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鸟分枝杆菌ＭＡＶ２９２１基因编码蛋白的生物信息学分析

及其对巨噬细胞凋亡的影响!

何会姣，田爽，宁雪萍，龙倩，凌敏

（广西医科大学，长寿与老年相关疾病教育部重点实验室，广西高校生物分子医学研究重点实验室，

广西医科大学生物技术教研室，广西南宁５３００２１）

【摘要】　目的　应用生物信息学软件分析鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１蛋白的结构和功能，观察其对人源ＴＨＰ１巨噬细胞

凋亡的影响。　方法　在ＮＣＢＩ数据库中获取鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１蛋白编码基因及其氨基酸序列信息，运用Ｐｒｏｔ

Ｐａｒａｍ、ＰｒｏｔＳｃａｌｅ、ＴＭＰｒｅｄ、ＳｉｇｎａｌＩＰ、ＳＯＰＭＡ、ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ等在线工具对鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１蛋白进行生物信息

学分析。提取全基因组ＤＮＡ，进行ＰＣＲ扩增、载体构建得到鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１基因的重组表达质粒，经诱导表达

和分离纯化后获得重组 ＭＡＶ２９２１蛋白。将重组蛋白 ＭＡＶ２９２１作用于人源ＴＨＰ１巨噬细胞，ＥＬＩＳＡ法检测细胞上

清液ＴＮＦα表达量的变化，流式细胞术检测巨噬细胞凋亡率。　结果　鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１基因全长２８５ｂｐ，为编

码９４个氨基酸的蛋白质。该 ＭＡＶ２９２１蛋白是稳定的亲水性蛋白，有１个跨膜区段，无信号肽；二级结构以α螺旋为

主，三级结构模型构建显示该蛋白为单体蛋白，不形成二聚体。利用大肠埃希菌表达系统制备了重组鸟分枝杆菌 ＭＡＶ

２９２１蛋白，将重组 ＭＡＶ２９２１蛋白作用于人源 ＴＨＰ１巨噬细胞，与对照组相比细胞上清液 ＴＮＦα含量升高（犘＜０．

０５），细胞凋亡率升高（犘＜０．０５）。　结论　鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１蛋白为稳定的、亲水性跨膜蛋白，对人源ＴＨＰ１巨

噬细胞具有促凋亡作用。

【关键词】　鸟分枝杆菌；ＭＡＶ２９２１蛋白；生物信息学分析；ＴＨＰ１巨噬细胞；细胞凋亡
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿犪狏犻狌犿；ＭＡＶ２９２１ｐｒｏｔｅｉｎ；ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓ；ＴＨＰ１ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　鸟分枝杆菌（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿犪狏犻狌犿）广泛存在于

水源和土壤中，也可由尘埃、食物和动植物中分离得

到。鸟分枝杆菌是非结核分枝杆菌肺病的主要病原

体，是一种胞内寄生的机会性致病菌，其靶向入侵巨噬

细胞和血液单核细胞，可在免疫功能缺陷的患者中引

发人兽共患性传染病。

研究表明，ＥＳＡＴ６蛋白是结核分枝杆菌的一个

重要毒力因子，在结核分枝杆菌调控宿主细胞的免疫

反应中起重要作用［１２］。鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１蛋白

编码基因与结核分枝杆菌ＥＳＡＴ６蛋白编码基因高度

同源，为探索鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１蛋白在干预和调

控巨噬细胞过程中的作用，本研究应用生物信息学方

法对鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１蛋白的结构和功能进行

分析预测，并用诱导表达的鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１蛋

白作用于人源ＴＨＰ１巨噬细胞，探讨其对ＴＨＰ１巨

噬细胞凋亡的影响。

材料与方法

１　材料

１．１　菌株、载体和细胞　鸟分枝杆菌１０４菌株和表达

载体 ｐＧＥＸ４Ｔ３均为本实验室保存；大肠埃希菌

ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞购买于全式金生物技术有限

公司；人源ＴＨＰ１巨噬细胞细胞株由广西医科大学艾

滋病研究中心提供。

１．２　主要试剂和仪器　质粒小量抽提试剂盒和ＤＮＡ

胶回收试剂盒购于上海生工公司；限制性内切酶和

ＴａｑＤＮＡ 聚合酶等购于日本 ＴａＫａＲａ公司；Ｐｉｅｒｃｅ

ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＡｇａｒｏｓｅ购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；

