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［摘　要］　目的　观察益气清热方对Ⅰ型幽门螺杆菌（Ｈｐ）感染的干预作用及机制。 方法　将１００只雄性裸鼠随机分为正

常组、模型组、黄芪组、黄芩组、益气清热方组，每组２０只。正常组及模型组予生理盐水，其余分别给予黄芪、黄芩及益气清热

方药液，每日０．２ｍｌ／１０ｇ。第１４天，除正常组外，其余各组予浓度１０８ｃｆｕ／ｍｌ的Ｈｐ菌液灌胃，每天１．３ｍｌ，两周后处死，观察胃

黏膜ｐ５３、ｂｃｌ－２的表达情况。 结果　与正常组比较，模型组胃黏膜ｐ５３、ｂｃｌ－２表达明显增加（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，３个药

物组均能显著降低ｐ５３、ｂｃｌ－２表达（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），而３个药物组间比较，益气清热方组明显为优（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜
０．０１）。 结论　益气清热方对Ｉ型 Ｈｐ感染裸鼠胃黏膜ｐ５３、ｂｃｌ－２表达有一定的抑制作用，可能是通过对凋亡基因的调控，降

低过高的细胞凋亡率，减轻 Ｈｐ对胃上皮细胞的损害。
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　　根据幽门螺杆菌（Ｈｐ）是否同时表达细胞毒相
关蛋白（ＣａｇＡ）和空泡毒素蛋白（ＶａｃＡ）两种毒力因
子，可将 Ｈｐ分为两型：Ⅰ型（高毒力株），具有ＣａｇＡ
基因，表达ＣａｇＡ蛋白和 ＶａｃＡ蛋白；Ⅱ型（低毒力
株），不具有ＣａｇＡ，不产生ＣａｇＡ 蛋白和 ＶａｃＡ 蛋
白［１］。前期研究表明［２－４］，脾胃气虚、胃中热郁是

Ｈｐ感染的病理基础，益气清热是 Ｈｐ感染的治疗大

法，根据治疗原则组成的益气清热方对 Ｈｐ有一定
的抑杀作用，但远较西药的根除率低，而改善临床症
状、胃镜征象及胃黏膜组织病理学表现作用显著。
本研究观察了益气清热方对Ⅰ型 Ｈｐ感染裸鼠胃黏
膜ｐ５３（抗癌基因ｐ５３表达的蛋白）、ｂｃｌ－２（Ｂ细胞淋
巴瘤／白血病－２基因表达的蛋白）表达的影响，拟从
细胞凋亡角度探讨其治疗 Ｈｐ感染的机理。
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１　材料与方法

１．１　动物

ＳＰＦ级裸鼠１００只，雄性，体重为（２０±２）ｇ，购
自中国科学院上海实验动物中心，合格证号：中科
（沪）动管第９９００４号。实验鼠饲料与垫料均为ＳＰＦ
级，购自江苏省协同医药生物工程责任有限公司，许
可证号：苏Ａ饲生字２００２（００９）。小鼠自出生后即
饲养于无菌通风橱，饲料、垫料及饮水均经灭菌处
理，室温（２０±２）℃，湿度４５％～６５％。江苏省中医
院实验动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（苏）２００７－００１７。

１．２　药物
黄芪１５ｇ、黄芩１０ｇ、益气清热方（黄芪１５ｇ、炒

白术１０ｇ、黄芩１０ｇ、仙鹤草３０ｇ、丹参１０ｇ、降香３ｇ、
神曲１２ｇ）颗粒均购自江阴天江药业有限公司（批
号：０４０１２５）。均采用灭菌蒸馏水配制成含生药１ｇ／

