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Abstract
AIM: To investigate the effect of Helicobacter 
pylori (H.pylori) infection on the transcriptional 

activity of cyclooxygenase-2 (COX-2) promoter 
in gastric cancer MKN45 cells and to explore po-
tential mechanisms involved.

METHODS: The recombinant vector pGL3-
Basic-COX-2-promoter and a control vector 
(pRL-SV40) was transiently co-transfected into 
MKN45 cells. Twelve hours later, the transfected 
cells were infected with H.pylori (100 times 
the number of cells) for different durations. 
The COX-2 promoter activity was detected us-
ing the dual luciferase assay. The activation of 
p38MAPK pathway was evaluated by Western 
blot. The p38MAPK signal transduction path-
way was then blocked with a specific inhibitor 
SB203580 to detect the effect of H.pylori infection 
on COX-2 promoter activity.

RESULTS: After transient transfection, the ac-
tivity of COX-2 promoter in MKN45 cells was 
increased with time. At 40 h after transfection, 
the activity of dual-luciferase was 3.5 folds 
higher than that at 8 h (P < 0.05). H.pylori infec-
tion significantly increased the activity of dual-
luciferase compared with control cells (all P < 
0.05 or 0.01). The activity of dual-luciferase in 
cells infected with H.pylori at 40 h after transfec-
tion was 5 folds higher than that at 8 h (P < 0.01). 
The expression of p38MAPK was up-regulated 
at 20 min after infection and reached the peak at 
60 min. Blockage of the p38MAPK signal trans-
duction pathway with SB203580 significantly 
reduced the COX-2 promoter activity.

CONCLUSION: H.pylori infection increases the 
transcriptional activity of COX-2 promoter via 
the p38MAPK signal transduction pathway, 
which may be one of the important mechanisms 
by which H.pylori infection causes gastric cancer.
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■背景资料
自1983年Warren
和Ma rshal l成功
分 离 和 培 养 出
H.pylori 后, 国内
外学者对其进行
了深入的研究, 现
已证实H.pylori 是
慢性胃炎的病原
菌 ,  是 消 化 性 溃
疡的重要致病因
子, 是胃癌的协同
致病因子, 1994年
WHO将H .pylori
感染列为Ⅰ类致
癌因子. H.pylori
感染引起胃癌的
机 制 十 分 复 杂 , 
H.pylori 本身并不
分泌致癌物, 他导
致胃癌的发生是
一种间接复杂的
形式. 近年来研究
发现H.pylori 感染
诱导COX-2的过
度表达是胃癌发
生的重要环节, 但
COX-2过度表达
是如何产生的尚
不清楚.

■同行评议者
关玉盘, 教授, 首
都医科大学附属
北京朝阳医院消
化科



MAPK signal transduction pathway in MKN45 cells. Shi-
jie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(28): 3003-3007

摘要
目的: 探讨H.pylori感染对人胃癌MKN45细胞
环氧合酶2(COX-2)启动子荧光素酶报告基因
重组质粒(pGL3-Basic-COX-2-promoter)活性的
影响及p38MAPK信号通路对其的调控作用.

方法: 将构建的COX-2启动子pGL3-Bas ic-
COX-2-promoter和内参质粒pRL-SV40共转
染人胃癌MKN45细胞, 加入100倍细胞数量
的H.pylori 共培养一段时间后, 检测双荧光素
酶的活性. Western blot检测H.pylori感染对人
胃癌MKN45细胞p38MAPK信号通路的激活
作用. 运用p38MAPK特异性抑制剂SB203580
阻断p38M A P K信号通路, 观察H.p y l o r i 对
MKN45细胞COX-2启动子活性的影响. 

结果: 瞬时转染实验显示, COX-2启动子在
MKN45细胞中的转录表达随时间的变化而升
高, 转染后40 h的双报告基因活性是转染后8 
h的3.5倍(P <0.01); 加入H.pylori 共培养后, 同
时间点的荧光素酶活性明显升高(P <0.05或
P <0.01), 转染后40 h的活性是转染后8 h的5倍
(P <0.01). H.pylori感染20 min后, p38MAPK信
号通路被激活, 60 min达峰值; 加入p38MAPK
信 号 通 路 特 异 性 抑 制 剂 S B 2 0 3 5 8 0 抑 制
p38MAPK信号通路后, COX-2启动子的活性
均明显下调.

