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高良姜黄酮组合物抑制 PI3K/Akt通路对幽门螺杆菌
胃炎小鼠的保护作用
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［摘要］ 目的：探讨高良姜黄酮组合物对幽门螺杆菌（Helicobacter pylori）胃炎小鼠的保护作用及其机制。方法：健康 SPF

级 C57BL/6J 小鼠 56 只适应喂养 1 周后，所有小鼠灌胃混合抗生素，连续 3 d。按照体质量随机分为正常组，模型组，阳性药组

（三联治疗组），高良姜黄酮组合物低、高剂量组（100、200 mg·kg-1）。除正常组外各组通过灌胃 H. pylori 悬液建立 H. pylori 胃

炎小鼠模型。造模成功后灌胃给药，每天 1 次，连续给药 2 周。苏木素-伊红（HE）染色观察胃组织病理学变化；快速尿素酶试

纸检测 H. pylori阳性率；采用银染色观察胃组织表面 H. pylori附着情况；免疫组化法检测胃组织白细胞介素（IL）-8、髓样分化

因子 88（MyD88）蛋白的表达情况；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测胃组织中 IL-6、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、IL-8 和 IL-1β

的含量；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K/Akt）蛋白表达。结果：与正常组比较，模型组

小鼠胃重系数降低、胃液 pH 升高、H. pylori 感染率为 100%，胃组织病理学显著改变。模型组小鼠胃组织中的 IL-8、MyD88 蛋

白表达显著升高，小鼠血清中炎症因子水平 IL-6、TNF-α、IL-8 和 IL-1β均显著上调（P<0.01）。与模型组比较，高良姜黄酮组合

物各治疗组小鼠胃重系数显著升高（P<0.01），胃液 pH 显著降低（P<0.01），H. pylori 感染率显著降低，小鼠胃组织中的 IL-8 和

MyD88 蛋白表达显著降低（P<0.01），血清中 IL-6、TNF-α、IL-8 和 IL-1β炎症因子水平均显著降低（P<0.01），呈现剂量依赖性。

高良姜黄酮组合物下调 H. pylori胃炎细胞中 PI3K 和 Akt蛋白的表达（P<0.01）。结论：高良姜黄酮组合物对 H. pylori胃炎具有

一定的保护作用，其机制与降低 H. pylori感染率、调控 PI3K/Akt相关信号通路抑制炎症因子释放相关。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the protective effect and mechanism of action of flavonoid combination of Alpiniae 

Officinarum Rhizoma （A. officinarum） against Helicobacter pylori （H. pylori） gastritis in mice. Methods：： After acclimatization 

for one week， 56 SPF-grade healthy C57BL/6J mice were gavaged with mixed antibiotics for three consecutive days. They were 

randomly divided into a normal group， model group， positive drug group （triple therapy group）， and low- and high-dose groups 

（100， 200 mg·kg-1） of flavonoid combination of A. officinarum. The H. pylori gastritis mice model was established by gavage with 
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H. pylori bacterial suspension in each group except for the normal group. After successful modeling， mice were administrated with 

corresponding drugs once a day for two weeks. Hematoxylin-eosin （HE） staining was used to observe the pathological changes in 

gastric tissue. Rapid urease test paper was used to detect the positive rate of H. pylori. Silver staining was used to observe the 

H. pylori adherence on the surface of gastric tissue. Immunohistochemistry was used to detect the protein expression of interleukin-8 

（IL）-8 and myeloid differentiation factor （MyD88） in gastric tissue. The serum levels of IL-6， tumor necrosis factor-α （TNF-α）， 

