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幽门螺杆菌毒力蛋白ｃａｇＡ基因敲除突变株构建及鉴定


李抄，陈定宇，张晓怡，赵艳，王琴容，周建奖，谢渊

（贵州医科大学 地方病与少数民族性疾病教育部重点实验室，贵州省医学分子生物学重点实验室，贵州医科大学 分子生物学重点实验室，

贵州 贵阳　５５０００４）

［摘　要］目的：构建幽门螺杆菌（Ｈｐ）毒力蛋白 ｃａｇＡ基因敲除突变株并进行鉴定。方法：采用基因打靶技
术，从Ｈｐ１００４基因组扩增ｃａｇＡ基因的上、下游同源重组臂序列，从ｐＡＣＹＣ１８４质粒上扩增氯霉素（Ｃｍ）序列，通
过融合聚合酶链式反应（ＰＣＲ）技术获得 ｃａｇＡ基因敲除打靶片段，克隆入载体 ｐＵＣｍＴ，得到打靶载体 ｐＵＣｍＴ

ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ；再通过电转化法将ｐＵＣｍＴΔｃａｇＡ：：Ｃｍ质粒直接转入Ｈｐ１００４，氯霉素抗性平板筛选 ｃａｇＡ基因敲除
株并命名为Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ；采用ＰＣＲ进行鉴定，并用Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ和Ｈｐ／ｃａｇＡ感染原代胃癌细胞，检测胞内
ｃａｇＡ的表达和对细胞形态的影响。结果：融合ＰＣＲ构建打靶片段长度为１７９４ｂｐ，打靶载体转化Ｈｐ并筛选后，
用ｃａｇＡ外侧引物 ＰＣＲ扩增 Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ和野生型 Ｈｐ／ｃａｇＡ，产物长度分别为 ２１５０ｂｐ和 ５０１４ｂｐ；Ｈｐ／

ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ和Ｈｐ／ｃａｇＡ分别感染细胞后，细胞死亡数量多于感染Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ突变株，差异有统计学意义（Ｐ
＜００１）；野生型Ｈｐ／ｃａｇＡ菌株及其感染细胞内ｃａｇＡ蛋白表达水平较Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ突变型菌株及其感染细胞
明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。结论：成功构建 Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ突变株，并在感染细胞中得到验证，
表明ｃａｇＡ蛋白对细胞有一定的毒性作用。

［关键词］螺杆菌，幽门；基因打靶；感染；细胞毒性相关蛋白ｃａｇＡ；聚合酶链式反应；电转化
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　　胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤。据２０１８年
全球流行病学资料显示，全球胃癌的发病率居恶性

肿瘤的第６位，死亡率居第５位；在中国，胃癌的发
病率和死亡率分别占全部肿瘤的第 ４位和第 ２
位［１２］。胃癌的发生发展涉及多个方面，主要包括

宿主遗传学、环境因素和幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ
ｐｙｌｏｒｉ，Ｈｐ）感染［３］。Ｈｐ是一种螺旋状革兰阴性微
需氧菌，它定殖在人类的胃黏膜上皮，是引起胃炎、

消化性溃疡、胃癌的主要病因。Ｈｐ的发现加深了
人类对慢性感染、炎症和癌症之间关系的认知，

１９９４年世界卫生组织将 Ｈｐ列为 Ｉ类致癌因
子［４－５］。全世界有近半数人感染 Ｈｐ，但仅少数会
发展成胃癌，究其原因，除宿主与环境因素外，Ｈｐ
ｃａｇＡ毒力表达是导致其感染后不同临床结局的可
能原因［６］。细胞毒素相关基因 Ａ蛋白（ｃｙｔｏｔｏｘｉｎ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅＡ，ｃａｇＡ）是由ＨｐｃａｇＡ致病岛编码
的一种１２０～１４５ｋＤａ的蛋白质，通过ＩＶ型分泌系
统（ｔｙｐｅⅣ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，ＴＦＳＳ）注入胃上皮细
胞，参与胃癌的发生发展，是目前所知的唯一被Ｈｐ
注入胃上皮细胞并能模拟细胞内蛋白发挥作用的

“癌蛋白”（ｏｎｃｏｐｒｏｔｅｉｎ），但其致癌机制还不完全清
楚［７－９］。基因打靶（ｇｅｎｅｔａｒｇｅｔｉｎｇ）是２０世纪８０年
代发展起来的一项重要的分子生物学技术，是利用

