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［摘要］ 目的：运用生物信息学技术和动物实验探究香连化浊方调节细胞周期抑制增殖治疗萎缩性胃炎（CAG）的潜在作

用机制。方法：利用 GEO 数据库和 GEO2R 工具筛选出 CAG 差异基因，使用加权基因共表达网络分析（WGCNA）寻找 CAG 的

核心基因（hub gene），与 GeneCards数据库获得细胞周期-增殖相关基因取交集，并进行富集分析，得到与 CAG 相关的信号通路

和生物过程。基于 STRING 数据库进行蛋白质-蛋白质相互作用（PPI）网络的构建，寻找核心基因 2.0（hub 2.0），并进行动物实

验验证。从 70 只雄性 Wistar 大鼠中随机抽取 14 只作为正常组，其余 56 只大鼠采用“饥饱失常+N-甲基 -N-硝基 -N-亚硝基胍

（MNNG）+水杨酸钠”联合造模法制备 CAG 模型。将造模成功的大鼠随机分为模型组，香连化浊方高、中、低剂量组（36、18、

9 g·kg-1），摩罗丹组（1.4 g·kg-1），灌胃给药，疗程 60 d。使用苏木素-伊红（HE）染色观察大鼠胃黏膜组织病理学变化；透射电镜

观察胃黏膜组织细胞超微结构，蛋白免疫印迹法（Western blot）检测胃黏膜组织中转化生长因子（TGF）-β1/Smads 信号通路

TGF-β1、Smad2、Smad3 蛋白，S/G2/M 期标志物双子蛋白（geminin）、增殖标志物 MCM2 的蛋白相对表达量并进行 Spearman 相关

性分析。结果：最终得到包括 TGF-β1在内的 15 个 hub 2.0 基因，TGF-β1信号通路参与 CAG 发病。与正常组比较，模型组大鼠

胃黏膜组织中 TGF-β1、Smad2、geminin、MCM2 蛋白表达明显升高（P<0.05），Smad3 蛋白表达水平明显下降（P<0.05）；与模型

组比较，各药物组胃黏膜组织中 TGF-β1 和 geminin 表达明显降低（P<0.05），香连化浊方中、高剂量组和摩罗丹组 Smad2、

MCM2 蛋白表达水平明显下降（P<0.05），香连化浊中高剂量组和摩罗丹组 Smad3 蛋白表达水平明显上升（P<0.05）。Spearman

相关性分析表明 Smad3 和其余指标均负相关，其余指标之间均呈正相关（P<0.01）。结论：香连化浊方可能通过抑制 TGF-β1/

Smads信号通路，调节细胞周期，抑制增殖治疗 CAG。
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［［Abstract］］  Objective：： To explore the potential mechanism of Xianglian Huazhuo prescription （XLHZ） in treating chronic 

atrophic gastritis （CAG） by regulating cell cycle and inhibiting proliferation， using bioinformatics technology and animal 

experiments. Methods：： Differential expressed genes （DEGs） related to CAG were screened using GEO database and GEO2R tool. 

Weighted gene co-expression network analysis （WGCNA） was employed to search for hub genes of CAG. These hub genes were 

intersected with cell cycle proliferation based on GeneCards database. Eenrichment analysis of the intersecting genes was performed 

to obtain signaling pathways and biological processes related to CAG. Protein protein interaction （PPI） analysis of genes was 

conducted using the Protein Interaction Platform （STRING） database to search the super hub gene （hub 2.0）， and animal 

experiments were conducted for further validation. Fourteen of 70 male Wistar rats were randomly selected as the normal group， 

and the remaining 56 rats were prepared by the combined modeling method of "starvation disorder+N-methyl-N-nitro-N-

nitrosoguanidine （MNNG） + sodium salicylate". The successfully modeled rats were randomly divided into the model group， 

XLHZ-H， XLHZ-M， and XLHZ-L groups （36， 18， 9 g·kg-1， respectively）， and Morodan group （1.4 g·kg-1）. Each group was 

given corresponding intervention for 60 days. Hematoxylin-eosin （HE） staining was used to observe the histopathological changes 

of gastric mucosa in rats. The ultrastructure of gastric mucosal tissue cells was observed by transmission electron microscopy. The 

relative expression levels of TGF-β1， Smad2 and Smad3 proteins， S/G2/M phase marker geminin and proliferation marker MCM2 

were detected by Western blot in gastric mucosal tissue， and Spearman correlation analysis was performed. Results：： A total of 15 

hub 2.0 genes were identified， including TGF- β1， suggesting the involvement of the TGF- β1 signaling pathway in the CAG 

pathogenesis. Compared with the normal group， the expressions of TGF-β1， Smad2， geminin and MCM2 proteins in the gastric 

mucosa tissue of the model group were increased （P<0.05）， and the expression of Smad3 protein was decreased （P<0.05）. 

