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拌分散细胞并低速离心收集细胞过程; (3)percoll 非连续

密度梯度离心富集壁细胞过程.  即时分离纯化后壁细胞

纯度为 70% 活率90% 在 0-4 环境下保存 22 h后

活率仍可达到70-80%.

       细胞分离过程往往较为烦琐需细 致操作而结

果也常因人因地有很大差异我室针对大鼠胃壁细胞

的分离方法进行摸索在本实验室条件下已取得较为

稳定的结果.  壁细胞的纯化是影响细胞功能检测的关键

步 骤 目前国外报道应用JE-6B淘洗系统可对狗或兔

的胃黏膜细胞进行纯化获得70%纯度 的壁细 胞再

进一步用 percoll 梯度离心的方法可纯化至95-100%[5].

Chew et al [6]用 Nycodens梯度离心联合淘洗可获得95%

纯度的兔壁细胞. Schepp et al[7]报道应用淘洗和percoll梯

度离心的方法纯化大鼠壁细胞纯度可达到97%以上.

本室在已有的实验条件下可获得大鼠壁细胞纯度70%

尚需进一步提高.

         胃壁细胞分离及纯化方法的建立为泌酸相关疾病提

供了体外细胞研究模型为细胞表面受体的研究提供

了 基 础 也使研究细胞内信息传递及药物调节成为可

能 将推动我国胃酸相关疾病的研究.
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摘要

目的: 了解昆明汉族儿童中幽门螺杆菌(H pylori)感染率及其

HLA-DQA1免疫遗传学特征.

方法: 用胶体金标免疫渗滤法检测153名6-14岁的学生血

H pylori-IgG 抗体. 并用聚合酶链反应 - 序列特异性引物

(PCR-SSP)技术对以血清学试验及13C尿素呼气试验确诊的

34 例 H pylori 感染儿童及 37 例无 H pylori 感染儿童进行

HLA-DQA1基因分型.

结果: 昆明儿童H pylori 感染率为34.5% 其HLA-DQA1*0103

等位基因频率明显高于无 H pylori 感染儿童(29.41% vs

9.46% P =0.002 Pc =0.028 OR=3.988 95% CI:

1.562-10.180); 而 H pylori 感染儿童 HLA-DQA1*0302 等

位基因频率低于无 H pylori 感染儿童(19.12% vs 33.78%

P =0.049 OR =0.463 95%CI: 0.214-1.003) 但经等

位基因多项比较校正差异消失(Pc =0.686).

结论: 昆明汉族儿童 H pylori 感染率较高. 他们在 HLA-

DQA1 位点上与无 H pylori 感染儿童存在免疫遗传学差

异 HLA-DQA1*0103基因可能是H pylori感染的易感基

因; 而DQA1*0302基因则是否具有免疫抵抗作用需要进

一步研究.
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0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori H pylori)与慢性活动性

胃 炎 消化 性溃疡胃黏膜相关淋巴组织(MALT)淋

巴瘤及胃腺癌密切相关[1]. 世界上至少有半数以上的人

口有幽门螺杆菌感染但其中仅很少的一部分表现出

明显的临床疾病状态其原因仍不清楚[2]. 许多研究认

为这除了与 H pylori菌株的毒力 高 低环境因素有关

外 还与宿主的免疫遗传因素有关[3]. 我们用聚合酶链
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反应 - 序列特异性引物(polymerase chain reaction-

sequence specific primers PCR-SSP)技术对云南昆明

H pylori感染汉族儿童及健康汉族儿童进行了 HLA-

DQA1 基 因 分 型旨在探讨在 HLA-DQA1 位点上是否

存在与儿童H pylori感染相关的易感基因和抵抗基因

从而了解人类是否存在易感H pylori 的免疫遗传因素.

1   材料和方法

1.1 材料  H pylori 感染的诊断参照中华医学会儿科学分

会感染消化学组制订的 小儿慢性胃炎 消化性溃疡胃

镜诊断标准 [4]. 全部研究对象均来自于昆明市某中心

小学三代内无血缘关系的153名汉族儿童. 年龄6-14岁.

