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012-+基因上游调控序列对314基因在耻垢分枝杆菌中

表达效率的影响!
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摘 要 将外源基因———日本血吸虫,567抗原（18,5314）基因克隆到大肠杆菌&分枝杆菌

穿梭质粒中，构建成四个不同的表达截体，研究它们在耻垢后分枝杆菌（!"#$%&#’()*+,-,(./
,&’*-）中的表达效率。首先将含有结核杆菌热休克蛋白-+（09:;1<"=62>";9?@，012-+）的启

动子的质粒AB4&-+用!="C切，进行两种不同的修饰后，得到不同的17序列；将18,5314基

因克隆进去。再将含012-+启动子和18,5314基因的片段切下，克隆到分枝杆菌&大肠杆菌

穿梭质粒ADE3&,+++中，筛选出不同17序列、不同方向和不同拷贝数的分枝杆菌表达载体

四个。所表达的重组天然18,5314（>18,5314）为可溶性蛋白，在171&2F3G上分子量为

,567处可见明显的表达蛋白带。通过薄层扫描分析，发现表达质粒中双拷贝启动子&外源基

因组合，表达效率最高，是单拷贝组合的(H5倍，占分枝杆菌菌体总蛋白的,*I。而不同的

克隆方向和不同的17序列（两者相差)个碱基）对表达效率的影响不明显。
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分枝杆菌又称抗酸杆菌，因生长缓慢等原因而影响了对它们的深入研究。随着分子生

物学技术的发展，人们对分枝杆菌的遗传背景开始有些认识。近年发展起来的分枝杆菌分

子遗传学手段和方法可将外源基因转入DE3和其它分枝杆菌［(］，为将卡介苗（DE3）和其它

分枝杆菌发展为多价疫苗载体打下基础。目前，国外一些学者正利用分枝杆菌的特点，将数

十种外源基因在分枝杆菌中得以表达，制备基因工程分枝杆菌多价疫苗。我国近年来在这

方面的研究也取得了很大的进展，皇甫永穆等人先后构建出两代大肠杆菌&分枝杆菌穿梭载

体，并将18,5314基因在分枝杆菌中得到表达［,］。本文研究了012-+基因上游调控序列对

谷胱甘肽&1&转移酶（314）基因在耻后分枝杆菌（!0-,(.,&’*-）中表达效率的影响。

! 材料和方法

!#! 菌株、质粒和化学试剂

大肠杆菌（10#$2*）70/!为本室收藏；质粒ADE3&,+++、AKE($&314为本室构建［)］；

!0-,(.,&’*-,#,(//由美国7>#L:="MN赠送；质粒AB4-+（含人结核杆菌热休克蛋白-+
的启动子序列）由英国7#D#O"P>?9提供。!="C等7!F限制性内切酶、4%7!F连接酶、

)$卷 ,期

($$$年%月
微 生 物 学 报

!"#$%&"’()&(*(+&"$,&-&"$
Q"R#)$
FA>?R

!"#,

""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""
($$$



!"#$%&!"#$%&大片段、’($)*#+$核酸酶、,-./、以及0-1和蛋白质分子量标准，均购

于华美生物工程公司；.2)0-1聚合酶购于34*5%公司。寡核苷酸引物由本校实验医学

研究中心分子生物学研究室分子生物学开放实验室合成。

!6" 方法

!6"6! !"#$%&质粒0-1的制备、纯化、鉴定、重组及转化：质粒0-1提取参照748$*%49
法，用氯化锂和聚乙二醇沉淀法纯化质粒0-1；其它方法参照文献［:］。

!6"6" 分枝 杆 菌 培 养：’"()*+),-&()#;<==在>?@培 养 于 含ABA=C.&##$DEA的

’?FG培养基中［=］。转化子则在含;=9)／H卡那霉素的’?F<A固体培养基上筛选。

!6"6# IJ;K3I.基因的/LM扩增：以大肠杆菌D分枝杆菌穿梭表达质粒为模板，进行

IJ;K3I.基因的扩增。循环温度时间分别为：第一轮循环前，G:@预变性=94$，于EA@加

入.2)0-1聚合酶。然后于G:@变性:=2后于:?@延伸:=2，再于KA@复性<94$，依此

条件循环;A次，最后一次循环延伸至<A94$。反应终止后，用酚：氯仿抽提去掉石蜡油。

取=!<A"H反应混合液在<BAC的琼脂糖凝胶上电泳，检测扩增效果。

!6"6$ 分枝杆菌的转化：从平板上挑取’"()*+),-&()#;<==于<AA9H’?FG的液体培

养基中，>?@培养至对数生长期（./KAA为AB=!<BA），冰浴;B=N。:@，=AAA8／94$离心

<A94$，收集细菌，沉淀悬浮于<AA9H预冷的<AC甘油中。:@，>AAA8／94$离心<A94$，

沉淀悬浮于=A9H预冷的<AC甘油中。:@，;AAA8／94$离心<A94$，沉淀悬浮于;A9H预

冷的<AC甘油中。:@，<=AA8／94$离心<=94$。最后，将沉淀悬浮于<B=9H预冷的<AC
甘油中。此细胞可直接用于电转化。取出EA"H细胞于#OO#$,%8P管中，加入;"H0-1

