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玉米特异表达启动子驱动下结核esat．-6

抗原基因植物表达载体的构建及鉴定

李君武H，宋 东1，王珊珊1，萌建广2，裁 袍1，黄清华1
(1．鼙南大学医学院微生物免疫学教研黧，广东广州 510632；2．广东省农业科学院作物研究所，广东广州 510640)

摘要：敬奉蜜验室祷建鹊pEGHLE为模板经聚余酶链覆瘟(PCR)扩增懑Esat-6鏊滚，连接嚣禽有玉米特

异性启动子globulin-1的pCR2．1载体上，将globulin-1一Esat6联合片断切下连到含有抗除草剂糕因bar的

pCAMBIAl300载体中，构逡植物双元表达质粒pCAMBIAl300GEsat-·6，嗽击法将重组质粒转化到农杆菌

LBA4404孛。逶过黠pCl300GEsat。6壤越酶峦鉴定秘溺寒分糖表骥克隆懿Esat-6与溪麓鞠符，骜翡绫农抒

菌中所提的质微，条带大小与预期结果相符合。
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Abstract：To construct the plant expression plasmid containing j＼硝yf06dc￡Prf“打l tubercu／os／s Esat一6

genes，and transform the recombined vector into Agrobacterium tumerfaciens I．,13A4404．The DNA of

Esat-。6 amplied from pEGH LE by polymerase chain reaction(PCR)were cloned into the vector

pCRG2．1，The combine fragment of promoter globulin and the target gene Esat--6 which get from

doubled enzymes digestion of the recombined plasmid pCRGEsat一6 was inserted into the plant express

vector pCAMBIAl300 which contain the bar gene for herbicide resistance．。乏he recombinant plasmid

WaS analyzed by restriction enzyme digestion and the inserted target genes in the pCl300GEsat-·6 were

verified by nucleotide sequencing．Then transformed pCl 300GEsat一6 into Agrobacterium turnerfaxiens

LBA4404 by eleetroporatio觳。The binary expression plasmid，which could express ESAT-6，was cot--

rectly constructed by digestion and sequencing．Digested plasmid which was extracted from Agrobac—

terium tumerfaciens，fragments were also correct。The recombinant vector containing^4yc06口f￡Pri“，露

轾,bercu／os／s Esat．一6 iS constructed successfully and transformed into LBA4404，and lays a foundation

for further study on its immunity effectiveness against MTB,．
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结核杆菌(Mycobacter／um tubercu／os／s，

Mtb)是一种专性胞内寄生茵。机体抗结核杆菌

的感染是以T细胞介导的细胞免疫为主。因此

能否有效地激发机体的T细胞，尤其是CD4+
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Thl细胞免疫反应是疫苗研制的关键所在。BCG

