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

幽 门螺杆菌相关性 胃癌前病变上皮细胞动态变化规律机制与临床研究


摘 要

目 的和意义 ： 本研 宄拟通过 胃 癌风险评估系统 ＯＬＧＡ（ ｏｐｅｒａｔｉｎｇｌ ｉｎｋｆｏｒｇａｓｔｒｉｔｉｓ

ａｓ ｓｅ ｓ ｓｍｅｎｔ
，
ＯＬＧＡ ）／ＯＬＧＥＭ（ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ

ｌｉｎｋｆｏｒ
ｇａｓ

ｔｒｉｃｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｅｔａｐ ｌａｓｉａ
，ＯＬＧＩＭ ） 对

患者进行风险分层 ， 重点研宄高危型 胃癌前病变患者的 内镜特征 ， 评估传统 白光 内镜

（ ＣｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌＷｈｉｔｅ
－Ｌ ｉｇｈｔＩｍａｇｉｎｇＥｎｄｏｓｃｏｐｙ ， Ｃ－ＷＬＥ ） 联合放大 窄 带成像技术

（Ｍａｇｎｉｆｙｉｎｇ

Ｅｎｄｏｓｃｏｐｙ
－ Ｎａｒｒｏｗ ｂａｎｄｉｍａｇｉｎｇ ， ＭＥ－ＮＢＩ ） 在识另 （Ｈｅｌ ｉｃｏｂａｃｔｅｒ

ｐｙ ｌｏｒｉ
，相关性 胃癌前病变患者中的临床应用价值 ， 以期为 内镜下判别高危型 胃

癌前病变提供诊断依据 ；
ＭＥ－ＮＢＩ 下仅限于观察黏膜浅表层的腺体形态及微血管特征 ，

对于腺颈部以下及其基底部以及横 向的细胞形态特征无法得到有效的观察 ， 因此以单细

胞测序技术解析 相关性 胃癌前病变整个上皮细胞类群的分化图景 ， 以期找到 胃

癌前病变发生发展过程中 的关键靶点与关键细胞类群 ， 然后辅 以细胞实验建立

与细胞共培养模型 以探宄 在急性感染及慢性感染过程中发挥作用的机制 ， 同时

加入参 白颗粒含药血清干预 ， 借以 明确中药复方发挥疗效的靶点通路 。

研究方法 ：

１ 临床研究识别高危型 相关性 胃癌前病变 内镜下特征

本试验纳入了使用Ｃ－ＷＬＥ 、 ＭＥ －ＮＢ Ｉ技术以及具有活检病理组织学结果的患者共计４

２２例 ， 将金标准病理结果按照ＯＬＧＡ／ＯＬＧＩＭ对患者分层后 ， 对每位患者的Ｃ －ＷＬＥ 、 ＭＥ

－ＮＢ Ｉ内镜图片 ， 依据京都 胃炎分类判定
？

感染的状态 ， 其次描述病变部位及方位 ，

病变的形态特征 ， 将上述内容归纳整理后开始进行统计学分析 。 将组间有统计学意义 （Ｐ

＜０ ．０５ ） 的指标进行多重共线性诊断 ， 筛选可以入组贝叶斯 （ Ｂａｙｅｓ ） 逐步判别分析法

的变量 ， 剔除不能入组的变量 ， 建立基于Ｃ－ＷＬＥ及ＭＥ－ＮＢ Ｉ结合的ＯＬＧＡ／ＯＬＧＩＭ分期 胃

癌前病变的综合诊断模型 ， 并采用 自身检验法和留
一

交叉验证法检验模型的准确率 ， 最

后构建受试者工作特征 （ ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａ
ｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉ ｓｔｉｃ

，ＲＯＣ ） 曲线对诊断模型效能进

行评价 ， 双侧检验 尸 ＜０ ．０５有统计学意义 。

２ 单细胞测序技术描绘 胃黏膜上皮细胞类群分化图景

本实验纳入了１ ０ 例 Ｈ
ｊ
ｏｙ／ｏｒ／ 相关的单细胞数据将其分类为 现症感染组 ５

例 以及 瓦 既往感染组 ５ 例 ， 对多样本进行整合、 去批次以及数据质控后等数据清

１





幽 门螺杆菌相关性 胃癌前病变上皮细胞动态变化规律机制与临床研究


洗后进行拟时序分析以展现上皮细胞类群的轨迹推断分析 ， 同时运用 Ｃｅｌ ｌｐｈｏｎｅＤＢ 算法

来计算 胃黏膜上皮细胞类群之间潜在配体 －受体相互作用 ， 以网络图形式描绘各类群细

胞间的互作关系 ； 继以中药网络药理学构建参 白颗粒干预 胃黏膜上皮细胞各类群表达基

因 的
“

活性成分－耙点 －细胞类群
”

模型 ， 探索参 白颗粒干预 相关 胃癌前病变的

有效作用靶点 。

３ 细胞实验构建
？

与细胞共培养模型探宄细胞异常增殖分化通路

细胞实验通过建立 丑．Ｍ ／ｏＷ 感染人 胃黏膜上皮细胞 （ＧＥＳ －

１ ） 的共培养模型 ， 利用

？

急性感染 （短期共培养 ） 和慢性感染 （长期持续共培养 ） 两种模型来探究在此

过程中 ＧＥＳ－

１ 细胞增殖、 干性 、 自噬、 侵袭 、 迁移 、 凋亡等变化 ， 同时加入了课题组临

床验证的有效方剂参 白颗粒 ， 并探宄参 白颗粒在急性感染与慢性感染过程中对

诱导的细胞异常增殖 、 自 噬以及凋亡等过程的影响 。

研宄结果 ：

１ 临床相关研究

使用 Ｂａｙｅｓ 判别法探究与因变量 ＯＬＧＡ（低危型 ／高危型 ） 的关系后 ， 得到与高危型

ＯＬＧＡ 关系密切的变量类 目有病变部位 （ 胃体下部大弯侧 ） （Ｘ９ ） 、 Ｃ －ＷＬＥ 下可见明显

肠化斑 （Ｘ １ ７ ） 、 病变大小 （Ｘ １ ８ ） 、 由背景黏膜的小凹边缘上皮环绕的 内侧有凸 出 的 明显

的分界线 （ＭｕｌｔｉｐｌｅＣｏｎｖｅｘＤｅｍａｒｃａｔｉｏｎＬｉｎｅ ， ＭＣＤＬ ） 的有无 （Ｘ２６ ） 以及ＭＣＤＬ边界

是 否 规 整（ Ｘ２７） ， 同 时 得 到 高 危 型ＯＬＧＡ判 别 方 程

＝
－

８ ．２８７＋３ ．０６９Ｘ９＋ １ ．４３ ３Ｘ １ ７
＋４ ． ５ １ ９Ｘ

１ ８
－０ ． ５ ５６Ｘ２６

＋２ ．４８７Ｘ２７ 。 通过对 以上的诊断模型进行验

证 ， 得到该方程的的ＲＯＣ曲线下面积 （Ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ

ｃｕｒｖｅ
，
ＡＵＣ ） 为０ ．９０４（ ９５％Ｃｌ

，０ ． ８７０？０ ．９３ ９ ） ， 特异性为８ １ ． ６％ ， 敏感性为８７ ． ５％ ， 表

现出较高的高危 ＯＬＧＡ 诊断效能 。

同时对高危型 ＯＬＧＩＭ 相关因素进行分析后发现病变部位 （ 胃体小弯侧 ） （Ｘ４ ） 、 病

变部位 （ 胃体下部大弯侧 ） （Ｘ９ ） 、 病变大小 （Ｘ １ ８ ） 、 ＤＬ 的有无 （Ｘ２〇 ） 、 ＷＧＡ 的有无 （Ｘ２ ５ ） 、

ＭＣＤＬ 边界是否规整 （Ｘ２ ７ ） 以及上皮环 内血管模式 （ Ｖｅｓｓｅｌｓｗ ｉｔｈｉｎＥｐ ｉｔｈｅｌｉａｌＣ ｉｒｃｌｅ

ｐａｔｔｅｒｎ ，ＶＥＣ
ｐａｔｔｅｒｎ ） 的有无 （Ｘ２ ８ ） 等 ７ 个变量类 目 与高危型 ＯＬＧＩＭ 具有较强的相关

性 ， 同 时 得 到 高 危 型ＯＬＧＩＭ的 判 别 方 程 式 为

２
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＝－

１ ０ ． １ ２８＋ １ ．４０３Ｘ４
＋３ ． ８９９Ｘ９

＋４ ．４８４Ｘ １ ８
－９ ． ６９９Ｘ２〇

＋３ ． ５０５Ｘ２５
＋ １ ０ ．２５２Ｘ２７

＋３ ．３ １ ０Ｘ２８ ， 对该方程

进行验证后发现 ， ＯＬＧＩＭ 诊断模型的 ＡＵＣ 值为 ０ ．９５０（ ９５％Ｃ Ｉ
，
０ ． ９２６－０ ． ９７４ ） ， 敏感度

为 ８２ ． ８％ ， 特异性为 ９５ ． ８％ ， 显示了较高的诊断效能 。

２ 单细胞测序结果

通过拟时序轴构建 胃黏膜上皮细胞类群演化轨迹图后 ， 拟时序轴起始端为潘氏细

胞 、 ＭＫＩ６７＋ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ 细胞以及壁细胞 、 成纤维细胞 ， 其中潘氏细胞与 ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ 细

胞之间有密切的关联 。而在起始端的壁细胞、 ＭＫＩ６７＋
ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ 细胞在组织损伤后消失 、

死亡 。 然后通过建立了细胞互作网络图来直观的展示各细胞类群之间 的通讯关系 ， 在细

胞强度互作方面 ， ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ 细胞 、 肠 内分泌细胞与 Ｐ ｉｔｍｕｃｏｕｓ 细胞 、 成纤维细胞 、

潘 氏细胞以及主细胞之间存在较强的关联 ， 继而通过细胞间相互作用关系网络发现巨噬

细胞迁移抑制因子 （Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒ ， ＭＥＦ ）（ ＣＤ ７４－ＣＸＣＲ４ ） 、 ＭＩＦ

（ ＣＤ ７４－ＣＸＣＲ２ ） 以及 ＭＩＦ（ ＣＤ７４－ＣＤ４４ ） 配体－受体对在上述细胞类群互作关系之间

普遍存在 ， 且相互作用程度最强。 同时运用 网络药理学技术 ， 构建中药复方参 白颗粒干

预 胃黏膜上皮细胞各类群表达基因的
“

活性成分 －靶点 －细胞类群
”

模型后得到参 白颗粒

发挥疗效的关键活性成分为槲皮素 、 木犀草素 、 山奈酚 、 豆 留醇 、 Ｐ
－胡萝 卜素 、 Ｐ

－谷 甾

醇 。

３ 细胞实验结果

通过建立丑砂／ｏｎ
？

与 ＧＥＳ －

１ 细胞共培养模式模拟
？

胃 内急性感染与慢性长期

感染的状态 。

‘

与 ＧＥＳ －

１ 细胞短期共培养时 ， 可抑制 ＧＥＳ－

１ 细胞増殖活

性 ， 抑制细胞 自噬水平 。 在经过
一

个月 的长期共培养后 ， 持续暴露于 环境下的

ＧＥＳ －

１ 细胞增殖水平提高 ， 细胞 自噬增强 ， 细胞的侵袭以及迁移能力均有所提高 ， 并且

长期感染后的细胞在透过 ｔｒａｎｓｗｄ ｌ 小室时 ， 与对照组相 比 ， 可以发现细胞形态发生了 明

显的变化 ， 细胞牵拉伸长 ， 侵袭能力增加 ； 同时长期感染的 ＧＥＳ －

１ 细胞的凋亡率明显下

降 ， 具备了
一

定的抗凋亡特性 ； 在加入参 白颗粒含药血清干预后 ， 慢性感染的 ＧＥＳ －

１

细胞增殖明显被抑制 ， 而细胞凋亡率被提高 ， 导致凋亡指数／增殖指数比率显著增加 ， 这

表明参 白颗粒可以扭转上述细胞恶变的趋势 。

研宄结论 ：

３





幽 门螺杆菌相关性 胃癌前病变上皮细胞动态变化规律机制与临床研宄


１ 高危型 ＯＬＧＡ 分期与病变部位 （ 胃体下部大弯侧 ） 、 Ｃ －ＷＬＥ 下可见明显肠化斑、

病变大小 、 ＭＣＤＬ 的有无 以及ＭＣＤＬ边界是否规整等变量类 目关系密切 ； 高危型 ＯＬＧＩＭ

分期与病变部位 （ 胃体小弯侧 ） 、 病变部位 （ 胃体下部大弯侧 ） 、 病变大小 、 ＤＬ 的有无、

ＷＧＡ 的有无 、 ＭＣＤＬ 边界是否规整以及 ＶＥＣｐａｔｔｅｒｎ 的有无等 ７ 个变量类 目 具有较强

的相关性 。

２ 构建
？

感染后的 胃黏膜上皮细胞类群分化轨迹图谱以及细胞互作网络图可

以发现 ， ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ 细胞在 胃癌前病变上皮细胞的恶性增殖分化中具有重要地位 。

与 ＧＥＳ －

１ 细胞短期共培养后 ， 细胞增殖活性下降 ， 细胞 自 噬受抑制 ， 分

泌大量的促炎因子 ， 而在长期共培养后 ， 正常的 ＧＥＳ －

１ 细胞表现出癌症干细胞 （Ｃａｎｃｅｒ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
，
ＣＳＣ ｓ ） 样转化 ， 细胞出现异常增殖活性 、 抗凋亡特性以及能够激活细胞 自噬

以维持干细胞特性 ， 加入参 白颗粒含药血清干预后 ， 细胞增殖能够得到有效的抑制 ， 细

胞凋亡率提高 ， 自噬水平受抑制 ， 同样可以降低 ＣＳＣｓ 样细胞的迁移以及侵袭能力从而

减少 ＣＳＣｓ 样细胞的动态生长 。

关键词 ．

？ 单细胞转录组测序 ； 相关性 胃癌前病变 ；
ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ 细胞 ； 胃黏膜上

皮细胞 ； 细胞 自噬

４
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－

ｒｉｓｋＯＬＧＡｗａｓｃ ｌｏｓｅｌｙ
ｒｅ ｌａｔｅｄｔｏｖｍｉａｂ ｌｅｓｓｕｃｈａｓｌｅ ｓ ｉｏｎｌｏｃａｔｉｏｎ

（
ｌａｒｇｅｃｕｒｖｅｄｓ ｉｄｅｏｆ ｔｈｅｌｏｗｅｒ

ｐａｒｔｏｆｔｈｅｓｔｏｍａｃｈ
） ，ｏｂｖｉｏｕｓｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｌｅｓ ｉｏｎｓｖｉ ｓｉｂｌｅｕｎｄｅｒ

Ｃ －ＷＬＥ
，

ｌｅｓ ｉｏｎｓ ｉｚｅ
，ｐｒｅｓｅｎｃｅｏｒａｂｓｅｎｃｅｏｆ ＭＣＤＬ

，
ａｎｄｒｅｇｕｌａｒｉｔｙ

ｏｆ ＭＣＤＬ ｂｏｕｎｄａｒｉｅｓ ．Ｔｈｅ

ｓｔａｇｅｏｆｈｉｇｈ
－ｒｉ ｓｋＯＬＧＩＭｗａｓｓｔｒｏｎｇｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｓｅｖｅｎｖａｒｉａｂｌｅｓ

，

ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｌｅｓ ｉｏｎ

ｌｏｃａｔｉｏｎ
（

ｓｍａｌ ｌｃｕｒｖｅｄｓ ｉｄｅｏｆｔｈｅｓｔｏｍａｃｈ
） ，ｌｅ ｓ ｉｏｎｌｏｃａｔｉｏｎ

（
ｌａｒｇｅｃｕｒｖｅｄｓ ｉｄｅｏｆ ｔｈｅｌｏｗｅｒ

ｓｔｏｍａｃｈ
） ，

ｌｅｓ ｉｏｎｓ ｉｚｅ
，ｐｒｅｓｅｎｃｅｏｒａｂｓｅｎｃｅｏｆＤＬ

３ｐｒｅｓｅｎｃｅｏｒａｂｓｅｎｃｅｏｆ ＷＧＡ
，
ｒｅｇｕｌａｒｉｔｙ

ｏｆ

８





幽 门螺杆菌相关性 胃癌前病变上皮细胞动态变化规律机制与临床研究


ＭＣＤＬ ｂｏｕｎｄａｒｙ
ａｎｄ

ｐｒｅｓｅｎｃｅｏｒａｂ ｓｅｎｃｅｏｆ ＶＥＣ
ｐａｔｔｅｒｎ ．

２Ｂｙ
ｃｏｎｓ ｔｒｕｃｔｉｎｇ

ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｌｏｃｕｓｏｆ
ｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａｌｅｐｉｔｈｅ ｌｉａｌｃｅｌ ｌ

ｇｒｏｕｐｓａｎｄ

ｃｅ ｌｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋｍａｐａｆ
ｔｅｒＨ．ｐｙｌｏｒｉｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

，
ｉｔｃａｎｂｅｆｏｕｎｄｔｈａｔＬＧＲ５＋ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

ｐ ｌａｙ
ａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｔｈｅｍａｌｉｇｎａｎｔ

ｐｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ
ｇａｓ

ｔｒｉｃ
ｐｒｅｃａｎｃｅｒｏｕｓｌｅｓｉｏｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｓ ．

３Ａｆｔｅｒｓｈｏｒｔ－ ｔｅｒｍｃｏ－

ｃｕｌｔｕｒｅｏｆｗｉｔｈＧＥＳ－

１ｃｅｌ ｌｓ
，
ｃｅｌ ｌ

ｐｒｏ ｌ ｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖ ｉ ｔｙ

ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
，ａｕｔｏｐｈａｇｙ

ｗａｓｉｎｈｉｂ ｉｔｅｄ
，ａｎｄａｌａｒｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｐｒｏ

－

ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｗｅｒｅ

ｓｅｃｒｅｔｅｄ ．Ｈｏｗｅｖｅｒ
，
ａｆｔｅｒｌｏｎｇ

－

ｔｅｒｍｃｏ－

ｃｕｌｔｕｒｅ
，
ｎｏｒｍａｌＧＥＳ －

１ｃｅｌｌｓｓｈｏｗｅｄＣａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌ ｌ ｓ

（
ＣＳＣ ｓ

）
－

ｌ ｉｋｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ．Ｃｅ ｌ ｌｓｓｈｏｗｅｄａｂｎｏｒｍａｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｃｔｉｖ ｉ ｔ
ｙ，ａｎｔｉ

－

ａｐｏｐｔｏｔｉｃ

ｐｒｏｐｅｒ
ｔｉｅｓａｎｄｔｉｈ ｉｅａｂ ｉ ｌ ｉｔｙｔｏａｃｔｉｖａｔｅａｕｔｏｐｈａｇｙｔｏｍａｉｎｔａｉｎｓｔｅｍｃｅｌ ｌ

ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ．Ａｆｔｅｒｔｈｅ

ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｏｆＳｈｅｎｂａｉＧｒａｎｕｌｅｓｄｒｕｇ
－

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｓｅｒｕｍ
，ｃｅ ｌｌｐｒｏｌ ｉｆｅｒａｔｉｏｎｃｏｕｌｄｂｅ

ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｌｙｉｎｈｉｂ ｉｔｅｄ
，ａｐｏｐｔｏｓ ｉ ｓｒａｔｅｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ

，ａｕｔｏｐｈａｇｙｌｅｖｅｌｗａｓｉｎｈｉｂ ｉｔｅｄ
，ａｎｄ

ｍｉ
ｇｒａ

ｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓ ｉｏｎａｂ ｉ ｌｉｔｙｏｆＣＳＣ ｓ
－

ｌｉｋｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅａｌｓｏｒｅｄｕｃｅｄ
，ｔｈｕｓｒｅｄｕｃ ｉｎｇｔｈｅ

ｄｙｎａｍｉｃ
ｇｒｏｗｔｈｏｆ ＣＳＣ ｓ

－

ｌｉｋｅｃｅｌ ｌｓ ．

ＫＥＹＷＯＲＤＳ ：ｓ ｉｎｇｌｅ
－

ｃｅ ｌ ｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃ ｉｎｇ ，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉａｓ ｓｏｃｉａｔｅｄｇａｓ ｔｒｉｃ

ｐｒｅｃａｎｃｅｒｏｕｓｌｅｓ ｉｏｎｓ
，
ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍｃｅ ｌ ｌｓ

，ｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａｌｅｐｉ ｔｈｅｌ ｉａｌｃｅｌ ｌ ｓ
， 
Ａｕｔｏｐｈａｇｙ

９
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

符号说明

缩略词英文全称中文全称

ＡＵＣＡｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｒｅｃｅｉｖｅｒＲＯＣ曲线下面积

ｏｐｅｒａｔｉｎｇ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉ ｓｔｉｃｃｕｒｖｅ

Ｂａｙｅｓ Ｂａｙｅｓ 贝叶斯

ＣＡＧ Ｃｈｒｏｎ ｉｃ ＡｔｒｏｐｈｉｃＧａｓｔｒｉｔｉｓ慢性萎缩性 胃炎

ＣＮＡＧ ＣｈｒｏｎｉｃＮｏｎ－Ａｔｒｏｐｈｉｃ慢性非萎缩性 胃炎

Ｇａｓｔｒｉｔｉｓ

ＣＳＣ ｓ Ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌ ｌ ｓ癌症干细胞

Ｃ－ＷＬＥ Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ Ｗｈｉｔｅ
－Ｌｉｇｈｔ传统 白光内镜

Ｉｍａｇｉｎｇ
Ｅｎｄｏｓｃｏｐｙ

ＤＬＤｅｍａｒｃａｔｉｏｎ Ｌｉｎｅ分界线

ＤｙｓＤｙｓｐｌａｓ ｉａ异型增生

ＥＦＢ Ｅｎｄｏｓｃｏｐ ｉｃＦｏｒｃｅｐｓＢ ｉｏｐｓｙ活检钳活检

ＥＧＣ Ｅａｒｌｙ
Ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ早期 胃癌

ＧＣＧａｓｔｒｉｃＣａｎｃｅｒ 胃癌

ＨＧＩＮＨｉｇｈ
－ＧｒａｄｅＩｎｔｒａｅｐ ｉｔｈｅｌｉａｌ高级别上皮 内瘤变

Ｎｅｏｐ ｌａｓ ｉａ

Ｈ，ｐｙｌｏｒｉＨｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ
ｐｙｌｏｒｉ幽 门螺杆菌

ＩＭ Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｅｔａｐ
ｌａｓ ｉａ肠上皮化生

ＬＢＣ ＬｉｇｈｔＢ ｌｕｅＣｒｅｓｔ亮蓝嵴

ＬＧＩＮ Ｌｏｗ－ＧｒａｄｅＩｎｔｒａｅｐ ｉｔｈｅｌｉａｌ低级别上皮内瘤变

Ｎｅｏｐ ｌａｓ ｉａ

ＭＣＤＬＭｕｌｔｉｐｌｅＣｏｎｖｅｘＤｅｍａｒｃａｔｉｏｎ由背景黏膜的小凹边

Ｌｉｎｅ缘上皮环绕的 内侧有

凸 出 的明显的分界线

ＭＥ－ＮＢ ＩＭａｇｎｉｆｙｉｎｇ
Ｅｎｄｏｓｃｏｐｙ

－放大窄带成像技术

Ｎａｒｒｏｗ ｂａｎｄｉｍａｇｉｎｇ

１ ０
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符号说明 （续表 ）

英文全称 中文全称

ＭＥＳＤＡ－ＧＭａｇｎｉｆｙｉｎｇ

Ｅｎｄｏｓｃｏｐｙ
Ｓ ｉｍｐ ｌｅ放大 内镜诊断简化流

Ｄ ｉａｇｎｏｓｔｉｃＡｌｇｏｒｉｔｈｍｆｏｒ程

Ｅａｒｌｙ
ＧａｓｔｒｉｃＣａｎｃｅｒ

ＭＩＦＭａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎ巨嗤细胞迁移抑制因

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒ子

ＭＳＰｍｉｃｒｏｓｕｒｆａｃｅ
ｐａｔｔｅｒｎ表面微结构

ＭＶＰｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｐａｔｔｅｒｎ微血管构造

ＯＬＧＡ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ

ｌ ｉｎｋｆｏｒ
ｇａｓｔｒｉ ｔｉｓ胃炎评估系统

ａｓｓｅ ｓｓｍｅｎｔ

ＯＬＧＩＭ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ
ｌｉｎｋ ｆｏｒ

ｇａｓｔｒｉｃ基于肠化生的 胃炎评

ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｅｔａｐｌａｓ ｉａ价系统

ＲＡＣ Ｒｅｇｕｌａｒ Ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｏｆ集合小静脉

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ

Ｖｅｎｕｌｅｓ

ＲＯＣ ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇ受试者工作特征

ｃｈ肛ａｃｔｅｒｉ ｓｔｉｃ

ＲＯＳ Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃ
ｉｅｓ活性氧

ＳＰＥＭ Ｓｐａｓｍｏ ｌｙｔｉｃＰ ｌｏｙｐｅｐｔｉｄｅ解痉多肽表达化生

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ
Ｍｅｔａｐ ｌａｓ ｉａ

ＶＥＣ
ｐａ

ｔｔｅｒｎＶｅｓｓｅｌｓｗｉｔｈｉｎ Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ上皮环 内血管模式

Ｃｉｒｃｌｅ
ｐａｔｔｅｒｎ

ＶＩＦｖａｒｉａｎｃｅｉｎｆｌａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ方差膨胀因子

ＷＢＷｅｓｔｅｒｎ Ｂ ｌｏｔｔｉｎｇ免疫蛋 白 印迹

ＷＧＡＷｈｉｔｅＧｌｏｂｅＡｐｐｅａｒａｎｃｅ白球征

ＷＯＳＷｈｉｔｅＯｐａｑｕｅＳｕｂｓｔａｎｃｅ白色不透明物质

ＷＺＷｈｉｔｅＺｏｎｅ腺管 白 区

ｌ ｉ




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

文献综述

综述一 中医药防治幽门螺杆菌相关性 胃炎研宄进展

幽 门螺杆菌 （Ｈｅ ｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ
ｐｙｌｏｒｉ

， 以下简称 是
一

种微需氧 、 革兰

氏阴性杆菌 ， 其具有多种毒力因子 ， 包括尾部鞭毛引 导的运动性 、 脲酶提供的

氮源 、 外膜蛋 白家族介导的粘附素 、 细胞毒素相关基因 Ａ 、 空泡细胞毒素 Ａ 等 ， 能够使

其与宿主 （人 胃黏膜 ） 细胞达到长期的动态平衡 ， 实现其在人 胃黏膜中长期定植的状态 。

己被归类为 Ｉ 类致癌物 ， 越来越多的证据表明 ， 是 Ｃｏｒｒｅａ 级联反应

中慢性 胃炎向 胃腺癌转化的过程的启动因子 ， 是已被证明 的可以导致 胃癌的环境危险因

素 。 全球感染率达 ６０％以上 ， 对 进行有针对性的监测及根除 ， 能够控

制全球的 胃癌发病率 ［
１
］

。 丑 感染后 胃黏膜处于持续的炎症状态 ， 常见的临床表现

有嗳气、 胃痛、 恶心 、 反酸、 腹部不适等 ， 被称为幽 门螺杆菌相关性 胃 炎 （Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ

ｐｙｌｏｒｉ－ａｓ ｓｏｃｉａｔｅｄ
ｇａｓｔｒｉｔｉｓ ，

ＨＰＡＧ ）。 根除 ／／．

ｊ
ｃｙ／ｏｒｉ 不仅可以改善 胃部多种不适症状 ， 同

时可以降低 胃癌的发病率 。 目 前国 内外治疗 ＨＰＡＧ 主要通过抗菌 、 抑制 胃酸分泌 、 保护

胃黏膜的三联或者四联综合疗法。 但是 目前存在的 问题是 初次根除失败率逐渐

升高 ， 这与 对抗生素的耐药性逐渐增加 以及 并不会从根本上改变宿主

环境有关 。 此外 ， 服用抗生素过程中 ， 其刺激 胃肠道导致的不适症状极大的降低了患者

的服药依从性 ， 这也是导致 除菌失败的关键因素之
一

。 因此 ， 以抗生素为主的

三联 、 四联杀菌方案出现了
一

定的缺陷性 ， 所以寻找合适的药物来扩大 目 前的用药需求

并应对局 ／／ｊｙ／ｏｒｆ 的耐药率是我们亟待解决的 问题 。

鉴于 目 前尚未出现有效的 、 能够规避以上 问题的西药 ， 越来越多的研宄者将 目光转

向 中医药 。 随着中西医结合的理念逐渐深化 ， 中医药参与到 的防治工作中取得

了较为可喜的成绩 。 中医治疗强调整体性 ， 重视调节人体的平衡 ， 这体现在中医药在防

治 方面 ， 不单是对致病微生物的根除 ， 同样着重于 胃黏膜的修复 ， 调节人体全

身的免疫 ， 这正是印证了 《黄帝 内经 》 中的
“

正气存 内 ， 邪不可干
”

的观点 。

在 《 ２０２２ 中 国幽 门螺杆菌感染治疗指南 》
Ｈ以及 《中 国慢性 胃炎诊治指南 》

［
３

ｋ ２０２２ ，

上海 ） 的治疗部分均提出使用 中药制剂可行性 。 中药制剂有多种活性成分组成 ， 具有广

１ ２
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泛的药理活性 ， 可 以作为
一

种联合疗法加入到 ＨＰＡＧ 的治疗中 ， 这提供 了
一

条可 以治疗

ＨＰＡＧ 的重要潜在途径 。 研宄表明 ， 铋剂四联方案联合中药制剂有利于提高 感

染根除率以及某些中药制剂干预可以逆转肠化生 ， 从而降低癌前病变的风险 。

本综述将就中医药治疗 ＨＰＡＧ 的最新研宄进展作
一

综述 ， 并对相关中药的有效成分

及作用机理进行阐述 ， 以期为中医药防治 ＨＰＡＧ 提供进
一

步启示 。

１ＨＰＡＧ 的中医病名认识

ＨＰＡＧ 的病名在中医典籍中并无明确的记载 ， １ ９８２ 年以前 ／ 是并不被医疗工

作者所认识的 ， 概念的提出丰富了慢性 胃炎的病因学范围 。 ＨＰＡＧ 临床表现多

见 胃脘疼痛 、 腹胀、 嗳气 、 反酸等 ， 根据相关症状 ， 参考 《慢性 胃炎中医诊疗专家共识 》

（ ２０２３ ） ［
４

］意见及 《 中 国病证分类及代码 》
［
５

］

， 可将其诊断为
“

胃脘痛
”

、

“

胃痛
”

、

“

痞

满
”

、

“

胃痞
”

的疾病范畴 。

１ ． １ 胃痞 （痞满 ）

患者 自觉 胃脘痞塞 ， 胸膈胀满 ， 触之无形 ， 按之柔软 ， 压之不痛为主要症状的病证 。

文献中有记录的
“

否
”

、

“

否满
”

、

“

否膈
”

即是本证 。

“

否
”

作为病名首次出现于 《素 问 ？ 五

常政大论篇 》 ， 原文为
“

备化之纪 ， 气协天休 ，

……

， 其气平 ， 其性顺 ， 其化丰满 ，

……

，

其政安静 ， 其候溽蒸 ， 其令湿 ， 其脏脾 ， 脾其畏风 ， 其主 口 ，

……

， 其病否 ， 其味甘 ，

其音宫 ，

……

。

”

可见痞满最初病位在脾 。 后东汉张仲景在 《伤寒论 》
［
６

］提出
“

心下痞
”

的病名 ， 指
“

但满而不痛者 ， 此为痞
”

， 定义了痞为满而不痛的特点 ， 进而提出五泻心

汤的方药 ， 自此后世即沿用
“

痞满
”

