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·论　著·
结核杆菌抗原多表位融合蛋白的重组表达与鉴定
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（第二军医大学长征医院实验诊断科，解放军临床免疫中心，上海２００００３）

［摘要］　目的：构建含有６个编码结核杆菌抗原 ＨＬＡＡ０２０１限制性ＣＤ８＋ＣＴＬ表位基因序列的重组质粒，并在大肠杆菌

中诱导表达。方法：选取结核杆菌抗原Ｒｖ０３０９、Ｒｖ０１７３、Ａｇ８５Ａ、Ａｇ８５Ｃ的６个 ＨＬＡＡ０２０１限制性ＣＤ８＋ＣＴＬ表位，引入

Ｔｈ表位ＰＡＤＲＥ及木马肽序列，并以ＲＶＫＲ序列作为接头，合成全基因序列，经 ＰＣＲ扩增后插入融合表达载体ｐＧＥＸ４Ｔ１，

将重组质粒转入大肠杆菌ＢＬ２１并以ＩＰＴＧ诱导表达，经ＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定重组表达蛋白。结果：成功构建了

结核杆菌多表位蛋白的表达质粒，并经ＩＰＴＧ诱导表达了大小约为４００００的融合蛋白。结论：多表位融合蛋白的重组表达为

进一步开发新型结核疫苗打下了基础。
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　　结核病（ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＴＢ）是全球主要传染性疾
病之一，全世界有１／３约２０亿人口感染结核杆菌
（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，Ｍｔｂ．），每年新发病约

８００万，死亡约２００万［１］。近年来，结核杆菌多重耐
药菌株及人体免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）双重感染的出
现，使结核病的发病率和死亡率呈上升趋势。卡介
苗（ＢＣＧ）是目前惟一可用的抗结核疫苗，研究表明，

ＢＣＧ可预防儿童结核性脑病，但功效只能维持１０～
１５年；此外，在不同的研究报道中，其保护效率为

０～８０％不等［２］。因此，研发新型结核疫苗以替代

ＢＣＧ势在必行。

　　结核杆菌抗原的ＣＴＬ表位对于激活抗结核杆
菌的保护性免疫反应至关重要，然而，由单纯的

ＣＴＬ表位构成的多肽疫苗或ＤＮＡ疫苗诱导产生的
特异性ＣＴＬ免疫应答水平较低，效果不甚理想。我
们选取来源于４个结核杆菌抗原的６个不同 ＨＬＡ

Ａ０２０１限制性ＣＤ８＋ＣＴＬ表位（Ａｇ８５Ａ 的４８～
５５ａａ和２４２～２５０ａａ、Ｒｖ０３０９的３～１２ａａ、Ｒｖ０１７３的

２６０～２６９ａａ和３０２～３１１ａａ、Ａｇ８５ｃ的１４４～１５３ａａ），
加入广谱高效的Ｔｈ表位ＰＡＤＲＥ和木马肽序列，以

ｆｕｒｉｎ蛋白酶识别基序 ＲＶＫＲ为表位间接头，构建
重组表达质粒并在大肠杆菌诱导表达，为开发新型
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结核疫苗打下基础。

１　材料和方法

１．１　材料　表达载体ｐＧＥＸ４Ｔ１、大肠杆菌ＤＨ５α
及大肠杆菌ＢＬ２１均为本实验室保存；质粒小量抽
提试剂盒、小量胶回收试剂盒购自优晶生物工程有
限公司；ＰＣＲ试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；限制性内
切酶ＢａｍＨⅠ、ＮｄｅⅠ及ＸｈｏⅠ购自ＴａＫａＲａ公司；

Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自Ｒｏｃｈｅ公司；琼脂糖购自Ｇｉｂｃｏ
公司；胰化蛋白胨、酵母提取物购自 Ｏｘｏｉｄ公司；异
丙基硫代βＤ半乳糖苷（ＩＰＴＧ）购自上海博光生物
科技有限公司；硝酸纤维素滤膜购自 Ａｍｅｒｓｈａｍ公
司；抗ＧＳＴ特异性单克隆抗体（ｍＡｂ）购自Ｃｈｅｍｉ
ｃｏｎ公司，辣根过氧化酶（ＨＲＰ）标记羊抗鼠ＩｇＧ购

