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摘要：为获得具有良好生物活性的可溶性葡萄糖基转移酶催化活性区（GTFB/CAT），根据 NCBI 上已发表的 Streptococcus mutans 

UA159（血清型 c）GTFB 的 DNA 测序结果，按照 GTFB/CAT 两端的序列设计引物，利用 PCR 克隆技术钓取 S. mutans UA159（血

清型 c）的 GTFB/CAT 基因，连入表达载体 pET-28b(+)中构成 pET-28b(+)-GTFB/CAT 重组体，将重组载体转入大肠杆菌 BL21(E.coil 

BL21)宿主菌中进行诱导表达，最佳诱导条件为 37 ℃或 30 ℃、4 h、诱导剂 IPTG 的浓度为 1 mmol/L，产物经 Ni2+-NAT 树脂亲和层

析纯化，得到了不可溶的 GTFB/CAT 包涵体，包涵体通过变性-复性最终得到可溶性蛋白，产物经 SDS-PAGE 分析表明，在 44 ku 处

有一明显条带，与预期蛋白分子量一致，蛋白纯度约为 80%，采用 Somogyi 法测得 GTFB/CAT 蛋白的比酶活为 1.66IU/mg。研究表

明：成功克隆 GTFB/CAT 基因并通过在 E.coil BL21 原核体系中表达得到有生物活性的可溶性蛋白，为后续研究 GTF 的抗结剂及预防

龋齿的效果及机理奠定了基础。 
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Abstract: Water-soluble, catalytic region of glycosyltransferase B (GTFB/CAT) with good bioactivity, was obtained from Streptococcus 

mutans UA159 (Ingbritt c). The primers were designed based on the conservative sequences of GTFB gene in S. mutans UA159 (Ingbritt c), as 

listed in the National Center for Biotechnology Information database and the sequences at the ends of GTFB/CAT. The GTFB/CAT gene was 

amplified by polymerase chain reaction from S. mutans UA159 (Ingbritt c) and then cloned into vector pET-28b(+) to construct the recombinant 

pET-28b(+)-GTFB/CAT, which was then transformed into Escherichia coli BL21. Optimal induction conditions were as follows: temperature at 

37 ℃ or 30 ℃; time for 4 h; 1 mmol/L of IPTG for induction. The product was purified by Ni2+-NAT resin-affinity chromatography and 

insoluble inclusion body GTFB/CAT was obtained. Subsequent denaturing and refolding produced the water-soluble protein. Sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis revealed a clear band at 44 ku, which is consistent with the expected molecular weight, and the purity 

of protein was approximately 80%. The specific activity of the protein was found to be 1.66 IU/mg by the Somogyi method. The results 

indicated that water-soluble proteins with biological activity were obtained through the expression of cloned GTFB/CAT gene in Escherichia coli 

BL21. This will lay a basis on further study of GTF antagonists and their effect as well as mechanism of action in prevention of dental caries. 
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龋齿是影响我国居民口腔健康的重要问题之一，

变形链球菌（Streptococcus mutans，S.mutans）是诱发

龋齿的主要致病菌之一，通过粘附在牙齿表面并代谢

口腔中的碳水化合物产酸，导致牙齿脱矿，最终形成

龋洞。葡萄糖基转移酶（gluscosyltransferases，GTF）
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是由 S.mutans 代谢产生的最重要的致龋因子之一，由

