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结核分枝杆菌持续感染期抗原 Rv1733c 的表达、纯化和鉴定 *
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摘要 目的：克隆结核分枝杆菌持续感染期抗原 Rv1733c 基因，构建其原核表达载体，并在大肠杆菌中进行表达和纯化。方法：采用

聚合酶链反应（PCR）方法从结核分枝杆菌 H37Rv 基因组中扩增出 Rv1733c 基因片段，克隆入 pMD18-T 载体，序列测定正确后将

其亚克隆入原核表达载体 pPro-EXHTb，并在大肠杆菌 DH5α中进行表达，表达蛋白经 SDS-PAGE 及 Western-blot 分析后，以

Ni-NTA 亲和层析纯化蛋白。结果：成功克隆了 Rv1733c 基因片段并构建了其原核表达载体 pPro- EXHTb-1733c，转化 E.Coli
DH5α后能表达大小约 30 KD 的蛋白，Western-blot 分析表明表达产物正确。通过亲和层析获得纯化蛋白。结论：成功构建结核分

枝杆菌持续感染期抗原 Rv1733c 原核表达载体 pPro- EXHTb-1733c，并获得纯化蛋白，为研究新型结核疫苗的靶抗原奠定了基

础。
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ABSTRACT Objective：To clone the Rv1733c gene of Mycobacterium tuberculosis and express and purify the fusion protein.
Methods：The Rv1733c gene was firstly amplified by PCR from genome of M. tuberculosis H37Rv strain and cloned into pMD18-T
vector. After sequencing, the gene fragment was subcloned into the prokaryotic expression vector pPro-EXHTb and expressed in E.coli
DH5a. The expressed protein was identified by SDS-PAGE analysis and Western-blot by using monoclonal antibody against 6×His, and
the recombinant 6×His fused protein was purified by Ni-NTA purification system. Results：The gene of Rv1733c was cloned and
expressed in E.coli DH5a. The relative molecular mass of this protein was consistent with the predicted. In Western-blot analysis, a
specific binding band of this protein with 6×His mAb could be detected at the corresponding site with relative molecular mass of 30
kDa. Conclusion: The Rv1733c was successfully expressed and purified, which may be used as the target antigen for the novel vaccine
against TB.
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前 言

结核病（Tuberculosis，TB）是结核分枝杆菌（Mycobacterium
tuberculosis, MTB）感染所致的慢性传染病。目前全球约 1/3 人

口持续感染结核分枝杆菌（MTB），其中 5%-10%有可能发展为

TB，是 TB 传播的重要来源和传染源，控制 MTB 持续感染对

于 TB 的防治具有重要意义[1-3]。持续感染期的 MTB 其基因组

中由休眠调节子 DosR（dormancy regulon）调控的 48 个编码基

因特异性的上调转录表达，表达的蛋白称为持续感染期抗原

（latency antigens）[4]，认为这些蛋白对 MTB 以休眠状态在体内

存活具有重要意义。在持续感染人群中可检测到针对这些抗原

的特异性免疫应答，而在 BCG 免疫人群中未能检测到[5]，因此

认为以这些蛋白为靶抗原设计疫苗，可能获得能针对持续感染

期抗原的保护性免疫应答，这种免疫应答可能有助于清除处于

持续感染期的 MTB 防止复发。因此，本研究纯化了持续感染期

抗原之一的 Rv1733c 蛋白，以便于进一步研究其生物学特性、
免疫学特性及与 MTB 休眠的关系，并为 TB 的诊断和防治的

靶抗原筛选奠定研究基础。

1 材料与方法

1.1 菌株与质粒

MTB 毒株 H37Rv 基因组 DNA、E.coli DH5α 均为本实验
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图 1 Rv1733c 基因 PCR 产物和重组质粒 pMD18-T-Rv1733c 酶切鉴定：M: DNA maker DL2000；1: Rv1733c 基因的 PCR 产物；2: BamH Ⅰ和 Hind

III 双酶切重组质粒 pMD18-T-Rv1733c

Fig. 1 PCR amplification product of Rv1733c gene and identification of recombinant plasmid pMD18-T-Rv1733c by BamHⅠand Hind III digestion：M:

