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%%!摘%要"%目的%克隆幽门螺杆菌'D/(临床儿童分离株尿素酶@'+$2H(基因入 /jMmVRBV! 表达载体#并进

行测序及基因比对分析#为以+$2H作为D/疫苗分子的口服疫苗研制奠定基础) 方法%根据j-)@2)O中D/ +$2H

序列#设计一对特异性引物0&9扩增D/临床儿童分离株 +$2H全长基因#M:+9H及 7+,H酶切后与做相应酶切的

/jMmVRBV! 连接#转化大肠杆菌@N"!#提取质粒进行双酶切鉴定及基因测序#并对测序结果进行比对分析) 结果%

以D/儿童分离株j_&D! 为模板#成功扩增了+$2H基因#基因大小为 ! X!# S/#重组 /jMmVRBV!VF3-双酶切鉴定可

见目的片段#测序结果显示+$2H在正确阅读框中#序列比对分析显示其与相关报道序列核苷酸和氨基酸一致性达

$[]) D/儿童分离株j_&D! +$2H序列已登录j-)@2)O'登录号% *̀RYY!"<() 结论%从D/儿童分离株j_&D! 中

成功克隆了+$2H基因#为+$2HD/口服疫苗研制奠定了基础) !中国当代儿科杂志#>??@#AA$AA%&BCC EBB?"

!关%键%词"%幽门螺杆菌$尿素酶@基因$克隆$儿童

!中图分类号"%9Q$R bQQ%%!文献标识码"%C%%!文章编号"%!##[ b[[Q#'"##$(!! b#[XX b#R

;"#*)*1 &*$(%P0%*+%&*&"4()(#K!"#$#KQ%")+#6&+/%-24"#-))(#"&/%$K-#3+,)"$-%*

9)*+9/2&IJ2&# ,5.KL8#I>8%&# M-()#8I'8&# K5.K>%&I>%&# >-(.KJ28I)2# M-5N"&DIL8%&D# )+(.KN"&D# K*.K

68I!%&D?K#%&D3/"# J"02& %&1 G/871$2&OE'218C%7G2&A2$# K#%&D3/"# Y!#!"## G/8&% '50%87%3/"#3/2&P2&"[P!"<?C"0(

%%56(/-&+/% 768%+/)'%%B+:5+)-+$2HA-)-+ID-5(:+S2:,-3/?5+3('D6/?5+3(( (=+52,-1 I3+.:'(513-) ,+/jMmVRBV!

-U/3-==(+) /52=.(1# 2)1 1+=-f>-):-2)25?=(=69%/,#$(%C/2(3+I=/-:(I(:/3(.-3T2=1-=(A)-1 2::+31()A,+D6/?5+3(

+$2HA-)-() ,'-j-)@2)O6F=()AD6/?5+3(=,32()=(=+52,-1 I3+.:'(513-) 2=2,-./52,-# 2+$2HA-)-T2=+S,2()-1 S?

0&96CI,-3M:+9H2)1 7+,H1(A-=,(+)# ,'-0&9/3+1>:,(+) T2=5()O-1 T(,' /jMmVRBV! T'(:' T2=1(A-=,-1 T(,' ,'-=2.-

-)K?.-=6B'-3-:+.S()2),/52=.(1 T2=,32)=I+3.-1 (),+5?C"78@N"! 2)1 (1-),(I(-1 S?1+>S5--)K?.-1(A-=,(+) 2)1

=-f>-):-2)25?=(=6B'-=-f>-):-3-=>5,=T-3-:+./23-1 T(,' ,'-A-)-=-f>-):-() ,'-j-)@2)O6:%(0"/(%C+$2HA-)-

T2==>::-==I>55?2./5(I(-1 I3+.:'(513-)c=D6/?5+3(=,32() j_&D!6H,T2=! X!# S/ () =(K-6B'-+Se-:,(8-S2)1 T2=

(1-),(I(-1 S?1+>S5--)K?.-1(A-=,(+)6G7C=-f>-):-='+T-1 ,'2,+$2HT2=() ,'-:+33-:,+/-) 3-21()AI32.-6B'-

=-f>-):-:+./23(=+) 2)25?=(=='+T-1 ,'2,G7C2)1 2.()+2:(1 =-f>-):-(1-),(,(-=+I+$2HA-)-T(,' +,'-3=,32()=T-3-

