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摘要　 目的　 从线粒体未折叠蛋白反应（ＵＰＲＭＴ）角度研究幽门螺杆菌（Ｈｐ）诱导胃癌细胞增殖的机制。 方法 　 用 Ｈｐ 感染

Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ 小鼠、人胃癌细胞 ＡＧＳ 和 ＳＧＣ⁃７９０１，提取细胞线粒体蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＵＰＲＭＴ的相关指标：激活转录因子 ５
（ＡＴＦ５），热休克蛋白 ６０（ｍｔＨＳＰ６０）、热休克蛋白 ７０（ｍｔＨＳＰ７０）及线粒体蛋白酶（ＣｌｐＰ）的表达。 用免疫组织化学定位 ４ 个蛋

白质在小鼠胃组织中的表达部位。 用 Ｈｐ 感染 ＡＧＳ 和 ＳＧＣ⁃７９０１ 细胞，ＲＴＣＡ 和 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞增殖。 最后，利用 ＵＡＬＣＡＮ 数

据库中 ＴＣＧＡ 样本分析 ４ 个指标在胃癌组织中的表达。 结果　 Ｈｐ 感染能显著促进 Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ 小鼠胃上皮细胞、人胃癌细胞

ＡＧＳ 和 ＳＧＣ⁃７９０１ 线粒体中 ＡＴＦ５、ｍｔＨＳＰ６０、ｍｔＨＳＰ７０、ＣｌｐＰ 的表达，促进胃癌细胞增殖。 与 ＴＣＧＡ 样本中人正常胃组织比较，
ＡＴＦ５、ｍｔＨＳＰ６０、ｍｔＨＳＰ７０、ＣｌｐＰ 在胃癌组织中高表达，差异均有统计学意义（均 Ｐ ＜ ０. ０１）。 结论　 Ｈｐ 感染能够诱导胃上皮细

胞及胃癌细胞发生 ＵＰＲＭＴ，促进细胞增殖。
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　 　 幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ， Ｈｐ）在胃组织

中可以存活数十年，可利用各种毒力因子破坏胃黏

膜，影响胃的生理和病理功能，导致胃相关疾病和胃

癌的发生［１］。 我国是 Ｈｐ 感染的高发国家，感染的

患病率为 ４４. ２％ 。 其中，贵州地区 Ｈｐ 感染患病率

高达 ６０. ５％ ［２］。 线粒体未折叠蛋白反应（ｍｉｔｏｃｈｏｎ⁃
ｄｒｉａｌ ｕｎｆｏｌｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲＭＴ）是一种线粒体

应激反应，在多种内外因素的刺激下，启动核 ＤＮＡ
编码的线粒体伴侣蛋白和蛋白酶等基因群的转录，
翻译后进入线粒体，参与线粒体蛋白质的正确折叠，
维持线粒体蛋白稳态［３］。 当 ＵＰＲＭＴ被激活时，线粒

体伴侣蛋白能够帮助错误折叠的蛋白质恢复正常构

象及新合成的蛋白质正确折叠，而蛋白酶降解未折

叠或错误折叠蛋白，如定位于线粒体的伴侣蛋白热

休克蛋白 ６０（ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ６０，ｍｔＨＳＰ６０）、热休

克蛋白 ７０（ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ７０，ｍｔＨＳＰ７０）以及线

粒体 Ｌｏｎ 蛋白和线粒体蛋白酶（ｃａｓｅｉｎｏｌｙｔｉｃ ｐｒｏｔｅａｓｅ

Ｐ，ＣｌｐＰ） ［４ － ５］。 这些反应可以由哺乳动物细胞中定

位于细胞核和线粒体的激活转录因子 ５（ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ５，ＡＴＦ５）调控。 该研究用 Ｈｐ 灌

