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■背景资料
RNAi技术近年发
展迅速, 已成为分
子生物学研究的
主要技术手段之
一 ,  在 人 类 基 因
功能研究、信号
转导研究及基因
治疗方面已显示
出巨大的前景. 目
前, 利用RNAi进
行白血病、艾滋
病、乙型肝炎、

丙型肝炎的治疗
研究已取得一定
进展, 即成功地下
调了相关基因的
表达.本研究依据
RNAi原理, 观察
靶向siRNA抑制H 
pylori  vacA基因表
达.
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Abstract
AIM: To investigate whether RNA interference 
(RNAi) induced by small interfering RNA 
(siRNA) can suppress the expression of vacA in 
Helicobacter pylori.

METHODS: Five pairs of siRNA targeted vacA, 
named vacA-s1, vacA-s2, vacA-s3, vacA-s4, and 
vacA-s5, and one pair non-specific siRNA were 
synthesized and then transferred into H pylori 
using electroporation method. Before and 1, 6, 
12, 24, and 48 h after electroporation, the expres-
sion of vacA gene and protein were detected by 
reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and Western blot, respectively. PCR 

products were also cloned and sequenced.

RESULTS: siRNA was transformed into H pylori 
with an average efficiency of 89% by electro-
poration. The inhibitory rates of vacA mRNA 
expression in vacA-s2 and vacA-s4 transferred H 
pylori were 65% and 77% at 1 h, 43% and 50% at 
6 h, and 17% and 9% at 12 h, respectively, which 
were significantly higher than those in vacA-s1, 
vacA-s3, vacA-s5, and vacA-s6 transferred ones 
(P < 0.05). No inhibition of vacA mRNA was 
observed in vacA-s2 and vacA-s4 transferred H 
pylori at 24 and 48 h. The expression of vacA 
mRNA had no changes at all time points in va-
cA-s1, vacA-s3, vacA-s5, and vacA-s6 transferred 
bacteria. The inhibitory rates of vacA protein in 
vacA-s2 and vacA-s4 transferred H pylori were 
26% and 17% at 1 h, 47% and 40% at 6 h, 70% and 
75% at 12 h, and 33% and 30% at 24 h, respec-
tively, which were markedly higher than those 
in vacA-s1, vacA-s3, vacA-s5, and vacA-s6 trans-
ferred ones (P < 0.05). There was no inhibition of 
vacA protein 48 h after electroporation. After the 
PCR products were sequenced, we found them 
99% homologous to the reported sequence.

CONCLUSION: It is feasible to suppress the ex-
pression of vacA in H pylori by targeting siRNA 
using electroporation.
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摘要
目的: 观察靶向siRNA能否抑制幽门螺杆菌(H 
pylori )vacA基因表达. 

方法: 合成靶向H pylori  vacA基因5对特异
siRNA(实验组: vacA-s1, vacA-s2, vacA-s3, 
vacA-s4, vacA-s5)和1对非特异siRNA(对照组). 
通过电穿孔法使siRNA转化至H pylori内, 观察
转化效率和转化1, 6, 12, 24, 48 h mRNA和蛋
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■研发前沿
RNA干扰技术是
利用双链RNA诱
导的序列特异的
转录后基因沉默
(PTGS),  他是由
19-21个核苷酸大
小的小分子干扰
RNA(siRNA)引起
的.

白表达的抑制率, 并将PCR产物克隆和测序. 

结果: 电穿孔转化效率平均为89%. vacA-s2、

vacA-s4组在转化1 h vacA mRNA表达抑制
率达最大值 ,  1 ,  6 ,  12  h抑制率分别为65%
和77%, 43%和50%, 17%和9%, 24和48 h时
vacA mRNA表达无抑制效应, 与vacA-s1、

vacA-s3、vacA-s5、vacA-s6组相比有显著差异
(P <0.05), 因为vacA-s1、vacA-s3、vacA-s5、

vacA-s6组转化后各时间点mRNA表达无变
化. vacA-s2和vacA-s4组在转化1, 6, 12, 24 h时
vacA蛋白表达抑制率分别为26%和17%, 47%
和40%, 70%和75%, 33%和30%, 与vacA-s1、

vacA-s3、vacA-s5、vacA-s6组相比有显著差异
(P <0.05); 转化48 h则无抑制效应. PCR产物克
隆和测序与相应报道序列比较, 同源性为99%.

