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■背景资料
DNA甲基化与胃
癌的发生发展密
切相关, 胃癌癌前
病变阶段可通过
有效的药物干预
影响抑癌基因及
其相关基因的甲
基化程度, 从而使
病程得到控制, 甚
至转归. 
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Abstract 
AIM: To observe the effect of Chinese herbal 
medicine Jiedu Huayu Jianpi Fang (JHJF) on the 
methylation of the thrombospondin 1 (Thbs1) 
gene in gastric mucosal dysplasia (GMD), 
and to explore the possible mechanism of 
traditional Chinese medicine in the treatment 
of GMD.

METHODS: GMD was induced in rats, and GMD 
rats were randomly divided into a model control 
group (MG), a positive control group (PCG; 
treated with retinoic acid), or a JHJF treatment 
group (A; treated with JHJF). Ten normal rats 
comprised a control group (CG). Methylation 
specific PCR was used to detect the methylation 
status of the Thbs1 gene in the gastric mucosa of 
rats. Pathological changes of the gastric mucosa 
were evaluated by HE staining.

RESULTS: The Thbs1 gene was not methylated 
in groups CG and PCG, but the positive rate 
of Thbs1 gene methylation was 33.33% (6/18) 
in group MG, and 20.00% (3/15) in group A. 
The methylation rate was significantly higher 
in group MG than in group A (P = 0.0198). HE 
staining results showed mild GMD symptoms 
in groups MG, PCG and A, and after treatment, 
GMD symptoms were significantly improved in 
groups PCG and A.

CONCLUSION: Chinese herbal medicine JHJF 
results in significant demethylation of the Thbs1 
gene in GMD rats, and JHJF exerts a curative 
effect on GMD perhaps by decreasing the 
methylation level of the Thbs1 gene.

■同行评议者
毛高平, 教授, 中
国人民解放军空
军总医院
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■研发前沿
血小板反应蛋白1
基因(thrombospo-
ndin 1, Thbs1 )是
重要的抑癌基因; 
DNA甲基化程度
与癌症发生发展
密 切 相 关 ,  有 效
地药物干预增加
癌基因甲基化程
度或降低抑癌基
因及其相关基因
的 甲 基 化 程 度 , 
对控制癌症发生
发展进程具有重
要的意义. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的:  观 察 解 毒 化 瘀 健 脾 方 对 胃 黏 膜 异
型 增 生 模 型 大 鼠 血 小 板 反 应 蛋 白 1 基 因
(thrombospondin 1, Thbs1 )甲基化状态的影响, 
并探讨解毒化瘀健脾方治疗胃黏膜异型增生
的可能机制.  

方法:  将实验性胃黏膜异型增生病变模型
大鼠分为: 模型对照组(model control group, 
MG)、阳性对照组(positive control group, 
P C G)-西药维甲酸治疗组、解毒化瘀健脾
方治疗组(Jiedu Huayu Jianpi Fang treatment 
group, A), 并以健康大鼠为对照组(control 
group, CG), 进行相应的药物干预; 取胃黏膜
组织, 应用甲基化特异PCR技术检测Thbs1 基
因甲基化状态; HE染色观察各处理组胃黏膜
组织结构变化差异. 

结果: CG组10只健康大鼠胃黏膜经检测Thbs1
基因均未发生甲基化, 胃黏膜异型增生M G
组大鼠T h b s1 基因的甲基化阳性检出率为
33.33%(6/18); PCG组-西药维甲酸组同正常大
鼠相同, Thbs1基因甲基化检出率为0.00%; A组
治疗大鼠Thbs1基因甲基化比率(20.00%), 相比
MG组显著降低(P  = 0.0198). HE染色结果显示
MG、PCG、A组呈现中轻度胃黏膜异型增生
症状, 经治疗后PCG、A组异型增生趋于正常. 