是世界上使用最广泛的疫苗，也是目前唯一在人

体上使用的抗结核疫苗，但其保护效果不稳定(保

护率为0"--80％[1]。因此发展一种保护作用优于

BCG的结核病新型防治疫苗就成了各国科研工

作者们的重要任务之一。近年来，对结核研究最

多的抗原主要有Esat一6，Hsp65，A985B和

MPT64等[zd-8]。

研究发现MTB培养上清滤液蛋白(culture

filtrate protein，CFP)中Esat-6能刺激机体产生

保护性免疫反应[3。]，是机体抗结核感染的有效靶

抗原。Esat-6是MTB短期培养滤液中纯化分离

出的一种低分子量分泌性蛋白，只在致病菌株中

表达[5]，具有多个T、B细胞表位，能诱导机体产

生以Thl型为主的细胞免疫应答，结核杆菌感染

具有免疫保护性【63；此外，Esat一6还可刺激TB

病人的外周血单核细胞的T细胞增殖，促进IFN

—Y释放[9]，在动物实验中，它可激活CD4+T细

胞和主要组织相容性抗原复合物(MHC)I类分

子限制性CD8+T细胞，Esat-6蛋白的编码基因

存在于分枝杆菌毒株中而减毒株中缺失[1引。另

外，Esat-6的基因无信号肽序列，它可能是通过

一种非信号肽依赖方式分泌到细胞外的，但这种

分泌方式可能效率不够高，因为除了在培养物滤

液中外，结核菌细胞浆和细胞壁上也检测到了

Esat一6的存在‘11‘。

本研究将编码Esat-6的基因在植物表达载

体中构建，并且转入到可将外源基因导人植物愈

伤组织的根癌农杆菌中，以期利用植物反应器生

产抗结核口服疫苗。

1 材料与方法

1．1质粒与菌株

质粒pEGFPHsp65一Esat6、大肠杆菌Topl0

为本实验室保存；中间载体pCR2．1一globulin-1，

植物表达载体pCAMBIAl300bar-nos由广东省

农业科学院提供。

1．2主要试剂

Ex Taq DNA聚合酶，T。DNA连接酶，限

制性内切酶Spe I，Xba I，Hind Ill，1 kbp DNA

Ladder marker，DL一2000 ladder marker，CIAP购

自大连宝生物公司；Omega PCR产物清洁试剂

盒，Omega质粒提取试剂盒，Omega DNA胶回收

纯化试剂盒购自广州瑞扬生物科技有限公司；

PCR引物合成由上海生工生物工程公司完成；重

组质粒上目的基因的序列测定由广州拓谱公司完

成。

1．3目的片断的扩增

根据发表的人结核分支杆菌H37Rv株Esat一

6基因的CDS序列设计基因Esat-6引物，上游引

物序列为：P1 5’GC ACTAGT ATGACAGAG—

CAGCAGTGGAA一3’，含Spe I酶切位点和起始

密码子ATG；下游引物序列为P2 5，-GC TCTA—

GA CTATGCGAACATCCCAGTGAC一3’，含

Xba I酶切位点和终止密码子CTA。以质粒

pEGFPHsp65-Esat6为模板，用引物P1，P2进行

PCR扩增Esat-6，反应体系为50肛L，其中上下

游引物各1弘L，dNTP 4肛L，模板DNA 1 pL，10

X Ex Taq Buffer 5弘L，Ex Taq 0．3肛L，

ddH2037．7肚L，反应条件为95℃预变性5 min，

95℃50 s，55℃50 S，72℃60 s，共40个循环，

72℃再延伸10 min。得到的PCR产物用胶回收

试剂盒回收。

1．4重组质粒pCRGEsat6的构建

PCR产物胶回收后用Spe I内切酶和Xba I

内切酶对PCR纯化产物及质粒pCRG进行双酶

切，酶切产物再进行琼脂糖凝胶电泳分离及DNA

胶回收纯化。回收的产物经CIAP去磷酸化后按

一定比例用T。连接酶进行连接反应，16℃连接

过夜。连接产物转化低温CaCIz制备的大肠杆菌

感受态细胞Topl0，涂布于含50弘g／mL卡那霉

素及50／r』g／mL四环素的LB平板中，次日挑单菌

落，分别接种于3 mL含卡那霉素和四环素的LB

培养液中，37℃下150 r／rain振荡培养过夜，先

取少量菌液煮沸作为模板进行菌落PCR检测是

否有Esat-6的存在，将菌落PCR筛选呈阳性的

菌落抽提质粒DNA并用SpeI和XbaI进行双酶

切鉴定，以1 kb DNA ladder marker为分子量参

照，筛选出克隆产物为阳性的菌液。

1．5重组质粒pCAMBIAl300GEsat6的构建

将已测序正确的菌液37℃过夜培养后提取

质粒，用HindⅢ和Xba I进行双酶切，进行琼脂

糖凝胶电泳分离，DNA凝胶回收纯化得到的1．7

kb的globulin—Esat6片断。同时提取含有bar

和n05基因的pCAMBIAl300质粒，用HindⅢ

和Xba I进行双酶切，回收的产物按一定比例用

T。连接酶进行连接反应，16℃连接过夜。连接

产物转化低温CaCIz制备的大肠杆菌感受态细胞
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Topl0，涂布乎含50肛gfmL卡那霉素及50”g／

