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幽门螺杆菌中基因过表达体系的构建及应用*

吴豪,陕江帆,季晓飞,田月,吴倩文,陈思,李波清,封建凯**,赵慧琳**

(滨州医学院,山东烟台
 

264003)

【摘要】 目的 在幽门螺杆菌(Helicobacter
 

pylori,Hp)体内构建外源基因以及自身基因的过表达系统。 方法 以

绿色荧光蛋白基因gfp 为报告基因,通过同源重组基因敲入和穿梭质粒两种方法构建 Hp中基因过表达体系。同源重

组法:以预先构建的基因敲除载体pSJHK的衍生质粒pSJHK4为载体,构建gfp 基因敲入质粒pSJHK4-gfp,使用 Hp
鞭毛高表达基因flaA 的启动子调控gfp 的表达;以hp0547基因区域为插入位点,通过自然转化的方式将质粒转入细

菌,胞内通过同源重组将gfp 插入到 Hp基因组中,荧光显微镜观察gfp 表达的荧光情况。穿梭质粒法:将含有鞭毛基

因flaA 启动子和gfp 基因的表达盒连入H.
 

pylori-E.
 

coli穿梭质粒pCHFHP中,构建表达质粒pCHFHP-gfp,自然

转化到 Hp中,荧光显微镜观察gfp 表达的荧光情况。用同样方法构建 Hp
 

CagA蛋白(融合有 His-tag)的表达质粒

pCHFHP-CagA,转入预先构建的 Hp
 

CagA敲除株,通过亲和层析纯化重组蛋白,Western
 

blot检测CagA的表达情况。

 结果 构建了gfp 基因敲入质粒pSJHK4-gfp,转入 Hp后细菌发出绿色荧光;基于穿梭质粒构建了gfp 基因表达质

粒pCHFHP-gfp,转入 Hp中细菌同样发出荧光;进一步构建了CagA的表达质粒并转入 Hp
 

CagA敲除株中,Western
 

blot检测到CagA蛋白,并体外纯化获得一定量蛋白。 结论 基于同源重组基因敲入和穿梭质粒的方法可在 Hp中构

建外源基因及 Hp自体基因的过表达体系,该方法能够为 Hp的基因功能研究和致病因子的发掘提供基因操作工具。
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【Abstract】 Objective Construction
 

of
 

gene
 

over-expression
 

systems
 

in
 

Helicobacter
 

pylori
 

to
 

realize
 

the
 

expression
 

of
 

its
 

autogenes
 

and
 

exogenous
 

genes. Methods Two
 

strategies,genome
 

homologous
 

recombination
 

and
 

shuttle
 

plasmid,

were
 

used
 

to
 

construct
 

gene
 

over-expression
 

systems
 

in
 

H.
 

pylori,and
 

the
 

green
 

fluorescent
 

protein
 

gene
 

was
 

used
 

as
 

the
 

reporter
 

gene.
 

For
 

the
 

homologous
 

recombination
 

method,plasmid
 

pSJHK4
 

(derivatived
 

from
 

pSJHK)
 

was
 

used
 

as
 

the
 

skeleton
 

for
 

construction
 

of
 

gfp
 

knock-in
 

plasmid.
 

A
 

strong
 

promoter
 

(P-
 

flaA)
 

in
 

H.
 

pylori
 

was
 

used
 

to
 

start
 

the
 

genes
 

over-expression.
 

The
 

location
 

of
 

gene
 

hp0547
 

was
 

chosen
 

as
 

the
 

insertion
 

site
 

of
 

the
 

gene
 

to
 

be
 

expressed.
 

Gene
 

gfp
 

was
 

constructed
 

into
 

the
 

plasmid
 

pSJHK4
 

between
 

two
 

homologous
 

arms,resulting
 

in
 

plasmid
 

pSJHK4-gfp.
 

Then
 

it
 

was
 

transformed
 

into
 

H.
 

pylori
 

by
 

nature
 

transformation,and
 

gene
 

gfp
 

would
 

inset
 

into
 

the
 

genome
 

of
 

H.
 

pylori
 

through
 

homologous
 

recombination.
 

GFP
 

expression
 

in
 

the
 

transformants
 

was
 

observed
 

through
 

fluorescence
 

microscopy.
 

