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摘 要：在大肠杆菌中高效表达结核分枝杆菌 JH(("F 蛋白，获得纯化的重组蛋白 1JH(("F。通过聚合酶链反应
（K.5L;018I0 ,=8<? 108,-<.?，KMJ）扩增 JH(("F 基因；以质粒 N:4$’8为表达载体，构建重组质粒，转化大肠杆菌 2O$&
（P:(）；以异丙基硫代半乳糖苷（QK4R）诱导表达目的蛋白，通过 SPS6K3R:鉴定 1JH(("F在大肠杆菌中的表达，确定
1JH(("F在大肠杆菌中的表达形式；采用 T<6T43 U<I·2<?D J0I<?来纯化重组蛋白。重组质粒 N:4$’86JH(("F中目的
基因测序结果与报道序列相同。分子量约 &FV#WP8，表达量约占菌体总蛋白的 &’X，纯化后的重组蛋白样品经 SPS6
K3R:和激光密度扫描分析表明其纯度为 F%X以上，每 &%%;O培养菌可获得 &V#";@左右的重组蛋白。用亲和层析
法纯化的重组蛋白纯度较好。
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结核病至今仍是世界上一个严重的公共卫生问题，威胁

着人类的生活质量和生命健康。据世界卫生组织（YU+）统
计，目前世界上约有 $%%%万以上的结核病人，每年约有 ’%%
万人新发生结核病，近 (%% 万结核病病人死亡［&］。近年来，
由于人口流动普遍增加、人类免疫缺陷病毒（UQZ）与结核分
枝杆菌（$%&’()&*+,-./ *.(+,&.0’1-1，简称 [42）伴发感染以及耐
药菌株的出现等原因，使 [42感染和结核病发生率有上升
趋势，给全球结核病防治提出了新的挑战［$］。因此及时进行

结核病的早期诊断，研究更有效的结核病免疫诊断试剂或者

疫苗对治疗结核非常重要。

本文通过在大肠杆菌中克隆、表达结核杆菌 JH(("F 蛋
白，获得纯化的 1JH(("F 蛋白，为更深入研究该蛋白的免疫学
特性，研究更有效的结核病免疫诊断试剂或者制作疫苗打下

基础，同时也为该蛋白是否可以作为复合抗原的一个组分提

供依据。

! 材料和方法

!"! 材料
!#!#! 质粒和菌株：大肠杆菌（21&3+,-&3-) &’0-）PU#!、大肠杆
菌 2O$&（P:(）、质粒 N:4$’8 均为本实验室保存，[42 U(* JH
菌株由上海市肺科医院提供。

!#!#$ 酶和试剂：限制性内切酶 2&’J"、4-5D# 购自
48\8J8公司；4! PT3 连接酶购自美国 T0> :?@58?D 2<.O8/I；
6)7 N5CI PT3聚合酶购自上海申能博彩生物科技有限公司。
T<6T43 U<I·2<?D J0I<? 购自美国 T.H8@0?公司；KMJ 产物纯化
试剂盒、PT3胶回收试剂盒、质粒抽提试剂盒、细菌 PT3 抽
提试剂盒均购自上海华舜公司；蛋白分子量标准为中国科学

院上海生物化学研究所产品。

!#!#% 引物的合成与测序：引物的合成由北京奥科生物技
术有限公司完成，重组质粒上目的基因的序列测定由英骏生

物技术有限公司完成。

!#$ 引物设计
根据 R0?28?W库中报道的基因序列设计两对引物，引物

序列为：上游引物 K& 序列为：#]6333R3344M34R4RRRM3RR
M43MMR44RR6(]；下游引物 K$ 序列为：#]633433RM444M3R
MMMR4RRRMR4MR4MM6(]。K&、K$中划线部分分别为 2&’J"、
4-5D# 酶切位点。
!#% 目的基因的获得
以 [42 U(* JH基因组 PT3 为模板，用 KMJ 技术获取目

的基因。KMJ反应条件为：F"^ &;<?，##^ &;<?，*$^ &;<?，(%
个循环。

!#& 表达载体的构建
目的基因片段与 N:4$’8 质粒载体连接，转化大肠杆菌

PU#!，KMJ 扩增及酶切鉴定重组质粒。用 2&’J"及 4-5D#
酶切处理阳性重组质粒及 N:4$’8 质粒，琼脂糖凝胶回收后
进行连接反应，转化大肠杆菌 2O$&（P:(）感受态细胞。酶切
及测序两种方法双重鉴定重组质粒。

