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摘　要:目的　克隆变异链球菌clpP 基因启动子,并进行初步验证.方法　PCR分别扩增变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧

翼序列FclpP及其突变体FclpPＧΔRS,插入βＧ半乳糖苷酶 (βＧglucuronidase,gusA)报道基因表达载体pIB１０７BamHI/XhoI
酶切位点之间,构建clpP 基因５′Ｇ侧翼序列及其突变体gusA 报道基因表达载体pFclpP和pFclpPＧΔRS,PCR、酶切及测序鉴

定;经BglII线性化后转化变异链球菌 UA１５９,卡那霉素筛选阳性克隆,得到clpP 基因５′Ｇ侧翼序列及其突变体gusA 报道基

因表达株SClpP和SClpPＧΔRS,经PCR及测序鉴定后,测定SClpP、SClpPＧΔRS、阳性对照SAmi和阴性对照SIB１０７的 GusA
活性.结果　成功扩增出变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列及其突变体;变异链球菌clpP 基因gusA 报道基因表达载体经

PCR、酶切及测序鉴定正确无误;PCR及测序结果表明成功构建clpP 基因５′Ｇ侧翼序列及其突变体变异链球菌gusA 报道基

因表达株 SClpP和 SClpPＧΔRS;GusA 活性测定证实变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列及其变体gusA 报道基因表达株

SClpP和SClpPＧΔRS的 GusA活性分别是阴性对照pIB１０７的３４．６和８．７倍,是阳性对照松鼠葡萄球菌ami基因启动子片段

gusA 报道基因表达株活性的５．２和１．３倍,提示插入片段FclpP和FclpPＧΔRS具有较强的启动子活性.结论　成功定位并克

隆变异链球菌clpP 基因启动子,为今后研究clpP 基因上游调控序列提供试验和理论依据.
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CloningofStreptococcusmutansclpPpromoter
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Abstract:WeclonedthepromoterofStreptococcusmutansclpPgeneandevaluateitspromotingactivity．The５′Ｇterminal
flankingsequenceofStreptococcusmutansclpP geneanditsshortened mutantwereamplifiedfromStreptococcusmutans
UA１５９chromosomeDNAbyPCR,andinsertedintopIB１０７viaBamHI/XhoItoconstructβＧglucuronidasereportplasmids．
Then,theplasmidsweretransformedintoS．mutansUA１５９afterbeinglinearizedbyBglII,andscreenedwithTHYagarconＧ
tain３００g/mLkanamycintoconstructtheβＧglucuronidasereportstrains．Thehomologousrecombinationstrainswereverified
byPCRandsequencing,andusedforGusAassay．Resultsshowedthatthe５′ＧflankingsequenceofStreptococcusmutansclpP
geneanditsshortenedmutantwereprovedtobecorrectbysequencing．TheβＧglucuronidasereportplasmidsandstrainsofflanＧ
kingsequenceofclpPgeneanditsshortenedmutantwereverifiedbyPCRandsequencing．TheresultsofGusAassaysshowed
thattheactivitiesof５′ＧflankingsequenceofStreptococcusmutansclpPgeneanditsshortenedmutantwere３４．６and８．７times
ofthatofthenegativecontrolpIB１０７,５．２and１．３timesofthatofthepositivecontrol,thepromoterfragmentoftheStaphyloＧ
coccussciuriamigene．ThepromoterregionofStreptococcusmutansclpP genewaslocatedandclonedsuccessfully．OurreＧ

sultsprovideevidencetoinvestigatetheregulationmechanism
ofclpPgene．
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　　 变异链球菌 (Streptococcusmutans,S．muＧ
tans)是草绿色链球菌的一种,革兰氏阳性球菌,兼
性厌氧,是人类龋病的主要致病菌,可引起牙髓病、
牙周病、颌骨炎,感染性心内膜炎等一系列并发症,
严重影响患者的身心健康和生活质量[１Ｇ３].变异链

