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摘要 根据副溶血弧菌野生型菌株 B B 2 2 lF
a l 基 因

。 D N A 序列
,

通过合理 的引物设计
、

链延伸

反应
、

P C R 反应 以及分子克隆等技术
,

成功地合成出编码极鞭毛蛋 白的 lF a l 基 因全长片段
,

并将

其克隆至 p M D 18
一

T 载体质粒上
.

序列分析和酶切鉴定显示 lF
a l 基 因得到了正确 的合成和克隆

.

关键词 副溶血弧菌 月口 I 墓因 合成 克隆与鉴定

D N A 免疫又称基因免疫或核酸免疫
,

是将编码

某种抗原的基因序列与适当载体重组成哺乳动物表达

质粒
,

将其以 D N A 形式直接导入宿主机体中
,

使抗

原基因在机体组织细胞内表达抗原蛋白来刺激机体产

生免疫应答
,

以达到免疫接种的 目的
.

D N A 免疫是

近年来兴起的制备疫苗的最新方法
.

目前 已对病毒
、

— 细菌
、

寄生虫
、

肿瘤基因等进行了有益的尝试
,

尤以

病毒和肿瘤基因开展的工作最多〔̀ 〕
.

但有关海洋弧菌

DN A 免疫未见有公开的报道
,

而副溶血弧菌是海水

鱼虾类重要病原菌之一 2[]
,

因此
,

我们开展了副溶血

弧菌 D N A 免疫的工作
.

副溶血弧菌鞭毛基因系统复

杂
,

其极鞭毛约有 57 个基 因和 3 个开放读码框编

码〔3一 7 ]
,

可能要几个基因产物才能起到 免疫保护作

用
,

我们将克隆和构建若干个副溶血弧菌极鞭毛基因

的真核表达载体
,

然后单独或组合这些基因的真核表

达载体免疫海水重要经济鱼类
,

建立副溶血弧菌极鞭

一 毛基因免疫鱼类模型
,

寻找最佳保护性抗原
,

最终研

制出副溶血弧菌 DN A 疫苗
,

为鱼类弧菌病预防寻找

新的更有效的方法
.

本文首先化学合成和克隆副溶血

弧菌极鞭毛蛋白 石饭 I基因
,

用于构建 万去之1基因真核

表达载体
.

可见
,

F勿 I 基因合成和克隆是副溶血弧

菌 D N A 疫苗工作的基础之一

1 材料和方法

1
.

1 引物设计与合成

根据副溶血弧菌野生 型菌株 B B 22 lF al 基 因

3 o 6 b p 。 D N A 序 列 ( G e

nB
a n k cA

e e s s io n N o :

A 0F 69 39 2) 7[]
,

设计 6 条引物
,

其中正向引物 3 条

(分别命名为 F l
,

2F
,

F 3 )
,

反向引物 3 条 (分别命

名为 R I
,

R Z
,

R 3 )
.

每条 引物平均 长 7 0 b p
,

其 中

F l 和 2F
,

2F 和 F 3
,

F 3 和 R 3
,

R 3 和 2R
,

R Z 和 R l

有约 20 b p 的重复部分
.

1F 5’ 端加有 a a 工位点

A T C G A T
,

R 1 5
`

端加有 6 个组氨酸密码子 CA T
-

C A T CA T C A T CA T C A T 和 E c

oR I 位 点 G A A T T C

(表 1)
.

所以合成的核普酸序列全长共 3 3 6 b p
.

6 条

引物分别在全自动 D N A 合成仪上合成
.

表 1 月
a l 墓因合成引物核普酸序列

名称 核普酸序列

T A C G C A A G A C泥 T G G A A A A A G T I ,G A C I
一

1
一

1人 A T A C T G A A G A A A T T C T T C G C T T G G T C G A T A T C A〔汇心 A A C〔 X三T T A T T G C A A A

C A (; ( ; G A A C C汪子T T A T T G C A A A A C C TG T T A C C A A T T A T T C A A C A A A A T C C C T T G G T A A A G C A G G A T G T A G A G T G G C A A〔 ; A C T

G A A T T C A TG A T G A T G A T G A T G A I ,G TT A A八 T A A A T T T T T T G T A C T G C T G A A G C G A A C G T T G GC C A T A

T G A A G C G A A C G T f G G C C A T A A C G G A A T了 f G I , G A A (芜 1 , C T F T T C C G A C C I
一

l一 l
,

G A C G I
一

1
一

I C T

T T C C G A C C I
一

1
一

1
,

G A C G T T T C T G A T T G C A T C A GC T C G A C A A T T C I
一

1
一

1
一

I G G T A C G A G T C A G C A A G T C T T G ( :C A C T CT A C A T C C
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2 00 1
一
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一
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,
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一

2 2 收修改稿
!
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2Ta q酶聚合反应

链延伸反应体系为
:

邢 和 3 R各 5拌 L
,

10 X p C R

缓冲液 10 拌L
,

dN T p 1 6 拌L
,

践0 6 3 沁
.

置 9 4℃
,

10 而
n
后于 55 ℃ 加 aT q 酶 1 拌L 后保温 5而

n ,

然后

72 ℃保温 5而
n ,

获得命名为 F r

顽的反应液
.

第 1 次 P C R 反应体系为
:

2F 和 R Z 各 1 拌L,

F r a g 1 1拜 L
,

dN T p 10 拌L
,

1 0 X pCR 缓冲液 1 0 拼L
,

10 X aT q 酶 1 拌L
,

眺 0 76 拌L
.

