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用结核分枝杆菌 HSP70启动子 

构建分枝杆菌穿梭表达质粒的研究 

陈 全 ，朱道银 ，骆旭东 ，蒋 英 ，江 山 

(重庆医科大学基础医学院微生物学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：用结核分枝杆菌HSP70(Heat shock protein70，HSP7())启动子改建分枝杆菌穿梭质粒pjEM11为分枝杆菌穿梭 

表达质粒。方法：利用聚合酶链反应(Polymerase chain reaction，PCR)扩增}{37Rv基因组 419607～419835位的HSP70启动子 

及调控序列，末端引入一个多克隆位点(Multiple clone sites，MCS)，冉定向克隆人pJEM1 1的ApaI位点与XhaI位点之间，构建 

pJCH02载体，并对载体进行酶切鉴定及序列测定。将 1hI]一esat6融合基因克隆入 pJCH02载体，评价其在 BCG中的表达情 

况。结果：HSP70启动子、调控序列及引入的多克隆位点完全正确，lhp～esat6基因在BCG中成功表达。结论：成功改建穿梭 

质粒 pJEM1 1为穿梭表达质粒 pJCH02。本研究为构建BCG多价疫苗奠定了基础。 
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Construction of the Mycobacterium shuttle expression plasmid 

with Mycobacterium tuberculosis heat shock protein 70 promoter 

CHEN QHall，et al 

(Department ofMicrobiology，(Sdlege oJ、Basic Medical 。iences，Chongqing Medical University) 

【Abstract】 Obja’tire：To reconstruct Mycobacterium shuttle expression plasmid with Mycobacterium tuberculosis HSP70 promoter 

based on shuttle plasmid pJEM1 1．Methods：The cDNA fragment of 229bp promoter and its correlative sequence WaS amplified by 

PCR．Multiple clone sites was added to the end of am plified fragment．and then it was cloned into the pJEM1 1 tO construct the plaSmid 

pJCH02．The pJCH02 was identified by digestion with restriction endonuclease and sequence analysis．The lhp esat6 fusion gene WaS 

cloned into the pJCH02，then its expression in BCG WaS confimaed by SDS—PAGE．Results：The sequence of HSP70 promoter and its 

correlative sequence was in accordance with the predicted sequence．The lhp esat6 fusion gene was expressed in BCG．Condusion： 

The shuttle expression plasmid pJCH02 is constructed succe&sfully．The study provides the basis for BCG polyvaccine． 

【Key words】Mycobacterium tuberculosis(MTB)；Heat shock protein；Promoter；Gene expression 

BCG是牛型分枝杆菌的减毒株 ，在全世界已经 

广泛用于预防结核病，迄今 已半个多世纪。由于其 

还有免疫佐剂的作用--1，因此国内外科学家正致力 

于将BCG发展成为一种重组多价活疫苗，使它成为 
一 种能携带多种外源免疫保护抗原的疫苗载体，不 

仅能预防结核病，同时也能预防其它感染性疾病 ，甚 

至具有抗肿瘤的活性_2 J。要在 BCG中表达外源基 

因，首先要一个能被BCG DNA依赖的RNA聚合酶 

识别、可控的强启动子。因为HSP70具有高度的保 

作者介绍：陈 全(1969 )，男，讲师，博士 

主要研究方向：M'I'B感染与免疫 

守性，能在多种应激反应下大量表达，因此利用 

HSP70的启动子作为BCG中调控外源基因表达的 

启动子，既有利于启动外源基因的表达，又易于通过 

应激对其转录进行调控。程继忠等用结核分枝杆菌 

HSP70的启动子在耻垢分枝杆菌中就表达 了多种 

外源基因E3 J。我们用结核分枝杆菌 HSP70启动子 

将穿梭质粒 pJEM11改建成分枝杆菌穿梭表达质 

粒，为今后构建以BCG为载体的疫苗提供一可供选 

择的工具载体。 

l 材料和方法 
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I 1 材料 

l 1 l 主要试_剂 pfu DNA聚台酶 、dNr[、P、Xba[、 I出 } 

海生工公司提供．DNAMark盯由夫莲宝生物公司提供 

I l 2 质牡和菌株 喷粒 EMI1由巴斯 话研究所 Jean 

Rauzier博士惠赠．质粒 pQ．E30一CFPIO ESA F6为本室购 

建，FL~7Rv结核分枝杆苗为本富收藏．TolJlO大厮杆茼由奉 

校肝炎研究所黄爱龙教授惠噌，I ’( 由重庆市防疫站提供 

1．2 方 法 

1 2 t HSPTO启动子及蛹控序列的扩增 

1 2 I l DNA模板的制各 取 H37R~,固件培养物少许和 

】滴含 0 5％吐温 80的生理 盐水共同碾磨成悬被 1 5ml 

PBs洗涤．离心 后去上清，用基因组提取 剂提 取 M r“ 

DNA 

1 2．】．2 引物 合成 受 PCR扩增 根据 H37Rv基同组 

419607～419835位的 HSP70启动子序列受调控序列白衍设 

计 一 对 引物：PIl 5 AT( (；c(、r GCACTGCr(vr 

CGGGC丌 GAC 3 ；P2：5 (-1、CT A GTCGA( 

TAC(汀 A—T ’C’( ^一( ；A1r(’ CCGC G(~TAC(-’ 