胎牛血清、ＤＭＥＭ 高糖培养基、１６４０培养基和青霉素

链霉素溶液购于美国Ｇｉｂｃｏ公司；细胞６孔培养板购

于美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；ＴＮＦα检测试剂盒和 Ａｎｎｅｘ

ｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒购于德国ＢＯＳＴＥＲ公

司。

生物安全柜ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ１３００购于美国Ｔｈｅｒ

ｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；高速冷冻离心机Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５８１０Ｒ购

于德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；蛋白电泳仪、电泳槽、转膜仪

购于美国ＢｉｏＲａｄ公司；ＰＣＲ仪ＢｉｏｍｅｔｒａＴｐｅｒｓｏｎａｌ

购于德国Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司；凝胶成像系统 ＵＶＩＬ７６００Ｚ

购于英国ＵＶＩ公司；超声波细胞粉碎机购于宁波新芝

生物科技股份有限公司；ＣＯ２ 细胞培养箱购于美国

Ｔｈｍｏｒｇａｎ公司。

２　方法

２．１　鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１蛋白的生物信息学分析

２．１．１　ＭＡＶ２９２１蛋白基因信息及理化性质分析　

登录在线 ＮＣＢＩｇｅｎｅ数据库获取鸟分枝杆菌１０４菌

株 ＭＡＶ２９２１基因的核酸序列信息，在ＮＣＢＩ蛋白数

据库中获取鸟分枝杆菌１０４菌株 ＭＡＶ２９２１蛋白的

氨基酸序列信息。运用 ＥｘＰＡＳｙ资源数据库（ｈｔ

ｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）中的ＰｒｏｔＰａｒａｍ在线工具对

鸟分枝杆菌１０４菌株 ＭＡＶ２９２１蛋白的氨基酸序列

信息进行理化性质分析。

２．１．２　ＭＡＶ２９２１蛋白疏水性、跨膜区及信号肽预

测　运用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ软件对鸟分枝杆菌 １０４ 菌株

ＭＡＶ２９２１蛋白进行疏水性分析。分别运用ＴＭＰｒｅｄ

和ＳｉｇｎａｌＩＰ５．０在线蛋白分析工具对 ＭＡＶ２９２１蛋

白的跨膜区和信号肽进行分析预测。

２．１．３　ＭＡＶ２９２１蛋白二、三级结构预测　登录在

线工具ＳＯＰＭＡ，在线分析鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１蛋

白的二级结构；采用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ预测分析ＭＡＶ

２９２１蛋白的三级结构。

２．２　观察鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１蛋白对巨噬细胞凋

亡的影响

２．２．１　ＭＡＶ２９２１基因扩增与原核表达质粒的构建

　将从 ＧｅｎＢａｎｋ 中获得的鸟分枝杆菌 １０４ 菌株

ＭＡＶ２９２１基因序列作为目的基因设计引物，上游和

下游引物分别引入ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ酶切位点。引

物 Ｆ：５＇ＡＡＡＧＧＡＴＣＣＣＧＣＴＡＴＧＡＧＣＡＴＣＡＡＣ

ＴＡＣＣ３＇；Ｒ：５＇ＡＡＡＧＡＡＴＴＣＣＧＣＧＣＣＴＧＡＡＧＴ

ＧＡＡＧＧＣＧ３＇（划线部分分别为ＢａｍＨＩ和ＥｃｏＲＩ酶

切位点）。以鸟分枝杆菌临床分离株提取的全基因组

ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增目的基因。ＰＣＲ产物纯化后

与ｐＧＥＸ４Ｔ３质粒连接，构建重组质粒ｐＧＥＸＥＳ

ＡＴ６并转化ＤＨ５α感受态细胞，用ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲ

Ⅰ对转化菌落中提取的质粒进行双酶切鉴定。

２．２．２　重组蛋白的诱导表达和纯化　将重组质粒

ｐＧＥＸＥＳＡＴ６转化至大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受

态细胞中。转化菌均匀涂布于含氨苄青霉素（５０μｇ／

ｍｌ）的ＬＢ固体培养基上，３７℃恒温培养过夜。挑取

阳性菌落于ＬＢ液体培养基中（含２０μｌＡｍｐ和２００

μｌ２０％葡萄糖）３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养，当菌液吸

光度Ａ６００ 值为０．５时加入终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＩＰＴＧ诱导培养４ｈ，离心收集菌体。菌体经超声破碎

