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幽门螺杆菌Ⅳ型分泌系统 cagT 基因的克隆表达及其重组蛋 
白对 SGC-7901 细胞增殖和分泌细胞因子功能的影响 

崔蕾蕾, 邵世和*, 李良菊, 王华, 母润红, 鞠小丽, 董苏荣, 钟桥 
(江苏大学医学技术学院, 镇江 212013) 

摘要：【目的】初步研究幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, H.pylori)NCTC 11637 cagT(HP0532)基因对

SGC-7901 细胞增殖和白细胞介素-8(IL-8)分泌的影响。【方法】 应用 PCR 技术从 H.pylori 基因组  

DNA 中扩增 cagT 编码基因片段, 将其定向插入 pQE30 载体中, 双酶切鉴定筛选阳性克隆。测序分

析确认后, IPTG诱导表达, 表达蛋白以 Ni2+-NTA柱进行纯化, 并经 Western blot鉴定, 纯化的蛋白作

用于 SGC-7901细胞, 提取细胞总 RNA, RT-PCR扩增 IL-8, 并用 MTT法检测蛋白对细胞增殖的影响。

【结果】成功克隆了 cagT 基因, 全长 843bp(GenBank 登录号为 EF114758), 编码 280 个氨基酸, 与

GenBank公布的其他 H. pylori菌株基因序列的核苷酸同源性为 97%~99%。工程菌诱导后 SDS-PAGE

显示新生表达蛋白带, 相对分子质量约为 32kDa, 经Ni2+-NTA柱纯化后可获得纯度为 98%重组蛋白。

经透析复性后的蛋白(终浓度 10μg/mL)作用于 SGC-7901 细胞后, 可诱导细胞因子 IL-8 在 mRNA 水

平上的表达。不同浓度 CagT蛋白与 SGC-7901细胞作用, 细胞增殖的程度随着蛋白浓度的增加逐渐

降低, 细胞的增殖受到抑制。【结论】CagT 蛋白可刺激 SGC-7901 细胞 IL-8 的表达, 并抑制细胞增

殖, 为进一步研究其生物学功能奠定了基础。 
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幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 简称 H. pylori) 感

染在世界范围内广泛流行。已证实 H. pylori感染是慢性
胃炎和消化性溃疡的重要病因, 与胃癌和胃黏膜相关性
淋巴样组织 (MALT)恶性淋巴瘤的发病也有密切关    
系[1, 2]。H. pylori的 cagT/ hp0532由 cag致病岛编码, 与
A.tumefaciens 的 virB7基因具有同源性, 是组成 IV型分
泌系统(TFSS)的成分之一, 具有稳定自身和其他 VirB蛋
白的作用[3]。Tanaka 等[4]用免疫金电子显微镜检测发现, 
细菌表面的丝状结构与 TFSS 的主要成分 cagT(Hp0532)
和 Hp0528相关。Rohde等[5]用激光共聚焦扫描电镜和免

