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摘要：【目的】Rv3194c基因编码的是结核分枝杆菌的PDZ信号蛋白，本研究对其是否具有黏附素特性

进行了探索。【方法】对Rv3194c进行原核表达，然后Rv3194c蛋白分别与透明质酸、硫酸软骨素、Ι型
胶原蛋白在不同温度(37、38、39、40 °C)的缓冲液中孵育过夜，然后用Western blot和ELISA分析其上清

液中组分含量的变化。【结果】Western blot鉴定结果表明，His-Rv3194c蛋白以可溶形式表达，蛋白质

的分子质量大小为35 kDa。Western blot表明，39 °C实验组的上清中His-Rv3194c蛋白含量(***P<
0.001)显著小于其它实验组(37、38、40 °C)；ELISA表明，39 °C实验组的上清中透明质酸(HA)、硫酸软

骨素(CS)、Ι型胶原蛋白(CollagenΙ)的含量(***P<0.001)极显著小于其它实验组(37、38、40 °C)。【结论】

首次证实了Rv3194c蛋白具有黏附素特性，可成为研发新型抗结核药物的靶点蛋白。
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结核病是由结核分枝杆菌(Mycobacterium
tuberculosis)和牛分枝杆菌引起的人畜共患的慢性

消耗性传染病，该病极易传染，除人外还可感染

牛、羊、鹿等动物，被世界动物卫生组织列为

B类动物疫病[1]。对人类有致病性主要有人型[2]、

牛型[3]和非洲型[4]结核分枝杆菌，其中以人型结核

分枝杆菌感染最常见并且致病力最强，可感染几

年而没有临床症状[5]。结核分枝杆菌是胞内寄生

菌，不产生内外毒素，其致病变存在以下特点[6]：

当机体抵抗力强时以器官组织发生增生为主；机

体抵抗力弱时以器官组织发生渗出性炎症为主；

或者两种情况混合存在。结核分枝杆菌的致病机

制可能与细菌在组织细胞内大量繁殖引起的炎症

反应[7]，以及菌体成分[8]或者代谢产物对机体免疫

系统产生免疫损伤有着直接关系[9–10]。抗结核药物

(利福平、异烟肼、乙胺丁醇、吡嗪酰胺和链霉素

等)在结核病的控制中发挥了巨大作用，但是由于

长期用药引起的耐药菌株的出现[11]，使结核病的

发病呈现回升现象，因此新型抗结核药物的开发

迫在眉睫。本课题选取的结核分枝杆菌Rv3194c
蛋白的结构和功能，至今尚未有文献报道，经生

物信息学预测，该蛋白含有PDZ [Post-synaptic
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density-95 (PSD-95), Drosophilia tumor suppressor
protein diskslarge-1 (DLG), the tight junction protein
zonula occludentes 1 (ZO-1)]结构域，其结构域位

