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幽门螺杆菌通过Bcl-2/Bax机制诱导HepG2细胞

凋亡的研究*

陈辉星 陈燕凌

摘要 目的：探讨幽门螺杆菌（H.pylori）对肝细胞HepG2细胞凋亡的影响及其机制。方法：应用HepG2细胞为实验模型，用

MTT、荧光染色技术、透射电子显微镜、AO/EB染色、流式细胞仪定性和定量地检测HepG2细胞凋亡情况；Western Blotting法检测

凋亡相关蛋白Bcl-2和Bax蛋白的表达。结果：不同浓度H.pylori处理组（4.0×105、4.0×106、4.0×107和4.0×108 CFU/mL）的24 h细胞

生长抑制率分别为（2.64±0.34）%、（16.35±4.24）%、（27.15±3.19）%和（33.35±2.36）%（P<0.05），抑制率随作用时间的延长而增加

（P<0.05）。HepG2细胞与4×107/mL浓度的NCTC11637共培养24h后，在透射电镜下可见部分细胞呈不同时期的凋亡形态。不同

浓度H.pylori的凋亡率分别为（2.50±0.45）%、（6.00±0.35）%、（11.10±0.45）%和（14.65±0.27）%，当H.pylori的浓度≥4.0×106 CFU/
mL，HepG2细胞凋亡率与对照组比较差异有统计学意义（P<0.05）。H.pylori作用HepG2细胞后，HepG2细胞的Bcl-2蛋白表达明

显减少，Bax蛋白表达则与Bcl-2蛋白表达情况相反。结论：H.pylori通过Bcl-2/Bax机制诱导HepG2细胞凋亡。
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Abstract Objective: This study investigated the effects of live Helicobacter pylori on the apoptosis of the human hepatoma cells

(HepG2). Methods: The effect of the co-incubation with different concentrations of the H. pylori NCTC11637 strain (4.0×105, 4.0×106,

4.0×107 and 4.0×108 CFU/ml) for 24 h on the apoptotic rates of HepG2 cells were investigated by the MTT assay, fluorescence imaging,

ultrastructural analysis, and flow cytometry. Results: H. pylori significantly inhibited the HepG2 cell growth in a dose-dependent man-

ner (P < 0.05). The respective inhibition ratios were (2.64 ± 0.34)%, (16.35 ± 4.24)%, (27.15 ± 3.19)%, and (33.35 ± 2.36)%, in the or-

der of increasing NCTC11637 concentrations, after 24 h of incubation. H. pylori promoted the apoptosis of HepG2 cells, and this effect

was enhanced with the increased bacterial concentration. The different phases of the apoptosis were observed after the co-incubation

with H. pylori using an electron microscope. The respective apoptotic rates of the HepG2 cells were (2.50 ± 0.45)%, (6.00 ± 0.35)%,

(11.10 ± 0.45)%, and (14.65 ± 0.27)% after 24 h of incubation with the increasing NCTC11637 concentrations. Differences in the apop-

totic rates that were higher than (2.50 ± 0.45)% were considered significant (P < 0.05). The Bcl-2 protein levels were inhibited, whereas

the Bax protein levels were increased in the HepG2 cells after treatment with H. pylori. Conclusion: The co-incubation of HepG2 cells

with H. pylori increases their rate of apoptosis in a concentration-dependent manner through the Bcl-2/Bax mechanism.

Keywords Helicobacter pylori; HepG2 cell; Cell apoptosis

·基础研究·

幽门螺杆菌（Helicobacter pylori，H.pylori）与胃癌

和胃淋巴瘤的发生有密切关系，国内外越来越多的

研究认为螺杆菌与肝癌的发生有关，提出细菌致肝

癌的新病因学理论，揭示乙肝病毒阴性的肝癌发病

原因具有重要意义［1］。因此本研究拟通过研究H.py⁃
lori对HepG2细胞凋亡的影响，为螺杆菌致肝癌理论

提供佐证。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

国际标准菌株NCTC11637（中国疾病预防控制

中心传染病研究所）。Dulbecco's Modified Eagle Me⁃
dium（DMEM）、胎牛血清（Life-tech公司）。哑啶橙

（AO）、溴化乙啶（EB，上海华美生物工程有限公

司）。鼠抗 Bcl-2 和 Bax 单克隆抗体（Santa Cruz 公
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司），肝细胞株HepG2由本实验室保种。

