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慢性萎缩性胃炎痰瘀互结证患者胃窦组织中 Lgr5尧
E鄄cad尧N鄄cad尧p65 蛋白及 miR鄄21表达研究

张摇 伦1袁2 摇 邱健行2 摇 龚秀丽1袁2 摇 罗聪玲1 摇 李立平1袁2

摘要摇 目的 摇 观察慢性萎缩性胃炎痰瘀互结证患者胃窦组织中 Lgr5尧E鄄cad尧N鄄cad尧p65 蛋白及

miR鄄21 表达变化遥 方法摇 33 例慢性萎缩性胃炎痰瘀互结证患者渊研究组冤作为研究对象袁33 名健康志愿者

作为健康对照组渊对照组冤遥 电子胃镜组织活检获取两组胃窦黏膜组织袁采用 Western Blot 技术观察两组

胃窦黏膜组织中 Lgr5尧E鄄cad尧N鄄cad尧p65 蛋白表达的差异曰采用实时荧光定量 PCR 检测两组胃窦黏膜组

织中 miR鄄21 表达变化遥 结果摇 研究组 Lgr5尧N鄄cad尧p65 蛋白相对表达量较对照组升高渊P<0郾 01冤袁E鄄cad
蛋白相对表达量较对照组降低渊P<0郾 01冤曰研究组 miR鄄21 相对表达量较对照组升高渊P<0郾 01冤遥 结论摇 慢

性萎缩性胃炎痰瘀互结证患者胃窦组织中 Lgr5尧E鄄cad尧N鄄cad尧p65 蛋白及 miR鄄21 表达异常袁可能与慢性

萎缩性胃炎的发生有关遥
关键词摇 慢性萎缩性胃炎曰 痰瘀互结证曰 Lgr5曰 E鄄cad曰 N鄄cad曰 miR鄄21

Expressions of Lgr5袁 E鄄cad袁 N鄄cad袁 NF鄄资B袁 and miR鄄21 in the Gastric Antrum Tissues of Chronic

Atrophic Gastritis Patients with Accumulation of Phlegm and Blood Stasis Syndrome 摇 ZHANG
Lun1袁2袁 QIU Jian鄄xing2袁 GONG Xiu鄄li1袁2袁 LUO Cong鄄ling1袁 and LI Li鄄ping1袁2 摇 1 Department of Gastro鄄
enterology袁 Guangdong Second Traditional Chinese Medicine Hospital 渊Guangdong Institute of Traditional

Chinese Medicine Engineering冤袁 Guangzhou 渊510095冤曰 2 QIU Jian鄄xing National Famous Chinese Medi 鄄
cine Studio of Guangdong Province袁 Guangzhou 渊510095冤

ABSTRACT摇 To observe the expressions of Lgr5 protein袁 E鄄cad protein袁 N鄄cad protein袁 p65 protein
渊NF鄄资B冤袁 and miR鄄21 in gastric antrum tissues of chronic atrophic gastritis 渊CAG冤 patients with accumu鄄
lation of phlegm and blood stasis syndrome 渊APBSS冤 . Methods 摇 Totally 33 CAG patients with APBSS
were recruited as the study group袁 while 33 healthy volunteers were recruited as the healthy control group
渊Control group冤 . Their gastric antrum tissues were collected by biopsy under electronic gastroscope. The
expressions of Lgr5 protein袁 E鄄cad protein袁 N鄄cad protein袁 and p65 protein 渊NF鄄资B冤 in different gastric
antrum tissues were observed by Western Blot袁 and the expressions of miR鄄21 in different gastric antrum
tissues were detected by real鄄time fluorescence quantitative PCR. Results 摇 The relative expressions of
Lgr5袁 N鄄cad protein袁 and p65 protein 渊NF鄄资B冤 in the study group were higher than those in the control
group 渊P<0.01冤袁 and the relative expressions of E鄄cad protein in the study group were lower than those in
the control group 渊P<0.01冤 . The relative expression level of miR鄄21 in the study group was higher than that
in the control group 渊P<0.01冤 . Conclusion 摇 The expressions of Lgr5 protein袁 E鄄cad protein袁 N鄄cad pro鄄
tein袁 p65 protein 渊NF鄄资B冤袁 and miR鄄21 in the gastric antrum tissues of CAG patients with APBSS were re鄄
lated to the occurrence of CAG.

