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变形链球菌耐氟菌株gtfB基因失活菌株的构建

李文月暋高爽暋张志鹰暋张红暋超博暋武玉凤暋李贺暋王春萌暋张志民*

(吉林大学口腔医院牙体牙髓科暋吉林 长春暋130021)

[摘要]暋目的:构建变形链球菌(S.mutans)耐氟菌株 UA159-FR中gtfB基因失活株,为研究耐氟菌株gtfB基因

的功能奠定基础。方法:培养 UA159-FR并以其为模板扩增gtfB基因上游、下游同源臂片段,以质粒pEGFP-N1
为模板扩增kan基因;通过重叠延伸聚合酶链反应法(overlapextensionpolymerasechainreaction,OE-PCR)获取

上述3个片段的同源重组片段;与pEASY-BluntCloningVector连接形成重组质粒后,进行 PCR鉴定和测序鉴

定;将重组片段电转化入 UA159-FR感受态细胞中得到gtfB基因失活菌株,并进行 PCR鉴定。结果:经 PCR鉴

定和测序鉴定,含有gtfB基因重组片段的重组质粒构建成功;经 PCR鉴定,UA159-FR的gtfB基因失活株构建

成功。结论:成功构建了含有gtfB基因重组片段的重组质粒和S.mutans耐氟菌株 UA159-FR的gtfB基因失活

株,可用于gtfB基因功能的研究。
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[Abstract]暋Objective:ToconstructStreptococcusmutans(S.mutans)fluoride-resistantstrainUA159-FRwith

gtfBgeneinactivetoinvestigatethefunctionofgtfBgeneinfluoride-resistantstrain.Methods:TheS.mutansflu灢
oride-resistantstrainUA159-FRwasculturedandusedasatemplatetoamplifytheupstreamanddownstream
homologousarmfragmentsofthegtfBgene.ThekangenewasamplifiedbyusingtheplasmidpEGFP-N1asa
template.Homologousrecombinationfragmentsofthreefragmentswereobtainedbyoverlapextensionpolymerase
chainreaction(OE-PCR)andligatedwithpEASY-BluntCloningVectortoformrecombinantplasmids.There灢
combinantplasmidswereidentifiedbyPCRandsequencing.Therecombinantfragmentwaselectrotransformedinto
UA159-FRcompetentcellstoobtaintheinactivatedstrainandidentifiedbyPCR.Results:Therecombinantplas灢
midsweresuccessfullyconstructedviabeingidentifiedbyPCRandsequencing.ItwasidentifiedbyPCRthat
UA159-FRwithgtfBgeneinactivewasobtained.Conclusion:TherecombinantfragmentsofgtfBgeneofS.mu灢
tanswithitsrecombinantplasmidsandtheS.mutansfluoride-resistantstrainUA159-FRwithgtfBgeneinactive
weresuccessfullyconstructedandcouldbeusedtostudythefunctionofgtfBgene.
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暋暋 变形链球菌 (Streptococcusmutans,S.mu灢
tans)是人类龋病的主要致病菌之一,其致龋的主要

毒力因子有黏附、产酸和耐酸[1]。黏附作为引发龋

病的基础,可分为非蔗糖依赖性黏附和蔗糖依赖性
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*通讯作者暋张志民,E-mail:zhangzm1964@sina.com

黏附。gtfB基因作为调节S.mutans黏附和集聚的

重要基因之一,主要功能包括编码葡糖基转移酶催

化蔗糖合成水不溶性葡聚糖[2],介导细菌黏附和聚

集。近年来,随着人类生活中氟化物的长期应用导

致耐氟菌株选择性生长[3],致使菌株内部大量基因

发生突变,并且此类突变菌株的致龋性大幅度增强。
笔者在前期研究发现,S.mutans耐氟菌株与其亲代

菌株相比存在20个突变基因,其中介导黏附的基因
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之一———gtfB基因存在7个突变位点,且其编码的

