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　　【摘要】　目的　构建结核分枝杆菌ＥＳＡＴ６、ＣＦＰ１０、ｐｈｏＳ２／ｐＥＴ２８ａ表达重组质粒，并原核表达重组蛋白。方

法　将目的基因亚克隆到ｐＥＴ２８ａ表达载体，转化入大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ，诱导表达重组蛋白ＥＳＡＴ６、

ＣＦＰ１０、ｐｈｏＳ２。结果　成功构建基因工程菌株ＥＳＡＴ６、ＣＦＰ１０、ｐｈｏＳ２／ｐＥＴ２８ａ／ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ，表达重组蛋白

ＥＳＡＴ６、ｐｈｏＳ２，因以包涵体形式存在，无法纯化。结论　成功构建结核分枝杆菌ＥＳＡＴ６、ＣＦＰ１０、ｐｈｏＳ２／ｐＥＴ２８ａ

重组质粒，分别表达分子量约１０×１０３、３１×１０３ 的ＥＳＡＴ６、ｐｈｏＳ２重组蛋白，但无法纯化，ＣＦＰ１０不表达。
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　　结核病是由结核分枝杆菌长期感染引起的最古老的传染

病，严重危害着人类的健康。我国目前结核病疫情依然相当严

重，部分地区有蔓延趋势。估算全国现有传染性肺结核病患者

２００万人，是当前农村中因病致贫、因病返贫的主要原因之

一［１］。因此，早期发现、早期诊断是防治结核病最关键的问题。

传统的细菌学检查仍是结核病实验室诊断的金标准。但由于

该法涂片阳性率低，细菌培养费时间。近年来，多种血清学和

分子生物学诊断方法已用于结核分枝杆菌的直接检测、菌种鉴

定和药物敏感实验，极大地缩短了诊断时间。分子生物学检查

虽然快速，灵敏，但操作烦琐，技术要求高，难以广泛运用。而

血清学实验由于其敏感、快速的特点是诊断结核病的一种有效

手段，因此，寻找特异性强，纯度高的结核分枝杆菌抗原成为人

们关注的焦点［２４］。本研究拟将ＥＳＡＴ６、ＣＦＰ１０、ｐｈｏＳ２基因

克隆到原核表达载体ｐＥＴ２８ａ中，并进行原核表达，为后续的

蛋白纯化等结核病诊断和防治研究工作奠定基础并提供实验

依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　质粒与菌种　ｐＥＴ２８ａ表达载体购自 Ｎｏｖａｇｅｎ公司。

Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｙｓＳ由本室保存，ＥＳＡＴ６、ＣＦＰ１０、ｐｈｏＳ２／

ｐＧＥＭＴ／ＪＭ１０９质粒由本教研室构建
［５７］。

１．１．２　酶与主要试剂　限制性内切酶ＢａｍＨＩ、ＸｏｈｌＩ及Ｔ４

连接酶均购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＤＮＡ回收试剂盒、２００ｂｐＤＮＡ

分子标记物、低分子量蛋白质分子标记物、购自北京赛百盛生

物工程公司；卡那霉素购自ＡＭＲＥＳＣＯ；ＤＮＡ回收试剂盒购自

天根生物工程公司。

１．２　方法

１．２．１　重组表达质粒的构建　经蓝白斑筛选白色菌落扩增培

养，碱裂解法提取重组质粒 ＥＳＡＴ６、ＣＦＰ１０、ｐｈｏＳ２／ｐＧＥＭ

Ｔ。取重组质粒和表达载体ｐＥＴ２８ａ，两者分别用ＢａｍＨＩ和

ＸｏｈｌＩ进行双酶切处理，用１％的琼脂糖凝胶电泳分离带有双

黏性末端的目的片段和表达载体，经ＤＮＡ切胶回收试剂盒纯

化目的片段及载体。目的片段与表达载体在 Ｔ４连接酶的作

用下，４℃连接反应过夜。以空载体作为对照，其产物转化入

ＢＬ２１菌，用含卡那霉素（终浓度为５０μｇ／ｍＬ）的选择培养基筛

选出阳性菌落。

１．２．２　重组表达质粒的鉴定　挑取白色阳性菌落，采用菌落

ＰＣＲ法对阳性质粒进行鉴定。菌落ＰＣＲ反应组成为：１０×缓

冲液（含 Ｍｇ
２＋）２．５μＬ，１０ｍｍｏｌｄＮＴＰ０．５μＬ，引物１和引物

２各０．５μＬ，ＴａｑＤＮＡ酶０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２０．５μＬ，挑取白色菌

落一个为ＤＮＡ模板，同时以蓝色菌落做对照。反应条件为：

９４℃４ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３０个循环；７２
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℃７ｍｉｎ。反应结束，１．５％琼脂糖胶进行鉴定。

