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#摘要$
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目的
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观察益胃消瘀颗粒!

c?_c

#对胃黏膜萎缩及肠上皮化生!

(&

#大鼠胃组织的影响"探讨其

治疗胃黏膜
(&

!

L(&

#及抑制癌变的可能机制'方法
!

选择
4

周雄性
FK

大鼠
#)

只"按随机数字表法分为
#

个

组)对照组(模型组"

c?_c

高(中(低剂量组及胃复春组"每组
!)

只'采用
R3

甲基
3R

+

3

硝基
3R3

亚硝基胍

!

&RRL

#造模"

#

(

2

个月后分次抽检
.

只"造模成功后进入给药阶段"给药
.

个月后观察大鼠胃组织学改变"

EQ(F7

法检查大鼠血清及胃组织胃蛋白酶原!

IL

#

"

*

$

(肿瘤坏死因子
&

!

ORS3

&

#水平"

'O3

f

I>'

检测胃黏膜

标本中
RS3

(

[

(

[8=36

(

S<0

(

[<\

的表达"

?90D9:1T=+D

检测胃黏膜中
FC<*5

(骨形成蛋白
5

!

[&I5

#的表达'

结果
!

光镜下观察模型组可见胃黏膜萎缩及
(&

"而
c?_c

高(中剂量组萎缩及
(&

均较模型明显改善"

c?_c

低剂量组及胃复春组改善不明显'与模型组比较"

c?_c

高(中(低剂量组及胃复春组血清
IL

"

水平

明显升高!

&

&

)-)!

#"血清及胃黏膜
ORS3

&

明显降低!

&

&

)-)!

#"胃黏膜组织中
RS3

(

[

及
[8=36

表达明显下降

!

&

&

)-)$

#&对照组(

c?_c

高剂量组及胃复春组
S<0

表达明显升高!

&

&

)-)$

#&对照组"

c?_c

高(中(低剂量

组及胃复春组
[<\

表达明显升高!

&

&

)-)!

#&对照组(

c?_c

高剂量组与模型组
FC<*5

表达明显升高!

&

&

)-)!

#&对照组"

c?_c

低(中(高剂量组及胃复春组
[&I5

表达明显下降!

&

&

)-)!

#'结论
!

c?_c

能改善大

鼠胃黏膜萎缩
(&

的程度"提高
IL

"

水平&可能是通过降低
ORS3

&

水平"抑制胃黏膜
RS3

(

[

(

[8=36

(

[&I5

的表

达"促进
S<0

(

[<\

(

FC<*5

的表达"从而抑制胃黏膜萎缩
(&

向癌变发展'
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胃黏膜肠上皮化生!
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"是指胃黏膜中出现类似小肠或大肠黏膜的

上皮细胞#由胃固有腺体颈部未分化细胞转化而来#

L(&

的诊断需要病理明确)光镜下出现胃黏膜组织肠

上皮的杯状细胞&吸收细胞&潘氏细胞和
I7F

阳性的

具有刷状缘的细胞$它是一种癌前病变#可增加胃癌

发病的风险#胃癌经历了慢性胃炎
%

萎缩性胃炎!
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<0D:,D,0

#
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"

%

肠上皮化生!

(&

"

%

异型

增生
%

胃癌多步骤复杂的发展过程+

!

,

$有研究认为

化生在某种条件下是可逆转或被清除的+

6

,

#对
L(&

的治疗成为胃癌早期干预的突破点#目前尚无有效的

西药治疗慢性
7L

!

>7L

"及
L(&

#某些中药及相关制

剂对
7L

伴
(&

的研究报道较多#本课题组前期研究

结果显示#益胃消瘀颗粒!
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"治疗
7L

及癌前病变有效+

.
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#本实验

采用
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甲基
3R
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硝基
3R3

亚硝基胍!
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X<1,*,19
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"造模的
7L

伴
(&

大

鼠#给予
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治疗#观察大鼠胃组织的病理改变#

检测其对胃蛋白酶原!
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&肿瘤坏死因子
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"&胃黏膜
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[8=36
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&骨

形成蛋白
5
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"等相关肿瘤因子的影响#探讨
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治疗
L(&

及抑制癌变的可能机制$
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材料与方法
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材料
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实验动物
!

