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基于 Hedgehog 信号通路探讨柴芍六君汤对肝郁脾虚型
CAG 大鼠的影响

涂文玲，黄妙安，洪银洁，洪诗晓，陈梅妹，甘慧娟*

（福建中医药大学 中医学院，福州 350122）

［摘要］ 目的：探讨柴芍六君汤对肝郁脾虚型慢性萎缩性胃炎（CAG）大鼠刺猬（Hedgehog）信号通路的影响。方法：随机

将 Wistar大鼠分为正常组和造模组，造模组采用复合造模法进行构建肝郁脾虚型 CAG 大鼠模型，造模成功后，分为模型组，维

酶素组，柴芍六君汤组，GDC-0449（阻滞剂）组，柴芍六君汤+GDC-0449 组；正常组和模型组给予生理盐水灌胃，维酶素组和柴

芍六君汤组分别给予 240 mg·kg-1·d-1，5.1 g·kg-1·d-1灌胃，GDC-0449 组腹腔注射 50 mg·kg-1·d-1，柴芍六君汤+GDC-0449 给予腹

腔注射 50 mg·kg-1·d-1和灌胃柴芍六君汤 5.1 g·kg-1·d-1，持续 4 周。苏木素-伊红（HE）染色观察大鼠胃黏膜病理形态，实时荧光

定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）和蛋白免疫印迹法（Western blot）检测胃黏膜组织音猬因子（Shh），12 次跨膜蛋白受体

Patched1（Ptch1），胶质瘤相关肿瘤基因同源物 1（Gli1）mRNA 和蛋白表达，酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测血清白细胞介素-

1β（IL-1β），肿瘤坏死因子-α（TNF-α）含量。结果：与正常组比较，模型组大鼠腺细胞减少，腺体萎缩，腺腔体积增大，可见浆细

胞浸润，伴有肠上皮化生，胃黏膜组织 Shh，Ptch1，Gli1 mRNA 和蛋白表达显著降低（P<0.01），血清中 IL-1β，TNF-α含量显著上

升（P<0.01）。与模型组比较，维酶素组、柴芍六君汤组细胞排列较为整齐，腺体萎缩改善，未见明显炎性浸润，GDC-0499 组和

柴芍六君汤+GDC-0449 组并无太多改善；维酶素组、柴芍六君汤组胃黏膜组织 Shh，Ptch1，Gli1 mRNA 和蛋白表达水平显著上

升（P<0.01），维酶素组血清中 IL-1β含量差异无统计学意义，TNF-α含量显著降低（P<0.01），柴芍六君汤组血清中 IL-1β，TNF-α

含量明显降低（P<0.05，P<0.01）；GDC-0449 组和柴芍六君汤+GDC-0449 组，胃黏膜组织 Shh，Ptch1，Gli1 mRNA 和蛋白表达、

血清中 IL-1β，TNF-α含量差异无统计学意义。结论：柴芍六君汤能有效改善肝郁脾虚型大鼠胃黏膜病理学状态，其机制可能

是通过激活 Hedgehog 信号通路，从而降低 IL-1β，TNF-α含量有关。
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Effect of Chaishao Liujuntang on Hedgehog Signaling Pathway in Rats with

Chronic Atrophic Gastritis of Liver Depression and Spleen Deficiency Syndrome

TU Wen-ling，HUANG Miao-an，HONG Yin-jie，HONG Shi-xiao，CHEN Mei-mei，GAN Hui-juan*

（College of Traditional Chinese Medicine（TCM），Fujian University of TCM，

Fuzhou 350122，China）

［［Abstract］］ Objective：：To explore the effect of Chaishao Liujuntang on Hedgehog signaling pathway in

rats with chronic atrophic gastritis（CAG）of liver depression and spleen deficiency. Method：：Wistar rats were

randomized into normal group and modeling group. CAG with the liver depression and spleen deficiency
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syndrome was induced in rats in the modeling group with a compound method. After modeling，they were

classified into the model group，vitacoenzyme group，Chaishao Liujuntang group，GDC-0449（blocker）group，

and Chaishao Liujuntang + GDC-0449 group. Normal group and model group were given（ig）normal saline.

