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【摘* 要】目的：应用分子生物学技术，构建 <FRL<,+MA 双顺
反子真核表达质粒，并在真核细胞中表达. 方法：以结核分枝
杆菌 R’%TK株基因组为模板经聚合酶链反应（XHT）扩增出
RL<,+ 基因，同时从质粒 <UTV#OMA#HWV 中扩增出基因佐剂
OMA#HWV，分别克隆到真核表达载体 <FT2W 的多克隆位点 Y
（AHWY）和 -（AHW-）中，构建 <FRL<,+MA 真核表达质粒，并
转染 R0<M#$ 细胞中表达和检测. 结果：酶切鉴定提示插入的
基因片段大小分别为 !. ,) QB和 ". )% QB，测序分析表明克隆
的 RL<,+ 和 OMA#HWV序列与 M0?-4?Q上公布序列完全一致；
免疫组织化学方法检测到表达 RL<,+ 的阳性细胞；2ZFWY 方
法检测到 <FRL<,+MA转染组细胞培养上清中 OMA#HWV 的表
达，与空载体对照组比较差异有统计学意义（B ] ". "!）. 结
论：成功构建和表达了 <FRL<,+MA 质粒，为研制优于卡介苗
的新型抗结核病 ;[Y疫苗奠定基础.
【关键词】结核分枝杆菌；热休克蛋白#,+；人粒巨噬细胞集落

刺激因子；双顺反子；基因佐剂
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JK 引言
卡介苗（B495110 94130>>0#CG0=5?，-HM）是已被广

泛应用于预防结核病（ =$<3>;$@7A5A，/-）的减毒活疫
苗. 由于结核 ;[Y疫苗的制备简便、免疫效果好，目
前已经成为 /-的热门侯选疫苗之一［!］. 结核杆菌热
休克蛋白 ,+_; 基因（ O04> LO:9Q <=:>05? ,+_;，
RL<,+）是研究最早的结核抗原之一，可以在动物体
内对结核分枝杆菌的感染产生强烈的保护性免疫反

应［$］.粒细胞#吞噬细胞集落刺激因子（ C=4?G1:9D>03#
49=:<O4C0 9:1:?D#L>53G14>5?C @49>:=，MA#HWV）作为良
好的基因佐剂，可以利用其上调机体免疫水平的作用

增强 ;[Y疫苗的效能［’ ‘ )］. 虽然 RL<,+ 抗原和 MA#
HWV分别在感染免疫中的作用已经被研究证实有效，
但对人 MA#HWV协同 RL<,+ 抗原在结核杆菌感染中
的免疫应答特点和保护力尚不清楚［+］. 我们将两者
同时克隆到同一载体上，构建含结核杆菌 RL<,+ 和
基因佐剂 OMA#HWV的双顺反子真核质粒，旨在为进
一步了解结核 ;[Y疫苗的免疫效果奠定基础.

LK 材料和方法
L. LK 材料K 结核分枝杆菌 R’%TK 株基因组，大肠杆
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菌 !"#!，载体 $%&’( 和质粒 $)&*+,-.+/(*（暨南
大学医学院微生物学与免疫学教研室提供）；’0 123
!45聚合酶，16 !45 连接酶，限制性内切酶 !"# %，
$%&& %，’() %和 !&* %，!7+8 9: ;2<9=<，质粒提取试剂
盒，!45凝胶回收纯化试剂盒（大连宝生物公司）；两
对 >/&引物、重组质粒上目的基因的序列测定由上
海生工生物工程公司完成；1<2?@;2@A=< 转染试剂（广
州博理生物科技公司）；即用型免疫组化 BCDAC? (>+
"&>试剂盒，!5B酶底物显色试剂盒（北京鼎国生物
科技公司）；鼠抗人 "@$E# 蛋白单克隆抗体和人
,-.+/(*蛋白 ’7%(5 检测试剂盒（深圳市晶美生物
科技公司）F
!F "# 方法
8F GF 8H 目的基因 "@$E# 和 ,-.+/(* 的 >/& 扩增H
参照 -=?B2?9上结核分枝杆菌 "IJ&K株 "@$E# 基因
/!(序列（4/B%登陆号：.8#6EJ）分别设计引物进行
>/&扩增F
8F GF GH $%"@$E# 真核载体的构建与鉴定 H 将 "@$E#
的 >/&产物经过回收纯化后与载体 $%&’(，同时用
!"# %和 $%&& %双酶切，酶切后进行 8L M N 7琼脂糖凝
胶电泳，并经过凝胶回收纯化试剂盒回收酶切产物，

将两者酶切纯化的产物按照 I O8 的摩尔比混合，用
16 !45连接酶连接 G6 ,F转化用低温 /2/PG 制备的
$+ %&,- !"#!感受态细菌，然后涂布于含氨苄青霉素
#L "M N ;7的 7B固体培养基中F次日，随机挑取 8L 个
单菌落，分别接种于 I ;7 含氨苄青霉素的 7B 培养
液中，IJQ下 8#L < N ;C? 振荡培养过夜F 先取少量菌
液煮沸作为模板进行菌落 >/&检测是否有 "@$E# 的
存在，将菌落 >/& 筛选呈阳性的菌落用质粒提取试
剂盒抽提质粒 !45F 将提取的质粒 !45 用 !"# % 和
$%&& %双酶切，进行电泳检测，以 !7+8 9: ;2<9=< 为
分子量参照，将筛选出的阳性克隆产物的菌液进行

测序鉴定F 测序采用 (2?M=< 双脱氧链终止法，对插
入序列的两端进行测定，测序工作由上海生物工程

公司完成F
8F GF I H $%"@$E#-. 真核表达质粒的构建与鉴定 H
同构建 $%"@$E# 载体方法一样，将 ,-.+/(* 的 >/&
产物经过回收纯化后与载体 $%"@$E# 同时用 ’() % 和
!&* % 双酶切，酶切产物经凝胶回收纯化后，将两者酶
切纯化的产物按照 IO8 的摩尔比混合，用 16 !45 连
接酶连接 G6 ,，然后转化感受态细菌 $+ %&,- !"#!，涂
布于含氨苄青霉素 #L "M N ;7 的 7B 固体培养基中F
次日，随机挑取 8L 个单菌落，分别接种于 I ;7 含氨
苄青霉素的 7B 培养液中，IJQ下 8#L < N ;C? 振荡培
养过夜F将菌落 >/& 筛选呈阳性的菌落用质粒提取

试剂盒抽提质粒 !45F 将提取的质粒 !45 用 ’() %
和 !&* %双酶切，进行电泳检测，以 !7+8 9: ;2<9=<为
分子量参照，将筛选出的阳性克隆产物的菌液进行测

序鉴定F
8F GF 6H 细胞转染H 取对数生长期的 "=$-+G 细胞接
种在 8G 孔板内，待细胞生长至 JLR STL R时，加入
阳离子多聚体转染试剂 1<2?@;2@A=< 和质粒 $%"+
@$E#-.的混合物F 饥饿培养 8 ,，加入含 8LL ;7 N 7
小牛血清的完全培养基，培养 G6 , 后，检测 "@$E# 和
,-.+/(*蛋白的表达F
8F GF #H "@$E# 蛋白表达的免疫组化检测H 采用未转
染细胞为空白对照和转染了空质粒 $%&’( 的细胞为
阴性对照，将空质粒 $%&’( 和重组质粒 $%"@$E#-.
转染 "=$-+G 细胞 6T ,，去除培养液，用磷酸盐缓冲
盐水 >B(冲洗F经 6L M N 7的多聚甲醛固定后，依次滴
加过氧化酶阻断剂，正常动物非免疫血清，8O8LLL 鼠
抗人 "@$E# 蛋白抗体，生物素标记二抗和链霉素抗
生物素蛋白F最后加入新鲜配制的 !5B工作液染色，
显微镜下观察结果，"@$E# 蛋白的表达以细胞质染呈
棕黄色者为阳性F
8F GF EH ’7%(5 法检测 ,-.+/(* 蛋白表达水平 H 分
别收集 $%&’( 和质粒 $%"@$E#-. 转染 G6 , 和 6T ,
的 "=$-+G 细胞的细胞培养的上清液，采用 ’7%(5 双
抗体夹心法检测 ,-.+/(* 蛋白的表达量，按照试剂
盒说明进行操作F用酶标仪在吸光度 .6#L ?;下测定样

品和试剂盒提供的标准品的 .值F根据标准品所测 .
值绘制的蛋白浓度与 . 值相关标准曲线计算各样品
中 ,-.+/(*蛋白的含量（以空白孔调零）F
统计学处理：实验数据以 / 0 1 表示，采用 (>((