清洁级雄性
FK

大鼠
#)

只#体质

量
!4)

!
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N

#

4

周龄#由陆军军医大学实验动物中心

提供#动物生产许可证号为
F>_U3IQ736)!6)).!

#并

经试验动物伦理审查委员会审查通过$
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药物及配制
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有红参&三七&白术&薏

苡仁&法落海&娑罗子&浙贝母等组成#由本院制剂室

制作$

&RRL

试剂购于
O>Q

公司$
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用去离

子水配成
!
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的储备液!每周配制
!

次"#

5h

冰箱

避光保存#用前以自来水稀释为
$)C

N

*

Q

的溶液#装

入避光饮水瓶内给大鼠自由饮用$法莫替丁购于阿

拉丁公司#配制成含
)-))5B

法莫替丁的粉末状饲料#

胃复春购于杭州胡庆余堂药业有限公司$
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主要试剂与仪器
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所有
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试剂盒购自

厦门慧嘉公司#
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及
'

3<8D,1

引物购自上海百力

格生物工程公司$抗体
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"和
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"购自
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购自美国
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公司%

?[

成像系统购自英国
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动物造模与分组
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只雄性大鼠#分成对

照组&模型组及
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高&中&低剂量组和胃复春组#
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!)

只#对照组常规喂养#其余
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只采用
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诱导造模$
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每
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小时更换
!

次药液#造模期

间不再给予其他饮水$造模
#

个月抽检
.

只大鼠病

理提示仅存在胃黏膜萎缩#未见
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#

2

个月再次抽检

.

只大鼠病理均提示胃黏膜萎缩伴
(&

#剩余存活大鼠

即为有效动物$造模成功标准)参照/中药新药临床

研究指导原则0!

6))6

"

+

5

,中
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的病理诊断标准#经

病理确诊)!
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"固有腺体萎缩%!
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"黏膜肌层增厚%!
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可有
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或假幽门腺上皮化生%!
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"固有膜炎症%!
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"可

有淋巴滤泡形成$
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用药
!

造模成功后#对照组&模型组继续正常

喂养#不给任何药物%
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低&中&高剂量组#分别
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法检查大鼠血清及胃组织
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的水平
!

实验结束后#全部大鼠禁食
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#用
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水合氯醛溶液腹腔内注射麻醉大鼠#腹主动脉取

血约
!)CQ

#分离血清#

%6) h

低温保存#检测血清
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水平$摘离全胃#沿大弯侧剪开#冷

生理盐水漂洗内容物#再沿小弯侧剪开#一半用滤纸

吸干水分#钝刀片从胃窦侧刮取胃黏膜
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放入适量磷酸缓冲液中#电动匀浆器制成
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#分离上清液#
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保存#检测组织中
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水平%一

半置
!)B

中性福尔马林液中固定
65M

后沿大小弯方

向剪成约
6CC

的条状物#顺序石蜡包埋#取一部分
$
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切片#行
@E

染色#观察病理组织学改变$胃黏膜

及血清
IL

"

*

$

&

ORS3

&

测定按试剂盒说明操作$
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检测胃黏膜标本中
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的表达
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提取大鼠胃组织总
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#进行
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(

[

引物上游)

$i3OO>77>7OL

L>7L7> L7> L73.i

#下游)

$i37LL O7O LLL

>>7 O>O LOO L7>3.i

%

[8=36

引物上游)

$i3>OL

LOLL7> 77> 7O> L>O >O3.i

#下游 )

$i3L>7

OL>OLLLL>>7O7O7LO3.i

%

S<0

引物上游)

$i3

OLO>7L>>OLLOL77>L7 773.i

#下游 )

$i3

7LL>L>7>>OO>OL>7OOO73.i

%

[<\

引物上

.)!5
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游)

$i3L>L 77O OLL >L7 OL7 7>O LL3.i

#下

游)

$i3>>>7LOOL77LOOL>>LO>O3.i

$反应

条件为
"$h

预变性
6C,1

#

"$h

变性
!$0

#

#)h

退火

5$0

#熔解曲线)

#)

!

