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化痰消瘀方对胃癌前病变模型大鼠Notch1、β-catenin及
PTEN表达的影响

郭亚云, 魏睦新
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■背景资料
胃癌是最常见的
恶性肿瘤之一, 但
是 ,  胃 癌 病 因 复
杂, 较难实施针对
性的一级预防; 作
为胃癌二级预防
的 重 要 内 容 ,  因
此 ,  对 胃 癌 前 病
变(precancerous 
lesions of gastric 
cancer, PLGC)的
诊断与治疗则备
受重视.
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Abstract
AIM: To observe the effect of Huatan Xiaoyu Fang 
(HTXY) on the expression of Notch1, β-catenin 
and PTEN in precancerous lesions of gastric cancer 
(PLGC) in rats.

METHODS: PLGC was induced by a complex 
method, in which N -methyl -N -n i t ro -N -
nitrosoguanidine was mainly used. After successful 
modeling, the model rats were randomly divided 
into a model group, low-, medium- and high-dose 

HTXY groups, and a vitacoenzyme group, with 15 
rats in each group. Fifteen normal rats comprised 
a blank control group. Eight weeks later, the rats’ 
general conditions, the pathological changes in 
the gastric mucosa, and the expression of Notch1, 
β-catenin and PTEN were assessed. 

RESULTS: Compared with the blank control 
group, the expression of Notch1 and β-catenin 
significantly decreased (P < 0.01) and that of 
PTEN increased (P < 0.05) in the model group. 
Compared with the model group, the expression 
of Notch1 and β-catenin significantly increased (P 
< 0.05) and that of PTEN decreased (P < 0.01) in 
each HTXY group and the vitacoenzyme group. 
Compared with the vitacoenzyme group, the 
expression of Notch1 and β-catenin decreased 
more significantly in the high-dose HTXY group 
(P < 0.05, P < 0.01). 

CONCLUSION: HTXY can significantly improve 
the pathological changes in the gastric mucosa 
of rats with PLGC possibly by up-regulating the 
expression of Notch1 and β-catenin and down-
regulating the expression of PTEN.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的 :  观 察 化 痰 消 瘀 方 对 胃 癌 前 病 变
(precancerous lesions of gastric cancer, PLGC)
模型大鼠胃黏膜Notch1、β-catenin及PTEN蛋
白表达的影响, 探讨化痰消瘀方逆转PLGC的
机制, 为临床上胃癌的早期诊断和治疗提供新
的途径. 

■同行评议者
姚登福, 教授, 南
通大学附属医院
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■研发前沿
P L G C 的 发 生
发 展 是 多 种 促
癌 基 因 和 抑 癌
基 因 失 调 的 结
果 .  作 为 促 癌
基 因N o t c h 1 、

β-catenin , 抑癌基
因PTEN , 其表达
水平可因外界因
素的影响而受到
不同水平的调节. 
选择有效的药物
干 预 ,  抑 制 促 癌
基 因 表 达 ,  提 升
抑 癌 基 因 水 平 , 
对 抑 制 P L G C 向
胃癌的发展进程
有重要意义.

方法: SD大鼠100只随机分为空白组17只, 造
模组83只, 采用N -甲基-N '-硝基-N -亚硝基胍
综合饥饱失常制备PLGC大鼠模型. 造模成
功后, 空白组随机抽取15只, 造模组抽取75只
随机分为模型组、中药低、中、高剂量组和
维酶素组, 各15只, 分别给药干预8 wk, 观察
各组大鼠一般情况和胃黏膜病理改变, 并采
用免疫组织化学法检测大鼠胃黏膜Notch1、
β-catenin及PTEN的表达. 

结果:  较之空白组 ,  模型组大鼠N o t c h1、
β-catenin表达显著增高, 差异有统计学意义
(P <0.01), PTEN表达显著降低, 差异有统计
学意义(P <0.05); 较之模型组, 化痰消瘀方各
剂量组与维酶素组大鼠PTEN表达显著升高, 
Notch1、β-catenin表达显著下降, 差异有统
计学意义(P <0.05); 且化痰消瘀方高剂量组下
调Notch1、β-catenin表达作用优于维酶素组
(P <0.05, P <0.01). 

