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大肠杆菌!分枝杆菌分泌型穿梭表达质粒 "#$%!&’!(&’)*的
构建及人结核杆菌 (&’)*的表达

戴五星" 陈智浩 高 红 黄海浪 梁 靓 程继忠 皇甫永穆
（华中科技大学同济医学院生物化学与分子生物学系，武汉 #$""$"）

摘 要 用 EFG技术从 5+-<’’?D F+’;8HH8/B?I,<A（5FJ）基因组中扩增出抗原 315（4B315）的信号肽（KE）L)4序列，从
MF*%*7NKE61质粒中扩增出人结核杆菌 NKE61全长基因。利用 L)4重组技术将以上两个片段插入质粒 M5FJ/
!2""的人结核杆菌 NKE0"启动子下游，构建成分泌型原核穿梭表达质粒（M5FJ/KE/NKE61）。酶切鉴定、EFG和测序
分析结果均表明分泌型原核穿梭表达质粒 M5FJ/KE/NKE61 构建成功。利用电穿孔将该质粒转入耻垢分枝杆菌
（320(4+0/%*#+, &5%15+/#&，*K）中，用卡那霉素筛选出阳性重组子。经热诱导后用 KLK/E4J:观察到在耻垢分枝杆菌
中 61OL蛋白占总蛋白的 !"P，而在重组耻垢分枝杆菌表达的 61OL蛋白占菌体总蛋白的 $#Q#6P，占裂解物上清总
蛋白的 63Q16P，表明重组的 NKE61基因能在耻垢分枝杆菌中高效表达，表达的蛋白大部分以可溶状态存在。通过
R8DH8,A/S’&H证实分泌的该蛋白能与结核杆菌 NKE61的抗体特异性结合，说明该重组蛋白具有 NKE61的生物学活
性。
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结核病是由结核杆菌引起的严重威胁人类健康

的头号传染病。现在全世界已有近 !"亿人感染结
核杆菌，每年新发病人数约 2"""万，死亡人数约 $""
万［2］。随着结核杆菌耐药菌株的持续增加、加之人

类免疫缺陷病毒（NT%）所致艾滋病的流行，致使
5FJ这一传统疫苗的效价降低。据世界各国报道，
其保护效率为 " U 31P，平均为 1"P。因此急需研
究一种比 5FJ更好的疫苗来控制该病的传播与蔓
延［!］。

热休克蛋白 61 是一种高度保守的应急蛋白。
在结核杆菌感染过程中，NKE 61是机体对抗其入侵
的最重要的免疫保护性抗原之一。在被结核杆菌感

染的小鼠体内，!"P的反应性 7 细胞能够识别
NKE61［$］。因此 NKE61可能是结核病预防和治疗的
关键。

重组蛋白在细胞内高水平表达时多以包涵体形

式存在，影响生物效应的发挥。为此，我们采用分子

生物学技术构建分泌型的大肠杆菌/分枝杆菌穿梭
表达质粒，并将人结核杆菌 NKE61的全长基因克隆

到此质粒中，研究其在耻垢分枝杆菌中的表达效率

及生物学活性，为耻垢分枝杆菌的应用和结核病疫

苗的发展提供实验依据。

+ 材料与方法

+,+ 菌株与质粒
大肠杆菌 LN1!由本室保存，MF*%*7NKE61质

粒由英国的 V&>,<8 惠赠，耻垢分枝杆菌（3 ( &5%15+6
/#&）;-!211由美国 W+-&SD 博士赠送，大肠杆菌/分枝
杆菌穿梭表达质粒 M5FJ/!2"" 由本室构建。
+,- 酶与主要试剂
限制性内切酶、L)4连接酶、L)4聚合酶、L)4

和蛋白质分子量标准、羊抗兔 TBJ/4E 以及 )57X
5FTE显色试剂盒均购自华美生物工程公司。分枝
杆菌培养基（*<==’8S,&&O 0N9 S,&H.）和添加剂（4LF）
购自 LTYFZ公司。结核杆菌 NKE61 单克隆抗体由
英国的 V&>,<8惠赠。
+,. 引物设计与模板制备
参照 5FJ 4B315信号肽 L)4序列设计一对引



