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Abstract
AIM: To investigate the role of the JAK/STAT3 
and ERK/MAPK s ignal ing pathways in 
Helicobacter pylori (H.pylori) cytotoxin-associated 
protein A (CagA)-induced gastrin up-regulation 
in gastric cancer cell lines AGS and SGC-7901 

by knocking down the JAK2 and ERK1 genes by 
RNA interference.

METHODS: AGS and SGC-7901 cells were trans-
fected with a CagA expression vector (trans-
fection group) or infected with CagA-positive 
H.pylori (infection group). Meanwhile, the JAK2 
and ERK1 genes were knocked down by RNA 
interference. At 48 h postinfection, the expres-
sion of CagA protein and gastrin mRNA was 
detected by Western blot and real-time fluores-
cence quantitative PCR, respectively.

RESULTS: CagA protein was highly expressed 
in cells either transfected with the CagA ex-
pression vector or infected with H.pylori. Com-
pared with control cells, gastrin mRNA levels 
increased 26.58 times (AGS) and 5.59 times 
(SGC-7901) in the transfection group and 1.88 
times (AGS) and 8.59 times (SGC-7901) in the 
infection group, respectively. After JAK2 and 
ERK1 knockdown, gastrin mRNA levels signifi-
cantly decreased in the two groups (P < 0.05). In 
the transfection group, the reduced rates of gas-
trin mRNA expression were 81.50% (AGS) and 
99.00% (SGC-7901) after JAK2 knockdown and 
75.55% (AGS) and 97.00% (SCG-7901) after ERK1 
knockdown. In the infection group, the reduced 
rates of gastrin mRNA expression were 55.30% 
(AGS) and 90.00% (SGC-7901) after JAK2 knock-
down and 38.30% (AGS) and 92.00% (SCG-7901) 
after ERK1 knockdown. These data suggest that 
the blockage of the ERK/MAPK and JAK/STAT 
signaling pathways can inhibit CagA-induced 
gastrin up-regulation.

CONCLUSION: CagA up-regulates the expres-
sion of the gastrin gene. The blockage of the 
JAK/STAT3 and ERK/MAPK signaling path-
way by RNA interference can inhibit CagA–me-
diated gastrin up-regulation.

Key Words: Signaling pathway; RNA interference; 
Cytotoxin-associated protein A; Gastrin
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■背景资料
幽 门 螺 杆 菌
(H.pylori )慢性感
染是导致胃癌的
重 要 危 险 因 素 , 
CagA是H.pylori
主要的毒力因子, 
可能是胃癌发生
的始动因素. 胃泌
素(gastrin, GAS)
由GAS分泌细胞
(G细胞)产生, 具
有刺激胃酸分泌
和对胃肠黏膜的
营 养 作 用 ,  同 时
GAS也是一种促
生长因子, 可刺激
胃肠道黏膜增殖, 
促进胃癌的发生. 
前期研究成果中
认为胃癌细胞自
分泌的GAS(产生
自分泌环)是胃癌
发生发展的重要
因素 .  CagA蛋白
是否调控GAS基
因表达以及通过
何种信号通路发
挥作用尚不清楚.

■同行评议者
高国全, 教授, 中
山大学中山医学
院生化系



inhibits Helicobacter pylori CagA-induced gastrin up-
regulation in gastric cancer cell lines AGS and SGC-7901. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(22): 2317-2321

摘要
目的: 探讨JAK/STAT3和MAPK/ERK两条信
号转导通路在分析和推断CagA调控胃泌素基
因表达机制中的作用. 

方法:  将含c a g A 基因的表达质粒和幽门螺
杆菌(C a g A阳性)株分别转染和感染胃癌细
胞AGS和SGC-7901, 同时用siRNA阻断jak2
及e rk1 基因的表达, 48 h后通过RT-PCR、

Western blot检测细胞中有无CagA蛋白表达, 
实时荧光定量PCR检测胃泌素的变化. 

结果: 转染组和感染组中均检测到C a g A蛋
白的表达 ,  与对照相比胃泌素m R N A在转
染组分别增加了26.58倍(A G S细胞)和5.59
倍(S G C-7901), 在感染组分别增加1.88倍
(AGS细胞)和8.59倍(SGC-7901), 表达量显
著增高; s iRNA干扰JAK2和ERK1后胃泌素
mRNA表达量降低, 在转染组JAK2干扰抑制
率分别为81.50%(AGS)和99.00%(SGC-7901), 
E R K 1 干扰抑制率分别 7 5 . 5 5 % ( A G S ) 和
97.00%(SCG-7901). 在感染组JAK2干扰抑制
率分别为55.30%(AGS)和90.00%(SGC-7901), 
E R K 1 干扰抑制率分别 3 8 . 3 0 % ( A G S ) 和
92.00%(SGC-7901). 结果显示ERK/MAPK和
JAK/STAT通路阻断, 抑制了CagA调控的胃泌
素mRNA表达.

