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【摘 要】目的：构建幽门螺杆菌26kDap[膜蛋白的基因重组载体，为Hp的疫苗开发、快速诊断试剂盒的研究奠定基础。方 

法：用PCP,3XHp染色体DNA基因组扩增26kDa~b膜蛋白的基因片段，将26kDa~l的基因、pET32 -)载体同时_~2BamHl、Hind 

Ⅲ双酶切、纯化．T4连接酶连接；转染Topl0．k肠菌吼及筛选含插人片段的重组载体。结果：经酶切、测序分析插人的基因 

片段为表达Hp26kDa外膜蛋白基因，有1 1％bp发生变异，以及1 51％氮基酸残基改变。与文献相比：有高度的同源性。结论： 

Hp外膜蛋白的基因克隆、重组载体的构建将有可能为一种有效蛋白质疫苗的制各打下基础。 

【关键词】幽门螺杆菌；26kDa；基因；重组载体；外膜蛋白 

【中国图书分类法分娄号】R378 2；R392—33 【文献标识码】A 【收稿 El期】2001—06-18 

The cloning of 26kDa outer membrane protein gene of Helicobacter pylor[ 

尸U Dan,etal 

(Department ofGastroenterology,College ofClinical I~ledicine,Chongqing Medical University) 

【Abstract 1 Objective：To construct a recombinant vector which could express 26kDa outer membrane proteinr 

OMP)from Helicobacter pylori(Hp)，and exploit the possibility．obtaining the vaccine conferring protection from 

Hp infection and a diagnostic reagent kit quickly detecting Hp infection
．
Methods：The gene enco ding the 

structural 26kDa OMP of Hp was amplified from Hp chromosomal DNA by PCR
，
and inserted in the prokaryotic 

expression vector pET32a(+)，and transformed into the Top 10 E coli strain．Recombinant vector was selected and 

identified to be transformed into BL．2 I(DE3)E．coli strain and expressed recombinant protein．ResuIts：The 

cloned gone of 26kDa OMP wfls amplified to be 594 base pairs(bpj，1．1％of the cloned gone was mutated，1．5 1％ 

of amino acid radicles was changed．Compared with reports：there was high homogenicity between them． 

Conclusion：This result suggested that reco mbinant vector expressi
_ ng 26kDa OM P may be an potential source 

obtaining the vaccine conferring protection from Hp infection and a diagnostic reagent kit quickly detecting Hp 

infecfion． 
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幽门螺杆菌 (Helicobacter pylori，Hp)是上消 

化道疾病的主要致病菌，它的感染不但与B型胃炎 

和消化性溃疡的发生有密切关系，而且与非溃疡性 

消化不良，MALT淋巴瘤和胃癌也有重要关系，并 

已被世界卫生组织列为胃癌等肿瘤发生的相关致病 

菌⋯ Hp在我国普通人群的感染率约为50％ ～ 

80％，并仍以每年1％～2％速度增加 。Hp的低分子 

量外膜蛋白为所有Hp共有的抗原成分，以OMP为 

抗原的疫苗可使试验小鼠获得保护 ，由于Hp属于 

微需氧菌，培养条件高，难 获得大量的天然的外 

膜蛋白，因此本实验采用Hp特异性基因——26kDa 

外膜蛋白基因，经PCR扩增，构建重组载体，为在 

作者介绍：蒲 丹 (1978． 】，哥，助教，项士 

主要研咒方向：消化系统痍病 

原核生物表达创造条件，同时为疫苗的研究以及快 

速诊断试剂盒的开发奠定基础。 

材料和方法 

1．1 茸株和质粒 

幽门螺杆菌由重庆医科大学微生物教研室提供；菌株 

Topl0、质粒pET32a(+)为重庆医科大学肝炎研究所保存。 

1 2 限制性内切酶及T4 DNA连接酶 

T4DNA连接酶，限制性内切酶 (／BndlII，BamH1)购自 

Promega~司，TaqDNA聚台酶为北京医科大学免疫教研室的 

产品．dNTP为上海生工生物： 程公司产品．PE-9600型PCR 

为PE公司产品。 

1．3 Hp基因组DNA提取 

将Hp培养物1．5m r离，12,2rain，在其沉淀中~gX567 【TE 
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缓冲液，混悬，再加入30 1 10％SDS和3 1 20m ml蛋白酶 

