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DEC205在幽门螺杆菌感染胃上皮细胞中的表达 *
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摘要 目的：探讨幽门螺杆菌及其热休克蛋白 60（H. pylori-HSP60）感染与胃上皮细胞表面 DEC205受体的关系。方法：分别用 H.
pylori、H. pylori-HSP60及 E.coli LPS刺激胃上皮细胞 KATOⅢ，利用免疫荧光染色技术观察 KATOⅢ细胞表面 DEC205蛋白的
表达变化，再利用 RT-PCR技术，观察细胞中 DEC205 mRNA对上述抗原刺激后的变化。结果：H. pylori、H. pylori-HSP60及 E.
coli LPS的刺激明显引起细胞表面 DEC205蛋白的表达以及细胞内 DEC205 mRNA的产生。结论：H. pylori感染与胃上皮细胞表
面的胞吞受体 DEC205有着密切的关系。
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ABSTRACT Objective: To investigate the relationship between Helicobacer pylori and its heat shock protein 60 (H. pylori-HSP60)
infection and human gastric epithelial cells of DEC205. Methods: After human gastric epithelial cells (KATOⅢ cells line) were infected
with H. pylori, H. pylori-HSP60 and E.coli LPS. The expression of DEC205 protein on the surface of KATOⅢ cells was observed by im-
munofluorescence staining. The expression of DEC205 mRNA in KATOⅢ cells was observed by RT-PCR. Results: The expression of
DEC205 protein and mRNA were markedly increased following H. pylori, H. pylori-HSP60 and E.coli LPS stimulation in KATOⅢ cells.
Conclusion: H. pylori infection may be closely related with the expression of DEC205 in human gastric epithelial cells.
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前言

幽门螺杆菌（Helicobacter pylori, H. pylori）的慢性感染是
慢性活动性胃十二指肠炎、胃十二指肠溃疡、胃淋巴瘤以及胃
癌发生发展的重要致病因子[1]。但是通过胃上皮细胞引起的细
菌局部获得性免疫机制至今还不是很清楚。DEC205属于甘露
糖家族中 C型凝集素超家族中的一个亚族，与 B细胞一样存
在于巨噬、胸腺、肺及肠上皮细胞表面[2]。DEC205作为树枝状
细胞表面的膜糖蛋白，具有抗原提呈作用，能够诱导抗原特异
性 T细胞免疫[3]。人类的 DEC205是一个 200kDa的糖蛋白，表
达于胸腺、树突状细胞及少量 T细胞中[4]。然而，DEC205在胃
粘膜的分布仍然不清楚。Yamasaki等[5]曾报道 H pylori-HSP60
刺激外周血单核细胞后,胃炎患者的 DEC205的 mRNA的表达
明显增高。我们也已经报道了 H pylori的刺激能够明显增强
DEC205在单核细胞中的表达, 而 H pylori和 H pylori-HSP60
的刺激能够明显增强 DEC205在巨噬细胞中的表达[6]。本研究
调查了胃上皮细胞中 H pylori感染与 DEC205表达的关系。

1 材料与方法

1.1 材料
H. pylori (ATCC 43504)购于美国标准菌库，细菌培养使用

含有 7%无菌、不含纤维蛋白的马血脑心浸液琼脂培养基，在含
有 10% CO2, 5% O2,和 85% N2的微需氧培养箱中培养。经过 3
天的培养，H. pylori以 OD600=1.0 (相当于 1×108个细菌 /mL)
数量移至不含胎牛血清的 RPMI1640(GIBCO公司)培养液中。
细胞培养在含有 10%胎牛血清，50U/mL青霉素，50U/L链霉
素和 2.5μg/mL两性霉素 B的 RPMI 1640培养液中，在 37℃、
50mL/L CO2和 99%湿度的温箱中。在每次实验之前,细胞被不
含任何抗体的 RPMI1640培养液清洗 3次，并将细胞数量维持
在 2×106cells/mL。DEC205抗体购于 BD公司。TRITC-IgG购
于 MP Biomedicals 公司。逆转录分析使用 SuperScriptTM III
First-Strand Synthesis System。LAS-1000 mini图像分析系统为
Fuji公司。Image Gauge Ver. 4.0软件为 Fuji公司。
1.2 方法
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1.2.1 蛋白纯化 通过 PCR技术构建 H. pylori-HSP60基因重组
表达载体 pEGX-5X3，经大肠杆菌 DH5α 表达得到可溶性
GST融合蛋白，采用谷胱甘肽琼脂糖凝胶 4B进行分离与纯
化，经氨基酸序列测序确定其蛋白的一源性。
1.2.2 免疫荧光细胞染色 细胞爬片首先用 4 C丙酮固定 15分
钟，置 PBS中浸泡 10分钟后，用含有 10%BSA的 PBS室温封
闭 30分钟。然后分别加入鼠抗人的 DEC205抗体 37 C下孵育
1小时，PBS洗 3次,每次 10分钟,加入 TRITC标记的牛抗鼠的
IgG二抗室温下孵育 1小时，PBS洗 3次，每次 15分钟。DAPI
染色 30分钟后，PBS洗涤，用抗荧光粹灭剂封片后，荧光显微
镜观察结果并拍照。
1.2.3 RT-PCR 用 H. pylori、H. pylori-HSP60及 E.coli LPS刺
激 KATOⅢ细胞。利用 RNeasy Mini kit从 3 106 KATOⅢ细胞
中进行总 RNA提取。RNA的浓度，通过 A260值测定, 根据
A260/A280比值，推测 RNA纯度。提取的 RNA保存于 -80℃直至
使用。在确认 RNA提取过程中没有 DNA的污染后，利用逆转

