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摘   要：【背景】多药外排泵多以膜蛋白复合体形式存在，是导致细菌耐药性的重要原因。外排

泵的转运功能和组装过程对于细菌耐药性和药物研发具有重要意义。【目的】以多药外排泵耐药结

节细胞分化家族(resistance-nodulation-division family, RND)的重要成员AcrAB-TolC复合体为对象，

研究其转运活性和体外组装特性。【方法】基于大肠杆菌 AcrAB-TolC 复合体基因序列，分别构建

含有 acrA、acrB、tolC 基因的重组质粒，表达和纯化复合体各亚基，利用荧光光谱、等温滴定量

热法(isothermal titration calorimetry，ITC)等技术分析复合体及亚基的转运功能、亚基与底物的相

互作用，以及亚基间的相互作用和动态装配。【结果】实现了 AcrAB-TolC 复合体各组分的表达和

纯化(纯度>98%)，证实表达有各组分的活细胞提高了对于溴化乙锭(ethidium bromide，EB)的转运

活性，并发现群体感应效应信号分子 N-hexanoyl-L-homoserine lactone (C6-HSL)能够抑制 AcrB、

TolC 对于 EB 的转运活性。ITC 结果进一步证实了 C6-HSL 与 AcrB、TolC 的相互作用。ITC 结果

还显示 AcrA 分别与 AcrB、TolC 之间存在明显的相互作用，而 AcrB 与 TolC 之间无明显的相互作

用。在体外装配实验中观测到 AcrAB-TolC 亚基的单分子荧光强度随时间增加，证实了复合体亚基

在膜上的动态组装过程。【结论】实现了 AcrAB-TolC 外排泵及亚基的表达和纯化，证实了

AcrAB-TolC 对底物的转运活性及与底物的相互作用，观察到 AcrAB-TolC 的动态组装过程。以上

结果为研究多药外排泵导致的细菌耐药性及抗菌策略具有重要意义。 

关键词：细菌耐药性；耐药结节细胞分化家族；AcrAB-TolC；C6-HSL；等温滴定量热法；荧光；

动态组装 
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School of Chemistry, Chemical Engineering and Life Sciences, Wuhan University of Technology, Wuhan 430070, 
Hubei, China 

Abstract: [Background] Multidrug efflux pump mostly presents in the form of membrane protein 

complex, which makes major contributions to bacterial drug resistance. The transport function and 

assembly of the efflux pump are among the important issues for bacterial drug resistance and drug 

development. [Objective] Taking AcrAB-TolC, an important member of resistance-nodulation cell 

division (RND) family, as the research example, this study aimed to investigate and analyze the 

transport activity and in vitro assembly of the multidrug efflux pump complex. [Methods] Basing on the 

gene sequence of AcrAB-TolC complex in Escherichia coli, the recombinant plasmids containing acrA, 

acrB and tolC genes were constructed. Each subunit of the complex was expressed and purified. This 

study then explored the transport functions of the complex and subunits, the interaction between 

subunits and substrates, as well as the interaction between subunits and their dynamic assembly by 

means of fluorescence spectroscopy and isothermal titration calorimetry (ITC). [Results] The expression 

and purification of the subunits of the AcrAB-TolC complex have been achieved with the homogeneity 

to over 98%. It was confirmed that living cells with expressed individual subunits had increased activity 

to transport ethidium bromide (EB). The activities of AcrB and TolC to transport EB were affected by 

N-hexanoyl-L-homoserine lactone (C6-HSL), a quorum-sensing signal molecule. ITC results further 

confirmed the interactions between C6-HSL and AcrB or TolC. In addition, there were obvious 

correlations in AcrA-AcrB and AcrA-TolC, while no significant interaction was found in AcrB-TolC. In 

the in vitro assembly experiments, the monomolecular fluorescence intensity of AcrAB-TolC subunit 

increased with time, which validated the dynamic assembly of the complex subunits on the membrane. 

