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以蛋白激酶 B 为靶点的新型抗结核药物高通量筛选模型的建
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摘  要：【目的】建立以结核分枝杆菌蛋白激酶 B 为靶点的高通量筛选模型，并运用此模型进

行化合物的筛选。【方法】克隆和表达结核分枝杆菌蛋白激酶 B，并以其为靶酶建立并优化 PknB

抑制剂高通量筛选模型，利用该模型对化合物样品进行筛选，并对筛选到的阳性化合物进行抗

菌和抑酶活性评价。【结果】利用该模型筛选了化合物样品 18 000 个，得到具有抑酶活性的阳

性化合物 8 个，其中 3 个化合物具有较好的对结核分枝杆菌、海分枝杆菌、耻垢分枝杆菌的抑

菌活性。【结论】建立的以 PknB 为靶点的抗结核药物高通量筛选模型具有灵敏度高、稳定性强

等优点，可成功用于化合物的高效筛选。筛选得到 3 个在抑酶水平和抗菌方面均具有良好活性

的阳性化合物样品，值得进一步研究。 

关键词：蛋白激酶 B，药物筛选模型，结核分枝杆菌 

The establishment and application of a high throughput screening 
assay for inhibitors of Mycobacterium tuberculosis protein kinase B 
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Abstract: [Objective] To establish and apply an high-throughput assay for screening inhibitors of 
Mycobacterium tuberculosis protein kinase B (PknB). [Methods] The kinase domain of Mycobacte-
rium tuberculosis PknB was first cloned and expressed in Escherichia coli. The purified protein is 
utilized for a high-throughput assay for screening PknB inhibitor. [Results] Eight out of 18 000 
compounds were identified as exhibiting inhibitory effect upon PknB activity using the screening as-
say, among which three compounds showed antibacterial activity against Mycobacterium tuberculo-
sis, Mycobacterium marinum and Mycobacterium smegmatis. [Conclusion] The high-throughput 
screening model has advantages of high sensitivity and stability, which can be used in anti-TB drug 
screening. Three compounds are worth further study because of their great activities against both 
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PknB and bacterial growth. 

Keywords: PknB, High-throughput drug screening model, Mycobacterium tuberculosis 

肺结核(TB)是由结核分枝杆菌(Mycobacteria 

tuberculosis, Mtb)引起的一种严重威胁人类健康的

传染病，在全球范围内，每年造成的死亡人数达三

百多万。自 20 世纪 70 年代中期，即利福平被首次

应用以来，抗结核药物的研发进展异常缓慢，直到

2012 年 12 月才只有一种抗结核新药贝达喹啉

(Bedaquiline)被 FDA 批准[1-2]，但结核分枝杆菌的

多重耐药性和广泛耐药性的出现，使得已开发的药

物远远不能满足人们的需要。因此，必须加快研发

新型抗结核药物。 

结核分枝杆菌中存在 11 种丝氨酸/苏氨酸蛋白

激 酶 (Ser/Thr protein kinases ， STPKs) 