基因转移方法将外源 ＤＮＡ序列导入靶细胞后，通
过外源ＤＮＡ序列与靶细胞内染色体上同源 ＤＮＡ
序列间的重组，将外源 ＤＮＡ定点整合入靶细胞基
因组上某一确定的位点，或对某一预先确定的靶位

点进行定点突变，从而改变细胞遗传特性的方

法［１０－１１］。目前基因打靶技术已应用在改造生物、

培育新的生物品种，研究基因结构与功能、表达与

调控，研究细胞生活周期调控机制，遗传病的基因

治疗等多方面。为进一步明确 ｃａｇＡ在 Ｈｐ致胃癌

发生发展中的作用，本实验运用基因打靶技术构建

敲除ｃａｇＡ基因的 Ｈｐ突变株，为后续研究 ｃａｇＡ致
病机制奠定实验基础。

１　材料与方法

１１　材料、主要试剂及仪器
１．１．１　材料　ｐＡＣＹＣ１８４质粒、ｐＵＣｍＴ载体及细
菌ＤＮＡ提取试剂盒（上海生工生物公司），幽门螺
杆菌ＨＰ１００４及胃癌原代细胞（贵州医科大学分子
生物重点实验室保存）。

１１２　主要试剂和仪器　双抗（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公
司），改良型ＲＰＭＩ－１６４０培养基和胎牛血清（美国
Ｇｉｂｃｏ公司），氯霉素（ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ，Ｃｍ，中国
Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司），哥伦比亚血琼脂培养基（英国 Ｏｘ
ｏｉｄ公司），ＴａｑＤＮＡ聚合酶和Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ（日本
ＴＡＫＡＲＡ公司），ａｎｔｉｃａｇＡａｎｔｉｂｏｄｙ和 ａｎｔｉＧＡＰ
ＤＨａｎｔｉｂｏｄｙ（美国ＣＳＴ公司）；电转化仪Ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａ
ｔｏｒ２５１０（中国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），全制动化学发光成像分
析仪（中国 上海天能科技公司）；Ｐｒｉｍｅｒ５０设计引
物合成于上海生工，见表１。
１２　方法
１２１　ｃａｇＡ基因的上、下游同源重组臂扩增　高
保真ＰＣＲ酶从 Ｈｐ基因组上扩增 ｃａｇＡ基因的上、
下游同源重组臂，反应体系为 ５０μＬ［Ｈｐ基因组
ＤＮＡ０５μＬ、１０×ｐｆｕｂｕｆｆｅｒ５μＬ、ｄＮＴＰ（２５×
１０－２ｍｏｌ／Ｌ）０５μＬ、ｃａｇＡ５Ｆ／３Ｆ及 ｃａｇＡ５Ｒ／３Ｒ
（５×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）各０５μＬ，ｐｆｕＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（５
×１０－３Ｕ／Ｌ）０５μＬ，ＤＭＳＯ（５％）２５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
补足体积］；聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅ
ａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）循环程序为９５℃、５ｍｉｎ，９５℃、３０ｓ，
６０℃、３０ｓ，７２℃、６０ｓ，５个循环，７２℃延伸７ｍｉｎ。
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表１　引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

