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ＧＦＰ拆分方法示踪幽门螺杆菌ＣａｇＡ的转运研究

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【摘要】　目的　用ＧＦＰ拆分方法示踪幽门螺杆菌（犎犲犾犻犮狅犫犪犮狋犲狉狆狔犾狅狉犻，Ｈｐ）感染过程中ＣａｇＡ向胃上皮细胞内的转运

过程。　方法　①ＰＣＲ扩增ＣａｇＡ基因的上下游同源臂，连入敲除质粒ｐＳＪＨＫ４中，将质粒通过电击转化的方法转入

Ｈｐ中，利用卡那霉素筛选ＣａｇＡ敲除突变株ΔＣａｇＡ。②ＰＣＲ扩增绿色荧光蛋白ＧＦＰ第１１β折叠（ＧＦＰ１１）的基因序列

并与ＣａｇＡ基因序列的３′端相连，将融合序列连入 Ｈｐ大肠埃希菌穿梭质粒ｐＣＨＦＨｐ中，并通过电击转化的方法转入

ΔＣａｇＡ中，利用氯霉素筛选ＣａｇＡ与ＧＦＰ１１的融合表达突变株。③ＰＣＲ扩增ＧＦＰ第１１０β折叠（ＧＦＰ１１０）的基因序

列，包装慢病毒，利用病毒感染的方法将其转入胃上皮细胞ＧＥＳ１中。将②中构建的 Ｈｐ突变株以１００∶１的感染复数

感染③构建的表达ＧＦＰ（１１０）的ＧＥＳ１细胞体系，利用荧光显微镜观察细胞内的荧光情况，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞

内的ＣａｇＡ蛋白含量。　结果　构建了ＣａｇＡ敲除质粒ｐＳＪＨＫ４ｃａｇＡ，转入Ｈｐ中得到ＣａｇＡ敲除突变株ΔＣａｇＡ。构建

了ＣａｇＡ与ＧＦＰ１１的融合表达质粒ｐＣＨＦＨｐｃａｇＡｇｆｐ１１，转入 ΔＣａｇＡ中获得 ＣａｇＡ与 ＧＦＰ１１的融合表达突变株

ＨｐＧ２７ｃａｇＡｇｆｐ１１。构建了含有ＧＦＰ１１０基因序列的慢病毒，感染ＧＥＳ１细胞后获得ＧＦＰ１１０稳定表达的细胞株。在

ＨｐＧ２７ｃａｇＡｇｆｐ１１感染ＧＥＳ１模型中，观察到细胞中的绿色荧光，说明ＣａｇＡ被转运到ＧＥＳ１细胞内部，其融合表达的

ＧＦＰ１１与细胞内表达的ＧＦＰ１１０结合发出荧光，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果也证实ＣａｇＡ被转运至胞内。　结论　在 Ｈｐ感染

ＧＥＳ１细胞模型中，ＧＦＰ拆分方法能够示踪ＣａｇＡ向细胞的转运过程，这为ＣａｇＡ的转运研究提供了新方法，有助于

ＨｐＩＶ型分泌系统（Ｔ４ＳＳ）作用机制的深入研究。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　犎犲犾犻犮狅犫犪犮狋犲狉狆狔犾狅狉犻；ＣａｇＡ；ＳｐｌｉｔＧＦＰ；Ｔ４ＳＳ

