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［摘要］ 目的：探讨新加黄芪建中汤（HQJZ）缓解胃癌前状态（GPC）的作用及其机制。方法：在体外实验中，使用 N-甲

基-N′-硝基-N-亚硝-基胍（MNNG）诱导人胃黏膜上皮细胞发生恶性转化，建立 GPC 细胞模型（MC 细胞）。体外实验分为 4 组：

正常组，模型组，新加黄芪建中汤低剂量组（HQJZ-L）、高剂量组（HQJZ-H），正常组和模型组给予完全培养基培养，HQJZ-L 和

HQJZ-H 组在此基础上分别给予新加黄芪建中汤低剂量（0.5 g·L-1）、高剂量（1.0 g·L-1）进行干预。采用细胞增殖与活性检测-8

（CCK-8）法评估新加黄芪建中汤对细胞的增殖抑制作用，Transwell实验检测 MC 细胞侵袭能力，采用 Annexin V-FITC/PI 法检

测 MC 细胞凋亡情况，免疫荧光法分析活性氧的水平及线粒体自噬情况变化，并采用蛋白免疫印迹法（Western blot）验证关键

通路中的蛋白表达。在体内实验中，采用 MNNG 诱导健康 BALB/c 小鼠建立 GPC 动物模型，将 24 只小鼠分为 4 组：正常组、模

型组、HQJZ-L、HQJZ-H，正常组和模型组的小鼠给予生理盐水（10 mL·kg-1·d-1）灌胃，HQJZ-L和 HQJZ-H 组分别给予新加黄芪建

中汤低剂量（6.24 g·kg-1·d-1）、高剂量（12.48 g·kg-1·d-1）灌胃，给药结束后，用苏木素-伊红（HE）染色、AB-PAS 染色观察各组小鼠

胃组织病理学变化。通过免疫荧光检测小鼠胃黏膜中活性氧（ROS）、微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）的水平，原位末端标记法

（TUNEL）染色检测胃黏膜细胞的凋亡率。通过 Western blot 和免疫组织化学法（IHC）分析增殖细胞相关抗原（Ki67）、黏膜增

殖细胞核抗原（PCNA）、叉头框蛋白 O3（FoxO3）的表达水平。结果：细胞活力实验结果显示，与正常组比较，HQJZ 以浓度依赖

的方式降低 MC 的细胞活力（P<0.05， P<0.01）。Transwell 实验结果显示，与正常组比较，模型组细胞侵袭能力明显增强（P<

0.05）；与模型组比较，HQJZ 各组细胞侵袭能力明显减弱（P<0.05）。小鼠胃黏膜病理结果显示，肉眼观察胃黏膜可见，与正常

组比较，模型组小鼠 HE 和 AB-PAS 病理评分上升（P<0.05）；与模型组比较，HE 和 AB-PAS 病理评分下降（P<0.05）。透射电子

显微镜观察小鼠胃黏膜上皮线粒体形态，与正常组比较，模型组小鼠胃黏膜线粒体数量增多，体积变大；与模型组比较，HQJZ

各组小鼠胃黏膜线粒体结构异常，粗面内质网形态、分布均显著改变，表现为扩张型、空心状。线粒体检测、细胞凋亡检测显

示，与正常组比较，模型组细胞线粒体绿色荧光（Mito-Tracker Green）信号增强（P<0.05）， DCFH-DA 荧光信号没有显著变化，

线粒体红色荧光（Mito Tracker Red CMXRos）信号没有显著变化，ROS 免疫荧光染色没有显著变化，GSH 水平明显上升（P<

0.05），MDA 水平没有显著变化，LC3 荧光信号明显增强（P<0.05），细胞凋亡率没有显著变化，细胞和小鼠血清 ATP 含量明显

上升（P<0.05）；与模型组比较，HQJZ 各组线粒体绿色荧光信号明显降低（P<0.05），DCFH-DA 荧光信号、红色荧光信号、MDA

水平、LC3 荧光信号、细胞凋亡率明显增加（P<0.05），细胞 ATP 含量明显降低（P<0.05），HQJZ-L 组 ROS 免疫荧光染色、GSH 水

平没有显著变化，HQJZ-H 组 ROS 免疫荧光信号、GSH 水平明显增强（P<0.05）。免疫组化与 Western blot 结果显示，与正常组

比较，模型组 PCNA、Ki67 阳性细胞数量明显增高（P<0.05），FoxO3、SIRT1 和 B 细胞淋巴瘤因子 -6（Bcl-6）的蛋白水平上升

（P<0.05）；与模型组比较，HQJZ 各组中 PCNA、Ki67 阳性细胞数量明显减少（P<0.05），FoxO3、SIRT1 和 Bcl-6 蛋白水平明显降

低（P<0.05）。结论：HQJZ 可通过 FoxO3/ROS 途径调控线粒体功能、促进 GPC 恶变细胞的凋亡，从而缓解胃癌前病变的发展。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the therapeutic effects and mechanisms of modified Huangqi Jianzhong decoction 

（HQJZ） on gastric precancerous conditions （GPC）. Methods：： In the cell experiment， human gastric mucosal epithelial cells 

underwent malignant transformation induced by N-methyl-N′-nitro-N-nitrosoguanidine （MNNG） for the modeling of GPC （MC 

cells）. The cells were allocated into four groups： control ， model， low-dose HQJZ （HQJZ-L）， and high-dose HQJZ （HQJZ-H）. 