PknA-PknL[3-4]，其中 PknB 在结核分枝杆菌生长

分裂和细胞形态的调节中发挥着重要作用[5-7]，菌

体过表达 PknB 蛋白或敲除 pknB 基因都会降低菌

体生长速度并改变细胞形态[8-10]。因此，PknB 为

结核分枝杆菌生长所必需，可作为抗结核药物的筛

选靶点。而这 11 种 STPKs 与人的 STPKs 相似度

较小，其序列相似度低于 30%。在 Annemarie 等绘

制的结核分枝杆菌和人的全部 STPKs 进化树上，

结核分枝杆菌丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶形成独立的

一簇，与人类蛋白激酶差异显著[11-12]。这种结核分

枝杆菌与人 STPKs 的低相似性尤其适合其作为有

效、低毒的抗菌药物筛选靶点。 

结核分枝杆菌 PknB 全酶由胞外结构域、胞内

结构域和中间起链接作用的跨膜螺旋体三部分组

成 [13] ， 其 中 胞 内 部 分 为 PknB 的 激 酶 结 构 域

(PknB-N)，具有自磷酸化功能，能与 ATP 及其类

似物相结合[14]。在自磷酸化检测中，PknB-N 的激

酶活性与 PknB 全酶活性相似，同时其溶解性更  

好[15-17]，因此本研究选择建立以 PknB-N 为靶点的

药物筛选模型，期望发现新型、高效、低毒的酶抑

制剂，为开发以 PknB 为靶点的新型抗结核药物或

先导化合物奠定基础。 

1  材料 

1.1  菌株和载体  

菌株：大肠杆菌菌株 DH5α、BL21(λDE3)，耻

垢分枝杆菌 mc2155，海分枝杆菌 ATCC 927 为本

实验室保存；结核分枝杆菌 H37Rv，结核分枝杆

菌 6133 (MDR 菌株)，结核分枝杆菌 12153 (MDR

菌株) 由北京市结核病研究所药物研究室保存。   

载体：原核表达载体 pET-28a(+)为本实验室 

保存。 

1.2  主要试剂和仪器 

Pfu DNA 聚合酶购自北京全式金生物技术有

限公司；限制性内切酶，T4 DNA 连接酶，IPTG

均购自宝生物工程(大连)有限公司；Kinase-Glo® 

Plus Luminescent Kinase Assay 试 剂 盒 购 自

Promega 公司；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陆宇老师惠赠；

Veriti 96 well Thermal Cycler PCR 扩增仪为美国

ABI 公司产品；ÄKTA purifier TM 10 层析系统为

美国 GE Healthcare 公司产品；Polar Fluostar 多功

能检测仪为德国 BMG 公司产品。 

1.3  待测样品   

化合物样品：本所筛选实验室保存，化合物均

购自百灵威科技有限公司。  

2  实验方法  

2.1  结核分枝杆菌PknB-N蛋白基因原核重组质

粒的构建及蛋白的表达纯化      

2.1.1  目的基因的克隆：根据结核分枝杆菌 H37Rv 

pknB 基因 N 端序列设计合成引物，上游引物：

5′-TAACATATG(Nde I)ACCACCCCTTCCCA-3′，下

游引物：5′-ATAAGCTT(Hind III)CTAACCGTTGT 

GCACGCGGA-3′，以结核分枝杆菌 H37Rv 基因组

DNA 为模板，用 Pfu DNA 聚合酶进行 PCR 扩增，

分离并回收目的产物。 
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2.1.2  蛋白表达载体的构建：分别用 NdeⅠ和 Hind 

