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结核分枝杆菌分泌蛋白 EspB在 RAW264. 7 细胞中的稳定表达
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摘要:【目的】建立能够稳定表达结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis，Mtb)分泌蛋白 EspB(Rv3881c)的
RAW264. 7 细胞系，为研究 EspB 蛋白在调控巨噬细胞功能中所起的作用提供科学依据。【方法】首先成功
构建的重组质粒 pEGFP-C1-EspB，然后将重组载体 pEGFP-C1-EspB 和空载体 pEGFP-C1 以脂质体介导的方
法转染至小鼠巨噬细胞 RAW264. 7 中，经过 G418 筛选后建立稳定表达 EGFP-EspB 融合蛋白以及 EGFP 的
细胞系，并通过 RT-PCR、荧光显微镜及 Western blot 方法，在基因和蛋白两个水平对所建立的稳转细胞系进
行鉴定。【结果】EGFP-ESAT6 融合基因成功整合入 RAW264. 7 细胞基因组并能够稳定表达，成功获得了能
够稳定表达 EGFP-EspB 融合蛋白以及 EGFP 的细胞系。【结论】本试验利用脂质体介导的方法，将构建的重
组载体 pEGFP-C1-EspB 和空载体 pEGFP-C1 转染至 Raw264. 7 细胞系中，获得了稳定表达 EGFP-EspB 融合
蛋白的巨噬细胞系，为阐明 EspB 分泌蛋白在调控巨噬细胞功能中所起的作用以及 EspB 与巨噬细胞蛋白之
间的相互作用提供了研究平台。
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结核病是由结核分枝杆菌 ( Mycobacterium
tuberculosis，Mtb)引发的一种严重危害人类健康的
传染病。近年，由于人口流动增加、多重耐药菌株的
出现以及结核分枝杆菌与人类免疫缺病毒(HIV)的
联合感染导致结核病再度在全球形成流行趋势

［1］。
研究表明固有免疫应答在结核分枝杆菌的感染中发

挥着重要的作用，而巨噬细胞是固有免疫应答中最

主要的细胞，它是机体抗 Mtb 感染的第一道防
线
［2 － 3］。因此研究结核分枝杆菌重要蛋白对巨噬细
胞功能的调控作用可进一步阐明结核分枝杆菌侵袭

机体并潜伏繁殖的机制。
EspB 基因具有 1380 bp 的开放阅读框，由结核

分枝 杆 菌 Rv3881c 基 因 编 码，因 此 又 被 称 为

Rv3881c 蛋白。EspB 在结核分枝杆菌中分子量为
55 kDa，分泌出来后其 C 端被切除，分子量变为
48 kDa。EspB 抗原富含丙胺酸和甘氨酸，EspB 所
在的基因组区域 Rv3866-Rv3881c 是一个毒力基因
簇，在该区域中有若干个待证实的毒力基因

［4 － 5］。
有研究发现，其调控元件在大肠杆菌中也具有有效

的表达调控功能
［6］。EspB 具有较高的诊断应用价

值，研究表明这种新型的结核分泌蛋白在抗原与其

它结核抗原具有互补性，因此可以有效的提高血清

学检测的敏感性和特异性
［7］。EspB 同样是结核分

枝杆菌 ESX-1 分泌系统的重要组成部分，EspB 在分
泌的过程中其 C 端会被切除，并且在保持 ESAT6 的
细胞内的分泌水平是必需的，EspB，CFP-10 和
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ESAT6 的协同分泌是分枝杆菌在巨噬细胞中增殖
和抑制吞噬体成熟所必需的，其中 C 端起着重要的
作用
［8 － 9］。
目前主要通过结核分枝杆菌野生型和突变株感