KEYWORDS摇 chronic atrophic gastritis曰 accumulation of phlegm and blood stasis曰 Lgr5曰 E鄄cad曰 N鄄
cad曰 miR鄄21



中国中西医结合杂志 2020年 10月第 40卷第 10期 CJITWM袁 October 2020袁 Vol. 40袁 No郾 10 窑员员愿猿摇 窑

摇 摇 慢性萎缩性胃炎 渊 chronic atrophic gastritis袁
CAG冤是以胃黏膜萎缩合并肠上皮化生和异型增生为

特征性病变的一种常见性尧多发性尧难治性慢性胃炎遥
中医学认为袁CAG 属野胃痞冶野胃脘痛冶范畴袁其病位以

脾胃为中心袁病机为虚实夹杂袁因病久脾胃虚弱袁正气

虚衰袁气血瘀滞袁脾虚生湿袁湿聚成痰袁痰瘀互阻遥 野痰
饮冶野血瘀冶野气虚冶等均为 CAG 常见的致病因素遥 有

研究发现野血瘀冶的患者胃黏膜细胞异型增生发生率

较高咱1暂袁而唐伟等咱2暂研究中发现 212 例胃癌癌前病变

患者中有 17 例患者为痰瘀互结证袁但其研究并未对该

证型与胃癌癌前病变风险作进一步探究遥 本研究以

CAG 痰瘀互结证患者为研究对象袁通过研究其胃窦黏

膜组织中 Lgr5尧E鄄cad尧N鄄cad尧p65 蛋白及 miR鄄21 表

达情况袁来探讨 CAG 发生的内在机制遥
资料与方法

1摇 诊断标准

1郾 1摇 CAG 诊断标准摇 参考 叶中国慢性胃炎共识

意见曳 咱3暂中诊断标准遥
1郾 2摇 中医证型辨证标准摇 参照 叶中医病证诊断疗

效标准曳 咱4暂尧叶中医内科学曳咱5暂袁并结合临床症状和体征

制定痰瘀互结证辨证标准袁主症院脘腹胀闷疼痛袁痞塞不

舒袁或有刺痛袁痛有定处袁身重困倦袁纳呆袁舌质偏暗或有

瘀点尧瘀斑袁苔白厚或腻遥 次症院黑便袁面色暗滞袁脉弦或

涩遥 具备所有主症袁并具备次症中 1 项者袁即可确诊为

本证遥
2摇 纳入尧排除标准 摇 纳入标准院符合 CAG 诊断

标准及痰瘀互结证辨证标准曰患者知情同意并签署知

情同意书遥 排除标准院患严重心脑血管疾病尧严重呼吸

系统疾病尧严重支气管哮喘发作期袁生命体征不平稳

者曰上消化道肿瘤患者曰上消化道溃疡及溃疡性出血患

者曰严重咽部疾病无法进行电子胃镜检查者曰对本研究

所使用的中药成分过敏者遥
3摇 一般资料摇 选取 2015 年 1 月 2017 年 1 月

就诊于广东省第二中医院消化内科 CAG 痰瘀互结证

患者渊研究组冤33 例遥 33 名健康志愿者作为对照组遥
研究组中男性患者 19 例袁女性 14 例袁年龄 37~66 岁袁
平均渊49郾 66依6郾 58冤岁曰对照组中男性 17 名袁女性 16
名袁年龄 37 ~47 岁袁平均渊42郾 91依7郾 17冤岁遥 两组性

