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【摘要】  目的　构建结核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis, M.tb）Rv3432c基因的原核表达质粒并进行体外表达，

运用生物学信息学软件分析蛋白Rv3432c特征，探讨抗M.tb新型药物靶点。方法　以灭活的结核分枝杆菌H37Rv基因组

DNA为模板，PCR法扩增Rv3432c基因，并与表达载体pET-28a构建原核表达重组质粒。SDS-PAGE分析表达产物并利用亲

和层析的方法进行纯化。采用Protparam、Pfam online tool、SOMPA、Protscale、TMHMM、Signalp 6.0、NetPhos3.1、

SUMOsp 2.0、SWISS-MODEL等生物信息学软件分析蛋白Rv3432c的生物学特性。结果　pET-28a-Rv3432c重组质粒测序

结果与目的基因完全一致；SDS-PAGE分析表明，该融合蛋白以可溶性蛋白形式存在，相对分子质量约为55×103，与预期大

小相符。蛋白Rv3432c为亲水性蛋白（GRAVY值为－0.079）。蛋白Rv3432c为无跨膜结构域和信号肽的蛋白。Rv3432c二级

结构主要由无规则卷曲（39.78%）和α-螺旋（39.57%）构成，结构比较松散。结论　成功构建M.tb蛋白Rv3432c的原核表达质

粒，并利用生物信息学分析其结构，为进一步研究Rv3432c在结核病发生发展中的作用以及抗M.tb新型药物靶点奠定了

基础。
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【Abstract】   Objective　To  express  the  protein  enconded  by  the Rv3432c gene  of Mycobacterium  tuberculosis
(M.tb) in  vitro by  prokaryotic  expression,  to  analyze  the  structure  of  the  Rv3432c  protein  by  using  bioinformatics
software, and to explore for new drug targets against M.tb. Methods　The Rv3432c gene was amplified by PCR using the
genomic DNA of the inactivated M.tb strain H37Rv as the template and a recombinant plasmid was constructed with the
expression  vector  pET-28a.  The  expression  products  were  analyzed  by  SDS-PAGE  and  purified  using  affinity
chromatography.  The  biological  properties  of  Rv3432c  were  analyzed  with  Protparam,  the  Pfam  online  tool,  SOMPA,
Protscale,  TMHMM  Signalp  6.0,  NetPhos3.1,  SUMOsp  2.0,  and  SWISS-MODEL. Results　pET-28a-Rv3432c
recombinant plasmid sequencing results were fully consistent with those of the target gene. SDS-PAGE analysis showed
that  the  fusion  protein  existed  in  the  form  of  a  soluble  protein  with  a  relative  molecular  mass  of  about  55×103,  which
matched  the  expected  size.  ProtParam  analysis  showed  that  the  Rv3432c  protein  was  hydrophilic  (showing  a  GRAVY
value of  －0.079).  Rv3432c  was  a  protein  with  no  transmembrane  structural  domains  or  signal  peptide.  The  secondary
structure  of  Rv3432c  mainly  consisted  of  random  coils  (39.78%)  and  α-helix  (39.57%)  and  was  relatively  loosely
structured. Conclusion　We  successfully  constructed  a  prokaryotic  expression  plasmid  of  the  Rv3432c  protein  and
analyzed  its  structure  using  bioinformatics,  laying  the  foundation  for  further  research  on  the  role  of  Rv3432c  in  the
pathogenesis and progression of tuberculosis as well as the identification of new drug targets against M.tb.
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结核病是由结核分枝杆菌（ M y c o b a c t e r i u m

tuberculosis, M.tb）感染引起，严重威胁人类健康的重大传

染病。世界卫生组织（World Health Organization, WHO）

发表的全球结核病报告指出，全球约有20亿～30亿口感

染M.tb，2022年新发结核病病例约1 060万，约有130万人

死于与结核病相关的疾病[1]。虽然近年来我国结核病发

病率有所下降，但仍是结核病发病率较高的国家之一，而

耐药结核病的流行加剧了我国结核病控制的难度。

M.tb耐药机制之一是能在吞噬细胞的酸胁迫下存活，而

这样的生存伴随着菌体进入休眠状态（其复制、基因表达

及体内代谢活动大幅减弱），减少了M.tb对大多数抗结核

药物的敏感性，从而产生耐药。因此，研究M.tb的抗酸系
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统对于耐药结核病的防治有重要意义。