结论:  中药化痰消瘀方可显著改善大鼠胃
黏膜组织病理学状况, 逆转P L G C, 其机制
可能是通过上调PTEN表达、下调Notch1、
β-catenin表达, 从而促使细胞增殖与凋亡的状
态平衡而发挥对大鼠PLGC的治疗作用.  

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 中药化痰消瘀方可显著改善大鼠胃黏

膜组织病理学状况, 逆转胃癌前病变(precancerous 
lesions of gastric cancer, PLGC), 其机制可能是通

过上调PTEN表达、下调Notch1、β-catenin表达, 
从而促使细胞增殖与凋亡的状态平衡而发挥对

大鼠PLGC的治疗作用.
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0  引言

1978年世界卫生组织(World Health Organization, 
WHO)将慢性萎缩性列为胃癌的癌前状态, 在其

基础上伴发的不完全型肠上皮化生(intes t inal 
metaplasia, IM)和/或中、重度异型增生(dysplasia, 
Dys)或上皮内瘤变(intraepithelial neoplasia, IN)则
被视为癌前病变[1-3]. 胃癌是最常见的恶性肿瘤之

一, 其发病率呈逐年上升趋势, 胃癌的病因及发

病机制仍不完全清楚. 目前, 普遍认为胃癌及癌

前病变的发生发展是多阶段、多基因、多因素

参与的复杂过程[4], 其发展过程涉及多种癌基因

的激活和抑癌基因的失活[5]. 
临床研究已证实中药化痰消瘀方在逆转胃

癌前病变(precancerous lesions of gastric cancer, 
PLGC)方面疗效显著[6-8]. 本研究旨在通过动物

实验, 利用免疫组织化学法, 观察该方对大鼠

Notch1、β-catenin、PTEN等基因表达的影响, 
探索其逆转PLGC的作用机制, 为早期诊断及治

疗胃癌提供更有利的依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 6 wk♂清洁级SD大鼠100只, 体质量

200 g±20 g, 南京医科大学实验动物中心提

供, 动物许可证号: SYXK(苏)2008-0007. 化痰

消瘀方由陈皮﹑半夏﹑半枝莲﹑猫爪草﹑鸡内

金﹑紫丹参﹑薏苡仁﹑蒲黄粉﹑蒲公英等中药

组成, 以上药物各2 kg蒸馏水浸泡2 h后, 水煎

30 min, 沸腾后保温10 min, 取上清, 药渣再次加

水, 同样方法煎煮和取上清液; 合并、过滤, 调
节浓度至1 kg/L, 分装-80 ℃冷冻保存, 备用. 以
上由南京医科大学中西医结合研究所制剂室

提供. 维酶素片0.2 g, 北海阳光药业有限公司

生产, 批号: 120813, 国药准字: H45021183, 研
碎制成0.1 g/mL的混悬液. N -甲基-N '-硝基-N -
亚硝基胍(N -methyl-N '-nitro-N -nitrosoguanidine, 
MNNG)5 g, 购自日本东京化成工业株式会社, 
批号: MV340-MJ, EC编号: 200-730-1; 雷尼替丁

0.15 g, 江苏黄河药业股份有限公司产品, 生产

批号: 121119, 国药准字: H32025011; β-catenin、
PTEN兔多克隆抗体, β-catenin、PTEN SP免疫

组织化学试剂盒由武汉博士德生物工程有限公

司提供; Notch1试剂由Cell Signaling Technology, 
Inc(CST)公司提供. 
1.2 方法

1.2.1 动物分组: 100只大鼠适应性喂养1 wk, 按
随机数字表法分为空白组17只、造模组83只. 
采用MNNG综合法制备模型[9,10]. 待确定造模成