III 限制性内切酶对回收纯化的 pknB-N PCR 产物

和质粒载体 pET-28a 进行双酶切，获得目的基因片

段和线性化的 pET-28a。用 T4 连接酶在 16 °C 连

接 20 h ， 连 接 后 的 重 组 质 粒 命 名 为

pET-28a-pknB-N。并用该质粒转化大肠杆菌 DH5α，

接种于含 40 mg/L 卡那霉素的 LB 液体培养基中，

提取质粒，双酶切鉴定，并测序验证片段的正确性

及插入方向的正确性。 

2.1.3  重组质粒在大肠杆菌中的诱导表达和纯化：

用 构 建 成 功 的 pET-28a-pknB-N 质 粒 转 化

BL21(λDE3)，接种于含 40 mg/L 卡那霉素的 LB 液

体培养基中，37 °C 振荡培养至 OD600=0.8 时，加

入终浓度为 1 mmol/L 的 IPTG，于 20 °C、200 r/min

旋转培养过夜，诱导目的蛋白的表达。收获并裂解

菌体细胞，通过 SDS-PAGE 蛋白电泳检测 PknB-N

在 BL21 中的表达。高压细胞破碎仪裂解菌体后得

到的裂解液于 4 °C、15 000×g 离心 40 min，得到

的上清用 0.45 µm 滤膜过滤。使用 ÄKTA 系统对目

的蛋白进行分离纯化，以 1 mL 预装 HisTrapTM HP

镍离子亲和层析柱作为纯化介质，用 Elution buffer

梯度洗脱目的蛋白，得到高纯度的目的蛋白溶液。 

2.2  PknB-N 酶活性的检测  

2.2.1  检测方法：通过 Promega 公司的 Kinase Glo® 

Luminescent Kinase Assay Platform Plus 试剂盒进

行酶活测定，测定体系包括 25 mmol/L Tris，      

5 mmol/L MgCl2，2 mmol/L MnCl2，1 mmol/L DTT，

100 μmol/L ATP，5 µg PknB-N，总体积 50 µL。 

2.2.2  筛选模型的优化和评价：本研究考察了一系

列温度(25-45 °C)、酶浓度(1-8 µg)、反应时间

(30-240 min)、ATP 浓度(10-200 µmol/L)对酶活性

测定的影响，以确定最佳反应条件，对模型进行优

化。考察了 DMSO 浓度(1%-10%)对酶活性的影响，

并对孔板的均一性、稳定性进行了评价[18-19]。 

100%CV
SD

X
   

Z′=
max max min min

max min

( 3 / ) ( 3 / )AVG SD n AVG SD n
AVG AVG

  


 

式中，Z′：统计学指标，Z′≥0.4 为有意义；

AVGmax：最大平均值；AVGmin：最小平均值；SDmax：

最大标准差；SDmin：最小标准差；n：孔数。 

2.2.3  待测样品的预处理：化合物样品 2 mg 溶到

1 mL DMSO 中，取 1 µL 作用于 50 µL 反应体系，

使其终浓度为 40 mg/L。 

2.2.4  待测样品对 PknB-N 抑制作用的测定：依照

2.2 所述配制酶活测定反应体系，在每 50 µL 反应

体系中加入 1 µL 待测化合物样品。同时，以等体

积的 ddH2O 代替 PknB-N 为阳性对照，以等体积的

DMSO 代替待测样品为阴性对照。用 96 孔板进行

样品筛选，温控 37 °C 进行反应，180 min 后取出，

每孔均加入 50 μL 萤光素酶反应液，置于酶标仪中

测定每孔发光值，并按照下述公式进行酶活抑制率

的计算。 

酶活抑制率 IP(%)=
N S

N P

Δ Δ
100

Δ Δ
F F
F F

 


 

式中：ΔFN 是阴性对照孔发光值，ΔFP 是阳性

对照孔发光值，ΔFS 是样品实验孔发光值。 

2.2.5  阳性样品的最小抑菌浓度(MIC)测定：使用

微稀释法，将耻垢分枝杆菌 mc2155 和海分枝杆菌

ATCC 927 分别接种于相应的液体培养基，37 °C

振荡培养至 OD600 约为 0.8。用对应培养基将上述

培养物稀释至麦氏浊度 0.5，再稀释 100 倍后以 

100 µL 的体积接种于 96 孔板中，后加入用相应培

养基梯度稀释的化合物样品 100 μL，37 °C 培养。

当阴性对照组检定菌生长明显时，观察并记录化合

物的最小抑菌浓度(MIC)[20-21]。参照陆宇等[22-23]的

方法，测定化合物对结核分枝杆菌 H37Rv、结核

分枝杆菌 6133、结核分枝杆菌 12153 三种检定菌

的最小抑菌浓度(MIC)。 

3  结果与分析 

3.1  原核表达载体的构建和重组蛋白的表达  

3.1.1  pET-28a-pknB-N 重组质粒的构建：以结核

分枝杆菌 H37Rv 基因组 DNA 为模板进行 PCR 扩

增，得到的 DNA 片段与 pknB-N (837 bp)的基因片

段大小相符。将其与线性化的 pET-28a 进行连接，
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获得重组质粒 pET-28a-pknB-N。经酶切验证(图 1)

