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Abstract
AIM: To express the Helicobacter pylori (H pylori) 
γ-glutamyltransferase (GGT) in silkworm cells 
using a baculovirus expression system and 
analyze its activity in vitro. 

METHODS: The structure characteristics of the 
H pylori ggt gene was analyzed using biologi-
cal informatics software. The genomic DNA 
of H pylori was extracted and used as template 
to amplify the ggt genes encoding proteins with 
and without signal peptide by polymerase chain 
reaction (PCR). After sequencing, the ampli-
fied ggt gene encoding protein without signal 
peptide was fused with a green fluorescent 
protein (GFP) sequence. Subsequently, the two 
amplicons and the fusion sequence were cloned 
into the baculovirus transfer vector pFastBac1, 
respectively. Bac-to-Bac baculovirus system 
was then used to generate recombinant virus 

DNA.  Recombinant virus DNA was transfected 
into silkworm BmN cells to obtain recombinant 
viruses. The viruses were harvested and used 
to infect BmN cells again. After infection, BmN 
cells were harvested to detect protein expres-
sion and enzymatic activity. Fluorescence was 
observed in infected cells using a fluorescence 
microscope. 

RESULTS: The ggt genes encoding proteins 
with and without signal peptide were success-
fully cloned by PCR. Sequencing results indicat-
ed that no mutations occurred. All the three re-
combinant viruses obtained could express GGT. 
The activity of GGT expressed by the recombi-
nant viruses harboring the ggt genes encoding 
proteins with and without signal peptide and 
the fusion sequence was 3.61, 10.50 and 9.31 U/L, 
respectively. Western blot assay demonstrated 
the expression of GGT-GFP fusion protein. Fluo-
rescent microscopy showed that the fluorescence 
was distributed throughout the whole cell, indi-
cating that GGT expression is not confined to a 
certain organelle. 

CONCLUSION: GGT with enzymatic activity 
can be expressed in silkworm cells using the 
baculovirus expression system. 

Key Words: Helicobacter pylori ; Glutamyltrans-
ferase; Expression; Baculovirus
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摘要
目的: 评价幽门螺杆菌(H pylori )ggt同源基因
的结构特征和功能. 

方法: 通过生物信息学软件分析H pylor i  γ
谷氨酰转肽酶(g g t)同源基因产物的结构特
征; 提取H pylor i  DNA, 并以之为模板, 采
用P C R法扩增该基因的全长及去信号肽片
段 ;  进行序列分析后 ,  将全长片段与g f p片
段连接 ,  分别克隆进杆状病毒的转移质粒

®

■背景资料
随着对H pylori研
究的深入, 新的致
病因子不断被证
实发现. 最近发现, 
H pylori的GGT与
诱导细胞凋亡有
关, 但其作用机制
尚未明确. 杆状病
毒是一个极具潜
质的表达载体, 还
可以作为基因治
疗的载体. 本文比
较了多株H pylori
的GGT结构, 并在
杆状病毒中对ggt
基因进行了表达
和活性检测.

■同行评议者
李淑德 ,  主任医
师 ,  中国人民解
放军第二军医大
学长海医院消化
内科
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pFastBac1中, 利用杆状病毒的Bac-to-Bac系
统分别获得重组杆状病毒的DNA; 通过PCR
方法验证这些片段克隆进杆状病毒; 将重组
病毒的DNA以脂质体为媒介转染家蚕细胞, 
以获得重组杆状病毒; 分别收集这些重组病
毒, 并再感染家蚕细胞, 进行蛋白表达实验
和活性检测, 以荧光显微镜观察融合蛋白在
细胞中的分布.  

结果: 通过PCR方法成功克隆了各种片段; 测
序的结果表明, 未发生突变; 基因片段扩增的
结果说明, 获得了3种重组的杆状病毒, 且这3
种重组病毒均表达了ggt片段, 全长、去信号
肽片段及去信号肽片段与gfp融合的片段的
表达产物活性分别为3.61, 10.50及9.31 U/L. 
Western blot的结果证实了去信号肽片段与
GFP的融合表达. 通过荧光显微镜观察去信
号肽与gfp的融合片段的表达产物在细胞中
的定位, 荧光不具有区域的特异性, 充满了整
个细胞, 表明该基因产物并非作用于专一的
细胞器. 

结论: H pylori ggt同源基因适合于杆状病毒
表达, 表达产物具有GGT活性, 但他对细胞的
作用有待进一步研究. 

