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结核杆菌抗原Ａｇ８５Ａ基因的克隆及在大肠杆菌中的表达
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［摘要］　目的：将结核分枝杆菌Ａｇ８５Ａ抗原基因克隆并在大肠杆菌中表达。方法：用ＰＣＲ方法从结核分枝杆菌基因组中扩

增Ａｇ８５Ａ抗原基因，然后将其插入到原核表达载体ｐＧＥＸ５Ｔ中，构建成ｐＧＥＸ５ＴＡｇ８５Ａ重组质粒。经ＩＰＴＧ诱导使该基因

在Ｅ．ｃｏｌｉｋ８０２菌中表达，亲和层析法纯化蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法验证表达蛋白的抗原性。结果：扩增出了约０．９ｋｂ的单一条

带，并成功地构建了ｐＧＥＸ５ＴＡｇ８５Ａ重组子；经ＩＰＴＧ诱导后，Ａｇ８５Ａ蛋白在ｋ８０２菌中获得了表达，表达的蛋白条带大小约

５８０００，与预期结果相符；纯化后获得了较单一的蛋白条带。蛋白纯化前后均可被结核病患者血清特异地识别。结论：成功地

克隆了Ａｇ８５Ａ抗原基因，并将其在大肠杆菌中进行了表达、纯化，为将其应用于结核病诊断和防治的研究奠定了基础。
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　　结核病仍然是威胁人类健康的重要疾病。现在
全世界每年大约有３００万人死于结核病，约９００万
人患结核病［１］。ＢＣＧ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］，
所以迫切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。

Ｈａｖｌｉｒ等［３］发现大多数保护性抗原存在于结核杆菌

培养滤液蛋白中，如 ＥＳＴＡ６、Ａｇ８５ 复合蛋白、

ＭＰＴ６３、ＭＰＴ５１、ＭＰＴ６４等。Ａｇ８５复合蛋白由抗
原性有交叉的蛋白质组成，包括 Ａｇ８５Ａ、Ａｇ８５Ｂ、

Ａｇ８５Ｃ［４］；Ａｇ８５复合蛋白能和人的纤维结合蛋白质
结合，因此可能与结核杆菌的致病机制相关。相关
研究表明，Ａｇ８５Ａ可使小鼠的ＣＤ８＋细胞毒性Ｔ细
胞（ＣＴＬ）的细胞毒活性增强［５６］，可刺激机体Ｔｈ１型
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细胞因子的产生。因此，Ａｇ８５Ａ是一种理想的疫苗
候选抗原［７８］。本研究克隆了编码Ａｇ８５Ａ蛋白的基
因并将其在大肠杆菌谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴ）融合
体系中进行了表达、纯化，为将其应用于结核病的诊
断和防治研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　实验材料　质粒ｐＶＡＸ、ｐＧＥＸ５Ｔ购自Ｐｈａｍ
ａｃｉａ公司；结核病血清由河北省胸科医院张巧敏提
供，正常人血清来自健康体检者；Ｅ．ｃｏｌｉｋ８０２菌株
由本教研室保存。结核菌培养基成分购自上海生化
试剂站；限制性内切酶、Ｔ４连接酶、Ｔａｑ酶、β硫代
半乳糖苷（ＩＰＴＧ）购自华美生物工程公司；羊抗人辣
根过氧化物酶二抗购自 Ｄａｋｏ公司。Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｓｅｐｈａｒｏｓｅ为Ｐｈａｍａｃｉａ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　Ａｇ８５Ａ抗原基因引物
通过ＰＣＧＥＮＥ软件设计，由上海生工生物工程技术
服务有限公司合成。引物１和引物２是针对ｐＶＡＸ
载体设计的，扩增出来的序列将包括１２９ｂｐ的信号