功后, 随机抽取空白组15只, 造模组75只. 造模

组按随机数字表法分为模型组、中药高、中、

低剂量组及维酶素组, 每组15只, 继续进行药物

干预. 
1.2.2 PLGC大鼠模型建立: MNNG综合饥饱失

常及高盐水灌胃协同造模. MNNG以蒸馏水配

置成1 g/L, 4 ℃避光保存, 每日配制100 μg/mL

2015-01-18|Volume 23|Issue 2|WCJD|www.wjgnet.com
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■相关报道
王 延 丽 等 研 究
显示在PLGC中 , 
Wnt2、β-catenin
存在着高表达. 所
以β-catenin的表
达上调参与了胃
癌的发生. 杨晓东
等研究结果亦显
示Notch信号通路
在胃黏膜癌变的
过程中可能起着
促进作用, 即预示
胃癌形成的高风
险 .  李 大 卫 等 研
究发现Notch1与
PTEN在胃癌中表
达呈负相关, 提示
PTEN的表达缺失
可能能协同促进
Notch1失调导致
胃癌产生. 

置于棕色瓶中, 大鼠自由饮用. 标准大鼠饲料中

加入0.03%雷尼替丁, 饥饱失常法饲喂, 即进食

2 d、禁食1 d. 禁食当天予15%氯化钠2 mL/只灌

胃; 空白组于同1 d予蒸馏水2 mL/只灌胃. 分别

于第10周、15周、20周随机抽取造模组大鼠各

2只处死, 剖腹取胃, 将胃沿胃大弯切开, 依次从

胃体、胃窦处分别取材, 40 g/L中性甲醛液固定, 
梯度乙醇脱水, 常规石蜡包埋, 并作5 μm厚的

连续切片, 常规苏木精-伊红(hematoxylin-eosin, 
HE)染色, 中性树胶封片, 光镜下观察造模情况. 
于实验第20周观察到胃黏膜出现IM、IN, 确定

造模成功. 
1.2.3 给药: 空白组正常喂养; 模型组予蒸馏水2 mL
灌胃, 1次/d; 中药高剂量组按3 mL/kg予制备好的

化痰消瘀方灌胃, 1次/d; 中剂量组按2 mL/kg予化

痰消瘀方灌胃, 1次/d; 低剂量组按1 mL/kg灌胃, 
1次/d; 维酶素组按10 mL/kg予制备好的维酶素

混悬液灌胃, 1次/d. 干预8 wk后将动物全部处死, 
取胃窦及胃体组织, 检测相关指标. 
1.2.4 检测指标: 大鼠一般情况: 观察实验造模和

治疗过程中各组大鼠药物干预前后的体质量变

化及其他一般情况. 
胃黏膜病理检测 :  大鼠处死后迅速剖腹

取胃, 后于胃窦部取材, 予40 g/L甲醛溶液固

定, 石蜡包埋、切片, 予HE染色. 判定各组大鼠

PLGC的发生例数, 以胃黏膜出现IM、IN判定为

PLGC. 
免疫组织化学法检测Notch1、β-catenin及

PTEN: 严格按照SP免疫组织化学试剂盒操作步

骤进行. 光学显微镜下选择Notch1、β-catenin及
PTEN阳性表达部位采集照片. 

