
本课题由美国中华医学会CMB 基金资助

作者单位: 110002　中国医科大学口腔医学院口腔内科学教

研室 (潘亚萍, 王红杨) , 基础医学院遗传学教研室 (金春元, 孙开

来)

血链球菌部分基因克隆及与
n if 基因同源序列初探

潘亚萍　王红杨　金春元　孙开来

摘要　目的: 分析血链球菌染色体DNA 片段序列, 探讨血链球菌遗传生物学特性。方法: 采用 TA 克隆技术将此片

段转化克隆并进行碱基序列测定, 通过 GenBank 进行同源分析。结果: 血链球菌A TCC10556 DNA 片段含有与固

氮菌高度同源的 n ifS、n ifU 基因, 同源分值为 114 点 (bits)。结论: 国内外首次报道血链球菌DNA 片段含有 n ifS、

n ifU 部分基因。

关键词　血链球菌　基因克隆　n if 基因

　　血链球菌属口腔固有菌群, 近年牙周病微生物

学研究显示血链球菌与大多数牙周可疑致病菌部

位检出率之间是一种负相关关系。体外实验证实血

链球菌对大多数牙周可疑致病菌均有很强的拮抗

作用, 拮抗机理一方面通过产生细菌素样物质, 一

方面通过过氧化氢的释放。细菌学检测也显示某些

顽固性牙周炎口腔缺乏原藉血链球菌。因此, 深入

研究血链球菌生物学特性, 特别是遗传学行为将为

利用血链球菌及其产物防治牙周病提供有效的实

验数据, 也将对口腔微生物学的深入研究具重要意

义。

1　材料和方法

1. 1　PCR 扩增及产物纯化

血链球菌 (Strep tococcus sanguis, S. s)A TCC10556 染色

体 DNA 为模板, 引物为 S12S2 即 5’GA GGTCCA CA 3’,

5’CCTCT GA CT G 3’。用 PCR 方法扩增特异基因片段。50

Λl 体积 PCR 反应体系为 94℃ 1 分钟、45℃ 1 分钟、72℃ 1

分钟, 最后 72℃延伸 7 分钟, 35 个循环。扩增产物经 8% 聚

丙烯酰胺检测后, 用 1. 5% 的低熔点琼脂糖回收特异DNA

片段, 回收的DNA 用W izardTM PCR P rep s DNA 纯化试剂

盒进行纯化, 纯化产物经紫外分光光度计进行定量。

1. 2　PCR 产物的克隆

用 TA 克隆系统 (Eukaryo tic TA clon ing system , Invit2

rogen) 通过载体连接将上述 PCR 产物直接克隆到 PCR TM 3

真核表达质粒上。

1. 3　质粒提取

采用质粒纯化试剂盒 (p lasm id m in i k it)快速提取质粒。

1. 4　筛选阳性克隆

采用限制性内切酶分析方法, 用 EcoR É 消化重组质

粒, 37℃消化过夜后经 12% 聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定插入

子的片段大小。

1. 5　DNA 片段碱基序列测定

采用荧光素引物标记法 (D ye2P rim er) , 使用荧光素标

记的通用引物 T 7。用AB I PR ISM 310 全自动遗传分析仪对

带有原 PCR 产物的重组体 PCR 32S. sr 进行测序。

1. 6　蛋白氨基酸同源序列分析

将已知碱基序列转换为氨基酸序列, 进入 GenBank 系

统进行蛋白氨基酸同源序列分析。

2　结　　果

2. 1　血链球菌 PCR 扩增及产物纯化结果

PCR 扩增合成的DNA 片段长度约为 800 碱

基对 (base pair, bp)清晰单一条带, 经过低熔点琼脂

糖回收及纯化符合克隆条件 (图 1)。

2. 2　 血链球菌DNA 片段阳性克隆鉴定

PCR TM 3 有两个 EcoR I 酶切位点, 重组质粒

PCR 32DNA S. sr 经过 EcoR I 消化后预计得到 816

bp 的含DNA S. sr 基因的片段。电泳结果显示所选

择的质粒与预期相符, 克隆成功 (图 2)。

2. 3　血链球菌克隆基因序列分析结果

根据限制性内切酶分析结果, 测序后所读出的

序列应为载体序列→S12S2 引物序列→S. sr DNA

碱基序列→载体序列, 测序结果与预期完全相符。
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2. 4　血链球菌克隆基因蛋白同源序列分析

