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幽门螺杆菌 !"#$%& 基因对 !"#$%&’ 小鼠致病性研究
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（福建医科大学病原生物学系，福建省高校感染与肿瘤重点实验室，福州 J2%%%!）

摘要：检 测 ./0123 对 幽 门 螺 杆 菌（ 45*&"()$"#5’ 06*(’&，O6）所 致 动 物 胃 上 皮 细 胞 病 变 和 基 因 表 达 的 影 响。

【方法】将 ,A 只无特定病原体的（*6H@>P>HQE6;+58)H:* P9HH，.RB）0 S 龄 12ATU30 小鼠随机分成 J 组，分别以 V""、

"V""E"!A（缺失 ./0123 基因）和 RT. 灌胃，菌量为 $%" 1BD3?U，%、,、! Q 各一次，! S 后宰杀所有小鼠，无菌操

作取胃组织，分别作快速尿素酶试验，O6 培养，组织病理学检查；免疫组化检测 K.KEJ’、/WFX$、C’GR 基因

表达；半定量 FGER1F 检测 ./0123 基因对小鼠 K.KEJ’、/’WX$、C’GR 等基因转录的影响。【结果】V"" 组和

"V""E"!A 组快速尿素酶试验和 O6 培养的阳性率均为 $%%Y，RT. 对照组快速尿素酶试验和 O6 培养阴性。

组织病理学检查，RT. 对照组小鼠胃黏膜 $%%Y正常，V"" 组小鼠胃黏膜 JJ ZJY（J3"）轻度糜烂，00 ZAY（03"）重

度糜烂。"V""E"!A 组小鼠胃黏膜 ,, Z,Y（,3"）正常，AA Z#Y（A3"）轻度糜烂，没有重度糜烂。V"" 组小鼠胃黏

膜的损伤比"V""E"!A 组重。免疫组化检测结果，V"" 组比"V""E"!A 组 K.KEJ’、/WFX$、C’GR 表达显著降低

（7 [ % Z%2）。 半 定 量 FGER1F 检 测 结 果，V"" 组 比"V""E"!A 组 K.KEJ’、/WFX$、C’GR 表 达 显 著 降 低（ 7 [
% Z%2）。【结论】VOR"!A 基因存在可使 O6 感染所致的胃黏膜损伤程度加重。在体内 ./0123 基因可能通过下

调 /WFX$、C’GR 等肿瘤抑制基因的表达，这可能与胃癌的发生有关。
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幽门螺杆菌（ 45*&"()$"#5’ 06*(’&，O6）的可塑区基