[Conclusion] The AcrAB-TolC efflux pump and its subunits were expressed and purified. The activity 

of AcrAB-TolC to transport and its interaction with substrates were verified. The dynamic assembly of 

AcrAB-TolC was observed. These results facilitated the study of bacterial drug resistance and 

antimicrobial strategies in associating with multidrug efflux pumps. 

Keywords: bacterial resistance; resistance-nodulation-cell division family (RND); AcrAB-TolC; C6-HSL; 
isothermal titration calorimetry (ITC); fluorescence; dynamic assembly 

抗菌药物是人类抵抗细菌感染的有力武

器。然而，细菌可以通过多种方式获得对抗菌

药物的抵抗能力而成为“耐药菌”，严重危害人

类健康。2019 年，全球约 495 万死亡案例与细

菌耐药感染有关，其中 127 万人直接死于细菌

耐药感染[1]。2020 年，中国细菌耐药监测网的

统计数据显示，临床上从患者体内分离出的菌

株有 71.9%为革兰氏阴性菌，对常用抗生素都

存在较高的耐药水平[2]。 

细菌对于抗菌药物的耐药机制主要包括：

(1) 降解或修饰抗菌药物使其失活；(2) 抑制抗

菌药物的跨膜转运和吸收，或提高对抗菌药物
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的外排能力，降低抗菌药物的胞内浓度；(3) 改

变抗菌药物的作用靶点或受其影响的生理、代

谢途径；(4) 形成细菌生物被膜阻碍和限制抗菌

药物对细菌的作用[3-5]。其中，细菌生物被膜是

包裹着细菌群落的黏附聚合物，能够阻止抗生素

等物质的扩散和进入细菌[6-8]。细菌生物被膜的

形成受细菌的群体感应(quorum sensing，QS)效

应调控，通过达到阈值浓度的 QS 信号分子诱

导特异基因的表达，促进生物被膜的形成[9]。

细菌多药外排泵多为膜蛋白复合体，不仅参与

抗菌药物的转运[10]，也可能参与对革兰氏阴性菌

的 QS 信号分子如酰基高丝氨酸内酯的转运[11]，

在细菌的耐药性中有着极其复杂的功能。 

耐 药 结 节 细 胞 分 化 家 族 (resistance- 

nodulation-cell division family，RND)是仅存在

于革兰氏阴性菌中的多药外排泵家族，在临床

所分离的耐药菌株中，常常存在上调表达的现

象[12-14]。AcrAB-TolC 多药外排泵家族是 RND

家族的主要代表，由内膜转运蛋白 AcrB、周质

融合蛋白 AcrA 及外膜通道蛋白 TolC 组成，参

与革兰氏阴性菌的药物外排、生物被膜形成的

调控等多种生命活动，在细菌耐药性的形成中

具有重要的作用[15-16]。AcrAB-TolC 复合体呈现

为不对称的哑铃棒结构，其三组分的化学计量

比为 3:6:3[17-18]。在组装过程中，AcrA 形成二

聚体，与 AcrB 三聚体结合形成 AcrA-AcrB 复

合物，再与 TolC 三聚体结合，组装成具有完整

结构和功能的外排泵复合体[19-21]。AcrAB-TolC

在行使转运功能时，底物从 AcrB 胞质侧开放处

进入复合体，在 AcrB 跨膜区域网络中残基质子

化导致的构象变化作用下进入中央腔室，经过

由 TolC 和 AcrA 之间的收缩作用而打开的通道

向胞外排放[22-23]。 

目前，对于外排泵复合体包括 RND 家族在

内的研究，在功能性组装及转运底物的活性方

面仍然需要进一步深入[24]，以便于针对耐药菌

提出新的抗菌策略和开发新的抗菌药物。因此，

本研究将针对 AcrAB-TolC 的转运功能和功能

组装进行研究，研究内容包括复合体及亚基的

表达和纯化、转运功能测试及体外动态组装观

察，以期为多药外排泵相关的抗菌药物研发提

供新的角度和思路。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、引物及培养基 
研究所用大肠杆菌 (Escherichia coli)菌株

