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[文章编号]1000-2200(2008)024)132-03 ·基础医学·

变形链球菌表面蛋白编码基因载体质粒pMD-pac构建
吴志刚1．刘建国2。洪献忠3

【摘要】目的：获取变形链球菌国内临床株表面蛋白PAC编码基因pac并构建载体质粒，为构建植物表达基因载体做前期准

备。方法：以国内检出率最高的变形链球菌临床分离株(血清C型)的基因组DNA为模板，通过PCR扩增获取表面蛋白PAc

编码基因pac；通过T．A克隆构建中间载体pMDl8一pae质粒，对其分析鉴定。结果：目的基因成功的连接到中间载体上。结

论：获取的目的基因经测序和比对表明，其与变形链球菌表面蛋白的相关编码基因在核苷酸序列和蛋白同源性上都很高，可

以作为抗原基因进一步研究。
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Construction of recombinant plasmid can'yiIIg pac genes of Streptococcus mutans b湖r'faee protein
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[Abstract]Objective：To obtain the pae gene encoding 8urface protein PAC of Streptococcus mutans(S．m咖砸)，which心isolated
from clinical strain in China，and to construct the recombinant plagmids vector containing the pac gene，which will provide缸thel-study
for edible plants vaccine against dental caries．Methods：According to the sequence of pac gene，a pair of pae gene specific primers W88

designed and synthesized；By using PCR the target DNA fragment was amplified from genome of semtype c of S toucans which was

highest frequency of clininal isolates in China．The recombinant intermediate vector pMDl8-pae WaS constructed through T-A cloning

and identified by sequencing．Results：The sequences of cloned pac gene Wag high homology with that of pae gene reported from

refbrence8．Conclusions：The sequence of pac gene obtained in this study C811 be used to further study for preparation of DNA vaccine

against dentalcaries．
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变形链球菌群(Mutans streptococci，MS)是人和

动物的主要致龋菌，从人类口腔中检出的MS主要

是变形链球菌(Streptococcus mutans，简称变链菌，血

清型c、e、f)和远缘链球菌(Streptococcus sobrinus，血

清型d、g)¨’2J，尤其是血清型c变链菌检出率最高，

可达80％H J。表面蛋白PAC是变链菌表面主要的

粘结素之一，全分子表面蛋白或其多肽片段在体外

都具有较好的免疫原性，提示他们的相应编码的

pac基因都可能作为候选抗原基因。但不同变形链

球菌的粘结素不同，与之反应的唾液成分(配体)不

同，粘结素与不同配体结合，生物学意义可能也不

同。本实验采用临床检出率最高的分离株(血清e

型)H1的基因组DNA为模板，根据报道的pac基因
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序列设计合成引物体外扩增目的基因，以进一步研

究其与国外报道的基因之间的同源性，并构建国内

临床株表面蛋白编码pac基因的中间质粒载体。为

下一步的转基因植物表达载体构建做前期准备，进

一步与其他变形链球菌菌株来源的表面蛋白编码基

因【51进行对比研究。

1材料与方法

1．1 主要试剂与仪器TakaRa LA TaqDNA聚合

酶，DNA分子量Marker入一Ecotl4 digest，Ligation Kit

Ver．2连接试剂盒，pMDl8·T Vector、Control Insert

(TakaRa生物工程有限公司，大连)。胶回收试剂盒

(元泰，成都)，基因组DNA抽提试剂盒(北京赛百

盛)，RNase A(Sigma公司，美国)，低熔点琼脂糖

(Sigma公司，美国)，余均为分析纯级化学试剂。
职C-lOOTM型PCR仪(MJ Research，lnc．，美国)。

1．2菌种变形链球菌临床分离株和标准株(四

川大学华西口腔医学院分子生物学实验室刘天佳教

授惠赠)，JMl09菌株(中科院成都生物所马欣荣博

士惠赠)。

  



1．3 方法

1．3．1 引物的设计与合成根据文献№o报道的

pac基因序列在National Bioscience Inc研制的分子

生物学软件Oligo 6．0上设计合成并评价PCR引

物。引物由TaKaRa生命技术工程公司合成并经高

效液相色谱法(HPLC)脱盐纯化定量。上游引物5’一

GCG CCA 7rAT GAA GGT CAA AAA AAC rITIIA CGG

Trr TCG-3’；下游引物5 7-GGC GGT ACC ATC 7rrr

CTT AGC CTr’rAA ACC AAG C-3’。

为便于目的基因与原核表达载体pET32a(+)