胃 Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ 小鼠及感染胃癌细胞，提取小鼠胃组

织及细胞线粒体蛋白，检测 ＡＴＦ５、ｍｔＨＳＰ６０、ｍｔＨ⁃
ＳＰ７０ 和 ＣｌｐＰ 的表达，探讨 Ｈｐ 感染后细胞增殖的可

能机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 细胞株与菌株 　 人胃癌细胞系 ＡＧＳ 及

ＳＧＣ⁃７９０１ 细胞分别购于美国 ＡＴＣＣ 细胞库及中国

科学院上海细胞库。 Ｈｐ ＧＺ７ 由本课题组分离自临

床胃癌组织，经测序证实为典型东亚株（ ＧｅｎＢａｎｋ
登录号：ＫＲ１５４７３７. １），西方株 Ｈｐ ２６６９５ 购于美国

ＡＴＣＣ 细菌库（ＧｅｎＢａｎｋ 登录号：ＫＲ１５４７５８. １）。
１． １． ２ 　 Ｈｐ ＧＺ７ 感染 Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ 小鼠模型构建 　
ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ 小鼠 １０ 只，周龄 ６ ～ ８ 周，体
质量（２０ ± ５）ｇ，购于江苏集萃药康生物科技有限公

司［实验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２０２３⁃００９，实
验动物使用许可证号： ＳＹＸＫ （ 苏） ２０２３⁃００３６ ］。
Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ 小鼠禁食 ４ ｈ 后，实验组小鼠用 Ｈｐ ＧＺ７
和 Ｈｐ ２６６９５ 以浓度为 １ × １０９ ＣＦＵ ／ ｍｌ（４００ μｌ）进

·００３· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｆｅｂ；６０（２）



行灌胃，对照组小鼠用等量 ０. ９％ 氯化钠溶液灌胃，
灌胃后小鼠禁食 ４ ｈ。 每 ２ 天灌胃 １ 次，共 ５ 次，以
第 １ 次灌胃后 ４ 周对小鼠进行颈椎脱臼处死，处死

前小鼠禁食 １２ ｈ。 本研究已获得贵州医科大学实验

动物伦理委员会批准，批准号：２１００９０９。
１． １． ３　 主要试剂 　 ＤＭＥＭ 高糖培养基、胎牛血清

（ ｆｏｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＦＢＳ ） 及 胰 蛋 白 酶 （ 货 号：
Ｃ１１９５５００ＢＴ、Ｎ２７６５７９２Ｐ、Ｃ２５２００５６，美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司）；哥伦比亚血琼脂培养基和 Ｈｐ 培养选择剂（货
号：ＣＭ０３３１Ｂ、３８０２４２５，英国 Ｏｘｏｉｄ 公司）；无菌脱纤

维羊血（货号：ＭＰ２００２６，南京便诊生物科技有限公

司）；０. ４５ μｍ ＰＶＤＦ 膜和超敏 ＥＣＬ 化学发光试剂盒

（货号：００００２３７９９３、Ｐ９０７１９，美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；
ｍｔＨＳＰ６０、ｍｔＨＳＰ７０、ＣｌｐＰ、ＶＤＡＣ１ 鼠 ／兔单 ／多克隆

抗体、羊抗兔二抗、羊抗鼠二抗（货号：６６０４１⁃１⁃ｌｇ、
１４８８７⁃１⁃ＡＰ、 １５６９８⁃１⁃ＡＰ、 ５５２５９⁃１⁃ＡＰ、 ＳＡ００００１⁃２、
ＳＡ００００１⁃２，美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司），ＡＴＦ５ 抗体（货

号：ＥＰＲ１８２８６，美国 Ａｂｃａｍ 公司）；牛血清白蛋白

ＢＳＡ、膜再生液、ＲＩＰＡ 裂解液、ＢＣＡ 试剂盒及青 － 链

霉素（货号：Ａ８０２０、ＳＷ３０２０、Ｒ００１０、ＰＣ００２０、Ｐ１４００，
北京索莱宝科技有限公司）；蛋白酶抑制剂（货号：
Ｐ１０１０，上海碧云天生物技术股份有限公司）；线粒

