
www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年6月18日; 17(17): 1768-1771
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

幽门螺杆菌GGT基因的克隆及其在大肠杆菌中的表达

张尤历, 唐 炜, 王文兵, 陈慧娟, 周武松

张尤历, 唐炜, 陈慧娟, 江苏大学附属医院 江苏省镇江市 
212001
王文兵, 江苏大学生命科学研究院 江苏省镇江市 212013
周武松, 安徽农业大学生命科学研究院 安徽省合肥市 
230036
江苏省社会发展基金资助项目, No. BS2006041
作者贡献分布: 张尤历与唐炜对此文所作贡献均等; 此课题由张
尤历与王文兵共同设计; 研究过程由张尤历、唐炜及周武松操
作完成; 研究所用新试剂及分析工具由张尤历提供, 数据分析由
唐炜、陈慧娟及周武松完成, 本论文写作由张尤历与唐炜完成.
通讯作者: 张尤历, 教授, 212001, 江苏省镇江市解放路438号, 
江苏大学附属医院消化内科. zjtangwei@163.com
电话: 0511-85011787
收稿日期: 2009-04-11   修回日期: 2009-05-15
接受日期: 2009-05-21   在线出版日期: 2009-06-18

Cloning of Helicobacter 
pylori γ-glutamyl 
transpeptidase gene and its 
expression in E.coli 

You-Li Zhang, Wei Tang, Wen-Bing Wang, 
Hui-Juan Chen, Wu-Song Zhou

You-Li Zhang, Wei Tang, Hui-Juan Chen, the Affiliated 
Hospital of Jiangsu University, Zhenjiang 212001, Jiangsu 
Province, China
Wen-Bing Wang, Institute of Life Science, Jiangsu Univer-
sity, Zhenjiang 212013, Jiangsu Province, China
Wu-Song Zhou, Institute of Life Science, Anhui Agricul-
tural University, Hefei 230036, Anhui Province, China
Supported by: the Project from Social Development of 
Jiangsu Province, No. BS2006041
Correspondence to: Dr. You-Li Zhang, Department of 
Gastroenterology, the Affiliated Hospital of Jiangsu Uni-
versity, 438 Jiefang Road, Zhenjiang 212001, Jiangsu Prov-
ince, China. zjtangwei@163.com
Received: 2009-04-11    Revised: 2009-05-15 
Accepted: 2009-05-21    Published online: 2009-06-18

Abstract
AIM: To clone and express H pylori γ-glutamyl 
transpeptidase in Escherchia coli.

METHODS: The strains of H pylori were isolated 
from human gastric mucosa with gastric cancer. 
The GGT amplified by PCR from H pylori DNA 
was cloned into apMD18-T vectors. The recom-
binant plasmids were confirmed by enzyme 
digestion and were sequenced. The prokaryotic 
expression vector pET-28a (+)-GGT was con-
structed and GGT gene was expressed in E.coli 
BL21 strain. The fusion protein was produced by 

IPTG induction and analyzed by SDS-PAGE and 
Western blot.

RESULTS: The GGT gene was obtained and 
its sequence was proved to be correct. The pro-
karyotic expression vector pET-28a (+)-GGT 
was constructed. The fusion protein with  rela-
tive molecule mass of 68 kDa was highly ex-
pressed.

CONCLUSION: The GGT is successfully ex-
pressed in E.coli, which is of importance to re-
search of the relationship between the GGT and 
mitochondria-mediated apoptosis.
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摘要
目的: 克隆幽门螺杆菌(H pylori )γ-谷氨酰转肽
酶(γ-glutamyl transpeptidase, GGT)基因, 实现
GGT基因在大肠杆菌中的表达. 

方法: 从胃癌患者胃黏膜组织中分离培养获
得H pylori , 提取其基因组DNA, 对GGT基因
进行PCR扩增, 克隆进pMD18-T载体, 酶切
和测序验证, 构建原核表达载体 pET-28a(+)-
GGT, 转化大肠杆菌BL21, 经IPTG诱导表达
重组融合蛋白, SDS-PAGE及Western blot分析
检测表达产物.

结果: 成功克隆了GGT基因, 经酶切和测序验
证正确, 成功构建了pET-28a(+)-GGT质粒, 高
效表达出了68 kDa的融合蛋白.

结论: 在大肠杆菌中成功表达了GGT重组融
合蛋白, 为进一步研究GGT与线粒体介导的
细胞凋亡之间的关系奠定了基础.

关键词: 幽门螺杆菌; γ-谷氨酰转肽酶; 克隆; 原核

表达

®

■背景资料
H pylori 是一种革
兰染色阴性的微
需氧菌, 世界范围
内约有50%的人
群感染有H pylori , 
其感染是消化性
溃疡的主要病因
之 一 ,  也 是 胃 癌
的主要危险因素. 
GGT是一种催化
肽基转移作用的
酶, 在H pylori 诱
导的线粒体介导
的程序性细胞死
亡 中 ,  主 要 是 通
过诱导线粒体释
放 细 胞 色 素 C 进
入细胞质和激活 
Caspase家族成员
起作用. 

