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Abstract
AIM: To investigate the damage effect of the different 
genotypes of Helicobacter pylori  on human gastric epit-
helial cell line GES-1 in high- and low-risk areas of ga-
stric cancer, and to explore its related mechanism.

METHODS: H pylori  were identified by hematoxylin-
eosin (HE) staining, Gimsa staining, and Warthin-Starry 
silver staining. The DNA was obtained by proteinase K 
and phenol-chloroform extraction method. The cagA, 
vacAs1/s2, m1a, m1b, and m2 gene were amplified 
by polymerase chain reaction (PCR). The damage eff-
ects of H pylori  with differential sub-genotypes and 2 
other non-differential genotypes on GES-1 cells were 
observed by cell and H pylori  co-culture. The expression 
of 8-OHdG in GES-1 cells was detected by S-P immun-
ohistochemistry.

RESULTS: GES-1 cells were seriously damaged by 
H pylori . With the prolongation of the co-culture time, 
the morphology of GES-1 cells were changed from 

spindle to round, and the nuclei showed chromatin 
pyknosis and clustered on the inner border of karyon. 
The cytoplasm condensed and blebbing appeared. The 
numbers of the dead and damaged cells were increas-
ing. The damage effect of H pylori  with differential ge-
notypes on GES-1 cells was more serious than that of the 
non-differential genotypes. The expression of 8-OHdG 
were almost all negative (0.5% positive) in GES-1 cells 
of the normal controls, while the positive rate was 98.5% 
in the H pylori treatment cells (P  <0.01).

CONCLUSION: H pylori  with cagA +, vacAs1 +/m1b + ge-
notypes in the high-risk area of gastric cancer have 
more serious damage effects on gastric cancer cell line 
GES-1, and they can promote the transformation of 
normal gastric epithelial cells to malignant cells by up-
regulation of 8-OHdG expression.
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摘要

目的: 研究胃癌高、低发区差异基因型幽门螺杆菌(H pylori )
菌株对永生化的非肿瘤胃上皮细胞GES-1的损伤作用; 并阐

明H pylori致细胞损伤的分子机制. 

方法: 通过常规HE染色、Gimsa染色、W-S银染色鉴定H 
pylori菌株, 采用蛋白酶K及酚-氯仿抽提法提取DNA, PCR法

扩增cagA、vacAs1、s2、m1a、m1b、m2基因, 对H pylori基
因亚型进行检测. 利用细胞和幽门螺杆菌共培养技术, 观察

胃癌高低发区差异基因亚型H pylori以及其他两种非差异基

因型H pylori对胃上皮细胞系GES-1的损伤作用, 并通过免疫

细胞化学方法检测GES-1细胞8-OHdG的表达. 

结果: 幽门螺杆菌对GES-1细胞具有损伤作用, 随着作用时

间的延长, GES-1细胞形态由贴壁的梭形变为圆形, 细胞核

染色质浓缩, 呈新月形聚集于核缘, 细胞质浓缩, 可见空泡

变性, 死亡细胞逐渐增多. 差异基因型H py lori 对GES-1细

胞的损伤程度比非差异基因型的损伤作用重. 正常对照组

胃癌高低发区差异基因型幽门螺杆菌菌株对人胃上皮细胞系
GES-1 的损伤作用
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板上, 48 h后收集.  
1.2.2 幽门螺杆菌菌株鉴定 形态学观察: 用常规HE染
色、Gimsa染色、W-S银染色鉴定菌株. 用接种环挑取一

个菌落, 涂片, 火焰固定细菌. 光学显微镜下观察, HE染色

呈蓝色, Gimsa染色呈蓝紫色, W-S银染色见棕黑色或黑

色的“S”型、弯曲状、海鸥状、杆状细菌者为H pylori
阳性.  聚合酶链反应: 采用蛋白酶K及酚-氯仿抽提法提

取DNA, PCR法扩增cagA、vacAs1、s2、m1a、m1b、m2
基因, 对H pylori基因亚型进行检测. PCR反应条件如下: 
cagA: 94℃ 1 min, 50℃ 1 min, 72℃ 1 min, 72℃ 5 min; 
vacA: 94℃ 1 min,  52℃ 1 min, 72℃ 1 min, 72℃ 5 min; 
PCR扩增产物经20 g/L琼脂糖凝胶电泳分析, 紫外凝胶成

