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摘要  [ 目的] 为牛结核病DNA 疫苗的研制提供参考。[ 方法] 利用PCR 技术扩增出牛分枝杆菌 ag85b 基因片段 ,克隆到真核载体pcD-
NA3 .1( + ) 上 ,构建重组质粒pcAg85B, 将重组质粒转染SP2/ 0 细胞 , 间接免疫荧光试验检测该基因的表达情况。[ 结果] 结果表明 : 在转
染了重组质粒pcAg85B 的SP2/ 0 细胞中出现绿色荧光, 说明 ag85 b 基因在SP2/ 0 细胞中成功进行了瞬时表达。[ 结论] 为研究牛分枝杆
菌 ag85 b DNA 疫苗奠定了基础。
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Abstract  [ Objective] The research ai med to provide references forthe DNA vaccine development of bovi ne tuberculosis .[ Method] The ag85b gene frag-
ment amplified by PCRfrom Mycobacteriu m bovis was cloned i nto the eukaryotic expression vector pcDNA3 .1( + ) , the recombinant plasmid pcAg85B was
obtained . Then the recombinant plasmid was transfected into SP2/ 0 cells in vitro . Indirect i mmunofluorescence was used to detect the expression of target
proteinin SP2/ 0 cells transfected by pcAg85B.[ Result] Indirect i mmunofluorescence which used to detect the expression of target protein showed SP2/ 0
cells transfected by pcAg85B appeared fluorescence .So the target protein had been successfully expressed . [ Conclusion] This study laid a foundationfor
ag85b gene DNA vaccine of Mycobacteriu m bovis .
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  牛结核病是一种严重危害人畜健康的传染病, 然而目前

仍无一种疫苗可用于该病的预防[ 1] 。传统的卡介苗( BCG) 由

于会干扰牛结核病的检疫, 并不适用于预防该病[ 2] 。因此 ,

研制针对牛结核病的新型疫苗对于该病的预防和开发人结

核病新型疫苗无疑具有重要的意义。该研究构建了牛分枝

杆菌分泌蛋白基因 ag85 b 的真核表达质粒pcAg85B, 对其在

SP2/ 0 细胞中的表达进行了研究, 为牛结核病 DNA 疫苗的研

制奠定了一定的基础。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1 菌株与细胞。牛分枝杆菌ValleeⅢ菌株购自中国兽医

