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摘  要：【背景】幽门螺杆菌(Helicobacter pylori，H. pylori)是胃癌的主要致病因素，其分泌

的细胞毒素相关基因 A 蛋白(Cytotoxin associated gene A，CagA)是目前已知唯一能被 H. pylori

注入胃上皮细胞并模拟细胞内蛋白发挥作用的癌蛋白，参与胃癌的发生发展。【目的】比较

H. pylori 东亚株和西方株 CagA 结构差异，初步探讨 H. pylori-CagA 对胃癌细胞增殖与凋亡的

影响。【方法】对 H. pylori 东亚株和西方株 CagA 的核酸及氨基酸序列进行生物信息学分析，

构建含东亚株和西方株 cagA 基因的真核表达载体，转染胃癌细胞 AGS，用 Western blot 法检测

CagA 蛋白的表达，用 CCK8 法测定细胞的生长曲线，流式细胞术检测细胞凋亡。【结果】生物

信息学分析发现 H. pylori 东亚、西方菌株 CagA 的核酸序列和氨基酸序列均存在特征性差异。

构建了含东亚、西方菌株 cagA 基因的表达载体[命名为 GZ7/cagA (东亚株)和 26695/cagA (西方

株)]。与空载体组比较，GZ7/cagA 和 26695/cagA 转染组均表达 CagA 蛋白，两组比较表达量无

显著性差异，GZ7/cagA 转染组细胞生长显著增加，而 26695/cagA 转染组细胞生长显著降低

(P<0.05)。GZ7/cagA 转染组、26695/cagA 转染组细胞的凋亡率分别为 7.23±0.96 及 9.17±1.40，

均高于空载体组(5.03±0.63)，差异有统计学意义(P<0.05)。【结论】东亚株与西方株 CagA 之

间有结构和功能的差异，东亚株 CagA 能促进细胞增殖，而西方株 CagA 却抑制细胞增殖，但

两者均能促进细胞凋亡。 
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Abstract: [Background] Helicobacter pylori (H. pylori) has been described as a main pathogenic 
factor for gastric cancer. Protein product of the cytotoxin associated gene A (CagA) has been known as 
the only oncoprotein that is secreted and injected into gastric epithelial cells by the bacteria, thus 
mediating the development of gastric cancer. [Objective] To compare the sequence difference of CagA 
between the East Asian strain and Western strain of H. pylori, and explore the effects of H. pylori-CagA 
on the proliferation and apoptosis of gastric cancer cells. [Methods] DNA and amino acid sequences of 
CagA in East Asian strain and Western strain were analyzed. A eukaryotic expression vector containing 
the cagA gene from each strain was constructed and transferred into AGS gastric cancer cells. The 
CagA protein was assessed using Western blot. Cell growth curve and apoptosis were determined using 
CCK8 and flow cytometry, respectively. [Results] Comparison of the DNA and amino acid sequences 
in the CagA between the two strains revealed some characteristic differences. The expression vectors of 
H. pylori-cagA gene were constructed successfully and named as GZ7/cagA (East Asian strain) and 
26695/cagA (Western strain). Compared with cells transfected with the empty vector, the cells 
transfected with the East Asian strain and the Western strain derived cagA expressed CagA proteins, but 
there is no difference in protein levels between the two groups. The cells transfected with the East 
Asian strain and the Western strain derived cagA grew significantly fast or slower, respectively 
(P<0.05). The apoptotic rates of cells expressing the East Asian strain derived CagA and the Western 
strain derived CagA were 7.23±0.96 and 9.17±1.40, respectively, both being higher than that of the 
cells expressing the empty vector (5.03±0.63) (P<0.05). [Conclusion] There are structural and 
functional differences in the CagA between the East Asian and Western strains of H. pylori. While the 
one in the East Asian strain promotes the proliferation, Western CagA inhibits the proliferation of 
gastric cancer cells. However, the CagA in the both strains promotes apoptosis of the cells. 