的病名 。 此后各医家对痞满的病因病机及治法进行

了详细的论述 。 龚廷贤著作 《万病回春 》 中有
“

非痞块之痞也 ， 乃胸腹饱闷而不舒畅

也 。

”

指出痞满并非实物积块 ， 成因乃胸腹饱闷气机郁滞 。 后有张景岳在 《景岳全书 ？ 杂

病谟 ？ 痞满 》
［
８

］
—

书 中将
“

痞
”

与
“

满
”

两证进行细致的区分 ， 将
“

痞
”

定义为
“

痞塞

不开
”

，

“

满
”

则为
“

胀满不行
”

， 故有
“

满则近胀 ， 而痞则不必胀也
”

， 又将
“

痞
”

分为

实痞 、 虚痞 ， 认为
“

有邪有滞而痞者 ， 实痞也 ； 无物无滞而痞者 ， 虚痞也 。

”

又有林珮

琴在 《类证治裁 ？ 痞满 》
［
９

］中将痞满按照病因分为伤寒痞与杂病痞两种 ， 谓之
“

伤寒之

痞 ， 从外之 内 ， 故宜苦池。 杂病之癌 ， 从内之外 ， 故宜辛散 。

”

； 在 １ ９８ ９ 年 １ ０ 月全国第

五届全国脾 胃病学术会议中将慢性萎缩性 胃 炎病名定义为
“

胃痞病
”

？

并沿用至今 ［
１ （）

］

。

…

１ ３
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１ ．２ 胃脘痛 （ 胃痛 ）

此病名最早见于 《素 问 ？ 五常政大论篇 》

“

少阳司天 ， 火气下临 ， 肺气上从 ，

……

，

风行于地 ， 尘沙飞扬 ， 心痛 胃脘痛 ， 厥逆膈不痛 ， 其主暴速 。

”

此即为关于 胃脘痛病名

的首次历史记载 ， 在 《 内经 》 中 尚有类似病名如
“

心痛
”

、

“

厥心痛
”

、

“

胃 心痛
”

、

“

胃痛
”

等 。 至孙思邈在 《备急千金要方 ？ 心腹痛 》
［
１ １冲提到的九种心痛

“

九痛丸 ， 治九种心痛 ，

—

虫心痛 ，
二疰心痛 ， 三风心痛 ， 四悸心痛 ， 五食心痛 ， 六饮心痛 ， 七冷心痛 ， 八热心

痛 ， 九来去心痛 ， 此方悉主之 。

”

此九种心痛乃心痛成因 ， 此中心痛病名乃现代 胃痛 ；

宋代陈无择在 《三因极
一

病证方论 ？ 九痛叙论 》 ［
１ ２

］中将心痛与真心痛进行鉴别开来 ， 有

“

夫心痛者 。 在方论则 曰九痛 。 内经则 曰举痛 ，

一

曰卒痛 。 种种不同 ， 以其痛在中脘 ，

故总而言之曰心痛 ， 其实非心痛也 。 若真心痛 ， 则手足青至节 ， 若甚 ， 夕发昼死 ， 昼发

夕死 ， 不在治疗之数 。

”

此中将 《 内经 》 中
“

举痛
”

、

“

卒痛
”

等病名 明确归为
“

心痛
”

，

即是痛在中脘的
“

胃痛
”

范畴 ， 并将其与真心痛区别开来 ；
至金元时期 ， 李东垣著有 《兰

室秘藏 ？ 中满腹胀门 ？

胃脘痛 门 》 ［
１ ３冲设

“

胃脘痛
”
一

门 ， 并首次提出
“

胃脘痛
”

的病

名 ， 指 出其症状为嗳气 、 腹胀 ， 与脾有关 ， 明确 了 胃胺痛的病因病机、 临床表现与治疗

等 ； 张景岳在 《景岳全书 》 中启 用 胃脘痛病名 ， 有
“

凡病心腹痛者 ， 有上中下三焦之别 。

上焦者 ， 痛在膈上 ， 此即 胃胺痛也 ， 《 内经 》 曰 胃脘当心而痛者即此 。

”

同时期虞抟在 《医

学正传 ？

胃脘痛 》 ［Ｗ中将孙思邈描述的九种心痛明确为 胃脘痛 ，

“

古方九种心痛 ，

……

，

夫所谓冷者惟
一

耳 ， 岂可例 以热药治之乎 。 详其所由 ， 皆在 胃脘 ， 而实不在于心也 。

”

后世医家逐渐将 胃脘痛与心痛范畴区别开来 ， 并提出 了 明确的鉴别诊断 ， 确立了
“

胃脘

痛
”

的病名 ， 并逐渐规范了 胃脘痛的含义 、 病因病机以及治法方药 。

２ 中药复方治疗 ＨＰＡＧ 的临床研宄

《２０２２ 中 国幽门螺杆菌感染治疗指南 》
［
２

］中建议的质子泵抑制剂联合 ２ 种抗生素的

三联方案或者质子泵抑制剂 、 铋剂联合 ２ 种抗生素的四联杀菌方案是 目 前临床上较为普

遍的根除 ／／砂／〇ｎ

＿

方案 ， 但随着耐药性的逐渐增加 ， 以及抗生素刺激 胃肠道带来的患者

月艮药依从性的降低使得 初次根除失败率逐渐增加 ， 此时介入中药防治 ＨＰＡＧ 不

失为合适的时机 。 中药介入 ＨＰＡＧ 的治疗不仅可提高 Ｒｐｙ／ｏｎ

？

的根除率 ， 同时可缓解服

用抗生素带来的 胃部不适感ｉ从而提高患者的服药依从性 ， 提高 丑 首次根除率 。

１ ４
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中药复方常为含有两种或者两种以上的 中草药组成 ， 疗效比单
一

中药来说较好 ， 中药以

其副作用较少更为国人所接受 。 目 前中药复方主要分为以下三类 ， 古代经典名方 、 经验

方以及中成药 ［
１ ５

］

。

２ ． １ 古代经典名方治疗 ＨＰＡＧ 的临床疗效

古代经典名方是古代医家长期临床经验的积累之作 ， 体现了古代医家的用药智慧 ，

是中药经历了数百年临床疗效验证并流传下来 ， 呈现给我们的财富 。 这些方剂是时间 、

实践 、 智慧 、 经验 、 历史和人文精神多方面积淀结合的产物 ， 在理论依据 、 方剂组成、

剂量控制 、 给药方法以及临床疗效方面具有独到的优势和特点 。

以半夏泻心汤为代表的古代经典名方在临床治疗 ＨＰＡＧ 方面取得较为明显的效果 。

半夏泻心汤最早的记载源于东汉张仲景的 《伤寒论 》
［
６

］

， 其方证原文是
“

但满而不痛者 ，

此为痞 ， 柴胡不 中与之 ， 宜半夏泻心汤 。

”

原文方药组成为半夏半升 ， 黄芩 、 干姜 、 人

参 、 炙甘草各三两 、 黄连
一

两 、 大枣十二枚 ， 此方是治疗中焦脾 胃失和 ， 升降失常的代

表方剂 。 研究显示 ， 半夏泻心汤联合三联、 四联疗法在 ＨＰＡＧ 的 丑外／ｏｒ／ 根除率 、 改善

胃部不适症状、 不 良反应发生率 、 生活质量评分等方面均优于单纯的西药三联、 四联疗

法 ， 同时联合疗法较单纯西药能更明显降低炎症水平 ［
１ ６

＿

１ ８
］

。 研究显示 ， 半夏泻心汤可能

的作用 机制是其抑制 ｔｏｌ ｌ 样受体 （ ｔｏｌｌ
－

ｌ ｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ
，ＴＬＲｓ ） 和核 因子 －ｋＢ（ ｎｕｃ ｌｅａｒ

ｆａｃｔｏｒ－ｋａｐｐａＢ
，
ＮＦ－

ｋＢ ） 信号通路 。

连朴饮出 自清代医家王孟英的 《随息居重订霍乱论 》
［
１＇ 原文中对其主治

“

治湿热

蕴伏而成霍乱 ， 兼能行食涤痰 。

”

组方为制厚朴二钱 ， 川连 （姜汁炒 ） ， 石菖蒲 、 制半夏

各
一

钱 ， 香豉 、 焦山栀各三钱 ， 芦根二两 。 证因感受湿热病邪 ， 蕴伏中焦 ， 气机升降失

常 ， 脾不升清 ， 胃不降浊 。 现代医家根据其病机湿热邪气蕴伏中焦 ， 气机升降失常 ， 将

此方用于治疗符合脾 胃湿热型
？

感染 。 研究表明 ， 连朴饮联合四联疗法高于单纯

四联疗法的 根除率 、 临床总有效率 ［
２ （）

］

， 且用药不 良反应发生率低于单纯四联疗

法 ［
２ １

］

〇

藿朴夏苓汤方药组成最初出 自 石寿棠 《医原 ？ 湿气论 》
［
２２

］
“

湿气弥漫 ， 本无形质 ，

宜用体轻而味辛淡者治之 ， 辛如杏仁 、 蔻仁 、 半夏 、 厚朴 、 藿梗 ， 淡如苡仁 、 通草、 茯

苓 、 猪苓、 泽泻之类 。

”

书中本无方名 ， 后根据＜（感证辑要 》
［
２３

］补上方名 ， 治 以湿温初
－

１ ５
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起 ， 恶寒发热 ， 身热不扬 ， 肢体困倦 ， 肌肉烦疼 ， 面色垢腻 ， 口不渴或渴不欲饮 ， 胸次

痞闷 ， 大便溏而不爽 ， 舌苔 白滑或腻 ， 脉濡缓或沉细似伏 。 现代研究将此方常用于治疗

脾 胃湿热型 ＨＰＡＧ 。 谢梅娟等人观察 １ １ ８ 例 ＨＰＡＧ 患者 ， 使用蕾朴夏苓汤联合四联疗法

作为观察组 ， 常规四联疗法作为对照组各 ５９ 例 ， 结果显示 ， 观察组
？

根除率为

９３ ．２２％ ， 明显高于对照组 ７９ ．６６％ ， 同时观察组对于改善患者临床症状表现 良好 ［
２４

］

。

２ ．２ 经验方及中成药治疗 ＨＰＡＧ 的临床研究

经验方是中医师在长期临床实践中积累得到的有效方剂 ， 成分相对稳定 ， 其疗效较

为明确 ， 是反映名老中医临床经验和学术思想的重要载体 。 但由于 中医在整体观以及辨

证论治的指导下 ， 经验方大不相同 ， 浩如烟海。 研宄显示 ， 铋剂四联方案加入 以大黄 、

黄连、 黄等为主要成分的中药方剂 ， 可能提髙 根除率 ［
２

］

。

中成药具有生物利用度高 、 贮藏携带方便、 服药方法便捷等优点 ， 其克服了 中药传

统汤剂需煎煮方可服用的缺点 ， 满足了 中药现代化发展的要求。 中成药品种 日趋丰富 ，

随着其剂型不断创新 ， 质量的逐步提高 ， 收到广大患者的青睐 。 市售治疗 ＨＰＡＧ 常见的

中成药有荆花 胃康胶丸 、 胃苏颗粒、 气滞 胃痛颗粒 、 安 胃疡胶囊等 。 多项研究显示 ， 荆

花 胃 康胶丸联合三联 的 丑砂 ／ｏｎ

？

根除率在 ９０ ． ７８％ ， 胃 苏颗粒联合三联的根除率在

８９ ．３０％ ， 气滞 胃痛颗粒的 ／／砂／加 根除率在 ８５ ． １４％ ， 安 胃疡胶囊联合三联的根除率在

８５ ． ０７％ 。 研宄结果显示 ， 中成药联合三联的 Ｈ砂／〇ｒｉ 根除率均优于单用三联疗法 ， 但相

应的药物成本也会提高 ， 运用成本－效果分析后得到 ， 荆花 胃康胶丸联合三联与 胃 苏颗

粒联合三联是比较具有经济性的方案 ［
２５

］

。

与单纯的西药治疗
？

相比 ， 中药联合西药治疗能够更有效的根除

中医防治 ＨＰＡＧ 的优势更主要体现在
一

是以改善症状为核心的综合控制优势 ， 不仅是根

除 外来邪气 ， 同时注意顾护脾 胃正气 ， 以临床症状的改善与人身整体的调整作

为辨证论治的理念 ， 治疗理念以人为本 ， 体现出 中医治疗是关注生病的
“

人
”

而不是这

个
“

疾病
”

本身 ； 另
一

方面 ， 中药联合西药根除 改善西药的不适症状以及耐药

性是中药的特殊优势 ， 由于耐药性以及药物不 良反应 ， 在根除
？

的治疗上已经从

传统的三联疗法 （两种抗生素＋质子栗抑制剂 ） 转变为含铋剂的四联疗法作为
一

线治疗 。

然 目 前科学研宄讲究成分－靶点 明确 ， 中药复方具有多成分、 多靶点 、 多途径的特点 ，

１ ６
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因此在未来我们应该在 明确中药成分、 验证药物靶点方面作 出更大的努力 ， 为中药防治

提供更具有力的证据 。

３ 中药单药及其活性成分治疗幽 门螺杆菌感染机制

研宄发现 ， 单
一

中药同样具有抗丑； 的作用 ， 且大多具有明确的化学结构 ， 这

为临床复方用药提供了更多的选择 。 此外 ， 中药单药同样具有多靶点和调节人身整体的

功能 ， 避免耐药性的产生以及 胃肠道菌群的失衡 ， 且副作用 尚不明显 。 因此 ， 从中药中

寻找更安全 、 更有效的抗 活性成分是预防和治疗 感染的
一

种新方法 。

越来越多 的实验研宄表明 ， 清热解毒类中药在抗 瓦； 治疗中具有更大的优势 ， 被称

为
“

植物抗生素
”
 ［

２６
］

。 在本综述中 ， 将详细的介绍黄连 、 黄芩 、 大黄等苦寒中药及其主

要活性成分抗 凡 机制研究 。

３ ． １ 黄连

黄连为毛莫科植物黄连 （ ＣｏｐｔｏＣＴｉ ｉｗｅｒａｓｉｓＦｒａｎｃｈ ） 、 三角叶黄连 （ Ｃ ．ｄｅ／ｔｏ ｚＷｅａＣ ．Ｙ．

Ｃｈｅｎｇ
ｅｔ Ｈ ｓ ｉａｏ ） 或云连 （ Ｃ ． ／ｅｅｔｏ Ｗａｌｌ ） 的干燥根及根茎 ， 以上三种习称

“

味连
”

、

“

雅

连
”

、

“

云连
”

。 黄连属清热解毒类中药 ， 性寒 ， 味苦 ， 入心 、 脾 、 胃 、 大肠 、 胆经 。 其

功效为清热燥湿 ， 泻火解毒 。 临床常用于湿热痞满 、 呕吐吞酸 、 湿热泻痢 、 高热神 昏 、

心烦不寐 、 血热吐衄、 痈肿疖疮 、 目 赤牙痛 、 消渴等 内治用途 ， 以及湿疹 、 湿疮 、 耳道

流脓等外治用途 。 现代中医临证 中常将其广泛应用于治疗菌痢 、 腹泻 、 肠 胃炎等细菌性

胃肠道疾病 。

黄连中主要含有异喹啉类生物碱 ， 包括原小檗碱类 、 苯菲啶类、 阿朴菲类 、 双苄基

异喹啉类等 ［
２７

］

。 其中原小檗碱类生物碱小檗碱 （ Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ
，
Ｂｅｒ ） 占黄连总生物碱的 ４４％

左右 ， 被认为是黄连发挥药效的主要活性成分 ［气 临床研宄中 ， Ｂｅｒ 联合标准三联疗法

与单纯标准三联疗法相 比 ， 可显著提高 丑砂 根除率 ， 增加消化性溃疡愈合率 ， 缓解

临床症状 ， 并降低不 良事件发生率 ［
２９

］

。 这为临床治疗 汉砂／ｏｎ
？

开辟了新的途径 。 动物实

验研 宄显示 ， Ｂｅｒ 干预
？

诱导 的慢性萎缩性 胃 炎大 鼠模型 后 ， 白 介素 －

１ ７

（ Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－

１ ７
，

ＩＬ－

１ ７ ） 、 趋化因子 （ Ｃ－Ｘ－Ｃ基序 ） 配体１（Ｃ －Ｘ－Ｃｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｌｉｇａｎｄ

１
，
ＣＸＣＬ １ ） 和 ＣＸＣＬ９ 等炎症因子水平下调 ， 而血清中 胃泌素 １ ７（ Ｇａｓｔｒｉｎ－

１ ７
，
Ｇ－

１ ７ ） 水
＇

平显著升高 ， 诱发的 胃黏膜组织学损伤也得到了缓解 。 同时 ， 细胞实验证实 ，

＿

１ ７
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小檗碱改善了ＧＥＳ－

１ 细胞的细胞活力和形态 。体内与体外研宄表明小檗碱可抑制促炎基

因及其相关蛋 白 的表达 ［
３ （）

］

。

３ ．２ 黄芩

黄岑为唇形科 （ Ｌａｂｉａｔａｅ ） 植物黄等属 （ Ｓｃｕｔｅ ｌ ｌａｒｉａ ） 多年生草本植物黄岑 （ Ｓｃｕｔｅ ｌｌａｒｉａ

ｂａｉｃａｌｅｎｓ ｉｓＧｅｏｒｇｉ ） 的干燥根 ， 与黄连同属清热解毒类药物 ， 味苦 ， 性寒 ， 归肺、 胆 、 脾 、

胃 、 大肠 、 小肠经 ， 其功效为清热燥湿、 泻火解毒 ， 止血、 安胎 ， 中医临床常应用于湿

温 、 暑湿 、 胸闷呕恶 、 湿热痞满 、 黄疸泻痢 、 肺热咳嗽 、 高热烦渴 、 血热吐赃 、 痈肿疮

毒 、 胎动不安等 。 黄芩的主要化学成分为黄酮类化合物 ， 在己发现的 ４ １ 种黄酮类化合

物中 ， 含量较高并具有 明显药理作用 的是黄等苷 （ ｂａｉｃａｌ ｉｎ ） 、 黄荅素 （ ｂａｉｃａｌｅｉｎ ） 、 汉黄

零素 （ｗｏｇｏｎｉｎ ） 和汉黄零苦 （ｗｏｇｏｎｏｓｉｄｅ ）
［
３ １

］

， 其中黄岑２苷对 的抑制作用研

宄较为广泛 。 研宄发现 ， 黄芩苷可非竞争性抑制 丑 脲酶巯基活性 ， 尤其是脲酶活

性位点周 围的 Ｃｙｓ３２ １ ， 是作为脲酶抑制剂治疗 凡 感染的潜在药物成分 此外 ，

体外药敏试验显示 ， 黄芩苷与黄芩乙醇提取物均表现出较好的体外抗 活性 ， 且

黄芩苷 的抑菌效果优于黄芩乙醇提取物 ［
３ ３

１

。 在黄芩苷对
？

诱导人 胃 黏膜上皮

ＧＥＳ －

１ 细胞损伤的机制研宄中 ［
３４
＼ 发现黄芩苷可通过抗炎 、促增殖并抗凋亡减轻丑

诱导的 ＧＥＳ －

１ 细胞损伤 ， 可能通过抑制 ｐ３ ８ＭＡＰＫ 通路发挥作用 。

３ ．３ 大黄

大黄为寥科植物掌叶大黄、 唐古特大黄或药用大黄的千燥根及根茎 。 掌叶大黄和唐

古特大黄称为北大黄 ， 药用大黄称南大黄 ， 主产于四川 ， 其性寒 ， 味苦 ， 归脾 、 胃 、 大

肠 、 肝 、 心包经 ， 属攻下药范畴 ， 其主要功效为泻下攻积 、 清热泻火 、 凉血解毒 、 逐瘀

通经 ， 临床主要用于治疗积滞便秘 、 血热吐衄 、 目 赤咽肿 、 热毒疮疡、 烧烫伤 、 各类疲

血证 以及湿热痢疾、 黄疸 、 淋证等 ， 可
“

破痰实
”

， 通脏腑 ， 降湿浊 。 现代药理学研究

其主要化学成分包括大黄蒽醌衍生物和二蒽酮类及苷类。 大黄蒽醌衍生物主要包括芦荟

大 黄 素 （ Ａｌｏｅｅｍｏｄｉｎ） 、 大 黄 素 （ Ｅｍｏｄｉｎ
，

１
，
３

，
８

－ 三 轻 基 －

６
－ 甲 基恵 醌 ） 、 大黄 酷

（ Ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ ） 、 大黄酸 （Ｒｈｅｉｎ ） 等 ［
３ ５

］

。 其中芦荟大黄素作为大黄作用最强的抗菌活

性成分 ， 可抑制 丑 生长 ［
３ ６

］

。 有体外研究显示 ， 芦荟大黄素可破坏 丑 生物膜

形成 ， 这为大黄在临床应用 中根除 ／ 提供了有力的证据 ［
３ ７

］

。

１ ８
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４ 小结

诚如前文所述 ， 全球抗生素耐药率的升高使
？

根除效果面临着巨大挑战 ， 我

国 丑； 感染率仍居高不下 ， 并且 Ｈｐｙｔｏｒｔ 感染根除率不断降低 ， 这带来的沉重的公

共卫生负担 ； 同时 ， 使用铋剂四联方案在 丑仰／ｏｒｚ

？

根除过程中带来的 胃部不适症状降低

了服药的依从性 ， 以上两点给 的成功根除带来了极大的挑战 。 中药以其多靶点 、

副作用小等优势介入到 ＨＰＡＧ 的防治工作中 ， 通过提高 根除率以及调节机体的

免疫力达到治疗疾病的 目 的 ， 不失为潜在治疗 丑办 ／ｏｎ

‘

感染的新疗法 。 然而 ， 目前中医

药对于防治 ＨＰＡＧ 尚存在着
一

定的缺陷 ， 辨证论治处于 中医治疗疾病的核心地位 ，

感染的中医证候相对复杂 ， 鉴于其
？

具有不 同的菌株分型 、 不 同地区环

境因素等造成 目前很难形成
一

个被广泛接受的 ＨＰＡＧ 中医证候分型 ， 这也是在本综述中

并未涉及 ＨＰＡＧ 中医证候分型的原因 ， 因此后续应进行更多大规模的 丑 感染患者

的证候学调查 ， 以规范 ＨＰＡＧ 的证候 ， 建立统
一

的中药疗效评价标准 ， 促进中医药在

ＨＰＡＧ 治疗中 的现代化。

１ ９
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综述二 汉砂／以 依赖 Ｐａｌｉｇ
ｅｎｏｓｉｓ 介导细胞 自暖完成 胃上皮细胞的

ＳＰＥＭ 转化

１ 凡
／＾ｔｏＷ 定植 胃上皮细胞造成 胃黏膜持续损伤的机制

１  ？ １ｉ／＿

＿ｐｙ／ｏｒｆ的病理生理学 （Ｈｅ ｌ ｉｃｏｂａｃｔｅｒ
ｐｙｌｏｒｉ

ｐａｔｈｏｐｈｙ ｓ ｉｏ ｌｏｇｙ 

）

？

是革兰阴性 、 微需氧型微生物 。 其在光学显微镜下呈 Ｓ 形 、 螺旋形或弧形 ；

在 电镜下呈螺旋形弯 曲 ， 长度约 １ ．５
｜

ｉｍ－５
｜

Ｌｍｉ ， 宽度约 ０ ． ３
（

＿ｉｍ－

１ ．０
｜

＿ｉｍ ， 菌体表面光滑 ， 末

端钝圆 ， 在螺杆形的
一

端 由 ２－

６ 条带鞘鞭毛形成鞘状鞭毛束而具有高度运动功能 在

分裂时 ， 两端均可见鞘状鞭毛束 ， 长度约为菌体的 １
－

１ ． ５ 倍 ， 粗约 ３０ｍｎ ， 其鞘

状鞭毛束在液体环境下可以游动或者在定居时起到锚定作用 。

丑
／

ｊｙ／ｏＨ 是 由
一

个编码了￣

１ ６００ 个蛋 白质 的单个环状染色体组成的容量为￣

１ ． ６ －Ｍｂｐ

的基因 的核心基因组是由所有丑砂／＾菌株中共有的？

１ １ ００个基因构成 ，

菌株亚群中发现的其他基因组成了基因组的其余附属部分 。

高突变率和 由于不同组合导致的髙重组率造成丑外／０？

？

菌株之间的基因组 内容和基

因序列的广泛差异 ， 这是 丑砂／ｏｎ
？

的
一

个突出特征 ［
４ １

］

。 的高突变率是因为其缺

乏经典的错配修复途径以及其 ＤＮＡ 聚合酶 Ｉ 的促诱变特性 ［
４Ｍ３

］

。 由于菌株之间的重组 ，

ＤＮＡ 序列多样性使得 可以在种群中迅速传播 ［
４４４５

］

。 ／
‘

侵入人体后 ， 其

ＤＮＡ 可以基于同源性整合到染色体中 ， 并且这种染色体的导入具有独特的双峰长度分

布 ， 使得 丑／＾／ｏｎ
？

能够以极其有效的方式使其基因组适应新环境 ［
４６

］

， 可谓是
“

真正的强

者 ， 从不抱怨环境
”

。

１ ．２定植于 胃黏膜的发病机制

１ ） 趋化性

ｉ７；ｐ＿ｖ／ｏｒｆ 在 胃上皮和约 ３００ｐｍ 厚的黏液中繁殖 ， 这是
一

个对几乎所有微生物都不友

好的特殊生态位 。 灵长类动物 胃腔的 ｐＨ 值在 １
－

５ 之间 ， 在这种环境下 汉砂 ／ｏｎ
？

只能存

活 ３ ０ 分钟 ， 同时 ， 胃 内容物也在被定期清除 ， 胃黏膜在不断的更新 ， 因此 ，

必须迅速开始定植 ， 同时要定位在更宜居的地方 ， 也就是在距离 胃上皮细胞 １ ５ｐｍ 以 内

［
４７

］

， 以及 胃腺深处 ［
４８

］

。 趋化性促进 丑 定植 ， 趋化性系统能将控制鞭毛旋转与感知

环境信号相结合 ， 调节
‘

运动 以远离有害条件并转向有利条件 。 丑
； 能够通

２０
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过 胃粘液中 的 ｐＨ 值和碳酸氢盐梯度完成定向定植 这对于其进入粘液层并维持粘液

量至关重要 。

趋化性在早期感染的前三个月 内是至关重要的 ， 趋化性缺失的突变体 （ Ｃｈｅ
－

） 在 胃

窦处出现明显的定植缺陷 。 ｃｈｅ
－

型 汉砂／ｏｎ

？

能够在感染后
一

个月达到正常的定植水平 ，

在感染后 ６ 个月 内保持相当的水平 ｆ
４９

］

， 因此可以说 定植的
一

个标志是其实现了

慢性感染的能力 。

２ ） 脲酶 （Ｕｒｅａｓｅ ）

可 以产生大量的脲酶 ，

‘

由于脲酶的活性而能够在酸休克条件下存

活 ， 并具有感染 胃黏膜的能力 。 ／ 对酸休克最大的反应之
一

是脲酶的镍化 ［
５ Ｑ

］

， 辅

助蛋 白系统可获取所需的镍元素 ， 镍对脲酶全酶活性至关重要 ， 可以保护细菌免受镍毒

性 ， 并通过控制尿素流入细菌细胞来调节脲酶活性Ｐ Ｉ

。

脲酶是促进 在 胃黏膜内定植的关键因素 ， 脲酶阴性突变体在生理 ｐＨ 值下

不能像脲酶阳性 丑； 菌株在 胃黏膜上定植 ， 很可能是因为脲酶通过将尿素裂解成氨

和二氧化碳 ， 在 专播过程中遇到非常低的 ｐＨ 值时 ， 可以短时间 内存活 ［
５ ２

］

。 通

过脲酶活性 ， 尿素为 提供始终可用 的氮源 。

３ ） 粘附性

汉
／ 可 以通过将锚定在其外膜上的表面分子 （粘附素 ） 附着在宿主细胞受体上 ，

从而粘附到 胃上皮细胞上 。 尽管上皮细胞脱落、 粘液层周转 以及 胃排空这些物理力量都

尽量降低 定植 ， 但粘附性使得 能够实现高定植 。

外膜蛋 白 （ ｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ
，ＯＭＰ ） 家族包括唾液酸结合粘 附素 （ Ｓ ｉａｌｉｃ

ａｃｉｄ－ｂ ｉｎｄｉｎｇ
ａｄｈｅｓ ｉｎ

，ＳａｂＡ ） 、 血型抗原结合粘附素 （Ｂ ｌｏｏｄ
ｇｒｏｕｐ

ａｎｔｉｇｅｎ
－ｂｉｎｄｉｎｇ

ａｄｈｅｓ ｉｎ
，

ＢａｂＡ ） 、 外层炎症蛋 白 Ａ（ Ｏｕｔｅｒｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎＡ
，
Ｏ ｉｐＡ ） 和粘附相关脂蛋 白 Ａ 和

Ｂ（ Ａｄｈｅｒｅｎｃｅ－Ａ ｓ ｓｏｃ ｉａｔｅｄＬｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡａｎｄＢ
，
Ａ ｌｐＡ／Ａ ｌｐ

Ｂ ）
［
５ ３

］

， ＯＭＰｓ对于 胃 中细菌的定

植和炎症的持续存在具有重要意义 。

ＢａｂＡ 是
一

种毒力因子 ， 可使
？

粘附在 胃上皮上 ， 并将毒素 （如细胞毒素相

关基因Ａ （ Ｃｙｔｏｔｏｘ ｉｎ－ＡｓｓｏｃｉａｔｅｄＧｅｎｅ Ａ
，
ＣａｇＡ ） 、 空泡细胞毒素Ａ（Ｖａｃｕｏｌａｔｉｎｇ

Ｃｙｔｏｔｏｘｉｎ

Ａ
，
ＶａｃＡ ） ） 或其他毒力因子输送到宿主细胞中 ， 通过炎症或免疫反应促进宿主组织的直

２ １
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接或间接损伤 。 有研究表明 ， ＢａｂＡ２ 可作为
一

种诊断 感染的生物标志物 。 ＢａｂＡ

可粘附在 胃上皮中表达 Ｈ－

ｔｙｐｅ ｌ 和 ＡＢＯ／Ｌｅｗｉｓ（ Ｌｅ
ｂ

） 的血型抗原上 ， 促进 ＴＳＳ４ 活性 ，

释放过量的促炎因子 ， 刺激癌变 。 ＢａｂＡ、 ＣａｇＡ 、 ＶａｃＡ 具有协同作用 ， 可加重 胃炎患者

的严重程度和临床结局 ［
５４］

。

ＳａｂＡ 是
一

种属于 ＯＭＰ ｓ 家族的粘附素 ， 通过与 Ｌｅ
ｘ

抗原结合促进 粘附在 胃

上皮细胞上 ， ＳａｂＡ 存在于大约 ４０％的 菌株中 。 在 胃微环境中 ， 诱导的

炎症状态下 ， ＳａｂＡ 的表达显著增加 。 ＳａｂＡ 的表达与 丑 感染期间 胃部疾病的进展 、

中性粒细胞过度浸润 以及萎缩有关 ， 同时 ， ＳａｂＡ 的表达与 定植密度存在关系

［
５ ５

－

５６
］

〇

由 ｈｏｐＨ 基因编码的 Ｏ ｉｐＡ 属于 ＯＭＰｓ 家族 。 由于 Ｏ ｉｐＡ 被证明是宿主上皮细胞产生

ＩＬ－８ 所必需的 ， 因此被命名为外层炎症蛋 ＆ ［
５ ７

］

〇 Ｏ ｉｐＡ 作为 毒力因子 ， 与 ｉ／＿

＿ｐ＿ｙ／ｏｎ
＿

的粘附 、 定植 、 诱导和 胃肠道疾病的进展密切相关 ， 并可能影响 感染者的临床

预后 。 与 ＯｉｐＡ 阴性 菌株相 比 ， Ｏ ｉｐＡ 阳性 菌株更容易在 胃黏膜中诱发

更严重的炎症 。 与单纯 胃炎患者相比 ， 胃癌前病变患者的 胃活检标本可以更普遍地检测

到 Ｏ ｉｐＡ 。 Ｏ ｉｐＡ 能够促进多种促炎细胞因子的分泌 ， 如 ＩＬ－

１ 、 ＩＬ－６ 、 ＩＬ－

８ 、 ＩＬ－

１ １ 、 ＩＬ－

１ ７ 、

基质金属蛋 白酶 Ｉ（ＭａｔｒｉｘＭｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１
，
ＭＭＰ －

