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幽门螺杆菌 .’/0 基因转染胃上皮细胞及其对细胞的作用

张 静 佘菲菲" 陈月秀 陈 豪
（福建医科大学病原生物学系 福州 2"%%%!）

摘 要：研究幽门螺杆菌（!"#$%&’(%)"* +,#&*$，!+）-*". 基因重组子转染胃上皮细胞后对胃上皮细胞的作用。用 H;I
方法从 !+ 标准株 1;3;##52B 中获取 -*". 全长基因，将其开放读码框架定向克隆入真核表达载体 JGK1L2?#；获得

的重组子转染 MN;6B7%# 细胞，筛选耐潮霉素的细胞克隆，用 I36H;I 方法检测细胞内 -*". 基因在转录水平的表达；

分别用荧光染色技术、O33、流式细胞术检测 P-+Q 对细胞表型、增殖、凋亡及细胞周期的影响。P-+Q 阳性表达的细

胞（M.-+Q）胞膜出芽、细胞皱缩；用 O33 法检测细胞增殖，结果表明，M.-+Q 细胞与 MJGK1L2?# 细胞比较（JGK1L2?# 转

染的细胞），生长增殖无显著性差异（H R %?%"），流式细胞术检测细胞凋亡结果显示，M.-+Q 的凋亡率显著高于

MJGK1L2?#（H 值为 %?%%B）；细胞周期分析显示，M.-+Q 细胞有 M 期比率增高、N$ 6O、N% 6N# 期比率下降的趋势。 -*".
在培养细胞内的表达可促进细胞凋亡。
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尿素酶是 !+ 的重要定居因子和毒力组分，尿

素酶分解尿素产生的氨有助于 !+ 在胃内的定殖，

并对胃黏膜产生损伤作用。已知尿素酶是由 P-+L、

P-+Q 两个结构亚单位［#］和 P-+T、8、*、N、U " 个辅助

蛋白构成。其中 P-+Q 是尿素酶重要的功能亚单位，

研究表明［$］，P-+Q 作为疫苗具有良好的抗 !+ 感染

的免疫保护作用，因而被认为是目前最有发展前景

的组分疫苗。然而尿素酶亚单位 P-+Q 对细胞是否

具有直接的作用呢？目前国内外极少见此方面的报

道。本实验拟通过培养细胞内稳定转染 -*". 重组

质粒的方法，研究 !+ P-+Q 对胃上皮细胞增殖与凋

亡的影响，旨在为寻找 !+ 的致癌组分奠定基础，同

时也为 !+ P-+Q 疫苗的研制提供安全性指标。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌 株、细 胞 株 和 质 粒：!+ 国 际 标 准 株