于Rv3194c氨基酸序列的125-193AA (膜外段)。从

蛋白质组学的角度讲，PDZ结构域分布广泛，结

合机制多样，对蛋白与蛋白相互作用起着特殊的

调节作用[12]，富含PDZ结构域的蛋白通常是蛋白

相互作用的“节点”，该结构域功能的特殊性使其

成为下一代药物的理想靶标[13]，针对PDZ结构域

设计的药物可特异性阻断与其特定配体之间的相

互作用，切断其信号传导，为相关疾病的治疗提

供新途径[14–15]。PDZ结构域大约由90个氨基酸组

成，主体是一个比较典型的β-桶结构，两端被一

大、一小2个α螺旋封住，形成一个球形的三维空

间构型能与配体蛋白的羧基C-末端的小肽通过反

向的β折叠插入球状的疏水口袋中[16]；也可非常规

的结合配体内部的一些有规律的序列(nNOS可结

合Vac14的-GDHLD-序列[17])；或者直接与蛋白结

构域相互作用形成同源或者异源二聚体、多聚体

甚至是寡聚体[18]。基于该结构域的空间构象具有

一定灵活性特点，因此Rv3194c蛋白不仅可以结

合多肽和脂质配体，而且还有可能会结合多糖类

分子、DNA以及RNA等[16]。因此，Rv3194c蛋白

胞外段的PDZ结构域是否具有黏附素特性，能否

成为抗结核药物的新靶标，非常具有研究意义。

结核分枝杆菌入侵宿主以及在宿主体内扩散的过

程中黏附素发挥着重要作用，而且随着体温的升

高更有利于其功能发挥[19-20]，所以基于体内扩散

的特点本实验体外建立不同温度的孵育体系(37、
38、39、40 °C)，初步探索Rv3194c蛋白所执行的

生物学功能。

1    材料和方法

1.1    质粒、基因组DNA和菌种

结核分枝杆菌H37Rv基因组、大肠杆菌DH5α
和BL21菌株均为笔者所在实验室保存；原核表达

质粒pET-28a购自Novagen公司。

1.2    主要试剂

DL2000 核酸Marker、限制性内切酶NdeⅠ和

EcoRⅠ、T4 DNA连接酶、Primer star高保真酶、

蛋白质预染Marker、购自Fermentas公司；质粒提

取试剂盒、胶回收试剂盒和PCR纯化试剂盒均购

于Omega公司；小鼠抗His-tag单克隆抗体购自

Novagen；Alexa Fluor 488标记的山羊抗鼠IgG的

荧光二抗购自Invitrogen公司；硝酸纤维膜(NC膜)

购自Millipore公司；I型胶原蛋白、透明质酸、硫

酸软骨素、Tris、咪唑购于Sigma-aldrich公司；透

明质酸 (HA)ELISA分析试剂盒、硫酸软骨素

(CS)ELISA分析试剂盒、Ι型胶原蛋白ELISA分析

试剂盒均购自上海谷研实业有限公司。

1.3    Rv3194c蛋白的预测分析

用TMHMM 2.0跨膜区预测服务器对Rv3194C

蛋白(Accession: AFN51190)进行跨膜区预测，发

现Rv3194c蛋白含有一个跨膜区，1–4个氨基酸位

于膜内，5–27个氨基酸位于跨膜区域，28–340个

氨基酸位于膜外。通过SignalP 4.1信号肽预测服

务器并未预测到信号肽序列。通过蛋白质分析专

家系统(Expert protein analysis system，简称ExPASy)

下的Protparam，分析Rv3194c (28-340AA)的分子

量约为35 kDa。根据NCBI中Rv3194c基因(Gene

ID:13318007)序列，用primer 5.0设计细胞膜外的

碱基序列，预计扩增924 bp (100–1023 bp)。根据

其序列和pET-28a载体酶切位点的特点，在引物

上下游的5′端分别设计NdeⅠ (CATATG，下划线

处)、EcoRⅠ(GAATTC，下划线处) 酶切位点，引

物序列如下(引物合成由博尚生物技术有限公司完

成)：F: 5′-CATATGCCCGGCCCAACGTTC-3′；

R: 5′-GAATTCCTAGCAGCTCGGCGTC-3′。

1.4    Rv3194c的克隆

Rv3194c基因片段的PCR扩增体系(50 μL)：结

核分枝杆菌H37Rv基因组DNA 1 μL (100 ng DNA)，
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Primer star Max DNA polymerose 25 μL；10 μmol/L
上下游引物各1 μL；ddH2O 22 μL。PCR扩增参数

为：94 °C 5 min； 94 °C 30 s，57 °C 30 s，72 ° C
1 min，35个循环；72 °C 10 min。PCR扩增完成

后，割胶回收并用PCR产物纯化试剂盒进行纯

化。用限制性内切酶NdeⅠ和EcoRⅠ对pET-28a载
体和Rv3194c基因扩增片段进行双酶切，Rv3194c
基因片段的双酶切体系(50 μL)：Rv3194c基因片段

25 μL，NdeⅠ 2.5 μL，EcoRⅠ 2.5 μL，10×缓冲液

5 μL，ddH2O 15 μL。pET-28a载体双酶切体系

(20 μL): pET-28a 6 μL，NdeⅠ 1.0 μL，EcoRⅠ

1.0 μL，10×缓冲液2 μL，ddH2O 10 μL。37 °C水

浴酶切1.5 h，1%的琼脂糖凝胶电泳回收带有粘性

末端的Rv3194c基因片段和质粒pET-28a。pET28a-
Rv3194c重组质粒的连接体系(10 μL)：酶切后Rv3194c
基因片段 6 μL，pET-28a载体 1 μL，T4 DNA连接