１ ） 、 肿瘤坏死因子ａ（ ＴＮＦ－ａ ） 以及

。 在基因 ＣａｇＡ 、 ＶａｃＡ 以及 ＯｐｉＡ 共表达的 ｉｆ．—ｎ

？

菌株中 ， 毒力因子

之间存在着较强的协同作用 。 ＣａｇＡ 和 ＶａｃＡ 的合成被认为受到 ＯｐｉＡ 基因表达的调控Ｍ 。

Ａ ｌｐＡ／ＡｌｐＢ 是参与 粘附到 胃上皮和进
一

步刺激细菌定植的蛋 白质 ［
６２

］

。 与表

达高水平 ＡｌｐＡ／ＡｌｐＢ 的菌株相比 ， ＡｌｐＡ／ＡｌｐＢ 缺陷的 ＨｐＷｏｎ
？

突变体与 胃上皮细胞的结

合能力显著降低 。 Ａｌ
ｐ
Ａ／ＡｌｐＢ 可以调节多种细胞因子及促炎因子 ＯＬ－６ 、 ＩＬ －

８ ） 的释放 ，

并可能参与ＥＲＫ 、 ｃ
－Ｆｏｓ 、 ｃ－

Ｊｕｎ 、 ＣＲＥＢ 、 ＡＰ －

１ 、 ＮＦ －ｋＢ等通路的激活 ［
６３

］

。

４ ） 细胞毒素相关基因 Ａ

菌株可分为两种亚型
一

细胞毒素相关基因 Ａ（ Ｃｙｔｏｔｏｘｉｎ －ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｇ

ｅｎｅＡ
，

ＣａｇＡ ）阳性和ＣａｇＡ阴性菌株 。 Ｃａｇ
Ａ

致病性岛 （Ｃａｇｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｉｔｙ
ｉｓ ｌａｎｄ

，
ｃａｇＰＡＩ ）

在致癌过程中起到关键作用 ， 编码了ＣａｇＡ 和 ４ 型分泌系统 （ ｔｙｐｅ
４ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ ，

Ｔ４ＳＳ ） 。 携带有 ｃａｇＰＡＩ 的 附着在宿主细胞上 ， 通过 Ｔ４ＳＳ 形成的菌毛注入到细

２２
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胞中 ， 诱导细胞改变从而损害细胞运动 、 细胞增殖和凋亡 ， 并且改变整个细胞骨架的排

列 。 办ｒ／ 粘附在 胃上皮细胞促进 ＣａｇＡ 上调的过程受到 Ｆｕｒ 蛋 白 的控制％ ］

。 ＣａｇＡ 与

炎症反应和 胃黏膜损伤呈正相关 ， 但 ＣａｇＡ 并不是 丑；

？

诱导 胃黏膜进
一

步损伤的唯

一

决定性毒力因素 。

与 ＣａｇＡ 阴性菌株相 比 ， ＣａｇＡ 阳性菌株具有运动性 ， 这表明 ＣａｇＡ 与 ／＾ 的运

动具有
一

定的关系 ［
６５

］

。 运动是 如７

＿

定植所必需的条件 ， 是能够持续感染 胃黏膜上皮

的重要因素 。 胃上皮细胞中 ＣａｇＡ 的上调需要鞭毛调节系统 ， 这说明 ／＾ 运动与 ＣａｇＡ

之间存在着协作关系 ［
６６

］

。

ＣａｇＡ 阳性 菌株感染与患者较差的临床严重程度 以及结果有关 。 ＣａｇＡ 阳性

的 ／
？

菌株可刺激促炎细胞因子 ＩＬ－

８ 分泌 ； 此外 ， Ｔ４ＳＳ 可能通过肽聚糖片段递送

至宿主细胞中来参与这
一

复杂过程 ， 宿主细胞能够激活 Ｎｏｄ ｌ ， 从而诱导 ＩＬ－８ 的分泌

特定的 ＣａｇＡ基因型在 胃上皮细胞中表现出 ＩＬ－

８ 分泌 、炎症反应或凋亡的不同严重程度 。

同时感染表达 ＣａｇＡ 阳性 菌株的患者发生 胃癌前病变和 胃癌的风险增加 ［
６ ８

］

， 这

可能与 ＣａｇＡ 启动子区域变异有关 ［＠
。

ＣａｇＡ 通过多种途径促进癌变 。 ＣａｇＡ 具有抗凋亡的作用 ， 刺激鞭毛运动 ， 诱导宿主

细胞生长增殖 。 有研究表明 ， ＣａｇＡ 阳性 菌株刺激 ＣＤＸ １ 过表达可能促进 胃癌

的发生和进展 ［
７￣

。 此外 ， Ｃａ
ｇ
Ａ 与 胃黏膜的上皮－间充质转化 （ ｔｈｅＥｐ ｉｔｈｅ ｌ ｉａｌ

－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｔｒａｎｓ ｉｔｉｏｎ
，ＥＭＴ ） 的诱导和进展高度相关 ， 从而造成更大的侵袭性 ， 该过程可能通过下

调程序性细胞死亡蛋 白 ４（ Ｐｒｏｇｒａｉｒａｎｅｄ ｃｅＩｌ ｄｅａｔｈ ｐｒｏｔｅｉｎ ４
，

ＰＤＣＤ４ ） 的水平 ［
７ １

］

、 诱导癌

症干细胞样特性的表达 ［
７２

］

、 降低糖原合成酶激酶 ３（Ｇ ｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３
，ＧＳＫ－３）

的活性 ［
７扎 过度激活成纤维细胞 抑制 ｍｉｃｒｏＲＮＡ－

１ ３４ 的活性Ｍ 、 激活 ｙｅｓ 相关蛋 白

（此 ￥６５－咖〇 （＾６４
０１

＇

〇 １￡ １１１
，
丫人？ ）

［
７６

］通路以及下调 八［〇（１１１１ 蛋 白水平 ［
７ ７

］

。 丑蘭１

＇

是致瘤的

标志 ， 其特征是从上皮表型转变为间充质表型 ， 上皮细胞失去细胞间粘附并获得间充质

性状 。 在这个过程中 ， 上皮细胞发生 了显著的变化 ， 包括加强细胞延伸 、 丧失极性并获

得迁移性和侵袭性细胞行为 。

５ ） 空泡细胞毒素 Ａ

ＶａｃＡ 是
一

种参与孔隙形成的细胞毒素厂其作甩机制和最终致病性根据暴露与宿主
？

２３
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

细胞的时间略有不同 。 在急性暴露的情况下 ， ＶａｃＡ 促进细胞中 的 自 噬途径 ， 而在慢性

暴露期间 ， ＶａｃＡ 促进受损 自噬体的 出现 ， 并诱导细胞内空泡的形成 ， 使
？

在宿

主细胞中存活 ［
７ ８

］

。 ＶａｃＡ 是使 丑
／＾／ｏＷ 在 胃上皮细胞中定植和存活的最关键的毒力因子

之
一

， ＶａｃＡ 基因存在于所有的 Ｈｐｙ／ｏｎ
？

菌株中 。 ＶａｃＡ 结合的主要受体类型有受体样蛋

白酪氨酸磷酸酶 （Ｘ和 Ｐ（Ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ ｌｉｋｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏ ｓｉｎｅ

ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｓａａｎｄ
Ｐ ，

ＲＰＴＰ－ＲＰＴＰａ

ａｎｄＲＰＴＰｐ ） 、 低密度脂蛋 白受体相关蛋 白 －

１（ Ｌｏｗ－ｄｅｎｓ ｉｔｙｌ ｉｐｏｐｒｏｔｅ ｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ
－

ｒｅｌａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ－

１
，
ＬＲＰ －

１ ） 以及鞘磷脂 ［
７９ ＿

８Ｇ
］

。 ＶａｃＡ 基因型 已知的包括 ｓ ｉ 、 ｓ２ 、 ｍ ｌ 、 ｍ２ 、 ｓ ｌｍ ｌ 、

ｓ ｌｍ２ 、 ｓ２ｍ２ 和 ｓ２ｍ ｌ 。 ＶａｃＡ ｍ ｌ 基因型是 感染患者中最常见的基因型之
一

， 该

基因型与消化性溃疡疾病之间存在关联 ［
８ １

］

；ＶａｃＡ ｓ ｌｍ ｌ 常见于 感染的慢性 胃炎

患者 ， 而在 秀导的 胃癌中 ， ｓ ｉ 和 ｍ ｌ 基因型最为普遍 ［
８２ ＿

８３
］

。

不同的的 ＶａｃＡ 基因型与不 同的 胃肠道疾病 （如 胃癌 、 消化性溃疡病 ） 发病率 以及

患者的临床结局进
一

步相关 。 ＶａｃＡ 阳性菌株与 胃癌前病变和 胃癌的更高患病率相关 ［
８？

。

不同的 ＶａｃＡ 基因型也可能与 丑．砂／ｏｎ
？

诱导炎症的严重程度有关 。 与 ＣａｇＡ 类似的是 ，

ＶａｃＡ 的表达同样依赖 Ｆｕｒ 蛋白 ［
６４

］

。 与 ０＆的 毒力因子不 同的是 ， ＣａｃＡ 的多态性可能与

胃癌的组织学类型相关 。

有研宄表明 ［
８ ５

］

， ＶａｃＡ 与 ＣａｇＡ 之间存在着协同作用 ， 慢性暴露于 ＶａｃＡ 破坏细胞 自

噬途径 ， 导致致癌 ＣａｇＡ 在有缺陷的 自噬体中积累而无法被蛋 白酶体降解 ， 从而起到协

同致癌的作用 。 同时 ， 也有证据表明 ， ＶａｃＡ、 ＣａｇＡ 和 ＢａｂＡ 之间存在着系统作用 ， 这

些毒力 因素之间 的相互作用会显著加重炎症反应 ， 并与较高的肠上皮化生发生率有关

［
８６

］

Ｏ

除了细胞 自噬 以及破坏 内体与溶酶体功能外 ， ＶａｃＡ 还参与许多其他损害 胃上皮细

胞的过程 ， 如线粒体功能的改变 ， 以及细胞凋亡和细胞坏死 。 此外 ， ＶａｃＡ 在人 胃上皮

细胞内吞凹点被吸收汇集 ， 导致外周核 内体的聚集 ， 这些核 内体在更深的细胞质 中扩大

并相互融合 ， 形成含有 ＶａｃＡ 的大液泡 。 这些大液泡直接进入内质 网池 ， 内质 网池依次

包裹线粒体并与高尔基体接触 ， 这些被大液泡接触的细胞器伴随着结构的损伤 ， 从而导

致含有不能降解产物的持续细胞的积累 。 此外 ， ＶａｃＡ 被证明参与多种免疫反应 ， 如通

过抑制 ＩＦＮ－

Ｐ信号转导通路抑制 Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞的活化和增殖并诱导巨噬细胞凋亡

２４
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同时 ＶａｃＡ 还诱导 ＩＬ －８ 的的过度释放 ［
８ ８

］

；ＶａｃＡ 刺激调节性 Ｔ 细胞分化为效应 Ｔ 细胞 ，

此过程有助于 感染的持续存在 ［
８叱

研究表明 ， 与表达 ＶａｃＡｓ２ 菌株相比 ， ＶａｃＡｓ ｉ 菌株更容易被根除 然而 ， ＶａｃＡ

参与细胞 内储存库的形成 ， 在根除 治疗后 ， 由于 ＶａｃＡ 产生的细胞内

生态位的存在 ， 可以保护 丑 免受抗生素的治疗 ， 从而导致治疗后感染复发 ， 因此

丑 也能在 胃环境中存活 ［
９ １

］

。

２ 胃上皮细胞损伤后的细胞修复机制

丑
； 定植于 胃黏膜上诱导 胃上皮细胞发生促炎反应 ， 从而将多种免疫细胞募集

到黏膜下层 ， 导致慢性活动性 胃炎的发生 ， 在大多数患者中 ， 定植到 胃黏膜数

十年是无症状的 。 胃黏膜的炎症程度是具有个体差异的 ， 这取决于 类型 、 宿主

以及环境因素 。

／／．Ｍ ／ｏｈ 菌株是否具有促炎活性在于其是否拥有
一

个功能性的 ＣａｇＰＡＩ 。 在其他毒力

因子与宿主相互作用 的机制下 ， 如宿主受体与
？

粘附素相结合 ， 促进
？

与

上皮细胞的强结合 ， 从而促进了
？

和宿主细胞之间的 串扰 ， 有助于 丑ｐｊ／ｏｒ／ 在单

个宿主中 引起反应 。 胃黏膜长达数十年的炎症状态被认为是导致 胃黏膜萎缩的重要驱动

力 ， 在慢性炎症状态下 ， 正如 Ｃｏｒｒｅａ 级联反应概述
一

般 ， 最终导致 胃腺癌的形成 。 Ｃｏｒｒｅａ

级联反应描述的是
一

个多阶段、 多因素的过程 ， 从浅表性 胃 炎开始 ， 进展为慢性萎缩性

胃炎 、 肠上皮化生 （ ＩｎｔｅｓｔｉｎａｌＭｅｔａｐ ｌａｓ ｉａ
，
ＥＭ ） 、 异型增生 ， 最终发展为 胃腺癌 。

越来越多的证据表明 ， 在根除 凡／＾／ｏＷ 后 ， 胃黏膜中依旧存在导致 胃上皮细胞癌变

的成分 ， 胃上皮细胞在损伤后进行可塑性的修复 ， 并有进展为肿瘤的潜力 。

胃上皮细胞可以根据不同的细胞类型划分为不同的区域 ， 正常的 、 组成活跃的祖细

胞在空间上可以与 已分化的细胞进行很好的分离 ， 这些分化细胞在损伤后可以被募集成

祖细胞 。 解构 胃上皮细胞的组成有助于了解 胃黏膜的稳态 以及损伤诱导的细胞可塑性。

（ 图 １ ）

胄腺体的底部 ， 细胞通过再生的方式成为具有分化能力的祖细胞 ， 这个过程可以在

小 鼠体内模拟发生 ， 此化生的过程模拟了人类 Ｃｏｒｒｅａ 级联反应 胃腺癌发生的进展过程 。

２５
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

细胞增殖

＼Ｉｆ

＇

隨＿
ＣＩＯ胃干细胞 （ 胃窦 ： ＬＧ Ｒ ５

，
ＡＸ ＪＬ＼ ２

： 胃体 ： ＳＴＸＬ＼ ｌ ， ｉＱＧＡ Ｐ３
） ｃ＾Ｓｌ小凹细胞 （

Ｍ Ｌ ：Ｃ ５ＡＣ ， Ｔｍ ）

ｎａｎ 定向干细胞ｇ
壁细胞 （

ＡＴＰ４Ａ
，
ＡＴＰ４Ｂ

）

ＣＳＤ基底黏液细胞 （
－Ｍ ｌ；Ｃ６

，
Ｕ ＥＡ ｌ

）颈黏液细胞 （
ＴＩ

：

丨

：

２ ， Ｇ Ｓ Ｉ１
，
Ｍ Ｉ：Ｃ６

）

＾内分泌细胞 （ 胃窦 ： Ｇ ＡＳＴ ： 胃体 ： ＨＤＣ
） （承

主细胞 （
ＭＩＳＴ１ ． Ｇ１Ｋ ＰＧＣ ）

图 １ 胃 窦及 胃体腺体细胞谱系构成 。 胃 窦腺体可分为三个区域 ， 由小凹细胞 、 增殖峡部的干细

胞 以及基底部的深层黏液细胞构成 。 胃体腺体由 小凹细胞构成的凹 区 、 活性干细胞构成的峡部 、 颈

粘液细胞及壁细胞组成的颈部 以及主细胞构成的基底部这四部分构成 。 胃 窦部分泌 胃泌素 以及 胃体

部分泌组胺的腺体可见到少见的 内分泌细胞 。

在 ／／．Ｍ ／ｏｒ／ 刺激下 ， 胃黏膜处于持续的慢性炎症刺激中 ， 胃体腺体产酸壁细胞的损

伤和丢失加速了Ｃｏｒｒｅａ 级联过程 。 随着壁细胞的丢失 ， 整个 胃体腺体的结构会发生化生

性的变化 ， 这种变化被称为
“

胃窦化
”

。 即使在根除 后 ， 异常的促炎和遗传毒

性因子会驱动位于 胃体腺体基底部的主细胞细胞重编程为增殖 、 修复化生状态 ， 此时的

主细胞具有 了胚胎样祖细胞的功能 ， 这
一

过程称为
“

Ｐａ ｌ ｉｇｅｎｏ ｓ ｉ ｓ

”

程序 ｔ
９２

Ｌ 这是
一

种保

守程序 ， 在该程序的驱动下 ， 成熟的 、 完全分化的细胞可 以重编程为祖细胞 ， 得以重新

进入细胞周 期并修复受损 的组织 。 主细胞经过 Ｐａ ｌ ｉ

ｇｅｎｏ ｓ ｉ ｓ 后增殖并表达 了 黏蛋 白

（Ｍｕｃ ｉｎｓ６
，
ＭＵＣ ６ ） 和伤 口 愈合蛋 白如三叶因子 ２（ Ｔｒｅｆｏ ｉ ｌＦａｃ ｔｏｒ２

，
ＴＦＦ２

，
又名解痉多

肽 ） 和 胃 因子 ３（ Ｇａｓｔｒｏｋｉｎｅ３
，ＧＫＮ ３ ） ， 而主细胞标志物 ， 如消化酶 胃 蛋 白 酶原 Ｃ

２ ６





幽 门螺杆菌相关性 胃癌前病变上皮细胞动态变化规律机制与临床研究


（ Ｐｅｐ ｓ ｉｎｏｇｅｎＣ
，

ＰＧＣ ） 的表达减少 ， 此时的主细胞 已经经过重编程再生 ， 被称为解痉多

肽表达化生 （ Ｓｐａｓｍｏ ｌｙｔ ｉｃＰ ｌｏｙｐｅｐ ｔ ｉｄｅＥｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｎｇ
Ｍ ｅ ｔａｐ ｌ ａ ｓ ｉａ

，ＳＰＥＭ ） ， 与正常的 胃 窦腺体

深层 的黏液细胞相似 。 因此 ， 壁细胞丢失和 ＳＰＥＭ 细胞形成的过程被称为幽 门腺或假幽

门腺化生 。 （ 图 ２ ）

Ａｋｔ ＴＦ Ｆ２
． Ｇ ＫＮ ３

， 
ＭＵ Ｃ６

．

ｊ
Ａ

ＩＳ０Ｘ ９
． 
ＣＤ４４ ｖ ＣＩｆ

￣

） Ｉ
． Ｃ ； Ｒ ＞

． Ａ Ｘ
１
Ｎ ２ ：Ｂ ｉｔ  ＳＴＭＭ ． Ｋ ．

Ｘ ； ＼ Ｐ ＇

霤 顆 丄
Ｍ 丨 ＳＴ １

，

ＰＧＣ 層靈國 跡嶋

＾ 萑苌 黏液细狍 Ｍ Ｉ Ｃ ６
，

ｌ ｌ ： Ａ ｌ
ｌ

｜ｇ
３腺体损伤Ｂ 霡應

丨Ｖ／仪碗 （慕 ： ｈｄ〇

小Ｗ细疤 （ ＭＶＯＡＣ ＴＦ ｉ ｎ

＿ ＿影 明细咆 （ ＼ＴＰ４ ．、 ．ＹｒＰ４ Ｂ ＞

＾ＢＳＳ ｆｆｌ ａ ｉ ｔｔ ｉｆｔ ｆａｔｅＴｎ
－

２ ． ｃ． ｓ ｉ ｉ ． Ｍ Ｌａ．

ｙ
Ｐａ ， ｉ

ｇ
ｅ ｎ ｏ ｓ ｉ ｓ ｜ｇ

找心 丨肌 （ ：
丨

丨：


ｍ健康 胃体腺体损伤 胃体腺体

胃

图 ２ 胃 的腺体损伤 ， 成熟细胞去分化形成化生细胞 。 胃 黏膜损伤后 ， 胃体失去壁细胞 ， 并在峡

部和基底部增殖修复 。主细胞去分化形成 Ｓ ＰＥＭ 细胞 ， 具有分泌黏蛋 白 的特性 ， 主细胞标志物 Ｍ Ｉ ＳＴ １ 、

ＰＧＣ 减少 ， Ｓ ＰＥＭ 细胞标志物 ＴＦＦ２ 、 ＧＫＮ ３ 等表达增加 。

３ｍＴＯＲＣ ｌ 介导细胞 自噬通过 Ｐａｎ ｌ ｉ

ｇｅｎｏ ｓ ｉ ｓ 完成 ＳＰＥＭ 细胞的转化

研究表明 ， 在 ／／．ｐ＿
ｙ／ｗ／ 损伤 胃 黏膜早期 ， ＤＮＡ 损伤诱导转录 ４

（
ＤＮＡｄａｍａｇｅ

－

ｉｎｄｕｃｅｄ

ｔｒａｎ ｓｃ ｒ ｉｐ ｔ４
，
ＤＤ ＩＴ４

）抑制哺乳动物雷帕霉素靶蛋 白复合物 １（ ｍＴＯＲｃｏｍｐ ｌｅｘ１
，
ｍＴＯＲＣ ｌ）

的活性 ， 此时 胃腺体成熟的分泌细胞 （ 如主细胞 ） 自 噬水平提高 ， 细胞 内 的细胞器进行

自 降解过程 ， 细胞结构的 自 降解可 以释放关键的大分子 ， 如 内质 网 （ 网状吞噬 ） 、 核糖

体 （核糖吞噬 ） 和酶生成分泌颗粒 （酶吞噬 ） ， 这些大分子既能刺激 ｍＴＯＲＣ ｌ 的再激活 ，

又能重新进入细胞周期 ， 为细胞的复制提供
“

原材料
”

， 此为 Ｐａ ｌ ｉ
ｇｅｎｏ ｓ ｉ ｓ 的第

一

阶段 ［
９ ３

］

，

主细胞标志 物 Ｍ ＩＳＴ １ 及其靶 点 内 体 ／溶酶体相 关 的细胞凋 亡和 自 噬调 节 因 子 １

（
Ｅｎｄｏ ｓｏｍｅ／ ｌｙｓｏ ｓｏｍｅ

－

ａ ｓ ｓｏｃ ｉａｔｅｄａｐｏｐ ｔｏ ｓ ｉ ｓａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｒｅｇｕ ｌａｔｏｒ１

，
ＥＬＡＰＯＲ ｌ

）
＾ｍ ｉＲ－

１ ４ ８ ａ

的表达开始下降 ［
９２

，
９４？

］

。

在此阶段中 ， ①ＤＤ ＩＴ４ 是抑制 ｍＴＯＲＣ ｌ 信号转导和诱导细胞 自 噻必需的上游调节

因子 ， 其通过抑制 ｍＴＯＲＣ ｌ 来防止具有 ＤＮＡ 损伤的细胞重新进入细胞周期 ［
９３

，
９ ６ －９ ７

］

。 ②

２７
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激活转录因子 ３（Ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ３

， 
ＡＴＦ３ ）７尺平升高 ， 抑制促分泌分化因

子 ＭＩＳＴ １ 并诱导 自 噬体和溶酶体运输蛋 白 ＲＡＢ７ ， 缺乏 ＡＴＦ３ 的去分化细胞会在

Ｐａｌｉｇｅｎｏｓ ｉｓ 的第二阶段向第三阶段过渡期间死亡 ［
９５

］

。 ③ＥＬＡＰ０Ｒ １ 是调节分泌细胞成熟

的ＭＩＳＴ １ 靶标 ， Ｍ ＩＳＴ １ 相应的减少 ， 表明去分化细胞中成熟特征的消失 ［
９８

］

。④由于ＤＤＩＴ４

抑制 了ｍＴＯＲＣ ｌ 的活性 ， 大量的溶酶体及 自噬体激活 ， 上调细胞 自噬的水平 ， 自 降解

机制的启动 ， 不仅可以清除成熟细胞 ， 同时还可以降低活性氧 （Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃ ｉｅｓ
，

ＲＯＳ ） 的毒性 ， ＲＯＳ 诱导 ＡＴＦ３ ， 结合细胞表面蛋 白 ＣＤ４４ｖ 的胱氨酸／谷氨酸逆转运蛋

白 （ Ｃｙｓｔｉｎｅ／ＧｌｕｔａｍａｔｅＡｎｔｉｐｏｒｔｅｒ，
ｘＣＴ ） 减轻了ＲＯＳ的积累 。 与ＡＴＦ３

—

样 ， ｘＣＴ是此

阶段所必需的调节因子 。研究表明 ， ｘＣＴ 缺失的小 鼠无法激活细胞 自 噬并完成 Ｐａｌｉｇｅｎｏｓ ｉｓ

进展間 。

Ｍ ｉｃｒｏＲＮＡ
（
ｍｉＲＮＡｓ

）参与各种系统中的细胞分化 ， 可能在成熟分泌细胞的去分化中

发挥
一

定的作用 以再生增殖干细胞 ［
１ （ＭＭ （ ） １

］

。 ｍｉＲ－

１４８ａ 与 ＭＩＳＴ １
—

样 ， 是主细胞的标志

分子 ， 在去分化过程早期水平即下降 。 研宄显示 ， 抑制 ｍｉＲ－

１ ４８ａ 的活性诱导了ＳＰＥＭ

标志物 以及 ｘＣＴ 相互作用分子 ＣＤ４４ｖ 的表达 ， 这表明 降低 ｍｉＲ－

１ ４８ａ 水平是促使

Ｐａｌ ｉｇｅｎｏｓ ｉｓ 早期发生的重要事件 ［
９４

］

。

在 Ｐａｌ ｉｇｅｎｏｓ ｉｓ 的第二阶段时 ， 去分化细胞表达了各种黏蛋白 、 祖细胞和 ＳＰＥＭ 细胞

的标志 ， 包括 ＴＦＦ２ 、 ＧＫＮ３ 、 ＳＯＸ９ 和 ＧＳ －ｎ ［
９２

，
１ Ｑ２

－

１ （）３
］

。 在此阶段 ， 随着细胞 自噬过程的

发展 ， ＤＤＩＴ４ 水平逐渐降低 ， ｍＴＯＲＣ ｌ 仍然不会重新激活 ， 因为在此阶段中 ｐ
５ ３ 水平

达到峰值 。 ｐ５ ３ 对于抑制 ｍＴＯＲＣ ｌ 再激活至关重要 ， 第二阶段向第三阶段过渡期间 ， 也

即是第二阶段后期 ， 干扰素相关发育调节因子 １
（

Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－

ｒｅｌａｔｅｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ

１
，

ＩＦＲＤ １
） 诱导了ｐ５ ３ 的脱乙酰化 ， 降低了其活性 ， ｐ５３ 水平开始降低 ， 此时 ｍＴＯＲＣ ｌ

完全重新激活 ， 并开始在整个细胞周期中进展

双链 ＲＮＡ（Ｄｏｕｂ ｌｅ
－

ｓｔｒａｎｄｅｄＲＮＡ
，
ｄｓＲＮＡ ） 在成熟分泌细胞主细胞内积累 ， 在进入

Ｐａｌｉｇｅｎｏｓｉｓ 周期后 ， 主细胞重新编程为增殖、 修复化生状态 ， 去分化为 ＳＰＥＭ 细胞 ， 在

这个过程中 ， 腺苷 ＲＮＡ 脱氨酶 （ＡｄｅｎｏｓｉｎｅＲＮＡｄｅａｍｉｎａｓｅ
，
ＡＤＡＲ １ ） 协调 了细胞内源

性、 上皮 自主和干扰素信号独立的 ｄｓＲＮＡ 的清除 ［
１ ０４

］

， 由此进入了Ｐａｌ ｉｇｅｎｏｓ ｉｓ 的第三个

阶段 ， 去分化的细胞重新进入了细胞周期进行增殖 ， 这是细胞存活与 ＳＰＥＭ 是否进展为

２８
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胃腺癌的重要环节 。 在此环节 中 ， 每次进入细胞周期的去分化细胞都有可能突变 ， 这些

积累 的突变在增殖的细胞中表达 ， 使得本该成为修复 、 愈合损伤的 Ｐ ａ ｌ ｉｇｅｎｏ ｓ ｉ ｓ 过程向 胃

腺癌发展 。 ＡＤＡＲ １ 是调节去分化细胞进入细胞周期的关键 ， 其次 ＡＤＡＲ １ 还可能通过

其作为 ＲＮＡ 编辑酶的作用 ， 在基因突变负荷方面发挥作用 因此可 以说明 ＡＤＡＲ １

在 Ｃ ｏｒｒｅａ 级联反应中关键的癌前状态期间的细胞决策方面发挥着关键的作用 。

ＤＤ ＩＴ４ 和 ＩＦＲＤ １ 是 Ｐａ ｌ ｉｇｅｎｏ ｓ ｉ ｓ 过程第
一

阶段 （ ｍＴＯＲＣ ｌ 抑制剂 ） 和第三阶段

（ｍＴＯＲＣ １ 再激活剂 ）的上游调节因子 ［＿
。ＤＤ ＩＴ４ 在 ＤＮＡ 损伤后被激活 ， 抑制 ｍＴＯＲＣ １

来防止具有 ＤＮＡ 损伤的细胞重新进入细胞周期而发挥作用 ； ｐ５３ 是
一

种 已知的 ｍＴＯＲＣ ｌ

抑制剂 ， ＩＦＲＤ １ 通过抑制 ｐ ５ ３ ， 得 以 间接激活 ｍＴＯＲＣ ｌ ， 并可 以再次进入细胞周期 。

（ Ｐａ ｌ ｉ
ｇｅｎｏ ｓ ｉ ｓ 三阶段过程见 图 ３ ）

Ｓ ｔ ａ ｇ ｅ  １  ： Ｓ ｔａ ｇｅ ２ ： Ｓ ｔａ ｇ ｅ ３ ：

Ａ ｕ ｔ ｏｄ ｅ
ｇ

ｒａ ｄ ａ ｔ ｉｏ ｎ ｏ ｆＭ ｅ ｔ ａ ｐ ｌ ａ ｓ ｔ
ｉ ｃＣ ｅ ｌ ｌ ｃ

ｙ
ｃ ｌｅ  ｒｅ － ｅ ｎ ｔ ｒ

ｙ

ｍ ａ ｔｕ ｒ ｅ  ｓ ｔ ｒｕｃ ｔ ｕ ｒｅｓ ｇ ｅ ｎ ｅ ｅ ｘｐ
ｒｅ ｓｓ ｉ ｏ ｎ



ｊ



錢屬 ／

，三＿

？？
Ｍａ ｔｕ ｒｅ Ｓｅｃ ｒｅ ｔｏ ｒ

ｙ 
Ｃｅ ｌ ｌ Ｈ Ｄ ＴＡＭ ４

－

２４ ｈ ＨＤ ＴＡＭ ２４ －４８ ｈ Ｈ ＤＴＡＭ  ４ ８ － ７ ２ ｈ


Ｉ

—



／
—

Ａ．／Ｘ／

１＾ 

ｌ ｜
—仰＾

＜：＝＝

Ｎ
＾＾

̄

＜Ａ ＤＡ Ｒ １ ｊｙ


、


、


ｃＭ Ｉ Ｓ Ｔ １
， 
ｍ ｉ Ｒ －

１ ４ ８ ａ
， 
Ｅ ＬＡ ＰＯ Ｒ １

ｒａ
ＣＤ４４ｖ

ｌ
ＳＯＸ９

１
Ｇ Ｋ Ｎ ３

， 
Ｔ Ｆ Ｆ ２  

’