像系统观察, 照相.  
1.2.3 胃黏膜上皮细胞GES-1培养 采用胃上皮永生化非肿

瘤细胞系GES-1置于细胞培养箱, 于37℃, 50 mL/L CO2, 
饱和湿度的环境培养, 用含10%胎牛血清的RPMI 1640培
养基, 每周更换3次营养液, 并于细胞生长约80%融合时, 
用2.5 g/L胰蛋白酶消化并以1∶3传代. 
1.2.4 H pylori与GES-1细胞共培养 细胞处于对数生长期

时, 用PBS调节H pylori浓度6×108 CFU/mL, 按细胞/细菌

(1∶200)比例加入不同亚型H pylori , 共同孵育. 实验分组

根据PCR结果进行: A组细胞加cagA +, vacAs1 +/m1b +型H 
pylori , B组细胞加cagA +, vacAs1 -/m1b -型H pylori , C组细

胞加cagA -, vacAs1 +/m1b +型H pylori , D组细胞只加PBS空
白对照. 
1.2.5 S-P免疫组化法检测GES-1细胞8-OHdG表达 细胞爬

片后用冰丙酮固定15 min, 4℃ PBS冲洗3遍后, 利用S-P
免疫组化法检测各组细胞8-OHdG表达. 经DAB显色, 细
胞质内出现棕黄色为阳性.

统计学处理 用SPSS软件进行统计学处理: χ2检验, 
P <0.05, 认为8-OHdG在H pylori阳性和阴性组细胞间表达

差别有统计学意义. 

2  结果

2.1 H pylori及其基因亚型的鉴定 细菌培养和形态学染色

结果证实, 培养细菌为H pylori , 基因亚型A组菌: cagA +, 
vacAs1 +/m1b +, B组菌, cagA+, vacAs1-/m1b-, C组菌H pylori
即cagA -, vacAs1 +/m1b +. 
2.2 共培养GES-1细胞损伤的形态学观察

2.2.1 幽门螺杆菌对GES-1细胞的损伤作用 正常情况下, 
GES-1细胞在倒置显微镜下观察呈菱形或多边形等不规

则形状, 贴壁, 生长旺盛, 偶见漂浮细胞. 随着作用时间的

延长, GES-1细胞形态由正常贴壁的多角形、梭形变为圆

形, 贴壁细胞减少, 悬浮细胞增多, 并且细胞周围出现碎

片; 细胞核染色质浓缩, 呈新月形聚集于核缘, 细胞质浓

缩, 可见空泡变性, 死亡细胞逐渐增多; 死亡和受损伤的

细胞逐渐增多; 随着时间的延长, 细胞培养液颜色变黄, 

8-OHdG表达基本阴性(0.5%), 而H pylori处理组GES-1细胞

8-OHdG表达阳性达98.5%, 二者差异显著(P <0.01), 有统计学

意义. 

结论: 胃癌高发区差异基因型H pylori即cagA +, vacAs1 +/m1b +

对胃上皮细胞GES-1具有更强损伤作用, 其损伤具有时间依

赖关系; H pylori可能通过增加胃上皮细胞8-OhdG表达而导

致正常胃黏膜上皮细胞恶性转化. 
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori )是慢性胃炎、消

