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　　摘要：以结核分枝杆菌Ｈ３７ＲａＤＮＡ为模板，通过ＰＣＲ扩增，获得靶基因ｅｒｐ片段。采用重叠延伸ＰＣＲ的方法得到
ｅｒｐ基因ＰＧＬＴＳ的４基序的突变体，依次删除突变体的 Ｃ－末端、Ｎ－末端和 Ｃ／Ｎ－端，构建重组质粒 ｐＥＴ２８ａ－Ｃ４、

ｐＥＴ２８ａ－Ｎ４、ｐＥＴ２８ａ－ＣＮ４，转化ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ。对重组菌株ＩＰＴＧ诱导后的表达产物进行ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳ－ＰＡＧＥ，得

到大小分别约为１１．２、１５．４、４．８ｋｕ的目的蛋白。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析结果表明，目的蛋白表达特异。
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　　牛结核病是影响养牛业最为严重的疫病之一，且该病为
人畜共患传染病，既造成了极大的经济损失还严重威胁着人

类健康，其主要致病菌为牛结核分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）［１］。重复输出蛋白（ｅｘｐｏｒｔｅｄｒｅｐｅａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，
ＥＲＰ）是牛结核分枝杆菌上的一个重要毒力因子［２］，别称

Ｐ３６、Ｐｉｒｇ或Ｒｖ３８１０，它是一种分泌蛋白，存在于结核分枝杆
菌复合体所有成员（结核分枝杆菌、牛型结核分枝杆菌、非洲

分枝杆菌、卡介苗和田鼠分枝杆菌）中［３］，而在其他细菌种内

没有发现同族体，使得 Ｅｒｐ成为结核分枝杆菌家族的一个特
异信号分子。ＥＲＰ蛋白全长为２８４个氨基酸，由３个不同区
域组成，其中 １～２２个氨基酸是信号肽序列，中心是基于
ＰＧＬＴＳ基序的１２个重复区［４］，Ｎ－末端结构域（氨基酸１～
８０）和Ｃ－末端结构域（氨基酸１７６～２８４）高度保守。Ｎ－末
端含有运送Ｅｒｐ通过质膜的信号肽序列，由２２个氨基酸组
成，带正电荷的碱性氨基酸（尤其是精氨酸和赖氨酸）含量较

为丰富，对于蛋白质定位和导肽序列识别有一定作用［５－６］。

Ｃ－末端富含疏水性氨基酸，可能与膜骨架网络和细胞质膜
之间的连接有关，Ｋｏｃｉｎｃｏｖａ等证实 Ｅｒｐ蛋白疏水性 Ｃ－末端
的作用———将Ｅｒｐ锚定在细菌表面［７］。中间是 ＰＧＬＴＳ重复
区，它的重复区具有一定的可变性，如麻风分枝杆菌的ＰＧＬＴＳ
重复区是４基序、牛结核分枝杆菌是１２基序、而耻垢分枝杆
菌是２１基序［５］。为研究 Ｅｒｐ的 ＰＧＬＴＳ区基序变化以及Ｃ－
端、Ｎ－端与功能的关系，本研究通过查询ＧｅｎｅＢａｎｋ中ｅｒｐ基
因序列，以结核分枝杆菌 Ｈ３７ＲａＤＮＡ为模板，通过 ＰＣＲ扩
增，获得靶基因ｅｒｐ片段。采用重叠延伸ＰＣＲ的策略，得到含
４基序的 ＰＧＬＴＳ突变体及基序 Ｃ－端、Ｎ－端和 Ｃ／Ｎ－端缺
失突变体并构建到原核表达载体中，经 ＩＰＴＧ诱导表达，为以
后进一步深入研究其基序变化以及Ｃ端、Ｎ端功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
结核分枝杆菌Ｈ３７Ｒａ、大肠杆菌ＤＨ（５α）和质粒ｐＥＴ２８ａ

（＋）由西部特色生物资源保护与利用教育部重点实验室保
存，ＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ、ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳｐ购自Ｔｒａｎｓｇｅｎｅ公司。
１．２　试剂与仪器

