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结核分枝杆菌 Ag85B与 MPT64真核共表达质粒的构建及表达 
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【摘 要】目的：构建结核分枝杆菌Ag85B和Mt~64编码基因的共表达载体pBud85B—MPT。方法：将结核分枝杆菌Ag85B、 

MPT64基因同时克隆进多启动子共表达载体 pBudCE4．1中．得到真核共表达质粒 pBud85B—MPT；将 pBud85B—MPT转染 

COS一7细胞，通过 RT—PCR方法检测目的基因的表达。结果：在 COS一7细胞中同时检测到 Ag85B、MYF64的表达 结论： 

pBud85B—MPT共表达质粒构建成功，为进一步研究新型结核病疫苗奠定基础。 
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Mycobacterium tuberculosis Ag85B and MPT64 gene 
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【Abstract】Objective：To construct an eukaryotic coexpression plasmid containing Mycobacterium tuberculosis,~85B and MPT64 

gene．Methods：Mycobacterium tuberculosis Ag85B and Mt~ 64 gene were cloned into pBudCE4．1 to construct recombinant plasmid 

pBud85B—MPT．The recombinant plasmid waS transfected into COS一7 cells．and its expression of Ag85B and MFrI'64 was ed 

by RT —PCR．Results：Mycobacterium tuberculosis Ag85B and MPT64 were detected in transfected COS一 7 cells．(~nclusion：The 

recombinant plasmid pBud85B——MPT Can express Ag85B and MPT simuhaneously in CO S——7 cells which provides the basis for fur— 

ther investigation of DNA vaccine against tuberculosis． 
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目前全球的结核病疫情再度增高，由于 BCG 

(卡介苗)免疫保护效果极不稳定，因此寻找安全、稳 

定、高效的新型结核病疫苗成为研究热点。基因疫 

苗是疫苗研制的第三次革命，为 TB的防治提供一 

新思路。我们将结核分枝杆菌(MTB)保护性抗原 

Ag85B、MPT64的基 因同时克隆进真核表达质 粒 

pBudCFA．1中，并在 COS一7细胞中进行表达，为新 

型结核病基因疫苗的研制提供基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 质粒、细胞和菌株 

作者介绍：江 山(1975一 )，女，博士生， 

主要研究方向：结核分枝杆菌基因疫苗的研制 

基金项目：重庆市卫生局重点项 目(00—1006)。 

cos一7细胞由本实验室保存，结核分枝杆菌 H37Rv购 

自中科院微生物研究所，E．coliToplO为本室保存。多启动 

子共表达载体 pBudCE4．1购自Invitrogen公司。 

1．1．2 主要试剂 

Taq plus酶、pfu酶、细菌基因组 DNA抽提试剂盒、RNA 

提取试剂盒、CDNA逆转录试剂盒、琼脂糖等购自上海生工， 

限制性内切酶、快速连接试剂盒购 自TakaRa公司，质粒纯 

化抽提、胶回收、PCR产物纯化试剂盒购 自上海华舜生物公 

司产品。1640和胎牛血清购 自Hyclone公司，Lipofectin购 

自Invitrogen公司。 

1．2 方 法 

1．2．1 pBud85B质粒的构建 

根据GeneBanK登录的 Ag85B编码序列设计 P1、P2引 

物，分 别 含 有 Hind Ⅲ／BamH I 酶 切 位 点。P1： 

GCAAG(_rT — ATGACA( ACGTGA( CGA； P2： GCG 

GATCC—CTA( AGCAT AGTC 以 结 核 分 枝 杆 菌 

H37Rv基因组 DNA为模板 PCR扩增 Ag85B基因，反应体 

系：ddH2O 38／．1，10 X buffer 5t-d，dNTP2t~I，模板 2／．1，Pl、P2各 
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1“l，pfu酶 1vl；条件：95℃3min，94℃ lmin，61℃50s，72℃ 