结论: 解毒化瘀健脾方对发生异型增生的胃黏
膜组织Thbs1 基因具有显著地去甲基化作用. 
解毒化瘀健脾方治疗胃黏膜异型增生可能与
该药物使Thbs1基因甲基化程度显著降低有关. 

© 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: 解毒化瘀健脾中药可显著降低发

生异型增生的胃黏膜血小板反应蛋白 1 基因

(thrombospondin 1)的甲基化程度, 其临床用药取

效可能与此有关. 
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0  引言

胃癌是严重威胁人类健康的恶性肿瘤之一. 其
病死率居世界第2位[1], 居我国首位[2]. 胃癌的发

生常经历: 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)[3]多个步骤的

演变. 其中又将肠上皮化生(intestinal metaplasia, 
IM)和异型增生(dysplasia, Dys)统为胃癌前病

变(precancerous lesions of gastric cancer, PLGC)
阶段, 该阶段恶性发展为胃癌的几率极高, 如
发生重度异型增生的患者的胃癌发病几率高达

60%-80%[4,5]. 有效缓解胃癌前病变向胃癌发展

的进程甚至实现病程转归, 对胃癌的预防及治

疗具有积极作用. 研究发现: DNA甲基化与胃癌

发生进展密切相关[6-8]. 而基因的甲基化状态可

因外界环境干预而改变, 故有效的药物干预可

降低抑癌基因及其相关基因甲基化比率. 解毒

化瘀健脾方为治疗胃黏膜异型增生的临床经验

方, 血小板反应蛋白1(thrombospondin 1, THBS1)
对肿瘤的发生发展具有抑制作用[9], 本研究拟通

过检测经解毒化瘀健脾方治疗的胃黏膜异型增

生模型大鼠Thbs1基因的甲基化状态, 探讨该药

方治疗胃黏膜异型增生的可能机制, 为临床治

疗提供理论参考. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级健康♂SD大鼠[SCXK(新)2011-
0004]260只, 体质量100 g±10 g(体质量<120 g), 
动物合格证号: SCXK(新)2011-0004, 均购自新

疆医科大学实验动物中心[10]. 解毒化瘀健脾方

为临床经验方, 该组方(太子参、黄芪、百合、

苏梗、三七粉、蒲公英、白花蛇舌草、焦麦芽

等)药材购自新疆医科大学附属中医医院门诊

中药房, 经新疆维吾尔自治区中医医院中药药

理鉴定室中药师李玲主任鉴定. 精确称取解毒

化瘀健脾方生药, 加入清洁自来水浸泡30 min, 
常规煎煮2次, 30 min/次, 4层纱布过滤滤液, 2
次药液混合后, 加热浓缩为提取药液. 制备好

的药液, 装入玻璃器具中, 4 ℃放置备用. 维甲
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■相关报道
Lawler与Filleur
等 的 研 究 发 现
T H B S 1 蛋 白 参
与细胞黏附、移
行、增生、分化
以 及 诱 导 血 小
板 聚 集 和 抑 制
血 管 生 成 的 过
程; Filleur等认为
Thbs1 基因对肿瘤
的发生发展具有
抑制作用. 
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酸: 上海第六制药厂生产, 批号: H31020263, 使
用当日碾成粉末状, 配制成10 mL/kg(4 mg/mL)
悬浊液; DNeasy Blood & Tissue Kit(69581, Lot: 
143374302)、EpiTect Fast Bisulfite Conversion 
Kits(59104, Lot: 142347785)均购自德国Qiagen
公司; Robust HotStart DNA Polymerase购自美国

KAPA Biosystems公司[10]; 96孔PCR板及封板膜

(PCR-96M2-HS-C)购自美国AXYGEN公司[10]; 
甲醛、二甲苯、无水乙醇、苏木精伊红染液等

常规试剂. 
1.2 方法

1.2.1 分组及给药: 分组: 随机选择10只健康♂

SD大鼠作为正常对照组(control group, CG), 其
余大鼠用于胃黏膜异型增生模型造模. 从经检

杀造模成功后[10]剩余的123只胃黏膜异型增生

模型大鼠中随机选择18只为模型对照组(model 
group, MG), 其余模型大鼠阳性对照组(positive 
control group, PCG)-西药维甲酸组及解毒化瘀

