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结核分枝杆菌休眠相关蛋白HspX的生物信息学
分析、制备及对大肠埃希菌生长抑制探究*

马锐1,马金花1,杨壤2,李雅婷2,赵志浩2,马国荣1**

(1.宁夏医科大学基础医学院,宁夏银川
 

750004;2.宁夏医科大学临床医学院)

【摘要】 目的 分析 HspX蛋白的基本性质及其编码基因对大肠埃希菌(E.coli)生长的影响,为将其作为结核病疫苗

候选分子和临床检测生物标志物的可行性提供实验依据。 方法 应用生物信息学方法分析 HspX蛋白基本生化性

质;构建原核重组表达载体并在E.coli中表达,用金属螯合层析法纯化 HspX蛋白,观察该蛋白及其编码基因对宿主菌

E.coli-BL21(DE3)和E.coli
 

-DH5α生长的影响。 结果 生物信息学分析HspX蛋白由144个氨基酸残基组成,相对

分子质量为16.227
 

28×103,等电点为5.00;该蛋白无信号肽,含有14个磷酸化位点,为亲水性细胞壁蛋白。其在大肠

埃希菌中以可溶性表达,经镍金属螯合填料一步纯化得到纯度为86.9%的重组蛋白。重组质粒(pET28a-Rv2031c)能显

著抑制其表达宿主菌E.coli-BL21(DE3)的生长,但不会抑制其克隆宿主菌E.coli
 

-DH5α的生长。 结论 HspX蛋白

能抑制E.coli-BL21(DE3)宿主菌的生长,其可能是结核分枝杆菌在宿主体内滞留发挥作用的效应物之一。
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【Abstract】 Objective HspX
 

is
 

a
 

highly
 

expressed
 

protein
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

during
 

dormancy,which
 

has
 

huge
 

effect
 

in
 

latent
 

infection
 

of
 

the
 

pathogenic
 

bacteria.
 

This
 

study
 

oriented
 

in
 

the
 

analysis
 

of
 

the
 

basic
 

properties
 

of
 

HspX
 

protein
 

and
 

the
 

effects
 

of
 

its
 

encoding
 

gene
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

E.coli,which
 

serves
 

the
 

purpose
 

of
 

making
 

its
 

feasibility
 

as
 

a
 

candidate
 

molecule
 

for
 

TB
 

vaccine
 

and
 

biomarker
 

for
 

clinical
 

detection
 

of
 

the
 

tuberculosis. Methods 
Bioinformatics

 

methods
 

were
 

applied
 

in
 

the
 

analysis
 

of
 

the
 

basic
 

biochemical
 

properties
 

of
 

HspX
 

protein.The
 

recombinant
 

expression
 

vector
 

of
 

HspX
 

was
 

constructed
 

and
 

expressed
 

in
 

E.coli.
 

The
 

HspX
 

protein
 

was
 

purified
 

by
 

metal
 

chelate
 

chromatography
 

and
 

the
 

effects
 

of
 

the
 

protein
 

and
 

its
 

coding
 

gene
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

host
 

bacteria
 

E.coli-BL21(DE3)
 

and
 

E.coli-DH5α
 

were
 

observed. Results Bioinformatics
 

analysis
 

showed
 

that
 

HspX
 

protein
 

consisted
 

of
 

144
 

amino
 

acid
 

residues,with
 

relative
 

molecular
 

mass
 

of
 

16.227
 

28×103
 

and
 

isoelectric
 

point
 

of
 

5.00.
 

The
 

protein
 

had
 

no
 

signal
 

peptide
 

and
 

contained
 

14
 

phosphorylation
 

sites,indicating
 

that
 

it
 

was
 

a
 

hydrophilic
 

cell
 

wall
 

protein.
 

Which
 

is
 

soluble
 

expressed
 

in
 

escherichia
 

coli,and
 

the
 

recombinant
 

protein
 

with
 

the
 

purity
 

of
 

86.9%
 

is
 

obtained
 

through
 

one-step
 

purification
 

by
 

a
 

nickel
 

metal
 

chelating
 

filler.
 

