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Abstract
BACKGROUND
Numerous studies suggest that immune escape plays 
an important role in tumor formation. Chronic atrophic 
gastritis (CAG) is a precancerous lesion of gastric cancer. 
Anwei decoction has been found to improve the clinical 
symptoms and pathological manifestations of CAG and 
reverse it, but whether this effect is related to the immune 
escape mechanism needs to be further investigated.

AIM
To explore the relationship between the programmed cell 
death protein 1 (PD-1)/programmed cell death ligand 1 
(PD-L1) axis and the curative effect of Anwei decoction in 
CAG rats from the perspective of cellular immune escape.

METHODS
Rats with CAG induced by 1-methyl-3-nitro-1-nitrosog-
uanidine (MNNG) were treated with different doses of 
Anwei decoction and Vitacoenzyme tablets. Hematoxylin-
eosin staining was used to observe the effect of Anwei 
decoction on inflammatory cell infiltration and histomorp-
hological changes in the gastric mucosa of CAG rats. 
Immunohistochemistry assay was used to detect the 
expression of PD-1 and PD-L1 in the gastric mucosa of CAG 
rats. The changes of serum CD4+ and CD8+ T-cell levels 
were detected by ELISA. The expression of PD-1 and PD-L1 
mRNA and protein in the gastric mucosa of CAG rats was 
detected by qPCR and Western blot, respectively.

安胃汤抑制CAG大鼠PD-1/PD-L1信号轴免疫逃逸机制研究

陈 丽, 宋泓燕, 谭程匀, 蒋婳影, 甘秀凤, 卜 磊, 韦 维, 林寿宁

在线投稿: https://www.baishideng.com

DOI: 10.11569/wcjd.v32.i2.148

世界华人消化杂志 2024年2月28日; 32(2): 148-157

ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

基础研究 BASIC RESEARCH

®

2024-02-28|Volume 32|Issue 2|WCJD|https://www.wjgnet.com 148



陈丽, 等. 安胃汤抑制CAG大鼠PD-1/PD-L1信号轴免疫逃逸机制研究

2024-02-28|Volume 32|Issue 2|WCJD|https://www.wjgnet.com 149

RESULTS
Immunohistochemistry analysis showed that the expression 
level of PD-L1 in the high- and low-dose Anwei decoction 
groups was lower than that in the model group and the 
Vitacoenzyme group (P < 0.01 and P < 0.05, respectively). 
ELISA showed that compared with the model group, the 
level of CD4+ T-cells and the CD4+/CD8+ ratio in the high-
dose Anwei decoction group increased (P < 0.01 and P < 0.05, 
respectively), and the level of CD8+ T-cells in all the Anwei 
decoction groups and Vitacoenzyme group decreased (P < 
0.01); compared with the Vitacoenzyme group, the expression 
of CD8+ T-cells in the high-dose Anwei decoction group was 
decreased (P < 0.05). qPCR results showed that compared 
with the model group, the expression level of PD-1 mRNA 
in high-dose Anwei decoction group and Vitacoenzyme 
group decreased (P < 0.01), and the expression level of PD-
L1 mRNA decreased in the high- and middle-dose Anwei 
decoction groups (P < 0.01 and P < 0.05, respectively). 
Western blot analysis showed that compared with the model 
group, the relative expression level of PD-1 and PD-L1 to 
actin in the high- and middle-dose Anwei decoction groups 
decreased (P < 0.01 and P < 0.05, respectively).

CONCLUSION
The apparent anti-CAG effect of Anwei decoction may be 
related to the inhibition of immune escape induced by the 
PD-1/PD-L1 axis.

© The Author(s) 2024. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
背景
众多证据表明免疫逃逸在肿瘤形成过程中扮演重要
角色, 慢性萎缩性胃炎(chronic atrophic gastritis, CAG)
是胃癌的癌前疾病. 安胃汤被发现可改善CAG临床症
状及病理表现, 实现CAG的逆转, 该作用是否与免疫
逃逸机制相关有待进一步研究. 

目的
从 细 胞 免 疫 逃 逸 角 度 ,  探 讨 程 序 性 死 亡 受 体
-1(programmed cell death protein 1, PD-1)/程序性死亡受
体配体-1(programmed cell death ligand 1, PD-L1)信号
轴与安胃汤对CAG模型大鼠疗效之间的关系. 

