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!基础研究!

胃复春对幽门螺杆菌诱导人胃
L@M

$

#

细胞炎症的

抑制作用及对
4N

$

!:

通道的影响

黄"宣"吕"宾"张"烁"孟立娜"陈冰冰"赵"敏

摘要"目的"探讨胃复春抑制幽门螺杆菌"

7-

#诱导人胃
L@M

$

#

细胞的炎症及其与
4N

$

!:

信号通道

的关系$ 方法"采用
7-

国际标准产毒株"

&BO, P

%

1BH, P

#

4&)&0 #?%=

感染人胃
L@M

$

#

细胞&采用胃

复春进行干预&根据噻唑蓝"

+))

#法实验筛选出胃复春低%中%高浓度组"浓度分别为
;

%

#"

%

!" "OKA5

#&并

设置空白组%

7-

模型组"模型组#$ 然后采用
+))

测定法测定人胃
L@M

$

#

细胞生长抑制率&流式细胞仪分

析细胞周期&

@5(M,

法检测上清液中白介素$

>

"

(5

$

>

#%白介素$

$

"

(5

$

$

#等的水平&

*<QR<E D02R

检测核因子

!:

"

4N

$

!:

#蛋白表达情况$ 结果"

+))

法显示胃复春对胃
L@M

$

#

细胞的
(&;

为
#" "OKA5

&取
;

%

#"

%

!" "OKA5

为低%中%高浓度组$ 与
7-

共培养
!$ S

后的
L@M

$

#

细胞周围出现碎片&细胞之间连接减少&呈

现核质融合状态'予胃复春低%中%高
%

个浓度药物干预后的
L@M

$

#

细胞&贴壁细胞逐渐增多&细胞形态逐渐

复原$

7-

感染后&模型组上清液中
(5

$

>

明显高于空白组"

T U"

!

";

#&此后逐渐回落&而予不同浓度胃复春

干预后&

(5

$

>

水平在
#!

%

!$

%

$>

%

=! S

均低于模型组&其中以高浓度组下降最为明显&差异有统计学意义

"

T U"

!

";

#$而在模型组上清液中抑炎因子
(5

$

$

明显低于空白组&在高浓度胃复春组
(5

$

$

明显升高&差异有

统计学意义"

T U"

!

";

#&而中%低浓度组与空白组比较&差异无统计学意义$

7-

感染人胃
L@M

$

#

细胞后

?" A/E

&核内
T?;

表达增高&

(V:#

表达下降&而予胃复春干预后核内
T?;

表达下降&

(V:#

表达增强$ 结论

胃复春可以有效平衡
7-

诱导人
L@M

$

#

细胞的促炎性因子与抑炎因子表达&其机制可能与胃复春抑制
-?;

进入胞核&抑制
7-

所刺激的
(V:#

的降解有关&胃复春是治疗
7-

相关胃炎的有效药物$

关键词"胃复春'幽门螺杆菌'

4N

$

!:

信号通道'炎症介质'

L@M

$

#

细胞
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T U"

%
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3 )S<.<

ZBQ E2 QRBR/QR/HB0 G/WW<.<EH< /E RS< (5
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$ 0<C<0 D<RZ<<E A/GG0<
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""人体感染幽门螺杆菌$

7-

%后"可发生慢性胃炎)萎

缩)肠上皮化生和异型增生"少部分可发展至胃癌'

#

(

*

近年的研究资料显示"

7-

感染可诱发胃黏膜炎症的发

生"诱发炎症介质前列腺素
@

!

$

TL@

!

%)白介素$

>

$

(5

$

>

%)活性氧簇$

_JM

%释放增加'

!

"

%

(

"其机制可能与

4N

$

!:

途径有关'

$

(

* 目前现代医学在该方面研究较少"

而中医药治疗慢性胃炎进行了大量的探索"并取得了一

定成果'

;

(

* 胃复春作为纯中药制剂"主要成分为香茶

菜)枳壳)红参"具有健脾益气)活血解毒)行气除痞的功

效&临床上有较好的疗效"但具体机制仍不详'

?

(

* 为了

进一步探索胃复春治疗慢性胃炎的机制"拟建立体外炎

症细胞模型"从分子生物学水平阐述胃复春治疗胃癌前

病变的可能机制*

材料与方法

#

"药物制备"不含赋形剂的胃复春片$成分#主

要为香茶菜)红参)枳壳&规格#

"

!

%? OK

片&生产批号#

#"";#!!