疫场致发射扫描电镜技术发现, H. pylori的 CagT定位于
细菌的外膜上, 分布在细菌表面纤毛样结构的基底部, 

推测其可能是分泌素或是与分泌素相关的脂蛋白(引导
蛋白), 允许 HP0527和针样纤毛结构通过,并起着稳固其
他蛋白的作用。 

本文通过 H. pylori cagT 基因的克隆和生物信息
学分析, 构建原核表达载体, 表达出 CagT 蛋白, 初步
研究了其对促炎细胞因子 IL-8 的分泌及对细胞增殖的
影响, 旨在进一步认识其理化特性、同源性及结构与功
能, 为进一步研究 H. pylori的致病机制奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株：H. pylori NCTC11637购自中国预防科
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学院流行病学研究所, 大肠埃希菌 DH5α及M15为江
苏大学医学技术学院中心实验室保存。 
1.1.2  试剂和仪器：哥伦比亚培养基、厌氧袋购自
OXOID公司; Ex TaqDNA聚合酶、dNTP、限制性核酸
内切酶 BamHⅠ及 HindⅢ、TakaRa Agarose Gel DNA 
Purification Kit Ver 2.0、T4DNA 连接酶(快速连接试剂
盒)、IPTG、DL2000 DNA Marker及蛋白质分子量标准 
(低)购自 TakaRa公司; Ni2+-NTA购自 Qiagen公司; HRP 
标记的羊抗兔 IgG 抗体(武汉博士德公司); 二氨基联苯
胺(DAB) (上海生工)。去内毒素亲和填料 FF购自北京韦
氏博慧色谱科技有限公司 ; RNA 提取试剂盒购自
Fastegen; 1kb DNA Ladder 购自 TOYOBO, ReverTra 
Ace-α-TMRT- PCR Kit 购自 TOYOBO; pGEM-T 载体购
自 Promega 公司; pQE30 载体由江苏大学医学技术学院
中心实验室保存; DEPC 水、LPS 及 MTT 购自 TakaRa
公司; RPMI1640 购自 GiBCOBRL; PCR 基因扩增仪
(Mastercycler Gracent, Eppendor公司)、自动凝胶成象系
统(美国 UVP 公司), 其他常规试剂按照《分子克隆实验
指南》要求配制。 

1.2  H. pylori 的培养与鉴定及基因组 DNA 提取和 cagT
编码基因的扩增 

H. pylori NCTC11637 标准菌株按常规微需氧方法
培养。DNA用常规酚、氯仿抽提法获得, −20℃保存备用。 

根据 GenBank 中已报道的 H. pylori 26695 
NC_000915 的 cagT 基因(HP0532 基因)序列, 利用软
件 Primier 5. 0设计 PCR引物: P1: 5′-TCCGGATCCA- 
TGAAAGTGAGAGCAAGTGT-3′(29bp); P2: 5′-GCC-  
AAGCTTTCACTTACCACTGAGCAAAC-3′(29bp)。在
上游引物 5′端加 BamHⅠ酶切位点; 在下游引物 5′端
加 HindⅢ酶切位点(下划线处)。预期的 PCR 产物长

度为 843bp。引物由上海生工生物技术有限公司合 
成。以 H. pylori NCTC11637 菌株基因组 DNA 为模  
板, 用 Ex Taq聚合酶进行 PCR扩增(25μL反应体系)。
扩增参 数为: 94℃ 5min, 94℃ 30s、55.4℃ 30s、72℃ 
1min, 30个循环, 72℃ 10min。PCR产物经 1.0%琼脂糖
凝胶电泳, EB染色, GeNius凝胶电泳图像分析系统分
析鉴定并用胶回收试剂盒回收 PCR产物。 

1.3  TA 克隆及鉴定和重组质粒的构建 
胶回收的 PCR产物与 pGEM-T 载体(摩尔比 8︰

1), 加 1μLT4DNA连接酶, 4℃连接过夜。连接产物转
化 E.coli DH5α感受态细胞。转化后的细菌涂布于含
50μg/mL氨苄青霉素的 LB平板上, 37℃培养 16h。挑
取菌落转种于含氨苄青霉素 50μg/mL的 LB液体培养

基, 37℃振摇 12h, 用碱裂解法进行质粒小量提取, 并
进行 BamHⅠ、HindⅢ双酶切鉴定和质粒 PCR鉴定。 

将质粒 pQE30 和 TA 克隆鉴定阳性的质粒分别经
BamHⅠ和 HindⅢ双酶切后, 回收酶切片段, T4连接酶试
剂盒作用下 16℃连接过夜, 转化感受态细菌 E.coli M15, 
转化好的细菌涂布含氨苄青霉素的 LB 琼脂培养基培养
12~16h, 挑选单菌落接种于含氨苄青霉素的 LB液体培养
基中, 置 37℃摇床振荡培养 12h, 抽提质粒, 酶切鉴定。 

1.4  DNA 序列测定分析及编码蛋白理化特性预测    
将经过鉴定的阳性重组质粒寄至上海生工测序。

基因片段的同源性分析登陆 NCBI 使用 Blastn 在 nr
数据库中对 cagT 基因的同源性进行比对分析; 使用
Blastp 在 nr 数据库中对 cagT 编码氨基酸序列的同源
性进行比对, 使用保守序列数据库(conserved domain 
database CDD)寻找 cagT编码氨基酸序列是否和已知
保守序列相关。 应用序列分析软件包 Omiga 2.0 分
析 cagT编码氨基酸序列的理化特性。  

