
浸润，抑制HSC激活，可制止肝纤维化的发生.
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Abstract
AIM: To explore the relations of cagA+ Helicobacter 
pylori infection with the expression of cyclooxygenase-2 
(COX2) in human gastric carcinogenesis.

METHODS: In situ polymerase chain reaction (PCR) 
was used to detect the expression of H pylori  cagA 
gene, and immunohistochemical technique was used 
to detect the expression of COX2 in 56 patients with 
gastric carcinoma.
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RESULTS: The rates of cagA+ H pylori  infection and 
COX2 expression were 55.4% and 71.4%, respectively, 
in gastric carcinoma. The level of COX2 expression 
was significantly higher in the gastric carcinoma of Ⅲ-
Ⅳ stage than Ⅰ-Ⅱ stage (14/30 vs  5/26, P  <0.05), and 
was also higher in gastric carcinoma with lymph node 
metastasis than that without lymph node metastasis 
(4/19 vs  15/37, P <0.01). CagA+ H pylori  infection 
was not correlated with TNM stage and lymph node 
metastasis in gastric carcinoma (P  >0.05). The level of 
COX2 expression was significantly higher in cagA+ 
H pylori group than that in cagA- H pylori  group (15/31 
vs  4/25, P  <0.05).

CONCLUSION: CagA+ H pylori  infection is not related 
with the malignant progression of gastric carcinoma, 
but COX2 expression is involved in the carcinogenesis 
and malignant progression of gastric carcinoma. CagA+ 
H pylori  infection up-regulates the expression of COX2 
in gastric cancer.

Key Words: CagA+ H pylori ; Cyclooxygenase-2; In situ  

polymerase chain reaction; Immunohistochemical 

technique
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摘要

目的：探讨幽门螺杆菌(Helicobacter pylori，H pylori )cagA菌

株感染及环氧合酶-2 （cyclooxygenase-2，COX2）表达在

胃癌发生中的作用及两者的关系．

方法：采用原位聚合酶链反应(PCR)技术及免疫组织化学

技术检测56例胃癌手术标本cagA基因及COX2蛋白表达情

况．

结果：胃癌组织H pylori  cagA菌株感染率为55.4％，COX2

在胃癌组织中表达率为71.4％．COX2表达水平在Ⅲ-Ⅳ期

胃癌组显著高于Ⅰ-Ⅱ期胃癌组（14/30 vs  5/26，P<0.05）;

有淋巴结转移组明显高于无淋巴结转移组 (4/19 vs  15/37, 

P<0.01)；H pylori  cagA菌株感染与TNM分期及淋巴结转移

无关(P>0.05). COX2表达水平在H pylori  cagA阳性组显著高

于H pylori  cagA 阴性组（15/31 vs  4/25，P<0.05）．

结论：H pylori  cagA菌株感染与胃癌的恶性进展无关; 

COX2的表达参与胃癌的发生及恶性进展．H pylori  cagA菌

株感染能上调胃癌组织COX2的表达．

关键词：CagA+ H pylori 感染；环氧合酶-2；原位聚合酶链反应；

免疫组织化学
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0  引言

在胃癌发生的诸多因素中，幽门螺杆菌(Helicobacter 

pylori, H pylori)被世界卫生组织国际癌症研究机构列

为一类致癌因子．而含cagA基因的H pylori菌株为高毒

菌株，与胃癌的关系可能更为密切[1]，但其确切的致癌

机制仍不清楚．环氧合酶-2(cyclooxygenase-2, COX2)

是与肿瘤发生密切相关的前列腺素合成酶之一, 许多类

型的炎症细胞因子、各种促癌因素等均可诱导体内组织

产生COX2.H pylori  cagA菌株能引起胃黏膜的炎症反

应，其能否诱导COX2的表达及两者在胃癌发生、发展中

的关系值得探讨.我们采用原位聚合酶链反应(PCR)及免

疫组织化学技术检测胃癌组织中H pylori cagA基因及

COX2表达情况，探讨H pylori cagA菌株感染、COX2表

达在胃癌发生中的作用及其相互关系，为胃癌的防治提

供理论依据．

1  材料和方法

1.1材料 选择我院1998年以来手术切除胃癌胃组织标本

56例．诊断均经病理检查证实.其中男31例，女25例, 

年龄32-69岁，平均50.8岁．有淋巴结转移37例，无淋

巴结转移19例．TNM分期:参照1978年制定的我国胃癌

TNM分期法，Ⅰ期 11例，Ⅱ期15例，Ⅲ期 17例，Ⅳ期

13例.

