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携带乙肝大包膜蛋白Ｌ基因与结核Ｅｓａｔ6融合基因
植物表达载体的构建及鉴定

李君武 ,宫君原 ,刘　鑫 ,叶秋萍 ,黄清华
(暨南大学 医学院 ,微生物与免疫教研室 ,广东 广州　510632)

　　摘要:构建包含编码结核杆菌Ｅｓａｔ6基因和乙肝病毒大包膜蛋白(Ｌ蛋白)基因的植物双元表达载体 ,并转化根癌

农杆菌 ＬＢＡ4404。分别以质粒ｐＰＩＣ9Ｋ-Ｌ和结核杆菌基因组为模板进行ＰＣＲ扩增 ,获得Ｌ和 Ｅｓａｔ6 基因 , 然后运用部

分重叠聚合酶链式反应扩增出Ｌ-Ｅｓａｔ6融合基因片段 , 连接到有玉米特异性启动子ｇｌｏｂｕｌｉｎ-1 的ｐＥＧＧ载体上 , 将Ｇ-Ｌ-

Ｅｓａｔ6融合基因片段酶切下 , 连接到含有抗除草剂基因ｂａｒ的双元表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ1300上 , 电击法将重组质粒转化

到农杆菌ＬＢＡ4404中。构建了真核表达重组质粒ｐＣＡＭＧ-Ｌ-Ｅｓａｔ6 ,测序分析表明 ,克隆的Ｌ和Ｅｓａｔ6序列与ＮＣＢＩ上公

布序列一致。成功构建与转化了包含编码乙肝病毒大包膜蛋白 Ｌ基因和结核杆菌Ｅｓａｔ6 基因的植物表达载体 , 并将

其转化入根癌农杆菌 ＬＢＡ4404中 ,为成功研制利用转基因植物生产抗乙肝和结核联合口服疫苗奠定了基础。
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　　因乙型肝炎病毒(ＨｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ,ＨＢＶ)感染

而导致的乙肝病与因结核分枝杆菌(Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ,ＭＴＢ)感染引起的结核病 ,是非常严重

的全球性传染性疾病。全球 60亿人口中 ,分别有三

分之一人口感染过乙型肝炎病毒或结核分枝杆菌 。

目前应用的乙肝疫苗主要由中国仓鼠卵巢细胞
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(ＣＨＯ细胞)和啤酒酵母表达的乙肝病毒表面抗原

ＨＢｓＡｇ(Ｓ蛋白)颗粒组成。在预防接种的过程中

发现仍有 10%～20%人群接种乙肝疫苗表现为无反

应或弱反应 ,甚至根本不产生抗体 。卡介苗(ＢＣＧ)

