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（１．贵州医科大学公共卫生与健康学院，环境污染与疾病监控教育部重点实验室，贵州贵阳５６１１１３；

２．贵州医科大学基础医学院生物化学与分子生物学教研室；

３．同济大学医学院附属上海市肺科医院上海市结核病（肺）重点实验室）

【摘要】　目的　探究融合基因编码的蛋白Ｒｖ００７１／７４在北京型结核分枝杆菌的流行和耐药中的作用。　方法　运用

ＮＣＢＩ获取并下载Ｒｖ００７１、Ｒｖ００７４的蛋白氨基酸序列，采用在线软件Ｐｒｏｔｐａｒａｍ、ＰｒｏｔＳｃａｌｅ、ＰＳＯＲＴ分析蛋白的理化性

质、亲疏水性和亚细胞定位；使用在线软件ＳｉｇｎａＩＰ６．０、ＴＭＨＭＭ、ＮｅｔＮＧｌｙｃ１．０、ＮｅｔＰｈｏｓ３．１分析蛋白的信号肽数量、

跨膜区域、糖基化和磷酸化位点；运用软件ＳＰＯＭＡ、ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ进行蛋白的二级结构和三级结构的预测；使用

ＡＢＣｐｒｅｄ、ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ软件进行蛋白的Ｔ、Ｂ细胞抗原表位预测；采用软件ＳＴＲＩＮＧ进行预测分析Ｒｖ００７４蛋白的相互

作用蛋白。　结果　犚狏００７１／７４基因全长１０３２ｂｐ，编码的蛋白氨基酸序数为３４３，分子式为Ｃ１５４８Ｈ２４５８Ｎ４５０Ｏ４８１Ｓ９，为稳

定的疏水蛋白，亚细胞可能定位于细胞质。该蛋白有２１个磷酸化位点，无糖基化位点、信号肽及跨膜区域；二级结构预

测结果显示α螺旋（３８．７８％）、无规卷曲（３７．９０％）为该蛋白的主要元件，三级结构建模与羧肽酶有较高相似性。融合蛋

白Ｒｖ００７１／７４含有３２个Ｂ细胞抗原表位，１７个Ｔ细胞抗原表位。Ｒｖ００７４蛋白的相互作用蛋白为 Ｒｖ００７３、Ｒｖ００７５、

Ｒｖ００７２、Ｒｖ００７１、Ｒｖ３３４６ｃ、ｐｋｓ１５、ＰＰＥ３８、Ｒｖ０５５２、Ｒｖ２０５２ｃ、Ｒｖ２６２８。重组质粒Ｐｅｔ２８ａＲｖ００７１／７４在表达宿主犈．犮狅犾犻

ＢＬ２１中为不可溶性表达；ＳＤＳＰＡＧ证实重组质粒Ｐｅｔ２８ａＲｖ００７１／７４在犈．犮狅犾犻ＢＬ２１表达成功。　结论　生物信息学

预测Ｒｖ００７１／７４可能为羧肽酶家族，Ｔ、Ｂ细胞抗原表位有两个区域重叠，可能是结核病新型疫苗开发新靶点，可为探索

其在北京型结核分枝杆菌致病性中的功能作用提供理论基础。
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　　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）主 要 感 染 人 的 肺 部 引 起 慢 性 疾 病 结 核 病

（ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＴＢ）。２０２２年全球有１０６０万新发结

核病患者，我国的结核病新发患者为７４．８万，结核病

的发病数排第三位［１］。耐药结核分枝杆菌的出现增加

了结核病的治疗难度同时也利于结核病的传播。尽管

贝达喹啉，德拉马尼、前托马尼获得批准，但临床研究

发现能从结核患者体内分离出贝达喹啉和德拉马尼的

耐药菌株［２４］。结核病仍然是严重危害公众健康的全

球公共卫生问题。

我 国 耐 多 药 结 核 病 （Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＭＤＲＴＢ）的主要菌株是结核分枝杆菌

