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前言

结核病（tuberculosis，TB）是由结核分枝杆菌（

）引起的慢性传染病。据WHO统计，2015

年 TB新发感染者 1 040万，死亡人数约 180万 [1]。卡介苗

（Bacillus Calmette Guerin, BCG）作为用于控制 TB 的惟一疫

苗，存在保护力不完善、不能用于免疫低下人群接种等缺点[2]。

亚单位疫苗安全性好、免疫特异性强，还可联合多种抗原及佐

剂的方式提高疫苗免疫效率[3]，是目前 TB疫苗研究较多的领

域。目前在研的亚单位疫苗以 分泌蛋白和差异蛋白为主
[4,5]，一些候选疫苗如 Ag85B-ESAT6 已进入临床试验阶段 [6]。

基因组编码 4 000多个基因，进一步筛选可提高机体免疫

力的 抗原，将有助于 TB新型疫苗的研制。

近年研究发现，细菌可分泌一种小核苷酸第二信使分子 --
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摘要目的：构建结核分枝杆菌（ ）环二腺苷酸（cyclic diadenosine monophosphate, c-di-AMP）合成酶

Rv3586结构域基因的真核表达载体，并在 COS-7细胞中表达。方法：以 基因组为模板 PCR扩增 Rv3586三个结构域基因，分

别克隆入 pEGFP-N3真核表达质粒，用菌落 PCR、质粒酶切和测序方法对插入序列进行鉴定。通过脂质体将重组质粒转染 COS-7

细胞，间接免疫荧光法检测目的基因在 COS-7细胞内的表达。结果：PCR成功扩增出 Rv3586三个结构域基因，菌落 PCR、质粒酶

切和质粒测序鉴定结果表明成功插入目的片段，包含 Rv3586的三个结构域基因的真核表达载体构建成功。间接免疫荧光法结果

显示，Rv3586三个结构域蛋白在 COS-7细胞中表达成功。结论：成功构建 Rv3586三个结构域基因的真核表达载体，并在 COS-7

细胞中表达成功，为后续 Rv3586结构域的功能和应用研究奠定了基础。
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Construction and Identification of Eukaryotic Expression Vectors for
Rv3586 Domains*

To construct eukaryotic expression plasmids for three domains of Rv3586, a dinucleotide cyclase of cyclic

diadenosine monophosphate (c-di-AMP) of , and express in COS-7 cells. Three genes of Rv3586

domains were amplified by PCR and cloned into eukaryotic expression vector pEGFP-N3, which were identified by colony PCR, plasmid

enzyme digestion and DNA sequencing. The recombinant plasmids were transfected into COS-7 cells by liposome. The expression of

target genes in COS-7 cells was detected by indirect immunofluorescence. Three genes of Rv3586 domains were amplified by

PCR and cloned into eukaryotic expression plasmids respectively, which were confirmed by colony PCR, enzyme digestion and DNA

sequencing. And the results of indirect immunofluorescence implied that target genes were expressed in COS-7 cells. The

eukaryotic expression plasmids of Rv3586 domains were constructed and expressed in COS-7 cells successfully, which will be helpful for

the further research on function and application of Rv3586.
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Primers Sequences

N-F 5'-gcgaagcttcgatgcacgctgtgactcgtc-3'

N-R 5'-tttaagcttgtacgtgacgttccccgcg-3'

M-F 5'-gcgaagcttcgatgttgaccgactcggcaacc-3'

M-R 5'-gcgaagcttgcgaatcctgcgcttccgtg-3'

C-F 5'-tttgcgaagcttcgatgacgctgagcccgcgtggc-3'

C-R 5'-gcgaagcttgttgatcgctgatggtcg-3'

GFP-R 5'-cggaagcttttacttgtacagctcgtc-3'

表 1 PCR扩增及鉴定引物

Table 1 PCR Primers for amplification and identification

Note: bases underlined were sites recognized by restriction enzymes d

III.

环二腺苷酸（cyclic diadenosine monophosphate, c-di-AMP）[7]。

c-di-AMP不仅参与调节细菌的生长[8]、细胞壁的代谢平衡[9]、生

物膜的形成[10]以及耐药性改变[11]等生理过程，还可以分泌到菌

体外，直接作用于宿主免疫细胞，激活宿主的固有免疫[12]，因而

引起研究者强烈的兴趣。c-di-AMP由细菌二腺苷酸环化酶

（dinucleotide cyclase, DAC）催化 2分子的 ATP或 ADP而成
[13]。研究者前期证实，Rv3586是 的 DAC酶，与磷酸二酯酶

（phosphodiesterase, PDE）共同调节 c-di-AMP的水平，参与

调节细菌细胞大小及细菌毒力[14]。进一步研究发现，Rv3586重

组蛋白 [15] 和 BCG过表达菌株均可诱导小鼠强烈的免疫应答

（未发表结果）。Rv3586蛋白包含三个结构域，从 N端到 C端

分别为：具有合成 c-di-AMP活性的 Dac（dinucleotides cyclase）

结构域、连接结构域和能够结合 DNA 的 HhH（Helix-hair-

pin-Helix）结构域[13, 16]，但各结构域的功能及与机体的相互作用

机制仍不清楚。本研究构建了 Rv3586三个结构域的真核表达

载体，为后续 Rv3586功能研究及疫苗机制研究奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 主要材料