$[]6B'-=-f>-):-+I+$2H+ID6/?5+3(=,32() j_&D! T2==>S.(,,-1 ,+j-)@2)O '2::-==(+) )>.S-3% *̀RYY!"<(6

;#*+"0()#*(%+$2H+ID6/?5+3(=,32() j_&D! (==>::-==I>55?:5+)-1 ,+/jMmVRBV!# T'(:' /3+8(1-=2S2=(=I+33-=-23:' +I

+325D6/?5+3(82::()-6 !;,)*< ;#*/%32=%$)&/-# >??@# AA 'AA(%BCC EBB?"

%%G%4 .#-$(%%D-5(:+S2:,-3/?5+3($ +$2H$ &5+)-$ &'(51

%%幽门螺杆菌'D-5(:+S2:,-3/?5+3(#D/(为上消化

道疾病的主要致病菌#它的感染不但与胃炎-胃溃疡

及非溃疡性消化不良有关#而且与黏膜相关性淋巴

组织';CNB(淋巴瘤和胃癌也有重要关系!!#""

) D/

在全球人群的慢性感染率达 Y#] 以上!Q"

#我国人

群的平均感染率高达 Y[6#X]

!R"

#儿童也占有一定

比例!Y aX"

#其严重危害着人类的健康安全)

D/感染的治疗多采用质子泵抑制剂外加两种

抗生素的.三联/疗法) 尽管此方案能有效地清除

已感染的 D/#但存在诱导耐药菌株流行-药物副作

用-费用较高和病人依从性差等问题) 因此#接种

D/疫苗是预防和控制D/感染最为有效的措施)

D/含丰富尿素酶'F3-(#约占全菌体蛋白的

Y] a!#]#并在细菌表面广泛表达#具有相对分子

质量大-可形成颗粒状结构等特点#便于实行黏膜免

疫接种#是D/ 亚单位疫苗中最有希望的保护性抗

原之一) +$2基因共有 $ 个亚基#其中 +$2(和 +$2H

为结构基因#由于 +$2H缺乏尿素酶活性#具有免疫

&XX[&
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原性#在胃螺杆菌种中高度保守#是细菌定植所必须

因子#因此其为D/亚单位疫苗的最佳候选抗原!["

)

本研究从临床儿童胃炎患者胃粘膜分离出一株D/#

0&9扩增+$2H基因#并成功将其克隆入 /jMmVRBV!

原核表达载体#进行了基因测序及序列比对分析)

AI材料和方法

A6AI材料

!6!6!%D/分离株来源%%分离自我院消化内科一

名 $ 岁男性胃炎患者胃窦粘膜)

!6!6"%试剂与仪器%%/jMmVRBV! 质粒载体购自

法国马西亚公司$微需氧发生袋购自法国生物梅里

埃公司$MUVB2f G7C聚合酶#M:+9H和 7+,H限制性

内切酶#BR G7C连接酶#G7C;23O-3等购自B2O232

公司$胰蛋白胨-酵母提取物购自英国 EU+(1 公司$

还包括德国@(+.-,32公司的0&9仪#英国 F8(,-:公

司的jCJXY#[VB"# 紫外凝胶成像分析系统#上海力

申公司的 D̀ =2I-V!"## 型生物安全柜及德国 J+38255

公司的;(:3+!X9台式高速冷冻离心机)

A6>I方法

!6"6!%D/的培养及鉴定%%胃镜检查时在胃窦部

取小块粘膜#立即插入 &23?V@52(3转送培养基送检#

将胃黏膜标本直接涂布于 D/ 选择性培养基#将其

装进微需氧发生袋后置 QXn培养 R aY 1#挑取清

澈-透明菌落进行革兰氏染色及尿素酶-氧化酶-过

氧化氢酶实验)

!6"6"%+$2H的克隆及验证%%根据 j-)@2)O D/

+$2H'Gd<XR"X[(序列#设计特异性引物一对%+$2H

0!%Ycj&jjCCBB&CBjCCCCCjCBBCj&CjCCCCjQc

0"% YcCCCj&jj&&j&&BCjCCCCBj&BCCCjCjBV

BjBjQc) 引物序列分别加入 M:+9H和 7+,H酶切

位点) 挑取幽门螺杆菌单菌落于 Y#

!