自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；预染蛋白 ｍａｒｋｅｒ购自ＢｉｏＬａｂ
公司。

１．２　方法

１．２．１　全基因合成多表位蛋白的基因序列　选取
来源于４个结核杆菌抗原的６个不同 ＨＬＡＡ
０２０１限制性ＣＤ８＋ＣＴＬ表位（Ａｇ８５Ａ的４８～５５ａａ
和２４２～２５０ａａ、Ｒｖ０３０９ 的 ３～１２ａａ、Ｒｖ０１７３ 的

２６０～２６９ａａ和３０２～３１１ａａ、Ａｇ８５ｃ的１４４～１５３ａａ）、
广谱高效的Ｔｈ表位ＰＡＤＲＥ和木马肽序列Ｔｒｏｊａｎ
ｐｅｐｔｉｄｅ，以ｆｕｒｉｎ蛋白酶识别基序ＲＶＫＲ间隔（Ｌｉｎ
ｋｅｒ）连接为多表位蛋白，委托上海生工生物工程技
术服务有限公司全基因合成其基因序列。全基因合
成序列及其各构成部分的氨基酸序列及基因序列如

图１。

图１　全基因合成序列及其各构成部分的氨基酸序列及基因序列

Ｆｉｇ１　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｉｔｓｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

１．２．２　ＰＣＲ引物设计　根据合成多表位蛋白的基
因序列，设计特异性扩增该基因序列的引物，上游引
物为 ５′ＧＣＴ ＧＧＡ ＴＣＣ ＧＧＣ ＴＴＧ ＣＣＧ ＧＴＧ
ＡＧＡＴＡ３′，下游引物为５′ＧＣＡＣＴＣＧＡＧＡＣＧ
ＧＣＧＧＣＧＴＴＧＧＣＧＡＣＧＴＴＴ３′，在上、下游引
物５′端分别引入ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ酶切位点和保护

碱基（带下划线的为酶切位点），以便于酶切和克隆。
交由上海生工生物工程技术有限公司合成。

１．２．３　ＰＣＲ扩增多表位蛋白的基因序列　以全基
因合成的多表位基因序列为模板，用合成的上、下游
引物扩增多表位蛋白的基因序列，反应总体系为５０

μｌ，含ｄｄＨ２Ｏ２８．０μｌ，１０×ＰＣＲ 缓冲液５．０μｌ，
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ｄＮＴＰｓ４．０μｌ，模板１．０μｌ，特异性引物对各２．０

μｌ（４０μｍｏｌ／Ｌ），Ｔａｑ酶１．０μｌ。反应条件为：９５℃
预变性５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５２℃复性３０ｓ，７２℃延
伸３０ｓ，循环３５次，７２℃再延伸５ｍｉｎ。取５μｌ扩增
产物进行琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下观察结果。

１．２．４　多表位蛋白原核表达载体的构建与鉴定　
回收多表位蛋白基因序列的ＰＣＲ产物，以ＢａｍＨ
Ⅰ、ＸｈｏⅠ双酶切，经琼脂糖凝胶电泳，回收目的基
因条带，与同样经ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ双酶切和回收的
表达载体ｐＧＥＸ４Ｔ１，以Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接。转
化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，涂布于含１００ｍｇ／Ｌ
氨苄青霉素的ＬＢ平板，３７℃培养过夜。挑取生长
良好的单菌落，接种于５ｍｌ含１００ｍｇ／Ｌ氨苄青霉
素的 ＬＢ 培养基，３７℃振荡培养过夜，抽取质粒

ＤＮＡ，以ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ双酶切鉴定，阳性克隆送
上海生工生物工程技术服务有限公司测序，正确的
重组质粒命名为ｐＧＥＸ４Ｔ１／Ｂ。