1min，72℃7min，K=30，扩增产物用 1％琼脂糖凝胶电泳检 

测。用 HindⅢ／BamH I酶切 PCR产物，并用相应的酶消 

化载体质粒 pBudCE4．1，回收后将 Ag85B基因定向克隆进 

载体质粒pBudCE4．1中，筛选重组质粒并酶切鉴定一 

1．2．2 pBud85B—MP1’质粒的构建 

根据 GeneBank登录的 MPT64编码序列设计 P3、P4引 

物，分别含有 Not I／Kpn I酶切位点 P3：AT( ( CGC 

ATGGTGC( ATCAA( ATC： P4：(XXX；TA(：C — CI'AG— 

GACA(KTATCGAGTC；以结核分枝杆菌 H37Rv基因组 DNA 

为模板 IK?R扩增 MPT基因，反应体系：ddH2O38tLI，10× 

buffer 5 l，dNTP2pd，模板 21,1，P3、P4各 1『』l，Taq plus酶 lpd； 

条件：95℃3min，94℃lmin，57℃ 50s，72℃1min，72℃4min，K 

=33，扩增产物用 1％琼脂糖凝胶电泳检测。用 Not I／Kpn 

I酶切 PCR产物，并用相应的酶消化质粒 pBud85B，回收后 

将 MPT64基因定向克隆进质粒 pBud85B，筛选重组质粒并 

酶切鉴定。 

1．2．3 细胞转染 

COS一7细胞在含 10％胎牛血清的 1640培养基生长至 

70％～80％汇片，用重组 pBud85B—MPT质粒进行转染，以 

pBudCFA．1空质粒和COS 7空细胞作为对照，转染试剂为 

阳离子脂质体 Lipofectin，具体方法参照说明书和《分子克 

隆》进行。 

1．2．4 RT—PCR分析转染细胞的表达产物 

分别收集实验及对照孑L细胞提取 RNA进行逆转录，以 

各自的cDNA为模板，分别以Pl、 、 、P4为引物按照上述 

条件进行PCR扩增。 

2 结 果 

2．1 目的基 因的 PCR扩增 

Pl、P2为引物 PCR扩增得 1Kb大小的特异条 

带(Ag85B为 987bp)，P3、P4为引 物扩 增 得一 约 

700bp的特异条带(Mt~64为 687bp)(图 1)。 

3 2 l 

p 

Ag85B PCR产物用 Hind m／t~LmH 工酶切与 

相 应 载 体 pBudCE4．1连 接 ，构 建 重 组 质 粒 

pBud85B，Hind m／BamH 工双酶切鉴定切 出目的 

片段(图 2)。MPT64PCR产物用 Not工／Kpn工酶 

切与 pBud85B连接 ，Not工／Kpn工双酶切鉴定切出 

目的片段 (图 2)。pBud85B—MPT测序结果表 明 

Ag85B基因未发生突变 ，MPT64基因序列与文献报 

道一致。 

2．3 RT—PCR 法分析 pBud85B MPT质 粒在 

COS一7细胞表达 

分别用转染有 Bud85B—MPT、pBudCE4．1空 

质粒的 CoS一7细胞的 cDNA作模板行 PCR扩增 ， 

只有转染有 pBud85B—MPT的 COS一7细胞分别 

扩增出 Ag85B、Mt~64的基因(图 3)： 

b 

2kb 

p 

P 

图 2 pBud85B、pBud85B—MPT的酶切鉴定 

I．Marker；2．pBud4．1 Hind Ⅲ／BamH I；3．pBud85B Hind 

Ⅲ／BamH I；4．pBud85B Not／Kpnl；5．pBud85B— MPrr 

Notl／Kpnl 

6 5 4 3 2 l 

图3 pBud85B—MPT RT PCR鉴定结果 

1．Marker；2．Ag85Bgene amplified from pBud85B 

RNA control；4．MPT64gene amplified from pBud85B 

5．RNA control；6．pBud4．1 control 

图 1 目的基因的 IKTR扩增 

1．Marker；2．MPT64；3．Ag85B 3 讨 论 

2．2 pBud85B、pBud85B—MFrr质粒的构建 

M_PT：3 

一 M_PT 
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基因疫苗是分子免疫学和分子生物学的新兴研 

究领域 ，由于制备简单 、可持续诱导体液及细胞免疫 

反应等特点成为结核病疫苗研究中的优先领域和热 

点 J̈。Ag85B、MPT64属于 MTB的分泌性蛋白，是 

结核病预防和治疗性疫苗研制的理想候选抗原_2j。 

Ag85B又称 MPB59、a—Ag，与结核杆菌细胞壁的合 

成有关 ；Ag85B具有多个 T细胞表位，能诱导机体 

产生保护性的免疫应答从而抵抗 MTB和 BCG的 

攻击_3_3。MPT64也是重要的 T细胞抗原，主要 刺 

激特异性 (_rL形成和 IFN一7产生，同样也能诱导 

机体抵御 MTB的攻击l4．5 J。1999年 Kamath等发 

现，Ag85B、MPT64、ESAT一6三种基因疫苗联合免 

疫较各 自单独免疫 的保护效果明显增强 ，由此可见 

MTB多个基因疫苗的联合应用可诱导更为有效的 

免疫保护作用 J。 

将多个携带不同基因的独立载体系统同时转染 

靶细胞 ，有着可以自由调节各表达载体比例的优点， 

但是其转染效率很低。而在同一载体上构建、表达 

多个基因可提高转染及表达效率，此种载体称为多 

基因共表达载体。多启动子表达载体由于其构建简 

便、方法可靠，是目前多基因共表达载体构建中最常 

用的方法 ，它将带有各 自独立启动子的多个表达盒 

构建于一个载体上，能转录出多种不同的 mRNA并 

翻译 出不同的蛋 白质 J。pBudCE4．1是一 多启动 

子真核表达载体，含有双启动子、双克隆位点和双 

polyA，可同时插入和表达两个外源基因。 

我们将 MTB Ag85B、MPT64基 因同时克隆人 

(上接第275页) 
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pBudCE4．1，构建共表达质粒 pBud85B—MPT，转染 

CoS一7细胞 ，采用 RT—PCR的方法在 mRNA水 

平检测到 Ag85B、MPT64基 因的表达；为进一步对 

目标基 因的表 达进 行 检测，我 们将 纯化 Ag85B、 

MPT64的原核表达产物 ，免疫动物制备多克隆抗 

体，在蛋白质水平检测 pBud85B—MPT的表达情况 

为进一步研究 pBud85B—MPT作为结核病基 因疫 

苗的可能性打下基础。 
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