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幽门螺杆菌感染小鼠慢性胃炎模型的建立及评价
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立幽门螺杆菌（Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ）感染动物模型，评价 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 相关慢性胃炎胃黏膜病理变化。
方法　 灌胃 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ ＳＳ１ 菌株建立在体感染，感染后第 ２ 周后采用快速尿素酶法和 ＰＣＲ 法检测感染成功率；确认

感染成功后再分别继续饲养至 ６ 周和 １２ 周，建立 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 相关慢性胃炎动物模型。 实验结束后，取胃腺体组织别

进行 ＨＥ 和硼酸美兰染色， 分析胃炎程度及 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染程度； 生化法检测胃组织中髓过氧化物酶

（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ），超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ），丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）和过氧化氢

酶（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）的含量变化；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测胃组织中 ＣＯＸ⁃２、ｉＮＯＳ、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 基因表达的变化。 结果　 与

正常组相比，模型 ６ 周和 １２ 周组胃组织内可见 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 定植，并且黏膜层有不同程度的慢性炎性细胞浸润，腺体

萎缩和肠化生情况；同时组织中 ＣＡＴ 和 ＳＯＤ 的含量明显下降，ＭＰＯ 和 ＭＤＡ 的水平和 ＣＯＸ⁃２、ｉＮＯＳ、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β
基因表达均有显著上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 或 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 结论通过灌胃给菌的方法可以成功将 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 定植于小鼠体

内，并在定植的 ６ 周和 １２ 周后均可引起慢性炎性细胞的浸润，并使增强胃腺体组织内氧化应激水平和促炎基因的

表达，但 １２ 周模型感染程度更深，出现腺体萎缩和肠化生的情况。
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　 　 幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ， Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ）是一

种常见的人体感染细菌，属于弯曲杆状微需氧的革

兰阴性菌，全球有一半以上的人口感染［１］，我国 Ｈ．
ｐｙｌｏｒｉ 的感染率在 ６０％ 左右［２］。 近年国内外对 Ｈ．
ｐｙｌｏｒｉ 是慢性胃炎、消化性溃疡和胃腺癌发生的主要

诱导因素达成共识，并已被世界卫生组织列为 Ｉ 类

致癌因子［３，４］。 因此建立 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染的慢性胃炎

动物模型对于探讨其致病机理、评估药物疗效和验

证治疗方案等研究具有重要意义。 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染小

鼠模型在近些年的研究中最为广泛［５，６］，本研究旨

在通过建立不同的感染时间对模型动物体内胃炎

的发展进行比较评分，并分析其胃组织内氧化应激

水平与促炎因子的表达，探讨不同感染时间形成的

胃炎程度与其病理机制，为优化模型奠定基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物和细菌

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，３４ 只，ＳＰＦ 级雄性，５ ～ ６ 周龄，
体重 １７ ～ １８ ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有

限公司【ＳＣＸＫ（京）２０１２ － ０００１】，动物运输前抽取

部分小鼠进行胃部 ＰＣＲ 检测，确认小鼠未感染鼠源

性幽门螺杆菌。 实验动物饲养于广州中医药大学

（大学城）实验动物中心【ＳＹＸＫ（粤）２０１３ － ００８５】，
并按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道的关怀。 Ｈ．
ｐｙｌｏｒｉ（ＳＳ１）由澳大利亚莫纳什大学 Ｒｉｃｈａｒｄ Ｆｅｒｒｅｒｏ
教授馈赠。
１􀆰 ２　 仪器和试剂

Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ａｇａｒ ｂａｓｅ（Ｏｘｏｉｄ，批号 １５８９２４２）；
Ｂｒａｉｎ⁃ｈｅａｒｔ ｕｎｆｕｓｉｏｎ（Ｏｘｏｉｄ，批号 １６７７８６２）；革兰氏

染色液试剂盒（海博生物，批号 ＨＢ８２７８）；细菌基因

组 ＤＮＡ 提取试剂盒（天根生物，批号 ＤＰ３０２ － ２）；
Ｓｕｐｅｒ Ｒｅａｌ Ｐｒｅ Ｍｉｘ × Ｐｌｕｓ（天根生物，批号 ０３１２０）；
ＦａｓｔＱｕａｎｔ ＲＴ Ｋｉｔ （天根生物，批号 ０３３２６ ）； Ｔｒｉｚｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｔｈｅｒｍｏ Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，批号 ２８２１８）；ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒（碧云天，批号 Ｐ００１０Ｓ）；超氧

