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!!&摘要'!目的!研究%&'$蛋白在重组耻垢分枝杆菌!!"#$%&#'()*+,-,(.,&'*-#()"中的表达及其影响胞

内存活的机制(方法!*%+扩增/-,$基因#构建重组,(-.!"//-,$穿梭表达质粒#将重组质粒和空白质粒电穿

孔进 ()生成重组菌 ())/-,$和对照重组菌 ())-#采用 01&21345672对重组菌%&'$蛋白表达进行检测(体外

培养观察 ())/-,$和 ())-生长曲线#并检测活性氮*活性氧环境下的集落形成单位!%89"变化(())/-,$和

())-重组菌感染人源巨噬细胞:;*/"#计数%89反映胞内存活#实时荧光定量*%+检测诱导性一氧化氮合酶

基因!<4=>?<5614<23<?7@<=1&A42BC&1#*012"表达(硝酸还原酶法检测一氧化氮!4<23<?7@<=1#DE"释放指标(

结果!%&'$蛋白在 ())/-,$中成功表达#且其表达不影响 ())/-,$的生长情况+())/-,$在体外活性氮*氧环

境中%89下降#与 ())-相比#差异有统计学意义!3$#F#G"+重组菌 ())/-,$作用于:;*/"细胞后诱导*012

表达上调#促进DE的释放以及减少胞内生存#与 ())-相比#差异有统计学意义!3$#F#G"(结论!重组菌 ())

