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敲除PPK基因对幽门螺杆菌逃避巨噬细胞免疫清除的影响

杨诏旭, 路程伊, 杨 宾, 夏 宁, 窦科峰

®

■背景资料
逃避巨噬细胞清
除是幽门螺旋杆
菌(H. pylori )逃避
宿主免疫清除的
机制之一, 但关于
H. pylori如何逃避
巨噬细胞清除是
亟待解决的关键
问题. 
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Abstract
AIM: To evaluate the impact of knockout of the 
polyphosphate kinase gene in Helicobacter pylori 
(H. pylori) on bacterial evasion of immune elimi-
nation by macrophages. 

METHODS: A PPK null mutant of H. pylori was 
constructed by gene homologous recombination. 
The polyphosphate was extracted from the PPK 
null mutant and wild type bacteria to compare 
the amount of polyphosphate by conversion into 

ATP. PPK null mutant H. pylori or wild type bac-
teria were co-cultured with murine macrophage 
cell line Raw 264.1 to compare the bacterial sur-
vival in macrophages at 24 h. 

RESULTS: A PPK null mutant H. pylori strain 
was successfully constructed. The amount of 
polyphosphate in PPK null mutant bacteria was 
significantly lower than that in wild type bac-
teria (0.46 nmol Pi/mg Protein ± 0.25 nmol Pi/
mg Protein vs 175.33 nmol Pi/mg Protein ± 21.22 
nmol Pi/mg Protein, P < 0.01). Compared to 
wild type H. pylori, the survival rate of PPK null 
mutant bacteria in macrophages was similar at 2 
h but was significantly reduced at 24 h. 

CONCLUSION: PPK plays a critical role in 
synthesizing polyphosphate in H. pylori. PPK 
knockout in H. pylori significantly impaired their 
ability to synthesize polyphosphate and to evade 
immune elimination by macrophages.

Key Words: Helicobacter pylori ; Polyphosphate ki-
nase; Macrophages

Yang ZX, Lu CY, Yang B, Xia N, Dou KF. PPK knockout 
attenuates evasion of immune elimination of Helicobacter 
pylori by macrophages. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2012; 20(1): 22-26

摘要
目的: 研究敲除多聚磷酸激酶(polyphosphate 
kinase, PPK)基因后对幽门螺旋杆菌(Helicobacter 
pylori , H. pylori)逃避巨噬细胞免疫清除的影响. 

方法: 通过同源重组的原理构建H. pylori  PPK
敲除菌株. 提取PPK敲除菌株体内多聚磷酸
盐, 转化为ATP进行定量, 并与野生型菌株内
多聚磷酸盐水平进行比较. 将PPK敲除菌株及
野生型菌株分别与小鼠巨噬细胞系RAW264.7
共同培养, 比较存活的H. pylori数量. 

结果: 成功构建敲除P P K的H. p y l o r i 菌种. 
Western blot显示该菌无PPK蛋白表达. 对敲除
PPK的H. pylori 菌株中的多聚磷酸盐定量结
果显示, 其内PP含量为0.46±0.25 nmol Pi/mg 
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■创新盘点
本研究首次发现
多聚磷酸的积聚
与H. pylori 逃避
巨噬细胞清除密
切相关, 敲除多聚
磷酸激酶(PPK)基
因, H. pylori 合成
多聚磷酸的能力
大大降低, 且更易
被巨噬细胞清除. 

Protein, 显著低于G27野生菌种(175.33±21.22 
nmol Pi/mg Protein, P <0.01). 将该菌株与小鼠
巨噬细胞系RAW264.7共同培养, 2 h时间点, 
G27及G27ΔPPK菌种在巨噬细胞内的存活无
显著差异; 而在24 h时间点, G27ΔPPK菌种在
巨噬细胞内的存活率显著低于野生型G27菌
种, 巨噬细胞内的BacLight kit染色结果显示, 
G27ΔPPK菌种在巨噬细胞内获得染色的活菌
显著低于野生型G27菌种. 

