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摘　要　为观察重组 MPB83蛋白的免疫活性 ,揭示该蛋白在牛结核病的诊断和防治中的作用 ,克隆了牛分枝杆菌

M PB83基因 ,构建了克隆载体 p GEM2MPB83和表达载体 p ET30a2MPB83 ,经 IPTG诱导在大肠杆菌BL21 (DE3)中

表达 ,用 SDS2PA GE和免疫印迹分析表达产物并进行蛋白纯化。试验结果表明 :牛分枝杆菌 M PB83基因体外扩增

产物与预期值相符 ,约 600 bp ;所构建表达质粒 p ET30a2MPB83经测序 ,结果与预期一致 ; SDS2PA GE分析表明 ,该

融合蛋白以包涵体的形式表达 ,其分子质量约为 26 ku ,蛋白表达量占菌体总蛋白的 20 % ;该蛋白经电洗脱纯化后 ,

纯度达 95 %以上 ;免疫印迹分析表明 ,原核表达的融合蛋白可与兔抗牛分枝杆菌多克隆抗体结合 ,并且具特异的免

疫反应性。
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Cloning and expre ssion of Mycobacterium bovis secreted

protein MPB83 in Escherichia coli

Li J ingjing , Zhao Deming , Xu Guangxian , Zhou Xiangmei , Yin Xiaomin
(College of Veterinary Medicine , China Agricultural University/ National Animal TSE Laboratory , Beijing 100094 , China)

Abstract　In order to determine the function of the MPB83 in the prevention and diagnosis of tuberculosis in cattle , the

M PB83 gene of Mycobacterium bovis was cloned. Then vector p GEM2MPB83 and prokaryotic expression vector

p ET30a2MPB83 were constructed. Recombinant E. coli BL21 (DE3) was induced by IPTG to express the fusion protein.

The express ed and purified product was analyzed by SDS2PAGE and Western2Blot . The res ult showed that PCR product

was about 600 bp as exp ected. Expression vector p ET30a2MPB83 was conformed confirmed by s equencing. The res ults

of SDS2PAGE showed that the fusion protein was produced abundantly as inclusion body and the molecular weight of ex2
press ed protein was about 26 ku. SDS2PAGE analysis als o showed that the recombinant protein express ed could reach

20 p ercent of the whole bacterial protein. Purified protein was obtained after being eluted from the gel by electrophore2
sis . The Western2blotting analysis showed the fusion protein had the antigenic activity of Mycobacterium bovis .

Key words　Mycobacterium bovis ; MPB83 gene ; cloning ; prokaryotic expression ; western blotting ; protein purifica2
tion

　　牛结核病是牛结核分枝杆菌 ( M ycobacteri um

bovis)引起的以呼吸道病变为主的人畜共患慢性进

行性传染病。近年来 ,随着耐药性菌株的产生及个

体养牛户的增加 ,牛结核病的阳性检出率在逐年上

升。1996年有报告称 ,结核病人中 1016 %为牛分枝

杆菌感染[1 ] ,说明牛结核病菌严重威胁着人类的健

康。目前 ,牛结核病的诊断主要通过变态反应来进

行 ,但该诊断方法有严重的交叉反应 (不能区分卡介

苗免疫牛和自然感染牛) ,而且需时较长 (72 h) ;因

此 ,牛结核新型诊断方法的研究成为当前研究的热

点[2 4 ]。

牛分枝杆菌分泌多种蛋白到细胞外 ,对抗结核
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免疫起着重要作用。MPB83 蛋白是牛分枝杆菌培

养早期分泌到上清中的一种分泌性脂蛋白 ,在牛分

枝杆菌中高水平表达 ,在卡介苗 (BCG)中表达量极

低[5 ] ,它在体内可同时引发细胞免疫和体液免疫 ,

具有免疫原性和免疫保护性[6 ]。研究表明 ,作为牛

主要的免疫反应阳性蛋白 ,在多种抗原中 , MPB83

蛋白作为抗原检测结核病的效果最好[7 ] ,并且具有

鉴别诊断结核病感染牛和卡介苗 (BCG)接种牛的潜

力。本研究旨在针对牛结核病检测方法存在交叉反

应及需时较长等缺点 ,对牛分枝杆菌 MPB83 蛋白

进行克隆、原核表达、纯化及免疫印迹分析 ,为进一

步研究其在牛结核病诊断中的应用提供实验依据。

1　材料与方法

111　菌株和载体

牛分枝杆菌 C6822 购于中国兽药监查所 ; E.

