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摘要：目的　研究幽门螺杆菌通过 ＮＦκＢ信号通路调控胃上皮细胞自噬及凋亡的机制。方法　体外培养幽门螺杆菌
（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈｐ）及人胃上皮ＡＧＳ细胞株，收集Ｈｐ处理０ｈ、３ｈ、６ｈ、９ｈ及对照组、１８μｍｏｌ·Ｌ－１ＮＦκＢ特异性抑制剂
ＳＮ５０处理６ｈ、１８μｍｏｌ·Ｌ－１ＳＮ５０＋Ｈｐ处理６ｈ的ＡＧＳ细胞，利用流式细胞仪分别检测各组细胞的自噬率及凋亡率；收集Ｈｐ
梯度时间处理后的ＡＧＳ细胞，提取各组总蛋白，蛋白质印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、微管相关蛋白１轻链
３Ⅰ（ＬＣ３Ⅰ）、微管相关蛋白１轻链３Ⅱ（ＬＣ３Ⅱ），凋亡相关蛋白 Ｂ细胞淋巴瘤／白血病２（Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白（Ｂａｘ）及
ＮＦκＢ通路相关蛋白ｐ６５、ｐｐ６５的表达。结果　ＡＧＳ细胞的自噬率与凋亡率均随着 Ｈｐ作用时间的延长逐渐升高，各时间点
与０ｈ相比均差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。自噬相关蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ、凋亡相关蛋白 Ｂａｘ及 ＮＦκＢ通路相关蛋白 ｐｐ６５
的表达随着Ｈｐ作用时间的延长逐渐增高，自噬相关蛋白ＬＣ３Ⅰ及凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２蛋白表达随着Ｈｐ作用时间的延长逐渐
降低，与０ｈ相比，各检测时间点蛋白表达差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。ＮＦκＢ通路相关蛋白ｐ６５的表达未出现显著性变化
（Ｐ＞０．０５）。与对照组相比［（６．５６±１．４０）％、（１１．７６±１．７０）％］，Ｈｐ处理后，ＡＧＳ细胞自噬率（９．８６±１．７８）％与凋亡率
（１３．２５±１．５６）％显著增强（ｔ１＝１１．０５４，Ｐ１＝０．０００；ｔ２＝１０．４５６，Ｐ２＝０．０００）；ＳＮ５０处理后，ＡＧＳ细胞自噬率（１９．６５±２．１４）％
与凋亡率（２８．６５±２．１４）％显著减弱（ｔ１＝３．４０３，Ｐ１＝０．００９；ｔ２＝２．７９９，Ｐ２＝０．０２３）；Ｈｐ与ＳＮ５０联合处理后，ＡＧＳ细胞自噬率
（２０．６５±２．１４）％与凋亡率（２９．６５±２．１４）％显著高于对照组，但低于 Ｈｐ单独处理组，差异有统计学意义（ｔ１＝５．１６４，Ｐ１＝
０．００１；ｔ２＝５．８９０，Ｐ２＝０．０００；ｔ３＝４．７１８，Ｐ３＝０．００２；ｔ４＝５．７３８，Ｐ４＝０．０００）。结论　Ｈｐ刺激显著促进 ＡＧＳ细胞的自噬与凋
亡，作用机制可能与ＮＦκＢ通路的活化有关。
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　　幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈｐ）感染是导
致慢性胃炎及胃溃疡的主要因素，胃黏膜相关的淋

巴组织癌变及胃癌的发生也与其息息相关，幽门螺

杆菌已成为Ⅰ类致癌因子［１２］。我国 Ｈｐ感染率约
为５３％，且呈上升趋势［３］，Ｈｐ感染已严重威胁着人
类的健康，目前尚未发现有效的、彻底清除Ｈｐ的方
法，而且关于Ｈｐ的致病机制目前还不明确，因此深
入探究Ｈｐ感染机制，揭示致病机制，对于找到有效
治疗Ｈｐ感染的方法具有重要意义。