GXL PrimeStar 酶、 d III 限制性内切酶、T4 DNA Lig-

ase、去磷酸化酶等分子生物学试剂购于 Takara公司。Hoechst

购于碧云天生物技术有限公司。胎牛血清 FBS购自 Hyclone公

司，PRMI-1640 购于 Gibco 公司。ViaFect 转染试剂购于

Promega公司。抗小鼠 Cy3荧光二抗为 Bioscience公司产品。

小鼠抗 Rv3586多抗血清为第四军医大学微生物学教研室制备
[15]，COS-7细胞为第四军医大学微生物学教研室保存。

1.2 方法

1.2.1 目的基因的 PCR 扩增 按照公布的 H37Rv

Rv3586基因序列，分别设计 N端（N）、中段（M）、C端（C）三段

结构域的基因扩增引物，如表 1所示。以 H37Rv基因组 DNA

为模板进行 PCR扩增，反应体系为：5 × GXL PCR buffer 20

滋L，dNTP 8 滋L，质粒模板 2 滋L，上、下游引物各 2 滋L，ddH2O

65 滋L。反应条件为：95℃ 5 min；95℃ 30 s，56℃ 30 s，72℃

30 s，30个循环；72℃ 5 min。Rv3586三段结构域基因分别命名

为 Rv3586N、Rv3586M、Rv3586C。

1.2.2 真核表达载体的构建 对 Rv3586结构域基因的 PCR

扩增产物分别进行 d III单酶切，同时 pEGFP-N3真核表达

载体 d III单酶切后用去磷酸化酶处理，基因与载体片段分

别连接后转化 DH5琢，卡那霉素抗性平板筛选重组转化
子。挑取单克隆，用各基因上、下游引物分别和下游的反向引物

GFP-R配对进行 PCR鉴定，判断目的基因是否插入以及插入

方向是否正确。从鉴定正确的菌株中提取质粒，采用 d III单

酶切鉴定。质粒送上海生工生物技术有限公司测序（图 1）。

1.2.3 真核表达载体的转染 生长状态良好的 COS-7 细胞

2× 105 个 / mL 接种孔底含有薄圆盖玻片的 24 孔板，RP-

MI-1640完全培养基（含 10 % FBS）[17]培养 24 h。配置转染混合

液：0.5 滋g重组质粒分别和 50 滋L的 RPMI-1640 不完全培养

（不含 FBS）预混，加入 1.5 滋L预温的 ViaFect转染试剂，室温

孵育 10 min。转染前，孔板内更换为 250 滋L新鲜的 RPMI-1640

完全培养基，小心加入转染混合液 51.5 滋L。37℃、5 % CO2培

养 6 h，再加入 200 滋L RPMI-1640完全培养基，继续培养 48 h。

以空白质粒 pEGFP-N3转染的 COS-7细胞作为阴性对照。

1.2.4 目的基因表达的间接免疫荧光检测 待 COS-7细胞在

孔板内载玻片上生长至约 95 %-100 %时，取出载玻片，用预温

的 PBS洗涤后，4 %多聚甲醛固定 20 min。PBS漂洗 3遍，300

滋L 0.2 % TritonX-100作用 10 min。PBS洗 3遍，3 % BSA 100

滋L室温封闭 30 min。PBS洗 3遍，滴加 200 滋L小鼠抗 Rv3586

多抗血清，4℃避光过夜。PBS漂洗后加入 50 滋L Cy3荧光标

记的山羊抗小鼠二抗，37℃避光孵育 1 h。PBS漂洗后加 200

滋L Hoechst室温避光孵育 5 min。PBS漂洗后 95 %甘油封片。

荧光显微镜下分别在波长 350 nm、395 nm、550 nm的激发光

下观察。

2 结果

2.1 Rv3586结构域基因的 PCR扩增

以 H37Rv的基因组为模板，扩增 Rv3586结构域基

因，PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳分析显示，成功扩增出大小

分别为 420 bp（图 2a）、441 bp（图 2b）、216 bp（图 2c）的

Rv3586N、Rv3586M、Rv3586C目的基因片段。

2.2 Rv3586结构域基因真核表达载体的 PCR鉴定

分别采用 Rv3586结构域基因上游与 GFP下游引物对转

图 1 Rv3586结构域真核表达载体构建示意图

Fig.1 Schematic diagram of eukaryotic expression vectors construction of

Rv3586 domains
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图 2 Rv3586结构域的 PCR扩增

Fig. 2 PCR amplification of Rv3586 domains

(a) Rv3586N domain; (b) Rv3586M domain; (c) Rv3586C domain

图 3 Rv3586结构域真核表达质粒的 PCR鉴定

Fig.3 PCR identification of eukaryotic expression plasmids for Rv3586 domains

(a) Rv3586N domain; (b) Rv3586M domain; (c) Rv3586C domain; Lane 1, forward insertion; Lane 2, reverse insertion.