方法
采用1-甲基-3-硝基-1-亚硝基胍(1-Methyl-3-nitro-1-
nitrosoguanidine, MNNG)慢性萎缩性胃炎大鼠模型, 
应用不同剂量安胃汤及维酶素片进行干预; HE染色
观察安胃汤对CAG模型大鼠胃黏膜炎症细胞浸润及
组织形态改变的影响; 免疫组化检测CAG模型大鼠
胃黏膜组织PD-1、PD-L1蛋白表达; ELISA检测血清
CD4+、CD8+水平变化; qPCR检测CAG模型大鼠胃黏
膜PD-1mRNA、PD-L1mRNA表达; Western-blot检测
CAG模型大鼠胃黏膜组织PD-1、PD-L1蛋白表达.

结果
免疫组化结果示: 与模型组和维酶素组比较, 安胃
汤高、低剂量组PD-L1表达均较低(P <0.01, P <0.05). 
ELISA实验结果示: 与模型组比较, 安胃汤高剂量组
CD4+表达及CD4+/CD8+比值升高(P<0.01, P<0.05), 安
胃汤各组和维酶素组CD8+表达降低(P<0.01); 与维酶
素组比较, 安胃汤高剂量组CD8+表达降低(P <0.05). 
qPCR实验结果显示: 与模型组比较, 安胃汤高剂
量组和维酶素组PD-1mRNA表达下降(P <0.01), 安
胃汤高、中剂量组PD-L1mRNA表达下降(P <0.01, 
P<0.05). Western-blot实验结果显示: 与模型组比较, 安
胃汤高、中剂量组PD-1/Actin, PD-L1/Actin表达下降
(P<0.01, P<0.05).

结论
安胃汤抗CAG作用可能与抑制PD-1/PD-L1信号通路
诱导的细胞免疫逃逸有关.

© The Author(s) 2024. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 安胃汤能改善慢性萎缩性胃炎模型大鼠的病

理形态, 其作用可能与抑制程序性死亡受体-1/程序性死

亡受体配体-1信号通路诱导的细胞免疫逃逸有关.
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0  引言

慢性萎缩性胃炎(chronic atrophic gastritis, CAG)是消化

系统的常见病、难治病、多发病, 发病率与年龄相关[1]. 
“正常黏膜-浅表性胃炎-萎缩性胃炎-肠上皮化生-异型

增生-胃癌”这一病理过程称为Correa级联反应[2], 是目

前广泛被接受的胃癌发病模式, 其中肠上皮化生与异型
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增生均为CAG的病理表现, 世界卫生组织于1978年将

CAG列为癌前疾病. 一项队列研究显示1/50的萎缩性胃

炎、1/3的肠化生和1/19的异型增生患者会在20年内发

展为胃癌[3]. 2020年全球36种癌症发病率和死亡率调查

结果表明: 胃癌是发病率排名第五, 死亡率排名第四的

世界范围内的一种重要癌症, 其中东亚为胃癌高发区[4]. 
胃癌是我国常见的致死性恶性肿瘤, 早期胃癌5年生存

率超90%, 进展期胃癌治疗后5年生存率低于30%, 但基

于我国国情, 胃癌早诊率较低; 手术切除是目前胃癌治

疗的主流手段, 据调查数据显示, 仍存在预后差、患者

生存率低的缺点[5]. 免疫逃逸是指肿瘤细胞通过对自身

表面抗原的修饰及对肿瘤组织周围环境的改变来逃避

机体免疫系统的识别与攻击[6], 在肿瘤形成及免疫耐受

过程中发挥重要作用, 与宿主免疫功能关系密切, 程序

性死亡受体-1(programmed cell death protein 1, PD-1)、程

序性死亡受体配体-1(programmed cell death ligand 1, PD-
L1)做为免疫检查点在免疫逃逸中扮演重要角色. 

