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摘要# 目的!分析甘草次酸对幽门螺杆菌感染胃溃疡大鼠的影响% 并探讨其作用机理& 方法!采用乙酸处理后幽门螺
杆菌感染法制备胃溃疡大鼠模型% 检测不同剂量甘草次酸处理后大鼠溃疡指数以及胃酸’ 胃蛋白酶活性& 同时检测甘
草次酸对大鼠胃黏膜组织及体外胃黏膜上皮细胞中[淋巴细胞瘤+# "[SA## 和天冬氨酸蛋白水解酶+$ "S/3T/37+$# 表
达’ 糖原合成酶激酶+$ "LCb$!# 活性及细胞凋亡水平的影响& 结果!甘草次酸可降低大鼠的溃疡指数以及胃液中胃
酸’ 胃蛋白酶活性& 甘草次酸处理后% 大鼠胃黏膜组织及体外胃黏膜上皮细胞中凋亡抑制因子 [SA# 的表达显著增
高% 而凋亡因子S/3T/37+$的表达量’ 激酶LCb$!活性及细胞凋亡水平则明显下降& LCb$!激活剂 Ap#,%((# 作用于
细胞后% [SA# 水平下调% S/3T/37+$表达增多% 细胞凋亡水平上升& 结论!甘草次酸可通过调控LCb$!激酶活性% 抑
制胃黏膜上皮细胞的凋亡% 进而促进幽门螺杆菌感染胃溃疡的愈合&
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!!胃溃疡 "N/38R0<P1<7R% LQ# 属于消化性溃疡
的一种% 是一类常见的慢性胃肠道疾病% 具有较高
的复发性)"* % 其致病因素多与病毒’ 微生物感染’
炎症反应的加剧以及胃酸’ 胃蛋白酶的异常分泌等
有关% 其中幽门螺杆菌 "1$43/+O&/($’%04+’3% GT#
感染是临床胃溃疡患者发病的主要诱因之一)#* &
近年来% 医药工作者利用中医药手段治疗胃溃疡及
其他幽门螺杆菌感染相关的胃肠道疾病% 取得了广
泛的成果)$* & 然而% 受中药制剂的成分复杂性所
限% 其活性机制尚不清楚&

中药甘草对于胃溃疡的治愈具有显著疗效% 其
主要成分之一甘草次酸是一种三萜类化合物)%* &
研究表明% 甘草次酸具有抗肿瘤’ 抗炎症’ 抗病毒
感染等多种作用))* & 本实验以幽门螺杆菌感染的
乙酸性胃溃疡大鼠模型为对象% 分析了甘草次酸对
幽门螺杆菌感染大鼠溃疡愈合指数及胃酸’ 胃蛋白
酶含有量的影响% 并以幽门螺杆菌共培养的胃黏膜
上皮细胞为体外模型% 分析其对胃黏膜细胞功能的
调控机制% 为解析甘草的药理机制提供依据&
HI材料
"H"!实验动物与细胞!)( 只雄性 Co大鼠 "体质
量 #’( ‘$#( N# 购买自河南中医药大学实验动物中
心 )生产许可证号 Cpab "豫# #(")+((()*& 胃黏
膜上皮细胞 L73+" 由河南中医药大学中心实验室
保存&
"H#!试剂!西咪替丁片 "山东方明药业集团股份
有限公司% 国药准字 G$4(##*$#% 批号 "#("(,"#(
甘草次酸 " C0N./% 批号 -("’()(( #( 磷酸化
LCb$! "9XR#"*# "批号 U3+((#$?#’ 总 LCb$!
"批 号 U3+((#$F#’ [SA# " 批 号 U3+#($)"?#’
S/3T/37+$ "批号 U3+((’"?#’ !+@<806 一抗 "批号
U3+((*"?#’ 羊抗鼠二抗 "G?̂ % 批号 U3+($*’L3#
"北京博奥森生物技术有限公司#( F99细胞增殖+
毒性检测试剂盒 "碧云天生物技术研究所% 批号
S(((,#( Ap#,%((# "北京百奥莱博科技有限公司%
批号 ")#%""%#&
JI方法
#H"!甘草次酸对胃溃疡大鼠的影响
#H"H"!胃溃疡大鼠模型制备与处理!采用乙酸处
理后幽门螺杆菌感染法制备胃溃疡大鼠模型% 具体
参照张俊杰等)**方法& 大鼠经 $!戊巴比妥钠腹腔
注射麻醉后% 沿腹中线剪开约 # <.长开口% 将胃

