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结核分枝杆菌 MPT64真核表达质粒的构建及其表达 

骆旭东 ，陈 全 ，蒋 英 ，江 山 ，朱道银 

(重庆医科大学微生物教研室，重j 400016) 

【摘 要】目的：构建结核分枝杆菌 MPT64真核表达质粒，并在真核细胞中表达。方法：从 H37Rv基因组中扩增出 MPT64基 

因 ，经限制性 内切酶消化后 ，定向插入 pcDNA3．1(+)中，用脂质体法将 pcDNA—MPT64转染 COS一7细胞 ，采用 RT—PCR、 

ELISA和斑点印迹法检测其表达。结果 ：扩增 出的 MtrI'64基因正确插入 pcDNA3．1中，DNA序列测定无突变产生。重组质 

粒在 COS一7细胞中表达 了 MPT64。结论 ：成功地构建 了 pcDNA—MPT64质粒 ，其真核表达的蛋白具有 良好 的抗原性 ，为进 

一 步研究 MPT64在抗结核菌感染中的预防作用奠定 了基础。 
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Construction and expression of the eukaryotic expression plasmid 

encoding mycobacterium tuberculosis MPT64 
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(Department ofMicrobiology，College ofBasic Medical Science，Chongqing Medical University) 

【Abstract】 Objective：To construct the recombinant eukaryotic plasmid encoding Mycobacterium tuberculosis MPT64 and detect its 

expression in COS一7 cell lines．Methods：The gene encoding Mtrl'64 WEtS amplified by polymerase chain reaction(PCR)from H37Rv 

genome，and the fragment was inserted into pcDNA3．1(+)after restriction endonuclease digestion．The recombinant plasmid peD— 

NA MPT64 Was transfectedintoCOS一7 celllines withlipo some，and expressedM FI'64 inCOS一7 cellWas detectedbyRT —PCR， 

ELISA and dot blotting．Results：The sequence of MPT64 gene in recombinant plasmid Was the 5~llTle as that of reported ，and recom— 

binant MPT64 protein Was expressed in CO S一7 cell lines ．Conclusion：The recombinant plasmid pcDNA MPT64 WaS constructed 

successfully，and MWI'64 protein expressed in CO S一7 cell has antigenicity．The results established the basis for further studies on 

MPT64 function． 
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结核病仍是严重威胁人类健康的传染病。由于 

卡介苗(B( )对不同人群的保护效果差异较大(0～ 

80％)【l' ，因此人们正致力于寻找较 BCG更有效 

的疫苗。MPT64是结核分枝杆菌早期培养基滤液 

中具有较强免疫原性的蛋白质之一 ，一些 BCG菌株 

中缺乏该成分[引。本研究从 H37Rv基因组 中扩增 

出 MPT64编码基 因，构建 其真核 表达质 粒并 在 

COS一7细胞中表达 ，为进一步确定 MPT64在预防 

结核菌感染中的作用奠定了基础。 

作者介绍：骆旭东(1964一 )，男，副教授 ，博士生， 

主要研 究方向：耐多药结核的生物治疗及其 DNA疫茵。 

基金项目：重庆市卫生局重点项目(00—1006)。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

H37Rv购 自中国微生物菌种保 藏中心，pfuTaq DNA聚 

合酶 、dNTP、T4DNA连接酶、质粒抽提试剂盒 、胶 回收试剂 

盒购 自上海生工 ，PCR纯化试剂盒为 Omega产品 ，BamHI、 

HindlII购 自NEB公 司，1640和胎牛血清 为 Hyclone产 品； 

PVDF膜 、}{】 标记 的羊抗人 IgG、二氨基联 苯胺 (DAB)等 

购 自北方同正 ，人结核杆菌抗血清 由重庆市结核病院检验科 

提供。pcDNA3．1(+)、Ecoli，Topl0为本室保存。 

1．2 真核表达质粒的构建 

根据 H37Rv MPT64基 因全 序 列 设 计 引 物 ，P 5 一 

K G 一 Q K c ：n 一 3一 HindIII 

酶切位点和 ATG起始密码子；Pz 5 GGA TCC CTA GGC 

CAG CAT CGA GTC一3 含 BamHI酶切位点租 TGA终止 
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稀释法(MIC法 )以排除假耐药部分 ，来满足临床诊 

断和治疗的需要 。 

流感嗜血杆菌是较为常见的下呼吸道寄居菌之 
一

。 所致疾病的免疫性 以体液免疫为主，婴幼儿血 

清中缺乏流感嗜血杆菌抗体 ，故感染率和发病率较 

高。本实验室采用含有 5％的兔血巧克力琼脂培养 

基进行培养，分别含有嗜血杆菌生长需要 的 X因子 

(血红素)和 V 因子。从表 2资料显示 ：流感 、副流 

感嗜血杆菌检出率为 46．6％，对氨苄西林耐药率分 

别为 17．6％，28．9％，与国外的报道基本一致【4，5l， 

氨苄西林在 70年代曾作为治疗嗜血杆菌的首选药 

物 ，但现在一些国家和地 区的耐药率 已高达 35％以 

上 ，并有逐年上升的趋势。对复方磺胺 甲噻唑耐药 

率较高，均为 56．7％，对其它抗生素也有一定的耐 

药。故流感嗜血杆菌耐药性的监测不容忽视。 

卡他莫拉菌又称卡他布兰汉菌，是呼吸道的正 

常菌群，过去一直认为无致病性，但 80年代以来 

的观察发现已成为一种常见的致病菌 ，该菌可引起 

急性中耳炎、鼻窦炎 、支气管肺部感染 、脑膜炎 、 

心内膜炎和败血症等各种感染 ，具有一定的耐药性， 

此种耐药与质粒无关 ，由染色体介导_5 J。本资料表 

明，本院呼吸科检出 42株 ，占苛养菌的 6．8％，对氨 

苄西林 、复方磺胺 甲嗯唑也有较高 的耐药率 ，均为 
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(上接第126页)机体抗结核杆菌感染的免疫主要 

依赖细胞免疫，MPT64又称 MPB64，存在于结核分 

枝杆菌早期分泌蛋白之中，分子量为24Kda，能诱导 

机体产生保护性细胞免疫应答 ，尤其是能诱导产生 

特异性 CD8+CTL[4--6]，是抗结核新型疫苗的侯选抗 

原之一，一些 BCG菌株中缺乏该蛋白。本研究成功 

地构建了 MPT64真核表达质粒 ，DNA序列测定无 

碱基 突 变。重 组 质 粒 在 COS一7细胞 中表 达 ， 

ELISA和斑点印迹分析证实了其抗原性 ，这为进一 

步研究 MPT64在抗结核杆菌感染中的免疫保护作 

用奠定 了基础。由于未作 G418压力筛选 阳性 克 

隆，表达量低 ，用 SDS—PAGE未能检测到 MPT64 

的表达。 
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64．4％，在小儿呼吸道感染 的细菌培养中应当引起 

高度重视。 

总之，随着抗生素的广泛应用 ，呼吸道感染中肺 

炎链球菌、流感 、副流感嗜血杆菌以及卡他莫拉菌的 

检出率与 日俱增 ，且对多种抗生素耐药，加之这些细 

菌培养条件苛刻，一般医院未做常规分离培养与药 

敏，故给治疗带来了一定的困难 ，且又会造成新的耐 

药菌株的产生与流行。为克服上述弊端，医院应对 

上述苛养菌开展常规的分离培养与药敏试验，以指 

导I临床医生正确选用抗生素 ，并可防止新的耐药菌 

株的产生与流行。 
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