1.5  Western blot 分析 
取经酶切鉴定构建成功的重组工程菌, 接种于含氨

苄青霉素的LB液体培养基中, 在 37℃振荡至OD600达到

0.6, 以不同浓度的 IPTG 诱导不同的时间, 收集菌液进
行全菌蛋白的 SDS-PAGE 电泳, 通过诱导前后全菌蛋白
染色条带与阴性对照的对比, 检出相应分子质量的外源
蛋白 CagT 的表达条带并确定最佳诱导条件。蛋白大量
诱导表达后用 Qiagen的镍柱 Ni2+-NTA纯化目的蛋白。 

取纯化后的蛋白 10μL 上样进行 SDS-PAGE 电
泳后,然后电转移至 PVDF 膜上, 用含 5%脱脂奶粉的
封闭液室温封闭 3h, 换新鲜的封闭液 , 加入一抗 ,  
37℃摇床反应 1h。1×PBST 洗涤 3~5 次, 每次 5min,
于 1×PBST 中加入辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗
兔 IgG作为二抗, 37℃摇床反应 1h ,最后 DAB显色至
目的条带清晰时将膜转移至双蒸水终止反应。 

1.6  蛋白透析及去除内毒素 
透析之前将透析袋放入含 2%NaHCO3 和 1mmol/L 

EDTA 的蒸馏水中煮沸 10 分钟, 用蒸馏水反复冲洗, 再
放入含1mmol/L EDTA的蒸馏水煮沸 10分钟, 自然冷却, 
加入待透析的蛋白, 分别用含 6mol/L、4mol/L、3mol/L、
2mol/L、1mol/L尿素 PBS在 4℃条件下梯度透析, 各 4h, 
最后用不含尿素的 PBS 平衡过夜。收集透析液 , 
15000r/min离心 15min, PEG包埋法浓缩, 将去内毒素亲
和填料FF在滤器中先用1−2倍凝胶体积的Buffer 1抽洗, 
再用 3~5 倍凝胶体积的 Buffer 1 将凝胶充分混匀, 保持
10min, 用 50~100倍凝胶体积的注射水分 10~20次抽洗, 
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加入去内毒素亲和填料 FF 至样品中, 4℃、150r/min 振
荡 48h, 将以上样品无菌过滤, 去除内毒素, BCA法测蛋
白浓度。 

1.7  细胞因子 IL-8 和细胞增殖的检测 
SGC-7901 细胞常规培养 2d 至细胞达 80%~90%融

合, 加入一定量的已透析的原核表达的目的蛋白至终浓
度为 10μg/mL, 作用 4h, 用RNA提取试剂盒提取细胞总
RNA, 用 LPS做阳性对照, 以 pQE30空质粒转化的宿主
菌的平行提取物为阴性对照, 处理步骤相同。以 RNA为
模板, 用 ReverTra Ace-α-TMRT-PCR Kit 将其逆转录成
cDNA, −20℃保存。 以此为模板进行常规 PCR, 参照文
献设计 IL-8 及磷酸甘油醛脱氢酶(GADPH, 内参照)引 
物[6], 由上海生工生物工程公司合成。PCR扩增参数为：
94℃ 5min后, 94℃ 30s、60℃ 45s、72℃ 45s, 30个循
环, 72℃ 15min。 
   SGC-7901 细胞经胰酶消化制成单细胞悬液 , 按
1×104/孔的密度接种于 96 孔板, 复 3 孔, 加入不同浓度
的蛋白 , 分别于 6、 24、及 48h 取板 , 各孔中加
MTT(5mg/mL)20μL, 继续孵育 4h, 终止培养, 小心吸弃
孔内培养上清液。每孔加 150μL DMSO, 振荡 10min。测
取 OD570的光密度值, 重复 3次实验。根据 OD值绘制生
长曲线。 