IL-8， and IL-1β were detected by enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）. The expressions of phosphatidylinositol 3-kinase/

protein kinase B （PI3K/Akt） protein were detected by Western blot. Results：： Compared with those in the normal group， mice in 

the model group had lower gastric weight coefficients， higher pH of gastric juice， 100% H. pylori infection rate， and significantly 

changed gastric histopathology. The expressions of IL-8 and MyD88 proteins in the gastric tissue of mice in the model group were 

significantly elevated， and the serum levels of inflammatory factors IL-6， TNF-α， IL-8， and IL-1β were significantly up-regulated 

in mice. Compared with that in the model group， the gastric weight coefficient of mice in each treatment group of the flavonoid 

combinations of A. officinarum was elevated （P<0.01）， and the pH of gastric juice was reduced （P<0.01）. The infection rate of H. 

pylori was reduced. The expressions of IL-8 and MyD88 proteins in the gastric tissue of mice in the treatment groups were 

significantly reduced （P<0.01）， and the serum levels of inflammatory factors IL-6， TNF-α， IL-8， and IL-1β were significantly 

reduced in a dose-dependent manner （P<0.01）. The flavonoid combinations of A. officinarum down-regulated the expression of 

PI3K and Akt proteins in H. pylori gastritis-infected cells （P<0.01）. Conclusion：： The protective effect of flavonoid combinations 

of A. officinarum against H. pylori gastritis is associated with the inhibition of H. pylori infection rate and regulation of PI3K/Akt 

signaling pathway， resulting in inhibiting the release of inflammatory factors.

［［Keywords］］ Helicobacter pylori； H. pylori gastritis； Alpiniae Officinarum Rhizoma ； flavonoid combination； 

