
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.6 FEB.2012

幽门螺杆菌 PPK 的纯化与功能分析 *

杨诏旭 夏 宁 金 成 窦科峰
（第四军医大学西京医院普通外科 陕西 西安 710032）

摘要 目的：表达纯化幽门螺杆菌多聚磷酸激酶，并测定其功能。方法：将幽门螺杆菌多聚磷酸激酶基因克隆入原核表达载体 PQE

80L 中，在大肠杆菌(E.coli) DH5-α 中表达。用 BD Talon resin 纯化目的蛋白。并在体外测定其合成多聚磷酸盐及转化多聚磷酸盐

至 ATP 的能力。结果：成功构建了原核表达载体，得到高表达量的融合蛋白。经 BD Talon resin 纯化获得较高纯度的 His- 多聚磷

酸激酶 N 端融合蛋白。体外实验证实该酶可以有效合成不同链长的多聚磷酸盐，并且在适当条件下可将多聚磷酸盐转化为 ATP。
结论：利用原核表达载体可很好表达幽门螺杆菌多聚磷酸激酶，纯化后的蛋白具有良好生物活性，是一个具备合成多聚磷酸盐及

转化其为 ATP 的双向功能的酶。
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ABSTRACT Objective: To express and purify the polyphosphate kinase of Helicobacter pylori and analyze its function in vitro.

Methods: The polyphosphate kinase gene of Helicobacter pylori were inserted into prokaryotic expression vector PQE 80L. The

expression of the gene was induced in E.coli DH5-α. Then the 6-His fused protein was purified by using BD Talon resin. The activity of

synthesizing polyphosphate and transfering polyphosphate to ATP of PPK were detected. Results: The expression of PPK was

constructed and His-fused PPK was induced. The N-His fused protein was purified by BD Talon resin. This protein can synthesize

Polyphosphate of different length or transfer polyphosphate to ATP under certain condition. Conclusions: PPK had good expression in

prokaryotic expression vector PQE 80L and the protein showed biological activity of synthesizing polyphosphate and transferring

polyphosphate to ATP.
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前言

幽门螺杆菌是一种微需氧的、螺旋形、革兰氏阴性杆菌。世

界上大约一半以上的人口存在幽门螺杆菌感染，其可终生在宿

主体内存活，并可引起慢性胃炎，其中约 10%的病人可发展为

消化性溃疡[1,2]。而且，幽门螺杆菌感染的病人其胃癌发生率明

显高于无幽门螺杆菌感染者 [3]。研究发现多聚磷酸（Polyphos-

phate）在幽门螺杆菌内的积聚与幽门螺杆菌的侵袭致病性密切

相关[4,5]，并可能与胃癌的发生相关[6]。特定条件下，幽门螺杆菌

内可聚集 Polyphosphate，并通过与转录因子 Sigma 80 相结合，

调节幽门螺杆菌的基因表达[7]，可能是导致幽门螺杆菌致病性

的一个关键因素。多聚磷酸激酶（Polyphosphate kinase, PPK）

是幽门螺杆菌合成 Polyphosphate 的酶，但目前国内外并无将

幽门螺杆菌内的 PPK 纯化并进行功能测定的报道。本研究旨

在纯化幽门螺杆菌 PPK，并进行体外功能分析，为进一步研究

Polyphosphate 与幽门螺杆菌致胃癌的关系提供实验基础。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 菌株和质粒 大肠杆菌(E.coli) DH-5α 及幽门螺杆菌 G27

菌种为本室保存。pQE-80L 原核表达载体购自 Qiagen 公司。
1.1.2 主要仪器和试剂 荧光测定仪（Promega）。French press 细

胞 破 碎 仪 （Thermo Spectronic）。 BD Talon resin （BD Bio-

science）。PolyP66 （平均链长为 66 的 Polyphosphate, Sigma）。
ATP Luminescent Assay（Promega）。限制性内切酶 BamH I 和

PST I(NEB 公司)。
1.2 方法

1.2.1 构建 pQE-80L-PPK 原核表达载体 提取幽门螺杆菌 G27

基 因 组 DNA， 作 为 PCR 模 板。引 物 设 计 为 NF：5'- CG

GGATCCTTGAATCGTTTCTTTAACCGAG-3'，NR：5'-CAACT
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GCAG AAAGGGTTTTAAGGGCTTGTT-3'(上游和下游引物分

