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【摘) 要】目的：构建结核分枝杆菌 7@&A=.BCD>? 融合基因疫苗

并对其 在 体 外 进 行 表 达. 方 法：用 SRT 技 术 从 G/K 毒 株

U(%TO 基因组 BV- 中扩增 BCD>? 基因，以 "’,=!和 2B/T"双

酶切后克隆入含 7@&A= 基因的 CW2G#%@<（ X ）载体中，将测序

正确的 7@&A=.BCD>? 融合基因按照 8&EU"和 2B/T"酶切位点

亚克隆入真核表达载体 C>BV-(. !（ X ），重组质粒酶切鉴定

正确后以脂质体转染 RUY 细胞，分别以 T/#SRT 方法检测

3TV- 表达 和 间 接 免 疫 荧 光 技 术 检 测 目 的 蛋 白 的 表 达.
结果：SRT 获得的 BCD>? 基因序列与文献报道一致，大小约为

(’" HC. 重组真核表达质粒酶切后可获得约 ,(" HC 的融合

7@&A=.BCD>? 基 因 片 段. T/#SRT 可 获 得 大 小 约 为 (’" HC 的

BCD>? 基因，间接免疫荧光检测后表达有 2L4E,#R<C!" 蛋白的阳

性细胞着染. 结论：成功克隆结核分枝杆菌 BCD>? 基因，构建

了融合有 7@&A=.BCD>? 基因的真核表达质粒并对其在体外进行

了表达.
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DE 引言

2J-/, 抗原是结核杆菌早期分泌性低分子量蛋

白，能诱导机体产生强烈 / 细胞免疫应答和释放高

水平 ZMV## . 许多研究表明 2J-/, 蛋白具有良好的

抗原刺激性. 近年来又发现另一种低分子量结核杆

菌培养滤液蛋白 RMS!"，RMS!" 与 2J-/, 同属于 2J#
-/, 家族，且由同一操纵子调控，与结核分枝杆菌毒

力有关，也能释放高水平的 ZMV##［!］. 传统用于预防

结核病的 KRW 疫苗免疫效果不稳定，因此有必要研

究一种比 KRW 更好的疫苗来控制该病的传播与蔓

延［$］. 我们构建了 7@&A=.BCD>? 融合基因疫苗并对其

进行了体外表达，为进一步探讨其在 G/K 中的作用

奠定基础.

FE 材料和方法

F. FE 材料E 结核杆菌 U(%TO 毒株由本校基础部微

生物学教研室保存. 克隆载体 CW2G#%6<（ X ），真核

表达载体 C>BV-(. !（ X ），含 7@&A= 基因的重组质粒

CW2J, 和 2F B/G’ BU’$ 菌株由本室保存. DC6 H&I 酶

购自上海博亚生物公司. /TZ@F1 为 SDF30A4 公司产

品，限制性内切酶、HJ BV- 连接酶和核酸分子量标

准品由宝泰克公司提供. 质粒提取试剂盒购自 YG2#
W- 公司. 梭华 LF<E 脂质体为厦门太阳马公司产品.
J:C0DL>D5CE/G逆转录试剂盒购自 W5H>F 公司. 羊抗鼠

荧光抗体购自宝信公司.
F. GE 方法

!. $. !) 结核杆菌 U(%TO 株基因组 BV- 的提取与纯

化) 结核杆菌 U(%TO 株接种于 %U& 培养基于 (%[
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培养 ! "#，$%& 的提取与纯化参照文献［’］进行(
)( *( * + ,-. 引物设计及目的基因扩增+ 参照 /012
341# 发表的 !"#$% 基因序列设计一对引物，为了保证

这两种蛋白具有各自的空间构像，在上游引物中引入

了 56 78 的 9:1#0;( 上游引物 ,)：/-- &&/-<<&&’(
&&)’)*&&’&&)’))&&’&&*&&)&&**&)&&)&&’&&
*&&*’)*&<//-&/&/&</&&/&--/（ 下 划 线 为

