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摘要　对参与蛋白质生物合成的转录产物 RNA 进行异硫氰酸胍提取, 氯化铯超速离心纯化以及RNA 点印迹杂

交, 测定重组乳链球菌中特定的RNA , 分析影响重组基因表达的因素。紫外分光法测定获得高浓度 (5～ 8 m göm l)、

纯度 (OD 260öOD 280> 210)RNA。以切口平移生物素标记DNA 探针并进行DNA 2RNA 点印迹杂交, 光基因核酸系统

检测结果提示, 乳链球菌HL 107, HL 45 均含有与变形链球菌相同的特定PA c2mRNA 靶序列及密度扫描影像。提示

PA c2mRNA 作为指导蛋白质合成的中介物存在于重组乳链球菌中, 使重组乳链球菌完成了克隆 pac 基因的表达。
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　　根据遗传信息传递表达的中心法则, 遗传信息

从DNA (基因) →RNA →蛋白质 (性状) , 由蛋白质

分子表现各种不同的信息功能。这种从基因到蛋白

的过程称为基因表达。在以DNA 为遗传物质的细

胞的基因表达过程中, RNA 是DNA 指导蛋白质

合成的中介物, 在遗传信息的传递中起着承上启下

的作用。本课题对变形链球菌pac 基因在乳链球菌

中的表达产物 PA c 进行了检测分析, 发现重组子

产生的 PA c 量略低于供体菌变形链球菌, 为了提

高克隆基因的表达水平, 本研究对参与蛋白质生物

合成的转录产物 RNA 进行异硫氰酸胍提取, 氯化

铯超速离心纯化 1 以及 RNA 点印迹杂交 2 , 以测

定重组乳链球菌中特定的 RNA , 分析影响重组基

因表达的因素。

1　材料和方法

1. 1　菌种和培养基

变形链球菌 Ingb rit t; 重组乳链球菌 HL 45 (pL F45) ,

HL 107 (pL F107) ; Todd2H ew itt 液体培养基。

1. 2　主要试剂和仪器

G IT 缓冲液; 517 mo löL 氯化铯, 011 mo löL ED TA ; 生

物缺口标记系统 (B ioN ick L abeling System , 美国L ife T ech2

no logies 公司) ; 光敏基因核酸检测系统 (Pho togene N uclei

A cid D etect ion System 美国L ife T echno logies 公司) ; L 8260

M 超速离心机 (美国Benkm an) ; 96 孔过滤吸印仪 (中国·北

京) ; 尼龙膜(美国 Gibco BRL ) ; UV 2265 分光光度计 (日本·

岛津) ; CS2930 双波长薄层扫描仪(日本·岛津)

1. 3　异硫氰酸胍提取、氯化铯梯度超速离心制备RNA

1. 3. 1　接种重组乳链球菌 HL 45 (pL F45) , HL 107 (pL F

107) 至加有 5 Λgöm l 红霉素、20 m mo löL 苏氨酸的 Todd2

H ew itt 培养基中, 30℃培养 6 h。同时接种变形链球菌 In2
gbrit t 至 20 m mo löL 苏氨酸、Todd2H ew itt 培养基中, 37℃

厌氧培养 6 h。使培养物生长至 109öm l 细胞浓度。

1. 3. 2　室温下离心收集菌细胞。用 30% 棉子糖BH I 悬浮

沉淀细菌, 加 2 m göm l 溶菌酶、011 m göm l 乙酰溶菌酶,

37℃温育。G IT 缓冲液悬浮沉淀细菌。用 18 号针反复抽吸

混悬液, 分裂细胞。

1. 3. 3　取上相至超速离心管中, 加入 112 g 氯化铯, 待溶

解后再加入 114 m l 517 mo löL 氯化铯、011 mo löL ED TA ,

然后将样品悬液铺在溶液上方。取 SW 5011 转头, 于L 82
60M 超速离心机中, 21℃下 30000 röm in 离心 16 h。吸去上

清液, RNA 溶于 013 mo löL 醋酸钠, 加 215 倍乙醇沉淀。

14000 röm in 离心, 弃上清。将沉淀的RNA 样品溶于 200 Λl

0101% SD S T E 缓冲液, - 20℃保存。

1. 4　分光光度法测定RNA 含量

取 3 Λl RNA 样品加入 3 m l 灭菌水中稀释。在UV 2265

紫外分光光度计中读取RNA 在OD 260,OD 280值, 作图记录。

根据OD 260öOD 280比值估计核酸的纯度。

1. 5　RNA 点印迹

1. 5. 1　分别取 4 Λl RNA 样品 ( Ingb rit t, HL 45, HL 107) 加

入 50 Λl 1 mo löL 乙二醛、0101 mo löL 磷酸钠缓冲液中,

50℃温育 1 h。
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1. 5. 2　用 3 mo löL 氯化钠、013 mo löL 柠檬酸钠平衡尼龙

