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■背景资料
大量的研究证明
幽 门 螺 杆 菌 (H . 
pylori )感染与胃
癌的发生发展密
切相关, 是引起胃
癌的重要因素, 但
其机制并不清楚. 
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Abstract
AIM: To explore the expression of Calmodulin 
(CaM) gene in gastric cancer tissue and the re-
lationship between the methylation level of the 
CaM gene promoter and Helicobacter pylori (H. 
pylori) infection.  

METHODS: The expression of the CaM gene in 
30 cases of gastric cancer and matched tumor-
adjacent gastric tissue and metastatic lymph 
nodes was assessed by real-time fluorescence 
quantitative PCR. The relationship between CaM 
gene expression and H. pylori infection was ana-

lyzed. Methylation of CpG islands in the CaM 
gene promoter was measured by bisulfite modi-
fied sequencing method in gastric cancer cells 
infected with H. pylori and stably transfected 
with the H. pylori cytotoxin-associated protein A 
(cagA) gene.

RESULTS: The relative expression level of the 
CaM gene in cancer tissue was 2.08 times high-
er than that in tumor-adjacent gastric tissue (P 
< 0.05). The relative expression level of the CaM 
gene in H. pylori-positive gastric cancer was 6.11 
times higher than that in the H. pylori-negative 
group (P < 0.05). The demethylation at -276 bp 
in the CaM gene promoter was detected in H. 
pylori–infected and cagA-overexpressed gastric 
cancer cells.

CONCLUSION: H. pylori, though secreting the 
virulence factor CagA, up-regulates the expres-
sion of the CaM gene in gastric cancer possibly by 
inducing the demethylation of the CaM promoter.
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摘要

目的: 探讨钙调蛋白(CaM )基因在胃癌组织中
的表达及其启动子区甲基化水平与幽门螺杆
菌(Helicobacter pylori , H. pylori )感染的关系. 

方法: 用实时荧光定量PCR法分别检测30例胃
癌组织、癌周组织及转移淋巴结组织中CaM
基因的表达量, 并分析其表达量与H. pylori
感染的关系. 体外建立H. pylori 感染胃癌细
胞的实验模型和H. pylori 细胞毒素相关蛋白
A(cagA )基因稳定转染胃癌细胞的实验模型, 
以未处理的胃癌细胞为对照, 用亚硫酸氢盐修
饰后测序法检测实验模型细胞中CaM 基因启
动子区甲基化水平.

■同行评议者
李瑜元, 教授, 广
州市第一人民医
院内科
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■研发前沿
H. pylori 是胃癌
的 “ Ⅰ 类 致 癌
原”, 细胞毒素相
关蛋白A(CagA)
是H. pylori 分泌
并注入胃上皮细
胞的重要毒力因
子, 其引起胃癌的
分子机制是目前
研究热点. 

结果: 胃癌组织中CaM 基因的表达量是癌周
组织的2.08倍(P <0.05); H. pylori感染组中CaM
基因的表达量是无H. pylori 感染组的6.11倍(P
<0.01), H. pylori及其毒素蛋白CagA可引起CaM
基因启动子区-276位点发生去甲基化修饰.

结论: H. pylori 感染通过所分泌的毒力因子
CagA诱导胃癌细胞中CaM 基因启动子区去甲
基化修饰, 从而上调胃癌组织中CaM 基因的
表达.
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0  引言

胃癌是严重危害人类健康的恶性肿瘤之一, 其死

亡率居全球肿瘤相关死亡的第2位[1]. 2006年的

调查显示, 我国胃癌死亡率分别居男性和女性恶

性肿瘤死因的第3位和第2位[2]. 虽然胃癌的发病

机制目前尚不清楚, 但大量的研究证明幽门螺杆

菌(helicobacter pylori , H. pylori )感染与胃癌的发

生发展密切相关, 是引起胃癌的重要因素[3-5]. H. 
pylori于1994年被世界卫生组织列为胃癌的第1
致癌原, 细胞毒素相关蛋白A(cytotoxin-associated 
protein A, CagA)是H. pylori分泌的一种重要毒力

因子, 并发现cagA阳性菌株比cagA阴性菌株有

更大的毒性[6-10]. 本室运用蛋白质组学的方法在

H. pylori感染和高表达cagA的胃癌细胞中发现

钙调蛋白(Calmodulin, CaM)表达上调[11], 推测其

可能参与H. pylori感染致胃癌的发病机制. 因此, 
本研究定量检测了CaM基因在人胃癌组织中的

表达及其与H. pylori感染的关系, 并探讨H. pylori
感染与CaM基因启动子区CpG岛甲基化修饰的

关系, 为胃癌的发病机制提供一定线索. 