北京家族（Ｂｅｉｊｉｎｇ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ｓｔｒａｉｎ，

Ｂｅｉｊｉｎｇ）
［５］。Ｂｅｉｊｉｎｇ是全球流行株的第二大流行株，

占全球流行株的１１％以上，占我国流行株的６０％～

８０％，我国北方流行株９０％以上为Ｂｅｉｊｉｎｇ
［６］，相比其

他亚型有更高的传播性和毒力［７８］。Ｂｅｉｊｉｎｇ的毒力差

异可能与其遗传异质性有关，其主要特征ＲＤ１０５区缺

失是进化机制中的染色体结构域缺失，而染色体的缺

失可能通过改变或消除基因的功能来影响菌株的毒力

和传播［９］。ＲＤ１０５区的缺失使得犚狏００７１的１８４ｂｐ

区域与犚狏００７４的２８８～１２３６ｂｐ区域融合，从而形成

融 合 基 因 犚狏００７１／７４
［１０］。研 究 表 明 犚狏００７２ 和

犚狏００７３与结核分枝杆菌的 ＡＢＣ转运蛋白系统有

关［１１］，主要负责氨基酸的转运，而犚狏００７１、犚狏００７４的

基因功能未知。迄今，对融合基因编码犚狏００７１／７４编

码的蛋白的功能尚需进一步研究。本研究通过对融合

蛋白犚狏００７１／７４进行生物信息学预测分析，纯化表达

出融合蛋白Ｒｖ００７１／７４，为后续探究该蛋白的免疫原

性及其在致病中的作用提供实验基础，为探讨

Ｒｖ００７１／７４在Ｂｅｉｊｉｎｇ的高传播、高致病力及耐药提供

理论基础，可为后续深入研究Ｂｅｉｊｉｎｇ的致病机制和结

核病新的药物靶点奠定基础。

材料与方法

１　材料

酵母提取物、大豆蛋白胨及胰蛋白胨均购自美国

ＯＸＯＩＤ公司；ＩＰＴＧ诱导剂购自、亲和 Ｎｉ柱、ＰＢＳ粉

剂、琼脂糖购自于上海生物工程股份有限公司；Ｈｉｓ标

签抗体、兔二抗及ＥＣＬ显影液购自武汉爱博泰克生物

科技有限公司；感受态犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３）为上海市

肺科医院结核病（肺）重点实验保存。

２　方法

２．１　犚狏００７１／７４基因编码蛋白的生物信息学分析　

ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）获 取

犚狏００７１、犚狏００７４的基因及蛋白序列。运用表１中的

生物信息学软件或在线网站对结核分枝杆菌Ｒｖ００７１／

７４融合蛋白氨基酸序列及蛋白序列进行预测和分析。

表１　生物信息学软件

犜犪犫犾犲１　犅犻狅犻狀犳狅狉犿犪狋犻犮狊犪狀犪犾狔狊犻狊狊狅犳狋狑犪狉犲

名称

Ｎａｍｅ

网址

Ｗｅｂｓｉｔｅｓ

功能

Ｆｕｃｎｔｉｏｎ

Ｐｒｏｔｐａｒａｍ ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／ 理化特性

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／ 亲疏水性

ＰＳＯＲＴ ｈｔｔｐｓ：／／ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／ 亚细胞定位

ＳｉｇｎａＩＰ６．０ ＳｉｇｎａｌＰ６．０ＤＴＵＨｅａｌｔｈＴｅｃｈＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃＳｅｒｖｉｃｅｓ 信号肽

ＴＭＨＭＭ ｈｔｔｐｓ：／／ｄｔｕ．ｂｉｏｌｉｂ．ｃｏｍ／ＤｅｅｐＴＭＨＭＭ 跨膜区域

ＮｅｔＮＧｌｙｃ１．０ ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＮＧｌｙｃ１．０／ 糖基化

ＮｅｔＰｈｏｓ３．１ ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ３．１／ 磷酸化位点

ＳＰＯＭＡ ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉｂｉｎ／ｓｅｃｐｒｅｄ＿ｓｏｐｍａ．ｐｌ 二级结构

ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ 三级结构

ＡＢＣｐｒｅｄ ｈｔｔｐ：／／ｃｒｄｄ．ｏｓｄｄ．ｎｅｔ／ｒａｇｈａｖａ／ａｂｃｐｒｅｄ／ＡＢＣ＿ｓｕｂｍｉｓｓｉｏｎ．ｈｔｍｌ Ｂ细胞表位

ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ
ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ． ｓｙｆｐｅｉｔｈｉ． ｄｅ／ｂｉｎ／ＭＨＣＳｅｒｖｅｒ． ｄｌｌ／

ＥｐｉｔｏｐｅＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｈｔｍ
ＣＴＬ细胞表位

ＳＴＲＩＮＧ
ｈｔｔｐｓ：／／ｃｎ． ｓｔｒｉｎｇｄｂ． ｏｒｇ／ｃｇｉ／ｉｎｐｕｔ？ ｓｅｓｓｉｏｎＩｄ ＝

ｂｐｐｖＣｌ４５１ＹＵｚ
蛋白互作网络

２．２　融合基因犚狏００７１／７４引物设计及重组载体的构

建

２．２．１　融合基因犚狏００７１／７４基因引物设计、合成及

重组质粒鉴定　融合基因犚狏００７１／７４的基因序列主
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要继承犚狏００７１的１～８４ｂｐ区域和犚狏００７４的２８８～

１２３６ｂｐ区域的基因序列。通过ＰｒｉｍｅｒＢｌａｓｔ进行引

物设计，由深圳华大基因股份有限公司合成。将重组

质粒进行ＰＣＲ反应扩增，用１％的琼脂糖凝胶验证扩

增产物。

２．２．２　构建犈．犮狅犾犻Ｐｅｔ２８ａＲｖ００７１／７４ＢＬ２１菌株　

取１μＬ的质粒热击转化入实验室保存的感受态细胞

犈．犮狅犾犻ＢＬ２１，加入５００μＬＬＢ培养基，３７℃培养３０

ｍｉｎ，取２００μＬ涂布于含卡那霉素的ＬＢ固体琼脂平

板，３７℃培养过夜挑选阳性克隆。

２．３　重组蛋白Ｒｖ００７１／７４表达分析　将阳性克隆菌

株犈．犮狅犾犻Ｐｅｔ２８ａＲｖ００７１／７４ＢＬ２１转接至含卡那霉

素的５００μＬＬＢ液体培养基中２～３ｈ。将活化的菌液

扩大培养，转接至的含卡那霉素抗性ＬＢ液体中，２２０

ｒ／ｍｉｎ，３７℃摇床培养至Ａ６００ 值为０．６～０．８时，收集

诱导前的菌液后再加入终浓度为１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ。

于２２０ｒ／ｍｉｎ，１６℃摇床培养１２～１６ｈ。诱导后的菌

液５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。加入１０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ７．４

ＰＢＳ重悬菌沉淀，５０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径９．８ｃｍ）离心

１０ｍｉｎ，重复３次。按２５ｍＬＰＢＳ重悬１ｇ菌沉淀的

比例重悬所有菌沉淀，超声破碎仪工作３ｓ，停歇１０ｓ，

破碎菌体３ｍｉｎ，离心后分别收集破碎上清和沉淀进

行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）进行分析。超声波破碎

后菌沉淀用８ｍｏｌ／Ｌ尿素变性处理后用镍离子金属层

析螯合层析法分离纯化。

２．４　重组蛋白Ｒｖ００７１／７４纯化　取３ｍＬ体积的镍

金属螯合层析填料，加入重力柱后用１０倍柱体积的

ｄｄＨ２Ｏ 清洗，１０ 倍柱体积 ２０ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ，３００

ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ洗柱。将超声上清挂柱２次，使用

Ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ、Ｗａｓｈｉｎｇｂｕｆｆｅｒ、Ｅｌｕｔｉｏｎｂｕｆｆｅ各１０ｍＬ

