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摘要：为探索牛分枝杆菌通过 ＲＩＰＫ１来调节细胞凋亡的作用机制，本试验利用分子克隆技术构建诱饵质粒ｐＧ－
ＢＫＴ７－ＲＩＰＫ１，并通过ＰＥＧ／ＬｉＡｃ转化法将该质粒转入酵母菌中，经 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ验证ＲＩＰＫ１在酵母菌中的表达情

况后，使用该重组酵母菌筛选牛分枝杆菌基因组文库；筛选所得阳性克隆经互补验证、测序分析以及免疫共沉淀法，

最终确定可与ＲＩＰＫ１互相作用的牛分枝杆菌蛋白。结果表明，成功构建诱饵质粒ｐＧＢＫＴ７－ＲＩＰＫ１，该诱饵质粒可在

酵母菌中表达ＲＩＰＫ１蛋白；用该酵母菌筛选牛分枝杆菌基因组文库共获得１６个阳性克隆；这些阳性克隆经互补验

证、测序和ＢＬＡＳＴ对比后共发现翻译正确的７个牛分枝杆菌蛋白；分别构建ＲＩＰＫ１和牛分枝杆菌候选蛋白的真核

表达载体，经免疫共沉淀验证后发现可与 ＲＩＰＫ１互作的３个牛分枝杆菌蛋白，分别为 Ｍｂ０８６９ｃ、Ｍｂ０３８３ｃ和

Ｍｂ２３１４，本研究为进一步研究牛分枝杆菌通过ＲＩＰＫ１调节细胞凋亡的作用机制提供数据支持。
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　　牛分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓ，Ｍ．ｂｏｖｉｓ）主
要引起牛结核病，同时也是常见的人结核病的病原，
严重危害动物健康和人类食品安全［１］。和结核分枝
杆菌一样，牛分枝杆菌栖息和繁殖的主要细胞是巨
噬细胞，同时巨噬细胞也是宿主抵御分枝杆菌感染
传播的重要屏障。决定感染结果的一个关键机制是
牛分枝杆菌诱导和改变肺泡巨噬细胞死亡途径的能

力［２］。为了控制牛分枝杆菌复制，肺泡巨噬细胞试
图启动细胞凋亡［３］，从而导致细菌繁殖的抑制、细菌
杀灭的增加、炎症的减轻和抗原提呈的增强［４］。然
而，强毒株如结核分枝杆菌和牛分枝杆菌能够触发
坏死样细胞死亡，这种死亡常与分枝杆菌的大量复
制、严重炎症反应以及疾病的发展有关［５］。有研究
表明强毒株的这种将细胞凋亡转变成细胞坏死能力

与ＴＮＦ－α信号通路有关，但是目前强毒株对ＴＮＦ－α
通路的调控机制并不清楚［６］。

ＲＩＰＫ１是一种多结构域蛋白，包含一个 Ｎ端
激酶结构域、中间结构域和Ｃ端死亡结构域（ｄｅａｔｈ
ｄｏｍａｉｎ，ＤＤ）。Ｃ端死亡结构域可与死亡结构域相
关蛋白（ＦＡＤＤ）和其他含ＤＤ的蛋白质相互作用，
招募Ｃａｓｐａｓｅ－８蛋白，引起细胞凋亡［７］。在 ＴＮＦ－α
信号下，Ｎ端激酶结构域与ＴＲＡＦ２互作，参与ＮＦ－
κＢ激活。中间结构域中包含１个 ＲＨＩＭ 结构，可
与ＰＩＲＫ３结合，引起坏死样细胞死亡［８］。因此，

ＲＩＰＫ１在ＴＮＦ－α信号通路中起着重要作用，决定
着细胞存活、凋亡还是死亡。本研究运用酵母双杂
交技术，以ＲＩＰＫ１蛋白为诱饵，筛选牛分枝杆菌基
因组文库，寻找可与ＲＩＰＫ１互作蛋白，为进一步深
入探索牛分枝杆菌通过ＲＩＰＫ１调节细胞凋亡的作
用机制提供基础。