结论: H.pylori感染通过p38MAPK信号通路上
调COX-2启动子活性, 这可能是H.pylori 促进
胃癌发生发展的重要因素之一.

关键词: 胃癌; 幽门螺杆菌; 环氧合酶2; 启动子; p38

丝裂原活化蛋白激酶; 信号转导
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0  引言

研究表明长期的幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , 
H.py lor i )感染是胃癌重要的致病因素之一, 近
年来研究发现H.pylori感染诱导环氧合酶-2(Cy-
clooxygenase-2, COX-2)的过度表达是胃癌发生

的重要环节. 我们的既往研究也发现H.py l o r i
感染能上调体外培养的人胃癌细胞C O X-2的
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表达[1,2]. 但COX-2过度表达是如何产生的尚不

清楚. p38MAPK信号转导通路是细胞内重要的

信号转导分子, 调控多种基因的表达, 参与细胞

的增殖、分化、凋亡以及介导炎症、应激等多

种生理病理过程. 我们在前期研究中, 成功构

建了启动子荧光素酶报告基因重组质粒(pGL3-
Basic-COX-2-promoter), 测序证实为COX-2基
因启动子序列, 无碱基突变[3]. 为揭示COX-2在
H.pylori感染诱导COX-2表达的机制, 本研究在

既往研究的基础上进一步探讨p38MAPK信号

通路对H.pylori感染的人胃癌MKN45细胞pGL3-
Basic-COX-2-promoter的调控作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 转染脂质体(transfection reagent)、双

荧光素酶检测试剂盒(dual luciferase assay kit), 
美国P romega公司. p38MAPK特异性抑制剂

SB203580为美国Serologllcais公司产品; RPMI 
1640培养基美国Gibco; 哥伦比亚琼脂培养基英

国OXOID公司; 蛋白质抽提试剂试剂盒(Sangon 
S-415)、BCA蛋白质定量试剂Merk公司产品; 
SDS-PAGE电泳试剂上海博彩生物技术有限公

司; 鼠抗人COX-2单克隆抗体购自Merck公司.
1.2 方法 
1.2.1  细胞株与菌株培养:  M K N45细胞株、

H.py l o r i国际标准株NCTC11637由上海中医

药大学大学附属普陀医院肿瘤实验室提供 . 
MKN45细胞在37 ℃, 50 mL/L CO2饱和湿度条

件下置于含100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640完
全培养液中, 常规培养; 将冻存的H.pylori菌株

复苏后, 接种于含10%脱纤维羊血的哥伦比亚琼

脂培养基, 于50 mL/L O2、100 mL/L CO2、850 
mL/L N2微需氧条件下培养48-72 h, 经尿素酶、

氧化酶、过氧化氢酶试验及组织染色等证实为

H.pylori .
1.2.2 H.pylori感染人胃癌MKN45细胞: H.pylori
感染人胃癌MKN45细胞的方法根据我们实验

室以前报道的方法并进行如下调整[1,2]: 取增殖

活跃的MKN45细胞以每板4×105接种于6孔板

中. 当细胞贴壁后, 更换不含抗生素的细胞培养

液, 用接种环刮取培养基上的H.pylori活菌, 悬于

PBS中, 按生物分光光度计测得A 600值(1A  = 108 
CFU/mL), 调整H.pylori细菌密度, 按细菌和细胞

数量100∶1的比例向培养于6孔板中的MKN45
细胞中加入菌液, 继续培养.
1.2.3 pGL3-Basic-COX-2质粒转染: 我们已合成

www.wjgnet.com

■研发前沿
国内外大量的流
行 病 学 研 究 表
明, H.pylori 感染
胃癌胃黏膜细胞, 
COX-2表达增加
是胃癌发生的重
要因素. 但COX-2
过度表达的具体
机制目前尚不清
楚, 亟待更深入地
研究.

