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摘要　目的：基于生物医学大数据筛选幽门螺杆菌（Ｈｐ）相关性慢性萎缩性胃炎的关键基因，探索其发病机制及安胃汤对
其的影响。方法：从数据库ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＯｍｎｉｂｕｓ（ＧＥＯ）下载Ｈｐ相关性慢性萎缩性胃炎相关芯片数据，利用ＧＥＯ２Ｒ软
件筛选出Ｈｐ相关性慢性萎缩性胃炎差异基因，进行生物信息学分析，根据蛋白参与通路数量确定核心蛋白，建立 Ｈｐ阳
性慢性萎缩性胃炎大鼠模型，用ＰＣＲ和蛋白质印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ）进行检测并观察安胃汤对其表达的影响。结果：
经过检索分析ＧＳＥ１３８７３和ＧＳＥ２７４１１系列芯片数据被纳入，取２个芯片交集的２０个差异基因进行生物信息学分析，发现
载脂蛋白Ａ１、ＣＤ３６、囊性纤维化穿膜传导调节蛋白（ＣＦＴＲ）可能是信号通路的核心蛋白。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ及ＰＣＲ结果显
示Ｈｐ相关性慢性萎缩性胃炎大鼠胃组织中，ＣＤ３６蛋白表达下调（Ｐ＜００５），载脂蛋白 Ａ１和 ＣＦＴＲ蛋白表达上调（Ｐ＜
００５）；与模型组比较，实验观察高剂量组、实验观察中剂量组和实验观察低剂量组胃组织中 ＣＤ３６蛋白表达上调，载脂蛋
白Ａ１和ＣＦＴＲ表达下调（Ｐ＜００５），其与Ｈｐ相关性慢性萎缩性胃炎发病关系密切。结论：通过对 ＧＥＯ中 Ｈｐ相关性慢
性萎缩性胃炎芯片生物信息学分析结合ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ及ＰＣＲ进一步的验证发现载脂蛋白Ａ１、ＣＤ３６、ＣＦＴＲ作为信号通
路的核心蛋白实验结果与生物信息学分析结果一致。
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　　慢性萎缩性胃炎（ＣｈｒｏｎｉｃＡｔｒｏｐｈｉｃＧａｓｔｒｉｔｉｓ，
ＣＡＧ）是由于胃黏膜萎缩变薄，胃腺体减少，导致胃
酸及胃蛋白酶分泌减少的慢性病变［１］。近年的研究

数据显示，全球大多数国家幽门螺旋杆菌（Ｈｅｌｉｃｏ
ｂａｃｔｅｒＰｙｌｏｒｉ，Ｈｐ）感染率仍较高，约有３３％成年人存
在Ｈｐ感染［２］。由中华医学会消化内镜学分会进行

的一项横断面调查显示，ＣＡＧ是我国最常见的一种
慢性胃炎［３］。ＣＡＧ病因与吸烟、酗酒、药物及 Ｈｐ感
染等因素有关，Ｈｐ是主要危险因素，可促进 ＣＡＧ患
者胃黏膜癌变［４］。根除 Ｈｐ可减少胃黏膜炎症、组
织学损害的进展、消化性溃疡的复发，以及患胃癌的

风险［５］。安胃汤为全国名老中医林沛湘教授的经验

方，寒热并用，活血行气，畅通气机，治疗慢性胃溃疡

疗效确切［６７］。本研究利用高通量基因表达数据库

（ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＯｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）中的基因芯片数据
对，挖掘Ｈｐ感染 ＣＡＧ芯片数据的基础上进行了分
子生物学验证。

１　资料与方法
１１　资料
１１１　资料来源　生物信息学资料来源从 ＧＥＯ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／ｇｅｏ／）数据库中检
索所有与Ｈｐ阳性相关的ＣＡＧ芯片数据。物种限定
为哺乳动物，同时分组中含有Ｈｐ阳性的ＣＡＧ与Ｈｐ
阳性正常胃黏膜进行比较的表达谱的数据系列。

１１２　动物　ＳＤ雄性大鼠，体质量（１００±２０）ｇ，７２
只，无特定病原体（ＳｐｅｃｉｆｉｃＰａｔｈｏｇｅｎＦｒｅｅ，ＳＰＦ）级，
购于湖南莱克景达实验动物有限公司，实施地点在

广西中医药大学实验动物中心，动物使用许可证号

（ＳＹＸＫ桂２０１９０００１）。分笼饲养于广西中医药大
学实验动物中心，环境为室温１８～２５℃、相对湿度
５０％～６０％、人工１２ｈ昼／夜循环照明。隔日更换垫
料、清洗笼舍，大鼠自由摄食及饮水。动物福利伦理

委员会批准（伦理审批号：ＤＷ２０１９０３１００４５）。
１１３　Ｈｐ菌株　采用悉尼标准菌株（ＳＳＩ），含有细
胞毒素相关基因 （ＣａｇＡ＋）和空泡细胞毒素
（ＶａｖＡ＋）（美国 ＭＴＣＣ公司，美国，菌株编号：
ＡＴＣＣ４３５０４）。将Ｈｐ接种于琼脂培养基（ＯＸＯＩＤ公
司，美国，货号：ＣＭ０３３１），配成 ６５０ｍＬ培养液，加
３０ｍＬ脱纤维羊血，高压灭菌，在微需氧的环境（二
氧化碳体积分数０１０，氧气体积分数００５，氮气体
积分数０８５）下３７℃培养３ｄ备用。

