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Abstract
AIM: To observe the effect of CagA+ Helicobacter 
pylori (H. pylori) on the expression of HIF-2α 
and ABCG2 in human gastric cancer cell line 
SGC7901 under normoxia and hypoxia condi-
tions to investigate whether H. pylori infection 
and the tumor microenvironment have a syner-

gistic effect in the initiation and development of 
gastric cancer. 

METHODS: Gastric mucosal biopsy specimens 
collected by endoscopy were cultured under 
microaerophilic conditions and H. pylori iso-
lates were identified. CagA+ H. pylori strains 
were confirmed by PCR. Gastric cancer cell line 
SGC7901 was co-cultured with a CagA+ H. pylori 
strain for 48 h under either normoxia or hypoxia 
condition (cells were divided into a normoxia 
control group, a hypoxia control group, a nor-
moxia plus CagA+ H. pylori group, and a hypoxia 
plus CagA+ H. pylori group). Immunocytochem-
istry was used to detect the expression of HIF-2α 
and ABCG2 proteins, and RT-PCR was used to 
detect the expression of ABCG2 mRNA. 

RESULTS: Immunocytochemistry results 
showed that HIF-2α and ABCG2 proteins were 
expressed at low levels under normoxia, while 
both hypoxia and CagA+ H. pylori could sig-
nificantly induce the expression of HIF-2α and 
ABCG2 proteins compared to the normoxia 
control group (all P < 0.01). Compared to the hy-
poxia control group and normoxia plus CagA+ 
H. pylori group, the expression of HIF-2α and 
ABCG2 proteins was further elevated in the hy-
poxia plus CagA+ H. pylori group (all P < 0.01). 
There was a positive correlation between the 
expression of HIF-2α and that of ABCG2 (r = 
0.976, P < 0.05). Similar results were obtained for 
ABCG2 mRNA expression by RT-PCR. 

CONCLUSION: CagA+ H. pylori can stimulate 
the expression of HIF-2α and ABCG2 in gastric 
cancer cells under normoxia condition, and their 
expression can be further up-regulated under 
hypoxia condition. CagA+ H. pylori and hypoxia 
have a synergistic effect on the expression of 
HIF-2α and ABCG2, suggesting that CagA+ H. 
pylori and hypoxia may play an important role 
in inducing gastric cancer cell de-differentiation 
and chemotherapy resistance.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.

■背景资料
幽 门 螺 杆 菌 (H . 
p y l o r i ) 是 胃 癌
的 I 类 致 癌 因 子 , 
CagA是H. pylori
的主要毒力因子
之一 ,  CagA + H. 
pylori 菌株与胃癌
的关系更密切. 低
氧微环境是多种
实体肿瘤包括胃
癌的特征之一, 其
通过诱导HIF-2α
来维持干细胞的
表型, 与肿瘤的干
细胞化及化疗抵
抗有关. H. pylori
和低氧是胃癌的
两种重要环境因
子, 可能对胃癌的
发生发展起重要
的协同作用. 
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摘要
目的:  观察常氧与低氧下C a g A +幽门螺杆
菌(Helicobacter pylori , H. pylori )对人胃癌
SGC7901细胞系低氧诱导因子-2α(hypoxia 
inducible factor-2alpha, HIF-2α)、ABCG2表
达的影响, 初步探讨H. pylori 在胃癌发生发
展中的干细胞机制, 及其与肿瘤微环境低氧
的协同作用.

方法: 内镜下采集胃黏膜标本, 行H. pylori 培
养并鉴定, PCR方法检测H. pylori  CagA+基因. 
CagA+ H. pylori与胃癌SGC7901细胞于常氧和
低氧环境下共培养48 h(分常氧对照组、低氧
对照组、常氧CagA+ H. pylori组、低氧CagA+ 
H. pylori 组). 免疫细胞化学法检测HIF-2α和
ABCG2蛋白的表达, RT-PCR法检测ABCG2 
mRNA的表达.

