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I~lrJ螺杆菌 hpl188基因的原核表达 
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【摘 要】目的：重组表达幽门螺杆菌(Helicobaeterpylori，日．priori)hpl188基因，为研究该基因所编码蛋白在11．priori的黏附过 

程中的作用奠定基础。方法：以 p 标准株 NCTC 11637基因组 DNA为模板，PCR扩增 hpl188基因片段，克隆至质粒 

pQE一30中获得重组质粒 pQE30一hpl 188，经DNA测序确认后将重组质粒转化大肠杆菌 DH5 0【，IPTG诱导表达。NiZ*-NTA树脂 

亲和层析纯化表达蛋白，SDS—PAGE检测表达，Western blot鉴定相应抗原表位。结果：扩增的hpl188基因片段全长810 bp，与 

基因文库中的 hp1188基因同源性达 98％。SDS～PAGE显示表达产物相对分子量约为 30 600 Dalton，与预期相符；大肠杆菌裂解 

液中表达产物接近可溶性蛋白总量的一半，但沉淀巾仍能检测到表达蛋白。目标蛋白纯化后均一性接近90％，Westernblot证实 

与多克隆抗体有良好结合能力。结论：成功克隆了hpl188基因，并在大肠杆菌 DH5 中获得高效表达。 
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Prokaryotic expression of Helicobacter pylori gene hpl 1 88 

HAN Fet．et越 

(Department ofMicrobiology and Immunology，Chongqing Three—Gorges Central Hospita1) 

【Abstract】Objective：To express the recombinant protein of the hpl188 gene of Helicobacter pylori NCTC 11637 in order to lay a 

~undation for the study on adhesion．Methods：The hpl 1 88 gene was amplified from NCTC 1 1637 chromosomal DNA by PCR．The PCR 

product was inse~ed into the expression vector pQE-30 The recombinant vector pQE30一hpl 1 88 was identified by DNA sequencing and 

transformed to E．colt DH5 Ot for expression Hndcr IPTG induction．The recombinant protein was purified by NiZ+-NTA agarose and 

identified by St)S-PAGE and western blot．Results：The sequence of hpl188 gene amplified was about 810 bp with a 98％ sequence 

homology with hpl188 genes in GenBank．SDS-PAGE determined that the molecular wetght of its expression products was 30 600 Dalton． 

Th e expression products of E．coli DH5 0【lyzate was about 50％ of total soluble proteins．and the pellet also had expressed．Its purity was 

over 90％ after purified with Ni -NTA agarose and Western blot showed that the recombinant protein possesses fine binding capacity with 

the rabbit anti—H．pylori．Conclusion：hp l 1 88 gene was successfully cloned and highly expressed in E．coli DH5 ． 

【Key words]Helicobacter pylori；hp l 1 88 gene；Expression 

现 已明确，幽门螺杆菌(Helicobacter pylori，H．pylori)的 

感染与慢性 胃炎、消化性溃疡、胃腺癌和黏膜相关性淋巴样 

组织(Mueosa—associated lymphoid tissue，MALT)淋巴瘤密切 

相关【1_，已被世界卫生组织列为 胃癌等肿瘤发生的相关致病 

菌I21。 pylori致病机制尚不明了，但H．pylori必须首先定植 

于人胃黏膜才能进一步发挥其致病作用，而黏附是日．priori 

定植在胃黏膜表面的前提。决定H．pylori黏附的因素包括胃 

动力、尿素酶和黏附素。黏附素是 口 矗定植于人 胃黏的 
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物质基础t3～61，已证实细菌的黏附素有 HpA、AlpA、AlpB、Ba— 