别加入 BamH I 和 PST I 酶切位点)。进行 PCR 扩增后，琼脂糖

凝胶电泳确定目的基因大小正确，而后纯化 PCR 产物。用

BamH I 和 PST I 双酶切 PCR 产物及 pQE-80L 质粒，酶切产物

再次凝胶电泳分离回收纯化后，将 PCR 产物与 pQE-80L 载体

连接。转染 DH-5α 感受菌，以含 100 μg.ml-1 AMP 的 LB 平板筛

选单克隆菌。提取质粒测序证实无突变及读框正确，得到表达

质粒 pQE-80L-PPK。
1.2.2 6-His 融合蛋白的表达纯化 接种含质粒 pQE-80L-PPK

的 DH-5α 菌至含 100 μg.ml-1 AMP 的 LB 培养基中，37℃扩增

培养，摇床摇至 OD 值约 0.6 时，加入 IPTG(isopropyl-B-D-thio-

galactopy-ranoside) 至终浓度为 0.5 mmol·L-1，32 ℃诱导 16 h

后，收集的菌体裂解后经 SDS-PAGE 电泳证实获得目的蛋白

表达。随后大量扩增含质粒 pQE-80L-PPK 的 DH-5α 菌，同样

诱导后，收集的细菌用 Buffer A （50 mmol·L-1 Tris-cl PH=7.5,

0.5 mmol·L-1 PMSF）重悬，使用 French press 细胞破碎仪裂菌。
细菌裂解液加入 1 mmol·L-1 KCL 和 0.1 mmol·L-1 Na2CO3，4℃

下搅拌 2 h。高速离心后取上清液，加入经预平衡的 BD Talon

resin 中，洗涤去除非特异性结合蛋白后，以洗脱液洗脱 6-His

融合的 PPK 蛋白。分段收集洗脱液，以 SDS-PAGE 找到富含目

的蛋白的洗脱液。以含 15%甘油的蛋白保存液透析蛋白洗脱

液。
1.2.3 PPK 合成 Polyphosphate 的活性测定 在 0.7 ml 的反应体

系内（包含 50 mmol·L-1 Tris-HCl：pH 7.4, 40 mmol·L-1 ammoni-

um sulfate, 4 mmol·L-1 MgCl2, 40 mmol·L-1 creatine phosphate,

20 ng·L-1 creatine kinase, 2 mol·L-1ATP: pH 7.2, 1% BSA） 加入

50 ng 纯化的 PPK 蛋白。在 37℃孵育 30 min。用酚氯仿纯化合

成的 Polyphosphate。以 6% UREA-PAGE 鉴定，以 toluidine blue

染色。对照组设两组，一组加入 50 ng E.Coli 的 PPK ，另一组只

加入不含 PPK 的蛋白保存液。
1.2.4 PPK 转化 Polyphosphate 至 ATP 的活性测定 在 0.1 ml

的反应体系内（包含 50 mmol·L-1 Tris-HCl：pH7.4, 40 mmol·L-1

ammonium sulfate, 4 mmol·L-1 MgCl2, 20 μmol·L-1 ADP） 加入

50 ng PolyP66 及 5 ng PPK，在 37℃孵育 30 min。加热至 90℃
2 min 灭活 PPK。反应产物在 100 mmol·L-1 Tris-HCl (pH 8.0)-4