１．２．３　重组蛋白的表达　将重组质粒转化至感受态细胞

ＢＬ２１（ＤＥ３）中；次日早上，在转化平皿中挑取单菌落接种含卡

那霉 素 的 ５ ｍＬ５０５２ 自 诱 导 液 体 培 养 基 （５０ ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｎａ２ＨＰＯ４，５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＫＨ２ＰＯ４，５０ ｍＭ ＮＨ４Ｃｌ，５ ｍＭ

Ｎａ２ＳＯ４，２ｍＭ ＭｇＳＯ４，０．２×微量金属，０．５％甘油，０．０６％葡

萄糖，０．２０％乳糖）
［８］，于３７℃振荡培养过夜；培养４～５ｈ，按

１∶２００比例接种含相应抗生素新鲜的５０５２液体培养基；振荡

培养，过夜诱导表达［９］。分别在２０℃、２５℃、３０℃条件下以诱

导表达选择最优表达条件。

１．２．４　重组蛋白的鉴定　６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，收

集细菌沉淀。将样本经ＳＤＳＰＡＧＥ、１８０Ｖ电压电泳１ｈ，用

０．２％考马斯亮蓝Ｒ２５０染色后，用脱色液脱至本底无色为止。

２　结　　果

２．１　重组质粒的构建及鉴定　挑选阳性菌落，用菌落ＰＣＲ的

方法对重组质粒进行鉴定，１％琼脂糖凝胶电泳结果显示白色

阳性菌落扩增出大小与预期一致的ＤＮＡ片段，如图１、２、３所

示。初步表明重组表达质粒构建成功。重组质粒经测序表明

ＥＳＡＴ６、ＣＦＰ１０、ｐｈｏＳ２目的片段完整开放阅读框与ＧｅｎｅＢａｎｋ

中检索到的结核杆菌 Ｈ３７Ｒｖ株基因序列完全一致。

　　１．ＤＮＡ分子标记物；２．菌落ＰＣＲ产物。

图１　ＥＳＡＴ６／ｐＥＴ２８ａ菌落ＰＣＲ鉴定

２．２　重组蛋白的原核表达及鉴定　分别将２０℃、２５℃、３０℃

诱导表达菌超声破碎后的上清液和沉淀分别进行ＳＤＳＰＡＧＥ

分析，结果显示：２５℃时ＥＳＡＴ６和ｐｈｏＳ２表达产物量最大，

沉淀分别在１０ＫＤａ、３１ＫＤａ处可见较明显的特异蛋白表达

带，而上清液中只见极少量特异蛋白表达带，说明表达的重组

蛋白多数为沉淀，说明以细胞内包涵体形式存在。而任何温度

下ＣＦＰ１０都不表达。

　　１．ＥＳＡＴ６对照；２．ＥＳＡＴ６上清；３．ＥＳＡＴ６沉淀；４．ＣＦＰ１０对

照；５．ＣＦＰ１０ 上清；６．ＣＦＰ１０ 沉淀；７．ＰＳＴＳ对照；８．ＰＳＴＳ上清；

９．ＰＳＴＳ沉淀。

图２　２５℃诱导表达产物鉴定

３　讨　　论

ｐＥＴ系统是Ｅ．ｃｏｌｉ中克隆表达重组蛋白功能最强大的系

统，被广泛应用于重组蛋白的表达和纯化中。ｐＥＴ２８ａ是其中

的一种具有高效表达的能力的表达载体［１０］。此外，由于

ｐＥＴ２８ａ质粒在插入目的ＤＮＡ后表达的蛋白Ｎ末端含６个组

氨酸，它可作为 Ｈｉｓ标签蛋白，可通过形成配位键与金属螯合

亲和层析柱上固定化的某些二价金属离子（如镍）结合，使得

重组融合蛋白在变性或非变性状态下均可被含 Ｎｉ２＋ 的 Ｈｉｓ

ｂａｎｄ树脂亲合柱纯化，即使被纯化的重组蛋白含量很低也能

被有效地纯化出来。基于以上两点，笔者选择了该表达载体，

质粒构建实验中笔者用菌落ＰＣＲ的方法对阳性质粒进行鉴

定，１％琼脂糖凝胶电泳结果显示白色阳性菌落扩增出大小与

预期一致的 ＤＮＡ片段。初步表明重组表达质粒构建成功。

重组质粒经测序表明ＥＳＡＴ６、ＣＦＰ１０、ｐｈｏＳ２目的片段完整开

放阅读框与ＧｅｎｅＢａｎｋ中检索到的结核杆菌 Ｈ３７Ｒｖ株基因序

列完全一致。

三种重组蛋白的原核表达实验，笔者查阅了相关文献，选

用了５０５２自诱导培养基，其自动诱导蛋白质合成的主要原因

是ｌａｃｔｏｓｅ被降解成半乳糖从而诱导蛋白质合成。自诱导培养

基的优势在于它无需监测培养基的混浊度，无需添加诱导剂，

单位体积的培养基比传统的ＩＰＴＧ诱导法产出更高量的目的

蛋白。我们改变诱导温度，分别在２０℃、２５℃、３０℃条件下进

行表达以选择最优表达条件。三种重组蛋白的原核表达结果

显示，２５℃时ＥＳＡＴ６和ｐｈｏＳ２表达产物量最大，上清液中只

