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七方胃痛颗粒对H. pylor i 感染的AGS细胞TFF1表达及
ERK/NF-κB信号通路的影响

莫喜晶, 曾 光, 陈国忠

®

■背景资料
由幽门螺杆菌(H. 
pylori )感染引起
的胃黏膜损伤是
导致胃癌发生的
基础 ,  TFF1 基因
作为胃肠道腔内
黏膜及上皮细胞
的早期关键修复
因子及抑癌因子, 
在胃肠道黏膜损
伤修复和完整性
方面起着重要作
用. 七方胃痛颗粒
在促进黏膜上皮
细胞修复再生, 减
轻腺体的破坏, 逆
转胃黏膜腺体萎
缩及肠上皮化生
方面显示了较好
的 效 果 ,  但 其 对
TFF1表达的影响
和机制尚未明确.
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Abstract  
AIM: To investigate the effect of Qifangweitong 
Granules on the expression of trefoil factor 
family 1 (TFF1) in human gastric cancer cell 
line AGS infected by Helicobacter pylori (H. py-
lori) and the possible regulatory mechanism 
involved.

METHODS: TAGS cells infected by H. pylori 
were exposed to Qifangweitong Granules in the 
presence or absence of U0126, a special inhibitor 
of ERK1/2 pathway. After treatment, the expres-
sion of TFF1 mRNA and protein in H. pylori-in-
fected AGS cells was determined using real-time 
fluorescent quantitative polymerase chain reac-
tion (RFQ-PCR) and Western blot, respectively.

RESULTS: Treatment with 10%, 20% and 30% 
Qifangweitong Granules drug serum signifi-
cantly up-regulated the expression of TFF1 
mRNA in AGS cells infected by H. pylori com-
pared to control cells (271 ± 33, 305 ± 23, 327 ± 
13 vs 187 ± 30, all P < 0.05). The protein expres-
sion of TFF1, p-ERK, and NF-κB in AGS cells 
treated with 10%, 20% and 30% Qifangweitong 
Granules drug serum was also significantly 
higher than that in control cells (TFF1: 271 ± 22, 
358 ± 31, 428 ± 34 vs 210 ± 13, all P < 0.05). After 
blocking the ERK signal transduction pathway, 
the protein expression of TFF1 was significantly 
down-regulated compared to the control group 
(P < 0.05).

CONCLUSION: Treatment with Qifangweitong 
Granules regulates the expression of TFF1 in 
Helicobacter pylori-infected AGS cells possibly via 
the ERK/NF-κB signal transduction pathway.

Key Words: Qifangweitong Granules; AGS cells; Heli-
cobacter pylori ; Trefoil factor family 1; ERK/NF-κB 
signaling pathway
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摘要 
目 的 :  探 讨 七 方 胃 痛 颗 粒 对 幽 门 螺 杆 菌
(Helicobacter pylori , H. pylori )感染的人胃腺
癌AGS细胞三叶因子1(trefoil factor family 
1, T F F1)的表达及其细胞外信号调节激酶
(extracellular signal-regulated kinase, ERK)/核
因子κB(nuclear factor-κB, NF-κB)信号通路的

■同行评议者
王蔚虹, 教授, 主任
医师, 北京大学第
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■研发前沿
本研究运用实时
荧光定量PCR方
法 ,  从 基 因 转 录
和蛋白水平来分
析七方胃痛颗粒
对H. pylori 感染
胃上皮细胞TFF1
表达的作用机制, 
阐明该复方中药
的作用机制.

调控机制.  

方法: 采用实时荧光定量PCR(RFQ-PCR)法
检测TFF1 mRNA的表达, Western blot法检测
TFF1、磷酸化ERK及NF-κB蛋白的表达水平; 
同时采用U0126抑制ERK信号通路后, 观察
AGS细胞TFF1蛋白表达的变化. 

结果: 10%、20%、30%浓度七方胃痛颗粒
药物血清作用H. pylori 感染的AGS后, TFF1 
mRNA表达量为271±33、305±23、327±
13, 显著高于实验对照组的187±30, (P <0.05); 
TFF1、p-ERK及NF-κB蛋白表达量分别为
271±22、358±31、428±34; 175±9、141
±3、107±15; 116.0±2.6、83±2、53.0±
6.6; 与实验对组的210±13比较, 差异具有统
计学意义(均P <0.05). 加入U0126阻断ERK信
号通路后, TFF1蛋白表达量为115±6, 与实验
对照组的210±13比较, 差异具有统计学意义
(P <0.05).