The
 

recombinant
 

plasmid
 

(pET28a-Rv2031c)
 

significantly
 

inhibited
 

the
 

growth
 

of
 

its
 

expression
 

host
 

strain
 

E.coli-BL21(DE3),but
 

not
 

its
 

clonal
 

host
 

strain
 

E.coli-DH5α. Conclusion HspX
 

protein
 

can
 

inhibit
 

the
 

growth
 

of
 

E.coli-BL21(DE3)
 

host
 

strain,and
 

it
 

may
 

be
 

one
 

of
 

the
 

effectors
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

retention
 

in
 

the
 

host.
【Key

 

words】 HspX;Rv2031c;vector
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expression;bioinformatics
 

analysis

 ***结核病(tuberculosis,TB)主要是由结核分枝杆

菌(Mycobacterium
 

tuberculosis,MTB)经呼吸道感染

引发的一种慢性、人畜共患传染病[1-2]。我国是全球第

三大结核病高发国,2021年新增结核患者80余万[3]。

MTB是一种需氧且生长极其缓慢的胞内感染菌。巨

噬细胞不仅是 MTB栖居地,也是宿主抗原提呈与抗
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菌效应细胞,通过参与影响宿主免疫应答系统维持机

体内环境稳定。最终使病原菌与宿主免疫系统达到动

态平衡,菌体以休眠状态在宿主细胞中存活下来[4]。
有85%~90%的 MTB感染者体内结核菌处于休眠状

态,仅有5%~10%的结核病患者可能最终会发病[5]
 

。
休眠是 MTB与宿主间长期进化、为适应生存环境演

变而来的自我保护机制,也是结核病继发性感染的主

要因素之一。休眠状态下,MTB许多代谢进程被迫下

调甚至关闭。

HspX是Rv2031c基因编码的小分子热休克蛋白

家族中的成员,是休眠相关48个重要蛋白之一[6]。

HspX蛋白是 MTB在潜伏相时期重要的抗原,有很强

的免疫原性,能够诱导Th1细胞的活化[7]。HspX蛋

白具有特异性的B细胞和T细胞表位[8-9]。在约70%
的痰液涂片阳性肺结核患者血清中发现了抗HspX蛋

白抗体。该研究结果与文献[10-11]报道的 HspX蛋

白 在 患 者 血 清 抗 体 中 的 敏 感 性 与 特 异 性 一 致。

Kingston等[12]报道 HspX蛋白在小鼠和豚鼠中均能

诱导迟发型超敏反应。亦有研究表明HspX蛋白在功

能不同 的 T 辅 助 亚 群 分 化 和 增 殖 中 发 挥 重 要 作

用[13-14]。

HspX蛋白是一种可保护蛋白质在体外不聚集的

分子伴侣[15-16],该蛋白在体外被 MTB感染过程中及

低氧、CO 暴露的环境中都能被诱导表达[17]。检测

HspX蛋白亦可区分潜伏感染期的结核患者。MTB
培养滤液蛋白组学研究显示,该蛋白在 MTB培养滤

液中属于高丰度蛋白[18],且其在结核病患者血清中具

有较高敏感性与特异性[11]。本研究拟应用生物信息

学方法分析HspX蛋白基本理化性质,然后应用基因

工程方法原核表达该蛋白,采用镍金属离子螯合法进

行纯化,并评估该蛋白及其编码基因对其宿主菌生长

状态的影响。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株与质粒 重组表达载体构建的感受态细胞

E.
 

coli
 

DH5α(克隆宿主)和E.
 

coli
 

BL21(DE3)购自

天根 生 化 公 司;热 灭 活 (65
 

℃,10
 

min/次,3 次)

MTBH37Rv(总基因组DNA)和原核表达载体
 

pET-
28a(+)为本实验室保存。

1.2 主 要 试 剂 与 仪 器  AxyPrepTM
 

DNA
 

Gel
 

Extraction
 

Kit和AxyPrepTM
 

Plasmid
 

Miniprep
 

Kit
购自美国 Axygen公司;T4

 

