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目的
!

探讨幽门螺杆菌对胃癌细胞上皮
.

间充质转化"

234

$的诱导作用%方法
!

设置空白对照

组&实验组和阳性对照组!分别以幽门螺杆菌
55$

菌株和转化生长因子
.

!

"

467.

!

$刺激胃黏膜上皮
625.$

细

胞&胃癌
568.-(%$

细胞%采用
49:,+;<==

小室检测细胞纵向迁移能力#

><+?<9,@="?

法测定
234

相关蛋白的

表达变化规律#荧光共聚焦显微镜观察
!

.A:?<,#,

的分布变化%结果
!

49:,+;<==

实验结果显示经幽门螺杆菌

55$

菌株刺激后!

625.$

细胞和
568.-(%$

细胞的迁移数目明显多于空白对照组!少于阳性对照组%

><+?<9,
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显示幽门螺杆菌
55$

菌株能抑制
625.$

细胞和
568.-(%$

细胞
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钙黏蛋白"
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$的表达!上调

568.-(%$

细胞
C.A:!B<9#,
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4;#+?

和基质金属蛋白酶
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33D.(

$的表达!但对
625.$

细胞
C.A:!B<9#,

和
E#F.

<,?#,

的表达水平无明显影响%免疫荧光结果表明未接受刺激的两种细胞的
!

.A:?<,#,

分布于胞质!而接受幽门

螺杆菌
55$

菌株刺激后
!

.A:?<,#,

向细胞核移位%结论
!

幽门螺杆菌能诱导胃癌
568.-(%$

细胞发生
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!促

进胃癌细胞迁移%
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胃癌是临床最常见的恶性肿瘤之一#在全球恶性

肿瘤排行中胃癌的发病率位居第
H

位#病死率位居第

'

'

$

(

)近年来由于腌制食品摄入减少和胃镜在临床广

泛应用#胃癌的病死率有所下降#但是我国仍然是胃
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癌高发国家'

1

(

)

1%$1

年我国胃癌死亡总人数达
1(&/

万例#男性病死率仅次于肺癌和肝癌#女性病死率仅

次于肺癌'

'.0

(

)胃癌细胞早期发生转移和浸润是导致

胃癌患者死亡和治疗失败的根本原因#大量研究证实

上皮
.

间充质转 化 $

<

N

#?B<=#:=.F<+<,AB

O

?9:,+#?#",
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234

&是调控恶性肿瘤细胞发生转移的主要机制'

H

(

)

234

是机体常见的生物学变化#它参与了组织

器官分化*伤口愈合*器官纤维化和肿瘤细胞转移等

多种病理生理学过程'

)

(

)肿瘤细胞发生
234

是指上

皮来源的肿瘤细胞受多种因素刺激后#丧失上皮特

征#获得间充质表型的过程)在这一过程中#肿瘤细

胞的许多生物学特征发生改变#包括细胞形态转变成

间充质状#骨架发生重塑*细胞连接破坏*极性消失*

迁移和侵袭能力显著增强'

-

(

)在上述变化中#

2.

钙黏

蛋白$

2.A:!B<9#,

&表达的降低被视为肿瘤细胞发生

234

的标志性改变)目前#研究发现趋化因子*细胞

外基质*转录因子和小分子
GCI

等均可调控肿瘤细

胞发生
234

#如转化生长因子
.

!

$

467.

!

&*基质金属

蛋白酶
.(

$

33D.(

&*

5,:#=

和
F#G.1%'

等'

/

(

)而在上

述化学因子中#有关
467.

!

的研究最为透彻#常被作

为阳性对照)当
467.

!

和细胞表面的受体结合#形成

4

!

G

#

.467

!
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GS

复 合 物#可 激 活
5F:! 1

"

'.

