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以蛋白激酶 G 为靶点的抗结核药物筛选模型的 
建立和初步应用 
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摘  要: 结核分枝杆菌可以产生 11种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶, 其中蛋白激酶 G(PknG)对于结核分

枝杆菌在巨噬细胞内以“持留”状态长期存活有着重要作用。本研究以结核分枝杆菌基因组 DNA

为模板, 在大肠杆菌中克隆表达了 MTB PknG 蛋白, 并分离纯化得到 PknG 纯酶。本研究还采用三

步级联反应方法测定了 PknG 酶活性, 建立和优化了 PknG 抑制剂高通量筛选模型。利用此模型共

筛选发酵液样品 2120 个, 化合物样品 2300 个, 筛选得到阳性化合物 1 个, 阳性发酵液 13 个, 阳

性率 0.32%。 
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The Establishment and Application of Anti-tuberculosis Drugs 
Screening Model Targeting to PknG 

SHAO Tian-Shu  WEI Yu-Zhen  LI Qiu-Ping  ZHAO Li-Li  CEN Shan  YU Li-Yan* 
(Institute of Medicinal Biotechnology, Chinese Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College,  

Beijing 100050, China) 

Abstract: Mycobacterium tuberculosis (MTB) PknG, one of 11 Ser/Thr protein kinases produced by MTB, 
plays an essential role in the residing of MTB in the macrophages as persistent state. In this work, we ampli-
fied the pknG gene from the genome of H37Rv, and constructed a recombinant plasmid pET-pknG to express 
the PknG protein in the E. coli. Using purified PknG, we established and optimized a high-throughout 
screening model to screen for PknG inhibitors. Among 2120 samples of microbial fermentations and 2300 
samples of compounds tested, one positive compound and 13 positive fermentation samples were identified 
with inhibitory effect on activity of PKnG, resulting in a 0.32% of positive rate. 

Keywords: Drugs screening model, Persistence, PknG 

据世界卫生组织的统计, 全球有近 10 亿人感染

有结核分枝杆菌, 而其中约有 1/3 是处于潜伏感染

状态[1−2]。 

结核分枝杆菌在被巨噬细胞吞噬, 形成吞噬体

后, 可以通过阻止吞噬体的成熟及其与溶酶体的融

合, 而使其自身不被溶酶体酶降解, 从而在巨噬细
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胞内长期存留下来[3−4]。此时的细菌代谢活动降至最

