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［摘　要］　为研究黄连总生物碱对结核菌ＰｈｏＰＲ双组份系统基因转录水平的影响，对不同药物作

用的菌液提取总ＲＮＡ并进行反转录，根据ＧｅｎＢａｎｋ中Ｈ３７Ｒｖ的ＰｈｏＰ（０７５７）基因、ＰｈｏＲ（０７５８）基

因和ＳｉｇＡ的基因序列，应用Ｐｒｉｍｅｒ６．０软件设计荧光定量引物并进行荧光定量 ＰＣＲ分析。结果显

示：在高浓度黄连生物碱作用时，多药耐药结核菌 ＭＴ－７、ＭＢ－１的 ＰｈｏＰ和 ＰｈｏＲ的基因的表达水

平明显下降，并且黄连总生物碱与 ＲＰＦ联合作用时，多药耐药结核菌 ＭＴ－７、ＭＢ－１的 ＰｈｏＰ和

ＰｈｏＲ的基因的表达水平明显下降，表明黄连生物碱是ＲＦＰ抗菌增效剂。本试验为结核菌抗菌增效

作用机制研究奠定了理论基础。
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　　鹿结核病是由结核分枝杆菌引起的鹿的慢性

消耗性传染病，可侵犯全身各器官，但以肺结核为

最多见，严重威胁着养鹿业的健康发展［１］。病鹿尤

其是具有开放性结核的病鹿是人类结核病的主要

传染源之一。由于结核分枝杆菌为长期胞内寄生

菌，可以长期处于休眠状态，没有有效的疫苗和药

物进行控制，为降低结核病给公共卫生和人类带来

的危害，大部分发达国家采用检疫和扑杀相结合的

方式来消除结核病［２］，但是检疫和扑杀不是根除动

物结核病和人类结核病的长期有效方法。近年来

随着耐药性结核菌株的增加，多药耐药结核病的防

治已成为难题［３］。

结核菌ＰｈｏＰＲ双组份系统是对外环境变化作

出感知的重要系统，在外界环境变化时，ＰｈｏＰＲ双

组份系统会对结核分枝杆菌做出相应的调控，使结

核分枝杆菌更容易适应生长环境的变化［４］。有报

道表明，ＰｈｏＰＲ可能与结核分枝杆菌的致病力、毒

性作用、细胞膜的通透性、外排泵、耐药性和新型疫

苗的研制有关［５］。ＰｈｏＰＲ双组分系在结核分枝杆

菌的致病作用中扮演着重要的角色，而且是一个潜

在的候选目标［６］。因此本试验以标准人型结核分

枝杆菌Ｈ３７Ｒｖ为对照菌株，以鹿源多药耐药结核

菌为试验模型菌，选择ＰｈｏＰＲ双组份系统为研究对

象，在国内率先研究本课题组前期筛选出的ＲＦＰ的

抗菌增效剂黄连总生物碱对 ＰｈｏＰＲ双组份系统基

因表达的影响，初步探讨黄连总生物碱作为结核菌

抗菌增效剂的作用机制并且为多药耐药结核病的

防治奠定基础。

１　材料与方法

１．１　菌株及试剂　 标准人型结核分枝杆菌

Ｈ３７Ｒｖ、鹿源耐药性牛型结核分枝杆菌（ＭＢ－１）和

耐药性人型结核分枝杆菌（ＭＴ－７）由吉林大学于

录教授惠赠；黄连总生物碱为实验室提取保存；利

福平（ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ，ＲＦＰ）购于中国药品生物制品检

定所；小檗碱（Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ）购于成都普菲德生物技术

有限公司；Ｍｉｄｄｌｅｂｒｏｏｋ７Ｈ９肉汤和 Ｍｉｄｄｌｅｂｒｏｏｋ－

ＯＡＤＣ增菌液购于 ＢＤＤｉｆｃｏ公司；β－巯基乙醇购

于Ｓｉｇｍａ公司；ＤＥＰＣ和缓冲溶液（ＴＥｂｕｔｔｅｒ）购于

