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【摘要】  目的　探究结核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis, Mtb）higBA基因对细菌应激反应及胞内感染免疫的作

用。方法　从Mtb H37Rv基因组上扩增获得目的基因，与载体连接后电转化入耻垢分枝杆菌（Mycobacterium smegmatis,

Ms）构建重组菌，对空载菌 Ms_vec和重组菌 Ms_higBA进行应激实验和Raw264.7小鼠巨噬细胞感染实验，检测细菌菌落形

成单位（CFU）和细胞因子白介素（interleukin, IL）-1β、IL-6、IL-10、IL-12p40，干扰素（interferon, IFN）-γ，肿瘤坏死因子

（tumor necrosis factor, TNF）-α和诱导型一氧化氮合酶（inductible nitric oxide synthase, iNOS ）的转录水平变化。结果　成

功构建Ms_higBA重组菌。应激实验结果表明higBA确能提高细菌在体外培养特定条件下的生存能力。胞内感染实验证明

higBA能提高细菌在巨噬细胞内存活能力，影响细胞因子的转录水平。结论　Mtb的higBA基因在细菌应激反应和胞内感

染免疫中发挥了作用。
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【Abstract】   Objective　To investigate  the  effect  of Mycobacterium tuberculosis (Mtb) higBA on  bacterial  stress
response and intracellular infection and immunity. Methods　The target gene amplified from Mtb H37Rv genome was
cloned  to  the  vector  and  then  transferred  to Mycobacterium  smegmatis (Ms)  to  construct  a  recombinant  strain.  Stress
response experiment and Raw264.7 mouse macrophage infection was carried out with Ms_higBA, the recombinant strain,
and Ms_ vec, the vector strain. Tests were conducted to measure bacterial colony forming unit (CFU) and transcriptional
levels of cytokines, including interleukin (IL)-1β, IL-6, IL-10, IL-12p40, interferon (IFN)-γ, tumor necrosis factor (TNF)-α,
and  inducible  nitric  oxide  synthase  (iNOS). Results　The  recombinant  strain, Ms_higBA,  was  constructed  successfully.
According to the findings of the stress response experiment, higBA could indeed enhance bacterial survival under certain
conditions of in vitro culture. Intracellular infection experiment demonstrated that higBA enhanced bacterial survival in
macrophages and influenced the transcriptional level of cytokines. Conclusion　The higBA genes from Mtb play a role in
bacterial stress response and intracellular infection and immunity.
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结核病是一种传染病，位列全球十大死因之一，同时

也是单一传染病中的头号杀手（排在艾滋病之前），其致

病菌为结核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis, Mtb）。

2020年全球结核病报告指出，当年中国新发病例数在

100万以上，位居全球前十[1]。

毒素-抗毒素系统（toxin-antitoxin system, TA）是广泛

存在于自然界微生物中的一类遗传元件，研究表明它们

在细菌应激反应、感染宿主引发的潜伏感染以及对抗生

素产生耐受等方面发挥了重要作用[2-4]。根据结构和相互

作用方式可将该系统分为Ⅰ～Ⅵ型，其中Ⅱ型是分布最

广泛研究最深入的 [ 5 - 6 ]。GUPTA等 [ 7 ]在应激条件下对

Mtb的TA系统进行了转录组分析，结果显示部分TA的基

因在各种应激条件下的转录或上调或下调，而higBA基因

在所有设定的应激条件下均表达上调，提示该基因可能

在Mtb应激反应中发挥着重要作用。但转录组分析并不

能明确任意一对TA系统的具体功能，前期实验大多基于

TA结构研究和以大肠杆菌作为模式菌进行的应激实验，

也有专门针对Mtb的TA系统的相关研究[8]。

Mtb基因组约有90对编码TA系统的基因[9]，敲除单

对基因可能对细菌影响甚微，且Mtb致病性强、生长缓

慢，实验条件要求高且遗传操作难度较大，因此我们选择

了与它高度同源且遗传操作较简单的耻垢分枝杆菌
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（Mycobacterium smegmatis, Ms）作为模型研究higBA的功

