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MTB39A蛋白在昆虫细胞-杆状病毒
系统中的表达与鉴定*
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【摘要】 目的 旨在获得具有免疫原性的结核分枝杆菌(Mycobacterium
 

tuberculosis,MTB)MTB39A蛋白。 方法 
选择 H37Rv株中的 MTB39A(Rv1196)基因序列(GenBank

 

ID:NC_000962.3)克隆至pFastBac-Dual载体pH启动子下

游并进行鉴定。将鉴定正确的重组质粒转化入感受态细胞DH10
 

Bac中进行蓝白斑筛选,获得的重组杆状质粒Bacmid
利用脂质体转染至昆虫细胞Sf9中进行病毒拯救。转染后96

 

h,收取上清病毒液,盲传3代后采用直接和间接免疫荧光

法及 Western
 

blot检测 MTB39A蛋白的表达。 结果 重组质粒pFastBac-dual-MTB39A-mCherry和重组Bacmid构

建正确,Western
 

blot检测显示 MTB39A蛋白能被 His-tag抗体识别,IFA鉴定出现特异性红色荧光。 结论 通过昆

虫杆状病毒表达系统成功表达具有反应原性的 MTB39A蛋白,为新型结核疫苗候选物和潜在特异性诊断标志物的研制

奠定了实验基础。
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【Abstract】 Objective To
 

obtain
 

immunogenic
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

MTB39A
 

protein. Methods The
 

MTB39A
 

(Rv1196)
 

gene
 

sequence
 

(GenBank
 

ID:NC_000962.3)
 

from
 

the
 

H37Rv
 

strain
 

was
 

selected
 

to
 

be
 

cloned
 

downstream
 

of
 

the
 

pH
 

promoter
 

of
 

the
 

pFastBac-Dual
 

vector
 

and
 

characterized.
 

The
 

correctly
 

identified
 

recombinant
 

plasmid
 

was
 

transformed
 

into
 

receptor
 

cell
 

DH10
 

Bac
 

for
 

blue-white
 

spot
 

screening,and
 

the
 

obtained
 

recombinant
 

rod-
shaped

 

plasmid
 

Bacmid
 

was
 

transfected
 

into
 

insect
 

cell
 

Sf9
 

for
 

virus
 

rescue
 

using
 

liposomes.
 

At
 

96
 

h
 

after
 

transfection,

supernatant
 

viral
 

solution
 

was
 

collected,and
 

the
 

expression
 

of
 

MTB39A
 

protein
 

was
 

detected
 

by
 

direct
 

and
 

indirect
 

immunofluorescence
 

and
 

Western
 

blot
 

after
 

3
 

generations
 

of
 

blind
 

transmission. Results Recombinant
 

plasmid
 

pFastBac-dual-MTB39A-mCherry
 

and
 

recombinant
 

Bacmid
 

were
 

constructed
 

correctly,and
 

Western
 

blot
 

assay
 

showed
 

that
 

MTB39A
 

protein
 

could
 

be
 

recognized
 

by
 

His-tag
 

antibody,and
 

the
 

IFA
 

identification
 

appeared
 

specific
 

red
 

fluorescence. Conclusion Successful
 

expression
 

of
 

the
 

reactive
 

MTB39A
 

protein
 

by
 

an
 

insect
 

baculovirus
 

expression
 

system
 

lays
 

the
 

experimental
 

foundation
 

for
 

the
 

development
 

of
 

novel
 

tuberculosis
 

vaccine
 

candidates
 

and
 

potential
 

specific
 

diagnostic
 

markers.
【Key

 

words】 Mycobacterium
 

tuberculosis;MTB39A
 

protein;Insect
 

cells-baculovirus
 

system

*** 结 核 分 枝 杆 菌 (Mycobacterium
 

tuberculosis,

MTB)是一种引起人兽共患传染性疾病———结核病

(tuberculosis,TB)的病原体,也是单一感染微生物导

致死亡的重要原因。结核分枝杆菌主要有牛分枝杆菌

(牛型)、结核分枝杆菌(人型)和禽分枝杆菌(禽型)3
种。据 WHO的2022年全球结核病报告,全世界约

1/4的人患有潜伏性结核感染(LTBI),每年新发病例

约有1000万人,死亡约160万人[1],感染者中有5%
~10%会转化为活动性结核[2],而其中约10%的人类

结核病由牛分枝杆菌引起[3-4]。结核病在世界范围内

广泛流行,危害极大,疾病防控面临严峻挑战[5]。
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1998年结核分枝杆菌基因组测序已经全部完