物，上游引物 !"：#$%&’’’’&&’())(’)’&’)&(&’%
&))&’’’&%*$（画线部分为加入的 !"#+!酶切位
点），下游引物 !,：#$%’(’’’((’(&)’(&’’)&)&)%
))&)&&((&%*$（画线部分为加入的 $%&!酶切位
点）。参照人结核杆菌 +-!.#全长基因设计一对引
物，上游引物 !*：#$%&’)(&’(&)’(&))’’&’((%
&)&(’)&’)%*$（画线部分为加入的 $%&!酶切位
点），下游引物 !/：#$%&’’()&&(’))()’&’’’()%
)’(&))’)%*$（画线部分为加入的 ’()!酶切位点）。
以上引物由上海生工生物工程有限公司合成。参照

文献［/］制备 0)& 基因组 12’；参照文献［#］制备
3)454(+-!.#质粒 12’。
!"# $%&扩增
以提取的 0)&基因组 12’（"678）为模板，利用

0)& ’89#0信号肽 12’片段的上、下游引物 !"，!,
各 "":;<=>，及 "="6 体积的 "6 ? !)@ 缓冲液，
"A#::;<=> 48)<,，6A,::;<=> B2(!和 ,A" C (DE 12’
聚合酶，以 #6">体系（加 #6">灭菌石蜡油）于 !)@
仪（/96，!F公司）中扩增（G/H 变性 ":I7，."H退火
*6J，K,H延伸 /#J，循环数为 *6；K,H延伸 #:I7），产
物经测序、电泳鉴定后，纯化待用。以 3)454(+%
-!.#质粒（,678）为模板，利用人结核杆菌 +-!.#全
长基因的上、下游引物 !*，!/各 "":;<=>，及 "="6体
积的 "6 ? !)@ 缓冲液，6A,::;<=> B2(! 和 , C !LC
12’ 聚合酶，以 #6">体系（加 #6">灭菌石蜡油）于
!)@仪（/96，!F公司）中扩增（G/H变性 ":I7，."H
退火 /6J，K,H延伸 ":I7，循环数为 ,9；K,H延伸
#:I7），产物经测序、电泳鉴定后，纯化待用。
!"’ ()%*+,$+-,$.’分泌型穿梭表达质粒的构建
将 !)@扩增的信号肽 12’片段用 !"#+!和

$%&!分别消化，!)@扩增的 +-!.#12’片段用$%&!
和 ’()!分别消化。同时制备大量载体 30)&%,"66，
用 !"#+!和 ’()!消化，回收大片段。利用 (/
12’连接酶依次连接，构建一个分泌型穿梭表达质
粒（30)&%-!%+-!.#），然后转化大肠杆菌，筛选出阳
性克隆并进行鉴定。质粒提取、12’ 片段的回收、
连接、转化及筛选均按文献［#］进行。
!". 重组 -,$.’的诱导表达
将 30)&%-!%+-!.#质粒转化到耻垢分枝杆菌中

方法按文献［.］。约 #B出现转化子。挑取转化子，
于 4K+G培养基（含卡那霉素 #6"8=:>）中 *KH培养
*B。/,H诱导 *6:I7 后破菌。冰浴 "6:I7，室温下
/666M=:I7离心 ,6:I7。弃上清，沉淀悬浮于 *:> 裂
解液 ’（#6::;<=> (MIJ%+)< 3+9A6，"::;<=> F1(’）中。

加入 9"> #6::;<=> !4-N和 "."> #O 溶菌酶，冰浴
"6:I7。在冰浴中用超声细胞破碎仪进行超声破菌，
功率为 *66P，每次时间为 ,#J，共 . 次。室温下
",666M=:I7离心 ,6:I7。收集上清和沉淀，沉淀悬浮
于 ,66">裂解液 ’中。 Q ,6H存放。
!"/ ,0,+$1*2及蛋白密度测定

-1-%!’&F参照文献［#］。电泳结果用图像分析
系统扫描分析。

!"3 4567589+:;<7
-1-%!’&F结束后进行电转移至硝酸纤维素滤

膜（2) 膜）。"668=> 脱脂奶粉封闭，抗人结核杆菌
+-!.#单克隆抗体（" R ,666）以及羊抗兔 S8&%’!（" R
#66）先后标记、洗膜，加 20(=0)S!底物于室温温育，
直到蛋白条带处形成紫色沉淀。将膜转到终止液

