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·基础研究·

健脾解毒方对幽门螺杆菌诱发胃癌过程
微血管密度及环氧合酶表达的影响

刘宁宁周利红殷佩浩王 炎范忠泽李琦
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摘要目的探讨健脾解毒方在幽门螺杆茵(虢f洳6∞泖p咖一，鼠p咖^)长期感染诱发c57BL／6小鼠
胃癌过程中对微血管密度(microves∞l density，MVD)和环氧合酶-2(COx．2)的调控作用，为其治疗鼠彤份一

相关性胃病提供实验依据。方法用且加订标准株悉尼株(尼咖一SSl)灌胃的方法建立凰咖一感染
c57B‰小鼠诱发胃癌动物模型，分为对照组、模型组、健脾解毒方低剂量组和健脾解毒方高剂量组，每组
40只小鼠。给药72周后处死小鼠，免疫组化法检测各组小鼠胃黏膜MVD的变化；实时荧光定量PCR法和

免疫组化法检测各组小鼠胃黏膜COx-2 mRNA和蛋白的表达。结果对照组、模型组、健脾解毒方低、高剂

量组胃癌的发生率分别为0、22。2％、11．1％和10．O％；胃黏膜MVD分别为(2．50±1．54)、(18。56±2．62)、

(14．61±3．60)和(7．39±1．75)个／cm2，模型组MVD较对照组明显增高(P<O．01)，健脾解毒方低、高剂量

组MVD显著降低(P<0．01)。模型组COx-2 mRNA和蛋白表达较对照组均明显增加(P<0．01)；健脾解毒

方低、高剂量组均可降低其表达，并呈现剂量依赖关系。结论 凰咖^感染可增加C57B们小鼠胃黏膜
MVD，促进cox_2的表达，可能在置咖一诱导的胃癌发生中起到促进作用；健脾解毒方可减少小鼠胃黏膜
MVD，抑制COx-2的表达，这可能是其防治胃癌的重要机制之一。

关键词幽门螺杆菌；胃癌；血管新生；微血管密度；环氧合酶-2；健脾解毒方

E№吼af J蜘pI JMu R∞i睥佣MIc帕垤68纠D帅sIly删Q，d∞恻驴帕舶瞳E印嘲8I伽In触搬矧_日豳r
卢，，Ii口订Indu∞d Gastnc Canoer LIU Ning-ning，ZHOU Li—hong，YIN Pei-hao，et aI口kp口九7ne眦矿Dnco幻冒y，Pu一

咖月却玩f够龇训幻‰，lg胁i‰觇邢毋。厂‰砌幻删吼沈阳胁如妇，踟，咖i(2∞D配)
ABsTRACT obj∞廿他Tb inVeStigate the怕guIato呵effE》ct 0f Jianpi Jiedu Recipe(JJR)on the microVes-

seI density(MVD)and cycIoo)(ygen觞e-2(COX_2)．n long-teml infection of—纠配D6目c姆r pj阿D疗induced gastric

cancer 0f(、57BL，6 mjce，thus prOvjdjng expenmentaI bases for its t怕atment of the M捌成埘cor怕Iated gastropa—

thy．Methods c57BL／6 mouse gastric∞ncer modeI indu∞d by M∥幻W．nfection w∞estabIished by g∞troga·

Vage of M功，Jb—standard st隐in SSl．Mice we怆di、，ided into the∞ntr0I group，the modeI group，lOw dOse JJR

group，and the high dose JJR group，40 in each group．Mice were sacnficed after 72一week medicatiOn．Changes

of the gastric mucosa MVD of mice in each group we旧dete咖d by immunOhiStIDchemicaI method．Exp怕ssiOns of

COX-2 mRNA and protein we怕detected by ReaI-time们u0伦scent quantitatiVe p0Iyme限se Chain怆action and im‘

munOhistochemica|methOd．ResIn伍 The Occur怕n∞r砒e of gastr．c can∞r in the control group，the mOdel
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3．60，and 7．39±1．75，respectiveIy．The gast r．c mucOsa MVD in the modeI group inCreased mOre ObViOusIy

than that in the cont门DJ group(尸<0．01)．The gastrjc mucosa MVD signjfjca几tIy dec门eased in the Iow dose JJR

group and the high dose JJR group(尸<0．01)．Expressions of CO×-2 mRNA and p-otejn in the modeI group in·

creased more obViousIy than those in the controI group(P<0．01)．Low dose JJR and high dose JJR couId de-
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crease their e)(pressions in a dose dependent manner．Conclusi佃s，_，．卢删infection couId increase the gastric
muc0Sa MVD 0f C57BL，6 mice and promote CO×-2 exp怕ssions，whjCh might pIay a pmmoting e仟ect in the inc．-

dence of H卢删induced gastric cancer．JJR couId decrease the gastric mucosa MVD and inhibit CO×-2 expres。
siOns，which might be 0ne 0f．ts imp0旧nt mechanisms 0f preVent．ng and t怕ating gastnc cancer．
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胃癌是我国常见的恶性肿瘤，其发病率居恶性肿

