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■背景资料
幽门螺杆菌(Heli-
cobacter pylori , H. 
pylori ) 26695为全
基因测序菌株, 是
目前H. pylori 研
究中常用标准菌
株, 在各实验室之
间也被广泛交流, 
但多次传代对H. 
pylori  26695的影
响值得进一步研
究探讨. 
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Abstract
AIM: To assess the genetic stability of the cagA 
promoter in a laboratory strain (26695) of Helico-
bacter pylori (H. pylori) after long-term multiple 
subcultures. 

METHODS: The promoter regions in the cagA 
genes of 54 subclones of the H. pylori 26695 
strain, which has been subcultured many times 
for a long term, were amplified. PCR products 
were sequenced and analyzed using Vector NTI 
Suite 6 software.

RESULTS: Twenty-two (40.74%) strains had 
identical sequence with the H. pylori 26695 strain, 
while 32 strains (59.26%) had mutations (including 
substitutions, deletions and insertions) at differ-

ent sites. Mutations in T17C and A199C were 
found in 5 (15.63%) and 14 (43.75%) strains, 
respectively. Both single nucleotides or di-
nucleotides at positions 159 and 160 were found 
missing in 12 (37.5%) strains, while one strain 
had two A insertions after position 160 in the 
promoter of cagA.

CONCLUSION: Subcultures can lead to muta-
tions in the cagA promoter in H. pylori 26695.
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摘要

目的: 评价实验室长期多次传代对幽门螺
杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )标准菌株
26695 cagA启动子基因稳定性的影响.

方法: PCR方法扩增54个不同批次保存的经过
多次传代的H. pylori  26695克隆子的cagA启动
子, 并进行测序, 使用Vector NTI Suite 6软件
比对序列.

结果: 54个H. pylori  26695克隆子的cagA启动
子序列有22个(40.74%)与NCBI公布的序列完
全一致, 32个(59.26%)在不同位点发生碱基置
换、缺失、插入等突变, 其中第17位碱基有5
个(15.63%)发生T→C突变, 第199位碱基有14
个(43.75%)发生A→C的变异, 在159-160重复
碱基A处有12个(37.5%)发生缺失1个或者2个
A, 还有一个多出2个A.

结论: 长期多次传代会导致H. pylori  cagA启
动子突变, 实验室使用标准菌株要注意传代记
录, 建立不同等级实验室质控, 根据使用标准
菌株研究内容的水平决定实验室质控的等级.

关键词: 幽门螺杆菌; cagA启动子; 基因突变; 进化
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■研发前沿
H. pylori 的致病
机 制 尚 待 研 究 , 
但cagA是重要的
毒 力 因 子 ,  且 不
同地域人种携带
cagA阳性菌株宿
主疾病的种类具
有差异性. 
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )26695
是目前H. pylori研究中常用标准菌株, 为全基因

测序菌株[1], 常作为标准株进行生物学特性以及

致病机制等相关的研究[2,3]. 其在各实验室之间

也被广泛交流, 丁香园、螺旋网等微生物网站

存在专门方便菌株质粒交流的平台. 这种广泛

的交流以及实验室管理不够严格等原因很容易

造成传代记录不详的现象. 然而, 多次传代对H. 
pylori  26695的影响并不清楚, 究竟有哪些基因

会发生变化, 以及这种变异对试验结果造成多

大程度的影响, 值得我们进一步研究. 因此, 本
试验以cagA基因启动子序列为目的基因, 来分

析菌株在实验室长期传代后的实验室进化和稳

定性分析. 

1  材料和方法 

1.1 材料 H. pylori  26695菌株, 由美国华盛顿大

学医学院分子生物学系惠赠, 由中国疾病预防

控制中心传染病预防控制所传染病诊断室保存. 
伯乐公司PCR仪、凝胶电泳仪、Takara和Pro-
mega公司高保真酶等分子生物学试剂、Oxoid
哥伦比亚琼脂、Nu-4950E三气培养箱. 
1.2 方法 
1.2.1 细菌培养: 分别复苏实验室内不同传代次

数的H. pylori  26695菌株共计54批, 编号分别为

t1、t2、t3、t4、t5、t6、t19、t20、t23、t25、
t39、t31、t33、t35、t40、2、3、4、5、6、8、
9、10、11、12、13、14、15、18、19、21、
22、25、26、29、30、33、34、35、40、41、
43、44、45、47、48、50、51、54、55、56、
58、59、60, 编号为实验中的不同克隆子的代

码, 无特殊意义. 在哥伦比亚琼脂中加入10%脱

纤维羊血(兰伯瑞公司), 置5%O2 、10%CO2,、
85%N2三气培养箱中, 37 ℃培养48 h.
1.2.2 引物的设计与合成: 根据N C B I公布的