!#’ 目的基因的诱导表达和 ()(*+,-.分析
在平板上挑阳性克隆转种 O2培养基，(*^培养至 8"%%

_ %V" ) %V’ 时，%V$;;.5‘O QK4R诱导表达 ( ) != 收获菌体。
适量菌体悬浮于 $ a SPS 样品缓冲液中，煮沸处理，离心后取
上清，SPS6K3R:鉴定目的蛋白的表达。
!#/ 重组蛋白的纯化
采用 T<6T43 U<I·2<?D J0I<? 来亲和纯化重组蛋白，具体

操作步骤如下：（&）收集超声后的沉淀，加入 $%;O裂解液
2CBB01 2（&%%;;.5‘O T8U$K+!、&%;;.5‘O 41<I6UM5、#;;.5‘O咪唑、
’;.5‘O尿素）裂解 (%;<?；（$）将上述裂解产物 &%%%%1‘;<?离
心 (%;<?，弃去沉淀，收集上清；（(）将收集的上清加到含有树
脂的柱子内，混匀，收集上清；（!）用 #;O 洗脱液 2CBB01 M
（&%%;;.5‘O T8U$K+!、&%;;.5‘O 41<I6UM5、$%;;.5‘O 咪唑、’;.5‘O
尿素）冲洗树脂几次，收集上清；（#）加入 &;O洗提液 2CBB01 :
（&%%;;.5‘O T8U$K+!、&%;;.5‘O 41<I6UM5、&;.5‘O咪唑、’;.5‘O尿



素），混匀，收集上清；（!）"#"$%&’(分析收集的各种上清中
的成分，确定加入 )*++,- (后收集的上清即为纯化的重组蛋
白，再经透析、超滤后保存于 . /01冰箱。

! 结果

!"# 目的基因的获得
以 %2、%3 为上下游引物，通过 %45方法从 67) 89:5;基

因组 #<&中获得 =9>?@ !"##$% #<&片段，与预计结果相符。
!"! 目的基因的克隆与鉴定
将目的基因片段与 @(73/A 连接，酶切鉴定证实有一大

小为 =9>?@ 的片段插入载体，初步确认为正确的重组载体，
&’(5!及 )*+B" 酶切处理重组子后得到目的基因片段。测
序结果表明，该重组表达载体 @(73/A 上插入的目的基因序
列全长与 ’,C)ACD 基因库中发表的序列完全一致，命名为
@(73/A$5;99!E。
!"$ %&’!()*+,$$-. 工程菌诱导表达及产物的鉴定

"#"$%&’(分析结果表明，与未经 F%7’ 诱导的 @(73/A$
5;99!E$)G32（#(9）相比，经过 F%7’ 诱导的 @(73/A$5;99!E$
)G32（#(9）菌体在相对分子质量约 33D#A位置附近有浓重
的表达条带出现。采用 0H2、0H3、0H=、0H!、0H/、2H0 和
2H3IIJKLG不同浓度的 F%7’诱导，@(73/A$5;99!E工程菌的蛋
白表达量无明显区别（图 2）。经激光密度扫描测定占菌体总
蛋白的 30M左右。由于 9:1高温诱导且 "#"$%&’(分析后
证实重组蛋白大部分以包涵体形式表达。同时发现 "#"$
%&’(反映重组蛋白 8NO! 7AP$5;99!E 的相对分子质量为
33D#A，这与理论计算的分子质量 2EH>D#A有差异，需要将纯
化好的重组蛋白进行质谱分析来证实是否正确。

图 # 重组表达产物的 /0/*123&
QNPR 2 "#"$%&’( J+ P,C, @-JB*STOR 6R %-JT,NC IJK,S*KA- U,NPVT
IA-D,-； 2 W :R 5,SJI?NCACT @KAOINB @(73/A$5;99!E NCB*S,B ?X
0H2IIJKLG， 0H3IIJKLG， 0H=IIJKLG， 0H!IIJKLG， 0H/IIJKLG，
2H0IIJKLG， 2H3IIJKLG F%7’ -,O@,STN;,KX +J- =V AT 9:1； /R
5,SJI?NCACT @KAOINB @(73/A$5;99!E CJT NCB*S,BR

