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【摘 要】目的：构建含人幽门螺杆菌(Hp)热休克蛋白A( PA)和空泡毒素(VacA)编码基因的重组载体，进行核甘酸序列分 

析，为在E．coliBL21中表达，及其抗原性的研究奠定基础。方法：利用分子克隆技术，扩增 HpHspA、VacA编码基因，分别将其 

与载体 pE1 2a(+)进行酶切、连接，同时将筛选的pE1 2a(+)／HspA和pET32a(+)／VacA重组载体分别经 XhoI、BamH I 

双酶切，通过凝胶电泳回收pET32a(+)／HspA和VacA片段，经 rr4连接酶将pET32a(+)／HspA和VacA编码基因连接，而后 

转化并筛选含有两种目的基因的重组载体。结果：经酶切、测序分析表明，插入的基因片段为HpFlspA和VacA编码基因，由 

1080bp组成，与GenBank报道的相比较，有3．4％的碱基发生变异，1．10％的氨基酸残基改变；但编码的蛋白质特性无本质性 

改变。结论：成功地克隆了HpHspA和 VacA编码基因，并构建了能够同时表达 HapA和 VacA蛋白的双价疫苗重组载体，为 

Hp蛋白质疫苗和核酸疫苗的研制奠定了良好的基础。 
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【Abstract】 Objective：To construct a recombinant vector containing gene encoding heat shock protein A(HspA)and VacA with Mr 

13 000 and 26 000 simultaneously from human Helicobacter pylori(Hp)for study on expression in E．coli BL21，and analysis of their 

antigenicity．Methods：The target genes encod ing HspA and VacaA were amplified from Hp chromosome by PCR，digested by restrict— 

ed endonuclease enzyme respectively．and inserted into the corresponding enzym e digested prokaryotic expression vector pET32a(+)． 

The recombinant vectors pET32a(+)／HspA and pET32a(+)／VacA were used tO select and transform for sequence analysis．After 

recombinant vectors digested by restricted enzym e of Xhol，BanlH I simultaneously，the pET32a(+)／HspA and VacA were taken 

out of agarose electrophoresis．and connected by T4 ligase again．The recombinant vector pKI'32a(+)／HspA—VacA WaS used tO Se— 

lect and identified by PCR and restricted endonuclease enzym e．Results：Enzym e digestion analysis and sequencing showed that the tar— 

get genes were found in 1 080 base pairs，and had been inserted into recombinant vector，but aS compared with gene reported by Gen— 

Bank．3．40％ of the gene mutation and 1．1 1％ of am ino acid residues change in Hp happened respectively．Conclusion：The genes 

coding HspA and with Mr  1 3 000 and 26 000 respectively are cloned successfully．The results obtained lay the foundation for re— 

search on development of Hp protein and DNA vaccine applying tO prevention of Hp infection． 

【Key words】Helicobacter pylori；Heat shock protein A；VacA；Prokaryotic expression vector 

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori；Hp)是人类最 

常见的致病菌，我国普通人群的感染率为50％～ 

80％，并仍以每年 1％～2％的速度增加l ，Hp感染不 

但与 B型胃炎和消化性溃疡的发生有密切关系[2-7]， 

作者介绍：汪志群(1965 )，女，讲教 

主要研究方向：胃肠激素。 

而且与非溃疡性消化不良，MALT淋巴瘤和胃癌的 

发生也有重要关系[8--15 J，故已被世界卫生组织国际 

癌症研究机构列入第一类致癌原ll 。近年来，由于 

广泛 、大剂量抗生素应用，导致了耐药菌株的产生； 

同时出现了一些药物副作用；患者耐受性、依从性以 

及承受力都受到了挑战。鉴于此，不少研究工作者 
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正致力于开发研究 H1)治疗以及预防方案：Hp疫苗 