■同行评议者
倪润洲, 教授, 南
通大学附属医院
消化内科
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0  引言

自从1983年Wa r r e n和M a s h a l l首次分离获得

幽门螺杆菌(H pylo r i )以来, H py lo r i 感染与

慢性胃炎(c h r o n i c  g a s t r i t i s ,  C G)、胃溃疡

(gastric ulcer, GU)、十二指肠溃疡(duodenal 
ulce r, DU)和胃癌(gas t r i c cance r, GC)等疾

病的关系逐步被认识 [1].  H p y l o r i  γ-谷氨酰

转肽酶(γ-glutamyl transpeptidase, GGT)在分

泌和成熟后通过离子键与细胞膜结合 ,  将
细菌和宿主细胞直接连接起来 [ 2 ] .  G G T在 
H pylori诱导的线粒体介导的程序性细胞死亡中, 
主要是通过诱导线粒体释放细胞色素C进入细

胞质[3]和激活Caspase家族成员[4]起作用, 其可能

是一个较好的抗肿瘤因子[5]. 但程序性细胞死亡

的持续发生, 破坏了新细胞生成和细胞消亡之间

的平衡产生病理作用, 凋亡调节基因的转变和突

变频繁的发生, 反而增加了胃癌发生的危险性[6]. 
有关GGT的生物学机制和在体内的效应还需要

进一步研究. 为研究GGT蛋白在胃癌细胞中的表

达, 进一步研究该蛋白的功能以及与线粒体之间

的作用机制, 我们将从胃癌患者胃黏膜组织分离

培养获得H pylori菌株, 提取其基因组DNA, 克隆

GGT基因, 并对其原核表达进行研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 H pylori从本院内镜室活检标本(距幽

门5 cm内)分离培养获得, 尿素酶试验阳性, 行
常规病理检查明确为G C .  大肠埃希菌E .c o l i  
DH5α、BL21受体菌株和原核表达质粒pET-
28a(+)质粒均由江苏大学生命科学院实验室提

供. Kanamycin购自上海华舜公司; His单抗购自

Sigma公司; 羊抗鼠IgG和荧光剂购自Pierce公司; 
H pylor i基础培养基、微需氧环境发生袋、选

择性抗生素及厌氧培养罐购自德国Merck公司; 
改良布氏肉汤培养基由上海腹泻疾病控制中心

提供; 无菌羊全血购自金坛欣迪公司; pMD18-T
质粒、试验中所用的限制性内切酶和配套的

缓冲液、T4 DNA l igase、Taq酶、dNTPs、
DL2000标准分子质量核酸、λ-Hin dⅢ标准分子

量核酸、质粒抽提试剂盒为TaKaRa公司产品; 
TRIzol购自Invitrogen公司; X-gal、IPTG为Gibco
公司产品; 酵母提取物、蛋白胨为Oxoid公司产

品. 其他常规试剂为市售分析纯.
1.2 方法 
1.2.1 H pylori培养: 将活检新鲜组织用接种环均

匀涂于固体琼脂培养基, 在微需氧环境, 37℃培

养, 约 96 h后收集细菌. 
1.2.2 H pylori基因组DNA提取: 刮取菌落, 提取

其基因组DNA, 保存于-20℃备用. 
1.2.3 引物设计与合成: 根据GenBank中H pylori  
26695标准株(GenBank登录号: NC_000915)
的G G T全序列, 设计P C R引物: 上游引物P1: 
5'-CCG GAA TTC ATG AGA CGG AGT TTT 
TTG AA-3'; 下游引物P2: 5'-CCG CTC GAG TTA 
AAA TTC TTT CCT TGG AT-3'. 在上游引物5'端
加Eco RⅠ酶切位点; 在下游引物5'端加XhoⅠ酶

切位点. 引物由上海生工生物工程技术服务有

限公司合成. 
1.2.4 PCR扩增: 以获得的H pylori基因组DNA为

模板, P1和P2为引物, 用LA-Taq聚合酶进行PCR
扩增. 反应条件为: 94℃ 5 min; 94℃ 1 min, 59℃ 
45 s, 72℃ 3 min; 35个循环, 最后72℃延伸10 
min. PCR产物经10 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定. 
1.2.5 TA克隆及鉴定: 将PCR产物与pMD18-T载
体连接, 转化DH5α感受态菌. 采取蓝白斑筛选

试验筛选阳性克隆, 提取质粒, 用XhoⅠ和Eco R
Ⅰ双酶切分析鉴定转化重组质粒. 阳性克隆的 
DNA序列由上海英骏生物技术有限公司完成. 
1.2.6 表达载体的构建及鉴定: 用XhoⅠ和Eco R
Ⅰ酶切阳性质粒pMD18-T-GGT后, 回收GGT片
段, 并将GGT片段与pET-28a(+)载体连接, 转化 
DH5α感受态菌, 接种于含卡那霉素的LB培养基

中, 酶切鉴定重组质粒. 
1.2.7 诱导表达: 选取构建正确的重组质粒, 转化

BL21感受态菌, 挑取单菌落过夜培养后取1/10体
积接种于含卡那霉素的LB培养基中, 振摇至吸

光度值(A 600)为0.6-1.0后, 加入IPTG至终浓度为1 
mmol/L, 28℃继续振摇2-6 h诱导表达目的蛋白. 
1.2.8 分析检测表达产物: 分别取诱导表达2、
4、6 h的菌液1 mL, 离心后收集菌体, 进行SDS-
PAGE凝胶电泳分析及Western blot检测.

