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【摘) 要】目的：构建结核分枝杆菌 JJ1*0 Q RO- 融合蛋白表

达质粒，并在大肠杆菌 TB!"& 中诱导表达, 方法：利用 JKF
技术从结核杆菌 V(%FG 中扩增 :EFGHF 基因，并将其定向克隆

IR1W#+-#! 中，构建重组表达质粒 IR1W#+-#!#:EFGHF 并转化

"D =4B& TB!"&，异丙基#!#H#硫代半乳糖苷（ XJ-R）诱导表达, 采

用 RO- 蛋白纯化试剂盒进行重组融合蛋白纯化，OHO#JYR1
和 M.>?.=8 E/6? 鉴定重组表达产物, 结果：成功构建原核表达

质粒 IR1W#+-#!#:EFGHF 并表达出约 ;=*( """大小的 JJ1*0 Q
RO- 融合蛋白，占总菌体的 +"Z , M.>?.=8 E/6? 检测该融合蛋

白能和结核患者多价抗血清发生反应, 结论：成功地构建了

原核表达质粒 IR1W#+-#!#:EFGHF，并在大肠杆菌得到表达,
【关键词】结核分枝杆菌；FH! 区；JJ1*0 Q RO- 融合蛋白；表达

【中图号】’$!"+) ) ) 【文献标识码】Y

JK 引言

世界卫生组织的最新研究报告指出，由于艾滋病

蔓延及结核杆菌耐药菌株的产生，使结核病的流行日

益盛行, 结核病的快速准确诊断，是全球控制结核病

的重要措施, :EFGHF 编码的 JJ1*0 蛋白是结核分枝

杆菌（B-E）JJ1 蛋白家族的一员，它可能与结核分

枝杆菌抗原变异和逃避免疫机制有关，具有重要的免

疫学意义，是一种免疫优势抗原［!］, 我们克隆表达并

纯化 JJ1*0 蛋白，以期待进一步研究其免疫特性，评

价其是否可作为结核诊断试剂的候选蛋白,

#K 材料和方法

#, #K 材料K 结核分支杆菌标准株 V(%FG 由四川省

疾病预防控制中心结核病预防控制所提供；结核患者

血清抗体由绵阳市疾病预防控制中心所提供；"D =4B&
TB!"&，质粒 IR1W#+-#! 由本室保存, I<D H\Y 聚合

酶，C\-J，核酸相对分子量标准 HA$"""，B3=[.= ]X
均购于天为时代有限公司；限制性内切酶 I,AVX，
"=4FX，蛋白质分子质 量 标 准 均 购 于 晶 美 公 司；-+
H\Y 连接酶购于上海生工生物工程有限公司；质粒

微量抽提试剂盒、硝酸纤维膜素滤膜、HYE 试剂盒购

于西安宝信生物有限公司；胶回收试剂盒、1E（ 溴化

乙锭），琼脂糖、HYE 试剂盒、溶菌酶、丙烯酰胺、\#\#
亚甲基双丙烯酰胺、OHO（ 十二烷基磺酸钠），二硫苏

糖醇（H--），异丙基#!#H#硫代半乳糖苷（ XJ-R）均购

自成都溶海生物科技有限公司；RO- 融合蛋白纯化试

剂盒购自上海杰美基因公司；辣根过氧化物酶标记羊

抗人 X9R 购自北京中山生物技术有限公司, 其余试剂
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均为国产或进口分装分析纯级产品!
!! "# 方法# 基因组 "#$ 提取参照文献［%］的方法

稍加修改后进行! 根据 &’(’)*(+ 中 ,-.’ 等［/］报道的

结核杆菌 0/123 株 !"#$%# 基因序列设计引物! 引物

序列：45：678$9$ &&$ 9,, $9, $,, $9& ,9&
9&& ,$,8/7；4%：6789$9 &$$ 99, ,$9 9$, &&&
$&, 9,$ ,,$ &98/7! 引物 45 及 4% 的 67末端分别