DNA
 

Ligase,FastDigest
 

XhoⅠ 和 FastDigest
 

NdeⅠ 购 自 美 国 Thermo
 

Scientific 公 司;Anti-6 × His
 

rabbit
 

polyclonal
 

antibody和HRP-conjugated
 

Goat
 

Anti-mouse
 

IgG购

于 武 汉 三 鹰 公 司;硫 酸 卡 那 霉 素,DNA
 

marker,

Protein
 

marker,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
 

polymerase,

DNA胶回收试剂盒和质粒小量抽提试剂盒购自南京

诺唯公司;镍金属螯合层析填料为本实验室制备。

2 方法

2.1 HspX蛋白基本性质生物信息学分析 HspX
蛋白及 其 编 码 基 因 序 列 均 来 源 于 NCBI(https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/)数据库。上传 HspX氨基

酸 序 列 至 在 线 软 件 Protpapram (https://web.
expasy.org/protparam/),获得该蛋白分子质量、等电

点、总体疏水性等相关信息。通过以下在线数据库或

网站获得 HspX蛋白信号肽(http://www.cbs.dtu.
dk/services/SignalP/),跨 膜 区 蛋 白 序 列 (https://

services.healthtech.dtu.dk/service.php? TMHMM-
2.0)及亚细胞定位(http://www.csbio.sjtu.edu.cn/

bioinf/Cell-PLoc-2/),糖基化、磷酸化位点(NetPhos-
3.1-Services-DTU

 

Health
 

Tech),蛋白相互作用网络

(https://string-db.org)及 序 列 同 源 性 分 析(Basic
 

Local
 

Alignment
 

Search
 

Tool,BLAST)相关信息。

2.2 原核重组表达载体的构建及重组 HspX蛋白的

表达

2.2.1 引 物 设 计 及 合 成  依 据 GenBank 网 站

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

H37Rv的基因 Rv2031c
 

(NP216547.1)序列信息,分别设计上、下游引物。上

游引物P1:5'-GGAATTCCATATGGCCACCACCCT
TCCCGTTC-3'(下划线部分为 NdeI内切酶识别位

点);下游引物P2:5'-CCGCTCGAGGTTGGTGGACC
GGATCTGAA-3'(下划线部分为XhoI内切酶识别位

点)。引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。

2.2.2 重组表达质粒的构建 以热灭活菌上清液提

取的DNA为模板,按试剂说明PCR扩增Rv2031c基

因,经1.5%琼脂糖凝胶电泳检测后切胶回收约500
 

bp的目的基因片段,将其与表达载体
 

pET-28a(+)分
别用FastDigest

 

NdeⅠ和FastDigest
 

XhoⅠ双酶切并

回收酶切产物,在T4-DNA
 

Ligase(按试剂盒说明书)
作用下22

 

℃连接1.5
 

h。取10
 

μL连接产物热激转化

入感受态细胞E.
 

coli
 

DH5α(克隆宿主菌),经固体

LB(Kan+)琼脂平板筛选阳性克隆,采用菌落PCR验

证目标基因Rv2031c被成功亚克隆的菌株,并委托生

工生物工程(上海)股份有限公司进行DNA测序,测
序正确的重组克隆菌株命名为pET-Rv2031c-DH5α。

2.2.3 重组蛋白HspX的表达 取对数生长期pET-
Rv2031c-DH5α细菌,提取质粒,经电泳验证后热激转

化E.
 

coli
 

BL21(DE3)感受态细胞,转化菌涂布LB,
筛选阳性单克隆菌落并接种至LB(Kan+)液体培养
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基至菌液 A600 值为0.4~0.6,加入诱导剂异丙基-β-
D-硫代半乳糖苷(IPTG)至终浓度为1.0

 

mmol/L。
诱导8

 