26695菌株的序列, 其中579567-579921正向为

cagA启动子的序列, 设计引物序列. cagAQF 
5'-ACGGTACCTAGAATACTTCATGCACTCA-
3'cagAQR 5'-CCGGATCC TGTTTCTCCTTAC-
TATACC-3'扩增条件: 95 ℃预变性5 min, 94 ℃
变性30 s, 52 ℃退火30 s, 72℃延伸30 s, 30个循

环后72℃延伸10 min. PCR扩增产物用1.5%琼脂

糖凝胶电泳, 溴化乙锭染色成像. 
1.2.3 测序及序列分析: 使用两种高保真Taq酶分

别进行扩增, 由六合通测序公司进行双向测通, 
使用Vector NTI Suite 6软件进行比对分析. 

2  结果 

2.1 两种酶扩增产物测序结果比对

Takara和Promega两种酶扩增结果直接测序, 
Vector NTI Suite 6比对结果显示完全一致, 排除

由于taq酶导致在扩增过程中变异的可能. 
2.2 54个H. pylori  26695克隆子cagA启动子序列

表  1  32个Helicobacter pylori  26695克隆子的cagA启动子序列与NCBI公布序列比对结果

     菌株编号 变异位点(bp) 菌株编号 变异位点(bp) 菌株编号 变异位点(bp)

T35 4: A→C T6 170: A→G     33 17: C→T

T39 159-160: -2A 3,4,6,10,34 199: A→C     40 16: +C

T4 187: A→G 25,50,56,t25,t3 160: -A     T5 13: A→G

13 58: T→C 29,11,19   17: C→T

  99: A→C

   T19 19: A→G

8 7: +A

199: A→C

21   20: A→C

166: T→G

    22 168: A→G

199: A→C
T20 115: T→C

160: -A

43   17: C→T

160: +2A

   T31 160: -2A 

167: T→C
5 17: C→T 

60: T→C

165-6: TT→GG 

199: A→C

35   17: C→T 

129: A→T 

131: A→C 

168: A→G 

199: A→C 

    51

    30

160: -2A

163: G→C

199: A→C

+C, 插入1C; -A, 缺失1A; -2A, 缺失2A; A-C, A突变为C.

■相关报道
H. pylori 的cagA
蛋白的表达上调
胃泌素基因的表
达; 乙肝病毒的变
异以及结核杆菌
的变异导致抗原
表达以及耐药性
等的改变, 为乙肝
和结核病的防治
带来更大的困难, 
细菌和病毒本身
的进化是最重要
的因素.
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比较 多序列比对结果显示, 22(40.74%)个克隆

子的启动子序列与NCBI公布的26695完全一致, 
分别是2、9、12、14、15、18、26、41、44、
45、47、48、54、55、58、59、60、t1、t2、
t23、t33和t40, 其余32个(59.26%)克隆子在不同

位点表现出不同的变异, 包括碱基置换、缺失

和插入. 其中25、50、56、t25、t3序列完全一

致, 在第160 bp处缺失1个A; 10、3、34、4、6序
列完全一致, 均在第199 bp处A→C的变异; 29、
11、19完全一致, 均在第17 bp处发生C→T变异, 
在第199 bp处A→C的变异. 5、35发生5处碱基

突变, 且均包含17 bp和199 bp处变异(表1). 
2.3 选取代表不同变异类型共计cagA启动子序

列进行比对 选取代表不同变异类型共计cagA启

动子序列进行比对见图1. 
2.4 序列聚类分析 将54个H. pylori  26695克隆子

的 cagA启动子序列做聚类分析(图2), 编号为8、
11、19、21、22、29、30、43、t20、t31的克

隆子发生2处碱基变异; 5、35发生5处碱基突变, 
是变异位点最多的克隆. 根据聚类分析图直线

标尺和指示距离可以显示变异的差异. 

3  讨论 

本研究对54个经实验室长期多次传代的H. py-
lori  26695克隆子的cagA启动子进行了PCR扩增

和测序, 并与NCBI公布的原始序列进行了对比. 
H. pylori  26695常作为标准菌株作对照或实验研

究标准. 结果显示多次传代的菌株其cagA启动

子发生了多种突变, 包括碱基缺失、置换或插

入碱基, 其中17位、199位变异较多, 分别有5株
和14株发生了这2个部位的变异, 但是这些菌株

之间还存在其他碱基位置的差异, 说明不属于

同一株菌的重复扩增结果. 
从达尔文的自然选择学说可以看出, 生物在

繁衍后代的过程中, 会产生各种各样可遗传的

变异, 这些可遗传的变异是生物进化的原材料. 
现代遗传学的研究表明, 可遗传的变异主要来

自突变和基因重组. 突变的利弊取决于生物的

生存环境. 本实验室26695菌株曾被培养过的环

境是脑心浸液琼脂, 哥伦比亚琼脂, 10%脱纤维
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图  1  24个Helicobacter pylori  26695克隆子的cagA启动子序列与NCBI公布序列比对结果.

