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【摘要】　目的　构建人釉原蛋白 (AMG)编码区基因真核表达载体 PsecTaq2A-AMG。方法　采用 PCR技术体外

扩增 AMG完整分泌肽编码区。将扩增产物与 PsecTaq2A分别用 BamH I和 Xhol I行双酶切 ,将获取的 AMG目的基

因片段连接到双酶切后的 PsecTaq2A ,构建重组质粒 PsecTaq2A-AMG,并对重组质粒进行鉴定。结果　①PCR扩增产

物经 115 %琼脂糖凝胶电泳 ,可见大小约 519 bp的特异性条带 ,与预期结果一致。②重组克隆 PsecTaq2A-AMG酶谱

分析与预期结果一致 ,序列测定结果与 GenBank中的人釉原蛋白序列完全一致。结论　用此方法可成功构建 AMG

编码区基因真核表达载体 PsecTaq2A-AMG。
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【Abstract】　Objective　The purpose of this study was to construct a eukaryotic expression vector for human amelogenin

(AMG) . Methods　PCR was performed to amplify the AMG encoding region. Amplified fragments for human AMG were recov2
ered and inserted into eukaryotic expression vectors PsecTaq2A. The recombinant plasmid PsecTaq2A-AMG was constructed and

their positive clones were identified. Results　①Amplified products were checked by electrophoresis and the results were satisfac2
tory. ②The recombinant plasmid PsecTaq2A-AMG was analyzed by restriction endonuclease mapping and DNA sequencing. The

results of sequencing were consistent with those from GenBank.Conclusion　The recombinant plasmid PsecTaq2A-AMGwas suc2
cessfully constructed with properly inserted DNA sequence encoding mature amelogenin.
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　　基因治疗是现代医学治疗中一个崭新的领域 ,在

牙周病的治疗及诱导牙周组织再生方面 ,有望提供新

的治疗模式。一些学者1 采用骨形成蛋白-7重组腺

病毒载体 AdCMVBMP-7 进行牙周再生的转基因治

疗 ,体外研究及动物实验均取得了成效。釉原蛋

白 (amelogenin ,AMG) 在发育期釉基质中比例高达

90 %以上 ,作为一种具有诱导牙周组织再生能力的细

胞外基质蛋白 ,越来越受到广泛关注。构建其适当的

真核表达载体是利用它来进行基因治疗的重要环节。

重组目的蛋白被表达并分泌到细胞外是进行体内基

因治疗的重要目标 ,PsecTaq2携带小鼠 Igκ链 V- T2-C

区域的分泌信号 ,是专为重组基因融合蛋白的分泌而

设计的一种真核表达质粒。本研究拟采用 PCR技术

体外扩增 AMG 完整分泌肽编码区并重组到

PsecTaq2A ,为研究重组质粒 PsecTaq2A-AMG人釉原

蛋白融合蛋白在真核细胞中的表达和分泌奠定基础。

1　材料和方法

1. 1　主要试剂和仪器

无菌去离子纯水 (自制) ;dNTP、TaqDNA聚合酶及 PCR缓

冲液 ( TakaRa 公司 ,大连) ;限制性内切酶 BamH I 和 Xhol I

(TakaRa公司 ,大连) ;DNA Ligation kit ver 210 试剂盒 ( TakaRa

公司 ,大连) ;小量胶回收试剂盒 (上海华舜生物公司) ; He2
ma480 PCR扩增仪 (珠海黑马医学仪器有限责任公司) ;DYY-

Ⅲ型垂直电泳槽 (北京六一仪器厂) ;HTS7000Plus紫外荧光Π可

见光高效分析仪 (PE公司 ,美国)。

1. 2　目的基因引物设计及合成

采用瑞典 Pharmacia公司核酸分析软件 DNA SIS和美国

National Biosciences Inc研制的分子生物学软件 Oligo 510 在计

算机上对设计引物进行分析 ,引物位点选择 AMG完整分泌肽

编码区外显子 3起始处密码子为 5′端引物起点 ;终止密码子

前一碱基为 3′端引物起点。根据拟选用的真核表达载体
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PsecTaq2A酶切位点及阅读框架图谱 ,在 5′端引物加上 BamH I