Compared with the model group， the expressions of TGF-β1 and geminin in the gastric mucosa were decreased in the drug groups 

（P<0.05）. The XLHZ-M group， XLHZ-H group and Morodan group had significantly decreased protein expression of Smad2 and 

MCM2 （P<0.05）. The protein expression of Smad3 was significantly increased in XLHZ-M， XLHZ-H， and Morodan groups （P<

0.05）. Spearman correlation analysis showed that Smad3 was negatively correlated with other indicators， and positively correlated 

with other indicators （P<0.01）. Conclusion：： XLHZ may inhibit TGF-β1/Smads signaling pathway， regulate cell cycle， and inhibit 

proliferation in the treatment of CAG.

［［Keywords］］ Xianglian Huazhuo prescription； weighted gene co-expression network analysis （WGCNA）； chronic atrophic 

gastritis； proliferation； cell cycle

慢性萎缩性胃炎（CAG）是一种较常见的以胃

黏膜上皮固有腺体减少或消失为特征，伴或不伴有

肠上皮化生和异型增生的慢性疾病，属于胃的癌前

疾病，是胃癌二级预防工作的重点［1］。“七五”“八五”

“十一五”期间 CAG 及胃癌前病变多次列入中医临

床重点研究项目［2］，深入探究中药复方治疗 CAG 的

机制有益于优化治疗方案，为临床实践提供依据。

国医大师李佃贵教授基于内经思想结合中医

理论和临床实际创立浊毒理论体系，认为浊毒内蕴

是萎缩性胃炎的病机所在［3］，拟经验方香连化浊方

治疗 CAG。香连化浊方基于浊毒理论构建，由黄

连、藿香、豆蔻、木香等 18 味药物组成，方中藿香、黄

连共奏芳香化浊，清热利湿之效为君；白花蛇舌草、

半枝莲、白术、豆蔻清热解毒，健脾化浊为臣；香附、

枳实、木香、延胡索行气，三七、白芍、川芎、当归活

血养血，茯苓、砂仁健脾化湿，百合滋养胃阴，全蝎

解毒散结，共为佐使药，共奏化浊解毒、和胃降逆之

功，临床疗效显著，可以明显缓解胃痛胃胀等症状。

关于香连化浊方治疗 CAG 的研究目前正在深

入进行中，其中一项随机对照双盲的临床注册研究

正在进行，其结果将提供更多关于香连化浊方疗效

的实证数据。在前期研究中，本课题组通过网络药

理学、生物信息学技术、动物实验等发现香连化浊

方可以通过调节增殖和凋亡过程，发挥保护胃黏膜

的作用，然而却没有深入探究香连化浊方干预增殖

周期的具体环节［4-7］。为深入探究香连化浊方的作

用机制 ，本研究基于加权基因共表达网络分析

（WGCNA）构建不同的基因共表达基因模块确定与

CAG 发病相关的模块与核心基因，运用蛋白质 -蛋

白质相互作用（PPI）网络技术确定细胞周期 -增殖 -

核心基因的核心基因 2.0（hub 2.0），结合课题组前期

研究及查阅文献后确定转化生长因子 -β1（TGF-β1）/

Smads 信号通路与 CAG 发病密切相关，并通过动物

实验进一步验证。旨在深入探究香连化浊方干预

细胞周期，抑制增殖，治疗 CAG 的机制，为临床治疗

提供更多理论依据。

1 生物信息学

1.1　CAG 差异基因的获取及数据集质量评估及细

胞 周 期 和 增 殖 相 关 基 因 的 获 取     以“chronic 

atrophic gastritis”为检索词在 GEO 数据库进行检
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索，将物种设置为“Homo sapiens”，筛选与 CAG 相

关基因表达谱数据集得到“GSE233973”数据集，该

数据集包含 14 个 CAG（自身免疫性胃炎）、13 个伴

幽门螺杆菌感染慢性胃炎（未明确说明是 CAG 还是

慢性非萎缩性胃炎故本研究不予采纳）和 9 个正常

胃 黏 膜 组 织 样 本 。 使 用 GEO2R 工 具 对

“GSE233973”数据集中 CAG 和正常胃黏膜组织进

行差异基因（DEGs）的分析筛选，使用“GPL21185”

平台进行注释，以 Padj<0.05 且 |log2FC|>1 为筛选差异

基因的标准，获得 CAG 的差异表达基因，并使用箱

线图和火山图进行数据集质量评估。

使 用 GeneCards 数 据 库 ，分 别 以“cell cycle”