结论: 七方胃痛颗粒可能通过抑制ERK/NF-
κB信号通路参与调控H. pylor i 诱导的AGS
细胞TFF1表达, 促进上皮修复, 是其防治H. 
pylori诱发胃癌可能的机制之一.  

关键词: 七方胃痛颗粒; AGS细胞; 幽门螺杆菌; 三

叶因子1; ERK/NF-κB信号通路
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0  引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )感染

与胃癌的发生密切相关, 世界卫生组织将其列

为胃癌的一级致病因子[1]. H. pylori感染引起的

慢性持续胃黏膜损伤的基础上出现萎缩性胃炎, 
伴肠上皮化生和/或异型增生, 最终导致胃癌的

发生.  三叶因子1(trefoil factor family 1, TFF1)
作为胃肠道腔内黏膜及上皮细胞的早期关键修

复因子及抑癌因子, 对胃肠道黏膜损伤的修复

和胃肠道黏膜的完整性方面起着非常重要的

作用, 也是防止损伤持续发展诱导胃癌的关键

因子. 细胞外信号调节激酶(extracellular signal-
regulated kinase, ERK)是MAPK家族的重要成员, 
目前大量的研究表明, ERK信号通路是多数生长

因子和细胞因子调控细胞增殖的重要途径[2]. 核
因子κB(nuclear factor-κB, NF-κB)是一种重要

的核转录调控因子, 广泛存在于各种细胞中, 参
与机体免疫应答、炎症反应、细胞凋亡及肿瘤

形成过程[3]. 本课题组前期的研究发现, 七方胃

痛颗粒对消化性溃疡具有良好的防治作用[4], 动
物实验表明其能较好的促进黏膜上皮细胞再生, 
增加黏液层厚度, 改善溃疡愈合效果[5], 同时研

究表明七方胃痛颗粒能通过改善胃黏膜血流, 减
轻腺体的破坏, 逆转胃黏膜腺体萎缩及肠上皮化

生[6]. 本研究旨在探讨七方胃痛颗粒对H. pylori感
染的人胃腺癌AGS细胞TFF1的表达及ERK/NF-
κB信号通路的作用机制.  

1  材料和方法

1.1 材料 健康♂SD大鼠, SPF级, 体质量约250 g,体质量约250 g,约250 g, 
30只 ,  由广西中医药大学实验动物中心提供 . 
AGS细胞株购自中科院上海细胞库;购自中科院上海细胞库;中科院上海细胞库; H. pylori标
准株(ATCC43504)购自广州; 七方胃痛颗粒: 红购自广州; 七方胃痛颗粒: 红广州; 七方胃痛颗粒: 红
参须10 g、白术10 g、黄芪30 g、茯苓12 g、炙

甘草10 g、丹参6 g、木香6 g、黄连6 g 、吴茱

萸3 g、白芍30 g、枳实10 g、炒鸡内金10 g, 原
料药采用江阴天江药业有限公司生产的免煎中

药颗粒, 由广西中医药大学第一附属医院制剂

室提供, 将中药颗粒混合搅匀, 灭菌包装, 每小

包含生药8 g; FastStart Universal SYBR Green 
Master(ROX)(Roche, 德国, 以下简称Mix); 总
RNA抽提试剂盒(Tiangen公司); 反转录反应试

剂盒(Fermentas公司, 美国); Ham's-F12培养基、

胎牛血清(Gibico公司); 哥伦比亚血琼脂、脑心

浸液(北京路桥公司); 脱脂绵羊血清(广州泌特

生物技术有限公司); 鼠抗TFF1单克隆抗体(美
国Santa Cruz公司); 兔抗人NF-κB p65抗体(美国

Santa公司); P-ERK抗体(Promega公司); HRP标
记山羊抗鼠二抗(北京中杉金桥有限公司); ERK
抑制剂U0126[7](Sigma公司); BCA蛋白浓度测