hA和 HopZ等亚型。H．pylori主要表达 HpA，但国内外报道 

的不同 pylori菌株间HpaA表达量有较大差异；其它黏附 

素并不是存在于所有菌株中，如 BabA仅存在于 CagA致病 

岛阳性的菌株巾[71。2005年 Sebastian[sl等人利用一种新方法 

即镍珠模型筛选出一种新的蛋白1188，该蛋白存在于H py- 

lori表面，表达量很高，并与黏附有关。Sebastian研究发现编 

码该蛋白的 hpl 188基因为 priori所特有，且相当保守 ，与 

已知的黏附素序列无同源性。本实验根据基因文库中提供的 

hpl188序列，以H．priori NCTC 11637基因组 DNA为模板， 

克隆和表达重组Hpl 188蛋白，对鉴定其抗原活性，为进一步 

研究 Hpl 188蛋白在 pylori感染中的作用和该菌的黏附机 

制，及防治 priori感染奠定基础。 
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纳米羟基磷灰石复合物修复骨缺损实验研究的影像学评价 
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【摘 要】目的：通过磁共振成像(Magnetic resonance imaging，MRI)与x线方法检测纳米羟基磷灰石／聚酰胺 n—HA／PA66)复合材 

料应用于修复骨缺损实验研究，综合评价其成骨能力，为骨缺损修复后全面、准确的影像学评价提供理论依据。方法：30只新西 

兰大白兔行一侧胫骨髁钻孔，并植入 n—HA／PA66复合材料。术后 2、4、6、8、12周各时相点摄 DR片、MRI及动态增强 MRI检查 ， 

并取材进行组织学观察。结果：(1)MRI显示 n—HA／PA66复合材料与骨组织易于区分，术后第 4周开始从材料内部逐步强化，周 

围软组织水肿逐步吸收，术后 l2周修复区强化明显 ，周围水肿基本吸收。(2)x线显示术后第 8周开始，缺损填修复区内的骨质 

增生开始，术后 12周缺损区呈高密度骨质修复表现。(3)组织学显示术后 4～12周，n—HA／PA66复合材料被界膜分隔成小岛， 

界膜内可见大量间充质细胞、成纤维细胞及小血管，后形成破骨及成骨细胞，修复区内骨小梁逐步形成。结论 ：MRI联合 x线能 

够清楚显示 n—HA／PA66复合材料修复过程，对早期骨移植的成功有很好预测作用 ，并兼顾术区周围关节及软组织的恢复显示 ， 

具有临床可操作性。 
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应用在 H．口ylori感染的防治策略中意义重大。 

对 H．pylori感染的研究表明，H．pylori在胃内定植的关 

键环节是黏附，随着人们对黏附素ll】“ 1本质的认识不断加深 

和黏附素在 H．pylori定植过程中的决定性作用 ，从黏附素出 

发寻找保护性抗原，从而在感染的初期就能通过阻断黏附防 

止感染而最终将日．pylori清除。黏附素能够成为 H．p o 疫 

苗候选抗原具备以下几个优点：位于细菌表面而免疫反应活 

性高 ；具有较高的保守性 ；蛋 白质成分能够通过基因工程大 

规模生产和纯化。SebastianN等人从 日．pyz0 的全基因组中挑 

选出 5个可能编码膜蛋 白的 ORF，分别在 E．coli BL21中表 

达出带组氨酸标签的这 5种蛋白，并发现 hpl 188基因编码 

的蛋白Hpl 188具有黏膜结合特性 ，其包被的镍珠能够与人 

胃腺癌黏膜上皮细胞结合 ，结合能力与血型抗原结合黏附素 

相当 ，且 Hpl188蛋白在 H．pylori菌外 表面表达量很高 。 

hpl188基因全长 810 bp，其氨基酸序列高度保守 ，为 py— 

lori所特有 ，所编码蛋白分子量约 30 600 Dalton。因此 ，研究 

Hpl 188的功能以及作为抗 H．pylori感染的保护性抗原都具 

有重要意义。 

本文选择 日．pylori的hpl188基因，将全长 hpl188基因 

克隆人原核表达质粒 pQE30，成功构建了 pQE30一hpl188重 

组载体 ，表达的蛋白具有 良好的免疫活性，为进一步分析表 

达产物的特性、 pyfo 黏附的分子机制和免疫保护作用 、制 

备防治 H．pylori定植的疫苗等奠定了基础。 
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