
!" 卷 !期
#$$"年 %月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!"
*+,+-.

/’)!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$"

"通讯作者。01(：%234"534"!$"55转 2552；678：%234"53%"!"544；93:7;(：<7=,>87?@1’@(1:7;( ) A’:) A=
作者简介：傅林锋（542" B），女，生物医学高级工程师，学士，主要从事疫苗研制工作。93:7;(：(;=C1=,C+?D7E’’) A’:) A=
收稿日期：#$$#3$43#"，修回日期：#$$#3553#2

鼠疫菌 !抗原基因在大肠杆菌中的克隆及表达

傅林锋 王秉翔" 李启明 雷 清 蒋 琳 沈心亮
（兰州生物制品研究所 兰州 F"$$!2）

摘 要：从鼠疫杆菌野毒株总 G/*中利用 HIJ方法扩增出 &抗原编码基因，将此基因克隆到
大肠杆菌的表达质粒 @903!#>（ K）中，经 LH0M诱导后，在大肠杆菌 NO#5（G9"）细胞中成功地
表达出鼠疫菌 &抗原蛋白。目的蛋白表达量占菌体总蛋白的 "#P%Q。
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鼠疫杆菌（!"#$%&%’ ("$)%$）是腺鼠疫、肺鼠疫的自然疫源性病原，曾经以“瘟疫”的形式
给人类的健康造成了极大的影响，近年个别地区仍有发生。对自然疫源性鼠疫的预防一

般采用疫苗、药物、灭鼠等综合措施。由于生物恐怖袭击事件的发生，已引起世界各国对

鼠疫的高度警惕。恐怖袭击常采用气溶胶感染，可直接引起原发性肺鼠疫流行，因而更需

要研究安全有效的鼠疫疫苗。目前世界上使用的人用鼠疫疫苗主要有减毒活疫苗和灭活

全菌体疫苗，这两种疫苗免疫效果的确定性和接种反应方面存在一些弱点，为此研制一种

保护力更强的新疫苗取代现行疫苗势在必行。

已研究发现的鼠疫杆菌中主要抗原成分或毒力因子有 65（荚膜抗原）、OAS（低钙反应
蛋白，包括 OASM，OAS&，OAST等）、U’@-（耶尔森氏菌外膜蛋白）、H,:（色素沉着）和H-. 5（鼠
疫菌素 5）等。这些毒力因子的编码基因主要位于细菌质粒上，并且主要集中在分子量
2VG，!WVG和 2WVG "种质粒上［5 X "］。&抗原是主要毒力成分，其分子量为 "2YG。实验证
实在鼠疫杆菌的众多抗原蛋白中，&抗原（OAS&）具有较高免疫原性，且与 65抗原有很强
的协同保护作用。用鼠疫 &抗原和 65抗原的双价抗原免疫后的小鼠，在抗鼠疫免疫保
护力上高于仅用 65单价抗原免疫的小鼠［!，W］。由于 &抗原的存在使鼠疫菌具有较强的致
病性，故在活疫苗中经传代已被去除，从而使其失去了一个较重要的免疫原。利用基因工

程手段有选择地表达此保护抗原中的有效成分是研制新型鼠疫疫苗的关键步骤。

本研究以鼠疫野毒株中的全 G/*为模板，利用 HIJ扩增出鼠疫 &抗原的全结构蛋
白编码基因，将其克隆到大肠杆菌表达质粒 @903!#>（ K）中，并获得了有效表达，为研制
开发新一代基因工程鼠疫疫苗奠定了基础。

" 材料和方法

"#" 菌株和质粒
鼠疫杆菌（! ) ("$)%$）野毒株为甘肃省地方病研究所保存，大肠杆菌 NO#5（G9"）购自



!"#$%&’公司，表达质粒 ()*+,-.（ /）购自 !"#$%&’公司，0*1+233 014仪为美国 56公司制
造，014试剂盒购自 78.89":公司、;!<内切酶、*, ;!<连接酶和 ;!<纯化试剂盒均购自
78.89":公司。
!"# 细菌总 $%&和质粒的提取

