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结核分枝杆菌Rv3048c基因及编码蛋白生物
信息学分析与制备*
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(1.宁夏医科大学基础医学院,宁夏银川
 

750004;2.宁夏回族自治区第四人民医院)

【摘要】 目的 探究结核分枝杆菌(Mycobacterium
 

tuberculosis)Rv3048c基因编码蛋白成为结核病临床检测标志物及

蛋白疫苗的可能性,为结核病防控提供新的实验数据。 方法 通过生物信息学方法分析、预测该基因及其编码蛋白的

基本生物学性质;在NCBI数据库检索Rv3048c基因及编码蛋白序列,设计并合成Rv3048c基因的引物,以热灭活 Mtb
基因组DNA为模板,经聚合酶链式反应获得该基因并将其构建到pET28a表达载体,构建pET28a-Rv3048c重组质粒;

应用热激法将其转化至E.
 

coli
 

BL21(DE3)感受态细胞,构建pET28a-Rv3048c-BL21(DE3)表达菌株;以IPTG为诱导

剂获得Rv3048c基因编码的重组蛋白;最后,用镍金属螯合层析纯化获得高纯度重组蛋白,并用SDS-PAGE和 Western
 

blot验证该重组蛋白。 结果 Rv3048c基因编码蛋白NrdF2由324个氨基酸组成,含两个α亚基和两个β亚基。该蛋

白是亲水性、无跨膜结构域、无信号肽的细胞内蛋白;该蛋白理论分子质量为36.991
 

53
 

ku,等电点为4.57,有36个磷酸

化位点。基于ABCpred预测出5个B细胞表位。SYFPEITHI预测出CTL细胞表位和Th细胞表位共有9个。重组质

粒Pet28a-Rv3048c在表达宿主 E.
 

coli
 

BL21(DE3)中为可溶性表达;SDS-PAGE和小鼠抗 His-Tag抗体免疫印迹

(Western
 

blot,WB)证实重组质粒pET28a-Rv3048c在E.
 

coli
 

BL21(DE3)中成功表达。 结论 Rv3048c基因编码蛋

白nrdF2中存在多个位点和抗原表位,是潜在的结核病检测血清标志物。本研究获得该重组蛋白,为进一步评估其免疫

原性与结核病血清学检测提供实验支持。
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【Abstract】 Objective Exploring
 

the
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

Rv3048c
 

gene
 

coding
 

protein,thispossibility
 

ofbecoming
 

clinical
 

detection
 

marker
 

and
 

protein
 

vaccine
 

for
 

tuberculosis,thus
 

to
 

provide
 

new
 

experimental
 

data
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

tuberculosis. Methods Analyze
 

and
 

predict
 

the
 

basic
 

biological
 

properties
 

of
 

the
 

gene
 

and
 

its
 

coding
 

protein
 

through
 

bioinformatics
 

methods;retrieve
 

the
 

Rv3048c
 

gene
 

and
 

coding
 

protein
 

sequence
 

in
 

the
 

NCBI
 

database,designand
 

synthesize
 

the
 

gene
 

primersforthe
 

Rv3048cgeneuseheat
 

inactivated
 

M.
 

tuberculosisgenomic
 

DNA
 

asa
 

template,obtain
 

the
 

gene
 

through
 

polymerase
 

chain
 

reaction,construct
 

it
 

into
 

the
 

pET28a
 

expression
 

vector
 

to
 

construct
 

the
 

pET28a-Rv3048c
 

recombinant
 

plasmid;apply
 

heat
 

shock
 

method
 

to
 

convert
 

it
 

to
 

E.
 

coli
 

BL21(DE3)
 

competent
 

cells,construct
 

pET28a-Rv3048c-BL21
 

(DE3)
 

expression
 

strain;obtain
 

Rv3048c
 

gene
 

coding
 

recombinant
 

protein
 

using
 

IPTG
 

as
 

aninducer.
 

Finally,high-purity
 

recombinant
 

protein
 

was
 

obtained
 

through
 

purification
 

using
 

nickel
 

metal
 

chelation
 

chromatography,then
 

verify
 

the
 

recombinant
 

protein
 

using
 

SDS-PAGE
 

and
 

Western
 

blot. Results Rv3048c
 

gene
 

coding
 

protein
 

NrdF2
 

is
 

compose
 

of
 

324
 

amino
 

acids,containing
 

two
 

α
 

Subunits
 

and
 

two
 

β
 

Subunits.
 

This
 

protein
 

is
 

a
 

hydrophilic,transmembrane
 

domain
 

free,and
 

signal
 

peptide
 

free
 

intracellular
 

protein;the
 

theoretical
 

molecular
 

weight
 

is
 

36.991
 

53
 

ku,with
 

an
 

isoelectric
 

point
 

of
 

4.57
 

and
 

36
 

phosphorylation
 

sites.
 

Five
 

B
 

cell
 

epitopes
 

were
 

predicted
 

based
 

on
 

ABCpred.
 

SYFPEITHI
 

predicted
 

that
 

there
 

arenine
 

CTL
 

and
 

Th
 

cell
 

epitopes.
 