“proliferation”为关键词进行检索，各自取其相关性

前 500 的蛋白作为细胞周期和增殖的相关基因。

1.2　WGCNA 筛选 CAG 核心基因及细胞周期 -增

殖 -CAG 核心基因的获取     使用 R 语言软件（4.1.2

版）进行 WGCNA 的操作，使用 WGCNA 软件包对

CAG 差异基因进行样品聚类及缺失值检测，使用

Pick Soft Threshold 函数筛选软阈值构建共表达网

络（当 R2<0.8 时选用经验软阈值）。构建加权邻接矩

阵，基于 Topological Overlap Matrix（TOM）的相异

度度量（1-TOM）的分层聚类来构建相关基因模块。

以模块特征基因（MEs）为主成分筛选基因和 CAG

的潜在相关性，总结各模块基因的表达模式，从中

选择与 CAG 正负相关程度最高的模块，筛选模块中

基因重要性（GS）>0.5 且基因与模块（MS）相关性>

0.8 的基因共同作为 CAG 核心基因。

CAG 核心基因与细胞周期和增殖相关基因取

交集，得到细胞周期-增殖-CAG 核心基因，使用微生

信平台绘制韦恩图，并进行后续的分析。

1.3　富集分析     使用 DAVID 平台对细胞周期 -增

殖 -CAG 核心基因进行京都基因与基因组百科全书

（KEGG）分析和基因本体（GO）分析，其中 GO 分析

包括生物学过程（BP）、细胞组分（CC）和分子功能

（MF），并使用 chiplot网站将富集结果进行可视化。

1.4　PPI 网络的构建和 hub 2.0 基因的筛选     使用

STRING 数据库对细胞周期 -增殖 -CAG 核心基因进

行 PPI 分析，物种选择“Homo sapiens”，其他选择默

认参数，导出为 tsv 格式后，使用 Cytoscape 3.7.2 计

算 Degree 值，并按照 Degree 值排序进行可视化，将

Degree值前 15 的作为 hub 2.0 基因。

2 材料

2.1　动物     70 只 SPF 级 6~8 周龄健康雄性 Wistar

大鼠，体质量（150±20） g，于北京维通利华实验技术

有 限 公 司 购 买 ，动 物 合 格 证 号 SCXK（京）2016-

0006，饲养于河北中医药大学 SPF 级动物实验中心，

自由饮食，普通饲料饲养，饲养室温度 20~25 ℃，自

然光照。

2.2　伦理     本动物实验经由河北中医药大学动物

伦理委员会批准（编号 DWLL2019022）。
2.3　药物     香连化浊方煎液由河北中医药大学第

一附属医院中药房制备及提供，饮片经河北中医药

大学第一附属医院程杰主任药师鉴定为正品 。

香连化浊方组成为黄连（6 g，批号 2010041）、藿香

（10 g，批 号 201102）、豆 蔻（6 g，批 号 20092901）、
木 香（6 g，批 号 20092101）、炒 白 芍（15 g，批 号

200904）、砂仁（6 g，批号 201001）、炒枳实（10 g，批

号 20082601）、炒白术（12 g，批号 200904）、醋香附

（9 g，批 号 201001）、白 花 蛇 舌 草（15 g，批 号

200901）、半枝莲（15 g，批号 200701）、茯苓（15 g，批

号 20112201）、三七粉（2 g，批号 20010801）、当归

（12 g，批号 2011068）、川芎（9 g，批号 20102701）、全
蝎（3 g，批号 201102）、延胡索（10 g，批号 200704）、
百合（12 g，批号 200404）。由河北中医药大学第一

