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【摘要】　目的　了解口腔链球菌丙酮酸氧化酶基因调节区的分子结构。方法 　将从口腔链球菌丙酮酸氧化

酶基因 ( Sopox) 的上游区序列体外扩增得到的 ,并经证明含有启动子活性的 1130 kb片段和 PBK-CMV质粒 DNA用

HindⅢ单酶切产物连接 ,转化 E. coli JM109 ,筛选阳性菌落 ,增菌后取质粒DNA ,再经 HindⅢ酶切鉴定。将阳性克隆

进行 DNA序列分析。结果　重组克隆酶切产物经 1 %琼脂糖凝胶电泳显示 ,获得约为 1130 kb的条带 ,与预计片段

大小相符证实其为阳性重组克隆。重组克隆测序获得 Sopox基因上游序列共计 1 350 bp。结论　Sopox基因调节区

序列的获得为进一步阐明口腔链球菌产生过氧化氢的分子机理奠定基础。
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【Abstract】　Objective　To elucidate the molecular structure of pyruvate oxidase gene promoter.Methods　The 1130 kb

fragment with promoter activity , amplified from upstream of Streptococcus oralis pyruvate oxidase gene ( Sopox) , was cloned into

vector PBK-CMV. The positive transformed E. coli JM109 clone was selected , the recombinant plasmid was further identified with

restriction mapping analysis. The positive recombinant plasmid was studied with sequence analysis. Results　After digesting the

recombinant plasmid with Hind Ⅲ, 1 % agarose electrophoresis showed 1130 kb fragment , which was consistent with predicted

size. Sequence analysis revealed 1 350 bp. Conclusion　The Sopox promoter region is sequenced. Further characterization of the

Sopox promoter region will elucidate the molecular mechanism of H2O2 production of streptococcus oralis .
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　　血链球菌和口腔链球菌通过丙酮酸氧化酶使丙

酮酸盐氧化产生过氧化氢 1 ,从而在拮抗牙周致病

菌、维护牙周健康中起重要作用2～5 。为了阐明口腔

链球菌等产生过氧化氢的调节机理 ,在对口腔链球菌

丙酮酸氧化酶基因 ( Sopox)成功克隆和序列分析的基

础上6
,本课题组对口腔链球菌丙酮酸氧化酶基因的

上游区序列进行了体外扩增 ,得到了 213 kb左右的

特异性条带 7 ,将此片段克隆至启动子探针型载体

PKK232-8中 ,证明该扩增片段中含有启动子活性。

为了进一步了解口腔链球菌丙酮酸氧化酶基因调节

区的分子结构 ,本实验将其克隆至真核表达载体

PBK-CMV进行 DNA序列分析。

1　材料和方法

1. 1　材料

菌种 E. coli JM109及真核表达质粒 PBK-CMV (原华西医

科大学感染免疫研究室提供) ,DNA胶回收试剂盒 (上海华舜

公司) ,限制性内切酶 HindⅢ( GiBco BRL公司 ,美国) ,生化试

剂 IPTG,5-溴-4氯-3吲哚-β-D-半乳糖苷 (X-gal) (华美生物工程

公司) ,高速台式冷冻离心机 (Beckman公司 , 美国) ,Biorad-

Model 200Π20电泳仪 (Biometra公司 ,德国)。

1. 2　重组质粒 DNA的构建

在琼脂糖凝胶上分离目的片段 (1130 kb)后 ,切下含目的

片段的胶条 ,使用华舜公司的小量胶回收试剂盒回收 DNA片

段 ,按其说明书操作。采用公司提供的缓冲液和推荐方法 ,对

质粒 PBK-CMV用 Hind Ⅲ酶切 , 酶切完成后用 2倍无水乙醇

沉淀 ,10 000 rΠmin离心 5 min收集DNA ,70 %乙醇洗涤 ,干燥溶

解于 DD H2O中。取 44μl溶于 DD H2O的酶切完全的质粒载

体 DNA ,加 1μl牛肠碱性磷酸酶及 5μl 10倍的缓冲液 ,37℃反

应 1 h ,用等体积苯酚 ,氯仿Π异式醇抽提后 ,2倍无水乙醇沉淀

·053· 华西口腔医学杂志　WCJS　2003年 10月第 21卷第 5期　　　　　　　　　　　　　　　　　



12 000 rΠmin离心 10 min ,70 %乙醇洗净 ,干燥将沉淀溶于44μl

DD H2O。在总体积为 10μl 反应体系中按比例 (摩尔比 3∶1)