　　幽门螺杆菌（犎犲犾犻犮狅犫犪犮狋犲狉狆狔犾狅狉犻，Ｈｐ）是一种专

性寄生于人胃黏膜的革兰氏阴性微需氧菌，世界范围

内约有４３．１％的人口体内携带该细菌
［１］。Ｈｐ感染是

慢性胃炎、消化性溃疡等胃肠道疾病发生的重要病因，

并与胃癌、胃黏膜相关淋巴样组织淋巴瘤的发生密切

相关［２，３］。１９９４年，世界卫生组织国际癌症研究机构

（ＩＡＲＣ）将 Ｈｐ定为Ｉ类致癌原
［４］。世界卫生组织

（ＷＨＯ）估计２０１８年全球约有８０万新发胃癌病例由

Ｈｐ引起
［５］，但其感染致癌的细节过程尚不完全清楚。

Ｈｐ能够编码多种致病因子，其中ＣａｇＡ是与癌症

直接相关的致病因子，被称为“癌蛋白”。ＣａｇＡ的编

码基因位于 Ｃａｇ致病岛（Ｃｙｔｏｔｏｘｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅ

ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｉｓｌａｎｄ，ＣａｇＰＡＩ）上，ＣａｇＰＡＩ是普遍存

在于高致病性 Ｈｐ菌株中的一个约４０ｋｂｐ的特殊基

因片段。目前研究认为，在 Ｈｐ的感染中，ＣａｇＡ通过

同样由 ＣａｇＰＡＩ编码的ＩＶ 型分泌系统（ｔｙｐｅＩＶ

ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ４ＳＳ）转运到宿主细胞中发挥致病

作用［６］，但这一过程从未被直接观察到过。

绿色荧光蛋白（Ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）

是一个分子量约为２７ｋｕ的蛋白，由１１个β折叠片构

成一个紧密的桶状结构。ＧＦＰ具有自发荧光特性，使

其作为报告分子在蛋白表达、细胞示踪、蛋白质相互作

用等研究中发挥了重要作用［７］。但将其直接融合表达

于ＣａｇＡ序列中以期示踪ＣａｇＡ转运过程的尝试并未

成功，推测是由于 ＧＦＰ的融合增加了 ＣａｇＡ 穿过

Ｔ４ＳＳ的空间位阻，导致转运失败
［８］。２００２年，Ｈｕ

等［９１０］提出了双分子荧光互补概念，并建立了ＧＦＰ拆

分（ＳｐｌｉｔＧＦＰ）方法，即将ＧＦＰ拆分为１１０β折叠片

（ＧＦＰ１１０）和第１１β折叠片（ＧＦＰ１１）两部分，将二者

分别表达于待检测的两个体系，若二者结合，便可发出

荧光，指示两个体系的互作关系。利用该方法可以十

分巧妙地实现蛋白质互作以及细胞内目标蛋白动态变

化的可视化研究，大大促进了一些生物进程的深入研

究。近来有报道将该方法应用到分泌系统效应蛋白的

转运研究中，转运过程可以被直观观察并精确指示效

应蛋白在受体细胞中的亚细胞定位［１１１２］，取得很好的

效果。

在本研究中应用ＧＦＰ拆分方法示踪 Ｈｐ感染时

ＣａｇＡ向胃上皮细胞内的转运过程，为ＣａｇＡ的转运提

供更为详实的实验数据，进一步揭示ＣａｇＡ和 Ｔ４ＳＳ

的致病机制。

材料与方法

１　材料

１．１　菌株、质粒、引物　实验用的菌株、质粒和引物见

表１。Ｈｐ标准菌株Ｇ２７，犈．犮狅犾犻ＤＨ５α均为本实验

室保存。Ｈｐ的培养使用加５％脱纤维羊血的Ｋａｒｍａｌｉ

空肠弯曲菌琼脂培养基（ＯＸＯＩＤ，ＣＭ０９３５），在３７℃

微需氧（８５％ Ｎ２，１０％ ＣＯ２，５％ Ｏ２）的条件下培养。

犈．犮狅犾犻ＤＨ５α菌株用于质粒的转化和扩增，使用ＬＢ

培养基在３７°Ｃ下常规培养。在Ｈｐ转化子的筛选中，

使用卡那霉素（１５ｍｇ／Ｌ）或氯霉素（１０ｍｇ／Ｌ）筛选阳

性克隆，使用氨苄青霉素（１００ｍｇ／Ｌ）或氯霉素（３０

ｍｇ／Ｌ）筛选犈．犮狅犾犻阳性克隆。ＧＦＰ１１的基因序列

由北京擎科生物科技股份有限公司合成，并构建到质

粒ｐＣＭＶｇｆｐ１１上。引物通过Ｐｒｉｍｅｒ７．０设计，由北

京擎科生物科技股份有限公司合成。

１．２　主要试剂　细菌基因组提取试剂盒购自天根生

化科技（北京）有限公司；质粒提取试剂盒、ＤＮＡ凝胶

回收试剂盒均购自北京擎科生物科技股份有限公司；

限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自赛默飞世尔科技

（中 国）有 限 公 司；ＤＮＡ 聚 合 酶 ＦａｓｔＰｆｕ ＤＮＡ

Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ购自北京全式金生物技术股份有限公司；

聚凝胺Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ购自北京索莱宝科技有限公司。

２　方法

２．１　ＣａｇＡ敲除质粒的构建　ＨｐＧ２７菌株的ＣａｇＡ

蛋白由犺狆０５０７基因所编码，在犺狆０５０７基因上、下游

分别设计引物０５０７ａｒｍ１１、０５０７ａｒｍ１２、０５０７ａｒｍ２

１、０５０７ａｒｍ２２，用于扩增同源重组交换的同源臂

ａｒｍ１和ａｒｍ２。之后两个同源臂分别经过 ＢａｍＨＩ、

ＮｄｅＩ和ＸｈｏＩ、ＸｂａＩ酶切后，连接到质粒ｐＳＪＨＫ４上

卡那霉素抗性基因两侧的相应酶切位点，构建敲除质

粒ｐＳＪＨＫ４ｃａｇＡ。

·３０５·
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表１　实验中用到的菌株、质粒以及引物

犜犪犫犾犲１　犛狋狉犪犻狀狊，狆犾犪狊犿犻犱狊犪狀犱狆狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

