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牛分枝杆菌重组蛋白 TB10.4 对
RAW264.7 细胞 TLR2 表达和分布的影响
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摘要 为探讨牛分枝杆菌TB10.4蛋白与RAW264.7细胞的相互作用关系,表达纯化了rTB10.4,并采用

IFN-γ释放试验和 Westernblot检测其细胞活性。使用不同剂量rTB10.4与RAW264.7细胞共孵育后,采用实

时无标记动态细胞分析技术检测rTB10.4对RAW264.7细胞生长影响的最佳时间点和最佳剂量。在此基础

上,采用量化流式细胞仪分析重组蛋白rTB10.4对 RAW264.7细胞 TLR2表达的影响。结果表明,获得的

rTB10.4具有较强的T细胞和B细胞活性,rTB10.4对RAW264.7细胞的作用呈剂量依赖性,作用起效时间为

12~24h,诱导作用在16~18h达到最大效应值。量化流式分析仪分析结果表明,rTB10.4刺激可显著增强

RAW264.7细胞的细胞膜上TLR2的表达。
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  牛结核病(bovinetuberculosis)是一种主要由

牛分枝杆菌(Mycobacteriumbovis)感染引起的严重

人畜共患慢性消耗性传染病,也是世界动物卫生组

织(OIE)规定必须强制报告的疫病,在亚洲、北美

洲、大洋洲、非洲、拉丁美洲和加勒比海均有发生[1]。
牛分枝杆菌与结核分枝杆菌在基因组上的同源性达

99.95%,均为胞内寄生病原菌,巨噬细胞(macro-
phage)是其在体内的主要宿主细胞,也是杀伤入侵

宿主的结核分枝杆菌的主要的效应细胞之一,在机

体对结核分枝杆菌免疫中发挥着重要的作用。
巨噬细胞表面表达一系列严格的吞噬型受体,

并通过这些受体识别不同细菌的保守基序[2]。目前

研究表明,至少有7~10个典型的巨噬细胞受体,包
括CR1、CR3、CR4、清 道 夫 受 体、甘 露 糖 受 体、

CD14、CD43,SurfactantProteinA(Sp-A)受体和

substancePreceptor(SPR)等。通过这些受体可以

识别结合并介导结核分枝杆菌进入巨噬细胞[2-4]。
根据巨噬细胞不同的分化和激活状态,巨噬细胞表

面受体的激活和表达程度也不同,例如在单核细胞

分化为巨噬细胞过程中,CR4、清道夫受体、甘露糖

受体及 SPR210表达量增加,而 CR3显著减少;

IFN-γ刺激巨噬细胞后,其甘露糖受体表达量下调

而SPR210显著增加。除此之外,结核分枝杆菌的

表面成分也十分精密复杂,它们可以作为配体被不

同类型的巨噬细胞表面的不同受体所识别,将巨噬

细胞作为长期存在及定居的场所。已有研究显示,
结核分枝杆菌利用不同的特异性受体进入巨噬细胞

的方式可以影响其在细胞内的存在方式[4]。
近年来,巨噬细胞的Toll样受体(Toll-likere-

cepter,TLR)与结核分枝杆菌的相关性研究也是研

究的热点。TLR是一种跨膜蛋白,表达于树突状细

胞和巨噬细胞表面[5]。TLR主要通过识别结核分

枝杆菌的病原相关分子模式激活免疫细胞,导致多

种细胞因子的表达和释放,为机体抵抗结核分枝杆

菌感染提供保护。结核分枝杆菌侵入机体后能够引

起炎症反应,并与机体抵抗力(免疫力)之间展开此

消彼长的较量,使病变过程十分复杂,但有关结核分

枝杆菌(抗原)-巨噬细胞-淋巴细胞之间相互作用的

分子机制还尚未研究清楚。

TB10.4是ESAT6家族成员,由291个碱基编
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码的97个氨基酸构成,其编码基因在致病性结核分