+,-=!酶切位点，斜体为 9:1#0;），下游引物 ,*：-/-
/&&<<-<-&/&&/----&<<</-/&//&-（下划线为

.!/."酶切位点）( ,-. 扩增体系中所用模板为结

核杆菌 >’!.? 基因组 $%&，反应条件为 @5A预变性

B C:1，@5A变性 ’D E，BBA复性 ’D E，!*A延伸 5D E，
共进行 ’D 个循环，末次循环后 !*A延伸 * C:1，扩增

产物以 )D F G H 琼脂糖凝胶电泳检测(
)( *( ’+ 重组质粒的构建及鉴定+ 以 012>"和 +,-=
!双酶切 8/IJK 质粒获得 34156 基因，凝胶回收后亚

克隆至 8/IL2!MN（ O ），命名为 8/IL20K( 再分别以

+,-=!和 .!/."双酶切 8/IL20K 和 ,-. 产物，经

’7 连接酶作用后构建成含有 34156 和 !"#$% 基因的重

组质粒 8/ILK)D( 测序正确后以 012>"和 .!/."
双酶切 8/ILK)D 和真核表达载体 8P$%&’( )（ O ），

回收连接后获得重组质粒 8P$%&K)D( 质粒 提 取、

$%& 片断 回 收、连 接 转 化 均 按 文 献［*］进 行( 以

012>"和 .!/."酶切 8P$%&K)D，)D F G H 琼脂糖凝

胶电泳鉴定重组质粒(
)( *( 5+ 脂质体转染+ 将 * Q )DB ->R 细胞接种于 *5
孔板，转染前用不含抗生素的 )K5D 培养液洗 * 次，以

D( B CH )K5D 培养液重悬细胞( 8P$%&K)D 重组质粒

B #H 和脂质体 * #H 各用 ’D #H 无血清的 )K5D 培养

液稀释，两者混匀后室温作用 *D C:1，缓慢加入到细

胞中，继续培养 *5 S 后收集细胞进行 .<2,-. 和间

接免疫荧光检测( 同时设不加任何处理的 ->R 细胞

作对照(
)( *( B + .<2,-. 检测 C.%& 表达 + 细胞总 .%& 提

取按 <.TUV9 试剂盒说明书进行( 取 )D #H C.%& 溶

液，加入 * #H R9:FV（=<）)* W )6 引物，!DA 水浴 )D C:1
后，立即置于冰上，加 B Q X:;EY JY;41= 3ZNN0; 5 #H，D( )
CV9 G H $<< * #H，)D CCV9 G H =%<,E ) #H，混匀后，

5*A水浴 * C:1，再加 JZ80;EP;:8Y$ ) #H，5*A水浴 BD
C:1 后，!DA水浴 )B C:1，灭活反转录酶( ,-. 反应

条件为在 BD #H 的反应体系中，加入 P$%& 第一链 *
#H，其余同前(
)( *( K+ 间接免疫荧光检测目的基因表达+ 按参考文

献［5］进行( 一抗采用抗 IJ&<K2-X,)D 多克隆抗体(

!" 结果

!# $" 目的基因的 %&’ 扩增" ,-. 产物以 )D F G H 琼

脂糖凝胶电泳后发现，其阳性扩增片断大约为 ’BD 78
（X:F )），与 30;YS0Y 等［)］的报道基本一致(

)：!"#$% F010 N;4FC01Y；L：$H*DDD C4;#0;(

X:F )+ ,-. 8;V=ZPY VN !"#$%
图 )+ !"#$% 基因 ,-. 扩增结果

!( !" 重组质粒的酶切鉴定" 重组质粒 8P$%&K)D 被

012>"，.!/."双酶切后可得到约 K’D 78 的片段，

与 34156 和 !"#$% 的大小之和相一致（X:F *），经测序

后读框正确(

L)：$H*DDD C4;#0;；)，*：8P$%&K)D =:F0EY0= 7[ 012>"，.!/."；

L*：$H)BDDD C4;#0;(

X:F *+ .0EY;:PY:V1 01U[C0 =:F0EY:V1 C488:1F VN ;0PVC7:141Y 894E2
C:=
图 *+ 重组质粒的酶切鉴定