The control and model groups were cultured with the complete medium， while HQJZ-L and HQJZ-H groups received additional 

interventions with HQJZ at low （0.5 g·L-1） and high （1.0 g·L-1） doses， respectively. Cell counting kit-8 （CCK-8） assay was used 

to evaluate cytotoxicity， Transwell assay to assess cell invasion， Annexin V-FITC/PI staining to detect apoptosis， 

immunofluorescence assay to analyze reactive oxygen species （ROS） expression and mitochondrial autophagy， and Western blot to 

verify expression of proteins in key pathways. In the animal experiment， the GPC model was established in healthy BALB/c mice 

through MNNG induction. Twenty-four mice were allocated into four groups： control， model， HQJZ-L， and HQJZ-H. Control and 

model groups received normal saline （10 mL·kg-1·d-1） orally， while HQJZ-L and HQJZ-H groups were administrated with low-

dose （6.24 g·kg-1·d-1） and high-dose （12.48 g·kg-1·d-1） HQJZ， respectively. After treatment， hematoxylin‑eosin （HE） staining and 

AB-PAS staining were performed to observe histopathological changes in the gastric tissue. Immunofluorescence assay was used to 

detect reactive oxygen species （ROS） and microtubule-associated protein 1 light chain 3 （LC3） levels in the gastric mucosa， TdT-

mediated dUTP nick-end labeling （TUNEL） staining to assess apoptosis rates， and Western blotting and immunohistochemistry 

（IHC） to analyze the expression levels of Ki67， proliferating cell nuclear antigen （PCNA）， and foxhead box O3 （FoxO3）. 

Results：： Cell viability assays showed that HQJZ dose-dependently reduced MC cell viability compared with the control group （P<

0.05， P<0.01）. Transwell assays revealed that the model group exhibited enhanced cell invasion compared with the control group 

（P<0.05）. Compared with the model group， HQJZ treatment attenuated the cell invasion （P<0.05）. Gastric mucosal pathology in 

mice demonstrated that compared with the control group， the model group showed elevated HE and AB-PAS pathological scores 

（P<0.05）， while HQJZ treatment reduced these scores （P<0.05）. Transmission electron microscopy revealed increased 

mitochondrial number and volume in the model group compared with the control group. HQJZ treatment resulted in abnormal 

mitochondrial structure and significant alterations in rough endoplasmic reticulum morphology and distribution， presenting as 

dilated and hollow forms. Mitochondrial and apoptosis assessments indicated that compared with the control group， the model 

group exhibited enhanced Mito Tracker Green fluorescence （P<0.05）， no significant change in DCFH-DA fluorescence， Mito 

Tracker Red CMXRos fluorescence， ROS immunofluorescence， or malondialdehyde （MDA） level， increased GSH level （P<

0.05）， enhanced LC3 fluorescence （P<0.05）， no significant change in apoptosis rate， and elevated ATP content in cells and mouse 

serum （P<0.05）. Compared with the model group， HQJZ treatment reduced Mito Tracker Green fluorescence （P<0.05）， increased 

DCFH-DA fluorescence， Mito Tracker Red fluorescence， MDA level， LC3 fluorescence， and apoptosis rate （P<0.05）， and 

decreased cellular ATP content （P<0.05）. The HQJZ-L group showed no significant change in ROS immunofluorescence or GSH 

level， whereas the HQJZ-H group demonstrated enhanced ROS immunofluorescence and glutathione （GSH） level （P<0.05）. 

Immunohistochemistry and Western blotting revealed that compared with the control group， the model group exhibited increased 

numbers of PCNA- and Ki67-positive cells （P<0.05） and elevated protein levels of FoxO3， sirtuin 1 （SIRT1）， and B-cell 

lymphoma 6 （Bcl-6） （P<0.05）. HQJZ treatment reduced the numbers of PCNA- and Ki67-positive cells （P<0.05） and lowered the 

protein levels of FoxO3， SIRT1， and Bcl-6 （P<0.05）. Conclusion：： HQJZ alleviates the progression of gastric precancerous 

lesions by regulating mitochondrial function via the FoxO3/ROS pathway and promoting apoptosis of GPC-malignant cells.

［［Keywords］］ gastric precancerous lesion； modified Huangqi Jianzhong decoction； foxhead box O3 （FoxO3）； reactive 

oxygen species （ROS）； mitochondrion

胃癌前状态（GPC）以胃黏膜固有腺体萎缩，伴 或不伴有肠上皮化生为主要表现［1-2］，是胃癌发生的
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高危状态［3-4］。其致病因素包括幽门螺杆菌（Hp）感
染、自身免疫反应、遗传、饮食、环境等［5］。其中，Hp