枝杆 菌 的 基 因 组 中 有 重 复 拷 贝[6],因 此,推 测

TB10.4可能 与 结 核 分 枝 杆 菌 的 致 病 机 制 相 关。

Billeskov等[7]报道,TB10.4含有多个 CD4+和

CD8+T细胞表位,结核病患者的T淋巴细胞能特

异性识别TB10.4,释放大量的IFN-γ。
为了 初 步 探 讨 牛 分 枝 杆 菌 TB10.4蛋 白 与

RAW264.7细胞的相互作用关系,笔者通过原核表

达系统表达和纯化了高纯度的 TB10.4重组蛋白

(rTB10.4),并检测了其对T细胞活性及B细胞活

性的影响。使用不同剂量rTB10.4与RAW264.7
细胞共孵育后,通过量化流式细胞分析仪准确分析

了TB10.4蛋白刺激对 RAW264.7细胞的 TLR2
表达及分布的影响,旨在为今后进一步探讨TB10.4
蛋白功能及其在牛结核病诊断中的作用提供科学

依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

灭活的牛分枝杆菌ValleeIII菌株由中国兽医

药品监察所丁家波副研究员惠赠。pET32a(+)原
核表达载体由笔者所在实验室保存;Trans5α、BL21
(DE3)感受态细胞购自北京全式金生物技术有限

公司。
1.2 血清、抗体与试剂

牛结核病阳性血清由笔者所在实验室采集保

存。其中牛结核病阳性牛挑选条件是经皮内变态反

应实验(GB/T18645-2002)检出的阳性牛在30d
内,随机选择几头采集血样,用BOVIGAMTM 牛

IFN-γ检测试剂盒(MycobacteriumbovisGamma
InterferonTestKitforcattle,Bovigam,Prionics
AG,Schlieren,Switzerland)进行进一步鉴定所得。
辣根过氧化物酶标记的二抗购自ThermoPierce公

司。IPTG及尿素购自Sigma公司;pfuDNAPoly-
merase购自Fermentas公司;限制性内切酶 Hind
Ⅲ、BamHⅠ及T4DNA连接酶购自TaKaRa生物