K，于37℃温育 I h：加入100 1 5mol／LNacl，再加入80 u【 

10％SDS，于65℃温育10rain；用酚、酚 ／氯仿各抽提 3次 

将上清液转入EP管中．加入0．6体积异丙醇，稍微离心，沉 

淀中加入1m】7O％乙醇洗涤；离心5 min，弃上清，沉淀溶于 

100 u【TE中；一20"(2保存，备用。 

I．4 26kDag~膜蛋白基因扩增 

在50 u【反应体系中，分别加入1 【dNTP，2 1DNA模 

板，浓度各为I8 umot／L的P1、P2引物各I 1以及1 u【Tag 

DNA聚合酶，按照PcR条件进行扩增，~94"C变性7min，然 

后按如下参数循环3 5次：94"(3变性60s，52℃退火45s，72℃ 

延伸9Os，最后一个循环结束后72℃延伸7rain。将PCR产物 

进行1％琼脂糖凝胶电泳，同时进行胶回收 

1 5 重组载体构建 

(11目的基因与载体的连接 将纯化的PCR产物， 

pET32a(+)分别进行Hindff]，BamHI双酶切，用PCR纯化试剂 

盒进行纯化；将酶切纯化的目的基因，pET32a(+)按4：1(摩 

尔数)进行连接，反应体系3O l，加入目的基因160ng， 

pET32a(+)600ng，L DNA连接酶3 u 1，在4℃条件下过夜。 

(2)感受态Topl0菌制备 取5O 【Top]0菌过夜培养物 

加入2ml的LB培养液中，摇荡300ffmin，3h；在室温下离心 

10000r／min，2min，弃上清 加入150 【100mmol／L cach混 

悬，在0"C冰水浴2h，而后加入连接产物10 l，混悬，再在 

0"C冰水潜30m[n；在42"C水浴2min后，冰水浴2min；加入 

lml LB培养液，37"(2孵-~'30min；取2o0 u l培养物涂于LB+氨 

苄青霉素100ug／ml平皿，37"(3过夜。 

(3)重组载体提取 挑选单菌落，接种在2ml LB+氨苄青 

霉素1 00 g／ml培养液里，37℃250r／min，12h，然后提取重 

组载体(按照上海生工生物：【程公司DNA抽提纯化操作手册 

操作l 

2 结 果 

2．1 幽门螺杆菌26kDaP~膜蛋白基因 

根据文献报道 ”，经微机分析设计26kDapl,膜 

蛋白基因引物： 

Pl 5’·GCGGATCCATGTTAGTFACAAAACTTGCC 3’， 

引物P．引入BamH[酶切位点， 

P2 5’-AAGC'ITAATGGAATIq~CT'IT 3’， 

引物P：引入Hindm酶切位点，以Hp基因组为模 

板进行PCR扩增，得到目的基因片段，经1％琼脂糖 

凝胶电泳，如图1所示。 

2．2 重组栽体 (质粒)酶切鉴定 

将重组载体、pET32a(+)同时进行埘 dm、Bam 

川单、双酶切，如下所示：反应体系1O l，37E温 

育1．5h，进行1％琼脂糖凝胶电泳，如图2。由于 

pET32a(+)双酶切只切下25bp，因此与pET32a(+) 

