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幽门螺杆菌感染的慢性胃炎与凋亡基因的相关性研究
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　　摘　要：目的　探讨幽门螺杆菌 （ＨＰ）感染相关胃炎程度与胃黏膜细胞凋亡基因表达的相关性。方法　将２０１３年１１～１２

月大坪医院消化内镜中心４５例慢性胃炎患者纳入研究，快速尿素酶实验和１３Ｃ呼气实验检测ＨＰ感染情况，病理分析ＨＰ感染部

位胃炎严重程度，实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）法检测 ＨＰ感染部位胃黏膜组织和无 ＨＰ感染的胃黏膜组织中凋亡相关基因Ｂａｘ、

Ｂａｋ、Ｂｃｌ２的表达，Ｐｅｒｓｏｎ相关分析 ＨＰ感染的慢性胃炎程度与凋亡基因表达的相关性。结果　４５例患者１３Ｃ呼气实验和胃窦黏

膜快速尿素酶实验均阳性，提示ＨＰ感染。病理结果显示４５例（１００％）患者均为慢性胃窦胃炎，其中２８例（６２．２％）为轻度，１６例

（３５．６％）为中度，１例（２．０％）为重度；９例（２０．０％）肠化生，５例（１１．１％）低级别上皮内瘤变。４５例患者胃体黏膜尿素酶实验阴

性，提示无 ＨＰ感染，其中６例胃体组织显示轻度慢性炎症（１３．３％），３９例无炎症（８６．７％）；无肠化生及上皮内瘤变。ｑＲＴＰＣＲ

结果显示 ＨＰ感染胃黏膜中ＢａｘｍＲＮＡ的表达明显高于 ＨＰ未感染胃黏膜患者（犘＜０．０１）且与胃炎程度呈明显正相关 （犘＜

０．０１），而Ｂａｋ和Ｂｃｌ２的表达在两组间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　ＨＰ感染的慢性胃炎程度与胃黏膜细胞凋亡呈正相

关，提示 ＨＰ感染可能导致胃上皮细胞中Ｂａｘ基因的表达从而促进细胞凋亡。
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　　幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，ＨＰ）是人类重要的致病

菌之一，是慢性胃炎和消化性溃疡的主要致病因子，与胃黏膜

相关性淋巴组织淋巴瘤和胃腺癌的发病关系密切［１］。全世界

约５０％的人群感染ＨＰ，其中我国的感染人数平均为５９％
［２３］。

ＨＰ发挥其致病效应主要通过两种毒力蛋白，即空泡毒素蛋白

Ａ（ＶａｃＡ）
［４］和细胞毒素相关基因 （ＣａｇＡ），前者为分泌性蛋

白，后者通过Ⅳ型分泌系统注入宿主细胞内
［５］。最近研究表明

ＶａｃＡ主要通过线粒体通路致胃上皮细胞凋亡
［６］，ＣａｇＡ通过

激活ＮＦκＢ通路抑制胃上皮细胞凋亡
［７］。在胃上皮细胞中注

入ＣａｇＡ蛋白可以抵抗 ＶａｃＡ蛋白介导的细胞凋亡效应
［８］。

这些研究表明 ＨＰ的这两种蛋白分别具有促细胞凋亡和抗细

胞凋亡的作用。本研究通过评估 ＨＰ感染的慢性胃炎程度及

检测 ＨＰ感染的胃黏膜中凋亡相关基因Ｂａｘ、Ｂａｋ、Ｂｃｌ２表达，

拟阐明胃炎程度与凋亡相关基因表达的相关性，以进一步明确
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ＨＰ感染的致病机制。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１３年１１～１２月第三军医大学大坪医

