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摘要# 目的!研究胃炎 " 号方 "党参( 白芍( 蒲公英等# 对胃癌前病变的大鼠胃黏膜上皮细胞缺氧及缺氧耐受的影
响’ 方法!;% 只大鼠随机分为空白组( 模型组( 维酶素组和胃炎 " 号方组’ 除空白组外% 其他组大鼠采用0(甲基(0o(
硝基(0(亚硝基胍 "TRRM# 和小承气汤建立癌前病变大鼠模型’ 给药 "% 周后% 观察胃黏膜上皮微血管超微结构% 测
定胃黏膜上皮缺氧诱导因子("#"Q3(!+# 4JR+( EIh("#( 血管内皮细胞生长因子 "a3Mh# 蛋白的表达’ 结果!与空
白组相比% 模型组胃黏膜上皮微血管数量减少% 管腔严重狭窄或扩张% 内壁不光滑% 有粘附% 血管内皮细胞肿胀$
Q3(!+ 4JR+表达有升高趋势% EIh("#( a3Mh蛋白呈异常表达$ 与模型组相比% 胃炎 " 号方组改善了胃癌前病变大鼠
胃黏膜血管病变% 显著降低Q3(!+ 4JR+( EIh("#( a3Mh蛋白的表达’ 结论!胃炎 " 号方可改善胃癌前病变大鼠胃黏
膜上皮缺氧及缺氧耐受% 并促进血管新生’
关键词! 胃炎 " 号方$ 胃癌前病变$ 胃黏膜上皮$ 微血管超微结构$ 缺氧诱导因子("# "EIh("##$ 血管内皮生长因子
"a3Mh#
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]H:_1<W]:\655>A <W]:\65G:21H5>91% 5>A 6>AX915>C6:C1>1?6?6> C5?GH694X9:?521]6G<126X46> *NM[H5G?$
G’HIB=C-! R:P" F16W5> ,19:9G6:>$ C5?GH69]H195>91H:X?21?6:>$ C5?GH694X9:?521]6G<126X4$ 469H:_5?9X25H
X2GH5?GHX9GXH1$ EIh("#$ a3Mh

!!胃癌前病变 " ]H195>91H:X?21?6:>?:̂ C5?GH69
95>91H% *NM[# 是在胃黏膜萎缩的基础上合并肠
上皮化生和异型增生的病理状态% #%%% 年FEf发
布的新版消化系统肿瘤病理学和遗传学分类中% 肠
上皮化生和胃黏膜上皮内瘤变 "C5?GH694X9:?526>(
GH51]6G<12652>1:]25?65% MIR# 被视为胃癌前病变%
上皮内瘤变分为低级 "轻( 中度异型增生# 和高
级 "重度异开进丧生和原位癌# )"* ’ 我国调查显
示)#* % 轻( 中( 重度癌变率分别为 "P.!( /P-!
和 ;#P"!’ 胃癌前病变是正常胃黏膜细胞恶变为
高恶性( 低分化( 高转移活性胃癌细胞的重要阶
段% 其逆转消失则是预防胃癌发生的有效措施)&*

和关键时期% 因此对胃癌发病规律及胃癌前病变干
预效应与分子机制的研究具有重要的意义’

