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幽门螺杆菌感染蒙古沙鼠胃组织NLRP3炎症小体
相关因子和自噬相关蛋白表达分析*

吴丽霞,鲍丽雅,陈定宇,桂书琴,赵艳,王琴容,周建奖,谢渊**

(贵州医科大学地方病与少数民族性疾病教育部重点实验室,分子生物学重点实验室,贵州贵阳
 

550004)

【摘要】 目的 探究幽门螺杆菌(Helicobacter
 

pylori,Hp)感染对蒙古沙鼠胃组织中NLRP3炎症小体相关因子和自噬

相关蛋白表达的影响。 方法 采用 Hp国际标准株11637灌胃处理蒙古沙鼠,隔天一次,共5次,以相同体积无菌脑

心浸液肉汤灌胃的沙鼠作为对照组。于感染第3、6、12和24个月后处死沙鼠,取胃黏膜组织并切片,HE染色后作病理

学检查;免疫组织化学染色观察 Hp定植;试剂盒法检测胃组织NLRP3炎症小体及其相关因子IL-18、IL-β和自噬相关

蛋白P62、LC3的表达。 结果 Hp感染蒙古沙鼠胃组织检测到 Hp的定植,HE染色检查显示不同时间感染组沙鼠胃

黏膜均出现糜烂黏膜下层组织水肿、黏膜局部浅表糜烂和淋巴浆细胞浸润等不同程度的慢性胃炎病理改变,感染24月

部分区域出现非典型增生甚至癌变。对照组沙鼠均无 Hp定植及组织学病变。
 

与未感染对照组比较,Hp感染蒙古沙鼠

胃组织中NLRP3、IL-18、IL-1β和LC3、P62的表达水平均显著升高(均P<0.05);其中NLRP3、IL-18、LC3表达3到12
个月随着 Hp感染时间的延长呈升趋势,12到24个月呈下降趋势。IL-1β表达无显著变化,P62呈持续上升趋势。 结

论 蒙古沙鼠感染 Hp后可出现与人极相似的胃粘膜病理组织学改变,并促进蒙古沙鼠胃组织NLRP3炎症小体活化和

自噬水平升高,这可能是 Hp引起胃部病理变化的其中一个原因。
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【Abstract】 Objective The
 

purpose
 

of
 

this
 

study
 

was
 

to
 

see
 

how
 

Helicobacter
 

pylori
 

(Hp)
 

infection
 

affected
 

the
 

expression
 

of
 

NLRP3infammasome-related
 

factors
 

and
 

autophagy-related
 

proteins
 

in
 

Mongolian
 

gerbil
 

gastric
 

tissues. 
Methods Mongolian

 

gerbils
 

were
 

gavaged
 

with
 

Hp
 

international
 

standard
 

strain
 

11637
 

once
 

every
 

other
 

day
 

for
 

five
 

times,while
 

control
 

gerbils
 

were
 

gavaged
 

with
 

the
 

same
 

volume
 

of
 

sterile
 

brain
 

heart
 

infusion
 

broth.
 

The
 

gerbils
 

were
 

sacrificed
 

3,6,12,and
 

24
 

months
 

after
 

infection,and
 

the
 

gastric
 

mucosa
 

tissues
 

were
 

sliced
 

and
 

stained
 

with
 

HE
 

for
 

pathological
 

examination,immunohistochemical
 

staining
 

was
 

performed
 

to
 

observe
 

Hp
 

colonization,and
 

reagent
 

kit
 

assays
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

gastric
 

NLRP3
 

infammasome
 

associated
 

factors
 

NLRP3,IL-18,IL-1β
 

and
 

autophagy-
associated

 

proteins
 

P62
 

and
 

LC3. Results HE
 

staining
 

revealed
 

that
 

the
 

gastric
 

mucosa
 

of
 

the
 

Hp
 

infected
 

gerbils
 

at
 

different
 

times
 

presented
 

chronic
 

gastritis
 

pathological
 

changes
 

of
 

varying
 

degrees,including
 

edema
 

of
 

the
 

submucosal
 

tissue,local
 

superficial
 

erosion
 

of
 

the
 

mucosa,and
 

lymphoplasmic
 

cell
 

infiltration.
 

Atypical
 

hyperplasia
 

or
 

even
 

cancer
 

appeared
 

in
 

some
 

areas
 

of
 

gerbils
 

infected
 

with
 

Hp
 

for
 

24
 

months.
 

