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结核分枝杆菌Rv1511基因编码蛋白的生物信息学
分析与制备*

罗鹏征,马锐,王佩,马国荣**

(宁夏医科大学基础医学院,宁夏银川
 

750004)

【摘要】 目的 探究结核分枝杆菌Rv1511基因编码蛋白的基本生化性质,为该蛋白在大肠埃希菌中重组表达及评估

其成为结核病检测标志物的可行性提供实验数据。 方法 通过生物信息学方法获取Rv1511基因和氨基酸序列,预测

其基本生化性质;构建以大肠埃希菌为宿主的重组表达载体pET28a(+)-Rv1511,经镍金属螯合层析获得高纯度重组蛋

白,并进行 Western
 

blot验证。 结果 Rv1511基因编码蛋白由340个氨基酸组成,该蛋白是GDP-d-甘露糖脱水酶,与
糖代谢途径相关,可能参与细胞壁控制物质渗透作用。该蛋白为亲水性、无跨膜结构域的细胞内蛋白,其理论相对分子

质量为38.342
 

41×103,等电点为6.08,有36个磷酸化位点和1个N-糖基化位。BepiPred-2.0预测该蛋白含有4个B
细胞表位,SYFPEITHI和Rankpep预测含有8个CTL细胞表位和Th细胞表位;NetMHCIIpa

 

4.0预测T细胞表位,显
示该蛋白有多个 MHCI和 MHCII结合位点。构建重组质粒,转染E.coli

 

BL21(DE3)后存在本底表达情况,表达产物为

不可溶包涵体,经8
 

mol/L尿素变性后镍金属螯合纯化获得纯度为92.6%的目的蛋白,SDS-PAGE和小鼠抗组氨酸蛋

白抗体 Western
 

blot验证该重组蛋白在大肠埃希菌中成功表达。 结论 Rv1511基因及其编码蛋白在卡介苗中缺失,

有望成为结核病临床检测潜在标志物。该蛋白存在多个修饰位点和抗原表位,可能与结核杆菌缺氧和营养匮乏状态下

抗逆性相关,是潜在的抗结核药物靶点。制备的Rv1511基因重组蛋白具有反应原性,可为进一步评估其作为结核病检

测标志物的可行性提供实验支持。
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【Abstract】 Objective To
 

explore
 

the
 

basic
 

biochemical
 

properties
 

of
 

the
 

protein
 

encoded
 

by
 

Rv1511
 

gene
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis,and
 

provide
 

experimental
 

data
 

for
 

the
 

recombinant
 

expression
 

of
 

the
 

protein
 

in
 

Escherichia
 

coli,evaluated
 

the
 

feasibility
 

of
 

it
 

as
 

a
 

marker
 

for
 

tuberculosis
 

detection. Methods The
 

Rv1511
 

gene
 

and
 

amino
 

acid
 

sequence
 

were
 

obtained
 

by
 

bioinformatics
 

method,it
 

is
 

basic
 

biochemical
 

properties
 

were
 

predicted.
 

The
 

recombinant
 

expression
 

vector
 

pET28a
 

(+)-Rv1511
 

with
 

Escherichia
 

coli
 

as
 

host
 

was
 

constructed,the
 

high
 

purity
 

recombinant
 

protein
 

was
 

obtained
 

by
 

nickel
 

metal
 

chelate
 

chromatography
 

and
 

verified
 

by
 

Western
 

blot. Results The
 

protein
 

encoded
 

by
 

Rv1511
 

gene
 

consists
 

of
 

340
 

amino
 

acids.
 

The
 

protein
 

is
 

GDP-d-
 

mannose
 

dehydrase,which
 

is
 

related
 

to
 

the
 

pathway
 

of
 

glucose
 

metabolism
 

and
 

may
 

be
 

involved
 

in
 

the
 

permeability
 

of
 

cell
 

wall
 

control
 

substances.
 

The
 

protein
 

is
 

a
 

hydrophilic
 

intracellular
 

protein
 

without
 

transmembrane
 

domain,with
 

theoretical
 

molecular
 

weight
 

of
 

38.34241×103and
 

isoelectric
 

point
 

of
 

6.08.
 

It
 

has
 

36
 

phosphorylation
 

sites
 

and
 

1
 

N-glycosylation
 

site.
 