作为预防结核病的疫苗 ,近 100年来虽然广泛用于

新生儿的预防接种 ,但保护率只有 50%左右。移

民 、ＨＩＶ感染 、传播性强的新型结核菌株与多重耐药

菌株的出现 ,使传统的抗痨药物已无法发挥有效作

用 。鉴于乙肝与结核这两种疾病有可能在免疫后人

群中流行而成为新的公共问题 ,研制保护作用分别

优于市售啤酒酵母ＨＢｓＡｇ疫苗与 ＢＣＧ的新型防治

乙肝与结核疫苗成为各国科研工作者们的紧迫任务

之一。

本研究成功构建了表达结核分枝杆菌Ｅｓａｔ6基

因与乙肝病毒包膜蛋白Ｌ融合基因抗原的植物表达

载体ｐＣＡＭＧ-Ｌ-Ｅｓａｔ6 ,并将其转入到可将外源基因

导入植物愈伤组织的根癌农杆菌ＬＢＡ4404中 ,为下

一步利用植物反应器生产口服的联合疫苗提供平

台 。重组质粒中含有玉米种子特异性启动子 ｇｌｏｂｕ-

ｌｉｎ-1 ,将大大提高目的基因在植物中的表达 。

1　材料和方法

1.1　菌株与质粒

大肠杆菌Ｔｏｐ10、农杆菌ＬＢＡ4404、结核分枝杆

菌Ｈ37Ｒｖ株为本教研室保存;ｐＰＩＣ9Ｋ-Ｌ由武汉大学

生命科学院病毒所叶林柏教授馈赠;ｐＣＲＧ、中间载

体 ＰＥＧＦＰ-Ｃ1 、植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ1300ｂａｒ-ｎｏｓ

由广东省农业科学院作物研究所提供 。

1.2　主要试剂

Ｅｘ-ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ,Ｔ4ＤＮＡ连接酶 ,限制性内

切酶 ＢａｍＨ Ｉ, ＫｐｎＩ, Ｈｉｎｄ Ⅲ , 1 ｋｂＤＮＡＬａｄｄｅｒ

Ｍａｒｋｅｒ, 200ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ购自大连宝生物

公司;ＯｍｅｇａＰＣＲ产物清洁试剂盒 ,Ｏｍｅｇａ质粒提取

试剂盒 ,ＯｍｅｇａＤＮＡ胶回收纯化试剂盒购自广州瑞

扬生物科技有限公司 。

1.3　引物的设计

1.3.1　根据 ＧｅｎＢａｎｋ公布的 ＨＢＶ-Ｌ序列 (ＧＩ:

157091234),借助 ＰｒｅｍｉｅｒＰｒｅｍｉｅｒ5.0软件设计 1

对引物扩增 ＨＢＶ-Ｌ基因:上游引物(Ｐ1):5′-ＡＧＧＣ-

ＣＡＡＧＣＴＴＧＣＣＧＡＧＴＧＣＣＡＴＣＣ-3′,含ＨｉｎｄⅢ酶切位

点;下游引物(Ｐ2):5′-ＴＴＡＡＧＧＧＧＴＡＣＣＴＴＧＧＧＴＴＧ-

ＧＣＴＧＴ-3′,含ＫｐｎＩ酶切位点。

1.3.2　根据ＧｅｎＢａｎｋ公布的玉米种子特异表达启

动子Ｇｌｏｂｕｌｉｎ-1序列(ＧＩ:Ｌ22344借助 ＰｒｅｍｉｅｒＰｒｅｍ-

ｉｅｒ5.0软件设计 1对引物:上游引物(Ｐ3):5′-ＡＧ-

ＧＣＣＡＡＧＣＴＴＧＣＣＧＡＧＴＧＣＣＡＴＣＣ-3′, 含 Ｈｉｎｄ Ⅲ酶

切位点;下游引物 (Ｐ4):5′-ＴＴＡＡＧＧＧＧＴＡＣＣＴＴ-

ＧＧＧＴＴＧＧＣＴＧＴ-3′,含ＫｐｎＩ酶切位点 。

1.3.3　根据ＧｅｎＢａｎｋ公布的ＭＴＢ-Ｅｓａｔ6基因序列

借助 ＰｒｅｍｉｅｒＰｒｅｍｉｅｒ5.0软件设计 1对引物:下游

引物(Ｐ5):5′-ＣＧＧＣＴＡＧＣＡＴＧＡＣＡＧＡＧＣＡＧＣＡＧＴＧ-

ＧＡＡ-3′,含ＮｈｅＩ酶切位点;下游引物(Ｐ6):5′-ＴＣ-

ＧＡＡＴＧＡＡＴＴＣＣＴＡＴＧＣＧＡＡＣＡＴＣＣＣＡＧＴＧＡ-3′, 含

ＥｃｏＲＩ酶切位点 。

1.3.4　根据ＨＢＶ-Ｌ测序结果(与ＧＩ:157091234公布

的序列一致)和人结核分支杆菌Ｈ37Ｒｖ株Ｅｓａｔ6基因

的编码序列借助 ＰｒｅｍｉｅｒＰｒｅｍｉｅｒ5.0软件设计联合

抗原基因Ｌ-Ｅｓａｔ6的 2对(Ｐ1Ｐ2和Ｐ3Ｐ4)引物:正向

引物(Ｐ5):Ｐ1 5′-ＡＴＴＡＴＴＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＧＡＧＧＴＴＧ-

ＧＴＣＴＴＣＣ-3′,含ＫｐｎＩ酶切位点和起始密码子ＡＴＧ;

