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摘  要：GTPase 延伸因子 G (elongation factor G, EF-G) 是蛋白质翻译过程中重要的翻译因子。

作为唯一在翻译延伸和核糖体再生 2 个翻译环节发挥重要功能的翻译因子，EF-G 成为潜在的抗菌

药物作用靶点。耻垢分枝杆菌 (Mycobacterium smegmetics, Msm) 和结核分枝杆菌 (Mycobacterium 

tuberculosis, Mtb) 基因组中均存在 2 个 EF-G 同源编码基因，分别为 MsmEFG1 (MSMEG_1400) 和

MsmEFG2 (MSMEG_6535)，fusA1 (Rv0684) 和 fusA2 (Rv0120c)。基因突变库和生物信息学推测

MsmEFG1 (MSMEG_1400) 和 fusA1 (Rv0684) 是生长必需基因。为探究分枝杆菌中 EF-G 的生物学

功能及特点，利用成簇的规律间隔的短回文重复序列干扰 (clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats interference, CRISPRi) 技术构建了耻垢分枝杆菌中 2 个 EF-G 诱导型敲低菌株 

(Msm-ΔEFG1(KD) 和 Msm-ΔEFG2(KD))，研究发现 EF-G2 的敲低对细菌生长无影响，而 EF-G1

的敲低显著影响分枝杆菌的生长，成膜能力显著减弱、菌落形态显著变化、菌体长度显著增长，

推测 EF-G 可能与细菌的分裂相关。最低抑菌浓度 (minimal inhibitory concentration, MIC) 实验结

果表明，抑制 EF-G1 的表达可增强分枝杆菌对利福平、异烟肼、红霉素、夫西地酸、卷曲霉素等

抗菌药物的敏感性，提示 EF-G1 可能成为未来抗结核药物筛选的潜在靶标，为探究 EF-G 在分枝

杆菌中的生理功能及作为潜在药物靶标提供基础。 

关键词：耻垢分枝杆菌；EF-G；成簇规律间隔短回文重复序列干扰 (CRISPRi)；最小抑菌浓度；
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smegmatis and drug resistance analysis 
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Abstract: As the only translational factor that plays a critical role in two translational processes 

(elongation and ribosome regeneration), GTPase elongation factor G (EF-G) is a potential target for 

antimicrobial agents. Both Mycobacterium smegmatis and Mycobacterium tuberculosis have two EF-G 

homologous coding genes, MsmEFG1 (MSMEG_1400) and MsmEFG2 (MSMEG_6535), fusA1 (Rv0684) 

and fusA2 (Rv0120c), respectively. MsmEFG1 (MSMEG_1400) and fusA1 (Rv0684) were identified as 

essential genes for bacterial growth by gene mutation library and bioinformatic analysis. To investigate the 

biological function and characteristics of EF-G in mycobacterium, two induced EF-G knockdown strains 

(Msm-ΔEFG1(KD) and Msm-ΔEFG2(KD)) from Mycobacterium smegmatis were constructed by 

clustered regularly interspaced short palindromic repeats interference (CRISPRi) technique. EF-G2 

knockdown had no effect on bacterial growth, while EF-G1 knockdown significantly retarded the growth 

of mycobacterium, weakened the film-forming ability, changed the colony morphology, and increased the 

length of mycobacterium. It was speculated that EF-G might be involved in the division of bacteria. 

Minimal inhibitory concentration assay showed that inhibition of EF-G1 expression enhanced the 

sensitivity of mycobacterium to rifampicin, isoniazid, erythromycin, fucidic acid, capreomycin and other 

antibacterial agents, suggesting that EF-G1 might be a potential target for screening anti-tuberculosis drugs 

in the future. 

