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Abstract
AIM: To detect, clone and sequence the urea 
channel protein gene ureI of Helicobacter pylori  
(H pylori) strains isolated from Zhenjiang area.

METHODS: Sixty H pylori strains were isolated 
from gastric mucosa of patients with chronic 
gastritis, peptic ulcer or gastric cancer, and cul-
tured on solid agar medium. The gene encoding 
UreI protein was amplified from H pylori ge-
nomic DNA by polymerase chain reaction (PCR). 
The amplified ureI genes from some strains de-
rived from different patients were cloned into T 
vector, sequenced and analyzed using bioinfor-
matic methods. 

RESULTS: The ureI gene was detected in 100% 
(60/60) of H pylori strains. The ureI genes of 
eight H pylori strains derived from patients with 
chronic gastritis, peptic ulcer and gastric cancer 
were cloned and sequenced. The nucleotide and 
amino acid sequence homology among the ureI 
genes derived from different H pylori strains is 
more than 95.6%.

CONCLUSION: The ureI gene is conserved 
among H pylori strains and can be used as a 
good molecular marker for identification of  
H pylori.
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摘要
目的: 检测镇江地区幽门螺杆菌(Helicobacter 
pylori , H pylori )尿素通道蛋白基因ureI , 并进
行克隆和序列分析. 

方法: 从胃十二指肠疾病患者胃黏膜组织中
分离培养获得 60例H pylori , PCR扩增检测ureI
基因, 部分菌株的ureI基因克隆至pMD18-T载
体上, 进行测序和序列分析. 

结果: 60例H pylori菌株的ureI检出率为100%, 
成功克隆了8株来源于慢性胃炎、消化性溃疡
和胃癌的H pylori菌株ureI并进行了序列分析. 
结果表明不同来源H pylori菌株之间ureI核苷
酸和氨基酸序列同源性均高达95.6%以上.

结论: ureI基因在H pylori中高度保守, 可以作
为鉴定H pylori的分子诊断标志.

关键词: 幽门螺杆菌; 尿素通道蛋白基因; 克隆; 序

列分析; 分子标记
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■背景资料
H py lo r i 是嗜中
性、微需氧性革
兰 氏 阴 性 杆 菌 , 
世界范围内约有
50%的人群感染, 
为了能够在胃环
境中存活, H pylori
进行了一系列的
抗酸、耐酸机制
的进化过程. 其最
大特征是能产生
大量高活性的尿
素酶, 将尿素降解
为氨和二氧化碳, 
氨中和胃酸.

■同行评议者
樊 晓 明 ,  主 任 医
师, 复旦大学附属
金山医院消化科
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0  引言

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

种定植于人胃部的革兰氏阴性杆菌, 是慢性胃

炎、消化性溃疡的主要病因, 并与胃癌和胃黏

膜相关淋巴组织恶性淋巴瘤等疾病的发生密切

相关[1-2], 世界卫生组织已将其列为Ⅰ级致癌因

子[3]. 幽门螺杆菌尿素通道蛋白(UreI)在H pylori
致病中起到了关键作用. UreI为pH依赖性尿素

通道蛋白, 当外界环境中的pH值小于6.2时, 通
道开放, 有选择地使尿素通过, 进入胞质中的尿

素被尿素酶水解成氨和二氧化碳, 迅速扩散至

周质腔中和胃酸[4]. 氨的生成是H pylori对抗胃

酸、耐受胃酸以及在胃内定植的基础, 因此UreI
是H pylori在胃内定植和持续感染的一个最关键

环节[5]. 本实验采用PCR技术检测了60例来源于

胃炎, 消化性溃疡和胃癌的H pylori菌株的ureI基
因, 并对其中的8例进行克隆、序列测定和分析, 
以了解不同疾病来源菌株的ureI在致病过程中

的变化情况及明确ureI基因是否适合作为诊断 
H pylori感染的分子标记, 为进一步研究打下基础.