Vitacoenzyme and Chaishao Liujuntang group received（ig） corresponding drugs at 240 mg·kg-1·d-1 and

5.1 g·kg-1·d-1，respectively，and GDC-0449 group was treated（ip）with GDC-0449 at 50 mg·kg-1·d-1. For the

Chaishao Liujuntang + GDC-0449 group， rats received GDC-0449（ip） at 50 mg·kg-1·d-1 and Chaishao

Liujuntang（ig）at 5.1 g·kg-1·d-1. The administration lasted 4 weeks. The pathological morphology of rat gastric

mucosa was observed based on hematoxylin-eosin（HE）staining. mRNA and protein expression of sonic

hedgehog（Shh），12th transmembrane receptor Patched1（Ptch1），and glioma-associated oncogene homolog 1

（Gli1）in gastric mucosa tissues was detected by real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction

（Real-time PCR）and Western blot. Content of serum interleukin-1β（IL-1β）and tumor necrosis factor-α（TNF-

α）was determined by enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）. Result：： Compared with normal group，

the model group demonstrated decrease in gland cells，glandular atrophy，large lumen volume，plasma cell

infiltration，intestinal metaplasia，decrease in the mRNA and protein expression of Shh，Ptch1，and Gli1 in

gastric mucosa（P<0.01），and rise of serum IL-1β and TNF-α content（P<0.01）. Compared with model group，

vitacoenzyme group and Chaishao Liujuntang group showed ordered cells，alleviation of gland atrophy，and no

obvious inflammatory infiltration，and GDC-0499 group and Chaishao Liujuntang + GDC-0449 showed no

significant improvement. Significant rise in the mRNA and protein expression of Shh，Ptch1，and Gli1 in gastric

mucosa tissues of vitacoenzyme group and Chaishao Liujuntang group（P<0.01），no significant difference in

serum IL-1β content and significant decrease in TNF- α content in vitacoenzyme group（P<0.01），significant

reduction in content of serum IL-1β and TNF-α in Chaishao Liujuntang group（P<0.05，P<0.01）were observed

compared with those in the model group. The mRNA and protein expression of Shh，Ptch1，and Gli1 in gastric

mucosa and the content of serum IL-1β and TNF-α were insignificantly different between the GDC-0449 group

and Chaishao Liujuntang + GDC-0449 group. Conclusion：： Chaishao Liujuntang can effectively improve the

pathological state of gastric mucosa in CAG rats with liver depression and spleen deficiency，which may be

related to the activation of Hedgehog signaling pathway and the decrease of IL-1β and TNF-α content.

［［Keywords］］ chronic atrophic gastritis；Chaishao Liujuntang；Hedgehog signaling pathway

