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摘&要"目的 探讨金果胃康胶囊对胃癌前病变大鼠细胞信号传导通路中 2̂;A&

!

H@3;(272&XQ1% 基因及其蛋

白表达的干预机制' 方法 选用 #" 只雄性 'G大鼠"随机分为空白组 A! 只"造模组 Da 只"采用>..\结合浓盐

水灌胃及饥饱失常等综合造模方法复制TX\=模型"确定造模成功后随机分为模型组&中药高&中&低剂量治疗

组及维酶素治疗组"分别给予生理盐水&不同剂量的金果胃康胶囊&维酶素"治疗 C]' 采用O[染色&J_HTJ'染

色光镜下观察大鼠胃黏膜病理改变情况#ISHT=I法检测 2̂;KXQ1% 信号通路中 2̂;A&

!

H@3;(272&XQ1% 基因及蛋白

表达情况' 结果 与模型组相比"金果胃康胶囊治疗组大鼠胃黏膜上皮组织病理改变情况有所改善" 2̂;A NIH

.J&

!

H@3;(272NI.J&XQ1%NI.J表达量均显著下降"有统计学意义!Bs"*"A$' 结论 金果胃康胶囊可通过降低
大鼠胃黏膜的 2̂;A&

!

H@3;(272&XQ1% 的蛋白表达及基因转录"促进细胞凋亡"降低胃癌发生的可能"达到治疗TXH

\=的目的'
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)1,9(?"32? ;5((6)1(::7,2 ,4̂ 2;A NI.J"
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H@3;(272 NI.J"XQ1% NI.J?(@1(3:(? :7Q2747@32;-<!Bs"*"A$*!*$%")7

(#*$/72Q0,̂ (7M32Q@3):0-(@32 1(?0@(;5()1,;(72 (6)1(::7,2 32? Q(2(;132:@17);7,2 ,4̂ 2;A"

!

H@3;(272 32? XQ1%")1,H

N,;(@(--3),);,:7:32? 1(?0@(;5(),::7Y7-7;<,4Q3:;17@@32@(1":,3:;,3@57(9(;5()01),:(,4;1(3;72QTX\=*

K-2 L*,9(% /72Q0,̂ (7M32Q@3):0-(#T1(@32@(1,0:-(:7,2:,4Q3:;17@@32@(1#I3;:# 2̂;KXQ1% :7Q23-)3;5]3<#J27H
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&&胃癌是我国临床常见的恶性肿瘤之一"死亡率

占全球第三位*A+

' 一般认为是由胃癌前病变

!TX\=$经历一个漫长的过程发展而来"目前现代

医学尚无特效的治疗手段及药物"通过中医药的整

体观和辨证论治有效干预TX\="可以延缓"甚至阻

断其向胃癌的发展"临床具有独特的疗效和明显的

优势"对防治胃癌有积极意义*!HC+

'

MN材料与方法

M*MN材料

M*M*MN实验动物N选用 $ g% 周龄的 'TR级雄性

'G大鼠!体重 A"" gAB" Q$#" 只"由成都达硕实验

动物中心提供" 动 物 合 格 证 号% '=PW!川 $

!"A%H"B"'

M*M*ON实验药物N金果胃康胶囊由陕西中医药大

学附属医院制剂中心提供!批号%!"A#"$!#$#维酶

素片!批号%!"A#"A"$$"规格%"*! QzA"" 片'

M*M*PN实验试剂N.H甲基H.eH硝基H.H亚硝基胍

!>..\$ !日本东京化学工业有限公司"编号%

>E%!D$#盐酸雷尼替丁!货号%'CDBCB$#$i的多

聚甲醛溶液&_=J蛋白定量检测试剂盒&%P蛋白上

样缓冲液&'G'HTJ\[凝胶制备试剂盒!武汉博士

德$#O[染色试剂盒&J_HTJ' 染色试剂盒!北京索

莱宝$#水合氯醛 !北京化工厂$#X,3?72QY044(1&

T+GR膜!上海碧云天生物公司$#I.J提取试剂

盒&@G.J反转试剂盒&荧光定量试剂盒!深圳艾伟

迪$#T=I引物!生工生物工程!上海$股份有限公

司$#无水乙醇#二甲苯# 2̂;A&

!

H@3;(272&XQ1%&

!