其催化产生的水不溶性葡聚糖能够促进致龋齿菌与牙

齿表面的粘附，从而形成菌斑[1]。GTF 在 S.mutans 血

清型 c 中主要分为三种，分别是 GTFB、GTFD 和

GTFC。其中 GTFB 催化合成水不溶性葡聚糖，GTFD

合成水溶性葡聚糖，GTFC 合成水不溶性和水溶性葡

聚糖的混合物。编码 GTFB 的基因全长约为 4.8 kb，

含有三个功能区段，其中位于 N 端的催化活性区

(catalytic region，CAT)是重要的功能区段，具有催化

蔗糖水解的活性，能够催化蔗糖产生葡聚糖[2]。 

致龋齿菌在牙面粘附和定居是龋齿发生的关键，

而变形链球菌代谢过程中产生的 GTF 对这一过程起

主要作用。如何抑制 GTF 的催化活性是研究并阐明天

然产物中活性成分干预龋齿发生机制的重要途径之一

和研究热点[3~5]。为了获得 GTF 蛋白作为研究材料，

早期研究一般采用硫酸铵盐析法对细胞裂解物或发酵

液进行沉淀，然后再采用多种层析法进一步分离和纯

化。进一步研究发现 GTF 能与葡聚糖或右旋糖苷结

合，表现出特异的亲和性，亲和层析被广泛用于 GTF

的进一步富集、分离和纯化，但此类方法步骤繁琐，

且蛋白成分复杂，获得大量单一 GTF 组分比较困难
[6~7]。因此近年来，很多学者开始尝试用基因工程的方

法来表达其编码基因并获得高纯度和高生物活性的

GTF
[2, 8]。本研究通过利用 PCR 克隆技术钓取 S.mutans 

UA159（血清型 c）的 GTFB 催化活性区 CAT 基因，

并连入表达载体 pET-28b(+)，将重组体 pET-28b(+)- 

GTFB/CAT 转入 E.coil BL21 宿主菌中进行诱导表达，

得到的融合蛋白经过纯化、变性 -复性后，采用

Somogyi 法测定其活性，旨在为研究并揭示天然活性

多酚通过干预 GTF 生物活性而预防龋齿发生机理奠

定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种与质粒 

S.mutans UA159（血清型 c）由武汉大学口腔医

院提供；质粒 pET-28b(+)，E. coli BL21 均由普健生物

(武汉)科技有限公司保藏并提供。 

1.1.2  培养基 

LB培养基（1 L）：胰蛋白胨10 g，酵母抽提物5 g，

NaCl 10 g，琼脂15 g，根据需要添加50 mg/mL卡那霉

素，终浓度为100 mg/mL。 

TSA培养基（1 L）：大豆蛋白胨3 g，胰蛋白胨17 g，

NaCl 5 g，K2HPO4 0.5 g，葡萄糖2.5 g，琼脂15 g，

pH=7.3±0.2。 

TSB培养基（1 L）：大豆蛋白胨3 g，胰蛋白胨17 g，

NaCl 5 g，K2HPO4 0.5 g，葡萄糖2.5 g，琼脂15 g，

pH=7.3±0.2。 

1.1.3  主要酶类和生化试剂  

限制性内切酶 NcoⅠ和 XhoⅠ，IPTG，预染蛋白

Marker 均购自 Fermentas 公司，Taq DNA 聚合酶，

Solution 1连接酶和DL10000 DNA Marker均为Takara

公司产品，琼脂糖凝胶DNA纯化回收试剂盒由Omega

公司提供，质粒提取试剂盒购于北京擎科新业生物技

术有限公司，其他试剂均为市售国产分析纯。 

1.2  方法 

1.2.1  S.mutans UA159（血清型 c）的培养 

将 S.mutans UA159（血清型 c）划线接种于 TSA

固体培养基，37 ℃倒置培养 24 h 后，挑取单个菌落接

种于 TSB 液体培养基中，37 ℃厌氧培养 24 h，4500 

r/min 离心 5 min，10 mL PBS 缓冲液清洗沉淀两次，

收集菌体沉淀，待用。 

1.2.2  PCR引物的设计 

根据 NCBI 公布的 S.mutans UA159（血清型 c）

的 GTFB（Gene ID: 1028336）的 DNA 测序结果，按

照 GTFB 催化活性区 CAT 两端的序列设计引物，在

上游引入 NcoⅠ酶切位点，在下游引入 XhoⅠ酶切位

点及其相应的保护碱基[8]。 

上游引物: 5'GCGCCATGGGCATGAAAAAAAG 

AATTTTATCAGCAGTTTTAGTG 3' 

下游引物: 5'GCGCTCGAGGTTTGGATAGATA 

TAGCTTACACTACCTGGATTAAA3' 

（斜体表示保护碱基，横线部分表示酶切位点） 

1.2.3  GTFB/CAT的克隆 

以煮沸的S.mutans UA159（血清型c）为模版，以

合成的GTFB/CAT上下游引物进行PCR扩增。PCR反应

体系：dNTP（2.5 mmol/L）0.8 μL，10×Taq酶缓冲液2.5 

μL，上游引物（10 pmol/μL）0.5 μL，下游引物（10 

pmol/μL）0.5 μL，模板DNA 1 μL，Taq DNA聚合酶0.2 

μL，加无菌水19.3 μL使总体积为25 μL。PCR反应条件：

94 ℃预变性10 min，94 ℃变性45 s，55 ℃退火30 s，

72 ℃延伸90 s，扩增30个循环，72 ℃末轮延伸10 min。

PCR反应产物在1%琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像分析系

统下观察结果并照相。 

1.2.4  PCR 产物与载体 pET-28b(+)连接 

PCR 产物用 NcoⅠ和 XhoⅠ双酶切，酶切体系为：

PCR 产物 30 μL，NcoⅠ2 μL，XhoⅠ2 μL，10×buffer 5 

μL，加无菌水 19.3 μL 使总体积为 50 μL。37 ℃酶切 3 
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h，酶切产物经回收试剂盒回收。载体 pET-28b(+)经

