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幽门螺杆菌 vacA—ctxB融合基因原核表达载体的构建 

张任飞 ，杨致邦 ，周 侠 ，夏丽君 ，李昌庆 ，，陈 瀑 

(1．重庆医科大学基础医学院病原生物学教研室，重庆 4000l6；2．成都市核工业四一六医院检验科 ，成都 610051；3．成都 

市第六人民医院检验科 ，成都 61o051；4．重庆医科大学附属第一医院检验科，重庆 400022) 

【摘 要】目的：构建幽门螺杆菌(Helicobacterpylori，H．pylori)致细胞空泡毒素抗原(Vacuolating cytotoxin antigenA，vacA)毒性片 

段与霍乱毒素(cholerae t0xin，ctx)B亚单位(c扳B)基因的原核表达载体，为进一步表达 VcTB重组蛋白，制备防治 H_pylori感染 

的口服疫苗奠定基础。方法：通过比较国内 H．py1ori代表株的 vacA基因毒性亚单位，找出高度同源性片段，按基因文库中提供 

的 vacA基因和 c救B基因序列设计引物。以 H．pylo 基因组 DNA为模板 ，PCR扩增 vacA毒性片段基因，克隆至质粒 pQE30中， 

获得重组质粒 pQE30一vacA。以 pET32(仅)+-ctxB质粒 为模板 PcR扩增 ctxB目的基因。再将纯化 的 ctxB基因片段插入 

pQE3O—vacA中，构建含双基因的表达质粒 pQE—vctB，构建的表达质粒 pQE—vctB转化大肠杆菌 Tnp10，培养后 ，提取纯化重组 

质粒 pQE—vctB，内切酶双酶切鉴定。结果：扩增的 vacA DNA片段约为 723 bp，ctxB基因的DNA片段约为 372 bp，与预计长度 

相符合。构建的表达质粒 pQE—vctB酶切鉴定，与插入 pQE30的目的基因片段相符。测序结果 vcIB融合基因由 l 092 bp组成， 

编码 364个氨基酸残基的多肽，与基因文库相符。结论 ：含 vacA和 ctxB融合基因的原核表达载体构建成功 ，为进一步表达 

VCTB重组蛋白奠定了基础。 
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【Abstract】0 c￡ e：Tb lav a f0undati0n of expressing VcTB sion pmtein and prepamti0n the oral vaccine f0r pmphylaxis and ther印y 

of H．pylori in ction，山e pmkaryotic expression vectors contained the si0n gene vacA toxic subunit of H．pylori and cholem t0xin subunit 

B(c仅B)was c0nstn】cted． re ，m ：The high homogeneitygeneflragmentwasfnundin c0mp ngVacAtoxic subunitgene 0fdomestictypical 

H．pylori strains．Tlhe primers were designed acc0rding to vacA and ctxB sequences in the gene bank．VacA t0xic subunit gene was ampli矗ed 

by PcR as the template of DNA genome of H．pylori and cloned into plasmid pQE30，which was plasmid pQE30一VacA． I e c仅B gene was 

ampIified by PCR as the template ofpET32( ) 一ctxB plasmid．The puri6ed ctxB gene was inserted into pQE30一VacA t0 constmct expressing 

plasmid pQE—vctB of c0ntaining vacA and ctxB genes．pQE—VctB was tmnsf0rmed into pmkaIyotic Ec0肛 rlnp10．The recombinant plasmid 

0f bacteria cultivated was extracted and purified，and cutted with the incision enzyme to evaluated． es 括：1 e sequence of vacA gene 

amplified was about 723 bp and the sequence of ctxB gene was ab0ut 372 bp．They weI℃consistented with the anticipated lengt}l of t}le 

DNA．The expressing plasmid pQE—vctB was conf0rmitied with objective gene inserted into pQE30．VctB si0n gene sequenced as 1 092 

bp by the sequencing was confnnnitied with the genebank，and encodes polypeptides 0f 364 amino acid I sidues．( 钾 07z：The 

pmkaryotic expressi0n vectors contained vacA and ct)【B fusi0n gene was constructed successful1y and lay a f0undati0n 0f expression VCTB 

fusi0n pmtein． 

【Key w0rds】H．pylori；Vacu01ating cytotoxin antigen A；cholera toxin subunit B；Vect0r 

自l983年澳大利亚学者 MarshaIl和 waⅡen首 

次分离出H．pyl0ri以来，大量资料表明 H．pylori是引 
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起胃炎、胃溃疡等胃疾病的主要生物因素，与胃腺 

癌和胃淋巴瘤的发生密切相关_1． ，并被定为人类“I” 