菌株、质粒或引物

Ｓｔｒａｉｎｓ，ｐｌａｓｍｉｄｓ

ｏｒｐｒｉｍｅｒｓ

描述

Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

来源

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｏｒｓｏｕｒｃｅ

Ｓｔｒａｉｎｓ

ＨｐＧ２７ ＨｐｗｉｌｄｓｔｒａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＣａｇＡ
Ｔｈｉｓ

ｓｔｕｄｙ
ＨｐＧ２７ｃａｇＡｇｆｐ１１ ＨｐＧ２７，犮犪犵犃犵犳狆１１ｋｎｏｃｋｉｎ（Ｋｍ

ｒ）
Ｔｈｉｓ

ｓｔｕｄｙ
犈．犮狅犾犻ＤＨ５α 犈．犮狅犾犻ＤＨ５αｓｔｒａｉｎｕｓｅｄｆｏｒｇｅｎｅｃｌｏｎｉｎｇ Ｃｌｏｓｔｅｃｈ

Ｐｌａｓｍｉｄｓ

ｐＳＪＨＫ４ Ｇｅｎｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｅｍｐｌａｔｅｐｌａｓｍｉｄ，Ａｐ
ｒ（Ｋｍ

ｒ） ［１４］

ｐＳＪＨＫ４ｃａｇＡ ＡＣａｇＡｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒ，Ａｐ
ｒ（Ｋｍ

ｒ）
Ｔｈｉｓ

ｓｔｕｄｙ
ｐＣＭＶｇｆｐ１１ Ａｐｌａｓｍｉｄｗｉｔｈｔｈｅ犵犳狆１１ｇｅｎｅ，Ａｐ

ｒ Ｔｈｉｓ

ｓｔｕｄｙ
ｐＣＨＦＨｐ Ｇｅｎｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｅｍｐｌａｔｅｐｌａｓｍｉｄ，Ａｐ

ｒ（Ｃｍ
ｒ） ［１４］

ｐＣＨＦＨｐｃａｇＡｇｆｐ１１ ＡＣａｇＡＳ１１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒ，Ａｐ
ｒ（Ｃｍ

