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Abstract
AIM: To study the expression of protein disulfide 
isomerase (PDI) in gastric mucosa infected with 
H pylori.

METHODS: Semi-quantitative reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR) and 
Western blot were used to examine the mRNA 
and protein expression of PDI, respectively, in 
human gastric mucosa with or without H pylori 
infection (n = 32 or 28).

RESULTS: The expression amounts of PDI 
mRNA and protein were 0.5704 ± 0.0794 and 
0.5198 ± 0.0379 in the mucosa without H pylori 
infection, which were significantly lower than 
those in the ones with H pylori infection (1.0642 
± 0.1533, 0.8252 ± 0.0321, P < 0.01).

CONCLUSION: H pylori infection can increase 
the transcription of PDI mRNA and synthesis 
of PDI protein in gastric mucosa.
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摘要
目的: 了解蛋白质二硫键异构酶 (p r o t e i n 
d isu lf ide isomerase, PDI)在幽门螺杆菌(H 
pylori )感染人胃黏膜组织中的表达情况. 

方法: 分别应用半定量RT-PCR方法及Western 
blot方法检测感染(n  = 32)与未感染(n  = 28)H 
pylori的人胃黏膜组织中PDI mRNA及蛋白的
表达情况. 

结果: 未感染组PDI mRNA及蛋白表达量分
别为0.5704±0.0794, 0.5198±0.0379, 感染
组PDI mRNA及蛋白表达量分别为1.0642±
0.1533, 0.8252±0.0321; 两组相比差异显著
(P <0.01).

结论: 正常情况下胃黏膜组织有PDI mRNA
的表达及蛋白的合成, H pylori感染可使胃黏
膜增加PDI mRNA的表达及蛋白的合成.
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0  引言

生物细胞在受热和其他许多损害因素如缺血、

缺氧、感染等作用后发生热休克反应, 可以抑

制一些正常蛋白质的合成, 同时启动一类新的

■背景资料
人胃黏膜感染幽
门螺杆菌后发生
热休克反应, 产生
许多热休克蛋白. 
蛋白质二硫键异
构酶为热休克蛋
白, 同时是内质网
分子伴侣家族重
要成员, 有关幽门
螺杆菌感染胃黏
膜后的热休克反
应中是否有蛋白
质二硫键异构酶
参与及其作用机
制如何尚未见研
究报道. 
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蛋白质合成基因-热休克蛋白基因, 合成热休克

蛋白(heat shock protein, HSP). 人胃黏膜感染幽

门螺杆菌(helicobacter pylori , H pylori )后同样可

发生热休克反应, 产生许多HSP. 蛋白质二硫键

异构酶(protein disulfide isomerase, PDI)为热休

克蛋白, 又是内质网分子伴侣家族重要成员, 作
为酶PDI可催化蛋白质分子中二硫键的形成, 作
为分子伴侣PDI在蛋白质的翻译及翻译后进行

的转运过程中起着重要作用. 有关H pylori感染

胃黏膜后的热休克反应中是否有PDI参与及其

作用如何尚未见研究报道. 本文以RT-PCR方法

及Western blot方法分别检测了H pylori感染后胃

黏膜组织中PDI mRNA及蛋白的表达状况. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃镜检查时将除外心脑血管、肝肾疾

病, 检查前2 wk未用抗生素及铋剂的患者列入

本实验. 于胃镜检查时取胃窦黏膜6块, 分别用于

快速尿素酶试验、Giemsa染色、RNA提取、蛋

白提取. 快速尿素酶试验、Giemsa染色同时阳性

为H pylori感染组, 共32例, 其中浅表性胃炎12例, 
胃溃疡10例, 十二指肠溃疡10例. 2项检测同时

阴性为H pylori未感染组, 共28例, 其中基本正常

胃黏膜10例, 浅表性胃炎8例, 胃溃疡5例, 十二指

肠溃疡5例. 所需试剂为TRIzol试剂, Gibco BRL; 
AMV逆转录酶, 5×buffer、RNAsin, Promega; 
Taq酶, dNTP, 10×buffer, MgCl2, Takara公司; 50×
TAE 琼脂糖, 上海生工生物制品公司; ECL试剂