公司。PCR纯化试剂盒、胶回收试剂盒和质粒提取

试剂盒购自OMEGA公司,引物合成和DNA序列

测定由上海生物工程有限公司完成;琼脂糖购自In-
vitrogen公司;DL2000plusDNA Marker购自北

京全式金生物技术有限公司;TritonX-114购自

Sigma公司;鲎试剂检测试剂盒购自厦门鲎试剂实

验厂有限公司。0.22μmPVDF膜购自Bio-Rad公

司;Hiprep26/10Desaltingcollumn和HisTrapFF
crudecolumn1ml购自GE公司;BCA蛋白定量试

剂盒购自Pierce公司。蛋白酶K(proteaseK)和多

粘菌素PB购自美国BDPharmingen公司,质量浓

度为1mg/mL,-20℃保存备用;TLR2和 TLR4
的抗体均购自美国 Abcam 公司;AF488荧光标记

的羊抗兔IgG抗体 (#4412)为 CellSignaling产

品;DAPI(4,6′-diamidino-2-Phenylindole):标记细

胞核的荧光染料,购自CST公司;其他试剂均为分

析纯,购自国内各试剂公司。
1.3 TB10.4 原核表达载体的构建

参照 GenBank 公 布 的 Mycobacteriumbovis
AF2122-97菌株基因序列设计Rv0288引物,上下

游分别含有HindⅢ、BamHⅠ酶切位点(黑体下划

线部分)。
上游 引 物(upper):5′CGCGGATCCATGTCG-

CAAATCATGTACAAC 3′
下游引物(1ower):5′CCCAAGCTTCTAGCCGC-

CCCATTTGG3′
以MycobacteriumbovisValleeⅢ基因组DNA

为模板,用PfuDNA聚合酶进行Rv0288基因的扩

增反应。反应总体系50μL;ddH2O17.5μL,2×
GCbuffer25μL,正向引物(10μmol/L)2μL,反向

引物(10μmol/L)2μL,PfuDNA酶(5U/μL)0.5

μL,10 mmol/LdNTP1μL,DNA 模 板 2μL。

Rv0287基 因 扩 增 的 反 应 条 件 为:95 ℃ 预 变 性

5min;95℃变性45s,55℃退火45s,72℃延伸

45s,30个循环;72℃再延伸10min。分别取8μL
的PCR产物用1.2%的琼脂糖凝胶进行核酸电泳

(110V电压,30min),在紫外凝胶成像仪下观察电

泳结果。使用 OMEGA公司的PCR纯化试剂盒,
按照产品说明书纯化291bp的PCR产物。分别对

纯化的PCR产物和pET32a(+)载体用BamHⅠ和

HindⅢ 进行双酶切,胶回收目的片段,用紫外分光

光度计定量,将PCR产物酶切片段与载体酶切片段

按物质的量之比5∶1的比例使用T4DNA连接酶

连接,按照产品说明书转化大肠杆菌E.coliDH5α
感受态细胞,涂布Amp抗性平板进行培养,随机挑

取单菌落加入LB液体培养基培养。菌液送至上海

生工生物工程有限公司完成测序。
1.4 重组蛋白 TB10.4 的表达、纯化以及内毒素的

去除及定量

  将重组质粒转化E.coliBL21(DE3),重组菌以
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终浓度为1mmol/L的IPTG 诱导4h后,采用

SDS-PAGE检测,以测定重组蛋白的表达情况。采

用梯度尿素洗脱法进行重组蛋白纯化。参照文献

[9]的方法去除内毒素,使用鲎试剂检测试剂盒检测

重组蛋白溶液中LPS含量。采用BCAProteinAs-
sayKit(Pierce,Rockford,IL)蛋白定量试剂盒测定

重组蛋白含量。
1.5 重组蛋白的 T 细胞活性鉴定

采用皮内变态反应实验和牛IFN-γ释放实验

检测后,筛选3头结核病阳性牛和3头健康牛全血,
加入到48孔细胞培养中,4孔/头,750μL抗凝血/
孔。重组蛋白用PBS(pH7.4)稀释到等浓度刺激

全血,即rTB10.4的终质量浓度为10μg/mL,重组

融合蛋白CE(rCE)为1.33μg/mL,pET32a(+)载
体标签蛋白32a为0.67μg/mL。分别向各孔加入

50μL 的牛结核菌素(B-PPD)、禽结核菌 素(A-
PPD)、PBS、rTB10.4;轻轻振荡混匀后于37℃培养

24h。收集上清,按照BovigamTM 的牛IFN-γ检

测试剂盒说明书检测IFN-γ释放水平。
结果判定标准:

a)结果有效性:阴性对照<0.130,阳性对照>
0.700;

b)阳性=B-PPD的D450值-PBS的D450值≥
0.1,且B-PPD的D450值-A-PPD的D450值≥0.1;

阴性=B-PPD 的 D450值-PBS的 D450值<
0.1,或B-PPD的D450值-A-PPD的D450值<0.1;

P=重组蛋白抗原刺激的D450值-pET32a标

签蛋白32a刺激的D450值;