低 , 生 长 繁 殖 几 乎 停 止 , 不 易 被 抗 菌 药 物 杀 灭 , 

这种类似于休眠的长期存活状态被称为“持留”状

态 [5]。当机体免疫力下降时, 持留状态的细菌又可继

续生长繁殖, 恢复致病力。持留状态形成的原因很

复杂, 涉及多方面的机制。其中, 结核分枝杆菌分泌

的蛋白激酶 G (PknG)——一种丝氨酸/苏氨酸蛋白

激酶对于持留状态的形成和维持有重要作用[6−8]。本

研 究 通 过 建 立 酶 水 平 的 筛 选 模 型 来 筛 选 有 效 的

PknG 抑制剂, 为今后开发真正有效抑制持留菌的抗

结核新药奠定基础。 

1  材料 

1.1  菌种和 DNA 
大肠杆菌 DH5α、Bl21(λDE3), 均为本室保存。

原核表达载体 pET30a (+)为本室保存。结核分枝杆

菌 H37Rv 基因组 DNA 由北京市结核病胸部肿瘤研

究所李为民博士提供。 

1.2  培养基 
LB 培养基 : 胰蛋白胨 10 g, 酵母粉 5 g, NaCl 

10 g, 加去离子水 1000 mL 溶解。10 mol/L NaOH 调

pH 至 7.2, 1 × 105 Pa 灭菌 15 min。 

1.3  主要试剂 
Ampicillin、Kanamycin 购自北京华美转导科技

有限公司; IPTG、NADH、ATP、PEP-K、Pyruvate 

kinase (Rabbit muscle) 、 Lactate dehydrogenase 

(Rabbit muscle)均购自 Sigma 公司; 所有限制性内切

酶和 T4 DNA 连接酶购自宝生物(中国)有限公司。

THP-1 细胞由本所免疫室保藏。 

2  实验方法 

2.1  结核分枝杆菌 pknG 基因原核重组质粒的构

建及其表达 
2.1.1  pknG 基因的体外扩增: 根据结核分枝杆菌

基因组数据库上公布的 pknG 基因序列, 设计 1 对引

物: 上游 5′-TGGACATATGGCCAAAGCGTCAGAG- 

3′, 下 游 5′-TCGCTCGAGATAGAACGTGCTGG-3′, 

(下划线标记部分分别为 Nde I 和 Xho I 酶切位点), 

引物由上海生工生物工程有限公司合成。 

扩增反应体系 : 以结核分枝杆菌 H37Rv 基因

组 DNA 为模板 , 配制如下 : 5 × PrimeSTAR Buffer 

10 μL, dNTP Mixture (各 2.5 mmol/L) 4 μL, 上下游

引物 (20 pmol/L)各 1 μL, 模板 (70 ng/μL) 1 μL, 
PrimeSTAR HS DNA Polymerase (2.5 U/μL) 0.5 μL, 
ddH2O 33.5 μL, 总反应体积为 50 μL。PCR 反应程序

为: 98°C 10 s, 60°C 15 s, 72°C 3 min, 共进行 35 个循

环。扩增产物通过 1%的琼脂糖凝胶电泳鉴定, 并按

琼脂糖凝胶 DNA 纯化试剂盒说明进行回收纯化。 
2.1.2  pET30b-pknG 表达载体的构建: 将回收纯化

的 PCR 产物和质粒载体 pET30a 均经过 Nde I 和 Xho I
双酶切后, 用 T4 DNA 连接酶于 16°C 连接 16 h。连

接产物转化大肠杆菌 DH5α, 涂布于含有 50 μg/mL
卡那霉素的 LB 平板上, 37°C 培养 16 h 筛选重组子, 

提取质粒, 双酶切鉴定插入片段后, 由上海生工生

物工程有限公司测序。 
2.1.3  pknG 基因在大肠杆菌中的表达及 PknG 蛋

白的纯化: 将测序无误的 pET-pknG 质粒转化大肠

杆菌 Bl21(λDE3)。挑取转化子在 LB 液体培养基中

37°C 振荡培养至 OD600 = 0.6, 加入终浓度 1 mmol/L 

IPTG, 28°C 诱导表达 8 h。离心收获菌体, 用裂解上

样缓冲液 (25 mmol/L Tris-HCl, 0.5 mol/L NaCl, 

20 mmol/L 咪唑, pH 7.9)重悬, 以 400 W 功率超声裂解

菌体, 将裂解液在 4°C, 15000 × g 离心 25 min, 上清

用 0.45 μm 滤膜过滤。由于表达的重组 PknG 蛋白

带 有 His-tag, 因 此 , 将 所 得 滤 液 上 样 至 5 mL 

HisTrapTM HP 镍离子亲和层析柱 , 用洗脱缓冲液

(25 mmol/L Tris-Cl, 0.5 mol/L NaCl, 350 mmol/L 咪唑, 

pH 7.9)洗脱, 收集洗脱峰, 对纯化蛋白进行蛋白定量。 

2.2  重组 PknG 酶活性的测定 
酶活测定反应体系包含 : 100 mmol/L Hepes, 

10 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L MnCl2, 10 mmol/L 
ATP, 1 mmol/L 磷酸烯醇式丙酮酸, 1 mmol/L NADH, 
1.8 U 丙酮酸激酶 , 1.8 U 乳酸脱氢酶 , 以及待测

