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安胃汤含药血清通过调节 PI3K /Akt 信号
通路促进 MC 细胞凋亡的研究

韦维1，林寿宁2，朱永苹2，韦德锋1

( 1． 广西中医药大学，广西 南宁 530200; 2． 广西中医药大学瑞康医院消化内科，广西 南宁 530011)

摘 要: 目的: 探讨安胃汤含药血清对 MC 细胞( MNNG 诱导人胃黏膜上皮细胞系( GES － 1) 恶性转化) PI3K /
Akt 信号通路相关因子及细胞凋亡影响。方法: 根据中药复方血清药理学实验方法，以 MC 细胞为研究对象，设立

空白组( A 组) 、安胃汤组( B 组) 、安胃汤 + 阻断剂组( C 组) 、阻断剂组( D 组) 。含药血清处理 12、24、48 h 后的各

组细胞采用流式细胞术检测细胞凋亡率; Western Blot 和 Ｒeal － time PCＲ 检测 PI3Kα、AKT、XIAP 蛋白及 mＲNA
的表达。结果: A 组细胞凋亡率比较低，B、C、D 组细胞凋亡率有所增加，C 组细胞凋亡率增加最为明显; 与 A 组

相比，B、C、D 3 组细胞内 PI3Kα、AKT、XIAP 基因及蛋白表达有所降低( P ＜ 0. 01 或 P ＜ 0. 05) 。结论: 安胃汤能促

进 MC 细胞细胞凋亡，可能与其通过调控 PI3K /Akt 通路，下调 XIAP 基因及蛋白有关。
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Effect of Serum － containing Anwei Decoction on Promoting Apoptosis of
MC Cells by Ｒegulating PI3K /Akt Signaling Pathway
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Abstract: Objective: To investigate the effect of Anwei Decoction － conined serum on related factors in the PI3K /Akt
signaling pathway and apoptosis of MC cells obtained through MNNG － induced malignant transformation of human gastric
epithelial cell strain( GES － 1) ． Methods: Using the methods of serum pharmacology for Chinese medicine，MC cells were
randomly divided into 4 groups: blank control group ( group A) ，Anwei Decoction group ( group B) ，Anwei Decoction +
blocker group ( group C) and blocker group ( group D) ． The apoptotic rate of each group’s cells was measured by flow
cytometry at 12 h，24 h and 48 h after treatment with the medicated serum． Western blot and Ｒeal － time PCＲ were used
to detect the expressions of genes PI3Kα，AKT and XIAP and their proteins． Ｒesults: The apoptotic rate was low in group
A and increased in groups B，C and D，and that in group C increased most significantly． Compared with group A，the ex-
pressions of genes PI3Kα，AKT and XIAP and proteins in groups B，C and D decreased ( P ＜ 0. 01 or P ＜ 0. 05) ． Con-
clusion: Anwei Decoction may promote MC cell apoptosis by regulating the PI3K /Akt pathway and down － regulating the
expressions of XIAP gene and protein．
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在我国 2011 年有近 30 万人因胃癌死亡［1］，目前认为
胃黏膜发生癌变遵循正常胃黏膜→慢性非萎缩性胃炎→慢
性萎缩性胃炎( Chronic Atrophic Gastritis，CAG) →肠上皮化
生→异型增生→胃癌过程［2］。CAG 是一种以胃黏膜固有
腺体萎 缩 为 特 征 的 临 床 常 见 疾 病，CAG 的 癌 变 率 为
2． 55% ～7． 46%，在胃黏膜癌前病变过程中占有重要地位，

因此，通过药物阻断慢性萎缩性胃炎进一步发展对防止胃

黏膜癌变极为关键。中药治疗可拓宽慢性胃炎的治疗途
径［3］，如何通过药物对 CAG 细胞凋亡的进行调控成为指导
抗 CAG 的热点和重要策略之一。磷脂酰肌醇 － 3 － 激酶
( phosphatidylinositol － 3 － kinase，PI3K) /蛋白激酶 B ( pro-
teinkinase B，AKT) 通路是重要的胞内信号转导通路，参与
细胞增殖、转化、凋亡及肿瘤发生发展的一系列过程［4 － 6］，

