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摘要：【目的】构建幽门螺杆菌 0:N 致病岛编码的 4’#1+? 基因缺失株，为研究 23./01 基因的功能奠定基础。

【方法】本研究利用同源重组原理，设计并扩增了 23./01 基因上下游同源臂片段，构建 23./01 基因缺失自杀

质粒 ’D*8FBQ!#H!23./01，电击转化进入幽门螺杆菌后，通过抗生素筛选后并经 R0S 验证无误后，获得

23./01 基因缺失株 4 < 35*(’& //$?A!23./01；采用幽门螺杆菌与胃癌上皮细胞 DT0H@+? 共培养后，分析该基

因缺失前后对细胞毒性蛋白 0:N& 转运能力的影响；并分析比较了缺失前后，0:N& 蛋白的表达能力变化；

【结果】构建幽门螺杆菌 23./01 基因缺失的自杀质粒，并成功获得一株 23./01 基因缺失株；0:N& 转运实验

表明，23./01 基因缺失后，可以导致细菌转运 0:N& 蛋白的能力丧失；此外，还发现 23./01 基因缺失可以影

响 0:N& 蛋白表达。【结论】成功获得了幽门螺杆菌 23./01 基因缺失株，初步研究发现 23./01 基因是幽门螺

杆菌 0:N 致病岛中重要致病因子之一，参与 0:N& 蛋白的转运，可能是其转运装置中组成成分之一。
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幽门螺杆菌（46*&"()$"#6’ 35*(’&，简称 4 < 35*(’&）
感染在世界范围内流行，现已证实感染 4 < 35*(’&
者，特别是#型 4 < 35*(’&（即基因组中含 0:N 致病岛

者，0:NHR&,），可以导致慢性胃炎、消化性溃疡，甚至

胃癌和黏膜相关性淋巴瘤（Q&UE）的发生［/ % +］。目

前研究认为，0:NHR&, 是一大小约 !# VW 的基因片

段，编码约 +A 个基因。其中，0:N& 是其重要的毒力

因子，可以通过致病岛编码的"型分泌样装置（5P’F
" ;F>(F5)79 :’’:(:58;）转运进入宿主细胞的［?］；而后

在细胞内特定部位被磷酸化，干扰细胞内信号传导

或是 活 化 转 录 因 子 .IH$D 诱 导 炎 症 反 应 的 发

生［! % 1］。此外，0:N& 还可以使得胃上皮细胞内活性

氧（SX-）增 多，导 致 Y.& 损 伤，从 而 诱 发 胃 癌 发

生［$］。鉴于此，有学者将 0:N& 蛋白称之为癌蛋白

（79>7’(75F)9）［A］。但对于参与 0:N& 蛋白转运的"型

分泌装置的研究相对较少，其转运机制也尚未阐明。

23./01 基因也是 0:NHR&, 编码的基因之一，但

其基因功能尚未阐明，特别是在 0:N& 蛋白的转运过

程中所起的作用，尚不清楚。因此，本研究采用同源

重组的方法，构建 23./01 基因缺失的自杀质粒，电

击转化 4 < 35*(’&，筛选获得目的基因缺失株；分析

基因缺失前后，0:N& 蛋白的转运能力变化；旨在深

入研究 23./01 基因在 0:NHR&, 编码的"型样分泌

装置中的作用，为进一步研究 0:NHR&, 编码的"型

样分泌装置的转运机制奠定基础。



! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株、质粒和细胞：! ! "#$%&’ "#$#%%&’( 由