结论: CagA上调胃泌素基因的表达, s iRNA
干扰阻断JAK/STAT和ERK/MAPK这两个信
号通路, 可以抑制CagA对胃泌素mRNA表达
的调控.

关键词: 信号通路; RNA干扰; 幽门螺杆菌毒素相关

蛋白; 胃泌素
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori )是一

种可长期定植于人类胃黏膜的革兰氏阴性螺旋

形微需氧菌, 在全世界范围内感染率超过50%[1], 
流行病学和动物实验证实H.pylori慢性感染是

导致胃癌的重要危险因素[2], 其中H.pylori分泌

的细胞毒素相关基因A蛋白(cytotoxin-associated 
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gene A, CagA)与胃癌的发生密切相关[3]. 磷酸化

CagA能结合并激活含有SH2结构域的酪氨酸磷

酸酶SHP-2, 主要介导JAK-STAT及ERK/MAPK
激酶等信号通路, 在诱导细胞成活、增生及分

化中起重要作用[4]. 胃泌素是一种多肽激素, 由
胃泌素分泌细胞(G细胞)产生, 主要具有刺激胃

酸分泌和对胃肠黏膜的营养作用. 有学者研究

认为, 胃癌细胞能自分泌胃泌素, 作为生长因子

与癌细胞上胃泌素受体结合, 形成自分泌环, 在
胃癌的发生中起重要作用[5]. Wang等[6]研究发现

胃泌素水平和血清CagA阳性率在大多数胃癌患

者中明显增加, 高胃泌素血症与H.pylori感染在

胃癌的发生、发展过程中有协同作用, 但两者的

相互关系如何, CagA蛋白能否调控胃泌素基因

的表达, 以及通过什么途径对胃泌素基因表达进

行调控并未阐明. 本研究通过小干扰RNA阻断

JAK2和ERK1的表达, 探讨JAK/STAT3和MAPK/
ERK两条信号转导通路在分析和推断CagA调控

胃泌素基因表达机制中的作用.

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞AGS、SGC-7901(中科院

上海细胞库), H.pylori标准菌株NCTC1163(中
国幽门螺杆菌菌株管理与保藏中心馈赠), 真核

表达质粒(含CagA基因)pcDNA3.1Zeo(-)/cagA7
由本室构建. 改良型RPMI 1640(HyClone公
司), 胎牛血清(四季青公司); L ipofec tam i ne 
2000(Invitrogen公司), JAK2和ERK1特异小干

扰RNA(上海吉玛公司), 兔多抗CagA、HRP标
记二抗(Santa Cruz公司), HRP-GAPDH(康成公

司), Real time RT-PCR所用试剂及探针(Applied 
Biosystems); β-actin Taqman探针(基康公司); 普
通化学试剂(Sigma公司). PVDF膜、ECL-Plus发
光试剂、高效显影胶片(Amersham公司). 7300
型荧光定量PCR仪(Applied Biosystems公司), 双
垂直电泳槽DYCZ-24D(北京六一仪器厂).
1.2 方法 
1.2.1 转染组: AGS、SGC-7901细胞用改良型

RPMI 1640培养基(100 mL/L胎牛血清、青霉

素100 kU/L, 链霉素100 kU/L), 50 mL/L CO2、

37 ℃恒温培养. 用0.25%胰酶消化对数生长期

的细胞, 计数并按每孔4×105个细胞接种于6
孔培养板 ,  置37 ℃培养箱培养至细胞生长达

到90%-95%的融合率后进行细胞共转染. 实验

组分为: 空白对照组(细胞未作任何处理)、空

载转染组[pcDNA3.1 Zeo(-)/空载体]、CagA转

染组[pcDNA3.1 Zeo(-)/cagA7]、JAK2干扰组

www.wjgnet.com

■研发前沿
了解高胃泌素血
症与H.pylori 感染
在胃癌的发生、

发展过程中的协
同作用机制, 明确
H.pylori 感染诱发
胃癌的机制, 是目
前研究的热点. 
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[pcDNA3.1 Zeo(-)/cagA7+ JAK2 siRNA]和ERK1
干扰组[pcDNA3.1 Zeo(-)/cagA7+ERK1 siRNA]. 
质粒: siRNA: LipofectamineTM 2000为1∶1∶3, 
将培养板放入37 ℃、50 mL/L CO2培养箱, 6 h后
更换成含100 mL/L胎牛血清培养基, 继续培养

