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摘 　要 　构建牛结核分支杆菌 MB1916c 的原核表达载体 ,获得了高纯度的融和表达蛋白。以牛结核分支杆菌

DNA 为模板 ,利用 PCR 方法扩增出牛结核分支杆菌 MB1916c 基因片段 ,将回收纯化后的产物克隆到 p GEM2T 载

体 ,测序分析鉴定为阳性的质粒 ,经 S ac Ⅰ/ Kpn Ⅰ双酶切后与同样条件下双酶切后的 p ET230a ( + ) 载体连接 ,再转

化到 E. coli BL21 (DE3)表达菌株中 ,经菌落 PCR 快速筛选克隆 ,以 S ac Ⅰ/ Kpn Ⅰ双酶切和测序分析鉴定。确定正

确的阳性菌株 IPTG 诱导后 ,收集菌体进行 SDS2PA GE 和 Western2blotting 分析。结果显示 :以牛结核分支杆菌

DNA 为模板 ,PCR 后得到了 MB1916c 目的基因片段 ,经克隆、亚克隆、序列分析和 S ac Ⅰ/ Kpn Ⅰ双酶切鉴定 ,获得

了牛结核分支杆菌 MB1916c 原核表达菌株 , IPTG诱导表达后 ,SDS2PA GE分析可见约 26 ku 蛋白表达条带 ,West2
ern2blotting 分析证实所获得的蛋白具有牛结核分支杆菌的抗原性。本实验构建了 p ET230a ( + )2 MB1916c 原核表

达载体 ,得到融合 6 个组氨酸残基的 MB1916c 蛋白纯度大于 95 % ,为进一步研究其结构和功能奠定了基础。
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Cloning and prokaryotic expression of Mycobacterium bovis MB1916c gene
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Abstract 　To obtain fusion protein with high purity of Mycobacterium bovis res us citation promoting factor C , the recom2
binant prokaryotic expression vector for MB1916c gene encoding res us citation promoting factor C was s uccessfully con2
s tructed . The MB1916c gene encoding protein was amplified by PCR technique from M. bovis genomic DNA. PCR pro2
duction was cloned into s equencing vector p GEM2T. After correcting the s equence , p GEM2T2MB1916c and p ET230a

( + ) were diges ted by Sac Ⅰ and Kpn Ⅰ double enzyme . The prokaryotic expression vector p ET230a2MB1916c was

constructed by using the purified MB1916c gene that was s ubcloned into the expression vector p ET230a ( + ) . Plasmid

containing p ET230a2MB1916c was transformed into comp etence E. Coli BL21 (DE3) . The bacterium was induced by

IPTG and its lys ates were analys ed by SDS2PAGE and Western2blotting ass ay. We proved that its molecular weight

was 26 ku and it poss ess ed the antigentic activity of M. bovis . The prokaryotic expression vector p ET230a ( + ) -

MB1916c gene was s uccessfully constructed , and the high purity fus ed MB1916c protein with hexa2his tidine tail at its

N2terminal were obtained. Thes e res ults could s erve as a basis for further s tudies on the us efulness of the gene and its

expression.
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　　结核分支杆菌初次感染机体后 ,可在体内存活

数月 ,甚至数年之久 ,是典型的在宿主细胞内以休眠

状态寄居的病原微生物。通过化疗和增强患者的免

疫力可以有效地消除结核杆菌的感染 ,但是不可能

清除已侵入机体而处于休眠状态的病菌[1 3 ] 。

牛结核分支杆菌 MB 1916c 基因是牛结核分支
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杆菌促复苏因子 ( mycobacterium bovis resuscitation