2  结果 

2.1  H. pylori 的分离培养与鉴定 
培养 96h 的 NCTC11637 经革兰染色后, 油镜下

可见海鸥状、弧形、S 形的革兰阴性菌, 尿素酶、氧
化酶、触酶试验均阳性。 

2.2  cagT 基因 PCR 扩增结果 
PCR结果发现在 843bp左右有一条带, 与预计大

小一致, 无非特异性条带。 

2.3  TA 克隆重组质粒的筛选与鉴定 
将 PCR 产物与 pGEM－Ｔ载体连接产物转化至

DH5α, 随机挑取菌落 , 抽提质粒 , 双酶切产物电泳
后 , 阳性克隆出现的两条带分别位于约 3003bp 和
843bp处(图 1)。 

2.4  重组表达质粒的酶切鉴定 
质粒 pQE30 和 TA 克隆鉴定阳性的质粒分别经

BamHⅠ和 HindⅢ双酶切后, 回收酶切片段, 16℃连
接过夜, 连接产物转化至 E.coli M15, 随机挑取菌落, 
抽提质粒, 双酶切产物电泳后, 阳性克隆出现的两条
带分别位于 3.4kb和 843bp处(图 2)。 

 
图 1  重组质粒 pGEM-T/cagT 的双酶切鉴定结果 

Fig. 1  Double restriction enzyme digestion map of the recombinant 
plasmid pGEM-T /cagT. M1. DNA Marker DL2000; 1. PCR product; 2. 
pGEM-T/cagT/BamHⅠ +HindⅢ ; 3. pGEM-T/cagT/BamHⅠ ; 4. 
pGEM-T/cagT/HindⅢ; M2. 1kb DNA Ladder. 
 

 
图 2  重组质粒 pQE30/cagT 的双酶切鉴定结果 

Fig. 2  Double restriction enzyme digestion map of the recombinant  
plasmid pQE30/cagT. M1.DNA Marker DL2000; 1. PCR product of 
cagT; 2. pQE30/cagT/BamHⅠ+HindⅢ; 3. pQE30/cagT/BamHⅠ; 4. 
pQE30/cagT/HindⅢ; M2. 1kb DNA Ladder. 
 
2.5  cagT 基因片段的序列测定及编码蛋白的理化特性

预测 
将经鉴定后的重组质粒送往上海生工进行核苷

酸序列测定, DNA测序结果表明, 构建的重组质粒上
的 cagT 长度为 843bp,与设计序列大小完全一致 , 
GenBank 登录号为 EF114758。 

使用 Blastn 2.2.15在目前 nr数据库 4677810条非冗
余序列中分析, 得到 109 个期望值小于 10 的 cagT 基因
同源序列, 但均为 H. pylori不同菌种间的相关序列。与
已知的两种国际标准菌株 H. pylori 26695 和 J99 的
hp0532 基因的核苷酸序列进行比对, 与 26695 菌株的
hp0532 比较, 同源性为 97%(822/ 843), 与 J99 菌株的
cagT 比较, 同源性为 97%(826/843), 碱基总数相同。而
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与 Censini 等[7]报道(GeneBank 登录号: AF282852)的几
乎一致, 同源性高达 99%(841/843)。使用 Blastp2.2.15在
目前 nr数据库 4318227条蛋白序列中分析, 得到 31个期
望值小于 10的 CagT同源蛋白, 但均为 H. pylori不同菌
种间的所属蛋白。使用 NCBI 保守序列搜索服务器
(CD-Search service v2.02)在数据库 CDD v2.02−12589 
PSSMs和 Smart v4.0-663 PSSMs中分析, 得到 cagT编码
氨基酸序列和目前已知的氨基酸保守序列无关联。 

应用序列分析软件包Omiga 2.0分析得到CagT的分
子质量为 32.333kDa, 等电点 pI为 9.455, 在 pH7.0时所
带电荷为 8.252, 280nm紫外摩尔消光系数为 0.641(1mg/ 
mL )。 