Keywords: Mycobacterium smegmatis; EF-G; clustered regularly interspaced short palindromic repeats 
interference (CRISPRi); minimal inhibitory concentration (MIC); drug resistance 

 
结核病  (tuberculosis, TB) 是由结核分枝

杆菌  (Mycobacterium tuberculosis, Mtb) 引起

的传染性疾病。世界卫生组织  (World Health 

Organization, WHO) 2020 结核病报告数据统

计显示，2019 年约有 1 000 万人新发结核病，

140 万人死于结核病，而耐药结核病  (drug- 

resistence TB, DR-TB) 的发生是该病难以控制

的重要原因之一。2019 年，约有 50 万人新发利

福平耐药结核 (rifampicin-resistant TB, RR-TB)，

其中 78%存在耐多药结核病 (multidrug-resistant 

TB, MDR-TB)[1]，表明当前结核病依然严重威

胁全球公共卫生安全。 

抗菌药物广泛使用乃至滥用致使耐药病原

菌剧增，急需发现新型抗菌药物。蛋白质翻译

是核糖体中发生的高速率和高保真度的复杂过

程，包括起始、延伸、终止和核糖体再循环     

4 个阶段。细菌核糖体与真核生物核糖体具有

相似的核心区域，但其总体结构及作用机制差

别显著，因此长期以来作为筛选抗菌药物的直

接靶点，如大环内酯类、四环素类、酚类和氨
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基糖苷类，这些抗生素都是阻碍蛋白质的合成。

然而在蛋白质合成中还需要多种翻译因子共同

参与以保证核糖体的正常移动及新生肽链的延

长，使其也成为潜在的抗生素靶点，如延伸因

子 Tu (elongation factor Tu, EF-Tu) 和延伸因子

G (elongation factor G, EF-G)[2]。 

EF-G 是蛋白质合成过程中重要的翻译因

子，是一种核糖体依赖的 GTP 酶 (GTPase)，

参与翻译延伸和核糖体再生环节[3-5]。作为唯一

参与两个翻译环节的翻译因子，EF-G 的功能和

结构研究受到极大关注。EF-G 三维结构包括   

6 个结构域 (G、G’、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、 )Ⅴ ，在翻译

延伸过程中，5 个结构域 (G、G’、Ⅱ、Ⅲ、 ) Ⅴ

折叠为类似三聚体  (aa-tRNA–EF-Tu–GTP) 的

结构，而Ⅳ结构域与 tRNA 的反密码子茎环相

对应[6]，与延伸因子 4 (elongation factor 4, EF4) 

共同参与 tRNA2-mRNA 复合体在核糖体上的转

位和反转位过程 [6]，保证在肽键形成后催化

tRNA2-mRNA 复合物以一个密码子长度从核糖

体 A/A 和 P/P 位点转到 P/P 和 E/E 位点。在核

糖体再生环节，EF-G 与核糖体再循环因子 

(ribosome recycling factor, RRF) 协同解离翻译

终止复合物 (post termination complex, PoTC)，

得到核糖体大小亚基，同时释放核糖体复合  

物[7-9]，得到游离 mRNA 和去氨酰 tRNA，结束

本次肽链合成反应，当 EF-G 的功能异常时，

则蛋白合成受阻并影响细胞的正常功能，所以

EF-G 是蛋白合成过程中除核糖体以外的潜在

抗生素靶点。临床重要抗菌药物夫西地酸 

(fusidic acid, FA) 可通过阻止 EF-G 从核糖体上

释放，使得核糖体滞留于 mRNA 进而阻断细菌

的蛋白质合成达到杀菌的目的[10]。 

EF-G 在原核生物中具有高度的序列保守  

性[11]。基因组数据表明在快生长的耻垢分枝杆

菌 (Mycobacterium smegmetics, Msm) 和慢生长

的结核分枝杆菌基因组中均存在 EF-G 同源编码

基因，且分别有两个 EF-G 编码基因，MsmEFG1 

(MSMEG_1400) 和 MsmEFG2 (MSMEG_6535)，

fusA1 (Rv0684) 和 fusA2 (Rv0120c)。基因突变

库和生物信息学推测 MsmEFG1 (MSMEG_1400) 

和 fusA1 (Rv0684) 是细菌生长必需基因[12]，有

实验研究发现，敲除 MsmEFG2 (MSMEG_6535) 