通过 GenBank 的D atabase sim ilarity search 检

测, 显示氨基酸序列的 6 个阅读框架与 n ifS,

n ifU 基因具有高度同源性, 与已知 16 个微生物

n ifS 和 n ifU 基因含有部分同源序列, 同源分值为

114 点, 符合同源标准 (表 1)。
表 1　ATCC10556 n if 基因同源序列分析

细菌名称
(Genebank
分类号)

A TCC10556
克隆表达基因
碱基序列号

被查询的细菌
蛋白基因碱基

序列号

阅读
框架

同源
分值

麻风分枝杆菌 　　558～ 701 　113～ 160 + 3 　107

S72754 365～ 544 47～ 106 + 2 91

大肠杆菌 9～ 140 329～ 372 + 3 102

d1016178 143～ 223 373～ 399 + 2 73

麻风分枝杆菌 24～ 134 536～ 572 + 3 99

e335040 152～ 223 578～ 601 + 2 54

集胞藻菌属 30～ 203 344～ 401 + 3 114

d1011196 143～ 229 381～ 409 + 2 79

麻风分枝杆菌 27～ 179 345～ 395 + 3 105

s72761 150～ 220 386～ 408 + 2 72

大肠杆菌 18～ 131 326～ 363 + 3 74

882705 146～ 220 368～ 392 + 2 70

肺炎支原体 371～ 529 44～ 96 + 2 89

p75297

肺炎克氏杆菌 392～ 493 51～ 84 + 2 69

s37295 597～ 656 101～ 120 + 3 43

大肠杆菌 383～ 502 49～ 88 + 2 76

l788878

流感嗜血杆菌 383～ 502 49～ 88 + 2 75

1573346

流感嗜血杆菌 383～ 502 74～ 113 + 2 75

c64064

流感嗜血杆菌 24～ 119 365～ 396 + 3 61

I64114 155～ 220 408～ 429 + 2 48

兰绿藻目菌 392～ 502 56～ 92 + 2 71

2183204 603～ 656 108～ 125 + 3 36

酵母菌 389～ 502 84～ 121 + 2 71

s69049

棕色固氮菌 383～ 502 49～ 88 + 2 70

2271522

生殖支原体 371～ 511 44～ 90 + 2 67

p47579

3　讨　　论

3. 1　血链球菌部分DNA 片段基因克隆与表达分

析

本实验采用的 TA 克隆技术原理是 T aq DNA

聚合酶具有一种非模板依赖性的活性, 能在双链

DNA 分子的 3’ 末端添加一个A。因此, PCR 产物

的 3’ 末端均突出一个A , 真核 TA 克隆系统正是

利用 T aq DNA 聚合酶这种特性设计了一种 3’ 末

端突出单个 T 的能在哺乳动物细胞直接表达的线

性质粒 PCR TM 3。根据 T 2A 互补原理, PCR 产物可

以直接连结到真核表达载体上 1, 2 。本文选择较短

一对引物即 10 个碱基, 目的在于寻找口腔链球菌

DNA 多态位点的差异, 结果显示A TCC 10556 在

PCR 扩增产物 800 bp 左右有一DNA 条带, 扩增结

果稳定, 显示较强的特异性, 经过纯化仍可扩增说

明特异及纯化度较高。通过核酸序列分析, 前 55 个

碱基为已知的载体序列, 55 位至 65 位为原引物序

列, 表明运用真核 TA 克隆表达 PCR 产物获得成

功, 并获得了部分血链球菌的遗传基因。

3. 2　血链球菌 n ifS、n ifU 基因同源序列分析

n if 基因 (n itrogen fixed gene) 被发现在固氮菌

中, 属于固氮酶基因 3～ 5 。W alter A rno ld 于 1988 年

首次报道克氏肺炎杆菌 n if 基因全序列为 24206 个

碱基的DNA 片段, 其中 n ifS 和 n ifU 是固氮酶的成

熟基因 6 。血链球菌A TCC 10556 的DNA 片段与

