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ＣＤＨ１ 受幽门螺杆菌感染调控及其在胃癌组织中表达分析
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摘要　 目的　 探究幽门螺杆菌（Ｈｐ）对 Ｅ⁃钙黏蛋白（ＣＤＨ１）
表达的影响及 ＣＤＨ１ 在胃癌（ＧＣ）组织中的表达情况，为进

一步探索 ＣＤＨ１ 在 Ｈｐ 引起胃癌中的作用提供理论基础。 方

法　 用 Ｈｐ 灌胃蒙古沙鼠，３、１２、２４ 个月后分别取其胃组织，
进行免疫组化染色检测 ＣＤＨ１ 的表达；Ｈｐ 感染胃上皮细胞

ＡＧＳ，２４ ｈ 后收集样本，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 ＣＤＨ１ 的表达。
通过 ＴＣＧＡ 和 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ 数据库比较胃癌组织和癌

旁组织中 ＣＤＨ１ 的表达差异及 ＣＤＨ１ 与胃癌的预后分析；通
过 Ｒ 语言对 ＣＤＨ１ 基因进行 ＫＥＧＧ 富集分析；另收集胃癌组

织和癌旁组织标本各 １０ 例，免疫组化染色检测 ＣＤＨ１ 的表

达。 结果　 Ｈｐ 灌胃蒙古沙鼠胃组织免疫组化染色结果显

示，Ｈｐ 感染 ３、１２、２４ 个月胃组织 ＣＤＨ１ 阳性率分别为

１３. ７０％ 、１３. ２０％ 、２２. ９０％ ，对照组阳性率分别为 ０. ０４％ 、
４. ５０％ 、４. ７７％ ，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；与对照组比
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较，Ｈｐ 感染 ＡＧＳ 细胞组 ＣＤＨ１ 蛋白表达增高，差异有统计学

意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；ＴＣＧＡ 胃癌数据库中共收集 ４４９ 例具有临

床病理参数的病例及其对应的 ＣＤＨ１ ｍＲＮＡ 表达量，癌旁组

织中 ＣＤＨ１ ｍＲＮＡ 表达水平（７６. ３６ ± ０. ４８）显著低于胃癌组

织中 ＣＤＨ１ ｍＲＮＡ 的表达水平（１４７. ５９ ± ０. １１），差异有统计

学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ 数据库分析表明胃

癌 ＣＤＨ１ 高表达时，生存率降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；ＫＥＧＧ 富集显示

ＣＤＨ１ 表达与胃癌、甲状腺癌、膀胱癌、子宫内膜癌、黑色素

瘤等肿瘤相关，功能显著富集到细菌侵袭上皮细胞和黏附连

接，通路显著富集到 Ａｐｅｌｉｎ 信号通路、Ｈｉｐｐｏ 信号通路和

Ｒａｐ１ 信号通路等；ＣＤＨ１ 阳性率在人胃癌组织为 ７６. ２７％ ，
高于癌旁组织 ４５. ６８％ ，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结

论　 Ｈｐ 感染引起 ＣＤＨ１ 表达水平升高，可能是 Ｈｐ 引起胃癌

的原因之一。
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　 　 胃癌是我国第二大常见肿瘤，其病死率高，要降

低胃癌的总体病死率，早期发现并及时治疗非常重

要［１］。 胃癌的发生发展涉及多个方面，包括宿主因
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素、环境因素和幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ，Ｈｐ）
感染，流行病学资料显示 Ｈｐ 及其特定毒力因子与

胃癌的发生相关［２］。 Ｈｐ 是引起胃炎、消化性溃疡、
胃癌和与黏膜相关的淋巴样组织淋巴瘤的主要病因

之一［３］。 Ｈｐ 对胃黏膜损伤涉及因素众多，其中其毒

素蛋白引起的损伤是一个重要的方面。 Ｈｐ 相关毒

素蛋白包括空泡细胞毒素 Ａ（ｖａｃｕｏｌａｔｉｎｇ ｃｙｔｏｔｏｘｉｎ，
ＶａｃＡ）、细胞毒素相关蛋白 Ａ （ ｃｙｔｏｔｏｘｉｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｇｅｎｅ Ａ，ＣａｇＡ）等，其中 ＣａｇＡ 是一种亲水性强的、暴
露于菌体表面的外膜蛋白［４ － ５］。 课题组前期经转录