结果: 免疫细胞化学结果显示: 常氧下胃癌
SGC7901细胞HIF-2α、ABCG2蛋白呈低水
平表达, 低氧和CagA+ H. pylori均能显著诱导
HIF-2α、ABCG2蛋白表达(与常氧对照组相
比, 均P <0.01), 与低氧对照组和常氧CagA+ H. 
pylori组相比, 低氧CagA+ H. pylori组表达进
一步升高(均P <0.01). 相关分析显示HIF-2α与
ABCG2表达呈正相关(r  = 0.976, P <0.05). RT-
PCR检测ABCG2 mRNA表达结果与免疫细胞
化学一致. 

结论: CagA+ H. pylori 可刺激胃癌细胞HIF-
2α、ABCG2表达, 低氧环境下其表达进一步
增加, 表明CagA+ H. pylori和低氧对HIF-2α、
ABCG2的表达有协同作用. 提示CagA+ H. 
pylori和低氧可能是诱导胃癌细胞干细胞化及
化疗抵抗的重要原因. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

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

殖于胃黏膜的一种革兰氏阴性微需氧菌, 目前

已确认为胃癌的Ⅰ类致癌因子, 其长期定殖于

胃黏膜上皮, 并可进入细胞内生存, 引起胃黏

膜的慢性炎症及胃黏膜上皮细胞的基因及表

遗传学改变, 经过萎缩、肠化、不典型增生等

阶段, 最终导致胃癌的发生, 是人类慢性炎症

导致肿瘤的代表模型之一[1-4]. 细胞毒素相关蛋

白A(cytotoxin-associated protein A , CagA)是H. 
pylori最主要毒力因子之一, CagA+ H. pylori菌株

与胃癌的关系更密切[2-5]. H. pylori致胃癌的分子

机制取得了很大进展, 但确切机制仍需深入探

索. 近年来, 随着肿瘤起源于肿瘤干细胞学说的

提出, H. pylori致胃癌的干细胞机制研究成为热

点[6-9]. 近年来, 肿瘤干细胞学说认为肿瘤起源于

正常成体干细胞或成熟体细胞的干细胞化, 是
肿瘤发生、发展、侵袭、转移、耐药及复发的

根源[6]. 许多证据已显示肿瘤基因突变、环境因

素及表遗传学改变可导致非干细胞的干细胞化[6]. 
多项研究表明[10-13], 在胃癌的发生发展过程中, 
H. pylori可引起多条干细胞通路异常. 低氧微环

境是多种实体肿瘤包括胃癌的特征之一, 是肿

瘤发生发展、浸润转移、放化疗抵抗及复发的

重要原因[14]. 肿瘤低氧与肿瘤干细胞的关系也是

近年热点[15-19]. 研究表明, 低氧通过诱导低氧诱

导因子-2α(hypoxia inducible factor-2alpha, HIF-
2α)调控相关干细胞信号通路来维持干细胞的

表型, 与肿瘤的干细胞化及化疗抵抗有关[20,21]. 
作者推测, H. pylori和低氧作为胃癌的两种重要

的环境因子, 可能对胃癌的发生发展起重要协

同作用. ABCG2是新近发现的ABC半转运体超

家族中的成员之一, 具有外排泵的作用, 是肿瘤

干细胞的通用分子标志物, 其过表达是肿瘤复

发、转移及产生耐药的重要原因[22-25]. 有研究表

明[24,25], ABCG2是HIF-2α的靶基因之一, 可能是

低氧下肿瘤干细胞化及化疗抵抗的重要原因. 
本实验通过常氧与低氧下CagA+ H. pylori与胃癌

细胞共培养, 观察常氧与低氧下CagA+ H. pylori
对人胃癌SGC7901细胞系HIF-2α、ABCG2表达

的影响, 初步探讨H. pylori在胃癌发生发展中的

■研发前沿
随着肿瘤干细胞
学说的提出 ,  H . 
pylori 致胃癌的干
细胞机制研究成
为 热 点 .  低 氧 是
多种实体肿瘤的
特征之一 ,  但H . 
pylori 在胃癌发生
发展中的干细胞
机制及其与肿瘤
微环境低氧是否
具有协同作用尚
不清楚. 
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干细胞机制, 及其与肿瘤微环境低氧的协同作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌SGC7901细胞系购自山东省医

