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·基础论著·

结核分枝杆菌体内特异表达基因 ｍｓｈＡ的
克隆表达及免疫组织化学分析

李自慧　杜博平　贾红彦　张海青　周丽娟　邢爱英　曹廷明　郑晓静　陈曦　张宗德

　　【摘要】　目的　克隆、表达结核分枝杆菌体内特异表达基因 ｍｓｈＡ，并制备多克隆抗体进行免疫
组织化学分析，研究其免疫原性、免疫反应性及体内表达情况。方法　采用高保真 ＰＣＲ法扩增结核
分枝杆菌ｍｓｈＡ基因，将基因克隆入表达载体ｐＥＴ３０ａ（＋），证实序列正确后转化入大肠埃希菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３），并采用ＩＰＴＧ诱导表达。将重组蛋白大量表达纯化后免疫新西兰大白兔，制备多克隆抗体并
进行亲和纯化，用重组ＭＳＨＡ蛋白与其多克隆抗体进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定。制备感染结核分枝杆菌的
小鼠肺组织病理切片，尝试用免疫组织化学和抗酸染色法检测感染小鼠肺组织中结核分枝杆菌

ＭＳＨＡ蛋白的表达。结果　成功扩增片段大小为１４４３ｂｐ的ｍｓｈＡ基因，构建了ｐＥＴ３０ａ（＋）：ｍｓｈＡ重
组表达载体，对５７ｋＤ的重组蛋白进行了大量表达及纯化，浓度为４ｍｇ／ｍｌ。重组蛋白免疫新西兰大
白兔后获得效价达２５６００的多克隆抗体，纯化后的多克隆抗体浓度为５．５８ｍｇ／ｍｌ，效价仍达２５６００。
免疫组织化学和抗酸染色显示，小鼠肺组织切片中结核分枝杆菌分布处有深棕色ＭＳＨＡ免疫组织化
学反应颗粒。结论　结核分枝杆菌ＭＳＨＡ蛋白具有良好的免疫原性和免疫反应性，小鼠肺组织内的
结核分枝杆菌中存在该蛋白的表达。
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　　结核病目前仍是严重威胁人类健康的传染病之
一。根据２０１２年世界卫生组织（ＷＨＯ）报告，２０１１
年全球新发结核病患者８７０万例，约１４０万人死于
结核病［１］。结核病的早发现和早期规范治疗，对患

者的预后以及控制结核病的流行至关重要，而缺乏

针对结核病的早期、灵敏和快速的诊断技术仍然困

扰着当今临床中结核病防控工作。细菌的体内诱导

抗原是细菌感染宿主后被诱导表达的抗原，其与细

菌逃避宿主免疫反应及最终致病密切相关，这些体

内特异表达的抗原同样也是结核病早期诊断的良好

候选抗原。结核分枝杆菌 ｍｓｈＡ（Ｒｖ０４８６）基因编码
蛋白（ＭＳＨＡ）是本实验室采用基于抗原抗体反应
的体内诱导抗原技术 （ｉｎｖｉｖｏｉｎｄｕｃｅｄａｎｔｉｇｅｎ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＩＶＩＡＴ）鉴定出的体内诱导抗原之一［２］。

本研究对ＭＳＨＡ蛋白进行克隆表达与纯化，制备其
多克隆抗体并行免疫组织化学分析，旨在了解结核

分枝杆菌ＭＳＨＡ蛋白的免疫原性、免疫反应性及其
体内表达情况，为探讨其能否作为结核病的诊断性

分子标识奠定理论基础。

材料与方法

一、主要实验材料和试剂

结核分枝杆菌标准株Ｈ３７Ｒｖ为本研究室保存，
培养基采用含有１０％ ＯＡＤＣ和０．０５％ Ｔｗｅｅｎ８０的
７Ｈ９液体培养基（Ｄｉｆｃｏ）。大肠埃希菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）
感受态购自北京鼎国生物技术有限责任公司，采用

ＬＢ（ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ）培养基，含 ｐＥＴ３０ａ（＋）质粒
（Ｎｏｖａｇｅｎ公司）的大肠埃希菌培养基中需加入卡那
霉素（３０μｇ／ｍｌ）。ＰＣＲ引物由上海生工生物工程
股份有限公司合成。新西兰白兔为清洁级、雌性、体