N蒸馏水中#

煮沸 [ .()#!" ### 3/.离心 ! .()#取上清作为0&9

模板) 0&9反应条件%$Rn热变性 Y .()#$Rn变性

! .()#YXn退火 RY =#X"n延伸 " .()#共 Q# 循环#最

后 X"n延伸 !# .()) 0&9产物经M:+9H和7+,H酶

切纯化后与相应酶切纯化的 /jMmVRBV! 经 BR G7C

连接酶 !<n连接过夜#连接产物转化大肠杆菌

@N"!) 挑取经氨苄筛选的阳性菌落提取质粒进行

0&9及双酶切鉴定)

!6"6Q%+$2H的序列分析%%将鉴定含 +$2H基因

的质粒菌送H)8(,3+A-)公司#采用双脱氧链末端终止

法在 C@H09HJ;G7C序列分析仪上测定插入片段

的核苷酸序列) 登陆 ',,/%ZZTTT6):S(6)5.6)('6A+8

网站#将测序结果进行 @NCJB比对分析#分析其与

其他D/株氨基酸序列的同源性)

>I结果

>OAIQ2的培养)鉴定

挑取D/选择性培养基中清澈-透明单个菌落

进行形态及生化鉴定%分离的 D/ 为革兰染色阴性#

J形-弧形或海鸥形$尿素酶-氧化酶-过氧化氢酶实

验阳性#能与 D/ 抗体发生凝集#暂将菌株命名为

D/ j_&D! 株)

>O>IQ2RS;QA !"#$基因的=;:扩增

琼脂糖凝胶电泳显示#以 D/ j_&D! 株为模

板#0!Z0" 为引物扩增出约 ! X!# S/ 的 G7C片段#

与预期目的片段大小一致'图 !()

!""""""""""#

#"$$$%&'

!%$$$%&'

()$%&'

)$$%&'

#)$%&'

!$$%&'

%%图 AI!"#$基因的 =;:扩增I

N2)-!%G7C;23O-3GN

" ###$N2)-"%+$2H0&9产物

>ODI重组2RTUVWHVAVX-%!质粒的鉴定

挑取转化后氨苄青霉素抗性 N@平板上生长单

克隆#提取质粒#以重组质粒为模板#用F3-@特异性

引物进行 0&9#都获与目的基因大小一致的片段

'约 ! X!# S/() 将筛选出的重组质粒进行 M:+9H

和7+,H双酶切鉴定#切下大小约 ! X!# S/ 的目的片

段'图 "(#与+$2H基因片段大小一致)

!""""""""""#

!$%&&&%'(

)%$$$%'(

*"&&&"'(

#"&&&"'(

!"&&&"'(

*&&"'(

#*&"'(

%%图 >I重组质粒 2RTUVWHVAV!"#$的双酶切鉴定I

N2)-!% G7C;23O-3GN!# ###$ N2)-"%重组 /jMmVRBV!VF3-@质粒

M:+9H和7+,H双酶切

&[X[&
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>6WI阳性克隆测序

测序结果显示#临床分离菌株 j_&D! 株 +$2H

基因全长 ! X!# S/#启始于CBj#终止于BCj) 预测

的分子量为 <! X!Y6"[#等电点为 Y6<R) 其序列已

登录j-)@2)O#登录号为 *̀RYY!"<)

基因同源性分析显示其与 j-)@2)O 报道的

D/j"X 株相比仅微细差别#氨基酸一致性达 $[]

'图 Q()