promoting factor)家族成员之一 ,是牛结核分支杆菌

休眠体或者生长静止期细菌存活和恢复生长所必须

的因子。细菌复苏促进因子 (resuscitation promoting

factor2Rpf)是第一个被发现的原核生物自分泌生长

因子 ,是藤黄微球菌 ( M icrococcus l uteus) 的一种分

泌性蛋白 ,具有促进休眠菌复苏或者细菌快速生长

的作用。体外研究显示 :浓度 10 - 9 mol/ L 的 R pf

就可起到生物活性作用[4 8 ] ,且该因子普遍存在于

放线菌门细菌中 ,如链霉菌、棒状杆菌、分枝杆菌等

均有 R pf 基因 ,但其他种类的细菌中则没有发现该

基因[5 ] 。序列对比分析发现 ,在富含 G + C 的革兰

氏阳性杆菌中普遍存在有 R pf 基因 ,其中肺结核分

支杆菌和牛结核分支杆菌发现有 5 种同族体 (RpfA2
E) [2 ,10 11 ] 。这些细菌的“细胞因子”可能会通过结

合受体将信号传导给休眠体杆菌而发挥其重要的生

物学调节功能。

Biketov 等[1 ]发现结核分支杆菌被巨噬细胞吞

噬后 ,大多数菌体由于受到损害或者处于休眠状态

而转变为不可培养的细菌 ,但是 ,如果在培养基中加

入浓度 10 - 9 mol/ L 的促复苏因子蛋白 ,则可以促进

菌体恢复为可培养状态。其他研究资料[1 ,12 14 ]也表

明 :结核分支杆菌促复苏因子家族具有与滕黄微球

菌类似的作用 ,可促进休眠体或无增殖能力的细菌

的活化和生长。

R pf 基因是滕黄微球菌的关键基因 ,如果剔除

该基因 ,细菌就无法生存[7 8 ,15 16 ] ;但是对于含有 5

个促复苏因子基因的肺结核分支杆菌来说 ,情况较

为复杂。Tufariello 等[17 ]将结核分支杆菌 H37 Rv 株

的 5 个基因分别剔除 ,构建单突株后分析其表型特

征 ,结果发现 :剔除任何单一 R pf 基因 ,不影响细菌

在液体培养基中的生长 ,但在菌落形成能力和菌落

形态方面有一定程度的变化 ,说明 5 个 Rpf 因子可

能存在功能冗余。Downing 等[12 13 ]对结核分支杆

菌的 5 个 R pf 基因进行了多基因的剔除 ,构建 2 种

多基因突变株 KD T8 ( R pf A、R pf C 和 R pf B 基因被

剔除) 和 KD T9 ( R pf A、R pf C 和 R pf D 基因被剔

除) ,结果显示 :菌株表型发生了明显变化 ,对小鼠感

染模型的毒力减弱 ,在体外也不能自发地复苏 ,这说

明肺结核分支杆菌有 3/ 5 的 R pf 基因被剔除就会

影响在其机体内的生长和体外的复苏 ,可见 5 个

R pf 基因并非完全功能冗余。如果在培养基中加

入促复苏因子的抗体 ,则可以抑制休眠体的复苏和

生长。Yeremeev 等[18 ]研究显示 :利用促复苏因子

蛋白制备的亚单位疫苗免疫小鼠 ,通过免疫学研究

和强毒攻击实验发现 ,促复苏因子可以很好的保护

小鼠 H37 Rv 毒株的攻击 ,降低脾脏和肺脏内的载菌

量 ,说明促复苏因子蛋白具有良好的免疫学特性。

Martin[10 ]等研究也从结构方面证实肺结核分支杆

菌促复苏因子具有溶菌酶的特性。

上述多方面的研究提示 :促复苏因子不仅在休

眠体或无增殖能力的细菌的复苏活化过程中具有非

常重要的调节作用 ,而且其在结核分支杆菌的防治

以及新型疫苗的研发中具有无可估量的应用价值 ,

掌握结核分支杆菌 R pf 参与体内外结核分支杆菌

的潜伏 ———重新活化过程 ,将有助于更进一步的研

究和阐述结核分支杆菌的致病和免疫逃避机制。本

研究成功构建了 MB1916c 原核表达质粒 ,建立了重

组融合蛋白表达的最佳条件 ,制备了高纯度的融和

蛋白 ,为进一步研究其生物学特性、功能及探讨其潜

在的应用价值奠定了基础。

1 　材料与方法

111 　材料

