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Abstract
AIM: To investigate the effect of Helicobacter py-
lori (H. pylori) exposure on esophageal cell line 
OE33 in vitro.

METHODS: Human esophageal adenocarcino-
ma cell line OE33 was cultured and treated with 
200 mmol/L acidified deoxycholic acid (pH 6.0) 
or infected with H. pylori 26695. After treatment 
or infection, cell viability was tested by CCK-8 
assay; cell apoptosis was determined by flow cy-
tometric analysis with Annexin V-FITC/7-AAD; 
the mRNA expression of CDX2 and MUC2 was 
assessed by real time-PCR; nuclear factor-kB 
(NF-kB)-associated proteins were examined by 
Western blot; and the DNA binding activity of 
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■背景资料
幽 门 螺 杆 菌 (H . 
pylori )是胃癌的
Ⅰ 型 致 癌 因 子 , 
他可以通过激活
胃上皮细胞核因
子-kB继而引起包
括炎症反应及肠
化相关的多种下
游基因的表达, 进
而促进细胞转化. 
但他对食管炎及
食管腺癌的影响
尚不清楚. 本实验
探讨H. pylori对食
管上皮细胞的体
外影响. 

NF-kB was evaluated by electrophoretic mobil-
ity shift assay (EMSA).

RESULTS: The viability of OE33 cells was re-
duced significantly after treatment with acidi-
fied deoxycholic acid or infection with H. pylori 
compared with negative controls (both P < 0.01). 
Treatment with acidified deoxycholic acid or 
infection with H. pylori induced apoptosis and 
increased the mRNA expression of CDX2 and 
MUC2 (all P < 0.01). Both H. pylori infection and 
treatment with acidified deoxycholic acid en-
hanced the DNA binding activity of NF-kB and 
the protein expression of phosphorylated IkBa 
and P65 in esophageal epithelial cells. 

CONCLUSION: H. pylori infection reduces cell 
viability, induces apoptosis, and increases the 
expression of CDX2 and MUC2 and the activa-
tion of NF-kB in esophageal epithelial cells.

Key Words: Helicobacter pylori ; Barrett’s metapla-
sia; nuclear factor-κB; Caudal-related homeobox 
transcription factor 2; Mucin 

Wang SJ, Wang WH, Teng GG, Dai Y, Chu YX, Li J. Effect 
of Helicobacter pylori infection on esophageal epithelial 
cells in vitro. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(36): 
3625-3631

摘要
目的: 在体外幽门螺杆菌感染(Helicobacter 
pylori , H. pylori )模型中, 研究H. pylori感染对
食管上皮细胞的影响.

方法: 体外培养人食管腺癌细胞OE33, 经酸化
脱氧胆酸[(deoxycholic acid, DCA), 200 µmol/L, 
pH 6.0)]、H. pylori  26695及阴性对照处理. 
CCK-8检测细胞增殖活性, AnnexinV-FITC/7-
A A D双染流式细胞术检测细胞凋亡 ,  实时
定量PCR检测尾型同源框转录因子2(caudal-
related homeobox transcription factor 2, CDX2)
和黏蛋白-2(mucin-2, MUC2)mRNA表达, 电
泳凝胶迁移实验和Western blot检测核因子
κB(nuclear factor kappa, NF-κB)的DNA结合活
性及蛋白表达.
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■研发前沿
C D X 2 是 肠 化 最
重要的分子之一. 
诸 多 研 究 表 明 , 
他可以调节下游
肠化基因, 如: 黏
蛋白的表达在肠
化 中 发 挥 作 用 , 
因 而 C D X 2 在 食
管腺癌的研究中
已经成为热点.

