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摘　要:【目的】探讨幽门螺杆菌及其空泡毒素基因(vacA)亚型 、细胞毒素相关基因(cagA)与胃上皮 HLA-DR抗原表达

间的关系。【方法】①自 39 例幽门螺杆菌阳性患者中分离培养出 39 株幽门螺杆菌菌株 , 采用 PCR 方法鉴定 39 株菌株的 ca-

gA 及 vacA 亚型;②采用 HLA-DR小鼠抗人单克隆抗体 ,对上述已行 cagA 及 vacA 亚型鉴定的幽门螺杆菌阳性患者及 22例阴

性患者的胃窦活检标本行免疫组化染色。【结果】①幽门螺杆菌阳性患者胃上皮 HLA-DR表达较阴性患者更显著;②幽门螺

杆菌定植密度与胃上皮 HLA-DR抗原表达程度间存在正相关;③感染 cagA+菌株患者较感染 cagA -株者胃上皮 HLA-DR抗

原表达更明显;④本研究中 vacA s1a/ m2 亚型占 90%,故未对不同 vacA 亚型与胃上皮 HLA-DR表达间的关系进行统计分析。

【结论】①幽门螺杆菌感染可诱导胃上皮 HLA-DR抗原异常表达;②cagA+菌株可能通过胃上皮 HLA-Ⅱ类分子介导而与宿主

发生更为密切的相互作用 ,从而较 cagA-菌株引起更为显著的胃上皮损伤。
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The Relationship Between Helicobacter Pylori , Its vacA Gene Subtypes , cagA Gene and HLA-DR Antigen Ex-

pression in Gastric Epithelia　HE Yao , HU Pin-jin , HE Xing-x iang , ZENG Zhi-rong , CHEN Wei , PENG Xiao-zhong.
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Abstract:【Objective】To investigate the relationship between Helicobacter py lori(H.pylori), its vacA subtypes , cagA and

HLA-DR antigen expression in gastric epithelia.【Methods】①Isola ting 39 H.py lori strains from 39 H.pylori-po sitive patients , and

identifying the cagA and vacA subtypes using PCR me thod.②39 and 22 pathologic samples biopsied from H.pylori positive patients

w ho se H .py lori gene types had already been identified and H .py lori nega tive pa tients respectively were sectioned , then processed by

immuno-histo-chemistry stain using monoclonal antibody aim fo r HLA-DR antigen.Analy ze the link between H.py lori infection , its

v acA subtypes , cagA and the degree of H LA-DR antigen expression in gastric antral epithelia.【Results】①There w as significantly

mo re ex tensive HLA-DR antigen expression in gastric epithelia in H.pylori positive patients than that existed in H.py lori negative

patients.② There was positive cor rela tion betw een the deg ree o f HLA-DR antigen expression in gastric epithelia and the deg ree of

bacterial density.③ There was significantly more ex tensive H LA-DR antigen expression in gastric epithelia in cagA + patients than

that existed in cagA- patients.④ In this study , vacA s1a/ m2 subtype is predominant(90%), then the relationship between vacA

subtypes and HLA-DR antig en expression in gastric epithelia w as not analyzed.【Conclusions】Mediated by HLA-Ⅱ molecules ex-

pressed in gastric epithelia , cagA
+

strains might have closer interaction w ith hosts , and induce more severe injury of gastric epithelia

than cagA- strains.
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　　许多研究提示幽门螺杆菌感染与机体免疫变

化间存在密切关系[ 1] 。但在幽门螺杆菌引起的宿

主免疫反应中 ,究竟是何种因素着较为关键的作用

仍不清楚 。cagA 、vacA 作为幽门螺杆菌主要的致

病因子 ,前者与胃黏膜多种炎性因子产生有关 ,而

后者编码的 VacA 蛋白可引起胃上皮细胞空泡样

变。本课题对幽门螺杆菌及其主要毒力的因子 ca-

gA 、vacA 与胃上皮HLA-DR表达的关系进行研究 ,

为幽门螺杆菌感染与宿主免疫变化间的关系提供

一定的理论依据 。

1　材料和方法

1.1　研究对象
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1999年 6月至 8 月经本院胃镜和/或病理检