inflammatory factor

幽门螺杆菌（Helicobacter pylori）是一种螺旋形

或者短杆状的革兰阴性微需氧菌，被世界卫生组织

定义为Ⅰ类致癌物［1-2］。 H. pylori 胃炎是一类与

H. pylori感染相关的慢性活动性胃炎，与胃溃疡，胃

癌的发生密切相关［3］。根除 H. pylori 能显著改善

H. pylori 胃炎患者的胃黏膜炎症，延缓或阻止胃黏

膜萎缩，显著降低胃癌发生的风险［4］。临床上，通常

采用含铋剂的四联疗法根除 H. pylori，即铋剂和质

子泵抑制剂，外加 2 种抗生素，常用的抗生素主要有

阿莫西林、克拉霉素和甲硝唑等［5-6］。然而近年来，

随着抗生素耐药日益严峻，H. pylori 根除率逐渐下

降［7-8］。实践证明，中医药治疗 H. pylori 胃炎具有复

发率低，不良反应小的特色与优势，因此，从中药中

开发新的 H. pylori胃炎治疗药物是一条新途径［9-10］。

高良姜是姜科植物高良姜的干燥根茎，具有

“温胃止呕，散寒止痛”的功效，常见于治疗胃部疾

病的方剂中，例如良附丸［11］。已有研究表明，高良

姜提取物具有抑菌作用［12-13］，且高良姜总黄酮组分

对胃溃疡具有良好的保护作用［14］。课题组前期研

究发现高良姜乙酸乙酯部位是高良姜抗 H. pylori 

胃炎主要活性部位［15-16］，进一步采用“敲除策略”结

合体外 H. pylori胃炎细胞模型辨识高良姜黄酮组合

物（FLA）是 其 治 疗 H. pylori 胃 炎 的 关 键 活 性 组

分［17］，然而 FLA 体内抗 H. pylori 胃炎活性及其机制

尚不明确。因此，本研究通过构建 H. pylori 胃炎小

鼠体内体外模型，对 FLA 进行药效学验证，并基于

PI3K/Akt 通 路 探 讨 其 治 疗 H. pylori 胃 炎 的 作 用

机制。

1 材料

1.1　动物     健康 SPF 级雌性 C57BL/6J 小鼠 56 只

（动物质量合格证号 410983231100300625），体质量

18~20 g，由河南斯克贝斯生物科技股份有限公司提

供，合格证号 SCXK（豫）2020-0005，实验动物符合

湖北中医药大学伦理委员会规定。饲养于湖北中

医药大学实验动物中心 SPF 级环境，饲养条件为温

度 23~25 ℃，湿度为 45%~55%，明暗循环各 12 h，正

式实验前适应性饲养 1 周，期间自由饮水和摄食，动

物实验获得了湖北中医药大学实验动物伦理委员

会批准（伦理号 HUCMS07061447）。
1.2　H. pylori    H. pylori 标准菌株 ATCC43504（宁

波明舟生物科技有限公司，货号 B84182）。
1.3　细胞     人胃黏膜上皮细胞（GES-1，北纳创联

生物科技有限公司，批号 220729），取 10~20 代之间

进行细胞实验。

1.4　试药     FLA（主要含有短叶松素、松属素、高良

姜素、高良姜素-3-甲醚和山柰素）由实验室自制，经

高效液相色谱法（HPLC）含量测定，5 个单体黄酮类

成分的含量占 FLA 的 85.94%。

1.5　试剂     无水乙醇、二甲苯、中性树胶（国药集团

化 学 试 剂 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 100092683、

10023418、10004160）；苏木素 -伊红（HE）染液套装、

Warthin-Starry 染色试剂盒（武汉皮诺飞生物科技有

限公司，批号分别为 20231225002、S191077）；心浸

液肉汤（BHI）培养基、脱纤维羊血、维生素 K1、氯化
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血红（青岛海博生物技术有限公司，货号分别为

HB8478、1001339-1、HB0310b、HB0310a）；琼脂（德

国默克公司，货号 A1296）；胎牛血清（浙江天杭生物

科技股份有限公司，货号 11011-8611）；硫酸庆大霉

素、氨苄青霉素（赛国生物科技有限责任公司，批号

分别为 EZ650D92AC、EZ6491D928）；阿奇霉素（上

海源叶生物有限公司，批号 M20H5178594）；奥美拉

唑（湖南方盛制药股份有限公司，批号 230507）；阿
莫 西 林（ 联 邦 制 药 国 际 控 股 有 限 公 司 ，批 号

37050205）；克拉霉素（杭州中美华东制药有限公

司，批号 2304406）；4% 多聚甲醛、胰酶（北京兰杰柯

科技有限公司，批号 23319084、01100017）；白细胞

介素（IL）-6、IL-8、IL-1β、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）
酶联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（上海抚生实