NcoⅠ和 XhoⅠ双酶切后按照载体：目的片段摩尔比

1:3 的比例进行连接，16 ℃连接 4 h。连接体系：载体

0.5 μL，片段 1.5 μL，SolutionⅠ2 μL。 

1.2.5  重组质粒的转化 

连接产物加入 200 μL 感受态细胞DH5α中，冰中

放置 30 min，42 ℃水浴热激 45 s，热激后取出放置于

冰上 2 min，加入 1 mL LB 培养基，37 ℃ 200 r/min 培

养 30~45 min，离心后将菌液涂布到含有卡那霉素抗

性的 LB 固体平板上，37 ℃生化培养箱中倒置培养过

夜。 

1.2.6  阳性克隆的筛选与测序 

挑取 LB 平板上的单菌落，用 T7 引物及原先钓取

GTFB/CAT 基因时合成的引物进行菌落 PCR 鉴定，并

将阳性克隆进行测序。测序结果在 NCBI 上进行比对

分析。 

1.2.7  重组蛋白的诱导表达 

将pET-28b（+）-GTFB/CAT重组质粒转化至BL21

表达菌株，加入 IPTG至终浓度为 1 mmol/L进行诱导，

在 30 ℃和 37 ℃下分别诱导 1 h 和 4 h。8000×g 离心 2 

min 收集表达的菌体，用 PBS 重悬菌体，离心去上清。

用PBS重悬沉淀并用超声破碎，12000×g离心 10 min，

上清为可溶性蛋白。沉淀用 8 mol/L PBS 尿素重悬，

即包涵体蛋白。 

1.2.8  GTFB 包涵体蛋白的纯化及复性 

将表达的包涵体蛋白与 Ni
2+

-NAT 树脂在 4 ℃结

合过夜，然后分别用 30 mmol/L、50 mmol/L 和 300 

mmol/L 的洗脱液洗脱（所有洗脱溶液中都含有 pH7.5

的 PBS+4 mol/l 尿素）。将纯化好的包涵体蛋白分别

用 4mol/l PBS、2 mol/L PBS、1 mol/L PBS 和 PBS 缓

冲液进行透析，透析结束后将蛋白浓缩，然后测其浓

度。 

1.2.9  GTFB 活力的测定 

取 2.5 mL 31.8 μg/mL GTFB/CAT 蛋白溶液与等

体积的 0.5 mol/L 蔗糖溶液 37 ℃孵育 1 h，加热煮沸终

止反应，采用 Somogy 法，以果糖为标准测定反应液

中产生的还原糖量。以蒸馏水代替 GTFB 作为阴性对

照。酶的活力单位定义为：标准条件下（37 ℃反应 1 

h），每分钟从蔗糖释放 1 μmol还原糖所需的酶量。比

酶活为标准条件下（37 ℃反应 1 h）单位蛋白质质量

（mg）的酶具有的酶活力大小[9]。 

2  结果与讨论 

2.1  GTFB/CAT 的克隆 

以煮沸的 S.mutans UA159（血清型 c）为模版，

以合成的GTFB/CAT上下游引物进行PCR扩增，PCR

产物进行电泳检测，结果如图 1 所示，电泳图谱显示

PCR 产物为单一条带，特异性较好，分子量与

GTFB/CAT 的 cDNA（1163 bp）大小相近，与预期相

符。 

 
图1 GTFB/CAT PCR的凝胶电泳 

Fig.1 Gel electrophoresis of GTFB/CAT PCR product 

2.2  PCR 产物测序结果 

 
图2 PCR产物测序结果 

Fig.2 Nucleic acid sequence of PCR product 

同源性分析结果显示 PCR 产物测序得到的序列

与 NCBI 已公布的序列同源性达 99%，说明已成功将
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S.mutansUA159（血清型 c）中的 GTFB/CAT 基因克

隆出来。所得序列与 NCBI 上公布序列比对结果如图

2 所示：Score=2078bits(1125)，Expect=0.0，Identities= 

1127/1128(98%)，Gaps=0/1128(0%)，Strand= Plus/Plus。 

2.3  pET-28b(+)-GTFB/CAT 重组质粒双酶切

鉴定 

用NcoⅠ和XhoⅠ双酶切 pET-28b(+)-GTFB/CAT

结构，得到一条带，分子量大的（5368 bp）为 pET-28b(+)