和 DNA 测序，表明 pknB-N 基因序列和载体插入

的方向均正确。 

3.1.2  重组结核分枝杆菌 PknB-N 蛋白的表达和

纯化：将 重 组 表 达 质 粒 pET-28a-pknB-N 转 化

BL21(λDE3)感受态细胞，1 mmol/L IPTG 20 °C 诱

导表达 16 h，SDS-PAGE 电泳检测其总蛋白(图 2)，

结果显示结核分枝杆菌 PknB-N (36 kD)得到了很

好的表达，而且亲和层析得到的重组蛋白具有较高

的纯度，杂带几乎不可见。  

 

 
 

图 1  重组质粒 pET-28a-pknB-N 酶切验证 

Figure 1  Digestion analysis of pET-28a-pknB-N by re-
striction enzymes 
注：M：DNA marker；2：重组质粒 pET-28a-pknB-N 经 Nde I

和 Hind Ⅲ双酶切产物. 

Note: M: DNA marker; 2: Recombinant plasmid pET-28a-pknB-N 
digested with Nde I and Hind Ⅲ. 

 

 
 

图 2  重组结核分枝杆菌 PknB-N 蛋白的诱导表达和纯化 
Figure 2  The purification of recombinant MTB PknB-N 
expressed in E. coli 
注：1：Protein marker；2：全菌蛋白；3：菌体破碎后沉淀中

的蛋白；4：菌体破碎后上清中的蛋白；5：纯化后的蛋白. 

Note: 1: Protein marker; 2: Total cell lysates; 3: Precipitation 
fraction after centrifugation; 4: Supernatant fraction after cen-
trifugation; 5: Purified recombinant PknB-N. 

3.2  重组结核分枝杆菌 PknB-N 酶学性质测定 

3.2.1  重组结核分枝杆菌 PknB-N 酶活性的测定：

将反应体系充分混匀加入 96 孔板，37 °C 反应  

180 min 后加入 50 µL 萤光素酶反应液，用酶标仪

测定各反应体系的发光值(图 3)，计算 PknB-N 反

应速率为 159 603 ΔLUC/min。空白对照组与实验

组的发光值差异显著。由此可知重组 PknB-N 酶具

有良好的催化活性。 
 

 
 

图 3  重组结核分枝杆菌 PknB-N 蛋白的酶活确定 

Figure 3  The catalytic activity of purified PknB-N    
注：1：空白对照组；2：加 PknB-N 酶反应组. 

Note: 1: Blank control; 2: Reaction group with PknB-N. 

 
3.2.2  温度对重组结核分枝杆菌 PknB-N 酶活测

定的影响：本研究对重组 PknB-N 的最适反应温度

进行了测定(图 4)。测定结果显示，在 25-45 °C 范

围内，随着反应温度的升高反应速率不断加快，而

超过 37 °C 时反应速率随温度的升高降低。因此，

选择 37 °C 为重组 PknB-N 的最适反应温度。 

 

 
 

图 4  温度与反应速率的关系 
Figure 4  The relationship between the temperature and 
the reaction rate 
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3.2.3  酶浓度对重组结核分枝杆菌 PknB-N 酶反

应速率的影响：本研究保持体系中除重组 PknB-N

酶外的其他组分恒定，测定不同酶浓度下的反应速

率(图 5)。测定结果显示，反应速率与酶浓度间保

持着良好的线性关系，伴随酶浓度的增加，反应速

率相应加快。为了既保证筛选的灵敏度，又节约筛

选成本，最终选择的反应体系酶浓度是 5 g/50 L。 

 

 
 