业有限公司，批号均为 202401、）；洛斯维公园纪念

研究所培养基（RPMI-1640）、胎牛血清（FBS）（武汉

普诺赛生命科技有限公司，批号分别为 WH0023Z041、

SA220629）；磷酸化蛋白激酶 B（p-Akt）、p-磷脂酰肌

醇 3-激酶（PI3K）、PI3K、Akt 抗体（英国 Affinity 公

司 ，批 号 分 别 为 #AF0016、#AF3241、#AF6241、

#AF0836）；抗兔免疫球蛋白（Ig）G、甘油醛 -3-磷酸

脱 氢 酶（GAPDH）抗 体（ 美 国 Cell Signaling 

Technology 公司，货号分别为#7074、#5174）。

1.6　仪器     MJPS-150 型培养箱（上海精宏实验设

备有限公司）；ANOXOMAT MARK Ⅱ型厌氧微需

氧培养系统（荷兰 Anoxomat Mark 公司）；SPARK 

10M 型酶标仪（美国 Tecan 公司）；NIKON ECLIPSE 

T1-SR 型倒置显微镜（日本尼康公司）；PowerPac 型

电泳仪、转膜仪（美国伯乐公司）。
2 方法

2.1　动物分组与给药     参照文献制作 H. pylori 胃

炎小鼠模型［18］。健康 SPF 级 C57BL/6J 小鼠 56 只适

应喂养 1 周后，所有小鼠灌胃混合抗生素生理盐水

混悬液（氨苄青霉素 10 g·L-1，庆大霉素 1.2 g·L-1，阿

奇霉素 10 g·L-1）0.3 mL 每只，1 次/d，连续 3 d。正常

喂养 7 d 后，按照体质量随机分为正常组，模型组，

阳性药组，FLA 低、高剂量组，正常组和模型组小鼠

每组 13 只，其余每组 10 只。除正常组外，其余组小

鼠灌胃 1×109 CFU·mL-1 新鲜的 H. pylori 菌悬液，

0.3 mL 每只，隔天 1 次，共 7 d，正常组灌胃等量无菌

的空白溶液，定植 4 周后，分别从正常组和模型组取

3 只，检测造模是否成功，造模成功后灌胃给药。阳

性药组采用三联疗法（奥美拉唑 2.6 mg·kg-1、阿莫西

林 13 mg·kg-1、克拉霉素 6.5 mg·kg-1），剂量根据文献

确定［19］；FLA 的剂量根据课题组前期实验结果和文

献 制 定［20］ ，低 剂 量 为 100 mg·kg-1，高 剂 量 为

200 mg·kg-1。所有药物采用 0.5% 羧甲基纤维素钠

（CMC-Na）混悬，每天 1 次，每次 0.2 mL 的灌胃体

积，连续灌胃 14 d，正常组和模型组灌胃等量的空白

溶剂。

2.2　胃重系数和胃液 pH 测定     末次给药后小鼠禁

食不禁水 12 h，采用乙醚吸入麻醉，摘眼球取血前用

电子秤称量每只小鼠的体质量。眼球取血后，将小

鼠解剖，结扎幽门，取出胃，用 1.5 mL 离心管从贲门

处收集胃液，用精密 pH 试纸测定胃液 pH。将胃沿

着胃大弯剪开，用生理盐水冲洗干净，滤纸吸干，于

电子天平称量胃组织质量，计算胃重系数。

2.3　快速尿素酶实验     在胃组织幽门至胃窦范围

处剪下一小块胃黏膜组织于 H. pylori快速尿素酶试

纸上，按照说明书进行操作，试纸在 1 min 内变红，

则为强阳性，在 3 min 内变红则为弱阳性，不变色即

为阴性。

2.4　HE 染色观察胃组织病理变化     取多聚甲醛固

定的胃组织，经脱水，石蜡包埋和组织切片后，进行

HE 染色。光学显微镜下观察胃组织结构并拍照。

2.5　 Warthin-Starry 银染色观察胃组织病理变化        

    取 4% 多聚甲醛固定的胃组织，经脱水，石蜡包埋

和组织切片后，进行 Warthin-Starry 染色。光学显微

镜下对着染棕色的部位观察并拍照。

2.6　免疫组化检测小鼠胃组织 IL-8 和 MyD88 的表

达     将小鼠胃组织石蜡块进行切片，切片脱蜡后进

行抗原修复，4 ℃条件下孵育 IL-8（1∶100）、MyD88

（1∶100）一抗过夜，用磷酸盐缓冲液（PBS）清洗后，

将切片与对应属种的 CY3 标记的免疫球蛋白（Ig）G

（1∶300）在室温下孵育 1 h。显色并用苏木素复染细

胞核，梯度乙醇脱水并封片。最后置于镜检，细胞

核呈蓝色，相应炎症因子阳性表达呈棕黄色，Image 

J软件用于定量分析。

2.7　 ELISA 检 测 小 鼠 血 清 IL-6、TNF- α、IL-8 和

IL-1β含量     乙醚麻醉，眼球取血后的血液室温静置

8 h，3 000 r·min-1 （离心半径 19 cm，下同），30 min 离

心取血清，按照 ELISA 试剂盒说明书进行操作，检测

小鼠血清炎症因子 IL-6、TNF-α、IL-8和 IL-1β水平。

2.8　H. pylori 胃炎细胞模型的构建及给药     将对

数期的 GES-1 细胞接种在 12 孔板，每孔 1×105 个细

胞。待细胞贴壁后，除空白组外，每孔加入浓度为

1×107 CFU·mL-1 的 H. pylori 悬液，使细菌与细胞数

量比为 100 CFU∶1 个，采用同时给药的方式加入药
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液，FLA 的给药质量浓度设置为 4、8、16 mg·L-1该剂