加入供体 DNA及载体 DNA ,再加入 1μl DNA连接酶于 16 ℃

作用 30 min。

1. 3　转化大肠杆菌 E. coli JM109

采用氯化钙法制备大肠杆菌 JM109 感受态细胞 8 。取

2μl连接产物于 EP管中 ,加入 200μl 感受态细胞 ,轻轻混匀 ,

冰浴 30 min ,42 ℃热冲击 90 s ,冰浴 2 min ,加入 018 ml SOC ,

37 ℃振摇 1 h ,将菌体涂布 LB平板 , 并加入 011 mmolΠL IPTG

15μl , X-gal 20μl ,37 ℃培养 18 h ,至转化子长出。

1. 4　重组克隆的筛选鉴定和序列分析

挑取琼脂板上的白色菌落接种于 5 ml含抗生素 (10 mgΠL

卡那霉素)的 LB培养液中 37 ℃振摇过夜 ,取适量菌液 ,抽提

质粒DNA ,以 HindⅢ酶切 ,1 %琼脂糖凝胶电泳鉴定 ,筛选阳性

克隆。阳性克隆送 TakaRa公司完成核苷酸序列分析。

2　结　　果

2. 1　重组克隆的酶切鉴定

将口腔链球菌丙酮酸氧化酶基因调节区

1130 kb酶切产物行胶回收后和 PBK-CMV质粒 DNA

用 HindⅢ单酶切产物连接 ,转化 E. coli JM109 ,筛选

得到 1个单菌落 ,增菌后取质粒 DNA ,再经 Hind Ⅲ酶

切鉴定。酶切产物经 1 %琼脂糖凝胶电泳显示 ,获得

约为 1130 kb的条带 ,与预计片段大小相符证实其为

阳性重组克隆 (图 1) 。

图 1　PBK-CMV重组质粒 DNA经 HindⅢ酶切后电泳图

Fig 1 　Agoarose electrophoresis map of Hind Ⅲ digested recombinant

PBK-CMV

A　重组质粒 DNA ;B　重组质粒 DNA酶切 ;C　λDNAΠHindⅢ

2. 2　口腔链球菌丙酮酸氧化酶基因调节区的测序

分别采用 T7 和 T3 引物对经酶切鉴定的重组克

隆测序。由于片段较长 ,一次不能测得全部序列。因

此共进行了 3 个测序反应最后获得 Sopox 基因上游

序列共计 1 350 bp。(见图 2 ,黑体部分为测序引物与

克隆酶切位点之间的载体序列) :