类致癌原『3_。近期的研究还发现 H．pylori与心脑血管 

疾病(如冠心病)，自身免疫性疾病 ，皮肤病及缺铁 

性贫血、肝性脑病等也有高度的相关性 。H．pylori 
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感染呈世界性流行 ，人群对 H．pylori具有普遍易感 

性圈。预防和治疗 H．pvlori感染一直是医学微生物学 

和消化疾病领域的研究热点之一。依据 H．pylori致 

病机制研发有效的抗 H．pylori感染口服疫苗具有应 

用前景。在 H．py1ori的多种致病因素中，VacA是引 

起胃疾病及胃外损伤的主要毒力因子 “，与胃癌的 

发生有密切关系㈦，针对 VacA的防治措施具有重 

要价值。 

目前国外多采用 H_pyl0ri的全菌抗原或有效抗 

原成分与免疫佐剂 Ctx混合后 口服免疫 ，取得 了较 

好的防治效果。霍乱毒素 B亚单位(CtxB)为非毒性 

的膜受体结合亚单位，可以和细胞膜上的神经节苷 

脂受体结合，介导霍乱毒素A亚单位(CtxA)进入细 

胞发挥其毒性作用。单独的CtxB具有较强的免疫 

活性．当其经化学方法或基因融合技术与不相关抗 

原形成偶联蛋白或融合蛋 白时 ，CtxB的佐剂活性大 

大高于单独CtxB的佐剂活性。本研究旨在构建H．py— 

lori细胞空泡毒素(VacA)毒性亚单位与霍乱毒素 B 

亚单位 (CtxB)融合基因 vacA—ctxB的原核表达载 

体，为进一步表达VCTB重组蛋白质，制备防治H．py． 

1ori感染的口服疫苗奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 菌株与质粒 

H．py1ori菌株为本室从临床病人胃黏膜标本分离，经标 

准方法鉴定后保存。pET32(仅)+_ctxB质粒为本室构建保存。 

pQE30质粒源于重庆医科大学病毒性肝炎研究所，本室保存。 

1．2 工具酶与试剂 

n I、s I、 ㈣ H I限制性内切酶，Taq酶、T4 DNA连 

接酶 、dN_rP、DNA Marker购 自Takara公司。异丙基硫代 

P—D一半乳糖苷(I G)为 sigma产品；蛋白质 m ker为 MBI 

公司售品；细菌基因组 DNA提取试剂盒为北京百泰克生物公 

司产品；质粒提取试剂盒为0mega公司产品；胰蛋白胨、酵母 

抽提物均为 0x0ID公司产品。7％绵羊血平板为本室制备。 

1I3 重组质粒pQE3O—vacA—ctxB构建的技术路线见图1。 

1-4 重组质粒pQE30一vacA的构建 

将 H．py1ori菌株接种于7％绵羊血平板上 ，置于厌氧培 

养罐中，微需氧环境下(5％0 10％c0 85％N )37 培养 3～ 

4 d，生长的菌落鉴定后，洗下菌液，按细菌基因组 DNA小量 

制备法提取 DNA。通过 BLAsT比较国内 H_pylori代表株的 

vacA基因毒性亚单位，找出高度同源性片段，以基因文库中 

提供的vacA基因序列为依据，用引物设计软件primer5．0设 

计引物。在 vacA基因上游引物引入 n I酶切位点，即 P1： 

5’一GccGcTAcCCA ITrATTGGGTcAAAGGc一3’；下游弓【物弓l 

图 1 重组质粒 pQE30一vacA—ctxB构建的技术路线 

人 S I酶切位 点与终止子 ，P2：5’一CCCGTCGACCTAGT— 

TAcTATc rrG ItITrcTcGT一3’。引物由invitmgen公司合成。 