能。由于Ms本身仅含有少量TA系统，且能够编码Lon和

C l p蛋白酶用于降解抗毒素 [ 1 0 ]，因此我们认为构建

higBA重组Ms能够初步探究这对基因的功能。本实验通

过探索重组菌在应激条件下生存能力和对巨噬细胞固有

免疫的影响，为进一步研究TA系统的功能提供依据。 

1     材料和方法
 

1.1    主要材料和仪器

大肠杆菌感受态DH5α株购自天根公司；pMV261质

粒、Ms的MC2155菌株为本实验室保存；Mtb的H37Rv基因

组 D N A 由四川省疾病控制预防中心提供。 D N A

Marker、PCR金牌Mix购自北京擎科生物技术有限公司；

限制性核酸内切酶EcoRⅠ和BamHⅠ、T4 DNA连接酶购

自Thermo Scientific公司；Middlebrooks7H9和7H10培养

基粉末购自美国BD公司；细胞RNA提取试剂盒、2*RT

mix、2*real-time mix购自成都福际生物技术有限公司。

PCR仪、荧光定量PCR仪、紫外分光光度计、核酸电

泳、蛋白电泳、核酸凝胶成像系统等购自美国Bio-Rad公

司；金属浴、电转仪、高速离心机、低温高速离心机等购

自德国Eppendorf公司；一体式化学发光成像系统购自勤

翔公司；超净工作台购自苏州净化厂；细菌摇床购自湘仪

公司；恒温培养箱、二氧化碳恒温培养箱购自新加坡

SANYO公司；生物安全柜购自海尔公司；细胞培养皿、

12孔板、15 mL离心管、50 mL离心管等购自Corning公

司；倒置显微镜购自日本奥林巴斯公司。 

1.2    方法 

1.2.1    Mtb目的基因扩增与构建重组Ms　在NCBI上查找

Mtb的H37Rv基因组序列及Rv1955-Rv1957（higBA）基因序

列，设计扩增引物并且在Rv1957引物序列之后加6*His的

编码序列，上、下游引物分别添加EcoRⅠ、BamHⅠ酶切

位点，引物由生工公司合成，见表1。以H37Rv基因组

DNA为模板扩增higBA基因；对PCR产物进行琼脂糖凝胶

电泳鉴定。
 

表 1    设计扩增引物

Table 1    Primers used for amplification
 

Gene Primer nucleotide sequence (5′-3′) Product size

higBA-F CGGGATCCGTGCCGCCCCCTGATCC 1 411 bp

higBA-R CGGAATTCTCAATGGTGATGGTGATGATGGGGCGTTCCTCTCGTTG

　The underlying residues are restriction sites, BamHⅠ (F) and EcoRⅠ (R).
 

