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摘要:【目的】构建耻垢分枝杆菌(Mycobacterium smegmatis) glpX 基因敲除株，研究其在生理代谢中的功能。
【方法】利用分枝杆菌噬菌体 Che9c 重组系统构建耻垢分枝杆菌 glpX 基因敲除株;比较野生株及突变株在不
同碳源培养条件下的生长差异;通过荧光实时定量 PCR，比较野生株在以葡萄糖或油酸为唯一碳源培养下，
glpX 基因的表达水平。【结果】glpX 突变株在以甘油或油酸为唯一碳源的培养基中无法生长;野生株在以油
酸为唯一碳源培养下，glpX 基因表达上调。【结论】glpX 基因编码了分枝杆菌糖异生途径必需的和非冗余的
果糖 1，6-二磷酸酶( fructose 1，6-bisphosphatase，FBPase)。
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由结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis)感
染所引起的结核病( Tuberculosis)仍是严重危害人
类健康的传染性疾病，目前在全球范围内约有 1 /3
的人口感染结核，每年约 170 万人死于该病［1］。近
年来，随着耐药 (Drug resistance)菌株，尤其是耐多
药(Multi-drug resistance) 和广泛耐药 ( Extensively
drug resistance)菌株的出现，结核病的防控形势日益
严峻。碳源代谢被认为是结核分枝杆菌能够在宿主
体内复制及持续性感染的重要决定因素之一［2 － 3］，
因此，对结核分枝杆菌代谢通路的研究，将有助于我
们深入理解结核的致病过程，并进一步指导新的抗
结核药物研发。

在宿主体内，结核分枝杆菌主要以脂肪酸作为
碳源提供生长所需的能量［2 － 3］。当细菌以脂肪酸作
为唯一碳源时，为了避免在三羧酸循环的氧化反应
中产生 CO2造成碳源的流失，通常会通过乙醛酸途

径来进行代谢，即由异柠檬酸直接裂解形成乙醛酸
和 琥 珀 酸，这 个 过 程 由 异 柠 檬 酸 裂 解 酶
( isocitratelyase，ICL)来催化完成。在结核分枝杆菌
中，由 icl1 和 icl2 两个基因编码 ICL，研究表明，缺失
了 icl1 及 icl2 的结核分枝杆菌无法依赖脂肪酸生
长;在小鼠的感染模型中，该突变株也被快速清
除［4］。同时，结核分枝杆菌中的 ICL 还具有甲基异
柠檬酸裂解酶的功能(methylisocitratelyase，MCL)，
可催化丙酰辅酶 A 生成丙酮酸［5 － 6］。奇数链脂肪
酸可通过 β 氧化产生丙酰辅酶 A，当细菌缺少甲基
异柠檬酸裂解酶活性时，无法完全代谢丙酰辅酶 A，
从而造成该毒性中间体的堆积，因此，结核分枝杆菌
icl 突变株在小鼠体内毒力减弱，可能是糖异生和脂
肪酸代谢缺陷以及丙酰辅酶 A 堆积共同作用引起
的［7］。此外，Joeli Marrero 等发现在结核分枝杆菌中
pckA 基因———编码糖异生过程中的第一个关键酶
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磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶 ( Phosphoenolpyruvate
carboxykinase，PEPCK)，是细菌以脂肪酸为唯一碳
源进行体外生长时所必需的，且 ΔpckA 无法在巨噬
细胞及小鼠体内生长，而在持续性感染过程中，一旦
pckA 基因被抑制，细菌即被快速清除［8］。另外，
Rubin 等通过随机插入突变库发现了结核分枝杆菌
中，多个与脂肪酸降解及乙醛酸途径相关的基因是
细菌在宿主体内生长必需的［9］。上述的多项研究
都提示了脂肪酸代谢及糖异生通路在结核分枝杆菌
致病中的关键作用。