2.6  目的蛋白在 E.coli 中的表达与纯化 
重组质粒 pQE30-cagT转化至 E.coli M15中获得重

组工程菌, 接种 LB液体培养基, 于 37℃培养至OD600达

到 0.6时, 加入终浓度为 1mmol/L IPTG诱导 4h, 收集菌
体进行 SDS-PAGE检测可见在约Mr32kDa处出现 1条新
的蛋白带(见图 3), 与理论预测值基本相符。空载体转化
菌 pQE30/M15 诱导后和未诱导重组工程菌在同一位置
未出现相应的蛋白带。收集菌体溶解于裂解液中, 冰上
30min 后, 超声破碎, 10000×g 离心收集上清和沉淀, 沉
淀溶解于裂解液中, SDS-PAGE 电泳分析目的蛋白的溶
解度, 目的蛋白存在于沉淀中, 以包涵体形式存在。按照
Qiagen 说明书, 在变性条件下纯化蛋白。重组工程菌大
量诱导后, 收集细菌, 沉淀置冰上 15min, 每克菌体重悬
于 4mL BufferA 中, 室温裂解细胞 1h, 10000×g 离心
30min, 留上清, 加 1mL 50% Ni2+-NTA 至裂解上清中, 
室温混匀 1h,装柱, 用 BufferC 洗涤至 A280 低于 0.01, 
0.5mL BufferD洗脱 4次, 再用 0.5mL BufferE 洗脱 4次。
SDS-PAGE 电泳分析纯化的目的蛋白的量, 结果目的蛋
白存在于 BufferE中, 纯度达 98%, 见图 3。 

 

 
图 3  SDS-PAGE 电泳检测 CagT 重组蛋白诱导表达、纯

化及 Western blot 结果 

Fig. 3  SDS-PAGE analysis of expression and purification 
using the QIAexpress System (pQE30) and the result of Western 
blot. 1. negative control( pQE30 vector); 2. noninduced control; 
3−7. induced for 1−5h respectively; M. markers; 8. purification 
with Ni-NTA; 9. western blot result; 10. negative control. 

2.7  Western blot 分析 
将 SDS-PAGE分离的纯化后的蛋白电转移至 NC

膜上, 依次加抗 His 抗体和 HRP 标记的羊抗兔二抗, 
DAB 显色后在相对分子量为 32.0kDa 的新生蛋白带
处 , 有一特异性条带, 同时以空载体菌为对照, 未发
现条带, 说明该蛋白带为目的蛋白 CagT, 见图 3。 

2.8  细胞因子 IL-8 的检测结果   
经 CagT 重组蛋白、LPS、pQE30 转化的宿主菌的

平行提取物及不加入任何刺激物作用 4h 后提取细胞总
RNA, 逆转录成 cDNA, 以逆转录的 cDNA为模板, 进行
PCR, LPS和CagT重组蛋白作用的细胞扩增出 IL-8片段, 
而阴性对照(pQE30 转化的宿主菌的平行提取物作用的 
细胞)及不加处理的细胞未扩增出 IL-8片段, 见图 4。 

 

图 4  CagT 重组蛋白诱导 SGC-7901 细胞 IL-8 mRNA 表

达结果 

Fig. 4  IL-8 mRNA expression in SGC7901 cells stimulated with 
PBS, LPS and recombinant CagT protein. M1 and M2. DNA Marker 
DL2000; 1. Posive control(SGC7901 cells co-cultured with LPS); 2. 
SGC7901 cells co-cultured with recombinant CagT; 3. SGC7901 cells 
co-cultured with the extrative of bacterium transformed with pQE30 ; 
4. SGC7901 cells.  

2.9  MTT 检测细胞增殖结果 
SGC-7901细胞经不同浓度的CagT蛋白作用不同时

间, 其 OD570值均低于不加 CagT的对照组, 且随着浓度
的增大, 其 OD570 值逐渐降低, 说明 CagT 蛋白抑制
SGC-7901细胞的增殖。结果见图 5。 

 

 

图 5 不同时间不同浓度 CagT 蛋白对 SGC-7901 细胞增殖

的影响 

Fig. 5  Effect on the growth of SGC7901 cells by CagT, treated 
with various doses of CagT for different times. 
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3  讨论 

H. pylori是定植于人胃部特定的病原菌, 感染呈
全球分布, 感染率高达 50%以上。现已证实它是轻度
胃炎, 消化性溃疡及胃癌的主要病因。导致严重胃部
疾病的 H. pylori 菌株中含有一个 cag 致病岛
(cytotoxin associated gene pathogeNicity island, cag 
PAI)。cag致病岛是一个约 40kb的特殊基因片段, 该
片段只出现于致病相关菌株 , 可有部分或全部丢失
等不稳定表现 , 随着 cag 致病岛的分割及缺失 , H. 
pylori 的毒力梯度呈下降趋势。cag 致病岛基因呈高
密度分布并编码一个分泌转运系统 (typeⅣ secretion 
system,TFSS)。目前认为由 cag 致病岛编码的蛋白构
成的细菌Ⅳ型分泌系统(TFSS), 通过转运细胞相关毒
素 cagA而参与 H. pylori诱导上皮细胞内的酪氨酸磷
酸化、细胞骨架重排、基垫结构形成、活化核转录因