限制性核酸内切酶 ＨｉｎｄⅢ、ＫｐｎⅠ、ＸｈｏⅠ，Ｔ４ＤＮＡ连接
酶和ＷｉｚａｒｄＰＣＲｐｒｅｐｓＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ为Ｐｒｏｍｅｒｇａ公
司产品；ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒、ＰｆｕＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂
盒、ＨＲＰ－ＤＡＢ底物显色试剂盒、Ｄ２０００等 ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、
１００ｋｕ等预染蛋白质 ｍａｒｋｅｒ为天根生化科技（北京）有限公
司产品；ＩＰＴＧ、Ｘ－Ｇａｌ、氯霉素、氨苄青霉素购自 Ｓｉｇｍａ公司；
胰化蛋白胨（ｔｒｙｐｔｏｎｅ）、酵母提取物（ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ）为 ＯＸＯＩＤ
产品；氨基乙酸（甘氨酸）、琼脂粉等化学试剂为索莱宝公司

产品。

１．３　引物设计
利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计的引物由生工生物工程（上

海）有限公司合成，主要包括：ＥＰ１，ｃｃｃＡＡＧＣＴＴＡＴＧＣＡＧＡＡＣＴ
ＧＡＧＧＣＡＧＡＣＧ（ＨｉｎｄⅢ）；ＥＰ２，ａｔｔＧＧＴＡＣＣＴＴＡＴＧＣＧＡＣＧＧＴ
ＣＡＣＧ（ＫｐｎⅠ）；ＥＰ３，ＧＴＡＡＴＧＧＧＧＡＴＡＴＣＣＴＴＧＧＣＡＧＴＧＧＣＧＣ
ＣＴＡＣＧＡＣＧＧ；ＥＰ４，ＣＣＧＴＣＧＴＡＧＧＣＧＣＣＡＣＴＧＣＣＡＡＧＧＡＴＡＴＣ
ＣＣＣＡＴＴＡＣ；ＥＰ５，ＧＣＧＣＧＴＧＴＴＣＡＧＧＧＣＡＧＧＧＴＡＴＣＴＧＴＣＡＧ
ＧＴＣＣＡＧＧＡＴＧ；ＥＰ６，ＣＡＴＣＣＴＧＧＡＣＣＴＧＡＣＡＧＡＴＡＣＣＣＴＧＣ
ＣＣＴＧＡＡＣＡＣＧＣＧＣ；ＥＰ７，ｃｃｃｃＡＡＧＣＴＴＣＴＧＧＡＣＣＴＡＣＧＧＣＧＴＣＧ
（ＨｉｎｄⅢ）；ＥＰ８，ｃｃｇＣＴＣＧＡＧＣＴＡＧＧＴＧＡＣＡＧＧＴＡＣＧ（ＸｈｏⅠ）；
ＰＮ１， ｃｃｃＡＡＧＣＴＴＣＣＧＴＡＣＡＧＡＣＧＣＧＧＡＣＧＣＡＡＧＣＴＣＴＣＧＡＣ
ＣＧＣＣＡＴＧＡＧＣＴＣＧＡＴＣＧＧＣＧＣＡＣＴＧＴＣＡＧＴＡＧＣＡＧＴＧＡＧＡＧＴ
ＣＣＡＴＧＡＣＡＴＣＡＣＡＣＧＴＣ（ＨｉｎｄⅢ）；ＰＮ２，ｃｃｃＡＡＧＣＴＴＧＴ
ＧＡＡＣＧＣＣＴＡＴＧＣＧＡＧＴＡＣＧＡＧＴＣ（ＨｉｎｄⅢ）；ＰＣ，ｃｃｇＣＴＣＧＡＧ
ＴＧＡＧＴＴＧＡＣＧＡＣＧＴＣＣＡＧＣ（ＸｈｏⅠ）。其中，小写字母表示保护
性碱基，下划线表示酶切位点，长引物 ＰＮ１表示在５′端加上
Ｅｒｐ信号肽序列。
１．４　野生型ｅｒｐ序列扩增