为降低胃癌发病率和死亡率, 在癌前病变阶段使

用药物尽早介入治疗防止癌前病变向胃癌发展显得尤

为关键, 中医药提倡“未病先防, 既病防变”, 在CAG治

疗上有较好疗效, 能实现癌前病变的逆转, 值得深度挖

掘后推广. 安胃汤是在全国名老中医林沛湘教授治疗慢

性胃病验方基础上组方而成, 方中黄连、干姜为君, 师
法仲景《伤寒论》半夏泻心汤之辛开苦降之意, 寒热并

用, 合半夏入胃, 共奏和胃降逆、燥湿开结、通降气机

之功; 百合、乌药为臣, 养津护胃、行气散寒; 白芍、炙

甘草为佐, 酸甘化阴生津液、柔肝缓急止疼痛; 薏苡仁

健脾除湿, 丹参、木香行气化瘀, 共为使药[7]. 在科技部

“十一五”农村适宜技术推广示范研究中, 将林沛湘教

授治疗馒险胃炎及合并癌前病变经验推广应用研究筛

选为卫生适宜技术在广西壮族自治区部分地区进行培

训推广, 效果良好[8]. 为进一步研究安胃汤治疗CAG作

用机制, 本研究通过观察安胃汤干预对CAG模型大鼠

PD-1/PD-L1通路关键因子PD-1、PD-L1、CD4+、CD8+

因子的影响, 分析安胃汤抗CAG, 逆转胃癌癌前状态的

作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 动物: 84只体质量(140-170) g健康清洁级雄性

Wistar大鼠, 动物生产许可证号: SCX(苏)2016-0010, 购
自常州卡文斯实验动物有限公司, 使用标准鼠料及水

饲养于室温为(23±2) ℃, 相对湿度为(75±10)%环境

中. 研究通过广西中医药大学动物福利伦理委员会批

准, 审查证明号: DW20191215-035. 

1.1.2 药物: 安胃汤中药免煎颗粒(主要成分为半夏、

黄连、干姜、百合、白芍、薏苡仁、乌药、丹参、炙

甘草, 药物构成比为9:5:5:20:20:10:7:15:5)、维酶素片

(产自北海阳光药业有限公司, 批号: 070318)均由广西

中医药大学瑞康医院提供. 
1.1.3 主要试剂与仪器: N-甲基-N-硝基-N-亚硝基

(MNNG), 麦克林试剂有限公司; Trizol试剂, Invitrogen
公司; 反转录试剂盒, 全式金公司; SYBR Green、7000
型实时荧光定量PCR系统, ABI公司; TUNEL试剂盒、

DAB显色剂, Servicebio公司; anti-PD-1、anti-PD-L1、
anti-β-Actin内参抗体、BCA蛋白浓度测定试剂盒、

HE染色套装, Solarbio公司; RIPA蛋白裂解液, 碧云天; 
DU2640型紫外分光光度计, Beckman公司; 3K220型低

温高速离心机, Sigma公司; DF2C型恒压恒流电泳仪, 
北京六一仪器厂.
1.2 方法

1.2.1 造模方法: 84只大鼠取14只做为正常组常规喂养, 
剩余70只做为模型组参照文献[9]造模. 模型组动物每

日仅自由饮用150 μg/mL MNNG溶液联合饥饱失常喂

养, 另配合每周灌胃45%食用乙醇1 mL/只, 持续造模

14 wk. 分别于8 wk、13 wk随机处死4只动物取材(正
常组、模型组各2只)进行病理染色. 病理染色确认造

模成功后, 选择10只正常组大鼠及50只模型组大鼠进

行分组给药实验. 
1.2.2 分组及给药方法: 60只动物分为正常组、模型

组、安胃汤高剂量组、安胃汤中剂量组、安胃汤低剂

量组、维酶素组6组, 每组10只. 14 wk开始, 正常组、

模型组大鼠每天每只按10 mL/kg标准灌胃生理盐水; 
安胃汤高、中、低剂量组每天每只分别予16 g/kg、8 
g/kg、4 g/kg安胃汤混悬液灌胃; 维酶素组每天每只0.4 
g/kg维酶素混悬液灌胃, 连续给药4 wk. 
1.2.3 动物取材: 灌胃给药4 wk后(第18周末), 禁食动物