化 物 歧 化 酶 检 测 试 剂 盒 （ 南 京 建 成， 批 号

２０１６０３０６）；髓过氧化物酶检测试剂盒（南京建成，
批号 ２０１６０３０２）；丙二醛检测试剂盒（南京建成，批
号 ２０１６０３０４）；过氧化氢酶检测试剂盒（南京建成，
批号 ２０１６０３０９）；麦氏比浊仪（珠海贝索生物技术有

限公司）； ＮＵ⁃５８３１Ｅ 三气培养箱（Ｎｕａｉｒｅ）；ＨＶＥ⁃５０
高温灭菌锅（Ｈｉｒａｙａｍａ）；生物安全柜（ＥＳＣＯ）；倒置

显微镜 （ Ｏｌｙｍｐｕｓ）； ＢｉｏＳｐｅｃ⁃ｎａｎｏ 核酸分析仪 （岛

京 ）； ＣＦＸ ９６ （ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ）； 低 温 高 速 离 心 机

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细菌培养与鉴定

（１）幽门螺杆菌的复苏和传代

将冻存的 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 菌株从超低温冰箱（ －８０℃）
取出，复苏于弯曲杆菌琼脂培养基为基础，含 ７％脱

纤维新鲜羊血及联合抗生素（万古霉素 １０ ｍｇ ／ Ｌ，甲
氧苄氨嘧啶 ５ ｍｇ ／ Ｌ、头孢磺啶 ５ ｍｇ ／ Ｌ、两性霉素

５ ｍｇ ／ Ｌ） 的平板上。 倒置平板置于 ３７℃，５％ Ｏ２，
１０％ ＣＯ２，８５％Ｎ２ 的培养箱中复苏 ４８ ～ ７２ ｈ。 待细

菌长满平板后，使用一次性无菌棉签刮取并重悬于

的 ＰＢＳ 中接种于新的培养基上，再生长 ４８ ～ ７２ ｈ。
（２）幽门螺杆菌菌株的鉴定

使用一次性接种环取部分细菌，在载玻片上涂

布均匀，酒精灯烤干片。 使用革兰染色试剂盒染色

细菌，在显微镜下使用油镜观察细菌形态。 同时取

少量菌液置于快速脲素酶试剂里，１ ｍｉｎ 后观察试

剂颜色变化。
１􀆰 ３􀆰 ２　 造模方法及感染检测

（１）动物分组

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，３４ 只雄性，随机分为空白对照

组 １０ 只及感染组 ２４ 只。 感染组经口服 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 确
认感染成功后，再随机分为模型 ６ 周对照组、模型

１２ 周对照组，每组 ８ 只。
（２）幽门螺杆菌感染方法

将经过鉴定取传至第二代的 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ（ＳＳ１）菌
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株，加入 １０％ ＦＢＳ 的 ＢＨＩ 培养液中调节成麦氏浓度

为 ０􀆰 １ 的菌液，放入 ３７℃ 微需氧环境下 （５％ Ｏ２、
１０％ＣＯ２ 和 ８５％Ｎ２，湿度 ９５％ ），１２０ ｒｐｍ 摇床上震

荡培养 １６ ～ １８ ｈ，使得 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 生长至对数生长

期。 取出菌液，０􀆰 ２５ ｍＬ 只灌胃感染组小鼠，共灌胃

３ 次，隔天一次，每次灌胃幽门螺杆菌前禁食 １２ ｈ，
灌胃完成后 ２ ｈ 后进食。 感染组小鼠于给予 ２％ 的

盐水直至开始给药，以增强细菌感染力。
（３）幽门螺杆菌感染检测方法

灌胃感染结束后一周，随机取 ８ 只感染组小鼠

及 ２ 只空白对照组小鼠做感染检测，以确定 Ｈ．
ｐｙｌｏｒｉ 在动物体内感染定植。 检测前小鼠禁食 ２４ ｈ，
小鼠处死后，使用灭菌的手术器械，取出胃组织，沿
胃大弯剪开胃部，使用无菌的 ＰＢＳ 冲洗胃部残渣。
取胃腺部随机分为 ２ 份，一份剪下后置于快速尿素