H3@H

;72"单克隆抗体!北京博奥森$'

M*M*Q N仪器N %$B"I高速低温离心机 !德国

[))(2?,14$#D"! 超低温冰箱!美国 S5(1N,$#全自

动高压灭菌器!日本三洋 >X'H'Da"$#R=B 化学发

光凝胶成像系统!美国 T1,;(72 '7N)-($#=P!A 正置

电子光学显微镜!日本 EX̀>T8'$#纯水机!美国

>7--7),1($#P_A"" 制冰机!美国 \132;$#_[S'H>%

脱色摇床"!江苏 W<-72HY(--$#IABC 型石蜡切片机

!德国X(7@3$#SWH!Aa 生物组织摊片机&烤片机!湖

北泰维$#S=HA!" ' j型生物组织自动脱水机!湖北

泰维$#=A%" 酶标仪!美国_7,;(@5$#荧光定量 T=I

仪!美国 J_FD%"" $#GB"!$I紫外分光光度计

!S5(1N,公司$#.32,G1,)!""" 超微量紫外可见分

光光度计!赛默飞世尔科技公司$'

M*ON方法

M*O*MN模型建立与动物分组N采用 >..\结合

浓盐水灌胃及饥饱失常等综合造模方法复制

TX\=模型*DHa+

' 把 #" 只大鼠正常饮食适应性喂养

A ]后"随机抽取 A! 只作为正常对照组"其余 Da 只

进行TX\=造模' 分别于 AB&A% 和 AD ]随机抽出

B 只造模大鼠"取胃小弯体H窦交界处胃黏膜组织"

O[染色光镜下观察胃黏膜肠上皮化生病变"实验

第 AD ]结束确定造模成功' 将造模成功的大鼠"

分为模型组&金果胃康胶囊治疗高&中&低剂量组及

维酶素组'

M*O*ON药物干预N从造模成功的 CB 只 TX\=大

鼠中随机抽取 C" 只进行药物干预"随机分为 % 组"

模型组&金果胃康胶囊高&中&低剂量组&维酶素组"

每组 A! 只大鼠' 空白组及模型组予以生理盐水灌

胃#中药高&中&低剂量组分别按照 "*"#C Q/NX

hA

&

"*"$a Q/NX

hA

&"*"!$ Q/NX

hA浓度灌胃#维酶素

组按照 "*"Ca Q/NX

hA浓度灌胃' 以上灌胃均采用

BNX/只hA

"每日 A次"灌胃治疗时间均为 C ]'

M*O*PN胃黏膜组织的制备(S)

N第 !B 周末治疗结

束时"所有大鼠禁食不禁水 A! 5 后处死' 各大鼠

按照体重注射水合氯醛*"*B NX/!A""Q$

hA

+腹腔

麻醉"取全胃组织"沿胃大弯剪开"取胃小弯体H窦

交界处胃黏膜组织块"用 $i的多聚甲醛溶液固

定"经过梯度乙醇脱水&石蜡包埋&切片等常规操作
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后"用于O[染色&J_HTJ'染色' 剩余胃黏膜组织

立即放置ha" |冰箱中备用"用于实时荧光定量

!ISHT=I$检测'

M*O*QNISHT=I法检测 2̂;KXQ1T 信号通路靶因子

2̂;M&

!

H@3;(272&XQ1T 表达水平(SHMM)

NISHT=I分析

相关细胞因子及蛋白酶基因表达"将 I.J提取后

进行质量检测"在 $! |保温 A% N72 和 #% |保温

% N72的条件下进行 @G.J反转录合成"T=I反应

后检测各组大鼠胃黏膜上皮细胞 2̂;ANI.J&

!

H@3;(272NI.J&XQ1%NI.J表达' 用于扩增内参

!

H3@;72以及 2̂;A&

!

H@3;(272&XQ1% 基因的引物由生

工生物工程!上海$股份有限公司合成"设计的引

物序列如表 A 所示'

表 A&扩增的基因引物信息

基因名\(2( 引物序列 '(d0(2@(!%e;,Be$

!

H3@;72 R,1]31?%S\S=J==JJ=S\\\J=\JSJ

I(9(1:(%\\\\S\SS\JJ\\S=S=JJJ

2̂;A R,1]31?%=S==J=\JJ==S\=S\J=J\JSS=

I(9(1:(%=\\JS=J\S=\S=\=S\=SS\

!

H@3;(272 R,1]31?%SJ==\=S\\\J===SJ=J=JJ=

I(9(1:(%\=\S\\S\JS\\=\SJ\JJ=J\

XQ1% R,1]31?%J==S=J\=\S=SS=J==S==SJ=

I(9(1:(%\==S\=\JJS\=S===SS\\

&&以 !"

