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伪扔 基因阳性 H p 培养滤液对人胃粘膜上皮细胞系 D N A 损伤作用
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提 要
:

目的 研究 。护 阳性幽门螺杆菌 (饰 )培养滤液对人胃粘膜上皮细胞 (既 S )I ND A 的损伤作用
。

方法 制备饰培养
滤液

,

代R 鉴定 。 2多压基因
。

采用单细胞微凝胶电泳观察 Hp ( 。
29 月+ )培养滤液对 G赂 l 细胞 D NA 的损伤作用

。

结果 饰 ( c
口 g魂

+) 培养滤液可使 GE S I 细胞形成彗星现象
。

结论 饰伙无酬
+ )培养滤液可以导致 C E冬 1 细胞的 DNA 损伤

。
D NA 损伤 可能是

肠 g A诱导 GF S I 细胞恶性转化的机制之一
。

关键词
:
幽门螺杆菌 ; G

砚

动 基因 ; 胃粘膜上皮细胞

中图法分类号
:

3B 22
.

44
;甩 77 ; 3R 94

.

2 文献标识码
:
A

E n泛Cst of

山叨叱 e of

b or ht (

h侧团旧11

Cul t l l r e ifl t r a et s of 伪gA g e n e po is it ve 石加ilc o b a c et r
yP 勿 ir o n D N A

g a s t ir e e P it h e il a l c en n ne
CH EN Ji于 Pi嗯

,

S HE N 肠-ns 而飞
,

YA NG hz i
一

b a嗯
,

GA O Jin
一

h u a ( D e p art
n le n t 叮 He m a t 0 lo罗

,

S
o u t hw o t HOS p i t al

,

hT idr M Ili t` M ed i c al U n i
v e o i t ,

Ch o n脚
n g 粼兀旧3 8

,

Ch
工n a

)

A b 业拍d
: O bj ec tive oT sut 即 ht

e e

玉cst of bor ht
c

山uer ifl 比est of CQ 多4 ge ne 砂ist iv e

elH ico 占
。更落e r 那公, ir on DNA d aj n o g e of h

一 黔 itr 。

e
P iht

e
lial e e ll s l in e

.

M曲 dO s Bor ht
c ul t

uxe 6 l tar t e s of I le lico b酬 er 刃’lo 。

vast enr
p日 l℃

d
.

G Z

酬 罗 n e

we er i de
n it if

e
d by CP R

.

GE S I
e e
ll
s

* er

比
a t e d iw th OC 多刁罗

n e
印

s
i ti

v e
b or ht

e ul t
uer if latr r e s of eH l ic( 〕bact er 功 lo ir

.

51心
e e e

ll 而
e or 罗 1 e

leC 加p ho er s is * er
u

dse ot o

喊。 e ht e d乏u n之 lg e of

G E , 1
cell DN A c

au dse 娇 het b
n〕 th cul

t
uer ifl t n找 e s

.

日e s u ttS 饰 ( 。剩
十 ) 以 d t

u l℃ 团 t r a妞 s ln a , e

~
c

~
l击 e n O l Il e n( 〕 n of C E未 I

clle
s

一

C o n
-

e lu s io n DNA 曲
,以 g e e

an be i王d1
屯l e e

d by ob hrt
e lu
uetr

if latrt
e s fO C a g今 g e n e osp i t iv e H亡Z卿 ba c t ` 1

.

那肠 ir i n h

一
笋 s itr e e p i ht e

lial e
lle

s

GE -S l

line
.

DN A d明
l哭 e n la , be

o
ne Of ht

e m e e ho
s m of m al i邵 ant 腼 osf ann

ti o n i n d
u e e d场 腼 ht

e ul t
uer if latr t e s of 公嚼生罗ne 砂

s i t ive eH lic
o
b

aetrC 那
-

ha in l l L川 u n ga s加 c

elP ht iel al
c
山

5
.