将 P C R 产物胶回收后，用限制性核酸内切酶

EcoRⅠ和BamHⅠ对回收产物和pMV261质粒进行酶切，

然后用T4 DNA连接酶进行连接。将连接产物分别热激

转化入大肠杆菌DH5α，涂板于含25 μg/mL卡那霉素的

LB固体培养基，筛选higBA基因阳性克隆，大量扩增并按

试剂盒提取质粒，经测序鉴定正确后命名为pMV261-

higBA。将Ms的MC 2 155菌株制作成感受态，然后将

pMV261和pMV261-higBA电转化入感受态Ms，涂板于含

25 μg/mL的7H10固体培养基，挑取单克隆进行PCR测序

验证正确后，命名为空载菌Ms-vec和重组菌Ms-higBA。

溶菌酶裂解细菌后使用细胞RNA提取试剂盒提取

Ms_higBA和Ms_vec的总RNA，逆转录至cDNA，然后以此

为模板进行实时荧光定量PCR检测重组菌higBA基因转

录水平，提取细菌总RNA并电泳，分离为23S rRNA、16S

rRNA和5S rRNA三个条带。以sigA为内参基因，通过相

对定量检测higB和higA基因在重组菌中的表达水平。随

后通过超声裂解细菌后获得培养滤液和沉淀，最后对其

分别上样进行Western blot定性检测，并用抗His-tag抗体

检测目的蛋白HigBA复合物表达。 

1.2.2    细菌生长曲线测定、菌落表型及生物膜检测　将

培养至对数生长晚期的Ms制作成单细胞悬液，调整初始

光密度（OD）600为0.02，每3 h测定一次OD600值，绘制生长

曲线。将单细胞悬液倍比稀释至细菌数为1×103 mL－1，取

100 μL后涂板于7H10无抗培养基，培养3 d后拿出，记录细

菌表型。在6孔板中加入6 mL苏通液体培养基，然后加入

3×105细菌数后静置培养1周，观察细菌生物膜形成。 

1.2.3    细菌应激反应条件　将培养至对数生长晚期的细

菌制作成单细胞悬液，在玻璃管中加入5 mL 7H9培养基

后，再加入单细胞悬液调整菌液浓度（对应的OD600值=

0.05）用于应激反应。分别给予以下应激条件：热激—

水浴加热53℃，处理6 h；溶菌酶—在培养基中添加终质

量浓度为2.5 mg/mL的溶菌酶，处理4 h；酸性条件—使

用pH=4的7H9培养基处理细菌48 h；营养缺乏—用

PBS处理细菌48 h。在相应时间点收集细菌倍比稀释涂

板，计算菌落形成单位（CFU）。 

1.2.4    细菌在巨噬细胞内的生存率及细胞因子转录水平

检测　复苏液氮冻存的Raw264.7小鼠巨噬细胞并传代至

细胞密度达到实验要求，并将该细胞接种于12孔板至细

第 5 期 王欣妍等: 结核分枝杆菌higBA基因对细菌应激反应及胞内感染免疫机制的研究 829  



胞密度达到1×106/孔后用于感染。将培养至对数生长晚

期的Ms制作成单细胞悬液后以MOI=10∶1感染巨噬细

胞。检测细菌胞内生存时，在感染后4 h用庆大霉素杀死

胞外细菌，6 h、24 h、48 h分别裂解细胞后倍比稀释涂板，

计算CFU。因为两种细菌的CFU在同一时间点的CFU计

数绝对值不同，不能直接比较，所以我们将6 h时两种细

菌CFU的生存率各设为100%，分别计算24 h和48 h两种细

菌CFU的生存率并进行比较。检测细胞因子表达水平

时，在感染后8 h、24 h、48 h分别裂解细胞，收集产物并用

细胞RNA提取试剂盒提取细胞总RNA。

将细胞总RNA逆转录成cDNA后作为模板进行实时

荧光定量PCR检测。在NCBI上查找小鼠基因序列，在生

工生物提交细胞因子白介素（interleukin, IL）-1β、IL-6、

IL-10、IL-12p40，干扰素（interferon, IFN）-γ，肿瘤坏死因

子（tumor necrosis factor, TNF）-α和诱导型一氧化氮合酶

（inductible nitric oxide synthase, iNOS）基因序列，获得并

合成荧光定量PCR特异性引物，见表2。以GAPDH为内

参，采用2−ΔΔCt计算目的基因相对表达量。 

1.3    统计学方法

对每组数据进行非配对t检验，P<0.05为差异有统计

学意义。 

2     结果
 

2.1    Mtb目的基因扩增及Ms重组基因表达检测

Mtb目的基因的PCR扩增产物大小与预期一致，没有

非特异性扩增（图1A）。实时荧光定量PCR结果显示重组

菌Ms_higBA中higB、higA基因表达量为内参基因sigA的两

倍，而空载菌Ms_vec中检测不到higB和higA基因的表达。

Western blot检测结果显示重组菌Ms_higBA裂解后的上

清中出现相对分子质量约60×103的蛋白条带，与目的蛋

白HigBA复合物预期相对分子质量大小一致，而空载菌

Ms_vec没有（图1B）。 

2.2    重组菌表型变化

空载菌Ms_vec形成典型的粗糙型菌落，菌落表面干