/-,$不能耐受体外活性氮*氧压力环境#可诱导宿主细胞*012表达上调#促进DE释放#从而影响其胞内生存能

力(

&关键词'!结核/-,$基因!重组耻垢分枝杆菌!活性氮*氧环境!胞内生存

.>>,$=<>=%,.?@A,;;#<(<>'()*8(-&$,-BC+,&-./&012'3#03.12&34-"'"678"97:';;<$#'=,-!"#3 !$%/2/0&"<(

8(=A'$,DD&D'AE#'B#D#=C<>+,&-./&012'3#"#15#/0'"!45678*&$9:*&;#<61=&;.
##=>1?&$#3@0A8+&;#

2>0/B&;.9C(;.#D60A A+$9E*;.F=&%$)&'$)"$C7;C(#'*$;&;G7,,+;*'"#H(-'/B*;&2#B$$I$C <&-*#

!(G*#&I2#*(;#(-&;GJ$)(;-*#!(G*#*;(#2*#B+&;>;*K()-*'"#%B14H=>!"##$"#%B<4C

#%7331&,74=<4HC>2B73#I/'C<6$5C76C4H!&?>F1=>F?4

&FB;=A'$='! GBH,$=#*,! :7 =1213'<41 B7J %&'$ ,3721<4 1@,31&&<74 CKK1?2&<423C?166>6C3&>3L<LC67K

!"#$%&#'()*+,-,(.,&'*-!()"F+,=%<-;!/-,$H141JC&C',6<K<1=5A*%+27?74&23>?2,(-.!"//-,$&B>2261

1@,31&&<74,6C&'<=F:B1%&'$,3721<41@,31&&<74<4())/-,$JC&=121?21=5A01&21345672CK213161?237,73C2<747K

2B131?7'5<4C42,6C&'<=<427()F:B1H37J2BM<412<?&7K())/-,$*;K*')$C4=2B1<4K6>14?17K31C?2<L1D#E

&,1?<1&742B1H37J2B7K())/-,$J13175&13L1=F:B1<423C?166>6C3&>3L<LC67K())/-,$C4=1@,31&&<74&7K

<4=>?<5614<23<?7@<=1&A42BC&1H141!*012"C4=4<23<?7@<=1,37=>?2<74!DE"J131=121?21=CK213<4K1?2<74J<2B

:;*/"'C?37,BCH1&F7,;&D=;!%&'$,3721<4JC&&>??1&&K>66A1@,31&&1=<4 ())/-,$#JB<?B=<=472CKK1?22B1

H37J2B7K2B131?7'5<4C42()F+1C?2<L1D#E&,1?<1&=1?31C&1=())/-,$?7674AK73'<4H>4<2!%89"*;K*')$F

:;*/"<4?31C&1=2B11@,31&&<747K*012C4=DE,37=>?2<74C4==1?31C&1=<423C?166>6C3&>3L<LC67K())/-,$F

6<($D&;#<(!+1?7'5<4C42())/-,$<&&>&?1,2<5612731C?2<L1D#E&,1?<1&*;K*')$F:;*/",37'721&DE3161C&1

C4=2B>&=<&?7>3CH1&<423C?166>6C3&>3L<LC67K()F

&I,CJ<A-;'!!!"#$%&#'()*+,'+%()#+I$-*-/-,$H141!!+1?7'5<4C42!"#$%&#'()*+,-,(.,&'*-!!

+1C?2<L1D#E14L<374'142!!N423C?166>6C3&>3L<LC6

!!结核病是世界性公共卫生疾病#长期严重危害

人类的健康(.#"!年世界卫生组织!0;E"全球结

核病报告指出$.#"G年#全球范围内估计有"#$#万

新 发传染病病例#其中有"$#万人死于结核病
,"-(

" 国家传染病重大专项!D7F.#".OP"###Q##R"资助

# 通信作者#I/'C<6$5C76C4H!&?>F1=>F?4

随着结核杆菌和人类免疫缺陷病毒!;N-"病毒共同

感染患者数量增加以及结核多重耐药菌株流行#结

核病 的 防 治 面 临 严 峻 挑 战(研 究 结 核 杆 菌

!!"#$%&#'()*+,'+%()#+I$-*-#(25"致病机制以及

与宿主的相互作用#有利于寻找更加全面的防治方

法( 结 核 杆 菌 %+N)*+/%C& 系 统 !?6>&2131=

31H>6C36A<4213&,C?1=&B732,C6<4=37'<?31,1C2&/%C&
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C&&7?<C21=,3721<4&"是一种类似于+DT干扰的细

菌适应性免疫系统#主要用于抵御外源噬菌体和质

粒的入侵
,.-(0I):+T等

,Q-
研究证实#%+N)*+基

因位点的转录以及表达的%C&蛋白分别都能通过基

因调节控制细菌的毒力((25;QU+L基因组有两

个连续的%+N)*+基因位点以及跟随S个%C&蛋

白#其中就包括 LK.R.##编码的 %&'$ 蛋白
,$-(

(25的毒力与其在细胞内的存活有很大的关系#结

核杆菌/-,$基因在耻垢分枝杆菌!()"中的表达

不能提高重组菌在巨噬细胞内的存活
,G-(因此本研

究通过构建 ())/-,$重组菌#着力研究重组菌对

体外活性氮*氧环境下的耐受性以及对巨噬细胞功

能的影响#以探究重组菌 ())/-,$作用于:;*/"

巨噬细胞后影响胞内生存的机制#为研究细菌胞内

生存机制提供一定的理论基础(

1!材料与方法

1F1!材料

1F1F1!(25;QU+L基因组!(25;QU+L!国际标

准株"基因组由本实验室保存#作为模板扩增/-,$

基因(

1F1F/!质粒和菌株!,(-.!"穿梭表达质粒由本

实验室保存(,(V"R/:载体购自:CWC+C公司+大

肠杆菌V;G"感受态细胞购自成都塞尔博科斯生

物公司+耻垢分枝杆菌 ()(%."GG国际标准株由本

实验室传代培养和保存(人源巨噬细胞株 :;*/"