１　材料与方法

１．１　菌株、质粒及细胞株　大肠杆菌ＤＨ５α、ｐ３×
Ｆｌａｇ－ＣＭＶ－７．１、ｐＣＭＶ－ｍｙｃ 真 核 表 达 载 体、人

ＨＥＫ２９３Ｔ细胞均由本实验室保存；酵母菌 Ｙ２Ｈ
Ｇｏｌｄ及Ｙ１８７、酵母双杂交相关质粒ｐＧＡＤＴ７、ｐＧ－
ＢＫＴ７、ｐＧＢＫＴ７－ｐ５３、ｐＧＢＫＴ７－Ｌａｍ 均购自 Ｃｌｏｎ－
ｔｅｃｈ公司。

１．２　主要试剂　２×Ｐｈａｎｔａ　Ｍａｘ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ购自
南京诺唯赞生物科技有限公司；ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ、

ＧｏｌｄｅｎＶｉｅｗ核酸染料、质粒小提试剂盒、ＰＣＲ纯化
试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司；Ｌｉｇａ－
ｔｉｏｎ　ｈｉｇｈ　Ｖｅｒ．２购自ＴＯＹＯＢＯ公司；蛋白Ｍａｒｋｅｒ、
抗生素及胎牛血清购自Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ公司；限制
性内切酶ＮｃｏⅠ、ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ、ＸｂａⅠ、ＫｐｎⅠ购
自ＮＥＢ公司；酵母试验相关试剂，如酵母选择缺陷
培养基、Ｘ－α－ｇａｌ、ＡｂＡ、酵母转化试剂盒、酵母质粒
提取试剂盒均购自Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司；鼠源抗Ｆｌａｇ单克
隆抗体、兔源抗ｍｙｃ单克隆抗体购自Ｓｉｇｍａ公司。

１．３　人ＲＩＰＫ１基因的扩增　根据 ＮＣＢＩ发布的人

ＲＩＰＫ１基因序列，利用 Ｖｅｃｔｏｒ　ＮＴＩ设计特异性引
物（表１）。以人 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞的ｃＤＮＡ为模板，

ＰＣＲ扩增ＲＩＰＫ１基因序列，反应体系如下：ｃＤＮＡ
１μＬ，２×Ｐｈａｎｔａ　Ｍａｘ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ　２５μＬ，上下游引
物各１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足至５０μＬ。设置ＰＣＲ反应
条件如下：预热９４℃ ３ｍｉｎ；变性９４℃３０ｓ，退火

６０℃１ｍｉｎ，延伸６８℃３０ｓ，循环３５次；总延伸６８℃
７ｍｉｎ。经１％琼脂糖核酸电泳验证ＰＣＲ产物。

１．４　诱饵质粒ｐＧＢＫＴ７－ＲＩＰＫ１的构建　使用限制
性内切酶ＮｃｏⅠ和ＥｃｏＲⅠ酶切质粒ｐＧＢＫＴ７和纯
化后的ＰＣＲ产物，３７℃孵育４ｈ。纯化回收酶切产
物，用ＤＮＡ连接酶１６℃连接２ｈ后，转到大肠杆菌

ＤＨ５α感受态细胞中，并涂布于含卡那霉素（Ｋａｎａ）
抗性的ＬＢ平板上过夜培养。挑取单菌落，经菌落

ＰＣＲ筛选阳性克隆，扩大培养后提取质粒，经双酶
切验证正确后，将重组质粒送至浙江有康生物科技
有限公司测序。

１．５　重组酵母菌的构建　用ＰＥＧ／ＬｉＡｃ转化法将
构建成功的诱饵质粒ｐＧＢＫＴ７－ＲＩＰＫ１和空载体

ｐＧＢＫＴ７分别转入到酵母菌Ｙ２ＨＧｏｌｄ感受态细胞
中，涂布于ＳＤ／－Ｔｒｐ（ＳＤＯ）平板上，３０℃培养３～
５ｄ，将２种重组酵母菌分别命名为 Ｙ２Ｈ Ｇｏｌｄ＿