12 h处死取胃黏膜组织、采血. 部分胃黏膜组织-80 ℃
冻存; 部分4%多聚甲醛固定, 梯度乙醇脱水, 石蜡包埋

保存. 腹主动脉取血分离血清, -20 ℃冻存. 
1.2.4 HE染色观察胃黏膜病理学改变: 切取4 μm石蜡

切片脱蜡至水, 依次入苏木素染液3-5 min、伊红染液

5 min, 脱水封片进行显微镜镜检, 采集图像. 
1.2.5 免疫组织化学法检测胃黏膜PD-1、PD-L1表达: 
切取4 μm石蜡切片脱蜡至水, 修复后加入3%双氧水室

温避光孵育25 min, 滴加3% BSA室温封闭30 min, 加入

一抗、二抗, DAB显色, 细胞核复染, 脱水封片后显微

镜镜检, 采集图像, 对光密度值进行半定量分析. 
1.2.6 ELISA法检测血清CD4+、CD8+表达: 加入标准品

工作液覆膜37 ℃孵育90 min, 弃液甩干加入生物素化
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抗体工作液混匀, 37 ℃孵育1 h, 洗板3次加酶结合工作

液37 ℃孵育30 min, 弃液甩干洗板5次加底物覆膜37 
℃避光孵育15 min左右, 标志孔出现明显梯度终止反

应, 立即用酶标仪在450 nm波长测量各孔光密度值. 
1.2.7 qPCR法检测胃黏膜PD-1mRNA、PD-L1mRNA
表达: 提取部分冻存胃组织, 采用Trizol总RNA试剂盒 
提取试剂盒提取胃组织总RNA, 检测RNA含浓度与纯

度(A260/A280 = 1.8-2.0); 采用cDNA合成试剂盒合成

cDNA进行逆转录反应, 反应条件为: 25 ℃孵育10 min, 
42 ℃孵育15 min, 85 ℃加热5 s灭活, -20 ℃保存; 进行

PCR反应, 反应体系为20 μL, 反应条件: 预变性94 ℃ 
30 s,变性94 ℃ 5 s, 退火61 ℃ 35 s共40个循环. PCR扩
增后, 实时荧光定量PCR仪自动分析结果, 根据阴性

对照调整阈值和基线以确定各个标本的Ct值, 并根据

熔解曲线确定该Ct值是否有效. 以GAPDH作为内参基

因, 采用2-△△CT法计算各组间mRNA表达水平差异, 实
验重复3次. 引物序列见表1.
1.2.8 Western-blot法检测胃黏膜PD-1、PD-L1表达: 提
取部分胃组织加入含1mM PMSF的RIPA裂解液, 进行

匀浆后冰上裂解30 min, 4 ℃ 12000 rpm离心10 min取
上清, BCA蛋白浓度测定试剂盒检测蛋白浓度, 将制

备好的目的蛋白进行SDS-PAGE电泳后转移到PVDF
膜, 封闭2 h后加入一抗β-Actin、PD-1、PD-L1鼠单抗

(1:3000)4 ℃孵育过夜, TBST洗涤3次后加入二抗羊抗

鼠IgG-HRP(1:3000)室温轻摇1 h, TBST洗涤5次后进行

显色、曝光、拍照. 以β-Actin为内参, 测定目的蛋白及

内参蛋白每个条带的灰度值.
统计学处理 所有数据使用SPSS 27.0进行统计分

析, 结果以mean±SD表示. 数据呈正态分布且方差齐

时, 多组间比较采用ANOVA单因素方差分析, 两两比

较采用LSD检验; 数据呈非正态分布或方差不齐时使

用K-W检验; P <0.05或P <0.01均视为差异具有统计学

意义. 柱状图使用GraphPad Prism 9绘制.

2  结果

2.1 病理染色确认造模结果 光镜下可见胃组织黏膜层

变薄, 局部黏膜上皮细胞脱落, 胃小凹变浅, 黏膜肌层及

黏膜下层结构紊乱, 充血, 局部黏膜下层水肿, 结缔组织

排列疏松, 可见较多炎性细胞浸润, 肌层大量肌纤维细

胞肿胀, 胞质疏松淡染, 验证造模成功. 见图1. 
2.2 安胃汤对CAG模型大鼠胃黏膜病理形态的影响 光
镜下可见正常组胃固有层胃腺丰富, 主细胞、壁细胞形

态结构正常, 未见明显炎症及水肿. 模型组胃黏膜层底

部胃腺数量减少, 黏膜下层重度水肿, 结缔组织排列疏

松, 伴炎性细胞浸润. 安胃汤高剂量组胃黏膜各层结构

清晰, 黏膜上皮完整, 胃腺排列紧密, 上皮细胞形态正常, 
肌层结构完整, 肌纤维排列规则, 未见明显异常改变. 安
胃汤中、低剂量组和维酶素组可见黏膜层底部胃腺数