由本研究室常规保存(

1F1F5!主要试剂!/-,$基因引物*诱导型一氧化

氮合酶基因!*012"以及#/C?2<4定量*%+引物由

成都擎科公司合成(.X:CY*%+(C&213(<@(限

制性内切酶@#$+$*5*;=%*?$VDTZ<HC&1购自

天根公司(常规质粒提取试剂盒**%+产物纯化试

剂盒及胶回收试剂盒均为 E'1HC公司产品(U;S

液体培养基*U;"#固体培养基购自美国[V=<K?7公

司(DCDE.*;.E.*卡 那 霉 素*)<',6A * :72C6

+DTI@23C?2<74M<2*购自成都塞尔博科斯生物公

司+佛波醇!*(T"为)<H'C公司产品+一氧化氮

!DE"检测试剂盒为南京建成公司产品+:+N\76%+试

剂为N4L<237H14公司产品++1L132T<=8<3&2)23C4=

?VDT)A42B1&<&W<2购自赛默飞公司(

1K/!!"#3基因的967扩增与纯化

取 (25 ;QU+L基因组扩增 /-,$基因(用

*3<'1,3<'1GF#引物设计软件设计特异的/-,$基

因*%+ 引物#上游引物!*8"G]/%̂ T̂T::%T

:̂ TT%:%̂ %̂ %̂:/Q]包含@#$+$酶切位点!下

划线"+第一条下游引物 !*+""$G]/T:̂ T:̂ T

:̂ T:̂ :̂̂ :̂ %̂ %̂̂ T̂%:%%/Q]包含!X;<&

2CH的前五个;<&的编码序列(第一轮*%+的产物

连接到,(V"R/:载体上#再以重组的:载体为模

板继续扩增#原来的上游引物不变#第二条下游引物

!*+."$G]/%%%TT̂ %:::%TT:̂ T:̂ T:̂ T:̂

T:̂ :̂̂ /Q]加上剩余的"个编码 ;<&蛋白的基因

序列#终止密码子和一个5*;=%酶切位点(最终获

得在/-,$基因末端带上!X;<&2CH的*%+产物#

以便后续 01&21345672实验用于检测%&'$蛋白在

重组 ()中是否成功表达(*%+扩增体系$.#&Z

体系#即上游引物"&Z#每次扩增时 +"或者+.下

游引物"&Z#==;.E!双蒸水"U&Z#.X?&:*%+

(C&213(<@"#&Z#VDT模板"&Z(反应条件$

SG_预变性G'<4#S$_变性Q#&+!Q'G#_#每一

循环下降#FG_#每次退火Q#&#共计.!个循环#

U._延伸.'<4+S$_变性Q#&#G#_退火Q#&#

U._延伸S#&#共计"#个循环+U._保温G'<4(扩

增后的*%+产物/-,$用"#H.Z琼脂糖凝胶电泳

检测并纯化回收扩增产物(

1K5!重组质粒@+E/L1:!"#3的构建及鉴定

/-,$基因扩增产物和穿梭表达载体,(-.!"

用内切酶@#$+$和 5*;=%双酶切#并以 %A?61

*>31W<2纯化回收酶切产物(?$VDT连接酶连接

双酶切之后的基因与质粒并转化大肠杆菌感受态细

胞V;G"(感受态细胞经含卡那霉素 !.G&H.'Z"

的Z[平板筛选培养然后扩菌#用*6C&'<=(<4<W<2

$试剂盒提取质粒(重组质粒,(-.!"//-,$送成

都擎柯生物技术公司测序#测序结果用 1̂41<7>&

+"#软件进行分析*比对(

1K3!重组菌 +"!!"#3的构建

首先制备 ()(%."GG感受态细胞$将野生 ()