１１４　药物　安胃汤：半夏１３ｇ、黄连５ｇ、干姜５ｇ、
乌药 ７ｇ、丹参 １５ｇ、百合 ２０ｇ、白芍 ２０ｇ、薏苡仁
１０ｇ、炙甘草５ｇ，饮片购自广西中医药大学附属瑞
康医院门诊中药房。将以上药物饮片煎汁至 １ｇ／
ｍＬ备用，参照《药理实验方法学》［８］中人和动物体
表面积比值剂量表，给药剂量按照体质量６０ｋｇ成
人剂量的６１７倍计算为１０３ｇ／ｋｇ，作为中剂量，以
正常剂量的０５倍及２倍作为安胃汤低、高剂量，按
以上 ３种剂量对滤液进行剂量调整。阿莫西林
２５０ｍｇ／粒（珠海联邦制药股份有限公司中山分公
司，批号：９Ｃ０５０１０３），甲硝唑２００ｍｇ／片［远大医药
（中国）有限公司，批号：１９０３２２］，吲哚美辛２５ｍｇ／
粒（山西云鹏制药有限公司，批号：Ｄ１９０１０１），碳酸
氢钠片［上海玉瑞生物科技（安阳）有限公司，批号：

１８１１１１］，脱氧胆酸钠（北京索莱宝生物有限公司，货
号：ＳＬＢＺ６９７５），氨水（成都市科龙化工试剂厂，货
号：２０１６０４０５０１）。
１１５　试剂与仪器　兔抗ＣＤ３６抗体（ａｂｃａｍ公司，
英国，批号：ＧＲ２４３７５３３）；兔抗载脂蛋白 Ａ１抗体
（ａｂｃａｍ公司，英国，批号：ＧＲ３２５３３７７４）；兔抗囊性
纤维化穿膜传导调节蛋白（ＣｙｓｔｉｃＦｉｂｒｏｓｉｓＴｒａｎｓｍｅｍ
ｂｒａｎｅＣｏｎｄｕｃｔａｎｃｅＲｅｇｕｌａｔｏｒ，ＣＦＴＲ）抗体（ａｂｃａｍ公
司，英国，批号：ＧＲ３２０８８３８１）；兔抗 ＧＡＰＤＨ抗体
（武汉三鹰生物技术有限公司，批号：０００７８４２７）；特
超敏ＥＣＬ化学发光即用型底物（南京诺唯赞生物科
技有限公司，批号：７Ｅ３４１Ｅ９）；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒
（南 京 诺 唯 赞 生 物 科 技 有 限 公 司，批 号：

１４Ｇ０８Ａ４６０）；ＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（南京诺唯赞生
物科技有限公司，批号：７Ｅ０９２Ｈ６）、ＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒ
ｑＰＣＲ（南京诺唯赞生物科技有限公司，批号：
７Ｅ０２０Ｃ６）、ＲＮＡｅａｓｙＴＭＩｓｏｌａｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ（南京诺唯
赞生物科技有限公司，批号：７Ｅ３０３Ｈ９）均购自南京
诺唯赞生物科技有限公司；胃幽门螺杆菌快速检测

试纸 （广州贝思奇诊断试剂有限公司，批号：

２０１９０４１３６）。全波长多功能酶标仪 （Ｔｅｃａｎ公司，
瑞士，型号：ＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２００ＰＲＯ）；水平、垂直电
泳、转膜装置 （ＢｉｏＲａｄ公司，美国，型号：ＰＲＯ
ＴＥＡＮｉ１２ＩＥＦ）；ＢｉｏＲａｄＩｍａｇｅＬａｂ凝胶成像分析系
统 （ＢｉｏＲａｄ公司，美国，型号：ＣｈｅｍｉｄｏｃＣＤｔｏｕ
ｃｈ）；荧光定量ＰＣＲ仪 （Ｒｏｃｈｅ公司，瑞士，型号：
罗氏Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ９６）。
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１２　方法
１２１　生物信息学分析　通过ＧＥＯ２Ｒ分析系统分
析不同组织中基因的差异表达，通过在线交集分析

软件 （ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｐｓｂｕｇｅｎｔｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／
Ｖｅｎｎ／）荟萃查找相关３个芯片中相互共有的差异基
因，通过Ｄａｖｉｄ（ｈｔｔｐｓ：／／ｄａｖｉｄｎｃｉｆｃｒｆｇｏｖ／）进行基因
本体（ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）富集分析和京都基因和基
因组百科全书（ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅ
ｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）信号转导通路分析，通过ＳＴＲＩＮＧ１００
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｓｔｒｉｎｇｄｂｏｒｇ／）进行蛋白质蛋白质相
互作用（ＰｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）网络分析［９］。

１２２　分组与模型制备　大鼠适应性喂养１周后，
按照随机数字表法进行分组，正常对照组１０只，造
模组５０只。参照唐旭东等［１０］模型制备方法，予以

２％阿莫西林 ＋２５％甲硝唑混合液灌胃 ３ｄ，
６６ｍＬ／ｋｇ，１次／ｄ；再以２％吲哚美辛溶液灌胃２ｄ，
３３ｍＬ／ｋｇ，１次／ｄ；最后以２０％碳酸氢钠溶液灌胃，
６６ｍＬ／ｋｇ，１５ｍｉｎ后灌胃Ｈｐ菌悬液１ｍＬ／次，浓度
１×１０１２ＣＦＵ／Ｌ，隔日 １次，共 ６次。灌胃前后禁食
１２ｈ及４ｈ；Ｈｐ种植完成后正常饲养 ２８ｄ再给予
０８３％脱氧胆酸钠和００５％氨水代替饮用水交替饮
用，饥饱失常饮食，持续８周。模型成功标准：苏木
精伊红（ＨｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄＥｏｓｉｎ，ＨＥ）染色病理检测
大鼠胃黏膜固有层腺体减少并萎缩，快速尿素酶试