学科学院; CagA+ H. pylori菌株为本院一例慢性

萎缩性胃炎患者胃黏膜标本培养所得; RPMI 
1640培养基购自杭州四季青公司; 哥伦比亚琼

脂购自英国Oxoid公司; 微需氧产气袋、厌氧

培养罐购自日本三菱公司; 兔抗人A B C G2、
HIF-2α多克隆抗体、SP-9000免疫组织化学试

剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司; 细
菌基因组D N A提取试剂盒购自北京艾德莱生

物科技有限公司; PCR扩增试剂盒、M-MuLV
第一链cDNA合成试剂盒购自上海生物技术有

限公司等. 
1.2 方法

1.2.1 细菌培养及鉴定: 内镜下收集快速尿素酶

试验阳性患者的胃黏膜组织, 研磨后接种于哥

伦比亚血琼脂平板上, 置于厌氧培养罐微需氧

条件(80 mL/L CO2, 70 mL/L O2, 850 mL/L N2)、
37 ℃环境中培养3-5 d, 观察细菌菌落形态、进

行革兰染色、并经尿素酶、过氧化氢酶、氧化

酶等进行鉴定, PCR检测CagA基因. 
1.2.2 细胞培养: 胃癌SGC7901细胞接种于RPMI 
1640培养基(含10%小牛血清、青链霉素各100 
U/mL), 置于37 ℃、50 mL/L CO2孵箱中常规培

养及传代. 
1.2.3 RT-PCR检测CagA+ H. pylori对常氧与低氧

下胃癌SGC7901细胞ABCG2 mRNA表达的影

响: 胃癌SGC7901细胞置37 ℃、50 mL/L CO2

培养箱内常规培养, 取对数生长期的细胞接种

于6孔板中, 待细胞贴壁后换液, 按细菌和细胞

100∶1的比例将CagA+ H. pylori加入到不含抗

生素的培养基中. 设常氧对照组、常氧CagA+ 
H. pylori组、低氧对照组、低氧CagA+ H. pylori
组. 分别于常氧下或厌氧培养罐(80 mL/L CO2, 
70 mL/L O2, 850 mL/L N2)培养48 h收集细胞, 
TRIzol提取总RNA, 用M-MuLv逆转录酶试剂

盒首先将mRNA逆转录成cDNA. 取反转录产物

2 μL进行PCR扩增. 引物设计: 扩增ABCG2及
β-actin mRNA部分片段的引物, 产物片段分别

为311 bp与539 bp, 引物序列如下: ABCG2: 上
游5'-GCGACCTGCCAATTTCAA AT-3', 下游

5'-AGCCCAGTTGTAGGCTCATCCA-3'; β-actin: 
上游5'-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3', 下游 
5'-CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3'. 反应

条件: 预变性94 ℃ 5 min; 变性94 ℃ 30 s, 退火

β-actin 56.5 ℃、ABCG2 62 ℃ 30 s, 延伸72 ℃ 
30 s, 扩增35个循环; 72 ℃总延伸10 min; 4 ℃保

存. 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果. 应用

Image J图像分析软件计算条带灰度值, 目的条

带灰度值分别与相应β-actin灰度值相比, 即为其

表达量. 
1.2.4 免疫细胞化学SP法检测CagA+ H. pylori
对常氧与低氧下胃癌S G C7901细胞H I F-2α
及A B C G2蛋白表达的影响: 取对数生长期的