组分析发现 ＣａｇＡ 组能引起 Ｅ⁃钙黏蛋白（ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃａｄｈｅｒｉｎ，ＣＤＨ１）表达增高［６］。 ＣＤＨ１ 是一种依赖钙

离子的细胞黏附分子，编码 Ｅ⁃钙黏蛋白，主要在细

胞黏附和细胞极性中发挥作用［７］。 有研究［８］ 发现

ＣＤＨ１ 基因突变可能与弥漫性胃癌的发病有关，是
弥漫性胃癌的危险因素和标志之一，而目前 Ｈｐ 感

染对 ＣＤＨ１ 表达的影响及其在胃癌发生中的作用尚

不清楚。 因此，该研究用 Ｈｐ 灌胃蒙古沙鼠和 Ｈｐ 感

染人胃上皮细胞分析 Ｈｐ 对 ＣＤＨ１ 表达的影响，数据

库分析 ＣＤＨ１ 在胃癌和癌旁组织中的表达差异、胃
癌患者的预后分析及 ＫＥＧＧ 富集分析，检测临床人

胃癌组织 ＣＤＨ１ 表达，探究 Ｈｐ 调控 ＣＤＨ１ 表达在胃

癌发生中的作用。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 蒙古沙鼠　 ＳＰＦ 级 ４ ～ ５ 周龄雄性蒙古沙鼠

５０ 只，体质量 ６０ ～ １００ ｇ，购于浙江省实验动物中

心，许可证号：ＳＣＸＫ（浙 ２００３ － ０００１）。 在室温（２０
± ２） ℃，湿度 ５５％ ～ ６５％ ，明暗交替，光照适度，通
风洁净良好条件下饲养，严格遵守 ＳＰＦ 级动物管理

规定进行饲养和动物实验。
１． １． ２ 　 细胞与菌株 　 人胃上皮细胞 ＡＧＳ 购于

ＡＴＣＣ 细胞库，由贵州医科大学分子生物学重点实

验室保存。 Ｈｐ 国际标准株 ＮＣＴＣ１１６３７ 菌株由贵州

医科大学分子生物学重点实验室提供。
１． １． ３　 人胃癌组织与正常组织　 人胃癌组织和正

常组织由贵州医科大学附属医院病理科提供，并获

得贵州医科大学附属医院伦理委员会的批准及患者

知情同意。
１． １． ４　 试剂　 兔抗 ＧＡＰＤＨ（１０４９４⁃１⁃ＡＰ）购自美国

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司；兔抗 ＣＤＨ１ （２０８７４⁃１⁃ＡＰ） 购美国

Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司；山羊抗兔二抗购自美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司；ＤＭＥＭ 培养基和胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司；双抗、胰蛋白酶均购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 配胶试剂盒、蛋白提取试剂盒购自美国 Ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司。
１． ２　 方法　
１． ２． １ 　 细胞培养 　 人胃上皮细胞 ＡＧＳ 培养在

ＤＭＥＭ 培养液中（含 １０％ 胎牛血清、１％ 青 － 链霉

素），置于 ３７ ℃含 ５％ ＣＯ２ 的恒温培养箱内培养，待
细胞贴壁生长到密度为 ９０％以上时进行传代备用。
１． ２． ２ 　 细菌培养 　 Ｈｐ 国际标准株 ＮＣＴＣ１１６３７ 接

种于含有 １０％绵羊血、０. ４％ Ｈｐ 选择剂的哥伦比亚

血琼脂平板上，置于 ３７ ℃、５％ Ｏ２、１０％ ＣＯ２ 的微需

氧环境中培养，细菌接种后 ３ ｄ 左右待生长旺盛时，
通过接种环将菌收集至含 ＰＢＳ 的无菌离心管中，
５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、２ ｍｉｎ 离心 － 重悬 ３ 次，在分光光度计