酶切位点 ,3′端引物加上 Xhol I酶切位点。

5′端引物碱基序列为 : 5′-ATAGGATCCACTACCACCTCATC

CTGGGC-3′;3′端引物碱基序列为 :5′- GACCTCGAGCATCCACTT

CCTCCCGCTTGG-3′。

引物由 TakaRa公司合成并经 HPLC脱盐纯化定量。

1. 3　目的基因体外 PCR扩增及纯化

PCR扩增反应体系 50μl ,dNTP终浓度 1 mmolΠL ,引物终浓

度 1 mmolΠL , Taq 聚合酶 215 U ,采用构建好的重组质粒

PcDNA311-AMG 115μl为扩增模板 2 ,循环条件为 94 ℃30 s ,

62 ℃30 s ,72 ℃115 min ,循环次数 30次。115 %琼脂糖凝胶

电泳检测扩增产物 ,目的基因长约 500 bp。紫外灯下迅速切

割 570 bp处凝胶条块 ,采用小量胶回收试剂盒提取纯化 PCR

产物。

1. 4　重组质粒 PsecTaq2A-AMG的构建

PCR胶回收产物与 PsecTaq2A分别用 BamH I和 Xhol I在

37℃K型通用缓冲液中行双酶切 2 h ,酶切产物经 115 %琼脂

糖凝胶电泳分离并经胶回收纯化。将获取的 AMG目的基因

片段连接到双酶切后的 PsecTaq2A。连接反应按试剂盒说明

书进行。

1. 5　重组质粒 PsecTaq2A-AMG的转化和筛选

取连接产物 8μl转化感受态大肠杆菌 E. coliJM109 ,重组

质粒经 BamH I和 Xhol I双酶切 ,115 %琼脂糖凝胶电泳上初步

鉴定阳性克隆子。重组质粒由大连 TakaRa公司作序列分析

鉴定。

2　结　　果

2. 1　PCR扩增

PCR扩增产物经 115 %琼脂糖凝胶电泳 ,可见大

小约 519 bp的清晰度高的特异性条带 (图 1带 5) ,与

预期所得的 AMG mRNA 分泌肽编码区碱基长度一

致。

图 1　重组质粒 PsecTaq2A-AMG酶切鉴定图谱

带 1 :PsecTaq2A-AMG; 带 2 : BamH I单酶切 ;

带 3 : Xhol I单酶切 ; 带 4 : BamH I和 Xhol I双酶切 ;

带 5 :釉原蛋白 PCR产物 ;带 6 :marker DL2000

Fig 1　The restruction endonuclease map of PsecTaq2A-AMG indentifying

2. 2　重组质粒 PsecTaq2A-AMG的鉴定

2. 2. 1 　重组质粒 PsecTaq2A-AMG 酶谱分析 　

PsecTaq2A-AMG双酶切产物在凝胶电泳图谱上清晰

可见大小为约 512 kb的载体质粒片段和 519 bp 的釉

原蛋白目的片段 (图 1带 4) 。519 bp的釉原蛋白目的

片段与 PCR 目的产物电泳条带 (图 1 带 5) 平齐。

BamH I和 Xhol I 单酶切片段大小约 517 kb (图 1 带

2 ,3) ,与预期结果一致。

2. 2. 2　重组质粒 PsecTaq2A-AMG的序列分析　分泌

肽序列测定结果与 GenBank中的人釉原蛋白序列完

全一致。连接于分泌肽N′端的 Igκ链引导序列、C′端

的多聚组氨酸基因序列和外源基因片段碱基序列阅

读框架完全正确。

3　讨　　论

牙周组织再生是牙周病治疗的核心。局部运用

生物活性物质在促进牙周再生中起到了一定效果。

这些生物介质包括 :各种生长因子 ,如血小板衍生的

生长因子、转化生长因子、成纤维细胞生长因子及骨

形成蛋白 3～7 ;细胞外基质蛋白8 ,9 ,如釉基质蛋白 ;

骨代谢介质 ,如前列腺素 10 ,11 及具有强致炎作用的细

胞因子如白细胞介素-1、肿瘤坏死因子-α的阻断剂。

利用这些生物活性介质进行牙周病转基因治疗在当

前成为极具吸引力的课题。采用哺乳动物细胞表达

体系 ,重组骨形成蛋白-2 和骨形成蛋白-7 被成功地

合成 ,所表达的骨形成蛋白在一系列的细胞系中均被

证明具有活性 12 。随着釉原蛋白在牙周再生中的作

用得到关注 ,构建其真核表达载体 ,就成为牙周再生

基因治疗的重要内容。

运用生物活性物质进行牙周再生的基因治疗时 ,

这些活性蛋白在病损区局部的活性及浓度均是影响

治疗效果的因素。真核载体在哺乳动物细胞表达体

系中的表达和翻译受真核细胞调控 ,翻译后产物可被

剪接加工 ,具有良好的免疫原性和生物活性 13 。

基因工程活性多肽的研制亦是生物医学治疗的

重要方向。采用体外重组技术构建真核表达质粒 ,体

外转染哺乳动物细胞表达体系 ,经转化的细胞可表达

外源基因产物并分泌到培养基中 14 。釉原蛋白基因

本身带有一段 48 bp长的信号肽序列 ,但在非成釉细

胞中其分泌活性可能受到影响。PsecTaq2 携带的小

鼠 Igκ链V- T2-C区域的分泌信号 ,是专为重组蛋白的

高效分泌而设计 ,适合于多种细胞系中表达和分泌融

合蛋白 15 的真核质粒。不仅如此 ,PsecTaq2A 在表达

的外源蛋白 C′端带有 6x- His和 c-myc标识 ,利用Anti-
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His及 Anti-myc抗体可以快速方便的检测到外源表达

蛋白 ,并且通过带有 Anti- His的亲和凝胶层析迅速提

纯蛋白 ,大大简化了纯化步骤 16 ,17 。较之传统的从组

织分离提纯蛋白质 ,具有来源丰富 ,提纯工艺简单 ,成

本低的优点。本研究所构建的重组载体 PsecTaq2A-

AMG不仅仅可能为体内基因治疗提供基础 ,还适用

于基因工程生产釉原蛋白 ,与 GTR膜技术或组织工

程技术结合 ,有望为牙周再生提供新的选择。

构建 PsecTaq2重组质粒的关键在于保证包括 Igκ

链 V、6x- His、c-myc及重组 DNA区域具有正确的阅读

框架 ,本研究所构建的 PsecTaq2-AMG测序结果表明

插入的外源 DNA碱基未发生错配 ,且重组质粒具有

正确的阅读框架。这为外源片段在真核细胞的正确

表达和分泌提供了保证。
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