体提取试剂（货号：Ｃ００１０，北京普利莱基因技术有

限公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 Ｈｐ 感染胃癌细胞 ＡＧＳ 和 ＳＧＣ⁃７９０１ 　 ＡＧＳ
和 ＳＧＣ⁃７９０１ 细胞在含 １０％ ＦＢＳ、１００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素

和 １００ Ｕ ／ ｍＬ 链霉素的 ＤＭＥＭ 高糖培养液中，于 ３７
℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中培养。 于感染前将细胞培养

液换成无双抗培养液，实验组中 Ｈｐ ＧＺ７ 菌株以感

染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为 ５０ 感染细

胞，对照组中加入等体积的磷酸缓冲盐溶液（ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ），感染 ６ ｈ 后更换新培养

液，继续培养细胞 ２４ ｈ 和 ７２ ｈ。
１． ２． ２　 小鼠胃组织及人胃癌细胞线粒体蛋白提取

　 用 ０. ２５％乙二胺四乙酸胰酶消化细胞，收集细胞

置于预冷的 １. ５ ｍｌ 离心管中，４ ℃、２ ７２０ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎ，弃上清液；取 １００ ｍｇ 新鲜小鼠胃组织剪成

大小为 ０. ５ ｃｍ２ 组织块。 将细胞或者组织块用预冷

１ × ＰＢＳ 重悬，４ ℃、２ ７２０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，沉淀加

入 １. ５ ｍｌ Ｍｉｔｏ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ，冰上静置 １０ ｍｉｎ 后匀浆，
４ ℃、２ ７２０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，收集上清液于 ４ ℃、
９ ６３０ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，弃上清液，沉淀中加入 ２００
μｌ Ｍｉｔｏ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ 清洗线粒体，４ ℃、１０ ５５０ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ，在线粒体沉淀中加入线粒体裂解液备用。
１． ２． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 细胞及线粒体裂解液用

ＢＣＡ 试剂盒定量蛋白浓度后，取等量的蛋白质样品

用 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶电泳分离，转移到 ＰＶＤＦ 膜上，
用 ５％脱脂牛奶在室温下封闭 ２ ｈ 后，分别用 ＡＴＦ５
抗体 （１ ∶ ２ ０００）、ＣｌｐＰ 抗体 （１ ∶ ４ ０００）、ｍｔＨＳＰ６０
抗体 （１ ∶ ６ ０００）和 ｍｔＨＳＰ７０ 抗体（１ ∶ ５ ０００） ４ ℃
孵育过夜，室温下与 ＨＲＰ 偶联的羊抗兔二抗（１ ∶
１０ ０００）或羊抗鼠二抗 （１ ∶ １０ ０００） 孵育 ２ ｈ，用
ＥＣＬ 发光液检测目的蛋白。
１． ２． ４　 实时无标记细胞活性检测（ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ＲＴＣＡ） 　 检测孔中加入 ５０ μｌ 的无双抗培

养液测基线后，用胰酶消化 ＡＧＳ 及 ＳＧＣ⁃７９０１ 细胞，
离心收集细胞，细胞计数后每孔加入 １５ ０００ 个细胞

（培养液不超过 １８０ μｌ），静置 １５ ｍｉｎ， 放入 ＲＴＣＡ
检测仪中并将检测仪放入 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱，
６ ｈ 细胞贴壁后，以 ＭＯＩ 为 ５、１０ 及 ３０ 的密度加入

Ｈｐ 作为实验组，对照组中加入等体积的 ＰＢＳ，监测

细胞培养至相应时间。
１． ２． ５ 　 免疫组织化学（ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）
染色　 小鼠胃组织取出后立即用 １０％ 中性甲醛固

