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　　［摘要］　目的　探讨ＤＮＡ损伤应答蛋白１（ｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄＤＮＡｄａｍａｇｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓ１，
ＲＥＤＤ１）在幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）感染中的表达及调控机制。方法　建立Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感
染 Ｃ５７小鼠及胃上皮细胞模型，运用实时荧光定量 ＰＣＲ、免疫组织化学染色和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲＥＤＤ１
ｍＲＮＡ和蛋白的表达；并在细胞模型中采用信号通路抑制剂的方法探讨Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染诱导ＲＥＤＤ１上调
的机制。结果　相对于未感染组，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染小鼠胃黏膜中的 ＲＥＤＤ１水平显著增高；而相对于野生
型（ＷｉｌｄＴｙｐｅ，ＷＴ）全毒株，敲除 ｃａｇＡ基因后，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染诱导 ＲＥＤＤ１上调的能力则显著下降（Ｐ＜
０．０５）；Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染可诱导胃上皮细胞 ＡＧＳＲＥＤＤ１表达上调，并具有时间、感染菌量以及ｃａｇＡ依赖性
（Ｐ＜０．０５）；Ｐ３８／ＭＡＰＫ信号通路阻断可显著抑制 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染诱导的 ＲＥＤＤ１上调表达（Ｐ＜０．０５）。
结论　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ依赖磷酸化的ｃａｇＡ蛋白激活ＭＡＰＫｐ３８通路诱导ＲＥＤＤ１表达增高。
　　［关键词］　 幽门螺杆菌；ＤＮＡ损伤应答蛋白１；ＭＡＰＫ；Ｐ３８
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ｃｏｎｓｅｒｖｅｄａｎｄｕｂｉｑｕｉｔｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ，ａｎｄｉｓｉｎｄｕｃｅｄｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｍｕｌｔｉｐｌｅｓｔｉｍｕｌｉ．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｉｔｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ，
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｒｅｌｅｖａｎｃｅｉｎＨｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇａｓｔｒｉｔｉｓａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｌｙｕｎｋｎｏｗｎ．
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ｍｉｃｅａｎｄｇａｓｔｒｉｃｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＡＧＳｃｅｌｌｓ）ｗｅｒｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＨ．ｐｙｌｏｒｉｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｍｏｄｅｌｓ．ＴｈｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＥＤＤ１ａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＴｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＲＥＤＤ１ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙ
Ｈ．ｐｙｌｏｒｉｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗａｓｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｂｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｐｌａｓｍｉｄｏｒｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
ｒｅｐｏｒｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｉｎｃｅｌｌｍｏｄｅｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＥＤＤ１ｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａｏｆｔｈｅ
Ｈ．ｐｙｌｏｒｉｉｎｆｅｃｔｅｄｍｉｃｅｔｈａｎｔｈｅｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄｏｎｅｓ．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅｓｔｒａｉｎｏｆＨ．ｐｙｌｏｒｉ，ｔｈｅｓｔｒａｉｎ
ｗｉｔｈｃａｇＡｋｎｏｃｋｏｕｔ（△ｃａｇＡＨ．ｐｙｌｏｒｉ１１６３７ｃｅｌｌｓ）ｓｈｏｗｅｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＲＥＤＤ１
（Ｐ＜０．０５）．Ｈ．ｐｙｌｏｒｉｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＲＥＤＤ１ｉｎＡＧＳｃｅｌｌｓｉｎａｔｉｍｅ，ｃａｇＡａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎ
ｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（Ｐ＜０．０５）．ＢｌｏｃｋｉｎｇｏｆＰ３８／ＭＡＰＫｐ３８ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｃｏｕｌｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔ
ｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＲＥＤＤ１ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｔｈｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉｉｎｄｕｃｅｓｔｈｅｕｐ
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ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＲＥＤＤ１ｔｈｒｏｕｇｈａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｃａｇＡｉｎＭＡＰＫｐ３８ｐａｔｈｗａｙｉｎｔｈｅｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａｏｆ
ｍｏｕｓｅｗｉｔｈＨ．ｐｙｌｏｒｉｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ；ｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄＤＮＡｄａｍａｇｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓ１；ＭＡＰＫ；Ｐ３８

