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■背景资料
解热镇痛药是一
类具有解热、镇
痛、抗炎抗风湿
作用的药物 ,  都
是通过抑制环氧
化酶的活性 ,  从
而抑制花生四烯
酸的转化而作用. 
研究发现 ,  解热
镇痛类药物对胃
黏膜具有损伤作
用 ,  易引起胃溃
疡、胃肠道出血
等不适症状 ,  严
重者可造成患者
死亡 .  而其作用
机制主要与增加
氧化应激产物有
关, 可经血红素氧
合 酶 1 调 控 体 内
相关因子的激活.
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Abstract
AIM: To explore the protective effect of 
rebamipide on drug-induced gastric mucosal 
epithelial cell injury and the mechanism 
related with hemeoxygenase (HO-1) in vitro. 

METHODS: Gastric mucosal epithelial cells 
in exponential phase were divided into four 
groups: a blank group, an injury group, a low-
concentration rebamipide group and a high-
concentration rebamipide group. The rebamipide 
groups were pretreated with rebamipide prior to 
injury induction. Cell proliferation was assessed 
by MTT assay. Western blot analysis was used 
to detect the expression of HO-1. The contents 
of malondialdehyde (MDA) and superoxide 
dismutase (SOD) were also assayed. 

RESULTS: The cell survival rates in the blank 
group, injury group and drug treatment 
groups were 97.22% ± 2.01%, 60.33% ± 1.88% 
and 72.34% ± 1.03%, respectively, showing 
a significant difference (P < 0.05). The MDA 
content in the injury group increased compared 
to the blank group, but drug pretreatment 
significantly decreased the MDA content to 1.88 
nmol/mg ± 0.13 nmol/mg and 1.55 nmol/mg ± 
0.16 nmol/mg (t = 9.567, 7.332; P = 0.009, 0.032). 
After drug treatment, SOD contents in the low-
concentration group and high-concentration 
group were significantly improved (10.23 U/
mg ± 1.77 U/mg and 12.09 U/mg ± 2.01 U/mg, 
respectively) compared with the injury group 
(P < 0.05). HO-1 expression in the injury group 
was slightly higher than that in the control 
group, and after drug treatment, expression of 
HO-1 was significantly increased (0.88 ± 0.10 vs 
0.34 ± 0.03, 1.34 ± 0.28 vs 0.88 ± 0.10) (P < 0.05). 

CONCLUSION: Rebamipide could reduce 
drug induced GES-1 cell injury through the 
activation of HO-1 to suppress oxidative stress 
responses.
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■研发前沿
瑞巴派特(膜固思
达片)是用于治疗
胃溃疡以及急慢
性胃炎的常用药
物 ,  虽然既往研
究证明瑞巴派特
可通过解除阿司
匹林等解热镇痛
药引起的前列腺
素的抑制 ,  但其
与血红素氧合酶
1 的 关 系 目 前 鲜
有报道.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 本文旨在在体外水平上研究瑞巴派特
与血红素氧合酶1(hemeoxygenase 1, HO-1)
相互作用, 从而抑制药物所致的胃黏膜上皮
细胞损伤的作用. 

方法: 将处于对数生长期的细胞分为4组, 分
别为空白组、损伤组、低浓度组以及高浓
度组. 分别给予单纯损伤处理或添加预保
护处理, 使用细胞增殖检测法、免疫印迹
蛋白检测法等对细胞增殖功能、HO-1的蛋
白表达以及细胞内丙二醛(malondialdehyde, 
M D A )和超氧化物歧化酶 ( s u p e r o x i d e 
dismutase, SOD)的含量进行测定. 

