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慢性牙周炎是导致牙齿功能丧失的主要原因之

一 , 而牙龈卟啉单胞菌( Porphyromonas gingivalis,

P.gingivalis) 是慢性牙周炎的主要致病菌 , 其菌毛蛋

白( fimbrillin, FimA) 被证明在致病过程中起重要作

用。在口腔环境中防御病原入侵的免疫球蛋白主要

是分泌型 IgA( secretary IgA, sIgA) , 可抑制细菌

对上皮的粘附 , 是黏膜抵抗病原入侵的重要机制之

一。IL- 15可特异地作用于抗原致敏的B1细胞向产

生IgA细胞转型分化的早期阶段 , 并且可促进产生

IgA细胞的增殖[1]。本实验的目的就在于构建并鉴定

FimA和IL- 15的真核共表达质粒, 作为增强sIgA应答

的抗牙龈卟啉单胞菌FimA的DNA疫苗 , 为其进行免

疫动物的实验研究奠定基础。

牙龈卟啉单胞菌FimA蛋白和IL- 15
真核共表达质粒的构建与鉴定

郭红梅1, 杨丕山1, 姜广水1, 王喜军2

( 1.山东大学口腔医院 牙周科 , 山东 济南 250012;

2.口腔生物医学工程教育部重点实验室 , 四川大学 , 四川 成都 610041)

[摘要] 目的 构建含编码牙龈卟啉单胞菌FimA蛋白和IL- 15基因的真核共表达质粒 , 并检测其在哺乳动物细胞

中的表达。方法 应用基因重组技术 , 构建真核表达载体pIRES- fimA和真核共表达载体pIRES- fimA:IL15, 通过酶

切、PCR及DNA序列测定鉴定获得的质粒 , 用Lipofectamine 2000介导转染CHO细胞 , 用Western blot检测重组质粒

在哺乳动物中的表达 , 酶联免疫吸附试验检测培养上清中的蛋白表达。结果 PCR扩增获得的fimA和IL- 15目的基

因与预计相同 , 定向插入真核表达质粒pIRES中 , 插入位相正确 , 未改变阅读框架。转染的CHO细胞能够检测到目

的基因的表达 , 在培养上清中也可以检测到蛋白质的表达。结论 本实验成功构建了牙龈卟啉单胞菌FimA蛋白和

IL- 15的真核共表达质粒pIRES- fimA:IL15, 为研制增强免疫应答的抗牙龈卟啉单胞菌DNA疫苗奠定了基础。
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[Abstract] Objective To construct a eukaryotic co- expression plasmid pIRES- fimA:IL15, which can be used as

an immunoreaction- enhancing DNA vaccine against Porphyromonas gingivalis FimA, and investigate its expression in

mammalian cells. Methods The eukaryotic co- expression plasmid pIRES- fimA:IL15 was constructed by molecular

cloning methods and characterized by restricted endonuclease mapping, PCR and DNA sequencing. The plasmid was

transfected into mammalian cell CHO using Lipofectamine 2000. Expression of fimA gene was detected by Western

blot and the protein secretion in cultural medium was analyzed by ELISA. Results Endonuclease mapping showed

that the target genes fimA and IL- 15 obtained by PCR had the same molecular size as predicted. The DNA se-

quencing data also indicated that inserted fimA gene and IL- 15 gene had correct DNA sequence and orientation.

The recombined plasmid could express FimA in mammalian cell CHO transfected. FimA and IL- 15 could be secret-

ed into cultural supernatant detected by ELISA. Conclusion A new eukaryotic co- expression plasmid pIRES- fimA:

IL15 was constructed and it could be applied for further immunization in animal as an effective anti- Porphyromonas

gingivalis vaccine.
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1 材料和方法

1.1 质粒、细菌菌株与细胞来源

质粒pcDNA3- fimA由日本大阪大学Hamada惠

赠 , 质粒pORF- hIL15( Invivogen公司 , 美国) , 真核

表达质粒pIRES( BD Biosciences Clontech公司 , 美

国) ; 大肠杆菌DH5α( 山东大学分子生物学实验室

提供) , 中国仓鼠卵巢癌细胞株( CHO细胞株)( 山东

大学解剖学实验室提供) 。

1.2 主要试剂

PCR扩增体系、各种限制性内切酶及T4DNA连

接酶、质粒纯化回收试剂盒及DNA相对分子质量

Marker( 大连宝生物公司) ; DNA纯化回收试剂盒

( Qiagen公司, 德国) ; Lipofectamine 2000( Invitrogen

公司, 美国) ; F12培养基( Gibco公司, 美国) ; 牛血

清白蛋白、 TMB、G418、蛋白质相对分子质量

Marker ( 上海生工生物有限公司) ; 引物由上海生工

生物有限公司合成; IL- 15 ELISA检测试剂盒( 上海

森雄公司) ; 辣根过氧化物酶标记羊抗兔IgG( 北京

中杉生物有限公司) ; 抗FimA兔多克隆抗体( 自制) ;