饱和菌液转至冰上冰浴Q#'<4#$_(R###3.'<4

离心"#'<4后全部收集菌体#并用$_预冷灭菌的

"#̀ 甘油重复洗涤$次#按照菌液培养体积的"..#

重悬于"#̀ 预冷的甘油(然后进行重组质粒的电

穿孔$将测序正确的,(-.!"//-,$穿梭表达质粒

以及作为对照的空质粒,(-.!"分别与感受态细

胞混合放入电穿孔杯中#在.FGM-*G#&8*U##(

条件下进行电转化#形成重组 ())/-,$和 ())-(

电转结束之后分别在含.G&H.'Z 卡那霉素的

U;"#固体培养平板上筛选重组菌的阳性克隆!即

有卡那霉素抗性"进行菌液*%+鉴定/-,$表达#

#.Q



第Q期 翟小倩等$结核杆菌%+N)*+/C&&7?<C21=/-,$!LK.R.##"诱导*012表达对耻垢杆菌胞内存活的影响

方法同"a.(挑选有卡那霉素抗性的 ())/-,$阳

性克隆用于后续实验(

1KM!重组菌 +"!!"#3中6;N3蛋白的表达检测

菌液*%+鉴定成功的阳性菌株扩菌后#置于

$G_水浴热诱导Q#'<4#$G_继续振荡培养"B#

离心收菌#超声波破碎重组 ()菌体获得蛋白(由

于我们在构建重组质粒的时候在目标基因/-,$中

引入了!X;<&2CH#与%&'$形成融合蛋白#所以采

用鼠T42</;<&:CH!!X;<&2CH"单克隆抗体作为一

抗#羊抗鼠NĤ 作为二抗对目标蛋白进行 01&2134

5672定性分析鉴定#检测%&'$蛋白在重组 ()中

是否成功表达(

1KL!重组菌 +"!!"#3体外生长情况的检测

在U;S液体培养基中分别培养重组 ())/-,$

菌和 ())-菌!对照"共$.B#每隔QB测一次光密

度!EV!##"值#记录重组菌生长情况#绘制生长曲线(

1FO!对体外活性氮*活性氧环境的耐受性测定

为研究 ())/-,$在体外对活性氮中间体

!+DN"和氧化应激反应!+E)"的耐受能力#将 ())

/-,$暴露在亚硝酸钠!DCDE."和 ;.E. 环境压力

下(重组菌培养至对数生长期!EV!##b#F!'#FR"#

收集细菌制备单细胞悬液调整EV!##b#FG#培养基

中分别加入终浓度为G''76.ZDCDE.*"#''76.

ZDCDE. 培养#B*QB*!B后#或"#''76.Z;.E.

培养"B后#每个时间点取"##&Z细菌培养液进行

倍比稀释#然后涂布在U;"#固体培养基上培养(

Q'G=之后#观察并计数固体培养基上重组菌在处

理了不同时间段之后存活的集落形成单位!%89"#

以6H%89值反映重组菌在 DCDE.*;.E. 体外压

力条件的存活耐受情况(

1K2!重组菌 +"!!"#3在巨噬细胞PQ9:1内的存

活情况检测

将冻存的细胞:;*/"从液氮中取出#然后放入

QU_恒温水浴锅中复苏(用适量 +*(N/"!$#完全

培养基重悬浮细胞并接种于细胞培养瓶中#置于

QU_*体积分数G̀ %E. 的恒温培养箱中培养(次

日更换培养液继续培养(当细胞长满瓶底U#̀ '

