
现代消化及介入诊疗 2018 年 第 23 卷 第 2 期 Modern Digestion & Intervention 2018, Vol.23, No.2

窑论 著窑

健脾清热活血法对萎缩性胃炎大鼠炎症通
路因子的影响

庄昆海 1 李海文 2 刘 洪 1 潘静琳 1 刘凤斌 1

DOI院10.3969/j.issn.1672-2159.2018.02.002
作者单位院1 510405 广州中医药大学第一附属医院曰2 518000 深圳市中医院

通讯作者院刘凤斌袁E-mail院liufb163@163.com
基金项目院 广东省中医药局建设中医药强省专项资金中医优势病种突破项目 渊粤中医函咱2015暂19

号冤曰广东省中医药强省建设专项资金第二批名中医师承项目渊粤中医办函咱2015暂93 号冤曰广东省中医药

局科研项目渊20161132冤

揖摘要铱 目的 本研究旨在探讨健脾清热活血法对萎缩性胃炎渊CAG冤大鼠相关炎症通路因子的影响遥
方法 将 CAG 大鼠随机分为 6 组院空白组尧模型组尧胃萎清高尧中尧低剂量组及叶酸组遥 以 N-甲基-N忆-硝

基-N忆-亚硝基胍渊MNNG冤合饥饱失常法造 CAG 大鼠模型袁观察各组大鼠 NF-资B 炎症通路各因子的变

化遥 结果 胃萎清可在一定程度上抑制 TNF-琢 的表达袁对炎症的发生起到一定抑制作用遥 模型组 IKK 蛋

白表达水平明显高于胃萎清高尧中尧低剂量组及空白组遥 胃萎清高尧中尧低剂量组 IKK 的表达水平与空白

组相当袁提示胃萎清能在一定程度上抑制炎症因子的表达袁从而阻断炎症的发生发展过程遥胃萎清高剂量

组可下调 p50 蛋白的表达水平遥 结论 胃萎清能使 NF-资B 炎症通路的致炎因子 TNF-琢尧IKK尧p50 的表达

水平下降从而起到控制 CAG 的发展遥
揖关键词铱 健脾清热活血法曰萎缩性胃炎曰胃萎清曰炎症通路因子曰NF-资B

Effect of invigorating spleen and clearing heat and activating blood circulation on inflammatory pathway
factors in rats with atrophic gastritis ZHUANG Kun-hai1袁LI Hai-wen2袁LIU Hong1袁PAN Jing-lin1袁LIU
Feng-bin1. 1) The First Affiliated Hospital of Guangzhou University of Chinese Medicine, Guangzhou 510405,
China; 2) Shenzhen Traditional Chinese Medicine Hospital, Shenzhen 518000, China

揖Abstract铱 Objective The aim of this study is to investigate effects of the Chinese medicine prescription
of invigorating the spleen and clearing heat and activating blood on the inflammatory pathway factors in rats
with chronic atrophic gastritis (CAG). Methods CAG rats were randomly divided into 6 groups: control group,
model group, Weiweiqing high dose, middle dose and low dose groups, and folic acid group. The CAG rat
model was made with N- methyl -N忆- nitro -N忆- nitroguanidine (MNNG) and hunger satiety method, and the
changes of various factors in the inflammatory pathway of NF- 资B in rats were observed in each group.
Results Weiweiqing could inhibit the expression of TNF-琢 to a certain extent and inhibit the occurrence of
inflammation. The expression level of IKK protein in model group was significantly higher than that of Wei鄄
weiqing high, medium and low dose groups as well as blank group. The expression levels of IKK protein in
control group corresponded with Weiweiqing group. Weiweiqing could inhibit the inflammatory factors in a
certain extent, thereby blocking the development of inflammation. The expression of P50 protein was downreg鄄
ulated in the high dose group. Conclusion Weiweiqing can reduce the expression levels of inflammatory cy鄄
tokines TNF-琢, IKK and P50 in the inflammatory pathway of NF-资B, thereby controlling the development of
CAG.