验检测Ｈｐ阳性提示造模成功。造模成功后对造模
大鼠按照随机数字表法分为实验观察高剂量组、实

验观察中剂量组、实验观察低剂量组、模型对照组、

阴性对照组，每组１０只。
１２３　干预方法　实验观察高剂量组（安胃汤浓度
２０６ｇ／ｋｇ）、实验观察中剂量组（安胃汤浓度１０３ｇ／
ｋｇ）、实验观察低剂量组（安胃汤浓度５１５ｇ／ｋｇ）、模
型对照组（常规饲养）、阴性对照组（等量生理盐水）

共５组。灌胃干预４周，干预结束后予以麻醉处死
取材。

１２４　检测指标与方法　１）快速尿素酶法检测Ｈｐ
感染：将造模大鼠胃黏膜组织放入快速尿素酶检测

的反应区域，以及大鼠胃黏膜组织细菌培养７２ｈ，再
行同样方法检测，５ｍｉｎ内观察反应区域颜色变化情
况，试剂颜色由黄色转变为红色说明检测结果为阳

性，提示 Ｈｐ感染。２）蛋白质印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ
ｔｉｎｇ）检测大鼠胃黏膜组织相关蛋白的表达：取冲洗
后胃组织５０ｍｇ，加入ＲＩＰＡ（含蛋白酶和磷酸酶抑制
剂），冰上研磨３０ｍｉｎ，４℃、１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ。
取上清液，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，将各组浓度调至一
致，加入上样缓冲液，１００℃变性 ５ｍｉｎ。电泳
（８０Ｖ，２０ｍｉｎ，１２０Ｖ，４５ｍｉｎ），转膜（４℃，３００ＭＡ
恒流，６０ｍｉｎ），５％ＢＳＡ室温封闭１５ｍｉｎ，加入一抗
ＣＤ３６（１∶５０００）、ＣＦＴＲ（１∶５０００）、载脂蛋白 Ａ１
（１∶５０００）４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜 ３次，每次
１０ｍｉｎ，加入二抗 ＩｇＧ（１∶１００００），室温摇床孵育
１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，最后用 ＥＣＬ化学
发光剂显色，ＢｉｏＲａｄＩｍａｇｅＬａｂ凝胶成像分析系统
成像拍照，采用ＩｍａｇｅＪ软件进行分析。３）实时定量
ＰＣＲ（ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ）法检测大鼠胃黏膜
组织相关ｍＲＮＡ的表达：使用ＲＮＡｅａｓｙＴＭＩｓｏｌａｔｉｏｎ
Ｒｅａｇｅｎｔ试剂盒提取胃组织 ＴｏｔａｌＲＮＡ，紫外分光光
度计测ＲＮＡ含量及纯度。每组计算１μｇＲＮＡ逆转
录为 ｃＤＮＡ。稀释后取 ５μＬｃＤＮＡ进行 Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，以 ＧＡＰＤＨ 为内参，反应体系
２０μＬ。扩增条件为：９５℃ １２０ｓ；９５℃ １５ｓ５５℃
１５ｓ７２℃ ６０ｓ；９５℃ １５ｓ６０℃ ６０ｓ９５℃ １５ｓ；
３７℃３０ｓ，４０个循环。计算Ｃｔ值，以２－△△Ｃｔ计算目
的基因的表达水平。

１３　统计学方法　所有数据采用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ
软件进行处理与分析。计量资料以均数 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因素方差分析，进一
步两两比较采用 ＬＳＤ检验。以 Ｐ＜００５为差异有
统计学意义。

２　结果
２１　生物信息学分析结果
２１１　芯片数据基本信息　检索发现 ＧＥＯ数据库
中有１９个系列与ＣＡＧ相关，经筛选分析，有２个系
列符合纳入要求，分别是ＧＳＥ２７４１１和ＧＳＥ１３８７３，其
中ＧＳＥ２７４１１又分为胃窦组织和胃体黏膜两部分２
组数据集分别有 ２０５８９个、４５１０１个有效基因探
针。见表１。
２１２　分析的差异基因　结合２个 ＧＥＯ数据库芯
片序列的２个系列的３组数据运用ＧＥＯ２Ｒ分析系

表１　ＧＥＯ数据库中符合要求芯片基本信息

收录号 注册时间 更新时间 国家 平台 探针数 样本数（观察组／对照组）

ＧＳＥ２７４１１ ２０１１２ ２０１１２ 美国 ＩｌｌｕｍｉｎａｈｕｍａｎＲｅｆ８ｖ２０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｅａｄｃｈｉｐ ２０５８９ ６／６
ＧＳＥ１３８７３ ２００８１２ ２０１７２ 瑞士 ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘＭｏｕｓｅＧｅｎｏｍｅ４３０２０Ａｒｒａｙ ４５１０１ ９／４
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统，分析了基因在不同组织中的差异表达，

ＧＳＥ２７４１１共筛选出２９８１个差异基因，其中１３１６
个上调基因、１６６５个下调基因；ＧＳＥ１３８７３共筛选出
２４３５个差异基因，其中１００２个上调基因、１４３３个
下调基因。并对３组数据进行了荟萃分析查找相互
交集的差异基因，最终筛选到２０个候选基因，其中
３组芯片共表达的差异基因３个：ＡＰＯＡ１、ＣＬＣＡ１和
ＧＰＡ３３；芯片ＧＳＥ２７４１１（胃窦组织）和芯片ＧＳＥ１３８７
共表达差异基因有 １２个：ＡＱＰ４、ＡＴＰ４Ｂ、ＣＦＴＲ、
ＣＫＢ、ＣＬＤＮ２、ＣＬＤＮ７、ＣＬＰＳ、ＣＤ３７、ＧＡＳＴ、ＫＣＮＥ２、
ＬＰＬ、ＲＥＧ３Ｇ。芯片 ＧＳＥ２７４１１（胃体黏膜）和芯片
ＧＳＥ１３８７３共表达差异基因有 ５个：Ｃ３、ＣＤ３６、ＣＸ
ＣＬ１３、ＬＴＦ、ＵＢＤ。见表２，图１～２。