附属医院中药房采用传统水煎方式，将药物浸泡并

煎煮 2 次，合并煎液，浓缩配成含生药质量浓度为

0.9、1.8、3.6 g·mL-1 药液，放置于 -4 ℃ 冰箱备用。

摩罗丹浓缩丸（邯郸制药股份有限公司，国药准字

Z20090013，规格 1.84 g/16 丸，相当于生药材 4.5 g），
用蒸馏水加热搅拌，配制成质量浓度为 0.14 g·mL-1

的摩罗丹混悬液。

2.4　 试 剂 与 仪 器     β - 肌 动 蛋 白（β -actin）抗 体 、

TGF-β1 抗体、Smad2 抗体、微小染色体维持蛋白 2

（MCM2）抗体、辣根过氧化物酶（HRP）-山羊抗兔、

HRP-山羊抗小鼠抗体、放射免疫沉淀法（RIPA）裂
解液（武汉 Servicebio 公司，批号分别为 GB15001、

GB111876、 GB11172、 GB111162、 GB23303、

GB23301、G2002-100ML）；Smad3 抗体、双子蛋白

（geminin）抗 体（美 国 Affinity 公 司 ，批 号 分 别 为

AF6362、DF7270）；N-甲 基 -N′-硝 基 -N-亚 硝 基 胍

（MNNG，上海 Aladdin 公司，批号 M105583）；水杨

酸钠（天津市百世化工有限公司，批号 20210302）；
苏木素 -伊红（HE）染色试剂盒（珠海贝索生物技术

有限公司，批号 BA4025）。
BX53 型 显 微 镜（上 海 第 三 分 析 仪 器 厂）；

H-7650 型透射电镜（日本日立公司）；RT-6100 型酶

标仪（深圳雷杜生命科学股份有限公司）；D3024R

型台式高速冷冻离心机［大龙兴创实验仪器（北京）
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有限公司］；JY92-11N 型超声波细胞破碎仪（宁波新

芝生物）；SVE-2 型垂直电泳仪、SVT-2 型转印电泳

仪、G9055-4 型抗体孵育盒、AIWBwell TM 分析软件

（武汉 Servicebio 公司）；6100 型化学发光仪（上海

Clinx 公司）。
3 方法

3.1　造模与标本采集     

3.1.1　动物模型制备及药物干预     将 70 只健康雄

性 Wistar 大鼠，根据体质量随机抽取 14 只作为正常

组，其余 56 只作为造模组用于制备 CAG 模型。造

模方法应用复合造模法造模［8］，2 d 足食，1 d 禁食，

饥饿时用 2% 水杨酸钠 10 mL·kg-1 灌胃，180 mg·L-1 

MNNG 溶液锡箔纸遮光自由饮，每日更换。造模至

第 20 周和 24 周时随机抽取正常组和造模组各 2 只

处死，HE 染色观测胃黏膜病理状况，在第 24 周时，

HE 染色发现胃黏膜固有腺体萎缩，数量减少，胃黏

膜变薄，提示模型成功，造模过程中死亡 2只，解剖后

发现胃肠胀气明显［8］。将造模成功的 50 只 CAG 大

鼠按照随机数字表法平均分成模型组，香连化浊方

高、中、低剂量组，摩罗丹组。根据课题组前期研究

结果［4］，香连化浊方高、中、低剂量组分别予中药香连

化浊方煎液 36、18、9 g·kg-1灌服，摩罗丹组予摩罗丹

混悬液 1.4 g·kg-1灌胃，正常组、模型组予 0.01 mL·g-1 

0.9% 氯化钠溶液灌胃，每日 1次，连续灌胃 60 d。

3.1.2　标本采集     大鼠于末次灌胃后禁食不禁水

24 h，3% 戊巴比妥钠（45 mg·kg-1）腹腔注射麻醉后

迅速开腹，分离大鼠胃组织，在冰袋上切取新鲜胃

窦组织块<1 mm3，快速放入电镜固定液中；再切取

部分胃窦部组织放于 4% 多聚甲醛中保存，室温固

定；最后把胃组织分成小块置于冻存管中，先放于

液氮罐，后转移到-80 ℃冰箱保存。实验大鼠尸体

进行无公害处理。

3.2　检测指标及统计方法     

3.2.1　大鼠一般情况观察     在实验过程中观察各

组大鼠的食欲、体质量、毛发色泽、精神状态、活动

时间、二便情况。

3.2.2　大鼠胃黏膜病理学变化     将胃组织固定 24 h

后，用乙醇脱水、二甲苯透明、浸蜡，石蜡包埋，切成

厚 4 μm 左右薄片，进行 HE 染色；二甲苯按脱蜡，梯

度乙醇脱水；苏木素染色；0.5% 盐酸 -乙醇分化；水
洗蓝化，梯度乙醇脱水；伊红染色；乙醇脱水，二甲

苯透明，中性树胶封片。

3.2.3　大鼠胃黏膜细胞超微结构变化     将胃组织

固定 2 h 后，磷酸缓冲液漂洗，锇酸固定，丙酮逐级

脱水，渗透包埋，超薄切片机切片，柠檬酸铅和醋酸

铀双染色 ，在透射电镜下观察细胞超微结构并

拍照。

3.2.4　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测胃组织

TGF-β1、Smad2、Smad3、geminin、MCM2 蛋白表达水

平     取大鼠胃黏膜组织，液氮研磨，RIPA 裂解液过

夜裂解，12 000 r·min-1离心（离心半径 79.6 mm），取
上清样本，十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE），转硝酸纤维素（NC）膜固定，在室温