成[6]。结核分枝杆菌基因组大约包含4
 

000个基因,
其中存在一个特殊的基因家族———PE/PPE基因家

族,约占 MTB基因组编码区的10%,共编码168个蛋

白[6]。Dillon等[7]从活动性结核疾病患者和接受过治

疗的结核病患者血清中鉴定出一种新的来自结核分枝

杆菌独有PE/PPE蛋白家族的T细胞抗原,并将其称

为 MTB39A蛋白(PPE18)[8]。该蛋白全长1
 

176
 

bp,
编码含有392个氨基酸,但关于该蛋白的功尚不清楚。
本研究通过昆虫杆状病毒系统表达结核分枝杆菌

MTB39A蛋白,并通过间接免疫荧光和 Western
 

blot
对其进行反应原性鉴定,为 MTB39A诊断检测和新型

疫苗的研制奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 载体、细胞 pFastBac-Dual载体和苜蓿银纹夜

蛾细胞Sf9由本实验室保存。

1.2 主要试剂 核酸标志物购于天根生化科技有限

公司;蛋白分子质量标准购于北京全式金有限公司;

BamHⅠ和Hind
 

Ⅲ限制性内切酶为NEB有限公司产

品;胶 红 购 于 中 国 Biolife 公 司;TransIT-LT1
 

Transfection
 

Reagent购于美国 Mirus公司;质粒提取

试剂盒购于美国Axygen公司;鼠源 His一抗购于中

国abcam 公 司;HRP 标 记 的 山 羊 抗 鼠 购 于 中 国

proteintech公司;DAPI染液和SF-900无血清培养基

购于美国Gibco公司;DH10
 

Bac感受态细胞购于中国

博迈德生物技术有限公司。

2 方法

2.1 目的基因的设计与合成 选择结核分枝杆菌

H37Rv株 MTB39A基因(GenBank
 

ID:NC_000962.
3),克隆至pFastBac-dual载体中的pH 启动子下游。
根据昆虫细胞-杆状病毒表达系统进行密码子优化,由
南京金斯瑞有限公司进行基因合成,形成pFastBac-
Dual-MTB39A-mCherry。

2.2 重组质粒的构建与鉴定 在pFastBac-Dual载

体的pH启动子下游设计并构建目的序列,构建示意

图如图1所示。用BamH
 

I和 Hind
 

III对重组载体

pFastBac-Dual-MTB39A-mCherry进行双酶切鉴定,
鉴定正确后委托吉林库美生物科技有限公司测序。

2.3 重组Bacmid的获得及鉴定 将鉴定正确的重

组质粒pFastBac-Dual-MTB39A-mCherry转入DH10
 

Bac感受态细胞中,以获得重组Bacmid转座子,混匀,
冰浴30

 

min,42
 

℃热激90
 

s,冰浴静置3
 

min,然后加

入无抗的LB培养基,37
 

℃
 

220
 

r/min摇菌4
 

h以上。
取菌液涂布至LB三抗平板(庆大霉素:7

 

μg/mL;四

环素:10
 

μg/mL;卡那霉素:50
 

μg/mL;X-gal:40
 

μg/

mL;IPTG:40
 

μg/mL),利 用 蓝 白 斑 筛 选 重 组

Bacmid,37
 

℃恒温倒置培养48
 

h。挑取白斑进行扩大

培养,用碧云天的杆状病毒穿梭载体Bacmid小量抽

提试剂盒抽提Bacmid,采用 M13通用引物对提取的

Bacmid进行鉴定,引物序列见表1。

图
 

1 荧光重组蛋白载体构建示意图

Fig.1 Schematic
 

diagram
 

of
 

the
 

construction
 

of
 

fluorescent
recombinant

 

protein
 

vector

表
 

1 引物序列
Table

 

1 Primer
 

sequences
引物
Primer

序列
Sequence(5'-3')

M13-F CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG
M13-R AGCGGATAACAATTTCACACAGG

MTB39A-F TATTCATACCGTCCCACC
MTB39A-R AACAGACCGATTATCAAGC

2.4 重组杆状病毒的拯救 将1×106 个生长良好的

Sf9细胞铺入6孔细胞培养板中培养至细胞汇合率达

70%~90%;加入一定量的Sf-900培养基,再加入5
 

μL转染试剂,轻轻混匀(切记不要涡旋)后室温静置5
 

min;加入1
 

μg
 

Bacmid,室温静置孵育15~20
 

min;向
预铺Sf9细胞的板孔中每孔均匀逐滴加入100

 

μL转

染混合物,放入28
 

℃细胞培养箱培养。收集细胞培养

上清,即为转染后产生的 P0代病毒,命名为rvAc-
MTB39A-mCherry。

2.5 免疫荧光法检测 MTB39A蛋白的表达 上述转

染后的细胞分别于培养72、96和120
 

h后用倒置荧光

显微镜在白光下观察细胞的形态变化,在蓝色激发光

下观察荧光蛋白的表达情况。向预铺Sf9细胞的板孔

中 按 MOI=0.1 逐 滴 加 入 重 组 杆 状 病 毒 rvAc-
MTB39A-mCherry,27

 

