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Ξ 　 近几年来,结核病的发病有上升的趋势,全世界每年约

有 300万人死于结核病, 800万人患结核病[1 ]。尤其是多重耐

药菌株的出现及与艾滋病共同感染更加重了结核病对人类

健康的危害。卡介苗是目前预防结核病应用较广的疫苗,但

是它的保护效率波动很大 (0～ 80% ) [2 ]; 所以人类迫切地需

要一种新的安全有效的疫苗来防治结核病。研制有效疫苗的

关键是选择理想的候选抗原。M PT 64蛋白存在于结核杆菌、

毒性牛型杆菌及少数的卡介菌中,该蛋白可以被大多数结核

病患者和感染者的血清所识别,因此M PT 64是一种理想的

疫苗候选抗原[3, 4 ]。本研究试图将编码M PT 64的基因在大肠

杆菌中进行表达、纯化,现将研究结果报告如下。

1　材料和方法

1. 1　材料和试剂　质粒pGEX5T 购自 Pham acia公司。结核

病患者血清由河北省胸科医院提供。E. coli K802菌株由本

教研室保存。限制性内切酶、T 4 连接酶、T aq 酶、IPT G 购自

华美生物工程公司; HR P2羊抗人二抗购自D ako 公司。Glu2

ta th ione sepharo se 为 Pham acia公司产品。胶回收试剂盒购

于华舜生物公司。

1. 2　PCR 引物设计与合成　通过 PCGEN E 软件设计针对

M PT 64 抗原基因的引物,由上海市生物工程服务有限公司

合成。引物 1: 5′2GCG GA T CCA T GG CGC CCA A GA

CCT A C T GCG A GG A G23′,其中引入了限制性酶切位点

B am H É (GGA TCC)及保护性碱基 GC; 引物 2: 5′2GCG

CCT CGA GCT A GG CCA GCA TCG A GT CGA TCG23′,

其中引入限制性内切酶位点 X hoÉ (CTC GA G)及保护性碱

基 GCGC。

1. 3　M PT 64 抗原编码区的扩增、测序　以 pVA X2ub2

mp t64为模板[5 ],进行 PCR 扩增反应。反应条件为 94℃预变

性 5 m in, 94℃ 45 s、56℃ 45 s、72℃ 45 s反应 25个循环,最

后 72℃延伸 10 m in。将扩增的片段用试剂盒回收, 进行

B am H É和 X hoÉ双酶切,然后与经同样酶切的 pGEX5T 载

体连接,转化 K802菌,挑取转化子进行筛选; 最后将阳性重

组子进行全自动测序。测序服务由 T aKaR a公司提供。

1. 4　M PT 64蛋白的表达及纯化[6 ]　将含有重组子的 K802

菌以 1∶100 的比例接种到 400 m l培养基中, 37℃培养至

D 600= 0. 6～ 0. 8,加入 100 mmo löL Β2硫代半乳糖苷 ( IPT G) ,

使其终浓度为 1 mmo löL ,然后继续培养 5 h,以含有 pGEXT

载体的K802菌同时表达作为阴性对照。收集菌体,样品进行

SD S2PA GE 电 泳。然 后 将 GST 2M PT 64 用 glu tath ione

sepharo se 4B 进行纯化。

1. 5　M PT 64基因表达蛋白的鉴定　将 pGEXT 2M PT 64 表

达的菌体蛋白、空载体表达的菌体蛋白及纯化后的 GST 2

M PT 64进行 SD S2PA GE 电泳,按 0. 65 mA öcm 2的电流量转

膜。将结核病患者血清以 1∶200稀释作为一抗,以 1∶1 000

稀释的羊抗人血清作为二抗, 37℃温育,加入底物联苯氨显

色,出现棕色条带后,以 2 mo löL 硫酸终止显色。

2　结　果

2. 1　pGEX5T 2M PT 64 重组子的鉴定　从转化后的重组子

中挑取的重组克隆经B am H É、X hoÉ双酶切成 5. 0 kb 线形

载体和 0. 6 kb 目的片段,见图 1。全自动测序表明, PCR 扩增

的结核分枝杆菌M PT 64 cDNA 序列与 GenBank 中登录的

该序列完全相同。

图 1　重组质粒 pGEX5T-M PT64的酶切鉴定结果

1: pGEX5T 质粒; 2: pGEX5T 2M PT 64 重组质粒;

