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［摘　要］目的：通过同源重组基因失活方法，构建幽门螺旋杆菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）ｃａｇＡ基因失活突变株。方法：使
用分子克隆方法构建包含ｃａｇＡ基因上、下游同源臂及氯霉素转乙酰基酶（ＣＡＴ）的自杀型ｃａｇＡ基因靶向失活质
粒ｐＨＧ１，经ＰＣＲ验证后将该质粒电转化入 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ１１６３９菌株中，通过氯霉素抗性筛选出 ｃａｇＡ基因失活突变
株。结果：ｐＨＧ１质粒构建成功并转化进入Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ１１６３９菌株，氯霉素筛选获得 ｃａｇＡ基因组区段发生重组的
ΔｃａｇＡ突变株（ΔｃａｇＡ：：ｇｒｏＥＬｃａｔ）；ＰＣＲ结果表明，ｃａｇＡ基因突变株构建成功。结论：使用自杀型同源重组质粒
ｐＨＧ１成功构建幽门螺旋杆菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）ｃａｇＡ基因失活突变株。
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ｐＨＧ１．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ；ｐｌａｓｍｉｄ；ＤＮＡ，ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ；ｍｕｔａｎｔ

　　幽门螺旋杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）是
胃炎、胃溃疡及胃癌发病的主要诱因之一。由 Ｈ．
ｐｙｌｏｒｉ基因组中 ｃａｇ毒力岛（ｃａｇｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｉｓ
ｌａｎｄ，ＰＡＩ）编码的 ＣａｇＡ蛋白（Ｃｙｔｏｔｏｘｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｇｅｎｅＡａｎｔｉｇｅｎ，ＣａｇＡ）是Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的最重要的毒力

因子。ＰＡＩ长４０ｋｂ，包含大约３１个基因的多基因
簇，ｃａｇＡ基因位于其 Ｃ末端。ＰＡＩ编码的Ⅳ型分
泌系统将编码的ＣａｇＡ注入胃上皮细胞［１－２］，根据

ＣａｇＡ蛋白编码区的不同可以将 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ分为Ⅰ型
和Ⅱ型［３］。Ⅰ型Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ细菌ＰＡＩ岛编码ＣａｇＡ蛋
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白和Ⅳ型分泌系统，Ⅱ型Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ细菌ＰＡＩ岛编码
区不完整，不编码 ＣａｇＡ蛋白。研究表明Ⅰ型 Ｈ．
ｐｙｌｏｒｉ体外及体内毒性及致病性远高于Ⅱ型 Ｈ．ｐｙ
ｌｏｒｉ［４］，因此普遍认为 ＣａｇＡ蛋白是 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ最重
要的毒力因子［５－７］。然而，ＣａｇＡ蛋白的功能可能
比想象的更加复杂，获得ｃａｇＡ基因失活的Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ
菌株是深入研究 ＣａｇＡ蛋白毒力、致病机理的重要
的前提。本文通过同源重组基因失活方法，成功构

建幽门螺旋杆菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）ｃａｇＡ基因失活突变株。

１　材料与方法

１．１　材料
Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α菌株课题组保存，用于质粒的构

建。幽门螺旋杆菌１１６３９菌株（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ１１６３９）由
中国幽门螺旋杆菌菌株管理与保存中心馈赠，Ｈ．
ｐｙｌｏｒｉ１１６３９突变株筛选时额外加入２×１０－２ｇ／Ｌ
的氯霉素。

１．２　方法
１．２．１　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ１１６３９菌株的培养　在含有
１０ｇ／Ｌ万古霉素、５ｇ／Ｌ两性霉素 Ｂ及５ｇ／Ｌ三甲
氧苄氨嘧啶的哥伦比亚血琼脂培养基中接种 Ｈ．
ｐｙｌｏｒｉ１１６３９株菌并，置于微需氧环境中培养（１０％
羊血，５％ Ｏ２，８５％ Ｎ２，１０％ ＣＯ２）。
１．２．２　抗生素敏感性检测　野生型 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ
１１６３９菌株涂布于分别含有２×１０－２ｇ／Ｌ氯霉素、
氨苄青霉素、红霉素、链霉素、卡那霉素、四环素的

