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摘  要 : Rv2742 是本课题组前期基于蛋白质基因组学策略从结核分枝杆菌 Mycobacterium tuberculosis 

H37Rv 中发现、鉴定的遗漏注释基因。文中旨在建立结核分枝杆菌 H37Rv 漏注释蛋白 Rv2742 的可溶性诱

导表达、纯化体系，为进一步探索 Rv2742 基因参与的生物学功能奠定基础。前期实验发现构建的 pGEX-4T- 

2-Rv2742、pET-28a-Rv2742、pET-32a-Rv2742 及 pMAL-c2X-Rv2742 原核表达载体均无法实现目的蛋白的诱

导表达。但经密码子优化后，仅有 pMAL-c2X-Rv2742 载体能够实现目的蛋白的可溶性诱导表达。此外，

通过比较不同宿主菌、温度及 IPTG 浓度对目的蛋白表达量的影响，发现目的蛋白在 Rosetta (DE3)中，16 ℃ 

及 0.5 mmol/L IPTG 诱导条件下表达量最高。直链淀粉树脂  (Amylose resin) 亲和层析柱纯化获得较纯的产

物，经 LC-MS/MS 验证确认是 Rv2742 融合蛋白肽段序列。成功获得结核分枝杆菌 H37Rv 新基因 Rv2742

的重组蛋白，可进一步开展其潜在相互作用及免疫原性研究工作。  

关键词 : 结核分枝杆菌，新基因，原核表达，亲和纯化 

 

·生物技术与方法·



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1772 

Cloning, expression and purification of novel gene Rv2742 in 
Mycobacterium tuberculosis H37Rv 

Jialing Zhao1,3, Shujia Wu2,3, Hong Wang3,4, Qianlin Li4, Jinshuai Sun3,5, Lei Chang3,  
Erhei Dai4, Junzhu Wu2,Yao Zhang3,6, and Ping Xu1,3 

1 School of Pharmaceutical Sciences, Wuhan University, Wuhan 430000, Hubei, China  

2 School of Basic Medical Sciences, Wuhan University, Wuhan 430000, Hubei, China 

3 State Key Laboratory of Proteomics, Beijing Proteome Research Center, National Center for Protein Sciences (Beijing), Beijing Institute of 

Lifeomics, Beijing 102206, China  

4 School of Public Health and Affiliated Shijiazhuang Fifth Hospital, North China University of Science and Technology, Tangshan 063210, 

Hebei, China 

5 School of Life Sciences, Hebei University, Baoding 071000, Hebei, China 

6 School of Life Sciences, Sun Yat-sen University, Guangzhou 510275, Guangdong, China 

Abstract:  Rv2742 is a novel gene identified from Mycobacterium tuberculosis H37Rv by the proteogenomics strategy. The 

aim of this study was to establish a system of soluble expression and purification of the missing protein Rv2742 in M. 

tuberculosis H37Rv, to provide reference for further research on the biological function of Rv2742. The soluble protein was 

not successfully induced by prokaryotic expression vectors pGEX-4T-2-Rv2742, pET-32a-Rv2742, pET-28a-Rv2742 and 

pMAL-c2X-Rv2742. After the codon of novel gene Rv2742 was optimized according to E. coli codon usage frequency, only 

the recombinant strain containing plasmid pMAL-c2X-Rv2742 could produce soluble products of Rv2742 encoding gene. In 

addition, the expression effects of the desired fusion protein were also analyzed under different conditions including hosts, 

culture temperatures and IPTG concentrations. The optimum expression conditions were as follows: Rosetta (DE3) host, 16 °C 

culture temperature and 0.5 mmol/L IPTG. After being purified by affinity chromatography with amylose resin, the fusion 

protein sequence was confirmed by LC-MS/MS. These results indicated that the novel gene Rv2742 product could be 

successfully induced and expressed in a soluble form by the expression system pMAL-c2X with MBP tag. Our findings 

provide reference for studies on potential interaction and immunogenicity. 

Keywords:  Mycobacterium tuberculosis, novel gene, prokaryotic expression, affinity purification 

结核分枝杆菌 (Mycobacterium tuberculosis，

MTB) 是引起人类结核病的病原菌[1]，可入侵多

种组织、器官如胸膜、淋巴管、泌尿生殖器和骨

关节炎等[2]，但以肺结核最为常见。据 2018 年

WHO 报道，2017 年全球约有 130 万人死于该病，

有 1 000 万新病例发生。结核病仍然是传染性疾

病中的头号杀手。我国依然是全球结核高发病、

高耐药、高 HIV 共感染负担国家之一[3]。因此，

有效的早期诊断新方法和及时治疗是控制结核疫

情蔓延的重要手段[4]。 

目前，临床常用的诊断方法包括涂片显微镜

法、细菌培养法、核酸扩增试验 (如 GeneXpert  

MTB/RIF)、结核菌素皮肤试验 (TST)、γ 干扰素

释放试验 (IGRA) 等[5]，但存在涂片染色检出率

低、培养周期长、结核抗原特异性差和灵敏度不

高等问题。其中，结核菌素皮肤试验因与卡介苗

(BCG) 及非结核分枝杆菌之间存在交叉反应而

导致特异性不高[6]，而基于 ESAT-6 与 CFP-10 研

发的 T-SPOT 试剂盒虽被广泛地用于临床结核菌

感染的筛查，但仍存在“阳性不能确证，阴性不能

排除”的弊端，不能有效区分活动性结核患者和潜

伏感染者[7]。因此，寻找能够有效区分活动性结

核患者和潜伏感染者高特异性、灵敏性的有效抗

原可解决结核临床诊断的难题。 

1998 年，Cole 等[8-9]基于全基因组鸟枪法和

系统测序法，完成了结核分枝杆菌 H37Rv 的基因
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组测序和注释工作。2002 年，Camus 等[10]通过

