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摘 要!%目的& 探讨
&'()*+!,-.$

通过
/01234+

介导的胃黏膜屏障损伤促进胃癌的发病机制' %方法& 检
测

&'()*+!,-.$

在
234+

阳性幽门螺杆菌菌株(

/0!234+

9

$和
234+

基因敲除突变体)

/0!!234+

:

*感
染的人胃癌上皮细胞系

+;<

中的表达+ 过表达
,-.=

"分为对照组和
,-.=

组'

>,2)

和荧光原位杂交
技术测定

&'()*+!,-.$

的表达"

22?#

和流式细胞术检测细胞活力及凋亡率' 检测细胞中活性氧
!

)@<

*水平"透射电子显微镜!

.AB

*观察细胞中线粒体的超微结构#

CDEFDG' H&IF

检测两组中细胞周期
蛋白

2J?6

和
(K(&L'J$

" 凋亡蛋白
M+N

,

M(&!!

和裂解的
(3E03EDO

" 线粒体裂变相关蛋白
J),=

和
BP*!

"紧密连接蛋白!

I((&QRL'

"

(&3QRL'!=

和
S@!=

*的表达+ %结果&

&'()*+!,-.=

在
/0!234+

9感染
+;<

细胞中表达增加+ 过表达
,-.=

后增加
/0!234+

9感染
+;<

细胞中增殖"降低了其凋亡"调节
/0!

234+

9感染
+;<

细胞中
2J?6

!

=5!!""5"!!TE =5UV"%5%O

*和
(K(&L'J=

!

=5=U"%5%V!TE =5VO"%5%=

*的表达"增
加了

)@<

生成的增加和线粒体膜电位!

BB,

*而升高了细胞的比例"增加了线粒体脊的肿胀畸形"降
低了

J),=

的磷酸化和
BP*!

!

=5=U"%5%U!TE %5VW"%5%O

*和
M+N

!

=5%V"%5%U!TE =56%"%5%O

*的表达"升高
了

M(&!!

!

=5UU"%5%O!TE =5!6"%5%!

*和裂解的
(3E03EDO

!

=5%O"%5%U!TE =5X="%5%!

*的表达"增加了氧化应激
反应诱导的线粒体功能障碍+过表达

,-.=

通过降低紧密连接蛋白
I((&QRL'

!

65=O"%5%V!TE !=5O="%5%!

*,

(&3QRL'!=

!

V5%O"%5%U!TE =5OO"%5%O

*和
S@!=

!

=56#"%5%6!TE %5U%"%5%=

*表达增加了细胞屏障 + %结论 &

&'()*+!,-.=

通过
/01234+

介导的胃黏膜屏障损伤促进胃癌的发病"促进肿瘤形成和发展+

主题词!胃癌#

&'()*+!,-.=

#

/01234+
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"

30I0FIELE 0GIFDL'E M+N
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M(&!! 3'R

(&D3TDR (3E03EDO cDGD ZD3EQGDR HK CDEFDG' H&IF

"
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胃癌是常见的恶性肿瘤之一!

<

年生存率低于

=%>

!对人类健康构成严重威胁"

;

#

$ 目前尚无针对胃

癌的有效治疗方法 "

!

#

!有必要进一步探索胃癌发生

和发展的机制!预防胃癌的发生$胃黏膜屏障由前上

皮层%黏液和碳酸氢盐&'紧密的上皮成分'后上皮层

%成纤维细胞和免疫细胞&'微循环%血流&和神经组

成!上皮细胞负责胃屏障的完整性和功能"

?

#

$ 由于感

染因子或炎症引起的胃黏膜屏障破坏会导致各种疾

病!包括胃炎甚至胃癌"

=

#

$

在细菌病原体中! 革兰氏阴性螺旋形细菌幽门

螺杆菌%

@A

&已被证明在胃炎和胃以及十二指肠溃

疡的发展中起着至关重要的作用"

<

#

$ 在
;%>B;<>

的

个体中!这种感染可导致严重的炎症!如消化性溃疡

病%

;%>

&!黏膜相关淋巴组织%

CDEF

&淋巴瘤%

%9$>

&

或胃腺癌%

$>B?>

&

"

G

#

$幽门螺杆菌诱导组织学胃炎!