1.2 方法

1.2.1 H.pylori的培养及其菌悬液的制备 H.pylori
标准菌株接种于布氏血平板，置 37℃微氧环境（5%
O2，10%CO2，85%N2）培养。3天后传代，再培养 2天。

用DMEM培养液制成细菌悬液，在分光光度仪上确

定H.pylori的浓度（1OD660=108 CFU/mL）。用细胞培

养液作稀释液，细胞凋亡作用以4.0×108 CFU/mL的菌

液连续10倍稀释至4.0×105 CFU/mL。
1.2.2 HepG2细胞的培养 HepG2细胞在含 10%小

牛血清的DMEM中37℃，5%CO2饱和湿度下培养，按

贴壁细胞传代培养法，胰酶消化液（0.25%胰酶，

0.02%EDTA）消化，用对数生长期细胞进行实验。

1.2.3 MTT检测细胞生长抑制情况 细胞以1×104/孔
的密度接种于96孔细胞培养板，置于37 ℃、5%CO2环

境中培养，对照组只加细胞培养液。处理组加入不同

浓度的NCTC11637细菌悬液，共同孵育24 h后，按文献

［2］操作。以上试验重复5孔次取平均值。抑制率=（1-
细菌处理组OD值/正常对照组OD值）×100%。

1.2.4 电镜观察凋亡细胞形态 细胞经 4.0×108至

4.0×105CFU/mL的不同浓度NCTC11637处理24 h后，

离心收集悬浮细胞，贴壁细胞直接用细胞刮刀刮

下。按文献［3］介绍方法处理，透射电镜（Hu-12A
型，日本HITACHI公司）观察拍照。

1.2.5 培养于盖片上的细胞A0/EB法染色后荧光镜

下观察、拍照 观察凋亡细胞核的形态，并计数凋亡

细胞个数，每张玻片至少计数 1 000个细胞，细胞凋

亡率用凋亡细胞数占细胞总数的百分比表示。

1.2.6 流式细胞术检测细胞凋亡率 将细胞接种培

养 于 细 胞 培 养 瓶 。 24 h 后 加 入 不 同 浓 度 的

NCTC11637细菌悬液，每个浓度重复 3瓶，对照组加

细胞培养液。在细胞与细菌共培养 24 h后，胰酶消

化细胞，1 000rpm离心 5min收集细胞。100%乙醇固

定，将每个待测样本的细胞总数调整至106个，再加入

PI溶液。用Backman Couit XL流式细胞仪检测。Mu⁃
ityCycle软件进行DNA含量和细胞凋亡率分析。

1.2.7 Western Blotting 印迹法检测凋亡相关蛋白

Bax、Bcl-2 抗体的表达 收集经不同浓度 NCTC

11637作用 24 h的细胞，PBS洗 2次后用细胞裂解液

裂解细胞，提取细胞总蛋白。测定蛋白浓度，调整各

组蛋白浓度为一致，加入上样缓冲液，95 ℃变性 10
min。行8%～12% SDS-PAGE分离蛋白后，电转移至

硝酸纤维素膜，5%脱脂奶粉封闭后依次加入一抗和

二抗，室温培育 2 h，TBST洗涤 5次，10 min/次。化学

发光法检测，图像采集分析。

1.3 统计学分析

实验结果以x±s表示，每个实验均重复3次以上，

采用 SPSS 16.0软件分析：多个样本均数的比较用

One-way ANOVA 和 Student-Newman-Keuls 分 析 。

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MTT法检测检测细胞生长增殖抑制情况

不同浓度H.pylori处理组的抑制率均随作用时

间的延长而增加（P<0.05），同一时间点内各处理组的

抑制率随其剂量的增加而上升（P<0.05，图1，表1）。

1：4.0×105 CFU/mL；2：4.0×106 CFU/mL；3：4.0×107 CFU/mL；4：4.0×

108 CFU/mL

图1 H.pylori对肝细胞生长增殖抑制的量效与时效关系

Figure 1 Correlation between the dose- and time-effects of the H. pylo⁃
ri-induced inhibition of liver cell growth