录酶，进行逆转录分析，然后实行 PCR。DEC205引物序列为
5'-CAAATTCCAAAAGGCCGTACTC-3'; 5'-CACCACTTCT-
GTCCATCACCA-3'。 G3PDH 引 物 序 列 为 5'-CAACG-
GATTTGGTCGTATTGG-3';5'-CTGGAAGATGGTGATGGGA-
TTT-3'。 DEC205 或 G3PDH 的条带灰度值分析于 Image
Gauge Ver. 4.0软件。

2 结果

2.1 H. pylori、H. pylori-HSP60和 E.coli LPS诱导了上皮细胞表
面 DEC205蛋白的表达

2×106/mL KATOⅢ细胞经 5×107/mLH pylori、100 g/mL H
pylori-HSP60或 10 g/mL E. coli-LPS刺激后过夜培养，细胞爬
片用 DEC205 抗体进行免疫荧光染色分析。 H pylori 、H py-
lori-HSP60和 E. coli-LPS的刺激明显引起了细胞表面 DEC205
蛋白的表达（图 1）。

图 1 H. pylori、H. pylori-HSP60及 E.coli LPS的刺激明显引起了细胞表面 DEC205蛋白的表达
Fig. 1 The expression of DEC205 protein was markedly induced following H. pylori, H. pylori-HSP60 and E.coli LPS stimulation in KATOⅢ cells

2.2 H. pylori、H. pylori-HSP60和 E.coli LPS诱导了上皮细胞中
DEC205mRNA的表达

3×106/mL KATOⅢ细胞经 5×107/mL H pylori、100 g/mL
H pylori-HSP60或 10 g/mL E. coli-LPS刺激后过夜培养，利用
RT-PCR技术对 DEC205 mRNA的表达进行分析。H pylori、H
pylori-HSP60 和 E. coli-LPS 的刺激明显引起了细胞中
DEC205mRNA的表达（图 2）。

3 讨论

自从 80年代初Warren和Marshall发现 H. pylori以来，H.
pylori感染已被公认为世界范围性疾病，人群中感染率高，几乎
50%的人终生感染 H. pylori[7]。近年来，从致病因素和机制方面
探讨 H. pylori在消化系统疾病中的作用已经成为研究的热点。
H. pylori作为非细胞侵入性细菌，能够引起胃的各种病变，这
主要是因为此菌表面能够产生鞭毛、尿素酶、热休克蛋白、空泡
毒素（VacA）和细胞毒素（CagA）等病原因子，这些因素突破了
胃壁的天然保护屏障，构成了 H. pylori感染的病理变化。其中
热休克蛋白作为受到外界不良刺激时被释放出来的应激蛋白，
已经被报道与原始适应性免疫系统有着紧密地联系，能够诱导
细胞产生炎性因子等物质来帮助宿主抵御外界刺激和损伤，其
功能与作用正被国内外学者所认知和密切关注[8]。

甘露糖受体(MR)家族广泛地分布于巨噬细胞或树枝状细
胞表面。MR与白色念珠菌、卡氏肺囊虫、结核分支杆菌、克雷
白(氏)杆菌属等的各种微生物结合后表达于巨噬细胞[10-14]。以前

图 1 H. pylori、H. pylori-HSP60及 E.coli LPS的刺激明显增加了细胞

中 DEC205mRNA的表达
Fig. 1 The expression of DEC205mRNA was markedly increased

following H. pylori、H. pylori-HSP60 and E.coli LPS stimulation in KATO

Ⅲ cells
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的研究，我们显示了甘露糖受体 (MR) 家族其中成员之一的
DEC205因为 H pylori的感染使之表达于巨噬细胞表面，表明
DEC205表达阳性的巨噬细胞可能在 H pylori感染的胃粘膜上
也有着重要的免疫作用[6]。此次研究，我们又显示了 DEC205因
为 H pylori的感染使之表达于胃上皮细胞表面，表明 DEC205
可能在 H pylori 感染的胃粘膜上也有着重要的免疫作用。
DEC205的表达与 IL4受体的信号传导相关，阻断 DEC205可
以减少 IL4 从淋巴细胞中的分泌 [15]。 Yamasaki 曾报道胃
MALT淋巴瘤患者的淋巴细胞中 IL4的分泌产物增多，而胃炎
的患者却没有增多。此外，胃MALT淋巴瘤中，外周血单核细
胞的 DEC205表达明显减少.DEC205可能与胃 MALT淋巴瘤
中 B细胞增殖有关。另一方面，在肿瘤的发展中，DEC205与
IL4受体紧密相关[16]。在一些病例中, DEC205表达缺失与乳腺
和直肠浸润性癌有关[17]。我们的研究已经调查了 H pylori与巨
噬细胞[6]、胃上皮细胞的关系。因此，DEC205通过胞吞作用引
起的抗原提呈效应和 T细胞特殊免疫反应也可能占据于胃粘
膜。在今后的工作中进一步调查胃炎患者胃粘膜活检中
DEC205的表达是非常有必要的。我们认为目前探讨 DEC205
在胃炎中的角色只是第一步，在今后的研究中我们还将继续探
讨更深更广的 H pylori病理过程。
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