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【摘要】 目的:探讨幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, Hp)处理后不同时间点的正常胃黏膜上皮细胞GES-1和胃癌细胞AGS的DNA依赖性蛋白激酶复合物（DNA-dependent protein kinase，DNA-PK)表达的影响，及其与胃癌组织DNA-PK蛋白表达的关系。方法:应用western blot法检测Hp处理1h、3h、6h、12h和24h后胃上皮GES-1和AGS细胞DNA-PK的表达情况；应用免疫组织化学SP法检测60例（Hp阴性、阳性各30例）胃癌患者及30例正常人胃黏膜组织中DNA-PK的表达情况；所有结果采用t检验进行分析。结果:在一定浓度（MOI=1:100）Hp悬液作用于后，DNA-PK蛋白在GES-1中表达水平随着Hp处理时间呈递增趋势，差异具有统计学意义（p<0.05），而在AGS细胞中却随时间递减（p<0.05）。DNA-PK在胃癌组织中的表达水平显著高于正常胃黏膜组织（p<0.05），其中Hp感染阳性组的DNA-PK表达水平又显著高于Hp阴性胃癌组（p<0.05）。结论: DNA-PK介导的DNA非同源末端连接（non-homologous end joining, NHEJ）修复机制异常在Hp致胃癌这一发病过程中扮演着至关重要的角色，有可能成为扼制早期胃癌进展的重要因子。
【关键词】DNA依赖性蛋白激酶; 非同源末端连接修复; 胃癌; 幽门螺杆菌
【中图分类号】R737 . 9                  【文献标识码】A

Effects of Helicobacter pylori on chromosome aberration and abnormal DNA-PK expression of GES-1 and AGS cells 
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【Abtract】Objective: To determine the effects of Helicobacter pylori (Hp) on the expression of DNA-dependent protein kinase (DNA-PK) in human gastric epithelial GES-1 and AGS cells, as well as in human gastric carcinoma tissues. Methods:GES-1 and AGS cells were co-cultured with Hp (ATCC 43504, Cag A + Vac A +) at a cell / bacteria ratio of 1:100 for 1h, 3h, 6h, 12h and 24h, the whole cell lysated were harvested and subjected to western blot using specific antibodies, western blot for β-actin served as loading control. DNA-PK protein expression were analyzed by immunohistochemistry in 60 cases (Hp positive: 30 cases; Hp negative:30 cases)of gastric carcinoma specimen (GC) and 30 cases of normal gastric mucosa tissues (NGM) as control. The processing of data is done by the t test. Results: With the extended response time, the expression of DNA-PK were increased significantly in GES-1 cells (p<0.05), whereas its expression in AGS cells were decreased significantly over time (p<0.05). We noticed that DNA-PK protein expression was increased in GC as compared to matched NGM with statistical significance (P< 0.05). In addition, there’s a significant increase of DNA-PK expression in Hp positive GC tissues than in Hp negative tissues (P< 0.05). Conlusion: Hp may lead to abnormal expression of DNA-PK, which may be potential risk factor associated with chromosome aberration in gastric epithelia, thus lead to apotosis, genome instability and malignant pathological changes. 
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DNA依赖性蛋白激酶（DNA-dependent protein kinase，DNA-PK)由催DNA依赖蛋白激酶催化亚单位(Catalytic subunit of the DNA-dependent protein kinase, DNA-PKcs)和调节亚基Ku70/Ku80二聚体 (Ku 70/80 heterodimer, Ku)共同构成, 是细胞DNA损伤后非同源末端连接（non-homologous end joining, NHEJ）修复信号的活化标志，在细胞DNA复制、基因转录调控和基因组不稳定等方面发挥重要作用[1,2]。随着遗传基因学研究的深入，关于 DNA-PK在人类肿瘤中的表达情况及生物学意义愈发炙手可热。研究发现DNA-PK在多种肿瘤组织内的表达均有异常, 与肿瘤的发生、发展密切相关[3]。胃癌是一个与Hp感染密切相关的多因素、多环节的动态病理过程，其特征为包括染色体畸变在内的细胞基因组不稳定，然而目前关于DNA-PK与胃上皮恶性转变之间的关系的研究鲜有涉及。本实验以Hp诱导GES-1和AGS细胞构建DNA-PK介导NHEJ异常修复模型，进一步观察Hp在对DNA-PK蛋白表达的影响，为Hp致胃癌所促发的DNA损伤修复异常以及细胞基因组不稳定现象提供科学的依据，为胃癌的早期诊断和个性化防治提供新的方向。