%由杭州胡庆余堂药业有限公司提供"所采用

的浓度是根据噻唑蓝$

+))

%法实验筛选出的最佳有

效作用浓度'

?

(

* 将胃复春片溶于
I+MJ

中"配制成

#" AOKA5

母液"以备制作不同浓度*

!

"菌株和细胞株"

7-

国际标准产毒株$

&BO, P

)

1BH, P

%

4&)&0 #?%=

"由中国疾病预防控制中心传染

病预防控制所提供* 人胃上皮
L@M

$

#

细胞株购于北

京大学肿瘤防治所*

%

"

7-

活菌悬液的制备"

4&)&( #?%=

培养于含

#"b

卵黄)

#"b

小牛血清)可溶性淀粉)万古霉素

$

1BEH2AYH/E

%)磺胺增效剂 $

)+T

%)两性霉素

$

,+:

%及多黏菌素
:

的布氏改良选择性平板培养基"

置
%=

%含
>;b

氮气)

;b

氧气和
#"b&J

!

的饱和湿度

环境"培养
%

天用于实验或传代* 将
7-

刮取收集于

"

!

"# A25K5 T:M

中"经
=;!

分光光度计定量后"以含

#"b

小牛血清的
_T+( #?$"

细胞培养液将
7-

菌液作

连续
;

倍稀释"最终菌液浓度为
%

!

!

&

#"

$

'

!

!

"

&

#"

=

&N[KA5

* 每次干预前均做革兰染色和尿素酶)触酶)

氧化酶等试验以证实
7-

感染*

$

"细胞感染模型及干预制备"人胃上皮
L@M

$

#

细胞株于含
#"b

胎牛血清的
_T+( #?$"

无抗生素培

养液置
&J

!

培养箱孵育* 将处于对数生长期的人胃

上皮
L@M

$

#

细胞株用
"

!

!;b

胰蛋白酶消化计数"以

每孔
;

&

#"

$

e#

&

#"

;个
KA5

细胞接种于
8?

孔培养板

培养* 细胞长约
>"b

融合时"设未加
7-

为空白组"

分别加入
7-

活菌悬液$

7-

与细胞化为
!""

(

#

%于培

养板中"每个剂量设置
%

个重复孔"置
%=

%)体积分

数为
;b

的
&J

!

培养箱
! S

* 再加入不同浓度的胃复

春液置于培养箱中继续培养
!$ S

后"电子显微镜观察

细胞形态变化* 胃复春药物终浓度分为低)中)高浓度

%

组$浓度分别为#

;

)

#"

)

!" "OKA5

%"每组
%

孔&空白

组"加入
#"" "5

的
_T+( #?$"

液&模型组#仅加入

7-

"无药物&阳性对照组#香茶菜*

;

"

+))

测定细胞生长抑制率"每孔加
; AOKA5

的
+))

液
!" "5

"置
%=

%)体积分数为
;b

的
&J

!

培

养箱中培养
$ e ? S

"离心弃上清"每孔加
I+MJ

#;" "5

"上微量振荡器振荡
#" A/E

"立刻用酶标仪测定

吸光度值$

,

%"检测波长为
$8" EA

* 计算细胞生长抑

制率"抑制率$

b

%

f

$

#

#实验组
K

空白组% &

#""b

*

?

"流式细胞仪分析细胞周期"取与
7-

共同培

养
!$ S

的细胞用
"

!

!;b

的胰酶消化成单细胞悬液"

# """ . KA/E

离心
#" A/E

收集细胞"立即用预冷的

="b

乙醇于
$

%固定"

#> S

后细胞用
T:M

洗涤"将每

个待测样本的细胞总数调整至
#"

?个
KA5

左右与等体

积碘化丙啶混合"室温避光放
%" A/E

"

$>> EA

激发波
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长检测细胞
I4,

二倍体情况来分析其细胞周期分

布"并计算细胞增殖指数 $

T(

%"

T( f

$

M PL

!

+

%)$

L

"

)

L

0

P M PL

!

+

%

a#""b

*

=

"

@5(M,

法检测
(5

$

>

)白介素$

$

$

(5

$

$

%水平

收集上清液"采用试剂盒说明书在
!$

)

$>

及
=! S

检

测
(5

$

>

)

(5

$

$

的水平*

>

"

*<QR<.E D02R

法检测
4N

$

!:

通道关键蛋白

将处于对数生长期的
L@M

$

#

细 胞 接 种 于 面 积 为

? HA

!的培养皿中"当细胞融合至培养皿面积的

>"b

时进行以下处理* 细胞分组#空白组"模型组

$

7-

作用
?" A/E

%"胃复春低)中)高浓度组"胃复春

组先予胃复春预处理
! S

"再予
7-

感染
?" A/E

* 收

集细胞"按核蛋白及总蛋白提取蛋白"操作说明按照

试剂盒说明书"

:.BGW2.G

法测蛋白浓度" #

>"

%保

存* 各浓度组的蛋白均取
%" "O

"加等体积上样

:XWW<.