ｒ）
Ｔｈｉｓ

ｓｔｕｄｙ
Ｐｒｉｍｅｒｓ

０５０７ａｒｍ１１ ＧＡＣＣＡＧＧＧＡＴＣＣＡＧＴＣＴＣＡＧＴＧＡＣＧＣＣＴＧＴＴＧＣＡ

０５０７ａｒｍ１２ ＧＧＣＣＡＣＣＡＴＡＴＧＡＴＴＡＴＴＧＡＴＡＡＡＴＴＧＣＴＧＣＧＧＧＴＴ

０５０７ａｒｍ２１ ＧＣＧＴＣＣＣＴＣＧＡＧＴＴＧＡＡＣＡＡＴＧＣＴＧＴＡＡＡＡＧＡ

０５０７ａｒｍ２２ ＣＧＡＴＧＣＴＡＧＴＣＴＡＧＡＡＴＡＴＴＴＧＣＡＧＣＡＡＡＡＡＴ

０５０７１ ＧＴＣＡＴＴＴＧＣＴＧＡＣＣＣＡＴＡＣＧＡ

０５０７２ ＧＧＣＧＴＧＡＴＴＧＡＧＣＣＡＡＧＣＡＴＴ

Ｋｍ１ ＴＧＣＣＴＣＧＴＣＴＴＧＧＡＧＴＴＣＡＴＴＣ

Ｋｍ２ ＧＴＴＧＧＣＴＡＣＣＣＧＴＧＡＴＡＴＴＧＣＴ

ＹＺｐＣＨＦＨｐＦ ＡＡＧＣＴＡＧＴＧＧＧＴＴＧＧＧＡＧＴＴ

ＹＺｐＣＨＦＨｐＲ ＧＣＧＴＴＡＴＴＧＴＧＧＴＡＧＧＴＧＧＴ

ＹＺＣａｇＡＦ ＣＣＣＴＡＧＴＣＧＧＴＡＡＴＧＧＧＴＴＡＴ

ＹＺＣａｇＡＲ ＧＣＧＴＴＡＧＣＴＡＣＣＧＧＴＣＧＣＴＴ

ＣａｇＡＦ
ＧＴＴＡＧＧＣＴＣＧＡＧＡＡＣＡＴＡＴＧ

ＡＣＴＡＡＣＧＡＡＡＣＣＡＴＴＧＡＴＣＡ
ＣａｇＡＲ ＴＣＣＴＣＧＧＧＴＡＣＣＣＣＡＧＡＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡＣＣＡＣＣＴＴＴ

ＧＦＰ１１Ｒ ＧＣＴＡＣＧＧＴＣＧＡＣＧＧＴＡＴＧＧＣＴＧＡＴＴＡＴＧＡＴＣＡＴＣＴＡＧＡ

　　注：Ａｐ，氨苄青霉素；Ｋｍ，卡那霉素；Ｃｍ，氯霉素。抗性标记位于括号内，指在 Ｈｐ中表达；抗性标记位于

括号外，指在犈．犮狅犾犻表达。

２．２　ＣａｇＡ和ＧＦＰ１１融合表达质粒的构建　以 Ｈｐ

Ｇ２７基因组ＤＮＡ为模板，利用引物ＣａｇＡＦ和ＣａｇＡ

Ｒ扩增犺狆０５０７基因序列，经 ＫｐｎＩ和ＸｈｏＩ酶切后与

同样由该酶酶切的ｐＣＭＶｇｆｐ１１质粒相连，连接产物

通过热击转化转入犈．犮狅犾犻ＤＨ５α中，利用含有氨苄青

霉素的固体培养基筛选阳性克隆，挑转化子扩增培养

后，提取质粒得到ｐＣＭＶｃａｇＡｇｆｐ１１。进一步以该质

粒为模板，以ＣａｇＡＦ和ＧＦＰ１１Ｒ为引物扩增ｃａｇＡ

ｇｆｐ１１基因片段，经ＮｄｅＩ和ＳａｌＩ酶切后连接到Ｈｐ犈．

犮狅犾犻穿梭质粒ｐＣＨＦＨｐ相应的酶切位点上，再次转化

犈．犮狅犾犻ＤＨ５α，利用氨苄青霉素抗性筛选阳性克隆，

挑取转化子扩增培养后，提取质粒得到ＣａｇＡ和ＧＦＰ

１１融合表达质粒载体ｐＣＨＦＨｐｃａｇＡｇｆｐ１１。

２．３　Ｈｐ的电击转化与转化子筛选　按照季晓飞等

描述的方法制备 Ｈｐ电击转化感受态并进行电击转

化［１３］，电击后的 Ｈｐ涂布于含相应抗生素的平板上，

３７℃微需氧条件培养５～７ｄ，获得转化子。利用验证

引物０５０７１和 Ｋｍ１、０５０７２和 Ｋｍ２进行ＰＣＲ筛

选，获得融合表达菌株ＨｐＧ２７ｃａｇＡｇｆｐ１１。

２．４　ＧＥＳ１细胞的病毒转染　ＧＦＰ１１０过表达质粒

ＬＶ８ＮＧＦＰ１１０（ＥＦ１ａＦ／ｍＣｈｅｒｒｙ＆Ｐｕｒｏ）构建及慢

病毒包装由苏州吉玛基因股份有限公司完成，该质粒

融合表达红色荧光蛋白 ｍＣｈｅｒｒｙ和嘌呤霉素抗性基

因。接种５×１０
４ 个ＧＥＳ１细胞于２４孔板中，培养至

细胞的融合率约为４０％～６０％时，加入５μｇ／ｍＬ的

Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ孵育３０ｍｉｎ，之后更换培养基并加入５０μＬ

滴度为１×１０
８
ＴＵ／ｍＬ的病毒转染２４ｈ，使用含嘌呤

霉素（１μｇ／ｍＬ）的培养基筛选阳性细胞株，通过荧光

显微镜（ＯＰＴＩＫＡＢ１０００ＦＬＨＢＯ）观察细胞的荧光

情况并传代培养。

２．５　Ｈｐ感染ＧＥＳ１细胞体系以及荧光观察　接种

２×１０
４ 个ＧＥＳ１细胞于细胞爬片，过夜培养。Ｈｐ培

养至对数生长期，收集细菌重悬于ＰＢＳ中，用酶标仪

调整菌液浓度，使其在６００ｎｍ 波长处的吸光值为

１．０，此时细菌浓度约为５×１０
８ 个／ｍＬ。以感染复数