The
 

recombinant
 

plasmid
 

pET28a-
Rv3048c

 

is
 

soluble
 

in
 

the
 

expression
 

products
 

of
 

host
 

E.
 

coli
 

BL21(DE3);SDS-PAGE
 

and
 

mouseanti-histidine
 

protein
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antibody
 

Western
 

blot
 

(WB)
 

confirmed
 

that
 

the
 

recombinant
 

protein
 

Pet28a-Rv3048c
 

was
 

successfully
 

expressed
 

in
 

E.
 

coli
 

BL21(DE3). Conclusion Rv3048c
 

gene
 

coding
 

protein
 

NedF2
 

has
 

multiple
 

sites
 

and
 

epitopes,which
 

is
 

a
 

potential
 

serum
 

marker
 

for
 

tuberculosis
 

detection.
 

The
 

recombinant
 

protein
 

obtained
 

in
 

this
 

study,which
 

can
 

provide
 

experimental
 

support
 

for
 

further
 

evaluation
 

of
 

its
 

immunogenicity
 

and
 

serological
 

detection
 

of
 

tuberculosis.
【Key

 

words】 Mycobacterium
 

tuberculosis;Rv3048c;tuberculosis;serum
 

markers;bioinformatics

  结核病(Tuberculosis,TB)是结核分枝杆菌复合

群(Mycobacterium
 

tuberculosis
 

complex,MTBC)入
侵机体引起的慢性人兽共患传染病[1]。2021年全球

新增结核患者1
 

060万例,中国是全球第三大结核病

高负 担 国;2021 年 新 发 结 核 病 患 者 约 78 万[2]。

MTBC属细胞内感染菌,大部分宿主感染 MTBC后

处于潜伏状态(Latent
 

tuberculosis
 

infection,LTBI),
仅5%~10%的患者可发展为活动性结核病[3]。

结核病危害严重[4],如能及时确诊并规范治疗,则

85%以上的患者可治愈[2]。故早发现、早诊断、早治疗

是结核病防控的关键。目前已建立起基于病原学、影
像学、免疫学和分子生物学、病理学等不同的结核病临

床检测方法,明显提升了该病的检出率。各检测方法

在临床应用中仍存在不足。基于病原学的结核患者痰

液抗酸染色-镜检法与细菌培养法是结核病检测的金

标准。但患者痰液培养需耗时2~8周。痰液抗酸染

色-镜检结果灵敏度低,阳性率低于30%[5]。影像学

检测结果特异性低,尤其是初次感染者,容易漏诊。基

于聚合酶链式反应(polymerase
 

chain
 

reaction,PCR)
的分子生物学检测方法易受实验室质量控制差异和外

界同源核酸片段交叉污染的影响[6-7],导致PCR扩增

失败。基于免疫学原理的酶联免疫斑点法(enzyme
 

linked
 

immunospot
 

assay,ELISPOT)是目前结核病

检测灵敏度最高的方法,但该方法不能区分潜伏感染

者与活动性结核病患者[8],且检测价格昂贵,限制了其

临床应用推广。病理学诊断也是结核病重要确诊途径

之一,特别在痰菌阴性肺结核及肺外结核诊断中发挥

重要作用[9]。结核病组织病理学通过观察肉芽肿形成

以及多核巨细胞和郎格罕斯细胞形态,如出现化脓性

无肉芽肿的结核病,则会造成组织病理学假阴性的结

果[10]。基于血清学的结核病特异抗原检测,具有血清

样本获取容易,实验操作过程简单、快速,检测费用低

廉等优势,成为结核病的快速诊断方法,备受科研与临

床工作者的青睐[11-12]。
结核病血清抗体标志物研究现状因结核病复杂的

病程,患者机体免疫功能的差异性,导致临床检测中,
单个或少数几个特异性结核菌抗原临床检测敏感性

低,限制了结核病血清学检测的应用[13]。发现新的临

床检测标志物有助于结核病的控制。Ma等[14]通过六

柱级联的仿生亲和法在结核分枝杆菌培养滤液蛋白

(Cultrure
 

filtrates
 

from
 

M.tuberculosis,MTB-CFPs)
中检测到541个结核分枝杆菌蛋白。而 Rv3048c基

因编码蛋白nrdF2是结核分枝杆菌培养滤液和膜组

分中所存在的高丰度蛋白之一[15];因此,该蛋白可能

是最早与宿主免疫系统接触的结核分枝杆菌抗原之

一。本研究通过对结核分枝杆菌 Rv3048c基因编码

蛋白生物信息学分析,构建基因工程载体pET28a-
Rv3048c-BL21(DE3)并纯化获得高纯度重组蛋白,为
探究该蛋白作为血清标志物的可行性提供实验数据。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株和质粒重组载体构建 所需感受态细胞E.
 

coli
 

DH5α(克隆宿主)、E.
 

coli
 

BL21(DE3)均购自

天根生化(北京)有限公司;热灭活(65
 

℃,10
 

min/次,

3次)Mtb
 

H37Rv菌 和 表 达 载 体 pET28a-E.
 