图 DI幽门螺杆菌儿童分离株RS;QA !"#$与幽门螺杆菌R>C 株基因同源性比较

DI讨论

流行病学调查显示#Y#]以上成人 D/ 相关疾

病患者是在儿童期感染 D/

!$"

) 在 D/ 感染诊断的

众多方法中唯有细菌培养法是.金标准/#是研究其

致病机制-耐药检测-疫苗-分型等的基础) 但是进

行D/分离培养的标本要求采集后及时处理#处理

条件严格#生长条件苛刻#培养设备复杂-昂贵#培养

技术要求高)

D/进入体内主要定居在胃粘膜#细菌分布密度

最高为胃窦部) 本研究将胃镜检查时所采集胃窦粘

膜插于 &23?V@52(3半固体转送培养基立即送检#

&23?V@52(3半固体培养基可起到隔离空气的作用)

将黏膜标本接种于 D/ 选择性培养基#使用微需氧

发生袋进行 QXn长时培养'R 1(#可见单个 D/ 菌

落#此方法无需特殊仪器装置#实用性强) 我们已从

临床儿童胃黏膜标本中分离了多株D/菌株)

本研究直接采用 D/ 单菌落煮沸裂解基因组

G7C#以其为模板#0&9扩增+$2H全长基因#并未进

行常规方法离心大量菌体进行基因组G7C提取#也

取得较好的扩增效果) 可能由于 +$2H基因丰度较

高#无需富集#直接挑取菌落煮沸裂解的少量 G7C

即可满足D/ +$2H基因的扩增) 本研究所克隆的的

D/ +$2H基因与相关报道序列比较#核苷酸和氨基

酸一致性高达 $[]#表明 D/ +$2H基因的核苷酸序

列具有高度的保守性#符合疫苗候选分子原则)

为获得 D/ +$2H蛋白的原核表达#本研究选用

了带谷胱甘肽 J 转移酶'A5>,2,'(+)-J ,32)=I-32=-#

jJB(的融合表达载体 /j-UVRBV!#核苷酸序列测定

表明#克隆的 D/ j_&D!+$2H在其开放阅读框中#

+$2H与jJB标签的融合表达#将便于 +$2HVjJB融

合蛋白分离-纯化)

D/尿素酶@亚单位'F3-@(抗原性较强并能产

生较强的保护性免疫反应#是 D/ 疫苗或诊断抗原

的主要候选基因之一) 重组尿素酶以热不稳定毒素

'NB(为佐剂#可保护 <Q] a!##]的小鼠免受 D/

的攻击!!#"

) 使用尿素酶构建的重组伤寒沙门菌

JNQ"<! 株#口服免疫小鼠 !" 周后#胃黏膜中出现大

量HAC抗体#而且可致体内
"

干扰素等细胞因子升

高#胃黏膜炎症在免疫后没有进一步发展!!!"

)

;(:'-,,(等!!""报告 "< 位志愿者口服重组 F3-@和佐

&$X[&
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剂大肠杆菌不耐热肠毒素'NB(后#胃粘膜寄生的

D/密度明显降低) 现 D/ 疫苗研制中最常用的两

种黏膜佐剂为霍乱毒素'&B(和大肠杆菌热不稳定

毒素'NB(#都有腹泻-痉挛等不良反应) 使用适宜

胃肠道定植微生物作为口服疫苗载体#为研制 D/

疫苗的有效途径) 而目前D/ 疫苗研制所采用的消

化道疫苗递送系统'载体系统(#一般是消化道减毒

细菌'如伤寒(或病毒#但它们仍然存在回复突变和

安全性问题) 枯草杆菌芽孢具有良好的抵抗性#储

存时间长#可顺利通过胃肠屏障#并且芽孢载体抗原

能直接靶向抗原提呈细胞及周围淋巴器官#诱导并

调节机体的特异性免疫反应!!Q a!Y"

)

本研究成功克隆了 D/ 儿童株'j_&D!(+$2H

基因#为以+$2H为疫苗分子的口服枯草芽孢 D/ 疫

苗的研制提供了条件)
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