瘤的第2位，病死率居恶性肿瘤的首位⋯，幽门螺杆菌

(胁Z记D6∞衙础亓，凰咖一)感染在胃癌发生过程中
起着重要作用，但其引起胃癌发生发展的机制尚不清

楚。研究表明[2】，且咖^感染引起胃癌发生与血管
新生关系密切。环氧合酶．2(cyclooxygen硒e-2，COX一

2)是花生四烯酸转化为前列腺素(pmstaglandins，PG8)

代谢中重要的限速酶，其不仅是启动炎症反应的关键

酶，而且其表达和胃癌发生发展密切相关旧，4J。我们

既往的研究M1发现以健脾解毒方组方的中药对幽门螺

杆菌相关胃病有良好的防治作用，但其确切作用机制

尚不清楚。本研究旨在探讨鼠咖^感染诱发
c57BL／6小鼠胃癌的过程中对微血管密度(microves-

∞l den8畸，MVD)和cOx-2表达的影响及健脾解毒方

的调控作用，为阐明且咖一感染诱导胃癌发生机制
和健脾解毒方治疗凰p加矗感染胃病提供实验依据。

材料与方法

1 动物标本 采用随机数字表法将160只

C57B蜥小鼠[购于上海西普尔一必凯实验动物有限
公司，动物许可证号为SCXK(沪)2003—0002]分成4

组：对照组、模型组、健脾解毒方(由生黄芪、白术、猪

苓、八月札、野葡萄藤、石见穿等组成，由本院制剂中心

将全方按比例煎煮，最后浓缩成含生药1．33 g／mL的

口服液，每支20 mL含生药26．6 g)低剂量组和健脾解

毒方高剂量组。除对照组外，参见课题组前期研究m J，

其他3组每只小鼠用日．p咖矗标准株悉尼株(日．p，，lco·
矗sSl)菌液l mL(含l×109CFU)灌胃，间隔l天，共

感染5次，对照组以1 mL灭菌PBs代替。在末次灌喂

菌液后，健脾解毒方低、高剂量组每只小鼠灌喂健脾解

毒方口服液10、20 mL／(kg·d)[10 mL／(kg·d)为临

床用量，而20 mL／(kg·d)为2倍临床用量]，均为每

天2次。72周时，模型组H咖一的定植率为100％，
健脾解毒方低、高剂量组H加疗的定植率均为O。
病理检查发现，72周时，对照组、模型组、健脾解毒方

低、高剂量组胃癌发生率分别为0、22．2％、11．1％、

10．o％，参照课题组前期研究№]。表明经口灌喂尼

p咖一可长期定植C57B蜘小鼠胃黏膜，健脾解毒方
可降低c57BL／6小鼠H础矗的定植率；H p咖^感
染可诱发c57B佻小鼠胃癌的发生，健脾解毒方可降
低小鼠胃癌的发生率。本实验C57BL／6小鼠胃黏膜

标本均来自既往研究所建立的且p咖^感染的小鼠，
本实验室保存标本，标本存于上海中医药大学附属普

陀医院肿瘤实验室。

2 主要试剂与仪器 总RNA抽提试剂RNAi∞

Reagent，荧光定量PcR试剂盒，日本TaKaRa公司；兔

抗鼠CD34多克隆他抗体，兔抗鼠血管内皮生长因子

(VEGF)多克隆抗体，兔抗鼠Ang．2多克隆抗体，兔抗

鼠Tie-2多克隆抗体，武汉博士德公司；Envision试剂

(HRP)即用型，丹麦Dako公司；M鹊tercycler ep银质梯

度PcR仪，德国Eppend耐公司；ABl7300实时定量
PCR仪，美国ABI公司；‰xyS CO：培养箱，英国Rs
BiotIech公司；Irr阻ge—Pro Plus(IPP)6．0专业图像分析软

件，美国Media Cybemetics公司。

3引物和探针甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)

和cOX．2引物探针由上海闪晶生物公司设计并合成，

探针5’端标记上报告荧光基团FAM(6-carboxy-nuo-

rescein—phospho舢idite)，3’端标记上淬灭荧光基团
TAMRA(carboxy—tetr锄ethyl—rhod啪ine)。引物探针序
列见表l。