For
 

shuttle
 

plasmid
 

method,an
 

expression
 

cassette
 

containing
 

P-flaA
 

and
 

gfp
 

gene
 

was
 

ligated
 

into
 

H.
 

pylori-E.
 

coli
 

shuttle
 

vector
 

pCHFHP
 

to
 

construct
 

the
 

expression
 

plasmid
 

pCHFHP-gfp.
 

The
 

transformation
 

and
 

observation
 

method
 

were
 

the
 

same
 

as
 

above.
 

CagA
 

gene
 

fragment
 

fused
 

with
 

His-tag
 

was
 

manipulated
 

to
 

replace
 

gfp
 

gene
 

to
 

form
 

plasmid
 

pCHFHP-CagA.
 

This
 

plasmid
 

was
 

transformed
 

into
 

a
 

CagA-deleted
 

H.
 

pylori
 

strain
 

we
 

constructed
 

previously.
 

Recombinant
 

CagA
 

expressed
 

in
 

the
 

transformants
 

was
 

detected
 

by
 

western
 

blot
 

and
 

further
 

purified
 

by
 

affinity
 

chromatography. Results After
 

transformation
 

of
 

the
 

knock-in
 

plasmid
 

pSJHK4-gfp,fluorescence-labeled
 

H.
 

pylori
 

strain
 

was
 

observed,suggesting
 

the
 

successful
 

expression
 

of
 

GFP
 

in
 

H.
 

pylori.
 

Shuttle
 

plasmid
 

pCHFHP-gfp
 

containing
 

gfp
 

gene-expression
 

cassette
 

was
 

successfully
 

constructed
 

based
 

on
 

a
 

H.
 

pylori-E.
 

coli
 

shuttle
 

vector.
 

The
 

fluorescence-labeled
 

bacteria
 

were
 

also
 

obtained
 

after
 

the
 

plasmid
 

transformation.
 

Then,cagA
 

gene-expression
 

shuttle
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plasmid
 

pCHFHP-CagA
 

was
 

further
 

constructed,and
 

transformed
 

into
 

CagA-deleted
 

H.
 

pylori.
 

Western
 

blot
 

detected
 

the
 

expression
 

product
 

of
 

CagA,and
 

some
 

amount
 

of
 

recombinant
 

protein
 

was
 

also
 

obtained
 

by
 

affinity
 

chromatography.
 Conclusion Gene

 

over-expression
 

systems
 

in
 

H.
 

pylori
 

can
 

be
 

realized
 

by
 

both
 

homologous
 

recombination
 

knock-in
 

and
 

shuttle
 

plasmids.
 

This
 

method
 

can
 

provide
 

an
 

effective
 

gene
 

manipulation
 

tool
 

for
 

investigation
 

of
 

gene
 

function
 

and
 

the
 

discovery
 

of
 

novel
 

pathogenic
 

factors
 

in
 

H.
 

pylori.
【Key

 

words】 Helicobacter
 

pylori;over-expression;homologous
 

recombination;shuttle
 

plasmid;CagA

  幽门螺杆菌(Helicobacter
 

pylori,Hp)感染是慢

性活动性胃炎、消化性溃疡、胃黏膜相关淋巴样组织淋

巴瘤和胃癌的重要病因[1-3],其多种毒力因子如细胞毒

素相关基因 A 蛋白(CagA)[4]、空泡性细胞毒素 A
(VacA)[5]和大量外膜蛋白(oipA、sabA、sabB、babB、

babC和hopZ)[6]等具有致病意义,对这些致病因子的

研究加深了人们对Hp致病性的认识[7-9]。然而,病原

体和宿主之间的相互作用非常复杂,关于 Hp致病机

制尚不清晰[10],而其感染导致不同致病结局的原因更

需要进一步探讨。
构建基因敲除或基因过表达突变体是研究基因功

能的常用策略,在Hp基因功能研究的过程中,转座子

插入突变、定点突变和无痕敲除等方法 先 后 被 报

道[11-13]。作者前期研究中也开发了一些用于 Hp基因

操作的质粒,并基于此对一些未知功能基因进行了研

究[5,14]。然而,相较于基因敲除,却不容易实现对 Hp
基因的回补操作,可能是由于大部分 Hp菌株具有严

格的限制性修饰系统,使得外源质粒的 转 入 效 率

低[15]。此外,为了探索 Hp的一些毒力因子的致病作

用,常常需要体外纯化这些蛋白,但部分基因在 E.
 

