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幽门螺杆菌对人和大鼠胃上皮细胞 

细胞外信号调节激酶活性的影响 R}71 
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[摘 要】目畸：研究幽门螺杆菌提取物对人胃上皮细胞株 I~-G823和大鼠胃上皮细胞株 RGM1的细胞外信号调 

节激酶(~xtraoelltdar signal—regu!med kimse，ERK)活性的影响。方法：采用蛋白质免疫印迹法询I定 ERK酶蛋白含量 

和活性。培摹：在各观察时间点，两种细胞 ERK酶蛋 白含量无明显差异。在无血清存在情况下，幽门螺杆菌提取 

物使 t~_,G823细胞 ERK活性持续增加而对RGM1细胞 ERK活性几乎没有影响；在有血清存在情况下，Hp提取物 

使 BC,~823细胞ERK活性持续增加而使RGM1细胞 ERK活性一过性增加。培论：幽门螺杆菌提取物对胃上皮细 

胞株 BGC-823和 RGM1的 ERK活性的影响不同。 
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AB~RACT Objective：To studythe effectsofthe extractofHelix-obacterp．q．ori(Hp)onthe activities 

of extracellular sigrla1一regulated kinase(ERK)in human gastric epithelial cell line BGc823 and rat 

gastric epithelial cell line RGM1 Methods：W estern blotting was applied to detect the existence and 

activity of ERK．Results：On all observing time points，the pmtein cement of ERK was not different 

in BGC一823 and RGM l cells．W ith the absence of aslq．tll1．Hp extract increased the activity of ERK 

continuously in BGC-823 cells whereas it had nearly no effect on ERK activity in RGM l cells．W ith 

the presence of as1"lllqa．Hp extract increased the activity of ERK in a sustained‘wrdv in B00823 cells 

whereas it caused a transient increase of ERK activity in RGM l ceUs．Conclusion：The effects of Hp 

extract on ERK activities in BG0 823 an d RGM l cells were different． 

(JBeijing．Med 幻，2000，32：109—1l2) 

近来研究表明幽门螺旋杆菌 (Helicobacter 

pylori，Hp)对 胃上皮细胞 的增殖有促进作用_l0J。 

然而 ，Hp引起胃上皮细胞增殖的机制尚不清楚 。由 

丝裂素 活化蛋 白激 酶 (mitogen—activated protein 

kinase，MAPK)介导的信号转导通路在细胞外信号 

传导至细胞核内，调节细胞生物学活性的过程中具 

有重要作用。细胞外信号调节激酶(extracellular 

signal—regulated kinase，ERK)是 MAPK系统的重要 

成员，通过 ERK的信号转导通路是细胞增殖和分 

化调控的基本信号传导通路 -。Hp促进细胞增殖 

是否与 ERK信号转导通路有关，尚未见报道。本 

实验的目的是研究 Hp菌体提取物对胃上皮细胞 

ERK活性的影响，分析其对细胞增殖产生作用的机 

制。 ’ 
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1 材料与方法 

1 1 细胞培养 

大鼠胃上皮细胞株 RGM1系美 国 Texas大学 

医学院郭燕世教授馈赠，人胃上皮细胞株 BGC-823 

从北京肿瘤防治所引进。RGM1细胞选用 DMEM／ 

F一12培养基 ，BGC-823细胞选用 RPMI一1640培养 

基，两者均添加 10％(体积分数)小牛血清。培养在 

37℃、5％(体积分数)COe孵箱中进行。 

1．2 Hp培养及菌体提取物的制备 

将 CagA(+)和 VacA(+)的国际标准 Hp菌 

株 NCTC11637接种于含有 10％ (体积分数)小牛 

血清的布氏肉汤培养液，在微氧环境中于 37℃震摇 

水浴培养 24 h，至细菌密度达到约2×100～4×10 

mI 。菌体经离心沉淀，按序用 PBS和细胞培养液 

漂洗，再悬于细胞培养液中。菌体悬液经超声(100 

w，15 s×6，间隔 30 s，冰浴冷却)作用后，离心取 

上清，置 一20℃待用。 

1 3 蛋白样品制备 

细胞在培养瓶 中培养 24 h后 ，更换含有 10％ 

(体积分数)小牛血清的培养液并加 5％(体积分数) 