■创新盘点
H. pylori 的致病
机制研究中更多
的 关 注 其 毒 力
岛 、 毒 力 因 子 , 
其毒力基因相关
的启动子的变异
有可能导致毒力
因子表达和功能
的改变尚未引起
足够的重视.
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羊血, 厌氧罐微需氧环境培养. 
菌株在实验室进行培养过程中, 不同培养

基、气体环境会诱发不同变异, 各实验室这些

条件不完全相同会导致变异方向不同. 基因表

达存在组织特异性、细胞周期特异性和外界信

号响应特异性, 这些特异性都是由细胞内复杂

而有序的调控机制实现的. 基因转录在基因表

达环节中起非常重要的作用. 本实验研究的基

因是H. pylori  cagA启动子, 从理论上来说启动

子变异更容易引发其所调控基因转录以及蛋白

功能的改变. cagA是H. pylori致病岛上的1个主

要毒力基因[5], 启动子突变决定其相关基因转录

开启或关闭, 转录强弱等. cagA启动子正向25位
处开始反向是cagC启动子的起始, 其第4、7、
8、13、16、17、19、20位碱基均有变异, 其中

17位碱基有15.63%变异, 这些位置碱基的变异

理论上不仅影响cagA也影响cagC的转录, 并可

能引起相应蛋白表达和功能改变. 还有研究证

明cagA能上调胃泌素表达[5], 可见cagA启动子的

变异会引发与其基因调控以及蛋白调控相关的

连锁反应, 引起H. pylori生物学性状和功能改变. 
本研究中17位碱基以及199位碱基处多株菌都

发生变异, 其诱发因素及突变后会影响cagA和

cagC的何种功能以及引发哪些相关基因的表达

等, 都需进一步研究验证. 很多学者[6-9]对HBV启

动子变异研究表明HBV核心区启动子变异能够

引发HBeAg表达缺失, 引发免疫逃逸, 在致病机

制中发挥重要作用. 卡介苗初始菌株和目前卡

介苗的菌株基因的差异[10]以及结核杆菌基因突

变导致的耐药菌株出现[11]都表明菌株在环境压

力下的进化. 亚洲人群携带菌株多为cagA阳性, 
但与宿主的疾病种类无明显相关[12-15], cagA启动

子的这种变异和这种现象是否有一定的关系尚

待进一步研究, 即cagA启动子在环境压力下的

变异也可能提示一定的临床意义, H. pylori在人

群间传播感染, 可能会因人种以及个体的差异

导致H. pylori致病基因的变异, 从而使得携带同

一传染源的宿主疾病的种类和进程却不一致. 
本研究中H. pylori在环境压力下cagA启动

子区域发生突变属于H. pylori菌进化范畴, 这类

进化为实验室研究带来的影响应引起高度重视. 
如果实验室对标准菌株管理不严格, 就会导致

传代次数记录不详. 一旦发生变异应立即停止

作为标准菌株使用, 或者要根据实际情况选择. 
本次试验中选用的54个克隆子有59.26%发生了

不同程度的变异, 变异率相对较高. 因此, 建立

实验室标准菌株不同等级质控标准, 并根据研

究项目内容确定质控等级是非常必要的, 以确

保试验数据准确性和代表性. 
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■同行评价
本研究探讨了实
验 室 长 期 多 次
传代对H. pylori
标 准 菌 株 2 6 6 9 5 
c a g A 启 动 子 基
因 稳 定 性 的 影
响 ,  发 现 长 期 多
次传代会导致H. 
pylori  cagA启动
子 突 变 ,  提 示 菌
种传代实验室质
控的重要性. 文章
选题准确, 内容新
颖, 结果可靠.
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中国科技信息研究所发布《世界华人消化杂志》
影响因子 0.625   

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果11月26日由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布. 《中国

科技期刊引证报告(核心板)》统计显示, 2009年《世界华人消化杂志》总被引频次3 009次, 影响因子0.625, 综

合评价总分49.4分, 分别位居内科学类48种期刊的第6位、第9位、第6位, 分别位居1 946种中国科技论文统计

源期刊(中国科技核心期刊)的第87位、第378位、第351位; 其他指标: 即年指标0.112, 他引率0.79, 引用刊数

473种, 扩散因子15.72, 权威因子1 170.03, 被引半衰期4.0, 来源文献量752, 文献选出率0.93, 地区分布数30, 机

构分布数30, 基金论文比0.39, 海外论文比0.01. 

经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐, 《世界华人消化杂志》再度被收录为“中国科技论文

统计源期刊”(中国科技核心期刊). (编辑部主任: 李军亮 2010-11-28)


