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Abstract
AIM: To detect three genes of Helicobacter 
pylori (H pylori) outer membrane proteins in 
NCTC11637 and clinical strains, and to make a 
homologous comparison of the nucleotides in 
strains 26695 and J99.

METHODS: The three genes were detected with 
PCR in H pylori strains NCTC11637 and 27. The 
PCR products were sent for nucleotide sequence 
analysis, and compared with those in strains 
26695 and J99 using GenBank. 

RESULTS: The sequences of the genes of inter-
est were obtained in strain NCTC11637. Among 
27 clinical samples, OipA and HopX genes were 
detected in 10 and 23 H pylori strains, respec-
tively. Only the HopW gene was obtained in 27  
H pylori strains. Moreover, in NCTC11637, the 
homology of the OipA gene between NCTC11637 
and 26695, and J99 in nucleotide acid was 95.38% 
and 94.60%, respectively, which was lower than 

the homology between 26695 and J99, at 95.50%. 
The homology of the HopX gene between 
NCTC11637 and 26695, and J99 in nucleotide 
acid was 94.90% and 95.15%, respectively, which 
was lower than the homology between 26695 
and J99, at 96.49%. The homology of the HopW 
gene between NCTC11637 and 26695, and J99 in 
nucleotide acid was 97.38% and 94.90%, respec-
tively. The homology between 26695 and J99 
was 95.20%.

CONCLUSION: The gene sequences can be ob-
tained in NCTC11637 and clinical strains. The 
HopW gene sequence is conservative.
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摘要
目的: 检测幽门螺杆菌(H py lo r i )标准菌株

NCTC11637及临床菌株外膜蛋白的三种基因

(OipA、HopX、HopW )及比较NCTC11637中

三种基因与国际标准菌株(26695和J99)的同

源性, 为H pylori疫苗的筛选提供实验依据. 

方法:  运用P C R方法检测标准菌株N C T C 
11637及27例临床菌株中的三种基因, 并对其

进行测序. 运用GenBank比较与国际标准菌株

(26695和J99)的同源性. 

结果: 在标准菌株NCTC11637中检测到三种
基因. 在27例临床菌株中, 有10例检测到OipA  
基因. 在23例中检测到HopX 基因, 在27例中
均检测到HopW 基因. NCTC11637中OipA 基
因与26695和J99的核苷酸序列同源性分别为
95.38%、94.60%, 均低于两株国际标准菌株
的同源性95.50%. HopX 基因的同源性分别为
94.90%和95.15%, 同样低于两株国际标准菌
株的同源性96.49%. HopW 基因与26695和J99
的同源性分别为97.38%、94.90%, 两株标准
菌株的同源性为95.20%.

®

■背景资料
幽 门 螺 杆 菌 
(H pylori )是定植
于胃黏膜表面的
革兰阴性、生长
缓慢的螺旋状微
需 氧 菌 .  目 前 已
证实, H pylori 感
染是慢性胃炎、

消化性溃疡发生
的 主 要 病 因 ,  并
与胃癌, MALT淋
巴瘤的发生密切
相关. 近年来, 我
国人群感染率呈
上 升 趋 势 ,  达 到
60%以上 .  因此 ,  
H pylori 致病机制
的研究及其感染
的合理治疗和预
防成为关注的热
点.
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结论: 在标准菌株NCTC11637和临床菌株中
检测到三种基因. H pylori  HopW基因核苷酸
序列具有一定的保守性.

关键词: 幽门螺杆菌; 外膜蛋白; OipA 基因; HopX
基因; HopW 基因; 聚合酶链式反应
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0  引言

幽门螺杆菌(H pylori )的全基因组序列显示, 在
其95个平行基因家族中存在着一个庞大的外膜

蛋白(H pylori  outer membrane protein, Hop)家
族, 编码黏附素样蛋白、前炎症蛋白、微孔蛋

白等[1-2]. 他们在诊断、保护性免疫和致病性等

方面的意义已逐渐引起国内外学者们的关注. 
前炎症蛋白(outer inflammatory protein, OipA)
作为H pylor i的外膜蛋白之一, 其重要性日益