胃癌前病变中% 胃黏膜存在血运障碍( 基因异
常( 凋亡增加( 肠上皮化生及炎症反应等诸多病
变);* % 导致胃黏膜组织缺氧( 缺血( 继发促血管
因子的产生% 如血管内皮细胞生长因子 "_5?9X25H
1>A:G<12652CH:‘G< 5̂9G:H% a3Mh# 等( 启动血管形
成% 但新形成的血管结构异常% 不能有效发挥代偿
反应% 从而导致缺氧))* ’ 缺氧诱导因子 " <W]:\65
6>AX96=21̂59G:H("#% EIh("## 是唯一的氧调节亚单
位% 导致高癌变上皮细胞存活( 凋亡减少和癌变机
率增加)’* % 缺氧与缺氧耐受所继发的血管新生有
助于癌变细胞的早期血道转移’ 根据胃癌前病变
,胀( 痛( 痞- 的临床表现% 中医学将其归属于
,痞满-( ,胃脘痛-( ,嘈杂- 范畴% 其病机主要
是脾虚湿盛( 积湿成浊( 浊郁化热( 热蕴成毒’ 现
代研究认为% 毒分为内毒和外毒% 内毒为炎症因子
等病理产物% 外毒如 TRRM等’ 广州中医药大学
刘友章教授根据其 &% 多年的临床经验% 以益气健
脾( 和血养胃及生肌为法拟出了胃炎 " 号方% 并通
过多年临床疗效观察以及本课题组前期研究确定有
效作用剂量).(/* ’ 本研究拟通过观察胃炎 " 号方对
胃癌前病变大鼠胃黏膜血管超微结构病变和胃黏膜
Q3(!+ 4JR+( EIh("#及其下游靶标 a3Mh蛋白表
达的影响% 初步探讨该方对 *NM[大鼠缺氧( 缺氧
耐受的干预效应和机制’
JK材料
"P"!动物!@*h级雄性 @,大鼠% ’ d- 周龄% 由

中山大学实验动物中心提供% 生产许可证号 @[SK
"粤# #%""(%%#/% 动物批号 %"""/%/% 实验环境设
施许可证号 @YSK "粤# #%"%(%%)/’
"P#!药品及试剂!胃炎 " 号方 "党参( 白芍( 珍
珠层粉( 蒲公英( 七叶一枝花( 白花蛇舌草( 莪
术( 蚤休( 当归( 鸡骨草( 砂仁( 甘草# 及小承
气汤% 饮片购自广州中医药大学门诊部% 由本院药
物制剂室制备成浸膏粉低温干燥保存% 临用前用蒸
馏水溶解% 批号 #%"#"#".’ 维酶素 "主要成分为
核黄素% 四川大冢制药有限公司% "#%.""#’ a3Mh
4:X?14+= "+=954公司% MJ(""’%&"("#$ EIh("#
4:X?14+= " @5>G5MHXcL2:G19<>:2:CW公司% N:Gl
N"#"##$ 0(甲基(0o(硝基(0(亚硝基胍 "TRRM#
"日本东京株式会社% UM;0"(h*#$ 0JIc:2"美国
I>_6GH:C1>生命技术公司% "%#/’"%"#’
"P&!仪器!LS’% 奥林巴斯光学显微镜 "日本
f2W4]X?公司#$ @45HG@]19]2X?核酸蛋白测定仪
"美国 L6:(J5A 公司#$ 病理系统 "脱水机( 包埋
机( 摊片机( 染色机( 封片机# "德国莱卡公司#$
IV0T) 型荧光定量*[J仪 "美国L6:(J5A公司#’
!K方法
#P"!造模方法及给药!将 @,大鼠随机分为空白
组( 模型组( 维酶素组( 胃炎 " 号方组% 每组 "%
只’ 除空白组外% 其余采用 #%% 4CBN亚硝基胍
"TRRM# 自由饮用( 饥饱失常加耗气泻下法 "小
承气汤% # 4NB只% 生药 " CB4N% " 次BA# 复制
*NM[大鼠模型)"%* % 连续 "- 周% 第 / 周开始维酶
素组按 %P# CBDC( 胃炎 " 号方组按 .P) C生药BDC
剂量)"%* "" 倍于成人临床等效剂量# 每天 " 次%
空白组及模型组按体质量给予蒸馏水% 连续灌胃给
药 "% 周’ "- 周后% 抽取模型组 & 只大鼠% 病变组
织用多聚甲醛溶液固定% 置 ; e冰箱中固定 & <%
透射电镜观察大鼠胃黏膜微血管状态’
#P#!胃黏膜上皮微血管超微结构检测!于第 "- 周
末结束实验% 禁食 "# < 后’ "%!水合氯醛麻醉%
取胃窦黏膜组织% 置 ; e冰箱中多聚甲醛溶液固
定’ 透射电镜观察胃黏膜微血管超微结构的变化’
#P&!胃黏膜上皮细胞Q3(!!4JR+表达检测!J0(
*[J法测定大鼠胃黏膜组织中 Q3(!!4JR+的表
达’ 根据基因序列用*H641H)P% 软件设计引物% 并