查确诊的 61例患者 。其中 39例自胃窦黏膜分离

出幽门螺杆菌后 ,行菌株 vacA 基因亚型[ 2]及 cagA

基因鉴定 ,男 24例 ,女 15例 ,年龄 20 ～ 67岁 ,平均

(43±10.4)岁 ,其中慢性胃炎 18 例 ,十二指肠球部

溃疡 21例;22例为与之年龄 、性别相匹配的幽门

螺杆菌阴性病例 ,男 14 例 ,女 8 例 ,年龄 22 ～ 65

岁 ,平均(43±11.1)岁 ,其中慢性胃炎 10 例 ,十二

指肠球部溃疡 12例 。

1.2　PCR检测菌株 cagA

扩增 cagA 3′端 , 引物:5′ACCCTAGTCG-

GTAATGGGTTA3′和 5′G TAATTGTCTAG TTT-

CGC3′(上海生物工程公司合成)。反应总体积 50

μL ,dN TP 0.20 mol/ L ,每条引物浓度 0.20 mol/L ,

Taq酶 1.0 U(dNTP 、 Taq酶为Sangon产品)。反

应条件:95 ℃ 1 min , 54 ℃1 min , 72 ℃ 1 min , 40

个循环(95 ℃预变性 5 min , 72 ℃终延伸 7 min)。

取反应产物 5 ～ 10μL 经 20 g/L 琼脂糖凝胶电泳。

1.3　标本制备及 HLA-DR抗原的检测

对每一病例在取活检分离幽门螺杆菌的同时

再于胃窦大 、小弯各取活检组织一块 ,中性福尔马

林固定 ,石蜡包埋 、切片。采用小鼠抗人单克隆抗

体(Max im Biotech , Inc.Cat.No:MAB-0093)做免

疫组化染色(ABC 法),检测胃上皮 HLA-DR抗原

表达的情况(操作方法参照说明书)。

1.4　胃上皮 HLA-DR抗原表达的判断标准
[ 3]

于高倍镜下观察整块切片的胃表面/小凹上皮

及腺上皮 ,依相应部位阳性染色的上皮细胞所占百

分比进行分级 。0:无阳性染色细胞;+:阳性染色

细胞 <10%;++:阳性染色细胞 10% ～ 50%;

+++:阳性染色细胞>50%;阳性对照:固有层中

阳性染色的组织细胞或淋巴细胞;阴性对照:正常

胃黏膜的活检标本。

1.5　统计学方法

采用 SPSS 9.0 for Windows 软件包处理数据。

对双变量等级数据采用 Spearman等级相关分析;

对不符合参数检验条件的资料采用秩和检验 。

2　结　果

2.1　幽门螺杆菌与胃上皮 HLA-DR表达的关系

幽门螺杆菌阳性患者胃窦表面/小凹上皮

HLA-DR(HLA-1)及腺上皮的 HLA-DR(HLA-2)表

达均较阴性患者更明显(表 1)。

表 1　幽门螺杆菌与 HLA-1 及 HLA-2表达的关系

Table 1　Relationship betw een H.pylori and the

expression of HLA-1 and HLA-2 (n )

HLA-1 1), 2)

- + ++ +++

HLA-2 1), 3)

- + ++ +++

H.py lori + 2 14 10 13 1 5 9 24

H.py lori - 13 7 2 0 9 9 4 0

　　1)-:no positi ve-stained cell;+:positi ve-stained cell <10%;

