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结核分枝杆菌ＰＰＥ６８蛋白稳定片段的原核表达及纯化
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【摘要】　目的　了解结核分枝杆菌ＰＰＥ６８稳定片段，对稳定片段蛋白进行原核表达及纯化，为ＰＰＥ６８的结构解析奠定

基础。　方法　使用ＥｘｐａｓｙＰｒｏＰａｒａｍ、ＭＥＭＥ等生信网站对ＰＰＥ６８的基本性状和序列进化保守性进行分析；使用双

酶切方法，ＰＣＲ扩增ＰＰＥ６８基因，并克隆到ｐＧＬ０１载体上；使用大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）进行ＰＰＥ６８片段蛋白的原核表

达，在ＩＰＴＧ（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβＤｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ）诱导表达后，利用ＳＤＳＰＡＧＥ（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）电泳分析表达产物并使用镍离子亲和层析及凝胶过滤层析的方法对表达产物进行体外纯化。后通过胰

蛋白酶切实验、质谱分析确定ＰＰＥ６８最稳定片段。　结果　生物信息学分析初步确定了ＰＰＥ６８可能的稳定片段为第７

３５４个氨基酸并成功构建ｐＧＬ０１ＰＰＥ６８（７３５４ａａ）表达载体，蛋白表达纯化后获得２．４ｍｇ／ｍＬ的ＰＰＥ６８（７３５４ａａ）片段

蛋白但纯度较低；针对纯化的ＰＰＥ６８（７３５４ａａ）蛋白较杂问题进行胰蛋白酶切和质谱分析找到稳定片段，为ＰＰＥ６８的第

７１８０个氨基酸，构建质粒后在大肠埃希菌中能稳定表达并获得２．９ｍｇ／ｍＬ的纯化蛋白，蛋白纯度可达９５％以上。　

结论　成功找到结核分枝杆菌ＰＰＥ６８的稳定氨基酸序列，为未来ＰＰＥ６８蛋白晶体结构解析以及进一步结核病诊断和疫

苗开发奠定基础。
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Ｍｔｂ）是引起结核病的病原菌，主要通过气道传播并在