h后取菌液离心,用10
 

mmol/L
 

PBS置换体系

后沸水煮10
 

min,SDS-PAGE检测目的蛋白的表达。

2.2.4 重 组 HspX 蛋 白 的 镍 金 属 螯 合 层 析 与

Western
 

blot验证 重组菌经活化、转接和增菌培养

后按重量:体积=1∶20(g/mL)的比例用10
 

mmol/L
 

PBS液重悬菌体,冰浴、超声波破碎细菌细胞壁(破菌

2
 

s,间歇3
 

s,共40
 

min,功率55%),8
 

000
 

r/min(离心

半径10
 

cm)离心30
 

min,收集上清液(已验证 HspX
蛋白为可溶性表达),采用镍金属螯合层析法纯化目的

蛋白。取不同组分溶液SDS-PAGE电泳检测,并用灰

度分析法确定金属螯合层析后的目的蛋白纯度;采用

BCA蛋白定量法测定其浓度。以小鼠抗 His标签抗

体为一抗,采用 Western
 

blot验证未纯化及镍金属螯

合纯化的Hspx蛋白。

2.2.5 HspX蛋白对菌体生长的影响观察 从固体

LB培养基上挑取pET-28a(+)-DH5α,pET-28a(+)-
HspX-DH5α,pET-28a(+)-BL21(DE3)和pET-28a
(+)-HspX-BL21(DE3)菌株并将其接种在5mL的

LB液体培养基中,37
 

℃、200
 

r/min摇菌培养12~16
 

h。用新鲜培养基将所有样品的A600 值调整到0.6,评
估重 组 质 粒 对 克 隆 宿 主 DH5α与 表 达 宿 主 BL21
(DE3)生长状态的影响。分组:(1)不加诱导剂组;(2)
加入诱导剂IPTG组;(3)加入诱导剂乳糖(Lactose,

Lac)组;(4)细菌生长至对数期后加入诱导剂IPTG与

Lac组。测定相同培养条件下菌液A600 值,评估各组

受试菌生长状态的差异性。

结 果

1 HspX蛋白基本性质的生物信息学分析

1.1 Rv2031c基因 及 其 编 码 蛋 白 的 理 化 性 质 从

NCBI等网站上获得MTBRv2031c的基因及其编码的

HspX蛋白序列(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

nuccore/NC_000962.3?
 

report=genbank&from=
2278498&to=2278932&strand=true)。简言之,根
据ProtParam 在线软件知 HspX蛋白的相对分子质

量为16.227
 

28×103,理论等电点为5.00。该蛋白由

20种共144个氨基酸组成。其中,天冬氨酸(Asp)和
谷氨酸(Glu)

 

含量最高,均占9.0%;精氨酸(Arg)和
苏氨酸(Thr)含量分别为8.2%和7.6%。含负电荷

氨基酸占总氨基酸数目的18.06%(26/144),含正电

荷氨基酸(Arg+Lys)占其总数的(20/144)。其分子

组成为C716H1131N197O225S5,原子总数为2273。Hspx
蛋白的消光系数为4470,在溶液中280

 

nm处吸光度

为0.275。该蛋白在大肠埃希菌,酵母菌及哺乳动物

网状细胞内的半衰期分别>10
 

h,>20
 

h和>30
 

h。
该蛋白不稳定性指数估算为40.64,属不稳定蛋白。
其脂肪族氨基酸指数为72.43,总体平均亲水性为-
0.52,属亲水性蛋白。

1.2 HspX蛋白信号肽、跨膜区及总体亲疏水性分析

 信号肽主要以经典的分泌(Sec/secretory)通路和双

精氨酸转移(Tat/twin-arginine)通路的方式将蛋白输

送到细胞膜外,然后由信号肽酶(SPaseI,SPaseII或

SPaseIII)将其切除。Hspx蛋白无经典SPI/II的切割

位点,也无TAT
 

motif的外分泌结构,因此该蛋白无

信号肽(图1A)。基于复杂隐马可夫规则与神经网络

策略的TMHMM
 

v2.0软件分析显示该蛋白为非跨

膜蛋白(图1B)。根据线性权重变化模型可以看出,该
蛋白疏水区域>0的氨基酸所占比例小于50%(图

1C),据此推测HspX为亲水性蛋白。

  注:HspX蛋白信号肽预测(A),跨膜结构域预测(B),依据线性权
重变化模型预测 HspX蛋白的总体亲疏水性(C)

