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　　[摘要]　目的:探讨猪苓多糖对鹅去氧胆酸(CDCA)诱导 GES-1细胞株的肠上皮化生相关分子标志物的影

响。方法:CCK8法检测不同浓度 CDCA、猪苓多糖对 GES-1细胞增殖能力的影响;RT-qPCR、Westernblot法检

测肠上皮化生相关分子标志物表达水平。结果:CDCA 诱导后,GES-1细胞的尾型同源盒2(CDX2)、Kruppel样

转录因子4(KLF4)蛋白及 mRNA表达水平明显上调(P<0.05),性别决定区 Y框蛋白2(SOX2)蛋白及 mRNA
表达水平显著下调(P<0.05)。猪苓多糖干预后可抑制由 CDCA 诱导的肠上皮化生细胞模型 CDX2、KLF4的

mRNA和蛋白表达(P<0.05),并促进 SOX2mRNA 和蛋白的表达(P<0.05)。结论:猪苓多糖可通过下调

CDX2和 KLF4的表达,上调SOX2的表达,从而在一定程度上阻断胃黏膜上皮细胞向肠上皮化生转变的进程。
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Abstract　Objective:Toexploretheeffectofpolyporusumbellatuspolysaccharidesongastrointestinalmeta-
plasiaofGES-1cellsinducedbychenodeoxycholicacid.Methods:TheeffectsofchenodeoxycholicacidandPol-
yporusumbellatuspolysaccharideatdifferentconcentrationsontheproliferationofGES-1cellswasdetectedby
CCK8,andtheexpressionofintestinalmetaplasiarelatedmolecularmarkerswasdeterminedbyRT-qPCRand
Westernblot.Results:AfterGES-1cellswereinducedbychenodeoxycholicacid,theexpressionlevelsofCDX2,

KLF4proteinandmRNAweresignificantlyup-regulated(P<0.05),whiletheexpressionlevelsofSOX2protein
andmRNA weresignificantlydown-regulated(P<0.05).Polyporusumbellatuspolysaccharidescaninhibitthe
expressionofmRNAandproteinofCDX2andKLF4inintestinalmetaplasiacellmodelinducedbyCDCA(P<
0.05),andpromotetheexpressionofSOX2mRNAandprotein(P<0.05).Conclusion:Polyporusumbellatus
polysaccharidescanblockthetransformationofgastricmucosalepithelialcellstointestinalmetaplasiatosomeex-
tentbydown-regulatingtheexpressionofCDX2andKLF4andup-regulatingtheexpressionofSOX2.
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　　胃癌是我国主要的恶性肿瘤之一,2019年国

家癌症中心的最新癌症报告显示,胃癌在我国恶性

肿瘤中的发病率和死亡率均位居第二[1]。根据

Correa级联学说,胃癌前病变 (precancerousle-
sionsofgastriccarcinoma,PLGC)发展至胃癌一般

要经历长时间、多步骤的病变过程,因此对 PLGC
的管理是胃癌预防的关键措施之一[2-3]。PLGC是

一个病理组织学概念,包括慢性萎缩性胃炎、肠上

皮化生(intestinalmetaplasia,IM)和胃黏膜上皮异

型增生等多项病理改变。其中IM 是指胃黏膜上

皮细胞被肠型上皮细胞所代替,即胃黏膜中出现类

似小肠或大肠黏膜的上皮细胞。在 PLGC中,IM
的类型和范围均有预测胃癌发生危险性的重要价

值,是胃黏膜上皮细胞从良性向恶性转变的关键步

骤[4-5],尤其与肠型胃癌的发展关系密切[6],因此需

要有效地密切监测和进行干预。
西医对IM 的主要治疗方式包括一般措施如

戒烟酒、服用胃黏膜保护剂和避免使用损害胃黏膜

的药物[7],尚无明确逆转其进程的药物。近年来,
中医药在PLGC的治疗中发挥了关键作用[8],中医

分析本病的病机为外邪犯胃(包括 Hp感染),饮食

不节,情志不调,或久病及胃、药物所伤及环境因素

等造成脾胃受损,运化失司,水湿内停,聚湿成痰,
久而导致痰湿阻络,气血化生不足,形成瘀血。中

药猪苓在临床应用广泛,主要功效为利水消肿、泄
热渗湿,其中猪苓多糖(polyporusumbellaluspol-
ysaccharides,PPS)是猪苓最主要的有效成分,药理