后，离心收集沉淀和上清各２０μｌ进行５％浓缩胶１２％

分离胶ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测。收集的沉淀经过变性、
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透析、复性的方式处理后，按照 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

Ｐｉｅｒｃｅ谷胱甘肽琼脂糖说明书进行纯化。

２．２．３　ＥＬＩＳＡ法检测 ＭＡＶ２９２１蛋白作用 ＴＨＰ１

巨噬细胞上清液中ＴＮＦα的表达量　将对数生长期

的ＴＨＰ１细胞用ＤＭＥＭ 培养基调整至１×１０
６ 个／

ｍｌ的浓度，分入６孔培养板中，然后加入终浓度为１０

μｇ／ｍｌ的重组 ＭＡＶ２９２１蛋白作用于ＴＨＰ１巨噬细

胞，同时设立空白组、洗脱液对照组，分别在３７℃、５％

ＣＯ２ 细胞培养箱中孵育２４ｈ、４８ｈ，收集细胞上清液，

以ＴＮＦαＥＬＩＳＡＫＩＴ检测细胞上清液中细胞因子

ＴＮＦα的表达量。

２．２．４　流式细胞术检测ＭＡＶ２９２１蛋白作用ＴＨＰ１

巨噬细胞的凋亡　取对数生长期的 ＴＨＰ１细胞，用

ＤＭＥＭ培养基将细胞浓度调整至１×１０
６ 个／ｍｌ后加

入到６孔培养板中，再将重组 ＭＡＶ２９２１蛋白以１０

μｇ／ｍｌ的终浓度作用于ＴＨＰ１巨噬细胞，同时设立空

白组、洗脱液对照组，每组分别设置３个平行孔，置于

３７℃、５％ＣＯ２ 细胞培养箱中分别孵育２４ｈ、４８ｈ。孵

育结束后将细胞悬液以２０００ｒ／ｍｉｎ（最大离心半径１８

ｃｍ）于高速冷冻离心机 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５８１０Ｒ 中离心５

ｍｉｎ收集细胞，用ＰＢＳ洗涤２次后加入５００μｌＢｉｎｄｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒ重悬，然后加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和５μｌＰＩ

染色液，室温避光孵育２０ｍｉｎ，经流式细胞仪检测细

胞凋亡情况，并分析凋亡率。

２．３　统计学分析　将数据录入Ｅｘｃｅｌ数据库，采用

ＳＰＳＳ１８．０进行数据分析。定量资料以均数±标准差

（狓±ｓ）表示，组内比较采用单因素方差分析，犘＜０．０５

为差异具有统计学意义。

结　果

１　犕犃犞２９２１蛋白基因信息及理化性质分析

鸟分枝杆菌１０４菌株 ＭＡＶ２９２１蛋白的编码基

因序列全长２８５ｂｐ，ＧｅｎｅＩＤ：４５３０５３７，序列索引号为

ＮＣ＿００８５９５，共 编 码 ９４ 个 氨 基 酸，其 序 列 为：

ＭＳＩＮＹＱＦＧＤＶＤＡＨＧＡＬＩＲＡＱＡＡＳＬＥＡＥＨＱＡＩＩＲ

ＤＶＬＡＡＧＤＦＷＧＧＡＧＳＶＡＣＱＥＦＩＴＱＬＧＲＮＦＱＶＩＹ

ＥＱＡＮＡＨＧＱＫＶＱＴＡＧＳＮＭＡＳＴＤＳＡＶＧＳＳＷＡ。

鸟分枝杆菌１０４菌株 ＭＡＶ２９２１蛋白理论等电

点为４．７６，相对分子质量为９．８８５×１０
３。其中丙氨酸

（Ａｌａ）、甘氨酸（Ｇｌｙ）、谷氨酰胺（Ｇｌｎ）的含量较高，分

别为１８．１％、１０．６％和９．６％，带负电荷的氨基酸残基

数（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）为９个，带正电荷氨基酸残基数（Ａｒｇ＋

Ｌｙｓ）为４个。该蛋白不稳定指数为１２．２４，属于稳定

蛋白。脂肪系数为７８．０９，蛋白亲疏水性平均值为０．

０５７，为亲水性蛋白。

２　犕犃犞２９２１蛋白的疏水性、跨膜区及信号肽预测

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ对鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１蛋白的预测