表２　２个系列芯片数据共有差异基因列表

基因标志 基因英文名称 基因中文名

ＣＬＰＳ Ｃｏｌｉｐａｓｅ 辅脂肪酶

ＡＱＰ４ Ａｑｕａｐｏｒｉｎ４ 水通道蛋白４
ＣＫＢ ＣｒｅａｔｉｎｅＫｉｎａｓｅＢ 脑肌酸激酶

ＣＤ３６ ＣＤ３６Ｍｏｌｅｃｕｌｅ ＣＤ３６分子
ＣＸＣＬ１３ＣＸＣＭｏｔｉｆＣｈｅｍｏｋｉｎｅＬｉｇ

ａｎｄ１３
ＣＸＣ趋化因子配体１３

ＲＥＧ３ＧＲｅｇｅｎｅｒａｔｉｎｇＦａｍｉｌｙＭｅｍｂｅｒ
３Ｇａｍｍａ

重组人胰岛再生源蛋白３γ

ＬＰＬ ＬｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＬｉｐａｓｅ 脂蛋白酯酶

ＡＰＯＡ１ＡｐｏｌｉｐｏＰｒｏｔｅｉｎＡ１ 酶法测定载脂蛋白Ａ１
ＣＬＣＡ１ＣｈｌｏｒｉｄｅＣｈａｎｎｅｌＡｃｃｅｓｓｏｒｙ１ 氯离子通道辅助蛋白１
ＡＴＰ４ＢＡＴＰａｓｅＨ＋／Ｋ＋ Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ

ＢｅｔａＳｕｂｕｎｉｔ
ＡＴＰ酶Ｈ／Ｋ运输β亚基

ＧＰＡ３３ＧｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎＡ３３ 糖蛋白Ａ３３
ＣＤ３７ ＣＤ３７Ｍｏｌｅｃｕｌｅ ＣＤ３分子
ＣＦＴＲ ＣｙｓｔｉｃＦｉｂｒｏｓｉｓＴｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ

ＣｏｎｄｕｃｔａｎｃｅＲｅｇｕｌａｔｏｒ
囊性纤维化跨膜转运调节体

ＬＴＦ Ｌａｃｔｏｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ 乳运铁蛋白

ＣＬＤＮ７Ｃｌａｕｄｉｎ７ 密封蛋白７
Ｃ３ ＣｏｍｐｌｅｍｅｎｔＣ３ 补体Ｃ３
ＣＬＤＮ２Ｃｌａｕｄｉｎ２ 密封蛋白２
ＵＢＤ ＵｂｉｑｕｉｔｉｎＤ 泛素样蛋白Ｄ
ＫＣＮＥ２ＰｏｔａｓｓｉｕｍＶｏｌｔａｇｅｇａｔｅｄＣｈａｎ

ｎｅｌＳｕｂｆａｍｉｌｙＥ Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
Ｓｕｂｕｎｉｔ２

钾离子通道蛋白家族成员２

ＧＡＳＴ Ｇａｓｔｒｉｎ 胃泌素

图１　３组芯片数据种差异基因共有数据的交集的韦恩图
　　注：ＡＧＳＥ１３８７３；ＢＧＳＥ２７４１１（胃窦组织）；ＣＧＳＥ２７４１１（胃

体黏膜）

图２　３组芯片数据差共有差异基因聚类分析热图
　　 注：ＡＧＳＥ１３８７３数据；ＢＧＳＥ２７４１１胃窦部分数据；Ｃ

ＧＳＥ２７４１１胃体黏膜部分数据

２１３　差异基因ＧＯ富集分析
２１３１　 差异蛋白基因生物过程 （Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ，ＢＰ）分析　对本实验获得的２０种差异表
达蛋白基因进行ＢＰ分析发现，这些蛋白主要参与９
种生物学过程，生物过程分析差异蛋白主要涉及胆

固醇内流、三酰甘油分解代谢过程、免疫应答、胆固

醇生物合成过程、磷脂代谢过程等。见表３。

表３　差异蛋白基因生物学过程分析

英文名称 中文名称 蛋白基因数量 ％ Ｐ值△

ＣｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌＩｍｐｏｒｔ 胆固醇的内流 ２ ０１ ４９０Ｅ－０３

ＶｅｒｙｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙＬｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＰａｒｔｉｃｌｅＲｅｍｏｄｅｌｉｎｇ 极低密度脂蛋白颗粒重构 ２ ０１ ８６０Ｅ－０３

ＣｅｌｌＳｕｒｆａｃｅＲｅｃｅｐｔｏｒＳｉｇｎａｌｉｎｇＰａｔｈｗａｙ 细胞表面受体信号通路 ３ ０１ １５０Ｅ－０２

ＲｅｓｐｏｎｓｅｔｏＦｏｏｄ 食物反应 ２ ０１ １８０Ｅ－０２

ＴｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅＨｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ 三酰甘油稳态 ２ ０１ ２００Ｅ－０２

ＴｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅＣａｔａｂｏｌｉｃＰｒｏｃｅｓｓ 三酰甘油分解代谢过程 ２ ０１ ２００Ｅ－０２