关键词: 幽门螺杆菌; 谷氨酰转肽酶; 表达; 杆状

病毒
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, H pylori )是一

种螺旋形微需氧革兰氏阴性菌, 其感染是诱发

人胃肠道疾病的重要因素之一, 包括慢性活动

性胃炎、胃十二指肠溃疡和胃癌等 [1-4].  已有

多种H pylori的毒力因子被鉴定出来, 包括Cag 
A, Vac A, Ice及脲素酶等[5-10]. 最近的研究表明, 
H py lo r i的基因组中包含一个γ谷氨酰转肽酶

(gamma- glutamyltranspeptidase, GGT)同源基

因, 该基因产物具有细胞凋亡的活性[11-12]. 凋亡

经常发生易造成凋亡调节基因的突变, 而增加

胃癌发生的风险[13-16]. 因此, H pylori的GGT可能

与癌变有关. GGT一般存在于动植物体内, 是一

种催化肽基转移作用的酶(E.C. 2.3.2.2), 具有异

源多聚, 糖基化和跨膜等结构特征, 参与分泌和

吸收过程, 在谷胱苷肽的新陈代谢中起重要的

作用[11,17]. 但目前H pylori  GGT的功能和作用机

制尚未明确. 本文比较了多株H pylori的GGT结
构, 并在杆状病毒中对ggt基因进行了表达和活

性检测, 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 感受态BmDH10Bac受体菌由浙江大学

张传溪教授提供, 昆虫细胞BmN和重组杆状病

毒转座载体pFastBac1由中国科学院上海生物化

学与细胞研究所吴祥甫组馈赠; 限制性内切酶、

Taq酶等工具酶试剂为TaKaRa公司产品; 昆虫细

胞培养基Tc-100和GFP单抗购自Sigma公司; 胎牛

血清FBS购自Gibco公司; 蛋白分子质量标准购

自上海华舜生物工程公司; 羊抗鼠IgG和TCL发
光剂购自Pierce公司; 其他常规试剂均为国产分

析纯. 本实验采用的H pylori从临床胃癌患者分

离获得. 含GFP基因的pcDNA3-gfp质粒由江苏大

学生命科学研究院医学组保存. 
1.2 方法 
1.2.1 H pylori的分离培养及基因组DNA的提取: 
H pylori的分离培养及基因组DNA的提取参照

陈劲频 et al [18]及吴莺 et al [19]的方法. 采用GES
缓冲液(0.6 g/mL异硫氰酸胍, 0.1 mol/L EDTA, 
0.5% Saksal)裂解H pylori细胞, 经苯酚/氯仿除去

蛋白质, 以异丙醇沉淀DNA. 
1.2.2 ggt基因及gfp片段的克隆: 根据GenBank公
布的H pylori的ggt基因序列, 分析ggt基因的结构

特征, 设计ggt表达的方案, 包括全长和去信号肽

的表达, 并以成熟肽与gfp融合表达等. 设计扩增

ggt片段的引物分别为: 全长For- cgc gaa ttc atg 
aga cgg agt ttt tta aaa acg(Eco RⅠ), 去信号肽Fro- 
cgc gaa ttc atg ccc att aaa aac act aaa gtg g(Eco R
Ⅰ), 反向引物均为: Rev- gac ctc gag aaa ttc ttt 
cct tgg atc cgt t(XhoⅠ); 扩增GFP片段的引物为: 
Fro- gac ctc gag atg gtg agc aag ggc gag ga(Xho
Ⅰ), Rev- cgc aag ctt tta ctt gta cag ctc gtc ca(Hin d 
Ⅲ). 扩增ggt片段的PCR条件为: 94℃变性5 min
后, 进入以下循环, 94℃ 40 s, 55℃ 40 s, 72℃, 3 
min, 30个循环, 最后72℃延伸10 min. 扩增gfp片
段的PCR条件为: 94℃变性5 min后, 进入以下循

环, 94℃ 30 s, 58℃ 30 s, 72℃, 1 min. 
1.2.3 重组Bacm id转移质粒的构建: 上述PCR
获得的全长及去信号肽的g g t片段以E c o RⅠ

和XhoⅠ双酶切, 与同样酶切后的重组移质粒

pFastBac1 DNA进行连接, 并转化大肠杆菌, 提
取质粒DNA进行酶切鉴定. GFP片段以XhoⅠ

■相关报道
Kim et al研究表
明, H pylori的基
因组中包含一个
γ谷氨酰转肽酶
(GGT)同源基因, 
该基因产物具有
细胞凋亡的活性. 
凋亡经常发生易
造成凋亡调节基
因的突变, 而增加
胃癌发生的风险.
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和H in d Ⅲ双酶切, 与同样酶切的重组移质粒

pFastBac1 DNA连接, 再以Eco RⅠ和XhoⅠ双酶

切, 与同样酶切的去信号肽的ggt连接, 构成融合

表达形式. 
1.2.4 重组Bacmid穿梭载体的获得: 取已构建的

重组转移载体pFastBac1-ggt(全长), pFastBac1-
ggt(ds)(去信号肽)及pFastBac1-ggt(ds)-gfp(融
合), 分别加入到150 μL E.coli  DH10Bac感受态

