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【摘+ 要】目的：表达和纯化 OB;P 融合蛋白- 方法：将含有

OB;P 基因片段的质粒用 /F1R 与 ’-?S!双酶切，然后将目的

基因片段克隆入 B=ATP)- ! U 载体构建重组载体 B=ATP)- ! U #
OB;P，测序正确后再将目的基因片段亚克隆入 B1.!&F 原核表

达载体并转化 7B :;@& A1)，RX.Y 诱导表达融合蛋白，[/@C/?8

F0DC 鉴定融合蛋白- 在变性条件下 T4$ U #T.P 亲和色谱柱纯化

目的融合蛋白- 结果：目的基因片段测序与 Y/8F38W 报道一

致（切去了 ,\端 && FB）- GAG#XPY1 显示，在 0? 约为 (" W6 处

有表达条带，[/@C/?8 F0DC 鉴定为（S4@）’ 融合蛋白，并与小鼠

抗 O>!((* 和抗 O>$)(& 免疫血清有交叉反应- 可溶性分析发

现融合蛋白主要以包涵体形式存在- 经 T4$ U #T.P 亲和色谱

柱纯化得到了融合有 ’ 个组氨酸残基 的 OB;P 融 合 蛋 白-
结论：成功构建了 B1.!&F#OB;P 表达载体，并在 7B :;@& A1)
中高效表达，亲和层析后获得了纯化目的蛋白-

【关键词】OB;P；表达；纯化；分枝杆菌，结核

【中图号】O)&$- !!+ + + 【文献标识码】P

BC 引言

复活 促 进 因 子（ ?/@6@=4C3C4D8 B?D2DC489 ;3=CD?，
OB;）最早在藤黄微球菌中发现，它可以促进休眠期结

核分枝杆菌的生长［!］- OB; 样蛋白广泛存在于革兰

氏阳性菌中，并参与革兰氏阳性菌生物活性［$］- OB;P
（O>"(’%=）是结核分枝杆菌 OB; 家族五种蛋白（P#1）

中的一员［)］- 在对 OB; 家族其他成员的研究中发现

OB; 样蛋白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［* ] ,］- 我们表达并纯化

OB;P 融合蛋白，以期进一步研究 OB;P 融合蛋白刺激

细菌增殖功能的作用机理和自身的免疫学特性，评价

其作为快速培养检验结核分枝杆菌（27=DF3=C/?462
C6F/?=60D@4@，E.I）的候选组分的可能性-

DC 材料和方法

D- DC 材料C 含 OB;P 基因片段的质粒由 E4W/ ^D689
教授惠赠（K84>/?@4C7 D; [30/@，N3?<4;;，K84C/< _489#
<D2）；B=ATP)- ! U 载体与 T4$ U #T.P X6?4;4=3C4D8 G7@#
C/2（美国 R8>4C?D9/8 公司）；B1.!&F 载体（ 美国 TD>3#
9/8 公司）；7B :;@& A1) 菌株为第四军医大学微生物

学教研室保存；限制性 内 切 酶 /F1R，’-?SR 与 .*
ATP 连接酶（ 大连 .3_3O3 公司）；RX.Y（ 美国 G4923
公司）；质粒微量提取试剂盒与胶回收试剂盒（ 美国