EMBL、TrEMBL 和 SWISS-PROT 三个数据库序

列同源性比较，补充了 82 个新编码基因。传统的

基因组注释是利用已知的基因特征和同源性比较

实现的，难以发现人类未知的、新基因结构特征

的基因，造成这些生物学功能和对菌株鉴别可能

重要的基因遗漏，逃离人类研究的视线，形成盲

区。国内外研究者基于算法优化[10]、基因预测软

件及注释工具开发、转录组学和蛋白质组学[11-15]、

比较基因组学 [16]等策略，一直在校正和完善

H37Rv 基因组注释数据库。然而，MTB 属于原核

生物，受基因组测序质量影响以及缺乏合适的校正

评估方法，原核生物基因组注释中尚可能存在注释

错误[17] (过度注释；ORF 起始、终止位点注释错误；

可变剪接；核糖体移位；漏注释等)，给准确解析

相应物种的生物学机制带来了困扰[18]。 

利用蛋白质组学数据，结合基因组数据、转

录组数据来研究基因组注释问题，被称为蛋白质

基因组学 (Proteogenomics)[19]。近 10 年来，蛋白

质组学直接用于基因组的注释已经越来越受到相

关领域的关注。本课题组前期基于深度覆盖的精

准蛋白质基因组学技术 [20,24]和比较基因组学策

略，完成了 H37Rv 基因组数据库的重注释，发现

了 22 个结核遗漏注释基因，矫正了 28 个 N 端注

释错误基因 (图 1，尚未发表)。此发现有利于结

核新型特异性免疫原性分子标志物筛选，为结核

病的快速、精准临床检测提供基础理论和原始创

新技术支持。 

从 TubercuList 库中下载了 H37Rv (http:// 

genolist.pasteur.fr/TubercuList/) 基因组注释数据

库，共 4 031 个基因，包含 4 018 个编码基因和

13 个假基因。六阅读框翻译数据库由中国科学院

计算技术研究所 pFind 团队与我们课题组合作开

发的蛋白质基因组学软件 pAnno 对 NCBI 中结核

分枝杆菌 H37Rv 的基因组文件 (NC000962.3.fna) 

按照正链和互补链上连续的 3 个核苷酸翻译一个 

 
 

图 1  结核分枝杆菌 H37Rv 蛋白质基因组学分析流 

程图 

Fig. 1  Workflow of Mycobacterium tuberculosis 
H37Rv proteogenomic analysis. 

 
氨基酸的规则翻译，使用终止子到终止子的翻译

模式，采用 MTB 特殊的 3 种起始密码子 ATG、

GTG 和 TTG，共翻译得到 141 851 个开放阅读框 

(Opening reading frame，ORF)。与已注释的蛋白

质序列数据库进行合并，经过严格 FDR 筛选，结

合谱图人工核实、肽段合成验证、转录丰度、基

因组多序列比对，获得了一批质量可信的新肽段，

完成了H37Rv新编码基因的验证和原先注释错误

基因的矫正。 

Rv2742 基因是我们发现的 H37Rv 遗漏注释

基因之一 (根据基因在染色体的坐标位置及结核

基因命名法进行命名)。前期深度覆盖质谱数据共

鉴定到两条肽段即“PNPWQYIR”和“VHNLDPEL 

VDEHAR”，化学合成肽段与原先鉴定肽段谱图相

似性分别为 0.94 和 0.96，意味着 Rv2742 基因成

功被转录、翻译。T 细胞表位预测 (https://www.iedb. 

org/) 发现，Rv2742 新蛋白中高可信的 T 细胞表

位数有 19 个 (>0.5 分)，高可信 T 细胞表位覆盖

到该蛋白 66.42%的序列，与已知表位库比较，都

是新型的表位，该蛋白具有很好的免疫原性。此

外，经 NCBI-BLASTP 后，数据库中没有比对到
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相似序列，属于功能未知蛋白。为进一步探索

Rv2742 新基因功能及其潜在临床应用价值，有必

要建立其表达、纯化体系。 

本研究比较了 4 种不同的原核表达载体

(pGEX-4T-2、pET-32a、pET-28a 和 pMAL-c2X)、

密码子利用偏性、5 种宿主 (JM109 (DE3)、BL21、

BL21 (DE3) 、 BL21 (DE3) pLysS 和 Rosetta 

(DE3))、不同诱导温度 (16 ℃ 和 28 ℃)、不同

IPTG 浓度 (0.5 mmol/L 和 1.0 mmol/L) 等条件

下，目的蛋白的表达量。旨在最优实现结核分枝

杆菌 H37Rv 新编码基因 Rv2742 克隆、可溶性诱

导表达，从而能高效纯化 Rv2742 蛋白，为后续

开展该蛋白的潜在相互作用及免疫原性研究奠定

基础。后期实验采用的质谱方法是基于“自下而

上”(Bottom-up) 鸟枪法的策略[21]，其基本流程是

首先将蛋白质酶解为肽段，再用反相液相色谱进

行分离，被洗脱的肽段用串联质谱 (一级质谱和

二级质谱) 检测，最后利用搜库软件对样品中的

肽段和蛋白质进行鉴定。 

1  材料与方法  

1.1  材料 

1.1.1  菌株及质粒 

M. tuberculosis H37Rv 菌株 DNA 来自河北省

石家庄市第五医院。大肠杆菌 DH5α、BL21 (DE3) 