BepiPred-2.0
 

predicted
 

that
 

the
 

protein
 

contained
 

4
 

B
 

cell
 

epitopes,SYFPEITHI
 

and
 

Rankpep
 

predicted
 

8
 

CTL
 

cell
 

epitopes
 

and
 

Th
 

cell
 

epitopes,

NetMHCIIpa4.0
 

predicted
 

T
 

cell
 

epitopes
 

showed
 

that
 

the
 

protein
 

had
 

multiple
 

MHCI
 

and
 

MHCII
 

binding
 

sites.
 

The
 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

constructed
 

and
 

expressed
 

in
 

background
 

after
 

transfection
 

of
 

E.coli
 

BL21
 

(DE3).
 

The
 

expressed
 

product
 

was
 

insoluble
 

inclusion
 

body.
 

The
 

target
 

protein
 

with
 

a
 

purity
 

of
 

92.6%
 

was
 

obtained
 

by
 

nickel
 

metal
 

chelation
 

purification
 

after
 

8mol/L
 

urea
 

denaturation.
 

SDS-PAGE
 

and
 

mouse
 

anti-histidine
 

protein
 

antibody
 

Western
 

blot
 

confirmed
 

that
 

the
 

recombinant
 

protein
 

was
 

successfully
 

expressed
 

in
 

Escherichia
 

coli. Conclusion Rv1511
 

gene
 

and
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coding
 

protein
 

are
 

deleted
 

in
 

BCG,which
 

is
 

expected
 

to
 

be
 

a
 

potential
 

marker
 

for
 

clinical
 

detection
 

of
 

tuberculosis.
 

The
 

protein
 

has
 

multiple
 

modification
 

sites
 

and
 

antigenic
 

epitopes,which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

stress
 

resistance
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

under
 

hypoxia
 

and
 

nutritional
 

deficiency,and
 

is
 

a
 

potential
 

target
 

for
 

anti-tuberculosis
 

drugs.
 

The
 

recombinant
 

protein
 

of
 

Rv1511
 

gene
 

has
 

reactivity,which
 

can
 

provide
 

experimental
 

support,further
 

evaluation
 

of
 

its
 

feasibility
 

as
 

a
 

marker
 

for
 

tuberculosis
 

detection.
【Key

 

words】 Mycobacterium
 

tuberculosis;Rv1511;tuberculosis;bioinformatics;vector
 

construction

  结 核 病 (tuberculosis,TB)是 结 核 分 枝 杆 菌

(Mycobacterium
 

tuberculosis,Mtb)经空气传播所致

传染病[1]。WHO《Tuberculosis
 

report
 

2021》显示中

国是世界第二大结核病高负担国,2020年全国新增结

核病患者约84.2万人[2]。
及时、准确检出结核病患者是该病预防的关键。

基于基因测序结果显示,牛型分枝杆菌与人型结核杆

菌在基因水平99.95%同源[3]。卡介苗与结核分枝杆

菌相比有16个RD区基因缺失,该区域被证明与结核

分枝杆菌毒性相关[4]。目前基于 RD1、RD2、RD4区

基因与蛋白的研究较多[5],关于RD-6区的研究相对

较少。RD6区序列长12.8
 

kb,有11个阅读框,编码

核苷 酸 异 构 酶 EpiA
 

(Rv1512)和 糖 基 转 移 酶

Rv1516c、膜蛋白Rv1508c和Rv1510等。该区与脂肪

酸的合成相关,且调控结核分枝杆菌致 病 性 蛋 白

Rv1515c[6]。据此推测,RD6区编码蛋白对结核病的

防治具有较高价值。
结核分枝杆菌RD6区Rv1511基因编码的GDP-

d-甘露糖脱水酶与糖代谢途径相关。作者前期基于仿

生亲和色谱-质谱策略检测到结核杆菌培养滤液中存

在Rv1511基因编码蛋白,表明该蛋白极有可能参与

结核杆菌感染期对宿主细胞的免疫应答。本研究拟对

结核分枝杆菌Rv1511基因编码蛋白进行生物信息学

分析,构建基因工程载体pET28a(+)-
 

Rv1511并纯

化重组蛋白,为进一步探究该蛋白作为结核病检测标

志物的可行性提供实验数据。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株和质粒 感受态细胞E.
 

coli
 

DH5α和E.
 