表1 c57BL／6小鼠GAPDH和C0x-2引物和探针序列
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4总RNA的提取取50 mg的胃黏膜组织，放

入研钵中，边加液氮边研磨，待组织彻底研碎后，加入

l mL RNAisol，吹打混匀，每管再加入4℃预冷氯仿

200斗L，颠倒混匀，室温静置5 nlin，4℃，12 000r／min

离心15 min。吸出水层，加入等体积的异丙醇

(约500斗L)，混匀，置于一20℃冰箱30 min后，4℃，

12 000 r／min离心15 min，弃上清。用1 mL 4℃预冷

的75％乙醇(DEPC处理水配制)洗涤沉淀，4℃，

8 000 r／min，离心5 lllin，吸弃上清。静置5 IIlin，加入

60止DEPc处理水，溶解RNA，生物分光光度计测定
RNA浓度，OD260／OD280为1．8—2．0，RNA产物置

一80℃冰箱保存备用。

5实时荧光定量PcR反应首先将mRNA逆转

为cDNA，按试剂盒说明，取l 000 ng的mRNA，加入

5×Bu能r4灿，Oligo dT砸mer 1灿，Random6 me玛1

灿，PrimeScriptTM RT Enzy脱Mix 1汕，再加入Rn踟
№dH：O至20灿，进行反转录反应，反应条件：37℃
15 min，85℃5 8，所得cDNA于一20℃保存。荧光定

量PCR反应体系如下：Premix Ex Taqm 10斗L，R0x

Refe弛nce D)，e 0．4 I^，L，上下游引物各0．4斗L，荧光探

针0．8斗L，dH20 6¨L，cDNA 2斗L，20 pL体系，反应

条件如下：(1)预变性：95℃10 s；(2)变性：95℃5 s，

退火、延伸：60℃3l s，40个循环，数据采用ABI 7300

SDS So胁are分析。

6相对mRNA表达水平的计算 每个样本靶基

因(检测基因)的相对mRNA表达水平，能直接用样品

各自的内源控制物GAPDH表达来标准化加入的初始

RNA量。即每个样品的靶基因的相对mRNA表达水

平可以用以下公式计算：相对mRNA表达=2‘△Q，

△Ct值=靶基因Ct值一GAPDH Ct值。以GAPDH作

为内参照，同时以正常MKN45细胞作为基准，各组细

胞COx．2 mRNA的表达量表示为正常MKN45细胞的

N倍。N=样品COX-2的表达量／基准COx．2的表达

量=2-样本△o／2一赫舳，每组均做3个样本，取均数。
7免疫组化Envi8ion法检测小鼠胃黏膜MVD和

COX-2取出的小鼠胃黏膜在10％中性福尔马林固定

液中固定。常规洗涤、各级酒精梯度脱水；二甲苯透

明；浸蜡、包埋、切片。常规4岬石蜡切片，58℃烤
24 h，常规二甲苯脱蜡至水；微波抗原修复，室温自然

冷却；羊血清封闭；加入山羊抗小鼠一抗；滴加EnVi—

sion兔抗山羊二抗(HRP-R)，显色；苏木素复染，常规

树脂封片；镜下观察，阳性产物为棕黄色或棕褐色，背

景为蓝紫色。每批染色均用已知的阳性切片做阳性对

照，用PBS代替一抗做阴性对照。
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8 免疫组化图像MVD分析 按照weidner【7o的