材料与方法

1、 标本来源  
选取2007年1月~2009年9月期间在南昌大学第一附属医院手术切除并经病理确诊的胃癌标本60例，所有病例均有完整的临床随访资料。30例对照标本取自胃镜活检的正常胃组织。病理学检测和Giemsa染色检测Hp感染以确定Hp感染。各组间患者年龄和性别分布均无显著性差异（p>0.05）。
二、主要试剂

兔抗人DNA-PK单克隆抗体(美国anbo公司)，小鼠抗人β-actin单克隆抗体(美国Sigma公司), 蛋白提取液( 美国Pierce公司)，FITC标记的羊抗兔IgG(北京中杉公司)，FITC标记的羊抗鼠IgG(北京中杉公司)，PV­9000 聚合物监测系统 (北京中杉公司)，琼脂粉（美国Sigma公司），胰蛋白酶（美国Sigma公司），DMEM培养基(美国Gibco公司)，胎牛血清(美国Gibco公司)，琼脂糖（美国Promega公司），PBS(北京中杉公司)本室配置高温消毒备用。

三、 细胞及培养

人胃癌细胞株AGS由第四军医大学西京医院馈赠，人永生化正常胃黏膜上皮细胞株GES-1由北京市肿瘤防治研究所馈赠。用含10%胎牛血清的高糖DMEM培养基，在37℃，5% CO2及饱和湿度的恒温箱中孵育培养，每2-3天传代1次。

四、 细菌及培养

幽门螺杆菌ATCC43504标准菌株(CagA+/VacA+)，由中国疾病控制中心传染病研究所馈赠，用含10％的羊血和0.5％的skirrow选择性抗生素的空肠弯曲菌琼脂培养基，在37℃，85％N2、10％O2、5％CO2饱和湿度下培养。

五、western blot检测蛋白表达
将各对数生长期细胞用适量蛋白提取液提取，BCA蛋白测定试剂盒 ( Pierce,USA)测定蛋白浓度，上样 50μg总蛋白，根据蛋白分子量分别行不同浓度 (8%～10% ) SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，将分离后的蛋白质转移到硝酸纤维膜上,用含50 g/L脱脂奶粉的TBST ( 0.1 mol /L Tris2HCl, pH=7.5, 0.9% NaCl, 0.05% Tween 20) 37 ℃封闭 1 h,分别加入兔抗人DNA-PK单克隆抗体(anbo公司；1∶2 000)，小鼠抗人β-actin单克隆抗体(Sigma, USA; 1∶4000)， 4℃孵育过夜。TBST漂洗10 min ×4次；山羊抗兔辣根过氧化物酶标记二抗(北京中衫公司；1∶5000) 4℃ 孵育6 h; T BST漂洗10 min×4次；SuperSignal West Femto敏感曝光试剂盒 ( Pierce, USA)曝光底片；曝光后底片上蛋白条带用Graphpad prism 5.0软件分析灰度值，并以β-actin蛋白作为参照，分析目的蛋白相对表达量。