的开发。而 HspA和 VacA为昕有的 Hp共同的抗 

原成分，为了克服单种抗原免疫原性弱的缺点以获 

得较好的免疫效果，有学者建议多种抗原成分联合 

起来制作疫苗抗原。因此，本实验利用基因克隆技 

术，将 HSpA和 VacA编码基因，进行 PCR扩增 ，构 

建双价抗原的重组载体，在为 E．coli中进行表达以 

及 Hp疫苗的研制奠定基础。 

1 材料和方法 

1．1 质粒和菌株 

Hp由本校微生物学教研室提供；Topl0、B1 21(I)E3)菌 

株、pET32a(+)载体，为本校病毒性肝炎研究所构建、制备 

并保存；T DNA连接酶和限制性内 切酶(kpn I，／~a／21H T， 

SaI I和 XhoI)购自 Promcga公司；TaqDNA聚合酶为 Takara 

产品；d Nq、P为上海生工生物工 公司产品；PE 2400型 

PCR为美国PE公司产品 

1．2 HspA、VacA编码基 因的扩增 

参照文献ll 7，提取 Hp基因组 I)NA；根据 ( enBank的报 

道，经微机分析分别设计 HspA、VacA编码基因的引物 Pl、 

P2和 P3、P4。Pl的 序 列 为 5 一 CCG( FACC —AT— 

GAAGTTTCAACCATTA( G 3 、P2为 5 CC(；．GATCC 

GTGTTTTTTGT( AT(、ATGAC 3 ；P3为 5 CCGGATC— 

CATG ('ATTATTG(；( I’CAAAGG一3 、P4为 5 一GGGTC— 

GACCTA GT'I、ACTAT(、TT( TTT( T ( 一3 ；Pl引物 中引 

入 kpnl酶切位 am，P2引物中引 BamH I酶切位点，取缔 

了 HspA 5 的终止密码子( I'AA)，I 3引物中引入 BamH I酶 

切位点 ，P4引物中引入 Sal I酶 切位点 在 HspA扩增 的 

50 1反应体系中，分别加入 1 ，I dNTP．2ld I)NA(作为模板) 

及浓度各为 18 moI／L的 Pl和 P2引物各 I I．以及 1 I Taq 

DNA聚合酶，按照以下条件即 94℃变性 5min，然后 94℃变 

性 1min，52℃退火 50s．72℃延伸 5()s，共 35个循环，最后 1 

个循环结束后再 72℃延伸7min进行PCR扩增；而 VacA扩 

增条 件为 94℃ 变性 5min，然后 94 、变性 1min，54℃退 火 

50s，72℃延伸 55s，共 35个循环，最后 1个循环结束后 再 

72℃延伸 7min，所获 PCR产物进行 1％琼脂糖凝胶电泳，同 

时进行凝胶回收。 

1．3 重组载体的构建 

①pET32a(+)／HspA、pET32a(+)／VacA载体的构建 

将纯化的 HspA PCR产物 和 pET32a(+)，分别以 kpn I和 

BaillHI双酶切 ，而 VacA PCR产物和 pET32a(+)，分别 以 

Sal I和 Ba”zH I双酶切，并用 PCR纯化试剂盒进行纯化 ；分 

别将酶切纯化的 目的基因与各 自相应酶切的 pET32a(+)按 

4：1(摩 尔数 )比例 ，在 4V 条件下连 接过 夜；同时根据 文 

献 ，制备 Topl0感受态细菌，将上述连接产物 1O／xL转化 

感受态细菌，通过氨苄青霉素筛选重组载体 ，进行酶切鉴定 

和基因测序分析。②pET32a(+)／HspA VacA载体的构建 

中量提取重组质粒 pET32a(+)／HspA和 pET32a(+)／ 

VacA，同时将两者进行 XhoI，BaIllH I酶切，通过凝胶 电泳 

分别 回收 pET32a(+)／Hspa，VacA DNA 片段 ，将纯 化的 

pET32a(+)／HspA和 VacA DNA片段，按照上述方法进行 

连接 、转化、筛选 pET32a(+)／HspA—VacA重组载体，同时 

进行酶切鉴定，其构建示意图如下(图 1)。 

图 1 重组质粒 pET32a(+)／HspA VacA的构建示意图 

2 结 果 

2．1 HspA和 VacA编码基因的扩增 

以Hp基因组 DNA为模板分别进行 HspA和 

vacA编码基因的 PCR扩增。所获 PCR‘产物进行 

1％琼脂糖凝胶电泳分析。结果表明，PCR扩增产 

物分别位于 250bp～500bp以及 500bp～750bp之 

间：序列分析证实，PCR扩增产物，即为所需要的 

目的基因片段，其大小约为 357bp和 720bp。 

2．2 重组载体鉴定 

①pET32a(+)／HspA的 PCR鉴定 分别以重 

组载体和含重组载体的 Topl0菌为模板，按照上述 

PCR扩增条件进行 PCR扩增，反应体系 25~,1，共 35 

个循环。所获 PCR产物进行 l％琼脂糖凝胶电泳， 

结果显示：以重组载体和含重组载体的 Topl0菌为 
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模板均能扩增出 1条约为 357bp的带(图 21 ： 