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍ ｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１８７２０１６）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＨＡＯＹｏｎｇｌｉａｎｇ，Ｅｍａｉｌ：
ｙｏｎｇｌｉａｎｇ１６６６＠１２６．ｃｏｍ；ＺＨＵＡＮＧＹｕａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｙｕａｎｚｈｕａｎｇ１９８３＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ

　　幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）是一种
革兰阴性微需氧菌，全球近一半的人口感染此细菌，其

持续感染导致慢性胃炎［１］，１９９４年世界卫生组织已将
其列为Ⅰ类致癌因子［２］。尽管幽门螺杆菌相关胃炎

的发生机制尚不清楚，但细菌和胃上皮细胞之间的相

互作用可能是决定性因素。尤其是由细胞毒素相关基

因Ａ（ｃｙｔｏｔｏｘｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅＡ，ＣａｇＡ）蛋白所引起的
炎症效应［３－４］。ＤＮＡ损伤应答蛋白 １（ｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄＤＮＡｄａｍａｇｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓ１，ＲＥＤＤ１）又
称ＤＮＡ损伤诱导转录因子 ４（ＤＮＡｄａｍａｇｅｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ４，ＤＤＩＴ４）和应激诱导蛋白 ８０１（ｓｔｒｅｓｓ
ｔｒｉｇｇｅｒｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＲＴＰ８０１），是一种保守并且普遍存在
的蛋白质，可在多种刺激下瞬时诱导反应。研究证明，

作为哺乳动物雷帕霉素靶点（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆ
ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）信号通路的内源性抑制剂，ＲＥＤＤ１
可以调节细胞生长、线粒体功能、氧化应激和凋

亡［５－６］。在不同的炎症性疾病中，ＲＥＤＤ１可以发挥相
反的作用。在活动性溃疡性结肠炎中，ＲＥＤＤ１与中性
粒细胞来源的 ＩＬ１β炎症反应相关［７］；在流感病毒和

水泡性口炎病毒感染中，ＲＥＤＤ１作为一种新的宿主防
御因子起到保护作用［８］。然而，在发病率如此高的幽

门螺杆菌相关胃炎中，ＲＥＤＤ１的表达，调控机制和临
床意义尚待阐明。

　　本研究旨在明确 ＲＥＤＤ１在 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染中的表
达变化，探究Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ诱导 ＲＥＤＤ１上调的调控机制，
为探明Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染致病机制及相关胃炎及胃癌的防
治提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　临床标本的获取
　　我们从西南医院接受胃大部切除术的胃癌患者切
除的新鲜胃组织中，分离距离肿瘤部位至少５ｃｍ处的
新鲜非肿瘤胃组织。志愿者均为成年人，并且在收集

