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【摘( 要】目的：构建结核分枝杆菌 BCDEFG 基因真核表达载

体- 方法：TNR 扩增 BCDEFG 基因，测序正确后克隆入真核表

达载体 =N<WU’- !（ X ），重组质粒酶切鉴定正确后以阳离子

聚合物转染 NPQ 细胞后，分别以 R.#TNR 方法检测 2RWU 表

达和间接免疫荧光技术检测目的蛋白的表达- 结果：构建了

重组质 粒 =N<WU# BCDEFG，R.#TNR 结 果 证 明 BCDEFG 可 在

NPQ 细胞中转录，间接免疫荧光检测证明，表达有 RK$’*& 蛋

白的细胞着染- 结论：成功构建了结核分枝杆菌 BCDEFG 基因

的真核表达载体 =N<WU#BCDEFG，BCDEFG 基因可以在 NPQ 细

胞中表达-
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CD 引言

结核病是目前危害全球人类健康的重要传染病-
这主要是因为! 卡介苗（ENY）对成年人结核病的预

防效果不稳定，保护力为 "Z [ %"Z；" 没有特异性

的诊断试剂；# 艾滋病等免疫缺陷个体的出现加快

了本病的严重后果；$ 耐药菌株的大量出现［!］- 因

而寻找更有效的替代卡介苗的疫苗已成为当务之急-
RK$’*& 蛋白是结核分枝杆菌（49:;<-:=5>%1? =1<5>:1+
@;A%A，A.E） 复 活 促 进 因 子（ >/FIFB4;3;4?7#=>?2?;478
@3B;?>，R=@）样蛋白家族的一员，序列分析发现，它不

仅与细菌的增殖有关，还有可能是宿主免疫系统识别

的一个靶抗原［$］- 为此，我们在 RK$’*& 原核表达和

纯化的基础上，构建了真核表达载体并在 NPQ（ 中

国仓鼠卵巢）细胞中进行表达，同时从其表达水平和

基因转录两方面进行鉴定，为其功能研究奠定基础-

ED 材料和方法

E- ED 材料 D A.E P’%RK 菌株，T*!, 细胞由本室保

存；真核表达载体 =N<WU’- !（ X ）由本室保存；含有

BCDEFG 基因的重组质粒 =T>? 1L P.#BCDEFG 由本室

构建保存；RK$’*& 蛋白多抗由本实验室制备；UA\，

RWU 酶抑制剂和 .R]^?0（T>?2/83 公司）；限制性内切

酶、.+ <WU 连接酶和核酸分子质量标准品（ 宝泰克

公司）；质粒提取试剂盒（Q2/83 公司）；梭华 F?@; 阳

离子聚合物（厦门太阳马公司）；羊抗鼠荧光抗体（宝

信公司）-
E- FD 方法

!- $- !( BCDEFG 基因片段的扩增与测序 ( 结核分枝

杆菌 BCDEFG 全基因序列的特异性引物序列为：T!：

,_#883 ;BB 8BB 3BB 3;8 3BB BB8 88; ;;8 B;; 3B#’_，含 (-?P
%酶切位点，起始码和 B?^3O 序列；T$：,_#BB8 338 B;;
3;B 8;B BB; 8B; BBB B83 ;83#’_，含 0%&G&酶切位点和终

止码- TNR 反应条件：&+‘ +" F，,)‘ ’" F，%$‘ !
247，共 ’" 个循环，%$‘延伸 !" 247- 回收 TNR 产物，

用 .+ 连接酶将 TNR 产物与 =Y1A#.#/3F6 载体连接，

转化 #H :;@% <P,’，随机挑取 , 个克隆提取质粒进行

双酶切鉴定，取 $ 个鉴定正确的克隆进行测序［’］-
!- $- $ ( 重 组 质 粒 的 构 建 及 鉴 定 ( 将 测 序 正 确 的
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!"#$%& 基因克隆至真核表达载体 !"#$%&’ (（ ) ），

构建重组质粒 !"#$%*!"#$%&’ 连接转化、质粒提取

均按文献进行［&］’ 以 ’()+!和 *+,,"酶切 !"#$%*
!"#$%&，(- . / 0 琼脂糖凝胶电泳鉴定重组质粒’
(’ 1’ &2 细胞转染2 将 3 4 (-3 个 "+5 细胞接种于 6
孔板，细胞数量达孔底约 1 / & 时进行转染’ 转染前用

不含抗生素的 (67- 培养液洗 1 次，以 -’ 3 80 (67-
培养液重悬细胞’ !"#$%*!"#$%& 重组质粒 (- #0 和

阳离子聚合物 3 #0 各用 9- #0 无血清的 (67- 培养

液稀释，两者混匀后室温作用 1- 8:;，缓慢加入到细

胞中’ 培养 17 < 后收集细胞，同时设正常细胞对照’
(’ 1’ 72 =>*?"= 检测 8=$% 表达2 收集重组质粒转

染的 "+5 细胞，1--- @ / 8:; 离心 (- 8:;’ 参照 A:BCD
的 >=EFDG 试剂盒说明书提取细胞 8=$%’ 在上述 (-
#0 8=$% 溶液中，加入 ( #0 5G:.D（ ,>）(1 ) (9 引物，