及 BL21 (DE3) pLysS 感受态细胞均购自北京康为

世纪生物科技有限公司。大肠杆菌 BL21 及

Rosetta (DE3) 感受态细胞均购自北京全式金生

物技术有限公司。JM109 (DE3) 感受态细胞购自

北 京 鼎 国 昌 盛 生 物 技 术 有 限 责 任 公 司 。

pGEX-4T-2 为本实验室保存质粒；pET-28a 质粒

由国家蛋白质科学中心田春艳博士馈赠；pET-32a

质粒由德阳生物技术 (固安) 有限责任公司技术

总监赵明治博士馈赠；pMAL-c2X 质粒由华大青

兰生物科技 (无锡)有限公司馈赠。引物合成和测

序均由北京擎科新业生物技术有限公司完成。 

1.1.2  主要试剂 

DNA marker (DL 1 000、λ-Hind )Ⅲ 、pMD18-T 

载体试剂盒均购自宝生物工程有限公司 (大连)；

2×Taq PCR Master Mix、DNA 胶回收试剂盒、质

粒 DNA 提取试剂盒均购自天根生化科技有限公

司 (北京)；限制性内切酶 (BamHⅠ、Hind Ⅲ、

EcoRⅠ、NotⅠ、XhoⅠ、NdeⅠ及直链淀粉树脂

均购自纽英伦生物技术公司 (美国)；注射用氨苄

西林钠购自石药集团中诺药业有限公司；蛋白

marker (10 kDa) 购自富酶泰斯公司 (加拿大)；琼

脂糖购自 Biowest 公司 (法国)；耐自消化高活性

乙酰化胰蛋白酶来自北京酶知源生物科技有限公

司[22-23]。 

1.1.3  主要仪器设备 

PCR 仪、凝胶电泳电源、凝胶成像系统、DNA

电泳仪、电泳槽均为 BIO-RAD (美国) 公司产品；

冷冻离心机、摇床、LTQ Orbitrap Velos 质谱仪均

为 Thermo Fisher Scientific (美国) 公司产品；紫

外分光光度计为岛津公司 (日本) 产品；纯水仪

为 Merck Millipore (德国) 公司产品；电热恒温水

浴锅为北京长风公司产品；电热恒温培养箱为上

海一恒科学仪器有限公司产品；超声波细胞粉碎

机为宁波新芝生物科技股份有限公司产品。 

1.2  方法 

1.2.1  重组表达质粒的构建 

以 H37Rv DNA 为模板，引物如表 1 所示，

分别扩增获得 Rv2742 新基因片段。PCR 反应体

系均为：ddH2O 9.5 μL、2×Taq PCR Master Mix 

12.5 μL、DNA 1 μL、上下游引物各 1 μL。PCR

反应条件： 94 ℃预变性 3 min； 94 ℃变性       

1 min，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，30 个

循环；72 ℃延伸 5 min。 

PCR 产物利用 DNA 回收试剂盒回收，与

pMD18-T 克隆载体于 16 ℃过夜连接。连接体系
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为 T4 DNA 连接酶缓冲液 1 μL、T4 DNA 连接酶

1 μL、ddH2O 3 μL、pMD18-T 克隆载体 0.5 μL、

目的片段回收产物 4.5 μL。将连接产物转化至DH5α

感受态细胞。菌落 PCR 鉴定为阳性的质粒送至北京

擎科新业生物技术有限公司进行测序。NCBI 在线

比对为阳性的质粒命名为 pMD18T-Rv2742。 

上述测序正确的质粒分别与其相应的载体

(pGEX-4T-2、pET-32a、pET-28a 或 pMAL-c2X)

分别利用 BamHⅠ/NotⅠ或 EcoRⅠ/Hind Ⅲ进行

双酶切。双酶切体系为 ddH2O 24 μL、质粒 20 μL、

NE 缓冲液 3.1 5 μL，BamHⅠ(0.3 μL)/NotⅠ(0.5 μL)

或 EcoRⅠ/Hind Ⅲ (各 0.3 μL) 37 ℃双酶切 6 h，

DNA 回收试剂盒分别回收目的基因及载体片段，

经 T4 DNA 连接酶 16 ℃过夜连接。连接体系为

T4 DNA 连接酶缓冲液 1 μL，T4 DNA 连接酶    

1 μL，ddH2O 3 μL，表达载体双酶切产物 1 μL，

目的片段回收产物 4 μL。将连接产物 10 μL 转化

至 DH5α 感受态细胞，菌落 PCR 为阳性的质粒命

名为 pGEX-4T-2-Rv2742-1、pET-32a-Rv2742-1、

pET-28a-Rv2742-1 及 pMAL-c2X-Rv2742-1。 

1.2.2  Rv2742 基因密码子优化及优化产物重组

表达质粒的构建 

依据大肠杆菌密码子偏好性，将 Rv2742 基因

序列进行密码子优化。对优化后的基因片段进行

引物设计 (表 1)，操作步骤同前。将连接产物转

化至 DH5α 感受态细胞，菌落 PCR 验证为阳性的

质粒分别命名为 pGEX-4T-2-Rv2742-2、pET-32a- 

Rv2742-2、pET-28a-Rv2742-2、pMAL-c2X- Rv2742-2。 

1.2.3  重组质粒原核表达及鉴定 

重组质粒分别转化 BL21 (DE3) 宿主菌，挑

取单菌落于 5 mL LB (含 100 μg/mL Amp/Kana) 