重２．５ｋｇ，购自北京大学医学部实验动物中心。柠
檬酸盐抗原修复液购自福州迈新生物技术开发有限

公司，免疫组织化学试剂盒采用 ＮｏｖｏＬｉｎｋＴＭＰｏｌｙｍｅｒ
ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ（ＲＥ７１４０ＣＥ，Ｌｅｉｃａ公司）。

二、方法

１．ｍｓｈＡ基因的扩增及纯化：常规培养并提取结
核分枝杆菌Ｈ３７Ｒｖ基因组ＤＮＡ。根据ＧｅｎＢａｎｋ公布
的结核分枝杆菌ｍｓｈＡ全基因序列设计引物，上游５’
ＧＧＡＡＴＴＣＧＧＴＧＧＴＧＧＴＡＴＧＧＣＡＧＧＴＧＴＧＣＧＧＣＡＣＧＡＴ
Ｇ３’（下划线为 ＥｃｏＲⅠ酶切位点），下游 ５’
ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＣＡＣＧＣＧＣＣＣＡＣＣＣＣＧＣＧＡＣＧ３’（下划
线为ＨｉｎｄⅢ酶切位点）。以ＤＮＡ为模板，采用Ｐｆｕ高
保真ＤＮＡ聚合酶ＰＣＲ扩增ｍｓｈＡ基因。ＰＣＲ反应条
件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，６０℃ １ｍｉｎ，７２℃
２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物进行琼脂
糖凝胶电泳，并切胶回收目的片段。

２．重组表达载体ｐＥＴ３０ａ（＋）：将纯化的 ｍｓｈＡ
基因产物和表达载体ｐＥＴ３０ａ（＋）用限制性内切酶
ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ分别双酶切，纯化后连接，将连接
产物转化ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，保留双酶切鉴定
阳性和测序正确的菌株。

３．ＭＳＨＡ的表达和纯化：将阳性克隆用异丙基
βＤ硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ，０．４ｍｍｏｌ／Ｌ）诱导表达
３ｈ，离心收集菌体，常规超声破碎并离心，取上清及
沉渣进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，鉴定蛋白表达形式。大
量洗涤包涵体纯化蛋白，将包涵体的沉淀用

１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０）溶液洗涤 ２遍，用含
２ｍｏｌ／Ｌ尿素的１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０）溶液洗
涤１次，用 １０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０）溶液洗涤
２次，最后用含８ｍｏｌ／Ｌ尿素的１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ
（ｐＨ８．０）溶液重新溶解沉淀，离心后留取上清，进一
步用普通镍柱纯化。

４．ＭＳＨＡ多克隆抗体的制备和纯化：新西兰白
兔于０、３、４周进行皮下免疫，蛋白免疫剂量为２００
μｇ／次。免疫结束后１周取血测定效价，效价达到标
准后颈动脉取血，收集血清，采用ＩｇＧ亲和层析柱纯
化。采用分光光度计检测纯化抗体的浓度，分别用

ＳＤＳＰＡＧＥ和ＥＬＩＳＡ法检测抗体纯度和抗体效价。
５．检测多克隆抗体能否与重组蛋白发生抗原、

抗体反应：以 ＭＳＨＡ重组蛋白为抗原，以纯化的多
克隆抗体为一抗（１∶１０００），ＨＲＰ标记羊抗兔 ＩｇＧ为
二抗（１∶５０００），行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，检测该重组蛋
白能否与纯化后的多克隆抗体发生抗原抗体反应。
６．免疫组织化学：常规制备感染结核分枝杆菌

的小鼠肺组织石蜡切片。将切片二甲苯脱蜡、梯度

酒精水化后，浸泡于蒸馏水中。采用柠檬酸盐抗原

修复液高温高压抗原修复法处理９０ｓ，蒸馏水冲洗
３次，３ｍｉｎ／次。然 后 按 照 ＮｏｖｏＬｉｎｋＴＭ Ｐｏｌｙｍｅｒ
ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试剂盒说明对切片进行封闭、滴加
一抗、二抗和染色，阴性对照组将一抗替换为磷酸盐