量根据课题组前期工作基础和预实验结果确定，空

白组和模型组加入等量的培养基［17］。给药后将 12

孔板放入培养箱继续培养 24 h。

2.9　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 PI3K/Akt

信号通路蛋白表达     培养结束后，弃去培养基，用

PBS 清洗细胞 2 次，加入的新鲜配制含蛋白酶抑制

剂和磷酸抑制剂的 RIPA 裂解液 150 μL，冰上裂解

15 min，用刮刀刮下裂解物并转移到 1.5 mL 的离心

管中，4 ℃条件下 12 000 r·min-1离心 10 min，取上清

200 μL 并加入 5×的蛋白上样缓冲液 50 μL，混匀后

100 ℃条件下水浴加热 8 min，分装后保存于-20 ℃

条件下备用。采用十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝

胶电泳（SDS-PAGE）分离蛋白质样品（每组 50 μg），
然后转移到 0.45 μm 孔径 PVDF 膜上。使用快速封

闭液封闭 30 分钟，并与下列特异性一抗 PI3K、磷酸

化（p）-PI3K、Akt、p-Akt、GAPDH（1∶1 000），GAPDH

（1∶5 000）孵育过夜。膜与相应的二抗（1∶2 000）相
互作用 1.5 h GAPDH 用作内参。采用 ECL 法检测

蛋白条带，并通过凝胶成像系统扫描、采集图像，

Image J软件用于定量分析。

2.10　统计学分析     以上实验数据处理均用 SPSS 

25.0 软件系统进行统计分析。各组数据以 x̄± s 表

示 ，组 与 组 之 间 采 用 单 因 素 方 差 分 析（One-way 

ANOVA）检验，各组间差异的两两比较，若方差齐

则采用最小显著差异法（LSD）-t 检验，方差不齐采

用 T3 检验，以 P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1　实验动物一般行为体征观察     正常组小鼠活