是经典的多种肿瘤相关信号通路之一。以该信号通路为靶
点的药物有望成为肿瘤药物开发的新思路。项目组前期研
究［7 － 10］发现安胃汤能改善 CAG 模型大鼠胃黏膜的炎症反
应，促进腺体的再生，增加微循环血流，促进局部胃黏膜的
修复。为进一步探讨安胃汤防治 CAG 的作用机制，本研究
采用 MC 细胞( MNNG 诱导人胃黏膜上皮细胞系( GES － 1)

恶性转化) 为模型，通过观察安胃汤含药血清对 MC 细胞
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PI3K /Akt 信号传导途径相关因子 PI3Kα、AKT、XIAP 基因
及蛋白细胞凋亡效应的影响，进一步探讨安胃汤防治 CAG
的作用机制。
1 材料
1． 1 动物和细胞株 实验用清洁级 Wistar 大鼠 12 只，体
质量为( 160 ～ 180) g，购自常州卡文斯实验动物有限公司，

许可证号: SCXK( 苏) 2016 － 0010。饲养环境: 温度( 23 ±
2) ℃，相对湿度( 55 ± 10) %。GES － 1 细胞 ( 购自上海生
博生物医药科技有限公司) 。
1． 2 主要药物、化学试剂 安胃汤( 成分包括: 半夏 13 g，

黄连 5 g，干姜 5 g，百合 20 g，白芍 20 g，乌药 7 g，丹参 15 g，

薏苡仁 10 g，炙甘草 5 g，由广西中医药大学瑞康医院药剂
科提供; PI3K /AKT 阻断剂 LY294002( 贝博生物) ; N － 甲基
－ N’－ 硝基 － N － 亚硝基胍( MNNG) ( 东京化成工业株式

会社) ; Annexin V － FITC /PI 试剂盒( 贝博生物) ; PI ( 碧云
天) ; CCK － 8 ( 碧云天) ; Trizol ( invitrogen ) ，DEPC 处 理 水
( Sigma) ，SYBＲ Green PCＲ 试剂盒( Thermo) ，逆转录试剂盒
( Thermo) ; BCA 蛋白定量试剂盒，5% 的 BSA( Biosharp) ; 丽

春红 S，PBS 磷酸盐缓冲液( 上海国药) ; pvdf 膜( millipore) 。
1． 3 仪器 酶标检测仪( Thermo MK3 型) ( Thermo) ; 细胞

培养箱( Thermo Scientific 8000) ; 光学显微镜( XDS － 1A) ;

流式细胞细胞仪( BD － FACSVerse) ; 倒置拍照显微镜( O-
LYMPUS，IX71) ; Ｒeal － time 检测仪( ABI － 7500 ) ; 一体式

化学发光成像仪 ( ChemiScope 5300 Pro) ; 电泳仪 ( BIO －
ＲAD 公司型号 mini protean 3 cell) 。
2 方法
2． 1 药物血清的制备 安胃汤的配制: 安胃汤中药 6 倍量

加 6 倍量的 75% 乙醇浸泡过夜，然后煎煮，回流 2 h，过滤

得到黄色液体，再加入 10 L 75% 乙醇回流提取，回流 2 h，

再加入 10 L 纯水回流提取 2 h，过滤得到棕色液体，合并 3
次提取液，60 ℃ 旋蒸浓缩得到约 2500 mL 浓缩液，于水浴

锅上挥发浓度为浸膏 206 g，配置终浓度为 1. 545 g·kg －1，

按照所需用量称取安胃汤于无菌的烧杯中，加水研磨至无
大颗 粒，再 放 入 纯 净 水 煮 沸 30 min，溶 解 后 保 存 备 用。
LY294002 的配制: 称取 1 mg 阻断剂于无菌的烧杯中，加入
116 mL PBS 溶解后，4 ℃保存备用。