K-12、DH5α、BL21(DE3)、质粒 pET-28a(+)均

为本实验室保存。PCR 引物(表 1)由生工生物工

程(上海)股份有限公司完成。LB 培养基(g/L)：

胰蛋白胨 10.0，酵母提取物 5.0，氯化钠 10.0，pH 

7.0，1×105 Pa 灭菌 20 min。使用前添加经 0.22 μm

滤膜过滤除菌的卡那霉素至终浓度为 30 μg/mL。 

1.2  主要试剂和仪器 
十二烷基 -β -D-麦芽糖苷 (N-dodecy l -β - 

D-maltoside，DDM)，麦克林试剂公司；细菌基

因组 DNA 快速抽提试剂盒、异丙基-β-D-硫代

吡喃半乳糖苷(isopropyl-β-D-thiogalactoside，

IPTG)和 Ni-NTA 6FF 琼脂糖纯化树脂，生工生

物工程(上海)股份有限公司；KOD-plus，TOYOBO 
 

表 1  本研究中所用引物 
Table 1  Primers used in this study 

引物名称 

Primer name 

引物序列 

Primer sequence (5ʹ→3ʹ) 

AcrA_F Nco I GATATACCATGGATGAACAAAAAC 

AcrA_R-Xho I GTGGTGCTCGAGTTAAGACTTGGAC

AcrB_F-BamH I CGCGGATCCATGCCTAATTTCTTTATC

G 

AcrB_R-Xho I CCGCTCGAGATGATGATCGACAGTAT

GG 

TolC_F-Nco I CATGCCATGGGCATGAAGAAATTGCT

CC 

TolC_R-Xho I CCGCTCGAGGTTACGGAAAGGGTTA

TGAC 
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公司；Alexa fluor 488 NHS Ester，翌圣生物科技

(上海)股份有限公司；Alexa FluorTM 532 C5 

Maleimide 和 Fluorescent Dye Removal Columns，

南京赛泓瑞生物科技有限公司。 

台式超速离心机，Beckman 公司；荧光分光

光度计，上海棱光技术有限公司；等温滴定量热

仪，Malvern 公司；全内反射荧光显微镜，Nikon

公司。 

1.3  分子生物学实验 
利用细菌基因组 DNA 快速抽提试剂盒提

取 E. coli K-12 总基因组 DNA，使用高保真酶

(KOD-plus)分别对 acrA、acrB、tolC 基因进行

PCR 扩增。PCR 反应体系(50 μL)：Genome DNA 

(50−100 ng/μL) 5 μL，dNTPs (10 mmol/L) 5 μL，

10×KOD plus buffer 5 μL，MgSO4 (25 mmol/L) 

2 μL ， KOD-plus (1 U/μL) 1 μL ， Primer_F 

(10 μmol/L) 1.5 μL，Primer_R (10 μmol/L) 1.5 μL，

ddH2O 29 μL。触减(touch down) PCR 反应条件：

94 °C 2 min；94 °C 30 s，65 °C 30 s，68 °C 

90 s/210 s，10 个循环，退火温度–1 °C/循环；

94 °C 30 s，55 °C 30 s，68 °C 90 s/210 s，10 个

循环；68 °C 10 min。随后经酶切、消化、连接后

构建重组质粒载体 pET-28a[AcrA]、pET-28a[AcrB]