结果: 与对照组相比, 酸化DCA和H. pylori处
理后OE33细胞增殖活性均明显下降(46.504%, 
56.147% vs  100%, DCA组, H. pylori组 vs  对照
组), 凋亡增加明显(15.68%, 76.41% vs 4.25%, 
DCA组, H. pylori 组 vs  对照组, P <0.01); 酸
化DCA和H. pylori 均可增加CDX2和MUC2 
mRNA表达. 并且, 二者均增加磷酸化IκBα及
磷酸化P65表达, 增加NF-κB的DNA结合活性. 

结论: 体外H. pylori感染抑制食管上皮细胞的
增殖活性并诱导其凋亡, 增加食管上皮细胞
CDX2和MUC2表达及NF-κB的活性.

关键词: 幽门螺杆菌; Barrett食管; 核因子κB; 尾型

同源转录因子2; 黏蛋白
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0  引言

食管腺癌是一种恶性度高、病死率高的肿瘤, 其
发生与食管下端慢性炎症及肠上皮化生相关[1]. 
研究表明, Barrett化生与胃内容物及胆酸的慢性

反流有关[2]. 作为胃食管反流物的主要组分, 酸
和胆盐在诱导食管黏膜损伤中起着协同作用[3,4]. 
胆酸, 尤其是脱氧胆酸(deoxycholic acid, DCA)
具有基因毒性, 可以诱导活性氧自由基产生, 激
活核转录因子κB进而诱导多种与炎症及肠化有

关的基因表达, 参与Barrett食管以及食管腺癌的

发生[5-7]. 
幽门螺杆菌感染(Helicobacter pylori , H. 

pylori )在胃内定植可以激活胃上皮细胞核因子

κB(nuclear factor kappa, NF-κB), 释放炎性细胞

因子, 诱发炎症及肿瘤的生成[8]. 尾型同源盒转

录因子2(caudal-related homeobox transcription 
factor 2, CDX2)是维持肠型上皮细胞早期分化

特性的关键转录因子, 也是标志肠化发生的最

重要的转录因子[9]. CDX2异常表达参与上皮的

肠化及腺癌的发生, NF-κB可调节CDX2表达[10]. 
杯状细胞是肠化生的组织学标志, CDX2可上调

杯状细胞特异分子黏蛋白-2(mucin-2, MUC2)[11]. 
早期的研究显示, H. pylori可定植于发生胃上皮

化生的食管下段黏膜[12]. 然而, H. pylori在食管

下段定植对食管疾病发生的影响尚不清楚. 我
们既往的动物实验发现, 食管H. pylori的定植与

食管黏膜的炎症损伤程度、Barrett食管以及食

管腺癌的发生相关[9], 提示食管H. pylori定植可

能与胃内H. pylori定植的致病作用相似. 本研究

旨在体外H. pylori感染的食管上皮细胞模型中, 
探讨H. pylori感染对食管上皮细胞炎症及肠化

相关分子表达的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 标准菌株H. pylori  26695购自ATCC(Am
erican type culture collection), 由中国疾病预防控

制中心流行病研究所张建中教授惠赠; 食管腺

癌细胞OE33购自ECACC(European collection of 
cell cultures); DCA购自美国Sigma公司, 溶于酸

化的1640培养基中(pH 6.0), 浓度为200 µmol/L; 
CCK-8试剂盒(Cell Counting Kit-8)购自日本同仁

化学研究所; AnnexinV-FITC/7-AAD检测试剂盒

购自美国BD公司; SYBR Green Real-time PCR 
Master Mix购自美国Applied Biosystems公司; 兔
抗p-IκBα mAb、兔抗p-P65、P65 mAb、HRP
标记的山羊抗兔IgG和HRP标记的山羊抗小鼠