coli
 

DH5α为实验室冻存菌。

1.2 主 要 试 剂 及 仪 器  AxyPrepTM
 

DNA
 

Gel
 

Extraction
 

Kit购 自 美 国 Axygen 公 司;T4
 

DNA
 

Ligase,FastDigest
 

EcoRI和FastDigest
 

HindIII购自

Thermo
 

Scientific 公 司;6* His,His-Tag
 

mouse
 

Monoclonal
 

antibody购自武汉三鹰生物科技有限公

司;HRP-conjugated
 

Goat
 

Anti-mouse
 

IgG购自武汉

赛维尔生物科技有限公司;2×Taq
 

Plus
 

MixII、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
 

marker、Protein
 

marker购自Takara
 

bio公司;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(上海汗诺仪器);Western

 

blot曝光仪(杭州申花
 

SH-Advance523
 

)。

2 方法

2.1 Rv3048c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Rv3048c基因及其编码蛋白

的氨基酸序列。在 线 软 件 ProtPara(https://web.
expasy.org/protparam/)分析Rv3048c基因编码蛋白

理 化 性 质;ProtScale(https://web.expasy.org/

protscale/)分 析 亲 水 性 和 疏 水 性;DeepTMHMM
(https://dtu.biolib.com/DeepTMHMM)预测跨膜
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区域;SignaIP6.0(https://services.
 

healthtech.
 

dtu.
dk/service.php? SignalP-6.0)预 测 信 号 肽;

NetPhos3.1(http://www.cbs.dtu.dk/services/

NetPhos/)预 测 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/ser

 

vice.php? NetAcet-1.0)分析其N-乙酰化

位点。

2.1.2 抗 原 表 位 分 析 及 蛋 白 相 互 作 用 分 析  
Rv3048c基因编码蛋白抗原表位分析Rv3048c所表达

的 蛋 白 质 用 BepiPred-2.0 预 测 B 细 胞 表 位;

SYFPEITHI (http://www.syfpeithi.de/index.
htmL)和 Rankpep(http://imed.med.ucm.es/

Tools/rankpep.htmL)对特定的DRB1*0401即 Th
细胞表位预测与 HLA-A*02∶01即限制性CTL细

胞表位的预测;NetMHCpan4.1(https://
 

services.
 

healthtech.
 

dtu.
 

dk/service.
 

php?
 

NetMHCpan-4.1)
预测表位与 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
 

分子的结合;蛋白相互作用网络分

析(https://string-db.org/)。

2.2 Rv3048c基因引物设计与重组载体构建

2.2.1 Rv3048c基 因 引 物 设 计 及 合 成  依 据

GenBank网站Mycobacterium
 

tuberculosis
 

H37Rv 的

Rv3048c基 因 序 列 信 息 显 示:该 基 因 (GeneID:

888886)共975
 

bp。根据序列信息设计上游引物:P1:

5'-GGAATTCCATATGACTGGAAACGCAAAGC
 

TAAT-3'(下划线为 NdeI酶切位点);下游引物5'-
CCCAAGCTTGGCTAGAAGTCCCAGTCATCGTC

 

CT-3'(下划线为
 

HindIII酶切位点)。引物由生工生

物工程(上海)股份有限公司合成。

2.2.2 重组载体构建 以上述引物和实验室保存的

热灭 活 结 核 分 枝 杆 菌 基 因 组 为 模 板 PCR 扩 增

Rv3048c基因,使用1%琼脂糖凝胶验证PCR结果。
然后将PCR产物和提取的pET28a质粒分别用NdeI
(FastDigest)和 HindIII(FastDigest)双酶切;双酶切

质粒pET28a与Rv3048c基因经T4
 

DNA
 

Ligase连

接。取10
 

μL连接产物热激转化入感受态细胞 E.
 

coli
 

DH5α,加入600
 

μL
 

LB培养基,37
 

℃培养30
 

min,取200
 

μL涂布于固体LB(Kan+)琼脂平板后筛

选阳性克隆,并采用PCR验证目标基因Rv3048c成功

克隆的菌株。将通过以上方法验证的重组菌送生工生

物工程(上海)股份有限公司基因测序,测序正确的重

组克隆菌株命名为E.
 

coli
 

pET28a-Rv3048c-DH5α。

2.3 pET28a-Rv3048c重组质粒验证

2.3.1 pET28a-Rv3048c重组质粒 PCR验证将构

建的重组E.
 

coli
 

pET28a-Rv3048c-DH5α菌液接种

LB培养基,于37
 

℃,200
 

rpm摇床培养12-16
 

h,按照

诺维赞质粒提取试剂盒说明书提取质粒。pET28a-
 

Rv3048c-DH5α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
 

℃
 

30
 

s;