"$h

#共
5)

个循环$反应结束

后#将原始数据&扩增曲线和熔解曲线等信息从定量

软件中导出进行分析#得出各个样本目的基因的
8D

值#用相对定量
6

3

%%

>D法分析结果$

!-"-B

!

?90D9:1T=+D

检测
FC<*5

&

[&I5

蛋白表达
!

从胃组织中抽提蛋白质#

[7>

法测定总蛋白水平$取

$)

*

N

总蛋白与上样液混合#上样前
!)) h

煮沸
$

C,1

$将蛋白加人点样孔#电泳初始电压
4)J

#溴酚

蓝染料的前缘进入分离胶上缘后提高电压至
!))J

#

当溴酚蓝染料到达分离胶底部时停止电泳$恒流
.)

C7

#电转
!6)C,1

$转移结束后#取出
IJKS

膜并标

记膜的方向$用含
$B

脱脂奶粉的
O[FO

封闭#室温

振荡
#)C,1

$

O[FO

漂洗液洗膜
4C,1

#共
.

次#将膜

移入杂交器皿中#加入用一抗稀释液按
!n!)))

进行

稀释的抗体!

FC<*5

和
[&I5

"#封口后
5 h

孵育过

夜%用
O[FO

漂洗液摇荡洗膜
!) C,1

#共
.

次#将

IJKS

膜移入另一新的杂交器皿中#加入二抗稀释液

稀释的辣根过氧化物酶标记的二抗!

!n6)))

"#

.2h

振荡
#)C,1

$加入
E>Q

显色液进行显色并拍照#用

(II

软件分析目的条带灰度值#经内参
'

3<8D,1

校正后

进行统计学分析$

!-#

!

统计学处理
!

采用
FIFF!2-)

统计软件进行分

析#计量资料数据以
Gj#

表示#多组间比较采用单因

素方差分析#两两比较采用
FQK

法#检验水准
&

k

)-)$

#以
&

&

)-)$

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

"-!

!

各组大鼠胃黏膜病理组织学结果
!

对照组大鼠

胃黏膜上皮完整#固有层见密集排列的腺体#腺体大

小&形态规则#散在少量淋巴细胞#未见胃黏膜萎缩$

模型组大鼠胃黏膜显示慢性炎症#黏膜腺体减少#排

列紊乱#可见囊性扩张的腺体#腺上皮可见不同程度

的
(&

#固有层淋巴细胞灶性浸润#黏膜肌层增厚$

c?_c

高剂量组大鼠可见胃黏膜萎缩程度减轻#腺

体增多#排列规则#散在淋巴细胞&浆细胞浸润$

c?_c

中剂量组大鼠胃黏膜萎缩程度减轻#腺体排

列规则#

(&

明显减少#可见淋巴细胞&浆细胞散在浸

润#小血管扩张充血纤维组织增生$

c?_c

低剂量

组大鼠胃黏膜仍见萎缩#但较模型组稍减轻#黏膜腺

体稍增加#囊性扩张腺体减少#排列稍规则#

(&

减少#

可见固有层淋巴细胞灶性浸润#小血管扩张充血$胃

复春组大鼠胃黏膜萎缩程度减轻#黏膜腺体增多#排

列稍规则#有散在的淋巴细胞浸润#见图
!

$

"-"

!

各组大鼠血清及胃黏膜组织
IL

"

&

IL

$

及

ORS3

&

水平比较
!

与模型组比较#对照组和
c?_c

高&中&低剂量组及胃复春组血清
IL

"

水平明显升高

!