学研究明确 PPS具有抗肿瘤及调节免疫的作用。
故近年来其常用于治疗膀胱癌、前列腺癌、肝癌及

胃癌等恶性肿瘤,同时对伴有水肿及积液的患者疗

效明显,但其对 PLGC,尤其是IM 的作用尚不得

知。本课题组多年来致力于观察和总结中医药逆

转PLGC的用药经验和规律,初步发现猪苓在其中

发挥了重要作用。为进一步揭示PPS逆转PLGC,
特别是IM 的作用,本研究运用鹅去氧胆酸(che-
nodeoxycholicacid,CDCA)作用于GES细胞系,建
立IM 细胞模型,观察PPS作用后对胃肠上皮化生

的逆转效果,并初步探索其作用机制。
1　材料与方法

1.1　实验药物与细胞株

PPS(上海源叶生物科技有限公司)。CDCA
(Sigma-Aldrich),加入二甲基亚砜(DMSO)溶解,
配成1mol/L母液,-20℃保存。人胃黏膜上皮细

胞 GES-1细胞来自本课题组储备。结肠癌细胞

HT-29(目录号:SCSP-5032),购于中国科学院典型

培养物保藏委员会细胞库。

1.2　试剂与仪器

RPMI1640培养液、胎牛血清购自以色列 BI
公司;不完全 McCoy’s5A 培养液、全蛋白提取试

剂盒购自江苏凯基生物技术股份有限公司;PBS缓

冲液购于美国 HyClone公司;0.25%胰蛋白酶购

于 Gibco公司;DMSO购于Sigma公司;β-actin、性
别决定区 Y 框蛋白2(SOX2)购自 CellSignaling
Technology公司;Kruppel样转录因子4(kruppel
likefactor4,KLF4)购自Proteintech公司;尾型同

源盒2(caudaltypehomeobox2,CDX2)购自 Af-
finityBiosciences公司;山羊抗鼠IgG、山羊抗兔

IgG购于美国JacksonImmunoresearch公司;ECL
发光液、5×SDS-PAGE上样缓冲液购于杭州弗德

生物科技有限公司;BCA 试剂盒购于 Thermosci-
entific公司;CCK-8 试剂盒购于 Biosharp 公司;
PCR引物由英潍捷基(上海)贸易有限公司合成;
反转录试剂盒、Trizol试剂购自日本 TaKaRa公

司;实时荧光定量 PCR 检测试剂盒购自美国 Ap-
pliedBbiosystems公司。

电泳仪、电泳槽、转模仪、化学发光凝胶成像系

统、热循环 PCR 仪(美国 Bio-Rad公司);酶标仪

(美国BioTek公司)。
1.3　方法

1.3.1　细胞培养　将 GES-1细胞培养于含10%
胎牛血清、1%双抗(青霉素 + 链霉素)的 RPMI
1640培养液;HT-29细胞培养于含10%胎牛血清、
1%双抗(青霉素+链霉素)的 McCoy’s5A 培养

液。细胞培养于37℃、5%CO2、饱和湿度培养箱

中,每2~3d更换一次培养液,一周2~3次传代。
1.3.2　CCK8法检测 CDCA、PPS对 GES-1细胞

增殖-毒性实验　将 GES-1细胞按5.6×103 个/孔

接种在96孔板中,每组设置6个复孔,且设置空白

对照组。待细胞贴壁生长24h后,用 RPMI1640
培养液饥饿 12h 之后,加入不同浓度的 CDCA
(50、 100、 150、 200 μmol/L ) 及 PPS
(1.0、2.5、5.0、10.0mg/mL)各100μL/孔处理细

胞24h后,每孔加入 CCK8试剂10μL,放入细胞

培养箱继续培养2h,用酶标仪测定各孔在450nm
波长的吸收度。计算细胞增殖率,增殖率(%)=
[(实验组吸收度值-空白组吸收度值)/(对照组吸

收度值-空白组吸收度值)]×100%。重复实验3
次,取均值。
1.3.3　WesternBlot检测IM 相关蛋白表达　将

处于对数生长期的 GES-1细胞按照1.7×105 个/
孔接种在6孔板上。设置 HT-29细胞为阳性对照

组,每孔细胞数为1.6×105 个。培养箱孵育24h,
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用不同浓度CDCA(25、50、100μmol/L)+不同浓

