
·幽门螺杆菌与胃癌·

胃癌相关幽门螺杆菌蛋白图谱特征初步分析

李波清 张建中 邹清华 何利华 闫笑梅

【摘要】 目的 寻找幽门螺杆菌（!"）与胃癌相关蛋白。方法 利用双向电泳分离 !" 的全菌蛋

白，应用 #$%&’(%)*’+ ,- . /01软件对 / 株分离自胃癌患者的 !" 菌株、1 株胃癌动物模型菌株及 2 株分

离自非胃癌患者的 !" 菌株的蛋白图谱进行比较，对目的蛋白进行基质辅助激光解析及电离飞行时

间质谱分析，应用 (%)34* 软件进行蛋白搜库。结果 发现 / 种蛋白可能与胃癌相关，经肽指纹图谱鉴

定，一种为酰基神经氨酸胞苷酰基转移酶，其 (45)’ 分值为 62，序列覆盖率为 /,7，另两种蛋白在现

有的质谱库中无明确匹配蛋白存在。结论 酰基神经氨酸胞苷酰基转移酶可能为与胃癌相关的 !"
特异蛋白，另两种为新发现的可能与胃癌相关的 !" 特异蛋白，其相关机制尚待进一步阐明。
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为开发有效控制幽门螺杆菌（+;F’D$E0D@;? >KF$?’，
!"）感染的抗生素和疫苗，阐明其与胃癌的确切关

系，以及为开展胃癌与 !" 感染的分子流行病学调

查打下基础，有必要对其生物学特征作进一步深入

研究分析。!" 已有 / 个菌株（,992N、O22、MM1）的全

基因组序列被测出，其资源的利用加深了对 !" 生

物学特征和它与宿主相互作用的理解。然而，很多

开放读码框架还缺少实验性验证，并且 !" 各菌株

在基因水平上存在较大差异，而蛋白组学方法可同

时 对 多 种 蛋 白 同 时 进 行 平 行 分 析，是 开 展 功
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能基 因 组 学 研 究 有 效 的 工 具。 双 向 电 泳（ *54C
?<$’=)<4=%B "4BA%3+AB%$<?’ &’B ’B’3*+4";4+’)<)，,C-E）和

基质 辅 助 激 光 解 吸 R电 离 飞 行 时 间 质 谱（(GH-#C
>IJC(M）分析是当今通用的蛋白组学研究方法。!"
的蛋白组学研究在很多国家已广泛开展，至今，应用