自噬是机体自我保护的免疫防御机制，参与调

控机体的生长、分化、发育过程及多种疾病的发生

过程，对抵抗病原体感染具有重要作用［４５］。凋亡

是受基因调控的细胞程序性死亡进程，研究发现，

Ｈｐ感染阳性患者中胃黏膜细胞的凋亡率显著高于
感染阴性的患者［６］。细菌感染导致的自噬与凋亡

可作为宿主细胞炎症发生的触发开关，但是关于

Ｈｐ感染所致胃上皮细胞自噬与凋亡的机制还不清
楚，本研究通过Ｈｐ体外感染人胃上皮细胞ＡＧＳ，研
究了Ｈｐ感染对ＡＧＳ细胞自噬与凋亡的关系，并结
合ＮＦκＢ特异性抑制剂ＳＮ５０探讨了可能的作用机
制，以期为临床预防和治疗Ｈｐ感染提供参考依据。
１　材料与方法
１．１　材料与仪器　Ｈｐ菌株购自美国 ＡＴＣＣ；人胃
上皮细胞株ＡＧＳ购自中国科学院上海细胞所；Ｆ１２
培养基、胰蛋白酶购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ；胎牛血清购自
美国Ｇｉｂｉｃｏ；万古霉素（Ｋ００５９）、多黏菌素（Ｐ１００４）、
吖啶橙（ＢＮＮ２０１７）购自美国 Ｓｉｇｍａ；Ｂｅｃｌｉｎ１、微管相
关蛋白 １轻链 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１
ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）、Ｂ细胞淋巴瘤／白血病２（Ｂｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ／ｌｅｗｋｍｉａ２，Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白
（Ｂｃｌ２ＡｓｓｏｃｉａｔｅｄＸ Ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、ｐ６５、ｐｐ６５、
βａｃｔｉｎ单克隆抗体及辣根过氧化物酶标记的二抗均
购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染凋亡
检测试剂盒购于ＢｉｏｕｎｉｑｕｅｒＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ
流式细胞仪购自美国 ＢＤ；ＳｏｒｃｅｒｅＳｏｒｃｅｒｅ全自动菌
落计数仪购自英国 Ｓｏｒｃｅｒｅ；ＧＤＳ７５００紫外凝胶成像
分析系统购自美国ＵＶＰ。
１．２　方法
１．２．１　Ｈｐ菌株培养　自液氮罐中取出冻存的 Ｈｐ
菌种，迅速置于３７℃水浴锅中轻轻震荡使其充分
融化。３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ后，吸取５０μＬ后

弃去上清液，吹打混匀后划线将 Ｈｐ接种至脑心浸
液血琼脂平板，置于３７℃，微需氧（１０％二氧化碳、
５％氧气、８５％氮气）培养条件下培养４８ｈ。挑取菌
落至２０ｍＬ无菌 Ｈｐ液体培养基中，置于三气培养
箱的摇床上，微需氧条件，３７℃，１００ｒ·ｍｉｎ－１培养
２４～３０ｈ。
１．２．２　胃上皮细胞ＡＧＳ培养　自液氮罐中取出冻
存的ＡＧＳ细胞，迅速放入３７℃水浴锅中轻轻震荡
使其充分融化，转移至离心管中与 Ｆ１２培养基混匀
后离心收集细胞沉淀，使用新鲜的细胞培养基重悬

沉淀，取重悬液加入含１０％胎牛血清的Ｆ１２细胞培
养液中，置于 ３７℃，５％二氧化碳培养箱中培养。
待细胞贴壁生长至皿底８０％时，弃去旧培养液，磷
酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）清洗后，０．２５％的胰蛋白酶消
化并收集细胞，细胞培养液重悬后按１∶４进行传代
培养。