图
 

1 Signalp
 

v6.0对
 

HspX蛋白信号肽的预测

Note:Prediction
 

of
 

HspX
 

protein
 

signal
 

peptide
 

(A),prediction
 

of
 

transmembrane
 

domain
 

(B),prediction
 

of
 

overall
 

hydrophilicity
 

of
 

HspX
 

protein
 

based
 

on
 

linear
 

weight
 

change
 

model
 

(C)
Fig.1 Analysis

 

of
 

HspX
 

protein
 

based
 

on
 

Signalp
 

V6.0
 

online
 

signal
peptide

 

prediction
 

software

1.3 HspX蛋白亚细胞定位,糖基化、磷酸化位点预

测与相互作用 蛋白网络预测Psrotb在线亚细胞定

位软件分析显示 Hspx位于细胞壁(图2A)。此结果

是否与Hspx表达使细胞壁的增厚有直接关系,需要

进一步研究。
磷酸化可改变蛋白质结构,导致其活性变化,从而

参与 细 胞 的 信 号 转 导、生 长 发 育 等 过 程。采 用

NetPhos
 

3.1在线软件分析预测 HspX蛋白无糖基化

位点;磷酸化位点11个(图2B),其中包括4个苏氨酸

磷酸化位点。
热休克蛋白HspX(α-晶体蛋白同源物)作为分子

伴侣能够抑制醇脱氢酶的热变性。该基因过表达型细
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胞比其野生型生长慢,并且在体外培养饱和后不易自

溶,表明该蛋白可能会降低培养中和巨噬细胞感染时

MTB的生长速度。相互作用蛋白网络预测 Hspx蛋

白的节点数共有11个,边数有41条(图2C)。10个蛋

白 中 有 6 个 与 HspX 性 质 相 似 度 较 高。其 中,

Rv2028c属于通用应激蛋白A家族;Rv2623,TB31.7
也属于通用应激蛋白家族,可能在病原菌潜伏期发挥

作用;Rv3418c,groES(10ku抗原)在 Mg-ATP存在下

与Cpn60结合,抑制后者的 ATP;Dnak(热休克蛋白

70)(HSP70)是可能的伴侣蛋白;Rv3875,EsxA,6ku
早期分泌抗原靶蛋白,在调节宿主对感染的免疫反应

以及负责细菌逃逸到宿主细胞质中;Rv2626c
 

hrp1是

缺氧反应蛋白。

  注:Hspx蛋白的亚细胞定位分析(A),磷酸化位点分析(B),Hspx
蛋白互作网络分析图(C)

图
 

2 NetPhos
 

3.1预测HspX
 

蛋白的糖基化位点及相互作用蛋白

Note:Subcellular
 

localization
 

analysis
 

of
 

Hspx
 

protein
 

(A),
phosphorylation

 

site
 

analysis
 

(B),interaction
 

network
 

analysis
 

of
 

Hspx
 

protein
 

Fig.2 Analysis
 

of
 

HspX
 

protein
 

based
 

on
 

NetPhos
 

3.1
 

online
 

signal
peptide

 

prediction
 

software

2 MTBHspX基因重组载体的构建及重组蛋白 HspX
的表达

2.1 目的基因 Rv2031c片段扩增、克隆和酶切验证

PCR法从灭活 MTB
 

H37Rv菌液中扩增目的基因片

段,经1.5%琼脂糖凝胶电泳检测,长度约470
 

bp,与

Rv
 

2031c的DNA片段预期大小相符(图3A)。PCR
产物及载体酶切后连接,连接部物转化DH5α菌并进

行菌液PCR验证,对验证正确的pET28a-Rv2031c-
DH5α进行测序,测序结果与 NCBI数据库基因序列

BLAST分析,显示亚克隆到pET-28a(+)载体的基因

序列完全正确(图3B)。

  注:Hspx蛋白编码基因的PCR扩增以及与结核分枝杆菌 H37Rv
基因序列间的比对结果(A);数据库的BLAST比对结果(B)
图

 

3 目的基因Rv2031c片段酶切验证及数据库的BLAST比对结果

Note:PCR
 

amplification
 

of
 

Hspx
 

protein
 

coding
 

gene
 

and
 

comparison
 

of
 

H37Rv
 

gene
 

sequence
 

with
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

(A);BLAST
 

comparison
 

results
 

of
 

database
 

(B)
Fig.3 Target

 

gene
 

Rv2031c
 

fragment
 

digestion
 

verification
and

 