肽序列。引物１：５′ｃｇｇａａｔｔｃｇｃｃａｃｃａｔｇｃａｇｃｔｔｇｔｔ

ｇａｃａｇｇｇｔｔｃｇｔｇｇ３′（ｇａａｔｔｃ为ＥｃｏＲⅠ酶切位点，

ｃｇ为保护性碱基）；引物２：５′ｇｃｔｃｔａｇａｔｇｔｔｃｇｇａｇ

ｃｔａｇｇｃｇｃｃｃｔｇｇ３′（ｔｃｔａｇａ为ＸｂａⅠ酶切位点，ｇｃ

为保护性碱基）。引物３和引物４是针对ｐＧＥＸ５Ｔ
载体设计的，扩增出来的序列将不包括１２９ｂｐ的信

号肽序列。引物３：５′ｇｃｇｇａｔｃｃａｔｇｔｔｔｔｃｃｃｇｇｃｃｇ

ｇｇｃｔｔｇｃｃｇｇ３′（ｇｇａｔｃｃ为ＢａｍＨⅠ酶切位点，ｇｃ为

保护性碱基）；引物４：５′ｃｇｇａａｔｔｃｃｔａｇｇｃｇｃｃｃｔｇ

ｇｇｇｃｇｃｇｇｇｃ３′（ｇａａｔｔｃ为ＥｃｏＲⅠ酶切位点，ｃｇ为

保护性碱基）。

１．３　结核分枝杆菌的培养及基因组的抽提　选用

ＬｏｗｅｎｓｔｅｉｎＪｅｎｓｅｎ培养基［９］，于３７℃培养２～４周，

菌落长出后，按常规方法抽提基因组。

１．４　Ａｇ８５Ａ抗原编码区的扩增、克隆及转化　以

抽提的结核分枝杆菌基因组为模板，加入引物１和

引物２进行ＰＣＲ反应（９４℃５ｍｉｎ；９４℃５０ｓ、６６℃

５０ｓ、７２℃５０ｓ、３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ）扩增包含信

号肽序列的片段。试剂盒回收，进行ＥｃｏＲⅠ和Ｘｂａ

Ⅰ双酶切，然后与经同样酶切的ｐＶＡＸ载体连接，

转化ＤＨ５α菌，挑取转化子进行酶切筛选，测序。以

上述验证正确的ｐＶＡＸＡｇ８５Ａ重组质粒以模板，加

入引物３和引物４扩增（ＰＣＲ条件同上）不包含信号

肽的序列，进行ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ双酶切，然后与

经同样酶切的ｐＧＥＸ５Ｔ载体连接，转化ｋ８０２菌，挑

取转化子进行酶切筛选，测序。测序由ＴａＫａＲａ公

司完成。

１．５　Ａｇ８５Ａ蛋白的表达及纯化　将含有重组子的

ｋ８０２菌以１１００的比例接种到４００ｍｌ培养基中，

３７℃培养至 Ｄ６００＝０．６～０．８，加入１００ｍｍｏｌ／Ｌ

ＩＰＴＧ，使其终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，然后继续培养５ｈ，

含有ｐＧＥＸＴ空载体的菌作为阴性对照。５ｈ后收

集菌体，样品按０．２×Ｄ６００量进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。

然后将 ＧＳＴＡｇ８５Ａ 用 Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ
进行纯化，具体方法参见文献［１０］。

１．６　Ａｇ８５Ａ 基因表达蛋白的鉴定　将ｐＧＥＸＴ

Ａｇ８５Ａ表达的菌体蛋白、空载体表达的菌体蛋白及

纯化后的 ＧＳＴＡｇ８５Ａ 进行 ＳＤＳＰＡＧＥ 电泳，按

０．６５ｍＡ／ｃｍ２的电流量转膜。将结核病患者及正常

人血清以１１００稀释作为一抗，以１１０００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，２ｍｏｌ／Ｌ硫酸终止显色。

２　结　果

２．１　Ａｇ８５Ａ基因的扩增　将ＰＣＲ扩增产物行１％
的琼脂糖凝胶电泳，可见约１．０ｋｂ大小的片段，与

预期结果相符（图１）。

图１　ＰＣＲ扩增Ａｇ８５Ａ基因的电泳分析

Ｆｉｇ１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆＡｇ８５ＡｇｅｎｅｂｙＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
１，２：Ａｇ８５Ａｇｅｎｅ；Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

２．２　ｐＶＡＸＡｇ８５Ａ重组子的获得　从带有信号肽

的转化后的重组子中挑取重组克隆质粒经ＥｃｏＲⅠ
和ＸｂａⅠ双酶切后，得到５．０ｋｂ和１．０ｋｂ两条片
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段，５．０ｋｂ为线形载体，１．０ｋｂ为含信号肽序列的