SGC7901制成2×108/L的细胞悬液, 加入放有盖

玻片的6孔板内, 待细胞贴壁后换液, 按细菌和

细胞100∶1的比例将CagA+ H. pylori加入到不含

抗生素的培养基中. 设常氧对照组、常氧CagA+ 
H. pylori组、低氧对照组、低氧CagA+ H. pylori
组. 分别于常氧下或厌氧培养罐(80 mL/L CO2, 
70 mL/L O2, 850 mL/L N2)培养48 h后取出细胞

爬片, PBS冲洗, 冷丙酮固定15 min. 按SP-9000
试剂盒步骤检测HIF-2α、ABCG2. 用已知阳性

的乳腺癌切片作阳性对照, 以PBS代替一抗作阴

性对照. 结果判定: HIF-2α的阳性结果为棕黄色

颗粒, 主要位于细胞质, 细胞核中也有少量表达. 
ABCG2的阳性结果为细胞质内有棕黄色颗粒出

现. 采用Image pro plus图像分析软件, 检测HIF-
2α、ABCG2阳性细胞的平均吸光度(A )值, 以间

接反映HIF-2α、ABCG2蛋白的表达量, 并取其

均值. 
统计学处理 定量资料的统计学描述采用

mean±SD表示, 用统计学软件SPSS18.0进行数

据处理. 组间比较用t检验, 两变量相关性用Pear-
son线性相关分析, P<0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 细菌鉴定及CagA基因检测 胃黏膜标本经培

养、鉴定及CagA基因检测证实为CagA+ H. py-
lori菌株. 
2.2 RT-PCR检测ABCG2 mRNA的表达变化 常氧

下胃癌SGC7901细胞ABCG2 mRNA呈低水平表

达, 与单纯常氧对照组相比, 单纯低氧或CagA+ 
H. pylori均能促进其表达, 差异具有统计学意义

(t  = 8.1914, 12.318, 均P<0.01); 与低氧对照组和

常氧CagA+ H. pylori组相比, 低氧CagA+ H. pylori
组表达进一步升高(t  = 8.889, 10.518, 均P<0.01, 
表1, 图1). 
2.3 免疫细胞化学SP法检测HIF-2α、ABCG2蛋

白的表达变化 常氧下胃癌SGC7901细胞HIF-

■相关报道
ABCG2是HIF-2α
的直接靶基因之
一 .  低 氧 条 件 下
通过诱导HIF-2α-
ABCG2通路维持
肿瘤的干细胞化
及化疗抵抗. 近年
来, H. pylori 致胃
癌的干细胞机制
也成为研究的热
点. 有研究表明,  H. 
pylori 在胃癌发生
发展过程中可引
起多条干细胞通
路异常.
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■创新盘点
本研究通过探讨
常 氧 与 低 氧 下
CagA+ H. pylori对
人胃癌SGC7901
细胞系HIF-2α、
ABCG2表达的影
响, 证明CagA+ H. 
p y l o r i 可 诱 导 胃
癌细胞HIF-2α、
ABCG2表达 ,  并
且CagA+ H. py-
lori 和低氧对HIF-
2α、ABCG2的表
达有协同作用, 提
示CagA+ H. pylori
和低氧可能是诱
导胃癌细胞干细
胞化及化疗抵抗
的重要原因.

2α、ABCG2蛋白呈低水平表达, 与单纯常氧对

照组相比, 低氧可显著促进HIF-2α、ABCG2表
达(HIF-2α: t  = 78.800; ABCG2: t  = 16.319; 均
P <0.01), CagA+ H. pylori也能显著促进HIF-2α、

ABCG2表达(HIF-2α: t  = 85.909; ABCG2: t  = 
70.522; 均P <0.01); 与低氧对照组和常氧CagA+ 
H. pylori组相比, 低氧CagA+ H. pylori组表达进

一步升高, 具有统计学差异(HIF-2α: t = 32.002、
34.339; ABCG2: t  = 14.113、17.900; 均P <0.01). 
H I F-2α与A B C G2表达呈正相关(r  = 0.976, 
P <0.05, 表1, 图2, 3). 