coli DH5α、E. coli BL21 (DE3)和 p ET230a 质粒均

由本实验室保存 ; p GEM2T Vector System 为

Promega公司产品。

112　主要试剂

Ex2Tag DNA聚合酶、Kpn Ⅰ、S ac Ⅰ、T4 DNA

连接酶为 Ta KaRa公司产品 ;基因组 DNA提取试剂

盒、DNA 凝胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒为

Promega公司产品 ;溶菌酶、卡那霉素、IPTG、二硫

苏糖醇 (D TT)为 Merck 公司产品。兔抗牛分枝杆

菌多克隆抗体购自中国疾病控制中心传染病预防控

制所结核科 ,辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 Ig G

抗体购自北京中杉金桥生物技术公司 ;其他均为国

产分析纯。

113　牛分枝杆菌的培养和 D NA的提取

将牛分枝杆菌接种于改良罗氏培养基 ,7 周后

刮取细菌 ,溶于 TE缓冲液中 ,100 ℃灭活 2 h ,加入

溶菌酶 37 ℃孵育过夜后 ,按基因组 DNA提取试剂

盒说明书提取牛分枝杆菌 DNA。

114　目的基因的 PCR扩增与纯化

根据已发表的牛分枝杆菌 AF2122/ 97 MPB83

蛋白的特异性序列设计引物 (由上海生工合成) ,扩

增牛分枝杆菌 M PB 83 基因 ,引物序列如下 ,

上游引物 :5′2A TGCGGTACCACCAAACCCGTGTC

GCAA GACA23′; 下游引物 : 5′2AA TTGA GCTCT2
TACTGTGCCGGGGGCA TCA GC23′。在上、下游引

物两端分别引入 Kpn Ⅰ和 S ac Ⅰ酶切位点。PCR

反应条件为 :98 ℃5 min ;94 ℃1 min、62 ℃1 min、

72 ℃1 min ,共 30个循环 ;72 ℃延伸 10 min。取 50

μL PCR产物进行 1 % (质量分数)琼脂糖凝胶电泳 ,

按 DNA 凝胶回收试剂盒说明进行目的产物的

回收。

115　原核克隆载体的构建与鉴定

将纯化后的 PCR产物与 p GEM2T Easy载体在

16 ℃过夜连接 ,连接产物转化大肠杆菌感受态细胞

DH5α。转化后的细菌涂布于含 X2Gal、IPTG和氨

苄青霉素的 LB固体培养基中 ,37 ℃过夜培养后 ,经

蓝白斑筛选挑取白色菌落 ,接种于含氨苄青霉素的

LB液体培养基中[8 ] ,37 ℃振摇过夜 ,按质粒提取试

剂盒说明书提取重组质粒 ,经 PCR、酶切鉴定 ,将阳

性克隆进行测序。

116　MPB83原核表达载体构建及重组质粒筛选

　　将测序正确的重组质粒 p GEM2MPB83 和载体

p ET230a同时进行 Kpn Ⅰ/ S ac Ⅰ双酶切 ,按 DNA

凝胶回收试剂盒说明分别回收目的片断。将 2段目

的 DNA在 T4 DNA Ligase的作用下于 16 ℃连接过

夜 ,连接产物转化大肠杆菌感受态细胞 E. coli BL21

(DE3) ,转化产物涂布于含卡那霉素 (100μg/ mL)的

LB固体培养基 ,于 37 ℃过夜培养后挑取阳性克隆 ,

接种于含卡那霉素 (100μg/ mL )的 LB 液体培养基

中 ,37 ℃振摇过夜 ,按质粒提取试剂盒说明书提取

重组质粒 ,经酶切鉴定 ,将阳性克隆测序。

117　目的基因的诱导表达

挑取测序正确的重组菌单菌落 ,接种于 5 mL

含卡那霉素 (100μg/ mL)的LB固体培养基中 ,37 ℃

活化过夜后 ,按 1 %接种到含卡那霉素 (100μg/ mL)