5F:!0

*

G:+.32V.2GV

和
4GI7.4IV$.WCV

等多

条信号轴来调控肿瘤细胞的
234

过程)

在体内#胃癌细胞的转移除了受上述化学因子调

控外#幽门螺杆菌$

M<=#A"@:A?<9

NO

="9#

#

M

N

&也是胃癌

细胞最主要的生物刺激)

M

N

可生成尿素酶*空泡毒

素*细胞毒素相关蛋白和黏附素等多种致病因子#持

续刺激胃黏膜上皮细胞#引起胃炎*胃溃疡*胃癌和胃

黏膜相关淋巴瘤'

(

(

)对于
M

N

诱发胃癌已成为毋庸置

疑的事实#但是能否促使胃癌细胞发生
234

却鲜有

报道'

$%

(

)本研究拟分析
M

N

刺激后胃癌细胞发生

234

的情况#为胃癌转移的治疗提供新方向)

?
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材料与方法

?&?

!

材料
!

人胃黏膜上皮细胞株
625.$

和人胃癌细

胞株
568.-(%$

均购自中国科学院生物化学与细胞生

物学研究所#两种细胞株的鉴定和培养在本研究前期

工作时顺利完成)幽门螺杆菌
55$

$

5

O

!,<

O

5?9:#,$

#

55$

&菌株购自
C"J:

K

<,

公司)胰蛋白酶*

GS3D$)0%

培养基和
XIDS

核酸性染料均购自
S,J#?9"

K

<,

公司%

胎牛血清购自复蒙公司%蛋白提取试剂盒及
28Y

发

光试剂盒购自江苏凯吉生物公司%

Z8I

试剂盒购自碧

云天公司)

2.A:!B<9#,

$

M.$%/

&*

5,:#=$

$

M.$'%

&*

33D.(

$

).)Z

&兔多克隆抗体和
C.A:!B<9#,

$

M.0

&*

E#.

F<,?#,

$

E.(

&鼠单克隆抗体购自
5:,?:89P[

公司#

!

.

:A?#,

鼠单克隆抗体和
MGD

标记的二抗购自北京中

杉金桥)

?&@

!

实验方法

?&@&?

!

细胞培养
!

将
625.$

和
568.-(%$

细胞分别

接种在
GS3D$)0%

完全培养基$

$%\

胎牛血清#

$%%

F

K

"

FY

的链霉素*

$]$%

0

^

"

Y

青霉素&常规培养$

'-

_

*

H\ 8̀

1

&#待细胞融合度
(%\

左右#用
1&H\

的胰

蛋白酶处理至细胞形态变圆后终止消化#传代培养#

取对数生长期细胞进行实验研究)

?&@&@

!

幽门螺杆菌培养
!

将幽门螺杆菌
55$

菌株按

$&%\

的体积比接种至布氏肉汤液体培养基$含
H\

的

胎牛血清&中#置于微需氧$

'- _

*

H\ 8̀

1

和
/H\

C

1

&环境中培养#根据
M

N

菌落数量#绘制生长曲线)

参考
MIC

等'

$$

(的实验方法#取对数期的
55$

菌株进

行实验#离心收集并重悬后#分别加入
625.$

细胞或

568.-(%$

细胞培养基中)

?&@&A

!

49:,+;<==

小室检测胃癌细胞纵向迁移
!

待

568.-(%$

细胞或
625.$

细胞融合度达到
(%\

时#以

胰酶消化后#进行计数和稀释#将悬液中细胞数目调

整为
1]$%

H 个"
FY

)分别取
1%%

$

Y

的
568.-(%$

细

胞或
625.$

细胞悬液接种于
49:,+;<==

上室#设置空

白对照组*阳性对照组$

467.

!

&和实验组$幽门螺杆

菌
55$

菌株&#

49:,+;<==

小室放置于
10

孔板的小孔

中)然后取
)%%

$

Y

不含血清的
GS3D$)0%

培养基加

入
49:,+;<==

下室#阳性对照组和实验组分别加入

467.

!