结论: PPK是H. pylori合成多聚磷酸盐的关键
酶. 敲除该基因后, H. pylori 合成多聚磷酸盐
的能力显著下降, 其逃避巨噬细胞清除的能力
明显减弱. 

关键词: 幽门螺旋杆菌; 多聚磷酸激酶; 巨噬细胞
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0  引言

幽门螺旋杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )是一

种微需氧的、螺旋形、革兰氏阴性杆菌. 世界

上大约一半以上的人口存在H. pylori感染[1,2], 其
可终生在宿主体内存活, 并可引起慢性胃炎. 其
中约10%的患者可发展为消化性溃疡, 而H. py-
lori感染者的胃癌发生率也明显高于无H. pylori
者[3-5]. H. pylori逃避宿主免疫清除的机制是关

系其致病性的重要因素. 一般来说, H. pylori感
染会引起胃黏膜的慢性炎症, 并刺激胃黏膜上

皮细胞释放炎症因子, 这些因子可以促使大量

中性粒细胞及巨噬细胞聚集在感染部位[6,7], 以
清除H. pylori的感染. 然而, 巨噬细胞虽然可以

吞噬H. pylori , 却常常不能将其有效清除, 使得

H. pylori可在巨噬细胞内存活[8,9], 从而诱导免疫

适应. 目前, 关于H. pylori逃避巨噬细胞清除的

机制尚不清楚. 有研究发现, 敲除多聚磷酸激酶

(polyphosphate kinase, PPK)的H. pylori , 其对宿

主感染能力显著下降[10,11], 据此我们推测其可能

更易于被宿主免疫系统清除. 本研究旨在探索H. 
pylori合成多聚磷酸(polyphosphate, PP)的能力是

否与其逃避巨噬细胞清除有关, 从而为进一步

研究PP与H. pylori致胃癌的关系提供实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 H. pylori G27菌种为本室保存. 小鼠巨

噬细胞系RAW264.7购自ATCC. BacLight细菌存

活鉴定试剂盒购自Promega; BLBB培养基[12](1%
胰蛋白酶、1%多肽胺、0.1%葡萄糖、0.2%酵

母提取物、0.5%氯化钠)所有配料均购自Sigma;  
DMEM(低糖)细胞培养基及胎牛血清购自Invit-
rogen; 荧光显微镜为Olympus公司产品; PPK多

克隆抗体是通过免疫新西兰白兔获得; PPK蛋

白为本室纯化保存. GITC裂解液:4M guanidine 
isothiocyanate(GITC)-50 mmol/L Tris-HCl, pH 
7.0; ATP bioluminescence assay kit(Roche); Sapo-
nin购自Sigma. 
1.2 方法

1.2.1 H. pylori培养: H. pylori培养条件如下: 液体

培养基为BLBB加100 mL/L的胎牛血清, 气体环

境为(50 mL/L O2, 100 mL/L CO2, 850 mL/L N2), 
置于37 ℃培养箱内, 并以60 r/min温和振摇. 固
体培养基另含1.5%凝胶. 
1.2.2 H. pylori G27 PPK基因的敲除: 按Ayraud
等[10]的方法进行敲除. 具体如下: 提取G27的基

因组DNA为模板, PCR扩增PPK基因的全长序

列, 大小约2 kb. 将该序列连接入大小约3.6 kb
的pILL570载体中[13]. 分别在PPK基因的N端下

游300 bp处及C端上游300 bp处设计引物, 引物

分别为5'-CGGGGTACCCATTATAGGGGGTG 
ATACAAAGCCC-3', 5'-CGCGGATCCGAAAT-
CATTG AATGGCTCTATCAGCC-3'. 引物分别包

含KpnⅠ和Bam HⅠ酶切位点, 以PCR扩增质粒

中的4.2 kb片段(片断包括PPK N端300 bp的序列, 
pILL570载体及PPK C端300 bp的序列). PCR扩
增0.9 kb的无启动子的卡那霉素抗性基因[14], 同
样在引物两端放置KpnⅠ和Bam HⅠ酶切位点. 
将上述2个片断分别以KpnⅠ和Bam HⅠ双酶切