的 LB 液体培养基中 ,37 ℃225 r/ min 振摇培养至

对数生长期 ( D600 = 016～017) ,加入终浓度为 1

mmol/ L 的 IPTG ,继续于 37 ℃振摇培养 4 h。分别

于诱导前和诱导后 4 h取出 1 mL 细菌培养物 ,5 000

r/ min离心 10 min收集菌体 ,弃上清后加入 2×SDS

上样缓冲液 ,煮沸 5 min ,12 000 r/ min离心 10 min ,

取上清 10 uL 用 12 %的聚丙烯酰胺凝胶进行 SDS2
PA GE检查。

118　Western Blot分析

Western Blot 按分子克隆方法进行 [8 ]。SDS2
PA GE完成后 ,通过电转印系统将凝胶中的蛋白转

到 PVDF膜上 ,经脱脂牛奶封闭后 ,依次加入兔抗

牛分枝杆菌的阳性血清 ,辣根过氧化物酶标记的山

羊抗兔 Ig G二抗 ,最后用 DAB显色。
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119　重组蛋白的纯化

超声波破碎菌体 ,沉淀经过包涵体洗涤液洗涤

后 ,用含 8 mol/ L 尿素的包涵体溶解液溶解。溶解

后的上清经梯度透析复性后进行 SDS2PA GE ,最后

切下目的条带 ,进行电洗脱收获目的蛋白。

2　结　果

211　目的基因的 PCR扩增产物

以牛分枝杆菌 C6822菌株染色体DNA为模板 ,

以已发表的 M PB 83基因序列设计特异性引物进行

PCR扩增。扩增产物经 1 %琼脂糖凝胶电泳分析 ,

在约 600 bp 处出现 1条特异性条带 ,与预期的大小

相符 (图 1) 。

212　M PB83基因克隆载体的构建与鉴定

将纯化的 p GEM2MPB83用 Kpn Ⅰ、S acⅠ双酶

切 ,得到约 3 000 bp 的 p GEM2T Easy线性片断和约

600 bp 的插入片段 (图 2) 。将重组质粒作 PCR 鉴

定 ,可以扩增出约 600 bp 的目的条带 (图 3) ,表明

M PB 83基因克隆正确。测序结果表明 ,该序列大

小为 582 bp ,与 GenBank 中登陆的牛分枝杆菌

AF2122/97 的 M PB 83 基因序列一致 ,同源性为

100 %。

1为 PCR产物 ;M为 DNA
Marker/ DL2000

图 1　M PB83基因的 PCR扩增
Fig. 1　Amplification of M PB83

gene by PCR

1为质粒 PCR鉴定 ;M为
DNA Marker/ DL2000

图 3　重组质粒 pGEM2MPB83的
PCR鉴定

Fig. 3　Identification of recombinant
plasmid by PCR

1～2为重组质粒 PET30a2MPB83 的双酶切
鉴定 ;3 为重组质粒 p GEM2MPB83 的双酶
切鉴定 ;M为 DNA Marker/ DL2000
图 2　重组质粒的酶切鉴定