谷氨酸依赖型的抗酸系统在细菌酸应激反应过程中

发挥着非常关键的作用，主要由谷氨酸脱羧酶（glutamic

acid decarboxylase, GAD） 中GadA、GadB以及逆向转运蛋

白（GadC）组成。 GAD广泛存在于植物、动物和微生物

中，能催化L-谷氨酸进行脱羧反应生成γ-氨基丁酸（γ-

aminobutyric acid, GABA），参与抗酸等重要的生理过程[2]。

目前，已有大量细菌（如植物乳杆菌、月形单胞菌、大肠

杆菌等）GAD的氨基酸序列被报道[3-6]。

研究发现谷氨酸脱羧酶在M.tb的正常生长、酸性

培养基和巨噬细胞感染过程中的mRNA表达和酶活性

等方面不可或缺。然而谷氨酸脱羧酶在M.tb中的作用

尚不清楚。因此，进一步分析谷氨酸脱羧酶在M .tb

耐酸性和抗生素耐药性作用机制可为结核病的防治提

供新的思路。Rv3432c蛋白在M.tb基因组中被注释为谷

氨酸脱羧酶，本研究拟通过对Rv3432c蛋白进行表达和

生物学信息分析，进一步研究Rv3432c在结核病发生发

展中的作用以及抗M.tb新型药物靶点提供研究基础。

 1     材料与方法

 1.1    基因组DNA和质粒

本研究所用的M . tb标准株H37Rv（灭活）基因组

DNA由遵义医科大学附属医院检验科陈玲老师惠赠；

p E T 2 8 a质粒由遵义医科大学许运斌副教授惠赠；

pMD19T质粒载体和感受态细胞BL21(D3)购于宝日医生

物技术（北京）有限公司。

 1.2    试剂

2×Taq RCR Master Mix、DNA连接酶（T4）购于宝日

医生物技术（北京）有限公司；质粒抽提试剂盒、DNA胶

回收试剂盒、PCR产物纯化试剂盒购于生工生物工程（上

海）股份有限公司；蛋白纯化试剂盒购于上海碧云天生物

技术有限公司。

 1.3    方法

 1.3.1    引物设计与合成

获取NCBI数据库M.tb H37Rv全基因组序列信息，运

用Primer Permier 5.0设计Rv3432c基因的扩增引物，在引

物的N端和C端添加EcoRⅠ和KpnⅠ酶切位点。上游引物

5′-ATAGAATTCATGTGTCTCGCAGTCACCCGTCC-3′，

下游引物5′-CAAGCTTGCTAGTGCGCGAAATGCTGTGC-

3′。该引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

 1.3.2    扩增目的基因

用高保真酶进行PCR扩增Rv3432c的基因，长度为

1  383 bp。20 μL反应体系如下：2×Taq RCR Master Mix

10 μL，上、下游引物各1 μL，H37Rv灭活基因组模板1 μL，

补水至20 μL。扩增条件如下：94 ℃ 3 min预变性；98 ℃变

性10 s，60 ℃ 退火30 s，72 ℃ 延伸1 min，共进行35个循

环；循环结束后72 ℃延伸10 min。RCR扩增产物用1%琼

脂糖凝胶电泳进行鉴定。

 1.3.3    pET28a-Rv3432c载体构建及鉴定

EZ-10柱式PCR产物纯化试剂盒回收PCR产物，回收

产物加A尾后连接到pMD19T质粒载体中，经PCR和

EcoRⅠ、KpnⅠ双酶切鉴定后，采用EZ-10柱式DNA胶回

收试剂盒回收的双酶切的Rv3432c基因片段，将回收的目

的片段与pET28a载体连接构建pET28a-Rv3432c载体。提

取pET28a-Rv3432c质粒进行转化，挑取阳性单菌落于含

有KAN的LB液体培养基中37 ℃振荡培养过夜，收集菌株

并提取质粒进行PCR鉴定，上述方法参照文献所述方法[7]