coli
 

BL21(DE3)购自天根生化公司;热灭活(65
 

℃,10
 

min/次,3次)Mycobacterium
 

tuberculosis
 

H37Rv菌

(总基因组DNA)和原核表达载体pET-28a(+)为本

实验室保存。

1.2 主 要 试 剂 及 仪 器  AxyPrepTM
 

DNA
 

Gel
 

Extraction
 

Kit和AxyPrepTM
 

Plasmid
 

Miniprep
 

Kit
购自美国 Axygen公司;T4

 

DNA
 

Ligase,FastDigest
 

EcoRI和 FastDigest
 

HindIII 购 自 美 国 Thermo
 

Scientific公司;6×His,His-Tag
 

mouse
 

Monoclonal
 

antibody和HRP-conjugated
 

Goat
 

Anti-mouse
 

IgG购

自武汉三鹰生物科技有限公司;2×Taq
 

Plus
 

MixII,

DNA和蛋白标志物、PVDF膜和DAB显色试剂盒购

自生工生物工程(上海)股份有限公司;DNA胶回收试

剂盒和质粒小量抽提试剂盒购自南京诺唯赞生物科技

有限公司;镍金属螯合层析填料为实验室自制;超声波

细胞粉碎机 HN-650Y为上海汗诺仪器有限公司生

产;Western
 

blot曝光仪(Amersham
 

Imager
 

600)购
自美国通用电气公司。

2 方法

2.1 Rv1511基因编码蛋白的生物信息学预测

2.1.1 理化性质和修饰位点分析 从美国国家生物

技术信息中心 NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/)获取结核分枝杆菌Rv1511基因编码蛋白氨基

酸 序 列,通 过 在 线 软 件 ProtPara(https://web.
expasy.org/protparam/)分 析 蛋 白 的 理 化 性 质,

ProtScale(https://web.expasy.org/protscale/)分析

蛋白 的 亲 水 性 和 疏 水 性,DeepTMHMM(https://

dtu.biolib.com/DeepTMHMM)预 测 其 跨 膜 区 域,

SignaIP6.0
 

(https://services.healthtech.dtu.dk/

service.php? SignalP-6.0)预测其信号肽,NetPhos3.
1(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/)预测

其磷酸化位点,NetNGlyc
 

1.0
 

Server(http://www.
cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)分析其N-糖基化位

点,YinOYang
 

1.2
 

Server(http://www.cbs.dtu.dk/

services/YinOYang/)分 析 其 O-糖 基 化 位 点;

NetAcet-1.0(https://services.healthtech.dtu.dk/

service.php? NetAcet-1.0)分析其N-乙酰化位点。

2.1.2 抗原表位分析 采用
 

BepiPred-2.0预测蛋白

的 B 细 胞 表 位;采 用 SYFPEITHI(http://www.
syfpeithi.de/index.htmL)和Rankpep(http://imed.
med.ucm.es/Tools/rankpep.htmL)预 测 特 定 的

DRB1*0401,即Th细胞表位及 HLA-A*02:01即

限制 性 CTL 细 胞 表 位,NetMHCpan4.1(https://

services. healthtech. dtu. dk/service. php?

NetMHCpan-4.1)预测蛋白质表位与 MHC
 

I
 

类分子

的不同等位基因的结合;NetMHCIIpan4.0(https://

services. healthtech. dtu. dk/service. php?

NetMHCIIpan-4.0)预测蛋白质表位与 MHC
 

II
 

分子
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的结合。

2.2 Rv1511基 因 引 物 设 计 与 重 组 载 体 构 建 在

NCBI网站中 Gene词表选项下输入 Rv1511,通过

GenBank找 到 目 标 基 因 序 列,Rv1511共1
 

023bp,

GeneID:886529。Rv1511基因引物由南京金斯瑞生

物科技有限公司合成,以热灭活结核杆菌基因组为模

板PCR扩增 Rv1511基因。将PCR产物和pET28a
(+)质 粒 分 别 用 FastDigest

 

EcoRI和 FastDigest
 

HindIII双酶切,双酶切质粒pET28a(+)与 Rv1511
基因 经 T4

 

DNA 连 接 后 转 化 感 受 态 细 胞 E.coli
 

DH5α,在终浓度20μg/mL硫酸卡那霉素(Kan)的LB
平板上筛选阳性克隆。

2.3 pET28a(+)-
 

Rv1511重组质粒验证 将构建的

重组质粒E.coli
 

DH5α-pET28a(+)-Rv1511接种LB
培养基,于37

 

