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Abstract
AIM: To clone and analyze H pylori cagT gene.

METHODS: H pylori cagT gene was amplified 
from the genome DNA by polymerase chain re-
action (PCR). The PCR product was inserted into 
pGEM-T vector and then transformed into E.coli 
DH5α. The positive recombinant clone was ana-
lyzed by digestion of restriction endonuclease. 
Next, the cagT gene fragment was inserted direc-
tionally into vector pQE30 to construct recombi-
nant clone of cagT, which was sequenced finally.

RESULTS: A cagT gene consisting of 843 base 
pairs, which encoded a product of 280 amino 
acids, was obtained using PCR method and 
was cloned into pGEM-T vector successfully. 
Its GenBank accession number was EF114758. 
Sequence analysis showed that cagT gene had 
shared 97%-99% homology with other strains in 
GenBank.

CONCLUSION: The correct cagT gene is suc-
cessfully cloned, which established a basis for 
further investigation of its biological function.
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摘要
目的: 克隆幽门螺杆菌(H pylori  )NCTC 11637 
cagT (HP0532)的编码基因, 并分析其核苷酸序
列. 

方法: 应用PCR技术从H pylori基因组DNA中
扩增cagT编码基因片段, 克隆至pGEM-T载体
后, 再将其定向插入pQE30载体中, 双酶切鉴
定筛选阳性克隆, 并进行序列分析. 

结果: N C T C 11637  c a g T 基因全长843 
bp(GenBank登录号为EF114758), 编码280个
氨基酸, 与GenBank公布的其他H pylori菌株
基因序列的核苷酸同源性为97%-99%.

结论: 成功克隆了cagT基因, 为进一步研究其
生物学功能奠定了基础.
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylori )感染在世界范围内广泛流

行. 已证实H pylori感染是慢性胃炎和消化性溃

疡的重要病因, 与胃癌和胃黏膜相关性淋巴样组

织(MALT)恶性淋巴瘤的发病也有密切关系[1-2]. 
H pylori的cagT /H pylori 0532由cag致病岛编码, 
Rohde et al [3]用激光共聚焦扫描电镜和免疫场致

发射扫描电镜技术发现, H pylori的cagT定位于
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■背景资料
H pylori 已被证实
是慢性胃炎和消
化性溃疡的重要
病因, 且与胃癌和
胃黏膜相关性淋
巴样组织(MALT)
恶性淋巴瘤的发
病也有密切关系,
已被IARC/WHO
定 为 I 类 致 癌 原 . 
导致严重胃部疾
病的H pylori 菌株
中含有一个cag 致
病岛, 基因呈高密
度分布并编码一
个分泌转运系统
(type IV secretion 
system, TFSS), 通
过转运细胞相关
毒素CagA而参与
H py lo r i 诱导上
皮细胞内的酪氨
酸磷酸化、细胞
骨架重排、基垫
结构形成、活化
核 转 录 因 子 N F -
κB、诱导促炎细
胞因子白细胞介
素-8的表达等, 在
H pylori 致病中起
着关键作用. 



H pylori的外膜上, 分布在细菌表面纤毛样结构

的基底部, 推测其可能是分泌素或是与分泌素

相关的脂蛋白(引导蛋白), 允许H pylori 0527和
针样纤毛结构通过, 并起着稳固其他蛋白的作

用. 我们通过克隆H pylori  cagT基因, 构建原核

表达载体, 并对其序列进行分析, 旨在为进一

步研究cagT基因在H pylori致病中的作用奠定

基础.

1  材料和方法

1.1 材料 H pylori  NCTC11637购自中国预防科学

院流行病学研究所, 大肠埃希菌DH5α为江苏大

学医学技术学院中心实验室保存. 哥伦比亚培养

基、厌氧袋购自OXOID公司; Ex Taq DNA聚合

酶、dNTP、限制性核酸内切酶Bam HⅠ及Hin d 
Ⅲ、TaKaRa Agarose Gel DNA Purification Kit Ver 
2.0、T4DNA连接酶(快速连接试剂盒)、DL2000 
DNA Marker购自TaKaRa公司; 1 kb DNA Ladder
购自TOYOBO; pGEM-T载体购自Promega公司; 
pQE30载体由江苏大学医学技术学院中心实验

室保存; PCR基因扩增仪(Mastercycler Gracent, 
Eppendor公司)、自动凝胶成像系统(美国UVP公
司), 其他常规试剂按照《分子克隆实验指南》

要求配制.
1.2 方法 
1.2.1 PCR扩增及纯化DNA 用常规酚、氯仿抽

提法获得, -20℃保存备用. 根据GenBank中已报

道的H pylori 26695 NC_000915的HP0532基因 
(cagT基因)序列, 利用软件Primer Premier5.0设
计PCR引物: P1: 5'-TCCGGATCCATGAAAGTG
AGAGCAAGTGT-3'(29 bp); P2: 5'-GCCAAGCT
TTCACTTACCACTGAGCAAAC-3'(29 bp). 在
上游引物P1 5'端加Bam H Ⅰ酶切位点; 在下游引