由此，在糖异生通路中的另一个关键酶———果
糖 1，6-二 磷 酸 酶 ( fructose 1，6-bisphosphatase，
FBPase)引起了我们的关注。FBPase 催化 1，6-二
磷酸果糖生成 6-磷酸果糖这一不可逆反应。在大
肠杆菌 (Escherichia coli)中，存在两类 FBPase，I 型
FBPase 由 fbp 基因编码，在大肠杆菌中起主要作
用［10］;II 型由 glpX 基因编码，该基因是甘油三磷酸
调节子的重要组分，当其突变后，细菌不能在以甘油
为唯一碳源的培养基中生长［11］。在结核分枝杆菌
H37Rv 中，不存在 fbp 的同源基因，但存在 glpX 的同
源基因———Rv1099c，两者氨基酸序列一致性达
43%。F． Movahedzadeh 等发现在大肠杆菌 fbp 和
glpX 双突变株中异源表达 Rv1099c 后，突变株在甘
油上的生长能力得以回复，并通过酶活实验验证了
Rv1099c 具有 FBPase 的酶活性［12］。此外，TraSH
(Transposon Site Hybridization)实验预测 Rv1099c 是
体内必需基因［9］，提示该基因可能参与结核分枝杆
菌的致病过程。但是，对于它在结核分枝杆菌生理
代谢及致病过程中的作用仍然所知有限。

由于结核分枝杆菌生长缓慢且致病性强，虽然
常规检测无需在三级生物安全 ( BSL-3)实验室操
作，但对其进行基础研究涉及大量培养时需在 BSL-
3 实验室进行，长期以来的研究进展相对缓慢。因
此，人们常以快速生长的耻垢分枝杆菌作为研究结
核分枝杆菌的模式菌。通过 Blast 比对，我们发现
Rv1099c 在耻垢分枝杆菌(Mycobacterium smegmatis)
中的同源基因是 MSMEG _5239，蛋白质同源性为
86%。在本研究中，我们利用基于分枝杆菌噬菌体
Che9c 的重组系统，构建了耻垢分枝杆菌 glpX
(MSMEG_5239)敲除突变株。我们发现耻垢分枝杆
菌 glpX 突变株在以甘油及脂肪酸(油酸)为唯一碳
源培养条件下无法生长，且野生株 glpX 基因在以脂

肪酸为唯一碳源的培养基中表达上调。这些结果提
示 glpX 基因编码分枝杆菌糖异生途径所必需的和
非冗余的 FBPase。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株和质粒:本研究所用耻垢分枝杆菌为
mc2155，大肠杆菌为 DH5α。质粒 pMD18T(购于大
连 TaKaRa 公司)用于 TA 克隆;hyg 基因片段从质
粒 pHINT1 (含潮霉素 B 抗性基因，hyg)上酶切获
得;质粒 pJV53(含卡那霉素抗性基因，由 University
of Pittsburgh 的 Hatfull GF 教授馈赠)用于耻垢分枝
杆菌 glpX 突变株构建;质粒 pMV306(含庆大霉素抗
性基因，由 Imperial College London 的 Young D 教授
馈赠)用于 ΔglpX::pMSglpX 互补菌株构建。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:大肠杆菌 ( Escherichia
coli)DH5α、质粒小量提取试剂盒及 PCR MasterMix
均购自天根生化有限公司。SYBR Premix Ex Taq
及反转录试剂盒购于 TaKaRa 公司。主要仪器包括
UV-2600 型紫外可见分光光度计(UNICO 公司)及
CFX96 Real-Time System(Bio-Rad 公司)。
1. 2 细菌培养

大肠杆菌培养基为 LB 培养基，37℃培养。耻
垢分枝杆菌培养基为 7H9(甘油 /吐温 80 /OADC)液
体培养基和 7H10(甘油 /OADC)固体培养基，或 LB
培养基，37℃培养。筛选用抗生素浓度:潮霉素 B
(Hygromycin B，大肠分枝杆菌200 μg /mL，耻垢分枝
杆 菌 50 μg /mL ); 卡 那 霉 素 ( Kanamycin，
40 μg /mL);氨苄西林 ( Ampicillin，100 μg /mL);庆
大霉素(Gentamycin 大肠分枝杆菌20 μg /mL，耻垢
分枝杆菌5 μg /mL)。
1. 3 耻垢分枝杆菌 glpX 基因敲除突变株构建