动灵敏，毛发丰满柔顺有光泽，大便形状规则呈椭

圆形、色黑、质地结实，小鼠无死亡。模型组、三联

治疗组、FLA 组小鼠在灌胃 H. pylori 后，多嗜睡，毛

发不同程度偏黄、色暗，大便形状不规则，质地松

散，小鼠无死亡。三联治疗组、FLA 低、高剂量组小

鼠灌胃给药 14 d 后，小鼠上述情况均有一定程度好

转，给药 14 d 内小鼠无死亡。

3.2　FLA 对小鼠胃重系数、胃液 pH 的影响     与正

常组比较，模型组小鼠胃重系数显著下降，胃液 pH

显著升高（P<0.01），胃组织形态发生异常，胃体萎

缩，提示器质损伤；与模型组比较，三联治疗组和

FLA 高剂量组小鼠胃重系数显著上升，胃液 pH 显

著降低（P<0.01）。见表 1、图 1。

3.3　FLA 对小鼠体内 H. pylori 的清除作用     与正

常组比较，模型组 10 只小鼠快速尿素酶均为阳性。

三联治疗组 H. pylori 阳性率降至 10%，FLA 低剂量

组 阳 性 率 为 44%，高 剂 量 组 阳 性 率 为 20%。

见表 2。

3.4　FLA 对 H. pylori 胃炎小鼠胃组织病理学改变

的影响     正常组小鼠胃组织结构完好，黏膜内胃底

表  1　FLA 对小鼠胃重系数、胃液 pH 的影响  （x̄± s，n=10）

Table 1　 Effect of FLA on stomach weight coefficient and gastric 

juice pH （x̄± s，n=10）

组别

正常组

模型组

三联治疗组

FLA 低剂量组

FLA 高剂量组

剂量/mg·kg-1

2.6+13+6.5

100

200

胃重系数

1.29±0.22

1.01±0.171）

1.27±0.142）

1.09±0.18

1.26±0.222）

胃液 pH

3.40±1.15

6.20±0.631）

3.90±0.882）

3.45±1.042）

2.95±1.362）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.01

注：A. 正常组；B. 模型组；C. 三联治疗组；D.FLA 低剂量组；
E.FLA 高剂量组（图 2-图 4 同）
图  1　FLA 对小鼠胃体的影响

Fig.  1　Effect of FLA on stomach of mice

表  2　FLA 对小鼠胃组织 H. pylori 感染率的影响

Table 2　 Effect of FLA on H. pylori infection rate in mice gastric 

tissue

组别

正常组

模型组

三联治疗组

FLA 低剂量组

FLA 高剂量组

剂量/mg·kg-1

2.6+13+6.5

100

200

n

10

10

10

9

10

阴性/例

10

0

9

5

8

阳性/例

0

10

1

4

2

阳性率/%

0

100

10

44

20
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腺排列整齐，黏膜下层未出现水肿，胃底腺与胃黏

膜之间排列紧密没有间隙出现。模型组小鼠胃组

织明显被破坏，胃底腺排列紊乱，黏膜上皮细胞脱

落，黏膜下层水肿，胃底腺与胃黏膜之间间隙显著

增大。与模型组比较，三联治疗组小鼠的胃组织结

构完整，黏膜内胃底腺排列较整齐，黏膜下层稍有

间隙出现；FLA 低剂量组小鼠胃组织结构有所改

善，黏膜内胃底腺排列得到好转，黏膜下层间隙较

模型组比较有所改善；FLA 高剂量组小鼠的胃组织

结构更接近于正常组，黏膜内胃底腺排列较整齐，

黏 膜 下 层 未 出 现 水 肿 ，几 乎 没 有 间 隙 出 现 。

见图 2。

3.5　FLA 对小鼠胃黏膜 H. pylori 附着情况的影响   

    正常组小鼠胃组织上皮细胞完整致密，黏膜连续

完整，表面未见 H. pylori。模型组黏膜脱落，黏膜

层不完整，表面定植有杆状、海鸥状的 H. pylori。

三联治疗组小鼠胃黏膜较为连续完整，表面未见

H. pylori。FLA 低剂量组小鼠胃黏膜较模型组有所

好转，表面散在少量杆状 H. pylori。FLA 高剂量组

小鼠胃黏膜连续完整，表面未见 H. pylori。见图 3。

3.6　 FLA 对 H. pylori 胃 炎 小 鼠 胃 组 织 中 IL-8 和

MyD88 表达水平的影响     与正常组比较，模型组小

鼠胃组织中 IL-8 和 MyD88 的阳性表达显著增强（棕

色区域）（P<0.01）；与模型组比较，三联治疗组和

FLA 高剂量组炎症因子 IL-8 的阳性表达明显减弱，

差异具有统计学意义（P<0.05），各给药组 MyD88 的

阳性表达显著减弱，差异具有统计学意义（P<0.01）。
见表 3、图 4。

3.7　 FLA 对 H. pylori 胃 炎 小 鼠 血 清 中 炎 症 因 子

IL-8、IL-6、TNF-α和 IL-1β表达水平的影响     与正

常 组 比 较 ，模 型 组 小 鼠 血 清 内 炎 症 因 子 IL-6、

TNF-α、IL-8 和 IL-1β水平显著上升（P<0.01）；与模

型组比较，三联治疗组小鼠血清中 IL-6、TNF-α、

IL-8 和 IL-1β含量显著下降（P<0.01），FLA 低剂量组

血清 IL-8 含量下降（P<0.01），高剂量组血清 IL-6、

TNF-α、IL-8 和 IL-1β含量均明显下降（P<0.05，P<

0.01），且 FLA 给药组对小鼠血清内炎症因子 IL-6、

TNF-α、IL-8 和 IL-1β的抑制作用呈现一定的剂量依

耐性。见表 4。

3.8　FLA 对 H. pylori 感染 GES-1 细胞 PI3K/Akt 蛋

白表达水平的影响     与空组比较，H. pylori 感染后

的 GES-1 细 胞 p-PI3K 相 对 表 达 水 平 显 著 升 高

（P<0.01）。与 H. pylori 感染后的 GES-1 细胞组比

较 FLA 8、16 mg·L-1 给 药 剂 量 组 GES-1 细 胞 的

图  2　FLA 对小鼠胃组织形态学的影响  （HE，×100）
Fig.  2　Effect of FLA on gastric histomorphology in mice （HE，×100）