与免疫细胞浸润胃黏膜有关$研究表明!幽门螺杆菌

感染是胃癌的重要病因 "

H

#

$ 长链非编码
I:D

%

,'*5

*'*!4'J0*5 I:D

!

,*4I:D

&已被证实为一类功能强大

的转录本!在人类疾病中起主要作用!包括癌症!研

究显示
,*4I:D K8F$

在体细胞恶性肿瘤中异常上

调!并且可促进胃癌的肿瘤生长 "

#

#

$ 本研究探讨

,*4I:D

通过
@AL.+5D

介导的胃黏膜屏障损伤促进

胃癌的发病机制$

;

材料与方法

!"!

细 胞

人胃癌上皮细胞系
DMN

购自中国科学院细胞

库$ 用含有
$%>

胎牛血清
OPQNR

和青霉素
S

链霉素的

I'2T1,, K+)U C1V')0+, W*2X0X(X1 OIKCWR ;G="

培养基

中培养!置于
?H "

!

<> .3

!

孵箱培养$ 细胞脱离用

"9!<>

胰蛋白酶
L"9"!>YZFD

处理!按
;#?

传代$将细

胞接种于
G

孔板中! 当汇合度达到
H%>$#%>

时!对

数生长期的细胞用于后续实验$

!"# $%!&'()

感染和质粒构建

将活性增殖细胞以
!9<%;%

< 的密度接种在
G

孔

板中$ 当细胞附着时! 更换不含抗生素的细胞培养

基$接种环用于从培养基中刮下活的幽门螺杆菌!悬

浮在磷酸盐缓冲盐水%

KQN

&中!调节细菌密度!并将

细菌溶液以
;#;%%

细菌与细胞的比例加入细胞培养

皿中继续培养$ 分为
.+5D

阳性幽门螺杆菌菌株

%

@A!.+5D

[

&和
.+5D

基因敲除突变体%

@A!!.+5D

S

&$

通过
K.I

从
DMN

细胞的
4Z:D

扩增全长
K8F;

序

列!后亚克隆到
A4Z:D?9;

%

[

&载体和表达慢速递量

中$

A4Z:D?9;S

反义
SK8F;

通过将反义
K8F;

序列

亚克隆到
A4Z:D?9;

%

S

& 载体中来构建$ 将推定的

K8F;

启动子进行
K.I

扩增并克隆到
AME?

%

S

&对照

载体的
NV+"L@0*J#

位点以生成
AME?!K8F; !?&\FI

载体$ 所有
K.I

产物均通过
Z:D

测序进行验证$ 分

为对照组%

@A!.+5D

[LS感染胃癌细胞
DMN

&和
K8F;

组

%过表达
@A!.+5D

[LS感染胃癌细胞
DMN

中的
K8F;

&$

!"*

细胞计数试剂盒
+&&,!-.

将
DMN

细胞接种到
]G

孔板中! 继续温育
;! /

后!将
ZCYC

培养基弃去!并用
@A!.+5D

感染及过

表达
K8F;

进一步孵育
!=

'

=#

'

H! /

! 加入
!"" $E

ZCYC

培养基孵育
!= /

后!

!" $E ..^!#

溶液!培

养
! /

后弃去培养基$ 用多功能酶标仪测量
=<% *V

处的吸光度$ 测定
DMN

细胞上
ZZK

的半数抑制浓

度
OW.<%R

$

!"/

流式细胞术

将细胞以
;%;%

G 的密度接种在
G

孔微孔板中!

预孵育过夜后! 在细菌刺激存在下或仅在培养基中

将细胞再培养
=# /

$ 荧光素异硫氰酸酯%

PWF.

&膜联

蛋白
%

细胞凋亡检测试剂盒%

Q14X'* Z04U0*2'*

&用于

凋亡和坏死细胞的分化$在刺激后通过温和的胰蛋白

合成收获细胞并用冷
KQN

洗涤$ 将细胞重悬于
; VE

的
;%

结合缓冲液中$将
;%% $E

转移到
< VE

流式细

胞术管中!

< $E

膜联蛋白
%!PWF.

和
< $E KW

%

N05V+

!

美国&加入至孔中!充分混合后!将细胞在室温下避

光孵育
;% V0*

$ 在流式细胞仪上测试细胞凋亡$

!"0 12)

提取!