2.2 荧光镜检测凋亡情况

不同浓度H.pylori与胃上皮细胞共培养 24h后，

随着H.pylori浓度增大，细胞凋亡率也越来越高（表

1），4.0×105 CFU/mL H.pylori对凋亡率的影响与对照

组比较无显著性差异（P>0.05），而当H.pylori浓度≥

4.0×106 CFU/mL时，细胞凋亡率显著高于对照组（P<
0.05，表1）。
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表1 不同浓度H.pylori处理不同时间HepG2抑制率和24h凋亡率 %，x±s
Table 1 Inhibition ratio of HepG2 cells by H. pylori at various bacterial concentrations，incubation times，and the corresponding apoptotic rates after 24 h

of co-incubation，followed by flow cytometry and the acridine orange/ethidium bromide staining（Data are presented as the mean ± SD；* indicates that

P < 0.05 as compared with the previous group）

浓度

（CFU/mL）

0

4.0×105

H.pylori处理不同时间的抑制率

12h

—

1.57±0.11*

24h

－

2.64±0.34*

36h

－

3.64±0.76*

24h凋亡率

AO/EB法

1.58±0.13

2.15±0.33

流式仪法

1.75±0.11

2.50±0.45
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2.3 流式细胞仪检测细胞凋亡百分率

不同浓度的H.pylori与细胞共育 24h后，用流式

细胞仪检测细胞凋亡率，4.0×105 CFU/mL的H.pylori
组与对照组的细胞凋亡率无显著性差异（P>0.05，表
1），当H.pylori的浓度≥4.0×106 CFU/mL时，随H.pylo⁃
ri浓度增加，细胞凋亡率越高，与对照组比较有显著

性差异（P<0.05）。荧光染色与流式细胞仪两种方法

检测细胞凋亡率所得结果相似。

2.4 电镜观察凋亡细胞情况

HepG2细胞与4×107/mL浓度的NCTC11637共培

养24h后，在透射电镜下可见部分细胞呈不同时期的

凋亡形态（图2）。

（续表1）

浓度

（CFU/mL）

4.0×106

4.0×107

4.0×108

*P<0.05

H.pylori处理不同时间的抑制率

12h

11.71±2.17*

21.05±2.51*

29.26±2.69*

24h

16.35±4.24*

27.15±3.19*

33.35±2.36*

36h

20.25±2.19*

31.37±2.25*

41.16±3.84*

24 h凋亡率

AO/EB法

6.25±0.25*

9.75±0.27*

15.13±0.20*

流式仪法

6.00±0.35*

11.10±0.45*

14.65±0.27*

A：正常对照HepG2细胞核较大，核膜清晰，核仁致密电子密度大，细胞器正常，胞膜完整，膜表面有微绒毛（×4 800）；B：核中染色质浓缩边

聚（􀲔示），周边见H.pylor（⇧示）胞膜形成指状突出，细胞核固缩（×7 000）；C：细胞皱缩，细胞变小，胞浆致密，核中染色质边聚浓缩，沿着

核膜排列，形成凋亡小体（×4 800）

图2 电镜下幽门螺杆菌致观察HepG2细胞凋亡

Figure 2 Different phases of cell apoptosis after incubation with H. pylori，as observed under an electron microscope