!"4 重组蛋白的纯化
亲和层析纯化后的样品经 "#"$%&’(分析显示，只见一

条回收的特异蛋白带，未见其他杂带，表明重组蛋白的纯度

很高（图 3）。经 )-AB+J-B 法测定，每 200IG培养菌可获得约
2H>!IP的重组蛋白。
!"5 质谱分析
经质谱分析（图 9），测得的分子质量 2EH=D#A与理论计

算的分子质量 2EH>D#A有微小的差异，最有可能是 <端的甲

图 ! 亲和层析分离纯化后的 /0/*123&
QNPR 3 "#"$%&’( J+ A++NCNTX SV-JIATJP-A@VXR 6R %-JT,NC IJK,S*KA-
U,NPVT IA-D,-；2R 5,SJI?NCACT @-JT,NC @*-N+N,B 8NO!$TAP；3R 5,SJI?NCACT
@KAOINB @(73/A$5;99!E NCB*S,B ?X 0H2IIJKLG F%7’ +J- =V AT 9:1 R 9 R
5,SJI?NCACT @KAOINB @(73/A$5;99!E CJT NCB*S,BR

硫氨酸（大小为 230#A）降解所造成的［9］，证明了表达产物是
准确的，进一步验证了我们对重组质粒的测序结果，同时也

解释了之前 "#"$%&’(分析时发现的不正常现象，具体原因
有待进一步研究来证实。

图 $ 重组蛋白质谱分析
QNPR9 6AOO O@,ST-*I ACAKXONO J+ -,SJI?NCACT @-JT,NCR

$ 讨论

早期发现和早期诊断结核病病人，给予有效的治疗，是

减少传播机会、控制结核病疫情的关键［=］。早期诊断问题非

常复杂，因为 67) 能够长期处于“休眠”状态，休眠状态的
67)可因为细胞介导的免疫反应的作用而减慢代谢，以致能
在感染组织中保持静息状态。当某种原因导致人体免疫力

降低时，这些细菌就很有可能“觉醒”，重新活跃起来，导致发

病［>］。

4Q%$20（4*KT*-, +NKT-AT, @-JT,NC 20，4Q%20）自从 2EE/年被
),-TV,T等［!］发现以来，已经被广泛用于结核病的早期免疫诊
断［: W 22］，由 5#2区编码，该区只存在于结核分枝杆菌复合群
和少数致病性分枝杆菌基因组中，所有卡介苗（)4’）菌株基
因组中均缺乏该区域，是致病的牛分枝杆菌减毒为弱毒卡介

苗的过程中早期就被删除的区域［23］。YJ*CP等［29］在研究中

!9/ GZ 4VJCP ,- ./ R L0’-. 1*’2(3*(/(4*’. 5*+*’.（300!）=!（>）



发现，结核患者和健康者的血清学诊断结果显示：!"#$$%&和
’()*+, 的敏感性分别是 -./和 %,/，同时特异性各自为
&%/和 &-/，这表明 !"#$$%&的敏感性高于 ’()*+,，但同时特
异性的强度与 ’()*+, 相当，根据 0123425 的信息得知
!"#$$%&蛋白功能未知，且是保守的假设蛋白，通过与除了结
核杆菌之外的细菌进行同源性比较表明，此蛋白属于结核杆

菌复合群特有的。这一切都说明 !"#$$%&在结核病的免疫学
诊断等方面具有很高的应用前景。

本文研究的 !"##$% 基因使用的表达载体是 6789:4，其
启动子为 8-启动子［+.］，有很强的启动转录的能力。此外，由
于表达载体 6789:4上携带 % ;组氨酸，它可通过形成配位键
而与金属螯合亲和层析柱上固定化的某些二价金属离子（如

镍）结合，使重组蛋白得到纯化［+<］。尽管该重组蛋白大部分

以包涵体形式表达，亲和纯化时需要进行复性处理，但获得

的重组蛋白纯度可达到 &,/以上。原核表达系统的优点是
技术成熟，产率较高。而 6789:4 大肠杆菌系统独特之处在
于它利用 % ; 组氨酸表位可以高效快速表达并纯化目的蛋
白，同时基本不影响其结构和生物活性。经 3!4=>?!=法测定，
每 +,,@A培养菌可获得约 +B<%@C的重组蛋白，可见亲和层
析纯化方法得到的产物得率不错、纯度较好，操作简便，为更

深入研究该蛋白的免疫学特性等方面的研究打下坚实的基

础。
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