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结核杆菌 Hsp65 与人 IL-2 融合蛋白在耻垢杆菌表达 *
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摘要 目的：构建能够分泌表达结核分枝杆菌热休克蛋白 65（Hsp65）与人 IL-2 融合蛋白的重组耻垢分枝杆菌（recombinant

Mycobacterium Smegmatis, rMs）。方法：用 EcoRⅤ和 Hind Ⅲ双酶切含 Hsp65-IL-2 融合基因的 pPRO-hsp65-IL-2 载体，回收目的基

因 片 断 Hsp65-IL-2， 并 将 其 亚 克 隆 入 同 样 双 酶 切 的 大 肠 埃 希 菌 - 分 枝 杆 菌 穿 梭 分 泌 表 达 载 体 pDE22 中。重 组 质 粒

pDE22-hsp65-IL-2 酶切鉴定正确后，电穿孔转化 MS 感受态，潮霉素抗性压力筛选阳性 rMs。Western-blot 鉴定 rMs 培养上清蛋白

中目的蛋白的表达。结果：重组 pDE22-hsp65-IL-2 质粒酶切后可获得约 2000 bp 片段，与预期大小一致。Western-blot 结果表明，

rMs 培养上清蛋白中有特异性反应条带，大小为 78kD，与 Hsp65-IL-2 融合蛋白大小相一致。结论：成功构建了大肠埃希菌 - 分枝

杆菌穿梭分泌表达载体 pDE22-hsp65-IL-2，为该 rMs 的免疫学特性及抗结核分枝杆菌感染的保护效果研究奠定了基础。
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ABSTRACT Objective: To construct the recombinant Mycobacterium Smegmatis which can express the fused protein of the heat

shock protein 65 of Mycobacterium tuberculosis with human IL-2. Methods: The EcoRⅤ/HindⅢ fragment of the fused gene Hsp65-IL-2

digested from the plasmid pPRO-hsp65-IL-2 was subcloned into the E.coli-Mycobacterium shuttle vector pDE22 predigested by the same

restrictive endoenzymes. The positive pDE22-hsp65-IL-2 recombinant plasmid was identified by restriction enzymatic digestion and

then transformed into Ms cells by electroporation. The expression of the fusion protein Hsp65-IL-2 in the culture of recombinant Ms(rMs)

was detected by Western-blot. Results: A 2000bp fragment was obtained from the shuttle vector pDE22-hsp65-IL-2 by restriction enzyme

digestion, which was identical with the predicted. The Western-blot showed that there was a specific reactive band at the size of 78kD in

the culture filtrate proteins of rMs, which was identical with the size of Hsp65-IL-2 fusion protein. Conclusion: The shuttle expression

vector pDE22-hsp65-IL-2 was constructed successfully, which provided the foundation for the study of the immunogenicity and protec-

tive efficacy of rMs against MTB infection.
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前言

结核病（TB）死灰复燃，成为危害人类健康的主要疾病之

一。卡介苗（BCG）是目前唯一用于预防 TB 的疫苗，其对儿童

TB 有较好的保护效果，但是对成人 TB 保护效果较差。因此，研

究能够有效预防 TB 的新型疫苗成为一项迫切完成的任务[1]。
结核分枝杆菌热休克蛋白 65 (Hsp65)是热休克蛋白 60 家

族成员之一，由 groEL2 基因编码，具有高度保守性[2]。Hsp65 可

被人和小鼠体内的 T 细胞广泛识别，如在 MTB 感染的小鼠体

内，20%的反应性 T 细胞能够识别 Hsp65[3,4]。在结核分枝杆菌

（MTB）感染过程中，Hsp65 是机体对抗其入侵的重要的免疫保

护性抗原之一。其刺激机体可产生 TH1 型的细胞免疫反应，如

CD44(hi)CD4+ 和 CD44(hi)CD8+T 细胞的产生，IL-2 和 IFN-γ
等的释放，这些免疫反应在机体控制 MTB 感染中起着重要作

用[5]。本课题组的前期工作也表明，用编码 Hsp65-IL-2 的质粒

DNA 免疫的小鼠对 MTB 感染具有一定的保护效果，能够明显

减少感染小鼠的脾肺荷菌数[6]。
IL-2 是一种广泛使用的 Th1 型的细胞因子佐剂，可提高机
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体的细胞免疫应答，并可诱导 CTL、NK 等多种杀伤细胞的分