揖Key words铱 Invigorating spleen, clearing heat and activating blood therapy; Chronic atrophic gastritis;
Weiweiqing; Inflammatory pathway factors; NF-资B
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慢 性 萎 缩 性 胃 炎 渊chronic atrophic gastritis,
CAG冤伴有中尧重度肠上皮化生和渊或冤异型增生与

胃癌的发生有密切关系袁CAG 伴有肠上皮化生及异

型增生是胃癌前病变袁在胃黏膜癌前疾病中占有重

要地位[1]遥
长期慢性炎症刺激可影响正常细胞的代谢和增

殖袁从而导致胃黏膜炎症尧异型增生和癌变过程遥 研

究发现袁NF-资B 是肿瘤细胞内调节炎症反应尧 致癌

作用以及抗放射的关键分子袁也是趋化因子产生的

核心转录因子[2-3]遥NF-资B 是多条信号通路的枢纽分

子袁调控一系列细胞因子的表达袁炎性细胞因子又可

进一步诱导 NF-资B 持续性活化遥 TNF-琢 是重要的

炎性因子袁TNF-琢 慢性刺激可促进肿瘤细胞的生长

及转移遥 TNF-琢 活化 NF-资B袁促进细胞增殖袁由炎

症向癌症转化遥 p50 为 NF-资B1袁以 p65/p50 的二聚

体形式存在袁可促使 NF-资B 入核袁激活基因转录袁
从而导致炎症反应的发生遥

CAG 属于癌前疾病袁研究炎症通路中的关键因

子在萎缩性胃炎癌变过程中的作用袁有利于更好地

明确 CAG 发展和转归的机理袁 为临床用药和治疗

提供依据遥

材料与方法

一尧动物

选用 70 耀 80 d SPF 级 SD 雄性大鼠 94 只袁体重

在 170 耀 200 g袁由广东省动物实验中心提供渊动物

许可证号院SCXK[粤]2013-0002冤遥 动物饲养于广州

中医药大学实验动物中心袁在室温渊22 依 2冤益袁湿度

55% 依 5%的环境中饲养袁 保持昼夜节律各 12 h袁自

由饮食和喝水遥
二尧实验药物

1. 胃萎清颗粒剂

药物由北芪尧白术尧半枝莲尧莪术尧五指毛桃尧枳

壳等组成遥 由广东省一方制药有限公司提供袁并进

行质量控制渊批号院J1603001冤袁提供质量合格证明遥
2. 叶酸片

由江苏亚邦爱普森药业有限公司提供渊批准文

号院国药准字 H32023288袁产品批号院1507026冤袁规格

为 5 mg 伊 100 片/瓶遥
3. N-甲基-N忆-硝基-N忆-亚硝基胍渊MNNG冤
由日本东京株氏会社提供袁MNNG 饮用液浓度

为 180 滋g/mL袁装入 500 mL 的避光饮水瓶中自由饮

用袁每 2 天更换一次遥
三尧动物分组及造模给药

本研究购入 94 只 70 耀 80 d SPF 级 SD 健康雄

性大鼠袁适应性喂养 1 周后袁随机分为空白对照组和

CAG 模型组遥 其中空白对照组 14 只袁CAG 模型组

80 只遥 空白对照组给予正常饮食尧自由饮水袁直至整

个实验结束遥CAG 模型组则予浓度为 180 滋g/mL 的

MNNG 饮用液自由饮用袁并在此基础上采用经典的

饥饱失常法复制脾虚证渊即喂食 1 d袁而后禁食 1 d袁
如此循环冤袁连续造模直至第 14 周袁随机抽取模型组

中的两只 CAG 大鼠袁进行胃黏膜病理组织学检查袁
结果显示两只大鼠胃黏膜病理组织学为胃黏膜固有

腺体萎缩伴肠上皮化生为造模成功遥
确定造模成功后开始给药袁 将 CAG 模型组随

机分为 5 组院模型组袁胃萎清高剂量组袁胃萎清中剂

量组袁胃萎清低剂量组及叶酸组遥其中模型组 14 只袁
胃萎清高尧中尧低剂量组及叶酸组均分别为 16 只袁正

常对照组和模型对照组给予等量生理盐水遥 胃萎清

高尧中尧低剂量组于第 15 周开始灌胃袁按照人的 80
g/60 kg袁平均 1 333 mg/kg袁大鼠给药量为 1 333 mg/
kg 伊 35/6 = 7 776 mg/kg袁此为一倍剂量遥 因此袁测算