N=PBS的D450值;
阳性=P/N≥2.1;阴性=P/N<2.1。

1.6 重组蛋白的 B 细胞活性鉴定

将纯 化 的 重 组 蛋 白 TB10.4 经 12% SDS-
PAGE100V电泳90min,100V恒压PVDF膜湿

转70min,洗涤封闭后,加入20mLTBST1∶50稀

释的结核病阳性牛血清(经皮内变态反应和IFN-γ
释放实验验证)一抗4℃过夜孵育,TBST洗涤3次

后加入20mL用TBST1∶5000稀释的HRP标记

的兔抗牛的二抗,25℃40r/min振荡封闭1h后

TBST洗涤3次,DAB显色底物避光反应10min。
1.7 RTCA 实时动态检测重组蛋白 TB10. 4 对

RAW264.7 细胞生长的影响

  通过实时无标记动态细胞分析技术(realtime
cellularanalysis,RTCA)实现实时、无标记、持续动

态检测细胞表型变化。E-Plate电极板底部整合有

微金电极,细胞的有无及形态会影响电阻抗的变化。
电阻抗值以细胞指数(cellindex,CI)的形式输出,
可定量评估细胞生理状态包括细胞数量、存活率及

细胞形态变化等。基于阻抗检测得到的动力学图谱

能够提供诱导物引起的细胞作用的瞬时效应信

息[10]。E-Plate96电极板每孔接种2500~5000个

RAW264.7细胞,待细胞达到80%的汇合度时(约

24h),加入TB10.4重组蛋白刺激细胞,质量浓度

分别是0.5、1.5、3.0和5.0μg/mL。RTCA实时监

测细胞状态,每隔5min检测1次。
1.8 量化流式细胞分析仪检测重组蛋白 TB10.4 对

RAW264.7 细胞 TLR2 表达的影响

  以5×105个/mL浓度的RAW264.7细胞接种

于24孔细胞培养板上,37℃于CO2培养箱中继续

培养24h后,在RAW264.7细胞中加入重组蛋白

TB10.4(终质量浓度为5μg/mL),共同培养24h
后将每孔的细胞用胰酶消化后置于EP管中,1mL
预冷的PBS洗涤细胞2次,2000r/min离心10
min,4℃。弃去PBS后将细胞置于冰上加入1mL
的免疫染色固定液重悬细胞,室温15min或者4℃
过夜;2000r/min4℃离心10min,弃上清;免疫染

色洗涤液洗涤3次,2000r/min4℃离心10min弃

上清;加入免疫染色封闭液,25℃孵育1h,2000
r/min4℃离心10min后弃上清;使用permwash
buffer以1∶50~1∶100的比例稀释TLR2抗体,
加入100μL稀释后的抗体重悬细胞,4℃过夜孵

育;2000r/min4℃离心10min后,免疫染色洗涤

液洗涤3次,2000r/min4℃离心10min弃上清;

permwashbuffer以1∶500~1∶1000的比例稀

释AF488荧光标记的羊抗兔IgG抗体,每个样品加

入100μL重悬细胞,25℃孵育1h,2000r/min
4℃离 心 10 min,弃 上 清;perm washbuffer以

1∶5000~1∶10000的比例稀释 DAPI,上机前

5min加入样品中,每个样品100μL重悬细胞,室温

避光孵育5min后,使用免疫染色洗涤液洗涤3次

后,2000r/min4℃离心10min,弃上清;用PBS重

悬细胞,置于AMNIS上样管中进行检测,每个样品

采集5万个细胞进行分析。
1.9 统计分析

所有试验数据检测均采用t检验计算组间差

异。P 值小于0.05判为差异显著。
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2 结果与分析

2.1 重组表达质粒的构建和鉴定

以牛分枝杆菌ValleeⅢ 菌株基因组DNA为

模板,进行PCR反应,琼脂糖凝胶电泳显示PCR
产物大小与预期相符,为291bp,见图1。测序

结果与 GenBank数 据 库 所 收 录 的 Rv0288基 因

一致。

M:DL2000marker;1:PCR产物ProductionofPCR.

图1 Rv0288基因PCR扩增结果

Fig.1 PCRproductofRv0288
2.2 重组质粒的双酶切鉴定

从转化后的重组子中抽提重组质粒pET32a-
Rv0288,经BamHⅠ和 HindⅢ 双酶切鉴定,进行

1.2%琼脂糖凝胶电泳,紫外灯下观察结果,大小与

预期相符,如图2所示。重组质粒经上海生工生物

工程技术有限公司测序结果显示,得到Rv0288基

因的全长、无突变的阳性克隆,且插入的序列和方向

都正确,可以用于进一步的诱导表达。

 M:DL2000marker;1:pET32a-Rv0288BamHⅠandHindⅢ
酶切产物pET32a-Rv0288BamHⅠandHindⅢ.