后进行连接, 连接后质粒置入DH-5α感受态细菌

中, 筛选含质粒的单克隆细菌. 扩增质粒, 利用H. 
pylori可进行自然转染的特性, 将该重组质粒转

染入H. pylori G27野生菌. 以卡那霉素筛选单克

隆菌落, 存活的菌株应由卡那霉素抗性基因替

代了PPK基因(即G27ΔPPK). 提取基因组DNA, 
PCR扩增PPK基因区域, 测序挑选PPK基因获得

敲除的菌株, 并作进一步分析. 
1.2.3 H. pylori菌体内PPK的表达及PP的定量: 按
上述条件将H. pylori G27菌种及G27ΔPPK菌种

接种于液体培养基, 起始A 600为0.05. 培养20 h
待A 600约为1时, 离心收集细菌. 菌体裂解后经

SDS-PAGE电泳, 转PVDF膜, 经PPK的多克隆抗

体进行Western blot检验PPK的表达情况; 并以

纯化的PPK蛋白作为对照, 指示PPK蛋白的电
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■应用要点
明确PPK基因是
H. pylori逃避巨噬
细胞清除的重要
基因, 可以将其作
为治疗靶点. 

泳位置. 同时裂解菌体, 提取菌体内PP[15], 具体

步骤如下: 离心收集A 600为1的细菌1.5 mL, 加入

0.5 mL 95 ℃的GITC裂解液, 振摇悬浮细菌. 在
95 ℃孵育2 min, 超声裂菌1 min. 测定蛋白浓度

后, 加入30 µL 10% SDS, 振摇后12 000 g离心10 
min去除沉淀. 加入0.5 mL 95%乙醇, 混匀后加5 
µL Glassmilk孵育20 min以吸附PP. 洗涤后加入

DNA酶及RNA酶各20 µg,  降解DNA及RNA, 再
次洗涤后离心收集Glassmilk, 以50 µL 50 mmol/
L Tris-HCl(pH 8.0)洗脱PP. 取9 µL上述PP溶液, 
跑Urea-PAGE胶, 以toluidine blue染色, 比较2种
细菌产生PP的能力. 为进一步定量PP, 将PP转化

为ATP, 以ATP bioluminescence assay kit(Roche)
定量ATP, 以此计算PP的Pi值(磷酸根), 上述实验

重复3次, 最终数值为3次平均值. 
1.2.4 H. pylori与小鼠巨噬细胞系RAW264.7的共

培养及存活率测定: 收集生长良好的小鼠巨噬

细胞RAW264.7, 随后按每孔2×104个细胞接种

于96孔板. 细胞培养基为含10% FBS的DMEM, 
并置于37 ℃, 50 mL/L CO2的细胞培养箱内培养

24 h. 而后显微镜下观察确认细胞已良好贴壁生

长, 将细胞以0.1 mL PBS洗涤3遍后备用. 分别

离心收集H. pylori G27菌种及G27ΔPPK菌种, 在
4 ℃条件下, 以含100 mL/LFBS的DMEM悬浮, 
制成A 600约0.025(1.5×107/mL) 的细菌悬液. 将
100 µL上述悬液分别加入96孔板中, 于4 ℃ 600 
g离心5 min, 以帮助H. pylori贴附于巨噬细胞上. 
以100 μL DMEM洗涤3遍后, 加入100 μL 37 ℃ 
DMEM(含100 mL/L FBS), 置于细胞培养箱内

培养1 h后, 以100 μL DMEM洗涤1遍, 加入100 
μL含100 mg/L Gentamicin的DMEM(含100 mL/
L FBS), 继续培养1 h, 以杀灭未被巨噬细胞吞噬

的H. pylori . 此时, 将其培养的巨噬细胞再分为2
组: 一组(2 h组)经DMEM洗涤3遍后, 直接裂解, 
测定其中存活的H. pylori ; 另一组(24 h组)洗涤

后继续加入100 μL DMEM培养基(含100 mL/L 
FBS), 培养至24 h, 再进行裂解及测定. 细胞裂解

及测定存活的H. pylori的方法如下: 将细胞洗涤

后, 加入0.1 mL的无菌蒸馏水, 5 min后, 以Pipette
轻柔吹打, 获得悬液, 将该悬液作一系列的稀释, 
分别涂于LB固体平板上, 计数所形成的细菌单