膜。

1. 5. 3　取 50 Λl RNA 样本在真空条件下加入多孔过滤吸

印仪中的尼龙膜上。

1. 5. 4　将点印迹尼龙膜置 80℃真空干燥 2 h。

1. 6　RNA 点杂交

1. 6. 1　用B ioN ick L abeling Systerm 缺口转移法制备生物

素标记 115 kb pac DNA 探针。

1. 6. 2　将 RNA Do t 尼龙膜置于 20 m mo löL T ris2HC l

(pH 810)缓冲液中, 100℃处理 5 m in。将Do t 膜放在塑料杂

交袋中, 加 250 Λlöcm 2 预杂交液, 42℃温育 4 h。取 8 Λl 5ngö

Λl 探针乙醇沉淀后溶于杂交液中, 100℃处理 10 m in 使探

针变性。去除预杂交液, 加变性探针溶液, 42℃水浴振荡过

夜。

1. 6. 3　加 2 m löcm 2 5×SSC, 015% (W öV ) SD S, 60℃洗膜 2

次, 每次 5 m in。加 011×SSC, 1% (W öV ) SD S, 50℃洗膜 30

m in。加 2×SSC 室温下洗膜 5 m in。用 1 m löcm 2 TBS2Tw en

20 洗膜 1 m in, 同时浸润 DNA 对照带。加 0175 m löcm 2

b lock ing 溶液, 65℃温育 1 h。

1. 6. 4　取 7 Λlö100 cm 2 SA 2SP, 用 TBS2Tw en 20 1∶1000

倍稀释后, 加入放有Do t 膜的杂交袋中, 温育 10 m in。用 12

m löcm 2 TBS2Tw en 20 室温下洗膜 2 次, 每次 15 m in。加 1

m löcm 2 1×终洗液, 室温下洗膜 60 m in。

1. 6. 5　暗光下吸取 0101 m löcm 2 检测剂于Do t 膜上, 使检

测剂扩散后用支持膜封闭。将Do t 膜与X 线胶片均放入胶

片盒中, 23℃曝光 18 h。取出 X 线胶片, 常规冲洗, 观察结

果。

2　结　　果

2. 1　紫外分光光度法测定RNA 含量及纯度

采用紫外分光光度法作 RNA 定量, 见均呈标

准 RNA 吸收曲线, 在 260 nm 处一吸收高峰 (图

1) , 根据OD 为 1 相当 40 Λgöm l RNA , RNA 纯品

OD 260öOD 280值为 210 以上, 计算样品浓度和纯度如

下 (见附表) , 提示已获得纯化的RNA 样品。
附表　样品 RNA 的浓度和纯度

OD 260值 OD 280值
纯度

OD 260öOD 280

浓度

(m göm l)

变链菌 Ingbrit t 0. 156 0. 073 2. 14 6. 24

乳链球菌HL 45 0. 126 0. 055 2. 29 5. 04

乳链球菌HL 107 0. 185 0. 083 2. 20 8. 40

2. 2　生物素标记DNA 探针与重组乳链球菌RNA

点杂交

用生物素标记变形链球菌 pac 基因 115 kb

DNA 探针与重组乳链球菌 HL 45, HL 107 及变形

链球菌 RNA 杂交, 结果见 pac 基因探针与样品

RNA 均呈阳性杂交反应 (图 2)。

图 1　各RNA 样本的紫外吸光光谱

3　讨　　论

3. 1　RNA 的分析研究

细菌的遗传信息以基因的形式位于细胞的

DNA 分子上, DNA 将所控制的遗传信息通过

RNA 转变成蛋白质分子, 从而决定细菌的遗传表

型。

通过检测m RNA 转录物可以分析DNA 的基

因表达, 核酸杂交可用于确定总RNA 中某种RNA

的基本结构、浓度和合成速度。RNA 点印迹杂交为

利用过量的标记探针与固定在固相支持体上的

RNA 分子杂交, 以相对地确定不同DNA 样品中

待测靶序列的含量 1, 2 。Koga 等 3 在变形链球菌细

胞表面蛋白抗原突变株的表面疏水性、附着和聚集

的研究中, 采用RNA 点印迹杂交检测 PA c2特异性

(PA c2S)m RNA 转录的量, 发现变形链球菌突变菌

株 T K15 和 T K18 PA c2S m RNA 转录的表达大约

是变形链球菌M 8148 和 GS25 菌株的 8 倍, T K15

和 T K18 的 PA c 和 PA c2S m RNA 的高表达, 提示

这些转化子可用于制备大量高纯度的 PA c 表面蛋

白抗原。 Iw ak i 等 4 通过 RNA 点印迹法对重组乳

链球菌中的 pac 基因的转录水平进行分析, 发现乳

链球菌 IL 1403 (pSM 1) 的 PA c2S m RNA 的水平低

于野生型变形链球菌M T 8148 4～ 8 倍。从而推测

由于在 3’2末端缺少 207 个碱基对, C2末端缺少 69

个氨基酸, 引起了无效转录和合成不成熟的m R 2
NA , 以及无效转译, 导致了转化子的低 PA c 表面
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蛋白抗原量。本研究以异硫氰酸胍提取, 氯化铯梯

