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摘 要：以牛分枝杆菌 %9’’55333 染色体 E-) 为模板，以 FGH"3 成熟蛋白基因特异性引物进行 GIJ 扩增，获得约

1$$K* 的 E-) 片段。通过 46) 克隆技术，将 GIJ 产物克隆至 *L7F64 %5A@&+ 中，成功地构建出克隆质粒 *L7F646"3。

以 !"#M!和 $%&J!双酶切 *L7F646"3 和 *74#19（ N ），并将纯化的 FGH"3 基因亚克隆至 *74#19（ N ）中，构建出原

核表达质粒 *74#196"3。将 *74#196"3 转化至感受态 $ ( %&’( HO#3（E7.）中，经 PG4L 诱导和 QEQ6G)L7 分析，可见约

.$RE 外源蛋白带。S5T@5+= K’&@ 分析发现，该蛋白具有牛分枝杆菌抗原性，从而为进一步研究 FGH"3 的亚单位疫苗

及 E-) 疫苗奠定基础。
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牛 结 核 病（H&V,=5 @WK5+AW’&T,T）主 要 是 由 牛 分 枝 杆 菌

（)*%&+"%,-.(/# +&0(1）引起的一种人兽共患传染病。人结核病

的 3$X以上是由牛分枝杆菌引起的。SMY 指出：“在存在牛

结核病的国家，人类始终受它的威胁，除非着手消灭牛结核

病，否则人类结核病的控制是不会成功的。”目前，一些较发

达国家和地区，如美国、澳大利亚和北欧等已基本消灭了牛

结核病，但由于人结核病和野生动物结核病的存在，致使这

些国家对牛结核仍处于不断的检疫和高度的警惕之中。而

在广大的发展中国家，该病仍严重流行，仅我国牛结核的阳

性率就达 3$X 以上。牛结核病的防制主要是采用牛结核

GGE进行变态反应检疫，对检出的阳性牛进行隔离或捕杀，

以达到消灭该病的目的。但是，应用该防制措施并未达到控

制该病的目的，反而近年来呈上升趋势［3］。目前，预防人结

核病普遍采用接种卡介苗（HIL），但是，HIL 在不同的人群和

地域中保护力差异很大［#］，尤其对成人的保护效果不佳。对

牛和其它动物而言，注射 HIL 后，变态反应检测均呈阳性，导

致人工免疫和自然感染不能区别，影响牛的检疫和国际贸

易。因此，研发预防牛结核病新型疫苗势在必行。研究证

实，结核分枝杆菌培养滤液中存在大量能被 IE!N 、IE1N 4 细

胞所识别的蛋白抗原，对实验动物具有保护作用［.，!］。FGH"3
就是结核分枝杆菌培养滤液中的一种主要分泌蛋白［"，2］，是

结核分枝杆菌的主要保护性抗原。因此，本文对牛分枝杆菌

FGH"3 的成熟蛋白基因进行克隆，构建其原核表达质粒及在

大肠杆菌中进行表达，旨在为研究新型疫苗奠定基础。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 菌株：牛分枝杆菌 %9’’55333 购于中国兽药监察所；

$1%2-.(%2(" %&’( ZF3$0 由笔者实验室保存；$ ( %&’( HO#3（E7.）

由解放军军需大学杨连玉博士惠赠。

%&%&’ 载 体：*L7F64 %5A@&+ Q<T@58 为 G+&85>9 公 司 产 品；

*74#19（ N ）由解放军军需大学张艳宇博士惠赠。

%&%&( 主要试剂：蛋白酶 [ 为 F5+AR 公司产品；$3 4"5 E-)
聚合酶、!"#M!、$%&J!为 49[9J9 公司产品；核酸分子量标

准为 49[9J9 公司产品；琼脂糖为 Q*9=,T: 公司产品；溶菌酶、

\-4GT、]6L9’ 为 H5KA& 公 司 产 品；氨 苄 青 霉 素、卡 那 霉 素、

PG4L、E44、J-9T5 ) 为 Q,>89 公 司 产 品；4! E-) 连 接 酶 为

G+&85>9 公司产品；E-) 凝胶回收纯化试剂盒为杭州维特洁

生化技术有限公司产品；酵母浸出粉、胰蛋白胨为 YD&,\ 公司

产品；低分子量蛋白质标准为上海生物化学研究所产品；

G%E^ 转移膜为 L’589= 公司产品；牛结核多克隆抗体、辣根过

氧化物酶标记的兔抗牛 P>L 的抗体由笔者实验室自制与保

存。

%)’ 目的基因 "*+ 扩增和克隆

根据 L5=H9=R 中（E#2!12）)*%&+"%,-.(/# +&0(1 HIL 4&R<&
株 FGH"3 的基因序列，自行设计一对扩增该成熟蛋白基因的

GIJ 引 物（ 由 大 连 49[9J9 公 司 合 成 ），序 列 为：G3："_6
I4)LL)4II)II)4LLIIII)4)IL)L))6._； G#： "_6)4LL))
44ILI)4ILLI)II4LLI44)L6._（划线序列分别为 !"#M!、