342)

合成和
56&1

使用
C04)'Y,(X1 F'X+, I:D

试剂盒从细胞中提

取总
I:D

%

3V15+ Q0'!F1U

&$ 根据制造商的说明!使

用
FIW_',

试剂%美国
W*`0X)'51*

&从器官
L

组织中提取

I:D

$ 分光光度法验证
I:D

质量!

D!G%LD!#%

比值

在
;9#B!9%

之间$ 根据制造商的说明!从
! $5 Z:+21

处理的总
I:D

样品中用寡核苷酸 %

JF

& 引物和

K)0V1N4)0AX

FC 逆转录酶%

F+^+I+

&合成
4Z:D

$

4Z:D

稀释
;%

倍!用于
aK.I

$

使用
NbQI

预混料
Yc F+a

试剂盒 %中国大连

F+U+)+

&在定量实时聚合酶链反应检测系统%

QW3!

IDZ

&上使用制造商的建议进行荧光
aK.I

实验$

#=!
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免疫荧光

&'()*+,+-./(0

分布的变化通过使用以下一抗的

免疫荧光来确定!用
(123

"

45,67.85 4.675+9/6-6:,

#染

色细胞核$ 荧光偶联二抗染色胞质$ 使用具有
)%!

$;!<

油物镜的共聚焦显微镜收集共聚焦图像%

!"$

活性氧生成分析

以
=!0%

= 密度收获的细胞$将细胞重悬于
0 8>

稀

释的
(&?@"(1

"

$% !86>*>

& 中$ 并在
=A #

$

<B

&C

!

$下培养
!% 8./

$将细胞重悬于
<%% !>

磷酸盐

缓冲盐水'

24D

&中$进行流式细胞术"

4.6E+.5/+5E

&以

检测活性氧"

FCD

&增加的细胞比例%

!"%

线粒体膜电位测定和超微结构观察

流 式 细 胞 术 以 检 测 胞 中 的 线 粒 体 膜 电 位

"

GG2

&% 细胞以
$!$%

H 的密度重悬于
%;< 8>

培养基

和
%;< 8> I&"$

染色液"

45,67.85

&中$并在
=A $

$

<B

&C

!

下培养
!% 8./

$将细胞在
)%% :

$

)$

下离心
= 8./

$

并重悬于
$ 8> I&"$

染色溶液中$并在
)%% :

$

)$

下

离心
= 8./

%将细胞重悬于
)%% !>

的
I&"$

染色溶液

中$并进行流式细胞术"

4.6E+.5/+5E

&以检测
GG2

降低的细胞比例%

透射电子显微镜"

JKG

&以观察细胞中线粒体的

超微结构 % 将每组中
$%$%

A 个细胞在
) $

(

! 8>

!;<B

戊二醛中固定
=% 8./

$在
$B

渗透酸中固定
$ 9

)

脱水(浸泡和包埋后$获得超薄切片$并在黑暗中用

乙酸铀酰染色
!% 8./

$ 柠檬酸铅染色
$< 8./

* 在

JKG

'日立#下观察到线粒体的超微结构*

!"&

蛋白质印迹

使用放射免疫沉淀测定裂解缓冲液'

D6-LMN.6

#

从细胞中提取总蛋白$加入
0" !>

蛋白裂解缓冲液*

在冰上裂解
=" 8./

后$样品以
0! """ :

离心
!" 8./

*

收集上清液以获得外泌体蛋白*

#" !:

外泌体蛋白

电泳
! 9

后转移至膜上* 将膜用脱脂奶粉封闭
0 9

$

并与一抗过夜* 后将膜与二抗 '

0&! """

+

1N+L8

$美

国#一起孵育
0 9

*

K&>

'

1NE./

$中国上海#显色,暗室

曝光(显影后$通过凝胶成像系统获得蛋白质条带*

!"!'

统计学处理

采用
D2DD !0;"

统计软件分析数据$ 所有计量

资料以
!'E

表示$多组间差异行单因素方差分析*

2O

";"<

为差异有统计学意义*

!

结 果

("! )*+!