PknG 5.5 μg, 总体积 100 μL。同时设不加 PknG 的

空白对照, 以等体积 ddH2O 代之。将上述反应体系

加入 96 孔板, 置于 37°C 反应 40 min。分别于反应

开始后 10 min 和 40 min 时用酶标仪测定各反应体系

的 OD340 值, 计算 ΔOD340/min。 

2.3  重组 PknG 的酶学性质 
2.3.1  最适反应温度的测定: 分别于 20°C、25°C、

30°C、37°C、41°C、45°C 下测定重组 PknG 活性, 每

组设 3 个平行试验, 探讨不同反应温度下酶活性的

变化。 
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2.3.2  最适 pH 的测定: 分别用 pH 为 6.0、6.5、7.0、

7.3、7.6、7.9 和 8.4 的 Hepes 缓冲液配制反应体系, 于

37°C 测定重组 PknG 活性, 每组设 3 个平行试验, 探

讨不同 pH 下酶活性的变化。 

2.3.3  反应速率与酶浓度的关系测定 : 保持底物

ATP 浓度恒定, 测定不同 PknG 浓度(0、3.0、6.0、

9.0、12.0 μg/100 μL)下的反应速率。 

2.3.4  最适反应时间的测定: 连续监控反应开始后

1.5 h 内的 OD340 值的变化曲线 , 以确定最佳反应

时间。 

2.3.5  反应动力学参数的测定: 在自我磷酸化反应

中, PknG 催化的底物有 2 个, 一是 PknG 自身, 另一

个是 ATP。固定 PknG 的浓度, 探讨在不同 ATP 浓

度下酶活性的变化。配制 11 个不同 ATP 终浓度

(0.0625−50 mmol/L)的酶活测定体系, 分别于 37°C

测定酶促反应速率, 反应时间 40 min。以双倒数作

图法确定 Km 和 Vmax。 

2.4  筛选模型的建立与应用 
2.4.1  筛选模型相关指标的测定: 通过验证筛选模

型的反应体系中各组分对酶活性检测结果的影响来

计算筛选模型的信噪比(S/N), 并对模型进行可行性

分析:  

S Δm / min
N Δm / min

OD
OD

=
正常酶反应体系的 值

其他成分的 平均值
 

2.4.2  待测样品的前处理: 化合物样品: 10 mg 纯品

化合物溶解到 1 mL DMSO 中, 取 10 μL 加 20 μL 
DMSO 稀释, 然后取 1 μL 加入到 100 μL 反应体系, 
使其终浓度为 25 µg/mL。 

发酵液样品: 发酵液离心后取上清 10 mL 用

10 mL 的丙酮抽提, 干燥后, 用 1 mL 的 DMSO 溶

解。取 10 μL 加 10 μL DMSO 倍比稀释, 取 1 μL 加

入至 100 μL 反应体系。 
2.4.3  待测样品对 PknG 抑制作用的测定: 依照

2.2 中所述配制酶活测定反应体系, 并在每 100 μL
反应体系中加入 1 μL 待测化合物或发酵液样品。

同时, 以不加 PknG 为阳性对照(即酶活性被完全抑

制), 以等体积的 DMSO 或发酵培养基抽提液代替

待测样品为阴性对照(即未加抑制剂)。 

2.4.4  抑制率的计算: 抑制率 IR＝
N S
N P

Δ −Δ
Δ −Δ

×100% 

其中:  

ΔN 是阴性对照孔 ΔmOD/min 值;  
ΔP 是阳性对照孔 ΔmOD/min 值;  
ΔS 是样品孔 ΔmOD/min 值。 
2.4.5  假阳性结果的排除: 假 阳 性 排 除 体 系 :  
100 mmol/L Hepes, 10 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L 
MnCl2, 10 mmol/L ADP, 1 mmol/L 磷酸烯醇式丙酮

酸, 1 mmol/L NADH, 1.8 U 丙酮酸激酶, 1.8 U 乳酸

脱氢酶, 并加入待测样品。将上述配好的反应体系

加入 96 孔板, 放入酶标仪 37°C 下监测 10 min 内反

应体系 OD340 值的变化。若反应体系的 OD340 值迅

速降低, 则表明模型筛得的阳性化合物确实是 PknG
的抑制剂而非后两个酶的抑制剂; 反之, 如果测得

的光吸收值变化减少或者不发生变化, 则可以说明

该抑制剂是丙酮酸激酶或乳酸脱氢酶的抑制剂, 不

是我们所需要的阳性化合物。 
2.4.6  MTT 法检测阳性药物对细胞存活的影响: 
采用 MTT 法检测阳性样品作用下人单核巨噬细胞

THP-1 的存活率, 从而初步判断阳性样品的细胞毒

性大小。MTT 检测步骤详见参考文献[9], 细胞存活

率计算式为:  