慢性萎缩性胃炎（CAG）是在胃黏膜慢性炎症

基础上，后期出现胃黏膜固有腺体萎缩和化生，继

而出现上皮内瘤变的一种消化系统疾病［1］，与胃癌

的发病率呈正相关。在全球范围内 CAG 年发病率

在 0~10.9%［2］，随着年龄的不断增长，CAG 发病率迅

速增加，且每增长 10 岁会伴随 14% 的新发病率［3］。

中医药在整体观指导下进行辨证论治，对胃黏膜损

伤有很好的保护作用［4-6］。CAG 辨证分型不统一，

目前多数医家认可 CAG 有肝胃不和、脾胃虚弱、胃

阴不足证、脾胃湿热、胃络血瘀 5 型，临床多表现为

虚实兼存，寒热交错的病理现象［7］。课题组前期研

究表明，慢性胃炎的病位主要涉及胃、脾、肝；病性

上以虚实夹杂、寒热错杂为主［8］，肝郁脾虚是 CAG

的重要病理特点。

柴芍六君汤出自《医宗金鉴》，具有健脾平肝，

化痰祛风之功效，是疏肝健脾的经典方剂，常常在

临床上治疗肝郁脾虚型 CAG［9-10］。已有的动物实验

研究发现刺猬（Hedgehog）信号通路在胃黏膜胃底

腺中表达，当胃黏膜萎缩、肠化生时，会有异常的刺

猬（Hh）信号分子的表达，这与进一步发展成胃癌有

着密切的关系 [11]。本研究通过建立病证结合 CAG

大鼠模型，旨在观察柴芍六君汤对 Hedgehog 信号通

路阻断或逆转 CAG 的分子机制的调控作用，为柴芍

六君汤的后续研究提供更有力的科学支持，并对临

床治疗 CAG 等相关消化类疾病提供新的思路与

方法。

1 材料

1.1 动物 50 只 SPF 级 Wistar 雄性大鼠，体质量

100~120 g，购自上海市计划生育科学研究所实验动

物经营部，动物合格证号 SCXK（沪）2018-006，饲养

于福建中医药大学 SPF 级动物实验中心。本研究经

福 建 中 医 药 大 学 伦 理 委 员 会 批 准 ，伦 理 编 号
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FJTCMIACUC2020075。

1.2 药物 柴芍六君汤中药由福建中医药大学附

属第三人民医院提供，药物组成为北柴胡 6 g，人参

9 g，白芍 4.5 g，白术 9 g，茯苓 9 g，法半夏 4.5 g，陈皮

6 g，炙甘草 3 g。将药材洗净后浸泡 30 min，武火煮

沸后改用文火煎煮 30 min，二煎 15 min，混合 2 次药

液并滤过，浓缩为生药量为 0.51 g·mL-1 的药液，置

于 4 ℃冰箱分装存用。维酶素片（乐普恒久远药业

有限公司，国药准字 H41024448）；溶于纯水配成含

药量 24 g·L-1 的维酶素混悬液。阻滞剂 GDC-0449

（美国 APExBIO 公司，批号 A302151337769），参考

文 献［12］方 法 溶 于 二 甲 基 亚 砜（DMSO）配 成

50 g·L-1的溶液。

1.3 试剂 脱氧胆酸钠（北京奥博星生物技术有限

公司，批号 20200915）；氨水（西陇科学股份有限公

司，批号 202001021）；苏木素-伊红（HE）染色试剂盒

（上海源叶生物科技有限公司，批号 J21D10Y10649

2）；RNA 提取试剂盒（南京 Vazyme 公司，批号 R401-

01）；逆转录试剂，聚合酶链式反应（PCR）试剂［宝生

物工程（大连）有限公司，批号分别为 AKF1919A，

AK41790A］；音猬因子（Shh），胶质瘤相关肿瘤基因

同 源 物 1（Gli1）抗 体 ，甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

（GAPDH）抗体（中国 ProteinTech 公司，货号分别为

20697-1-AP，66905-1-lg，60004-1-Ig）；12 次跨膜蛋

白受体 Patched1（Ptch1）抗体，BCA 蛋白浓度测定试

剂盒，SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒，增强型 RIPA 裂

解液，PVDF 膜（武汉博士德生物工程有限公司，批

号分别为 PB0344，16E25C46，16E24C38，16E28C02，

16B20B36）；白细胞介素-1β（IL-1β），肿瘤坏死因子-α

（TNF- α）酶 联 免 疫 吸 附 测 定 法（ELISA）试 剂 盒

（ 上 海 酶 联 生 物 科 技 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为

LOT20210510A，LOT20210512A）。
1.4 仪器 EG1150H 型组织包埋机，RM2245 型半

自动切片机（德国 Leica 公司）；5424R 型低温冷冻离

心机（德国 Eppenddorf 公司）；Infinite M200Pro 型酶

标仪（奥地利 Tecan 公司）；TissueLyser Ⅱ型研磨机

（德国 Qiagen 公司）；Nanodrop 2000 型紫光光度仪

器（美国 Thermo Scientific 公司）；QuantStudio6 Flex

型实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）
仪（美国 ABI 公司）；Tanon-5200 型超高灵敏化学发