药品监察所; 大肠杆菌感受态细胞 TG1 和小鼠骨髓瘤细胞

( SP2/ 0 细胞) 由哈尔滨兽医研究所兽医生物技术国家重点实

验室细菌室( 以下简称细菌室) 保存。

1 .1 .2  载体。质 粒 pET32a+ 和 pcDNA3 .1( + ) 由细 菌室

保存。

1 .1 .3 试剂。Taq DNA 聚合酶、dNTP、限制性内切酶 Kpn I 、

EcoRⅠ、T4 DNA 连接酶及 DL2000 Marker 购自大连宝生物工程

公司, 脂质体2000 为Invitrogen 公司产品, 羊抗兔IgG- HRP 和

IgG- FITC 为北京中杉金桥公司产品。

1 .2 方法

1 .2 .1 重组质粒构建。设计合成牛分枝杆菌 ag85 b 基因引

物, 以牛分枝杆菌 Vallee Ⅲ全基因组 DNA 为模板,PCR 扩增

ag85b 基 因, 引 物 序 列 如 下, PU : 5′- GTGGGGAATTCC-

TAGCCGGCGCCTAACGAAC-3′; PL : 5′- GCGCGGTACCATGA-

CAGACGTGAGCCGAAAG- 3′。PCR 产 物 回 收 后 以 EcoRⅠ/

Ba mHⅠ双酶切, 连接到真核载体pcDNA3 .1( + ) 的相应位点 ,

转化大肠杆菌感受态细胞 TG1 , 抽提质粒酶切鉴定, 阳性重

组质粒命名为pc Ag85B, 进行序列测定。

1 .2 .2 重组质粒的转染。将处于对数生长期的SP2/ 0 细胞

于转染前1 d 接种于24 孔细胞培养板中 , 在5 % CO2、37 ℃下

孵育至细胞融合度约80 % , 取2μl 脂质体2000 和0 .8 μg 重组

质粒pc Ag85B 在200 μl 细胞培养液中充分混匀, 室温作用20

min , 加入800 μl 新鲜的完全培养液, 混匀后加入细胞培养板

中,37 ℃、5 % CO2 培养72 h。设转染空载体pcDNA3 .1( + ) 的

细胞为阴性对照。

1 .2 .3 Ag85B 兔抗血清的制备。将 ag85b 基因连接原核表

达载体pET32a + 构建重组质粒pET32a +- ag85b , 转化入大肠

杆菌感受态细胞, 诱导表达并纯化重组蛋白, 用纯化的蛋白

与矿物油混合制成疫苗免疫兔子, 采用背部多点注射, 共免

疫3 次, 每次间隔2 周 , 间接ELISA 方法检测抗体效价后- 20

℃保存备用。

1 .2 .4 重组质粒的表达。转染了重组质粒pcAg85B 的SP2/ 0

细胞培养72 h 后 , 用70 % 的乙醇室温固定30 min , 加入1∶40

稀释的兔抗Ag85B 血清,37 ℃湿盒内作用1 h , 加入1∶100 稀

释的含1 % 伊文斯兰的 FITC 标记的山羊抗兔IgG, 湿盒内37

℃作 用 1 h , 洗 涤后滴加 碱性 甘油, 倒置 显微 镜下观 察

结果[ 3] 。

2  结果与分析

2 .1  重组质粒pcAg85B 的构建 将PCR 扩增的牛分枝杆菌

ag85b 基因( 图1A) 克隆到真核载体pcDNA3 .1( + ) 上构建重

组质粒, 命名为pc Ag85B, 并进行双酶切鉴定, 结果如图1B

所示。

2 .2 间接免疫荧光分析 转染了重组质粒pc Ag85B 的SP2/ 0

细胞在倒置显微镜下可见到均匀的绿色荧光, 表明该重组质

粒在 SP2/ 0 细胞中获得了表达 , 所表达的蛋白可与兔抗

Ag85B 多抗发生特异性结合, 而pc DNA3 .1( + ) 转染的SP2/ 0

细胞中无荧光出现 , 此结果表明牛分枝杆菌 ag85b DNA 能进

入真核细胞并表达目的蛋白( 图2) 。

3  结论与讨论

Ag85B 蛋白又称为 MPB59 , 是牛分枝杆菌Ag85 复合物中

的一种主要成分, 最早在结核杆菌和卡介苗( BCG) 的培养滤

液中发现。牛分枝杆菌在侵入机体后可分泌大量的 Ag85B
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蛋白, 诱导细胞免疫, 产生IFN-γ, 其诱导的细胞免疫应答在

抵抗牛分枝杆菌再次感染中具有重要作用[ 4] 。该试验构建

了真核表达质粒pc Ag85B, 并转入SP2/ 0 细胞中进行了表达 ,

结果表明 ag85b 基因能成功在真核表达系统中表达相应蛋

白, 从而为研究牛分枝杆菌 ag85b DNA 疫苗奠定基础。

注 :A 与B 中 M 为 DL2000 Marker ,A 中1 与2 为 ag85 b 扩增产物 ,B

中1 为pcAg85B KpnⅠ/ EcoRⅠ消解的鉴别。

Note :Min both Chart A and Chart Bis DL2000 Marker ; 1 and 2 i n Chart

A are the amplified products of ag85 b gene ; 1 in Chart Bis the i-

dentification of pcAg85B by KpnⅠ/ EcoRⅠdigestion .