药物血清制备: 取健康清洁级 Wistar 大鼠 12 只，随机

分为 A、B、C、D 组 4 组，各组 3 只大鼠进行动物模型构建，

正常喂养 3 d，按 前 述 药 物 剂 量 给 予 生 理 盐 水、安 胃 汤
1. 545 g·kg －1、安胃汤 1． 545 g·kg －1 + LY294002 ( 终浓度
25 μmol /L) 、LY294002 ( 终浓度 25 μmol /L) 灌胃( 每次 2
mL) ，每日 2 次，连续 7 d，末次给药 12 h 采血，制备含药血

清，－ 20 ℃保存。
2． 2 MC 细胞模型的构建 MNNG 诱导人胃黏膜上皮细

胞系( GES － 1) 恶性转化［11 － 12］: 使用与胃癌相关的亚硝胺

类化合物 N － 甲基 － N’－ 硝基 － N － 亚硝基胍( MNNG) 对
GES － 1 进行恶性转化实验，即向对数生长期的 GES － 1 细

胞中加入 2． 0 × 10 －5 mol·L －1MNNG，避光培养 24 h 后，换

新鲜 ＲPMI － 1640 培 养 液，含 体 积 分 数 0． 10 胎 牛 血 清
( FBS) 培养，1 周左右可见大量细胞死亡脱落，残存的细胞
2 周后长至 70% ～ 80% 的饱和度时，开始按 GES － 1 细胞

培养法消化传代，传至第 4 代时，冻存留用模型即 MC 细胞
构建成功。

2． 3 细胞分组培养及药物干预 实验分组: A 组为空白
组; B 组为安胃汤组; C 组为安胃汤 + 阻断剂组; D 组为阻

断剂组。首先是血清加入比例的摸索，按照 2． 5%、5%、
10%、15%、20% 的比例加入对应组中，利用 CCK8 检测分

析，确定血清加入最佳比例后用于正式实验，于加药后 12、
24、48 h，取样进行后续检测。

将生长良好的 MC 细胞待细胞长满后调整细胞浓度为
5 × 104 cells /mL，接种于 96 孔培养板，每孔 100 μL，A 组加

入同体积的标准培养液，B、C、D 组加入血清加入最佳含比

例的不同的药物血清，37 ℃，5% CO2 培养箱，于给药后
12、24、48 h 进行检测。
2． 4 流式细胞仪细胞凋亡 收集给药后 12、24、48 h 的各

组细胞进行细胞凋亡检测: 用不含 EDTA 的胰酶消化收集

后，在室温中，1500 r·min －1 离心 5 min，收集细胞; 细胞洗

涤: 用预冷 1 × PBS( 4 ℃ ) 重悬细胞 1 次，1500 r·min －1 离

心 5 min，洗涤细胞; 加入 300 μL 的 1 × Binding Bμffer 悬浮

细胞; Annexin V － FITC 标记: 加入 5 μL 的 Annexin V －
FITC 混匀后，避光，室温孵育 15 min; PI 标记: 再加入 10 μL
的 PI 染色，轻轻混匀细胞，于避光条件下室温孵育 10 min;

流式细胞仪检测，CELL Qμest 软件分析。
2． 5 Western Blot 检测细胞内 PI3Kα、AKT、XIAP 蛋白的表

达 收集需要抽提蛋白的细胞，用适量预冷的已加 PMSF
的 ＲIPA 裂解液混匀，充分裂解后 12 000 g 离心 10 min，取
上清; BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度，每孔上样量为
20 μg 蛋白，沸水浴 10 min 后离心取上清上样，分离胶 120
V 60 min，转膜到 PVDF 膜上，5% 脱脂奶粉( 检测磷酸化蛋

白用 BSA) 室温封闭 1 h 或 4 ℃过夜。根据说明书稀释抗
体( PI3Kα; AKT; XIAP) ，抗体加入封闭液中稀释到所需

浓度，和膜孵育 4 ℃ 孵育过夜。孵育一抗的膜用 TBST 洗

涤 3 次，每次 5 min。随后根据用量，按照 1 ∶ 5000 稀释
HＲP 标记的兔二抗( protech) 或者鼠二抗( protech) ，与膜 37
℃孵育 1 h。用 TBST 洗涤 3 次，每次 5 min，一体式化学发
光仪检测 PI3Kα、AKT、XIAP 蛋白的变化。实验设置 3 次独