分析结果如图１。ＭＡＶ２９２１含有多个亲水性区域和

疏水性区域，其中 ＭＡＶ２９２１第３４位氨基酸处亲水

性得分值最高，为１．６００，第７０位氨基酸处疏水性得

分值最低，为－１．９８９。

图１　犕犃犞２９２１蛋白的疏水性分析

犉犻犵．１　犎狔犱狉狅狆犺犻犾犻犮犻狋狔狅犳犕犃犞２９２１狆狉狅狋犲犻狀

ＴＭＰｒｅｄ对 ＭＡＶ２９２１蛋白的预测结果显示，

ＭＡＶ２９２１蛋白有１个由胞内向胞外的跨膜段，其Ｎ

端位于胞内，跨膜区位于３５５７位氨基酸，评分为６１１。

ＭＡＶ２９２１蛋白具有跨膜结构，属于跨膜蛋白。

ＳｉｇｎａｌＩＰ５．０信号肽预测结果见图２。ＭＡＶ

２９２１蛋白的ＳＰ（Ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ）值为０．０２３１，ＴＡＴ

（ＴＡＴｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ）值为０．００３８，ＬＩＰＯ（Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ

ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ）值为０．００３２，低峰值提示 ＭＡＶ２９２１

蛋白可能无信号肽。

图２　犕犃犞２９２１蛋白的信号肽预测

犉犻犵．２　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狊犻犵狀犪犾狆犲狆狋犻犱犲狅犳犕犃犞２９２１狆狉狅狋犲犻狀

３　犕犃犞２９２１蛋白二、三级结构预测

ＳＯＰＭＡ在线预测的二级结构信息结果见图３。

ＭＡＶ２９２１蛋白中呈α螺旋（Ａｌｐｈａｈｅｌｉｘ）结构的氨

基酸数为５０个，占５３．１９％；呈β折叠（Ｅｘｔｅｎｄｅｄ

ｓｔｒａｎｄ）结构的氨基酸数为１３个，占１３．８３％；呈β转

角（Ｂｅｔａｔｕｒｎ）结构的氨基酸数为５个，占５．３２％；呈

无规卷曲（Ｒａｎｄｏｍｃｏｉｌ）结构的氨基酸数为２６个，占

２７．６６％。
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　　注：蓝色表示α螺旋，红色表示β折叠，绿色表示β转角，紫色表示

无规卷曲。

图３　犕犃犞２９２１二级结构预测

Ｎｏｔｅｓ：Ｂｌｕｅｆｏｒａｌｐｈａｈｅｌｉｘ，ｒｅｄｆｏｒｅｘｔｅｎｄｅｄｓｔｒａｎｄ，ｇｒｅｅｎｆｏｒｂｅｔａ

ｔｕｒｎ，ｐｕｒｐｌｅｆｏｒｒａｎｄｏｍｃｏｉｌ．

犉犻犵．３　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狊犲犮狅狀犱犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犕犃犞２９２１

ＭＡＶ２９２１蛋白的三级结构模型构建结果见图

４。该模型的模板相似性（ＳｅｑＩｄｅｎｔｉｔｙ）为９１．４９％，

ＧＭＱＥ评分为０．４６（可信度范围为０１，值越大表明

质量越好），ＱＭＥＡＮ评分为０．００（ＱＭＥＡＮ评分区间

为４～０，越接近０，评估待测蛋白与模板蛋白的匹配

度越好）。模型预测结果显示该蛋白是单体蛋白，不形

成二聚体，也无与配体结合的空间位置。

图４　犕犃犞２９２１三级结构预测

犉犻犵．４　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狋犲狉狋犻犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犕犃犞２９２１