盒, Amerham Phamarcia; 一抗、二抗分别为小鼠

抗羊PDI多克隆抗体, Santa Cruz; HRP标记羊抗

小鼠二抗, 中山公司.  
1.2 方法 
1.2.1 PDI mRNA表达的检测 胃镜下于胃窦大

弯、小弯各取黏膜1块, 置于预冷的装有200 μL 
TRIzol的EP管中, 用TRIzol试剂盒提取总RNA, 
用紫外分光光度计测定RNA的纯度及浓度, 两
步法RT-PCR扩增, 为校正逆转录效率及不同

样品间的差异, 以β-actin为内部参照物, 在同一

反应体系中与PDI同时扩增, 以定量PDI mRNA
的表达量, 与β-ac t in的比值作为校正后的PDI 
mRNA表达量. 反应条件: 94℃ 10 min后, 94℃
变性1 min、58℃复性45 s、72℃延伸45 s, 进
行30循环后, 72℃进行10 min延伸反应. 20 g/L
琼脂糖凝胶电泳后 ,  在紫外灯下确认电泳带 , 
PDI为478 bp, β-actin为750 bp. 在凝胶成像系

统分别扫描PDI与β-actin电泳带密度, 求出二者

比值, 即为PDI表达的相对水平.
1.2.2 PDI蛋白表达 胃镜检查时于胃窦大弯、小

弯各取黏膜1块, 裂解液中匀浆、低温离心, 考
马斯亮蓝法定量. 含15 μg蛋白的样品在80 g/L 
SDS-PAGE进行电泳, 半干转印仪至PVDF膜, 
将PVDF膜浸入封闭液中室温过夜, 加入用杂

交液按1∶1000稀释的一抗, 摇床上室温杂交

30 m in至2 h或过夜. 加入用杂交液按1∶5000
稀释的二抗, 摇床杂交30 min. 将ECL试剂盒内

的detection reagent 1与detection reagent 2等体

积混合后, 均匀滴在PVDF膜上, 固定于暗盒中, 
曝光、洗片. 电脑扫描, Kodak1D软件系统计算

PDI的密度值及β-actin的密度值, 二者比值作为

该样品PDI蛋白的表达量.
统计学处理 数据经SPSS 10.0软件t检验处

理, 以mean±SD表示, P <0.05为有显著差异.

2  结果

2.1 PDI mRNA表达的检测结果 H pylori阳性组

不同病变胃黏膜PDI mRNA表达量无差异, H 
pylori阴性组不同病变胃黏膜PDI mRNA表达量

无差异(表1). H pylori阳性组胃黏膜PDI mRNA

        

表  1  H pylori对不同胃黏膜组织PDI mRNA及蛋白表达的影响 (mean±SD)

基本正常胃黏膜
浅表胃炎(中-重度)
胃溃疡
十二指肠溃疡       

分组    
                                                               PDI mRNA                                                                     PDI蛋白

                                 n      H pylori 阳性              n        H pylori 阴性               n     H pylori 阳性           n     H pylori 阴性 

12   1.0683±0.1397
10   1.0734±0.1617
10   1.0499±0.1590

10    0.5789±0.0706
  8    0.5716±0.0581
  5    0.5441±0.0565
  5    0.5779±0.0565

12  0.8160±0.0249
10  0.8381±0.0339
10  0.8233±0.0337

10   0.5160±0.0447
  8   0.5222±0.0293
  5   0.5290±0.0437
  5   0.5207±0.0267

bP<0.01 vs  H pylori阴性组.