1)菌株。牛分支杆菌菌株 (C6822) 由中国兽药

监察所提供。

2) 质粒与宿主菌。PGEM2T easy 载体购自

Promega ;p ET30a ( + ) 、DH5α和 BL21 (DE3) 由本实

验室保存。

3) 主要试剂。S ac Ⅰ酶、Kpn Ⅰ酶、T4DNA 连

接酶 (N EB 公司) ; E. Z. N. A (R) Gel Extration Kit 和

E. Z. N. A (R) Plasmid Mini Kit (OMEGA 公司) ;革兰

氏阳性细菌基因组 DNA 小量快速提取试剂盒 (博

大泰克生物基因技术有限公司) ; DL22000、IPTG、

DN TP、Ex2Taq 酶、氨苄青霉素和 X2gal (大连宝生

物公司) 。

112 　方法

1) PCR 引物设计。根据 GeneBank 中牛结核分

支杆菌 ( M ycobacteri um bovis AF2122/ 97) 基因组核

酸序列 (登录号 : NC2002945 ) 。自行一对扩增

MB 1916c 基因的引物序列 ,上游引物 P1 为 :5′2TA

GGTACC GTGCA TCCTTTGCCGGC23′, 下游引物

P2 为 : 5′2TT GA GCTCTCA GCGCGGAA TACTTG2
CCT23′。在上下游引物 5′端分别引入 SacⅠ/ KpnⅠ

酶切位点和 2 个保护碱基 ,以便于酶切和克隆 ,引物

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

2
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2)牛结核分支杆菌基因组的提取。将牛结核分

支杆菌接种于改良罗氏培养基中培养 ,7 周后按照

革兰氏阳性细菌基因组 DNA 小量快速提取试剂盒

提供的说明书进行 DNA 的提取。

3) MB 1916c 基因的 PCR 扩增及产物的纯化。

以牛结核分支杆菌染色体 DNA 为模板 ,以 P1、P2

为引物 ,对 MB 1916c 基因进行 PCR 扩增。扩增条

件为 : 95 ℃ 5 min ; 94 ℃ 1 min、56 ℃ 1 min、72 ℃

1 min ,共 30 个循环 ; 72 ℃延伸 10 min。PCR 产物

进行 1 %琼脂糖凝胶电泳分析 ,并按照 DNA 胶回收

纯化试剂盒的说明进行纯化、回收。

4) MB 1916c 基因与 p GEM2T easy 载体的连接、

转化及其鉴定。在 T4DNA 连接酶的作用下 ,纯化

的 PCR 产物与 p GEM2T easy 载体于 4 ℃连接 16 h ,

构建重组质粒 p GEM2T2MB1916c ,再将其转化至

E. coli DH5α感受态细胞 ,涂布于含有 X2Gal 和

IPTG的 LB (100 mg/ mL 氨苄青霉素) 培养平板中 ,

37 ℃培养过夜、筛选。挑选阳性克隆接种至含有

100μg/ mL 氨苄青霉素的 5 mL LB 液体培养基中振

荡培养 12～16 h ,于 115 mL 离心管无菌取培养好的

细菌 2 份 ,1 份用于提取质粒 ,进行双酶切鉴定 ,另 1

份同时送至上海英俊生物技术有限公司进行测序 ,

正确的重组质粒命名为 p GEM2T2MB1916c。

5) MB 1916c 基因原核表达载体的构建和鉴定。

将测序正确的阳性质粒经 S ac Ⅰ/ Kpn Ⅰ双酶切后 ,

与经过 S ac Ⅰ/ Kpn Ⅰ双酶切的 p ET230a ( + ) 连接

于 20 ℃连接 4 h 后 ,4 ℃过夜 ,将连接产物转化到

E. coli BL21 (DE3) 菌株 ,涂布于 LB (含 100μg/ mL

卡那霉素) 琼脂平板。用合成的 PCR 引物做菌落

PCR ,快速筛选克隆 ,所得克隆经 S ac Ⅰ/ Kpn Ⅰ双

酶切及 DNA 测序鉴定 ,阳性克隆命名为 p ET230a