克隆, 计算获得存活的H. pylori数目. 上述实验

每个实验点均设3次重复, 最终结果取平均值. 
1.2.5 巨噬细胞RAW264.7内存活的H. pylori的染

色: 巨噬细胞与G27菌种及G27ΔPPK菌种的共

培养大致同前, 部分步骤改变如下: 将24孔板内

置12 mm清洁玻片, 巨噬细胞按每孔1×105个细

胞接种. H. pylori G27菌种及G27ΔPPK菌种, 同
样制成1.5×107/mL的细菌悬液, 将500 μL上述

悬液分别加入24孔板中, 培养过程同前. 同样在

1 h时加入100 mg/L Gentamicin, 继续培养1 h, 以
杀灭未被巨噬细胞吞噬的H. pylori . 而在培养至

24 h时, 以BacLight细菌存活鉴定试剂盒染色存

活的H. pylori , 直接观察在巨噬细胞内存活的H. 
pylori . 具体步骤如下: PBS洗涤后, 加入0.5 mL 1 
g/L saponin(溶于PBS), 室温下孵育10 min, 然后

小心移除saponin溶液(巨噬细胞已非常脆弱, 操
作须非常轻柔), 加入0.25 mL稀释的BacLight溶
液(步骤见Promega产品说明书), 室温下孵育15 
min, 取出玻片, 快速置于载玻片上, 于荧光显微

镜下观察存活的H. pylori (染为绿色荧光). 

2  结果

2.1 H. pylori G27及G27ΔPPK内PPK的表达及

Polyphosphate的定量 裂解后的G27及G27ΔPPK
菌种, 以PPK的多克隆抗体进行Western blot, 结
果证实, G27ΔPPK菌种内无PPK表达, PPK酶已

获得良好敲除(图1). 而将两菌种按前述常规条

件培养后, 裂解细菌提取PP, 跑Urea-PAGE, 并以

toluidine blue染色后显示: G27ΔPPK菌种内PP
无明显显示, 而野生型G27菌种内PP获得良好染

色(图2). 将两菌种内PP分别转化为ATP进行定

量, 证实G27ΔPPK内PP含量为0.46±0.25 nmol 
Pi/mg Protein(以每mg细菌总蛋白对应的nmol
磷酸根为单位), 显著低于G27野生菌种(175.33 
nmol Pi/mg Protein±21.22 nmol Pi/mg Protein, 
P <0.01). 
2.2 H. pylori在巨噬细胞内存活率 野生型G27及
G27ΔPPK菌种与巨噬细胞共培养后, 裂解细胞, 
涂LB平板, 测定存活H. pylori . 结果显示, 2 h时
间点, G27及G27ΔPPK菌种在巨噬细胞内的存活

无显著差异; 而在24 h时间点, G27ΔPPK菌种在

1       2      3 图  1  PPK蛋白在G27及G27Δ 
PPK菌种中的表达. 1: 对照, 纯化

的PPK蛋白(箭头所示); 2: G27野

生型菌种; 3: G27ΔPPK菌种.
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■同行评价
作 者 通 过 检 测
PPK基因缺失的
H. pylori被巨噬细
胞免疫清除试验, 
探讨了细菌PPK
基因在H. pylori逃
避巨噬细胞免疫
清除中的功能和
作用. 研究选题恰
当、结论可靠. 

巨噬细胞内的存活率显著低于野生型G27菌种

(图3). 
2.3 H. pylori在巨噬细胞内的染色 H. pylori与
巨噬细胞共培养的24 h时间点, 用BacLight kit
染色巨噬细胞内存活的H. py lo r i , 结果显示: 
G27ΔPPK菌种在巨噬细胞内获得染色的活菌显

著低于野生型G27菌种(图4). 