立的生物学重复。
2． 6 ＲT － PCＲ 检测各组细胞内 PI3Kα、AKT、XIAP 基因的

表达 荧光定量 PCＲ 的扩增体系为 ddH2O 7． 0 μL，Sybr-
Green qPCＲ Master Mix ( 2 × ) 10． 0 μL，Forward primer 10
μM、Ｒeverse primer 10 μM 各 1 μL，cDN 1 μL，Total volμm
20 μL，扩增条件: 94 ℃ 10 min，( 94 ℃ 20 s，55 ℃ 20 s，72
℃ 20 s) 40 个循环 。采用△Ct 法计算各组 mＲNA 的表达。
实验设置 3 次独立的生物学重复。

表 1 逆转录 PCＲ 引物序列

Primer Seqμence( 5’－ 3’)

PI3Kα( Ｒat) － ＲT － F GAGCCAGTAGGCAACCGTGA
PI3Kα( Ｒat) － ＲT － Ｒ CGAGTTGAGATCCCGCAGGT
Akt( Ｒat) － ＲT － F GCAAGGGCACCTTTGGGAAG
Akt( Ｒat) － ＲT － Ｒ CAGTAAGCGTGTGGGCAACC
XIAP( Ｒat) － ＲT － F GAGGAACCCGGCCATGTGTA
XIAP( Ｒat) － ＲT － Ｒ CACGGTCACAGGGTTCCCAA
Actin( Ｒat) － ＲT － F CACCCGCGAGTACAACCTTC
Actin( Ｒat) － ＲT － F CCCATACCCACCATCACACC

2． 7 统计学方法 采用 Origin 软件进行数据分析和数据

制图，结果以均数 ± 标准差( 珋x ± s) 表示，统计分析方法采
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用 T 检验，实验组和对照组两两比较，P ＜ 0. 05 为差异有
统计学意义。
3 结果
3． 1 大鼠 MC 细胞模型的构建及鉴定 细胞形态: 如图 1
所示，GES － 1 细胞从初始的梭形，随传代的继续形态逐渐
变为不规则，细胞间接触紧密，呈“岛样”克隆生长，克隆间

界限清楚，以梭形细胞环绕，构建为 MC 细胞。
3． 2 血清比例加入摸索实验结果 如图 2 显示: 当加入不
同比例的含药血清后，CCK8 检测分析出加入 2． 5% 和 5%
时，药效发挥得不是很明显; 当加入比例调为 10% 时，效果
比较显著，15% 和 20% 的效果与 10% 差别不大，所以选择
10%的加入量来进行后续的实验。

图 1 MC 细胞模型细胞形态

图 2 血清比例加入摸索实验结果
3． 3 流式细胞术检测共培养细胞的凋亡程度 细胞凋亡
实验结果如图 3 显示: 12、24、48 h，4 组的变化趋势基本一
致; A 组空白组细胞凋亡率比较低，B 组安胃汤组细胞凋亡
率有所增加，C 组细胞凋亡率增加最为明显，D 组阻断剂组

细胞凋亡率也有所增加，其中 12 h，各组之前的差异不是很
明显，随着时间延长，48 h 时，B /C /D 组的细胞凋亡率相比
于 A 组增加最为显著。
3． 4 Western Blot 检测细胞内各蛋白的表达 Western Blot
实验结果如图 4 显示: 12、24、48 h，各组变化趋势基本一
致。与空白组相比，安胃汤组、安胃汤 + 阻断剂组、阻断剂
组细胞内 PI3Kα、AKT、XIAP 蛋白表达均有所降低，其中安
胃汤 + 阻断剂组降低得最为显著( P ＜ 0. 01 或 P ＜ 0. 05 ) ;

随着培养时间的延长，48 h，各组间的变化趋势最为明显。
上图为光密度分析，蛋白检测以 Actin 为内参; 下图为目的
条带扫描图。
3． 5 ＲT － PCＲ 检测各组细胞内 PI3Kα、AKT 及 XIAP 基因

