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消化性溃疡患者血清幽门螺杆菌尿素酶表达及其影响因素
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　　摘　要：目的　研究消化性溃疡患者血清幽门螺旋杆菌尿素酶（ＵｒｅＡ和 ＵｒｅＢ）表达及其影响因素。方法　选择消化性溃疡

患者作为观察组、健康体检者作为对照组，采用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的方法检测外周血尿素酶 ｍＲＮＡ和蛋白水平表达量的

变化情况，并以尿素酶的变化作为因变量对影响因素进行二分类非条件Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析。结果　观察组 ＵｒｅＡ的 ｍＲＮＡ和蛋

白水平与对照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；ＵｒｅＢ的ｍＲＮＡ和蛋白平均明显高于对照组（犘＜０．０５）；消化性溃疡 ＵｒｅＢ表

达量大于或等于１００的患者中，年龄大于或等于４０岁的例数与 ＵｒｅＢ＜１００的患者比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；饮食规律

的例数明显少于ＵｒｅＢ＜１００的患者，有吸烟史、酗酒史、焦虑和抑郁情绪的例数明显多于 ＵｒｅＢ＜１００的患者（犘＜０．０５）；ＵｒｅＢ表

达量升高与吸烟史、酗酒史和精神状态呈正相关，与饮食习惯呈负相关。结论　消化性溃疡患者外周血尿素酶 ＵｒｅＢ的表达量明

显升高，并且与饮食因素呈负相关，与精神因素、吸烟、酗酒呈正相关。
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　　消化性溃疡的发生与胃酸分泌过多、幽门螺杆菌感染、胃

黏膜屏障损坏、胃排空延缓以及胆汁反流密切相关。幽门螺杆

菌通过表达和分泌Ｃａｇ蛋白、尿素酶等来诱发溃疡的发生。

其中，尿素酶（Ｕｒｅａｓｅ）能够通过水解尿素释放ＮＨ４
＋与胃酸发

生中和反应，进而保证幽门螺杆菌能够耐受胃部酸性环境、穿

过胃黏液的物理屏障而定植于胃黏膜表面。在此为了进一步

探讨消化性溃疡患者血清幽门螺杆菌尿素酶表达及其影响因

素，笔者进行了下列研究，现将结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１０年６月３０日到２０１１年６月３０日

期间在本院就诊的１６０例消化性溃疡患者的临床资料作为观

察组，其中胃溃疡９１例、十二指肠溃疡６９例，男９２例、女６８

例，年龄分布在２７～５９岁，平均年龄（４２．５８±６．９３）岁，病程

１～７年、平均（３．８７±０．５６）年。所有患者均出现了典型的腹

部疼痛、饱胀感、消化功能不良等临床症状，并且经过胃镜检查

及１４Ｃ尿素呼气试验确诊为幽门螺杆菌阳性胃溃疡。选择同

期在我院体检的１６０例健康者作为对照组，其中男９０例、女

７０例，年龄分布在２５～６０岁，平均年龄（４１．９８±５．９８）岁。两

组患者性别、年龄、全身情况等差异均无统计学意义（犘＞

０．０５），具有可比性。

１．２　观察指标

１．２．１　一般情况调查　采用问卷调查的形式了解患者的年龄

层次、饮食习惯、吸烟史、酗酒史、焦虑和抑郁的精神状况。

１．２．２　血清尿素酶 ｍＲＮＡ水平检测（ＲＴＰＣＲ）　采用血清

ＲＮＡ提取试剂盒（北京天根公司）抽提患者外周血中的总ｍＲ

ＮＡ、并反转录合成ｃＤＮＡ第一链。ＰＣＲ扩增采用ｓｙｂｇｒｅｎｎ荧

光定量 ＰＣＲ 试剂 盒 （Ｔａｋａｒａ公 司），扩 增 仪 器 为 安 捷 伦

Ｍｘ３０００Ｐ荧光定量ＰＣＲ仪，扩增条件：９５℃、１５ｓ，特异性退

火温度、３０ｓ，７２ ℃、３０ｓ，４０个循环。βａｃｔｉｎ：上游５′ＴＧＴ

ＧＴＴＧＧＣ ＧＴＡ ＣＡＧ ＧＩＣ ＴＴＴ Ｇ３′、下游 ５′ＧＧＧ ＡＡＡ

ＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴＡＡＧ３′，退火温度６０℃。ＵｒｅＡ：上

游５′ＧＣＧＴＣＣＣＴＡ ＡＴＧＧＣＴ ＡＧＣＣＡ３′、下游５′ＴＴＣ
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ＧＣＣＡＡＴＣＣＡＴＧＧＣＡＡＣＧＣ３′，退火温度５８．１℃；ＵｒｅＢ：

