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基于Survivin、Livin凋亡抑制蛋白探讨化痰消瘀方逆转胃
癌癌前病变的作用机制
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■背景资料
近年来, 在全球范
围内, 胃癌的发病
率及死亡率居高
不下, 因此对胃癌
癌前病变的防治
成为胃癌二级预
防的关键. 中医药
在逆转胃癌癌前
病变方面具有一
定优势, 但其作用
机制尚不明确, 细
胞凋亡的调控研
究的进展, 为我们
的机制探索提供
了新的思路. 
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Abstract
AIM: To explore whether Huatanxiaoyu de-
coction exerts therapeutic effects against pre-
cancerous lesions of gastric cancer (PLGC) by 
suppressing Survivin and Livin expression in 
rats. 

METHODS: Ninety-six 6-8-week-old male SD 
rats were randomly divided into either a normal 

group or a model group. N-methyl-N’-nitro-
N-nitrosoguanidine (MNNG), ranitidine and 
irregular diet were used for preparing PLGC 
animal models. After successful modeling, 
the model rats were randomly divided into a 
model group, low-, medium- and high-dose 
Chinese medicine groups, and a western med-
icine (folie acid tablets) group. After 8 wk of 
treatment, gastric body and antrum mucosal 
specimens were taken for observing patho-
logical changes of the gastric mucosa after HE 
staining, or for detecting the expression of 
Survivin and Livin by immunohistochemistry. 

RESULTS: The normal group showed no 
PLGC changes, while all the other groups had 
PLGC changes. Medium- and high-dose Hua-
tanxiaoyu decoction significantly improved 
PLGC changes (P < 0.05), and the improve-
ment was better in the high-dose group than 
in the other treatment groups (P < 0.05). Treat-
ment with folie acid tablets also significantly 
improved PLGC pathology compared with 
the model group (P < 0.05). The expression 
of Survivin and Livin proteins in the model 
group was significantly higher than that in 
the normal group (P < 0.01). Compared with 
the model group, Huatanxiaoyu decoction 
significantly decreased the Survivin and Livin 
expression in a dose-dependent manner (P < 
0.05), and the decrease was more significant in 
the high-dose group than in the other groups (P 
< 0.05). 

CONCLUSION: Huatanxiaoyu decoction is 
superior to folie acid in treating PLGC, and 
the therapeutic effects may be closely related 
to the inhibition of Survivin and Livin expres-
sion. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
细胞凋亡及其调
控异常在胃癌癌
前病变中的作用
日益受到重视 , 
很多学者认为其
在胃癌演化进程
中扮演着重要角
色. 凋亡抑制蛋白
家族(inhibitor of 
apoptosis proteins, 
IAPs)包括多种蛋
白, 可发挥凋亡抑
制作用, 促进细胞
增殖与分裂, 是肿
瘤发生与细胞转
化的关键分子, 也
已成为目前的研
究热点.
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摘要
目的:  探讨化痰消瘀方通过凋亡抑制蛋
白Su rv iv in、L iv in逆转胃癌癌前病变(pre-
cancerous lesions of gastric cancer, PLGC)的可能
作用机制.

方法: 将6-8 wk SD ♂大鼠96只, 随机分为正
常组与造模组, 使用N-甲基-N'-硝基-亚硝基
胍、雷尼替丁药物加饥饱失常的造模方法制
备PLGC动物模型. 将成功造模后的大鼠随
机分为模型组、低剂量中药组、中剂量中药
组、高剂量中药组及西药对照组, 第28 wk
处死并依次从胃体、胃窦处分别取材并保
存. 用HE染色以辨别大鼠胃黏膜病理改变, 
用免疫组织化学的方法对比凋亡抑制蛋白
Survivin、Livin在各组大鼠胃黏膜组织中的
表达情况.