./-

#%". 年 ) 月
第 &/ 卷!第 ) 期

中 成 药
[<6>1?10H5A6G6:>52*5G1>GT1A696>1

T5W#%".
a:2$&/!R:$)



由上海英潍捷基贸易有限公司合成’ Q3(!!扩增产
物长度 "&# =]% 正向引物为 ). ([++[0M[[+[(
[+[0M+0M(&.% 反向引物为 ). ([+[0M0+0M[0(
M+0M[[00+M(&.$ 内参 "-@扩增产物长度 "’# =]%
正向引物为 ). (+[MM[0+[[+[+0[[(&.% 反向
引物为 ). ([+M+[00M[[[0[[+(&.’ 反应体系!
步骤 "% /; e% ) 46>$ 步骤 #% /; e% &% ?$
)) e% &% ?$ .# e% )% ?";) 个循环#$ 步骤 &%
.# e% . 46>’ # m$$[G法))*计算基因相对表达量’
#P;!胃黏膜上皮细胞 EIh("#及其下游靶标 a3Mh
蛋白表达检测!3>_6?6:> 免疫组化法检测 a3Mh(
EIh("#蛋白表达% 胃黏膜细胞质出现棕色或棕黄
色颗粒即为染色阳性’ 随机在 ;%% 倍光镜下选取 )
个视野% 运用 I45C1]H:]2X?’P% 图像软件进行分
析% 选取平均光密度( 累计面积百分比和平均灰度
值进行a3Mh( EIh("#蛋白阳性表达’
#P)!统计方法!组间均值比较采用单因素方差分
析% 方差齐时% 采用 @RK检验$ 方差不齐时% 改
用,X>>1GG0& 检验’ @*@@ ")P% 软件统计分析’
OK结果
&P"!对胃癌前病变大鼠胃黏膜微血管超微结构的
影响!在电镜下% 空白组大鼠胃黏膜毛细血管由周
细胞( 内皮细胞以及管壁构成’ 微血管横断面呈梭
形或椭圆形% 血管管腔较大% 管腔内无血液成分和
血小板( 血细胞粘附% 可见红细胞$ 管壁厚薄均
匀% 无明显血管间隙% 内壁光滑完整% 结构清楚%
电子密度均一$ 内皮细胞呈扁平状% 胞质丰富% 胞
核呈椭圆形% 核膜核仁清晰完整% 染色质分布均
匀% 无浓集’ 模型组大鼠胃黏膜毛细血管血管网明
显可见% 但血管网排列不规则( 疏松$ 残存血管管
腔扩张% 管径减小甚至闭塞$ 管壁间有血管间隙%
内壁不光滑% 可见血小板( 纤维蛋白和炎性细胞粘
附$ 管腔表面毛糙不光滑% 有大量高电子密度物质
附着沉积% 可见红细胞% 微血管管腔通透性增加%
不连续% 管周细胞水肿% 可见大小水肿空泡% 甚至
退变或者消失% 部分毛细血管管腔扩张$ 内皮细胞
紧密连接开放% 内皮细胞变性水肿或凋亡% 并向血
管腔内突起% 胞质减少% 核膜变厚( 核仁不清晰(
染色质浓缩% 可见凋亡和分裂相’ 维酶素组症状较
模型组有所减轻% 血管管腔较为狭窄% 管壁表面较
模型组光整连续’ 胃炎 " 号方组微血管病变程度和
维酶素组相当’ 见图 "’
&P#!对胃癌前病变大鼠胃黏膜 a3Mh蛋白表达的
影响!模型组及各给药组平均灰度( 累计面积百分

