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双蒲散对慢性萎缩性胃炎大鼠胃黏膜细胞
TGF-β1/Smad3 信号通路的影响 *

…★ 杨宗保 1**… 葛来安 2… 何晓晖 2***… 王亚东 1… 王晨光 2… 刘琼 2… 付勇 2（1. 厦门大学	 福建	 厦
门 361005 ；2. 江西中医药大学	 南昌		330004）

摘要：目的 ：观察双蒲散对慢性萎缩性胃炎的治疗作用以及胃黏膜细胞 TGF/Smad 信号通路的影响。方法 ：40 只 SD 大鼠随

机分为正常组、模型组、双蒲散组和维酶素组，每组 10 只。采用 N- 甲基 -N`- 硝基 -N- 亚硝基胍（MNNG）方法复制慢

性萎缩性胃炎大鼠模型，正常组不处理，模型组只造模不干预，其余两组造模 16 周后分别灌胃双蒲散和维酶素 4 周。光镜观

察胃黏膜组织病理学，酶联免疫吸附法测定胃黏膜组织 Bcl-2、P53、PCNA、Ag-NORs、EGF、TGF-β1 与 Smad3 蛋白的表达。

结果 ：与正常组比较，模型组大鼠胃黏膜组织 Bcl-2、P53、PCNA、Ag-NORs、EGF、TGF-β1 的表达皆明显升高，Smad3

皆显著下降（P<0.05）；与模型组比较，双蒲散组大鼠胃黏膜组织 Bcl-2、P53、PCNA、Ag-NORs、EGF、TGF-β1 的表达

皆明显下降，Smad3 皆显著升高（P<0.05），其效应显著高于维酶素组。结论 ：双蒲散可通过调节 TGF-β1/Smad3 信号通路

调节慢性萎缩性胃炎大鼠胃黏膜细胞的增殖和凋亡，抑制胃黏膜细胞的异型增生，阻断慢性萎缩性胃炎向胃癌前病变发展。
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慢性萎缩性胃炎（Chronic	Atrophic	Gastritis,	

CAG）属于慢性胃炎的一种，临床病程长、易反复，

难于彻底治愈而且易恶变，是消化系统疑难病症

之一。病理改变主要以胃黏膜变薄、腺体萎缩、易

异化甚至癌变。现代医学对于 CAG 缺乏有效的治

疗手段。双蒲散是国家级名中医何晓晖教授治疗

CAG 的有效验方，本实验研究观察双蒲散对 CAG

大鼠胃黏膜细胞 TGF-β1/Smad3 信号通路的影响，

从细胞增殖和凋亡角度探讨双蒲散治疗 CAG 的分

子生物学机制，为临床开展双蒲散治疗 CAG 提供

科学依据。

1	 材料

1.1	 动物	 清洁级 SD（Sprague-Dawley）大鼠 40 只，

雄性，8 周龄，体重 180-220g，购自厦门大学实验

动物中心（实验动物许可证号 ：SCXK（闽）2008-

0001）。大鼠饲养于垫玉米芯的大鼠笼中，每笼10只，

室温 23℃ ±1℃，湿度 50%，采用自然光暗周期，

自由饮食水，适应性饲养 1 周后进行实验。

1.2	 试 剂 与 仪 器… 酶标仪（芬兰，Labsystems	

Multiskan	MS，352 型）、洗板机（芬兰，Thermo	

Labsystems，AC8 型）、离心机（国产 TG16W 型）、

隔水恒温式培养箱（国产 GNP-9080 型）、计量天

平（TP-200D，湘仪天平仪器设备有限公司）、冷

冻干燥机（LGJ-10 多歧管压盖型，北京松源）、倒

置荧光显微镜（Olympus 公司）；N- 甲基 -N`- 硝

基 -N- 亚硝基胍（MNNG，日本东京化成株式会

社）；ELISA 试剂盒（武汉博士德生物有限公司）。

2	 方法

2.1	 造模方法	 按照 JI	Livingstone 等［1］方法加以

改进 ：即将 MNNG 配制成浓度为 150mg/L 的饮用

液置于光屏蔽瓶中让大鼠自由饮用，隔日（即换液

日）用夹子夹尾 10min，2 日饱食 1 日饥饿。为保

证饮用液的新鲜，隔日换一次饮用液，持续 20 周。

模型成功标准 ：肉眼下见胃黏膜缺损，粘膜层变薄，

光镜下见胃黏膜腺体数目减少，细胞核固缩且深染。

2.2	 分组与处理	 40 只大鼠按照随机数字表法分

	 *	 基金项目 ：国家自然科学基金项目（81260556）；江西省自然科学基金项目（20131512040019）
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为四组 ：（1）正常组 ：正常 SD 大鼠，喂饲标准饲