液体培养基过夜培养。以起始 OD600=0.1 接种于

50 mL LB (含 100 μg/mL Amp/Kana)液体培养基

中。37 ℃振荡培养至 OD600 为 0.6–0.8 时，加入

终浓度为１ mmol/L 的 IPTG，28 ℃、200 r/min

诱导 6–8 ｈ。分别收取诱导前后 14 OD 菌体，离

心后用预冷的 PBS 洗涤两次，加入等体积裂解液

(PBS+1 mmol/L PMSF+0.5% Triton X-100)超声破

碎，分别取上清和沉淀进行 SDS-PAGE，比较 IPTG

诱导前后目的蛋白的表达情况。 

1.2.4  Rv2742 新蛋白诱导表达条件的优化 

将重组质粒 pMAL-c2X-Rv2742-2 取 0.5 μL 分

别转化至表达宿主菌 JM109 (DE3)、BL21、BL21 

(DE3)、BL21 (DE3) pLysS 及 Rosetta (DE3) 中，

28 ℃、终浓度为 1 mmol/L 的 IPTG 诱导表达 6–8 h，

比较不同宿主菌对目的蛋白表达量的影响。基于 

 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequence 

Expression vector Primer name Primer sequence (5′–3′) Restriction site Size (bp)

pGEX-4T-2-1 
pET-32a-1 
pET-28a-1 

F-1 GGATCCATGAGCGACAACGCAATCC BamHⅠ 25 

R-1 GCGGCCGCTTAGTCGTTCGGGTCCG NotⅠ 25 

pMAL-c2X-1 F-2 CGGAATTCATGAGCGACAACGCAAT EcoRⅠ 25 

R-2 AAGCTTTTAGTCGTTCGGGTCCGGC Hind Ⅲ 25 
pGEX-4T-2-2 
pET-32a-2 

F-3 CCGGAATTCATGAGCGATAACGCGA EcoRⅠ 25 

R-3 TTGCGGCCGCTCAATCGTTAGGATC NotⅠ 25 

pET-28a-2 F-4 CATATGATGAGCGATAACGCGATTC NdeⅠ 25 

R-4 CTCGAGTCAATCGTTAGGATCAGGG XhoⅠ 25 

pMAL-c2X-2 F-5 GAATTCATGAGCGATAACGCGATTC EcoRⅠ 25 

R-5 AAGCTTTCAATCGTTAGGATCAGGG Hind Ⅲ 25 

.-1 represented the primer before codon optimization while -2 represented the primer after codon optimization. The single 
underlined sequences indicate restriction enzyme site. 
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表 达 量 较 高 的 宿 主 进 行 不 同 温 度 (16 ℃ 和

28 ℃)、不同 IPTG 浓度 (终浓度为 0.5 mmol/L

和 1.0 mmol/L) 过夜诱导，比较诱导条件对目的

蛋白表达量的影响。10% SDS-PAGE 检测目的蛋

白表达情况。 

1.2.5  Rv2742 融合蛋白的纯化及 LC-MS/MS 鉴定 

将诱导后上清经直链淀粉树脂  (Amylose 

resin)柱  (100 μL) 4 ℃孵育 1 h，用清洗液     

(20 mmol/L Tris-HCl (pH 7.4)、200 mmol/L NaCl、

1 mmol/L EDTA、1 mmol/L 二硫苏糖醇、1 mmol/L 

苯甲基磺酰氟、0.5% Triton X-100) 500 μL 洗 3 次，

用洗脱液 (清洗液+10 mmol/L 麦芽糖) 100 μL 洗

脱 2 次，纯化得到目的融合蛋白，10% SDS-PAGE

检测。经考马斯亮蓝 R-250 染色并脱色后检测目

的融合蛋白的纯化情况。 

将纯化的目的条带切成 1 mm3 胶粒，脱色、

脱水、蒸干、经乙酰化胰蛋白酶 (10 ng/μL) 37 ℃

过夜消化、抽提肽段、蒸干后置−80 ℃冻存。 

蒸干后的肽段使用上样缓冲液 (1% ACN+1% 

FA+98% ddH2O) 进行充分溶解。通过超高压液相

色谱进行分离，其中分离柱采用内径 75 μm 长  

15 cm 的 C18 反相色谱分析柱，内部 C18 填料内径

3 μm。洗脱组分经纳升级电喷雾离子源接口喷  

出进入 LTQ Orbitrap Velos 分析。毛细管离子传 

输温度为 250 ℃，电喷雾电压为 1.8 kV。质谱采

用 一 级 质 谱 数 据 依 赖 的 二 级 质 谱 扫 描 模 式 

(Data dependent MS/MS scan) 碰撞诱导裂解

(Collision-induced dissociation，CID) 模式碎裂

一级离子。一级质谱扫描质核比范围为 300–   

1 600 (m/z)，分辨率设置为 30 000；自动增益控

制(Automatic gain control，AGC) 为 106。依次选

取一级信号强度最高的 20 个离子进行二级碎裂

分析，碰撞归一化能量  (Normalized collision  

energy，NCE)为 35%；AGC 为 104；最大离子注

入时间为 30 ms；动态排除(Dynamic exclusion)为

40 s(40s 内不重复扫描已检测母离子)[24]。 

1.2.6  数据库搜索 

pFind3 (https://github.com/pFindStudio/pFind3/ 

issues)对质谱产生的数据文件 (.raw) 进行蛋白质

数据库搜索。数据库由从 UniProt (Version：201601)