℃培养96
 

h,弃掉培养基;加入

500
 

μL
 

4%多聚甲醛,固定10
 

min;用0.2%
 

Triton
 

X-
100进行透膜处理,孵育10

 

min,PBST洗涤3次,每
次5

 

min;加入5%
 

BSA的封闭液,室温封闭1
 

h;加入

用封闭液按1∶500体积稀释的鼠源抗 His单抗,4
 

℃
过夜避光孵育,PBST洗涤;加入500

 

μL按体积比1∶
500稀释的CoraLite488标记羊抗鼠IgG,PBST洗涤;
加入500

 

μL
 

DAPI进行染核,染色后的细胞置于载玻

片上用倒置显微镜下进行观察。
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2.6 Western
 

blot检测 MTB39A蛋白的表达 收集

感染rvAc-MTB39A-mCherry的Sf9细胞进行破碎处

理,14
 

000
 

r/min(离心半径7.8
 

cm)离心5
 

min,收集

上清,制备蛋白样品,经SDS-PAGE电泳后转印至

PVDF膜上,以 Anti-6×His
 

tag为一抗,山羊抗鼠

IgG为二抗进行 Western
 

blot,检测 MTB39A蛋白的

表达情况。

结 果

1 目的基因序列设计与荧光重组蛋白载体的构建

选择结核分枝杆菌 H37Rv株(GenBank
 

ID:NC_

000962.3)MTB39A基因优化序列,并携带 mCherry
红色荧光蛋白,末端加入6×His标签基因用于蛋白鉴

定。目的基因与载体构建示意图如图1所示,使用I-
TASSER在线服务器对 MTB39A蛋白进行三维结构

模拟,模拟如图2所示,由于C-score和TM-score之

间的高度相关性,该模型被选为最佳模型。

  A SP信号肽 B MTB39A 蛋白 C TMD结构域 D 
mCherry荧光蛋白。

图
 

2 MTB39A蛋白三维结构模拟图

A SP
 

signaling
 

peptide B MTB39A
 

protein C TMD
 

structural
 

domain D mCherry
 

fluorescent
 

protein.
Fig.2 3D

 

structure
 

simulation
 

of
 

MTB39A
 

protein

2 重组质粒pFastBac-Dual-MTB39A-mCherry的鉴

定

重组 质 粒 pFastBac-Dual-MTB39A-mCherry用

BamH
 

I和 HindⅢ进行双酶切,1%琼脂糖凝胶电泳

检测显示酶切片段大小与预期相符(载体片段5
 

238
 

bp,MTB39A基因片段2
 

193
 

bp)(图3)。将重组质粒

pFastBac-Dual-MTB39A-mCherry转化入大肠埃希菌

TOP10感受态细胞后涂平板,37
 

℃倒置培养12~14
 

h后挑取单菌落,用 MTB39A引物进行菌落PCR鉴

定,结果如图4所示,目的基因片段大小与预期相符。

3 重组杆粒Bacmid的鉴定

将重组质粒转入DH10
 

Bac感受态细胞中,对鉴

定正确的菌落摇菌培养,提取杆粒 Bacmid后进行

PCR鉴定,结果如图5所示,扩增的目的基因片段大

小与预期相符。

  M  DNA 标 志 物 (DL5000) 1 pFastBac-Dual-MTB39A-
mCherry

 

BamH
 

I 单 酶 切  2 pFastBac-Dual-MTB39A-mCherry
 

BamH
 

I和 Hind
 

Ⅲ双酶切
图

 

3 重组质粒pFastBac-Dual-MTB39A-mCherry酶切鉴定

M DNA
 

marker(DL5000) 1 pFastBac-Dual-MTB39A-
mCherry

 

BamH
 

I
 

single
 

digestion 2 pFastBac-Dual-MTB39A-
mCherry

 

BamH
 

I
 

and
 

Hind
 

III
 

double
 

digestion
Fig.3 Identification

 

of
 

recombinant
 

plasmid
 

pFastBac-Dual-
MTB39A-mCherry

 

double
 

digestion

M DNA标志物(1kb
 

plus) 1、2 菌落PCR扩增目的基因产物
图

 