反向引物(Ｐ6):Ｐ2 5′-ＣＡＣＴＧＣＴＧＣＴＣＴＧＴＣＡＴＡＡＴＧ-

ＴＡＴＡＣＣＣＡＡＡＧＡＣ-3′,序列与Ｐ3反向互补。

1.4　中间载体ＰＥＧ-Ｇ构建

以质粒ｐＣＲ2.1-ｇｌｏｂｕｌｉｎ-1作为模板 ,用引物Ｐ3

和Ｐ4进行ＰＣＲ扩增 , 反应体系为 50μＬ,其中上下

游引物各 1 μＬ,模板 ＤＮＡ 1 μＬ, 10×Ｅｘ-ＴａｑＢｕｆｆｅｒ

(含Ｍｇ
2+
)5 μＬ,ｄＮＴＰ4 μＬ,Ｅｘ-Ｔａｑ酶 0.25 μＬ,加

ｄｄＨ2Ｏ至 50 μＬ。反应条件为 94℃预变性 5ｍｉｎ,

94℃ 50ｓ, 56℃ 50ｓ, 72℃ 90ｓ,共 30个循环 , 72℃

再延伸 10ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物琼脂糖凝胶电泳用

1×ＴＡＥ电泳缓冲液制备 1.0%琼脂糖凝胶。ＰＣＲ

产物经 1%的琼脂糖凝胶电泳分离 ,ＰＣＲ回收试剂

盒回收产物。用ＫｐｎＩ和 ＨｉｎｄⅢ分别对 ＰＣＲ产物

与载体 ｐＥＧＦＰ-Ｃ1进行双酶切 ,酶切后进行 10ｇ/Ｌ

琼脂糖凝胶电泳 ,并经过ＤＮＡ凝胶回收纯化试剂盒

回收酶切产物 ,将两者酶切纯化的产物按照 3∶1的

摩尔比混合 ,用Ｔ4ＤＮＡ连接酶连接过夜 。转化至低

温ＣａＣｌ2制备的 Ｅ.ｃｏｌｉＴｏｐ10感受态中 ,然后涂布

50μｇ/ｍＬ的ＬＢ固体培养基中。次日 ,随机挑取多

个单菌落 ,分别接种于 3ｍＬ含卡那霉素的 ＬＢ培养

液中 , 37℃下 130ｒ/ｍｉｎ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 Ｇｌｏｂ-

ｕｌｉｎ-1的存在 ,再将菌落 ＰＣＲ筛选呈阳性的菌落用

质粒小量提取试剂盒抽提质粒 ＤＮＡ。将提取的质

粒ＤＮＡ进行双酶切鉴定 ,将筛选出的阳性克隆产物

的菌液进行测序鉴定。测序采用 Ｓａｎｇｅｒ双脱氧链

终止法 ,对插入序列的两端进行测定 ,测序工作由上

海生物有限公司完成。

1.5　Ｌ-Ｅｓａｔ6融合基因片段的获取

Ａ:以质粒 ｐＰＩＣ9Ｋ-Ｌ为模板 , 用引物 Ｐ1和 Ｐ2
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进行ＰＣＲ扩增出 ＨＢＶ-Ｌ;

Ｂ:以结核分枝杆菌Ｈ37Ｒｖ株的基因组为模板 ,

用引物Ｐ5和Ｐ6进行ＰＣＲ扩增出Ｅｓａｔ6;

Ｃ:以步骤 Ａ和 Ｂ扩增所得的 ＤＮＡ片段为模

板 ,用引物 Ｐ5和Ｐ6进行部分重叠聚合酶链式反应

扩增Ｌ-Ｅｓａｔ6;