图2 重组质粒的酶切产物

Fig.2 Agarosegelelectrophoresisofrecombinant

plasmiddigestedwithrestrictionenzyme
2.3 重组蛋白的诱导表达与纯化

筛选到的阳性重组质粒转化到 E.coliBL21
(DE3)感受态细胞后,用1mmol/LIPTG诱导表

达。结果显示,TB10.4以可溶形式表达,重组蛋白

的分子质量同预计大小基本一致。利用亲和层析法

纯化重组蛋白,由SDS-PAGE的结果分析可知,该
纯化方法可得到纯度在90%以上的目的蛋白,并且

蛋白条带分子质量约为30ku,与预期的结果一致

(图3)。纯化后的蛋白脱盐置换到PBS缓冲体系中,
能够稳定存在。重组蛋白经TritonX-114处理后,

LPS含量均低于2EU/mg,可以用于后续动物实验

及细胞实验。

 M:蛋白标记Proteinmarker;1:IPTG诱导后rTB10.4总蛋白

ThelysateoftotalproteinbeforeIPTGinduction;2:IPTG诱导后

rTB10.4蛋 白 的 裂 解 上 清 Proteinsupernatantoflysateafter

IPTGinduction;3:IPTG诱导后rTB10.4蛋白的裂解沉淀 Pro-
teinsedimentoflysateafterIPTGinduction.

图3 重组蛋白TB10.4的表达纯化

Fig.3 SDS-PAGEanalysistheexpression,

purificationofTB10.4recomninantprotein

2.4 重组蛋白 T 细胞活性鉴定

根据BCA法蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。
根据定量结果,重组蛋白用PBS(pH7.4)稀释到相

同浓度刺激全血,即rTB10.4的终质量浓度为10

μg/mL,rCE为1.33μg/mL,pET32a(+)载体标签

蛋白32a为0.67μg/mL。
使用IFN-γ释放试验检测试剂盒对重组蛋白

TB10.4的T细胞刺激活性进行鉴定(表1和表2),
结果显示,重组蛋白TB10.4均能特异地刺激结核

病阳性牛全血产生一定的IFN-γ。阴性对照OD值

分别为0.0658和0.0650,均小于0.130,阳性对照

OD值分别为1.8968和1.8391均大于0.700,表
明本次试验数据有效。其按照BOVIGAM 说明书

进行判断可知,1、2、3号牛为牛分枝杆菌感染牛,4、

5、6号牛为阴性牛。用重组蛋白 TB10.4刺激全

血,培养24h后经过牛IFN-γ检测试剂盒(BOVIG-
AMTM)检测IFN-γ释放情况,检测结果见表1,按
照公式计算(表2),TB10.4刺激牛分枝杆菌感染阳

性牛的 P/N 值分别为7.34、10.35、8.24,均大于

2.1,表明TB10.4可以刺激牛分枝杆菌感染牛产生

IFN-γ;刺激阴性牛的P/N 值分别为-0.18、0.12、

0.29,均小于2.1,表明TB10.4对阴性牛均无刺激
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作用;该结果说明重组蛋白TB10.4能特异地刺激

结核病阳性牛全血产生一定的IFN-γ,具有一定的

T细胞刺激活性。但刺激效果不及B-PPD和rCE,
这与文献报道相符。

表1 IFN-γ释放试验检测结果1)

Table1 IFN-gammareleasetestresults

编号 Num. B-PPD A-PPD PBS pET32a rCE rTB10.4

阳性牛Positive

1 1.5856 0.8755 0.0609 0.1883 2.2082 0.6351
2 1.9938 0.2665 0.0624 0.1840 2.3217 0.8297
3 1.3159 0.8523 0.0624 0.1772 1.8229 0.6914