六、免疫组化法检测蛋白表达

兔抗人DNA-PK单克隆抗体购自美国Anbo公司，工作浓度为1:400；SP试剂盒和DAB显色试剂盒购自北京中衫试剂公司。组织蜡块行4μm厚连续切片，石蜡切片常规脱蜡，二步法免疫组化染色按试剂盒说明书操作，用已知阳性片作阳性对照PBS代替一抗作阴性对照。DNA-PK蛋白阳性部位在细胞核 (图2)，以出现黄色颗粒且染色强度高于背景非特异性着色的肿瘤细胞为阳性细胞。由两位病理学医师在不知临床病理学资料的情况下对免疫组化的结果进行评估。在高倍镜（×200）下，随机取5个视野，每个视野计数100个细胞，按阳性细胞数的平均百分数进行计分。0.0%~5.0%记0分，5.1%~25.0%记1分，25.1%~50.0%记2分，50.1%~75.0%记3分，>75.0%记4分。染色强度按多数阳性细胞呈现的染色特征计分。未着色记0分，染色呈淡黄色记1分，棕黄色记2分，棕褐色记3分。最后根据阳性细胞的百分比和染色强度计分之积进行结果判定。阴性（-）：0~2分；弱阳性（+）：3~5分, 中度阳性（++）：6~8分；强阳性（+++）：9~12分。
七、数据分析
    采用 SPSS 17. 0 统计软件, 两组间比较采用t检验, 以 P <0.05为差异有统计学意义。

结果
一、幽门螺杆菌对GES-1和AGS细胞株DNA-PK蛋白表达的影响

细胞株GES-1和AGS分别按MOI=1：100幽门螺杆菌（ATCC43504，cagA+/vacA+）作用 1h、3h、6h、12h和24h后检测NHEJ修复活化标志DNA-PK的表达水平，经 graphpad prism 5.0 软件量化后以各细胞的 β-actin蛋白作对照，得出蛋白相对表达量。结果显示：DNA-PK在Hp作用GES-1细胞3h、6h、12h和24h后表达水平均较对照组显著升高(P <0.05)，其中在第6h达高峰，之后回落，但仍高于正常组；而在AGS细胞中DNA-PK蛋白表达水平却随着时间呈递减趋势，于处理后第6h、12h和24h的下调具有统计学意义(P <0.05)(图1)。
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图 1  Hp处理不同时间点GES-1和AGS细胞株DNA-PK蛋白表达水平

注：在3次独立重复实验中，分别以空白组GES-1和AGS细胞株中DNA-PK蛋白表达水平为对照，Hp(MOI：1：100)处理后不同时间点DNA-PK蛋白的相对表达量(*：p<0.05)。

2、 幽门螺杆菌对胃癌组织中DNA-PK表达的影响

免疫组化结果显示，DNA-PK蛋白主要在胞核表达；其表达水平在胃癌组均显著高于正常对照组（p<0.001）（表2.1、图2.1）。将胃癌组织样本按Hp阳性和阴性分两组发现，Hp阴性组DNA-PK表达水平低于Hp阳性组，差异具有统计学意义（p<0.05）（表1）。
    表1. 胃癌患者和正常人胃组织中DNA-PK蛋白表达评分
	分组
	例数
	DNA-PK

	
	
	-
	+
	++
	+++
	P

	正常组
	30
	30
	0
	0
	0
	0.000

	胃癌组
	60
	0
	24
	65
	48
	

	
	
	
	
	
	

	胃癌组
	
	
	
	
	

	Hp阴性组
	30
	2
	10
	17
	1
	0.026

	Hp阳性组
	30
	0
	6
	16
	8
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图 2  DNA-PK蛋白在正常胃黏膜（NGM）和胃癌组织（GC）中的表达情况。 免疫组化SP法显示，DNA-PK蛋白在正常胃黏膜组织(A)均呈阴性表达，而在胃癌组织则呈高表达；此外，Hp阴性胃癌组织（B）DNA-PK蛋白相对表达水平显著低于Hp阳性胃癌组织（C）（p<0.05）. （A,B,C: ×400. Scale bar = 20μm.）
讨论