定、石蜡包埋及切片。 组织切片依次进行脱腊、水化

及高压锅加热修复抗原，用 １０％的山羊血清对组织

进行封闭，分别加入 ＡＴＦ５ 抗体（１ ∶ ５００）、ＣｌｐＰ 抗体

（１ ∶ ２００）、ｍｔＨＳＰ６０ 抗体（１ ∶ ５００）和 ｍｔＨＳＰ７０ 抗体

（１ ∶ １ ０００） 孵育过夜，根据一抗种属加入对应二

抗，室温孵育 ２ ｈ，滴入 ＤＡＢ 显色液，用苏木精复染

后脱水透明，封片后置于显微镜下观察拍照。 用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量累积光密度值 （ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｏｐｔｉｏｎ
ｄｅｎｓｉｔｙ， ＩＯＤ）及阳性区面积（ ａｒｅａ），计算平均光密

度（ｍｅａｎ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＯＤ），ＭＯＤ ＝ ＩＯＤ ／ ａｒｅａ。
１． ３　 统计学处理　 所有数据均以 �ｘ ± ｓ 表示，实验

重复 ３ 次。 用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９. ０ 软件进行统计及

绘图，数据符合正态分布的多组间比较用单因素方

差分析，非正态分布或方差不齐数据采用非参数检

验分析。 Ｐ ＜ ０. ０５ 示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １ 　 Ｈｐ 感染对 Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ 小鼠胃组织发生

ＵＰＲＭＴ的影响　 为了研究 Ｈｐ 感染对小鼠胃组织中

ＵＰＲＭＴ的影响， 用东方株 Ｈｐ ＧＺ７ 和西方株 Ｈｐ
２６６９５ 感染 Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ 小鼠 １ 个月，脱颈处死后分离

鼠胃，提取胃组织细胞线粒体蛋白，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测 ｍｔＨＳＰ６０、ｍｔＨＳＰ７０、ＣｌｐＰ、ＡＴＦ５ 的表达。 结果
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显示：与未感染 Ｈｐ 的对照组比较，Ｈｐ ＧＺ７ 和 Ｈｐ
２６６９５ 感染均能促进 ｍｔＨＳＰ６０、ｍｔＨＳＰ７０、ＣｌｐＰ、ＡＴＦ５
的表达，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 １。 提

示 Ｈｐ 感染诱导小鼠胃组织发生 ＵＰＲＭＴ，但是 Ｈｐ
ＧＺ７ 与 Ｈｐ ２６６９５ 菌株之间差异无统计学意义，本实

验选择 Ｈｐ ＧＺ７ 用于后续研究。
２． ２　 ＩＨＣ 定位 ４ 种 ＵＰＲＭＴ蛋白质在小鼠胃组织中

的表达部位　 小鼠胃壁从外向内分为外膜层、肌层、

黏膜下层和黏膜层，主要由主细胞、壁细胞、黏液细

胞及内分泌细胞等腺上皮细胞组成。 为了进一步研

究 Ｈｐ 感染诱导 Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ 小鼠胃组织哪个部位发

生 ＵＰＲＭＴ， 本研究用东亚株 Ｈｐ ＧＺ７ 灌胃感染

Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ小鼠 １ 个月，分离胃组织，用 ＩＨＣ 染色定

位检测胃组织中 ＡＴＦ５、ｍｔＨＳＰ６０、ｍｔＨＳＰ７０、ＣｌｐＰ 的

表达。 结果如图 ２ 所示，ＡＴＦ５、ｍｔＨＳＰ６０、ｍｔＨＳＰ７０、
ＣｌｐＰ 的阳性表达主要在小鼠胃黏膜层的胃上皮细

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｈｐ 感染 Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ 小鼠胃组织细胞线粒体中 ＡＴＦ５、ｍｔＨＳＰ６０、ＣｌｐＰ、ｍｔＨＳＰ７０ 的表达

Ｆｉｇ． １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＴＦ５，ｍｔＨＳＰ６０， ＣｌｐＰ ａｎｄ ｍｔＨＳＰ７０
ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ ｍｉｃｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈｐ

∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ２　 ＩＨＣ 检测 Ｈｐ 感染 Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ 小鼠胃组织中