R#̀ 时#收集*洗涤以及用+*(N/"!$#完全培养基

重悬细胞以进行传代(利用台盼蓝染色检测细胞活

力#将细胞活力较好的传代 :;*/"细胞按照"X

"#!
细胞.孔铺于".孔板中并加入"##4H.'Z*(T

诱导$RB使其成为贴壁细胞(())/-,$和 ())-

菌分别以感染倍数 (ENb"#c"感染 :;*/"细

胞#然后置于QU_*体积分数G̀ %E. 细胞培养箱

中感染$B#加入"##&H.'Z的庆大霉素杀除胞外

重组菌.B+分别收集感染后!B*.$B*$RB的细胞

加入终浓度为#F#R̀ 的:3@<74/"##裂解细胞+将细

胞裂解液涂于含.G&H.'Z卡拉霉素的U;"#固体

培养基培养#观察菌落并计数%89#计算6H%89值

以反映胞内生存率(

1K4!重组 +"!!"#3对PQ9:1细胞诱导'()*表

达*释放RG的检测

选择经*(T诱导$RB的:;*/"细胞#分别用

())/-,$和 ())- 重组菌感染#收集感染!B*

.$B*$RB的细胞上清#应用硝酸还原酶法的DE检

测试剂盒检测细胞释放 DE量(收集感染.$B的

:;*/"细胞#利用试剂盒提取总+DT#按照试剂盒

操作合成?VDT#通过实时荧光定量*%+!31C6/2<'1

*%+"检测*012的表达情况(*012的上游引物

G]/̂ %̂T̂ ::%:T̂ T%T̂ :%%%̂ /Q]#下游引物$

G]/::%::%T%:̂ :̂ ^̂ %̂::̂ %/Q]+ 内 参 #/

C?2<4上游引物$G]/̂ T̂ %TT̂ T̂ T̂ %̂T:%%:%

T%/Q]#下游引物$G]/%:%TTT%T:̂ T:%:̂ ^̂

:%T:%/Q](.d))%2
法计算*012基因的相对表达

量(

1F10!统计学方法

组间比较采用独立样本'检验#实验数据以

&Me-表示#3$#F#G为差异有统计学意义(

/!结果

/K1!967扩增后的!"#3基因表达

使用 (25 ;QU+L 基因组模板#*%+ 扩增

/-,$基因后#经琼脂糖凝胶电泳检测(电泳结果

显示#目的基因大小约S#S5,#未见非特异性扩增

带#与D%[N上/-,$基因的大小一致!图""(

/K/!@+E/L1:!"#3质粒构建和转化成功后序列测

定

见图.(将经酶切和连接得到的 ,(-.!"/

/-,$重组质粒转化进V;G"后进行菌液*%+#结

果显示,(-.!"//-,$质粒电转成功(同时将菌液

*%+结果阳性的质粒提取出来送测序#测序结果表

明#所测质粒中的/-,$基因序列和已知序列!D%)

###S!.FQ"一致#可用于后续实验(

/K5!重组菌 +"!!"#3构建及6"#3蛋白的表达

!!将测序成功的,(-.!"//-,$和,(-.!"空白

质粒电转进 ()后#将有卡那霉素抗性的重组菌阳

性克隆进行菌液*%+鉴定#见图Q("'.泳道可见

S#S5,与插入片段大小一致的条带#有/-,$表达#

".Q
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图1!+=BQ5O7*!"#3基因967扩增产物

S#T1!!"#3T,(,967@A<-&$=<>+=BQ5O7*

($VDT'C3M13+"$*%+,37=>?27K/-,$H141<4(25;QU+L

1 2 M 3 4
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图/!@+E/L1:!"#3转化进UQM!感受态细胞后的菌液967产物

S#T/!V'$=,A#'D>D&#-967'>=,A@+E/L1:!"#3B,#(T=A'(;><AN,-

#(=<UQM!

($VDT'C3M13+"/$$/-,$*%+,37=>?2&!f"

1 2 3 4 5 M
(bp)

7 000
5 500
3 500

2 000

1 000

500

909Csm4

图5!@+E/L1:!"#3电转进 +"后的菌液967产物

S#T5!V'$=,A#'D>D&#-967'>=,A,D,$=A<@<A'=#<(<>@+E/L1:!"#3#(=<

+,&-./&012'3#"#15#/0'"

($VDT'C3M13+"#.$/-,$*%+,37=>?2&!f"+Q#$$/-,$

*%+,37=>?2&!d"+G$())- !,(-.!",6C&'<="

可用于后续实验+Q'$泳道的重组菌/-,$的*%+

产物为阴性#无预期结果+G 泳道的空白质粒

,(-.!"未出现相应条带#与预期结果一致(结果

显示#重组,(-.!"//-,$和空白质粒成功电转入

()(热诱导重组菌 ())/-,$进行目的蛋白的表

达鉴定#01&21345672分析结果显示!图$"$())