$%&J!酶 切 位 点）。按 文 献［/］的 方 法 提 取 牛 分 枝 杆 菌

%9’’55333 染色体 E-)。以牛分枝杆菌染色体 E-) 为模板，

以 G3、G# 为引物，对 FGH"3 成熟蛋白基因进行 GIJ 扩增。

GIJ 反应体系（总体积 "$"O）：3$ ‘ $3 4"5 HWaa5+ ""O，G3、G#
（#$*8&’b"O）各 3"O，\-4GT（各 #U"88&’b"O）!"O，模板 E-) #"O，

灭菌去离子水 .2U""O，$3 4"5 E-) 聚合酶 $U""O（"cb"O）。

反应条件：01d 18,=；0"d 38,=，""d 38,=，/#d 3U"8,=，共 .#



个循环；!"# $%&’(。)*+ 产物经纯化后，以 ,- ./0 连接酶

连接于 12345, 中，并转化至感受态 ! 6 "#$% 74$%8 中。通过

!5互补法、质粒大小、酶切分析及 )*+ 扩增鉴定重组克隆，获

得重组质粒 12345,59$，由大连 ,:;:+: 公司进行测序。

!"# 原核表达重组质粒的构建和目的基因的表达

对重组质粒 12345,59$ 和载体 13,"<:（ = ）以 &’(>"、

!"#+"双酶切，切胶纯化后，以 ,- ./0 连接酶连接。连接产

物转化至感受态 ! 6 "#$% ?@"$（.3A）中，经筛选获得原核表达

重组质粒 13,"<:59$。

将原核表达重组克隆接种于 9&@（含 9%#BC&@ 卡那霉素）

的 @? 培养基中，A!# "%%DC&’( 培 养 过 夜。取 "&@ 接 种 于

$%%&@ @? 培养基中，A!# "9%DC&’( 培养至 )*E%%为 %FE G %F<，

加 H),2 至 $&&IJC@ 诱导表达。每隔 $K 取菌液，取至 $%K。以

同样的方法诱导含空质粒 13,"<:（ = ）的 ! 6 "#$% ?@"$（.3A）

$%K 作对照。

!"$ %&%’()*+ 分析

将诱导各时间收获的菌液 )*E%% 均调至 %FE<，取菌液

$F9&@，-#离心收集菌体。沉淀菌体中加入 $%%#@ 去离子水

裂解细菌，再加入等量的 " L M.M 凝胶上样缓冲液，混匀后，

于沸水中煮沸 9&’(，$9%%%DC&’( 离心 $%&’(，取上清 $9#@ 按文

献［<］进行 $"N M.M5)023。

!", -./0.12 3450 分析

表达产物经 M.M5)023 后，按文献［<］方法以 ?HO5+0. 系

统电转移至 )P.Q 转移膜上，经牛血清白蛋白封闭后，依次加

入牛结核多克隆抗体、辣根过氧化物酶标记的兔抗牛 HB2 抗

体，最后在联苯胺（.0?）溶液中显色并观察结果。

6 结果和分析

6"! (78 扩增产物的克隆和序列分析

以牛分枝杆菌染色体 ./0 为模板，以 4)?9$ 的成熟蛋

白基因特异性引物进行 )*+ 扩增。扩增产物经 $N琼脂糖

凝胶电泳分析，可见 $ 条约 <%%R1 的 ./0 片段，与预期 ./0
片段大小一致。

纯化的 4)?9$ )*+ 产物与 12345, PSTUID 连接，构建重

组质粒 12345,59$。通 过!5互 补 法、质 粒 大 小、酶 切 分 析、

)*+ 扩增及序列分析鉴定重组质粒。以 &’(>"、!"#+"双

酶切 12345,59$，得到约 A%%%R1 的 12345, 线性片段和 <%%R1
的插入片段。序列分析证实，该 ./0 片段大小为 <%$R1，与

2S(?:(V 中 +,"#-’"./0%1( -#2%3 ?*2 ,IVWI 株 4)?9$ 成熟蛋白

基因序列的同源性为 88F<N。两者核苷酸序列在 $9$、98$ 位

存在差异，在 +,"#-’"./0%1( -#2%3 ?*2 ,IVWI 株分别为 0、*，而

在 P:JJSS$$$ 中分别为 2、,。在氨基酸序列上，两者仅表现在

9$ 位存在差异，在 +,"#-’"./0%1( -#2%3 ?*2 ,IVWI 株为 4，而

P:JJSS$$$ 则为 P。

6"6 原核表达重组质粒的构建和重组子的鉴定

12345,59$ 和 13,"<:（ = ）均以 &’(>"、!"#+"双酶切

和纯化后，由 ,- ./0 连接酶连接，构建重组质粒 13,"<:59$。

通过质粒大小、酶切分析及 )*+ 扩增鉴定重组子。13,"<:5

9$ 经 &’(>"、!"#+"双酶切，得到约 9A%%R1 的 13,"<: 线性

