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摘　要:【目的】对转基因植物表达质粒 pROP1 中含 SBR基因 P1 片段(184 ～ 1946 bp)进行序列测定和分析。【方法】从

E .coli DH5α中提取质粒 pROP1 , 用 PCR测序试剂盒和 DNA 自动测序仪检测 P1片段的序列 , 并与 GenBank 上的变形链球菌

表面蛋白基因序列比较 ,检测其准确性。【结果】测定了 P1 片段 5′端 616 个碱基序列和 3′端 466 个碱基序列 , 其准确性达

98%。【结论】PCR扩增的 P1 片段 5′端和 3′端的 DNA序列与变形链球菌表面蛋白 pac基因唾液粘附区相一致 ,为转基因番

茄防龋疫苗的研究提供了基础资料。
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Abstract:【Objective】To sequence P1 gene(184 ～ 1946 bp)including SBR gene in expressional plasmid of

transgenic plant.【Methods】pROP1 plasmid was ex tracted f rom E .coli DH5α, P1 gene w as sequenced by PCR

sequence kit and DNA autosequencer and compared with surface pro tein gene of St reptococcus mutans in Gen-

Bank.【Results】616 base pai rs f rom 5′end and 466 base pai rs f rom 3′end were sequenced , i ts accuracy is up to

98%.【Conclusion】The sequence of P1 gene' s 5′end and 3′end is consistent with DNA sequence of SBR re-

gion of Streptococcus mutans surface pro tein pac gene and may provide useful informations to construct the

transgenic plant anticaries vaccine.
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　　龋病累及全世界 95%以上的人群 ,防龋疫苗

的研制及应用是一项有效的防龋措施。可食用疫

苗是目前防龋疫苗的研究方向之一。利用转基因

植物作为生物反应器 ,将外源基因引入植物内 ,机

体的免疫机理与植物 DNA重组技术相结合 ,可生

产能够使人体获得特异性抗体的可食用疫苗。

1991年国外学者开始利用转基因马铃薯等植物生

产疫苗来预防细菌性腹泻和病毒性疾病[ 1 ,2] 。变

形链球菌表面蛋白的唾液粘附区(saliva-binding re-

gion , SBR)介导变形链球菌与唾液所覆盖牙面的

结合 ,而抗 SBR的唾液分泌性免疫球蛋白 A(Sali-

vary IgA ,SIgA)具有保护作用 ,抑制变形链球菌与

牙面的结合[ 3] 。将 SBR基因引入植物体内生产防

龋疫苗是本课题研究的目标。目前本研究组已构

建SBR的植物表达质粒 pROP1 和 pRPB1 。两种

植物表达质粒中所含的SBR基因均是来自PCR扩

增的同一产物 ,由于可能存在错配的因素 ,为确保

下一步转入农杆菌载体的目的基因是变形链球菌

表面蛋白唾液粘附区 ,本实验对转基因植物表达质

粒中 PCR扩增的含 SBR基因 P1 片段(184 ～ 1946

bp)进行序列测定和分析 ,以及与 Internet GenBank

上的序列比较 ,检测其准确性 。

48 中山医科大学学报(Acad J SUMS), 2001 , 22(1):48～ 50

DOI :10.13471/j.cnki.j.sun.yat -sen.univ(med.sci).2001.0016



1　材料和方法

1.1　菌种和培养

pROP1(km r)由本研究组构建 , 转入 E .coli

DH5α菌种。取-70 ℃保存的菌种划线于含卡那

霉素(kanamycin , km)的 LB平皿上 ,37 ℃培养过

夜。挑单菌落于 40 mL 含卡那霉素的 LB 液体培

养基中 , 37 ℃振荡培养过夜。

1.2　引　物

引物由上海生物工程公司合成。引物 1:5′

ggatcccagat ttg gaggat t tatgaaag tc 3′,引物 2:5′ggtac-

ctcaaccagccagct ttatcacc 3′.