染巨噬细胞这一途径来进行 Rv3881c 调控巨噬细胞
功能的相关研究，因此很难排除其他细菌蛋白或相

关成分对 EspB 蛋白的影响。为进一步探讨 EspB
蛋白对巨噬细胞的作用，本研究构建了真核表达载

体 pEGFP-C1-EspB，并将其转染小鼠巨噬细胞系
RAW264. 7，经筛选获得稳定表达 EspB 的稳转巨噬
细胞系，为后续试验提供了研究平台。

1 材料和方法

1. 1 材料和方法
1. 1. 1 质粒:质粒 pET21a( + )-EspB 为本实验室
构建。
1. 1. 2 主要试剂和仪器: Universal Genomic DNA
Extraction kit ver. 3. 0 以及 Probest DNA 聚合酶Ⅱ
购自 TaKaRa 公司。限制性核酸内切酶 XhoⅠ、
BamHⅠ以及 T4 DNA 连接酶均购自 New England
Biolabs 公司。Endo-free plasmid mini kit Ι 质粒提取
试剂盒购自 OMEGA 公司。感受态 DH5α 细胞、
Quantscript RT kit Quant cDNA 第一链合成试剂盒以
及 RNA simple Total RNA kit 购自 Tiangen 公司。真
核细胞转染试剂 LipofectamineTM LTX and PLUSTM

Reagents 购自 invitrogen 公司。Anti-GFP antibody 购
自 ebioscience 公司，EspB 单抗为本实验室制备。
HRP 标记的 Goat anti-Mouse IgG 购自 Santa Cruze 公
司。DMEM 培养基、胎牛血清购自 Gibco 公司，GFP
标签蛋白裂解液(分子量:35 kDa)购自北京康为世
纪公司，RIPA 裂解缓冲液购自普利莱公司。小鼠巨
噬细胞 RAW264. 7 和 pEGFP-C1 载体为本实验保
存。引物均由上海英俊公司合成。其它试剂均为国
产和进口分析纯。
1. 2 EspB 基因的扩增
以 pET21a ( + )-EspB 为模板，使用引物( F1，

R1)利用 PCR 方法扩增出 EspB 基因。PCR 条件
为: 94℃ 1 min;94℃ 1 min，58℃ 2 min，72℃ 2 min，
30 个循环;72℃ 5 min。
1. 3 质粒的构建和鉴定
通过 XhoΙ 和 BamHΙ 限制酶切位点将 PCR 产

物双酶切后连入表达载体 pEGFP-C1，将连接产物转
化入大肠杆菌 DH5α 进行扩增，随机挑选菌落进行
菌落 PCR 鉴定，并进行酶切鉴定，送上海英俊有限
公司测序。测序正确的质粒命名为 pEGFP-C1-
EspB。
1. 4 细胞转染和筛选
转染前 1 天接种 RAW264. 7 细胞于 24 孔板

(每孔约 2. 0 × 105
个)，待细胞汇合度达到 60% －

80%时用于转染。转染当天，先给细胞换液，向每孔
加入 0. 5 mL 完全培养基(不加抗生素)。转染时分
为脂质体对照组、pEGFP-C1 组和 pEGFP-C1-EspB
组，每组设置 2 个复孔。pEGFP-C1 和 pEGFP-C1-
EspB 质粒均转染 1. 2 μg，PLUS 和 LTX 的用量均分
别为 1 μL 和 3 μL。转染 24 h 后加入 G418 至终浓
度为 800 μg /mL，每 2 天更换培养液，同时以未转染
的 RAW264. 7 细胞作为阴性对照。培养 14 天后，
转染细胞有抗 G418 的克隆长出，而阴性对照细胞
全部死亡。将转染细胞有限稀释并克隆化培养于
96 孔培养板中。培养 6 天后，挑选单克隆细胞生长
孔于倒置荧光显微镜下观察，有绿色荧光的细胞为

阳性细胞。将挑选的阳性单克隆传代同时命名为
RAW-EGFP 和 RAW-EspB。
1. 5 EspB 基因整合的 PCR 检测
分别收集 RAW-EGFP 和 RAW-EspB 细胞。按

Universal Genomic DNA Extraction kit ver. 3. 0． 试剂
盒操作说明提取全基因组，根据 pEGFP-C1 的特征
在 XhoΙ 和 BamHΙ 酶切位点附近设计两条引物(F2，
R2)。若 pEGFP-C1-EspB 整合入细胞染色体，则扩
增出 EGFP-EspB 的全长约为 2268 bp，相反只能扩
增出 EGFP 的长度约 888 bp。
1. 6 EspB 基因的转录水平的 RT-PCR 检测
收集 RAW-EGFP 和 RAW-EspB 细胞。按 RNA