巨噬细胞内存活进而破坏宿主细胞免疫［１］。据世界卫

生组织最新数据表明，２０２０年结核病死亡人数可达

１４０万，仅次于ＣＯＶＩＤ１９，成为全球第二大传染性死

亡原因［２］，与疟疾和艾滋病共同对人类社会经济及健

康发展产生较为严重的影响［３］。尽管目前对于结核病

的诊断及疫苗开发从未间断，但结核病仍难以根治。

结核分枝杆菌主要通过Ⅶ型分泌系统（ＴｙｐｅＶＩＩ

ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ７ＳＳ）分泌效应蛋白帮助其入侵并

在宿主细胞内存活［４］。Ｔ７ＳＳ包含５个 Ｅｓｘ基因座

（Ｅｓｘ１到Ｅｓｘ５）
［５］，Ｅｓｘ基因座可以编码很多效应蛋

白，传统意义上被分为３大蛋白家族：Ｅｓｐ（Ｅｓｘ１分泌

相关 蛋 白）、Ｅｓｘ 和 ＰＥ（ＰｒｏＧｌｕ）ＰＰＥ（ＰｒｏＰｒｏ

Ｇｌｕ）
［６］。Ｅｓｘ１介导吞噬细胞内的吞噬体破裂

［７８］及

结核分枝杆菌从吞噬溶酶体中的逃逸［９１０］，在牛分枝

杆菌卡介苗（ＢＣＧＶａｃｃｉｎｅ）中Ｅｓｘ１基因座上会有一

些缺失片段，这些缺失片段被称为差异区域１（Ｒｅｇｉｏｎ

ｏｆＤｉｆｆｅｒｎｅｃｅｓ１，ＲＤ１）
［１１］，是 ＢＣＧ 减毒的主要原

因［１２］，而在这段差异区域中 ＰＥ３５（Ｒｖ３８７２）ＰＰＥ６８

（Ｒｖ３８７３）表现出免疫优势，在抗原变异及免疫逃逸中

起到重要作用［１３１４］。此外，ＰＰＥ６８蛋白还会干扰宿主

ＭＫＲＮ１泛素系统
［１５］，通过 ＴＬＲ２ 刺激 ＩＬ１０ 和

ＭＣＰ１的升高
［１６］，从而在结核分枝杆菌的免疫调节中

起作用。但关于ＰＰＥ６８在结核分枝杆菌与宿主细胞

相互作用中发挥怎样的具体功能及该蛋白的结构鲜有

报道。本研究对ＰＰＥ６８蛋白结构及性质进行分析并

对稳定片段进行截取，在体外通过原核表达及纯化获

得稳定的ＰＰＥ６８片段蛋白，为ＰＰＥ６８结构解析、功能

探索及结核病的诊断、疫苗研发奠定基础。

材料与方法

１　材料

１．１　质粒与菌株　ｐＧＬ０１载体（ｐＥＴ１５ｂ载体改造

而来，氨苄抗性），大肠埃希菌表达菌株ＢＬ２１（ＤＥ３）感

受态细胞为本实验室保存。

１．２　试剂与仪器　质粒小提试剂盒和琼脂糖凝胶

ＤＮＡ试剂盒均购自天根生化科技（北京）有限公司；氨

苄青霉素及异丙基βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）购自北

京索莱宝科技有限公司；ＤＮＡ聚合酶、限制性核酸内

切酶 （ＢａｍＨＩ、ＸｈｏＩ）及 Ｔ４ 连 接 酶 均 购 自 美 国

Ｔｈｅｒｍｏ公司；梯度ＰＣＲ仪购自新加坡 ＡＢＩ公司；分

光光度计购自上海精密仪器仪表有限公司；ＱＦＦ１６／

１０、ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００Ｉｎｃｒｅａｓｅ１０／３００ＧＬ凝胶过滤层析柱

