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幽门螺杆菌细胞毒素相关蛋白 A 对人胃腺癌上皮

AGS 细胞蛋白质组的影响
葛振 1 ， 2 朱永良 3 钟献 1 余捷凯 l 郑树 1*

c 浙江大学医学院附属第二医院肿瘤研究所，杭州 310009; 2 浙江大学沃森基因组科学研究院，杭州 310029;

3 浙江大学医学院附属第二医院消化科，杭州 310009)

摘要 为明确幽门螺杆菌细胞毒素相关蛋白 A(CagA)在致病过程中对宿主细胞蛋白质表达

的影响及其与 CagA磷酸化的相关性，分别用野生型 cagA质粒和磷酸化位，或突变型 cagA质粒转染

人胃腺癌上皮 AGS 细胞，应用表面加强激光解析电离-飞行时间质谱技术，分析细胞蛋白质组的

改变。结果表明，在可捕获的4∞多个蛋白质中，野生型 CagA可使AGS 细胞质荷比为 4229 、 4714 、

4728 、 5 129 、 6546 、 6657 、 8162 、 9084 、 13803 、 14021 的 10 个蛋白质表达上调，质荷比为

2013 、 4286 、 8563 、 9952 、 11 085 、 11 645 的 6 个蛋白质表达下调。突变型 CagA 只能使质荷

比为 4714 、 4728 、 6546 和 6657 的蛋白质表达上调。这些结果提示，这 16 个差异表达蛋白质

可能参与了 CagA 的致病过程，其中质荷比为 4714 、 4728 、 6546 和 6657 蛋白质表达的改变与

CagA 的磷酸化作用无关，而其余 12 个蛋白质表达的改变则都依赖于 CagA EPIYA 重复序列略氨

酸位点的磷酸化。这些发现为进一步探讨 CagA 的致病机制提供了实验依据。
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流行病学资料表明，幽门螺杆菌(Hp)细胞毒素

相关蛋白 A(cytotoxin-associated protein A , CagA)与

慢性活动性胃炎、消化性溃痛和胃癌的发生密切相

关[1-5]0 CagA 由 Hp 疾病相关基因 "cag 致病岛"编

码并通过特有的 IV 型分泌途径进入宿主细胞[6] ，其

C 端谷氨酸 E 脯氨酸-异亮氨酸-酷氨酸.丙氨酸

(EPIYA)模体中酷氨酸位点的磷酸化对其生物学功能

的发挥至关重要[7] 。以往的研究虽已发现了一部分

与 CagA作用相关的信号转导通路，但 CagA 的致病

机制至今仍不完全明确。因此，从蛋白质组角度整

体性地研究 CagA 对宿主细胞的影响，特别是 CagA

磷酸化在其致病过程中的具体作用将有助于对其致

病机制的全面认识。

表面加强激光解析电离.飞行时间质谱(SELDI­

TOF-MS)技术可用于建立细胞特异的蛋白质表达

谱，分析不同生理或病理状态下蛋白质组的差异。

相对于双向电泳等蛋白质组学研究手段， SELDL­

TOF-MS 具有高通量、高灵敏度、操作简便，重

复性好等优势[明，己在肿瘤标志物的筛选和肿瘤的

早期诊断中发挥了重要作用 [10-1坷，在疾病机制研究

等领域也具有很好的应用前景。

本研究运用 SELDI-TOF-MS 分析转染野生型或

磷酸化位点突变型cagA基囚的人胃腺癌 l二皮AGS细

胞(以下简称 AGS 细胞)蛋白质表达谱的变化，

从而确定参与 CagA 致病过程的宿主细胞蛋白质，

并分析蛋白质表达差异与 CagA 磷酸化的相关性。

这将为进'步阐明 CagA 在 Hp 致病过程中的作用机

制提供新的线索和实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

人胃腺癌上皮 AGS 细胞(ATCC)o RPMI1640 培

养基(Gibco)。胎牛血清(杭州|四季青生物 r和材料有

限公司) 0 PCR 试剂及逆转录试ifU盒(Promega) 。

DL2000 DNA Marker(大连宝生物工程有限公司机

PCR产物胶回收试剂盒(Qiagen) 0 QuikChange 11 site­

directed mutagenesis 定点突变试剂盒(Stratagene) 。

Trizol 试剂(Invitrogen) 0 RQ 1 RNase-Free Dnase 
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(Promega)o Lipofectamine™ 2000 脂质体转染试剂