60
 

℃
 

20
 

s;72
 

℃
 

60
 

s)30个循环;72
 

℃
 

8
 

min。经1%
琼脂糖凝胶电泳验证PCR结果

2.3.2 pET28a-Rv3048c重组质粒双酶切验证 质

粒pET28a-Rv3048c-DH5α 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
 

℃
 

5
 

min灭活。经1%琼脂糖凝胶

电泳验证双酶切结果。

2.4 重组蛋白可溶性表达分析 按照重组载体构建

E.
 

coli
 

pET28a-Rv3048c-BL21(DE3)菌株,将其转

接在含1‰硫酸卡那霉素的LB培养基中12-16
 

h,200
 

rmp,37
 

℃摇床培养4-6
 

h到A600 值为0.4-0.6时,加
入终浓度1

 

mmol/L
 

IPTG,诱导4~6
 

h后将菌液

9
 

800
 

r/min(离心半径10
 

cm)离心10
 

min。加入10
 

mmol/L,pH7.4
 

PBS重悬离心后沉淀,9
 

800
 

r/min
离心5

 

min,此步骤共重复3次;按25
 

mL的PBS加入

1
 

g菌泥的量重悬菌体,在功率25%的超声波破碎仪,
以工作3

 

s停5
 

s冰浴,破碎菌体40
 

min,离心后分别

收集上清与沉淀进行SDS-SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-
 

polyacrylamide
 

gel
 

electrophoresis,SDS-
PAGE)分析。

2.5 Rv3048c基因编码的重组蛋白纯化 取1
 

mL
体积的镍金属螯合层析填料,加入重力柱后分别用10
倍 体 积 ddH2O 和 10

 

mmol/L 磷 酸 盐 缓 冲 液

(Phosphate
 

buffer
 

solution,PBS)(pH7.4+0.4
 

mol/

L
 

NaCl)平衡重力柱10次;取1
 

mL超声波破菌离心

上清液加入重力柱,吸管吹吸混匀后室温孵育30
 

min;收集全部 流 穿 液,然 后 用10倍 体 积 PBS(10
 

mmol/L,0.4
 

mol/LNaCl,pH7.4)洗涤重力柱十次,
收集末次,弃掉其他洗杂样;用0.5

 

moL咪唑洗脱填

料3次(1
 

mL/次),收集3次洗脱液。将重组蛋白纯

化后收集的所有样品经10%SDS-PAGE分析。

2.6 SDS-PAGE与 Western
 

blot鉴定 将重组蛋白

E.
 

coli
 

pET28a-Rv3048c-BL21(DE3)超声波破菌后

上清和蛋白纯化洗脱组分用10%SDS-PAGE检测。
取其中一块凝胶用考马斯亮蓝染色评估,另一块凝胶

在200
 

mA、120
 

min条件下转到PVDF膜上,用5%
脱脂奶粉封闭2

 

h;在摇床上1×TBST(1
 

L加入1
 

mL
吐温-20)快速清洗3次,每次10

 

min。加入小鼠抗
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His-Tag一抗,冰箱4
 

℃过夜,在摇床上TBST快速清

洗3次,加入羊抗小鼠二抗,室温摇床孵育2
 

h,用

TBST清洗3次,用200
 

μL超敏发光液曝光检测。

结 果

1 Rv3048c基因编码蛋白nrdF2生物信息学分析

1.1 Rv3048c基 因 编 码 蛋 白 理 化 性 质  获 取

Rv3048c基因编码蛋白nrdF2(登录号:YP_177921.
1)。检索到其氨基酸序列:MTGNAKLIDRVSAINW

 

NRLQDEKDAEVWDRLTGNFWLPEKVPVSNDIP
 

SWGTLTAGEKQLTMRVFTGLTMLDTIQGTVGA
 

VSLIPDALTPHEEAVLTNIAFMESVHAKSYSQIF
 

STLCSTAEIDDAFRWSEENRNLQRKAEIVLQYY
 

RGDEPLKRKVASTLLESFLFYSGFYLPMYWSSR
 

AKLTNTADMIRLIIRDEAVHGYYIGYKFQRGLA
 

LVDDVTRAELKDYTYELLFELYDNEVEYTQDL
 

YDEVGLTEDVKKFLRYNANKALMNLGYEALFP
 

RDETDVNPAILSALSPNADENHDFFSGSGSSYVI
 

GKAVVTEDDDWDF。

Rv3048c编码蛋白Nrd2由324个氨基酸组成;负
电荷氨基酸(Asp+Glu)52个,其中Asp

 

27个,Glu25
个;正电荷氨基酸(Arg+Lys)31个,其中 Arg16个,

Lys15个;含量最高的是 Leu(10.8%),其次是 Asp
(8.3%)。分子式为C1665H2542N426O513S8,原子总数为

5
 

154,该蛋白理论分子质量为36.991
 

53
 

ku,等电点

为4.57,酸性,消光系数为63
 

830(mol/L)-1cm-1,在
哺乳动物网织红细胞体外的半衰期为30

 

h,酵母内的

半衰期大于20
 

h,大肠埃希菌内的半衰期大于10
 

h。
不稳定系数为27.77,脂溶系数为86.70。

1.2 Rv3048c编 码 蛋 白 Nrd2 抗 原 表 位 分 析  
ABCpred-2.0预测B细胞表位筛选出来的表位共5
个(表1)。

表
 

1 ABCpred-2.0筛选出来的B细胞表位
Table

 

1 B
 

cell
 

epitopes
 

screened
 

by
 

ABCpred-2.0
编号
No.