3  讨论

胃癌是消化系常见的恶性肿瘤之一, H. pylori
长期感染引起胃黏膜慢性炎症, 是胃癌的重要

病因之一[1-4]. H. pylori感染胃上皮细胞后, 激活

核因子κB(nuclear factor κB, NF-κB)、AP-1、
PI3K、STAT 3、Wnt/β-catenin和COX-2等肿瘤

相关信号通路, H. pylori还诱导DNA甲基化和

组蛋白乙酰化等表遗传学改变[2-4]. CagA蛋白是

H. pylori最主要毒力因子之一, 其通过cag  PAI
编码的Ⅳ型分泌系统(T4SS)进入宿主细胞, 被
Src蛋白家族酪氨酸激酶酪氨酸磷酸化后与酪

氨酸磷酸酶SHP-2结合后, 刺激细胞分裂和增殖
[2-4], CagA还可诱导胃癌细胞中钙调蛋白基因启

动子区去甲基化修饰, 从而上调其表达, 与胃癌

的发生密切相关[5]. H. pylori与胃癌干细胞关系

的研究表明[6-9,10-13], 慢性H. pylori感染激活多条

干细胞相关通路Wnt/β-catenin、Notch、FGF、
Hedgehog和BMP表达增加. 

肿瘤微环境低氧是多种实体瘤包括胃癌的

特征之一, 低氧诱导因子家族(hypoxia inducible 
factors, HIFs)是低氧效应的关键分子. HIFs是
一组由结构同源的α亚基和共同的β亚基组成

的异源二聚体转录因子, 包括HIF-1、HIF-2和
HIF-3. 其中α亚单位在蛋白水平受氧分压的密

切调节, 低氧下稳定而常氧下迅速被泛素蛋白

酶系统降解[14]. 已有研究证实, 低氧是正常干细

胞壁龛(niche)的重要特征之一, 低氧通过诱导

干细胞产生HIFs调控Notch、OCT-4、c-Myc、
Nanog和Wnt/β-catenin等多条干细胞信号通路

的表达, 维持干细胞未分化特征[15]. 近年研究发

现[16-19], 低氧不但可以维持肿瘤干细胞的未分化

状态, 还可以诱导非肿瘤干细胞的去分化, 可能

是低氧下肿瘤放化疗抵抗和复发的根源. 既往

对HIF-1α与肿瘤的关系研究较多, 最近研究发

现[20,21], HIF-2α与肿瘤干细胞关系更密切. Pietras
等[20]研究发现, HIF-2α能使神经嵴样人神经母

细胞瘤起始细胞维持在未分化状态. Seidel等[21]

发现, HIF-2α能调节胶质母细胞瘤干细胞表型. 
ABCG2是ABC转运蛋白超家族成员之一, 可外

排多种化疗药物, 其高表达是肿瘤多药耐药的

重要原因之一. 研究发现[22,23], 多种干细胞均高

表达ABCG2, 其功能可能与保护干细胞免遭外

源及内源毒素的侵害以维持干细胞的稳定性有

关. 有研究发现[24,25], ABCG2是HIF-2α的直接靶

基因, 可能是低氧诱导肿瘤细胞去分化的原因
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图  1  RT-PCR法检
测 胃癌SGC7901细
胞ABCG2、β-actin 
m R N A 的 表 达 .  A : 

ABCG2; B: β-actin. 

1: 低氧对照组; 2: 低

氧CagA+ H. pylori组; 

3: 常氧对照组; 4: 常

氧CagA+ H. pylori组.