子 NF-κB、诱导促炎细胞因子白细胞介素-8的表达等, 
在 H. pylori致病中起着关键作用[8~13]。 

本文从 H. pyloriNCTC11637 菌株中成功克隆了
cagT 基因并对其 DNA 序列进行了测定,同时, 利用
生物信息数据库及生物学软件对 cagT 基因的序列同
源性和保守性、编码蛋白理化特性及抗原表位进行了

分析。结果表明 cagT 基因是一类高度保守的原核型
基因, 与 H. pylori其他菌株的同源性在 97%~99%,与
真核生物无同源序列。应用 NCBI CDD 分析没能得 
到 cagT 基因编码氨基酸序列和目前数据库中保守序
列匹配 , 这可能是因为以上数据库的信息相对物种
的多样性与变化性还显得比较有限。应用序列分析软

件包 Omiga 2.0 分析得到 CagT 的分子质量为

32.333kDa, 等电点 pI为 9.455, 在 pH7.0时所带电荷
为 8.252, 280nm 紫外摩尔消光系数为 0.641(1mg/ 
mL)。重组工程菌在 IPTG诱导下表达出目的蛋白, 纯
化后得到纯度较高的蛋白, 由于未能得到抗 H. pylori
全菌抗体, 故用抗 His抗体进行Western blot鉴定, 结
果 DAB 显色后在相对分子量为 32.0kDa 的新生蛋白
带处 , 有一特异性条带 , 同时以空载体菌为对照, 未
发现条带 , 说明该蛋白带为目的蛋白 CagT。上述结
果为进一步研究 CagT 蛋白的生物学功能奠定了一定
的实验基础。然而, H. pylori致病过程并非为单一因
子所致 , 有效地应用当前不断丰富的序列同源性分
析、结构功能预测、表位分析、信号通路分析等生物

信息学技术必将进一步明确 H. pylori的致病机制。 
在 H. pylori引起的胃粘膜炎症中, IL-8起着重要

的作用。它作为中性粒细胞趋化及活化因子, 是涉及
H. pylori 感染、导致胃粘膜炎症反应的第二信使,在
H. pylori致病中起重要的中介作用[14]。究竟 H. pylori
表面何种成分在诱导 IL-8 的表达中起主要作用仍是
目前有关 H. pylori致病机制研究的主要问题。由 cag 
PAI 编码的多种蛋白质可形成一复杂的分泌装置(Ⅳ
型分泌系统), 后者参与触发胃上皮细胞 IL-8 蛋白的
从头合成(de novo synthesis)[15,16]。体内外研究 [17,18]

证实, 感染 cag PAI 阳性 H. pylori 菌株者的胃黏膜
IL-8 mRNA 和 IL-8 蛋白水平明显高于感染 cag PAI
阴性菌株者。 因此, cag PAI基因产物与胃黏膜接触
诱导 IL-8 蛋白产生以及由此介导的细胞炎症反应是
H. pylori 引起胃黏膜损害的重要免疫致病机制。
CagA阳性的 H. pylori诱导 IL-8表达的能力远远大于
CagA阴性的菌株[19], 但是令人疑惑的是, 剔除 CagA
并不影响 NF-κB及 MAPK 的激活和 IL-8 的生成, 这
提示 CagA 阳性的 H. pylori 引发的 IL-8 生成尚有其
他调控因素, 如可能有 cag PAI的其它产物蛋白进入
了宿主细胞或者 IL-8的生成从根本上是由 TFSS对宿
主细胞的影响决定的, 而与分泌内容无关[20]。Selbach
等 [21]发现所有接触-依赖Ⅳ型运载体运载体复合物的