因约占基因组的 JY \ !Y，V""（分离自溃疡患者）可

塑区 基 因 有 !2 ]^，,00"2（分 离 自 胃 炎 患 者 ）有 0#
]^，其 X I 1 含量低［$ & J］，且具有 菌 株 特 异 性。由 于

V"" 来源于 严 重 消 化 性 疾 病 的 患 者，研 究 人 员 推 测

与胃癌发生有关的基因位于该菌可塑区。V"" 的可

塑区含 J# 个 _FB，即 ./018291:8［! & A］，其中 ./0123 经

流行病学调查显示与胃溃疡和胃癌的发生有关。目

前对 ./0123 基因了解仅限于流行病学调查，其引起

上述改变和相关性的机理仍不明。鉴于此，本试验

通过动物实验，了解 ./0123 全基因剔 除 的 O6 菌 株

"V""E"!A 在小鼠胃中是否定殖；是否引起小鼠胃黏

膜的炎症反应。通过小鼠胃组织免疫组化实验和半

定量 FGER1F，验证本实验室在基因芯片检测中发现

./0123 基 因 引 起 的 细 胞 基 因 表 达 下 调 的 K.KEJ’、

/WFX$、C’GR 在 体 内 的 表 达 情 况，以 进 一 步 探 索

./0123 基因的功能。

( 材料和方法

( )( 材料

( )( )( 菌株：O6V"" 购自中国疾病预防控制中心传

染病 研 究 所，./0123 全 基 因 剔 除 的 O6 菌 株"V""E
"!A 由本实验室构建。

( )( )* 实 验 动 物：12ATU30 小 鼠 ,A 只，0 周 龄，雌

性，体重 $# ‘ ,)，购 自 中 国 科 学 院 上 海 实 验 动 物 中

心，实验动物质量合格证号为 %%J$%$2。按随机分组



原则，将 小 鼠 分 为：! !"# 阴 性 照 组；" $%% 组；#
!$%%&%’( 组，每 组 % 只，由 福 建 省 医 学 科 学 研 究 所

动物实 验 室 #)! 级 小 鼠 饲 养 室 饲 养，许 可 证 号 为

#*+,（沪）-..(&.../。

! "! "# 主要试剂：山羊抗小鼠 0#0&12 多克隆抗体，

山羊抗小鼠 324! 多克隆抗体，山羊抗小鼠 56789
多克隆抗体，):4* 标记的驴抗山羊 :;8 二抗，均购自

美国 #<=>< *?@A 公 司；4?BACD 试 剂，美 国 :=EB>?C;F= 公

司；#>?<><#G?BH> 反转录酶和 #>?<><#G?BH>$逆转录试剂

盒，#>?<><;F= 公司；4<I 652 聚 合 酶，上 海 中 科 开 瑞

生物有限公司。

! "$ !%&&’&() 菌株感染 *+),-./ 小鼠

$%% 与!$%%&%’( 在 固 体 培 养 基 上 培 养 - J 1 K，

传代后用布氏肉汤洗下，吸到一无菌管中，调整细菌

浓度 至 9.% *)LMNO。所 有 小 鼠 灌 胃 前 禁 食 9- P，禁

水’ P。每 只 小 鼠 先 用 灌 胃 针 灌 饲 1Q 的 碳 酸 氢 钠

9..%O以中和胃酸，1. NB= 后菌液灌胃：!!"# 对照

组 灌 饲 !"#. R/ NO；" $%% 组 灌 饲 $%% 菌 悬 液

. R/ NO；# !$%%&%’( 组 灌 饲 !$%%&%’( 菌 悬 液

. R/ NO，- P后恢复供水和饲料。每隔 - K 一次，连续

1 次。

! "# 小鼠处死取胃组织

于末次灌胃后 ’ S，小鼠禁食 9 K，摘 眼 球 放 血

处死动物，用 (/Q的酒精浸泡小鼠体表 / NB= 以上。

在超净工作台内无菌操作迅速取出胃，留取标本进

行下一步实验。将胃沿大弯纵行切为 ’ 部分，一份

做快速尿素酶试验；一份细菌 TH 培养；一份置 9.Q
福尔马林固定供组织病理学检查；一份置液氮速冻，

于 U V.W冰箱保存，供免疫组化；一 份 置 液 氮 速 冻，

于 U V.W冰箱保存，供半定量 74&!*7。

! "( 胃组织细菌学检测

! "( "! 快速尿素酶试验：往含尿素酶底物的反应孔

中滴加 - 滴酶促反应液，将小块胃组织放入孔中，观

察颜色变化，9/ NB= 内变浅红色至紫红色定为阳性。

! "( "$ 细菌培养：取小鼠胃黏膜研磨后，涂布于布

氏平 板（含 /Q 羊 血），1(W 微 氧 环 境（/Q X- ，9.Q

*X- ，V/Q5- ）培养 1 J / K。经涂片染色、尿素酶试验

和 9Y# ?752 !*7 鉴定。

! "+ 组织病理学检查

标本 经 9.Q 福 尔 马 林 常 规 固 定 后 的 梯 度 乙 醇

脱水，石蜡包埋，连续垂直切片（/%N），脱蜡复水后

苏木 精&伊 红 染 色（TFN<>B=F ZFC[B= [><B=，T0 [><B=）

1. NB=，水洗，9..Q 乙 醇 脱 水，二 甲 苯 透 明，风 干 后

封片。光镜下镜检评价胃组织的炎症程度。

! "/ 免疫组化检测

检测在小鼠胃中引起的 0#0&12、56789、324!
基因表达有无差异。

冰冻切片，’W冷丙酮固定 -. NB=，风干固定，免

疫荧 光 组 织 化 学 染 色，滴 加 封 闭 血 清，室 温 孵 育

1. NB=，倾去，勿洗。分别滴加一抗（0#0&12、56789、

324! 多克隆抗体，9 \-.. 稀释），’W孵育过夜，阴性对

照用 !"# 代替一抗，.R9 NCDMO !"# 冲洗，/ NB= 1 次。