图 ３Ｐａ ｌ ｉｇｅｎｏ ｓ ｉ ｓ 动态过程示意 图 。 第 １ 阶段 ， 在 胃 腺损伤后 ， 成熟的分泌细胞 （主细胞 ） 在 ＤＤ ＩＴ４

的作用下激活细胞 自 噬并抑制 ｍＴＯＲＣ ｌ 活性 以降解分泌细胞 ； 在第 ２ 阶段 ， 过渡细胞表达各种黏蛋

白 、 祖细胞和 ＳＰＥＭ 细胞的标记物 ； 在第 ２ －

３ 阶段过渡期间 ， ＩＦＲＤ １ 破坏 ｐ
５ ３ 的稳态 ， 从而减轻对

ｍＴＯＲＣ ｌ 活性的抑制作用 ； 第 ３ 阶段 ， ｍＴＯＲＣ ｌ 重新被激活 ， 细胞重新进入细胞周期增殖并修复受

损的组织 。

４ 结论与展望

２ ９
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汉砂 ／＾ 作为
一

种生长缓慢的革兰氏阴性、 具有鞭毛的微需氧细菌 ， 其具有的多种

毒力因子相互作用使其能够与宿主细胞达到长期的动态平衡以实现其在 胃 中实现永久

定植的状态 ， 但是 胃黏膜中持续的炎症状态 ， 使得 胃上皮细胞启动 Ｐａｌ ｉｇｅｎｏｓ ｉ ｓ 程序 ， 胃

体腺体结构发生化生性的变化 以此修复 胃黏膜的损伤 ， Ｐａｌｉｇｅｎｏｓ ｉｓ 通过调节 ｍＴＯＲＣ ｌ

的活性重新编程细胞完成 胃体腺体 ＳＰＥＭ 细胞的转化 。 作为 胃
“

炎 －癌转化
”

的

启动因子 ， 然而即使在根除 后 ， 仍有进展为 胃癌的风险 ， 那么探究决定 胃黏膜

进展的关键因素尤为重要 。

越来越多的证据表明 ， ＳＰＥＭ 与肠上皮化生 （ Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｅｔａｐｌａｓ ｉａ
，
Ｍ ） 同属 胃癌前

病变 ， 但 ＳＰＥＭ 向 胃癌进展的风险要高于 Ｍ ， 虽然 ＳＰＥＭ 并不是 Ｃｏｒｒｅａ 级联过程中 的

一

个 胃黏膜病变阶段 ， 但越来越多的临床研宄表明 ， Ｐａｌｉｇｅｎｏｓ ｉｓ 形成的 ＳＰＥＭ 可以直接

发展为不典型增生 。 正如前文所述 ， 细胞 自噬在 Ｐａｌｉｇｅｎｏｓ ｉ ｓ 三个阶段中起着重要的作用 ，

且关键调节因子 ＤＤＩＴ４ 以及 ＥＦＲＤ １ 调控着 Ｐａｌｉｇｅｎｏｓｉｓ 的进程 ， 因此找到阻断 Ｐａｌｉｇｅｎｏｓ ｉ ｓ

过程中的关键靶点 以破坏 ＳＰＥＭ 形成过程对于防治 汉／ｙ／ｏｒｆ 相关的 胃癌前病变特别是 胃

癌具有重要的意义 。

课题组前期研究表明参 白颗粒能够改善丑 相关 胃癌前病变黏膜的 胃镜下状态

以及组织学表现 ， 在本课题中拟探究 丑砂／〇＾ 相关 胃癌前病变放大内镜下的表现以更加

准确的判定病变性质 ， 识别高危病变甚至恶性病变 ， 提高病变黏膜的诊断效能 ， 从宏观

上把握癌前病变黏膜的形态变化 ； 进
一

步通过单细胞测序技术绘制 相关 胃癌前

病变黏膜上皮细胞的单细胞图谱与演化轨迹 ， 探究 Ｅ／
ｊｙ／ｏｎ

？

相关性 胃癌前病变上皮细胞

的异常分化途径 ， 再以细胞实验探宄参 白颗粒千预 ＨＭ／ｏｎ
？

的靶通路从而防治

相关性 胃癌前病变 。
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，ＩＭ ）
－异型增生 （Ｄｙｓｐ ｌａｓ ｉａ

，Ｄｙｓ ）／低级别

上皮 内瘤变 （ Ｌｏｗ－ＧｒａｄｅＩｎｔｒａｅｐｉｔｈｅ ｌ ｉａｌＮｅｏｐ ｌａｓ ｉａ
，ＬＧＩＮ ）

－高级别上皮内瘤变 （Ｈｉｇｈ
－Ｇｒ

ａｄｅＩｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌＮｅｏｐ ｌａｓ ｉａ
，ＨＧＩＮ ）／胃癌 （ ＧａｓｔｒｉｃＣａｎｃｅｒ

，ＧＣ ） 这
一

Ｃｏｒｒｅａ级联反应

过程的启动因子 ， 是公认的可以导致 胃癌的环境危险因素 全球感染率达６０％

以上 ， 对其进行有针对性的监测及根除 ， 能够控制全球的 胃癌发病率礼 感染后 ，

胃黏膜的慢性活动性炎症持续存在 ， 导致ＣＡＧ及 ＩＭ的发展 。 进展中 的ＣＡＧ、 ＩＭ以及上

皮 内瘤变属于 胃癌前病变的范畴 ［
４＂

６
］

， 与 胃癌的发生密切相关 ， 尽管根除 可以降

低 胃癌的发生率 ， 但 目 前的现状是即使根除 和治疗 胃炎后 ， Ｅｐｙ／Ｍ导致的 胃黏

膜损伤持续存在且有部分患者仍有发生 胃癌的风险 ［
７

］

。 因此 ， 对 造成的 胃黏膜损

伤导致的 胃癌前病变进行定期的 内镜筛查是必要的 ， 提髙内镜下诊断 胃癌前病变的效能

对于识别早期 胃癌 （ ＥａｒｌｙＧａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ
，ＥＧＣ ） 至关重要 。

在宏观上认识 胃癌前病变后 ， 针对丑； 相关的 胃癌前病变上皮细胞类群分化轨

迹的研宄将在微观层面上进
一

步揭示 胃黏膜上皮细胞的异常增殖分化途径 ， 解释 胃癌前

病变发生发展过程 ， 同时能够深入探索 在 胃癌前病变中的作用机制 。

本研究拟通过ＯＬＧＡ／ＯＬＧＩＭ系统对患者进行风险分层 ， 建立 内镜下高危型ＯＬＧＡ／

ＯＬＧＩＭ诊断模型 ， 同时运用单细胞测序技术绘制ＨＭ／ｏｒ／相关的 胃癌前病变上皮细胞分

化图景 ， 并通过构建 与ＧＥＳ －

１细胞共培养模型来模拟／＾ 在 胃 中急性感染与

慢性感染过程中上皮细胞的增殖、 分化 、 凋亡及 自 噬变化过程 ， 同时加入临床疗效确定

的参 白颗粒进行干预 ， 以期预测并筛选有效的靶点及通路为下
一

步药效研究作基础 。

４０
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ｙ
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
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 １ １
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图 １ 本研究论文总流程图
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第
一

部分 放大内镜结合窄带成像技术在识别 相关

性 胃癌前病变中的应用价值

胃 上皮病变性质 的判断主要通过 内镜检查医师在操作过程 中观察 胃 黏膜的形态特

征 ， 对可疑的病变部位组织进行活检钥
■

活检 （ Ｅｎｄｏ ｓｃｏｐ
ｉ ｃＦｏｒｃｅｐ ｓＢ ｉｏｐ ｓｙ，ＥＦＢ ） 后进行

病理诊断 。 虽然ＥＦＢ组织病理诊断被认为是诊断 胃上皮病变的金标准 ， 是作为 目 前临床

使用最广泛的诊断方法 。 然而ＥＦＢ作为定
“

点
”

取材 ， 其提供的病理标本相对较小 ， 由

于肿瘤细胞的异质性 ， 仅通过ＥＦＢ的定点判断难 以窥见病变全貌 ， 研宄表明 ， ＥＦＢ病理

诊断与最终诊断之间有 １ ． ５％－

８ ． ０％的偏离？牝 容易导致采取不合适的处理方式 。 设若通

过增加ＥＦＢ的次数 以及多 点取材 ， 的确能提高ＥＦＢ病理诊断的准确性 ， 但是ＥＩ
＾

Ｂ作为
一

种有创性诊断方法 ， 其造成的人为黏膜破损使得 胃 黏膜在后续的愈合过程中形成纤维化

／瘢痕组织 ， 影响后续的 内镜治疗操作 。 因此 ， 通过 内镜下 胃黏膜的特征能够更准确的判

定病变性质 、 病变范围 ， 敏锐地识别高危 胃 黏膜 ， 同时可 以针对性地进行ＥＦＢ取材 ， 提

高 内镜下 胃 黏膜上皮病变诊断能力 、 更好地识别 胃癌前病变 、 合理地制定 胃癌前病变治

疗决策或随访方案是重中之重 。

内镜检查相 比于ＥＦＢ病理组织学检查能够更为全面的获取 胃黏膜病变的信息 ， 补充

ＥＦＢ组织过小而给诊断带来的 困扰 。 内镜医生的最终 目 标是在不需要活检的情况下进行

高度准确的诊断 ， 减少不必要的活检次数 ， 降低活检后 出血的风险 ［
１ １

］

。 目 前国 内常规使

用 的是传统的 白光 内镜 （ Ｃｏｎｖｅｎｔ ｉｏｎａ ｌＷｈ ｉ ｔｅ
－Ｌ ｉ

ｇｈｔＩｍａｇ ｉｎｇＥｎｄｏ ｓｃｏｐｙ，Ｃ
－ＷＬＥ ） 、 放大

内镜 （ Ｍａｇｎ ｉ ｆｙ ｉｎｇＥｎｄｏ ｓｃｏｐｙ，ＭＥ ） 以及 图像增强 内镜 。 ＭＥ可将 胃 黏膜放大几十倍 ，

实现观察黏膜表面腺管 以及血管变化 。 图像增强 内镜比Ｃ －ＷＬＥ能够更清楚地显示黏膜腺

管表面结构 以及表面微血管形态 ， 其 中 国 内应用最常见的方式是窄带成像技术 （ Ｎａｒｒｏ

ｗｂａｎｄｉｍ ａｇ ｉｎｇ ，ＮＢ Ｉ ） 。 ＭＥ与ＮＢ Ｉ技术相结合 ， 能更加清晰地观察 胃 黏膜的表面特征 。

ＭＥ －ＮＢ Ｉ已广泛应用于诊断恶性病变的临床实践中 ， 在ＥＧＣ的定性诊断中 ， ＭＥ －ＮＢ Ｉ具有

很高的诊断效能 ， 这已经通过多个临床试验的结果得到 了验证 。 如果 内镜医生真正拥有

了较高的 内镜下诊断恶性病变的技能 ， 势必对临床实践工作产生影响 ， 那么
“

胃放大 内

镜代替ＥＦＢ成为光学活检
”

这
一

目 标就有可能实现 ， 仅通过 内镜检查就能做出 定性的诊

断 ， 这是所有 内镜医生应该追求的 目 标 。

４２
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但是这并不意味着不需要ＥＦＢ ， 在ＥＧＣ治疗方针的决策过程中 ， 必须明确组织病理

类型 ， 当前的ＥＧＣ诊疗指南 中 ， 建议参照组织活检的组织病理学诊断而进行治疗 ｔ
１ ２

］

。 也

就是在
一

般情况下 ， 在癌的诊断过程中不 以减少活检例数为 目 的 ， 而在非癌症诊断过程

中减少活检例数具有临床意义 。

日本病理学专家中村恭
一

教授在 《 胃癌的构造 》
一

书 中提出
“

胃癌三角
”

理论 ， 认

为
“

胃 固有黏膜发生 胃型 胃癌的未分化型腺癌 ， 肠上皮化生会发生肠型 胃癌的分化型 胃

癌 。 并且 ， 胃癌发生的背景黏膜 （场 ）
－肉眼型－组织型三个要素紧密地联系在

一

起 。

”

通

俗的讲 ， 就是
“

什么样子的地 （背景黏膜 （场 ） ） ， 就会长出什么样子的庄稼 （不同类型

的 胃癌 ）

”

胃癌的发生是在特定的
“

场
”

发生 ， 没有
“

场
”

的存在就不可能发生 胃癌 ，

故在中村时代即提出要重视背景黏膜 。 此理论在 １ ９８０年提出 ， 由于时代的局限性 ， 尚无

过多的研究 感染与 胃癌之间关系 ， 并未涉及到 胃底腺型 胃癌 、 小凹上皮型 胃癌

以及神经 内分泌肿瘤等特殊类型的 胃癌 ， 但此理论提到的
“

背景黏膜
”

是内镜诊断所要

重视的 内容 。 从２０００年至２０ １ ３年 ， 随着 日 本 除菌治疗的费用纳入医保 ，

感染率显著下降 ， ／／：处／ｏｎ

？

除菌后的 胃癌增加 ， 加之 内镜技术的进步 ， 早癌筛查的普及 ，

使得ＥＧＣ的 肉眼形态 以及 胃癌的类型发生 了变化 。 此时 胃癌的背景黏膜发生了变化 ， 需

在
“

胃癌三角
”

理论上加入 感染状态作为新的 内容 ， 由此组成
“

胃癌四角
”

， 再

次强调根据背景 胃黏膜状态诊断ＥＧＣ是 内镜检查过程中的重点 。

在２０世纪２０年代Ｓｃｈｉｎｄｌｅｒ确立的 胃镜 胃 炎诊断学基础上 ， 纳入了 内镜下表现的 胃炎

分类一“京都 胃炎分类
”

成为了更客观、 简便诊断并可评价 冑癌风险的标准 。 胃癌极少

的发生在正常的 胃黏膜背景下 ， 内镜下即判定丑砂／ｏｎ

？

的感染状态 ， 可即时的 引导除菌

治疗的进行 ， 同时也可以更好的评估 胃癌发生的风险 。

在ＥＧＣ的诊断体系中 ， 日本内镜专家八尾建史教授 （ＫｅｎｓｈｉＹａｏ ） 提出 了ＶＳ理论 ，

是ＥＧＣ诊断体系研宄的基础 ［
１ ３

］

， 其后制定了ＥＧＣ的放大内镜诊断简化流程 （Ｍａｇｎｉ ｆｙｉｎｇ

ＥｎｄｏｓｃｏｐｙＳ ｉｍｐｌｅＤ ｉａｇｎｏｓｔｉｃＡ ｌｇｏｒｉｔｈｍｆｏｒＥａｒｌｙＧａｓｔｒｉｃＣａｎｃｅｒ
，ＭＥＳＤＡ－Ｇ ）

［
１ ４

］

， 此

理论极大的提高了 
ＥＧＣ的 内镜检出率 ， 尤其针对分化型癌 ， 但是 由于ＭＥ－ＮＢ Ｉ的原理只

是透视黏膜浅表层 ， 对于起源于腺颈部横向 以及深层发展的未分化癌诊断稍有欠缺 ， 这

是由于在未分化癌往往表层覆盖着非癌上皮 ， 这是 目 前的难点 。 其后小 山恒男教授细化

４ ３
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ＶＳ理论中 的 Ｓ（表面微结构 ） ， 提出 了 Ｐ ＩＴ－ＶＩＬＬＩ理论 ， 其更注重表面结构并结合其提出

的简化血管分型ｎｅｔｗｏｒｋ以及ｎｏｎ－ｎｅｔｗｏｒｋ作为辅助 ； 八木
一

芳教授则是偏向 以ＶＳ系统中

的Ｖ（微血管构造 ） 进行判定 ， 分化癌中将血管分为ＭＥＳＨ－ＬＯＯＰ ， 未分化癌中将血管

分为ｃｏｒｋｓｃｒｅｗｐａｔｔｅｒｎ、 ｗａｖｙｍｉｃｒｏ －ｖｅｓｓｅｌｓ 、 ｒａｉｍｏｎｖｅｓ ｓｅｌｓ ， 再辅 以腺管 白 区 （Ｗｈｉｔｅ

ｚｏｎｅ
，
ＷＺ ） 的是否可见给予细化及分型 。 可以说小山恒男 的Ｐ ＩＴ－ＶＩＬＬＩ和八木

一

芳的血

管分型是ＶＳ理论的延伸和细化 ， 十分有必要 。 通过各个理论 ， 我们发现 ， 早癌的 内镜下

观察围绕着两个关键的因素 ： 表面微结构 （ｍ ｉｃｒｏｓｕｒｆａｃｅｐａ
ｔｔｅｒｎ

，ＭＳＰ ） 以及微血管构造

（ｍ ｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎ ，ＭＶＰ ） 。 ＭＥ －ＮＢ Ｉ可以提高ＥＧＣ的阳性预测值 ， 减少判定非癌性

质病变的活检数 目
［
１ ５

＿

１ ６
］

。

前述ＭＥ－ＮＢ Ｉ在ＥＧＣ诊断过程中 的诸多应用 ， 且具有较为优越的ＥＧＣ的诊断效能 ，

那么我们是否可 以提出 ： ＭＥ－ＮＢ Ｉ在判断 胃癌前病变患者中也会有更好的表现 ， 以及ＭＥ

－ＮＢ Ｉ在判定 胃癌前病变分级中不同 内镜下表现所带来的诊断效能如何 ， 尚有待进
一

步研

宄 。 基于 以上背景和 问题 ， 我们纳入了 由北京中医药大学东直门医院脾 胃病科进行Ｃ －Ｗ

ＬＥ 、 ＭＥ－ＮＢ Ｉ检查以及ＥＦＢ的患者的 内镜图像以及病理结果 。 拟通过 胃癌风险评估系统

ＯＬＧＡ（ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ
ｌｉｎｋｆｏｒｇａｓｔｒｉｔｉ ｓａｓｓｅｓ ｓｍｅｎｔ

，ＯＬＧＡ ）／ＯＬＧＩＭ（ ｏｐｅｒａｔｉｎｇｌ ｉｎｋｆｏｒｇａ

ｓｔｒｉｃｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｅｔａｐｌａｓ ｉａ
，ＯＬＧＩＭ ） 对患者进行风险分层 ［

１ ７
］

， 重点研宄高危型 胃癌前病

变患者的 内镜特征 ， 评估Ｃ－ＷＬＥ联合ＭＥ－ＮＢ Ｉ在识别丑／＾／ｏｒ湘关性 胃癌前病变患者的临

床应用价值 ， 以期为 内镜下判别高危型 胃癌前病变提供诊断依据 。

１ 研宄对象

１ ． １ 入组标准

本研宄回顾 了 
２０２２年 １ 月 至２０２ ３年９月 就诊于北京 中医药大学东直 门 医院脾 胃病科

胃镜室患者的临床基本信息 、 内镜检查结果以及活检病理组织学结果 ， 纳入了使用 Ｃ －Ｗ

ＬＥ 、 ＭＥ －ＮＢ Ｉ技术以及具有活检病理组织学结果的患者共计４６ １例 。结合患者的临床病史 ，

排除了病理证实患有 自 身免疫性 胃炎者 ３ ０例 ， 曾有 胃部手术史５例 ， 曾患有消化道肿瘤

史４例 ， 共纳入初诊时同时完成Ｃ －ＷＬＥ 、 ＭＥ－ＮＢ Ｉ评估的患者４２２例 。

本研究根据 《赫尔辛基宣言 》 进行 ， 并得到北京中医药大学东直门医院伦理委员会

批准 （Ｎ〇Ｊ２０２ １ＤＺＭＥＣ －Ｇ９ １
－０４ ） 。

． 本研究为回顾性研 ．究 ， 且不涉及可识别患者的临床信

４４
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息 ， 因此无需患者签署知情同意书 。

１ ．２ 排除标准

（ １ ） 自身免疫性 胃炎 （Ａ型慢性萎缩性 胃炎 ） ；

（ ２ ） 病理结果未按标准取材 ， 无法判定ＯＬＧＡ／ＯＬＧＩＭ分级者 ；

（ ３ ） 合并有 胃及十二指肠溃疡 、 上消化道出血者 ；

（ ４ ） 既往有 胃部手术史或 曾有消化道肿瘤史者 ；

（ ５ ） 研宄者认为不适宜入选的其他情况。

２ 方法

２ ．１ 研究设计

本研究是
一

项 回顾性研究 ， 以ＯＬＧＡ／ＯＬＧＩＭ危险分层 （低危或高危 ） 为因变量 ， 丑

烈／ｏｒ撼染状态 、 Ｃ －ＷＬＥ 、 ＭＥ－ＮＢ Ｉ下内镜下各种表现为 自变量 ， 筛选髙危型人群的相关

风险因素 。

２ ．２ 内镜检査及内镜下病变特征评估

初始时Ｃ －ＷＬＥ以及ＭＥ－ＮＢＩ的检查由有资质 的 内镜医师 （近 ５年累计完成消化 内镜诊

疗病例不少于５０００例 ） 操作ＧＥＦ －Ｈ２６０Ｚ（ Ｏ ｌｙｍｐｕｓ
，
Ｔｏｋｙｏ ，Ｊａｐｅｎ ） 内镜完成 。 内镜检查

过程中使用
？

快速尿素酶检测 感染状态 。 选取活检前拍摄的 内镜图片纳入

分析 。 由 内镜操作医师在不 了解患者临床病史和病理诊断的情况下 ， 根据Ｃ－ＷＬＥ 、 ＭＥ－

ＮＢ Ｉ内镜图片 ， 对病变形态特征进行描述 。 首先根据京都 胃 炎分类判定丑仰 ／０＾感染的状

态 ［
１ ８

］

， 其次描述病变部位及方位 ， 病变的形态特征 。

２ ．２ ． １ 办却
？

感染状态 ： 根据京都 胃炎分类 ［
１ ８

］将 胃黏膜镜下状态分为三种 。

（ １ ） 无
？

感染 胃黏膜 （丑 ｕｎ ｉｎｆｅｃｔｅｄｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏ ｓａ
＝正常 胃 ） ： ①ＭＥ－Ｎ

Ｂ Ｉ可观察到 胃 角及 胃体下部小弯侧可见规律排列的集合小静脉 （ＲｅｇｕｌａｒＡｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｏ

ｆＣｏ ｌ ｌｅｃｔｉｎｇＶｅｎｕｌｅｓ
，
ＲＡＣ ）

； ②内镜下 胃窦无萎缩征象 ， 另外 ， 胃体大弯侧的皱襞细小 ，

呈直线走行 ， 有时可见到 胃底腺息肉 、 陈 旧性 出血斑附着 、 胃体或 胃窦可见到脊状发红

等特征性表现 ； ③瓦砂／＾／检测结果为阴性 （接受过
一

项或几项
？

检测结果均显示

阴性 ）
； ④既往无丑砂／〇＾

＿

根除史 ； ⑤既往活检病理结果无萎缩和肠化 。

”

以上条件均满足方可符合丑办／ｏｒｚ

？

阴性
？

（从朱感染过沒知／ｏｒＺ ；

＇

且既往无任何汉／
７
３

；坊ｒ

４５
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撼染的证据 ） 。 以上条件有 １条不满足即视为可疑丑押 ／ｏ ｒ撼染
？

现症感染 ／既往感

染 ） 。

（ ２ ）Ｚ／．

／
ｊｙ ／ｏｒ ｚ

？

现症感染 ｉｎｆｅｃｔｅｄｇａｓ ｔｒｉ ｃｍｕｃｏ ｓａ
＝慢性活动性 胃 炎 ） ： ①没有

／／．ｐｙ／ｏｒ／除菌史 ； ②／／．ｐｙ／ｏｒ／检测结果为阳性 （接受过
一

项或几项 检测结果有任
一

项显示为阳性 ） ， 也包括病理组织学显示有
？

感染的间接证据 ， 但未行检测者 ； ③

Ｃ －ＷＬＥ下可见到 胃 体－ 胃 底部的点状发红 、 弥漫性发红 ， 皱襞异常 （肿大 、 蛇行 、 消失 ） 、

黏膜肿胀 、 黏稠 的 白色浑浊黏液等特征的现症感染表现 ； ④ＭＥ －ＮＢ Ｉ下 胃 体下部小弯侧

至 胃 角 ＲＡＣ消失 。

以上①②④项为必要条件 ， ③为可选条件 ， 满足 以上条件即可判定为 ／／．Ｍ ／ｏｎ

？

现症

感染 内镜下表现 。

（ ３ ）／／．砂 ／狀 ／既往感染 ｐ ａｓ ｔｉｎｆｅｃｔｅｄｇａ ｓ ｔｒ ｉ ｃｍｕｃｏ ｓａ ） ： ①既往有／／．

＿
ｐ＿ｙ／ｏ ｒ ｚ

＿

除菌史 ； ② 检测结果为阴性 （接受过
一

项或几项
？

检测结果均显示阴性 ）
；

③Ｃ －ＷＬＥ可见到地图样发红 、 斑状发红等 内镜下既往感染表现 ； ④ＭＥ －ＮＢ Ｉ下 胃 体下部

小弯侧至 胃 角 ＲＡＣ消失 。

以上①②④项为必要条件 ， ③为可选条件 ， 满足 以上条件即可判定为
？

既往

感染 内镜下表现 。

２ ． ２ ． ２ 病变部位及方位 ： 根据 日 本 胃癌协会分类标准 ［
１ ９

］

， 将 胃分为三个部分 ， 把 胃大弯 、

小弯三等分后 ， 分别连接两侧的对应点 ， 自 口侧依次为上部 、 中部 、 下部 （病变部位 ）

（ 见图 ２ ） 。 病变方位则为大弯 、 小弯 、 前壁 、 后壁 。

―

是
图 ２ 胃 的二个部分 。 Ｕ代表ｕｐｐ

ｅ ｒ ， 上部 ， Ｍ代表ｍ ｉ ｄｄ ｌ ｅ ， 中部 ， Ｌ代表 ｌ ｏｗｅｒ ， 下部 。

２ ． ２ ． ３ 病变的形态特征 ： Ｃ －ＷＬＥ下观察病变边界是否清晰 、 规则 ； 病变的大体类型 （根

据巴黎分型 ， 可分为隆起型 、 平坦型 以及凹陷型 ）
； 病变色泽 （ 与周 围黏膜相 比 ， 色泽

４ ６
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相 同 、 褪色或发红 ）
； 以及周 围黏膜是否有明显的炎症 、 萎缩或者肠化斑 。 ＭＥ －ＮＢ Ｉ下首

先观察背景黏膜与病变之间 的分界线 （ Ｄ ｅｍａｒｃａ ｔ ｉｏｎＬ ｉｎｅ
，ＤＬ ） 的有无 ， 其次观察病变

内部是否存在不规则的微血管结构 （ ｉｒｒｅｇｕ ｌａｒｍ ｉ ｃ ｒｏｖａｓ ｃｕ ｌ ａｒｐａ
ｔｔｅｒｎ

，ＩＭＶＰ ， ） 或不规则

的表面微细结构 （ ｉ ｒｒｅｇｕ ｌ ａｒｍ ｉ ｃ ｒｏ ｓｕｒｆａｃｅｐａｔｔｅｒｎ
，ＩＭ ＳＰ ） 、 亮蓝崤 （ Ｌ ｉ ｇｈｔＢ ｌｕｅＣ ｒｅ ｓ ｔ

，Ｌ

ＢＣ ） 的有无 ， 白色不透明物质 （ＷｈｉｔｅＯｐａｑｕｅＳｕｂ ｓ ｔａｎｃ ｅ
，ＷＯＳ ） 的有无 、 白球征 （Ｗ

ｈ ｉ ｔｅＧ ｌｏｂｅＡｐｐｅａｒａｎｃ ｅ
，ＷＧＡ ） 的有无 、 上皮环 内血管模式 （ Ｖｅｓ ｓ ｅ ｌ ｓｗ ｉｔｈ ｉｎＥｐ ｉ ｔｈｅ ｌ ｉａ ｌ

Ｃ ｉｒｃ ｌｅｐａ ｔｔｅｒｎ
，ＶＥＣｐａｔｔｅｒｎ ） 的有无、 在 由背景黏膜的小凹边缘上皮环绕的 内侧有凸 出

的 明显的分界线 （Ｍｕ ｌ ｔ ｉ

ｐ ｌ ｅＣｏｎｖｅｘＤ ｅｍａｒｃａｔ ｉｏｎＬ ｉｎｅ
，ＭＣＤＬ ） 的有无 ， 其中ＭＣＤＬ需

在ＤＬ存在的条件下满足 ： ①被背景 胃 黏膜的小 凹边缘上皮环绕 ； ②在其 内侧呈多数凸

出 的形状 。 各项 内镜特征的代表性图片见图 ３ 、 图４ 。

Ｆｉｎｎ

图 感染状态特征性图 。 Ａ １为未感染者Ｃ －ＷＬＥ镜下ＲＡＣ清晰可见 ， Ａ２为未感染者ＭＥ －ＮＢ Ｉ

镜下腺窝开 口清晰可见 ；
Ｂ １为现症感染者Ｃ －ＷＬＥ镜下弥漫性发红 ， Ｂ２为ＭＥ －ＮＢ Ｉ镜下腺窝开口模糊 ，

小凹边缘上皮水肿 ；
Ｃ １为Ｃ －ＷＬＥ镜下地图样发红表现 ；

Ｃ２为ＭＥ －ＮＢ Ｉ下对应表现 。

４ ７
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网门

图 ４ Ｃ －ＷＬＥ及ＭＥ －ＮＢ Ｉ下病变典型特征图 。 Ａ图为Ｃ －ＷＬＥ可见平坦肠化斑 （黄色箭头所指 ） ， Ｂ图为

ＭＥ －ＮＢ Ｉ下Ａ图对应肠化斑的放大表现 ， Ｃ图为ＭＥ －ＮＢ Ｉ下可见的ＷＧＡ（黄圈部分框 出 ）
；
Ｄ图为清晰

规整的ＤＬ（黄色箭头所指 ） ， Ｅ图为ＤＬ边界不规整 （红线描出部分 ） 以及可见ＶＥＣ（黄色箭头所指 ） ，

Ｆ图为ＭＥ－ＮＢ Ｉ下可见ＬＢＣ（黄色箭头所指 ） 。

２ ．３ 病变的病理组织学诊断标准

内镜检查操作过程中对病变部位进行ＥＦＢ得到活检组织 ， 迅速固定于 １ ０％福尔马林

溶液中 ， 经ＨＥ（ Ｈｅｍａｔｏｘｙ
ｌ ｉｎａｎｄｅｏ ｓ ｉｎ ） 染色后 ， 由 资深的 胃肠病理领域的专家进行病

理诊断 。 病理诊断分级标准参照我国慢性 胃 炎病理诊断标准 以及新悉尼系统 胃 炎分类方

法 。 慢性 胃 炎的组织学变化有 ５种 ， 包括 、 慢性炎症 、 活动性 、 萎缩和肠化生 。

慢性 胃 炎分为ＣＮＡＧ和ＣＡＧ两类 。 ＣＡＧ的诊断标准为 ： 病理显示固有层腺体萎缩即可诊

断 ， 而不必考虑活检标本的萎缩块数和程度 。 ＣＡＧ常伴有 ＩＭ ， 胃 固有腺体减少 ， 肠腺

样腺体增生修复 ， ＩＭ修复过程中发生发育异常 ， 形成异型增生或上皮 内瘤变 ， 出现细胞

的异型性和腺体结构的紊乱 。 ＯＬＧＡ与ＯＬＧ ＩＭ分期可用于 胃癌风险分层 ［
２ （Ｗ２

］

， 能反应 胃

黏膜萎缩 、 肠化生的程度与范围 。 根据２０ １ ９年 《欧洲 胃癌前状态和病变的管理指南 》

及２０２２年 《 中 国慢性 胃炎诊治指南 》 ， 定义ＯＬＧＡ ／ＯＬＧ ＩＭ０ －

１ １期为低危患者 ， ＯＬＧ

Ａ／ＯＬＧ ＩＭＩ Ｉ Ｉ
－

ＩＶ期为高危患者 ， 诊断方法见表 １ 、 表２ 。

４ ８
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

表 １ＯＬＧＡ分期分级诊断表

胃窦 （含 胃 角 ） 萎 胃体萎缩评分

缩评分％ＳｍＭ

〇 ｉｎ ｉｉ

轻度 Ｉ Ｉｎｍ

中度 ｎｎｍ ｉｖ

重度ｍｍ ｉｖ ｉｖ

注 ： ＯＬＧＡ ：Ｏｐｅｒａｔｉｎｇ 

Ｌｉｎｋｆｏｒ Ｇａｓｔｒｉｔｉ ｓ Ａｓ ｓｅｓｓｍｅｎｔ ， 胃炎评估系统 。

表２ＯＬＧＩＭ分期分级诊断表

胃窦 （含 胃角 ） 肠 ｉ体肠１生评每

化生评分％Ｓ？

〇 ｉ ｉｉｎ

轻度 ｉ ｉ ｉｉｈｉ

中度 ｉｉｎｍ ｉｖ

重度ｍｍ ｉｖ ｉｖ

注 ： ＯＬＧＩＭ ：ｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｌｉｎｋｏｎ
ｇａｓｔｒｉｔｉｓａｓｓｅｓ ｓｍｅｎｔ ｂａｓｅｄ ｏｎｉｎｔｅｓｔｉｎａ ｌ ｍｅｔａｐ ｌａｓ ｉａ