结论: 靶向siRNA可以通过电穿孔法转化并
特异地抑制H pylori  vacA基因表达.
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0  引言

目前已发现H p y l o r i 的毒力因子有多种 ,  如
C a g致病岛 [1,2]、尿素酶(u r e B)[3,4]、空泡毒素

A(vacA)[5,6]等, 其中能使胃上皮细胞空泡变性

的vacA是该菌重要的致病因子之一. RNA干扰

(RNA interference, RNAi)技术是利用双链RNA 
(double stranded RNA)诱导的序列特异的转录

后基因沉默(posttranscriptional gene silencing, 
PTGS)[7]RNAi现象广泛存在于多种生物体内[8-10], 
RNAi在基因功能研究、基因调控研究和基因

治疗等领域展示了巨大的应用前景[11-15]. 我们

依据RNAi原理, 以H pylori的vacA基因为靶点, 
用vacA高表达的国际标准H pylori  NCTC11637
菌株为研究对象, 设计、筛选针对vacA基因的 
siRNA片段, 观察靶向siRNA抑制H pylori  vacA
基因表达. 

1  材料和方法

1.1 材料 国际标准H pylori   NCTC11637(cagA+/ 
v a c A+)菌株购自中国疾病预防控制中心 ,  空
肠弯曲菌培养基溶于水后加新鲜脱纤维羊

血(50 m L/L), 混匀铺在无菌培养皿上, 冷却

凝固后接种H pylori , 置于37℃ 100 mL/L O2, 
50 mL/L CO2, 850 mL/L N2微厌氧培养箱内

培养3  d .  胃黏膜上皮细胞株(G E S-1)购自北

京肿瘤研究所, G E S-1培养于100 m L/L胎牛

血清的DMEM高糖培养液中, 37℃ 50 mL/L 
C O2恒温培养. 根据s i R N A基本设计原则, 利
用s iRNA序列搜索软件, 由上海吉玛公司设计

并化学合成针对H pylor i  NCTC11637菌株的

vacA基因(AJ239564)的5对特异s iRNA和1对
非特异siRNA. 5对特异siRNA序列为: vacA-s1: 
5'-GCUAGGCAUUAUUGGGUCATT-3', 5'-U
GACCCAAUAAUGCCUAGCTT-3'; vacA-s2: 
5'-GCAAUGGAACAAGCUUGAATT-3'; 5'-U
UCAAGCUUGUUCCAUUGCTT-3'; vacA-s3: 
5'-GCUUGAAGUGGAUAUGAAATT-3'; 5'-UU
UCAUAUCCACUUCAAGCTT-3'; vacA-s4: 5'-G
GAUAUGAAAGACGCUGUATT-3'; 5'-UACAG
CGUCUUUCAUAUCCTT-3'; vacA-s5: 5'-GGGA
CUUAUAAACUUUCAGTT-3'; 5'-CUGAAAGU
UUAUAAGUCCCTT-3'. 一对非特异siRNA序列

vacA-s6为: 5'-AGUGGAUUUCAACGCUAAATT 
-3', 5'-UUUAGCGUUGAAAUCCACUCT -3'
并将vacA-s1和vacA-s6的5'-FAM荧光标记. 应
用Blast(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)在EST
数据库查询上述序列, 证实5对特异s iRNA序

列除v a c A基因外 ,  未发现与另外任何基因同

源. One step RT-PCR Kit购自Takara公司, Total 
RNA Isolation Kit(GIBCO). vacA一抗为羊单抗, 
二抗为鼠抗羊, 购自美国Santa Cruz公司. ECL
增强化学发光试剂盒购自美国Amersham公司. 
Electroporater 2510型为Eppendorf公司. Milipore
公司超滤离心管. 细菌裂解液HNM: 10 mmol/L 
Hepes, 30 mmol/L NaCl, 5 mmol/L MgCl2, pH 
7.0, 10 mg/L DNA酶, 2 g/ L溶菌酶.
1.2 方法 

1.2.1 电穿孔法转化及转化效率 共分为6组, 实
验组: vacA-s1, vacA-s2, vacA-s3, vacA-s4, vacA-s5, 
对照组: vacA-s6. 将培养3 d的H pylori菌落用