1;3;##52B 购于中国疾病预防控制中心传染病预防

控制 所；大 肠 杆 菌（ /0%1"*$%1$( %&#$ ） 2&+#% 购 于

T@V:A-’W+@ 公司；胃腺癌细胞系 MN;6B7%#（中国科学

院上海细胞库）；质粒载体 JGK1L2?# 为 T@V:A-’W+@ 公

司产品。

!"!"# 主要试剂：31&!、!$4X"购于 Q:’(/, 公司，

高保真 2(5 酶购于 I’GF+ 公司，Y:J’=+GA/9:@+$%%%、

3:A/@ Z@+ 3.,+ I36H;I [:A 、K1L 和 I1L 3ITD’( 试剂

为 T@V:A-’W+@ 公司产品。

!"# .’/0 基因扩增、重组质粒构建和鉴定

根 据 1;3;##52B -*". 全 长 基 因 序 列，以

&+GA’-13T5?% 软件在开放读码框架两端设计一对引

物，"\端分别加上 31&!和 !$4X"限制性内切酶酶

切 位 点，-*".*： "\6;;N;3;NLNL3NLLLLLNL33L
N;LNLLLL6 2\，-*".I： "6\ ;;;LLN;33;3LNLLL
L3N;3LLLNLN33N 62\，扩增片段为 #B%%,J。

用 K1L 3ITD’( 试剂提取 !+ 1;3;##52B K1L，以

此为模板，用高保真 2(5 酶进行 H;I 扩增，反应体

系：#% ] ,.==+- "#Y，X13H（各 #%99’(^Y）##Y，模 板

##Y，引物（!J9’(#̂Y）各 2#Y，酶 ##Y（2?"P），加双蒸

水至 "%#Y。反 应 条 件：7!_ 29:@；7!_ 2%<，""_
2%<，B$_ $9:@，共 2% 个循环；B$_ B9:@。产物经

#?%‘琼脂糖凝胶电泳分析并纯化，纯化的产物与载

体 JGK1L2?# 经 31&!、!$4X"双酶切后连接，转化

2&+#%感受态细胞，在含氨苄青霉素（#%%#W^9Y）的

YQ 培养皿上培养，挑取单菌落，小量提取质粒，重组

质粒用 31&!和 !$4X"双酶切鉴定，将经初步鉴定

含阳性重组质粒的细菌克隆送上海博亚生物技术有

限公司进行序列测定。测序结果与原始序列比较，



将测序结果完全一致的重组子命名为 !"#$%&。

!"# 重组质粒 $%&’() 转染 *+,-./0! 细胞

用 ’()*%+,-./011 !2)34(5 4(5(（’()*%+ 公司）试剂

盒大量抽提重组质粒 !"#$%& 和 !"6789:0（对照）；转

染前 0 天，以 0 ; 01< =孔密度接种细胞于 > 孔板中。

转染混合液的配制及转染：!"#$%& 或 !"6789:0?#*
@ 脂质体 A!B=?11!B 无血清的培养液=孔，混匀，室

温放置 ?14(+ 后，加入上述 > 孔板中，?AC 后更换含

有 ?11!*=4B 潮霉素 & 的培养液，根据细胞生长的状

态，每 ? D 95 换液，直至细胞克隆形成，挑取单克隆。

将质粒 !"6789:0、!"#$%& 转染 EFG,HI10 细胞后形

成的克隆株分别命名为 E!"6789:0、E#$%&。

!"1 阳性克隆细胞株基因表达鉴定

用 J78 -J.KL2 试剂分别提取阳性克隆株的总

J78，以此为模板，-(M)+ N+% -#O% J-,/GJ P(M 进行

J-,/GJ。反应体系：? ; O#QQ%$ 4(R 0?:<!B，模板 0!B，

引物（A!4L2=!B）各 ?:<!B，酶 1:<!B（?:1S），双蒸水

>!B。反 应 条 件：<1T 914(+，IAT 94(+；IAT 913，
<<T 913，H?T ?4(+，共 91 个循环；H?T H4(+。

!"2 细胞形态学观察

E!"6789:0、E#$%& 细胞经胰酶消化制成单细胞

悬液，接种于含有无菌盖玻片的 0? 孔板内，培养 ?AC
后，加 <!B 8N=U&（011!*=4B 8N，011!*=4B U&）染色

液染色，封片后立即于荧光显微镜下观察并拍照。

!"3 455 法检测细胞增殖

E!"6789:0、E#$%& 细胞分别用胰酶消化制成单

细胞悬液，按 0 ; 019 =孔的密度接种于 I> 孔板，复 9
孔，每间隔 ?AC 取一块板，各孔中加 V--（<4*=4B）

01!B，孵育 AC，加 V-- 裂解液（01WE6E，<W异丙醇，

1:10?44L2=B XG2）011!B=孔，9HT 孵 育 过 夜。测 取

!"<<1 的光密度值，连续检测 H5，取平均值。根据

!" 值绘制生长曲线。用重复测量方差分析比较

E#$%& 与 E!"6789:0 细胞的生长情况。

!". 流式细胞术检测细胞凋亡和细胞周期

E!"6789:0、E#$%& 细 胞 经 过 同 步 化 后，用 含

01W血清的 0>A1 培养 95，收集悬浮细胞及贴壁细

胞，/&E 洗两遍，新鲜细胞经 H11$=4(+ 离心 <4(+，沉

淀重悬于 04B /&E，A11 目筛网过滤，取 <11!B 细胞