４　犕犃犞２９２１基因扩增与原核表达质粒的构建

ＧｅｎＢａｎｋ中 ＭＡＶ２９２１蛋白的编码基因序列全

长２８５ｂｐ。经ＢａｍＨＩ和 ＥｃｏＲＩ双酶切重组质粒

ｐＧＥＸＥＳＡＴ６，１％琼脂糖凝胶电泳显示目的基因片

段约２８５ｂｐ（图５）。该片段大小与预期相符，重组质

粒ｐＧＥＸＥＳＡＴ６构建成功。

　　Ｍ　ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ５０００）　１　ｐＧＥＸＥＳＡＴ６重组质粒　２　

ｐＧＥＸＥＳＡＴ６重组质粒ＥＳＡＴ６基因ＰＣＲ扩增产物　３　ｐＧＥＸＥＳ

ＡＴ６重组质粒ＢａｍＨＩ和ＥｃｏＲＩ双酶切产物

图５　重组质粒狆犌犈犡犈犛犃犜６的双酶切鉴定

Ｍ　ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ５０００）　１　ｐＧＥＸＥＳＡＴ６ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄ　２　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＥＳＡＴ６ｇｅｎｅｉｎｐＧＥＸＥＳＡＴ６　３　

ｐＧＥＸＥＳＡＴ６ｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＢａｍＨＩａｎｄＥｃｏＲＩ

犉犻犵．５　犇狅狌犫犾犲狉犲狊狋狉犻犮狋犻狅狀犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀

狅犳狆犌犈犡犈犛犃犜６犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊

５　重组蛋白的诱导表达和纯化

将已转化重组质粒ｐＧＥＸＥＳＡＴ６的大肠埃希菌

ＢＬ２１（ＤＥ３）用ＩＰＴＧ（１ｍｍｏｌ／Ｌ）诱导表达４ｈ，采用

５％浓缩胶１２％分离胶的ＳＤＳＰＡＧＥ检测目的蛋白

的表达。结果显示，在菌体上清液中出现分子质量单

位约３１．５ｋｕ的蛋白条带，而菌体沉淀中无明显条带，

表明 ＭＡＶ２９２１蛋白以可溶性形式表达。将收集的

菌体上清进行变性、透析、复性处理后，利用ＧＳＴ标签

与谷胱甘肽通过硫键共价亲和的原理，通过谷胱甘肽

琼脂糖凝胶对重组 ＭＡＶ２９２１蛋白进行亲和层析，获

得纯化的重组 ＭＡＶ２９２１蛋白（图６）。

Ｍ　蛋白ｍａｒｋｅｒ　１　纯化前的重组蛋白　２　纯化的重组蛋白

图６　纯化的重组 犕犃犞２９２１蛋白

Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；　１　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｂｅｆｏｒｅｐｕｒｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎ；　２　Ｐｕｒｉｆｉｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ

犉犻犵．６　犘狌狉犻犳犻犲犱狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犕犃犞２９２１狆狉狅狋犲犻狀

６　犈犔犐犛犃法检测 犕犃犞２９２１蛋白作用犜犎犘１巨噬细

胞上清液中犜犖犉α表达量的变化

利用ＥＬＩＳＡ法检测 ＭＡＶ２９２１蛋白作用ＴＨＰ１

巨噬细胞不同时间后细胞上清中ＴＮＦα的含量，得到

各处理组ＴＨＰ１巨噬细胞上清中ＴＮＦα含量的变化

情况，结果见图７。与空白组、洗脱液对照组对比，

ＭＡＶ２９２１蛋白作用 ＴＨＰ１巨噬细胞２４ｈ和４８ｈ

后ＴＮＦα含量均显著升高（２４ｈ组犉＝１２８．３１６，犘＜

０．０５；４８ｈ组Ｆ＝１１５．５６８，犘＜０．０５）。

注（Ｎｏｔｅ）：组间比较（Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｍｏｎｇｇｒｏｕｐｓ），犘＜０．０５。

图７　各组犜犎犘１细胞上清液中犜犖犉α的含量

犉犻犵．７　犜犺犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犜犖犉α犻狀犮狌犾狋狌狉犲狊狌狆犲狉狀犪狋犪狀狋
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７　流式细胞术检测 犕犃犞２９２１蛋白作用犜犎犘１巨噬