１．２．５　重组质粒的表达　将经鉴定正确的重组质
粒ｐＧＥＸ４Ｔ１／Ｂ，转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受
态细胞，涂布于含１００ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素的ＬＢ平
板，３７℃培养过夜。挑取生长良好的单菌落，接种于

５ｍｌ含１００ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素的ＬＢ培养基，３７℃振
荡培养过夜。取５０μｌ接种于５ｍｌ含１００ｍｇ／Ｌ氨
苄青霉素的ＬＢ培养基，３７℃振荡培养２～３ｈ，至

Ｄ６００＝０．６～０．８，１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导４～５ｈ，收获
菌体，进行１５％ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳。电泳结束
后，经考马斯亮蓝Ｒ２５０染色和脱色液脱色后，观察
分析重组蛋白表达结果。

１．２．６　表达产物的 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹鉴定　将上述收
获的经诱导表达 ｐＧＥＸ４Ｔ１／Ｂ 菌体，进行１５％
ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳后，转移至硝酸纤维素膜上，
用５％脱脂奶粉封闭过夜，以抗ＧＳＴ的特异性单克
隆抗体（ｍＡｂ）为一抗，室温作用１ｈ，ＰＢＳ（ｐＨ７．２）
洗涤２次，以 ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ作为二抗，室
温作用１ｈ，ＰＢＳ（ｐＨ７．２）洗涤２次，以ＤＡＢ显色，
观察表达产物。

２　结　果

２．１　多表位蛋白原核表达载体的构建　由上海生
工生物工程技术有限公司，对多表位蛋白的基因序
列进行全基因合成，并对全基因合成进行测序，其结
果完全符合预期要求。以全基因合成的多表位基因
序列为模板，用合成的引物，扩增多表位蛋白的基因
序列，取５μｌＰＣＲ产物，进行２％琼脂糖凝胶电泳，
紫外灯下观察结果，可见一条清晰特异扩增条带，大

小约为３３０ｂｐ，与理论预计值基本一致。多表位蛋
白基因序列的ＰＣＲ产物，以ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ双酶
切，回收目的基因片段，与同样经ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ
双酶切的 ｐＧＥＸ４Ｔ１质粒连接，转化大肠杆菌

ＤＨ５α感受态细胞，在选择平板上随机挑取３个单
克隆，抽屉质粒以ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ双酶切，琼脂糖
凝胶电泳后，紫外灯下观察结果，３个克隆均切出约

３３０ｂｐ的片段，符合目的基因的预期长度，将２号阳
性克隆命名为ｐＧＥＸ４Ｔ１／Ｂ，并经上海生工生物工
程技术有限公司测序，结果完全符合预期要求
（图２）。

图２　重组质粒ｐＧＥＸ４Ｔ１／Ｂ的

ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切鉴定

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＧＥＸ４Ｔ１／Ｂ

ｂｙＢａｍＨⅠａｎｄＸｈｏⅠｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｃｌｅａｖａｇｅ
１：ｐＧＥＸ４Ｔ１ｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＢａｍＨ ⅠａｎｄＸｈｏⅠ；２４：ｐＧＥＸ４Ｔ１／

ＢｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＢａｍＨ ⅠａｎｄＸｈｏⅠ；５：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

２．２　重组质粒的表达及其产物的鉴定　重组质粒

ｐＧＥＸ４Ｔ１／Ｂ转化大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细
胞，３７℃振荡培养２～３ｈ，至Ｄ６００＝０．６～０．８，１
ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导４～５ｈ，收获菌体，经ＩＰＴＧ诱
导表达，进行１５％ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳，发现在相
对分子质量约为４００００处，与未经ＩＰＴＧ诱导菌株
相比，有一条明显的蛋白条带，同预计的大小一致
（含ＧＳＴ）（图３）。经凝胶薄层扫描，测得重组菌表
达带的蛋白量约占菌体总蛋白量的３０％。以抗

ＧＳＴ的特异性ｍＡｂ为一抗，对表达产物进行 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎ印迹分析，发现在相对分子质量约为４００００处，
有一条明显的表达带，表明表达产物含有能与抗