ＩｍｍｕｎｅＲｅｓｐｏｎｓｅ 免疫应答 ３ ０１ ２８０Ｅ－０２

ＣｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌＢｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃＰｒｏｃｅｓｓ 胆固醇生物合成过程 ２ ０１ ２９０Ｅ－０２

ＰｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄＭｅｔａｂｏｌｉｃＰｒｏｃｅｓｓ 磷脂代谢过程 ２ ０１ ４３０Ｅ－０２

　　注：此表仅列出小于００５的类别；靶基因在当前功能类的数量占当前有功能注释靶基因总数的百分比；△经 Ｂｅｎｊａｍｉｎｉｎｇ法控制错误发
现率来进行Ｐ值校正
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表４　差异蛋白基因生细胞组分分析

英文名称 中文名称 蛋白基因数量 ％ Ｐ值△

ＥｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＥｘｏｓｏｍｅ 胞外外泌体 １０ ０３ ３０Ｅ－４

ＣｅｌｌＳｕｒｆａｃｅ 细胞膜 ５ ０２ ５０Ｅ－４

ＥｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＳｐａｃｅ 细胞外间隙 ６ ０２ ３８Ｅ－３

Ｃｈｙｌｏｍｉｃｒｏｎ 乳糜微粒 ２ ０１ ９３Ｅ－３

ＶｅｒｙｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙＬｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＰａｒｔｉｃｌｅ 极低密度脂蛋白颗粒 ２ ０１ １５Ｅ－２

　　注：靶基因在当前功能类的数量占当前有功能注释靶基因总数的百分比；△经Ｂｅｎｊａｍｉｎｉｎｇ法控制错误发现率来进行Ｐ值校正

２１３２　差异蛋白基因细胞组分（ＣｅｌｌｕｌａｒＣｏｍｐｏ
ｎｅｎｔ，ＣＣ）分析　对本实验获得的２０种差异表达蛋
白基因进行分析发现，这些蛋白包含了５种细胞组
分，均是细胞外区域或空间及脂蛋白成分。见表４。
２１３３　差异蛋白基因分子功能（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＦｕｎｃ
ｔｉｏｎ，ＭＦ）分析　对本实验获得的２０种差异表达蛋
白进行ＭＦ分析发现，差异蛋白参与了２类分子途
径，分别是肝素结合、受体结合。见表５。

表５　差异蛋白基因分子功能分析

英文名称 中文名称 蛋白基因数量 ％ Ｐ值△

ＨｅｐａｒｉｎＢｉｎｄｉｎｇ 肝素结合 ３ ０１ ４８０Ｅ－０３

ＲｅｃｅｐｔｏｒＢｉｎｄｉｎｇ 受体结合 ２ ０１ ９２０Ｅ－０２

　　注：靶基因在当前功能类的数量占当前有功能注释靶基因总

数的百分比；△经Ｂｅｎｊａｍｉｎｉｎｇ法控制错误发现率来进行Ｐ值校正

２１４　差异基因 ＫＥＧＧ通路分析　结果发现差异
“关键基因”主要分布在８条信号转导通路上。见
表６。这些通路主要是和细胞的增殖、分化及胃酸、
胆汁、胰腺的分泌，脂肪的消化和吸收有关。其中

ＣＤ３６基因分布在５条通路上，分别为脂肪的消化和
吸收、ＰＰＡＲ通路、ＡＭＰＫ通路、吞噬体、造血细胞谱
系。ＣＦＴＲ基因分布在４条通路上，分别为胃酸、胰
液、胆汁的分泌、ＡＭＰＫ通路。载脂蛋白 Ａ１分布在
２条信号转导通路上，分别为脂肪消化吸收和ＰＰＡＲ
通路。见表６，图３。以上３个因子参与通路数量最
多，故确定其为病理环节重要的“关键基因”。对信

号转导通路分析发现ＰＰＡＲ通路和ＡＭＰＫ通路在细
胞的分化中具有重要作用，故确定为主要的信号转

导通路。这些基因和通路，在幽门螺旋杆菌感染导

致ＣＡＧ发病的过程中彼此有协同作用，都得到分子
生物学验证。

２１５　差异ＰＰＩ网络分析　交集后的２０个差异基
因共涉及２０个节点，１０条边。其中载脂蛋白 Ａ１、
ＣＤ３６、ＣＦＴＲ存在相互作用关系，并为 ＰＰＩ网络的中
心节点。见图４。
２２　分子生物学实验验证结果
２２１　Ｈｐ相关性 ＣＡＧ模型制备情况　快速尿素
酶试验结果显示：造模组大鼠胃黏膜细菌培养后检

表６　差异基因主要参与通路ＫＥＧＧ分析

通路ＩＤ通路英文名称 通路中文名称 包含的差异基因

ｋｏ０４９７１ＧａｓｔｒｉｃＡｃｉｄＳｅｃｒｅｔｉｏｎ
胃酸分泌

ＧＡＳＴ，ＡＴＰ４Ｂ，
ＫＣＮＥ２，ＣＦＴＲ

ｋｏ０４９７５ＦａｔＤｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄＡｂｓｏｒｐｔｉｏｎ脂肪消化吸收 ＡＰＯＡ１，ＣＤ３６，
ＣＬＰＳ