Hp提取物；或更换不含血清的培养液，孵育 4 h(血 

清饥饿 )后再加 5％(体积分数)Hp提取物 。细胞继 

续培养至 不同 时问点后停 止培养 ，提取蛋 白，置 
一 20℃待测 

1．4 电泳和电转移 

蛋 白样 品以每泳道 50 g量上样，先 经过 

50 g·L 聚丙烯酰胺积层胶 80 V，1 h积层 ，再经 

100 g·L 聚丙烯酰胺分离胶 150 V，3 h分离蛋白 

质分子 ，然后经 0 2 A，4℃过夜转移至硝酸纤维素 

膜上。 

1 5 蛋白质免疫印迹分析(Western blotting) 

为检测 ERK活性 ，先将硝酸纤维素膜在含有 

50 g·LI1脱脂奶粉 的 们 T：20 rrm~ol·L-。Tris， 

137 narnol·L～ NaCI，0．1％(体积分数)Tween-20， 

pH 7．6]中于室温孵育 1 h以阻断非特异性结合。 
一 抗 为单 克 隆抗 活 性 型 ERK(anti active-ERK， 

Sigma)，体积比1：10 000稀释，室温孵育 1 h。二抗 

为 辣 根 酶 连 接 的 山 羊 抗 鼠 tgG (Jackson 

lmmunoResearch Laboratories提供)，按照体积比 

1：10 000稀释，室温孵育 50 min。每步孵育后均用 

TBs_T漂洗 3次。最后 ，用 ECL(Amasham)发光显 

示荆显示阳性条带，用 X光胶片记录结果。 

为检测 ERK酶含量，同一硝 酸纤维素膜在脱 

结合缓 冲液 (100 mmol·L mercaptoet~mnol，200 

g·L SDS，62．5 mmol·L～ Tris，pH6．7)，中于 

50℃ 孵育 30 min，脱去结台的抗体。再杂交所用的 
一 抗和二抗分别为兔多克隆抗 ERK2(Santa Cruz 

Biotechnolc~y)和 辣 根酶 连 接 的 山羊抗 兔 IgG 

(Jackson lrnmunoResearch Laboratories提供)，前者 

的稀释度 (体积比)为 1：1 000，后者的稀释度 (体积 

比)为 1：10 000。操作步骤与上述相同。 

2 结果 

2．1 BGc823和 RGM1细胞 ERK酶蛋白含量的 

比较 

由于所用的抗 ERK2抗体与 ERK1和 ERK2 

均能反应，所以显示的阳性条带为两条。根据分子 

量标准判断，两条带的相对分子质量与 ERK1和 

ERK2的相对分子质量相符。在培养的各时间点， 

两种细胞的 ERK酶蛋白含量均无明显差异(图 1) 

●  

l 2 3 4 5 5 7 B 9 

LaneI1 proteinmolecular n_rk H 【 I『 2 4，6 and ．13~I_；-823 cdls 

cultured in RPMI一1640 contmnlng i0％(volume fmct~n)calf De／a．1aT]for 

20 mln，lh，6h and 24 h respectively：Lane 3 5，7 and 9，RGM 1 cells 

cultured in DMEM AF-12 containing l0％ (,~lume t'ractlon】cal sertlrll 

for 20 mln，61)mln，6 h and 24 h respectively 

圈 1 BGC-823细胞和 RGM1细胞 ERK蛋白古量 

Figtme1 The protein content ofERK inBG0 823 

andRGM 1 cells 

2．2 有血清存在情况下 Hp提取物对细胞 ERK活 

性的影响 

在 BGC~823细胞 ，对照组细胞 ERK有活性，但 

比较低。Hp提取物作用后 20 min即可见 ERK活 

性明显升高，并一直持续至培养结束。在 RGM1细 

胞，Hp提取物作用前亦可见 ERK有低水平的活 

性。Hp提取物作用 20 min后 ERK活性有一短暂 

的升高，1 h后与对照组相比已无明显差异。两种 

细胞的 ERK酶蛋白含量在各时间点均无明显差异 

(图 2)。 

2 3 无血清存在情况下 Hp提取物对细胞 ERK活 

性的影响 

在 BGC-823细胞，经血清饥饿 4 h后，ERK活 

性极低；Hp提取物作用后 20 min，ERK 活性大大 

升高，持续6 h后有一相对降低，然后在稍低水平上 

持续至培养结束。在 RGM1细胞，Hp提取物作用 
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后 ，ERK活性只在 1 h时有所升高，其余各时 间点 

