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幽门螺杆菌对胃癌ＢＧＣ８２３细胞中Ｂｃｌｘｌ基因表达的影响及作用
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　　摘　要：目的　探讨幽门螺杆菌超声裂解液对胃癌ＢＧＣ８２３细胞中Ｂｃｌｘｌ基因表达的影响，以及Ｂｃｌｘｌ基因在胃癌ＢＧＣ８２３

细胞增殖中所起的作用。方法　分别用东亚型和西方型幽门螺杆菌超声裂解液处理胃癌ＢＧＣ８２３细胞２４ｈ，ＭＴＴ法检测细胞

增殖情况，荧光定量ＰＣＲ法检测胃癌ＢＧＣ８２３细胞中Ｂｃｌｘｌ基因ｍＲＮＡ水平的表达情况。设计特异的ＢｃｌｘｌｓｈＲＮＡ阻断Ｂｃｌ

ｘｌ基因的表达，抑制胃癌ＢＧＣ８２３细胞增殖。结果　螺杆菌超声裂解液处理胃癌ＢＧＣ８２３细胞２４ｈ后，与对照组相比，处理组

ＢＧＣ８２３细胞出现增殖（犘＜０．０１），ＢＧＣ８２３细胞中Ｂｃｌｘｌ基因ｍＲＮＡ水平的表达也出现上调；并且东亚型螺杆菌超声裂解液处

理组的促增殖作用强于西方型处理组（犘＜０．０１），东亚型螺杆菌超声裂解液处理组细胞中Ｂｃｌｘｌ基因 ｍＲＮＡ的表达水平也高于

西方型处理组（犘＜０．０１）。ＢｃｌｘｌｓｈＲＮＡ可以下调Ｂｃｌｘｌ基因ｍＲＮＡ及蛋白水平的表达，同时抑制胃癌ＢＧＣ８２３细胞的增殖。

结论　Ｂｃｌｘｌ基因对幽门杆菌感染相关性胃癌中癌细胞的增殖起了促进作用。
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　　幽门螺杆菌（ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈｐ）与胃癌的发生密切相

关，其致癌机制仍不十分明确［１］。体内及体外的研究显示，Ｈｐ

可以刺激胃上皮细胞的增殖［２］。Ｂｃｌｘｌ基因是一种抗凋亡基

因，研究显示，Ｂｃｌｘｌ基因在肿瘤的发生发展中扮演着重要的

作用［３４］。ＲＮＡ干扰技术是与靶基因同源的双链 ＲＮＡ诱导

的特异转录后基因沉默现象。本研究用东亚型（Ｗ２４）及西方

型（１１６３７）［两种菌株均为ｃａｇＡ阳性（＋）菌株］Ｈｐ超声裂解

液处理胃癌ＢＧＣ８２３细胞，探讨 Ｈｐ超声裂解液对胃癌ＢＧＣ

８２３细胞增殖以及胃癌ＢＧＣ８２３细胞中Ｂｃｌｘｌ基因 ｍＲＮＡ表

达水平的影响，设计Ｂｃｌｘｌ基因特异性ｓｈＲＮＡ沉默Ｂｃｌｘｌ基

因的表达，从而抑制胃癌ＢＧＣ８２３细胞增殖，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　人胃上皮细胞ＢＧＣ８２３细胞由江苏大学生理教