℃、170
 

r/min摇床培养过夜,用质粒提

取试剂盒提取质粒,浓度为100
 

ng/μL。质粒pET28a
(+)-

 

Rv1511的PCR按2×Taq
 

Plus
 

MixII试剂盒说

明书配制体系。反应条件:95
 

℃
 

3
 

min;95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

20
 

s;72
 

℃
 

60
 

s,共25个循环;72
 

℃
 

8
 

min。质粒

pET28a(+)-
 

Rv1511
 

双酶切验证体系按照 Thermo
 

Scientific试剂盒说明书配制。酶切条件:37
 

℃反应

30
 

min,80
 

℃灭活5
 

min。经验证的重组菌送生工生

物工程(上海)股份有限公司测序,测序正确的质粒转

化E.
 

coli
 

BL21(DE3)感受态细胞。

2.4 重组蛋白的可溶性分析 将活化过夜的重组E.
coli

 

BL21(DE3)-pET28a(+)-
 

Rv1511转接在含1‰
硫酸卡那霉素的500mL

 

LB培养基中,37
 

℃、170
 

r/

min摇床培养4
 

h至A600 值为0.4~0.6,加入终浓度

1
 

mmol/L
 

IPTG诱导6
 

h,取菌液8
 

000
 

r/min
 

(离心

半径9.7
 

cm)
 

离心10
 

min,1×PBS重悬后洗两次,再
按20

 

mL
 

1×PBS与1
 

g菌沉淀比例重悬,用超声波

破碎仪冰浴条件下破碎30
 

min(功率25%,工作3
 

s,
停5

 

s),分别取上清与沉淀进行SDS-PAGE分析。

2.5 重组蛋白的纯化 已确定Rv1511基因重组表

达蛋白在大肠埃希菌中为非可溶性表达。将诱导表达

工程菌破碎、沉淀洗涤、过滤。取镍金属螯合层析填料

1
 

mL加入重力柱,用30
 

mL
 

Binding
 

Buffer平衡,重
复3次上样滤液20

 

mL,用50倍柱体积 Washing
 

Buffer冲洗,确保洗去杂蛋白,用2倍柱体积Elution
 

Buffer洗脱融合蛋白。

2.6 重组蛋白的SDS-PAGE与 Western
 

blot鉴定 
纯化后的洗脱组分、工程融合菌诱导与未诱导沉淀、

E.coli
 

BL21(DE3)-pET28a(+)菌诱导与未诱导全

蛋白经15%
 

SDS-PAGE电泳后在300
 

mA、90
 

min条

件下转到PVDF膜上,用5%脱脂奶粉封闭(含1%无

质粒DE3全蛋白)2
 

h,用TBST清洗3次;加入鼠抗

组氨酸(6×His)标 签 一 抗,室 温 摇 床 孵 育3h,用

TBST清洗5次;加入酶标记羊抗鼠二抗,室温摇床孵

育3
 

h,TBST清洗3次后用200
 

μL超敏发光液曝光。

结 果

1 Rv1511基因编码蛋白生物信息学分析

1.1 理化性质和修饰位点 获取Rv1511表达蛋白

在蛋白质库中的登录号>NP_216027.1。检索编码蛋

白氨基酸序列为:MKRALITGITGQDGSYLAELLL
AKGYEVHGLIRRASTFNTSR

 

IDHLYVDPHQPG
ARLFLHYGDLIDGTRLVTLLSTIEPDEVYNLAA
QSHVRVSFDEPVHTGDTTGMGSMRLLEAVRL
SRVHCRFYQASSSEMFGASPPPQNELTPFYPRS
PYGAAKVYSYWATRNYREAYGLFAVNGILFNH
ESPRRGETFVTRKITRAVARIKAGIQSEVYMGN
LDAVRDWGYAPEYVEGMWRMLQTDEPDDFVL
ATGRGFTVREFARAAFEHAGLDWQQYVKFDQ
RYLRPTEVDSLIGDATKAAELLGWRASVHTDEL
ARIMVDADMAALECEGKPWIDKPMIAGRT。

Rv1511编码蛋白由340个氨基酸组成,负电荷氨

基酸(Asp+Glu)43个,其中Asp
 

21个,Glu
 

22个;正
电荷氨基酸(Arg+Lys)38个,其中Arg

 

29个,Lys
 

9
个。含 量 最 高 的 是 Ala(10.0%),其 次 是 Leu
(8.8%)。蛋白的分子式为 C1713H2637N479O501S12,原
子总数为5