下载目标 E. coli 完整蛋白质组序列、结核分枝杆

菌 H37Rv 遗漏注释蛋白 Rv2742 序列、pMAL-c2X

载体标签 MBP 蛋白序列和常见污染构成。搜库参

数 设 置 如 下 ： 1) 胰 酶 特 异 性 酶 切  (Trypsin 

KR_C)；2) 固定修饰为半胱氨酸的烷基化修饰

Carbamidomethyl[C] (+57.021 46 Da)；3) 可变修

饰为甲硫氨酸氧化修饰 Oxidation[M] (+15.994  

92 Da)；4) 母离子质量误差 20 ppm；5) 子离子

质量误差 0.5 Da；6)允许最大漏切位点数目为 2 个；

7) 7 AA≤肽段长度≤100 AA；8)肽段最大修饰为

2 种。搜库结果采用目标-诱饵库策略进行过滤，

并设定肽段和蛋白质鉴定假阳性率 (False discovery 

rate，FDR) 均小于 1%[25]。 

1.2.7  IPTG 诱导表达 Rv2742 蛋白生长曲线的 

测定 

将重组质粒 pMAL-c2X-Rv2742-2 取 0.5 μL

转化至 BL21 (DE3)，挑取单菌落扩大培养于 5 mL 

LB (含 100 μg/mL Amp) 液体培养基过夜培养。采

用比浊法，分光光度计波长为 600 nm 检测。用

LB 液体培养基调零，以起始 OD600 为 0.1 接种于

5 mL LB (含 100 μg/mL Amp) 液体培养基中，

37 ℃、200 r/min 振荡培养。待菌体生长至对数

期，实验组加入终浓度为 1 mmol/L 的 IPTG 诱导，

设置 3 组生物学重复，每隔 1.5 h 检测 OD 值。 

2  结果与分析 

2.1  重组表达质粒的构建 

重 组 表 达 质 粒 构 建 方 法 类 似 ， 以 

pMAL-c2X-Rv2742-2 为例。以密码子优化后的

Rv2742 序列为模板扩增，获得 Rv2742 基因片段



 
 

赵加玲 等/结核分枝杆菌 H37Rv 新基因 Rv2742 克隆表达及纯化 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1777

约 420 bp，与预期的目的片段大小一致(图 2A)，

表明成功获得目的基因 Rv2742。纯化的 Rv2742

目的片段与 pMD 18-T 连接转化后进行菌落 PCR

验证，在目的条带处成功获得特异性条带  (图 

2B)，且测序序列正确。EcoRⅠ和 Hind Ⅲ双酶切

pMD 18T-Rv2742 质粒 6 h，酶切片段约为 420 bp，

与预期大小相符 (图 2C)。EcoRⅠ和 Hind Ⅲ双酶

切质粒 pMAL-c2X，酶切片段约为 6 478 bp (图 2 

D)，与预期相符。将双酶切后回收的目的片段与

载体片段连接转化进行菌落 PCR 验证，在目的条

带处获得特异性条带 (图 2E)，说明成功构建重组

表达质粒 pMAL-c2X-Rv2742-2。 

2.2  四种表达载体均未实现 Rv2742 目的蛋白

的诱导表达 

经 Glycine-SDS-PAGE 或 Tricine-SDS-PAGE[26]

电泳结果分析，如图 3A 所示，发现在 28 ℃     

1 mmol/L IPTG 诱导 6 h 后，pGEX-4T-2 系统表达

的 Rv2742 目的融合蛋白 (分子量为 40.85 kDa) 

主要分布在沉淀中，但在诱导后上清中并没有明

显的新增条带，说明以 pGEX-4T-2 系统表达的

Rv2742 目的融合蛋白主要以包涵体形式存在。如

图 3B、3C、3D 所示，分别以 pET-32a、pET-28a、

pMAL-c2X系统表达的 Rv2742目的融合蛋白 (分

子量分别为 28.16、18.04、56 kDa) 在诱导后上清

与沉淀中均未出现明显的新增特异性条带，说明

以 pET-32a、pET-28a 以及 pMAL-c2X 表达的

Rv2742 目的融合蛋白均未能成功实现诱导表达。

综上所述，以 H37Rv 基因组 DNA 克隆的 Rv2742

基因序列为模板所构建的 pGEX-4T-2-Rv2742-1、

pET-32a-Rv2742-1 、 pET-28a-Rv2742-1 、 pMAL- 

c2X-Rv2742-1 原核表达系统均未能实现 Rv2742

目的蛋白可溶性诱导表达。 

2.3  Rv2742 基因序列密码子优化前后比较 

参考大肠杆菌的密码子偏好性，对 Rv2742

序列进行密码子优化，经 DNAMAN 序列比对密

码子优化前后序列，结果如 4A 所示。参照

GenScript (http://www.genscript.com/) 中E. coli同

义密码子的相对频率将密码子分为 3 类：高频密

码子、常用密码子及稀有密码子[27]，并对优化前

后的密码子进行统计分类，结果如 4B 所示，表

明优化前的 Rv2742 含 8.15%的稀有密码子且高频

密码子所占比例小 (28.15%)。对序列的密码子适 
 

 
 

图 2  重组表达质粒 pMAL-c2X-Rv2742-2 构建及鉴定 

Fig. 2  Construction and identification of recombinant plasmid pMAL-c2X-Rv2742-2. (A) PCR amplification of 
Rv2742 gene. Lane M: DL 1 000 DNA marker; lane 1: PCR product of Rv2742 gene. (B) Detection of positive bacteria 
pMD18T- Rv2742 by PCR. Lane M: DL 1 000 DNA marker; lane 1: PCR product of pMD18T-Rv2742. (C) Plasmid 
pMD18T-Rv2742 digested by EcoR /Ⅰ Hind . Lane M: DL1 000 DNA Ⅲ marker; lane 1: plasmid pMD18T-Rv2742 
digested by EcoR /Ⅰ Hind . (D) Plasmid pMⅢ AL-c2X digested by EcoR /Ⅰ Hind .Ⅲ  Lane M: λ-Hind ; Ⅲ lane 1: plasmid 
pMAL-c2X digested by EcoR /Ⅰ Hind . (E) Construction of recombinant plasmid pMALⅢ -c2X-Rv2742-2. lane M: DL  
1 000 DNA marker; lane 1: Detection of positive bacteria recombinant plasmid pMAL-c2X-Rv2742-2 by PCR. 
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图 3  分别利用 pGEX-4T-2、 pET-32a、 pET-28a、 pMAL-c2X 四种表达载体表达 Rv2742 重组蛋白的