The
 

gerbils
 

in
 

the
 

control
 

group
 

lacked
 

histological
 

lesions
 

and
 

Hp
 

colonization.
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

NLRP3,IL-18,IL-1β,LC3
 

and
 

P62
 

in
 

the
 

gastric
 

tissues
 

of
 

Hp-
infected

 

Mongolian
 

gerbils
 

were
 

significantly
 

increased
 

compared
 

to
 

the
 

uninfected
 

control
 

group
 

(all
 

P<0.05).
 

The
 

expression
 

of
 

NLRP3,IL-18,and
 

LC3
 

increased
 

gradually
 

during
 

3-12
 

months
 

as
 

the
 

Hp
 

infection
 

was
 

prolonged,but
 

decreased
 

gradually
 

during
 

12-24
 

months.
 

The
 

expression
 

of
 

IL-1β
 

showed
 

no
 

significant
 

change,whereas
 

P62
 

showed
 

an
 

increasing
 

trend. Conclusion Mongolian
 

gerbils
 

infected
 

with
 

Hp
 

can
 

exhibit
 

pathological
 

histological
 

changes
 

in
 

the
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gastric
 

mucosa
 

that
 

are
 

very
 

similar
 

to
 

those
 

seen
 

in
 

humans,as
 

well
 

as
 

promote
 

NLRP3
 

infammasome
 

activation
 

and
 

elevated
 

levels
 

of
 

autophagy
 

in
 

Mongolian
 

gerbil
 

gastric
 

tissues,which
 

may
 

be
 

one
 

of
 

the
 

reasons
 

for
 

Hp-induced
 

pathological
 

changes
 

in
 

the
 

stomach.
【Key
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  幽门螺杆菌(Helicobacter
 

pylori,Hp)是一种寄

生于人类胃黏膜的革兰阴性菌,与炎症诱发的胃癌有

关[1],全球胃癌病例中 Hp感染占90%,在癌症相关

感染因子中占比频率最高[2]。Hp定植于胃上皮细

胞,主要通过其细胞毒素相关蛋白A(CagA)和空泡细

胞毒素A(VacA)促进各种细胞炎症因子的分泌,诱导

细胞免疫反应参与其致病过程[3]
 