下 摇 床 封 闭 2 h，用 封 闭 液 稀 释 的 一 抗 MCM2、

TGF- β1、Smad2、geminin（1∶1 000）、内 参 β -actin

（1∶2 000），摇床慢摇孵育过夜。洗膜后滴加稀释的

二抗（1∶5 000），室温孵育，洗膜后显色，实验重复

3 次。使用 AIWBwellTM 进行数据分析，目标蛋白/

β -actin 的灰度值比值为检测指标的半定量分析

结果。

3.3　统计学方法     采用 SPSS 26.0 统计分析软件处

理和分析数据结果，Graphpad 8.0 软件作图，计量资

料满足正态分布采用 x̄± s 描述，多组间比较采用单

因素 ANOVA 检验方法，两两比较采用最小显著性

差异法（LSD），假设检验采用双侧检验，P<0.05 认

为差异有统计学意义。运用 R 语言（4.2.1 版本）进
行 Spearman 相关性分析并绘制散点图矩阵，P<0.05

认为差异有统计学意义。流程图见增强出版附加

材料。

4 结果

4.1　生物信息学部分结果     

4.1.1　数据集质量评估     使用 GEO2R 进行数据集

质量的评估，将 GEO2R 分析的数据按照 Padj<0.05 且

|log2FC|>1 条件进行筛选，使用“GPL21185”平台进

行注释后可得到 9 870 个不重复的 CAG 差异基因。

见增强出版附加材料。

使 用 DAVID 数 据 库 对 这 138 个 基 因 进 行

KEGG 分析和 GO 分析后按照 P<0.05 进行筛选，得

出 KEGG 富集功能分析主要涉及丝裂原活化蛋白

激酶（MAPK）信号通路、细胞组分（CC）信号通路、

TGF-β信号通路等 164 个信号通路；GO-生物过程

（BP）主要涉及基因表达的正向调节等 743 个生物

学过程；GO-CC 主要涉及细胞核等 81 个细胞组分；
GO-分子功能（MF）主要涉及蛋白结合等 118 个分子

功能。见增强出版附加材料。

4.1.2　WGCNA 筛选核心基因结果及与细胞周期 -

增殖相关基因交集     当软阈值 β=30 时，无尺度拟合

指数 R2仍达不到 0.8，经查阅 CSDN 网站后选用经验
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软阈值 16（blog. csdn. net/nixiang_888/article/details/

