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［摘　要］　目的　通过生物信息学软件预测结核分枝杆菌Ｒｖ３５２９ｃ基因编码蛋白的结构和功能，并对其进行原核

表达。方法　利用ＵｎｉｐｒｏＫＢ数据库、ＰｒｅｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ服务、ＡｌｐｈａＦｏｌｄ系统、ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ服务、ＰｒｏｔＰａｒａｍ蛋白

分析工具、ＰｒｏｔＳｃａｌｅ、ＤｅｅｐＴＭＨＭＭ服务和ＳｉｇｎａｌＰ５．０服务、ＰｒｏｔＣｏｍｐＢ方法、ＩＥＤＢ数据库和ＳＴＲＩＮＧ数据库等

生物信息学预测软件对Ｒｖ３５２９ｃ编码蛋白的二级和三级结构、理化性质、疏水性、信号肽、跨膜区、亚细胞定位及免

疫表位进行分析预测。利用分子克隆技术构建表达质粒载体ｐＥＴ３２ａＲｖ３５２９ｃ并进行原核表达，运用 ＵｎｉｐｒｏｔＫＢ

数据库的Ｂｌａｓｔ工具对氨基酸序列进行比对，采用 ＭＥＧＡ１１软件构建进化树，进行系统进化分析，运用ＳＴＲＩＮＧ

数据库分析蛋白间相互作用。结果　Ｒｖ３５２９ｃ基因全长１１５５ｂｐ，共编码３８４个氨基酸。Ｒｖ３５２９ｃ基因编码蛋白

分子量为４３．３５ｋＤａ，等电点为６．０４，二级结构以α－螺旋为主，该蛋白为稳定的亲水性蛋白，无跨膜区、无信号肽，

预测该蛋白亚细胞定位在细胞质中或细胞膜上，存在多个抗原抗体表位，与多个蛋白质有相互作用。经克隆、表

达、鉴定、纯化后获得浓度和纯度较高的Ｒｖ３５２９ｃ蛋白。结论　成功克隆、表达、纯化结核分枝杆菌Ｒｖ３５２９ｃ蛋白，

并初步预测其结构及功能。

［关　键　词］　结核分枝杆菌；Ｒｖ３５２９ｃ蛋白；原核表达；生物信息学；表位
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　　尽管结核病是可以被预防和治疗的，但其仍然