１．２．３　Ｈｐ感染 ＡＧＳ细胞方法　取对数生长期的
ＡＧＳ细胞，０．２５％胰酶消化后离心收集细胞，细胞
培养液重悬后显微镜下调整细胞浓度为 ２×１０５

个／毫升，每孔２ｍＬ接种于６孔板中，置于３７℃，
５％二氧化碳培养箱中培养。液体培养 Ｈｐ２４ｈ，紫
外分光光度计检测细菌浓度（１Ａ６００＝１×１０

８ＣＦＵ·
ｍＬ－１）。待ＡＧＳ细胞生长至皿底８０％时，更换新鲜
培养基，并按照细菌数：细胞数 ＝１００∶１加入 Ｈｐ菌
悬液，置于３７℃，５％ 二氧化碳条件下共培养０ｈ、３
ｈ、６ｈ、９ｈ。
１．２．４　流式细胞仪检测 ＡＧＳ细胞自噬　分别向
Ｈｐ时间梯度处理的 ＡＧＳ细胞、对照组 ＡＧＳ细胞、
１８μｍｏｌ·Ｌ－１ＳＮ５０处理６ｈ的 ＡＧＳ细胞、１８μｍｏｌ
·Ｌ－１ＳＮ５０＋Ｈｐ共处理６ｈ的 ＡＧＳ细胞中加入终
浓度为１ｍｇ·ｍＬ－１的吖啶橙溶液，３７℃避光孵育
１５ｍｉｎ后，０２５％胰蛋白酶消化后收集细胞，ＰＢＳ清
洗１～２次，向细胞中加入１００μＬ预冷的 ＰＢＳ溶液
重悬沉淀，流式细胞仪检测阳性荧光细胞率。

１．２．５　流式细胞仪检测 ＡＧＳ细胞凋亡　分别取
Ｈｐ时间梯度处理的 ＡＧＳ细胞、对照组 ＡＧＳ细胞、
１８μｍｏｌ·Ｌ－１ＳＮ５０处理６ｈ的 ＡＧＳ细胞、１８μｍｏｌ
·Ｌ－１ＳＮ５０＋Ｈｐ共处理６ｈ的ＡＧＳ细胞，０．２５％胰
酶消化后显微镜下调整细胞浓度为 ２×１０６个／毫
升，取１ｍＬ细胞悬液离心并收集沉淀，ＰＢＳ清洗２
次后，加入 ５００μＬ结合缓冲液重悬细胞，加入 １０
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μＬ磷脂结合蛋白 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和５μＬ碘化丙
啶（ＰｒｏｐｉｄｉｕｍＩｏｄｉｄｅ，ＰＩ）混匀，室温避光孵育 １５
ｍｉｎ，流式细胞仪检测细胞凋亡。
１．２．６　蛋白质印迹法检测蛋白表达　取 Ｈｐ时间
梯度处理的ＡＧＳ细胞，０．２５％胰酶消化后收集细胞
沉淀，加入细胞裂解液后冰上放置 ３０ｍｉｎ，４℃，
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ取上清液，ＢＣＡ法检测
上清中的蛋白浓度。取５０μｇ蛋白按照体积比４∶１
加入５×上样缓冲液，１００℃煮沸５ｍｉｎ制备蛋白样
品。蛋白上样后竖直电泳，８０Ｖ电泳３０ｍｉｎ后，换
用１２０Ｖ继续电泳，直至溴酚蓝跑出玻璃板。取出
蛋白胶，冰浴条件下１００Ｖ转膜，５％脱脂奶粉室温
孵育６ｈ，分别加入相应的一抗（１∶５００）４℃震荡培
养过夜，ＴＢＳＴ洗涤液清洗后加入辣根过氧化物酶
标记的二抗（１∶１０００）３７℃孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤液
清洗后加入ＥＣＬ发光剂进行显影，利用自动凝胶成
像系统采集图像。

１．３　统计学方法　数据采用 ＳＰＳＳ２１．０统计软件
进行分析，符合正态分布的计量资料以 ｘ±ｓ表示，
多组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用

ＬＳＤｔ检验。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　Ｈｐ感染对ＡＧＳ细胞自噬的影响　利用吖啶
橙标记Ｈｐ刺激０ｈ、３ｈ、６ｈ、９ｈ的胃上皮 ＡＧＳ细
胞，流式细胞仪检测阳性荧光细胞率分别为 ０ｈ
（７．２５±１．５６）％、３ｈ（１２．８６±１．７８）％、６ｈ
（２８．６５±２．１４）％、９ｈ（３１．１９±２．１２）％，统计结果
如图１所示。４个时间段整体比较差异有统计学意
义（Ｆ＝１１２．７２３，Ｐ＝０．０００），Ｈｐ刺激后 ＡＧＳ细胞
自噬率随着Ｈｐ作用时间的延长逐渐升高，Ｈｐ刺激
３ｈ、６ｈ、９ｈ与０ｈ相比均差异有统计学意义（ｔ１＝
３．５８７，Ｐ１ ＝０．００７；ｔ２ ＝１３．６８３，Ｐ２ ＝０．０００；ｔ３ ＝
１５．３０７，Ｐ３＝０．０００）。