，
基于肠化生的 胃炎评

价系统 。

２ ．４ 质量控制

由两位主要从事
？

相关 胃癌前病变的高年资 内镜医师对收集的病例 胃镜图像

进行判读 ； 若两位内镜医师的意见不统
一

， 则根据第三位内镜医师的结果作为判读结果 。

２ ．５ 统计学分析

描述性统计特征值由频数 （百分比 ） 表示 ， 使用分类变量的卡方检验进行组间差异

性分析 ， 将组间有统计学意义 （Ｐ＜０ ． ０５ ） 的指标进行多重共线性诊断 ， 筛选可 以入组

贝叶斯 （Ｂａｙｅｓ ） 逐步判别分析法的变量 ， 剔除不能入组的变量 ， 建立基于Ｃ －ＷＬＥ及ＭＥ

－ＮＢ Ｉ结合的ＯＬＧＡ／ＯＬＧＩＭ分期 胃癌前病变的综合诊断模型 ， 并采用 自身检验法和 留
一

交叉验证法检验模型的准确率 ， 最后构建受试者工作特征 （ ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉ

ｓｔｉｃ
５ＲＯＣ ） 曲线对诊断模型效能进行评价 ， 评价指标包括ＲＯＣ 曲线下面积 （Ａｒｅａｕｎｄｅｒ

ｔｈｅｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉ ｓｔｉｃｃｕｒｖｅ
，ＡＵＣ ） 、 灵敏度、 特异性 。 特殊说明 ： 由于

患者病变部位并不是有且只有
一

处 ， 因此在具体的病变部位中采用频数 （行百分比 ） 表

４９
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示 ， 并且不计算Ｐ值 。

本研宄中使用 ＳＰＳＳ软件 （版本号２９ ． ０
；ＩＢＭ

，

Ａｒｍｏｎｋ
＾ＮＹ，ＵＳＡ ） 进行统计分析 。

双侧检验尸 ＜０ ．０５有统计学意义 。

３ 结果

本研宄共纳入４２２例患者有效Ｃ－ＷＬＥ及ＭＥ－ＮＢ Ｉ图像 ， 病理诊断均 由 中心病理盲法评

估得出 ， 根据ＯＬＧＡ／ＯＬＧＩＭ分期计算 ， 其中低危型ＯＬＧＡ３ ７４例 ， 高危型ＯＬＧＡ４８例 ；

低危型ＯＬＧＩＭ３０６例 ， 高危型ＯＬＧＩＭ１ １ ６例 。

３ ．１ 入组患者的人 口学特征及病变情况

低危型及高危型ＯＬＧＡ患者在年龄、 性别人 口学特征方面无显著差异 ， （Ｐ＞０ ． ０５ ） ，

在Ｃ －ＷＬＥ下病变部位的色泽 、 表面类结节感 、 溃疡有无 ， 病变边界是否清晰以及ＭＥ－

ＮＢ Ｉ镜下 ＩＭＶＰ 、 ＥＭＳＰ 、 ＷＧＡ、 ＶＥＣｐａｔｔｅｒｎ等特征的有无均无明显差异 ， Ｐ＞０ ．０５ 。

而 感染状态类 目 中 ， 高危型既往感染者有４８例 ， 无未感染及现症感染者 ； 在高

危型患者中 ， 以多灶性病变为多 ， 有４８例 ； 病变部位发生在 胃体小弯 、 胃 角及 胃窦的

人数较多 ； 高危型病变的镜下大体形态以凹陷性最多 ， 具有统计学意义 ， （尸 ＜０ ．０５ ） 。

在Ｃ－ＷＬＥ下观察 ， 病变表面的糜烂 、 肠化斑是否可见 、 病变是否超过 ｌ ｃｍ以及病变不

同的镜下表现 ， 对判别低危 、 高危型患者具有显著的统计学差异 ， （尸 ＜０ ．０５ ） 。 ＭＥ －

ＮＢ Ｉ观察病变ＤＬ 、 ＬＢＣ 、 ＷＯＳ的有无、 病变ＭＣＤＬ的范围 以及ＭＣＤＬ边界是否清晰对

高危型和低危型ＯＬＧＡ具有显著的统计学差异 ， （Ｐ＜０ ． ０５ ） ， 其中 ４８例高危型患者均

可见到ＬＢＣ ， ４４例 （ ９ １ ．７％ ） 可见到ＷＯＳ ， ３６例患者的ＭＣＤＬ边界不规整 ， 占 ７５％ ， Ｍ

ＣＤＬ边界 ＞２／３者在高危型中人数为０ 。 （表３ ）

５ ０





幽 门螺杆菌相关性 胃癌前病变上皮细胞动态变化规律机制与临床研宄


表３ 基于ＯＬＧＡ分期的人 口学特征及病变情况

低危型 ＯＬＧＡ高危型 ＯＬＧＡ

值
ｎ

（
％

） （ ？ 

＝

３ ７４ ） （ ｒａ

＝
４８ ）

年龄 ０ ． ３ ５ １

̄

＜４０ ２９（ ６ ．９％ ） ２８（ ７ ． ５％ ） １（ ２ ． １％ ）

＜４０－＜５０ ８２（ １ ９ ．４％ ） ７４（ １ ９ ． ８％ ） ８（ １ ６ ． ７％ ）

＜５０ －＜６０ １ ５ ６（ ３ ７ ． ０％ ） １ ３９（ ３７ ．２％ ） １ ７（ ３ ５ ．
４％ ）

＞６０ １ ５ ５（ ３６ ． ７％ ） １ ３ ３（ ３ ５ ． ６％ ） ２２（ ４５ ． ８％ ）

性别 ０ ．２ ８ １

女 １ ８９（ ４４ ． ８％ ） １ ７ １（ ４５ ． ７％ ） １ ８（ ３ ７ ． ５％ ）

男 ２３ ３（ ５５ ． ２％ ） ２０３（ ５４ ． ３％ ） ３０（ ６２ ． ５％ ）

感染状态＜〇 ． 〇〇 １

未感染 ７４（ １ ７ ． ５％ ） ７４（ １ ９ ． ８％ ） ０（ ０ ．０％ ）

现症感染４９（ １ １ ． ６％ ） ４９（ １ ３ ． １％ ） ０（ ０ ．０％ ）

既往感染２９９（ ７０ ． ９％ ） ２５ １（ ６７ ． １％ ） ４８（ １ ００ ．０％ ）

病变数 目＜０ ．００ １

无 ３２（ ７ ． ６％ ） ３２（ ８ ． ６％ ） ０（ ０ ．０％ ）

单灶 ９５（ ２２ ＿ ５％ ） ９５（ ２５ ．４％ ） ０（ ０ ．０％ ）

多灶 ２９５（ ６９ ． ９％ ） ２４７（ ６６ ． ０％ ） ４８（ １ ００ ．０％ ）

病变部位Ｎ／Ａ

贲 门直下 ２４ １ ７（ ７０ ． ８％ ） ７（ ２９ ．２％ ）

胃体小弯侧 １ ８８ １ ４８（ ７８ ． ７％ ） ４０（ ２ １ ． ３％ ）

胃底 ４ ４（ １ ００％ ） ０（ ０ ． ０％ ）

胃 角 ２６９ ２２４（ ８３ ． ３％ ） ４５（ １ ６ ．７％ ）

胃 窦 ３２２ ２７６（ ８５ ． ７％ ） ４６（ １ ４ ． ３％ ）

胃体上部前壁、 后
４ ４（ １ ００％ ） ０（ ０ ．０％ ）

壁

胃体下部大弯侧 １ ２ ５（ ４ １ ． ７％ ） ７（ ５ ８ ． ３％ ）

幽 门前区 ４０ ３ ９（ ９７ ． ５％ ） １（ ２ ． ５％ ）

５ １
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表３ 基于ＯＬＧＡ分期的人 口学特征及病变情况 （续表 ）

低危型 ＯＬＧＡ高危型 ＯＬＧＡ

尸 值
ｎ

（
％

） （ ？ 

＝

３ ７４ ） （ ？

＝
４８ ）

大体形态＜０ ．００ １

无 ３２（ ７ ． ６％ ） ３２（ ８ ． ６％ ） ０（ ０ ．０％ ）

隆起型 ４９（ １ １ ． ６％ ） ４９（ １ ３ ． １％ ） ０（ ０ ． ０％ ）

平坦型 １ ７７（４ １ ． ９％ ） １ ６４（ ４３ ． ９％ ） １ ３（ ２７ ． １％ ）

凹陷型 １ ６４（ ３ ８ ． ９％ ） １２９（ ３４ ． ５％ ） ３ ５（ ７２ ．９％ ）

Ｃ －ＷＬＥ

色泽 ０ ． １ ３ ３

无 ３２（ ７ ．６％ ） ３２（ ８ ．６％ ） ０（ ０ ． ０％ ）

同色 １ ８（４ ．３％ ） １ ７（ ４ ． ５％ ） １（ ２ ． １％ ）

褪色 ６９（ １ ６ ．４％ ） ５９（ １ ５ ． ８％ ） １ ０（ ２０ ． ８％ ）

发红 ３ ０３（ ７ １ ． ８％ ）２６６（ ７ １ ． １％ ） ３ ７（ ７７ ． １％ ）

糜烂 ０ ． ０４２

无 ３ ９２（ ９２ ．９％ ） ３４４Ｃ ９２ ．０％ ） ４８（ １ ００ ．０％ ）

有 ３ ０（ ７ ． １％ ） ３０（ ８ ． ０％ ） ０（ ０ ．０％ ）

表面结节感 ０ ．７３ １

无 ３ ８ １（ ９０ ． ３％ ） ３ ３ ７（ ９０ ． １％ ） ４４（ ９ １ ． ７％ ）

有 ４ １（ ９ ． ７％ ） ３ ７（ ９ ．９％ ） ４（ ８ ． ３％ ）

溃疡 ０ ． ６ １ ２

无 ４２０（ ９９ ．５％ ） ３ ７２（ ９９ ． ５％ ）４８（ １００ ．０％ ）

有 ２（ ０ ． ５％ ） ２（ ０ ．５％ ） ０（ ０ ．０％ ）

清晰边界 ０ ． ０８２

无 ３０ ８（ ７３ ．０％ ）２７８（ ７４ ．３％ ） ３ ０（ ６２ ．５％ ）

有 １ １ ４（ ２７ ． ０％ ） ９６（ ２５ ． ７％ ） １ ８（ ３ ７ ． ５％ ）

肠化斑＜０ ． ００ １

无 ３ ８３（ ９０ ． ８％ ） ３ ５０（ ９３ ． ６％ ） ３ ３（ ６ ８ ． ８％ ）

有 ３ ９（ ９ ．２％ ） ２４（ ６ ．４％ ） １ ５（ ３ １ ．２％ ）

大小＜０ ．００ １

无 ４２（ １ ０ ＿ ０％ ） ４２（ １ １ ．２％ ） ０（ ０ ．０％ ）

＜ ｌ ｃｍ ２３ １（ ５４ ． ７％ ） ２２２（ ５９ ． ４％ ） ９（ １ ８ ． ８％ ）

＞ ｌ ｃｍ １ ４９（ ３ ５ ． ３％ ）． １ １ ０（ ２９ ．４％ ）．

３９（ ８ １ ． ３％ ）

５ ２





幽 门螺杆菌相关性 胃癌前病变上皮细胞动态变化规律机制与临床研究


表３ 基于ＯＬＧＡ分期的人 口学特征及病变情况 （续表 ）

Ｓ低危型 ＯＬＧＡ高危型 ＯＬＧＡ

Ｐ 值
ｎ

（
％

） ｉ ｎ

＝

３ ７４ ） （ ｎ

＝
４８ ）

镜下表现＜０ ．００ １

无 ２５ ９（ ６ １ ．４％ ）２４６（ ６５ ． ８％ ） １ ３（ ２７ ． １％ ）

斑状发红４３（ １ ０ ． ２％ ） ４３（ １ １ ． ５％ ） ０（ ０ ．０％ ）

地图样发红 ９ １（ ２ １ ． ６％ ） ５７（ １ ５ ．２％ ） ３４（ ７０ ． ８％ ）

弥漫性发红２ １（ ５ ．０％ ） ２０（ ５ ．３％ ） １（ ２ ． １％ ）

黏膜水肿 ７（ １ ．７％ ） ７（ １ ．９％ ） ０（ ０ ． ０％ ）

鸡皮样改变 １（ ０ ．２％ ） １（ ０ ． ３％ ） ０（ ０ ． ０％ ）

ＭＥ－ＮＢ Ｉ

ＤＬ＜０ ．００ １

无 ２４０（ ５６ ．９％ ）２２８（ ６ １ ． ０％ ） １ ２（ ２５ ． ０％ ）

有 １ ８２（ ４３ ． １％ ） １ ４６（ ３９ ． ０％ ） ３ ６（ ７５ ．０％ ）

ＩＭＶＰ ０ ．４７７

无 ３ ８９（ ９２ ． ２％ ） ３４６（ ９２ ．５％ ） ４３（ ８９ ． ６％ ）

有 ３ ３（ ７ ． ８％ ） ２８（ ７ ．５％ ） ５（ １ ０ ．４％ ）

ＩＭＳＰ ０ ． ８３ ５

无 ３９０（ ９２ ．４％ ） ３４６（ ９２ ． ５％ ） ４４（ ９ １ ．７％ ）

有 ３２（ ７ ．６％ ） ２ ８（ ７ ． ５％ ） ４（ ８ ． ３％ ）

ＬＢＣ＜０ ．００ １

无 ７ １（ １ ６ ．８％ ） ７ １（ １ ９ ． ０％
） ０（ ０ ． ０％ ）

有 ３ ５ １（ ８３ ． ２％ ）３ ０３（ ８ １ ．０％ ） ４ ８（ １ ００ ．０％ ）

ＷＯＳ ０ ． ００ １

无 １ １ ７（ ２７ ． ７％ ） １ １ ３（ ３ ０ ．２％ ） ４（ ８ ． ３％ ）

有 ３０５（ ７２ ． ３％ ）２６ １（ ６９ ． ８％ ） ４４（ ９ １ ． ７％ ）

ＷＧＡ ０ ． ８０８

无４０７（ ９６ ．４％ ） ３ ６ １（ ９６ ． ５％ ） ４６（ ９５ ． ８％ ）

有 １ ５（ ３ ．６％ ） １ ３（ ３ ．５％ ） ２（ ４ ． ２％ ）

ＭＣＤＬ＜０ ． ００ １

０ ２３ ８（ ５６ ．４％ ）２２６（ ６０ ．４％ ） １ ２（ ２５ ． ０％ ）

＞０且＜ １ ／３４７（ １ １ ． １％ ） ２６（ ７ ． ０％ ） ２ １（ ４３ ． ８％ ）

艺  １ ／３且＜２／３ ５０（ １ １ ． ８％ ） ３ ５ （ ９ ．４％ ） １ ５ （ ３ １ ．２％ ）

＞２／３
＇

８ ７（ ２０ ．６％ ） ８ ７（ ２３ ． ３％ ） ０

：

（ ０ ．０％ ）

５ ３
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

表３ 基于ＯＬＧＡ分期的人 口 学特征及病变情况 （续表 ）

低危型 ＯＬＧＡ高危型 ＯＬＧＡ

ｎ
（
％

） （ ｒｅ 

＝

３ ７４ ） （ ？

＝
４８ ）

ＭＣＤＬ 边界是否
＜０ ． ００ １

规整

无 ２３ ９（ ５６ ．６％ ）２２７（ ６０ ． ７％ ） １ ２（ ２５ ． ０％ ）

是 ９ １（ ２ １ ． ６％ ） ９ １（ ２４ ．３％ ） ０（ ０ ．０％ ）

否 ９２（ ２ １ ． ８％ ） ５６（ １ ５ ．０％ ） ３ ６（ ７５ ．０％ ）

ＶＥＣ
ｐａｔｔｅｒｎ ０ ． ３ ５

无 ３９９（ ９４ ， ５％ ） ３ ５ ５（ ９４ ． ９％ ） ４４（ ９ １ ． ７％ ）

有 ２３（ ５ ．５％ ） １ ９（ ５ ． １％ ） ４（ ８ ． ３％ ）

注 ： ＯＬＧＡ ：ＯｐｅｒａｔｉｎｇＬｉｎｋｆｏｒＧａｓｔｒｉｔｉ ｓＡｓｓｅｓ ｓｍｅｎｔ ， 胃炎评估系统 ；
Ｈｅｌ ｉｃｏｂａｃｔｅｒ

ｐｙｌｏｒｉ
，

Ｃ －ＷＬＥ ：ＣｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌＷｈｉｔｅ－ＬｉｇｈｔＩｍａｇｉｎｇＥｎｄｏ ｓｃｏｐｙ ， 传统 白光内镜 ；
ＭＥ－ＮＢ Ｉ ：Ｍａｇｎｉ

ｆｙｉｎｇＥｎｄｏ ｓｃｏｐｙ
－ＮａｒｒｏｗＢａｎｄＩｍａｇｉｎｇ ， 放大 内镜 －窄带成像技术 ；

ＤＬ ：ＤｅｍａｒｃａｔｉｏｎＬｉｎｅ
， 分界线 ；

ＩＭＶＰ ：ＩｒｒｅｇｕｌａｒＭ ｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒＰａｔｔｅｍ
ｊ不规则的微血管结构 ；

１ＭＳＰ ：ＩｒｒｅｇｕｌａｒＭｉｃｒｏ ｓｕｒｆａｃ ｅＰａｔｔｅｒｎ
，

不规则的表面微细结构 ；
ＬＢＣ ：ＬｉｇｈｔＢ ｌｕｅＣｒｅ ｓ＾ 亮蓝嵴 ；

ＷＯＳ ：ＷｈｉｔｅＯｐａｑｕｅＳｕｂｓｔａｎｃｅ
，
白色不

透明物质 ；
ＷＧＡ ：ＷｈｉｔｅＧ ｌｏｂｅＡｐｐｅａｒａｎｃｅ ，

白球征 ；
ＭＣＤＬ ：Ｍｕｌｔｉｐ ｌｅＣｏｎｖｅｘＤｅｍａｒｃａｔｉｏｎ

，
由背

景黏膜的小凹边缘上皮环绕的 内侧有凸 出 的 明显的分界线 ；
ＶＥＣｐａｔｔｅｒｎ ：ＶｅｓｓｅｌｓｗｉｔｈｉｎＥｐｉ ｔｈｅ ｌｉａｌ

Ｃ ｉｒｃｌｅｐａｔｔｅｒｎ ， 上皮环 内血管模式。

ＯＬＧＩＭ高危型患者共计 １ １ ６例 ， 占总纳入人数的２７ ．５％ ， 比ＯＬＧＡ高危型 （ １ １ ．４％ ）

统计人数多 。 其中人 口学特征年龄、 性别等无统计学意义 （尸 ＞０ ． ０５ ） 。 在丑外／ｏｒ／感染

状态类 目 中 ， 既往感染者为２９９例 ， 占 ７０ ． ９％
； 病变多灶性发病者为２９５例 ； 在病变的大

体形态方面 ， 平坦型病变 占 比最大 ， 为４ １ ． ９％
；Ｃ －ＷＬＥ观察下 ， 病变色泽 （Ｐ＜０ ．００ １ ） ，

表面是否有糜烂 （Ｐ
＝

０ ． ００２ ） ， 病变表面是否有结节感 ００ ． ０２ １ ） 、 边界是否清晰 （Ｐ

＜０ ．００ １ ） 、 是否可见明显肠化斑 （尸 ＜０ ．００ １ ） 、 病变是否大于 ｌ ｃｍ（戶 ＜０ ． ００ １ ） 以及病

变的镜下表现等特征均有统计学意义 。 ＭＥ－ＮＢ Ｉ观察下 ， 病变ＤＬ是否存在 、 ＬＢＣ 、 ＷＯＳ 、

ＷＧＡ、 ＶＥＣｐａｔｔｅｒｎ的有无以及ＭＣＤＬ的不同界定范围 、 ＭＣＤＬ边界是否规整均具有统

计学意义 （尸 ＜０ ．０５ ） 。 在 １ １ ６例ＯＬＧＩＭ高危型患者中 ， ８ ８例 （ ７５ ． ９％ ） 具有明显的０１＾边

界 ， １ １ ５例 （ ９ ９ ． １％ ） 具有ＬＢＣ 、 １ ０８例 （ ９３ ． １％ ） 具有ＷＯ Ｓ 、 ８５例 （ ７３ ． ３％ ） 患者的ＭＣ

５４
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ＤＬ边界清晰规整 。 而 ＩＭＶＰ 以及 ＩＭＳＰ组间 比较无统计学意义 ＞０ ． ０５ ） 。 （表４ ）

表４ 基于ＯＬＧＩＭ分期的人 口学特征及病变情况

＾低危型 ＯＬＧＩＭ高危型 ＯＬＧＩＭ

户 值
ｎ

（
％

） （ ？

＝
３ ０６ ） （ ？

＝
１ １ ６ ）

车龄 ０ ．０７６

̄

＜４０ ２９（ ６ ．９％ ）２７（ ８ ． ８％ ） ２（ １ ． ７％ ）

＜４０且＜５０ ８２（ １ ９ ．４％ ） ６０（ １ ９ ． ６％ ）２２（ １ ９ ．０％ ）

＜５０且＜６０ １ ５ ６（ ３７ ． ０％ ） １ １ ０（ ３ ５ ． ９％ ）４６（ ３ ９ ． ７％ ）

＞６０ １ ５５（ ３ ６ ． ７％ ） １ ０９（ ３ ５ ． ６％ ）４６（ ３９ ． ７％ ）

性别 ０ ． ０８ １

女 １ ８９（ ４４ ． ８％ ） １ ４５（ ４７ ．４％ ）４４（ ３ ７ ． ９％ ）

男 ２３３（ ５５ ． ２％ ） １ ６ １（ ５２ ，６％ ） ７２（ ６２ ． １％ ）

？

感染状态＜０ ． ００ １

未感染 ７４（ １ ７ ． ５％ ）７４（ ２４ ．２％ ） ０（ ０ ． ０％ ）

现症感染 ４９（ １ １ ．６％ ）４５（ １ ４ ． ７％ ） ４（ ３ ．４％ ）

既往感染 ２９９（ ７０ ． ９％ ） １ ８ ７（ ６ １ ． １％ ） １ １ ２（ ９６ ．６％ ）

病变数 目＜０ ．００ １

无 ３２（ ７ ．６％ ） ３２（ １ ０ ． ５％ ） ０（ ０ ．０％ ）

单灶 ９５（ ２２ ． ５％ ）９２（ ３ ０ ． １％ ） ３（ ２ ． ６％ ）

多灶 ２９５（ ６９ ． ９％ ） １ ８２（ ５９ ．４％ ） １ １ ３（ ９７ ．４％ ）

病变部位Ｎ／Ａ

贲门直下 ２４ １ １（ ４５ ． ８％ ） １ ３（ ５４ ．２％ ）

胃体小弯侧 １ ８ ８ ９ １（ ４８ ．４％ ） ９７（ ５ １ ． ６％ ）

胃底 ４ ２（ ５０ ． ０％ ） ２（ ５０ ． ０％ ）

胃 角 ２６９ １ ６６（ ６ １ ． ７％ ） １ ０３（ ３８ ． ３％ ）

胃 窦 ３ ２２ ２ １２（ ６５ ． ８％ ） １ １ ０（ ３４ ．２％ ）

胃体上部前壁、 后壁 ４ ２（ ５０ ．０％ ） ２（ ５０ ．０％ ）

胃体下部大弯侧 １ ２ ０（ ０ ． ０％ ） １ ２（ １ ００ ．０％ ）

幽 门前区 ４０ ３ ８（ ９５ ． ０％ ） ２（ ５ ． ０％ ）

５ ５
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

表 ４ 基于 ＯＬＧＩＭ 分期的人 口学特征及病变情况 （续表 ）

Ｍ低危型 ＯＬＧＩＭ高危型 ＯＬＧＩＭ

戶 值
ｎ

（
％

） （ ｒａ 

＝

３０６ ） （ ｎ

＝
１ １ ６ ）

大体形态＜０ ． ００ １

无 ３２（ ７ ． ６％ ）３２（ １ ０ ． ５％ ） ０（ ０ ． ０％ ）

隆起型 ４９（ １ １ ． ６％ ）４７（ １ ５ ．４％ ） ２（ １ ． ７％ ）

平坦型 １ ７７（ ４ １ ． ９％ ） １ ４５（ ４７ ．４％ ） ３２（ ２７ ． ６％ ）

凹陷型 １ ６４（ ３ ８ ． ９％ ） ８２（ ２６ ． ８％ ） ８２（ ７０ ． ７％ ）

Ｃ －ＷＬＥ

色泽＜０ ．００ １

无 ３２（ ７ ．６％ ） ３２（ １ ０ ． ５％ ） ０（ ０ ． ０％ ）

同色 １ ８（ ４ ．３％ ） １ ６（ ５ ．２％ ） ２（ １ ． ７％ ）

褪色 ６９（ １ ６ ．４％ ） ５ １（ １ ６ ． ７％ ） １ ８（ １ ５ ． ５％ ）

发红 ３ ０３（ ７ １ ． ８％ ）２０７（ ６７ ．６％ ）９６（ ８２ ． ８％ ）

糜烂 ０ ．００２

无 ３９２（ ９２ ．９％ ）２７７（ ９０ ．５％ ） １ １ ５（ ９９ ． １％ ）

有 ３０（ ７ ． １％ ）２９（ ９ ．５％ ） １（ ０ ． ９％ ）

表面结节状 ０ ． ０２ １

无 ３ ８ １（ ９０ ． ３％ ）２７０（ ８ ８ ．２％ ） １ １ １（ ９５ ．７％ ）

有 ４ １（ ９ ． ７％ ） ３６（ １ １ ． ８％ ） ５（ ４ ．３％ ）

溃疡 ０ ，
４７５

无 ４２０（ ９９ ． ５％ ） ３０５（ ９９ ． ７％ ） １ １ ５（ ９９ ． １％ ）

有 ２（ ０ ． ５％ ） １（ ０ ． ３％ ） １（ ０ ．９％ ）

清晰边界＜０ ． ００ １

无 ３ ０ ８（ ７３ ． ０％ ）２４７（ ８０ ． ７％ ）６ １（ ５２ ．６％ ）

有 １ １４（ ２７ ． ０％ ） ５９（ １ ９ ． ３％ ） ５ ５（ ４７ ．４％ ）

肠化斑＜０ ． ００ １

无 ３ ８３（ ９０ ＿ ８％ ）２９５（ ９６ ．４％ ） ８ ８（ ７５ ． ９％ ）

有 ３ ９（ ９ ．２％ ） １ １（ ３ ．６％ ）２ ８（ ２４ ． １％ ）

５６





幽 门螺杆菌相关性 胃癌前病变上皮细胞动态变化规律机制与临床研究


表 ４ 基于 ＯＬＧ ＩＭ 分期的人 口 学特征及病变情况 （续表 ）

低危型 ＯＬＧＩＭ高危型 ＯＬＧＩＭ

Ｐ 值
ｎ

（
％

） （ ？ 

＝
３ ０６ ） （ ？

＝
１ １ ６ ）

大小＜０ ． ００ １

̄

无 ４２（ １ ０ ． ０％ ）４２（ １ ３ ． ７％ ） ０（ ０ ． ０％ ）

＜ ｌ ｃｍ ２３ １（ ５４ ． ７％ ） １ ９２（ ６２ ． ７％ ） ３ ９（ ３ ３ ． ６％ ）

＞ ｌ ｃｍ １ ４９（ ３ ５ ． ３％ ） ７２（ ２３ ． ５％ ） ７７（ ６６ ．４％ ）

镜下表现＜０ ． ００ １

无 ２５９（ ６ １ ．４％ ）２３４（ ７６ ． ５％ ）２５（ ２ １ ．６％ ）

斑状发红 ４３（ １ ０ ． ２％ ） ３４（ １ １ ． １％ ） ９（ ７ ． ８％ ）

地图样发红 ９ １（ ２ １ ． ６％ ） １ １（ ３ ． ６％ ） ８０（ ６９ ． ０％ ）

弥漫性发红 ２ １（ ５ ．０％ ）２０（ ６ ． ５％ ） １（ ０ ． ９％ ）

黏膜水肿 ７（ １ ．７％ ） ６（ ２ ． ０％ ） １（ ０ ．９％ ）

鸡皮样改变 １（ ０ ．２％ ） １（ ０ ． ３％ ） ０（ ０ ． ０％ ）

ＭＥ－ＮＢ Ｉ

ＤＬ＜０ ． ００ １

无 ２４０（ ５６ ． ９％ ）２ １ ２（ ６９ ． ３％ ）２８（ ２４ ． １％ ）

有 １ ８２（ ４３ ． １％ ） ９４（ ３ ０ ． ７％ ） ８ ８（ ７５ ． ９％ ）

ＩＭＶＰ ０ ． １ １ １

无 ３ ８９（ ９２ ．２％ ）２８６（ ９３ ． ５％ ） １ ０３（ ８８ ． ８％ ）

有 ３ ３（ ７ ． ８％ ）２０（ ６ ． ５％ ） １ ３（ １ １ ． ２％ ）

ＩＭＳＰ ０ ． ３６４

无 ３ ９０（ ９２ ． ４％ ）２ ８５（ ９３ ． １％ ） １ ０５（ ９０ ．５％ ）

有 ３２（ ７ ．６％ ） ２ １（ ６ ． ９％ ） １ １（ ９ ．５％ ）

ＬＢＣ＜０ ．００ １

无 ７ １（ １ ６ ． ８％ ） ７０（ ２２ ． ９％ ） １（ ０ ．９％ ）

有 ３ ５ １（ ８３ ．２％ ）２３ ６（ ７７ ． １％ ） １ １ ５（ ９９ ． １％ ）

ＷＯＳ＜０ ． ００ １

无 １ １ ７（ ２７ ． ７％ ） １ ０９（ ３ ５ ． ６％ ） ８（ ６ ． ９％ ）

有 ３０５（ ７２ ． ３％ ） １ ９ ７（ ６４ ．４％ ） １ ０ ８（ ９３ ． １％ ）

ＷＧＡ＜０ ．００ １

无 ４０７（ ９６ ．４％ ） ３ ０２（ ９８ ． ７％ ） １ ０５（ ９０ ．５％ ）

有 １ ５（ ３ ．６％ ） ４（ １ ． ３％ ） １ １（ ９ ．５％ ）

５ ７





幽 门螺杆菌相关性 胃癌前病变上皮细胞动态变化规律机制与临床研宄


表 ４ 基于 ＯＬＧ ＩＭ 分期的人口学特征及病变情况 （续表 ）

低危型 ＯＬＧＩＭ高危型 ＯＬＧＩＭ

Ｐ 值
ｎ

（
％

） ｉ ｎ

＝

３０６ ） （ ｎ
＝

１ １ ６ ）

ＭＣＤＬ＜０ ．００ １

̄

０ ２３ ８（ ５６ ．４％ ）２ １ ０（ ６ ８ ． ６％ ）２８（ ２４ ． １％ ）

＞０且＜ １ ／３ ４７（ １ １ ． １％ ）４（ １ ． ３％ ）４３（ ３７ ． １％ ）

２ １ ／３且＜２／３ ５０（ １ １ ． ８％ ） ８ （ ２ ． ６％ ）４２（ ３６ ． ２％ ）

＞２／３ ８ ７（ ２０ ． ６％ ） ８４（ ２７ ． ５％ ） ３（ ２ ． ６％ ）

ＭＣＤＬ 边界是否规整＜０ ．００ １

无 ２３ ９（ ５６ ． ６％ ）２ １ １（ ６９ ．０％ ）２８（ ２４ ． １％ ）

是 ９ １（ ２ １ ． ６％ ）８ ８（ ２８ ． ８％ ） ３（ ２ ． ６％ ）

否 ９２（ ２ １ ． ８％ ） ７（ ２ ． ３％ ） ８ ５（ ７３ ．３％ ）

ＶＥＣ
ｐａｔｔｅｒｎ ０ ．００ １

无 ３９９（ ９４ ． ５％ ）２９６（ ９６ ． ７％ ） １ ０３（ ８ ８ ． ８％ ）

有 ２３（ ５ ． ５％ ） １ ０（ ３ ．３％ ） １ ３（ １ １ ．２％ ）

注 ： ＯＬＧＩＭ ：ｏｐｅｒａｔｉｖｅｌ ｉｎｋｏｎｇａｓｔｒｉｔｉｓａｓ ｓｅｓ ｓｍｅｎｔｂａｓｅｄｏｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｅｔａｐ ｌａｓｉａ
，
基于肠化生的 胃

