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幽门螺杆菌细胞空泡毒素基因毒性片段的克隆与表达 
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【摘 要】目的：通过基因于程技术获得具有良好抗原性的重组细胞宅泡毒素毒性亚单位蛋白。方法：利用PCR从幽门螺杆 

菌(Hp)空泡毒素基因中扩增毒性片段 V，克隆及序列分析后在大肠杆菌中高效表达，用免疫印迹法(Western blotting)检测其 

抗原性。结果：序列分析所得片段完整，与标准株 AF361700比较宵 1．5％的bp及一个氨基酸发生变异 与文献报道的中国 

菌株相比有高度的同源性。SDS—PAGE显示表达产物相对分子革为27000，表达量为30％以上，Western blotting显示该蛋白 

可被 全菌抗血清所识别。结论：基因重组Hp细胞空泡毒素毒性蛋白具有良好的抗原性，可用于制备 Hp感染的诊断试剂 

与疫苗。 
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【Abstract】 Obje~tiz~,：To obtain the antigen of recombinant vacuolating segment of Helicobacter pylori vacuolating cytotoxing by 

gene—engineering．Methods：The objective gene was cloned into PQE 3O，sequenced and expressed using PCR and recombinant 

techniques．After expression．the antigenicity of recombinant protein was analyzed by W estern blotting．Results：DNA sequence analy— 

sis identified that the sequence was integrated Compared with standard strain AF36 1 700，1．5％ of the cloned gene was mutated ．one 

amino acid radicle was changed．SI)S PAC-E revealed the molecular weight of objective recombinant protein was 27 000 as it was pre— 

dicted：the level of expression pr(xJuct was over 30％．Western blotting results showed the ob]ective protein could be recognized by anti 

— serum against HP．(~OllL lusion：This recombinant protein has perfect antigenicity，SO it may be used as a protective antigen in pre— 

venting kip infection． 
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大量研究表明幽门螺杆菌(Helicobacter pylori； 

Hp)与慢性 、活动性胃炎和消化性溃疡密切相关 ，同 

时也是胃肿瘤的危险因素。1994年，国际癌症研究 

机构已将其列为 1类致癌原。Hp的致病因素有尿 

素酶、毒素相关蛋白、细胞空泡毒素(vaculating anti— 

gen；VacA)等，其中，VacA是一种重要的致病物质， 

在体外能够导致哺乳细胞空泡样变性，同时能够在 

细胞浆膜上形成通道与增强极化上皮单层细胞的渗 

透陛，导致细胞死亡。最近有学者证实 VacA还对 

细胞的增殖有影响～1～ 。由于对上皮细胞明显的损 
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主要研究方向：幽门螺杆菌基因工程疫苗 

伤作用 ，被认为是 Hp毒力分型的标志，与 Hp感染 

者的临床症状有极其密切的关系。为此，本研究以 

临床菌株为模板，经 PCR扩增，构建高效表达的重 

组载体并表达，为临床制备 Hp感染的诊断试剂与 

疫苗奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 菌株与质粒 

Topl0、DH5a菌株和 PQE 30载体，为本校病毒性肝炎 

研究所惠赠： 

1．2 工具酶 

T4 DNA连接酶和限制性内切酶(SaLI、BamH I)购自 
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TaKaRa生物公司．Pfu酶为 MBI蛰司产品 dNTP为上海 