ＡＴＦ５、ｍｔＨＳＰ６０、ｍｔＨＳＰ７０、ＣｌｐＰ 的表达

Ｆｉｇ． ２　 ＩＨＣ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＴＦ５， ｍｔＨＳＰ６０，
ｍｔＨＳＰ７０ ａｎｄ ＣｌｐＰ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｈｐ ｉｎｆｅｃｔｅｄ Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ ｍｉｃｅ

∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
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胞的胞质中，与未感染 Ｈｐ 的 Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ 小鼠比较，
Ｈｐ 感染小鼠胃上皮细胞中 ＡＴＦ５、ｍｔＨＳＰ６０、ｍｔＨ⁃
ＳＰ７０、ＣｌｐＰ 表达增强，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行定量显

示，两组之间的差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 证

实 Ｈｐ 感染主要诱导小鼠胃黏膜层胃上皮细胞发生

ＵＰＲＭＴ。
２． ３　 Ｈｐ 感染对胃癌细胞发生 ＵＰＲＭＴ的影响 　 为

了探讨体外 Ｈｐ 感染对人胃癌细胞 ＵＰＲＭＴ影响，本
研究用 Ｈｐ ＧＺ７ 感染胃癌细胞 ＡＧＳ 和 ＳＧＣ⁃７９０１ ２４
和 ７２ ｈ，提取细胞线粒体蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＡＴＦ５、ｍｔＨＳＰ６０、ｍｔＨＳＰ７０、ＣｌｐＰ 的表达。 结果与上

述小鼠体内实验一致，无论是 Ｈｐ 感染 ２４ ｈ 还是 ７２
ｈ，４ 种蛋白质的表达水平均高于未感染 Ｈｐ 的对照

组细胞，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ３，证
实 Ｈｐ 感染诱导胃癌细胞发生 ＵＰＲＭＴ。
２． ４　 Ｈｐ 感染对胃癌细胞增殖的影响 　 本研究用

Ｈｐ ＧＺ７ 分别以 ＭＯＩ ＝ ５、１０、３０ 持续感染胃癌细胞

ＡＧＳ 和 ＳＧＣ⁃７９０１，ＲＴＣＡ 检测细胞的增殖。 结果显

示：与未感染 Ｈｐ 的对照组比较，Ｈｐ 以 ＭＯＩ ＝ ５、１０、
３０ 感染细胞均能促进细胞增殖，但是随着感染时间

延长，ＭＯＩ ＝ ３０ 组细胞增殖能力低于 ＭＯＩ ＝ ５ 组和

ＭＯＩ ＝ １０ 组，见图 ４Ａ。 随后用 ＣＣＫ⁃８ 检测 Ｈｐ 感染

胃癌细胞 ２４、４８、７２ ｈ 的细胞增殖情况。 结果如图

４Ｂ 所示：除了 ＡＧＳ 细胞中 ＭＯＩ ＝ ３０，７２ ｈ 组及 ＳＧＣ⁃
７９０１ 细胞中 ＭＯＩ ＝ ３０，２４ ｈ 组外，其余各组中细胞

的增殖能力均高于对照细胞，差异有统计学意义（Ｐ
＜ ０. ０５）。
２． ５　 ＵＰＲＭＴ相关指标在胃癌组织中表达情况　 细

胞无限增殖是恶性肿瘤细胞的重要特征。 本研究利

用 ＵＡＬＣＡＮ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｕａｌｃａｎ． ｐａｔｈ． ｕａｂ． ｅｄｕ ／ ）
中 ＴＣＧＡ 样本探讨 ＡＴＦ５、ｍｔＨＳＰ６０、ｍｔＨＳＰ７０、ＣｌｐＰ
在胃癌与正常组织间的表达差异。 结果如图 ５ 显

示，ＡＴＦ５、ｍｔＨＳＰ６０、ｍｔＨＳＰ７０、ＣｌｐＰ 在胃癌组织中的

表达高于正常组织，差异均有统计学意义（均 Ｐ ＜
０. ０１）。

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｈｐ 感染胃癌细胞线粒体中 ＡＦＴ５、ｍｔＨＳＰ６０、ＣｌｐＰ、ｍｔＨＳＰ７０ 的表达