$终浓度
H,

K

"

FY

&和幽门螺杆菌
55$

菌株$最

终
3 S̀

为
H%%

&#空白对照组加入等体积的不含血清

的
GS3D$)0%

培养基#放回
8̀

1

孵箱中#培养
1B

'

$1

(

)

取出并弃去原有培养基#分别经
DZ5

洗涤*多聚甲醛固

定后#用
%&$\

结晶紫染色
1%F#,

后)倒置显微镜下

观察细胞迁移情况#随机选取
H

条直径#沿每条直径随

机取
H

个视野拍照#统计穿过
49:,+;<==

小室的细

胞数)

?&@&B

!

><+?<9,@="?

检测
234

相关蛋白的表达
!

按照
$&1&$

传代和培养
568.-(%$

细胞或
625.$

细

胞#两种细胞均设置空白对照组*阳性对照组和实验

组#阳性对照组和实验组分别加入
467.

!

和幽门螺杆

菌
55$

菌株#终浓度分别为
H,

K

"

FY

和
H%%3 S̀

)放

入
8̀

1

孵箱中培养#

1B

后以
GSDI

裂解液收集总蛋

白#经
Z8I

法定量*变性*

5X5.

聚丙烯酰胺凝胶电泳*

转膜和封闭后#

0_

过夜孵育相应一抗$

$a1%%

&)再

经
4Z54

洗涤*孵育二抗$

$aH%%%

&*洗涤后#采用增

强化学发光法$

<,B:,A<!AB<F#=PF#,<+A<,A<

#

28Y

&

在凝胶成像仪$

8B<F#X"A

43

bG5cSF:

K

<Y:@

43

#美

国
Z#".G:!

公司&中检测蛋白的表达变化)

?&@&C

!

免疫荧光法检测
!

.A:?<,#,

的分布
!

按照

$&1&'

处理
568.-(%$

细胞或
625.$

细胞#培养
1B

后#经
DZ5

液洗涤*

0\

多聚甲醛固定和
$\Z5I

封闭

后#加入
!

.A:?<,#,

一抗$

$a1%%

&过夜孵育)次日
DZ5

)/0'
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年
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月第
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卷第
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洗涤后#

'-_

避光孵育荧光二抗$

$a$%%

&#

$B

后加

入
XIDS

$

$a0%%

&#

'-_

避光孵育
$HF#,

)

DZ5

洗涤

后甘油封片#立即在激光共聚焦荧光显微镜$

Y<#A:

4855DH

#

6<9F:,

O

&下观察
!

.A:?<,#,

的分布)

?&A

!

统计学处理
!

采用
5D55$-&%

进行统计分析#计

量资料以
Kd9

表示#采用
",<.;:

O

IC̀ EI

法分析#

以
H

$

%&%H

为差异具有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

幽门螺杆菌对胃癌细胞迁移的影响
!

在空白对

照组 中#穿 过
49:,+;<==

小 室 的
625.$

细 胞 为

$

$$)&0d1'&H

&个)而实验组穿过
49:,+;<==

小室的

625.$

细胞数目增至$

$-%&1d')&-

&个#二者比较#差

异具有统计学意义$

H

$

%&%H

&#见图
$I

)阳性对照组

穿过
49:,+;<==

小室的
625.$

细胞为$

10$&Hd0-&'

&

个#明显多于实验组)对于胃癌细胞
568.-(%$

出现

类似的变化趋势#

467.

!

刺激后
568.-(%$

细胞迁移

数目增加到$

'/0&)d/H&1

&个)而幽门螺杆菌刺激

568.-(%$

细胞后#迁移数目由$

1'$&(dH$&%

&个上升

到$

'$/&Hd)/&$

&个#两组比较#差异具有统计学意义

$

H

$

%&%H

&#见图
$Z

*

8

)

!!

I

!

625.$

细胞%

Z

!

568.-(%$

细胞$标尺
H%

$

F

&%

8

!细胞平均迁移

数量

图
$

!!

幽门螺杆菌对细胞迁移的影响

@&@

!

幽门螺杆菌对胃癌细胞
2.A:!B<9#,

和
C.A:!.

B<9#,

表达的影响
!