&

X总反应体积准备反应体系' 然后放

入ISHT=I仪中进行检测' 记录每一组样品扩增

反应的 =;值"运用下述公式!!

h

$$

=;法$计算基因

的相对表达量'

(v!

h*!待测组目的基因平均=;值H待测组内参基因平均=;值$ h!对照组目的基因平均=;值h对照组内参基因平均=;值$+

M*PN统计学方法N采用 'T'' !%*" 统计软件统计

分析"计量资料用平均值 k标准差!Ck6$表示"组

间比较用单因素方差分析检验各组间差异显著

性"以Bs"*"% 为有统计学差异"Bs"*"A 为统计

有显著性差异'

ON结果

O*MN大鼠胃黏膜组织形态改变情况N空白组大

鼠%胃黏膜光滑"呈淡红色"皱襞粗大且规整#模型

组及金果胃康胶囊低剂量组大鼠%胃黏膜粗糙变

薄"色泽苍白"皱襞变细且数量变少"病变处可见

溃疡糜烂#金果胃康胶囊高&中剂量组及维酶素

组%胃黏膜光滑程度&色泽&皱襞数量及形态介于

空白组与模型组之间!详见图 A$'

图 A&各组大鼠胃黏膜组织形态

O*ON大鼠胃黏膜病理改变情况

O*O*MNO[光镜下观察N空白组%大鼠胃黏膜上

皮组织腺体完整"排列整齐"边界清晰"细胞形态

及大小正常"未见或极少见胃黏膜炎性细胞浸润

改变' 模型组%大鼠胃黏膜上皮组织腺体数量减

少"排列紊乱"萎缩变薄"可见细胞间质充血&水

肿"有炎性细胞浸润"可见杯状细胞和高柱状细胞

形成"代表有肠化改变' 中药低剂量组&中药高剂
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量组&维酶素组&中药中剂量组%与模型组相比"大

鼠胃黏膜上皮组织腺体数目依次逐渐增加"腺体

结构排列相对整齐"可见少量的炎性细胞浸润"其

中中药中剂量组胃黏膜上皮好转情况最为明显

!见图 !$'

图 !&各组大鼠胃黏膜上皮病理组织学改变!O[染色" z!""$

O*O*ONJ_HTJ' 光镜下观察N空白组%大鼠胃黏

膜上皮细胞分泌中性糖蛋白黏液"染色均见红色

或紫红色"未见蓝染灶' 模型组%大鼠胃黏膜肠上

皮化生细胞分泌酸性糖蛋白黏液"可见较明显的

蓝染灶' 各治疗组%与模型组相比"蓝染病灶范

围&染色程度均有一定减轻"但中药低剂量组减轻

程度不显著"中药中剂量组减轻最为明显' 说明

药物干预后大鼠胃黏膜肠上皮化生的病变程度有

所减轻"其中尤以金果胃康胶囊中剂量组效果最

为显著!详见图 B$'

图 B&各组大鼠胃黏膜上皮病理组织学改变!J_HTJ'染色" z!""$
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O*P N ISHT=I法检测大鼠胃黏膜上皮细胞

2̂;MNI.J&

!

H@3;(272NI.J&XQ1TNI.J基因转录

情况N与空白组相比"模型组 2̂;ANI.J&

!

H@3;(2H

72NI.J&XQ1%NI.J表达量均明显升高"有统计学

意义!Bs"*"A$'

与模型组相比"中药中&高剂量组&维酶素组

2̂;A NI.J&

!

H@3;(272NI.J&XQ1%NI.J表达量均

显著下降"有统计学意义!Bs"*"A$' 说明金果胃

康胶囊能抑制TX\=大鼠胃黏膜上皮 2̂;ANI.J&

!

H@3;(272NI.J&XQ1%NI.J的过度表达"且金果胃

康胶囊中剂量组效果相对最佳' !详见图 $"图 %"

图 C"表 !$

注%

%与空白组比较"差异有统计学意义!Bs"t"A$#

!与模型组比较"差异有统计学意义!Bs"*"A$'

图 %&各组大鼠胃黏膜上皮细胞
!

H@3;(272NI.J的表达量

注%

%与空白组比较"差异有统计学意义!Bs"t"A$#

!与模型组比较"差异有统计学意义!Bs"*"A$'

图 $&各组大鼠胃黏膜上皮细胞 2̂;ANI.J的表达量

注%

%与空白组比较"差异有统计学意义!Bs"t"A$#

!与模型组比较"差异有统计学意义!Bs"*"A$'

图 C&各组大鼠胃黏膜上皮细胞XQ1%NI.J的表达量

表 !&各组大鼠胃黏膜上皮细胞 2̂;ANI.J&

!