哥伦比亚培养血平皿上，置于３７℃微需氧培养，每
隔２４ｈ观察幽门螺旋杆菌生长情况。
１．２．３　ｐＨＧ１ｃａｇＡ基因打靶质粒构建及筛选 使
用ｐＭＤ１９Ｔ（Ｔａｋａｒａ）质粒作为Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ１１６３９ｃａｇＡ
基因失活质粒骨架，ｃａｇＡｕｐＦ／Ｒ引物扩增ｃａｇＡ基
因内部５００ｂｐ上游同源臂，ｃａｇＡｄｏｗｎＦ／Ｒ引物扩
增ｃａｇＡ基因内部５００ｂｐ下游同源臂。ｃａｇＡｕｐＲ
引物与ｃａｇＡｄｏｗｎＦ引物都含有一段由四个酶切
位点（ＰｓｔＩ，ＢａｍＨＩ，ＥｃｏＲＩ，ＮｈｅＩ）组成的ｌｉｎｋｅｒ，
通过ｌｉｎｋｅｒ，使用ｏｖｅｒｌａｐＰＣＲ方法将上下游同源臂
连接起来，并转移至ｐＭＤ１９Ｔ载体上获得ｐＨＧ０质
粒。ｃａｔＦ／Ｒ引物用于克隆位于ｐＨＫ质粒上的ｇｒｏ
ＥＬｃａｔ氯霉素乙酰基转移酶表达框［８］，将该表达框

ＢａｍＨＩＥｃｏＲＩ双酶切后连接至ｐＨＧ０载体。ｐＨＧ０
载体连接 ｇｒｏＥＬｃａｔ基因后，获得氯霉素抗性基因，
可以使用含有氯霉素２×１０－２ｇ／Ｌ的 ＬＢ培养基筛
选，即获得ｐＨＧ１质粒（质粒构建所需引物序列见

表１）。ｐＨＧ１质粒使用 ＲＶＭ，Ｍ１３－４７引物测
序，结果去除载体序列后使用ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ软件分析
其与理论序列的相似性。

１．２．４　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ１１６３９感受态细胞制作与电转化
条件 刮取生长于哥伦比亚琼脂的 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ１１６３９
菌体，重悬于电转化缓冲液中（１０％甘油，９％蔗
糖），稀释至浓度为１０１２个／Ｌ。取１００μＬ加入冰冷
的０２ｃｍＢｉｏＲｅｄ电转杯中，加入 ｐＨＧ１打靶载体
５０μｇ，冰上放置１０ｍｉｎ。使用 ＢｉｏＲｅｄＧｅｎｅｐｌｕｓｅｒ
调节电转参数至 ２５ｋＶ，２５μＦ，２００Ω，电击一
次，加入ＳＯＣ培养基１００μＬ，立即涂布至没有抗性
的哥伦比亚血平板上，微需氧培养４８ｈ后转移至
含２×１０－２ｇ／Ｌ氯霉素的哥伦比亚血平皿上培养
７２ｈ。

２　结果

２１　Ｈｐｙｌｏｒｉ１１６３９菌株抗生素敏感性
经检测，Ｈｐｙｌｏｒｉ１１６３９菌株对青霉素、氯霉

素、红霉素、链霉素、卡那霉素、四环素敏感，在抗性

培养基中无菌落形成。根据前期构建的氯霉素转

乙酰基酶（ｇｒｏＥＬｃａｔ）表达框，选择氯霉素作为筛
选抗生素。

２２　ｐＨＧ１质粒构建及鉴定
如图１（ａ）１，２泳道所示，成功克隆ｃａｇＡ基因

上下游同源臂，大小分别为４６７ｂｐ和４９４ｂｐ。上
下游同源臂使用 ｏｖｅｒｌａｐＰＣＲ方法连接，并克隆至
ｐＭＤ１９Ｔｓｉｍｐｌｅ载体中，获得 ｐＨＧ０质粒（表 １）。
如图１（ａ）３泳道所示，成功克隆了来源于 ｐＨＫ质
粒的 ｇｒｏＥＬｃａｔ氯霉素转乙酰基酶基因，大小为
１４００ｂｐ。将ｇｒｏＥＬｃａｔ片段连接至ｐＨＧ０质粒上下
游同源臂之间的多克隆位点（ＢａｍＨＩ，ＥｃｏＲＩ），获
得ｃａｇＡ基因失活质粒ｐＨＧ１［图１（ａ）４泳道，大小
为４８９８ｂｐ、表１］。

