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【摘+ 要】目的：获得结核分枝杆菌 ;%<R 基因片段并高效表

达、纯化. 方法：用 SOT 技术从 D/H 毒株 U*%TL#@VR 中扩

增出相应大小的 @VR 片段，将片段与 AW2D#/#04I6 载体连接

后测序. 将测序正确的 ;%<R 按照 25=U!和 0*+;"酶切位点

克隆入原核表达载体 ATF2/#R，将连接产 物 转 化 入 (> ?1@*

HX$!，挑出阳性克隆，YS/W 诱导表达重组的（U5I）) 融合蛋白.
对重组融合蛋白通过镍柱进行纯化. 结果：SOT 获得的 :7BR
序列与 W08E48Z 报道的一致（ 为 ’,* EA）. 重组载体在 (> ?1@*
HX$! 中以 可 溶 形 式 高 效 表 达，融 合 蛋 白 经 F@F#SRW2 和

[0IC0B8 E1>C 分析，在 AB 为 $*. " P !"* 处有特异的蛋白条带，

目的蛋白表达量占菌体总蛋白量的 !"\，重组蛋白经镍柱进

行纯化后，得到了高纯度的 J7BR 融合蛋白. 结论：成功克隆

结核分枝杆菌 ;%<R 基因片段，并在 (> ?1@* HX$! 中高效表达，

亲和层析纯化后获得高纯度 J7BR 融合蛋白.
【关键词】分枝杆菌，结核；J7BR；克隆；表达；纯化

【中图号】T*%(. &!+ + + 【文献标识码】R

FG 引言

铁是维持结核分枝杆菌（AB?1C5?D&<*%= D%C&<?%@13
E*E，D/H）新陈代谢所必需的营养物质之一，研究认

为通过调节代谢途径来调控基因表达从而抑制 D/H
生长可以达到治疗结核病的目的［!］. 研究铁相关基

因在 D/H 代谢过程中的作用，有助于我们深入了解

D/H 的致病机制，从而有效地控制结核病的流行.
D/H 中包括四种铁依赖的调节基因，它们编码的蛋

白分属两个家族，分别为 J7B 和 @C?T. 其中 J7B 家族

又包括 J7BR 和 J7BH［$，*］. 目前对于 @C?T 家族蛋白

的结构和功能研究得比较清楚，而对 J7B 蛋白的研究

比较少. 我们从 D/H 中克隆 ;%<R 基因片段，并在原

核细胞中表达并纯化，为进一步探索其在 D/H 中的

作用奠定基础.

HG 材料和方法

H. HG 材料G (> ?1@* HX$!，(> ?1@* @U,#，D/H U*%TL
菌株表达载体及 ATF2/#R 由本室保存. 寡聚核苷酸

引物由上海博亚生物技术有限公司合成；克隆质粒

AW2D#/#04I6 载体、质粒提取试剂盒、@VR 胶回收试

剂盒、各种限制性内切酶、连接酶及 F5G @VR 聚合酶

均为美国 SB>30=4 公司产品；YS/W 为 F5=34 公司的产

品；（U5I）) 3RE 购自第四军医大学免疫学教研室，

UTS#山羊抗小鼠 Y=W 抗体购自华美生物公司；V5$ Q #
V/R 纯化试剂盒购自 Y8L5CB>=08 公司；其余一般化学

试剂均为国产分析纯.
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!! "# 方法

"! #! "$ !"#% 片段的扩增 $ 参考文献［&］方法获得

’() *+,-. 的 /0%，以此为模板，设计一对引物 1"：

23455%(66(6(%5(5(5(5(66(6(%(%6654+3， 含

$%&*! 酶 切 位 点；1#：234%%56((5(%%(555(4
555(5((564+3，含 ’()7"酶切位 点! 16- 反 应 条

件：8&9 &: ;，2<9 +: ;，,#9 " =>?，共 +: 个循环，

,#9延伸 ": =>?!
"! #! #$ 目的基因的测序与克隆$ 回收 16- 产物，用

(& 连接酶将 16- 产物与 @5A’4(4BC;D 载体连接，转

化 *+ ,-.( /*2#，经氨苄青霉素抗性筛选出阳性克隆，

将提取的质粒用 $%&*!和 ’()7"双酶切，行琼脂糖

凝胶电泳，有目的片段的则为阳性克隆，将筛选的阳

性克 隆 由 上 海 博 亚 公 司 完 成 测 序，命 名 为 @5A’4
!"#%!
"! #! +$ 目的蛋白的诱导表达和纯化$ 将 @5A’4!"#%
被 $%&*!和 ’()7"双酶切的片段与原核表达载体