coli中异源表达难以获得有生物活性的蛋白,可能是

因为后者体内缺乏必要的分子伴侣。如果这些蛋白能

在Hp中自体过表达并且能够分离纯化,对于探索这

些致病因子的毒力作用很有帮助。因此,对 Hp中基

因过表达的探索仍是很有研究价值的课题之一。
本研究尝试通过两种方法在Hp中表达绿色荧光

蛋白(GFP)。一种方法是通过同源重组双交换将

gfp 基因插入到其基因组中,另一种方法是基于 H.
 

pylori-E.
 

coli穿梭质粒构建gfp 基因的表达质粒。
在GFP表达的基础上利用穿梭质粒构建融合有 His
标签的 Hp癌蛋白CagA的自体过表达系统,获得重

组蛋白,为Hp致病因子的功能研究提供有效工具。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株、质粒、引物 实验用的菌株、质粒和引物见

表1。Hp使用空肠弯曲菌琼脂培养基(OXOID)在37
 

°C微需氧(85%
 

N2,10%
 

CO2,5%
 

O2)条件下培养。

E.
 

coli-DH5α用于质粒的转化和扩增,使用LB培养

基在37
 

°C下常规培养。在转化子的筛选中,使用卡

那霉素(15
 

mg/L)或氯霉素(10
 

mg/L)筛选 Hp阳性

克隆,使用氨苄青霉素(100
 

mg/L)或氯霉素(30
 

mg/

L)筛选E.
 

coli阳性克隆。

1.2 主要试剂 质粒提取试剂盒,基因组提取试剂

盒,DNA凝胶回收试剂盒均购自天根生化科技(北京)
有限公司;限制性内切酶、T4

 

DNA
 

ligase购自赛默飞

世尔科技(中国)有限公司;DNA 聚合酶 Fast
 

Pfu
 

DNA
 

Polymerase购自北京全式金生物技术股份有限

公司。

2 方法

2.1 质 粒 载 体pSJHK4的 构 建 在构建的 质 粒

pSJHK[14]的基础上,通过在多克隆位点处增加更多的

限制性内切酶位点得到pSJHK4。构建过程:设计含

有多个酶切位点(SacI、XhoI、BamHI、NdeI)的卡那霉

素抗性基因(aphA)的扩增引物Km-F和Km-R,以质

粒pSJHK为模板扩增aphA 基因片段。该基因片段

经过SacI和BamHI酶切后,重新连入pSJHK相应的

酶切位点以替换原始的aphA 基因序列,得到增加了

XhoI、NdeI酶切位点的质粒pSJHK4。

2.2 基于同源重组敲入的gfp 表达质粒的构建 
Hp基因组中的hp0547基因编码其重要毒力因子

CagA蛋白,该基因敲除不影响细菌的生长,选择该位

点作为gfp 的敲入位点。首先,在hp0547基因上、下
游分别设计引物0547-1,0547-2和0547-3,0547-4,用
于扩增同源重组交换的同源臂arm1和arm2。二者

分别经过BamHI、KpnI和SacI、XbaI酶切后,连入

pSJHK4的相应酶切位点,构建质粒pSJHK4-0547。
进一步扩增gfp 基因表达盒(包含 Hp鞭毛高表达基

因
 

flaA 的启动子序列和gfp 序列,前期构建),经

PstI和KpnI酶切后连入质粒pSJHK4-0547中,获得

gfp 敲入质粒pSJHK4-gfp。

2.3 包含gfp 和cagA 穿梭过表达质粒的构建 以

已构建的 H.
 

pylori-E.
 

coli穿梭质粒pCHFHP[5]
为基础分别构建gfp 和cagA 的表达质粒。使用引

物(gfp-3)和(gfp-4)扩增gfp 基因表达盒,经KpnI和

SphI酶 切 后 连 入 pCHFHP,得 到 gfp 表 达 质 粒

pCHFHP-gfp。使用引物CagA-1和CagA-端2(3'加
入His标签序列)扩增CagA 基因表达盒(3

 

825
 

bp),
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利用 同 样 方 法 构 建cagA 的 表 达 质 粒 pCHFHP-
CagA。