1  材料和方法

1.1 材料 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, 无菌羊全血为金坛欣迪公司

产品. Escherichia coli  DH5α为江苏大学生命科

学研究院实验室保存. pMD18-T载体、Taq DNA 
聚合酶、质粒抽提试剂盒购自TaKaRa大连公

司. 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菌株的来源: 分离的H pylori来自60
例2008-05/2008-12因消化系症状来江苏大学附

属医院消化科胃镜室检查患者的胃窦黏膜(距幽

门5 cm以内)活检组织, 每例取新鲜胃黏膜3块, 
其中1块置于输送液中用于分离培养H pylori , 1
块用于快速尿素酶检测, 1块用于病理组织学检

查. 60例中慢性胃炎22例, 消化性溃疡28例, 胃
癌10例. 疾病的诊断依据胃镜和病理学检查.
1.2.2 H pylori的培养: 自输送液中取出胃黏膜标

本, 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℃下培养, 3-5 d后
收集细菌. 经菌落形态、涂片染色显微镜下观

察以及生化反应(尿素酶、化酶和触酶)证实.
1.2.3 H pylori基因组DNA提取: 刮取培养的菌落, 
悬于适量TE缓冲液, 以GES液(含异硫氰酸胍, 
EDTA, sarkosyl)-氯仿法提取DNA, 加适量TE液, 
4℃过夜溶解. 于-20℃保存备用.
1 . 2 . 4  引物设计与合成 :  参照G e n B a n k中
的H p y l o r i  26695标准株(G e n B a n k登录号: 
NC_000915)的全序列设计PCR引物: 上游引物 
P1: 5'-ATGCTAGGACTTGTATTGTTATATG-3'; 
下游引物 P2: 5'-CACCCAGTGTTGGATAAAGA
G-3'. 引物由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成.
1.2.5 PCR扩增ureI片段: 以获得的H pylori基因

组DNA为模板, P1和P2为引物, 用Taq DNA聚合

酶进行PCR扩增(在20 μL反应体系中, 分别加入

dNTP 2.0 μL, 10×PCR Buffer 2.0 μL, DNA模板 
1 μL, P1和P2引物各0.5 μL, Taq DNA聚合酶0.3 
μL, ddH2O 13.7 μL, 按照PCR条件扩增, 扩增条

件为: 94℃预变性5 min后, 按94℃ 30 s, 54.5℃ 
30 s, 72℃ 40 s, 38个循环, 最后72℃延伸10 min. 
PCR产物经1%的琼脂糖凝胶电泳检测.
1.2.6 TA克隆: 胶回收试剂盒回收目的片段, 回收

PCR产物与pMD18-T载体在16℃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100 mg/L氨苄青霉素的LB平板上, 37℃培

养12 h. 挑取菌落转种于含氨苄青霉素100 mg/L
的LB液体培养基, 37℃振荡培养12 h后收集细

菌, 质粒抽提试剂盒抽提质粒.
1.2.7 重组质粒的酶切鉴定和序列测定: 获得重

组质粒pMD18-T-ureI后用Hin dⅢ和Eco RⅠ双酶

切, 酶切产物经1%的凝胶电泳鉴定. 为了进一步

从序列的准确性上得到验证, 将阳性克隆菌株

送到上海生物工程有限公司测序.
1.2.8 ureI序列比对: 用MEGA 4.0和DNAstar 7.0
生物软件对菌株测序结果和公布H pylori标准株

26695的ureI序列进行比对分析.

2  结果

2.1 目的基因ureI 的扩增 不同疾病来源的60例 
H pylori菌株DNA经PCR扩增, 进行1%的琼脂糖

凝胶电泳, 在约585 bp附近可见均1条带, 与预期

大小相符, 见图1.
2.2 ureI基因的检出率 镇江地区ureI基因检测结

果显示, 60例不同胃十二指肠疾病来源的H py-

■相关报道
Weeks及Sachs研
究发现UreI有6个
螺 旋 构 成 的 2 个
环状结构(PL1和
PL2), 其中PL1对
中性环境中限制
尿素转运重要, 而
P L 2 对 酸 性 环 境
激活尿素转运很
重要.
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lori菌株中ureI总阳性率为100%(60/60).
2.3 pMD18-T-ureI 的克隆 将8例不同疾病来源 
H pylor i菌株的ureI克隆于pMD18-T载体后用