ＲＩＰＫ１和Ｙ２ＨＧｏｌｄ＿Ｖｅｃ。挑取酵母菌Ｙ２ＨＧｏｌｄ＿

ＲＩＰＫ１菌落接种于５ｍＬ　ＳＤ／－Ｔｒｐ液体培养基中，

３０℃，２００ｒ／ｍｉｎ过夜培养后，转接入５０ｍＬ　ＹＰＡＤ
培养液中继续培养，直至Ｄ６００值达到０．４～０．６。收集
菌液，用Ｕｒｅａ／ＳＤＳ法提取酵母菌蛋白。使用兔源

Ｍｙｃ单克隆抗体经 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测ＲＩＰ１蛋白表
达情况。

１．６　筛选与ＲＩＰＫ１互作的牛分枝杆菌蛋白　扩大
培养酵母菌 Ｙ２Ｈ Ｇｏｌｄ＿ＲＩＰＫ１菌液至Ｄ６００值至
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０．８，与１ｍＬ牛分枝杆菌基因组文库共同转接于含
有ｋａｎａ的２×ＹＰＤＡ中，在３０℃低转速培养２０～
２４ｈ。菌液离心弃上清后，１０ｍＬ　０．５×ＹＰＤＡ重悬。
每２００μＬ菌液涂于 ＳＤ／－Ｔｒｐ／－Ｌｅｕ／Ｘ－α－ｇａｌ／ＡｂＡ
（ＤＤＯ／Ｘ／Ａ）平板上，３０℃培养３～５ｄ后在平板上
挑取蓝色阳性克隆，接种到在筛选更严格的营养缺
陷培养基ＳＤ／－Ｔｒｐ／－Ｌｅｕ／－Ｈｉｓ／－Ａｄｅ／Ｘ－α－ｇａｌ／ＡｂＡ
（ＱＤＯ／Ｘ／Ａ）平板上，３０℃培养３～５ｄ后阳性克隆
挑取菌落扩大培养，保菌并提取酵母质粒。

１．７　阳性克隆的互补验证及测序　为排除所筛选
到的牛分枝杆菌基因能够自激活而造成假阳性的可

能，进行了回补试验复筛。将提取的ｐＧＡＤＴ７－Ｘ质
粒分别和ｐＧＢＫＴ７－ＲＩＰ１及空载体ｐＧＢＫＴ７两两
组合转化到酵母菌Ｙ２ＨＧｏｌｄ中，菌液涂于ＤＤＯ／Ｘ
和ＱＤＯ／Ｘ／Ａ的平板中，３０℃培养３～５ｄ后，观察
菌落颜色及生长情况。将回补验证中正确的阳性克
隆质粒送至测序公司测序，所得基因序列在ＢＬＡＳＴ上
与牛分枝杆菌基因组对比，找出有意义的基因序列。

１．８　免疫共沉淀法验证蛋白的互相作用

１．８．１　真核表达载体的构建　根据ＮＣＢＩ提供的牛
分枝杆菌的基因序列以及人ＲＩＰＫ１的基因序列，分
别设计相应引物（表１）。扩增目的片段，分别重组
到真核载体ｐ３×Ｆｌａｇ－ＣＭＶ－７．１和ｐＣＭＶ－ｍｙｃ。扩
增方法及质粒构建步骤参考１．３。

１．８．２　免疫共沉淀法　ＨＥＫ　２９３Ｔ细胞以８×１０５

个／孔接种于６孔板，使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　２０００转染
试剂转染相应质粒。转染２４ｈ后，加入３００μＬ
ＮＰ４０裂解细胞，收取细胞总蛋白，检测蛋白浓度，
取５０μＬ作为ｉｎｐｕｔ使用。取４００μｇ细胞蛋白加入
结合 Ｆｌａｇ抗体的ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ　ｂｅａｄｓ，翻转孵育４℃
２ｈ，ＰＢＳ缓冲液清洗５次后，加入蛋白上样缓冲液
煮沸５ｍｉｎ，作为ＩＰ使用。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测
蛋白互作情况。

