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【摘+ 要】目的：探讨乙醇促进结核分枝杆菌 .< ); """ 蛋白

的可溶性表达，并获得可溶性的 .< ); """ 重组蛋白, 方法：

采用聚合酶链反应（QDR）从结核分枝杆菌 2)%RO 基因组中

扩增出 .< ); """ 蛋白的编码基因，用限制性内切酶消化后插

入载体 A5-3#(9#$ 中，将重组质粒转化大肠杆菌 SE$!，在乙

醇添加剂存在下，经 TQ95 诱导，表达 5U9#); 融合蛋白；聚丙

烯酰胺凝胶电泳（U@U#QV5-）分析融合蛋白的相对分子质量

及表达形式，免疫印迹法鉴定融合蛋白的活性, 结果：经 QDR
扩增后证实为 .< ); """ 蛋白的基因，成功构建了具有正确基

因序列的重组表达载体，在大肠杆菌 SE$! 中诱导表达融合蛋

白约占菌体总蛋白的 !;W , 在乙醇存在下，可溶性目的蛋白的

表达量约是无乙醇时的 ’ 倍, 结论：在原核表达中乙醇作为一

种添加剂可以促进结核分枝杆菌 .< ); """ 蛋白在大肠杆菌

SE$! 中的可溶性表达,
【关键词】分枝杆菌，结核；.< ); """ 蛋白；融合蛋白；可溶性

蛋白
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$H 引言

原核表达中，重组蛋白常常是以包涵体的形式表

达，对包涵体进行变性，复性不仅操作烦琐，而且重组

蛋白的活性也往往受到影响, 在以前的实验里，也有人

对结核分枝杆菌 .< ); """ 蛋白进行克隆表达，但是所

得到的通常仍是 .< ); """ 蛋白的包涵体［!］, 研究［$］表

明，通过在培养中加入乙醇，能够抑制某些蛋白在表达

时的聚集，促进其正确折叠形成可溶的蛋白, 我们利用

乙醇作为添加剂在大肠杆菌中对结核分枝杆菌 .< );
""" 蛋白进行诱导表达，得到了较高浓度的可溶性重组

蛋白，为研究其生物学特性和临床应用提供方便,

IH 材料和方法

I, IH 材料H L9S 2)%RO 株，大肠杆菌 SE$!，A5-3 #
(9#$ 质粒，兔抗结核分枝杆菌血清均为本科提供；

>X9QG，9*: @XV 聚合酶，9( 连接酶，8*;2!，<=4R!，

@XV 胶回收试剂盒，质粒提取试剂盒购自 Y0?/I:B:
公司；氨苄青霉素批号为 E")"*!&，购自山东鲁抗医

药股份公司；@XV L/<Z:< 和蛋白 L/<Z:< 购自大连宝

生物工程有限公司；乙醇为 V, R 级，由开封化学试剂

总厂生产；羊抗兔 TI5 及辣根过氧化物酶购自武汉博

士德生物制品有限公司,
I, JH 方法

!, $, !+ 引物的设计+ 根据基因库 L9S .< ); """ 蛋

白的基因序列，设计特异性引物序列 Q!：’# V555#
5V9DD595VVVV99D59995DV9VD5D9，含 8*;2T
酶切位点和起始密码子；Q$：’# 5V95VV99DVD5#
5V55995D959D5D595595，含<=4RT酶切位点和终

止密码子, 由上海生工生物技术服务有限公司合成,
!, $, $+ 结核杆菌 2)%RO 株基因组 @XV 的提取+ 取

适量 L9S 2)%RO 株培养菌加入到 !"" "E 蛋白酶 4
裂解液中，置于 ’’[水浴 ! =，&’[水浴 !" .0B 灭活
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蛋白酶 !，"# ### ! 离心 " $%&，取上清，用酚 ’ 氯仿

抽提，无水乙醇沉淀，溶于 "## !( 水中备用)
") *) +, "- +. ### 蛋白基因的扩增与克隆, 以 /01
2+345 基因组 678 为模板，以 9" 和 9* 为引物进行