酶试剂内；一份液氮急冻用于 ＰＣＲ 检测。 置于快速

尿素酶试剂内胃腺部组织在 ３７℃烘箱内孵育 ６ ｈ，
颜色变为红色表明感染成功。 取另一份胃腺体组

织，依据细菌 ＤＮＡ 提取试剂盒说明书操作提取

ＤＮＡ。 使用引物 １６ｓ， 扩增条件为 ９４℃ 预变性

２ ｍｉｎ，９４℃解链 ２ ｓ，５３℃ 退火 ２ ｓ，７２℃ 延伸 ３０ ｓ，
３５ 个循环。 配置 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶，１００ Ｖ，３５ ｍｉｎ，
５ μＬ 上样量，对 ＰＣＲ 扩增产物电泳检测。 扩增产物

目的长度为 ３７５ ｂｐ。 引物设计结果见表 １。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ
基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅｓ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

１６ｓ Ｆｏｒｗａｒｄ
Ｒｅｖｅｒｓｅ

５′⁃ＴＡＴＧＡＣＧＧＧＴＡＴＣＣＧＧＣ⁃３′
５′⁃ＡＴＴＣＣＡＣＴＴＡＣＣＴＣＴＣＣＣＡ⁃３′

ＧＡＰＤＨ
Ｆｏｒｗａｒｄ ５′⁃ＡＧＧＴＴＧＴＣＴＣＣＴＧＣＧＡＣＴＴＣＡ⁃３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ ５′⁃ＣＣＡＧＧＡＡＡＴＧＡＧＣＴＴＧＡＣＡＡＡＧ⁃３′

ｉＮＯＳ
Ｆｏｒｗａｒｄ ５′⁃ＧＧＣＡＧＣＣＴＧＴＧＡＧＡＣＣＴＴＴＧ⁃３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ ５′⁃ＣＧＴＴＴＣＧＧＧＡＴＣＴＧＡＡＴＧＴＧＡ⁃３′

ＣＯＸ⁃２
Ｆｏｒｗａｒｄ ５′⁃ＣＡＧＧＡＡＧＴＣＴＴＴＧＧＴＣＴＧＧＴＧＣＣ⁃３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ ５′⁃ＧＣＴＧＧＴＴＴＧＧＡＡＴＡＧＴＴＧＣＴＣＡＴＣＡ⁃３′

ＴＮＦ⁃α
Ｆｏｒｗａｒｄ ５′⁃ＧＣＡＣＣＡＣＣＡＴＣＡＡＧＧＡＣＴＣＡ⁃３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ ５′⁃ＴＣＧＡＧＧＣＴＣＣＡＧＴＧＡＡＴＴＣＧ⁃３′

ＩＬ⁃１β
Ｆｏｒｗａｒｄ ５′⁃ＡＣＡＣＴＣＣＴＴＡＧＴＣＣＴＣＧＧＣＣＡ⁃３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ ５′⁃ＴＧＧＴＴＴＣＴＴＧＴＧＡＣＣＣＴＧＡＧＣ⁃３′

１􀆰 ３􀆰 ３　 病理学检测

饲养结束后，脱颈椎处死动物，采用无菌无酶

处理后的手术器械剖腹取胃，沿胃大弯剪开，用生

理盐水洗去胃内容物，沿胃小弯剪取从胃窦到胃体

组织，分为 ３ 份，两份置于 ４％ 多聚甲醛中固定，分
别做 ＨＥ 染色观察胃炎程度和硼砂美兰染色观察幽

门螺杆菌感染状况并参考文献评分［７］；另一份液氮

中速冻，后移至 － ７０℃冰箱保存备用。
１􀆰 ３􀆰 ４　 组织内氧化应激相关指标的测定

取出冻存组织，匀浆后再 ４℃， １２０００ ｇ 离心 ５
ｍｉｎ 取上清液，分别参照 ＭＰＯ、ＳＯＤ、 ＭＤＡ 和 ＣＡＴ
检测试剂盒方法进行检测。
１􀆰 ３􀆰 ５　 组织内促炎因子基因表达水平的测定

