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【摘* 要】目的：克隆表达结核分枝杆菌 #B !’ S !"+ 和 #B

+( S !"+ 重组蛋白，测定其抗原性和特异性- 方法：利用聚合

酶链反应自结核分枝杆菌基因组 @VW 扩增 #B !’ S !"+ 和 #B

+( S !"+ 抗原基因，经测序鉴定后克隆于 AX1H#).#$ 表达载

体，转化于大肠杆菌 YF$! 菌株进行诱导表达，利用 X\.B3AKK
蛋白柱纯化表达产物，通过酶联免疫吸附测定（1F]\W）检测

其抗原性与特异性- 结果：携带重组质粒的菌株经诱导产生

的表达量分别为 )$Z 和 !(Z ；#B !’ S !"+ 和 #B +( S !"+ 蛋白

量分别为：’(( 2I [ F 和 $!% 2I [ F- 其中 #B !’ S !"+ 蛋白作为

包被抗原 1F]\W 法检测的灵敏度为’%- "Z ，特异性为 !""Z ，

准确性为 ()- "Z ；#B +( S !"+ 蛋白作为包被抗原 1F]\W 检测

的灵敏度为 %&- (Z ，特异性为 &&Z，准确性为 (&- %Z - 结论：

以 #B !’ S!"+，#B +( S!"+ 重组蛋白为抗原具有良好的抗原性

和特异性，可用于结核分枝杆菌诊断方法的建立及临床诊断-
【关键词】结核分枝杆菌；抗原；基因表达；1F]\W
【中图号】^+%(* * * 【文献标识码】W

CD 引言

结核病仍是目前危害全球人类健康的重要传染

病，我国每年约有 !+ 万人因结核病而死亡- 对结核

病的实验诊断主要依据细菌学检查和血清学检测，细

菌学检查繁琐费时，培养周期长，达不到快速诊断的

目的，血清学检测是一种方便快捷的实验室诊断方

法，血清学检查的关键是结核分枝杆菌特异性抗原的

提呈- 我们利用基因工程重组方法，通过大肠杆菌表

达结核分枝杆菌的 #B !’ S !"+ 和 #B +( S !"+ 蛋白，

以 #B !’ S !"+ 和 #B +( S !"+ 重组蛋白为抗原，通过

酶联免疫吸附试验测定两种抗原的反应性和特异性，

以期证实其在血清学诊断中的价值-

ED 材料和方法

E- ED 材料D 结核分枝杆菌 J+%^_ 标准株（ 菌株号：

W.EE$%$&)）：购自卫生部国家菌种保存中心- ,D =-B$
@J,!，,D =-B$ YF$! 由第四军医大学西京医院检验科

保存；.) 连接酶、限制性核酸内切酶 K*AJ"，,=-^
"@VW 胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒均购自 _4C3#
I/?/ 公司；X\. 亲和层析柱 X\.B3AKK 购自 ‘L3B23>43
公司；AX1H#).#$ 表达载体购自 ‘L3B23>43 公司-
E- FD 方法

!- $- !* 结核分枝杆菌 #B !’ S !"+，#B +( S !"+ 抗原

基因的 ‘E^ 扩增 * 结核分枝杆菌 J+%^O 培养物经

煮沸灭活，蛋白酶 a 消化过夜，经酚- 氯仿抽提、乙醇
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沉淀纯化 !"#$ 通过 %&’ 扩增 !( )* + ),-，!( -. +
),- 基 因$ !( )* + ),- 抗 原 基 因 引 物 为：/01#22
22#3&& #322&&#&&#&&&33&&&233&#21-0 含

"#$4 5 酶切位点和起始密码子，/013&#2 &3&2#2
&&&#23223&#23322322#&&21-0含 %&’ 5 酶切位

点和终止密码子，预期扩增产物 6-/ 78$ !( -. + ),-

基因引物为：/01#22 22#3&&232####33&233321
&#3#&2&31-0含 "#$4 5 酶切位点和起始密码子，/01
2#3 2##33& #&22#22332&323&2&2322321-0含

%&’ 5 酶切位点和终止密码子，预期扩增产物 ))99
78$ %&’ 反应程序为：:6; 预变性 / <=>，:6; -, ?，
*,; -, ?，@9; ) <=>，共 -, 个循环，最后 @9; 延伸