（均ｐＨ８．０），收集超声上清、超声沉淀、各洗脱液进行

１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分析，使用考马斯亮蓝染色液进行评

估。

２．５　 重 组 蛋 白 Ｒｖ００７１／７４ 鉴 定 　 取 ２．４ 中

Ｅｌｕｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ洗脱成分在４℃的环境下进行蛋白透析

复性，蛋白的透析复性液采用ｐＨ值７．４的ＰＢＳ缓冲

液。取透析复性的蛋白经１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离后，

转移至ＰＶＤＦ膜，用５％的ＢＳＡ室温封闭２ｈ；加入兔

抗 Ｈｉｓ标签抗体于４℃孵育过夜；用 ＴＢＳＴ洗涤３

次，加入兔抗，室温孵育２ｈ；用ＴＢＳＴ洗涤３次，ＥＣＬ

显色，蒸馏水终止反应。

结　果

１　融合蛋白犚狏００７１／７４生物信息学预测

１．１　目的基因基本信息及序列分析　从ＧｅｎＢａｎｋ网

站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Ｈ３７Ｒｖ的犚狏００７４的基

因序列显示：该基因的ＧｅｎｅＩＤ为８８６９７６，犚狏００７１的

基因序列显示：该基因的基因ＩＤ为８８６９８８。Ｒｖ００７１

蛋白ＧｅｎＢａｎｋ登录号为：ＣＣＰ４２７９４．１，Ｒｖ００７４蛋白

登录号为：ＮＰ＿２１４５８８．１。

１．２　融合蛋白基本理化性质的分析　融合蛋白的分

子式为Ｃ１５４８Ｈ２４５８Ｎ４５０Ｏ４８１Ｓ９，由４９４６个原子构成，包

含Ｃ、Ｈ、Ｎ、Ｏ、Ｓ 五 种 元 素，相 对 分 子 质 量 为

３５３５７．８１，理论等电点为５．０５。融合蛋白Ｒｖ００７１／７４

由２２种氨基酸组成丙氨酸（Ａｌａ）所占比例为１６．６％，

Ｖａｌ占１２．８％，Ｇｌｙ占１０．２％，其余氨基酸所占比例不

足１０％。该蛋白中带正电荷的氨基酸残基总数为

（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）总数为２６，带负电荷的氨基酸残基（Ａｓｐ

＋Ｇｌｕ）总数为３９，其不稳定指数为３９．１９，可能为稳定

蛋白。脂肪指数为９２．４８。

１．３　亲疏水性及亚细胞定位　融合蛋白的亲疏水氨

基酸的分布结果见图１。该蛋白的多肽链中第１６９位

缬氨酸具有最高值２．３８９，疏水性较强，第６５位的精

氨酸具有最低值－２．９００，亲水性较强，总体上呈疏水

性。融合蛋白的亚细胞定位于细胞质。

图１　融合蛋白犚狏００７１／７４的亲疏水性分析

犉犻犵．１　犎狔犱狉狅狆犺狅犫犻犮犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犳狌狊犻狅狀犚狏００７１／７４狆狉狅狋犲犻狀

１．４　蛋白的信号肽、跨膜区、糖基化及磷酸化位点预

测分析　融合蛋白Ｒｖ００７１／７４的信号肽预测分析结

果显示无信号肽；融合蛋白Ｒｖ００７１／７４序列的氨基酸

残基共３４３个，预测分析结果显示该蛋白不存在跨膜

序列（图２），无Ｎ型糖基化位点，磷酸化位点有２１个，

其中丝氨酸有８个，苏氨酸有１０个，酪氨酸有３个。

１．５　蛋白质的二级结构及三级结构　融合蛋白

Ｒｖ００７１／７４的二级结构，结果见图４，其中 α螺旋

（Ｈｈ）结构１３３个，占３８．７８％；无规卷曲（Ｃｃ）１３０个，

占比３７．９０％；延伸链（Ｅｅ）结构５０个，占１４．５８％；β

转角（Ｔｔ）３０个，占８．７５％。该蛋白的三级结构见图

５。该模型ＧＭＯＥ评分为０．９１，建模质量良好。
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图２　犇犲犲狆犜犕犎犕犕预测融合蛋白犚狏００７１／７４跨膜区域

犉犻犵．２　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狋狉犪狀狊犿犲犿犫狉犪狀犲犱狅犿犪犻狀狊狅犳犳狌狊犻狅狀

犚狏００７１／７４狆狉狅狋犲犻狀犻狀犇犲犲狆犜犕犎犕犕

图３　融合蛋白犚狏００７１／７４磷酸化位点分析

犉犻犵．３　犘狉犲犱犻犮狋犲犱狆犺狅狊狆犺狅狉狔犾犪狋犲狊犻狋犲狊狅犳犳狌狊犻狅狀犚狏００７１／７４狆狉狅狋犲犻狀

图４　犛犗犘犕犃预测融合蛋白犚狏００７１／７４的二级结构

犉犻犵．４　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲狊犮犲狅狀犱犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犳狌狊犻狅狀