ｋｏ０３３２０ＰＰＡＲＳｉｇｎａｌｉｎｇＰａｔｈｗａｙ ＰＰＡＲ信号通路 ＣＤ３６，ＡＰＯＡ１，
ＬＰＬ

ｋｏ０４１５２ＡＭＰＫＳｉｇｎａｌｉｎｇＰａｔｈｗａｙ ＡＭＰＫ信号通路ＣＤ３６，ＣＦＴＲ
ｋｏ０４９７２Ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｓｅｃｒｅｔｉｏｎ 胰液分泌 ＣＦＴＲ，ＣＬＣＡ１
ｋｏ０４９７６Ｂｉｌｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎ 胆汁分泌 ＣＦＴＲ，ＡＱＰ４
ｋｏ０４１４５Ｐｈａｇｏｓｏｍｅ 吞噬体 ＣＤ３６，Ｃ３
ｋｏ０４６４０ＨｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃＣｅｌｌＬｉｎｅａｇｅ造血细胞谱系 ＣＤ３７，ＣＤ３６

图３　差异基因参与信号通路示意图
　　注：圆形指通路及其ＩＤ；三角形指差异的基因以及其ＩＤ；黄色为

关键的基因及参与的信号通路

图４　ＰＰＩ网络
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测及直接检测试剂由黄色变为红色，说明试验结果

为阳性，提示Ｈｐ感染成功。见图５。病理检测结果
发现，造模组大鼠胃黏膜组织可见中性粒细胞、淋巴

细胞浸润，固有腺体部分减少并萎缩，符合 ＣＡＧ的
表现。见图６。

图５　快速尿素酶试验结果显示
　　注：Ａ正常对照组；Ｂ模型对照组直接检测；Ｃ模型对照组培

养后检测

图６　大鼠胃黏膜组织病理学检查结果（ＨＥ染色，×２００）
　　注：Ａ正常对照组；Ｂ模型对照组

２２２　载脂蛋白Ａ１、ＣＤ３６、ＣＦＴＲｍＲＮＡ在 ＣＡＧ大
鼠胃组织中的表达　实时定量ＰＣＲ结果中显示：与
正常对照组比较，模型对照组 ＣＤ３６表达下调（Ｐ＜
００５），载脂蛋白Ａ１和ＣＦＴＲ表达上调（Ｐ＜００５）。
ＣＤ３６和阴性对照组比较，在实验观察高剂量组、实
验观察中剂量组和实验观察低剂量组胃组织中表达

上调（Ｐ＜００５）。载脂蛋白Ａ１和阴性对照组比较，
在实验观察高剂量组、实验观察中剂量组和实验观

察低剂量组表达下调（Ｐ＜００５）。与实验观察低剂
量组比较，实验观察高剂量组表达下调（Ｐ＜００５）。
ＣＦＴＲ和阴性对照组比较，在实验观察高剂量组、实
验观察中剂量组和实验观察低剂量组表达下调

（Ｐ＜００５）。见图７。
２２３　载脂蛋白 Ａ１、ＣＤ３６、ＣＦＴＲ蛋白在 ＣＡＧ大
鼠胃组织中的表达　与正常对照组比较，模型对照
组ＣＤ３６表达下调（Ｐ＜００５），载脂蛋白 Ａ１和
ＣＦＴＲ表达上调（Ｐ＜００５）。ＣＤ３６和阴性对照组比
较，在实验观察高剂量组、实验观察中剂量组胃组织

中表达上调（Ｐ＜００５）。与实验观察低剂量组比
较，实验观察高、中剂量组表达上调（Ｐ＜００５）。载
脂蛋白Ａ１和阴性对照组比较，在实验观察高剂量
组、实验观察中剂量组和实验观察低剂量组表达下

调（Ｐ＜００５）。与实验观察中剂量组比较，实验观
察高剂量组表达上调（Ｐ＜００５）。ＣＦＴＲ和阴性对
照组比较，在实验观察高剂量组、实验观察中剂量组

图７　实时定量ＰＣＲ检测ＣＤ３６、ＣＦＴＲ、ＡＰＯＡ载脂蛋白Ａ１
在ＣＡＧ大鼠胃组织中基因的表达

　　注：与正常对照组比较，Ｐ＜００５；与阴性对照组比较，△Ｐ＜

００５；与实验观察低剂量组比较，▲Ｐ＜００５

和实验观察低剂量组表达下调（Ｐ＜００５）。与实验
观察中剂量组比较，实验观察高剂量组表达上调

（Ｐ＜００５）。见图８。

图８　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ检测ＣＤ３６、ＣＦＴＲ、载脂蛋白Ａ１
在ＣＡＧ大鼠胃组织中蛋白的表达

　　注：与正常对照组比较，Ｐ＜００５；与阴性对照组比较，△Ｐ＜
００５；与实验观察低剂量组比较，▲Ｐ＜００５；与实验观察中剂量组比
较，□Ｐ＜００５；１正常对照组；２模型对照组；３实验观察高剂量
组；４实验观察中剂量组；５实验观察低剂量组；６阴性对照组

３　讨论
ＣＡＧ疾病常常反复发作，迁延难愈，在中医学

中属于“胃脘痛”“痞证”等范畴，与肝脾密切有

关［１１］。安胃汤是已故名老中医林沛湘教授长期治

疗慢性胃病总结的经验方。由《伤寒论》中“半夏泻
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心汤”加减而来，制定了“顺五脏、安胃腑”的治疗方

法。本方中以制半夏为君药，具有“燥胃湿，益脾胃

气，散结”之用；《伤寒论》中半夏用量为半升，参照

仝小林等［１２］研究中的换算单位约为４８ｇ，在治疗萎
缩性胃炎时临床常用剂量为１０～１５ｇ［１３］，故本方中
半夏的用量为１３ｇ。白芍柔肝健脾止痛，配以乌药
疏肝解郁止痛，薏苡仁健脾除湿；少佐黄连泻火解