Hin dⅢ和Eco RⅠ双酶切鉴定, 所获片段大小与

预期相符, 见图2.
2.4 序列分析 采用MEGA 4.0生物软件对菌株

测序结果以及GenBank公布的H pylori标准株

26695序列进行比对. 结果发现镇江地区不同疾

病来源的菌株与标准菌株26695的核苷酸序列

同源性达95.6%-96.9%, 而不同疾病来源菌株之

间的核苷酸序列同源性高达97.4%-99.8%. 镇江

地区不同疾病来源的菌株与标准菌株26695的
氨基酸序列的同源性96.9%-97.9%, 不同疾病来

源菌株之间的氨基酸序列高达97.9%-100%, 虽
然26695标准株的UreI蛋白第54位和第74位的组

氨酸和丝氨酸在8例镇江地区不同疾病来源的 
H pylori中均被天冬酰胺取代(图3-4), 但是4个保

守的组氨酸残基(H71、H123、H131和H193)以
及胞内环保守区域均未发生变异.

3  讨论

H pylori的尿素酶基因是由7个基因组成的一基

因簇, 编码UreA和UreB两个结构亚单位和5个辅

助蛋白(UreI、UreE、UreF、UreG和UreH). ureI
基因全长585 bp, 编码相对分子质量21 600 Da

的膜蛋白, 有6个跨膜螺旋序列, 无信号肽. 早期

的研究认为是H pylori表面的尿素酶对于他在胃

内的酸性环境下定植起了关键作用, 但是进一

步的研究表明, 当pH低于4.5时, 细胞表面的尿

素酶就失去了活性, 因此推测细胞表面的尿素

酶对于H pylori在胃内定居作用微弱, 胞质内的

尿素酶可能发挥主要作用[6]. 但是胃内尿素的浓

度一般在1-3 mmol/L之间, 尿素渗入脂质双层的

速度不足以使细菌内部的尿素酶达到饱和状态. 
Weeks et al [4]证明了UreI蛋白是一种pH依赖的尿

素通道蛋白. 尿素和氢离子通过外膜的孔隙扩

散入周质, 使UreI的构象发生变化, 允许尿素快

速进入胞质, 被尿素酶迅速水解, 产生二氧化碳

和氨气, 氨气快速扩散到周质, 中和周质腔中的

H+, 当周质腔中的pH值升至6.2时, 形成的UreI
尿素通道再次关闭, 阻止尿素转运, 避免胞质过

度碱化[7-9]. Mollenhauer-Rektorschek et al [10]证实

ureI -突变株H pylori在沙鼠胃内不能定植. 虽然

ureI基因是H pylori在胃内酸性环境下的生存和

定植所必需的, 但是UreI蛋白与尿素酶的活性却

无必要关系[11]. 在酸性pH条件下, UreI蛋白4个保

守的组氨酸残基(H71、H123、H131和H193)以
及胞内环保守区域对氨的生成起到决定性的作

用, 如果发生上述基因点突变, 则会导致UreI通
道的失活[12]. 如果能采取有效的手段抑制UreI蛋
白的活性, 则有可能清除胃内的H pylori , 这一观

M     1     2    3    4    5     6     7     8     9

bp
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图  1  H pylori  ureI  PCR产物电泳结果. M: DNA Marker 

(DL2000); 1－3: 胃炎株; 4－6: 消化性溃疡株; 7－8: 胃癌株; 

9: 空白对照.
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图  2  pMD18-T-ureI 的双酶切鉴定. M: DNA Marker(λ-

HindⅢ); 1－3: 胃炎株; 4－6: 消化性溃疡株; 7－8: 胃癌株.

	        54                 74     

26695	 : TYSALHPTAPVEGAEDIAQVSHHLTSFYGPAT   

1	 : TYSALNPTAPVEGAEDIAQVSHHLTNFYGPAT   

2	 : TYSALNPTAPVEGAEDIAQVSHHLTNFYGPAT   

3	 : TYSALNPVAPVEGAEDIAQVSHHLTNFYGPAT   

4	 : TYSALNPTAPVEGAEDIAQVSHHLTNFYGPAT   

5	 : TYSALNPTAPVEGAEDIAQASHHLTNFYGPAT   

6	 : TYSALNPVAPVEGAEDIAQVSHHLTNFYGPAT   

7	 : TYSTLNPTAPVEGAEDIAQVSHHLTNFYGPAT   

8	 : TYFALNPTAPVEGAEDIAQVSHHLTNFYGPAT

图  3  H pylori  ureI 编码氨基酸序列的比对. 1－3: 胃炎株; 

4－6: 消化性溃疡株; 7－8: 胃癌株.