&

&

)-)!

"%对照组及
c?_c

高&中剂量组胃黏膜

IL

"

水平明显升高!

&

&

)-)!

"$血清
IL

$

模型组下

降#与对照组&

c?_c

低剂量组及胃富春组比较#差

异有统计学意义!

&

&

)-)$

"$模型组血清及胃黏膜

ORS3

&

水平明显升高#与其他各组比较#差异均有统

计学意义!

&

&

)-)$

"#见表
!

$

"-#

!

各组大鼠胃黏膜组织
RS3

(

[

&

[8=36

&

S<0

及
[<\

表达水平比较
!

模型组胃黏膜
RS3

(

[

&

[8=36

表达明

显升高#与其他各组比较#差异均有统计学意义!

&

&

)-)$

"%模型组
S<0

表达下降#与对照组&

c?_c

高剂

量组及胃复春组比较#差异有统计学意义!

&

&

)-)$

"%

模型组
[<\

表达明显低于其他各组!

&

&

)-)!

"#见表
6

$

!!

7

)对照组%

[

)模型组%

>

)

c?_c

高剂量组%

K

)

c?_c

中剂量组%

E

)

c?_c

低剂量组%

S

)胃复春组

图
!

!!

光镜下各组大鼠胃黏膜组织病理学变化%

@El!))

&

5)!5
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书书书

表
!

!!

各组大鼠血清和胃黏膜
"#

!

!

"#

"

及
$%&'

#

水平比较"

!("

#

#)!*

$

组别 血清
"#

!

血清
"#

"

血清
$%&'

#

胃黏膜
"#

!

胃黏膜
"#

"

胃黏膜
$%&'

#

对照组
+*,-.(!.,*.

/

!,*0(0,.-

1

!*!,22(!.,-2

/

-2,--(3,30

/

.,-+(!,*3 4!!,+3(!2,*2

/

模型组
3!,0-(!4,!* !,.-(0,.0 !2.,5!(!5,*. -0,2+(-,.3 .,*0(!,33 4+2,*0(.0,!*

6786

高剂量组
+3,50(5,*0

/

!,33(0,.0 !-0,5(4!,2.

/

-*,05(!0,32

/

.,-+(0,-- 4.!,40(!-,42

/

6786

中剂量组
+0,55(!.,3+

/

!,+3(0,+5 !-!,2*(!*,!*

/

-+,+!(!!,2-

/

.,+*(0,2! 435,35(44,3.

1

6786

低剂量组
+!,*+(!3,-3

/

!,-*(0,34

1

!53,02(!3,25

1

-0,45(!!,!3 .,+!(0,55 433,2+(40,4.

1

胃复春组
+.,*5(!3,4-

/

!,*.(0,++

1

!-+,+.(!3,5

/

-!,54(2,-5 .,3!(0,.- 4..,54(!*,+5

/

!!

/

!

$

"

0,0!

"

1

!

$

"

0,0+

"与模型组比较

表
4

!!

各组大鼠胃黏膜组织
%&'

$

9

!

9:;'4

!

&/<

及
9/=

表达水平比较"

!("

#

#)!0

$

组别
%&'

$

9 9:;'4 &/< 9/=

对照组
0,!40(0,0.0

/

0,!0-(0,0+!

/

.,+34(!,-25

/

0,.32(0,!0+

/

模型组
0,43+(0,02+ 0,!-+(0,05+ 4,--!(!,4*3 0,4-4(0,!4+

6786

高剂量组
0,!*2(0,02+

/

0,!.*(0,0-

/

.,02.(!,332

1

0,3!+(0,05*

/

6786

中剂量组
0,!3-(0,!.4

/

0,!32(0,05.

/

4,*33(!,53* 0,.*3(0,!4*

/

6786

低剂量组
0,!4*(0,!0*

/

0,!3-(0,0.+

/

4,+--(0,5.+ 0,.*-(0,!2+

/

胃复春组
0,!5.(0,!.*

1

0,!.3(0,0+!