上游５′ＴＧＣＣＡＣ ＧＴＣ ＡＡＴ ＧＧＣ ＡＴＣ３′；下游 ５′ＧＧＡ

ＡＣＴＣＡＧＣＧＣＴＴＡＡＣＧＧＡＴ３′，退火温度６２．１℃。

分别扩增同一样本的目的基因ＵｒｅＡ、ＵｒｅＢ以及看家基因

βａｃｔｉｎ。根据扩增曲线得到Ｃｔ值（ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ）并利用其

ΔＣｔ值进行相对定量，即用每个样本目的基因的Ｃｔ值减去的

βａｃｔｉｎ的Ｃｔ值得到ΔＣｔ值，再用观察组的ΔＣｔ减去对照组的

ΔＣｔ（ΔΔＣｔ），代入公式２－ΔΔＣｔ计算即得到处理组相对对照组

ＰＣＲ产物的浓度比值。取对照组目的基因的计算值为１００，乘

以上述的浓度比值即得出对照组目的基因的数值，以此来反映

ＵｒｅＡ和ＵｒｅＢ表达量的变化。

１．２．３　血清尿素酶蛋白水平检测（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　配制１０％

的上层胶和５％的下层胶。上样后采用１００Ｖ电压进行垂直

电泳（天能公司ＶＥ１８０垂直电泳槽）２０ｍｉｎ，当样品进入上下

层胶的交界处并形成水平线状时，将电压调至１２０Ｖ，继续电

泳９０ｍｉｎ。取出凝胶，进行电转膜。电转膜后将 ＮＣ膜置于

５％脱脂奶粉中封闭２ｈ，而后用ＴＢＳＴ洗３遍，每遍５ｍｉｎ。按

照ＮＣ膜上标记物的指示，分别裁剪ＣＫ和ａｃｔｉｎ所在的条带，

加入山羊来源的ＵｒｅＡ、ＵｒｅＢ第一抗体和兔来源的ａｃｔｉｎ第一

抗体，摇床孵育１ｈ后放于４℃孵育过夜。第２天取出ＮＣ膜，

ＴＢＳＴ洗３遍，每遍５ｍｉｎ，加辣根过氧化物酶标记的驴抗羊第

二抗体或鼠抗兔第二抗体室温孵育１ｈ。最后在 ＮＣ膜上加

０．２～０．５ｍＬＥＣＬ发光试剂进行显影。采用Ｉｍａｇｅ图像分析

软件对所得图片进行灰度分析，得到基因条带的灰度值。用每

个样本目的基因 ＵｒｅＡ、ＵｒｅＢ的灰度值与βａｃｔｉｎ的灰度值相

比，即得到该样本中目的基因蛋白水平的相对浓度。取对照组

目的基因的相对浓度为１００，计算出目的基因 ＵｒｅＡ和 ＵｒｅＢ

蛋白水平的相对浓度。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件对上述数据进行统计

学分析，计量资料采用狋检验、计数资料单因素分析采用卡方

检验，所得结果均按犘＜０．０５判定为具有统计学差异。根据

单因素分析结果，按下列标准进行二分类量化：年龄小于４０岁

为０分、大于或等于４０岁为１分；饮食习惯不规律为０分、规

律为１分；吸烟史无为０分、有为１分；无酗酒史为０分、有酿

酒为１分；精神状况，ＨＡＭＡ评分小于１８、ＨＡＭＤ评分小于

１６则为０分，ＨＡＭＡ评分大于或等于１８、ＨＡＭＤ评分大于或

等于１６则为１分，并以尿素酶的变化作为应变量对影响因素

进行二分类非条件Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析。

２　结　　果

２．１　两组患者外周血尿素酶表达情况　观察组 ＵｒｅＡ的 ｍＲ

ＮＡ和蛋白水平与对照组比较无统计学差异（犘＞０．０５）；ＵｒｅＢ

的ｍＲＮＡ和蛋白水平均明显高于对照组（犘＜０．０５）。

表１　　观察组和对照组ＵｒｅＡ、ＵｒｅＢ表达量情况比较

组别
ｍＲＮＡ水平

ＵｒｅＡ ＵｒｅＢ

蛋白水平

ＵｒｅＡ ＵｒｅＢ

对照组 １００ １００ １００ １００

观察组 １０３．７４±１１．４８ １９８．５７±２０．８５ １０２．９５±１０．８８ ２１９．８５±２３．５７

狋值 ０．７２３ ８．９５２ ０．６２３ ９．８５２

犘值 ０．０８７２ ０．０３１８ ０．０７８２ ０．０２９６

２．２　消化性溃疡患者ＵｒｅＢｍＲＮＡ表达水平影响因素的单因

素分析　消化性溃疡 ＵｒｅＢｍＲＮＡ水平大于或等于１００的患

者中，年龄大于或等于４０岁的例数与 ＵｒｅＢ＜１００的患者比较