反应条件为 94 ℃
,

3 0 5 ; 5 5℃
,

3 0 5 : 7 2℃
,

3 0 5 ; 共 3 0 个循环
,

获得的

P C R 产物命名为 rF ag n
.

第 2 次 P CR 反 应体系为
:

F l 和 R l 各 1 拼L,

F r眼 11 1拌 L
,

dN T p 10 拜L
,

1 0 X p C R 缓冲液 1 0 拼L
,

l o X aT 。 酶 1 拼L
,

玩 0 7 6 拼L
.

反应条件为 9 4℃
,

3 0 5 ; 5 5℃
,

3 0 5 ; 7 2℃
,

3 0 5 ; 共 3 0 个循环
,

获得的

P C R 产物经乙醇沉淀后溶解于 1 00 拼L 的 T E 缓冲液

中
,

命名为 F ar g m
.

连接反应体系为
:

rF ag m Z 拼L
,

pM D 18
一

T l 拼L

(约 5 0 n g )
,

H ZO Z 拌L
,

几 D N A 连接酶 5 拌L
,

16℃

保温 3 0 m i n
.

连接液全量转化 E
.

。 0 11 JM 1 0 9 感受

态细胞
.

随机挑 出转化平板上 单菌落培养并抽提质粒

D N A
,

经 a a 工和 E c

oR I 双酶切鉴 定是否获得重

组质粒
.

对含重组质粒菌落重新培养
,

提取质粒进

行 D N A 测序
.

的重复
,

所以通过 P C R 酶促合成得到 lF al 基 因全

长序列
,

它的双链 3
`

端都带有一突出的核昔酸 A,

由几 D N A连接酶连接到 3
`

端带有一突出的核昔酸

T 的 pM D 1 8
一

T 载体上
.

连接后的反 应液转化 E
.

co l iJ M 10 9 感受态细胞
.

转 化平板上有分散的 E
.

co l iJ M 10 9阳性菌落生成
,

可见合成的 lF al 基因外

源片段已插入 pM D 18
一

T 载体中
.

随机挑出了 6 个单菌落培养并提取质粒 D N A,

用 lC
a l 和 E` 。 R l 酶切

,

5 个菌落中有 2
.

9 6 k b和

3 3 6 b p 两条电泳带
.

表明合成的 lF al 基因大小正确

(图 1 )
.
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2 结果和讨论

尽管寡聚核昔酸化学合成每步缩合反应产率可

高达 98 % 以上
,

但为了提高寡聚核昔酸的产率
,

合

成的寡聚核昔酸不宜太长
.

因此 lF
a l 基 因分成 6 个

片段分别合成
,

由于其相邻两片段间核昔酸有一定

图 1 重组质粒 p M D 18
·

lF
a l 的 cl

a
l /

E 亡。 R l 酶切鉴定结果

1
.

p M D l s
一

T 载体 ( 2
.

9 6 k b ) ;

2
.

p M 1D 8
一

lF al 重组质粒 c l a l / E “ 次 I 双酶切 ;

3
.

D L 2 0 0 0 D N A 分子量参照物

全自动序列分析显示
,

pM D 18
一

lF al 的插入片

段为完全正确 的副溶血弧菌极鞭毛蛋 白 lF al 基因

(图 2 )
.

本文将其命名为 pM D 18
一

lF al
.

A A A T T T A T T T A A C A T C A T C A T C A T C A T C A T G A A T T C

图 2 副溶血弧菌 lF al 基因核昔酸及其编码的氮墓酸序列
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应用人工合成的方法克隆基因
,

优点在于快速

(一般只需 2 一 3 个星期 )
、

准确
,

而且 可以根 据需

要对密码子进行大规模改造
,

提高外源基因的表达

水平或为表达产物的纯化与检测提供便利的条件
.

一般情况 下
,

克隆 已知基因也可使用 P C R 或 R -T

P C R
,

但由于 aT q 酶的特点
,

扩增有可能出现碱基

错配 ; 而 R T
一

P CR
,

还 需要严格 m R N A 的制备和

c D N A 合成技术 ; 另一方面
,

不 同的表达系统对同

义密码子的使用频率有很大差别
,

高水平表达的基

因有 不 正 常 比例 的 同 义 密 码子 与相 应 丰 富 的
t R N A〔8 ]

,

如毕赤酵母 (尸i e 、 i a 如
s t o r i : )表达系统

,

因此
,

克隆得到的基因有可能不适合在某一特定表

达系统中表达
.

通过体外定点突变技术来修改密码

子
,

如果修改的密码子较多
,

会异常费时费力
.

在我们的实验中
,

从连接反应后的转化平板上

随机挑出单菌落
,

经培养后
,

抽提质粒 D N A
,

用 内

切酶 lC
a

l 和 E` 。尺 I 酶切质粒 D N A
,

获得 线状的

2
.

9 6 k b的载体 pM D i s 及预计的约 3 3 6 b p 的 凡
a l 片

段两条电泳带
,

且序列分析显示
,

p M D 18
一

lF al 的

插入片段序列完全正确
,

可见 lF al 基因得到 了正

确的合成和 克隆
,

另外
,

对 lF
a l 来讲

,

由于没有

相应的抗体来检测表达的产物
,

应用人工合成的方

法我们在其基因下游非常方便地增加 6 个组氨酸密

码子
,

6 个组氨酸可以和金属离子形成络合物
,

可

用于其表达产物的纯化与检测
.

目前
,

还不 了解鱼

类细胞的密码子偏爱性
,

我们未对 lF al 基因密码

子作修改
.

lF al 基因的正确合成和克隆为 lF al 基

因亚克隆入表达载体奠定了基础
.
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