载体，分子量小（1163 bp）的为目标片段（图 3），表

明目标基因成功连入 pET-28b(+)载体，且成功构建了

pET-28b(+)-GTFB/CAT 重组质粒。 

 
图3 重组质粒酶切鉴定图 

Fig.3 PCR result for enzymatically digested recombinant plasmid 

注：1：DL10000 DNA Marker；2：酶切后 pET-28b（+）

-GTFB/CAT 产物；3：重组 pET-28b（+）-GTFB/CAT。 

2.4  重组质粒 pET28b(+)-GTFB/CAT 在 E.coli 

BL21 中的诱导表达 

 
图4 GTFB/CAT的表达结果 

Fig.4 GTFB/CAT expression analyzed by PCR 

将诱导表达得到的蛋白上清和沉淀分别经

SDS-PAGE分析，如图 4，GTFB/CAT在 37 ℃和 30 ℃，

诱导 4 h在BL21中表达效果明显优于诱导 1 h表达效

果，GTFB/CAT 蛋白的分子量约为 44 KD，与 NCBI

上查到的 GTFB/CAT 理论分子量接近，但是表达的蛋

白都在沉淀中以包涵体的形式存在而不可溶，上清液

中则无表达。包涵体形成的原因很多，可能是外源蛋

白在细胞内表达时由于速度过快而没有时间正确折

叠，也有可能因为培养条件不适宜等造成[10]。 

2.5  GTFB/CAT 包涵体蛋白的纯化及复性 

由于包涵体蛋白绝大多数是不可溶的且生物活

性较低，这对于后续研究 GTFB/CAT 在龋齿发生机制

中的作用造成了困难，据文献报道，包涵体蛋白质经

过变性-复性这一过程可以恢复生物活性。低浓度的尿

素作为常用的离液剂，可以破坏蛋白间的氢键使其增

溶，最终经过透析可恢复蛋白的生物活性 [11~13]。

GTFB/CAT 包涵体蛋白经 Ni
2+

-NAT 树脂纯化后，再经

尿素变性-复性，得到了可溶性蛋白。蛋白产物经

SDS-PAGE 分析，如图 5 所示，在 44KD 左右处有一

明显条带，与 GTFB/CAT 理论分子量接近，蛋白纯度

约为 80%，复性后蛋白的表达量为 2 mg/L。 

 

图5 SDS-PAGE分析复性后的GTFB/CAT蛋白 

Fig.5 SDS-PAGE of GTFB/CAT protein after refolding 

注：1：GTFB/CAT 蛋白；2.预染蛋白 Marker。 

2.6  GTFB 活力的测定结果 

实验组与空白组消耗的 Na2S2O3体积差平均值为

12.5 mL，查对应的 Somogy 法还原糖 Na2S2O3相当量

表对应的还原糖为 1.422 mg，计算酶活为 131.67 mIU，

比酶活为 1.66 IU/mg。这一结果优于采用传统方法从

S. mutans MT8148（血清型 c）细胞裂解液中获得的GTF

的酶活 2.604 mIU 和比酶活 25.3 mIU/mg
[6]，说明本研

究通过基因克隆并在 E.coil BL21 诱导表达得到的

GTFB/CAT 具有催化蔗糖水解产生葡聚糖的活性且纯
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度较高。 

3  结论 

本文通过 PCR 克隆技术成功钓取 S.mutans 

UA159（血清型 c）的 GTFB/CAT 基因，连入表达载

体 pET-28b(+)，并在 E.coli BL21 宿主菌中进行诱导表

达，SDS-PAGE 分析表达产物表明蛋白全部以包涵体

的形式存在于沉淀中，实验采用离液剂尿素破坏蛋白

间的氢键使其增溶，再经过透析恢复蛋白活性。经过

纯化、复性的 GTFB/CAT 蛋白纯度达到了 80%左右，

采用 Somogy 法测定其酶活为 131.67 mIU，比酶活为

1.66 IU/mg，说明经过复性的 GTFB/CAT 具有催化蔗

糖水解产生葡聚糖的酶活性。有学者在早期研究中通

过分子克隆及表达从 S.mutans GS5 中分别得到了

GTFC 和 GTFB 两种粗蛋白的催化活性区，并采用蒽

酮-硫酸法间接说明得到的蛋白具有酶活性，同时实验

中通过在表达载体上增加具有分子伴侣活性的外源蛋

白，最终得到了可溶性的目的蛋白[2,8]。具有分子伴侣

活性的增溶标签虽然可以促进蛋白的可溶性表达，但

是多数标签分子量大，成本高，且因其影响因素较多

而具有差异性[14]。本研究建立了通过基因克隆并在原

核系统表达得到高纯度、高活性 GTF 的研究方法，为

后续进一步鉴定 GTF 并研究活性多酚对 GTF 的抑制

作用机理打下基础。 
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