图 JK大鼠胃黏膜微血管超微结构 $醋酸铀T枸橼酸铅双
染’ PJQ QQQ%

M&0NJKD1+6.,+63*+36),%(0.,+6&*73*%,.17&*6%X),,)1,&/
6.+,$36./91.*)+.+)./"1)."*&+6.+)"%3#1),+.&T
/&/0’ PJQ QQQ%

比及平均光密度均呈阳性表达% 空白组阴性表达’
与模型组相比% 维酶素组及胃炎 " 号方组大鼠胃黏
膜a3Mh蛋白表达累计面积百分比均显著降低
")k%P%"#$ 而平均光密度也显著降低 ")k%P%)%
)k%P%"#$ 维酶素组及胃炎 " 号方组 a3Mh蛋白
表达平均灰度均显著降低 ")k%P%)% )k%P%"#’
与维酶素组相比% 胃炎 " 号方组 a3Mh蛋白表达
累计面积百分比( 平均灰度均显著降低 ")k
%P%)% )k%P%"#% 而平均光密度只有减少趋势’
光镜下% 空白组大鼠胃黏膜a3Mh蛋白表达减少%
模型组明显增加% 并弥漫表达于胃黏膜全层% 其
中基座膜一侧表达显著增加% 胃腔侧表达增加幅
度相对减少% 胃黏膜上皮细胞 a3Mh蛋白主要在
细胞质内表达$ 维酶素组及胃炎 " 号方组可见黄
色病灶较模型组减少% 主要集中在基底膜一侧%
前者 a3Mh蛋白表达呈灶性分布% 而后者呈弥漫
分布’ 见表 " 和图 #’
&P&!大鼠胃黏膜 Q3(!+ 4JR+表达!与空白组相
比% 模型组的缺氧耐受因子("# "Q3(!+# 4JR+表
达具有增强趋势$ 与模型组相比% 空白组 Q3("+
4JR+表达无显著性差异 ")p%P%)#% 胃炎 " 号
方组和维酶素组胃黏膜上皮 Q3(!+ 4JR+表达均有
明显减少 ")k%P%)% )k%P%"#% 前者较后者更明
显 ")k%P%"#’ 见表 #’
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表 JK大鼠胃黏膜]’UM表达 $!L"’ #V̂ %
<.#NJ K ’W56),,&%/, %( 6.+ 0.,+6&* 73*%,. ]’UM

$!L"’ #V̂ %

组别 累计面积百分
比B! 平均光密度 平均灰度

空白组 & & &
模型组 #"P# j#P; %P#%) j%P%&) &’P;%% j/P’%%
维酶素组 ".P# j#P#!! %P"." j%P%"/! #’P&;# j;P’"/!

胃炎 " 号方组 -P# j#P"!!ll %P")" j%P%#%!! ".P"") j&P’)"!!l

!!注! 与模型组比较%!)k%P%)%!!)k%P%"$ 与维酶素组比较%
l)k%P%)%ll)k%P%"

图 !K大鼠胃黏膜]’UM表达 $免疫组化法’ PJQQ%
M&0N!K’W56),,&%/,%(]’UM&/6.+0.,+6&*73*%,. $&773T

/%4&,+%*4)7&*.17)+4%"’ PJQQ%

表 !K大鼠胃黏膜上皮/$0-1 7=F:表达 $!L"’ #VY%

<.#N!K’W56),,&%/,%(6.+0.,+6&*73*%,.1)5&+4)1&37/$0-!

7=F: $! 2"’ #3Y%

组别 Q3(!+
空白组 "P%%% j%P"&)
模型组 "P#%. j%P"-&
维酶素组 "P%". j%P%//!