和 pET-28a[TolC]，转入 E. coli DH5α 感受态用

以保存，转入 E. coli BL21(DE3)用以表达，并送

生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序。 

1.4  蛋白的表达与纯化 
含重组质粒的表达宿主菌种在含卡那霉素

(30 μg/mL)的 LB 培养基平板划线，37 °C 培养

12−16 h，挑选克隆接种至 3−5 mL LB 液体培养

基(含卡那霉素 30 μg/mL)中，37 °C、220 r/min

培养 12−16 h，然后按 1:100 的体积比接种于

LB 液体培养基 (含卡那霉素 30 μg/mL)中，

37 °C、220 r/min 培养至 OD600 值为 0.4−1.0 时

添加 IPTG (终浓度 1.0 mmol/L)，于 16 °C 或

37 °C 继续培养 16 h，诱导外排泵亚基蛋白的表

达。诱导后的细菌于 4 °C、6 000×g 离心 10 min，

收集细菌沉淀于−20 °C 保存。 

取 1 g 细菌沉淀重悬于 10 mL 缓冲液 A 

[20 mmol/L Tris, 300 mmol/L NaCl, 1 mmol/L 

苯甲基磺酰氟(phenylmethanesulfonyl fluoride，

PMSF), pH 8.0]，用细胞破碎机破碎，4 °C、

10 000×g 离心 20 min。含 AcrA 的破碎后离心

上清液直接与 Ni-NTA 树脂在 4 °C 下混合结合

4 h，经缓冲液 B (20 mmol/L Tris，300 mmol/L 

NaCl，50 mmol/L imidazole，pH 8.0)洗涤，于

洗脱液 C (20 mmol/L Tris，300 mmol/L NaCl，

500 mmol/L imidazole，pH 8.0)中洗脱。含 AcrB

或 TolC 的破碎后离心上清液于 4 °C、100 000×g
离心 25 min，沉淀重悬于缓冲液 A 后添加 10% 

(质量体积分数) DDM 至终浓度为 1%，4 °C 过

夜溶解细胞膜后，4 °C、100 000×g 离心 1 h；

取上清稀释 10 倍后与 Ni-NTA 树脂在 4 °C 下混

合结合 4 h，经含有 0.025% DDM 的缓冲液 B

洗涤多次，于含有 0.025% DDM 的洗脱液

(20 mmol/L Tris，300 mmol/L NaCl，500 mmol/L 

imidazole，0.025% DDM，pH 8.0)中洗脱。获

得的蛋白经超滤交换于含有 0.025% DDM 的

pH 7.4 磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffer saline, 

PBS)用于后续实验。 

1.5  溴化乙锭(ethidium bromide，EB)的

活细胞转运实验 
4 °C、6 000×g 离心 10 min 收集 AcrA、

AcrB、TolC 亚基过表达的宿主菌，用 KPI 缓冲

液(100 mmol/L KH2PO4，5 mmol/L MgSO4，pH 

7.0)洗涤 3 次，重悬后调整至 OD600 值为 1.0。

取 900 μL 菌液与 600 μL 的 25 μmol/L EB 混合，

测定混合液的荧光光谱，制作细菌对 EB 的摄

取曲线。摄取结束后，取菌液于 8 000×g 室温

离心 1 min，弃上清，重悬于 1.5 mL KPI，以相
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同条件测定荧光光谱，制作细菌对 EB 的外排曲