光成像系统（上海天能科技有限公司）。
2 方法

2.1 分组、造模与给药 造模前对 50 只大鼠进行

旷场、强迫游泳实验，随后将大鼠随机分为正常组 8

只，造模组 42 只。造模组参考文献［13］方法并加以

改进复合因素造模法建立 CAG 肝郁脾虚型大鼠模

型：0.1% 氨水溶液和 20 mmol·L-1 脱氧胆酸钠溶液

每日交替饮用，配合饥饱失常法（2 日足食，1 日禁

食）与每日夹尾刺激 1 h，束缚 3 h（保持大鼠抑郁状

态），造模 16 周。经过上述造模干预，造模组大鼠出

现毛发蓬乱，毛色枯黄无光泽，懒动，扎堆蜷卧；旷
场实验中穿越方格数和直立次数减少，强迫游泳静

止不动时间延长；病理检测胃黏膜腺体萎缩，判断

为造模成功［13］。将造模成功的 40 只大鼠随机分为

模型组，维酶素组，柴芍六君汤组，GDC-0449 组和

柴芍六君汤+GDC-0449 组，每组 8 只。造模分组后，

按照人与动物剂量比例换算，大鼠给药剂量为人剂

算的 6 倍，维酶素组、柴芍六君汤组、柴芍六君汤+

GDC-0449 组分别给予维酶素混悬液 0.240 g·kg-1，

柴芍六君汤 5.1 g·kg-1 灌胃，GDC-0449 阻滞剂给药

剂量参考文献［12］，GDC-0449 组和柴芍六君汤 +

GDC-0449 组给予 GDC-0449 0.05 g·kg-1 腹腔注射，

正常组和模型组给予等体积生理盐水灌胃，每日

1 次，连续干预 4 周。

2.2 大鼠一般行为观察 观察大鼠精神状态、毛

发、大便形状并且每周测量体质量。

2.3 旷场、强迫游泳实验 旷场反应箱高 40 cm，

长、宽均为 100 cm，将旷场箱底面划分为 5×5 的方

格，旷场实验于安静的环境下进行。每次将大鼠统

一放入旷场箱中间方格，记录 5 min 内每只大鼠的

穿越方格数、直立次数和洗脸修饰次数。强迫游泳

桶高 65 cm，直径 20 cm，注入水深以大鼠尾巴无法

触到桶底为主，根据老鼠大小的改变而改变，记录

5 min 内每只大鼠静止不动时间。

2.4 标本采集 大鼠禁食不禁水 12 h，麻醉后行腹

主动脉采血，全血室温静止 4 h，3 000 r·min-1 离心

10 min（离心半径 15 cm），取上清夜，分装后冻存

于−80 ℃冰箱。沿胃大弯剖开，冰生理盐水漂洗干

净的胃内容物，选取胃窦部放入 4% 多聚甲醛的试

管中固定，胃体部位−80 ℃冰箱冻存备用。

2.5 HE 染色观察大鼠胃黏膜病理形态变化 将胃

组织进行包埋，切片，染色，光学显微镜下观察大鼠

胃黏膜病理变化。

2.6 Real-time PCR 检测胃组织相关 mRNA 表达

取胃黏膜组织 50 mg 进行碾磨，提取 RNA，用紫

外分析仪测 RNA 浓度与纯度。然后将 mRNA 逆转

录为 cDNA，取 cDNA 2 μL 为模板进行 PCR 扩增。

反应体系：TB Green Ex Taq（TilRaseH Plus）10 μL，
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ROX Reference Dye Ⅱ 0.4 μL，引 物 各 0.8 μL，