细胞存活率= 490 490

490 490

OD OD
OD OD

−
−

加药组 本底

空白对照组 本底
×100% 

3  实验结果 

3.1  pknG基因的体外扩增及质粒pET30-pknG的

构建及其表达 
3.1.1  重组质粒构建 : 用设计的一对引物从结核

分枝杆菌 H37Rv 基因组中 PCR 扩增出的 DNA 片

段, 与 pknG 基因大小(2253 bp)相符合(图 1)。重组

质粒 pET30-pknG 经 Nde I 和 Xho I 双酶切后得到两

条 DNA 片段, 大小分别与 pknG 基因(2253 bp)和
pET30a 载体(5422 bp)相吻合(图 2)。经 DNA 测序

结果证明 , pknG 基因序列和插入载体的方向均无

误, 重组质粒 pET30-pknG 构建成功。 
3.1.2 重组 PknG的表达及纯化结果: 转入重组质粒

pET-pknG 的大肠杆菌经 IPTG 诱导后, SDS-PAGE 检

测菌体总蛋白显示, 在与目的蛋白大小(81 kD)相符

的位置有明显粗重的蛋白条带, 显示 PknG 有大量

表达(图 3)。SDS-PAGE 检测亲和层析得到的蛋白, 

具有较高的纯度, 杂带几乎不可见(图 4)。 

3.2  重组 PknG 的催化活性 
酶 活 测 定 结 果 显 示 , 实 验 组 ΔmOD/min 为
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15.30, 而空白对照组 ΔmOD/min 仅为 2.15 (图 5)。
本 研 究 把 37°C, 100 μL 反 应 体 系 中 每 分 钟 催 化

1 μmol/L 底物 ATP 生成产物 ADP 所需的 PknG 量定

义为一个活力单位 (U)。实验组 ΔmOD/min 值为

15.30, 对应每分钟反应的 NADH 为 8.43 μmol/L, 即

每分钟酶催化反应的 ATP 为 8.43 μmol/L。由于反应

体系中加入的酶量为 5.5 μg, 由此计算得到每 mg 重

组 PknG 的比活力是 1533 U。 
 

 

图 1  pknG 基因 PCR 扩增结果 
Fig. 1  PCR product of pknG gene 
注: 1: DNA marker ; 2: Ⅲ pknG 基因 PCR 产物. 
Note: 1: DNA marker Ⅲ; 2: PCR product. 
 

 

图 2  重组质粒 pET-pknG 双酶切分析 
Fig. 2  Digestion analysis of pET-pknG by restriction en-
zymes 
注: 1: DNA marker ; 2: Ⅲ 克隆质粒经 Nde I 和 Xho I 双酶切. 
Note: 1: DNA marker ; 2: Recombinant plasmid pETⅢ -pknG di-
gested with Nde I and Xho I. 
 

3.3  重组 PknG 的酶学性质 
3.3.1  温度对重组 PknG 活性的影响: 本研究对重

组 PknG 最适温度进行了测定(图 6), 在 35°C−39°C

范围内, PknG 都有较高的催化活性, 反应速率变化

不大。低于 35°C 或高于 39°C 时, 反应速率则有较

明显的降低。 

 
图 3  重组 PknG 蛋白表达的 SDS-PAGE 图 
Fig. 3  The expression of PknG in E. coli 
注 : 1: 转入质粒 pET-pknG 的 Bl21 宿主菌总蛋白 ; 2: 转入

pET30a 空质粒的 Bl21 宿主菌总蛋白; 3: 蛋白分子量标准. 
Note: 1: Recombinant strain of E. coli BL21(DE3)/pET-pknG; 2: 
Recombinant strain of E. coli BL21(DE3)/pET30a(+); 3: Protein 
molecular weight marker. 
 