H@3;(272NI.J&XQ1%NI.J表达!Ck6$

组别 # 2̂;ANI.J

!

H@3;(272NI.J XQ1%NI.J

空白组 A!

A*"" k"*""

!

A*"" k"*""

!

A*"" k"*""

!

模型组 A!

!*"$ k"*"%

%

A*a! k"*"$

%

!*AC k"*A!

%

中药高剂量组 A!

A*B" k"*"D

%!

A*BC k"*"!

%!

A*$! k"*A$

%!

中药中剂量组 A!

A*AA k"*"C

!

A*AD k"*AA

!

A*"D k"*AA

!

中药低剂量组 A!

A*#" k"*"#

%

A*D$ k"*"$

%

A*#% k"*AA

%

维酶素组 A!

A*A% k"*"B

%!

A*!D k"*"#

%!

A*!$ k"*AA

!

&&

注%

%与空白组比较"差异有统计学意义!Bs"*"A$#

!与模型组比较"差异有统计学意义!Bs"*"A$

PN结论

金果胃康胶囊可以改善 TX\=大鼠的一般情

况和胃黏膜的病理变化情况' 同时通过金果胃康

胶囊干预后"大鼠胃黏膜的 2̂;A&

!

H@3;(272&XQ1%

的蛋白表达及基因转录均明显降低"揭示金果胃

康胶囊可能通过抑制细胞过度增殖"促进细胞凋

亡"降低胃癌发生的可能"从而改善了胃黏膜的病

理状态"达到治疗TX\=的目的'

QN讨论

Q*ON胃肿瘤干细胞及 2̂;KXQ1% 信号通路与胃癌

&荷兰学者 _31M(1等*A!HAC+发现 2̂;通路靶因子

XQ1% 表达于幽口腺体底部"体内谱系追踪实验表

明XQ1% j细胞可能代表了具有自我更新能力的多

能干细胞"XQ1% j细胞可分化各种类型的胃黏膜上

皮细胞"并产生完整的腺体' 在各种刺激因素"如

炎症微环境&O) 感染&理化因素等作用下"导致干

细胞的错误异位"或干细胞巢与干细胞正常生理

关系的素乱"或干细胞不断的基因突变累积"最终

转变为肿瘤干细胞' 肿瘤干细胞和干细胞存在共

同调节的信号通道!包括经典 2̂;".,;@5"',27@"
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!A"D&&!

5(?Q(5,Q通道$

*A$HA%+

'

胃干细胞特异性标志物 XQ1% 的发现为 TX\=

的研究指明了方向' 研究证实"在肝细胞癌&卵巢

癌&食管癌中"XQ1% 常过度表达"说明其在肿瘤的

产生和发展中占有重要地位*A%HAD+

' 另外"XQ1% 作

为 2̂;信号转导通路的重要视基因" 2̂;信号转

导通路激活后"可引起 XQ1% 表达水平的上调或下

调现象"可能调控肿瘤干细胞增殖&分化&转移"进

而在恶性肿瘤组织的发生&发展过程中发挥关键

作用' 近年以来XQ1% 作为 2̂;信号通路的重要视

基因也就成为肿瘤发生&发展及治疗研究的新

热点*AaH!"+

'

Q*ON金果胃康胶囊组方及意义N我校沈舒文教

授根据中医学理论"结合临床实践以及现代药理

学研究成果"提出%TX\=的发生是由于毒与瘀交

阻胃络"从而导致胃黏膜腺体萎缩&肠化增生"尤

其是重度非典型增生及肠化阶段以(毒瘀交阻)证

为主' 并认为TX\=的高危证型是(毒瘀交阻兼见

气阴两虚证)"其病机特点为(毒瘀交阻"气阴两

虚)"并历经十余年研制的金果胃康胶囊"由半枝

莲&枸橘&朱砂七&太子参组成"具有清热解毒&化

瘀散结&滋阴益气的功效"主要针对TX\=的(毒瘀

交阻兼见气阴两虚)证型"前期临床观察发现本方

对于对逆转TX\=疗效显著*!AH!D+

'

综上所述"我们在既往研究的基础之上"通过

建立大鼠慢性萎缩性胃炎癌前病变模型"观察中

药对于异型性细胞增殖的抑制作用"从 2̂;KXQ1%

信号通路探讨金果胃康胶囊干预胃癌前病变的可

能作用机制"为今后癌前病变患者临床治疗提供

理论与实践基础'
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