@-EA(4% 连接，命名为 @-EA(4%4!"#%! 将 @-EA(4%4
!"#% 转化入 *+ ,-.( )F#" 中! 转化的细菌在含氨苄青

霉素（2: =G H F）和氯霉素（+2 =G H F）的 F) 培养基中

过夜培养，按 "I2: 的接种量进行转接，+,9 摇菌 + J
至 / K "，加入异丙基 $4/ 硫代半乳糖苷（ L1(5）至终

浓度为 "! # ==MN H F，+,9继续通气培养 & O 2 J! 取 2
=F 菌液，收集菌体，菌体加入 *#P Q: %F，剧烈振荡

混匀，再加入 # R 样品缓冲液 Q: %F，"::9 水浴 2
=>?，离心 ": =>?；"#2 G H F 聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，

预计 0S 为 #+! : R ":+ 处有明显表达条带! 大规模培

养细菌，诱导表达目的蛋白，收集菌体，超声裂菌，离

心后将上清和沉淀分别制样，进行可溶性分析! 如果

目的蛋白为可溶性的直接用镍离子柱进行亲和层析

纯化!
"! #! & $ 亲和色谱法纯化目的蛋白 $ 采用 L?.>TSMGB?
的 0># U 40(% 纯化试剂盒纯化目的蛋白! 将 2: =F 的

诱导 菌 液 离 心，制 备 上 柱 样 品，按 照 可 溶 性 条 件

（?CT>.B VM?7>T>M?）进行亲和色谱纯化，收集洗脱液，

&9保存!
"! #! 2$ 纯化蛋白的 WB;TBS?4XNMT 鉴定$ 将上述表达

产物进行 "#2 G H F E/E41%5A 后转移至硝酸纤维素膜

上，2: G H F 脱脂奶在 +,9封闭 " J，加入 "I2::: 稀释

的（*>;）< =%X，+,9摇床孵育 " J，1)E 洗涤 + 遍后，

加入 *-14山羊抗小鼠 LG5 抗体，+,9摇床孵育 " J，

1)E 洗涤 + 遍，加入底物液 /%) 显色［&］!

"# 结果

"$ !# !"#% 片段的扩增及序列测定# 用 16- 方法以

’() *+,-. 为模板进行扩增，得到 &2+ X@ 的目的片

段（Y>G "）! 挑取含插入片段的阳性克隆 @5A’4!"#%
测序，测序结果表明所扩增的 Z[S% 与 5B?XC?\ 公布

的序列完全相同!

’：/0% =CS\BS；"：!"#%!

Y>G "$ 16- C=@N>Z>VCT>M? @SM7[VT; MZ !"#%
图 "$ !"#% 16- 扩增结果

"! "# 表达载体的构建 # @5A’4!"#% 经 $%&*!和

’()7"双酶切后的目的片段与 @-EA(4% 进行连接反

应后，转化入感受态细胞 *+ ,-.( )F#"，经氨苄青霉素

抗性筛选出阳性克隆进行酶切鉴定，切出 &2+ X@ 片段

的为阳性克隆子（Y>G #），命名为 @-EA(4%4!"#% "，#，+!

’：/0% =CS\BS；"：@-EA(4%4!"#% "；#：@-EA(4%4Z[S% #；+：@-EA(4

%4!"#% +!

Y>G # $ -B;TS>VT>M? =C@@>?G MZ SBVM?;TS[VT>M? @NC;=>7 @-EA(4%4
!"#%
图 #$ @-EA(4%4!"#% 重组质粒酶切鉴定图谱

"! &# 融合蛋白在大肠杆菌中的表达与纯化# 将 @-4
EA(4%4!"#%" 转化入 *+ ,-.( )F#"，E/E41E5A 电泳显

示有目的蛋白表达! 进行可溶性分析发现融合蛋白有

约 Q:]位于菌体蛋白的可溶性上清中（Y>G +）! 上清

直接经过镍离子柱进行亲和层析纯化，得到 0S 约为

#+! : R ":+ 的目的蛋白（Y>G &）!
"$ ’# 纯化蛋白的 ()*+),-./01+ 鉴定# 纯化后的 *>;4
Y[S% 融和蛋白以鼠抗（*>;）< =%X 为一抗，山羊抗小

鼠抗体为二抗进行蛋白印迹分析，纯化蛋白在 0S 为

#+! : R ":+ 处有明显的免疫杂交带（Y>G 2）!
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!："#$%&’( )*#+&#；,：-./,；/：012&#(*%*(% $3 ’(415&4 -./, 6*7’(8