片段和 <%%R1 的插入片段，表明成功地构建出 4)?9$ 成熟蛋

白基因的原核表达重组质粒。

6"# %&%’()*+ 分析

经 H),2 诱导的 13,"<:59$ 于 ! 6 "#$% ?@"$（.3A）中在各时

间的表达情况如图 $ 所示。4)?9$ 成熟蛋白获得了表达，其

表达量随诱导时间的延长而增加，诱导 EK 达到高峰，蛋白质

的相对分子量约为 A%V.，与 4)?9$ 成熟蛋白一致。而含空

质粒 13,"<:（ = ）的 ! 6 "#$% ?@"$（.3A）对照则未见该蛋白质

表达。

图 ! 重组质粒 9+:6;<’,! 在 ! " "#$% =>6! 中的表达

Q’B6$ 13,"<:59$ SX1DSYY’I( ’( ! 6 "#$% ?@"$

$6 13,"<: SX1DSYY’I( DSYZJU ’( ! 6 "#$% ?@"$ [’UK H),2 ’(\ZTS\ $%K，:Y

TI(UDIJ；" 6 13,"<:59$ SX1DSYY’I( DSYZJU ’( ! 6 "#$% ?@"$ [’UK (I( H),2

’(\ZTS\；A G 86 13,"<:59$ SX1DSYY’I( DSYZJUY ’( ! 6 "#$% ?@"$ [’UK H),2

’(\ZTS\ "K，EK，!K，AK，-K，9K，$K，DSY1STU’]SJW；46 @I[ &IJSTZJ:D

[S’BKU 1DIUS’( &:DVSD 6

6"$ -./0.12 3450 分析

表达产物经 M.M5)023 后，电转移至 )P.Q 转移膜上，以

牛结核多克隆抗体为一抗，辣根过氧化物酶标记的兔抗牛

HB2 的抗体为二抗，联苯胺（.0?）为底物，进行蛋白印迹分析

（图 "）。图中可见 A%V. 处有一条明显的蛋白印迹带，说明该

表达产物具有牛分枝杆菌抗原性。

图 6 重组质粒 9+:6;<’,! 表达产物的 -./0.12 3450 分析

Q’B6 " ^SYUSD( RJIU :(:JWY’Y I_ UKS SX1DSYY’I( 1DI\ZTU I_ UKS DSTI&R’(:(U

1J:Y&’\ 13,"<:59$

$ G -6 3X1DSYY’I( 1DI\ZTU I_ UKS DSTIR’(:(U 1J:Y&’\ 13,"<:59$ ’( ! 6 "#$%

?@"$；46@I[ &IJSTZJ:D [S’BKU 1DIUS’( &:DVSD 6

# 讨论

多年来，在牛结核病的控制方面，尽管采取不断检疫、隔

离与淘汰等措施，但仍未能从根本上得以控制，反而近年来

在全球范围内呈上升趋势。其根本原因是目前尚无可实用

的疫苗应用所致。因此，开发新型、安全、高效抗牛结核病的

疫苗已成为控制该病的研究热点。

4)?9$ 是牛分枝杆菌的主要分泌蛋白，是开发新型疫苗

88"" 期 姜秀云等：牛分枝杆菌 4)?9$ 基因的克隆及其在大肠杆菌中的表达



的理想候选抗原。本研究以牛分枝杆菌 !"##$$%%% 的染色体

&’( 为模板，)*+ 扩增 ,)-.% 成熟蛋白基因，选用 /01,23
!$4567 89:5$; 成功地克隆了牛分枝杆菌 ,)-.% 成熟蛋白基

因，通过酶切鉴定和 )*+ 鉴定，证实了所克隆的基因与目的

基因大小一致。通过序列测定及 &’(83(+ 分析发现，所克

隆的 ,)-.% 成 熟 蛋 白 基 因 序 列 与 !"#$%&#’()*+, %$-*. -*0
36<96 的 ,)-.% 成熟蛋白基因序列同源性为 ==>?@，氨基酸

序列的同源性为 ==>A@，表明该基因在牛分枝杆菌中是十分

保守的。进一步将克隆至 /01,23 中的 ,)-.% 成熟蛋白基

因亚克隆至 /13B?"（ C ）表达系统中，构建了高效原核表达重

组质 粒。该 表 达 重 组 质 粒 在 与 之 相 匹 配 的 / D #$0* -EB%
（&1F）中，经 G)30 诱导 AH 后，表达量达到了高峰。且表达的

蛋白质 ’2末端融合有 A 个组氨酸的多肽标签，有利于进一步

纯化。经免疫印迹分析证实，所表达的蛋白质具有牛分枝杆

菌的抗原性。关于牛分枝杆菌 ,)-.% 成熟蛋白基因的克隆

及其在大肠杆菌中的表达研究国内外尚未见到报道，因此，

本研究为进一步研究牛分枝杆菌 ,)-.% 基因工程亚单位疫

苗及核酸疫苗奠定了基础。
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