本方法为基于分枝杆菌噬菌体 Che9c 重组系统
的同源重组，用于耻垢分枝杆菌基因敲除［13 － 16］。
1. 3. 1 制备基因工程重组菌株:将质粒 pJV53 电转
化入耻垢分枝杆菌感受态细胞，电击参数为电压
2. 5 kv，电阻 100Ω，电容25 μF，使用0. 2 cm电击杯。
电击后，立即加入1 mL 7H9，37℃振荡培养2 h，涂布
于 7H10(Kan /OADC)抗性平板上。
1. 3. 2 制备重组工程菌株感受态细胞:将新鲜菌液
接种于100 mL的 7H9(Kan /吐温 80 /琥珀酸盐)培养
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基中，37℃过夜培养至 OD600 = 0. 4，加入乙酰胺(终
浓度为 0. 2% )，继续 37℃培养3 h，置于冰上0. 5 －
2 h，4℃，5000 × g 离心10 min，用 10%甘油洗 3 次，
最后重悬于 4 mL 10% 甘油，100 μL 每管分装，
－ 80℃保存。
1. 3. 3 构 建 等 位 交 换 底 物 ( allelic exchange
substrate，AES):用引物 MSglpX KO Fw /MSglpX KO
Rv(表 1)扩增耻垢分枝杆菌 glpX 基因及其两端各
约 1kb 同源臂，纯化后，连入 pMD18T 载体中，连接
产物转化大肠杆菌 DH5α 并抽提质粒，经过鉴定正
确后，利用 AgeI /BamHI 酶切去除部分 glpX 基因片
段，胶回收长片段，并将由质粒 pHINT1 上酶切获得
的 hyg 基因片段连入其中，将重组质粒用 SpeI /XbaI
酶切获得 AES 片段。

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

primer sequence(5'→3')
restriction
site

MSglpX KO Fw
GGACTAGTCAGGCCTTCACGAT
CACC

SpeI

MSglpX KO Rv
GCTCTAGAGACAGCAACGTGAA
CGAC

XbaI

MSglpXCO Fw
GGAATTCGGCTCATGTACATGC
CGCTGG

EcoRI

MSglpX CO Rv
GCTCTAGAGTTACGGCAGGGG
ATAGGCG

XbaI

MSglpX_RTFw GGGTGAGAACGTGTTCTTCTG
MSglpX_RTRv TGGTAGGCCTCGATCATCC
sigA RT Fw GAAAAACCACCTGCTGGAAG
sigA RT Rv CGCGTAGGTGGAGAACTTGT

1. 3. 4 基因敲除:将100 ng AES 电转化入100 μL
基因工程重组菌株感受态细胞，37℃振荡培养4 h，
然后将转化产物涂布于 7H10 平板 (Hyg /OADC)，
37℃培养3 － 5 d后，挑取单克隆进行菌落 PCR 验
证，即得到 ΔglpX 突变株。
1. 4 检测不同碳源条件下细菌生长情况
1. 4. 1 甘油:将 WT、ΔglpX 及互补株 ΔglpX::
pMSglpX 于 7H9 培养基中，37℃培养至对数生长期，
8000 × g 离心收集菌液，重悬于去离子水中，重复一
次，然后取 10μL 菌液分别涂布于含或不含 OADC
的 7H10(含甘油)平板上。
1. 4. 2 脂肪酸 ( 油酸 ):将 WT、ΔglpX 及互补株
ΔglpX::pMSglpX 于 7H9 培养基中，37℃培养至对数
生长期，8000 × g 离心收集菌液，重悬于无碳 Sauton
培养基中，重复 1 次，然后将菌液分别转接于含有