细胞中进行转化, 其程序参照Invitrogen公司的

产品说明. 取150 μL涂布于含有X-gal(1 mg/L)、
IPTG(0.18 mg/L)、庆大霉素(7 mg/L)、卡那霉

素(50 mg/L)、四环素(10 mg/L)的LB平板上, 
37℃温箱培养36 h, 挑取白色单菌落, 用碱法提

取重组病毒DNA, 以通用引物M13进行PCR, 鉴
定重组杆状病毒. 扩增条件为: 95℃变性3 m in 
后, 进入以下循环: 94℃ 45 s, 55℃ 45 s, 72℃, 5 
min, 30 个循环, 蓝色菌落作为阴性对照. 
1.2.5 重组病毒的获得: 将提取的重组杆粒DNA 
在脂质体的介导下转染家蚕细胞BmN, 28℃培

养72 h后观察细胞病变. 细胞出现明显病变后, 
再进行重复感染. 并观察荧光的产生. 
1.2.6 表达产物的活性检测和蛋白鉴定: 以各种

重组病毒感染家蚕细胞, 感染复数分别为10, 60 h
后收集家蚕细胞. 以超声波裂解细胞, 并对细胞

进行蛋白质定量及丙烯酰胺变性凝胶电泳(SDS-
PAGE)和蛋白印迹(Western blot)分析. 经SDS-
PAGE电泳后染色, 观察特异表达的蛋白带. 并将

分离的蛋白转移至PVDF膜上, 进行Western blot分
析. 一抗为GFP(1∶2000)单抗, 二抗为羊抗鼠IgG(1
∶2500), 发光剂TCL显色, 以病毒BmPAK6为阴

性对照, 并以BmNPV-GFP为阳性对照. 取200 μL
的表达产物(100 g/L)在临床生化检测仪(Olympus 
AU2700)上检测GGT的活性, 每个处理重复3次. 

2  结果

2.1 H pylori的ggt基因结构分析 通过NCBI(national 
center for biotechnology information)网站的公布的

信息, 对各菌株的ggt基因结构进行的比较结果

表明, 该基因的读码框(open reading frame, ORF)
最长为1704 bp, 编码567个氨基酸. 但有些菌株

的ORF较短, 其主要变化在于氨基端缺失了一定

数目的氨基酸, 羧基端的氨基酸较为保守. 对567 
aa长度的氨基酸序列分析, 起始28个aa为信号肽, 
GGT活性的结构域在羧基端. 根据全长ggt的序

列设计引物, 以当地临床分离菌株DNA为模板, 
扩增出了特异DNA片段. 经测序为1704 bp, 大小

与公布的全长ggt一致. 
2.2 表达ggt基因的重组病毒的获得 PCR扩增的

目的片段经纯化后酶切, 插入到了杆状病毒转

移载体pFastBac1中(图1). 提取质粒DNA, 以通

用引物M13进行了PCR扩增, 进一步鉴定了基

因的插入. PCR和凝胶电泳检测的结果表明, 获
得了预期长度的片段, 说明基因已插入到病毒

的基因组中(图2). 将提取的病毒杆粒DNA在脂

质体的介导下, 转染家蚕细胞BmN, 获得了3株
重组病毒, 即ggt全长(BmNPV-ggt)、去信号肽

(BmNPV-ggt-ds)及去信号肽融合gfp(BmNPV-
ggt-ds-gfp)等重组病毒, 并进行了复感染. 结果

表明, 病毒BmNPV-ggt-ds-gfp感染后, 可以观察

到荧光, 充满整个细胞(图3). 对ggt-ds-gfp融合表

达的Western blot检测, 在近90 kDa的位置有特异

性的杂交带, 与其蛋白理论值相近, 说明该融合

蛋白得到了正确的表达(图4). 
2.3 ggt表达产物的活性检测 将各种病毒感染的

细胞收集后, 进行超声波裂解, 裂解液经离心除

去细胞碎片后, 测定其蛋白含量. 调节各处理的

蛋白浓度后, 分析其GGT活性. 结果表明, 3种表

达ggt的细胞液均能检测到活性, 全长GGT、去

信号肽GGT及去信号肽GGT与GFP融合片段的

活性分别为3.61, 10.50和9.31 U/L(图5). 