DNA maker DL 2000; 1: PCR product s of Rv1733c gene; 2: Recombinant plasmid pMD18-T-Rv1733c digested by BamH Ⅰand Hind III

室保存。克隆载体 pMD18-T 购自 Takara 公司，表达载体

pPro-EX HTb 质粒为本实验室保存。
1.2 试剂

限制性内切酶 HindⅢ，BamHI，rTaq DNA 聚合酶，dNTPs，
T4 DNA 连接酶，DNA Marker DL2000 均购自 Takara 公司；

DNA 片段胶回收试剂盒、质粒小量抽提试剂盒购自 Omega 公

司；Ni-NTA 亲和层析柱购自 QIAGEN 公司。辣根过氧化物酶

标记的羊抗鼠 IgG、6×His 单克隆抗体购自北京天根公司。
1.3 Rv1733c 基因的原核表达载体的构建、表达及纯化

1.3.1 引物设计 根据已发表的 MTB Rv1733c 全基因序列设计

引 物 ， 上 游 ：CG GGATCC ATG ATC GCC ACA ACC，含

BamHⅠ酶切位点 （下横线）；下游：AGC AAGCTT TCA CCG
CTG CGT GCA，含 Hind Ⅲ酶切位点（下横线）。均由北京鼎国

公司合成。
1.3.2 Rv1733c 基因的扩增、克隆及测序 以 MTB H37Rv 菌株

的基因组 DNA 为模板，进行 PCR 扩增。PCR 反应体系为：10×
PCR buffer 5μl , dNTPs 2μl (2.5 mmol/L )，DNA 模板 1μl，上下

游引物各 1μl 及 rTaq 酶 0.5μl，加水至 50μl。PCR 条件：94℃预

变 性 5min，95℃ 变 性 15sec，58℃ 复 性 30sec，72℃ 延 伸

50sec，30 个循环，末次循环后 72℃延伸 10min。所获得 PCR 扩

增片段经琼脂糖凝胶电泳回收后克隆入 pMD18-T 载体，BamH
Ⅰ 和 Hind Ⅲ 双 酶 切 鉴 定 ， 阳 性 克 隆 命 名 为

pMD18-T-Rv1733c，序列测定由北京奥科生物技术有限公司完

成。
1.3.3 目的基因的原核表达载体构建、表达及鉴定 用 BamHI
和 HindIII 双酶切 pMD18-T-Rv1733c，凝胶回收 Rv1733c 目的

片段及 pPro-EX HTb 载体，并用 T4 DNA 连接酶连接并转化到

E.Coli DH5α 感受态细胞。随机挑选 2 个菌落，分别接种于 5ml
含 100μg/ml 氨苄青霉素的 LB 培养液，37℃振荡培养过夜，碱

裂解法提取质粒 DNA，用 BamHI 和 HindIII 双酶切鉴定，阳性

克隆命名为 pPro-EX HTb-Rv1733c。将含重组质粒 pPro-EX
HTb-Rv1733c 的单个菌落接种于含氨苄青霉素 （100 mg/L）的

LB 培养液中，37℃振荡培养过夜。次日取 50μl 加到 5ml 含氨

苄青霉素的 LB 培养液中，37℃振摇至 A600nm=0.6，留下诱导

前对照样本，加入 IPTG 至终浓度为 1mmol·L-1，37℃诱导 3h
后 12000rpm·min-1 离心 5min 集菌，重悬于 50μL 1×SDS 样品

缓冲液，煮沸变性，离心后取上清进行 12 % SDS-PAGE 分析，

观察 Rv1733c 蛋白的表达情况。将上述制备的样品进行 12 %
SDS-PAGE 后以 0.15mA 恒流电转 2h 转至硝酸纤维素膜上。
用 50g/L 脱脂奶封闭 2h，PBS 洗涤后加抗 His 的单克隆抗体