4 重组质粒菌落PCR鉴定

M DNA
 

marker
 

(1
 

kb
 

plus) 1,2 Colony
 

PCR
 

amplification
 

of
 

target
 

gene
 

products
Fig.4 PCR

 

identification
 

of
 

recombinant
 

plasmid
 

colonies

4 重组杆状病毒rvAc-MTB39A-mCherry的获得

鉴定正确的重组Bacmid转染Sf9细胞120
 

h后,

Sf9细胞均出现体积膨胀、细胞核体积增大、颜色加

深、细胞表面凹凸不平等明显病变标志(图6),而正常

细胞无上述变化。通过直接免疫荧光试验观察,有红

色荧 光 蛋 白 表 达 (图 7),重 组 杆 状 病 毒 rvAc-
MTB39A-mCherry拯救成功。

5 IFA鉴定 MTB39A蛋白的表达

为进一步验证目的蛋白在Sf9细胞内的定位情

况,对野生型病毒和重组杆状病毒感染96
 

h后的Sf9

·22·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2024年1月 第19卷第1期

Jan.2024, Vol.19,No.1



细胞进行间接免疫荧光试验,结果如图8。感染rvAc-
MTB39A-mCherry和野生型病毒的细胞核均呈现蓝

色 荧 光,都 可 被 DAPI染 色,而 只 有 感 染 rvAc-
MTB39A-mCherry的细胞能产生绿色荧光信号,证明

被重组病毒rvAc-MTB39A-mCherry感染的细胞表

达的蛋白能够成功定位在细胞膜表面。

M DNA标志物(1kb
 

plus) 1 重组Bacmid
 

PCR产物
图

 

5 重组Bacmid
 

PCR鉴定

M DNA
 

marker
 

(1kb
 

plus) 1 Recombinant
 

Bacmid
 

PCR
 

product
Fig.5 Recombinant

 

Bacmid
 

PCR
 

identification
 

map

图
 

6 正常Sf9细胞(A)与病变Sf9细胞(B)
Fig.6 Normal

 

cells(A)
 

and
 

diseased
 

cells(B)

图
 

7 荧光重组Bacmid转染的Sf9细胞

Fig.7 Fluorescent
 

recombinant
 

Bacmid
 

transfected
 

with
 

Sf9
 

cells

6 重组蛋白 MTB39A的 Western
 

blot鉴定

收集感染rvAc-MTB39A-mCherry的Sf9细胞,
裂解破碎后进行SDS-PAGE电泳,泳毕后转膜,以

Anti-6×His-tag作为一抗进行 Western
 

blot,结果如

图9。目的蛋白能被相应抗体识别,反应条带位于

77ku处,表明表达的 MTB39A蛋白具有反应原性。

图
 

8 野生型病毒和重组杆状病毒感染的Sf9细胞间接免疫荧光检测

Fig.8 Indirect
 

immunofluorescence
 

of
 

wild-type
 

virus
 

and
recombinant

 

baculovirus-infected
 

Sf9
 

cells

  M 蛋白分子质量标准 1 空白对照 2 阴性对照 3 重组

MTB39 A 蛋白与相应抗体反应条带
图

 

9 重组蛋白 MTB39A的 Western-blot鉴定

M Protein
 

molecular
 

quality
 

standard 1 Blank
 

control 2 
Negative

 

control 3 Bands
 

of
 

recombinant
 

MTB39 A protein
 

reacting
 

with
 

the
 

corresponding
 

antibody
Fig.9 Western-blot

 

identification
 

of
 

recombinant
 

protein
 

MTB39A

讨 论

MTB39A蛋白是结核分枝杆菌特有的保守蛋白

家族PE/PPE中的重要一员,也是影响宿主的Th1和

Th2型免疫应答平衡的重要毒力因子[9-10],其N-末端

结构域可劫持宿主富含亮氨酸重复序列 TLR2的

(LRR)11-15 区 并 与 之 结 合[8],激 活 p38MAPK-
SOCS3-NF-kB/c-rel细胞信号通路[11]。该蛋白还通

过参与下调NO和I型干扰素的产生[12-13]、阻断巨噬

细胞对IFN-γ的响应等多种途径阻碍巨噬细胞中抗

原的降解,导致宿主激活适应性免疫反应能力下降。
故对 MTB39A蛋白进行结构预测有利于深入了解结

核分枝杆菌的特性,为结核病的检测和疫苗研制提供

理论依据。
昆虫细胞-杆状病毒系统是一种理想的真核表达

系统,具有基因容量大、安全性高、高效表达外源蛋白

的能力及翻译后加工修饰功能,可保持外源蛋白天然

构造与免疫活性[14-16]。用该表达系统表达的重组牛

IFN-γ蛋白[17]、猫传染性腹膜炎病毒N蛋白[18]、蓝舌

病病毒血清8型NS3蛋白[19]均具有良好的免疫原性

和反应原性。以上表明该系统可高效表达外源蛋白。
此外,杆状病毒有专一的无脊椎动物寄主,不会感染哺

乳动物,这一特点使得经过体外培养得到的重组蛋白

用于药物研发和疫苗生产安全性高。
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本实验利用昆虫杆状病毒系统表达发 MTB39A
蛋白,经鉴定该蛋白具有反应原性,为研制可用于初期

感染结核诊断试剂或新型结核疫苗奠定了一定的理论

与实践基础。
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