A B C

2.5 不同浓度NCTC11637对HepG2细胞凋亡相关

蛋白表达的影响

Western Blotting印迹法结果显示，NCTC11637对
Bcl-2家族蛋白表达具有调控作用，呈浓度依赖性地

诱导 Bax 上调表达和 Bcl-2 表达下调，最终引起

HepG2细胞凋亡（图3）。

1：0；2：4.0×105 CFU/mL；3：4.0×106 CFU/mL；4：4.0×107 CFU/mL；5：

4.0×108 CFU/mL

图3 不同浓度NCTC11637作用HepG2细胞24 h后Bcl-2、Bax蛋白的

变化

Figure 3 Expression of Bcl-2 and Bax in HepG2 cells after 24 h of

co-incubation with NCTC11637

3 讨论

Fan等［3-6］发现人原发性肝癌和癌旁组织中螺杆

菌 16SrRNA基因阳性，部分测序结果与H.pylori具有

高度同源性。Dore等［7］用H.pylori的 vacA引物检测

病毒性肝炎或肝硬化、原发性肝癌标本总阳性率为

24%，认为螺杆菌与肝癌的发生有关，特别是在乙肝

病毒阴性的肝癌发生上具有意义。研究在离体条件

下幽门螺杆菌（H.pylori）对肝HepG2细胞的作用，对

肝细胞癌细菌学致病理论有一定佐证价值。

近年来，一些研究发现H.pylori感染患者的胃黏

膜中凋亡细胞数目增加［8］，也有报道［9］显示凋亡细胞

增加的同时，增殖细胞的数量同样增加，但两者的变

化并不平行。这种过度导致的代偿性增生与胃癌有

关［10］。本研究用AO/EB法和流式细胞仪证实了H.py⁃
lori可促进培养的HepG2细胞发生凋亡，H.pylori的浓

度为 4.0×106 CFU/mL时，HepG2的凋亡率即增加，随

着 H.pylori浓度的增高，HepG2的凋亡率进一步增

高。两种方法结果相似。流式细胞仪分析结果显

示，H.pylori的浓度为4.0×106 CFU/mL时，G2期细胞占

4.6%；H.pylori的浓度为 4.0×108 CFU/mL时，G2期为

0，说明H.pylori在与HepG2共培养体系中，有明显的

抑制细胞生长作用，使细胞生长停滞于G2期。MTT
实验也显示当H.pylori浓度增加到4.0×106 CFU/mL以

Bcl-2

Bax

β-actin

1 2 3 4 5
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上时，可明显抑制细胞增殖，且随浓度进一步加大，

抑制效应愈大，在同一浓度随时间延长抑制效应也

越大。

在电镜下可见共培育后典型的细胞凋亡形态，

H.pylori多数游离在HepG2细胞附近，而在H.pylori与
体外培养的胃上皮细胞共育后，H.pylori多与细胞紧

密接触的方式黏附于胃上皮细胞。HepG2细胞可能

缺乏胃黏膜上皮细胞表面的与黏附有关的因子。但

与H.pylori培养液可导致胃癌上皮细胞凋亡相似。

上述结果表明H.pylori能以浓度依赖方式诱导

HepG2凋亡，抑制细胞增殖，这与H.pylori感染初期能

促进胃黏膜上皮细胞凋亡相似。H.pylori致胃黏膜上

皮细胞凋亡的机制尚未完全阐明，已有的研究结果

表明胃黏膜上皮细胞凋亡与Bcl-2家族有关。Bcl-2
家族是与 CEK-9 同源的哺乳动物蛋白，包括 Bax、
Bcl-2、Bad和Bak等，当Bax同源二聚体形成时，可通

过促使细胞色素C（Cyt C）从线粒体释放和激活凋亡

蛋白酶（Caspase）而诱导细胞凋亡，Bcl-2过量时，能

形成 Bcl-2同源二聚体或 Bcl-2/Bax异源二聚体，可

抑制 Bax/Bax 的促凋亡作用［11］。本研究发现当

NCTC11637浓度为 4.0×105/mL时，NCTC11637作用

HepG2细胞24h后，HepG2的Bcl-2蛋白表达减少；当

NCTC11637浓度继续增加，HepG2细胞的Bcl-2蛋白

表达逐渐减少。HepG2的Bax蛋白表达则与Bcl-2蛋
白表达情况相反。说明H.pylori通过促进HepG2细

胞Bax的表达，抑制Bcl-2的表达，从而发挥其致细胞

凋亡效应。
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