2.4 Hp的自然转化 利用自然转化方法[16]将构建

的表达质粒转入Hp。将生长至对数期的Hp经6
 

000
   

g
 

离心5
 

min收集菌体,使用脑心浸液洗涤3次。取

10
 

mg质粒与1×1010 个细胞混合,使用固体培养基

培养24
 

h,收集细胞并转移至含有抗生素的筛选平

板,进一步培养45
 

d后获得转化子。

2.5 荧光显微镜观察Hp中GFP的表达 收集培养

至对数期的Hp(6
 

000
 

g,5
 

min),使用脑心浸液洗涤3
次。将 适 量 细 菌 置 于 载 玻 片 上,用 荧 光 显 微 镜

(OPTIKA
 

B-1000FL)进行观察。

2.6 CagA过表达蛋白的纯化 收集培养至对数期

的Hp细胞,用Tris-HCl
 

缓冲液(pH
 

8.0,20
 

mmol/

L)洗涤并重悬菌体后,超声波破碎细胞(200
 

W,15
 

min)。细胞裂解液经过12
 

000
 

g离心30
 

min,收集上

清液,利用His-Tag亲和树脂(Sangon)纯化带有 His
标签的CagA重组蛋白。纯化蛋白经SDS-PAGE分

离 后 转 到 PVDF 膜 上[5],然 后 以 CagA 抗 体

(SANTN)为一抗,以酶标抗体为二抗进行 Western
 

blot,通过化学发光成像系统对蛋白条带进行显示。

结 果

1 pSJHK衍生质粒pSJHK4的构建

pSJHK4质粒是由已构建的基因敲除质粒载体

pSJHK[14]衍生而来,载体的构建过程如图1所示。相

较于质粒pSJHK,pSJHK4质粒的卡那霉素抗性基因

(aphA)两侧增加了2个限制性内切位点(NdeI和

XhoI),为同源臂的插入提供了更多的位点选择。同

时去掉部分冗余序列,使得质粒缩小至4
 

205
 

bp,提高

了基因操作的效率。

2 基于pSJHK4的gfp 敲入质粒的构建

使用绿色荧光蛋白基因gfp 作为基因表达的报

告基因,为了提高其表达量,将其置于 Hp中的强启动

子p-flaA 的调控下。选择 Hp基因组中hp0547基

因位点作为外源基因的敲入位点,克隆同源臂arm-1
和arm-2。以pSJHK4质粒为载体,在卡那霉素抗性

基因两侧分别插入同源臂,同源臂之间连入gfp 表达

盒(flaA 启动子和gfp 基因的融合序列),得到gfp
敲入表达质粒pSJHK4-gfp(6889

 

bp,图1)。

3 gfp敲入Hp基因组后的组成型表达

通过自然转化的方法将质粒pSJHK4-gfp转入

Hp细胞中,经过同源臂的同源重组交换,卡那霉素抗

性基因(aphA)和gfp 基因表达盒插入到 Hp基因组

中的hp0547基因区域(如图2A)。挑取卡那霉素阳

性转化子,分别使用引物(G27-YZ-1,km-2)和(km-3,

表
 

1 菌株、质粒及引物

Table
 

1 Stains,plasmids
 

and
 

primers
 

used
 

in
 

this
 

study
菌株、质粒或引物
Strain

 

or
 

plasmid
or

 

primer

描述
Description

来源
Reference
or

 

source

Strains
H.

 

pylori
 

G27 H.
 

pylori
 

wild
 

strain
 

containing
 

CagA This
 

study
H.

 

pylori
 

G27-gfpkm H.
 

pylori
 

G27,gfp
 

knock-in
 

(Kmr) This
 

study
H.

 

pylori
 

G27-gfpcm H.
 

pylori
 

G27,gfp
 

knock-in
 

(Cmr) This
 

study
H.

 

pylori
 

G27-CagAcm H.
 

pylori
 

G27,CagA
 

knock-in
 

(Cmr) This
 

study
E.