E沈y w o八 ls
:
从
于
2反” 6仪您『 少乏夕勿瓦 ; 山 g刁 ge ne ;

gaS 颐
c

晒山
e lial ce U
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州 ior
,

H p )感染与胃癌的

发生密切相关
厂 `二。

研究显示
:

饰 的细胞毒素相关蛋白

( 。堪 4 )在 Hp 相关 胃癌的发病中起着十分重要 的作

用 )
。

饰 的 伪 g A 与胃癌的关系以及 〔够曦如何参与

胃癌发病的机制是目前研究的热点及难点
。

本课题研

究 d刻 基因阳性 饰 培养滤液对人 胃粘膜上皮细胞
DN A 损伤的影响

,

借此探讨 〔汹扒 在 H p 相关的胃癌发

病中的作用
,

了解 饰致 胃癌发病的机制
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 细胞系 傲导 l 为人胃粘膜上皮细胞系
,

MC D B1 51 培

养基 ( iS gm
a

)
,

补加营养成分
,

无血清培养
。

I le 压为人宫颈鳞癌

上皮细胞系
。

培养条件为高糖 D MEM 培养基
,

or % 胎牛血清
。

1
.

1
.

2 Hp 分离培养 采集经胃镜检查证实的慢性胃炎或胃

十二指肠溃疡病人胃窦粘膜标本进行 饰 分离及培养
。

采用

弘~ 培养基
,

将钳取的胃窦粘膜活检标本一块直接接种于培

养基上
,

置厌氧灌中
,

灌内气体 比例为 c q 7 %
,

凡 80 %
,

q

5 %
,

从 8%
,

37 ℃温育 3 一 7 d
。
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1
.

2 实验方法
1

.

2
.

1 饰培养滤液的制备 参照 吐山磕 的方法进行
。

1
.

2
.

2 H p 培养滤液空泡毒素活性测定 空泡毒素 ( V ac 己
a -

it gn cyt ot xo in A, Va cA )活性检测按文献〔3 ]方法进行
。

将 ` b g组

基因阳性及阴性 Hp培养滤液以倍比稀释法分别加人贴覆有生

长良好 eH压细胞的 24 孔细胞培养板培养液 内
。

空泡毒结果

判定
:
48 h后

,

在倒置显微镜下观察
,

以 50 % 以上 H
e
肠 细胞出

现空泡样变化
,

判断为空泡毒试验阳性
,

Hp 培养滤液含空泡毒

素
,

饰为空泡毒阳性饰
,

出现阳性结果的最高稀释度即为其

空泡毒作用滴度
。

1
.

2
.

3 御培养滤液处理细胞方法 按不同的实验需要接种

一定量的细胞于培养皿中
,

24 h 以内用 饰培养滤液处理
,

以一

定的滴度计算所需滤液量
。

分别以 饰 (肠刻 + )培养滤液
、

饰
(肠 g魂一 )培养滤液或布氏 肉汤处理 GE -S l 细胞

,

置 37 ℃ c q

孵箱中 l h
,

后加人完全培养基培养
。

1 .2 4 实验分组 饰( 肠乡今十 )培养滤液处理 GE S 飞细胞组

称实验组 ( T民
a t j n e nt )

,

御 (及移魂
一 )培养滤液处理 GE S I 细胞组

称对照组 ( M oc k)
,

布氏肉汤处理组称空白对照组 ( oC咖 l)
。

1
.

3 检测 方法
1

.

3
.

1 细菌基因组 DNA 的提取 取饰培养菌苔
,

采用华舜

DN A提取试剂盒
,

按说明书方法提取细菌基因组 ND A
。

1
.

3
.