线形目的片段（图２）。测序结果表明，ＰＣＲ 扩增的

结核分枝杆菌Ａｇ８５ＡｃＤＮＡ序列与ＧｅｎＢａｎｋ中登

录的该序列完全相同。

图２　重组质粒ｐＶＡＸＡｇ８５Ａ的酶切鉴定结果

Ｆｉｇ２　Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＶＡＸＡｇ８５Ａ
１：ｐＶＡＸｐｌａｓｍｉｄ；２：ｐＶＡＸＡｇ８５Ａｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ；３：ｐＶＡＸ

Ａｇ８５ＡｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＥｃｏＲⅠａｎｄＸｂａⅠ；Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

２．３　ｐＧＥＸ５ＴＡｇ８５Ａ重组子的获得　从不带信号
肽的转化后的重组子中挑取的重组克隆质粒经

ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ双酶切后，得到约５．０ｋｂ和０．９
ｋｂ两条片段，５．０ｋｂ为线形载体，０．９ｋｂ为不含信
号肽的线形目的片段（图３）。测序验证正确。

图３　重组质粒ｐＧＥＸ５ＴＡｇ８５Ａ的酶切鉴定结果

Ｆｉｇ３　Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＧＥＸ５ＴＡｇ８５Ａ
１：ｐＧＥＸ５Ｔ ｐｌａｓｍｉｄ；２：ｐＧＥＸ５ＴＡｇ８５Ａ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ；３：

ｐＧＥＸ５ＴＡｇ８５ＡｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＢａｍＨⅠａｎｄＥｃｏＲⅠ；Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

２．４　Ａｇ８５Ａ基因在ｋ８０２菌株中的表达及纯化　
将含有ｐＧＥＸＴＡｇ８５Ａ质粒的诱导前菌体及诱导

后菌体和空载体表达物进行ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳，

发现诱导菌中有一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５８０００，大小约为

ＧＳＴ和Ａｇ８５Ａ融合蛋白之和；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一条较单一的蛋白条带，

大小为５８０００左右，与预期结果一致（图４）。

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹验证蛋白表达的特异性　用正

常人血清作为捕获抗体对表达及纯化的蛋白进行鉴

定时，均未检测到阳性条带。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时（图

４），发现在与蛋白电泳相对应的５８０００处有一特异

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Ａｇ８５Ａ蛋白特异性结合患

者血清而产生的条带，而不是 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。

上述结果表明ＧＳＴＡｇ８５Ａ蛋白在纯化前后均保持

了原来的免疫原性。

图４　Ａｇ８５Ａ基因表达产物的聚丙

烯酰胺凝胶电泳及 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析

Ｆｉｇ４　ＳＤＳＰＡＧＥｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎｄＷｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡｇ８５Ａｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ
１３：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ（１：Ｃｒｕｄｅｌｙｓａｔｅｏｆｋ８０２ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｂｙ

ｐＧＥＸ５Ｔａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；２：Ｃｒｕｄｅｌｙｓａｔｅｏｆｋ８０２ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｂｙ

ｐＧＥＸ５ＴＡｇ８５Ａａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；３：ＰｕｒｉｆｉｅｄＧＳＴＡｇ８５Ａｐｒｏｔｅｉｎｓ）．

４７：ＳＤＳＰＡＧＥｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ（４：Ｃｒｕｄｅｌｙｓａｔｅｏｆｋ８０２ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ

ｂｙｐＧＥＸ５Ｔａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；５，６：Ｃｒｕｄｅｌｙｓａｔｅｏｆｋ８０２ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ

ｂｙｐＧＥＸ５ＴＡｇ８５Ａｂｅｆｏｒｅ／ａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；７：Ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆ

ＧＳＴＡｇ８５Ａ）；Ｍ：Ｍｉｄｄｌｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ（ＭＭＷ）ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ

３　讨　论

　　本研究选用大肠杆菌ＧＳＴ融合表达系统进行
表达及纯化结核杆菌的 Ａｇ８５Ａ抗原。选用该系统
主要出于下列几个原因：（１）从结核菌中纯化

Ａｇ８５Ａ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）ＧＳＴ融合体
系是一种较好的在大肠杆菌中表达蛋白的工具。融
合蛋白的表达是可诱导的，并通常水平较高，可用商
品化的谷胱甘肽琼脂糖通过亲和层析方便地从细菌

裂解物中纯化。融合分子内的ＧＳＴ部分还可通过
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蛋白酶消化被释放，所获得的蛋白适合于大多数应
用，包括抗体的制备、疫苗的研制等。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。姜燕等［１１］将Ａｇ８５Ａ基因克隆并在大肠
杆菌 ＴＯＰ１中表达，该研究是将带有信号肽的

Ａｇ８５Ａ全长基因进行表达，但表达量较低。本研究
在实验初期也发现带有信号肽序列的 Ａｇ８５Ａ在大
肠杆菌中的表达量很低，因此推测大肠杆菌和分枝
杆菌是两种不同的表达体系，分枝杆菌中的信号肽
序列不一定会被大肠杆菌所识别，所以将信号肽序
列去掉，结果表明Ａｇ８５Ａ基因在大肠杆菌中的表达
量大大增加而没有影响其免疫原性。为了进一步验
证在大肠杆菌中表达的Ａｇ８５Ａ蛋白的抗原性，将结
核患者的血清作为一抗，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测，
结果表明空载体表达菌体蛋白无阳性条带，而ＧＳＴ
Ａｇ８５Ａ融合蛋白可以被特异地捕获，提示结核患者
血清识别的是 Ａｇ８５Ａ蛋白而不是ＧＳＴ蛋白，说明

Ａｇ８５Ａ基因在大肠杆菌中表达的Ａｇ８５Ａ蛋白的抗
原性没有改变。经亲和层析后的ＧＳＴＡｇ８５Ａ蛋白
也可以被血清所识别。上述结果表明选用大肠杆菌

ｋ８０２来作为结核分枝杆菌Ａｇ８５Ａ基因的表达体系
是可行的。

　　Ａｇ８５Ａ蛋白是一种外分泌蛋白，同时也是一种
较理想的保护性抗原，它在大肠杆菌中的成功表达
为今后将其应用于结核病的诊断和防治研究奠定了

基础。
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·消　息·

第二军医大学长征医院郁胜强博士成功建立新型基因敲入多囊肾病小鼠模型

　　在最新一期的国际权威学术期刊《美国科学院院刊》（ＰＮＡＳ）上，我校长征医院肾内科郁胜强博士以第一作者身份发表了

关于多囊肾病的最新研究成果———新型基因敲入多囊肾病小鼠模型［１］，这一研究成果为揭示多囊肾病的发病机制及药物治疗

研究奠定了基础，引起了国内外学者的广泛关注，获得来自世界各国多囊肾病专家的一致好评。该研究成果———新型基因敲
入多囊肾病小鼠模型目前已被引进回国，落户我校，继续为开展多囊肾病相关研究服务。

　　《美国科学院院刊》是国际公认的权威综合性学术期刊，２００６年影响因子为９．６４３，其刊出论文主要有３个来源：美国科学

院院士的稿件、院士推荐稿件和自由稿件。其对自由稿件论文审稿过程极其严格，约有７０％左右的自由稿件会在第一轮编辑

审查后就被退稿。郁胜强博士的这篇论文为自由稿件。

［１］　ＹｕＳ，ＨａｃｋｍａｎｎＫ，ＧａｏＪ，ＨｅＸ，ＰｉｏｎｔｅｋＫ，ＧａｒｃíａＧｏｎｚáｌｅｚＭＡ，ＭｅｎｅｚｅｓＬＦ，ＸｕＨ，ＧｅｒｍｉｎｏＧＧ，ＺｕｏＪ，Ｑｉａｎ

Ｆ．ＥｓｓｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｏｆｃｌｅａｖａｇｅｏｆＰｏｌｙｃｙｓｔｉｎ１ａｔＧｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃｓｉｔｅｆｏｒｋｉｄｎｅｙｔｕｂｕｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅ［Ｊ］．Ｐｒｏｃ

ＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００７，１０４：１８６８８１８６９３．