), <=>$ 琼脂糖凝胶电泳鉴定 %&’ 结果$
)$ 9$ 9A 基因的克隆与鉴定A 用胶回收试剂盒回收目

的片段，将 !( )* + ),-，!( -. + ),- 抗原基因与质粒

82BC16319 同时用 "#$4 5 与 %&’ 5 双酶切，36 连接

酶连接，重组质粒转化 () *&+, !4/! 感受态细胞$ 利

用 D=EFGH>H 公司提供的小量质粒提取试剂提取质粒

!"#，序列测定由上海生工生物工程公司完成$
)$ 9$ - A 表达载体的构建 A 将携带 !( )* + ),-，!(

-. + ),- 抗原基因的重组质粒进行双酶切，琼脂糖凝

胶电泳分离，切胶回收基因片段，D=EFGH>H 公司凝胶

抽提试剂盒纯化，连接于双酶切的 82BC16319 表达

载体，36 !"# 连接酶连接，转化于 () *&+, !4/! 感受

态细胞$ 挑选单菌落，抽提质粒，酶切检测，并进行序

列测定以证实插入序列是否正确$ 挑选测序正确的

重组表达载体质粒，再转化于 IJ9) 菌株$
)$ 9$ 6A 重组质粒的诱导表达及纯化A 将携带重组表

达载体的 IJ9) 菌株接种于含氨苄青霉素 ,$ ) G K J 的

JI 培养基，-@;振荡培养过夜$ 然后从中取 ) <J 接

种于 ),, <J 新鲜含氨苄青霉素的 JI 液体培养基，

-@;振荡培养 - L，加人诱导剂 5%32 至终浓度 ,$ )
<<MN K J，-@;继续培养 / L$ 离心收集菌体$ 将诱导

前后的样本各加入 9 + 样品缓冲液 ),, "J，:/;沸水

浴 ), <=>，), ,,, - 离心 ), <=>，取 ), "J 上清进行

)9, G K J O!O1%#2B$ 凝胶用考马斯亮蓝染色 9 L，脱

色 - P / L，观察目的蛋白，用 &O1:,,, 薄层扫描仪在

/., >< 波长下对 O!O1%#2B 蛋白电泳凝胶上的蛋白

条带进行扫描，确定菌体总蛋白中目的蛋白比例$ 用

2O3(F8 QQ 蛋白纯化柱和凝血酶进行目的蛋白的纯

化，按试剂盒说明书进行，得到纯化的重组结核杆菌

!( )* + ),-，!( -. + ),- 蛋白用 O!O1%#2B 蛋白电泳

进行检测$
)$ 9$ / A !( )* + ),-，!( -. + ),- 重组蛋白抗原的

BJ5O# 检测A 对西安地区收集的 :6 份血清样品进行

BJ5O# 检测，其中肺结核患者血清 :, 份（经集菌涂片

染色法或培养实验证实为结核分枝杆菌阳性），正常

健康人血清 ),, 份为阴性对照$ 将纯化 !( )* + ),-，

!( -. + ),- 抗原溶液稀释于 %IO 溶液，-@;包被酶标

板 9 L$ %IO3 溶液（%IO 内含 ,$ / G K J 3RHH>9,）洗

涤，再用封闭液（%IO3 内含 ) G K J 牛血清清蛋白）

-@;封闭 ) L，然后用 %IO3 溶液洗涤$ 加入 ) "J 血

清样品，-@;温育 ) L，%IO3 溶液洗涤$ 加入 ) S),,,
稀释的辣根过氧化物酶标记的羊抗人 5G2，-@;温育

-, <=>$ 加入四甲基联苯胺显色液，室温显色 -, <=>
后终止反应$ 6/, >< 检测吸光度值$

!" 结果

!$ #" 目的基因的扩增与克隆" 用蛋白酶裂解法提取

的结核杆菌基因组 !"# 用特异的引物进行 %&’ 扩

增，经琼脂糖凝胶电泳，证实所得到的 %&’ 产物为目

的基因片断，与在 2H>IF>T 中查到的结核分枝杆菌

!( )* + ),-，!( -. + ),- 蛋白的基因大小基本一致

（图 )）$ 提取质粒，分别经双酶切后，得到 6-/ 78 和

))99 78 的 目 的 基 因 片 段 以 及 载 体 82BC16319 的

6:/, 78 片断，而空质粒对照只得到一条 6:@, 78 左

右的片段（图 9）$ 经测序证实目的基因的序列完全

正确，未发生突变$

)：!"# 分子量标准；9：!( -. + ),- 蛋白基因的 %&’ 扩增产物；-：!(

)* + ),- 蛋白基因的 %&’ 扩增产物$

图 )A %&’ 扩增产物琼脂糖凝胶电泳

)，9：空质粒 82BC16319 的 "#$4#和 %’&#双酶切结果；-：!"# 分

子量标准；6，/：重组质粒 82BC1)* 的 "#$4#和 %’&#双酶切结果；

*，@：重组质粒 82BC1-. 的 "#$4#和 %’&#双酶切结果$
图 9A 重组质粒 82BC1)* 和 82BC1-. 的酶切鉴定
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!! !" 表达载体构建与重组蛋白诱导表达" 进一步测