所产生的毒素和相关酶能直接引起胃黏膜损伤，诱

发炎症反应，致使胃黏膜腺体萎缩［6-7］。感染性疾病

导致自身免疫反应，患者体内生成针对胃黏膜成分

的自身抗体也会损伤胃黏膜［8-9］。另外，胃癌前病变

患者呈现出的家族聚集现象［10］，或许与遗传因素相

关。已证实长期服用非甾体类抗炎药、饮酒、吸烟

等也是本病发生的重要因素［11］。胃癌前病变发病

范围广，在全世界范围内均有发病［12］。随着人口老

龄化，胃癌前病变的发病率也逐步上升，而现有治

疗手段缺乏针对胃癌前病变的特异性治疗效果［13］。

因此，寻找有效的治疗方法已成为治疗该疾病的研

究重点。

叉头框蛋白 O3（FoxO3）作为一种多功能转录

因子，在肿瘤抑制、代谢调控、氧化应激等方面发挥

重要作用［14］，他可以调控活性氧（ROS）来影响线粒

体功能，从而抑制胃癌细胞增殖达到肿瘤抑制的作

用［15］。线粒体已被证明是细胞中氧化损伤的主要

目标，并在肿瘤发生中起关键作用［16］。癌前细胞通

常具有更高的代谢需求［17］，线粒体通过增强氧化磷

酸化作用来满足这种需求，产生更多的三磷酸腺苷

（ATP），支持癌前细胞的快速增殖［18］。另外，线粒体

可以通过抑制凋亡信号通路来促进癌前细胞生

长［19］。而 ROS 是一种由线粒体产生的含氧化合物，

参与分化、增殖、坏死、自噬和细胞凋亡等生理过

程［20］，在调节细胞生长中起着重要作用。在细胞自

我更新过程中，较低水平的 ROS 可以促进细胞生

长。相反，较高水平的 ROS 可引起线粒体损伤，诱

导癌前细胞凋亡［21］。综上可见，FoxO3 与 GPC 的发

生发展密切相关，调控 FoxO3 表达有望成为治疗

GPC 的新靶点。

四川盆地气候潮湿，再加上饮食不节、过食生

冷、劳倦内伤等因素容易导致机体的脾胃虚寒。川

派名医蒲辅周、唐宗海等名师大家极为重视脾胃，

善用黄芪建中汤加减治疗慢性胃炎、胃溃疡、胃出

血等疾病。本研究的新加黄芪建中汤（HQJZ）是由

黄芪、人参、白术、茯苓、枳实、莪术、桂枝、白芍、甘

草组成，具有益气、化瘀、解毒的功效，是川派医家

临床治疗萎缩性胃炎的常用方剂。现代药理研究

表明方中黄芪能有效逆转黏膜萎缩、肠化和异型增

生［22］。而茯苓及其提取物能够调控 FoxO3 及其相

关蛋白的表达，在肿瘤治疗中发挥作用［23］。另外，

方中人参、白术、茯苓、莪术及这些药物的提取物能

够调节线粒体中 ROS 的积累及线粒体自噬［24-28］。

因此，本研究拟从 FoxO3/ROS 调控线粒体功能角度

探讨 HQJZ 治疗胃癌前病变的作用机制。

1 材料

1.1　细胞和动物     人胃黏膜上皮细胞系购自上海

富衡公司（目录号 20180315-01），均传至第 6 代。

24 只 BALB/c 小 鼠 ，SPF 级 ，4 周 龄 ，体 质 量（20±

2） g，购自成都达硕实验动物有限公司，合格证号

SCXK（川）2025-0030，饲养于成都中医药大学实验

动物研究中心，实验动物使用许可证号 SYXK（川）
2024-0049，室温（25±0.5） ℃，相对湿度（55±5）%，采

用 12 h/12 h 明暗光照，自由摄食饮水。本实验经成

都中医药大学动物研究伦理委员会批准（批号

2024021）。
1.2　药物     HQJZ 由黄芪 9 g、人参 9 g、白术 9 g、茯

苓 9 g、枳实 9 g、莪术 9 g、桂枝 9 g、白芍 18 g、甘草

6 g 组成，全方饮片均购自北京同仁堂有限公司（批

号 分 别 为 230801、 343250203、 224250302、

045250208、 389250101、 2303002、 285241202、

223250304、272250102），由成都中医药大学药学院

龙飞副教授进行鉴定，均符合 2020 年版《中华人民

共和国药典》要求。将全方饮片浸泡在 10 倍植物药

物体积（v/w）的纯水中 30 min，加热至沸腾并保持

30 min，然后过滤并收集液体。如上所述再次煮沸

汤 剂 ，收 集 2 次 液 体 ，过 滤 后 ，恒 温 水 浴 浓 缩 至

1 g·mL-1，并储存在 4 ℃冰箱备用。对上述溶液进

行 2 次回流提取，每次持续 1 h，该过程重复 3 次。随

后，提取液在减压状态下浓缩并冷冻干燥。在体内

实验过程中，用纯水将其稀释至相应的质量浓度

（g·mL-1）。在体外实验中，用 DMSO 稀释至所需质

量浓度（g·L-1），并通过 0.22 μm 聚醚砜（PES）注射

器滤膜过滤后，作用于人胃黏膜上皮细胞（GES-1）
细胞。

1.3　试剂     戊巴比妥、N-甲基 -N′-硝基 -N-亚硝 -基

胍（MNNG）（ 上 海 MedChemExpress 公 司 ，纯 度

95%，货号分别为 4390-16-3、70-25-7）。细胞增殖与

活性检测 -8（CCK-8）检测试剂盒（上海碧云天生物

技术有限公司，批号 2501101）；凋亡检测试剂盒（武

汉 伊 莱 瑞 特 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司 ，批 号

WO0664441942）；ROS 检测试剂盒、结晶紫染色液

（ 上 海 Solarbio 公 司 ，批 号 分 别 为 2500040003、

240003002）；苏木素 -伊红（HE）染色试剂、AB-PAS

染色试剂（武汉赛维尔生物科技有限公司，批号分

别为 G1005、G1049）；Matrigel 基质胶（上海 Corning
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公司，批号 01525002）；FoxO3 抗体、抗沉默调节蛋