２　结果

２．１　构建含有ＲＩＰＫ１基因的诱饵质粒　以２９３Ｔ
细胞的 ｃＤＮＡ 作为模板，利用 ＰＣＲ 技术扩增

ＲＩＰＫ１的基因片段，扩增获得的片段大小为２　０１０
ｂｐ（图１），符合预期大小。经酶切酶连后转入大肠
杆菌ＤＨ５α中，挑选单菌落克隆，经菌落ＰＣＲ验证，
得到２个阳性克隆（图２）。将阳性克隆扩增，提取质
粒进行双酶切验证，所得２条目的条带大小与预期一
致（图３）。经测序结果显示与已公布的基因序列完全
相同，表明诱饵质粒ｐＧＢＫＴ７－ＲＩＰＫ１构建成功。

表１　引物序列

　　引物名称 　　　　　引物序列（５′→３′）

ｐＧＢＫＴ７－ＲＩＰＫ１－Ｆ　ＣＣＣＡＴＧＧＡＧＣＡＡＣＣＡＧＡＣＡＴＧＴＣＣＴＴ

ｐＧＢＫＴ７－ＲＩＰＫ１－Ｒ　ＣＧＣＧＡＡＴＴＣＧＴＴＣＴＧＧＣＴＧＡＣＧＴＡＡＡＴＣ
Ｍｙｃ－ＲＩＰＫ１－Ｆ　 ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＴＧＣＡＡＣＣＡＧＡＣＡＴＧＴＣＣＴ
Ｍｙｃ－ＲＩＰＫ１－Ｒ　 ＣＧＧＧＧＴＡＣＣＴＴＡＧＴＴＣＴＧＧＣＴＧＡＣＧＴＡ
Ｆｌａｇ－Ｍｂ０３８３ｃ－Ｆ　 ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＧＣＧＡＴＣＴＧＧＧＣＣ

Ｆｌａｇ－Ｍｂ０３８３ｃ－Ｒ
ＣＧＧＧＧＴＡＣＣＴＣＡＡＴＧＴＣＧＡＧＴＴＡＡＧＴＡ－

ＡＴＣＣＴＴＧ

Ｆｌａｇ－Ｍｂ０８６９ｃ－Ｆ　 ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＣＣＣＧＡＧＣＴＧＧＣＣ

Ｆｌａｇ－Ｍｂ０８６９ｃ－Ｒ
ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＣＡＣＡＧＡＡＴＧＴＡＧＴＣＣＡＧ－

ＧＣＧＧＧＴＣ

Ｆｌａｇ－Ｍｂ２３１４－Ｆ　 ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＣＧＣＴＧＧＣＧＧＣＴＴ

Ｆｌａｇ－Ｍｂ２３１４－Ｒ　 ＣＧＧＧＧＴＡＣＣＣＴＡＴＧＣＡＧＴＧＣＣＡＣＧＧ

Ｆｌａｇ－Ｍｂ１４６５－Ｆ　 ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＴＣＧＴＴＣＧＴＴＴＴＣＧＣＧＧ

Ｆｌａｇ－Ｍｂ１４６５－Ｒ
ＧＣＴＣＴＡＧＡＣＴＡＴＡＣＣＧＧＡＡＡＡＴＣＣＴＧＡＣ－

ＣＧＧＴＡＡＧＧＡ

Ｆｌａｇ－Ｍｂ０９４９ｃ－Ｆ　 ＧＡＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＧＣＣＡＴＡＣＣＣＧＴＣＧ

Ｆｌａｇ－Ｍｂ０９４９ｃ－Ｒ　 ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＧＧＣＡＧＣＡＧＣＡＧＣＧＴＡＣ

Ｆｌａｇ－Ｍｂ０４４６ｃ－Ｆ　 ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＧＴＧＣＧＧＴＣＡＧＴＣＣ

Ｆｌａｇ－Ｍｂ０４４６ｃ－Ｒ
ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＴＡＧＧＴＣＡＡＧＴＣＣＣＡＧＡＣＴＴ－

ＧＣＡＧ

Ｆｌａｇ－Ｍｂ０６６７－Ｆ　 ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＧＴＧＡＴＧＧＧＣＧＧＡＡＣＣＴＡＣ

Ｆｌａｇ－Ｍｂ０６６７－Ｒ
ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＣＡＴＧＴＣＡＣＧＣＴＣＡＣＣＴ－