受到关注. 有研究表明其在H pylori  感染致病

上的重要性甚至超越传统认识上的CagA[3]. 而
对于HopX和HopW, Peck et al [4]用其重组体免

疫小鼠, 结果得到血清中的抗体是特异的. 目
前对于他们的功能和致病性还不是很清楚. 国
内外关于O i p A 、H o p W 和H o p X 基因的研究

文献报道很少. 本研究运用PCR方法, 对标准

菌株N C T C11637和临床菌株三种基因进行

检测、测序并对其编码基因与国际标准菌株

26695与J99进行同源性比较分析, 以探索研制 
H pylori疫苗的新途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 菌种NCTC11637购自中国预防科学院

流行病学研究所, 哥伦比亚培养基、厌氧袋购

自Oxoid公司, Taq酶、dNTP、marker(DL2000、
DL15000)购自TaKaRa公司, marker(DL200)购
自Gereray公司, 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》要求配置.
1.2 方法 NCTC11637标准菌株按常规微需氧方

法培养. 临床菌株分离培养: 将尿素酶试验阳性

的胃溃疡和十二指肠溃疡患者的胃黏膜活检组

织直接涂布于哥伦比亚培养基上, 置37℃微需

氧培养, 96 h后挑取可疑菌落进行革兰染色及生

化反应鉴定. H pylori鉴定标准: 革兰染色阴性的

S形、弧形、海鸥形细菌, 其尿素酶、氧化酶、

触酶试验为阳性. 按照《分子克隆实验指南》提

取基因组H pylori染色体DNA, -20℃保存备用. 
根据GenBank中已报道的H pylori  26695的OipA
和HopX、HopW基因的序列设计引物, 由上海

博亚公司合成. 其序列及其反应条件(表1, 表2). 
PCR产物经14 g/L琼脂糖凝胶电泳分析鉴定, 用
标准菌株NCTC11637的反应体系及反应条件检

测临床菌株中的OipA、HopX及HopW基因. 将
NCTC11637的OipA、HopX及HopW  PCR产物送

往TaKaRa公司进行核苷酸序列测定, 其测序结

果通过GenBank与H pylori国际标准菌株26695与
J99相对应的基因进行核苷酸序列比对. 

2  结果

2.1 幽门螺杆菌的分离培养与鉴定 培养96 h的
NCTC11637、H pylori 1和H pylori 2革兰染色后, 
油镜下可见海鸥状、弧形、S形的革兰阴性菌

(图1).
2.2 PCR扩增产物三种基因琼脂糖凝胶电泳 根
据三种基因(OipA、HopX及HopW )的PCR反

应条件及反应体系 ,  以标准菌株和临床菌株

DNA为模板, 扩增反应片段. 反应结束后, 用
14 g/L的琼脂糖凝胶电泳鉴定, 可见反应条带

分别在800-1000 bp之间(大约在900 bp左右)和
1000-2000 bp之间(大约在1200 bp左右). 在1000 
bp 左右, 为目的条带(图2).
2.3 OipA、HopX及HopW基因临床菌株的来源

及检测结果 取100例胃黏膜标本, 检测并培养出

H pylori阳性的标本27例. 提取基因组DNA, 按
上述条件、方案, 检测临床菌株OipA、HopX
及HopW基因. 可见12例十二指肠溃疡中4株检

测出OipA基因, 7例胃溃疡中检测出6株, 而在

胃炎和胃癌病例中均未检测到OipA基因. 对于

HopX基因, 在27例中只有4例阴性, 其中3例来

源于十二指肠溃疡, 1例是胃炎. 只有HopW基因

在27例中均检测到. NCTC11637 PCR(OipA、

HopX及HopW基因)测序结果分别与标准菌株

图  1  标准菌珠和临床菌株的形态与染色性. A: NCTC 

11637; B: 临床菌株.

A B ■创新盘点
本文运用PCR方
法 ,  对 标 准 菌 株
NCTC11637和临
床菌株3种基因进
行检测, 测序并对
其编码基因与国
际标准菌株26695
与J99进行同源性
比较分析, 探索研
制H pylori 疫苗的
新途径.
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26695, J99相应的基因序列进行同源性比较, 结
果为NCTC11637中OipA基因与两株国际标准

菌株26695和J99的核苷酸序列同源性分别为

95.38%、94.60%, 26695和J99为95.50%. HopX  
基因的同源性分别为94.90%和95.15%, 26695和
J99为96.49%, HopW基因与26695和J99的同源性

分别为97.38%、94.90%, 26695和J99为95.20%. 