见极少量特异蛋白表达带，表达的重组蛋白多数为沉淀，说明

以细胞内包涵体形式存在。故无法进行有效的纯化和分离。

而任何温度下ＣＦＰ１０都不表达。这些为后续实验带来了很大

的困难，甚至可能影响其今后的实用价值。笔者也通过常规的

稀释，透析等方法对包涵体进行复性，但蛋白复性率均很低。

鉴于此，要想得到表达量更多、纯度更高的重组蛋白，下一步方

案是更换表达载体。本研究为后续表达质粒的重新构建、蛋白

的表达及纯化提供了理论依据。
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小于２０×１０９／Ｌ，并伴有不同程度的出血表现。治疗组病例输

注１个治疗量经γ射线辐照单采血小板，对照组病例输血１个

治疗量单采血小板。记录患者输前的血小板计数和输血后１ｈ

血小板计数。

１．６　临床疗效判断　血小板纠正增加指数（ＣＣＩ）＝（输后血

小板计数－输前血小板计数）×体表面积（ｍ２）／输入血小板总

数（１０１１），ＣＣＩ＞１０为输注有效
［３］。

１．７　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据处理，

两计量资料的比较用狋检验，计数资料率的比较用χ
２ 检验。

２　结　　果

表１　不同剂量照射前后淋巴细胞转化结果 （狀＝１２）

辐照剂量（Ｇｙ）
平均转化率（％）

辐照前 辐照后

２５ ０．８５ ０．１２

３０ ０．８５ ０．０４

３５ ０．８５ ０．００

４０ ０．８５ ０．００

　　注：各辐照剂量组辐照前、后平均转化率比较，狋值分别为７６．３、

９１．２、８７．０、８７．０，犘＜０．０１。

由表１可知，经过４种不同的剂量辐照后，淋巴细胞转化

率均有显著性变化，剂量为３５Ｇｙ时，淋巴细胞的转化率开始

为０，说明３５Ｇｙ能使淋巴细胞全部灭活。

表２　３５Ｇｙγ射线辐照前后血小板ＣＤ４１ａ、ＣＤ６２ｐ

　　　阳性率的比较（狀＝８０）

项目
平均阳性率（％）

辐照前 辐照后

ＣＤ４１ａ ９６．７５±１３．３５ ９７．３４±１４．７８

ＣＤ６２ｐ ７４．３８±２３．１２ ７５．４６±２５．２６

　　注：狋＝０．９８，犘＞０．０５，狋＝１．４７，犘＞０．０５。

表３　观察组和对照组血小板输注有效率的比较

组别 狀 有效输注（狀） 无效输注（狀） 有效率（％）

观察组 ２０ １７ ３ ８５

对照组 ２０ １５ ５ ７５

　　注：χ
２＝０．６２５，犘＞０．０５。

３　讨　　论

ＴＡＧＶＨＤ是因为输入的血液中ＣＤ４辅助Ｔ淋巴细胞识

别宿主表达的异源性主要和次要组织相容性抗原（ＭＨＣ）而激

活，进而分泌可溶性细胞因子如白细胞介素２（ＩＬ２），促使宿

主抗原特异性细胞毒性Ｔ淋巴细胞活化增殖，从而形成效应

细胞，诱导ＴＡＧＶＨＤ的发生
［４５］。大量的实验报道证实了辐

照可以有效地诱导淋巴细胞的凋亡［６７］。

ＣＤ４１ａ、ＣＤ６２ｐ是血小板功能的检测指标，检测ＣＤ４１ａ可

反映血小板的聚集功能，检测ＣＤ６２ｐ可知血小板是否处于激

活状态，也反映血小板的释放功能［８］。ＣＤ６２ｐ在活化和非活

化血小板间差别最显著，而且不被血浆蛋白所掩盖，不随时间

的推移而在活化血小板表面消失，是目前所知反映血小板活化

与释放最特异性的标志物［９］。

血液制品的最佳辐照剂量以既能灭活淋巴细胞又能维持

其他血液成分的功能与活力和最小的损伤为选择。早期国外

推荐剂量为１５Ｇｙ，后来分别报道了接受１５～２０Ｇｙ辐照血液

后仍产生ＴＡＧＶＨＤ的报道
［１０］。ＦＤＡ把辐照中心靶剂量定

为２５Ｇｙ，其他部位不得低于１５Ｇｙ，欧洲学术委员会制定的辐

照剂量为２５～４０Ｇｙ。本研究探讨了不同剂量辐照后淋巴细

胞的灭活和对血小板功能的影响，结果表明剂量达到３５Ｇｙ

时，对血小板功能没有明显的损伤，可以有效地诱导淋巴细胞

的凋亡，减少活性淋巴细胞的数量，起到预防ＴＡＧＶＨＤ的发

生的效果，是一个比较适合的辐照剂量。
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