48 h后收集细胞. 
1.2.2 感染组: A G S、S G C-7901细胞培养及

s iRNA转染同转染组. 实验分组: 空白对照组

(细胞未作任何处理)、CagA感染组(H.pylor i
感染)、JAK2干扰组(H.pylori +JAK2 siRNA)和
ERK1干扰组(H.pylori +ERK1 siRNA). H.pylori标
准株NCTC11637接种于哥伦比亚血琼脂板, 50 
mL/L O2、100 mL/L CO2、850 mL/L N2、37 ℃
培养3 d后, 悬于PBS中, 用麦式比浊法调细菌浓

度达15×108个/mL. 细胞用siRNA转染42 h后按

细菌与细胞的比例100∶1感染细胞, 6 h后收集

细胞. 
1.2.3 RT-PCR检测转染组CagA表达: 根据文献设

计CagA引物. 上游引物: 5'-AAT ACA CCA ACG 
CCT CCA AG-3'; 下游引物: 5'-TTG TTG CCG 
CTT TTG CTC TC-3'. PCR产物以1.5%琼脂糖凝

胶电泳, 约397 bp条带即为目的DNA.
1.2.4 细胞总蛋白提取及Western blot检测转染

组及感染组CagA蛋白: 细胞经PBS洗涤后用细

胞裂解液(含PMSF和复合蛋白酶抑制剂)裂解, 
定量后分装, -20 ℃保存备用; Western blot检测

CagA蛋白表达. 
1.2.5 细胞总RNA提取及RT-Real time PCR检

测胃泌素表达水平: 采用T R I z o l一步法提取

细胞总RNA, 逆转录合成cDNA, 运用TaqMan 
Universal PCR Master Mix试剂盒在7300型实时

荧光定量PCR仪上检测Gastrin和β-actin基因表

达. 以 SDS1.4软件进行荧光收集和分析ΔΔCt值

及RQ(relative quantity)值, RQ = 2-ΔΔCt. 分析实验

结果时以β-actin为内对照, 计算Gastrin扩增水

平, 然后将其与对照组的结果进行比较并计算

Gastrin的相对表达水平. 采用SPSS11.5统计软件

进行方差分析, 组间比较采用t检验.

2  结果

2.1 RT-PCR检测转染组CagA表达 通过检测发

现在所设立的5个组内, 均可见到CagA表达, 但
明显的转染了pcDNA3.1ZEO(-)/CagA7的组中, 
cagA高表达(图1). 
2.2 Western blot检测转染组及感染组CagA蛋白

表达 pcDNA3.1Zeo(-)/cagA7和小干扰RNA转

染后, 在AGS和SGC-7901细胞中均检测到CagA
蛋白表达, 说明pcDNA3.1Zeo(-)/cagA7转染成

功; H.pylori感染SGC-7901和AGS细胞后Western 
blot检测CagA蛋白, 结果显示有CagA蛋白存在, 
说明发生了CagA蛋白转位(图2).
2.3 转染组Real-t ime PCR检测胃泌素基因表

达 在AGS和SGC-7901细胞中pcDNA3.1Zeo(-)/ 
CagA7转染组胃泌素mRNA表达水平较空白对

照组均显著增高(P <0.05), 分别增加了26.58倍
和5.59倍, 表明CagA蛋白能上调胃泌素基因的

表达. 在JAK2和ERK1干扰后这种上调作用被

抑制, 胃泌素基因的表达量显著降低(P <0.05), 
J A K2干扰组抑制率分别为81 .5%(A G S)和
99%(S G C-7901),  E R K1干扰组抑制率分别

75.55%(AGS)和97%(SCG-7901)(表1, 图3).
2.4 感染组Real-time PCR检测胃泌素基因表达 
H.pylori感染和RNAi转染AGS细胞, 其胃泌素

mRNA表达水平较空白对照组略有增高, 为1.88
倍, 经JAK2和ERK1干扰后这种上调作用被抑

制, 抑制率为分别为55.3%和38.3%. 在SGC-7901

■相关报道
本课题组前期已
研 究 用 p c D N A 
3.1ZEO(-)/CagA7
瞬 时 转 染 和
H.pylori 感染AGS
细胞和SGC-7901
细 胞 ;  然 后 用 化
学 阻 断 剂 阻 断
J A K / S TAT 3 和
ERK/MAPK两条
细胞内信号转导
通路, 分析和推断
CagA调控胃泌素
基因表达的作用
机制.