标本前已经获得每个志愿者的知情同意。人体样本实

验得到陆军军医大学第一附属医院伦理委员会批准

［批件号：（Ａ）ＫＹ２０２１０４５］。
１．２　小鼠
　　Ｃ５７ＢＬ／６野生型（ＷＴ）小鼠购买于陆军军医大学
实验动物中心，饲养在无病原体条件下。所有动物研

究符合陆军军医大学动物使用规范，并得到陆军军医

大学动物保护管理委员会批准。

１．３　主要试剂
　　兔抗人／小鼠 ＲＥＤＤ１抗体购买于 Ａｂｃａｍ公司
（ｎｏ．Ａｂ１０６３５６），兔抗人ｐ３８抗体购买于Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司（ｎｏ．８６９０），兔抗人 ｐｐ３８抗体购买于
Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司（ｎｏ．４５１１Ｓ），兔抗人／小
鼠 ＧＡＰＤＨ抗体购买于 Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司
（ｎｏ．５１７４Ｓ），兔抗人 ＮＦκＢｐ６５抗体购买于 Ｃｅｌｌ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司（ｎｏ．８２４２Ｓ），兔抗人 ＩｇＧ抗体
购买于Ａｂｃａｍ公司（ｎｏ．ａｂ１７２７３０），辣根酶标记山羊
抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）抗体（ｎｏ．ＺＢ２３０１）、ＥＣＬ显色液二抗
购买于北京中杉金桥公司，定量 ＰＣＲ试剂盒购买于
ＴＯＹＯＢＯ公司，逆转录试剂盒购买于 ＴａＫａＲａ公司，蛋
白提取液购买于 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，Ｕ０１２６、ＢＡＹ
１１７０８２、ＳＰ６００１２５、 ＳＢ２０３５８０、 ＦＬＬＬ３２、 ＧＳＫ３β
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒⅥ购买于ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。
１．４　细胞和细菌来源、培养
　　细菌及其培养条件：野生型（ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ＷＴ）
Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ１１６３７（ＮＣＴＣ，ｃａｇＡｐｏｓｉｔｉｖｅ）以及相同菌株背
景的 ｃａｇＡ毒力因子敲除株（△ｃａｇＡＨ．ｐｙｌｏｒｉ１１６３７）
在－８０℃中长期保存，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ细菌培养使用 Ｓｋｉｒｒｏｗ
血平板（含１．５％琼脂粉、５％兔全血、０．５％葡萄糖）；液
体培养使用 Ｓｋｉｒｒｏｗ液体培养基（含 １０％小牛血清、
０．５％葡萄糖），培养条件为 ３７℃、５％Ｏ２、１０％ＣＯ２。
ＡＧＳ、ＢＧＣ８２３、ＧＥＳ１、ＨＧＣ２７和 ＳＧＣ７９０１胃上皮细
胞系（美国 ＡＴＣＣ）。
１．５　方法
１．５．１　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染小鼠　　选取６～８周雌性 Ｃ５７
小鼠１６５只，按照随机数字表分成３组（ｎ＝５５），分别
用ＷＴＨ．ｐｙｌｏｒｉ１１６３７和△ｃａｇＡＨ．ｐｙｌｏｒｉ菌液连续灌
胃５次，每半天１次，共２天半。未感染组用无菌 ＰＢＳ
代替菌液。灌胃后每周每组随机处死小鼠５只，取胃
组织分为４部分，分别用于提取 ＲＮＡ、ＤＮＡ、蛋白和制
作石蜡切片。

１．５．２　组织分离单细胞　　新鲜组织用含 １％胎牛
血清的 Ｈａｎｋｓ溶液洗涤 ３次，切成小块，收集在含
１ｍｇ／ｍＬ胶 原 酶 ＩＶ 和 １０ ｍｇ／ｍＬ ＤＮａｓｅⅠ 的
ＲＰＭＩ１６４０培养基中，然后使用ＭＡＣＳ解离器（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ
Ｂｉｏｔｅｃ）机械解离。解离后的细胞继续在 ３７℃孵育
０．５～１ｈ。然后将细胞悬浮液通过７０μｍ的细胞过滤

４１４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



器（ＢＤＬａｂｗａｒｅ）过滤。
１．５．３　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ刺激胃上皮细胞　　提前１ｄ将ＡＧＳ
细胞铺于无菌培养平板，待细胞充分贴壁，更换为不含

青链霉素的培养基。用无菌ＰＢＳ将Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ从培养基
上洗脱，测量６００ｎｍ处光密度。按照相应的感染复数
（ＭＯＩ，细菌∶细胞数量）（０、１０、２０、５０、１００）加入到每
孔细胞培养基中。置于 ３７℃、５％ＣＯ２的孵箱中培养
相应的时间（０、３、６、１２、２４ｈ），收集细胞和细胞培养
上清待后续处理。

１．５．４　实时荧光定量 ＰＣＲ　　采用 ＴＲＩｚｏｌ法提取细
胞和组织中的总 ＲＮＡ，实时荧光定量 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法
检测 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染的 ＡＧＳ、ＢＧＣ８２３、ＧＥＳ１、ＨＧＣ２７、
ＳＧＣ７９０１、人或小鼠胃组织中 ＲＥＤＤ１ｍＲＮＡ的表达，
引物设计见表１。抽提后的 ＲＮＡ经电泳检验 ＲＮＡ无
降解，用 Ｎａｎｏｄｒｏｐｏｎｅ微量紫外可见分光光度计测定
ＲＮＡ浓度，根据浓度计算体积后取ＲＮＡ５００ｎｇ按照逆
转录试剂盒步骤以１０μＬ体系进行逆转录。取 ｃＤＮＡ
在ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪上按照试剂说明以１０μＬ体系进行
反应。设复孔取均值，每个样本每个指标重复３次。使
用 ＢｉｏＲａｄＣＦＸＭａｎａｇｅｒ、Ｅｘｃｅｌ和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５等
软件统计分析数据。