2  结果

2.1 目的基因片段的扩增及序列分析 PCR产物

经琼脂糖凝胶电泳分析, 可见1条清晰、单一、

大小约1700 bp的特异性扩增条带(图1), 其大小

与预计的相吻合, 序列测定正确.
2.2 GGT基因的表达 经诱导后, 在约68 kDa处有

■研发前沿
H pylori 被发现以
来, 其感染与消化
系疾病密切相关, 
其致病机制一直
是研究的焦点, 尤
其是与胃癌的相
关性. GGT已经被
证实与细胞凋亡
途径有关, 但是其
具体作用机制还
有待进一步研究.
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特异蛋白条带(图2), 其大小与理论推算的融合

蛋白相对分子质量相符合.
2.3 Western blot分析 为了进一步验证表达产物, 
采用Western blot进行检测, 结果在约68 kDa处有

明显条带(图3), 与SDS-PAGE的结果一致, 说明

插入的GGT基因已经成功在大肠杆菌中表达.

3  讨论

GGT广泛存在于原核和真核细胞中[7], 在动物体

内主要存在于肾、肝、胰等脏器, 在谷胱苷肽的

新陈代谢中起到了重要的作用[8]. GGT是谷氨酰

循环中的关键酶, 可特异性催化γ-谷氨酰基的转

移反应, H pylori  GGT被发现也具有相似的特点, 
但是H pylori  GGT的成熟过程仍然不十分清楚. 

与其他病原体相比, H pylori的感染是终生

的, 目前持续感染的原因还不清楚. 有研究表

明, CD4+ T细胞对于H pylori的清除有作用, 但
是GGT作为一个新发现的免疫抑制剂通过诱导

细胞周期停滞在G1时相抑制了T细胞的增殖, 对 
H pylori的定植有一定的作用[9]. 

正常胃黏膜的结构功能依赖于黏膜上皮细

胞增殖和凋亡之间的动态平衡, H pylori感染能

够引起细胞增生与凋亡之间的平衡失调, 从而

导致病变的发生, 增加胃癌发生的风险. 目前, 已
经对H pylori的凋亡诱导因素做了一些研究[10-12]. 
有报道GGT具有诱导细胞凋亡的活性, 目前被

广泛接受的观点是线粒体在凋亡的调节中起到

了关键的作用[13]. 细胞凋亡的线粒体通路由含

BH3结构域的Bcl-2家族成员Bid、Bad、Bim、

Harikari、Noxa等在接受到胞内的死亡信号后

激活. 这些含BH3结构域的Bcl-2家族成员与另

外的Bcl-2家族成员(Bax亚家族成员Bax、Bak
等, 主要松散的结合在线粒体外膜面或存在于

胞质)作用, 导致后者的寡聚并插入线粒体膜, 
引起线粒体膜通透性改变, 跨膜电位丢失, 释放

细胞色素C和其他蛋白. 细胞色素C的释放是线

粒体凋亡路径的主要步骤[14]. 在 ATP/dATP存在

的情况下, 细胞色素C与凋亡蛋白酶活化因子

(apoptotic protease-activating factor, Apaf-1)形成

多聚复合体, 通过Apaf-1氨基端的Caspase募集

结构域(caspase recruitment domain, CARD)募集

胞质中的Caspase-9前体, 并使其自我剪切活化

并启动Caspase级联反应, 激活下游的Caspase-3 
和Caspase-7[15], 完成其相应底物的剪切, 引起

细胞凋亡. GGT在胃癌细胞中能够诱导线粒体

释放细胞色素C进入细胞质, 激活Caspase-9和 
Caspase-3, 引起Bax的上调以及Bcl-2和Bcl-xL的
下调[16], 引起凋亡级联反应, 最终导致程序性细

胞死亡. 诱导的细胞凋亡在致胃癌过程中可能

起到了重要作用[17]. 相反, GGT缺陷的突变体不

能诱导细胞凋亡. 这些结果显示H pylori  GGT参
与了线粒体介导的程序性细胞死亡. 

为了进一步弄清H pylo r i  GGT在线粒体

介导的细胞凋亡中的作用及临床上如何根治

H pylo r i . 我们成功克隆了来源于胃癌菌株的 
H pylori  GGT基因, 利用大肠杆菌高密度生长的

优势和易于表达蛋白、纯化简单等特点, 进行了 
H pylori  GGT基因在原核系统的表达, 为后续的

功能研究、蛋白制备及其抗体研制提供了良好

的实验材料.
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