=抗原结构基因 ;!<扩增模板，在国家一级实验室中制备。将鼠疫菌野毒株接种于
含 2>脑心浸粉（;8?9"）的厚氏固体培养基［@］上，ABC培养 ,D E，取培养物 2 FG，离心，弃上
清，沉淀用 (HBID *)溶液悬浮，于 JKC水浴中煮 -3 F8’。离心，上清用 3I--!F滤膜除菌
过滤。滤液置 ,C备用于 014扩增。质粒的提取按常规方法［B］进行。
!"’ ()*扩增
根据 0L89&等［B］报道的 !"#$%&%’ ("$)%$ G9L= ;!<序列，经微机分析设计合成了一对引

物：02为 KM+7171<***1<*<*7<**<7<711*<17<<1+AM（有下划线处为内切酶 *+""位点），
0-为 KM+1*17*7<<71**<11<7<17*7*1<*1*<7 +AM（有下划线处为内切酶 ,%&N#位点）。
反应条件：J,C KF8’，KKC 2F8’，B-C -F8’；然后 J,C ,KO，KKC ,KO，B-C D3O，共 A3

个循环；最后 B-C DF8’。产物进行琼脂糖凝胶电泳检测或置 ,C备用。
!"+ $%&酶切和连接
用于连接的 ;!<片段在连接前先进行纯化，酶切和连接参照产品说明书的方法进行。

!", 大肠杆菌感受态细胞制备和质粒转化［-］

大肠杆菌 PG-2（;)A）感受态细胞按常规方法制备。构建质粒对大肠杆菌的转化用氯
化钙法进行，转化的细菌在含 K3!%QFG卡那霉素的 GP培养基平板上进行筛选。
!". 细胞表达培养与破碎
将筛选鉴定成功的重组大肠杆菌接种于 GP液体培养基（含卡那霉素 K3!%QFG），ABC

振荡培养过夜，2 R-3量接种同一培养基，培养 @ E，加入 S0*7溶液使终浓度为 2!%QFG，继
续诱导培养 , E。,C离心收集菌体，经超声波破碎、离心，将上清和沉淀分别制样测定表
达蛋白及其浓度。

!"- 电泳分析
;!<片段和质粒检测采用琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，自动成像仪下拍照，进行

条带和分子量分析。

蛋白质 T;T+0<7)采用 2A>分离胶、,IK>浓缩胶，考马斯亮蓝 4-K3染色。对蛋白带
扫描检测分子量，并测定表达蛋白百分含量。

# 结果

#"! /抗原结构基因的获取
经 2>琼脂糖凝胶电泳，扩增得到的基因片段约为 2333 .(（图 2），与预期的目的 ;!<

分子量 JJD .(一致。
#"# 重组质粒的构建和转化
图 -为重组质粒 ()*+,-.（ /）QG9L=O的模式图。由于选用 *+""Q,%&N#双酶切质粒

载体，这个质粒中的 7T*标签约 J33 .(被切去，所以构建出非融合型表达质粒，其大小为
@ 33K .(。将此重组质粒命名为 ()*+,-.（ /）QG9L=O。
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图 ! "抗原基因 #$%扩增电泳图
!"#$% &#’()* +*, *,*-.’(/0(’*)") (1

23."#*3 4 #*3* 567 28/,"1"*’
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图 & 构建的表达载体 ’()*+&,（ -）./01"2
!"#$? A0* -(3).’@-.*> *B/’*))"(3 C*-.(’ /DAEF?G（ =）<H-’4)