院消化内科内镜中心经胃镜取材的标本，男１９例，女２６例，年

龄１８～６０岁，平均（４５．４２±１０．０５）岁。每个患者胃窦和近端

胃体大弯分别取３块标本，用于快速尿素酶试验、组织病理学

诊断、ＲＮＡ提取（置于液氮保存）。本研究得到第三军医大学

大坪医院伦理委员会批准（医研伦审２０１３第０２４号），以病历

记录方法收集所有研究对象的年龄、性别及相关临床资料。入

选标准：（１）胃镜检查确诊的慢性胃炎患者；（２）胃窦黏膜尿素

酶试验阳性（２＋或以上），胃体黏膜尿素酶试验阴性；（３）１３Ｃ

呼气试验阳性；（４）年龄１８～６０岁，男女不限；（５）签署知情同

意书。排除标准：（１）消化性溃疡、胃癌、胃切除术后的患者；

（２）妊娠或哺乳期妇女；（３）严重的肝病、心脏病、肾脏病、恶性

肿瘤等患者；（４）近３个月内参加过其他药物研究者。

１．２　ＨＰ感染情况检测　采用快速尿素酶试验和
１３Ｃ呼气

实验。

１．３　病理学诊断　组织标本经４％多聚甲醛固定，石蜡包埋，

４μｍ连续切片，苏木素伊红（ＨＥ）染色。所有组织切片由一

位病理医生进行病变诊断及病变程度鉴定，后由专人采取盲法

阅片。胃黏膜病理组织学判定标准参照中国慢性胃炎共识意

见［９］。将胃炎程度从无、轻度、中度到重度以１～４级表示。

１．４　实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）

１．４．１　总 ＲＮＡ 提取　胃黏膜组织从液氮取出后置于经

ＤＥＰＣ水处理过的匀浆器中，以５０ｍｇ／ｍＬ的比例加入Ｔｒｉｚｏｌ

试剂，按照 Ｔｒｉｚｏｌ试剂操作说明提取总 ＲＮＡ，溶于３５μＬ

ＤＥＰＣ水，分装冻存于－７０℃。

１．４．２　ＤＮＡ扩增　按照ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
?ＲＴａｓｅ试剂盒说明书

操作。逆转录条件：３７℃，３０ｍｉｎ；８５℃，５ｍｉｎ。对合成的ｃＤ

ＮＡ进行ｑＰＣＲ扩增，按照ＳＹＢＲ?ＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ使用说明加入所需试剂及引物，Ｂａｋ上游引物序列为５′

ＴＣＴＣＴＧＧＧＡＣＣＴＣＣＴＴＡＧＣＣ３′，下游引物序列为５′

ＧＴＧＧＧＡＡＴＧＧＧＣＴＣＴＣＡＣＡＡ３′；Ｂａｘ上游引物序列为

５′ＡＧＧＡＴＧＣＧＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡＧ３′，下游引物序列为

５′ＴＧＴＣＣＡＧＣＣＣＡＴＧＡＴＧＧＴＴＣ３′；Ｂｃｌ２上游引物序

列为５′ＧＧＴＧＡＡＣＴＧＧＧＧＧＡＧＧＡＴＴＧ３′，下游引物序

列为５′ＧＧＣＡＧＧＣＡＴＧＴＴＧＡＣＴＴＣＡＣ３′；ＧＡＰＤＨ为

内对照，上游引物序列为５′ＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡ

ＧＣ３′，下游引物序列为５′ＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＧＣＴＴＣＣＣＧ

ＴＴＣ３′。扩增条件：９５℃，２ｍｉｎ；９５℃，１０ｓ，６０℃，１０ｓ，７２

℃，２０ｓ４０个循环；溶解曲线条件：６５℃升至９５℃，每５秒增

加０．５℃。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，Ｍａｎｎ

Ｗｈｉｔｎｅｙｔｅｓｔ用于比较正常胃黏膜及不同炎症胃黏膜之间

Ｂａｋ、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２基因表达差异。Ｐｅｒｓｏｎ相关性分析用于分

析胃黏膜炎症程度与Ｂａｋ、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２基因表达的相关性，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＰ感染情况及组织学改变　４５例胃窦黏膜快速尿素酶