( + )2MB1916c。

6) p ET230a ( + )2MB1916c 融合蛋白的诱导表

达。将原核表达阳性克隆接种于 5 mL 含卡那霉素

的LB 液体培养基中 ,37 ℃,200 r/ min 培养过夜。

取 2 mL 接种于含 100 mg/ mL 卡那霉素的 LB 液体

培养基中 , 37 ℃ 250 r/ min 培养至 A 600 为 016～

018 ,加入不同终浓度的 IPTG(分别为 1、018、016、

014 和 012 mmol/ L) 来诱导表达 ,至 6 h 取菌液 ,以

相同的方法诱导含有空 p ET230a ( + ) 的 E. coli

BL21 (DE3) 6 h 作为对照。进行 12 g/ 100 mL SDS2
PA GE ,观察诱导表达情况。

7)重组蛋白的纯化。将含有表达载体的宿主菌

接种到 LB 液体培养基 ,待菌生长到 A 600约 018 时 ,

加入终浓度为 1 mmol/ L IPTG ,28 ℃诱导 6 h 后 ,取

出菌液离心 ,菌体用裂解缓冲液 (50 mmol/ L Tris2
HCl ,015 mmol/ L ED TA ,50 mmol/ L NaCl ,5 % (体

积分数) 甘油 ,p H810) 重悬 ,在冰浴条件下超声破

碎 ,离心 ,将获得的包涵体蛋白依次用洗涤液 Ⅰ(含

10 mmol/ L Tris2HCl ,012 mol/ L 尿素 ,015 % (体积

分数 , 下同。) Triton X2100 , 10 mmol/ L ED TA ,

p H810) 和洗涤液 Ⅱ( 10 mmol/ L Tris2HCl , 015 %

Triton X2100 ,10 mmol/ L ED TA ,p H810) 洗涤。然

后用变性缓冲液 (8 mol/ L 尿素 ,015 mol/ L NaCl ,20

mmol/ L Tris2HCl ,p H718) 溶解 ,离心 ,取上清 ,将上

清加入经 p H718 的 8 mol/ L 变性缓冲液平衡的 Ni2
N TA 琼脂糖柱 ,4 ℃条件下 ,结合30 min ,然后依次

用 10～20 倍柱床体积的 p H718、610 和 513 缓冲液

洗涤 Ni2N TA 柱 ,洗去杂蛋白 ,最后用 p H410 洗脱

缓冲液洗脱含有 His2tag 的重组蛋白 ,分管收集 ,洗

脱流速控制在 5～7 mL/ h。

8) 蛋白质印迹分析。表达产物经 12 % SDS2
PA GE 分析后 ,按分子克隆所述方法 ,以 B IO2RAD

系统电转至 PVDF 膜上进行免疫染色 ,经牛血清白

蛋白封闭后 ,依次加入兔抗牛分支杆菌阳性血清、辣

根过氧化物酶标记的山羊抗兔的抗体 ,最后在 3 ,32
二氨基联苯胺 (DAB)溶液中显色并观察结果。

2 　结 　果

M为DL2000 marker ; 1 和2

为 MB1916c PCR产物

图 1 　牛结核分支杆菌

MB1916c 基因的

PCR扩增产物

Fig. 1 Amplification of

M. bovis2MB1916c

gene by PCR

211 　MB1916c 基因扩增

以牛结核分支杆菌基因组 DNA 为模板 ,以 P1

和 P2 为引物进行 PCR 扩增 ,经 1 g/ 100 mL 琼脂糖

凝胶电泳分析 ,可见 1 条 531 bp 的 DNA 片断 (图

1) ,与实验预期的目的 DNA 片断大小相一致。

212 　pGEM2T2MB1916c 质粒构建和序列分析

纯化后 MB 1916c PCR 产物与 p GEM2T easy 载

体连接后 ,经氨苄青霉素筛选及双酶切鉴定 , 1 %琼

3
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脂糖凝胶电泳后可见约 3 000 bp 的 p GEM2T 线性