滴加二抗（9 \ -.. 稀释），室温孵育1. NB=（避光操作）。

.R9 NCDMO !"# 冲洗，/ NB= 1 次。缓冲甘油封片剂封

片。镜检：OFBG< 63O" 荧光显微镜观察，OFBG< 3!# Y.
照相系统镜检照相。灰度值及阳性面积测定：于南京

捷达 $6V.9 图象分析系统，分别观察 8)2! 的免疫荧

光染色切片，测定灰度值及阳性面积。

! ") 半定量 01’2*0 检测

检测在小鼠胃中引起的 0#0&12、56789、324!
基因表达有无差异。

根据 8F="<=] 所提供的序列，设计并合成 0#0&
12、56789、324! 基 因 引 物（以 82!6T 为 内 参，表

9）。提取小鼠胃组织总 752 以 #>?<>< #G?BH> 反转录

酶逆 转 录 为 G652，再 !*7 扩 增 各 基 因 片 段。以 各

基因的最佳 !*7 反应条件及线性反应循环数扩增，

每个反应重复 / 次，!*7 产物以 9R-Q琼脂糖凝胶电

泳，#^=;F=F 凝胶成像系统（8050 公司）成像，#^=;F=F
8F=F>CCD[（8050 公司）软件分析各基因特异条带灰度

值，取各基因与 82!6T !*7 产物灰度值的相对比值。

表 ! 01’2*0 引物

4<_DF 9 !?BNF?[ @[FK ZC? 74&!*7
8F=F !?BNF?[（/‘"1‘） !?CK@G>[M_H
0#0&12 ) *44484884828884424 ’-/
0#0&12 7 *44288*2*484*44*48
342! ) 824484488228828*24 ’9(
342! 7 2242888222848282*282
56789) 84*4888248284*444288 ’./
567897 44*22884428**2*28422
82!6T) 48*2**2**22*48*4428* -9V
82!6T7 28*4*28882482**448**

! "3 统计学分析

所有检验均采用 #!## ZC? aB=KCa[ 91R. 软件包进

行。! b .R./ 和 ! b .R.9 提示差异显著和极显著。

$ 结果

$ "! *+),-./ 小鼠 45 灌胃后胃组织的细菌学检查

$%% 组快速 尿 素 酶 试 验 和 TH 培 养 的 阳 性 率 均

为 9..Q。!$%%&%’( 组快速尿素酶试验和 TH 培 养

的阳性率均为 9..Q，TH 在胃组织的定殖密度均在

.999 8FIB= #@= F> <D c M "#$% &’#()*’)+),’#% -’.’#%（-..%）’%（V）



!"# $%&’( 以上。)*+ 对照组无 ,- 感染，快速尿素酶

试验和 ,- 培养的阴性（表 .）。表明!/001023 仍可

定殖于胃黏膜。!/001023 组和 /00 组相比，,- 在小

鼠胃组织的定殖密度无明显差异（ ! 4 " 5"6）。

表 ! "#$%&’( 小鼠胃黏膜的细菌学检查结果

789:; . *8<=;>?@:@(?<8: 8A8:BC?C @D (8C=>?< EF<@C8 ?A

$63*G’# E?<; <H8::;A(;I J?=H)*+，/00 8AI !/001023 >;C-;<=?K;:B

L>@F-
（A M !"）

*8<=;>?8: $F:=F>; )@C?=?K; &>;8C; )@C?=?K;

N !"# $%&’( O8=;’P AFE9;> O8=;’P
)*+ " " " "
/00 0（2 5." Q "5R6） !"" 0 !""

!/001023 0（2 5!3 Q "5R.） !"" 0 !""
S8<H (>@F- A?A; E?<; J;>; <H8::;A(;I J?=H /00，!/001023 8AI )*+ >;C-;<=?K;:B，
8= 8 I@C; @D !"0 $%&T UD=;> 2 J;;VC E?<; J;>; C8<>?D?<;I 8AI =H; C=@E8<H J;>;
<F= ?A=@ =J@ -8>=C =@ -;>D@>E >8-?I F>;8C; =;C= 8AI 98<=;>?8 <F:=F>; T

! )! "#$%&’( 小 鼠 *+ 灌 胃 后 胃 粘 膜 的 组 织 病 理

学检查

,- 攻击 2 W 后 取 $63*G’# 小 鼠 胃 组 织 进 行 组

织学检查，不同组别小鼠胃黏膜幽门部呈正常、轻度

糜烂（黏 膜 缺 损"!’X）或 重 度 糜 烂（黏 膜 缺 损 4 !’
X），轻度糜烂和重度糜烂的黏膜固有层均有淋巴细

胞浸润。

)*+ 阴性 对 照 组，小 鼠 胃 黏 膜 !""P 正 常。 /00
组小鼠 X 只胃黏膜轻度糜烂（XX 5XP），# 只重度糜烂

（## 53P）。!/001023 组 小 鼠 . 只 胃 黏 膜 正 常

（.. 5.P），3 只 呈 轻 度 糜 烂（33 5RP），无 重 度 糜 烂。

提示 /00 组小鼠胃黏膜的损伤比!/001023 组重（见

图 !）。

图 , -%. 组（/）、!011213$ 组（%）、011 组（"）小鼠胃粘膜的组织病理学检查 *4 染色（ 5 !66）箭号示小鼠胃粘膜正常（-%.
组）、轻度糜烂（!011213$ 组）、重度糜烂（011 组）