1  材料和方法 

1.1 材料 2005-01/2009-12贵阳医学院附属医院

胃癌根治术后经病理检查确诊的胃癌标本30例, 
男23例, 女7例, 年龄38-77岁. 分别取术后胃癌组

织、癌周切缘组织(距肿瘤边缘>3 cm)及胃周淋

巴结, 20-30 min内液氮快速冷冻. 癌周切缘组织

经术后病理检查未见肿瘤细胞, 淋巴结组织为

术中清扫的胃周淋巴结, 经病理检查确诊有转

移. 本研究得到了患者的知情同意及医院伦理

委员会批准. 
1.2 方法

1.2.1 CaM基因的定量检测: TRIzol(Invitrogen公
司)一步法分别提取癌周组织、胃癌组织及淋

巴结组织的总RNA, 反转录成cDNA. 以各组织

cDNA为模板, 在Step-one plus型实时荧光定量板, 在Step-one plus型实时荧光定量, 在Step-one plus型实时荧光定量

PCR仪(ABI公司)检测CaM基因的表达, 用次黄

嘌呤鸟嘌呤磷酸核糖基转移酶1(hypoxanthine-
guanine phosphoribosyl-transferas1, HPRT1)作
为内参基因, 引物序列见表1. 反应条件如下: 
95 ℃ 10 min; 95 ℃ 15 s, 60 ℃ 1 min, 共40个循

环. 收集CaM基因的荧光信号, 以HPRT1为内

参基因、癌周组织为对照组计算基因相对表达

量2-△△Ct, △△Ct = 处理组(CtCaM-CtHPRT1)-对照组

(CtCaM-CtHPRT1). 用融解曲线监测各样本PCR反应的

特异性, 相对标准曲线计算PCR反应的扩增效率.效率.率. 
1.2.2 胃组织中H. pylori感染的检测及分组: 酚-
氯仿法提取癌周组织和胃癌组织的DNA, PCR
法扩增H. pylori的16S rRNA基因, 2.0%琼脂糖

凝胶电泳检测. 根据胃组织中H. pylori的感染状

态分为4组, 癌周组织H. pylori感染组和未感染

组及胃癌组织H. pylori感染组和未感染组, 以癌

周组织H. pylori未感染组为对照组, 计算各组中

CaM基因的相对表达量. 
1.2.3 CaM 基因启动子区甲基化水平的检测: 人
胃癌细胞SGC-7901(中科院上海细胞库)用含

100 mL/L胎牛血清和双抗(青霉素100 U/mL, 链
霉素100 U/mL)的RPMI 1640培养基(HyClone公
司)于50 mL/L CO2、37 ℃恒温培养. 冻存的H. 
pylori标准菌株NCTC11637(cagA阳性, 中国幽

门螺杆菌菌株管理与保藏中心馈赠)复苏后接

种于哥伦比亚血琼脂板(Oxoid公司), 微需氧环

境(50 mL/L O2、100 mL/L CO2、850 mL/L N2、

37 ℃)培养3 d收菌备用. 
将H. pylor i悬于PBS, 用麦氏比浊法调细

菌浓度达15×108个/mL, 按照细菌与细胞比例

1 000∶1感染胃癌细胞株SGC-7901, 6 h后收集

细胞备用. 稳定表达cagA的SGC-7901胃癌细胞

株由课题组保存, 用Zeocin 100 mg/L(Invitrogen
公司)维持培养, 收集生长状态良好的细胞备用. 
以未处理SGC-7901细胞作为对照. 提取上述3种
细胞的DNA, 用EZDNA甲基化试剂盒(亚硫酸氢

盐修饰后测序法, BSP, 美国)对其进行处理, 按说

明书操作. 将修饰后的DNA作为模板扩增作为模板扩增为模板扩增模板扩增扩增CaM
基因的启动子区CpG岛, 分为CaM1、CaM2和
CaM3三个片段扩增, 引物序列见表1. PCR反应
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条件如下: 96 ℃ 10 min; 94 ℃ 40 s, 60 ℃ 40 s, 
72 ℃ 40 s, 共40个循环; 72 ℃ 10 min. 将CaM1、
CaM2、CaM3基因片段分别与pMD®20-T载体

(宝生物公司)连接, 转化大肠杆菌DH5α, 提取阳

性克隆中质粒DNA, 双酶切鉴定后测序, 比对3
组细胞中CaM1、CaM2、CaM3基因片段序列, 
寻找甲基化修饰位点. 

统计学处理 多样本比较采用SPSS13.0软
件的单因素方差分析, 两样本比较用独立t检验, 
P <0.05为差异有显著性. 