引入 &’(0: 和 )*+2: 酶切位点（用下划线表示）! 上

述引物由上海生工生物工程有限公司合成! !"#$%#
基因的 4,2 扩 增 以 结 核 分 支 杆 菌 0/123 基 因 组

"#$ 为模板，反应条件为：;<=预变性 6 >?(；;<=变

性 5 >?(；6;=复性 5 >?(；1%=延伸 % >?(；1%= 6 >?(
共 /@ 个循环；1%= 继续延伸 6 >?(! 反应结束后取

6AB 扩增产物于 C D E B 琼脂糖凝胶中电泳检测结果!
将 4,2 产 物 及 载 体 F&GH8<985 用 限 制 性 内 切 酶

&’(0: 和 )*+2: 分别进行双酶切后用胶回收试剂盒

回收! 用 9< "#$ 连接酶将回收后的目的片段与载体

在 5I=连接过夜! 取连接反应物 6 AB 转化感受态大

肠杆菌（ 氯化钙法制备［<］）JK5@;，取转化菌液 %@@
AB 涂布于含氨苄青霉素（6@ >D E B）的 B) 固体培养

基上，/1=培养过夜! 随机挑取阳性转化子培养并提

取质粒 "#$ 进行酶切及 4,2 鉴定! 将鉴定含有目的

基因的重组质粒保种菌液送至宝生物工程有限公司

进行测序! 挑取含有重组质粒的 JK5@; 单菌落 /1=
振摇培养过夜，以 5L5@@ 转种于含有氨苄青霉素（6@
>D E B）的 B) 液体培养基中，继续振荡培养至 M"I@@为

@! I 时，加入 :49& 至终浓度 5 >>-. E B，诱导表达 < N!
同时用 JK5@; 菌和含空载体 F&GH8<985 的 JK5@; 菌

作对照! 取菌液 5 >B 离心，4)O 洗涤 / 次后用 4)O
重悬菌体，加入溶菌酶（5@ D E B）至终浓度为 5@ >D E
B，室温放置 /@ >?(，反复冻融，5% @@@ P E >?( 离心 6
>?( 分别取上清和沉淀加入 5 Q O"O 上样缓冲液，煮

沸 6 >?( 后，进行 O"O84$&G! 大量诱导表达蛋白，方

法同前，处理菌体分为上清和沉淀，每克沉淀重悬于

% >B 含 C >-. E B 尿素的 @! 5 >-. E B 9P?R8,.（F0 C! 6）

中，室温静置 /@ >?(，离心，转移上清，以透析法除去

蛋白样品中尿素，透析后的样品于 S %@= 保存［<］! 按

照 &O9 亲和层析柱所提供的方法纯化融合蛋白! 将

上述纯化产物和 JK5@; 对照菌表达产物进行 O"O8
4$&G 后转移至硝酸纤维素膜上，6@ D E B 脱脂奶粉

<=封闭过夜，加入结核患者血清（5L5@@），/1=孵育

过夜，99)O 洗涤 / 次，加入辣根过氧化物酶标记的

羊抗人 :D&（5L6@@），/1=孵育 5 N，99)O 洗涤 / 次，

"$) 试剂显色!

"# 结果

"$ !# 重组质粒 %&’()*+)!)!"#$%# 的鉴定, 用 4,2
方法以 K9)0/123 基因组 "#$ 为模板进行扩增，经

C D E B 琼脂糖凝胶电泳后，得到约为 55%6 TF 的 "#$
条带，与预计目的基因片段大小相符，而空白对照未

扩增出条带（图 5）分别用 )*+2: 和 &’(0: 对重组质

粒 F&GH8<9858!"#$%# 进行单酶切，均见一约 /116 TF
片段，比空质粒双酶切约大 55%6 TF；用 &’(0: 和

)*+2: 对重组质粒 F&GH8<9858!"#$%# 进行双酶切，

见与空质粒和 4,2 产物等大约 <;@@ TF 和 55%6 TF
两个片段；对酶切正确的重组质粒进行 4,2 扩增鉴

定，扩增出约为 55%6 TF 的目的片段（ 图 %）! 重组质

粒经测序，结果显示，重组质粒所含目的基因片段与

&’()*(+ 中报道的结核分支杆菌 0/123 株 !"#$%#
基因序列同源性为 5@@U，表明 F&GH8<9858!"#$%#
重组质粒构建成功!

K："#$ >*P+’P；5：23/C1/4,2 扩增；%：阴性对照!

图 5V 23/C1/4,2 产物电泳图

K5："#$ >*P+’P（"B%@@@）；5：!"#$%# 的 4,2 扩增；%：F&GH8<985)*+2:

和 &’(0: 双酶切；/：重组质粒 F&GH8<9858!"#$%#)*+2: 和 &’(0: 双

酶切；<：重 组 质 粒 F&GH8<9858!"#$%#&’(0: 单 酶 切；6：重 组 质 粒

F&GH8<9858!"#$%#)*+2: 单酶切；K%："#$ >*P+’P（>*P+’P W:）!