pET32a(+)／VacA的酶切鉴定 将 『)ET32a(十)／ 

VacA分别进行 sa【【 t3 JH 单 双酶切．议酶 

切能够切出 720bp I)NA片段(图3)③pET32a(+)／ 

1 2 3 4 

图3 重组载体 pE_r32a c+】／％：acA的酶切鉴定 

I：pE'f32a【+I digc~lcl{hy Bamtf1；2：pE1 32a c 】／VacA di 

ge~ed by BamHI；3：pET32a【+)／VacA digested 1 

and Xhoi In1uI【an Il1lv 4：DNA rl Jarker 

嚣一  

HspA VacA的酶切鉴定 将 【】 T32a(+)／HspA 

v”A分别进行 kpn I，Xho1，BamH【单、双酶 

切．能够切出 720bp、1080BpDNA片段(图 4)，与实 

验设计相一致．说明重组载体构建成功 

2 3 HspA VacA基因片段的序列分析 

将重组载体以 r7为引物进行序列分析(上海 

基康生物有限公司)．并采用电脑 DNA分析辅助软 

件．对所洲定的DNA序列进行同源 性分析．．结果 

发现．插人的基因片段为编码 HspA和 VaeA基因的 

片段．1两者 13aIllH I酶切位点相连．其中HspA有 

5个 b口发生变异+另有2处编码的氨基酸残基发生 

变化．一处由 G—1)，一处由 A—S；VaeA编码基因 

有31个 bp发生变异，另有 2处编码的氮基酸残基 

蛙生变化，但 HspA—VacA的特性无明显改变．其 

刷源性高达 98％ 

热休克蛋白是当生物细胞在某些环境因素、或 

多种应澈条件下．诱导台成或台成增加的一类进化 

上高度保守的应激蛋白质 HI)热休克蛋白编码基 

因属于双顺反子操纵子包括 HspA和 HspB基因，分 

别编码 l18和 545个氨基酸残基，相应的相对分子 

质量为 13 0x IO 和 58．2×10 ．HspA包括两个区 

域：N厦与 GtoES家蔟同原高度保守，是免疫显性 

区，c区有27个氨基酸残基．其中8个组氨酸残基， 

4个半胱氯酸残基．上述结构为金属镍离子结合区， 

时镍离子的转运、呈递起着重要的作用．它可以增强 

尿素酶的活性．同时又是一种有效的抗原成分：Hp 

台成的热休克蛋白HspA B．Hsp60，Hsp70等，在细 

蔺的致病机制中起着重要的角色．它可介导免疫调 

节，触发胃上皮细胞的自身免疫反应，在胃牯膜慢性 

病变的发展和持续中充当启动因子；介导病原与宿 

主的识别与牯附 有研究认为，热休克蛋白HspA、 

H是 HI)定植的又一类重要因子，在极端不利的理 

化条件下+能维持 Hp活性蛋白的稳定，显著增强 

Hp尿素酶的活性．同时还发现．Hsp60和 HopZ(HP 

c1u【er ntembr prorein z)与 Hp的粘附有关 动物 

实验证明．以热休克蛋白喂养小鼠可引起冠状动脉 

粥洋硬化 ，但用其免疫动物能够使动物获得对 

Hp的免疫力 Fodoroki et al tgl采用 pcDNA3．1一 

h A接种的 C57BL小 鼠产 生 了 lgG2a，而 pcD— 

NA3．1一hspB则产生Ig( ／lgG2a，它们都显著地减 
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少 Hp在胃内的定植，同时减轻囚Hp存在的炎症反 