表１　检测 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染人或小鼠胃组织中ＲＥＤＤ１ｍＲＮＡ的
表达的相关ＰＣＲ引物序列

基因 引物或探针（序列５′→３′）

ＨｕｍａｎＧＡＰＤＨ
上游 ＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＣＴＧＴＧＧＡＴＧＧ
下游 ＣＡＧＴＧＡＧＣＴＴＣＣＣＧＴＴＣＡＧ

ＭｏｕｓｅＲｅｄｄ１
上游 ＴＡＡＧＴＴＣＴＧＣＣＡＡＣＴＣＴＴＣＣＴＴ
下游 ＣＧＧＡＧＣＴＧＴＡＧＡＧＴＴＴＣＴＴＣＴＴ

ＨｕｍａｎＲＥＤＤ１
上游 ＧＡＴＧＣＣＴＡＧＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡＧ
下游 ＣＴＡＡＡＣＡＧＣＣＣＣＴＧＧＡＴＣＴＴＧ

ＭｏｕｓｅＧａｐｄｈ
上游 ＴＡＡＧＴＴＣＴＧＣＣＡＡＣＴＣＴＴＣＣＴＴ
下游 ＣＧＧＡＧＣＴＧＴＡＧＡＧＴＴＴＣＴＴＣＴＴ

Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ１６ｓｒＤＮＡ
上游 ＴＴＴＧＴＴＡＧＡＧＡＡＧＡＴＡＡＴＧＡＣＧＧＴＡＴＣＴＡＡＣ
下游 ＣＡＴＡＧＧＡＴＴＴＣＡＣＡＣＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＡＴＣ
探针 ＣＧＴＧＣＣＡＧＣＡＧＣＣＧＣＧＧＴ

１．５．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白表达　　收集细胞或
组织，使用 ＲＡＰＩ裂解法提取细胞培养总蛋白。ＢＣＡ
法测定总蛋白浓度，以每条泳道 １０μｇ蛋白上样，用
１０％十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺（ＳＤＳＰＡＧＥ）进行
电泳，利用湿法电转将蛋白转印至ＰＶＤＦ膜。ＰＢＳＴ洗
膜，５％ ＢＳＡ室温封闭 １ｈ，加入一抗（ＧＡＰＤＨ抗体
１∶１０００稀释、ＲＥＤＤ１ａｎｔｉｂｏｄｙ１∶１０００稀释、ｐｐ３８
ａｎｔｉｂｏｄｙ１∶１０００稀释、ｐ３８ａｎｔｉｂｏｄｙ１∶１０００稀释）４℃
过夜，加入辣根过氧化物酶标记的二抗（１∶１００００）室
温孵育１ｈ，ＥＬＣ发光检测蛋白表达量。用 ＩｍａｇｅＬａｂ
软件记录和分析成像结果。

１．５．６　免疫组织化学染色　　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ灌胃感染
７周的小鼠胃组织标本用中性甲醛固定，石蜡包埋后
切片，经二甲苯和梯度乙醇脱蜡水化，在柠檬酸盐修复