CAT(；GT(；AAlrfc1 CT( AATA r“ I、 3 P【的 5 端引^ 

Apal酶切位点，P：的 5端引入 I MCS‘包括 Xba l l I 

SnaBI、13spEI 11 KpnI等酶蛹位点) PCR扩增条忭 

为：95℃预变性 3rain．q5 变性 5(Is．57℃退戈5Ils，72℃延伸 

50s，共循环 3I)次，最后 72t-继续延伸 5nⅢ 

1．2．2 质粒 CH02的柑建(固 _j 

图 I 质粒 pJf"HO2构建示意图 

l 2 2 l 目的基因和载体大片段的制备 PCR 物经 ％ 

的琼脂精凝胶电泳后．用脏回收试剂盎回收耳的纂固片段． 

用 XbaI段Apa I蘑对凹收产l轫怍双酶田，然后用回收试剂 

盒回收酶四混合物中两端分别带有相应韩端的目的基因 ． 

甩质粒提取试剂盒提取 p．IEMI1质粒．用 Xba l及 A l酶 

埘质牲作积酶朗，酶切混合物经 【％琼脂特凝脏电泳后．胶 

1收 8kb载体大片嚣 

1 2 2 2 连接与转化 取上硅 8 J I HSP70启动子基因片段 

技： l载体大片段．与 【0 连接试剂 I混匀后置 16V连接 

Ih．然后转化已制备的 Topl0感受态细菌．用含 25Fg,~m[的 

卡拉露紊筛选蚕纽子 ． 

I 2．3 重组质粒 I lL’H02的鉴定 

I 2 3【 断切鉴定 用 x 厦 Apa【酶对 cH02进行双 

晦 切鉴定 

l 2 3 2 DNA序列抒析 以质牲 EM1l Xba!位点下游 

的 段序列为删序引物对觅隆的 HSP70启动子及 MCS进 

行测序，由上海博· 生物公司完成 

1 2 3．3 I lcH02表达功能的鉴定 以 pQE30一CFP10一 

ESAq、6为模板．用 P(’R扩增 633bp]hp—e掘【6融台基因，然 

舌定向插人 质粒 [、H(12的 Kl~nI受 Xbal位点之间，构建 

【 H02一('FP10 ESAF6质粒 经酶切鉴定 及序列分析 

后．再墩 I l重组 质粒用摹因导^仪转化进对数生长期 

f{(、(，蔚中．用含25 g， ’ 卡拉露索的 sau_(】n 固体培养基筛 

选重组子，再通过 P(、R鉴定转化成功的 BCG菌 于含 10- 

的牛血清白蛋白和0(15％Tween 8O的 Sauton s液体培养基 

培养BCG表达菌 37℃培葬至对数生长期( -为 0 5～I 

-l，培养大约2lJ天)后，每天45℃热诱导 45rain．3天后收集菌 

1奉．经超声碎菌后，加^等体积2×SDS加样缓冲液，lOO℃ 

水浴处理 6nlin．用 12％的分离腔和5％的积层胶怍SDS 

PAGE cI 2 3 3详细情况另文报道) 

! 结 果 

2 1 HSP70启动手及调控序列的扩增 

以H37Rv DNA为模板，扩增出 280bp基因片 

段．与预计 值相符 (HSP70启 动子 及调控序列 

229bp，上漪引入的酶切位点及保护碱基 8bp+下游 

引入的酶切点及保护碱基43bp，合计 280bp)(图 

：) 

1 2 3 

图2 PCI'~扩增 HSI 70启动子片段 

DNA n1aukcr 2 H 71)启动子扩增片段 3灭菌水对照 
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2 2 重组质粒 t,J(、H q】2的双酶切鉴定 