定试剂盒(Viagene公司); RIPA裂解液(强)碧云

天生物工程有限公司. TFF1基因和GRPDH基因

PCR引物由上海生工生物工程公司合成. 微需氧

产气袋、密闭罐(日本三菱瓦斯化学株式会社); 
5804R高速冷冻离心机(德国Eppendorf公司); 荧
光定量PCR仪(Eppendorf Realplex, 德国).
1.2 方法

1.2.1 细胞株与菌株培养: AGS细胞株在37 ℃、

5%C O2饱和湿度条件下置于含10%胎牛血清

的Ham's-F12培养基中, 常规培养. 将冻存的H. 
pylori菌株复苏后, 接种于含10%脱纤维绵羊血

的哥伦比亚血琼脂培养基中, 于37 ℃、5%O2、
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■应用要点
本研究从体外活
细胞着手 ,  将H . 
pylori 按100∶1感
染人胃黏膜上皮
细胞共培养, 施以
七方胃痛颗粒药
物血清及ERK信
号通路抑制剂等
因素, 观察TFF1基
因的表达情况, 为
阐明该复方中药
治疗作用靶点提
供理论依据.

10%CO2、85%N2微需氧条件下培养72 h, 经快

速尿素酶、革兰染色等证实为H. pylori .  
1.2.2 药物血清制备: 根据对大鼠用药按照动物

体表面积以成人用量来折算的方法, 大鼠每日

用量为成人剂量的0.018倍[8]. 先将药物用生理

盐水稀释, 配制成浓度为2 g/mL的药物混悬溶液

对大鼠灌胃, 按照1 mL/100g鼠质量, 2次/d, 连续

5 d, 末次灌胃结束后禁食, 1 h后无菌条件下从

腹腔采集静脉血, 静置3-4 h, 4 ℃ 3 000 r/min离
心20 min, 超净台上分离血清. 将分离得到的血

清置于56 ℃水浴中30 min灭活, 0.22 μm滤器过

滤, -70 ℃冷藏备用. 实验时加入Ham's-F12培养

基分别配制成含100、200、300 mL/L(即10%、

20%、30%)药物血清的培养基.  
1.2.3 H. pylori感染人胃腺癌AGS细胞: 取增殖活

跃的AGS细胞以每板1×106接种于6孔板中. 当
细胞贴壁后, 更换不含抗生素的细胞培养液, 用
接种环刮取培养基上的H. pylori活菌, 悬于不含

抗生素的细胞培养基中, 按紫外分光光度计测

得A 600值(1A  = 2.5×109 CFU/mL), 调整H. pylori
细菌密度, 按细菌和细胞数量100∶1的比例向

培养于6孔板中的AGS细胞中加入菌液, 继续培

养24 h. 
1.2.4 荧光定量PCR检测TFF1 mRNA的表达: 
取对数生长期细胞分成5组, 分别加入10%、

20%、30%的药物血清预培养4 h, 再按细菌与

细胞100∶1的比例加入H. pylori共同培养24 h, 
同时以常规培养的AGS细胞为正常对照, AGS
细胞加H. pylori为实验对照, 荧光定量PCR检测

TFF1 mRNA的表达. (1)细胞总RNA的提取: 各
组细胞分别加入细胞裂解液800 μL, 用移液器

吹打均匀, 再加入预冷的氯仿200 μL, 剧烈震荡

15 s, 静置3 min, 4 ℃, 12 000 r/min离心10 min. 
小心吸取上层水相 ,  加入0.5倍体积的无水乙

醇, 混匀之后转入吸附柱中4 ℃, 12 000 r/min离
心30 s, 弃废液, 向吸附柱中加500 μL去蛋白液

4 ℃, 12 000 r/min离心30 s, 弃废液, 向吸附柱中

加700 μL漂洗液, 室温静置2 min, 4 ℃, 12 000 r/min
离心30 s. 重复漂洗一次. 将吸附柱晾干后加入

50 μL RNase-free ddH2O, 室温静置2 min, 4 ℃, 
12 000 r/min离心2 min. 测定RNA浓度及纯度

(A 260/280为1.8-2.0), 置于-80 ℃保存备用; (2)逆转

录反应: 将上述提取的总RNA按照逆转录试剂

盒的说明书操作逆转录合成cDNA. 取3 μg总
RNA, oligo(dT)18 1 μL, 加RNase-free water至
总体积为12 μL, 微离心, 于PCR仪中65 ℃孵育