GCTGGAGCTCGCGCGCCTGCAGGTCGACACTAGTGGA

TCCAAAGAATTCAAAAAGCTTTAAAAAATAGTCGAGGCG

GCTATACGACGCCACAAGAACGTTCATTAGTGAAATATTTGG

TTGCCAAATCAGGCTTACCGACTAGTGTGATTAATATTTTGGT

TAACTATGTTTACAACATTCAACAACAACCGACTTTAAAAGC

GGAGTATGTGGATCGAATTGCGAATGAATGGGGACAAAGTGG

CATTCATTCACCAGAAAAAGCAATTGAACATGTCAGAGAATT

GGCAAAACAAAGCCATACCAAACAAAAACAGCGACAACAAA

ATTATTCAGGGAAACGCCAAACTGTTCGACAAGAGCGATTGC

CAGAATGGCAGATCAGCCAAACGATGAAACAAAACTTTCCCC

AGGAAGAACAAGCCGAGTTAGATCGACAAATTCAAGAATTTT

TAAACCAAGGAGGTGACCAATGATGGAAGACGTAGGAAAGA

AATGTCAAAAATTATCCAGAAGCGTGACATCAAATGAACGAT

ATGAAGAGCTGGTTAACGAAGTATTGAAAGATCAAGATGTTC

AAGCCTTTATACAAGCAAACCGAGAGCGTTTAAGCGATGAAG

ATATTCGTAAAAGTTATGCTAAGCTGTATGAATTTGTTCAAGA

AAAAAAGAAATTTCAATTAAACGATCCAGCAATGATTGCTCC

AGGCTATGAGCCAAGATTAATGTTGAATTTTCATTACATTGA

TGTAACGTATGTCCCAACGGCTGATTTAATCGCCCGTCAGAA

GGAAGAAGAAATTCGTAATCGAGTAAGGGCAATGGACATGCC

AAAAGATGTCCGAGAAGCAAATTTACGAGATTTCGATCCATC

TTCTCAAGGTCGAGCCAAAGCGTTAGCAGAAGCAATGCAATT

TTTAAGAGAATATCCTGCGACACCAAAAGAATTTCATAAAGG

GATCTATTTACAAGGTCCCTTCGGTGTAGGAAAATCTTTCTT

ATTAGGTGCGATGGCTAATGCTTTAGCAGAACGTGGATTTAC

TACGACAATTGTTCATTTTCCAACATTTACAGTAGAAATGAA

GCAAGCCATTGGTCGCGATCAAGTTGGTGAAAAGCTCGATGC

AGTAAAAAAATCCCCTATATTAATGATTGATGACATTGGTGC

GGAATCCATGACTAGTTGGATTCGTGACGACGTTTTAAGCGT

AATCTTGCAATACCGAATGCAAGAACAATTAGTTACTTTTTT

CTCTTCCAATCTAGATTTAAAAGCTTCTCGAGAGTACTTC

TAGAGCGGCCGCGGGCCCATCGATTTTCCACCCGGG

TGGGGTACCAGGTAAGTGTACC

图 2　Sopox基因上游序列

Fig 2　The sequence of Sopox promotor region

3　讨　　论

质粒 PBK-CMV 是目前比较常用的真核表达质

粒 ,来源于美国 Strategene公司 ,它除了具有真核表达

质粒所必备的功能元件 ,如真核表达启动子 CMV ,多

克隆位点 , 终止信号 ,牛生长激素 Poly (A) ,真核表达

抗性标志-SV40 ,启动子启动的卡那霉素抗性基因 ,原

核复制子等外 ,还具有一个最大优点就是它在 810～

1 183 bp处含有β-半乳糖苷酶基因 ( LacZ) ,该基因可

通过α-互补来使载体具有颜色筛选标志。具体原理

是 :PBK-CMV含有 LacZ的调控序列和头 146个氨基

酸的编码信息。在这个编码区中插入一个多克隆位

点 ,它并不破坏阅读框架 ,也不影响功能。虽然质粒

和宿主细胞编码的片段各自都没有酶活性 ,但它们可

以融为一体 ,形成具有酶学活性的蛋白质 ,从而使
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LacZ基因上缺失近操纵基因区段的突变体与带有完

整的近操纵基因区段的β-半乳糖苷酶阴性的突变体

之间表现互补 ,即α-互补。由α-互补而产生的 Lac +

细菌在显色底物 5-溴-4 氯-3 吲哚-β-D-半乳糖苷 (x-

gal)存在下形成蓝色菌落。当外源 DNA插入到质粒

的多克隆位点后 ,导致产生无α-互补能力的氨基酸片

段。因此 ,带有重组质粒的细菌形成白色菌落 9 ,10 。

通过 PBK-CMV这种用颜色使重组子泾渭分明的特性

使初筛工作量较那些只能靠酶切电泳的质粒大大减

少 9 ,另外 ,从物理图谱上可见 PBK-CMV具有便于测

序用的公用引物 T3 和 T7。综上所述 ,在本实验中笔

者采用 PBK-CMV作为载体至少具有以下优点 : ①便

于测序 ;②阳性菌落筛选迅速简便 ; ③有利于启动

子活性片段的保存 ,笔者既然已经将此片段重组入

PBK-CMV ,就可以直接从重组质粒中切下此片段再克

隆至其他载体 ,如 PBV220 等 ,这比用 PCR产物克隆

要容易得多。

测定 DNA核苷酸序列是分析基因结构和功能重

要步骤。测序反应是利用引物与单链 DNA模板相退

火 ,在 DNA聚合酶的作用下进行延伸反应 ,并在双脱

氧核苷三磷酸作用下进行碱基特异性的链终止 ,然后

采用聚丙烯酰胺凝胶电泳区分长度相差一个核苷酸

的单链 DNA ,从而完成测序反应。目前 DNA测序反

应可以通过自动测序仪来完成 , 但由于测序反应中

模板 DNA引物、DNA聚合物、双脱氧核苷三磷酸受温

度和时间等因素影响 ,大分子 DNA尚不能一次完成

全部序列的测定。本实验克隆片段长约 1130 kb ,因

此通过 3次反应 ,并再次设计引物 ,最后才获得了全

部序列。
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