■相关报道
研 究 发 现 ,  与
H . p y l o r i 阴性者
相比H . p y l o r i 感
染胃黏膜上皮组
织COX-2 mRNA
表达的明显增加, 
而体内外细胞实
验也发现COX-2
特 异 性 抑 制 剂
NS-398不仅能下
调胃癌细胞表达
COX-2 ,  而且对
胃癌细胞的增殖
有明显抑制作用, 
并导致H.pylori 感
染的H5746T细胞
caspase-3活化及
胃上皮细胞凋亡
的增加.
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pGL3-Basic-COX-2质粒, 合成方法见文献[1], 将
其和内参质粒pRL-SV40共转染人胃癌MKN45
细胞: 按0.5×105个细胞/孔的量在24孔板中接

种指数生长期的细胞; 吸弃培养液, 添加500 μL
无血清无抗生素的RP M I 1640培养基(RP M I 
1640-FS)润洗细胞2-3次; 取2个1.5 mL离心管, 
1个按50 μL/孔加入RPMI 1640-FS, 然后加入

pGL3-Basic-COX-2和pRL-SV40质粒DNA, 每孔

0.8 μg; 另1个按每孔50 μL加入RPMI 1640-FS, 
按每孔2 μL加入LipofectamineTM 2000转染试剂; 
将两管液体混合, 吸弃24孔板中的培养液, 将离

心管中的混合液滴加到各组细胞上; 将细胞置

于37 ℃、恒湿的含50 mL/L CO2的培养箱中培

养3-5 h后, 吸去DNA/脂质体/RPMI 1640混合物, 
加入500 μL的完全培养基或含100倍细胞数量

H.pylori的有血清无抗生素的1640培养基, 分别

加入不同浓度(0%、5%、10%、20%)的健脾解

毒含药血清处理, 继续培养24-48 h. 然后对细胞

进行双荧光素酶活性检测, 记录发光值为Renilla 
luciferase的发光单位(RLU).
1.2.4 Western blot检测蛋白的表达: 细胞用预冷

PBS洗2次, 吸弃PBS, 加入预冷的含抑制剂的蛋

白质抽提试剂, 轻轻摇动5 min; 后用一预冷的橡

胶和塑料细胞刮刮下培养瓶壁上细胞, 转移细

胞悬液到离心管中, 冰浴15 min. 裂解液于预冷

的离心机中14 000 r/min离心15 min, 吸弃上清; 
BCA分析试剂测定蛋白质浓度. 50 μg总蛋白质

在SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后, 电转移至

PVDF膜, 膜在5% BSA溶液中室温孵育1 h以封

闭膜上的非特异结合. 封闭过的膜加入一级抗

体4 ℃过夜, 抗原抗体结合. TBST洗膜3次, 每次

5 min, 再加入HRP标记的二级抗体以结合一级

抗体, 及HRP标记的抗生物素抗体以结合分子量

标准, 室温孵育膜1 h, TBST洗膜3次, 每次5 min; 
同样方法标记鼠单克隆抗GAPDH作对照. 洗完

膜稍干后, 按1∶1加入DAB显影液(与二抗HRP
结合), 在Bio-Rad的化学发光成像仪上显影. 然
后分析灰度值, 再计算灰度系数比.

统计学处理 数据以mean±SD表示, 采用

PEMS3.1统计软件包, 两样本均数比较用t检验, 
多样本比较以单因素方差分析; 各组两两比较

采用Newman-Keuls检验.