5 min, 置冰上, 依次加入5×buffer 4 μL, Rnasin 1 
μL, dNTP Mix 2 μL, M-MLV 1 μL, 混匀, 微离心, 
PCR仪中42 ℃孵育60 min, 70 ℃ 5 min终止反

应. 合成的cDNA于-80 ℃保存备用; (3)实时荧光

定量PCR反应(RFQ-PCR)TFF1上游引物序列为: 
5'-GGAGAACAAGGTGATCTGCG-3', 下游引

物序列为: 5'-CCCTTATTTGCACACTGGGA-3', 
扩增产物大小为153 bp; GAPDH上游引物序列

为: 5'-CTATAAATTGAGCCCGCAGC-3', 下游引

物序列为: 5'-GACCAAATCCGTTGACTCCG-3', 
扩增产物大小为143 bp. 反应体系(cDNA 1 μL、
Mix 10 μL、10 μmol/L上、下游引物各0.6 μL、
RNase-free Water 7.8 μL)反应总体积为20 μL进
行PCR扩增反应, 反应条件: 95 ℃ 10 min预变性; 
95 ℃ 15 s变性; 60 ℃ 1 min退火. 共40个循环; 
(4)不同样本表达量的测定: 按标准品的体系以

及条件分别测定不同样本Ct值, 2-△△Ct计算基因

表达的差异.
1.2.5 Western blot: 取对数生长期细胞, 分别加入

10%、20%、30%含药药物血清, 预处理2 h, 再
按细菌与细胞100∶1的比例, 与H. pylori共培养

24 h, Western blot检测TFF1、p-ERK及NF-κB蛋
白表达. 另AGS细胞先加入10 μmol U0126培养2 h
后, 与H. pylori共同培养24 h, Western blot检测

TFF1蛋白表达水平. 以上均以常规培养的AGS
细胞为正常对照, AGS细胞加H. pylori为实验对

照. 各组细胞加入细胞裂解液, 冰上孵育30 min, 
细胞裂解物于4 ℃, 14 000 r/min离心15 min, 取
上清. BCD分析试剂测定蛋白浓度. 20 μg总蛋白

质在SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后, 电转移至

PVDF膜, 含5%脱脂奶粉的TBST液封闭, 室温震

荡 1.5 h, 加一抗4 ℃过夜, HRP标记的二抗, 室温

下震荡2 h后, 以1∶1加入AB显影液, 用Bio-Rad 
Gel doc 2000凝胶成像分析系统进行胶片扫描并

分析灰度值, 以目的条带与内参灰度值的比值

反映蛋白的表达.  
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行统

计分析, 计量资料以mean±SD, 多组均数间的比

较采用单因素方差分析, 两两比较采用SNK检

验, P <0.05表示差异具有统计学意义.  

2  结果

2.1 七方胃痛颗粒对H. p y l o r i 感染的A G S细

胞TFF1 mRNA的影响 与正常对照组比较, H. 
pylori感染的AGS细胞TFF1 mRNA表达升高

(P <0.05), 与实验对照组比较, 10%、20%、30%
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■同行评价
本研究目标明确,研究目标明确, 
设计合理, 研究方
法较先进, 实验数
据可靠, 具有创新具有创新有创新
性, 有一定的科学
意义. 

药物血清可显著上调H. pylori感染的AGS细胞

TFF1 mRNA表达(P <0.05), 且随着药物血清浓度

的增加, TFF1 mRNA表达量呈递增趋势(图1).
2.2 七方胃痛颗粒对H. pylori 感染的AGS细胞

TFF1蛋白表达的影响 与正常对照组比较, H. py-
lori感染的AGS细胞TFF1蛋白表达升高(P <0.05), 
与实验对照组比较, 10%、20%、30%药物血清