　基因 引物名称 引物序列（５′－３′）
目的片段

大小／ｂｐ
上，下游同源重组臂引物Ｆ ｃａｇＡ５Ｆ ＣＡＴＧＴＧＣＡＴＴＣＣＣＴＡＡＡＧＴＧＧＡＡＴＴＴＣ ２４５

ｃａｇＡ３Ｆ ＴＧＴＴＴＣＴＣＣＴＴＡＣＴＡＡＣＣＴＡＡＴＴＴＧＧＴＡＴＣＡＡＡＧ
上，下游同源重组臂引物Ｒ ｃａｇＡ５Ｒ ＡＧＧＡＴＣＧＡＧＧＡＡＴＡＴＴＡＧＡＡＧＣＡＣＣＣ ５０９

ｃａｇＡ３Ｒ ＧＣＧＴＴＴＣＣＴＴＴＣＡＡＡＴＴＧＡＡＡＴＡＡＣＧＧＴ
卡那霉素抗性基因扩增引物 ｃａｇＡＣｍＦ ＧＧＧＴＧＣＴＴＣＴＡＡＴＡＴＴＣＣＴＣＧＡＴＣＣＴＴＴＡＣＧＣＣＣＣＧＣＣＣＴＧＣＣＡＣＴＣ ６６０

ｃａｇＡＣｍＲ ＣＴＴＴＧＡＴＡＣＣＡＡＡＴＴＡＧＧＴＴＡＧＴＡＡＧＧＡＧＡＡＡＣＡＡＴＧＧＡＧＡＡＡＡＡＡＡ
ＴＣＡＣＴＧＧＡＴＡＴＡＣＣＡＣＣＧＴＴＧＡＴＡＴＡＴＣＣＣ

外侧鉴定引物 ｃａｇＡｏｕｔＦ ＣＴＧＡＡＧＴＧＧＴＴＡＴＴＴＴＡＧＧＴＴＧＣＡＣＧＣ ５０１４
ｃａｇＡｏｕｔＲ ＴＡＧＴＣＴＣＡＧＴＡＡＣＧＣＣＴＧＴＴＧＣＡＧ

氯霉素抗性基因内部测序

引物

ＣｍＳｅｑＦ ＧＡＣＧＧＴＧＡＧＣＴＧＧＴＧＡＴＡＴＧＧＧＡＴＡＧＴＧ ２１５０
ＣｍＳｅｑＲ ＣＡＣＴＡＴＣＣＣＡＴＡＴＣＡＣＣＡＧＣＴＣＡＣＣＧＴＣ

１２２　Ｃｍ的表达框序列扩增　从 ｐＡＣＹＣ１８４质
粒上扩增Ｃｍ的表达框序列，Ｃｍ抗性基因的扩增
反应体系为５０μＬ：ｐＡＣＹＣ１８４质粒 ＤＮＡ０５μＬ，
１０×ｐｆｕｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄＮＴＰ（２５×１０－２ ｍｏｌ／Ｌ）
０５μＬ，ｃａｇＡＣｍＦ和 ｃａｇＡＣｍＲ（５×１０－６ｍｏｌ／
Ｌ）各０５μＬ，ｐｆｕＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（５×１０－６Ｕ／Ｌ）
０５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足；ＰＣＲ循环程序同方法１２１。
１２３　融合 ＰＣＲ构建打靶片段　 ｃａｇＡ基因上、
下游同源重组臂经设计与 Ｃｍ抗性基因序列有部
分重叠，可通过ＰＣＲ直接融合，获得全长的打靶片
段。反应总体系１００μＬ：上、下游同源重组臂 ＰＣＲ
产物、Ｃｍ抗性基因 ＰＣＲ产物、５％ＤＭＳＯ各５μＬ，
１０×ｐｆｕｂｕｆｆｅｒ１０μＬ、ｄＮＴＰ（２５×１０－２ｍｏｌ／Ｌ）、ｃａ
ｇＡ５Ｆ、ｃａｇＡ３Ｒ（５×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）及ｐｆｕＤＮＡｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅ（５×１０－６Ｕ／Ｌ）各１μＬ，ｄＨ２Ｏ补足；ＰＣＲ循
环程序同方法１２１，循环数为２５次。
１２４　打靶载体（ｐＵＣｍＴΔｃａｇＡ：：Ｃｍ）的构建　
在打靶片段ＰＣＲ产物中直接加入ＴａｑＤＮＡ聚合酶
（５×１０－６Ｕ／Ｌ），于７２℃反应３０ｍｉｎ电泳并切胶
纯化后与然后与５０ｍｇ／ＬｐＵＣｍＴ载体进行连接反
应，反应体系１０μＬ：ｐＵＣｍＴ（５×１０７ｎｇ／Ｌ）２μＬ，
打靶片段（５×１０７ｎｇ／Ｌ）６μＬ，１０×Ｔ４ｂｕｆｆｅｒ１μＬ，
Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ（５×１０－６Ｕ／Ｌ）１μＬ；１６℃反应
过夜。

１２５　打靶载体的电转化　取 ４ｍＬ液体培养
（布氏肉汤加１０％胎牛血清）的Ｈｐ分装于２ｍＬ无
菌Ｅｐ管中，４℃、６０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ收集菌
体；等体积无菌去离子水轻柔吹打洗涤，４℃、
６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收集菌体，相同方法重复洗
涤１次；用１００μＬ无菌１０％甘油轻柔悬浮菌体，