9:4，循环参数为 ;<= > $%&，然后 ;<= 变性 +# ?，
@#=复性 +# ?，3*=延伸 AB > $%&，共 +# 个循环，末次

循环 3*=自动延伸 "# $%&，扩增产物用 "> C D ( 琼脂

糖凝胶电泳检测纯度) 胶回收试剂盒回收目的条带，

将其与质粒 EFGHI<0I* 同时用 #$%2J 和 &’(4J 双酶

切，按 @K " 的比例混匀，0< 连接酶连接，转化大肠杆

菌 1(*" 感受态细胞) 从长出菌落的含氨苄青霉素的

* L M0培养平板上挑选 * 个菌落分别接种到> $(含氨

苄青霉素 * L M0 液体培养基中，+3=振荡培养 "# N，用

质粒提取试剂盒提取质粒 678，进行双酶切，"# C D (
琼脂糖凝胶电泳鉴定，同时以 678 /O-PQ- 为参照，将

阳性克隆送上海生工生物技术服务有限公司测序)
") *) <, 重组质粒的初步诱导表达及鉴定, 取含重组

克隆的培养液 ># !( 接种于 > $( 的含氨苄青霉素的

* L M0 液体培养基，+3= 振摇培养过夜，然后从中取

" $(接种到 "## $( 新鲜含氨苄青霉素的 * L M0 液体

培养基，+3=振摇培养 + N 至 )@##&$ 约为 #B @，在 J90F
终浓度为 #B > $$RA D (，" $$RA D (，分别于 +3=，+#=条

件下继续培养 > N，"*S T6T ’ 聚丙烯酰胺凝胶电泳，

观察结果，并通过凝胶薄层扫描测定其表达量) 重新

T6TI98FG 电泳后的凝胶直接电转移 " N 至硝酸纤维

素膜，用小牛血清封闭 * N，加入抗结核分枝杆菌的多

克隆抗体作用 * N，用 001T 缓冲液冲洗，加入 249 标

记的羊抗兔 JCF 作用 " N，以 681 显色观察结果)
") *) >, 重组蛋白的可溶性表达, 取过夜培养的含重

组克隆的培养液 "# $( 接种到 " ( 新鲜含氨苄青霉

素的 * L M0 液体培养基，+3=振荡培养至 )@##&$约为

#B @，加入 J90F 至终浓度为 #B > $$RA D (，然后将其倒

在 > 个培养瓶中，每瓶 *## $( 的培养菌，分别加入乙

醇浓度为体积分数 #，#B #"，#B #*，#B #+，#B #<，+#= 条

件下继续振荡培养 > N) <= .### ! 离心集菌，用 91T
缓冲液洗 " 次，重悬后冰浴中超声破碎+# ? L @次，

"* ### !离心 +# $%&，对上清和沉淀分别进行 "*S
T6T ’ 聚丙烯酰胺凝胶电泳，鉴定重组蛋白的表达形

式，并通过凝胶薄层扫描测定其表达量)

!" 结果

!) #" 目的基因的扩增" 应用上述合成的两种引物，

以结核分枝杆菌 2+345+3 基因组 678 为模板，获得

目的 678 片段，与在基因库中查到的结核分枝杆菌

"- +. ### 蛋白的基因大小基本一致约为 ""># UE)

!) !" 目的基因的克隆及序列分析" 从转化后的大肠

杆菌中提取质粒双酶切，切出 ""># UE 的目的基因片

段和 EFGHI<0I* 质粒 <;3# UE 的片段，而空质粒对照

只得到一条 <;3# UE 的片段（V%C "）) 阳性克隆经美国

81JI+33 测序仪双向测序，插入载体 EFGHI<0I* 的基

因序列与基因库中的结核分枝杆菌 "- +. ### 蛋白基

因完全一致) 将重组质粒命名为 EFGHI+.)

"：678 AOWWQ-；*，+：XQYZR- EFGHI<0I* W%CQ?ZQW [%ZN #$%2J D &’(4J；
<，>：4QYR$U%&O&Z 5QYZR- EFGHI+. W%CQ?ZQW [%ZN #$%2J D &’(4J)
V%C ", JWQ&Z%\%YOZ%R& R\ -QYR$U%&O&Z 5QYZR- EFGHI+. U] Q&^]$Q W%I
CQ?Z%R&
图 ", 重组质粒 EFGHI+. 的酶切鉴定

!) $" 重组质粒的初步表 达 及 其 鉴 定 " 重 组 质 粒

EFGHI+. 转化大肠杆菌，不同条件下诱导培养，T6TI
98FG 电泳结果显示：在 J90F 终浓度为#B > $$RA D (，

+#=条件下融合蛋白的表达量最高，凝胶薄层扫描测

定融合蛋白可占到菌体总蛋白的 ".S（V%C *）) 免疫

印迹实验发现在相对分子量约 "- @+ ### 处有一条显

色带，表明此表达产物能与抗 /01 多克隆抗体发生

特异性结合)