ＭＯＩ＝１００的比例取 Ｈｐ加入ＧＥＳ１细胞培养中，置

于３７℃的ＣＯ２ 培养箱中共培养。间隔１ｈ、４ｈ、８ｈ

后，利用倒置显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＣＫＸ４１）观察细胞形态

变化。之后去除培养基，用ＰＢＳ洗涤三次，滴加１０μＬ

抗荧光猝灭剂，盖到载玻片上，利用荧光显微镜观察细

胞中的绿色荧光情况。

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　将共培养的 Ｈｐ和 ＧＥＳ１

细胞体系弃去培养液，用ＰＢＳ洗涤３遍，加入细胞裂

解液冰上裂解２０ｍｉｎ，收集蛋白于１．５ｍＬＥＰ管中，

置预冷４℃离心机中１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ。取

上清液通过ＢＣＡ法测定蛋白浓度后进行ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳分离。凝胶中的蛋白通过湿转的方法转印至

ＰＶＤＦ膜，先用５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，然后加入

ＣａｇＡ抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）进行孵育。次日洗去，加入二

抗，室温避光孵育１ｈ，再次清洗后加入ＥＣＬ化学发光

液曝光显影观察。

结　果

１　基于犎狆犌２７菌株构建犆犪犵犃敲除株

为了构建 ＧＦＰ１１与ＣａｇＡ的融合表达，我们首

先在ＨｐＧ２７菌株中敲除ＣａｇＡ基因（犺狆０５０７），敲除

方法使用同源重组双交换技术，过程如图１Ａ所示。

首先通过ＰＣＲ扩增犺狆０５０７基因两侧的同源臂，并依

次插入到敲除质粒ｐＳＪＨＫ４得到 ＣａｇＡ 敲除质粒

ｐＳＪＨＫ４ｃａｇＡ。将其转入Ｈｐ中筛选得到ＣａｇＡ敲除

株ΔＣａｇＡ。为了验证犺狆０５０７确实被敲除，我们分别

设计验证引物Ｋｍ１、Ｋｍ２、０５０７１、０５０７２（位置如图

１Ａ所示），以 Ｈｐ野生菌株和ΔＣａｇＡ的基因组为模板

进行ＰＣＲ扩增。结果显示ΔＣａｇＡ能够扩增出１７５２

ｂｐ和１３２９ｂｐ的条带，与预期结果相符，而野生型不

能扩增出目的条带（图１Ｂ），表明ΔＣａｇＡ中犺狆０５０７基

·４０５·
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因的上、下游同源臂均发生同源重组，犺狆０５０７基因被

敲除。我们进一步通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了Ｈｐ野生

株与ΔＣａｇＡ中ＣａｇＡ的表达情况，结果如图２Ｃ所示，

野生株中有ＣａｇＡ的表达，而ΔＣａｇＡ中ＣａｇＡ蛋白对

应位置未出现条带，表明ＣａｇＡ确已被敲除。

　　Ａ　ＣａｇＡ基因敲除示意图　Ｂ　突变株电泳验证图（Ｍ　ＤＮＡ分

子量标准　１　引物０５０７１和Ｋｍ１扩增野生菌株基因组ＰＣＲ产物　

２　引物０５０７１和Ｋｍ１扩增ΔＣａｇＡ敲除菌株基因组ＰＣＲ产物　３　

引物０５０７２和Ｋｍ２扩增野生菌株基因ＰＣＲ产物　４　引物０５０７２和

Ｋｍ２扩增ΔＣａｇＡ基因组ＰＣＲ产物）

图１　基于犎狆犌２７菌株构建犆犪犵犃敲除株

Ａ　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＣａｇＡ ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔ　Ｂ　

Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｋｎｏｃｋｏｕｔｍｕｔａｎｔ（Ｍ　ＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ　１　Ｐｒｏｄｕｃｔａｍｐｌｉｆｉｅｄｗｉｔｈｐｒｉｍｅｒｓ０５０７１ａｎｄＫｍ１