缓冲液（ＰＢＳ），其余操作同样本组，最后行常规脱
水、透明、干燥、封片，显微镜下观察结果。免疫组织

化学染色的片再行萋尼氏抗酸染色［３］，以确定结核

分枝杆菌的存在及其具体位置。

结　　果

一、结核分枝杆菌ｍｓｈＡ基因的扩增
ＧｅｎＢａｎｋ中ｍｓｈＡ基因的大小为１４４３ｂｐ，以结

核分枝杆菌基因组 ＤＮＡ为模板，用 ＰＣＲ方法扩增
得到了目的片段（图１）。

二、重组表达载体的鉴定

重组载体ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切结果显示有
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约１４４３ｂｐ的目的条带和较大的载体条带（图２）。
测序结果也证实目的基因序列正确，重组表达载体

ｐＥＴ３０ａ（＋）：ｍｓｈＡ基因构建成功。
三、重组蛋白ＭＳＨＡ的表达、鉴定及纯化
ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示，５７ｋＤ处有目的蛋白的表

达，且表达的重组蛋白 ＭＳＨＡ主要在沉淀中，以不
溶性包涵体形式表达（图３）。大量洗涤包涵体并用
镍柱纯化蛋白后效果良好（图 ４），蛋白浓度为
４ｍｇ／ｍｌ。

四、ＭＳＨＡ多克隆抗体的制备、纯化和鉴定
ＥＬＩＳＡ法测定 ＭＳＨＡ多克隆抗体的效价为

２５６００（图 ５）。经亲和纯化后抗体浓度为 ５．５８
ｍｇ／ｍｌ，效价检测仍达到２５６００，纯度如图６所示。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示５７ｋＤ目的蛋白位置处有条
带（图 ７），证实此多克隆抗体能够与重组蛋白
ＭＳＨＡ发生抗原抗体反应。

五、免疫组织化学结果

与阴性对照组相比，以 ＭＳＨＡ多克隆抗体为一
抗的感染结核分枝杆菌的小鼠肺组织切片免疫组织

化学结果显示，部分巨噬细胞及细胞外有许多棕色

颗粒沉积，进一步的萋尼抗酸染色发现棕色颗粒处
有大量结核分枝杆菌存在（图８）。

注：１泳道：ＤＮＡ分子标准，２泳道：ＰＣＲ产物
图１　ｍｓｈＡ基因ＰＣＲ产物１％琼脂糖凝胶电泳

注：１泳道：ＤＮＡ分子标准，２泳道：重组载体酶切
产物

图２　ｐＥＴ３０ａ（＋）：ｍｓｈＡ基因双酶切产物１％琼
脂糖凝胶电泳

注：１、２泳道：菌液超声破碎离心后的上清
和沉淀；３泳道：蛋白分子标准
图３　重组ＭＳＨＡ蛋白的１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ
鉴定

注：１泳道：纯化后重组 ＭＳＨＡ蛋白；２泳道：蛋白
分子标准

图４　重组ＭＳＨＡ蛋白纯化后１２％ＳＤＳＰＡＧＥ
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图５　重组ＭＳＨＡ蛋白兔抗血清的效价测定

注：１泳道：多克隆抗体；２泳道：蛋白分子标准
图６　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测抗体纯度

注：１泳道：蛋白分子标准重组蛋白；２泳道：重组
蛋白ＭＳＨＡ
图７　多克隆抗体与重组蛋白 ＭＳＨＡ的 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测

注：Ａ：阴性对照：ＰＢＳ代替一抗；Ｂ：实验样本，ＭＳＨＡ多克隆抗体为益康；Ｃ：萋尼氏抗酸染色：紫红色部位为结核分枝杆菌
图８　感染结核分枝杆菌的小鼠肺组织切片免疫组织化学（１０００×）



中华实验和临床感染病杂志（电子版）２０１３年２月第７卷第１期ＣｈｉｎＪＥｘｐＣｌｉｎＩｎｆｅｃｔＤｉｓ（ＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＥｄｉｔｉｏｎ），Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ７，Ｎｏ．１ · ９　　　　 ·