均未见有明显升高。两种细胞 的 ERK酶蛋 白含量 

在各时间点均无明显差异(图 3) 

^：日Gc一823 cell 

anti act1w 脚 【 

Ⅲ ∞一 躺  一 一  一 一 0 

“ i E~T,2 

39 ； ； ； l： 二 ； 

B：RG-Ⅱ cells 

Io．：毒嚣 翟： 
m t1 m  j 

eoo一 鬟盘离蔫黼 ：=；=髻 
量 冀 。蠹 

l 2 3 4 6 6 7 8 9 

A，BGC 823 eelb；B，RGM 1 cells Lane l，protein md~ uhr啪 rker； 

Lalle 2 eontro[~Lone 3，th~[gh 9，incubation,afith 5％ (v／v)H 

t,y／o~／extractfor differ~mttimes；LanE 3．20 mitt；Lane 4．40 m／n； 

e 5，60min；Lane 6，3 h_LBDe 7，6 h；Lane 8，12 e 9，24 

h．The blot哪 represe~mtire of 2-3 simJ experiments 

围 2 有血清情况下 Hp提取物作用后 

细胞 ERK活性的变化 

Fib re 2 The change ofERK activityin serum-fed ceils~fter 

treamae~t rh Hp i~xtract 

3 讨 论 

调节蛋白质磷酸化的蛋白激酶在细胞生物学活 

性的调控中具有重要作用。MAPK作为最重要的 

蛋白激酶之一 ，是细胞增生 的胞 内关键酶。目前已 

发现3条与 MAPK有关的信号传导通路，其中以 

ERK介导的通路最为清楚。生长因子、激素和神经 

递质等的信号传递过程都与ERK有关- 。ERK有 

两种 分子形 式，相对 分子 质量 分别 为 44 Ooo和 

42 000，分别称为 ERK1和 ERK2。ERK肽链的 

183位苏氨酸和 185位酪氨酸均发生磷酸化为该激 

酶活性所必需，抗活性型 ERK抗体能够特异地识 

别在 183位苏氨酸和 185位酪氨酸发生双磷酸化的 

ERK，可用于检测 ERK的话性。在同一张杂交膜 

上先后分别检测 ERK双位磷酸化和酶蛋白含量 ， 

是有效的检测 ERK活性的方法 J 

Hp感染是人类最常见的感染之一。大量的研 

究证明 Hp是引起人类慢性胃炎的主要因素，它与 

消化性溃疡亦密切相关。另外，人们观察到 Hp与 

人类胃癌的发生也有相关性 它的致病机制 ，是当 

前的研究热点之一。在整体水平，文献[1，2]报道 

Hp感染患者胃粘膜细胞增殖增加；消除 Hp感染， 

能使增殖增加现象消失，表明 Hp在体内能促进胃 

粘膜细胞的增殖。Fan等_3 则发现 Hp在体外亦能 

促进胃上皮细胞株 AGS的增殖，进一步提示 Hp对 

胃粘膜细胞的增殖可能有直接的刺激作用。我们先 

前的研究(另文发表)在证实 Hp对人 胃上皮细胞株 

WJC-823增殖亦有促进作用的同时，还发现它对大 

鼠胃上皮细胞株 RGM1的增殖有抑制作用。本实 

验的结果则进一步证实了两种细胞 ERK活性在Hp 

提取物作用时的变化亦存在着差异：BC~ 823细胞 

ERK活性增高幅度大且持续时间长；RGM1细胞 

ERK活性增高幅度小且持续时间短。ERK被促进 

细胞增殖的信号激活后，可移位至细胞核，激活转录 

调节因子，启动基因转 录，导致细胞的增殖l6 J。经 

ERK转导的促进细胞增殖的效应与持续性的 ERK 

活性增高有关 -8J。由此可以认为，Hp提取物的生 

物活性成分可能通过 ERK信号转导通路导致细胞 

增殖；而它对 B( e823和 RGM1细胞 ERK活性影 

响不同，可能是导致其对两者增殖的效应不同的原 

因 

在我们所观察的两株细胞中，RGM1来自未经 

转化的大鼠胚胎胃上皮细胞，带有较多正常细胞的 