胃组织中总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 合成：参照

ＴＲＩｚｏｌ 说明书方法提取胃组织的总 ＲＮＡ，在超紫外

分光光度仪上测 Ｄ（λ）２６０ ｎｍ ／ ２８０ ｎｍ 比值达到 １􀆰 ８
～ ２􀆰 ０ 后，按逆转入试剂盒操作方法得到 ｃＤＮＡ。
引物设计结果见表 １。 实时荧光定量 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 扩增

程序用荧光定量检测试剂盒，在 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 荧光定量

ＰＣＲ 仪上扩增。 扩增条件：９５℃预变性 １０ ｍｉｎ，９５℃
变性 １５ ｓ，６０℃延伸 ６０ ｓ，４０ 个循环。 分析结果，得
出各组内参基因和目的基因 Ｃｔ 值，运用 ２ －△△Ｃｔ公式

计算。
１􀆰 ４　 统计方法

采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 统计软件，数据均数 ± 标准差

（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示，组间比较采用单因素方差检验和最

小显著性差异法（ＬＳＤ）；组织切片评分，釆用检验

Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ 检验，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 作为差

异有显著性。

２　 实验结果

２􀆰 １　 幽门螺杆菌感染检测结果

感染组动物胃腺体组织快速尿素酶试剂检测

为红色，同时其 ＰＣＲ 扩增可以得到长度为 ３７５ ｂｐ 的

１６ｓ 产物。 综上结果显示幽门螺杆菌成功在体感

染，见图 １。
２􀆰 ２　 幽门螺杆菌感染模型病理切片结果

相比正常组，模型组 ６ 周的胃粘膜层显示出现

单核细胞密集和浸润的慢性胃炎病理学变化，同时

可见 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染，属于 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 相关慢性胃炎的

阶段；模型组 １２ 周的胃粘膜层不仅表现出慢性炎症

和 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染，而且出现了胃固有腺体减少，被
炎性细胞取代，纤维组织增加的情况，属于 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ
相关萎缩性胃炎；模型组 ６ 周和 １２ 周的胃黏膜层均

少见中性粒细胞浸润，见图 ２、表 ２ ～ ６。
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注：Ａ：快速尿素酶法检测 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染（左侧 ２ 管为空白对照组，ＲＵＴ 为阴性，显黄色；右侧 ８ 管

为感染组，ＲＵＴ 为阳性，显红色）；Ｂ：ＰＣＲ 检测 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染。

图 １　 幽门螺杆菌鉴定结果

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｒａｐｉｄ ｕｒｅａｓｅ ｔｅｓｔ ｏｆ Ｈ． ｐｏｌｙｒｉ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｌｅｆｔ ｔｗｏ ｔｕｂｅｓ： ｙｅｌｌｏｗ， ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ． Ｒｉｇｈｔ ８
ｔｕｂｅｓ： ｒｅｄ， ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， ＲＵＴ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ． Ｂ： ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．

Ｆｉｇ． １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ． ｐｏｌｙｒｉ

图 ２　 ＨＥ 染色组织切片及硼砂美兰染色组织切片（ × ２００）
Ｆｉｇ． ２　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｍｕｃｏｓａ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ （ＨＥ ａｎｄ ｂｏｒａｘ⁃ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

表 ２　 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染小鼠胃组织切片慢性炎症程度
Ｔａｂ． ２　 Ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ

例数（ｎ）
慢性胃炎程度

Ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
０ １ ２ ３　

Ｐ

正常组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ８ ７ １ ０ ０

模型组（６ 周）Ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， ６ ｗｅｅｋｓ ８ １ ７ ０ ０ ＜ ０􀆰 ０１

模型组（１２ 周）Ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， １２ ｗｅｅｋｓ ８ １ ６ １ ０ ＜ ０􀆰 ０１