白 1（SIRT1）抗体、抗 B 细胞淋巴瘤 -6（Bcl-6）抗体、

甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（华安生物科

技有限公司，批号分别为 ER1706-79、ER130811、

ER1901-74、R1210-1）。
1.4　仪器     DM 2500 型正置显微镜（德国 Leica 公

司）；IX83 型荧光倒置显微镜（日本 Olympus 公司）；
MD SpectraMax iD5 型多功能酶标仪（上海美谷分

子仪器有限公司）；Mini-PROTEAN® Tetra 型电泳系

统（美国 Bio-Rad 公司）；Touch Imager型接触式化学

发光成像系统（上海易孛特生命科学公司）。
2 方法

2.1　细胞培养     GES-1 将细胞置于 10 cm 的培养皿

中 ，在 含 有 10% 胎 牛 血 清（FBS）和 1%Penicillin-

Streptomycin 的 DMEM 高糖培养基中进行培养，同

时保持培养环境在 37 ℃的恒温条件下，并维持 5% 

CO2 的浓度及 95% 的空气湿度。待细胞贴壁之后，

依照之前建立 MC 细胞的方法［29-30］，加入造模剂

MNNG（25 μmol·L-1）干预 GES-1 细胞 24 h 后，诱导

其转变为 MC 细胞，再用 10%FBS 含量的 1640 培养

基继续培养细胞，约 1 周后可观察到部分死亡和漂

浮细胞。待剩余细胞生物性状稳定 ，且生长至

70%~80% 的密度时，进行正常的传代培养。随后，

用不同浓度的 HQJZ 干预 MC 细胞，观察 HQJZ 对

MC 细胞的表型及生物学行为的干预效应并进行

分析。

2.2　检测 HQJZ 干预前后 MC 细胞活力、侵袭、凋

亡、线粒体结构、ROS 和 FoxO3 相关蛋白的改变

2.2.1　 CCK-8 实验     以每孔 5×104 个细胞接种至

96 孔板中，将 96 孔板置于 37 ℃、5%CO2的培养箱中

培养 24 h 使细胞贴壁。随后，用不同浓度的 HQJZ

干预 24 h。培养结束后，每孔加入 CCK-8 工作液

10 μL，轻 轻 振 荡 混 匀 后 ，再 次 置 于 培 养 箱 孵 育

1~4 h，直至正常组孔内颜色明显变化。最后，使用

酶标仪在 450 nm 波长处测量各孔吸光度 A，并进行

数据分析和统计学处理，筛选细胞存活率在 50% 以

上 的 2 个 不 同 质 量 浓 度 的 HQJZ（0.5 g·L-1， 

1.0 g·L-1）用于后续实验。

2.2.2　Transwell 实验     观察细胞生长状态，取生长

状态良好的细胞去培养基，加入无血清培养基饥饿

24 h，将基质胶置于冰上并在 4 ℃过夜融化，将移液

管或枪头放入 4 ℃预冷过夜。准备 Transwell 小室，

将 Matrigel 基质胶以 1∶8 的比例稀释成混合液后均

匀铺在 Transwell 上室底部，形成人工基底膜，然后

置于 37 ℃培养箱中干燥成胶。接着，制备细胞悬

液，将细胞消化后用无血清培养基重悬，调整细胞

密度至 1×105 个/mL。将细胞悬液加入 Transwell 上

室，同时在下室加入含血清的培养基作为趋化因

子 。 然 后 ，将 Transwell 小 室 放 入 培 养 箱 中 ，在

37 ℃、5% CO2条件下培养 48 h，使细胞侵袭穿过基

底膜。培养结束后，用棉签轻轻擦去上室未侵袭的

细胞，对已侵袭至下室的细胞进行固定和染色，使

用 4% 多聚甲醛固定液固定 30 min，再用结晶紫染

色液染色 20 min。染色后，用清水洗去多余染液，晾

干。最后，在显微镜下随机选取 3 个视野计数侵袭

细胞数，并进行统计学分析。

2.2.3　细胞凋亡检测     将 MC 细胞接种于 6 孔板

中，待细胞贴壁后，用 HQJZ 干预细胞 24 h。随后，

收集细胞，制备凋亡细胞悬液，加入 Annexin-FITC

混合液 10 μL 避光孵育细胞 15 min，加入缓冲液

300 μL，之后，在 1 h 内通过流式细胞仪上机检测并

分析细胞凋亡比例。

2.2.4　线粒体结构分析     使用 MitoTracker Green 

Kit 确定细胞内线粒体完整性。将细胞接种在 6 孔

板中，黏附在表面，然后用 HQJZ 处理 24 h。随后收

集细胞，并用 200 nm 的 MitoTracker Green 在黑暗中

培养 30 min。之后，清洁细胞 3 次，使用倒置荧光显

微镜测量线粒体完整性。

2.2.5　ATP 水平检测     使用 ATP 试剂盒测量细胞内

ATP 水平的变化。将 MC 细胞接种在 12 孔板中，附

着在表面，然后用 HQJZ 处理 24 h。随后，使用 4 ℃

的 ATP 裂解液完全裂解细胞。离心后收集澄清的

上清液，并将 ATP 工作溶液添加到不透明的 96 孔板

中。作用 5 min 后，加入上清液 50 μL，并使用酶标

仪测定细胞内 ATP 含量。

2.2.6　 ROS 测量     使用 ROS 试剂盒测定细胞内

ROS。将细胞接种在 6 孔板中，使其黏附在表面，然

后 用 HQJZ 处 理 24 h。 随 后 ，收 集 细 胞 并 用

10 μmol·L-1 2′，7′- 二 氯 二 氢 荧 光 素 二 乙 酸 酯

（DCFH-DA）在黑暗中培养 30 min，然后洗涤 3 次。

使用倒置荧光显微镜测量细胞内 ROS 水平。使用

MitoTracker Red CMXRos Red 染料测定 ROS 的线

粒体内水平。

2.2.7　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测相关蛋

白表达     用 HQJZ 处理细胞 24 h，并按照说明书提

取细胞裂解物。将样品上样到 10% 十二烷基硫酸

钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）凝胶上，并在

受控的恒定压力下分离蛋白质。将凝胶中的蛋白
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质移动到聚偏二氟乙烯（PVDF）膜上。用封闭缓冲