100 mL/L无菌冰甘油溶液冲下, 反复漂洗, 4℃ 
4 000 r/min离心15 min, 弃上清, 100 mL/L无
菌冰甘油重悬, 吸管吹匀, 以吸光度值来调整H 
pylori浓度至109个/L. siRNA 11 μg溶解于5 μL 
DEPC水并加入95 μL菌液中, 置于电穿孔杯内

(4℃预冷), 2 500 V, 5 ms电穿孔法转化. 再将转

化后的H pylori置于37℃ 100 mL/L O2, 50 mL/L 
CO2, 850 mL/L N2微厌氧培养箱内培养48 h. 将
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5'-FAM荧光标记的vacA-s1和vacA-s6经同样方

法转化, 2 mL无菌冰甘油溶液洗涤后荧光显微

镜下观察(×400倍), 每组10个视野计数发绿色

荧光的H pylori占总H pylori数的百分比为平均

转化效率(%), 转化效率(%) = 荧光H pylori /总H 
pylori . 
1.2.2  提取R N A及RT-P C R 每组分别于转化

前、转化后1, 6, 12, 24, 48 h取H p y l o r i 样
本提取R N A, RT-P C R扩增的引物序列 :  上
游5'-TTCAGACTTTATCAATAAG-3', 下游

5'-TCCTGCAAAAGATTGTTTG-3', 扩增片

段长259 bp. RT-PCR反应体系: 10×One Step 
RNA Buffer 2.5 μL, MgCl2(25 mmol/L) 5 μL, 
d N T P M i x t u r e(10 m m o l/L)2.5 μ L, R n a s e 
Inhibi tor(40 MU/L)0.5 μL, AMV Rtase XL 
(5 MU/L)0.5 μL, AMV-Optimized Taq(5 MU/L) 
0.5 μL. 上游特异性引物(10 μmol/L)0.5 μL, 
下游特异性引物(10  μ m o l/L)0 .5  μ L, 模板

RNA 2 μL, RNase Free dH2O 10.5 μL, Total
体积25 μL/Sample. 反应条件: 50℃ 30 min; 
94℃ 2 min; (94℃ 1 min; 52℃ 1 min; 72℃ 
1 min)×30; 72℃ 7 min. RT-PCR扩增产物经

15 g/L琼脂糖电泳溴化乙啶染色确定. 内参选

用gyrB基因(DNA旋转酶B亚单位基因), 根据

Genbank查到的H pylori的gyrB基因序列, 经
同源性分析, 设计引物为: 上游5'-CGCTAAA
GAAAGTGGCACGAC-3', 下游: 5'-TGCGCG
TTTCTTCATCCAT-3'. 扩增片段长267 bp, 反
应条件及体系同上 .  产物取5  μ L在15  g/L琼

脂糖凝胶(含0.5 mg/L溴化乙锭)电泳, 根据内

对照gyrB基因与vacA的RT-PCR产物的电泳

条带相对强度, 用Glykobandcan4.5软件确定

m R N A的抑制率 .  扩增259  b p长度的m区上

下游引物为: 5'-TCAATATCAACAAGCTC-3', 
5'-CCGCATGCTTTAATGTC-3'. 采用上海博彩

生物科技有限公司(BBST)T-A克隆试剂盒将扩

增的目的片断克隆至pUCm-T载体中. 重组质粒

转化与至E.coli DH5a株并扩增, 碱变性法提取

质粒. 委托BBST公司测定插入片断的核苷酸序

列, 并与报道的核苷酸序列进行比较. 
1.2.3 Western blot 电穿孔转化后1, 6, 12, 24, 48 h
各组分别取1×106个H pylori , 3 000 r/min离心

5 min, 弃上清, 加入10倍于沉淀的细菌裂解液

反复冻融3次, 15 000 g离心20 min, 取上清液经

超滤浓缩40倍, 电泳后置120 g/L SDS-PAGE行
蛋白分离后, 电转移至硝酸纤维素膜, 50 mL/L

脱脂奶粉的TTBS封闭1 h, 以一抗稀释vacA为1
∶1 000, 内对照vacA为1∶5 000, 4℃孵育过夜. 
二抗采用辣根过氧化物酶(HRP)标记的鼠抗羊