        

表  2  H pylori感染与未感染胃黏膜组织中PDI mRNA及蛋
白的表达(mean±SD)

H pylori阴性      28	 0.5704±0.0794    0.5198±0.0379
H pylori阳性      32	 1.0642±0.1533b  0.8252±0.0321b

分组                      n 	        PDI mRNA	   PDI蛋白

■同行评价
本文反映了目前
幽门螺杆菌感染
的基础研究进展, 
证实了蛋白质二
硫键异构酶在幽
门螺杆菌感染者
胃黏膜中的表达
及 意 义 .  方 法 得
当 ,  具 有 科 学 价
值.
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表达量明显高于H pylori阴性组(P <0.01, 表2).
2.2 PDI蛋白表达结果 H pylori阳性组不同病变

胃黏膜PDI蛋白表达量无差异, H pylori阴性组

不同病变胃黏膜PDI 蛋白表达量无差异(表1). H 
pylori阳性组PDI蛋白表达量明显高于H pylori阴
性组(P <0.01, 表2). 
 
3  讨论

胃黏膜是热休克反应的代表, 无论是离体培养

的胃黏膜细胞还是动物实验、人胃黏膜均有

HSP的多量表达[1-5]. 而感染H pylori后更增加了

某些热休克蛋白的合成[6-7], 如HSP70, HSP72, 
HSP90等, 我们曾报道胃黏膜感染H pylori后可

增加内质网分子伴侣Grp94、Grp78的合成[8-9], 
可能与H pylori感染后胃黏膜合成的一些细胞

因子、激素等有关, 也可能在维持胃黏膜细胞

正常形态及功能上起重要作用. 本实验检测了

另一个内质网分子伴侣PDI的表达情况, 同样发

现PDI在胃黏膜有基础表达, H pylori感染组PDI 
mRNA及蛋白的表达均明显高于H pylori未感染

组, H pylori感染组与未感染组不同胃黏膜病变

中的表达无差异性, 提示H pylori感染后胃黏膜

也增加了PDI的合成. PDI是一种多功能分子伴

侣存在于内质网管腔中, 含量丰富, 占细胞总蛋

白的0.4%. 作为折叠酶PDI能催化蛋白质分子中

二硫键的形成[10], 作为分子伴侣PDI能识别未折

叠好的或部分折叠的新生肽折叠中间物的非天

然结构, 或变性蛋白在重折叠过程中形成的折

叠中间物的非天然结构, 通过其多肽结合部位

与之结合, 从而防止靶蛋白或底物蛋白之间错

误的结合和聚合. 目前的研究表明, 在蛋白质折

叠过程的早期, PDI可能是作为分子伴侣防止部

分折叠的肽链由于错误相互作用导致的聚合; 
在后期, 当多肽链已经折叠到一定程度, PDI的
基本功能则表现为异构酶, 即催化配对巯基的

氧化联接或错接二硫键的异构. 像内质网中的

其他分子伴侣一样, PDI也会因为分泌蛋白的过

量合成或未折叠好的和错误折叠的蛋白在内质

网中的积聚, 而被诱导表达[11].
H pylori是一种革兰氏阴性杆菌, 本身所具

有的毒素、尿素酶、脂多糖等对胃黏膜有损害

作用[12-14], 胃黏膜感染H pylori后上皮细胞发生

空泡变性、G细胞、D细胞等也受到影响, 细胞

内质网的形态发生变化, 因此, 这些细胞在其分

泌粘蛋白、胃肠激素等过程中出现异常, 如在

细胞内聚集未折叠好的或错误折叠的蛋白, 就
可能激发热休克反应, 激活热休克因子, 使PDI
的合成增多, 增多的PDI能防止蛋白错误折叠, 
催化二硫键的形成, 从而维持胃黏膜细胞的正

常功能. PDI的增多到底与哪些胃肠激素的合成

分泌有关, 这也是我们感兴趣的问题, 有待今后

进一步探讨.
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