ＴＣＡＣＣＧ

图１　ＲＩＰＫ１目的片段ＰＣＲ扩增　Ｍ．ＤＬ１５０００ＤＮＡ　Ｍａｋ－
ｅｒ；１～６．ＲＩＰＫ１基因片段温度梯度５５～６５℃

图２　重组质粒ｐＧＢＫＴ７－ＲＩＰＫ１的ＰＣＲ鉴定　Ｍ．ＤＬ２０００

ＤＮＡ　Ｍａｋｅｒ；１～４．ｐＧＢＫＴ７－ＲＩＰＫ１；５．阴性对照
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图３　重组质粒ｐＧＢＫＴ７－ＲＩＰＫ１酶切验证　Ｍ．ＤＬ１５０００

ＤＮＡ　Ｍａｋｅｒ；１～３．质粒ｐＧＢＫＴ７－ＲＩＰＫ１

２．２　诱饵蛋白ＲＩＰ１在酵母菌中的表达情况　收集
重组酵母菌Ｙ２ＨＧｏｌｄ＿ＲＩＰＫ１，破裂菌体后 Ｕｒｅａ／

ＳＤＳ法提取酵母蛋白，经 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测发现

ＲＩＰＫ１可在酵母菌中表达，蛋白大小为９７　５００（图

４），说明重组酵母菌Ｙ２ＨＧｏｌｄ＿ＲＩＰＫ１构建成功。

２．３　筛选牛分枝杆菌基因组文库　使用重组酵母
菌Ｙ２ＨＧｏｌｄ＿ＲＩＰＫ１与牛分枝杆菌基因组文库混
合培养２４ｈ后，涂于ＤＤＯ／Ｘ／Ａ平板上。３０℃培养

５ｄ后在ＤＤＯ／Ｘ／Ａ平板上共发现５２个蓝色菌落。
将这５２个蓝色菌落涂布于ＱＤＯ／Ｘ／Ａ中进行再次
筛选，３０℃培养５ｄ后发现１６个蓝色菌落，确定为

阳性克隆。

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测ＲＩＰＫ１在酵母菌中的表达情况　
１．Ｙ２ＨＧｏｌｄ＿ＲＩＰＫ１；２．阳性对照；３．阴性对照

２．４　回补验证阳性克隆　将所获得的ｐＧＡＤＴ７－Ｘ
质粒和ｐＧＢＫＴ７－ＲＩＰＫ１及空载体ｐＧＢＫＴ７两两组
合转染到酵母菌Ｙ２ＨＧｏｌｄ中，分别涂布于ＤＤＯ／Ｘ
和ＱＤＯ／Ｘ／Ａ平板上。若ｐＧＡＤＴ７－Ｘ和ｐＧＢＫＴ７－
ＲＩＰ１互作则共转后在ＤＤＯ／Ｘ和 ＱＤＯ／Ｘ／Ａ平板
上均长出蓝色菌落，而ｐＧＡＤＴ７－Ｘ和空载体ｐＧ－
ＢＫＴ７共转后在ＤＤＯ／Ｘ和ＱＤＯ／Ｘ／Ａ长出白色菌
落或不长菌，则说明所筛选获得的阳性克隆不会自
激活，是能够与ＲＩＰ１互相作用的（图５）。回补验证
筛选共得到９个阳性克隆。经测序以及ＢｌＡＳＴ比
对后，共获得翻译正确的７个牛分枝杆菌蛋白，分别
为 Ｍｂ０８６９ｃ、Ｍｂ０３８３ｃ、Ｍｂ２３１４、Ｍｂ１４６５、Ｍｂ０４－
４６ｃ、Ｍｂ０６６７和 Ｍｂ０９４９。