 

coli-DH5a Strain
 

used
 

for
 

gene
 

cloning Clontech
Plasmids

pSJHK
Gene-targeting

 

template
 

plasmid, Apr
 

(Kmr)
[14]

pSJHK4-gfp A
 

gfp
 

recombinant
 

vector,Apr
 

(Kmr) This
 

study

pCHFHP Gene-targeting
 

template
 

plasmid,Apr
 

(Cmr) [5]

pCHFHP-gfp A
 

gfp
 

recombinant
 

vector,Apr
 

(Cmr) This
 

study
pCHFHP-CagA A

 

CagA
 

recombinant
 

vector,Apr
 

(Cmr) This
 

study
primers sequence

0547-1 GACCAGGGATCC
AGTCTCAGTGACGCCTGTTGCA

0547-2 GGCCACCTGCAG
ATTATTGATAAATTGCTGCGGGT

0547-3 GCTTGGCTCGAG
AAAATGCAGAGCATGGAATCA

0547-4 CTCAAGGTCTAGA
GGGCTATTTTATGGAACAT

gfp-1
CGAATGCTGCAG
TTAAAGGCTCCTTTTGGA

gfp-2
AGGTGTGGTACC
TTATTTGTATAGTTCATCCA

gfp-3
CGAATGGGTACC
TTAAAGGCTCCTTTTGGA

gfp-4
AGGTGTGCATGC
TTATTTGTATAGTTCATCCA

CagA-1
GACTCGGGTACC
AGCTGTCTTTGAAAATCTGTC

CagA-2
CTAGTGGCATGCTTACACCACCACCA
CCACCACAGATTTTTGGAAACCACCT

G27-YZ-1 GTCATTTGCTGACCCATACGA
G27-YZ-2 GGCGTGATTGAGCCAAGCATT

Km-R GGTACAGGAGCTCCCTTCAAGAGCG-
ATACCCCTCGAGTTGACGCGTCGAA

Km-F
TTGGCGGGATCCACAAGGGCTGCAGCA
AGCGCCATATG
AAAGCAGGTACCTTGCAGTGGGCTTACA

Km-2 TGCCTCGTCTTGGAGTTCATTC
Km-3 GTTGGCTACCCGTGATATTGCT

pCHFHP-YZ-1 AAGCTAGTGGGTTGGGAGTT
pCHFHP-YZ-2 GCGTTATTGTGGTAGGTGGT

  注:Ap,氨苄青霉素;Km,卡那霉素;Cm,氯霉素。抗性标记位于括号内,指在幽门螺杆菌
中表达;抗性标记位于括号外,指在大肠埃希菌中表达。

Notes:Ap,ampicillin;Km,kanamycin;Cm,chloramphenicol.
 

Phenotypes
 

in
 

parentheses
 

are
 

expressed
 

in
 

H.
 

pylori,phenotypes
 

not
 

in
 

parentheses
 

are
 

expressed
 

in
 

E.
 

coli.

G27-YZ-2)进行PCR验证。引物 G27-YZ-1和km-2
的扩增片段包含同源臂arm-1和部分aphA 基因序

列,理论长度2.5
 

kbp;引物km-3和G27-YZ-2的理论

扩增子大小为1.5
 

kbp。如图2B所示,转化子中分别
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扩增出2.5
 

kbp和1.5
 

kbp的片段,表明上、下游同源

臂都发生了同源重组,即gfp 基因表达盒已被整合到

基因组中。对PCR产物测序,测序结果进一步确证了

这一结论。

图
 

1 pSJHK及其衍生质粒pSJHK4和pSJHK4-gfp的构建示意图

Fig.1 Maps
 

of
 

pSJHK
 

and
 

its
 

derived
 

plasmids
 

pSJHK4
and

 

pSJHK4-gfp

  A 通过同源重组双交换将gfp 敲入hp0547位点示意图 B 
hp0547位点发生同源重组双交换的PCR验证 M DNA标志物 1
 引物G27-YZ-1和km-2扩增野生型菌株的 PCR产物 2 引物

G27-YZ-1和km-2扩增突变菌株PCR产物 3 引物km-3和 G27-
YZ-2扩增野生型菌株的

 