的表达 ＲT － PCＲ 实验结果如图 5 显示: 12、24、48 h，各组

图 3 12、24、48 h 时间点含药血清对各组细胞凋亡率的影响
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表 2 含药血清对各组细胞凋亡率的影响

组别 浓度
凋亡率( % )

12 h 24 h 48 h

空白组 5． 51 8． 32 9． 41
安胃汤组 1． 545 g·kg － 1 10． 28 13． 54 21． 41

安胃汤 + 阻断剂组 1． 545 g·kg － 1 + 25 μmol /L 14． 91 19． 51 26． 32
阻断剂组 25 μmol /L 9． 41 12． 12 17． 71

变化趋势基本一致。与空白组相比，安胃汤组、安胃汤 + 阻
断剂组、阻断剂组细胞内 PI3Kα、AKT 及 XIAP 基因表达水
平均有所降低，其中安胃汤 + 阻断剂组降低得最为显著( P
＜ 0. 01 或 P ＜ 0. 05) ; 随着培养时间的延长，48 h，各组间

的变化趋势最为明显。
4 讨论

自慢性胃炎→肠化生→异型增生→胃癌的演变过程
中，细胞凋亡指数逐渐降低，其中胃癌前病变至胃癌的发生
发展中，细胞凋亡抑制存在着由量变到质变的过程，从而导
致胃癌的发生［13］。萎缩性胃炎( AG) 和肠上皮化生( IM)

被定义为胃癌癌前病变( PLGC) ［14］。IM 被认为是由 AG
发展而来［15］。通过药物治疗阻断慢性萎缩性胃炎进一步
发展对防止胃黏膜癌变极为关键。安胃汤为全国名老中医

林沛湘教授治疗慢性胃病有效验方［16］，认为 CAG 属于中

医的“痞满”“胃脘痛”等范畴，其病机在于脾胃虚弱、胃失

和降为主，气虚、阴虚、血瘀、气滞和热毒并见，兼见痰浊和

湿邪，是一种虚实相兼、寒热错杂的病症，病变脏腑涉及脾

胃肝。安胃汤方中君药为半夏，具有和胃降逆，燥湿开结，

消痞除满; 臣药为黄连泻火解毒，干姜温中逐寒; 百合清泻

胃腑之邪热，养护胃气; 乌药顺气开郁，散寒止病; 白芍、炙
甘草酸甘化阴以生津液，柔肝缓急而止疼病; 丹参化血瘀;

薏苡仁健脾清热。诸药合用，寒热并施，辛开苦降，攻补兼

施，治疗 CAG 虚实相兼、寒热错杂之证，并在临床上有显著

疗效。
研究表明，细胞增殖与凋亡平衡紊乱是胃癌前病变胃

黏膜病变的分子生物学基础，细胞凋亡受到许多基因的调

控，与凋亡较为密切的基因有 Bcl － 2、Bax、XIAP 和 p53 等。
PI3K /Akt 通路是重要的胞内信号转导通路，参与细胞增

殖、转化、凋亡及肿瘤发生发展的一系列过程［4 － 6］，PI3K /
Akt 与细胞存活直接相关［17］，许多生长因子和激素通过激

活 PI3K /Akt 信号通路调节细胞凋亡和迁移。Akt 是一种

丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶，在细胞内信号转导系统中位于
PI3K 的下游，Akt 作为该通路中的核心分子，在抗凋亡的过

A 组: 空白组; B 组: 安胃汤剂量组; C 组: 安胃汤 + 阻断剂组; D 组: 阻断剂组

与空白组比较，＊＊P ＜ 0. 01，* P ＜ 0. 05
图 4 12、24、48 h 时间点含药血清对 MC 细胞 PI3Kα、AKT 及 XIAP 蛋白表达的影响
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A 组: 空白组; B 组: 安胃汤剂量组; C 组: 安胃汤 + 阻断剂组; D 组: 阻断剂组。
与空白组比较，＊＊P ＜ 0. 01，* P ＜ 0. 05