其中 ,步骤Ａ和Ｂ的反应体系均为 50μＬ,其中

上下游引物各 1 μＬ,ｄＮＴｐ4 μＬ,模板 ＤＮＡ 1 μＬ,

10×Ｅｘ-ＴａｑＢｕｆｆｅｒ(含 Ｍｇ
2+
)5 μＬ,ＮＴＰ4 μＬ,Ｅｘ-

Ｔａｑ酶 0.25μＬ,加ｄｄＨ2Ｏ至 50 μＬ。将上述液体混

匀 ,稍离心 ,使液体沉至管底 。步骤 Ａ的反应条件

为 94℃预变性 5ｍｉｎ, 94℃ 45ｓ, 55℃ 45ｓ, 72℃ 1

ｍｉｎ,共 30个循环 , 72℃再延伸 10ｍｉｎ。步骤Ｂ的反

应条件为 94℃预变性 5ｍｉｎ, 94℃ 30ｓ, 54℃ 30ｓ,

72℃ 30ｓ,共 30个循环 , 72℃再延伸 10ｍｉｎ。步骤

Ｃ的反应体系Ｐ5和Ｐ6各 1μＬ,ｄＮＴｐ4μＬ,ＨＢＶ-Ｌ1

μＬ,Ｅｓａｔ6 1μＬ, 10×Ｅｘ-ＴａｑＢｕｆｆｅｒ(含 Ｍｇ
2+
)5 μＬ,

ＮＴＰ4 μＬ,Ｅｘ-Ｔａｑ酶 0.25 μＬ,加ｄｄＨ2Ｏ至 50 μＬ。

反应条件为 94℃预变性 5ｍｉｎ, 94℃ 30ｓ, 54℃ 30ｓ,

72℃ 3ｍｉｎ,共 30个循环 , 72℃再延伸 10ｍｉｎ。ＰＣＲ

扩增产物琼脂糖凝胶电泳用 1×ＴＡＥ电泳缓冲液制

备 1.0%琼脂糖凝胶 。ＰＣＲ产物经 1%的琼脂糖凝

胶电泳分离 ,ＰＣＲ回收试剂盒回收产物。

1.6　重组载体ｐＥＧ-Ｇ-Ｌ-Ｅｓａｔ6的构建

用ＫｐｎＩ,ＨｉｎｄⅢ对中间载体 ＰＥＧ-Ｇ进行双酶

切 ,酶切后进行 10ｇ/Ｌ琼脂糖凝胶电泳 , 并经过

ＤＮＡ凝胶回收纯化试剂盒回收酶切产物 ,将酶切纯

化的产物与Ｌ-Ｅｓａｔ6融合基因片段按照 3∶1的摩尔

比混合 ,用 Ｔ4ＤＮＡ连接酶连接过夜 。转化至低温

ＣａＣｌ2制备的 Ｅ.ｃｏｌｉＴｏｐ10感受态中 ,然后涂布 50

μｇ/ｍＬ的ＬＢ固体培养基中 。次日 ,随机挑取多个

单菌落 ,分别接种于 3ｍＬ含卡那霉素的ＬＢ培养液

中 , 37℃下 130ｒ/ｍｉｎ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Ｇ-Ｌ-Ｅｓ-

ａｔ6的存在 ,再将菌落 ＰＣＲ筛选呈阳性的菌落用质

粒小量提取试剂盒抽提质粒 ＤＮＡ。将提取的质粒

ＤＮＡ进行双酶切鉴定 ,将筛选出的阳性克隆产物的

菌液进行测序鉴定。测序采用 Ｓａｎｇｅｒ双脱氧链终

止法 ,对插入序列的两端进行测定 ,测序工作由上海

工程生物有限公司完成 。

图 1　ｐＣＡＭＧ-Ｌ-Ｅｓａｔ6构建流程图

Ｆｉｇ.1　ＣｏｎｓｔｒｕｔｉｏｎｏｆｐＣＡＭＧ-Ｌ-Ｅｓａｔ6

1.7　重组载体ｐＣＡＭＧ-Ｌ-Ｅｓａｔ6的构建

将测序正确的重组质粒 ｐＥＧ-Ｇ-Ｌ-Ｅｓａｔ6用Ｈｉｎｄ

Ⅲ和ＢａｍＨＩ双酶切 ,经过琼脂糖电泳分离Ｇ-Ｌ-Ｅｓ-

ａｔ6片段 ,同时用 ＨｉｎｄⅢ和ＢａｍＨＩ双酶切植物表

达载体ｐＣＡＭＢＩＡ1300 ,用胶回收试剂盒纯化回收两

酶切产物 ,并以载体与片段 1∶3的摩尔比混合 ,用
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Ｔ4ＤＮＡ连接酶连接过夜。转化至低温 ＣａＣｌ2制备