PCR产物 4 引物km-3和G27-YZ-2扩增突
变株的PCR产物 C Hp表达gfp基因后发出的绿色荧光

图
 

2 gfp基因通过同源重组双交换敲入Hp基因组示意图
及其验证和过表达检测

A Schematic
 

representation
 

of
 

knocking
 

gfp
 

into
 

the
 

hp0547
 

locus
 

by
 

homologous
 

recombination; B  Diagnostic
 

PCR
 

for
 

verification
 

of
 

gene
 

replacement
 

at
 

hp0547
 

locus M DNA
 

molecular
 

weight
 

standard 1 PCR
 

products
 

from
 

wild-type
 

strain
 

using
 

primers
 

G27-YZ-1
 

and
 

km-2 2 Amplicon
 

from
 

transformant
 

using
 

primers
 

G27-YZ-1
 

and
 

km-2 3 PCR
 

products
 

from
 

wild-type
 

strain
 

using
 

primers
 

km-3
 

and
 

G27-YZ-2 4 Amplicon
 

from
 

transformant
 

using
 

primers
 

km-3
 

and
 

G27-YZ-2; C Green
 

fluorescence
 

from
 

gfp
 

expressed
 

in
 

transformant
 

cells
Fig.2 Over-expression

 

of
 

gfp
 

gene
 

in
 

H.
 

pylori
 

by
 

knocking
it

 

into
 

the
 

genome

验证正确的转化子在荧光显微镜下可观察到发出

绿色荧光的Hp细胞(图2C),表明gfp 敲入Hp基因

组后成功表达。

4 gfp 穿梭表达质粒的构建及其在Hp体内的表达

利用H.
 

pylori-E.
 

coli穿梭质粒pCHFHP[5]构
建gfp 表达载体pCHFHP-gfp的过程如图3(仍然选

择 flaA 的 启 动 子 调 控 gfp 的 菌 内 表 达)。将

pCHFHP-gfp转入Hp后,通过氯霉素筛选阳性转化

子。在gfp 基因内部设计验证引物gfp-3和gfp-4进

行菌落PCR。扩增结果如图4A,转化子的特异性目

的片段pCHFHP-gfp成功转入 Hp中。荧光显微镜

下观察到绿色荧光标记的 Hp细胞(图4B),表明穿梭

质粒上的gfp 基因同样在Hp内得到表达。

图
 

3 质粒pCHFHP-gfp和pCHFHP-CagA的构建示意图

Fig.3 Schematic
 

representations
 

of
 

plasmids
 

pCHFHP-gfp
and

 

pCHFHP-CagA

  A 质粒转化PCR确认 M DNA标志物 1 野生型菌株PCR
产物 2 突变体的扩增子 B Hp表达gfp 基因后发出绿色荧光

图
 

4 利用穿梭质粒在Hp体内过表达gfp基因

A Diagnostic
 

PCR
 

to
 

confirm
 

the
 

plasmid
 

transformation M 
DNA

 

molecular
 

weight
 

standard 1 PCR
 

products
 

amplified
 

from
 

wild-type
 

strain 2 Amplicon
 

from
 

the
 

transformed
 

mutant) B 
Green

 

fluorescence
 

from
 

gfp
 

expressed
 

in
 

H.
 

pylori
 

transformant
 

cells
Fig.4 Verification

 

of
 

gfp
 

expression
 

using
 

shuttle
 

plasmid
pCHFHP-gfp

 

transformation

5 利用穿梭质粒实现cagA 基因在Hp体内的过表达
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使用穿梭质粒pCHFHP构建CagA的表达质粒

(pCHFHP-CagA)。如图3所示,同时在CagA基因

的3'端融合了His-tag,以便于纯化。为了排除 Hp原

有CagA的干扰,使用已构建的Hp
 

CagA敲除突变株

作为受体细胞,同样使用自然转化的方 法 将 质 粒

pCHFHP-CagA转入细胞。PCR(pCHFHP-CagA内

部设计验证引物pCHFHP-YZ-1和pCHFHP-YZ-2)
验证质粒转入如图5A所示,转化子中扩增出特异性

片段,表明质粒成功转入Hp中。
由于在CagA基因的3'端融合了His-tag,因此可

通过亲和层析的方法进一步分离CagA蛋白。纯化的

CagA进行 Western
 

blot,结果显示该蛋白成功表达

(图5B),且从条带灰度来看,通过穿梭质粒表达的

CagA的量高于野生菌株。

  A CagA 过表达穿梭质粒pCHFHP-CagA 转化的验证 M 
DNA标志物 1 敲除CagA菌株PCR产物 2 突变体的扩增子 B
 纯化重组蛋白CagA的 Western