对于耻垢分枝杆菌的生长和生物膜形成没有显

著影响[13]，这表明两个 EF-G 在分枝杆菌中的

生物学功能可能存在差异。 

鉴于 EF-G 等多种翻译因子在蛋白质合成

中的关键作用及其在抗结核分枝杆菌药物筛选

中可能成为潜在药物靶点，本研究对 EF-G 在

结核分枝杆菌中的生理功能特点进行探究。由

于基因突变库和生物信息学推测 MsmEFG1 

(MSMEG_1400) 是耻垢分枝杆菌的必需基因，

因而本研究采用成簇的规律间隔的短回文重复

序列干扰  (clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats interference, CRISPRi) 系 

统[14]构建了耻垢分枝杆菌的 2 个 EF-G 敲低菌

株 (Msm-ΔEFG1(KD) 和 Msm-ΔEFG2(KD))，并

探究了 MsmEFG1 敲低对细菌生长、菌落形态、

成膜能力、药物敏感性的影响，为理解 EF-G 基

因功能及作为抗分枝杆菌药物靶标提供基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  菌株和质粒 

耻垢分枝杆菌 mc2155 菌株、大肠杆菌

(Escherichia coli) DH5α 菌株由本实验室保存。 

PLJR962质粒由哈佛大学 Sarah M. Fortune课题

组惠赠。 

1.1.2  引物 

表１中的引物均由生工生物工程 (上海) 股

份有限公司合成。 
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表 1  本研究使用的引物 
Table 1  Primers used in this study 

Names Primer sequences (5′→3′) Use 

sg-EFG1-F GGGATCGATGGTGCGCACGGTGAA The forward sgRNA for EFG1 knock down 

sg-EFG1-R AAACTTCACCGTGCGCACCATCGA The reverse sgRNA for EFG1 knock down 

sg-EFG2-F GGGAGGAAACCACGGCTGATGATG The forward sgRNA for EFG2 knock down 

sg-EFG2-R AAACCATCATCAGCCGTGGTTTCC The reverse sgRNA for EFG2 knock down 

q-EFG1-F GTCGATGACCTTCCCGGATC The forward primer for EFG1 qPCR 

q-EFG1-R CCTGTGAACCCGCAACTTTG The reverse primer for EFG1 qPCR 

q-EFG2-F ACCGATCCGCTGGTGTTGCG The forward primer for EFG2 qPCR 

q-EFG2-R TTCGATGCGCAGCGTGGGAT The reverse primer for EFG2 qPCR 

q-sigA-F CGTCCGGCGACTTCGTGT The forward primer for sigA qPCR 

q-sigA-R TGGCCAGCTCCACCTCTTCT The reverse primer for sigA qPCR 

PLJR962-F TTCCTGTGAAGAGCCATTGATAATG The primer for recombinant PLJR962 plasmid sequence 
 
 

 
 

1.1.3  试剂及培养基 

BsmBⅠ、T4 DNA 连接酶购于 NEB 公司；

无水四环素  (anhydrotetracycline, ATC) 购于

MCE 公司；细菌总 RNA 抽提试剂盒购于天根生

化科技 (北京) 有限公司；HiScript  AllⅢ -in-one 

RT SuperMix、ChamQ SYBR qPCR Master Mix

购于南京诺唯赞公司；电镜固定液 (2%多聚甲

醛，2.5%戊二醛) 购于 Solarbio 公司；200 目普

通碳支持膜、电镜染色液 (5%乙酸双氧铀，3%

柠檬酸铅 ) 购于中镜科仪公司；Middlebrook 

7H9、Middlebrook 7H10 培养基购于美国 BD 公

司；葡萄糖、氯化钠以及实验室常用其他试剂

购于生工生物工程 (上海) 股份有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  耻垢分枝杆菌 EFG 敲低菌株的构建及