是世界上最致命的传染病之一，四分之一的世界人

口，近２０亿人患过结核病，每年约有１０００万人感

染结 核 分 枝 杆 菌 （犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊，

ＭＴＢ），每年报告超过５０００００例耐多药结核病病

例，每天超４１００例死亡
［１］。任何人都可能患上结

核病，但一些人群患结核病的风险较其他人高。人

类免疫缺陷病毒（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ，

ＨＩＶ）感染者相较其他人群更容易患上结核病，ＨＩＶ

感染者中结核病发病率比一般人群高１８倍。艾滋

病和肺结核是世界上最致命的两种传染病，且这两种

传染病还相互关联。结核病是ＨＩＶ感染者死亡的主

要原因；在潜伏性 ＭＴＢ感染者中，ＨＩＶ感染是已知

发展为结核病的最强风险因素。感染 ＨＩＶ１后，巨

噬细胞中ｔｏｌｌ样受体２（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＴＬＲ２）可

直接参与增强细胞对 ＨＩＶ１感染的抵抗力
［２］。同

时，ＭＴＢ在巨噬细胞中诱导肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒ

ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）也需要ＴＬＲ。巨噬细胞

识别ＭＴＢ细胞壁成分后可分泌ＴＮＦα和其他细胞

因子，这些细胞因子对机体产生保护性炎症反应至关

重要。ＴＬＲ２确定为这种诱导所需的特异性ＴＬＲ
［３］。

针对这两种疾病共同的先天免疫系统，进一步检索

文献。在小鼠巨噬细胞系中表达的一种髓样分化蛋

白８８（ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ８８，ＭｙＤ８８），

为ＴＬＲ信号传导所需的信号成分，可阻断 ＭＴＢ诱

导的ＴＮＦα生成。而 ＭＴＢ蛋白Ｒｖ３５２９ｃ与ＴＬＲ

途径 衔 接 蛋 白 ＭｙＤ８８ 的 死 亡 结 构 域 （ｄｅａｔｈ

ｄｏｍａｉｎ）有高度相似性
［４］。Ｒｖ３５２９ｃ蛋白可通过与

ＩＬ１受体相关激酶（ＩＬ１ｒｅｃｅｐｔｏｒｒｅｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，

ＩＲＡＫ１）竞争性 结合，明显抑制 ＴＬＲ２ 诱导的

ＭｙＤ８８与ＩＲＡＫ１结合，从而抑制ＴＬＲ２的激活
［４］。

ＩＲＡＫ１和ＩＲＡＫ４是关键信号的传递介质，在ＴＬＲ

介导的先天性免疫和炎症反应中发挥关键作用。本

研究利用多种蛋白质分析工具对Ｒｖ３５２９ｃ蛋白进

行生物信息学分析，预测其结构和功能，并在此基础

上对其进行原核表达，为进一步了解该蛋白在 ＭＴＢ

致病机制中的作用及后续试验提供基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　质粒、菌株　ｐＥＴ３２ａ质粒载体及大肠埃希

菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞为本实验室保存；ｐＥＴ

３２ａＲｖ３５２９ｃ重组质粒由生工生物工程（上海）股份

有限公司构建。

１．１．２　主要试剂　ＮｃｏＩ和ＸｈｏＩ限制性内切酶及

Ｔａｑ酶购自赛默飞世尔科技（中国）有限公司，质粒

小提试剂盒、ＰｒｏＬｉｇｈｔＨＲＰ化学发光检测试剂购

自天根生化科技（北京）有限公司，氨苄西林、ＩＰＴＧ、

脱脂奶粉、小鼠抗 Ｈｉｓ标签抗体、羊抗鼠二抗及

ＢＣＡ蛋白浓度检测试剂盒等试剂购自北京索莱宝

科技有限公司，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳试剂购自上海

雅酶生物科技有限公司，ＮｉＲｅｓｉｎＦＦ购自南京金斯

瑞生物科技有限公司。

１．２　方法

１．２．１　Ｒｖ３５２９ｃ基因核苷酸序列及编码蛋白氨基

酸序列信息的获取　通过ＵｎｉＰｒｏｔ知识库（ＵｎｉＰｒｏ

ｔＫＢ）、ＮＣＢＩＧｅｎｅ数据库获取 ＭＴＢ（菌株 Ｈ３７Ｒｖ）

Ｒｖ３５２９ｃ基因的核苷酸序列，以及该基因编码蛋白

的氨基酸序列相关信息。

１．２．２　蛋白二、三级结构预测及绘图　采用Ｐｒｅ

ｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ服务
［５］分析该蛋白的二级结构，采用

ＡｌｐｈａＦｏｌｄ系统
［６］和ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ服务

［７］共同

预测该蛋白三级结构并建模。

１．２．３　蛋白特性及信号肽预测分析　选择Ｐｒｏｔ

Ｐａｒａｍ工具
［８］对该蛋白的分子质量、等电点、氨基酸

和原子组成、消光系数、半衰期、不稳定系数、脂肪族

氨基酸指数等进行预测分析；运用ＰｒｏｔＳｃａｌｅ
［８］分析

蛋白的亲疏水性；通过ＳｉｇｎａｌＰ５．０服务
［９］预测蛋白

的信号肽。

１．２．４　蛋白跨膜结构及亚细胞定位　运用 Ｄｅｅｐ

ＴＭＨＭＭ服务和ＰｒｏｔＣｏｍｐＢ方法预测分析该蛋白
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的跨膜结构和亚细胞定位。