炎评价系统 ； 余标注见表３ 。

３ ．２Ｂａｙｅｓ逐步判别分析法胃癌前病变诊断模型的建立、 验证及效能评价

３ ． ２ ． １ 诊断模型的建立

以ＯＬＧＡ／ＯＬＧＩＭ低危型 、 高危型为因变量 ， 纳入３ ． １病变基本特征中差异具有统计

学意义 （户 ＜０ ．０５ ） 的变量作为 自变量 ， 分别进行赋值 （表５ ） ； 在进行Ｂ ａｙｅｓ判别方法

前 ， 对筛选的变量进行共线性诊断 ， 以避免筛选的变量之间存在强烈的共线性关系 ， 使

得Ｂａｙｅｓ判别方程的参数估计不准确 ， 方差膨胀因子 （ ｖａｒｉａｎｃｅｉｎｆｌａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
，Ｖ ＩＦ ）＜

３０者即认为纳入的变量间不存在多重共线性 ， 进行下
一

步的Ｂａｙｅｓ逐步判别分析 ， 剔除

不能入组的变量后 ， 建立基于ＯＬＧＡ／ＯＬＧＩＭ分期的 胃癌前病变的综合诊断模型 。

５ ８





幽 门螺杆菌相关性 胃癌前病变上皮细胞动态变化规律机制与临床研宄


？表 ５ 各变量及赋值表

Ｓ

ＯＬＧＡ／ＯＬＧ ＩＭ低危型 、 高危型 （Ｙ ） ０
＝低危型 ， １

＝高危型

丑砂／ｏｒｉ感染状态 （ＸＤ ０
＝未感染 ， １

＝现症感染 ， ２
＝

ｇ３Ｅ往感染

病变数 目 （Ｘ２ ） ０
＝无 ， １

＝单灶 ， ２＝多灶

病变部位－贲门直下 （Ｘ３ ） ０
＝无 ， １

＝有

病变部位－ 胃体小弯侧 （Ｘ４ ） ０＝无 ， １
＝有

病变部位－ 胃底 （Ｘ５ ） ０＝无 ， １＃

病变部位 － 胃角 （Ｘｆｉ ） ０
＝无 ， １

＝有

病变部位－ 胃窦 （Ｘ ７ ） ０＝无 ， １
＝有

病变部位－ 胃体上部前壁 、 后壁 （Ｘ ８ ） ０
＝无 ， １

＝有

病变部位－ 胃体下部大弯侧 （Ｘ９ ） ０
＝无 ， １

＝有

病变部位－幽 门前区 （Ｘ
１ ０ ） ０

＝无 ， １
＝有

大体形态 （Ｘｕ ） ０
＝无 ， １

＝隆起型 ， ２＝平坦型 ， ３
＝凹陷型

色泽 （Ｘ
１ ２ ） ０

＝无 ， １
＝同色 ， ２＝褪色 ， ３＝发红

糜烂 （Ｘ
１ ３ ） ０＝无 ， １

＝有

表面结节状 （Ｘ
ｌ ４ ） ０

＝无 ， １
＝有

溃瘍 （Ｘ
ｌ ５ ） ０

＝无 ， １
＝有

清晰边界 （Ｘ
１ ６ ） ０

＝无 ， １
＝有

肠化斑 （Ｘ
ｌ ７ ） ０

＝无 ， １
＝有

大小 （Ｘ
ｉ ８ ） ０

＝无 ， ｌ
＝＜ ｌ ｃｍ ， ２

＝》 ｌ ｃｍ

０
＝无 ， １

＝地图样发红 ， ２
＝斑状发红 ， ３

＝鸡皮样改变 ，

镜下表现 （Ｘ
１ ９ ）

４＝弥漫性发红 ， ５
＝黏膜水肿

ＤＬ（Ｘ２〇 ） ０
＝无 ， １

＝有

ＩＭＶＰ（Ｘ２ ｉ ） ０
＝无 ， １

＝有

ＩＭＳＰＣＸ２２ ） ０
＝无 ， １

＝有

ＬＢＣ（Ｘ２３ ） ０＝无 ， １
＝有

ＷＯＳ（Ｘ２４ ） ０＝无 ， １
＝有

ＷＧＡ（Ｘ２５ ） ０
＝无 ， １

＝有

ＭＣＤＬ（Ｘ２６ ） ０
＝
０ ， １

＝＞０且＜ １ ／３ ，２
＝之 １ ／３且＜２／３ ，３

＝艺２／３

ＭＣＤＬ边界是否规整 （Ｘ２７ ） ０
＝无 ， １

＝是 ，
２
＝否

ＶＥＣｐａｔｔｅｒｎ（Ｘ２８ ） ０＝无 ， １
＝有

注 ： 标注见表３ 。

５９
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对上述ＯＬＧＡ低危型 ／高危型组间对比结果差异具有统计学意义 ＜０ ．０５ ） 的变量

包括Ｘ ！
、 Ｘ２ 、 Ｘ３

－Ｘ
１ ０ 、 Ｘｕ 、 Ｘ １ ３ 、 Ｘ

１ ７ 、 Ｘ １ ８ 、 Ｘ
１ ９ 、 Ｘ２。 、 Ｘ２３ 、 Ｘ２４ 、 Ｘ２６ 、 Ｘ２７等进行多

重共线性诊断 ， 见表６ ， 根据临床实际 内镜下表现 ， ＤＬ与ＭＣＤＬ存在
一

定的联系 ， 此

时ＤＬ（Ｘ２Ｇ ）ＶＩＦ为 ３０ ． ５ ８ ８ ，ＭＣＤＬ边界是否规整 （Ｘ２７ ） 为 １ ３ ． ８５９ ， 仍将以上变量纳入

到Ｂａｙｅｓ判别分析法中进行研宄 ， 使用逐步输入法尽量的减少对判别方程参数估计的

不准确性 ， 逐步输入可以使总体威尔克Ｌａｍｂｄａ最小化的变量 ， 其中需满足要输入的最

小偏Ｆ为３ ． ８４ ， 要除去 的最大偏Ｆ为２ ．７ １ ， 最终将变量Ｘ９ 、 Ｘ
１ ７ 、 Ｘ

１ ８ 、 Ｘ２６ 、 Ｘ２７纳入诊断

方程 ， 此时威尔克Ｌａｍｂｄａ值最小 ， 为０ ． ７ １ ２ ， Ｐ ＜０ ． ００ １ ， 这提示此系列变量得到的判

别方程是有效的 。 最后根据Ｂａｙｅｓ判别方法 ， 得到分类函数系数判别方程 ： ＯＬＧＡ低危

型＝
－２ ．３００－０ ． ５７９Ｘ９

－０ ． １ ７４Ｘ
ｉ ７
＋３ ． ３２９Ｘ

ｉ ８
＋０ ． ５２４Ｘ２６

－〇 ． ｌ 〇６Ｘ２ ７ ；ＯＬＧＡ高危型＝
￣８ ．２８７＋３ ．０６９

Ｘ９
＋ １ ．４３３Ｘ

１ ７
＋４ ． ５ １ ９Ｘ ｉ ８

－０ ． ５５６Ｘ２ ６
＋２ ．４８７Ｘ２７（表７ ） 。

表６ 内镜下特征诊断ＯＬＧＡ分期的多因素的共线性诊断

 Ｉ共线性分析
变量 Ｐ标准误Ｐ

，

 ／ 值Ｐ 值
容差ＶＩＦ

常量－０ ． ０３４０ ．０４６－－０ ． ７２ ８０ ．４６７－－

瓦砂／〇？
？

感染状态 （ＸＤ ０ ． ０ １ ８０ ．０２６０ ． ０４５０ ．７ １ ７０ ．４７４０ ．４３ ６２ ．２９６

病变数 目 （Ｘ２ ）－０ ．０６９０ ．０５ ８－０ ． １ ３ ５－

１ ． １ ９６０ ．２３ ３０ ． １ ３ ５７ ．４２５

病变部位－贲 门直下 （Ｘ３ ） ０ ． ０８４０ ．０６０ ．０６ １ １ ． ３ ８７０ ． １ ６６０ ． ８ ９ １ ． １ ２４

病变部位－ 胃体小弯侧 （Ｘ４ ）０ ． ００４０ ． ０３ ６０ ．００６０ ． １ ０２０ ．９ １ ９０ ． ５３ １ １ ． ８ ８３

病变部位－ 胃底 （Ｘ５ ）－

０ ． ２２５０ ． １４－０ ． ０６９－

１ ． ６０３０ ． １ １０ ． ９４ １ ．０６３

病变部位－ 胃 角 （Ｘ６ ） ０ ．０６ １０ ．０４９０ ．０９２ １ ． ２４６０ ． ２ １ ３０ ． ３ １ ５３ ． １ ７９

病变部位－ 胃窦 （Ｘ７ ） ０ ．０３ ８０ ． ０５６０ ． ０５ １０ ．６７０ ． ５０３０ ． ３ ０２３ ． ３ １ １

病变部位－ 胃体上部前壁 、 后壁
－０ ．２ １ ８０ ． １４ １－０ ． ０６７－

１ ． ５４５０ ． １ ２３０ ． ９２７ １ ． ０７９

（Ｘ ８ ）

病变部位－ 胃体下部大弯侧 （Ｘ９ ）０ ． ３ １ ７０ ． ０８６０ ． １ ６６３ ． ６９ ８００ ． ８５２ １ ． １ ７４

６０
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表 ６ 内镜下特征诊断 ＯＬＧＡ 分期的多 因素的共线性诊断 （续表 ）

共线性分析

变量 Ｐ标准误ｐ
’

 ｆ 值Ｐ 值

容差ＶＥＦ

病变部位 －幽门前区 （Ｘ ｉ 〇 ） ０ ． ０ １ ９０ ．０６ ８０ ．０ １ ８０ ．２ ８ ７０ ． ７７４０ ．４４２２ ． ２６５

大体形态 （Ｘｕ ） ０ ． ００３０ ． ０２３０ ． ００ ８０ ． １ ２２０ ， ９０３０ ．４２ ．４９９

糜烂 （Ｘ
１ ３ ）－０ ． ０４２０ ． ０５４－０ ．０３４－０ ． ７６８０ ．４４３０ ． ８８８ １ ． １ ２６

肠化斑 （Ｘ
１ ７ ） ０ ． １ １ ７０ ． ０４９０ ． １ ０７２ ． ３９２０ ．０ １ ７０ ． ８６ １ ． １ ６２

大小 （Ｘ １ ８ ） ０ ． ０ ８７０ ．０２９０ ． １ ７ １２ ．９９５０ ．００３０ ． ５２５ １ ． ９０６

镜下表现 （Ｘ
１ ９ ）－０ ． ００９０ ．０ １ ２－０ ． ０３２－０ ． ７２９０ ．４６６０ ． ９０４ １ ． １ ０６

ＤＬ（Ｘ２〇 ）－０ ． １ ２６０ ． １ ４７－

０ ． １ ９７－０ ． ８ ５ ８０ ． ３ ９ １０ ． ０３３３０ ． ５ ８ ８

ＬＢＣ（Ｘ２３ ） ０ ． ００３０ ． ０４６０ ．００３０ ．０６４０ ． ９４９０ ． ５９５ １ ． ６８ １

ＷＯ Ｓ（Ｘ２４ ）－０ ．０ １ ３０ ． ０３ ６－

０ ．０ １ ９－０ ．３６９０ ． ７ １ ２０ ， ６５ ９ １ ． ５ １ ７

ＭＣＤＬ（Ｘ２６ ）－０ ． ０５０ ． ０３２－

０ ． １ ９４－

１ ． ５６ １０ ． １ １ ９０ ． １ １ １８ ． ９ ８ １

ＭＣＤＬ边界是否规整 （Ｘ２ ７ ）０ ．２２０ ． ０６０ ． ５６４３ ． ６５４００ ．０７２ １ ３ ． ８５９

注 ： 因变量为ＯＬＧＡ低危型 ／高危型分期 。 Ｖ ＩＦ ：ｖａｒｉａｎｃｅｉｎｆｌａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
， 方差膨胀因子 ； 余标注见表

３ 〇

表７ 据ＯＬＧＡ分期判别分析模型分类函数系数

胃体下部大

￣￣

肠化斑ＭＣＤＬ

￣￣

ＭＣＤＬ 边界是否规整
组别 ， 、常量

弯侧 （Ｘ９ ） ＜Ｘｎ ） （Ｘ ｉ ８ ） （Ｘ２ ６ ） （Ｘ２７ ）

ＯＬＧＡ 低危型－０ ． ５ ７９－

０ ． １ ７４３ ． ３２９０ ． ５２４－０ ． １ ０６－２ ． ３００

ＯＬＧＡ高危型３ ． ０６９ １ ．４３ ３４ ． ５ １ ９－０ ． ５５６ ２ ．４ ８７－８ ．２ ８７

注 ： 标注见表３ 。

对３ ． １部分ＯＬＧＩＭ低危型 ／高危型组间对比结果差异具有统计学意义 （Ｐ＜０ ． ０５ ） 的

变量包括ＸｕＸ２ 、 Ｘ３
－Ｘ

１ ０ 、 Ｘｕ 、 Ｘ １ ２ 、 Ｘ
１ ３ 、 Ｘ １ ４ 、 Ｘ １ ６ 、 Ｘ １ ７ 、 Ｘ

１ ８ 、 Ｘ ｉ ９ 、 Ｘ２。 、 Ｘ２３ 、 Ｘ２４ 、

Ｘ２５ 、 Ｘ２６ 、 Ｘ２ ７ 、 Ｘ２Ｓ等进行多重共线性诊断 ， 见表 ８ ， 同ＯＬＧＡ的共线性诊断 ， 此时虽Ｄ

Ｌ（Ｘ２。 ） ＶＩＦ为３ １ ． ５ ３９ ，ＭＣＤＬ边界是否规整 （Ｘ２ ７ ） 为 １ ４ ． １ ５０ ， 仍输入到Ｂａｙｅｓ逐步判别

分析中 ， 逐步规定输入 ／排除值同ＯＬＧＡ分析 ， 最终将Ｘ４ 、 Ｘ９ 、 Ｘ ｉ ８ 、 Ｘ２Ｇ 、 Ｘ２５ 、 Ｘ２７ 、 Ｘ２

８共计７个变量纳入到诊断方程中 ， 此时得到最小的威尔克Ｌａｍｂｄａ值０ ． ３ ３ ５ ，Ｐ＜０ ．００ １ 。

根据Ｂａｙｅ ｓ判别方法 ， 得到分类函数系数判别方程 ： ＯＬＧＩＭ低危型＝
－２ ． ３ ８０－０ ．２６ １Ｘ４

－０ ． ９６

６ １
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２Ｘ９
＋３ ． ３９２Ｘ

Ｊ ８
＋２ ．４５ ７Ｘ２０

＋０ ． ５ ３６Ｘ２５
－０ ． ８７７Ｘ２Ｔ

＋０ ． ００２Ｘ２８ ；ＯＬＧＩＭ髙危型＝
￣

１ ０ ． １ ２８＋ １ ．４０３Ｘ４
＋

３ ． ８９９Ｘ９
＋４ ．４８４Ｘ ｉ ８

－９ ．６９９Ｘ２〇
＋３ ＿ ５０５Ｘ２５

＋ １ ０ ．２５２Ｘ２ ７
＋３ ． ３ １ ０Ｘ２８（表９ ） 。

表８ 内镜下特征诊断ＯＬＧＩＭ分期的多因素的共线性诊断

共线性分析
变量 Ｐ标准误Ｐ

，

 ｆ 值Ｐ 值

容差ＶＩＦ

常量－０ ． ０９ ８０ ．０７０－

１ ．
３ ９５０ ． １ ６４

／／－砂／〇打 感染状态 （Ｘ ｉ
） ０ ． ０４３０ ． ０２５０ ． ０７４ １ ． ７２３０ ．０８６０ ．４３ ５２ ． ３００

病变数 目 （Ｘ ２ ）－０ ． ０６６０ ． ０５７－０ ． ０９２－

１ ．
１ ５００ ．２５ １０ ． １ ２６７ ． ９３６

病变部位－资 门直下 （Ｘ３ ） ０ ． ０３ ７０ ． ０５ ８０ ． ０ １ ９０ ． ６３ ９０ ． ５２３０ ． ８８４ １ ． １ ３ １

病变部位－ 胃体小弯侧 （Ｘ４ ） ０ ． １ ０５０ ． ０３５０ ． １ １ ６２ ． ９７７０ ．００３０ ．５２６ １ ． ９０２

病变部位－ 胃底 （Ｘ５ ） ０ ． ０３ １０ ． １ ３ ６０ ． ００７０ ．２２６０ ． ８２２０ ．９２４ １ ． ０ ８２

病变部位－ 胃 角 （Ｘ６ ） ０ ． ０２３０ ．０４ ８０ ． ０２４０ ．４７ １０ ． ６３ ８０ ． ３０２３ ． ３０８

病变部位－ 胃窦 （Ｘ７ ） ０ ．０３ ８０ ．０５６０ ． ０３６０ ． ６ ７２０ ． ５０２０ ．２８４３ ． ５ １ ７

病变部位－ 胃体上部前壁 、 后壁〇 ． １ 〇４０ ． １ ３ ７０ ． ０２３０ ． ７６ １０ ．４４７０ ．９０７ １ ． １ ０２

（Ｘｇ ）

丄 田 ／丄 ，、０ － ３ １ ３０ ．０ ８ ５０ ． １ １ ７３ ．６７００ ．００００ ． ７９６ １ ．２５７

病变部位－ 胃体下部大弯侧 （Ｘ９ ）

病变部位－幽 门前区 （Ｘ １ ０ ） ０ ．００２０ ． ０６ ８０ ． ００ １０ ． ０２８０ ． ９ ７８０ ．４００２ ． ５０ １

大体形态 （Ｘｎ ）－０ ．００８０ ． ０２７－０ ． ０ １ ６－０ ．２９００ ． ７７２０ ．２７４３ ． ６５４

色泽 （Ｘ ｉ ２ ） ０ ．０ １４０ ．０２４０ ．０２８０ ． ５ ８ ５０ ． ５ ５９０ ．３ ３９２ ．９４６

糜烂 （Ｘ
ｉ ３ ）－０ ．０６００ ．０５５－０ ． ０３５－

１ ． ０９６０ ． ２７４０ ． ８０６ １ ．２４ １

表面结节状 （Ｘ
１ ４ ）－０ ．０８３０ ．０５０－０ ． ０５５－

１ ．６５２０ ． ０９９０ ． ７２ １ １ ． ３ ８６

清晰边界 （Ｘ
１ ６ ） ０ ． ０３ ００ ． ０３６０ ．０３００ ． ８ ３６０ ．４０４０ ．６２９ １ ． ５９０

肠化斑 （Ｘ
１ ７ ） ０ ． ０６００ ． ０４８０ ． ０３９ １ ．２６２０ ．２０８０ ． ８４７ １ ． １ ８０

大小 （Ｘ
ｉ ８ ） ０ ． ０５４０ ． ０２ ８０ ．０７５ １ ．９０７０ ．０５７０ ．５ １ ６ １ ． ９３ ９

镜下表现 （ Ｘ
！ ９ ） ０ ． ００８０ ． ０ １ ２０ ．０２２０ ． ７２７０ ．４６８０ ． ８８ ８ １ ． １ ２６

ＤＬ（Ｘ ２〇 ）－０ ． ６２６０ ． １４４－０ ． ６９５－４ ． ３６２０ ．００００ ． ０３２３ １ ．５ ３９

ＬＢＣ（Ｘ２３ ） ０ ． ０４００ ． ０４５０ ． ０３ ３０ ． ８ ８ ３０ ． ３ ７８０ ． ５６ １ １ ．７８３

ＷＯＳ（ Ｘ２４ ） ０ ． ０２６０ ． ０ ３ ５０ ． ０２６０ ． ７４００ ．４６００ ． ６４０ １ ． ５ ６２

ＷＧＡＣ Ｘ２５ ） ０ ． １ ８６０ ． ０７４０ ． ０７７２ ．５２９０ ．０ １ ２０ ． ８６ １ １ ． １ ６ １

ＭＣＤＬ（Ｘ２６ ）－０ ．０５３０ ． ０３ １－０ ． １ ４６－

１ ． ６９３０ ．０９ １０ ． １ ０８９ ． ２２９

ＭＣＤＬ 边界是否规整 （Ｘ ２ ７ ）０ ． ６６００ ． ０５８ １ ． ２０３ １ １ ．２８００ ． ００００ ．０７ １ １ ４ ． １ ５０

ＶＥＣ
ｐａｔｔｅｒｎ（ Ｘ２ ８ ） ０ ． １ ９００ ． ０５９０ ． ０９７３ ． ２ １ ９０ ．００ １０ ． ８９２ １ ． １ ２ １

６２
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

表９ 据ＯＬＧＩＭ分期判别分析模型分类函数系数

胃体小
￣￣

胃体下部ＭＣＤＬ 边ＶＥＣ

如 口 丨大小ＤＬＷＧＡａ县
组别弯侧大弯侧界是否规ｐａｔｔｅｒｎ

（Ｘ
ｌ ８ ） （Ｘ２０ ）（Ｘ２ ５ ）

（Ｘ４ ） （Ｘ９ ）整 （Ｘ２７ ）（Ｘ２８ ）

ＯＬＧＩＭ 低危型－０ ．２６ １－０ ．９６２３ ． ３ ９２２ ．４５７０ ． ５３６－０ ． ８７７０ ．００２－２ ． ３ ８０

ＯＬＧＭ 高危型 １ ．４０３３ ． ８９９４ ．４８４－

９ ．６９９３ ． ５０５ １ ０ ．２５２３ ． ３ １ ０－

１ ０ ． １ ２８

注 ： 标注见表３ 。

３ ．２ ．２ 诊断模型的验证

在本研宄中 ， 分别采用 了 自 身验证法以及留
一

交叉验证对３ ．２ ． １结果部分提出 的诊断

模型进行验证 。 ＯＬＧＡ分期采用 自身验证法得到的正确率为 ８ ８ ．６％ ， 误判率是 １ １ ．４％（表

１ ０ ） ， 使用交叉验证得到的正确率是８ ８ ．２％ ， 误判率是 １ １ ． ８％（表 １ １ ） ， 具有较高的正确率 ；

ＯＬＧＩＭ分期使用 自 身验证及交叉验证后得到的正确率均为９２ ．２％ ， 误判率为 ７ ． ８％（表 １ ２ 、

表 １ ３ ） ， 显示了较高的正确率 。

表 １ ０ＯＬＧＡ分期判别分析模型的 自 身验证法结果

预测信息
判别分析模型预测结果合计

ＯＬＧＡ 低危型ＯＬＧＡ 高危型

ＯＬＧＡ 低危型 ３ ５０ ２４ ３ ７４

ＯＬＧＡ高危型 ２４ ２４ ４８

合计 ３ ７４ ４８ ４２２

注 ： 标注见表３ 。

表 １ １ＯＬＧＡ分期判别分析模型的交叉验证结果

预测信息
判别分析模型预测结果合计

ＯＬＧＡ 低危型ＯＬＧＡ 高危型

ＯＬＧＡ低危型 ３ ５０ ２４ ３ ７４

ＯＬＧＡ 高危型 ２６ ２２ ４８

合计 ３７６ ４６ ４２２

注 ： 标注见表３ 。
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

表 １ ２ＯＬＧ ＩＭ分期判别分析模型的 自 身验证法结果

预测信息
判别分析模型预测结果合计

ＯＬＧ ＩＭ 低危型ＯＬＧ ＩＭ 高危型

Ｏ ＬＧ ＩＭ低危型 ２ ９ ８ ８ ３ ０６

ＯＬＧ ＩＭ高危型 ２ ５ ９ １ １ １ ６

合计 ３ ２ ３ ９ ９ ４２２

注 ： 标注见表 ３ 。

表 １ ３ＯＬＧ ＩＭ分期判别分析模型的交叉验证结果

预测信息
判别分析模型预测结果合计

ＯＬＧ ＩＭ 低危型ＯＬＧ ＩＭ 高危型

ＯＬＧ ＩＭ低危型 ２９ ８ ８ ３ ０６

ＯＬＧ ＩＭ高危型 ２ ５ ９ １ １ １ ６

合计 ３２ ３ ９ ９ ４２２

注 ： 标注见表３ 。

３ ． ２ ． ３ 诊断模型的效能评价

在此部分 中 ， 拟构建ＲＯＣ 曲线对 ３ ． ２ ． １提出 的ＯＬＧＡ／ＯＬＧ ＩＭ分期诊断模型 的诊断效

能进行评价 。 运用 ＯＬＧＡ／ＯＬＧ ＩＭ分期诊断模型得到的判别得分进行ＲＯＣ分析 。 结果显

示 ， ＯＬＧＡ的ＡＵＣ为０ ． ９ ０４（ ９５％Ｃ Ｉ
，

０ ． ８ ７０
？

０ ． ９ ３ ９ ） ， 尸 ＜０ ． ０５ ， 根据最大约登指数得到

其敏感度为 ８ ７ ． ５％ ， 特异性为 ８ １ ． ６％（ 图 ５
－Ａ ）

；ＯＬＧ ＩＭ的ＡＵＣ值为０ ． ９５ ０（ ９５％Ｃ Ｉ
，
０ ． ９２

６
？０ ． ９ ７４ ） ， Ｐ ＜０ ． ０５ ， 根据最大的约登指数得到其敏感度为 ８２ ． ８％ ， 特异性为 ９ ５ ． ８％（ 图

５
－Ｂ ） 〇

１  ０ 
—

１  ０
 Ｉ



Ｆ０
〇 〇 

＾ ０ ０ 

＾ ＇

〇 〇 〇 ２ ０ ４ 〇 ６ ０ ８ １ ０ 〇 〇 ０ ４ ０ ６ ０ ８ １ ０

１
－ 特异性 １ 

？ 特异性

图 ５ＯＬＧＡ／ＯＬＧ ＩＭ分期诊断模型效能评价 （ ＲＯＣ 曲线 ） 。 ＯＬＧＡ分期诊断模型ＲＯＣ 曲线 （ Ａ ） 和ＯＬＧ ＩＭ

６４
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

分期诊断模型ＲＯＣ曲线 （Ｂ ）

４ 讨论

４ ． １ 人口学特征分析

在本研究中 ， 人 口学特征部分显示 ， 在年龄及性别方面 ， ＯＬＧＡ／ＯＬＧＩＭ 低危型 、

高危型不存在统计学意义 ， 我们将年龄转变为分类变量后发现纳入的 ４２２ 例患者年龄在

５０ 岁 以上者有 ３ １ １ 例 ， 随着年龄的增加 ， 高危型 ＯＬＧＡ／ＯＬＧＩＭ 患者人次逐渐上升 ， 胃

癌前病变的发病率随着年龄的增长而增加 ， 这与 胃癌的流行病学研宄调查结果
一

致 ， 胃

癌在 ＜５０ 岁 的人群中发病率较低 ， 在 ５ ５
－８０ 岁之间的发病率较为平稳 ［

２４
］

。 这可能是在

本次研宄中低危型 、 高危型组间差异无统计学意义的主要原因 ； 在多项 胃癌的流行病学

研宄中 ， 结果均显示男性 胃癌的发病率是女性的两到三倍 ［
２４

—２６
］

， 然本研宄结果显示 ， 在

性别方面并无统计学意义 ， 这可能是由于本研宄中 ＯＬＧＡ／ＯＬＧＩＭｍ－

ｒｖ 期作为 胃癌前

病变 ， 距离发展为 胃癌是
一

个较为漫长的过程 ， 女性在发病过程中对于疾病的发生发展

较为敏感 ， 在就医行为上对比男性会更多的选择及时就医 ［
２ ７

］

， 这得以解释 ， 虽高危型 胃

癌前病变患病率相 同 ， 但男性人 口 患
“

致命性
”
一

胃癌的 比率 比女性要高 ［
２８

］

。

４ ．２ 高危型 ＯＬＧＡ 分期的相关因素分析

本研究发现 ， 丑外／ｏｎ

‘

感染状态 、 病变数 目 、 病变大体形态 、 表面是否有糜烂、 Ｃ －ＷＬＥ

下是否可见肠化斑 、 镜下表现 、 病变大小 ， ＭＥ－ＮＢ Ｉ 下 ＤＬ 、 ＬＢＣ 、 ＷＯＳ 、 ＭＣＤＬ 的有

无以及 ＭＣＤＬ 边界是否规整在低危／高危型组间具有显著差异 ， 将 以上变量进
一

步使用

Ｂａｙｅｓ 判别法探究与因变量 （低危型 ／高危型 ） 的关系后 ， 我们得到与高危型 ＯＬＧＡ 关系

密切 的变量有病变部位 （ 胃体下部大弯侧 ） （Ｘ９ ） 、 Ｃ －ＷＬＥ 下可见明显肠化斑 （Ｘ
１ ７ ） 、

病变大小 （Ｘ １ ８ ） 、 ＭＣＤＬ 的有无 （Ｘ２６ ） 以及 ＭＣＤＬ 边界是否规整 （Ｘ２７ ） ， 得到方程 ＯＬＧＡ

高危型＝－

８ ．２８７＋３ ．０６９Ｘ９
＋ １ ．４３ ３Ｘ ｉ ７

＋４ ． ５ １ ９Ｘ １ ８
－０ ． ５５６Ｘ２６

＋２ ．４８７Ｘ２ ７ 。 通过对 以上的诊断模型

进行验证 ， 得到 ＯＬＧＡ 的 ＡＵＣ 为 ０ ． ９０４（ ９５％ＣＩ
，
０ ． ８７０－０ ． ９３９ ） ， 其特异性为 ８ １ ．６％ ，

敏感性为 ８７ ． ５％ ， 表现出较高的 胃癌前病变的诊断效能 。

内镜下 胃黏膜萎缩的严重程度与萎缩范围有
一

定的相关性 ， 木村－竹本分型将 胃 黏

膜的 内镜分类分为闭合型 （ ｃ ｌｏｓｅ ｔｙｐ
ｅ ） 与开放型 （ ｏｐｅｎｔｙｐｅ ） 两种 ， 又将其进

一

步细分

三个亚型 ， 其 中 ０－

３ 代表萎缩已蔓延至 胃体大弯侧 ， 认为其是重度萎缩 ［
２ＷＱ

］

。 在本研宄

中 ， 病变部位涉及到 胃体大弯侧被纳入到高危型 ＯＬＧＡ 的诊断模型 中 ， 这与前述研宄结

６５
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论
一

致 ， 病变已蔓及 胃体大弯侧 ， 表明 己达重度萎缩的范畴 ， 属于高危型 ＯＬＧＡ 。

进展期的 ＩＭ 作为 胃癌前病变是进展为 胃腺癌的前兆 ， ＩＭ 准确的诊断对早癌的筛查

具有重要意义 。

一

般来说 ， 在平常筛查很难用 Ｃ－ＷＬＥ 诊断 ＩＭ ， 内镜专家常使用 ＮＢＩ

技术以提高 ＩＭ 的镜下诊断准确性 。 在本研宄中 ， 我们对 胃镜图进行分类整理时发现 ，

在某些患者中 ， Ｃ －ＷＬＥ 下可以观察到 白色的成片状的绒毛样 白斑 ， 冲洗后不褪色 ， 换

用 ＭＥ－ＮＢ Ｉ 观察发现腺体存在 ＬＢＣ 、 ＷＯＳ 等肠化特征 ， 因此我们对这类 Ｃ －ＷＬＥ 观察

到的表现作为
一

个重要的变量 ： Ｃ－ＷＬＥ 下可见的肠化斑 （ 图 ４Ｂ ） 。 这种 内镜下表现并

不多发 ， 在本研宄纳入的 ４２２ 例患者中 ， 仅发现 ３９ 例患者存在此表现 ， 其中有 １ ５ 例被

证实为 ＯＬＧＡ 高危型 。 我们将这
一

变量纳入分析后发现 ， 白光下可见肠化斑作为最后的

变量纳入到高危型 ＯＬＧＡ 的诊断模型中 。 查阅文献发现 ， 目 前尚无对这
一

内镜下表现进

行深入探讨的研宄出现 ， 本研宄首次提出
“

白光下可见肠化斑
”