研室提供；东西方型 Ｈｐ（均为ｃａｇＡ＋菌株）来源于江苏大学附

属医院消化科［５］。Ｈｐ培养相关材料试剂购于德国 Ｍｅｒｃｋ公

司；ＢｃｌｘｌｓｈＲＮＡＰｌａｓｍｉｄ（ｈ）以及Ｂｃｌｘｌ单克隆抗体购于Ｓａｎ

ｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　ＢＧＣ８２３于含１０％新生小牛血清的

ＤＭＥＭ培养基，３７℃、５％ＣＯ２ 温箱中培养。

１．２．２　Ｈｐ培养及菌体超声裂解液的制备　将 Ｈｐ接种于哥

伦比亚固体琼脂培养基，加入１０％的新鲜羊血，在微需氧环

境，３７℃下培养，３ｄ后收集细菌，经鉴定为 Ｈｐ菌株，然后将

Ｈｐ刮下后用ＰＢＳ漂洗２次，悬于不含血清的ＤＭＥＭ 培养液

中，菌体悬液经超声裂解后浓度调整为（１ｇ／Ｌ），－２０℃保存

备用［６］。

１．２．３　ＭＴＴ法检测细胞增殖　取１×１０
３／ｍＬ细胞悬液接种

于９６孔培养板内，待细胞贴壁后吸去培养基，实验组分别加入
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含１０％的东亚型和１０％的西方型 Ｈｐ超声裂解液的培养基，

