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　　［摘要］　目的　探讨结核分枝杆菌 ＭＰＴ６４抗原对ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞的影响及相关机制。方法　将ＭＰＴ６４基因在
大肠杆菌中表达、纯化，获得的纯化蛋白用于后续实验。将用佛波醇酯（ＰＭＡ）分化的ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞分为对照组、卡介

菌纯蛋白衍生物（ＢＣＧＰＰＤ）诱导组、ＢＣＧＰＰＤ＋ＭＰＴ６４共同作用组，分别给予相应的处理。孵育１６ｈ后，采用流式细胞术检

测细胞凋亡情况，用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测培养细胞上清的细胞因子 ＴＮＦα及ＩＬ１０水平。结果　ＢＣＧＰＰＤ可以诱导
ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞凋亡，ＢＣＧＰＰＤ＋ＭＰＴ６４组的细胞凋亡水平低于ＢＣＧＰＰＤ组（Ｐ＜０．０５）。细胞因子上清检测结果表

明，与对照组相比，ＢＣＧＰＰＤ 作用组的 ＴＮＦα水平升高（Ｐ＜０．０１），而ＩＬ１０水平无明显变化；与 ＢＣＧＰＰＤ 组相比，

ＢＣＧＰＰＤ＋ＭＰＴ６４共同孵育组的ＩＬ１０水平升高（Ｐ＜０．０１），而ＴＮＦα水平无明显变化。结论　ＭＰＴ６４抗原可能是一种
毒力因子，能够抑制ＢＣＧＰＰＤ诱导的巨噬细胞凋亡，该作用可能是通过提高ＩＬ１０水平来实现的。
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　　结核病发生、发展过程中常伴随机体免疫细胞

的凋亡，如巨噬细胞、ＣＤ４＋Ｔ细胞、ＣＤ８＋Ｔ 细胞、
γδＴ细胞等，其中巨噬细胞是否凋亡直接影响着结

核分枝杆菌在体内的存活状态［１］。巨噬细胞是结核
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分枝杆菌主要的宿主细胞，在感染过程中，结核分枝

杆菌与巨噬细胞相互适应、相互作用。一方面，结核

分枝杆菌感染后，巨噬细胞的凋亡水平可以被上调，

这被认为是巨噬细胞发挥抗结核分枝杆菌感染的重

要途径之一，是一种有利于清除病原菌的细胞死亡

方式；另一方面，结核分枝杆菌的某些菌体成分或分

泌的一些分子可以抑制巨噬细胞的凋亡，从而保持

菌体赖以生存的环境，形成免疫逃避。目前，研究者

认为结核分枝杆菌对巨噬细胞凋亡的抑制是其抵抗

机体免疫系统杀伤的重要机制之一［２４］。

　　ＭＰＴ６４抗原是结核分枝杆菌重要的保护性抗

原，编码这种蛋白的基因在一些弱毒性的卡介菌株

中缺失，提示 ＭＰＴ６４抗原是一种毒力相关因子，参

与机体与免疫系统的相互作用［５］。但 ＭＰＴ６４抗原

对巨噬细胞产生何种作用，目前尚不清楚。本研究

观察了 ＭＰＴ６４抗原对巨噬细胞凋亡的影响以及这

一过程中巨噬细胞分泌的细胞因子水平变化，旨在

探讨 ＭＰＴ６４抗原在结核分枝杆菌感染中的可能作

用。

１　材料和方法

１．１　细胞株、质粒　小鼠ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞株

购于中国科学院上海细胞生物学研究所，用含１０％
小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液传代培养。ｐＧＥＸ５Ｔ
质粒、ＤＨ５α、Ｋ８０２菌株购自Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司。结核

病患者血清和正常人血清由成都军区昆明总医院提

供。

１．２　主要试剂　卡介菌纯蛋白衍生物（ｐｕｒｉｆｉｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｏｆＢＣＧ，ＢＣＧＰＰＤ）购自中国兽医

研究所，ＴＮＦα及ＩＬ１０细胞因子检测试剂盒购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＡｎｎｅｘｉｎⅤ凋亡检测试剂盒购自南