球菌在人类口腔中生存的酸碱度、温度、氧分压、渗
透压等环境极易受到人类日常活动的影响,可在口

腔中长期存活并不断繁殖,变异链球菌通过改变其

蛋白质的表达状态(包括蛋白质的种类和表达的

量),以消除外界变化对菌体造成的影响[３].然而,
正是这种对环境改变的应对机制使得菌体内一些小

分子蛋白质迅速聚集,多为瞬时表达和受应激因素

刺激而发生损伤的蛋白质分子,这些蛋白质大多不

但不能行驶应有的生物学功能,如不及时清除还会

对细菌造成致命的损伤[４Ｇ６].因此,及时清除迅速聚

集的小分子蛋白质和维持细菌内环境的稳态(hoＧ
meostasis)成为变异链球菌生存并成为龋损部位的

优势菌以及致病的关键环节.我们前期研究证实变

异链球菌ClpP蛋白酶在清除应激相关蛋白质和损

伤的蛋白质、维持内环境稳态中发挥重要作用[４Ｇ５].
然而变异链球菌clpP 基因在对外应激耐受中以何

种方式被诱导及其表达调控机制的报道尚不多见,
为此本文通过构建变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序

列及 其 突 变 体 βＧ半 乳 糖 苷 酶 (βＧglucuronidase,

gusA)报道基因表达载体及其表达株,以研究变异

链球菌clpP 基因启动子生物活性及其结构,为阐

明变异链球菌clpP 基因表达调控的机制奠定理论

和实验基础.

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　菌株及质粒　大肠杆菌 Top１０、变异链球菌

UA１５９为本室保存.pIB１０７质粒由堪萨斯大学医

学中心的IndrainlBiswas教授惠赠,含有松鼠葡萄

球菌ami基因启动子的gusA 报道基因表达载体

pFami１３２由本室构建保存.

１．１．２　试剂　细菌基因组提取试剂盒及小量质粒

提取试剂盒为天根生化科技(北京)有限公司产品,

DNAmarker、TaqDNA 聚合酶、限制性内切酶、T４

DNA 连接酶均为 TaKaRa(大连)公司产品;QIAＧ
quickPCRPurificationKit为 Qiagen公司产品;pＧ
nitrophenylＧβＧDＧglucoside(PNPG)为 Sigma公司

产品;余为国产或进口分析纯试剂.

１．２　方法

１．２．１　变异链球菌 UA１５９基因组 DNA 的提取　
离心收集处于对数生长期的变异链球菌 UA１５９,灭
菌０．１mol/LPBS(pH７．４)洗涤３次,按照细菌基因

提取试剂盒说明书提取变异链球菌 UA１５９的基因

组DNA.

１．２．２　序列片段扩增　变异链球菌clpP 基因５′Ｇ
侧翼序列FclpP及其突变体FclpPＧΔRS的扩增 在

０．２mLPCR 反应管中建立如下反应体系:１０×
PCRBuffer５μL,dNTPs(１０mmol/L)１μL,MgCl２

(２５mmol/L)４μL,TaqDNA聚合酶０．５μL,变异

链球菌 UA１５９基因组DNA５０ng,上、下游引物各

１０nmoL,加灭菌水至５０μL;反应条件为９４℃预变

性３min,９４℃变性４５s,５６℃退火４５s,７２℃延伸

１min,共３０个循环,最后７２℃延伸１０min.变异

链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列片段(FclpP)及其突

变体片段(FclpPＧΔRS)扩增、后续PCR鉴定和测序

所用的引物见表１.

表１　实验采用的引物序列及用途

Tab．１　Primersusedinthisstudyandpurposes

Primer Sequence(５′－３′)a Purposeb

BamHIＧclpPＧF１ GCGGATCCATCGCTTGTTTGGCACAA FclpPamplication
BamHIＧclpPＧF２ GCGGATCCACGAGGTTAAGTCTGATAAATT FclpPＧΔRSamplication
XhoIＧclpPＧR１ GTGCTCGAGTTCAATAACTACAGGAATCAT FclpPandFclpPＧΔRSamplication
Smu１４０５ＧF GTATGATAGTATCCTTTTATCAGGG Strainidentification
GusＧR２ CGATCCAGACTGAATGCCC Plasmidsidentification

　　aRestrictionsitesusedtofacilitateligationareunderlinedanditalic．
bRS,repeatsequence．
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１．２．３　变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列及其突