三代均 为汉族在昆明市出生并且生活 4 a 以 上 无慢

性 腹 痛消化 不良胃 炎 消化性溃疡等H pylori感染

相关疾病史及严重心肺 肾 肝 神 经 营 养 免疫

缺陷病史近期无激素抗 生 素铋 剂 质子泵阻滞剂

使用史(>4 wk) 相互间无亲缘关系. 整群抽样的方法取

静脉血2-3 mL 分离血浆行 H pylori-IgG 检测(试剂盒

由福建省蓝波生物技术研究所提供) 并分别从58名血

清学阳性和95名血清学阴性儿童中随机各抽出40 例

行 13C尿素呼气试验(13C-UBT试剂盒由北京嘉汇彬医药

技术有限公司提供). 两项皆为阳性 者诊断为H pylori感

染 列为实验组的有 34 例; 二者均为阴性者则为非 H

pylori感染儿童列为对照组的有 37 例. 实验组平均年

龄9.6 2.1 岁 健康对照组平均年龄9.7 2.3 岁 男

女1 1; 两 组 年 龄 性别均无差异(P >0.05). 血液基因

组 DNA 提取试剂盒(美国MO BIO Laboratories 公司提

供) DQA SSP UNITRAY试剂盒(包括 DQA1 23 对序列

特异性引物和 1 个污染对照.  试剂盒由美国 P E L -

FREEZE SYSTEMS 公司提供) DL2000 Taq 聚合

酶 琼脂糖(芬兰产)和溴乙锭均由大连宝生物公司提供.

1.2 方法  血H pylori-IgG抗体和 13C-UBT的检测分别

按试剂盒的操作说明进行. 基因组DNA制备采用血液基

因组DNA提 取试剂盒在常温下快速提取实验组34例

和对照组 37 例的基因组 DNA 提取方法按试剂盒所附

说明进行. 提取的 DNA用分光光度仪测定浓度和纯度

A260/280nm应在 1.6-1.8; 浓度在60 mg/L以上. 提取的 DNA

于 -20 保存备用. HLA-DQA1 基因分型采用 SSP

UNITRAY试剂盒扩增HLA-DQA1  DNA片 段 PCR反

应 体 系循环条件及操作方法均按所附说明. 扩增产物

进行 20 g/L含溴乙锭的琼脂糖凝胶电泳(130V 13 min)

结果判断借助其提供的专用读板纸在凝胶成像仪和紫

外灯判读并成像. 要求分子796 bp必须存 在各阳性条

带必须与规定的相应分子对应.

        统计学处理  用直接计算法统计H pylori 感染率及

实验组和对照组HLA-DQA1各等位基因的基因频率. 男

女儿童 H pylori感染率比较及实验组和对照组间 HLA-

DQA1等位基因的比较均用 2 2 表作 χ2检 验 等位

基因比较的 P值行等位基因多项比较校正(同一位点需

比较的等位基因数乘 P值 即 Pc) 以 Pc <0.05 判定

差异有显著性意义.

2   结果

昆明汉族儿童血H pylori-IgG阳性 58 人 阳性率34.5%;

其中男生阳性率31.1% 女生阳性率37.8% 男女间

比较无明显差异(χ2 =0.748 P=0.387). PCR-SSP 的

HLA-DQA1等位基因图见图 1. 34 例 H pylori感染儿

童(实验组)HLA-DQA1*0103 等位基因频率明显高于

无 H pylori感染儿童(P =0.002 OR =3.988 95%

CI=1.562-10.180)见表 1. P值经等位基因多项比较校正

后仍有统计学意义(Pc =0.028). 同 时 H pylori感染儿童

HLA-DQA1*0302等位基因频率低于无H pylori感染儿童

(P =0.049 OR =0.463 95% CI =0.214-1.003). 但 P值

经等位基因多项比较校正后失去统计学意义(Pc=0.686).

表 1  H pylori 感染与无感染儿童 HLA-DQA1 等位基因频率比较

          H pylori (+) n =68         H pylori (-) n =74

HLA-DQA1 P 值     Pc 值

n    AF              n            AF

0101 2 0.0 294 2  0.027 0.932      -

0102 5 0.0 735 9         0.1 216 0.337      -

0103            20 0.2 941 7         0.0 946 0.002 0.028

0104 2 0.0 294 3         0.0 405 0.719      -

0105 0      0 2 0.027 0.172      -

0201 4 0.0 588 2 0.027 0.347      -

30101 4 0.0 588 4        0.0 541 0.902      -

0302            13 0.1 912            25        0.3 378 0.049 0.686

0303 4 0.0 588 2 0.027 0.347      -

0501 1 0.0 147 2 0.027   0.61      -

0502 2 0.0 294 0     0 0.137      -

0503 1 0.0 147 0     0 0.295      -

0505 1 0.0 147 5        0.0 676 0.118      -

0601 9 0.1 324            11        0.1 486   0.78      -

AF 为等位基因频率.