8IF L 软件包进行分析，组间比较采用两样本 * 检验，
2 U LF L# 为差异具有统计学意义F

"# 结果
"$ !# %&’() 和 *+,-./0 基因 1.2 扩增产物电泳
分析# 琼脂糖凝胶电泳结果显示，>/& 产物分别为
8F E6 9: 和 LF 6J 9: 的特异性片段，与预期 "@$E# 和
,-.+/(*基因大小相符（图 8）F
"F "# 重组质粒限制性内切酶消化鉴定 # 质粒 $%"+
@$E# 经 !"# % 和 $%&& % 双酶切后，电泳可见大小约
EF 8 9:与 8F E6 9:两片段，与载体 $%&’( 经 !"# % 和
$%&& %双酶切产物和 "@$E# 基因 >/&产物的 G 条特
异性条带对比，大小相符（图 G5）F 重组质粒 $%"+
@$E#-.经 ’() % 和 !&* %双酶切后，电泳可见大小约
为 JF J6 9:与 LF 6J 9:两片段，与质粒 $%"@$E# 经 ’()
%和 !&* %双酶切产物和 ,-.+/(*基因 >/&产物的 G
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条特异性条带对比，大小相符（图 !"）#

$：%&’ ()*+,*（%-.///）；.：01234 扩增产物；!：56$789:扩增产

物#

图 .; 结核分枝杆菌 01234 基因及 56$789: 基因 <8= 产物
结果

’; $：%&’ ()*+,*（%-.///）；.：01234 扩增产物；!：2>=?9 !"# >

和 $%&= >双酶切产物；@：2>01234 !"# >和 $%&= >双酶切产物# ";

$：%&’ ()*+,*（%-.///）；.：56$789:扩增产物；!：2>01234 ’() >

和 !&* >#双酶切产物；@：2>012346$ ’() >和 !&* >#双酶切产物#

图 !; 结核分枝杆菌 01234 基因 <8=及 2>01234 双酶切结果
（’）和 56$789:基因 <8=及 2>012346$双酶切结果（"）

!# "# 序列分析鉴定# 对质粒 2>01234 上的多克隆位
点 ’（(ABCD2B, EBFGDGH 1DC,1 ’，$89’）内的 %&’ 序列
进行序列分析鉴定，结果与结核分支杆菌 0@I=J 株
的 012 34 的基因序列完全相同# 对质粒 2>012346$
上的多克隆位点 "（(ABCD2B, EBFGDGH 1DC,1 "，$89"）
内的 %&’序列进行序列分析鉴定，结果与 56$789:
的基因序列完全相同#
!$ %# &’()* 蛋白在 &+(,-! 细胞中的表达# 显微镜
下观察，与未转染细胞的空白对照和转染空质粒

2>=?9细胞的阴性对照对比，2>012346$转染的部分
0,267! 细胞中胞质染呈棕黄色，表明 01234 表达呈
阳性（图 @）#
!$ *# ./012检测# 2>=?9 对照组在转染 !K 和 KL 5
时细胞上清液 56$789: 的表达量分别为（.# @I. M

/# /L@）2H N (-和（.# IL! M /# .!I）2H N (-（+ O @），
而 2>012346$在转染 !K 和 KL 5时细胞上清液 56$7
89:的表达量分别为（!I.# ./@ M K# I@.）2H N (- 和
（!4@# .!K M @# PK@）2H N (-；2>012346$ 转染组在转染
!K 和 KL 5 时 56$789: 的表达量与 2>=?9 对照组比
较，差异均有统计学意义（, Q /# /.）#

’：未转染的 0,267! 细胞；"：转染空载体 2>=?9 的细胞；8：转染质

粒 2>012346$的细胞#

图 @; 结核杆菌 01234 蛋白在 0,267! 中表达的免疫组化染
色检测; 9< R !//

"# 讨论
近年来，对结核研究最多的抗原主要有 01234，

’HL4"，?9’S3 和 $<S3K 等［3 T I］#其中 01234 具有免
疫优势抗原的特性，能诱导和增强机体的体液免疫和

细胞免疫的发生，并可激活 !"S 细胞，分泌高水平的
>:&7!和杀伤感染的细胞，是人体感染结核杆菌以后
免疫系统的主要靶抗原，是 S 细胞攻击的主要对
象［L］# 由于仅含有单抗原基因的 %&’疫苗并不足以
引发良好的免疫效果，还需要结合其他的手段如基因