++:positive-stained cell 10%～ 50%;+++:positive-stained cell >

50%(observe the w hole sect ion under microscope and grade according

to the percentage of posit ive-stained cells).2)rank sum test , Uc=

4.844 , P =0.000.3)rank sum test , U c=5.509 , P =0.000

2.2　幽门螺杆菌定植密度与胃上皮 HLA-DR 表

达的关系

幽门螺杆菌定植密度与胃窦表面/小凹上皮

HLA-DR(HLA-1)表达存在正相关(表 2)。

表 2　幽门螺杆菌定植密度与 HLA-1 表达的关系

Table 2　Relationship betw een H.pylori co lonizing

density and HLA-1 expression

Number
Cases

(n)

H.py lori

colonizing density

HLA-1

expression

1～ 13 13 - -

14～ 20 7 - +

21～ 22 2 - ++

23～ 29 7 + +

30～ 34 5 + ++

35～ 41 7 + +++

42～ 43 2 ++ +

44 1 ++ ++

45～ 48 4 ++ +++

49～ 50 2 +++ -

51～ 55 5 +++ +

56～ 59 4 +++ ++

60～ 61 2 +++ +++

Total 61

　　Note:using S pearman rank correlation , r s=0.998 , P =0.000

幽门螺杆菌定植密度与胃窦腺上皮 HLA-DR

(HLA-2)表达存在正相关(表 3)。

2.3　幽门螺杆菌 cagA基因与胃上皮 HLA-DR表

达的关系

感染 cagA+株患者胃窦黏膜表面/小凹上皮

HLA(HLA-1)及腺上皮 HLA-DR(HLA-2)表达均

较感染 cagA
-
株者更明显(表 4)。
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表 3　幽门螺杆菌定植密度与 HLA-2 表达的关系

Table 3　Relationship betw een H.pylori colonizing

density and HLA-2 expression

Number
Cases

(n)

H.py lori

colonizing density

HLA-2

expression

1～ 9 9 - -

10～ 18 9 - +

19～ 22 4 - ++

23 1 + -

24 1 + +

25～ 28 4 + ++

29～ 41 13 + +++

42 1 ++ +

43～ 44 2 ++ ++

45～ 48 4 ++ +++

49～ 51 3 +++ +

52～ 54 3 +++ ++

55～ 61 7 +++ +++

Total 61

　　Note:using S pearman rank correlation , r s=0.997 , P =0.000

表 4　幽门螺杆菌 cagA基因与 HLA-1及 H LA-2 表达的关系

Table 4　Relationship between H.pylori cagA and

HLA-2 expression (n )

HLA-1 1)

- + ++ +++

HLA-2 2)