应。因而，作者认为，以热休克蛋白为基础的(核酸 

DNA，或蛋白质)疫苗不失为一种有效的 Hp疫苗： 

而 VacA基冈存在于所有 Hp菌株的基因组中， 

目前发现 VacA有多种不同的组合体 在体外，只 

有50％～60％HI)产生具有活性的 VacA。研究认 

为，VacA毒素能粘附靶细胞，行被靶细胞内化，在细 

胞内表达而产生空泡作用；也有可能是通过作用于 

细胞膜上的 Na 一K’ ATI，酶，影响离子问转运 

而引起细胞的空泡样变性。有文献报道，VacA毒素 

能够抑制表皮生长冈子(EGF)与其受体的结合，从 

而引起酪氨酸磷酸化，扰乱了 皮细胞的信号传导， 

使上皮损害；研究还表明，去毒的空泡毒素(VacA) 

免疫小鼠，能够使小 鼠免受产 VacA毒素的 Hp感 

染。从而认为以 VacA和 CagA为基础的抗原疫苗 

对小鼠慢性 HI)感染具有确切的治疗和预防作用， 

这为该疫苗应用于人类的临床研究奠定了基础。 

鉴于此，为了增强 Hp抗原免疫原性，以获得较 

好的免疫效果。有学者建议以两种抗原成分制作疫 

苗抗原，可以增强其相互的抗 性：我们特地比较 

中国 的流行株 AF050320，AF0503l9，AF050326， 

AF050327，AF050328，其中四株为 SlM2型，SIM2 

型为中国的主要的流行株，根据基因库 BLAST的 

比较而知这五株 HI)在 S区后的 P37区的基因序列 

基 本 一 致，P37 区 为 VacA 的 毒 性 片 段．以 

AF050320标准株的 P37区的片段为模板进行引物 

设计。将 HpHspA与 VacA编码基因进行克隆，以 

粘端将其连接构建双价候选疫苗重组载体并进行表 

达，其结果为：克隆HspA编码基因有 1．6％(6／357) 

的碱基发生变异，约 1．6％(2／1 l9)的氨基酸残基发 

生改变，而VacA编码基因有4．3％(31／720)的碱基 

发生变异，约 0．083％(2／240)的氨基酸残基发生改 

变，据文献ll 7l报道 ，叮能的原因有：(1)所采用的 Hp 

菌种不同；(2)Hp具有转化能力，能够通过己死亡的 

Hp DNA转化而致基因组发生重排导致基因变异。 

(3)由 Hp菌株问的变异引起 不同的患者感染的 

Hp具有其特殊的限制性片段长度多态性(RFLP)谱 

型，尤其是不同地 差别更加明显。通常有好几个片 

段的差异，但其高度的同源性义决定 r不同菌株问 

编码蛋白的主要抗原决定簇的一致性 ，从而保证了 

重组载体的表达。(4)PCR扩增昕致的错配现象， 

为此，我们采用了高保真的DNA聚合酶，同时采用 

了原核表达载体pErr32a(+)，为融合表达的外源蛋 

白的稳定性做好了充分的准备，而且由于 Mr增大， 

用 SDS PAGE更容易分析鉴定。我们成功地构建 

了能够同时表达 HspA和 vacA编码的氨基酸残基 

的重组载体，拟在BL21中表达，并通过western blot 

方法检测融合蛋白表达产物的抗原性 ，为以后制备 

安全、高效的疫苗，以及制备 ELISA快速诊断试剂 

盒奠定了基础。 
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(上接第691页)稳定，且逆转录需大量 昂贵的 RNA 

酶抑制剂和逆转录酶，而用稳定的cDNA作模板，操 

作简便、省时，也易于储存、运输和标准化。本实验 

采用基因克隆方法构建BDV P24基因片段的 cD— 

NA定量模板，有纯度高、可大量生产及定量准确等 

优点。用于检测并了解BDV在我国的流行情况，开 

展对 BDV的深入研究，无疑将具有重要的实用价 

值。本研究检测神经精神病人和健康人共 108例， 

发现4例神经精神疾病患者样本呈 BDV基因片段 

阳性。表明中国的神经精神疾病患者存在BDV感 

染。而BDV感染与神经精神疾病发病是否相关有 

待深入研究。 

(本实验有部分在中山大学达安基因诊断中心完成，感 

谢程钢博士、胡斌博士、王毅博士、高劲松博士和刘晓东的协 

助和指导) 
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