１．２．５　重组质粒ｐＥＴ３２ａＲｖ３５２９ｃ的鉴定与转化

　将重组质粒ｐＥＴ３２ａＲｖ３５２９ｃ进行ＮｃｏＩ和Ｘｈｏ

Ｉ双酶切鉴定，并对质粒进行测序验证，将鉴定后的

重组质粒转入感受态ＢＬ２１（ＤＥ３）细胞，４２℃热激后涂

布在含有氨苄西林（５０μｇ／ｍＬ）的平板上，３７℃培养。

１．２．６　重组蛋白的诱导表达　挑取上述单个菌落

至含有氨苄西林（５０μｇ／ｍＬ）的液体培养基中，置于

摇床培养，３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ。当ＯＤ值达到０．６时，

添加０．５ｍｍｏｌ诱导剂ＩＰＴＧ，为探究重组蛋白的优

化表达条件，将菌液分别于２０℃条件下培养过夜，

３７℃条件下培养６ｈ，未添加诱导剂的为阴性对照。

培养结束后用离心机３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃

上清，收集菌体。

１．２．７　重组蛋白的 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ鉴定与纯化　将收

集的菌体用ＰＢＳ重悬后超声破碎，４℃，１２５００ｒ／ｍｉｎ，

离心５ｍｉｎ，分别取上清及沉淀蛋白进行制样，选择

１２％浓度ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析，为确定目的蛋白是

否表达，按 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ步骤进行检测，一抗为鼠

抗Ｈｉｓ标签，二抗为羊抗鼠，用 ＨＲＰ化学发光试剂

显色。使用亲和层析Ｎｉ柱对超声破碎后的菌体沉

淀进行纯化，纯化后使用不同浓度的尿素（８、６、４、

２ｍｏｌ／Ｌ）和ＰＢＳ进行复性，最后用超滤离心管浓

缩，收集蛋白质并用ＢＣＡ法测定浓度。

１．２．８　序列比对分析及构建系统进化树　使用

ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ中自带的Ｂｌａｓｔ工具，比对Ｒｖ３５２９ｃ基

因编码的氨基酸序列，筛选出同源性较高的氨基酸

序列，运用 ＭＥＧＡ１１软件为筛选后的多条氨基酸

序列构建进化树。

１．２．９　蛋白免疫表位分析　采用ＩＥＤＢ数据库预

测该蛋白的ＣＤ４＋Ｔ细胞免疫原性
［１０］及Ｂ细胞抗

原表位［１１］。

１．２．１０　蛋白相互作用分析　通过ＳＴＲＩＮＧ数

据库［１２］分析Ｒｖ３５２９ｃ基因编码蛋白的蛋白质相互

作用。

２　结果

２．１　Ｒｖ３５２９ｃ基因编码蛋白质的基本信息　通过

查找和比对，ＭＴＢＲｖ３５２９ｃ基因编码的蛋白质条目

为Ｉ６ＹＣＣ４，氨基酸总数共３８４个，基因编码为

ＣＣＰ４６３５１．１，Ｒｖ３５２９ｃ基因全长１１５５ｂｐ，在基因组

ＮＣ＿０００９６２．３中的位置为３９６５８８４至３９６７０３８。

２．２　蛋白的二三级结构　Ｒｖ３５２９ｃ基因编码蛋白

的二级结构预测结果如图１第一、三行所示，蓝色表

示螺旋结构（ｈｅｌｉｘ），主要包括α螺旋，占蛋白质总

长度的５１．０４％；红色条带显示该蛋白含延展结构

（ｓｔｒａｎｄ）５．２１％，主要指β折叠；其他结构（ｏｔｈｅｒ）用

黄色指示，共占蛋白质总长度的４３．７５％，该蛋白质

可以归类为混合类型（“Ｍｉｘｅｄ”：Ｈｅｌｉｘ＞４５％且

Ｓｔｒａｎｄ＞５％）。
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图１　Ｒｖ３５２９ｃ蛋白的二级结构预测结果

犉犻犵狌狉犲１　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎＲｖ３５２９ｃ

　　该蛋白的三级结构建模如图２示，ＳＷＩＳＳ

ＭＯＤＥＬ服务显示（图２Ａ）该蛋白与模板２ｚｑ５．１．Ａ

的序列一致性为９９．７４％，该模板来自ＭＴＢＨ３７Ｒｖ

磺基转移酶ＳＴＦ１的晶体结构，三级结构的ＧＭＱＥ

评分为０．９５，ＱＭＥＡＮＤｉｓＣｏＧｌｏｂａｌ评估分数为

０．９１±０．０５（分数范围为０～１，分数越大模型质量

越高）。建模显示该蛋白为单体蛋白，不含具有生物

活性的配体。ＡｌｐｈａＦｏｌｄ系统建模（图２Ｂ）与其相

似度较高，说明该蛋白三级结构较为稳定，预测模型

可信度较高。

! "