后胃萎清高尧中尧低剂量组给药浓度渊生药量冤分别为

15.6 g/kg尧7.8 g/kg尧3.9 g/kg遥 叶酸组第 15 周开始按

1.46 mg窑kg-1窑d-1 予叶酸灌胃遥 灌胃容积为 10 mL/
kg袁每日 1 次袁连续灌胃 10 周遥 实验过程中袁每 2 周

给各组大鼠测量一次体重袁以观察体重变化情况遥
实验结束后所有大鼠禁食不禁水 24 h袁用 10%

的水合氯酸渊3 mL/kg冤腹腔注射麻醉袁处死大鼠后袁
取全血袁4 益 2 000 rpm 离心 10 min袁 分离血清袁-80
益保存备用遥 取全胃袁沿大弯剪开胃壁袁4 益生理盐

水清洗后袁 取胃窦部组织袁10%中性福尔马林固定袁
常规石蜡切片袁用于相关指标的检测袁其余部分胃黏

膜层渊剔除肌肉层冤组织立即置于-80 益低温冰箱中

保存袁用于 TNF-琢尧IKK尧p50 蛋白表达水平检测遥
四尧指标检测方法

1. RT-PCR 法检测胃黏膜组织 p50 的表达

Trizol试剂盒提取总 RNA遥 取 1 滋g 总 RNA 进

行逆转录反应袁 逆转录产物取 20 滋L 进行 PCR 反

应袁同时以 GADPH 作为内参袁通过 2-吟吟Ct 法进行结

果分析遥
根据指标的条件在 GenBank 查询袁选取合适的

上下游引物袁进行 PCR 反应遥
p50 引物设计见表 1袁内参 Beta actin 引物设计

见表 2遥
2. 采用 Western blot 方法检测 TNF-琢尧IKK 和

p50 蛋白表达水平

146- -



现代消化及介入诊疗 2018 年 第 23 卷 第 2 期 Modern Digestion & Intervention 2018, Vol.23, No.2

五尧统计方法

选用 SPSS 21.0 统计学软件进行数据处理遥 计

量资料以 x 依 s 表示袁多组间比较采用单因素方差分

析袁组间两两比较采用 LSD-t 检验遥 以 P 约 0.05 为

差异具有统计学意义遥

结 果

一尧 胃黏膜 TNF-琢 蛋白表达

实验各组胃黏膜 TNF-琢 蛋白表达水平如表 3
所示遥 单因素方差分析结果表明袁6 组间 TNF-琢 蛋

白表达水平差异有统计学意义渊P 约 0.05冤遥组间两两

比较结果显示袁 模型组 TNF-琢 蛋白表达水平明显

高于胃萎清高尧中尧低剂量组及空白组袁差异均有统

计学意义渊P 约 0.05冤遥胃萎清高尧中尧低剂量组与叶酸

组比较差异有统计学意义渊P 均 约 0.05冤遥
二尧 胃黏膜 IKK 蛋白表达

实验各组 IKK 蛋白表达水平见表 3遥 单因素方

差分析结果表明袁6 组间 IKK 蛋白表达水平差异有

统计学意义渊P 约 0.05冤遥 组间两两比较结果显示袁模

型组 IKK 蛋白表达水平显著高于胃萎清高尧 中尧低

剂量组及空白组渊P 约 0.05冤曰胃萎清高尧中尧低剂量组

与叶酸组比较袁差异有统计学意义渊P 约 0.05冤遥
Western blot 显示袁在胃萎清高尧中剂量组 IKK

蛋白表达明显减少袁模型组的表达明显增多曰在胃萎

清高尧中剂量组 TNF-琢 蛋白表达明显减少袁模型组

的表达明显增多渊图 1冤遥

三尧 胃黏膜 p50 蛋白表达

胃萎清高剂量组的 p50 蛋白表达水平与模型组

相比渊P < 0.05冤袁见表 3遥 提示胃萎清高剂量组可能

对 p50 蛋白表达水平有下调趋势遥

讨 论

炎症反应是机体的主动防御机制袁但长期慢性

炎症刺激却是肿瘤发生发展的诱发因素之一遥 慢性

非可控性炎症参与了肿瘤发生尧发展尧侵袭尧转移等

组别 n TNF-琢/actin IKK/actin p50

空白组 8 0.2386 依 0.0217 0.3915 依 0.0096 2.86 依 1.19
模型组 8 0.5792 依 0.0211淤 0.6117 依 0.0278淤 4.97 依 0.36淤