图  1  AGS细胞(A)和SGC-7901细胞(B)转染真核表达质粒后CagA及β-actin电泳结果. 1: 空白对照; 2: 空载转染组; 3-5: 

pcDNA3.1ZEO(-)/cagA7转染组.

1           2          3          4          5

CagA

β-actin

1           2         3         4            5A B

CagA

GAPDH

CagA

GAPDH

Con Empty Vector     pcDNA3.1/CagA

Con               H.pylori  infection

A Con Empty Vector     pcDNA3.1/CagA

Con               H.pylori  infection

B 图  2  转染组与感
染组CagA蛋白、
GAPDH内对照检测
结果. A: AGS细胞; 

B: SCG-7901细胞.
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细胞胃泌素mRNA表达水平较空白对照组显著

增高(P <0.05), 增加了约8.59倍, JAK2和ERK1
干扰后这种上调作用被抑制, 胃泌素基因的表

达量显著降低(P <0.05), 抑制率为分别为90%和

92%(表2, 图4).

3  讨论

胃癌的形成是一个多因素、多步骤的复杂的过

程, H.pylori感染、宿主遗传因素和环境因素起

共同作用, 而H.pylori感染可能为先导, 从慢性

活动性胃炎、慢性萎缩性胃炎、肠上皮化生和

■创新盘点
本 研 究 首 次 将
H.pylori 的毒力蛋
白CagA与胃癌细
胞自分泌胃泌素
假说联系起来, 设
想CagA蛋白可能
通过JAK/STAT3
和ERK/MAPK两
条细胞内信号转
导通路调控胃泌
素基因的表达.

表  2  CagA+H.pylori 感染和RNAi干扰对AGS、SGC-7901细胞胃泌素基因mRNA表达水平的影响 (n  = 6)

     
分组

			             Ct of gastrin 			      Ct of β-actin		          2-ΔΔCt

		                  AGS	          SCG-7901	 　        AGS                    SCG-7901               AGS     SCG-7901

空白对照组	       21.05±1.15	      30.86±1.03	   14.74±1.08	  21.89±5.26	 1.00	 1.00

CagA+H.pylori组 	       21.37±0.18	      29.59±0.63	   15.97±2.54	  23.72±1.53	 1.88a	 8.59a

CagA+H.pylori+	       25.71±5.06	      26.11±2.89	   19.16±4.05	  16.89±3.83	 0.84	 0.84

siRNA/JAK2组

CagA+H.pylori+	       25.27±5.25	      25.12±2.90	   19.17±5.88	  15.64±1.74	 1.16	 0.70

siRNA/ERK1组

aP<0.05 vs  对照组; 2-ΔΔCt: 胃泌素的相对表达水平.

图  3  pcDNA3.1ZEO(-)/cagA7
和siRNA转染AGS(A)和SGC-
7901(B)细胞后胃泌素mRNA表
达水平. 1: 空白对照; 2: 空载转

染组; 3: CagA转染组; 4: JAK2

干扰组; 5: ERK1干扰组.
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图  4  H.pylori 感染
和siRNA转染AGS(A)
和SGC-7901(B)细胞
后 胃 泌 素 m R N A 表
达水平. 1 :  空白对

照; 2: H.pylori 感染

组; 3: JAK2干扰组; 4: 

ERK1干扰组.
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表  1  CagA转染和RNAi对AGS和SGC-7901细胞胃泌素基因mRNA表达水平的影响 (n  = 6)

     
分组

			             Ct of gastrin 			      Ct of β-actin		          2-ΔΔCt

		                  AGS	          SCG-7901	 　        AGS                    SCG-7901               AGS     SCG-7901

空白对照组	        33.77±7.52           28.10±1.32           21.94±2.02          22.28±0.49            1.00        1.00

pcDNA3.1	        29.21±1.62           27.70±3.77           21.92±0.46          18.92±6.10          23.22        0.13