由图
1

可知#幽门螺杆菌
55$

菌

株刺激
625.$

细胞和
568.-(%$

细胞后#

2.A:!B<9#,

表达量均明显降低)在
625.$

细胞中#实验组$

55$

&

2.A:!B<9#,

的相对表达量是空白对照组的$

%&-'1d

%&%)'

&倍#二者比较#差异具有统计学意义$

H

$

%&%H

&#见图
1Z

%而与阳性对照组比较#差异无统计学

意义$

H

%

%&%H

&)

568.-(%$

细胞
2.A:!B<9#,

变化趋

势与
625.$

细胞相似#幽门螺杆菌
55$

菌株作用后#

2.A:!B<9#,

的相对表达量下降至
%&-0$d%&$'H

#而阳

性对照组的
2.A:!B<9#,

相对表达量为
%&)11d%&%($

#

两组比较#差异具有统计学意义$

H

$

%&%H

&)与
2.

A:!B<9#,

变化趋势不同#幽门螺杆菌
55$

菌株刺激

625.$

细胞后
C.A:!B<9#,

的表达量无明显变化$

H

%

%&%H

&#而刺激
568.-(%$

细胞后#

C.A:!B<9#,

相对表

达量上升至
$&'1d%&$)H

#高于空白对照组)而阳性

对照组为
$&1/d%&%H-

#与实验组比较#差异无统计学

意义$

H

%

%&%H

&)

!!

I

!

><+?<9,@="?

检测
2.A:!B<9#,

和
C.A:!B<9#,

的表达水平%

Z

!

2.

A:!B<9#,

的相对表达量%

8

!

C.A:!B<9#,

的相对表达量

图
1

!!

幽门螺杆菌对
2.A:!B<9#,

和
C.A:!B<9#,

表达影响

@&A

!

幽门螺杆菌对胃癌细胞间充质蛋白表达的影响

!

以幽门螺杆菌作用于
625.$

细胞后#

4;#+?

的相对

表达量显著增加#是空白对照组的$

$&(0d%&%($

&倍#

二者比较#差异具有统计学意义$

H

$

%&%H

&#而阳性对

照组相对表达量为
1&$Hd%&$H

#与实验组比较#差异

无统计学意义$

H

%

%&%H

&)在
568.-(%$

细胞的
4;#+?

的变化和
625.$

细胞相似#幽门螺杆菌作用
568.-(%$

细胞后#

4;#+?

的表达水平显著增加#但与实验组比较#

差异无统计学意义$

H

%

%&%H

&)与
4;#+?

变化趋势不

同#幽门螺杆菌和
467.

!

作用于两种细胞后#

625.$

细

胞
E#F<,?#,

相对表达量无明显变化#而
568.-(%$

细胞

中实验组和阳性对照组显著增加#分别为空白对照组的

$

$&0/d%&/)

&倍和$

$&01d%&($

&倍#两组比较#差异无

统计学意义$

H

%

%&%H

&)

625.$

细胞接受幽门螺杆菌

刺激后#

33D.(

的表达量均高于空白对照组和阳性对

照组)而
568.-(%$

细胞中实验组和阳性对照组

33D.(

的表达水平均出现明显上升#且二者比较#差异

无统计学院意义$

H

%

%&%H

&#见图
'

)

@&B

!

幽门螺杆菌对胃癌细胞
!

.A:?<,#,

分布的影响
!

经幽门螺杆菌
55$

菌株刺激后#

625.$

细胞和
568.

-(%$

细胞膜上的
!

.A:?<,#,

显著减少$黄色箭头&#而

细胞核中的
!

.A:?<,#,

明显增加$红色箭头&#且分布变

化趋势与对应的阳性对照组相似#见图
0

)

-/0'

重庆医学
1%$/

年
(

月第
0-

卷第
1-

期



!!

I

!

><+?<9,@="?

检测间充质蛋白的表达水平%

Z

!

4;#+?

相对表达量%

8

!

E#F<,?#,

的相对表达量%

X

!