氨基酸发生错义突变,由天冬酰胺变为精氨酸[4]。
为了进一步研究gtfB基因突变是否导致S.mutans
耐氟菌株黏附功能发生改变,需要构建gtfB基因的

失活株以及该基因的回补株进行对比验证。本实验

通过构建 gtfB 基因重组片段并将其电转化转入

UA159- FR 的 感 受 态 细 胞 中,成 功 构 建 了

S.mutans耐氟菌株 UA159-FR 的gtfB基因失活

株,为下一步研究gtfB基因的功能进行了重要的前

期准备工作。

1暋材料与方法

1.1暋主要试剂与仪器暋S.mutansUA159来自吉

林大 学 口 腔 医 学 院;带 有 卡 那 霉 素 基 因 的 质 粒

pEGFP-N1由吉林大学动物科学学院郝林琳教授

惠赠;BHI培养基(青岛海博生物技术有限公司);
聚合酶链反应(polymerasechainreaction,PCR)试
剂盒(北京全式金生物技术有限公司);琼脂糖凝胶

回收试剂盒(北京天根生化科技有限公司);自动梯

度PCR仪(中国赛默飞世尔科技有限公司);电热恒

温水槽(上海一恒科学仪器有限公司);电热恒温培

养箱(上海一恒科学仪器有限公司);DYY-6B型

稳压稳流电泳仪(北京六一生物科技有限公司);多
功能凝胶成像系统(美国Cell&Biosciences公司);

-80曟低温冰箱(日本SANYO公司);引物序列通

过生物软件PrimerPremier5.0设计完成,由库美

生物科技有限公司合成,序列见表1。

1.2暋方法

1.2.1暋S.mutansUA159-FR的诱导及鉴定暋将

-80曟甘油保存的S.mutansUA159取出,接种于

BHI液体培养基,37曟微需氧(95%N2、5%CO2)培
养24h后,再次接种于BHI固体培养基,上述相同

条件培养24h。观察菌落形态,革兰氏染色镜检。
将所得菌株按逐步诱导法[5]处理得到耐氟菌株

UA159-FR,在含1000mg/L氟化钠的BHI固体

培养基上接种,37曟微需氧(95%N2、5%CO2)培养

24h,观察菌落形态,进行革兰染色、生化反应鉴定,
并送库美生物有限公司进行16SrDNA序列测序。

1.2.2暋同源重组片段gtfB1-kan-gtfB2及其重

组质粒的构建

1.2.2.1暋PCR扩增gtfB上游、下游同源臂片段和

卡那霉素基因暋将细菌接种于 BHI液体培养基,

37曟微需氧(95%N2、5%CO2)培养至对数生长期,
取3毺L菌液为模板,用引物 G1-F、G1-R 扩增

gtfB上游基因片段并命名为gtfB1,反应体系见表

2,反应条件见表3。取3毺L菌液为模板,用引物

G2-F、G2-R 扩增gtfB下游基因片段并命名为

gtfB2,反应体系见表2,反应条件见表4。以质粒为

模板,用引物kan-F和kan-R 扩增卡那霉素基因

kan。反应体系见表2,反应条件见表5。PCR反应

完成后,利用琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增产物gtfB1、

gtfB2和kan,采用凝胶回收试剂盒纯化回收扩增产

物。
表1暋实验所用引物及其序列

Table1暋Primersusedinexperimentsandtheirsequences

引物名称 引物序列(5暞曻3暞) 序列长度/bp

G1-F ATGGACAAGAAAGTGCGTTATAAAC
390

G1-R AGCAGCAGCTTCAGAAGTTTTG
kan-F GACAAAACTTCTGAAGCTGCTGCTAAGGGGTGTTATGAGCCATATT

826
kan-R TTCGGTTGTTTGTTTACTAATATTATTTTAGAAAAACTCATCGAGCATCA
G2-F AATAATATTAGTAAACAAACAACCGAA

300
G2-R TGCAGAGCGATCATAAACTTG

表2暋PCR反应体系

Table2暋PCRreactionsystem

试剂 使用量/毺L

目的基因 gtfB1 gtfB2 kan gtfB1-kan gtfB1-kan-
gtfB2

模板量 3 3 3 3 3
上/下游引物(10毺mol/L) 1 1 1 1 1
高保真 DNA聚合酶 1 1 1 1 1
dNTPs(2.5mmol/L) 4 4 4 4 4
5暳TransStartFastPfuFlyBuffer 10 10 10 10 10
MgSO4(50mmol/L) 0 0 3 0 0
ddH2O 30 30 27 30 30
总体积 50 50 50 50 50
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表3暋gtfB1片段 PCR反应条件