ddH2O 6 μL，cDNA 2 μL。95 ℃预变性 30 s，95 ℃变

性 10 s，40个循环；60 ℃退火 30 s，40个循环；60 ℃延

伸 1 min。β-肌动蛋白（β-actin）为内参，引物由湖南

艾科瑞生物工程有限公司合成，引物序列见表 1。

2.7 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测胃组织相

关蛋白表达 胃组织用提前预冷的 RIPA 裂解液进

行提取蛋白，SDS-PACE 电泳，转移蛋白至 PVDF 膜

上；室温封闭 15 min，磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗 3

次，每次 10 min；Shh 一抗（1∶1 000），Ptch1 一抗（1∶

2 000），Gli1 一抗（1∶4 000），GAPDH 一抗（1∶2 万）
4 ℃孵育过夜，PBS 冲洗 3 次，每次 10 min；二抗（1∶

5 000）室温孵育 1 h，PBS 冲洗 3 次，每次 10 min；避

光显影。使用 Image Lab 软件进行灰度值分析。

2.8 ELISA 检测大鼠血清中 IL-1β，TNF-α的含量

将已分装的血清从−80 ℃冰箱取出 1 份，室温解

冻，按照试剂盒步骤检测血清中 IL-1β，TNF-α含量。

2.9 统计学方法 采用 SPSS 23.0 软件分析数据，

符合正态分布则数据以 x̄ ± s 表示，多组间比较采用

单因素方差分析，方差齐则采用最小显著性差异法

（LSD），方差不齐则采用盖姆斯 -豪厄尔检验。P<

0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对大鼠一般行为表现的影响 造模后，造模组

大鼠与正常组大鼠比较，出现了懒动，扎堆蜷卧，毛

发枯黄、无光泽，大便稀溏。经过维酶素、柴芍六君

汤治疗后，以上症状有所改善，但是 GDC-0449 组、

柴芍六君汤+GDC-0449 组未见明显改善。

3.2 对造模前后大鼠旷场、强迫游泳实验的影响

造模前，两组大鼠穿越方格数、直立次数、洗脸修

饰无差异；造模后，造模组比正常组穿越方格数、直

立次数显著减少（P<0.01），洗脸修饰无差异，见表 2。

由强迫游泳实验结果看：造模前，正常组大鼠静止

时间为（81.07±37.50）s，模型组为（79.51±17.41）s，

两组差异无统计学意义；造模后，正常组大鼠静止

时间为（73.43±11.07）s，模型组为（140.67±22.38）s，

与正常组比较 ，模型组大鼠静止时间显著升高

（P<0.01）。说明肝郁脾虚型大鼠模型构建成功。

3.3 对大鼠体质量的影响 正常组大鼠因是正常

饮食，干预前体质量明显高于其余各组，当达到一

定体质量后，体质量增长将会趋于平缓；与正常组

比较，模型组大鼠体质量显著增长（P<0.01）；与模型

组比较，维酶素组、柴芍六君汤大鼠体质量增量显

著增长（P<0.01）。见表 3。

3.4 对大鼠胃黏膜病理形态的影响 正常组腺体

和细胞排列整齐且结构完整，无炎性浸润，这是胃

黏膜组织正常病理学表现。模型组大鼠腺细胞减

少，腺体萎缩，腺腔体积增大，可见浆细胞浸润，伴

有肠上皮化生，说明大鼠 CAG 模型构建成功。经过

治疗后，维酶素组、柴芍六君汤组细胞排列较为整

齐，腺体萎缩改善，未见明显炎性浸润，GDC-0499

组 和 柴 芍 六 君 汤 +GDC-0449 组 并 无 明 显 改 善 ，

见图 1。

3.5 对大鼠胃黏膜组织 Shh，Ptch1，Gli1 mRNA 表

达水平的影响 与正常组比较，模型组大鼠 Shh，

Ptch1，Gli1 mRNA 表达水平显著降低（P<0.01）；与模

型组比较，维酶素组、柴芍六君汤组大鼠 Shh，Ptch1，

Gli1 mRNA 表达水平显著升高（P<0.01），GDC-0449

组、柴芍六君汤+GDC-0449 组大鼠 Shh，Ptch1，Gli1

mRNA表达水平差异无统计学意义。见表 4。

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequences

引物

Shh

Ptch1

Gli1

β-actin

序列（5'-3'）
上游 AGGCTGGATTCGACTGGGTCTA

下游 AACTTGGTGCCACCCTGCTC

上游 GGAGCTCAGGCACTATGAAGCAC

下游 TGATGTCTGGAGTCAGGATGCAC

上游 AACATGGCAGTCGGTAACATGAG

下游 CCGCGTGTGTGTAGCCATTTAG

上游 GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA

下游 GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG

长度/bp

142

123

132

150

表 2 柴芍六君汤对造模前后两组大鼠旷场实验结果的影响（x̄± s，n=8）

Table 2 Effect of Chaishao Liujuntang on open field experiment results of two groups of rats before and after modeling（x̄± s，n=8）