29*:)’4 2;0<=>?>!"#?；@：A(:$91B9& 2#$%&’(: $3 ’(415&4 -./, 6*7’(8

29*:)’4 2;0<=>?>!"#?C

D’8 @E 0F0>"?G< *(*9H:’: $3 D1#? :$91B’9’%H
图 @E D1#? 溶解性的 0F0>"?G< 分析

!："#$%&’( )*#+&#；,：-./,；/：=$%*9 2#$%&’( $3 ’(415&4 -./, 6*7’(8

29*:)’4 2;0<=>?>!"#?；@，I："1#’3’&4 J’:>D1#? 31:’$( 2#$%&’(C

D’8 IE <K2#&::’$( *(4 21#’3’5*%’$( $3 J’:>D1#? 31:’$( 2#$%&’(
图 IE （J’:）L >D1#? 融和蛋白的表达及纯化

!："#$%&’( )*#+&#；,："1#’3’&4 J’:>D1#? 31:’$( 2#$%&’(；/：-./,C

D’8 ME N&:%&#(>B9$% *(*9H:’: $3 D1#? 31:&4 2#$%&’(
图 ME D1#? 融合蛋白的 N&:%&#(>B9$% 分析

!" 讨论

铁作为营养物质对于大多数细菌都是必须的，但

是摄入过多的铁会形成羟基引起细胞毒作用，所以细

菌内有复杂的调控机制来控制铁的浓度C 在大多数

细菌中，这项功能主要由 D1# 执行C D1# 可以调控一

系列的生理反应包括调节铁的摄入量和调控毒力基

因的表达［I O L］C 在调节铁摄入的过程中，D1# 作为阻

遏蛋白可以与二价铁形成稳定的复合物，该复合物与

铁调控基因上游长度 ,P B2 的操纵子序列结合，从而

达到抑制转录减低细胞内铁浓度的目的C 在环境中

缺铁的情况下，D1# 蛋白不能与这些序列结合，相应

的基因序列则去阻遏铁的摄取增加［Q］C 目前关于 D1#
蛋白的研究主要局限于大肠杆菌，而 !=- 中 D1# 蛋

白研究得较少C !=- 有两个调节铁摄入的直向同源

基因，分别为 !"#? 和 !"#-C 它们在基因序列和蛋白结

构上与大肠杆菌中的 D1# 蛋白有很高的同源性，所以

推断它们与大肠杆菌 D1# 蛋白有相似的功能，在 !=-
的铁代谢中起了非常重要的作用，但是目前这个功能

还没有被证实C D1#? 蛋白有两个结构域：FR? 结合

区和铁结合区C 根据它的结构分析它的功能除了在

细菌铁代谢中其重要作用外，还可能作为调节因子调

控下游基因的表达C 在分枝杆菌所有种属中，!"#? 都

是直接位于 $%&G 基因的上游，而 $%&G 基因可以编码

过氧化氢酶>过氧化物酶，它是 !=- 的主要毒力因

子C 转录物作用图表明 $%&G 是由一个强启动子调控

的，但是它自身并没有这个强启动子，目前认为其上

游的 !"#? 可能作为 $%&G 基因的启动子，并调控 $%&G
基因的表达［S，P］C

我们通过设计 !=- !"#? 特异性引物，采用 "T;
方法从 !=- J@Q;7 FR? 库中扩增出目的片段 !"#?，

序列测定与 G&(B*(+ 完全一致C 为使融合基因得到高

效及稳定的表达以及考虑到将来的纯化工作，我们构

建了（J’:）L 融合表达载体 2;0<=>?>!"#?，在大肠杆

菌 -./, 中获得了高效表达C 2;0<=>? 表达载体为

/PUU B2，核糖体结合位点下游接有 L 个组氨酸，其后

有一小肠激酶的酶切位点，双链环状，?)2 抗性，多

克隆位点有 ,, 个单一限制性酶切位点及 =Q 启动子，

D1#? 克隆入此载体，表达产物 ’# 为 /@C U V ,U@，在此

位点也应有（J’:）L 的表达，因此通过检测组氨酸的

表达，可间接表明 D1#? 的表达C 同时（J’:）L 的表达

为进一步纯化蛋白提供了亲和位点，它可与 R’/ W 特

异性结合，通过 R’/ W >R=? 亲和色谱柱可得到纯化的

目的蛋白C N&:%&#( B9$% 鉴定确为 D1#? 蛋白，最后将

融合蛋白通过 R’/ W >R=? 金属螯合亲和层析柱纯化

得到了 D1#? 蛋白，为进一步研究其在 !=- 铁摄取中

的作用及对 $%&G 基因的调控功能奠定了基础C
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!" 临床资料" 患者女性，QA 岁，农民，因被摩托车撞伤致昏