狆狉狅狋犲犻狀犚狏００７１／７４

１．６　融合蛋白 Ｒｖ００７１／７４的抗原表位　融合蛋白

Ｒｖ００７１／７４的Ｂ细胞抗原表位预测结果见表２，当临

界阈值为０．５１时该蛋白有３２个Ｂ细胞相关抗原表

位。应用ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ软件预测融合蛋白Ｒｖ００７１／７４

的Ｔ细胞表位，当临界阈值为２１时该蛋白有１７个

ＣＴＬ细胞的相关抗原表位（表３），Ｔ、Ｂ细胞抗原表位

有两个区域重叠，起始氨基酸的位置位于第９０位和第

１８１位。

图５　融合蛋白犚狏００７１／７４三维结构

犉犻犵．５　犘狉犲犱犻犮狋犲犱狋犺狉犲犲犱犻犿犲狀狊犻狅狀狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犳狌狊犻狅狀

犚狏００７１／７４狆狉狅狋犲犻狀

表２　融合蛋白犚狏００７１／７４的犅细胞抗原表位预测

犜犪犫犾犲２　犘狉犲犱犻犮狋犲犱犅犮犲犾犾犲狆犻狋狅狆犲狊狅犳犳狌狊犻狅狀犚狏００７１／７４狆狉狅狋犲犻狀

等级

Ｒａｎｋ

表位序列

Ｅｐｉｔｏｐｅｓｅｑｕｅｎｃｅ

开始氨基酸位置

Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄ

得分

Ｓｃｏｒｅ

１ ＴＲＳＧＧＨＣＷＦＬ ８２ ０．７８

２ ＰＥＬＶＶＳＧＰＰＬ ７２ ０．７８

３ ＴＴＩＲＤＬＧＤＲＤ ４５ ０．７５

４ ＡＩＶＡＱＧＶＷＣＧ １９６ ０．７５

５ ＧＩＥＨＣＴＦＬＳＥ １７５ ０．７４

６ ＳＧＱＬＡＡＶＶＡＡ １３８ ０．７４

７ ＡＡＡＬＲＳＧＩＴＴ ３７ ０．７２

８ ＰＶＤＰＶＤＡＶＶＡ １９ ０．７２

９ ＷＩＫＶＭＡＴＧＧＦ １１５ ０．７２

１０ ＡＡＲＧＡＤＷＩＫＶ １０９ ０．７２

１１ ＴＴＶＧＰＥＬＶＶＳ ６８ ０．７

１２ ＰＷＱＰＱＹＧＳＧＱ １３１ ０．７

１３ ＳＶＤＰＶＤＰＶＤＰ ７ ０．６９

１４ ＩＰＲＶＹＰＥＭＰＥ ２０８ ０．６９

１５ ＦＬＳＥＧＳＡＡＡＳ １８１ ０．６９

１６ ＶＶＡＡＡＥＱＶＧＬ １４４ ０．６９

１７ ＥＹＲＱＫＴＴＶＧＰ ６３ ０．６８

１８ ＤＡＶＶＡＶＧＲＡＲ ２４ ０．６８

１９ ＬＶＤＡＶＱＥＲＡＡ １０１ ０．６７

２０ ＭＳＳＩＴＶＳＶＤＰ １ ０．６７

２１ ＴＡＳＤＰＷＱＰＱＹ １２７ ０．６６

２２ ＤＲＤＹＡＡＬＡＬＲ ５２ ０．６５

２３ ＴＡＨＡＨＡＴＡＧＩ １５６ ０．６５

２４ ＧＦＶＴＴＡＳＤＰＷ １２３ ０．６５

２５ ＶＧＬＰＶＴＡＨＡＨ １５１ ０．６４

２６ ＱＧＶＷＣＧＭＴＩＰ ２００ ０．６３

２７ ＰＶＤＰＶＤＰＶＤＰ １３ ０．６２

２８ ＡＶＧＲＡＲＲＨＡＡ ２８ ０．６１

２９ ＦＬＧＧＶＡＤＳＶＥ ９０ ０．５９

３０ ＬＡＬＲＥＥＹＲＱＫ ５８ ０．５８

３１ ＶＡＤＳＶＥＥＬＶＤ ９４ ０．５５

３２ ＳＡＡＡＳＰＤＶＶＥ １８６ ０．５２
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表３　融合蛋白犚狏００７１／７４犎犔犃犃０２：０１限制性