佐剂，特别是将细胞因子与 %&’ 疫苗共表达才能产
生更强的免疫保护力# 6$789: 作为 %&’ 疫苗的免
疫佐剂，能够调节树突状细胞的分化和成熟，以及

$08和共刺激分子的表达水平，并且通过调节抗原
提呈细胞尤其是树突状细胞的数量和功能来调节免

疫应答的强度#有研究认为将 6$789:作为佐剂与基
因疫苗共同免疫小鼠结果比单独应用基因疫苗产生

更强烈的细胞免疫应答并可提供更强的免疫保护

力［@ T 4］#本实验采用载体 2>=?9为双顺反子真核表达
质粒，在上下游克隆位点之间的序列为内部核糖体进

入位点，此段序列在转录后能够自动断裂，使上下

游克隆位点插入的基因能够独立高效的表达，从而避

免了融合表达蛋白活性低下问题，为两种蛋白表达、

动物实验和结核疫苗研制提供较大方便#
与以往结核 %&’ 疫苗的研究比较，本实验具有
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以下特点：!实现了目的基因与细胞因子基因在同一
载体上共同表达! 如果将 "#$ 疫苗与编码 %&’()*
的质粒混合注射会对 "#$疫苗的免疫效果产生干扰
作用；若将 %&’()*与目的基因共同克隆到一个载体
中，由于两个基因具有相同的局部微环境，往往可以

获得较好的免疫效果［+］! "本研究使用双顺反子真
核表达载体 ,-./)，将两个基因分别克隆到两个多克
隆位点，两者各自表达，不相互影响蛋白表达的空间

结构!因为表达为融合产物的 "#$ 疫苗可能破坏抗
原的三维结构，对抗体的生成产生负面影响［01］!
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"# 临床资料# E11Q’1Z ^ E11Z’1F 我科治疗的慢性阻塞性肺疾
病（(aX"）急性发作期患者 PP（男 T1，女 EP）例，年龄 PQ b SE
岁! 全部患者均符合 (aX" 诊断标准，并有急性期的临床表
现：呼吸困难，咳嗽加重，痰量增加或出现脓性痰和喘息加重!
将病例按入院顺序分为循证组 FP 例，对照组 F1 例，两组具有
可比性，均给予吸 aE，控制感染、解痉平喘、止咳化痰等治疗!
循证组在此基础上采用雾化吸入异丙托溴配合排痰训练! 即
在雾化器内加异丙托溴铵 Q11 #A 用生理盐水稀释至 F1 ;L
雾化吸入 0Q b E1 ;?<，E 次 ^ @，Z @! 俯卧位叩背排痰训练：头
部用软枕垫高 0Q b F1 度；双手向上，放于头两侧，在髋、膝、踝
关节外垫软枕! 叩击者以空掌心，从外向内，从下向上有规律
地叩击，以 T1 b Q1 次 ^ ;?< 均匀叩击，振动的相临部位应重叠
0 ^ F，力量的强弱以患者能承受为宜! 同时指导患者进行有效
的咳嗽排痰，以利于提高疗效［0］! 俯卧时个别患者会出现胸
闷等不适，要向患者及家属说明俯卧位可促进排痰，消除不安

心理，以取得其理解与配合，多与患者交谈，观察其表情，根

据患者的具体情况适当延长或缩短护理过程! 疗效评定：显
效 G治疗 T @，咳痰、喘、肺部罗音和 ^或哮鸣音消失；有效 G治
疗 T b Z @，咳痰、喘、肺部罗音和 ^或哮鸣音减少或消失；无
效 G治疗前后无变化或者加重! 结果循征组显效 0Q 例，有效
0+ 例，无效 E 例，总有效率 +T! Tc；对照组显效 Z 例有效 0S
例，无效 Z 例，总有效率 ZS! Z+c !

$# 讨论# (aX" 急性期患者应在医生治疗的同时合理地采
取氧疗、雾化及体位引流、及时清理呼吸道分泌物等! 循征组
采用雾化吸入异丙托溴铵配合排痰训练的方法，异丙溴铵可

以阻断 (aX"患者呼吸道平滑肌上 & 胆碱受体，阻断由胆碱
能神经引起的支气管痉挛，使呼吸道扩张、阻力下降，从而改

善通气和氧合，改善肺功能［E］! 另外二级以上支气管的走向
大多数朝后下方，仰卧与侧卧均不能达到有效排痰；由仰卧转

为俯卧位，可使肺内液体重分布，减轻肺后部的负担和改善通

气，改善肺前部的灌注，使通气血流比率更匹配，使萎缩的肺

泡膨胀，增加功能残气量［F］，再通过叩背震动患者背部，可使

痰液及时咳出! 通过对 PP 例 (aX"急性期患者采取较常规护
理更为有效的方法，增加护理干预的有效性，提高整体护理水

平，使患者得到更快、更好的恢复!
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