- + ++ +++

cagA + 2 8 8 13 0 3 5 23

cagA - 0 6 2 0 1 2 4 1

　　1)rank sum test , U c=2.181 , P =0.014;2) rank sum test ,

U c=3.126 , P =0.001

2.4　幽门螺杆菌 vacA 基因亚型与胃上皮 HLA-

DR表达的关系

在本研究 39 株幽门螺杆菌的 vacA 基因亚型

中 , s1a/m2亚型占了 35 例(90%),故未能对不同

vacA基因亚型与胃上皮HLA-DR表达间的关系进

行统计分析。

3　讨　论

HLA-DR抗原主要存在于参与免疫反应细胞

中[ 4] ,通常认为在组织学完全正常的胃黏膜中该抗

原是无表达的
[ 5]
,因此 ,胃上皮 HLA-DR抗原表达

可能与机体免疫异常间存在密切的关系。1986

年 ,Engstrand
[ 6]
即报道了幽门弯曲菌感染与胃上

皮HLA-Ⅱ类抗原表达存在显著相关性 ,随后 Wee

等[ 5]的研究进一步证实了两者间的密切关系。

1998年 , Fan 等[ 7]发现 ,胃上皮细胞上 HLA-Ⅱ类

分子表达可做为受体 ,幽门螺杆菌与之结合后通过

它传递信息 ,诱导胃上皮细胞凋亡发生 。因此 ,

HLA-DR抗原在宿主与幽门螺杆菌相互作用导致

疾病发生中可能起着重要作用 。

我们的研究发现幽门螺杆菌阳性患者胃窦黏

膜表面/小凹上皮及腺上皮中该抗原表达程度均显

著高于阴性患者 ,并随着幽门螺杆菌感染程度加

重 ,HLA-DR抗原表达程度亦增加 ,两者呈正相关。

这强烈提示 ,幽门螺杆菌感染是胃上皮细胞中出现

HLA-Ⅱ类抗原异常表达的原因之一 ,在诱导宿主

产生异常免疫反应中可能起着一定的作用。

幽门螺杆菌引起的宿主免疫应答及免疫耐受

的反应中 ,究竟是何种因素起较关键的作用目前仍

未明确 。cagA 、vacA 作为幽门螺杆菌的主要致病

因子 ,前者与可引起胃黏膜炎症反应的炎性因子/

细胞因子
[ 8]
的分泌密切相关 ,而后者编码的 VacA

蛋白可引起胃上皮细胞发生空泡样变 ,它们在幽门

螺杆菌引起的宿主炎症免疫反应中可能起着不容

忽视的作用 。根据 Fan等[ 7]的观点 ,胃上皮细胞上

的 HLA-Ⅱ类分子可能做为一个受体 ,幽门螺杆菌

与之结合后通过它传递信息 ,诱导胃上皮细胞凋

亡。而我们发现 ,感染 cagA
+
菌株患者较感染 ca-

gA
-
菌株者胃窦上皮的 HLA-DR表达更明显 ,从

“幽门螺杆菌 cagA基因※胃上皮HLA-Ⅱ类抗原表

达※介导幽门螺杆菌与宿主相互作用※胃黏膜损

伤”这一可能的假设过程中可看出 cagA 在幽门螺

杆菌致病中的重要地位 , 推测其可能通过胃上皮

HLA-Ⅱ类分子的介导而与宿主发生更密切的相互

作用 , 从而较 cagA-菌株引起胃上皮更显著的损

伤 ,这与 cagA+菌株往往较 cagA-菌株引起更严重

的慢性炎症相符[ 8] 。广东地区幽门螺杆菌 vacA 基

因亚型以 s1a/m2占绝大部份(88%),本研究所包

括的 39例标本中 vacA 亚型亦较单一 ,以 s1a/m2

亚型占了 35例(90%)。国外有报道 vacA 的某些

亚型与较严重胃黏膜炎症间存在密切关系[ 9] ,因

此 ,不同 vacA亚型的菌株在诱导胃上皮 HLA-Ⅱ类

抗原表达能力上究竟是否存在差别? 值得进一步

研究证实 。
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差异的原因可能是使用的细胞株具有 DNA 修复系

统效率的差异以及细胞周期循环关卡的功能状态

不同 。本研究也发现 HSV-TK/GCV 系统治疗 Tca

8113细胞后 , S 期比率显著升高 , G2 +M 期比率

下降为 0 , G1/G0 期的改变不明显 ,因此该系统的

杀伤作用具有细胞周期(S 期)特异性 。

许多研究认为
[ 8]

HSV-TK/GCV 治疗系统引

起的细胞毒与 DNA 损伤诱发的凋亡有关 。Li

等[ 9]对乳腺癌的研究发现 HSV-TK/GCV 可激发

p53非依赖性凋亡 。Craperi等
[ 5]
研究也显示 HSV-

TK/GCV诱导细胞凋亡不依赖于p53和 Bcl-XL 的

表达 ,但与 BAX 诱导有关 ,GCV 治疗后可迅速激

活 BAX基因。但本研究对 HSV-TK/GCV 治疗后

Tca 8113细胞的凋亡进行定性和定量研究均发现

该系统并无明显体外诱导细胞凋亡的作用 。由于

细胞凋亡在旁观者效应中起重要作用[ 10] ,这可能

导致了该系统旁观者效应差。

综上所述 ,腺病毒介导的 HSV-TK/GCV 自杀

基因系统对口腔鳞癌细胞具有一定的杀伤作用 ,该

杀伤作用可能与抑制 DNA合成 ,阻滞细胞周期于

S 期有关 ,但与细胞凋亡无关。
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