酶 1 μL，连接缓冲液1 μL，ddH2O 1 μL，16 °C连

接过夜。重组pET-28a-Rv3194c质粒的转化：100 μL
DH5α感受态细胞中加入10 μL连接产物，冰上静

置30 min；轻轻地放入42 °C水浴中热激60 s，再

放在冰上冰浴2 min；向管中加入800 μL 37 °C预

热的无抗LB培养基，37 °C水浴1 h，每30 min颠
倒1次；12000 r/min离心2 min，吸掉大部分培养

液，剩余的100 μL培养液将沉淀悬起，用灭菌的

玻璃棒均匀地涂布在K+抗性的LB平板上，37 °C
倒置过夜培养，16–24 h可见白色菌落。从平板上

挑取单克隆菌落接种到K+抗性的LB培养液中，37 °C
过夜培养后，用质粒提取试剂盒提取重组质粒。

重组pET-28a-Rv3194c质粒的双酶切反应体系(20 μL)：
重组质粒 10 μL，NdeⅠ 1.0 μL，EcoRⅠ 1.0 μL，

10×缓冲液2 μL，ddH2O 6 μL，37 °C水浴2.0 h，
琼脂糖凝胶电泳鉴定酶切结果。

1.5    His-Rv3194c融合蛋白的表达

将测序完全正确的重组pET-28a-Rv3194c原核

表达质粒转化到BL21感受态细胞中，涂于K+抗性

的LB固体平板上，37 °C过夜培养；挑取单克隆

大肠杆菌接种到5 mL LB (50 μg/mL K+)液体培养

基中，37 °C振荡培养过夜；过夜培养的菌液按照

1鲶200比例接种到含有K+抗性LB液体培养基中，

然后37 °C振荡培养至OD600值0.6–0.8；冷却后加

入IPTG (终浓度为1 mmol/L)，摇床温度在23 °C、

振幅180 r/min、IPTG终浓度为1 mmol/L条件下诱

导12 h；离心机10000 r/min，离心5 min后收集菌

体细胞沉淀用4 °C预冷重悬液(20 mmol/L Tris-
HCl、150 mmol/L氯化钠、10%甘油、pH 8.0)悬浮

菌体(1 L菌液用80 mL)，于冰水混合物中进行超

声波破碎(400 W，每5 s、间隔5 s，共30 min)，
待细胞破碎后溶液浑浊度降低且不再粘稠，然后

在4 °C条件下10000 r/min离心 15 min，收集上清

液，待亲和层析用。将超声破碎后的上清，在4 °C
下通过装有预处理的Ni-NTA琼脂糖的介质柱，使

其自然通过层析柱，反复挂柱3遍，每过完1 次柱

用平衡液(20 mmol/L Tris-HCl、500 mmol/L氯化

钠、50 mmol/L咪唑、10%甘油pH 8.0)冲洗一个柱

体积，以冲掉部分非特异性结合的蛋白，提供更

多空间供目的蛋白结合；用100 mL洗杂液(20 mmol/L
Tris-HCl、500 mmol/L氯化钠、1% OB-2、80 mmol/L
咪唑、10%甘油 pH 8.0)冲洗挂过蛋白的Ni-NTA琼

脂糖介质柱；用5 mL洗脱液(20 mmol/L Tris-
HCl、150 mmol/L氯化钠、5%甘油、200 mmol/L
咪唑、pH 7.4)洗脱并收集洗脱液然后用集30 kDa
的浓缩管浓缩至1 mL。凝胶过滤层析：将Superdex
200预装柱安装到AKTA蛋白纯化仪上，用0.22 μm
超滤膜抽滤过的缓冲液(20 mmol/L Tris pH 7.5)平
衡5个柱体积；将超滤管浓缩后的蛋白样品进行上

样，启动程序，进样速度为0.5 mL/min；收集不

同时间的穿过组份，每管收集1 mL，并进行SDS-
PAGE，检验分离纯化效果。

1.6    His-Rv3194c 融合蛋白的Western-blot分析

凝胶过滤层析后的His-Rv3194c融合蛋白进行

SDS-PAGE分析，分离胶和浓缩胶的浓度分别是

10%和5%，每块胶在恒流25 mA条件下电泳进行

赵东岳等  |  微生物学报, 2016, 56(12) 1849

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



浓缩，进入分离胶后在调至恒压120 V，待溴酚蓝

指示剂接近底部时立即停止电泳，然后分离胶和

硝酸纤维膜(NC)全部放入转移缓冲液(39 mmol/L
甘氨酸、48 mmol/L Tris-HCl、20% 甲醇、0.037%
SDS)浸泡15 min；按照顺序把滤纸、胶、NC膜叠

放整齐，放在半干转印仪上，注意赶气泡，接通

电源15 V，转印30 min；按照0.1 mL/cm2加入封闭

液[50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5)，150 mmol/L
NaCl，5% 脱脂奶粉、0.02% NaN3]置于适宜大小