ｆｒｏｍｗｉｌｄｓｔｒａｉｎｇｅｎｏｍｅ　２　Ｐｒｏｄｕｃｔａｍｐｌｉｆｉｅｄｗｉｔｈｐｒｉｍｅｒｓ０５０７１

ａｎｄＫｍ１ｆｒｏｍΔＣａｇＡｇｅｎｏｍｅ　３　Ｐｒｏｄｕｃｔａｍｐｌｉｆｉｅｄｗｉｔｈｐｒｉｍｅｒｓ

０５０７２ａｎｄＫｍ２ｆｒｏｍｗｉｌｄｓｔｒａｉｎｇｅｎｏｍｅ　４　Ｐｒｏｄｕｃｔａｍｐｌｉｆｉｅｄｗｉｔｈ

ｐｒｉｍｅｒｓ０５０７２ａｎｄＫｍ２ｆｒｏｍΔＣａｇＡｇｅｎｏｍｅ）

犉犻犵．１　犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳犆犪犵犃犽狀狅犮犽狅狌狋狊狋狉犪犻狀犫犪狊犲犱狅狀犎狆犌２７

　　Ａ　ＣａｇＡ和ＧＦＰ１１融合质粒构建示意图　Ｂ　ＣａｇＡ和ＧＦＰ１１融

合表达菌株电泳验证图　（Ｍ　ＤＮＡ 分子量标准　１　引物 ＹＺ

ｐＣＨＦＨＰＦ和ＹＺｐＣＨＦＨＰＲ扩增ΔＣａｇＡ质粒的ＰＣＲ产物　２　引物

ＹＺｐＣＨＦＨＰＦ和ＹＺｐＣＨＦＨＰＲ扩增ＨｐＧ２７ｃａｇＡｇｆｐ１１质粒的ＰＣＲ产

物　３　引物ＹＺＣａｇＡＦ和ＹＺＣａｇＡＲ扩增ΔＣａｇＡ质粒的ＰＣＲ产物　

４　引物ＹＺＣａｇＡＦ和ＹＺＣａｇＡＲ扩增 ＨｐＧ２７ｃａｇＡｇｆｐ１１质粒的ＰＣＲ

产物）　Ｃ　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测融合表达菌株内的ＣａｇＡ
图２　犆犪犵犃与犌犉犘１１融合表达突变株的构建

Ａ　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＣａｇＡａｎｄＧＦＰ１１ｆｕｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄ　Ｂ　

ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＣａｇＡａｎｄＧＦＰ１１ｆｕｓｉｏｎｉｎｍｕｔａｔｉｏｎｓｔｒａｉｎ（Ｍ

　ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｓｔａｎｄａｒｄ　１　ＰｒｏｄｕｃｔａｍｐｌｉｆｉｅｄｗｉｔｈｐｒｉｍｅｒｓＹＺ

ｐＣＨＦＨＰＦａｎｄ ＹＺｐＣＨＦＨＰＲｆｒｏｍ ΔＣａｇＡ ｐｌａｓｍｉｄ　２　Ｐｒｏｄｕｃｔ

ａｍｐｌｉｆｉｅｄｗｉｔｈｐｒｉｍｅｒｓＹＺｐＣＨＦＨＰＦａｎｄＹＺｐＣＨＦＨＰＲｆｒｏｍ ＨｐＧ２７

ｃａｇＡｇｆｐ１１ｐｌａｓｍｉｄ　３　ＰｒｏｄｕｃｔａｍｐｌｉｆｉｅｄｗｉｔｈｐｒｉｍｅｒｓＹＺＣａｇＡＦａｎｄ

ＹＺＣａｇＡＲｆｒｏｍΔＣａｇＡｐｌａｓｍｉｄ　４　ＰｒｏｄｕｃｔａｍｐｌｉｆｉｅｄｗｉｔｈｐｒｉｍｅｒｓＹＺ

ＣａｇＡＦａｎｄＹＺＣａｇＡＲｆｒｏｍ ＨｐＧ２７ｃａｇＡｇｆｐ１１ｐｌａｓｍｉｄ）　Ｃ　Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＣａｇＡｉｎｂａｃｔｅｒｉａｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｆｕｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

犉犻犵．２　犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳犎狆犿狌狋犪狀狋犲狓狆狉犲狊狊犻狀犵犳狌狊犲犱犆犪犵犃犪狀犱犌犉犘１１