液封闭 PVDF 膜 1 h。用磷酸盐缓冲液（PBS）和聚

山梨醇酯 -20 洗涤膜 5 次，每次 5 min，然后与一抗

（1∶1 000）在 4 ℃下孵育过夜。用 PBS 和聚山梨醇

酯-20 洗涤膜 5 次，每次 5 min，在室温下与山羊抗兔

免疫球蛋白 G（IgG）H&L（1∶50 000）孵育 2 h，再次

用 PBS 和聚山梨醇酯 -20 洗涤膜 5 次，每次 5 min。

最后用增强的化学发光底物测量蛋白质。在 2 种蛋

白质分子量相似的情况下，先测定第 1 种蛋白质，然

后洗涤膜并与第 2 种抗体重新孵育过夜，再进行蛋

白质检测。使用 Image J软件进行光密度分析。

2.3　构建小鼠 GPC 模型评价 HQJZ 在体内对 GPC

的影响和机制     

2.3.1　分组造模、给药     体内实验选用 24 只 SPF 级

BALB/c 小鼠，将小鼠随机分为 4 组，每组 6 只，分别

为 正 常 组 、模 型 组 、模 型 +HQJZ 低 剂 量 组

（HQJZ-L）、模型+HQJZ 高剂量组（HQJZ-H）。按照

现有 GPC 小鼠模型建造方法［31］，使用致癌剂 MNNG

建立 GPC 小鼠模型，模型小鼠被给予自由饮用

MNNG（300 ppm）总共 14 周。同时，模型+HQJZ 低

剂量组小鼠灌胃 HQJZ，6.24 g·kg-1，每日 1 次；模
型+HQJZ 高剂量组小鼠灌胃 HQJZ，12.48 g·kg-1，每

日 1 次。正常组和模型组的小鼠灌胃生理盐水

（10 mL·kg-1），每日 1 次。在第 14 周末禁食 12 h 后，

通过腹膜内注射戊巴比妥钠（70 mg·kg-1）麻醉小

鼠。颈椎脱臼对小鼠实施安乐死，立即摘取胃。实

验流程见增强出版附加材料。

2.3.2　伦理     本实验由成都中医药大学动物研究

伦理委员会批准（批号 2024021）。
2.3.3　胃组织形态学观察     小鼠禁食 12 h 后，使用

戊巴比妥钠溶液（70 mg·kg-1）腹膜内注射麻醉小

鼠，从下腔静脉抽血，并收取胃组织，观察并拍照胃

组织形态。通过在 4 ℃下以 3 500×g 离心血液样本

15 min 获得血清样本。将胃组织在 10% 多聚甲醛

中固定过夜，然后用乙醇和二甲苯脱水，制备 3 μm

石蜡包埋切片。按照说明进行 HE 染色，对染色的

组织进行显微镜检查，并获取图像进行分析。根据

说明，使用 AB-PAS 染色法进行测定。具有中性黏

蛋白的正常黏膜被染成品红色，具有酸性黏蛋白的

病变黏膜被染成蓝色。以×200 放大倍数在光学显

微镜下观察切片的形态学变化。

2.4　免疫组织化学染色     将胃组织切片包埋在石

蜡中，并切成 3 μm 厚的切片用于免疫组织化学分

析。将组织切片在 97 ℃加热 20 min，浸入 3% 过氧

化物溶液中 15 min，然后用 5% 含氧血清白蛋白封

闭 30 min。 用 抗 FoxO3 和 增 殖 细 胞 核 抗 原

（PCNA）、增殖细胞相关抗原（Ki67）的抗体（1∶200）
在 4 ℃过夜。然后用氨基联苯胺染色，并用苏木精

再染色。使用光学显微镜拍摄 3 个随机选择区域，

以×200 放大倍数观察切片的形态学变化。使用积

分光密度法和 Image J 软件对蛋白质表达水平进行

定量。

2.5　免疫荧光染色     组织切片用水脱蜡，并通过

96 ℃微波加热 15 min 进行抗原修复。然后将组织

切片冷却至室温，用正常绵羊血清封闭，并在 4 ℃孵

育一抗（1∶100）过夜。随后，与荧光素标记的二抗

（1∶100）在 37 ℃避光孵育 1 h。然后用抗淬灭密封

器密封，并用荧光显微镜拍照。

2.6　胃黏膜上皮细胞超微结构改变     动物组织取

出后，立即浸入预冷的 2.5% 戊二醛固定液中固定

2 h。固定后，用 PBS 冲洗组织以去除残留的固定液

和杂质。随后，将组织转移到 1% 锇酸溶液中进行

后固定 1 h，以进一步增强细胞结构。然后，将组织

包埋在石蜡中，并使用超薄切片机精确切成超薄切

片（50~100 nm）。切片用醋酸铀和柠檬酸铅溶液染

色。最后，将染色的切片置于透射电子显微镜下进

行详细观察和分析。

2.7　统计学方法     采用 SPSS 26.0 进行统计学分

析 ，采 用 Image J 进 行 图 像 分 析 ，图 表 制 作 采 用

GraphPad Prism 8.0，计量资料以 x̄ ± s 的形式展现。

3 组或 3 组以上进行单因素方差分析，两两比较在数

据正态分布和方差齐性的前提下采用 t 检验；否则

采用非参数检验，设定显著性水平为 α=0.05，P<0.05

表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1　HQJZ 可抑制 MC 细胞增殖     CCK-8 检测结果