Table3暋PCRreactionconditionsofgtfB1fragment

PCR步骤 温度/曟 时间 循环数

预变性 95 5min 1
变性暋 95 30s
退火暋 55.8 30s 30
延伸暋 72 50s
延伸暋 72 10min 1

表4暋gtfB2基因PCR反应条件

Table4暋DropPCRreactionconditionsofgtfB2

PCR步骤 温度/曟 时间 循环数

预变性 95 5min 1
变性暋 95 30s

退火暋 58曟开始,每个
循环降低0.5曟 30s 30

延伸暋 72 50s
延伸暋 72 10min 1

表5暋kan基因PCR反应条件

Table5暋PCRreactionconditionsofkanamycingene

PCR步骤 温度/曟 时间 循环数

预变性 95 5min 1
变性 95 30s
退火 56 30s 30
延伸 72 50s
延伸 72 10min 1

1.2.2.2暋重叠延伸聚合酶链反应法暋以 gtfB1、

kan纯化产物为模板,用引物 G1-F和引物kan-R
扩增构建重组片段gtfB1-kan。通过琼脂糖凝胶

电泳鉴定扩增产物,并采用凝胶回收试剂盒纯化产

物。以纯化的gtfB1-kan和gtfB2为模板,用引物

G1-F 和引 物 G2-R 扩 增 构 建 同 源 重 组 片 段

gtfB1-kan-gtfB2。反应体系见表2,反应条件见

表6。

表6暋OE-PCR反应条件

Table6暋OE-PCRreactionconditions

PCR步骤 温度/曟 时间 循环数

预变性 95 5min 1
变性暋 95 30s
退火暋 57 50s 30
延伸暋 72 1min
延伸暋 72 10min 1

1.2.2.3暋重组质粒构建并转化入大肠杆菌暋将得

到的片段经凝胶回收纯化,紫外分光光度法测其浓

度,加入1毺L载体,按载体与重组片段 DNA 摩尔

比是1暶7的比例加入纯化的重组片段,加纯水至终

体积为5毺L。轻轻混匀,16 曟过夜。取50mL大

肠杆菌感受态细胞置于冰上,细胞复苏后,加入过夜

产物,冰浴30min,42 曟热激90s,立即置于冰上

5min,加入200毺L的LB培养基,200r/min、37曟
培养1h。取8毺L500mmol/L的异丙基硫代半乳

糖苷(isopropyl毬-D-thiogalactoside,IPTG)和

40毺L20g/L的X-gal混合,均匀涂在准备好的平

板上,37 曟 培养箱 上 放 置 30 min。待 IPTG 和

X-gal被吸收后,取200毺L菌液均匀地涂在平板

上,在37曟培养箱中培养12~14h。挑选白色菌落

接种于含卡那霉素(0.05mg/L)的LB液体培养基

中,200r/min、37 曟培养6h,观察菌液浑浊,进行

PCR鉴定,按表2加入PCR反应体系,反应条件见

表6。

1.2.3暋电转化制备gtfB基因失活株

1.2.3.1暋UA159-FR 感受态细胞的制备暋挑

UA159-FR单菌落接种于5mLBHI液体培养基,

37曟微需氧(95%N2、5%CO2)培养至对数生长期,
取1mLUA159-FR菌液接种于100mLBHI液

体培养基,上述相同条件培养至对数生长期。将菌

液置于冰上冰浴30min,转入50mL预冷离心管

中,4 曟,3500r/min 离心 10 min;弃上清,加入

5mL预冷的ddH2O 使沉淀重悬,4曟,3500r/min
离心10min,重复此步骤1次;弃上清,加入5mL
预冷的10%甘油使沉淀重悬,4 曟,3500r/min离