组别

正常

造模

穿越方格数/个

造模前

88.50±15.35

81.52±22.87

造模后

121.83±12.54

38.60±20.752）

直立次数/次

造模前

14.83±5.71

18.10±4.19

造模后

23.83±5.27

7.27±4.022）

洗脸修饰/次

造模前

1.80±0.45

1.40±0.50

造模后

1.33±1.03

1.33±1.45

注：与正常组比较 2）P<0.01。
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3.6 对大鼠胃黏膜组织 Shh，Ptch1，Gli1 蛋白表达

水 平 的 影 响 与 正 常 组 比 较 ，模 型 组 大 鼠 Shh，

Ptch1，Gli1 蛋白表达水平显著降低（P<0.01）；与模

型组比较，维酶素组、柴芍六君汤组 Shh，Ptch1，Gli1

蛋白表达水平显著升高，差异具有显著统计学意义

（P<0.01），GDC-0449 组、柴芍六君汤+GDC-0449 组

Shh，Ptch1，Gli1 蛋白表达水平差异无统计学意义。

见图 2，表 5。

3.7 对大鼠血清中 IL-1β，TNF-α含量的影响 与

正常组比较，模型组大鼠 IL-1β，TNF-α含量显著升

高（P<0.01）；与模型组比较，柴芍六君汤组 IL-1β含

量明显降低（P<0.05），维酶素组差异无统计学意义；
维酶素组、柴芍六君汤组 TNF-α含量显著降低（P<

0.01），GDC-0449 组、柴芍六君汤+GDC-0449 组 IL-

1β及 TNF-α含量差异无统计学意义。见表 6。

4 结论

CAG 病情迁延，难以治愈，与胃癌的发生密切

相关，如若不及时阻断或逆转，该病有很大几率向

表 4 柴芍六君汤对大鼠胃黏膜组织 Shh，Ptch1，Gli1 mRNA表达水平的影响（x̄± s，n=8）

Table 4 Effects of Chaishao Liujuntang on mRNA expression levels of Shh，Ptch1 and Gli1 in gastric mucosa of rats（x̄± s，n=8）

组别

正常

模型

维酶素

柴芍六君汤

GDC-0449

柴芍六君汤+GDC-0449

剂量/g·kg-1

0.24

5.1

0.05

5.1＋0.05

Shh

1.06±0.24

0.31±0.122）

2.71±0.174）

0.88±0.214）

0.33±0.10

0.11±0.04

Ptch1

0.95±0.13

0.27±0.072）

0.65±0.864）

1.04±0.194）

0.49±0.10

0.20±0.03

Gli1

0.93±0.16

0.53±0.112）

1.00±0.184）

0.93±0.124）

0.51±0.14

0.40±0.11

表 3 柴芍六君汤对大鼠体质量的影响（x̄± s，n=8）

Table 3 Effect of Chaishao Liujuntang on body weight of rats（x̄± s，n=8） g

组别

正常

模型

维酶素

柴芍六君汤

GDC-0449

柴芍六君汤+GDC-0449

剂量/g·kg-1

0.24

5.1

0.05

5.1＋0.05

体质量

420.22±35.63

320.54±11.582）

348.45±18.683）

340.48±10.113）

302.69±29.34

298.10±3.96

体质量增量

20.93±10.09

39.00±12.832）

62.14±12.154）

57.41±12.184）

37.38±19.87

23.91±10.91

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 4~6 同）。

A. 正常组；B. 模型组；C. 维酶素组；D. 柴芍六君汤组；E. GDC-

0449 组；F. 柴芍六君汤+GDC-0449 组（图 2 同）
图 1 柴芍六君汤对大鼠胃黏膜病理形态的影响（HE，×400）
Fig. 1 Effect of Chaishao Liujuntang on pathological