京凯基生物科技有限公司。ＲＰＭＩ１６４０培养基购自

美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，小牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，佛

波醇酯 （ＰＭＡ）购自 Ｓｉｇｍａ 公司。工具酶购自

ＴａＫａＲａ公司，羊抗人辣根过氧化物酶二抗购于Ｄａ

ｋｏ公司。多黏菌素Ｂ（ｐｌｏｙｍｙｘｉｎＢ）购自Ｓｉｇｍａ公

司。其他试剂均为国产分析纯。

１．３　ｐＧＥＸ５ＴＭＰＴ６４重组子的鉴定　从结核分枝

杆菌基因组扩增 ＭＰＴ６４ｃＤＮＡ［６］，经ＢａｍＨⅠ和

ＸｈｏⅠ酶切，与 ｐＧＥＸ５Ｔ 质粒相连后（ｐＧＥＸ５Ｔ

ＭＰＴ６４），转化Ｋ８０２菌株，挑取阳性转化子进行酶

切鉴定并测序（测序服务由上海生工生物工程股份

有限公司提供）。

１．４　ＭＰＴ６４蛋白的表达、纯化及鉴定　将鉴定好

的Ｋ８０２菌培养至菌液浓度达到Ｄ６００＝０．６～０．８
时，进行异丙基βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导，诱