生物工程公司产品 

l 3 其 它 

硝酸纤维索膜(NC膜J、HRI 标记的羊抗人二抗 D,-M3 

显色荆为武汉博士德公司声品、 

1 4 方法 

1 4】 Hp菌株的获取 

将临床所取骣素酶l十)胃窦黏膜标奉．接种于 7％羊血 

琼脂平扳上，在微需氧环境下(5％( l0一 rc] 85％N，)． 

37℃培养3～4无后，挑取可疑菌落按常规方击鉴定．确认为 

Hp后传代培养 

1 4 2 Hp菌株基因组 I)NA提取 

从固体培养基上刮取生长 良好的菌落．按细菌基因组 

DNA小量制备法制备．洋见参考文献 

J．4 3 目的基周 PCR扩增 

根据文献，用引物设汁软件设计引物．在上游加上合适 

的酶切位点与起始密码子．在下游1J口上合适的酶切盥点与终 

止密码子 序列如下：为 1)l：5 一L’(’(；GA YCCATG CAT． 

TA丁T( GGTCAAAGG 3(1 mH J j．『)2：5 (；G( rCGAC— 

cTA—GT1 CTATclrTL；TTTG1CG 3’cSM [)扩增 条件 

为：95℃预变性 5rain．95t、变l生45s．53℃退火50s．72℃延伸 

90s，共 35个循环，最后 1个循环结束后 721C延伸 7rain 所 

获 眦 R产物 】％琼脂糖凝腔电泳．蠕定后 1t 琼脂糖凝跤回 

收 

1 4．4 重组载体构建 

将纯化的 PcR产物和 PQE 30质粒卦别以 SaLI和 

BamHI双酶切，井用试剂盒进行纯化．．将酶四纯化的目的 

基因和 PQE 30按 10：【(浓度数)进行连接．在 16r条件下 

连接 2h 用改进的 Cacl：法 将连接 产物转 化至 E Ⅱd1 

Topl0，LA培养基筛选后 双酶切鉴定 筛选出新性克隆 

增菌后送至上悔博亚进行基因划序舒折 

1．4．5 重组载体的表达 

酶切鉴定的重组载体转化 I c【 ll DH5n．随后挑选含 

重组载体的单个菌落接种于盛有 L̂ 培养基的 6支试菅以 

及DH5q／PqE 30菌一起 于 37 培养至 OD值为 0 5 

时，加人终维度丹别为0、0 I、̈_3、0 5、I)8厦 1[)mmo[／[ 

的 IPTG，诱导表达 4h．离心 2rain：收集菌体．加人蛋白上样 

缓冲坡煮拂5rain．【2％SDS—PAGE，筛选高表达的含重组质 

粒的单个菌落 获得大量的重组蛋白。然后．以最适浓度 

的分别诱导 1、3、4、5和24h 确定最适诱导时间： 

1 4 6 Western blotting{盎删重组蛋白的抗原性 

将诱导菌的垒菌做 12％SDS PAGE 用半干湿法将凝 

胶上蛋白电转移至 NC膜，加封闭液室温封}|】2h．plkq．洗膜 

后．加上 Hp患者血清室温作用2h，然后再用 PBS冼幢．加上 

HRP标记的羊抗人二抗宝温作用 211，PBS振洗后，将 NC疃 

浸泡在DAB显色剂中l0～15min，后用观蒸水冲洗， 终止 

染色。 

2 结 果 

图2 重组质粒 PQE 311 V限制性酶切分析 

1 DNA markerlane 2 PQE 30一V／SaL1+BamH1 3 

P0F 30／SaL1十BamHl 

2 2 重组质粒PQE 30 V的序列分析 

利用 1"5启动子对重组质粒进行测序分析，采 

用genehank blast对测定的DNA序列进行同源性分 

析 结果所得序 0完整，与标准株 AF36l700序列 

比较有 l 5％的 D口发生变异，以及一个氨基酸发生 

变异=与文献 中国菌株相比有高度的同源性。用 

ExPASY Proteomics tools蛋白组分析软件包对所得 

序列与标准株 ,anY361700的蛋白质二级结构进行预 

测 比较，两者的二级结构完全相同，而蛋白质的三 

级结掏不易预测 

2 3 目的蛋白表选的检测 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


722 一 重庆 医科太学学报 2003年第 28卷第 6牺 c Journal of Chongqing Medical University 2003 Vol 28 No 6 