ｍｌ的浓度（经折算为临床用药剂量的１０倍）。

１．３　Ｈｐ菌株
为本院检验科提供的国际标准 Ｈｐ菌株，编号

为ＡＴＣＣ４９５０３。

１．４　Ｈｐ培养
将 Ｈｐ菌株接种于含７％马血清的琼脂培养板

上，置于３７℃微需氧环境中（５％Ｏ２、１０％ＣＯ２、８５％
Ｎ２）培养，４８ｈ收集细菌，最后用生理盐水制成

１０８ｃｆｕ／ｍｌ的细菌悬液，备用。

１．５　动物分组与造模
参考文献［５］方法，建立Ⅰ型 Ｈｐ裸鼠感染模

型。采用随机数字表法将小鼠分为５组（正常组、模
型组、黄芪组、黄芩组、益气清热方组），每组２０只，
正常组及模型组每日给生理盐水灌胃，其余各组灌
胃给药，灌胃容量均为每天０．２ｍｌ／１０ｇ。实验第１４
天，除正常组外，其余各组给予１０８ｃｆｕ／ｍｌ的 Ｈｐ菌
液灌胃，每天１．３ｍｌ，灌胃前禁食禁水２４ｈ，两周后
禁食，次日处死，无菌取出胃。实验过程中，黄芪组
及益气清热方组裸鼠各死亡３只。

１．６　免疫病理学检查及图像分析
将胃置于１０％中性甲醛液中，固定２４ｈ后，按

要求取材，脱水，石蜡包埋，４μｍ切两片，免疫病理
采用Ｓ－Ｐ法。抗体ｐ５３（ＭＡＢ－０１４２）、ｂｃｌ－２（ＭＡＢ－
００１４）及Ｓ－Ｐ试剂盒均为美国Ｚｙｍｅｄ公司产品，所
有抗体均为即用型抗体。切片经常规脱蜡、水化后，
用３％的过氧化氢去除内源性酶，０．４％胃蛋白酶消
化。ＤＡＢ显色，苏木素衬染，用ＰＢＳ液代替第一抗
体作阴性对照，用已知的阳性标本切片作阳性对照。

ｐ５３蛋白棕色颗粒位于胞核内，ｂｃｌ－２蛋白以腺上皮
细胞核膜、胞浆出现棕色颗粒为阳性。
每张切片随机抽取５个４００倍不重复视野，用

Ｍｉｎｉｓｅｅ１．０病理图像采集系统进行图像采集，宁阙
病理图像分析系统Ｖ２．０（江苏康克新柏公司）对染
色强度进行定量分析。测定阳性细胞的面密度（目
标面积／统计场面积）、积分光密度（阳性目标积分光
密度的总和：该部位所在区域内所有象素点的 ＯＤ
值总和），求出每组标本的平均面密度与平均积分光
密度，两者越高，说明透光度高，染色强度高。

１．７　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１３．０统计软件处理，计量数据均以

均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，组间比较用单因素方差
分析。

２　结果

２．１　各组小鼠胃黏膜ｐ５３表达比较
表１、图１示，与正常组比较，模型组胃黏膜ｐ５３

表达显著增加（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，黄芪、黄
芩与益气清热方组能显著降低ｐ５３的表达（Ｐ＜
０．０１），而３个药物组间比较，益气清热方组明显为
优（Ｐ＜０．０５）。

表１　各组小鼠胃黏膜ｐ５３表达比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 面密度 积分光密度（×１０６）

正常组 ２０　 ０．７５±０．３１　 １．６７±０．５２
模型组 ２０　 ６．４９±０．３１＊ ７．５６±０．５５＊

黄芪组 １７　 ２．４７±０．８１△＃ ３．５８±０．６４△＃

黄芩组 ２０　 ２．８２±０．５４△＃ ２．６４±０．３５△＃

益气清热方组 １７　 １．１８±０．３７△ ２．０４±０．３４△

　　注：与正常组比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０１；与益
气清热方组比较，＃Ｐ＜０．０１