物P2 5'端加Hin d Ⅲ酶切位点. 预期的PCR产物

长度为843 bp. 引物由上海生工生物技术有限公

司合成. 用Ex Taq DNA聚合酶进行PCR扩增(在
25 μL反应体系中, 分别加入dNTP 2 μL、Mg2+ 
1.5 μL、10×Buffer(Mg2+阴性)2.5 μL、DNA模

板1 μL、浓度为20 μmol/L的P1和P2引物各0.7 
μL、Ex Taq DNA聚合酶0.2 μL, 按照PCR条件扩

增), 其扩增参数为: 94℃预变性5 min后, 按94℃ 
30 s、55.4℃ 30 s、72℃ 1 min, 30个循环, 最后

72℃延伸10 min. PCR产物经10 g/L琼脂糖凝胶

电泳, EB染色, Genius凝胶电泳图像分析系统分

析鉴定. 
1.2.2 TA克隆及鉴定 胶回收试剂盒回收目的片
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段, 胶回收PCR产物与pGEM-T载体(摩尔比8∶1), 
加1 μL T4DNA连接酶, 4℃连接过夜. 连接产物

转化DH5α感受态细胞. 转化后的细菌涂布于含

50 mg/L氨苄青霉素的LB平板上, 37℃培养16 h. 
挑取菌落转种于含氨苄青霉素50 mg/L的LB液

体培养基, 37℃振摇12 h, 用碱裂解法进行质粒

小量提取, 并进行Bam H Ⅰ、Hin d Ⅲ双酶切鉴

定和质粒PCR鉴定. 
1.2.3 重组质粒的构建 将质粒pQE30和TA克隆

鉴定阳性的质粒经Bam H Ⅰ和Hin d Ⅲ双酶切, 
回收酶切片段, T4连接酶试剂盒作用下16℃连

接过夜, 转化宿主菌DH5α, 双酶切鉴定筛选出

阳性克隆. 
1.2.4 DNA序列测定与分析 将经过鉴定的阳性

重组质粒寄至上海生工生物技术有限公司测序. 
测序结果通过GenBank进行同源性比较分析. 

2  结果

2.1 cagT基因PCR扩增结果 PCR结果发现在843 bp
左右有一条带, 与预计大小一致, 无非特异性条

带(图1).
2.2 TA克隆重组质粒的筛选与鉴定 将PCR产物

与pGEM-T载体连接产物转化至DH5α, 随机挑

取菌落, 抽提质粒, 双酶切产物电泳后, 阳性克

隆出现的两条带分别位于3003 bp和843 bp处  
(图2).
2.3 重组表达质粒的酶切鉴定 重组质粒pQE30-
c a g T 经B a m HⅠ和H i n d Ⅲ双酶切鉴定结果 
(图3). 
2.4 cagT 基因片段的测序结果及序列分析 将
经鉴定后的重组质粒送往上海生工生物技术

有限公司进行核苷酸序列测定, DNA测序结果

表明, 构建的重组质粒上的cagT长度为843 bp, 
与设计序列大小完全一致, GenBank登录号为

EF114758, 将其测序结果通过GenBank与已知

的两种国际标准菌株H pylor i  26695和J99的
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图   1   c a g T 基 因 P C R 产 物 . 
1: DNA marker DL2000; 2: 

cagT  PCR product; 3: negative 

control.

■应用要点
本文通过对cagT
基因的克隆及其
序列的核苷酸同
源 性 分 析 ,  发 现
NCTC 11637 cagT 
基因与GenBank 
公 布 的 其 他 H 
pylori 菌株基因序
列的核苷酸同源
性为97%-99%, 为
进一步研究其生
物学功能及其在
致病中的作用奠
定基础.
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HP0532基因的核苷酸序列进行比对, 与26695
菌株的HP0532比较, 同源性为97%(822/843), 与
J99菌株的cagT比较, 同源性为97%(826/843), 碱
基总数相同. 而与Censini et al [4]报道(GenBank 
登录号: A F282852)的几乎一致, 同源性高达

99%(841/843).