图２　Ｒｖ３５２９ｃ蛋白的三级结构建模图

犉犻犵狌狉犲２　Ｍｏｄｅｌｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

Ｒｖ３５２９ｃ
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２．３　蛋白的理化性质及信号肽　该蛋白的分子式

为Ｃ１９３０Ｈ２９５９Ｎ５４７Ｏ５６９Ｓ１３，分子量为４３３４５．８３；理论等

电点（ｐＩ）为６．０４；氨基酸总数为３８４个，其中丙氨酸

（Ａｌａ）、亮氨酸（Ｌｅｕ）均为４４个，分别占氨基酸总数

的１１．５％，其余氨基酸含量占比均低于１０．０％

（结果未列出）；带负电荷的残基总数（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）为

４７个，带正电荷的残基总数（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）为３８个。

该蛋白在水溶液中吸光度（Ａ２８０ｎｍ）处测量时，若

所有成对的半胱氨酸（Ｃｙｓ）残基都形成胱氨酸，消

光系数为７４９５５／ｍｏｌ·ｃｍ；若所有的Ｃｙｓ残基都被

还原，消光系数为７４８３０／ｍｏｌ·ｃｍ。该蛋白在大肠

埃希菌体内半衰期＞１０ｈ；不稳定指数３１．８９，为稳

定蛋白质；脂肪族氨基酸指数（ａｌｉｐｈａｔｉｃｉｎｄｅｘ）为

７９．８７，脂肪族氨基酸指数越大则对蛋白质热稳定性

提高越有利。蛋白的总平均亲水性（ｇｒａｎｄａｖｅｒａｇｅ

ｏｆｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ）为－０．３８８，在第５位氨基酸处得

分最小（－２．７５６），在２４０位氨基酸处得分最大

（２．０００），见图３。综合分析认为该蛋白质为亲水性

蛋白质，进行原核表达时很可能以可溶性形式表达。

经ＳｉｇｎａｌＰ分析后可知，此蛋白不产生信号肽，见

图４。
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图３　Ｒｖ３５２９ｃ蛋白的亲疏水性预测结果

犉犻犵狌狉犲３　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

Ｒｖ３５２９ｃ
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图４　Ｒｖ３５２９ｃ蛋白的信号肽预测结果

犉犻犵狌狉犲４　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎＲｖ３５２９ｃ

２．４　蛋白跨膜结构及亚细胞定位　经 ＤｅｅｐＴＭ

ＨＭＭ预测后发现，该蛋白跨膜螺旋数为０，说明此

蛋白并非跨膜蛋白，见图５。经ＰｒｏｔＣｏｍｐ综合预测

分析可知，该蛋白亚细胞定位可能位于细胞质（Ｃｙ

ｔｏｐｌａｓｍｉｃ）内或细胞膜（Ｍｅｍｂｒａｎｅ）上。

２．５　重组质粒ｐＥＴ３２ａＲｖ３５２９ｃ的双酶切鉴定结果

　将重组质粒采用ＮｃｏＩ和 ＸｈｏＩ双酶切后，采用

０．８％琼脂糖凝胶电泳进行检测，大小如图６所示，凝

胶电泳检测在５０００、１０００ｂｐ附近有特异条带，分子

量大小与ｐＥＴ３２ａ空载质粒理论值５９００ｂｐ及

Ｒｖ３５２９ｃ基因理论值１１５５ｂｐ一致，符合预期，说明

重组质粒构建成功。
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图５　Ｒｖ３５２９ｃ蛋白的跨膜区预测结果