。由于其与胃癌的发

生有密切联系,在1994年被世界卫生组织和国际癌症

研究组织归为人类胃癌的Ⅰ类致癌物质[4]。

NLRP3炎症小体是一种多聚蛋白复合体,由先天

免疫受体蛋白NLRP3、衔接子凋亡斑点样蛋白(ASC)
和效应子caspase-1组成,可对微生物感染、内源性危

险信号和环境刺激作出反应[5]。组装的NLRP3炎症

小体可激活蛋白caspase-1以诱导
 

gasdermin
 

D依赖

性细胞凋亡并促进IL-1β和IL-18的释放,这有助于

先天免疫防御和细胞稳态维持[6]。在肿瘤细胞,高表

达的IL-1β可诱导肿瘤的侵袭、新生血管生成和免疫

抑制作用[7]。胃癌是一种Hp相关性慢性炎症性疾病

导致的恶性结果,前期研究发现 Hp及其CagA引起

胃上皮细胞ROS增多并活化NLRP3炎症小体,炎症

因子生成增加并促进胃癌细胞的侵袭迁移[8]。蒋建烨

等[9]通过动物实验证实 Hp感染可激活C57BL/6小

鼠NLRP3炎症小体信号通路。Amalia等[10]通过蒙

古沙鼠复制出与人类Hp感染相似病理改变的动物模

型,Hp能长期定植在蒙古沙鼠的胃中,而且还能单独

或协同致癌剂诱发出胃癌。因此,蒙古沙鼠是用于研

究Hp致胃癌发生较为理想的模型动物。目前,Hp感

染对蒙古沙鼠胃组织NLRP3炎症小体活化的影响尚

不明确。
自噬是一种保守的自我降解过程,当细胞处于饥

饿、缺氧或其他特定细胞应激条件下,吞噬患病的细胞

器或受损的细胞质蛋白以形成自噬体,然后与溶酶体

结合形成自溶酶体,从而维持细胞稳态[11]。自噬主要

由自噬相关蛋白P62、LC3调控[12],自噬标记p62通

过短 LC3 相 互 作 用 区 (LIR)直 接 与 LC3 和

GABARAP(Atg8同源物)家族蛋白结合,通过自噬递

送选择性自噬产物以进行降解[13]。研究认为,自噬与

胃癌的发生、发展及耐药密切相关,且自噬在胃癌中具

有抑制胃癌发生及促进胃癌生长的双重作用[14]。胃

癌的发病机制与Hp感染诱导的细胞形成自噬体介导

的下游信号通路密切相关,自噬参与 Hp感染,影响胃

癌的发生。张家祥等[15]报道,Hp通过其 VacA可造

成胃黏膜上皮细胞发生不同的自噬变化,与胃癌的发

生、转移、预后等密切相关。但Hp感染对自噬功能的

影响以及自噬在胃癌中的作用尚不清楚。研究表明,
自噬能够负向或正向调控 NLRP3炎症小体的激活,
同时NLRP3炎症小体也会逆向影响自噬的作用[16]。
因此,在 Hp感染蒙古沙鼠动物模型中分析 Hp感染

对细胞自噬和 NLRP3炎症小体活化的影响对探索

Hp致癌分子机制研究具有重要的生物学意义。
本研究拟构建 Hp感染蒙古沙鼠模型,探究 Hp

感染对NLRP3炎症小体相关因子和自噬相关信号分

子表达的影响,为进一步揭示 Hp
 

引起胃癌的分子机

制提供一定的理论依据,为寻找新的胃癌治疗方法提

供理论基础。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株和实验动物 Hp国际标准株
 

NCTC11639
由中国幽门螺杆菌菌株管理与保藏中心提供,由本实

验保存。蒙古沙鼠购于浙江医学科学院动物中心提

供,4周龄,雄性,体重40~50
 

g。

1.2 主要试剂 Hp选择剂购自英国 OXOID公司;

P62、LC3、NLRP3、IL-18、IL-1β兔多克隆抗体及 HRP
标记羊抗兔IgG购自武汉三鹰生物技术有限公司;

DAPI显色试剂盒(20×)购自北京中杉金桥生物技术

有限公司;苏木素购自武汉塞维尔生物技术有限公司。

2 方法

2.1 Hp培 养 将 Hp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,置于37
 

℃、

5%
 

O2、10%
 

CO2、85%
 

N2 的微需氧环境中培养,待
生长旺盛时(细菌接种后3~4

 

d)收集细菌,加1mL
 

PBS重悬,5
 

000
 

g离心3
 

min,弃去上清后再加1
 

mL
 

PBS重悬,用分光光度计测定菌液浓度。

2.2 Hp感染蒙古沙鼠模型的构建 将蒙古沙鼠分

为Hp感染组和对照组,感染组采用 Hp国际标准株

11637灌胃处理5次,每次15×108 个/mL。对照组

沙鼠以相同体积无菌脑心浸液肉汤灌胃。分别于感染

第3、6、12和24个月每组各取3只沙鼠处死,解剖后

取出胃部组织并用4%多聚甲醛进行固定处理。

2.3 胃组织 Hp定植和病理检测 甲醛固定的沙鼠

胃组织经包埋后切片,以 Hp全菌抗体为一抗、HRP
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标记的羊抗兔IgG为二抗检测组织标本中的 Hp。另

取组织切片,经HE染色后进行常规病理学检查。

2.4 NLRP3炎症小体相关因子和自噬相关蛋白检测

采用免疫组化试验。胃组织切片应用二甲苯脱蜡,梯
度酒精脱蜡至水。以3%

 