迷，右外耳道及鼻腔流血 !@ <&5 入院3 查体：L BE^ ，I CQA
次 _ <&5，" B! 次 _ <&5 ，2I CO3 A _ C!3 ! /I73 神志呈浅昏迷状，

烦躁不安，+VX 评分 P 分3 双眼球固定，左瞳 @3 Q G<，对光反

射迟钝，右瞳 @3 E G<，对光反射消失3 双侧巴彬氏阳性，颈阻

阳性3 右颞面部挫伤肿胀，双眼睑青紫肿胀，双侧外耳道及鼻

腔内均有活动性出血3 右小腿中段畸形伴假关节形成，右锁

骨中段畸形；右腰部软组织肿胀，保留导尿引出肉眼血尿3 急

诊头部 VL：左颞顶区脑挫裂伤，左颞脑内血肿，大小约 !3 @
G< ‘ !3 C G< ‘ !3 @ G<；广泛蛛网膜下腔出血，脑肿胀，颅内积

气；右侧中颅窝骨折，右颞骨骨折，累及乳突部3 腹部 2 超：肝

肾隐窝有少量液性暗区3 胸部 VL：锁骨及右侧第 !，B，Q 肋

骨骨折3 入院后予止血，脱水降压，预防感染，右下肢石膏夹

板外固定治疗3 治疗过程中，双眼睑肿胀及球结膜水肿进行

性加重，右耳道有破碎脑组织溢出，意识仍为浅昏迷3 第 E 日

发现双眼球均突出，右侧较左侧为重，可扪及搏动，可听到眼

眶及颞部有血管杂音3 眼眶 VL 示眼球后无血肿3 第 C@ 日，双

侧搏动性突眼愈加明显，左瞳也散大为 @3 S G<，无光反射3 眼

底检查：视网膜水肿，仅局灶可见行走较直变细的动脉血管3
第 CC 日行脑血管造影证实为双侧性颈内动脉海绵窦瘘（2V9

VN），当晚患者发生高热，意识障碍加深，数小时后就发生呼

吸停止，血压不升3 经呼吸机维持呼吸，升压药维持血压 CB $
后，患者全身浮肿，无尿，多器官功能衰竭而死3

#" 讨论" 颈内动脉海绵窦瘘（VVN）分为外伤性颈内动脉海

绵窦瘘（LVVN）和自发性颈内动脉海绵窦瘘（XVVN）3 其中

LVVN 占 B _ Q，为窦内段颈内动脉因外伤而破裂3 如：! 颅底

骨折；" 异物穿通伤；# 劲内动脉壁受剧烈动荡血流冲击而

破裂或因此造成动脉壁的点状出血或局限性挫伤，导致破裂，

此种原因所致，从受伤到出现症状，中间可有一无症状的间

期［C］3
VVN 临床上少见，而 2VVN 临床上更为少见，本例 2VVN

在行全脑血管造影后证实3 根据 VVN 的特征性表现：搏动性

突眼和颅内血管杂音，以及脑血管造影，诊断并不困难3 此病

例因入院时即呈昏迷状，眼睑青紫肿胀，搏动性突眼不明显，

故把右瞳散大误认为脑干损伤所致，而未考虑为 VVN 造成的

动眼神经麻痹3 在第 C@ 日双眼搏动性突眼明显且见左瞳也

逐渐散大，而意识障碍未加重，才考虑到 VVN3 右侧 VVN 考虑

右侧中颅窝底骨折致颈内动脉破裂所致，左侧 VVN 考虑为左

颈内动脉受挫伤出血后在动脉血流冲击后迟发破裂所致3
患者行急诊全脑血管造影术证实了诊断，但因条件限制

未立即行球囊导管栓塞瘘口3 术后当晚意识障碍加深，呼吸

停止3 我们考虑原因有：! 造影术中因高速的造影剂及血流

冲击使瘘口增大，造成“盗血”现象加重；" 造影剂加重脑血

管痉挛，使脑供血进一步减少；# 动脉血漏入静脉窦，使得颅

内静脉压增高；$ 高热致脑缺氧耐受力差3 以上原因使脑水

肿迅速加重，颅内压增高过快过重，造成脑疝发生，呼吸停止3
因此，临床上要提高对本病的认识，一旦考虑到本症的发生，

需立即造影，明确诊断后立即行可脱性球囊导管栓塞术（ 尤其

对于 2VVN）3
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