database
 

BLAST
 

comparison
 

results

2.2 Hspx蛋白 重组表达及纯化产物的鉴定以及

最佳诱导时长的确定重组蛋白在宿主菌中的表达受菌

体培养温度、转速、诱导剂的种类及诱导剂加入量和诱

导时间等多种因素的影响。本研究选择37
 

℃、200
 

r/

min、1
 

mmol/L
 

IPTG为固定因素,诱导时长分别为

2、4、6、8、12
 

h。从15%
 

SDS-PAGE结果看出,在16
×103 处出现一深染的蛋白带,在加入IPTG后的8

 

h
表达量达最大值,因此将其确定为最佳诱导时间(图
4A)。

应用自制的镍金属层析填料,采用重力柱螯合层

析法纯化重组 HspX,纯化蛋白经SDS-PAGE凝胶电

泳后用BioRad凝胶成像仪ImageLab3.0软件分析,

0.5
 

mol/L咪唑一步洗脱液重组 HspX蛋白纯度为

86.9%(图4B,4C)。应用BCA法定量分析洗脱液中

蛋白含量,洗脱组分1与洗脱组分2蛋白浓度分别为

4.90
 

μg/μL和1.70
 

μg/μL。

2.3 重组HspX蛋白的 Western
 

blot鉴定 带有目

标基因的重组表达载体pET28a(+)载体含6个组氨

酸(His-flag)作为镍金属螯合层析时的识别标签。因

此本研究将目的蛋白进行SDS-PAGE电泳分析(图
5A);另转膜后以抗组氨酸(His)标签的单克隆抗体为

一抗,采用 Western
 

blot法间接验证目标蛋白中是否

含有组氨酸标签蛋白。结果显示,在相对分子质量约

16×103 处有特异性反应条带,与预期的 HspX蛋白

分子质量一致。纯化的重组蛋白同样能被小鼠来源的

抗组氨酸标签单克隆抗体识别(图5B)。

2.4 HspX蛋白及其编码基因对宿主菌生长的影响

 DH5α是一种经诱变及生物工程改造后可摄入外源

DNA的基因工程受体菌,缺失核酸内切酶(endA),因
而提高了质粒 DNA 的产量和质量;重组酶缺陷型

(recA)减少插入片段的同源重组概率,保证了插入
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DNA的稳定性。因此DH5α是常用的质粒及目标基

因储存菌,如用于基因文库的构建等。本研究中未构

建目标基因的质粒pET28a-DH5
 

与构建有目标基因

的pET28a-Rv2031c-DH5
 

随着菌体生长时间的延伸,
宿主菌也同步增殖,二者之间生长状态无显著差异性

(图6A)。BL21(DE3)是经基因工程改造的染色体上

携带lacUV5启动子控制的T7
 

RNA聚合酶基因,该
菌种不带任何抗菌素抗性,其缺失lon和ompT蛋白

酶基因适宜IPTG诱导下T7启动子驱动的外源基因

高效表达的基因工程菌。与pET28a-
 

BL21(DE3)相
比,相同培养条件下未加IPTG诱导剂组(图6B),加
入诱导剂乳糖组(图6C),以及加入1.0mmol/L的

IPTG诱导剂组(图6D)含有目标基因Rv2031c的菌

液生长状态均受到抑制,酶标仪测定含 目 标 基 因

Rv2031c的菌液 A600 值均低于不含目标基因的空白

质粒组。

  注:不同时间点IPTG有道 HspX蛋白重组表达的测定:1为未加
诱导剂IPTG的HspX蛋白培养12h时的表达状况,2-6分别表示IPTG
诱导2、4、6、8和12

 

h时的目标蛋白表达量(A);HspX蛋白的镍金属螯
合层析结果SDS-PAGE电泳图,1-6分别为未纯化 HspX上清,镍金属
螯合纯化后流穿液,洗杂液最初组分,洗杂液最末组分,洗脱组分1,洗
脱组分2,以及0.5mol/L咪唑洗脱重组 HspX蛋白的纯度分析(C)

图
 

4 HspX重组蛋白的表达与分离纯化及蛋白纯度分析

Note:
 

IPTG
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

recombinant
 

expression
 

of
 

HspX
 

protein
 

at
 

different
 

time
 

points:1
 

was
 

the
 

expression
 

status
 

of
 

HspX
 

protein
 

cultured
 

without
 

inducer
 

IPTG
 

for
 

12h,and
 

2-6
 

was
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

target
 

protein
 

at
 

2h,4h,6h,8h
 

and
 

12h
 

after
 

IPTG
 

induction
 

(A).
 