变体gusA 报道基因表达载体的构建与鉴定　变异

链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列 FclpP及其突变体

FclpPＧΔRS的 PCR 扩 增 产 物 经 QIAquick PCR
PurificationKit纯 化 后,限 制 性 内 切 酶 BamHI/

XhoI酶切,与经BamHI/XhoI酶切的gusA 报道

基因表达载体pIB１０７连接,转化E．coliTop１０,氨
苄西林(１００g/mL)和卡那霉素(５０g/mL)筛选,

PCR及酶切鉴定阳性克隆,构建clpP 基因５′Ｇ侧翼

序列FclpP及其突变体FclpPＧΔRS的gusA 报道基

因表达载体,分别命名为pFclpP和pFclpPＧΔRS,并
交由上海立菲生物工程有限公司测序.PCR 及测

序所用引物为Smu１４０５ＧF\GusＧR２,详见表１.

１．２．４　变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列及其突

变体gusA 报道基因表达株的构建及 GusA 活性测

定　将含有clpP 基因５′Ｇ侧翼序列FclpP及其突变

体FclpPＧΔRS的gusA 报道基因表达载体pFclpP
和pFclpPＧΔRS、含有松鼠葡萄球菌ami 基因启动

子的阳性对照质粒pFami１３２及不含启动子的guＧ
sA 报道基因表达载体pIB１０７经BglII线性化后,
分别转化变异链球菌 UA１５９,卡那霉素 (３００g/

mL)筛选,构建各待测片段gusA 报道基因表达株,
分别命名为 SClpP、SClpPＧΔRS、SAmi(阳性对照)
和SIB１０７(阴性对照),经PCR及测序验证后,参照

文献[６]测定各待测片段gusA 报道基因表达株的

GusA活性,鉴定变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序

列 FclpP 及 其 突 变 体 FclpPＧΔRS 启 动 子 活 性.

PCR 及 测 序 所 用 引 物 分 别 为 BamHIＧclpPＧF１\
GusＧR２和BamHIＧclpPＧF２\GusＧR２,序列见表１.

２　结　果

２．１　变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列 FclpP及

其截短突变体 FclpPＧΔRS的体外扩增　变异链球

菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列FclpP及其突变体FclpPＧ
ΔRS的PCR扩增产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳,结
果显示:分别在６２１bp及２７１bp处有特异性明亮

扩增带,相对分子量大小与预期结果一致,且未见非

特异扩增带,详见图１.

２．２　变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列及其突变

体gusA 报道基因表达载体的构建与鉴定　变异链

球菌clpP 基 因 ５′Ｇ侧 翼 序 列 FclpP 及 其 突 变 体

FclpPＧΔRS 经 BamHI/ XhoI 酶 切,插 入 到 的

pIB１０７载体,得到clpP 基因５′Ｇ侧翼序列FclpP及

其突变体 FclpPＧΔRS的gusA 报告基因表达载体

pFclpP和pFclpPＧΔRS.提取质粒,行PCR及酶切

M:DNA Marker２０００
１:变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列截短突变体(FclpPＧΔRS)

PCR扩增结果;２:阴性对照;３:变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼

序列(FclpP)PCR扩增结果;４:阴性对照

图１　变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列及其截短突变

体的PCR扩增结果

Fig．１　Electrophoresisof５′Ｇflankingsequenceandits
shortenedmutantsofS．mutansclpPgeneampliＧ
fiedbyPCR

鉴定,产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳,结果显示插入

片段和载体片段相对分子量大小正确.测序结果进

一步证明成功构建了变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼

序列FclpP及其突变体FclpPＧΔRS的gusA 报道基

因表达载体,详见图２.