轻轻移出% 用注射器将 (H() .A冰醋酸注射至浆膜
层与胃壁肌层间& 完毕后% 将胃轻轻送回至腹腔
内% 消毒’ 缝合腹腔壁% 继续饲养& 乙酸处理 4 V
后% 经口腔缓慢灌注 # .AGT 菌液 "参照张强)4*

的方法#% 4 V后第 # 次感染% 共 % 次&
模型大鼠随机分为模型组 "S>68#% 甘草次酸

高 "L@+G#’ 低剂量组 "L@+A#’ 西咪替丁组
"S9#% 每组 ’ 只% 同时设未处理的大鼠为正常组
"D9#& 甘草次酸与西咪替丁制成生理盐水悬液%
按不同剂量 "甘草 次 酸 高’ 低 剂 量 组 "H(’
’H( .NI]N体质量% 西咪替丁 )H( .NI]N体质量#
尾静脉注射% 模型组与正常组分别注射等体积生理
盐水% 每天注射 " 次% 共 4 V& 各组大鼠于末次给
药后% 禁食不禁水 #% M% 断头处死&
#H"H#!溃疡指数测定!大鼠溃疡指数测定参照韩
丽)’*方法& 大鼠处死后% 开腹取胃% 收集胃液用
于胃酸及胃蛋白酶测定& 沿胃大弯剪开铺展% 观察
并测量胃溃疡最大长径和最大横径% 两者乘积即为
溃疡指数 "..##&
#H"H$!胃酸与胃蛋白酶测定!胃液离心后收集上
清% 参照韩丽)’*方法% 采用酸碱滴定法测定胃液
上清中游离酸及总酸度 "..>1IA#% 采用分光光度
法测定胃蛋白酶活性 "QI.A#&
#H#!甘草次酸对胃黏膜上皮细胞凋亡的影响
#H#H"!细胞培养与处理!幽门螺杆菌培养液按
"(( e" 感染复数与胃黏膜上皮细胞 L73+" 共培养%
"# M 后更换新鲜培养基% 分别加入高’ 低剂量
"4)’ #) 6NI.A# 甘草次酸% 培养 #% M后% 检测细
胞凋亡及相关因子表达情况& 同时% 以未受甘草次
酸处理的共培养细胞为模型组作为对照& 添加
Ap#,%((# "终浓度 #) (.>1IA# 至 4) 6NI.A甘草
次酸处理 #% M 后的细胞中% 培养 "# M% 检测细胞
凋亡及相关因子表达情况&
#H#H#!c7387R6 U1>8检测!取处理后大鼠胃黏膜组
织或细胞% CoC 裂解法提取总蛋白% 煮沸后% 取
’( (N上样进行 CoC+̂@L-电泳并转膜& 经 $!脱
脂奶粉封闭后% 一抗 "" e# ((( 稀释# % i孵育过
夜% 洗膜% 加入二抗G?̂ 室温孵育 " M% -SA显色
曝光% 灰度分析条带值&
#H#H$!细胞凋亡检测!处理后的细胞于 $4 i恒温
培养 #% M后% 调整细胞密度 "" h"(* I.A#% 加入
@667Z06 _+EB9S "终质量浓度 (H) (NI.A# 和 B̂
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"终质量浓度 (H* (NI.A# 双染色% 进行流式细胞
仪分析&
#H$!统计分析!实验数据以Ld2形式表示% 数据
分析采用 C ĈC "#H( 统计软件进行% 组间比较采用
(检验 "两组# 法或单因素方差分析 >67+:/X@Dj+
_@法 "多组# 进行% -k(H() 表示差异具有统计
学意义&
KI结果
$H"!甘草次酸对幽门螺杆菌感染胃溃疡大鼠溃疡
指数的影响!与模型组相比% 甘草次酸高’ 低剂量
组及西咪替丁阳性对照组大鼠的溃疡指数均显著下
降 "-k(H()% -k(H("#& 高’ 低剂量甘草次酸组
间差异明显% 高剂量甘草次酸组大鼠溃疡指数更
低% 且镜下溃疡组织较平坦% 溃疡灶周边及表面有
新生肉芽组织形成& 结果见表 "&
表 HI甘草次酸对胃溃疡大鼠溃疡指数的影响 $!L"% #MY&
$(1OHI?--&,+"-Q4T,T’’%&+#0#,(,#!"0+%&*4,&’#0!&R #0

]B’(+.$!L"% #MY&

组别 剂量I".N.]Ng"# 溃疡指数I..#

正常组 $ $
模型组 $ "#H*’ d#H’%
甘草次酸低剂量组 "H( ,H’% d#H$,!