H2O2 灭活内源性过氧化物

酶,微波修复抗原,血清封闭,滴加一抗(P62、LC3、

NLRP3、IL-18、IL-1β兔多克隆抗体),4
 

℃湿盒过夜,
次日PBS洗涤;滴加HRP标记羊抗兔IgG二抗,PBS
洗涤;加DAB显色,苏木素复染,酒精脱水,二甲苯透

明,中性树脂封片。试验标本为各组沙鼠切面水平相

似的连续胃组织切片,所有切片分析均在同一强度、同
一放大倍数下进行,每个指标采用阳性细胞计数法。
在40×10倍光镜视野下观察免疫反应,以细胞浆着棕

褐色为阳性,每张切片随机选取8个不重叠视野分别

对切片的免疫阳性细胞进行计数,取均数作为各时间

点该指标的阳性细胞数,用Image-ProPlus
 

6.0软件

进行量化,取得平均IA值,再用GrapHpad
 

Prism8软

件进行图片绘制。

2.5 统计学分析 采用SPSS
 

16.0软件进行数据统

计分析,用GrapHpad
 

Prism8软件进行图片绘制,多
组之间比较采用单因素方差分析,P<0.05差异有统

计学意义。所有试验均重复3次,取平均值。

结 果

1 Hp感染蒙古沙鼠胃组织中Hp定植情况

经Hp抗体免疫组化检测,在 Hp感染蒙古沙鼠

组胃粘膜细胞表面和胃小凹出现阳性,而 Hp未感染

组为阴性(图1)。

注:Control为未感染对照组;Hp为 Hp感染蒙古沙鼠组。
图

 

1 Hp感染蒙古沙鼠胃组织免疫组化检查

Notes:Control,the
 

normal
 

Mongolian
 

gerbil
 

group;Hp,the
 

Hp-
infected

 

Mongolian
 

gerbil
 

group
 

.
Fig.1 Results

 

of
 

Hp
 

immunohistochemical
 

detection
in

 

the
 

gastric
 

tissue
 

of
 

Mongolian

2 Hp感染蒙古沙鼠胃组织病理学变化

蒙古沙鼠胃组织切片经HE染色后在光学显微镜

下观察,结果如图2。Hp感染3个月固有层及黏膜下

层血管扩张,黏膜局部浅表糜烂;Hp感染6个月局部

糜烂黏膜下层组织水肿;Hp感染12个月固有层内散

在淋巴浆细胞浸润且黏膜糜烂;Hp感染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。对照组均未见糜烂、充血、淋巴细胞浸润

现象。

图
 

2 Hp感染蒙古沙鼠胃部组织病理变化

Fig.2 Results
 

of
 

Pathological
 

changes
 

of
 

stomach
 

tissue
in

 

Mongolian
 

gerbil
 

infected
 

with
 

Hp
 

influence

3 Hp感染沙鼠胃组织中NLRP3炎症小体相关因子

表达水平

与未感染Hp蒙古沙鼠组比较,感染 Hp蒙古沙

鼠在3、6、9、24个月时胃组织NLRP3、IL-1β和IL-18
表达水平均上调(均P<0.05)。其中NLRP3

 

和IL-
18表达水平从3个月到12个月随 Hp感染时间的延

长出现不同程度的上升趋势,12到24个月呈相对下

降趋势,而IL-1β表达无明显变化(图3)。提示 Hp感

染可活化NLRP3炎症小体,促进炎性因子释放。

注:Control为未感染对照组;Hp为 Hp感染蒙古沙鼠组。
图

 

3 Hp感染沙鼠胃组织中
 

NLRP3炎症小体相关因子表达情况

Notes:Control,the
 

normal
 

Mongolian
 

gerbil
 

group;Hp,the
 

Hp-
infected

 

Mongolian
 

gerbil
 

group.
Fig.3 Expression

 

results
 

of
 

NLRP3
 

inflammasome-related
 

indexes
in

 

gastric
 

tissue
 

of
 

Hp
 

infection
 

animal
 

model

4 Hp感染沙鼠胃组织中自噬相关蛋白表达水平
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与未感染Hp蒙古沙鼠组比较,感染 Hp蒙古沙

鼠在3、6、12、24个月时胃组织LC3和P62表达水平

均上调(均P<0.05)。其中LC3表达水平从3个月

到12个月随 Hp感染时间的延长呈上升趋势,12到

24个月呈下降趋势,而P62表达从6个月起呈升趋势

(图4)。提示Hp感染可调控自噬相关蛋白并引起上

调。

注:Control为未感染对照组;Hp为 Hp感染蒙古沙鼠组。
图

 

4 Hp感染动物模型胃组织中自噬相关因子表达情况

Notes:Control,the
 

normal
 

Mongolian
 

gerbil
 

group;Hp,the
 

Hp-
infected

 