IgG购自cell signaling technology; 小鼠抗β-actin
单克隆抗体购自北京中杉金桥生物技术有限公

司; 细胞核蛋白提取试剂盒NE-PER购自Thermo; 
EMSA检测试剂盒DIG Gel Shift Kit购自Roche.
1.2 方法

1.2.1 H. pylori培养: H. pylori  26695接种于含8%
羊血的哥伦比亚琼脂培养基中, 37 ℃, 微需氧条

件生长48 h, 收集至PBS中(pH 7.4), 调整细菌浓

度至108 CFU/mL, 按细菌和细胞比例200∶1加
入细胞培养皿中. 
1.2.2 细胞培养及处理: 人食管腺癌细胞株OE33
种植于含10%胎牛血清的1640培养基中, 37 ℃, 
5%CO2的条件下培养至70%融合度, 分别加入

DCA(200 µmol/L, pH 6.0)、H. pylori  26695及
PBS阴性对照. 
1.2.3 细胞增殖活性检测: 经上述处理12 h的细

胞, 用酶标仪检测450 nm吸光度(A )值. 
1.2.4 流式细胞仪分析细胞凋亡情况: 收集经上

述处理6 h的细胞, 加入Annexin-V 5 µL、7-AAD 
5 µL混匀, 室温避光放置15 min, 加入1×bind-
ing buffer 400 µL, 过滤到流式管中, 流式细胞术

检测细胞凋亡率. 实验设4组: 未标记细胞组、

单标记Annexin-V FITC组、单标记7-AAD组、

Annexin-V FITC和7-AAD双标记组. 
1.2.5 总RNA提取与逆转录: 经上述处理12 h的
OE33细胞, TRIzol一步法提取总RNA, 紫外分光

光度仪检测RNA浓度. 按照ABI公司高通量反
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■相关报道
很多报道探讨H. 
pylori 与食管炎以
及食管腺癌的关
系, 但尚无定论.

转录试剂盒说明书反转录: 1 µg RNA溶于10 µL 
DEPC水中, 加无RNase水4.2 µL, 10×RT Buffer 
2.0 µL, 10×Random Primers 2.0 µL, Multi Scribe 
Reverse Transcriptase 1.0 µL, 25×dNTP Mix 0.8 
µL, 25 ℃ 10 min, 37 ℃ 2 h, 85 ℃ 5 min. cDNA 
放-20 ℃保存. 
1.2.6 实时定量PCR: 内参为GAPDH, 引物设

计采用Primer Express 3.0软件, CDX2: Sense 
5'-CAGTCGCTACATCACCATCC-3', Antisense 
5'-CTCCTTTGCTCTGCGGTTCT-3'; MUC2: 
Sense 5'-TGCTCCTACGTGGCTGTTCA-3', An-
tisense 5'-GACGTTCTCGGTGATGATGCT-3'; 
GAPDH: Sense 5'-GCCTGGTCACCAGGGCT-3', 
Antisense 5'-AATTTGCCATGGGTGGAATC-3', 
由北京天一辉远生物科技公司合成. Real-time 
PCR反应在ABI PRISM 7300 Detector System进

行, 25 µL反应体系包括: SYBR Green Real-time 
PCR Master Mix (ABI)12.5 µL, 上下游引物各

1 µL(5 pmol/L), cDNA 2.5 µL, DEPC水补至25 
µL. 反应循环参数95 ℃ 10 min, 预变性, 95 ℃ 
15 s, 60 ℃ 1 min, 40个循环; 熔解曲线95 ℃ 15 s, 
60 ℃ 30 s, 96 ℃ 15 s. 经定量PCR得到相应Ct值, 
运用2-△△Ct法计算实验组目的基因的表达相对于

对照组的变化倍数, △△Ct = (Ct目的基因-Ct内参基因)
实验组-(Ct目的基因-Ct内参基因)对照组.
1.2.7 Western印迹法: OE33处理1 h后, 提取细胞

总蛋白, 裂解缓冲液为RIPA和磷酸化酶抑制剂. 
BCA定量试剂盒测定蛋白浓度. 取等量蛋白10%
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离, 4 ℃电转至P V D F
膜上. 5%脱脂牛奶封闭后, 分别加1∶1 000的
抗β-ac t in、兔抗p-IκBα mAb、兔抗p-P65和
P65 mAb, 4 ℃过夜. PBST洗膜后, 再加1∶3 000 
HRP标记的IgG, 室温孵育1 h. 曝光, 显影. 
1.2.8 凝胶电泳迁移率实验: OE33细胞经上述