114867613），设置最小模块的基因数目为 95 个，剪

切高度为 20 000，去除波动范围比较小的基因，将

MEDiss Thres设置为 0.15 以合并距离相近且相似的

模块，将相似模块合并后，得到 6 个模块，可观察到

各模块与 CAG 之间的相关性，其中 MEgreen 色模块

与 CAG 的负相关性最高（r=-0.97，P=3×10-5），模块

内含有 865 个相关基因，将模块内 GS>0.5 且 MS>

0.8 的基因作为 CAG 的负相关 hub 基因，得到 656 个

负相关 hub 基因；MEblack 色模块与 CAG 的正相关

性最高（r=0.88，P=3×10-8），模块内含有 6 250 个基

因，将模块内 GS>0.5 且 MS>0.8 的基因作为 CAG 正

相关 hub 基因，得到 3 414 个正相关 hub 基因。将

WGCNA 得到的正负相关性最高的模块的 hub 基因

作为 CAG 核心基因与细胞周期-增殖相关基因进行

取交集得到 86 个 CAG-细胞周期 -增殖核心基因。

见增强出版附加材料。

4.1.3　富集分析结果     使用 DAVID 数据库对这

86 个基因进行 KEGG 分析和 GO 分析后按照 P<0.05

进行筛选，KEGG 富集功能分析主要涉及磷脂酰肌

醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）信号通路、细胞

周期信号通路、TGF-β信号通路等 156 个信号通路；
GO-BP 主要涉及基因表达的正向调节等 519 个生物

学过程；GO-CC 主要涉及细胞核等 73 个细胞组分；
GO-MF 主要涉及蛋白结合等 101 个分子功能。见

增强出版附加材料。

4.1.4　PPI 网络的构建及 hub 2.0 的筛选结果     将

86 个共同靶点导入 STRING 数据库构建网络，该网

络包括 83 个节点和 1 469 条边。将 Degree 值降序排

列前 15 个作为 hub 2.0，TGF-β1 抗体位于 hub 2.0 的

模块，Smad3 在 Degree 值中位数之上，后续基于 hub 

2.0 基因对 CAG 大鼠 TGF-β1/Smads信号通路蛋白进

行动物实验验证。见增强出版附加材料。

4.2　动物试验     

4.2.1　香连化浊方对 CAG 大鼠一般情况的影响        

    正常组大鼠精神状态良好，眼神清亮，动作敏捷，

毛色光泽、茂密，体型、体质量、排便、饮水及进食量

均正常。模型组大鼠精神萎靡，活动减少，体质量

减轻，大便质地软黏，毛色发黄、稀疏、黯淡，饮水及

进食量减少，各给药组精神状态、体质量、毛发、饮

水、排便及进食状态均有不同程度改善，其中香连

化浊中高剂量组改善最为明显。

4.2.2　香连化浊方对 CAG 大鼠胃黏膜病理学变化   

    HE 染色法显示，正常组胃黏膜腺体排列方向整

齐，无腺体萎缩、水肿、充血和炎性浸润；模型组胃

黏膜变薄，腺体排列紊乱，腺体减少，部分腺上皮细

胞异型增生，可见急慢性炎症细胞浸润。与模型组

比较，香连化浊方中、高剂量组和摩罗丹组在腺体

排列均有不同程度的改善，偶见少量慢性炎症细胞

浸润，未发现腺上皮细胞异型增生。见图 1。

4.2.3　香连化浊方对 CAG 大鼠胃黏膜细胞超微结

构     透射电镜显示，正常组细胞质内可见大量线粒

体，多数结构正常，线粒体形态规则，排列整齐，嵴

密，粗面内质网无肿胀、扩张；模型组细胞核固缩，

胞质内线粒体肿胀，数量减少，结构异常，嵴稀疏、

断裂，内质网和高尔基体数量减少，内质网轻度扩

张，细胞质变得松散，出现空泡；给药各组线粒体数

量较模型组增加，部分线粒体出现嵴断裂，多数结

构正常，空泡数量减少。见图 2。

4.2.4　香连化浊方对 CAG 大鼠胃黏膜组织 TGF-β1/

Smads 信号通路相关蛋白表达的影响     Western blot

结果显示，与正常组比较，模型组大鼠胃黏膜组织

中 TGF- β1、Smad2 蛋 白 表 达 明 显 升 高（P<0.05），
Smad3 蛋白表达水平明显下降（P<0.05）；与模型组

比较，各药物组胃黏膜组织中 TGF-β1表达水平明显

降低（P<0.05），香连化浊方中、高剂量组和摩罗丹

组 Smad2、Smad3 蛋白表达水平明显下降（P<0.05）；
与摩罗丹组比较，香连化浊方中剂量组 TGF-β1蛋白

表达水平明显降低（P<0.05），香连化浊方中、高剂

量组 Smad2 表达水平明显降低（P<0.05）。见表 1、

图 3 和增强出版附加材料。

4.2.5　香连化浊方对 CAG 大鼠胃黏膜组织细胞周

期及增殖标志物 geminin 和 MCM2 蛋白表达的影响  

     Western blot 结果显示，与正常组比较，模型组大

注：A.正常组；B.模型组；C-E.香连化浊方低、中、高剂量组；F.摩罗丹组（图 2、图 3 同）
图 1　香连化浊方对 CAG 大鼠胃黏膜组织病理学形态的影响  （HE，×200）
Fig. 1　Effect of Xianglian Huazhuo prescription on histopathological morphology of gastric mucosa in CAG rats （HE， ×200）
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鼠胃黏膜组织中 geminin、MCM2 蛋白表达明显升

高（P<0.05）；与模型组比较，各药物组胃黏膜组织

中 geminin 表达明显降低（P<0.05），香连化浊方中、

高剂量组和摩罗丹组 MCM2 蛋白表达水平明显下

降（P<0.05）；与摩罗丹组比较，香连化浊方中、高剂

量组 geminin 表达水平明显下降（P<0.05）。见表 2、

图 3 和增强出版附加材料。

4.2.6　 香 连 化 浊 方 对 CAG 大 鼠 TGF- β1、Smad2、

Smad3、geminin、MCM2 表 达 水 平 相 关 性 分 析             

     Spearman 相关性系数显示，各组 Smad3 蛋白相对

表达量与 TGF-β1、Smad2、geminin、MCM2 均呈负相

关（P<0.01），TGF-β1、Smad2、geminin、MCM2 之间

蛋白相对表达量均呈正相关（P<0.01），TGF-β1 和

geminin 呈 正 相 关 ，且 正 相 关 性 最 强（rs=0.94，P<

0.01），MCM2 与 Smad3 呈负相关，且负相关性最强

（rs=-0.94，P<0.01）。见增强出版附加材料。

5 讨论

CAG 在中国患病率高达 20%，有发生胃癌的风

险［9］。CAG 可归属于中医“胃痞”“心下痛”等范畴，

中医基于整体观念和辨证论治运用内外治法治疗

CAG 疗效显著［10］。现代人多饮食不节，嗜食肥甘厚

味，导致湿热之邪胶结于中焦脾胃，久而酿生浊毒，

浊毒内蕴乃 CAG 的病机所在，国医大师李佃贵教授

基于浊毒理论运用化浊解毒法拟香连化浊方治疗

CAG。

CAG 的发生发展与胃黏膜细胞增殖 -凋亡失衡

密切相关。细胞周期是细胞生命活动的基本过程，

注：黑色箭头表示线粒体；绿色箭头表示空泡

图 2　香连化浊方对 CAG 大鼠胃黏膜细胞超微结构的影响  （透射电镜，×20 000）
Fig. 2　Effect of Xianglian Huazhuo prescription on ultrastructure of gastric mucosa cells in CAG rats （TEM， ×20 000）