结果:  细胞增殖实验中 ,  空白组、损伤组
以及药物处理组(低浓度和高浓度)存活率
分别为97.22%±2.01%, 60.33%±1.88%、

72.34%±1.03%, 组间差异均具有统计学意
义(P <0.05); 损伤组的MDA含量升高, 而经
药物预处理后, MDA含量下降为1.88 nmol/
mg±0.13 nmol/mg和1.55 nmol/mg±0.16 
nmol/mg, 与损伤组比较差异有统计学意义
(t  = 9.567、7.332, P  = 0.009、0.032). 药物
进行处理后, 低浓度组和高浓度组SOD分
别提高为(10.23 U/mg±1.77 U/mg)和(12.09 
U/mg±2.01 U/mg), 与损伤组相比差异均有
统计学意义(P <0.05); HO-1经过免疫印迹蛋
白检测技术检测损伤组的蛋白稍高于对照
组, 经药物处理后HO-1的表达量明显升高
(0.88±0.10 vs  0.34±0.03, 1.34±0.28 vs  0.88
±0.10). 统计学处理后显示两组间差异均有
统计学意义, 且具有剂量依赖性(t  = 5.869、
9.122, P  = 0.017、0.008). 

结论: 瑞巴派特可激活HO-1抑制氧化应激反
应, 从而减轻药物引起的对GES-1细胞的损
伤作用. 

© 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: 本文对瑞巴派特对解热镇痛药物造

成胃黏膜损伤的保护作用进行了相关机制以

及通路的探索 ,  结果证明瑞巴派特可有效保

护细胞能量代谢过程正常运行 ,  抑制丙二醛

(malondialdehyde)等氧化产物的产生并促进超

氧化物歧化酶(superoxide dismutase)的抗氧化

酶的释放, 而保护作用可能通过上调血红素氧

合酶1(hemeoxygenase 1)通路介导, 从而减轻药

物引起的胃黏膜上皮细胞GES-1氧化应激损伤.
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0  引言

解热镇痛药是一类具有解热、镇痛、抗炎抗风

湿作用的药物, 都是通过抑制环氧化酶的活性, 
从而抑制花生四烯酸的转化而作用[1]. 研究[2-4]

发现, 解热镇痛类药物对胃黏膜具有损伤作用, 
易引起胃溃疡、胃肠道出血等不适症状, 严重

者可造成患者死亡. 而其作用机制主要与增加

氧化应激产物有关, 可经血红素氧合酶1调控

体内相关因子的激活. 瑞巴派特(膜固思达片)
是用于治疗胃溃疡以及急慢性胃炎的常用药

物, 虽然既往研究[5]证明瑞巴派特可通过解除

阿司匹林等解热镇痛药引起的前列腺素的抑

制, 但其与血红素氧合酶1(hemeoxygenase 1, 
HO-1)的关系目前鲜有报道. 本文即在体外水

平上研究瑞巴派特与HO-1相互作用从而抑制

药物所致的胃黏膜上皮细胞的损伤的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃黏膜上皮细胞系GES-1购自中国科

学院; 瑞巴派特、阿司匹林购自武汉宏信康精细

化工有限公司; 细胞增殖与细胞毒性检测试剂盒

(cell counting kit 8, CCK8)、蛋白提取试剂盒、丙

二醛(malondialdehyde, MDA)、超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase, SOD)、HO-1酶联免疫吸附

试验试剂盒(ELISA)购自南京凯基生物科技发

展有限公司; HO-1抗体购自美国Proteintech公
司; DMEM细胞培养液购自中国Thermo公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: GES-1细胞在高糖DMEM(含
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■相关报道
超 氧 化 物 歧 化
酶 ( s u p e r o x i d e 
dismutase, SOD)
是机体内氧自由
基 的 自 然 天 敌 , 
是生物体内重要
的抗氧化酶 .  可
通过清除氧自由
基的释放降低其
对细胞的损伤并
积极的参与修复
受损细胞.