化性溃疡的病因, 并与胃腺癌和黏膜相关性淋巴瘤等疾

病密切相关[1-5]. 但H pylori致癌的机制目前还不是很清楚, 
目前研究也不足以解释H py lori感染后发生胃癌的差异

性, 有人认为这可能与研究中所应用的菌株或细胞系不

同有关. 
有证据表明, H py lori基因亚型的遗传学差别对产

生不同的临床结局具有重要作用, 特别是致病相关基因

如: cagA、vacA和iceA等的差异, 与感染的临床结局密

切相关[6]. 辽宁庄河是我国北方胃癌高发区, 胃癌死亡

率为50/10万, 本室前期工作发现当地H py lori检出率高

达79.3%[7], 明显高于胃癌低发区沈阳, 胃癌高低发区H 
pylori菌株基因型的分布存在明显差异, 其差异基因型组

合为cagA +, vacAs1 +/m1b +[8].  
研究提示, 庄河胃癌高发区的胃癌高发与H pylori感

染有密切关系, 是否是由于差异基因型H pylori是庄河地

区胃癌高发的重要危险因素, 还不清楚. 我们通过比较胃

癌高低发区差异基因型H pylori菌株对永生化的非肿瘤胃

上皮细胞GES-1的损伤作用, 以明确差异基因型H pylori
的致病能力; 检测共培养后GES-1细胞8-OHdG的表达, 以
阐明其损伤的分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌高发区高危人群胃黏膜培养出的不同基因

亚型H pylori (中国医科大学肿瘤研究所第三研究室提供), 
胃黏膜上皮细胞系GES-1(北京市肿瘤防治研究所细胞研

究室提供).   
1.2 方法

1.2.1 细菌培养 我们在微需氧的条件下, 把本室菌库中的

菌株接种于含70 mL/L羊血的脑心浸液琼脂培养基上, 置
于37℃, 50 mL/L O2, 100 mL/L CO2, 相对湿度为97%的三

气细菌培养箱内培养, 3-4 d后挑取阳性菌落传代, 涂于新
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变混. 
2.2.2 高低发区差异基因型H py lor i 与非差异基因型H 
pylori致损伤作用的比较 倒置显微镜下, 观察到A组细胞

加入高低发区差异基因型H pylori后, 随着时间的变化, 细
胞数明显减少, 细胞折光性减弱, 变圆, 与培养瓶附着没

有以前紧密, 部分细胞脱离瓶壁, 悬浮细胞逐渐增多, 最
后大多数细胞悬浮、死亡, 生长液中有大量的死细胞及

细胞碎片悬浮; 存活细胞贴壁状态也不佳, 细胞轮廓变粗, 
细胞中出现黑色颗粒, 空泡变性, 老化细胞增多, 细胞培

养液变黄, 变浑. A组、B组、C组、D组细胞损伤程度比

较, 以A组(差异基因型H pylori )对GES-1细胞的损伤程度

最重, 而非差异基因型的损伤作用较轻. 
2.2.3 免疫组化8-OHdG表达的改变 阴性对照组8-OHdG
表达基本阴性, 阳性率0.5％(图1A), 而H py lori处理组

8-OHdG表达阳性率达98.5％, 二者差别有统计学意义 
(P <0.05, 图1B). 