别尧年龄构成比较袁差异无统计学意义渊P>0郾 05冤遥 本

研究已通过广东省第二中医院伦理委员会批准

渊No郾 2015001冤遥
4摇 检测指标及方法

4郾 1摇 电子胃镜检查及标本获取摇 采用电子胃镜

渊GIF0260J袁Olympus袁日本冤进行操作袁电子胃镜镜

端从患者口腔进入至十二指肠降段袁仔细观察各部位

黏膜袁并采集图像遥 采用内镜一次性使用活检钳钳取

胃窦黏膜组织 4 块作为实验材料与病理检查标本袁检
查结束后将所留取的胃窦黏膜组织随机分为两组袁一
组置于 10%中性甲醛中固定并送至广东省第二中医

院病理科进行病理学分析袁另一组保存于原80 益冰箱

中保存遥
4郾 2摇 Western Blot 检测 Lgr5尧E鄄cad尧N鄄cad尧

p65 蛋白摇 取出组织置于研钵袁加入液氮袁液氮中充分

研磨至粉末状态袁加入总蛋白提取试剂盒中的裂解液

进行裂解及总蛋白的提取袁ABC 法对提取蛋白进行定

量袁样品蛋白适当稀释后进行沸水浴变性渊5 min冤后
进行 SDS鄄PAGE 电泳尧转膜袁使用脱脂奶粉进行封闭

后一抗孵育渊Lgr5 鼠抗人 1 颐 200尧E鄄cad 鼠抗人 1 颐
400尧N鄄cad 鼠抗人 1 颐400尧p65 鼠抗人 1 颐500袁内参

茁鄄actin 抗体 1 颐500冤渊ABCAM 公司袁英国冤袁洗涤后二

抗孵育渊辣根过氧化物酶标记袁羊抗鼠 1 颐1 000冤渊AB鄄
CAM 公司袁英国冤袁TBS 洗膜 3 次后使用 ECL 发光及

显影袁使用胶片渊Eastman Kodak Company袁美国冤
及暗盒曝光遥 使用 Alphaview SA 331 进行胶片图像

摄影与条带灰度值的获取遥
4郾 3摇 实时荧光定量 PCR 检测 miR鄄21 表达

4郾 3郾 1摇 总 RNA 的提取 摇 胃黏膜组织冰冻研磨

后加入 1 mL Trizol袁颠倒混匀后室温下裂解 5 min
后袁低温离心曰加入 0郾 2 mL 氯仿溶液袁混匀充分袁室温

静置 5 min曰低温离心袁上层透明液体转移入新 EP 管

中袁加入 0郾 2 mL 异丙醇袁静置 1 min 后低温离心曰弃
上清加入 1 mL 75%乙醇渊DECP 处理冤袁轻振荡袁离心

弃上清曰40 滋L DEPC 处理无菌水溶解沉淀袁最终获得

总 RNA 样品溶液遥 Nanodrop 2000 微量紫外分光光

度计测定 RNA 样品浓度袁原80 益保存样本遥
4郾 3郾 2摇 RNA 逆转录实验摇 总反应体系 50 滋L遥

RNA template 渊500~550 ng/ 滋L冤 1 滋L袁miR鄄21 RT
Primer渊62郾 5 nM袁锐博袁中国冤4 滋L袁RNase鄄free H2O
14 滋L袁70 益 10 min袁0 益 2 min曰5 伊PrimeScript
Buffer 10 滋L袁 Prime Script RT Enzyme Mix
2郾 5 滋L袁Random 6 mers渊100 滋mol/L冤 10 滋L袁tem鄄
plate 19 滋L袁RNase鄄free H2O 8郾 5 滋L袁37 益 伊 3袁
85 益 5 s遥

4郾 3郾 3 摇 实时荧光定量实验 摇 渊 总反应体系

20 滋L冤 SYBR Green Mix 9 滋L袁MiR鄄21 Forward
Primer 2 滋L渊锐博袁中国冤袁MiR鄄21 Reverse Primer
2 滋L渊锐博袁中国冤袁Template cDNA 2 滋L袁RNase鄄
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free H2O 5 滋L曰反应条件为 95 益 20 s 预变性曰95 益
10 s尧60 益 20 s尧70 益 10 s 采集荧光袁共 40 cycles袁
溶解曲线分析院70~95 益袁升温速率 0郾 4 益 /次袁恒温时

间 1 s/次遥 同时进行内参 U6 的荧光定量检测遥
5摇 统计学方法摇 应用统计学软件 SPSS 15郾 0 对

数据进行统计学分析遥 计量资料数据采用 x依s表示遥
组间渊两组冤变量采用独立样本 t 检验遥 P<0郾 05 为差

异有统计学意义遥
结摇 摇 果

1摇 两组胃窦组织 Lgr5尧E鄄cad尧N鄄cad尧p65 蛋白

表达比较渊图 1袁表 1冤 摇 研究组 Lgr5尧N鄄cad尧p65 蛋

白相对表达量较对照组相对表达量升高渊P<0郾 01冤曰研
究组 E鄄cad 蛋白相对表达量较对照组相对表达量降

低渊P<0郾 01冤遥

摇 摇 注院A 为研究组曰B 为对照组

图 1摇 两组 Lgr5尧E鄄cad尧N鄄cad尧p65 蛋白表达情况

表 1摇 两组 Lgr5尧E鄄cad尧N鄄cad尧
p65 蛋白表达比较摇 渊x依s冤

组别 例数 Lgr5 E鄄cad N鄄cad p65

研究 33 24援 32依8援 85鄢 14援 67依7援 14鄢 33援 80依8援 31鄢 31援 98依8援 22鄢
对照 33 10援 22依0援 54 30援 86依2援 29 10援 30依0援 72 10援 65依1援 67