2  结果

2.1 H.pylori对MKN45细胞COX-2启动子转录活

性的影响 将载体质粒、重组质粒分别与内参质

粒共转染胃癌MKN45细胞4 h后, 吸弃转染培养

液常规培养16-24 h, 分别加H.pylori (H.pylori∶
MKN45 = 100∶1)感染后8、16、24、32、40、
48 h收集样品, 进行双荧光素酶活性检测. 结果

显示pGL3-Basic-COX-2转染MKN45细胞后, 48 
h内COX-2启动子的活性随时间的变化呈现明显

的上升趋势, 在转染40 h后达到最大值, 与转染

8 h相比活性增高3.5倍(P <0.01), COX-2启动子活

性明显高于载体质粒转染对照组(P <0.01). 转染

pGL3-Basic-COX-2的MKN45细胞, 经H.pylori感
染16 h后, COX-2启动子的活性明显增强, 并随

时间的变化呈上升的趋势, 40 h达到最大值, 与
转染8 h组相比活性增高5倍(P <0.01). 同时, 与未

经H.pylori感染组相比, COX-2启动子的活性表

现出明显的上调(P <0.05, P <0.01). 特别是作用第

32小时, 两者COX-2启动子活性的差异达到最大

(P <0.01, 图1).
2.2 H.pylori 对MKN45细胞p38MAPK信号通路

的激活作用 H.py lor i与MKN45细胞按100∶1
的比例共培养20、40、60、90、120 m in, 以
正常细胞为对照, Western blot检测p38MAPK
和磷酸化的p38MAPK(p-p38MAPK). 其结果

发现常规培养的M K N45细胞p-p38M A P K微

弱表达, H.py lor i作用后MKN45细胞20 m in后
p38MAPK在被迅速激活, 随着作用时间的延长

p-p38MAPK表达逐步增强, 60 min达峰值, 约为

对照组的10倍. 同时, 各组p38MAPK的表达未见

有明显差异(图2). 
2.3  p38M A P K对H .p y l o r i 感染M K N45细胞

COX-2启动子转录活性影响 将MKN45细胞转

染COX-2启动子荧光素酶重组质粒后, 加入20 
μmol/L的p38MAPK特异性抑制剂SB203580处
理2 h, 再加H.pylori感染. 以未用H.pylori感染

a

a

b
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t /h
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ef

ly
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转染质粒+H.pylori

图  1  H.pylori 对MKN45细胞COX-2启动子活性的影响. 
aP<0.05, bP<0.01 vs  转染质粒.

■创新盘点
本研究将COX-2
启动子荧光素酶
报告基因重组质
粒瞬时转染人胃
癌 M K N 4 5 细胞 , 
从 p 3 8 M A P K 信
号转导途径揭示
H.pylori 感染后诱
导COX-2过表达
导致胃癌发生的
部分机制.
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和H.pylori感染而未用抑制的MKN45细胞为对

照, 检测荧光素酶活性. 结果显示, 与MKN45细
胞组(对照组)相比, MKN45细胞加p38MAPK抑

制剂组的C O X-2启动子转录活性无统计学差

异(P >0.05), 在H.py lor i感染的MKN45细胞中, 
COX-2启动子转录活性显著升高(P <0.01), 而加

入p38MAPK抑制剂后H.pylori感染MKN45细胞

的COX-2启动子活性明显降低(P <0.05, 图3).