H-I水浴 3 8:; 后立即置于冰上，加 (- 4 BJKKL@ 7 #0，

M.N57 7 #0，(- 88DG / 0 ,$>?O 1 #0，=$% :;<:B:PD@
-’ 6 #0，%MQ -’ 9 #0，+15 (-’ 7 #0’ 混匀，71I作用

( <，H-I (3 8:; 终止反应’ ?"= 反应时加入 C#$%
第 ( 链 1 #0，反应条件为 R7I 预变性 3 8:;，R7I 变

性 &- O，33I复性 &- O，H1I延伸 7- O，共进行 &- 个循

环，末次循环 H1I延伸 1 8:;，扩增产物以 (- . / 0 琼

脂糖凝胶电泳检测’
(’ 1’ 3 2 间接免疫荧光检测目的基因表达 2 将转染

!"#$%*=S1&9R 质 粒 的 "+5 细 胞 爬 片，用 纯 化 的

=S1&9R 融合蛋白制备的免疫血清作为一抗，间接免

疫荧光法检测 "+5 细胞中融合蛋白的表达［7］’

!" 结果

!’ #" 目的基因的扩增、克隆及酶切鉴定2 用 ?"= 方

法从 +&H=S 中扩增出 =S1&9R 的 #$% 片段，被顺利

克隆入 !ATM*>*LUOV 载体，测序证实所克隆的基因完

全正确’ 序列分析与 AL;WU;X 报道的一致（图 (）’

M：#01--- 8U@XL@；(：?"= 产物’

图 (2 !"#$%& 基因的 ?"= 结果

!’ ! " 重 组 质 粒 的 酶 切 鉴 定 " 重 组 质 粒 !"#$%*
!"#$%& 被 ’()+!和 *+,,EEE 双酶切后可得到约 7H3
B! 的片段，与预期的大小相一致（图 1）’

M：#01--- 8U@XL@；( Y &：!"#$%*!"#$%& 被 ’()+!和 *+,,"双酶切’

图 12 重组质粒的酶切鉴定

!$ %" &’()*& 检测 +&,- 表达" 在约 7H3 B! 处扩

增出特异性基因（图 &），表明 !"#$%*!"#$%& 重组质

粒可以在 "+5 细胞中转录’

M：#01--- 8U@XL@；(：=>*?"= 产物’

图 &2 重组质粒转染 "+5 细胞的 =>*?"= 结果

!’ ." 间接免疫荧光检测目的基因表达" 转染细胞在

经过间接免疫荧光染色后，阳性细胞有较强的荧光着

染，表达蛋白定位于细胞膜上，而对照组细胞没有着

染（图 7）’

%：!"#$%& 融合蛋白在 "+5 细胞内表达；W：对照’

图 72 间接免疫荧光测定融合蛋白在 "+5 细胞中的表达2 4
7--
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!" 讨论

!"#$%&’&($ )* 等［+］研究发现藤黄微球菌（!"#
$%&$&$$’( )’*+’(，!, )’*+’(）可分泌一种 ,-.，该因子可

刺激该菌休眠体复活和生长，也可促进繁殖体生长，

研究证实 ,-. 作用与真核细胞的细胞因子相似，具有

自我刺激作用又称细菌因子/ 同时进一步研究证实

该因子也可以刺激其他种类的高（) 0 1）2的革兰阳

性菌，包括结核分枝杆菌/ 结核分枝杆菌全基因序列

分析表明，其中 ,(34456；,(75+86，,(849:6，,(388;，

,(7<4;6 和基因与 !, )’*+’( 菌 ,-. 基因同源，其中 5
个基因编码的蛋白是分泌蛋白，推测结核杆菌这些基

因编码的蛋白可能也具有 ,-. 作用，但尚无直接证

据［+ = 9］/ >$??@AAB 等［:］采用大规模插入突变分析发现

,-. 样蛋白并不是 C<:,( 株生长所必需，而且这 + 种

,-. 样 蛋 白 在 功 能 上 有 一 定 的 重 叠/ 因 为 突 变

-./001 基因可明显减缓 !DE 的生长速度，提示其在

!DE 的生长中可能发挥着较为重要的作用/ 以往研

究［4］表明，!DE C<:,( 株的几种 ,-. 样蛋白与 !, )’#
*+’( 的 ,-. 蛋白一样，都属于膜蛋白，因而这些蛋白

（或者这些蛋白中的某个或某几个蛋白）有可能会被

宿主的免疫系统所识别，从而有可能作为亚单位疫苗

的备选组分/
近年来，国外在 DE 新型疫苗或增强 E1) 免疫效

果方面已作了大量的研究工作，并正在进行大规模的

候选疫苗筛选工作/ 由于结核分枝杆菌 ,-. 家族蛋

白不仅可以促进结核休眠菌复活，而且还具有多种生

物学活性如自溶素和 F 或青霉素结合蛋白的功能、细

胞学方面的功能等［;］，此外这几种 ,-. 样蛋白与 !,
)’*+’( 的 ,-. 蛋白一样，都属于膜蛋白，因而这些蛋白

（或者这些蛋白中的某个或某几个蛋白）有可能会被

宿主的免疫系统所识别，从而有可能作为亚单位疫苗

的备选组分/ 在本实验中，我们在 -.2341 原核表达

和纯化的工作基础上构建了真核表达载体并在 1CG
细胞中进行表达，同时从其表达水平和基因转录两方

面进行鉴定，为其在新型疫苗的应用中奠定了基础/
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