维特杰生物技术有限公司；细菌 ＲＮＡ提取试剂盒

（ＲＮＡｐｕｒｅＢａｃｔｅｒｉａＫｉｔ，ＣＷ０５３６）和溶解酶（Ｌｙｓｏ

ｚｙｍｅ，ＣＷ０８８７）购于康为世纪公司，ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ

ＥＸＴａｑＴＭⅡ和 ＰｒｉｍｅｓｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔＷｉｔｈ

ｇＤＮＡＥｒａｓｅ购于大连ＴａＫａＲａ公司。

１．２　菌液及药物菌液的制备　标准菌 Ｈ３７Ｒｖ、鹿

源耐药性结核分枝杆菌ＭＢ－１、ＭＴ－７以无菌７Ｈ９

培养基培养 ５～１０ｄ后，将菌液移至含有直径为

１ｍｍ玻璃珠的１０ｍＬ的离心管中，于漩涡震荡仪

上震荡、打碎，取上层菌液加入与麦氏比浊管同样

大小的试管中，以无菌７Ｈ９肉汤培养基稀释成１号

麦氏比浊管浓度，并无菌稀释２０倍制备成２０ｍＬ

的菌液。

黄连总生物碱单用：分别向 Ｈ３７Ｒｖ、ＭＢ－１、

ＭＴ－７的２０ｍＬ菌液加入黄连总生物碱，使黄连总

生物碱的终浓度为０、１／４、１／２、１ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）。加

入之后３７℃，无菌培养５～１０ｄ，至肉眼可见菌膜

生成及对数生长期。

黄连总生物碱与 ＲＦＰ联用：分别向 Ｈ３７Ｒｖ、

ＭＢ－１、ＭＴ－７的２０ｍＬ菌液加入黄连总生物碱

和利福平，终浓度为黄连总生物碱（单独）：１／４ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ），ＲＦＰ（单独）：１／４ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ），黄 连

总生物 碱 １／４ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）＋ ＲＦＰ１／４ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ）及无药空白培养基。加入之后 ３７℃，
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无菌培养５～１０ｄ，至肉眼可见菌膜生成及对数

生长期。

１．３　结核分枝杆菌总 ＲＮＡ的提取及反转录　将

培养好的菌液移至２ｍＬ的离心管中，４℃，１００００

ｒ／ｍｉｎ离心４ｍｉｎ收集菌体，清洗菌液２次，然后小

心除净上清液，将菌体移至处理好的预冻研钵中，

倒入液氮，快速研磨至白粉末状，重复２次，然后按

照细菌 ＲＮＡ提取试剂盒 ＲＮＡｐｕｒｅＢａｃｔｅｒｉａＫｉｔ－

ＣＷ０５３６说明书操作，获得结核分枝杆菌总 ＲＮＡ，

用０．８％的琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ的质量并用

超微量快速核酸测定仪检测总 ＲＮＡ含量。采用

ＰｒｉｍｅｓｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔＷｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅ反转