1.2 方法

1.2.1 原位PCR扩增检测cagA基因感染率  H pylori cagA

基因引物序列由中国军事医学科学院二所合成.引物序

列：引物1：5'-ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA-3';引

物2：5'-TTAGAATAATCAACAAACATCACGCCAT-3'.常规石蜡

切片，二甲苯脱蜡、梯度酒精水化，0.2 mmol/L HCl

酸化，1 mg/L蛋白酶K消化，RNA酶消化，40 g/L多聚

甲醛固定；PCR扩增：在10 µL/张切片的反应液中,含

4 mmol/L MgCl2、400 µmol/L dNTPs（其中1/4 dUTP

由Bio-11-dUTP取代）、1 U Taq酶、cagA基因引物各2 

mg/L，加盖硅化玻片，指甲油密封，热循环条件: 94℃

预变性5 min；94℃ 1 min，60℃ 1 min，72℃ 1 min, 

35个循环；72℃ 10 min延伸.检测：30 g/L BSA封闭

1 h，AV-AP 37℃ 30 min，BCIP和NBT显色，核固红复

染，紫蓝色颗粒为阳性.分别以无Bio-11-dUTP,无Taq酶

及无引物条件下作为阴性对照．

1.2.2 免疫组织化学检测环氧合酶蛋白表达 常规石蜡切

片；10 mL/L H2O2甲醇孵育15 min，山羊血清封闭15 

min；滴加1∶50稀释的COX2一抗，37℃孵育2 h，滴加

生物素化二抗(1∶200)，37℃ 30 min；滴加辣根过氧
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化物酶标记的卵白素，37℃ 30 min；DAB显色；苏木素

复染；脱水透明、中性树脂封片.同时用PBS代替一抗作

为空白对照，以已知阳性反应的大肠癌组织作阳性对

照.光镜下(×400)随机选取10个视野，每个视野计数

100个细胞，取其均值，无表达或阳性细胞数5%为表达

阴性(-)，<30%为弱阳性(+)，30-50%为阳性(++),>50%

为强阳性(+++).

      统计学处理 各组H pylori cagA感染率用百分数表

示，进行χ2检验，COX2用等级资料表示，进行秩和检

验，P<0.05为差异有显著意义.

表2 胃癌组织COX2表达与H pylori  cagA表达的关系

分组             n
COX2

- + ++ +++

cagA+  31 6 2 8 15

cagA- 25 10 4 7 4b

	bP＜0.01 vs  cagA+组．

表1  COX2表达及幽门螺杆菌感染与胃癌临床病理特征的关系

临床病理特征               n
COX2 cagA

- + ++ +++ - +

TNM分期
Ⅰ-Ⅱ期 26 10 5 6 5 11 15

Ⅲ-Ⅳ期 30 6 1 9 14a 14 16

淋巴结转移
有 37 7 5 10 15 19 18

无 19 9 1 5 4b 6 13

aP  <0.05 vs  TNMⅠ-Ⅱ期；bP <0.01 vs  淋巴结转移组．

2  结果

2.1胃癌组织H pylori  cagA基因、COX2表达及其临床

病理特征 H pylori  cagA基因在胃癌组织中表达率为

55.4％，COX2在胃癌组织中表达率为71.4％．COX2

表达水平在Ⅲ-Ⅳ期胃癌组显著高于Ⅰ-Ⅱ期胃癌组

(P <0.05)；有淋巴结转移组明显高于无淋巴结转移组

(P<0.01)，提示COX2表达水平与TNM分期及淋巴结转移

有关．H pylori cagA基因表达水平与TNM分期及淋巴结

转移无关(P>0.05)(表1).

cagA基因阳性信号为紫蓝色颗粒，cagA基因分布于癌

组织及癌旁组织胞浆、胃腺腔、黏膜上皮细胞表面(图

1)，且以癌旁组织表达为主.COX2阳性信号为棕黄色颗

粒，主要表达于肿瘤细胞胞浆及核膜，间质细胞少量表

达(图2).

2.2 胃癌组织COX2表达与H pylori  cagA表达的关系 COX2

表达水平在H pylori  cagA阳性组显著高于H pylori 

cagA 阴性组(P<0.05,表2).

图1  胃癌组织cagA基因表达(原位PCR法,×400)． 图2  胃癌组织COX2蛋白表达(SP法,×400)．

3  讨论

流行病学资料提示长期H pylori感染可导致胃黏膜萎

缩、肠上皮化生及异型增生，最终形成胃癌[2]．cagA基

因株为高毒菌株，与胃癌及癌前疾病关系更为密切[3,4].