量减少, 结缔组织增生, 组织少量出血, 炎症反应明显. 
见图2. 结果表明高剂量安胃汤可修复胃黏膜的病理性

损伤, 减轻炎症反应. 
2.3 安胃汤对CAG模型大鼠胃黏膜PD-1、PD-L1表达

水平的影响 正常组及安胃汤高、低剂量组与模型组

比较, PD-L1表达降低(aP <0.05, bP <0.01), 差异有统计学

意义. 正常组及安胃汤高、低剂量组与维酶素组比较, 
PD-L1降低(dP <0.01), 差异有统计学意义. 见图3-5. 
2.4 安胃汤对CAG模型大鼠血清CD4+、CD8+、CD4+/
CD8+表达水平的影响 正常组和安胃汤高剂量组与模

型组比较, CD4+升高, CD8+表达降低, CD4+/CD8+比值升

高(aP <0.05, bP <0.01); 安胃汤中、低剂量组及维酶素组

与模型组比较, CD8+表达降低(bP <0.01)差异有统计学意

义. 正常组与维酶素组比较, CD4+升高, CD8+表达降低

(dP <0.01), 差异有统计学意义. 见图6. 
2.5 安胃汤对CAG模型大鼠胃黏膜PD-1mRNA、PD-
L1mRNA表达水平的影响 正常组、安胃汤高剂量组及

维酶素组与模型组比较, PD-1mRNA表达下降(bP <0.01), 
正常组及安胃汤高、中剂量组与模型组比较 ,  P D-
L1mRNA表达下降(aP <0.05, bP <0.01), 差异有统计学意义. 
见图7. 
2.6 安胃汤对CAG模型大鼠胃黏膜PD-1/Actin、PD-
L1/Act in表达水平的影响 正常组及安胃汤高、中剂

量组与模型组比较, PD-1/Actin、PD-L1/Actin表达下降

(aP <0.05, bP <0.01), 维酶素组与模型组比较, PD-1/Actin表
达下降(aP <0.05); 正常组、安胃汤高剂量组与维酶素组

比较, PD-L1/Actin表达较低(cP <0.05, dP <0.01), 差异有统

计学意义. 见图8和9. 

3  讨论

CAG是指胃黏膜上皮遭受反复损害导致固有腺体萎缩, 
伴或不伴肠上皮化生和(或)异型增生的一种慢性炎症性

胃部疾病[10]. 免疫编辑学说将肿瘤发展过程分为三个阶

段: 清除期、平衡期、逃逸期, 肿瘤细胞在清除期未被

完全终止, 进入平衡期后经过免疫相持, 发生免疫重塑, 
免疫重塑后的肿瘤细胞避开机体免疫防御形成肿瘤, 即
肿瘤细胞发生了免疫逃逸, 免疫逃逸是肿瘤细胞免疫重

塑的结果[11]. CAG是胃癌公认的癌前病变, 该时期与肿

瘤细胞发生免疫重塑及免疫逃逸密切相关, 在此阶段尽

早干预有利于减少临床肿瘤的发生. 
PD-1、PD-L1是常用的免疫检查点, PD-1可表达在活

化的T细胞中, 通过抑制T细胞活化抑制人体免疫反应[12], 
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在胃癌患者CD8+ T表面表达较常人高, 与胃癌分期正相

关[13]. PD-L1属于B7家族, 与淋巴细胞凋亡及免疫抑制有

关, 抗PD-L1可改善机体免疫抑制[14]. PD-L1是巨噬细胞

在肿瘤组织中增殖、活化、抗肿瘤的负性信号分子[15], 
在肿瘤细胞中异常高表达, 被认为是促进肿瘤免疫逃逸

的主要因素[12]. PD-L1与PD-1结合可引起T细胞凋亡、无

能、耗竭和免疫抑制因子表达升高[16], 从而抑制T细胞

活性并抑制抗肿瘤免疫, 是促进肿瘤细胞免疫逃逸的主

要机制. PD-1/PD-L1通路在启动过程中即对T细胞发挥

负调控作用, 阻断通路激活将改善免疫抑制状态, 促进T
细胞发挥杀伤作用, 延缓肿瘤进展、改善预后[17]. T淋巴

细胞是细胞免疫最重要的部分, 通过各种T淋巴细胞亚

     