混合"

#""

%变性
; A/E

后"以每孔
!" "5

的

上样体积加入
#!b

的分离胶和
;b

的浓缩胶中进行

MIM

$

T,L@

电泳"之后用半干半湿转膜仪
!;" A,

电转
!

!

; S

将蛋白转移到
T1IN

膜上&用含
;b

:M,

的
)):M $

%封闭过夜& 分别用抗
T?;

)

(V:#

)

$

$

BHR/E

的一抗和相应二抗孵育"

)):M

洗膜
%

次"每

次
#" A/E

&最后用增强化学发光法$

@&5

% 检测阳性

信号"显影后根据彩色标准电泳指示条带中的位置

来分析各电泳条带的性质*

8

"统计学方法"数据应用
MTMM #=

!

"

统计软

件包分析"计量资料以
a

*

Q

表示"多组比较采用单因

素方差分析"组间两两比较采用
5MI

$

R

检验*

T U

"

!

";

为差异有统计学意义*

结""果

#

"各组对
L@M

$

#

细胞生长抑制率的影响比较

$表
#

%"如表
#

所示"胃复春)香茶菜对人胃
L@M

$

#

表
#

$各组对
L@M

$

#

细胞生长抑制率的影响比较"$

a

*

Q

%

组别
药物浓度

$

"OKA5

%

不同作用时间的抑制率$

b

%

!$ S $> S =! S

胃复春
; %

+

!%

*

"

+

#" $

+

?#

*

"

+

?= #"

+

"$

*

"

+
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#" $

+

#;

*

"

+

"; =

+

8=

*

#

+

>; #%

+

8#

*

#

+

""
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+
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*
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+

#; #?

+
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*

#

+

$$ !;

+

;;

*

"

+
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+

!=

*

"

+

"8 !#

+

88

*

"

+
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+
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*

"
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#?

>" #;
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>#

*

"

+

"= !?

+

>>

*

!

+

$; $=

+

#$

*

?

+
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香茶菜
; %

+

$>

*

"

+

!> ;

+

$>

*

"

+

?# ##

+

"=

*

#

+

>>

#" $

+

$;

*

"

+

!# 8

+

=%

*

!

+

%> #=

+

!8

*

#

+

##

!" ##

+

?!

*

"

+

;$ #=

+

8;

*

#

+

"= !=

+

#=

*

#

+

?"

$" #$

+

!#

*

"

+

%> !$

+

"$

*

"

+

8% %?

+

!?

*

"

+

?;

>" #=

+

;$

*

#

+

#; !=

+

=%

*

!

+

=! ;;

+

#"

*

%

+

"=

上皮细胞的增殖均呈时间
!

浓度依赖性的抑制作用"

即随着药物作用浓度的增加"或随着药物作用时间的

延长"两者对细胞增殖的抑制率均不断升高&胃复春与

香茶菜的最大无毒浓度 $

(&;

% 均为
#" "OKA5

"

>" "OKA5

的香茶菜作用
=! S

时能达到最高的抑制

率"约$

;;

!

#"

*

%

!

"=

%

b

*

!

"

7-

刺激前后
L@M

$

#

细胞的生长状态和形态变

化比较$图
#

%"未经
7-

作用的生长良好的
L@M

$

#

细

胞#为扁平多角形"或近于梭形"有伪足"呈小岛状生长"逐

渐扩大成片"均贴壁生长"偶见漂浮细胞$图
,

%&与
7-

共

培养
!$ S

后的
L@M

$

#

细胞#细胞变圆"贴壁细胞减少"

漂浮细胞增多"细胞周围出现碎片"细胞之间连接减少"细

胞核和细胞质分界模糊"呈现核质融合状态$图
:

%&图

&

)

I

)

@

分别为胃复春低)中)高$

;

)

#"

)

!" "OKA5

%

%

个浓

度药物干预后的
L@M

$

#

细胞#贴壁细胞逐渐增多"细胞

形态逐渐复原* 而香茶菜无类似结果$图
N

%*

""注#

,

为空白组&

:

为模型组&

&

为胃复春低浓度组&

I

为胃

复春中浓度组&

@

为胃复春高浓度组&

N

为香茶菜组

图
#

$

7-

刺激前后
L@M

$

#

细胞的生长状态和

形态显微镜下改变"$ &

#""

%

%

"各组
L@M

$

#

细胞周期分布比较$表
!