犉犻犵狌狉犲５　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｄｏｍａｉｎｏｆ

ｐｒｏｔｅｉｎＲｖ３５２９ｃ
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　　注：Ｍ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１泳道为ＮｃｏＩ和ＸｈｏＩ消化后的质粒，

２泳道为质粒。

图６　重组质粒酶切图谱

犉犻犵狌狉犲６　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｄｉｇｅｓｔｉｏｎｍａｐ

２．６　重组蛋白的诱导表达　在菌液中添加０．５ｍｍｏｌ

诱导剂ＩＰＴＧ，并分别置于２０、３７℃条件下培养，取

离心后菌体重悬，重悬菌液经超声破碎离心后得到

上清与沉淀，将各条件下得到的上清与沉淀进行

１２％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。在２０℃沉淀及３７℃沉淀泳

道中，约大于６０ｋＤａ的位置上出现明显的蛋白条

带，条带的分子量大小与预测的Ｒｖ３５２９ｃ蛋白质分

子６１ｋＤａ大小一致（因连接含有 Ｈｉｓ标签的ｐＥＴ

３２ａ质粒），提示此蛋白可能为Ｒｖ３５２９ｃ。见图７。
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　　注：Ｍ为ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ，１泳道为诱导前总蛋白，２泳道为２０℃

上清，３泳道为２０℃沉淀，４泳道为３７℃上清，５泳道为３７℃沉淀。

图７　Ｒｖ３５２９ｃ蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果

犉犻犵狌狉犲７　ＳＤＳＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

Ｒｖ３５２９ｃ

２．７　重组蛋白的 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ鉴定结果及纯化　进

行 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ鉴定，结果显示重组蛋白能被抗 Ｈｉｓ

标签单克隆抗体识别，识别得到条带均在６２ｋＤａ附

近，与预测分子量６１ｋＤａ相符合，表明成功诱导获

得Ｒｖ３５２９ｃ蛋白，蛋白以包涵体形式存在于沉淀

中，见图８。纯化并浓缩后经ＢＣＡ法测蛋白浓度，

测得蛋白浓度为０．６３０ｍｇ／ｍＬ，见图９。
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　　注：Ｍ为ＰｒｏｔｅｉｎＭａｒｋｅｒ，１泳道为诱导前总蛋白，２泳道为２０℃

上清，３泳道为２０℃沉淀，４泳道为３７℃上清，５泳道为３７℃。

图８　Ｒｖ３５２９ｃ蛋白的 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ鉴定结果
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图９　ＢＣＡ蛋白浓度测定标准曲线

犉犻犵狌狉犲９　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｔｅｒｍｉｎａ

ｔｅｄｂｙＢＣＡｍｅｔｈｏｄ

２．８　蛋白的系统进化树　经氨基酸序列比对后，ＭＴＢ

Ｈ３７Ｒｖ菌种Ｒｖ３５２９ｃ基因编码的蛋白与犕狔犮狅犫犪犮狋犲

狉犻狌犿狉犻狔犪犱犺犲狀狊犲、犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狊犺犻狀犼狌犽狌犲狀狊犲、嗜

血分枝杆菌（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿犺犪犲犿狅狆犺犻犾狌犿）、未分

类的分枝杆菌（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿）、副结核

分枝杆菌（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狆犪狉犪狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊）、鸟分

枝杆菌亚种（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿犪狏犻狌犿狊狌犫狊狆．犪狏犻狌犿）

均比对出高相似度氨基酸序列，ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ中蛋白

质 条 目 分 别 为 Ａ０Ａ１Ｘ２ＣＩＨ０、Ａ０Ａ７Ｉ７ＭＶ４５、

Ａ０Ａ０Ｉ９ＴＡＢ７、Ａ０Ａ１Ａ０ＭＨＣ８、Ｑ７４３Ｑ４、Ｘ８Ｂ０Ｃ４，

序列相似覆盖区域分别为９０．４％、８９．６％、８６．７％、

８８．７％、８８．７％、８８．７％，用 ＭＥＧＡ１１软件构建系

统进化树，结果见图１０，表明该蛋白与多个菌株中

的蛋白质起源相近，具有较高的同源性。
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图１０　Ｒｖ３５２９ｃ蛋白的系统进化树