健脾方治疗组(Jiedu Huayu Jianpi Fang treatment 
group, A)、解毒化瘀健脾方各组方组(B、C、

D、E、F组, 本文暂不作描述)各15只[10]. 
给药: 各组药物剂量按实验动物与成人用

药量的换算方法计算, 同时采用中剂量动物实

验标准方法给药. 解毒化瘀健脾方全方水煎剂

30.5 g/(kg•d)＋三七粉0.83 g/(kg•d), 维甲酸对照

组灌服维甲酸悬浊液0.04 g/(kg•d), 分别灌胃相

应各组大鼠; 其中空白对照组、模型组分别灌

服生理盐水10 mL/(kg•d); 治疗6 wk后断颈处死. 
取新鲜胃窦侧胃黏膜组织. 

1.2.2 甲基化特异PCR法(methylation specific 
PCR, MSP)检测胃黏膜细胞中Thbs1 基因的甲

基化状态: 细胞DNA提取参照天根公司动物组

织基因组提取试剂盒说明书; Nanodrop 2000核
酸定量仪检测DNA浓度和纯度, 琼脂糖凝胶电

泳检测DNA完整性; 亚硫酸盐修饰及纯化DNA
参照EpiTect Fast Bisulfite Conversion Kits试剂

盒进行. MSP法所用引物如表1. PCR产物经琼

脂糖凝胶电泳, 溴化乙锭染色, 激光密度扫描仪

(Pharmacia LKB Ul troscan)采集数据, 取同一基

因的所有样本的平均值进行统计分析.  
1.2.3 HE染色: 将40 g/L甲醛溶液中固定的胃窦

材料取出, 去离子水6 h漂洗, 经70%、80%、

90%各级乙醇溶液梯度脱水; 经无水乙醇与二甲

苯1∶1的混合溶液、二甲苯透明; 夹胃窦组织, 
切面朝下包埋; 5 μm切片; 展片后经二甲苯脱蜡

两次, 然后经过100%、95%、90%、80%、70%
各级酒精溶液复水; 苏木素染色; 伊红复染; 二
甲苯透明, 中性树脂封片. 

统计学处理 因本实验甲基化统计数据(表2)
不符合χ2检验条件, 故采用Fisher精确概率法. 数
据分析采用Sas9.3和Sas JMP Pro软件. 以P <0.05
为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠胃黏膜组织中Thbs1基因甲基化情况 如
表2所示, 33.33%的胃黏膜异型增生模型组大鼠

Thbs1基因甲基化; CG组健康大鼠Thbs1基因甲

基化检出率为0.00%; 由于胃异型增生具有多灶

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

表  1  Thbs1 基因甲基化特异PCR检测引物

     基因                         上游引物                        下游引物

Thbs1 M GTAAATTATATTTTTGTTTTGGGAGTC ATAACCACTCGTATTTCTTAACGTA

U ATTATATTTTTGTTTTGGGAGTTGA ATAACCACTCATATTTCTTAACATA

M: 甲基化引物; U: 非甲基化引物. 

表  2  解毒化瘀健脾方组与各组Thbs1 基因甲基化比率差异统计 n (%)

     分组  n 甲基化 非甲基化      P 值

正常组 10 0(0.00) 10(100.00) 0.01981

模型组 18 6(33.33) 12(66.67)

阳性对照组 15 0(0.00) 15(100.00)

解毒化瘀健脾方组 15 3(20.00) 12(80.00)

1为不符合χ2检验条件采用Fisher精确概率法. 