甘草次酸高剂量组 ’H( )H,’ d"H()!m

西咪替丁组 )H( $H## d"H"$!!m

!!注!与模型组比较%!-k(H()%!!-k(H("( 与甘草次酸低剂量

组比较%m-k(H()

$H#!甘草次酸对胃溃疡大鼠胃酸及胃蛋白酶活性
的影响!胃溃疡模型大鼠的胃酸及胃蛋白酶活性显
著升高 "-k(H()% -k(H("#& 与模型组相比% 低
剂量甘草次酸能降低胃液游离酸及总酸度% 但差异
不具有统计学意义 "-l(H()#( 而高剂量甘草次
酸及西咪替丁均能显著降低胃液游离酸及总酸度
"-k(H()#% 见表 #& 同时% 高’ 低剂量甘草次酸
组中% 胃液胃蛋白酶活性均明显降低 "-k(H()%
-k(H("#&
$H$!甘草次酸对胃溃疡大鼠胃黏膜细胞凋亡的影
响!高’ 低剂量甘草次酸作用于胃溃疡大鼠后% 大
鼠胃黏膜中凋亡抑制因子[SA# 的表达水平较模型
组显著增高 "-k(H()#% 而凋亡因子 S/3T/37+$ 的
表达量则明显降低 "-k(H()#% 见图 "& 同时% 甘
草次酸能显著减少体外幽门螺杆菌感染胃黏膜上皮
细胞L73+" 引起的细胞凋亡 "-k(H()#&
$H%!甘草次酸通过调控LCb$!活性抑制胃黏膜上
皮细胞的凋亡!4) 6NI.A甘草次酸处理胃黏膜上
皮细胞 #% M 后% 细胞中 LCb$! "9XR#"*# 的磷酸
化水平降低 "-k(H()#% 激酶活性下降( 同时细
胞中[SA# 的表达水平显著增高% S/3T/37+$ 的表达
量明显下降 "-k(H()#% 见图 #& 利用 #) (.>1IA
LCb$!激活剂Ap#,%((# 作用于细胞后% 甘草次酸
的作用 受 到 抑 制% 细 胞 内 [SA# 水 平 下 调’
S/3T/37+$ 表达增多% 细胞凋亡水平上升 "图 ##&

表 JI甘草次酸对胃溃疡大鼠胃酸及胃蛋白酶活性的影响 $!L"% #MY&
$(1OJI?--&,+."-Q4T,T’’%&+#0#,(,#!"0+%&Q(.+’#,(,#!(0!)’"+&#0(.&(,+#6#+#&.#0]B’(+.$!L"% #MY&

组别 剂量I".N.]Ng"# 游离酸I"..>1.Ag"# 总酸I"..>1.Ag"# 胃蛋白酶活力I"Q..Ag"#
正常组 $ )’H#* d"$H$’! "#)H)* d,H’4! "))H#’ d$)H*4!!

模型组 $ ,$H$) d#"H,’ "%#H", d""H$" #’,H,4 d#$H$"
甘草次酸低剂量组 "H( ’)H"" d*H)) "$’H,’ d",H#, ##(H)4 d"%H*’!

甘草次酸高剂量组 ’H( 44H#* d*H"$! "$(H$$ d,H"$! "’4H’, d#"H$)!!

西咪替丁组 )H( 4,H’* d""H"4! "#’H)* d"(H#)! "*4H%4 d,H’’!!

!!注! 与模型组比较%!-k(H()%!!-k(H("

SI讨论
幽门螺杆菌感染引起的胃黏膜细胞加剧凋亡是

幽门螺杆菌阳性胃溃疡发生的主要病理基础之
一),* & 甘草次酸是甘草中主要的三萜化合物之
一)"(* % 可以调控 @]8IEjaj$/I[0.’ ?jCIF@̂b3’
c68I!+</87606等相关信号通路的作用% 进而调节
人乳腺癌细胞’ 垂体腺瘤细胞及白血病细胞等多种
肿瘤细胞的凋亡活性)""+"$* & 然而% 关于甘草次酸
是否对非肿瘤组织细胞的凋亡具有调控作用的报道
较少& 本实验证实了甘草次酸能有效抑制幽门螺杆
菌感染后胃黏膜上皮细胞的凋亡% 表明甘草及甘草

次酸对胃溃疡的治愈作用可能与胃黏膜细胞凋亡的
抑制有关&

此外% 本研究分别对不同剂量甘草次酸的作用
进行了分析& 因药物进入体内后存在吸收’ 分布’
代谢和排泄规律上的差异% 其血药浓度随时间变化
也不尽相同% 因而常需对体内外实验所需药物浓度
进行分别确定& 本研究体内外实验中所涉及到的药
物浓度同样由查阅文献结合药物毒性预实验所得%
二者虽无直接相关性% 但可为相关的药代动力学研
究提供剂量参考&

机体内细胞凋亡的发生受各种凋亡信号通路的
%*%
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注! 与模型组比较%!-k(H()

图 HI甘草次酸对胃溃疡大鼠胃黏膜细胞凋亡的影响
2#QOHI?--&,+"-Q4T,T’’%&+#0#,(,#!"0+%&,&44()")+".#."-Q(.+’#,3*,".( #0]B’(+.