图  3　FLA 对小鼠胃黏膜 H.  pylori 附着情况的影响  （Warthin-Starry，×400）
Fig. 3　Effect of FLA on H.  pylori adherence on surface of stomach in mice （Warthin-Starry， ×400）

表  3　FLA 对小鼠胃组织中 IL-8 和 MyD88 表达水平的影响（x̄± s，

n=3）

Table 3　 Effect of FLA on expression levels of IL-8 and MyD88 in 

stomach tissue （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

三联治疗组

FLA 低剂量组

FLA 高剂量组

剂量/mg·kg-1

2.6+13+6.5

100

200

MyD88

20.68±1.98

88.42±7.391）

51.45±7.543）

55.95±5.263）

39.25±4.973）

IL-8

9.96±1.36

110.17±8.571）

50.67±3.012）

73.87±2.69

61.47±4.102）

注：与正常组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01

（表 4 同）
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p-PI3K 相对表达水平明显降低（P<0.05，P<0.01）。
与 空 白 组 比 较 ，H. pylori 感 染 后 的 GES-1 细 胞

p-Akt 相 对 表 达 水 平 显 著 升 高（P<0.01）。 与

H. pylori 感染后的 GES-1 细胞组比较，FLA 4、8、

16 mg·L-1给药剂量组 GES-1 细胞的 p-Akt相对表达

水平明显降低（P<0.05，P<0.01），且呈现剂量依赖

性。见表 5、图 5。

4 讨论

H. pylori定植于胃黏膜表面，在其生长、代谢的

过程中会释放脲酶、毒力因子、脂多糖等产物，这些

表  5　FLA 对 H. pylori 感染 GES-1 细胞 PI3K/Akt 信号通路蛋白表

达水平的影响（x̄± s，n=3）

Table 5　 Effect of FLA on protein expression of PI3K/Akt 

signaling pathway in H. pylori infected GES-1 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

FLA 组

质量浓度/mg·L-1

4

8

16

p-PI3K/PI3K

0.44±0.10

0.87±0.121）

0.71±0.09

0.67±0.092）

0.50±0.073）

p-Akt/Akt

0.51±0.06

0.90±0.091）

0.68±0.062）

0.60±0.113）

0.47±0.133）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01

表  4　FLA 对 H. pylori 胃炎小鼠血清 IL-6、TNF-α、IL-8 和 IL-1β水平的影响（x̄± s，n=6）

Table 4　Effect of FLA on serum IL-6， TNF-α， IL-8 and IL-1β levels in H. pylori gastritis mice（x̄± s，n=6） ng·L-1

组别

正常组

模型组

三联治疗组

FLA 低剂量组

FLA 高剂量组

剂量/mg·kg-1

2.6+13+6.5

100

200

IL-6

15.64±1.97

23.26±2.651）

16.37±4.583）

19.89±2.95

17.39±2.753）

TNF-α

61.79±11.28

114.6±23.341）

84.05±11.313）

105.84±12.02

94.78±9.662）

IL-8

26.93±4.66

44.78±2.671）

37.15±4.503）

37.25±2.443）

32.25±2.543）

IL-1β

6.03±0.81

13.10±2.441）

8.13±2.313）

11.35±2.43

9.90±2.892）

图  4　FLA 对小鼠胃组织中 IL-8 和 MyD88 蛋白表达的影响  （免疫组化，×400）
Fig.  4　Effect of FLA on IL-8 and MyD88 proteins expression in stomach tissue of mice （IHC，×400）