统计学处理 采用SPSS19.0统计软件包进行

统计学处理. 计量资料以mean±SD表示, 两组间

采用t检验; 计数资料采用χ2检验. 以P <0.05表示

差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠一般情况 空白组大鼠被毛光泽, 体型健

硕, 活动及进食良好, 粪便呈颗粒状, 无死亡; 模
型组大鼠被毛稀疏、枯槁, 体型瘦削, 活动迟缓, 
进食少, 粪便偏软、时不成形, 死亡1只; 化痰消

瘀方高中低剂量组大鼠一般情况均较模型组有

所好转, 体型逐渐恢复, 活动及进食增加, 粪便

逐渐正常, 其中中药高、中剂量组好转明显, 中
剂量组死亡2只, 低剂量组死亡1只; 维酶素组大

鼠一般情况尚可, 体形恢复、活动及进食增加

不明显, 粪便时偏软. 
药物干预后, 化痰消瘀方各剂量组及维酶素

组大鼠体质量较模型组显著增加(P <0.01); 化痰

消瘀方高、中剂量组体质量较维酶素组增加更

为显著(P <0.05). 表明化痰消瘀方对大鼠体质量

增长作用显著, 且高、中两个剂量组效果优于

维酶素组(表1).
2.2 Notch1表达情况 与空白组比较, 模型组大鼠

胃黏膜Notch1表达水平显著上升, 差异有统计学

意义(P <0.01); 与模型组比较, 化痰消瘀方高、

中、低剂量组与维酶素组大鼠Notch1表达水平

均明显降低, 差异有统计学意义(P<0.05). 与维酶

素组比较, 化痰消瘀方高剂量组Notch1表达水平

下降更为显著, 差异有统计学意义(P<0.01)(表2).       
Notch1蛋白免疫组织化学结果显示: 化痰消

瘀方高剂量组大鼠胃黏膜部分细胞可见黄色、

褐色程度不同的染色, 与模型组和维酶素组比

较染色较浅. 模型组和维酶素组细胞染色较重

(图1).
2.3 β-catenin表达情况 与空白组比较, 模型组大

鼠胃黏膜β-catenin表达水平显著上升, 差异有统

计学意义(P <0.01); 与模型组比较, 化痰消瘀方

2015-01-18|Volume 23|Issue 2|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  各组大鼠体质量变化情形 (mean±SD)

     
分组 给药前(n )

给药前平均

体质量(g)
给药后(n )

给药后平均

体质量(g)

空白组  15 472.40±24.88 15 527.13±21.26

模型组 15 412.27±32.65 14 388.10±28.53

维酶素组 15 409.31±25.19 15  457.66±23.20b

中药高剂量组 15 411.53±26.36 15   482.03±25.79bc

中药中剂量组 15 407.84±30.78   13   478.72±25.40bc

中药低剂量组 15 410.70±23.04 14  463.22±25.21b  

bP<0.01 vs  模型组, cP<0.05 vs  维酶素组.
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■创新盘点
以临床验证有效
的化痰消瘀方为
干 预 因 素 ,  探 索
PLGC的中医逆转
机制, 并以信号通
路为切入点, 通过
复制动物病理模
型, 从组织病理和
信号通路层面进
行中药机制的研
究和作用靶点的
探索, 对于胃癌的
防治具有意义. 

高、中、低剂量组与维酶素组大鼠β-catenin表
达水平明显降低, 差异均有统计学意义(P <0.05). 
与维酶素组比较, 化痰消瘀方高剂量组β-catenin
表达水平下降更为显著 ,  差异有统计学意义

(P <0.05)(表3). 
β-catenin蛋白免疫组织化学结果显示: 化

痰消瘀方高剂量组大鼠胃黏膜少量细胞可见黄

色、褐色程度不同的染色, 与模型组和维酶素

组比较染色细胞数量较少. 模型组和维酶素组

细胞染色数量较多(图2).
2.4 PTEN表达情况 与空白组比较, 模型组大鼠胃

黏膜PTEN表达水平显著下降, 差异有统计学意

义(P<0.05); 与模型组比较, 化痰消瘀方高、中、

低剂量组与维酶素组大鼠PTEN表达水平明显上

升, 差异均有统计学意义(P<0.05). 与维酶素组比

较, 化痰消瘀方高剂量组PTEN表达水平上升更

为显著, 差异有统计学意义(P<0.01)(表4). 
PTEN蛋白免疫组织化学结果显示: 化痰消

瘀方高剂量组大鼠胃黏膜部分细胞可见黄色、

褐色程度不同的染色, 与模型组和维酶素组比

较染色较深. 模型组细胞染色较中药高、中剂

量组和维酶素组浅(图3).