+empty vecter组

pcDNA3.1/CagA组	        28.38±1.50           23.19±2.99           21.28±1.24          19.96±1.97          26.58a       5.59a

pcDNA3.1/CagA+	        30.82±3.06           29.07±5.02           21.30±1.55          19.33±5.32            4.94        0.07

siRNA/JAK2组

pcDNA3.1/CagA+	        31.91±2.17           25.96±5.18           22.79±1.30          17.53±4.18            6.51        0.16

siRNA/ERK1组

aP<0.05 vs  对照组; 2-ΔΔCt: 胃泌素的相对表达水平.
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不典型性增生最终发展成胃癌的癌变模式已被

国内外大多数学者承认, 但H.pylori感染导致胃

癌发生的确切机制尚不清楚. H.pylori具有多种

毒力因子, 其中CagA是主要的毒力因子, 可能

是胃癌发生的始动因素. CagA表达于60%-70%
的H.pylori菌株中, 西方国家的研究结果认为, 
CagA阳性H.pylori为毒力菌株, 与消化性溃疡、

萎缩性胃炎、胃癌发生密切相关 .  研究证实

CagA通过Ⅳ型分泌系统进入宿主细胞后, 其C
端的酪氨酸位点发生了酪氨酸磷酸化, 磷酸化

的CagA可以特异地与SHP-2结合并激活其磷酸

酶的活性, 这种相互作用激活了多个信号级联

反应[7]. Bronte-Tinkew等[8]已证实H.pylori  CagA
蛋白在体内外能激活STAT3信号通路, 转录因子

STAT是JAK直接底物, 他可将细胞因子信号从

受体JAK直接传到核内, 调节特定基因表达, 促
进胃癌的发生. Mimuro等[9]证明H.pylori分泌的

CagA转位到胃上皮细胞与接头蛋白Grb2相互作

用, 激活ERK/MAPK信号通路, 从而促进了细胞

分散和增生, 这是胃癌发生中的重要进程之一. 
故而我们推测JAK/STAT3和ERK/MAPK两条

细胞内信号转导通路在CagA影响H.pylori与胃

黏膜细胞相互作用, 诱导胃癌发生发展过程中

起到了非常重要的作用. Ferrand等[10]研究发现, 
在高表达前胃泌素和甘氨酸胃泌素转基因大

鼠, 其结肠上皮发生瘤变时可测到明显上调的

STAT3, 表明STAT3信号转导途径可能参与了胃

泌素诱导结肠上皮细胞癌变过程. Konturek等[11]

研究发现胃癌患者中CagA的血清阳性率及胃泌

素水平显著增高, 多因素分析发现仅有CagA蛋白

及胃泌素浓度可能在胃癌的形成中起重要作用.
为探讨CagA与胃泌素在诱导胃癌发生发

展之间的可能关系, 我们建立了CagA基因转染

人胃癌细胞和CagA+H.pylori感染人胃癌细胞两

个平行的实验组, 然后用Real time PCR检测胃

泌素基因表达, 结果发现无论是在转染组或感

染组胃泌素基因的表达水平较对照均显著上调

(P <0.05), 表明H.pylori的CagA蛋白确实具有调

控胃泌素基因表达的作用. 通过RNAi靶向关键

信号蛋白JAK2和ERK1阻断JAK/STAT3和ERK/
MAPK两条细胞内信号转导通路后检测胃泌素

基因表达, 发现CagA对胃泌素基因表达的上调

作用均在一定程度上被抑制, 提示JAK/STAT3
和ERK/MAPK两条细胞内信号转导通路参与

了CagA对胃泌素的调控. 本研究与课题组采用

化学阻断剂阻断JAK/STAT3和ERK/MAPK两

条细胞内信号转导通路获得相似性结果[12], 故
而我们推测H.pylori  CagA阳性菌株感染后, 在
CagA蛋白的协同作用下, 使胃泌素基因表达增

强, 胃泌素作为生长因子, 与细胞表面的CCK-B
受体结合, 形成自分泌环, 促进胃溃疡乃至胃癌

的形成. JAK/STAT和ERK/MAPK这两个信号通

路参与CagA蛋白对胃泌素基因表达的调控, 通
过siRNA干扰阻断这两个信号通路可有效抑制

CagA上调胃泌素mRNA的表达, 实验研究结果

可为探讨H.pylori感染导致胃癌发生发展的机制

及治疗提供新的理论依据.
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■同行评价
本文主要探讨了
CagA调控胃泌素
产生和分泌的机
制, 选题尚可, 设
计基本合理, 有一
定参考价值.