度PPS(2.5、5.0mg/mL)处理GES-1细胞72h之

后,将细胞用PBS缓冲液洗3次,加入全蛋白提取

试剂,置冰上裂解30min后,用4℃、13000r/min
离心15min,提取细胞总蛋白。按照BCA 试剂盒

说明进行蛋白定量测定。加入5×SDS-PAGE上

样缓冲液,混匀后用金属浴100℃加热10min。将

待测蛋白样品进行 SDS-PAGE 凝胶电泳(80V,
60min;120V,30min),电泳完成后采取PVDF膜

湿转 法,冰 水 浴 中 将 凝 胶 中 的 蛋 白 转 移 到 膜

上(300mA,70min)。将膜放入5%的脱脂牛奶

中封闭2h,TBST清洗3次后,加入一抗在4℃孵

育过 夜,次 日 孵 育 二 抗 2h,TBST 清 洗 3 次。
PVDF膜经ECL化学发光法显影后,用ImageLab
软件获取图像并分析灰度值。

1.3.4　RT-qPCR　 检测 CDCA 对 GES-1 细胞

CDX2、KLF4、MUC2、SOX2mRNA 表达的影响,
将3.5×104 个/孔的 GES-1细胞接种在24孔板

上,用不同浓度 CDCA(25、50、100μmol/L)作用

48h之后收集细胞,用Trizol法提取总RNA,逆转

录成cDNA 后,进行 RT-qPCR 扩 增 (反 应 体 系

为5μL),扩增条件:95℃10min;95℃15s,60℃
1min,40个循环;溶解曲线:95℃15s,60℃15s,
95℃15s。引物序列见表1。每个样品设置3个复

孔,用2ΔΔCt 法对 GAPDH 值作归一化处理,计算相

对表达量。
1.4　统计学分析

各实 验 组 数 据 以 ■x ±s 表 示;用 Graphpad
8.0.2统计软件进行分析。以P<0.05为差异有

统计学意义。

表1　引物序列

基因名称 上游序列(5′-3′) 下游序列(5′-3′) 种属

GAPDH ATGTCGTGGAGTCTACTGGC TGACCTTGCCCACAGCCTTG 人

CDX2 TTCACTACAGTCGCTACATCACC TTGTTGATTTTCCTCTCCTTTGC 人

KLF4 CGGACTCCCTGCCATAGAGGAGG CAGCTTCACCTATCCGATCCGG 人

MUC2 GGAGATCACCAATGACTGCGAG GAATCGTTGTGGTCACCCT 人

SOX2 TACAGCATGTCCTACTCGCAGGAGGG GGAGTGGGAGGAAGAGGTAACCACAGGG 人

2　结果

2.1　CDCA、PPS对 GES-1细胞增殖的影响

与正常对照组相比,CDCA50μmol/L 组对

GES-1细胞的增殖未见明显改变。当 CDCA 处理

浓度升高时,GES-1细胞的相对细胞活性显著下

降,且当CDCA 浓度大于150μmol/L时,其对细

胞的 抑 制 率 达 到 50% 以 上。当 PPS 处 理 浓 度

为1.0、2.5、5.0mg/mL时,GES-1细胞相对活性

无明 显 改 变,见 表 2。因 此,本 研 究 选 择 浓 度

为100μmol/L及其以下的CDCA、5mg/mL及其

浓度以下的PPS进行后续实验。
2.2　不同浓度CDCA对 GES-1细胞的影响

与空白组相比,CDCA50、100μmol/L组诱导

的 GES-1细胞内SOX2蛋白及 mRNA 表达量明

显下降(P<0.05),CDX2、KLF4蛋白及 mRNA
表达量显著升高(P<0.05)。CDCA100μmol/L
组的CDX2蛋白及 mRNA 表达水平,接近阳性对

照组的 CDX2表达。表明,100μmol/L 的 CDCA
诱导 GES-1向IM 细胞转化的作用效果最为显著

(P<0.01),见表3~4、图1。

表2　CDCA、PPS对GES-1细胞增殖的影响　
■x±s

组别 浓度 相对细胞活性/%
正常对照组 100±0
CDCA 50μmol/L 　93±13
CDCA 100μmol/L 　66±111)

CDCA 150μmol/L 　42±121)

CDCA 200μmol/L 　37±61)