3  讨论

H. pylori是引起胃溃疡乃至胃癌的重要病源体. 
1994年, 世界卫生组织将H. pylori定义为一类致

癌病原体[16], 这也是目前发现的第1个可以致癌

的细菌. 在我国, H. pylori感染非常常见, 而治疗与

预防H. pylori感染是公共医疗卫生的迫切需要. 
H. pylori的自然感染能诱导机体免疫系统

强烈的应答, 但这种应答却无法有效清除H. py-
lori . 反而由于长期的慢性感染, 引起机体产生反

复的炎症反应, 造成胃黏膜细胞的损伤. 这主要

是由于H. pylori可以通过一系列机制来逃避机

体的免疫清除[17-19], 其中包括抑制T细胞的活化
[20,21], 通过基因重组逃避抗体识别[22], 诱导巨噬

细胞凋亡[23,24], 抑制巨噬细胞的内吞作用[25,26], 阻
断巨噬细胞吞噬体的成熟等[27,28]. 尤其是H. py-
lori被巨噬细胞内吞后, 可通过多种途径抑制吞

噬体与溶酶体的结合, 从而使其可以在巨噬细

胞内存活, 而不被杀伤, 但究竟H. pylori内的哪

些基因与物质参与了这一调节过程, 目前尚不

完全清楚. 
之前的研究发现, H. pylori在特定条件下可

出现PP的积聚[29,30]. 而PPK是合成PP的关键酶, 
如果敲除该酶, 则这种ΔPPK菌种对小鼠的感染

力明显下降[10,11], 难以在小鼠胃内定植, 但其机

制并不清楚. 由于我们之前的研究发现, PP的积

聚可以修饰H. pylori主要转录因子Sigma80, 进
而调节基因的转录[30]. 但这种转录调节与H. py-
lori致病性的关系, 目前尚不完全清楚. 通过本实

验, 我们希望验证缺失PPK的菌种, 是否因不能

有效积聚PP, 从而影响其所调控基因的表达, 而
减弱了逃避巨噬细胞清除的能力, 以致其难以

有效感染宿主. 
本实验中, G27ΔPPK菌种经Western blot证

实无PPK的表达, 同时我们分别通过Urea-PAGE
及转化PP为ATP进行定量的2种方法, 均证实

G27ΔPPK菌种内PP生成量显著低于野生型G27
菌种, 即丧失了积聚PP的能力. 

随后, 我们用这种缺失积聚PP能力的菌种, 
与巨噬细胞共培养. 结果发现在培养的2 h时间

点, 也即刚刚用gentamicin清除掉未被巨噬细胞

吞噬的H. pylori时, G27ΔPPK菌种与野生型G27
菌种在巨噬细胞内的存活数无显著差异, 提示

巨噬细胞吞噬2种细菌的能力无明显差别. 而在

24 h时间点, G27ΔPPK菌种在巨噬细胞内的存活

1      2 图  2  G27及G27ΔPPK菌种中PP的电泳. 1: 

G27野生型; 2: G27ΔPPK菌种.
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图  3  H. py-
lori 在巨噬细胞
内存活率.

G27ΔPPK菌种
G27野生型

图  4  H. pylori 在巨噬细胞中的染色. A: G27野生型与巨

噬细胞共培养24 h; B: G27ΔPPK菌种与巨噬细胞共培养24 

h(亮染的白点为H. pylori活菌).
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率显著低于野生型G27菌种, 说明缺失合成PP能
力的菌种, 其逃避巨噬细胞清除的能力显著下

降. 为更直观地观察H. pylori在巨噬细胞内存活

情况, 我们使用了BacLight kit染色活菌, 从而可

以直接在荧光显微镜下观察活菌数. 值得注意

的是, 以此种方法显示的存活细菌不仅可获得

良好荧光染色, 且仍具有一定的游动性. 通过这

一染色活菌的方法, 进一步证实了前面的结论. 
总之, 本实验证实PPK是H. pylori合成PP的

关键酶, H. pylori合成PP的能力, 可帮助其逃避

巨噬细胞的清除. 我们推测, PP可能通过调节

Sigma80, 进而调控H. pylori内相关基因的表达, 
从而抑制巨噬细胞的清除作用. 未来我们将进

一步验证这一假设, 并探索PP调节的靶点基因. 
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