摇 摇 注院与对照组比较袁 鄢P<0郾 01

2摇 两组 miR鄄21 表达比较摇 研究组 miR鄄21 相对

表达量为 34郾 06依15郾 75袁对照组相对表达量为 14郾 76依
1郾 57遥 两组比较袁差异有统计学意义渊P<0郾 01冤遥

讨摇 摇 论

CAG是以胃黏膜细胞凋亡而导致腺体萎缩尧腺体

数量减少为病理基础的慢性胃黏膜病变袁由于 CAG
与胃癌的发生及发展具相关性袁因此被定义为癌前病

变袁其癌变几率与患者年龄呈正相关咱6袁7暂遥 目前药物

干预与定期电子胃镜检查咱8暂 袁是预防 CAG 向胃癌发

展的最重要临床手段袁而药物干预的选择上袁中西医结

合治疗模式为近年来临床治疗 CAG 的首选咱9袁10暂遥
CAG 属中医学野胃脘痛冶野痞满冶野胃痞冶范畴袁痰湿尧血
瘀为病之标袁脾虚为病之本袁概括起来袁其主要病理基

础是脾虚与痰瘀互结遥 野虚冶与野痰冶尧野瘀冶相互影响袁
脾乃后天之本袁是水谷精微运化的场所袁脾虚乃水谷精

微运化不足袁气血化生不足袁血虚而瘀生曰脾虚则水气

运化不畅而水积于中焦化生为痰袁痰阻而瘀生袁胃络瘀

血袁因此脾虚为痰湿尧血瘀的本遥 瘀则不通袁不通则痛袁
因此血瘀者胃脘痛也袁血瘀则血行不畅袁血不达与脾则

脾失血养袁脾则虚咱11袁12暂袁岭南气候以野湿冶多见袁加上饮

食不慎袁湿聚而成痰袁痰湿阻遏气机袁患者久病失治袁气
机不畅袁血运无力袁瘀阻脉络袁亦可转化为痰瘀互结证遥

Lgr5 是G 蛋白偶联 7 次跨膜蛋白家族中一员袁被
定义为一种干细胞标志物袁Lgr5 阳性细胞可长期自我

更新并具有多向分化潜能咱13暂 遥 但研究发现 Lgr5 与

wnt/茁鄄catenin 通路激活具相关性袁从而参与胃癌的发

生与发展咱14暂遥 本研究与健康对照组比较袁CAG 痰瘀

互结证患者胃黏膜组织存在 Lgr5 蛋白表达上调曰
E鄄cad 是一种跨膜糖蛋白袁广泛存在于人类上皮细胞

中且具钙离子依赖性袁其生理活性在于保持细胞间及

细胞与细胞外基质间的黏附能力袁从而保持组织结构

完整性咱15暂 遥 研究发现 E鄄cad 在细胞中的表达下调与

组织的坏死及癌变具相关性咱16暂 遥 本研究中发现 CAG
痰瘀互结证患者胃黏膜组织中 E鄄cad 蛋白相对表达

水平较健康组织下调曰N鄄cad 是一种具有传递信号的

功能的跨膜蛋白袁目前研究发现 N鄄cad 蛋白在多种肿

瘤细胞内表达上调袁N鄄cad 的异常表达与肿瘤细胞的

存活尧迁移尧浸润及增殖等具相关性咱17暂遥 本研究结果

显示 CAG 痰瘀互结证患者胃黏膜组织中 E鄄cad 蛋白

相对表达水平较健康组织上调曰NF鄄资B 的活化与细胞

炎症反应的激活相关袁其细胞内表达水平与组织炎症

反应呈正相关袁miR鄄21 是一种与 NF鄄资B 的激活具相

关性的小 RMA袁miR鄄21 能通过激活上调 NF鄄资B 表达

参与组织的炎症反应甚至参与癌变的过程咱18暂遥 本研

究中袁与健康对照组比较袁CAG 痰瘀互结证患者胃黏

膜组织存在 p65 蛋白的过表达及 miR鄄21 的表达

上调遥
在痰瘀互结证患者胃黏膜组织中存在 Lgr5 蛋白

表达上调尧E鄄cad 蛋白表达下调及 N鄄cad 蛋白表达上



中国中西医结合杂志 2020年 10月第 40卷第 10期 CJITWM袁 October 2020袁 Vol. 40袁 No郾 10 窑员员愿缘摇 窑

调袁提示这三种蛋白的表达异常间接参与 CAG 痰瘀

互结证患者的发生曰而组织中 p65 蛋白过表达及miR鄄
21 表达上调进一步提示这一类患者胃黏膜组织具有

较高的炎症性反应袁而反复的炎症反应亦为 CAG 发

生的重要因素遥 Lgr5尧E鄄cad尧N鄄cad 蛋白均为肿瘤相

关性蛋白袁而高炎症性反应同样与组织癌变具有相关

性袁因此本研究下一步将与其他中医临床证型相比较袁
探究 CAG 痰瘀互结证患者是否具有更高的癌变的

风险遥
利益冲突院 本文所有署名作者对文稿内容及作者

排序无异议袁本研究不存在利益冲突遥
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