及ＡＫＴＡ蛋白纯化仪均购自美国Ｃｙｔｉｖａ公司。

２　方法

２．１　生物信息学分析　在 Ｕｎｉｐｒｏｔ数据库及 ＮＣＢＩ

中获得ＰＰＥ６８（Ｒｖ３８７３）氨基酸及核苷酸序列，使用在

线网站ＰＳＩＰＲＥＤ Ｗｏｒｋｂｅｎｃｈ（ｂｉｏｉｎｆ．ｃｓ．ｕｃｌ．ａｃ．ｕｋ／

ｐｓｉｐｒｅｄ／）分析 ＰＰＥ６８的氨基酸组成及二级结构，

ＮＣＢＩ数据库中分析保守性及同源结构，Ｅｘｐａｓｙ

ＰｒｏＰａｒａｍ网站（ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ）分析信

号肽、跨 膜 区 及 亲 疏 水 性，Ｕｎｉｐｒｏｔ数 据 库 获 得

ＡｌｐｈａＦｏｌｄ预测三级结构并使用ｐｙｍｏｌ软件分析，

ＭＥＭＥ网站（ｍｅｍｅｓｕｉｔｅ．ｏｒｇ／ｍｅｍｅ／ｔｏｏｌｓ／ｍｅｍｅ）分

析ＰＰＥ６８蛋白序列进化保守性。

２．２　目的基因ＰＣＲ扩增及质粒构建　ＮＣＢＩ数据库

中获 得 结 核 分 枝 杆 菌 犎３７犚狏 标 准 株 ＰＰＥ６８

（Ｒｖ３８７３）基因序列，根据载体酶切位点设计引物，选

择 ＢａｍＨＩ和 ＸｈｏＩ为酶切 位 点，上 游 引 物 为 ７

ＢａｍＨＩＰＰＥ６８Ｆ： ５′ＡＴＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＣＧＣＣＧ

ＧＡＡＣＴＧＡＡＴＡＣＣＧ３′，下 游 引 物 为 ３５４ＸｈｏＩ

ＰＰＥ６８Ｒ：５′ＡＴＡＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＣＧＴＴＣＣＴＧＡＧＣ

ＣＡＧＡＧ３′，以结核分枝杆菌 犎３７犚狏 基因组为模版

进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳验

证。回收产物及载体双酶切，酶切产物经琼脂糖凝胶

电泳回收后对酶切的目的片段及载体进行连接，２２℃

反应３０ｍｉｎ得到重组质粒。

２．３　转化　取１０μＬ重组质粒加入到１００μＬＢＬ２１

感受态中，混匀后冰上静置３０ｍｉｎ，４２℃热激９０ｓ后

立即冰上冷却２ｍｉｎ，加入５００μＬ无抗ＬＢ培养基，在

２００ｒ／ｍｉｎ，３７℃摇床培养１ｈ，将菌液涂布在带有氨

苄抗性的固体培养板上，３７℃倒置过夜培养。

２．４　表达验证　取转化板上的单菌落至１ｍＬ氨苄

抗性的ＬＢ培养基中培养２～３ｈ，留取２００μＬ菌液，

向剩余菌液中添加１μＬＩＰＴＧ诱导１ｈ，１２０００ｒ／ｍｉｎ

离心１ｍｉｎ收菌，用６０μＬ２×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬菌

液，９５℃加热１０ｍｉｎ，１５％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。

２．５　重组蛋白表达及纯化　将表达阳性及测序正确

的重组菌株转接到带有氨苄抗性的ＬＢ培养基中，３７

℃，１８０ｒ／ｍｉｎ培养至 Ａ６００ 约为０．４左右时１６℃降

温，待温度稳定后加入终浓度为０．６ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ

过夜诱导（７～１８０片段为３０℃诱导６ｈ），收集细菌沉

淀。用３０ ｍＬ 重悬 ｂｕｆｆｅｒ（５００ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，２５

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨｃｌｐＨ８．０）重悬细菌沉淀，加入３００

μＬＰＭＳＦ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），超声破碎５ｍｉｎ；４℃，１４０００

ｒ／ｍｉｎ离心５０ｍｉｎ收集上清，将收集的上清过镍柱纯

化；用重悬ｂｕｆｆｅｒ冲洗镍柱２０个柱体积，最后用６ｍＬ
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洗脱ｂｕｆｆｅｒ（５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨｃｌ

ｐＨ８．０，２５０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑）洗脱目的蛋白。

２．６　层析纯化　使用凝胶过滤层析分子筛对蛋白进

行纯化，先用ＳＤＢｕｆｆｅｒ（１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１０ｍｍｏｌ／

ＬＴｒｉｓＨｃｌｐＨ８．０）对分子筛平衡两个柱体积，待分

子筛平衡完成后上样并按照设定程序洗脱，经１５％

ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳对纯度较高的蛋白收集冻存。

２．７　蛋白稳定片段截取　通过对提取到的ＰＰＥ６８蛋

白进行胰蛋白酶切实验，经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析不同

胰蛋白酶浓度下ＰＰＥ６８的降解情况，并对降解出的最

稳定片段送质谱分析；根据质谱结果、预测二级结构及

ＰＰＥ６８蛋白物种进化保守性分析稳定蛋白片段的氨

基酸序列，片段蛋白构建及提纯。

结　果

１　犘犘犈６８生物信息学分析

ＥｘｐａｓｙＰｒｏＰａｒａｍ在线网站分析，ＰＰＥ６８蛋白的

分子式为Ｃ１６２２Ｈ２５６８Ｎ４４４Ｏ５２９Ｓ１８，全长共有３６８个氨基

酸，相对分子质量为３７３２９．９７，理论等电点（ＰＩ）为４．

２５，不稳定指数为４４．６２（＞４０），推测其蛋白稳定性及

可溶性不好，同时通过 ＭＥＭＥ在线网站对所有物种

ＰＰＥ６８蛋白进化保守性分析结果显示全长蛋白两端

保守性低，因此本研究初步截掉了ＰＰＥ６８前６个氨基

酸及后１４个氨基酸。该蛋白无跨膜区但第１４２个氨

基酸可能为该蛋白的信号肽结构，发生概率为

３８．２５％。目前在ＰＤＢ数据库中无该蛋白的结构。

２　重组表达载体狆犌犔０１犘犘犈６８（７３５４犪犪）构建及鉴定

ＰＰＥ６８（７３５４ａａ）基因大小为１０４４ｂｐ，从基因组

中扩增出的目的片段大小与预期一致（图１）。将重组

质粒转化到 ＢＬ２１（ＤＥ３）后进行表达验证，经１５％

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析，ＰＰＥ６８（７３５４ａａ）大小为３５ｋｕ，

与过表达带位置一致，将表达阳性的菌株送测序发现结

果正确，表明ｐＧＬ０１ＰＰＥ６８（７３５４ａａ）重组质粒构建成功。

Ｍ　ＤＮＡ标志物（ＤＬ２０００）　１　ＰＰＥ６８（７３５４ａａ）ＰＣＲ产物

图１　目的基因犘犆犚产物琼脂糖凝胶电泳分析

Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）　１　ＰＰＥ６８（７３５４ａａ）ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

犉犻犵．１　犜犺犲犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狉犲狊狌犾狋狅犳犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋

３　犘犘犈６８（７３５４犪犪）蛋白表达及纯化

对测序正确的菌株扩大培养，经ＩＰＴＧ诱导的菌

液经超声裂解高速离心后，使用镍离子柱纯化目的蛋

白，蛋白留样经１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析结果如图

２。将收集到的目的蛋白进行凝胶过滤层析纯化蛋白，

根据出峰位置对目的蛋白进行１５％ＳＤＳＰＡＧＥ分析

（图３），获得ＰＰＥ６８（７３５４ａａ）片段蛋白，蛋白浓度为

２．４ｍｇ／ｍＬ。

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　ＣＥ　超声破碎后全蛋白　Ｓ　超声破碎

离心上清　Ｐ　超声破碎离心沉淀　Ｆ　上清镍离子柱流穿液　Ｅ　

Ｅｌｕｔｉｏｎ洗脱液

图２　镍离子柱纯化犘犘犈６８（７３５４犪犪）犛犇犛犘犃犌犈电泳分析

Ｍ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ　 ＣＥ 　 Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ

ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ　Ｓ　Ａｆｔｅｒｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　Ｐ　Ａｆｔｅｒｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌ

ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅ　Ｆ　Ｆｌｏｗ　Ｅ　Ｅｌｕｔｉｏｎ

犉犻犵．２　犛犇犛犘犃犌犈狉犲狊狌犾狋狅犳犘犘犈６８（７３５４犪犪）狆狉狅狋犲犻狀狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀

狏犻犪犖犻犖犜犃

４　犘犘犈６８（７１８０犪犪）蛋白稳定片段截取及提纯

１５％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳发现在０．０３７ｍｇ／ｍＬ胰蛋

白酶浓度下ＰＰＥ６８（７３５４ａａ）蛋白开始出现降解（图

４），并在０．３３３ｍｇ／ｍＬ浓度下出现大小为１４ｋｕ的降

解条带且不随胰蛋白酶浓度的升高而继续降解，质谱

分析其氨基酸组成，并根据ＰＰＥ６８蛋白预测二级结构

以及进化保守性截取到可溶的ＰＰＥ６８（７１８０ａａ）稳定

片段，提取及纯化结果经１５％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳显示

（图５６）获得高纯度的ＰＰＥ６８（７１８０ａａ）片段蛋白，蛋

白浓度为２．９ｍｇ／ｍＬ，与ＰＰＥ６８（７３５４ａａ）片段蛋白

相比纯度可达９５％以上。

讨　论

结核病是由结核分枝杆菌感染引起的致死性疾

病，虽然随着疫苗的开发结核病的预防和控制取得了

一定的成效，但由于广泛耐药结核病或结核病并存感

染的存在导致其治疗效果变差从而对目前结核病的治

疗造成了比较大的挑战［１７］。目前在早期进行诊断仍

较困难，亟需有效诊治手段用于临床。
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Ｍ　蛋白分子质量标准　１～１２　第４～１５管凝胶过滤层析洗脱液