线。对照组Ⅰ为不含质粒的 E. coli BL21(DE3)；

对照组Ⅱ为含有过表达非通道膜蛋白 INP-AidH

的细菌。EB 的摄取率或外排率=(Xt–X0)/X0×100%，

t 为 EB 的摄取或外排时间。相同检测条件下，

在测定前添加酰基高丝氨酸内酯分子 C6-HSL

至终浓度为 0.1 mmol/L，以检测 C6-HSL 对外

排泵亚基转运 EB 活性的影响。 

1.6  等温滴定实验 
等温滴定测量在 37 °C 进行。待滴定液体

积为 280 μL，完全除去气泡。滴定液体积为

38 μL，在 750 r/min 旋转中滴定 19 次，滴定时

间 4 s，间隔反应 150 s。分别进行了 AcrA-AcrB、

AcrA-TolC 和 AcrB-TolC 的相互作用检测以及

高浓度 C6-HSL 和 AcrB、TolC 的相互作用检测。 

1.7  AcrAB-TolC 外排泵的动态装配及观察 
首先对 AcrB 蛋白进行荧光标记。AcrB 蛋白

预先超滤透析于 10 mmol/L PBS 中，浓度控制为

2−20 mg/mL，再向每毫升蛋白溶液中加入 0.1 mL

的 1 mol/L 碳酸氢钠缓冲液调至 pH 8.3−9.0。向蛋

白样品中添加 50−100 μL/mL Alexa fluor 488 NHS 

Ester (10 mg/mL)的染料，室温下避光混匀搅拌孵

育 2 h，然后对 AcrA、TolC 进行荧光标记。AcrA

和 TolC 预先超滤透析于 10 mmol/L PBS 中，浓度

控制为 50−100 μmol/L，按荧光标记物:蛋白的摩尔

比为(10−20):1 将二者混合，室温避光混匀搅拌孵

育 2 h。未结合荧光标记物采用 Fluorescent Dye 

Removal Columns 试剂盒去除。 

AcrAB-TolC 外排泵的体外动态装配采用

全内反射荧光显微镜 (total internal reflection 

fluorescence microscope，TIRFM)测定。将荧光

标记好的 AcrB、AcrA、TolC 依次滴定于预制

二月桂酰基卵磷脂 (1,2-dilauryl-sn-glycero-3- 

phosphocholine，DLPC)膜上，孵育 1 h 后进行拍

摄，取每个时间段分析 AcrAB-TolC 外排泵的动

态装配过程。屏幕的观测范围是 50 μm×50 μm。 

2  结果与分析 

2.1  AcrAB-TolC 复合体亚基功能性表达

与纯化 
利用含有重组质粒载体 pET-28a[AcrA]、

pET-28a[AcrB] 和 pET-28a[TolC] 的 大 肠 杆 菌

BL21(DE3)为表达宿主，利用 IPTG 分别进行了

诱导表达，SDS-PAGE 电泳检测结果与预期一

致，即在 43 kDa (AcrA)、113 kDa (AcrB)、55 kDa 

(TolC)处观察到有蛋白质表达，表明各亚基的诱导

表达获得了成功(图 1A−1C)，并且 0.1−1 mmol/L

浓度范围内的 IPTG 对于 AcrAB-TolC 各亚基的

表达量并无显著影响。此外，利用 Ni-NTA 亲

和层析技术对 AcrA、AcrB、TolC 的纯化也获

得了成功(图 1D)，并且纯度大于 98%。 

利用表达有 AcrAB-TolC 复合体各亚基的

大肠杆菌 BL21(DE3)宿主菌，进一步对 AcrAB- 

TolC 各亚基对于外排泵转运底物荧光染料 EB

的转运活性进行了研究。由于大肠杆菌基因组

含有 AcrAB-TolC 复合体基因，因此，以不含表

达质粒的 BL21(DE3)作为对照组Ⅰ，以含有表达

非通道蛋白 INP-AidH 质粒的 BL21(DE3)为对照

组Ⅱ。结果(图 1E、1F)显示，BL21(DE3)表达

了 AcrAB-TolC 复合体的重组亚基对 EB 的摄取

率和外排率明显高于对照组，但在 AcrA、AcrB

和 TolC 各亚基之间，AcrB 对 EB 的摄取率和外

排率高于 AcrA 和 TolC，不过差异并不显著。

这表明基因组编码的内源 AcrAB-TolC 各亚基

也参与了经诱导表达后各亚基的组装以及对

EB 的转运，因此，无论哪种亚基的表达都能通

过参与 AcrAB-TolC 的组装提高其数量从而促

进宿主对 EB 的摄取率和外排率。然而，AcrB

是内膜转运蛋白，AcrB 的表达对于 AcrAB-TolC

复合体的组装和数量提高的贡献更明显。对照 
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图 1  AcrA、AcrB、TolC 的诱导表达(A、B、C)、纯化(D)以及对 EB 的摄取(E)和外排(F)   M：分

