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结核分枝杆菌 mtb8．4／hiLl2嵌合基因 

的克隆及真核表达质粒的构建 

李 晖 ，任小华 ，钟 森 ，任 红 

(1．重庆医科大学第二临床学院感染科，重庆 400010；2．泸州医学院附属医院感染病科，四川泸州 646000) 

【摘 要】目的：克隆结核分枝杆菌mtb8．4／hiLl2嵌合基因，构建其真核表达质粒，并进行鉴定。方法：采用基因工程技术，首 

先以pcDNA 3．1(+)一mtb 8．4为模板，经聚合酶链反应(PCR)扩增出mtb 8．4一linker基因，与pCi—neo载体进行连接重组， 

构建成pCI—neo mtb 8．4一linker(pML)重组质粒，然后以pORF hiLl2质粒为模板，经PCR扩增出hlL 12基因，将hlL一 

12基因与pML质粒进行连接重组，构建成mtb 8．4／hiLl2嵌合基因真核表达质粒，用限制性内切酶消化、PCR及DNA序列 

测定等多种分子生物学方法进行鉴定：结果：mtb 8．4／hiLl2嵌合基因重组真核表达质粒经证实构建成功。结论：mtb 8．4／ 

hiLl2嵌合基因重组真核表达质粒的成功构建，为进一步研究其免疫保护效果及制备结核病 mtb 8．4／hiLl2嵌合基因疫苗奠 

定了基础。 
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Construction and ident⋯catiOn of the chimeric mtb8．4／hILl2 

eukaryotic expression plasmid 

LI Hu ．et al 

(Department of Infectious Disease，the Second Cxdlege of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To construct and identify the chimeric mtb8．4／hiLl2 eukaryotic expression plasmid．Methods：Firstly mtb8．4 
一 linker WOS amplified by PCR and cloned into the single Nhe I and Mlu I cloning sites of pCi—neo，so pci—neo—mtb8．4一 

linker(pML)plasmid WOS constructed．Secondly hlL一12 WOS am plified by PCR and cloned into the single Mlu I and Sal I cloning 

sites of pML．Finally correct pCi neo mtb8．4／hiLl2(pMI)plasmid was identified by PCR，RE digestion and DNA seguencing． 

Results：The accuracy of pMI plasmid construction was confirmed by a number of molecular biological techniques．Conclusion：The 

construction of mtb8．4／hiLl2 chimera by linkage of M ．tuberculosis mtb8．4 gene to hum an  ILl2 gene provides the possibility for in— 

vestigating a new tuberculosis vaccine． 
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卡介苗(BCG)作为预防结核病的措施，免疫效 

果不确定，保护效率波动大(0～80％)⋯，而 目前 

DNA疫苗，尤其是嵌合 DNA疫苗和DNA疫苗的联 

合免疫在结核病的预防上最具吸引力。本研究将人 

结核杆菌 mtb 8．4和人白细胞介素 12(hlL一12)的 

编码基因进行连接重组 ，构建成 mtb 8．4／h ILl2嵌 

合基因真核表达质粒，为进一步研究其免疫保护效 

果及制备结核病 mtb 8．4／h ILl2嵌合DNA疫苗奠 

作者介绍：李 晖(1970 )，女，博士生，主治医师， 

主要研究方向：感染性疾病的分子生物学和免疫学防治。 

基金项目：四川省青年科技基金资助(批准号：川青科基[2002]1号)。 

定了基础，可望通过基因免疫，获得免疫原性强、以 

低剂量即可有效刺激机体产生 T细胞和 B细胞应 

答、安全可靠的新型结核病疫苗。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 质粒pcDNA 3．1(+)一mtb 8．4(含人结核分枝杆菌 

H37Rv株mtb 8．4基因，不含信号肽)，由本室构建- 一；质粒 

pORF—hiLl2(含人ILl2编码基因及两侧调控基因)购自美 

国 Invivogen公司；质粒I)CI—neo为重庆医科大学肝炎研究 

所惠赠，E．coil Top IOF’购于晶美公司。Tag plus I DNA 
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暑 一 
图 3 pMlJ质粒酶切鉴定图 