中国疾病控制中心传染病预防研究所张建中教授馈

赠，大肠埃希菌 )*+!为江苏大学基础医学与医学

技术 学 院 中 心 实 验 室 保 存。 ! ! "#$%&’ 自 杀 质 粒

,-./01234（含卡那霉素抗性基因盒的 ,-./05678,9 :1
"（;）载体）由韩国国立庆尚大学微生物学教研室

:0/<=;6>/. -?8@ 教授馈赠；胃癌上皮细胞株 -A#;BC’
购自中科院上海细胞生物学研究所。

!"!"# 主要试剂和仪器：哥伦比亚培养基、厌氧袋

购自 DEDF) 公司；GH ()*)"I 聚合酶、J"$K、限制性

核酸内切酶 +,%L#、-".#、/)0*#及 12%#、$3;
)"I 连接酶、)MC444 )"I 2?7@07 及蛋白质分子量标

准（低）购自 $?1?L? 公司；)M%1N )"I O?7@07 购自

A0<05678,9 公司；,AG2;$ 载体购自 K7PO0=? 公司；绵

羊血购自杭州天和生物公司；犊牛血清购自上海华

美生物公司，LK2F%&34 购自 A8N6P-LM 公司；#?=I 蛋

白抗体购自 :?<9? #7/Q 公司；$;?698< 内参抗体购自武

汉博士德公司；其他常规试剂按照文献［B］要求配

制。核酸紫外检测仪（G,,0<JP7R -8P,>P9PO0907）；K#L
仪（G,,0<JP7R）；凝胶成像系统（A0"8/5）；电转化仪

（-);LI) A0<0 K/.507;"）。

!"!"$ 细菌和细胞培养：将 ! ! "#$%&’ "#$#%%&’( 接

种于含 %4S 羊血的哥伦比亚平板上，微需氧培养

(C >。胃癌上皮细胞 -A#;BC’ 接种于含 %4S犊牛血

清的 LK2F%&34 培养液中，于 +S #DC ’(T 条件下

培养。

!"# 自杀质粒同源臂片段的扩增

根据 A0<-?<@ 公布的 ! ! "#$%&’ 全基因组序列，

在 2"3456 基因 DLU 的上游和下游，设计 C 个同源臂

U%、UC 的引物（如图 %）。图中（% V +%4）为 2"3456 基

因的编码区，全长 +%4 N,；K%WKC，K’WK3 为该基因上

下游特异性引物，扩增后获得用于构建自杀质粒的

同源臂 U%（+++ N,）和 UC 片段（+3X N,）。

引物由上海生工生物技术有限公司合成，详细

序列如表 %。

图 ! !"3456 基因缺失引物设计

U8=!% K78O07 J058=< PR 2"3456 78.8 98$8:’%. !

表 ! 构建 !"3456 基因缺失自杀质粒所用引物列表

$?N.0 % M859 PR ,78O075 /50J 8< 9>85 59/JY
U7?=O0<9 K78O07 :0Z/0<60（+[!’[） K7PJ/69WN,

U%
K% #IIAA$I##IIIAIIA#$I$AIAAAAI#$（-".#）

KC $I$#$#AIAIA#AA$A$$$IAAA$AI$（12%#）
+++

UC
K’ #$#AII$$###II#IIIIA#A$A$I$#I（+,%L#）

K3 $$IAAI$###$$#$I$#IA#II#IIIAIA#（/)0*#）
+3X

以 ! ! "#$%&’ "#$#%%&’( 菌株基因组 )"I 为模

板，用 GH $?Z 聚合酶进行 K#L 扩增（C+%M 反应体

系）。扩增条件为：X3T + O8<，X3T ’4 5、+CT ’4 5、
(CT % O8<，’4 个循环，(CT %4 O8<。K#L 产物 经

%\4S琼脂糖凝胶电泳，G- 染色，A0"8/5 凝胶电泳图

像分析系统分析鉴定并用胶回收试剂盒回收 K#L
产物。

!"% 自杀质粒 &’()*+,$-.!!"3456 的构建

胶回收的 K#L 产物与 ,AG2;$ 载体，加 %%M $3;
)"I 连接酶，3T连接过夜。连接产物转化 + ! ,%$’
)*+!感 受 态 细 胞。 转 化 后 的 细 菌 涂 布 于 含

