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幽门螺杆菌感染细胞模型的建立及感染相关 microRNAs 的筛选鉴定 *
刘 真 1 贾赤宇 1 肖 斌 2 唐 彬 2 黎伯胜 2 毛旭虎 2 邹全明 2△

（1 解放军 309 医院整形美容烧伤修复中心 北京 100091；2 第三军医大学临床微生物及免疫学教研室 重庆 400038）

摘要 目的：建立稳定的幽门螺杆菌（H. pylori）感染人胃上皮细胞模型；筛选并鉴定 H. pylori 感染相关 microRNAs（miRNAs）的表

达，为深入研究感染相关 miRNAs 的调控作用机制奠定基础。方法：将 H. pylori 标准株按 MOI=100:1 感染人胃上皮细胞，通过检

测炎性细胞因子及炎症反应关键酶的表达综合评价感染模型；采用博奥公司 miRNAs V3.0 芯片分析细胞感染前后 miRNAs 表达

谱变化，运用实时定量 PCR 技术和 Northern 杂交对表达显著差异的 miRNAs 进行分析鉴定。结果：H. pylori 感染细胞 24 h 后，细

胞分泌促炎细胞因子 IL-8 显著升高 (P<0.01)；启动炎症反应的关键酶 COX-2 的表达明显增加。芯片数据显示：H. pylori 感染引起

超过 2 倍显著差异表达的 miRNAs 包括：表达上调的 PREDICTED-MIR191、miR-155、miR-92b、miR-30b、miR-146a、miR-16 等，和

表达降低的 miR-181b、miR-324。实时定量 PCR 和 Northern 杂交结果显示感染相关 miR-155 和 miR-146a 在 H. pylori 感染细胞模

型中表达均显著增加(P<0.01)。结论：miR-155 和 miR-146a 在感染细胞模型中的表达增加提示二者可能参与 H. pylori 感染的免疫

调控过程。
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ABSTRACT Objective: To establish stable gastric epithelium cells model infected by Helicobacter pylori (H. pylori), and to screen
and identify H. pylori infection- related microRNAs (miRNAs) so as to investigate the regulatory mechanism of miRNAs. Methods: H.
pylori were added to cells at a multiplicity of infection of 100:1. The infection model was monitored by the release of interleukin-8(IL-8)
and the expression of COX-2. The expression profile of cellular miRNAs during H. pylori infection were analyzed by microarray (Capi-
talBio,Beijing). The significantly altered miRNAs were identified by the quantitative RT-PCR and Northern blot assays. Results: After
the incubation of H. pylori with the gastric epithelium cells for 24h, IL-8 release and COX-2 protein expression in cells were detected.
The expression of miRNAs could be significantly altered during H. pylori infection by microarray, including the up-regulation of PRE-
DICTED-MIR191, miR-155, miR-92b, miR-30b, miR-146a, miR-16 and the down-regulation of miR-181b and miR-324. In consensus
with the findings from microarray, miR-155 and miR-146a in infection models increased significantly (P<0.01). Conclusion: The upregu-
lation of miR-155 and miR-146a in infection models implied that they may be involved in the immune regulation of H. pylori infection.
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前言

幽门螺杆菌（Helicobacter pylori，H. pylori）是慢性胃炎、消
化性溃疡、胃黏膜相关淋巴组织淋巴瘤（MALT）等疾病的重要

致病因子，与胃癌发生密切相关，现已造成全球 50%以上人口

感染[1]。H. pylori 感染能够引发足够的细胞免疫和体液免疫，但

机体并不能有效清除它，感染状态常常持续存在，其免疫调控

机制仍不甚清楚。新近发现的 microRNAs（miRNAs）是一类内

源性非编码 RNA 分子，通过与靶 mRNA 3'- 非翻译区（UTR）

互补结合或部分结合，诱导靶 mRNA 降解或抑制其翻译，从而

实现转录后基因调控作用[2]。miRNAs-mRNA 的全新基因调控

网络为阐明病原体的感染机制提供了新的线索和方向。
作为机体抵抗病原微生物感染的一种重要防卫机制，由胃

上皮细胞等固有免疫细胞产生的固有免疫应答在 H. pylori 感

染早期开始执行防卫功能。本研究旨在建立稳定的 H. pylori 感

染人胃上皮细胞模型；利用 miRNAs 芯片检测 H. pylori 感染后

胃上皮细胞的 miRNAs 表达谱变化，筛选出表达明显差异的

miRNAs；采用实时定量 PCR 技术和 Northern 杂交对其在 H.
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pylori 感染胃上皮细胞模型中的表达进行鉴定，为深入研究 H.
pylori 感染相关 miRNAs 的免疫调控作用机制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 细胞与细菌来源 正常人胃上皮细胞株 GES-1 购自中国