　　注：与０ｈ相比，ａＰ＜０．０５

图１　流式细胞仪检测ＡＧＳ细胞自噬率

２．２　Ｈｐ感染对 ＡＧＳ细胞凋亡的影响　收集 Ｈｐ
刺激０、３、６、９ｈ的ＡＧＳ细胞，流式细胞仪检测各时
间点ＡＧＳ细胞凋亡率分别为０ｈ（９．２５±１．５６）％、
３ｈ（１４．８６±１．７８）％、６ｈ（２９．６５±２．１４）％、９ｈ
（３３．１９±２．１２）％，结果如图２所示。４个时间段整
体比较差异有统计学意义（Ｆ＝１０８．２０５，Ｐ＝
０．０００），Ｈｐ刺激后 ＡＧＳ细胞凋亡率随着 Ｈｐ作用
时间的延长逐渐增加，Ｈｐ刺激３ｈ、６ｈ、９ｈ与０ｈ
相比均差异有统计学意义（ｔ１＝３．５８７，Ｐ１＝０．００７；
ｔ２＝１３．０４４，Ｐ２＝０．０００；ｔ３＝１５．３０７，Ｐ３＝０．０００）。

　　注：与０ｈ相比，ａｔ＝４．５３～８．２２，Ｐ＝０．００１～０．００４

图２　流式细胞仪检测ＡＧＳ细胞凋亡率：Ａ为流式细胞仪检

测ＡＧＳ细胞凋亡；Ｂ为细胞凋亡率统计

２．３　Ｈｐ感染对自噬及凋亡相关蛋白表达的影响
收集Ｈｐ处理０ｈ、３ｈ、６ｈ、９ｈ的ＡＧＳ细胞，提取各
组细胞总蛋白，蛋白质印迹法检测各组细胞自噬及

凋亡蛋白表达情况，结果如图３所示。自噬相关蛋
白Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ及凋亡相关蛋白 Ｂａｘ的表达随着
Ｈｐ刺激时间的延长逐渐增高，其中 Ｈｐ处理０ｈ、３
ｈ、６ｈ、９ｈ时 Ｂｅｃｌｉｎ１的蛋白表达分别为（０．１０３±
００３４）％、（０．２７６±０．０４６）％、（０．５１２±０．０４１）％、
（０．５７９±０．０３６）％，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ蛋白表达分别为
（０．１７９±０．０８４）％、（０．６６７±０．０７６）％、（２．９８７±
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０．１２０）％、（３．２５３±０．１０９）％，Ｂａｘ蛋白表达分别
为（０．１２７±０．０１４）％、（０．２５４±０．０２６）％、（０．４１３
±０．０２１）％、（０．５０６±０．０２６）％，Ｂｃｌ２蛋白表达分
别为０ｈ（０．４５３±０．０２３）％、３ｈ（０．３２１±０．０２４）％、
６ｈ（０．１７６±０．０１６）％、９ｈ（０．１１２±０．０１６）％。Ｈｐ
处理 ３ｈ、６ｈ、９ｈ时 Ｂｅｃｌｉｎ１的蛋白表达、ＬＣ３Ⅱ／
ＬＣ３Ⅰ蛋白表达、Ｂａｘ蛋白表达和 Ｂｃｌ２蛋白表达分
别整体比较均差异有统计学意义（Ｆ１＝９２．１４０，Ｐ１
＝０．０００；Ｆ２＝７５９．６７２，Ｐ２＝０．０００；Ｆ３＝１７０．４３７，Ｐ３
＝０．０００；Ｆ４＝１７２．６８８，Ｐ４＝０．０００）。三者表达均
显著高于０ｈ时 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ、Ｂａｘ的蛋白
表达（ｔＢｅｃｌｉｎ１３ｈ＝５．３６１，ＰＢｅｃｌｉｎ１３ｈ＝０．００１；ｔＢｅｃｌｉｎ１６ｈ＝
１２．６７３，ＰＢｅｃｌｉｎ１６ｈ ＝０．０００；ｔＢｅｃｌｉｎ１９ｈ ＝１４．７５０，
ＰＢｅｃｌｉｎ１９ｈ＝０．０００；ｔＬＣ３Ⅱ３ｈ＝６．０４４，ＰｔＬＣ３Ⅱ３ｈ＝０．０００；
ｔＬＣ３Ⅱ６ｈ＝３４．７７９，ＰｔＬＣ３Ⅱ６ｈ＝０．０００；ｔＬＣ３Ⅱ９ｈ＝３８．０７３，
ＰｔＬＣ３Ⅱ９ｈ＝０．０００；ｔＢａｘ３ｈ，＝６．９７５，ＰＢａｘ３ｈ ＝０．０００；
ｔＢａｘ６ｈ＝１５．７０８，ＰＢａｘ６ｈ ＝０．０００；ｔＢａｘ９ｈ ＝２０．８１６，
ＰＢａｘ９ｈ＝０．０００），而凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ２蛋白表达随
着Ｈｐ作用时间的延长逐渐降低，在３ｈ、６ｈ、９ｈ蛋
白表达显著低于与０ｈ蛋白表达（ｔＢｃｌ２３ｈ＝８．０４１，
ＰＢｃｌ２３ｈ＝０．０００；ｔＢｃｌ２６ｈ＝１６．８７３，ＰＢｃｌ２６ｈ＝０．０００；
ｔＢｃｌ２９ｈ＝２０．７７２，ＰＢｃｌ２９ｈ＝０．０００）。