鉴定 

将 sg-EFG1-F 和 sg-EFG1-R 或 sg-EFG2-F

和 sg-EFG2-R 分别以 1︰1 摩尔比混合，98 ℃

处理 10 min，以 5 /min℃ 梯度降温至室温形成

双链 sg-EFG1 和 sg-EFG2，BsmBⅠ酶 55 ℃处

理 PLJR962 载体 3 h，与双链 sg-EFG1 和

sg-EFG2 分别连接成重组质粒，将其转入至

DH5α 感受态细胞中，涂布于含 30 μg/mL 卡那

霉素的 LB 平板上，挑选单克隆菌落扩大培养

至对数期，抽取质粒后送测序。将测序验证构建

成功的重组质粒电转至耻垢分枝杆菌感受态中，

涂布于含有 30 μg/mL 卡那霉素的 7H10-OADC 

(0.05%油酸，5%牛血清白蛋白，2%葡萄糖和 5%

过氧化氢酶) 平板，挑选单克隆至含 30 μg/mL

卡那霉素和 100 ng/mL 无水四环素 (anhydro- 

tetracydne, ATC) 的 7H9-OADC 中培养至对数

期，收集 10 mL 对数期菌体进行总 RNA 抽提

和 RT-qPCR 检测。 

总 RNA 按照 HiScript  AllⅢ -in-one RT 

SuperMix 要求进行反转录，取 100 ng 反转录产

物，按照 ChamQ SYBR qPCR Master Mix 的要

求配制混合液进行 RT-qPCR，程序设定为 95  ℃

30 s，95  10 s℃ ，60  30 s℃ ，72  15 s℃ ，共     

40 个循环，72 ℃采集荧光信号。以 sigA 为内

参，设置 3 个生物学重复及各 3 个技术重复，

按目标基因相对于内参基因的扩增量为 2–ΔΔCt

处理数据，其中–ΔΔCt=
 –(ΔCt,q–ΔCt,cb)，ΔCt,q 为

目标基因循环数，ΔCt,cb 为内参基因循环数。 

1.2.2  细菌生长差异的测定 

分别将 Msm-WT、 Msm-ΔEFG1(KD) 和

Msm-ΔEFG2(KD) 接种于 7H9-OADC (含 30 μg/mL

卡那霉素) 中，37 ℃振荡培养至对数期，调至

OD600=0.1，10 倍梯度稀释至 10–5，每个梯度取
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2.5 μL 点板于含 30 μg/mL 卡那霉素的 7H10- 