morphology of gastric mucosa in rats（HE，×400）

图 2 大鼠胃黏膜组织 Shh，Ptch1，Gli1蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of Shh，Ptch1 and Gli1 protein expression

in gastric mucosa of rats

··5
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胃癌发展，因此对该病的及时阻断和预防具有极为

重要的意义。肝郁脾虚型 CAG 是以肝胃不和为主

要病机，患者肝气郁滞、横逆犯胃，致使脾失濡养、

脾胃虚弱，进而引发呃逆、呕吐、泛酸、胃痞等临床

表现，故治疗本病的主要治法应该是疏肝健脾［14］。

柴芍六君汤出自《医宗金鉴》，方中柴胡、白芍一收

一散，达到疏肝养肝之功效，人参、茯苓、白术益气

健脾共为臣药；半夏、陈皮均可理气健脾、燥湿化

痰、和胃止呕，因而共为佐药，甘草性缓可调节诸

药。现代研究发现柴芍六君汤可显著增强消化道

运动，增强胃窦收缩，加速胃排空［15-16］。前期笔者通

过动物实验研究发现柴芍六君汤能明显改善肝郁

脾虚型大鼠抑郁状态，减轻黏膜炎性细胞浸润，抑

制胃黏膜增殖［17］。维酶素片是一类具有多种核黄

素和维生素的用于保护胃黏膜的药物，在临床上常

用来治疗 CAG 且具有良好疗效，故本研究以该药物

为阳性药。

“病证结合”动物模型在中医药现代化研究中

具有明显优势［18］，多以行为学指标、宏观表征作为

模型评价标准，该模型可克服西医辨病与中医辨证

局限，使诊疗过程更加具有个体差异，使临床医疗

行为更加精准［19］。本研究结果显示，造模组大鼠出

现懒动，扎堆蜷卧，毛发枯黄、无光泽，大便稀溏，旷

场实验穿越方格数和直立次数明显减少，强迫游泳

不动时间延长等表现，说明模型组大鼠具备肝郁脾

虚证的症状学表现；再加上大鼠胃黏膜固有腺体萎

缩，腺腔扩大和炎性细胞浸润，提示了 CAG 疾病模

型造模成功；综上可提示肝郁脾虚型 CAG 病证结合

大鼠模型造模成功。

Hedgehog 信号通路在包括胃癌和胰腺癌在内

的各种癌症中常常过度表达，并且与炎性因子存在

密切内在联系［20-21］，同时也在慢性胃炎的癌变过程

中起到了重要作用。最早发现 Hedgehog 信号通路

是在果蝇体［22-23］，由 Hedgehog 蛋白家族（Shh，Ihh，

Dhh），跨 膜 受 体（Ptch，Smo）和 下 游 转 录 因 子

（Gli）［24］3 部分组成，多表达于胃黏膜胃底腺中［25］。

该通路中 Hh 蛋白为启动因子，也是 Ptch 蛋白的配

体［26］，Hh-Ptch 结合后，Ptch 对 Smo 的抑制作用会大

幅降低，并对 Gli 转录因子的表达进行调控，最终激

活 Hedgehog 信号通路。本研究结果中，模型组大鼠

Shh，Ptch1，Gli1 mRNA 和蛋白相对正常组的表达明

显降低，与之前研究结果一致［27］。因此笔者认为，

胃黏膜处于萎缩状态时，Hedgehog 信号通路相关蛋

白 Shh，Ptch 和 Gli1 可能处于抑制状态。在经过维

酶素、柴芍六君汤等对症治疗后，会重新激活该信

号通路，这可能是柴芍六君汤中药治疗 CAG 的分子

基础。

CAG 向胃癌发展过程中炎症始终参与，IL-1β，

TNF-α常常用来评价胃黏膜损伤程度［28］，IL-1β能有

效抑制胃酸的分泌［29］，持续低酸环境会加重胃黏膜

萎缩程度；TNF-α是炎症过程中的重要介质［30］，研

究发现 TNF-α在胃溃疡幽门螺旋杆菌（Hp）阳性患

者中过度表达，明显比阴性患者高。研究表明 IL-1β

和 TNF-α是胃酸分泌强有力的抑制因子引起胃内

pH 升高［31-32］，而 pH 升高会导致 Shh 的表达被抑制。

另有研究发现 Hedghog 信号通路阻滞剂使用在