0. 5%葡萄糖或 0. 5%脂肪酸(油酸)的 Sauton 培养
基中，调起始 OD600至 0. 01，37℃振荡培养，期间连
续测量 OD600，直至细菌进入静止期，绘制生长曲线。
1. 5 体外压力实验
1. 5. 1 过氧化氢(H2O2 ):细菌于 LB 中培养至对
数生长期(OD600≈1. 0)，离心收集细菌，并用玻璃珠
震荡打散成单细菌，去离子水洗涤两次后，调 OD600

至 0. 3，以终浓度为5 mmol /L的 H2O2 处理1 h，同时
设置未处理对照组，细菌进行铺板计数，比较 WT 及
突变株对 H2O2 的敏感性。
1. 5. 2 十二烷基硫酸钠( SDS):将上述单细菌调
OD600至 0. 1，倍比稀释至 OD600分别为 0. 01、0. 001、
0. 0001，分别吸取5 μL菌液悬滴于含有 0. 01% SDS
的 LB 平板上，风干后，于 37℃静置培养3 － 5 d，观
察菌落形态。
1. 6 荧光实时定量 PCR

将 WT 分别在含 0. 5% 葡萄糖或 0. 5% 油酸的
7H9(不含甘油)培养基中培养至对数生长期，收集
菌液，抽提 RNA 并逆转录为 cDNA，进行荧光实时
定量 PCR 反应，以 sigA 作为内参，检测 glpX 相对表
达量，反应过程为:95℃ 30 s;95℃ 5 s，59℃ 34 s，40
个循环。

2 结果

2. 1 分枝杆菌 GlpX 对不同碳源的利用能力
为了研究分枝杆菌 glpX 基因在碳源代谢中的

相关功能，我们首先利用基于分枝杆菌噬菌体
Che9c 重组酶 gp60、gp61 的重组系统构建了耻垢
分枝杆菌的 glpX 突变株［13 － 16］。然后，通过体外培
养的方法，比较了野生型菌株及 glpX 突变株在不
同成分培养基中的生长情况。结果显示 (图 1 )，
在含有丰富培养基的固体平板上，野生株及 glpX
突变株生长无差异，而在以甘油为唯一碳源的固
体平板上，突变株的生长受到明显抑制;此外，在
以葡萄糖为唯一碳源的液体培养基中，野生株和
glpX 突变株生长曲线没有显著差异;而在以脂肪
酸为唯一碳源的培养基中，野生株可以生长，突变
株几乎不生长。在 glpX 突变株中互补该蛋白，均
与野生株的生长状况相仿。上述结果表明，glpX
是分枝杆菌在以甘油或脂肪酸为唯一碳源进行体
外生长的必需基因。
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图 1． 细菌在不同碳源培养基中的生长情况
Figure 1． The growth of bacteria in medium with different carbon source． A: The growth of M． smegmatis wt，ΔglpX and

ΔglpX::pMSglpXon 7H10 + OADC with 0. 5% glycerol; B:The growth of M． smegmatis wt，ΔglpXand ΔglpX::pMSglpXon

7H10 with 0. 5% glycerol，but without OADC; C: The growth curve of bacteria in medium with glucose as the sole carbon

source; D: The growth curve of bacteria in medium with oleic acid as the sole carbon source．

2. 2 分枝杆菌 glpX 突变株对体外环境压力的敏感
性

结核分枝杆菌在侵入宿主体内后，会被以巨噬
细胞为主的固有免疫细胞吞噬，并通过吞噬体和溶
酶体的融合形成吞噬溶酶体来制造过诸如酸性、一
氧化氮、氧化物等压力环境杀死细菌。因此我们通
过在体外模拟可能的环境压力，以探索 GlpX 蛋白
是否在抵御这些环境压力过程中起作用。

我们首先检测了细菌在经 H2O2 处理后的生存
能力。如图 2-B 所示，glpX 突变株在经 5 mmol /L
H2O2 处理1 h后的生存能力较之于野生株并没有显
著差异。同时，我们也检测了细菌对细胞壁裂解剂
SDS 的敏感性。如图 2-A 所示，在含或不含 SDS 的
7H10-OADC 平板上，野生型菌株和 glpX 突变株形
成的菌落形态均没有显著差异。上述结果说明
GlpX 蛋白的失活引起的糖异生作用缺陷，可能并不