细胞的凋亡情况

为了检测鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１蛋白对ＴＨＰ１

巨噬细胞凋亡的影响，利用重组 ＭＡＶ２９２１蛋白作用

于ＴＨＰ１巨噬细胞，同时设立空白组和洗脱液对照

组，作用２４ｈ和４８ｈ后分别采用流式细胞术检测细

胞凋亡情况，结果见图８。空白组和洗脱液对照组的

细胞凋亡率比较差异无统计学意义（２４ｈ组 犉＝

２２．４００，犘＞０．０５；４８ｈ组犉＝５０．２４５，犘＞０．０５），而

重组 ＭＡＶ２９２１蛋白处理组与空白组和洗脱液对照

组相比，处理组细胞的凋亡率均显著升高（２４ｈ组犉

＝２２．４００，犘＜０．０５；４８ｈ组犉＝５０．２４５，犘＜０．０５）。

表明鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１蛋白可促进巨噬细胞的

凋亡。

　　注（Ｎｏｔｅｓ）：
组间比较（Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｍｏｎｇｇｒｏｕｐｓ），犘＜０．０５。

Ａ　各组作用２４ｈ后流式细胞术检测结果　Ｂ　各组作用４８ｈ后

流式细胞术检测结果　Ｃ　凋亡率统计结果　

图８　各组细胞凋亡率

Ａ　Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｔ２４ｈ　Ｂ　Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃ

ｔｉｏｎａｔ４８ｈ　Ｃ　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

犉犻犵．８　犃狆狅狆狋狅狊犻狊狉犪狋犲狅犳犲犪犮犺犵狉狅狌狆

讨　论

结核分枝杆菌是一种胞内寄生菌，巨噬细胞是其

寄生的主要场所。巨噬细胞是固有免疫应答中宿主防

御病原菌的第一道防线，在控制病原菌感染方面发挥

重要作用［３］。巨噬细胞凋亡作为宿主清除病原菌的重

要途径之一，在控制结核分枝杆菌感染中具有重要意

义。研究发现，巨噬细胞与结核分枝杆菌在宿主细胞

内存活和播散密切相关［４］。结核分枝杆菌能够通过表

达一些毒力因子来干扰宿主的免疫反应，抑制巨噬细

胞的凋亡，以逃避宿主细胞的免疫杀伤并实现持续生

存［５９］；另一方面，结核分枝杆菌促进巨噬细胞的凋亡

和损伤［１０１３］，以完成向临近细胞的扩散传播。

鸟分枝杆菌也是一种胞内寄生的病原菌，具有调

节细胞内环境的能力，其对宿主细胞免疫环境的适应

机制使得鸟分枝杆菌也可以在巨噬细胞内存活和繁

殖［１４］。被巨噬细胞吞噬的鸟分枝杆菌可以调节吞噬

体液泡膜的重塑，抑制吞噬体的酸化、干扰内小体的成

熟，从而阻止吞噬体溶酶体融合，使得巨噬细胞无法

杀灭摄入胞内的病原菌［１５１７］。此外，鸟分枝杆菌还可

以诱导机体产生免疫应答及促进巨噬细胞凋亡［１８２０］，

从而抵御病原菌感染。在这些与宿主巨噬细胞相互作

用的复杂过程中，致病性分枝杆菌的多种蛋白分子发

挥着极其重要的作用。多个与致病性分枝杆菌毒力相

关的蛋白是由一种存在于分枝杆菌中的ＶＩＩ型分泌系

统（Ｔ７ＳＳ）编码的，这些毒力相关蛋白在分枝杆菌的致

病机制中起着核心作用［２１２２］。结核分枝杆菌的毒力蛋

白ＥＳＡＴ６是ＶＩＩ型分泌系统中重要的分泌蛋白，该

蛋白可以通过活化Ｃａｓｐａｓｅ９／Ｃａｓｐａｓｅ３的表达而引

起宿主细胞的凋亡［２３］。鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１蛋白

与结核分枝杆菌ＥＳＡＴ６蛋白高度同源，因此推测该

蛋白可能也与鸟分枝杆菌的致病机制有关。

本研究运用生物信息学工具对鸟分枝杆菌ＭＡＶ

２９２１蛋白进行了分析预测，结果显示该蛋白有一个位

于３５５７位氨基酸的由胞内向胞外的跨膜段，其Ｎ端

位于胞内。该预测结果提示，鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１

蛋白可能定位于细胞膜上。此外，生物信息学分析结

果显示，该蛋白是一种稳定的亲水性的蛋白。本研究

将诱导表达后的菌体进行超声破碎，将离心收集的上

清和沉淀进行５％浓缩胶１２％分离胶的ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳鉴定，结果也显示鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１蛋白主