‘2/93 公司）；XaAJ 膜（ 美国 E4004BD?/ 公司）；抗 S4@
标签 2PF（北京天为时代公司）；小鼠抗 O>!((* 和抗

O>$)(& 免疫血清（切去 S4@ 标签）为第四军医大学微

生物学教研室制备-

!!"#第四军医大学学报（$ %&’()* +,- +./ 01,2）344"；35（#6）7 *))8：9 9 :&’(1;-< =>>’< ./’< ?1



!! "# 方法

"! #! "$ 基因片段的测序鉴定$ 将含有目的片段的质

粒用 !"#% 和 $%&&% 双酶切，琼脂糖凝胶电泳后回收

目的片段条带! 再将纯化的回收产物与经同样酶切的

’()*+,! " - 载体进行连接，转化感受态 ’( )*+, ).,，均

匀涂布于含有 "// 01 2 3 氨苄青霉素的 34 培养基

中，,56培养 "7 8，随机挑取克隆进行酶切鉴定，将酶

切正确的克隆送至上海博亚生物工程有限公司进行

序列测定!
"! #! #$ 目的蛋白的诱导表达$ 测序结果正确的质粒

经 !"#% 和 $%&&% 双酶切后，回收目的片段，与经同

样酶切的 ’.9":; 载体进行连接，转化感受态 ’( )*+,
).,，随机挑取 < 个克隆进行酶切鉴定! 把酶切鉴定

正确的阳性克隆接种在含有 "// 01 2 3 氨苄青霉素的

34 培养液中 ,56振摇过夜，然后按 "=#> 的接种量进

行转接，,56振摇 , 8 后加入异丙基 !?)?硫代半乳糖

苷（ %@9A）至终浓度为 "! / 00B3 2 3 ，,56继续培养

< 8! 取 "! / 03 细菌培养物，离心 " 0CD 收集菌体，

加入 # E 样品缓冲液剧烈振荡混匀，"// 6煮 "/ 0CD
后 "# /// - 离心 "/ 0CD；取上清进行 F)F?@+A. 电泳

检测，并通过凝胶薄层扫描测定其表达量!
"! #! , $ 表达产物鉴定 $ 所构建的重组质粒表达的

G’H+ 蛋白是带有 7 个组氨酸标签的融合蛋白，而且

表达的 G’H+ 蛋白是与 G’H 家族其它蛋白高度同源

的，都含有关键的 G’H 样结构域［7］! 将经过诱导的细

菌制成样品，进行 "// 1 2 3 F)F?@+A. 电泳，并转移至

@I)J 膜上，用 "/ 1 2 3 4F+ 封闭过夜，分别加入抗组

氨酸标签的特异性 0+;，小鼠抗 GK"LL< 免疫血清，

小鼠抗 GK#,L: 免疫血清作用 " 8，以 "/ 00BM 2 3 @4F
（’& 5! #）洗涤后，加入 &G@ 标记的羊抗鼠 %1A 作用

" 8，以 )+4 显色观察表达产物! 分别以未诱导细菌

裂解物，第四军医大学微生物学教研室制备的 .F?
+97?N@97< 融合蛋白为阴性对照!
"! #! <$ 表达蛋白的可溶性分析$ 大规模培养细菌，

诱导 表 达 目 的 蛋 白，收 集 细 菌，超 声 波 破 碎 细 菌!
"# /// - 离心 "/ 0CD 后将上清和沉淀分别制样，进

行 F)F?@+A. 分析!
"! #! > $ 表达产物的纯化 $ 采用 %DKCOPB1QD 的 *C# - ?
*9+ 纯化试剂盒纯化目的蛋白! 将 >/ 03 的诱导菌

液离心，制备上柱样品，按照变性条件进行亲和色谱

纯化，收集洗脱液进行 F)F?@+A. 分析!

"# 结果

"$ !# %&’( 基因片段的序列测定# 含有目的基因片

段的质粒用 !"#% 和 $%&&% 双酶切，得到大小约为

""#> ;’ 的片段（图 "），将回收后的目的片段克隆入

’()*+,! " - 载体，挑选酶切鉴定正确的克隆，经正反

向全自动测序后证实目的片段序列与切去 * 末端 ::
;’ 信号肽编码序列后的 AQD;RDS 序列完全一致!

N：)*+ 0RPSQP（)3#///）；"：@MRT0CU?G’H+!

图 "$ 含 G’H+ 基因片段质粒酶切鉴定

"! "# 表达载体的酶切鉴定$ 将重组质粒 ’()*+,! " - ?
G’H+ 经 !"#% 和 $%&&% 双酶切后，回收目的片段，与

经同样酶切的 ’.9":; 载体进行连接，转化感受态

’( )*+, ).,，随机挑取 < 个克隆进行酶切鉴定，其中

#，,，< 号克隆切出目的大小的片断，命名为 ’.9":;?
G’H+?#，,，<（图 #）!

N：)*+ 0RPSQP（)3 #///）；" V <：’.9":;? G’H+ 质粒!

图 #$ ’.9":;? G’H+ 质粒酶切鉴定

"$ )# %&’( 融合蛋白的表达# 将重组质粒转化’( )*+,
).,，" 00BM 2 3 %@9A 诱导 < 8，进行 "// 1 2 3 F)F?
@+A.，从电泳图中可以看见在 .P 约为 L/ SW 处出现

表达带，而未诱导的细菌没有表达带出现（图 ,）!
"! *# 融合蛋白的鉴定# 将诱导细菌裂解物分别与抗

组氨酸的特异性 0+;，小鼠抗 GK"LL< 免疫血清和抗

GK#,L: 免疫血清做免疫印记! 结果显示在 .P 约为

L/ SW 处有一显色带，而未诱导对照，纯化的 .F+97?
N@97< 融合蛋白阴性对照没有显色（图 <）!
"! +# 表达蛋白的可溶性分析与纯化# 将细菌裂解产