取４０μＬ分装在预冷的０５ｍＬ无菌 Ｅｐ管中即可
用作电转化细胞。取５００ｎｇ预冷的打靶质粒加入
４０μＬ新鲜制备的电转化细胞，４℃放置２ｍｉｎ，转
移入２ｍｍＥｐｐｅｎｄｏｒｆ电击转化杯，迅速放入电转化
仪，２５００Ｖ电压下电击转化；加入Ｈｐ培养液１ｍＬ
悬浮菌体，转入５０ｍＬ无菌尖底离心管，加入液体
培养基５ｍＬ，２５Ｌ厌氧罐内３７℃、１００ｒ／ｍｉｎ震
荡培养过夜。

１２６　ｃａｇＡ基因敲除菌株 Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ的筛
选　吸取５００μＬ打靶载体电转化后的细菌培养液
转接５ｍＬ液体培养液（含 Ｃｍ２×１０－２μｇ／Ｌ），于
上述同样培养条件继续培养３～４ｄ，直至培养液浑
浊；取微量浑浊培养液划线接种固体培养基（Ｋａｒ
ｍａｌｉ培养基，加１０％脱纤维绵羊血和２×１０－２μｇ／
ＬＣｍ），于微需氧厌氧罐内培养至单克隆形成。
１２７　 ｃａｇＡ基因敲除菌株Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ的ＰＣＲ
鉴定　随机挑选若干阳性克隆，分别接种３ｍＬ布氏
肉汤（含 １０％胎牛血清），厌氧罐条件下 ３７℃、
１００ｒ／ｍｉｎ培养至菌体明显浑浊，取少量菌液进行
ＰＣＲ扩增；用 ｃａｇＡ外侧引物扩增时，如 ｃａｇＡ基因
未被替换，ＰＣＲ产物长度为５０１４ｂｐ；而打靶载体
替换成功时，产物长度则缩短为２１５０ｂｐ；反应体
系５０μＬ：基因组 ＤＮＡ０５μＬ，１０×ＴａｑＰｌｕｓｂｕｆｆｅｒ
５μＬ，ｄＮＴＰ（２５×１０－２ｍｏｌ／Ｌ）０５μＬ，ｃａｇＡｏｕｔＦ
及ｃａｇＡｏｕｔＲ（５×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）各０５μＬ，５％ ＤＭ
ＳＯ２５μＬ，ＴａｑＰｌｕｓＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（５×１０－６Ｕ／
Ｌ）０５μＬ及 ｄｄＨ２Ｏ补足；ＰＣＲ循环程序同方法
１２１，循环数为 ３５次，１％琼脂糖凝胶电泳检测
结果。

１２８　原代胃癌细胞培养及 Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ、Ｈｐ／
７２１
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ｃａｇＡ感染原代胃癌细胞　按１０×１０６／孔细胞数
量接种于含ＤＭＥＭ完全培养基（１０％ ＦＢＳ）６孔板
中，３７℃的 ５％ＣＯ２孵育箱常规培养，感染前将６
孔板中换成无双抗含 Ｇｉｂｃｏ血清培养基；Ｈｐ／
ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ和 Ｈｐ／ｃａｇＡ培养 ３ｄ，感染复数（ｍｕｔｉ
ｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）３０∶１的比例分别感染原
代胃癌细胞，２４ｈ后倒置荧光显微镜下观察细胞
形态，并分别收集各组细胞，血球计数板计数。

１２９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测原代胃癌细胞内 ｃａｇＡ存
在　按全蛋白提取试剂盒进行细胞全蛋白提取，按
ＢＣＡ蛋白含量检测试剂盒进行蛋白定量，１０％
ＰＡＧＥ分离蛋白，上样蛋白体积２０μＬ，电泳，湿转
ＰＶＤＦ膜，５％ 脱脂牛奶封闭，４℃孵育 ｃａｇＡ一抗
（１∶１０００／４０００）过夜，二抗（１∶１００００）室温孵育
２ｈ，ＴＢＳＴ清洗３次，按化学发光底物试剂盒进行
反应，利用荧光凝胶成像系统曝光、显影及分析。

１３　统计学分析
使用ＳＰＳＳ１７０软件进行统计学分析，Ｇｒａｐｈ

ｐａｄＰｒｉｓｍ７０软件绘图，组间比较使用独立样本 ｔ
检验，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　融合ＰＣＲ构建打靶片段鉴定
ｃａｇＡ基因上、下游同源重组臂经设计与Ｃｍ抗