图３　犘犘犈６８（７３５４犪犪）蛋白凝胶过滤层析洗脱峰图及

犛犇犛犘犃犌犈电泳分析

Ｍ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ　 １ － １２ 　 Ｅｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｌｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｉｎｔｕｂｅｓ４－１５

犉犻犵．３　犘狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犘犘犈６８（７３５４犪犪）犘狉狅狋犲犻狀犫狔犵犲犾犳犻犾狋狉犪狋犻狅狀

犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔犪狀犱狉犲狊狌犾狋狊狅犳犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　１～９　胰蛋白酶浓度为２ｍｇ／ｍＬ、１ｍｇ／

ｍＬ、０．３３３ｍｇ／ｍＬ、０．１１１ｍｇ／ｍＬ、０．０３７ ｍｇ／ｍＬ、０．０１２ ｍｇ／ｍＬ、

０．００４ｍｇ／ｍＬ、０．００１ｍｇ／ｍＬ、０ｍｇ／ｍＬ
图４　犘犘犈６８（７３５４犪犪）蛋白胰蛋白酶酶切犛犇犛犘犃犌犈电泳分析

Ｍ　Ｍａｒｋｅｒ　１－９　Ｔｈｅｔｒｙｐｓｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｗｅｒｅ２ｍｇ／ｍＬ，１

ｍｇ／ｍＬ，０．３３３ｍｇ／ｍＬ，０．１１１ｍｇ／ｍＬ，０．０３７ｍｇ／ｍＬ，０．０１２ｍｇ／ｍＬ，

０．００４ｍｇ／ｍＬ，０．００１ｍｇ／ｍＬ，０ｍｇ／ｍＬ

犉犻犵．４　犛犇犛犘犃犌犈狉犲狊狌犾狋狅犳犘犘犈６８（７３５４犪犪）狆狉狅狋犲犻狀

狋狉狔狆狊犻狀犱犻犵犲狊狋犻狅狀

结核分枝杆菌 Ｔ７ＳＳ分泌的ＰＰＥ家族蛋白具有

独特的结构及表达特性，在结核分枝杆菌营养获取及

致病性中起到重要作用［１８］。ＢＣＧ作为减毒活疫苗，与

结核分枝杆菌菌株相比缺失了ＲＤ１ＲＤ１６区，其中研

究最为透彻的是ＲＤ１区，ＲＤ１区蛋白和结核分枝杆菌

的毒力及免疫原性密切相关，由于ＢＣＧ缺失ＲＤ１区，

其免疫原性及毒力会随着ＲＤ１区基因的整合而逐渐

　　Ｍ　蛋白分子质量标准　ＣＥ　超声破碎后全蛋白　Ｓ　超声破碎

离心上清　Ｆ　上清镍离子柱流穿液　Ｅ　Ｅｌｕｔｉｏｎ洗脱液

图５　镍离子柱纯化犘犘犈６８（７１８０犪犪）犛犇犛犘犃犌犈电泳分析

Ｍ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ　 ＣＥ 　 Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ

ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ　Ｓ　Ａｆｔｅｒｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　Ｆ　Ｆｌｏｗ　Ｅ　

Ｅｌｕｔｉｏｎ

犉犻犵．５　犛犇犛犘犃犌犈狉犲狊狌犾狋狅犳犘犘犈６８（７１８０犪犪）狆狉狅狋犲犻狀狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀

狏犻犪犖犻犖犜犃

Ｍ　蛋白分子质量标准　１～９　第４～１２管凝胶过滤层析洗脱液

图６　犘犘犈６８（７１８０犪犪）蛋白凝胶过滤层析洗脱峰图及

犛犇犛犘犃犌犈电泳分析

Ｍ 　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ　 １ － ９ 　 Ｅｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｌｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｉｎｔｕｂｅｓ４－１２

犉犻犵．６　犘狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犘犘犈６８（７１８０犪犪）犘狉狅狋犲犻狀犫狔犵犲犾犳犻犾狋狉犪狋犻狅狀

犮犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪狆犺狔犪狀犱狉犲狊狌犾狋狊狅犳犛犇犛犘犃犌犈犪狀犪犾狔狊犻狊

增强；ＲＤ１区包含２个短基因（Ｒｖ３８７１和Ｒｖ３８７９ｃ）以

及７个完整基因（Ｒｖ３８７２Ｒｖ３８７８），分别编码８个蛋

白，其中Ｒｖ３８７３编码ＰＰＥ６８蛋白
［１３］。ＰＰＥ６８蛋白作

为结核分枝杆菌Ｔ７ＳＳ亚型之一Ｅｓｘ１分泌的ＰＰＥ家

族蛋白，是Ｅｓｘ１基因座唯一编码的ＰＰＥ家族蛋白，

在细菌的胞内存活及毒力中发挥重要作用。巨噬细胞

·９１３·
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Ｅ３泛素化连接酶可以通过与ＰＰＥ６８的相互作用导致

ＰＰＥ６８发生泛素化修饰进而显著抑制ＮＦｋＢ和ＡＰ１

信号通路以及促进ＴＮＦａ、ＩＬ６和ＮＯ的产生
［１５］从而

抑制宿主的先天性免疫反应。在海洋分枝杆菌的相关

研究中，ＰＰＥ６８家族蛋白除在细菌致病及毒力中发挥

作用外，还可以与ＰＥ３５及ＥｓｐＧ１分子伴侣形成三聚

体以帮助其他底物穿过内膜甚至外膜分泌，ＰＰＥ６８蛋

白同时也是Ｅｓｘ１系统分泌高免疫原性底物ＥｓｘＡ和

ＥｓｐＥ所必需的
［１９］。因此本研究推测ＰＰＥ６８家族蛋

白可能既与其毒力效应蛋白分泌有关又在分枝杆菌的

致病性及免疫逃逸中发挥着重要作用。但目前对于结

核分枝杆菌效应因子ＰＰＥ家族（包括ＰＰＥ６８）致病机

制的研究文章鲜有报道，且大多数结构未知，尽管目前

部分ＰＰＥ家族蛋白可在原核表达体系内表达但基本

以包涵体的形式存在，推测其原因主要是因为ＰＰＥ家

族蛋白在大肠埃希菌表达体系内蛋白构象的错误折

叠，这也进一步导致其分子作用机制并不清晰，限制了

ＰＰＥ６８效应机制研究，因此ＰＰＥ６８蛋白的高纯度提取

及结构解析对研究其分子机制及在宿主内生存机制具

有重要意义。

本研究通过对ＰＰＥ６８蛋白理化性质的分析得出

其含有３６８个氨基酸，不稳定系数超过４０，是一种稳

定性差的蛋白。尽管全长蛋白可体外提取，但其表达

量、可溶性及纯度不利于对ＰＰＥ６８蛋白的结构解析，

因此本研究通过保守性分析对ＰＰＥ６８两端不稳定氨

基酸进行截取，将扩增的 ＰＰＥ６８片段基因克隆到

ｐＧＬ０１载体上，成功构建ＰＧＬ０１ＰＰＥ６８片段基因重

组载体并在大肠埃希菌中成功表达，拿到ＰＰＥ６８（７

３５４ａａ）蛋白，但在对纯化结果分析中发现ＰＰＥ６８（７

３５４ａａ）片段蛋白可溶性及纯度也无法达到晶体解析的

理想状态，因此本研究通过胰蛋白酶切等实验寻找到

可溶性良好及高表达的ＰＰＥ６８（７１８０ａａ）片段蛋白。

通过对晶体结构的解析可明确ＰＰＥ６８的生物学功能

及在结核分枝杆菌感染中发挥的作用，同时为疫苗、药

物研发及结核病诊断方法建立提供新的思路。
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