图 %V 重组质粒 F&GH8<9858!"#$%# 酶切和 4,2 鉴定电泳图

"! "# 融合蛋白表达和纯化# 含重组表达质粒 F&GH8
<9858!"#$%# 的 )- *+./ JK5@; 经 :49& 诱导后，能够表

达 5 条约为 0P I/ @@@的融合蛋白条带，其中 44GIC
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约为 !!"# ""$，%&’ 约为 !!(# $$$，凝胶扫描分析融

合蛋白占菌体总蛋白的 )$* + 该蛋白存在于裂解菌

体的沉淀中，说明该蛋白主要以不可溶的包涵体形式

表达+ 空菌和空载体组未见此蛋白条带+ 纯化后的蛋

白经薄层扫描分析融合蛋白纯度可达 ,-* 以上（ 图

"）+ 纯化蛋白在约 !!." $$$处出现明显杂交信号，而

/01$2 对照菌在该处未出现杂交信号（图 )）+

0：03!45!；1：/01$2 诱导前；(：/01$2 诱导 1 6；"+ )：含 7%89:)’:1 的

/01$2 诱导前和诱导 1 6；-+ .：含 7%89:)’:1:"#$%&$ 的 /01$2 诱导前

和诱导 ) 6；#：含 7%89:)’:1:"#$%&$ 的 /01$2 纯化蛋白+

图 "; "#$%&$ 融合蛋白 &<&:=>%8 分析

0：03!45!；1：/01$2 对照菌；(：纯化的融合蛋白+

图 ); 纯化的融合蛋白 ?5@A5!B CDEA 鉴定

!" 讨论

找到结核分支杆菌的特异性抗原，对于结核病的

诊断及开发新疫苗均具有重要意义+ F<1 区是 CG%
减毒传代过程中最先缺失的一段区域，它与结核分枝

杆菌毒力相关，因为该区基因所编码的蛋白能被宿主

免疫系统高度识别，目前大家对结核分枝杆菌诊断试

剂的研究主要集中在 F<1 区，F<1 区一共编码 2 个

蛋白，==8., 是由位于该区的 "#$%&$ 所编码［-］+ 研究

表明 ==8., 能够被 ’ 淋巴细胞所识别，激发出强烈

的细胞免疫，刺激小鼠脾淋巴细胞增殖，诱导大量

HIJ:! 产生，可以认为 ==8., 是除 5@3A:. 和 KL7:1$ 以

外的第 " 种重要的免疫优势抗原+ 由于编码 "#$%&$，

KL7:1$，5@3A:. 的 " 个基因相邻，有学者称，这 " 个基

因形成的基因簇在结核分枝杆菌中编码了的一个新

的传输系统，这个新的功能单位与宿主免疫系统间有

着紧密的联系，这种功能单位不仅仅存在于 F<1 区，

同时也存在于其他跟 ==8 蛋白家族相毗邻的类 5@3A:
. 和 KL7:1$ 蛋白的基因簇［.］+

我们通过设计 0’C "#$%&$ 特异性引物，用 =GF
方 法 从 0’CM"#FN<J> 库 中 扩 增 出 目 的 基 因

"#$%&$，序列测定与 %5BO3B4 完全一致+ 为使融合基

因得到高效及稳定的表达以及考虑到纯化工作，我们

选择了 7%89:)’:1 作为表达 %&’ 融合蛋白的原核高

效表达载体，它带有强的 A3K 启动子，构建的表达载

体中，&< 序列下游是 %&’ 基因，目的基因接在 %&’
下游，因 此 表 达 产 物 为 带 有 %&’ 的 融 合 蛋 白 即

==8., P %&’+ 这种表达系统可以克服转录和转录后水

平对外 源 基 因 表 达 可 能 带 来 的 不 利 影 响，表 达 的

==8., P %&’ 融合蛋白便于通过 %&’ 亲和层析纯化，

从而 获 得 了 纯 化 的 ==8.,，用 结 核 患 者 血 清 进 行

?5@A5!B CDEA 试验，证实所获得的融合蛋白 ==8., P
%&’ 可以与患者血清发生反应，提示 ==8., 可作为

结核病诊断用特异性抗原，为进一步研究它在血清诊

断中的作用奠定了基础+
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