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■背景资料
不同胃疾病来源
的H. pylori分离株
具有明显的遗传
异质性, 其毒力因
子的类型和频率
分布存在明显差
异, 与长期感染所
导致的不同的临
床结局密切相关, 
寻找胃疾病进展
过程中可以作为
疾病潜在标志物
的H. pylori菌株特
异性毒力基因是
目前研究热点.
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Abstract
AIM: To explore the distribution of the peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase (PPIase) gene in He-
licobacter pylori (H. pylori) strains isolated from 
patients with different gastric diseases.

METHODS: Biopsy specimens were taken from 

the gastric mucosa of patients with superficial 
gastritis (GS), atrophic gastritis (GA) or gastric can-
cer (GC) and used to isolate a total of 64 H. pylori 
strains. The distribution of the PPIase gene in 
these strains was analyzed by PCR. 

RESULTS: The GA group had the highest dis-
tribution frequency (94.4%) of the PPIase gene, 
which was significantly higher than those in the 
GS (57.7%) and GC (65.0%) groups (P = 0.014, 
0.045). Although the frequency of the PPIase 
gene was higher in the GC group than in the 
GS group, there was no statistical difference be-
tween them (P > 0.05).

CONCLUSION: H. pylori strains isolated from 
patients with AG carried a higher frequency of 
the PPIase gene.

Key Words: Helicobacter pylori ; Peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase gene; Superficial gastritis; Atrophic 
gastritis
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摘要
目的:  探 讨 肽 酰 - 脯 氨 酰 - 顺 反 式 异 构 酶
(peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, PPIase)
编 码 基 因 在 不 同 胃 疾 病 来 源 幽 门 螺 杆 菌
(Helicobacter pylori , H. pylori )菌株中的分布情
况, 旨在揭示其在胃疾病动态发展过程中的作
用及其与胃疾病相关性.

方法: 选取浅表性胃炎(superficial gastritis, 
GS)、萎缩性胃炎(atrophic gastritis, GA)、胃
癌(gastric cancer, GC)三组疾病来源胃黏膜活
检标本分离培养出的H. pylori 菌株64例, 其
中GS26例、GA18例、GC20例, 使用酚-氯仿
法提取菌种DNA, 经聚合酶链反应及琼脂糖
凝胶电泳对PPIase编码基因进行检测. 用χ2检
验或Fisher精确检验分析不同胃疾病来源H. 

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
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■研发前沿
目 前 有 研 究 证
实PPIase编码基
因 的 蛋 白 产 物
PPIase是H. pylori
释放的5个分泌抗
原 之 一 ,  可 以 在
H. pylori感染者血
清中被识别, 并且
PPIase蛋白与炎
症因子的释放, 细
胞的凋亡等密切
相关, 可能参与了
胃疾病发生发展
的不同环节.

pylori菌株PPIase编码基因分布频率差异.

结果: GA组来源的H. pylori菌株PPIase基因分
布频率(94.4%)最高, 与GS组(57.7%)和GC组
(65.0%)相比差异有统计学意义(P  = 0.014, P  = 
0.045); GC组(65.0%) PPIase基因分布频率高
于GS组(57.7%), 无统计学差异(P >0.05).

结论: 萎缩性胃炎来源H. pylori菌株携带较高
频率PPIase编码基因, 其与萎缩性胃炎的发生
密切相关.

关键词: 幽门螺杆菌; PPIase编码基因; 浅表性胃

炎; 萎缩性胃炎
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0  引言

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

功定植于胃酸性环境的微生物之一[1], 是引起慢

性胃炎的主要原因, 少数感染者会罹患消化性

溃疡, 萎缩性胃炎, 胃癌等程度不等的严重临床

疾病[2]. H. pylori导致的不同临床结局除了与环

境因素以及宿主易感性相关以外, H. pylori菌株

毒力基因的差异也在胃疾病的发生发展中起到

重要作用, 目前寻找胃疾病进展过程中可以作

为疾病潜在标志物的H. pylori菌株特异性毒力

基因仍然是研究热点[3-5]. 目前较为关注的一些

H. pylori与临床结局相关的毒力基因, 包括cagA , 
vacA s1 , oipA , babA2 , dupA以及hrgA等基因, 然
而目前在东亚地区没有任何一个确定的H. py-
lori毒力基因具有疾病特异性, 尚不能作为与临