并设置５个平行孔；对照组为不含 Ｈｐ的裂解液成分培养基，

并设置５个平行孔；继续培养２４ｈ。参照 ＭＴＴ步骤，于４９０

ｎｍ波长测定吸光度值（ＯＤ值）。细胞的增值率（％）＝ＯＤ（实

验组－对照组）／ＯＤ对照组×１００％。

１．２．４　荧光定量ＰＣＲ检测ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ水平表达　取１×

１０５／ｍＬ细胞悬液接种于６孔培养板内，３７℃、５％ＣＯ２ 温箱中

培养，待细胞贴壁后，吸去培养基，实验组分别加入含１０％的

东亚型和１０％的西方型Ｈｐ超声裂解液的培养基，对照组为不

含 Ｈｐ的裂解液成分培养基，继续培养２４ｈ。提取胃癌ＢＧＣ

８２３细胞总ＲＮＡ，证实提取的总ＲＮＡ可用（图１）。按照逆转

录试剂盒说明书，将细胞的总ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ。引物的

设计与合成：上游引物 Ｐ１：５′ＴＧＧＣＡＧＣＡＧＴＡＡ ＡＧＣ

ＡＡＧ３′；下游引物 Ｐ２：５′ＣＡＴＴＴＣＣＧＡＣＴＧ ＡＡＧ ＡＧＴ

ＧＡ３′（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＮＭ＿１３８５７８．１），引物由公司合成。

引物的长度为１３７ｂｐ。反应体系参照说明书。内参为 ＧＡＰ

ＤＨ，引物长度为４９６ｂｐ。每个反应至少重复３次。

　　１：对照组；２：东亚型处理组；３：西方型处理组。

图１　　Ｈｐ超声裂解液处理胃癌ＢＧＣ８２３细胞２４ｈ后，

细胞总ＲＮＡ的凝胶电泳图

１．２．５　细胞转染　取每毫升３×１０
５ 细胞悬液接种于６孔培

养板内，培养使细胞达到９０％～９５％的融合。溶液１：在６孔

培养板每孔加入无血清ＤＭＥＭ培养基２４０μＬ和１０μＬ的脂

质体２０００（总体积２５０μＬ，温育５ｍｉｎ）；溶液２：ＢｃｌｘｌｓｈＲＮＡ

ＰｌａｓｍｉｄＤＮＡ２μｇ溶于２５０μＬ的无血清ＤＭＥＭ 培养基中；

空白照为２５０μＬ的无血清 ＤＭＥＭ 培养基；阴性对照为２μｇ

ＣｏｎｔｒｏｌｓｈＲＮＡＰｌａｓｍｉｄＤＮＡ溶于２５０μＬ的无血清ＤＭＥＭ

培养基中。参照说明书转染。转然后继续培养２４～７２ｈ检测

转染水平。

１．２．６　转染水平检测

１．２．６．１　荧光定量ＰＣＲ检测ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ水平表达　转然

后２４ｈ，提取细胞总 ＲＮＡ，反转录成ｃＤＮＡ 进行荧光定量

ＰＣＲ检测（方法如１．２．４）。

１．２．６．２　蛋白印迹法　提取转染后７２ｈ的细胞的总蛋白，蛋

白上样量为１０μＬ，将蛋白于ＢｉｏＲａｄ标记的转印仪上转移至

ＰＶＤＦ膜上，ＢＳＡ封闭，Ｂｃｌｘｌ单抗、山羊抗鼠ＩｇＧ孵育，发光

剂孵育５ｍｉｎ后于成像系统上扫描，以βａｃｔｉｎ为内参，测定其

比值。

１．２．６．３　转然后 ＭＴＴ法检测细胞增殖　转染２４ｈ后以每孔

１×１０３ 个细胞接种于９６孔培养板，每孔终体积为２００μＬ。培

养２４ｈ后换液开始实验。分别在２４、４８ｈ和７２ｈ３个时间段

测ＯＤ。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行检验，实验数

据均以狓±狊表示。多个均数间比较，采用单因素方差分析，两

两比较采用ＳＮＫ检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｈｐ超声裂解液促进胃癌ＢＧＣ８２３细胞增殖　与对照组

相比，东亚型处理组细胞增值率为２９．７％（犘＜０．０１），西方型

处理组细胞增值率为１８．７％（犘＜０．０１）；与西方型处理组相

比，东亚型处理组细胞增值率为１１％（犘＜０．０１）。见图２。

图２　　Ｈｐ超声裂解液处理胃癌ＢＧＣ８２３细胞２４ｈ后，

ＭＴＴ法检测细胞增殖情况

　　△：犘＜０．０１，与对照组比较。

图３　　Ｈｐ超声裂解液处理胃癌ＢＧＣ８２３细胞２４ｈ后，荧

光定量ＰＣＲ检测细胞中ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ水平的表达

图４　　Ｂｃｌｘｌ基因ＲＴＰＣＲ后的２％凝胶电泳图

　　：犘＜０．０１，与对照组比较。

图５　　ＢｃｌｘｌｓｈＲＮＡ转染ＢＧＣ８２３细胞２４ｈ后，

ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ的相对表达量（％）

２．２　Ｈｐ超声裂解液可以上调ＢＧＣ８２３细胞中ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ
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水平的表达　与对照组相比，东亚型处理组细胞中ＢｃｌｘｌｍＲ