心10min,重复此步骤1次。加入1mL10%甘油

使沉淀重悬,分装为100毺L,-80曟冰箱冻存。

1.2.3.2暋重组片段经乙醇沉淀纯化暋取200毺L凝

胶回收的重组片段,与 1暶10 体积的醋酸钠和

2.5倍体积的无水乙醇混合,混合物于-80曟冰箱

过夜。混合物取出后,4 曟,12000r/min离心20
min;小心弃去上清,加入75%预冷乙醇1 mL,4
曟,12000r/min离心10min,重复此步骤1次;加入

30毺LddH2O使其重悬。-20曟冻存。

1.2.3.3暋细菌转染及鉴定暋取30毺L纯化的重组

片 段 gtfB1 - kan - gtfB2 加 入 到 50 毺L
UA159-FR的感受态细胞中,混匀,于冰上静置

10min;将混合物转移至预冷的电转杯中,放入电转

仪进行电转;电转后立即向杯中加入100毺LBHI
液体培养基,重悬后,37 曟,180r/min震荡培养4
h,涂于含有卡那霉素(10mg/L)的 BHI固体培养

基上,37曟微需氧(95%N2、5%CO2)培养24~48
h。挑阳性克隆接种于含卡那霉素(10 mg/L)的

BHI液体培养基增菌后,革兰染色及生化鉴定为S.
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mutans。采用菌液 PCR 进行鉴定,PCR 引物及条

件与重组片段构建的条件一致。

M:D2000;1:gtfB1(390bp);2:gtfB2(300bp);3:kan(826bp)

图1暋gtfB1、gtfB2和kan扩增片段琼脂糖凝胶电泳图

Fig.1暋AnalysisofgtfB1,gtfB2,andkanamycinamplifiedfrag灢
mentbyagarosegelelectrophoresis.

M:D2000;1:gtfB1+kan+gtfB2(1516bp)

图2暋重组质粒克隆产物琼脂糖凝胶电泳图

Fig.2暋Analysisofrecombinantplasmidcloningproductbyagarose

gelelectrophoresis.

图3暋质粒构建结果图暋图片中蓝色部分为重组片段gtfB1+kan+

gtfB2,分子量大小约1500bp

Fig.3暋Plasmidconstructionmap.Thebluepartofthepicturewas

therecombinantfragmentgtfB1+kan+gtfB2,withamo灢

lecularweightofabout1500bp.

2暋结果

2.1暋PCR 扩增结果暋凝胶电泳分析显示gtfB1、

gtfB2及kan分子量大小结果正确,分别为390、826
和300bp(图1)。

2.2暋重组质粒构建及鉴定结果暋重组质粒经PCR
扩增后,产物凝胶电泳分析显示gtfB1-kan-gtfB2
片段大小结果正确,为1516bp(图2),说明3个片

段连接成功并成功转入克隆质粒。测序结果经

BLAST比对,片段重组成功且序列正确,重组质粒

构建结果图和示意图见图3和图4。

图4暋通过同源重组构建gtfB基因失活株的原理示意图

Fig.4暋SchematicdiagramofgtfBgeneinactivationbyhomologous

recombination.

2.4暋gtfB 基因失活株的 PCR 鉴定结果 暋 菌液

PCR扩增得到的产物片段大约1500bp(图5),初步

鉴定S.mutansUA159-FR的gtfB基因失活株构

建成功。

M:D2000;1:gtfB1+kan+gtfB2(1516bp)

图5暋gtfB基因失活株的PCR产物琼脂糖凝胶电泳图

Fig.5暋ElectrophoresisresultsofPCRproductsofgtfBgeneinacti灢
vatedstrains.