犆犜犔细胞抗原表位预测

犜犪犫犾犲３　犜犺犲犲狆犻狋狅狆犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犳狌狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀犻狀犎犔犃犃０２：０１

狉犲狊狋狉犻犮狋犲犱犆犜犔犮犲犾犾狊

等级

Ｒａｎｋ

表位序列

Ｅｐｉｔｏｐｅｓｅｑｕｅｎｃｅ

开始氨基酸位置

Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄ

得分

Ｓｃｏｒｅ

１ ＡＬＲＳＧＩＴＴＩ ３９ ２８

２ ＶＬＰＤＤＬＶＹＬ ２５６ ２８

３ ＦＬＧＧＶＡＤＳＶ ９０ ２５

４ ＲＬＩＤＡＧＡＲＶ ２３２ ２５

５ ＧＶＡＤＳＶＥＥＬ ９３ ２４

６ ＥＭＰＥＮＬＶＡＶ ２１４ ２４

７ ＤＬＬＡＶＡＡＧＶ ３０２ ２４

８ ＳＩＴＶＳＶＤＰＶ ３ ２３

９ ＳＶＥＥＬＶＤＡＶ ９７ ２３

１ ＱＬＡＡＶＶＡＡＡ １４０ ２３

１１ ＡＴＡＧＩＡＡＡＶ １６１ ２３

１２ ＡＶＡＡＧＶＤＧＩ １６８ ２３

１３ ＦＬＳＥＧＳＡＡＡ １８１ ２２

１４ ＹＧＳＧＱＬＡＡＶ １３６ ２１

１５ ＩＡＡＡＶＡＡＧＶ １６５ ２１

１６ ＶＬＴＧＡＴＡＡＡ ２７４ ２１

１７ ＩＡＰＧＹＤＡＤＬ ２９５ ２１

１．７　Ｒｖ００７４蛋白相互作用蛋白　融合蛋白Ｒｖ００７１／

７４的氨基酸序列主要是继承Ｒｖ００７４蛋白的氨基酸序

列，因此可通过预测Ｒｖ００７４蛋白的互作关系来提示

融合蛋白 Ｒｖ００７１／７４潜在的相互作用蛋白。蛋白

Ｒｖ００７４与１０个蛋白存在相互作用关系，结果见图６。

图６　蛋白犚狏００７４相互作用蛋白预测

犉犻犵．６　犘狉狅狋犲犻狀犻狀狋犲狉犪犮狋犻狅狀狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犚狏００７４狆狉狅狋犲犻狀

２　犚狏００７１／７４编码蛋白诱导表达与纯化

２．１　重组质粒Ｐｅｔ２８ａＲｖ００７１／７４鉴定　核酸电泳结

果显示在１０００ｂｐ左右可见目的条带（图７），说明重

组质粒构建成功。

２．２　Ｒｖ００７１／７４编码蛋白　诱导表达与纯化ＩＰＴＧ

诱导组分在３５～４０ｋｕ处有明显的重组蛋白表达的条

带，而未加ＩＰＴＧ的菌体在此处则无明显的蛋白条带

（图８）。该蛋白主要在超声波波破碎后的沉淀表达，

说明该蛋白在大肠埃希菌里以包涵体表达（图８）。镍

离子金属螯合层析能与重组蛋白上的６个组氨酸发生

相互作用或吸附，进而能分离纯化含Ｈｉｓ标签的蛋白。

超声波破碎后的菌沉淀用８ｍｏｌ／Ｌ尿素变性后用经典

的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Ｒｖ００７１／７４编码蛋白被有

效纯化（图８）。

Ｍ　Ｍａｋｅｒ（ＤＬ２０００）　１　重组质粒Ｐｅｔ２８ａＲｖ００７１／７４

图７　重组质粒犚狏００７１／７４狆犈犜２８犪鉴定

Ｍ　Ｍａｋｅｒ（ＤＬ２０００）　１　ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄＰｅｔ２８ａＲｖ００７１／７４