的塑料袋中，室温旋转封闭2 h；用PBST (0.01 mol/L
PBS，pH 7.4，0.05% Tween20)在摇床上洗膜，共

洗3次，每次10 min；鼠抗His标签蛋白单克隆抗

体用封闭液按照1鲶2000的比例稀释，然后37 °C
孵育1 h；取出NC膜洗涤方法同上；Alexa Fluor
800标记的山羊抗鼠IgG的荧光二抗用PBST以

1鲶10000的比例稀释，37 °C孵育1 h；取出NC膜洗

涤方法同上。用红、绿双色荧光成像系统检测。

1.7    His-Rv3194c 蛋白与透明质酸(HA)、硫酸软

骨素(CS)的相互作用

将100 μL的His-Rv3194c蛋白(2 mg/mL)分别

加入到400 μL的HA反应缓冲体系(2.5 mmol/L HA，

20 mmol/L Tris-HCl，150 mmol/L NaCl，1 mmol/L
DTT，pH 7.4)和400 μL的CS反应缓冲体系(4.0
mmol/L CS，20 mmol/L Tris-HCl，150 mmol/L
NaCl，1 mmol/L DTT，pH 7.4)；阴性对照组用已

知不与HA、CS相互作用的融合蛋白GAPDH (2
mg/mL)(His-GAPDH) 100 μL分别加入到400 μL
HA反应缓冲体系和400 μL的CS反应缓冲体系。试

验组和对照组分别在37、38、39、40 °C孵育16 h，
然后10000 r/min离心3 min，分别取上清20 μL进

行Western blot分析上清中His-Rv3 194c蛋白量，

ELISA分析上清中硫酸软骨素和透明质酸的量。

1.8    His-Rv3194c 蛋白与Ι型胶原蛋白(Collagen Ι)
相互作用

将100 μL的His-Rv3194c蛋白(2 mg/mL)加到

400 μL的Ι型胶原蛋白(2 mg/mL)反应缓冲体系

(100 mmol/L NaAC，2.5 mmol/L DTT，pH 5.5)；

阴性对照组用已知不与Collagen Ι相互作用的融合

蛋白GAPDH (2 mg/mL)(His-GAPDH)100 μL加入

到400 μL的Collagen Ι反应缓冲体系中。试验组和

对照组分别在37、38、39、40 °C孵育20 h，然后

10000 r/min离心3 min，分别取上清20 μL进行

Western blot分析上清中His-Rv3194c蛋白量，

ELISA分析上清中Ι型胶原蛋白的量

1.9    统计学分析

应用SPSS软件对试验数据进行方差分析和卡

方检验，*P<0.05为差异显著，**P<0.005为差异

极显著。用Imagine J软件定量分析Western blot图

谱。

2    结果和分析

2.1    Rv3194c基因的PCR扩增及重组质粒的双酶

切鉴定

以结核杆菌标准株H37Rv基因组DNA和pET28a-

RVBD 3194c重组质粒为模板，用PCR分别扩增

Rv3194c基因后，经1%的琼脂糖凝胶电泳检测后

发现扩增的目的片段(924 bp)大小与预期一致(图

1)。获得重组质粒pET28a-Rv3194c经NdeⅠ和

EcoRⅠ双酶切鉴定，发现酶切条带与目的条带的

大小相吻合，证明重组质粒构建成功(图 2)。

2.2    His-Rv3194c蛋白表达、纯化与Western blot

鉴定

将构建好的质粒pET28a-Rv3194c转入大肠杆

菌BL21表达株中，以终浓度1 mmol/L IPTG于23 °C

条件下诱导12 h，收集菌液并超声破碎后，在4 °C

下自然通过装有预处理的Ni-NTA琼脂糖介质柱，

洗杂液洗杂后，分别用200 mmol/L和500 mmol/L

的咪唑洗脱，收集洗脱液并浓缩。SDS-PAGE电

泳发现，用含有200 mmol/L咪唑的洗脱液(20 mmol/L

Tris-HCl、150 mmol/L氯化钠、5%甘油、200 mmol/L
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咪唑、pH 7.4)可获得一条高纯度的、约35 kDa的