图 5  反应速率与酶浓度的关系 

Figure 5  The reaction rate as a function of the concen-
tration of PknB-N 

 
3.2.4  反应时间对重组结核分枝杆菌 PknB-N 酶

活测定体系的影响：本 研 究 测 定 反 应 开 始 后    

240 min 内发光值的变化(图 6)。结果表明随着时间

的延长，实验组发光值不断降低，但超过 180 min

后，发光值几乎不再有明显的变化。为节省反应时

间，同时兼顾酶活测定的灵敏度，最终选择反应时

间为 180 min。 

 

 
 
图 6  酶活测定体系中反应时间的优化 

Figure 6  The time optimization of the assay 

3.2.5  重组结核分枝杆菌 PknB-N 酶反应速率与

ATP 浓度的关系：本研究设定了 7 个 ATP 浓度，

测定 ATP 在 10-200 μmol/L 浓度下的反应速率(图

7)。ATP 浓度达到 80 μmol/L 时，反应速率最大，

ATP 浓度已达到饱和。为保证反应速率，排除 ATP

竞 争 性 抑 制 剂 的 影 响 ， 选 择 ATP 的 浓 度 为     

100 μmol/L。 

综上所述，优化后的酶活测定体系为：每 50 μL

反应体系加入 5 μg PknB-N，反应温度 37 °C，反

应时间 180 min，ATP 浓度 100 μmol/L。 
 

 
 

图 7  反应速率与 ATP 浓度关系 
Figure 7  The relationship between the reaction rate and 
the concentration of ATP 

 

3.3  药物筛选模型的评价 

3.3.1  DMSO 浓度对酶活性的影响：本研究中分

别测定了反应体系中 0-10%的 DMSO 浓度下的酶

反应速率。结果表明(图 8)，DMSO 浓度(体积比)

高于 2%即对系统造成影响，因此 50 μL 体系中

DMSO 的用量不应超过 1 μL。 
 

 
 

图 8  体系中 DMSO 浓度对酶活性的影响 
Figure 8  The effect of the concentration of DMSO on 
enzyme activity 
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3.3.2  孔板均一性和稳定性评价：本研究根据酶反

应体系中阳性对照组和阴性对照组的数据来计算

变异系数(CV)以及 Z′，从而对模型进行可行性分

析。经优化的体系于 96 孔板中反应，分别设阴性

对照板(正常酶反应体系)和阳性对照板，每天进行

体系验证，重复 3 d。由实验结果可得：板上数据

不存在明显趋势，无明显边缘效应；CV 空 白 对 照= 

0.98%＜ 20.00%； CV 阴 性 对 照 =11.86%＜ 20.00%；

Z′=0.93＞0.40。各项指标均符合筛选模型的要求。 

3.4  化合物筛选结果 

3.4.1  阳性化合物对 PknB-N 酶活性抑制：本研究

将酶抑制率大于 30%的样品认定为阳性样品。对

18 000 个化合物样品进行了筛选，经过 3 次生物学

重复，最终得到 8 个阳性样品，阳性率 0.044%，

其抑制率结果见表 1。 

3.4.2  阳性化合物抗分枝杆菌活性：本研究完成了

阳性化合物对耻垢分枝杆菌、海分枝杆菌、结核分

枝杆菌最小抑菌浓度(MIC)的测定。筛选得到的 3

个阳性化合物，均表现出了良好的抗菌活性，其中

以 YH-8 的抗性最为突出，结果见表 2。 

4  讨论 

蛋白激酶 B 在结核分枝杆菌生长分裂和细胞

形态的调节中发挥着重要作用，且为结核分枝杆菌

生长所必需，其作为潜在的药物靶点已被广泛认 

表 1  阳性化合物的抑酶活性 
Table 1  The inhibitory effect of positive compounds 

样品号 

Sample 

酶活抑制率 

Inhibitory rate of PknB activity (%) 