Ｆｉｇ． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＦＴ５， ｍｔＨＳＰ６０，

ＣｌｐＰ ａｎｄ ｍｔＨＳＰ７０ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｏｆ Ｈｐ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

Ａ： ＡＧＳ ｃｅｌｌｓ； Ｂ： ＳＧＣ⁃７９０１ ｃｅｌｌｓ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
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图 ４　 Ｈｐ 感染对癌症细胞增殖的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｐ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

　 　 Ａ： ＲＴＣＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｐ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ； Ｂ： ＣＣＫ⁃８ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｐ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，
∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

３　 讨论

　 　 胃癌是世界上第五大常见的恶性肿瘤，且是导

致患者死亡的第四大原因［６］。 虽然 Ｈｐ 感染与胃癌

发展之间的关联已被充分证实［７］，但是致病机制仍

不完全清楚。 线粒体是满足细胞生物能量和生物合

成需求的关键细胞器，其功能障碍会导致细胞环境

变化引起多种疾病［８ － ９］。
　 　 ＵＰＲＭＴ是一种线粒体蛋白质量控制系统，通过

防止受损蛋白的累积来维持线粒体及细胞功能。 经

典的 ＵＰＲＭＴ激活途径由 ＡＴＦ５ 促进线粒体伴侣蛋白

及线粒体蛋白酶的转录来实现。 ＡＴＦ５ 是真核细胞

中发现的第 １ 个 ＵＰＲＭＴ的调控蛋白，含有线粒体靶

向序列及核定位序列。 生理条件下，细胞质中的

ＡＴＦ５ 通过线粒体靶向序列定位于线粒体，但在各种

内、外应激因素作用下，细胞质中 ＡＴＦ５ 通过核定位

信号逆向转位到细胞核，促进 ｍｔＨＳＰ６０、ｍｔＨＳＰ７０、
ＣｌｐＰ 等蛋白表达，激活 ＵＰＲＭＴ ［１０］。 研究［１１ － １３］发现，
ＡＴＦ５ 在多种肿瘤中高表达，可调控细胞因子促进癌

细胞的增殖，而敲除 ＡＴＦ５ 能降低线粒体呼吸，抑制

细胞增殖。 ｍｔＨＳＰ６０ 持续高表达是 ＵＰＲＭＴ的激活标

志，通过调控线粒体蛋白稳态及翻译促进卵巢癌的

生长，而敲低 ｍｔＨＳＰ６０ 能抑制结肠癌细胞的增

殖［１４ － １５］。 总之，ＵＰＲＭＴ能稳定线粒体功能，促进癌

细胞增殖，而抑制 ＵＰＲＭＴ能抑制肿瘤进展。
　 　 本研究的结果显示 Ｈｐ 感染不仅能上调小鼠胃

上皮细胞及人胃癌细胞线粒体中 ＡＴＦ５、ｍｔＨＳＰ６０、
ｍｔＨＳＰ７０ 和 ＣｌｐＰ 的表达，还能促进细胞增殖，并且

发现 ＡＴＦ５、ｍｔＨＳＰ６０、ｍｔＨＳＰ７０ 和 ＣｌｐＰ 在人胃癌组

织中高表达，证明 Ｈｐ 感染能够激活胃癌细胞中

ＵＰＲＭＴ，促进细胞增殖，引发胃疾病，最终导致胃癌

发生。
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图 ５　 ＡＴＦ５、ｍｔＨＳＰ６０、ＣｌｐＰ、ｍｔＨＳＰ７０ 在 ＴＣＧＡ 胃癌组织样本中高表达