Fig. 2　Identification of recombinant
plasmid by digestion with Kpn
Ⅰand S ac Ⅰ

213　M PB83基因原核表达载体的构建与鉴定

重组质粒 p GEM2MPB83经 Kpn Ⅰ、S acⅠ双酶

切后 ,亚克隆到 p ET230a 中 ,构建出重组表达质粒

p ET30a2MPB83。对重组表达质粒进行 Kpn Ⅰ、

S acⅠ双酶切鉴定 ,结果用 1 %琼脂糖凝胶电泳进行

分析 ,出现了 1条约 5 400 bp 的 p ET230a 载体线性

片断和约 600 bp 的插入片段 (图 2) ,表明 M PB 83

基因已正确克隆到表达载体中。

214　重组菌的诱导表达与 SDS2PAGE分析

经 IPTG诱导的重组菌进行 SDS2PA GE分析 ,

结果表明在约 26 ku处有一特异条带 ,大小与预期

融合蛋白分子质量一致 ,而含空质粒 p ET230a 的大

肠杆菌 BL21 (DE3)经诱导后未见蛋白表达 (图 4) 。

用软件 AlphaImager2200对表达的蛋白进行薄层扫

描分析表明 ,蛋白表达量可占菌体蛋白的 20 % ,实

现了 MPB83蛋白在大肠杆菌中的高表达。

215　重组蛋白的 Western2Blot分析

用兔抗牛分枝杆菌多克隆阳性血清对重组菌诱

导后的全菌体蛋白进行 Western2Blot 检测 ,结果表

明 ,诱导后重组菌的菌体蛋白与牛分枝杆菌多克隆

阳性血清反应后 ,在约 26 ku处出现 1 条清晰的反

应条带 (图 5) ,表明表达的重组蛋白能被牛分支杆

菌阳性血清所识别 ,具有良好的抗原性。

216　重组蛋白的纯化

超声波破碎后的菌体 ,经过 SDS2PA GE检查 ,

发现目的蛋白主要以包涵体的形式存在。重组蛋白

经过电洗脱回收 ,用软件 AlphaImager2200 对纯化

蛋白进行薄层扫描分析表明 ,蛋白的纯度可达 95 %

以上 (图 6) ,表明纯化后的目的蛋白纯度较高。

3　结论与讨论

1)本试验测序结果表明 ,克隆的 M PB 83 基因

序列与 GenBank 中登陆的牛分枝杆菌 AF2122/ 97

的 M PB 83 基因序列一致 ,同源性为 100 % ,表明该

基因在牛分枝杆菌中十分保守。

2)本试验利用 p ET230a载体 ,在 T7强启动子
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1为 p ET230a/ BL21 的菌体蛋白 ; 2 为 p ET2
30a/ BL21 (DE3)诱导后 4 h ; M为低分子质
量蛋白 Marker ; 3 为 p ET30a2MPB83/ BL21
(DE3)诱导前 0 h 菌体蛋白 ; 4 为 p ET30a2
MPB83/ BL21 (DE3)诱导后 4 h菌体蛋白 ;

图 4　重组蛋白的 SDS2PAGE分析
Fig. 4　SDS2PA GE analysis of the

recombinant protein

M为低分子质量蛋白 Marker ;
1～3为纯化的重组蛋白
图 6　重组蛋白纯化后 SDS2PAGE
分析

Fig. 6　SDS2PA GE analysis of
purified protein

M为低分子质量蛋白预染 Marker ; 1 为
p ET30a在 E. coli BL21 中诱导后菌体蛋白
检测呈阴性 ; 2～ 3 为阳性重组质粒菌
p ET30a2MPB83/ BL21 (DE3)诱导后菌体蛋
白检测呈阳性 ;

图 5　重组蛋白的 Western2Blot分析
Fig. 5 　Analysis of the expressed fusion

protein by Western2Blot

的启动下高效表达了 MPB83 融合蛋白 ,经 SDS2
PA GE分析 ,该表达产物主要以包涵体的形式存在 ,

推测这主要是由载体的性质所决定 ,但表达条件如

IPTG的含量、诱导温度和诱导时间的长短等也可

影响蛋白的表达形式。在进一步的试验中 ,将对表

达条件进行摸索 ,以期获得可溶性表达的蛋白。

3)本试验利用了电泳分离 ,然后割胶回收的方

法纯化目的蛋白。该纯化方法与亲和层析回收蛋白

的方法相比不仅大大地节约了成本 ,而且效果好、效

率高、纯化抗原量大 ,能很好满足纯化蛋白作为诊断

抗原的需求 ,是一种优良的蛋白纯化方法。

4)本试验中通过割胶回收纯化的蛋白经 SDS2
PA GE分析 ,其纯度可达 95 %以上 ,在约 50 ku处隐

约有一条蛋白带。考虑到纯化方法为切下目的条

带 ,然后进行电洗脱回收 ,因此 50 ku处的蛋白带推

测为蛋白纯化后形成的多聚体。

分枝杆菌生长缓慢 ,天然的分泌蛋白丰度低且

提取困难 ,并存在活菌感染的可能性 ,因此 ,无论从

实用角度还是从技术角度 ,分离天然分泌蛋白都不

太可行[8 9 ]。本试验利用大肠杆菌表达系统高效、

低廉、简单、易于操作等优点 ,克服了上述困难 ,实现

了 MPB83蛋白在体外安全、高效的表达 ,为实现高

通量的牛结核病检测技术奠定了基础。
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