M１:DNA Marker１kbLadder;M２:DNA Marker２０００
１:pFclpPＧΔRS质粒 PCR 鉴定;２:pFclpP质粒 PCR 鉴定;３:

pFclpP 质 粒 BamHI/ XhoI 双 酶 切 鉴 定;４:pFclpP 质 粒

BamHI/XhoI双酶切鉴定

图２　变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列及其截短突变

体gusA 报道基因表达载体的鉴定

Fig．２　IdentificationofthegusAreportplasmidsof５′Ｇ
flankingsequenceanditsshortenedmutantsofS．
mutansclpPgene
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２．３　变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列及其突变

体gusA 报道基因表达株的鉴定 　 变异链球菌

clpP 基因５′Ｇ侧翼序列 FclpP及其突变体 FclpPＧ
ΔRS的gusA 报道基因表达载体pFclpP和pFclpPＧ
ΔRS,连同阴性对照空载体pIB１０７及含有松鼠葡萄

球菌ami基因启动序列的阳性对照pFami１３２质粒

经线性化后转化变异链球菌 UA１５９,经卡那霉素筛

选,挑选阳性转化子行菌落PCR鉴定,扩增产物经

１．５％琼脂糖凝胶电泳,结果显示在１３４１bp和９９１
bp处有特异性明亮扩增带,与预期结果相符,详见

图３.测序证实变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列

FclpP或其突变体 FclpPＧΔRS及gusA 报道基因Ｇ
kanR 抗性基因盒以单拷贝插入变异链球菌转座酶

基因(SMU．１４０５)中.

１:转化线性化pIB１０７质粒的gusA 报道基因表达株的PCR扩

增结果;２:转化线性化pFclpP质粒的gusA 报道基因表达株的

PCR扩增结果;３:转化线性化pFclpPＧΔRS的 质粒gusA 报道

基因表达株PCR扩增结果　M:DNA Marker２０００

图３　变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列及其截短突变

体gusA 报道基因表达株的PCR鉴定

Fig．３　PCRproductsofthegusAreportstrainsof５′ＧflanＧ
kingsequenceanditsshortenedmutantsofS．muＧ
tansclpPgene

２．４　变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列及其截短

突变体启动子活性　GusA 活性测定结果表明变异

链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列gusA 报道基因表达

株SClpP的 GusA 活性是阴性对照不含启动子的

gusA 报道基因表达株SIB１０７的３４．６倍之多,是阳

性对照松鼠葡萄球菌ami基因启动子片段gusA 报

道基因表达株SAmi的８．７倍左右;clpP 基因５′Ｇ侧

翼序列突变体gusA 报道基因表达株 SClpPＧΔRS
的启动子活性是阴性对照的５．２倍,是阳性对照的

１．３倍,说明插入片段变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧

翼序列FclpP及其突变体 FclpPＧΔRS具有较强的

启动子活性.详见图４所示.

SClpP:变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列gusA 报道基因表达

株;SClpPＧΔRS:变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列截短突变体

gusA 报道基因表达株;SAmi:阳性对照　SIB１０７:阴性对照

图４　变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列及其截短突变

体GusA活性测定

Fig．４　GusAactivityanalysisofthegusAreportstrainsof
S．mutansclpPgene５′Ｇflankingsequenceandits
shortenedmutants

３　讨　论

课题组前期对变异链球菌基因组结构研究表

明,变异链球菌clpP 基因上游为upp 基因,编码尿

嘧啶磷酸核糖基转移酶,其转录方向与clpP 基因

相同,两者之间存在一非编码区;而对clpP 基因转

录产物的研究发现变异链球菌 UA１５９株clpP 基

因存在１．９kb和０．６７kb两种转录产物,两者在菌

体存在的时间均小于１min;其中０．６７kb转录产物

的含量占总表达产物的８０％,为clpP 基因转录产

物,而１．９kb转录产物占２０％,为clpP 基因及其上

游upp 基因共转录产物[６].因此,我们推断在变异

链球菌clpP 基因与其上游upp 基因之间的非编码

区存在着clpP 基因的启动子.为检测变异链球菌

clpP 基因与upp 基因之间的非编码区是否具有启

动子活性,我们将clpP 基因与upp 基因之间的非

编码区及upp 基因３′Ｇ端部分 DNA 片段插入到

gusA 报道基因表达载体pIB１０７的gusA 报道基因

的上游,构建变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列

gusA 报道基因表达载体.