科学院上海细胞所；H. pylori 26695 菌株购自 ATCC。
1.1.2 主要试剂 Human IL-8 ELISA KIT（武汉博士德公司）；抗

COX-2 一抗 （美国 Santa Cruz 公司）；抗β-actin 一抗 （美国

R&D 公司）；酶标二抗 （北京中衫公司）；ECL Western blotting
substrate （美国 Pierce 公司）；miRNA reverse transcription Kit、
TaqMan miRNA Assay （美 国 Applied Biosystems）；MiRNA
Northern Blot Assay Kit、Hsa-miR-155 antisense probe、
Hsa-miR-146a antisense probe、Hsa-U6 antisense probe（美国 Sig-
nosis 公司）。
1.2 实验方法

1.2.1 感染细胞模型的建立 H. pylori 26695 标准菌株液体培养

至对数生长期，离心收集细菌，用无抗生素 RPMI 1640 培养基

制备 H. pylori 细菌悬液，通过测定 A600 吸光度值调整细菌浓

度 （1A600=1×108cfu/ml）。以含 10 %小牛血清的 RPMI 1640
（青霉素 100 U/ml；链霉素 100 U/ml）为完全培养基，培养人胃

上皮细胞株 GES-1。待 GES-1 细胞贴壁生长至 80 %时，弃掉培

养基。按照感染复数（multiplicity of infection，MOI= 细菌数：细

胞数）为 100：1 加入 H. pylori 菌悬液，37℃、5% CO2 的条件下

共培养。
1.2.2 炎症因子水平的检测 GES-1 细胞与 H. pylori 共培养 24
h 后，收集感染组与对照组细胞培养上清，离心取上清，ELISA
检测炎症因子白细胞介素 8（Interleukin-8，IL-8）的表达水平，按

试剂盒说明书操作。
1.2.3 COX-2 蛋白水平的检测 GES-1 细胞与 H. pylori 共培养

24 h 后，制备蛋白样本，BCA 法测定蛋白浓度；SDS-PAGE 电

泳分离目的蛋白，经过电转移蛋白质、染色、封闭、洗涤、与一

抗、二抗分别反应，最终显色：按 1：1 混合 Substrate A and B，将

1.8 ml 混合液滴加在膜上反应 5 min，置于化学发光仪器上检

测。
1.2.4 芯片检测 H. pylori 感染 GES-1 细胞前后 miRNAs 表达

谱检测由北京博奥生物有限公司提供芯片技术，GenePix Pro
5.0 和 BIOCONDUCTOR 软件进行数据归一化处理，SAM 2.1
软件进行统计学分析。
1.2.5 Real-time PCR 检测 miRNAs 的表达 用 Trizol 试剂提取

总 RNA，调整 RNA 浓度至 10 ng/ul，经 miRNA reverse tran-
scription Kit 逆转录成 cDNA，根据 miRNAs 的特异引物和反向

引 物 进 行 TaqMan 探 针 定 量 PCR，95℃反 应 2 min，95℃ 15
sec，60℃ 30 sec 反应 40 个循环，以 U6 小 RNA 为内参对照，采

用 2-△△CT 相对定量法处理数据。
1.2.6 Northern blot 鉴定 miRNAs 的表达 用 Trizol 试剂提取总

RNA, 经聚丙烯酰胺凝胶电泳、RNA 转膜、固定，与生物素标记

探 针 杂 交 （ 探 针 序 列 ：Hsa-miR-155：5'-ACCCCTATCAC-
GATTAGCATTAA-3'；Hsa-mi R-146a：5'-AACCCATGGAATT-
CAGTTCTCA-3'；Hsa-U6：5'-ATATGGAACGCTTCACGAATT

-3'，参考 miRBase 数据库 http://www.mirbase.org）。经封闭、与
Streptavidin-HRP、1×Detection wash buffer 反应；最终检测：按