单酶切条带几乎一致，而含有插入片段的重组载体 

经双酶切得到一条约594bp的目的DNA片段。 

1 2 3 4 5 

图2 重组质粒的酶切鉴定 

棱酸分子Maker；2．pET32a(+)／Hinam单酶切 

3．pET32a(+)lHinalI1．BamHl双酶切； 

4．重组质粒单酶切：5重组质粒双酶切 

2．3 重组栽体的测序 

将重组载体以T7为测序引物进行测序分析 (上 

海基康生物有限公司)，采用电脑DNA分析辅助软 

件对所测定的DNA序列进行同源性分析，结果发 

现：插入的基因片段为编码26kDa#b膜蛋白的基因 

片段，其中有6bp发生变异，有3处编码的氨基酸残 

基发生变化，但对外膜蛋白的特性无本质改变。关 

于基 因序列 已发表在GenBank。其序列号 为 

AY033499 

3 讨 论 

一 一 
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自1982年Marshall~1]Warren从慢性活动性胃炎 

患者的胃粘膜中分离出幽门螺杆菌以来，Hp与上消 

化道疾病之间的关系受到广泛关注，现已确认Hp是 

慢性胃炎的主要致病因子，且与消化性溃疡的发病 

有密切关系，根除Hp之后，可以显著降低或防止溃 

疡复发，同时可以使MALT淋巴瘤明显缩小或消退 
。。 

。 但是，近年来，由于抗生素广泛的、大剂量的 

应用，导致耐药菌株的产生；出现了一些药物毒副 

作用；患者耐受性、依从性以及承受力都受到了挑 

战；同时也无法解决其复发的问题。鉴于此，不少 

研究工作者正致力于开发研究新的有效控制和彻底 

消灭幽门螺杆菌的最佳方案：疫苗的接种。Hp疫苗 

需要至关重要的三种成分⋯：(1)必须发现能干扰粘 

附和毒性且存在于所有菌株的保护性抗原；(2)临床 

前试验需要能模仿感染和疾病的动物模型；(3)需要 

适台人体的粘膜佐剂。因此，首先寻找有效的保护 

性抗原，据文献报道，细菌的外膜蛋白是一种里外 

不对称的、半通透性的、完整的膜，具有刺激机体 

产生细胞和体液免疫以及逃避机体清除的能力。用 

其制作疫苗可以保护机体免受细菌的侵入，从而达 

到有效控制和彻底消灭病原菌的目的。Hp26kDapl, 

膜蛋 白属于Hp Hot蛋 白家簇类，是Hp特异性蛋 

白，它不但具有免疫刺激分子的作用，而且具有侯 

选疫苗的特征 。。 

据初步研究，26kDapl,膜蛋白具有特殊的功能 

结构，作为Hp检测的一种标志性抗原，其敏感性和 

特异性高⋯。另据文献报道Hp的26kDa：gl,膜蛋白对 

胃癌以及胃癌高发人群的筛选具有重要价值，而且 

用其免疫动物可以达到清除体内Hp或防止Hp再感 

染的能力 。 。因此，本实验从实际出发，将Hp的 

26kDapl,膜蛋白基因进行克隆，构建重组质粒，为 

将来ELISA快速诊断试剂盒的开发和疫苗的研究奠 

定基础 与文献报道相比，克隆的26kDa~F膜蛋白 

基因有1．1％ (6／594)编码碱基发生变异，约1．5％ 

(3／198)氨基酸残基不同，研究其原因可能有(I) 