悬液加 <11!B 678,/JU/ 3M)(+ 和 011!B 678,/JU/
B/J，避光染色 ?14(+。用 &)"Y4)+ GL#2M ZB 流式细

胞仪，A[[+4 激发，>1<+4 检测，每次检测 01A 细胞。

用 V#2M\G\"2% 软件进行 678 含量和细胞凋亡率分

析。用 6#+%MM-9 法比较 E#$%& 与 E!"6789:0 细胞凋

亡率。软件分析 F1,F0 期、E 期、F?,V 期细胞比率。

!"6 统计学分析

实验结果均重复 9 次以上，用 E/EE 软件包进行

重复测量方差分析，6#+%MM-9 检验，/ ] 1:1< 为有统

计学意义。

7 结果

7"! 目的基因的扩增、重组和鉴定

以 #$ 7G-G00>9H 678 为模板，/GJ 扩增出片

段大小为 0:HYO 的 %&’(，/GJ 获取目的片段及重组

质粒双酶切结果经 0W琼脂糖凝胶电泳鉴定。将经

初步鉴定含阳性重组质粒的细菌克隆送上海博亚生

物技术有限公司进行序列测定，测序结果与原始序

列比较，完全一致。

7"7 !"#$ 基因在 *+,-./0! 细胞内的表达

将 J-,/GJ 产物各取 <!B 经 0W的琼脂糖凝胶

电泳，结果表明 %&’( 基因在 EFG,HI10 细胞内获得

表达，而 E!"6789:0 细胞内没有扩增出 %&’( 片段

（图略）。

7"# 细胞形态学特征

荧光显微镜下可见 E!"6789:0 细胞呈多边形

铺展状态，细胞膜完整，核膜界限清楚，核呈黄绿色

近圆形，内有 9 D < 个圆形的黄色核仁。E#$%& 细胞

部分胞膜突起、出芽，细胞皱缩，坏死细胞较多（图版

",8）。

7"1 455 法检测细胞增殖

V-- 法检测 E!"6789:0、E#$%& 细胞的增殖，以

均值描绘细胞生长曲线（图版",&）。细胞培养的头

两天内，由于开始接种的细胞数量较少，细胞增殖较

为缓慢，但当培养进入第 9 天时，细胞进入对数生长

期，细胞增殖加快。按重复测量试验的统计学方法

进行分析：两株细胞随着培养时间的延长其 !"<<1均

增加，E#$%& 与 E!"6789:0 细胞比较，生长增殖无显

著性差异（/ ^ 1:1<）。

7"2 细胞凋亡检测

流 式 细 胞 仪 分 析 细 胞 678 的 含 量，发 现

E!"6789:0 未出现明显的亚二倍体峰；而 E#$%& 细

胞出现明显的亚二倍体峰，并且较 E!"6789:0 细胞

有更高的 A 倍体峰。

V#2M\G\"2% 软件分析细胞凋亡率，凋亡率以!R _ 3
表示（+ ‘ 9），E!"6789:0、E#$%& 细胞的凋亡率分别

为 0:AA _ 1:1[、9:H[ _ 1:?9，用 6#+%MM-9 法 比 较

E!"6789:0、E#$%& 细胞的凋亡率，E#$%& 的凋亡率明

显较 E!"6789:0 高（/ ‘ 1:11H）。
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!"# 细胞周期分析

用 !"#$%&%’#( 软件对 )*’+,-./0、)"1(2 进行细

胞周期分析，34530、)、365! 期平均值（图版!5&），

细胞周期分布趋势：)"1(2 ) 期比例较 )*’+,-./0
高，但 365!、34530 期比例又较 )*’+,-./0 低，)"1(2
细胞 +,- 复制旺盛，但分裂受阻。

$ 讨论

尿素酶分解尿素产生的氨有助于 7* 在胃内的

定殖，89: 等［.］研究发现 7* 尿素酶还可以和胃上皮

细胞表面 !7&5"分子结合并诱导胃上皮细胞凋

亡，;<$9=9［>］曾用重组的 ?1(2 亚单位作用于 !;,>@
细胞，发现 ?1(2 诱导了较低水平的细胞凋亡，提出

?1(2 可能是尿素酶诱导凋亡的调节点之一。有研

究表明 7* 进入机体后除主要定植于胃黏膜上皮细

胞之外，少数可侵入细胞而致病［@，A］，那么 ?1(2 在细

胞内是否具有影响细胞增殖与凋亡的作用呢？弄清

这一点，对于了解 ?1(2 在细胞内的致病作用，以及

评价 !"#$ +,- 疫苗的安全性十分重要。

本研究首次将 !"#$ 基因稳定转染 )3&5BC40 细

胞并在胞内持续表达，通过 !DD 法检测，显示 ?1(2
对细胞的生长增殖无影响；用流式细胞技术检测，显

示 ?1(2 具有促进细胞凋亡的作用；细胞同步化后周

期分析显示，?1(2 也具有使细胞 ) 期比率增高、365
! 期比率下降的趋势，即细胞的分裂受阻。该研究

证实 ?1(2 在细胞内的表达以及作为尿素酶的亚单

位之一 有 单 独 诱 导 细 胞 凋 亡 的 作 用。但 完 整 的

!"#$ 基因可能不宜用于 +,- 疫苗的制备。
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..0 期 张 静等：幽门螺杆菌 !"#$ 基因转染胃上皮细胞及其对细胞的作用