的Ｅ.ｃｏｌｉＴｏｐ10感受态中 ,然后涂布 50 μｇ/ｍＬ的

ＬＢ固体培养基中 。次日 ,随机挑取单菌落接种于

ＬＢ培养液中 , 37℃下振荡培养过夜。首先进行菌液

ＰＣＲ鉴定 ,抽提质粒ＤＮＡ,进行双酶切鉴定 ,获得重

组载体 ｐＣＡＭＧ-Ｌ-Ｅｓａｔ6 ,测序工作由上海生物工程

有限公司完成。

1.8　转化农杆菌ＬＢＡ4404

预先制备农杆菌 ＬＢＡ4404感受态 , 储存于

-80℃冰箱备用。取 200 μＬ感受态细胞 ,冰上放置

30ｍｉｎ;将 1 μｇＤＮＡ加入感受态细胞中 ,液氮中速

冻 5ｍｉｎ以上;37℃水浴快速解冻 ,小于 5ｍｉｎ;加入

800μＬＬＢ培养基;28℃摇床低速培养 3ｈ;取 200

μＬ涂布于含 50 μｇ/ｍＬ卡那霉素的平板 , 28℃摇床

培养 2 ～ 3ｄ。经菌落 ＰＣＲ验证 ,挑阳性克隆子摇

菌 ,提取质粒后进行双酶切鉴定 ,最终确定重组质粒

ｐＣＡＭＧ-Ｌ-Ｅｓａｔ6转入到了 ＬＢＡ4404中 , -80℃保存

菌株。

1.9　植物表达载体的构建流程图(图 1)

2　结果与分析

2.1　Ｇｌｏｂｕｌｉｎ-1 、Ｌ、Ｅｓａｔ6基因扩增产物电泳分析

分别以质粒 ＰＣＲ-Ｇ、ｐＰＩＣ9Ｋ-Ｌ、结核分枝杆菌

Ｈ37Ｒｖ株基因组为模板进行ＰＣＲ及ＳＯＥ法扩增 Ｌ-

Ｅｓａｔ6基因 ,产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳 ,产物片

段大小如图 2所示 ,分别为约 1.4, 1.2, 0.288, 1.5

ｋｂ的特异性片断 ,与预期启动子 Ｇｌｏｂｕｌｉｎ-1基因 、Ｌ

基因 、Ｅｓａｔ6基因和Ｌ-Ｅｓａｔ6基因大小相符 。

Ｍ1.ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ1500(ｂｐ);1.Ｅｓａｔ6基因ＰＣＲ产物;2.Ｌ基因ＰＣＲ

产物;3.Ｌ-Ｅｓａｔ6 基因 ＰＣＲ产物;4.Ｇｌｏｂｕｌｉｎ-1 基因 ＰＣＲ产物;Ｍ2.

ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ10000(ｂｐ)。

Ｍ1.ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ1500(ｂｐ);1.Ｅｓａｔ6 ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ;2.ＬＰＣＲｐｒｏｄ-

ｕｃｔ;3.Ｌ-Ｅｓａｔ6 ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ;4.Ｇｌｏｕｂｕｌｉｎ-1 ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ;Ｍ2.ＤＮＡ

ＭａｒｋｅｒＤＬ10000(ｂｐ).

图 2　Ｅｓａｔ6基因 、Ｌ基因 、Ｌ-Ｅｓａｔ6 基因 、启动子

Ｇｌｏｂｕｌｉｎ-1 基因的ＰＣＲ产物结果

Ｆｉｇ.2　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＥｓａｔ6 ｇｅｎｅ,Ｌｇｅｎｅ, Ｌ-Ｅｓａｔ6

ｇｅｎｅ,ｐｒｏｍｏｔｅｒＧｌｏｂｕｌｉｎ-1 ｇｅｎｅ

2.2　ｐＥＧ-Ｇ-Ｌ-Ｅｓａｔ6双酶切鉴定

提取植物表达载体 ｐＥＧ-Ｇ-Ｌ-Ｅｓａｔ6 用 ＨｉｎｄⅢ

和ＢａｍＨＩ双酶切 ,双酶切后与标准分子量ＤＮＡ在

1%琼脂糖凝胶电泳。结果显示 ,得到约 1.5ｋｂ特

异性条带 ,与预期Ｌ-Ｅｓａｔ6片断大小相符(图 3)。

Ｍ1.ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ10000(ｂｐ);1, 2.ｐＥＧ-Ｇ-Ｌ-Ｅｓａｔ6采用ＢａｍＨⅠ

和ＫｐｎⅠ双酶切;Ｍ2.ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ2000(ｂｐ)。

Ｍ1.ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ10000(ｂｐ);1, 2.ｐＥＧ-Ｇ-Ｌ-Ｅｓａｔ6 /ＢａｍＨⅠ ,

ＫｐｎⅠ ;Ｍ2.ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ2000(ｂｐ).