+4%=WOM氨苄青霉素的 M- 平板上，’(T培养 %& >。

挑取菌落转种于含氨苄青霉素 +4%=WOM 的 M- 液体

培养基，’(T振摇 %C >，用碱裂解法进行质粒提取，

并进行酶切鉴定。

胶回收 获 得 同 源 臂 片 段 U%、UC，分 别 与 载 体

,-./01234 连 接，构 建 自 杀 质 粒 ,-./01234;
&2"3456，如图 C 所示。将构建好自杀质粒转化感受

态细 菌 + ! ,%$’ )*+!，转 化 好 的 细 菌 涂 布 含

%44%=WOM卡那霉素的 M- 琼脂培养基培养 %C V %& >，

挑选单菌落接种于含卡那霉素的 M- 液体培养基中，

置 ’(T摇床振荡培养 %C >，抽提质粒，酶切鉴定。

%&3钟桥等：幽门螺杆菌 #?= 致病岛 2"3456 基因的缺失及其对 #?=I 蛋白转运能力的影响 ! W微生物学报（C44X）3X（3）
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图 ! !"!"#$ 基因缺失自杀质粒的构建图

!"#$% &’( )*+,-./)-"*+ 012 *3 -’( ,/")"4( 251,0"4 3*. %&!"#$ #(+( 0/-1+- $

"#$ !"!"#$ 基因缺失株的构建与鉴定

自培 养 6% ’ 的 哥 伦 比 亚 培 养 基 上 收 取 ’ $
&()*+,（7878 9!:;0<），78=甘油 > 蔗糖溶液洗涤，?@
下离心 6AB8 C # D 0"+，沉淀重悬于 788!< 甘油E蔗糖

溶液，?@放置 78 0"+，加自杀质粒 78!#，混匀，移入

冰预冷的电击杯，冰浴 D 0"+ 后置于电穿孔架上，电

击条件：%D !，%FD GH，%88"，D ,，电击后，用 IJ9 缓

冲液 %8 倍稀释 ’ $ &()*+,，涂布于 %D 0#;< 卡那霉素

的血平板上，K6@微需氧条件，培养 6% ’，收取细菌。

收获细菌经尿素酶以及细菌染色鉴定后，提取

细菌基因组 LMN 进行鉴定：以扩增上游片段 !7 的

上游引物 O7 和下游片段 !% 的下游引物 O?，进行

O9P扩增，扩增条件为：Q?@ D 0"+，Q?@ K8,、D%@
% 0"+、6%@ 7 0"+，K8 个循环，6%@ 78 0"+。以野生

株 77BK6 为对照。扩增结果送上海生工生物工程公

司测 序 鉴 定 无 误 后，将 突 变 株 命 名 为 ’ $ &()*+,
77BK6#%&!"#$ $
"#% 对 &’() 蛋白转运能力的影响

胃癌上皮细胞 RS9E%AK 常规培养 % T K 4 后，按

照 UJV W K88X7 比例加入新鲜培养的野生株和缺失

株 ’ $ &()*+, 77BK6#%&!"#$。在 D=9J% 培养条件下

作用 ? ’。ORI 洗涤 K 次后，收集细胞重悬于 Y(,-(.+
Z5*- 细胞裂解液中。

取裂解后的蛋白进行 ILIEONS[ 电泳后，然后

?@电转移至 OHL! 膜上，用含 D=脱脂奶粉的封闭

液室温封闭 K ’，换新鲜的封闭液，加入一抗（91#N
单克隆抗体），K6@摇床反应 7 ’。7 C ORI& 洗涤 K T
D 次，每次 D 0"+，于 7 C ORI& 中加入辣根过氧化物