表明，HQJZ 在药物质量浓度 2 g·L-1及以下对 GES-1

细胞活力均无明显抑制作用，HQJZ 对 MC 细胞的敏

感度更高。与正常组比较，HQJZ 以浓度依赖的方

式降低 MC 的细胞活力（P<0.05，P<0.01），见表 1。

Transwell 实验结果显示，与正常组比较，模型组细

胞侵袭能力明显增强（P<0.05）；与模型组比较，

HQJZ 各 组 细 胞 侵 袭 能 力 明 显 减 弱（P<0.05），见

表 2、图 1。

3.2　HQJZ 损伤线粒体诱导 MC 细胞凋亡     与正常

组比较，模型组细胞线粒体绿色荧光（Mito-Tracker 

Green）信号增强（P<0.05），DCFH-DA 荧光信号变化

差异无统计学意义，线粒体红色荧光（Mito Tracker 
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Red CMXRos）信号变化差异无统计学意义，ATP 含

量明显升高（P<0.05）；与模型组比较，HQJZ 各组细

胞 线 粒 体 绿 色 荧 光 信 号 明 显 降 低（P<0.05），

DCFH-DA 荧 光 信 号 及 红 色 荧 光 信 号 明 显 增 加

（P<0.05），ATP 含 量 明 显 降 低（P<0.05），见 图 2、

图 3、表 3。流式细胞术结果显示，与正常组比较，模

型变化差异无统计学意义；与模型组比较，HQJZ 各

组 MC 细 胞 发 生 早 期 凋 亡 的 比 例 明 显 增 加（P<

0.05），见表 3。Western blot 结果显示，与正常组比

较 ，模 型 组 SIRT1、Bcl-6 蛋 白 表 达 明 显 升 高（P<

0.05）；与模型组比较，HQJZ 各组 FoxO3 及其下游

SIRT1 和 Bcl-6 蛋白在 MC 细胞中的表达明显下调

（P<0.05），见图 4、表 4。

3.3　HQJZ 改善并部分逆转小鼠 GPC    肉眼观察胃

黏膜可见，正常组胃黏膜外观完整，具有规则、界限

清晰的皱褶且呈现健康的粉红色；与正常组比较，

模型组小鼠胃黏膜表面轮廓不规则，黏膜皱褶界限

模糊，黏膜苍白且伴有水肿；与模型组比较，HQJZ

各组小鼠胃黏膜皱褶更为清晰，黏膜的苍白外观及

水肿减轻，见图 5。HE 染色评结果显示，正常组小

鼠的胃黏膜显示出基本正常的形态，腺体和细胞排

图 2　 HQJZ 损 伤 MC 细 胞 的 线 粒 体 完 整 性 的 影 响  （免 疫 荧

光，×100）
Fig. 2　 Effect of HQJZ on mitochondrial integrity of injured MC 

cells （IF，×100）

图 3　 HQJZ 对 MC 细 胞 及 线 粒 体 ROS 水 平 的 影 响  （免 疫 荧

光，×200）
Fig. 3　 Effect of HQJZ on ROS levels in MC Cells and 

Mitochondria （IF，×200）
表 3　不同浓度 HQJZ 对 MC 细胞线粒体损伤、ROS、ATP 含量及凋亡水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　Effect of different concentrations of HQJZ on mitochondrial damage， ROS， ATP content， and apoptosis levels in MC cells （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

HQJZ-L 组

HQJZ-H 组

质量浓度/g·L-1

0.5

1.0

MC 细胞线粒体完整性

1.02±0.03

1.69±0.071）

0.92±0.122）

0.58±0.032）

细胞内 ROS

1.02±0.07

1.06±0.08

1.43±0.122）

1.63±0.042）

线粒体内 ROS

0.97±0.06

0.88±0.02

1.31±0.042）

1.43±0.032）

ATP

1.00±0.04

1.78±0.031）

1.52±0.022）

1.00±0.122）

凋亡率/%

9.70±0.77

11.06±0.42

18.78±1.472）

30.41±0.592）

表 1　不同浓度的 HQJZ 对 MC 细胞存活率和 GES-1 细胞存活率的

影响  （x̄± s，n=3）

Table 1　 Effect of different concentrations of HQJZ on survival 

rates of MC cells and GES-1 cells （x̄± s，n=3） %

组别

正常组

HQJZ 组

质量浓度/g·L-1

0.1

0.25

0.5

0.75

1.0

1.25

1.5

2.0

GES-1 存活率

98.34±2.58

98.23±2.70

100.60±4.08

96.75±4.53

98.98±3.48

95.35±4.94

98.62±1.40

99.75±1.81

99.24±3.56

MC 存活率

99.54±2.04

98.26±2.45

88.46±5.761）

78.79±2.042）

69.10±3.102）

60.43±3.822）

48.24±4.342）

40.41±5.562）

35.11±1.462）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01

注：A. 正常组；B. 模型组；C. HQJZ-L 组；D. HQJZ-H 组（图 2-

图 8 同）
图 1　HQJZ 对 MC 细胞侵袭能力的影响  （结晶紫，×200）
Fig. 1　 Effect of HQJZ on invasive ability of MC cells （crystal 