注：分数：无，０；轻度，１；中度，２；重度，３。
Ｎｏｔｅ． Ｓｃｏｒｅｓ： ｎｏｒｍａｌ， ０； ｍｉｌｄ， １； ｍｏｄｅｒａｔｅ， ２； ｓｅｖｅｒｅ， ３．

９中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ７ 月第 ２７ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ７



表 ３　 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染小鼠胃组织切片活动性炎症程度
Ｔａｂ． ３　 Ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ

例数
（ｎ）

活动性炎症程度
Ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

０ １ ２ ３
Ｐ

正常组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ８ ８ ０ ０ ０

模型组（６ 周）
Ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， ６ ｗｅｅｋｓ ８ ７ １ ０ ０ ＞ ０􀆰 ０５

模型组（１２ 周）
Ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， １２ ｗｅｅｋｓ ８ ６ ２ ０ ０ ＞ ０􀆰 ０５

注：分数：无，０；轻度，１；中度，２；重度，３。
Ｎｏｔｅ． Ｓｃｏｒｅｓ： ｎｏｒｍａｌ， ０； ｍｉｌｄ， １； ｍｏｄｅｒａｔｅ， ２； ｓｅｖｅｒｅ， ３．

表 ４　 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染小鼠胃组织切片萎缩程度
Ｔａｂ． ４　 Ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｇｌａｎｄｕｌａｒ ａｔｒｏｐｈｙ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ

例数
（ｎ）

萎缩程度
Ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ａｔｒｏｐｈｙ

０ １ ２ ３　
Ｐ

正常组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ８ ７ ０ ０ ０

模型组（６ 周）
Ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， ６ ｗｅｅｋｓ ８ ７ １ ０ ０ ＞ ０􀆰 ０５

模型组（１２ 周）
Ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， １２ ｗｅｅｋｓ ８ ３ ５ ０ ０ ＜ ０􀆰 ０５

注：分数：无，０；轻度，１；中度，２；重度，３。
Ｎｏｔｅ． Ｓｃｏｒｅｓ： ｎｏｒｍａｌ， ０； ｍｉｌｄ， １； ｍｏｄｅｒａｔｅ， ２； ｓｅｖｅｒｅ， ３．

表 ５　 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染小鼠胃组织切片肠化生程度
Ｔａｂ． ５　 Ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｅｔａｐｌａｓｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ

例数
（ｎ）

肠化生程度
Ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｅｔａｐｌａｓｉａ

０ １ ２ ３　
Ｐ

正常组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ８ ８ ０ ０ ０

模型组（６ 周）
Ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， ６ ｗｅｅｋｓ ８ ６ ２ ０ ０ ＞ ０􀆰 ０５

模型组（１２ 周）
Ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， １２ ｗｅｅｋｓ ８ ２ ５ １ ０ ＜ ０􀆰 ０１

注：分数：无，０；轻度，１；中度，２；重度，３。
Ｎｏｔｅ． Ｓｃｏｒｅｓ： ｎｏｒｍａｌ， ０； ｍｉｌｄ， １； ｍｏｄｅｒａｔｅ， ２； ｓｅｖｅｒｅ， ３．

表 ６　 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染小鼠胃组织切片细菌定植程度
Ｔａｂ． ６　 Ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ

例数
（ｎ）

Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 定植程度
Ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ ｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ

０ １ ２ ３　
Ｐ

正常组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ８ ８ ０ ０ ０

模型组（６ 周）
Ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， ６ ｗｅｅｋｓ ８ １ ７ ０ ０ ＜ ０􀆰 ０１

模型组（１２ 周）
Ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， １２ ｗｅｅｋｓ ８ １ ６ １ ０ ＜ ０􀆰 ０１

注：分数：无，０；轻度，１；中度，２；重度，３。
Ｎｏｔｅ． Ｓｃｏｒｅｓ： ｎｏｒｍａｌ， ０； ｍｉｌｄ， １； ｍｏｄｅｒａｔｅ， ２； ｓｅｖｅｒｅ， ３．

２􀆰 ３　 幽门螺杆菌感染模型胃组织中氧化应激相关

指标表达结果

与正常组相比，模型组小鼠胃组织中 ＣＡＴ 和

ＳＯＤ 含量均有不同程度的下降；ＭＰＯ 和 ＭＤＡ 含量

均有显著上升，其中模型 １２ 周增加程度高于模型 ６
周，见表 ７。
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表 ７　 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染小鼠胃组织中氧化应激指标的表达（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ８）
Ｔａｂ． ７　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ

ＣＡＴ
Ｕ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ

ＳＯＤ
Ｕ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ

ＭＤＡ
Ｕ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ

ＭＰＯ
Ｕ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ

正常组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １９􀆰 ７８ ± ３􀆰 ８２ ５􀆰 １２ ± ０􀆰 ８８ ０􀆰 ０８４ ± ０􀆰 ０２２ ０􀆰 ０３４ ± ０􀆰 ０１３

模型组（６ 周）
Ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， ６ ｗｅｅｋｓ １１􀆰 ３２ ± ４􀆰 １２ΔΔ ４􀆰 ８９ ± ０􀆰 ７９ ０􀆰 １２２ ± ０􀆰 ０１８ΔΔ ０􀆰 ０５８ ± ０􀆰 ０１７ΔΔ

模型组（１２ 周）
Ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， １２ ｗｅｅｋｓ １０􀆰 ６６ ± ３􀆰 ５２ΔΔ ４􀆰 １８ ± ０􀆰 ５７Δ ０􀆰 １６１ ± ０􀆰 ０３１∗∗ ０􀆰 ０８０ ± ０􀆰 ０１９∗∗

注：与正常对照组比较，ΔＰ ＜ ０􀆰 ０５，ΔΔＰ ＜ ０􀆰 ０１；与模型 ６ 周组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ΔＰ ＜ ０􀆰 ０５， ΔΔＰ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ６⁃ｗｅｅｋ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

表 ８　 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染小鼠胃组织中相关促炎因子表达（ 􀭰ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ８）
Ｔａｂ． ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｒｏ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ

ｉＮＯＳ ＣＯＸ⁃２ ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃１β
正常组

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ０２ ± ０􀆰 ２５ １􀆰 ００ ± ０􀆰 ２９ １􀆰 ００ ± ０􀆰 １０ １􀆰 ０４ ± ０􀆰 ２８

模型组（６ 周）
Ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， ６ ｗｅｅｋｓ ４􀆰 ０４ ± １􀆰 ２５ΔΔ ３􀆰 ２４ ± ０􀆰 ９２ΔΔ １􀆰 ４５ ± ０􀆰 ４０Δ ４􀆰 ８０ ± １􀆰 ２８ΔΔ

模型组（１２ 周）
Ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， １２ ｗｅｅｋｓ １２􀆰 ５６ ± ３􀆰 ３６∗∗ ５􀆰 １５ ± １􀆰 ０８∗∗ ４􀆰 ４９ ± ０􀆰 ９４∗∗ ９􀆰 ８６ ± ２􀆰 １８∗∗

注：与正常对照组比较，ΔＰ ＜ ０􀆰 ０５，ΔΔＰ ＜ ０􀆰 ０１；与模型 ６ 周组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ΔＰ ＜ ０􀆰 ０５， ΔΔＰ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ６⁃ｗｅｅｋ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

２􀆰 ４　 幽门螺杆菌感染模型胃组织中相关促炎因子

表达结果

与正常组相比，模型组小鼠胃组织中 ＣＯＸ⁃２、
ｉＮＯＳ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 的基因表达均明显上升，其中模

型 １２ 周促炎因子表达高于模型 ６ 周。 见表 ８。

３　 讨论

Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ（ Ｓｙｄｎｅｙ ｓｔｒａｉｎ １，ＳＳ１）是 Ｌｅｅ 等人从

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠体内分离而出［８］，具有高致病性的致

病岛（ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｉｓｌａｎｄ）基因，能编码 ＩＶ 型分泌系

统（ Ｔ４ＳＳ） 和毒素相关蛋白 Ａ （ ｃｙｔｏｔｏｘｉｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ， ＣａｇＡ）， 同 时 空 泡 毒 素 Ａ （ ｖａｃｕｏｌａｔｉｎｇ
ｃｙｔｏｔｏｘｉｎ Ａ，ＶａｃＡ）表达也呈现阳性，足以导致宿主

细胞在增殖，骨架重排，细胞连接，形态延伸与散射

等方面的改变，破坏胃上皮细胞。 此外，Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感
染还会通过与宿主免疫系统相互作用而激活免疫