燥，边缘及中间都有明显褶皱，形态不规则；重组菌

Ms_higBA菌落表面干燥但形态更圆润，褶皱明显减少，两

种菌落大小无明显差异（图2A）。生长曲线结果显示，两

种细菌生长速率无明显差异（图2B）。生物膜形成实验结

果显示，两种菌形成的生物膜都能完全覆盖6孔板液体表

面，成膜范围无明显差异，重组菌Ms_higBA形成的生物膜

亲水性更好，类似蛋花样，而空载菌Ms_vec形成的生物膜

褶皱更多，疏水性更强（图2C）。 

2.3    HigBA对细菌应激反应的作用

热激处理3 h后重组菌Ms_higBA存活率高于空载菌

Ms_vec，差异有统计学意义（P<0.05），6 h后两种菌存活

率都降低，差异无统计学意义（图3A）。溶菌酶处理2 h和

4 h后重组菌Ms_higBA存活率高于空载菌Ms_vec，差异有

统计学意义（P<0.05，图3B）。酸性条件处理后24 h重组
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图 1  结核分枝杆菌higBA基因扩增及耻垢分枝杆菌中基因表达鉴定

Fig 1  Amplification of higBA from Mtb and Western blot of the expression of the target gene in Ms

A: Amplification of higB, higA and higBA from Mtb (M: Marker). B: Western blot using anti-His tag antibodies in Ms.

表 2    细胞因子qPCR引物

Table 2    Primers used for cytokine qPCR

Cytokine Primer nucleotide sequence (5′-3′) Product size

IFN-γ-F CTTGAAAGACAATCAGGCCATC 93 bp

IFN-γ-R CTTGGCAATACTCATGAATGCA

TNF-α-F ATGTCTCAGCCTCTTCTCATTC 851 bp

TNF-α-R GCTTGTCACTCGAATTTTGAGA

IL-1β-F TGATGTGCTCACTGCCTGGTTTC 81 bp

IL-1β-R GTTGATGTGCTGCTGCGAGATTTG

IL-6-F CTCCCAACAGACCTGTCTATAC 676 bp

IL-6-R CCATTGCACAACTCTTTTCTCA

IL-10-F TTCTTTCAAACAAAGGACCAGC 243 bp

IL-10-R GCAACCCAAGTAACCCTTAAAG

IL-12p40-F TGAGAAGTATTCAGTGTCCTGC 772 bp

IL-12p40-R CTGTGAGTTCTTCAAAGGCTTC

iNOS-F CGGACGAGACGGATAGGCAGAG 121 bp

iNOS-R CCAGACACGGACAAGGCACAC
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菌Ms_higBA的生存率高于空载菌Ms_vec，差异有统计学

意义（P<0.05），但48 h后两种菌的生存率均下降，组间差

异无统计学意义（图3C）。营养缺乏环境下，两种菌在

24 h和48 h的生存率没有明显差异（图3D）。 

2.4    HigBA对细菌胞内感染的作用

见图4。细菌在巨噬细胞内生存结果显示，重组菌

Ms-higBA在感染后24 h，CFU的生存率高于同时点的空载

菌Ms_vec，差异有统计学意义（P<0.05）。细胞因子转录

水平检测实验结果显示，IFN-γ在重组菌Ms_higBA感染后

24 h、48 h表达量高于空载菌Ms_vec感染（P<0.05），IL-

12p40在Ms_ higBA感染后8 h、24 h表达量低于空载菌

Ms_vec，但48 h后高于后者（P均<0.05）；而其他细胞因子

在感染后24 h和48 h的表达量都低于空载菌Ms_vec感染。 

3     讨论

Ⅱ型抗毒素的化学本质是蛋白质，与毒素蛋白结合

后能形成复合物并拮抗毒素的功能，因此它们在正常条

件下不会影响细菌的生长[11]。细菌在应对压力条件时会

释放出大量游离的毒素蛋白 [1 2 ]，Ⅱ型毒素蛋白是一种

RNA酶，能够广泛降解细菌RNA[13]，整体性降低细菌基因

转录和表达水平，从而使细菌进入低代谢状态以有效应

对压力条件和细胞吞噬。Mtb能够通过这种方式形成休

眠体从而有效躲避宿主免疫系统的杀伤，这可能是细菌

形成潜伏感染的机制之一[14]。
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图 2  细菌菌落、生长曲线及生物膜形成