Keywords: Helicobacter pylori, CagA, Gastric cancer, Proliferation, Apoptosis 

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori，H. pylori)是

一种螺旋状革兰氏阴性微需氧菌，全球约 50%以

上人口感染幽门螺杆菌，大多数幽门螺杆菌感染

者呈无症状胃炎，有 10%−15%的人群发展为萎缩

性胃炎、消化性溃疡、胃癌及粘膜相关淋巴组织

淋巴瘤[1]。细胞毒素相关基因 A 蛋白(Cytotoxin 

associated gene A protein，CagA)是由 H. pylori产

生并注入胃上皮细胞的高毒力蛋白，其基因位于

H. pylori基因组 cag致病岛(cagPAI)的 3′末端。当

H. pylori感染人胃组织并吸附在胃上皮细胞后，

通过细菌Ⅵ型分泌系统将 CagA注入胃上皮细胞，

调控细胞内信号转导并参与胃相关疾病的发生发

展[2]。由于 CagA蛋白 C端为高度变异区，根据谷

氨酸—脯氨酸—异亮氨酸—酪氨酸—丙氨酸连续

排列形成的 EPIYA基序，将 H. pylori分为东亚菌

株和西方菌株。典型的西方菌株CagA含EPIYA-A、

B、C位点，东亚菌株 CagA含 EPIYA-A、B、D位

点。有研究发现 H. pylori 东亚菌株的感染力和致
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病性均高于 H. pylori 西方菌株，但是机制尚不清

楚[3]。课题组前期从临床胃组织中分离获得 30 株

H. pylori临床菌株，完成 cagA基因全长测序并将

序列上传至 GenBank。本研究将比对东亚、西方株

H. pylori-cagA的基因序列和 CagA的氨基酸组成，

初步研究东亚菌株和西方菌株 CagA 对胃癌细胞

增殖和凋亡的影响，探讨 H. pylori 东亚、西方菌

株 CagA的序列和功能差异。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  细胞株和载体 

H. pylori GZ7 临床株由课题组分离自临床胃

癌组织，经测序证实为典型东亚菌株；H. pylori 

26695 西方菌株购于美国 ATCC 菌株库。30 株

pMD18-T/cagA 原核克隆载体为课题组保存；人胃

癌细胞株 AGS 购于美国 ATCC 细胞库(编号为

CRL-1739)；pcDNA3.1/Myc-His(−)、pcDNA3.1/GFP

真核表达载体购于美国 Invitrogen公司。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

质粒DNA提取试剂盒购于MO Bio Laboratories

公司；LipofectamineTM 2000购于 Invitrogen公司；

CagA抗体、羊抗鼠二抗购于 Santa Cruz公司；ECL

发光液购于Merck Millipore公司；CCK8试剂购于

同仁化学研究所；胎牛血清、RPMI-1640培养液和

Opti-MEM 培养液购于 Gibco 公司。细胞凋亡检测

试剂盒和流式细胞仪购于 BD Medical Technology

公司；凝胶成像仪购于 Bio-Rad公司；全自动化学

发光成像分析仪购于上海天能科技有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  H. pylori-cagA 基因系统发育树构建及 CagA

蛋白序列分析 

课题组上传至 GenBank 的 H. pylori-cagA 序

列登录号为 KR154731−KR154758、GQ161098、

GQ161099，利用 MEGA 7.0 软件对上述 H. 