mL篷臻素盼LB平援孛。魏取攀蓥落予LB液

体培养液中37℃过夜培养。提取质粒后避行单

酶切，通过琼脂糖电泳与非重组质粒的单酶切产

物院对丈小，取宠菲重缱囊粒大酶重组震裁再进

行双酶切鉴定，最终得到10．3 kb正确克隆的重

组子，送广州拓谱生物有限公司完成测序。

1。6转化农枵菌LBA4404

首先制备农杆菌的电激感受态，方法参照卢

圣栋《现代分子生物学实验技术》。取一管感受态

缡蒡整于球上融化，黧入2|t乙约5◇ng的pCAM—

BIAl300GEsat6质粒混匀，将样晶放入已于冰上

预冷的0．1 cm宽的电极杯中，电压1．8 kV，电容

25 U FD，瞧阻200◇，电击5 ms。加入600弘L

YEB培养基，轻轻吹洗电极杯，将电击霜的样品

一并移入1．5 mL EP管中28℃220 r／rain培养4

h后镳予禽有卡那霉索(50 gg／mL)纛链霉素(50

肛g／mL)的YEB平板上，28℃培养2～3 d。挑取

单菌落于YEB液体培养液中28℃过夜培养。提

取菌落PCR阳牲的囊粒送行双黪甥鉴定，簸终确

定重组质粒pCAMBIAl300GEsat6转入到

LBA4404中。

1。7棱建漉程匿

2 结果与分析

2。1 Esat-6基医PCR扩增产物电泳分雾}

琼脂糖凝胶电泳结果显示，PCR产物为288

bp的特异性片段，与预期Esat一6基因大小相符

(瞩1)。

2．2重组质粒pCRGEsat-6限制性内切酶消化

鉴定

pCRGEsat6经Hind IIl和Xbal双酶诱后，

电泳后回收目的片断为1．7 kb的条带(图2)。

2。3 重组质粒pCl300GEsat-6鼹裁性内切魏消

化鍪定

质粒pCl300GEsat一6经Hind m和XbaI双

酶诱君，褥到1．7 kb秘8。6 kb两条特异性条带，

大小相符(图3)。

M，DNA marker DL-2000 1。PCR product

圈1 Esat-6基因的PCR扩增产物的电泳分析

Fig．1 Electrophoretic file of PCR

product醒Esat-6 gene
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疫苗分子表达系统，可口服接种，免除了打针带来

的经济负担和疼痛，这些较其他生物有着不可比

拟的优势[1 2‘。至今，利用转基因植物表达的疫苗

和功能蛋白达100种以上。烟草、马铃薯、大豆、

香蕉、莴苣、羽扇豆等作为生物反应器生产口服疫

苗，得到了人们的广泛关注，国内外对此进行了大

量的研究工作，并取得了一定的成果[13。4|。玉米

等禾谷类作物种子中蛋白质含量高，储存时间较

长而不降解，于种子方便储藏和运输，是特别合适

的疫苗载体[1引。
M1 kb

DN竺1adde‘marker；1．9C。R。：竺：i．!?Ⅲ+x乩1 本实验将玉米胚乳特异性表达的启动子
图2 pCRGEsat-6的双酶切鉴定 ⋯～一⋯⋯～⋯ 一⋯’一一。

Fig．2 R髂tricti。n map 0f陀c。mbinant pI嬲m试pCRGE蚰t_6
glob“lin一1基因与所选的优势抗原一起构建到植

物双元表达载体pCAMBIAl300中，以期通过农

杆菌的诱导，转入玉米基因组中，globulin和

CaMV35S双启动子作用诱导外源基因的大量表

达。本实验所选用的植物表达载体pCAM-

BIAl300是经过基因加工修饰的，以288 bp的乙

酰转移酶基因bar取代了大约1 kb的潮霉素

Hygromyoin基因，用于筛选重组玉米植株的选

择标记基因。下一步可将已转入目的抗原基因的

农杆菌转化玉米幼胚和愈伤组织，获得转基因植

株。

M．1 kb DNA ladder marker；1．pCl300GEsat一6／HindⅢ十

X6口I

图3 pCl300GEsat-6的双酶切鉴定

Fig．3 Restriction map of recombinant

plasmid pCl300GEsat-6

2．4序列分析鉴定

对质粒pCl300GEsat一6的启动子globulin

后的DNA序列进行序列分析鉴定，结果与结核

分支杆菌H37Rv株的Esat一6基因序列完全相同

(NCBI登陆号：AF420491)。

3 讨论

在载体构建的过程中，由于插入的globulin-

1基因已消除了原始质粒pCR2．1的大多数酶切

位点，表达载体pCAMBIAl300也已被改造为插

入了nO$基因和bar基因，其MCS的大部分位点

亦被消除，而且目的基因Esat一6上存有多个酶切

位点，针对这种情况，我们在设计实验方案的过程

中采用了唯一能使用的同尾酶Spe 1和Xba I的

酶切位点，给基因克隆带来了一定的难度。

转基因植物疫苗是当今疫苗研制的热点之

一。可直接食用的果蔬如番茄、香蕉等作为新型
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