表  1  PCR引物序列

引物名称 引物序列 产物长度/bp

GAPDH
Forward primer 5'-GGAAAGCTGTGGCGTGAT-3'

155
Reverse primer 5'-TCCACAACGGATACATTGGG-3'

PD-1
Forward primer 5'-AATACGCCACCATTGTCTT-3'

114
Reverse primer 5'-AGCAGTGTCCATCCTCAT-3'

PD-L1
Forward primer 5'-AGGACCTGAAGCCTCAACACA-3'

169
Reverse primer 5'-AATGTGATTCGCTTGTAGTC-3'

GAPDH: 甘油醛-3-磷酸脱氢酶; PD-1: 程序性死亡受体-1; PD-L1: 程序性死亡受体配体-1.

图  1  病理染色确认造模结果(HE染色, ×200). 

图  2  安胃汤对慢性萎缩性胃炎模型大鼠胃黏膜病理形态的影响(HE染色, ×200). A: 正常组; B: 模型组; C: 安胃汤高剂量组; D: 安胃汤中剂

量组; E: 安胃汤低剂量组; F: 维酶素组.

CA B

FD E

100 μm100 μm

100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm
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群进行免疫调控, T淋巴细胞在免疫平衡期对肿瘤细胞

发挥着有效的选择压力, 多种免疫系统不足以清除的异

变肿瘤细胞产生, 当免疫功能受到抑制, 平衡被打破时, 
肿瘤细胞将快速生长并进入逃逸期, 进一步抑制免疫系

统[18]. CD4+ T细胞与CD8+ T细胞属于外周血T细胞亚群, 
CD8+ T细胞是主要的杀伤性T细胞, 同时也是抑制性T淋
巴细胞, 其含量与免疫抑制正相关; CD4+ T细胞是主要

的辅助性T细胞, 可协助B细胞分泌抗体和调节其它T细
胞的免疫应答, CD4+含量及CD4+/CD8+比值下降说明机

体处于免疫抑制状态[19]. 肿瘤微环境中CD8+ T的浸润程

度与PD-L1、调节性T细胞的积累呈正相关[20], 此时免疫

抑制处于主导地位. 胃癌肿瘤微环境中CD8+ T细胞产生

的γ-干扰素(interferon-γ, IFN-γ)可上调PD-L1的表达, CD8+ 
T、IFN-γ水平与PD-L1表达呈显著正相关[21], IFN-γ通过

诱导PD-1/PD-L1通路进行信号转导使CD8+ T和CD4+ T
细胞耗竭[22], 从而促进免疫逃逸. CD8+ T上PD-1的表达

与CD8+ T功能受损和CD4+T计数降低相关[17]. 限制淋巴

细胞功能, 抑制机体免疫应答是免疫逃逸的重要策略, 

图  4  安胃汤对慢性萎缩性胃炎模型大鼠胃黏膜PD-L1表达水平的影响(免疫组化, ×200). A: 正常组; B: 模型组; C: 安胃汤高剂量组; D: 安胃

汤中剂量组; E: 安胃汤低剂量组; F: 维酶素组. PD-L1: 程序性死亡受体配体-1.

图  3  安胃汤对慢性萎缩性胃炎模型大鼠胃黏膜PD-1表达水平的影响(免疫组化, ×200). A: 正常组; B: 模型组; C: 安胃汤高剂量组; D: 安胃

汤中剂量组; E: 安胃汤低剂量组; F: 维酶素组. PD-1: 程序性死亡受体-1.
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图  7  安胃汤对慢性萎缩性胃炎模型大鼠胃黏膜PD-1mRNA、PD-L1mRNA表达水平的影响. qPCR数据表示为mean±SD, n  = 9, 与模型组比

较, aP<0.05, bP<0.01; 与维酶素组比较, cP<0.05. PD-1: 程序性死亡受体-1; PD-L1: 程序性死亡受体配体-1.