OADC 平板及含 30 μg/mL 卡那霉素、100 ng/mL

无水四环素的 7H10-OADC 平板，37 ℃恒温静

置培养 3 d。 

分别将 Msm-WT 和 Msm-ΔEFG1(KD) 接

种于 7H9-OADC 中，37 ℃振荡培养至对数期，

调至 OD600=0.6，按照 1︰100 比例分别接种至

50 mL 7H9-OADC (含 30 μg/mL 卡那霉素) 和

7H9-OADC (含 30 μg/mL 卡那霉素、100 ng/mL

无水四环素) 中，37 ℃振荡培养，0、16、18、20、

22 h 取样检测 OD600，每次测定设置 3 个重复。  

1.2.3  菌落形态的观察 

将 Msm-WT 和 Msm-ΔEFG1(KD) 在 7H9- 

OADC (含 30 μg/mL 卡那霉素) 中培养至对数

期，调至 OD600=0.2，10 倍梯度稀释至 10–4，取

100 μL 涂布于 7H10-OADC 固体平板  (含     

30 μg/mL 卡那霉素、100 ng/mL 无水四环素)，

封口膜封口，37 ℃静置培养 4–8 d，于宏观变

倍体式显微镜下观察并记录菌落形态。 

1.2.4  成膜能力的测定 

将 Msm-WT 和 Msm-ΔEFG1(KD) 在 7H9- 

OADC (含 30 μg/mL 卡那霉素) 中培养至对数

期，3 750 r/min 离心 10 min 收菌，用苏通培养

基清洗菌体 2 次并重悬菌体，调至 OD600=0.1，

稀释 20 倍，于 24 孔板中加入菌液 1 mL/孔，各

设置 3 个复孔，四周加 1 mL 无菌水水封，封口

膜封 24 孔板，37 ℃恒温静置培养 4–8 d，于宏

观变倍体式显微镜下观察结果。 

1.2.5  细菌形态观察 

将 Msm-WT 和 Msm-ΔEFG1(KD) 在 7H9- 

OADC (含 30 μg/mL 卡那霉素) 中培养至对数

期，3 750 r/min 离心 10 min 收菌，用无菌 PBS

清洗 3 次，电镜固定液固定 15 min，无菌水重

悬-离心清洗 3 次，取 2.5 μL 菌液置于 200 目普

通碳支持膜上，取 2.5 μL 电镜染色液进行染色，

55 ℃恒温烘箱进行干燥，用扫描电子显微镜观

察细菌形态并拍照记录[15]。 

1.2.6  MIC 测定 

MIC 测定方法采用微孔法[16]并进行一定改

进。总的来说，将 Msm-WT 和 Msm-ΔEFG1(KD) 

在 7H9-OADC (含 30 μg/mL 卡那霉素、100 ng/mL

无水四环素) 中培养至对数期，稀释至 OD600=0.1，

然后用 7H9-OADC 稀释 100 倍。取 96 孔圆底

微孔板，四周每孔加入 200 μL 无菌水水封，在

第二列 B2 至 G2 内加入 198 μL 稀释好的菌液，

其余孔内 B3 至 G11 加入 100 μL 菌液，第二列

孔内加 2 μL 相应浓度的抗生素母液，充分混匀

后取 100 μL 加至下一孔，依次类推，加至 G10

时取 100 μL 弃掉，G11 不加化合物作为对照，

封口膜密封板四周，37 ℃恒温静置培养 4–8 d，

观察结果。 

1.3  统计学方法 
所有实验数据均采用 GraphPad Prism 8.0

软件进行检验统计分析，P<0.05 为差异有统计

学意义。 

2  结果与分析 

2.1  耻垢分枝杆菌 EFG 敲低菌株的构建

及鉴定 

本实验所使用 CRISPRi 技术是通过无水四

环素诱导表达 PLJR962 质粒中的 dCas9 和

sgRNA，两者形成的 dCas9-sgRNA 复合体可特

异性结合 DNA 位点，阻碍靶基因转录的起始和

延伸，从而达到抑制目的基因转录并降低表达

水平的目的[17-18]。本方法在没有直接破坏分枝

杆菌基因组情况下，通过无水四环素诱导实现

靶基因的转录和蛋白水平低表达，因此是用于

分枝杆菌必需基因研究的新型遗传手段。 

重组 PLJR962载体中插入的 sgRNA序列大

小仅有 20 bp，测序结果表明 sgRNA 序列成功
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连接到 PLJR962 质粒中，并将重组质粒电转至

耻垢分枝杆菌感受态中。在含有卡那霉素抗性

平板上挑选单克隆菌落至含有不同浓度的无水

四环素 (10、30、50、100、150 ng/mL) 的液体

培养基中培养至对数期，抽提细菌的总 RNA，

RT-qPCR 分别测定耻垢分枝杆菌野生型和突变

体的 MsmEFG1 (MSMEG_1400) 和 MsmEFG2 

(MSMEG_6535) 的转录水平。结果显示，在 50、

100、150 ng/mL 无水四环素条件下，EF-G1 敲低

菌株的 MsmEFG1 (MSMEG_1400) 的转录水平均

有不同程度的显著降低，且当无水四环素浓度为

100 ng/mL 时敲低效果最好 (图 1A)，故后续实

验选定无水四环素浓度为 100 ng/mL。结果显

示，与 Msm-WT 相比，在无水四环素 (100 ng/mL) 

存在时，两种 EF-G 敲低菌株的 MsmEFG1 

(MSMEG_1400) 和 MsmEFG2 (MSMEG_6535) 

的转录水平均显著降低，表明 Msm-ΔEFG1(KD) 