及配套 Opti-MEM 无血清培养基(Invitrogen)。蛋白

质定量试剂盒(Bio-Rad)。蛋白质芯片实验所用化学

试剂(Sigma)o Sinapic acid(SPA)粉末(Fluka) 。

pcDNA3.1( +)质粒(Invitrogen) 。

1.2 仪器

PBS II Plus 表面加强激光解析电离-飞行时间

质谱仪、标准分子量蛋白质芯片、 SAX2 型和 CMI0

型蛋白质芯片(Ciphergen Biosystems) 。

1.3 方法

1.3.1 质粒的构建 野生型 cagA/pcDNA3.1 (+)质

粒和突变型 cagA/pcDNA3.1(+)质粒的构建方法详见

朱永良等[14]的前期实验。野生型 cagA 质粒带有一长

度为 1 509 bp、含有 3 个串联的 EPIYA 模体和 1 个

EPIYA 重复序列(在 D2 区的氨基酸序列为 D-F吕)的

cagA 基因功能片段。突变型质粒由野生型质粒 cagA

基因 EPIYA 重复序列中的酷氨酸编码序，列定点突变

为苯丙氨酸编码序列获得。

1.3.2 细胞培养和转染 AGS 细胞用含 10% 胎牛

血洁的 RPMI1640 培养基，于 37 "C含 5% CO2 的

细胞培养箱中培养。转染实验共分 4 组。野生型

组:转染 cagA/pcDNA3.1 (+)质粒:突变型组:转

染 cagA/pcDNA3.1 (+)突变体质粒:空载体组:转

染 pcDNA3.1(+)空载体质粒:空白对照组:未经

转染的 AGS 细胞。以转染 EGFP/pcDNA3.1(+)质粒

的 AGS 细胞作为监控转染效率的对照。转染采用

Lipofectamine 2000 脂质体转染试剂。以 5.5 X 105 

个/孔的密度将细胞接种于 6 孔板，培养 18 h 后每

孔各用 1 ml0pti-MEM漂洗2遍。以4μg 质粒DNA:

6μl 脂质体的比例转染每孔细胞，转染步骤按产品

说明书进行。 37 "C 、 5% CO2 温育 6h 后撤除转染

试剂换以新鲜培养基， 48 h 后收集 4 组细胞。每

组设 4 个复孔。

1.3.3 RT-PCR检测转染细胞中 cagA 基因mRNA 的

表达 采用Trizol试剂按常规氯仿异丙醇法抽提细

胞的总 RNA，经 RQl RNase-Free DNase 处理后逆

转录成 cDNA。以上游引物: 5'-AAGCAGGACAA­

GCAACTAGC-3' , 1-'1，bt引物: 5'-CAGTAGGCACT­

TGTTTCGCACTC-3' 扩增 cagA 基因，目的片段长度

为 513 bpo PCR 反应条件为: 95 "C 预变性 5 min , 

95 "C变性 20 s , 60 "C 退火 30 s , 72 "C延伸 60 s , 

共 30 循环， 72 "C 10 mino PCR 产物经1.5% 琼脂

糖凝胶电泳检测， ß 肌动蛋白基因扩增产物作为内参

·研究论文·

照，长度为 590 bp 。目的片段胶凹收后测序鉴定。

1.3 .4 SELDI-TOF-MS 检测细胞蛋白质组的改

变 上述收集的细胞用 PBS(O.OI mol/L. pH 7.0) 