在
,-!./01

2感染
134

细胞中升高

P2&F

检测
2QJ0

在人胃癌细胞系
1RD

中的表

达$结果表明$与
@S""&L:1

T细胞相比'

$;U#'%;%<

#$

@S"&L:1

V细胞中
2QJ$

的表达升高 '

!;=)'%;%=

#+为

了进一步验证
2QJ$

在
1RD

细胞中的作用$过表达

2QJ$

$ 并通过
P2&F

检测了
2QJ$

的表达* 对照组

'

$;U='%;%<

# 的
2QJ$

明 显 低 于
2QJ$

组 '

!;=#'

%;%=

#$

&&'"#

结果显示$ 过表达
2QJ$

增加了
1RD

细胞的活力'

2O%;%<

#'

?.:WM5 $

#*

(5(

过表达
)*+!

调节
,-!./01

2感染
134

细胞中

.678

和
9:9;<=6!

的表达

在胃癌细胞中
2QJ$

上调后检测到细胞周期依

赖性基因
&(')

和
+,+-./($

的变化$结果表明$与对

照组相比$

2QJ$

组
&(')

'

$;!!'%;%!!XE $;H<'%;%=

#

和
+,+-./($

'

$;$H'%;%<!XE $;<='%;%$

#升高'

2O%;%<

#*

免疫荧光
2QJ$

的过表达增加了
&(')

和
+,+-./($

在细胞核中的分布$并观察到共定位* 免疫荧光还检

测到过表达
2QJ$

对
@S"&L:1

V感染细胞中增加了

><0?@A ! )*+! <B A;AC/DAE <= ,-!./01

2

<=FA9DAE 134 9A;;B

!!Y675E

!

1

!

795 5ZSM5EE.6/ 6[ 2QJ$ ./ @S"&L:1

V

./[5+75\ 1RD +5--E ]LE \575+75\ N, P2&F

+

4

!

&&'# \575+7E 795 X.LN.-.7, 6[ @S"&L:1

V

./[5+75\ 1RD +5--E 6X5M5ZSM5EE./: 2QJ$

+

&

!

795 5ZSM5EE.6/ 6[ 6X5M5ZSM5EE5\ 2QJ$ ./ @S"&L:1

V

./[5+75\ 1RD +5--E ]LE \575+75\ N,

P2&F

+

^

!

2O%;%<

1 4 &

@S"&L:1

V

@S"&L:1

T

!;<

!;%

$;<

$;%

%;<

%

2
Q
J
$
8
F
Y
1

2QJ$&6/7M6-

!;%

$;<

$;%

%;<

%

&
5
-
-
L
+
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.
X
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.<=>

和
464,0*<$

在细胞核中的分布!并观察到共定

位" 这可能是
?8@$

调节细胞周期的机制#

A05()1 !

$%

!"#

过表达
$%&'

调节
()!*+,-

.感染
-/0

细胞中

氧化应激和细胞凋亡

过表达
?8@$

降低
BC!.+5D

E感染
DFG

细胞的

活力并增加了
H3G

的产生 &

!9!%"%9$I! J2 >9K%"

%9$L

$% 流式细胞术显示与对照组&

!L9M>"%9N

$相比!

BC!.+5D

E感染
DFG

中诱导的细胞凋亡被
?8@;

抑

制&

;"9IK""9>K

$% 蛋白质印迹测定表明!与对照组比

较!

?8@;

组降低了
O4,!!

&

;9KK""9"L!J2 ;9!>""9"!

$的

表达!且裂解的半胱天冬酶
L

&

4+2C+21L

$&

;9"L""9"K!

J2 ;9I;""9"!

$和
ODP

&

;9"M""9"K!J2 ;9>"""9"L

$的活

化增加&

A05()1 L

$%

!12

过表达
$%&'

调节
()!*+,-

.感染
-/0

细胞中

线粒体功能障碍

蛋白印迹检测线粒体裂变相关蛋白
<H?;

和

QA:!

!蛋白质印迹测定显示过表达
?8@;

调节
BC!

.+5D

E感染
DFG

细胞中降低了
<H?;

&

;9>;""9"!!J2

;9;K""9">

$及其磷酸化&

;9K#""9"L!J2 ;9;L""9"M

$和

QA:!