pylori-cagA序列进行系统发育树聚类分析，并对东

亚、西方菌株 CagA 蛋白 C 端氨基酸序列进行比

较，寻找东亚、西方菌株 cagA的结构差异。 

1.2.2  构建 pcDNA3.1/cagA 真核表达载体 

提取 pMD18-T/cagA-GZ7 及 pMD18-T/cagA- 

26695质粒 DNA为模板，设计带酶切位点 Xho I和

Kpn I的引物 F (5′-CCGCTCGAGCGGACAATGGC 

TAACGAAAC-3′)和 R (5′-CGGGGTACCCCGAGA 

TTTTTGGAAACCAC-3′)，高保真 DNA 聚合酶

PrimeSTARTM进行 PCR扩增 cagA基因，PCR产物

进行切胶回收纯化，将cagA用T4 DNA连接酶连接

入 pcDNA3.1/Myc-His(−)真核表达载体，转化感受

态 E. coli DH5α，挑取阳性克隆提取质粒 DNA，用

限制性内切酶Xho I和Kpn I对阳性克隆的质粒DNA

进行双酶切鉴定并送生工生物工程(上海)股份有

限公司测序，测序正确的质粒分别命名为东亚菌株

GZ7/cagA及西方菌株 26695/cagA。 

1.2.3  pcDNA3.1/cagA 转染胃癌细胞 AGS 

以细胞数为 106个/mL 的 AGS 细胞接种六孔

板，加无抗生素 RPMI-1640培养液(含 10% FBS)至

2 mL/孔，置于 37 °C 5% CO2培养箱中培养，待细

胞融合至 80%，以质粒和 LipofectamineTM 2000的

质量比为 3:5 的比例分别将空载体、GZ7/cagA、

26695/cagA转染胃癌细胞，以Opti-MEM代替载体

作为空白对照，以 pcDNA3.1/GFP 转染 AGS 细胞

评估转染效率。转染 6 h后用含 10% FBS、无抗生

素的 RPMI-1640 换液，培养至 24 h 观察转染效

率，收集细胞备用。 

1.2.4  Western blot 法检测 CagA 蛋白的表达 

提取上述空载体对照组、GZ7/cagA 和 26695/ 

cagA转染组细胞总蛋白，BCA法对总蛋白定量后

进行 SDS-PAGE 电泳，电泳结束后将蛋白转至

PVDF 膜，5%脱脂奶封闭，用 CagA 鼠单克隆抗

体为一抗、羊抗鼠抗体为二抗进行Western blot，

并分析比较 GZ7/cagA、26695/cagA 转染组 CagA

蛋白的表达水平。 

1.2.5  CCK8 法测定转染后细胞的生长活力 

AGS 细胞转染后 24 h 制备单细胞悬液，以    

5 000个/100 mL细胞数接种 96孔板，置于 37 °C 

5% CO2 培养箱连续培养 0、24、48、72、96、

120 h，每个检测时间点加10 μL/孔CCK8试剂，置
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于 37 °C 5% CO2培养箱培养 1 h，酶标仪 A450检测

吸光度值，GraphPad Prism 5.0作细胞生长曲线。 

1.2.6  流式细胞术检测转染后细胞凋亡 

AGS细胞转染后24 h收集细胞，预冷PBS洗涤

细胞 2遍，每个待测样本管加 500 L Binding buffer

重悬细胞，细胞计数5×105−1×106个/mL，取100 L 

Binding buffer细胞悬液，加 5 L AnnexinV-FITC

轻悬混匀，避光室温孵育 15 min，加 5 L PI轻悬混

匀。加样如下：阴性对照组：均不加；单染对照

组：各加 5 L AnnexinV-FITC和 PI；实验组：均加

入5 L AnnexinV-FITC和PI，室温避光孵育5 min，

加 300 L Binding buffer补足体积至 400 L。细胞

悬液经 400目尼龙网过滤后流式细胞仪检测。 

1.2.7  统计学分析 

实验重复 3次，每次 3个复孔，实验数据以均

值±标准差表示，应用 SPSS 22.0 软件进行统计。

氨基酸构成比比较用独立样本 t 检验，蛋白表达量

灰度值和细胞凋亡百分率比较用单因素方差分

析，细胞的生长曲线比较用双因素方差分析，

P<0.05表示差异具有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  H. pylori 东亚、西方菌株 cagA 基因的序列

比对 

30株 H. pylori-cagA基因聚类为两大群，21株

为东亚群，9 株为西方群(图 1)。氨基酸序列比较

发现 CagA 的 C 端差异较大，其差异主要位于

EPIYA-D (东亚株)和 EPIYA-C (西方株)基序两侧，

具有菌株特异性，根据这些差异序列将菌株分为东

亚株和西方株(图 2)。 

 
 

 
 

图 1  H. pylori-cagA 基因聚类分析 
Figure 1  Cluster analysis of H. pylori-cagA genes 
注：▲：H. pylori东亚菌株 GZ7和西方菌株 26695的 cagA基因. 
Note: ▲: The H. pylori-cagA gene of East Asian strain GZ7 and Western strain 26695. 
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图 2  H. pylori-CagA 蛋白 C 端氨基酸序列比较 
Figure 2  The differental sites of H. pylori-CagA sequences 
注：深色阴影为 EPIYA基序；浅色阴影为东亚株和西方株的差异氨基酸序列；分隔线上下分别为东亚株和西方株.  
Note: The dark and light shadows show EPIYA motifs and the differential amino acid sequences of CagA. The separation line divides the 
strains into East Asian strain (upper) and Western strain (bottom). 
 