差异无统计学意义（犘＞０．０５）；饮食规律的例数明显少于

ＵｒｅＢ＜１００的患者，有吸烟史、酗酒史、焦虑和抑郁情绪的例数

明显多于ＵｒｅＢ＜１００的患者（犘＞０．０５），见表２。

表２　　ＵｒｅＢｍＲＮＡ表达水平影响因素的

　　　单因素分析结果（狀）

ｍＲＮＡ水平 狀
年龄大于或

等于４０岁

规律

饮食

有吸

烟史

有酗

酒史

焦虑

抑郁

ＵｒｅＢ≥１００ ９７ ６３ １８ ７２ ５４ ６１

ＵｒｅＢ＜１００ ６３ ４３ ５３ １３ ７ １１

χ
２值 － １．０８３ ７．７４２ １２．４８２ １５．３２７ １０．８４２

犘值 － ０．０６２５ ０．０３８７ ０．０１９８ ０．０１０７ ０．０２８４

　　－：无数据。

２．３　消化性溃疡患者ＵｒｅＢ蛋白表达水平影响因素的单因素

分析　消化性溃疡ＵｒｅＢ蛋白水平大于或等于１００的患者中，

年龄大于或等于４０岁的例数与 ＵｒｅＢ＜１００的患者差异无统

计学意义（犘＞０．０５）；饮食规律的例数明显少于 ＵｒｅＢ＜１００的

患者，有吸烟史、酗酒史和焦虑抑郁情绪的例数明显多于 ＵｒｅＢ

＜１００的患者（犘＜０．０５），见表３。

表３　　ＵｒｅＢ蛋白表达水平影响因素的单因素分析结果（狀）

ｍＲＮＡ水平 狀
年龄大于或

等于４０岁

规律

饮食

有吸

烟史

有酗

酒史

焦虑

抑郁

ＵｒｅＢ≥１００ ９６ ６５ １５ ６９ ５１ ５９

ＵｒｅＢ＜１００ ６４ ４１ ５６ １６ １０ １３

χ
２值 － ０．９７１ ７．１７４ １１．９４２ １４．８８３ １０．１７４

犘值 － ０．０７１８ ０．０３９８ ０．０２１３ ０．０１１８ ０．０２９９

　　－：无数据。

２．４　消化性溃疡患者 ＵｒｅＢ表达影响因素的Ｌｏｇｉｓｔｉｃ分析　

以消化性溃疡患者ＵｒｅＢ表达量的变化作为因变量，对饮食习

惯、吸烟史、酗酒史、精神状态４个自变量进行Ｌｏｇｉｓｔｉｃ分析可

知，ＵｒｅＢ表达量升高与吸烟史、酗酒史和精神状态呈正相关，

与饮食习惯呈负相关（犘＜０．０５），见表４。

表４　　消化性溃疡患者ＵｒｅＢ表达影响因素

　　　的Ｌｏｇｉｓｔｉｃ分析结果

影响因素 回归系数 标准误 ＯＲ值 ９５％犆犐 犘值

饮食习惯 －０．８２２ ０．１８４ ０．５６４ ０．３８２～０．７８９ ０．００２

吸烟史 ０．４９２ ０．１３１ １．９８４ １．２９２～２．５６７ ０．００１

酗酒史 ０．５８８ ０．３２２ １．６７８ １．０３９～２．２９４ ０．００５

精神状态 ０．８４２ ０．５７７ ２．３９４ １．７４２～３．０９４ ０．００１

３　讨　　论

消化性溃疡是指发生于胃和十二指肠的溃疡，是消化道常

见的疾病，患者会腹部节律性疼痛、消化道出现出血、穿孔甚至

发生梗阻。近些年该病的发病率呈现出日益升高的趋势。溃

疡的发生与多种因素相关，其中最根本的原因是攻击胃黏膜的

因素要强于保护胃黏膜的因素，攻击胃黏膜的因素包括胃酸分

泌过多、幽门螺杆菌感染、胃黏膜屏障损坏、胃排空延缓以及胆

汁反流［１］。其中胃酸是造成胃和十二指肠黏膜损伤的直接因

素，因此一直以来都将抑制胃酸分泌作为治疗消化性溃疡的重

点。抑制胃酸分泌的药物包括 Ｈ２拮抗剂、毒草碱受体拮抗

剂、质子泵抑制剂，这些药物的使用能够有效抑制胃酸的分泌、

缓解胃溃疡的临床症状。但是临床研究发现使用抑制胃酸分

泌药物后６个月溃疡的复发率相当高，达到了４０％～５０％。

相关研究发现，溃疡的复发与幽门螺杆菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）的感染密

切相关［２］，在使用抑酸药物治疗消化性溃疡时，并不能根除幽
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门螺杆菌，因此损伤胃黏膜的因素持续存在，进而导致了疾病

