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■背景资料
幽 门 螺 杆 菌
(H e l i c o b a c t e r 
pylori , H. pylori )
是一种革兰染色
阴 性 的 微 需 氧
菌, H. pylori 感染
是导致胃溃疡、
十二指肠溃疡以
及慢性胃炎的一
个主要原因 ,  并
且与胃癌等胃相
关性疾病的发生
有 着 密 切 的 关
系 ,  γ -谷氨酰转
肽酶(γ-glutamyl 
t ranspept idase, 
G G T ) 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. 
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Abstract
AIM: To investigate the expression and 
subcellular localization of Helicobacter pylori (H. 
pylori) γ-glutamyl transpeptidase (GGT) gene 
in SGC-7901 cells.

METHODS: H. pylori strains were isolated 
from the gastric mucosa of patients with 
gastric cancer, and cultured on solid agar 
medium. The GGT gene was amplified from 
the chromosomal DNA of H. pylori by PCR, 
and was cloned into T vector. The recombinant 

plasmids were confirmed by enzyme digestion 
and sequence analysis. H. pylori GGT was then 
expressed and localized in SGC-7901 cells. 

RESULTS: The GGT gene was obtained and its 
sequence was proved to be correct by sequencing 
identification. SDS-PAGE and Western blot 
analysis showed that the GGT product could 
be expressed in SGC-7901 cells. 

CONCLUSION: The GGT gene has been 
successfully expressed in SGC-7901 cells and 
localized in the cytoplasm. This lays a foundation 
for studying the relationship between GGT and 
mitochondria-mediated apoptosis.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 克隆幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H. p y l o r i ) γ-谷氨酰转肽酶(γ-g l u t a m y l 
transpeptidase, GGT )基因, 实现GGT基因在
人胃癌上皮细胞SGC-7901中的表达和定位. 

方法: 本实验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, 将利用绿色荧
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■研发前沿
H. pylori的感染与
消化系统疾病密
切相关, 尤其是与
胃癌的相关性一
直是研究的焦点, 
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.

光蛋白(green fluorescent protein, GFP)融合
GGT 基因全长序列和成熟肽序列, 克隆进
pcDNA3质粒中, 观察GGT 基因表达后在
人胃癌上皮细胞SGC-7901中的定位, 观察
SGC-7901细胞形态、生长以及运动性的变
化. 推测其可能诱导细胞凋亡的途径. 

结果: pcDNA3-GGT-EGFP质粒转染SGC-7901
细胞后, 在SGC-7901细胞中表达外源基因, 
在显微镜下可见转染的细胞产生明显的病
变, 细胞由梭形变成圆形、变大、胞核扩大. 
转染60 h后, 在共聚焦显微镜下观察, 发现荧
光信号主要集中在细胞质中.

结论: 成功克隆了GGT 基因, 经酶切和测序
验证正确, 成功构建了pcDNA3-GGT-EGFP
质粒. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核 心 提 示 :  γ - 谷 氨 酰 转 肽 酶 ( γ - g l u t a m y l 
transpeptidase, GGT)是一种催化肽基转移作用

的酶, 这种酶广泛存在于动植物体内, 在谷光苷

肽的新陈代谢中起到了重要的作用. 幽门螺杆

菌(Helicobacter pylori , H. pylori )GGT也具有相

似的特点. 但是H. pylori  GGT的成熟过程不十

分清楚. 我们利用GFP融合GGT 基因全长序列

和成熟肽序列, 克隆进pcDNA3质粒中, 在显微

镜下可见转染的细胞产生明显的病变, 细胞由

梭形变成圆形、变大、胞核扩大, GGT 基因表

达后主要集中在人胃癌上皮细胞的细胞质中. 
结合相关报道, GGT 基因表达的蛋白可能主要

定位在线粒体上发挥作用, 参与程序性细胞死

亡, 与胃癌的发生具有相关性, 为进一步研究

GGT基因与胃癌发生的具体信号通路提供好的

基础.
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0  引言

澳大利亚学者罗宾•沃伦(Robin JW)和巴里•马
歇尔(Marshall B)在1983年从人胃黏膜分离获

得幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )[1], 
越来越多的研究指出H. pylori感染是导致胃溃

疡(gastric ulcer, GU)、十二指肠溃疡(duodenal 

ulcer, DU)以及慢性胃炎的一个主要原因[2], 并
且与胃癌(gastric cancer, GC)等胃相关性疾病

的发生有着密切的关系[3], 国际癌症机构已将

H. pylori列为Ⅰ级致癌因子[4]. H. pylori致病

力的强弱与菌株的毒力相关, 主要与毒力因

子的基因型有关[5]. H. pylori  γ-谷氨酰转肽酶

(γ-glutamyl transpeptidase, GGT)是一种催化肽

基转移作用的酶, 在分泌和成熟后, 通过与细

胞膜结合进入细胞内[6], 抑制CD4+ T细胞的增

殖, 从而抑制了CD4+ T细胞对H. pylori的清除

作用, 对H. pylori的定植有一定的作用, 参与

H. pylori诱导的线粒体介导的程序性细胞死

亡, 是一个抗肿瘤因子[7], 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[8]. 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, 我们克隆H. pylori  GGT基因, 实现

GGT基因在人胃癌上皮细胞SGC-7901中的表

达和定位. 