图 5 12、24、48 h 时间点含药血清对 MC 细胞 PI3Kα、AKT 及 XIAP 基因表达的影响

程中是一个重要的媒介［18］，其主要通过对含有丝氨酸 /苏
氨酸残基的底物磷酸化而发挥广泛的生物学效应，包括抗
凋亡、促进细胞增殖的作用。磷酸化的 Akt 启动了其激酶
活性，导致下游分子磷酸化，从而调控细胞凋亡，如凋亡蛋
白 Bcl － 2 家族成员、XIAP 等［19］。XIAP 作为 Akt 的下游靶
点有助于细胞的存活［20］。XIAP 与 PI3K /Akt 的相互作用
也是促使细胞逃避凋亡的机制之一［21］。宋仕茂等［22］研究
表明雷帕霉素下调了胃癌细胞中 PI3K、AKT 蛋白及 mＲNA
的过表达发挥肿瘤抑制作用。陈立加等［23］报道姜黄素能
降低人胃腺癌细胞( SGC － 7901 ) P13K、Akt 蛋白和 mＲNA
的表达水平降低。黄婷婷等［24］发现二参三草汤能下调癌
基因 AKT 的表达，改善 CAG 癌前病变的临床症状及病理
组织学表现。

本研究结果显示，含药血清处理 12、24、48 h 的各组细
胞采用流式细胞术检测细胞凋亡率结果为: 12、24、48 h，4
组的变化趋势基本一致; A 组细胞凋亡率比较低，B 组细胞
凋亡率有所增加，C 组细胞凋亡率增加最为明显，D 组细胞
凋亡率也有所增加，48 h 时，B、C、D 组的细胞凋亡率相比
于 A 组增加最为显著; Western Blot 及 ＲT － PCＲ 实验结果
显示: 12、24、48 h，各组变化趋势基本一致。与 A 组相比，
B、C、D 3 组细胞内 PI3Kα、AKT 及 XIAP 基因及蛋白表达有
所降低，其中 C 组降低得最为显著( P ＜ 0. 01 或 P ＜ 0. 05) 。
我们认为安胃汤能促进 MC 细胞细胞凋亡，可能与其通过
调控 PI3K /Akt 通路，下调 XIAP 基因及蛋白有关。
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低频电针对不同月龄增龄性大鼠骨骼肌
TGF － β / Smad 信号通路的影响

虎力1，温佩彤1，张伟波1，高原1，寿崟1，王晓南2，徐平1

( 1． 上海中医药大学针灸推拿学院，上海 201203; 2． 美国埃默里大学医学院，亚特兰大 30322)

摘 要: 采用 2 Hz 电针分别对 18、20 和 22 月龄大鼠肾俞和足三里进行干预，探讨电针对 TGF － β /Smad 信号

通路的作用，为延缓增龄所致的骨骼肌萎缩提供依据。认为电针干预能够减缓增龄性骨骼肌萎缩的进程，其机制

可能与电针干预促进骨骼肌再生和 /或后期降低骨骼肌的纤维化有关。
关键词: 骨骼肌萎缩; 增龄; 骨骼肌卫星细胞，TGF － β /Smad
中图分类号: Ｒ245． 97 文献标志码: A 文章编号: 1673-7717( 2018) 09-2064-06

Effects of Low Frequency Electric Acupuncture on Different Months of
Age －Ｒelated Ｒat Skeletal Muscle by TGF － β /Smad Signaling Pathway

HU Li1，WEN Peitong1，ZHANG Weibo1，GAO Yuan1，SHOU Yin1，WANG Xiaonan2，XU Ping1

( 1． Acumox ＆ Tuina College of Shanghai University of Traditional Chinese Medicine，Shanghai 201203，China;

2． Department of Medicine of Emory University，Atlanta，GA 30322)

Abstract: Electroacupuncture by 2 Hz was used respectively for 18 months，20 months and 22 months of rats in this
study． The effects of electroacupuncture on the TGF － β /Smad signaling pathway were explored to provide the basis for
attenuating age － related skeletal muscle atrophy． We hold that electric acupuncture could attenuate aging － related rat
skeletal muscle atrophy by promoting muscle regeneration and /or reducing skeletal muscle fibrosis in the later stage．

Key words: skeletal muscle atrophy; age － related; skeletal muscle satellite cell; TGF － β /Smad
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