以提取的 H．pvl0ri DNA为模板，PcR扩增 vacA毒性片 

段基因，条件为 94℃预变性 5 n，94℃变性 45 s，57。c退火 

50 s，72℃延伸 9O s，共 35个循环，最后 1个循环结束后 

72℃延伸 10 min。反应结束后，琼脂糖凝胶电泳鉴定 ，回收 

PcR产物纯化，将纯化的 PcR产物和质粒 pQE30用 n I 

与s I内切酶分别进行单酶切，所得产物琼脂糖凝胶电泳 

并回收纯化。纯化后的 vacA片段用 T4 DNA连接酶定向插 

入 同样双酶 切的质粒 pQE30，获得重组质粒 ，命名 为 

pQE30一vacA。转化 E』|oli T叩10，抽提质粒，分别用 n I单 

酶切和 n I与 S I双酶切重组质粒 pQE30一vacA，同时用 

质粒 pQE一30做对照，琼脂糖凝胶电泳鉴定。将酶切鉴定后 

的重组质粒送重庆医科大学病毒性肝炎研究所进行 DNA双 

测序。以pQE30一vacA质粒、pQE30质粒为模板，扩增 vacA 

基因，琼脂糖凝胶电泳鉴定。 

1．5 目的基因ctxB片段的PCR扩增 

以基因文库中提供的cfxB基因序列为依据，用引物设计 

软件 mer 5．0设计引物。在 ctXB基因上游引物引入 口 H 

I酶切位点，即 P3：5’一CCC GGATCcATGA IrrAAATrAAAA— 

TTT GGT一3’；下游引物引人 n I的酶切位点，并去掉终止 

密码，即 P4：5’一ccCGGrrACcAT1丫rGCCATACTAA1丫rGCG一3’。 

引物由上海生物工程公司合成。以 I)E1132( )+_c报B质粒为 

模板 PcR扩增 ctxB目的基因，以 pET32( ) 质粒为模板作 

对照。条件为94qC预变性 5 min，94℃变l生45 s，58℃退火45 s， 

72℃延伸l min，共35个循环，最后 1个循环结束后72℃延 
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伸 1 0 m i n 。 P C R 产物 经 琼脂 糖凝 胶 电泳确定 扩增 片段 的位 置

正 确 与否 ， 并 回 收 目的 片段 ， B a m H I 和 脚 n I 酶双 酶切 后 纯

化 ， 获得 c t x B 基 因 片段 。

1 ． 6 重 组 质 粒 p QE 3 0 一

v a c A — c t x B 构 建

用 脚 n I 与 S a ／I 内 p QE 3 0 -

v a -

c A ， 再将纯化后 的 c t x B 片段 以 E述 方法插入 p QE 3 0 一

v a c A 获 得

含融合基 因 的重 组 质粒 p QE 3 0 一 v a c A — c t x B ， 命名为 p QE — v c t B 。

将此 质粒 以 氯化 钙法转 化 至 大肠 杆 菌 T o p l 0 ， 经 扩增 培 养 ， 小

剂 量 抽 提纯 化重 组 质粒 p QE — v c t B ， 用 B a m H I 、 腼 n I 和 S 甜

I 3 种 内切 酶 分 别 两 两 组 合 做 双 酶 切 ， 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 鉴

定 ， 测序 。

2 结 果

2 ． 1 目 的 基 因 v a c A 片段 P C R 扩 增 结 果

P C R 产 物 经 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 可 见 在 7 2 0 b p 左