 

342,相对分子质量为38.342
 

41×103,理
论等电点为6.08(偏酸性),消光系数为58

 

455(mol/

L)-1cm-1。该蛋白在哺乳动物网织红细胞内的半衰期

为30
 

h,在酵母内的半衰期>
 

20
 

h,在大肠埃希菌内

的半衰期>
 

10h,不稳定系数为31.87,脂溶系数为

79.24,平均亲水系数为-0.316。蛋白残基N177疏水

性最强,Score值为2.200;P186亲水性最强,Score值

为-2.833。蛋白的亲水氨基酸数量多于疏水氨基酸数

量,整体表现为亲水性蛋白(图1A)。DeepTMHMM
预测该蛋白无跨膜信号区(图1B);SignaIP6.0预测该

蛋白无信号肽(Sec/SPI)、脂蛋白信号肽(Sec/SPII)、

Tat脂蛋白信号肽(Tat/SPII)、菌毛蛋白信号肽(Sec/

SPIII)(图1C)。NetPhos3.1预测该蛋白共有36个磷

酸化位点,其中15个丝氨酸(Ser)磷酸化位点,14个

苏氨酸(Thr)磷酸化位点,7个酪氨酸(Tyr)磷酸化位

点(图1D)。NetNGlyc
 

1.0
 

Server分析该蛋白含有1
个N-糖基化位点N39(图2A),YinOYang

 

1.2
 

Server
预测无O-糖基化位点(图2B),NetAcet-1.0分析无乙

酰化位点。

1.2 抗原表位 采用BepiPred-2.0对Rv1511编码

蛋白进行预测,共筛选出4个 B细胞表位(表1)。

SYFPEITHI和Rankpep服务器综合预测该蛋白含有
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8个CTL细胞表位和Th细胞表位(表2)。

  A Protscale预测 Rv1511亲疏水性 B DeepTMHMM 预测

Rv1511编码蛋白跨膜区域 C Signalp-6.0预测Rv1511编码蛋白的
信号肽 D NetPhos3.1预测Rv1511编码蛋白磷酸化位点
图

 

1 Rv1511编码蛋白亲疏水性、跨膜区域、信号肽及磷酸化位点预测

A  Protscale
 

predict
 

hydrophobicity
 

of
 

Rv1511  B  
DeepTMHMM

 

predict
 

transmembrane
 

region
 

of
 

Rv1511 C SignalP
 

6.0
 

prediction:Sequence
 

of
 

Rv1511 D 4
 

Prediction
 

of
 

Rv1511
 

Sequence
 

phosphorylation
 

sites
Fig.1 Prediction

 

of
 

hydrophobicity,transmembrane
 

regions,signal
peptides

 

and
 

phosphorylation
 

sites
 

of
 

proteins
 

encoded
 

by
 

1Rv1511

图
 

2 Rv1511编码蛋白N-糖基化位点(A)和O-糖基化位点(B)预测

Fig.2 Prediction
 

of
 

N-glycosylation
 

sites
 

and
 

O-glycosylation
 

sites
of

 

Rv1511-encoded
 

proteins

表
 

1 BepiPred-2.0筛选的B细胞表位

Table
 

1 B
 

cell
 

epitopes
 

screened
 

by
 

BepiPred-2.0
编号
No.

起始
Start

结束
End

肽段
Peptide

长度
Length

1 36 55 STFNTSRIDHLYVDPHQPGA 20
2 94 100 SFDEPVH 7
3 268 287 LDWQQYVKFDQRYLRPTEVD 20
4 299 307 LLGWRASVH 9

表
 

2 SYFPEITHI和Rankpep预测CTL细胞表位和Th细胞表位

Table
 

2 SYFPEITHI
 

and
 

Rankpep
 

predict
 

CTL
 

and
 

Th
 

cell
 

epitopes
名称
Name

肽段
Peptide

DRB1*0401 WQQYVKFDQRYLRPT
TRNYREAYGLFAVNG

HLA-A*02:01 LLLAKGYEV
DLIDGTRLV
ELLGWRASV
GLFAVNGIL
KITRAVARI
YLAELLLAKG

使用NetMHCpan
 

4.1和 NetMHCIIpan
 

4.0进

行T细胞表位的预测,其中NetMHCpan
 

4.1在预测

时会大量生成随机肽段。将随机肽段与选定的 MHC
分子的结合力排序,筛选出排序前0.5%的肽段,将其

定义为强结合肽段。将结合力排序前0.5%~2%的

肽段定义为弱结合力肽段,并将已提交的氨基酸序列

肽段与已定义随机肽段的亲和力进行比较,并将提交

的氨基酸序列进行强、弱结合肽段的定义(表3)。

表
 

3 NetMHCpan
 

4.1预测Rv1511编码蛋白与 MHCI结合情况

Table
 

3 NetMHCpan
 

4.1
 

Forecast
 

of
 

Rv1511-encoded
 

proteins
and

 