进行。在进行PCR鉴定时均设计引物阴性对照（除不加

模板外，其余成分均与实验组相同）。

 1.3.4    Rv3432c蛋白表达及纯化

 1.3.4.1    Rv3432c蛋白表达

参照文献所述方法[7]进行Rv3432c蛋白表达。将空载

体pET28a转化到大肠杆菌E.coli BL21(DE3)菌株后，将菌

液涂布于卡那霉素抗性平板上；经含卡那霉素的LB抗性

平板传代后的BL21(DE3)（pET28a）及BL21(DE3)（pET28a-

Rv3432c）挑取单克隆菌接种于5 mL LB+KAN液体中振荡

培养过夜；将种子液以1∶100接种于100 mL新鲜的LB+

KAN液体培养基中，37 ℃振荡培养至光密度（OD）600=0.6，

加入终浓度为0.4 mmol/L异丙基硫代β-D-半乳糖苷（IPTG）

于37 ℃进行诱导并处理样品；样品经12%SDS-PAGE凝胶

电泳分离，考马斯亮蓝R-250染色，脱色后观察结果。

 1.3.4.2    Rv3432c蛋白表达条件优化

为提高蛋白表达量，分别对诱导剂IPTG的浓度、诱

导温度进行优化。保持诱导温度为37 ℃，分别加入

0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mmol/mL IPTG诱导培养8 h，对照

组不添加IPTG，观察不同浓度诱导剂IPTG对Rv3432c蛋

白表达量的影响。保持诱导剂IPTG浓度为1.0 mmol/mL，于

16 ℃、28 ℃、37 ℃下诱导培养8 h。观察不同诱导温度对

Rv3432c蛋白表达量的影响。

 1.3.4.3    纯化重组蛋白

纯化重组蛋白按照说明书进行。将BL21(DE3)（pET28a-

Rv3432c）的种子液以1∶100接种于LB液体培养基（含

KAN），37 ℃振荡培养至OD 6 0 0=0.6，加1.0 mmol/mL

IPTG于进行诱导培养在37 ℃下诱导8 h。将1 L菌液移至

离心管，4 ℃，6 000×g离心10 min，弃上清，记录沉淀质量，

按照每克细菌沉淀湿重加入3 mL裂解液、再加入溶菌酶
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（终质量浓度为1 mg/mL）并混匀，超声破碎。加入RNase