ＧＳＴ的特异性ｍＡｂ相结合的表位（图４）。

３　讨　论

　　目前，结核病仍然严重威胁着人类健康，而现在
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图３　多表位蛋白融合表达产物的ＳＤＳＰＡＧＥ分析

Ｆｉｇ３　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｕｌｔｉｅｐｉｔｏｐｅ

ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｆｕｓｉｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ
１：ｐＧＥＸ４Ｔ１／Ｂｎｏｔｉｎｄｕｃｅｄ；２：ｐＧＥＸ４Ｔ１／ＢｉｎｄｕｃｅｄｂｙＩＰＴＧ；

３：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ

图４　多表位蛋白融合表达产物的 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析

Ｆｉｇ４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｕｌｔｉｅｐｉｔｏｐｅ

ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｆｕｓｉｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ
１：ＩｎｄｕｃｅｄｐＧＥＸ４Ｔ１／Ｂ；２：ＢＬ２１；３：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ

常用ＢＣＧ的预防效果不理想，国内外许多学者致力
于研究一种能够替代ＢＣＧ的有效的抗结核疫苗，如
结合杆菌亚单位疫苗、减毒活疫苗等，以用于结核病
的防治。方兴未艾的表位疫苗，与以往的抗原蛋白
疫苗相比，具有很多明显的优势，如：（１）表位的使
用，克服了以重组抗原蛋白进行免疫所涉及的潜在
的安全问题；（２）来自多种抗原的多种表位可以被装
入相对较小的载体，解决了多个抗原在单一载体中
使用时存在的许多问题；（３）表位疫苗能够促进免疫
系统同时针对多个关键表位，从而诱导更加强烈的
免疫反应［１０］。近年来，众多关于结核杆菌感染鼠模
型以及临床研究结果表明，当受到结核杆菌刺激时，

ＣＤ８＋Ｔ细胞能够行使分泌细胞因子和细胞杀伤功
能，发挥重要的抗结核保护性免疫作用［１１］。ＨＬＡⅠ
类分子在不同人群中的表达存在种族差异，ＨＬＡＡ
０２０１在多数人群中普遍存在，其频率大于４０％。
因此，进行结核杆菌抗原 ＨＬＡＡ０２０１限制性

ＣＤ８＋Ｔ细胞表位疫苗的研究具有重大的现实意义。

　　然而，实践证明利用单纯的ＣＤ８＋Ｔ细胞表位
构成的多肽疫苗或ＤＮＡ疫苗，特异性ＣＴＬ免疫应
答水平较低，效果不甚理想。为了获得高效而特异
的保护性ＣＴＬ免疫应答，需要对单纯的ＣＴＬ表位
疫苗进行一定的改造，主要包括：（１）以“向导序列”
加速目的抗原的降解及提呈。ＣＴＬ表位肽连接来
源于 ＨＩＶＩＴａｔ的木马肽（Ｔｒｏｊａｎｐｅｐｔｉｄｅ）序列后，
可直接进入ＡＰＣ细胞的胞质，将肽表位直接运送到
内质网和反式高尔基体网络（ＴＧＮ），其固有的肽酶
可高效产生ＭＨＣＩ结合肽并在ＴＡＰ非依赖性模式
下高效形成 ＭＨＣＩ／肽复合物［８，１２］；（２）采用 ＴＧＮ
固有的肽链内切酶ｆｕｒｉｎ蛋白酶识别基序ＲＸＲＲ或

ＲＸＫＲ作为各个表位间的接头，对连接在木马肽的
多肽序列的释放起着重要的作用，因此以ｆｕｒｉｎ蛋白
酶敏感序列为接头连接的多个Ｔ细胞表位，可在木
马肽引导下，进入 ＡＰＣ细胞内，形成各自独立的