是高危型 ＯＬＧＡ 的风险

因素 ， 在 内镜检查过程中 当提起重视这
一

现象 。

在本研宄中 ， 我们将病变大小划分为三类 ： 无、 ＜ｌ ｃｍ 和 ２１ ｃｍ ， 在诊断模型 中 的

系数为 ４ ． ５ １ ９ ， 权重较大 ， 这提示病变ｋ ｌ ｃｍ 是高危型病变的预测因素 。 这
一

与 国 内 的
一

项研宄结果相符 ， 均提示了病变最大径超过 ｌ ｃｍ 具有较高的恶变风险 ［
３ １

１

。

在本研宄中 ， 需要特殊说明的是 ＭＣＤＬ 这
一

变量存在的前提条件是 ＤＬ 的存在 ， 因

此在共线性诊断的条件下 ， 即使 ＤＬ 与 ＭＣＤＬ 的 ＶＩＦ 超过 １ ０ ， 我们根据临床实际情况 ，

依然将其纳入诊断模型 中 。 在最后得到的诊断模型中 ， 可 以看到 ＭＣＤＬ 范围的系数为

－０ ． ５ ５６ ， 这表明被更多 的小凹上皮环绕是
一

个保护因素 ， 即 ＭＣＤＬ２２／３ 是
一

个保护性

因素 ， 风险越低 。 这
一

研宄结果与 日本学者的
一

项结果
一

致 ， 均提示 ＭＣＤＬ 与癌性病

变呈负相关 ［
３ ２

］

。 因此 ， 虽然 ＤＬ 的存在与癌呈正相关 ， 但 ＭＣＤＬ ２２／３ 确是保护性因素 ，

这提示我们在 内镜操作过程中 ， 根据 ＭＥＳＤＡ－Ｇ 简化流程仅是判断 ＤＬ 后即进行下
一

步

的判别并不完全可靠 ， 细致的对 ＤＬ 进行观察同样重要 。

由于 ＤＬ 的观察相对主观 ， 同样将 ＭＣＤＬ 边界分类为 ０ 、
＞

０ 且＜１ ／３ 、 ２１ ／３ 且＜ ２／３ 、

＞ ２／３ 更具有主观性 ， 因此 ， 在本研宄中 ， 我们纳入了
一

种相对客观的变量一ＭＣＤＬ 的

边界是否规整 ， 在实际对内镜表现进行判别时 ， 观察 ＭＣＤＬ 的边界是否规整较为可行 ，

在最后的 ＯＬＧＡ 髙危型诊断模型中 ， ＭＣＤＬ 边界是否规整这
一

变量的系数为 ２ ．４８ ７ ， 占
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据较大的权重 ， 这表明 ＭＣＤＬ 边界不规整具有较高的恶变风险 ， 是高危型病变的预测

因素 。 到 目前 ， 对于 ＭＣＤＬ 的研究依然较少 ， 我们认为更加准确 、 细致地研宄 内镜下

特征对于判别高危型 胃癌前病变具有重要的社会意义 ， 真正地实现对高危患者的筛查 ，

并制定出相应的随访策略 。

４ ．３ 高危型 ＯＬＧＩＭ 分期的相关因素分析

在本研宄中得到病变部位 （ 胃体小弯侧 ） （Ｘ４ ） 、 病变部位 （ 胃体下部大弯侧 ） （Ｘ９ ） 、

病变大小 （Ｘ １ ８ ） 、 ＤＬ 的有无 （Ｘ２〇 ） 、 ＷＧＡ 的有无 （Ｘ２５ ） 、 ＭＣＤＬ 边界是否规整 （Ｘ２７ ）

以及 ＶＥＣ
ｐａ

ｔｔｅｒｎ 的有无 （Ｘ２８ ） 等 ７ 个变量与高危型 ＯＬＧＩＭ 相关 ， 通过 Ｂａｙｅｓ 判别法

得 到 诊 断 模 型 的 判 别 方 程 为 高 危 型ＯＬＧＩＭ

＝
－

１ ０ ． １ ２８＋ １ ．４０３Ｘ４
＋３ ． ８９９Ｘ９

＋４ ．４８４Ｘ
ｉ ８

－９ ． ６９９Ｘ２〇
＋３ ． ５０５Ｘ２５

＋ １ ０ ．２５２Ｘ２７
＋３ ． ３ １ ０Ｘ２８ ， 然后对该

方程进行验证后发现 ， ＯＬＧＩＭ 诊断模型的 ＡＵＣ 值为 ０ ． ９５０（ ９５％Ｃ Ｉ
，
０ ． ９２６－０ ． ９７４ ） ， 敏

感度为 ８２ ． ８％ ， 特异性为 ９５ ． ８％ ， 显示了较高的诊断效能 。

与高危型 ＯＬＧＡ 不同 的是 ， 高危型 ＯＬＧＩＭ 诊断模型还涉及到病变部位一 胃体小弯

侧 。 有研究显示 ， 随着 ＩＭ 程度 以及范围逐渐扩大 ， 在 胃体小弯侧 、 胃窦小弯侧出现的

概率更大 ［
３ ３

］

， 即可以理解为 ＩＭ 更多发生在 胃体小弯侧 、 胃窦小弯侧 ； 同时有研宄结果

表明 ， 随着 胃体小弯侧 Ｍ 的发现 ， 患 胃癌 的风险逐渐增加 ［
３ ４

＼ 后又有研究提出 ， 对 ３

个活检部位 （ 胃体小弯侧 、 胃窦小弯侧及 胃 角 ） 活检与新悉尼推荐 ｔ
３５

］的标准方案 ５ 个活

检部位评判 ＯＬＧＡ／ＯＬＧＩＭ 的
一

致性达到 ９５％ ［
３６

１

， 这也侧面反应重视 胃体小弯侧这
一

疾

病好发部位对于高危型 胃癌前病变筛查的重要性 。 以上研宄结果与本研究结果相
一

致 ，

均提出 了 胃体小弯侧 ＩＭ 是高危型 ＯＬＧＩＭ 的风险因素 ， 这也提示我们在 内镜检查过程

中翻转 内镜后对 胃体小弯侧要进行更加细致耐心的检查。

ＷＧＡ 的定义是
“

在 ＭＥ－ＮＢ Ｉ 观察中见到的存在于上皮正下方的小 白色球形表现
’ ’

在本研宄中 ， ＷＧＡ 的提示了其可能是 ＯＬＧＩＭ 高危型的风险因素 ， 作为定性诊断 ，

我们可以认为 ＷＧＡ 的 出现代表了高风险 ， 但是正如很多研宄提示 ， 胃 炎 、 消化性溃疡

或 ＥＳＤ 术后的 良性溃疡中 同样可以见到 ＷＧＡ ， 因此在本研宄中 ＷＧＡ 能否作为恶性病

变的标志因素同样应该结合 ＭＥ －ＮＢ Ｉ 诊断体系进行评判 ， ＷＧＡ 是较为容易判定的 内镜

下表现的现象 ， 所以后续应该收集更多的病例探宄 ＷＧＡ 的评判效能以及对 ＷＧＡ 与相

６７
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关性 胃疾病的关系进行探索 。

ＶＥＣｐａｔｔｅｒｎ 指血管存在于被圆形的小凹边缘上皮所包围 的圆形的窝 间部上皮下的

间质 中这
一

特征性表现 。 最初报道这
一

内 镜下表现的是 日 本学者金光高雄 （ Ｔａｋａｏ

Ｋａｎｅｍｉｔｓｕ ）
［
３ ８

］

， 他提出关于 ＶＥＣ
ｐａｔｔｅｒｎ 有两个注意要点 ， 第

一

是 ＶＥＣ
ｐａ

ｔｔｅｒｎ 阳性的

小凹边缘上皮应该是规整的正圆形而不是类圆形 （见图 ４Ｅ 黄色箭头所指处 ） ； 第二点是

ＶＥＣ
ｐａｔｔｅｒｎ 是诊断组织学上乳头状结构的指标而不是鉴别癌与非癌的指标 。在本研究中

纳入的 ４２２ 例患者 ， 仅有 ２３ 例发现了ＶＥＣｐａｔｔｅｒｎ ，
比例仅为 ５ ． ５％ ， 在高危型 ＯＬＧＩＭ

诊断模型中其系数为 ３ ． ３ １ ０ ， 这提示了ＶＥＣ
ｐａｔｔｅｒｎ 可 以作为高危型 ＯＬＧＩＭ 的风险因素 ，

可以作为有用的标志物对高危型 ＯＬＧＩＭ 进行检测 。 但是今后需要进行前瞻性研宄 ， 收

集更多的病例全方位的进行 Ｃ －ＷＬＥ 联合 ＭＥ－ＮＢ Ｉ 观察病变 ， 研究其组织学与 内镜下表

现的相关性 。

４ ．４ＯＬＧＡ 与 ＯＬＧＩＭ 分类系统的侧重及差异

ＯＬＧＡ 分类是根据 胃黏膜萎缩的组织学进行判定分期 ， 而病理学家在评判腺体萎缩

方面存在显著差异 ， 因此会存在可重复性差的 问题 ； 而 ＯＬＧＩＭ 是根据 胃黏膜肠上皮化

生的水平进行评估 ， 对于肠上皮化生程度的判定并不会存在显著的差异 ， 因为它是基于

胃黏膜中 出现的杯状细胞 ／潘氏细胞的多少进行判别 ， 这些是很容易识别的表现 。 因此

ＯＬＧＩＭ 分类会比 ＯＬＧＡ 更易于应用 ， 且具有更好的可重复性 ， 但 ＯＬＧＩＭ 分类系统缺

乏对非化生性萎缩 胃黏膜的评判 ， 因此可能会低估某些萎缩患者的风险 。 两种分类系统

对 胃癌风险评估具有相互补充 ， 相互印证的作用 ， 所以在临床中应当结合二者来对高危

患者进行评判并制定合适的 内窥镜监测周期 。

此外 ， 本研宄尚存在 以下几点局限性 ： ①本研宄纳入的数据仅为单中心的数据 ， 患

者人群以及病种具有
一

定的局限性 ， 且纳入的病例数较少 ， 未对得到的诊断模型进行外

部验证 ； ②在纳入的人 口学的基本资料中 ， 对于患者的个人起居史 、 生活习惯嗜好 、 胃

肠道肿瘤家族史等资料未进行相应的收集 ， 需在之后的研宄中进行优化 ， 进
一

步完善多

中心 、 大样本的调查 ， 同时标准量化调查问题 。
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第二部分 单细胞转录组测序解析丑； 相关性 胃癌

前病变上皮细胞分化图景

概述

在第
一

部分结果中 ， 我们 已经介绍 了在 ＭＥ－ＮＢＩ 下 丑ｐｙ／ｏｎ

？

相关性 胃癌前病变的镜

下表现 ， 确定与高危型 ＯＬＧＡ／ＯＬＧＩＭ 密切相关的变量类 目 ， 然而 ＭＥ－ＮＢ Ｉ 只 能通过观

察病变黏膜表面的异型腺管 、 微血管形态来明确病变的发生 ， 对于腺颈部及其以下细胞

异常分化的观察无法实现 ， 因此 ， 在本章节中将通过单细胞测序技术解析
？

相关

性 胃癌前病变腺体组成细胞的分化图景 ， 并绘制异常增殖细胞的分化轨迹以揭示 胃癌前

病变的发生发展基础 。

有研宄结果显示 ， 在
？

及其毒素持续刺激下 ， 胃黏膜处于慢性炎症状态 ， 导

致 胃 腺体产酸的壁细胞损伤 、 消失从而加速 了Ｃｏｒｒｅａ 的进程 。 随着壁细胞的丢失 ，

汉
／＾／ｏＷ 诱导 了适应性应答 ， 整个 胃体腺体的结构会发生化生性的变化 ， 这种变化被称

为
“

胃窦化
”

。 所 以即使在根除 后 ， 异常的促炎和遗传毒性因子会驱动位于 胃

腺体基底部的细胞重编程为增殖 、 修复化生状态 ， 此现象称为
“

返祖
”

现象 ， 目 前研宄

认为 ， 胃腺体细胞返
“

祖
”

是平衡感染和再生所必需的过程 ， 其异常的增殖分化过程才

是肿瘤发生的细胞生物学基础 。 然而 目 前对于这些具有 了胚胎样干细胞功能的祖细胞的

分化来源及恶性转化的分子机制仍不清楚 。

传统的的 ＲＮＡ 测序技术是对小块 （ ｂｕｌｋ ） 组织进行转录组分析 ， 这是探究
一

群／

一

类细胞的表达性基因 ， 即 Ｂｕｌｋ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ （Ｂｕｌｋ ＲＮＡ－

ｓｅｑ ） ， 但是由于 ｂｕｌｋ 组织由

不同 的细胞构成 ， 例如 ， 正常的 胃底腺组织就 由小凹细胞、 千细胞、 颈黏液细胞 、 壁细

胞以及主细胞构成 ， 每种细胞的代表性基因存在着差异 ， 但使用 ＢｕｌｋＲＮＡ－

ｓｅｑ 测序无

法揭示特定细胞类群或细胞状态的信号 ， 而这些不同的细胞类群的分化轨迹正是亟需我

们解开的
“

链
”

。 因此 ， 单细胞ＲＮＡ 测序技术 （ ｓ ｉｎｇｌｅ
－

ｃｅｌ ｌＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃ ｉｎｇ ，
ｓｃＲＮＡ－

ｓｅｑ ）

克服了ＢｕｌｋＲＮＡ－

ｓｅｑ 掩盖细胞成分之间的关键差异的缺陷 ， 使得对单个细胞的转录组

进行研宄成为可能 。 该研宄可 以解析不同细胞演化轨迹以及不同细胞类群之间 的时空关

系 ， 这与我们想要探宄的 胃癌前病变细胞转化的主题不谋而合 ， 在本研宄中 ， 我们拟通

过对不同时期的 胃癌前病变细胞组织进行 ｓｃＲＮＡ－

ｓｅｑ ， 以此探究 感染对 胃 黏膜

６ ９
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上皮细胞类群的影响并识别新的细胞类型 ， 绘制 相关性 胃癌前病变细胞分化图

谱 ， 以期找到 胃癌前病变发生发展过程中的关键步骤与关键细胞群 ， 为 胃癌的 由
“

治
”

转
“

防
”

提供新的理解 。

１ 材料与方法

１ ． １ 数据下载

本 研 宄 纳 入 的 单 细 胞 测 序 数 据 部 分 来 源 于 ＧＥＯ 数 据 库

（ ｈｔｔｐｓ ： ／／ｗｗｗ． ｎｃｂ ｉ ． ｎ ｌｍ．ｎ ｉｈ ．ｇｏｖ／ｇｅｏ ） 中 的ＧＳＥ １ ３４５２０芯片数据 ， 共计１ ０例 ， 另有４例

来源于临床样本收集制作 ， 因此用于本次分析的样本共计 １ ４ 例 。 其中 ， ４ 例 ＣＳＧ 作为

对照组 ， ４ 例 ＣＡＧ ， ５ 例 ＩＭ 以及 １ 例早期 胃癌 （ ｅａｒｌｙｇａｓ
ｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ

，
ＥＧＣ ） 组织标本 ，

纳入的患者年龄 、 性别 以及病理类型见表 １４ 。

１ ．２ 单细胞 ＲＮＡ－

ｓｅｑ 数据分析及数据挖掘过程

１ ．２ ． １ 单细胞 ＲＮＡ－

ｓｅｑ 数据预处理

首先 ， 使用 Ｃｅ ｌ ｌＲａｎｇｅｒ（ Ｖ２ ． １ ．０ ） 以及默认和推荐参数对样本测序进行深度标准化 。

使用 ＳＴＡＲ 算法将 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序输出产生的 ＦＡＳＴＱ 序列文件与人类的参考基因序列

ｈｇ ｌ ９ 版本进行比对 。 接下来 ， 通过计数唯
一

分子标识符 （ ｕｎｉｑｕｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒ
，
ＵＭＩ ）

和过滤非细胞相关条形码 ， 为每个单独的样本生成基因条形码矩阵 。 最后 ， 我们生成
一

个包含条形码细胞和基因表达计数的基因条形码矩阵 ｆｅａｔｕｒｅ－ｂａｒｃｏｄｅｍａｔｒｉｘ 。 然后将该

矩阵导入 Ｓｅｕｒａｔ（ ｖ４ ． １ ． ３ ）Ｒ 工具包 ， 用于单细胞 ＲＮＡ－

ｓｅｑ 数据的质量控制和下游分析 。

由于本研宄中我们分析的单细胞 ＲＮＡ－

ｓｅｑ 是多个批次生成的数据 ， 在单细胞处理过程中

会出现
“

批次效应
”

， 因此我们在多样本整合 （ｍｅｒｇｅ ） 后对整合后的样本使用 Ｈａｒｍｏｎｙ

去批次效应后进行数据过滤 ， 我们排除了表达基因少于 ５００ 个或超过 ６０００ 个的细胞 （其

中 每 个 基 因 必 须 在 至 少 三 个 细 胞 中 排 列 至 少
一 个 ＵＭＩ） 。 使 用 Ｓｅｕｒａｔ 包 的

ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅＦｅａｔｕｒｅＳｅｔ 函数计算线粒体基因的表达 。 为了去除低活性细胞 ， 排除线粒体基

因表达超过 １ ０％的细胞 。 进行归
一

化数据 （ Ｓｅｕｒａｔ 包中 的 ＮｏｒｒａａｌｉｚｅＤａｔａ 函数 ） 以提取

可变基因 的子集 ， 最终共计 ３５５５ ７ 个细胞通过质量控制 ， 并被纳入到下游分析 。

１ ．２ ．２ 细胞聚类及构建细胞亚群分型图

使用 Ｒ 工具包 Ｓｅｕｒａｔ（ Ｖ４ ． １ ． ３ ） 进行细胞聚类 、 ： 差异基因表达分析和可视化处理 。

７０
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使用
“

Ｆ ｉｎｄＮｅ ｉｇｈｂｏｒ ｓ
”

函数对细胞进行分群 ， 然后使用
“

ＲｕｎＴＳＮＥ
”

对分类后的细胞亚

群进行可视化 ， 使用
“

Ｆ ｉｎｄＡｌｌＭａｒｋｅｒｓ

”

功能找到所有细胞亚群的特异性基因后根据文

献进行人工注释 ， 然后对细胞亚群进行命名 。

１ ．２ ．３ 拟时序方法构建细胞发育轨迹

我们使用 了Ｍ〇ｎ〇ｄｅ２ 程序包研究上皮细胞亚群之间的分化轨迹和潜在关系 。 我们

从 Ｓｅｕｒａｔ 对象中提取构建 ＣＤＳ 对象所需要的 ３ 个输入文件 ： 表达矩阵信息 、 基因信息

和表型信息 ， 然后对得到的 ｃｄｓ 文件进行标准化 ， 过滤低质量的细胞 （过滤掉在小于 １ ０

个细胞中表达的基因 ） ， 然后使用
“

ｄｐＦｅａｔｕｒｅ
”

方法将数据中 的基因进行排序 ， 根据基

因表达量 ， 选择前 １ ０００ 个基因用于排序 ， 然后使用反向 图嵌入法
“

ＤＤＲＴｒｅｅ
”

算法对

数据进行降维 。 根据选择基因 的表达趋势 ， 将细胞排序并完成轨迹构建 。

１ ．２ ．４ 细胞间通讯分析 （ Ｃｅｌ ｌｃｈａｔ ）

我们使用 Ｃｅｌ ｌｃｈａｔ程序包分析信号配体 、受体以及辅助因子基因 的表达与互作关系 ，

同时可视化处理 。 首先我们构建 Ｃｅｌｌｃｈａｔ 对象 ， 然后导入 ＣｅｌｌｃｈａｔＤＢ 公共知识库里相关

信息学 ， 对数据进行预处理后用于细胞间 的通讯分析 ， 然后通过为每个相互作用分配
一

个概率值并进行置换检验来推断生物意义上的细胞与细胞之间的通信 ， 统计分析部分结

束后 ， 我们将细胞互作关系使用 网络图 、 层次图进行展示 。

１ ．２ ． ５ 构建中药复方干预 胃黏膜上皮细胞类群表达基因的网络拓扑模型

在中药系统药理学数据库及分析平台 （ ＴＣＭＳＰ
，ｈｔｔ

ｐｓ ：／／ｏ ｌｄ ． ｔｃｍ ｓｐ
－

ｅ ． ｃｏｍ／ｔｃｍｓｐ ．ｐｈｐ ）

中对本课题组前期临床确有疗效的中药复方参白颗粒中
“

柴胡 、 紫苏梗、 太子参、 白花

蛇舌草 、 薏苡仁 、 莪术
”

的药物组成进行检索 ， 设置
“

口服生物利用度 （ ＯＢ ） 乏 ３０％
”

且
“

药物相似性 （ＤＬ ）＞０ ． １ ８

”

， 筛选出上述中药复方活性成分的作用靶点信息 。 然后

将参 白颗粒的活性成分作用靶点与单细胞 ＲＮＡ－

ｓｅｑ 得到的各类 胃黏膜上皮细胞类群表

达基因取交集 ， 构建参 白颗粒干预 胃黏膜上皮细胞类群表达基因的网络拓扑模型 。 将该

模型导入到 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３ ． １ ０ ． １ 软件中 ， 构建参 白颗粒治疗 ／／．ｐｙ／ｏｎ
？

相关 胃 黏膜上皮细胞类

群的
“

活性成分－耙点 －细胞类群
”

关联网络可视化 。

２ 统计方法

本研宄中所有统计分祈均使用 Ｒ
＇

语官 （版本号 ４ ．２ ． ３
，
ｔｈｅＲＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌ

’

７ １
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Ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ ，
Ｖｉｅｎｎａ

，
Ａｕｓｔｒｉａ ） 进行统计分析 。 双侧检验 Ｐ ＜０ ．０５ 有统计学意义 。

３ 结果

３ ．１
—般资料

本研究纳入了１ ２ 例患者共计 １４ 个组织样本的单细胞测序结果 ， 患者的临床样本
一

般特征见表 １４ 。

表 １４ 患者临床样本
一

般特征

样本患者 ＩＤＷｍ
￣

Ｍ
￣￣

取材部位

￣

Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ组织类型细胞数 目

ＩＤ感染状态

Ｃ ＳＧ １Ｐ １ ５ ８％－ＣＳＧ １ ７９ １

ＣＳＧ２Ｐ２ ５６女胃窦－ＣＳＧ １ ４４６

ＣＳＧ３Ｐ３ ６２男胃窦－ＣＳＧ １ ０２８

ＣＳＧ４Ｐ４ ５ １女胃体下部现症ＣＳＧ １ ９ １ ４

小弯侧感染

ＣＡＧ １Ｐ５ ５ １男胃窦既往ＣＡＧ２２２５

感染

ＣＡＧ２Ｐ６ ６２女胃窦既往ＣＡＧ ５２９０

感染

ＣＡＧ３Ｐ６ ６２女胃窦既往ＣＡＧ ６３ ９３

感染

ＣＡＧ４Ｐ７ ６０男胃体下部既往ＣＡＧ４７２０

大弯侧感染

ＩＭ １Ｐ８ ６３男胃窦现症Ｍ ｗｉｔｈ ｍｉｌｄ７９３

感染 ｌｅｖｅｌ

ＩＭ２Ｐ９ ６８男胃 窦现症 ＩＭ ｗｉｔｈｓｅｖｅｒｅ １ ２６３

感染 ｌｅｖｅ ｌ

Ｍ３Ｐ９ ６８男胃窦现症Ｍｗｉｔｈｓｅｖｅｒｅ １ ３３ ９

感染 ｌｅｖｅｌ

ＩＭ４Ｐ １ ０６９男胃 窦既往 ＩＭ ｗ ｉｄｉｓｅｖｅｒｅ １ ７２ １

感染 ｌｅｖｅｌ

ＩＭ５Ｐ ｌ ｌ５ ８男胃窦现症ＥＭ ｗｉｔｈｓｅｖｅｒｅ４４６０

感染 ｌｅｖｅｌ

ＥＧＣＰ １２６７男胃窦－ＥＧＣ １ １ ７４

７２
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注 ： ＣＳＧ
，
Ｃｈｒｏｎｉｃｓｕｐｅｒｆ

ｉｃ ｉａ ｌ

ｇａｓ ｔｒｉ ｔｉｓ
， 慢性浅表性 胃炎 ；

ＣＡＧ
，Ｃｈｒｏｎ ｉｃａｔｒｏｐｈｉｃ

ｇａｓｔｒｉｔｉｓ
， 慢性萎

缩性 胃炎 ；
ＩＭ

，
Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｅｔａｐｌａｓｔｉｃ

， 肠上皮化生 ；
ＥＧＣ

，
Ｅａｒｌｙ ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ

， 早期 胃癌 。

３ ．２ 单细胞图谱细胞类群鉴定及细胞比例分析

我们分析了１４ 例组织样本的单细胞转录图谱 。 通过前期的单细胞测序分析 ， 对多

组数据进行整合、 去批次以及数据质控后 ， 我们
一

共获得 ３ ５５５７ 个细胞进行后续数据分

析 。 其中 １ ４ 例样本单独的细胞数 目及分组表现见表 １ ４ ， 图 ６Ａ ， 我们根据病理类型对

３ ５ ５ ５ ７ 个细胞进行分类 ， 其中 ＣＳＧ 组有 ６ １ ７９ 个细胞 ， ＣＡＧ 组有 １ ８６２８ 个细胞 ， ＩＭ 组

有 ９５７６ 个细胞 ， ＥＧＣ 组有 １ １ ７４ 个细胞 （ 图 ６Ｂ ） 。 然后我们对所有的细胞进行了无监督

聚类分析 ， 根据细胞的表达谱的相似程度进行聚类细胞亚群共得到 ２４ 个细胞亚群 ， 通

过对每种细胞亚群的特异性标记基因进行人工注释后 ， 将 ２４ 个细胞亚群归属于 １ ７ 个细

胞类型 ， 包括 Ｔ细胞、Ｂ细胞 、ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ细胞、小凹细胞 （ Ｐ ｉ ｔｃｅｌｌｓ ） 、 内皮细胞 （ Ｅｎｄｏｔｈｅｌ ｉａｌ

ｃｅｌｌｓ ） 、 巨嗤细胞 （Ｍａｃｒｏｐ
ｈａｇｅｃｅ

ｌ ｌｓ ） 、 肠内分泌细胞 （ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅｃｅｌ ｌｓ ） 、 颈黏液细胞

（Ｍｕｃｏｕｓｎｅｃｋｃｅｌｌ ｓ ） 、 主细胞 （ Ｃｈｉｅｆ ｃｅｌｌｓ ） 、 ＭＫＩ６７＋
ｐｒｏｇｅｎ ｉｔｏｒ细胞 、 ＤＣＫＬ １ ＋

ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ

细胞 、 肿瘤细胞 （ Ｃａｎｃｅｒ ｃｅ ｌ ｌ ｓ ） 、 潘 氏细胞 （ Ｐａｎｅｔｈ ｃｅｌ ｌｓ ） 、 Ｇｏｂｌｅｔ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ细胞、 肥大

细胞 （Ｍａｓｔｃｅ ｌ ｌ ｓ ） 、 Ｐ ｉｔ
ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ细胞 以及壁细胞 （ Ｐａｒｉｅｔａｌｃｅｌ ｌｓ ） （ 图６Ｃ ） 。

同时我们发现 １ ４ 例样本组织中并不是全部都存在这 １ ７ 种细胞类型 ， 每例组织中各

个细胞类型的数 目 有所不同 （ 图 ７Ａ ） ， 同时我们可以发现在 ＩＭ 的 ５ 例样本组织及 ＥＧＣ

的 １ 例样本组织中 ， 几乎不含巨噬细胞 （表 １ ５ ） 。 此外 ， 在 四种不同的组别 中 １ ７ 种细胞

类型也存在不同 比例的分布 （ 图 ７Ｂ ） 。

７３
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表 １ ５ 细胞类型数 目在不同样本中 的分布

细胞 样本 ＩＤ

类型Ｃ ＳＧ １

￣￣

ＣＳＧ２ＣＳＧ３ＣＳＧ４ＣＡＧ １ＣＡＧ２ＣＡＧ３ＣＡＧ４

￣

ＩＭ １

＂＂＂＂

ＩＭ２

￣

Ｍ３

￣

ＩＭ４

￣

ＩＭ５ＥＧＣ

Ｔ细胞３ １ ９６２９５７２ ３ １ ０７０５２５ １ ６６７ １ ３ ３２００

￣

１ ７ １ ８

￣

２５

ＬＧＲ５＋ １ ３ ５ １ ９０５９４ １ １６３ ５２ １ ４８３ ７９ １ ０９６０４ １ ６８ ６ ７９５２３６８６７

ｓｔｅｍ

Ｂ细胞６ １ ３４３０５９ １３ ７８３ １ ４４０ １ ５ ５４３ ３３ １ ９ １ ６ １７ １ ４ １ ３ ８８２

小凹细胞 １ ３４６ ８ １ ８０３０５２８ ８２２４９０９ １０２００

内皮细胞 １ ３ １ ９７６５４５０ １ ３ ８３ ８０２２２００ １

巨噬细胞６４８０３０ １ ２８ ５０００ １０００

旸 内分泌６４ ３ ５ １ ５６ １ ２２ ５６６ １ ４６ ７６４２０２０２８４ １ ７２２５ ６

细胞

颈黏液细５２７５４６２８５５ ７２ １ ４４０９５７５６ １３

胞

主细胞〇〇０ ８２ １００２７８２０７ ８２８ １０

ＭＫＩ６７＋９５ １ ２４８ １ １ ０ １２ １ ７７３ ４３ ７４ １ ９２ １ ３０５２２７８６ １ ３ ０３

ｐｒｏｇｅｎ
ｉｔｏｒ

ＤＣＫＬ １＋２４６ １ ４０４９ １ ８０３４８０ １ ４２８ １５ １０５２

ｐｒｏｇｅｎｉ ｔｏｒ

种瘤细胞 １〇０５９０００２２２００４８ ８１ ５ ３０

番氏细胞２０２４２２９４ １ ３２９２ １ ０４７４５２６１ ４ １ ３６４

Ｇｏｂ ｌｅｔ０２０７０３ １０ １ ６０２７７ １ ４３ １３３

ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ

把大细胞 １３０２２３ ０７３６５ １ ２ １ １２ １２５４８ ８

Ｐ ｉ ｔ ０ ０ ０ ０ ００ ０３ ３０ ０ ０ １ １ ８ ８０

ｐ ｒｏｇｅｎ ｉ ｔｏｒ

壁细胞０ ５００ １ ８４６５ ０８６ １ ７４７ １０

７４
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图 ６ 细胞类群分群鉴定 。 １ ４ 例样本的单细胞分群图 。 Ａ ． 不同样本 ＩＤ 的所有单细胞 ｔＳＮＥ 图 （每种