均值 Meanvalue 1.6318 0.6648 0.0619 0.1832 2.1176 0.7187

阴性牛 Negative

4 0.1553 0.1254 0.0714 0.1066 0.1744 0.0940
5 0.1235 0.1154 0.0632 0.1524 0.1532 0.1600
6 0.1586 0.1204 0.0641 0.1332 0.1455 0.1516

均值 Meanvalue 0.1458 0.1204 0.0662 0.1307 0.1577 0.1352
阳性Positive 1.8968 1.8391 阴性 Negative 0.0650 0.0658

 1)表中数值为450nm处OD读数。ThedatainthetableareD450value.

表2 IFN-γ释放试验结果判定

Table2 DeterminationofIFN-gammareleasetestresults

P/N 编号 Num. PPD rCE rTB10.4

阳性牛

Positive

1 25.04 33.17 7.34
2 30.95 34.26 10.35
3 20.09 26.37 8.24

均值 Meanvalue 25.36 31.27 8.64

阴性牛

Negative

4 1.18 0.95 -0.18
5 0.95 0.01 0.12
6 1.47 0.19 0.29

均值 Meanvalue 1.20 0.38 0.08

2.5 重组蛋白 B 细胞活性鉴定

由图4可见,重组蛋白TB10.4能够与结核病

阳性牛血清反应,并在30ku处出现特异性条带,表
明重组蛋白均能够被牛阳性血清中的抗体特异性识

别,具有反应原性。

 M:蛋白 markerProteinmarker;1:纯化后的重组蛋白TB10.4

Thepurifiedrecombinantprotein;2:阴性对照Negativecontrol.

图4 重组蛋白的 Westernblot鉴定

Fig.4 Westernblotanalysisoftherecombinantprotein
2.6 TB10.4 对小鼠细胞生长的影响

由RTCA 实 时 动 态 检 测 图 谱(图5)可 见,

RAW264.7细胞于22h后进入生长平台期,能够进

行重组蛋白诱导;与空白细胞相比,重组蛋白TB10.4
对RAW264.7细胞无细胞毒性作用,不会导致细胞

死亡。不同剂量的rTB10.4对RAW264.7细胞的增

殖速率和动力学具有明显的影响。TB10.4对细胞

的作用开始于0.5h内,起效时间在12~24h,诱导

作用在16~18h观察到最大效应值。高浓度的

rTB10.4对细胞的作用效应更明显,细胞指数下降速

率较快,而低浓度rTB10.4的细胞指数下降速率较

慢,表明rTB10.4对细胞的作用呈现剂量依赖性。

图5 rTB10.4对RAW264.7细胞影响的动力学图谱

Fig.5 Electricalimpedancemeasuredusingareal-time
cellelectronicsensing(RT-CES)system

2.7 rTB10.4 对小鼠细胞 TLR2 表达的影响

通过量化流式细胞分析仪检测RAW264.7细

胞表面TLR2的分布及表达发现,巨噬细胞膜表面

都有均匀分布的绿色荧光颗粒,说明RAW264.7细

胞的细胞膜能够表达TLR2,且受体均匀分布于细

胞表面(图6)。rTB10.4刺激后 RAW264.7细胞

可以诱导巨噬细胞 TLR2表达增加(图7)。通过

rTB10.4刺激的RAW264.7细胞TLR2表达的直

方图及 未 刺 激 对 照 比 较 显 示,rTB10.4刺 激 的

RAW264.7细胞 TLR2表达的平均荧光强度为

52.4%,与未刺激对照组32.4%比较,差异有统计

学意义(P<0.05)。
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图6 RAW264.7细胞TLR2的表达及分布

Fig.6 rTB10.4inducestheTLR2expressionanddistributioninRAW264.7measuredbyImageStream100

 BF:明场视野下的细胞形态;DAPI:DAPI染料染色后细胞形态;AF488-TLR2:TLR2抗体染色后细胞形态;AF488-DAPI:AF488-

TLR2和DAPI染色后细胞形态。下图同。BF:Thebrightfieldmicroscopeimages;DAPI:TheDAPIstainingcellsmicroscopeimages;

AF488-TLR2:AF488-TLR2antibodystainingcellsmicroscopeimages;AF488-DAPI:AF488-TLR2antibodyandDAPIstainingcells

microscopeimages.Thesameasbelow.