图4 表达蛋白最适诱导时间 

l Protein marker 8，PQE 30 induotioN wilh IP3’(；7．PQE 

30 V induction without lPT(一2 6 PQE 30 V induct ” 

with 0 5mmol／L 1PTG(1、3、4、5和 2h J 

3 2 1 Kr 

270OO 

97400 

56 200 

31 000 

201 00 

14400 

图 5 表选产物的 WesteN1 blotting分析 

1 Protein marker 2 induced protein exhibilc,d with ami ~-ruKiq 

against Hp Ab HRP 3 Nnnindut／,d pmteln exhihited with anti 

selKlrfl against HP Ab—HRP 

将鉴定正确的重组质粒 PQE一30一V转化至 

大肠仟菌 13H5u，经 IP r(；诱 导表达，其全菌蛋白 

SDS—PAGE图谱如图3，在相对抒子量27000处可 

见明显的外源蛋白的表达。调整 IPTG的浓度至 

('5retool／1．，诱导4h可得到最大的表达量，薄层扫 

描分析表明．Iq的蛋白表达量为35％以上．如图 3 

和图 4．． 

2 4 目的蛋白免疫活性 的鉴定 

将以 I2t SDS—PAGE分离的重组菌电转移到 

NC膜上，依次加上 Hp患者血清和 HRP标记的羊 

抗人二抗，显色后出现一条和预期大小一致的带．如 

图 5 

j 讨 论 

自从发现 VacA后．VacA基础与临床一直是国 

内外研究的热点 流行资料表明 50％ 60％人群 

感染 Hp，但临床上仅有 15％的感染者发病，因 Hp 

的其他毒力因子如鞭毛的动力 、黏附因子 、尿素酶、 

蛋白水解酶等．几乎存在所有的Hp菌株。因此不 

能解释Hp感染出现不同的临床症状。只有 VacA 

CagA不存在所有的菌株中 感染是否发病，一 

方面与宿主的易感性与环境因素有关；另一方面与 

感染的 Hp菌株的毒力有关。编码 VacA的基因存 

在所有的菌株中，但只有 50- 60％菌株表达。固 

此渗断毒力株感染在临庶上具有重要意义，针对 

VacA的预防措施也显得特别重要。 

Atherton等利用通用引物对 VacA进行基因分 

型发现 VacA的基因由 s区(编码信号肽)和 131区 

(编码中间区域)两部分组成 s区有sta、stb、sic和 s2 

四种类型．n1区有ml、m2a和m2b三种类型，因而， 

VacA基因有多种基因型的组合，不同的菌株可能有 

不同的 vacA基因型的组台 J。许多学者发现 va 

rA基因在 S区与 C末端有较高的同源性，而在 n1 

医的变异较大，特别在 m区的0．7kb区变异性可以 

达到 70％． Vinion Duhiel等用 slml型的 Hp的 

VacA免疫 BALB／C鼠筛选出 l0个 B细胞克隆，即 

挠得 l()种 VacA的单克隆抗体。发现仅有 5G5这 

种单抗既能中和 slml型 VacA，又能中和 sire2型的 

VacA，其余的对stin2型的VacA都没有作用 J。故 

以标准株为模板对 VacA进行克隆与表达获取的重 

组蛋白应用可能受到其基因型的限制 后来，Ar 

一1e等叉通过嵌台蛋白的方法进行表位的定位，结 
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果发现5( 5结合的位置位于VacA的300位氨基酸 

左右 ，也就是 VacA基因的 900bp位左右，位于毒 

性亚单位上。Manettt．R等用 PCR的方法分别扩 

增出 Hp标准菌株 NCTC11637VacA的基因、毒性 

亚单位及结合亚单位的基因，将这些基因克隆到质 

粒 POE一30中。最后，在大肠杆菌中表达它们的重 

组蛋白。结果发现重组蛋白免疫血清能够通过 E一 

1ASA的方法检测出相应基因型别天然的 VacA18 J。 

Telford等以 CU( l7874为模板表达 了 5个 VacA 

的片段 ，其中 C末端的两个片段无活性，信号肽与 C 

末端之间的 3个片段有活性。 。 

2000年，纪等对五株有代表性中国 Hp菌株的 

VacA基因测序与同源性的比较(现这五株的基因序 

列已存档于genebank中)，发现毒性亚单位与跨膜输 

出段相对保守，各菌的相似性达到 99．7％与 98．4％。 

由上可知，VacA毒性亚单位的基因高度保守_l 。 

slml型与 slm2型 HP的在毒性亚单位高度同源的 

部分具有相同的表位，可能在900位bp左右。我们 

通过 genebank的 blast对纪测序五株有代表性中国 

Hp的毒性亚单位进行同源性的比较，找出一个位于 

361 1081bp的高度同源基因片段，以标准株 

AF050320为模板设计引物，克隆此片段 ，以获得有 

活性的重组蛋白。 

从 HP临床株的 DNA中，扩增出 VacA基因的 

毒性片段 ，并进行了测序，序列分析表明该片段序列 

完整，与标准株 AF361700序列比较有 1．5％的 bp 

发生变异，以及一个氨基酸发生变异。与文献其他 

中国菌株相比有高度的同源性：在此基础上，我们 

构建了原核表达载体 POE 30一V：POE 30编 

码 6个组氨酸的接头，使表达的重组蛋白易于纯化。 

于大肠杆菌中表达时，在 IPTG终浓度为 0．5mmol／L 

时表达量最大。SDS—PAGE分析显示 目的蛋白的 

表达量 占全菌总蛋 白的 30％以上。Western blot— 

ring分析表明，表达的蛋白能与 HP全菌抗血清相 

结合，有良好的抗原性。可作为诊断 Hp毒力株感 

染的抗原 并为进一步制备预防毒力株感染的疫苗 
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