2  结果

2.1 CaM 基因在胃癌组织中的定量表达 每例标

本CaM和HPRT1基因的熔解曲线均为单峰, 定熔解曲线均为单峰, 定解曲线均为单峰, 定
量PCR反应的特异性较高. CaM和HPRT1基因的

扩增效率在90%-109%之间, 满足2-△△Ct计算基因

表达量的条件. 结果显示胃癌组织中CaM基因

的表达量是癌周组织的2.08倍(表2). 
2.2 胃癌组织中H. pylori感染的检测 用PCR法扩

增每例胃癌组织中H. pylori  16S rRNA, 发现30例
标本中有20例H. pylori  16S rRNA基因阳性(图1), 
H. pylori感染的阳性率为67%. 
2.3 胃组织中H. pylori感染与CaM基因表达 根据

胃组织中H. pylori的感染状态分为4组. 结果发

现仅有胃癌组织H. pylori感染组中CaM基因的

表达量被上调6.11倍, 表明H. pylori感染能上调

胃癌组织中钙调蛋白基因的表达(表2). 
2.4 钙调蛋白基因启动子区CpG岛甲基化水平检

测 用H. pylori感染胃癌细胞株SGC-7901, 同时

选取稳定高表达cagA的SGC-7901, 以未处理的

SGC-7901作对照, 用亚硫酸氢盐处理3组细胞的

DNA, 扩增CaM基因启动子区CpG岛, 成功获得

表  1  PCR引物序列

     基因                   引物序列(5'-3') 产物(bp)

CaM 上游: TGGAGACGGACAAGTCAACTAT

下游: GACAGGACCACCAACCAATAC    245

HPRT1 上游: TGAGGATTTGGAAAGGGTGT

下游: GAGCACACAGAGGGCTACAA    118

16S rRNA 上游:  GCTAAGAGAT CAGCCTATGTC

下游:  CCGTGTCTCA GTTCCAGTGT    118

甲基化CaM1 上游: AAGAGGATTAATTTTTTTTAGGAGG

下游: CAACCTCACCCCACCTAAATA    250

甲基化CaM2 上游: GTTGAGGTGGGAGGGTTATTTA

下游: TCCCAACACCACTACCGAA    392

甲基化CaM3 上游: TTTTGGTAGTGGTGTTGGGA

下游: AACAAACAAAACAACTAAAAATCTAAA    285

CaM: 钙调蛋白; HPRT1 : 次黄嘌呤鸟嘌呤磷酸核糖基转移酶1; 16S rRNA: 幽门螺杆菌16S rRNA.

表  2  CaM 基因在人胃癌组织中的定量表达及其与H. pylori 感染的关系 (mean±SD)

     组织/H. pylori 感染      n HPRT1  Ct值 CaM  Ct值 相对表达量(2-△△Ct)

组织类型

  癌周组织     30 25.56±2.43 25.84±2.69              1.00

  胃癌组织     30 25.58±2.96 24.32±2.95              2.08a

  淋巴结组织     30 25.64±2.44 24.71±2.77              1.60

H. pylori感染状态

  癌周组织

    未感染 10(33%) 25.46±2.14 26.42±3.71              1.00

    感染 20(67%) 25.95±1.42 26.67±1.62              1.18

  胃癌组织

    未感染 10(33%) 25.87±3.18 26.00±4.77              1.77

    感染 20(67%) 25.32±1.70 23.67±1.62              6.11d

aP<0.05 vs  癌周组织; dP<0.01 vs 癌周组织未感染组.

■相关报道
目前认为DNA甲
基化修饰是肿瘤
的促发因素. 而钙
调蛋白又是引起
细胞癌变的重要
分 子 ,  已 被 证 明
与胃癌的发生发
展密切相关, 但H. 
pylori 与钙调蛋白
基因的表达尚未
见报道. 
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CaM1、CaM2及CaM3三段PCR产物(图2). 测序

鉴定后序列比对发现H. pylori感染及cagA基因

稳定转染的细胞中CaM基因启动子区-276位点

的碱基从胞嘧啶(C)变成了胸腺嘧啶(T), 发生了

去甲基化修饰(图3).                       