10%小牛血清、1%青霉素、1%链霉素)中放

置于37 ℃含20 mL/L CO2的培养箱中培养, 定
期更换培养液. 当细胞长至培养皿底80%-90%
时换1∶4传代继续培养[6]. 
1.2.2 细胞分组及处理: 将处于对数生长期的

细胞分为6个组, 用不同浓度(0.05、0.1、0.2、
0.4、0.8、1.6 mmol/L)的瑞巴派特处理后2 h加
阿司匹林进行损伤[7-9], 制成曲线求得起效剂量

0.5 mmol/L和最高效应剂量1.0 mmol/L进行后

续实验. 将处于对数生长期的细胞分为4组, 分
别为空白组、损伤组(阿司匹林 20 mmol/L)、低

浓度组(瑞巴派特0.5 mmol/L预处理后2 h加阿

司匹林处理)以及高浓度组(瑞巴派特1.0 mmol/
L预处理后2 h加阿司匹林处理). 
1.2.3 细胞毒性以及增殖状态检测: 将细胞消化

后按1×106/L稀释铺于96孔板中, 每孔100 μL, 
加药培养24 h后在每孔中加入10 μL CCK8试剂. 
设立培养液为空白对照组, 每组共设5个复孔. 
全部试剂加入后在培养箱内培养2 h, 用酶标仪

检测每孔的吸光度值, 并根据说明书计算细胞

存活率. 将实验进行3次求得平均值与标准差. 
1.2.4 细胞SOD以及HO-1的检测: 按以上方法

对细胞进行药物处理后收集细胞, 使用试剂盒

中裂解液对细胞处理, 于4 ℃离心后提取上清

液按试剂盒所需量进行检测, 所有实验分别独

立进行3次, 实验取平均值及标准差. 
1.2.5 使用Western blot蛋白印迹法检测细胞中

HO-1的表达量: 药物处理细胞后作用试剂盒

对细胞蛋白进行提取, 离心后使用BCA定量法

测定细胞蛋白浓度. 与蛋白上样缓冲液混后煮

10 min充分变性蛋白, 最后放于-20 ℃度保存. 
配制SDS-PAGE蛋白凝胶, 按浓度计算80 μg蛋
白的上样量分别进行电泳和PVDF转膜, 加入

一抗封闭过夜. 第2天对一抗进行洗涤后加入

HRP标记的二抗充分与一抗反应, 使用Odessy
软件对蛋白表达进行半定量分析, 以GAPDH
为内参蛋白标准计算灰度值进行比较. 

统计学处理 所有数据均采用SPSS20.0进
行处理, 计量数据以mean±SD表示, 使用t检
验, 组间比较使用单因素方差分析(AVONA检

验), 计数资料使用χ2检验或四格表确切概率分

析. 所有统计检验均为双侧概率检验, 检验水

准为α = 0.05. P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 瑞巴派特可有效减弱阿司匹林对GES-1

细胞的损伤作用  细胞存活率可有效的评价

药物对细胞的不良反应, 药物处理24 h后用

CCK8对其进行检测, 空白组存活率为97.22%
±2 .01%, 而损伤组为50.44%±1.90%, 保
护药组的存活率分别为低浓度组60.33%±

1.88%、高浓度组72 .34%±1.03%. 将损伤

组与空白组相比, 损伤组细胞存活率大大降

低(t  = 18.456, P  = 0.002); 而将药物处理组

分别与损伤组相比, 均有明显的保护作用(t  = 
20.456, 23.675, P  = 0.001, 0.002), 以上差异均

有统计学意义. 
2.2 瑞巴派特可有效降低GES-1细胞MDA和

SOD的产生 MDA因氧化应激损伤而产生, 可
引起蛋白质、核酸等大分子聚合引起细胞损

伤. 与空白相比, 损伤组的MDA含量升高, 差
异具有统计学意义(t  = 8.567, P  = 0.002), 而经

药物预处理后, MDA含量下降为1.88 nmol/mg±
0.13 nmol/mg和1.55 nmol/mg±0.16 nmol/mg, 
与损伤组比较差异有统计学意义(t  = 9.567, 
7.332; P  = 0.009, 0.032). 而SOD则能在新陈