Mongolian
 

gerbil
 

group
 

.
Fig.4 Expression

 

results
 

of
 

autophagy-related
 

indexes
in

 

gastric
 

tissue
 

of
 

Hp
 

infection
 

animal
 

model

讨 论

Hp是一种革兰阴性微需氧螺旋菌,一般在胃粘

膜定植,作为致病因子,可引发胃炎、消化性溃疡及胃

癌等疾病[17]。全球人群Hp感染率近50%,在部分发

展中国家的感染率甚至高达90%[18]。许多研究已证

实,Hp感染是慢性非萎缩性胃炎→萎缩性胃炎→肠

上皮化生→异型增生→胃癌这一演变过程的启动因

素[19]。因此建立稳定可靠的 Hp长期感染动物模型

是研究其致胃癌发病机制的必备条件。建立 Hp感染

模型的动物包括豚鼠、大鼠、裸鼠、黑猩猩等,这些动物

模型有许多缺点,例如感染率低、不稳定、免疫缺陷和

高成本[20]。蒙古沙鼠具有感染频率高、感染稳定性

高、Hp定植量大、寿命长、适合研究时间长、病理变化

与慢性胃炎患者相似的病理变化等优势,被认为是

Hp菌株建立感染模型的理想动物[21]。本研究构建的

Hp感染蒙古沙鼠动物模型,在其胃粘膜表面和胃小

凹中检出有Hp定植,不同时间感染组胃黏膜固有层

及粘膜下层均出现了糜烂、充血、淋巴细胞浸润等不同

程度的慢性胃炎病理改变,感染24个月后部分区域出

现非典型增生甚至癌变,充分说明采用蒙古沙鼠可建

立起稳定的Hp感染模型,并引起了与人体相似的病

变进程。

Hp可通过诱导其他促炎因子如IL-18和各种趋

化因子等引起微环境的炎症,从而导致慢性胃炎、胃溃

疡、十二指肠溃疡以及胃癌[22]。NLRP3介导的炎症

小体激活可能是 Hp感染的早期事件,引起感染所需

的固有免疫反应,从而调控炎症和免疫应答[23]。但目

前Hp感染病理进程中诱导的NLRP3炎症小体激活

情况 尚 不 完 全 清 楚。为 了 探 究 Hp 致 病 进 展 与

NLRP3炎症小体相关信号分子的关系,本研究用 Hp
感染蒙古沙鼠,分析感染3、6、12和24个月胃组织

NLRP3炎症小体相关因子表达情况,结果显示 Hp能

上调NLRP3和IL-18的表达。在感染早期(3~12个

月),NLRP3和IL-18表达随 Hp感染时间的延长表

达不断上升,但到感染后期(12~24个月)逐渐呈下降

趋势。IL-1β表达增加,但在感染各期变化不明显。
本研究结果证实,Hp持续感染不断激活NLRP3信号

通路,在感染早期导致胃上皮细胞炎性损伤过程中起

重要作用,刺激胃黏膜不间断产生炎性因子等活性介

质,诱导细胞发生增殖分化异常,最终导致细胞恶变,
恶性改变胃组织炎症反应降低,相应的NLRP3和IL-
18表达也逐渐减少。

自噬是限制细菌存活和生长的重要防御机制,有
研究发现Hp可诱导有缺陷的自噬或抑制自噬,从而

使Hp增殖[24]。此外,Hp还可启动细胞信号通路的

异常激活,例如 Nod1-NF-KB/MAPK-ERK/FOXO4
通路,使细胞逃脱自噬并促进胃癌的发生发展[25]。胃

癌细胞中 Hp感染调节的自噬机制相当复杂,在 Hp
感染初期,固有免疫识别外源性感染后诱导自噬以维

持细胞内环境稳态,Hp长期慢性感染导致自噬水平

下调,从而促进胃癌的发生[26]。本研究结果显示,Hp
感染蒙古沙鼠胃组织自噬相关蛋白LC3、P62表达水

平在感染早中期持续上升,而感染后期LC3表达逐渐

降低。证实长期Hp感染的细胞其自噬能力先强后减

弱,被机体免疫系统识别的难度增加,进而导致长期炎

症反应并推动胃癌的发生。

Hp长期感染可引起蒙古沙鼠胃黏膜上皮细胞发

生慢性炎症病理性改变,甚至非典型增生和癌变,并可

上调NLRP3炎症小体相关因子和细胞自噬相关蛋白

的表达,提示 Hp诱导的 NLRP3炎症小体活化和细

胞自噬的增加参与其致病过程。但其相互作用关系及

在Hp致病机制中的作用还需进一步研究。
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