图  4  UreI的同源性分析. 1－3: 胃炎株; 4－6: 消化性溃疡

株; 7－8: 胃癌株; 9: 26695标准株.

            1       2        3       4       5       6       7       8      9
   1	 100.0  99.0  99.5  99.5  99.0  99.0  99.0  97.9
   2     0.0             99.0  99.5  99.5  99.0  99.0  99.0  97.9
   3     1.0    1.0             98.5  98.5  99.0  97.9  97.9  96.9
   4     0.5    0.5    1.6             99.0  98.5  98.5  99.5  97.4
   5     0.5    0.5    1.6    1.0             98.5  98.5  98.5  97.4
   6     1.0    1.0    1.0    1.6    1.6             97.9  97.9  96.9
   7     1.0    1.0    2.1    1.6    1.6     2.1            97.7  96.9
   8     1.0    1.0    2.1    0.5    1.6     2.1    2.1            96.9
   9     2.1    2.1    3.1    2.6    2.6     3.1    3.1    3.1
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■应用要点
本 研 究 证 实 ,  不
同 疾 病 来 源 的
H pylor i  ureI 基
因高度保守, ureI
基因的PCR扩增
可 以 作 为 鉴 定 
H pylori 的一种新
的较好的分子标
记, 以UreI为抗原
的H pylori 疫苗将
具有广阔的应用
前景.
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点为根除H pylori提供了一个新思路[10].
目前H pylor i感染的分子生物学诊断, 常

用的检测基因有尿素酶基因(ureA )、16s rRNA
基因、26-ku种属特异抗原基因(SSA )、磷酸葡

萄糖氨基转移酶基因(g lmM )、细胞毒素相关

基因(cagA )等[13-15]. Lu et al [14]认为glmM是诊断 
H pylori感染灵敏度和特异度较好的指标, 吴莺 
et al检测了镇江地区不同胃十二指肠疾病患者

H pylori中cagA的阳性率为93.3%[16], 但是尚未

见到应用ureI基因作为诊断H pylori感染的报道. 
ureI基因是H pylori所特有的. 本实验中, 我们应

用PCR技术检测了镇江地区不同胃十二指肠疾

病来源的60例H pylori菌株, ureI基因的检出率

高达100%, 说明ureI基因可作为诊断H pylori感
染的良好的分子标记. PCR是检测H pylori最敏

感的技术, 简便、快捷、特异性强[17-18], 且对原

材料的要求低, 除新鲜活检标本外, 还可检测唾

液、胃液、牙菌斑、粪便、石蜡包埋和已做过

快速尿素酶试验的标本.
H pylor i通过点突变、等位基因交换、基

因重排及序列插入等使基因呈现出多样性, 导
致H pylori不同基因组间的差异极大, H pylori的
尿素酶基因也呈现出同样的特点[19]. 克隆测序

不同胃十二指肠疾病来源H pylori  ureI基因核苷

酸序列虽然与国际标准株26695不同, 但与之相

比核苷酸序列同源性达到95.6%-96.9%, 推定氨

基酸序列的同源性达到96.9%-97.9%, 并且4个
保守的组氨酸残基(H71、H123、H131和H193) 
以及胞内环保守区域均未发生变异. U reI蛋白

结构高度保守, 不同H pylori菌株之间同源性非

常高. 这为UreI重组疫苗的制备提供了依据. 本
研究表明不同疾病来源的幽门螺杆菌ureI基因

高度保守, u reI基因的PCR扩增可以作为鉴定 
H pylori的分子标记.
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■同行评价
本 研 究 进 行 了 
H pylori 尿素通道
蛋白基因ureI的检
测、克隆及序列
分析, 结论有一定
的应用价值.