　　注：与０ｈ相比，ａＰ＜０．０５

图３　蛋白质印迹法检测自噬及凋亡相关蛋白表达：Ａ为

蛋白质印迹法检测蛋白表达；Ｂ为蛋白相对表达统计

２．４　Ｈｐ感染对ＮＦκＢ通路蛋白表达的影响　Ｈｐ
作用于ＡＧＳ细胞０ｈ、３ｈ、６ｈ、９ｈ后，收集各组细胞
提取各组总蛋白，蛋白质印迹法检测各个时间点

ｐ６５、ｐｐ６５蛋白表达变化，并进行统计，０ｈ、３ｈ、６
ｈ、９ｈ四个时间段内 ｐ６５和 ｐｐ６５的蛋白表达分别
为（０．６７８±０．０３０）％、（０．６７３±０．０３４）％、（０．６６４
±０．０３７）％、（０．６８１±０．０４１）％，（０．１００±
０．０１１）％、（０．２１１±０．０１５）％、（０．３８７±０．０２６）％、
（０．４１５±０．０３１）％，结果如图４所示。ｐ６５蛋白表
达在 ０ｈ、３ｈ、６ｈ、９ｈ间差异无统计学意义
（Ｆ＝０．１３０，Ｐ＝０．９４０），ｐｐ６５蛋白表达在 ０ｈ、
３ｈ、６ｈ、９ｈ蛋白表达具有明显变化，整体比较差异
有统计学意义（Ｆ＝１３４．７９１，Ｐ＝０．０００），其中 Ｈｐ
作用３ｈ时即开始显著增高（ｔ＝６．１０９，Ｐ＝０．０００），
其表达随着Ｈｐ作用时间的延长明显增强。

　　注：与０ｈ相比，ａＰ＜０．０５

图４　蛋白质印迹法检测ＮＦκＢ通路蛋白表达：Ａ为蛋白印

迹法检测蛋白表达；Ｂ为蛋白相对表达统计

２．５　Ｈｐ感染联合ＮＦκＢ抑制剂对ＡＧＳ细胞自噬
及凋亡的影响　为了检测Ｈｐ感染是否通过 ＮＦκＢ
信号通路促进ＡＧＳ细胞自噬与凋亡，利用ＮＦκＢ通
路抑制剂ＳＮ５０与Ｈｐ共处理ＡＧＳ细胞６ｈ，并检测
各组细胞的自噬及凋亡情况，结果如图５所示。对
照组、Ｈｐ、ＳＮ５０处理后以及Ｈｐ与ＳＮ５０联合处理后
ＡＧＳ细胞自噬与凋亡率分别为（１１．７６±１．７０）％，
（１３．２５±１．５６）％，（２８．６５±２．１４）％，（２９．６５±
２．１４）％，（６．５６±１．４０）％，（９．８６±１．７８）％，
（１９．６５±２．１４）％，（２０．６５±２．１４）％，４组 ＡＧＳ细
胞自噬与凋亡率分别整体比较差异有统计学意义