Kuiper et al [5]发现血清cagA抗体阳性患者萎缩性胃炎

发生率为62.0%，阴性组为32.0%，差异显著.Parsonnet 

et al [6]通过对14 a前库存血液作H pylori cagA抗体的

检测及随访，发现cagA阳性感染者与H pylori阴性者相

比，发生胃癌的危险性明显增高(OR值约为2.2)．我们

在以往的研究[7]显示cagA基因在癌前病变中有较高的表

达率，且能引起胃黏膜更为明显的炎症反应，导致胃黏

膜上皮细胞的损伤．提示cagA菌株感染是胃癌发生的一

个早期事件．其引起胃癌发生的机制尚不清楚，可能与

以下因素有关:cagA菌株感染后胃黏膜壁细胞损害，导

致胃酸分泌减少，胃内细菌过度生长,促使硝酸盐降解

为亚硝酸盐和亚硝胺等致癌物[1];激活炎症反应中多种细

胞因子、自由基和一氧化氮(NO)的释放，导致DNA损伤

及刺激细胞增生；cagA蛋白可能促进细胞凋亡抑制基因

Bcl-2表达，诱导抑癌基因p53突变,从而使细胞增生和

凋亡失平衡，最终导致胃癌的发生[8].其与进展期胃癌的

关系如何？该研究结果提示cagA基因在Ⅲ-Ⅳ期、Ⅰ-Ⅱ

期胃癌组中均表达；有、无淋巴结转移组无显著差异,

且cagA基因在胃癌组织中的表达以癌旁组织为主，推测

随着疾病由慢性胃炎→萎缩→肠化→异型增生→胃癌的

发展，H pylori生存的局部环境发生变化，不利于细菌

生长，使H pylori难以定植，或导致H pylori死亡, 

H pylori的致病作用逐渐减小，故H pylori cagA菌株

感染与胃癌的恶性进展无关．

   许多研究显示COX2在胃癌前病变及胃癌组织中表达

增加.Lim et al [9] 检测胃癌组织标本104例，发现70.2%
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的病例有COX2蛋白的高表达，而正常黏膜没有COX2蛋白

表达．汪步海 et al [10]对内镜诊断并手术证实的36例

H pylori阳性胃癌患者的癌组织及其邻近组织标本中

COX2的表达状况进行了回顾性分析，免疫组化染色

显示，COX2蛋白在肠上皮化生、异型增生和胃癌中

阳性率分别为72.2%（13/18）、77.8%（14/18）和

83.3%(15/18),三组间无显著性差异．但也有研究[11]认

为，随着癌前病变的进展COX2蛋白表达递增．说明COX2

的过表达是胃癌发生的早期事件，其与胃癌的恶性进展

关系如何? 该研究结论显示COX2在胃癌组织中表达率为

71.4％，且COX2表达水平在Ⅲ-Ⅳ期胃癌组显著高于

Ⅰ-Ⅱ期胃癌组(P<0.05)、有淋巴结转移组明显高于无

淋巴结转移组(P<0.01)，提示COX2表达水平与TNM分期

及淋巴结转移相关．说明COX2不仅与早期胃癌的发生有

关，同时与胃癌的恶性进展密切相关，在胃癌的发生﹑  

发展中起着重要的作用．其机制可能经多种途径[12，13]如

促进细胞增生、抑制细胞凋亡、调节肿瘤新生血管形成

和增加癌细胞的侵袭性等而发挥致癌和促癌作用.

   cagA菌株感染及COX2表达两者在胃癌变中的作用是

两个独立的因素或是相互关联尚不清楚．近来体外研究[14]

显示H pylori能诱导胃黏膜细胞株COX2的表达．国内陆

红 et al [15]研究显示H pylori感染可使慢性胃炎患者胃

黏膜COX2表达增加，根除H pylori后其COX2表达水平下

降．H pylori的高毒菌株-cagA阳性菌株感染与胃癌中

COX2的表达关系如何值得探讨．我们的结果显示COX2表

达在cagA阳性组明显高于cagA阴性组，提示胃癌组织中

cagA菌株感染能上调COX2的表达．cagA菌株感染可通过

介导COX2的表达在胃癌的发生中起重要作用．cagA菌株

诱导COX2表达可能与其引起胃黏膜炎性反应、上皮细胞

损伤、刺激生长因子及炎症介质的释放有关．本组资料

显示cagA阴性的胃癌组织中仍有COX2表达，提示除

H pylori cagA菌株感染之外尚有其他因素及机制参与

调节COX2的表达．因此根除H pylori和COX2抑制剂是预

防和控制胃癌发生的重要途径．
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