酶（\PO）标记的羊抗鼠 V#S 作为二抗，K6@摇床反

应 7 ’，最后 [9< 显色。同时以$E1)-"+ 蛋白为内参。

"#* 对 &’() 蛋白表达的影响

取野生株和基因缺失株#%&!"#$ 常规培养 7 ’
后，刮取细菌重悬于 Y(,-(.+ Z5*- 细胞裂解液中。裂

解后的蛋白按照 7FD Y(,-(.+ Z5*- 法检测 91#N 蛋白

表达变化情况。

! 结果

!#" !"!"#$ 基因缺失自杀质粒的构建

%&!"#$ 基 因 缺 失 株 的 自 杀 质 粒 2R5/(]U?8E
#%&!"#$ 按照图 % 连接后，进行酶切鉴定，结果显

示：经 -&.%、/%*%双酶切后，电泳图下方产生约

DD8 Z2 片段（!7）；经 01*P%、234\%双酶切后，电

泳图下方产生约 DD8 Z2 片段（!%）；而经 -&.%和

234\%双酶切后，获得一条约为 %F6 GZ 片段（!7 ^
]1+ ^ !%）。与设计结果完全相符。

!#! !"!"#$ 基因缺失株的鉴定

采用卡那霉素筛选获得的 %&!"#$ 基因缺失株

和野生株，采用引物 O7 和 O? 进行 O9P 鉴定。结果

显示，野生株经 O9P 扩增后获得了一大小约 7F? GZ
的片 段，而 %&!"#$ 基 因 缺 失 株，则 获 得 了 一 约

%F6 GZ大小片段，与理论设计相符。测序结果进一

步证实 %&!"#$ 基因同源重组成功。

!#+ !"!"#$ 基因缺失前后 &’() 蛋白转运能力的

影响

将野生株和 %&!"#$ 基因缺失株，分别与 RS9E
A%K 细胞共培养；细胞裂解后进行 Y(,-(.+ Z5*- 分析；

结果表明（如图 KEN），野生株作用组，可以检测到

91#N 蛋白，说明 91#N 蛋白可以转运进入 RS9EA%K

%B? _"1* ‘’*+# (- 15 $ ;5163 7,1+*8,*)*9,13 :,.,13（%88Q）?Q（?）
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细胞内；而 !"#$%& 基因缺失株作用组，和阴性对照

组均未能检测到。结果说明，!"#$%& 基因缺失可以

导致 !"#$ 蛋白转运能力的丧失。

!"# !"#$%& 基因缺失前后对 $%&’蛋白表达的影响

野生株和 !"#$%& 基因缺失株直接收取细菌，进

行 %&’(&)* +,-( 分析；结果表明（如图 ./0），在野生株

和 !"#$%& 基因缺失株中，均能检测到 !"#$ 蛋白的

表达。然而，!"#$%& 基因缺失株较野生株中 !"#$
蛋白的表达水平有所下降，提示 !"#$%& 基因的缺失

可以下调 !"#$ 蛋白的表达。

图 ( 野生株和 !"#$%& 基因缺失株的 $%&’ 转运（’）和

$%&’ 表达（)）能力比较

12#3 . 45& 6-78")2’-* )&’9,( -: !"#$;’ ()"*’,-6"(2-* "*< &=8)&’’2-*
+&(>&&* >2,</(?8& "*<!!"#$%& 79("*( 3 $：!"#$ ()"*’,-6"(2-* "’’"?3
!-*()-,，0@!/AB. >2(5-9( ’ 3 "()*+, ()&"(&<；%4，0@!/AB. >"’ ()&"(&< +?
>2,</(?8&CCD.E；!!"#$%&，0@!/AB. >"’ ()&"(&< +?!!"#$%& 79("*( 3 0：

45& &=8)&’’2-* ,&F&, -: !"#$ 2* >2,</(?8& ’ 3 "()*+, "*< !!"#$%&
79("*( 3

( 讨论

幽门螺杆菌是重要的人类胃肠道致病菌，可以

引起慢性活动性胃炎、胃溃疡，甚至胃癌，然而其致

病机制尚未阐明。分子流行病学证据表明，!"#/G$H
是其重要的致病因子之一，其中 !"#$ 与 ’ 3 "()*+,
感染致病和感染后不良结局，都具有重要关系。研