起始
Start

结束
End

肽段
Peptide

长度(bp)
Length

1 303 318 SGSGSSYVIGKAVVTE 16
2 170 185 GFYLPMYWSSRAKLTN 16
3 24 39 DAEVWDRLTGNFWLPE 16
4 89 104 TPHEEAVLTNIAFMES 16
5 81 96 VSLIPDALTPHEEAVL 16

T细胞的表位预测,综合SYFPEITHI服务器所

给出的结果,Rv3048c编码蛋白Nrd2的CTL细胞表

位和Th细胞表位共有9个(表2)。

1.3 Rv3048c基因编码蛋白 NrdF2亲疏水性、信号

肽、跨膜结构域及磷酸化位点分析 ProtScale预测

Rv3048c基因编码蛋白Nrd2的亲水氨基酸数量比疏

水氨基酸数量多,整体表现为亲水性蛋白,蛋白残基

N98疏水性最强,Score值为1.844,P135亲水性最

强,Score值为-2.956(图1A)。

表
 

2 SYFPEITHI预测CTL细胞表位和Th细胞表位
Table

 

2 SYFPEITHI
 

predict
 

CTL
 

and
 

Th
 

cell
 

epitopes
名称
Name

肽段
Peptide

合计
Total

DRB1*0401

AFRWSEENRNLQRKA
EALFPRDETDVNPAI
ADMIRLIIRDEAVHG
LALVDDVTRAELKDY
TEDVKKFLRYNANKA
NPAILSALSPNADEN

6

HLA-A*02∶01
KLIDRVSAI
YTYELLFEL
LLFELYDNEV

3

  A protscale预 测 Rv3048c编 码 蛋 白 NrdF2亲 疏 水 性 B 
DeepTMHMM预测Rv3048c编码蛋白NrdF2跨膜区域 C Signalp-
6.0预测Rv3048c编码蛋白NrdF2的信号肽 D 预测Rv3048c编码
蛋白NrdF2的磷酸化位点

图
 

1 Rv3048c编码蛋白NrdF2亲疏水、跨膜区域、信号肽、
磷酸化位点预测

A Prediction
 

of
 

Rv3048c
 

coding
 

protein
 

NrdF2
 

hydrophilicity
 

and
 

hydrophobicity
 

based
 

on
 

protscale
 

online
 

prediction
 

software B 
Prediction

 

of
 

Rv3048c
 

coding
 

protein
 

NrdF2
 

transmembrane
 

domain
 

based
 

on
 

DeepTMHMM
 

online
 

signal
 

peptide
 

prediction
 

software
 

 C 
Prediction

 

of
 

Rv3048c
 

coding
 

protein
 

NrdF2
 

signal
 

peptide
 

based
 

on
 

Signalp-6.0
 

online
 

prediction
 

software D Prediction
 

of
 

Rv3048c
 

coding
 

protein
 

NrdF2
 

phosphorylation
 

sites
Fig.1 Prediction

 

of
 

Rv3048c
 

coding
 

protein
 

NrdF2
 

hydrophilic,
transmembrane

 

region,signal
 

peptide,and
 

phosphorylation
 

site
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DeepTMHMM 预 测 Rv3048c 基 因 编 码 蛋 白

Nrd2 无 信 号 区 序 列,其 为 胞 内 蛋 白 (图 1B);

SignaIP6.0预测表明没有信号肽(Sec/SPI)、脂蛋白信

号肽(Sec/SPII)、TAT信号肽(Tat/SPI)、TAT脂蛋

白信 号 肽 (Tat/SPII)、菌 毛 样 蛋 白 信 号 肽 (Sec/

SPIII),说明该蛋白无信号肽(图1C)。

NetPhos3.1预测磷酸化位点结果显示共有36个

磷酸化位点,其中16个丝氨酸(Ser)磷酸化位点,14
个苏氨酸(Thr)磷酸化位点,6个酪氨酸(Tyr)磷酸化

位点(图1D)。

1.4 Rv3048c基因编码蛋白NrdF2蛋白糖基化预测

NetNGlyc
 

1.0
 

Server分析Rv3048c蛋白无N-糖基化

位点,见(图2A),YinOYang
 

1.2
 

Server预测无O-糖
基化位点(图2B),利用NetAcet-1.0分析其存在1个

乙酰化位点,在N2位置。

  A Rv3048c编码蛋白 NrdF2
 

N-糖基化位点 B Rv3048c编码
蛋白NrdF2

 

O-糖基化位点
图

 