化和效应功能，促进 IFN-γ的产生。研究发现，在结核病（TB）

患者中 IL-2 的产生较正常人减少，重型患者尤其明显 [7-9]。
Sutherland JS 等研究了 TB 患者和 MTB 隐性感染人群中细胞

因子表达谱的变化，发现在 TB 患者中，分泌 IL-2 的 T 细胞数

及 IL-2 的水平均低于 MTB 隐性感染者中的，并表明针对

MTB 感染的 IL-2 应答的减少在 TB 复发和恶化中起着重要作

用[7]。动物实验表明，外源性 IL-2 可提高机体 IL-2 水平，并使

IL-2R 的表达增高，明显降低受感染动物的死亡率，具有较强的

抗菌能力及免疫恢复能力[8]。目前临床已开始将 IL-2 用于难治

性 TB 患者的辅助治疗，并且疗效较好[8,9]。
因此，鉴于 Hsp65 作为抗 MTB 感染的重要保护性抗原，

及 IL-2 作为 Th1 型细胞因子佐剂的应用和其在 TB 治疗中的

应用前景，本研究构建了能够分泌表达 Hsp65-IL-2 融合蛋白的

重组耻垢 分 枝 杆 菌 （recombinant Mycobacterium Smegmatis,
rMs），为下一步评价其作为 TB 新型疫苗的免疫学特性和抗

MTB 感染的保护效果研究奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 菌株与质粒 E.coli DH5α 由本室保存，耻垢分枝杆菌

（Ms）购自中国药品生物制品鉴定所。质粒 pPRO-hsp65-IL-2[10]

和大肠埃希菌 - 分枝杆菌穿梭分泌表达载体 pDE22 由本教研

室构建、保存。
1.1.2 培养基与试剂 7H9、7H10 培养基购自 Difico 公司。EcoR
Ⅴ 和 HindШ 限 制 性 内 切 酶、T4 DNA 连 接 酶、DNA marker
DL2000 和蛋白质分子量标准品购自 Takara 公司；潮霉素购自

Sigma 公 司 ； 质 粒 提 取 试 剂 盒 购 自 OMEGA 公 司 ；抗

HSP65-IL-2 融合蛋白免疫小鼠血清由本室制备[6]。
1.2 实验方法

1.2.1 Hsp65-IL-2 融合基因大肠埃希菌 - 分枝杆菌穿梭分泌表

达载体的构建

将 pPRO-hsp65-IL-2 质粒[10]用 EcoRⅤ和 HindШ 双酶切，

回收目的基因片段，与同样双酶切的大肠埃希菌 - 分枝杆菌穿

梭分泌表达载体 pDE22 相连接，转化 E.coli DH5α 感受态细胞

后，铺于含潮霉素抗性的 LB 平板中进行筛选，随机挑取克隆

进行酶切鉴定，阳性克隆命名为 pDE22-hsp65-IL-2。
1.2.2 Ms 感受态的制备 接种 Ms 于 5 mL 7H9 液体培养基，

37℃振荡培养。3~4d 后以 1：100 的比例转接至 500 mL 7H9 液

体培养基培养 3 d ~ 4 d，OD600 达到 0.5~1.0。收集细菌前 24 h
加 0.1 倍体积的 2 mol/L 甘氨酸于培养物中。将培养物置冰浴

中 1.5 h，3,000 r/min 离心 10 min，沉淀用冰预冷的 10%甘油洗

三次，最后重悬于原培养物体积 1/100~1/500 的冰预冷的 10%
甘油中，置 -70℃保存备用。
1.2.3 rMs 的构建 提取质粒 pDE22-hsp65-IL-2，无菌沉淀，溶于