&

;9;K""9"K!J2 "9MN""9"L

$的表达% 此外!过表

达
?8@;

破坏了
DFG

细胞中的线粒体结构!如线粒

体肿胀和脊部畸形所示! 过表达
?8@;

处理增加了

被破坏的线粒体结构
RA05()1 >S

%

!34

过表达
$%&5

调节
()!*+,-

.感染
-/0

细胞中

细胞屏障

蛋白质印迹用于检测紧密连接蛋白的表达&

'4!

4,(T0*

'

4,+(T0*!;

和
U3!;

$! 结果表明! 与对照组比

较 ! 过表达
?8@;

降低了
'44,(T0*

&

>9;L"%9%M!J2

;9L;"%9%!

$'

4,+(T0*!;

&

M9%L"%9%K!J2 ;9LL"%9%L

$和

U3!;

&

;9>#"%9%> J2 %9K%"%9%;

$的表达&

A05()1 M

$"

L

讨 论

胃癌的发生' 发展和侵袭是一个复杂而持续的

过程!大多数幽门螺杆菌感染者无症状!慢性胃炎和

其他疾病仅见于
;%V

的感染者(

N

)

% 幽门螺杆菌在胃

67,89: ! ;<:9:=)9:>>7?@ ?A $%&' 9:,8B+C:> CD: :=)9:>>7?@

?A *EF2 +@G HIHB7@E5 7@ ()!*+,-

.

7@A:HC:G -/0 H:BB>

!! :'W12

*

D X<

*

Y12W1)* Z,'W +*T 0[[(*'-,(')1241*41 'Z21)J+W0'*

W/+W 'J1)1\C)1220'* '- ?8@; )15(,+W12 W/1 1\C)1220'* '- .<=> +*T

464,0*<; 0* BC!.+5D

E

0*-14W1T DFG 41,,2

+

]^?_%9%M

!

4'[C+)1T `0W/
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<
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.
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<
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.64,0*<;

FD?<B

D O
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!!:'W12

*

DXO

*

+C'CW'202 T1W14W1T Z6 -,'` 46W'[1W)6

+

.

*

T1W14W0'* '-

H3G ,1J1,2

+

<XF

*

Y12W1)* Z,'W T1W14W0'* '- +C'CW'W04 C)'W10*2 ODP

!

O4,!! +*T 4+2C+21L

+

]

*

?_%9%M

!

4'[C+)1T `0W/ W/1 4'*W)', 5)'(C
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.
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$?;

$?%

%?;

%

3
4
!
$
>
/
0
&
1
2

@

<

!

%

)
.
5
6
7
8
+
!
$
>
/
0
&
1
2

组织中会促进过度炎症! 从而对胃黏膜产生有害

影响!但组织破坏的确切机制尚不清楚" 幽门螺杆

菌产生许多导致细胞损伤的毒力因子! 其促进这

些病原体在胃黏膜表面的存活和宿主免疫反应的

逃避#

$%

$

"在本研究中!通过人胃上皮
0/A

细胞作为

体外模型来评估
.+:BC0!&'($

通过
2D>)5E0

介

导的胃黏膜屏障损伤促进胃癌的发病机制"

相关研究表明
.+:BC0

可能在人类胃癌的致

癌和侵袭性中发挥重要作用#

$$

$

"

.+:BC0 2$F

在幽

门螺杆菌感染胃癌患者的肿瘤组织中显著上调!

.+:BC0 29F

的过表达与所有炎症指数相关!并促

进幽门螺杆菌感染的胃癌细胞的增殖% 迁移和侵

袭#

9!

$

" 研究显示在幽门螺杆菌感染的正常胃上皮

细胞
/GA!9

中!

&'(9

明显上调!

&'(9

可以调节幽

门螺杆菌感染胃上皮细胞系炎症反应! 并抑制了

细胞的迁移!表明
&'(9

可作为促炎因子!调节幽

门螺杆菌感染引起的胃癌#

9=

$

"研究发现
&'(9

通过

与
H4IJ9

相互作用来促进胃癌进展"

&'(9

可能

是胃癌的有价值的预后预测因子!

&'(9!H4IJ9

的正反馈回路可能是药物策略中的治疗靶点#

#

$

"在

本研究中! 发现
2D!)5E0

K感染
0/A

细胞中
&'($

表达升高& 过表达
&'($

促进
2D!)5E0

K感染
0/A

细胞的增殖!降低其凋亡&过表达
&'($

还影响细

胞周期! 影响细胞周期依赖性复合物
)1L<>:M!