料，不予任何处理 ；（2）模型组 ；复制 CAG 模型，

喂饲标准饲料，不予任何处理 ；（3）双蒲散组 ：

复制 CAG 模型，造模 16 周后灌胃双蒲散 3mL（以

相当于人临床等效剂量的 2 倍 × 人与大鼠药物剂

量换算系数 6.71 倍，以成人体重 60kg 计算，配制

药液浓度为0.72g/mL），每日1次，至第20周结束 ；

（4）维酶素组 ：复制 CAG 模型，造模 16 周后灌胃

维酶素，每日 1 次，至第 20 周结束。

2.3	 药物制备	 双蒲散方 ：蒲黄（安徽，批号 ：

130626）60g、蒲 公 英（ 河 南，批 号 ：130815）

100g、太子参（安徽，批号 ：130725）80g、刺猬

皮（四川，批号 ：130826）40g、白花蛇舌草（福

建，批号 ：130827）100g、五灵脂（福建，批号 ：

130819）60g、石见穿（福建，批号 ：130826）80g、

鸡内金（福建，批号 ：130821）60g、凤凰衣（福建，

批号 ：130234）100g。药物购自厦门市燕来福制

药有限公司，并且由厦大中医系实验室制备成冻干

粉［2］。维酶素片 ：河北环海药业有限公司，批号 ：

20120214，0.2g/ 片，将维酶素药片剥离糖衣后至

于玻璃研磨皿中研磨成粉，用纯净水配制成混悬液

备用。

2.4	 胃黏膜组织的处理	 第 20 周时，停止干预。

处理前 24h 禁食不禁水，大鼠称量体重后，腹腔注

射 10% 水合氯醛，按照 0.3mL/100g 的剂量麻醉。

麻醉后腹部朝上置于鼠板上，用手术刀迅速打开

大鼠腹腔，取出胃部。用眼科剪沿胃大弯将胃剪

开、翻转。用冰生理盐水将胃内容物洗净后再用冰

1×PBS 缓冲液清洗一遍，摊开平放于洁净滤纸上，

剪取胃腺部 1cm×1cm 大小的组织块，称重，进行

相关指标检测。

2.5	 指标检测

2.5.1	 胃黏膜组织病理学	 剪取胃窦部 1.5cm	

×1cm 组织块，用 4% 多聚甲醛固定，石蜡包埋，常

规病理切片及 HE 染色，进行组织病理学观察。

2.5.2	 胃黏膜细胞 Bcl-2、P53、PCNA、Ag-NORs、

EGF、TGF-β1、Smad3 蛋白的表达	 将胃黏膜组

织块用眼科剪尽量剪碎，用移液管量取 0.1M 冰

PBS 缓冲液，按照组织块重量∶缓冲液体积为 1∶9

的比例加入组织碎块中。使用匀浆机在冰上以

10000r/min 将组织研磨成 10% 的组织匀浆（匀浆

时间 10s/ 次，间隔 30s，反复 3-5 次）。将制备好

的匀浆液移入干净的离心管中，放入冷冻离心机，

以 4℃、3000rpm 离心 15min。将离心好的上清转

移至新的洁净 EP 管中，放入 -80℃冰箱备用。按

照 ELISA 试剂盒说明书要求步骤配制各试剂及标

准品，并测定蛋白浓度。将待测样本稀释至合适

浓度后进行反应，在 450nm 紫外线下检测，建立

标准曲线，计算各样本 Bcl-2、P53、PCNA、Ag-

NORs、EGF、TGF-β1、Smad3 蛋白数值乘以稀释

倍数，取得 Bcl-2、P53、PCNA、Ag-NORs、EGF、

TGF-β1、Smad3 蛋白浓度。

2.6	 统计方法	 实验数据用 SPSS18.0 统计软件

分析，数据结果以平均值 ± 标准差（ ）表

示。组间比较若满足正态性且方差齐时采用单因

素方差分析 LSD 法和 SNK 法，方差不齐时选择

Tamhane	T2 和 Dunnett	T3 法进行方差检验和两两比

较，若不满足正态性时采用秩和检验。

3	 结果

3.1	 胃黏膜组织病理学观察	 正常组大鼠胃黏膜

结构完整，表面无缺损，细胞排列整齐，黏膜层未

见炎性细胞和红细胞。模型组大鼠胃黏膜表面有

明显缺损，粘膜层变薄，腺体数目明显减少，排列

紊乱，粘膜下小血管清晰可见，细胞核固缩且深染，

核浆比例失调 , 提示成功复制慢性萎缩性胃炎大鼠

模型 ；双蒲散组可见胃黏膜结构基本完整，腺体萎

缩不明显，炎性细胞较少，无细胞核固缩 ；维酶素

组可见炎性细胞浸润，细胞间隙增宽，腺体轻度萎

缩，无细胞核固缩（图 1-8）。

（1）…正常组（×100）… … … （2）…正常组（×400）

（3）…模型组（×100）… … … （4）…模型组（×400）

（5）…双蒲散组（×100）… … （6）…双蒲散组（×400）
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（7）…维酶素组（×100）… … （8）…维酶素组（×400）