3  讨论

GES-1是胎儿胃黏膜上皮细胞经SV40转化而建立的人胃

黏膜上皮细胞永生化细胞株, 现已证明GES-1为一基本正

常的胃黏膜细胞株[9-11]. GES-1是了解正常胃黏膜细胞离

体特征以及胃癌致病机制的良好细胞株. 以往对H pylori
致病性研究多使用胃癌细胞系, 本研究使用接近正常胃

上皮细胞的 GES-1, 更能了解H pylori的体内致病性. 
H pylori的DNA指纹图和限制性片段长度多肽等方

法研究表明在H py lori不同分离株间存在巨大的遗传变

异, 其遗传异质性大于多种细菌[7,8]. 这种遗传学的差别

产生不同的临床结局, 特别是H py lori致病相关基因如: 
cagA、vacA和iceA等的差异, 与感染的临床结局密切相

关[9]. 来自中国胃癌高发区研究发现cagA+菌株感染与各

型胃疾病、胃癌前病变等均呈明显正相关[10]. 流行病学

结果分析, vacA等位基因各种组合的产毒能力不同: s1m1
型vacA基因的菌株产生高水平毒素; s1m2型菌株产生低

至中等水平的毒素; 而s2m2型菌株不产生有活性的毒

素 [11]. 
中国医科大学肿瘤研究所第三研究室在十五期间的

分析发现庄河地区H pylori感染率高达79.3%, 差异基因

型为cagA+, vacAs1+/m1b+, 与沈阳低发区的H pylori菌株

类型差异显著; vacA基因亚型两地具有显著性差异. 本
研究通过H pylori对体外人胃黏膜细胞作用发现, 胃癌高

低发区差异基因型H pylori  cagA+, vacAs1+/m1b+, 对非肿

瘤细胞GES-1具有明显的DNA损伤作用, 而且比非差异

基因型H pylori损伤强度更大, 结果提示, 在胃癌高发区, 
cagA+, vacAs1+/m1b+型H pylori可能具有更大的细胞毒性, 
从而导致胃癌的发生, 庄河地区的cagA +, vacAs1 +/m1b +型

H pylori可能为辽宁庄河地区胃癌高发的环境致癌因素. 
研究认为, H pylori代谢产物对胃上皮的基因毒性作

用在H pylori致癌作用中占重要地位, 特别是在由多因素

多步骤参与的致癌始动阶段[12,13]. 机体内细胞的氧化损

伤广泛存在, 8-羟基脱氧鸟苷(8-hydroxy-2'-deoxyguanine, 
8-OHdG)是活性氧代谢产物之一, 目前已成为DNA氧化

损伤中最常采用的生物标志物. 8-OHdG通过改变碱基配

对的性质, 导致抑癌基因p53基因和ras原癌基因等基因发

生难以修复的DNA G→T或A→C碱基颠换, 导致DNA误

读, 突变, 从而启动细胞突变, 是癌变过程中的重要事件. 
H pylori对胃上皮的基因毒性作用在致癌过程中占重要地

位, 特别是在由多因素多步骤参与的致癌始动阶段[14,15]. 
我们的研究结果表明, 胃上皮8-OHdG在H pylori处理组明

显高于无H pylori组, 提示H pylori使胃上皮细胞8-OHdG
表达增加, 引起细胞DNA损伤, 这可能是H pylori导致胃

黏膜上皮细胞恶性转化的机制之一. 
致谢: 本研究GES-1细胞系由北京市肿瘤所遗传研究室柯

杨教授提供. 
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                                                                                                                                                             •消息•     
                   第11届全国中西医结合结直肠肛门病学术会议征文通知

本刊讯 第11届全国中西医结合结直肠肛门病学术会议定于2006-03在广东省深圳市召开，本次会议由中国中西医结合学会主办，

现将有关征文事项通知如下.

1 征文内容

本次会议的征文内容包括：(1)介绍结直肠肛门基础研究的新动态、新进展、新成果；(2)结直肠肛门肿瘤疾病的诊断及治疗的新

技术、新成果，直肠癌扩大根治术式和疗效，中低位直肠癌保肛手术方法、适应证和效果，肛管直肠癌会阴肛门重建术的术式、

方法、效果；(3)中西医结合治疗结肠慢传输型、出口梗阻型及结肠、直肠、盆腔、盆底解剖生理功能异常等便秘疾病的诊断治疗

方法、适应证、临床疗效和经验教训；(4)中西医结合治疗炎症性肠病的经验及手术方式选择；(5)中西医结合预防、治疗肛肠常

见疾病的新方法、新经验；(6)采用中西医结合治疗结直肠肛门疾病的临床护理及造口护理的新方法、新经验；(7)肛门、结直肠

损伤及异物处理的经验；(8)介绍国内外肛肠疾病检查、治疗的新器械、新设备、新药物.

2 征文要求

文章应有临床实用性，基础研究应具有科学性和先进性；全文4000字以内，要求寄打印稿（欢迎用软盘或电子信箱投稿），并

附500字以内的摘要一份，关键词3-5个；征文稿件请寄：(1)广东省公安边防总队医院（深圳武警医院）肛肠外科柯玮收，邮编

518029，电话：0755-82699768，手机：13714327555，Email：kewei1968@126.com；(2)深圳市第二人民医院肛肠科舒洪权收，邮

编：518039，电话：0755-26250353，手机：13923803457，Email：ssshhhqqq66@163.com. 

3 其他

本次会议可授予国家级继续教育I类学分6分，会议具体日期及详细地址另行通知.欢迎广大相关领域工作及研究人员参加.
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