（,6::;<=> (MIJ%+)< 3+9A6，#::;<=> F1(’）中，终止
显色反应。

= 结 果

="! 重组质粒的鉴定
="!"! 限制性内切酶分析：挑选阳性克隆，抽提质
粒，分别用 $%&!、’()!、!"#+!、$%&! T ’()!、
’()! T !"#+!、$%&! T !"#+!酶切，产物用 "O
琼脂糖凝胶电泳检测。重组质粒上有 $%&!、’()!
的单一酶切位点，将该质粒切割成长约 K#66U3的片
段；$%&! T ’()!双酶切可得到长约 ".66U3 的
+-!.# 12’片段和 /G66U3的片段；’()! T !"#+!
双酶切可得到长约 *66U3、"///U3和 #K#6U3的 * 条
12’片段；$%&! T !"#+!双酶切可得到长约 "#6U3
的信号肽 12’片段和 K*#6U3的片段。其酶切图谱
与预期的一致（见图 "）。
="!"= !)@扩增鉴定：分别以 0)& ’89#0 信号肽
12’ 片段的上游引物和下游引物、人结核杆菌
+-!.#全长基因的上游引物和下游引物、0)& ’89#0
信号肽 12’片段的上游引物和人结核杆菌 +-!.#
全长基因的下游引物作为一对引物，以筛选的阳性

质粒为模板进行 !)@ 扩增，产物分别经过 "O和
6AKO 琼脂糖凝胶电泳，可以发现有约 "#6U3、
".66U3、"K66U3的 12’片段分别扩增出来（如图 ,、*
所示），与文献报道相符。结果说明，该阳性克隆含

有 -!、+-!.#和 -!%+-!.#的 12’片段，并且连接方
向是正确的。

="!"> 12’序列测定：测序结果表明，该质粒上的
信号肽 12’序列和 +-!.#的基因序列无突变，连接
方向正确，阅读框无移位，30)&%-!%+-!.#穿梭表达
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质粒构建成功。

图 ! 重组质粒酶切鉴定结果
"#$%! &’()*#+)#,- .-./0(#( ,1 *’+,23#-.-)

456789:8;9:<= 4/.(2#>
!：(#$-./ 4’4)#>’ ?@A (’$2’-)；B：456789:8;9:<=C!"#;! D $%&!；

E：456789:8;9:<=C$%&! D ’()!；F：;9:<= ?@A (’$2’-)；=：458

6789:8;9:<=C!"#;! D ’()!；<：456789:8;9:<=C!"#;!；G：

456789:8;9:<=C’()!；H：456789:8;9:<=C$%&!；I："?@AC*&)>

#

图 B ;9:<=和 9:8;9:<= ?@A序列的扩增产物
"#$%B JK’ ?@A (’LM’-+’ .24/#1#+.)#,-

4*,>M+) ,1 ;9:<= .-> 9:8;9:<=
!：9:8;9:<= ?@A (’$2’-)；B：;9:<= ?@A (’$2’-)；I：BNN34 /.>>’*

图 E ;9:<=和信号肽 ?@A序列的扩增产物
"#$%E JK’ ?@A .24/#1#+.)#,- 4*,>M+)

,1 ;9:<= .-> (#$-./ 4’4)#>’
I!：BNN34 /.>>’*；!：;9:<= ?@A (’$2’-)；

B：(#$-./ 4’4)#>’ ?@A (’$2’-)；IB：!NN34 /.>>’*

!"! 重组 #$%&’基因在耻垢分枝杆菌中的表达以
及蛋白质的分布

将 456789:8;9:<=穿梭表达质粒用电穿孔的方
法转入耻垢分枝杆菌中。培养 E>，FBO诱导 EN2#-
后破菌。用 9?98:A7P方法鉴定 ;9:<= 的表达（见
图 F）。