２　构建犆犪犵犃与犌犉犘１１在犎狆内的融合表达

以 Ｈｐ犈．犮狅犾犻穿梭质粒ｐＣＨＦＨｐ为载体，构建

ＣａｇＡ 与 ＧＦＰ１１ 的 融 合 表 达 质 粒 ｐＣＨＦＨｐ

ｃａｇＡｇｆｐ１１，构建过程如图２Ａ所示。将该质粒通过电

击转化转入ΔＣａｇＡ中，利用含卡那霉素和氯霉素的

固体培养基筛选到阳性克隆 ＨｐＧ２７ｃａｇＡｇｆｐ１１。从

ＨｐＧ２７ｃａｇＡｇｆｐ１１及ΔＣａｇＡ突变株中提取质粒，分

别用ｐＣＨＦＨｐ质粒特异性引物ＹＺｐＣＨＦＨｐＦ、ＹＺ

ｐＣＨＦＨｐＲ及 ＣａｇＡ 特异性引物 ＹＺＣａｇＡＦ、ＹＺ

ＣａｇＡＲ进行ＰＣＲ验证，结果显示前者能够扩增出大

小分别为７２１ｂｐ和５４３ｂｐ的条带（图２Ｂ），符合预期，

而 ΔＣａｇＡ 不 能 扩 增 出 该 条 带，说 明 ｐＣＨＦＨｐ

ｃａｇＡｇｆｐ１１质粒转入到ΔＣａｇＡ菌株中。之后我们通

过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进一步验证了该融合表达菌株中

ＣａｇＡ的表达情况，结果显示融合表达菌株中有ＣａｇＡ

蛋白条带（图２Ｃ），表明该菌株能够正常表达ＣａｇＡ与

ＧＦＰ１１融合蛋白。

３　构建稳定表达犌犉犘１１０的犌犈犛１细胞系

将 ＧＦＰ１１０的基因序列构建到真核表达载体

ＬＶ８Ｎ（ＥＦ１ａＦ／ｍＣｈｅｒｒｙ＆Ｐｕｒｏ）上（图３Ａ），包装慢

病毒。利用慢病毒转染ＧＥＳ１细胞，通过嘌呤霉素筛

选获得阳性细胞株。由于ＬＶ８Ｎ载体上含有红色荧

光基因ｍＣｈｅｒｒｙ的表达盒，因此转染成功的阳性细胞

株能够发出红色荧光（图３Ｂ）。

　　Ａ　ＧＦＰ１１０过表达质粒示意图　Ｂ　荧光显微镜检测质粒稳转

细胞（２００×）

图３　犌犉犘１１０稳定表达细胞株的构建

Ａ　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍ ｏｆＧＦＰ１１０ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｌａｓｍｉｄ　Ｂ　

Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｓｓｔａｂｌｙｈａｒｂｏｒｉｎｇｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄ（２００×）

犉犻犵．３　犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳犮犲犾犾犾犻狀犲狊狊狋犪犫犾狔犲狓狆狉犲狊狊犻狀犵犌犉犘１１０
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４　犎狆感染细胞中犆犪犵犃转运的检测

为了示踪被注入受体细胞的 ＨｐＣａｇＡ，将上述构

建的 ＨｐＧ２７ｃａｇＡｇｆｐ１１菌株和慢病毒转染的ＧＥＳ１

细胞共培养。当融合了ＧＦＰ１１的ＣａｇＡ进入细胞内

部后，与胞内的ＧＦＰ１１０组装成完整的ＧＦＰ蛋白，细

胞内就能够发出绿色荧光（图４Ａ）。荧光显微镜观察

结果如图４Ｂ所示，感染１ｈ后，可以观察到细胞内出

现绿色荧光，表明此时ＣａｇＡ蛋白已经进入细胞内部。

感染４ｈ后，细胞内荧光强度明显升高，说明随着感染

时间的延长，更多的ＣａｇＡ被转运到细胞内部。然而，

感染８ｈ后，细胞荧光强度较并没有进一步增强，而是

略有降低。我们推测，随着感染时间的延长，细菌和细

胞的活力均出现下降，ＣａｇＡ的注入量不再增加，且部

分被感染细胞死亡，影响了荧光情况。

　　Ａ　ＧＦＰ拆分方法检测 ＣａｇＡ 转运原理图　Ｂ　ＧＥＳ１细胞中

ＧＦＰ蛋白的荧光检测（２００×）　Ｃ　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞内ＣａｇＡ的

转运　Ｄ　统计细胞的蜂鸟状表型改变（２００×）

图４　犎狆感染细胞中犆犪犵犃转运的检测

Ａ　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＳｐｌｉｔＧＦＰ ｍｅｔｈｏｄ　Ｂ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＧＦＰｐｒｏｔｅｉｎｉｎＧＥＳ１ｃｅｌｌｓ（２００×）　Ｃ　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＣａｇＡｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｉｎｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ　Ｄ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆ

ｃｅｌｌｕｌａｒｈｕｍｍｉｎｇｂｉｒｄｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃａｌｔｅｒａｔｉｏｎ（２００×）

犉犻犵．４　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犆犪犵犃狋狉犪狀狊狆狅狉狋犻狀犎狆犻狀犳犲犮狋犲犱犮犲犾犾狊