离心清洗 3 遍。每孔细胞沉淀用 100μl 含蛋白酶抑

制剂的细胞裂解液(8 mol/L 尿素， 4%CHAPS , 40 

mmol/L Tris , 50 mmol/L DTT)重悬，冰浴裂解 30

min，于 4 "C , 20 000 g , 30 min 离心，取上请液，

测定蛋白质浓度并调整至 5 mg/ml 。

用 SAX2型和CMI0型蛋白质L片分另Ij x寸 4组细

胞蛋白质进行结合。各处理组在两种芯片上各点 4

个样本点。芯片对蛋白质的结合采用产品说明书中

"原位点样"的方法。芯片各样本点用 3μl 结合缓

冲i夜(SAX2: 50 mmol/L Tris-HC1 , pH 9.0; CM lO: 50 

mmol/L 醋酸♀内， pH 4.0)平衡 3 次，每次 5 mino 

吸除缓冲液后迅速滴加 5μl 用相应纣合缓冲液稀释

到1.5 mg/ml 的蛋白质样品，主温温自 1 h 后吸除。

每点滴加 3μl 结合缓冲液温育 5 min 后 l肢除，重复

3 遍。每点滴加 3μ1 HPLC 水井迅速吸除，重复 2

遍。以上步骤均在保持一定湿度的1H~盒中完成。将

芯片风干 20 min，每点滴加 Iμl 能量吸收剂 SPA 溶

液(用 HPLC级水将含 1%三氟乙酸的乙睛溶液稀释 1

倍，加入 SPA 粉末配制成饱和溶液，再用上述溶

液稀释 1 倍获得)井风下，重复操作 1 :ì匾。用标准

分子量蛋白质芯片将 SELDI 质语系统校正到分子量

误差小于 0.1%。将结合好蛋白质的 SAX2 和 CMlO

芯片用质谱阅读仪分别检测。所有样本点使用统→

的分析参数:激光强度 180 ，检测灵敏度 7 ，每个

样本取 240 个点的平均值，所收集蛋白质的质量和

电荷比值(简称质荷比)范围为 1 500~60 000 ，优化

范围为 2 000~20 000 。

1.3.5 数据处理与统计分析 同-芯片所得样本

点原始数据先以 ProteinChip Software 3.1 软件校正，

使总离子强度和分 f量达到均一。用 Biomarker

Wizard 模块，设置初始噪音过滤值为 5 ， _.次噪音

过滤值为 2，以 0.3%为最小阅值对质荷比位于 2 OOO~ 

20000 的蛋白质进行聚类。鉴于样本数据不遵循正

态分布，因而采用 Mann-Whitney 检验对野生型组、

突变型组、空载体组中每个特定质荷比的蛋白质峰

值进行两两成组比较，以 P<0.05 作为有统计学意

义的判断标准。

2 结果

2.1 细胞转染效率
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转染pEGFP/pcDNA3.1(+)质粒的AGS细胞于倒

置荧光目微镜 F观察绿色荧光蛋白的表达情况，计

算转染效率。转染效率 =(EGFP 表达阳性的细胞数/

计数细胞总数) X 100%。经多视野阳性细胞计数计

算的转染效率约为 41% 。

2.2 转染细胞中 cagA 基因 mRNA 的表达

RT-PCR 结果显示，在转染野生型质粒和转染

突变用质粒的 AGS 细胞中均有 cagA 基因 mRNA 的

表达，扩增片段长度为 513 bp( 图 1)。扩增片段割

胶纯化后的测印结果包示分别为野生型 cagA 基因丰n

磷酸化1\[点突变型 cagA 基因。

2.3 芯片对细胞蛋白质的结合

本研究边用的SAX2型和CMI0电蛋白质芯片的

表面具有不同的型化性质: SAX2 表面为强阴离f

交换介质IÌI} CMI0 为弱阳离子交换介质，分别可结

合等电点小于 9.0 和等电点大于 4.0 的蛋白质。因此

两种芯片具有互补性(图匀，提高了检测的全面性

和完整性。表达诺数据显辰:在 180 激光强度下所

得蛋白质峰的区分度最仕。两种芯片所捕获的蛋白

质都集中于 1 500-30000 质荷比范围内。 SAX2 和

CMI0 芯片分别可获得(226 土 25)个和(1 89 ::!:: 17)个

强度大 r 1.0 、信U呆比大于 5.0 的蛋白质峰。

2.4 CagA 对 AGS 细胞蛋白质组的改变

为确定 Lj CagA 致病过程相关的宿主细胞蛋白

质，我们将野生型 cagA 基因导入 AGS 细胞，并以

转染 pcDNA3.1(刊的 AGS 细胞作为阴性对照，比较

两者蛋白质表达谱的差异。对于每个特定质荷比的

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

513 bp号如 -m <E 等590 bp 

图 1 RT-PCR检测转染后AGS细胞中cagA基因mRNA的表达

1: 阳性对)1\\; 2: IJl f 吁 :11组; 3 突变YI咱1; 4: 宅载体细 (1\月性对照); 5: 
宅。对)l\tftj 咱 6: marker; 7-10: 2-5 的。肌动蛋白基i大|扩增片段。