导终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，诱导５ｈ后收集菌体，进行

１０％ＳＤＳＰＡＧＥ，观察表达条带。将超声处理后的

菌体蛋白经ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ亲和层析，经

超滤和分子筛纯化，获得纯化蛋白。将纯化蛋白电

泳、转膜，进行蛋白质印迹鉴定，一抗为１２００稀释

的结 核 病 患 者 血 清 或 正 常 血 清 对 照，二 抗 为

１１０００羊抗人血清。

１．５　热源的控制处理

１．５．１　器皿的处理　为了排除热源的影响，玻璃器

皿２５０℃下，干烤１．５ｈ。培养板采用Ｃｏｓｔａｒ的无热

源培养板。所有试剂均采用无热源水配制。

１．５．２　纯化蛋白内毒素的去除　采用Ｓｉｇｍａ公司

的ｐｌｏｙｍｙｘｉｎＢ去除纯化蛋白中的内毒素。操作步

骤按照说明书进行，即将ｐｌｏｙｍｙｘｉｎＢ混悬液与纯

化的 ＭＰＴ６４蛋白混合，于４℃孵育１ｈ后，去掉

ｐｌｏｙｍｙｘｉｎＢ，取上清 ＭＰＴ６４蛋白用于后续实验。

１．６　细胞分组和处理　复苏冻存的ＲＡＷ２６４．７细

胞，置３７℃、５％ＣＯ２孵育箱中培养，收获指数生长期

细胞，以２×１０５／ｍＬ密度接种于６孔细胞培养板，每

孔２ｍＬ 细胞悬液，加入终浓度为１０ｎｇ／ｍＬ 的

ＰＭＡ，孵育２４ｈ。观察细胞贴壁情况，保留贴壁牢

固的细胞继续后续实验。将细胞分为阴性对照组、

ＢＣＧＰＰＤ诱导组（ＢＣＧＰＰＤ终浓度为１０μｇ／ｍＬ）、

ＢＣＧＰＰＤ（１０μｇ／ｍＬ）＋ＭＰＴ６４（１０μｇ／ｍＬ，１５μｇ／

ｍＬ，２０μｇ／ｍＬ）共同作用组，孵育１６ｈ后，进行相关

实验检测。实验中设立谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴ）蛋

白（１５μｇ／ｍＬ）对照组，以排除接头蛋白ＧＳＴ对实验

的可能影响；设热变性 ＭＰＴ６４蛋白（１５μｇ／ｍＬ）作

为对照，排除纯化的 ＭＰＴ６４中内毒素的影响。

１．７　流式细胞术检测细胞凋亡　将刺激过的各组

细胞用ＰＢＳ洗涤１次，随后用０．２５％的胰酶消化贴

壁细胞，２０００×ｇ离心５ｍｉｎ，收集细胞，加新鲜培养

液１ｍＬ悬浮细胞，按照ＡｎｎｅｘｉｎⅤ凋亡检测试剂盒

的说明对细胞进行处理，最后上流式细胞仪采集数

据，记录细胞计数结果，得出凋亡率。

１．８　培养细胞上清中细胞因子的检测　各组细胞

培养１６ｈ，离心取上清，冻存于－８０℃待用。取冻存

的上清，稀释１０倍，用ＥＬＩＳＡ法分别检测上清中的

ＴＮＦα及ＩＬ１０水平，具体检测方法参照试剂盒说

明进行。
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１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计

分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，多组间均数的比较采用方

差分析，两两比较采用ＬＳＤｔ检验。检验水平（α）为

０．０５。

２　结　果

２．１　ｐＧＥＸ５ＴＭＰＴ６４重组子的鉴定　ＭＰＴ６４基

因经ＰＣＲ扩增后，经琼脂糖凝胶电泳，发现扩增条

带单一，大小约为０．７ｋｂ（图１Ａ），测序结果与Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录的序列完全一致。ｐＧＥＸ５ＴＭＰＴ６４重组

子经ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切，电泳后可见一大一

小的两条片段：大片段约为５ｋｂ，为线性载体；小片

段为０．６ｋｂ，为去掉信号肽的ＭＰＴ６４基因（图１Ｂ）。

图１　ｐＧＥＸ５ＴＭＰＴ６４重组子的鉴定

Ｆｉｇ１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐＧＥＸ５ＴＭＰＴ６４

Ａ：ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆＭＰＴ６４；Ｂ：Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆ

ｐＧＥＸ５ＴＭＰＴ６４．Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１，２：ＭＰＴ６４ｇｅｎｅ；

３：ｐＧＥＸ５Ｔｐｌａｓｍｉｄ；４：ｐＧＥＸ５ＴＭＰＴ６４ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓ

ｍｉｄ；５：ｐＧＥＸ５ＴＭＰＴ６４ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＢａｍＨⅠａｎｄＸｈｏⅠ

２．２　ＭＰＴ６４蛋白的表达、纯化及蛋白质印迹鉴定

结果　将诱导表达后的菌体蛋白进行１０％ ＳＤＳ

ＰＡＧＥ，结果发现 ＭＰＴ６４蛋白获得了表达，相对分

子质量约为２４０００，与预期大致相符。目的蛋白约

占菌体蛋白的４０％。表达蛋白多在上清中以可溶的

方式存在，少数存在于包含体中。经 Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ

Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ亲和层析、超滤和分子筛纯化、ｐｏｌｙ

ｍｙｘｉｎＢ热源处理，获得单一的蛋白条带。蛋白质

印迹鉴定结果显示，表达蛋白可以被结核病患者血

清特异识别，而不能被正常人血清所识别，说明表达

的蛋白保持了天然的免疫原性。详见图２。

２．３　ＭＰＴ６４蛋白对巨噬细胞凋亡的影响　流式细

胞术检测结果（图３）表明，与阴性对照组相比，

ＢＣＧＰＰＤ可以诱导ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞凋亡（Ｐ＜
０．０１）。ＢＣＧＰＰＤ＋ＭＰＴ６４（１０、１５和２０μｇ／ｍＬ）组

巨噬细胞凋亡率随着 ＭＰＴ６４浓度的升高而逐渐降

低，均低于ＢＣＧＰＰＤ诱导组（Ｐ＜０．０５），而１５μｇ／

ｍＬ浓度组和２０μｇ／ｍＬ浓度组的凋亡抑制作用差

异无统计学意义，提示１５μｇ／ｍＬ浓度可能是最佳作

用浓度，所以在后续实验中，均采用１５μｇ／ｍＬ的浓

度。对照ＢＣＧＰＰＤ＋ＧＳＴ（１５μｇ／ｍＬ）组的巨噬细

胞凋亡率与ＢＣＧＰＰＤ组相比无明显变化，提示是

ＭＰＴ６４抗原抑制ＢＣＧＰＰＤ诱导的巨噬细胞凋亡，

而非接头 ＧＳＴ蛋白的作用。热灭活的 ＭＰＴ６４（１５

μｇ／ｍＬ）组与ＢＣＧＰＰＤ组差异无统计学意义，可以

进一步说明本实验中的凋亡抑制作用来自于

ＭＰＴ６４蛋白。

图２　ＭＰＴ６４蛋白的表达、纯化及鉴定

Ｆｉｇ２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＭＰＴ６４

１３：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ．１：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｏｆ

Ｋ８０２ｔｒａｎｓｄｕｃｅｄｗｉｔｈｐＧＥＸ５Ｔ；２：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ

ｏｆ Ｋ８０２ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ｐＧＥＸ５ＴＭＰＴ６４；３：Ｐｕｒｉｆｉｅｄ

ＭＰＴ６４；４７：Ｐｒｏｔｅｉｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ．４：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄ

ｕｃｔｏｆＫ８０２ｔｒａｎｓｄｕｃｅｄｗｉｔｈｐＧＥＸ５Ｔ；５，６：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｐｒｏｄｕｃｔｏｆＫ８０２ｔｒａｎｓｄｕｃｅｄｗｉｔｈｐＧＥＸ５ＴＭＰＴ６４ｂｅｆｏｒｅｏｒａｆ

ｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；７：ＰｕｒｉｆｉｅｄＭＰＴ６４；Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ

２．４　ＭＰＴ６４蛋白对巨噬细胞分泌细胞因子的影

响　采用ＥＬＩＳＡ方法检测巨噬细胞培养上清中的

细胞因子水平（图４），结果显示，与阴性对照组相比，

ＢＣＧＰＰＤ组ＴＮＦα水平升高（Ｐ＜０．０１），而ＩＬ１０
的水平没有明显变化；与ＢＣＧＰＰＤ组相比，ＰＰＤ＋

ＭＰＴ６４共同作用组的ＩＬ１０水平升高（Ｐ＜０．０１），

而ＴＮＦα水平没有显著变化。

３　讨　论

　　已有研究表明，结核菌不产生内毒素和外毒素，

其致病性与菌体的某些成分密切相关，如３８０００蛋
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白、葡萄糖脂蛋白１９０００（Ｐ１９）等菌体成分可以促进

巨噬细胞凋亡，而结核分枝菌酸、索状因子、６，６双

分枝海藻糖、脂多糖（ＬＰＳ）、脂阿拉伯甘露糖（Ｍａｎ

ＬＡＭ）等可以抑制巨噬细胞凋亡［７１１］。ＭＰＴ６４抗原

存在于结核分枝杆菌的 ＲＤ２区，在一些弱毒性的

ＢＣＧ菌株中缺失，提示它与菌株毒力相关［５］。另外

也有实验表明在结核性肉芽肿组织内，ＭＰＴ６４的表

达量与肉芽肿组织内凋亡的细胞数成反比，并且此

部位的凋亡相关蛋白表达量下降，提示 ＭＰＴ６４蛋白

确实参与了结核分枝杆菌与机体免疫系统之间的相

互作用过程 ［１２１３］。

图３　ＭＰＴ６４蛋白对巨噬细胞凋亡的抑制作用

Ｆｉｇ３　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＭＰＴ６４ａｇａｉｎｓｔａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅ

ＮＥ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｇｒｏｕｐ；ＰＰＤ：ＰｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｏｆＢＣＧ（ＢＣＧＰＰＤ）ｇｒｏｕｐ；ＧＳＴ：ＢＣＧＰＰＤ＋ＧＳＴ（１５μｇ／ｍＬ）ｇｒｏｕｐ；

ＨＡＭＰＴ６４：ＢＣＧＰＰＤ＋ｈｅａｔａｃｔｉｖａｔｅｄＭＰＴ６４（１５μｇ／ｍＬ）ｇｒｏｕｐ；Ｍ１０，Ｍ１５，Ｍ２０：ＢＣＧＰＰＤ＋ＭＰＴ６４（１０μｇ／ｍＬ，１５μｇ／