２．２　各组小鼠胃黏膜ｂｃｌ－２表达比较
表２、图２示，与正常组比较，模型组胃黏膜ｂｃｌ－

２表达显著增加（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，黄芪、黄
芩与益气清热方组能显著降低ｂｃｌ－２表达（Ｐ＜０．０５
或Ｐ＜０．０１），而３个药物组间比较，益气清热方组
明显为优（Ｐ＜０．０５）。

表２　各组小鼠胃黏膜ｂｃｌ－２表达比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 面密度
积分光密度

　（×１０６）

正常组 ２０　 ２４．７７±５．９０　 ２．６２±０．２７
模型组 ２０　 ６２．８９±３．７２＊ ５．８８±０．３３＊

黄芪组 １７　 ４８．０３±５．３５△＃＃ ４．７８±０．５７△△＃＃

黄芩组 ２０　 ３１．８９±２．０３△△＃ ３．３５±０．４０△△＃

益气清热方组 １７　 ２５．１６±１．６３△△ ２．６１±０．５６△△

　　注：与正常组比较，＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，△Ｐ＜０．０５，

△△Ｐ＜０．０１；与益气清热方组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１
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图２　各组小鼠胃黏膜ｂｃｌ－２表达比较（×４００）

３　讨论
细胞凋亡是受基因调控的一种生理性死亡，

ｐ５３、ｂｃｌ－２基因是重要的凋亡调控基因。细胞凋亡
异常与包括肿瘤在内的一系列胃肠疾病的发生有

关。研究发现，Ｈｐ可导致患者的胃上皮细胞凋亡
增加［６］，在根除 Ｈｐ感染成功的患者，细胞凋亡指数
可恢复正常［７］。胃上皮细胞凋亡增加将打破细胞增
殖与细胞丢失之间的平衡，使胃黏膜细胞的数量不
断减少，可能导致胃黏膜萎缩或溃疡。但研究也显
示，凋亡细胞增加的同时，增殖细胞的数量也增
加［８］，尽管细胞增殖可能是维持组织完整性的重要
的生理反应，但由于增生细胞的基因组具有不稳定
性，就有可能使新产生的细胞发生某种基因变异，最
终可能导致组织的异型增生，甚至肿瘤的形成。
益气清热方在裸鼠体内对Ⅰ型 Ｈｐ有一定的抑

杀作用，并可削弱Ⅰ型 Ｈｐ感染后的致病性，减轻胃
黏膜的炎性渗出，降低其对胃黏膜上皮细胞的损伤
作用［５］。本研究结果显示，经Ⅰ型 Ｈｐ感染后的裸
鼠胃黏膜ｂｃｌ－２及突变型ｐ５３蛋白的表达均增高，
黄芪组、黄芩组及益气清热方组均能抑制ｂｃｌ－２、ｐ５３
的表达，与模型组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５或Ｐ＜０．０１），而３个药物组间比较，益气清热
方组明显为优（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。益气清热中
药可能通过对凋亡基因的调控，降低过高的细胞凋
亡率，维持细胞正常的生长过程，减轻 Ｈｐ对胃上皮
细胞的损害而达到治疗目的，而益气（黄芪）与清热
（黄芩）中药配伍，则可能有协同增效之功。既往研
究显示［６］，经益气清热方治疗后，患者的临床症状、
胃镜及组织病理学检查均有显著改善，提示中医药
治疗 Ｈｐ感染的机制不是局限在单纯的抑杀作用，

而对机体免疫功能、基因调控、细胞凋亡及增殖等多
方面、多环节的影响，更值得进一步探讨。本研究仅
从细胞凋亡的角度探讨了益气清热方对Ⅰ型 Ｈｐ感
染的治疗作用，存在一定的局限性，而细胞的凋亡与
增殖密不可分。此外，益气清热方对Ⅰ型 Ｈｐ致病
性是否有“减毒增效”作用，也值得深入研究，这对中
医药临床治疗 Ｈｐ感染具有一定的启示意义。
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