讨　　论

结核分枝杆菌从侵入宿主到最终致病是一个复

杂的动态过程，菌体为适应体内复杂的环境，抵御人

体免疫系统的攻击，从而得以生存和繁殖，会启动一

系列基因的表达，这些基因被称为体内诱导基因，其

表达的抗原即为体内诱导抗原。这些基因无疑和细

菌的繁殖及致病密切相关，因而有可能作为诊断，疫

苗及药物研发的候选分子靶位。筛选体内诱导基因

的方法有体内表达技术（ｉｎｖｉｖｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
ＩＶＥＴ）、信号标签诱变（ｓｉｇｎａｔｕｒｅｔａｇｇｅｄｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ，
ＳＴＭ）、差异荧光诱导（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎ，
ＤＦＩ）和ＩＶＩＡＴ等，其中 ＩＶＩＡＴ技术不依赖于动物模
型、摆脱了动物模型数据拓展到人体上存在差异的

问题，能直接获得病原体真实进入人体后特异表达

的基因，故近年来备受研究者的青睐［４８］。本实验室

曾采用此方法筛选出部分结核分枝杆菌进入人体后

特异表达的基因［２］。

ｍｓｈＡ（Ｒｖ０４８６）基因为本实验室筛选到的结核
分枝杆菌体内诱导基因之一，其编码产物是糖基转

移酶 ＭＳＨＡ，主要参与分枝硫醇（ＭＳＨ，ｍｙｃｏｔｈｉｏｌ，
ａｃｅｔｙｌＣｙｓＧｌｃＮＩｎｓ）合成的第一步。分枝硫醇是分
枝杆菌和其他多数放线菌中主要的低分子量硫醇，

具有重要的抗氧化和解毒的功能［９］，而ＭＳＨ合成所
需的酶类在人体内是缺失的，因此 ＭＳＨ合成的关键
酶有可能成为新的药物靶位［１０］。目前 ＭＳＨ合成的
生化途径已经阐明，至少涉及４个酶（ｍｓｈＡ、ｍｓｈＢ、
ｍｓｈＣ和ｍｓｈＤ）［１１］，但这些编码基因是否为结核分
枝杆菌必需基因，现有的研究报道并不一致。初期

研究表明，ＭＳＨ对于结核分枝杆菌的生长是必需
的［１２］，其合成所需的 ｍｓｈＡ［１３］和 ｍｓｈＣ［１２，１４］为必需
基因，而ｍｓｈＢ［１５］和ｍｓｈＤ［１４，１６］则为非必需基因。但
之后有研究证实，ＭＳＨ对于结核分枝杆菌在体内及
体外的生长并非必需，通过构建可以得到 ｍｓｈＡ缺
失突变株，该突变株的特点是生长需要过氧化氢酶，

并且菌株对乙硫异烟胺发生耐药，这也提出了一个

结核分枝杆菌对乙硫异烟胺耐药的另一个新

机制［１７］。

本研究对ＭＳＨＡ重组蛋白进行了表达及镍柱纯
化，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分析可见单一条带位于 ５７ｋＤ
处，与预期重组蛋白分子量一致。将该蛋白免疫新

西兰大白兔，能够获得相应的多克隆抗体，将该抗体

纯化后进行免疫印记分析，发现此多克隆抗体可以

与重组蛋白发生免疫反应，提示此重组蛋白有良好

的免疫原性和免疫反应性。

本实验制备了感染结核分枝杆菌的小鼠肺组织

切片，用此多克隆抗体检测结核分枝杆菌的 ＭＳＨＡ
抗原，与不含多克隆抗体的阴性对照组比较，发现部

分巨噬细胞和细胞外有较多棕色颗粒沉积，萋尼抗
酸染色也证实深棕色沉淀处有大量的结核分枝杆

菌，提示制备的 ＭＳＨＡ多克隆抗体可与肺组织内结
核分枝杆菌表达的ＭＳＨＡ抗原结合。但由于结核分
枝杆菌菌体很小，需提高分辨率利用免疫电镜等方

法才能确定其结合的具体部位。本研究证实了

ＭＳＨＡ蛋白具有良好的免疫原性和免疫反应性，感
染结核分枝杆菌的小鼠肺组织内有ＭＳＨＡ蛋白的表
达，并且能与所制备的 ＭＳＨＡ多克隆抗体相结合。
ＭＳＨＡ蛋白有可能作为结核病诊断的特异性候选
抗原。
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