用 $%&>#<’()"双酶切法、567法鉴定含有插入片段的重组克隆，对阳性克隆进行
序列分析，将此重组菌命名为 H-’4?IJK。对提取的质粒 /DAEF?G（ =）<H-’4)，用 567法扩
增得到一条 :;&片段，分子量 %III G/左右，与设计扩增产物分子量接近；用 $%&>#和
’()"双酶切，经琼脂糖凝胶电泳产生一条约 %III G/的目标基因片段电泳带和一条约
JIII G/的载体片段电泳带（图 L）。说明外源基因片段正确插入表达载体，非融合型载体
改造是成功的。克隆 4基因片段 :;&测序由上海生工生物技术有限公司完成，结果在
MK% G/ 中有 N 个碱基发生了突变，全序列碱基排列与文献所提供的序列［K］符合率为
MM9LMO。其中 %个为同义突变，J个为异义突变，造成的氨基酸改变为 %K&)3!HP)，Q?&’#
!HP)，%IL+,@!HP)，?QLR*’!6P)，L?%&)/!+,@。
&34 "抗原蛋白的表达和初步检测［5，!6］

H-’4?IJK菌在含卡那霉素的 HS液体培养基培养，菌体经超声波破碎，并经 R:RE5&+D
检测，结果显示重组菌株经 T5A+诱导培养后可高效表达目标蛋白。表达蛋白分子量约为
LN U:（图 F）。经凝胶蛋白密度扫描分析，目标蛋白表达量占菌体总蛋白的 L?9KO。

图 4 ’()*+&,（ -）./01"2质粒酶切电泳图
!"#$L &#2’()* #*, *,*-.’(/0(’*)") (1 /DAEF?G（ =）<H-’4)

*3>(*3VP8* 1’2#8*3.)
%9!:;&<!"#7" = $%&>#；?9/DAEF?G（ =）<H-’4)；

L9/DAEF?G（ =）<H-’4)<$%&># = ’()" $

图 + /01"&678菌表达蛋白的 9:9*#;<(
!"#$F R:RE5&+D (1 .0* *B/’*))"(3 /’(.*"3) (1 H-’4?IJK

%9 W(,*-@,2’ 82’U*’；?9 ! $ "#*% SH?%（:DL）；
L9 H-’4?IJK$
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! 讨论
本实验应用 !"#技术直接从鼠疫野毒株中调出 $抗原结构蛋白编码基因，再克隆到

原核表达载体 %&’()*+（ ,）上，在 ! - "#$% .&/ 中实现了高效表达。实验选用 &’(!和
)%*0"两种核酸内切酶将质粒中的 12’标签蛋白切掉，再将目的基因正确插入，构建出
了非融合型表达质粒，这样最终所表达的目标蛋白即为非融合型蛋白。这种非融合型蛋

白更有利于以后的抗原性研究。

初步的实验结果发现，诱导表达的目标蛋白绝大部分存在于大肠杆菌细胞质中，在破

碎细胞的离心沉淀中仅含有少量目标蛋白。至于所构建的重组表达菌株是由于表达量低

而不形成包含体，还是其本身就不形成包含体，尚需通过优化表达条件进行实验证明。

参 考 文 献

［ 3］ !456789:5 ; <，<9=7=>5? ! @，A5BCD45? ; ’，(+ ,$ - .868E6=59 D90 ECD4DE684=BD6=59 5F -(./%*%, 0(/+%/ %GD7>=07 08684>=9=9H
%876=E=9 @，I4DE6=59 @ D96=H89，D90“A5J78”65K=9 7L96C87=7- 1(*(+%2,，3MN/，"#：3ON3 P 3OMO -

［ *］ 264DG8L 2 "，2:4BL%8: &，!GD95 1 $，(+ ,$ - Q5%7 5F -(./%*%, 7%%- %D6C5H89=E F54 CJ>D97- 3*4("+ 3556*，3MM/，$"：/3OR P /33O-
［ /］ 2508=908 ; <，15HJ89 S- 18986=E D9DGL7=7 5F 6C8 MTR(:=G5+D78 ?=4JG89E8 %GD7>=0 5F -(./%*%, 0(/+%/ - 3*4("+ 3556*，3MNN，%$：