的定向重组，在上游引物的5 7端加入NdeI限制性内

切酶酶切位点，在酶切位点的5’端有4个保护性碱

基。下游引物的5 7端加入印nI限制性内切酶酶切
位点和3个保护碱基，并去除终止密码，以便下一步

与霍乱毒素B亚单位(CTB)基因嵌合，表达融合蛋

白。

1．3．2变形链球菌基因组DNA提取及鉴定取变

形链球菌C型临床株将菌种接种rIPY平皿，37℃微

需氧培养48 h，检查菌落生长情况，镜检无污染。挑

单菌落接种Ⅱ'Y液体培养基，37℃微需氧培养

48 h，镜检无污染。DNA抽提试剂盒提取各菌株

DNA。紫外分光光度计测定DNA在260 nm和280

nln处的吸光度值(OD)值。0．7％琼脂糖凝胶电泳

(80 V，2．5 h)，20℃保存。
1．3．3 目的基因片段的体外扩增PCR反应体

系：变形链球菌基因组DNA l斗l，10×LA PCR

buffer II 5山，MgCl2(25 mm01)5一，dNTP mixture

(各2．5 mm01)8一，上游引物(10 pmoV一)2出，

下游引物(10 pmoL／山)2 p．1，LA Taq 0．5 V,1，ddH20

6．5斗l共50灿l。循环参数：94℃5 min，(94℃
l min，55 oc 1 min，72 oC 4 rain)x35个循环，72℃

延伸10 mino

1．3．4回收与纯化扩增产物PCR产物以0．7％

低融点琼脂糖凝胶电泳验证是否获得4．7 kbp大小

的目的基因。按照试剂盒操作说明方法用胶回收试

剂盒回收PCR产物，一20℃保存。

1．3．5连接反应(1)取实验一已纯化的pac基因

PCR扩增产物1¨l，pMDl8一T Vector 1“l，Ligation
Kit Ver．2连接试剂盒中的solution 110 td，ddH20 8

m。(2)阳性对照pMDl8一T Vector l wl，Control
Insert I一，solution 110斗l，ddH20 8山，将上述2管

置于forotoe恒温金属浴16 oC×12 h。

1．3．6感受态细胞的制备及连接产物的转化参

照文献执行¨J。

1．3．7重组子的筛选和提取参照质粒提取试剂

盒说明书进行。
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1．3．8重组子的酶切鉴定根据pMDl8一pac载体

和已知的pac序列选取睁nI、NdeI、XhoI、SalI做单

酶切，砀nI、NdeI双酶切。

1．3．9测序将已构建并酶切鉴定的质粒pMDl8一

pac送上海联合基因公司测序。

2结果

2．1 DNA定量及鉴定变形链球菌临床分离株和

标准株全细菌基因组DNA抽提产物经1％琼脂糖

凝胶电泳均为单一条带，约23 kbp，证实其完整，无

降解，无RNA污染。OD260／OD2∞比值为1．6一1．8

之间，说明抽提产物无蛋白质、酚污染(见图1)。

M：k一厨dⅢDNA Marker,l一7：C型临床株

图l S mutans菌株DNA条带

2．2 PCR扩增产物电泳结果 以变形链球菌(血

清c型)临床分离株基因组DNA为模板，扩增出约

4．7 kbp的目的基因片段，分子量与预计的相同(见

图2)。

M1：制备的4．7 kbp对照；1、3如：临床分离株：
2：空白对照；M2：k-Eeotl4 Marker

图2 S mutans临床分离株pae基因扩增产物

2．3重组子的酶切鉴定NdeI单酶切切出大小约

150 bp、7 250 bp左右两个片断；XhoI、SalI单酶切切

出一约7 400 bp大小的片断；KpnI单酶切切出的片

断在电泳图上只看到一条约7 400 bp的片断，但分

析酶切图谱可知应该还有一大小20 bp的小片段考

虑在此无法分辨；KpnI和NdeI双酶切获得4 700

bp、2 550 bp、150 bp左右3个片断(见图3)。通过

以上酶切分析，pac基因为反相插入到pMDl8一T

Vector(随后酶切分析了其它12个重组子也是如

此，原因尚不清楚)(见图4)，但因为是中间载体故

并不影响下一步实验的进行。
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M：k—Eeotl4 Marker．1：Nde I；2：Xho I：

3：Sa／I；4：Kpn I；5：Nde I、Kpn I双酶切

图3 pMDl8一pae酶切电泳图

图4 pMDl8-pae质粒示意图

2．4测序以通用引物M13+和M13一双向测定，

正反向walkin98个反应，共计10个反应。将拼接组

装后序列用生物软件与报道的pac基因序列进行比

对，表明本实验所获得的目的基因与已报道的pae

基因核苷酸序列‘61同源性达99％。

3讨论

龋病是严重危害人类健康的口腔疾病，人群中

的发病率约40％，老年和青少年中的发病率高达

90％以上。为找到一个安全有效的防龋疫苗近年国

内外学者进行较深入的研究伸“0I。但对于表面蛋白

等抗原分子结构的基础研究上，还存在一些问题：

(1)表面蛋白等抗原分子的二级结构和三级结构仍

不确定。相同性质的黏附决定簇在一级结构中可能

相距甚远，但在天然分子立体结构中，经反复折叠使

这些氨基酸聚在一起，构成一个或多个黏附功能

区∞’9’loJ。基因工程技术制备的用于黏附相关研究

的基因工程多肽的结构与全细胞表面蛋白天然全分

子立体结构间有一定差异，而且这些多肽的结构也

不甚清楚。不同变形链球菌菌株的表面蛋白编码基

因具有遗传多肽性【l川，其分子结构的功能多肽片

段可能有所不同，所提供的结合位点可能也有差异。

(3)不同变形链球菌的黏结素不同，与之反应的唾

液成分(配体)不同，PAe主要与富脯蛋白、黏蛋白

和溶菌酶结合。本实验采用国内检出率最高的表面

链球菌分离株(血清c型)的表面蛋白编码基因作

为研究对象，设计特定引物直接从变形链球菌染色

体DNA中成功的扩增出约4．7 kbp的EI的基因，并

利用T—A克隆法将目的基因成功的连接到中间载

体上，经限制性内切酶单酶切、双酶切初步判断获得

了所要的目的基因。经测序和比对表明目的基因与

变形链球菌表面蛋白的相关编码基因在核苷酸和蛋

白同源性上都很高，可以作为抗原基因来构建防龋

疫苗。其所包含的功能黏附多肽片段及所提供的抗

原结合位点等方面可能与其他的报道基因”1有所

差异，在诱导的免疫应答反应上是否也有所区别，尚

需进一步研究。
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