处理1 h, 提取细胞核蛋白, B C A法测定蛋白

浓度 .  含有N F-κ B结合位点的引物核苷酸序

列: 5'-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3'; 
5'-GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT-3', 由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成. DIG末

端标记探针. 8%聚丙烯酰胺胶预电泳15 min, 取
核蛋白12 µg与探针结合反应15 min后, 加入上

样孔, 电泳50 V, 2 h. 以Bio-Rad电转仪200 mA, 
30 min转至Hybond+尼龙膜, 紫外1 200×100 
µJ/cm2交联. 抗DIG抗体反应, 曝光. 

统计学处理 SPSS16.0医学统计软件统计分

析. 每组实验重复3次. 实验结果采用mean±SD, 
两组间比较采用独立样本t检验, 3组间比较采用

单一因素方差分析(LSD法). 以P <0.05为差异有

统计学意义. 

2  结果

2.1 H. pylori对OE33细胞生长的影响 酸化DCA
和H. pylori处理12 h后, OE33细胞增殖活性分别

为43.504%和56.147%, 与阴性对照组相比, 增殖

活性明显下降(P <0.01). 提示酸化DCA及H. py-
lori对OE33细胞生长均有抑制作用(表1).
2.2 H. pylori对OE33细胞凋亡的影响 流式细胞

术检测OE33经酸化DCA和H. pylori处理6 h细
胞凋亡情况. 结果显示, H. pylori增加OE33细胞

凋亡比例(76.41%), 以早期凋亡(LR)为主(68.3%
±0.02%), 与对照组相比, 差异具有统计学意义

(P <0.01, 表2, 图1).
2.3 H. pylori对OE33细胞肠化相关基因表达的影

响 RT-PCR结果显示(图2), 酸化DCA和H. pylori
处理后CDX2 mRNA的相对表达量明显高于对

照组(P <0.01), 提示酸化DCA和H. pylori均上调

CDX2 mRNA表达, 且酸化DCA对CDX2表达的

诱导作用高于H. pylori (P <0.05). 酸化DCA和H. 
pylori处理后MUC2 mRNA的相对表达量明显高

于对照组(P <0.01), 提示酸化DCA和H. pylori均
上调MUC2 mRNA表达.
2.4 H. py lor i 对OE33细胞NF-κB活性的影响 
OE33细胞处理1 h后, Western blot方法检测NF-
κB相关蛋白的表达(图3A), 与对照组相比, 酸
化DCA和H. pylori均分别增加磷酸化IκBα、磷

表  1  OE33细胞的增殖活性

          对照组      DCA组   H. pylori组

A 450 1.156±0.04 0.562±0.01b 0.695±0.04

增值活性(%)        100      43.504b      56.147ab

aP<0.05 vs  DCA组; bP<0.01 vs  对照组. DCA: 脱氧胆酸.

表  2  OE33细胞凋亡 (%)

      凋亡率    对照组     DCA组  H. pylori组

晚期凋亡率 2.68±0.21 8.48±0.03b 8.11±0.35b

早期凋亡率 1.57±0.05 7.20±0.01b 68.3±0.02ab

总凋亡率      4.25    15.68b     76.41ab

aP<0.05 vs  DCA组; bP<0.01 vs  对照组. DCA: 脱氧胆酸.
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■创新盘点
本文采用增殖、
凋亡、Real-time 
P C R、We s t e r n 
blot以及EMSA多
种技术从多方面
研究H. pylori对食
管细胞的影响, 首
次探究了H. pylori
对食管肠化相关
基因表达的影响.