注：A. 空白组；B. 模型组；C.FLA 低质量浓度组；D.FLA 中质量

浓度组；E.FLA 高质量浓度组

图 5　各组细胞 PI3K/Akt 蛋白表达电泳

Fig. 5　 Electrophoresis of PI3K/Akt protein expression in cells of 

each group
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代谢产物不断刺激胃组织最终造成胃黏膜损伤和

炎症［21］。本实验通过构建 H. pylori 胃炎小鼠模型，

明确了 FLA 的抗 H. pylori 胃炎作用，具体表现为显

著升高因 H. pylori感染引起的小鼠胃液 pH 下降、降

低 H. pylori阳性率及改善胃组织结构性损伤。

炎症反应始终贯穿 H. pylori 胃炎的整个过程

中。H. pylori 表面的脂多糖能够诱导胃黏膜上的

Toll样受体 2（TLR2）表达，从而激活核转录因子-κB

（NF-κB）信号通路，产生炎症反应［22］。H. pylori 自

身产生的尿素酶可以激活胃黏膜表面的炎症小体

的表达，进一步激活下游的 NF-κB、PI3K/Akt 等通

路促进 IL-6、TNF-α、IL-8 和 IL-1β炎症因子的产生

和释放。MyD88 是 TLR2 炎症小体激活 NF-κB 信号

通路的关键蛋白分子［23］。 IL-8 是一种多功能免疫

调节趋化因子，H. pylori 释放的毒力因子会与胃上

皮细胞相互作用，诱导上皮细胞产生 IL-8。 IL-8 的

长时间积累会导致白细胞募集到感染区域，进而导

致 炎 性 细 胞 产 生 促 炎 细 胞 因 子 和 诱 导 炎 症

介质［24-25］。

免疫组化结果显示，不同剂量 FLA 给药能够抑

制 H. pylori 诱导的小鼠胃组织中炎症因子 IL-8、

MyD88 表达水平的升高，相较于低剂量给药组，高

剂量给药组对炎症因子 IL-8、MyD88 的改善作用更

强，呈现一定的剂量依赖性。ELISA 实验结果同样

显示，不同剂量 FLA 给药能够抑制 H. pylori 诱导的

小鼠血清中炎症因子 IL-6、TNF-α、IL-8 和 IL-1β表

达水平的升高，且 200 mg·kg-1 FLA 给药组对炎症因

子 IL-6、TNF-α、IL-8 和 IL-1β的抑制作用更强，呈现

出剂量依赖性。

PI3K/Akt 信号通路在细胞的生长代谢过程中

起着关键的调节作用，H. pylori 自身所释放的毒性

因子能够通过 PI3K/Akt 信号通路逆调控自噬，进而

激活 NF-κB 信号通路，从而增加 IL-6、TNF-α、IL-1β

和 IL-8 等炎性细胞因子的表达，加重炎症反应［26-28］。

H. pylori 感染 GES-1 细胞后，PI3K/Akt 信号通路被

激活，PI3K 和 Akt 的磷酸化水平显著升高。经 FLA

给药后，PI3K 和 Akt 的磷酸化水平显著降低，PI3K/

Akt 信号通路的激活被抑制，以上结果说明，FLA 能

够抑制 H. pylori 感染的 GES-1 细胞 PI3K/Akt 信号

通路的激活。

综上所述，FLA 可通过改善胃重系数及胃液

pH、降低 H. pylori 阳性率、抑制炎症因子释放等多

途径治疗 H. pylori 胃炎，其作用机制与抑制 PI3K/

Akt 信号通路有关。该研究从清除 H. pylori、抑制

PI3K/Akt 信号通路的激活从而抑制炎症角度初步

阐释了 FLA 治疗 H. pylori 胃炎的作用机制，为进一

步研究开发 FLA 用于治疗 H. pylori 胃炎奠定了

基础。
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