3暋讨论

暋暋变形链球菌黏附于牙面是形成菌斑和致龋的重

要条件。变形链球菌中的gtfB基因可以编码葡糖

基转移酶,从而催化蔗糖转化为水不溶性葡聚糖,水
不溶性葡聚糖通过毩-1,3糖苷键将葡糖基彼此连

接成葡聚糖,具有黏性,导致微生物通过有粘性的葡

聚糖黏附在牙齿上,使其成为导致龋齿发生和菌斑

形成的主要原因之一。近年来,利用氟化物防龋是
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一种有效手段,但其大量应用导致口腔中的耐氟菌

株选择性生长,使得此类突变菌株致龋性大幅度增

强。其中与黏附密切相关的gtfB基因编码的氨基

酸发生错义突变[4],这一突变是否导致该基因在耐

氟菌株中的功能发生改变,目前尚不清楚。因此通

过某种方法构建 UA159-FR的gtfB基因敲除株

是研究其功能的有效手段。

暋暋基因替代失活是目前研究基因功能的一种有效

手段[6]。其原理如下,首先构建两侧目的基因的上、
下游同源臂,中间是耐药或荧光筛选基因的重组

DNA,接着利用电转化或化学转化等方法将重组

DNA转入细菌感受态细胞内,然后在菌株内发生基

因重组,最后产生替代失活菌株。常规的重组 DNA
技术依赖于重组质粒的构建,利用大肠杆菌质粒载

体,通过酶切方法构建重组质粒[7]。这种技术耗时

长,效率低,而且由于酶切具有不稳定性,所以容易

失败。

暋暋通过 OE-PCR构建重组 DNA,是近年来一种

简单、可靠、有效的重组 DNA 技术。与传统技术相

比,OE-PCR不需要经过限制性酶切和 DNA连接

等操作,只需通过设计引物,进行两步PCR,即可构

建重组片段,过程简单,耗时少,容易操作[8]。但早

期研究表明通过 OE-PCR 方法难以构建大于

20kb的片段。Shevchuk等[9]在2004年通过实验

证明 OE-PCR对于构建大于20kb的 DNA 重组

大片段亦有效。不仅如此,OE-PCR 还可以用于

定点突变的研究[10,11]。

暋暋本实验先利用 PCR扩增gtfB上游、下游同源

臂和kan基因,然后进行第2步和第3步连接反应,
成功构建重组片段 gtfB1-kan和 gtfB1-kan-
gtfB2。此步反应关键在于引物设计,尽量让所有引

物的熔解温度(Tm)值接近或相等,以便于反应进

行。为了确保 PCR 反应中不发生点突变,PCR 反

应中使用高保真聚合酶。为了提高反应效率,本实

验在扩增 gtfB 上、下游同源臂时,直接进行菌液

PCR。在反应过程中,将 95 曟 变性时间延长至

5min,可以使细菌充分裂解,释放大量 DNA。可将

菌液直接加入反应体系中,无需任何处理,与传统的

方法相比,该反应省去了提取细菌基因组的过程,直
接利用菌液提取目的片段,节省了大量时间和成本。
此法亦可用于实验后续重组菌株的筛选。

暋暋本实验通过卡那霉素进行筛选,由于kan基因

是一种编码氨基糖苷磷酸转移酶的基因,该酶可使

卡那霉素磷酸化,干扰抗生素向细胞内移动,因而阻

断了抗生素向周围未转化成功的细菌移动,使其存

活;S.mutans及其耐氟菌株是兼性厌氧菌,而氨基

糖苷类抗生素对厌氧菌无效[12]。因此造成抗性培

养基上未转化成功的细菌大量生长,需经大量PCR
筛选鉴定,筛选过程效率低、耗时长、花费大。提示

我们在将来的遗传转化工作中可以将卡那霉素抗性

标记转变成荧光基因标记,以更直观地观察获取转

化结果,提高实验效率。

暋暋综上,本实验成功构建了 UA159-FR的gtfB
基因失活株,为gtfB基因功能的研究奠定了基础。
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