3  讨论

H pylori自1994 年被国际癌症研究机构定为Ⅰ

类致癌原后受到国内外学者的普遍重视[5]. 以往

对H pylori的研究多集中在尿素酶和细胞相关毒

素、空泡毒素等方面. 然而, H pylori的全基因组

序列显示, 在其95个平行基因家族中存在着一

个庞大的外膜蛋白家族, 如黏附素样蛋白和前

炎症蛋白、微孔蛋白等. 
OipA是一种编码相对分子量为34 kDa的

幽门螺杆菌外膜蛋白基因, 又称HopH , 基因位

置HP0638, 编码产物称前炎症蛋白OipA . 早在

1998年, Yamaoka et al [6]就发现分子量界于33-35 
kDa的外膜蛋白与IL-8的水平呈正相关, 而这

种相关性是与其他抗原包括CagA在内都无关. 
在2000年, Yamaoka做了进一步的研究, 发现

HP0638突变株诱导IL-8的量明显减少可达50%, 
因此将HP0638基因定名为OipA [7]. 还有学者发

现HP0638的状态与CagA、vacA、iceA的基因

型密切相关[8]. 同时Yamaoka et al [9]发现OipA的

状态是唯一能够将十二指肠溃疡从胃炎中区分

出来的指标. 功能性的OipA与H pylori的密度、

中性粒细胞浸润的严重程度以及胃黏膜高水平

的IL-8密切相关. 我国学者陈道荣 et al对OipA基

因进行了克隆和序列分析[10]. 
微孔蛋白为细菌外膜蛋白的一种. 其功能

主要是组成亲水样通道, 有选择地允许一些营

养物质和小分子通过, 阻止大分子物质和青霉

素、溶菌酶等进入细胞[11], 并且是离子进出外膜

的主要通路. 此外, 还具有抗原性和致病性. 根

据微孔蛋白的理化性质, 组成形式和所处环境

的不同, 可以以三聚体或单体形式存在[12]. 三聚

体结合牢固, 仅在特殊条件下(如加入SDS前加

热至70℃以上)才被裂解. 微孔蛋白的另一个显

著特点是他在细菌外膜的高表达, 有些细菌的

每个细胞可达104-106拷贝[7]. 这些特点使微孔蛋

白具有高度特异性和可变性, 发挥着多种生物

学功能. 他与宿主细胞的凋亡, 信号传导及细菌

致病性方面都有一定的关系. 
微孔蛋白可为特异性和非特异性2个类型. 

非特异性的微孔蛋白具有较宽的孔道, 而特异

性的微孔蛋白有特异性的底面结合位点, 其传

导力只是非特异性的十分之一. H pylori中非特

异性的微孔蛋白HopE[1]、HopV和HopX孔道

的传导力分别为1.5、1.4和3.0 ns, 而特异性的

微孔蛋白HopA、HopB、HopC和HopD的传导

力分别为0.36、0.36、0.32和0.24[13]. 虽然目前

关于HopW和HopX的功能还不是很清楚, 但与 
H pylori其他基因不同的是在HopW和HopX的

启动区域没有核苷酸结构的重复及G、C含量的

聚集[1,14]. 因此, 在H pylori感染的各个阶段均有

其蛋白产物的表达. 此外, Peck et al [4]用HopW和

HopX的重组体免疫小鼠, 结果得到血清中的抗

体是特异的, 没有其他的外膜蛋白抗体, 说明这

个保守序列不包含其他的抗原决定簇. 而且, 在
免疫荧光实验的检测中, 增加HopW的孵育时间

产生了明显的信号. 
疫苗抗原编码基因的保守性是决定抗原免

疫保护率的重要因素. 但目前对多数H pylori基
因的研究结果表明, H pylori不同菌株间基因变

异非常大. 因此, 掌握多种H pylori不同分离株中

同一基因的同源关系, 能够为疫苗抗原的基因

筛选提供重要依据. 
本实验运用P C R方法在标准菌株N C T C 

11637中检测到三种基因 .  在27例临床菌株

中, 有10例检测到OipA基因, 在23例中检测到

HopX 基因, 而HopW 基因在27例中均被检测

表  1  基因及引物序列

     
基因	                                                    引物序列

OipA	         5'-CCGGATCCATGAAAAAAGCTCTCTTACT-3'