上确定菌液浓度。
１． ２． ３　 胃癌动物模型的构建 　 用 Ｈｐ 国际标准株

ＮＣＴＣ１１６３７ 经口接种蒙古沙鼠，间隔 ４８ ｈ 灌胃一

次，每次 １ ｍｌ（１５ × １０８ 个 ／ ｍｌ），共 ３ 次，连续观察 ２４
个月。 分别选取 Ｈｐ 感染后 ３、１２、２４ 个月 ３ 个时间

点，每个时间点各选取 ３ 只，组成 Ｈｐ 感染 ３、１２、２４
个月实验动物组。 禁食 ２４ ｈ、禁水 １２ ｈ 后处死实验

动物，取出胃组织，平均分为 ２ 份，１ 份 ４％ 甲醛固

定，１ 份快速液氮冷冻。 以 Ｈｐ 未感染的蒙古沙鼠各

３ 只为对照组。
１． ２． ４　 Ｈｐ 感染细胞　 在哥伦比亚血琼脂培养基上

刮下 Ｈｐ，用分光光度计测量菌的浓度。 取胃上皮细

胞计数后按 １ × １０６ 个 ／孔接种 ６ 孔板，过夜培养使

细胞贴壁后，经 ＭＯＩ 感染复数 ４０ ∶ １ 感染细胞，２４ ｈ
后收集样品。
１． ２． ５　 免疫组化　 石蜡包埋的组织切片置于二甲

苯中脱蜡 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，再经乙醇水化脱二甲

苯，１００％乙醇作用 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，之后再 ９０％ 、
７０％ 、５０％ 、３０％乙醇分别作用 ３ ｍｉｎ，高温高压抗原

修复，３％ Ｈ２Ｏ２ 冷却 １０ ｍｉｎ，１ × ＰＢＳ 洗涤切片 １０
ｍｉｎ，室温孵育一抗 ２ ｈ，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，
室温孵育二抗 ２ ｈ，ＤＡＢ 显色 １ ～ ３ ｍｉｎ，ＰＢＳ 终止显

色，苏木精染色 ３ ｍｉｎ，ｄｄＨ２Ｏ 终止反应，氨水反蓝 １
～２ ｍｉｎ，ｄｄＨ２Ｏ 终止反应，５０％ 、７０％ 、９０％ 、无水乙

醇、无水乙醇分别作用 ３ ｍｉｎ，二甲苯作用 ３ 次，每次

１０ ｍｉｎ，封片。
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１． ２． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣＤＨ１ 蛋白的表达　 按裂

解液试剂盒说明书提取总蛋白，经 ＢＣＡ 蛋白定量试

剂盒定量后进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳 ２ ｈ，转膜 ２ ｈ，含脱

脂奶粉的 １ × ＴＢＳＴ（０. ０５％ Ｔｗｅｅｎ ２０）溶液室温封

闭 ２ ｈ，ＣＤＨ１ 一抗（１ ∶ ５ ０００） ４ ℃ 孵育过夜，１ ×
ＴＢＳＴ（０. ０５％ Ｔｗｅｅｎ ２０） 溶液洗膜 ３ 次，每次 １０
ｍｉｎ，加入二抗（１ ∶ １０ ０００）室温孵育 ２ ｈ，１ × ＴＢＳＴ
（０. ０５％ Ｔｗｅｅｎ ２０）溶液洗膜 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，化
学发光法（ＥＣＬ）显色，经化学发光成像仪曝光成像，
ＩｍａｇｅＪ 读取灰度值。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １８. ０ 软件进行数据

分析，采用 ｔ 检验进行组间均数比较。 验证 Ｈｐ 感染

ＡＧＳ 细胞对 ＣＤＨ１ 调控的影响，采用 ｔ 检验。 验证

Ｈｐ 感染感染蒙古沙鼠后对 ＣＤＨ１ 调控的影响，采用

χ２ 检验。 生存曲线分析采用 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 法，并采

用 Ｌｏｇ⁃Ｒａｎｋ 检验。 验证 ＣＤＨ１ 在人胃癌组织及其

癌旁组织中的表达情况，采用 χ２ 检验。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为

差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 Ｈｐ 感染蒙古沙鼠胃组织 ＣＤＨ１ 的表达 　 Ｈｐ
灌胃蒙古沙鼠，分别选取 Ｈｐ 感染后 ３、１２、２４ 个月 ３