片断和 531 bp 的插入片段 (图 2) 。序列分析证实

(图 3) ,该 DNA 片断大小为 531 bp ,与 GeneBank 中

M ycobacteri um bovis AF2122/ 97 株 MB 1916c 基因

序列同源性为 100 % ,序列分析显示该基因与 M y2
cobacteri um t uberculosis H37Rv 株 Rv1884c 同源性

也为 100 %。

213 　pET230a ( + ) 2MB1916c 重组质粒构建和双酶

切鉴定结果

　　p GEM2T2MB1916c 阳性质粒和 p ET230a ( + )

质粒经 S ac Ⅰ/ Kpn Ⅰ双酶切 ,纯化回收、连接和转

化后 ,构建了 p ET230a ( + )2MB1916c 重组质粒 ,菌

落 PCR 快速筛选后的质粒 ,通过 S ac Ⅰ/ Kpn Ⅰ

　　

M 为 DL2000 marker ;1 为阴性质粒 ;2～5 为阳性

重组质粒双酶切结果

图 2 　重组 pGEM2T2MB1916c 质粒双酶切电泳图
Fig. 2 　Identification of recombinant clone p GEM2T2

MB1916c by S ac Ⅰand Kpn Ⅰdigestion

　　　　　　　GTGCATCCTTTGCCGGCCGACCACGGCCGGTCGCGGTGCAATAGACACCCGATCTCACCACTCTCTCT

　　　　　　　AATCGGTAACGCTTCGGCCACTTCCGGCGATATGTCGAGCATGACAAGAATCGCCAAGCCGCTCATCA

　　　　　　　AGTCCGCCATGGCCGCAGGACTCGTCACGGCATCCATGTCGCTCTCCACCGCCGTTGCCCACGCCGGT

　　　　　　　CCCAGCCCGAACTGGGACGTCGTCGCGCAGTGCGAATCCGGGGGCAACTGGGCGGCCAACACCGGA

　　　　　　　AACGGCAAATACGGCGGACTGCAGTTCAAGCCGGCCACCTGGGCCGCATTCGGCGGTGTCGGCAACC

　　　　　　　CAGCAGCTGCCTCTCGGGAACAACAAATCGCAGTTGCCAATCGGGTTCTCGCCGAACAGGGATTGGA

　　　　　　　CGCGTGGCCGACGTGCGGCGCCGCCTCTGGCCTTCCGATCGCACTGTGGTCGAAACCCGCGCAGGGC

　　　　　　　ATCAAGCAAATCATCAACGAGATCATTTGGGCAGGCATTCAGGCAAGTATTCCCGCGCTGA

图 3 　MB1916c 测序结果

Fig. 3 　Result of MB1916c by DNA sequencing

双酶切得到 5 422 bp 的线性 p ET230a ( + ) 片断和

531 bp 的插入片段 (图 4) 。菌落 PCR 鉴定也显示

531 bp 的 DNA 插入片段 ,序列分析进一步证实 :成

功构建了 p ET230a ( + )2MB1916c 原核表达质粒和

菌株。

M 为 DL2000 marker ;1 和 2 为 p ET230a ( + )2

MB1916c 阳性重组质粒双酶切结果

图 4 　重组 pET230a( + )2MB1916c 质粒双酶切

鉴定电泳图
Fig. 4 　Identification of recombinant p ET2

30a ( + )2MB1916c vectors by S ac Ⅰ
and Kpn Ⅰdigestion

214 　pET230a( + )2MB1916c 融合蛋白的诱导表达

及其纯化

　　将鉴定正确的阳性克隆株在不同条件下进行诱

导表达 , 12 % SDS2PA GE 分析显示 : 28 ℃ 250 r/