binding
 

MHCI

结合的 MHCI分子
名称

The
 

molecular
 

name
of

 

the
 

bound
 

MHCI

强结合肽段数量
Number

 

of
 

strong
 

binding
 

peptide
 

segments

弱结合肽段数量
Number

 

of
 

weak
 

binding
 

peptide
 

segments

合计
Total

HLA-A*11:01 4 18 22
HLA-A*24:02 9 38 47
HLA-A*02:01 5 27 32
HLA-B*40:01 4 18 22
HLA-B*58:01 7 30 37
HLA-B*51:01 6 25 31

2 pET28a(+)-
 

Rv1511重组质粒的构建与验证

设计Rv1511基因扩增引物,PCR扩增目的基因。
扩增产物和pET28a(+)

 

载体经限制性核酸内切酶酶

切后用 T4连接酶进行连接,构建重组质粒pET28a
(+)-

 

Rv151。重组质粒经双酶切和PCR鉴定构建正

确(图3)。将酶切验证正确的重组质粒进行DNA测

序,结果如图4。棕色的测序结果(上链)与黑色的数

据库下 载 的 Rv1511 标 准 序 列(下 链)完 全 相 同,

pET28a(+)-
 

Rv1511重组质粒构建成功。

3 融合蛋白的表达、纯化及SDS-PAGE及 Western
 

blot鉴定

由图5可见,该融合蛋白在大肠埃希菌中的表达

以包涵体形式存在。用8
 

mol/L尿素溶解包涵体蛋白

后使用镍柱纯化,SDS-PAGE电泳分析纯化产物为相

对分子质量约38.342×103 的单一蛋白条带(图6A)。
重组质粒在E.coli

 

BL21(DE3)中存在本底表达的情

况。为了进一步从实验角度验证此现象,以无目标基
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因的pET28a-E.coli
 

BL21(DE3)为对照组,以未加诱

导剂及含诱导剂IPTG的破菌样品为实验组,用抗小

鼠抗His-tag标签抗体进行 Western
 

blot验证,结果

如图6B。除对照组外,其余各组均有相应反应条带,
即均有目标蛋白表达。

  1 DNA标志物(
 

DL15000) 2 重组质粒双酶切 3 DNA标
志物(DL2000) 4 重组质粒PCR产物

图
 

3 重组质粒双酶切和PCR鉴定

1 DNA
 

maker
 

(DL15000) 2 Tthe
 

result
 

of
 

double
 

enzyme
 

digestion
 

of
 

recombinant
 

plasmid 3 DNA
 

maker
 

(DL2000) 4 
Result

 

of
 

recombinant
 

plasmid
 

PCR
Fig.3 Recombinant

 

plasmid
 

double
 

enzyme
 

digestion
 

and
 

PCR

图
 

4 重组载体测序结果比对

Fig.4 Compare
 

sequencing
 

results
 

of
 

recombinant
 

vectors

  M 蛋白分子质量标准 1 未诱导重组工程菌 2 重组工程菌

IPTG诱导6h 3 未诱导重组工程菌超声破碎上清 4 未诱导重组
工程菌超声破碎沉淀 5 IPTG诱导重组工程菌超声破碎上清 6 
IPTG诱导重组工程菌超声破碎沉淀