要存在于上清液中，证实了该蛋白确是属于水溶性蛋

白。

本研究构建了ｐＧＥＸＥＳＡＴ６原核表达质粒，成

功利用大肠埃希菌表达系统诱导表达了鸟分枝杆菌

ＭＡＶ２９２１蛋白。将制备的重组 ＭＡＶ２９２１蛋白作

用于人源ＴＨＰ１巨噬细胞，通过ＥＬＩＳＡ法检测细胞

上清液中细胞因子ＴＮＦα表达量的变化，流式细胞术

检测巨噬细胞的凋亡情况。结果显示，鸟分枝杆菌

ＭＡＶ２９２１蛋白与人源ＴＨＰ１巨噬细胞共孵育２４ｈ

和４８ｈ之后与对照组相比，细胞上清液中细胞因子

ＴＮＦα的表达量均显著增高，细胞凋亡率也均呈升高

趋势。ＴＮＦ具有造血、抵抗病原体感染、免疫监视等

功能。ＴＮＦα由单核细胞生成，可以诱导某些肿瘤细

胞系细胞的死亡，还具有刺激细胞增殖和诱导细胞分

化的功能，是巨噬细胞在抵抗病原体、控制感染的过程

中起主要作用的细胞因子之一。本研究中鸟分枝杆菌
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ＭＡＶ２９２１蛋白作用于 ＴＨＰ１巨噬细胞后，细胞上

清液中ＴＮＦα表达量和巨噬细胞凋亡率均显著增高，

表明鸟分枝杆菌 ＭＡＶ２９２１蛋白可以诱导机体产生

针对鸟分枝杆菌的免疫应答，并对巨噬细胞的凋亡具

有促进作用。
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ｒｕｐｔｉｏｎｉｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｌｅａｄｉｎｇｔｏｎｅｃｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２００６

（１７６）：３７０７３７１６．
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ｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｎｄｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．

ＦｒｏｎｔＢｉｏｓｃｉ，１９９９（４）：５８２５８８．
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ｓｉｏｎｏｆｔｈｅｖｅｓｉｃｕｌａｒｐｒｏｔｏｎＡＴＰａｓｅ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９９４，２６３

（５１４７）：６７８６８１．
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２０１１，５０（２）：１３２１３９．
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ｎｉｓｓｕｉｓｔｏｅｓｃａｐｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＣｅｌｌＩｎｆｅｃｔ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１５（５）：６３．

［２０］　ＨｏｓｔｅｔｔｅｒＪＭ，ＳｔｅａｄｈａｍＥＭ，ＨａｙｎｅｓＪＳ，ｅｔａｌ．Ｃｙｔｏｋｉｎｅｅｆｆｅｃｔｓ

ｏｎｍａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｈａｇｏｓｏｍｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻犪犪狏犻

狌犿ｓｕｂｓｐｅｃｉｅｓｐａｒａｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｎＪ７７４ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＦＥＭＳＭｉｃｒｏｂｉｏｌ

Ｅｃｏｌ，２００２（３４）：１２７１３４．

［２１］　ＡｂｄａｌｌａｈＡＭ，ＧｅｙｖａｎＰｉｔｔｉｕｓＮＣ，ＣｈａｍｐｉｏｎＰＡＤ，ｅｔａｌ．Ｔｙｐｅ

ＶＩＩｓｅｃｒｅｔｉｏｎｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｓｈｏｗｔｈｅｗａｙ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＭｉｃｒｏｂｉ

ｏｌ，２００７，５（１１）：８８３８９１．

［２２］　ＶａｚｉｒｉＦ，ＢｒｏｓｃｈＲ．ＥＳＸ／ＴｙｐｅＶＩＩｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｓＡｎｉｍｐｏｒ

ｔａｎｔｗａｙｏｕｔｆｏｒｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｂｉｏｌＳｐｅｃｔｒ，

２０１９，７（４）：１１０．

［２３］　ＬｉｎＪ，ＣｈａｎｇＱ，ＤａｉＸ，ｅｔａｌ．Ｅａｒｌｙｓｅｃｒｅｔｅｄａｎｔｉｇｅｎｉｃｔａｒｇｅｔｏｆ６
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２０１９，４５７（１２）：１７９１８９．
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