virB基因敲除株(△virB4、virB7、virB8、virB9、virB10
和 virB11)及缺失整个 cag PAI的突变株不能分泌 IL-8,
因此, 认为细菌刺激 IL-8 分泌的能力很大程度上与
它们易位 CagA 的能力有关, 即 TFSS 可诱导 IL-8 的
分泌。本实验中, 由于不能够直接从 H. pylori菌体直
接分离得到 CagT 蛋白, 我们通过大肠杆菌原核表达
系统表达出目的蛋白 , 将纯化的蛋白通过去内毒素
亲和填料 FF 以排除宿主菌中内毒素的影响, 以此蛋
白在体外与 SGC-7901 细胞共培养, 结果发现, 所获
得的原核表达的蛋白可以在体外诱导 SGC-7901细胞
细胞因子 IL-8 在 mRNA 水平上的表达, 说明其在 H. 
pylori 引起炎症反应以及进一步病理损害的过程中可
能起着重要作用, 这一结果亦支持了 Selbach 等[21]的

推断, 为进一步揭示 H. pylor感染相关疾病的致病机
制奠定了基础 , 但是其具体通过何种途径发挥作用
还有待进一步的研究。 

已观察到 H. pylori 感染与胃黏膜上皮细胞增殖
增加有关[22], 为了解 H. pylori 本身是否刺激细胞增
殖, 一些学者观察了 H. pylori对体外培养的胃黏膜细
胞的直接作用 , 除了一组实验结果显示当加入 H. 
pylori 或其培养上清至胃细胞可产生细胞增殖效应以
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外 , 其余各组均得到相反结果。一般而言 , 当 H. 
pylori 或其提取物加入短期培养的胃细胞后, 经过细
胞周期的细胞数明显减少, 即细胞增殖受抑。本实验
中我们将原核表达的 CagT 蛋白加入 SGC-7901 细胞
中, SGC-7901细胞经不同浓度的 CagT蛋白作用不同
时间, 其OD570值均低于不加 CagT的对照组, 且随着
浓度的增大, 其OD570值逐渐降低, 说明 CagT蛋白抑
制 SGC-7901 细胞的增殖。虽然利用体外系统来观察
H. pylori对胃上皮细胞增殖有着较多优势, 但是要利
用这些体外实验结果来推测体内所发生的确切情况 , 
则显得有些困难。特别是被研究的胃细胞并非“正常”, 
但是不管怎样, 它揭示了 H. pylori可能会诱导细胞损
伤和死亡。 
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Cloning and expressing cagT gene of type Ⅳ secretion system 
 in Helicobacter pylori and influence of cytokine secretion and 

 cell proliferation on SGC-7901 cell  

Leilei Cui, Shihe Shao*, Liangju Li, Hua Wang, Runhong Mu, 
Xiaoli Ju, Surong Dong, Qiao Zhong  

(School of Medical Technology, Jiangsu University, Zhenjiang, Jiangsu, 212013, China) 

Abstract: [Objective] To detect the influence of the CagT protein on interleukin-8 secretion and proliferation in 

SGC-7901 cells. [Methods] Helicobacter pylori cagT gene was amplified by PCR with the genomic DNA of H. pylori 

NCTC 11637 as template, then it was inserted into an expression vector pQE30. The recombinant plasmid was trans-

formed into E.coli M15. Recombinant protein was expressed by Isopropylthio-β-D-Galacgoside (IPTG) induction and 

confirmed by Western blot. Fusion protein with 6×His tag was purified using Ni2+-NTA agarose. Interleukin-8 mRNA 

expression of SGC7901 cells was determined by reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR). Cell viability 

was determined by methyl thiazolyl tetrazolium assay (MTT). [Results] The GenBank accession number of the amplified 

sequence is EF114758. The sequence analysis for cagT showed that it shares 97%−99% homology with other strains of H. 

pylori in Gene bank. The molecular mass of the product is 32kDa, and its purity is 98% analyzed by SDS-PAGE. After the 

protein was dialyzed, it can stimulate SGC7901 cells to express interleukin-8 and the growth of cells was inhibited in a 

dose- and time-dependent manner. [Conclusion] It is indicated that we have obtained the correct cagT gene and expressed 

in E.coli M15. The protein can stimulate the cells to express cytokine interleukin-8 and inhibit proliferation of cells, which 

posed a basis for further research on its biological function. 
Keywords: Helicobacter pylori; cagT; expression; interleukin-8; proliferation 
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