犉犻犵．７　犕犪狆狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱犚狏００７１／７４狆犈犜２８犪

　　Ｍ　Ｍａｋｅｒ（１０～１８０ｋｕ）　１　未诱导 Ｐｅｔ２８ａＲｖ００７１／７４ＢＬ２１

（ＤＥ３）重组菌菌泥　２　诱导后Ｐｅｔ２８ａＲｖ００７１／７４ＢＬ２１（ＤＥ３）重组菌

菌泥　３　诱导后Ｐｅｔ２８ａＲｖ００７１／７４ＢＬ２１（ＤＥ３）破碎上清　４　诱导

后Ｐｅｔ２８ａＲｖ００７１／７４ＢＬ２１（ＤＥ３）破 碎 沉 淀 　５　 诱 导 后 Ｐｅｔ２８ａ

Ｒｖ００７１／７４ＢＬ２１（ＤＥ３）重组菌镍金属螯合层析的流穿液　６、７　纯化

后洗杂液８～１０分别为：３００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱成分１～３

图８　犚狏００７１／７４蛋白包涵体表达及纯化犛犇犛犘犃犌犈

Ｍ　 Ｍａｋｅｒ（１０１８０ｋｕ）　１　Ｐｅｔ２８ａＲｖ００７１／７４ＢＬ２１（ＤＥ３）

ｒａｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｓｌｕｄｇｅｗａｓｎｏｔｉｎｄｕｃｅｄ　２　Ｐｅｔ２８ａＲｖ００７１／７４

ＢＬ２１（ＤＥ３）ｓｌｕｄｇｅａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　３　Ｐｅｔ２８ａＲｖ００７１／７４ＢＬ２１（ＤＥ３）

ａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｃｒｕｓｈｉｎｇｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　４　Ｐｅｔ２８ａＲｖ００７１／７４ＢＬ２１

（ＤＥ３）ｉｎｄｕｃｅｄｃｒｕｓｈｉｎｇｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ　５　Ｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄ

ｎｉｃｋｅｌｍｅｔａｌｃｈｅｌａｔｉｏｎｆｌｏｗｓｏｌｕｔｉｏｎ　６，７　Ｔｈｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｏｆｗａｓｈ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ８１０　Ｔｈｅｅｌｕｔｉｏｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔ１３ｂｙ３００ｍｍｏｌ／Ｌｂｙｉｍｉｄａｚｏｌｅ

犉犻犵．８　犛犇犛犘犃犌犈狅犳犻狀犮犾狌狊犻狅狀犫狅犱狔犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀

狅犳犚狏００７１／７４狆狉狅狋犲犻狀

２．３　犚狏００７１／７４编码蛋白　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证纯化

得到的蛋白纯化后的蛋白在 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果图３５
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～４０ｋｕ处出现特异性条带（图９），条带明亮，说明纯

化得到的蛋白为融合蛋白Ｒｖ００７１／７４。

Ｍ　Ｍａｋｅｒ（１０１８０ｋｕ）　１　纯化的融合蛋白Ｒｖ００７１／７４

图９　融合蛋白犚狏００７１／７４纯化后 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定胶图

Ｍ　Ｍａｋｅｒ（１０１８０ｋｕ）　１　ＰｕｒｉｆｉｅｄｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎＲｖ００７１／７４

犉犻犵．９　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犳狌狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀犚狏００７１／７４