如图 １（ｃ）所示，ｐＨＧ１测序结果与 Ｈｐｙｌｏｒｉ
１１６３９ｕｐｇｒｏＥＬｃａｔｄｏｗｎ理 论 序 列 相 似 性 为
９９３７％，有１５个碱基发生突变，且突变位点集中
在上、下游同源臂上，ｇｒｏＥＬｃａｔ表达框中无点突变
［图１（ｃ）］，这些突变不会对基因失活实验造成影
响。

２．３　电转化效率
转化子培养７２ｈ后，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ１１６３９转化子在

哥伦比亚平皿上形成针尖大小、白色透明菌落。对

三块复板进行计数，平均转化子数量为（３０±６）
９１３１

　１２期 洪　伟等　幽门螺旋杆菌ｃａｇＡ基因失活突变株的构建



个，转化效率为３×１０－７。

表１　引物序列及质粒组成
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｌｉｓｔｏｆｐｌａｓｍｉｄｓａｎｄｐｒｉｍｅｒｓｑｕｅｎｃｅｓ
引物及质粒名称 序列或组成

ｃａｇＡｕｐＦ ｃｇｃｔｃｔａｇａｃｔｃａｔｔｇｃｔｇｔａｇａｔｔｃｔｔｃｃ
ｃａｇＡｕｐＲ ｇｃｔａｇｃｇａａｔｔｃｇｇａｔｃｃｃｔｇｃａｇｔｇｔａｔｇｔｃｇｇｔｇｇｔｇｇｔａ
ｃａｇＡｄｏｗｎＦ ｃｔｇｃａｇｇｇａｔｃｃｇａａｔｔｃｇｃｔａｇｃａｔａｃａｃｃａａｃｇｃｃｔｃｃａａ
ｃａｇＡｄｏｗｎＲ ｇｇｇａａｇｃｔｔｃｃｇｃｔｃｔｔｇｃｔｔｃｃｔｔａｃ
ｃａｔＦ ｃｇｃｇｇａｔｃｃｇｇｔｔａａｔｃｔｃｃｔａｔｇｇｔｇｇｔｔ
ｃａｔＲ ｃｇｇｇａａｔｔｃｇｔａｃａｇｔｃｇｇｃａｔｔａｔｃｔｃａ
ｃａｇＡＦ３ ａａｃａａｔｇａｃｔａａｃｇａａａｃｃａ
ｃａｇＡＲ３ ｔａａａｇａａｔｇｇｃｔｃａａａｔｔｇｔ
ｐＨＧ０ ｐＭＤ１９Ｔｓｉｍｐｌｅ，ｃａｇＡｕｐ，ｃａｇＡｄｏｗｎ
ｐＨＧ１ ｐＭＤ１９Ｔｓｉｍｐｌｅ， ｃａｇＡｕｐ， ｃａｇＡｄｏｗｎ，

ｇｒｏＥＬｃａｔ

注：酶切位点使用下划线标出

（ａ）为琼脂糖电泳图，１泳道为 ｃａｇＡ上游同源臂，２
泳道为 ｃａｇＡ下游同源臂，３泳道为 ｇｒｏＥＬｃａｔ筛选标
记，４泳道为构建完成的 ｐＨＧ１质粒，ＣＴ泳道为性对
照，Ｍ为ＤＮＡ分子量标准；（ｂ）为 ｐＨＧ１质粒图谱，标
注酶切位点及片段功能，（ｃ）为 ｐＨＧ１测序结果与理
论序列相似性对比图，纵坐标表示相似度；蓝色区域

相似度高，白色区域相似度低

图１　ｐＨＧ１质粒的构建及鉴定
Ｆｉｇ．１　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆｐＨＧ１ｐｌａｓｍｉｄ
２．４　ｃａｇＡ基因缺失突变株的鉴定