M l~unb da—Ptl(m1x MaIke, 】 _IM【_质粒经 I】l酶 

切产物 2 I_I_。 质粒经 I酶切产物 3 1̂ I 

l1∞质粒经Nhe f／Mh l酶切产物 4 『一M1．质粒经 hL 

l／M】u 1酶切产物 以 州 )NA3 l【I J _】l【l 4质粒 

为模板的l】【’R产物 M’I,LIC1 I J A／M —l 川 

围4 pMl，质粒 f ’[ 鉴定图 

M marker(pUC19DNA／~．'L*p I) I、 、3 以 pML质粒为 

横板的 PCR产物 4 空白对照I以灭菌以蒸水为模板】 5 

明性对照(以 r̂、卜I1L~)质粒为模板】 

于鉴定 

2 l 4 pML质粒载津的准备 自先提取pML质 

粒 DNA．然后用 Mlu I承l Sal J职酶切该雁 牝， 

37℃，4h后取全部酶切产物电泳．见质粒柠坷战线 

眭．电泳速率较未酶切者低，位置靠后．胶回收大片 

段作匈载体 

2．I 5 hlL—l2基因片段 的挠取 以 I~)RF— 

hiLl2质粒 为模板的 PCR产‘物取洋电泳．挟得约 

160(Ibp的 hIL一】!基因片段 ． 圉2 

2 l 6 pMI 质粒载体与hll 12目的基因连接． 

构建111tb 8．4／hILl2重组嵌合质粒．连接产物直接 

用于转化￡ c”， ['opl[1F’感受态细胞．转化成功的 

细菌能庄岔氨苄青霉索的LB(Luri； Bert r n】_j1固体 

培养基L长成 落 从转化平扳上选取生长良好的 

茼落，增菌后F月Pn】I] 公司的小量质粒提取试剂 

盒提取质粒．昕提质粒用于鉴定 

图(】 PMI嵌台质粒的r。‘、R鉴定图 

、 [．andx[a 】 U’mix Marker I 以 pMI嵌台质粒为模 

扳．Pl和 P4为引物的 H R产物 2 以pMl嵌台质粒为模 

板． 和 I 为引物的 l 【’R产物 3 以pMI嵌台质粒为模 

板，P1和l 为引物的 PCR产物 4 阴性对照I以 l̂。l一 

Ⅲ 质 粒 为模 板 ) 5 灭 菌 双 蒸水 空 白对 照 6 

t】L’L 1gDNAINbp 1 Mark,,r 

!! 重组质粒的鉴定 

!．：1 l 卜 I1 1 mtb8 4一 iker(pMI )重组质粒 

的 定 

¨)限制性内切酶消化鉴定：pML重组质粒经 

Pau J酶切后．电泳I玎见2025bi)手【l 3739bp两片段． 

原质粒 p【’I nd 羟 Pau J_酶切后．仅见 5 4kb片 
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段；pML重组质粒经 Nhe I和 Mlu I双酶切后，电 