（AB<")），冰浴<94$。将3#$#/("2#8（基因脉冲仪74%DM+,公司产品）设置为;=AAQ，

;="R，3#$#L%$S8%""#8设置为<AAATN92，进行电转化（转化时间常数约为<=!;=92）。被

转化的细菌立即加入<9HD’?FG培养基，轻轻混匀，转入玻璃试管，>?@温育;N。取

AB<9H涂于含;=9)／H卡那霉素的’?F<A培养基平板上，>?@孵育。>!=,出现转化子。

!6"6% ’"()*+),-&()#;<==于 ’?FG液体培养基中，>?@，<=A8／94$培养:E!?;N。

:=@诱导>A94$，=AAA8／94$离心=94$，沉淀用<9H裂解液（;=C蔗糖，=A99%"／HU0.1，

=A99%"／H.842DFL"，OFEBA）悬浮，洗涤两次，最后悬浮于<AA"H分枝杆菌裂解液中。加

入;"H<AA99%"／H甲基碘酰氟（/’IR），;9)溶菌酶，>?@水浴;N。加入<ACI0I至终

浓度为<C，>?@水浴至溶液粘稠，加入适量去氧胆酸和0-+2#V，>?@水浴>A94$，取出

=A"H用于菌体总蛋白的测定，其余加等体积;WI0I加样缓冲液（<AA99%"／H.842DFL"，

OFKBE，<AC#D巯基乙醇，:CI0I，AB;C溴酚蓝，;AC甘油），<AA@保温:94$，取;A"H用

于AB<CI0ID<;C聚丙烯酰胺凝胶电泳分析。用考马斯亮兰染色。

!6"6& 蛋白测定和I0ID/13U蛋白密度扫描：菌体总蛋白按H%&8X法测定，蛋白质

I0ID/13U结果用,(+"D&+Y#"#$)SN.HL25+$$#852DG<A图象分析系统在波长为=KA$9处

扫描分析。

" 结果

"6! 四种大肠杆菌D分枝杆菌穿梭表达质粒的构建及鉴定

"6!6! 四种大肠杆菌D分枝杆菌穿梭表达质粒的构建：大肠杆菌D分枝杆菌穿梭表达质粒
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酸、脱 氧 腺 苷 三 磷 酸 和 脱 氧 胸 苷 三 磷 酸、（!"#$、!%#$和!##$）产 生 的，并 与 质 粒

&’"()*+,#$-./切后用01234562核酸酶修饰所产生的脱氧鸟苷三磷酸（!+#$）一起

形成两个%#+。质粒/与///、质粒//与/7之间8,$9:*,;<=的插入方向相反，其中质粒

/7为反向双拷贝。通过$">和酶切图谱（图<、图?）分析，结果与预期一致。以四种质

粒为模板，经$">扩增出大小为=@AB&的CD%片段；&4"+*,;<=//和&4"+*,;<=/7的比

较可见后者较前者分子量大，EFG>/和,F6/（,;<=+,#基因有一个位点）切后的两个片段

的电泳图证实了&4"+*,;<=/7中的双拷贝8,$9:*,;<=。将分枝杆菌&4"+*,;<=/!/7
分别电转化!"#$%&$’()#$*<(@@，得到表达,;<=+,#的分枝杆菌疫苗。所表达的天然

重组,;<=+,#（H,;<=+,#）为可溶性蛋白，分子量为<=IC处可见明显的表达蛋白带。提

示生长缓慢的人结核杆菌8,$9:的启动子能被快速生长的!"#$%&$’()#>D%聚合酶

所识别。含质粒/7的!"#$%&$’()#表达效率最高，通过薄层扫描分析，其表达效率占

菌体总蛋白的<JK，其余三种质粒转化的细菌的表达效率无明显差异，占菌体总蛋白的

(AK!(JK。862.LG&G1MG-等人用D<逆转录病毒双拷贝载体（!G1BM5*FG&N，C"）表达腺苷

脱氨酶，发现其转录和表达效率明显强于单拷贝载体［(:］。本实验说明：外源基因在!"
#$%&$’()#中的表达与其拷贝数有关，而与克隆的方向无明显关系。人结核杆菌8$,9:
启动子与目的基因之间的,C序列的?个碱基改变，对表达的影响不大。

研究了,C序列、外源基因的克隆方向和拷贝数对表达的影响，为外源基因在分枝杆

菌中的表达提供了依据。而启动子、转录终止序列和菌属间“密码偏爱”对分枝杆菌表达

的影响尚待进一步研究。
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