影响细菌对上述环境压力的反应能力。但需要说明
的是，因为 glpX 突变株的生长缺陷，压力实验只能
在丰富培养基中进行;因此，所得的结果只能反映在
丰富培养基中的情形。
2. 3 分枝杆菌 glpX 基因表达水平

之前，我们已通过体外培养，发现了 glpX 基因
突变引起细菌在以脂肪酸为唯一碳源培养下的生长
缺陷。此外，大量研究已表明脂肪酸是细菌在宿主
体内生长的主要碳源物质。因此，为了进一步揭示
glpX 基因在脂肪酸代谢中的重要性，我们通过 real-
time PCR 比较了在以葡萄糖或脂肪酸为唯一碳源
的培养条件下，glpX 基因转录水平上的表达情况。
结果显示(图 3)，对数生长期，细菌在以脂肪酸为唯
一碳源的培养条件下，glpX 基因表达水平较以葡萄
糖为唯一碳源培养下，上调约 2. 16 倍 (P ＜ 0. 05)，
提示细菌在脂肪酸代谢过程中通过上调 glpX 基因
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图 2． 细菌对压力环境的敏感性
Figure 2． The sensitivity of bacteria to stress in vitro． A: The growth of M． smegmatiswt，ΔglpXand ΔglpX::pMSglpXon7H10 + OADC

agar with or without 0. 01% SDS． 5 μL of bacteria at OD600 = 0. 02，0. 002 and 0. 0002 were spotted on 7H10 agar respectively． Growth

was visualized after incubation for 3 － 4 days; B: Survival of M． smegmatiswt，ΔglpXand ΔglpX::pMSglpX after exposure to H2 O2 ．

Aliquots (1mL) of cultures at OD600 of 0. 3 were exposed to PBS ( control) or 5 mmol / L H2 O2 for 1 h at 37℃ ． The cultures were serially

diluted and plated onto 7H10 + OADC plates and the colonies counted after 3 － 4 days of incubation at 37℃ ． ns，P ＞ 0. 05，no significant

difference．

使细菌得以更好的存活。

图 3． 耻垢分枝杆菌 glpX 基因表达水平
Figure 3． The expression of M． smegmatis glpX． The wild type of M．

smegmatis was respectively cultured in 7H9 + 0. 5% glucose or 7H9 +

0. 5% oleic acid and incubated at 37℃ until log phase． Quantitative

realtime PCR analysis of glpXin smegmatiswas carried out． The

expression ofglpX was normalized to the level of sigA． * P ＜ 0. 05．

3 讨论

分枝杆菌可以利用多种不同的碳源底物，经由
多条代谢通路进行碳源代谢，包括三羧酸循环、糖异
生途径、乙醛酸循环以及甲基柠檬酸循环等。针对

结核分枝杆菌异柠檬酸裂解酶 ICL 的相关研究已发
现脂肪酸是结核分枝杆菌在感染过程中利用的重要
碳源及能量物质。在脂肪酸代谢过程中，细菌主要
通过激活 ICL 蛋白介导的乙醛酸途径直接合成乙醛
酸和琥珀酸，然后进入糖异生通路获得细菌生长所
需的糖类及能量物质［2 － 3］。类似于乙醛酸途径，对
于大多数细菌来说，在含有碳水化合物(如葡萄糖、
蔗糖、淀粉)的培养基中，糖异生作用并不是生物合
成的必需通路，但却是脂肪酸代谢所必需的。