图５　阳性克隆互补验证　Ａ．ｐＧＡＤＴ７－Ｘ和ｐＧＢＫＴ７－ＲＩＰＫ１在 ＤＤＯ／Ｘ平板生长；Ｂ．ｐＧＡＤＴ７－Ｘ和ｐＧＢＫＴ７－ＲＩＰＫ１在

ＱＤＯ／Ｘ／Ａ平板生长；Ｃ．ｐＧＡＤＴ７－Ｘ和ｐＧＢＫＴ７在ＤＤＯ／Ｘ平板生长；Ｄ．ｐＧＡＤＴ７－Ｘ和ｐＧＢＫＴ７在 ＱＤＯ／Ｘ／Ａ平板生

长

２．５　真核表达载体的构建　以牛分枝杆菌基因组
作为模板，ＰＣＲ扩增上述７个分枝杆菌基因片段，
经酶切酶连将其分别插入到真核表达载体ｐ３×
Ｆｌａｇ－ＣＭＶ－７．１上（图６）。同样，以 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞

ｃＤＮＡ为模板，扩增ＲＩＰＫ１基因片段，将其插入到
真核表达载体ｐＣＭＶ－Ｍｙｃ上（图７）。

２．６　免疫沉淀法验证分枝杆菌候选蛋白与ＲＩＰＫ１
互作情况　将构建好的重组质粒转入 ＨＥＫ　２９３Ｔ
细胞中，转染２４ｈ后，运用免疫共沉淀技术验证７
个牛分枝杆菌蛋白与ＲＩＰＫ１的互作情况。结果发

现，在７个蛋白中有３个蛋白可以在 ＨＥＫ　２９３Ｔ中
与 ＲＩＰＫ１ 互 作，分 别 为 Ｍｂ０８６９ｃ、Ｍｂ０３８３ｃ 和

Ｍｂ２３１４（图８）。

３　讨　论

在分枝杆菌感染的巨噬细胞中，来自分枝杆菌
细胞壁的多种成分可以通过ＴＬＲ２介导的信号途径
刺激 ＴＮＦ－α产生［９］。ＴＮＦ－α作用于细胞膜表面

ＴＮＦ受体，并进一步诱导宿主发生Ｃａｓｐａｓｅ－８介
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图６　含有牛分枝杆菌基因的真核表达载体ＰＣＲ验证

导的外源性细胞凋亡［１０］。细胞凋亡的发生可降低
分枝杆菌传播［１１］。由凋亡分枝杆菌感染的巨噬细
胞产生胞外小泡携带抗原，可被未感染的树突状细
胞吞噬。ＭＨＣ－Ｉ和ＣＤ１将这些抗原进一步呈现给

ＣＤ８＋Ｔ细胞，从而激活 Ｔ淋巴细胞并触发适应性
免疫［１２］。有研究表明，结核分枝杆菌 Ｈ３７Ｒｖ等强
毒株诱导的巨噬细胞凋亡比无毒或弱毒的分枝杆菌

菌株少，可能是通过激活膜表面 ＴＮＦＲ２，来逃避

ＴＮＦ－α依赖性凋亡［１３］，并通过增加Ｂｃｌ－２家族成员

ＭＣＬ－１蛋白的表达来抑制内源性细胞凋亡［１４］。

Ｂｃｌ－２家族蛋白，位于线粒体膜可阻断线粒体释放细
胞色素Ｃ。此外，多种分枝杆菌基因可抑制宿主细
胞凋亡。例如，在结核分枝杆菌中，ＮｕｏＧ编码一个

Ⅰ型ＮＡＤＨ脱氢酶亚单位，可抑制Ｍ．ｋａｎｓｓｉｉ导致
的人和小鼠巨噬细胞凋亡［１５］。

图７　含有 ＲＩＰＫ１基因真核表达载体 ＰＣＲ 验证 　Ｍ．

ＤＬ２０００ＤＡＮ　Ｍａｒｋｅｒ；１～９．ＰＩＰＫ１基因插入真核表

达载体ＰＣＭＶ－Ｍｙｃ；１０．阴性对照

图８　Ｃｏ－ＩＰ对ＲＩＰＫ１与牛分枝杆菌候选蛋白互作验证

　　ＴＮＦ－α也被认为是线粒体活性氧的有效诱导
物。高浓度ＴＮＦ－α通过ＲＩＰＫ１－ＲＩＰＫ３－ＭＬＫＬ诱
导ＰＧＡＭ５－ＤＲＰ－１依赖性细胞死亡。在感染初期，

ＲＯＳ增加巨噬细胞杀微生物活性的同时，也可迅速

导致感染分枝杆菌的巨噬细胞坏死，将分枝杆菌释
放到有利于生长的细胞外环境中［１６］。坏死样细胞
死亡也是一种程序性坏死，可作为细胞凋亡的后备
或竞争者。最近一项研究发现，抑制 ＲＩＰＫ３或