mmol·L-1 EDTA 溶液内稀释 100 倍。取上述 100 μl 反应液与

100 μl ATP Luminescent Assay 试剂混合，孵育 8min，在荧光测

定仪读取相对荧光值。同时设空白对照组及对照组（反应体系

内只加入 50 ng PolyP66 及不含 PPK 的蛋白保存液）。每组设 3

次重复。

2 结果

2.1 pQE-80L-PPK 原核表达载体的构建及蛋白表达

经 PCR 获得 2Kb 的 PPK 目的基因。连接入载体 pQE-80L

后，重组质粒 pQE-80L-PPK 的插入序列经测序，证实与 Gen-

Bank 的相应序列完全符合，且读框正确。重组质粒转化表达菌

株 E.coli DH-5α 后，含重组质粒 pQE-80L-PPK 的表达菌总蛋

白经 12％SDS-PAGE 结果显示：IPTG 诱导 16h 后，菌体总蛋白

电泳条带在融合蛋白相应位置(约 77 kDa)出现浓染带，而未诱

导菌蛋白条带在相应位置无明显浓染(图 1)。

2.2 蛋白质纯化

细菌经裂解后，经 SDS -PAGE 证实 PPK 蛋白位于上清

液，为可溶性性蛋白。该 His 融合蛋白可与 BD Talon resin 很好

的结合。经纯化洗脱后，洗脱液内含大量纯度较高的幽门螺杆

菌 His-PPK 蛋白(图 2)。

2.3 幽门螺杆菌 PPK 蛋白合成 Polyphosphate 的活性

在合成 Polyphosphate 的反应体系内，加入我们纯化的幽

门螺杆菌 PPK 蛋白：产生的反应产物纯化后，以 6% URE-

A-PAGE 鉴定，toluidine blue 染色后，可见合成了具有不同链

长 Polyphosphate，其分子量范围类似于直接从幽门螺杆菌活菌

内提取的 Polyphosphate。而加入 E.coli PPK 的对照组，合成的

Polyphosphate 链长范围却仅在 750 左右。未加入 PPK 的对照

组，未见 Polyphosphate 的合成（图 3）。

图 1 His 融合 PPK 蛋白的表达：1：蛋白分子质量标准；2：含 pQE-80L

空载体的 E.coli DH-5α 经 0.5 mmol.L-1 IPTG 诱导；3：含 pQE-80L-PPK

的 E.coli DH-5α 未经诱导；4：含 pQE-80L-PPK 的 E.coli DH-5α 经

0.5 mmol.L-1 IPTG 诱导。
Fig.1 The expression of His fused PPK

1：Protein molecular weight marker；2：E.coli DH-5α containing

pQE-80L with 0.5 mmol·L-1 IPTG induction；3：E.coli DH-5α containing

pQE-80L-PPK without induction；4: E.coli DH-5α containing

pQE-80L-PPK with 0.5 mmol.L-1 IPTG induction.

图 2 His 融合 PPK 蛋白的纯化：1：蛋白分子质量标准；2：纯化后的

His 融合的幽门螺杆菌 PPK 蛋白

Fig.2 The purification of His fused PPK

1：Protein molecular weight marker；2：Purified His fused PPK of

helicobacter pylori.
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2.4 PPK 转化 Polyphosphate 至 ATP 的活性