液中微波加热煮沸 １２ｍｉｎ修复抗原，３％过氧化氢溶
液浸泡 ３０ｍｉｎ，０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温通透 １５ｍｉｎ，
１％ＢＳＡ３７℃ 封闭 ３０ｍｉｎ后，加入一抗（ＲＥＤＤ１抗
体）１∶１００（ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照），在湿盒中
４℃过夜。ＰＢＳ清洗，滴加二抗（辣根酶标记山羊抗兔
ＩｇＧ）３７℃孵育 １ｈ，清洗后滴加二氨基联苯胺（ＤＡＢ）
显色，苏木精染核，透明、脱水、封片。用显微镜（Ｎｉｋｏｎ
ＥＣＬＩＰＳＥ８０ｉ）采集并分析图像。
１．５．７　信号通路抑制实验　　将ＡＧＳ细胞铺于无菌
１２孔板或 ６孔板，待细胞充分贴壁，ＰＢＳ清洗细胞
３次，信 号 通 路 阻 断 剂 Ｕ０１２６、ＢＡＹ １１７０８２、
ＳＰ６００１２５、ＳＢ２０３５８０、ＦＬＬＬ３２、ＧＳＫ３β ｉｎｈｉｂｉｔｏｒⅥ
（１０ｎｍｏｌ／Ｌ）处理细胞 ２ｈ（１％ＦＢＳ的 Ｆ１２培养基，
３７℃，５％ＣＯ２）（同体积的 ＤＭＳＯ作为对照），再进行
ＷＴＨ．ｐｙｌｏｒｉ１１６３７与细胞共培养实验。
１．６　统计学处理　
　　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，计量数据用
珋ｘ±ｓ表示，用ｔ检验比较组间差异，炎症评分数据通过
ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验进行分析。对于多组比较，采用
单因素方差分析。采用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析和线性回归
分析评估参数之间的相关性。计数资料用百分比表

示，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　在幽门螺杆菌感染的人或小鼠胃黏膜中，
ＲＥＤＤ１表达增高

　　比较Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染和未感染小鼠的原代胃黏膜组
织，结果发现，在第６～９周，相比于未感染 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ的
小鼠，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染小鼠胃黏膜 ＲＥＤＤ１表达明显增高
（图１Ａ）。由于 ｃａｇＡ与胃炎的发生密切相关［９］，因

此，研究ｃａｇＡ与ＲＥＤＤ１的相关性，在第６～９周，相比
于未感染小鼠或△ｃａｇＡ Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染小鼠，ＷＴ
Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染小鼠胃黏膜中 ＲＥＤＤ１表达明显增高，并
且在感染后第７周达到峰值（图１Ａ）。免疫组化染色
（图１Ｂ）和蛋白印迹法（图１Ｃ）结果也显示，相比于未
感染组或△ｃａｇＡＨ．ｐｙｌｏｒｉ感染组，ＷＴＨ．ｐｙｌｏｒｉ感染组
小鼠胃黏膜中 ＲＥＤＤ１表达明显增高。由此表明在
Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染小鼠时，ｃａｇＡ对于诱导 ＲＥＤＤ１表达发挥
关键作用。此外，体外Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染胃黏膜实验结果表
明，相比于未感染组或△ｃａｇＡＨ．ｐｙｌｏｒｉ感染组，ＷＴＨ．
ｐｙｌｏｒｉ感染组人或小鼠原代胃黏膜中ＲＥＤＤ１ｍＲＮＡ和
蛋白表达明显增高（图１Ｄ）。这些数据表明，ＲＥＤＤ１在
Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染患者和小鼠的胃黏膜中表达增加。

５１４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（５）
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ΔｃａｇＡ）感染后原代胃黏膜中ＲＥＤＤ１ｍＲＮＡ和蛋白表达情况（ｎ＝４）　１：未感染；２：ＷＴＨ．ｐｙｌｏｒｉ感染；３：△ｃａｇＡ
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图１　在Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染的人或小鼠胃黏膜中ＲＥＤＤ１的表达

２．２　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ依赖毒力因子 ｃａｇＡ诱导胃上皮细胞
ＲＥＤＤ１表达增高，并且感染呈时间依赖以及浓
度依赖

　　胃上皮细胞（ｇａｓｔｒｉｃｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＧＥＣｓ）是幽门
螺杆菌感染时胃黏膜中最先接触的细胞类型［９］。

Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ诱导人胃上皮细胞系 ＡＧＳ细胞、人原代胃上
皮细胞以及小鼠原代胃上皮细胞 ＲＥＤＤ１表达增高，
与未感染或ΔｃａｇＡＨ．ｐｙｌｏｒｉ感染的相比，ＷＴＨ．ｐｙｌｏｒｉ
感染的ＡＧＳ细胞、人原代胃上皮细胞以及小鼠原代胃
上皮细胞 ＲＥＤＤ１ｍＲＮＡ和蛋白的表达显著增加（图
２Ａ～Ｃ），Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ依赖感染时间（３、６、１２、２４ｈ）诱导
ＡＧＳ细胞ＲＥＤＤ１表达显著升高（Ｐ＜０．０５，图２Ｄ）。并
且Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ依赖感染剂量在转录水平和翻译水平显著
诱导 ＡＧＳ细胞 ＲＥＤＤ１表达增高（Ｐ＜０．０５，图 ２Ｅ）。
综上数据表明，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ依赖毒力因子 ｃａｇＡ诱导胃上
皮细胞中 ＲＥＤＤ１的表达，并与感染时间和感染剂量
正相关。