ＭＨＣＩ结合的表位肽并能被ＣＴＬ高效识别［９，１３］。
（３）通过引入广谱高效的 Ｔｈ表位 ＰＡＤＲＥ（Ｐｏｌｙ
ＡｌａｍｉｎｅＤＲＥｐｉｔｏｐｅ）来改善Ｔｈ细胞的功能状态，
以达到增强特异性ＣＴＬ免疫应答。Ｔｈ细胞在免疫
应答过程中发挥着关键性的作用。首先Ｔｈ细胞可
通过直接接触或分泌细胞因子（如ＩＬ２、ＩＬ４等）来
诱导和促进ＣＴＬｐ及前体Ｂ细胞克隆扩增、分化发
育为效应细胞；其次在抗结核杆菌感染免疫中 Ｔｈ
细胞也可以通过细胞间直接接触而杀伤靶细胞或分

泌细胞因子（如ＩＦＮγ，ＴＮＦα等）来发挥保护性效
应［７，１４］。

　　ｐＧＥＸ４Ｔ１载体是常用的融合表达载体，目的
基因与谷胱甘肽转移酶（ＧＳＴ）基因融合表达，有利
于蛋白的稳定和纯化，它还具有专一性蛋白酶识别
位点，可以从表达的融合蛋白中切下所需要的蛋白
和多肽。表达菌株ＢＬ２１（ＤＥ３）可以高效表达克隆
于含有ｔａｃ启动子的表达载体（如ｐＧＥＸ４Ｔ１）的外
源基因，它还以蛋白酶缺陷而著称，因此能够产生更
多的全长融合蛋白。

　　本研究利用基因工程技术，将多个结核杆菌抗
原的 ＨＬＡＡ０２０１限制性 ＣＴＬ 表位，分别为

Ａｇ８５Ａ两个、Ｒｖ０３０９一个、Ｒｖ０１７３两个和 Ａｇ８５ｃ
一个，与Ｔｈ表位以及木马肽的基因序列，以Ｌｉｎｋｅｒ
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基因序列间隔并连接，克隆到表达载体ｐＧＥＸ４Ｔ
１，转入大肠杆菌ＢＬ２１菌株，成功表达出结核杆菌
抗原多表位蛋白与ＧＳＴ融合产物，为今后开发抗结
核多肽保护性疫苗奠定了基础。
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邓晓群

欢迎订阅《第二军医大学学报》

　　《第二军医大学学报》是由第二军医大学主办的国内外公开发行的综合性医药卫生类学术期刊。本刊面向全国和海外作

者征稿，主要报道基础、临床、预防、军事医学、药学和中国医学等领域的最新科研成果。由中国科学院院士、肝胆外科专家、国

家最高科技奖获得者吴孟超教授任主编。辟有：院士论坛、专家论坛、专题报道、论著、研究快报、临床病理（例）讨论、个案报告

等栏目。读者对象主要为从事医药卫生工作的中高级科研、医疗、教学、预防机构人员和高等医药学院校的师生。本刊自１９８０
年创刊以来，一直连续被确认为“中国基础医学类核心期刊”、“中国综合性医药卫生类核心期刊”；被权威机构确定为“中国科

学引文数据库统计源期刊”、“中国学术期刊综合评价数据库统计源期刊”；被包括万方数据———中国数字化期刊群、中国学术

期刊综合评价数据库等在内的国内所有重要检索系统，以及２０多种重要的文摘性刊物收录，被荷兰《医学文摘》（ＥＭＢＡＳＥ）、

美国《化学文摘》（ＣＡ）、俄罗斯《文摘杂志》（РЖ）、波兰《哥白尼索引》收录。本刊２００２年荣获“第二届国家期刊奖百种重点期

刊奖”，２００４年荣获“第三届国家期刊奖提名奖”和全国高校优秀科技期刊评比一等奖，２００６年荣获首届中国高校精品科技期

刊奖。

　　本刊为月刊，Ａ４开本，８０ｇ铜版纸彩色双胶印刷，２００７年起每期定价１５元，全年共１８０元。可在当地邮局订阅（邮发代号

４３７３），漏订者可来函本刊编辑部办理邮购。
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