胃萎清高剂量组 8 0.3656 依 0.0171淤于 0.4447 依 0.0137淤于 4.49 依 0.44淤

胃萎清中剂量组 8 0.2853 依 0.0216淤于盂 0.4129 依 0.0314淤于盂 6.53 依 0.38淤于盂

胃萎清低剂量组 8 0.3916 依 0.0232淤于盂榆 0.5716 依 0.0257淤于盂榆 7.15 依 0.36淤于盂榆

叶酸组 8 0.5212 依 0.0310淤于盂榆虞 0.7590 依 0.0318淤于盂榆虞 6.22 依 0.31淤于盂榆虞

F 值 - 18.5827 28.4821 18.3289

P 值 - 0.0000 0.0000 0.0000

表 1 p50 引物设计

表 2 内参 Beta actin 引物设计

Sequence渊5忆->3忆冤 Length Tm GC% Self complementarity Self 3忆 complementarity

Forward primer GTGTGTGACAGTGGTGTGGA 20 60.11 55.00 5.00 0.00

Reverse primer AACCGCCAGCAGGCTAAAT 19 60.00 52.63 6.00 2.00

Sequence渊5忆->3忆冤 Length Tm GC% Self complementarity Self 3忆 complementarity

Forward primer GCTGTGTTGTCCCTGTATGC 20 59.20 55.00 2.00 2.00

Reverse primer GAGCGCGTAACCCTCATAGA 20 59.33 55.00 4.00 2.00

注院Product length = 151

注院Product length = 102

表 3 各组 TNF-琢尧IKK尧p50蛋白表达水平比较 渊x 依 s冤

注院淤与空白组比较袁P 约 0.05曰于与模型组比较袁P 约 0.05曰盂与高剂量组比较袁P 约 0.05曰榆与中剂量组比较袁P 约 0.05曰虞与低剂量

组比较袁P 约 0.05

图 1 Western blot 显示 p50尧IKK尧TNF-琢 蛋白在各组的表达

147- -



现代消化及介入诊疗 2018 年 第 23 卷 第 2 期 Modern Digestion & Intervention 2018, Vol.23, No.2

病理过程[4]袁是癌症的重要发病机制之一遥 当机体发

生炎症反应时袁 免疫应答细胞能够释放炎症因子遥
这些因子不仅直接诱导正常细胞中的原癌和抑癌基

因突变袁使正常细胞发生癌变曰同时它们还促进肿瘤

细胞的增殖尧抗凋亡尧迁移尧血管发生等袁使癌症进一

步恶化遥 由炎症到癌症的发展过程中袁有多条炎症

通路的激活袁野炎-癌冶链上袁最基本的变化便是各种

炎症因子的激活与表达水平的改变遥
目前袁CAG 被一致认为是一种癌前疾病袁 研究

发现 TNF-琢尧IKK 和 p50 在胃黏膜的萎缩尧肠化生尧
异型增生甚至是癌变中起到关键作用袁 是 CAG 发

展成胃癌的重要环节遥 我们的系列研究[5]结合病人

所处岭南地域特点和临床特征袁认为野湿尧热尧风尧雨冶
为岭南主要气候特点袁外邪侵袭袁湿热内蕴袁久之伤