床结局相关的潜在标志基因[6,7]. 确定H. pylori菌
株与疾病相关的毒力基因对于高危人群的筛查, 
临床疾病诊断以及预后的估计都有至关重要的

作用. 本室在前期研究中, 采用抑制性消减杂交

(SSH)以及斑点杂交的方法构建了H. pylori胃癌

来源株和浅表性胃炎来源株差异基因文库, 对
筛选出的差异基因进行鉴定, 发现肽酰-脯氨酰-
顺反式异构酶(peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, 
PPIase)编码基因为胃癌来源株的高拷贝基因, 
可能与胃癌发生发展密切相关[8]. 本研究采用

聚合酶链式反应(PCR)检测浅表性胃炎, 萎缩性

胃炎以及胃癌3组不同疾病来源的H. pylori菌株

PPIase编码基因的分布情况, 旨在揭示其在胃疾

病动态发展过程中的作用及其与胃疾病相关性.

1  材料和方法

1.1 材料 本研究经中国医科大学伦理委员会批

准, 共选取浅表性胃炎(superficial gastritis, GS)、
萎缩性胃炎(atrophic gastritis, GA)、胃癌(gastric 
cancer, GC)3种疾病来源的新鲜胃黏膜活检标本

221例. 每例取胃黏膜4块, 其中3块(包括胃体、

胃窦、胃角各1块)进行病理组织学检查, 另1块
(胃窦)进行H. pylori培养.
1.2 方法

1.2.1 H. pylori 培养及鉴定: H. pylori培养采用

脑心浸液琼脂培养基, 培养基内包含: 绵羊血

(70 mL/L)、soVitaleX(4 mL/L)、两性霉素B(8 
g/mL)、甲氧胺苄嘧啶(5 g/mL)、万古霉素(6 g/
mL). 将脑心浸液琼脂培养基置于含有50 mL/L 
O2、100 mL/L CO2、850 mL/L N2、37 ℃相对湿

度为95%的培养箱中, 培养3-6 d之后观察结果. 
通过3种方法鉴定阳性H. pylor i分离株：包括

典型菌落的观察、革兰氏染色以及通用型引物

16srRNA聚合酶链式反应, 其中2种方法鉴定为

阳性即判定为H. pylori阳性. 收集典型菌落放入

新鲜胃黏膜保存液500 μL中, 吹打混匀, -70 ℃保

存备用.
1.2.2 H. pylori菌株DNA提取: 采用酚-氯仿方法

提取H. pylori  DNA. 菌种置于2 mL EP管中离心

5 min(10 000 g /min), 去除上清液, 加入TE缓冲

液318 μL, 10% SDS 80 μL, 蛋白酶K(20 g/L)2 
μL, 振荡混匀; 37 ℃恒温水浴过夜; 加入等体积

酚、氯仿、异戊醇, 3种试剂比例为25∶24∶1, 
混匀后离心10 min; 将上层水相吸出加入等体积

氯仿、异戊醇, 试剂比例为24∶1, 混匀后离心10 
min; 再次吸取上层水相, 加入1/10体积乙酸钠以

及RNA酶(终浓度0.25-0.3 g/L), 混匀后37 ℃水浴

30 min; 加入2.5倍体积预冷无水乙醇, 于-20 ℃
放置2 h; 离心15 min(10 000 g /min), 除去上清液, 
使用75%乙醇将沉淀洗涤两次, 沉淀干燥后重新

溶于50 μL TE缓冲液中. 利用分光光度计测定H. 
pylori  DNA浓度, 使用TE缓冲液将DNA浓度统

一调整为100 ng/μL. 
1.2.3 PPIase编码基因聚合酶链式反应(PCR): H. 
pylori  PPIase编码基因经过PCR扩增, 琼脂糖凝

胶电泳, genefinder染色观察. PCR反应体系为25 
μL, 包括去离子水, 4种dNTP各2.5 mmol/L, Taq 
DNA聚合酶2.5 U, 基因组DNA 2 μL, 10 pmol
引物. 引物序列为P1: 5'-CCCACCTTTCTTTC-
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表  1  不同胃疾病来源H. pylori菌株PPIase编码基因分布频率

     
疾病   n 阳性n 阴性n 检出率(%)

浅表性胃炎 26   15   11     57.7 

萎缩性胃炎 18   17     1     94.4 

胃癌 20   13     7     65.0

CG-3'; P2: 5'-CCATTCAAGCCACTATCAA-3': 
预期片段203 bp[8]. 反应参数为: 94 ℃预变性5 
min, 94 ℃变性45 s, 59 ℃退火45 s, 72 ℃延伸45 
s, 经过35个循环后72 ℃延伸10 min. 扩增产物经

20 g/L琼脂糖凝胶电泳分析, 置于紫外光凝胶成

像系统观察结果.
统计学处理 采用SPSS16.0软件进行χ2或

Fisher精确检验, 检验水准为α = 0.05.