3  讨论 

PLGC是胃癌发生和发展过程中的一个重要阶

段 ,  早期发现和干预是防控胃癌的重要手段 . 
1988年Correa等提出胃癌的发生模式为: “正常

胃黏膜-慢性浅表性胃炎-慢性萎缩性胃炎-小肠

型肠上皮化生-大肠型肠上皮化生-异型增生(中
重度)-胃癌(肠型)”[11], 这是目前较为认可的胃
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图  1  免疫组织化学检测化痰消瘀方干预对大鼠胃黏膜组织Notch1蛋白的表达影响. A: Notch1模型组(×400); B: Notch1中

药低剂量组(×400); C: Notch1维酶素组(×200); D: Notch1中药高剂量组(×400).

表  2  各组大鼠胃黏膜Notch1检测结果 (mean±SD)

     分组  n    Notch1

空白组  15 0.32±0.8

模型组 14 2.67±0.33b

维酶素组 15 1.87±0.54c

中药高剂量组 15 0.87±0.16cf

中药中剂量组 13 1.44±0.62c

中药低剂量组 14 2.33±0.58c

bP<0.01 vs  空白组; cP<0.05 vs  模型组, fP<0.01 vs  维酶素组.

表  3  各组大鼠胃黏膜β-catenin检测结果 (mean±SD)

     分组  n  β-catenin

空白组  15 0.23±0.03

模型组 14 0.49±0.02b

维酶素组 15 0.37±0.03c

中药高剂量组 15 0.26±0.01ce

中药中剂量组 13 0.31±0.04c

中药低剂量组 14 0.33±0.05c

bP<0.01 vs  空白组; cP<0.05 vs  模型组, eP<0.05 vs  维酶素组.
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癌进展模式; 而PLGC则为病理概念, 指胃黏膜

及腺上皮的某种病变可能转变成胃癌. 21世纪

初, WHO在表述上以IN取代了DYS[12]. 目前临

床上将IM和IN统称为PLGC[3]. 由于现代医学对

于PLGC尚无理想治疗药物, 因此, 国内外众多

学者期望从中医中药研究领域中寻求突破. 近
年来研究证实, 中医药对PLGC的逆转效果显著, 
显现出中医药的治疗优势[13]. 

中医学将PLGC归属为“胃脘痛”、“胃

痞”、“嘈杂”等范畴, 其病位在胃, 中医病因

不外乎外邪诱发、饮食所伤、情志不遂等因素

长期积累, 不断作用, 以致机体阴阳气血失调, 
脏腑经络功能失常, 引起食滞、气郁、血瘀、

热郁等一系列病理性改变. 临床研究进一步表

明, 活血化瘀法可以改善病变黏膜血液循环, 增

强对致癌物质的抵抗能力[14], 达到预防胃癌的发

生、降低胃癌发病率的效果. 因此, 中药化痰消

瘀方在PLGC的治疗和胃癌的防治中具有重要

意义[15]. 本方使用二陈汤加减. 方中陈皮燥湿化

痰, 健脾行气; 半夏和胃降逆, 调脾胃升降之气

机; 丹参活血化瘀, 功兼四物; 鸡内金消食健胃, 
涩精止遗; 薏苡仁、蒲公英健脾利湿, 清热解毒, 
使湿热蕴毒得以清除, 使邪有去路. 诸药合用, 
共奏益气健脾、行瘀化痰之功效. 本实验旨在

探索中药化痰消瘀方的作用机制, 通过动物实

验, 筛选临床诊治PLGC的有效分子生物学指标. 
Wnt信号通路在生物发育、细胞转运及凋

亡等过程中发挥非常重要的作用, 其异常活化

与胃癌密切相关. β-catenin是Wnt信号通路中的

主要蛋白之一, 其稳定性与腺瘤样的结肠息肉

病蛋白(adenomatous polyposis coli, APC)密切相

关[16]. 在肿瘤细胞中, APC基因的突变导致APC
蛋白不能与β-catenin相互作用, 同时也失去对

β-catenin表达水平的调节. β-catenin在胞浆内大

量积聚并进入细胞核, 与T细胞因子(T-cell factor, 
TCF)/淋巴增强因子(lymphoid enhancing factor, 
LEF)转录因子结合, 激活相关基因的转录, 从而