图 F ;9:<=在耻垢分枝杆菌中表达的 9?98:A7P分析
"#$%F 9?98:A7P .-./0(#( ,1 )K’ 4*,)’#- ’Q4*’((’>

#- *’+,23#-.-) +,-./"-012&"3 %#14#"0&%
I：:*,)’#- 2,/’+M/.* 2.*R’*；!：)K’ ),)./ 4*,)’#-( ,1 +,-./"-012&5#

%#14#"0&% #->M+’> 30 K’.*)；B：)K’ ),)./ 4*,)’#-( ,1 *’+,23#-.-) +,-./"-6

012&5# %#14#"0&% #->M+’> 30 K’.)；E：+’// (M4’*-.-) ,1 *’+,23#-.-) +,6

-./"-012&5# %#14#"0&% #->M+’> 30 K’.)；F：+’// >’4,(#) ,1 *’+,23#-.-)

+,-./"-012&5# %#14#"0&% #->M+’> 30 K’.)；=：)K’ ),)./ 4*,)’#-( ,1 +,-.6

/"-012&5# %#14#"0&% S#)K 45678B!NN #->M+’> 30 K’.*)

经过凝胶分析系统表明，在耻垢分枝杆菌（I9）
中 <=R?蛋白占总蛋白的 BNT，在重组耻垢分枝杆
菌中占 EFUF<T，在重组耻垢分枝杆菌裂解物上清
中占 <HU=<T，在重组耻垢分枝杆菌裂解物沉淀中
占 BNU<=T，在含有空载体的耻垢分枝杆菌中占
BEUENT。上述结果说明在重组耻垢分枝杆菌中
<=R?蛋白表达量明显增加，表明人结核杆菌 ;9:<=
基因在耻垢分枝杆菌中获有效表达。而且极大部分

是以可溶的状态存在。

!"( 重组 #$%&’的)*+,*-./012,
重组耻垢分枝杆菌裂解物上清经过 9?98:A7P

后，将蛋白质电转移到硝酸纤维素滤膜上，然后与结

核杆菌 ;9:<=单克隆抗体温育，经过洗涤后再与用
碱性磷酸酶标记的二抗温育，然后加上生色底物，直

到蛋白条带处形成紫色沉淀才终止染色（见图 =）。
V’()’*-83/,)结果表明分泌的重组蛋白能与人结核
杆菌 ;9:<=的抗体特异性结合，说明该重组蛋白具
有 ;9:<=的生物学活性，能够发挥其生物学作用。

BG! 生 物 工 程 学 报 BN卷



耻垢分枝杆菌自身表达的 !"#$蛋白不与人结核杆
菌 %&’!"结合。

图 " %&’!"在耻垢分枝杆菌中表达的 ()*+),-./01+分析
2345" ()*+),-./01+ 6-607*3* 18 %&’!" 4)-) )9:,)**31-

3- ,);1</3-6-+ !"#$%&#’()*+, -,(.,&’*-
=：’)00)+ 18 07*6+) 18 ,);1</3-6-+ !"#$%&#’()*+, -,(.,&’*- >3+? %&’!"

4)-)；

@：’)00)+ 18 07*6+) 18 !"#$%&#’()*+, -,(.,&’*-；

A：’,1+)3- <10);B06, <6** <6,#),

! 讨 论

=CCD年，E1>,3)等［D］发现：先用结核杆菌 %&’!"
$FG质粒对 HGEHI; 小鼠进行肌肉免疫，然后用结
核杆菌 %JDKL 对其进行攻击后，小鼠体内 M?=IM;=
型特异性细胞毒性反应占优势，并且该特异性 M细
胞克隆可将其免疫保护作用转移给无保护作用的试

验小鼠。

%&’!"虽具有很强的免疫原性，但只有分泌到
细胞外的 %&’!"被加工后才能发挥生物学效应，而
重组 %&’!"在细胞内高水平表达时多以包涵体的
形式存在，不具有生物学活性，所以本研究利用

$FG重组技术将 HNO G4P"H的信号肽 $FG序列克
隆到质粒 :HNO.@=QQ %&’DQ 启动子的下游，构建成
分泌型大肠杆菌.分枝杆菌穿梭表达质粒。人结核
杆菌 %&’!"基因通过此质粒导入到耻垢分枝杆菌
中表达，研究其表达效率及生物学活性。结果显示，