 
图 4  纯化后的目的蛋白 SDS-PAGE 图 
Fig. 4  The purification of PKnG expressed in E. coli 
注: 1: 纯化后的重组 PknG 蛋白; 2: 蛋白分子量标准. 
Note: 1: Purified recombinant PknG; 2: Protein molecular weight 
marker. 
 
3.3.2  反应速率与酶浓度的关系测定: 本研究中保

持恒定的底物ATP浓度, 分别测定了在不同酶浓度

下的反应速率(图7)。随着酶浓度的增加, 反应速率

随之加快, 反应速率与酶浓度呈良好的直线关系。 
 

 

图 5  反应体系 OD340 变化曲线 
Fig. 5  Experimental determination of the reaction rate 
注: 1: 对照: 2: 100 μL 反应体系中加入 5.5 μg PknG. 
Note: 1: Control; 2: Reaction system with the PknG at 5.5 μg/100 μL. 
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图 6  最适反应温度测定 
Fig. 6  The effect of temperature on reaction rate 
 

 

图 7  反应速率与酶浓度的关系 
Fig. 7  The reactional rate as a function of the concentration 
of PknG 

 

3.3.3  最适反应时间的测定: 本研究观察反应开始

后 1.5 h 内的吸光值变化(图 8), 结果表明反应时间

超过 60 min 后, 吸光值曲线明显趋于平直而不再下

降, 因此反应时间应控制在 1 h 之内为宜。 
 

 
图 8  最适反应时间的测定 
Fig. 8  The time evolution of the reaction 
 

3.3.4  重组 PknG 的反应动力学研究: 为研究重组

PknG 的反应动力学特性, 设计了一系列底物 ATP
浓度梯度的反应体系 ,  并测定了其反应动力学常

数。测定结果表明, 重组 PknG 的米氏常数 Km 为 
0.18 mmol/L, 最大反应速率 Vmax 为 22.39 mOD/min, 
即 12.33 μmol/L/min。 

综上所述, 得出了优化后的酶活测定反应条件, 
即: 反应温度为 37°C, 底物 ATP 终浓度为 1 mmol/L, 
酶浓度 5.5 μg/100 μL, 反应时间 40 min。 

3.4  酶水平筛选模型的建立与应用 
3.4.1  反应体系中各组分对筛选结果的影响: 图 9
中的前 5 项反映了本筛选模型的“噪音”, 计算可得

前 5 项的平均值为 1.69, 由此得出筛选模型的信噪

比 S/N=13.80/1.69=8.2, 远高于筛选模型信噪比大于

3 的要求。 
 

 

图 9  反应体系中各组分对结果的影响 
Fig. 9  Validation of the screening assay 
注: 1: 阴性对照(反应缓冲液); 2: 阴性对照(反应缓冲液＋底物

ATP); 3: 阴性对照(反应缓冲液＋酶); 4: 阴性对照(反应缓冲液

＋发酵培养基); 5: 阴性对照(反应缓冲液＋DMSO); 6: 阳性对照. 
Note: 1: Negative control (with reaction buffer); 2: Negative con-
trol (with reaction buffer and ATP); 3: Negative control (with reac-
tion buffer and PknG); 4: Negative control (with reaction buffer and 
ferment medium); 5: Negative control (with reaction buffer and 
DMSO); 6: Positive control. 

 
3.4.2  样品筛选结果: 本研究中把抑制率大于 30%
的样品认定为阳性样品, 其抑制率结果见表 1。 
3.4.3  细胞存活率检测结果: 本研究还采用 MTT
试验检测了在上述阳性样品作用下的人单核巨噬细

胞 THP-1 的存活率, 结果如表 2 所示。 
从 MTT 试 验 结 果 看 出 , 添 加 化 合 物 IMB 

2036-F2 的细胞存活率在 10%以下, 表明此化合物

对于细胞毒性较大。而 13 个发酵液样品中, 仅有

I08AA-01218 的细胞毒性较大, 其余发酵液样品作

用于细胞后存活率均在 80%以上, 细胞毒性较小。 
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表 1  阳性样品对 PknG 酶活性的抑制率 
Table 1  The inhibitory rate to PknG of positive samples 