序表明，"#$%&’( 及 "#$%&)* 中的插入序列及读码

框架 正 确! 将 测 序 正 确 的 "#$%&’(，"#$%&)* 和

"#$%&+,&- 分别转化感受态 !" #$%& ./0!，在 )12用

’! 3 4456 7 8 9:,# 诱导后，分别取菌株进行 ’-3 ; 7 8
<.<&:=#$! 结 果 表 明，"#$%&’( 转 化 的 菌 株 在 ’>

+- ? ’3) 处出现一条新生蛋白条带，"#$%&)* 在 ’>

(+ ? ’3) 处出现一条新生蛋白条带，均与预期结果一

致；而 "#$%&+,&- 转化的菌株则只在 ’> -( ? ’3) 处

有一新生条带，说明插入的 ’> ’( ? ’3) 蛋白和 ’>

)* ? ’3) 蛋白基因已经成功地在大肠杆菌中表达，并

与 #<, 形成了融合蛋白（图 )，图 +）! 对图 )，图 + 中

<.<&:=#$ 凝胶上菌体蛋白条带分别进行凝胶薄层

扫描分析，表达的融合蛋白 #<,&’(，#<,&)* 分别约占

菌体总蛋白的 +-@和 ’*@ !

A：蛋白分子量标准；’：#<, 蛋白；-：#<,&’( 融合蛋白；)：#<,&’(

融合蛋白包涵体；+：可溶性的 #<,&’( 融合蛋白!

图 )B #<,&’( 融合蛋白的原核表达

A：蛋白分子量标准；’：#<, 蛋白；-：#<,&)* 融合蛋白（ 未诱导）；

)：可溶性的 #<,&)* 融合蛋白；+：#<,&)* 融合蛋白包涵体；0：#<,&

)* 融合蛋白包涵体!

图 +B #<,&)* 融合蛋白的原核表达

!! # " 重 组 蛋 白 的 纯 化 " 经 蛋 白 纯 化 后，经 <.<&
:=#$ 蛋白电泳检测，可看到单一的纯化蛋白泳带

（图 0），紫外分光光度仪测量纯化蛋白的浓度：’>

’( ? ’3)，’> )* ? ’3) 蛋白分别为 (** 4; 7 8 和 -’1
4; 7 8!
!$ %" 二种抗原的 &’()* 检测" 根据棋盘滴定法选

择包被抗原工作浓度，以强阳性血清的 ( 值为 3! * 左

右，阴性血清的 ( 值小于 3! ’ 的包被抗原稀释度作为

工作浓度! 选择 ’> ’( ? ’3) 蛋白的工作浓度为 ’3
"; 7 8，’> )* ? ’3) 蛋白的工作浓度为 ’ "; 7 8! 以选择

好工作浓度的蛋白抗原进行包被，分别检测病例组和

对照组血清标本! 结果判断：以空白对照孔（只加蒸

馏水 -33 "8）校零，在波长 +03 C4 处读取各孔的 (
值，凡样品孔 ( 值：阴性对照孔 ( 值!-! ’，该样品即

为阳性! 按检测结果计算各个抗原检测的灵敏度，即

实际患病且被诊断试验诊断为患者的概率，则 ’>

’( ? ’3) 蛋白抗原作为包被抗原 $89<= 法检测的灵

敏度为 (1! 3@（() 7 D+），’> )* ? ’3) 蛋白抗原灵敏度

为 1D! *@（10 7 D+），再计算各个抗原检测的特异性，

即实际未患病被诊断试验诊为非患者的概率，则 ’>

’( ? ’3) 蛋白抗原的特异性为 ’33@，’> )* ? ’3) 蛋

白抗原的特异性为 DD! 3@ ! 根据其各自的灵敏度和

特异性计算其 $89<= 法检测的准确度，’> ’( ? ’3) 蛋

白抗原的准确度为 *+! 3@，’> )* ? ’3) 蛋白准确度

为 *D! 1@ !