由于 HSP70启动子及 ML、S是插人 1I kb的 

pJEMIl质粒的 Apal硬 Xbal酶四位点之间，取待 

了原有的约 3kb的碱性磷酸酶摹固和 MCS，用 A∞l 

及 XbaI酶切后产生约8kb和280bp片段．初步表明 

重组质粒构建成功．将该重组质粒命名为 pJ(’H02 

(图 3)。 

图 3 重组质粒 IJCH02的双酶切鉴定 

I DNA marker 2 pJ EM I【／AI：al—Xbal 3 pJCHI)2／Apal 

— XbaI 

2．3 重组质粒 pJCH02的序列分析 

对启动子及 MCS测序的结果表明，229bp的 

HSP70启动于以及位于起始密码后的 42bp的 MCS 

序列与预计序列完全一致。序列如下： 

GGGCCCGCA( r( 1 (‘T(、(’G(jG(、T FGACCGG 

GGCCTCTCCCA( (”rA(’G(_【’(’(、(；AGCG1、GTGCC 

TGCCGACACGCGGt AACAA( ACC(_( (、ACGA(、C 

A6 7 l 4， 7r 硝 4 77 4 7 47 

35 

A【 X=_r(IAG( l 【’(；A I r(：A(、A( ’-A( ’( j0Lb 

TCGAGGCAA(；(’TT AG-CG(；( ( T( (、ACTCA I、 AT 
一 35 一 l0 

A( TGCAGGAAAGAAG('TCTACATA丁TCAGGAG 

— SD 

G ATTCACC ATG GG I CL’【、CGC【 (；GGATCC 

Met KlmI SacI J BamHl 

TCCGGATACG1 AGTCGACT(FAGA(sD为 Shi『1e 

BspEI SnaBI SalI Xha[ 

一 Dalgarno位点；Met为起始密码； 35和 一1()为 

E．coil启动子中的相应区域；一和一为反向重复序 

列) 

2．4 DJCH02表达功能的鉴定 

将 [hp esat6融合基因定向克隆人 DJCH02构 

建 P]CH02一CFP10 ESAT6质粒．用电穿 L法将 

其转化人 B【’(，中进行表达，经 SDS—PAGE分析表 

岍．I ( 表达菌经45℃热诱导后表达出了26kDa的 

目的蛋白(与633 bp的 lhp—esat6融台基因编码产 

物的理论分子量基本相符)．证实了以nJEM11为基 

础的重组分枝杆菌穿棱表达质粒 I]JCH02具有在 

Hc、t 中表达外源基因的功能(图4) 

1 2 3 4 5 6 7 

I蛋白质分子量标准 2 BCG菌 3．热诱导的 IK'G菌 4 

『【’ }2n【 菌 5热诱导的 pJCH02 BCG菌 6 pJCH1)2 

CF[ tO ESAT6 B( ( 菌 7热诱导的 CH02 CFPIO 

ESA1 6BCG菌 

3 讨 论 

基因工程技术的应用促进疫苗研究的发展。目 

前已得到多种重组 BCG疫苗．实验证明有较好的保 

护力。一． 要掏建重组 BCG疫苗．可以通过同源重组 

和分枝杆菌穿梭表达质粒的方法来实现：外源基因 

要在 BCG中高效表达是由高效可控的肩动子、适当 

的 SI)序列等因素共同决定的。HSP70启动子属于 

细荫中高度保守的高效启动子．且在巨噬细胞吞噬 

后能涛导HSP70的高水平表达，正如在 E．coli中的 

tac启动子可用异雨基硫代 一日 D一半乳糖苷 

cIP1、G1来控制外源基因的表达水平一样．分枝杆菌 

HSP70启动子也可通过加热或过氧化物诱导等来 

嗣控目的基因的表达 ：本研究选用 HSP70启动 

子技相关序列作为分枝杆菌穿梭表达质粒的调控元 

件．在其下游引人起始密码和MCS拘建 pJCH02载 

lf车．并以 lhp—esat6融台基因在BCG中的表达为 

例．评价该载体在 BCG中表达外源基因的功能 结 

果表明．含有 pJCH(}2一CFP10 ESAT6的BCG菌 

经 45℃’热诱导成功表达了26k1~的融台蛋白，而非 

一 

一 

一—■ 
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热诱导 rBCG及对照的 BCG菌没出现相应蛋白条 

带(图4)，说明 HSP70启动子通过热诱导的调控启 

动了外源基因在 BCG中的大量表达，而非热诱导的 

rBCG菌由于融合蛋白表达量少，不能通过 SDS 

PAGE检测出来。 

pJEM1 1是巴斯德研究所开发的一种用于研究 

结核分枝杆菌基因组中某一段基因是否是具有启动 

子、信号肽等序列的完整基因，具有大肠杆菌 分枝 

杆菌复制子和卡拉霉 素抗 性基因。在 pJEM 11 

MCS的下游有碱性磷酸酶 (alkaline phosphatase， 

PhoA)的编码序列(Coding sequence，CDS)，但是缺 

乏启动子和信号肽。将待分析的基因片段插入其 

MCS后，如果这段基因有启动子、信号肽及 CDS，则 

可以编码其蛋白与PhoA融合表达并分泌到胞外， 

通过筛选培养基中的对硝基苯磷酸盐底物的作用而 

呈现出有色菌落。本研究将质粒 pJEM11的 XbaI 

与ApaI位点之间的MCS、phoA基因切除，由HSP 

启动子及重新分布的 MCS替代。经过序列分析， 

在起始密码 ATG的上游 一12～ 18核苷酸处可见 

SD顺序 GGAGG，在 ATG上游 45处可见与 E． 

colt一10区TATAAT同源的序列 ATCATA，在一64 

和 一1 16两处可见与 E．colt一35位高度同源的序列 

TTGAG，在 一l0区两侧存在着反向重复序列 TG— 

CACT，与程继忠等报道一致一6。由于存在这些表 

达必须的调控元件以及位于 MCS下游的转录终止 

序列，lhp—esat6融合基因在 BCG中成功的表达了 

相应蛋白。本穿梭表达质粒的成功构建，为开发 

BCG为多价疫苗提供了一个可供选择的工具载体。 
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