3: pGEX5T 2M PT 64öB am H É + X hoÉ ; 4: DL 2000 m arker

2. 2　M PT 64 基因在 K802 菌株中的表达及纯化　将含有

pGEXT 2M PT 64质粒的诱导前菌体及诱导后菌体和空载体
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表达物进行 SD S2PA GE 蛋白电泳, 发现诱导菌中有 1 条诱

导前及空载体对照菌中没有的蛋白条带,相对分子质量约为

50 000, 大小与谷胱甘肽转移酶 (GST )和M PT 64 融合蛋白

之和相当; 凝胶成像系统分析表明表达量约占菌体蛋白的

30%左右。将菌体蛋白超声后的上清用亲和层析的方法纯化

后,获得了 1条较单一的蛋白条带,大小为 50 000左右,与预

期的结果一致 (图 2)。

2. 3　蛋白印迹分析　用结核病患者的血清作为捕获抗体对

表达及纯化的蛋白进行鉴定 (图 2)。结果表明在与蛋白电泳

相对应的 50 000处有 1条特异的棕色条带,而空载体表达的

GST 蛋白对应泳道无条带出现,表明该条带是M PT 64蛋白

特异性结合患者血清中的抗体而产生的条带, 而非 GST

蛋白结合产生的; 亲和层析后纯化的蛋白也可以被血清所

识别。

图 2　M PT64基因表达产物的聚丙烯酰胺凝胶电

泳 (4～ 8条带)及W estern 印迹分析 (1～ 3条带)

1, 4: 转染 pGEX5T 的 K802菌诱导后裂解液;

2, 5, 6: 转染 pGEX5T 2M PT 64的 K802菌诱导后裂解液;

3, 7: 纯化的 GST 2M PT 64蛋白; 8: M arker

3　讨　论

本研究选用大肠杆菌表达系统进行表达及纯化结核杆

菌的M PT 64抗原。选用该系统主要基于下列原因: (1)从结

核菌中纯化M PT 64蛋白操作复杂,费用较昂贵;大肠杆菌表

达系统操作较简单,表达量较高; (2)结核杆菌和大肠杆菌比

较接近,都属于原核生物; (3)大肠杆菌表达系统与其他表达

系统相比虽然没有蛋白修饰后的加工修饰功能,但多数细胞

抗原翻译后即使不被修饰也不影响抗原的免疫原性和 (或)

保护性。本实验选用大肠杆菌表达系统并选择 pGEX5T 载

体进行

表达,表达量较高,达到菌体总蛋白的 30%左右。

　　结核分枝杆菌的抗原基因 GC 含量较高,能否在大肠杆

菌中正确地转录和翻译一直是研究者所担心的问题。本实验

成功地将M PT 64抗原在大肠杆菌中进行了表达及纯化。为

了进一步验证在大肠杆菌中表达的M PT 64蛋白的抗原性,

将结核病患者的血清作为一抗进行蛋白印迹分析,结果表明

空载体表达菌体蛋白无阳性条带,而 GST 2M PT 64融合蛋白

可以被特异地捕获,提示结核病患者血清识别的是M PT 64

蛋白而非 GST 蛋白, 说明M PT 64 在大肠杆菌中表达的

M PT 64 蛋白的抗原性没有改变。经亲和层析后的 GST 2

M PT 64蛋白也可以被血清所识别。上述结果表明,选用大肠

杆菌 K802作为结核分枝杆菌M PT 64基因的表达体系是可

行的。

M PT 64 蛋白是一种外泌蛋白, 又有动物实验证明它也

是一种较理想的保护性抗原[7 ] ,它在大肠杆菌中的成功表达

为今后研究其在结核病中的诊断和防治奠定了基础。
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