图
 

5 融合蛋白异源表达的可溶性分析

M Protein
 

maker 1 Recombinant
 

engineering
 

bacteria
 

were
 

not
 

induced 2 Recombinant
 

engineering
 

bacteria
 

were
 

induced 3 
Recombinant

 

engineering
 

bacteria
 

were
 

not
 

induced
 

to
 

be
 

broken 4 
Recombinant

 

engineering
 

bacteria
 

were
 

not
 

induced
 

to
 

precipitate
 

after
 

fragmentation 5 Recombinant
 

engineering
 

bacteria
 

induced
 

crushing
 

supernatant 6 Recombinant
 

engineering
 

bacteria
 

induced
 

crushing
 

and
 

precipitation
Fig.5 Solubility

 

of
 

heterologous
 

expression
 

for
 

fusion
 

protein

  A 重组蛋白的SDS-PAGE分析 B 重组蛋白的 Western
 

blot
分析 M 蛋白分子质量标准 1 IPTG诱导重组菌全蛋白 2 未
诱导组重菌超声破碎沉淀 3 IPTG诱导重组菌超声破碎沉淀 4 
纯化的目标蛋白质 5 未诱导重组菌全蛋白。

图
 

6 重组蛋白的SDS-PAGE及 Western
 

blot鉴定

A Shows
 

the
 

result
 

of
 

SDS-PAGE B Shows
 

the
 

result
 

of
 

Western
 

blot M Protein
 

maker 1 Induced
 

E.coli
 

BL21
 

(DE3)-
pET28a

 

whole
 

protein 2 Recombinant
 

bacteria
 

did
 

not
 

induce
 

precipitation 3 Recombinant
 

bacteria
 

induced
 

precipitation 4 
Purified

 

target
 

protein 5 Uninduced
 

E.coli
 

BL21
 

(DE3)-pET28a
 

whole
 

protein
Fig.6 results

 

of
 

SDS-PAGE
 

and
 

Western
 

blot
 

identification

讨 论

卡介苗(bacillus
 

Calmette– Guerin,BCG)是牛

结核分支杆菌传代约230次的减毒牛结核分枝杆菌,
是目前 WHO 批准的唯一的人结核病预防疫苗[7]。
卡介苗对儿童粟粒型结核和结核性脑膜炎的感染保护

力达
 

86%,但 对 成 人 保 护 力 差 异 很 大[8]。Rehren
等[9]用微点阵杂交法在牛分枝杆菌中对已知结核分枝

杆菌的片段杂交,发现有4
 

295个基因可获得表达,但
仅258(6%)的基因表达有差异。在RD4-RD11区域

中有31个基因在结核分枝杆菌中表达,在牛型结核分

枝杆菌中不表达。这些基因可能与毒力强弱有关。因

此,探究卡介苗中缺失的RD区基因及其所编码蛋白

不仅对开发新的与卡介苗效果互补性疫苗至关重要,
也可作为结核病检测候选标志物靶点,对结核病防控

具有一定意义。

Rv1511基因编码蛋白 GDP-D-甘露糖脱水酶是

一种亲水性无跨膜结构的胞内蛋白,String分析结果

显示 其 与 Rv3471、Rv2957、udgA
 

(Rv0322)、manB
(Rv3264c)、gca

 

(Rv0112)、epiA(Rv1512)、Rv1503c、

Rv1489、Rv1513 有 互 作 关 系。基 于 Mycobrowser
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(https://mycobrowser.epfl.ch/genes/)分析结果显