	         5'-CGCGGCTCGAGTTAATGTTTGTTTTTAAAGTT-3'

HopX 	         5'-AAAAGGATCCGAAGACGATGGCTTTTATATGGGA-3'

	         5'-AAAACTCGAGTTAAAAACCTATCGTGTAGTTGAT-3'

HopW	         5'-AAAAAAGGTACCCATGAAAAGAATGGCGCGTTTGTG-3'

	         5'-AAAAAAAAGCTTTTATCAAAAAGTATAAACATAGCGCAA-3'

■应用要点
本文为H pylori 致
病机制的探讨和
疫苗的研发提供
了依据. 
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到. 标准菌株NCTC11637中OipA基因与两株

国际标准菌株26695和J99的核苷酸序列同源

性分别为95.38%、94.60%, 均低于两株国际

标准菌株的同源性95.50%. 而HopX基因的同

源性分别为94.90%和95.15%, 同样低于两株

国际标准菌株的同源性96.49%. 与前两个基

因不同的是, HopW基因与26695和J99的同源

性分别为97.38%、94.90%, 两株标准菌株的

同源性为95.20%. 在这三种基因中HopW的核

苷酸序列同源性高, 而且在27株临床菌株中均

检测到了HopW 基因. 上述结果表明, 标准菌

株NCTC11637带有三种基因(OipA、HopX及

HopW ), 但不同菌株的三种基因序列有所不同, 
且不同胃部疾病检测到的三种基因的比例各不

相同. 其中, HopW基因核苷酸序列的同源性最

高, 并且在27例临床菌株中均检测到. HopW能

否作为疫苗的候选抗原, 其核酸的突变点是否

引起氨基酸变化, 是否对其抗原性有影响以及

他的免疫源性如何还有待进一步研究.
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表  2  反应体系及条件

     
Gene			         反应体系					          反应条件

OipA	 50 μL反应体系(10×buffer 5 μL、dNTP 4 μL、DNA模板2 μL、              94℃ 4 min, 94℃ 2 min、51.7℃ 2

                浓度为10 μmol/L的引物各1 μL、2 min、72℃ 55 s, 72℃ 7 min 	 min、72℃ 55 s, 72℃ 7 min(2-4, 

                Taq聚合酶0.25 μL、ddH2O 36 μL                                                             40个循环)

HopX	 50 μL反应体系(10×buffer 5 μL、dNTP 4 μL、DNA模板2 μL、	 3 min, 94℃ 30 s、56℃ 30 s、72℃

	 浓度为10 μmol/L的引物各1.2 μL、Taq聚合酶0.4 μL、ddH2O        	 1 min, 72℃ 7 min(2-4, 30个循环)	

	 36 μL						                      

HopW	 50 μL反应体系(10×buffer 5 μL、dNTP 4 μL、DNA模板2 μL、	 3 min, 94℃ 30 s、56℃ 30 s、72℃

	 浓度为10 μmol/L的引物各1.2 μL、Taq聚合酶0.4 μL、ddH2O		  1 min, 72℃ 7 min(2-4, 30个循环)

	 36 μL						                       

图  2  琼脂糖电泳分析标准菌珠和临床菌株OipA , HopX 和HopW 基因. A: OipA基因, Marker 200 bp; B: HopX基因; C: HopW
基因; 1: NCTC11637; 2-10: 临床菌株.
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• 消息 •

关于2006年度山西省期刊质量评估结果的通报

本刊讯 为推动期刊出版事业的繁荣和发展, 中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅

共同组织了2006年度期刊质量评估工作. 此次参评的为2005年度山西省出版的196种期刊, 其中, 社科期刊110

种、科技期刊86种. 评估结果如下: 一级(优秀)期刊共88种, 其中社科期刊42种, 科技期刊46种, 包括世界胃肠

病学杂志和世界华人消化杂志; 二级期刊共103种, 其中社科期刊64种, 科技期刊39种; 三级期刊共5种, 其中社

科期刊4种, 科技期刊1种.  (中共山西省委宣传部、山西省新闻出版局、山西省科学技术厅)
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