*U)/ P *U)N -
［ )］ V8D6C . 1，<9084759 1 W，ADJ45 S A，(+ ,$ - !4568E6=59 DHD=976 8K%84=>896DG +J+59=E D90 %98J>59=E %GDHJ8 +L D 48E5>+=(

9D96 ED%7JGD4 I3($ D96=H89 FJ7=59 %4568=9 ?DEE=98- 7,""%*(，3MMN，"$（33X3*）：33/3 P 33/U-
［ R］ ’=6+DGG # W，W=GG=D>759 & .- $DEE=9D6=59 DHD=976 +J+59=E D90 %98J>59=E %GDHJ8- 7,""%*(，*OO3，"#：)3UR P )3N)-
［ Y］ 陈天寿 -微生物培养基的制造与应用 -北京：中国农业出版社，3MMR - %Y* -
［ U］ S-萨姆布鲁克，&- I-费里其，’-曼尼阿蒂斯 - 分子克隆实验指南 - 金冬雁，黎孟枫，译 -第二版 - 北京：科学出版
社，3MM/ -

［ N］ !4=E8 2 Z，[8J9H \ Q，ZD4?8 2 2，(+ ,$ - A5G8EJGD4 D9DGL7=7 5F GE41$V，6C8 $ D96=H89 5%8459 5F Q847=9=D %876=7- 8 9,"+(.%#(
$#:;，3MNM，"&"（3O）：RY)Y P RYR/-

［ M］ "D44 2，A=GG84 S，[8D4L 2 & "，(+ ,$ - &K%4877=59 5F D 48E5>+=9D96 F54> 5F 6C8 $ D96=H89 5F -(./%*%, 0(/+%/，J7=9H 6C488 0=FF84(
896 8K%4877=59 7L768>7- 7,""%*(，*OOO，"’：3R/ P 3RM -

［3O］ 卢圣栋 - 现代分子生物学实验技术 - 第二版 - 北京：中国协和医科大学出版社，3MMM-

()*+,+- .+/ 0123455,*+ *6 !"#$%&%’ ("$)%$ 7 8+9,-4+
,+ *$+,"#%+,%’ +-.% :;*3（<0/）

IJ [=9F89H WD9H Z=9HK=D9H! [= ]=>=9H [8= ]=9H S=D9H [=9 2C89 ^=9G=D9H
（<,*=>#6 3*/+%+6+( #4 9%#$#:%",$ ?.#’6"+/，<,*=>#6 U/OO)Y，@>%*,）

8=593.>9：’C8 764JE6J48 H898 5F $ D96=H89 _D7 D>%G=F=80 F45> 6C8 _=G0 764D=9 5F -(./%*%, 0(/+%/ +L
>8D97 5F !"#，D90 _D7 EG5980 =965 ?8E654 %&’()*+（ ,）- ’C89，$ D96=H89 _D7 7JEE877FJGGL 8K(
%487780 =9 ! - "#$% Z[*3（.&/）_=6C 6C8 =90JE6=59 5F @!’1- ’C8 8K%4877=9H D>5J96 5F 6C8 D=> %45(
68=9 =7 D7 C=HC D7 /*TN %84E896 5F 6C8 656DG +DE684=DG %4568=9 -
?4@ A*3/5：-(./%*%, 0(/+%/，$ D96=H89，1898 EG59=9H D90 8K%4877=59

!"54487%590=9H DJ6C54 - ’8G：NY(M/3(M/)O/33(Y33Y &K6 -Y3YY；IDK：NY(M/3(N/)/3MM；&(>D=G：_D9H+KD‘%85%G8>D=G - E5>- E9
#8E8=?80 0D68：OM(*/(*OO*

//)) 期 傅林锋等：鼠疫菌 $抗原基因在大肠杆菌中的克隆及表达