2 Rv3048c编码蛋白NrdF2
 

N-糖基化位点和O-糖基化位点预测

A Prediction
 

of
 

Rv3048c
 

coding
 

protein
 

NrdF2
 

N-glycosylation
 

site B Prediction
 

of
 

Rv3048c
 

coding
 

protein
 

NrdF2
 

O-glycosylation
 

site
Fig.2 Prediction

 

of
 

Rv3048c
 

coding
 

protein
 

NrdF2
 

N-glycosylation
and

 

O-glycosylation
 

sites

1.5 Rv3048c基因编码蛋白NrdF2相互作用 相互

作用蛋白网络预测结果显示,与Rv3048c基因编码蛋

白nrdF2相互作用蛋白有10个,包括nrdH、nrdB、

adk、tmk、cmk、ndkA、gmk、nrdZ、nrdE、nrdI(图3)。

10个蛋白中有5个与nrdF2性质相似。NrdE,NrdZ
提供DNA合成所需的前体,催化相应核苷酸中合成

脱氧核糖核苷酸。nrdI参与核糖核苷酸还原的蛋白

质,也可能参与核糖核苷酸还原酶功能。Rv3053c基

因编码蛋白nrdH 是谷胱甘肽类蛋白,可能是谷氨酰

胺电子转运成分。NrdB可能参与脂质代谢的氧化

酶。

图
 

3 Rv3048c蛋白相互网络分析

Fig.3 Interaction
 

network
 

analysis
 

of
 

Rv3048c
 

protein

2 Rv3048c基因重组质粒的构建与验证

2.1 目标基因Rv3048c的获取与重组质粒构建 将

Rv3048c基因PCR产物及pET28a(+)双酶切产物经

PCR清洁试剂盒回收处理后用T4DNA
 

Ligase连接,
连接产物转化感受态E.

 

coli-DH5α,挑取单克隆后菌

液PCR验证;经1%琼脂糖核酸凝胶电泳结果显示:
约1

 

000
 

bp处有一明显的电泳条带,而对照组质粒

pET28a
 

(+)-DH5α的PCR产物中未见(图4A)。原

始质粒和重组质粒分别用限制性核酸内切酶的单酶切

和双酶切,酶切产物用1%琼脂糖凝胶电泳检测,结果

显示分别在约1
 

000
 

bp处和约6
 

000
 

bp处有明显电

泳条带(图4B)。以上验证结果均表明,目标基因成功

构建到pET28a
 

质粒上。

  A 1 pET28a-DH5α 质粒PCR 2 重组pET28a-RV3048C-
DH5α质粒PCR 3 Maker

 

DL3000 B 1 Maker
 

DL15000 2 
pET28a-DH5α质粒结果 3 pET28a-DH5α 质粒双酶切结果 4 
重组pET28a-RV3048C-DH5α质粒结果 5 重组pET28a-RV3048C-
DH5α质粒双酶切结果 6 Maker

 

DL2000
图

 

4
 

pET28a原始质粒与重组质粒双酶切及PCR验证

A 1 pET28a-DH5α
 

plasmid
 

PCR 2 Recombinant
 

pET28a-
RV3048C-DH5α

 

plasmid
 

PCR 3 Maker
 

DL3000 B 1 Maker
 

DL15000 2 pET28a-DH5α
 

plasmid
 

results 3 Double
 

restriction
 

endonuclease
 

digestion
 

results
 

of
 

PET28A-DH5α
 

plasmid 4 
Recombinant

 

pET28a-RV3048C-DH5α
 

plasmid 5 Double
 

restriction
 

endonuclease
 

digestion
 

results
 

of
 

pET28a-RV3048C-DH5α
 

plasmid 6
 Maker

 

DL2000
Fig.4 Double

 

restriction
 

endonuclease
 

digestion
 

and
 

PCR
of

 

pET28a
 

original
 

plasmid
 

and
 

recombinant
 

plasmid
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2.2 pET28a(+)-Rv3048c重组验证质粒测序 为

进一步证实Rv3048c基因被100%正确构建,对PCR
及限制性核酸内切酶双酶切验证后质粒进行测序验

证。重组pET28a-Rv3048c-
 

DH5α测序结果与 NCBI
数据库检索到 Rv3048c基因序列完全一致;其中图

5A仅展示了部分序列比对结果;将pET28a-Rv3048c-
DH5α测定基因序列与NCBI网站公布的Rv3048c基

因序列在SnapGene上比对,结果显示100%正确(图

5B),以上结果表明亚克隆到pET-28a(+)载体的

Rv3048c基因序列完全正确。

  A pET28a-Rv3048c基因测序部分序列与其标准序列的比对结果

 B Rv3048c基因重组质粒测序结果与NCBI上检索Rv3048c基因序
列在SnapGene上的比对结果

图
 

5 pET28a-Rv3048c测序结果与标准序列的比对

A Comparison
 

of
 

partial
 

sequence
 

of
 

pET28a-Rv3048c
 

gene
 

with
 

its
 

standard
 

sequence B The
 

results
 

of
 

Rv3048c
 

gene
 

recombinant
 

plasmid
 

sequencing
 

were
 

compared
 

with
 

the
 

results
 

of
 

Rv3048c
 

gene
 

sequence
 

retrieval
 

on
 

SnapGene
 

in
 

NCBI
Fig.5 Comparison

 