YH-1 47.68 

YH-2 61.78 

YH-3 61.22 

YH-4 60.78 

YH-5 30.39 

YH-6 31.15 

YH-7 65.98 

YH-8 42.25 

 
同，并且 PknB 与真核蛋白激酶的差异较大，序列

相似性低。基于以上两点考虑，研究者认为有望利

用这些特点筛选到对 PknB 有较强选择性的新型抗

结核药物。 

本研究对结核分枝杆菌 PknB 进行了克隆表达

和分离纯化，经电泳验证获得了纯度较高的目的蛋

白，后经酶活测定与评价，建立了以结核分枝杆菌

重组 PknB 蛋白为靶点的酶水平的高通量筛选模

型。利用该模型筛选了库存化合物样品 18 000 个，

获得阳性化合物样品 8 个，经过细胞水平抗菌活性

的初步筛选，得到阳性化合物 3 个：YH-6、YH-7

和 YH-8。 

 

表 2  阳性化合物对分枝杆菌最小抑菌浓度(MIC)的确定 
Table 2  Minimum inhibitory concentration (MIC) of positive compounds 

菌株 

Strains 

化合物 MIC (mg/L) 

YH-6 YH-7 YH-8 Rifampicin Isoniazid 

耻垢分枝杆菌 mc2155 

Mycobacterium smegmatis mc2155 
8 8 4.000 64.000 1.000 

海分枝杆菌 ATCC 927 

Mycobacterium marinum ATCC 927 
8 >64 8.000 64.000 64.000 

结核分枝杆菌 H37Rv 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv 
8 64 0.125-0.250 0.025 0.050 

结核分枝杆菌 6133 

Mycobacterium tuberculosis 6133 
16 64 0.125-0.250 >40.000 10.000 

结核分枝杆菌 12153 

Mycobacterium tuberculosis 12153 
16 64 0.125-0.250 10.000 2.500 
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在多重耐药菌日益严重、结核病威胁不断加剧

的今天，获得具有新作用机制的活性物质将成为新

型抗结核药物开发的工作重点。根据文献调研，国

外报道的结核分枝杆菌 PknB 抑制剂多为氨基嘧啶

类和氨基胍类化合物[24-28]，在抗结核分枝杆菌活性

检测中，活性最强的氨基嘧啶类化合物 MIC 为   

5 μmol/L，活性最强的氨基胍类化合物 MIC 为   

34 μmol/L，均未超过本研究筛选得到的化合物

YH-8。目前，国内外还没有一种以 PknB 为靶点的

抗结核临床药物出现，得到的 PknB 抑制剂也都还

停留在结构优化、靶点确证、机制研究等方面，但

PknB 抑制剂的发现为开发新型抗结核药物提供了

一个良好的平台，为抗结核药物的研究提供了新的   

方向。 

本研究应用所建立的筛选模型获得的阳性化

合物 YH-8 为 α,β-不饱和丁烯酸类衍生物，体外抗

耐 药 结 核 分 枝 杆 菌 活 性 强 ， MIC 在 0.625-     

1.25 μmol/L 之间，且与异烟肼、利福平及链霉素

均不产生交叉耐药，具有一定的优势，有望作为先

导化合物进行抗结核药物的研究开发。 
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3.3  摘要写作注意事项 

3.3.1  英文摘要：1) 建议使用第一人称，以此可区分研究结果是引用文献还是作者得出的；2) 建议用主动语态，被动语

态表达拖拉模糊，尽量不用，这样可以避免长句，以求简单清晰；3) 建议使用过去时态，要求语法正确，句子通顺；4) 英

文摘要的内容应与中文摘要一致，但可比中文摘要更详尽，写完后务必请英文较好且专业知识强的专家审阅定稿后再返回

编辑部。5) 摘要中不要使用缩写语，除非是人人皆知的，如：DNA，ATP 等；6) 在英文摘要中，不要使用中文字体标点

符号。 

3.3.2  关键词：应明确、具体，一些模糊、笼统的词语最好不用，如基因、表达…… 
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