结果: (1)HE染色结果提示正常组胃黏膜未出
现PLGC改变; 模型组均出现PLGC改变; 中
药中、高剂量治疗组PLGC病理改善具有统
计学意义(P <0.05)且高剂量组疗效优于其他
各治疗组(P <0.05); 叶酸片治疗组PLGC改善
较模型组有统计学意义(P <0.05); (2)免疫组
织化学结果显示Survivin、Livin蛋白在正常
组极少表达; 模型组表达较正常组显著增加
(P <0.01); 各中药治疗组蛋白表达均较模型组
减少, 且呈剂量依赖性(P <0.05), 中药高剂量
组蛋白表达较其他中药组及西药对照组明显
减低(P <0.05). 

结论: 结果提示化痰消瘀方可以逆转PLGC, 
其疗效优于单纯叶酸片治疗, 且作用机制与抑
制细胞凋亡抑制蛋白Survivin、Livin表达密
切相关.

© 2014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: 本研究发现, Survivin、Livin凋亡抑
制蛋白在癌前病变中的表达增高, 推测其可能与
癌前病变向胃癌进一步发展相关. 化痰消瘀方对

胃癌癌前病变疗效显著, 其机制与抑制Survivin
和L iv in凋亡抑制蛋白在癌前病变中的表达密切
相关. 
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0  引言

1978年世界卫生组织(World Health Organization, 
WHO)伦敦会议统一将胃黏膜异型增生(gastric 
epithelial dysplasia, Dys)、不完全性大肠型肠

化生定义为胃癌癌前病变(precancerous lesions 
of gastric cancer, PLGC), 而慢性萎缩性胃炎

(chronic atrophy gastritis, CAG)伴或不伴有肠化

(intestinal metaplasia, IM)、慢性胃溃疡、手术

后残胃、胃息肉、恶性贫血及胃黏膜巨大皱襞

症等被定义为胃癌癌前疾病(precancerous condi-
tion of gastric cancer), 他们均有进一步发展成为

胃癌的危险.
胃癌严重影响着全球人类的健康, Globo-

can 2008和世界卫生组织(World Health Organi-
zation, WHO)/国际癌症研究中心(International 
Agency for Research on Cancer, IARC)公布的统

计数据显示, 全球胃癌发病率位居恶性肿瘤中

的第4位, 死亡率为恶性肿瘤病死率的第2位, 仅
次于肺癌[1]. 胃癌在我国更为常见. 据调查, 2009
年全国胃癌发病率位居第2位, 病死率位居第3
位[2]. 这主要是由于胃癌治疗方法和疗效的局

限. 故逆转PLGC对降低胃癌的发病率和病死率

具有重大意义. 我们前期研究[3,4]证明, 化痰消瘀

方逆转胃癌前病变具有良好疗效, 而细胞凋亡

在胃癌的发生发展与转归中也起着重要作用, 
基于Survivin、Livin凋亡抑制蛋白对化痰消瘀

方的作用机制进行探索以寻找新的治疗靶点, 
具有重要意义.

1  材料和方法

1.1 材料 选用6-8 wk SD♂大鼠(约80-100 g) 96
只, 由南京医科大学实验动物中心提供, 动物许

可证号: SYXK(苏)2008-0007. N-甲基-N'-硝基-
亚硝基胍(N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine, 
MNNG)购自日本东京化成工业株式会社; 雷尼

替丁由江苏黄河药业股份有限公司生产; 中药
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■相关报道
L i a n g等实验表
明 ,  L iv in蛋白的
阳性表达与胃癌
细胞的分化程度
及淋巴结转移有
关, 而与浸润深度
及病理类型无关, 
为Livin的进一步
研究提供了依据. 
郭建巍等实现了
Survivin蛋白在大
肠杆菌BL21中的
可溶性表达, 并建
立Survivin蛋白抗
体检测方法, 并提
示在消化系统慢
性癌前病变患者
血清中已开始出
现anti-Survivin, 为
Survivin的深入研
究及肿瘤的早期
诊断奠定了基础.