/

.,0!5(0,5-0

1

0,330(0,.05

/

!!

/

!

$

"

0,0!

"

1

!

$

"

0,0+

"与模型组比较

!!

!

!对照组#

4

!模型组#

.

!

6786

高剂量组#

3

!

6786

中剂量组#

+

!

6786

低剂量组#

*

!胃复春组#

/

!

$

"

0,0+

"与模型组比较

图
4

!!

7><?>@A1;B?

检测各组大鼠
CD/E3

及
9F"3

表达

!,"

!

各组大鼠胃黏膜组织
CD/E3

$

9F"3

表达水平

比较
!

与对照组比较"模型组
CD/E3

明显下降%

$

"

0,0!

&#与模型组比较"

6786

高剂量组
CD/E3

明显

升高%

$

"

0,0!

&'与对照组比较"模型组
9F"3

明显

升高%

$

"

0,0!

&#与模型组比较"

6786

高$中$低剂

量组及胃复春组明显下降%

$

"

0,0+

&"见图
4

'

#

!

讨
!!

论

!!

西医认为
G#

伴
HF

是胃癌前病变"随着病情进

展"会导致胃癌的发生"而
#HF

通过有效的治疗"部

分患者病情能够得到控制和逆转"在中医学中没有

(

IG#

伴
HF

)这一病名"根据本病常见的胃脘痞满$

胃中嘈杂$痞或不痛$纳食减少等相关临床表现"将其

归属于(胃痞)(胃脘痛)等范畴之中"中医认为本病病

机为本虚标实之证"以脾阳气虚$胃阴虚为本"以气

郁$湿热$痰浊$瘀血为标"本病病位在脾胃"与肝的关

系密切"辨证采用理气$化湿$清热$活血$补虚$通阳

等法治疗*

+'-

+

'根据本病特点"本研究自拟
6786

治

疗
G#

伴
HF

"药方由红参$三七$白术$薏苡仁$法落

海$娑罗子$浙贝母等组成"具有益气温阳$行气化湿$

活血化瘀之效'结果发现
6786

能够改善大鼠胃黏

膜萎缩
HF

的程度"且效果优于胃复春片'

"#

是胃液中胃蛋白酶没有消化活性的前体物

质"其中
"#

!

主要由胃腺的主细胞和黏液颈细胞分

泌"

"#

"

主要由胃体和胃底黏膜的泌酸腺的主细胞分

泌'在浅表性胃炎
JG#J

胃癌的发展过程中"均伴

随着
"#

的变化"

"#

可以作为治疗和预防干预过程

中重要的监测指标'本研究提示模型组大鼠血清$胃

黏膜
"#

!

及
"#

"

与对照组比较均下降%

$

"

0,0+

&"

6786

高$中$低剂量组及胃复春组均能提高血清

"#

!

水平%

$

"

0,0!

&"而
6786

高$中剂量组能够提

高胃组织
"#

!

水平%

$

"

0,0!

&"

6786

低剂量组及

胃富春组提高血清
"#

"

水平%

$

"

0,0+

&"胃组织
"#

"

水平各组大鼠比较差异无统计学意义%

$

#

0,0+

&'

结果说明
G#

伴
HF

大鼠血清及胃黏膜的
"#!

水平

下降"

6786

可以通过提高
"#

!

水平修复受损胃黏

膜"是其治疗
G#

伴
HF

的可能作用机制'

%&'

$

9

是一种能与免疫球蛋白
$

轻链基因的增

强子
$

9

序列特异结合的蛋白因子"

%&'

$

9

可通过提

高凋亡抑制蛋白的表达"肿瘤细胞凋亡被延缓或抑

制"从而加速癌症的发展"

%&'

$

9

的激活"可诱导炎性

+0!3
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递质和免疫相关基因的转录与表达"如
$%&'

#

"而

$%&'

#

进 一步 活 化
%&'

$

9

"目前认为
$%&'

#

促肿

瘤作用的机制是多途径的"可能与其过度表达并与受

体结合通过多条信号通路抑制细胞凋亡及促进细胞

增殖"

$%&'

#

可以调节端粒酶活性"通过
%&'

$

9

中的

K

*+

导致人类端粒酶催化亚基%

L$MN$

&从细胞质易

位到核"最终推动细胞无限增殖*

5

+

#通过
%&'

$

9

途径

诱导激活的胞苷脱氨酶大量产生"引起肿瘤相关基因

如
K

+.