A至10 μg/mL及DNase Ⅰ至5 μg/mL，冰上继续裂解，裂解

完成后，离心搜集上清液，进行亲和层析，按照说明书分

别加入10、20 、30、40、50、100 mmol/L咪唑洗脱液进行

洗脱得到纯化蛋白，经12%SDS-PAGE凝胶电泳分离

鉴定。

1.3.5    蛋白生物信息学分析

NCBI数据库获取结核分枝杆菌H37Rv Rv3432c基因

序列及蛋白序列，利用ORF Finder程序，预测Rv3432c基因

序列开放阅读框。利用Protparam分析Rv3432c蛋白的理

化性质，Protscale分析Rv3432c蛋白的疏水性，TMHMM法

分析蛋白的跨膜区域，Signalp6.0 service分析Rv3432c蛋白

的信号肽， P f a m 在线工具预测蛋白保守结构域，

SOMPA预测Rv3432c蛋白的二级结构，采用NetPhos3.1

servera软件分析Rv3432c蛋白的磷酸化位点，SUMOsp

2.0预测sumo化位点，采用SWISS-MODEL预测蛋白的三

级结构并建立三维模型。

2     结果

2.1    Rv3432c基因扩增结果

以灭活的M . tb  H37Rv基因组DNA为模板，进行

PCR扩增Rv3432c基因，用琼脂糖电泳进行检测，出现大小

约为1 383 bp基因条带（图1）。

2.2    重组质粒双酶切鉴定

将Rv3432c基因克隆至pMD19T质粒载体中获得重组

克隆质粒pMD19T-Rv3432c，经PCR鉴定得到1 383 bp大小

的条带（图2A），而阴性对照无条带出现。并用限制性内

切酶EcoRⅠ、KpnⅠ对pMD19T-Rv3432c进行双酶切鉴

定，同时只用限制性内切酶EcoRⅠ对pMD19T-Rv3432c进

行单酶切。双酶切后出现大小约1 383 bp的Rv3432c基因

片段，单酶切后在1383 bp处未出现条带（图2B）表明重组

克隆质粒pMD19T-Rv3432c构建成功。从pMD19T-

Rv3432c质粒上酶切下Rv3432c基因片段并将其连接至

pET28a表达载体，转化得到pET28a-Rv3432c重组质粒。

用琼脂糖电泳进行检测，重组质粒出现大小约1 383 bp的

特异性条带（图2C），而阴性对照无条带出现。

 2.3    重组融合蛋白的诱导表达和纯化

将pET28a-Rv3432c重组质粒转化入BL21(DE3)中形

成表达菌，使用IPTG进行诱导表达后并用12%SDS-

PAGE鉴定Rv3432c蛋白。结果表明，诱导表达产物在相

对分子质量为55×103附近出现特异性蛋白条带，而且诱

导温度为37 ℃时更有利于重组蛋白的表达 (图3)。同时

发现菌体裂解后上清液中含有大量目的蛋白，而沉淀中

目的蛋白表达量较少，表明Rv3432c蛋白主要以可溶性蛋

白的形式存在（图4）。在37 ℃下诱导培养8 h，1 mmol/L

IPTG浓度时Rv3432c表达量最高（图5）。采用His标签蛋

白纯化试剂盒纯化Rv3432c蛋白，当用100 mmol/L咪唑洗

脱液进行洗脱得到相对分子质量约为55×103的单一蛋白

条带，纯化效果良好（图6）。

 2.4    Rv3432c基因及其编码的蛋白的生物信息学分析

 2.4.1    Rv3432c基因基本信息

NCBI的GenBank中显示Rv3432c基因全长1 383 bp，
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图 1  PCR扩增Rv3432c

Fig 1  Result of PCR amplification of Rv3432c

M: DNA marker; 1: PCR product of Rv3432c.
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图 2  重组质粒的鉴定

Fig 2  The identification of recombinant cloned plasmid

A, PCR identification of recombinant cloned plasmid pMD19T-Rv3432c (M: DNA marker; 1: the negative control; 2: PCR product of the positive clone). B, Enzyme

digestion identification of recombinant cloned plasmid pMD19T-Rv3432c (M: DNA marker; 1: the duplex cleavage product; 2: the singlet cleavage product). C, PCR

identification of recombinant expression plasmid pET28a-Rv3432c (M: DNA marker; 1: the negative control; 2: the PCR product of the positive clone).
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位于M.tb H37Rv基因组的3850372～3851754位置。ORF