%?( T ! ,S C=8?A D@> (8C=>?< EF<@C8 @D )*+（U），!/001023（*）8AI /00（$）L>@F- E?<;（ N .""）T

! )7 "#$%&’( 小 鼠 *+ 灌 胃 后 小 鼠 胃 组 织 免 疫 组

化检测结果

荧光显微镜下观察和拍照，于图象分析系统，分

别观 察 S+S1XU、YZOL!、[U7) 的 免 疫 荧 光 染 色 切

片，测定灰 度 值 及 阳 性 面 积，以 +)++!X 5" 统 计 分 析

软件分别分析灰度值及阳性面积，两样本进行 " 检

验分析，结果显示：

! )7 ), )*+ 阴性对照组、/00 组、!/001023 组均表达

S+S1XU、YZOL!、[U7)，检出率为 !""P（图 .）。

! )7 )! /00 组 和!/001023 组 比 )*+ 阴 性 对 照 组

S+S1XU、YZOL!、[U7) 蛋 白 表 达 均 显 著 增 高（ ! \
" 5"6）（表 X）。

! )7 )7 /00 组比!/001023 组 S+S1XU、YZOL!、[U7)
蛋白表达显著降低（ ! \ " 5"6）（表 X）。

! )3 "#$%&’( 小 鼠 *+ 灌 胃 后 小 鼠 胃 组 织 半 定 量

892-"8 检测结果

/00 组比!/001023 组 S+S1XU、YZOL!、[U7) 基

因表达显著降低（ ! \ " 5""!）。（见图 X，表 2）

7 讨论

,- 是引起慢性胃炎和消化性溃疡的病原，与胃

癌及黏膜相关淋巴组织淋巴瘤的发生密切相关。这

些病变的 发 生 与 ,- 毒 力 基 因 有 关。,- 的 可 塑 区

中 /,)023 被认为是目前新发现的 ,- 致病标志，经

流行病学调查发现其与临床上的胃溃疡、胃癌有关，

但机 制 不 明。 本 文 通 过 ,- #$%&’( 基 因 对 $63*G’#
小鼠致病性的研究，对 #$%&’( 基因功能进行初步探

讨。国内外学者对 ,- 感染动物模型进行了大量的

研究，最初成功建立了雪貂、悉生乳猪及猴等动物的

,) 感染模型，但此类模型价格昂贵、操作繁琐、各种

处 理 因 素 不 容 易 控 制，不 适 合 大 规 模 的 研 究［R］。

!003 年 G;; 等将新鲜分离的临床 ,) 菌株长期感染

小鼠，逐步筛选出适应小鼠胃环境的驯化株，命名为

++!，其可以持续定殖于多种遗传背景小 鼠，小 鼠 胃

黏膜 ,) 感染量高、感染可持续数月，为进一步的研

究提 供 了 机 会［0］。 但 是 许 多 重 复 实 验 中 发 现，,)
++! 虽可成功建立 ,) 感染动物模型，但感染率及感

染维持时间存在差异［!"］。李岩等应用不同的 ,) 菌

!!!!孙各琴等：幽门螺杆菌 #$%&’( 基因对 $63*G’# 小鼠致病性研究 T ’微生物学报（.""0）20（R）
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株感染不同遗传背景小鼠，观察 !" 的感染状况及

病理特征。证 实 #$%&’() 小 鼠 接 种 !" **+ 可 获 得

较好的 !" 感 染 模 型［++］，相 对 于 &,’&(# 等 其 他 小

鼠，#$%&’() 小鼠能在较长时间内定殖，且定殖量较

高，炎症病理 改 变 较 重。所 以 本 文 选 择 #$%&’() 小

鼠为 !" 感染的动物模型。

图 ! "#$ 组、%&& 组、!%&&’&() 组 *$*’+,、-,."、/0123 免疫荧光染色，45.6 标记驴抗羊 572 显绿光
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小 鼠 !" 灌 胃 后 胃 组 织 的 细 菌 学 检 查 结 果 显