表  1  不同处理组中ABCG2 mRNA及HIF-2α、ABCG2蛋白的表达

         分组  ABCG2 mRNA     HIF-2α蛋白       ABCG2蛋白      

常氧对照组 0.1815±0.032  0.1572±0.002    0.2071±0.005

常氧CagA+ H. pylori组 0.4052±0.025d  0.4369±0.007d    0.3910±0.003d

低氧对照组 0.4083±0.053d  0.4478±0.008d    0.4075±0.027d

低氧CagA+ H. pylori组 0.7637±0.072bd  0.6911±0.015bd    0.7121±0.040bd

bP<0.01 vs  常氧CagA+ H. pylori组、低氧对照组;  dP<0.01 vs  常氧对照组.
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之一. 
本实验通过常氧与低氧下CagA+ H. pylori

与胃癌细胞共培养, 观察常氧与低氧下CagA+ 
H. pylor i对人胃癌SGC7901细胞系HIF-2α、

ABCG2表达的影响. 免疫细胞化学结果显示: 常
氧下胃癌SGC7901细胞HIF-2α、ABCG2蛋白呈

低水平表达, 低氧和CagA+ H. pylori均能显著诱

导HIF-2α、ABCG2蛋白表达, 与低氧对照组和

常氧CagA+ H. pylori组相比, 低氧CagA+ H. py-
lori组表达进一步升高. 相关分析显示HIF-2α与

ABCG2表达呈正相关. RT-PCR检测各组ABCG2 
mRNA表达结果显示与免疫细胞化学结果一致. 
说明CagA+ H. pylori与低氧均可刺激胃癌细胞

HIF-2α、ABCG2表达, 且二者有协同作用, 提
示CagA+ H. pylori和低氧可能通过激活HIF-2α-
ABCG2通路诱导胃癌细胞干细胞化及化疗抵

抗. 先前研究发现[26], H. pylori感染胃黏膜上皮

可诱导氧自由基产生, 与胃癌的发生和发展有

关. Park等[27]进一步研究发现常氧下H. pylori感
染胃癌细胞后HIF-1α表达增加, 与氧自由基活

■应用要点
本研究结果说明
H. pylori和低氧可
能是导致胃癌细
胞干细胞化的重
要原因, 提示根除
H. pylori在防止胃
癌的发生发展、
侵袭转移、耐药
及复发中具有重
要作用, 值得进一
步深入研究.
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图   3   免 疫 细 胞 化
学法检测SGC7901细
胞ABCG2蛋白的表
达(×400). A: 常氧对

照组; B: 常氧CagA+ 

H. pylori 组; C: 低

氧对照组; D: 低氧

CagA+ H. pylori组.

A B

C D

图   2   免 疫 细 胞 化
学法检测SGC7901细
胞HIF-2α蛋白的表
达(×400). A: 常氧对

照组; B: 常氧CagA+ 

H. pylori 组; C: 低

氧对照组; D: 低氧

CagA+ H. pylori组.
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性增加平行, 而氧自由基抑制剂则可在抑制氧

自由基活性的同时抑制HIF-1α的表达. 本研究

首次发现体外常氧下CagA+ H. pylori可促进胃癌

细胞HIF-2α蛋白表达, 可能也与氧自由基的作

用有关, 有待进一步研究证实. 该结果与Griffiths
等[28]的体内研究一致, 其在H. pylori致胃癌发生

的动物模型中发现HIF-2α在H. pylori相关性胃

炎、肠化、不典型增生、 肠型、弥漫型胃癌中

均表达增高. 几项研究发现[29-31], 在H. pylori诱
导胃癌过程中, 胃癌干细胞候选标志物Msi-1、
CD44、Cytokeratin-7表达增加. 本研究首次发现

常氧下CagA+ H. pylori与胃癌细胞共培养后干细

胞通用标志物ABCG2表达增加, 推测可能是通

过HIF-2α-ABCG2通路促进其表达. 本研究结果

提示: H. pylori通过HIF-2α-ABCG2途径促进胃

癌干细胞化和多药耐药, 并与肿瘤低氧有协同

作用, 是H. pylori促进胃癌发生发展的机制之一, 
值得深入研究. 
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