图1 ag85b 基因的PCR 扩增( A) 与酶切鉴定( B)

Fig .1  PCR amplification and enzyme digestion identification of

ag85b gene

注 :A 为pc Ag85B 转染SP2/ 0 细胞 ,B 为 pc DNA3 .1( + ) 转染细胞。

Note :A , SP2/ 0 cells transfected by pc Ag85B ;B,SP2/ 0 cells transfected

by pc DNA3 .1( + ) .

图2 ag85b 基因转染SP2/0 细胞的免疫荧光结果

Fig .2 Theimmunofluorescenceresults of ag85b genetransfectedin-

to SP2/0cells
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预报 x1 的因子是{ x7
2 , x8 ×x9} , 预报 x2 的因子是{ x10 , x11 ,

x7
2 , x4 ×x8 , x7 ×x10 , x5 ×x11} , 预报 x3 的因子是{ x4 ×x8 , x4

×x11} , 于是用 x10 , x11 , x4 ×x11 , x7
2 , x4 ×x8 , x8 ×x9 , x7 ×x10 ,

x5 ×x11 作为预报因子, x1 , x2 , x3 为预报对象作典型相关分

析。

由计算结果得知: 典型相关系数 分别是 0 .903 139 ,

0 .577 233 ,0 .526 990 ; 典型相关系数平方分别是0 .815 660 ,

0 .333 198 ,0 .277 718。第1 典型相关系数0 .903 139 远大于2

组变量间单个相关系数。标准化第 1 典型相关 系数为

0 .871 687 。由似然比检验表明, 第1 对典型相关是高度显著

的( 概率0 .000 7 < 0 .01) 。其中标准化第1 对典型变量是:

v1 = - 0 .219 7 x1 - 0 .960 2x2 + 0 .033 0 x3

w1 = - 0 .470 8x10 - 1 .151 8 x11 - 0 .937 7z4 + 0 .478 5z11

+ 0 .846 4z25 + 0 .482 5z26 + 0 .424 1z29 + 0 .225 8z30

其中, z4 = x7 ×x7 , z11 = x4 ×x8 , z25 = x7 ×x10 , z26 = x8 ×

x9 , z29 = x4 ×x11 ,z30 = x5 ×x11 。

2 .2  主成分法  从 X1 , X2 ⋯Xm; X1
2 , X2

2 ⋯Xm
2 ; X1 X2 , X1 X3

⋯Xm- 1 Xm⋯中选出少数主成分 , 用这些主成分与 Y1 , Y2 ⋯Yk

作典型相关。

这里仍用上面的实例进行分析, 从 x4 , x5 , ⋯x11 , x4
2 , x5

2

⋯x11
2 , x4 ×x5 , ⋯x10 ×x11 中选出前6 个主成分prin1 ,prin2 ⋯

prin6 与 x1 , x2 , x3 作典型相关。

通过分析SAS 程序输出结果得知: 典型相关系数分别是

0 .777 074 ,0 .445 758 ,0 .378 861 ; 典型相关系数平方分别是

0 .603 844 ,0 .198 700 ,0 .143 535。第1 典型相关系数0 .777 074

远大于2 组变量间单个相关系数。标准化第1 典型相关系

数为0 .713 059。由似然比检验表明, 第1 对典型相关是显著

的( 概率0 .040 3 < 0 .05) 。其中标准化第1 对典型变量是 :

v1 = 0 .269 3x1 + 0 .903 5x2 + 0 .072 4x3

w1 = - 0 .472 7prin1 - 0 .209 0prin2 - 0 .495 0prin3

+ 0 .623 1prin4 - 0 .062 3prin5 - 0 .729 7prin6

3  结语

综上2 种方法可以明显发现, 对于直接作典型相关得到

结论是不相关的2 组数据, 通过对预报因子的多项式进行逐

步选择或从中选取部分主成分, 将其与预报对象做典型相关

分析, 得到的结果都是高度相关的。因此用这2 种方法能够

很好地解决直接做典型相关的数据之间不相关的问题。此

方法不仅可以应用到选择降雨量的预报因子, 或是对农业生

产有巨大影响的因子的选择, 还可以利用到更多方面。
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