FBPase 是除磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶 PEPCK
以外，另一个介导糖异生途径中不可逆反应的关键
酶———催化 1，6-二磷酸果糖生成 6-磷酸果糖。分
枝杆菌在以糖异生底物如脂肪酸或甘油为碳源生长
过程中需要 FBPase 来提供己糖，进而合成细胞壁的
重要组分多聚糖及甘露糖脂质。FBPase 和肌醇单
磷酸酶 IMPase 均属于糖磷酸酶超家族 ( sugar
phosphatase superfamily)，IV 型 FBPase 同时具有两
种酶的保守序列［17］。在结核分枝杆菌中，该超家族
成员 包 括 impA、suhB、impC、cysQ ( Rv2131c ) 和
Rv1099c 基因。F． Movahedzadeh 等通过在大肠杆
菌中异源表达 Rv1099c，发现其具有 II 型 FBPase 活
性［12］;而对 Rv2131c 的相关研究则发现其具有
IMPase 和 FBPase 双重活性，因此被认为可能属于
IV 型 FBPase［18］。我们的实验显示在以甘油或脂肪
酸为唯一碳源的培养基中，glpX 突变株不能生长，
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这一结果无疑说明了 glpX 基因编码分枝杆菌最主
要的 FBPase，其他基因不能补偿 glpX 基因的功能。

由于过去的研究发现，在耻垢分枝杆菌中，由
FBPase 介导的不可逆反应的下游通路上所形成的
6-磷酸葡萄糖，具有依赖于 Fgd 的抗氧化应激作
用［19］。因此，我们猜测 FBPase 作为糖异生途径中
形成 6-磷酸葡萄糖不可或缺的关键酶，可能在抗氧
化应激中也起到了一定的作用。此外，由于糖异生
途径形成的多聚糖是细胞壁的重要组分，因此
FBPase 的失活很可能会改变细胞壁的复杂结构。

有鉴于此，我们进行了 H2O2 和细胞壁裂解剂 SDS

的体外压力测试，但是结果显示，glpX 缺失不影响
细菌对 H2O2 及 SDS 的敏感性。考虑到 glpX 突变株
仅在含有糖类的培养基中才能生长，因此上述实验
不得不在丰富培养基中进行，这可能在很大程度上
掩盖了 glpX 基因缺失引起的表型差异。

此外，对结核分枝杆菌 PEPCK 蛋白编码基因
pckA 的研究发现，该基因是细菌在巨噬细胞及小鼠
体内生长所必需的，并且在持续性感染过程中，一旦
pckA 基因被抑制，细菌即被快速清除［8］;同时，
TraSH 结果提示在 Rv1099c 可能是体内必需基因。

基于上述两点，分枝杆菌 glpX 基因很可能在体内生
长及持续性感染过程中都起到了重要作用。但是，
由于耻垢分枝杆菌作为一种非致病性分枝杆菌，在
细胞及动物模型的相关研究中具有很大的局限性，
故此研究中未进行毒力检测。但在将来的工作中，

我们可考虑在致病性分枝杆菌中敲除 glpX 基因，以
研究其在结核菌感染宿主致病过程中的作用。

综上所述，我们通过在耻垢分枝杆菌中构建
glpX 敲除株，发现其在以甘油及脂肪酸为唯一碳源
培养条件下的生长缺陷，提示由 glpX 基因编码的
FBPase 是分枝杆菌糖异生途径所必需的。本研究
结果提示了 glpX 基因是一个潜在的抗结核药物的
新药靶。
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Gene function of glpX in mycobacterium

Xinwei Wang，Daoyuan Ren，Qian Gao，Chen Niu*
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Abstract:［Objective］ To investigate the function of glpX gene in mycobacterial physiology and metabolism．［Methods］
The glpX mutant of Mycobacterium smegmatis was constructed byusing mycobacteriophage Che9c-encoded recombination
system． Then the growth difference between mutant and wild type strain was compared on various carbon sources．
Furthermore，we analyzed the glpX gene transcriptional level of wild type strain growing on glucose or oleic acid by real-
time PCR． ［Results］ The growth of M． smegmatis on glycerol or oleic acid is strongly attenuated after the deletion of the
glpX gene． The transcription of glpX gene is upregulated in the medium with oleic acid as the sole carbon source．
［Conclusion］ These results indicate that the fructose 1，6-bisphosphatase encoded by glpX gene is required and
nonredundant for mycobacterial gluconeogenesis．
Keywords: mycobacterium，glpX gene，FBPase，carbon metabolism，gluconeogenesis
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