右 有 1 条 带 ， 大 小 与 预 想 一 致 ， 结 果 见 图 2 。

l 2 3

2 0 0 0 b p

。

92：2：
5 0 0 b p

2 5 0 b p

1 0 0 b p

I ． D N A m a r k e r ； 2 ． P C R 产物 ； 3 ． 只于照

图 2 V 基 因 的 P C R 扩 增

2 ． 2 重 组 质 粒 p QE 3 0 一 v a c A 鉴 定 结 果

p QE 3 0 一 v a c A 质 粒 经 蜘 n I 单 酶 切 后 可 见 4 1 8 0

b p 条 带 ， 经 却 n I 和 5 “ I 双 酶 切 后 可 见 7 2 0 b p 和 3

4 6 0 k b 两 条 带 ， 扩 增 v a c A 基 因 片 段 ， 可 得 到 7 2 0 b p

条 带 。 酶 切 与 P C R 结 果 均 与 预 期 一 致 ， 见 图 3 。 序列

分 析 表 明 ， 所 得 序 列 完 整 ， 与 文 献 中 国 菌 株 相 比 有

高 度 的 同 源 性 ， 而 与 标 准 株 A F 3 6 1 7 0 0 比 较 有 1 ． 5 ％

h p 发 生 变 异 ， 以 及 一 个 氨 基 酸 发 生 变 异 。

2 ． 3 目 的 基 因 c t x B 片段 P C R 扩 增 结 果

P C R 产 物 经 1 ％ 琼 脂 糖 电 泳 分 析 可 见 在 3 7 2 b p

左 右 有 1 条 带 ， 大 小 与 预 想 一 致 ， 结 果 见 图 4 。

2 ． 4 重 组 质 粒 p QE --

V C t B 双 酶 切 、 P C R 鉴 定 结 果

p QE — v c t B 质 粒 经 K p n I 单 酶 切 后 ， 琼 脂 糖 电泳

可 见 4 5 5 0 b p 条 带 ， 经 B a m H I 和 S 血 I 双 酶 切 后

可 见 l 0 9 0 b p 和 3 4 6 0 b p 两 条 带 ， 经 B a m H I 和 勋 n

I 双 酶 切 后 可 见 4 1 8 0 b p 和 3 7 2 b p 两 条 带 。 经 硒 n

I 和 S a l I 双 酶 切 后 可 见 3 8 3 2 b p 和 7 2 0 b p 两 条

带 。 分 别 以 p QE —

v c t B 质 粒 、 p QE 3 0 质 粒 为 模 板 进 行

P C R 扩 增 后 ， 经 琼 脂 糖 电 泳 可 见 以 p QE 3 0 一

v a c A 质

粒 为 模 板 可 以 扩 增 出 3 7 2 b p 条 带 ， 而 以 p QE 3 0 质

粒 为 模 板 却 无 此 条 带 。 结 果 见 图 5 。

1 2 3 4 5 6 7

2 0 0 0 b p

1 0 0 0 b p

7 5 0 b p

5 0 0 b p

2 5 0 b p

10 0 b p

1 、 7 ． D N A m a r k e r ； 2 ． p QE 3 0 一 v a c A ；3 ． p QE 3 0 一 v a c A ／K p n

I ；4 ． p QE 3 0 一

v a c A ／g p n I + 5 耐 I ； 5 ． p QE 3 0 一

v a c A 的 P C R

产 物 ： 6 ． 对 照

图 3 重 组 质 粒 p QE 3 0 一

v a c A 双 酶切 、 P C R 鉴 定

1 2 3

2 0 0 0 b p

1 0 0 0 b p

7 5 0 b p

5 0 0 b p

2 5 0 b D

1 0 0 b p

1 ． D N A m a r k e r ； 2 ． P C R 产 物 ； 3 ． 对 照

图 4 c t x B 的 P C R 扩增

l 2 3 4 5 6

4 5 0 0 b p

3 0 0 0 b p

2 0 0 0 b p

I 2 0 0 b p

8 0 0 b p

5 0 0 b p

2 0 0 b p

1 ． p QE — v c t B ／K p n I ：2 ． p QE —

v c t B ／S a l I + B a m H I ：

3 ． p QE — v c t B ／B a m H I + 却 n I 4 ． p QE - v c t B ／S a ／I + 却 n I ；

5 ． p QE — v c t B 的 P C R 产物 ； 6 ． 对 照

图 5 重 组 质 粒 P QE —

v c t B 双 酶切鉴 定
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2．5 重组质粒pQE—vctB的序列分析结果 

测序结果 vctB融合基因由 1 092 bp组成，编码 

364个氨基酸残基的多肽，与基因文库相符。 

3 讨 论 

H．pvlori在 胃内集 中定植于胃窦部 ，生长于 胃 

粘膜上皮表面与粘液层之间，是组织细胞外 的寄生 

菌。机体对 H_pylori的免疫保护作用主要依靠粘膜 

免疫系统产生的 SI ，口服接种对感染具有较好的 

保护作用【l3】。粘膜免疫系统的激活需要佐剂的参与， 

在免疫佐剂的选择上。国内外多采用 Ctx和大肠杆 

菌耐热肠毒素(Heat—labile enterotoxin of Escherichia 

c0li，IJrr)混合 ，口服后均取得 了较好的免疫防治效 

果。但由于 Ctx和 LT本身具有的毒副作用限制了 

作为免疫佐剂的应用。而霍乱毒素 B亚单位(CtxB) 

为非毒性的膜受体结合亚单位，能与胃肠粘膜的膜 

受体结合。许多研究发现，单独的CtxB就具有较强 

的免疫活性，可以强化多糖 、小分子肽等半抗原 ，也 

可作为可溶性抗原或弱抗原的佐剂，增强其免疫原 

性ll4q 。但 CtxB简单地与抗原混合进行免疫时，产 

生的抗体效价远不如与抗原交联后进行免疫所产 

生的抗体效价高 。当其经化学方法或基因融合技 

术与不相关抗原形成偶联蛋白或融合蛋白时，CtxB 

的佐剂活性大大高于单独 CtxB的佐剂活性。 

本研究将 H．pyl0ri细胞空泡毒素的保守基因 

片段 与 ctxB基因片段相融合 ，根据基因文库 中提 

供的 ctxB基因和 vacA基因序列设计引物 ，构建 

pQE—vctB融合基因的重组质粒。经转化大肠杆菌 

T0p10，内切酶双酶切鉴定 ，可得到 720 bp vacA基 

因片段和 372 bp ctxB基因片段 ，与插入 pQE30的 

目的基因片段相符。此结果表明本试验已成功构建 

了 pQE—vctB原核表达载体 ，为进一步表达 VCTB重 

组蛋白，研制防治 H．pyl0“感染的口服疫苗奠定了基 

础 
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