重组耻垢分枝杆菌中 !"#$ 蛋白占菌体总蛋白的
JRSR!T，比耻垢分枝杆菌高 ==T，而且极大部分存
在于裂解物上清中（!CS"!T），形成的包涵体少，表
明人结核杆菌 %&’!" 基因在耻垢分枝杆菌中获得
高效表达，表达的重组蛋白主要为分泌性蛋白，有利

于排出细胞外，可以激活更多的 %&’!" 特异性的 M

细胞，发挥其保护作用。()*+),-./01+结果证实表达
的重组蛋白能够与结核杆菌 %&’!" 的抗体特异性
结合，提示该重组蛋白具有 %&’!"的生物学活性。
耻垢分枝杆菌（! 5 -,(.,&’*- <;@=""）是一种生

长快，转化效率高的突变株，是一种非致病菌和强的

细胞免疫佐剂，可被发展成为一种疫苗载体。因

HNO生长缓慢，需 =" U =P?一代，培养时间长；而且
HNO的效果在一些地区不均一，其作为一种活的微
生物能在免疫力低下，包括 GV$&患者身上诱发致命
的散发性疾病等原因，人们期待着新的基因工程载

体的出现，重组耻垢分枝杆菌疫苗的研究得以快速

发展。260;1-)将 HNO的抗原基因转入耻垢分枝杆
菌中，发现重组耻垢分枝杆菌免疫动物后在组织中

停留的时间增长。能保护 N"DHE 小鼠抵抗结核杆
菌 %JDKL 的攻击［P］。将人结核杆菌 %&’!" 基因导
入耻垢分枝杆菌表达，构建重组耻垢分枝杆菌，可望

发展成为一种防治结核病的疫苗。该重组耻垢分枝

杆菌的免疫原性、抗感染作用以及临床应用前景有

待于进一步研究。

同时本研究构建成功一种分泌型的原核穿梭表

达质粒，为以后将多种同源或异源蛋白在分枝杆菌

中进行表达并分泌到细胞外，构建一苗多用的疫苗

打下了基础。
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全国医药生物工程 Z==;年学术研讨会及征文通知
中国生物工程学会医学专业委员会，SO<计划医学生物技术专家组于 Z==;年 [=月下旬在安徽黄山市联合主办《全国医

药生物工程 Z==;年学术研讨会》，对全国医药生物工程研究和开发的新进展、新成果和发展前景进行交流和研讨，欢迎从事医
学生物工程研究和开发的科技工作者踊跃参加。本次会议由军事医学科学院生物工程研究所承办，安科生物高技术有限公

司协办。

一、征文主题：[^ 基因诊断；Z^ 基因疫苗；<^ 基因药物；;^ 基因治疗；P^ 基因组学与蛋白质组学；O^ 抗体工程；\^ 蛋白质工
程；S^ 转基因与克隆技术；_^ 干细胞与组织工程；[=^ 生物技术产业中试工艺与新成果。
二、征文要求：凡 SO<“十五”课题及与本征文主题相关的研究资料，提交至少 P==字以上、[===字以内的中文摘要，打印格

式：题目（宋体 <号），作者姓名（黑体 P号），单位和邮编（楷体 P号），正文（宋体 P号，每行 ;=字，字距 [，行距 [X P），无图，不列
文献，打印居中（请附软盘，供直接打印装订）。

三、征稿截止日期：Z==;年 \月 [号（以邮戳为准）。
四、优秀论文奖：会议对提交论文的内容和格式经审查符合要求后，编入会议论文摘要集，组织会议交流。并设置优秀论

文奖，由各单位推荐或个人投稿报名，参与评奖论文除提交摘要外，需提交全文，经专家评审，从中评选出 S a [=名。
五、会议同时举办生物工程研究相关仪器设备、试剂和新技术的展出，欢迎相关公司厂商等参加会议。

六、注册费：\==元b人，在读研究生 P==元b人。
七、来稿及会务联系地址：北京太平路 Z\号（邮编 [==SP=）生物工程研究所 张艳红、冯怡收
>CH：（=[=）&OO_<[S=_； -&J1(H：U(2AC?0Z==Z‘ @20%X ?2J

;\[ 生 物 工 程 学 报 Z=卷