所采用的Hp菌种不同；(2)Hp具有转化能力，它能 

够通过死亡的HpDNA的转化导致基因组的重排， 

从而导致了基因的变异 “。(3)Hp的菌株间的变异 

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，尤其是不同地区差 

别更加明显，通常有好几个片段的差异，但其高度 

同源性又决定了不同的菌株间编码蛋白的主要抗原 

决定簇的一致性。本文采用的原核表达载体pET32a 

(+)，含]_7启动子和转录终止信号，其特点除了能 

够编码6个组氨酸残基外，还带有大肠杆菌TrxA基 

因，TrxA基因编码109个氨基酸的硫氧还蛋白，外 

源基因经多克隆位点插入后与TⅨA一起融合表达， 

外源蛋白与硫氧还蛋白融台表达不仅提高了表达产 

物的稳定性，而且由于分子量增大，经SDS—PAGE 

分析时更容易鉴定。此外，外源蛋白与硫氧还蛋白 

之间具有肠激酶和凝血酶的识别位点，从而为外源 

蛋白与硫氧还蛋白的分离也非常方便。这就为重组 

质粒的表达，提供了高免疫源性的保障。关于重组 

质粒的表达正在研究之中。 
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本实验研究40例2型糖尿病患者发现其单个核 

细胞膜上胰岛素受体TPK活性显著低于正常对照组 

(P<0．01)，下降约53％。同其他学者对不同组织 

细胞的研究结果一致。目前，糖尿病患者胰岛素受 

体TPK活性降低的原因尚未完全明确。可能与不具 

有TPK活性的胰岛素受体增加 、受体结构的改变 

、 胰岛素受体的磷酸化状态的改变 等有关。 

胰岛素抵抗 (IR)是2型糖尿病的重要特征。 

本研究发现糖尿病组FBG、FINS均显著高于正常对 

照组(P<0．01)，ISI显著低于正常对照组(P<0_01)，说 

明本文所选病人高血糖和高胰岛素血症并存，胰岛 

素敏感性下降，即存在lR。同时直线相关分析发现 

【Ca ]i与FBG、FINS显著正相关 (，：0．378， ，= 

0 361，P均<0．05)，与ISI显著负相关( ：-0．482， 

P<0 05)。这就提示【C 】i的升高与胰岛素抵抗有 

关。DrazninB等也得出相同结论。胰岛素生理作用 

的发挥是通过与效应细胞膜上的胰岛素受体结合后 

发生的，【Ca"】i升高使胰岛素的生物学效应不能正 

常发挥，可能发生在胰岛素与受体结合水平和／或受 

体后水平 (包括受体自身磷酸化、受体TPK活性激 

括、各种蛋 白底物磷酸化或去磷酸化的级联反 

应)。曾有学者研究发现胞内【Cat’li升高对受体结 

合无影响，表明胞内【ca"]i升高使效应细胞对胰岛 

素敏感性下降可能发生在受体后水平。国外大量实 

验表明胰岛素受体TPK活性降低，引起受体跨膜信 

号障碍是2型糖尿病发生lR的直接原因。本实验也 

发现胰岛素受体TPK活性与FBG、FINS显著负相关 

( 一0-311， ， -0．294，P均<0．05)，与ISI显著 

正相关(， 0．387，P<0 05)。提示糖尿病患者胰岛 

素受体TPK括性降低可影响受体跨膜信号传递，导 

致胰岛素的生物学效应减弱，发生胰岛素抵抗。本 

研究还发现，胞内【C ’]i与受体TPK活性显著负相 

关 (，_一0．756，P<0．05)。表明胞内c 作为胰岛 

素受体TPK的调节因子影响受体TPK活性而减弱胰 

岛素功能发挥，参与胰岛素抵抗的发生。近来，人 

们发现高血糖时激括细胞蛋白激酶c(PKC) ，而 

PKC的激活改变了胰岛素受体的磷酸化状态，增加 

胰岛素受体 D亚基上的某些Ser／Thr~基的磷酸化。 

胞内【ca-。]i升高进一步加强PKC的激活。已有实验 

表明Ser／Thr；~酸化可引起INSR的自身磷酸化减弱和 

受体TPK活性下降 。 

综上所述，胞内【c 。]i的变化在受体TPK介导 

的胰岛素信号传递中有一定的作用，可能通过影响 

受体TPK活性而减弱胰岛素功能发挥，参与胰岛素 

抵抗的发生。 
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