个时间点，每个时间点各选取 ３ 只，取胃组织 ４％甲

醛固定，石蜡包埋并制成切片。 胃组织临床病理表

型 Ｈｐ 感染后 ３ 个月为固有层及黏膜下层血管扩张，
黏膜局部浅表糜烂；Ｈｐ 感染后 １２ 个月为固有层内

散在淋巴浆细胞浸润且黏膜糜烂；Ｈｐ 感染后 ２４ 个

月固有层内散在淋巴浆细胞浸润，部分区域轻度非

典型增生且黏膜糜烂。 免疫组化检测 Ｈｐ 对 ＣＤＨ１
表达的影响，Ｈｐ 感染 ３、１２、２４ 个月胃组织 ＣＤＨ１ 阳

性率分别为 １３. ７０％ 、１３. ２０％ 、２２. ９０％ ，对照组阳

性率分别为 ０. ０４％ 、４. ５０％ 、４. ７７％ ，差异有统计学

意义（χ２ ＝ ６. ０３９，Ｐ ＜ ０. ０５），表明 Ｈｐ 感染可引起

ＣＤＨ１ 表达增高，且可能与胃部病理表型变化有关。
见图 １。
２． ２　 Ｈｐ 感染胃上皮细胞 ＡＧＳ ＣＤＨ１ 的表达　 以

ＭＯＩ 为 ４０ ∶ １ 感染胃上皮细胞细胞 ＡＧＳ，２４ ｈ 后提

取蛋白，进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测目

的蛋白 ＣＤＨ１ 的变化。 结果显示，与未感染对照组

比较，Ｈｐ 感染组 ＣＤＨ１ 蛋白表达增高，差异有统计

学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ２。
２． ３　 ＴＣＧＡ 数据库分析 ＣＤＨ１ 在胃癌和癌旁组织

中的差异表达　 ＴＣＧＡ 胃癌数据库中共收集 ４４９ 例

具有临床病理参数的病例及其对应的 ＣＤＨ１ ｍＲＮＡ

图 １　 Ｈｐ 感染蒙古沙鼠胃组织 ＣＤＨＩ表达

　 　 Ａ、Ｂ：ＣＤＨ１ 在 ３ 个月对照组及 Ｈｐ 感染组中的表达（ × ４、 × ２０）；Ｃ、Ｄ：ＣＤＨ１ 在 １２ 个月对照组及 Ｈｐ 感染组中的表达（ × ４、 × ２０）；Ｅ、Ｆ：
ＣＤＨ１ 在 ２４ 个月对照组及 Ｈｐ 感染组中的表达（ × ４、 × ２０）
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图 ２　 Ｈｐ 感染胃上皮细胞 ＡＧＳ ＣＤＨ１ 的表达

与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

表达量。 生物信息学分析得出，胃癌组标本 ＣＤＨ１
基因表达量为（１４７. ５９ ± ０. １１），癌旁组织组的表达

量为（７６. ３６ ± ０. ４８），胃癌组织组表达量高于癌旁

组织组，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ３。

图 ３　 胃癌组织与癌旁组织 ＣＤＨ１ 基因表达

２． ４ 　 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ 数据库分析 ＣＤＨ１ 表

达与生存的相关性　 通过 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ 数据

库进行生存分析，随着在 ５０、１００、１５０ 个月的时间变

化，ＣＤＨ１ 高表达相比低表达胃癌患者生存率降低，
表现为 ＣＤＨ１ 高表达胃癌患者低生存，差异有统计

学意义 ［ Ｐ ＜ ０. ０５， ＨＲ （９５％ ＣＩ） ＝ １. ４９ （１. ２５ ～
１. ７７）］。 见图 ４。
２． ５　 ＣＤＨ１ 基因 ＫＥＧＧ 富集分析　 通过 Ｒ 语言对

ＣＤＨ１ 进行 ＫＥＧＧ 富集分析，结果 ＣＤＨ１ 表达与胃

癌、甲状腺癌、膀胱癌、子宫内膜癌、黑素瘤等肿瘤相

关，功能显著富集到细菌侵袭上皮细胞、黏附连接、
细胞黏附分子，通路显著富集到 Ａｐｅｌｉｎ 信号通路、

Ｈｉｐｐｏ 信号通路和 Ｒａｐ１ 信号通路等。 见图 ５。

图 ４　 ＣＤＨ１ 基因高、低表达水平的胃癌患者生存率

图 ５　 ＣＤＨ１ 基因的 ＫＥＧＧ 富集分析

２． ６　 ＣＤＨ１ 蛋白在人胃癌组织和癌旁组织中的表

达　 人胃癌组织和癌旁组织标本各 １０ 例，免疫组化

染色检测 ＣＤＨ１ 的表达。 结果显示，ＣＤＨ１ 阳性率

在人胃癌组织为 ７６. ２７％ ，高于癌旁组织 ４５. ６８％ ，
差异有统计学意义（χ２ ＝ ６. ９０９，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ６。