Results
 

of
 

nickel
 

metal
 

Chelation
 

chromatography
 

(SDS-PAGE)
 

of
 

HspX
 

protein,1-6
 

are
 

the
 

unpurified
 

HspX
 

supernatant,the
 

purity
 

analysis
 

of
 

the
 

purified
 

nickel
 

metal
 

chelation
 

flow
 

solution,the
 

initial
 

component
 

of
 

wash
 

solution,the
 

last
 

component
 

of
 

wash
 

solution,elution
 

component
 

1,elution
 

component
 

2,and
 

0.
5mol/L

 

imidazole
 

elution
 

recombinant
 

HspX
 

protein
 

(C)
Fig.4 Expression,isolation

 

and
 

purification
 

of
 

HspX
 

recombinant
protein

 

and
 

protein
 

purity
 

analysis

pET28(a)含Lac操纵子,根据Lac调控机理,乳
糖也可 对lac操 纵 子 控 制 基 因 产 生 诱 导 作 用。与

IPTG相比,乳糖是一种价格低廉且没有毒性二糖。
本研究在A600 值为0.6的对数生长期的亚克隆有目

标基因的表达菌体中分别加入诱导剂1
 

mmol/L的

IPTG和1%(m/v=g/L)的乳糖,测定不同时间段菌

液的A600 值。结果显示,含乳糖组的大肠埃希菌菌液

A600 值比IPTG组略高(图7A,7B)。可能原因为乳糖

作为碳源可被大肠埃希菌代谢及利用,而IPTG是一

种非代谢性诱导物不能为菌体生长利用,但二者均可

诱导目标蛋白的表达(图7C)。

  注:SDS-PAGE验证(A):M 为蛋白分子质量标准,1为pET28a-
Rv2031c-BL21(DE3)超声破菌上清,2为纯化的 HspX蛋白;

 

Western
 

blot验证
 

(B):M 为蛋白分子质量标准,1为pET28a-Rv2031c-BL21
(DE3)超声破菌上清与鼠抗组氨酸单克隆抗体反应条带,2为纯化

HspX蛋白与鼠抗组氨酸单克隆抗体反应条带
图

 

5 重组HspX蛋白的SDS-PAGE及 Western
 

blot分析

Note:SDS-PAGE
 

verification
 

(A)
 

:M
 

is
 

the
 

protein
 

molecular
 

weight
 

standard,1
 

is
 

pET28a-Rv2031c-BL21(DE3)
 

ultrasonic
 

bacteria-
breaking

 

supernatant,2
 

is
 

purified
 

HspX
 

protein;Western
 

blot
 

verification
 

(B)
 

:M
 

was
 

the
 

protein
 

molecular
 

quality
 

standard,1
 

was
 

pET28a-Rv2031c-BL21(DE3)
 

ultrasonic
 

bacteria
 

busting
 

supernatant
 

and
 

mouse
 

anti-histidine
 

monoclonal
 

antibody
 

reaction
 

strip,2
 

was
 

purified
 

HspX
 

protein
 

and
 

mouse
 

anti-histidine
 

monoclonal
 

antibody
 

reaction
 

strip
Fig.5 SDS-PAGE

 

and
 

Western
 

blot
 

of
 

recombinant
 

HspX
 

protein

讨 论

由于对 MTB潜伏感染者重视不够,导致5%~
10%的 MTB潜伏感染者成为结核病患者,也成为结

核病的重要传染源。休眠状态的 MTB能表达多种休
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眠相关特异性蛋白,改变代谢途径,表达异柠檬酸裂解

酶和超氧化物歧化酶,最终使其在宿主体内滞留。研

究发现,HspX蛋白是 MTB在潜伏感染期的主要休眠

相关蛋白。基于 MTB培养滤液蛋白组学研究发现

Hspx存在于液体苏通培养基中[18]。而苏通培养基比

经典的 Middlebrooks
 

7H9的成分简单,苏通培养基

SDS-PAGE电泳检测不到任何蛋白,而 Middlebrooks
中含大量未知蛋白,从而为 MTB的生长提供了重组

的氮源。HspX蛋白是一种环境胁迫高表达蛋白,这
可能是 MTB培养滤液中检出高丰度 HspX的原因。
已有研究表明 HspX蛋白与 MTB细胞壁增厚相关,
本研究基于该蛋白的亚细胞定位结果显示其为细胞壁