蛋白条带(见图 3)，与预期蛋白的大小相符。为进

一步确定其表达的蛋白是否为目的蛋白，应用

Western blot技术，以鼠抗His标签单克隆抗体检测

该蛋白的表达情况，发现在35 kDa处有一条清晰

条带，而空载体对照无此条带，因此进一步鉴定

了Rv3194c蛋白的可溶性表达(图 4)。

2.3    His-Rv3194c蛋白与透明质酸(HA)、硫酸软

骨素(CS)与Ι型胶原蛋白(Collagen Ι)的相互作用

His-Rv3194c蛋白分别与透明质酸(HA)、硫酸

软骨素(CS)以及Ι型胶原蛋白(CollagenΙ)分别在39 °C

的条件下孵育6 h后均出现絮状沉淀，而其它孵育

组(37、38、40 °C)上清中未出现絮状沉淀，各孵

育组反应20 h后终止反应，然后10000 r/min，离

图 1.  PCR扩增Rv3194c 基因的产物

Figure 1.   Production of Rv3194c gene amplified by
PCR. M: DL2000 DNA marker; lane 1. Rv3194c gene
was amplified from genomic DNA of H37Rv by PCR;
lane 2: Rv3194c gene was amplified from recombinant
plasmid pET28a-Rv3194c by PCR.

图 2.  重组质粒pET28a-Rv3194c的双酶切鉴定

Figure 2.   Identification of recombinant plasmid
pET28a-Rv3194c double digested with NdeⅠ and
EcoRⅠ. M: DL2000 DNA marker; lane 1–2: products
from recombinant plasmid pET28a-Rv3194c double
digested with NdeⅠ and EcoRⅠ.

图  3.   SDS-PAGE分析纯化后的原核表达产物His-
Rv3194c蛋白

Figure 3.   Purified analysis of His-Rv3194c protein
expressed in prokaryotic system by SDS-PAGE. M:
prestained protein marker; lane 1: His-Rv3194c protein
expressed in prokaryotic system was purified by 500 mmol/L
imidazole; lane 2: His-Rv3194c protein expressed in
prokaryotic system was purified by 200 mmol/L
imidazole.

图 4.  融合蛋白His-Rv3194c的Western blot分析

Figure 4.   Analysis of fusion protein His-Rv3194c by
Western blot. M: prestained protein marker; lane 1:
product induced by recombinant plasmid pET28a-
Rv3194c was identified by Western blot; lane 2: product
induced by empty vector pET28a was identified by
Western blot.
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心3 min，收集上清液进行定量分析。从Western

blot结果分析来看(见图 5-A、B、C)，39 °C孵育

组上清中His-Rv3194c蛋白量与其它孵育组(37、

38、40 °C)比较差异极显著(***P<0.001)；阴性对

照组选择已知不与HA结合的GAPDH融合蛋白

(His-GAPDH)在不同的孵育组(37、38、39、40 °C)

反应，发现各孵育组中His-GAPDH蛋白均未有显

著变化，从而排除His标签的非特异性结合。从

ELISA结果分析来看，39 °C孵育组上清中的HA

(图 6-A)、CS (图 6-B)以及CollagenΙ (图 6-C)与其

它孵育组 ( 3 7、 3 8、 4 0  ° C )比较差异极显著

(***P<0.001)。上述结果表明，His-Rv3194c蛋白

可分别与透明质酸(HA)、硫酸软骨素(CS)以及Ι型

胶原蛋白(Collagen Ι)相互结合并共同沉淀下来。

3    讨论

结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis)是

胞内寄生菌，致病性主要与糖脂和蛋白有关，其

中黏附素是结核分枝杆菌入侵宿主细胞的一种重

要的物质。黏附素可介导结核分枝杆菌与宿主细

图 5.  上清中His-Rv3194c蛋白的Western blot定量分析

Figure 5.   Quantitative analysis of His-Rv3194c protein in supernatant by Western blot 20 h after His-Rv3194c
protein separately incubation with HA (A), CS (B) and Collagen Ι (C) at the different temperature (37, 38, 39, 40 °C),
His-Rv3194c protein in supernatant was detected by Western blot; analysis of Western blot indicated that His-
Rv3194c protein in supernatant of 39 °C experimental group was significantly less than that of other experimental
groups (***P<0.001).