,C-E 已成功分离了 !" 的1 P88多种蛋白，其中的

,88 多种已被鉴定，而在国内这一研究才刚刚起步。

本研究对 S 株胃癌相关 !" 菌株及 2 株分离自非胃

癌患者的 !" 菌株的 ,C-E 图谱进行了比较分析，并

对其中 / 种可能为胃癌相关 !" 的特有蛋白进行了

(GH-#C>IJC(M 分析。

材料与方法

1 0!" 菌株来源：胃癌相关 !" 菌株 >TC,（已成

功利 用 此 菌 株 在 蒙 古 沙 鼠 中 诱 导 出 胃 腺 癌）、 



!"#$%&’、!"#$%(((、)*+,(-. 和 非 胃 癌 /0 菌 株

!"#$%1.、2$(、2$.、2$3、2$4、2$5、2$-、6%(7(-、

6%(7(& 全部由本室保存（表 (）。

表! /0 菌株分离情况

编号 分离地区 菌株背景

8%’ 日本 胃癌动物模型菌株

!"#$%&’ 北京 胃癌患者

!"#$%((( 北京 胃癌患者

)*+,(-. 浙江 胃癌患者

!"#$%1. 北京 十二指肠溃疡、胃炎患者

2$( 北京 慢性胃炎患者

2$. 北京 慢性胃炎患者

2$3 北京 慢性胃炎患者

2$4 北京 慢性胃炎患者

2$5 北京 慢性胃炎患者

2$- 北京 慢性胃炎患者

6%(7(- 云南 慢性胃炎患者

6%(7(& 云南 慢性胃炎患者

’ 9试剂：:#; 干胶条（’3 <=，0/ . > (?）、!/"#@、

尿素、二硫苏糖醇（A88）、甘油、:#; 缓冲液、覆盖油、

溴酚 蓝、银 染 试 剂 盒（以 上 试 剂 均 购 自 "=BCD*E=
FG+D<GBH<BD）、胰蛋白酶（@GI=E）、碘乙酰胺（JK,LE）、硫

脲（ @GI=E）、#$@J（ "=BCBD<+）、低 熔 点 琼 脂 糖

（#C+=BIE）、正丁醇（北京化工厂）、丙烯酰胺、%，%’7
甲叉双丙烯酰胺、丙酮、三氯醋酸、考马斯亮蓝;7
’4?、考马斯亮蓝27’4?、)G08G0<(-（$GKKG0+CB）、!7氰737
羟基肉桂酸（!!"）。