全基因组提取试剂盒进行细胞总 RNA 的提取，在
0. 25 mL 的 Eppendorf 管进行反转录，获得第 1 条
cDNA 链。随 机 引 物 ( 10 μmol /L ) 2 μL，dNTPs
(DEPC 水溶解) 2 μL，RNase-free 水 12 μL，Quant
Reverse Transcriptase 1 μL，模板 RNA 1 μL，总反应
体积为 20 μL，37℃，60 min。 － 80℃保存。取 5 μL
cDNA 用于 PCR 扩增 EspB，β-actin 基因作为内参，
引物为(F3，R3)。
1. 7 荧光显微镜观察
使用 6 孔板培养转入 RAW-EGFP 和 RAW-
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EspB 细胞系，待细胞的汇合度为 60%时，置于荧光
显微镜下观察绿色荧光蛋白的表达，并采集图像。
1. 8 Western blot 检测 EspB 的表达
分别收集 RAW-EGFP 和 RAW-EspB 细胞，使用

RIPA 裂解缓冲液裂解细胞后，4℃，12000 × g 离心
10 min，取上清获得细胞总蛋白产物。使用抗 GFP
抗体对 RAW-EGFP 细胞系进行 Western blot 鉴定。
样品制备成功后进行 SDS-PAGE 电泳，电泳结束后
恒流 300 mA，90 min 将蛋白转移至 NC 膜上。使用
丽春红染色检验蛋白是否已经转移至 NC 膜上，将
膜置于 5%脱脂奶粉室温封闭 1 h，以 1 ∶ 1000 浓度
稀释 抗 GFP 抗 体，热 封，4℃ 孵 育 过 夜，TBST
(20 mmol /L Tris-HCl，500mmol /L NaCl，0. 1% v / v
Tween 20)洗 3 次，每次 10 min。以 1 ∶ 2000 浓度稀
释二抗，热封，室温下摇动 1. 5 h，TBST 洗 3 次，每次
10 min。加入化学发光剂，去暗室显影。使用抗
EspB 抗体按照上述同样的步骤进行 RAW-EspB 细
胞系的鉴定，其中一抗稀释度为 1 ∶ 1000，二抗的稀
释度为 1∶ 2000。

表 1 PCR 反应中所用的引物
Table 1 Primers used for amplying the PCR products

Primer name Primer sequence(5'→3')
F1 AGACCTCGAGCTACGCAGTCGCAGACCGTGACGGTG
R1 AGACGGATCCTATCACTTCGACTCCTTACTGTCCTGGC
F2 CCGAGCTGGTTTAGTGAACCGTCAGATC
R2 CCGCAAGTAAAACCTCTACAAATGTGGTATGG
F3 GTACGCCAACACAGTGCT
R3 TCCTGCTTGCTGATCCAC

2 结果

2. 1 表达载体的构建
EspB 基因全长 1383 bp，pEGFP-C1 基因的全长

约为 4. 7 kb。使用 PCR 技术扩增 EspB 基因后连入
pEGFP-C1 载体后，将重组质粒 pEGFP-C1-EspB 送
往英俊公司测序，测序结果与 GenBank 序列相同，
证明重组真核表达质粒 pEGFP-C1-EspB 构建成功。
2. 2 稳定表达 EspB 蛋白的 RAW264. 7 细胞系的
获得

转染细胞常规培养于含 800 μg /mL G418 的
DMEM 完全培养基中，培养 15 d 左右，对照组细胞
全部死亡，而 pEGFP-C1 和 pEGFP-C1-EspB 转染的
细胞随培养时间延长死亡细胞逐渐减少，培养30 d

图 1 PCR 扩增 EspB 结果
Fig． 1 PCR results of EspB． A: 1． EspB，M．

DNA marker(DL2000) ．

后无细胞死亡，提示筛选成功，将培养液更换为含

200 μg /mLG418 的 DMEM 完全培养基进行维持和
克隆化。经 2 次克隆化后获得的稳转细胞系分别命
名为 RAW-EGFP 和 RAW-EspB。
2. 3 EspB 基因整合及转录水平的检测结果
利用 pEGFP-C1 上设计的引物对细胞基因组