■创新盘点
中医药治疗胃癌
前病变具有明确
的临床疗效, 但其
具体的机制尚不
完全明确, 本研究
采用甲基化特异
PCR法(methylation 
specific PCR, MSP)
检测解毒化瘀健
脾中药干预后抑
癌基因Thbs1 甲基
化受抑制程度, 结
合组织结构的HE
染色结果, 探索分
析该中药治疗胃
黏膜异型增生的
可能机制, 对研究
胃癌前病变具有
重要的意义. 
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性的特点, 以及胃黏膜异型增生造模死亡率高

致样本含量少的原因, 限于经费有限, 本组研究

资料中, 未观察到PCG组发生甲基化. 经解毒化

瘀健脾方药物治疗的15只胃黏膜异型增生大鼠

中有3只大鼠被检测出Thbs1基因发生甲基化, 
即甲基化检出率为20.00%, 相比MG组大鼠甲基

化比率显著降低(P  = 0.0198).  
2.2 各组大鼠胃黏膜组织HE染色 如图1所示, CG
组胃黏膜厚度正常, 上皮细胞及腺体排列整齐, 
大小形状较一致, 腺上皮与腺管分界清楚; 本研

究中PCG组、A组的HE染色病理图片均选取了

经治疗后仍可检测到异型增生改变的阳性图片

(而经PCG组、A组治疗后逆转的病理组织图片

改变同CG组), 结果显示: MG组、PCG组、A组

胃黏膜萎缩变薄, 腺体数量减少, 间质内有淋巴

细胞、单核细胞、嗜酸性粒细胞浸润, 可见淋

巴滤泡形, 细胞核紧密排列在基地, 核染色质密

集深染, 核增大, 核分裂象较少, 核一般位于细

胞的一半或2/3以下, 尚保持一定极性. 腺体结构

不规则, 形态稍紊乱, 个别腺体呈共壁形象或囊

性扩张. 

3  讨论

异型增生是指胃黏膜上皮生长偏离了正常生长

分化趋势, 伴分化失调和恶性趋势的增生[11]. 异
型增生是病理诊断术语, 一些文献译为非典型

性增生, 一些文献将异型增生称之为间变, 是良

性的上皮内肿瘤, 因胃异型增生具有多灶性的

特点, 其发生部位难以预料[12]. 本研究亦证实了

这一特点, 在进行甲基化检测中, 部分样本出现

阴性, 有可能为未取到异型增生的部位. 异型增

生属胃癌癌前病变, 中、重度异型增生癌变率

极高, 但可因有效地药物干预得以逆转. 
对于胃黏膜异型增生中医没有相应的称谓, 

但依据其不同的临床症状可归属于虚痞、痞

满、胃痛、呃逆、嘈杂、吐酸等病证范畴. 本
研究认为异型增生病机为“毒损胃络”, “胃

络虚”是本病的本, 其包括: 脾胃虚弱、胃阴虚; 
“气滞、血瘀、痰湿、热毒”构成的对胃黏

膜的损害是“毒损”. 解毒化瘀健脾方为临床

经验方, 该方由太子参、黄芪、百合、苏梗、

三七粉、蒲公英、白花蛇舌草、焦麦芽等组成. 
根据现代药理研究, 方中的益气养阴药对机体

的细胞免疫、体液免疫以及非特异性免疫功能

均有明显的调节作用; 同时, 益气养阴药有调节

内分泌系统功能, 在细胞的生长、分化、凋亡

及机体内环境稳定中具有重要作用, 其对内分

泌腺变性、萎缩及内分泌系统功能低下有一定

程度的改善作用. 此外, 益气养阴药对机体蛋白

质、糖、脂质代谢具有一定的调节作用, 他可

增加蛋白质和核酸的合成. 益气养阴药还能调

整胃肠功能[13]. 理气药可兴奋胃肠运动, 从而消

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

A B

C D

图  1  各处理组胃黏膜组织的HE染色(×100). A: 正常组; B: 模型组; C: 阳性对照组; D: 解毒化瘀健脾方组.