2 单细胞微凝胶 电泳 ( 5 1心
e e
ell 而

e or 刹
e
l
e e

肋p h
o
er

s i。
,

S C以 )技术检测 GE S I 细胞 DN A 损伤 按文献【4」方法进

行
。

取不同滴度饰 ( 。剩
+
)滤液处理细胞

,

用饰 ( ` 移魂一 )滤

液处理细胞作为对照
,

培养 s h
。

于载玻片的磨砂面上制作三
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确切致病作用尚不清楚
。

本课题采用 〔b乡月基因阳性
H p 培养滤液持续处理体外培养的胃粘膜上皮细胞

,

显

示了彗星现象
。

表明 。 2多今 阳性 饰 培养滤液可 以导

致胃粘膜上皮细胞的 DN A 损伤
,

提示 肠多月可能与胃

癌的发生有关
,

与有关文献「2
,

5
,

6 1报道一致
。

细胞 DNA 损伤可以诱发细胞突变和癌变
,

这是不

争的事实
。

C口多刁 阳性 PH 培养滤液是否 能引起 胃粘

膜细胞 DN A 损伤是值得探讨的问题
。

单细胞微凝胶

电泳技术作为一项新技术
,

为研究单细胞 D NA 损伤带

来 了方便
,

它不仅快速
、

灵敏
,

且简单
、

易行
。

我们采用

该方法进行研究
,

结果显示 。珍刁基因阳性 Hp 培养滤

液可使 GE S
一

1细胞形成彗星现象
。

表明 已2多 4 毒素可

以引起 GE S
一

1细胞 DN A 链断裂
,

造成 GE S
一

1细胞 DNA

损伤
,

这可能是 山乡 , 诱导 胃粘膜上皮细胞生长特性

改变的机制之一
。

有研究显示 HP感染可 以导致胃粘

膜细胞 DN A损伤
,

引起癌基因表达增加
。

认为 Hp 感

染是通过改变胃内环境
,

增加 胃内自由基
,

毒素作用等

引起细胞 DNA 损伤
、

细胞过度增殖
、

癌基因表达增加

而与胃癌相联系的 ,`三
。

有证据表明幽门螺杆菌感染及

随后发生的炎症与增加胃上皮细胞的增殖及诱导凋亡

有关川
。

这些细胞动力学的改变可 以通过产生 ND A

损伤而促进有丝分裂细胞系的发展阁
。

Y a l〕 u k i 等间 的

研究了 35 例胃腺癌的胃切除标本细胞增殖及单双链
DN A损害情况

,

表明 H p 感染相关的慢性胃炎中的细

胞损害可以增加细胞的增殖活性
。

这些临床研究结果

显示了饰 与胃粘膜细胞 ND A 损伤的关系
,

本研究采

用 命 g搜阳性 饰 培养滤液在体外直接诱导 了胃粘膜

上皮细胞 DNA 损伤
,

表明 饰 的 命 g通可能与胃粘膜

L皮细胞 DNA 损伤有关
。

G Zg 今可能通过对胃粘膜上

皮细胞 D NA 损伤而参与胃癌的发病
。
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保留脾脏胰尾切除术治疗胰管结石伴慢性胰腺炎 1 例

A cas
e r e
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t o l iht iaS l s c o m b in e d 初ht c h r o in c P a n cL r e a it it s by
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e en
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i n ta c t aP nc rea ids tal re s e c it o n

刘宏鸣 (第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所肝胆外科
,

重庆 《 众拜2 )

患者男
,

45 岁
,

农民
。

反复上腹隐痛 3 年
,

食欲下降
,

进食

脂肪餐后腹泻
,

2以X) 年 5 月 5 日人院
。

查体剑突下轻压痛
,

未

们及腹部包块
。

既往有饮酒史
,

饮酒量 150 一 25 0 耐 d
,

饮酒时

间约 20 年
。

肝肾功能均正常
,

血
、

尿淀粉酶分别为 250
、
1 2仅〕 u

苏氏单位
,

血清脂肪酶 l 95 (U 国际单位 )
。

B超
、

Cr
、

E RcP 均示
“

胰管结石伴慢性胰腺炎
” 。

术中见胰腺萎缩
,

主胰管扩张
,

可

扣及胰管内多发结石
。

沿主胰管走向切开主胰管 6 c m
,

取出胰

管内多发性
、

灰白色结石数 or 粒
。

胰腺尾部结石较多且严重

作者简介
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刘宏鸣 ( 19 74
一

)
,

男
,

重庆市人
,

硕士研究生
,

医师
,

主要从事肝胆
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肠

纤维化
,

决定行胰尾切除
,

由于脾脏正常
,

故保留脾脏
。

先在胰

腺上缘切开后腹膜
,

显露脾动静脉
,

再从胰尾 卜缘切开后腹膜
,

向上游离胰尾部
,

仔细分离结扎胰尾与脾动静脉之间的血管分

支
,

将胰尾从脾门向右翻起保护好脾动静脉
,

切除胰尾约 5
c ln

,

胰腺断面细致缝扎止血
,

切断的胰管单独缝扎
,

断面以网膜覆

盖
,

再行胰管空肠 oR xu
一 e
o y 吻合术

,

胰管空肠吻合处置 14 号 T

形管引流
。

术后 3 周拔除 T 形管
,

恢复良好
,

随访已 2 月
,
B超

、

血
、

尿淀粉酶及血糖均正常
。

讨论

胰管切开取石
、

保留脾脏胰尾切除
、

胰管空肠 oR ux
一 e fl 一

Y 吻
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