DNA 进行 PCR 扩增，核酸电泳结果显示 RAW-
EGFP 细胞系仅扩增出来大小约为 888 bp 的片段，
而 RAW-EspB 细胞系扩增出大约为 2268 bp 的基因
片段，与预测相符，表明 EspB 基因整合入 RAW-
EspB 细胞系 (图 2-A)。
采用 RT-PCR 分析 mRNA 水平，RAW-EGFP 稳

转细胞系和 RAW-EspB 稳转细胞系均可扩增出片
段大小为 204 bp 的内参基因 β-actin(图 2-B)，相反
在 RAW-EspB 细胞系中能扩增出大小为 1383 bp 左
右的条带，大小与 EspB 相符，但 RAW-EGFP 细胞系
则无目的片段的存在(图 2-C)。这表明在 RAW-
EspB 细胞系中有 EspB 的 mRNA 表达。
2. 4 在转染并经筛选的 RAW264. 7 细胞中观察融
合蛋白的表达

本实验中 EspB 基因连入 pEGFP-C1 载体，与上
游的 EGFP 报告基因在同一阅读框中共同表达融合
蛋白。在荧光显微镜下观察 RAW-EspB 以及 RAW-
EGFP 巨噬细胞系，发现两种细胞系均显示稳定均
匀的绿色荧光，表明 EGFP-EspB 融合蛋白和 EGFP
均能够分别稳定表达于 RAW-EspB 和 RAW-EGFP
巨噬细胞系(图 3)。
2. 5 稳转细胞中重组蛋白的表达
使用抗 GFP 抗体的 Western blot 检测结果显

示，RAW-EGFP 细胞系以及 RAW-EspB 细胞系分
别能够稳定表达 EGFP 和 EGFP-EspB 融合蛋白
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图 2 EspB 基因整合以及转录水平的分析
Fig． 2 Analysis of EspBgene integration and transcription in the cell lines RAW-EGFP a nd RAW-EspB．

A，PCR analysis of genomic DNA extracted from the transfected cell lines． 1，PCR fragment amplified from genomic DNA of RAW-

EGFP; 2，PCR fragment amplified from genomic DNA of RAW-EspB; M: DNA marker． (B-C)，RT-PCR analysis of total RNA

extracted from the transfected cell lines． B，β-actin was used as an internal control for RT-PCR． 1，RT-PCR fragment of β-actin

amplified from RNA extracted from RAW-EspB; 2，RT-PCR fragment of β-actin amplified from RNA extracted from RAW-EGFP．

C，RT-PCR of EspB gene． 1，PCR fragment of EspB amplified from RNA of RAW-EspB; 2，PCR result of EspB amplified from

RNA of RAW-EGFP． M: DNA marker．

图 3 荧光显微镜下观察 EGFP 以及 EGFP-EspB 蛋白的表达
Fig． 3 The stable expression of EGFP and EGFP-EspB proteins in transfected cell lines as observed by fluorescence microscopy (40 × ) ．

The cell lines RAW-EGFP and RAW-EspB were plated and examined by fluorescence microscopy under DIC and FITC optics to evaluate

the expression of proteins． Merged images represented regions of overlap between the EGFP fluorescence ( green) and DIC image．

(图 4-A)，分子量大小符合预期大小，EGFP 蛋白
的分子量大小为 27 kDa，EGFP-EspB 融合蛋白分
子量大小为 82 kDa。使用 EspB 抗体的 Western

blot 检测结果同样证实 RAW-EspB 细胞系能够表
达 EGFP-EspB 融合蛋白，分子量大小符合预期大
小(图 4-B)。
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图 4 Western blot 鉴定 EGFP 蛋白以及 EGFP-EspB 蛋白在稳定表达 RAW264. 7 细胞系中

的表达

Fig． 4 Indentification of the expression of EGFP and EGFP-EspB proteins in stable transfected RAW264. 7 cell

lines by Western blot． A，Indentification of the expression of EGFP and EGFP-EspB seperately in RAW-EGFP

and RAW-EspB cell lines by GFP polycolonal antibody． 1，an unrelated GFP-tagged protein ( 35 kDa) as a

positive control; 2，RAW-EGFP cell lysate; 3，RAW-EspB cell lysate; 4，purified EspB as a negative control．