ｍＬｏｒ２０μｇ／ｍＬ）ｇｒｏｕｐｓ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＰＰＤｇｒｏｕｐ

图４　ＭＰＴ６４蛋白对巨噬细胞分泌细胞因子的影响

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＭＰＴ６４ｏｎｃｙｔｏｋｉｎｅ

ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｆｒｏｍｍａｃｒｏｐｈａｇｅ

ＮＥ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｇｒｏｕｐ；ＰＰＤ：Ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｏｆ

ＢＣＧ（ＢＣＧＰＰＤ，１０μｇ／ｍＬ）ｇｒｏｕｐ；ＰＰＤ＋ＭＰＴ６４：ＢＣＧ

ＰＰＤ（１０μｇ／ｍＬ）＋ＭＰＴ６４（１５μｇ／ｍＬ）ｇｒｏｕｐ．Ｐ＜０．０１

ｖｓＮＥｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＰＰＤｇｒｏｕｐ

　　本研究利用大肠杆菌系统表达了 ＭＰＴ６４蛋

白，并通过亲和层析、超滤及分子筛等过程，获得了

纯化蛋白，蛋白质印迹分析表明纯化的 ＭＰＴ６４蛋

白可以被结核病患者血清特异性地识别，说明表达

的蛋白保持了天然的免疫原性。相关研究表明ＰＰＤ
不仅引起巨噬细胞产生免疫应答，而且不同毒力的

ＰＰＤ引起巨噬细胞的转归是不同的，ＢＣＧＰＰＤ主

要引起巨噬细胞凋亡，而 Ｈ３７ＲｖＰＰＤ主要引起巨

噬细胞坏死，说明二者具有不同的免疫机制，最终导

致宿主免疫细胞和不同毒力的分枝杆菌的转归差

异［１４］。据此，我们首先在体外建立了ＢＣＧＰＰＤ诱

导巨噬细胞凋亡的模型，随后将ＢＣＧＰＰＤ、ＭＰＴ６４
抗原共同孵育巨噬细胞，发现 ＭＰＴ６４可以抑制由

ＢＣＧＰＰＤ诱导的巨噬细胞凋亡。

　　随后我们又对巨噬细胞表达上清中的 ＴＮＦα
及ＩＬ１０水平进行了ＥＬＩＳＡ检测，探讨相关作用机

制。研究表明在结核分枝杆菌诱导的巨噬细胞凋亡

过程 中，ＴＮＦα 首 先 与 肿 瘤 坏 死 因 子 受 体 １
（ＴＮＦＲ１）结合，最终激活下游的半胱天冬酶 ３
（ｃａｓｐａｓｅ３）、ｃａｓｐａｓｅ９，诱导巨噬细胞凋亡［１５］；而

ＩＬ１０可能通过诱导ｓＴＮＦＲ２的产生来竞争性地抑

制ＴＮＦα与ＴＮＦＲ１的结合，最终削弱ＴＮＦα诱导

的凋亡作用［１６］。可见，在结核分枝杆菌感染的过程

中，ＴＮＦα和ＩＬ１０功能的相对强弱，直接影响到机

体对病原体的免疫杀伤和病原体在机体免疫细胞内

的存活［１７１８］。

　　本研究发现与ＢＣＧＰＰＤ组相比，ＢＣＧＰＰＤ＋

ＭＰＴ６４组的ＩＬ１０水平上升，而 ＴＮＦα水平没有

明显变化。这说明在 ＭＰＴ６４抗原抑制巨噬细胞凋

亡的过程中，ＴＮＦα的分泌水平没有发生变化，升

高的ＩＬ１０水平可能发挥了重要的凋亡抑制作用。
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ＭＰＴ６４抗原如何通过提高ＩＬ１０水平来抑制ＢＣＧ

ＰＰＤ诱导的巨噬细胞凋亡，是通过抑制ＴＮＦα的功

能，还是作用于某些凋亡相关分子，具体机制有待进

一步深入研究。
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