和 Msm-ΔEFG2(KD) 诱导型敲低菌株构建成功 

(图 1B、1C)。 

2.2  敲低菌株 Msm-ΔEFG1(KD) 生长显著

减缓 
分别将 Msm-WT、 Msm-ΔEFG1(KD) 和

Msm-ΔEFG2(KD) 培养至对数期，调至 OD600=0.2，

梯度稀释点板于含或不含ATC的7H10-OADC固

体平板静置培养。结果显示，不加 ATC 诱导的

情况下，Msm-WT、Msm-ΔEFG1(KD) 和 Msm- 

ΔEFG2(KD) 生长没有差异。在加 ATC 诱导的

情况下，与 Msm-WT相比，Msm-ΔEFG1(KD) 生

长显著受到抑制 (图 2)，而 Msm-ΔEFG2(KD)

的生长依然没有差异。结果说明 EF-G1 的敲低

会严重影响分枝杆菌的生长，从实验角度证实

其为细菌的生长必需基因，EF-G2 的敲低不影

响分枝杆菌生长，结果与 Seshadri 等研究结果

一致[13]。 

 

 
 
图 1  Msm-WT、Msm-ΔEFG1(KD) 和 Msm-ΔEFG2(KD) 转录水平验证 
Figure 1  Verification of Msm-WT, Msm-ΔEFG1(KD) and Msm-ΔEFG2(KD) at the transcription level. (A) 
Relative MSMEG_1400 expression of Msm-ΔEFG1(KD) strain at different concentrations of ATC. (B) 
Relative MSMEG_1400 expression of Msm-ΔEFG1(KD) strain and (C) relative MSMEG_6535 expression of 
Msm-ΔEFG2(KD) was decreased compared with Msm-WT strain respectively. All strains were cultured in 
7H9-OADC medium with or without 100 ng/mL ATC. 
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图 2  点板实验分析敲低 MSMEG_1400 和 MSMEG_6535 对菌体生长的影响 
Figure 2  Influence of knock down MSMEG_1400 and MSMEG_6535 on the growth of M. smegmatis by the 
dot blotting test. Strains Msm-WT and Msm-ΔEFG1(KD) were added into 7H10-OADC plate without (A) 
and with (B) 100 ng/mL ATC. Strains Msm-WT and Msm-ΔEFG2(KD) were added into 7H10-OADC plate 
without (C) and with (D) 100 ng/mL ATC. The first line named 0.1 represents the cell density of OD600=0.1, 
approximately 107 cells/mL. 2.5 μL of bacterial at different density were added to each grid. 
 

鉴于 EF-G2 编码基因对分枝杆菌生长没有

影响，同时 Seshadri 等[13]研究发现 MsmEFG2 

(MSMEG_6535) 敲除不影响耻垢分枝杆菌的

生 长 和 生 物 膜 形 成 ， 因 此 本 研 究 只 对

Msm-ΔEFG1(KD) 开展进一步的研究。 

将 Msm-WT 和 Msm-ΔEFG1(KD) 分别在

正常培养基中培养至对数期，调至 OD600=0.6，

1%比例转接至含 ATC 的 7H9-OADC 液体培养

基振荡培养。结果显示，与 Msm-WT 相比，在

无水四环素存在时，Msm-ΔEFG1(KD) 生长显

著受到抑制，进一步说明 EF-G1 为影响分枝杆

菌生长的关键蛋白 (图 3)。 

2.3  Msm-ΔEFG1(KD) 菌落表面褶皱增加 

将 Msm-WT 和 Msm-ΔEFG1(KD) 分别在

不含 ATC 的 7H9-OADC 培养基中培养至对数

期，稀释后涂于含 ATC 的 7H10-OADC 培养板

上，4 d 后于宏观变倍体式显微镜下观察菌落形

态。结果显示，无水四环素存在时，两者菌落

形态差异明显，Msm-WT 褶皱较少，表面光滑，

而 Msm-ΔEFG1(KD) 则褶皱变多，表面更加干

燥粗糙，中央球状突起明显，且边缘成不规则

形状 (图 4)。 

 

 
 