ＮＡ水平上调了２．３９倍（犘＜０．０１），西方型处理组细胞中Ｂｃｌ

ｘｌｍＲＮＡ水平上调了２．０６倍（犘＜０．０１）；与西方型处理组相

比，东亚型处理组细胞中ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ水平表达量更高（犘＜

０．０５。见图３、４。

图６　　Ｂｃｌｘｌ基因ＲＴＰＣＲ后的２％凝胶电泳图

图７　　ＢｃｌｘｌｓｈＲＮＡ转染ＢＧＣ８２３细胞７２ｈ后，Ｂｃｌｘｌ

蛋白的相对表达量的变化

　　：犘＜０．０１，与对照组比较。

图８　　ＢｃｌｘｌｓｈＲＮＡ转染ＢＧＣ８２３细胞７２ｈ后，Ｂｃｌｘｌ

蛋白的相对表达量的变化

　　：犘＜０．０１，与对照组比较。

图９　　ＢｃｌｘｌｓｈＲＮＡ分别转染ＢＧＣ８２３细胞２４、４８ｈ及

７２ｈ后，ＭＴＴ法检测ＢＧＣ８２３细胞的增殖情况

２．３　ＢｃｌｘｌｓｈＲＮＡ可以沉默ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ、蛋白的表达，并抑

制ＢＧＣ８２３细胞的增殖　转染２４ｈ后，ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ水平明

显的下调（图５、６）。转染７２ｈ后，Ｂｃｌｘｌ蛋白表达水平也明显

下调（图７、８）。转染２４、４８ｈ和７２ｈ后，ＢＧＣ８２３细胞的增殖

抑制率分别为７．５％、２４．７％、５３％（均为犘＜０．０１），见图９。

３　讨　　论

Ｈｐ的毒力因子ＣａｇＡ蛋白与胃癌的发生密切相关
［７８］。

ＣａｇＡ蛋白主要有东亚型和西方型２种类型。研究显示，东亚

型ＣａｇＡ＋Ｈｐ与胃癌的发生关系更密切
［９］。在本研究中，分

别用东亚型和西方型ＣａｇＡ＋Ｈｐ超声裂解液处理胃癌ＢＧＣ

８２３细胞，与对照组相比，处理组细胞均出现增殖，且东亚型处

理组细胞增殖更显著，提示东亚型 ＣａｇＡ＋Ｈｐ比西方型

ＣａｇＡ＋Ｈｐ具有更强的生物活性。Ｂｃｌｘｌ是一种抗凋亡基因，

在肿瘤的发生发展过程中起着重要的作用。在线粒体凋亡途

径中，Ｂｃｌｘｌ通过抑制线粒体细胞色素Ｃ的释放，从而影响凋

亡复合体的组装而发挥抗凋亡作用；在细胞表面的死亡受体介

导的凋亡途径中，Ｂｃｌｘｌ通过阻碍死亡复合体（ＤＩＳＣ）的组装而

发挥抗凋亡作用。Ｎａｒｄｏｎｅ等
［１０］临床标本研究发现，Ｈｐ阳性

患者中Ｂｃｌｘｌ基因的表达显著高于 Ｈｐ阴性的患者中Ｂｃｌｘｌ

基因的表达。Ｙａｎｇ等
［１１］临床标本研究发现，ＣａｇＡ＋Ｈｐ患者

中Ｂｃｌｘｌ基因的表达显著高于ＣａｇＡＨｐ的患者中Ｂｃｌｘｌ基因

的表达。这说明 Ｈｐ与Ｂｃｌｘｌ基因的表达有一定的相关性，且

与ＣａｇＡ 毒力因子有关。本研究分别用东亚型和西方型

ＣａｇＡ＋Ｈｐ超声裂解液处理胃癌ＢＧＣ８２３细胞，与对照组相

比，处理组细胞均出现增殖，细胞中ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ的表达均出

现上调，这提示Ｂｃｌｘｌ与胃癌ＢＧＣ８２３细胞的增殖有一定相

关性。ＲＮＡ干扰技术已广泛应用于肿瘤的治疗研究中
［１２１３］。

许多体外研究也表明，Ｂｃｌｘｌ特异性干扰ＲＮＡ可以抑制人类

肿瘤细胞的增殖［１４１５］。因此本研究用Ｂｃｌｘｌ特异性干扰ＲＮＡ

转染胃癌ＢＧＣ８２３细胞，观察其对胃癌ＢＧＣ８２３细胞的增殖

的影响。将特异性ＢｃｌｘｌｓｈＲＮＡ质粒转染胃癌ＢＧＣ８２３细

胞，结果胃癌ＢＧＣ８２３细胞中ＢｃｌｘｌｍＲＮＡ的表达以及蛋白

的表达均显著降低，并且胃癌ＢＧＣ８２３细胞的增殖作用也有

不同程度的降低。这说明胃癌ＢＧＣ８２３细胞的增殖与Ｂｃｌｘｌ

基因的表达确有一定相关性。

本研究结果显示，Ｂｃｌｘｌ基因在 Ｈｐ感染相关性胃癌中扮

演着重要的作用，尤其在ＣａｇＡ＋Ｈｐ感染相关性胃癌中所起

的作用更显著，Ｂｃｌｘｌ特异的干扰ＲＮＡ可以抑制胃癌ｓｈＲＮＡ

细胞的增殖。因此，Ｂｃｌｘｌ特异的干扰ＲＮＡ或许可以作为治

疗胃癌的方法。
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