３　 讨论

　 　 胃癌是常见的消化系统恶性肿瘤之一，大部分

胃癌患者为散发病例，约 １０％的胃癌患者存在家族

聚集现象，可能与遗传、饮食、环境等因素有关。 其

中，与遗传因素相关的胃癌即弥漫性胃癌［９］。 弥漫

性胃癌以早发性弥漫型胃癌为特征，病理类型多为

印戒细胞癌，诊治困难且预后差［１０］。 在胃癌的发生

中，Ｈｐ 诱导的慢性炎症被认为是重要的诱因之一，
这也意味着环境因素可诱导细胞发生癌变，这与遗

传因素诱导的可能不同［９］ 。目前Ｈｐ诱导胃黏膜炎
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图 ６　 ＣＤＨ１ 在人胃癌组织中的表达

　 　 Ａ、 Ｂ：ＣＤＨ１ 在 ＮＭ１９０７３５１ 临床样本胃癌及癌旁组织中的表达（ × ４、 × ２０）；Ｃ、Ｄ：ＣＤＨ１ 在 ＮＭ１９２１５９４ 临床样本胃癌及癌旁组织中的表达

（ × ４、 × ２０）

症机制尚未完全明了，可能机制包括 Ｈｐ 定植引起

的炎症、Ｈｐ 毒素引起的炎症等，但其致癌机制尚不

清楚［４］。 研究［１１］发现，弥漫性胃癌家族病例的基因

分析提示，ＣＤＨ１ 在多位点均易发生高频突变，是弥

漫性胃癌的危险因素和标志之一。 而 Ｈｐ 感染与

ＣＤＨ１ 表达及胃癌之间的关系鲜有研究。 本研究通

过免疫组化检测发现，Ｈｐ 灌胃组与对照组比较，３、
１２、２４ 个月 ３ 个时间点蒙古沙鼠胃组织 ＣＤＨ１ 表达

量升高；Ｈｐ 感染胃上皮细胞后，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测发现，与对照组比较，Ｈｐ 感染组 ＣＤＨ１ 蛋白表达

量上升，以上结果表明 Ｈｐ 可上调 ＣＤＨ１ 表达。 有研

究［１２］发现，ＣＤＨ１ 与多种上皮来源的恶性肿瘤的发

生、发展、侵袭转移密切相关，且在多种上皮性肿瘤

组织中均发现其异常表达。 多数肿瘤都存在至少一

个癌变驱动基因 ，ＣＤＨ１ 种系突变便是弥漫性胃癌

形成的重要驱动基因［１３］。 因此，本研究通过 ＴＣＧＡ
数据库和 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ 数据库分析分析发现

胃癌组织组相比癌旁组织组 ＣＤＨ１ 表达水平高，
ＣＤＨ１ 的高表达对胃癌患者低生存呈正相关；通过

ＫＥＧＧ 富集分析发现，ＣＤＨ１ 表达与胃癌、细菌侵袭

上皮细胞等相关；免疫组化实验发现，人胃癌组织相

比癌旁正常组织 ＣＤＨ１ 表达水平高，表明 ＣＤＨ１ 与

胃癌发生可能呈正相关，提示 ＣＤＨ１ 在 Ｈｐ 相关性胃

癌中有着重要作用。
　 　 综上所述，ＣＤＨ１ 表达量在蒙古沙鼠 Ｈｐ 灌胃组

明显高于对照组，在 Ｈｐ 感染 ＡＧＳ 细胞组高于对照

组；生物信息学分析 ＣＤＨ１ 基因在胃癌组织中高表

达，ＣＤＨ１ 基因高表达与胃癌不良预后呈正相关，
ＫＥＧＧ 富集得出 ＣＤＨ１ 与胃癌和细菌侵袭上皮细胞

等相关；临床人胃癌组织 ＣＤＨ１ 表达量高于癌旁正

常组织，表明 Ｈｐ 感染引起的 ＣＤＨ１ 高表达可能在

Ｈｐ 相关性胃癌发生中具有重要的作用，结果为进一

步探索 Ｈｐ 引起胃癌发生的机制和靶向治疗提供理

论支持。
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