样品编号 Sample ID 抑制率 Inhibitory rate 
(%) 

Compound IMB2036-F2 65 

Fermentation I08AA-00801 69 

Fermentation I08AA-00802 70 

Fermentation I08AA-01227 39 

Fermentation I08AA-01218 47 

Fermentation I08AB-01343 80 

Fermentation I08AB-01353 75 

Fermentation I08AB-01385 30 

Fermentation I08AA-01398 95 

Fermentation I08AB-01398 96 

Fermentation I08AA-01459 86 

Fermentation I08AA-01515 38 

Fermentation I08AA-01615 86 

Fermentation I08AB-01615 82 

 
表 2  阳性样品作用下的 THP-1 细胞存活率 

Table 2  The survival rate of macrophage in the pres-
ence of the positive samples  

样品编号 Sample ID 细胞存活率  
Survival rate (%) 

Compound IMB2036-F2 6.2 

Fermentation I08AA-00801 93.8 

Fermentation I08AA-00802 92.9 

Fermentation I08AA-01227 79.8 

Fermentation I08AA-01218 5.5 

Fermentation I08AB-01343 95.1 

Fermentation I08AB-01353 95.1 

Fermentation I08AB-01385 94.0 

Fermentation I08AA-01398 100 

Fermentation I08AB-01398 84.6 

Fermentation I08AA-01459 92.2 

Fermentation I08AA-01515 100 

Fermentation I08AA-01615 100 

Fermentation I08AB-01615 92.4 
 

4  讨论 

结核分枝杆菌的 PknG 具有自我磷酸化的功能, 
它可以催化将 ATP 上的磷酸基团添加到 PknG 自身

的 丝 氨 酸 / 苏 氨 酸 残 基 上 使 之 磷 酸 化 , 并 生 成

ADP[10]。生成的 ADP 可与磷酸烯醇式丙酮酸在丙酮

酸激酶催化下生成丙酮酸, 而生成的丙酮酸又可在

乳酸脱氢酶催化下转变为乳酸, 此步骤伴随着还原

态的 NADH 转变为氧化态的 NAD+。由于还原态

NADH 的最大光吸收峰在 340 nm, 而氧化态 NAD+

的最大光吸收峰在 280 nm, 伴随着 NADH 到 NAD+

这一反应的进行, 反应体系在 340 nm 波长下的光吸

收值会大大降低[11−12]。通过酶标仪检测反应体系在

340 nm 波 长下的光吸收值变化可以反映体系中

ADP 的生成量, 进而反映出 PknG 的催化活性大小。 
由于本实验采用的反应体系包括 3 个前后相接

的级联反应, 涉及 PknG、丙酮酸激酶、乳酸脱氢酶

共 3 个酶, 待测样品对其中任一种酶有抑制作用均

可导致最后一步反应 NADH 向 NAD+的转变受阻而

使得反应体系的 OD340 值不下降。因此, 我们采用了

向反应体系中加入 ADP 直接从第二步引发反应的

假阳性排除法, 以此排除由后两个酶抑制剂造成的

假阳性。 
以往的文献报道检测蛋白激酶活性一般都采用

放射性同位素(γ-32P 标记的 ATP)法直接检测, 检测

的灵敏度很高。但由于采用这种方法需要专门的同

位素室, 实验产生的废液也需专门处理, 若用于大

规模筛选成本较高, 且有可能对操作人员和环境造

成污染。而本文采用的三步级联反应 , 通过检测

OD340 值变化间接反映 PknG 酶活性的方法, 只需在

有酶标仪的普通实验室即可进行, 便于开展大规模

高通量药物筛选。本研究从 4820 个样品中筛得有稳

定生物活性且细胞毒性较小的阳性样品 13 个。下一

步将对这些阳性样品进一步研究, 探索其是否对胞

内持留菌有抑制作用, 从而为真正开发出抑制持留

菌的抗结核新药打下基础。 
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