min ,IPTG浓度为 1 mmol/ L 条件下诱导 6 h 下 ,菌

体表达量最大 ,约占菌体总蛋白 4218 % ,结果在预

期的分子质量 26 ku 处出现特异的、大量表达的蛋

白条带 (图 5) ;纯化的蛋白在 26 ku 处出现单一的条

带 ,纯化率在 95 %以上结果 (图 6) 。

215 　重组蛋白 Western2blotting 鉴定结果

Western2blotting 检测结果显示 :重组菌株在 26

ku 处出现深色的目的条带 (图 7) ,由此证明 ,重组菌

株在 26 ku 处表达的特异性蛋白条带就是牛结核分

支杆菌 MB1916c 重组蛋白。

3 　讨 　论

研究显示[7 ,14 ]肺结核分支杆菌编码 5 个促复苏

因子蛋白与革兰氏阳性藤黄微球菌复苏因子是异体

同形 ,它们均能够促进休眠体或无培养特性的细菌

生长和活化。虽然肺结核分支杆菌的持续存在和活
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M 为低分子质量蛋白 Marker ;1 和 5 为 p ET230a ( + ) 空

白对照 ;2～4 和 6～7 为不同 IPTG(依次为 1、018、016、

014 和 012 mmol/ L)诱导浓度的蛋白表达情况

图 5 　重组 pET 30a( + ) MB1916c 融合蛋白

SDS PAGE分析
Fig. 5 　SDS2PA GE analysis of expressed recombi2

nant p ET230a ( + )2MB1916c fusion pro2
tein

M为低分子质量蛋白 Marker ; 1 为 p ET 30a ( + )

MB1916c 阳性菌液 (阳性对照) ; 2 为 p ET 30a ( + ) 阴

性菌液 (空白对照) ; 3 为溶解后的包涵体 ; 4 为与 Ni

N TA 结合后流出液 ; 5～8 (依次为 p H718、610、513 和

410)为用不同 p H 洗涤 Ni N TA 后的流出液

图 6 　重组 pET 30a( + ) MB1916c 融合表达蛋

白纯化的 SDS PAGE分析
Fig. 6 　SDS2PA GE analysis of purified recombinant

p ET230a ( + )2MB1916c fusion protein

化在该病的病理机制中具有重要的作用 ,但是促复

苏因子在其中的生理学调节机理至今人们却知之甚

少。本研究克隆、表达了牛分枝杆菌促复苏因子家

族成员之一基因 ———MB 1916c 基因 ,经过基因序列

分析显示 MB 1916c 基因由 531 bp ,176 个氨基酸组

成 ; SDS2PA GE 和 Western blotting 分 析 表 明 :

MB1916c 重组蛋白可在大肠杆菌 BL21 中获得高效

表达 ,并以包涵体的形式存在 ,表达量占菌体总量的

6218 % ,大小约为 26 ku。IPTG最佳诱导表达温度

为 28 ℃, IPTG终浓度为 1 mmol/ L 。此外 ,所表达

的蛋白能够与兔抗牛结核分支杆菌阳性血清产生特

M 为预染蛋白 marker ;1～6 为纯化的 p ET

30a ( + ) MB1916c 重组蛋白

图 7 　重组 pET 30a( + ) MB1916c 融合表达蛋

白 Western2blotting 分析
Fig. 7 　Analysis of recombinant p ET230a ( + )2

MB1916c fused expression protein by
Western2blotting

异性反应 ,说明重组蛋白具有牛分枝杆菌的抗原性 ,

为进一步研究其结构、功能和复苏机制奠定了理论

基础。
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