图 3　各组胃黏膜组织中 TGF-β1、Smad2、Smad3、geminin、MCM2

蛋白表达电泳

Fig. 3　 Electrophoretic of TGF- β1，Smad2，Smad3，geminin，

MCM2 protein expression in gastric mucosal tissue of rats in each 

group

表 1　 香 连 化 浊 方 对 CAG 大 鼠 胃 黏 膜 组 织 中 TGF- β1、Smad2、

Smad3 蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 1　 Effect of Xianglian Huazhuo prescription on expression 

of TGF- β1， Smad2 and Smad3 in gastric mucosa of CAG rats 

（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

    香连化浊方

低剂量组

    香连化浊方

中剂量组

    香连化浊方

高剂量组

摩罗丹组

剂量

/g·kg-1

9

18

36

1.4

TGF-β1

/β-actin

0.12±0.05

0.86±0.121）

0.72±0.072）

0.36±0.032，3）

0.52±0.052）

0.63±0.082）

Smad2

/β-actin

0.51±0.04

1.42±0.091）

1.36±0.073）

0.92±0.032，3）

0.84±0.042，3）

1.17±0.032）

Smad3

/β-actin

0.89±0.24

0.25±0.141）

0.43±0.15

0.74±0.182）

0.62±0.212）

0.59±0.132）

注：与正常组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05；与摩罗丹

组比较 3）P<0.05（表 2 同）

表 2　香连化浊方对 CAG 大鼠胃黏膜组织中 geminin、MCM2 蛋白

表达水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 2　 Effect of Xianglian Huazhuo prescription on expression 

level of geminin and MCM2 protein in gastric mucosa of CAG rats 

（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

香连化浊方低剂量组

香连化浊方中剂量组

香连化浊方高剂量组

摩罗丹组

剂量/g·kg-1

9

18

36

1.4

geminin/β-actin

0.31±0.05

1.13±0.151）

0.98±0.072，3）

0.56±0.032，3）

0.68±0.022，3）

0.84±0.032）

MCM2/β-actin

0.24±0.09

1.25±0.191）

1.05±0.253）

0.57±0.192）

0.59±0.192）

0.69±0.172）
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其控制着细胞的生长、分裂和增殖，细胞周期的紊