可显著上调H. pylori感染的AGS细胞TFF1蛋白

表达, 其表达水平随药物浓度增加而逐渐增加, 

差异具有统计学意义(P <0.05, 图2). 
2.3 七方胃痛颗粒对H. pylori 感染的AGS细胞

p-ERK、NF-κB蛋白表达水平的影响 AGS细胞

无H. pylori干预时有一定程度的ERK磷酸化水

平, H. pylori感染AGS细胞后, p-ERK、NF-κB蛋
白表达水平明显升高, 而七方胃痛颗粒药物血

清干预后, p-ERK、NF-κB蛋白水平随药物浓度

的增加而降低, 与实验对照组比较差异具有统

计学意义(P <0.05, 图3, 4). 
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图� �� ���������� ���������  1  ���������� ���������各组细胞中TFF1 mRNA的表达��. A: TFF1样品扩增曲线; B: TFF1样品熔解曲线; C: TFF1样品标准曲线; D: TFF1 mRNA

表达量. 1: 正常对照组: AGS细胞; 2: 实验对照组: AGS+H. pylori ; 3: AGS+10%药物血清+H. pylori ; 4: AGS+20%药物血清+H. 
pylori ; 5: AGS+30%药物血清+H. pylori .
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2.4 U0126对H. pylori感染的AGS细胞TFF1蛋白

表达的影响 无H. pylori感染的AGS细胞TFF1蛋
白仅有少量表达, 与H. pylori共培养后TFF1蛋
白表达水平升高, U0126干预后, TFF1蛋白水平

下降, 与实验对照组比较, 差异具有统计学意义

(P <0.05, 图5).

3  讨论 

胃癌的发生与H. pylori有着非常密切的关系, 这
已是医疗界的共识. 1994年世界卫生组织将H. 
pylori列为Ⅰ类致癌因子. 如何快速修复H. pylori
感染引起的黏膜损伤是维护胃黏膜屏障、防止

黏膜损伤持续发展继而导致癌变的关键. TFF1
是三叶肽家族成员之一, 是一类小分子的蛋白

肽, 主要在胃黏膜小凹及上皮表达. 1982年由

Masiakowski等[9]在雌激素诱导人的乳腺癌细胞

系MCF-27中获得. TFF1作为胃肠道腔内黏膜及

上皮细胞的早期关键修复因子, 对胃肠道黏膜

损伤的修复和胃肠道黏膜的完整性方面起着非

常重要的作用. 有研究[10]表明在胃炎及消化性

溃疡组织中, TFF1的表达及较正常组织明显升

高, 且多发/复合性溃疡TFF1表达较单发消化性

溃疡表达升高, 胃黏膜损伤愈重, TFF1表达上调黏膜损伤愈重, TFF1表达上调损伤愈重, TFF1表达上调

愈明显. Matsuda等[11]体外用H. pylori感染AGS, 
MKN45及KATOⅢ细胞后研究发现, H. pylori感
染的AGS细胞TFF1表达显著上调. 任建林等[12]

研究发现, 阿司匹林诱导的兔胃应激性溃疡周

围TFF1表达较正常胃黏膜升高, 说明TFF1在胃

黏膜保护中发挥了重要作用. Wright等[13]发现

消化性溃疡附近区域存在一个特有的解剖结

构, 称之为溃疡相关细胞系(ulcer associated cell 
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图� �� ������������������  2  ������������������各组细胞TFF1蛋白的相对表达量��. 1: 正常对照组: 

AGS细胞; 2: 实验对照组: AGS细胞+H. pylori ; 3: AGS+10%
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细胞; 2: 实验对照组: AGS细胞+H. pylori ; 3: AGS+10%

药物血清+H. pylori ; 4: AGS+20%药物血清+H. pylori ; 5: 

AGS+30%药物血清+H. pylori . 
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lineage, UACL). UACL是一种腺样结构, 直接来