 

blot检测 D
 

H.pylori
 

为CagA缺

失菌株的细胞裂解物 M
 

H.pylori
 

从过表达菌株中纯化的CagA融合

蛋白 W
 

H.pylori
 

为野生型菌株的细胞裂解物

图
 

5 CagA过表达检测

A  Verification
 

of
 

cagA
 

over-expression
 

shuttle
 

plasmid
 

pCHFHP-CagA
 

transformation M DNA
 

molecular
 

weight
 

standard
 1 PCR

 

products
 

amplified
 

from
 

the
 

original
 

CagA-deleted
 

strain 2
 Amplicon

 

from
 

the
 

transformed
 

mutant B Western
 

blot
 

detection
 

of
 

purified
 

over-expression
 

CagA D
 

H.pylori Cell
 

lysates
 

of
 

CagA-
deleted

 

strain M
 

H.pylori Purified
 

CagA
 

fused
 

with
 

His
 

tag
 

from
 

the
 

transformed
 

mutant W
 

H.pylori Cell
 

lysates
 

of
 

wild-type
 

strain
Fig.5 Detection

 

of
 

purified
 

CagA
 

from
 

over-expression
 

strain

讨 论

尽管已对Hp的致病机制进行了深入研究,但是

其感染过程仍有诸多细节尚不清楚,其感染后产生不

同致病结果的原因也仍然是一个未解之谜。解析其基

因组中大量未知基因的功能,发现其新的毒力基因仍

然是Hp致病机制研究中的重要领域之一。近年来不

断有新的致病因子被报道,如丝氨酸蛋白酶 HtrA和

外膜蛋白OipA等,均在 Hp感染过程中发挥重要作

用[17-18]。而一些与特异性临床表现相关的毒力因子的

发现,更为理解 Hp多样化的感染结局提供了新的思

路。Zannoni等[19]和Szczepanowski等[20]分别报道基

因hp1043和hp1021与十二指肠溃疡和胃癌的风险

增加有关。这对全面认识 Hp的致病机制非常有必

要。
基因敲除、基因回补和异源表达等遗传操作被广

泛用于Hp致病相关基因的功能研究[21-24],是解析新

基因功能的重要手段。已构建的专门用于 Hp基因敲

除的质粒载体pSJHK和pSJHC分别携带卡那霉素

和氯霉素抗性基因[14],可以便捷地构建基于同源重组

双交换的基因敲除盒。然而,由于绝大多数的 Hp菌

株均具有严格的限制性修饰体系[25],向其内部导入外

源质粒的效率并不高,因此其基因回补质粒的转入常

常遇到困难。预先借助Hp菌体裂解液中的修饰酶甲

基化修饰外源DNA后再进行转化,可能是一种提高

质粒转化效率的方法[26-27],但在应用中的效果并不稳

定。
本研究中对Hp体内基因过表达体系的构建进行

了一些尝试。首先通过增加限制性内切酶位点和减少

冗余序列,进一步优化了已构建的基因 敲 除 载 体

pSJHK。在此基础上通过同源重组双交换敲入目标

基因的方法将gfp 基因插入 Hp基因组中,实现了绿

色荧光蛋白的组成型表达。同时,借助H.
 

pylori-E.
 

coli穿梭质粒实现了gfp 基因在H.
 

pylori中的质粒

表达。这些质粒工具和方法为在Hp中进行基因敲除

和基因表达提供了更多的选择。

CagA是 Hp重要的致病因子之一[28],与胃癌的

发生密切相关,是目前唯一被认定的细菌来源的癌蛋

白[29-31]。Hp感染宿主后,CagA通过IV型分泌系统

(T4SS)注入宿主细胞,其氨基端固定在细胞膜上,羧
基端形成无规则卷曲,游离于细胞质中,与细胞内多个

蛋白相互作用,异常调控下游的信号通路,导致细胞恶

性转化[32]。然而由于其羧基端的无规则结构,其异源

表达在E.
 

coli中仍难以实现,直接导致其全长的结

构数据一直未得到解析[33],也限制了对该蛋白致癌机

制的深入研究。本实验利用穿梭质粒构建了CagA在

Hp中的自体过表达系统,并通过融合 His-tag得到了

一定量的纯化蛋白。这一尝试为体外获得CagA蛋白

提供了可能,为CagA整体结构的解析以及CagA致

病机制的体外研究开辟了一条新的思路,同时为 Hp
其他无法异源表达的致病因子研究提供了一种可能的

方法。
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