of
 

pET28a-Rv3048c
 

sequencing
 

results
with

 

standard
 

sequences

2.3 Rv3048c基因编码蛋白 NrdF2的重组表达、纯

化与鉴定

2.3.1 Rv3048c基因编码蛋白NrdF2的诱导表达重

组 蛋白表达受菌体培养温度、转速、诱导剂的种类及

其加入量和诱导时长等因素的影响。在37
 

℃的对数

生长期(A600=0.8~1.0)菌液中加入终浓度为1
 

mg/

mL的诱导剂IPTG,5~6
 

h后收集菌体,常规SDS-
PAGE电泳检测,IPTG诱导组分中在约36~38

 

ku处

有明显的重组蛋白表达的条带,而未加IPTG的发酵

液菌体中此处蛋白条带不明显(图6)。且该蛋白在超

声波破碎后离心的菌体上清液与沉淀物中均存在,表
明Rv3048c编码蛋白 NdrF2在大肠埃希菌中为部分

可溶性表达(图6)。

2.3.2 镍金属螯合层析法纯化重组 NrdF2蛋白

pET28a 表达载体的 N端与C端各有一个6×His
标签蛋白,而金属螯合层析与蛋白质的组氨酸能发生

相互作用或吸附,进而实现对含 His标签蛋白的分离

纯化。超声波破碎后上清液用经典镍离子金属螯合层

析法分离纯化。纯化后重组蛋白SDS-PAGE检测,结
果显示重组NrdF2蛋白被有效纯化(图7A)。为了进

一步验证纯化出的重组NrdF2蛋白,应用小鼠抗 His
标签抗体与重组表达及镍金属螯合层析后蛋白组分进

行 Western
 

blot验证,结果显示该重组蛋白被有效表

达并分离纯化(图7B)。

  M Maker 1 未诱导pET28a-Rv3048c-BL21(DE3)重组菌菌
泥 2 诱 导 后 pET28a-Rv3048c-BL21(DE3)菌 泥 3 pET28a-
Rv3048c-BL21(DE3)诱导后破碎 沉 淀 4 pET28a-Rv3048c-BL21

 

(DE3)诱导后破碎后上清 5 pET28a-Rv3048c-BL21(DE3)重组菌
镍金属螯合层析的流穿液 6 纯化后末次洗杂液 7~9 分别为:
0.5

 

mol/L咪唑洗脱组分1~3
图

 

6 Rv3048c蛋白可溶性表达及纯化SDS-PAGE
M Maker 1 pET28a-Rv3048c-BL21

 

(DE3)
 

recombinant
 

bacteria
 

sludge
 

was
 

not
 

induced 2 pET28a-Rv3048c-BL21
 

(DE3)
 

sludge
 

after
 

induction 3 pET28a-Rv3048c-BL21
 

(DE3)
 

induced
 

crushing
 

precipitation 4 pET28a-Rv3048c-BL21
 

(DE3)
 

after
 

induction
 

and
 

crushing
 

supernatant 5 The
 

analysis
 

of
 

the
 

purified
 

nickel
 

metal
 

chelation
 

flow
 

solution 6 the
 

last
 

component
 

of
 

wash
 

solution 7-9 The
 

elution
 

component
 

1-3
 

by
 

0.5
 

mol/L
 

imidazole
Fig.6 SDS-PAGE

 

of
 

soluble
 

expression
 

and
 

purification
of

 

Rv3048c
 

protein

  A SDS-PAGE结果 M Marker 1 pET28a-Rv3048c-BL21
(DE3)诱导破碎后上清 2 pET28a-Rv3048c-BL21(DE3)镍金属螯
合纯化洗脱组分 B Western

 

blot结果 1、2 pET28a-Rv3048c-
BL21

 

(DE3)镍金属螯合纯化洗脱组分1和23pET28a-Rv3048c-BL21
 

(DE3)诱导破碎后上清
图

 

7 融合蛋白异源表达可溶性及蛋白纯化SDS-PAGE
及 Western

 

blot鉴定结果

A The
 

SDS-PAGE
 

result M Maker 1 pET28a-Rv3048c-
BL21

 

(DE3)
 

induced
 

crushing
 

supernatant 2 pET28a-Rv3048c-
BL21(DE3)

 