33D.(

的相对表达量

图
'

!!

幽门螺杆菌对间充质蛋白的表达影响

!!

I

!

625.$

细胞%

Z

!

568.-(%$

细胞$标尺
H

$

F

&

图
0

!!

幽门螺杆菌对胃癌细胞
!

.A:?<,#,

分布的影响

A

!

讨
!!

论

!!

幽门螺杆菌是一类黏附于胃幽门的微需氧型革

兰阴性菌#与胃癌和胃黏膜相关淋巴瘤的发生发展密

切相关#已被
>M`

视为第一类生物致癌因子'

$'

(

)国

内外关于于幽门螺杆菌的研究主要集中于胃炎和胃

癌的致病机制#而忽视了它对胃癌细胞细胞生物学行

为的作用)幽门螺杆菌的致病因子有尿素酶*空泡毒

素*细胞毒素相关蛋白和黏附素#此外它还可刺激机

体释放环氧化酶$

8̀ b

&*白细胞介素
.$

$

SY.$

&和肿瘤

坏死因子
.

%

$

4C7.

%

&等炎症因子)其中#细胞毒素相

关蛋白
8:

K

是幽门螺杆菌最重要致病因子)据
8:

K

I

可将幽门螺杆菌分为
8:

K

I

e和
8:

K

I

T两大类#阳性

菌株的毒力远超过阴性菌株)

8:

K

和上述致病因子

不仅能诱导胃黏膜细胞发生癌变#而且能调控胃上皮

细胞的增殖和凋亡'

$0

(

)幽门螺杆菌能刺激
6

细胞分

泌胃泌素#并且与其受体
88V.

!

结合#促进上皮细胞

增殖)研究发现幽门螺杆菌可通过双重方式调控上

皮细胞凋亡)一方面#幽门螺杆菌与宿主上皮细胞结

合后#释放前列腺素#激活
DDIG

&

#抑制细胞凋亡'

$H

(

)

而另一方面#幽门螺杆菌还会分泌尿素酶和空泡毒

素#活化
8:+

N

:+<.'

或
7I5

#促进凋亡'

$)

(

)

近年来不少学者证实幽门螺杆菌可影响胃癌细

胞的转移#诱导胃癌细胞发生上皮
.

间充质转化)

8:.

K

I

能诱导胃上皮细胞酪氨酸磷酸化和骨架重排#诱

导机体释放炎症因子#进而促进细胞迁移)

f̀8̀ C.

C̀ G

等'

$-

(发现幽门螺杆菌感染的患者血清可溶性

2.A:!B<9#,

的水平明显低于健康人群#而感染
8:

K

I

e

菌株的患者可溶性
2.A:!B<9#,

明显低于
8:

K

I

T菌株

患者)与
f̀8̀ CC̀ G

的研究相似#

gSC

等'

$/

(分别以

M

N

&)%$(%

$

8:

K

I

e

&和
M

N

&4R'%:

$

8:

K

I

T

&菌株刺激

I65

细胞#发现前者刺激后
I65

细胞的
5,:#=$

*

5=P

K

和
E#F<,?#,

的
GCI

水平明显高于后者)幽门螺杆

菌还可分泌
4C7.

%

调节蛋白$

4C7.

%

#,!PA<!

N

9".

?<#,+

#

4SD

%

&#活化
32V

"

2GV

信号途径#抑制
3VC.

$

细胞
E#F<,?#,

的表达#促进细胞形态发生改变和丝

状伪足的形成#诱导胃癌细胞发生
234

'

$(

(

)关于幽

门螺杆菌诱导胃癌细胞发生
234

机制仍不清楚#最

近有研究发现
8:

K

I

的羧基末端能与
5MD1

和

DIG$

"

3IGV1

结合#使谷氨酸
.

脯氨酸
.

异亮氨酸
.

酪

氨酸
.

丙氨酸$

2DSgI

&模体磷酸化#导致细胞表型转

换)但
Y22

等'

1%

(发现幽门螺杆菌可抑制
65V.'