应答，招募而来的炎性细胞不仅会释放的促炎因子

加剧局部炎症程度，而且会累积大量的活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ， ＲＯＳ） 和活性氮 （ ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＮＳ） ［９，１０］，原本这些活性物质具有

清除外来微生物的作用，但 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 具备逃逸清除

的功能，因此氧化应激生成的活性物质不仅无法杀

灭细菌，反而破坏了机体自身系统的平衡并造成炎

症等多种应激损伤，是导致最终相关胃炎发生的重

要因素。

Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 在体感染的难点是需要有在体适应能

力强的 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 菌株，本实验使用的菌株由澳大利

亚莫纳什大学的 Ｒｉｃｈａｒｄ Ｆｅｒｒｅｒｏ 教 授 馈 赠， 从

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠在体分离出来之后体外共传 ５ 代的

Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ（ＳＳ１），细菌灌胃前在液体环境中培养 １６
～ １８ ｈ 使其进入对生长数期，并让动物禁食 ４ ～
１２ ｈ，灌胃完成后再禁食 １ ～ ２ ｈ 便于 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 定
植。 除了细菌因素以外，作为实验感染对象的小鼠

也需要严格的质量控制，鼠源性 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 在小鼠种

群内的传染性极强，而被鼠源性 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染的小

鼠不仅难以接种上 ＳＳ１ 菌株，而且也无法保证实验

的统一性，因此在实验前先使用 ＰＣＲ 技术确定购置

的小鼠胃部没有 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染也尤为重要。 与此

同时，造模期间给予 ２％ 的盐水也能增加 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ
的定 植 成 功 率［１１］。 国 内 外 文 献 中， 虽 有 应 用

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠成功建立 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 相关胃炎模型的

报道，但对于其病理机制探讨较少。 本次实验不仅

证明模型小鼠在感染 ６ 周后会出现慢性胃炎，感染

１２ 周后出现萎缩性胃炎；而且其胃组织中 ＭＤＡ、
ＭＰＯ 的含量和 ＣＯＸ⁃２、ｉＮＯＳ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 基因的表

达均显著上升，ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 含量显著下降，并伴随

着 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 定植时间的延长而加重；说明模型小鼠

胃组织中促炎因子的表达不断增加，氧化⁃抗氧化平

衡体统被打破，局部氧化应激程度持续加剧，最终

表现出更严重的炎症损伤，推动 Ｈ． ｐｙｌｏｒｉ 感染相关

１１中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ７ 月第 ２７ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ７



慢性胃炎的发展。 本次实验所采用的动物造模方

法成功率高，并探讨了模型的致病机理，为实验的

重复以及进一步深人研究提供了基础。
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·专家问答·

问：大鼠脑脊液抽取方法

答：采集大鼠脑脊液可参考的方法有经皮穿刺延髓池抽取脑脊液法、直视下划破硬脊膜抽取脑脊液法

和直视下微量进样器经硬脊膜穿刺抽取脑脊液法。 方法一，是在非直视下操作，故要求操作者熟悉大鼠头

颈部解剖结构，精确掌握进针点、角度与深度，并根据个体差异调整手法。 方法二，简单方便，对操作者技术

要求低，但是割破硬脊膜易造成脑脊液流失和少量的血污染，因此采集量以及采集效率会受影响。 方法三，
效果最佳，成功率可达 １００％ ，且污染率最低。 方法要点：麻醉、固定大鼠，剪去背毛，两耳根的连线处剪开一

横切口，中点纵向剪开，将皮分离用止血钳拉向两侧。 紧贴大鼠颅底用镊子和止血钳逐层钝性分离各层肌

肉，暴露出枕骨大孔。 手持 １００ μＬ 微量进样器，针尖斜面向上，与水平面呈 ２０ ～ ３０ 度角刺入枕骨大孔，进
针深度大约 ２ ～ ３ ｍｍ。 刚刺入时会有强烈的突破感，此时即可得到少许脑脊液，待固定针体后，继续缓慢抽

取，采集量可达 １００ μＬ。

（感谢中国医学科学院医学实验动物研究所 张丽 的解答）
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