代谢过程中清除有害物质, 对人体具有重要

保护作用. 正常细胞中, 空白组含量为14.67 
U/mg±1.55 U/mg, 而损伤组SOD含量大大降

低(t  = 11.908, P  = 0.000). 药物进行处理后, 低
浓度组和高浓度组分别提高为10.23 U/mg±
1.77 U/mg和12.09 U/mg±2.01 U/mg, 两组间

的差异均有统计学意义(t  = 11.908、8.568、
6.980; P  = 0.000、0.027、0.017). 具体结果如

表1. 
2.3 瑞巴派特可有效降低GES-1细胞HO-1的表

达 血红素氧合酶是血红素降解的限速酶, 具
有抗氧化、抗炎等作用, 其表达可有效地阻止

炎症过程对组织的损伤作用. 在正常细胞中, 
HO-1沉默表达, 而经过Western blot技术检测损

伤组中HO-1的蛋白稍高于对照组, 经药物处理

后HO-1的表达量明显升高(0.88±0.10 vs  0.34
±0.03, 1.34±0.28 vs  0.88±0.10). 统计学处理

后显示两组间差异均有统计学意义, 且具有剂

量依赖性(t  = 5.869, 9.122; P  = 0.017, 0.008). 具
体结果如表2. 

3  讨论

解热镇痛类药物能够治疗多种系统疾病, 是各

科医生常用药物, 其化学结构复杂但均可通过

抑制环氧化酶(cyclooxygenase, COX)影响前列
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■应用要点 
药物可以减轻相
关非甾体抗炎药
对胃黏膜的损伤, 
这对必须使用此
类药物的应用意
义非常重要 ,  在
之 后 的 研 究 中 , 
应力求筛选出更
为快速、安全、
有效的药物 ,  最
大减少治疗过程
中的不良反应. 

腺素等的释放, 从而抑制炎症反应[10,11]. 但因其

在抑制花生烯酸的转化同时, 此类药物可促进

白三烯等促炎因子的释放, 从而增加体内的氧

化应激产物导致胃黏膜损伤, 甚至穿孔出血. 
因此, 合理应用解热镇痛类药物并辅以相关拮

抗药物以减少其对胃肠系统的损伤尤为重要[12]. 
本文即选用解热镇药中最常用药物阿司匹林

致胃黏膜损伤, 以探索瑞巴派特是否对其造成

的损伤具有保护作用. 
细胞增殖是判断细胞活性的一个重要指

标[13], 在应用解热镇痛药时, 细胞存活率较低. 
这说明, 解热镇痛药可激活或抑制细胞内相关

通路介导细胞发生死亡, 使其不易继续增殖. 
而在加入瑞巴派特进行预保护后, 两组细胞的

残废率大大降低, 且高浓度组效果优于低浓度

组. 这说明, 瑞巴派特有效地保护了阿司匹林

造成的胃黏膜上皮细胞GES-1的损伤, 使其尽

可能的保护增殖活力. 正常的氧化代谢所产生

的能量是细胞正常增殖的必要条件, 而阿司匹

林干扰了其正常氧气供应从而产生氧化应激

产物造成细胞死亡, 瑞巴派特作为一种抗氧化

剂, 可有效抑制活性氧自由基以及相关炎性细

胞因子的产生, 使细胞维持正常的能量供应从

而继续正常存活. 其浓度高低与药物抑制能力

有关, 因此高浓度显示出对GES-1细胞更好的

保护作用. 