%"

7-

与

人胃
L@M

$

#

细胞作用
!$ S

后"

7-

加速了
L@M

$

#

细胞

从
L#

期到
M

期的细胞周期过程"说明
7-

促进
L@M

$

#

的周期转换"而给予不同浓度胃复春药物干预后可以抑

制
7-

诱导的周期转换"而这种抑制以高浓度的胃复春明

显"而香茶菜没有显示出一个很好的抑制作用*
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表
!

$各组
L@M

$

#

细胞周期分布比较"$

b

%

组别
L# M L!

空白
;!

+

;! %=

+

88 8

+

$8

模型
$!

+

!# $>

+

$! 8

+

%>

胃复春
; "OKA5 ?$

+

8$ %!

+

;$ !

+

;!

胃复春
#" "OKA5 =?

+

#" !"

+

$$ %

+

$;

胃复春
!" "OKA5 =>

+

#% #?

+

$8 ;

+

%8

香茶菜
;$

+

"= $%

+

"$ !

+

>>

$

"胃复春对
7-

感染人胃
L@M

$

#

细胞所致炎症

的影响

$

!

#

"对
(5

$

>

分泌的影响$表
%

%"模型组的
(5

$

>

水平明显高于空白组"模型组上清液中
(5

$

>

在
#! S

达高

峰"此后逐步下降"而予不同浓度胃复春干预后"

(5

$

>

水

平在各个时间段均明显低于模型组"其中以高浓度组下

降最为明显* 而香茶菜组与模型组比较差异无统计学意

义* 提示胃复春可以抑制
L@M

$

#

分泌促炎因子
(5

$

>

*

$

!

!

"对
(5

$

$

分泌的影响$表
%

%"与空白组比

较"模型组抑炎因子
(5

$

$

明显下降$

T U"

!

"#

%&而予

不同浓度胃复春干预后"在各个时间段"

(5

$

$

水平有一

定程度的升高"但只有胃复春高浓度组与模型组比较"

差异有统计学意义$

T U"

!

";

%* 提示胃复春可以促进

L@M

$

#

分泌促炎因子
(5

$

$

*

$

!

%

"胃复春对
4N

$

!:

信号通道关键蛋白的影响

$图
!

%"

7-

感染人胃
L@M

$

#

细胞后
?" A/E

"核内

T?;

表达增高"提示
7-

感染后
-?;

由胞浆向胞核移

位* 而胃复春不同浓度组可以显著抑制
-?;

进入胞

核"说明胃复春具有抑制
7-

促
-?;

进入胞核的作用*

在此基础上"进一步观察了胃复春对
7-

所致
(V:#

降

解的影响* 结果发现在
7-

刺激后"

L@M

$

#

细胞中

(V:#

减少"而此时经不同浓度的胃复春干预后"

(V:#

则无明显变化* 说明胃复春可以抑制
7-

所刺激的

(V:#

的降解"从而减少
-?;

入核*

讨""论

胃癌的发病率和病死率在全球居恶性肿瘤的第
!

""注#

,

为空白组&

:

为模型组&

&

为胃复春低浓度

组&

I

为中浓度组&

@

为高浓度组

图
!

$胃复春对
4N

$

!:

信号通道关键蛋白的影响

位"严重威胁着人类的健康* 胃癌的病因还不完全清

楚"但大量研究资料显示"

7-

感染与肠化)胃癌发生密

切相关*

#88$

年"国际癌症研究机构已经将
7-

列为

人类
%

类致癌源"而机体感染
7- %

型菌株$

&BO, P

"

1BH, P

%后发展成萎缩性胃炎及发生胃癌的危险性

是
7-&

型菌株$

&BO,

#"

1BH,

#%感染者的两倍'

=

(

"

提示
7- %

型菌株在胃疾病发生中占有重要地位* 近

年的研究资料显示"

7-

感染可以通过两种途径激活

4N

$

!:

#其一"依赖细胞毒素相关基因致病岛$

7- HBO

-BRS2O<E/H/RY /Q0BEG

"

&BOT,(

%而不依赖白细胞分化

抗原
#$

$

H0XQR<. 2W G/WW<.<ER/BR/2E #$

"