Fig 2  Bacterial colonies, growth curve and biofilm formation

A: Bacteria colonies of vector and recombinant strains after incubation at 37 ℃ for 3 d; B: Growth curve of the two strains showed no significant difference (n=3);

C: Biofilm formation after incubating bacteria with Sauton's fluid medium at 37 ℃ for 1 week.
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图 3  细菌在应激条件下的生存情况

Fig 3  Bacterial survival under stress conditions

A: Recombinant strain could survive significantly better than the control after heat shock for 3 hours; B: When the bacteria were treated with lysosome, Ms_higBA

could survive better after 2 and 4 hours; C: Ms_higBA showed better resistance to acid environment in 24 hours, but it could not survive much in 48 hours; D: The vector

and recombinant strains showed no significant difference in survival under nutrient limitation condition. n=3, * P<0.05.
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Mtb是一种胞内菌，感染人体后会被巨噬细胞吞噬，

细菌可能会在巨噬细胞内形成休眠体，从而有效躲避巨

噬细胞的杀伤[15-16]。因此我们在体外模拟巨噬细胞内的

环境，检测细菌应对这些压力条件的生存能力，进而了解

细菌应对巨噬细胞吞噬的生理机制。本研究结果显示

higBA基因能够有效帮助细菌应对短时间的热激、溶菌酶

处理以及长时间的酸性条件，但对营养缺乏条件并没有

明显作用，因此我们推测higBA基因在Mtb感染巨噬细胞

时也发挥了类似的作用。

研究表明Mtb感染巨噬细胞会引起细胞因子释放水

平的变化[17]。IL-1β在感染Mtb的牛血清中含量明显升高，

提示其与Mtb致病感染机制有关[18]，它是一种促进炎症反

应的细胞因子。IL-6是Mtb感染机体引发免疫反应的重

要细胞因子，有研究表明活动性肺结核的患者血清IL-

6水平明显高于潜伏感染者，因此学者认为IL-6水平可以

用于早期诊断[19]。IL-10是一种重要的抑制炎症反应的细

胞因子，在潜伏感染的患者血清中可以检测到更高水平

的IL-10。IFN-γ是Ⅱ型干扰素，主要发挥免疫调节作用。
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图 4  细菌感染巨噬细胞后CFU及细胞因子表达水平变化

Fig 4  CFU and cytokine transcriptional changes after infecting macrophage

n=3, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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IL-12p40能够与IFN-γ相互促进。TNF-α是一种由活化的

巨噬细胞产生的重要的免疫调节因子，对大多数免疫细

胞都有刺激作用，是一种促炎因子。iNOS是一氧化氮合

酶，它是巨噬细胞中一种用于杀伤外来病原体的物质。

从本研究中细胞因子转录水平结果来看，重组菌引

发的免疫反应更温和，而空载菌引发的免疫反应更强烈，

而这种差异可能就是由higBA基因表达引起的。Ms_higBA

能够在巨噬细胞内存活更多，而且能调节细胞因子的表

达水平，说明这种菌能够有效地应对巨噬细胞的不利环

境。这可能是通过调节大多数细胞因子的释放水平从而

减轻宿主免疫反应，进而使细菌胞内存活率更高，更有利

于细菌在宿主内的生长和增殖。

TA系统只存在于微生物尤其是致病微生物中，而人

类基因组没有它们的同源基因，因此这些位点可以作为

药物靶标[20]。本实验结果为之后探究更多的毒素-抗毒素

系统对细菌的作用奠定了基础，但TA调控的分子机制和

对细菌的具体作用机理还有待进一步研究。

* * *
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