图 3  Msm-WT 和 Msm-ΔEFG1(KD) 的生长曲线 
Figure 3  Growth curve of strains Msm-WT and 
Msm-ΔEFG1(KD) in 7H9-OADC medium with or 
without 100 ng/mL ATC. Some error bars couldn’t 
be shown because the error bar was shorter than the 
size of the symbol. 
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2.4  Msm-ΔEFG1(KD) 的成膜能力减弱 
分枝杆菌的菌落形态和成膜能力是其致病

能力的重要表型，且分枝杆菌毒力的改变往往

伴随着体外生物膜表型的变化[19]。将 Msm-WT

和 Msm-ΔEFG1(KD) 培养至对数期，稀释后于

苏通培养基中培养，4 d 后于宏观变倍体式显微

镜下观察其成膜能力。结果显示，无水四环素

存在时，两者的成膜能力差异明显，Msm- 

ΔEFG1(KD) 成膜时间显著晚于 Msm-WT，且

成膜能力减弱，成膜较薄，褶皱显著减少，膜

表面的粗糙程度更高 (图 5)。 

2.5  Msm-ΔEFG1(KD) 形态呈细长丝状 

扫描电镜结果显示，无水四环素存在时，

MsmEFG1 (MSMEG_1400) 敲低会影响菌株形

态，Msm-WT 呈短棒状，菌体长度为 3.65 μm，

而 Msm-ΔEFG1(KD) 则相对更为细长丝状化，

菌体长度为 12.45 μm，是 Msm-WT 的 3.41 倍，

进一步说明 EF-G1 对细菌生长的重要性，诱导

型敲低后可能影响分枝杆菌的分裂 (图 6)。 

2.6  Msm-ΔEFG1(KD) 对抗菌药物的 MIC

降低 
EF-G 是蛋白质合成过程中重要的翻译因

子，夫西地酸是通过阻止 EF-G 从核糖体上释

放致使核糖体滞留于 mRNA 来阻断细菌蛋白质

合成的药物。为探索 EF-G 在分枝杆菌对药物

敏感性方面是否有影响，本研究对 Msm-WT、

Msm-ΔEFG1(KD) 进行了部分抗生素的 MIC

测定，其中异烟肼  (isoniazid, INH)、利福平

(rifampicin, RIF)、链霉素和卷曲霉素为临床常

见抗分枝杆菌活性药物[20]，红霉素和夫西地酸

(FA) 则为常见抑制细菌蛋白合成的抗菌药物[21]。

结果显示，与 Msm-WT 相比，在无水四环素存

在时，除链霉素以外，Msm-ΔEFG1(KD) 对所

测药物的 MIC 均显著降低，对抗生素药物表现

出更高的敏感性 (表 2)，说明 EF-G1 的抑制可

以增强临床药物的抗菌活性。 

 

 
 

图 4  Msm-WT 和 Msm-ΔEFG1(KD) 的菌落形态 
Figure 4  Colony morphology of Msm-WT and Msm-ΔEFG1(KD). All strains were plated on 7H10-OADC 
medium with or without 100 ng/mL ATC. 
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图 5  Msm-WT 和 Msm-ΔEFG1(KD) 的生物膜生成 
Figure 5  Biofilm formation of strains Msm-WT and Msm-ΔEFG1(KD). All strains were cultured on sauton 
medium with or without 100 ng/mL ATC. 
 