violet，×200）

表 2　不同浓度的 HQJZ 对 MC 细胞侵袭能力的影响  （x̄± s，n=3）

Table 2　 Effect of different concentrations of HQJZ on invasive 

ability of MC cells （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

HQJZ-L 组

HQJZ-H 组

质量浓度/g·L-1

0.5

1.0

细胞侵袭率/%

100.90±2.99

155.70±6.581）

84.79±5.362）

68.93±3.632）

注：与正常组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05（表 3-表 8

同）
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列完整；与正常组比较，模型组小鼠的胃黏膜显示

腺体扭曲拥挤，细胞核增大，染色强烈，核质比增

加，HE 病理评分上升（P<0.05）；与模型组比较，

HQJZ 各组小鼠的异常形态有所改善，HE 病理评分

下降（P<0.05），见图 5、表 5。AB-PAS 染色结果显

示，与正常组比较，模型组小鼠的胃黏膜上能观察

到大量的蓝色或紫色斑块，AB-PAS 病理评分上升

（P<0.05）；与模型组比较，HQJZ 各组小鼠表现出不

太明显的蓝色或紫色斑块，AB-PAS 病理评分下降

（P<0.05）。透射电子显微镜观察小鼠胃黏膜上皮线

粒体形态，与正常组比较，模型组小鼠胃黏膜线粒

体数量增多，体积变大；与模型组比较，HQJZ 各组

小鼠胃黏膜线粒体结构异常，粗面内质网形态、分

布均显著改变，表现为扩张型、空心状，见图 5。与

正常组比较，模型组 ATP 信号明显上升（P<0.05）；

与模型组比较，HQJZ-L 组 ATP 信号没有显著变化，

HQJZ-H 组 ATP 信号明显下降（P<0.05），见表 5。

3.4　HQJZ 诱导 GPC 小鼠 ROS 积累     与正常组比

较，模型组 ROS 免疫荧光染色变化差异无统计学意

义，GSH 水平明显上升（P<0.05），MDA 水平变化差

异无统计学意义，LC3 荧光信号增强，差异有统计学

意义（P<0.05），细胞凋亡率变化差异无统计学意义；
与模型组比较，HQJZ-L 组 ROS 免疫荧光染色、GSH

水平变化差异无统计学意义，HQJZ-H 组 ROS 免疫

荧光信号、GSH 水平明显增强（P<0.05），HQJZ 各组

MDA 水平、LC3 荧光信号、细胞凋亡率明显增加，差

异有统计学意义（P<0.05），见表 6、图 6。

表 5　不同浓度 HQJZ 对 GPC 小鼠组织内病理改变、ATP 含量的影

响  （x̄± s，n=3）

Table 5　 Effect of different concentrations of HQJZ on 

pathological changes and ATP content in GPC mice tissues 

（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

HQJZ-L 组

HQJZ-H 组

剂量/g·kg-1

6.24

12.48

HE 评分/级

0.26±0.06

3.12±0.211）

1.66±0.172）

1.16±0.052）

AB-PAS 评分/级

0.16±0.08

3.32±0.251）

1.87±0.252）

0.96±0.212）

ATP

0.96±0.10

1.73±0.061）

0.50±0.04

1.02±0.192）

图 4　各组 MC 细胞中 FoxO3、Bcl-6 和 SIRT1 蛋白表达电泳

Fig. 4　 Electrophoresis of FoxO3， Bcl-6 and SIRT1 protein 

expression in MC cells of each group

图 5　HQJZ 对小鼠 GPC 情况的影响

Fig. 5　Effect of HQJZ on GPC in mice

表 4　 不 同 浓 度 HQJZ 对 MC 细 胞 内 FoxO3 相 关 蛋 白 表 达 的 影 响  

（x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect of different concentrations of HQJZ on expression 

of FoxO3-related proteins in MC cells （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

HQJZ-L 组

HQJZ-H 组

质量浓度

/g·L-1

0.5

1.0

FoxO3

/GAPDH

1.02±0.06

1.21±0.13

0.95±0.082）

0.86±0.072）

Bcl-6

/GAPDH

1.02±0.04

1.42±0.101）

1.14±0.062）

0.51±0.062）

SIRT1

/GAPDH

1.00±0.07

1.54±0.041）

0.97±0.102）

0.88±0.062）

表 6　不同浓度 HQJZ 对 GPC 小鼠组织内线粒体 ROS、自噬、凋亡、GSH、MDA 水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of different concentrations of HQJZ on mitochondrial ROS， autophagy， apoptosis， MDA， GSH levels in GPC mice tissues 

（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

HQJZ-L 组

HQJZ-H 组

剂量/g·kg-1

6.24

12.48

ROS

1.00±0.56

1.80±0.44

3.72±1.12

6.16±1.132）

LC3

0.90±0.19

2.51±0.441）

6.59±0.562）

8.47±0.642）

凋亡率/%

10.67±1.84

2.99±0.77

25.58±5.422）

29.85±3.042）

GSH/μmol·L-1

1.92±1.10

5.54±1.561）

4.06±1.83

2.97±1.562）

MDA/μg·L-1

8.27±1.79

11.20±1.55

16.07±2.752）

22.08±2.272）

··222



第 32 卷第  14 期
2026 年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 32，No. 14