1852 Dongyue Zhao et al.  |  Acta Microbiologica Sinica, 2016, 56(12)

actamicro@im.ac.cn



胞外基质(EMC)和宿主细胞结合，在结核分枝杆

菌感染上皮细胞及其向其它组织扩散中发挥重要

作用[19]。本试验以pET28a为载体，Rv3194c基因

经过PCR扩增后，用NdeⅠ和EcoRⅠ双酶切，然

后将目的基因连接到pET28a载体上，成功构建了

含有6×His标签蛋白的重组质粒pET28a-Rv3194c。

相对于其它载体而言，该载体所带标签小，自身

没有信号肽，对表达后的蛋白的空间结构和活性

功能的影响较小，有利于后续的研究工作。将构

建好的重组质粒转入表达宿主BL21中进行表达，

得到了His-Rv3194c蛋白的高度表达，但由于蛋白

多数以包涵体的形式存在，上清中溶解度比较

小，通过优化表达条件在IPTG终浓度为1 mmol/L、

诱导温度23 °C条件下，诱导12 h，最终获得可溶

性比较好的His-Rv3194c蛋白，为后续目的蛋白的

纯化和功能研究奠定了基础。结核分枝杆菌标准

株Mycobacterium tuberculosis H37Rv所编码的

Rv3194c蛋白与Mycobacter ium tuberculosis

CDC1551株(牛源)、疫苗菌株BCG等多个菌株有

100%的同源性。结核杆菌黏附素，在结核杆菌入

侵宿主以及结核杆菌在宿主体内的扩散过程中发

挥重要作用，而且体温升高更有利于其功能发

挥[20]，所以本实验体外建立不同温度的孵育体系

(37、38、39、40 °C)，探索Rv3194c蛋白所执行

的功能研究。实验数据表明，在体外39 °C条件下

His-Rv3194c蛋白分别与透明质酸、硫酸软骨素和

Ι型胶原蛋白共同孵育上清中生成大量的絮状沉

淀，表明Rv3194c蛋白的胞外段可以与粘多糖和

Ι型胶原蛋相互作用而结合在一起，初步判断

Rv3194c蛋白胞外段具有黏附素特性。本实验首

次鉴定了Rv3194c蛋白与透明质酸、硫酸软骨素

和Ι型胶原蛋白相互作用，可能会成为研发抗结核

图 6.  上清组分的ELISA定量分析

Figure 6.   Quantitative analysis of component in supernatant by ELISA 20 h after His-Rv3194c protein separately
incubation with HA, CS and Collagen Ι at the different temperature (37, 38, 39, 40 °C), HA, CS and Collagen I in
supernatant were quantified by ELISA; analysis of ELISA indicated that HA (A), CS (B) and Collagen I (C) in
supernatant of 39 °C experimental group were significantly less than that of other experimental groups (***P<0.001).
Data in A, B and C are the mean±s.d. of triplicate samples.
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新型药物的靶点蛋白；初步判断Rv3194c蛋白具

有结核杆菌黏附素特性。Rv3194c蛋白与粘多糖

(HA，CS)相互作用产生的絮状沉淀，是否与

PDZ结构域结合粘多糖后而引起Rv3194c蛋白自身

寡聚化而产生絮状沉淀，有待于进一步研究。因

此对Rv3194c蛋白功能更深入的了解还需要进行

Rv3194c蛋白结晶等实验，进一步寻找其功能域

位置。
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Expression, purification and characterization of Rv3194c protein
from Mycobacterium tuberculosis
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Abstract: [Objective] PDZ [Post-synaptic density-95 (PSD-95), Drosophilia tumor suppressor protein diskslarge-1
(DLG), the tight junction protein zonula occludentes 1 (ZO-1)] signal protein was encoded by Rv3194c gene from
Mycobacterium tuberculosis, and its ability to adhere M. tuberculosis was studied. [Methods] Rv3194c protein was
expressed in prokaryotic system. Rv3194c protein was separately incubated with hyaluronic acid, chondroitin sulfate
and collagen Ι overnight at different temperature (37, 38, 39, 40 °C). Then component changes of culture supernatant
were tested by Western blot and ELISA. [Result] Western blot showed that Rv3194c protein expressed in prokaryotic
system, with a molecular weight of about 35 kDa, was mainly in soluble form. Western blot showed that His-Rv3194c
protein in supernatant of 39 °C experimental group was significantly less than that of other experimental groups (37,
38, 40 °C)(***P<0.001). ELISA showed that hyaluronic acid, chondroitin sulfate and collagen Ι in supernatant of 39
°C experimental group was significantly less than that of other experimental groups (37, 38, 40 °C)(***P<0.001).
[Conclusion] For the first time it was affirmed that Rv3194c protein with detected activity of adhesions in this study
will be targeted to the development of the new anti-M. tuberculosis drug.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Rv3194c protein, hyaluronic acid, chondroitin sulfate, collagen Ι
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