图 1  昆明汉族 PCR-SSP 的 HLA-DQA1 等位基因分型图. (全图共 48
个泳道, 标本 1 和 2 的第 24 泳道为污染控制道. 内控带分子为 796 bp.
Mark 由下向上的分子分别为 100 bp  250 bp 500 bp 750 bp,
1 000 bp 和 2 000 bp)

标本1: 1, 2, 3, 5, 6, 8, 13

泳道可见阳性条带

标本2 : 1, 2, 8, 10, 12, 13

泳道可见阳性条带

 

 

内部质量控制带

引物二聚体

阳性带

1     2     3     4     5     6     7    8

9   10   11  12   13  14  15  16

17  18  19   20   21  22  23  24

 1     2      3    4    5    6       7    8

9   10   11   12   13  14   15  16

17  18  19   20   21  22  23  24

Mark
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3   讨论

我国H pylori感染流行模式为儿童易感型. 我们选用目前

较有发展前景的胶体金标免疫渗滤法调查昆明市某中心

小学儿童H pylori感染状况. 结果显示儿童的 H pylori感

染率为 34.5% 说明昆明汉族儿童H pylori感染率较高;

男女H pylori感染率比较无差异 与文献[5-9]记载一

致. 近年来H pylori感染人群HLA-II 类基因的免疫遗

传 学 特征研 究 成 为世界胃肠病 学 的 研 究热点对

HLA-DQA1 位点的报道也较多见. 许春娣 et al [10]发

现 H pylori血清抗体阳性无症状儿童与血清抗体阴性

无症状儿童的 HLA-DQA1 等位基因频率存在异常分

布 在 H pylori血清抗 体阳性 组 中 DQA1*03等位基

因频率明显低于血清学阴性组而DQA1*0501频率则

显著高于 H pylori阴性组. 因 此认为 DQA1*03 基因对

H pylori感染可能具有免疫抵抗作用而DQA1*0501则

可能具有易感作用. Azuma et al [11]发 现 HLA-DQA1*0102

基因对 H pylori感染具有抵抗保护作用尤其对 H pylori

感染相 关 性疾病如萎缩性 胃炎肠化生的胃腺癌有

意义; 而DQA1*0301 可能对 H pylori感染起易感作用.

Magnusson et al [12]发现 DQA1*0102等位基因与 H pylori

抗体血清阳性呈负相关DRB*0601 与 胃 癌呈正 相 关

但是没有一个HLA 等位基因与 H pylori感染和胃癌同

时有相关. 因 此认为 HLA-DQA1*0102等位基因可能

对 H pylori感染起抵抗保护作用而HLA-DR-DQ等

位基因可能以其他方式影响胃腺癌的发生. Karhukorpi et

al [13]认为 HLA-DQA1 基因和血清抗 H pylori 抗体无关.

Santolaria et al [14]发现HLA-DQA1*0102和*0103不能改

变 H pylori感染的易感性以及消化性溃疡的发生. Perri

et al [15]研究也得出HLA-DQA1可能不是通过增加H pylori

感染危险性而影响胃腺癌的发生. 欧洲的研究结果与亚

洲的结果明显不同的原因可能与人种有关. 我们以科研

诊断标准(血H pylori-IgG抗体加 13C-尿素呼气试验)为

基 础对云南昆明H pylori感染汉族儿童及无H pylori感

染汉族儿童行 HLA-DQA1 分 型 发现 H pylori感染儿

童HLA-DQA1*0103等位基因频率明显高于正常对照

儿童(29.4% vs 9.5% P =0.002 OR =3.988 95% CI:

1.562-10.180) P值经等位基因多项比较校正后仍有意

义(Pc =0.028). 而H pylori感染儿童HLA-DQA1*0302等位

基因频率低于正常对照儿童(19.1% vs 33.8% P =0.049

OR=0.463 95%CI: 0.214-1.003) P值经等位基因多

项比较校正后失去统计学意义(Pc=0.686). 结 果表明

DQA1 *0103 基因可能是 H pylori感染的易感基 因而

*0302 基因是否具有免疫抵抗作用需进一步证实. 本

研究结果与许春娣 et al [10]的 接 近 而与日本欧洲

的研究有较大的差异[11-15].

        H pylori感染是一个多基因疾病其人群免疫遗传

学特征的研究易受其他因素影响. 无症状人群身体相对健

康 而儿童生 活 相 对单一 不良嗜好少 因 此 以

H pylori感染儿童为对象的研究对揭示H pylori感染人群

的免疫遗传学特征具有特殊的意义. 同 时也将为进一

步探索H pylori感染相关性疾患者群的免疫遗传学特征

提供良好的对照. 由于本研究所选择的研究对象是6-14

岁 的儿童因 此 进一步随访并根据疾病结局重新评

估也是本课题的重要组成部分.
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