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幽门螺杆菌 cagA基因 PCR检测方法初探

Detection of cagA gene of Helicobacter pylori with polymerase chain reaction
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　　提　要:目的　建立敏感性高的幽门螺杆菌菌株 cagA基因 PCR检测方法 ,为客观评价 CagA在我国幽门螺杆菌感染致病中的作

用提供基础。方法　通过分析比较 GenBank 中已知的 cagA基因序列 , 设计了一对针对 cagA基因保守序列 、可扩增 297 bp片段的PCR

引物 , 用PCR方法检测幽门螺杆菌的 cagA 基因, 与SDS-PAGE 检测 CagA蛋白的结果进行比较。结果　PCR检测 82株国内幽门螺菌杆

菌的 cagA基因 , 77株为 cagA阳性 ,阳性率为93.9%, SDS-PAGE 显示包括所有PCR扩增阴性菌株在内的 74株幽门螺杆菌均表达CagA ,

阳性率为 100%。PCR检测 cagA基因的敏感性为 93.2%。结论　建立了敏感性高的幽门螺杆菌 cagA基因 PCR检测方法。

　　CagA 蛋白(Cytotoxin asociated protein A)及其基因

cagA的显著特点是具有多态性 ,这种多态性除可导致
不同 CagA功能和致病性差异外 ,还可引起不同检测方

法敏感性差异 ,导致检出幽门螺杆菌(Helicobacter py-
lori , Hp)cagA/CagA阳性率及评价 CagA在 Hp感染相

关疾病中作用的误差
[ 1 ～ 3]

。不同 cagA/CagA亚型分布

的地区集中现象 ,更有可能引起各地菌株 cagA/CagA

阳性率的系统偏倚
[ 4 , 5]

。因此 ,建立一种敏感性高 、特
异性好的 cagA/CagA检测方法 ,是客观评价 CagA在幽

门螺杆菌感染致病中作用的基础。我们通过比较已知

cagA序列 ,找到了其中的一段保守区域 ,建立了 PCR

扩增该片段的 cagA基因检测方法 ,研究证实具有很高

的敏感性 ,现报告如下。

1　材料与方法

1.1　实验用菌株及培养条件
　　82 株国内幽门螺杆菌菌株分离自北京 、福建 、香港 、云南等

地感染者 , SS1 和 NCTC11637 株为国际标准株 ,均由中国幽门螺

杆菌协作组菌种保藏中心提供。细菌在含 10%羊血的幽门螺

杆菌选择性培养基上 , 37 ℃微需氧环境下培养 3～ 4 d。

1.2　主要试剂
　　Taq DNA 聚合酶 、pBR322/ Hae Ⅲ小分子量 DNA 标准 、SDS

购自华美生物工程公司;dNTP购自上海生工生物工程公司;甘

氨酸 、丙烯酰胺 、N , N-亚甲基双叉丙烯酰胺及考马斯亮蓝 R250

为英国进口分装产品;低分子量蛋白质标准为中国科学院上海

生物化学研究所产品。

1.3　实验方法
1.3.1　PCR引物设计　　上游(20mer):5′-GAT AGG GAT AAC

AGG CAA GC-3′(NCTC11638 151);下游(20mer):5′-GGG GGT TGT

　　作者简介:周建嫦(1972-),女 ,湖南省道县人 ,博士 ,讲师 ,主要从事幽门螺

杆菌与胃肠疾病关系及其致病机制方面的研究。电话:(023)

65423260

　　收稿日期:2001-05-30;修回日期:2001-07-05

ATG ATA TTT TC-3′(NCTC11638 427),通过分析比较 GenBank 中

已知 cagA 基因序列 ,针对其保守序列设计 ,由上海生工生物工

程公司合成并纯化。

1.3.2　PCR扩增 cagA基因　　Hp 的 DNA模板制备按常规方

法进行。 PCR 反应体系中含 6×104 U/L Taq DNA 聚合酶 、

2×10-3 mol/L dNTP、1×10-6 mol/ L引物 、1 μg/L DNA 模板 、1×

反应缓冲液 ,用灭菌三蒸水补足至 20 μl。 PCR反应程序如下:

94 ℃预变性 5 min;随后进行94 ℃变性 1 min , 54 ℃退火 1 min ,

72 ℃延伸1 min的 35个循环 , 最后于 72 ℃延伸5 min。扩增反

应完毕后 ,取 3 μl反应液与 2μl 6×溴酚蓝载样缓冲液混合 , 在

2%琼脂糖凝胶(含 0.5 μg/ ml EB)中进行电泳。 EAGLE EYE Ⅱ

型读胶仪观察结果并照相。

1.3.3　SDS-PAGE检测 CagA 蛋白　　收集培养 3 ～ 4 d的 Hp ,

用灭菌生理盐水洗涤 1次 , 加入适量的 1×蛋白加样缓冲液 , 使

菌浓度为 109cfu/ml , 100 ℃水浴5 min ,制备蛋白样品 。采用 5%

浓缩胶 , 10%分离胶 , 120 V 恒压 2.5 h电泳 , 电泳缓冲液为 Tris-

甘氨酸系统(pH 8.3), 电泳结束后凝胶用考马斯亮蓝 R250 染

色 , EAGLE EYE Ⅱ型读胶仪观察结果并照相。

2　实验结果

2.1　PCR检测 Hp菌株 cagA基因结果
　　82 株中国菌株中 , 77 株 cagA基因阳性 , 其中北京菌株 23

株(23/24)、福建菌株 25 株(25/ 27)、香港菌株 13 株(13/ 13)、云

南菌株 16株(16/18)cagA阳性。扩增产物长度为 297 bp , 与预

计产物长度一致 , 见图 1。 国际标准株 SS1 和 NCTC11637 的

PCR产物具有相同长度。

2.2　SDS-PAGE检测 Hp菌株CagA蛋白表达结果

　　SDS-PAGE结果显示所有 74 株中国菌株(包括所有 PCR扩

增结果阴性的菌株)均表达 CagA , 其中北京菌株 17 株 、福建菌

株 27株 、香港菌株 13株 、云南菌株 17 株。

2.3　PCR检测 cagA基因的敏感性评价

　　74 株 SDS-PAGE 显示表达 CagA 的国内 Hp 菌株中 , PCR可

扩增出其中 69 株的 cagA 基因 , 敏感性为 93.2%(69/74),

见表 1。
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图 1　PCR检测 cagA基因结果(2%琼脂糖凝胶电泳)

1:pBR 322/ Hae Ⅲ分子量标准;2:阳性对照 SS1株的 PCR扩增

产物;3～ 8:中国菌株的 PCR扩增产物

表 1　PCR 检测 cagA基因的敏感性

北京 湖南 香港 云南 总计

Hp菌株数 17 27 13 17 74

CagA+菌株数 17 27 13 17 74

cagA+菌株数 16 25 13 15 69

3　讨论

　　CagA蛋白具有很强的免疫原性 ,可导致感染者产

生高滴度的血清和胃粘膜 CagA 抗体 ,因此 , ELISA 和

免疫印迹杂交检测CagA抗体是目前判断CagA阳性菌

株感染的常用手段 。但不同菌株 CagA 抗原性多态性

可造成血清学检测结果极高的假阴性。Cover 等[ 1]发

现 , cagA
+
菌株中 ,有 4.5%的 CagA 不能被免疫血清识

别。研究表明 ,不同 CagA抗原检测血清 CagA抗体的

阳性率很不一致
[ 3 , 6]

。Vaucher 等
[ 7]
用 B225 、B110 、

ATCC43579 的 CagA 作为抗原 ,检测出胃癌患者血清

CagA抗体阳性率分别为 93.3%、40%、13.3%。我们
对38株国内菌株 CagA抗原性分析的结果也显示 ,不

同CagA与同一 Hp兔免疫血清反应强弱明显不同(结
果待发表)。

　　PCR能直接检测胃粘膜内 cagA基因及转录产物 ,
可为是否存在多重感染提供直接证据 ,有利于评价

cagA与胃粘膜病理改变之间的关系。然而 ,虽然有研
究显示 RT-PCR检测胃粘膜内 cagA mRNA , PCR扩增

相应分离株 cagA基因 ,与检测血清中抗体的结果基本
一致[ 8～ 10] ,但 Miehlke[ 11] 、Pan[ 12]和 Busolo 等[ 13]的结果

均提示 , cagA 基因变异可导致 PCR扩增假阴性 ,尤其
是同一对引物用于扩增不同地区菌株 cagA基因时 ,可

能造成检测结果的系统偏倚。我们的结果显示 ,与
SDS-PAGE检测 CagA的结果相比 ,本研究中所建立的

PCR方法扩增国内菌株 cagA基因的敏感性达 93.2%
(69/74),提示这对引物具有极高的菌株覆盖率 ,可用

于分析幽门螺杆菌 cagA 基因携带情况 ,研究 cagA 阳

性菌株感染与疾病的关系。然而 ,由于本实验 DNA样

品均来自纯培养菌株 ,用这一方法检测胃粘膜标本 cagA

基因的敏感性和特异性如何 ,还有待实验评估。如能推
广用于检测胃粘膜标本中 cagA基因 ,则可以避免培养

幽门螺杆菌所造成的分析病例数受限问题 ,为评价 Ca-
gA在 Hp感染致病中的作用提供有效的研究手段。我
们的结果还显示 ,有5株国内菌株虽有CagA蛋白表达 ,

但PCR未见扩增产物 ,提示我国 cagA基因序列变异有

一定复杂性 ,对这几株特殊菌株 cagA基因的序列分析 ,

将有助于将来设计出更为敏感的 PCR引物。
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