抗体为1∶1 000, 室温孵育3 h, 用化学发光法

(ELC)显色. 待目的蛋白检测完毕后, 1×TBST
重新洗膜 ,  以检测内对照A c t i n蛋白表达 .  用
Glykobandcan4.5软件分析Actin与目标蛋白条带

灰度比值, 确定其抑制率. 
1.2.4 GES-1与H pylori超滤液共培养 11 μg特异

vacA-s2和非特异vacA-s6电穿孔法转化109个/L H 
pylori后, 分别用超滤离心管过滤除菌并浓缩成

0.1 m L, GES-1以每孔1×104细胞数分别接种

于96孔板上, 每次更换DMEM高糖培养液时均

加入上述超滤液10 μL, 共培养1 wk后透射电

镜观察GES-1超微结构变化. 流式细胞仪检测细

胞周期相分布: 将与H pylori超滤液共培养后的

GES-1收获, PBS洗涤, 700 mL/L冰乙醇固定, 碘
化丙啶染色, 流式细胞仪检测.

统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 
多个样本均数比较用单因素方差分析(one-way 
ANOVA), 多个实验组与一个对照组比较用最

小显著差法(the least significant difference, LSD)
分析. 全部资料上机经SPSS 10.0软件包处理, 
P <0.05为统计学上差异有显著性.

2  结果

2.1 转化效率 电穿孔法转化后, 在荧光显微镜

下(×400, 图1)观察发现H pylori内出现绿色荧

光物质, 冰甘油溶液洗涤后绿色荧光亦无变化, 
vacA-s1和vacA-s6电穿孔转化效率86%-95%, 平
均89%, vacA-s1和vacA-s6两组电穿孔转化效率

比较无统计学差别(P >0.05).
2.2 半定量RT-PCR结果 vacA引物的基因片段经

电泳和EB染色后, 结果显示扩增片段大小与所

设计的大小完全一致, 为229 bp. VacA-s1和va-

图  1  荧光标记siRNA转化荧光的H pylori  (×400 ). 

■创新盘点
本研究依据RNAi
原理, 通过电穿孔
法将针对vacA基
因的s iRNA转化
入H pylori , 发现
s iRNA可特异地
抑制vacA基因表
达.
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cA-s6各组siRNA对H pylori  vacA的mRNA抑制效

应: vacA-s1, vacA-s3, vacA-s5, vacA-s6转化后各时

间点mRNA表达无变化; vacA-s2、vacA-s4组在

转化1 h vacA mRNA表达明显抑制并达最大值, 
1, 6, 12 h抑制率分别为65%和77%, 43%和50%, 
17%和9%(与vacA-s1, vacA-s3, vacA-s5, vacA-s6组

比较, P <0.05), 转化24, 48 h vacA mRNA表达则

为无抑制效应(图2).
2.3 P C R产物克隆和测序结果  G G G G A AT-
GCCGCTAGGCATTATTGGGTCAAAGGC-
G G G C A AT G G A A C A A G C T T G A A G T G-
GATATGAAAGACGCTGTAGGGACTTATA-
AACTTTCAGGCCTTATCAACTTTACTGGT-
GGGGATTTAGATGTCAATATGCAAAAAGC-
CACTTTGCGCTTGGGCCAATTCAATG-
GCAATTCTTTCACAAGCTATAAGGATAGTG

CTGATCGCACCACGAGAGTGGATTTCAAC, 
产物与报道相应序列比较, 无碱基插入或缺失

现象, 同源性为99%.
2.4 Western blot结果 vacA-s1, vacA-s3, vacA-s5, 
vacA-s6转化后各时间点vacA蛋白表达无变化; 
vacA-s2, vacA-s4组在转化1, 6, 12, 24 h vacA蛋

白表达抑制率分别为26%和17%, 47%和40%, 
70%和75%, 33%和30%(与vacA-s1, vacA-s3, 
vacA-s5, vacA-s6组比较, P <0.05), 转化48 h则无

抑制效应(图3).
2.5 GES-1与vacA-s6组转化H pylori超滤液共培

养 GES-1空泡样变, 空泡几乎充满细胞质, 细胞

核固缩, 细胞出现变性、坏死, 细胞质内出现大

量溶酶体和胞内体(图4). 而vacA-s2组则无明显

上述变化. 细胞周期相分布: vacA-s2组GES-1经
流式细胞仪检测均显示以S期细胞为主, G2/M 
期细胞、G1/G0期细胞变化不明显, 而GES-1和
vacA-s6组转化H pylori超滤液共培养1 wk后S期
细胞明显减少(由61.2%减少到31.0%), G1/G0期

细胞显著增加(由36.0%增加到64.7%), G2/M期细

胞亦有少量增加(由2.8%增加到4.3%).