图1-8… 各组胃黏膜组织病理形态学比较

3.2	 各组大鼠胃黏膜细胞 Bcl-2、P-53、PCNA、

Ag-NORs 的表达	 与正常组比较，模型组大鼠胃

黏膜组织 Bcl-2、P-53、PCNA、Ag-NORs 的表达

明显升高（p<0.05）；与模型组比较，双蒲散组大

鼠胃黏膜组织 Bcl-2、P-53、PCNA、Ag-NORs 的

表达明显下降，说明双蒲散能下调 CAG 大鼠胃黏

膜组织 Bcl-2、P-53、PCNA、Ag-NORs 表达，抑

制 CAG 大鼠胃黏膜细胞异型增生，促进胃黏膜细

胞凋亡，阻断慢性萎缩性胃炎向胃癌前病变发展，

其效应明显优于维酶素。见表 1。

表1… 各组大鼠胃黏膜组织中Bcl-2、P-53、PCNA、Ag-NORs的表达( )

组别 Bcl-2（ng/L） P-53（ng/L） PCNA（ng/L） Ag-NORs（ng/L）

正常组 22.33±1.16 37.42±1.07 1.76±0.41 76.20±2.65

模型组 40.37±2.55▲▲ 55.36±1.23▲▲ 2.92±0.06▲▲ 116.57±2.72▲▲

双蒲散组 28.45±1.36
■■

37.15±2.95
■■

1.96±0.14
■■

84.43±5.76
■■

维酶素组 39.64±1.34 46.76±1.32 2.32±0.05 95.91±1.72

注：与正常组比较，▲▲P<0.01；与模型组比较，
■■P<0.01

3.3	 各组大鼠胃黏膜细胞 EGF、TGF-β1 与 Smad3

的表达	 与正常组比较，模型组大鼠胃黏膜组

织 EGF、TGF-β1 表达显著升高，Smad3 表达下

降（P<0.05）；与模型组比较，双蒲散组和维酶素

组大鼠胃黏膜组织 EGF、TGF-β1 表达显著下降，

Smad3 表达显著升高（P<0.05 或 P<0.01）；且双

蒲散组的调节效应更为明显。说明双蒲散能下调

CAG 大鼠胃黏膜组织 EGF、TGF-β1 的表达，上调

Smad3 的表达，从而抑制胃黏膜细胞的异型增生，

阻断其向胃癌前病变发展。见表 2。

表2… 各组大鼠胃黏膜组织中EGF、TGF-β1与Smad3表达水平( )

组别 EGF（ng/L） TGF-β1（ng/L） Smad3（pg/mL）

正常组 2345.85±25.56 90.89±3.24 15.34±0.52

模型组 2797.65±29.68▲▲ 138.11±2.50▲▲ 9.55±0.34▲▲

双蒲散组 2410.15±57.72
■■

112.52±7.61
■■

13.23±0.28
■■

维酶素组 2554.37±18.43
■

128.02±5.42
■

11.29±0.29
■

注：与正常组相比，▲▲P<0.01；与模型组相比，
■P<0.05，

■■P<0.01

4	 讨论

慢性萎缩性胃炎（chronic	atrophic	gastrits，CAG）

是以胃黏膜萎缩变薄、胃肌层增厚、局部或广泛性

固有腺体减少或消失或伴异型增生、肠上皮化生等

为特征的消化系统常见病，是正常胃黏膜转化为

胃癌的一个重要环节，CAG 临床患病率逐年增加。

目前现代医学对 CAG 尚缺乏有效的防治方法，有

研究表明维酶素、β 胡萝卜素等对 CAG 的防治有

一定的作用［2］。

中医将慢性萎缩性胃炎归于“胃痞”、“胃脘痛”