无菌水中，浓度为 1 μg/μL。取 5μl 质粒 DNA 和 400 μLMS 感

受态细胞置于 0.2 cm 直径的电穿孔杯中混匀，冰浴 10 min 后，

电穿孔转化 Ms，电穿孔参数为 2.5 kV、25 μF、1000Ω。电穿后，

冰浴 10 min，将细胞转入 5 mL 的 7H9 液体培养基，37℃振荡

培养 3 h，然后涂布于含 50 μg/mL 潮霉素的 7H10 平板筛选，

室温静置至水分渗入培养基中，封口膜封闭平板，倒置于 37℃
培养。3 d ~ 4 d 后，可见白色，表面干燥的单个菌落。挑取单菌

落分别接种于 5 mL 含 50 μg/mL 潮霉素的 7H9 液体培养基，

37℃振荡培养 3d ~ 4 d。PCR 鉴定筛选阳性克隆。
1.2.4 rMs 基因型鉴定 用 Hsp65 基因的上游引物 P1：5'GC
GAATTC GATATC ATG GCC AAG ACA ATT GCG TAC3' 和

IL-2 基因下游引物 P2：5'GCG AAGCTT TCA AGT CAG TGT
TGA GATG3' 扩增 rMs 中的 Hsp65-IL-2 融合基因。PCR 反应

体系：10×buffer 5 μL，dNTPs 5 μL（2.5 mmol/L），DNA 模板为

1 μL，P1、P2 引物各 1 μL（25 μmol/L），Tag 酶 1μL，加水至 50
μL。PCR 条件：95℃预变性 5 min，95℃变性 15 s，65℃复性 30
s，72℃延伸 50 s，30 个循环，末次循环后 72℃延伸 10 min。PCR
扩增产物经 10 g/L 琼脂糖凝胶电泳进行鉴定。
1.2.5 Hsp65-IL-2 融 合 蛋 白 在 rMs 的 分 泌 表 达 及 其 West-
ern-blot 鉴定 将 Ms、rMs 的单个菌落分别接种于 5 mL 含潮霉

素（50 μg/mL）的 7H9 液体培养基中，37℃振荡培养 3 d ~ 4 d。
然后按 1：100 的比例转接至 500 mL 7H9 液体培养液中，37℃
振荡培养 3 d ~ 4 d。42℃诱导 30 min，3,000 r/min 离心 20 min，

收集上清，过滤除菌后，蒸馏水透析除盐，真空冻干，即为 Ms
和 rMs 的 CFP。将两种 CFP 进行 10% SDS-PAGE 后转移至

PVDF 膜上，用 0.1% BSA 封闭过夜，加 Hsp65-IL-2 融合基因免

疫小鼠血清（本室制备保存）作用 1 h，以 PBS 洗涤后，加 HRP-
羊抗鼠 IgG 作用 1 h，DAB 显色观察结果。

2 结果

2.1 分泌表达 Hsp65-IL-2 融合蛋白大肠埃希菌 - 分枝杆菌穿

梭载体的构建

重组质粒 pDE22-hsp65-IL-2 用 EcoRⅤ和 HindⅢ双酶切

鉴定，如图 1 所示，1-3 泳道在 DL 2000 bp 位置处均有一特异

性酶切片段，与 Hsp65-IL-2 融合基因大小一致，Hsp65-IL-2 融

合基因大小为 2063 bp，表明分泌表达 Hsp65-IL-2 融合蛋白的

大肠埃希菌 - 分枝杆菌穿梭载体构建成功。

图 1 pDE22-hsp65-IL-2 重组质粒的酶切鉴定: M: 标准 DNA 分子量

marker DL2000; 1-3: 质粒 pDE22-hsp65-IL-2 经 EcoRⅤ和 HindⅢ双酶

切产物, 条带大小在 DNA marker 2000 bp 处是 hsp65-IL-2 融合基因片

段

Fig.1 Restriction enzyme analysis of the plasmid pDE22-hsp65-IL-2.: M:

DL2000 Marker; 1-3: Product of pDE22-hsp65-IL-2 plasmid digested with

EcoRⅤand HindⅢ, The band at the size of DNA marker 2000 bp is the

hsp65-IL-2 fused gene fragment
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2.2 rMs 阳性克隆的筛选