（Ｆ１ ＝７９．５８２，Ｐ１ ＝０．０００，Ｆ２ ＝６７．４２１，Ｐ２ ＝
０．０００）。与对照组 ＡＧＳ细胞自噬与凋亡相比，Ｈｐ
处理ＡＧＳ细胞自噬与凋亡显著增强（ｔ１＝１１．０５４，
Ｐ１＝０．０００；ｔ２＝１０．４５６，Ｐ２＝０．０００）；ＳＮ５０处理后，
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ＡＧＳ细胞自噬与凋亡显著减弱（ｔ１＝３．４０３，Ｐ１＝
０．００９；ｔ２＝２．７９９，Ｐ２＝０．０２３）；Ｈｐ与 ＳＮ５０联合处
理后，ＡＧＳ细胞自噬与凋亡显著高于对照组，但低
于Ｈｐ单独处理组，差异有统计学意义（ｔ１＝５．１６４，
Ｐ１＝０．００１；ｔ２＝５．８９０，Ｐ２＝０．０００；ｔ３＝４．７１８，Ｐ３＝
０．００２；ｔ４＝５．７３８，Ｐ４＝０．０００）。

　　注：与对照组相比，ａｔ＝５．４６～８．３４，Ｐ＝０．００１～０．００３；与 Ｈｐ

组相比，ｂｔ＝４．２３～８．５６，Ｐ＝０．００１～０．００４

图５　Ｈｐ与ＳＮ５０处理对细胞自噬与凋亡的影响：Ａ为流式

细胞仪检测细胞凋亡；Ｂ为细胞凋亡率统计；Ｃ为细胞自

噬率统计

３　讨论
自噬是在真核细胞中普遍存在的一种现象，依

赖于溶酶体的自我消化及再循环机制，进化过程中

高度保守［７］。自噬的发生起始于自噬体的形成，自

噬体由细胞双层膜包裹待降解物形成，自噬体形成

后与溶酶体融合后被消化降解［８］。自噬能平衡细

胞合成和代谢，起到稳定细胞内环境的作用，自噬

还参与调控细胞的固有免疫及获得性免疫应答过

程［９１０］。

Ｈｐ感染胃上皮细胞后，细胞为了清除病原菌
会诱发自噬的产生，以降解病原体及其所分泌的毒

性物质，保护胃上皮细胞［１１］。吖啶橙能进入溶酶体

和自噬体中并能发生质子化，经吖啶橙标记的细胞

无自噬溶酶体产生时呈现绿色，反之则呈现红色，

流式细胞仪用于定量检测吖啶橙标记的阳性荧光

细胞率，即为细胞的自噬率［１２］。本研究通过吖啶橙

标记Ｈｐ感染０ｈ、３ｈ、６ｈ、９ｈ的胃上皮ＡＧＳ细胞，
流式细胞仪检测自噬细胞率，结果显示，Ｈｐ刺激３
ｈ后，ＡＧＳ细胞即出现自噬现象，细胞自噬率随着
Ｈｐ作用时间的延长逐渐升高，６ｈ时细胞自噬率达
到高峰，随后开始下降，说明细胞感染Ｈｐ早期即可
快速启动自噬的发生，以促进对病原菌的清除。Ｂｅ
ｃｌｉｎ１蛋白参与形成自噬前体，引导与自噬相关的
蛋白定位于自噬体膜上，从而促进自噬的进行，是

调节自噬发生的重要因子，其表达在一定程度上反

应了自噬的活性［１３１４］。微管相关蛋白（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＭＡＰ１ＬＣ３）主要定
位于前自噬泡及自噬泡膜的表面，参与形成自噬