录试剂盒进行去除基因组 ＤＮＡ和反转录两步反

应。按照试剂盒说明书进行操作。

１．４　ＰｈｏＰＲ双组份系统的 ＰｈｏＰ、ＰｈｏＲ基因和

ＳｉｇＡ内参基因的引物设计及荧光定量 ＰＣＲ　根据

ＧｅｎＢａｎｋ中 Ｈ３７Ｒｖ的 ＰｈｏＰ（０７５７）基因、ＰｈｏＲ

（０７５８）基因和ＳｉｇＡ的基因序列，应用Ｐｒｉｍｅｒ６．０软

件设计荧光定量引物如（表１）并由大连宝生物公

司合成。通过梯度 ＰＣＲ摸索，ＰｈｏＰ、ＰｈｏＲ和 ＳｉｇＡ

的基因引物的最适宜退火温度分别为６２℃、６２℃、

６０℃。反应的条件为９５℃预变性３０ｓ；９５℃变性

５ｓ，６０～６２℃退火／延伸３０ｓ，总共进行４０个循环，

根据荧光信号获得扩增曲线；反应后进行溶解曲线

的反应，反应条件为９５℃ １５ｓ，６０℃持续１５ｓ，从

６０℃增至９５℃保持２０ｍｉｎ。

表１　荧光定量ＰＣＲ引物

基因引物 序列（５＇→３＇） 长度／ｂｐ 退火温度（Ｔｍ）

ＰｈｏＰ－Ｆ ＧＡＣＴＡＴＧＴＧＡＣＡＡＡＧＣＣＣＴＴＣＡＧＴＴ ２５
ＰｈｏＰ－Ｒ ＴＧＧＴＴＣＣＴＴＧＴＴＧＣＣＣＴＴＧ １９

６２℃

ＰｈｏＲ－Ｆ ＣＧＴＡＣＣＣＣＧＴＴＧＡＣＣＡＣＴＡＴＣ ２１
ＰｈｏＲ－Ｒ ＧＣＴＣＧＣＴＴＣＧＣＴＣＴＣＡＡＴＣ １９

６２℃

ＳｉｇＡ－Ｆ ＴＣＧＴＧＧＡＧＡＴＣＡＡＣＴＡＧＣＴＧ ２０
ＳｉｇＡ－Ｒ ＣＴＣＧＡＧＣＡＡＡＣＴＧＡＡＧＧＡＣＡ ２０

６０℃

１．５　数据处理及分析　基因表达量分析以内参为
对照，采用２－△△Ｃｔ分析方法进行数据的统计分析，
通过ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ１７．０进行差异性检验分析。
２　结 果

２．１　总ＲＮＡ的质量与含量的测定结果　Ｈ３７Ｒｖ、
ＭＢ－１、ＭＴ－７的 ＲＮＡ的 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值均在
１．９～２．０之间，表明总 ＲＮＡ的含量符合要求。通
过ＲＮＡｐｕｒｅＢａｃｔｅｒｉａＫｉｔ试剂盒获得 ＲＮＡ，电泳之
后可见两条明显的条带，分别为 １６Ｓ、２３Ｓ条带
（图１），表明总ＲＮＡ的质量符合后续试验的要求。
２．２　ＰｈｏＰ、ＰｈｏＲ基因的 ｍＲＮＡ相对表达量　 耐
药菌株ＭＢ－１、ＭＴ－７的 ＰｈｏＰ的基因表达量分别
是Ｈ３７Ｒｖ的１６．７倍和７．５倍，Ｐ＜０．０５有统计学
意义，耐药菌株 ＭＢ－１、ＭＴ－７的 ＰｈｏＲ的基因表
达量分别是Ｈ３７Ｒｖ的４．７倍和８．２倍，差异有统计
学意义Ｐ＜０．０５（图２）。
２．３　黄连总生物碱作用下 ＰｈｏＰ、ＰｈｏＲ基因的
ｍＲＮＡ相对表达量　 随着黄连浓度的增加，Ｈ３７Ｒｖ
的ＰｈｏＰ、ＰｈｏＲ基因的表达处于上升趋势，Ｐ＞０．０５

Ｍ：ＤＬ２０００；１：０ＭＩＣ黄连总生物碱；

２：１ＭＩＣ黄连总生物碱；３：１／２ＭＩＣ黄连总生物碱；

４：１／４ＭＩＣ黄连总生物碱；５：１／４ＭＩＣ利福平；

６：１／４ＭＩＣ黄连总生物碱＋１／４ＭＩＣ利福平

图１　六个浓度药物作用结核分枝杆菌的ＲＮＡ电泳图

无统计学意义；ＭＢ－１、ＭＴ－７的 ＰｈｏＰ、ＰｈｏＲ基因
表达处于上升后下降的趋势，Ｐ＜０．０５有统计学意
义。黄连总生物碱浓度为１／４ＭＩＣ时ＭＴ－７的
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图２　Ｈ３７Ｒｖ、ＭＢ－１、ＭＴ－７的ＰｈｏＰ和
ＰｈｏＲ基因表达水平

ＰｈｏＰ、ＰｈｏＲ基因表达原始状态相比相差不大，
ＭＢ－１的ＰｈｏＰ、ＰｈｏＲ基因表达是原始状态的 ６．９
倍和５．４倍；黄连总碱浓度为１／２ＭＩＣ时 ＭＴ－７的
ＰｈｏＰ、ＰｈｏＲ基因表达比原始状态下调了０．８２倍和
０．８６倍，ＭＢ－１的 ＰｈｏＰ、ＰｈｏＲ基因表达量与原始
状态相差不大；黄连总碱浓度为１ＭＩＣ时ＭＴ－７的
ＰｈｏＰ、ＰｈｏＲ基因表达量比黄连总碱浓度为１／４ＭＩＣ
时下调１．３倍和１．２倍，ＭＢ－１的ＰｈｏＰ、ＰｈｏＲ基因
表达量比黄连总碱浓度为１／４ＭＩＣ时下调５．４倍和
４．１倍（图３）。