注! 与模型组比较%!-k(H()

图 JI甘草次酸通过调控]:EK!活性抑制胃黏膜上皮细胞的凋亡
2#QOJI=06"46&3&0+"-Q4T,T’’%&+#0#,(,#!#0+%&’&Q*4(+#"0"-]:EK!(,+#6#+T +" #0%#1#+()")+".#."-Q(.+’#,&)#+%&4#(4,&44.

调节& LCb$!是一种保守性的丝氨酸I苏氨酸激
酶% 其9XR#"* 残基磷酸化后活性被激活% C7R, 残
基磷酸化后活性则被抑制% 活化的 LCb$!可作用
于下游的 [<1+# 及 S/3T/37+$ 分子% 调控细胞的凋
亡过程)"%+")* & 有研究报道% 某些人工合成的三萜
类化合物能够调节 LCb$!活性% 进而影响细胞增
殖’ 凋亡等过程)"** & 本实验发现% 甘草次酸能下
调幽门螺杆菌感染后胃黏膜中 LCb$! "9XR#"*#
的磷酸化水平% 降低激酶活性% 并上调 [SA#’ 抑
制S/3T/37+$ 的表达& 推测甘草次酸对胃黏膜细胞

凋亡的抑制作用可能与 LCb$!相关的细胞凋亡途
径有关&

本研究以幽门螺杆菌感染的乙酸性胃溃疡大鼠
模型为对象% 证实了甘草次酸对于幽门螺杆菌感染
引起的胃溃疡病症的愈合具有促进作用% 这一过程
与甘草次酸对 LCb$!激酶活性的调节及胃黏膜上
皮细胞凋亡的抑制有关% 可为解析中药甘草及甘草
次酸的药理机制提供了依据&
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五子衍宗方对环磷酰胺致小鼠睾丸细胞 AD8损伤的影响

赵海霞! !黄威峰! !宋来新! !刘!静! !彭!奔! !张长城!

"三峡大学医学院! 湖北 宜昌 %%$((#$

收稿日期! #("*+(’+(’

基金项目! 国家自然科学基金项目 "’")4$,$"% ’"$4$’’"% ’")($$$%#( 三峡大学人才科研启动基金 "bO#("%[(*4#
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摘要# 目的!探讨五子衍宗方 "枸杞子’ 菟丝子’ 覆盆子’ 车前子’ 五味子# 对环磷酰胺致成年雄性小鼠睾丸细胞
oD@损伤的影响& 方法!将 )(只成年雄性[/1UIS小鼠中 %(只腹腔注射环磷酰胺后随机均分为模型对照组 "生理盐水#
以及五子衍宗方低’ 中’ 高剂量组 ""((’ #((’ %(( .NI]N#% "( 只另设正常对照组 "生理盐水#% 乙醚麻醉小鼠后颈椎
脱臼处死& 检测小鼠精子数量’ 精子活率及精子畸形率% 酶联免疫吸附测定法 "-ABC@# 法检测血清中 ’+羟基脱氧鸟苷
"’+jGVL# 的含有量% 单细胞凝胶电泳技术检测睾丸细胞oD@损伤程度% c7387R6 U1>8检测睾丸组织中磷酸化的肿瘤抑
制蛋白 )$ "T+̂)$#’ &位磷酸化的组蛋白 "&+G#@a# 蛋白表达& 结果!相较于模型对照组% 五子衍宗方各组可显著升
高小鼠精子数量’ 精子活率% 显著降低精子畸形率’ 血清 ’+jGVL水平% 显著降低睾丸组织中 T+̂)$ 与&+G#@a蛋白表
达& 结论!五子衍宗方能通过下调 T+̂)$’ &+G#@a蛋白表达来显著减轻环磷酰胺致小鼠睾丸细胞oD@损伤&
关键词! 五子衍宗方( 环磷酰胺( ’+jGVL( oD@损伤( &+G#@a
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