方法，即在低倍视野(×40)下扫描整个黏膜组织切

片，选择最密集的微血管标记区，低倍视野下确定微血

管密集区后，然后在高倍镜下(×400，因小鼠胃黏膜较

小，故选取400倍视野计数)选取3个不重复视野进行

计数，求其平均数即作为该标本的MVD值。统计微血

管的标准：CD34阳性染色定位于血管内皮细胞，呈棕

黄或棕褐色，黏膜组织内孤立的棕黄色或棕褐色内皮

细胞或内皮细胞簇均计数为1个血管，肌层较厚及管

腔红细胞数大于8个的血管不被计数。

9 COX-2蛋白免疫组化分析 采用Image—P幻

Plus(IPP)6．0专业图像分析软件定量分析，每张盖玻片

在高倍镜(×400)下随机选取3个视野，摄像并存入计

算机，然后用IPP进行分析，在“me缄lre-calib雅mon-in-

te鹏ity”中进行光密度校正和定义背景色，在“Coun∥

Si∞”中将阳性目标从背景色中分离出来，用阳性细胞的

积分光密度(IOD)值代表各蛋白表达量的多少【8 J。

lO统计学方法数据以互±s表示，采用PEMS 3．1

统计软件包进行统计分析。方差齐性检验后，多样本均

数比较用单因素方差分析，均数间两两比较采用New-

m粕一KeIlls检验，P<0．05为差异有统计学意义。

结 果

l 健脾解毒方对且p加一感染诱发C57B【／6小
鼠胃癌过程中MVD的影响(表2，图1) 与对照组比

较，模型组MVD明显升高(P<0．01)；与模型组比较，

健脾解毒方低、高剂量组MVD显著降低(P<0．05)；

健脾解毒方高剂量组与健脾解毒方低剂量组比较差异

有统计学意义异(P<0．01)。

表2各组小鼠胃黏膜MVD比较(孑±s)

注：与对照组比较，‘P<O．Ol；与模型组比较，△P<O．05；与健脾

解毒方低剂量组比较，▲P<O．0l

2健脾解毒方对且础矗感染诱发C57BL／6小
鼠胃癌过程中COx-2 mRNA表达的影响(图2) 模型

组、健脾解毒方低、高剂量组COx．2 mRNA的相对表

达量分别为对照组的(4．49±1．28)倍、(3．74±1．20)

倍和(1．77±1．34)倍。模型组较对照组显著上调

(P<0．01)；健脾解毒方高剂量组低于模型组

(P<0．01)，且低于健脾解毒方低剂量组(P<0．05)。
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3健脾解毒方对H盯bn感染诱发(：57BT—自

小鼠胃癌过程中cox-2蛋白丧达的影响(丧3．囝3)

模型组cox0蛋白10D值较对照组硅著升高

(P(0 01)．健脾解毒方低、高剂量组均低于横刑组

(P EO 01)，健脾解毒方低剂世鲥与高剂量绀比较差

异也有统仆学意义(P<0 01)。
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讨 论

Ⅳm如n是一种微需钮的革*氏阴性细荫．与胃

癌密切相关9”’。1998年wat舯Ⅱh等。采』T】H"-

fon感染蒙古沙土鼠．成功诱发了胃痛，自次从实验动

物上育接iiF实H p讪m感染是胃癌的发病田索M

P，如一感染引起爿垃的机制十分复杂，至今尚不明确，

奉课题组既往研究6表明．绛口灌喂M P讪w可长期

定植c57BI／6小鼠肖黏膜。本研究病理检饩发现，72

周时，模型组茸癌发牛半分别为22 2％．表明儿P加
感染可屠发c57BI／6小鼠肖癌的发生，而健脾解毒方

町降低小鼠胃癌的发生率。

尤摊制经袭性生k是恶性肿瘤的主要特征，‘J肿

瘤组织-l，血管生成密切相关。新生肿墙血管不仅为肿

瘤细胞提供营养物质和氧气。运走代谢废物．还以旁分

泌的形式刺激肿癞生长，陶厚权等”用化学致癌剂

N-甲摹一N’一硝摹一亚硝牲肛(MNNG)诱发建立大鼠

胃癌前病变搜胃癌模型，发现与增生期和轻度异型增

q．相比，一"．重度异喇增生的MvD明显增高．至澄润性

瘸删，浸润前缘周同m管异常丰富+肿瘤组织删质也订

血管生成，奉研究发现H p山一感染c57R『／6小鼠
72蒯时．胃黏膜组织中MVD较时照纤I明硅升高，说明

札，咖n K期感染可以增加肖黏膜的MV【)，血管新‘}：
在谢癌发生的早期即巳开始斟黏膜血液供膻的增加

*"mm coxo＆自女4Ⅲ#《．m&q日(m0§tI瓤±wHn☆#*《《^nJ*q十目口#Ⅸcox2∞^
tⅥⅢⅢ*#*§

瞄3杆组小鼠胃黏膜c{】xo蛋白矗逃(EM轴”让，×400)

。上■。上■■。+上I。__。

Is

ple一《l
1l口‘《口izgEq×ou
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可能标志着其损害严重，代谢活动增强，所需营养增