颗粒剂由江阴天江药业有限公司制备; 叶酸片

由江苏亚邦爱普森药业生产; Survivin抗体购自

Cell signaling公司; Livin抗体购自北京博奥深公

司; 二抗免疫组织化学检测试剂购自北京中杉

金桥生物有限公司; DAB显色剂购自福州迈新

生物技术开发有限公司; 一抗、二抗抗体稀释

剂购自碧云天生物技术研究所. 
1.2 方法
1.2.1 模型制备及随机分组: 参考前期实验方法[5], 
将实验动物适应性喂养1  w k, 随机分为两组

(A、B组). A组(20只)为正常对照组, 常规饲养; 
B组(76只)用以造模. 将MNNG用去离子水配

成1 g/L的储备液(每周配制1次), 4 ℃避光保存

备用. 在临用前用去离子水配制成100 μg/mL, 
给模型组大鼠灌胃. 另外, SD大鼠标准饲料中

加入0.03%雷尼替丁, 采用饥饱失常法饲喂(进
食2 d, 禁食1 d). 饥饿当天给予15%高浓盐水

2 mL/只给大鼠灌胃. 此期间模型组大鼠死亡6
只. 在造模第10、15、20周随机抽取造模组及

正常组大鼠各3只处死, 依次从胃体、胃窦处

分别取材, 用40 g/L甲醛固定, 梯度乙醇脱水, 
常规石蜡包埋, 并作5 μm厚的连续切片, 常规

苏木素-伊红染色(HE染色), 光镜下观察造模情

况. 在20 wk时确认造模成功. 确定造模成功后, 
A组(正常组)11只, B组再随机分为5组(B、C、

D、E、F组), 其中B组仍为模型组, C组为中药

低剂量组, D组中药中剂量组, E组中药高剂量

组, 每组12只, F组西药对照组为13只. 经治疗8 
wk后全部处死取材. 
1.2.2 中药及西药干预: 确认造模成功及随机分

组后, A组继续正常喂养, B组予蒸馏水10 mL/kg
灌胃, 每日1次. 化痰消瘀方主要由陈皮、法半

夏、鸡内金、紫丹参、薏苡仁、白花蛇舌草、

仙鹤草、半枝莲等组成 .  中药低剂量、中剂

量、高剂量组, 分别按5、10、15 mL/kg的化痰

消瘀方给大鼠灌胃, 每天1次. 西药对照组予叶

酸片制备好的混悬液按照10 mL/kg灌胃, 1次/d. 
共8 wk. 干预结束后, 将所有大鼠处死取材, 方法

同上. 
1.2.3 胃黏膜病理检测: 制备好的HE染色标本均

由两位病理医师完成诊断. 以胃黏膜出现IM、

Dys诊断为PLGC, 判定各组大鼠胃黏膜病理情

况, 统计PLGC例数. 
1.2.4 免疫组织化学染色方法检测Su rv iv in、
L i v i n蛋白的表达: 实验步骤参考试剂盒说明

书, 用磷酸盐缓冲液(PBS)代替一抗作为阴性

对照 ,  以已知该蛋白阳性的胃癌为阳性对照 . 
以DAB显色为例的标准, 对高倍镜下综合染色

强度和阳性细胞所占比例进行半定量测定. 染
色强度评分标准: 不着色0分; 黄色1分; 棕黄

色2分; 黄褐色3分. 阳性细胞所占比例评分标

准: 阳性细胞数<10%者0分; 10%-40%者1分; 
40%-70%者2分; ≥70%者3分. 两种评分相加

0%-70%者2分; ≥70%者3分. 两种评分相加0-2
分为弱表达; 3-6分为强表达. 
统计学处理 使用统计软件进行分析, 等级

资料的比较采用Kruska l-Wa l l i s法, 计量资料

的比较采用χ 2
检验, P <0.05为差异具有统计学

意义. 

2  结果

2.1 胃黏膜组织病理学变化 正常组大鼠胃组织

结构基本正常, 黏膜呈粉红色, 有光泽, 上皮完

整, 腺体排列较整齐, 也可见散在炎性细胞. 模
型组黏膜多呈苍白或灰白色 ,  表面缺少光泽 , 
黏膜皱襞较平坦, 腺体部分排列疏松, 腺体结

构不规则, 出现PLGC改变. 中药干预组及西药

干预组胃黏膜病理改变轻于模型组, 炎细胞浸

润有所减轻, PLGC得到不同程度的逆转(表1, 
图1).
2.2 Survivin和Livin的表达
2.2.1 Survivin蛋白在各实验组的阳性表达: 正常