在潮霉素抗性压力筛选下，随机挑选 3 个克隆进行 PCR
鉴定。结果表明，筛选出的 3 株 rMs 阳性克隆均能特异性地扩

增得到约 2000bp 的片段，与 Hsp65- IL-2 融合基因大小相一致

（图 2），而 Ms 阴性对照则无特异性扩增条带。

2.3 rMs 分泌表达 Hsp65-IL-2 融合蛋白的 Western-blot
将 rMs 扩大培养，42℃诱导表达后，收集培养上清，过滤除

菌后，蒸馏水透析除盐，真空冻干，用 Hsp65-IL-2 融合基因免疫

小鼠的抗血清对 rMs 培养上清进行 Western-blot 鉴定。结果，

在 rMs 培养上清蛋白中约 78 kD 处有一特异性的反应条带，与

预期表达的 Hsp65-IL-2 融合蛋白分子量相符，表明 rMs 可特

异性分泌表达 Hsp65-IL-2 融合蛋白（图 3）。

3 讨论

一般认为活载体疫苗在刺激保护性免疫方面优于其他基

因工程疫苗。目前常用的活疫苗载体有沙门氏菌、牛痘病毒、脊
髓灰质炎病毒等[11-13]，而用分枝杆菌作为活疫苗的载体有以下

的优越性：（1） 所表达的保护性抗原不需纯化，可直接用于免

疫，免去了蛋白质处理的复杂过程；（2）分枝杆菌可在体内长期

存活并不断表达外源抗原，单次接种即可持续诱导对靶抗原的

反应，维持机体的免疫反应；（3）可对靶抗原（基因）进行修饰；

（4）分枝杆菌本身可作为一种强免疫佐剂，提高宿主的免疫力[13]。
目前研究较多的分枝杆菌载体有 BCG，Ms 和母牛分枝杆

菌等。BCG 生长慢，周期长（增殖一代需 10 h~16 h），且 BCG 的

细胞壁厚，富含脂质，对之进行基因操作比较困难；另外 BCG

在免疫力低下患者（如艾滋病患者）可引起严重的播散性感染，

因此人们开始更加关注非致病性分枝杆菌作为基因表达宿主

这一研究领域。Ms 对人体不致病，生长速率比 BCG 快 10 倍，

表达外源蛋白产量高，为 BCG 的 5~10 倍；而且在 Ms 中表达

的 MTB 蛋白与天然蛋白的生化免疫特性几乎完全相同，这对

MTB 保护性抗原生物学活性的发挥起着重要的作用[14]。因此，

Ms 是一种很有优势的分枝杆菌表达载体，在抗 MTB 的新型疫

苗研究中具有广阔的应用前景。
大肠埃希菌 - 分枝杆菌穿梭表达载体 pDE22 是本实验室

在 pOLYG 经典穿梭载体的基础上构建的一种分泌表达载体。

该载体以 MTB H37Rv 的 Hsp60 序列作为分枝杆菌特异性的

启动子，该启动子是一种高效表达启动子，在遇到热及过氧化

物等时能启动其下游基因的转录，它不仅可表达多种外来抗

原，而且表达量较高；在 Hsp60 启动子的下游含有一段 α-ss 的

信号肽序列，可将目的蛋白进行分泌表达，而分泌表达可增加

细菌表面抗原识别途径，更有效地刺激机体的免疫应答[15]。

本 研 究 利 用 Ms 作 为 表 达 宿 主 ，pDE22 载 体 分 泌 表 达

Hsp65-IL-2 融合蛋白，不仅发挥了 Ms 作为活疫苗载体的优势，

而且利用了 Hsp65 做为抗 MTB 感染的重要保护性抗原的特

性。IL-2 因子的加入不仅可提高机体 IL-2 因子的水平，而且有

助于改变机体细胞因子表达谱的变化，调整细胞免疫应答的方

向，以期提高 rMs 对 MTB 感染的保护效果。本研究工作为下

一步评价该 rMs 作为 TB 新型疫苗的免疫学特性和抗 MTB 感

染的保护效果研究奠定了基础。
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