示：#$$ 组和!#$$%$&’ 组快速尿素酶试验和 !" 培养

的阳性率均为 ())*，!#$$%$&’ 组和 #$$ 组相比，!"
在小鼠胃组织的定殖密度无明显差异。+,- 对照组

快速尿素酶试验和 !" 培养阴性。说明 #$$ 野 生 株

与!#$$%$&’ 突变株均可在小鼠胃中定殖，#!+$&’ 基

因对细 菌 的 定 殖 能 力 无 明 显 影 响。 组 织 病 理 学 检

查，+,- 对照组小鼠胃黏膜 ())*正常，#$$ 组小鼠胃

黏膜 .. /.* 轻 度 糜 烂，00 /’* 重 度 糜 烂。!#$$%$&’
组小鼠胃黏膜 11 /1*正常，’’ /2*轻度糜烂，无重度

糜烂。#$$ 组 小 鼠 胃 黏 膜 的 损 伤 比!#$$%$&’ 组 重。

这表明 !"#$%& 基 因 的 存 在 与 否 可 影 响 胃 黏 膜 的 损

伤程度。其原因还有待进一步研究，分析可能与以

下因素有关：!"#$%& 基因毒力强，正如本实验室已做

的芯片结果显示的那样，!"#$%& 基 因 从 影 响 细 胞 周

期、信号转导、转录因子、催化活性等相关基因，干扰

细胞周期，参与酶活性调节，干扰细胞基因正常的转

录调控，信号转导，改变细胞的有关的酶活性，干扰

细胞正常的物质代谢而引起细胞代谢紊乱等途径引

起胃部病变，加重胃黏膜的损伤程度。

免疫组化检 测 结 果，#$$ 组 比!#$$%$&’ 组 3-3%
.4、5678(、94:+ 表达显著降低（ ’ ; ) /)<）；半定量

7:%+=7 检 测 结 果，#$$ 组 比!#$$%$&’ 组 3-3%.4、

5678(、94:+ 表达显著降低（ ’ ; ) /)<）。免疫组化

与半 定 量 7:%+=7 检 测 结 果 一 致，也 与 本 实 验 室 已

做的芯片结果一致，更进一步验证了芯片结果。

5%>?@ 下调基因 (（5678(）5678( 是 5%>?@ 下

调基因家族 中 的 一 个 成 员，归 属 于!A"水 解 酶 超 家

族，编码胞浆蛋白，该蛋白参与应急反应，激素反应，

细胞生 长 和 分 化。5678( 被 认 为 是 肿 瘤 转 移 抑 制

基因。在 许 多 癌 症 中，5678( 起 着 抑 制 肿 瘤 的 作

用。在乳腺癌，前列腺癌，结肠癌中，5678( 表达均

下调。而且，5678( 表达与肿瘤转移成负相关。体

内体外的实验 5678( 高表达的肿瘤细 胞 转 移 能 力

显著的降低。这些细胞的侵袭能力也降低。在食道

鳞状上皮细胞癌中，5678( 低表达与进行性肿瘤和

预后不良相关。5678( 低表达的患者与 5678( 高

表达的患者相比，手术后存活率更低。尽管 5678(
的功能还不清楚，但以前的研究表明 5678( 显著地

减慢肿瘤生长和起着肿瘤转移抑制作用［(1］。

9:4+ 编 码 在 聚 胺 代 谢 中 起 主 要 作 用 的 一 种

酶。该酶在腺嘌呤和甲硫氨酸补救合成途径中起重

要作用。-BCDE 4F 等将 9:4+ 基因插入人乳腺癌细

胞系，观察 9:4+ 基因在 这 些 细 胞 致 瘤 的 性 质 方 面

的影响。发现细胞在标准的组织培养条件下，9:4+
的表达并不影响细胞的增长率，但是严重抑制细胞

在软琼脂或胶原上形成克隆的能力。而且，将这些

细胞植入 -=G6 小鼠后，抑制肿瘤形成。9:4+ 可作

为肿瘤抑制基因，其肿瘤抑制作用与它的聚胺调节

平衡作用有关［(.］。9:4+ 表达导致细胞内的聚胺水

平显著的下降，改变了腐胺与总聚胺的比率［(&］。

3-3%.4 基因编码 的 蛋 白 质 归 属 于 3:- 转 录 因

子亚科，以上皮细胞表达为特点。3-3%.4 编码的蛋

白质可作为转录抑制因子参与上皮细胞的分化。主

要起着与 654，核酸结合的作用。

以上研究表明 !"#$%& 基因可通过下调 5678(、

94:+ 等肿瘤抑制基因和 3-3%.4 转录因子的表达，

引起动物胃部病变，促进肿瘤发生发展等，参与致癌

过程导致胃癌。

总之，!"#$%& 对 !" 所 致 胃 上 皮 细 胞 病 变 和 基

因表达确实产生了明显的影响。
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