细胞裂解液( 碧云天生物技术公司) ; FimA蛋白为日

本大阪大学Kawabata惠赠。

1.3 fimA基因与IL- 15基因片段的PCR扩增

以质粒 pcDNA3- fimA为模板行PCR扩增 fimA

基因。引物 : 上游5′- ATCTCGAGTGTTGGGACTT-

GCTGCT- 3′, 下游5′- GGCACGCGTCGATATAGACA-

AACTATG- 3′, 分别引入限制性内切酶XhoⅠ和Mlu

Ⅰ酶切位点。反应条件为94℃预变性5 min, 94℃

1 min, 58℃ 1 min, 72℃ 2 min, 72℃终延伸7 min。

以质粒pORF- hIL15为模板行PCR扩增 IL- 15基因 ,

引物 : 上游 5′- TATCTAGAAAGGAGGGCCACCAT-

GCG- 3′, 下游5′- TAGCGGCCGCTCAATTGCAATC-

AAGAAG- 3′, 分别引入限制性内切酶XbaⅠ和NotⅠ

酶切位点。反应条件为94 ℃预变性5 min, 94 ℃

1min, 58℃ 1 min, 72℃ 1 min, 72℃终延伸7 min。

PCR产物行琼脂糖凝胶电泳鉴定。

1.4 真核表达质粒pIRES- fimA及pIRES- fimA:IL15

的构建

fimA基因PCR扩增产物经纯化回收后与质粒

pIRES均以XhoⅠ和MluⅠ双酶切 , 酶切产物经纯化

回收后以T4DNA连接酶连接 , 连接产物转化感受态

E.coli DH5α, 挑选菌落、纯化回收质粒并进行PCR

和酶切鉴定 , 正确的真核表达质粒命名为pIRES-

fimA。

IL- 15基因PCR扩增产物经纯化回收后与质粒

pIRES- fimA均以XbaⅠ和NotⅠ双酶切 , 酶切产物经

纯化回收后以T4DNA连接酶连接 , 连接产物转化感

受态E.coli DH5α, 挑选菌落、纯化回收质粒并进行

PCR和酶切鉴定 , 上海博亚公司DNA序列鉴定 , 正

确的真核共表达质粒命名为pIRES- fimA:IL15。

1.5 重组质粒pIRES- fimA及pIRES- fimA:IL15转染

细胞

以F12培养基常规培养CHO细胞 , 采用脂质体

( Lipofectamine 2000) 转染的方法将重组质粒pIRES-

fimA及pIRES- fimA:IL15导入CHO细胞。以pIRES作

为空载体对照 , 并以未进行基因转染的CHO细胞作

为空白对照。转染细胞以800 mg/L的G418选择培养2

周, 获得转染的阳性克隆。

1.6 重组质粒pIRES- fimA及pIRES- fimA:IL15的表

达分析

1.6.1 SDS- PAGE和Western blot分析 细胞裂解液

裂解细胞 , 收集裂解液SDS- PAGE电泳 , 以Western

blot对表达的FimA蛋白进行免疫学分析 , 所用一抗

为抗FimA兔抗血清( 1∶400) , 二抗为辣根过氧化物

酶标记羊抗兔IgG( 1∶1 000) , DAB显色。

1.6.2 培养上清的酶联免疫吸附实验( enzyme -

linked immunosorbent assay, ELISA) 检测 收集转

染后的无血清培养上清, 包被96孔板, 3%牛血清白

蛋白封闭 , 加抗FimA兔抗血清( 1∶20) 和HRP标记的

羊抗兔 IgG( 1∶5 000) , TMB显色 , 酶标仪读取

OD450 nm值。IL- 15以IL- 15 ELISA检测试剂盒检测 ,

酶标仪读取OD492 nm值。

2 结果

2.1 fimA和IL- 15基因的PCR产物

将片段的PCR扩增产物行琼脂糖凝胶电泳 , 与

DNA相对分子质量Marker比较, 得到目的大小片段,

fimA基因片段为1 225 bp, IL- 15为489 bp( 图1) 。

1, 6: DNA相对分子质量Marker; 2: fimA PCR扩增产物 ; 3:

IL- 15 PCR扩增产物 ; 4: XhoⅠ和MluⅠ双酶切鉴定 pIRES- fimA;

5: XbaⅠ和NotⅠ双酶切鉴定pIRES- fimA:IL15
图 1 fimA与 IL- 15基因PCR产物及pIRES- fimA和pIRES- fimA:
IL15酶切鉴定琼脂糖凝胶电泳结果

Fig 1 Results of agarose gel eletrophoresis of PCR products of
fimA and IL- 15 and restriction analysis of pIRES- fimA
and pIRES- fimA:IL15
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2.2 真核共表达质粒pIRES- fimA:IL15的构建

pIRES- fimA用XhoⅠ和MluⅠ酶切 , pIRES-

fimA:IL15用XbaⅠ和NotⅠ酶切 , 酶切产物经琼脂糖

凝胶电泳, 与相对分子质量Marker比较, 得到目的大

小片段( 图1) 。经上海博亚公司序列测定 , pIRES-

fimA:IL15真核表达质粒中插入的fimA与IL- 15基因片

段读码框正确。

2.3 G418选择培养转染细胞获得阳性克隆

以800 mg/L的G418选择培养转染细胞2周后, 于

倒置显微镜下观察 , 可见转染了重组质粒pIRES-

fimA、pIRES- fimA:IL15以及质粒pIRES的CHO细胞

出现阳性克隆 , 而未进行基因转染的CHO细胞则全

部死亡( 图2) 。

A: 未进行基因转染细胞 ; B: 转染质粒pIRES的细胞 ; C: 转染

重组质粒pIRES- fimA的细胞 ; D: 转染重组质粒pIRES- fimA:IL15的

细胞

图 2 G418选择培养2周后CHO细胞的状况 倒置显微镜

×20

Fig 2 CHO cells after 2 weeks in G418 cultural medium in-

verted microscope ×20

2.4 Western blot检测FimA蛋白在转染CHO细胞中

的表达

Western blot分析表明, 转染了质粒pIRES- fimA

和pIRES- fimA:IL15的CHO细胞裂解液中检测到了

FimA蛋白的表达 , 而转染pIRES组和未转染组则没

有FimA蛋白的表达( 图3) 。

2.5 ELISA分析转染CHO细胞培养上清中的FimA蛋

白和IL- 15

培养上清中FimA蛋白的检测 : 转染质粒pIRES

组OD450 nm为0.146±0.003, 转染重组质粒pIRES- fimA

组OD450 nm为0.626±0.004, 转染重组质粒pIRES- fimA:

IL15组OD450 为 0 607±0 003 未转染组OD450 为

0.140±0.002。转染 pIRES- fimA及 pIRES- fimA:IL15

组, 与转染pIRES及未转染组 , OD450 nm比值大于2.1,

说明转染pIRES- fimA及pIRES- fimA:IL15的细胞培养

上清中有FimA蛋白的表达。

1: 转染pIRES的CHO细胞裂解液 ; 2: 转染pIRES- fimA的CHO细

胞裂解液 ; 3: 转染pIRES- fimA:IL15的CHO细胞裂解液 ; 4: 未转染

的CHO细胞裂解液

图 3 Western blot检测FimA蛋白在转染CHO细胞中的表达

Fig 3 Expression of FimA protein in CHO cells

培养上清中 IL- 15的检测 : 转染质粒pIRES组

OD492 nm为0.131±0.002, 转染重组质粒pIRES- fimA:

IL15组OD492 nm为 0.461±0.003, 未转染组OD492 nm为

0.161±0.002。转染pIRES- fimA:IL15组与转染pIRES

及未转染组, OD492 nm比值大于2.1, 说明转染pIRES-

fimA:IL15的细胞培养上清中有IL- 15的表达。

3 讨论

P.gingivalis是慢性牙周炎的主要致病菌 , 而其

菌毛蛋白FimA则是P.gingivalis引起牙周病变的主要

毒力因子之一。FimA可介导P.gingivalis粘附于上皮

细胞、内皮细胞、唾液成分 , 也与该菌侵入到牙周

组织的上皮细胞及结缔组织内有关 , 而且可刺激致

炎性细胞因子( IL - 1、 IL - 6、 IL - 8、 TNF -α) 的

产生, 导致骨质吸收和其他炎症反应。同时FimA可以

介导树突状细胞摄取P.gingivalis, 并促进树突状细

胞的成熟 , 分泌炎症细胞因子IL- 1β、IL- 6、IL- 8、

IL- 12以及TNF-α[2-4]。有实验表明[5], 多菌毛P.gingivalis

野生型菌株可引起定菌大鼠牙槽骨吸收 , 而无菌毛

的突变菌株则不会造成牙槽骨的破坏。也有实验发

现[6], 用FimA免疫大鼠可减轻由P.gingivalis引起的牙

槽骨破坏, 将抗FimA的单克隆抗体用于口腔被动免

疫 [2], 可以抑制该菌在口腔的定植。所以将FimA作

为防治牙周炎疫苗抗原具有确定的可行性和必要

性。

DNA疫苗是指将编码外源蛋白的核酸表达载体

直接转化到机体内 , 以产生针对外源蛋白的特异性

免疫应答。DNA质粒进入宿主细胞并能停留数月 ,

这又为机体的免疫系统接受长期的抗原刺激创造机

会 , 从而使体内特异的免疫记忆细胞能长期存在 ,

以此维持特异性免疫力。故而 DNA疫苗在免疫范
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围( 诱发体液免疫和细胞免疫) 、免疫持久性等方面

与以往的各种疫苗比较有着很大的优越性。

国外已有报道将牙龈卟啉单胞菌FimA蛋白的

DNA疫苗用于防治牙周病的实验[7- 8]。本实验所使用

的质粒pcDNA3- fimA就是日本大阪大学Hamada构建

的能够编码FimA蛋白的真核表达质粒 [7], 将其注射

到小鼠唾液腺组织中, 结果唾液中的FimA特异抗体

sIgA、IgG及血清中的特异抗体IgG含量大幅度升高 ,

并且在第1次注射后至少维持了138 d。同时还将其

转染到哺乳动物细胞中 , 表达了相对分子质量为

43×103的FimA蛋白 , 验证了这个DNA疫苗所携带的

fimA基因的完整性和功能性。

在口腔环境中防御病原入侵的免疫球蛋白主要

是分泌型IgA, 它可以抑制细菌对上皮的粘附。由

于sIgA本身结构的特点 , 在口腔环境中抗蛋白水解

酶的能力较强 , 所以作用效果好。因此通过诱导以

sIgA反应为主的P.gingivalis黏膜免疫应答是防治成人

牙周病的理想选择。而IL- 15[1]可以特异的作用于被

抗原致敏的B1细胞向产生IgA细胞的转型分化 , 可

促进产生IgA细胞的增殖 , IL- 15还是一种具有维持

T细胞增殖活性的糖蛋白。同时 , IL- 15在NK细胞

分化增殖过程中也起重要的作用。动物实验表明 ,

IL- 15注射到体内有抗肿瘤作用且无不良反应 [1]。因

此 , 选择IL- 15作为增强免疫反应 , 尤其是增强IgA

应答的免疫调节因子是理想的。

真核表达质粒pIRES含有核糖体内部进入位点

( internal ribosome entry site, IRES) 的特异序列 ,

它可以连接两段基因 , 使其转录在一条mRNA上 ,

但翻译成两个独立的蛋白质 , 两蛋白的空间构象及

功能互不干扰 [9]。这样 , 插入的目的基因在体内表

达后 , 抗原FimA蛋白可以诱导免疫应答 , IL- 15则

可以使被抗原致敏的B1细胞向产生IgA的细胞转型

分化及增殖, 增强sIgA应答。

本实验构建的真核共表达质粒pIRES- fimA:IL15

经Lipofectamine 2000介导转染CHO细胞后经Western

blot和ELISA分析, 能够在哺乳动物细胞中表达FimA

蛋白, 在转染细胞的培养上清中也可以检测到FimA

蛋白和IL- 15的表达 , 同时表达的FimA蛋白能够与

特异性抗体结合 , 具有抗原性。因此 , 本实验成功

构建了FimA与IL- 15的真核共表达质粒。该重组质

粒作为抗牙龈卟啉单胞菌FimA的DNA疫苗 , 具有表

达产物FimA和IL- 15的生物活性 , IL- 15可以用来增

强局部免疫应答强度 , 缩短免疫应答潜伏期 , 从而

为进一步动物实验研究打下基础。
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2006年深圳世界口腔医学大会通知

2006 年 9 月 22—25 日深圳世界口腔医学大会正在积极筹备中。组委会决定接受投稿 , 请于 2006 年 7

月 31 日前将论文的中文摘要( 400字以内) 寄至:北京中关村南大街 22 号中华口腔医学会 朱春华收 , 邮编:

100081, E- mail: fdicsa@vip.sina.com。
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