/-,$在相对分子质量约为QQX"#Q
处有明显的特

异性条带#())-在相应位置无蛋白条带(

/K3!重组菌 +"!!"#3的体外生长情况

由图G可见重组菌 ())/-,$的生长情况与对

照组 ())- 生长情况#差异无统计学意义#说明

/-,$基因电转进 ()中对其自身生长没有影响

!3'#F#G"(

M 1 2

35

25

Csm4

图3!6;N3蛋白在重组菌 +"!!"#3中的表达鉴定

S#T3!W,;=,A(BD<='('DC;#;<>@A<-&$=;<>=%,A,$<NB#('(=+"!!"#3

($(C3M13+"$())-+.$())/-,$

MS_V
MS_ 4Csm

4

3

2

1

0

O
D

v
a
lu

e
6

0
0

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42
t/h

图M!+"!!"#3和 +"!E的生长曲线

S#TM!XA<J=%$&A*,;<>+"!!"#3'(-+"!E

/KM!+"!!"#3在体外对7R8的耐受能力

见图!(与对照组 ())-比较#在G''76.Z

DCDE. 环境压力下#作用!B重组菌 ())/-,$的

%89明显下降#且差异有统计学意义!3$#a#G"+

用"#''76.ZDCDE. 处理QB和!B后#())/-,$

组和 ())- 组 %89 差异均有统计学意义!3$

#a#G"(说明重组菌 ())/-,$对+DN体外压力易

感(

/KL!重组菌 +"!!"#3在体外对7G"的耐受能力

见图U(与对照组 ())-比较#在"#''76.Z

;.E. 压力下作用"B后#())/-,$的%89下降#

且差异有统计学意义!3$#F#G"(说明重组菌 ())

/-,$对体外+E)易感(

/KO!重组菌 +"!!"#3在PQ9:1细胞中的存活率

变化

见图R(重组菌 ())/-,$感染:;*/"巨噬细

胞后!B*.$B*$RB#与 ())-组比较#胞内生存率

无显著改变#差异无统计学意义!3'#F#G"(

/K2!重组菌 +"!!"#3对RG释放以及诱导'()*

表达的影响

重组菌 ())/-,$感染 :;*/"巨噬细胞$RB

后#DE的释放量上升!图S"#与对照组比较差异有统

..Q
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图L!检测 +"!!"#3对MNN<D"Y和10NN<D"Y亚硝酸钠压力的耐受性!!!图O!检测 +"!!"#3在10NN<D"YQ/G/压力条件下对氧化

应激反应的耐受性

S#TL!9D'=,';;'C;%<J#(T=<D,A'($,<>+"!!"#3=<MNN<D"Y'(-10NN<D"Y'$#-;<-#&N(#=A#=,!!!S#TO!9D'=,';;'C;%<J#(T=<D,A'($,<>

+"!!"#3=<10NN<D"YQ/G/

"3$#F#G#""3$#F#"#"""3$#F##"#L&F())-

MS_V

MS_ 4Csm
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图2!+"!!"#3感染PQ9:1巨噬细胞的胞内存活!!!图4!检测 +"!!"#3感染PQ9:1巨噬细胞后RG的产生量

S#T2!8(=A'$,DD&D'A;&A*#*'D<>+"!!"#3#(PQ9:1N'$A<@%'T,;!!!S#T4!U,=,$=#<(<>RGA,D,';,#(PQ9:1N'$A<@%'T,;#(>,$=,-J#=%+"!