酸化P65表达(P <0.01), 降低P65表达(P <0.01, 图
3B). EMSA方法对核蛋白的检测发现, 酸化DCA
和H. pylor i处理后, 与对照组相比, NF-κB的

DNA结合活性均明显增加(图4).

3  讨论

H.  pylori是胃癌Ⅰ型致癌因子, 他可以通过促

进肠化相关基因CDX2等的表达促进胃上皮肠

化, 参与胃癌发生的进程[13]. H. pylori感染对食

管Barre t t化生以及食管腺癌的发生存在争议. 
然而, 反流性食管炎患者H. pylori感染率并不

低, 大约为5%-51%[14,15], H. pylori可能作为反流

物的一部分进入食管, 对食管疾病的发生产生

一定影响. 既往研究显示, H. pylori确实可定植

于发生胃上皮化生的食管下段黏膜, 其在食管

下段的感染率为15.09%-50.00%[12,16]. 既往的动

物实验也发现, H. pylori可定植于食管下段黏

膜, 且H. pylori的定植可上调食管黏膜环氧化

酶2(cyclooxygenase-2, COX-2)以及前列腺素

E2(prostaglandin E2, PGE2)的表达, 食管H. py-
lori定植与食管黏膜的炎症损伤程度、Barrett食

管以及食管腺癌的发生相关. 本研究在体外H. 
pylori感染的细胞模型上, 进一步发现H. pylori可
降低食管上皮细胞增值活性, 诱导食管上皮细

胞凋亡, 并诱导食管上皮细胞表达肠化相关分

子CDX2、MUC2表达, 提示H. pylori在食管下段

黏膜定植可能导致与其在胃黏膜定植相似的致

病过程. 
NF-κB是一种多效应的转录调节因子, 可以

激活多种细胞进程的基因转录, 包括炎症、 细
胞增殖、分化以及凋亡等[17]. NF-κB在很多炎症

相关肿瘤的进程中被激活. 典型的NF-κB复合

体是由P50-P65异源二聚体组成, 在大多数细胞

的静息状态下, P50和P65(RelA)与其抑制分子

IκBα结合存在于胞浆, 各种刺激因素例如脂多
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图  1  流式细胞仪检测H. pylori 诱导食管上皮细胞凋亡. A: 对照组; B: DCA组; C: H. pylori组.
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糖(lipopolysaccharide, LPS)、特异的细胞因子

等可激活细胞内特异信号通路, 随后激活IκB激
酶复合物, 促使IκBα磷酸化进而被蛋白酶体降

解[18], 使P50-P65磷酸化并转移至细胞核与DNA
上的κB位点结合, 激活并启动下游基因的表达, 
从而导致广泛的生物学效应. 磷酸化的P65亚单

位决定NF-κB介导的转录反应强度以及持续时

间[19,20]. 本研究检测到食管上皮细胞与H. pylori
共培养后, NF-κB DNA结合活性增强伴随磷酸

化的IκBα、磷酸化的P65表达增加. 既往研究显

示, 从正常食管到食管炎, 以及从Barrett食管到

食管腺癌, NF-κB表达活性是增加的[21]. cagA阳

性H. pylori可激活胃上皮细胞NF-κB活性, 参与

胃腺癌的发生进程[22]. Abdel-Latif等[23]的研究显

示, cagA阳性H. pylori及其提取物可增强食管腺

癌细胞NF-κB的DNA结合活性, 降低IκBα的表

达, 并诱导炎症相关分子COX-2, 转录因子AP-
1(activator protein-1, AP-1)和白介素-8(interleukin 
8, IL-8)的表达. 抗氧化剂维生素C则抑制H. py-
lori诱导的NF-κB, 表明H. pylori可能参与GERD
和食管炎的发生. H. pylori诱导NF-κB的活性在