犪犳狋犲狉狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀

讨　论

Ｂｅｉｊｉｎｇ是中国耐多药结核病的主要菌株
［１３］，临床

和流行病学研究数据表明，Ｂｅｉｊｉｎｇ不仅与耐药性有关

而且具有强致病性，进而导致其广泛传播［１２１４］。融合

基因Ｒｖ００７１／７４在Ｂｅｉｊｉｎｇ的强致病性及耐药性中的

功能作用尚需进一步探讨。随着生物信息学技术的发

展，利用生物信息学软件对融合蛋白Ｒｖ００７１／７４进行

分析，通过基因工程的方法纯化得到重组蛋白，为将纯

化蛋白免疫小鼠，获得血清并检测抗体的含量的后续

实验提供实验基础，同时也为研究Ｂｅｉｊｉｎｇ的Ｒｖ００７１／

７４蛋白的功能及其在致病和耐药中的作用提供基础。

本研究表明融合 Ｒｖ００７１／７４蛋白为稳定的疏水

性蛋白，且有较高的磷酸化位点，较高的磷酸化位点可

能有利于Ｂｅｉｊｉｎｇ对生存环境的感知，在宿主的体内存

活进而利于其传播。蛋白质的功能由其结构决定，融

合蛋白Ｒｖ００７１／７４的二级结构含有较高比例的α螺

旋和无规卷曲，是该蛋白功能和构象的重要区域。

Ｒｖ００７１／７４蛋白的三级结构与Ｃｃ２６７２蛋白高度相似，

Ｃｃ２６７２是犆犪狌犾狅犫犪犮狋犲狉犮狉犲狊犮犲狀狋狌狊的羧肽酶，这提示

犚狏００７１／７４蛋白可能作为羧肽酶发挥功能作用。羧

肽酶参与细胞壁肽聚糖层合成和重塑的动态过

程［１５１６］，这类水解酶可通过改变细胞壁的渗透性进而

影响药物的作用。Ｑｉｎ等
［１０］的研究表明，融合基因

犚狏００７１／７４可以切割肽聚糖ＵＤＰ胞壁酰五肽Ｃ端的

ＤＡｌａ残基，改变了细胞壁的厚度而发生耐药。生物

信息学预测结果显示融合蛋白Ｒｖ００７１／７４的亚细胞

定位于细胞质，这与肽聚糖水解酶可能存在的位置相

符［１７］。

在结核分枝菌感染过程中主要组织相容复合体

（ＭＨＣ）Ｉ类限制性细胞毒性Ｔ淋巴细胞发挥着重要

作用，而Ｂ细胞可通过调节受感染宿主的各种免疫成

分来促进宿主防御结核分枝杆菌［１８］。本研究在分析

融合蛋白Ｒｖ００７１／７４的Ｔ、Ｂ细胞表位时，结果显示该

蛋白有３２个Ｂ细胞表位１７个Ｔ细胞表位，Ｔ、Ｂ细胞

共同抗原表位有２个，这两个重叠区域作为新疫苗的

开发可极大提高疫苗的效率。本研究表明Ｒｖ００７４蛋

白与１０种蛋白相互作用，其中 Ｒｖ３３４６ｃ、Ｒｖ００７１、

Ｒｖ００７５、Ｒｖ０５５２、Ｒｖ２０５２ｃ、Ｒｖ２６２８、ＰＰＥ３８蛋白目前

功能未知，此外 Ｒｖ００７４ 还与 Ｒｖ００７２、Ｒｖ００７３ 和

Ｒｖ２６２８有相互作用关系，Ｒｖ００７２和 Ｒｖ００７３与结核

分枝杆菌的ＡＢＣ转运系统有关
［１１］，Ｒｖ２６２８是结核潜

伏感染的相关抗原［１９］，故推测蛋白Ｒｖ００７４参与结核

分枝杆菌的转运系统且可能在结核分枝杆菌的潜伏感

染阶段发挥作用。

菌体的培养温度、转速、诱导剂的浓度、诱导时间

等因素影响蛋白的诱导表达。在原核表达系统中，大

肠埃希菌具有经济高效，耗时短的优点，但同时也容易

形成包涵体。因尿素经济且容易清除，因此本研究用

８ｍｏｌ／Ｌ的尿素溶解包涵体，纯化得到的蛋白经ＰＢＳ

缓慢透析复性后获得融合蛋白Ｒｖ００７１／７４。在透析复

性过程中若快速清除尿素，则蛋白容易形成白色沉淀，

得到无活性的蛋白。

综上，运用生物信息学软件对结核分枝杆菌的融

合蛋白Ｒｖ００７１／７４进行预测，融合蛋白Ｒｖ００７１／７４可

能为羧肽酶，有较高的磷酸化位点且有两段重叠的Ｔ、

Ｂ细胞抗原表位，可能为结核病新型疫苗开发的新靶

点，通过镍离子金属螯合层析法分离纯化得到蛋白

Ｒｖ００７１／７４，可为抗结核菌药物的研发提供理论基础。
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