!"#3

"3$#F##"#L&F())-

计学意义!3$#F##""#说明重组菌 ())/-,$可以

促进宿主细胞DE的释放(同时#31C6/2<'1*%+检

测重组菌 ())/-,$感染:;*/"巨噬细胞.$B后

*012的转录表达水平是 ())-组的.倍!以 ())

-组水平为""#差异有统计学意义!3$#a##""(

5!讨论

(25的胞内生存能力与其自身的毒力密切相

关
,!-(/-,$基因在 (25 ;QU+L的 %+N)*+/%C&

系统中编码%&'$蛋白#形成%&'复合体#抵制外

源基因入侵#发挥适应性免疫作用,U-(有研究发现#

%&'$蛋白在 ()中表达不能促进胞内存活#从而

影响了重组菌 ())/-,$的毒力(因此本研究着力

研究影响 ())/-,$重组菌胞内存活改变的机制#

从而探究影响细菌毒力的调节机制(首先#我们扩

增出/-,$基因#并利用,(-.!"作为穿梭表达载

体成功构建重组菌 ())/-,$#使%&'$蛋白在 ()

中表达(进而观察外源基因引入 ()后是否对其生

长曲线有影响#结果表明/-,$基因并不影响 ()

的生存(

(25是一种胞内生存菌#感染宿主细胞后#能

够通过与宿主细胞相互作用从而抵抗宿主的杀伤作

用(巨噬细胞吞噬 (25后#(25暴露于 +E)和

+ND等不利于自身生存的胞内环境中
,R-((25面

对胞内环境压力时#通过各种作用机制#例如$增加

一些功能蛋白的表达从而抵抗不利的环境压力(为

了研究%&'$蛋白表达是否有助于重组 ()抵抗宿

主环境压力#我们用DCDE. 和;.E. 在体外处理重

组菌#模拟胞内活性氮*氧的环境压力(结果表明#

与 ())-相比#())/-,$重组菌生存率明显下降#

不能耐受活性氮*氧的压力环境#因此%&'$蛋白表

达不利于 ()在宿主细胞内的存活(

我们进一步用 ())/-,$感染 :;*/"巨噬细

胞#胞内存活实验证实了%&'$蛋白在 ()中表达

不能增加细菌胞内生存率(人巨噬细胞感染病原菌

之后释放的 DE能够限制 (25在宿主细胞内的生

存
,S-(很多研究已经证实*012的转录表达促进

DE的产生#从而介导巨噬细胞的杀菌活动,"#-(本

Q.Q
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研究发现#())/-,$感染 :;*/"细胞后释放的

DE较重组菌 ())- 明显上升(同时#我们通过

31C6/2<'1*%+发现#())/-,$作用于:;*/"细胞

后*012 基因的表达水也明显上升(说明 ())

/-,$不能增强胞内存活与巨噬细胞 :;*/"释放

较多的DE有关(另外#最近有研究表明#当抑制剂

D(!D/'747'12BA6/Z/C3H<4<41"抑制*012的转录

表达时#会下调自噬标签Z%Q的表达#证明了*012

的转录表达上调与自噬的发生密切相关
,""-(巨噬

细胞的自噬不利于细菌的生存#这一点对抑制 (25

胞内生存有重要的意义
,".-(结合本研究结果可以

推测#())/-,$重组菌不能耐受活性氮*氧物质等

环境#诱导<DE)表达上调#促进DE的释放和自噬

的发生#最终限制 ())/-,$的胞内生存#因而也影

响了 ())/-,$重组菌的毒力(这将为进一步研究

影响 (25胞内生存的机制提供重要基础(

我们在介绍部分提到#/-,$基因属于 (25

;QU+L菌株%+N)*+/%C&系统中%C&!%+N)*+/%C&

C&&7?<C21="基因的一种(但是#(25被分成U个系

谱#其中在一种具有高毒力的 (25北京家族菌株

中#/-,$基因发生突变导致!#̀ 基因长度的缺

失
,"Q-(因此#结合我们的研究结果以及从结核基因

组进化的角度来推测#(25 ;QU+L中未突变的

/-,$基因不能增强细菌的胞内存活#但在毒力更

强的(25北京家族菌株中/-,$基因发生突变可能

有助于菌株的毒力(而且已经有研究发现突变的

/-,$可以促进 ()的胞内存活
,G-(目前#我们实验

室也正在着力于研究 (25北京家族菌株中缺失了

!#̀ 基因长度的/-,$基因如何增强细菌毒力(
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