Nickel
 

metal
 

chelate
 

purified
 

elution
 

component B 
Western

 

blot
 

results 1,2 pET28a-Rv3048c-BL21(DE3)
 

nickel
 

metal
 

chelate
 

purified
 

elution
 

component1,2
 

3pET28a-Rv3048c-BL21
 

(DE3)
 

induced
 

crushing
 

supernatant
Fig.7 Solubility

 

of
 

heterologous
 

expression
 

for
 

fusion
 

protein
 

and
protein

 

purification
 

SDS-PAGE
 

and
 

Western
 

blot
 

identification
 

results
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讨 论

结核病仍是严重威胁人类健康的传染病之一[16],
机体在感染结核分枝杆菌后,部分患者无明显症状而

漏诊后发展为活动性结核患者。结核病的早期、快速

检测对于该病的早期化疗和传播控制意义重大。虽然

结核病细菌学检查是该病临床检测的“金标准”,然而

患者痰液抗酸染色涂片阳性率偏低;痰液细菌学培养

耗时长,很难满足临床快速检测的需求;尤其是痰液细

菌培养阴性肺结核、肺外结核和儿童结核的临床诊断

十分困难。免疫学检查标本来源方便、简便、快速、灵
敏,目前已成为结核病重要的辅助检查手段。特别是

血清学检测方法在人类及动物的多种疾病检测和筛查

中得到广泛应用[17],然而目前通过不同方法取得的多

种结核分枝杆菌抗原蛋白用于结核病的血清学诊断评

测效果欠佳,因此,开发新的快速检测结核患者的生物

标志物迫在眉睫[18]。
本研究选取Rv3048c蛋白进行生物信息学分析,

显示 该 蛋 白 的 氨 基 酸 主 要 由 Leu(10.8%)、Asp
(8.3%)构成。该蛋白与分枝杆菌脱氧核糖核酸合成

途径相关,为无跨膜信号区的细胞质蛋白。磷酸化位

点结果显示共有36个磷酸化位点,其中16个丝氨酸

磷酸化位点,14个苏氨酸磷酸化位点,6个酪氨酸磷酸

化位点,蛋白通过磷酸化修饰从而将影响蛋白酶活性

调节、蛋白构象改变、蛋白相互作用以及蛋白稳定性等

方面[19]。研究表明,Rv3048c基因主要参与
 

DNA
 

复

制途径[20]。该基因的靶向敲除仅在互补等位基因存

在的情况下才能实现,说明该基因在正常体外生长条

件下是必需的。这一观察结果还表明,由nrdF
 

1基因

编码的替代Ib类小亚基不能取代nrdF
 

2,并且Ⅱ类

RNR
 

NrdZ不能取代Ib类酶NrdF
 

2。结核分枝杆菌

具有Ib类核苷酸还原酶(RNR),由nrdE(Rv3051c基

因编码),nrdF2(Rv3048c基因编码)和一个假定的备

用小亚基由nrdF1(Rv1981c基因编码),其中包含关

键的催化残基但不能与nrdE形成功能性核苷酸还原

酶[21]。我们采用LC-MS/MS对 MTB培养滤液蛋白

(MTB-CFPs)分析,共鉴定出632个 MTB蛋白。然

后评 估 检 测 到 蛋 白 的 包 括 emPAI值、分 子 质 量

(Mw)、等电点(pI)、总体亲疏水性(GRAVY)、跨膜结

构域(TMD)和蛋白功能分组等基本生化性质特征值。
应用基因工程方法在大肠埃希菌中重组表达并纯化出

10个emPAI值>1.0的 MTB蛋白。随机选取并制

备了3个emPAI在0.1
 

~
 

0.5之间的 MTB蛋白作

为对照组,采用ELISA法检测重组 MTB蛋白的免疫

原性。计算每种重组 MTB蛋白的敏感性和受试者工

作特征(ROC)曲线。结果表明,Rv2031c、Rv0577、

Rv0831c、Rv0934、Rv3248c的曲线下面积(AUC)值均

高于Rv3875
 

(AUC为0.6643)。进一步分析重组

MTB蛋白免疫小鼠的emPAI值与抗体敏感性、AUC
值和抗体亲和力的关系,emPAI值与它们 呈 正 相

关[22]。研究证实在复杂混合物中,蛋白浓度与其诱导

宿主浆细胞产生的抗体滴度正相关。其中高丰度蛋白

更有可能成为临床结核病血清抗体检测的标志物;而

Rv3048c基因编码蛋白属于上述高丰度蛋白之一。
质粒(Plasmid)是细菌、酵母等细胞中能够自主复

制的较小的DNA分子。大部分的质粒都是双链环状

构型。极小的一部分为线形质粒。质粒的存在与否一

般情况下对宿主细胞生存为非决定性因素;质粒是基

因工程最常见的运载体。大肠埃希菌质粒属于是闭合

的双链DNA。在琼脂糖凝胶电泳过程中可能使质粒

发生开环,或者由开环解开螺旋变成线形。本研究在

实验过程中正常质粒仅出现了一条带,通过PCR、测
序以及双酶切验证都完全正确;未发现造成该情况具

体原因,我们将继续探究导致此结果的原因。总之,本
研究通过生物信息学方法得知Rv3048c蛋白为结核

病患者血清结合的高丰度蛋白,该蛋白含有多个细胞

表位和强免疫原性,可能成为结核病检测的血清标志

物,同时也可作为潜在的重组疫苗候选蛋白。
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登革热流行具有周期性,优势流行株型别与基因

型转换易于引起大规模流行,持续监测跟踪登革病毒

流行情况,加强登革病毒分子流行特征研究,及时发现

本地病例关联,确定传播来源,分析流行特点,可为登

革热科学防控提供理论依据。
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