究表明，!"#$ 蛋白是通过 !"#/G$H 编码的"型样分

泌装置转运进入宿主细胞。进入宿主细胞的 !"#$
蛋白被磷酸化并与 IJG/B 磷酸酪氨酸连接，引起生

长因子样细胞反应和宿主细胞分泌细胞因子［C］。因

此，对 !"#/G$H 转运 !"#$ 蛋白的作用机制研究，对

于预防和治疗 ’ 3 "()*+, 感染具有重要的意义。

大多数致病菌，都是采用分泌装置向宿主细胞

转运毒力因子，发挥毒性作用的。其中，根瘤农杆菌

（ -.+*/0123+,45 2453601,378，简 称 - 3 2453601,378）的

K2)0LM 系统研究的较为透彻，是"型分泌装置研究

的公认模型［N］。它是由 9,+: 操纵子编码的 CB 个蛋

白产物（K2)0C/0CC 蛋白）和 K2)MO（偶联蛋白）装配而

成，通过形成跨膜通道来易位酶作用底物。K2)0O、

K2)0CC 是 $4G"’&，位于菌体的内膜，为转运提供能

量；K2)0B 和 K2)0P 是主要菌毛和次要菌毛组分，位

于细菌的外膜，可能涉及细菌与宿主细胞之间粘附

作用与识别；K2)0E、K2)0A、K2)0N 和 K2)0CQ 组成转运

通道，是整个转运系统的核心组 分。在 ’ 3 "()*+,
中，!"#/G$H 编码一个"型样分泌装置研究也取得了

一系 列 的 进 展，主 要 的 结 构 性 基 因 已 经 得 到 鉴

定［CQ］。4"*"R" 等用免疫金电镜技术发现，K2)0E 和

K2)0N 的同系物 JGQP.B 和 JGQPBA 沿着菌毛的长度

定植，而 S-5<& 等描述 K2)0ELJGQP.B 在菌毛的基部

环形分布。- 3 2453601,378 K2)0CQ 的同系物 JGQPBE
位于内膜，围绕菌毛内部核心形成一个鞘，诱导宿主

细胞接触。且 JGQPBE 比 - 3 2453601,378 K2)0CQ 大，

含有许多反转重复序列，促进编码序列基因重排，很

可能提供表面结构的抗原变异来进行免疫逃避。另

外，095)<-): 等通过拓朴分析发现 JGQP.Q 的功能可

能类似于这个内膜结合的蛋白（K2)0A）。

本研究利用同源重组的原理，构建了 !"#/G$H
中 !"QPB. 的基因缺失株，并分析比较该基因缺失前

后，对于 !"#$ 蛋白转运能力的影响。研究中采用的

自杀质粒 80,9&/TUOQ 是在 80,9&’6)28( IT #（/）载体

基础上，通过在多克隆位点插入一个卡那霉素抗性

基因 盒 而 构 建 的 ’ 3 "()*+, 自 杀 质 粒［CC］。 由 于

80,9&’6)28( IT #（/）载体，在 ’ 3 "()*+, 内不能复制，

而具有自杀特性。而本研究中，插入的卡那霉素抗

基因盒，是一个含启动子的卡那霉素基因盒。当自

杀质粒转化进入 ’ 3 "()*+, 内后，能发生同源重组

的，就能在含 BP 7#L7V 的卡那霉素平板上生长；反

之，则不能。进一步采用 G!S 的方法，进一步验证。

结果证实，本研究中获得一株 !"#$%& 基因缺失的

’ 3 "()*+, 基因缺失株，为进一步研究 !"#$%& 的基因

功能和 ’ 3 "()*+, !"#/G$H 致病机制奠定了基础。通

过将 ’ 3 "()*+, 与胃癌上皮细胞共培养过程中，可以

发现，!"#$%& 基因缺失后，可以导致 !"#$ 蛋白的转

运能 力 丧 失。因 此，可 以 推 测 !"#$%& 基 因 参 与

!"#$ 蛋白的转运，可能是其转运装置的组成成分之

一。有意思的是，本研究发现，在 !"#$%& 基因缺失

株中，!"#$ 蛋白的表达水平较野生株有所下降，提

示 !"#$%& 基因的缺失可以下调 !"#$ 蛋白的表达。

然而其中的下调机制，以及 !"#$%& 基因在转运装置

中的具体作用如何，还有待于我们进一步深入研究

下去。
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