5 ()Oll 10 000 15000 

SAX2 巳J:

CMIO，(ë、片

10000 1\ OO() 

N气 i::rIL(m!叶

图 2 两种蛋白质芯片对AGS 细胞不同蛋白质的结合

塔 r SAX2 Ij忏IICMIO 吨Il 蛋白质芯片的 AGS 细胞在质荷比卫J

2000-20000 也闸的蚕白质表达谐，显示了两种芯片的巨补性。

蛋白质，进行两组之间峰值的非参数检验(n=的，

将 P<0.05、峰值差异大于 50% 的蛋白质定为候选的

差异表达蛋白质(简称候边蛋白)。芯片图语与数据

显示，在 SAX2 所结合的近 230 个蛋白质中有 7 个

蛋白质的峰值在野生型组与空载体细之问存在显著

差异(P<0.05)。其中质荷比为 6546 和 9084 的 2 个

蛋白质在野生型组中的平均峰值 L调至空载体组的

2.26 倍和 2.35 倍(因 3c、国坷，表 1);质荷比为

2 013 、 4 286 、 8 563 、 9 952 、 11645 的 5 个蛋

白质表达水平 F调，其中 F调幅度最大的是质荷比

为 2 013 的蛋白质，峰值仅为空载体组的 29%(图

3a 、图 3b 、因 3d. 表 1 )。

在CMI0所结合的近 190个蛋白质中有9个蛋白

质的峰值在野生理组与空载体组之间存在显著芳:异

(P<0.05) 。其中质荷比为 4 229 、 4714 、 4728 、

5 129 、 6657 、 8 162 、 13 803 , 14021 的 8 个蛋

白质在野生型组中的峰值土调歪空载体组的l.77-

2.92 倍不等(图 4a、图 4b、罔 4c 、国 4d. 表 1) ; 

质荷比为 11 085 的蛋白质在野生型组巾的表达水平

低于空载体组，峰值是空载体组的 58%(图 4d. 表

1 )。综合两种芯片的检测结果，共 16 个蛋白质的

表达受到 CagA 的影响，提豆豆这些蛋白质表达水平

的改变是 CagA 与宿主细胞相互作用的结果，这些

差异表达蛋白质可能参与了 CagA 的致病过程。

2.5 CagA 磷酸化与细胞蛋白质组改变的关系

CagA生物学功能的发挥在很大程度上依赖于其

EPIYA 重复序列中酷氨酸位点的磷酸化。为进一步

区分 16 个候选蛋白表达的改变是与 CagA 磷酸化效

表1 转染野生型cagA质粒后表达发生改变的宿主细胞蛋白质

芯片类型 质 TÞr 比 平均岭值6土S) 岭{自己支

SAX2 

CMI0 

2013 

4286 

6546 

8 563 

9084 

9952 

11 645 

4229 

4714 

4728 

5 129 

6 657 

8 162 

11 085 

13 803 

空载体红1 [l'f 叶:贵州1 变伯数

30.39士 7.19

5.08土 0.85

3.08土 0.88

9.73士1. 88

2.61 土1. 35

5.22 :t: 2.07 

3.39士0.98

4.29土 0.57

10.16士1. 26

11. 11 :t:1. 75 

3.59土0.72

9.67土 2 .4 5

4.26土。 .38

3.37士。 .75

2.97士 0.79

8.82士 5.37

2.25 :t:0.70 

6.95士1. 34

3.72土0.42

6.13土1. 74

2.51 士0.95

1.3 2土 0.86

9.36 :t:0.32 

17.95土 3.61

20.51 :t: 4.02 

6.93土0.61

22.83 土 4.27

8.88 :t: 1.06 

1. 94士0 .46

8.66:t: 0.48 

3 .45* 

2.26* 

2.26* 

2.62* 

2.35* 

2.08* 

2.57* 

2.18* 

1.77* 

1.80* 

1. 93* 

2.36* 

2.08* 

1. 74* 

2.92* 

14021 3.06土 0.24 5.59 :t:0 .4 1 1. 83* 

统计方法采用 Mann-Whitney W 参数检验(n=的. *P<0.05o 
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图 5 SAX2 芯片检测候选蛋白在突变型组中的表达情况及与野生型组、空载体姐的比较

a: 质荷 Lt 为 2013 的蛋白质-ft J左水平比较; b 质荷比为 4286 的蛋白质表达水半比较 c: 质荷比为 6546 的蛋白质表达水、F比较 d 质