图 3　ｐＥＧ-Ｇ-Ｌ-Ｅｓａｔ6重组质粒双酶切鉴定

Ｆｉｇ.3　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＥＧ-Ｇ-Ｌ-Ｅｓａｔ6 ｂｙ

ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅａｎａｌｙｓｉｓ

2.3　序列分析鉴定

对ｐＣＲＧ-Ｌ-Ｅｓａｔ6和ｐＣＡＭＧ-Ｌ-Ｅｓａｔ6两个重组质

粒的启动子ｇｌｏｂｕｌｉｎ-1后的ＤＮＡ序列进行序列分析

鉴定 ,结果与乙肝病毒的 ＨＢＶ-Ｌ基因 ＣＤＳ序列

(ＮＣＢＩ登陆号:157091234)和结核分支杆菌的Ｅｓａｔ6

基因 ＣＤＳ序 列均 完全 相同 (ＮＣＢＩ登 陆号:

ＡＦ420491)。

Ｍ1.ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ1200(ｂｐ);1.ｐＣＡＭＧ-Ｌ-Ｅｓａｔ6采用ＢａｍＨⅠ

和ＫｐｎⅠ双酶切;Ｍ2.ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ10000(ｂｐ)。

Ｍ1.ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ1200(ｂｐ);1.ｐＣＡＭＧ-Ｌ-Ｅｓａｔ6 /ＢａｍＨⅠ ,

ＫｐｎⅠ ;Ｍ2.ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ10000(ｂｐ).

图 4　农杆菌中提取的ｐＣＡＭＧ-Ｌ-Ｅｓａｔ6

重组质粒双酶切鉴定

Ｆｉｇ.4　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＣＡＭＧ-Ｌ-Ｅｓａｔ6 ｂｙ

ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅａｎａｌｙｓｉｓ

2.4　含有表达载体的农杆菌双酶切检测

在农杆菌 ＬＢＡ4404中提取 ｐＣＡＭＧ-Ｌ-Ｅｓａｔ6 重

组质粒 ,用ＢａｍＨⅠ和 ＫｐｎⅠ双酶切后与标准分子

量ＤＮＡ在 1%琼脂糖凝胶电泳 。结果显示 , 得到约

10.36ｋｂ与 1.5ｋｂ的特异性条带 ,与预期 Ｌ-Ｅｓａｔ6

片段和质粒ｐＣＡＭＧ大小相符(图 4)。
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3　讨论

近年来 ,在预防多种传染病的同时 ,伴随着一系

列问题的产生 ,如儿童预防接种次数增加 、疫苗管理

难度加大 、预防接种工作成本增高等
[ 1, 2]

。因此开

发并推广应用可以预防多病的联合疫苗势在必行。

转基因植物技术的成功应用己使全世界的农业

发生了革命性的进步 ,在各种类型的新型疫苗中 ,利

用转基因植物生产疫苗成为当今研究的一个热点 。

转基因植物作为疫苗生产的生物反应器 ,为人类提

供了一个安全和廉价的生产体系
[ 3]
,本研究特点之

一是成功构建了包含结核分枝杆菌 Ｅｓａｔ6基因和乙

肝病毒Ｌ蛋白融合基因的植物表达载体ｐＣＡＭＧ-Ｌ-

Ｅｓａｔ6。Ｅｓａｔ6是结核分枝杆菌的主要的早期培养物

滤液蛋白之一 ,由结核分枝杆菌 ＲＤ1区 Ｙ277片段

编码 ,全长 288ｂｐ, 编码 95个氨基酸 ,其理论分子

量为 9 904Ｄａ
[ 4, 5]

。Ｅｓａｔ-6是结核杆菌在反复传代

制备ＢＣＧ过程中丢失的抗原 ,可能是导致ＢＣＧ免

疫效果不稳定的原因之一
[ 6, 7]

。Ｅｓａｔ-6可以显著活

化巨噬细胞 ,提高巨噬细胞对胞内结核杆菌的生长

抑制作用和杀伤能力;还能促进ＩＦＮ-γ的释放 ,促进

抗体产生和增强巨噬细胞吞噬消化ＭＴＢ的能力;同

时在保护性细胞免疫中发挥着作用 ,并介导长期持

久的免疫记忆
[ 5, 8-13]