在转化 ATP 的反应体系内，加入我们纯化的幽门螺杆菌

PPK 蛋白：产生的反应产物与 ATP Luminescent Assay 试剂混

合后，在荧光测定仪读取出高荧光值，证明大量 Polyphosphate

被转化为 ATP。而未加 PPK 蛋白的对照组的荧光值则与空白

对照接近，显示并无 Polyphosphate 被转化为 ATP（图 4）。

3 讨论

幽门螺杆菌是引起胃溃疡乃至胃癌的重要病源体。1994

年，世界卫生组织将幽门螺杆菌定义为一类致癌病原体[8]，这也

是目前发现的第一个可以致癌的细菌。此外，幽门螺杆菌与特

发性血小板减少性紫癜[9]、肝性脑病[10]等胃外疾病的也有密切

联系。在我国，幽门螺杆菌感染非常常见。因此，正确的治疗与

预防幽门螺杆菌，是公共医疗卫生的迫切需要。
但目前对幽门螺杆菌的治疗尚存在争议，主要是因为幽门

螺杆菌的感染虽然普遍，但是却仅有小部分感染者会发生胃溃

疡等疾病，因此一些学者反对不加选择的清除体内的幽门螺杆

菌。事实上，近年来，随着发达国家中幽门螺杆菌感染的下降，

胃酸反流性疾病及食管癌的发生率却随之上升[11-13]，其他如哮

喘等过敏性疾病[14]、肥胖和其他细菌感染导致的腹泻的发生率

也有所提高。因此，有学者争议幽门螺杆菌在某些情况下可能

是人体的有益菌[15]。综上来看，幽门螺杆菌的致病是一个复杂

的过程，其可能受多种因素的影响，而对人体产生有害或有益

的作用[16]。我们要正确的治疗与预防幽门螺杆菌的相关疾病，

就要进一步理解幽门螺杆菌致病机制，具体说就应该研究菌体

在何种的条件下，启动何种转录机制，造成致病基因的持续高

表达，从而引发胃溃疡或胃癌。
之前的研究发现，幽门螺杆菌在特定条 件 下 可 出 现

Polyphosphate 的积聚。而积聚的 Polyphosphate，可以修饰幽门

螺杆菌主要转录因子 Sigma80，进而影响转录[7]，这一机制可能

与幽门螺杆菌的致病性有关。PPk 则是合成 Polyphosphate 的关

键酶，而且已有研究证实它与幽门螺杆菌的致病侵袭性密切相

关[4,5]。因此 PPk 可能是引起幽门螺杆菌致胃溃疡、胃癌的重要

酶。但目前并无对该蛋白进行表达纯化的报道，从而缺乏直接

研究该酶功能的基础。因此纯化该蛋白并对其进行体外功能

测定，可以为进一步研究 PPK 及 Polyphosphate 与胃癌的关系

奠定基础。
本实验采用原核表达载体 pQE-80L 来表达目的蛋白，产

生的蛋白在其 N 端融合了 6 个 His Tag。由于只有 6 个氨基酸，

理论上对幽门螺杆菌 PPK 蛋白的空间结构影响小，使获得的

蛋白构象接近天然的蛋白，从而在分子学基础上保证其生物学

活性。而目前对 His 标签蛋白的纯化技术比较成熟，这样为进

一步纯化创造了条件。
结果显示，本研究成功的表达纯化了幽门螺杆菌 PPK。通

过体外实验，直接证明该酶具有合成 Polyphosphate 及转化

Polyphosphate 至 ATP 的双向功能。而这两个不同功能的发挥，

取决于反应体系内 ATP 及 ADP 的浓度，即当 ATP 浓度高时，

则表现合成 Polyphosphate 的活性，当反应体系内 ADP 浓度高

时，则表现转化 Polyphosphate 至 ATP 的活性。而将该酶合成

的 Polyphosphate 进行 Urea-PAGE 分析后发现，它是由具有不

同链长的 Polyphosphate 组成的混合物。这使之区别于 E.Coli

的 PPK，后者在体外只能合成约 750 链长的 Polyphosphate[17]。
由于在特定条件下，Polyphosphate 可在幽门螺杆菌内积聚 ，我

们将这些积聚的 Polyphosphate 直接从幽门螺杆菌中提取出

来，通过 Urea-PAGE 分析对比，发现其链长范围与我们体外合

成 Polyphosphate 非常接近。
总之，我们纯化了具有良好生物活性的幽门螺杆菌 PPK，

可成为进一步研究 PPK 及 Polyphosphate 与胃溃疡、胃癌的关

系的基础。

图 3 幽门螺杆菌 PPK 合成 Polyphosphate 的活性：1: 纯化的幽门螺杆

菌 PPK 合成的 Polyphosphate ；2：将标本 1 稀释 5 倍；3：E.coli PPK 合

成的 Polyphosphate; 4: 直接从幽门螺杆菌内提取的 Polyphosphate；

5：未加入 PPK 的对照组

Fig.3 The activity of H.pylori PPK in synthesizing Polyphosphate.

1：Polyphosphate synthesized by purified PPK of Helicobacter pylori；

2：Sample 1 with 5 fold dilution；3：Polyphosphate synthesized by PPK of

E.coli; 4: Polyphosphate extracted from Helicobacter pylori；5：Control：

Reaction without PPK

图 4 幽门螺杆菌 PPK 转化 Polyphosphate 至 ATP 的活性：1：反应体

系中加入幽门螺杆菌 PPK，测定的相对荧光值；2：反应体系中只加入蛋

白保存液，测定的相对荧光值；3：空白对照。所有数值为三次平均值。
Fig.4 The activity of H.pylori PPK in transfering Polyphosphate to ATP

1：Relative luminescence unit of the reaction system with Helicobacter

pylori PPK；2：Relative luminescence unit of the reaction system with

protein buffer only；3：Blank. Number was the average of three repeat

experiments.
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