1.3　提取和纯化质粒

利用碱裂解法[ 4] 提取质粒 pROP1 , 溶于 0.5

mL 双蒸馏水中。采用 Qiagen plasmid kit(Qiagen

公司)纯化质粒。将 Qiagen Tip 100 柱用缓冲液

QBT 4 mL平衡 ,并依靠重力将缓冲液 QBT 排尽。

将获得的质粒加样于柱中 ,依靠重力将上清过柱 ,

加入缓冲液 QC 10 mL 洗柱两次 。加入 5 mL 缓冲

液QF 溶解洗脱柱中吸附的质粒 DNA。将洗脱液

加 3.5 mL 异丙醇充分混匀 ,4 ℃15 000 r/min(型

号GS-15R ,半径 8 cm)离心 30 min ,去除上清。用

2 mL 70%乙醇洗涤沉淀 ,室温放置至乙醇完全挥

发后 ,用 0.5 mL双蒸馏水溶解沉淀。-20 ℃保存。

1.4　核苷酸序列测定和比较

以上海生物工程公司合成的 pac基因 SBR区

上下游双引物 ,结合纯化质粒 pROP1 为模板 , 用

ABI 公司荧光标记末端终止物循环测序试剂盒。

在 PE公司 6400型 PCR仪上进行测序反应 。模板

用量约 1 mg ,引物用 6 pmol。反应产物经纯化后

用ABI公司 310 DNA序列分析仪进行序列测定 ,

并与 Internet GenBank上根据Altschul报道
[ 5]
的变

形链球菌表面蛋白 pac基因 、spaP 基因和 sr基因比

较 ,检测 PCR扩增的准确性。它们的 GenBank 序

列号分别是:emb/X14490/SMPAC(pac 基因)、

emb/X17390/SMSPAP (spaP 基 因)和 emb/

X53647/SMOMZSR(sr基因)。

2　结　果

Qiagen plasmid kit 获得适用于测序的高纯度

pROP1质粒 DNA 后 ,应用引物对 pROP1质粒中

的插入片段进行测序 ,5′端测 616个碱基对 , 3′端测

466个碱基对(图 1)。与GenBank上变形链球菌表

面蛋白基因相应区域比较结果如表 1 。

表 1　P1基因序列与 pac.snaP.sr基因比较

Table 1　Comparison of the sequence o f P1 gene w ith

pac gene、spaP gene and sr gene

　　　Sequence 5′accuracy 3′accuracy

emb/ X53647/ SMOMZSR 98% 98%

emb/ X14490/ SMPAC 98% 97%

emb/ X17390/ SMSPAP 97% 98%

3　讨　论

3.1　植物表达质粒中 P1片段的序列分析

　　本研究组构建的植物表达质粒pROP 1和

图 1　pROP1质粒中插入片段 5′端和 3′端的碱基对序列

Fig.1　The sequence of 5′end and 3′end of gene inserted in pROP1 plasmid
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pRPB1中插入的目的基因是同一片段 ,是由 PCR

扩增含变形链球菌 pac基因的唾液粘附区(saliva-

binding region , SBR)的 P1 片段 ,插入广谱中介质

粒构建而成。PCR是一种选择性体外扩增 DNA

或 RNA 片段的方法 ,其特异性是由两个人工合成

的引物序列决定的。许多因素可影响 PCR技术 ,

如模板核酸的浓度 、引物的设计 、耐热 Taq DNA 聚

合酶的浓度 、三磷酸脱氧核苷酸的浓度以及温度循

环系数等 ,因此在实验条件不能达到最佳配制时常

常会出现非特异性扩增和错误掺入的情况 。这将

对以后的基因克隆及表达分析造成一定的难度 ,因

而有必要对 PCR扩增的片段进行测序分析。本实

验只需测定一个质粒中的插入片段 。

实验中的目的基因长约 1.76 kb ,用一般的测

序分析法难以检测到如此长的片段。为了了解所

获得的 pROP1和 pRPB1质粒中插入片段的构成

情况 , 本研究应用双端引物结合纯化的质粒

pROP1 为模板 ,采用四标记单泳道法 ,通过 DNA

自动测序仪对插入片段的上下游区进行序列测定。

DNA序列分析技术是一个包括 DNA 样品制备及

碱基分析 、信息处理的多阶段过程 。本研究所用的

自动测序仪将凝胶电泳 、初始信息的收集及碱基的

阅读等步骤自动化 ,保证了测序反应可连续高速地

进行。用标记单泳道法将 4种不同荧光标记物分

别标记 4 个反应的引物 , 4 个反应分别进行 ,产物

合并在一个泳道中电泳分离。每个反应的产物可

由特定的荧光标记加以区分 ,使 DNA 的测序通过

检测荧光条带的顺序来确定。

3.2　插入片段与变形链球菌表面蛋白基因相应区

域的比较分析

龋病是一种细菌感染性疾病 ,发病广泛。变形

链球菌是导致人类龋病的主要致病菌。龋病发病

过程包括变形链球菌对牙面唾液获得性膜的非特

异性和特异性的粘附过程 ,即主要是非蔗糖依赖性

粘附过程和蔗糖依赖性粘附过程。变形链球菌在

牙面产酸 ,使牙齿脱矿导致龋病的发生。变形链球

菌对牙面最初粘附过程被认为是由变形链球菌表

面蛋白(Pac)介导的 ,其表面蛋白具有抗原性。变

形链球菌表面蛋白基因被称为 pac基因
[ 6]
、spaP 基

因[ 7]和 sr基因[ 8] 。前两者是变形链球菌血清 c 型

的表面蛋白基因 ,后者是变形链球菌血清 f型的表

面蛋白基因 。口腔变形链球菌属的表面蛋白基因

唾液粘附区具有高度同源性[ 7] ,因而 P1片段与不

同血清型变形链球菌的表面蛋白唾液粘附区进行

比较具有重要意义。本实验测定了 SBR基因上游

区 616 个碱基对和下游区 466 个碱基对 ,分别与

Internet上GenBank 公认的变形链球菌表面蛋白

相同位点的基因进行同源性比较 ,结果显示 PCR

的准确性达 98%左右 。说明 PCR扩增的含 SBR

区的 P1片段能与原基因的相同位点吻合 ,为下一

步转化农杆菌以及构建转基因植株提供了基础资

料。
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