津耗气袁人多体虚袁易感外邪袁复虚实夹杂袁故本病病

因主要与野外邪侵袭尧饮食伤胃尧情绪失调尧体虚久

病冶有关袁基本病机是野脾虚气滞袁热郁络瘀冶袁并贯穿

整个病程遥 课题组经过长期临床实践发现健脾清热

活血法对 CAG 有一定的临床疗效袁 但其具体机制

尚不明确遥 中药对 CAG 的干预具有一定特色与优

势袁既往国内相关临床研究证实中医药可在一定程

度上改善腺体萎缩尧抑制肠上皮化生袁但仍需更多严

格设计的随机双盲对照试验来验证遥 本研究通过观

察 CAG 大鼠胃黏膜病理改变以及对 野炎-癌链冶相

关因子 TNF-琢尧IKK 及 p50 的变化袁 探讨并试求揭

示健脾清热活血中药对 CAG 的作用机制遥
本研究发现 袁 胃萎清可在一定程度上抑制

TNF-琢 的表达袁 对炎症的发生起到一定的抑制作

用遥 这是因为袁TNF-琢 主要由细胞尧单核吞噬细胞分

泌遥 TNF-琢 除了具有直接溶解肿瘤细胞活性外袁亦

是具有重要免疫调节功能的细胞因子袁 能诱导

MHC 抗原表达袁刺激单核细胞尧巨噬细胞前体细胞

分化袁活化多形核白细胞袁具有抗体依赖性细胞介导

的细胞毒效应袁诱导 IL-1尧IL-6尧IL-8 等细胞因子的

合成与分泌遥 众多的研究显示[6-7]袁TNF-琢 参与了部

分胃癌的发生尧发展过程遥 在动物实验中袁肿瘤诱导

剂 TPA 等可诱导多个器官出现 TNF-琢 基因表达增

加[8]遥 有研究表明[9]袁TNF-琢 可以增强胃黏膜血管的

通透性与上皮细胞的反应性袁促使血管出血尧坏死袁
导致胃黏膜血供欠佳袁不利于胃黏膜损伤的修复袁从

而加剧了胃黏膜的炎症发生和发展袁造成胃黏膜损

伤加重遥 而胃萎清通过抑制 TNF-琢 的表达袁从而间

接抑制炎症的发生遥
模型组 IKK 蛋白表达水平明显高于胃萎清高尧

中尧低剂量组及空白组袁且胃萎清高尧中尧低剂量组

IKK 的表达水平与空白组相当袁提示胃萎清能在一

定程度上能抑制炎症因子的表达袁从而阻断炎症的

发生发展过程遥 这主要是因为袁IKK 能参与由细胞

因子引起的细胞内免疫反应遥 IKK 的激活使 I资B 被

磷酸化袁I资B 从 NF-资B 上脱落并被泛素化袁 使得

NF-资B 由抑制状态被激活袁 活化的 NF-资B 转移至

细胞核中从而介导一系列的炎症反应遥 而胃萎清通

过抑制 TNF-琢 的表达袁从而抑制炎症的发生遥
胃萎清高剂量组的 p50 蛋白表达水平与模型组相

比袁 提示胃萎清高剂量组对 p50 蛋白表达水平有下

调趋势遥 而 p50 为 NF-资B1袁可促使 NF-资B 入核袁激

活基因转录袁从而导致炎症反应袁据此推测较高剂量

的胃萎清可能通过抑制炎症反应发挥其药理学作

用遥
此外袁本研究还提示袁胃萎清中尧低剂量组较模

型组无明显下降趋势袁可能与药物浓度有关袁或与通

路因子的交叉对话有关袁仍需要课题组下一步加大

样本量后进行更多尧更有益尧更深入的研究及探讨遥
综上所述袁可以初步认为在蛋白表达水平层面袁胃萎

清能使 NF-资B 炎症通路的致炎因子 TNF-琢尧IKK尧
p50 的表达水平下降从而控制 CAG 的发展袁但其机

制及量效关系有待进一步研究印证遥
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