图  6  安胃汤对慢性萎缩性胃炎模型大鼠血清CD4+、CD8+、CD4+/CD8+表达水平的影响. ELISA数据表示为mean±SD, n  = 10, 与模型组比

较, bP<0.01; 与维酶素组比较, cP<0.05, dP<0.01. CD4+: 表面有CD4+ T分子的T淋巴细胞; CD8+: 表面有CD8+ T分子的T淋巴细胞.

图  5  安胃汤对慢性萎缩性胃炎模型大鼠胃黏膜PD-1、PD-L1表达水平的影响. 免疫组化数据表示为mean±SD, n  = 6, 与模型组比较, 
aP<0.05, bP<0.01; 与维酶素组比较, dP<0.01. PD-1: 程序性死亡受体-1; PD-L1: 程序性死亡受体配体-1.
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中药成分可通过保护淋巴细胞活性、加强抗肿瘤免疫

反应抑制免疫逃逸[23]. CAG是“炎-癌转化”过程中的关

键环节, 免疫力低下是其发病根本原因[24], 大量研究表

明中医药可通过修复胃黏膜组织、改善免疫功能防治

甚至逆转CAG[25,26]. 炎症反应在慢性胃炎疾病进展过程

中呈现先高后低, CAG时期炎症反应强烈, 胃癌时期炎

症反应明显下降, 这可能与免疫功能受损致炎症反应减

弱相关[27]. 
项目组前期临床疗效观察研究显示[28]安胃汤可改

善患者胃黏膜的炎症反应, 促进腺体再生, 增加微循环

血流, 促进局部胃黏膜的修复; 安胃汤可以明显改善患

者胃黏膜萎缩、肠化生及不典型增生, 促进细胞的迁移

和损伤的修复[29]; 安胃汤能CAG患者的临床症状及降

低复发率等[30]. 实验机理研究方面,项目组研究发现, 安
胃汤通过抑制JAK1/STAT3信号传导通路调节细胞凋

亡[31], 通过抑制PI3K/Akt信号通路的活性[32], 促进CAG
模型大鼠胃黏膜萎缩腺体上皮细胞凋亡, 促进腺体再

生及胃黏膜修复; 通过上调CAG模型大鼠胃黏膜Fas、
FasL蛋白的表达[33], 下调Bcl-2蛋白的表达, 对大鼠胃黏

膜细胞Fas/FasL信号传导通路的激活进行调控, 从而起

到抗CAG的作用, 其作用机制是否与Fas/FasL-PI3K/Akt-
STAT3 细胞信号传导通路下游PD-1/PD-L1信号通路免

疫逃逸相关?越来越多的证据表明, PD-L1通过多种机

制进行调节, 包括基因组改变、表观遗传修饰、转录调

节、microRNAs、翻译后修饰和DNA损伤信号传导, 以
及调节癌症患者免疫抑制的PD-L1相互作用蛋白, 其中

对PI3K/Akt-STAT3-PD-L1通路的异常活化/失活影响及

PD-L1蛋白的翻译后修饰[34]. 有报道[35]重组人Tripartite基
序蛋白28(TRIM28)通过增加PD-L1丰度促进胃癌细胞逃

避免疫监视. 黄芪四君子汤调节 T 细胞 PD1 泛素化水平

重塑肿瘤免疫微环境抑制胃癌增殖[36]. 本研究发现, 经
安胃汤干预治疗后, 大鼠胃固有腺体数量减少、萎缩等

CAG重要病理形态明显改善, 炎性细胞浸润减轻, 胃黏

膜组织及功能得以修复; 高剂量安胃汤干预可升高大鼠

血清中CD4+的表达, 降低血清中CD8+表达, 升高CD4+/
CD8+的比值水平, 提示机体免疫抑制状态扭转, 机体免

疫应答增强; 安胃汤及维酶素片干预均可调低胃组织中

PD-1、PD-L1基因和蛋白水平, 其中以高剂量安胃汤表

现最佳, 且在降低PD-L1蛋白水平上, 安胃汤组总体表现

优于维酶素组, 提示PD-1、PD-L1结合减少, PD-1/PD-L1
轴介导的细胞免疫逃逸受到抑制.