组Survivin蛋白免疫组织化学染色几乎不着色; 
模型组组织免疫组织化学染色普遍呈深棕色, 
其表达呈强阳性; 同样的, 随着治疗组中药剂量

增加, Survivin蛋白免疫组织化学染色颜色变浅

且着色数目减少. 叶酸组Survivin蛋白染色强度

介于中药中剂量组与中药高剂量组之间, 但明

显低于模型组(图2).
2.2.2 Livin蛋白在各实验组的阳性表达: Livin蛋
白在正常组鲜有表达, 免疫组织化学染色基本

呈阴性; 模型组免疫组织化学染色呈深棕色, 其
表达呈强阳性; 中药治疗组中, 随着中药剂量增

加, 其免疫组织化学染色逐渐变浅, 阳性表达逐

渐减少. 叶酸组Livin蛋白染色强度介于中药中

剂量组与中药高剂量组之间, 但明显低于模型

组(图3).
2.2.3 Survivin和Livin蛋白表达在各实验组的免
疫组织化学评分: Livin蛋白在模型组表达显著

高于正常组(P <0.01), 而中药高剂量组对Livin表
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■创新盘点
本实验分别从组
织和分子层面研
究了化痰消瘀方
对 胃 癌 癌 前 病
变的疗效及Su r-
vivin、Livin凋亡
抑制蛋白在正常
组、癌前病变组
及中药干预组、
叶酸治疗组的表
达情况, 探讨了化
痰消瘀方在胃癌
癌前病变治疗过
程中对IAPs的作
用, 这在国内外研
究中少有报道.
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图  1  胃黏膜不同病理改变
的HE染色. A, B: 正常组; C, 
D: 模型组; E, F: 中药低剂量

组; G, H: 中药中剂量组; I, J: 

中药高剂量组; K, L: 叶酸片

组. A, C, E, G, I, K放大倍数

为20×10倍; B, D, F, H, J, L

放大倍数为40×10倍.



■应用要点
通过对化痰消瘀
方逆转胃癌癌前
病变的作用机制
进行多层次、多
靶点的研究, 为临
床使用化痰消瘀
方治疗胃癌癌前
病变提供指导, 并
为胃癌及癌前病
变的防治及探寻
新的治疗靶点提
供依据.

WCJD|www.wjgnet.com 2014-11-28|Volume 22|Issue 33|

图  2  Survivin蛋白在胃黏
膜不同病理改变的免疫组织
化学染色. A, B: 正常组; C, 
D: 模型组; E, F: 中药低剂量

组; G, H: 中药中剂量组; I, J: 

中药高剂量组; K, L: 叶酸片

组. A, C, E, G, I, K放大倍数

为20×10倍, B, D, F, H, J, L

放大倍数为40×10倍.

A B

C D

E F

G H

I J

K L
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■名词解释
IAPs :  是新发现
的一类细胞凋亡
抑制蛋白 ,  包括
cIAP-1、cIAP-2、
NIAP、ILP-2、
XIAP、Survivin、
Livin等. IAPs与肿
瘤、神经系统病
变等密切相关, 其
特殊的分子结构
及抑制细胞凋亡
的功能使其备受
关注, 并可能成为
治疗相关疾病的
靶蛋白.

WCJD|www.wjgnet.com 2014-11-28|Volume 22|Issue 33|

5052               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2014年11月28日  第22卷  第33期 

图  3  Livin蛋白在胃黏膜不
同病理改变的免疫组织化学
染色. A, B: 正常组; C, D: 模
型组; E, F: 中药低剂量组; G, 

H: 中药中剂量组; I, J: 中药

高剂量组; K, L: 叶酸片组. A, 

C, E, G, I, K放大倍数为20

×10倍, B, D, F, H, J, L放大

倍数为40×10倍.

A B

C D

E F

G H

I J

K L



达的抑制作用明显强于其他中药治疗组及叶酸

片组(P <0.05). Survivin蛋白在模型组表达显著高

于正常组(P <0.01), 而中药高剂量组对Survivin表
达的抑制作用明显强于其他中药治疗组及叶酸

片组(P <0.05)(图4).