４７７１ 　中 国 兽 医 学 报　２０２０年９月　第４０卷　第９期　Ｃｈｉｎ　Ｊ　Ｖｅｔ　Ｓｃｉ　Ｓｅｐ．　２０２０　Ｖｏｌ．４０　Ｎｏ．９　



ＭＬＫＬ不能保护细胞免于死亡，而是将 ＴＮＦ－α诱
导的坏死样细胞死亡转变为依赖于ＲＩＰＫ１的延迟
性凋亡［１７］。在ＴＮＦ－α刺激ＴＮＦＲ１后，ＴＲＡＤＤ与

ＲＩＰＫ１、ＴＲＡＦ２／５和ｃＩＡＰ１／２形成膜近端超分子
结构 复 合 体 Ⅰ （ＣｏｍｐｌｅｘⅠ）［１８］。ｃＩＡＰＳ 引 起

ＲＩＰＫ１或ＴＲＡＦ２的多泛素化，从而导致ＮＦ－κＢ转
移到细胞核，诱导其靶基因转录。ＲＩＰＫ１脱氨或抑
制ｃＩＡＰＳ蛋白的活性则促进ＣｏｍｐｌｅｘⅠ 向Ｃｏｍ－
ｐｌｅｘⅡａ转化，ＣｏｍｐｌｅｘⅡａ含有 ＲＩＰＫ１、ＦＡＤＤ、

Ｃａｓｐａｓｅ－８ 和 ＴＲＡＤＤ［１８］。在 ＣｏｍｐｌｅｘⅡａ 中，

Ｃａｓｐａｓｅ－８被激活并启动凋亡。如果 Ｃａｓｐａｓｅ－８的
活 性 被 抑 制，ＲＩＰＫ１ 和 ＲＩＰＫ３ 与 ＦＡＤＤ 和

Ｃａｓｐａｓｅ－８在ＣｏｍｐｌｅｘⅡｂ中组装，其中 ＲＩＰＫ１磷
酸化ＲＩＰ３，并进一步招募 ＭＬＫＬ，导致坏死样细胞
死亡［１９］。无毒或弱毒性的分枝杆菌菌株倾向于诱
导细胞凋亡，而强毒的分枝杆菌菌株倾向于将细胞
凋亡转变为坏死样细胞死亡，这有利于病原体并有
助于分枝杆菌传播［２０］。因此推断在感染的某些阶
段，强毒株可能分泌一种毒力因子作用于ＴＮＦ－α信
号通路的某个分子上，来阻断ＣｏｍｐｌｅｘⅡａ的生成，
从而抑制细胞凋亡。
鉴于ＲＩＰＫ１是ＴＮＦ－α信号通路中决定细胞命

运的重要因素，因此，本研究尝试寻找牛分枝杆菌上
是否存在可与ＲＩＰＫ１互作的某些蛋白，从而调节细
胞凋亡的发生。构建诱饵质粒ｐＧＢＫＴ７－ＲＩＰＫ１，通
过酵母双杂交筛选和免疫共沉淀验证最终确定了３
个能和 ＲＩＰＫ１互作的牛分枝杆菌蛋白，分别为

Ｍｂ０８６９ｃ、Ｍｂ０３８３ｃ和 Ｍｂ２３１４。Ｍｂ０８６９ｃ在序列
上与结核分枝杆菌 Ｒｖ０８４６ｃ同源性高达９９．８％，

Ｒｖ０８４６ｃ被报道参与结核分枝杆菌对铜的代谢［２１］。
虽然在 Ｕｎｉｐｒｏｔ数据库中可搜索到 Ｍｂ０３８３ｃ和

Ｍｂ２３１４，但未见任何关于这两个蛋白功能的报道。
因此，该试验为后续深入研究牛分枝杆菌通过

ＲＩＰＫ１调控细胞凋亡的作用机制提供了参考数据。
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