16 种微生物的 n if 基因进行同源序列分析, 显示具

有较高的同源性。在血链球菌DNA 片段克隆表达

的氨基酸序列中, + 2 阅读框架主要含有 n ifU 基因

同源序列, + 3 阅读框架主要含有 n ifS 同源基因序

列。

3. 3　血链球菌 n if 基因的生理功能推测

对于固氮菌的生理功能研究提示, 此类细菌具

有自生固氮活性 7 。通过氧呼吸和吸氢酶的作用达

到避氧固氮, 同时在固氮中释放氢气, 其中钼铁蛋

白和铁蛋白复合物- 固氮酶起催化调节作用 8 。

血链球菌是口腔链球菌中释放过氧化氢的微

生物。血链球菌主要通过释放过氧化氢和细菌素达

到防止外来菌侵入口腔的作用。什么机制导致血链

球菌能够释放过氧化氢而其它细菌如变形链球菌、

唾液链球菌无此功能一直未有明确答案。血链球菌

是口腔早期定植菌, 除了血链球菌具有较强粘附牙
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面的作用, 导致血链球菌长期存留于口腔可能与其

它影响因素有关。血链球菌不属于固氮菌, 却含有

n ifS、n ifU 基因, 能否推断血链球菌具有类固氮样

作用, 在血链球菌营养代谢中显示比其它细菌更具

有优势而存在于口腔。通过对固氮菌在固氮过程中

释放氢气提示血链球菌释放过氧化氢的机理可能

与 n if 基因表达相关, 因此深入研究 n if 基因表达与

血链球菌产生过氧化氢机理相关性研究具有重要

意义。

(本文图见中心插页 2)　　
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Abstract
Objective: To analyze the sequence of S trep tococcus sang u is ch romosom e w h ich con tain s one DNA fragm en t of 800 base pairs

(bp) and discuss S trep tococcus sang u is bio logical features of heredity. M ethods: S trep tococcus DNA of 8002bp genetic fragm en t

w as cloned and analyzed by using eukaryo tic exp ression vecto r. Results: By Genebank’ s database, it show ed that the 8002bp ge2
netic sequence w as h igh ly homologousw ith o ther bacterial n ifS and n ifU gene, and the h ighest homologous sco re w as 114. Con2
clusion: th is n if gene of A TCC 10556 strain m ay co rrelate w ith nutrien t m etabo lism and perox ide hydrogen release of S trep tococ2
cus sang u is.

Key words: 　S trep tococcus sang u is　　gene clone　　n if gene

第七届全国副省级城市口腔科学学术会议征文通知

第七届全国副省级城市口腔科学术会议拟定于 1999 年 10 月在浙江省宁波市召开。会议采取专题学术讲座与论文交流相

结合的形式, 对口腔医学的科研、新技术和临床等方面的成果进行交流。来稿请寄论文全文及 500 字左右的摘要各一份, 以便

编印论文汇编。稿件请寄浙江省宁波市第一医院口腔科李哲光医生收 (邮政编码 315010) , 信封上注明“副省级城市口腔科学

术会议论文”。截稿日期 1999 年 5 月 31 日。欢迎全国各省、市同道参加会议。

(第七届全国副省级城市口腔科学术会议筹备组)
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