"：9-RZQ%& $O-PQ-；*：G_E-Q??%R& R\ 5QYZR- EFGHI<0I* FT0 E-RZQ%&；

+：G_E-Q??%R& R\ FT0I+. \‘?%R& E-RZQ%& [%ZNR‘Z J90F；< ’ 3：G_E-Q??%R& R\
FT0I+. \‘?%R& E-RZQ%& %& J90F #B > $$RA D (，+3=；%& J90F " $$RA D (，

+3=；%& J90F #B > $$RA D (，+#=；%& J90F " $$RA D (，+#= -Q?EQYZ%5QA])
V%C * aEZ%$%^OZ%R& R\ Q_E-Q??%R& R\ FT0I+. \‘?%R& E-RZQ%&
图 * FT0I"- +. ### 融合蛋白表达条件的优化
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!! "# 重组蛋白的可溶性表达# 不同乙醇浓度时，培

养液经诱导表达，"#"$%&’( 电泳结果显示：在乙醇

体积分数为 ) 时，重组蛋白有少量可溶表达；)* )+ 时

可溶表达的量最高（,-. +），凝胶薄层扫描测定其表

达量约是无乙醇时的 / 倍! 随着可溶蛋白的增加，包

涵体的量逐渐减少（,-. 0）!

1：%2345-6 782952；:：(;<25==-36 3> ?5@432 <’(A$0B$: ’"B <2345-6；

+：(;<25==-36 3> ’"B$+C >D=-36 <2345-6 E-4F3D4 G%B’；0：(;<25==-36 3>
’"B$+C >D=-36 <2345-6 E-4F3D4 54F863H；/，I，J，C："3HDKH5 5;<25==-36 3>
’"B$+C >D=-36 <2345-6 -6 )* )1，)* ):，)* )+，)* )0 54F863H 25=<5@4-?5HL!
,-. +M "3HDKH5 5;<25==-36 3> ’"B$+C <2345-6 -6 N->>52564 @36@56$
4284-36= 3> 54F863H
图 +M 不同乙醇浓度 ’"B$!2 +C ))) 融合蛋白的可溶性表达

1：%2345-6 782952；:：(;<25==-36 3> ?5@432 <’(A$0B$: ’"B <2345-6；

+：(;<25==-36 3> ’"B$+C >D=-36 <2345-6 E-4F3D4 G%B’；0：(;<25==-36 3>
’"B$+C >D=-36 <2345-6 E-4F3D4 54F863H；/，I，J，C：G6@HD=-36 K3N-5= 3> ’"B$
+C >D=-36 <2345-6 -6 )* )1，)* ):，)* )+，)* )0 54F863H 25=<5@4-?5HL!
,-. 0M G6@HD=-36 K3N-5= 3> ’"B$+C >D=-36 <2345-6 -6 N->>52564 @36$
@564284-36= 3> 54F863H
图 0M 不同乙醇浓度 ’"B$!2 +C ))) 融合蛋白的包涵体

$# 讨论

自从折叠辅助蛋白被发现以来，如：分子伴侣和

折叠酶，利用它们和重组蛋白共同表达可以期望得到

更多可溶的、有活性的重组蛋白! 大肠杆菌的几种分

子伴侣和折叠酶，如 #68O$#68P$’2<( 和 ’23(Q$’23$
(" 已经被证明可以促进重组蛋白的正确折叠，得到

可溶性的蛋白［+ R I］! 乙醇是大肠杆菌热休克反应最强

的诱导剂之一，它在转录水平刺激 N86OP 基因上调，

通过诱导 #689 和 #68P 蛋白的表达促进重组蛋白可

溶性表达［J］!
在本实验中，我们在表达结核分枝杆菌 !2 +C )))

蛋白时加入乙醇，同时利用较低的生长温度和丰富的

培养基对 !2 +C ))) 蛋白进行诱导表达，结果显示 !2

+C ))) 蛋白的可溶性表达量明显增加，而相同条件下

无乙醇的培养物中 !2 +C ))) 蛋白基本都是以包涵体

形式存在! 这说明乙醇促进了 !2 +C ))) 蛋白的可溶性

表达! BF378=等［:］报道利用乙醇来提高重组蛋白的可

溶性表达，但是并不是所有的蛋白的表达都会被此上

调，我们的实验结果证实结核分枝杆菌 !2 +C ))) 蛋白

是一种可以被乙醇上调的可溶性表达蛋白! 但由于乙

醇浓度过高时能够抑制细菌生长，在实验中我们也证

实乙醇浓度最好不要超过培养体积的 +S ! 尽管目前

乙醇确切的作用机制有待进一步研究，但是我们利用

它得到可溶性的 !2 +C ))) 蛋白，这在很大程度上保证

了得到有活性的 !2 +C ))) 蛋白，并为将来的临床应用

奠定了良好的基础!
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