LN229 炎症细胞模型中，可促进 IL-1β，TNF-α等炎

表 5 柴芍六君汤对大鼠胃黏膜组织 Shh，Ptch1，Gli1蛋白表达水平的影响（x̄± s，n=8）

Table 5 Effect of Chaishao Liujuntang on protein expression levels of Shh，Ptch1 and Gli1 in gastric mucosa of rats（x̄± s，n=8）

组别

正常

模型

维酶素

柴芍六君汤

GDC-0449

柴芍六君汤+GDC-0449

剂量/g·kg-1

0.24

5.1

0.05

5.1＋0.05

Shh/GAPDH

1.49±0.09

0.42±0.172）

1.15±0.174）

1.21±0.164）

0.46±0.16

0.45±0.20

Ptch1/GAPDH

2.24±0.34

0.38±0.162）

0.87±0.374）

1.15±0.364）

0.40±0.15

0.37±0.15

Gli1/GAPDH

1.79±0.38

0.32±0.152）

1.21±0.294）

1.21±0.174）

0.29±0.03

0.23±0.07

表 6 柴芍六君汤对大鼠血清中 IL-1β，TNF-α水平的影响（x̄ ± s，n=8）

Table 6 Effect of Chaishao Liujuntang on serum levels of IL-1β

and TNF-α in rats（x̄± s，n=8） ng·L-1

组别

正常

模型

维酶素

柴芍六君汤

GDC-0449

柴芍六君汤+GDC-0449

剂量

/g·kg-1

0.24

5.1

0.05

5.1＋0.05

IL-1β

23.06±4.51

32.67±3.192）

28.03±3.57

28.09±1.903）

36.89±4.72

32.55±5.28

TNF-α

116.46±11.15

276.35±28.012）

201.08±25.674）

203.38±30.424）

254.31±11.79

265.17±45.41
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症因子的释放［33］，而如果使用 Hedghog 信号通路激

动剂可下调 IL-1β，TNF-α等炎症因子的表达［34］。此

外相关研究表明，激活 Hedgehog 信号通路，可有效

抑制巨噬细胞或者小胶质细胞的活化，降低中枢神

经系统的炎症反应［35］，由此可见选用 IL-1β，TNF-α

作为检测指标，可较好地反映出 CAG 的炎症水平与

Hedgehog 信号通路的关系。笔者在上述研究基础

上采用了 ELISA 法检测血清中 IL-1β，TNF-α含量，

发现模型组大鼠 IL-1β，TNF-α含量明显上升。故笔

者认为 IL-1β，TNF-α和 Hedgehog 信号通路有某种

联系，可能是 IL-1β，TNF-α升高抑制胃酸分泌使得

胃黏膜 pH 升高，从而使得 Shh 表达受到抑制，进一

步使得下游分子表达改变，亦存在由于 Hedgehog 信

号通路受到抑制，促进了 IL-1β，TNF-α的表达。经

过维酶素和柴芍六君汤治疗后，血清中 IL-1β，TNF-

α含量降低。另有研究表明 Hedgehog 信号通路的

激活可通过固有免疫和适应性免疫进一步降低 IL-

1β，TNF-α等促炎信号［36］。因此笔者认为，柴芍六

君汤可能是通过激活 Hedgehog 信号通路进而降低

IL-1β，TNF-α表达，同时也有可能存在柴芍六君汤

在激活该通路过程中，同时降低 IL-1β，TNF-α的表

达，有待进一步的研究。
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