的复发。

幽门螺杆菌引起消化性溃疡的机制与其所表达和分泌的

Ｃａｇ蛋白、尿素酶等密切相关。其中，Ｃａｇ蛋白能直接作用于

胃黏膜的上皮细胞，诱导细胞凋亡、引起细胞坏死，进而导致胃

黏膜损伤和胃溃疡的发生［３］。尿素酶（Ｕｒｅａｓｅ）虽然不能直接

作用于胃和十二指肠黏膜，但是对于幽门螺杆菌在胃和十二指

肠黏膜上的定植和寄居具有极为重要的意义。尿素酶能够通

过水解尿素释放ＮＨ４
＋与胃酸发生中和反应，进而保证幽门螺

杆菌能够耐受胃部酸性环境、穿过胃黏液的物理屏障而定植于

胃和十二指肠黏膜表面。尿素酶占幽门螺杆菌所合成分泌蛋

白的６％～１０％，含量极为丰富
［４７］。该酶是一个相对分子质

量５５００００的金属蛋白酶，由尿素酶 Ａ（ＵｒｅＡ）和尿素酶 Ｂ

（ＵｒｅＢ）两个亚单位构成，呈六聚体结构。相关研究显示，ＵｒｅＢ

是尿素酶的活性亚基，对尿素酶的生物学功能起决定性的作

用［８９］。由上述研究可知，观察组 ＵｒｅＡ的 ｍＲＮＡ和蛋白水平

与对照组差异无统计学意义（犘＞０．０５）；ＵｒｅＢ的 ｍＲＮＡ和蛋

白水平均明显高于对照组（犘＜０．０５）。这就进一步验证了尿

素酶ＵｒｅＢ亚基在消化性溃疡发生发展过程中起着至关重要

的作用。

消化性溃疡的发生与年龄、饮食因素、精神因素以及吸烟、

饮酒等密切相关［１０１２］，为了进一步探讨这些因素对于尿素酶

ＵｒｅＢ表达量的影响，笔者进行了单因素分析和多因素分析。

通过单因素分析可知，消化性溃疡 ＵｒｅＢ表达量大于或等于

１００的患者中，年龄大于或等于４０岁的例数与 ＵｒｅＢ＜１００的

患者比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；饮食规律的例数明显

少于ＵｒｅＢ＜１００的患者（犘＜０．０５），有吸烟史、酗酒史和焦虑

抑郁情绪的例数明显多于ＵｒｅＢ＜１００的患者。这就说明饮食

习惯、精神因素、吸烟史和酗酒史与 ＵｒｅＢ表达量的升高密切

相关。为了进一步探讨上述因素与 ＵｒｅＢ表达量的关系，笔者

以ＵｒｅＢ的表达量为因变量进行了Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析。有结果

可以看出，ＵｒｅＢ表达量升高与吸烟史、酗酒史和精神状态呈正

相关，与饮食习惯呈负相关。这就说明吸烟、酗酒以及焦虑抑

郁情绪可以促进 ＵｒｅＢ的表达，是消化性溃疡发生的危险因

素；规律饮食可以抑制 ＵｒｅＢ的表达，是消化性溃疡发生的保

护因素。

综合以上讨论可以得出结论，消化性溃疡患者外周血尿素

酶ＵｒｅＢ的表达量明显升高，并且与饮食因素、精神因素、吸

烟、酗酒密切相关。