以结核分枝杆菌Ｈ３７Ｒａ基因组 ＤＮＡ为模板，引物 ＥＰ１、
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ＥＰ２扩增 ｅｒｐ。５０．０μＬ反应体系包括 ２０ｎｇ／μＬＤＮＡ
１．０μＬ、１０ｍｏｌ／Ｌ上游引物 ２．０μＬ、１０ｍｏｌ／Ｌ下游引物
２．０μＬ、２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５．０μＬ、ｄｄＨ２Ｏ２０．０μＬ。反
应条件为：９５℃预变性 ４ｍｉｎ；９５℃变性 １ｍｉｎ，５８℃退火
３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ２０ｓ，扩增３０个循环；７２℃延伸 ７ｍｉｎ。
反应产物用１．０％琼脂糖凝胶电泳检测。
１．５　ＥＲＰ４基序突变体的构建
１．５．１　ＥＲＰ６基序突变体的构建　利用重叠延伸技术，以
ＥＰ１、ＥＰ３和ＥＰ２、ＥＰ４为引物，以重组质粒 ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｅ为
模板，依次经过第１、第２轮 ＰＣＲ扩增得到 ｅｒｐ６个基序的突
变体片段，连接到ｐＭＤ１８－Ｔ载体上，命名为ｐＭＤ１８－Ｔ－６。
１．５．２　ＥＲＰ４基序全长突变体的构建　利用重叠延伸技术，
以ＥＰ１、ＥＰ５和ＥＰ２、ＥＰ６为引物，以重组质粒 ｐＭＤ１８－Ｔ－６
为模板，依次经过第１轮、第２轮ＰＣＲ扩增得到ｅｒｐ４基序的
序列片段。

１．６４　基序缺失突变体的表达载体构建　以ＥＰ７、ＰＮ１、ＰＮ２、
ＰＣ、ＥＰ８为引物，以 ｐＭＤ１８－Ｔ－４为模板，扩增 ｅｒｐ４基序
Ｃ－端、Ｎ－端和Ｃ／Ｎ－端缺失基因片段。缺失基因扩增产物
和表达载体 ｐＥＴ２８ａ（＋）连接，构建４基序为 ＰＧＬＴＳ突变体
Ｃ－端、Ｎ－端和 Ｃ／Ｎ－端缺失的原核表达载体，并命名为
ｐＥＴ２８ａ－Ｃ４、ｐＥＴ２８ａ－Ｎ４、ｐＥＴ２８ａ－ＣＮ４。
１．７　核苷酸序列测定

利用 ＡＢＩＰＲＩＳＭ ３７３０核苷酸序列分析仪，对质粒
ｐＥＴ２８ａ－Ｃ４、ｐＥＴ２８ａ－Ｎ４、ｐＥＴ２８ａ－ＣＮ４进行核苷酸序列测
定，以获得ｅｒｐ（４基序）的突变序列，具体工作由生工生物工
程（上海）有限公司完成。

１．８　ＩＰＴＧ诱导表达重组蛋白并检测
接种环划线 ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐｌｓｙｓ（ｐＥＴ２８ａ－Ｃ４、ｐＥＴ２８ａ－

Ｎ４、ｐＥＴ２８ａ－ＣＮ４），过夜培养１２ｈ，挑取单个菌落，接种于含
３０μｇ／ｍＬＫａｎ的 ＬＢ培养基中，于３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ下培养
１２～１６ｈ。将该菌液以 １％接种量接种于含 ３０μｇ／ｍＬＫａｎ
ＬＢ培养基的三角瓶中，于３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ下摇瓶３ｈ，加入
ＩＰＴＧ使终浓度达到１ｍｍｏｌ／Ｌ，于３２℃、１８０ｒ／ｍｉｎ下过夜诱
导表达，进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测。
１．９　重组表达产物的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析

将挑取的阳性菌落进行培养，加入ＩＰＴＧ，于３２℃下过夜
诱导表达，收集菌体，提取蛋白后进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析，检测时阳性血清为１∶２００倍稀释的兔
阳性血清，二抗为１∶８００倍稀释的ＨＲＰ标记的兔抗鼠ＩｇＧ。

２　结果与分析

２．１　野生型ｅｒｐ序列扩增
利用ＰＣＲ技术从结核分枝杆菌Ｈ３７Ｒａ基因组ＤＮＡ中扩

增出大小约为８５５ｂｐ的基因片段（图１），连接到 ｐＭＤ１８－Ｔ
载体中。

２．２　ＥＲＰ４基序突变体的构建
２．２．１　ＥＲＰ６基序突变体的构建　利用重叠延伸技术，以
ＥＰ１、ＥＰ３和ＥＰ２、ＥＰ４为引物，以重组质粒 ｐＭＤ１８－Ｔ－Ｅ为
模板，依次经过第１轮（图２）、第２轮（图３）ＰＣＲ扩增得到
ｅｒｐ６个基序的突变体片段，连接到 ｐＭＤ１８－Ｔ载体中。将含
有目的基因的重组质粒分别进行酶切鉴定和序列测定，与预