犉犻犵狌狉犲１０　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎＲｖ３５２９ｃ

２．９　蛋白 Ｔ细胞及Ｂ细胞抗原抗体表位　运用

ＩＥＤＢ数据库预测ＣＤ４＋Ｔ细胞的免疫原性，最大综

合得分阈值默认为５０，返回６个可识别性较高的结

果。见表１。

　　通过ＩＥＤＢ分析预测Ｂ细胞抗体表位，结果见

图１１。其中，４－１４、２４－３８、４９－５５、８０－８８、１２７－

１４５、１５１－１７７、１８３－２１０、２２１、２７３－２８２、３４５－３４６、

３４８－３７７共１１组氨基酸为Ｂ细胞优势表位，可作

为抗体识别靶点，最大得分０．６５８。

２．１０　蛋白相互作用网络　查询ＳＴＲＩＮＧ数据库

后，获得与Ｒｖ３５２９ｃ蛋白相互作用的蛋白有Ｒｖ３５３１ｃ、

Ｒｖ３５３０ｃ、Ｒｖ３８８８ｃ、Ｒｖ０３１０ｃ、ｋｓｈＡ、Ｒｖ０７６０ｃ、ｈｓａＡ、

ｈｓａＣ、Ｒｖ３５２７和ｋｓｔＲ（见图１２）。通过分析Ｒｖ３５２９ｃ

的相互作用蛋白，推测Ｒｖ３５２９ｃ可能在活化的巨噬

细胞内参与氧化还原反应，参与细胞内被吞噬的微

生物代谢，调节宿主体内细胞的转录反应。

表１　Ｒｖ３５２９ｃ蛋白ＣＤ４
＋Ｔ细胞免疫原性预测结果

犜犪犫犾犲１　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣＤ４
＋Ｔｃｅｌｌｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆ

ｐｒｏｔｅｉｎＲｖ３５２９ｃ

多肽序列
起始

位

终止

位

综合

评分

免疫原性

评分

ＡＧＬＴＶＬＧＳＫＭＮＲＦＦＬ ５１ ６５ ４５．８６１ ８６．１５３

ＮＲＦＦＬＲＧＡＬＶＡＲＬＬＳ ６１ ７５ ４５．２０９ ８９．０２３

ＶＴＧＬＶＲＴＧＴＴＡＬＨＲＬ ９６ １１０ ４７．９５１ ９５．８７６

ＫＲＷＶＬＫＮＰＳＨＬＦＡＬＤ ２２６ ２４０ ４３．２６６ ９５．２６４

ＫＮＰＳＨＬＦＡＬＤＡＬＭＡＴ ２３１ ２４５ ４８．９３９ ９６．８４８

ＧＬＥＲＦＮＡＡＲＡＫＹＤＳＡ ２９６ ３１０ ４３．０７７ ８２．１９２
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图１１　Ｒｖ３５２９ｃ蛋白线性抗体表位预测结果

犉犻犵狌狉犲１１　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｎｅａｒａｎｔｉｂｏｄｙｅｐｉｔｏｐｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎＲｖ３５２９ｃ
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图１２　与Ｒｖ３５２９ｃ蛋白相互作用的蛋白示意图

犉犻犵狌狉犲１２　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｗｉｔｈ

ｐｒｏｔｅｉｎＲｖ３５２９ｃ

３　讨论

宿主为防御病原体的侵袭演化出多种防御机制，

参与抵抗 ＭＴＢ的免疫反应主要为固有免疫反应。

体内巨噬细胞接触 ＭＴＢ后，首先是位于这些细胞表

面或细胞质溶胶中的模式识别受体（ｐａｔｔｅｒｎｒｅｃｏｇｎｉ

ｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＲＲｓ）识别微生物相关分子模式（ｍｉ

ｃｒｏｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎｓ，ＭＡＭＰｓ）
［１３］。不

同组巨噬细胞ＰＲＲｓ识别ＭＴＢ的不同组ＭＡＭＰｓ，

这些ＰＲＲｓ触发固有免疫应答，对抗被宿主细胞识
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别为异物的分子。一组称为 ＴＬＲ 的 ＰＲＲｓ识别