1：1 混合 Substrate A and B，将 1.8 ml 混合液滴加在膜上反应 5
min，置于化学发光仪器上检测。

2 结果

2.1 H. pylori 感染 GES-1 细胞前后 IL-8 的水平检测

为评价模型的感染效率，我们采用 Human IL-8 ELISA KIT
检测感染细胞前后培养上清 IL-8 的浓度。结果表明，H. pylori
感染明显诱导 GES-1 细胞分泌促炎细胞因子 IL-8（P<0.01）

（图 1）。

2.2 H. pylori 感染 GES-1 细胞前后 COX-2 的表达分析

为进一步验证感染细胞模型的成功建立，我们采用 West-
ern blot 方法检测模型中启动炎症反应的关键酶 COX-2 的表

达。结果表明，COX-2 在对照组细胞中无表达，而 H. pylori 感

染则明显增加 GES-1 细胞 COX-2 表达（图 2）。

2.3 H. pylori 感染后胃上皮细胞 miRNAs 表达谱的变化

我们采用博奥公司的 miRNAs V3.0 芯片，其共含有 924
条探针，包括人、大鼠和小鼠的成熟 miRNAs 的互补序列，同时

图 1 H. pylori 感染 GES-1 24h 前后 IL-8 的分泌

Fig.1 Increased IL-8 release of GES-1 cells infected with H. pylori for 24 h

图 2 H. pylori 感染 GES-1 24h 前后 COX-2 的表达

Fig.2 Expression of COX-2 of GES-1 cells infected with H. pylori for 24 h
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还包括 122 条预测的人 miRNAs 探针。我们以 GES-1 细胞感

染 H. pylori 24 h 为实验组，GES-1 细胞设为对照组，分析二者

microRNA 表达谱的变化，寻找显著上调或下调的 miRNAs。对

5 组样品的芯片检测数据进行聚类分析，结果表明：H. pylori 感

染引起了一系列的 miRNAs 的表达改变，上调或下调超过 2 倍

显 著 差 异 表 达 的 miRNAs 包 括 ： 表 达 上 调 的 PREDICT-
ED-MIR191、miR-155、miR-92b、miR-30b、miR-146a、miR-16
等，和表达降低的 miR-181b、miR-324（表 1）。

miRNA Fold change Chromosome location

Increased expression >2 fold

PREDICTED_MIR191 16.8 chr 13

miR-155 2.81 chr 21

miR-92b 2.56 chr 1

miR-30b 2.52 chr 8

miR-146a 2.46 chr 5

miR-16 2.37 chr 13

Decreased expression <0.5 fold

miR-181b 0.48 chr 1

miR-324 0.39 chr 17

表 1 H. pylori 感染 GES-1 细胞后差异表达的 miRNAs

Table 1 miRNAs expressed differentially in GES-1 cells infected with H. pylori

2.4 miR-155 和 miR-146a 的差异表达鉴定

为了验证 miRNAs 芯片结果的可靠性，我们选取用于芯片

分析的部分 RNA 样品，利用 miRNAs 特异性逆转录试剂盒及

Taqman 探针荧光定量 PCR 试剂盒，进行 miR-155 和 miR-146a
的定量检测。采用 2-△△CT 相对定量方法分析所得数据，Re-
al-time PCR 结果与芯片结果一致，miR-155 和 miR-146a 分别

上调了 3.0 和 2.5 倍（P<0.01）（图 3）。我们还利用 Northern blot
技术对感染模型中两种 miRNA 的表达进行分析，结果显示 H.
pylori 感染能够诱导 miR-155 和 miR-146a 的表达上调，其结果