加，这可能是胃黏膜继发癌变的重要物质基础。

COx_2与胃癌的发生发展密切相关，COX-2的过

度表达一方面能逃逸细胞凋亡，使细胞间具有异常的

连接，从而获得浸润表型。COX．2过度表达可增加前

列腺素E：(PGE：)的合成，PGE2诱导细胞增殖并刺激

B细胞淋巴瘤／白血病一2基因(bcl-2)蛋白表达，降低

介导凋亡的转化生长因子-B(TGF．B)2型受体水平，

降低介导细胞间黏附的E．钙粘蛋白(E．cadherin)活

性，从而抵抗各种刺激诱导的细胞凋亡，促进胃黏膜细

胞增殖，引起肿瘤的发生¨n15 J。

另一方面cOx-2能上调肿瘤细胞周围的血管生

成因子，促进肿瘤的血管生成。COx．2不仅在肿瘤细

胞内强烈表达，而且在肿瘤组织中的新生血管内皮细

胞也强烈表达，且表达水平与肿瘤组织中的微血管密

度及VEGF mRNA含量正相关，而COx-2选择性抑制

剂可明显抑制新生血管的生成，这表明COx．2与肿瘤

新生血管的生成密切相关¨6|。Yu HG等【171对45例

胃癌患者的研究结果显示：胃癌组织中存在COx_2的

高表达，COx-2表达与VEGF表达显著相关，且COx-2

和VEGF均阳性的胃癌组织MVD亦明显高于两者均

阴性者。我们研究证实，且加矗感染C57BL／6小鼠
72周后，模型组COx-2 mRNA和蛋白表达量较对照组

显著上调，说明H乃勃矗可通过促进cOx-2的表达，

在胃黏膜的癌变过程中发挥作用。

近年来中医药在幽门螺杆菌相关性胃癌的防治中

取得了很大的进展。我们通过大量的临床观察发

现【5’ls．19J，且咖矗感染初期一般表现为实证、热证，
随着疾病的进展，人体正气渐虚，出现脾胃虚弱的表

现。其病位在胃，病本在脾，以本虚标实为特点。我们

学科90年代开始以健脾解毒为主的治法防治且加一
矗感染相关性胃病，并通过大量的临床和实验研究表

明健脾解毒法在治疗鼠p加一感染相关胃病中有着
重要的地位，以健脾解毒为主方的辨证治疗疗效优于

其他治法，但其治疗机制尚不清楚。健脾解毒方是我

院院内制剂，命名为肠胃清口服液，已获得国家发明专

利。方中黄芪健脾扶正为君；白术、猪苓健脾化湿为

臣；石见穿，野葡萄藤，八月札为佐使，解毒理气。

本研究发现，健脾解毒方能显著降低且咖一感
染小鼠致癌率，减少小鼠胃黏膜MVD，减少血液供应，

使胃黏膜的代谢活动减弱，这可能是其防治胃黏膜继

发癌变的重要机制。健脾解毒方也可显著下调小鼠胃

黏膜COX-2 mRNA和蛋白的表达，提示这可能是其抑

制血管生成，防治胃癌的重要作用靶点。
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第十五届全国中西医结合疡科学术交流会征文通知

第十五届全国中西医结合疡科学术交流会暨第五届委员会委员换届大会拟于2011年9月中旬在湖南省张家界市召开。全国

中西医结合疡科学术交流会已成功举办了十四届，成果益丰，影响不断扩大。20“年是“十二五”的开局之年，我会将进一步突出中

西医结合的特点。为广大疡科和相关学科，以及医药界的同仁提供一个交流经验，沟通信息，拓展业务，合作发展的机会。现将征文

有关事项通知如下。

征文内容：(1)有关国内外中西医结合疮疡、糖尿病足、周围血管病、肿瘤、骨伤科、烧伤、皮肤病、肛肠、乳腺病等的临床研究及

其理、法、方、药的基础理论研究；(2)剂型改革，新药开发及推广，剧毒及短缺药材代用品的开发等；(3)治疗与检查仪器的开发及

推广使用；(4)应用引进国外新技术、新方法经验介绍。

征文要求：(1)论文要以中西医结合为主要内容；(2)文题显明、突出、层次清楚、标点准确，一般不超过4 000字，摘要字数800

—l 000字。包括题目、作者、单位、目的、方法、结果及结论等内容，不合图表。(3)来稿请用word文档，发送电子邮件至y舭gl【旺ue¨

@si眦．c咖；(4)总结材料要有客观指标和数据、论证要充分，有实用价值；(5)论文须经本单位推荐并加盖公章；(6)请自留底稿，录

用与否概不退稿。

论文邮寄地址：天津市红桥区北马路354号(邮编300120)，天津市中医药研究院疮疡研究所李兰青收(请于信封左下角注明：

会议稿件)。

联系电话：022—27285209，15822130335。

E-mail：y蛐gk既uehui@8i眦．c呲

截稿日期：2011年7月底(以邮戳为准)。
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