!# (" 重组质粒转染 &)* 细胞的 ’+,%&’ 结果" 重

组质粒转染 *5 S 后提取转染细胞的 C.%& 进行 .<2
,-. 反应，结果可得到 ’BD 78 的片段，与 !"#$% 的大

小一致（X:F ’）(
!( -" 间接免疫荧光检测融合蛋白表达" 转染后 *5 S
收集细胞，进行间接免疫荧光检测( 表达有 IJ&<K2
-X,)D 融合蛋白的 ->R 细胞有荧光出现，个别细胞

呈现强阳性，而对照细胞没有着染（X:F 5）(
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!："#$%&" ’()*+,-；.：/01222 34(56(7

89: ;< "#$%&" ’()*+,-< < < 图 ;< "#$%&" 产物

=：&6>>? -(4@?A6,-6* B9-C ’,/D=E!2 ’>4?39*；F：&)@-()>7

89: G< HI’(6??9)@ )A HJ=#E$&8%!2 A+?6* ’()-69@ 9@ &KL ,6>>?
图 G< HJ=#E$&8%!2 融合蛋白在 &KL 细胞中的表达

!" 讨论

近年来，国内外学者在发展新型结核病疫苗方面

进行了一系列研究，其中包括基因工程亚单位疫苗和

/D= 疫苗，但这些研究大多是针对结核杆菌单个免

疫保护 性 抗 原 进 行 的，其 免 疫 保 护 效 果 不 十 分 理

想［M，E］，因此如何提高结核病基因工程亚单位疫苗和

/D= 疫苗的有效性成为当务之急7 有学者认为，研制

包含多个免疫保护性抗原的多价基因工程亚单位疫

苗可能是提高其有效性的一种新策略［N］7 有鉴于此，

本研究对结核杆菌两种重要免疫保护性抗原 HJ=#E
和 &8%!2 进行融合表达，以便进一步研究其在结核

病基因工程疫苗中的应用7
结核分枝杆菌有多种分泌性蛋白，其中早期分泌

性抗原 HJ=#E（!( E222）和培养滤液蛋白 &8%!2（!(

!2 222）是从短期培养滤液中分离的两种低分子量蛋

白，这两个蛋白同属于 HJ=#E 家族，且由同一操纵子

调控，与结核分支杆菌毒力有关7 研究发现 "#$%& 家

族中的成员，"#$%&，’()*+，,-*+. / 均能诱导机体产生

高水平的 O8D$!，"#$%& 和 ’()*+ 在结核病的防治中发

挥比较重要的作用［P］7 在 F&Q 传代过程中，"#$%& 和

’()*+ 基因发生丢失，而在绝大多数毒株中这两个基

因都存在，表明 F&Q 保护率不佳可能与这两个基因

有关［R］7 /D= 疫苗不仅可诱导机体体液免疫反应，

还可以激发特异的细胞免疫应答，因此结核 /D= 疫

苗在结核病的防治中具有重要意义［!2］7 HJ=#E 和

&8%!2 都是非常重要的免疫优势抗原，可诱导和增强

机体体液免疫和细胞免疫应答的发生［!!］，因此，现认

为 "#$%& 和 ’()*+ 基因是构建结核 /D= 疫苗的有效目

的基因之一7 本研究构建结核杆菌融合基因 "#$%&0
’()*+ 真核表达质粒并研究其在 &KL 细胞中表达，结

果提示此重组质粒可在哺乳动物细胞中表达，为进一

步研究结核 /D= 疫苗奠定了基础7
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