图7 rTB10.4对RAW264.7细胞TLR2表达及分布的影响

Fig.7 Electricalimpedancemeasuredusingareal-timecellelectronicsensing(RT-CES)system

3 讨 论

在牛分枝杆菌的产物中,许多具有活性的分泌

蛋白能够激发机体的免疫应答因而受到极大的关

注。TB10.4作为典型的分泌蛋白,是抗结核病免

疫主导的蛋白质,与 ESAT-6相比,它不仅 能 被

BCG免疫过的人血清所识别,而且更容易被 MTB
感染病人的血清所识别[8]。TB10.4是 MTB表现

其毒力必不可少的因子[9],在分枝杆菌的感染过程

中刺激机体产生抗体保守的存在于诸如 M.tuber-
culosisH37Rv、M.bovisMNC27、fiCGdanish1331
等菌株中[10]。同时,由于TB10.4在免疫应答中所

表现出的强烈的免疫原性,人们对其在免疫学方面

进行了深入的研究,而以 TB10.4为基础的疫苗

CrucellAd35/Aeras-402、HyVac4/Aeras-404 已 经

进入了临床试验[11-15]。对TB10.4蛋白表位分析发

现,几乎所有的表位都可以刺激产生IFN-γ反应。
其中 TB10.41-18属于免疫主导表位,在大部分

MTB感染病人和BCG免疫过的人中都可以产生明

显的外周血单核细胞(peripheralbloodmononucle-
arcell,PBMC)反应[16],但是对TB10.4功能的研究

尚未清楚。而这些研究工作都必须建立在获得有较

好的T细胞活性和免疫原性的rTB10.4蛋白的基

础之上。
考虑到原核表达系统利于大规模生产,本试验

使用原核表达系统pET32a(+)构建rTB10.4抗原

蛋白。pET32a(+)含有促进二硫键形成和可溶性

表达的Trx标签,使获得的蛋白最大程度上保持了

天然构象,C端终止密码子的引入保证了C端不受

外源序 列 的 干 扰,保 证 了 C 端 的 正 确 构 象。经
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IPTG诱导后的重组蛋白通过用亲和层析法纯化重

组蛋白,可得到纯度较高的可溶性表达的目的蛋白。
通过检测IFN-γ的释放水平,表明重组蛋白TB10.4
能特异地刺激结核病阳性全血产生一定的IFN-γ,
并且重组蛋白TB10.4中的标签蛋白32a无明显的