1 h最强, 而酸化DCA则在2 h的活性最强[1]. 本研

究显示H. pylori不仅诱导食管腺癌细胞NF-κB的
激活, 伴随磷酸化IκBα和磷酸化P65增加, 还可

诱导食管肠化相关分子CDX2及下游MUC2的表

达, 提示H. pylori可能参与食管肠化以及腺癌的

发生. 
NF-κB与CDX基因关系密切, CDX2启动子

上有2个NF-κB的结合位点, 突变后的CDX2启动

子失活[24,25]. NF-κB在调节CDX2表达中起核心

作用, 提示炎症可以诱导肠化的发生[26,27]. 脱氧

胆酸可以激活NF-κB并诱导炎症和肠化相关基

因如COX-2[28]、CDX2[29]、MUC2[11]等表达, 促
进Barrett食管以及食管腺癌的发生[30]. 脱氧胆酸

的pKa为6.2, 其在pH 6.0时可以产生最大的生物

活性[31]. 本研究以脱氧胆酸处理为阳性对照, 观
察H. pylori感染对食管上皮细胞的影响, 与酸化

的脱氧胆酸相似, H. pylori可降低细胞增殖活性, 
诱导食管上皮细胞凋亡. Jones等[32]采用Hoechst
染色研究H. pylori对正常食管上皮细胞和OE33
细胞的凋亡作用发现: 与正常食管上皮细胞相

比, 完整的cagA阳性H. pylori以剂量依赖的方式

增加OE33细胞凋亡, 而H. pylori提取物则产生较

低的凋亡率. 此外, H. pylori还可增加OE33细胞

Fas蛋白的表达, 提示H. pylori通过Fas级联反应

诱导OE33细胞发生凋亡, 而NF-κB激活则可以调

节Fas级联反应进而促进肿瘤细胞产生凋亡[33].
食管腺癌在我国发病率日益增高[34], 其5年

生存率仅有5%-13%[35], 明确病因并阻断其发展

至关重要. 胃食管反流物中的酸和胆盐被认为

是导致食管腺癌的致病因子, 本研究结果表明, 
DCA和H. pylori均可抑制食管上皮细胞OE33的
增殖, 诱导凋亡, 并增加CDX2和MUC2的表达. 
DCA对细胞增殖的抑制作用较H. pylori显著; H. 
pylori对凋亡的诱导较DCA显著; DCA对CDX2
表达的诱导作用较H. pylori明显. 体外实验的结

果可能与DCA及H. pylori的浓度、处理时间有

关. 体内DCA及H. pylori可能同时作用于食管上

皮细胞, 推测二者同时存在时对食管上皮细胞

动力及肠化相关基因表达的诱导作用会更加明

显, 这有待后续的研究进一步证实. 本研究提示, 
H. pylori与酸化胆盐均可能参与Barrett食管及食

管腺癌的发生. 因此, 临床上应重视对合并食管

H. pylori感染的胃食管反流病或Barrett患者的治

疗及随访, 以防食管下段疾病的恶性转化. 
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《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》  
(  2011 年版 )

本刊讯 依据文献计量学的原理和方法, 经研究人员对相关文献的检索、计算和分析, 以及学科专家评审, 《世

界华人消化杂志》再次入选《中文核心期刊要目总览》2011年版(即第六版)核心期刊. 

对于核心期刊的评价仍采用定量评价和定性评审相结合的方法. 定量评价指标体系采用了被索量、被摘

量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评

价指标, 选作评价指标统计源的数据库及文摘刊物达到60余种, 统计到的文献数量共计221177余万篇次, 涉及

期刊14400余种. 参加核心期刊评审的学科专家达8200多位. 经过定量筛选和专家定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

《世界华人消化杂志》在编委、作者和读者的支持下, 期刊学术水平稳步提升, 编校质量稳定, 再次被

北京大学图书馆《中文核心期刊要目总览》(2011年版)收录. 在此, 向关心、支持《世界华人消化杂志》的编

委、作者和读者, 表示衷心的感谢! (编辑部主任: 李军亮 2012-03-08). 