图３　黄连总生物碱作用下Ｈ３７Ｒｖ、ＭＢ－１、ＭＴ－７的ＰｈｏＰ、ＰｈｏＲ基因表达水平

２．４　黄连总生物碱与 ＲＦＰ作用下 ＰｈｏＰ、ＰｈｏＲ基
因的ｍＲＮＡ相对表达量　虽然 Ｈ３７Ｒｖ在药物黄连
总生物碱与 ＲＦＰ药物作用下 ＰｈｏＰ、ＰｈｏＲ基因的表
达量有所差异，但Ｐ＞０．０５无统计学意义；ＭＢ－１、
ＭＴ－７在药物黄连总生物碱与 ＲＦＰ作用下 ＰｈｏＰ、

ＰｈｏＲ基因的表达量有所差异，而且 ＭＢ－１、ＭＴ－７
在药物黄连总生物碱与 ＲＦＰ联用的作用下，ＰｈｏＰ、
ＰｈｏＲ基因的表达量均比在单独用黄连和单独用
ＲＦＰ的表达量降低了，差异有统计学意义，Ｐ＜０．０５
（图４）。

图４　黄连总生物碱和ＲＦＰ作用下Ｈ３７Ｒｖ、ＭＢ－１、ＭＴ－７的ＰｈｏＰ、ＰｈｏＲ基因表达水平

３　讨 论

结核分枝杆菌ＰｈｏＰＲ双组分系统是结核分枝
杆菌编码的１１个完整的双组分系统中最基本、最
重要的调节系统。它可以感应外界环境变化，并做

出相应反应的调控，能够使结核分枝杆菌更好的适

应宿主微环境变化，以及协助结核分枝杆菌逃避宿

主的免疫监视和杀灭，促使其在宿主体内生存、繁

殖、致病等。同时对结核分枝杆菌在宿主体内的生

长、分化、代谢、渗透调节、繁殖、毒性、趋化性、变异

性、致病性等方面发挥着重要的调控作用［７－８］。对

于ＰｈｏＲＰ双组份系统在耐药菌中的调控作用是否
伴有相关耐药基因的高表达以及与细菌中的其他
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调控系统共同发挥作用，其与耐药性之间的关系尚

不清楚，还需要进一步研究。

中药是我国历史悠久的自然资源，在治疗疾病

方面显示了独特的疗效。研究表明中药中存在潜

在的对抗细菌耐药的增敏剂或逆转剂。目前研究

抗结核的中药有黄芩、夏枯草、苦参，大蒜素等，而

黄连抗结菌研究的较少。黄连的主治功效为清热

解毒，消炎止痛，还有抑菌、抗炎的作用，同时提高

机体的免疫力，主要成分为小檗碱（黄连素），以小

檗碱研究居多。匡铁吉等［９］发现黄连素（小檗碱）

对Ｈ３７Ｒｖ在浓度为 １００μｇ／ｍＬ有杀菌作用，
６０μｇ／ｍＬ有抑菌作用。目前，对于黄连总生物碱的
研究较少，且集中于黄连总生物碱的降血糖、胃粘

膜损伤的保护作用等，而对结核菌的作用未见报

道。因此，本试验在前期试验的基础上，以黄连总

生物碱及与ＲＦＰ联合作用于标准菌和鹿源多药耐
药结核菌，研究黄连总生物碱对结核菌ＰｈｏＰＲ双组
份系统基因转录水平的影响。

本研究的结果表明，在无药状态下，在耐药菌

ＭＢ－１、ＭＴ－７中ＰｈｏＰ、ＰｈｏＲ基因的表达明显高于
在Ｈ３７Ｒｖ的，这可能是由于耐药菌 ＭＢ－１、ＭＴ－７
的培养环境发生了改变，ＰｈｏＰＲ双组分系统能感知
外界环境变化作出反应，使 ＰｈｏＰ、ＰｈｏＲ表达提高；
在高浓度黄连生物碱作用时，多药耐药结核菌

ＭＴ－７、ＭＢ－１的ＰｈｏＰ和ＰｈｏＲ的基因的表达水平
明显下降，说明黄连总生物碱可能降低了 ＭＢ－１、
ＭＴ－７的耐药性；并且黄连总生物碱与 ＲＰＦ联合
作用时，多药耐药结核菌ＭＴ－７、ＭＢ－１的ＰｈｏＰ和
ＰｈｏＲ的基因的表达水平明显下降，说明黄连总生
物碱与ＲＦＰ能协同抑制结核菌［１０］，表明黄连生物

碱是ＲＦＰ抗菌增效剂，其作用机制有待进一步深入
研究，从而为解决动物源结核分枝杆菌的耐药性问

题做出有益的探索。
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