. 9仪器：等电聚焦电泳仪（:#;0*+C）、垂直电泳仪

（MNNEH A"O8"）、扫描仪（"=BCD*E= FG+D<GBH<BD）、酶标

仪（$2 5(? $G<C+0KENB，APHENB<*）、超声波破碎仪（QGRC+
<BKK）、冷冻离心机（/:8"!/:）、厌氧培养箱（浙江省义

乌冷冻机厂）、2BSKBT#质谱仪（FC,LBC）。

3 9/0 菌株培养：各菌株接种于 -U绵羊血哥伦

比亚琼脂平板上，置于厌氧培养箱，在混合气体（4U
V’、(?U!V’、-4U%’）中 .5W培养5’ *。

4 9丙酮干粉全菌蛋白样品制备［(］：以无菌操作

分别刮取 3 块平皿的 /0 放于生理盐水中，用冷冻离

心机’ ??? I 3W离心(? =GH，去上清后用生理盐水洗

( 次。将菌块打开，加入4 =K ? 9’UA88、’?U8!" 丙

酮溶液，置 X ’?W 冰 箱 过 夜。冷 冻 离 心 机 ’ ??? I
3W离心(? =GH，去上清后加入4 =K ? 9’UA88 丙酮溶

液，置 X ’?W冰箱.? =GH，’ ??? I 3W离心(? =GH，去

上清后置 X ’?W冰箱( *，转 X -?W深低温冰箱3 *，

真空 冷 冻 干 燥。加 入 ? 94 =K 样 品 裂 解 液 ( * 后，

(’ ??? I 3W离心(? =GH，取上清，每管(??$K分装，X

-?W深低温冰箱保存备用。

& 9蛋白样品定量：用 FCEYS+CY 法［’］。

5 9双向电泳：

（(）等电聚焦（:MJ）［.，3］：%加样：分别于加样器

中加入’3?$I全菌蛋白样品，再加溶胀液至34?$K，
各加样器中分别加入. =K覆盖油。&:MJ：把加样器

平行放于等电聚焦电泳仪（:#;0*+C）上，在 ’?W聚焦

1? ??? Q*左右。

（’）平衡：:MJ 结束后，分别取(? =K平衡储存液 ’
份，各加入(?? =I A88 和3-? =I碘乙酰胺，将干胶条

浸入其中依次振荡平衡(4 =GH。

（.）@A@7#";M：将平衡后的干胶条转至(’ 94U
聚丙烯酰胺凝胶上，加? 94U低熔点琼脂糖封好。电

泳至溴酚蓝移至离下界面约4 ==处时停止电泳。

- 9银染：按试剂盒说明书进行。用于分析型凝

胶显色。

1 9考马斯亮蓝染色［4］：用于制备型凝胶显色。

(? 9图像扫描、分析：图像经扫描数字化后应用

:=EIB$EDNBC ’A Z . 9(（"=BCD*E= FG+D<GBH<BD 产品）图

像分析软件进行分析。

(( 9$"OA:78VJ7$@［.，&］：将蛋白斑点精确切下后

分 别 置 于 ? 9’4 =K 硅 烷 化 的 离 心 管 中，加 入

? 9( ==+K [ O的 %/3/!V.、4?U 乙 晴(??$K室 温 振 荡

34 =GH，重复 ’ 次，直至胶粒脱至无色，去上清，冷冻

干 燥。 加 入 (?$K (? ==+K [ O A88、3? ==+K [ O
%/3/!V. 溶 液，4&W ( *，去 上 清，加 入 等 体 积

44 ==+K [ O碘乙酰胺、3? ==+K [ O %/3/!V. 溶液，于暗

处不断摇动34 =GH，去上清，冷冻干燥。加入4$K胰
蛋白酶（’?$I [ =K），再加4$K 3? ==+K [ O的 %/3/!V.

溶液，将胶粒碾碎，3W .? =GH，加入(?$K 3? ==+K [ O
的 %/3/!V. 溶液，.5W (& *，将上清转入另一离心

管中，再在原管中加入(??$K &?U乙晴、? 9(U三氟

乙酸，冰浴超声4 =GH，合并上清，冷冻干燥，用4$K
? 9(U三氟乙酸溶解酶解产物，经 )G08G0<(- 脱盐后，

? 94$K样品加? 94$K !!" 混合后，做 $"OA:78VJ。

(’ 9蛋白质系列数据库检索：利用 $ED<+N 软件等

将 $"OA:78VJ7$@ 所测各蛋白点质量指纹谱数据在

:HNBCHBN 上 的 蛋 白 质 数 据 库 （ *NN0：[ [ \\\9
=ENCGTD<GBH<B9 <+= 和 *NN0：[ [ \\\9 BT0EDP 9 <* [ N++KD [
0B0NGYBHN 9 *N= 等）进行搜索。

结 果

( 9/0 菌株蛋白在各实验菌株中的分布：经’7AM 



!"#$%&#’(%) 分析，*+、+,、-. 蛋白位点可能为胃癌相

关 /0 菌株的特有蛋白，他们在各菌株中的分布情

况见表 +。

表! *+、+,、-. 蛋白位点在各 /0 菌株中的分布情况

菌株
蛋 白 位 点

*+ +, -.
12+ 3 3 3

456&27+ 3 8 3
456&2*** 3 3 3
9:;<*=- 3 8 8
456&2>- 3 8 8

?&* 8 8 8
?&- 8 3 8
?&. 8 8 8
?&, 8 3 8
?&@ 3 8 8
?&= 8 3 8

A2*B*= 8 8 8
A2*B*7 3 8 8

+ C /0 菌株蛋白谱分析：本项实验所用的 *- 个

/0 菌株的 +BDE 蛋白基本相同，相似率在 >FG左右，

这说明 /0 各菌株虽然在基因组水平上差异较大，

但它们在蛋白质组水平上却差异较小。胃癌菌株

456&27+ 和非胃癌菌株 ?&- 的 +BDE 图谱见图 *，

+。

第一向 !EH 应用 +. I"，0/- J *F 非线性干胶条；第二向应用

*+ C,G聚丙烯酰胺凝胶（银染）

图" 胃癌菌株 456&27+ 的 +BDE 图谱

电泳条件同图 *（银染）

图! 非胃癌菌株 ?&- 的 +BDE 图像

- C各实验菌株 -. 位点蛋白的 ";K(#$% 图像：结

果见图 -。

?%L：参 考 胶；12+、456&27+、456&2***：胃 癌 相 关 /0 菌 株；

456&2>-、?&*、?&-、?&.、?&,、?&@、?&=、A2*B*=：非胃癌 /0 菌株

图# 各实验菌株 -. 蛋白位点的 ";K(#$% 图像

. C肽指纹图谱鉴定结果：经肽指纹图谱鉴定，*+
与 -. 位点无明确匹配蛋白。+, 位点 &5MD!B1NHB
&O 结果见图 .。经 &#’I;( 搜库，+, 位点为酰基神经