表

达#进而上调
5,:#=

和
5,:#=

和
!

.A:?<,#,

表达#诱导胃

癌细胞发生
234

)

M

N

&55$

菌株是由澳大利亚
Y22

团队驯化而来#是
8:

K

I

e和
E:AI

e菌株#具有很强的

//0'

重庆医学
1%$/

年
(

月第
0-

卷第
1-

期



黏附能力'

1$

(

)本研究以
M

N

&55$

菌株分别刺激胃癌

和胃上皮细胞#分析胃癌细胞迁移能力及
234

相关

标志物的变化)结果发现
M

N

&55$

菌株使胃癌细胞

的
!

.A:?<,#,

向核内易位#抑制
2.A:!B<9#,

的表达#促

进
C.A:!B<9#,

*

4;#+?

和
33D.(

的表达#促进胃癌细

胞的迁移)本研究在
gSC

等'

$/

(研究基础上#通过体

外模拟幽门螺杆菌与胃癌细胞的相互作用#并与趋化

因子
467.

!

相比较#证实了幽门螺杆菌可诱导胃癌细

胞发生
234

)最近
8M S̀

等'

11

(发现早期为患者行幽

门螺杆菌根除治疗#患者的
4;#+?

*

5,:#=

*

5=P

K

和
E#.

F<,?#,

的
FGCI

水平下降#而
2.A:!B<9#,

的
FGCI

水平上升)由此可知#对于合并幽门螺杆菌感染的胃

癌患者行幽门螺杆菌根除治疗不仅能改善患者症状#

还可能会抑制胃癌细胞转移)
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gI3Ì VIg&3<AB:,#+F+"L!#+<:+<

!

M<=#A"@:A?<9

NO

.

="9#J#9P=<,A<L:A?"9+

'

W

(

&C:?G<J6:+?9"<,?<9"=M<

N

:?"=

#

1%$%

#

-

$

$$

&!

)1(.)0$&

'

$H

(

D22VG 3

#

ZYI52G 3W&M<=#A"@:A?<9

NO

="9#:,!

K

:+.

?9"#,?<+?#,:=?9:A?:!<,"A:9A#,"F:+

'

W

(

&C:?G<J8:,A<9

#

1%%1

#

1

$

$

&!

1/.'-&

'

$)

(

7IC b&M<=#A"@:A?<9

NO

="9#P9<:+<@#,!+?"A=:++

#

3M8",

K

:+?9#A<

N

#?B<=#:=A<==+:,!#,!PA<+?B<#9:

N

"

N

?".

+#+

'

W

(

&WSFFP,"=

#

1%%%

#

$)H

$

0

&!

$($/.$(10&

'

$-

(

f̀8̀ CC̀ GD3

#

YID̀ SC424V

#

WI8V5̀ C5I

#

<?

:=&M<=#A"@:A?<9

NO

="9#:A?#J:?<+A:=

N

:#,J#:?"==.=#Q<9<A<

N

.

?"91?"!#+9P

N

?:!B<9<,+

*

P,A?#",+#,BPF:,

K

:+?9#A<

N

#.

?B<=#:=A<==+

'

W

(

&S,L<?SFFP,

#

1%$$

#

-(

$

$%

&!

'//-.'/(0&

'

$/

(

gSCg7

#

6GIZ̀ >5VII 3

#

8YIGV2DI

#

<?:=&M<.

=#A"@:A?<9

NO

="9#

N

"?<,?#:?<+<

N

#?B<=#:=

!

F<+<,AB

O

F:=?9:,.

+#?#",#,

K

:+?9#AA:,A<9

!

=#,Q+?"+"=P@=<MZ.267

#

K

:+?9#,

:,!F:?9#R F<?:=="

N

9"?<#,:+<.-

'

W

(

&6P?

#

1%$%

#

H(

$

/

&!

$%'-.$%0H&

'

$(

(

>I4ICIZ24

#

4IVIMI5MSI

#
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