性基因序列有部分重叠，可通过ＰＣＲ直接融合，获
得全长的打靶片段，长度为１７９４ｂｐ，见图１。

注：１为打靶片段，Ｍ为标准分子量参照（ＤＮＡＭａｋｅｒ）。

图１　打靶片段融合ＰＣＲ结果
Ｆｉｇ．１　ＴａｒｇｅｔｆｒａｇｍｅｎｔｆｕｓｉｏｎＰＣＲｍａｐ

２２　Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ突变株ＰＣＲ鉴定
ＰＣＲ扩增鉴定结果显示，Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ阳性

克隆扩增产物为２１５０ｂｐ，野生型Ｈｐ／ｃａｇＡ菌株扩

增产物为５０１４ｂｐ，表明成功获得 Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ
敲出突变菌株，见图２。

注：１为野生Ｈｐ／ｃａｇＡ菌株，２为 Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ
突变株，Ｍ为ＤＮＡ分子量标准。

图２　Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ突变株ＰＣＲ鉴定结果
Ｆｉｇ．２　Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：ＣｍｍｕｔａｎｔＰＣＲ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｍａｐ
２３　Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ和Ｈｐ／ｃａｇＡ感染的原代胃癌
细胞形态

Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ和 Ｈｐ／ｃａｇＡ分别感染 ３株胃
癌原代细胞，２４ｈ后荧光倒置显微镜下观察细胞
形态改变，可见感染野生型Ｈｐ／ｃａｇＡ的原代胃癌细
胞发生明显的细胞形态改变，由钝圆变为长梭形、

纺锤形、不规则形，细胞死亡数量多，感染 Ｈｐ／
ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ突变株的细胞形态改变较小，死亡细
胞数量少，且差异有统计学意义（Ｐ＜００５或 Ｐ＜
００１），见图３。
２４　原代胃癌细胞内ｃａｇＡ蛋白表达

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｃａｇＡ蛋白（分子量１３５ｋＤａ）
表达情况，结果表明野生型Ｈｐ／ｃａｇＡ菌株及其感染
３株原代细胞内ｃａｇＡ蛋白表达水平较Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：
Ｃｍ突变型菌株及其感染３株原代细胞明显降低，
差异有统计学意义（Ｐ＜００１），见图４。

３　讨论

全球约５０％人口存在Ｈｐ感染，多数感染患者
为无症状胃炎，少数发展为萎缩性胃炎甚至胃

癌［１２］。ｃａｇＡ是ＨＰ感染引起炎症反应的重要效应
蛋白，被Ｈｐ注入胃上皮细胞的 ｃａｇＡ发生磷酸化，
磷酸化的 ｃａｇＡ和 Ｓｃｒ同源区２结合激活 Ｓｃｒ同源
区的磷酸化酶活性，从而引起瀑布式的级联反应；

通过干扰细胞信息传导通路引起组织严重的炎症

损伤，参与胃癌的形成过程［１３］。ｃａｇＡ可引起胃癌
细胞的增殖和凋亡紊乱［１４］。临床检出的 Ｈｐ包括
ｃａｇＡ阳性和 ｃａｇＡ阴性２种类型；ｃａｇＡ阳性 Ｈｐ感
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注：Ａ为Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ和Ｈｐ／ｃａｇＡ感染３株胃癌原代细胞，Ｂ为细胞数量的直条图；（１）与ＷＺＫＨｐ／ｃａｇＡ，

ＹＨＤＨｐ／ｃａｇＡ组比较，Ｐ＜００１；（２）与ＨＺＭＨｐ／ｃａｇＡ组比较，Ｐ＜００５。

图３　Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ和Ｈｐ／ｃａｇＡ感染细胞形态改变 （１００×）
Ｆｉｇ．３　Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：ＣｍａｎｄＨｐ／ｃａｇＡｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｃｈａｎｇｅｓ（１００×）

染患者发生胃癌的风险高于 ｃａｇＡ阴性者［１５］。现

有研究认为ｃａｇＡ与Ｈｐ引起疾病的严重程度相关；
Ｈｐ／ｃａｇＡ＋菌株可引起更严重的炎症反应，更容易
引起胃萎缩和胃腺癌的发生，是 Ｈｐ／ｃａｇＡ菌株的
２０～２８４倍［１６－１７］；因此 ｃａｇＡ在胃癌的发生发展
过程中发挥重要作用。为了更好地研究 Ｈｐ中 ｃａ
ｇＡ蛋白的致病功能，通过基因打靶的同源重组原
理构建了 ＨｐΔｃａｇＡ基因缺失突变株，为系统研究
ｃａｇＡ基因功能创造了条件，也为进一步阐明 Ｈｐ致
病机制奠定基础。