4  结论

综上, 安胃汤抗CAG作用可能与抑制PD-1/PD-L1信号通

路诱导的细胞免疫逃逸有关. 由于胃黏膜发生癌变过程

中各阶段病理状态差异, 错综复杂, 中药复方抑制PD-1/

图  9  安胃汤对慢性萎缩性胃炎模型大鼠胃黏膜PD-1/Actin、PD-L1/Actin表达水平的影响. Western-blot数据表示为mean±SD, n  = 10, 与模

型组比较, aP<0.05, bP<0.01; 与维酶素组比较, cP<0.05, dP<0.01. PD-1: 程序性死亡受体-1; PD-L1: 程序性死亡受体配体-1.

图  8  安胃汤对慢性萎缩性胃炎模型大鼠胃黏膜PD-1/Actin、PD-L1/Actin表达水平的影响WB条带. 条带为3次重复实验结果, 条带顺序从左

到右依次为正常组; 模型组; 安胃汤高剂量组; 安胃汤中剂量组; 安胃汤低剂量组; 维酶素组. PD-1: 程序性死亡受体-1; PD-L1: 程序性死亡

受体配体-1.
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PD-L1信号轴免疫逃逸抗CAG的机制仍需做进一步探讨.

文章亮点

实验背景

安胃汤为全国名老中医林沛湘治疗慢性胃炎临床验方, 
多年临床经验显示安胃汤治疗慢性萎缩性胃炎疗效显

著. 现代药理研究证实安胃汤中的组成药物半夏、黄

连及其有效成分均能改善慢性萎缩性胃炎模型动物炎

症损伤, 被认为是防治慢性萎缩性胃炎的核心药物. 前
期研究发现, 安胃汤通过上调慢性萎缩性胃炎(chronic 
atrophic gastritis, CAG)模型大鼠胃黏膜Fas、FasL蛋白的

表达, 对大鼠胃黏膜细胞Fas/FasL信号传导通路的激活

进行调控, 从而起到抗CAG的作用. 当前研究发现, 阻断

程序性死亡受体-1(programmed cell death protein 1, PD-
1)/程序性死亡受体配体-1(programmed cell death ligand 1, 
PD-L1)信号通路, 抑制肿瘤细胞免疫逃逸是治疗胃癌的

潜在靶点, 尽早使用药物干预治疗有利于实现CAG的逆

转, 但安胃汤治疗慢性萎缩性胃炎的作用机制是否与其

调控PD-1/PD-L1信号通路相关, 还有待进一步研究.

实验动机

本实验从免疫逃逸角度出发, 探讨安胃汤治疗慢性萎缩

性胃炎的作用机制, 以期为临床更好地应用该方提供科

学依据.

实验目标

本实验通过观察安胃汤对1-甲基-3-硝基-1-亚硝基胍

(1-Methyl-3-nitro-1-nitrosoguanidine, MNNG)溶液诱导形

成的CAG模型大鼠中PD-1/PD-L1信号通路及相关因子

的影响, 探究安胃汤治疗CAG的作用机制.

实验方法

本实验构建MNNG诱导的CAG大鼠模型, 并给予不同

剂量的安胃汤治疗, 收集血清和胃黏膜组织, 通过HE染
色、TUNEL、免疫组化、ELISA、PCR、Western-blot检
测评估安胃汤对CAG大鼠胃黏膜细胞形态学、血清中

CD4+、CD8+水平以及胃黏膜组织中PD-1/PD-L1信号通

路相关基因、蛋白表达水平的影响.

实验结果

安胃汤能降低CAG模型大鼠血清中CD8+表达及胃组织

中PD-1、PD-L1基因和蛋白水平, 升高大鼠血清中CD4+

的表达, 升高CD4+/CD8+的比值水平.

实验结论

安胃汤可能通过清除异变的CD8+T细胞, 增强机体免

疫应答和T细胞杀伤作用, 继而降低PD-1、PD-L1表达, 
阻断因PD-1、PD-L1结合导致的T细胞耗竭, 从而改善

CAG大鼠症状, 发挥治疗作用.

展望前景

本研究为安胃汤的临床应用提供了一定的实验依据. 但
由于胃黏膜癌变过程错综复杂、变化多端, 且中药复方

的治疗作用存在多靶点、多层次、多水平的特点, 因此

需要深入研究以进一步明确安胃汤做为中药复方发挥

治疗作用的作用机制.
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