A：蛋白分子量标准；’：纯化的 ’> ’( ? ’3) 蛋白；-：纯化的 ’> )* ?

’3) 蛋白；)：#<, 蛋白!

图 0B 纯化蛋白的 <.<&:=#$ 分析

#" 讨论

结核菌抗体检测的关键是寻找有效的抗原成分!
目前发现的结核分枝杆菌特异性抗原最常用的是 ’>

)* ? ’3) 抗原，另外有 ’> ’+ ? ’3)，’> ’( ? ’3) 抗原、

$<=,&( 抗原与 4EF*6 抗原等［’ G -］，上述几种抗原在

结核杆菌抗体检测中的阳性率均各不相同［) G 0］! 所

以用基因重组技术制备结核分枝杆菌基因抗原，对结

核病的诊断和方法学建立具有十分重要的意义!
’> ’( ? ’3) 蛋白是一种小分子热休克蛋白，具有
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家族性的共同特征［!］" 研究发现 #$% !& ’! ( ’)* 蛋

白抗原与结核病的长期潜伏有着密切的关系" 在培

养条件下 !& ’! ( ’)* 蛋白从结核分枝杆菌生长对数

期到稳定期具有很高的表达，在稳定期可成为优势生

长蛋白，该蛋白在结核分枝杆菌感染宿主初期对于细

菌的生长是必需的" !& ’! ( ’)* 蛋白对结核分支杆

菌的生存力和稳定性起着重要的调节作用，主要是因

为它所含有的 !+,&-./01123 结构域是所有小分子热休

克蛋白的同源序列，且高度保守" 因此在人体感染

#$% 潜伏期时 !& ’! ( ’)* 蛋白被认为有利于结核菌

的存活，在 456的肺结核病人的血清中都可查到 !&

’! ( ’)* 蛋白［7］" $% !& *4 ( ’)* 蛋白又 叫 抗 原 8
（908），抗原 5，抗原 74，是 #$% 中主要的抗原，它是

一种 糖 基 化 的 脂 蛋 白" :3;<3.<3 等 从 "=/’’ #$%
>?: 基因文库中分离出编码 !& *4 ( ’)* 蛋白的基

因，该基因序列含 ’’@@ 个碱基对，!& *4" @ ( ’)* " !&

*4 ( ’)* 蛋白的氨基酸序列与大肠杆菌的磷酸盐结

合蛋白（9./A）有 *)6的同源性，9./A 是大肠杆菌磷转

运系统中的磷结合蛋白，当磷缺乏时 9./A 可被激活"
其后 :3;<&.<3 证实 !& *4 ( ’)* 蛋白果然也与磷代谢

有关，因 在 磷 饥 饿 培 养 条 件 下，该 蛋 白 被 大 量 诱

导［4］" #$% !& *4 ( ’)* 蛋白是 #$% 中主要的抗原，

它是一种糖基化的脂蛋白，是 #$% 特异性抗原，有两

个 % 细胞抗原决定簇"
我们根据结核分枝杆菌的生长特性，以 !& ’! (

’)*，!& *4 ( ’)* 蛋白进行基因工程表达，在大肠杆菌

中成功表达了结核杆菌两种基因重组蛋白，为研究其

活性和建立以 !& ’! ( ’)* 和 !& *4 ( ’)* 基因抗原为

目标的血清学检测方法提供条件" 以 !& ’! ( ’)* 蛋

白为抗原，经 BCDA: 方法检测临床样品中的结核杆

菌抗体灵敏度为：!7" )6，特异性为：’))6，准确性

为：4E" )6；以 !& *4 ( ’)* 蛋白为抗原，经 BCDA: 方

法 检 测 临 床 样 品 中 的 结 核 杆 菌 抗 体 灵 敏 度 为：

7F" 46，特异性为：FF" )6，准确性为：4F" 76 " 实

验结果证实，以两种基因重组蛋白为抗原建立结核分

枝杆菌血清学检测方法，在结核病诊断上有一定的使

用价值，为临床诊断结核病提供切实可行的手段"

【参考文献】

［’］:<&3; A#，B3=<1GH&; :I，J&HH/ J，</ 01" $K8<&,K123 .L23 /<./23=

,HMN0&<; O2/G $+,<11 &<.NH3.<. /H !"#$%#&’#()* ’)%#+&),$-.- .N<,2P2,

03; 3H3.N<,2P2, 03/2=<3. PH& ;</<,/2H3 HP 10/<3/ 23P<,/2H3 23 N<&.H3.