（1：5000 稀释）4℃过夜，PBS 洗涤后加入 HRP 标记的羊抗鼠

IgG 抗体，37℃孵育 1h。PBS 洗涤后 DAB 显色观察结果。
1.3.4 目的蛋白的可溶性分析及纯化 阳性重组菌的诱导表达

方法按上述步骤进行，体积扩大至 1L。取 2ml 诱导后的菌液

10000rpm 离 心 1min 集 菌 ，PBS100μl 重 悬 ， 超 声 裂 解 后

10000rpm 离心 10min，分别收集上清及沉淀制样，进行 12%
SDS-PAGE 分析目的蛋白的可溶性。根据目的蛋白的可溶性分

析结果，首先经超声裂解及 2M 尿素和 Tixon-100 洗涤获得较

高纯度的包涵体，随后使用 QIAGEN 公司的 Ni-NTA 纯化试剂

盒在变性条件下分别应用 pH 梯度洗脱及咪唑浓度梯度洗脱

方法进行亲和层析纯化蛋白。

2 结果

2.1 Rv1733c 基因的克隆及测序

以 MTB H37Rv 基因组 DNA 为模板，应用所设计的引物

进行 PCR 扩增，获得与预期大小一致的基因片段，大小为

633bp（图 1）。将 PCR 扩增产物与 pMD18-T 载体连接并进行测

序（图 2），测序结果表明目的基因序列与 GenBank 公布的序列

完全一致。

2.2 原核表达载体的构建及表达

将测序正确的阳性克隆质粒经酶切后与同样酶切的原核

表达载体 pPro-EX HTb 连接，转化 E.Coli DH5α感受态细胞，

随机挑选 2 个阳性克隆进行酶切鉴定，结果均可切出与预期一

致 的 633bp 基 因 片 段 ， 将 阳 性 重 组 质 粒 命 名 为 pPro-EX

HTb-Rv1733c （图 2）。用 IPTG 诱导蛋白 表 达 ， 含 Pro-EX
HTb-Rv1733c 质粒的重组菌诱导后在蛋白分子量约为 30kD
处有明显的特异性蛋白条带，与预期大小一致，而空载体菌和

未诱导菌均无此特异性表达条带（图 3）。
2.3 目的蛋白的 Western-blot 分析
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图 4 表达产物的 Western-blot 鉴定：M: 蛋白分子量 marker；1: 空载体

菌；2: 诱导表达产物

Fig. 4 Western-blot analysis of expression product：M: Marker; 1: Negative

control of empty pPro-EXHT-b plasmid in DH5α; 2: Banding of

expression product with 6×His mAb

图 5 融合蛋白的可溶性分析和纯化：M：蛋白分子量 marker；1：诱导菌

超声裂解后沉淀；2：诱导菌超声裂解后上清；3-5：Rv1733c 纯化蛋白

Fig.5 SDS-PAGE analysis of solubility of Rv1733c protein and purified

protein：M: Protein marker; 1: precipitation of induced DH5α with

pPro-EXHTb-Rv1733c; 2: supernatant of induced DH5α with

pPro-EXHTb-Rv1733c; 3-5：purified proteins of expression product of

pPro-EXHTb-Rv1733c

图 2 重组质粒 pPro-EXHTb-Rv1733c 双酶切鉴定：M: DNAmarker

DL2000；1: BamH Ⅰ和 Hind III 双酶切重组质粒 pPro-EXHTb-Rv1733c

Fig. 2 Identification of recombinant plasmid pPro-EXHTb-Rv1733c by

BamHⅠand Hind III digestion: M: DNA maker DL2000; 1: Recombinant

plasmid pPro-EXHTb-Rv1733c digested by BamHⅠand Hind III

图 3 诱导表达产物的 SDS-PAGE 分析：M.: 蛋白分子量 marker；1: 空

载体菌；2: 未诱导的 pPro-EXHTb-Rv1733c 质粒重组菌；3: 诱导的

pPro-EXHTb-Rv1733c 质粒重组菌。
Fig. 3 SDS-PAGE analysis of expression product：M: Protein marker 1:
expression product of induced empty plasmid; 2: expression product of

pPro-EXHTb-Rv1733c without induction; 3: expression product of
induced pPro-EXHTb-Rv1733c.