与芯片结果、Real-time PCR 结果相一致（图 4）。

3 讨论

3.1 感染模型的建立

建立 H. pylori 感染人胃上皮细胞体外模型是研究感染相

关免疫学及细胞生物学特性的重要前提，研究人员目前研究

H. pylori 与胃黏膜上皮细胞相互作用关系的体外模型，普遍运

用 胃 腺 癌 细 胞 系 ， 如 AGS、MKN-45、HGC-27、MCG-823 和

SGC-7901 等[3]，这些细胞系在进化过程中形成了自身的受体系

统，其遗传学背景与胃黏膜上皮细胞存在差异，而在受体配体

相互作用、细胞信号转导等方面很可能出现调节失常，很难真

实模拟 H. pylori 与胃黏膜上皮细胞间的相互作用过程。人永生

化胃上皮细胞系 GES-1，是 1992 年柯杨等[4-5]以原代培养的胎

儿正常胃黏膜上皮细胞为基础，用 SV40 病毒感染转化而建立

的永生化细胞系，该细胞无成瘤性，为深入研究胃上皮细胞相

关生物学特性提供重要的模式系统。
本研究中，我们以 GES-1 为靶细胞，与 H. pylori 26695 标

准株共同培养 24 h，以 H. pylori 感染为选择压力，分析比较感

染细胞与平行对照细胞的生物学特征，为深入研究 H. pylori 感

染与免疫的调控机制提供可靠前提。我们分别从炎性因子分

泌、炎症反应关键酶表达等方面评价感染模型。分析胃上皮细

胞的生物学行为发现，与对照组比较，细胞分泌大量炎性细胞

因子 IL-8，且炎症反应关键酶 COX-2 表达明显增加。研究报

道，H. pylori 感染能使胃黏膜中 IL-8 及 COX-2 的 mRNA 和蛋

白表达均明显增强[6-9]。我们的结果与之相符，证实模型成功建

立。
3.2 microRNA 与免疫

microRNA（miRNA）是近年来在多种真核细胞及病毒中发

现的一类来自内源性染色体上的非编码单链 RNA，在进化上

具有高度的保守性，能够通过与靶 mRNA 特异性的碱基互补

配对，引起靶 mRNA 降解或者翻译抑制，从而对基因进行转录

图 3 Real-time PCR 鉴定差异表达的 miRNAs

Fig.3 Identification of altered miRNAs by Real-time PCR

图 4 Northern blot 鉴定差异表达的 miRNAs

Fig.4 Identification of altered miRNAs by Northern blot
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后的表达调控。miRNA 表达具有空间和时间上的特异性, 是调

控其他功能基因表达的重要分子, 在各种生物学行为中发挥十

分重要的作用。近年来, miRNAs 在免疫系统的作用被人们逐

步认识。区别于其他免疫调节因素 " 有 " 或 " 无 " 的特点，

miRNAs 在复杂系统中发挥重要作用主要表现在数量和程度

上影响其靶基因，进而在免疫应答各个水平执行精细的微调功

能。
固有免疫是机体在长期的种系发育与进化过程中逐渐形

成的一种天然免疫防御功能，是宿主抵御病原微生物入侵的第

一道防线。研究表明，miRNAs 的表达作为细胞接收外源或内

源压力信号后的一种早期反应，参与了固有免疫应答过程。
miRNAs 与固有免疫应答的关系大致分为三类：其一，TLRs 及

相关细胞信号通路对 miRNAs 的表达具有调节作用。其二，

miRNAs 参与对 TLR 信号通路的调节。其三，miRNAs 可直接

调控炎症介质的表达。因此，miRNAs 的发现为我们展示了一

个全新的免疫调控机制。
3.3 microRNA 与 H. pylori 感染

H. pylori 感染引起的炎症反应虽然是其重要致病因素之

一，但是很多感染者却没有明显的临床症状。在 H. pylori 与人

类长期共存的过程中，相互构成了一个复杂的网络，以精细调

控 H. pylori 感染的免疫反应，目前已发现的免疫调控因素有：

调节性 T 细胞、抑制型细胞因子、交叉抗原的免疫逃避等，但是

确切的免疫调控机制仍不清楚[10]。我们采用 miRNAs 芯片筛选

H. pylori 感染胃上皮细胞前后表达变化的 miRNAs，为阐明其

在感染炎症反应中的调控作用奠定基础。芯片结果显示，一系

列 miRNAs 表达在感染前后出现明显变化，其中包括 miR-155
和 miR-146a。研究报道，miR-155 和 miR-146a 参与了机体免疫

反应调控，如 T、B 淋巴细胞分化、正常免疫功能维持等[11-12]，我

们决定以 miR-155 和 miR-146a 为研究对象，深入探讨其在 H.
pylori 感染中的调控机制。通过 Realtime-PCR 和 Northern blot
两大 miRNAs 鉴定的金标准，我们对感染模型中的 miR-155 和

miR-146a 表达进行鉴定，其结果均与芯片结果一致，二者在 H.
pylori 感染后被诱导上调，提示 miR-155、miR-146a 可能参与了

H. pylori 感染的免疫调控过程，为进一步探讨 H. pylori 感染的

免疫调控机制提供新的思路。
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