2  结果

2.1 H. pylori菌株鉴定 221例新鲜胃黏膜标本共

培养出H. pylori菌株64例, 其中GS26例、GA18
例、GC20例. 菌落特点: 培养基上观察到半透

明, 针尖状典型菌落. 细菌形态: 常规革兰染色, 
油镜下观察到革兰氏染色阴性, "C"形弯曲、S
形或“海鸥型”弯曲的典型细菌形态. PCR反

应: H. pylori通用型引物16srRNA基因检测出阳

性条带(图1).
2.2 H. pylori菌株PPIase编码基因分布 H. pylori
菌株PPIase编码基因PCR扩增产物片段长度为

203 bp(图2). 64株H. pylori菌株中, 70.31%(45/64)
的PPIase编码基因扩增结果为阳性.
2.3 不同胃疾病来源H. pylori菌株PPIase编码基

因分布 GS, GA, GC 3组疾病来源的H. pylori菌
株PPIase编码基因检出率分别为57.7%, 94.4%, 
65.0%. GA组H. pylori  PPIase编码基因检出率

(94.4%)最高, 与GS组(57.7%)和GC组(65.0%)相
比差异具有统计学差异(P  = 0.014, P  = 0.045), 
GS组(57.7%)与GC组(65.0%)相比, GC来源的H. 
pylori菌株PPIase编码基因检出率高于GS组, 但
是差异无统计学差异(P >0.05, 表1). 

3  讨论

H. pylori  PPIase编码基因编码蛋白为PPIase, 已
经有学者明确指出PPIase与细菌感染以及毒力

密切相关, 嗜肺军团杆菌的Mip蛋白是PPIase家
族成员, 与进入细胞以及细胞内复制密切相关[9], 
而PPIase家族的另一成员SlrA蛋白则与肺炎球

菌的定植相关[10]. 那么PPIase是否也作为H. py-

lori的毒力因子之一参与H. pylori相关性胃疾病

的发生与发展成为研究所关注的问题. 目前有

研究证实PPIase编码基因的蛋白产物PPIase是H. 
pylori释放的5个分泌抗原之一, 可以在H. pylori
感染者血清中被识别, 对其抗体的检测可能有

助于H. pylori感染后疾病的诊断以及预后的预

测[11,12]. H. pylori分泌的PPIase可以诱导胃上皮细

胞凋亡[13], 还可以诱导巨噬细胞IL-6的产生, 与
慢性炎症密不可分[14], 并且可以诱导TLR4依赖

性因子EGFR超激活以及VGFR产生, 与致胃溃

疡致胃癌作用相关[15], 目前对于H. pylori  PPIase
功能方面的研究较少，还有待于进行更广泛的

体内以及体外实验进一步探讨PPIase的致病机

制. Correa曾根据流行病学和病理学研究总结出

人肠型胃癌发生的模式: 正常胃黏膜→浅表性

胃炎→萎缩性胃炎→肠上皮化生/不典型增生→

胃癌[16], H. pylori携带不同的毒力因子可能增加

胃疾病发生进展动态过程中不同疾病的发病风

险, 如在西方国家携带cagA基因的H. pylori菌株

主要增加胃癌的发病风险[17], 而携带vacAd1等位

基因的菌株主要增加萎缩性胃炎的发病风险[18], 
那么, PPIase在致病过程中主要在哪一环节起到

关键作用还有待探讨.
本研究对不同疾病来源的64株H. pylori菌

株进行了PPIase编码基因的检测, 检测结果证实

在GS、GA、GC 3组不同疾病来源的H. pylori菌
株中, PPIase编码基因的分布频率存在差异, 检

图  1  16srRNA基因PCR扩增结果. 1, 3孔: 阴性; 2, 4, 5, 6, 7

孔: 阳性, 目的条带293 bp; M: 100 bp Marker.