Finder程序分析显示Rv3432c基因是一个1 383 bp的完整

开放阅读框，其编码谷氨酸脱羧酶，蛋白登录号为

NP_217949.1。

 2.4.2    Rv3432c蛋白的理化性质分析

利用ProtParam、ProtScale、Compute pI/Mw等程序

对结核分枝杆菌的Rv3432c蛋白理化性质进行分析。结

果显示，该蛋白质的分子结构式为C2275H3498N622O661S20，原

子总数为7 076个，理论等电点5.37，理论相对分子质量为

51 779.77。在体外半衰期为30 h，不稳定系数为31.34，属

于稳定型蛋白质。Rv3432c蛋白由329个非极性氨基酸

（A，I，L，F，W，V）和461个极性氨基酸（N，C，Q，S，T，Y）组

成，分别占41.65%和58.35%。其中Val（V）48个（占

10.4%），其次Ala（A）有45个（占9.8%），没有检测到Pyl（O）

和Sec（U）；共有58个酸性氨基酸（Glu+Asp），41个碱性氨

基酸（Arg+Lys），见表1。
 

表 1    蛋白Rv3432c的氨基酸组成

Table 1    Amino acid composition of the Rv3432c protein
 

Amino acid Ala Arg Asn Asp Cys Gln Glu Gly His Ile

Number 45    30    11    33      4      9    25    38    16    14   

Mol/%   9.8   6.5   2.4   7.2   0.9   2.0   5.4   8.3   3.5   3.0

Amino acid Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val Pyl

Number 11    16    20    28    24    25      9    15    48      0   

Mol/%   2.4   3.5   4.3   6.1   5.2   5.4   2.0   3.3 10.4   0.0
 

 2.4.3    亲疏水性、跨膜区和信号肽预测

利用ProtScale工具对Rv3432c蛋白亲疏水性分析发

现，R v 3 4 3 2 c蛋白疏水性最大值是2 . 3 8 9，最小值是

−2.100（图7）。ProtParam软件分析结果显示，Rv3432c蛋

白的GRAVY值为−0.079，表明Rv3432c蛋白为亲水蛋白，

与P r o t S c a l e预测结果相符。T M H M M 2 . 0软件显

示Rv3432c蛋白不存在跨膜区，属于非跨膜蛋白。通

过Signalp6.0对Rv3432c蛋白进行信号肽切割位点预测，
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图 3  不同温度下Rv3432c融合蛋白的表达

Fig 3  The different temperature conditions to induce Rv3432c protein
expression

M: protein marker; 1: 37 ℃; 2: 28 ℃; 3: 16 ℃.
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图 4  Rv3432c融合蛋白表达形式

Fig 4  The expression form of Rv3432c fusion protein

M: protein marker; 1: supernatant of cell lysate; 2: precipitation of cell

lysate.
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图 5  不同IPTG诱导浓度下的Rv3432c蛋白表达浓度

Fig 5  The different IPTG concentration conditions to induce Rv3432c
protein expression

M: protein marker; 1: 0 mmol/L; 2: 0.2 mmol/L; 3: 0.4 mmol/L; 4:

0.6 mmol/L; 5: 0.8 mmol/L; 6: 1.0 mmol/L of IPTG.
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图 6  Rv3432c融合蛋白的纯化

Fig 6  Results of purification of the Rv3432c fusion protein

M: protein marker; 1: supernatant of Rv3432c fusion protein; 2: the fluid

flowed through the affinity column; 3: 10 mmol/L iminazole eluation; 4:

20 mmol/L iminazole eluation; 5: 30 mmol/L iminazole eluation; 6: 40 mmol/L

iminazole eluation; 7: 50 mmol/L iminazole eluation; 8: 100 mmol/L iminazole

eluation.
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显示该蛋白没有信号肽，表明Rv3432c蛋白不属于分泌

蛋白。
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图 7  Rv3432c蛋白疏水性分析

Fig 7  Hydrophobic analysis of the Rv3432c protein 

 2.4.4    保守结构域分析

利用Pfam在线工具对Rv3432c蛋白的保守结构域分

析发现，在 Rv3432c蛋白的N端32～381位氨基酸有一个

Ⅱ型吡哆醛依赖性脱羧酶（Group Ⅱ pyridoxal-dependent

decarboxylases）保守结构域，该结构域与芳香族氨基酸脱

羧有关，表明该蛋白为脱羧酶。

 2.4.5    功能磷酸化位点及SUMO化位点预测

蛋白Rv3432c有29个磷酸化位点，其中有14个磷酸化

丝氨酸位点，分别位于7、12、35、55、101、119、124、

149、274、281、348、377、392、426位氨基酸；有9个磷酸

苏氨酸位点，分别位于18、65、78、121、191、203、341、

387、397位氨基酸；有6个磷酸化酪氨酸位点，分别位于

89、180、188、340、386、405位氨基酸（图8）。预测发现，

Rv3432c蛋白有3个可以SUMO化的位点，分别位于

204～208、414～418、448位氨基酸。
  

1

50 100 150 200 250 300

Serine

NetPhos 3.1a: predicted phosphorylation sites in Sequence

�reonine
Tyrosine �reshold

350 400
Sequence position

450P
h

o
sp

h
o

ry
la

ti
o

n
 p

o
te

n
ti

al

0

 
图 8  Rv3432c蛋白磷酸化位点分析

Fig 8  Predicted phosphorylated sites of the Rv3432c protein
 

 2.4.6    Rv3432c蛋白结构及同源建模

SOMPA软件预测Rv3432c蛋白的二级结构（图9）显

示，Rv3432c蛋白主要由无规卷曲结构（约39.78%）和α-螺

旋（约39.57%）组成，延伸链（约5.65%）和β-转角（约

14 .57%），表明该蛋白结构比较松散。利用SWISS-

MODEL软件，以3hbx.1.A为模板进行同源三级建模

（图10），结构中主要是无规卷曲结构和α-螺旋，并且结构

较松散，其GMQE评分为0.83，Qmean评分为0.67，说明该

模型结果可靠。
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图 9  Rv3432c蛋白二级结构预测