图 4 Rv3586结构域真核表达质粒的酶切鉴定

Fig.4 Identification of eukaryotic expression plasmids by enzyme digestion

(a) Rv3586N domain; (b) Rv3586M domain; (c) Rv3586C domain; Lane 1, plasmid + d III; Lane 2, plasmid
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图 5 Rv3586结构域基因在 COS-7细胞中表达的免疫荧光检测（400× ）

Fig.5 Expression of Rv3586 domains in COS-7 cells detected by immunofluorescence

化子进行 PCR鉴定，1 %琼脂糖凝胶电泳显示，分别成功扩增

出 Rv3586N、Rv3586M、Rv3586C与部分 GFP（5'端 800 bp）融

合基因片段，大小分别为 1 220 bp（图 3a）、1 241 bp（图 3b）、1

016 bp（图 3c），表明重组质粒的插入序列大小和方向均正确。

2.3 Rv3586结构域基因真核表达载体的酶切鉴定

包含 Rv3586结构域真核表达质粒的转化子扩大培养并提

取质粒， d III单酶切分别可切出 420 bp（图 4a）、441 bp（图

4b）、216 bp（图 4c）片段，表明 Rv3586三个结构域的真核表达

质粒构建成功。测序结果显示插入序列与目的 DNA序列完全

一致，将序列鉴定正确的质粒分别命名为 PW-135、PW-136、

PW-137。

2.4 Rv3586结构域基因在真核细胞 COS-7中的表达鉴定

将质粒转染入 COS-7真核细胞，进行免疫荧光检测。如图

5所示，转染 PW-135、PW-136和 PW-137的 COS-7中，细胞核

位置的 Hoechst染料在 350 nm的激发光下发射出 460 nm波

长的蓝光。在 395 nm的激发光下，GFP蛋白发出 509 nm波长

的绿色荧光。在 550 nm的激发光下，结合到 Rv3586结构域上

的 Cy3标记二抗发出波长为 561 nm的红色荧光。绿色荧光和

红色荧光融合后的黄色荧光为 Rv3586结构域和 GFP共定位。

结果表明 Rv3586三个结构域基因片段均可在 COS-7细胞中

表达。

3 讨论

c-di-AMP为 2008年发现的细菌信号分子，其在细菌中的

调控及作用研究仍处于初级阶段。Bai YL等 [13] 首次报告

Rv3586是 细胞内第二信使 c-di-AMP的合成酶，其可催化

两分子 ATP或 ADP产生 3',5' -磷酸二酯键，合成 c-di-AMP。

生物信息学分析显示，Rv3586蛋白包含三个结构域，N端结构

域包含第 1-140位氨基酸，属于 DisA蛋白质家族，是 c-di-AMP

合成酶的主要活性位点。将 Rv3586的 N+M和M+C结构域分

别进行原核表达并验证其功能，研究结果表明，其生物学活性

区域位于 N端，其中 RHR基序是其主要的活性位点，突变后

蛋白不能结合 c-di-AMP。不同细菌的 Dac 蛋白均具有和

Rv3586相似的结构域[18-20]。M段结构域包含第 141-287位氨基

酸，包含三个琢螺旋，形成了两端结构域的 linker连接结构域。

C端结构域肽段属于 HhH家族成员，可特异性结合 DNA[16]，但

各结构域的相互作用仍需进一步研究确定。

本室曹田宇等用 Rv3586重组蛋白[15]及 N+M结构域（未发

表结果）免疫小鼠，结果均可诱导显著的体液免疫和细胞免疫

应答。本实验中，我们采用 Rv3586蛋白免疫小鼠的多克隆血清

孵育转染重组质粒的 COS-7细胞，免疫荧光结果显示 Rv3586

多克隆抗体可识别三个结构域蛋白，表明三个结构域均包含抗

原表位，并刺激机体产生免疫应答，但其各自免疫应答的强度，

以及是否具有免疫保护力，仍需进一步的实验证实。

c-di-AMP可直接结合细胞内 STING（stimulator of interfer-

on genes）分子，通过 STING通路激活巨噬细胞 I型干扰素反

应[12,21]。c-di-AMP合成酶的 Dac结构域具有催化活性，在真核

细胞中表达 Dac 结构域可能以细胞中的 ATP 为底物产生

c-di-AMP，并对宿主细胞的生理过程产生影响[12]。我们用脂质

体将 Rv3586三个结构域基因真核细胞表达质粒转染入 COS-7

细胞中，发现目的蛋白表达载体和空质粒载体的转染效率相

似，且转染后细胞形态和生长没有显著的变化，表明目的基因

在真核细胞中的表达对细胞的生理过程影响不显著。

综上，本研究首次成功构建了 Rv3586三个结构域基因的

真核表达载体，并在真核细胞 COS-7细胞成功表达目的基因，

可为阐述细菌 c-di-AMP与宿主细胞的相互作用研究奠定基
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础，并为进一步阐明 Rv3586结构域的功能及其用于

的致病机制和疫苗研究提供了实验基础。
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