同时，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测了细胞内ＣａｇＡ浓

度的变化，结果也与荧光强度变化一致（图４Ｃ）。感染

１ｈ后，细胞内能够检测到ＣａｇＡ的电泳条带，４ｈ后浓

度明显高于１ｈ，而８ｈ后开始降低。此外，还观察了

被感染细胞的形态变化，能够明显观察到ＣａｇＡ特有

的致细胞病变表型———“蜂鸟样变”（图４Ｄ），证实融合

ＧＦＰ１１的ＣａｇＡ确实被转运进细胞内部，进而诱导细

胞出现形态学改变。

讨　论

ＣａｇＰＡＩ编码ＣａｇＡ和Ｔ４ＳＳ相关蛋白等３０多个

蛋白产物［１５］，是近年来 Ｈｐ致病机制研究的热点。

ＣａｇＡ因与胃癌的发生密切相关而被称为“癌蛋白”，

其致病机理已经被深入研究［１６］。Ｔ４ＳＳ的蛋白组成、

结构与功能也已被广泛探索［１７］。现有研究认为ＣａｇＡ

是通过Ｔ４ＳＳ转运进入受体细胞的，Ｈｏｈｌｆｅｌｄ等
［８］尝

试利用 ＧＦＰ标记来示踪ＣａｇＡ的转运，却以失败告

终，推测原因可能是全长的ＧＦＰ过大，其空间构象限

制了融合蛋白通过Ｔ４ＳＳ通道。目前，对于ＣａｇＡ是

如何通过 Ｔ４ＳＳ的转运进入宿主细胞的过程还不清

楚，Ｔ４ＳＳ除了转运ＣａｇＡ外还能转运其他哪些效应蛋

白也不明确。

基于双分子荧光互补原理的ＧＦＰ拆分方法很巧

妙地将ＧＦＰ拆分为两部分用于蛋白质相互作用研究

中，利用该方法可以实现细胞内目标蛋白动态变化的

可视化研究。目前已有少量将其应用到病原菌分泌蛋

白研究中的报道，如Ｅｎｇｅｌｅｎｂｕｒｇ和Ｐａｌｍｅｒ报道利用

ＧＦＰ拆分方法在沙门氏菌感染细胞过程中标记和示

踪Ⅲ型分泌系统（Ｔ３ＳＳ）效应蛋白 ＰｉｐＢ２、ＳｔｅＡ 和

ＳｔｅＣ
［１１］。Ｓａｋａｌｉｓ 等 报 道 了 利 用 该 方 法 研 究 犃．

狋狌犿犲犳犪犮犻犲狀狊Ｔ４ＳＳ效应蛋白 ＶｉｒＥ２的转运
［１２］。这些

研究为揭示致病菌效应蛋白的转运机理及其致病机制

提供了有效的手段。本研究将ＧＦＰ拆分的方法应用

到ＨｐＣａｇＡ的转运研究中，仅将ＧＦＰ的第１１β折叠

与ＣａｇＡ相连，尽可能减小融合蛋白带来的空间位阻，

并最终示踪到ＣａｇＡ蛋白转运到受体细胞后发出的荧

光，为ＣａｇＡ的转运机制研究提供了更多的实验数据。

ＣａｇＡ是目前 Ｈｐ中唯一已知的通过 Ｔ４ＳＳ转运

的效应蛋白。以“效应蛋白转运假说”为代表的推测认

为除了ＣａｇＡ之外，Ｈｐ还编码其它经Ｔ４ＳＳ转运的效

应蛋白［１８］，然而迄今为止，ＨｐＴ４ＳＳ是否转运 ＣａｇＡ

之外的其它效应蛋白仍是个未解之谜。Ｏｌｂｅｒｍａｎｎ

等利用生物信息学手段比对分析了多株 ＨｐＣａｇＰＡＩ

的基因、蛋白序列，在进化角度上预测了一些未知基因

产物可能是分泌蛋白［１９］，然而目前还没有关于这些蛋

白的进一步研究报道。而且有研究表明，单独的

Ｔ４ＳＳ也可以引起宿主细胞ＩＬ８的产生和分泌，并能

激活细胞内ＮＦκＢ、ＭＡＰＫ等信号通路
［２０２１］。这些研

究说明，进一步研究Ｔ４ＳＳ的转运及作用机制对于揭

示Ｈｐ的致病机制仍具有重要意义。本文尝试的ＧＦＰ

拆分的示踪方法为探究Ｔ４ＳＳ其他效应蛋白的转运及

致病机制提供了手段。
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