PPS 1.0mg/mL 105±8
PPS 2.5mg/mL 112±15
PPS 5.0mg/mL 107±13
PPS 10.0mg/mL 　25±31)

　　与正常对照组比较,1)P<0.001。

表3　不同浓度CDCA对GES-1中SOX2、KLF4、CDX2蛋白表达的影响 ■x±s

组别 SOX2/β-actin KLF4/β-actin CDX2/β-actin
空白组 0.52±0.02 0.33±0.02 0.15±0.01
造模组 CDCA25μmol/L 0.49±0.06 0.60±0.072) 0.74±0.082)

CDCA50μmol/L 0.35±0.051) 0.48±0.061) 0.70±0.082)

CDCA100μmol/L 0.22±0.032) 0.95±0.082) 1.13±0.092)

阳性对照组 0.87±0.032) 1.01±0.032) 0.62±0.022)

　　与空白组比较,1)P<0.05,2)P<0.01。
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表4　RT-qPCR检测CDX2、KLF4、SOX2mRNA的表达情况 ■x±s

组别 CDX2/2ΔΔCt KLF4/2ΔΔCt SOX2/2ΔΔCt

空白组 1.37±0.39 1.38±0.36 114.22±10.77
造模组 CDCA25μmol/L 195.35±27.052) 26.39±4.14 67.15±6.56

CDCA50μmol/L 657.74±42.842) 48.60±7.251) 23.47±2.57
CDCA100μmol/L 927.02±45.892) 394.83±42.362) 2.83±1.981)

阳性对照组 1548.24±62.372) 56.99±3.291) 245.45±20.531)

　　与空白组比较,1)P<0.05,2)P<0.01。

2.3　PPS对 CDCA 诱导 GES-1的 CDX2、KLF4、
SOX2蛋白表达的影响

与造模组相比,PPS2.5mg/mL、5.0mg/mL
组细胞中的SOX2蛋白水平明显上调(P<0.05),

同时 CDX2、KLF4 的 蛋 白 水 平 显 著 下 调 (P <
0.05)。表明,PPS在一定程度上能阻断 CDCA 刺

激后的正常胃黏膜细胞转变为IM 细胞的进程,见
图2、表5。

图1　不同浓度CDCA对GES-1中CDX2、KLF4、SOX2蛋白表达的影响;　图2　PPS对IM模型的CDX2、KLF4、SOX2
蛋白表达的影响

表5　PPS对IM模型的SOX2、KLF4、CDX2蛋白表达的影响 ■x±s

组别 SOX2/β-actin KLF4/β-actin CDX2/β-actin
空白组 0.61±0.02 0.31±0.02 0.24±0.01
造模组 100μmol/L 0.25±0.04 0.79±0.08 0.57±0.07
PPS 2.5mg/mL 0.35±0.051) 0.28±0.042) 0.45±0.051)

5.0mg/mL 0.56±0.052) 0.16±0.022) 0.35±0.042)