ＭＴＢ，可触发细胞信号传导，推测诱导可控制感染

的促炎症反应［１４］。

目前在人类和小鼠中共鉴定出１３个 ＴＬＲｓ，

ＴＬＲ２是其中重要的一员，也被称为ＣＤ２８２。作为

一种膜表面受体，ＴＬＲ２可识别许多细菌、真菌、病

毒和某些内源性物质。ＴＬＲ２在 ＭＴＢ感染期间过

度表达，ＭＴＢ中的脂甘露聚糖（ｌｉｐｏｍａｎｎａｎ）等成分

可作为 ＴＬＲ２的激动剂
［１５］。致病相关分子可与

ＴＬＲｓ和 ＭｙＤ８８的ｔｏｌｌ白细胞介素１受体（ｔｏｌｌｉｎ

ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＩＲ）结构域结合。ＭｙＤ８８是

一种通用衔接蛋白，几乎所有 ＴＬＲｓ（ＴＬＲ３除外）

都用其激活核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａｌｉｇｈｔ

ｃｈａｉｎｅｎｈａｎｃｅｒｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄＢｃｅｌｌｓ，ＮＦκＢ）。这种

相互作用激活ＩＲＡＫ１、肿瘤坏死因子α相关因子

（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒαｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ，ＴＲＡＦ）和