■应用要点
分析中药解毒化
瘀健脾方影响胃
黏膜异型增生抑
癌基因的甲基化
程度与该药物临
床取效的关系, 为
临床用药指导提
供实验参考依据. 
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除胀满; 同时其尚具有利胆作用, 促进胆汁分泌[13]. 
活血化瘀药对免疫系统有一定的调节作用, 因
而可抑制组织异常增生; 同时, 由于该类药物可

加速血流、降低毛细血管的通透性、改善局部

组织血液循环, 故对各种炎症的早期及不同类

型的炎症浸润均有明显疗效. 清热解毒药具有

抗菌、抗炎作用, 以及能提高机体免疫功能, 增
强机体的抗病能力; 同时具有抗肿瘤作用[13]. 目
前中医药治疗胃癌前病变在临床虽有明确的疗

效, 但取效的作用机理尚不完全明确[14], 需要进

一步的动物药理实验研究, 从分子水平进一步

明确其机制. 
研究发现, 胃癌癌前病变向胃癌渐进发生

的过程涉及遗传学与表观遗传学两大机制, 其中

表观遗传学机制的DNA甲基化与胃癌的发生进

展密切相关[15]. DNA高甲基化可能抑制基因的表

达, 相应的DNA低甲基化则可促进基因表达[16], 
某些癌基因的低甲基化和抑癌基因的高甲基化

改变是细胞癌变的重要特征[17,18]. Thbs1基因属

重要的抑制肿瘤发生发展的基因, 可介导细胞

黏附、移行、增生、分化以及诱导血小板聚集

和抑制血管生成[9,19], 研究发现胃癌中该蛋白的

表达受甲基化的影响呈下调趋势[20,21]. 
本研究的研究结果亦发现发生异型增生的

大鼠胃黏膜Thbs1基因甲基化程度显著高于健

康大鼠(P <0.05). 由甲基化调节的基因表达受

有效的外界药物干预发生改变, 本研究中经解

毒化瘀健脾中药治疗6 wk的15只大鼠中仅3只
被检出胃黏膜Thbs1基因甲基化, 甲基化比率

(20.00%)相比MG组大鼠(33.33%)显著降低(P  = 
0.0198), 即解毒化瘀健脾中药的干预可显著降

低抑癌基因Thbs1的甲基化程度. 结合各组胃黏

膜组织的HE染色结果, MG组大鼠胃黏膜表现

出中轻度异型增生的症状, 中西药治疗组该症

状均不同程度的得到控制、减轻, 本研究认为

解毒化瘀健脾中药对胃黏膜异型增生的临床有

效治疗与该药方中的益气养阴药、理气药、活

血化瘀药以及清热解毒药相互协同作用从而有

效实现了抑癌基因Thbs1的去甲基化有关(有关

每类中药的去甲基化作用将在今后的论文中陆

续报告). 异型增生的胃黏膜Thbs1甲基化程度

较高, THBS1蛋白较低表达, 其抑制血管生成及

调节细胞分化、黏附的能力受到限制, 如病情

得不到控制, 更多的血管生成可供给增生组织

更多的营养物质, 增加其恶性病变的可能, 失调

的细胞分化、黏附也加剧了病变恶性程度, 甚

至病灶转移. 中药解毒化瘀健脾方的治疗显著

降低Thbs1甲基化程度, 增加THBS1蛋白的表达, 
使该蛋白功能得到正常发挥, 有效缓解控制异

型增生病情, 阻止其向胃癌发展的进程.  
胃癌的发生发展涉及多种基因、多条信号

通路的共同参与调控, 中药实现胃癌及癌前病

变临床治疗的机制, 仍需更多的动物实验与药

理研究综合深入的分析探讨. 
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研究具有一定的
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