期结果一致，将重组质粒命名为ｐＭＤ１８－Ｔ－６。

２．２．２　ＥＲＰ４基序全长突变体的构建　利用重叠延伸技术，
以ＥＰ１、ＥＰ５和ＥＰ２、ＥＰ６为引物，以重组质粒 ｐＭＤ１８－Ｔ－６
为模板，依次经过第１轮（图４）、第２轮（图５）ＰＣＲ扩增得到
ｅｒｐ４基序的序列片段。
２．３　４基序缺失突变体及其表达载体的构建

利用ＰＣＲ技术，以 ＥＰ９、ＰＮ１、ＰＮ２、ＰＣ、ＥＰ１０为引物，以
ｐＭＤ１８－Ｔ－４为模板，扩增ｅｒｐ４基序 Ｃ－端、Ｎ－端和Ｃ／Ｎ－
端缺失基因片段，分别为４０５、４９５、２３１ｂｐ的产物（图６）。
　　缺失基因扩增产物和表达载体ｐＥＴ２８ａ（＋）经过 ＨｉｎｄⅢ
和ＸｈｏⅠ双酶切，经ＷｉｚａｒｄＰＣＲｐｒｅｐｓＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ
试剂盒纯化回收后用Ｔ４ＤＮＡＬｉｎｇａｓｅ进行连接，４℃过夜，连
接产物转化至ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ中，提取质粒进行酶切鉴定
（图７），将筛选得到的阳性重组子分别命名为ｐＥＴ２８ａ－Ｃ４、

ｐＥＴ２８ａ－Ｎ４、ｐＥＴ２８ａ－ＣＮ４。对其进行核苷酸序列测定，结果
表明其基因序列和阅读框架正确。
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２．４　ＩＰＴＧ诱导表达重组蛋白及ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析
将用于毒性蛋白表达的 ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ菌株作为

ｐＥＴ２８ａ－Ｃ４、ｐＥＴ２８ａ－Ｎ４、ｐＥＴ２８ａ－ＣＮ４融合基因的表达宿
主菌，经转化挑取单个菌落培养，ＩＰＴＧ过夜诱导，菌体处理
后，用ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析，结果表明菌体中含有目的蛋
白（图８），分子量大小分别约为１１．２、１５．４、４．８ｋｕ，与理论值
相符，表明融合基因可在ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ中实现表达。
２．５　表达产物的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析

ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ（ｐＥＴ２８ａ－Ｃ４）、ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ
（ｐＥＴ２８ａ－Ｎ４）和ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ（ｐＥＴ２８ａ－ＣＮ４）表达产物
进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ试验分析，结果表明，重组蛋白可以被
Ｈｉｓ－Ｔａｇ特异性抗体识别，在约１１．２、１５．４、４．８ｋｕ处出现识
别条带，而阴性对照在相同的位置没有条带（图９），表明毒性
蛋白在宿主菌中特异表达。

３　结论与讨论

结核病是由结核分枝杆菌引起的一种人畜共患病，它严

重威胁人类健康，大约每年导致１８０万人死亡［８］。ｅｒｐ基因是
结核分枝杆菌中一个重要的毒力基因，Ｃｈｒｉｓｔｉｎｅ等研究发现
Ｅｒｐ蛋白在分枝杆菌的细菌壁渗透性屏障形成中起重要作
用，Ｅｒｐ缺陷可造成细菌壁通透性的缺陷，使之可以透过一些
亲脂性物质，致使细菌对宿主的防御反应敏感，如活性氧、活

性氮和防御素等可以透过细菌壁而对细菌起到杀伤作用［９］。

Ｅｒｐ不仅仅是一种毒力因子，在麻风结核杆菌中还是一种免
疫优势抗原，可以诱发机体的细胞免疫和体液免疫。早期研

究空洞和非空洞结核病患者时发现，Ｅｒｐ蛋白仅可以刺激空
洞性结核病患者机体产生抗体，而在结核病潜伏感染者体内

很少甚至没有抗体产生［１０］。

Ｋｙｔｅ－Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ分析Ｅｒｐ蛋白时显示，Ｃ－末端富含疏水
性氨基酸可能与膜骨架网络和细胞质膜之间的连接有关。