3  讨论 

抗菌药物广泛使用乃至滥用致使耐药病原

菌剧增，急需发现新型抗菌药物。蛋白质合成

需要多种翻译因子共同参与，其中 EF-G 是唯

一参与两个翻译环节的翻译因子，其功能异常

时，蛋白合成受阻，因此 EF-G 是潜在的新型

抗生素靶点。 

耻垢分枝杆菌中存在 2 个 EF-G 编码基

因，MsmEFG1 (MSMEG_1400) 和 MsmEFG2 

(MSMEG_6535)，菌体外研究表明，MsmEFG1

可以结合鸟嘌呤核苷酸，具备依赖核糖体的

GTPase 活性，而 MsmEFG2 则没有 GTPase 活

性 特 征 [13] ， 推 测 耻 垢 分 枝 杆 菌 中 可 能 是

MsmEFG1 (MSMEG_1400) 发挥翻译因子的功

能，参与翻译延伸和核糖体再生过程。本研究

对构建的耻垢分枝杆菌 MsmEFG1 敲低菌株

Msm-ΔEFG1(KD) 研究发现，MsmEFG1 的敲低

严重影响了分枝杆菌生长及分裂，同时对其菌

落形态和成膜能力也产生影响，从生物学角度

证实 EF-G 在分枝杆菌生长中的重要性。 

夫西地酸 (FA) 作为直接作用于 EF-G 的

抗菌药物，对革兰阳性菌、许多厌氧菌和几种

其他菌的抗菌活性强，金黄色葡萄球菌、表皮

葡萄球菌、梭状芽孢菌属、棒状杆菌对其非常

敏感，大多数革兰阴性菌对其不敏感，其他菌

如分枝杆菌、嗜肺军团菌、诺卡氏菌对其中度

敏感[22]，其独特的作用机制可以有效避免与其

他抗菌药物产生交叉耐药性[23]，所以可以用来

与其他一线抗生素联合用药，以缓解细菌耐药

性带来的治疗困难，提高治疗效果。尽管当前

还没有针对 EF-G 靶点的抗结核分枝杆菌药 
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图 6  扫描电子显微镜分析 MSMEG_1400 对细菌形态的影响 
Figure 6  Analysis of the effect of MSMEG_1400 on the morphology of M. smegmatis by the scanning 
electron microscopy. (A) Morphology of M. smegmatis. (B) Statistics on the length of M. smegmatis. The 
length of M. smegmatis was statistically analyzed by GraphPad Prism 8.0 software, and P value less than 
0.05 was considered statistically significant. 
 
表 2  Msm-WT 和 Msm-ΔEFG1(KD) 菌株 MIC 的测定 
Table 2  Determination of the MIC of strains Msm-WT and Msm-ΔEFG1(KD) 

M. smegmatis mc2155 strains MIC (μg/mL) 

INH RIF Erythromycin FA Capreomycin Streptomycin 

Msm-WT 25.0 25.00 320 160 1.56 0.312 5 

Msm-ΔEFG1(KD) 12.5 6.25 40 80 0.78 0.312 5 

 
物，但 EF-G 作为翻译延伸和核糖体再生的关

键因子，也提示其可作为抗结核分枝杆菌潜在

靶点的可能性。Msm-ΔEFG1(KD) 对常见抗菌

药物的敏感性结果显示，EF-G1 的敲低可以增

加分枝杆菌对于异烟肼、利福平、红霉素、卷

曲霉素和夫西地酸 (FA) 等药物的敏感性，增

强了其他抗菌药物的杀菌活性。链霉素、卷曲

霉素和红霉素均为作用于核糖体的药物，但

EF-G1 的敲低极大增强了分枝杆菌对红霉素的

敏感性，而对链霉素的敏感性不变。链霉素和

卷曲霉素均作用于蛋白质的延伸过程，链霉素

作用于 30S 小亚基，在延伸过程中干扰氨   

酰-tRNA (aminoacyl-tRNA，aa-tRNA) 进入到 A

位点，这一过程并不需要 EF-G 的参与，而是

由 EF-Tu 参与催化。卷曲霉素则是抑制随后

EF-G参与的 mRNA-tRNA复合物在核糖体上的
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转位过程。而红霉素作用于 50S 大亚基，结合

在核糖体出口通道内部进而阻止新生多肽链的

延伸[2]，因此 EF-G 的缺失会进一步增加卷曲霉

素和红霉素的抗菌活性。 

基于本研究的结论，后续将以分枝杆菌

EF-G 为靶点筛选新型抗结核药物，所构建的

EF-G 敲低菌株可进一步用于筛选化合物的活

性及耐药性评价，另外 EF-G 对分枝杆菌毒力

和体内耐药性的影响也需通过细胞感染和动物

模型进一步探究。 
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