Glycine-SDS-PAGE/Tricine-SDS-PAGE 图谱 (Rv2742 密码子优化前) 

Fig. 3  Glycine-SDS-PAGE/Tricine-SDS-PAGE analysis of expression of Rv2742 recombinant protein by pGEX-4T-2, 
pET-32a, pET-28a and pMAL-c2X expression vectors before Rv2742 codon optimization. (A) Glycine-SDS-PAGE 
analysis of expression of Rv2742 recombinant protein by pGEX-4T-2 expression vectors before Rv2742 codon 
optimization. (B) Glycine-SDS-PAGE analysis of expression of Rv2742 recombinant protein by pET-32a expression 
vectors before Rv2742 codon optimization. (C) Tricine-SDS-PAGE analysis of expression of Rv2742 recombinant 
protein by pET-28a expression vectors before Rv2742 codon optimization. (D) Glycine-SDS-PAGE analysis of 
expression of Rv2742 recombinant protein by pMAL-c2X expression vectors before Rv2742 codon optimization. 
 

应指数 (Codon adaptation index，CAI) 计算，发

现新编码基因 Rv2742 的 CAI 从 0.73 升高到 0.92，

如图 4C 所示，结果显示 Rv2742 经密码子优化后

更适于大肠杆菌的原核表达，这为 Rv2742 的原核

表达提供有利的理论依据。统计结果发现优化前

Rv2742 的密码子适应度普遍偏低，且最适于 E. coli

表达的密码子占 51% (91–100)，而不适于 E. coli

表达的密码子占 9% (0–30)，结果如图 4D 所示，

优化后减少了 Rv2742 的稀有密码子和适应度低

的密码子，不适于 E.coli 表达的密码子仅占 2% 

(0–30)，同时增加了高频密码子的使用，使得最

适密码子增加到 86% (91–100)，有效地提高了其

转录和翻译的效率。 

2.4  Rv2742 新基因密码子优化后实现了目的

蛋白的诱导表达 

以 Rv2742 密码子优化后的序列为模板，将构

建成功的重组质粒 pGEX-4T-2-Rv2742-2、pET- 

32a-Rv2742-2、pET-28a-Rv2742-2 分别转化至大肠

杆菌 BL21 (DE3) 中，28 ℃、终浓度为 1 mmol/L 

IPTG诱导 6 h后，经Glycine-SDS-PAGE或Tricine- 
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SDS-PAGE 分析，如图 5A、5B、5C 所示，IPTG

诱导后的上清和沉淀中均未出现明显新增条带，

表明密码子优化后，pGEX-4T-2、pET-32a、pET-28a

原核表达系统均未能实现 Rv2742 重组蛋白的诱

导表达 (分子量分别为 40.85 kDa、28.16 kDa、  

18.04 kDa)。而将含重组质粒 pMAL-c2X-Rv2742-2  

 
 

图 4  Rv2742 基因序列密码子优化前后差异的比较 

Fig. 4  Comparison of differences from Rv2742 gene sequence before and after codon optimization. (A) Blast analysis 
of the differences from Rv2742 gene sequence before and after codon optimization. (B) Comparison of the proportion of 
high frequency codon, major codon and rare codon before and after codon optimization. (C) Comparison of the CAI 
value before and after codon optimization. (D) Comparison of codon frequency distribution before and after codon optimization. 
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的大肠杆菌 BL21 (DE3) 在 28 ℃、终浓度为 1 mmol/L 

IPTG 诱导 6 h。10% Glycine-SDS-PAGE 显示，与

未加 IPTG 诱导前相比，诱导后上清和沉淀均在

56 kDa 出现特异性新增条带，其大小与目的蛋白

预 期 相 符 。 初 步 说 明 目 的 片 段 在 大 肠 杆 菌

pMAL-c2X 表达系统中得到了表达，且表达产物

能以可溶性蛋白形式出现，但表达量不高(图 5D)。 

2.5  宿主菌 Rosetta (DE3) 实现了目的蛋白的

高表达及诱导条件的优化 

将重组质粒 pMAL-c2X-Rv2742-2 分别转化

至宿主菌 JM109 (DE3)、BL21、BL21 (DE3)、BL21 

(DE3) pLysS 及 Rosetta (DE3) 中，28 ℃、终浓度

为 1 mmol/L IPTG 诱导 6–8 h。10% SDS-PAGE 结

果显示，Rv2742 目的蛋白虽在其他 4 个宿主菌

JM109 (DE3)、BL21、BL21 (DE3)、BL21 (DE3) 

pLysS 中均实现了可溶性诱导表达，但在 Rosetta 

(DE3) 宿主菌中的表达量尤为显著 (图 6A)。在

Rosetta(DE3)宿主菌、终浓度为 1 mmol/L IPTG 诱

导条件下，我们比较了 28 ℃ (6–8 h) 和 16 ℃ 

(12 h)温度下目的蛋白的表达量，结果表明目的蛋 

 
图 5  分别利用 pGEX-4T-2、 pET-32a、 pET-28a、 pMAL-c2X 四种表达载体表达 Rv2742 重组蛋白的

SDS-PAGE/Tricine-SDS-PAGE 图谱 (Rv2742 密码子优化后) 
Fig. 5  SDS-PAGE/Tricine-SDS-PAGE analysis of expression of Rv2742 recombinant protein by pGEX-4T-2, pET-32a, 
pET-28a, pMAL-c2X expression vectors after Rv2742 codon optimization. (A) SDS-PAGE analysis of expression of Rv2742 
recombinant protein by pGEX-4T-2 expression vectors after Rv2742 codon optimization. (B) SDS-PAGE analysis of expression 
of Rv2742 recombinant protein by pET-32a expression vectors after Rv2742 codon optimization. (C) Tricine-SDS-PAGE analysis 
of expression of Rv2742 recombinant protein by pET-28a expression vectors before Rv2742 codon optimization. (D) SDS-PAGE 
analysis of expression of Rv2742 recombinant protein by pMAL-c2X expression vectors after Rv2742 codon optimization. 
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白在 16 ℃低温诱导时表达量更高 (图 6B)。在

