50 年前就有报道［16 － 17］，但是当时基于分

子生物学发展的局限和基因组信息的缺乏，研究人

员只是发现了这种产氨现象，但对于天冬酰胺的代

谢机理和氨的作用机制并没有进行深入的研究。直

到 1980 年，Gordon 等［18］人在《Nature》杂志上发文

表明，氨在结核分枝杆菌感染的巨噬细胞内可以阻

止溶酶体和吞噬小体的融合，并指出分枝杆菌中的

氨可能来自于氨基类物质的代谢。后来越来越多的

证据表明:结核分枝杆菌产生的氨是其抗酸生长和

影响破坏巨噬细胞溶酶体和吞噬小体融合的关键因

素［19］，而且分枝杆菌中氨转运受到多基因调控［20］。

近期，我们在研究中也发现结核分枝杆菌产生的氨

可能通过 OmpATb (Rv0899) 分泌到细胞外［7］，这

一发现很快被国外同行认可，并拓展成 Rv0899 的

结构在固氮细菌中普遍存在［21］，并与氨的分泌有

关。

通过比较基因组学发现，天冬酰胺酶广泛存在

于多种细菌中(比如:大肠杆菌)。为何结核分枝杆

菌利用天冬酰胺酶分解天冬酰胺，产生的氨能够分

泌到细胞外，且能引起液体培养基中 pH 升高，而大

肠杆菌等却没有发现这种现象? 可能的原因有:

(1)结核分枝杆菌为慢性生长菌(复制一代需要约
18 － 24 h)，体内物质合成速度较慢，但是天冬酰胺

酶活性很高(图 1-C)，并能在短时间内产生大量的

氨，为了避免氨的累积对细胞的损伤，因此多余的氨

将被释放到细胞外。而大肠杆菌等快速生长菌(复

制一代需要 30 － 40 min或 1 － 2 h)，体内代谢活动

旺盛，产生的氨很快参与到细胞内氨基酸的合成代

谢活动中，体内不存在氨的累积现象，因此分泌到细

胞外的氨数量几乎为零。(2)在酸性环境中，不同

的细菌抗酸机制是不一样的。比如:沙门氏菌通过

质子泵 F1 F0ATPase 维持细胞内的酸碱平衡
［22］;幽

门螺杆菌通过尿素酶分解尿素产生的氨来中和消化

道 内 的 酸 性 环 境［23］; 血 链 球 菌 ( Streptococcus

sanguis) 通过分解精氨酸产生氨［24］。而在本文中，

分枝杆菌可以利用天冬酰胺产生氨。因此，氨的产

生是细菌抗酸生长的特性之一。

根据结核分枝杆菌特有的、而在其他革兰氏阳

性菌中不具备的细胞双层膜结构［25］，我们绘制了天

冬酰胺介导的氨产生示意图(图 4-A)。该示意图的

依据如下:(1)一般来说，革兰氏阳性菌只有一层

膜，不存在外膜和内膜之分。但是，结核分枝杆菌是

革兰氏阳性菌中的特例，具有类似于革兰氏阴性菌

的内膜和外膜［25］，因此该示意图为双层膜结构;(2)

氨为小分子物质，可以穿过细胞的磷脂双层膜［26］，

因此氨在胞内和胞外均出现;(3)氨转运蛋白 Amt

为内膜蛋白，在三界(Kingdom)生物中都存在［27］，因

此在内膜位置体现了 Amt /GlnB 复合体;(4)我们在

前期研究中发现，外膜蛋白 OmpATb 也参与了氨的

转运［7］;因此在外膜位置体现了 OmpATb;(5)天冬

酰胺的转运蛋白 Rv2127 和 Rv0346c 源自基因组注

释，可能为内膜蛋白，因此天冬酰胺的转运体现了这

两种蛋白。至于是否还需要其它外膜蛋白协助尚不

清楚，因此用“?”表示;(6)天冬酰胺(Asn)、天冬氨

酸(Asp)、谷氨酸(Glu)、谷氨酰胺(Gln)在分枝杆菌

细胞内存在互换循环依据来自于 BioCyc 数据库对

结核分枝杆菌代谢途径的注释(http: / /www． biocyc．

com /MTBRV /NEW-IMAGE? type = PATHWAY ＆

object = ASPASN-PWY)。

在该示意图中，天冬酰胺 (Asn)通过膜蛋白被

转运到细胞内，在天冬酰胺酶(AnsA)的作用下产生

氨(NH3)和天冬氨酸(Asp)。但是将天冬酰胺酶基

因敲除后，将卡介苗分枝杆菌培养 18 天后仍然能检

测到氨的存在，这说明天冬酰胺还有产生氨的备用

途径，或许通过草酰琥珀酸盐(2-oxosuccinamate)途
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径(图 4-A)。结核分枝杆菌在酸性条件下可以利用
的四种氨基酸:天冬酰胺(Asn)、天冬氨酸(Asp)、谷
氨酸(Glu)或谷氨酰胺(Gln)在分枝杆菌细胞内存
在互换循环。在以天冬酰胺为唯一氮源时，多余的
氨通过氨转运内膜蛋白 Amt /GlnB 复合体［28 － 29］和
外膜蛋白 OmpATb［7］等输送到分枝杆菌细胞外。至
于结核分枝杆菌中是否存在类似于耻垢分枝杆菌中
的穿孔外膜蛋白(porin)，该蛋白在不需要任何能量
的条件下可以转运氨基酸、糖、无机盐等各种亲水物
质［30］，目前尚不清楚。

本研究通过天冬酰胺酶首次揭示了分枝杆菌的
产氨机理，产生的氨可以将周围的酸性环境中和，这
为今后进一步通过感染细胞生物学实验研究分枝杆
菌在巨噬细胞内的抗酸和在溶酶体、吞噬小体内的
定位和迁移机制奠定了基础。
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Asparaginase mediated acid adaptation of mycobacteria
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Abstract:［Objective］Mycobacterium tuberculosis can survive inside host cells for a long time． To elucidate the acid
adaptation mechanism mediated by the asparagine ( Asn) metabolic pathway，the activity of asparaginase ( AnsA) and
growth of mycobacteria were characterized． ［Methods］ The nonpathogenic M． bovis BCG was used as a model strain to
characterize AnsA function． The recombinant AnsA was further expressed in E． coli，purified by Co2 + charged resin，and
analyzed by enzymatic method． M． bovis BCG mutant (DansA) was constructed by homologous recombination． The growth
and ammonia generation by M． bovis BCG wild type and mutant were evaluated in acidic medium． ［Results］Ammonia
was detected in the presence of AnsA and Asn． Deletion of ansA significantly delayed the growth of M． bovis BCG for 10
days in acidic medium． Asn was used by M． bovis BCG to produce ammonia，increasing pH． ［Conclusion］ The acid
adaptation of M． bovis BCG was mediated by ammonia，the metabolic product of asparagine． This provides new clue to
uncover the survival mechanism of M． tuberculosis inside the acidic niche environment of host macrophage．
Keywords: M． bovis BCG，asparagine，asparaginase，acid adaptation
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