3  讨论

迄今, H pylori确切致病机制未完全明了, 总的

说来, 主要由H pylori产生的毒素、毒性酶及其

代谢产物(尿素酶、过氧化氢酶、黏液酶、蛋白

酶和脂多糖、生物胺等)的直接破坏作用和介导

炎症反应, 诱发宿主的局部和全身免疫反应导

致胃黏膜损伤. 目前vacA在众多毒力因子中是

被研究最多与进展最快的一种, vacA作用晚期

胞内体上的空泡型ATP酶,一旦与目标结合反应, 
晚期胞内体便互相融合, 失去细胞器的功能. 另
外空泡型ATP酶被毒素刺激后, 在空泡内产生酸

性环境, 而环境中的一些渗透性弱碱物质, 例如

氨, 在酸性环境中聚集, 不能再渗透过膜, 而在

细胞器中通过渗透作用吸收水分使空泡肿胀、

变大能够引起晚期溶酶体与晚期胞内体的融合

与积累, 并最终形成空泡, 使细胞发生空泡变性[11]. 
我们发现GES-1与vacA-s6组在转化H pylori超滤

液共培养后S期细胞明显减少, G1/G0期细胞显

著增加, G2/M期细胞亦有少量增加. vacA抑制细

胞增殖机制是其能够破坏上皮细胞的正常细胞

骨架, 而上皮细胞的骨架对维持细胞的增殖与

迁移是极重要的. Pai et al [16]发现纯化的vacA能

抑制正常兔胃黏膜细胞肌动蛋白弹性纤维的形

成和打乱微管的结构, 显著减少黏着斑激酶的

图  3  Western blot凝胶电泳. 

图  4  GES-1超微结构变化. 
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图  2  RT-PCR检测转化后VacA mRNA表达抑制率凝胶电泳. 
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磷酸化与表达. 这些发现证实了vacA破坏了细

胞骨架和干扰了细胞信号转导通路. 他们又用

vacA处理胃黏膜单层上皮细胞的伤口模型, 发
现vacA抑制上皮的重新形成与细胞的增殖, 同
时减少Rac21蛋白的表达与分布和c3介导的Rho
因子APD的核糖化. 从而进一步证实了vacA破

坏了细胞功能与信号转导所依赖的细胞骨架[17]. 
RNAi技术近年发展迅速, 已成为分子生物

学研究的主要技术手段之一, 在人类基因功能

研究、信号转导研究及基因治疗方面已显示出

巨大的前景. 目前, 利用RNAi进行白血病[18,19]、

艾滋病[20-23]、乙型肝炎[24-26]、丙型肝炎[27,28]的治

疗研究已取得一定进展, 即成功地下调了相关

基因的表达. 我们通过RNAi下调vacA基因及蛋

白的表达以治疗H pylori . 本研究中使用电穿孔

法转化, 特异和非特异的siRNA均可以成功地转

化H pylori内, 转化率可达89%, 并可通过5'-FAM
荧光标记siRNA转化H pylori加以证实. 在各组

不同序列siRNA中, vacA-s2、vacA-s4组在转化

1 h时vacA mRNA表达明显抑制并达最大值, 抑
制率分别为65%和77%, 两组在转化12 h时vacA
蛋白表达抑制率最大, 分别为70%和75%, 而其

他四组则无干扰效应. 尽管RNAi在其他诸多

实验中有着出色的表现, 但在本实验中转化效

率及抑制率尚低, 且RNAi抑制mRNA和蛋白的

表达时间作用短暂, 且并非设计的每一对特异

siRNA皆有干扰效应. 其原因可能是由于设计

siRNA针对H pylori  vacA基因的靶位点不正确

所致, 且由于电穿孔法转化方式所致siRNA在H 
pylori内不能长久稳定的表达. 因此, 采用其他方

式进行转化, 如脂质体载体法转化、逆转录病

毒载体介导转化法等, 开发具有高转化效率、

高基因容量和较低毒性的新型载体是RNAi技术

应用于基因治疗关键[29,30]. 
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