子量标记。A–C：0、0.1、0.2、0.5、1.0 分别对应 IPTG 浓度为 0、0.1、0.2、0.5、1.0 mmol/L，箭头指

向各亚基对应的位置；D：AcrA、AcrB、TolC 分别对应纯化的复合体亚基；E：重组外排泵亚基的表

达对于 EB 摄取的影响；F：重组外排泵亚基的表达对于 EB 外排的影响 

Figure 1  Induced expression of AcrA, AcrB, TolC (A, B, C), purification (D) and EB uptake (E), efflux (F). 
A, B, C, M: Molecular weight marker, 0, 0.1, 0.2, 0.5, 1: Total proteins of cells induced by IPTG at 
concentrations of 0, 0.1, 0.2, 0.5, 1 mmol/L; D: Showed purified subunits of AcrAB-TolC complex; E, F: 
Showed EB uptake and efflux by cells with expressed subunit of AcrAB-TolC complex. 

 

组Ⅱ比对照组Ⅰ的摄取率和外排率略有增加，

但也不显著，这可能与 INP-AidH 的表达影响了

外膜通透性或者外排泵组装有关。 

通过以上研究获得了具有活性的 AcrAB- 

TolC 各亚基，据此推测，额外表达的 AcrAB-TolC

各亚基可以参与内源 AcrAB-TolC 复合体的组

装，并参与对 EB 的转运。 

2.2  AcrAB-TolC 复合体各亚基与 C6-HSL

的相互作用 
有研究报道，RND 家族在一定条件下参与

了革兰氏阴性菌 QS 信号分子酰基高丝氨酸内

酯的转运[25-26]。我们测试了酰基高丝氨酸内酯

C6-HSL 对表达有 AcrAB-TolC 复合体重组亚基

的细菌转运 EB 活性的影响。EB 的摄取和外排

数据显示，对于未表达 AcrAB-TolC 复合体亚基

的细菌而言，C6-HSL 对 EB 的摄取和外排无显

著影响(图 2A、2B)。对于表达有重组 AcrA 亚

基的细菌而言，C6-HSL 对于 EB 的摄取和外排

也无显著影响(图 2C、2D)。对于表达有重组

AcrB 亚基、重组 TolC 亚基的细菌而言，C6-HSL 
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图 2  C6-HSL 对表达有 AcrAB-TolC 复合体亚基细菌 EB 转运活性的影响   A 和 B：C6-HSL 对于未

额外表达 AcrAB-TolC 复合体亚基细菌的 EB 摄取和外排影响；C 和 D：C6-HSL 对于表达有 AcrA 亚基

细菌的 EB 摄取和外排影响；E 和 F：C6-HSL 对于表达有 AcrB 亚基细菌的 EB 摄取和外排影响；G 和

H：C6-HSL 对于表达有 TolC 亚基细菌的 EB 摄取和外排影响 

Figure 2  Effects of C6-HSL on EB transport activity of bacteria expressing AcrAB-TolC complex subunits. 
A, B: Showed the effect of C6-HSL on EB uptake and efflux of bacteria without additional expression of 
AcrAB-TolC complex subunits; C, D: Showed the effect of C6-HSL on EB uptake and efflux of bacteria 
expressing AcrA subunit; E, F: Showed the effect of C6-HSL on EB uptake and efflux of bacteria expressing 
AcrB subunit; G, H: Showed the effect of C6-HSL on EB uptake and efflux of bacteria expressing TolC 
subunit. 
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对 EB 的转运活性有抑制作用，表现为对 EB 的