M     1    2    3    4     5    6    7

500 bp

100 bp
293 bp

图  2  PPIase编码基因 PCR扩增结果. 1, 8, 11, 12孔: 阴性; 2, 

3, 4, 5, 6, 7, 9, 10孔: 阳性, 目的条带203 bp; M: 100 bp DNA 

Marker.

M     1    2    3    4     5    6    7

500 bp

100 bp

203 bp

■应用要点
根据本研究结果, 
PPIase编码基因
可能作为萎缩性
胃炎发生的潜在
标 志 基 因 ,  感 染
PPIase编码基因
阳性H. pylori菌株
提示预后不良, 为
临床高危人群的
筛查、疗效判定
以及预测预后提
供线索.
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出率分别为57.7%, 94.4%, 65.0%. GA组H. pylori 
PPIase编码基因检出率(94.4%)明显高于GS组
(57.7%)和GC组(65.0%)(P  = 0.014, P  = 0.045), 表
明PPIase编码基因与萎缩性胃炎的发生密切相

关, 感染PPIase编码基因阳性的菌株明显增加

了萎缩性胃炎发生的风险. 曾有报道, H. pylori
感染可以诱导萎缩性胃炎的发生, 其毒力基因

cagA、vacA可能是导致萎缩性胃炎发生的机制

之一[19,20], CagE能够直接诱导壁细胞凋亡, 导致

腺体萎缩[21], CagA、VacA、HcpC以及GroEL同
时存在的H. pylori菌株则更容易导致萎缩性胃

炎的发生[22]. 据本研究结果, PPIase编码基因可

能是H. pylori另一个重要的导致萎缩性胃炎发

病的机制之一. 有研究报道, PPIase作为凋亡诱

导因子通过与TLR-4以及ASK-1相互作用, 启动

细胞程序性死亡通路, 导致胃上皮细胞过度凋

亡, 打破新细胞生成率和凋亡导致的细胞丧失

率之间的平衡, 而细胞损失过度, 可能与萎缩性

胃炎的发生有关[13,23], 而萎缩性胃炎以及肠上皮

化生又可以加速细胞凋亡[24], 两者互相推进, 加
速疾病进展. 在Correa胃疾病进展模型中, 萎缩

性胃炎是其中一个最关键的环节, 是肠型胃癌

发生的关键因素[16]. 严重的萎缩性胃炎伴肠上皮

化生可以明显增加胃癌发生的风险[25,26]. Uemura
等[27]经过平均7.8年的随访发现大约有10%的中

度萎缩性胃炎患者发展为胃恶性肿瘤. 本研究

结果显示, 感染PPIase编码基因阳性H. pylori菌
株与萎缩性胃炎密切相关, 而萎缩性胃炎又是

导致肠型胃癌发生的重要癌前疾病, 增加萎缩

性胃炎的发病风险, 就有可能提高胃癌, 尤其是

肠型胃癌的发病风险. 另有研究发现, PPIase可
以活化EGFR从而刺激VEGF的产生[15], VEGF家
族在调节肿瘤血管生成方面起到至关重要的作

用, 并且可以诱导细胞增殖, 分化以及血管内皮

细胞迁移, 有利于肿瘤的生长和转移[28]. Meta分
析的结果显示, 在亚洲罹患胃癌的人群中, VEGF
过表达与胃癌患者生存率密切相关 [29],  调节

VEGF的表达与肿瘤的进展和预后密切相关[30], 
研究结果支持PPIase在胃癌形成过程中可能起

到了一定的作用. 综合本研究结果及相关研究

报道, 我们推测, PPIase可能作为H. pylori毒力因

子之一主要参与萎缩性胃炎发生的环节, 直接

增加胃癌前疾病发病风险, 进而增加了胃癌发

生的风险. 
总之, 萎缩性胃炎来源H. pylori菌株携带较

高频率PPIase编码基因, 其与萎缩性胃炎的发生

密切相关, 在浅表性胃炎发展为萎缩性胃炎直

至进展为胃癌的动态变化过程中起到重要作用. 
检测PPIase编码基因对于H. pylori相关性萎缩性

胃炎的诊断, 临床疗效判定及预测预后都具有

良好的指导作用.
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