衍比为 8 563 、 9 084 、 9 952 、 11 645 的蛋白质表达水平比较。

应相关，还是 CagA 其他功能作用的结果，我们用

先前构建的突变型 cagA 质粒转染 AGS 细胞，得到

突变型组蛋白质表达谱，然后与野生型组和空载体

组比较以上 16 个候选蛋白的表达水平。 SAX2 表达

i昔比较结果显辰，在野生型组中表达发生改变的 7

个候选蛋白中，只有质荷比为 6 546 蛋白质的表达

水平在突变型组中也发生了同样的改变，峰值与空

载体组存在显著差异(P<O.O日，为空载体组的1.8 倍

(图 5c ，表匀，说明磷酸化或非磷酸化的 CagA 都

可引起该蛋白质表达水平的升高，提示质荷比为 6

546 蛋白质表达的改变与 CagA 的酷氨酸磷酸化作用

无关。其余 6 个候选蛋白(质荷比为 2013 、 4285 、

8 563 、 9084 、 9952 、 11 645)在突变型组中的峰

值与空载体组均无差异(P>O.O日，而与野生型组有

显著差异(P<0.05)( 图 5a 、图 5b 、图 5d ，表匀，

提示野生型组中这6个蛋白质表达的改变与 CagA 的

磷酸化相关。

另一方面， CM10 表达谱比较结果显示， 9 个

候选蛋白中质荷比为 4714 、 4728 、 6657 的 3 个

蛋白质在突变型组中的峰值与野生型组无差异(P>

0.0日，而 fj空载体组存在显著差异(P<O.O日，上调

幅度为1.70 倍、1. 97 倍和 2.22 倍(图 6a、图仙，

表匀，提示这 3个蛋白质表达水平的升高与 CagA 的

磷酸化作用无关。其余 6 个蛋白质(质荷比为 4229 、

5 129 、 8 162 、 11 085 、 13 803 、 14021)在突变

表2 16个候选蛋白在突变型组中的表达及与 CagA磷酸化的

关系

芯片类型 质荷比 平均峰{R(.x 土s) 出幸{在l--'ll

空载体组 突变)~~组l 变伯数

SAX2 2 013 30.39土7.19 29.92土 9.53 1.02** 

4286 5.08土 0.85 4 .44土 0.58 1. 14** 

6546 3.08士0.88 5.53土 0.69 1. 80* 

8 563 9.73土1. 88 10. 86 :t: 1. 77 1. 12** 

9084 2.61 士1. 35 2.75土0.60 1. 05 年*

9952 5.22:t: 2.07 5.19土1. 30 1.01 ** 

11 645 3.39土0.98 3.70士1. 10 1.09** 

C孔110 4229 4.29士。 .57 6.13土 0.78 1.43** 

4714 10.16士1. 26 17.31 士1.41 1.70* 

4728 1 1.1 1 土1. 75 21.92土 2.58 1. 97* 

5 129 3.59土 0.72 4.58士0 .46 1. 28** 

6657 9.67土 2 .4 5 2 1. 46士1. 92 2.22* 

8 162 4.26士0.38 4.97土0.24 1. 17 *埠

11 085 3.37土0.75 3.19 :t:0.39 1.06** 

13 803 2.97主 0.79 4.14土1. 23 1. 39** 

14 021 3.06 :t:O.24 3.66土1. 04 1.20** 

统计方法采用 Mann-Whitney cl~参数检验(n=4)o *P<0.05 , 

提示与 CagA 磷酸化兀关，忡P>0.05 ， 挺 IJ 王 lJ CagA 的瞬间主化有关。
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图 6 CMI0 芯片检测候选蛋白在突变型组中的表达情况及与野生型组、空载体组的比较

a: 质荷比为 4229 、 4714 、 4728 、 5 129 的蛋白质表达水平比较; b 质荷比为 6657 的蛋白质友达水平比较 c 质向比为 8 162 的最

白质表达水平比较 d 质荷比为 11 085 、 13 803 、 14 021 的蛋白质表达水平比较。
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信号转导通路或个别相关蛋白质，因而很难全面阐