摄取率和外排率均略有降低。由于 AcrA 为周

质蛋白，仅在 AcrAB-TolC 复合体组装中发挥功

能，未直接与转运底物发生相互作用，所以

C6-HSL 对于 AcrAB-TolC 复合体介导的 EB 转

运活性基本无影响；而 AcrB 和 TolC 分别为内

膜和外膜通道蛋白，直接介入了 AcrAB-TolC

复合体对 EB 的转运，其表达量和 EB 的转运活

性有关。当 C6-HSL 作为底物与 EB 竞争额外表

达的 AcrB 和 TolC 亚基时，会减少额外参与 EB

转运的 AcrAB-TolC 复合体的 AcrB 和 TolC 亚基

的组装，从而降低对 EB 的转运活性(图 2E−2H)。

需要指出的是，由于重组 AcrB 亚基或重组 TolC

亚基的表达量未达到显著影响 EB 转运活性的

水平，不能完全排除内源 AcrB 亚基或 TolC 亚

基的影响，所以 C6-HSL 对 EB 转运活性的抑制

效果不显著。 

为了进一步证实 C6-HSL 与 AcrAB-TolC 复

合体各亚基的相互作用，进一步利用等温滴定

技术测试了纯化的 AcrB、TolC 与 C6-HSL 的相

互作用。(图 3A−3D)结果表明，C6-HSL 与 AcrB

和 TolC 均表现出了较为明显的相互作用(作用

位点 N>1)，而且与 AcrB 的结合更明显(N=5.12)。

综合以上结果和C6-HSL抑制EB转运活性的实验

结果，表明 C6-HSL 确实与 AcrAB-TolC 复合体的

内膜转运蛋白 AcrB 和外膜通道蛋白 TolC 有相互 

 

 
 

图 3  C6-HSL 与 AcrB、TolC 相互作用的等温滴定检测   A 和 B：C6-HSL 和 AcrB 相互作用的等温

滴定曲线和热量变化，C 和 D：C6-HSL 和 TolC 相互作用的等温滴定曲线和热量变化 

Figure 3  Isothermal titration detection of interaction between C6-HSL with AcrB and TolC. A, B: Showsed 
the isothermal titration curve and heat change of the interaction between C6-HSL and AcrB. C, D: Showed 
the isothermal titration curve and heat change of the interaction between C6-HSL and TolC.  
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作用，而周质蛋白 AcrA 是通过参与复合体组装过

程影响 AcrAB-TolC 复合体的转运活性。 

2.3  AcrAB-TolC 的体外组装 
根 据 文 献 [27] 报 道 及 前 述 实 验 结 果 ，

AcrAB-TolC 复合体亚基间可能存在相互作用

及动态组装过程。利用等温滴定技术测试了纯

化的 AcrA、AcrB、TolC 亚基间的相互作用，

发现 AcrA 和 AcrB 之间(图 4A、4B)及 AcrA 和 

 

 
 

图 4  AcrAB-TolC 各亚基相互作用的等温滴定检测   A 和 B：AcrA 和 AcrB 相互作用的等温滴定曲

线和热变化；C 和 D：AcrB 和 TolC 相互作用的等温滴定曲线和热变化；E 和 F 显示 AcrA 和 TolC 相

互作用的等温滴定曲线和热变化 

Figure 4  Isothermal titration detection of interaction between AcrAB-TolC each subunit. A, B: Showed the 
isothermal titration curve and heat change of the interaction between AcrA and AcrB. C, D: Showed the 
isothermal titration curve and heat change of the interaction between AcrB and TolC. E, F: Showed the 
isothermal titration curve and heat change of the interaction between AcrA and TolC.  
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TolC 之间(图 4E、4F)存在较为明显的相互作用，