MDA和SOD是常用的衡量体内氧化代谢

反应的指标, 其升高与降低代表体内氧化水

平的变化[14-17]. MDA是膜脂过氧化指标, 在损

伤组内, MDA的含量显著增高, 说明线粒体呼

吸链受到阻断而线粒体代谢障碍. 而在药物

处理组内, MDA的含量均有不同程度的降低

且与药物浓度成反比, 这说明药物有效的抑

制的发生在细胞膜上的脂质过氧化反应而使

线粒体代谢功能恢复. SOD是机体内氧自由

基的自然天敌, 是生物体内重要的抗氧化酶. 
可通过清除氧自由基的释放降低其对细胞

的损伤并积极的参与修复受损细胞. 损伤组

SOD的含量减少而不同浓度药物组含量升高, 
说明药物可以促进SOD的释放发挥良好的抗

氧化作用. 细胞增殖与氧化反应产生的代谢

密切相关, 而MDA和SOD作为体内氧化代谢

反应的重要标志均从不同方面反映了在药物

处理的细胞内, 阿司匹林造成了能量代谢障

碍被瑞巴派特有效改善, 可对细胞的正常功

能运转起到有效的维持作用. 其药物作用通

路可能通过HO-1等重要的HO等介导. 
H O-1广泛分布在动物多种组织细胞中, 

与氧化应激反应具有重要关系统, 其可将血

红素转变为胆素素、CO等, 对各种刺激因子

具有较高的适应性反应[18-20]. 在应激状态下, 
H O-1表达上调可有效抑制蛋白质氧化、脂

质过氧化从而减轻细胞损伤, 因此激活HO-1
的表达可能是抑制炎症反应的一个重要药

物靶点 [21]. 在本研究中, 我们通过免疫蛋白

印迹法检测四组细胞内HO-1的表达, 可发现

正常细胞HO-1的表达处于较低状态, 而损伤

组 ,  H O-1轻度激活以适应氧化应激的损伤

作用. 而在两种浓度的药物处理组, HO-1的
表达明显上升, 与损伤组差异具有统计学意

义. 这说明瑞巴派特有效地激活了HO-1的活

性表达, 参与了保护阿司匹林造成的细胞损

     分组 MDA(nmol/mg) t 值 P 值 SOD(U/mg) t 值 P 值

空白组 0.77±0.02 - - 14.67±1.55 - -

损伤组 3.08±0.22 8.567 0.002a   7.34±0.79 11.908 0.000a

低浓度组 1.88±0.13 9.567 0.009c 10.23±1.77   8.568 0.027c

高浓度组 1.55±0.16 7.332 0.032e 12.09±2.01   6.980 0.017e

aP<0.05 vs  空白组; cP<0.05 vs  损伤组; eP<0.05 vs  低浓度组. MDA: 丙二醛; SOD: 超氧化物歧化酶. 

表  1  瑞巴派特对MDA和SOD的影响 (mean±SD)

aP<0.05 vs  空白组; cP<0.05 vs  损伤组; eP<0.05 vs  低浓度组. 

HO-1: 血红素氧合酶1. 

     分组 HO-1/GAPDH t 值 P 值

空白组 0.10±0.01 - -

损伤组 0.34±0.03 11.987 0.001a

低浓度组 0.88±0.10   5.869 0.017c

高浓度组 1.34±0.28   9.122 0.008e

表  2  瑞巴派特对HO-1表达的影响 (mean±SD)
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■同行评价
本研究设计合理, 
方法正确 ,  结果
可靠 ,  有较好的
学术价值. 

伤作用. HO-1上级相关通路基因众多, 瑞巴

派特作为重要的抗氧化剂, 可能通过N r f2、
Keap1以及ROS等激活, 相关通路还需要进

一步探索[22]. 
总之, 本文对瑞巴派特对解热镇痛药物造

成胃黏膜损伤的保护作用进行了相关机制以

及通路的探索, 结果证明瑞巴派特可有效保护

细胞能量代谢过程正常运行, 抑制MDA等氧

化产物的产生并促进SOD的抗氧化酶的释放, 
而保护作用可能通过上调HO-1通路介导, 从而

减轻药物引起的胃黏膜上皮细胞GES-1氧化应

激损伤. 
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