B，Indentification of the expression of EGFP-EspB in RAW-EspB cell line by EspB monoclonal antibody． 1，an

unrelated GFP － tagged protein (35 kDa) as a positive control; 2，RAW － EGFP cell lysate; 3，RAW － EspB cell

lysate; 4，purified EspB as a negative control．

3 讨论

结核分枝杆菌进入巨噬细胞吞噬体后，不与细

胞内的溶酶体融合，无法形成成熟的吞噬溶酶体，因

此免遭消化降解;同时细菌还可以从巨噬细胞吞噬

体中逃逸，在巨噬细胞中长期存活，并在一定的时期

扩散到其他组织细胞;感染结核分枝杆菌的巨噬细

胞不易凋亡，并在一定的时期裂解细胞扩散到其他

组织细胞;感染结核分枝杆菌的巨噬细胞不易凋亡，

为结核菌的长期生存创造了条件
［10 － 12］。 EspB、

CFP-10 和 ESAT-6 的共分泌对结核菌在巨噬细胞内

的生长非常重要，并且能抑制巨噬细胞吞噬体的成

熟。敲除 EspB 基因的突变菌株几乎丧失毒力，

EspB 对毒力的贡献似乎比 CFP-10 和 ESAT-6 更大。

有研究显示一个 CFP-10 和 ESAT-6 以外的 ESX-1

分泌蛋白对抑制吞噬体的成熟是必需的
［13］，EspB

很可能就是这个关键分子。目前国际上对 EspB 蛋

白的毒力研究还比较少，仅有的研究也是通过结核

分枝杆菌直接感染细胞而进行的研究，这种方法有

一种局限性即难以排除其他结核分枝杆菌蛋白的影

响从而不能很好的定义 EspB 蛋白单独对巨噬细胞

的调控作用。因此，建立能够稳定表达 EspB 蛋白

的巨噬细胞系有助于对其调控巨噬细胞的分子机理

的更深入的研究。由于巨噬细胞转染效率较低，获

得稳转巨噬细胞系一直是一个技术难题，但是通过

对转染条件的摸索，我们成功建立了能够稳定表达

融合有 EGFP 标签的 EspB 蛋白的稳转巨噬细胞系，

而国内外尚未有相关报道。

EGFP 是一种被广泛使用的荧光标记物，因其

对蛋白分子的功能影响很小，因此通常被用于检测

蛋白质分子的定位、迁移，还可以研究蛋白质分子的

相互作用以及蛋白质构象变化
［14 － 15］。因此，本研究

获得的表达 EGFP-EspB 融合蛋白的稳转细胞系一

方面可用于 EspB 蛋白调控巨噬细胞相关功能的研

究，同时其荧光特点也为研究 EspB 蛋白与细胞蛋

白之间的相互作用提供了便利。目前本实验室正在

进行相关的功能实验研究。

总之，我们首次建立了能够稳定表达 EspB 蛋

白的稳转 RAW264. 7 细胞系，试图初步阐明这 EspB

分泌蛋白在调控巨噬细胞功能中所起的作用以及

EspB 与巨噬细胞蛋白之间的相互作用，从而增加我

们对 ESX-1 分泌系统致病机理的了解，并为新的结

核防治药物的研制提供理论依据。
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Stable expression of Mycobacterium tuberculosis protein
EspB in RAW264. 7
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Abstract:［Objective］We established a cell line stably expressing Mycobacterium tuberculosis secretory protein EspB in
order to provide evidences for studying EspB in modulating the functions of macrophage． ［Methods］ The recombinant
plasmid pEGFP-C1-EspB was first constructed，then RAW264. 7 cell was transfected with pEGFP-C1-EspB and pEGFP-
C1 by liposome respectively． After screening with a high level of G418，the macrophage cell lines that stably expressed
EGFP-EspB fusion protein or EGFP were established． The gene and protein expression levels were further analyzed by RT-
PCR，fluorescence microscopy and western blot． ［Results］ The EGFP-EspB fusion gene was integrated into the
chromosome and the protein was stably expressed in the selected macrophage cell line． The macrophage cell lines that
stably expressed EGFP-EspB fusion protein or EGFP were established． ［Conclusion］These results gave us a tool for the
future study in the effects of EspB protein in modulating the functions of macrophage and its interaction with other
molecules of macrophage．
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