明 CagA 的致病机制。 SELDI-TOF-MS 是一项全新

的蛋白质组学研究方法，可将样品中的蛋内质根据

质荷比的不同及量的多寡直观地用N:古和强弱不同

的峰表现出来，进而形成图话用于分析。这 ~JJ法

可检测到 fmol(l O 15mol)数量级的微量蛋白， Jt可一

次性获得样品巾成百上千个蛋白质的数据IMl，是分

析细胞蛋白质组的有力工具。

本研究运用 SELDI-TOF-MS 分析 CagA 对宿主

细胞蛋白质组的影响，旨在从整体 UJ，发确定参与

CagA 致病过程的宿主细胞蛋白质。 AGS 细胞来源

于人胃腺癌上皮细胞，属 f低分化胃脑细胞株，具

备人胃上皮细胞绝大多数的生物学功能和生化功能

特征。与胃上皮细胞相比. AGS 细胞容易获得，

并能传代培养，因此常用其替代胃仁皮细胞作相关

研究[15-17] 。我们从转染野生型 cagA 基因的 AGS 细

胞蛋白质表达晤中检测到 16 个表达水平发生改变的

蛋白质，可初步确定这些改变与 CagA 有关。进

型组中的峰值与空载体组无差异(P>O.O日，而与野

生型组存在显著差异(P<0.05)(图 6a、图 6c、图 6d.