源于胃肠腺隐窝基部干细胞, 可以不断地产生

新细胞迁移到溃疡表面, 促进溃疡修复. 
目前临床上对H. pylori的根除治疗主要以

三联疗法为主, 也有研究报道 [14]以PPI和铋剂

为基础加两联抗生素的四联疗法, 但由于耐药

及副作用大等问题的出现, 中医中药逐渐成为

治疗消化性溃疡的焦点. 消化性溃疡、萎缩性

胃炎伴肠上皮化生和(或异型增生)多属中医

“胃痛”“痞满”范畴, 临床主要表现为上腹

不适、饱胀、烧灼痛、胀痛、隐痛、嗳气等, 
其主要病机是脾胃虚弱为本, 继而出现气虚血

瘀、湿热内生、肝脾不和. 七方胃痛颗粒是在

对上述病机的认识上, 根据多年的临床经验总

结的复方制剂. 方中红须参、黄芪益气健脾为

君, 白术、白芍、丹参、木香、吴茱萸疏肝行

气、制酸止痛为臣; 茯苓、枳实、炒鸡内金理

气消食为佐. 全方共奏健脾益气、活血化瘀、

清热利湿、理气止痛、消化滞胀之功效. 前期

动物实验表明其能较好的促进黏膜上皮细胞修

复再生, 减轻腺体的破坏, 逆转胃黏膜腺体萎缩

及肠上皮化生.  
本研究发现, 七方胃痛颗粒药物血清对H. 

pylori感染的AGS细胞TFF1 mRNA和蛋白的表

达具有上调的作用, 并随着药物浓度的增加, 其
表达量增加越明显, 这可能是七方胃痛颗粒抑

制H. pylori感染, 促进损伤上皮修复, 防治H. py-
lori诱发胃癌的可能机制之一. 但是七方胃痛颗

粒上调TFF1的表达机制还不清楚, 是否与ERK/
NF-κB信号通路的参与有关, 我们进行了进一步

的研究.  
ERK是MAPK家族成员中最早得到证实的

转导通路途径, 是由Boulton等等[15,16]在20世纪90
年代初被分离鉴定的一种蛋白激酶, 主要分为

ERK1和ERK2, 统称为ERK1/2, 分子量分别为

44 kDa和42 kDa. 各种细胞外信号的刺激因素能

促使ERK通路的激活, 活化的ERK进一步活化

下游的核转录因子NF-κB、AP-1等, 引起特定蛋

白的表达和活性改变. 在多种肿瘤中, ERK具有

高水平的磷酸化, 抑制ERK的磷酸化水平能够

抑制抑制肿瘤细胞的生长、运动和浸润并可诱浸润并可诱润并可诱

导细胞的凋亡[17-20]. 有研究表明[21], 人类胃癌组

织中, ERK活性较正常组织高, CagA可以通过激

活ERK1/2信号通路而促进正常胃上皮细胞的转

化, 提高胃癌发生的危险性, 且ERK的活化在H. 
pylori诱导的胃癌细胞的转化过程中可能起着

重要的作用[22]. NF-κB是一个多功能的核转录因

子, 主要由P50/P65异源二聚体构成, 广泛存在于

真核细胞中, 在静息状态下存在于胞浆中, 当其

受炎症因子等的刺激后背激活, 从胞浆移位进

入细胞核内, 调控相应的靶基因的过度或持续

表达, 而NF-κB调节的产物又能刺激NF-κB的活

化. 目前大量的研究[23-29]表明H. pylori感染可以

激活NF-κB, 激活的NF-κB诱导IL-8、TNF-α等
炎性因子基因转录而引起慢性活动性炎症. 有
研究[30]证实, NF-κB激活诱导的TNF-α的释放, 
均参与佛波酯诱导的实验性胃溃疡组织的损伤. 
我们的前期研究[31]表明, 在TNF-α等炎症因子的

刺激下, 胃黏膜上皮细胞TFF1的表达增加是通

过炎症因子活化NF-κB信号通路来实现的. 那么

七方胃痛颗粒对H. pylori感染人胃黏膜上皮细

胞后TFF1表达增加是否由ERK及其下游转录因

子NF-κB信号通路来实现. 我们的实验研究结果

显示, H. pylori感染人胃黏膜上皮细胞后ERK磷

酸化水平及NF-κB蛋白表达水平上升, 七方胃

痛颗粒干预后, 以剂量依赖的方式上调H. pylori
感染的AGS细胞TFF1蛋白及下调ERK磷酸化

和NF-κB蛋白的表达, 用ERK抑制剂U0126阻断

ERK信号通路后, TFF1蛋白表达下降, 说明七方

胃痛颗粒对H. pylori感染的AGS细胞TFF1表达

的增加有可能是通过抑制ERK/NF-κB信号通路

来实现的, ERK/NF-κB信号通路在七方胃痛颗

粒调控TFF1表达的作用中起着重要的作用. 
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