范畴，病程长，病机复杂，以本虚标实为主，虚为

脾胃气虚，实则有气滞血瘀、湿阻痰凝等，且往往

虚实夹杂、迁延难愈。双蒲散方是何晓晖教授通过

30 多年临床经验总结创立的验方，具有益气养阴、

清热化痰、消瘀散结、和胃护膜之功，在临床上取

得了良好疗效［3］。前期的临床及动物实验也证实，

双蒲散方可以改善慢性萎缩性胃炎模型大鼠胃分

泌功能且增强大鼠的免疫力［4-5］，同时明显提高胃

黏膜细胞脂质的抗氧化作用［5］，从而对 CAG 有良

好的防治作用。

胃癌前病变是一个多因素、多步骤演化的过

程，其中致癌基因、抑癌基因与细胞凋亡过程有着

相当重要的联系。胃癌的细胞凋亡和增殖主要受致

癌基因 Bcl-2 和抑癌基因 P53 的调控。Bcl-2 蛋白

是 bcl-2 原癌基因的编码产物，是细胞存活促进因

子，Bcl-2 能够阻止细胞色素 c 从线粒体释放到细

胞质，从而抑制细胞凋亡。Bcl-2 蛋白的表达阳性

率随肿瘤分级的恶性程度而增高。野生型 P53 是肿

瘤抑制蛋白，变异的 P53 蛋白阳性表达率与胃黏膜

异性增生程度呈正相关，而且药物干预会不同程度

地降低变异 P53 蛋白的阳性表达程度。TGF-β 是一

种多效性的细胞因子，以自分泌或旁分泌的方式通

过细胞表面受体信号传导途径调节细胞的增殖、分

化、凋亡，TGF-β 可以抑制正常细胞的生长并且促

进肿瘤细胞的生长［6］。Smad3 蛋白属受体调节型蛋

白，是TGF-β信号传导通路中非常重要的蛋白之一，	

Smad3 的表达可以抑制 TGF-β/Smads 信号通路中细

胞的活化及增殖功能［7］，在 TGFβ 诱导的生长抑制

中起着重要的调节作用［8］。

本实验研究结果显示 ：双蒲散方可显著促进

CAG 大鼠胃黏膜正常细胞的增生，抑制异型增生细

胞的增殖、促进其凋亡，对慢性萎缩性胃炎癌前病

变有很好的治疗作用。同时该研究发现双蒲散能

有效地下调 CAG 大鼠胃黏膜细胞中 Bcl-2、P53、

PCNA、Ag-NORs、EGF、TGF-β1 的表达和上调
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子宫内膜异位症发病的相关因素调查*

…★ 詹瑾… 指导 ：须义贞**（上海中医药大学附属岳阳中西医结合医院	 上海		200437）

摘要：目的 ：研究子宫内膜异位症发病的相关因素。方法 ：对 100 例子宫内膜异位症患者及 200 例非内异症女性进行问卷

调查。了解患者年龄、身高、体重、月经情况、婚育史、职业性质、文化程度、长期用药、受孕方式、避孕措施、宫腔操作、饮

食习惯、运动习惯、作息、经期卫生、家族史、合并其他妇科疾病、血型等，采用 X2 检验、t 检验、秩和检验和 logistic 回归分

析数据。结果 ：子宫内膜异位症的危险因素有行经时间长、熬夜、经期受凉淋雨涉水，伴有原发性痛经、子宫肌腺症、乳腺疾病，

经常食用豆制品、快餐，人流次数多，其 OR 值分别为 13.827、3.432、24.543、5.734、26.173、2.820、3.167、8.614、2.244，

其保护因素有初潮年龄大、月经周期长，其 OR 值分别为 0.360、0.408。结论 ：子宫内膜异位症的危险因素有行经时间长、

熬夜、经期受凉淋雨涉水，伴有原发性痛经、子宫肌腺症、乳腺疾病，经常食用豆制品、快餐，人流次数多，其保护因素有初

潮年龄大、月经周期长。
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子宫内膜异位症（以下简称内异症）是目前

妇科临床常见疾病，目前临床可见的西医病因病理

学说主要有种植学说、体腔上皮化生学说、诱导学

说及在位内膜学说等，然而至今尚未完全被阐明。

尽管目前对该病的治疗已有药物及手术等多种方

法，但均为起到根治的效果，其术后 5 年复发率仍

高达36%~57%［1］。《素问·四气调神大论》有言 ：“是

故圣人不治已病治未病，不治已乱治未乱，此之谓

也。”因此，对子宫内膜异位症的疾病预防意义重

大。本研究通过病例对照调查，挖掘子宫内膜异位

症发病相关因素，为健康女性以及疾病状况人群提

供有效的预防指导方案。

Smad3 的表达，说明双蒲散通过调节慢性萎缩性胃

炎大鼠胃黏膜细胞 TGF-β1/Smad3 信号通路抑制异

型增生细胞的增殖、促进胃黏膜损伤的修复。该研

究为双蒲散治疗慢性萎缩性胃炎、阻断其向胃癌发

展提供了科学的实验依据。
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