毒，干姜温中逐寒，寒热同施，辛开苦降；丹参；

凉血祛瘀，配合百合、炙甘草，则养津护胃，酸甘

化阴以生津液。本方组方严谨，疏肝理脾，平调寒

热，祛湿化瘀，主治寒热错杂、痰瘀内结之证。方

中半夏具有抑制胃酸分泌、止吐、抗消化性溃疡、

保护胃黏膜的现代药理学作用［１４］；丹参为调理血

分要药，具有 “一味丹参，功同四物”的美誉，

周庆华和王红梅［１５］研究显示丹参能够通过抑制胃

酸分泌对胃黏膜损伤具有保护作用。临床研究都证

实安胃汤加味治疗 ＣＡＧ具有较好的临床疗效，能
有效改善患者的中医证候［１６１７］。本研究的动物实

验结果也显示，安胃汤干预治疗能有效改善 ＣＡＧ，
能够改善ＣＤ３６、ＣＦＴＲ、载脂蛋白Ａ１在ＣＡＧ胃组
织中的表达。

本研究通过ＧＥＯ数据库究筛选得到ＣＡＧ差异
表达的基因有２０个，在对这２０个差异表达基因的
生物信息学分析过程中发现，这些差异表达的基因

参与了多个生物过程，主要分布在８条信号通路上，
根据参与通路的多少确定 ＣＤ３６、ＣＦＴＲ、载脂蛋白
Ａ１为ＣＡＧ疾病关键靶点。经检索发现目前未见有
人对其进行相关研究报道，故本研究通过动物实验

进一步对其验证，探索其发病机制及安胃汤对其的

影响，为ＣＡＧ治疗提供新的思路。
ＣＤ３６作为Ｂ类清道夫受体，在脂质摄取、免疫

学识别、炎症、分子黏附和细胞凋亡中起关键作用，

它广泛存在于血小板、单核细胞、脂肪细胞、血管内

皮细胞、小胶质细胞中，通过与多种配体相结合，从

而介导先天性免疫和炎症等不同的生物过程。本研

究预测出ＣＤ３６主要存在于脂肪的消化吸收、ＰＰＡＲ
信号通路、ＡＭＰＫ信号通路、吞噬体中。Ｗｕ等［１８］研

究发现ＡＭＰ活化蛋白激酶可通过上调 ＣＤ３６的表
达，促进胃肠道长链脂肪酸的摄取，而细胞长链脂肪

酸摄取是调节细胞能量稳态的关键生理过程。

Ｃｈｅｎ等［１９］研究发现，巨噬细胞中氧化的ＬＤＬ／ＣＤ３６
信号将脂肪酸代谢失调与线粒体的氧化应激联系在

一起，从而驱动慢性炎症。Ｆａｒｏｋｈｚａｄｉａｎ等［２０］也发

现Ｓ１００Ａ１２ＣＤ３６通过与晚期糖基化终产物和 Ｔｏｌｌ

样受体４结合可促进细胞和免疫途径改变炎症。过
氧化物酶体增殖物激活受体 γ也被认为是调控
ＣＤ３６表达的关键因子，Ｆｅｂｂｒａｉｏ等［２１］研究发现，在

过氧化物酶体增殖物激活受体 γ缺失的细胞中，
ＣＤ３６的表达相应下调。ＣＤ３６在脂肪酸代谢活跃的
组织中具有很高的表达量，例如心脏、脂肪、小肠及

肌肉组织等，而在无利用脂肪酸能力的肝细胞中表

达极低［２２］。王毅群等［２３］研究显示胞质内的 ＣＤ３６
转运脂肪酸的能力与 ＡＭＰＫ信号通路有关。本研
究显示，与正常对照组比较，模型组大鼠胃组织中

ＣＤ３６的表达下调，并具有显著性差异。本研究的预
测结果和试验结果均提示，ＣＤ３６可能为 ＣＡＧ的关
键靶点。与阴性对照组比较，实验观察组（安胃汤

干预组）高、中、低剂量组中胃组织 ＣＤ３６蛋白表达
上调，并具有显著性差异。实验结果提示，安胃汤能

通过对ＣＤ３６的调节改善ＣＡＧ，其机制可能与ＣＤ３６
调节脂肪的消化吸收、ＰＰＡＲ信号通路、ＡＭＰＫ信号
通路有关。

ＣＦＴＲ是一种囊性纤维化跨膜传导调节因子，
属于ＡＴＰ门控性氯离子通道，表达于气道、消化道
及生殖道上皮细胞顶部质膜中，主要功能是参与膜

内外氯离子运输，可影响消化道、呼吸道等上皮功

能［２４］。本研究预测出 ＣＦＴＲ是 ＣＡＧ的关键靶标，
动物实验结果显示，与正常对照组比较，模型组大鼠

胃组织中ＣＦＴＲ上调，与阴性对照组比较，实验观察
组（安胃汤干预组）高、中、低剂量组中胃组织ＣＦＴＲ
蛋白表达下调，并具有显著性差异。本研究预测出

ＣＦＴＲ在 ＣＡＧ中的表达主要与胃酸分泌物、ＡＭＰＫ
信号通路、胆汁分泌物有关。Ｚｈａｎｇ等［２５］研究发现，

予以ＣＦＴＲ基因敲除后的细胞可明显减少白细胞介
素８、白细胞介素１β、白细胞介素６、白细胞介素１０
和肿瘤坏死因子α等炎症介质表达。Ｗｅｎ等［２６］研

究发现Ｈｐ感染会损害十二指肠黏膜碳酸氢盐转运
蛋白 ＣＦＴＲ和 ＳＬＣ２６Ａ６的表达和功能活性。Ｌｉｕ
等［２７］研究显示，胃癌患者ＣＦＴＲ和ＣＡ１９９浓度有统
计学意义的关联，且组合的ＣＦＴＲ、ＣＡ１９９和ＣＥＡ作
为胃癌诊断标志物产 ＲＯＣ曲线下面积０８７５，具有
较高诊断价值。综上所述，ＣＦＴＲ是可能是 ＣＡＧ的
关键靶标，并具有较高的价值。