乱可能导致细胞增殖 -凋亡失衡，影响 CAG 细胞的

生长和分化，进而引发胃黏膜的损伤和炎症反应。

因此，深入研究 CAG 中细胞周期的变化及其调控机

制，对于揭示疾病的发病机制及寻找有效的治疗策

略具有重要意义。

本研究通过 GeneCard 数据库筛选细胞周期和

增殖相关基因，使用 GEO 数据库筛选 CAG 相关差

异基因，通过 WGCNA 确定核心基因与细胞周期和

增殖相关基因取交集后进行富集分析，KEGG 分析

表 明 CAG- 细 胞 周 期 - 增 殖 核 心 基 因 主 要 涉 及

MAPK、细胞周期、TGF-β等 156 个信号通路。运用

PPI 分析方式按照 Degree 值进一步筛选得到包括

TGF-β1 抗体、MYC、表皮生长因子受体（EGFR）、B

细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、β-连环蛋白（CTNNB1）、鼠类

肉 瘤 病 毒 癌 基 因（KRAS）、胱 天 蛋 白 酶 -3

（Caspase-3）、核转录因子（NF）-κB1、酪氨酸激酶受

体（ERBB2）、缺氧诱导因子 1α（HIF1A）、非受体型

酪氨酸蛋白激酶（SRC）、Janus 激酶 2（JAK2）、信号

转导与转录激活因子 1（STAT1）、细胞黏附分子 44

（CD44）、增强子蛋白锌指同源物 2（EZH2）在内的

15 个基因，此外 Smad3 基因的 Degree 值也高于中位

数。结合前期研究香连化浊方可以通过 TGF-β信

号通路下游的 PI3K/Akt 和 EGFR/MAPK/细胞外调

节蛋白激酶（ERK）信号通路发挥抑制细胞增殖及

异常分化、促进细胞凋亡的作用，改善大鼠胃黏膜

病理状态［4-7，11-12］，本次研究拟验证香连化浊方对

CAG 大鼠 TGF-β1/Smads 通路与细胞周期和增殖的

影响，以期为该方的临床应用提供更为坚实的理论

基础和实验依据。

TGF-β1蛋白是 TGF-β超家族的成员之一，可促

进细胞增殖，在 CAG 发病及癌变过程中发挥着关键

作用，在 CAG 乃至胃癌的胃黏膜中均存在过表达，

且 随 着 CAG 炎 癌 转 化 的 过 程 中 表 达 递 增［13-16］。

Smad2 蛋白和 Smad3 蛋白是 TGF-β1 蛋白的下游蛋

白，受 TGF-β1蛋白调控。TGF-β1蛋白与 TGF-βⅠ型

受体（TGF-βRⅠ）和 TGF-βⅡ型受体（TGF-βRⅡ）结
合，激活下游 Smad2/3 蛋白，调控细胞周期、增殖、凋

亡、免疫等生物学过程［17-18］。Smad2 蛋白和 Smad3

蛋白的结构上高度相似，然而 Smad2 蛋白的氨基端

比 Smad3 蛋白多了 2 个氨基酸片段，这就造成了

Smad2 蛋 白 和 Smad3 蛋 白 在 功 能 和 表 达 上 的 差

异［19］。 Smad3 蛋白的表达可以抑制细胞增殖及

TGF-β1 蛋白的活化［20-21］，而 Smad2 蛋白的表达可通

过促进 TGF-β信号通路及细胞增殖［22］。

在 CAG 的发病机制中细胞周期异常调控、过度

增殖是一个重要的环节。MCM2 作为 Mcm 家族的

一员，是细胞增殖的标志物［23］。中成药胃复春片可

以通过 MCM2 等靶点治疗肠上皮化生，异型增生等

胃癌前病变，且 MCM2 高表达，会使胃癌患者生存

期缩短［24-25］。TGF-β1可以通过阻止 MCM2 等 Mcms

家族成员的产生来阻断 G1期（间期）进展，而 Smad3

的缺失可以抑制 TGF-β1 对 MCM2/7 的抑制［26］。同

时 TGF-β、Smad2、Smad3、MCM 均为细胞周期信号

通路的组成部分，与细胞周期密切相关，见增强出

版附加材料。

有丝分裂细胞分裂分为 4 个时期，G1、S（DNA

合成期）、G2和 M（有丝分裂期），G2/M 期是增殖的重

要时段［27-28］。geminin 是一种具有 DNA 复制抑制功

能的核蛋白，仅存在于细胞周期的 S/G2/M 期，是 S/

G2/M 期的标志物，通过与复制起始因子 Cdt 1 相互

作用并阻止 MCM2-7 等许可因子加载到染色质上

来抑制复制起始，表达水平与细胞的增殖活性相

关，反映了细胞的异常增殖状态［29-30］。 geminin 和

MCM2 的组合可以作为增殖的标志物［31］。见增强

出版附加材料。

本 研 究 表 明 CAG 大 鼠 胃 黏 膜 中 的 TGF- β1、

Smad2、geminin 和 MCM2 的蛋白含量明显高于正常

组，Smad3 的蛋白含量明显低于正常组，在 CAG 胃

黏 膜 组 织 中 增 殖 活 跃 ，大 多 处 于 S/G2/M 期 ；
Spearman 相关性分析表明 Smad3 和其余指标均呈

负相关，其余指标之间均呈正相关，与既往研究一

致。Smad3 和 MCM2 的相关性系数为-0.94，TGF-β1

和 MCM2 的相关性系数为 0.78，Smad3 对 MCM2 的

“保护”作用强于 TGF-β1对 MCM2 的“抑制”作用，与

既往研究相符。香连化浊方可以通过抑制 TGF-β1/

Smads 信号通路调控细胞周期，抑制增殖改善胃黏

膜状况。

综上所述，本研究通过生物信息学技术发现

TGF-β1/Smads通路为 CAG 潜在治疗信号通路，并使

用复合造模大鼠 ，进一步探究了香连化浊方对

TGF-β1/Smads 通路和增殖标志物 MCM2 和 S/G2/M

期标志物 geminin 的影响，明确了 CAG 胃黏膜组织

大多处于 S/G2/M 期，然而并未探究 TGF-β1/Smads通

路对 geminin 和 MCM2 的调控作用。后续可开展细

胞实验和动物实验对细胞周期进行更具体的检测、

探究抑制和过表达 TGF-β1/Smads 通路对于 geminin

和 MCM2 的影响及香连化浊方是否可以逆转其
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影响。
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