体，是自噬体特异性标记蛋白［１５］，ＬＣ３分为Ⅰ型和
Ⅱ型，自噬发生前，ＬＣ３蛋白主要以Ⅰ型状态存在，
自噬发生时Ⅰ型蛋白与自噬泡膜表面的 ＰＥ结合形
成Ⅱ型蛋白，结合到自噬体膜上［１６］。本研究结果显

示噬相关蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ⅱ的表达逐渐随着 Ｈｐ
刺激时间的延长逐渐增高，ＬＣ３Ⅰ蛋白表达随着 Ｈｐ
作用时间的延长逐渐降低，Ｈｐ处理６ｈ对蛋白表达
作用效果最显著。说明 Ｈｐ感染 ＡＧＳ细胞后促进
了自噬的发生。

细胞凋亡是细胞受基因调控的主动性死亡过

程，机体通过凋亡清除掉机体内衰老及畸形细

胞［１７］。Ｈｐ感染胃上皮细胞后，会诱使凋亡的产生
以清除病变细胞。利用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染色
标记Ｈｐ感染０ｈ、３ｈ、６ｈ、９ｈ细胞，流式细胞仪检
测凋亡细胞，结果显示，Ｈｐ感染３ｈ细胞凋亡率出
现显著增加，６ｈ时凋亡率变化最显著。Ｂｃｌ２家族
是调节细胞凋亡的关键原件，其家族成员 Ｂｃｌ２和
Ｂａｘ与细胞凋亡密切相关。Ｂｃｌ２蛋白可能通过阻
断细胞程序性死亡的一个早期环节阻遏细胞凋亡。

Ｂａｘ蛋白在细胞中通过与Ｂｃｌ２蛋白形成二聚体，使
Ｂｃｌ２蛋白失活，从而调控细胞凋亡［１８］。本研究结

果显示，Ｈｐ感染３ｈ后Ｂａｘ的表达显著增加，６ｈ时
变化最显著，Ｂｃｌ２蛋白表达则随着 Ｈｐ作用时间的
延长逐渐降低。说明 Ｈｐ感染 ＡＧＳ细胞后促进了
凋亡的发生。
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ＮＦκＢ信号通路广泛参与机体的感染、免疫及
凋亡进程，被认为在慢性炎症转变为癌症的进程中

具有重要作用［１９］。在未受到刺激时，ＮＦκＢ二聚体
ｐ５０／ｐ６５与其抑制蛋白ＩκＢα形成多聚体，处于失活
状态，细胞受到病原菌感染等刺激时，ＩＫＫ活化，使
ＩκＢα发生磷酸化，无活性的多聚体降解，暴露出
ＮＦκＢ二聚体的核定位序列，二聚体进入核内，与
靶蛋白结合，促进下游基因的表达［２０］。检测 Ｈｐ感
染对ＮＦκＢ信号通路蛋白的影响，发现 Ｈｐ感染能
显著促进ｐｐ６５蛋白的表达，且随着刺激时间的延
长蛋白表达也随之增强。说明 Ｈｐ感染能影响
ＮＦκＢ信号通路蛋白的表达，为了进一步验证Ｈｐ感
染是否通过ＮＦκＢ信号通路调控 ＡＧＳ细胞的自噬
与凋亡，本研究利用 ＮＦκＢ抑制剂 ＳＮ５０与 Ｈｐ共
同作用于ＡＧＳ细胞，检测 ＡＧＳ细胞的凋亡与自噬
的发生；结果发现，与对照组相比，Ｈｐ处理 ＡＧＳ细
胞自噬与凋亡显著增强；ＳＮ５０处理后，ＡＧＳ细胞自
噬与凋亡显著减弱；Ｈｐ与 ＳＮ５０联合处理后，ＡＧＳ
细胞自噬与凋亡显著高于对照组，但低于 Ｈｐ单独
处理组，说明Ｈｐ感染导致的 ＡＧＳ细胞自噬与凋亡
的增强与ＮＦκＢ通路的活化有关。

综上所述，Ｈｐ感染促进胃上皮细胞 ＡＧＳ的自
噬与凋亡的发生，其作用机制与ＮＦκＢ通路的活化
有关，上述结果可能为临床开发新的预防与治疗

Ｈｐ感染的药物提供理论依据。
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