&I#$

%和白

介素受体
#

相关激酶$

/ER<G<XV/E

$

# .<H<-R2.

$

BQQ2

$

H/BR<G V/EBQ<

"

(_,d

%&其二"依赖
&I#$

和
)5_$

而

不依赖
&BOT,(

* 此外"

7-

感染诱导
(d:

$

$

的衰减"

在酶化实验中导致
(d:

$

#

和
(d:

$

$

在胃癌细胞中的

活性增高"将
(d:

$

#

与
(d:

$

$

的丝氨酸残基磷酸化后

诱导
4N

$

!:

的调节蛋白降解"同时激活
4N

$

!:

* 三联

或四联疗法可有效根除
7-

"但随着
7-

耐药的增加"

7-

根除率逐年下降'

>

(

"如何能早期阻断慢性胃炎的

进展"减少胃癌的发生是我们面临的主要问题*

4N

$

!:

是细胞内重要的核因子"通过调节众多基因的转录

参与细胞增殖)免疫反应)炎症等众多的生理)病理过

程"作用十分广泛* 近年来它在炎症和肿瘤中的作用日

表
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益受到广泛关注'

8

"

#"

(

*

d/A M

'

##

(提出慢性炎症是肿

瘤的第
=

个特点"慢性炎症和肿瘤有密切关系"并提出

肿瘤从慢性炎症部位发生的论断*

中医学无胃炎的名称"由于其临床常以胃脘痞满)

痛或不痛)胃中嘈杂)食纳减少等为主要表现"故常归

属于中医学+痞满,)+痞证,)+胃脘痛,等范畴* 多数

学者均认为本病的病位在胃"以脾胃为病变中心"可涉

及肝胆肾等脏腑* 本病初期实多虚少"实证为主"后期

以虚为主"虚实夹杂"寒热错杂为本病的病机关键* 治

疗有健脾益气)活血化瘀)养阴增液)理气消胀)清热解

毒)化痰软坚等不同原则"但以健脾益气养阴)活血理

气)解毒散结为基本大法'

#!

"

#%

(

* 胃复春具有健脾益

气)活血解毒)行气除痞之功效"其主要成分为香茶菜)

枳壳)红参* 香茶菜为唇行科植物"具有行气活血)清

热解毒作用"能改善胃黏膜病变部位血液循环状态"消

除炎症"促进黏膜再生'

#$

(

&而枳壳功能理气化痰"消积

除痞"既可防滋补滞气之弊"又有加强活血散瘀之功&

红参具有健脾益气"促进胃黏膜修复"增强胃黏膜抵抗

力"整体提高机体免疫功能* 胃复春中的多味中药相

辅相成"通过行气活血) 清热解毒) 散瘀消肿)抑菌消

炎来改善病变血循环)促进黏膜再生)恢复正常功能*

可提高机体免疫力)清除自由基"增强抗应激能力"降

低
/4JM

)

&J\

$

!

表达'

#;

(

"降低癌基因
&

$

<.D:

$

!

的表

达* 药物抑制细胞增值可以通过直接杀伤)周期阻止)

诱导凋亡)自噬等作用机制"本实验发现胃复春对

L@M

$

#

细胞有周期阻止作用"说明胃复春通过作用细

胞周期可以抑制细胞增殖"香芽菜可能通过其他途径

抑制细胞增殖* 胃复春片对慢性浅表性胃炎的临床症

状)胃黏膜病理改变及
7-

的转阴"均有较好的疗效*

有文献报道"中药对本病的治疗临床有效率达

8%

!

;b

"胃镜有效率
=;

!

=b

"

7-

转阴率
=?

!

?b

'

#!

(

*

通过研究"笔者认为胃复春治疗
7-

相关性胃炎的机

制"可能与胃复春通过抑制
7-

诱导的
(V:#

降解"进

而抑制
-?;

进入胞核"从而减少炎症介质
(5

$

>

的释放

有关"同时胃复春可以有效平衡
7-

诱导炎症介质中

的促炎性因子与抑炎因子的表达*

综上所述"胃复春是一种新型高效的抑炎药物"可

能通过抑制
4N

$

!:

途径对
7-

感染
L@M

$

#

细胞发挥

作用* 但鉴于人类生命活动调控和细胞信号传递网络

的复杂性"胃复春的抗炎效应或许存在更多潜在机制

有待去发现* 探讨中医药阻断
4N

$

!:

与其相应的靶

基因的结合"进而减少或消除细胞因子的产生已成为

目前阻断慢性胃炎向胃癌进展治疗的一个新思路"具

有重要的研究价值和潜在的应用前景*
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