干扰素β（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎβ，ＩＦＮβ）诱导的ＴＩＲ携带分

子（ＴＩＲｃａｒｒｙｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＴＩＲＡＫ），并向细胞核

传递ＴＬＲ的激活信号
［１６］。ＴＮＦα和ＩＬ１水平升

高后在细胞核中启动对 ＭＴＢ的免疫反应
［１７］。

相对的，ＭＴＢ也演化出多种自我保护策略，以

破坏这些宿主免疫应答，达到在宿主内长期存活的

目的。ＭＴＢ逃避机体免疫的机制主要有融合吞噬

溶酶体和产生有毒的活性氮中间体等［１８］。ＭＴＢ免

疫逃逸的另一种策略是在其蛋白质中加入与宿主中

不同蛋白质结构域相似的结构域。ＭｙＤ８８介导先

天免疫中许多重要的信号转导途径。ＭｙＤ８８不仅

在产生炎症反应方面发挥着关键作用，而且在诱导

调节信号以防止肺部过度炎症和细胞损伤方面发挥

着关键作用。许多参与吞噬后续过程的基因都依赖

于 ＭｙＤ８８。除了在吞噬作用中发挥核心作用外，

ＭｙＤ８８对人类单核细胞和小鼠巨噬细胞吞噬体中

细菌降解后发生的下游ＴＬＲ激活和信号传导至关

重要。细菌被吞噬后，在吞噬体的酸性环境中被激

活的宿主酶和内体 ＴＬＲ受体可以识别其细菌配

体。一旦这些细菌衍生配体在内化和降解后被释

放，即可从吞噬体启动ＴＬＲ依赖性反应
［１６］。ＭＴＢ

中的Ｒｖ３５２９ｃ蛋白与 ＭｙＤ８８的死亡结构域显著相

似。用Ｒｖ３５２９ｃ孵育巨噬细胞可特异性抑制ＴＬＲ２

介导的促炎症反应，用Ｒｖ３５２９ｃ蛋白培养巨噬细胞可

增加巨噬细胞内的细菌负荷［４］。因此，针对Ｒｖ３５２９ｃ

蛋白进行研究可进一步了解 ＭＴＢ与ＴＬＲｓ及其相关

通路的致病机制。

经生物信息学预测分析后，由 ＭＴＢＲｖ３５２９ｃ

基因合成的蛋白分子式为Ｃ１９３０Ｈ２９５９Ｎ５４７Ｏ５６９Ｓ１３，分

子量大小为４３３４５．８３；二级结构以α螺旋为主，β

折叠占比较低；理论等电点为６．０４，连接ｐＥＴ３２ａ

质粒后表达的蛋白分子量有所增加，理论等电点略

有增大，对蛋白质的上清表达会产生一定影响；氨基

酸总数为３８４个，丙氨酸、亮氨酸占比较高，同时含

有一定量的半胱氨酸，半胱氨酸可影响蛋白质在水

溶液中的消光系数。经生信软件预测可知Ｒｖ３５２９ｃ

蛋白的脂肪族氨基酸指数较高，不稳定指数较低，可

在大肠埃希菌体内长期存在，说明该蛋白稳定性和

热稳定性均较高，适合原核表达后长期保存。预测

该蛋白的总平均亲水性为－０．３８８，推测该蛋白为可

溶性表达，但实际表达后主要为不溶性形式的蛋白，

其原因可能是虽然蛋白总平均亲水性较高，但连接

ｐＥＴ３２ａ质粒后总蛋白亲水性发生改变，后续试验

考虑对原核表达后的蛋白进行复性或改变条件，从

而诱导蛋白在上清中表达。生信分析可知Ｒｖ３５２９ｃ

蛋白无信号肽且非跨膜蛋白。原核表达前需用双酶

切验证重组质粒的构建，确保正确表达蛋白，经大量

诱导活化后破碎细菌，提取蛋白，将蛋白上样处理后

进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳并做 ＷＢ验证，确定提取出目

的蛋白。多序列比对显示，Ｒｖ３５２９ｃ蛋白与嗜血分

枝杆菌等菌种中表达的蛋白有较高的同源性，与鸟

分枝杆菌中表达的蛋白可能有共同起源。抗原抗体

表位分析结果显示，Ｒｖ３５２９ｃ蛋白有１１组Ｂ细胞抗

体表位，其中１２７－１４５、３４８－３７７是该蛋白优势表

位，预测分析后返回６组高识别度Ｔ细胞免疫原性

位点。蛋白互作分析结果显示，Ｒｖ３５２９ｃ蛋白与

ＭＴＢ中分泌的多个蛋白有相互作用，预测其相互作

用多为基因共现（ｇｅｎｅｃｏｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ），其中ｋｓｈＡ、

ｈｓａＡ、ｈｓａＣ等蛋白主要参与胆固醇的降解，胆固醇

代谢可帮助处于感染早期阶段的细菌繁殖和播散，

有助于 ＭＴＢ在宿主中的存活；ｋｓｔＲ蛋白则控制利

用各种脂质作为能源的基因的表达；综上所述，推测

Ｒｖ３５２９ｃ蛋白可参与细胞内及细胞间的氧化还原代

谢反应，抑制细胞凋亡，帮助 ＭＴＢ免疫逃逸。

本研究对 ＭＴＢ中Ｒｖ３５２９ｃ基因编码的蛋白进

行了多维的生物信息学分析，成功构建了Ｒｖ３５２９ｃ

蛋白的原核表达载体，并检测了Ｒｖ３５２９ｃ蛋白的表

达特性。生物信息学对蛋白进行分析得出的结论为

理论结果，本研究对Ｒｖ３５２９ｃ蛋白的理化性质仅进

行初步的预测和分析，蛋白性状在细菌体内进行折

叠、磷酸化等过程后会出现一些不可预知的变化。

因此，仍有必要运用高端仪器对蛋白进行多方面试
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验。本研究结果显示，Ｒｖ３５２９ｃ蛋白在离心后的细

菌裂解液中主要以沉淀形式存在，说明该蛋白在原

核表达过程中易形成包涵体，所以优先考虑从沉淀

中纯化该蛋白。从沉淀中纯化的操作步骤相对繁

琐，需保持蛋白的活性，为进一步试验做好准备。

Ｒｖ３５２９ｃ蛋白是 ＭＴＢ中的重要蛋白，对其作用机

体的机制尚不完全明确，深入研究Ｒｖ３５２９ｃ蛋白的

免疫学特性及结构功能特征，可为 ＭＴＢ的靶向治

疗提供新思路。本研究可为进一步研究 Ｒｖ３５２９ｃ

蛋白的结构、功能、理化性质明确方向，也可为进一

步揭示 ＭＴＢ的致病机制提供参考。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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