胃炎 " 号方组 %P’’’ j%P#;’!!ll

!!注! 与模型组比较%!)k%P%)%!!)k%P%"$ 与维酶素组比较%
ll)k%P%"

&P;!对胃癌前病变大鼠胃黏膜EIh("#蛋白表达的
影响!模型组及各给药组累计面积百分比( 平均光
密度及平均灰度均呈阳性表达% 空白组为阴性表
达’ 与模型组相比% 维酶素组及胃炎 " 号方组
EIh("#蛋白表达累计面积百分比均显著降低
")k%P%)% )k%P%"#$ 平均光密度有降低趋势$
平均灰度维酶素组及胃炎 " 号方组均显著降低
")k%P%)% )k%P%"#’ 与维酶素组相比% 胃炎 "
号方组EIh("#蛋白累计面积百分比( 平均灰度均
显著降低 ")k%P%"#% 平均光密度有降低趋势’
光镜下% 空白组大鼠胃黏膜上皮 EIh("#蛋白呈阴

性表达% 模型组可见 EIh("#蛋白弥漫表达于胃黏
膜全层% 其中基底膜一侧表达显著性增加% 胃腔一
侧则表达增幅较小$ 胃炎 " 号方组和维酶素组
EIh("#蛋白表达较模型组明显减少% 呈局灶性分
布% 主要集中在管壁一侧% 前者分布范围较后者
小% 强度较弱’ 见表 & 和图 &’
表 OK大鼠胃黏膜A?MTJ!蛋白表达 $!L"’ #V̂ %

<.#NOK’W56),,&%/,%(6.+0.,+6&*73*%,. A?MTJ!56%+)&/
$!L"’ #V̂ %

组别 累计面积百分比B! 平均光密度 平均灰度
空白组 & & &

模型组 "#P# j&P’ %P")) j%P%’. #&P##- j’P..%

维酶素组 /P) j"P.! %P";’ j%P%&# "’P&-’ j;P";’!

胃炎 " 号方组 ’P% j#P#!!l %P"#; j%P%#/ "#P")) j;P-;#!!l

!!注! 与模型组比较%!)k%P%)%!!)k%P%"$ 与维酶素组比较%
l)k%P%)

图 OK大鼠胃黏膜A?MTJ!蛋白表达 $免疫组化法’ PJQQ%
M&0NOK’W56),,&%/,%(A?MTJ!56%+)&/&/6.+0.,+6&*73*%,.

$&773/%4&,+%*4)7&*.17)+4%"’ PJQQ%

RK讨论
课题组前期报道)""("&* % 胃癌前病变大鼠典型

病理变化为胃黏膜萎缩% 进而出现肠上皮化生和异
型增生% 提示胃癌前病变大鼠模型复制成功’ 本研
究结果显示% 胃癌前病变大鼠胃黏膜上皮微血管密
度降低% 残存血管管腔狭窄( 闭塞( 通透性增加%
血管内皮细胞水肿与凋亡% 与报道 )";* 相一致%
提示胃癌前病变大鼠微血管有严重损伤性病变’ 胃
黏膜的微血管损伤可导致胃黏膜上皮细胞能量代谢
的障碍% 增加细胞凋亡)")* % 胃黏膜发生缺氧性病
变’ 在实体肿瘤的恶变( 生长( 转移等方面% 血管
生成起着重要的作用)"’* ’ 胃黏膜的缺氧可诱导血
管生成促进因子% 如 a3Mh( 碱性成纤维母细胞生
长因子 "=hMh#( 转换生长因子 #和 ! "0Mh(#B
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!# 等的表达% 刺激血管新生)".* ’ 其中% a3Mh是
人体内刺激血管内皮细胞形成的重要因子% 是诱导
肿瘤血管形成的特异性最高( 作用最强的血管生长
因子% 可诱发血管形成( 增加血管通透性及促进血
管内皮细胞的分裂增生)"-* % 组织缺氧可磷酸化激
活信号转导与转录激活因子 & " @0+0& # 上调
a3Mh的表达)"/* % 与血管密度呈正相关)#%* % a3Mh
在癌症早期的高表达可促进内皮细胞增殖( 迁移%
促进肿瘤细胞的浸润和转移)#"* % 而中药抗肿瘤血
管生成可抑制肿瘤生长与转移)##* ’ 本研究结果证
实% a3Mh在胃癌前病变大鼠胃黏膜上皮高表达%
提示高表达 a3Mh有可能参与胃癌的早期血道转
移’ 胃炎 " 号方可抑制a3Mh蛋白的表达% 从而抑
制肿瘤血管新生’