3  讨论

H pylori是定植于人胃部特定的病原菌, 感染呈

全球分布, 感染率高达50%以上. 现已证实他是

轻度胃炎, 消化性溃疡及胃癌的主要病因. 导
致严重胃部疾病的H pylori菌株中含有一个cag
致病岛(cytotoxin associated gene pathogenicity 
island, cag  PAI). cag致病岛是一个约40 kb的特

殊基因片段, 该片段只出现于致病相关菌株, 可
有部分或全部丢失等不稳定表现, G+C含量与

H pylori整个染色体DNA的平均含量不同, 其
侧面为两个31 b p的直接重复序列, 并有插入

序列(IS)元件的出现, 随着cag致病岛的分割及

缺失, H pylori的毒力梯度呈下降趋势. cag致
病岛基因呈高密度分布并编码一个分泌转运

系统(type IV secretion system, TFSS). 根癌农

杆菌(Agrobacterium tumefaciens )的VirB-VirD
系统或称Ti-DNA输送系统被公认为是TFSS的
标准, 他是由virB操纵子的产物(VirB1-VirB11
蛋白)和virD4基因编码的产物VirD4装配而成, 
形成跨膜通道将蛋白直接注入宿主细胞内 [5]. 
Tanaka et al [6]认为H pylori的TFSS装置是一个

丝状的大分子结构, 伸出细菌外膜的表面. 在H 
pylori中, TFSS组分包括定位于内膜的ATPases
即HP0544/CagE和HP0525/Cagα, 以及偶联蛋

白HP0524/Cagβ, 他们分别是VirB4、VirB11及
VirD4的同源物, 为装运底物提供能量. HP0523
可能与VirB1的功能相似, 可能是一个糖基转

移酶 ,  切断肽聚糖 ,  使得T F S S装置能够横跨

细菌细胞壁[3,7]. 跨膜通道本身连接内外膜, 由
HP0529/VirB6, HP0532(CagT)/VirB7, HP0530/
VirB8, HP0528(CagX)/VirB9和HP0527/VirB10
组成, 一般认为HP0530/VirB8和HP0527/VirB10
形成转运装置的核心 ,  可能跨越内外膜形成

一个孔道. HP0529/VirB6有多层跨膜螺旋, 与
HP0530/VirB8和HP0527/VirB10形成内膜复合

体. HP0528/VirB9与脂蛋白HP0532/VirB7形成外

膜复合体. Tanaka et al [6]用免疫金电镜技术发现, 
VirB7和VirB9的同系物HP0532/cagT和 HP0528/
CagX沿着菌毛的长度定植, 而Rohde et al [3]描述

HP0532/cagT在菌毛的基部环形分布. 在根癌农

杆菌中, VirB7其自身稳定是通过cys-24形成二

硫键交联的同型二聚体, VirB9的cys-262与VirB7
的cys-24间形成二硫键交联的异型二聚体, 然后

与内膜蛋白VirB8和VirB10作用形成装运装置孔

道, 其VirB7在形成转运装置的过程中, 介导菌

毛与通道的核心复合物VirB8-VirB9-VirB10的
连接, 对稳定其他VirB蛋白起着关键的作用[8-12]. 
HP0546是TFSS伸出细菌表面菌毛样结构的主

要成分, 其作用可能是建立细菌和宿主细胞的

接触[13]. 目前认为, 由cag致病岛编码的蛋白构

成的细菌IV型分泌系统(TFSS), 通过转运细胞

相关毒素CagA而参与H pylori诱导上皮细胞内

的酪氨酸磷酸化、细胞骨架重排、基垫结构形

成、活化核转录因子NF-κB、诱导促炎细胞因

子白细胞介素-8的表达等, 在H pylori致病中起

着关键作用[14-15]. 
我们从H pylor i NCTC11637菌株中克隆

cagT基因并对其DNA序列进行测定, 利用生物
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图  3  重组质粒pQE30/cagT 的双酶切鉴定结果. 1: DNA 

Marker DL2000; 2: PCR product of cagT ; 3: pQE30/cagT /

BamHⅠ+HindⅢ; 4: pQE30/cagT/BamHⅠ; 5: pQE30/cagT/

HindⅢ; 6: 1 kb DNA Ladder.
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图  2  重组质粒pGEM-T/cagT 的双酶切鉴定结果. 1: DNA 

Marker DL2000; 2: PCR product; 3: pGEM-T/cagT/BamH
Ⅰ+HindⅢ; 4: pGEM-T/cagT/BamHⅠ; 5: pGEM-T/cagT/

HindⅢ; 6: 1 kb DNA Ladder.

■创新盘点
本 文 首 次 克 隆
H pylor i  NCTC 
11637菌株cagT 基
因全长, 比较其与
其他菌株的同源
性, 并成功构建了
原核表达载体, 为
后续的研究工作
奠定基础.
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信息数据库及生物学软件对cagT基因序列进行

同源性分析, 结果表明, cagT基因是一类高度保

守的原核型基因, 与H pylori其他菌株的同源性

在97%-99%, 与真核生物无同源序列. 测序结果

证实cagT基因克隆成功, 为深入研究其生物学

功能及潜在的临床应用前景提供了良好的实验

基础. 
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■同行评价
本 文 进 行 了 幽
门螺杆菌 N C T C 
11637 cagT 基因
的克隆及序列分
析 ,  介 绍 了 有 关
cag 克隆的基因的
结果 ,  方法先进 , 
结果可信, 有一定
的科学性.