Ｋｏｃｉｎｃｏｖａ等对耻垢结核分枝杆菌Ｅｒｐ进行突变，阐释该蛋白
疏水性Ｃ－末端将 Ｅｒｐ锚定在细菌表面。ＥＲＰ蛋白的 Ｎ－
端，ＰＧＬＴＳ重复区序列的不同对该蛋白质的致病性和输出运
输具有较大的影响，但是目前在ＥＲＰ基序变化以及Ｃ、Ｎ端功
能方面的研究还不是很清楚。

本试验成功克隆了结核分枝杆菌 ｅｒｐ，对 ｅｒｐ进行一系列
突变，得到４个基序的突变体，以 ｐＥＴ２８ａ（＋）为载体构建大
肠杆菌融合表达系统———ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ（ｐＥＴ２８ａ－Ｃ４）、
ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ（ｐＥＴ２８ａ－Ｎ４）和 ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ
（ｐＥＴ２８ａ－ＣＮ４），经ＴｒｉｃｉｎｅＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测，目的蛋白大小
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为１１．２、１５．４、４．８ｋｕ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果显示，目的蛋白
能被特异性抗体识别，本研究结果为进一步研究 Ｅｒｐ的功能
奠定了基础。
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山葡萄 ＤＦＲ基因全长 ｃＤＮＡ的克隆与序列分析
曹芳芳，李　娟，刘海峰
（延边大学农学院，吉林延吉１３３０００）

　　摘要：应用ＲＴ－ＰＣＲ和 ＳＭＡＲＴＲＡＣＥ等技术克隆山葡萄二氢黄酮醇４－还原酶基因的全长 ｃＤＮＡ序列，结果表
明，该基因全长１３６２ｂｐ，包括１０１４ｂｐ的完整开放阅读框，推测其编码３３７个氨基酸。该基因表达产物相对分子质量
为３７．５０ｋｕ，等电点为５．９５，是稳定蛋白，不包含信号肽。蛋白质疏水性分析结果表明，ＤＦＲ疏水性最大值为２．５１１，
最小值为－２．２６７，平均值为－０．１４６，整体表现为亲水性。二级结构分析结果表明，ＤＦＲ的二级结构主要以 α－螺旋
（３５．３１％）和不规则卷曲（４６．２９％）为蛋白最大量的结构元件。对不同植物ＤＦＲ氨基酸序列进行多重比对发现，同源
性较高，ＤＦＲ与ＮＡＤＰＨ结合区域和底物结合区域都表现出高度保守。用推导的氨基酸序列与蛋白质数据库进行同
源性比较，其氨基酸序列与欧亚种葡萄、大豆、矮牵牛等植物的 ＤＦＲ氨基酸序列两两比对的相似性系数分别为９８％、
７６％、７４％。
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　　山葡萄（Ｖｉｔｉｓａｍｕｒｅｎｓｉｓ）为葡萄科葡萄属多年生藤本植
物，植株似葡萄而细小。山葡萄是葡萄属中最抗寒的一个种，

是葡萄属植物抗性育种的珍贵资源，已被多个国家和地区所

重视。山葡萄是一种经济价值很高的野生经济植物，成熟后

的果实味甜酸，富含果汁，可生食，用山葡萄浆果酿造的葡萄

酒品质优良，是我国东北地区葡萄酒工业的主要原料。葡萄

酒具有预防心脑血管疾病的作用，原花青素［１］是其中最主要

的作用成分。研究表明，原花青素存在较强的抗氧化活性和

抗癌活性，对降低毛细血管的渗透性有重要的药理作用。葡

萄酒的品质与葡萄中原花青素的含量有直接关系［２］。花青

素类化合物也是植物中可溶性天然色素的主要来源，因此研

究花色苷植物资源有重要意义。花青素直接或间接影响果实

的外观颜色形成，在合成花青素过程中［３］，ＤＦＲ（ｄｉｈｙｄｒｏｆｌａ－
ｖｏｎｏｌ４－ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，二氢黄酮醇－４－还原酶）起决定性作用。
ＤＦＲ反应需要ＮＡＤＰＨ（还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸）
的参与。ＤＦＲ依赖 ＤＨＭ（ｄｉｈｙｄｒｏｍｙｒｉｃｅｔｉｎ，二氢杨梅黄酮）、
ＤＨＫ（ｄｉｈｙｄｒｏｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ，二氢堪非醇）、ＤＨＱ（ｄｉｈｙｄｒｏｑｕｅｒｃｅ
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