导致了细胞增殖异常和肿瘤发生. 王延丽等[17]

研究显示在PLGC中, Wnt2、β-catenin存在着高

表达. 所以β-catenin的表达上调参与了胃癌的

发生. Notch信号通路又称为C启动子结合蛋白

■应用要点
观察化痰消瘀方
对PLGC模型大鼠
胃黏膜Notch1、
β-catenin及PTEN
蛋白表达的影响, 
探讨化痰消瘀方
逆 转 P L G C 的 机
制, 为临床上胃癌
的早期诊断和治
疗提供新的途径. 
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图  2  免疫组织化学检测化痰消瘀方干预对大鼠胃黏膜组织β-catenin蛋白的表达影响(×400). A: β-catenin模型组; B: 

β-catenin中药高剂量组; C: β-catenin维酶素组; D: β-catenin中药中剂量组.

表  4  各组大鼠胃黏膜PTEN检测结果 (mean±SD)

     分组  n     PTEN

空白组  15 0.23±0.03

模型组 14 0.39±0.02a

维酶素组 15 0.41±0.03c

中药高剂量组 15 0.83±0.01cf

中药中剂量组 13 0.55±0.04c

中药低剂量组 14 0.48±0.05c 

aP<0.05 vs  空白组; cP<0.05 vs  模型组, fP<0.01 vs  维酶素组.
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(C-promoter binding protein-1, CBF-1)/RBP-Jκ依

赖途径, 其调控着细胞的分化、增殖和凋亡. 不
同种类细胞中的Notch通路能阻止或促进细胞的

分化, 在肿瘤干细胞向肿瘤发展的过程中也发

挥重要作用. Notch1信号可通过CBF-1依赖方式

结合环氧合酶2(cyclooxygenase 2, COX-2 )启动

子, 而COX-2通过前列腺素E2(prostaglandin E2, 
PGE-2)与相邻细胞的细胞膜EP(E-prostanoid)
受体结合, 经G2蛋白偶联途径或过氧化物酶增

殖体激活受体(peroxisome proliferator-activated 
receptor, PPAR)促进胃癌的增长[18]. 前期研究[19]

也表明Notch1在PLGC组织及胃癌中均有更高

的表达; 杨晓东等[20]研究结果亦显示Notch信号

通路在胃黏膜癌变的过程中可能起着促进作用, 
即预示胃癌形成的高风险. PTEN具有双特异性

磷酸酶活性, 是新近发现的抑癌基因. 有研究发

现Notchl与PTEN在胃癌中表达呈负相关[21], 提
示PTEN的表达缺失可能能协同促进Notchl失调

导致胃癌产生; 在胃癌中Notch1可能通过负性调

节PTEN以及过度上调P13K/AKT[22]参与胃癌的

发生发展. 
本实验结果显示, 在PLGC中, No tch1、

β-catenin存在着高表达, PTEN表达缺失. 经化痰

消瘀方治疗后, 能显著降低Notch1、β-catenin蛋
白的阳性表达率; 提高PTEN蛋白的阳性表达率, 

并优于维酶素的治疗效果. Notch1、β-catenin表
达下降; PTEN表达上升, 提示化痰消瘀方可能

通过抑制促癌基因的激活, 和/或促进相关抑癌

基因的表达, 控制和维持细胞的正常生长, 从而

逆转胃黏膜损伤的病理生化指标, 修复胃黏膜

损伤, 以达到逆转PLGC的结果. 
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图  3  免疫组织化学检测化痰消瘀方干预对大鼠胃黏膜组织PTEN蛋白的表达影响(×400). A: PTEN模型组; B: PTEN中药高

剂量组; C: PTEN中药低剂量组; D: PTEN维酶素组.
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