1  材料和方法

1.1 材料 H. pylori从江苏大学附属医院内镜

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. 
H. pylori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; pcDNA3-GFP(Hin dⅢ+KpnⅠ)和pBacPAK-
E G F P(K p n Ⅰ+E c o RⅠ)质粒由本实验室构

建; DMEM为Gibco公司产品; 胎牛血清FBS
购自Hyclone公司; Lipofectin购自GIBCO公

司, 其他生化试剂为国家AP级试剂; 试验中

所用的限制性内切酶和配套的缓冲液、T4 
DNA ligase、Taq酶、dNTPs、DL2000标准分

子量核酸、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. 
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■相关报道
H. pylori  GGT在
胃癌细胞中诱导
线 粒 体 介 导 的
程 序 性 细 胞 死
亡 ,  主要是细胞
色素C由线粒体
释放进入细胞质
和 半 胱 天 冬 酶
(Caspase)家族成
员的激活. 

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)预测

成熟肽序列, 设计PCR引物: Forward: P1: 5'-GGC 
AAGCTTATGGCGAGTTACCC-3'; Reverse: P2: 
5'-GCAGGTACCAAATTCTTTCCTTGGAT-3'. 
在上游引物5'端加HindⅢ酶切位点; 在下游引物

5'端加KpnⅠ酶切位点. 引物由上海生工基因有

限公司合成.   
1.2.4 PCR扩增: 以来源胃癌的H. pylori菌株

DNA为模板, 分别扩增出GGT基因全长序列和

成熟肽序列, 用LA-Taq聚合酶进行PCR扩增. 
1.2.5 构建pcDNA3-GGT -EGFP重组质粒: 将
GGT基因全长序列和成熟肽序列克隆到pMD-
simple-T载体上, 以构建pMD-simple-T-GGT. 
将pBacPAK-EGFP用KpnⅠ和Eco RⅠ酶切后, 
回收EGFP片段, 与同样酶切的pcDNA3进行

连接, 以构建pcDNA3-EGFP; 用Hin dⅢ、Kpn
Ⅰ酶切pMD-simple-T-GGT, 回收GGT片段, 与
同样酶切的pcDNA3-EGFP进行连接, 以构建

pcDNA3-GGT-EGFP.
1.2.6 细胞培养: 人胃癌上皮细胞SGC-7901用
含10%FBS的DMEM培养, 并放置在50 mL/L 
CO2、饱和湿度、37 ℃二氧化碳培养箱培养. 
培养液每隔2-3 d更换1次, 细胞传代时用0.25%
胰酶消化. 每次转染的前2 d将细胞消化接种到

培养皿或培养板中, 细胞接种的数量应保证第

2天转染时能达到50%的密度. 
1.2.7 重组质粒: pcDNA3-GGT-GFP转染细胞

准备质粒DNA/脂质体复合物, 溶液A: 取重组

质粒pcDNA3-GGT-GFP(5-10 μg), 加入无血清

细胞培养基补充体积至100 μL; 溶液B: 取脂

质体10 μL, 加入90 μL无血清DMEM细胞培养

基补充体积至100 μL. 将溶液A和溶液B混匀, 

室温静置15 min. 取生长良好的人胃癌上皮细

胞SGC-7901, 用无血清DMEM培养基培养基

洗2-3次, 加入800 μL无血清的DMEM细胞培

养基后, 再加入准备好的质粒DNA/脂质体复

合物200 μL. 28 ℃继续培养3-5 h后, 加1 mL
含有20%血清的DMEM细胞培养基继续培养. 
28 ℃继续培养60 h后, 在荧光显微镜下观察

SGC-7901细胞是否发绿色荧光. 