试验均为阳性，提示 ＨＰ感染，胃体快速尿素酶试验阴性，提示

胃体无 ＨＰ感染，作为对照组。病理学诊断提示４５例胃窦均

显示慢性炎症，其中２８例为轻度（６２．２％），１６例为中度

（３５．６％），１例为重度（２．０％）；肠化生９例（２０．０％），低级别

上皮内瘤变５例（１１．１％）。４５例中有６例胃体显示轻度慢性

炎症（１３．３％），３９例无炎症（８６．７％），胃体无肠化生及上皮内

瘤变。

２．２　ＨＰ感染相关胃炎胃黏膜细胞凋亡检测　ｑＲＴＰＣＲ法

检测了 ＨＰ感染的胃窦黏膜和未感染的胃体黏膜中凋亡相关

基因Ｂａｋ、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２的表达显示：胃窦黏膜Ｂａｘ的表达明显

高于胃体黏膜，且随着胃窦炎症程度的加重，Ｂａｘ的表达也随

之增高（犘＜０．０１）。在重度胃窦胃炎中，胃窦Ｂｃｌ２的表达明

显低于胃体黏膜（犘＜０．０１）。Ｂａｋ的表达在胃窦和胃体中无明

显改变，见图１。

图１　　ｑＲＴＰＣＲ检测 ＨＰ感染阳性和阴性的胃黏膜

中Ｂａｘ、Ｂｃｌ２和ＢａｋｍＲＮＡ的表达

２．３　ＨＰ感染的慢性胃炎与凋亡基因的相关性　Ｂａｘ的表达

与胃炎严重程度呈正相关（犘＜０．０１），见图２。而Ｂａｋ和Ｂｃｌ２

的表达与胃炎严重程度无明显相关性（犘＞０．０５），见图２～４。

图２　　Ｐｅｒｓｏｎ相关分析 ＨＰ感染的慢性胃炎程度与

Ｂａｘ表达的相关性

图３　　Ｐｅｒｓｏｎ相关分析 ＨＰ感染的慢性胃炎程度与

Ｂａｋ表达的相关性
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图４　　Ｐｅｒｓｏｎ相关分析 ＨＰ感染的慢性胃炎程度与

Ｂｃｌ２表达的相关性

３　讨　　论

１９９４年 ＷＨＯ把 ＨＰ列为第Ⅰ类致癌因子
［１０］。在Ｃｏｒｒｅａ

提出的经典的 ＨＰ感染与肠型胃癌发生模式“慢性活动性胃

炎慢性萎缩性胃炎→肠化生→异型增生→胃癌”中
［１１］，ＨＰ引

起的慢性活动性胃炎是胃癌发生的最主要病因，也是胃癌发生

的启动因素。但 ＨＰ感染导致慢性活动性胃炎的机制仍不清

楚，加强其致病机制的研究，对胃癌的防治具有重要意义。

新近的研究表明凋亡在多种感染性疾病的病理过程中起

着十分重要的作用，尽管凋亡是一种正常的机体代谢更新的生

理作用，但是过度的凋亡将导致机体组织的病理损伤。体内外

研究表明，不仅 ＨＰ全菌接触细胞可诱导凋亡，而且 ＨＰ的多

种毒力因子可以诱导不同类型细胞的凋亡发生［１２］，其中包括

胃上皮细胞、多核白细胞、Ｔ淋巴细胞及巨噬细胞。这些研究

提示凋亡在 ＨＰ感染的致病过程中发挥着重要的作用。

凋亡的发生作用机制包括多种效应分子，Ｂｃｌ２家族蛋白

是其中一类最为相关的调节分子。Ｂｃｌ２家族蛋白包括两个最

主要的亚家族蛋白，一类是抗凋亡的相关蛋白，主要包括Ｂｃｌ

２、ＢｃｌＸＬ、Ｂｃｌｗ、Ｂｆｌ１、Ｂｒａｇ１和 Ｍｃｌ１；另一类为促凋亡的相

关蛋白，主要包括Ｂａｘ、Ｂａｋ、ＢｃｌＸＳ、Ｂａｄ、Ｂｉｄ、Ｂｉｋ和 Ｈｒｋ
［１３］。

本研究结果表明了在 ＨＰ感染阳性胃黏膜中Ｂａｘ的表达明显

高于 ＨＰ感染阴性胃黏膜，且Ｐｅｒｓｏｎ相关分析 ＨＰ感染相关

胃炎程度与凋亡相关基因Ｂａｘ表达呈明显的正相关性。Ｂａｘ

是一种可溶的单体蛋白，在凋亡信号的刺激下，它将发生构象

的改变而转位到线粒体的外膜上，进一步诱导凋亡的发生、发

展［１４］。本研究也发现Ｂｃｌ２的表达在 ＨＰ感染和非感染的组

织中无明显差异，提示 ＨＰ引起胃黏膜组织细胞凋亡的分子机

制主要是通过Ｂａｘ高表达实现。有研究提示胃黏膜在癌变的

不同时期，凋亡相关基因的表达也不相同［１５］。在慢性胃炎时，

ＨＰ上调促凋亡基因如Ｂａｘ、Ｂｉｄ等，使胃黏膜表现出凋亡增

多，从而代偿性刺激细胞增殖，如果凋亡和增殖之间失去平衡，

则胃黏膜就会出现萎缩、肠化生、异型增生直至癌变。通过本

研究提示促凋亡基因Ｂａｘ在 ＨＰ感染致胃炎的病理过程中发

挥着重要的致病作用，为深入研究 ＨＰ的致病机制提供了的理

论基础。
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