O2/G &<,<3/ /K8<&,K1H.2. ,H3/0,/［Q］" I123 >20=3 C08 DMMK3H1，@))’，

4（!）：’)4F R ’)F!"

［@］>H8<&/- $#，><M2..2< :，S1H8H Q，</ 01" DMMK3< &<.NH3.<. /H /G< !"/

&$%0#’#+.)* ’)%#+&),$-.-+.N<,2P2< 03/2=<3 BA:$+! .2=301 .K8,1232,01

23P<,/2H3 0MH3= ,H3/0</. HP /K8<&,K1H.2. N0/2<3/.［Q］" Q I123 #2,&H82+

H1，@))@，E)（E）：7)E R 7)!"

［*］TM0 ><U2 VW，W0M0123=0M %，%M3303 9Q，</ 01" AN<,2P2< 03; <0&1-

;</<,/2H3 HP D=J，D=: 03; D=# 03/28H;2<. /H !"#$%0#’#1.)* ’)%#+&),$/

-.- *4L>0 03/2=<1/ 23 NKL3H30&- /K8<MK1H.2.［ Q］" $K8<&,K1H.1.，

@))’，4’（@）：@EF R @5*"

［E］DM0X #A，IHM232 #:，Y<&8132 B，</ 01" BU01K0/2H3 HP /G< ;20=3H./2,

U01K< HP M<0.K&23= D=J，D=# 03; D=: 03/28H;2<. /H /G< &<,HM82303/

’!+L21H;01/H3 03/2=<3 HP !"&$%0&’#+.)* ’)%#+&),$-.- 23 ,G21;GHH; /K+

8<&,K1H.2.［Q］" D3/ Q $K8<&< CK3= >2.，@))’，5（!）：’)*! R ’)E*"

［5］Z<3;&1<L.H3 WI，>HK=10.. Q[，W<-3H1;. C>，</ 01" #0.. .N<</M+

M</&1< 2;<3/2P2,0/2H3 HP M/84’，0 3HU<1 .<&H1H=2,01 M0&L<& PH& /K8<&,K+

1H.2.［Q］" Q I103 #2,&H82H1，@)))，*4（’@）：@*5E R @*!’"

［!］毛启龙，冯修光，昌增益" 结核杆菌小分子热休克蛋白 Z.N’!" *

的高效自发再折叠和再组装［ Q］" 生物化学与生物物理进展，

@))@，@F（’）：47 R F)"

［7］\01;<X ##，I10&L QD，]K JQ，</ 01" [K3,/2H301 .2M210&2/2<. 8</O<<3

/G< .M011 G<0/ .GH,L N&H/<23. !"&$%0&’#+.)* ’)%#+&),$-.- ZA9 ’!" *

03; GKM03 01NG0%+,&-./01123［ Q］" BK& Q %2H,G<M，@))@，@!F（7）：

’4)! R ’4’*"

［4］ZK ^#，%K/,G<& 9>，AH1< V，</ 01" 9&H/<23 .-3/G<.2. 2. .GK/;HO3 23

;H&M03/ !"&$%0&’#+.)* ’)%#+&),$-.- 03; 2. &<U<&<; 8- H_-=<3 H& G<0/

.GH,L［Q］" [B#A #2,&H82H1 C<//，’FF4，’54（’）：’*F R ’E5"

编辑‘

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

杨湘华

·期刊文摘·‘ 小鼠心室肌细胞分离方法的改进

［徐‘ 明，周士胜，李龙天，迟‘ 庆" 中国临床康复，@))!，’)（’!）：’’@ R ’’*］

目的：探索更简单实用和重复性好的小鼠心肌细胞分离技术" 方法：实验于 @))5+)5 a )F 在大连大学医学院医学研究中心完

成" 选择 4 b ’! 周龄昆明小鼠 ’5) 只，雌雄不拘，体质量 *) b E) =，由大连大学医学院动物中心提供" 采用原位主动脉插管和动

脉夹固定法酶解分离小鼠心室肌细胞，并在室温下进行全细胞膜片钳记录" 结果：可将主动脉插管的时间控制在 ’" 5 M23 内，所

获心室肌细胞横纹清晰，一次性复钙可获得 5)6 b!)6的耐钙细胞，分离所得细胞可在全细胞膜片钳方式下记录到一过性外向

钾电流（ D/H）" 结论：原位主动脉插管和动脉夹固定酶解分离心室肌细胞的方法简便易行，重复性好，克服了原有方法体外心脏插

管时间长，每次插管时间差异较大，分离效果不稳定的弊端"
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