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［５］ 陈志央，陈意振，殷美芳，等．神经管畸形的产前筛查［Ｊ］．中国优

生与遗传杂志，２００５，１３（７）：１０３．

［６］ＳｉｍｍｏｎｓＣＪ，ＭｏｓｌｅｙＢＳ，ＦｕｌｔｏｎＢｏｎｄＣＡ，ｅｔａｌ．Ｂｉｒｔｈｄｅｆｅｃｔｓｉｎ

Ａｒｋａｎｓａｓ：ｉｓｆｏｌｉｃａｃｉｄｆｏｒｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｍａｋｉｎｇａｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ［Ｊ］．Ｂｉｒｔｈ

ＤｅｆｅｃｔｓＲｅｓＡＣｌｉｎＭｏｌＴｅｒａｔｏ，２００４，７０（９）：５５９５６４．

［７］ ＷａｌｋｅｒＭＣ，ＳｍｉｔｈＧＮ，ＰｅｒｋｉｎｓＳＬ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｈｏｍｏｅｙ

ｓｔｅｉｎｅｌｅｖｅｌｓｄｕｒｉｎｇｎｏｎｎａｌＰｒｅｇｎａｎｃｙ［Ｊ］．ＡｍＪＯｂｓｔｅｔＧｙｎｅｃｏｌ，

１９９９，１８０（３Ｐｔ１）：６６０６６４．

［８］ ＲｏｂｅｒｔｓＲＦ，ＲｏｂｅｒｔｓＷＬ．Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｏｔａｌｈｏ

ｍｏｅｙｓｔｅｉｎｅｉｎｓｅｒｕｍｏｒｐｌａｓｍａ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｉｎＡｅｔａ，２００４，３４４（１／

２）：９５１０４．

［９］ 刘大艳，肖立．孕妇羊水同型半胱氨酸、叶酸及 ＶｉｔＢ１２与胎儿畸

形的关系［Ｊ］．吉林医学，２０１１，３２（１０）：１８９３１８９４．

［１０］ＷｅｎｓｔｒｏｍＫＤ，ＪｏｈａｎｎｉｎｇＧＬ，ＯｗｅｎＪ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆａｍｎｉｏｔｉｃｆｌｕ

ｉｄｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅｌｅｖｅｌａｎｄｏｆｆｅｔａｌ５，１０ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒａｆｏｌａｔｅ

ｒｅｄｕｃｔａｓｅｇｅｎｏｔｙｐｅｉｎｔｈｅｅｔｉｏｌｏｇｙｏｆｎｅｕｒａｌｔｕｂｅｄｅｆｅｃｔｓ［Ｊ］．ＡｍＪ

ＭｅｄＧｅｎｅｔ．２０００，９０（１）：１２１６．

（收稿日期：２０１２１０１１）

·４８２· 国际检验医学杂志２０１３年２月第３４卷第３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．３