IFN-γ诱 导 作 用。表 明 本 试 验 构 建 的 重 组 蛋 白

TB10.4具有特异的T细胞活性。Westernblot显

示,纯化后的重组蛋白TB10.4能够与牛分枝杆菌

阳性血清特异反应,表明本试验构建的重组蛋白

TB10.4具有较好的B细胞活性。因此,本研究获

得的牛分枝杆菌抗原TB10.4具有较好的生物学活

性,为牛结核病新型诊断方法及后续生物学功能研

究奠定了基础。
本试验通过使用实时阻抗细胞分析技术(RT-

CA),能够无需任何标记实时连续检测 TB9.8对

RAW264.7细胞的真实形态变化,细胞作用动力学

图谱显示,RAW264.7细胞生长22~24h后进行蛋

白刺激为最佳诱导时间,TB10.4对RAW264.7细

胞的作用具有浓度依赖性,且5μg/mL高质量浓度

的TB10.4对细胞的作用效应最明显。细胞的生物

学反应具有瞬时性,借助RTCA技术检测细胞瞬时

反应具有高灵敏性的特性,为识别TB10.4对细胞

的作用的起始时刻,以及确定最大效应发生时间提

供了有效的证据,为后续深入地揭示TB10.4的生

物学功能及免疫学研究提供了理论依据。
结核杆菌及其复杂的细胞壁成分可以作为配

体被巨噬细胞表面 TLRs识别。Drennan等[10]将

TLR2缺陷小鼠和野生型小鼠的巨噬细胞分别分离

出来 后 在 体 外 用 结 核 分 枝 杆 菌 刺 激,结 果 表 明

TLR2缺陷小鼠分泌肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白
介素12(IL-12)p40的水平显著下降;经气道感染

结核分枝杆菌后,TLR2缺陷型小鼠的致死率也显

著高于野生型小鼠,这表明TLR2与结核分枝杆菌

易感性密切相关。在感染初期,TLRs就作为先天

免疫细胞活化的调节剂发挥重要作用,并且 TLR
依赖的细胞反应也对随后发生的细胞免疫特性和程

度产生影响。
量化流式细胞分析仪(ImageStream100)是将

流式分析的统计学和显微成像的形态学有机结合的

高通量定量检测系统,在分析中,每个试验样本能够

同时在几秒钟内检测3万 到5万个活细胞,能够提

出形态学标准化参数,使形态学分析具有统计学意

义,弥补了传统显微镜技术肉眼主观观察分析结果

缺乏客观准确性这一缺点[17]。本试验通过使用量

化流式细胞分析仪ImageStream100,检测TB10.4
对RAW264.7细胞荧光素酶标记TLR2表达的真

实表达水平,结果表明,TLR2在RAW264.7细胞

表面有基础表达。本研究通过测定经rTB10.4诱

导后 细 胞 表 面 TLR2 表 达 水 平 的 变 化,发 现

rTB10.4诱导作用后,TLR2表达水平明显增加。
试验同时还发现,rTB10.4能诱导RAW264.7细胞

表面TLR2发生功能性聚集的构象改变。试验结

果说明rTB10.4可能在启动 RAW264.7细胞中

TLR2信号转导途径中发挥主要作用,为后续深入

地揭示TB10.4的信号通路研究提供了理论依据。
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MycobacteriumbovisantigenproteinrTB10.4anditseffects
onexpressionanddistributionofTLR2inRAW264.7cells

LIUShu-qing LIPing-jun XINTing HOUShao-hua ZHUHong-fei JIAHong

InstituteofAnimalScience,ChineseAcademyofAgriculturalSciences,Beijing100193,China

Abstract TopreliminarilyexploretheinteractionbetweenMycobacteriumbovis TB10.4and
RAW264.7cells,recombinantTB10.4wasexpressedandpurified,andthecellactivitiesweredetected
byIFN-γreleaseassaysand Westernblot.RAW264.7cellswereincubatedwithdifferentdosesof
rTB10.4,thenthebestexposureconditionwasanalysedbytheRT-CESsystem.Onthisbasis,the
effectsofrTB10.4ontheexpressionanddistributionofTLR2ofRAW264.7cellsweredetectedandan-
alyzedbyImage-Streamfluorescenceimaging.TheresultsshowedthattherTB10.4hasstrongTcells
andBcellresponseactivities.TheinteractionofRAW264.7withrTB10.4wasdose-dependent,andthe
onsettimerangewasfrom12hto24h,andthemaximumeffectwasobservedfrom16hto18h.There-
sultsofImage-StreamfluorescenceimagingshowedthatthestimulationofrTB10.4couldsignificantly
enhancetheexpressionofTLR2onthecellmembraneofRAW264.7cells.Inaword,thisstudyprovided
ascientificbasisforfurtherexploringtheTB10.4proteinfunctionanditsroleonthediagnosisofbovine
tuberculosis.

Keywords rTB10.4;Mycobacteriumbovis;RAW264.7;areal-timecellelectronicsensingsys-
tem;TLR2
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