２．３　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ通过磷酸化的ｃａｇＡ蛋白激活ＭＡＰＫｐ３８
通路诱导胃上皮细胞表达ＲＥＤＤ１

　　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ刺激后 ＡＧＳ细胞 ＲＥＤＤ１表达升高，而
ＭＡＰＫｐ３８信号通路抑制剂（ＳＢ２０３５８０）预处理后，ＡＧＳ
再与 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ共培养（ＭＯＩ＝１００），则 ＡＧＳ细胞
ＲＥＤＤ１表达下调（图 ３Ａ）。ｐ３８作为 ＭＡＰＫｐ３８通路
的直接下游底物，在Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染的 ＡＧＳ细胞中发生
磷酸化，经 ＭＡＰＫｐ３８通路抑制剂 ＳＢ２０３５８０预处理后
磷酸化被抑制（图３Ｂ）。为了证实ｃａｇＡ是否可以通过
ＭＡＰＫｐ３８途径诱导 ＲＥＤＤ１表达，用 ＷＴＨ．ｐｙｌｏｒｉ或
ΔｃａｇＡＨ．ｐｙｌｏｒｉ感染ＡＧＳ细胞，或者用ｃａｇＡｐｃＤＮＡ３．１
转染ＡＧＳ细胞。结果发现，与感染ΔｃａｇＡＨ．ｐｙｌｏｒｉ或转
染载体（ｐｃＤＮＡ３．１）的ＡＧＳ细胞相比，感染ＷＴＨ．ｐｙｌｏｒｉ
或转染ｃａｇＡｐｃＤＮＡ３．１的 ＡＧＳ细胞中 ＲＥＤＤ１ｍＲＮＡ
和蛋白表达增加，ｐ３８磷酸化水平升高，而在使用
ＭＡＰＫｐ３８通路抑制剂 ＳＢ２０３５８０或 ｃａｇＡ磷酸化抑制
剂ＰＰ２预处理后，上述情况被抑制（图３Ｂ～Ｄ）。综上
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所述，这些结果表明Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ通过磷酸化的 ｃａｇＡ激活
ＭＡＰＫｐ３８通路诱导ＧＥＣｓ表达ＲＥＤＤ１。

３　讨论

　　在Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染过程中，宿主胃黏膜发生一系列
炎症反应，进而发展为慢性胃炎。Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染引起
的持续炎症是导致慢性胃炎进展为胃溃疡甚至胃癌的

关键因素。ＲＥＤＤ１是一种保守且普遍存在的蛋白，有
报道称 ＲＥＤＤ１参与 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染［１０］，是 ｍＴＯＲ信号

通路的内源性抑制剂［５－６］，这表明 ＲＥＤＤ１在 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ
相关性胃炎中潜在的作用。本研究检测感染 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ
和未感染Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ小鼠胃黏膜组织中ＲＥＤＤ１的表达，
结果发现与未感染小鼠相比，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染小鼠胃黏
膜ＲＥＤＤ１表达明显增高，进一步表明Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ诱导胃
上皮细胞表达 ＲＥＤＤ１增高。此前有报道称，幽门螺
杆菌毒力因子空泡细胞毒素（ｖａｃＡ）在线粒体中的扰
动与细胞氨基酸稳态的改变有关，这导致了哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白１（ｍＴＯＲＣ１）的抑制，进而导致自噬［１１］。
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（Ａ）、人原代胃上皮细胞（Ｂ）以及小鼠原代胃上皮细胞（Ｃ）中ＲＥＤＤ１ｍＲＮＡ和蛋白的表达情况（ｎ＝３）　１：未感

染；２：ＷＴＨ．ｐｙｌｏｒｉ感染；３：△ｃａｇＡ感染；Ｄ、Ｅ：实时荧光定量 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析不同时间点（ＭＯＩ＝１００）