如图２（ａ）所示，ｐＨＧ１质粒具有ｃａｇＡ基因上、
下游同源臂及 ｇｒｏＥＬｃａｔ氯霉素抗性筛选标记，该
质粒转化进入Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ１１６３９菌株后，等位基因发
生同源交换，获得氯霉素抗性的 ΔｃａｇＡ：：ｇｒｏＥＬｃａｔ
突变株，ＰＣＲ检测可见扩增产物减小２ｋｂ。如图２

（ｂ）２，３泳道，野生型与氯霉素抗性Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌株
ｃａｇＡＦ３／Ｒ３引物扩增产物大小分别为５ｋｂ和３ｋｂ
（减小２ｋｂ），表明 ｃａｇＡ基因失活突变株构建成
功。

（ａ）为ｃａｇＡ基因失活示意图，（ｂ）为使用 ｃａｇＡ基因两
侧引物鉴定Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ１１６３９ΔｃａｇＡ突变株，１为空白对
照、２为野生型、３为 ΔｃａｇＡ：：ｃａｔ突变株

图２　同源重组基因失活示意图及ｃａｇＡ基因
缺失突变珠的ＰＣＲ产物电泳结果
Ｆｉｇ．２　ＤｉａｇｒａｍｏｆｃａｇＡｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔ

ｂｙｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

３　讨论

ｃａｇＡ作为Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ最重要的毒力因子，受到广
泛关注。流行病学研究发现，感染 Ｉ型 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌
株比感染Ⅱ型Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ菌株，患十二指肠溃疡和胃
癌等严重胃肠疾病的风险明显增高［９－１０］。因此许

多研究者都通过体外克隆 ｃａｇＡ基因深入研究了
ｃａｇＡ蛋白的致病机制，明确了 ｃａｇＡ作为 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ
核心致病因子的地位［１１－１２］。然而，最近的研究表

明，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ本身对 ｃａｇＡ蛋白的修饰与加工，对其
致病力起着决定性的作用［１３］。因此，研究Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ
自身分泌的 ｃａｇＡ蛋白的生物学功能具有重要意
义。ｃａｇＡ基因失活突变株的构建，提供了一个无
ｃａｇＡ蛋白表达的 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ对照菌株，对于研究 Ｈ．
ｐｙｌｏｒｉ自身分泌的 ｃａｇＡ蛋白的生物学功能具有积
极的推动作用。除此之外，本研究还建立了 Ｈ．ｐｙ
ｌｏｒｉ的遗传操作技术平台，为进一步研究 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ
基因功能及与宿主之间的相互作用奠定了基础。

综上所述，本研究成功构建了 ｃａｇＡ基因失活
突变株，该模型有助于更好的理解 ｃａｇＡ蛋白在自
然状态下生物学功能。另外，构建标准菌株 ｃａｇＡ
基因失活突变株，对于将来临床菌株的基因功能研

究具有借鉴意义。
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佳碳氮源比为葡萄糖 １０％，蔗糖 ０５％，玉米粉
０５％，大豆粉 ０７５％。通过发酵培养基的优化，
ＤＡ０７４０５发酵粗提物的抗 ＦＯＣ４抑菌圈直径从优
化前的１５０ｍｍ提高到１９０ｍｍ。
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［１２］谢渊，周建奖，赵艳，等．ＪＡＫ２＿ＥＲＫ１干扰对幽门螺
杆菌毒素相关蛋白ＣａｇＡ调控胃泌素基因表达的影响
［Ｊ］．世界华人消化杂志，２０１０（２２）：２３１７－２３２１

［１３］ＦｅｒｒｅｉｒａＪＭ，ＢａｔｉｓｔａＳＡ，ＶｉｄｉｇａｌＰＶ，ｅｔａｌ．Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｗｉｔｈＣａｇＡｐｏｓｉｔｉｖｅＨｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉｓｔｒａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｔｈｒｅｅＥＰＩＹＡＣｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈ
ｍｏｒｅｓｅｖｅｒｅｇａｓｔｒｉｃｌｅｓｉｏｎｓｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｌｙｉｎｆｅｃｔｅｄ
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Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ，２０１５（２）：２４８９．
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