氨酸胞苷酰基转移酶，其 &;P’% 分值为 @>，序列覆

盖率为 -+G，氨 基 酸 序 列 为（黑 体 序 列 为 匹 配 序

列）：

 



! "#$%&’(%’# )**+,*-,., .%),%.,&$" %#/+%%0#0. +,&1,2%-%+

3! (4+4$%#+-# 0,!"#$%&&’ ($#)*#+,(- #’&5-"),#* *(.$$)&’-/
!6! &$-*0,*,#. #1*(++&4%, ,#!$.&%$+, +.+*0-#%1# ().5/1.&-$
!3! %0..,--,.’ $"+&--(0+# 5,’/4".#+% /%1,)4/&&$ .4+-1*,.(*
76! &1-"4$+(#1 4%4+$&41,% -$1&%+&,.& +5,41

图! 73 蛋白位点的肽指纹图谱

讨 论

28 作为胃癌发生的重要生物学因子，已被大量

的流行病学调查和实验室研究所证实，92: 已将其

列为致癌物。但 28 感染导致胃癌发生的确切分子

生物学机制仍不明确。很多地区的 28 感染率很

高，但胃癌的发病率却并不高，并且 28 感染在世界

各地的型别也不相同，对这一现象，有的研究提出胃

癌的发生与感染 28 的菌型别有关。+;<=> 等［?］及

+@;A=B 等［C］的研究认为细胞毒素相关蛋白 # 的磷酸

化与胃癌密切相关。本研究中所鉴定出的酰基神经

氨酸胞苷酰基转移酶很可能为胃癌相关的 28 特有

蛋白，它催化三磷酸胞苷和乙酰神经氨酸反应形成

一磷酸胞苷D乙酰神经氨酸，而 ’"5D.;E#F 是唾液酸

转移酶的核甘糖的供体，它可以使细菌脂多糖末端

带唾液酸，使之与宿主细胞表面的 .D乙酰基乳糖胺

结合，这对细菌致病性是很重要的。而慢性萎缩性

胃炎和胃腺癌患者群体的胃上皮细胞表面具有含唾

液酸表位配体的受体［G］，这也揭示胃癌的发生不只

与感染 28 的菌型有关，同时也与被感染个体的基

因型有关。另外，酰基神经氨酸胞苷酰基转移酶也

可能会修饰细菌的鞭毛蛋白，而鞭毛蛋白是很多细

菌的黏附因子，这样也会改变细菌的致病能力。!7
和 HI 位点未能在蛋白库中找到相应蛋白，为两种新

的相关蛋白成分，由于这些蛋白在胃癌菌株和非胃

癌患者来源菌株间的分布存在明显差异，对其进一

步分析可能对 28 与胃癌相关性研究、特定菌株的

识别和相关人群流行病学工作的开展有重要意义。

本实验中发现的 28 胃癌菌株相关蛋白还有待进行

深入的功能验证。对于两种尚未明确的新蛋白可通

过末端分析等进行进一步确认。

本研究结果表明，蛋白质组研究在 28 研究领

域有广泛的应用前景，由于采用了多株菌间的蛋白

质组比较，以及在此基础之上的对目标蛋白的快速

质谱分析，绕过了对蛋白研究中传统的建库筛选和

克隆表达工作，效率明显提高；由于直接面向蛋白质

中的差异蛋白（特定功能相关蛋白）进行分析，研究

的成功率较高。相信此类研究方法在 28 的致病性

研究、耐药菌株分析、菌株代谢分析、特定状态下的

菌株分析等多个领域具有广泛的应用前景，也必将

带动对 28 的深入研究。
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