Rosetta (DE3) 宿主菌及 16℃过夜诱导条件下，我

们比较了终浓度为 1 mmol/L 和 0.5 mmol/L IPTG

对目的蛋白表达量的影响，结果表明目的蛋白在

终浓度为 0.5 mmol/L IPTG 诱导条件下表达量最

高 (图 6B)。综上所述，在宿主菌 Rosetta (DE3)、

16 ℃及终浓度为 0.5 mmol/L IPTG 过夜诱导条件

下能更有效地实现 Rv2742 蛋白的融合表达。 

2.6  Rv2742 目的融合蛋白的纯化及 LC-MS/ 

MS 鉴定 

在 Rosetta (DE3) 宿主菌中，16 ℃、终浓度

为 0.5 mmol/L IPTG 过夜诱导表达的上清超声裂

解后亲和纯化 (图 7A)，在 56 kDa 处获得纯度较

高的 Rv2742 目的融合蛋白。经 LC-MS/MS 鉴定，

pFind 3 搜库鉴定到 4 条 Rv2742 目的蛋白高可信

肽 段 ， 分 别 为 MSDNAIRP 、 PNPWQYIR 、

YGPRPDPND、VHNLDPELVDEHAR (图 7C)。计

算得到 Rv2742 目的蛋白鉴定肽段序列覆盖度达

29.63% (图 7B), 而 Rv2742 融合蛋白鉴定肽段序

列覆盖度高达 61.46%。说明经过宿主菌、低温、

低浓度 IPTG 诱导条件优化后，纯化得到含量更

高的 Rv2742 融合蛋白，为后续进一步的功能研

究提供必要的条件。 

2.7  IPTG 诱导表达 Rv2742 蛋白生长曲线的

测定 

将重组质粒 pMAL-c2X-Rv2742-2 取 0.5 μL

转化至大肠杆菌 Rosetta (DE3) 中。如图 8 所示，

未加 IPTG 诱导组 (−IPTG) 在整个时间段内保持

正常生长，经过对数期后达到平台期。而与对照

组 (−IPTG) 相比，加入 IPTG 诱导 (+IPTG) 组

的生长情况明显受到抑制，诱导后 0–1.5 h 范围内

OD 值只有少量增加且诱导 3 h 后菌体 OD 值基本

维持稳定。由于 IPTG 是一种极强的诱导剂，不

被细菌代谢因而十分稳定，在胞内诱导外源蛋白 
 

 
 

图 6  Rv2742 融合蛋白在五种不同宿主菌中诱导表达及在 Rosetta (DE3) 宿主菌中诱导条件的优化 

Fig. 6  Comparison of Rv2742 expression based on five different bacterial hosts and the optimization of expression 
conditions in the host Rosetta (DE3). (A) SDS-PAGE analysis of Rv2742 expression by different hosts including JM109 
(DE3), BL21, BL21 (DE3), BL21(DE3)pLysS and Rosetta (DE3). (B) The optimization of Rv2742 expression 
conditions for Rosetta (DE3) including culture temperatures and IPTG concentrations. 
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的表达，会对细胞产生一定的毒性。其次，加入

IPTG 后，大量外源蛋白的表达造成菌体原有代谢

活动的失衡和重新分配。对于菌体内源蛋白来说，

是一种对游离氨基酸以及核糖体的竞争和掠夺，

这必然会影响内源蛋白的合成速度，导致菌体的

生长受到明显抑制，生长速度降低。 
 

 
 

图 7  Rv2742 目的融合蛋白纯化及质谱检测 

Fig. 7  Purification and LC-MS/MS identification of Rv2742 fusion protein. (A) Purification of Rv2742 fusion protein. 
Lane M: protein marker; lane supernatant/+IPTG: supernatant of lysate of BL21(DE3)-pMAL-c2X-Rv2742-2 induced 
by 1 mmol/L IPTG; lane Flow through: supernatant after induction flow through the amylose resin column; lane Wash1, 
2, 3: supernatant after induction washed by Wash Buffer; lane Elution1, 2: supernatant after induction eluted by Elution 
Buffer. (B) Sequence coverage of Rv2742 fusion protein (61.46%) by LC-MS/MS identification. (The single underlined 
sequences indicated the peptides were identified by LC-MS/MS). (C) The spectrum of Rv2742 target 
peptide“VHNLDPELVDEHAR”. (D) SDS-PAGE analysis of purification of Rv2742 fusion protein in the host bacteria 
Rosetta (DE3). 
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图 8  IPTG 诱导表达 Rv2742 蛋白生长曲线的测定 

Fig. 8  Determination of growth curve of expression of 
Rv2742 fusion protein induced by 0.5 mmol/L IPTG. 
 