3  讨论

目前胃部恶性肿瘤的现代医学研究焦点仍

集中在形成肿瘤后的机制及治疗手段 ,  而对

PLGC的认识及干预关注较少. 随着科学的发

展和科技的进步, PLGC的检出率不断提高, 但
仍缺乏有效的治疗手段 .  传统的质子泵抑制

剂、胃黏膜保护剂或叶酸等药物, 对PLGC的

逆转作用有限, 且长期使用质子泵抑制剂也会

加重胃黏膜萎缩等癌前病变. 本课题组在魏睦

新教授的指导下对PLGC的基础与临床进行了

长期研究[3-6], 不仅临床使用化痰消瘀方逆转了

许多PLGC病变, 还发现其逆转机制可能是通

过上调Caspase3表达、下调CyclinD1、mTOR
表达, 调节细胞周期; 另外, 对PLGC的影响因

素进行了临床流行病学调查, 对PLGC的预防

和治疗有着重要意义[7]. 在此基础上, 魏睦新教

授等[8]认为中医药防治肿瘤的可能机制为增强

免疫功能、诱导肿瘤细胞分化、促进肿瘤细胞

凋亡、影响拓扑异构酶及端粒酶活性、调节信

号转导等, 他们已成为中药抗肿瘤机制的研究

热点. 
细胞凋亡在PLGC中的作用日益受到重视, 

并认为细胞凋亡失常是胃癌演化进程中的早期

事件. 细胞凋亡是一种生理过程, 如凋亡增强或

凋亡抑制等调控失衡, 可引起多种肿瘤和自身

免疫疾病. 目前研究得较深入的凋亡相关基因

有bcl-2家族、p53、Caspase等. 各种凋亡信号

通过线粒体途径或死亡受体途径传递凋亡信号, 
诱导细胞内Caspase活化, 最终导致细胞死亡. 凋
亡抑制蛋白家族(inhibitor of apoptosis proteins, 
IAPs)包括cIAP-1、cIAP-2、NIAP、ILP-2、
XIAP、Survivin、Livin等, 可直接结合并抑制

Caspase分子, 发挥凋亡抑制作用, 促进细胞增殖

与分裂, 是肿瘤发生与细胞转化的关键分子[9]. 
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■同行评价
本文初步探讨了
化痰消瘀方通过
凋 亡 抑 制 蛋 白
Survivin、Livin逆
转胃癌癌前病变
的可能作用机制, 
为相关的中医药
研发提供了实验
依据.

表  1  胃黏膜病理改变

     
分组 n 非癌前 轻度癌前 中度癌前 重度癌前

正常组 11 11 0 0 0

模型组b 12   0 1 3 8

低剂量组ce 12   0 3 5 4

中剂量组ce 12   2 2 5 3

高剂量组c 12   5 4 3 0

叶酸片组ce 13   1 5 4 3

bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05 vs  模型组; eP<0.05 vs  高剂量组.
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图  4  Survivin、Livin蛋白在不同实验组中的免疫组织化学评分. A: Survivin蛋白在不同实验组中的免疫组织化学评分; B: 
Livin蛋白在不同实验组中的免疫组织化学评分. bP<0.01 vs  正常组; cP<0.05 vs  中药高剂量组. 1: 正常组; 2: 模型组; 3: 中药低
剂量组; 4: 中药中剂量组; 5: 中药高剂量组; 6: 叶酸片组.
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Surv iv in在人的胚胎组织和各种肿瘤组织

中广泛表达, 仅在极少数正常组织中表达, 具
有抑制细胞凋亡和调节细胞有丝分裂的功能, 
是联系细胞周期和细胞凋亡的重要因子 [10,11]. 
其表达与核因子-κB(nuc lear factor-κB, NF-
κB)、RAS癌基因家族、Wnt-2及胰岛素生长

因子1/mTOR信号通路等有关[12-15], 还可选择性

表达在细胞周期的G2/M期, 促进细胞分裂 [16]. 
其作用机制同样与抑制Caspase3、Caspase7等
活性有关, 通过与血管内皮细胞生长因子(vas-
cular endothelial growth factor, VEGF)的协同