基因打靶是分析基因功能的重要技术，用于定

位功能基因，研究模式生物和一些重要微生物的全

基因组功能，被广泛应用于生命科学与医学的研究

领域［１８］。基因打靶技术以同源重组为理论基础，

同源重组机制在原核和真核生物中普遍存在，是保

证物种遗传信息稳定性和多样性的一种重要机

制［１９］。有研究发现，新的遗传物质可以通过同源

重组引人生物细胞的基因组，井对基因进行特异性

修饰和改造［２０－２２］；也有研究报道，构建出了 ｃａｇＡ
全基因缺失的 Ｈｐｙｌｏｒｉ突变株［２３－２４］，本研究利用

高保真ＰＣＲ酶从 Ｈｐ基因组上扩增 ｃａｇＡ基因的
上、下游同源重组手臂；从 ｐＡＣＹＣ１８４质粒上扩增
Ｃｍ表达框序列。通过融合ＰＣＲ技术获得 ｃａｇＡ基
因敲除用的打靶片段（上游同源手臂 －氯霉素抗
性基因 －下游同源手臂），将其克隆入通用载体
ｐＵＣｍＴ，获得打靶载体 ｐＵＣｍＴΔｃａｇＡ：：Ｃｍ。然后
通过电转化，将ｐＵＣｍＴΔｃａｇＡ：：Ｃｍ质粒直接转入
Ｈｐ，在抗生素压力的帮助下，打靶片段和菌体基因
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注：Ａ为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｃａｇＡ蛋白条带，Ｂ为ｃａｇＡ蛋白表达量的条图；（１）与ＨＺＭＨｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ组比较，Ｐ＜００１；（２）与

ＷＺＫＨｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ组比较，Ｐ＜００１；（３）与ＹＨＤＨｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ组比较，Ｐ＜００１；（４）与Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ组比较，Ｐ＜００１。

图４　细菌及其感染细胞内ｃａｇＡ表达情况
Ｆｉｇ．４　ＣａｇＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ

组发生同源重组，通过氯霉素抗性筛选得到带有抗

性标记的重组菌，随后因突变载体不能在 Ｈｐ１００４
菌体内生长复制而丢失。

检测突变株Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ是否还存ｃａｇＡ基
因或蛋白，是最后认证 ｃａｇＡ基因缺失突变株构建
成功与否的关键。本研究对 Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ突变
型菌株和野生型 Ｈｐ／ｃａｇＡ菌株的基因组进行了
ＰＣＲ鉴定，用ｃａｇＡ外侧引物扩增时，野生株可以扩
出完整的 ｃａｇＡ基因和非编码序列的长约 ５０１４
ｂｐ，而ｃａｇＡ缺失突变株 ｃａｇＡ基因被打靶载体替
换，产物长度则缩短为 ２１５０ｂｐ。另外本研究用
Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ突变型菌株和野生型 Ｈｐ／ｃａｇＡ菌
株感染原代胃癌细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验均能从野
生型Ｈｐ／ｃａｇＡ菌株及其感染细胞检出 ｃａｇＡ蛋白，
而Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ突变型菌株及其感染细胞内均
不能检出 ｃａｇＡ蛋白，从而在蛋白水平上证实了上
述实验结果，表明本次 ｃａｇＡ缺失突变株 Ｈｐ／
ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ构建成功。同时本研究还发现感染野
生型 Ｈｐ／ｃａｇＡ的原代胃癌细胞发生明显的细胞形
态改变，由钝圆变为长梭形、纺锤形及不规则形，细

胞死亡数量多，而感染Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ突变株的细
胞形态改变较小、死亡细胞数量少；这进一步证实

ｃａｇＡ被Ｈｐ注入细胞后对细胞有一定的毒性作用。
综上所述，本实验成功构建了 Ｈｐ／ΔｃａｇＡ：：Ｃｍ

突变株，并在感染细胞中成功验证，且证实ｃａｇＡ蛋
白对细胞有一定的毒性作用，为进一步研究 Ｈｐ中

ｃａｇＡ基因的功能，阐明其在Ｈｐ致病中的地位及作
用奠定了实验基础。
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