泳可见 300bp和5．4kb两片段，原质粒 pCI—neo经 

Nhe I和 Mlu I双酶切后，仅见 5．4kb片段。结果 

见图3。 

(2)PCR鉴定：以 P1、P2为引物 ，pML质粒为 

模板者扩增出约 300bp的产物，而以 pCI—neo质粒 

为模板的阴性对照和灭菌双蒸水空白对照均未能扩 

增出相应产物，见图4。 

(3)DNA序列分析鉴定：上海基康公司对重组 

pML质粒 Nhe I和 Mlu I酶切位点之间的碱基序 

列进行测序，结果与所设计的人结核杆菌 H37Rv株 

的mtb 8．4基因加 45bp接头序列完全相同l3,4 J，表 

明 pML重组质粒构建成功。 

2．2．2 mtb 8．4／h ILl2重组嵌合质粒(pMI)的鉴 

定： 

(1)限制性 内切酶消化鉴定：pMI嵌合质粒经 

MunI酶切后，电泳可见 1920bp和 5．4kb两片段； 

经 KpnI酶切后 ，可见 1510bp和 5．8kb两片段；经 

NheI和 SalI双酶切后，可见 1923bp和 5．4kb两 

片段；经 Mlu I和 Sal I双酶切后，电泳可见 1614bp 

和5．7kb两片段；经 Nhe I和 Mlu I双酶切后，电泳 

可见 300bp和 7kb两片段。见图5。 

(2)PCR鉴定：以 Pl、P4为引物，pMI嵌合质粒 

为模板者扩增 出约 1．9kb的产物，即 mtb 8．4／ 

hiLl2嵌合基因而以pCI—neo质粒为模板的阴性 

对照和灭菌双蒸水空白对照未能扩增出相应产物； 

以 P3、P4为引物，pMI嵌合质粒为模板者扩增出约 

1．6kb的产物，即 hIL一12基因；以 P1、P2为引物， 

pMI嵌合质粒为模板者扩增出约 300bp的产物，即 

mtb 8．4一linker基因。见图6。 

2．4 测序鉴定 

上海基康公司测 pMI重组嵌合质粒 Nhe I和 

Sal I酶切位点之间的碱基序列，结果与人结核分枝 

杆菌 H37Rv株 的 mtb 8．4l3， J及人 IL一12(Gen— 

Bank登录号 AF180562和 AF180563)的基因序列 

完全相同，二者之间包括 45bp的接头，表明 pMI嵌 

合真核表达质粒构建成功。 

3 讨 论 

由于耐药分支杆菌的广泛传播、HIV／AIDS的 

大量流行和人口流动等因素，使结核病再次成为目 

前全球性的严重公共卫生问题，引起了国际社会的 

极大关注_6]。本研究 旨在寻找对结核有良好免疫 

保护效果的安全、有效、廉价的新一代疫苗。 

Mtb 8．4 J是新近从结核杆菌 H37Rv株培养滤 

液(CF)中纯化分离出的一种低分子量蛋白抗原，由 

于其成熟蛋白(不含信号序列)分子量为 8．4kD而 

得名。重组 Mtb 8．4(rMtb 8．4)能诱导强烈的体液 

免疫反应；产生高水平的 IgG1和 IgG2a；能诱导 

C57BL／6小鼠产生强烈的 Mtb 8．4特异性 Thl型 

细胞免疫反应 ，分泌高水平的 IFN一7，产生对感染 

细胞有强溶解能力的细胞毒性 T细胞(CTL)，减少 

免疫鼠脾脏和肺 中的细菌数，保护小 鼠抵御毒性结 

核杆菌的攻击。从 Mtb 8．4免疫鼠和结核杆菌感染 

鼠的脾脏和肺 中均可检测到 Mtb8．4的特异性 

CTL，这与其它分枝杆菌疫苗候选抗原如 A4985A有 

所不同，结核杆菌感染 鼠的脾和肺 中无法检测到 

Ag85A特异性 CTL。通过免疫小 鼠发现，rMtb8．4 

能诱导出与 BCG免疫相当的保护水平，且与 ESAT 
一 6、I、／IFrr64、MPT63和 KatG四种DNA质粒联合 

免疫产生的免疫保护水平相同，显示该抗原有很大 

的开发潜力，可望成为结核病 DNA疫苗的候选抗 

原或作为亚单位疫苗的组分，用于结核病的预防。 

白细胞介素 12(interleukin一12，IL一12)又名 

细胞 毒_淋巴细胞成熟 因子 (cytotoxic lymphocyte 

maturation factor，CLMF)，或 自然杀伤细胞刺激因 

子(natural killer cell stimulation factor，NKSF)，是一 

种分子量为 75KD的糖蛋白，由40kD和 35kD两个 

亚基组成的异二聚体。具有广泛的免疫效应，可促 

进自然杀伤细胞和T细胞的增殖及杀伤作用、促使 

细胞因子尤其是 IFN一 的分泌 、诱导抗原特异性 

辅助性T细胞(Th)向Thl型分化l 。Kim等 J将 

包含鼠 IL一12基因的质粒与包含 HIV一1抗原基 

因的质粒联合免疫小鼠，发现小鼠特异性 CTL反应 

明显增强。另有研究表明 J，IL一12在体内外均能 

高效激发并维持结核早期保护性的Thl型应答，因 

此 IL一12可作为结核疫苗的佐剂。 

为提高单一 Mtb 8．4DNA疫苗的免疫保护效 

果，本研究将对结核分枝杆菌攻击具有明显保护作 

用的Mtb 8．4和hIL一12的编码基因借一中间接头 

(GlynSer) 连接到一起，进行拼接重组，构建成 mtb 

8．4／h ILl2嵌合质粒，该中间接头提供了足够的空 

间和柔软性，能使 mtb 8．4和 hIL一12不互相干扰， 

各自折叠成有活性的蛋白分子 ，从而(下转第587页) 
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粘附复合物，使胚泡滋养层与子宫内膜的粘附得到 

加固。当有细胞角蛋白8和 18存在时，三者之间的 

结合明显加强[ 。对 Trophinin等粘附分子进一步 

的功能研究将有助于揭示胚泡着床机理和探索不孕 

机制。 
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(上接第 579页)发挥高效 的生物学活性_l 。mtb 

8．4／h ILl2嵌合 DNA质粒的构建成功，为进一步 

研制mtb 8．4／h ILl2嵌合 DNA疫苗奠定了基础， 

该嵌合 DNA疫苗可望将宿主免疫反应 向更强的 

Thl型细胞反应转化，诱导强烈的特异性 CTL反 

应，以达到对结核病的良好预防作用lI2J。mtb 8．4／ 

hiLl2嵌合 DNA质粒在真核细胞的表达及对感染 

小鼠的免疫保护效果将另文发表。 
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