物的上清和沉淀分别所制样品，进行 F)F?@+A. 分

析，表明表达产物主要在细菌裂解后的沉淀中，而上

清中则很少! *C# - ?*9+ 亲和色谱柱纯化蛋白后 F)F?
@+A. 分析可发现在 .P 约为 L/ SW 处有一条清晰的
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条带（图 !）"

#：标准分子量蛋白；$：诱导的 !" #$%& %&’；(：未诱导的 !" #$%& %&’

工程菌；’ ) *：诱导的 !" #$%& %&’ 工程菌"

图 ’+ （,-.）/ 0 1234 融合蛋白的表达

#：标准分子量蛋白；$：诱导的 !" #$%& %&’ 工程菌与抗 15$66* 免疫

血清；(：纯化 &748/0#98/* 蛋白与抗 15$66* 免疫血清；’：诱导的

!" #$%& %&’ 工程菌与抗 15(’6: 免疫血清；*：纯化 &748/0#98/* 蛋白

与抗 15(’6: 免疫血清；!：诱导的 !" #$%& %&’ 工程菌与抗 ,-. 标签

;4<；/：未诱导的 !" #$%& %&’ 工程菌与抗 ,-. 标签 ;4<"

图 *+ 1234 融合蛋白与小鼠抗 15$66* 免疫血清、抗 15(’6:
免疫血清和抗 ,-. 标签 ;4< 免疫印记

#：标准分子量蛋白；$：菌体裂解物沉淀；(：菌体裂解物上清；’：未

诱导的 !" #$%& %&’ 工程菌；*：诱导的 !" #$%& %&’ 工程菌；!：纯化的

1234 融合蛋白"

图 !+ （,-.）/ 0 1234 融合蛋白的纯化与可溶性分析

!" 讨论

1234 基因全长 $((* <2，表达的 1234 蛋白是一

种分泌型蛋白，包括有 = 末端信号肽，123 样结构域，

富含脯氨酸0丙氨酸重复序列" 我们表达的融合蛋白

切去了 = 末端 ’’ 个氨基酸的信号肽，以利于表达融

合蛋白，因此用 2&8$:< 载体表达理论 ’> 应该约为

*? @A，但是我们看见诱导表达的条带却是在 ’> 约为

6? @A 位置" 为了鉴定所表达的蛋白是否是我们所需

要的蛋白，我们先用小鼠抗 ,-. 标签 ;4< 对表达产

物进行免疫印记，在 ’> 约为 6? @A 处出现单一条带，

而空载体诱导的菌体裂解物没有显色条带；为了进一

步鉴定所获的融合蛋白，我们随后又分别用小鼠抗

15$66* 和抗 15(’6: 免疫血清（ 均已切除了 ,-. 标

签）对诱导细菌裂解物进行免疫印记，以纯化的重组

结核杆菌 &748/0#98/* 蛋白作为阴性对照，结果都

在 ’> 约为 6? @A 处出现单一条带，而阴性对照没有

出现条带" 因此我们认为所表达的蛋白就是我们所

需要的蛋白" 7497（BBB" -.>CD" -.<0.-<" DE F .G3HBI>C F
7497J3G>;" EH;K）分析发现 1234 蛋白 9$(’ 09’L$集中了

L! 个脯氨酸，中间包含了大量的重复序列 M49949，

而脯氨酸是唯一的一种环状氨基酸" 因为它的环状

结构，刚性很强，它的出现都是肽链方向的改变，因此

在高密度重复出现脯氨酸时，肽链既不能形成 !0螺
旋也不能形成 "0折叠，只能形成长链的无规则卷曲"
’%0NOP74Q（ BBB" <;;" -DRCH" A@ F .C>5C>. F ’ST-U.IB F ）
分析也预测了这一点" 因此在形成 7%70蛋白质复合

物时，按照“ 项链”模型理论［L］，7%7 在中央，结合的

肽链弯曲形成环状在外围，而环的直径决定了复合物

在聚丙烯酰胺凝胶中的泳动速率，由于 1234 蛋白富

含脯氨酸0丙氨酸重复序列，造成环的弯曲受限，从而

导致环的直径变大，导致了泳动速率的下降，在 7%70
94P& 电泳上就表现为分子量明显增加" #A@I;GKG5I
等［6］用抗 123 样结构域抗体对 #8V 和 VWP 培养上