（Ｄ）和不同ＭＯＩ（２４ｈ）（Ｅ）ＷＴＨ．ｐｙｌｏｒｉ感染或未感染ＡＧＳ细胞中ＲＥＤＤ１ｍＲＮＡ和蛋白的表达情况（ｎ＝４）

图２　ＲＥＤＤ１在Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染ＡＧＳ细胞中的表达
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ｍＲＮＡ和蛋白表达（ｎ＝４）　１：Ｍｏｃｋ；２；ｐｃＤＮＡ３．１；３：ｃａｇＡｐｃＤＮＡ３．１；４：ｃａｇＡｐｃＤＮＡ３．１＋ＤＭＳＯ；５：ｃａｇＡｐｃＤＮＡ３．１＋

ＳＢ２０３５８０　ａ：Ｐ＜０．０１，与１组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与１组及４组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与５组比较；Ｄ：用 ＰＰ２或不用 ＰＰ２预处理
ＡＧＳ细胞，然后用ＷＴＨ．ｐｙｌｏｒｉ或ΔｃａｇＡＨ．ｐｙｌｏｒｉ（ＭＯＩ＝１００）感染ＡＧＳ细胞２４ｈ，采用实时荧光定量 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
分析ＲＥＤＤ１、ｐ３８和 ｐｐ３８ｍＲＮＡ和蛋白表达（ｎ＝４）　１：未感染；２：ＷＴＨ．ｐｙｌｏｒｉ感染；３：ＷＴＨ．ｐｙｌｏｒｉ＋ＤＭＳＯ；４：ＷＴ
Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ＋ＰＰ２；５：△ｃａｇＡ感染；６：△ｃａｇＡ＋ＤＭＳＯ；７：△ｃａｇＡ＋ＰＰ２　ａ：Ｐ＜０．０１，与１组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与１组及３组比较

图３　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ诱导ＧＥＣｓ表达ＲＥＤＤ１机制研究结果

本研究证明了 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染导致胃上皮细胞 ＲＥＤＤ１
的增加，这是由毒力因子 ｃａｇＡ介导的，在 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ诱
导的胃炎中发挥重要作用。

　　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ粘附于胃上皮细胞，细菌毒力因子 ｃａｇＡ

通过ＩＶ型分泌系统注入宿主细胞［１２］，激活多个信号

通路，包括 ＪＡＫＳＴＡＴ３、ＰＩ３ＫＡＫＴ和 Ｗｎｔβｃａｔｅｎｉｎ信
号通路［１３］。在胃上皮细胞中，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ诱导ＲＥＤＤ１表
达依赖ｃａｇＡ激活 ＭＡＰＫｐ３８信号通路。据报道，非磷
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酸化的 ｃａｇＡ活性有利于上皮细胞增殖和促炎反
应［１４］。然而，本研究在胃上皮细胞中进一步证实

ｃａｇＡＥＰＩＹＡ基序磷酸化是 ＲＥＤＤ１上调的必要条件。
在我们的体外细胞模型和体内小鼠模型中，数据显示，

与未感染 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ相比，ΔｃａｇＡ Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ在诱导
ＲＥＤＤ１表达方面有适度反应。可能有其他因素参与
调控ＲＥＤＤ１的表达，因此需要进一步研究其潜在的
机制。

　　炎症通常被认为是对刺激的一种生理反应，包括
激活多种类型的免疫细胞以消除原因和修复受损组

织，然而，慢性炎症可能对组织修复有负面影响。

ＲＥＤＤ１在炎症性疾病中发挥着多种作用［１５－１６］。对于

免疫细胞来说，ＲＥＤＤ１是 Ｔ细胞增殖和存活所必需
的［１７］，它能抑制流感病毒、水疱性口炎病毒［８，１８］和麻

疹病毒［１９］的复制。除了Ｔ细胞外，巨噬细胞和中性粒
细胞的激活也需要 ＲＥＤＤ１的参与［２０－２１］，这表明

ＲＥＤＤ１可能参与了先天和适应性免疫应答以应对感
染［２２］。对于上皮细胞，有报道称肺泡ＩＩ型上皮细胞中
的ＲＥＤＤ１是在内毒素应答中激活肺部炎症所必需
的［２３－２４］。因此在ＲＥＤＤ１如何促进炎症发展方面需要
进一步研究探讨。
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