DNA-PK是由催化亚基DNA-PKcs和调节亚基 Ku70/80二聚体共同组成，只有当两种亚基结合为DNA-PK才能启动细胞DNA损伤非同源末端连接修复反应，因此它是NHEJ的活化标志。目前普遍认为NHEJ是一种早期启动的、非特异性的、易于出错的修复机制，与DNA错误复制、细胞周期阻滞、细胞凋亡、染色体重组及细胞恶性转化关系密切。幽门螺杆菌(Helicobacter pylori, Hp)是一种定植在人胃黏膜的革兰阴性菌, 在发展中国家感染率很高, 与慢性胃炎、消化道溃疡、肠上皮化生、非典型增生、MALT淋巴瘤及胃癌的关系密切[4]。最新研究显示，Hp能够导致胃黏膜细胞DNA双链断链，启动细胞DNA修复应答反应[5]。胃癌的发生发展是一个多因素、多步骤的动态过程，随着基因组学的进步，基因组不稳定性在胃癌中的作用日渐浮出水面，其中包括基因的缺失以及突变的癌基因激活和抑癌基因的功能丧失等[6]。本实验以Hp悬液处理GES-1和AGS细胞，并结合易于出错的NHEJ修复通路的活化因子DNA-PK蛋白的表达研究，以验证我们的假设（图3）。
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图3  幽门螺杆菌诱导胃粘膜上皮细胞DNA异常修复在胃癌发病中的关系
迄今为止，DNA-PK的表达异常已在多种人类肿瘤中被发现，但其具体生物学功能尚无定论。大量研究显示，NHEJ能够增加细胞基因组不稳定的发生，这增加了细胞恶性转化的风险[7]。Hu等[8] 发现Ku70蛋白在癌前病变及胃癌组织表达水平显著高于正常胃黏膜组织，且胃癌组织的Ku70水平更是高于癌前病变组织。Lee等[9]观察到胃癌组织的DNA-PKcs呈异常高表达，且在Hp相关性胃炎、肠上皮化生也呈高阳性率，而正常胃黏膜组织该蛋白表达却呈阴性。Lim等[10]称胃癌组织过度活化的NF-kappaB和COX-2 能够促进Ku70和Ku80蛋白所介导的NHEJ修复活动，以利于细胞增殖、促进肿瘤进展。这些组织水平的实验结果与我们在胃癌组织中的发现相一致，DNA-PK在胃癌组织中的高表达与肿瘤发生息息相关。此外，本实验还发现Hp能够显著上调正常胃黏膜GES-1细胞的DNA-PK表达水平，但对胃癌细胞AGS的DNA-PK表达却是下调，该结果差异主要可能是由于组织和细胞两个层面的差异性以及细胞层面无法模拟不同胃癌病变阶段而导致的。我们的研究表明DNA-PK启动的NHEJ修复在正常胃黏膜发挥着重要作用，而胃癌细胞可能因为存在细胞DNA修复功能缺陷，或是修复受抑，而无法及时而有效地启动DNA-PK介导的NHEJ修复，继而导致细胞DNA损伤加剧和放大，以致细胞周期阻滞、细胞凋亡、基因组不稳定的风险。
迄今为止，国内外关于DNA-PKcs和 Ku在胃癌细胞株中的研究尚无报道。本研究发现GES-1细胞在Hp作用1h、3h、6h、12h和24h后Ku蛋白表达水平较对照组显著升高，而在AGS细胞中Ku蛋白却呈递减趋势，差异均具有统计学意义(P <0.05)；GES-1细胞在Hp作用1h后DNA-PKcs蛋白表达较空白对照组显著增高，差异有统计学意义(P < 0.05)；AGS细胞的DNA-PKcs的表达在作用后较对照组有所上升，但差异无统计学意义(P＞0.05)。AGS细胞中Ku表达较高, 而且在幽门螺杆菌作用后却随着时间减少，提示AGS细胞中存在着 NHEJ修复损伤或者缺陷。

DNA-PK极有可能成为有效的胃癌治疗新靶标。至于DNA-PK在GES-1和AGS细胞株中的差异表达，可能是细胞株本身生物学特性使然，或存在另一条非经典的NHEJ修复通路，而也不可排除异常的NHEJ修复促使了胃癌的进展，这些疑团尚需深入研究。
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