清浓缩液作免疫印记，也发现在 ’> 约为 6? @A 处有

表达条带，因此我们的判断完全是有理由的" 而且后

续的实验已经显示纯化的 1234 融合蛋白对 VWP 和

,’L1I 的生长有刺激作用"
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#$ 临床资料 $ 1221C2I Z 122:C2I 老年恶性气道阻塞患者 34
（男 18，女 6）例，年龄 I2 [ 62（41 \ 6. 7）岁，病史 5 [ 76（ 平均

5I）,(. 纤支镜检查确诊，气道完全闭塞 1I 例，病变在右主支

气管 5I 例，在左主支气管 57 例，中间支气管病变 51 例，右上

叶开口病变 3 例，左上叶开口病变 7 例，右上叶合并右中间支

气管病变 I 例，狭窄原因均为肺部恶性肿瘤. 鳞癌 13 例，肺小

细胞癌 I 例，腺癌 7 例，大细胞癌 1 例，未分化癌 1 例，均有阻

塞性肺炎及顽固性咳嗽，发热 12 例. 低氧血症 3I 例，慢性阻

塞性肺疾病 15 例，并发呼吸衰竭 5I 例；并发肺不张 5I 例；并

发胸腔积液 5: 例；并发高血压和（或）冠心病 57 例；肾功能不

全 6 例. 采用日本 V’B,D") P]CO32 型纤维支气管镜；多功能

微波治疗仪（ 南京新技术研究所研制生产）=Q;/C??? 型，频

率 17:2 =T^，输出功率 5 [ 522 _，辐射器，单极同轴微波天

线，直径 5. : ,,，长 522 &,，尖端接 : ,, 柱状针. 12 E Z R 利

多卡因鼻腔及咽喉部雾化吸入黏膜表面麻醉，插入纤支镜后

经活检孔注入利多卡因 6 [ 52 ,R，麻醉咽喉气管及左右主支

气管黏膜. 微波凝固治疗功率 7: [ I2 膜 _，每点持续时间 6
[ 5: ). 然后经活检孔插入微波辐射天线，尖端插入或紧贴治

疗部位，自近及远行多点凝固治疗，治疗中可见冒泡，烟雾，病

变部位呈灰白色凝固坏死，并及时用鳄口钳反复钳去焦化坏

死组织或已游离的组织片. 每 : [ 4 H 治疗 5 次，3 次为 5 疗

程. 显 效：腔 内 肿 块 缩 小 或 管 径 恢 复 到 原 径!I2‘ 1I 例

（42. 3‘），有效：腔内肿块缩小或管径恢复到原径 a 32‘，但

b I2‘52 例（14. 2‘）；无效：腔内肿块缩小或恢复到原径"
32‘ 5 例（1. 4‘）. 总有效率（84. 3‘）. 术前 5I 例并发肺不

张，治疗后 6 例（:2‘）完全复张，3 例（56. I‘）部分复张，12
例（:7. 5‘）胸片肺门阴影缩小，54 例（7:. 8‘）无明显变化，6
例（15. I‘）术后 3 [ 4 H 咳出血性污秽物或豆腐渣样物，随后

血常规及体温降至正常. 在治疗过程中出现低氧血症 3: 例，

出现小量咯血 I 例，经止血治疗，3 [ 4 H 后好转，术后 1 [ 3 H
发热 I 例，接近 38c1 例，均经环丙沙星等治疗 3 [ : H 后好

转. 均未发生穿孔、明显出血及心脏骤停等并发症.

%$ 讨论$ 微波作为一种交变电声，在其交变外电场作用下，

生物体内水分子正负极的位置，随外电场极性的超高速变化，

分子间相互摩擦产生内热，高功率时可使组织局部温度迅速

升达 I2 [ 512c，造成组织凝固坏死，称为微波组织凝固治疗

（=;S）［5 9 1］，在同样的温度下，肿瘤细胞对高热损伤比正常细

胞敏感，71. :c作用 1 A，可杀死 8:‘的肿瘤细胞，对正常细胞

只为 73‘，故微波透热治疗既可避免癌细胞在 72c左右造成

扩散，又可有效地破坏癌细胞，而对正常细胞则杀伤作用较

小，且可促使正常细胞复活［3］. 本组 34 例肺癌患者已证实，

经过 3 次微波治疗后，癌细胞大片坏死. 目前研究认为 =;S
治疗后造成大量的肿瘤细胞变性坏死，其分解产物或坏死的

残留组织释放某种物质形成抗原，刺激机体产生特异的抗肿

瘤免疫［7］.
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