3  讨论

随着对H pylori研究的深入, 新的致病因子不断

被证实发现. 最近发现, H pylori的GGT与诱导

细胞凋亡有关. 但其作用机制尚未明确[11]. 因此, 
我们开展对ggt基因的基础研究. 在ggt基因的克

隆和表达过程中, 发现一个有趣的现象. 在我们

克隆的ggt基因中均存在一个Hin dⅢ位点, 位于

956-961 bp, 而在GenBank中比较, 近一半的序

1       2         3       M

bp
2000

1500
1000
500

图   1   转 移 质 粒
pFastBac中ggt片
段 的 酶 切 验 证 . 
M: Marker; 1: 全长

ggt(EcoRⅠ和Xho
Ⅰ双酶切); 2: 去信

号肽ggt(EcoRⅠ和
XhoⅠ双酶切); 3: 
gfp(XhoⅠ和HindⅢ 
双酶切).

M     1    2     3

kb
4.1
2.2

图  2  重组杆粒的PCR验证. M: 
Marker; 1: 全长ggt; 2: 去信号肽

ggt; 3: 去信号肽与gfp融合片段.

■创新盘点
本文通过对H pylori 
ggt基因的克隆及
活性检测 ,  说明
该基因确实具备
GGT酶的功能. 在
细胞感染过程中, 
没有出现凋亡的
症状, 提示该基因
产物不能诱导昆
虫细胞的凋亡. 其
诱导凋亡活性的
作用有待ggt表达
产物纯化后, 再作
肿瘤或上皮细胞
的刺激凋亡分析.
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列存在该位点. 由于该位点的存在, 我们改变了

融合表达的策略. 因为在gfp的引物中也设计了

Hin dⅢ位点. 先将gfp片段克隆到质粒中, 再在5'
端接上去信号肽的ggt片段. 

杆状病毒是一个极具潜质的表达载体[20-24]. 
有报道表明, 杆状病毒还可以作为基因治疗的

载体[25-29]. 在国内, 家蚕杆状病毒的应用较为广

泛, 可以通过感染家蚕幼虫, 获得大量成本低廉

的表达产物. 重组杆状病毒的分离采用抗生素

和蓝白斑法筛选. 提取杆粒DNA后, 可通过M13
引物验证. 如果扩增出的片段为2.3 kb加目的基

因的长度, 即转座成功, 而未发生转座, 扩增的

片段为300 bp[30-32]. 3种杆粒的PCR验证, 得到了

大于4 kb的片段, 表明转座获得成功, 获得了重

组病毒的DNA. 
基因的信号肽可能影响基因在杆状病毒中

的表达. 因此, 我们也设计了去信号肽的ggt的
表达. 活性检测的结果也表明, 全长ggt的活性

低于去信号肽的. 目前尚无GGT的抗体, 为蛋白

的检测带来困难. 我们设计了与gfp融合的方法, 
Western blot的分析结果, 在大于80 kDa的位置有

一特异条带, 与融合片段的理论值89 kDa(GGT
蛋白为60 kDa, GFP为29 kDa)相符, 说明ggt得到

了表达. 
本文通过对H pylori  ggt基因的克隆及活性

检测, 说明该基因确实具备GGT酶的功能. 在细

胞感染过程中, 没有出现凋亡的症状, 提示该基

因产物不能诱导昆虫细胞的凋亡. 可能存在2个
方面的原因: 其一, 可能是昆虫细胞中缺少或诱

导效应物不匹配, 造成信号不能传递下去; 其二, 
在杆状病毒中存在抗细胞凋亡因子, 如iap, p35
等, 这些基因在病毒感染的早期表达[23,33-34], 而
ggt转录的启动子是晚期表达的多角体启动子, 
晚于抗凋亡基因的表达[23-24]. 由于抗凋亡基因表

达, 抑制了凋亡的信号通路, 使GGT产物的作用

无法发挥. 其诱导凋亡活性的作用有待ggt表达

产物纯化后, 再作肿瘤或上皮细胞的刺激凋亡

分析. 相关实验正在进行. 
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中国科技期刊引证报告 ( 核心版 ) 发布《世界华人消化杂志》
2007 年影响因子 0.568   

本刊讯 2007年《世界华人消化杂志》的总被引频次为2353, 位居全部1723种中国科技论文统计源期刊的第86位, 

内科医学类28中期刊的第5位. 2007年《世界华人消化杂志》的影响因子为0.568, 内科医学类28中期刊的第15位. 

即年指标0.082, 他引率0.69, 引用刊数372种, 扩散因子15.81, 学科影响指标0.54. (科学编辑: 李军亮 2009-10-18)