特性l9 ；而 BGC-823细胞来 自人 胃腺癌细胞 ，更具 

恶性细胞的特征，两者的状态 明显不同。两种细胞 

受 Hp提取物作用时 ERK活性变化的差异很可能 

与两者状态的不同有关。这提示 Hp有可能在胃粘 

膜细胞恶变过程 的一定阶段起作用 ，即 Hp对正常 

的胃粘膜细胞的增殖没有明显的促进作用，而对在 

其它致突变因素作用下已发生一定程度变化的细胞 

则具有促增殖作用，加速它向恶性细胞的转变 

本实验结果还显示，在 BGG823和 RGMI细 

胞，均有 Hp提取物对 ERK活性的影响因血清的存 

在而有所不同的现象。表现为有血清存在时 Hp提 

取物引起的 ERK活性增高持续时问更长一些。这 

提示血清中的成分可能加强 Hp的生物活性成分对 

ERK的活性的影 响。Hp提取物中对 ERK 活性产 

生影响的生物活性成分是什么?它的作用又受到血 

清中哪些成分的影响?均有待于进一步的研究。弄 

清这些问题，将有助于了解 Hp的致病机制 
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l 2 3 4 6 6 7 8 9 

A BG~ 823 celts；B，RGM I cells Lane I，pmtdn a~aled ar marker； 

g~ffte 2，mntrd；Lane 3 th,o~gh 9，incubatim with 5％ {,~ume 

fraction)H pyk~ exn越t for different tiRtes~Lane 3，20 mifl；I~lrte 4． 

40 r／'aifl~L e 5，60 rain；L 6，3 h；】a11e 7，6 h；L e 8，12 h； 

L~／le 9，24 h．The blot yeas n n n姐tj of 2-3 sin~lar experim ents 

田 3 无血清存在情况下经 Hp提取物作用后 

细胞 EPK活性的变化 

F蜒m 3 The c 喀e of ERK adInq，in serLln ed cells 

after treaⅡn日1t with Hp~ ract 
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人类 DNA修复蛋白 hR24Lp具有转录激活作用 

李平法 ，傅 欣 ，梁崇风 ，朱应葆 ，童坦君 

(1．北京医科大学第三医学院中心实验室 2．基础医学院生物化学与分子生物学系，北京 100083) 

hR24L是本实验室首次用遗传互补法克隆出的人类 

DNA修复基因，它与酵母 RAD~L(又称 RAD24)基因同源。 

人类 I~R24L基因能校正酵母 RAD24L突变株的紫外线敏感 

表型和x线敏感表型，参与 DNA切除修复和重组修复。功 

能互补测验表明，该基因尚参与细胞周期检定点调控。为探 

讨该基因产物的作用机制，研究与}衄 4Lp相互作用的蛋白 

基盒项 目：国象 自然科学基金 (39770409)及国家高技木发展计 

划生物技术领域青年基金 (1998)资助课题 ； 

△ 进修生； △△ 通讯联系人， 

质，我们将该基因的开放阅读框与酵母双杂舍系统的 pAS2—1 

的DNA结合结构域融合转化报告株 CG-1945，试图从文库 

中筛选出与 hR24Lp相互作用 的蛋白质基因。有趣 的是， 

DNA—BD-hR24L融合蛋白能激活报告基因(SD／-H~)，阳性 

克隆在 45 mmol-L 的3-AT作用下仍然太而饱满 而其余 

对照质粒转化的(~-1945则无此现象，说明 hR24Lp具有转 

录激活作用。这一现象的机制研究目前仍在进行中 

{200o—o1—25收稿) 

(本文编辑：王 蕾) 
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