缺氧可诱导缺氧诱导因子(" "<W]:\65(6>AX96=21
5̂9G:H"% EIh("# 的表达)#&* ’ EIh("#是由低氧等诱
导细胞产生的一种转录因子% 在机体缺氧过程中起
核心作用% 并和肿瘤增殖( 侵袭密切相关)#;* ’
EIh("#参与了胃癌的发生( 发展% 可作为胃癌浸
润和转移的重要指标)#)* ’ a3Mh和 EIh("#在胃癌
组织中的高表达可能为肿瘤侵袭转移的机制之
一)#’* % 胃癌前病变大鼠胃黏膜上皮细胞微血管损
伤所致缺氧环境可诱导EIh("#的表达% EIh("#可
能通过上调a3Mh的蛋白表达促进胃癌的生长( 侵
袭和转移)#.* % EIh("#和 a3Mh在胃癌血管生成和
生长侵袭转移过程中具有相互叠加或协同作用)#-* %
因此两者可作为胃癌抗血管治疗的潜在有效靶点’
本研究结果表明% 胃癌前病变大鼠胃黏膜上皮同时
高表达 EIh("#和 a3Mh% 提示胃癌前病变胃癌恶
性变早期% 肿瘤血管生成相关基因和蛋白表达% 促
进( 诱导胃癌早期血道转移的发生’

胃癌前病变属中医 ,胃痞-( ,胃拖痛- 的范
围% 是本虚标实之证)#/* % 其中脾胃虚弱是本病的
主要病机% 本虚以脾胃气阴两虚为主% 标实有血
瘀( 热毒等’ 胃炎 " 号方是广东省名中医刘友章教
授在长期治疗慢性萎缩性胃炎基础上总结出来的有
效方剂% 方中党参( 白芍为君药% 有健脾养胃( 柔
肝生肌之功效$ 珍珠层粉( 蒲公英( 七叶一枝花(
白花蛇舌草( 莪术( 蚤休( 当归为臣药% 有清热解
毒( 化瘀活血之功效$ 鸡骨草( 砂仁为佐药% 能理
气和胃止痛$ 甘草为使调和诸药% 全方共奏健脾(
解毒( 化瘀之功效’ 前期研究已表明% 胃炎 " 号方
可修复慢性萎缩性胃炎 "[+M# 患者胃豁膜萎缩%
剂量依赖性抑制人胃癌细胞 @M[(./%" 细胞生长和

促 @M[(./%" 凋亡)#/(&%* % 抑制 [+M大鼠胃黏膜 !
连环素 "!(95G1>6># 和细胞周期素 ," "9W926>(
,"# )&"*的表达’

综上所述% 胃癌前病变大鼠由于胃黏膜微血管
损伤% 导致胃黏膜上皮细胞缺氧% 继发缺氧耐受(
有氧糖酵解( 癌变和诱导肿瘤血管新生% 最终启动
胃癌早期转移病程’ 胃炎 " 号方可通过保护血管内
皮细胞损伤( 改善胃癌前病变大鼠胃黏膜上皮缺
氧( 下调EIh("#表达逆转缺氧耐受( 下调 a3Mh
表达来抑制肿瘤血管新生诱导% 其详细机制仍有待
进一步的研究’
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