示Rv2957
 

是糖基转移酶,而 UdgA(Rv0322)基因编

码蛋白参与多糖生物合成;manB(Rv3264c)编码D-α-
D-甘露糖-1-磷酸鸟苷酸转移酶,参与 GDP-甘露糖生

物合成和核苷酸激活的甘油-甘露糖-庚糖的生物合

成。功能类别为细胞壁和细胞过程。所有甘露糖脂和

多糖都需要manB(Rv3264c)编码蛋白,它们与鼠李糖

残基一样是分枝杆菌包膜的重要组成部分。epiA
(Rv1512)可能与核苷酸糖代谢有关,目标蛋白参与糖

代谢间接调控结核分枝杆菌细胞壁的合成。Saxena
等[10]的RT-PCR结果显示,在厌氧条件下Rv1511基

因表达增加,可能对细胞壁控制营养物质和抗生素渗

透性有重要作用。据此推测该编码蛋白可能与结核分

枝杆菌潜伏期抗逆性以及细胞壁的合成相关,有成为

结核病潜伏感染检测标志物的潜力。RD6区基因

Rv1515c蛋白定位于细胞壁,可提高耻垢分枝杆菌在

巨噬细胞中的存活率,介导内质网应激 的 细 胞 凋

亡[11]。RD6区Rv1511基因1023个碱基对,由于RD
区基因是结核分枝杆菌所特有,因此可作为使用荧光

探针定量PCR快速检测结核病的目标基因。Rv1511
基因如何调控结核分枝杆菌的机制尚不明确,且是否

参与其他生化反应也尚不清楚,但由于其和Rv1512、

Rv1516c都与结核分枝杆菌糖代谢相关,且又同属

RD6区,故可能有协同调节情况。
蛋白质翻译后修饰对细胞生命活动至关重要,其

最早发现于真核生物中,近代研究发现原核生物也存

在类似修饰[12]。蛋白质翻译后修饰包括磷酸化、糖基

化、乙酰化等,其中磷酸化修饰常发生在蛋白质的丝氨

酸、酪氨酸和苏氨酸的残基,常与信号传导级联相关;
乙酰化修饰发生在组蛋白上,蛋白赖氨酸乙酰化参与

调节细胞的新陈代谢;糖基化修饰发生在赖氨酸和精

氨酸残基上,有O位糖基化和N位糖基化,在原核生

物的细胞识别,黏着吸附以及维持蛋白质结构方面发

挥作用[13]。研究表明结核分枝杆菌中的301种蛋白

质有500多个Ser/Thr
 

磷酸化位点,对生长和环境适

应至关重要,其Ser/Thr蛋白激酶PknF在结核分枝

杆菌的葡萄糖转运、细胞生长和隔膜形成的调节中起

直接或间接作用[14-15]。Rv1511基因编码蛋白含有36
个磷酸化位点,1个 N-糖基化位点,在结核分枝杆菌

生命活动中发挥多种调节作用。
抗原表位又称抗原决定簇,能够引起机体免疫应

答,因能与不同免疫细胞表面受体特异性结合分为B
细胞抗原表位和T细胞抗原表位,而抗原表位的研究

有助于制备抗结核病新疫苗的开发[16]。预测Rv1511
的B细胞抗原表位长度在7~20个氨基酸的有4个;

T细胞抗原表位DRB1*0401有2个,HLA-A*02:

01有6个。分析Rv1511编码蛋白与 MHCI分子的

结合情况,以 HLA-A*24:02结合肽段数最多,其中

强结合肽段数9个,弱结合肽段数38个。预测其与

MHC
 

II受体自然呈递的可能性,以HLA-DPA10201-
DPB10101结合肽段数最多,其中强结合肽段数9个,
弱结合肽段数20个。

本研究对Rv1511蛋白进行了生物信息学分析,
并进行了重组表达和纯化,为进一步评估其作为结核

病血清标志物检测候选物提供了实验数据。
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过在线数据库TMHMM分析EmHSP90的跨膜结构

域,Signal
 

P-5.0
 

Server分析EmHSP90的信号肽序

列,结果表明该蛋白是一个非跨膜蛋白并且无信号肽

序 列。 通 过 Predicting
 

Antigenic
 

Peptides 对

EmHSP90抗原决定簇进行预测,其平均抗原倾向指

数为1.0244,共含有27个抗原决定簇区域,表明

EmHSP90含有较多的优势抗原表位结构,抗原倾向

指数较高。表位是指抗原分子中决定抗原特异性的特

殊化学基团,包括B细胞表位和T细胞表位[15]。棘球

绦虫为多细胞寄生虫,在不同生活阶段的抗原成分,其
诱导不同的特异性免疫应答,涉及体液免疫与细胞免

疫[16]。在筛选的蛋白分子中,既是B细胞表位又是T
细胞表位的肽段(称为交叉反应性表位肽)不仅可以诱

导体液免疫,还可诱导细胞免疫[17-18],对棘球蚴病疫苗

的设 计 有 十 分 重 要 的 意 义。本 研 究 通 过IEDB、

SYFPEITHI分别预测了EmHSP90的B细胞表位与

T细胞表位,经过筛选,分别得到优势B细胞表位10
条,CTL细胞优势表位13条,Th细胞优势表位14
条。因此证明EmHSP90可以作为泡型包虫病疫苗的

一个候选分子。
目前,对于 HSP90的研究备受关注,但是对于

HSP90在 棘 球 蚴 病 方 面 的 研 究 鲜 有 报 道。基 于

HSP90在抗原呈递、免疫效应细胞应答和炎症过程调

节中的细胞内和细胞外作用,本研究利用生物信息学

的方法预测EmHSP90含有丰富的优势T、B细胞表

位,为泡型包虫病疫苗的研发奠定了理论基础。
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