和
:'D

O

:

基因突变*

2

+

'本研究提示"模型组大

鼠胃黏膜
%&'

$

9

表达较对照组明显升高%

$

"

0,0!

&"

6786

高$中$低剂量均能够抑制
%&'

$

9

的表达"与

模型组比较"差异有统计学意义%

$

"

0,0!

&'与对照

组比较"模型组血清及胃黏膜
$%&'

#

水平均明显升

高%

$

"

0,0!

&#与模型组比较"

6786

高$中$低剂量

组及胃复春组血清及胃黏膜
$%&'

#

水平均明显下降

%

$

"

0,0+

&'结果说明
G#

伴
HF

大鼠
%&'

$

9

$

$%&'

#

表达升高"

6786

能够抑制胃黏膜
%&'

$

9

的表达"

降低大鼠血清及胃黏膜
$%&'

#

水平"可能是其治疗

G#

伴
HF

"预防癌变的作用机制之一'

9:;'4

是一种凋亡抑制基因"其激活后可转录生

成亲脂性膜蛋白"主要是通过抑制线粒体依赖性凋亡

通路被激活的功能达到抑制细胞凋亡和延长细胞寿

命的作用'

9/=

基因则是凋亡促进基因"与
9:;'4

基

因同属一族"它不但可以拮抗
9:;'4

的凋亡抑制作用"

而且还可直接促进细胞的凋亡'当细胞受到凋亡诱

导因子刺激后"

9:;'4

,

9/=

的比率决定细胞的凋亡程

度'

&/<

是细胞表面可以传递死亡信号的受体"其作

为一种细胞膜抗原"主要功能是介导细胞凋亡"具有

抵抗
9:;'4

蛋白抑制细胞凋亡的作用'胃癌癌前病变

中"已经存在细胞凋亡的异常和相关基因的改变"

9:;'4

基因表达增高"

&/<

$

9/=

基因表达减低"细胞凋

亡受到抑制"这可能是胃癌癌前病变向胃癌发展的机

制之一*

!0'!4

+

'本研究显示"模型组大鼠胃黏膜
9:;'4

表达 明显高于对照组%

$

"

0,0!

&"

6786

高$中$低

剂量组及胃复春组明显低于模型组%

$

"

0,0+

&#胃黏

膜
&/<

模型组与对照组比较表达下降%

$

"

0,0!

&"

6786

高剂量组与模型组比较表达升高%

$

"

0,0+

&#

胃黏膜
9/=

模型组与对照组比较表达下降%

$

"

0,

0!

&"

6786

高$中$低剂量组及胃复春组与模型组比

较表达升高%

$

"

0,0!

&'结果说明
G#

伴
HF

大鼠

9:;'4

表达升高"

&/<

$

9/=

表达下降"

6786

能够抑制

胃黏膜
9:;'4

的表达"促进
&/<

$

9/=

的表达"促进了增

殖细胞的凋亡"有效抑制细胞异常增殖"可能是其在

预防胃黏膜萎缩
HF

继续发展$癌变的作用机制'

CD/E3

基因位于人染色体
!5

P

4!

"其所编码的

CD/E3

蛋白是
9F"

通路的重要级联分子"在信号转

导$调节靶基因的转录过程中发挥着重要的作用*

!.

+

'

胃癌组织中
CD/E3

表达阳性率明显低于正常胃组织"

胃癌组织中
CD/E3

的表达与组织分化程度$淋巴结转
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