3  讨论 

大肠杆菌是一种基因组 G+C 含量低 (<50%)

的革兰氏阴性菌，而结核分枝杆菌 (M. tuberculosis) 

是一种基因组 G+C 含量高 (>65%) 的革兰氏阳

性放线菌[28]，放线菌基因组的典型特征就是基因

组 G+C 含量高。结核分枝杆菌 G_和 C_结尾末端

的密码子具有很强的偏倚性，第 3 个位点的密码

子 (G+C) 含量高达 83%[29]。密码子偏倚性影响

翻译过程中氨基酸插入的准确性、多肽折叠和

mRNA 序列的稳定性等几方面[30]。结核分枝杆菌

目的基因在大肠杆菌中不易表达可能主要是由于

G+C 含量高和独特密码子的使用[31]。生物体中基

因所使用的密码子和 tRNA 的丰度有着强的正相

关性。依照物种的偏好性对 mRNA 的序列进行优

化，将目的基因的密码子替换成宿主细胞常用的

密码子，能够增加 tRNA 的结合效率从而提高蛋

白质表达水平。  

本次实验研究的结核新基因 Rv2742 编码蛋

白分子量本身不大，pET-32a 和 pET-28a 虽然同属

pET 载体，标签大小对小蛋白的表达有一定程度

的影响，所以在实验过程中考虑到使用不同种类

和大小标签的 pET 载体。但仅在密码子优化后，

利用 pMAL-c2X 原核表达系统才在上清和沉淀中

都实现了表达，沉淀中表达含量要比可溶性部分

高。后续实验需要进一步考虑对以包涵体形式表

达的蛋白进行变性和复性。诱导后上清虽然实现

了可溶性诱导表达，但表达含量较低，可从温度、

IPTG 浓度、抗生素浓度、诱导时间、宿主菌等多

方面进行优化，从而提高其表达量。本次实验从

宿主菌、温度、IPTG 浓度等方面进行优化，在

Rosetta (DE3) 宿主菌中的表达量尤为显著。低温

及低浓度诱导剂的条件有利于蛋白的可溶性表

达。Rosetta (DE3) 是携带氯霉素抗性质粒 BL21

的衍生菌，补充大肠杆菌缺乏的 6 种稀有密码子

(AUA、AGG、AGA、CUA、CCC、GGA) 对应

的 tRNA，提高外源基因在该系统中的表达水平，

为其他结核遗漏注释基因的表达、纯化提供了较

好的宿主选择性。 

在进行原核表达时，目前多以融合蛋白形式

表达，具有融合标签的表达载体可促进蛋白质可

溶性表达和正确折叠恢复成天然结构。融合蛋白

标签的选择很重要，源于其可能影响天然蛋白质

的相互作用、翻译后修饰、重组蛋白的溶解度和

细胞定位等[32]，其应用取决于对特异性、溶解度、

结合和洗脱条件等的要求[33]。添加非肽融合配体

具有作为溶解度增强剂作用的优点[34]。最常用的

融合标签有：麦芽糖结合蛋白 (MBP)、转录终止

/抗终止蛋白 NusA)、硫氧还蛋白 (Trx)、谷胱甘

肽巯基转移酶 (GST)、ubiquitin、SUMO 等[35]，但

这些融合伴体作为溶解度增强剂起作用的原因尚

不清楚。在 MBP 标签存在情况下，其具有内在  

的分子伴侣活性促进溶解影响其融合伴侣的折  

叠[36]。谷胱甘肽巯基转移酶 (GST) 可以结合到谷

胱甘肽树脂上进行纯化，可以保护目的蛋白免受

蛋白酶降解，增加蛋白的稳定性。但 GST 是一个

很弱的溶解度增强剂[37]，易产生包涵体。而 NusA、

MBP 和 Trx 显示出较好的溶解度增强特性，但它

们的大分子量可能对蛋白质溶解度造成一定的影
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响[38]。pET-32a 含有 trxA 基因并携带有用于蛋白

生产和纯化的双融合伴侣。TrxA 是一种存在于大

肠杆菌胞质中高度可溶性表达的细胞内热稳定性

蛋白，能显著增加重组蛋白的可溶性，减少包涵

体形成。但 TrxA 没有内在的亲和特性，因此在蛋

白质纯化时需要附加额外的融合标签，如 His6 标

签[39]。His 标签在天然和变性的纯化条件下被用

来帮助溶解和折叠[40]。 

启动子在控制相关基因的转录起始中起重要

作用。本实验研究中运用了 4 种原核表达系统均

能被 IPTG诱导，表达载体pGEX-4T-2和 pMAL-c2X

均带有强大的 tac 启动子。tac 启动子由 trp 启动

子−35 区和 lac UV5 启动子−10 区融合而成的杂合

启动子，受 lac 阻抑物调控[41]。在 pET 系列表达

载体中，外源基因在表达时受 T7 噬菌体 RNA 聚

合酶调控，编码序列在多克隆位点插入，置于天

然 T7 RNA聚合酶启动子 (φ10启动子) 或所谓的

“T7 lac 启动子”的控制之下，后者是带有 lac 操纵

子 (lacO) 序列的天然 T7 RNA 聚合酶启动子的

衍生体，lac 阻抑物的结合能阻断转录起始[42]。 

对于特异性抗原的筛选，一直是结核分枝杆

菌研究中的重点。基于串联质谱的蛋白质组学被

应用于注释基因的鉴定、新基因的发现、个人基

因组学和疾病相关研究[43]。本实验通过对结核分

枝杆菌 H37Rv 新基因 Rv2742 进行克隆、诱导表

达和纯化，纯化后的目的蛋白有可能直接作为抗

原或制备抗体建立免疫学检测方法，为特异性诊

断试剂盒和新型疫苗的研制奠定基础。H37Rv 新

基因 Rv2742 在结核三大数据库 (UniProt、NCBI、

TubercuList) 中均没有记录，其功能目前尚未可

知，但其表达丰度较高，只是基于成熟的预测模

型没有预测出来。这种高表达漏注释基因产物可

能在结核分枝杆菌中发挥了某些特殊的生物学功

能，值得进一步探索。 

目的基因密码子优化、可溶性融合标签筛选

及宿主菌、温度、IPTG 浓度等表达条件的优化是

实现蛋白在大肠杆菌中可溶性诱导表达的有效策

略[44]。 
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