但是 AcrB 和 TolC 之间(图 4C、4D)无明显的相

互作用。这个结果表明，周质蛋白 AcrA 在

AcrAB-TolC 复合体的组装过程中起到了联系

两个亚基 AcrB 和 TolC 的作用。AcrA-AcrB 间

的解离常数(KD)远高于 AcrA-TolC 间的解离常

数，表明 AcrA-AcrB 比 AcrA-TolC 具有更加稳

定的相互作用。可能因为 AcrB 形成了三聚体，

可以与多个 AcrA 亚基发生相互作用。当 AcrA

和 AcrB 形成较稳定的多聚体后，再与 TolC 相互

作用形成具有完整功能的 AcrAB-TolC 复合体。 

进一步利用单分子荧光技术对 AcrA、

AcrB、TolC 在膜上的组装过程进行了观察。首

先分别对 AcrA、AcrB、TolC 这 3 种蛋白进行

了荧光标记，然后在 DLPC 膜上依次滴加 AcrB、

AcrA、TolC 并进行孵育，采用全内反射荧光显

微镜观测和拍摄。基于显微镜下所观察到的荧

光点数量、亮度、尺寸、运动的变化情况，可以

分析荧光标记的 AcrAB-TolC 复合体亚基的组装

进程。实验结果显示，在 AcrAB-TolC 组装起始

后 1 h 内，蛋白质组装体所体现的荧光点数量

和亮度无明显变化(图 5A−5D)。但是从 1 h 后荧

光强度增加，说明 3 种蛋白在 DLPC 膜上进一步

组装成比蛋白单体大的聚集体形态。 

3  讨论与结论 

AcrAB-TolC 外排泵复合体通过转运药物

分子或转运 QS 信号分子导致生物被膜的形成，

从而直接或间接地参与细菌的耐药作用，在耐

药菌的药物研发中具有重要意义。目前，对于

AcrAB-TolC 外排泵复合体的结构和功能已经

有了较多研究，但各亚基及在转运底物中的作

用还有待深入了解，尤其对 AcrAB-TolC 各亚基

的组装及 QS 信号分子的转运尚无直接证据。

本研究中，我们对 AcrAB-TolC 外排泵复合体各

亚基重组蛋白分别进行了表达并测试了对 EB

的转运活性，研究结果表明，各亚基参与了

AcrAB-TolC 外排泵复合体的组装并影响转运

活性。通过测试酰基高丝氨酸内酯 C6-HSL 对

于表达有 AcrAB-TolC 复合体重组亚基的细菌

转运 EB 活性的影响，以及 C6-HSL 和纯化的

AcrAB-TolC 复合体各亚基的相互作用，结果显

示，C6-HSL 与 AcrB 和 TolC 具有较明显的相互

作用，并能抑制 EB 的转运活性。这些结果支持

C6-HSL 是 AcrAB-TolC 复合体的底物之一，并

且 AcrAB-TolC 复合体各亚基是通过组装形 

 

 
 

图 5  AcrAB-TolC 外排泵在 DLPC 膜上的动态装配过程   A–D：分别显示的组装起始及 15、50、

65 min 时荧光点强度和数量变化 

Figure 5  The dynamic assembly process of AcrAB-TolC efflux pump on the DLPC membrane. A, B, C, D: 
Respectively showed the changes of fluorescence point intensity and number at the beginning of assembly, 15, 
50 and 65 min. 
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成复合体后参与底物转运的结果。最后，我们

利用等温滴定实验观察到 AcrA-AcrB 间、

AcrA-TolC 间的相互作用，发现 AcrA 介导的

AcrB 和 TolC 组装成了具有功能的 AcrAB-TolC

复合体，并提出利用单分子荧光技术观察

AcrAB-TolC 外排泵在脂膜上的动态装配过程，

对后续研究 AcrAB-TolC 外排泵动态装配的动

力学数据提供了实验依据。随着国内外对细菌

耐药性研究的深入，未来的研究将重点关注多

药排外泵的动态装配过程及调控的分子机制，

可为相关的药物研发提供理论和技术支持。 
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