。Ｅｓａｔ6有多个 Ｔ细胞 、Ｂ细胞

表位 ,有较强的免疫原性和免疫反应性 ,主要介导

Ｔｈｌ型为主的细胞免疫反应
[ 14, 15]

。所以 Ｅｓａｔ6成为

现今人们制备结核疫苗的重要抗原。

ＨＢＶ基因组含有四个分别称为Ｓ、Ｃ、Ｐ和Ｘ区

的ＯＲＦ,其中 Ｓ基因区含 3个ＡＴＧ起始密码子 。Ｓ

基因区分为ＰｒｅＳ1,ＰｒｅＳ2和Ｓ三个区段 ,编码 3种外

膜蛋白 ,其中 Ｓ蛋白由Ｓ区翻译 ,Ｍ蛋白由ＰｒｅＳ2和

Ｓ区翻译 , 而 Ｌ蛋白是由 ＰｒｅＳｌ、ＰｒｅＳ2 、Ｓ区翻

译
[ 16]
。Ｌ蛋白与Ｓ相比 ,多了 ＰｒｅＳ1和 ＰｒｅＳ2,其中

ＰｒｅＳ1的 21 ～ 47ａａ为肝细胞受体结合位点 , 而且

ｐｒｅＳ1肽段含有许多免疫原性比Ｓ蛋白更强的Ｔ细

胞和Ｂ细胞表位
[ 17-19]

。ｐｒｅＳ2(120 ～ 145ａａ)序列中

也含有多个抗原表位和病毒中和位点 。在疫苗制剂

中加入ｐｒｅＳ1和ｐｒｅＳ2的抗原表位后 ,能诱导更高效

的免疫应答 ,产生中和乙肝病毒抗体 ,保护机体免受

病毒攻击;并可打破免疫耐受 ,清除乙肝病毒;同时

人群对传统的乙肝疫苗的不反应和低反应频率大大

降低
[ 20, 21]

。因此Ｅｓａｔ6和Ｌ蛋白成为现今人们制备

结核和乙肝联合疫苗的优势抗原之一 。

本研究的另一特点是将玉米胚乳特异性表达的

启动子ｇｌｏｂｕｌｉｎ-1与所选的结核与乙肝优势抗原一

起构建到植物双元表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ1300中 ,以期

在农杆菌介导后转入玉米基因组可以诱导表达大量

优势抗原 。Ｍｅｉ等
[ 22]
的研究报告表明 ,ｇｌｏｂｕｌｉｎ-1启

动子可调控抗真菌基因 ｃｈｉｔｉｎａｓｅ18 特异性表达于

玉米种子的胚胎中。在载体构建的过程中 ,表达载

体ｐＣＡＭＢＩ-Ａ1300被改造 ,插入了加ｎｏｓ基因和 ｂａｒ

基因 ,其ＭＣＳ的大部分位点亦被消除 ,而且目的基

因 Ｌ-Ｅａｓｔ6上存有多个酶切位点 ,针对这种情况 ,在

设计试验方案的过程中巧妙地利用了同尾酶ＢａｍＨ

Ⅰ和 ＫｐｎⅠ
[ 23]
。试验中 ,首先将 Ｌ-Ｅａｓｔ6基因克隆

至含有ｇｌｏｂｕｌｉｎ-1的中间载体ＰＥＧＧ上 ,从而在获得

ｇｌｏｂｕｌｉｎ-1-Ｌ-Ｅａｓｔ6的融合片段后 ,进一步将其克隆

至植物表达载ｐＣＡＭＢＩＡ1300中 ,以期通过农杆菌介

导 ,转入玉米基因组后可以利用玉米特异性启动子

ｇｌｏｂｕｌｉｎ-1的优势调控 Ｌ和Ｅａｓｔ6抗原的大量表达 ,

并利用 ｐＣＡＭＢＩＡ1300 上的 ｂａｒ基因来筛选重组

植株 。

下一步将含有目的抗原基因重组质粒通过农杆

菌转入愈伤组织或通过基因枪技术打入玉米幼胚

中 ,以期获得表达 Ｌ-Ｅｓａｔ6 融合基因的抗原植株 。

在检测目的蛋白在玉米中表达无误后 ,拟进一步将

上述抗结核与乙肝联合口服疫苗免疫小鼠 ,观察其

对小鼠的体液免疫与细胞免疫的影响及其免疫保护

效果 ,为今后临床实验奠定坚实的基础 。
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