3  讨论

自1983年Warren和Marshall成功分离和培养出

H.pylori后[4], 国内外学者对其进行了深入的研

究, 现已证实H.pylori是慢性胃炎的病原菌, 是消

化性溃疡的重要致病因子, 是胃癌的协同致病因

子[5,6]. 1994年WHO将H.py lor i感染列为Ⅰ类致

癌因子[7]. H.pylori感染引起胃癌的机制十分复

杂, H.py lor i本身并不分泌致癌物, 他导致胃癌

的发生是一种间接复杂的形式. COX-2为诱导

型基因, 静息时不表达, 当细胞受到各种诱导因

子刺激时其表达上调, 迅速合成. 近年研究表明

COX-2在多种肿瘤组织中表达增强, 与肿瘤的发

生、发展及转移密切相关[8-10]. 检测COX-2的水

平可能有助于肿瘤的早期诊断, 抑制COX-2的表

达可能有助于肿瘤的治疗. 
双荧光素酶报告基因法, 首先构建以目的

基因启动子为启动序列的荧光素酶报告基因载

体. 然后, 将构建好的载体同参照载体同时转染

进细胞中, 通过检测荧光素酶的表达量反映启

动序列的活性. 该方法具有可信度高、操作简

单的优点[11], 而且还能够通过特异性的序列来靶

向筛选抗肿瘤药物. 在我们前期的研究中, 已建

立了基于双荧光素酶报告基因法的COX-2筛选

模型. 该模型是通过构建含有COX-2基因启动子

的萤火虫荧光素酶报告基因重组质粒, 并同含

海肾荧光素酶报告基因的载体质粒共同组成双

荧光素酶报告基因系统. 利用脂质体转染法将

两个质粒共同转染到肿瘤细胞中, 利用双报告

基因检测系统测定两种荧光强度的变化, 反映

COX-2基因启动子的活性[3]. 
本研究证实经H.pylori感染MKN45细胞后, 

COX-2启动子的活性随感染时间的变化呈现明

显的上升趋势, 在转染40 h达到最大值, 与转染8 
h组相比活性增高5倍(P <0.01), 结果从COX-2启
动子的转录方面证实H.pylori感染能够上调胃癌

MKN45细胞COX-2基因的表达. 
p38MAPK是MAPK家族中的一条重要的信

号途径, 是一组细胞内信号转导分子, 在炎症、

细胞生长、细胞分化、细胞周期及细胞死亡

等过程中发挥重要的调控作用, 能够被多种细

胞外的刺激因素激活[12-16]. MAPKK通过磷酸化

p38MAPK的Thr-Gly-Tyr(TGY)位点中的苏氨酸

和酪氨酸使其活化. 活化的p38MAPK进一步活

化下游的蛋白激酶和转录因子ATF-2、CREB-1, 
进而调控多种基因的表达[1,16]. 但p38MAPK信号

通路是否在H.pylori诱导的COX-2表达中起作用

尚不清楚. 
我们研究发现, H.py lor i感染MKN45细胞

20 min后, p38MAPK信号通路被激活, 60 min
达峰值, 随着作用时间的延长, 表达逐渐下降, 
24 h仍有表达. 说明H.pylori可激活该信号通路, 
而且在加入p38MAPK信号通路特异性抑制剂

SB203580抑制p38MAPK信号通路后, COX-2
启动子的活性均明显下调, 提示H.pylori可通过

p38MAPK信号通路上调COX-2基因的表达, 这
可能是其促进胃癌发生发展的重要因素.

图  3  p38MAPK对MKN45细胞COX-2启动子转录活性的
影响. 1: 对照组; 2: p38MAPK抑制剂组; 3: H.pylori 组; 4: 

p38MAPK抑制剂+H.pylori 组; aP <0.05 vs  p38MAPK抑制剂

+H.pylori组, bP<0.01 vs  对照组.
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图  2  H.pylori 对MKN45细胞p38MAPK信号通路的激活作
用. bP<0.01 vs  对照组.
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■应用要点
本 研 究 提 示 , 
H.pylori 刺激细胞
内MAPK, 磷酸化
p38MAPK的Thr-
G l y - Ty r ( T G Y )
位 点 中 的 苏 氨
酸 和 酪 氨 酸 ,  使
其 活 化 .  活 化 的
p 3 8 M A P K 进 一
步上调COX-2启
动 子 的 转 录 活
性, 导致COX-2表
达 增 加 ,  揭 示 了
H.pylori 感染发生
胃癌的关键环节, 
即COX-2过表达
的部分机制.
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《世界华人消化杂志》入选《中国学术期刊评价研究报告 -
RCCSE 权威、核心期刊排行榜与指南》

本刊讯 《中国学术期刊评价研究报告-RCCSE权威、核心期刊排行榜与指南》由中国科学评价研究中心、武

汉大学图书馆和信息管理学院联合研发, 采用定量评价和定性分析相结合的方法, 对我国万种期刊大致浏览、

反复比较和分析研究, 得出了65个学术期刊排行榜, 其中《世界华人消化杂志》位居396种临床医学类期刊第

45位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)

■同行评价
本研究方法有一
定创新性, 结论明
确, 分析可信, 为
H.pylori 致胃癌机
制提供了有价值
的理论.