作用, 促进肿瘤血管生成和浸润转移等[17,18]. 研
究[19]证明Surv iv in的表达增高在肿瘤发展的早

期就已出现, 并随着肿瘤的生长浸润而表达逐

渐增强. 
L iv i n是近年来发现的IAP s新成员, 在正

常组织中不表达或低表达 ,  而高表达于多种

恶性肿瘤组织, 具有较强的凋亡抑制作用, 与
Caspase蛋白的多个成员相互作用, 抑制凋亡

的执行过程, 抑制细胞的程序化死亡, 参与肿

瘤的发生和发展[20,21]. 研究[22]表明, 敲除L iv in
基因可抑制肿瘤细胞在A G S和S N U638人胃

癌细胞系的迁移、侵袭和增殖, 这是由于敲除

Livin基因激活了Caspase3、Caspase7、PARP
和p21、p27, 而降低了Cyclin D1、细胞周期蛋

白依赖性激酶4和6等. Livin蛋白可以作为一种

E3泛素连接酶, 通过泛素-蛋白酶体途径诱导

Smac(Caspase活化蛋白)的降解, 从而抑制细

胞凋亡[23]. L iv in还可直接结合转化因子B激酶

(transforming growthfactor B activated kinase, 
TAK1)来激活丝裂原激活蛋白JNK1和JNK2, 
从而对抗肿瘤坏死因子α和白介素1β转换酶介

导的细胞凋亡作用[24]. 
许多研究者[25-27]建议将Survivin、Livin凋亡

抑制蛋白(基因)作为肿瘤发生发展及预后的指

标. 寻找能够抑制Survivin、Livin活性的中医药, 
对阻断PLGC向胃癌发展及胃癌的治疗具有重

要意义. 
PLGC在中医学中多归于“胃痞”、“胃

脘痛”等范畴. 大量临床研究[28,29]证明中医药

在逆转PLGC方面有较好疗效. 胃炎多痛, 胃痛

日久, 久则入络, 必有瘀血[30]. 近年来, 魏睦新教

授于临床实践中发现痰凝瘀阻是PLGC发生发

展的核心病理, 故凝练出化痰消瘀方从根本上

治疗PLGC. 全方由陈皮12 g、法半夏10 g、鸡

内金10 g、紫丹参15 g、薏苡仁30 g、蒲黄粉

10 g、半枝莲15 g、仙鹤草15 g、猫爪草15 g、
白花蛇舌草15 g等组成, 随症加减, 具有化痰消

瘀、利水消肿、散结消癥、兼以补虚的作用. 
化痰消瘀方对具备“痰瘀”病机的PLGC患者

疗效显著: 使用化痰消瘀方对CAG的改善率达

到75.57%, IM的改善率达到56.98%, Dys改善率

达到59.20%; 经治疗胃痛改善率87.31%, 嗳气改

善率87.19%, 食欲不振改善率87.39%[31], 为胃癌

的二级预防起到了重要作用, 一定程度上达到

传统医学“治未病”的目的. 
本实验通过免疫组织化学方法检测

了S u r v i v i n、L i v i n蛋白在不同实验组的表

达 ,  进一步探讨化痰消瘀方的作用机制 .  结
果Su rv iv i n、L iv i n在正常组很少表达, 而在

PLGC模型组胃黏膜中表达较正常组显著增高

(P <0.05); 不同剂量的化痰消瘀方对大鼠PLGC
病变中Survivin、Livin表达起到了不同程度的

抑制作用, 且呈剂量依赖性(P <0.05); 尤其中药

高剂量组疗效明显优于叶酸片组(P <0.05). 提
示化痰消瘀方可通过抑制Su rv iv in、L iv in表
达, 促进细胞凋亡, 这与其逆转PLGC的治疗作

用密切相关. 
鉴于肿瘤治疗的困难, 患者生存质量的低

下等因素, 癌前病变(疾病)的基础与防治已成

为研究的重点课题. 然而中医药逆转PLGC是

多环节、多靶点、多途径作用的, 故化痰消瘀

方的其他作用机制还有待进一步研究, 这将为

PLGC的药物研发提供理论依据及新的靶点.
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