3  讨论

长期的研究证明, H. pylori的感染是胃相关疾病

的重要因素, 其分泌的毒力因子CagA蛋白是导

致胃癌的主要原因之一[12-14]. 研究发现当H. py-
lori感染胃上皮细胞后, 分泌毒力因子CagA并将

其注入细胞, 调控细胞生长和分化相关的信号

通路, 促进慢性胃炎的转化而致癌变[15,16]. CaM
是一种重要的钙结合蛋白, 与Ca2+结合后被激

活, 而活化的CaM激活其下游的多个信号通路

参与细胞增生、有丝分裂、神经传导及基因转

录等, CaM还在细胞核内参与前mRNA的剪切和

调控核糖体聚合等功能, 是引起细胞癌变的重

要分子之一[17]. Choi和Tomás等[18,19]的研究发现

CaM与细胞周期调节蛋白E相互作用, 参与调节

细胞从G1到S期的进程, 而使用其抑制剂抑制细

胞分裂, 使细胞停滞在G1期. Zhao等等[20]的研究也

发现在肝细胞癌中CaM与PI3K结合, 促进细胞

增殖. 本研究也发现人胃癌组织中CaM基因的

表达量显著高于癌周组织(P <0.05), 且CaM基因

的高表达与H. pylori感染相关, H. pylori感染可

以上调胃癌组织中CaM基因的表达(P <0.01). 本

研究中虽然CaM基因在转移淋巴结中的表达量

高于癌周组织, 但没有统计学意义.  
为了探讨H. pylori感染上调CaM基因表达

的机制, 本研究在体外构建了2个实验模型: H. 
pylori感染胃癌细胞的实验模型和cagA基因稳

定转染胃癌细胞的实验模型, 以未处理的胃癌

细胞为对照, 研究H. pylori感染对CaM基因启动

子区CpG岛甲基化修饰的影响.  
D N A甲基化修饰作为一种重要的表观遗

传学机制, 可引起调控细胞增殖和分化相关基

因的表达异常而导致细胞癌变[21]. 有文献报道, 
D N A甲基化修饰是胃癌的一个促发因素 ,  被
证实与胃癌的发生发展密切相关[22-25]. 2010年, 
Shin和Alves等[26,27]检测临床胃癌组织中相关基

因的甲基化水平, 发现H. pylori的感染引起上

皮钙粘连素、周期蛋白依赖性激酶抑制因子

2A(CDKN2A)等多个基因甲基化水平增加, 且
CDKN2A基因启动子区甲基化水平的改变依赖

不同的H. pylori表型. H. pylori感染引起的炎性

反应也是促进DNA甲基化水平变化的原因之一. 
Niwa等等[28]发现H. pylori的感染引起胃组织中基

因高甲基化的同时伴随炎症相关基因如白介素

1β、一氧化氮合酶2和肿瘤坏死因子等基因发

生甲基化水平改变, 而抑制炎性反应会抑制这

些基因的甲基化水平. 此外, H. pylori感染的胃

组织中其他基因的甲基化水平也有改变[29,30]. 但
尚未发现H. pylori感染与CaM基因的相关报道. 

DNA的甲基化通常发生在启动子区的CpG
岛, 本研究针对CaM基因启动子区CpG岛设计

3对引物, 用亚硫酸氢盐修饰后测序法(BSP)检
测其甲基化水平. 原理是通过亚硫酸盐处理, 使
DNA中未发生甲基化的胞嘧啶(C)脱氨基转变

成尿嘧啶(U), 而甲基化的胞嘧啶保持不变, 经

2 000 bp
1 000 bp

750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

M       1        2    3       4      5       6 

118 bp

图� �������   1 ����� 胃癌组织中H. pylori  16S rRNA基因电泳图��. M: Marker; 

1: 阳性对照; 2: 阴性对照; 3, 4: H. pylori  16S rRNA基因阳性; 

5, 6: H. pylori  16S rRNA基因阴性.

600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

M    1     2   3     1     2    3    1     2   3
CaM1 CaM2 CaM3

图� ��  2  CaM 基因启动子区CpG岛PCR产物电泳图��. M: Marker; 

1: 未处理SGC-7901; 2: H. pylori感染SGC-7901; 3: cagA稳

定转染的SGC-7901.

A

B

C

图� ��  3  CaM 基因启动子区CpG岛序列比对图(-276位点)��. A: 

SGC-7901; B: H. pylori感染SGC-7901; C: cagA稳定转染的

SGC-7901.

DNA去甲基化修饰位点 ■创新盘点
本研究首次发现
H. pylori 通过分泌
的毒力因子CagA
诱导钙调蛋白基
因启动子区去甲
基化, 上调人胃癌
组织中钙调蛋白
基因的表达, 参与
胃癌的发生发展. 
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P C R扩增后尿嘧啶全部转为胸腺嘧啶(T), 将
PCR产物与T载体连接后测序, 通过与对照细胞

的基因序列比对, 判断是否发生甲基化水平的

改变. 本研究成功获得了模型细胞中CaM基因

启动子区CpG岛的3段PCR产物, 经测序比对后

不仅发现在H. pylori感染的胃癌细胞中CaM基

因启动子区-276位点发生去甲基化改变, 而且在

cagA基因稳定转染的胃癌细胞中CaM基因启动

子区同样的位点也发生了去甲基化改变. 表明H. 
pylori感染通过所分泌的毒力因子CagA引起了

CaM基因启动子区去甲基化, 可能与H. pylori感
染上调人胃癌组织中CaM基因的表达有关, 该
结果为揭示H. pylori感染与胃癌的发生、发展

提供新的线索. 
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■同行评价
本研究初步探讨
了H. pylori 与钙
调蛋白二者间的
关系, 研究有一定
科学性和创新性, 
具有一定的借鉴
意义.