Fig 9  Prediction of the two-level structure of the Rv3432c protein
 

 3     讨论

M.tb能够长期潜伏在宿主细胞（尤其在巨噬细胞内

的持留）是结核病的重要来源，吞噬体酸化是巨噬细胞控

制胞内致病菌的主要机制之一。因此，识别结核分枝杆

菌应对酸性环境的基因有助于深化对M.tb致病机理的认

识，发现抗M.tb新型药物靶点。GAD是一种常见的抗酸

系统，存在于能在极端酸性条件下生存的细菌中 [8 - 1 2 ]。

GAD系统由位于细胞质中的谷氨酸脱羧酶GadB（或

GadA）和位于细胞膜上的Glu/GABA反向转运蛋白

GadC组成，GadA或GadB通过利用细胞质中的游离质子

将谷氨酸转化为GABA。当pH<5 .6时，细胞质中的

 

 
图 10  Rv3432c蛋白三级结构预测

Fig 10  Prediction of the three-level structure of the Rv3432c protein
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GadB会迁移到内膜附近，以最大限度地与跨膜蛋白

GadC协作[13]。研究证实，M.tb基因组中存在基因能编码

Gad蛋白，这些蛋白在M.tb的正常生长、酸性培养基中存

活和巨噬细胞感染过程中的mRNA表达和酶活性等方面

不可或缺[14]。同时，谷氨酸脱羧酶的表达与抗生素耐药

性有关，这表明GadB、耐酸性和抗生素耐药性之间存在

联系[15-17]。而GAD在分枝杆菌中的作用尚不清楚。因此，

进一步分析GAD在M.tb耐酸性和抗生素耐药性作用机制

可为结核病的防治提供新的思路。本研究通过扩增M.tb

Rv3432c基因，并将其克隆至pET28a载体。SDS-PAGE结

果显示BL21(DE3)（pET28a-Rv3432c）表达菌在相对分子

质量约55×103附近出现与预期结果相符的条带，纯化后

获得高纯度Rv3432c蛋白。

生物信息学作为一门新兴的学科，已被广泛应用于

预测蛋白质的结构和功能 [18-19]。本研究运用生物信息学

分析Rv3432c蛋白的结构域时发现，N端32-381氨基酸位

置有一个Ⅱ型吡哆醛依赖性脱羧酶保守序列，该序列芳

香族氨基酸脱羧相关，笔者认为Rv3432c基因编码谷氨酸

脱羧酶。生物信息学分析结果还显示M.tbRv3432c蛋白

为亲水性蛋白，不存在跨膜区。融合蛋白表达形式实验

结果表明，Rv3432c蛋白以可溶性蛋白的形式存在细胞上

清液中，与生物信息学分析结果一致。通过分析Rv3432c

蛋白二级结构和三级结构发现，无规则卷曲结构所占比

例最高（约39.78%）导致了Rv3432c蛋白比较松散，位于蛋

白质的表面。通过蛋白磷酸化分析，Rv3432c蛋白含有的

多个磷酸化位点、SUMO化修饰位点以及翻译后修饰位

点。而蛋白的磷酸化修饰会调节蛋白酶活性、改变蛋白

构象、影响蛋白相互作用，甚至影响蛋白的稳定，提示

Rv3432蛋白可能参与调控宿主细胞信号转导通路的磷酸

化状态以及介导细胞间的信号转导过程。

综上所述，本研究通过构建pET28a-Rv3432c表达菌

株、纯化Rv3432c蛋白并对其结构进行预测，有利于发现

Rv3432c的新功能及其与致病的相关性，为进一步研究

Rv3432c蛋白的生物学功能提供基础。从而为探究

M.tb致病机制提供新线索及为抗结核杆菌药物的研发提

供理论基础。

* * *
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