Jul. ，2026

3.5　HQJZ 通过 FoxO3 通路治疗 GPC    与正常组比

较，模型组小鼠胃黏膜中 PCNA、Ki67 阳性细胞数量

明显增高（P<0.05），FoxO3、SIRT1 和 Bcl-6 的蛋白水

平上升（P<0.05）；与模型组比较，HQJZ 各组中 Ki67

阳性细胞数量、FoxO3 蛋白水平明显降低（P<0.05），
HQJZ-L 组 PCNA 阳性细胞数量、SIRT1 和 Bcl-6 蛋

白水平没有显著变化，HQJZ-H 组 PCNA 阳性细胞

数量、SIRT1 和 Bcl-6 蛋白水平明显降低（P<0.05），
见图 7、表 7、图 8、表 8。

4 讨论

胃癌是全世界范围内死亡率前五的疾病［32］，

Correa 级联反应指出胃癌前病变是其关键阶段［33］。

胃癌前病变的治疗方法主要包括抗 Hp 感染、抗氧

化剂、胃黏膜保护剂、抗炎药物等［34-35］。然而，这些

治疗方法缺乏针对胃癌前病变的特异性效果，并且

存在其他局限性。研究表明现有治疗方法对于 Hp

的根除率不高，部分患者存在依从性较差及抗生素

耐药等问题，导致部分患者治疗后仍存在 Hp 感

染［36］。抗氧化剂、胃黏膜保护剂虽然是临床常用药

物，但其远期疗效较为有限，且长期使用不良反应

较大［37］。因此，针对有效且安全的 GPC 治疗手段值

图 7　HQJZ 对 GPC 小鼠胃黏膜中 Ki67、PCNA、FoxO3 蛋白表达水

平的影响  （免疫组化，×200）
Fig. 7　 Effect of HQJZ on Ki67，PCNA，FoxO3 proteins 

expression level in gastric mucosa of GPC mice （IHC，×200）
表 7　不同浓度 HQJZ 对 GPC 小鼠组织内 Ki67、PCNA、FoxO3 表

达水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　 Effect of different concentrations of HQJZ on expression 

levels of Ki67， PCNA， and FoxO3 in GPC mice tissues （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

HQJZ-L 组

HQJZ-H 组

剂量/g·kg-1

6.24

12.48

Ki67

1.00±0.31

7.02±1.091）

2.03±0.562）

0.86±0.292）

PCNA

1.00±0.41

8.94±1.921）

5.71±1.00

2.72±0.982）

FoxO3

1.00±0.15

4.88±0.581）

2.67±0.482）

1.67±0.502）

图 6　HQJZ 对 GPC 小鼠 ROS 积累的影响  （免疫荧光，×400）
Fig. 6　 Effect of HQJZ on ROS accumulation in GPC mice 

（IF，×400）

图 8　各组小鼠胃黏膜中 FoxO3、Bcl-6 和 SIRT1 蛋白表达电泳

Fig. 8　 Electrophoresis of FoxO3， Bcl-6 and SIRT1 protein 

expression in gastric mucosa of mice in each group

表 8　 不 同 浓 度 HQJZ 对 GPC 小 鼠 组 织 内 FoxO3、Bcl-6 和 SIRT1

蛋白表达水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 8　 Effect of different concentrations of HQJZ on expression 

levels of FoxO3， Bcl-6， SIRT1 proteins in GPC mice tissues （x̄± s，

n=3）

组别

正常组

模型组

HQJZ-L 组

HQJZ-H 组

剂量/g·kg-1

6.24

12.48

FoxO3

/GAPDH

1.00±0.03

1.42±0.031）

1.29±0.062）

1.08±0.052）

Bcl-6

/GAPDH

0.96±0.06

1.28±0.021）

1.19±0.03

1.04±0.032）

SIRT1

/GAPDH

1.00±0.29

1.79±0.021）

1.28±0.24

0.71±0.122）
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得进一步探索。

成熟的胃癌前病变模型为该项研究提供可行

性［38］。本研究表明，HQJZ能够显著改善 GPC病理表

现，包括肠上皮化生和异型增生。ROS 由线粒体生

成，对于细胞生长有着双向作用［39］。在 GPC 的进展

中，GPC 恶变细胞可以通过抗氧化系统维持细胞内

ROS 的动态平衡，促进 GPC 恶变细胞的增殖和更

新［40］。而积累过多的 ROS 可损伤线粒体，加速线粒

体的凋亡，从而引起 GPC 恶变细胞的凋亡［41］。自噬

是线粒体自我更新的主要途径［42］，LC3 是其重要指

标，其水平反映了体内线粒体受损的程度［43］。在 GPC

小鼠胃黏膜恶性细胞中，升高的自噬水平提示损伤的

线粒体增多。本研究发现 HQJZ 线粒体 ROS 增加、

LC3水平升高，最终诱导 GPC 恶变细胞凋亡，这些发

现表明，HQJZ有望成为靶向 ROS的抗 GPC的药物。

当前，FoxO3 作为肿瘤治疗的潜在靶点已受到

业界广泛关注。已有研究表明 FoxO3 可阻碍癌前

病变的发展并抑制胃黏膜上皮的恶性转化［44］。对

于 FoxO3 蛋白的抑制，可以促进线粒体 ROS 的积累

以损伤线粒体，导致 GPC 细胞的凋亡，从而抑制

GPC 的发展。因此，FoxO3 的抑制在 GPC 治疗中起

着关键作用。该研究中观察到，与正常组比较，GPC

模 型 小 鼠 组 织 中 FoxO3 蛋 白 表 达 显 著 上 调 ，而

HQJZ 显著抑制了 GPC 体内外模型中 FoxO3 的表

达。这些发现证明 HQJZ 通过抑制 FoxO3 表达来引

起 GPC 恶变细胞凋亡（增强出版附加材料）。
综上可见，HQJZ 可以改善胃黏膜 GPC 病理表

现，降低 GPC 小鼠胃黏膜恶性细胞增殖水平、增加体

内外模型 ROS 水平、诱导体内外模型线粒体损伤和

触发体内外模型 GPC 恶变细胞凋亡的能力。其作用

机制可能是通过抑制 FoxO3及其下游蛋白的表达来

促进 ROS 积累，从而损伤线粒体并诱导 GPC 恶变细

胞凋亡，达到抑制 GPC 恶变细胞增殖，从而实现逆转

GPC，由此显现出其在临床应用中的潜在价值。
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