2  结果

2.1 GGT基因全长序列和成熟肽序列的鉴定 以
来源于胃癌的菌株基因组DNA为模板, 分别扩

增出GGT全长序列和成熟肽序列, 大小分别为

1704、1629 bp(图1). 
2.2 pMD-simple-T-GGT酶切鉴定 用Hin dⅢ和

KpnⅠ酶切pMD-simple-T-GGT , 切出一条1700 
bp左右的外源片段(图2, 泳道1), 与GGT全长大

小一致. 另一条1600 bp左右的外源片段(图2, 
泳道2)与GGT成熟肽大小一致, 这些酶切结果

验证了pMD-simple-T-GGT的正确构建. 
2.3 重组载体pcDNA3-EGFP酶切鉴定 用Kpn
Ⅰ和EcoRⅠ酶切pcDNA3-EGFP, 切出一条750 bp
左右的外源片段, 与 EGFP大小一致. 另一条为 
6.1 kb左右的载体片段pcDNA3-GFP(Hin dⅢ
+KpnⅠ). pcDNA3(5.4 kb), GFP(750 bp)其大小

应该为5400 bp+750 bp, 即6.15 kb左右. 酶切结

果验证了pcDNA3-EGFP的正确构建(图3A). 
2.4 重组载体pcDNA3-GGT-EGFP酶切鉴定 用
Hin dⅢ和KpnⅠ酶切pcDNA3-GGT-EGFP, 切
出一条1700 bp左右的条带(图3B, 泳道1), 与
GGT全长序列大小一致. 另一条1600 bp左右

大小(图3B, 泳道2), 与GGT成熟肽序列大小一

致. 由于pcDNA3-GFP(Hin dⅢ+KpnⅠ)被同样

酶切位点的GGT序列代替, 所以载体大小为

pcDNA3(5.4 kb), EGFP(750 bp)即6.15 kb左右. 

2322
2027

M       1       2 图  1  GGT  PCR产物. M: 

DNA标准(λ-Hin dⅢ); 1: 

GGT全长PCR产物; 2: 

GGT成熟肽PCR产物. 

GGT: γ-谷氨酰转肽酶.

M       1       2

4361

2322
2027

500

bp bp
图  2  pMD18-simple-
T-GGT 的双酶切鉴定. 
M: DNA标准(λ-Hin d

Ⅲ); 1: GGT基因全长; 2: 

GGT基因成熟肽. GGT: 

γ-谷氨酰转肽酶.
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■应用要点
本文为研究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
制奠定基础. 

酶切结果验证了pcDNA3-GGT-EGFP的正确构建. 
2.5 G G T 基因在人胃癌上皮细胞S G C-7901
的表达 重组pcDNA3-GGT-EGFP DNA转染

SGC-7901细胞后, 在SGC-7901细胞中表达外源

基因, 在显微镜下可见转染的细胞产生明显的

病变, 细胞由梭形变成圆形、变大、胞核扩大. 
转染60 h后, 在共聚焦显微镜下观察, 发现荧光

信号主要集中在细胞质中(图4). 

3  讨论

GGT是谷氨酰循环中的关键酶, 这种酶被发现

广泛存在于动植物体内[9], 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, 目前大量哺乳动物细胞的GGT
已经被纯化 ,  他们的性质和功能也被确定 . 
很多细菌的GGT也已经被鉴定和调查, 但是

H. pylori  GGT的成熟过程仍然不十分清楚. 在
过去的研究中我们发现H. pylori  GGT由单个

基因编码, 可以被翻译成61个多肽, 进一步被

分别加工成38和21 kDa的多肽. 这个结果证实

了在原核细胞中很少发生翻译后的成熟过程. 
和其他的病原体相比, H. pylori的感染是终

身性的, 但是这种终身感染的原因仍然不清楚. 

H. pylori  GGT对于H. pylori在小鼠模型胃部的

定植非常重要. 免疫细胞的凋亡在H. pylori持续

感染中起到了重要的作用[10]. CD4+ T细胞对于

细菌的清除十分重要, 但却受到H. pylori的抑制. 
研究[11]发现H. pylori分泌的GGT能够抑制T细胞

的增殖, GGT是一个新发现的H. pylori的免疫抑

制因素, 通过诱导细胞周期停滞在G1时相抑制T
细胞的增殖. 但是GGT与CD4+ T细胞作用的具

体机制还不十分清楚. H. pylori定植引起胃上皮

细胞损伤的确切机制还不太清楚, 目前, 已经对

H. pylori的凋亡诱导因素做了一些研究[12-14], 目
前有很多假设指向线粒体在凋亡的调节中的作

用和氧化应激[15]. 线粒体介导的程序性细胞死

亡, 主要是由线粒体释放细胞色素C进入细胞质

和半胱天冬酶家族成员的激活[16,17]. 
氧化应激主要是吞噬细胞在胃上皮下黏

膜固有层浸润的结果, 这些吞噬细胞主要包括

中性粒细胞和巨噬细胞, 这些细胞产生大量的

活性氧自由基(reactive oxygen species, ROS)引
起宿主防御反应. 细菌在胃黏膜上引起氧化应

激反应, 线粒体是可能存在的目标之一, 是细

胞质中自由基的主要来源, 据估计由线粒体消

耗的氧通过电子传递链转变为O2
-[18]. 线粒体

中主要的ROS是O2
-, 增加的O2

-对邻近的分子

诸如一些蛋白质、脂类甚至线粒体DNA都有
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图  4  GGT -EGFP融合蛋白在人胃癌上皮细胞SGC-7901的
表达. A: GGT全长序列的表达; B: GGT成熟肽的表达. GGT: 

γ-谷氨酰转肽酶.