Ｆｉｇ． ５　 ＡＴＦ５， ｍｔＨＳＰ６０， ＣｌｐＰ， ａｎｄ ｍｔＨＳＰ７０ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ＴＣＧＡ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ
∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ．
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２０１７， ５２ （ ３ ）： ３０４ － １３． ｄｏｉ： １０． １０８０ ／ １０４０９２３８． ２０１７．
１２９１５７７．

［５］ Ｎａｒｇｕｎｄ Ａ Ｍ， Ｐｅｌｌｅｇｒｉｎｏ Ｍ Ｗ， Ｆｉｏｒｅｓｅ Ｃ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｉｍｐｏｒｔ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＡＴＦＳ⁃１ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＵＰＲ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１２， ３３７（６０９４）： ５８７ － ９０． ｄｏｉ：１０． １１２６ ／ ｓｃｉ⁃
ｅｎｃｅ． １２２３５６０．

［６］ Ｓｕｎｇ Ｈ， Ｆｅｒｌａｙ Ｊ， Ｓｉｅｇｅｌ Ｒ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｇｌｏｂａｌ ｃａｎｃｅｒ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
２０２０： ＧＬＯＢＯＣＡＮ ｅｓｔｉｍａｔｅｓ ｏｆ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ａｎｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｗｏｒｌｄｗｉｄｅ
ｆｏｒ ３６ ｃａｎｃｅｒｓ ｉｎ １８５ ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ［Ｊ］ ． ＣＡ Ｃａｎｃｅｒ Ｊ Ｃｌｉｎ， ２０２１， ７１
（３）： ２０９ － ４９． ｄｏｉ：１０． ３３２２ ／ ｃａａｃ． ２１６６０．

［７］ Ｖｏｇｅｌｍａｎｎ Ｒ， Ａｍｉｅｖａ Ｍ Ｒ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｉｎ
ｃａｎｃｅｒ［ Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｏｐｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２００７， １０（１）： ７６ － ８１． ｄｏｉ：
１０． １０１６ ／ ｊ． ｍｉｂ． ２００６． １２． ００４．

［８］ Ｇｕｏ Ｂ， Ｈｕａｎｇ Ｙ， Ｇａｏ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｓ ｉｍ⁃
ｐｒｏｖｅｓ ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ａｘｏｎａｌ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｉｎ
Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ'ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ Ａｇｉｎｇ， ２０２０， ９６：
２２３ － ３２． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｎｅｕｒｏｂｉｏｌａｇｉｎｇ． ２０２０． ０９． ０１１．

［９］ Ｋｏｉｋｅ Ｎ， Ｈａｔａｎｏ Ｙ， Ｕｓｈｉｍａｒｕ Ｔ． Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｆａｃ⁃
ｔｏｒ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｕｎｆｏｌｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ［ Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ
Ｇｅｎｅｔ， ２０１８， ６４（４）： ９０７ － １７． ｄｏｉ：１０． １００７ ／ ｓ００２９４ － ０１８ －
０８０９ － ９．

［１０］ Ｓｍｙｒｎｉａｓ Ｉ． Ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｕｎｆｏｌｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ｉｔｓ
ｄｉｖｅｒｓｅ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０２１，
１３３： １０５９３４． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｂｉｏｃｅｌ． ２０２１． １０５９３４．

［１１］ Ｆｉｏｒｅｓｅ Ｃ Ｊ， Ｓｃｈｕｌｚ Ａ Ｍ， Ｌｉｎ Ｙ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
ＡＴＦ５ ｍｅｄｉａｔｅｓ ａ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＵＰＲ［ Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｂｉｏｌ，
２０１６， ２６（１５）： ２０３７ － ４３． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｃｕｂ． ２０１６． ０６． ００２．

［１２］ Ａｎｇｅｌａｓｔｒｏ Ｊ Ｍ． Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＡＴＦ５ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ［ Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｃａｎｃｅｒ，
２０１７， ３（７）： ４７１ － ４． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｔｒｅｃａｎ． ２０１７． ０５． ００４．