 

2.2  H. pylori-cagA 载体构建及鉴定 

PCR扩增 cagA基因，获得 3.5 kb基因片段，

与真核载体连接后测序证实 GZ7/cagA (东亚株)及

26695/cagA (西方株)载体构建成功(图 3)。 

2.3  cagA 转染 AGS 细胞 CagA 蛋白的表达 

GZ7/cagA 和 26695/cagA 载体转染 AGS 细胞

后，Western blot 检测 CagA 蛋白表达。结果显示

与空载体组比较，转染组均表达 CagA蛋白，且差

异具有统计学意义(P<0.01)，但 GZ7/cagA 转染组

与 26695/cagA 转染组比较，差异无统计学意义

(P>0.05) (图 4)，提示 CagA 蛋白在东亚和西方菌

株中表达量无显著差异。 

 

图 3  H. pylori-cagA 基因载体鉴定 
Figure 3  Identification of H. pylori-cagA gene vectors 
注：A：cagA基因电泳图；1：东亚株 GZ7；2：西方株 26695；

M：DL5000 Marker. B：cagA部分测序峰图. 
Note: A: Electrophoresis map of cagA gene; 1: East Asian strain 
(GZ7); 2: Western strain (26695); M: DL5000 Marker. B: The 
partial sequencing map of cagA. 
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图 4  cagA 转染细胞 CagA 蛋白的表达 
Figure 4  The expression levels of CagA protein transfected 
with cagA 
注：*与 Control组比较，P<0.01. 
Note: *Compared with control, P<0.01. 
 

2.4  cagA 转染对 AGS 细胞生长的影响 

用cagA载体转染细胞24 h后检测细胞的生长曲

线。结果显示与空载体组比较，GZ7/cagA转染组细

胞生长显著增加，而 26695/cagA 转染组细胞生长

显著降低(P<0.05) (图 5)，提示东亚株 CagA 能促

进细胞生长，而西方株却抑制细胞生长。 

 

 
 

图 5  cagA 转染 AGS 细胞的生长曲线 
Figure 5  The growth curve of AGS cells transfected with 
cagA 
注：*与 Control组相比，P<0.05. 
Note: *Compared with control, P<0.05. 

2.5  cagA 转染对 AGS 细胞凋亡的影响 

如图 6所示，AGS细胞转染后 24 h，与空载

体对照组比较，GZ7/cagA和 26695/cagA转染组细

胞凋亡增加，差异有统计学意义(P<0.05)。虽然

GZ7/cagA转染组细胞凋亡率高于 26695/cagA转染

组，但差异无统计学意义(P>0.05)。 

3  讨论与结论 

H. pylori感染与胃癌的发生发展密切相关，

是胃癌最重要的致癌原[4]。H. pylori cag致病岛编

码的 CagA 蛋白是目前已知唯一能够注入胃上皮

细胞的高毒力癌蛋白。流行病学资料显示，发展

中国家 H. pylori的感染率高达 60%−90%，而吴莺

等报道中国镇江地区 cagA+ H. pylori 感染率为

93.3%[5-6]，远高于欧美国家的 60%−70%，与日本

等东亚国家的报道相符[7]。中国作为东亚发展中国

家，感染的 cagA+ H. pylori 多数为含 CagA 蛋白

EPIYA-A、B、D位点的东亚株，而西方国家多为

含 CagA蛋白 EPIYA-A、B、C位点的西方株，推

测东亚、西方国家感染的 H. pylori所携带的 CagA

差异可能是东亚国家胃癌发病率和死亡率远高于

西方国家的重要原因[8]。然而，H. pylori致东亚国

家胃癌高发的具体机制至今仍未阐明。研究证实，

胃癌细胞的增殖和凋亡调控紊乱在胃粘膜癌变进

程中起着重要作用[9]，但这种紊乱与东、西方株

CagA是否有关尚不清楚。因此，本研究首先分析

东、西方株 CagA 的基因序列和氨基酸序列的差

异，再分别构建东、西方株 cagA的表达载体，转

染细胞后初步探讨东、西方株 CagA对胃癌细胞生

长和凋亡的影响。 

首先，用系统发育树 NJ 聚类算法对 30株临床

分离的 H. pylori-cagA 基因进行聚类，其中 9 株 H. 