度超离心纯化 RNA , 通过点印迹杂交及薄层扫描

分析, 发现重组乳链球菌 HL 45 (pL F45) 和 HL 107

(pL F107) 的 RNA 水平与变形链球菌 Ingb rit t 一

致, 点免疫印迹分析亦已证实重组乳链球菌HL 107

可以形成 PA c 表面蛋白抗原。提示 PA c2S m RNA

作为指导蛋白质合成的中介物存在于乳链球菌中,

重组乳链球菌经过了以DNA 为膜板, 在 RNA 聚

合酶催化下由 4 种三磷酸核苷 (A T P, U T P, GT P

和CT P) 合成RNA 的转录过程, 以及以m RNA 为

模板, 利用各种氨基酸合成蛋白质的转译过程, 即

通过信使RNA、核糖体RNA 和转运RNA 等转录

产物, 完成了克隆 pac 基因的表达。

3. 2　关于RNA 的提取、纯化及分析方法

在RNA 的提取过程中, 一个重要的问题是样

本中 RN ase 污染所致的 RNA 分子降解, 因此, 操

作 RNA 时必须采取一系列措施防止内外源

RN ase 的存在。为了获得高质量的m RNA , 本研究

选用裂解细胞和灭活RNA 酶同步进行的方法, 通

过硫氰酸胍提取 RNA , 最大限度地降低细胞破碎

过程中所释放的RNA 酶的活性。

为了获得高纯度 RNA , 本研究选用氯化铯密

度梯度超速离心进行制备纯化。根据氯化铯密度梯

度离心原理, 本研究将硫氰酸胍裂解的细胞匀浆铺

在氯化铯浓溶液上, RNA 在氯化铯中的浮密度 (>

118 göm l) 比其它细胞部分的浮密度大得多, 离心

过程中, RNA 在管底形成沉淀, 而 RNA 和蛋白质

则悬浮在上层液体中。取出的沉淀物经紫外分光光

度计测定, 获得OD 260öOD 280比值均为 210 以上的

高纯度RNA。

3. 3　基因重组乳链球菌RNA 点印迹杂交

本研究的主要目的是测定重组乳链球菌的特

定 RNA , 同时相对地确定不同菌株中 RNA 的含

量。实验中首先用乙二醛使RNA 含有的双链区变

性, 使单链 RNA 能有效地结合在滤膜上。乙二醛

通过共价结合鸟嘌呤残基, 形成一种在酸性和中性

pH 下稳定的加合物而变性RNA , 连接乙二醛的核

酸能有效地与尼龙膜结合。然后将变性RNA 样品

加入多孔过滤吸印仪使核酸在负压下以固定的斑

点状聚积于尼龙膜上, 用切口平移生物素标记变形

链球菌 pac 基因中段的 1. 5 kb DNA , 制备生物素

DNA 探针, 进行DNA 2RNA 杂交, 以光基因核酸

检测系统检测杂交结果, 提示乳链球菌 HL 107,

HL 45 均含有与变形链球菌 Ingb rit t 相同的特定

PA c2S m RNA 靶序列。RNA 点印迹杂交薄层扫描

结果显示, 重组乳链球菌与变形链球菌具有相同的

密度影像, 提示HL 107, HL 45 的RNA 浓度与变形

链球菌相近。

(本文图 2 见中心插页 13)　　
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第六届全国副省级市口腔学术会在深圳市召开

第六届全国副省级市口腔医学学术会于 1997 年 11 月 7～ 11 日在深圳市举行, 本次会议由中华口腔医学会深圳分会主

办。会议由深圳市口腔医学会常务主席、深圳红十字会医院张文清教授主持。深圳市副市长袁汝稳、卫生局副局长徐国光莅临

大会并讲话, 祝贺本次大会的胜利召开。

全国口腔医学界知名的专家、教授史俊南、岳松龄、王　谦、张举之等 16 位在大会上做了专题报告。介绍了口腔医学的新

进展、新材料、新疗法、新技术。《中华口腔医学杂志》、《华西口腔医学杂志》也派代表参加大会。大会收到论文 378 篇, 到会代表

200 余人。本次会议采用专家专题报告、论文贴榜的形式举行, 受到与会代表普遍的赞许。 (张文清)
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