表 2) ，提示野生塑组中这 6 个蛋白质表达水平的改

变与 CagA的酷氨酸磷酸化有关。因此，表达受CagA

影响的 16 个宿主细胞蛋白质中，质荷比为 2 013 、

4 285 、 8 563 、 9 952 、 11 085 、 11 645 蛋白质表

达水平的降低和质荷比为 4 229 、 5 129 、 8 162 、

13803 ， 14021 的蛋白质表达水平的升高

是 CagA 磷酸化后引起宿主细胞 4系列反应的结果，

而质荷比为 4 714 、 4 728 、 6 546 、 6 657 蛋白质

表达水平的升高与 CagA 的磷酸化效应无关，可能

是 CagA 其他生物学功能作用的结果。

9084 、

讨论

在 Hp 的致病过程中，疾病的演进是病原体与

宿主细胞相互作用的结果，有大量宿主细胞蛋白质

参与其中并涉及众多信号迪路的改变。当前关于胃

J-.皮细胞对CagA应答机制的研究往往分别针对少数

3 
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步鉴定这些蛋白质及其功能对于阐明CagA的致病机

制，确定新的治疗靶点、开发有效靶向药物都有重

要意义。因此，我们根据质谱给出的质荷比，结

合芯片提供的等电点范围，在 Swiss-Prot 数据库中

检索匹配的蛋白质信息。结果提示， 16 个蛋白质

中表达水平 i二调的多数为抗微生物肤家族成员，这

与细胞的防御机制有关。有个别提示为组蛋白家族

成员，这可能与 CagA 激活 MAPK信号途径而导致

细胞增殖、分化有关。另有一些提示为趋化因子、

肿瘤相关因子、血管生成因子，这与 CagA 引起胃

肠道上皮细胞癌变的事实相符。表达下调的蛋白质

提示为神经递质类物质、一些信号途径分子等。这

些信息对 16 个差异表达蛋白质的功能给出了大体的

框定，为随后的鉴定工作提供了有益的参考。

磷酸化CagA的功能一直是胃肠道疾病特别是

胃癌研究的热点。 CagA 进入宿主细胞后，其 C

端 EPIYA 模体中的酷氨酸被位于宿主细胞质膜的

非受体型酷氨酸激酶家族成员 c-src 和 Lyn激酶磷酸

化[18， 191。磷酸化的 CagA通过与 SHP-2 结合并激活其

磷酸酶活性而强烈干扰 Ras/Rho 、 Erk 、 Met 、

MAPK等多条信号转导通路，激活转录因子 NF-KB

和 AP-1 ，激活原癌基因 c-fos 和 c-jun ， 导致细胞增

殖与分化[20-221 0 磷酸化的CagA还会导致宿主细胞的肌

动蛋白细胞骨架重构，激活 Rho 、 GTP 酶、 Rac1 和

CDC44 ，促使多种细胞因子和炎症因子的释放[23-251 。

而目前对于不基于磷酸化的 CagA 功能仍知之甚少。

本研究用定点突变的方法将野生型 cagA基因 EPIYA

重复序列中的酶氨酸反密码子突变为苯丙氨酸反密

码子，以使编码的 CagA 不能被磷酸化，从而细分

CagA引起的宿主细胞蛋白质表达的变化哪些与CagA

的磷酸化效应有关，哪些是 CagA 其他功能作用的

结果。对比突变型组与野生型组的蛋白质表达谱发

现， 16 个候选蛋白中有 12 个与 CagA 的磷酸化效应

有关。这 12 个蛋白质分子量均在 20000 Da 以下，

并且有不少在 Swiss-Prot 数据库中未检索到匹配的

蛋白质信息，因此可能是磷酸化 CagA 参与的复杂

生物学反应中未经报道的小分子蛋白质。这对以往

集中于受CagA干扰的信号转导通路中大分子蛋白质

的研究作了有益的补充。另一方面，非磷酸化的

CagA 并非完全没有生物学功能。本研究所发现的 4

个与CagA磷酸化作用无关的差异表达蛋白质可为揭

示不基于磷酸化的 CagA 的功能提供新的线索。

相对于其他蛋白质组学研究技术， SELDI­

TOF-MS 在 2000 到 20000 Da 的低分子量范围具有

更高的分辨力，所发现的差异表达蛋白质多数是在

特异性环境中产生的低分子质量蛋白质，可以是代

谢产物、发生了异常切割的蛋白质、修饰蛋白、神

经递质、多肤或细胞因子。因此，本研究检测到

的差异表达蛋白质很可能是以前没有报道过的参与

CagA 致病过程的小分子。进一步鉴定和研究这些

蛋白质有可能发现小分子物质在CagA致病过程中发

挥的作用，也可能发现己知的相关蛋白质发生的特

殊的修饰作用(如异常切割等)。而蛋白质芯片表面

的理化性质，如所结合蛋白质的等电点范围等，以

及质谱分析显示的蛋白质质荷比等数据都为下一步蛋

白质的分离纯化与功能鉴定提供了可靠的实验依据。
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Proteomic Analys:is of Human Gastric Adenocarcinoma Epithelial AGS Cells 
Following Transfection of Helicobacter pylori Cytotoxin-associated Gene A 

Zhen Ge 1气 Yong-Liang Zhu3, Xian Zhongl, Jie-Kai Yu1, Shu Zhen1* 
C Cancer Institute, the Second Ajfiliated Hospital of Zhejiang Universiη School of Medicine, Hangzhou 3 /0009, China; 

2James D. Watson Institute ofGenome Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310029, China; 

3 Gastroenterological Department, the Second Affiliated Hospital ofZh乓jiang University School ofMedicine, Hangzhou 310009, China) 

Abstract Helicobacter pylori (Hp) cytotoxin-associated protein A (CagA) is closely associated with 

gastritis , peptic ulcer and gastric carcinoma. Tyrosine-phosphorylation of C-terminal region repeat sequence(s) is 

considered playing an impmtant role in the biological function of CagA. To identify the host cell proteins involved in 

CagA induced pathogenesiis and investigate whether the changes of protein expression depend on the tyrosine­

phosphorylation of CagA, protein expression profiles were analyzed in human gastric adenocarcinoma epithelial 

AGS cells transfected with wild type cagA and phosphorylation site mutant cagA using ProteinChips and surface 

enhanced laser deso叩tionllonization time-of-flight mass spectrometry (SELDI-TOF-MS) proteomics technology. 

The profiles showed the expression level of 10 proteins at mass/charge ratios (mlz) of 4229, 4714, 4728, 5 129, 

6546, 6657 , 8 162, 9084, 13 803 , 14021 were up-regulated while 6 proteins at mlz of 2013 , 4286, 8563 , 9952, 

11 085 , 11 645 were down-regulated after wild type cagA transfection, indicating that these 16 proteins might have 

relationships with CagA induced pathogenesis. Besides, only 4 proteins at mlz of 4714, 4728 , 6546, 6656 among 

the 16 proteins mentioned above were found up-regulated after mutant cagA transfection, suggesting these expres­

sion changes were independent of the tyrosine-phosphoryla1tion of CagA while the changes of other 12 proteins were 

dependent of the tyrosine-phosphorylation of CagA. These results may provide new targets for further understand­

ing of the biological function and pathogenesis of CagA. 

Key words CagA; phosphorylation; SELDI-TOF-MS; ProteinChips 
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