pylori聚为西方株，21株 H. pylori聚为东亚株，提

示贵州地区 H. pylori 感染多为东亚株，同时也存在

西方株感染。H. pylori中 cagA基因的 3′端具有多态

性，在不同的菌株有不同的序列，赋予 CagA蛋白的

C端有不同类型的 EPIYA基序。对 30株 CagA蛋白

序列比较发现，西方株 CagA EPIYA-C 基序左侧翼 
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图 6  cagA 转染后细胞凋亡百分率比较 
Figure 6  The percentage of apoptotic cells after transfection with cagA 
注：A：流式细胞凋亡图. B：细胞凋亡百分率柱状图；*代表与 Control组相比，P<0.05. 
Note: A: Flow cytometry. B: Histogram of percentage of apoptotic cells; *Compared with control P<0.05. 
 
 

的氨基酸序列为 FPLKKHDKVGDLSKV，但是在东

亚株CagA EPIYA-D中被KIASAGKGVGAFSGA序

列取代；EPIYA-C (西方株)基序右侧翼氨基酸序列

为 DDL、RRSAAVN及 TRRIGD，而 EPIYA-D (东

亚株)为 DFD、KRHDKVG 及 KQKIDN。EPIYA

基序中的酪氨酸(Y)是 CagA 主要的磷酸化位点，

尤其是 EPIYA-C和 EPIYA-D，虽然这些序列差异

的原因和作用目前并不清楚，但是推测可能与 H. 

pylori 东亚株致病性更强有关[10]。Hatakeyama[11]

发现，东亚株 CagA 中 EPIYA-D 的磷酸化位点的

侧翼序列比 EPIYA-C 的侧翼序列能更好结合下游

分子 SHP2，激活下游的信号通路，可能参与胃癌

的发生发展。但是这个结论尚需更多的研究证实。 

细胞增殖和凋亡是维持体内内环境动态平衡

与稳定的生物学过程 [12]。有研究者用 CagA+和

CagA− H. pylori感染细胞，研究其对细胞增殖和凋

亡的影响，但是报道不完全一致。Rokkas 等[13]发

现，CagA+菌株促进细胞增殖的作用较强，而促凋

亡的作用相对较弱；也有相关研究显示，CagA+ H. 

pylori感染者胃粘膜上皮细胞凋亡率高于 CagA− H. 

pylori感染者。Boonyanugomol等[14]的研究发现，

CagA+ H. pylori 较 CagA− H. pylori 能明显抑制

HepG2 细胞增殖，促进细胞凋亡。本研究分别用

GZ7/cagA 和 26695/cagA 载体转染人胃癌细胞系

AGS，Western blot 检测发现构建了高表达 CagA

蛋白的细胞模型，且东亚和西方菌株 CagA蛋白的

表达无显著差异。CCK8实验测定转染后细胞生长

情况发现，与空载体比较，东亚株 CagA能促进胃

癌细胞生长，而西方株 CagA却抑制细胞生长，因

此本研究认为不同 H. pylori 菌株对细胞增殖的影
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响是不相同的，可能是上述研究报道不一致的原因

之一。此外，东亚、西方株 CagA对细胞凋亡的影

响比较一致，均能促进细胞凋亡。虽然实验发现东

亚型 CagA促细胞凋亡能力高于西方型，但差异没

有统计学意义，尚需进一步的研究证实。 

综上所述，本研究发现东亚株与西方株 CagA

的序列结构有特征性的差异，对细胞增殖的影响

完全相反，推测这些差异可能是导致东亚株比西

方株有更强致癌性的原因，但是尚需要进一步的

研究证实。 
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