·５０３·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｆｅｂ；６０（２）



［１３］ Ｓｕｎ Ｘ， Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ Ｐ， Ｚｈｏｕ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｄｏｍｉｎａｎｔ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ＡＴＦ５ ｃｏｍ⁃
ｐｒｏｍｉｓｅｓ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＣＥＢＰＢ ａｎｄ ＣＥＢＰＤ［Ｊ］ ．
Ｍｏｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０２０， １８（２）： ２１６ － ２８． ｄｏｉ：１０． １１５８ ／ １５４１ －
７７８６． ＭＣＲ － １９ － ０６３１．

［１４］ Ｇｕｏ Ｊ， Ｌｉ Ｘ， Ｚｈａｎｇ Ｗ， ｅｔ ａｌ． ＨＳＰ６０⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｐｒｏｔｅｏｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ

ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０１９， ９（１）： １２６２８． ｄｏｉ：１０． １０３８ ／ ｓ４１５９８
－ ０１９ － ４８９９２ － ７．

［１５］ Ｇｕｏ Ｊ， Ｚｈｕ Ｓ， Ｄｅｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ＨＳＰ６０⁃ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｐｒｏ⁃
ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｄｅｎｉｎｅ ／
ＡＭＰＫ ／ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｌ Ｌｅｔｔ， ２０２１， ２２（２）：
６３０． ｄｏｉ：１０． ３８９２ ／ ｏｌ． ２０２１． １２８９１．

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｕｎｆｏｌｄｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

Ｃｈｅｎ Ｊｉｌｉ１，２， Ｌｉ Ｌｅｉｌｅｉ１，２，３， Ｃｈｅｎ Ｙｕａｎｊｉａ１，２， Ｚｈａｏ Ｙａｎ１，２， Ｘｉｅ Ｙｕａｎ１，２， Ｚｈｏｕ Ｊｉａｎｊｉａｎｇ１，２

（ １Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ， Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｇｕｉｙａｎｇ　 ５５００００；３Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ， Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕｉｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｇｕｉｙａｎｇ　 ５５００００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙ⁃
ｌｏｒｉ （Ｈｐ） ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｕｎｆｏｌｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ （ＵＰＲＭＴ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ
ｍｉｃｅ， ｈｕｍａｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ＡＧＳ ａｎｄ ＳＧＣ⁃７９０１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈｐ， ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｅｘ⁃
ｔｒａｃｔｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＵＰＲＭＴ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ５ （ＡＴＦ５）， ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ
６０ （ｍｔＨＳＰ６０）， ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ７０ （ｍｔＨＳＰ７０） ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｒｏｔｅａｓｅ （ＣｌｐＰ）， ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ． Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｌｏｃａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ４ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅ． ＡＧＳ ａｎｄ
ＳＧＣ⁃７９０１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｈｐ， ａｎｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴＣＡ ａｎｄ ＣＣＫ⁃８． Ｆｉｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｏｕｒ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＴＣＧＡ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＵＡＬＣＡＮ ｄａｔａｂａｓｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
　 Ｈｐ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＴＦ５， ｍｔＨＳＰ６０， ｍｔＨＳＰ７０ ａｎｄ ＣｌｐＰ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎ⁃
ｄｒｉａ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｃ５７ＢＬ６ ／ Ｊ ｍｉｃｅ， ＡＧＳ ａｎｄ ＳＧＣ⁃７９０１ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ． Ｗｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｎｏｒｍａｌ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ＴＣＧＡ ｓａｍｐｌｅｓ， ＡＴＦ５， ｍｔＨＳＰ６０， ｍｔＨＳＰ７０， ａｎｄ ＣｌｐＰ
ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ， ｗｉｔｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （ａｌｌ Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ
　 Ｈｐ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ＵＰＲＭＴ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ， ｗｈｉｃｈ ｉｎ ｔｕｒｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 Ｈｐ； ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ； ＵＰＲＭＴ； ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ；ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ５
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ 　 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏｓ． ３２１６０１６６， ８２２６０４０５）； Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ａｎｄ
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