蛋白。

  注:不同时间段的pET28a
 

空质粒以及pET28a-Rv2031c
 

质粒在宿
主菌DH5α中生长状态(A600)测定(A);相同培养条件下未加IPTG诱
导剂组(B);加入诱导剂乳糖组(C);加入1.0

 

mol/L的IPTG诱导组,
包含目的基因Rv2031c的菌液生长状态(D)

图
 

6 重组HspX蛋白及其编码基因对宿主菌体生长状态的影响

Note:The
 

growth
 

status
 

(A600)
 

of
 

pET28a
 

and
 

PET28A-RV2031C
 

plasmid
 

in
 

host
 

bacterium
 

DH5α
 

at
 

different
 

time
 

periods
 

was
 

determined
 

(A);Group
 

(B)
 

without
 

IPTG
 

inducer
 

under
 

the
 

same
 

culture
 

conditions;Add
 

the
 

inducer
 

lactose
 

group
 

(C);Adding
 

1.0
 

mol/
L

 

IPTG
 

induction
 

group,the
 

growth
 

state
 

of
 

bacterial
 

solution
 

containing
 

target
 

gene
 

Rv2031c
 

(D)
Fig.6 Effect

 

of
 

recombinant
 

HspX
 

protein
 

and
 

its
 

encoding
 

gene
on

 

the
 

growth
 

state
 

of
 

host
 

bacteria

IPTG是高效乳糖启动子诱导剂,但其价格昂贵

且对人体有潜在毒性,不适宜于大规模发酵生产。本

研究观察了利用乳糖诱导 Hspx蛋白表达的可行性。
结果表明,乳糖不仅可诱导Hspx蛋白的表达,还对细

菌的生长代谢有一定的促进作用。该重组蛋白可用镍

金属螯合填料纯化,纯化的蛋白纯度及蛋白回收率与

同等条件下IPTG诱导的重组蛋白结果一致。而在菌

体培养初期,LB培养基中含终浓度1
 

mmol/L 的

IPTG或0.1%浓度的乳糖,均能抑制菌体生长。

HspX蛋白对E.coli
 

DH5α和BL21(DE3)
 

菌体

生长影响的检测结果显示,pET-28a-Rv2031c质粒不

影响克隆宿主菌DH5α的生长,而对表达宿主BL21

  注:以乳糖为诱导剂的重组乳糖组
 

pET28a-Rv2031c-BL21(DE3)
质粒在 大 肠 埃 希 菌 菌 液 A600 值(A);以IPTG 为 诱 导 剂 pET28a-
Rv2031c-BL21(DE3)质粒在大肠埃希菌菌液 A600 值(B);12

 

h表达产
物的SDS-PAGE分析(C)

图
 

7 乳糖和IPTG对重组菌的诱导效果比较

Note:Recombinant
 

lactose
 

group
 

pET28a-Rv2031c-BL21(DE3)
 

plasmid
 

with
 

lactose
 

as
 

inducer
 

had
 

A600 value
 

in
 

Escherichia
 

coli
 

fluid
 

(A);The
 

plasmid
 

pET28a-Rv2031c-BL21(DE3)
 

was
 

used
 

as
 

IPTG
 

inducer
 

in
 

the
 

A600 value
 

of
 

E.
 

coli
 

liquid
 

(B).
 

SDS-PAGE
 

analysis
 

of
 

the
 

products
 

expressed
 

at
 

12
 

h
 

(C)
Fig.7 Comparison

 

of
 

induction
 

effect
 

of
 

lactose
 

and
 

IPTG
on

 

recombinant
 

bacteria

(DE3)生长有抑制作用。因此推测 HspX蛋白可能影

响宿主菌的生长,但具体的影响因素和主要机制尚不

清楚,需要基于蛋白质组学及代谢组学等作进一步探

究。
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