　　与造模组比较,1)P<0.05,2)P<0.01。

3　讨论

现代医学对PLGC的防治缺乏靶点明确的有

效干预措施,主要治疗方法是定期进行内镜随访和

监测,对有症状的患者采用根除 Hp、增加胃黏膜营

养及保护、改善胃动力、抑制胆汁反流等[9]。中医

药防治PLGC具有显著优势,大量临床研究显示中

医药对PLGC的治疗具有肯定作用[10-11],所以从中

医治疗角度寻找新的治疗靶点、发掘相关中药的作

用机制,是临床上控制和治疗PLGC的重要举措。
本课题组魏睦新教授多年来运用化痰消瘀方

治疗PLGC,前期多项临床研究显示疗效显著,能
够改善甚至消除胃痛、胃胀、嗳气、反酸等临床症

状[12],且病理活检结果提示治疗后能在一定程度

上有效逆转包括IM 在内的 PLGC 病理改变[13]。
主要表现在慢性萎缩性胃炎、IM、不典型增生的病

变程度呈现不同程度的减轻、好转甚至完全逆转至

正常,其中IM 改善率在56.98%左右[14]。前期实

验研究显示,化痰消瘀方的作用机制可能与激活抑

癌基因PTEN,调节FAK的去磷酸化,通过FAK/
Src信 号 通 路 下 调 paxillin 来 诱 导 细 胞 凋 亡 相

关[15],其他作用机制有待实验进一步明确。根据

魏睦新教授多年临床经验用方的用药规律,发现猪

苓是化痰消瘀方中发挥逆转作用的关键药物之一。
猪苓味甘,性淡、平,具有利水渗湿的功效[16]。PPS
是猪苓中提取的多糖类物质,为猪苓的主要活性物

质之一,近年来有研究发现PPS具有抗肿瘤、增强

免疫调节、抗氧化、抗炎和抗病毒等功效[17],但在

PLGC方面尤其是对IM 的作用尚不清楚。
大量临床和流行病学研究表明,IM 是增加胃

癌发病风险的关键因素[18-19],而胆汁反流是IM 和

胃癌重要的危险因素[20-21]。胆汁酸是反流胆汁中

的重要危险因素,因此近年来,多项实验已能成熟
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运用胆汁酸建立IM 的细胞模型,以研究相关发病

机制,故本实验亦运用该模型,探讨 PPS对IM 的

作用以及其相关的作用机制。相关研究显示,胆汁

酸诱导正常胃上皮细胞向肠上皮细胞转化的过程

中,CDX2及其下游分子的表达发生了明显的变

化[22]。CDX2是一种肠道特异性的核转录因子,在
调控肠道上皮发育、分化、表型维持和功能中发挥

重要作用[23]。CDX2在正常胃黏膜中不表达,但在

IM 组织中异常活化[24],起到促进胃癌发生的作

用,细胞实验和转基因鼠研究均证实CDX2可以通

过直接调控相关肠特异性分子的转录诱导IM 的

发生[25-26]。国内外研究均提示其表达量与IM 分

级程度呈正相关[27-29]。目前胃黏膜IM 细胞模型

尚未明确,由于CDX2的异位表达和活化是IM 发

生的关键事件,大部分细胞模型实验将此作为验证

模型成功的关键指标,因此也是本实验观察药物作

用的重点指标。本实验结果表明,PPS能有效抑制

胆汁酸诱导的胃黏膜上皮细胞表达CDX2,提示这

可能是其控制IM 的机制之一。同样是转录因子

的SOX2在胃癌的发生、发展中也可能具有重要作

用[30],且随着IM 进展,CDX2的表达逐渐上调,
SOX2的 表 达 逐 渐 下 调,二 者 呈 负 相 关 (r<
0)[31-32]。SOX2和CDX2mRNA 表达与其启动子

区甲基化状态亦呈负相关(r<0),且两者存在相互

负调控机制[33],提示SOX2在维持胃黏膜上皮细

胞表型上具有重要作用。因此SOX2也可作为本

实验的观察指标,用于观察 PPS对胃黏膜上皮细

胞的保护作用。本实验结果显示,CDCA 作用后,
GES-1中 SOX2的表达下降,PPS干预后可维持

SOX2的表达,提示其可能是PPS保护胃黏膜细胞

功能的机制之一。KLF4是胃癌发展过程中的一

个抑癌因子,其表达与胃癌的发生、淋巴结转移、分
化程度、TNM 分期及浸润程度密切相关[34-35]。但

其在PLGC的发展过程中可能起到促进作用。有

研究显示,KLF4在Barrett食管中表达强烈,并且

胆汁酸作用食管鳞状上皮细胞后能促进 KLF4的

表达[36]。在IM 组织中亦检测到 KLF4 的高表

达[37]。以上结果提示,KLF4与SOX2同样在维持

胃黏膜上皮细胞的功能表型上具有重要作用。本

实验结果显示,CDCA 诱导的细胞模型中,SOX2
表达明显下降,KLF4表达量显著升高,而 PPS作

用后能显著提高模型细胞SOX2的表达量和下调

KLF4,提示维持 SOX2 和 KLF4 的表达可能是

PPS发挥胃黏膜上皮细胞保护功能的机制之一。
综上所述,本实验初步探索了在治疗PLGC中

具有重要作用的猪苓的有效成分———PPS,对 CD-
CA诱导 GES-1细胞系建立的胃肠上皮化生的细

胞模型的作用及相关机制,结果提示 PPS能同时

通过抑制 CDX2的表达和维持SOX2、KLF4的表

达,发挥其保护胃黏膜上皮细胞,阻止其向IM 转

化的作用。胃肠上皮化生机制较为复杂,影响因素

众多,PPS是否还具有其他的调节机制有待进一步

研究。
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