pPro-EX HTb 是 含 有 6×His 的 原 核 表 达 载 体 ， 因 此

pPro-EX HTb-Rv1733c 重组载体所表达的目的蛋白是含有 6×
His 的融合蛋白。用小鼠 6×His 单克隆抗体为一抗，羊抗鼠

IgG 为二抗进行 Western-blot 分析，结果在蛋白分子质量约

30kD 处有特异性印迹条带（图 4)。
2.4 目的蛋白的纯化

蛋白可溶性分析表明，目的蛋白主要以包涵体形式表达

（图 5）。用 Ni-NTA 亲和层柱在非变性条件下成功纯化了带

His 标签的 Rv1733c 目的蛋白，（图 5）。

3 讨论

最大限度清除休眠状态的 MTB，预防 MTB 持续感染复发

是近年来 TB 疫苗研究的一个热点[6]。MTB 持续感染期抗原是

MTB 以休眠菌形式在机体内存活时所表达的包括 48 个基因

产物在内的一组蛋白[4]，在体外可被微氧，厌氧或低浓度的 NO
所诱导表达[7-9]，在持续感染人群和持续感染动物模型中可检测

到针对该蛋白的特异性免疫应答[10-13]。持续感染期抗原具体的

作用及功能尚不明确，但研究表明其对 MTB 在机体内以休眠

状态长期存活起着重要作用 [14-15]，并可能与 MTB 的耐药相关

[16]。Rv1733c 是 MTB 在休眠期表达量比较高的一个 MTB 持续

感染期抗原，为跨膜蛋白，Gillian FB 等研究了非洲的三个 TB
高负担人群对于持续感染期抗原的免疫应答情况，发现

Rv1733c 是这三个人群中被识别频次最高的一个持续感染期

抗原[17]。Yasuhiro Y 等的研究也证实了这一点[18]。
与此相反的是，BCG 中虽含有完整的持续感染期抗原的

编码序列，但 Lin 等的研究表明，BCG 免疫的人群及动物并不
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产生针对持续感染期抗原的免疫应答，即提示 BCG 免疫过程

中可能不表达持续感染期间抗原，这可能也是为何 BCG 免疫

不能完全清除处于休眠状态的 MTB，获得更好免疫保护力的

原因[5]。Chunwei 及 Stephen T 等的研究均表明表达持续感染期

抗原的重组 BCG 可获得较 BCG 更好的免疫保护力[19-20]，进一

步提示持续感染期抗原可作为针对 MTB 持续感染疫苗设计的

靶抗原，研究包括 Rv1733c 蛋白在内的持续感染期抗原的生物

学特性及免疫学特性等有着重要的意义。
本研究采用 pProEX HTb 原核表达载体在 E.coli DH5α 中

表达了持续感染期抗原 Rv1733c 蛋白。本研究曾尝试使用

PET-32a 原核表达载体表达 Rv1733c 蛋白，但诱导后几乎无表

达。同时也尝试更换宿主菌 E.coli DH5α 为 E.coli BL21，蛋白

表 达 量 也 几 乎 无 变 化。可 能 与 Rv1733c 自 身 结 构 有 关 ，

Rv1733c 为跨膜蛋白，在 E.coli 中表达后可能对宿主菌本身的

复制产生影响，进而影响了蛋白的表达。包涵体的形成主要是

蛋白在诱导表达过程中无法复制天然的表达过程，如缺乏某些

蛋白质折叠的辅助因子，或环境不适，无法形成正确的次级键

等原因造成[21]，除更换表达载体以及宿主菌外，改变诱导温度

以及 IPTG 浓度也有可能改变蛋白的表达形式。本研究在

Rv1733c 的表达中同样尝试了不同温度、不同 IPTG 浓度的诱

导条件，但是都未获得可溶性表达的 Rv1733c 蛋白。在蛋白的

纯化过程中，采用两步法纯化，先回收包涵体，再利用 His 标签

进行亲和层析法纯化以提高蛋白的回收率和纯度。在变性条件

下以 pH 梯度洗脱时，发现蛋白吸附于 Ni-NTA 柱不易洗脱，因

此本研究采用了在变性条件下进行咪唑浓度梯度洗脱的方法

纯化目的蛋白，得到了较好的纯化效果。
因此，本研究克隆了 Rv1733c 基因构建了其原核表达载

体，并成功地在 E.coli 表达，获得了纯度较高的纯化蛋白。
Rv1733c 蛋白的成功表达和纯化为我们下一步将之用于 TB 的

的新型疫苗研究和诊断试剂等方面奠定了基础。
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