pIB１０７载体由堪萨斯大学医学中心的Indrainl
Biswas教授为研究变异链球菌启动子活性而特地

构建的,其BamHI/XhoI酶切位点上游无启动子

序列和表达调控元件,下游即为gusA 报道基因,编

９２１１１２期 张加勤等:变异链球菌clpP 基因启动子的克隆及活性测定



码βＧ半乳糖苷酶 (βＧglucuronidase,GusA),能够水

解PNPG生成淡黄色的对硝基苯胺,在４２０~４５０
nm 处具有高的消光系数,可由分光光度计测定[７].
因此可通过检测 GusA活性间接反映上游插入片段

的启动子活性.GusA 活性测定较lacZ(βＧ半乳糖

苷酶基因)、cat(氯霉素乙酰转移酶基因)、lux(荧光

素酶基因)等目前常用的测定启动子活性的方法具

有背景低、灵敏度高,线性范围广、设备要求低、操作

简单、快速等优点.pIB１０７载体的gusA 报道基因

的下游为kanR 抗性基因盒,而变异链球菌转座酶

基因(SMU．１４０５)５′Ｇ端及３′Ｇ端约７００~９００bp的基

因片段分别位于gusA 报道基因的上游和kanR 抗

性基因盒的下游.因此线性化的载体可以借由此两

同源臂与变异链球菌 SMU．１４０５基因发生同源重

组,使插入两同源臂中的插入序列以单拷贝的形式

插入变异链球菌SMU．１４０５中,这不仅消除了载体

拷贝数不同对 GusA 活性测定造成的影响,同时不

会影响宿主菌其他基因和生物学功能,还便于重组

子的筛选[８].这种序列特异性同源重组多用于序列

的定向插入或缺失,具有DNA序列不丢失、不合成等

优点,是生命科学中常用的分子生物学方法和手段.

JiaqinZhang等[６]对变异链球菌clpP 基因及

其周围DNA进行序列和结构分析,分析结果显示,
在clpP 基因翻译起始位点上游２９２bp处,有７个

随机串联重复序列,其重复基序由４９~５０bp的碱

基 组 成 GCGAGGCTANAGTCCAGTGGACTGT
TATTTCCCGAGCTNTNAAAATNGATN.其中

每个基序由一个及其保守２９bp碱基组成的核心区

域,核心区域的３′及５′Ｇ侧翼序列仅有个别碱基不

同.诸多研究已证实细菌的重复序列多为非编码序

列,通常具有顺式作用元件的作用,对基因表达、转
录调控、乃至染色体的构建以及生理代谢都起着不

可或缺的作用,为初步探讨此串联重复序列的功能,
我们构建了变异链球菌clpP 基因５′Ｇ侧翼序列突变

体gusA 报道基因表达株SClpPＧΔRS,在该突变体

中我们将串联重复序列进行了缺失突变.GusA 活

性测定表明变异链球菌clpP 基因 ５′Ｇ侧翼序列

FclpP具有较强的启动子活性,是阳性对照松鼠葡

萄球菌ami基因启动子片段活性的８．７倍,说明插

入片段具有较强的启动子活性,而clpP 基因５′Ｇ侧

翼序列突变体 FclpPＧΔRS的启动子活性是阳性对

照松鼠葡萄球菌ami基因启动子片段的１．３倍,因
此我们推断clpP 基因上游的串联重复序列具有增

强clpP 基因表达的功能,其作用机制尚待实验进

一步证实.
综述之,本实验成功克隆了变异链球菌clpP

基因启动子,GusA 活性测定证实具有较强的启动

子活性,同时对变异链球菌clpP 基因串联重复序

列进行了初步的功能验证,为后续clpP 基因启动

子的结构及其表达调控机制的研究提供实验依据和

方法上的借鉴.
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