:.8+1$

的表达! 表明
&'($

可能是
2D!)5E0

K感染

0/A

细胞调节细胞周期的靶标"

氧化应激是指当身体暴露于各种有害刺激

时! 由于
B4A

等高活性分子的过度产生以及体内

氧化和抗氧化失衡引起的细胞和组织的生理和病

理反应"

B4A

主要由线粒体产生!

B4A

的过量产生

通过改变线粒体膜的通透性诱导线粒体膜电位的

降低!导致一系列与半胱天冬酶相关的级联反应!

从而促进线粒体细胞凋亡" 线粒体是具有双膜结

构的重要细胞器!是
0(&

产生的最重要部位!在细

胞氧化应激% 钙稳态和细胞凋亡的调节中起重要

作用 #

$<

$

!其形态变化受线粒体融合和裂变的调控!

其动力学干扰可导致
B4A

产生过多和凋亡#

$;

$

" 线

粒体损伤后会产生更多的
B4A

! 从而加速细胞凋

亡" 线粒体通透性过渡孔 '

N8,*:O*+7-85. DP-NP!

5Q8.8,M ,-5+R8,8*+ D*-P

!

J&(&

(结构和功能与线粒体

生物学功能密切相关!

J&(&

的打开和关闭处于平

!! C*,PR

)

0 S1

)

TPR,P-+ Q.*, 7P,P:,8*+ *U N8,*:O*+7-85. U8RR8*+!-P.5,P7

D-*,P8+R 1B&9 5+7 JHC!

&

G

)

-PD-PRP+,5,8VP 6.,-5R,-6:,6-P *U N8,*:O*+!
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&

W

)

&X"?";

!

:*ND5-P7 Y8,O ,OP :*+,-*. E-*6D

!!C*,PR

)

0S1

)

TPR,P-+ Q.*, 7P,P:,8*+ *U :.5678+ PZD-PRR8*+

&

W

)

& X"?";

!

:*ND5-P7 Y8,O ,OP :*+,-*. E-*6D
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衡状态!有助于细胞内钙离子平衡"

;<

#

$氧化应激加速

=>?>

的开放!导致蛋白质大分子聚集!从而导致基

质渗透膨胀和线粒体功能障碍"

$@

#

$ 研究表明氧化应

激增强了
=>?>

的开放及对
A4,!!

家族蛋白的调节

作用"

$#

#

$

=>?>

的可持续开放导致
==>

的减少和细

胞色素
.

释放到细胞质基质中! 从而促进细胞内凋

亡相关蛋白%如
4+2B+21C

&蛋白水解裂解!从而诱导细

胞凋亡"

$D

#

$除上述情况外!线粒体生理功能的完整性

也由线粒体的形态变化决定! 线粒体主要由线粒体

裂变和融合基因调节$有证据表明!氧化应激通过调

节线粒体裂变相关蛋白
EF>;

和
=G:!

%线粒体融

合相关蛋白&参与改变线粒体裂变和融合的平衡!进

而诱导能量代谢紊乱介导的线粒体细胞凋亡"

!"

#

$ 本

研究表明!与对照组相比!过表达
>8?;

增加了
F3H

生成和线粒体膜电位升高细胞的比例! 增加了线粒

体脊的肿胀畸形 ! 降低了了
EF>;

的磷酸化和

=G:!

和
AIJ

的表达! 升高了
A4,!!

和裂解的
4+2!

B+21C

的表达!过表达
>8?;

增加了氧化应激反应诱

导的线粒体功能障碍$ 此外! 本研究发现过表达

>8?;

通过降低紧密连接蛋白
'44,(K0*

'

4,+(K0*!;

和

L3!;

来增加了细胞屏障$

本研究显示
>8?;

在
MB!.+5I

N感染
IOH

细胞

表达升高$ 过表达
>8?;

增加了
MB!.+5I

N感染
IOH

细胞的氧化应激损伤!如增殖增加'

F3H

生成'细胞凋

亡减少'炎症以及线粒体功能和黏膜屏障的增加$ 因

此!

,*4F:I!>8?;

通过
MBP.+5I

介导的胃黏膜屏障

损伤促进胃癌的发病!促进肿瘤形成和发展$
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