载脂蛋白 Ａ１是血浆脂蛋白部分，是高密度脂
蛋白的主要蛋白组成，可以有效阻止 Ｔ淋巴细胞和
巨噬细胞之间的相互作用，抑制炎症介质的产生，从

而改善炎症的“瀑布效应”［２８］。本研究显示载脂蛋

白Ａ１可能是ＣＡＧ的关键靶点主要分布在脂肪的消
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化吸收、ＰＰＡＲ信号通路上。动物试验结果显示，与
正常对照组比较，模型组大鼠胃组织中载脂蛋白Ａ１
的表达上调，并具有显著性差异；与阴性对照组比

较，实验观察组（安胃汤干预组）高、中、低剂量组中

胃组织 ＣＦＴＲ蛋白表达下调，并具有显著性差异。
载脂蛋白Ａ１的表达对于ＣＡＧ的脂肪的消化吸收具
有重要作用。载脂蛋白 Ａ１的表达对于消化系统常
见疾病也具有重要的意义。Ｓｔｏｙｅ等［２９］发现载脂蛋

白Ａ１的表达水平可改变阿尔茨海默病大鼠的胃肠
道功能。周扬和田亚平［３０］研究发现载脂蛋白Ａ１在
胃癌和不典型增生的鉴别诊断中有着重要的意义。

高艳红等［３１］研究显示胃癌组和结直肠癌组血清载

脂蛋白Ａ１水平显著低于正常对照组（Ｐ＜００１），结
果提示载脂蛋白Ａ１可能在肿瘤发展过程中有某种
重要作用。载脂蛋白Ａ１可能是胃癌新的潜在生物
标志物，联合检测其他蛋白可能会提高胃癌诊断的

特异度及灵敏度。综上所述，载脂蛋白 Ａ１可能是
ＣＡＧ疾病的关键靶点，并与脂肪的消化吸收有重要
作用。

综上所述，本研究将生物芯片大数据，结合生物

信息学分析，从一个整体的层面上发现载脂蛋白

Ａ１、ＣＤ３６、ＣＦＴＲ是 ＣＡＧ发病的关键靶点和作用机
制，并通过动物实验进行了验证，发现ＣＤ３６在ＣＡＧ
胃组织中表达下调，载脂蛋白Ａ１和ＣＦＴＲ的表达上
调。并与胃酸分泌、脂肪的消化吸收、ＰＰＡＲ信号通
路、ＡＭＰＫ信号通路有关。安胃汤干预能够显著改
善ＣＡＧ大鼠胃组织中 ＣＤ３６、载脂蛋白 Ａ１和 ＣＦＴＲ
的表达。作为ＣＡＧ的核心蛋白，是否也作为其他药
物靶点值得进一步去研究。

本研究为单中心大鼠的小样本研究也存在不

足。亟待进行多中心、大样本的临床研究。
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电流的改变能够调节心肌细胞平台期兴奋收缩偶联

功能［５］。当心肌细胞的钙离子循环发生紊乱时，往

往会触发早后除极从而导致折返性心律失常的发

生［６］。临床上Ⅳ类抗心律失常药物正是通过抑制
ＩＣａＬ来缓解心肌细胞 Ｃａ２＋超载，减少迟后除极，从
而达到减慢心率的效果。

临床研究显示炙甘草汤不仅在治疗各种中医证

型的心律失常时疗效显著［７８］，还对持续性心房颤动

能够达到转窦复律而不出现血栓的效果［９］。动物实

验研究显示炙甘草汤可通过延长心室肌场电位时程

进而逆转心房颤动诱发的家兔心肌纤维化［１０１１］。同

时炙甘草汤还可对心肌缺血再灌注损伤诱发的室性

心动过速和心室颤动起减轻或预防作用［１２］。近年

来有关应用血清药理学方法结合膜片钳技术研究炙

甘草汤对家兔心肌细胞各离子通道的实验已证实了

炙甘草汤对心室肌细胞 ＩＣａＬ具有浓度依赖性的抑
制作用［１３］。同时在体实验研究表明炙甘草汤对家

兔快速心房起搏导致的电重构有抑制和转复效

果［１４］。

在以往研究的基础上，本实验主要应用全细胞

膜片钳技术观察炙甘草汤对大鼠心房肌细胞 ＩＣａＬ
及其动力学特征的影响。实验结果表明低、中、高剂

量的炙甘草汤对正常大鼠心房肌细胞ＩＣａＬ均具有
抑制作用，均可使ＩＶ曲线上移。而中剂量（２２５ｇ／
ｍＬ）与高剂量（４５ｇ／ｍＬ）相比对 ＩＣａＬ峰值密度的
影响并无明显差异，这可能是由于２２５ｇ／ｍＬ的炙
甘草汤是成人临床等效剂量经体表面积１∶１换算得
来，并且４５ｇ／ｍＬ的炙甘草汤药液因过分浓稠在喂
养过程中吸收欠佳的缘故，因此选取２２５ｇ／ｍＬ炙
甘草汤药物组与对照组比较心房肌细胞Ｌ型钙通道
的动力学特征。观察发现Ｌ型钙通道失活速度减慢
及失活后恢复时间延长。由于心房肌细胞膜表面钙

离子内流受到抑制时能够避免诱发钙离子超载和震

荡，而钙通道动力学特征的改变会明显影响动作电

位的形状，使心房肌细胞动作电位平台期延长，心肌

收缩力下降，从而减慢心率，这可能也是炙甘草汤治

疗临床上房性快速型心律失常的重要机制。
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