A

B

图  3  酶切鉴定. A: pcDNA3-EGFP的酶切鉴定. M: DNA

标准(λ-HindⅢ); 1: pcDNA3-EGFP; B: pcDNA3-GGT-

EGFP的酶切鉴定. M: DNA标准(λ-HindⅢ); 1: GGT基因全

长; 2: GGT基因成熟肽. GGT: γ-谷氨酰转肽酶.
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■同行评价
本研究成功克隆
H. pylori  GGT 基
因 ,  实现GGT 基
因在人胃癌上皮
细胞SGC-7901
中的表达和定位, 
为 进 一 步 研 究
GGT蛋白的功能
以及GGT 基因与
胃癌发生的具体
信号通路提供好
的基础.

损伤作用. 在生理条件下, 线粒体有很多酶诸

如锰离子依赖的超氧化物歧化酶, 谷胱甘肽过

氧化物酶, 还有一些非酶系统诸如NADPH, 维
生素C和E, 这些物质能够保持O2

-浓度在非常

低的水平[19]. 总之, 过氧化物在H. pylori感染的

AGS细胞中能够能够作用于线粒体启动细胞

凋亡途径. 这些变化能够引起线粒体去极化, 导
致其形态学和功能学的改变. 因此, 对于临床上

感染H. pylori的患者需要给予抗氧化治疗[20]. 
很多体外实验和体内试验初步阐述了在

胃上皮细胞中H. pylori感染和细胞凋亡之间

的关系[21]. 细胞凋亡主要在调节细胞生长、免

疫应答的发生以及正常细胞的清除方面起作

用. 但是细胞凋亡也是对抗细菌和病毒的防御

机制. H. pylori感染促进上皮细胞增生, 通过细

胞凋亡保持了细胞的稳定性. 初步研究表明H. 
pylori感染引起的细胞凋亡通过Fas/FasL系统, 
线粒体途径[22]介导的. 线粒体被认为是大部分

细胞死亡途径的中枢细胞器[23]. 释放一些促凋

亡物质诸如细胞色素C[24]. 
H. pylori  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. H. pylori  GGT在胃癌细胞中诱导线粒

体介导的程序性细胞死亡, 主要是细胞色素

C[25]由线粒体释放进入细胞质和半胱天冬酶

(Caspase)家族成员的激活[26]. 半胱天冬酶被分

为两类, 上游区半胱天冬酶, 包括Caspase2、
8、9和10, 下游区半胱天冬酶, 包括Caspase3、
6和7[27]. 所有的半胱天冬酶在细胞内催化无活

性的酶原, 在细胞凋亡的过程中必须经历蛋

白水解的过程. 此外, 细胞凋亡除了导致AGS
细胞核形态学改变以外, 还会引起Bax易位和

Bcl-2、Bcl-xL表达量的减少[28]. 在Bcl-2蛋白家

族中, Bcl-2是一种抗凋亡蛋白, Bax能够通过

在线粒体外膜形成寡聚体和建立细胞色素C以
及其他凋亡物质释放的通道促进凋亡. 程序性

细胞死亡通过破坏新细胞生成和细胞消亡之

间的平衡产生病理作用. 程序性细胞死亡持续

发生和调节这种死亡的基因发生转变和突变

增加胃癌发生的风险. 因此H. pylori在致胃癌

过程中起到了关键作用[29]. 
尽管H. pylori  GGT是一种诱导凋亡的因

素, 可能是一种好的抗肿瘤因素. 但是其诱导

的程序性细胞死亡的信号通路的细胞和分子

机制仍需阐明, 有关GGT的生物学机制和在体

内的效应还需要进一步研究. 
为了进一步弄清楚H. pylori  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. pylori , 我们利用GFP[30]融合GGT基因全长序

列和成熟肽序列, 克隆进pcDNA3质粒中, 观察

GGT基因表达后在人胃癌上皮细胞SGC-7901
中的定位, 观察SGC-7901细胞形态、生长以及

运动性的变化, 推测其可能诱导细胞凋亡的途

径. 在显微镜下可见转染的细胞产生明显的病

变, 细胞由梭形变成圆形、变大、胞核扩大. 转
染60 h后, 在共聚焦显微镜下观察, 发现荧光信

号主要集中在细胞的细胞质中. 结合相关报道, 
GGT基因表达的蛋白可能主要定位在线粒体

上发挥作用, 参与程序性细胞死亡, 与胃癌的发

生具有相关性, 为进一步研究GGT基因与胃癌

发生的具体信号通路提供好的基础.  
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