颜色代表
一

个样本 ） 。 Ｂ ． 不同组别的所有单细胞 ｔＳＮ Ｅ 图 （每种颜色代表
一

个组别 ） 。 Ｃ ． 不 同细胞亚

群的 ｔＳＮＥ 图 （每种颜色代表
一

个细胞亚群 ） 。
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图 ７１ ７ 种细胞类型在不同样本及组别 中所 占 比例分析 。 Ａ ．１ ７ 种细胞类型在 １ ４ 例样本中所 占 比

例 。 Ｂ ．１ ７ 种细胞类型在 ４ 组不 同病理类型 中所 占 比例 。
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

３ ．３不同感染状态的单细胞分析及关键基因通路鉴定

３ ． ３ ． １不 同感染状态的单细胞类群鉴定

我们从前述 １ ４ 例样本中取出 １ ０ 例 ／ 相关的单细胞数据将其分类为

现症感染组 （ ／／．

／＾／ｏｒ ｚ

’

－Ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉｖｅ ， 简写为 ＨＰ ， 下 同 ） ５ 例 以及 ／／
、ｐｙ／ｏｒ ｚ

＇

既往感染组

（ ／／．

；
７
＿ｙ／ｏ ／７

．

－Ｎｅｇａｔ ｉｖｅ ， 简写为 ＨＮ ， 下 同 ） ５ 例 ， 对多样本进行整合、 去批次 以及数据质

控后
一

共获得 ２０２６６ 个细胞 ， 单细胞样本鉴定图见图 ８Ａ 。 我们根据 汉砂／〇ｒ／ 不同 的感

染状态进行分组 ， 其中 ＨＮ 组有 １ ０４９ ７ 个细胞 ， ／／．

／
ｊｙ／ｏｒ／ 组有 ９７ ６ ９ 个细胞 （ 图 ８Ｂ ） 。 对

所有细胞进行聚类分析共得到 １ ９ 个细胞亚群 ， 使用人工注释方法注释每种细胞亚群的

标记基因 ， 共归属 １ ４ 个细胞类型 ， 包括 Ｔ 细胞 、 Ｂ 细胞 、 ＬＧＲ５＋ ｓ ｔｅｍ 细胞 、 主细胞 （ Ｃｈ ｉｅｆ

ｃｅ ｌ ｌ ｓ ） 、 Ｐ ｉ ｔｍｕｃｏｕｓ细胞 、 成纤维细胞 （ Ｆ ｉｂｒｏｂ ｌａｓｔｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ） 、 肿瘤细胞 （ Ｃ ａｎｃ ｅｒｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ） 、 内分

泌细胞 （ Ｅｎｄｏｃｒ ｉｎｅｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ） 、 潘 氏细胞 （ Ｐａｎｅｔｈｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ） 、 ＭＫＩ６７＋ ｐｒｏｇｅｎｉ ｔｏｒ细胞 、 肠上皮细

胞 （ Ｅｎｔｅｒｏｃｙｔｅｃｅ ｌ ｌ ｓ ） 、 肥大细胞 （Ｍａｓｔｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ） 、 杯状细胞 （ Ｇｏｂ ｌｅｔｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ） 以及壁细胞 （ Ｐａｒｉｅ ｔａ ｌ

ｃｅ ｌ ｌｓ ） （ 图８Ｃ ） 。
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图 ８ 细胞类群分群鉴定 。丑砂／ｏＷ 感染不同状态的单细胞分群图 。 Ａ ． 不同样本 ＩＤ 的所有单细胞 ｔＳＮＥ

图 （每种颜色代表
一

个样本 ） 。 Ｂ ． 不同组别的所有单细胞 ｔＳＮＥ 图 （每种颜色代表
一

个组别 ） 。 Ｃ ． 不

同细胞亚群的 ｔＳＮＥ 图 （每种颜色代表
一

个细胞亚群 ） 。
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我们在进行细胞类型在不同样本以及不同分组中 的 比例分析时发现 ， 不同

状态的两种分组均包含了１４ 种细胞类型 ， 存在着不同的比例分布 ， 然而 ， 单独分析这

１ ０ 例样本组织 ， 并不是每
一

例样本中都包含着全部的 １４ 种细胞类型 ， 具体的细胞比例

见图 ９Ａ 及表 １ ６ 。 我们对 不同分组细胞类群的 比例进行展示后发现 ， 在

现症感染组中 ， Ｐ ｉｔｍｕｃｏｕｓ 细胞及 ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ 细胞数 目要多于 丑 既往感染 ， 而主

细胞 、 肿瘤细胞的数 目要少于 丑
‘

既往感染 （ 图 ９Ｂ ） 。

表 １ ６ 细胞类型数 目在不同样本中的分布

ｍｍ 样本 ＩＤ

类型ＨＮ １ ＨＮ４ＨＮ５ＨＰ １ＨＰ２ＨＰ３ＨＰ４ＨＰ５

̄

Ｔ细胞 １ ９５２５ｌ〇４４４ １ ７２２２９２２２３ ２

Ｂ细胞 ７ １ ０ １ ５４４ １ ９６ １ ４３０３ １ ３ ７６５７８３ ３３ １ ４ １ ５９

主细胞 ５ ８５ ５ ３ ６ ３ ０２３ ５ ８２６８０３４０３０４ １４６

ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ细胞５ １６３ １ ４９４５２９５２ １ ３ ３ １ ８２６７８ １ ４

Ｐ ｉｔ ｍｕｃｏｕｓ细胞５９５ １２０ ３０４７９２７ １ ０

成纤维细胞 １３ ３２４４ １ ６ ８０ １ ９２０ １ ３ ７８０４９

肿瘤细胞４８６ １ ８ １０ １ １ ４５６６ １ ００

内分泌细胞 ５４ １ ０５２３ １ １ ２６ １ ７５ １ １ １ ８ １ ９２４

潘氏细胞 １ ７２ １ １６８ ８７ ５ ３ １ ３ ３ １ ４９ １５５２７

ＭＫＩ６７
ｐｒｏｇｅｎ

ｉ ｔｏｒ 细７３ １ ８２４５４５９３ １ ０２７７ １ ０３５０２７

胞

肠上皮细胞２７３ ８０ １ ６２４３２０２９８６

肥大细胞２７７６ １ １ ４ ３０ ５２ １ １ ２ １ １２ １

杯状细胞 ５２３９３ １３ ７ １ ６０３４４５９

壁细胞 ７ ８３ １７２２２０ ８ １ ７５

７７
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图 ９１ ４ 种细胞类型在不同样本及组别中所 占 比例分析 。 Ａ ． １ ４ 种细胞类型在 １ ０ 例样本组织中所

占 比例 。 ：Ｂ ．１ ４ 种细胞类型在 不同感染状态分组中所 占 比例 。

注 ： ＨＰ ：／／ ＿

／＾ ／〇 ？７

＇

现症感染组 ；
ＨＮ ：／／．

／
７
＞

＞

／ｏｎ

＇

既往感染组 。

我们对 １ ０ 种 胃黏膜上皮细胞的特异性基因进行展示 （ 图 １ ０ ） ， 我们发现主细胞 （标

记为 ＰＧＣ ） 与 Ｐ ｉｔ ｍｕｃｏｕｓ 细胞 （标记为 ＧＫＮ２ ） 数 目 较多 ， 由于我们选择的 １ ０ 例样本

组织均与
？

感染相关 ，

一

般来说 ， 在正常的 胃 黏膜上皮细胞中 ， 壁细胞的数量应

该相对较多 ， 但我们通过 ＲＧＳ ５ 基因标记后发现壁细胞的数量偏少 ， 这说明在炎症条件

下壁细胞会大量的死亡消失 ； 通常在 胃 黏膜上皮细胞中不存在成纤维细胞的成分 ， 但 由

于我们检测 的组织属于 ｉ＾ｐ＿
ｙ／〇ｎ

＿

现症感染或 ／／
、ｐｙ ／ｏｒ／ 既往感染后 ， 损伤 胃黏膜

后 ， 成纤维细胞被激活进行组织的修复 ， 因此我们可 以观察到
一

定数量的成纤维细胞 （标

记为 ＰＤＧＦＲＡ ） ， 此外我们还检测到某些特定的肠道祖细胞成分 ， 如 ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ 细胞

（标记为 ＫＲＴ７ ） 、 潘 氏细胞 （标记为 ＭＳ４Ａ６Ａ ） 、 ＭＫＩ６７
ｐ ｒｏｇｅｎ

ｉ ｔｏｒ细胞 （标记为 ＲＡＭＰ３）
；

同时我们还检测到少量的肿瘤细胞 （标记为 ＣＥＡＣＡＭ ５ ） 、 肠 内分泌细胞 （ ＣＨＧＡ ） 、 杯

状细胞 （ 标记为 ＭＵＣ ２ ） 。 我们可 以发现 ， 在 刺激下 ， 胃黏膜上皮细胞的组成

发生很大的变化 ， 出现了类似肠道隐窝细胞的组成 ， 出现了各种具有分化能力 的肠道干

细胞 、 祖细胞 。
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图 １ ０ 胃 黏膜上皮细胞的特异性 ｔＳＮＥ 图 。

注 ： 主细胞 （标记为 ＰＧＣ ） 、 Ｐ ｉ ｔｍｕｃ ｏｕ ｓ 细胞 （标记为 ＧＫＮ２ ） 、 ＬＧＲ５＋ｓ ｔｅｍ 细胞 （标记为 ＫＲＴ７ ） 、

成纤维细胞 （标记为 ＰＤＧＦＲＡ ） 、 肿瘤细胞 （ 标记为 ＣＥＡＣＡＭ ５ ） 、 肠 内 分泌细胞 （ ＣＨＧＡ ） 、 潘 氏细

胞 （标记为 Ｍ Ｓ４Ａ ６Ａ ）ＭＫ Ｉ ６ ７ ｐｒｏｇｅ
ｎ ｉ ｔｏ ｒ 细胞 （标记为 ＲＡＭＰ３ ） 杯状细胞 （标记为 ＭＵＣ２ ） 壁细胞

（标记为 ＲＧ Ｓ ５ ）

３ ． ３ ． ２ 胃 黏膜上皮细胞类群演化轨迹分析

在上文得到的 １ ４ 种细胞类型 中 ， 我们选择 了１ ０ 种 胃 黏膜上皮细胞类群对其演化轨

迹进行分析 ， 包括 ＬＧＲ５＋ｓ ｔｅｍ 细胞 、 主细胞 、 Ｐ ｉ ｔｍｕｃｏｕｓ 细胞 、 成纤维细胞、 肿瘤细

胞 、 内分泌细胞 、 潘 氏细胞 、 ＭＫＩ６７＋ ｐ
ｒｏｇｅｎ ｉ ｔｏｒ 细胞 、 杯状细胞 以及壁细胞 。 采用 ｍｏｎｏｃ ｌｅ

反向 图形嵌入的方法对选择的上皮细胞类群进行轨迹推断分析 。 选择在这些上皮细胞中

高表达的前 １ ０００ 个基因 ， 将细胞沿着拟时间轴进行排列 。

通过拟时序分析 ， 可 以推断出发育过程中细胞的分化轨迹或细胞类群的演化过程 。

根据时间值大小我们发现数 目 较多 的成纤维细胞 、 潘 氏细胞 、 ＭＫ Ｉ６７ｐｒｏｇｅｎ ｉｔｏｒ 细胞群

落 以及数 目 较少的壁细胞群聚集于时间轴的起始端 ， 其次沿着时间轴分布的是数 目 分布

较多 的肠 内分泌细胞 、 ＬＧＲ５＋ｓｔｅｍ 细胞 以及主细胞 ， 在时间轴的末端则聚集着数 目较

多 的 Ｐ ｉ ｔ ｍｕｃ ｏｕｓ 细胞 以及肿瘤细胞 ， 在时间轴的左侧轨迹中 ， 分布着数 目 较少的杯状细

胞 （ 图１ １Ａ 、 Ｃ ） 。

７９
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为 了更加直观的展示各个细胞类群的演化轨迹 ， 我们制作 了细胞密度沿时间分布 图

（ 图 １ １ Ｄ ） 。 我们可 以更加直观的看到在时间轴起始有四种细胞类群 ， 包括成纤维细胞 、

潘 氏细胞 、 ＭＫ Ｉ６７＋ ｐｒｏｇｅｎ ｉ ｔｏｒ 细胞 以及壁细胞 ， 时间轴末端细胞密度最多的 胃 肿瘤细胞

以及 Ｐ ｉ ｔｍｕｃｏｕｓ 细胞 ， 这与拟时序轴分布
一
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图 １ １ 胃 黏膜上皮细胞演化轨迹分析 。 Ａ ．按照伪时间值显示细胞轨迹 ；
Ｂ ．按照 ｓ ｔａｔｅ 显示细胞轨

迹 ；
Ｃ ．按照细胞类型显示细胞轨迹 ；

Ｄ ．细胞密度分布图 。

３ ． ３ ． ３ 胃黏膜上皮细胞类群之间相互作用 网络

为 了直观的展示上皮细胞类群间 的通讯关系 ， 我们制作 了 网络图 （ 图 １ ２ ） 解析上皮

细胞之间复杂的通讯网络 ， 我们使用 Ｃ ｅ ｌ ｌｐｈｏｎｅＤＢ 算法来计算 胃黏膜上皮细胞类群之间

潜在配体－受体相互作用 。 通过网络图 ， 我们可 以发现 ＬＧＲ５＋ Ｓ ｔｅｍ 细胞与主细胞数量较

多 ， ＬＧＲ５＋ ｓ ｔｅｍ 细胞作为肠道干细胞 ， 与成纤维细胞 、 Ｐ ｉ ｔｍｕｃｏｕｓ 细胞 以及潘 氏细胞之

间 的互作强度 明显 ； 肠道 内分泌细胞虽然细胞数 目 较少 ， 但其与 Ｐ ｉ ｔｍｕｃｏｕｓ 细胞 、 ＬＧＲ５＋

ｓ ｔｅｍ 细胞 以及主细胞之间 的互作强度较大 。

８０
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图 １ ２ 胃 黏膜上皮细胞互作网络图 。 Ａ ．细胞互作数量统计 ；
Ｂ ． 细胞互作强度统计 。 注 ： Ａ 图外周

各种颜色圆圈 的大小表示细胞的数量 ， 圆圈越大 ， 代表细胞数越多 。 发 出箭头的细胞表达配体 ， 箭

头指 向 的细胞表达受体 。 配体 －受体对数越多 ， 线越粗 。 Ｂ 图代表细胞互作的概率 ／强度值 （强度为概

率值相加 ） 。

同时 ， 我们构建 了单个细胞类群与其他细胞之间的细胞互作数 目 统计图 （ 图 １ ３ ） 与

强度统计图 （ 图 １ ４ ） 。 在细胞互作数 目 方面 ， 我们发现 Ｐ ｉ ｔｍｕｃ ｏｕ ｓ 细胞与成纤维细胞 、

肿瘤细胞 、 肠 内 分泌细胞 、 潘 氏细胞 、 ＭＫ Ｉ ６ ７＋ ｐ ｒｏｇｅｎ
ｉ ｔｏ ｒ 细胞 以及 ＬＧＲ５＋ ｓ ｔｅｍ 细胞表

现出较多 的细胞互作次数 ； 成纤维细胞与 Ｐ ｉ ｔｍｕｃｏｕ ｓ 细胞 、 壁细胞 、 ＭＫ Ｉ ６７＋ ｐｒｏｇｅｎ ｉ ｔｏｒ

细胞 、 潘 氏细胞 以及肿瘤细胞之间存在较多 的细胞互作次数 ； 肿瘤细胞与成纤维细胞 、

Ｐ ｉ ｔｍｕｃｏｕｓ 细胞 、 ＭＫＩ６７＋ ｐ
ｒｏｇｅｎ ｉ ｔｏ ｒ 细胞之间存在较多 的细胞互作次数 ； 潘 氏细胞与成

纤维细胞 、 Ｐ ｉ ｔｍｕｃｏｕｓ 细胞 、 ＭＫＩ６７＋ｐｒｏｇｅｎ ｉ ｔｏｒ 细胞存在较多 的互作次数 ；
ＭＫＩ６７＋

ｐｒｏｇｅｎ ｉ ｔｏｒ 细胞与肿瘤细胞 、 成纤维细胞 、 Ｐ ｉ ｔｍｕｃｏｕｓ 细胞之间则是存在着较多 的细胞互

作次数 。 在细胞强度互作方面 ， ＬＧＲ５＋ｓｔｅｍ 细胞与 Ｐ ｉ ｔｍｕｃｏｕ ｓ 细胞 、 成纤维细胞 、 潘

氏细胞 以及主细胞之间存在较强的关联 ； 肠 内分泌细胞与 ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ 细胞 、 Ｐ ｉ ｔｍｕｃ ｏｕ ｓ

细胞 以及成纤维细胞之间存在较多 的关联 。 深入研究细胞配受体之间 的关系有利于阐 明

细胞作用 、 分化的机制 。

８ １
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图 １ ３ 单个细胞类群与其他上皮细胞类群互作数量统计图
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图 １ ４ 单个细胞类群与其他上皮细胞类群互作强度统计图
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通过上文我们得到 ＬＧＲ５＋ｓ ｔｅｍ 细胞与肠 内分泌细胞与其他上皮细胞类群之间具有

较强的互作关系 ， 因为我们构建以 ＬＧＲ５＋ｓ ｔｅｍ 细胞与肠 内分泌细胞作为发 出信号的细

胞 （ Ｓ ｏｕｒｃｅ ） ， 以主细胞 、 Ｐ ｉ ｔｍｕｃｏｕｓ 细胞 、 成纤维细胞 以及潘 氏细胞作为接收信号的细

胞 （ Ｔａｒｇｅｔ ） 在不 同信号通路之间 的互作关系 （ 图 １ ５Ａ ） ， 我们发现巨噬细胞迁移抑制因

子 （Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔ ｉｏｎｉｎｈ ｉｂ ｉｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒ

，Ｍ ＩＦ ） 通路几乎出现在所有的Ｓｏｕｒｃｅ
－Ｔａｒｇｅ ｔ

细胞互作关系 中 ， 然后我们选取 了单独的 Ｍ ＩＦ 信号通路来展示细胞互作的关系 ， 可以看

至 ［

Ｊ ，ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ 细胞 、 主细胞与潘 氏细胞间存在较强的关系 （ 图 １ ５Ｂ ） 。
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图 １ ５ 配体－受体介导的细胞互作可视化 。 Ａ ．配体－受体介导 的不同信号通路参与 ＬＧＲ ５＋ ｓ ｔｅｍ 细胞与

肠道 内分泌细胞对主细胞 、 Ｐ ｉ ｔｍｕｃ ｏ ｕｓ 细胞 、 成纤维细胞 以及潘 氏细胞的调控作用情况 ；
Ｂ ． 单个 Ｍ ＩＦ

信号通路中细胞互作热 图 ，

注 ： Ａ 图 ｘ 轴表示 ＬＧＲ５＋ ｓ ｔｅｍ 细胞与肠道 内分泌细胞对主细胞 、 Ｐ ｉ ｔｍｕｃｏｕ ｓ 细胞 、 成纤维细胞 以及

潘 氏细胞互作关系 ， ｙ 轴代表不同信号通路 以及配体－受体对 ， 圆圈 的大小表示配体－受体相互作用 Ｐ

值的显著性 ， 色阶表示相互作用强度 ；
Ｂ 图 中纵轴是发 出信号的细胞 ， 横轴是接收信号的细胞 ， 热

图颜色的深浅代表信号的强度 。 上侧和右侧 的柱子是纵轴和横轴强度的累积 。

３ ．４ 构建参 白颗粒干预 胃上皮细胞类群
“

活性成分－耙点 －细胞类群
”

模型

课题组前期收集 了相关性 胃癌前病变患者的 中医 四诊信息 ， 以及 胃镜下表

现 ， 得到 了 ／／．外／〇 ／７

？

相关 胃癌前病变的 中医证候分型 ［
３ ９４ （ ）

］

， 建立了 胃镜像与 ／／．ｐ＿ｙ／〇ｎ

？

相

关 胃癌前病变中医证候的直接关系 ， 丰富 了
“

热
”

性致病的病机 内涵 ， 阐释 了

８ ３
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慢性 胃炎 （热 ）
一

胃癌前病变 （热毒 ） 的病机变化 ， 提出慢性 胃炎
“

炎 －癌转化
”“

因热

生毒
”

的核心中医病机 ［
４ １

］

。 在确立了核心病机后 ， 创立了 中药方剂
“

参 白颗粒
”

， 全方

共六味 ， 柴胡 、 紫苏梗 、 太子参 、 薏苡仁 、 白花蛇舌草 、 莪术 ， 重用疏肝气理 胃气之醋

柴胡 、 紫苏梗为君 ； 太子参 ， 味甘性平 ， 平补气阴 ； 合 白花蛇舌草清热解毒 ； 莪术、 生

薏苡仁行气消积散结 ， 健脾补虚 ， 方简药专 ， 共奏解毒散结消癥之效 。 我们前期使用参

白颗粒 ３０ 例 相关性 胃癌前病变患者 ， 通过对比参 白颗粒治疗前后的病理积分

发现 ， 中药干预 １ ２ 周后的 胃黏膜可见固有层厚度明显增加 ， 腺腔结构趋于正常 ， 异型

增生细胞数量、 分布密度和分布范围均有明显减少 。 萎缩 、 肠化、 异型增生病理表现积

分治疗后较治疗前下降 ［
４２

］

。 因此在本章节中 ， 我们 旨通过网络药理学手段来探索参 白颗

粒干预丑／＾／ｏｒｆ 相关性 胃癌前病变的有效作用靶点 。

利用 ＴＣＭＳＰ 数据库检索中药复方参 白颗粒 （柴胡 、 紫苏梗 、 太子参、 白花蛇舌草 、

薏苡仁、 莪术 ） ６ 味药物的化学成分 ， 共筛选活性成分 ４３ 种 （其中柴胡 １ ２ 种 、 紫苏梗

１ ３ 种 、 太子参 ６ 种 ， 白花蛇舌草 ５ 种 、 薏苡仁 ６ 种 、 莪术 １ 种 ） 。 将上述得到的活性成

分的靶基因与 胃黏膜上皮细胞类群的表达基因取交集后 ， 将上述数据导入到 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ

３ ． １ ０ ． １ 软件中 ， 构建
“

活性成分－耙点 －细胞类群
”

模型 ， 结果见图 １ ６ 。 图中共有节点 １ ３４

个 ， ４８ １ 条边 ， 根据度值 （Ｄｅｇｒｅｅ 值 ） 排前 ６ 位的关键活性成分为槲皮素 （ＭＯＬ００００９８ ）

（ Ｄｅｇｒｅｅ值 ： ７ １ ） 、 木犀草素 （ＭＯＬ０００００６ ）（Ｄｅｇｒｅｅ值 ： ３ ５ ） 、 山奈酚 （ＭＯＬ０００４２２ ）

（Ｄｅｇｒｅｅ 值 ： ２ １ ） 、 豆甾醇 （ＭＯＬ０００４４９ ）（Ｄｅｇｒｅｅ 值 ： １ ４ ） 、 Ｐ
－胡萝 卜素 （ＭＯＬ００２７７３ ）

（ Ｄｅｇｒｅｅ值 ： １ ３ ） 、
（

３
－谷 甾醇 （ＭＯＬ０００３ ５ ８ ）（Ｄｅｇｒｅｅ值 ： １ １ ） 。

８４
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图 １ ６ 中药复方参 白颗粒干预 胃黏膜上皮细胞类群表达基因的
“

活性成分 －靶点 －细胞类群
”

模型

４ 讨论

胃腺癌的发生并不是
一

蹴而就的 ， 从 胃癌前病变进展到 胃 癌是
一

个漫长的过程 ， 观

察 感染下 胃癌前病变不同病理时期的组织状态有利于阐 明癌变多阶段过程中细

胞转化的机制 ， 这对于我们探宄癌前病变的关键靶基因具有重要的意义 。

在本章节中我们利用单细胞测序技术解析了 付砂／＃／ 相关 胃 黏膜上皮细胞的演化轨

迹 ， 揭示 了 炎症损伤后的 胃黏膜上皮细胞增殖修复的过程 ， 鉴定 出 了较为关键的 胃 黏膜

祖细胞类群的特异性基因 。

在选取的单细胞样本组织 中 ， 我们根据 Ｃｏｒｒｅａ 级联所述的
“

炎 －癌转化
”

过程选取

了不 同病理时期的样本 ， 通过统计各样本中 的细胞数 目 ， 可 以发现 ， １ ４ 例样本中并不是

全部存在着经过鉴定 出 的 １ ７ 种细胞类群 ， 在 ＩＭ 组 以及 ＥＧＣ 组中 ， 巨噬细胞几乎不存

在 ， 同时在 ＥＧＣ 这
一

样本中 ， ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ 细胞的 比例达 ７ ３ ． ８ ５％ ， 第二位的是肠 内分泌

细胞 ， 这值得我们关注 。 大量的文献研究表明 ， ＬＧＲ５＋ｓ ｔｅｍ 细胞在 胃 炎患者 、 肠上皮

化生患者 以及 胃癌患者中 的细胞数量增加 ， 并提出表达 ＬＧＲ５ 基因 的细胞可能是 胃 肿瘤

的主要细胞来源 ［
４ ３４４

］

。 在我们的研宄中 ， ＬＧＲ５＋ｓ ｔｅｍ 细胞在 ＣＡＧ 组 、 ＩＭ 组均具有不

低的细胞比例 ， 这表明在慢性炎症 （ 多为 感染 ） 持续刺激下 ， 胃体腺体产酸的

壁细胞损伤和丢失 ， 导致整个 胃体腺体的结构发生 了化生性的变化 ， 出现 了肠型的化生

以及各种肠型的千细胞 。 在 ＣＡＧ 、 ＩＭ 以及 ＥＧＣ 分组中 ， 我们可以发现 ， 干细胞 、 祖

８ ５





幽 门螺杆菌相关性 胃癌前病变上 皮细胞动态变化规律机制与 临床研宄


细胞的 比例均较高 ， 但是干细胞 、 祖细胞分化的轨迹是什么 ， 是分化成 胃腺体底部的主

细胞还是分化为腺颈部的颈黏液细胞 ， 各类干细胞 、 祖细胞的分化途径是什么 ， 均不可

知 ， 这也是我们研宄的初衷 ， 因此我们继续对 感染下的样本组织进行重点刻画 。

定植于 胃黏膜上诱导 胃 上皮细胞发生促炎反应 ， 从而将多种免疫细胞募集

到黏膜下层 ， 导致慢性活动性 胃炎的发生 ， 在大多数患者中 ， 定植到 胃黏膜上

数十年是无症状的 ， 胃 黏膜长达数十年的炎症状态被认为是导致 胃 黏膜萎缩的重要驱动

力 ， 在根除 后 ， 胃 黏膜中仍存在着导致癌变的因子 ， 基于此 ， 我们将 胃黏膜的

状态分为现症感染及既往感染两种 ， 对其 胃 黏膜上皮细胞分化进行细致的刻画 。 通过

／／．ｐｙ ／ｏｒ ｆ 不同状态下两组细胞比例分布来看 ， 现症感染时 ， 炎症水平较高 ， 此时

腺体细胞形态尚存 ， 因此 Ｐ ｉ ｔｍｕｃｏｕｓ 细胞要多于既往感染组 ， 而在 现症感染时 ，

ｆ／．ｐｊ ／ｏＷ 的致病因子可 以黏附在表达 ＬＧＲ５ 基因 的细胞上 ， 导致其增殖和激活 这可

以解释在我们的分组中 ， ＬＧＲ５＋ｓｔｅｍ 细胞的数量在 现症感染组中 明 显高于既

往感染组 。 在清除 后 ， 即变成 瓦 既往感染状态 ， 在经过 各种致

病因子的作用后 ， 组成 胃 腺体的各种上皮细胞被破坏 、 消失 ， 因此在 既往感染

组中 ， Ｐ ｉ ｔｍｕｃｏｕｓ 的细胞数量明显变少 ， 随着 ＬＧＲ５＋ｓ ｔｅｍ 细胞的不断分化 ， 主细胞的

数量不断增加 ， 正如 目 前多数研究提出 ， 在 胃黏膜损伤后 ， 原本维持稳态的 ＬＧＲ５＋ ｓ ｔｅｍ

细胞分化再生成主细胞 ［
４ ５４６

］

， 而这些 由 ＬＧＲ５＋ｓｔｅｍ 细胞分化而来的主细胞则是机体中

可能的致癌突变的关键来源 。

为 了 阐 明 ＬＧＲ５＋ｓ ｔｅｍ 细胞的来源及分化途径 ， 我们选择了 胃 黏膜上皮细胞类群构

建演化轨迹图 ， 我们发现在拟时序轴起始端为成纤维细胞 、 潘氏细胞 、 ＭＫＩ６７＋
ｐ
ｒｏｇｅｎ ｉ ｔｏｒ

细胞 以及壁细胞 ， 其中潘 氏细胞与 ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ 细胞之间有密切的关联 。 文献研宄表明 ，

表达 ＬＧＲ５ 的肠道干细胞位于肠隐窝底部潘 氏细胞之间 ， 潘氏细胞在维持肠腺体稳定方

面发挥着重要的作用 ， 可 以通过多种机制维持 ＬＧＲ５＋ ｓ ｔｅｍ 细胞的稳态 ， 潘 氏细胞表达

的 Ｗｎ ｔ 、 ＥＧＦ 、 ＴＮＦ －

ｏｔ 以及 Ｎｏｔｃｈ 配体 Ｄ Ｉ Ｉ４ 等维持着 ＬＧＲ５＋ ｓ ｔｅｍ 细胞的生态位 ［
４ ７

］

， 在

胃 黏膜受到损伤后 ， 腺体 内潘 氏细胞被破坏 、 消失 ， 逐渐被肠 内 分泌细胞取代 ， 这些肠

内分泌细胞在物理方位上 占据 了腺体中潘 氏细胞的位置 ， 它们可作为 Ｎｏｔｃｈ 信号的替代

来源 ［
４ ８

］

， 这对维持 ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ 细胞生态位至关重要 。 正如文献所述 ， 我们 的研宄显示

８６
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在潘氏细胞消失后 ， 肠内分泌细胞取代其生态位 ， 继而 ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ 细胞数量增加 。 而

在拟时间轴起始段的壁细胞、 ＭＫＩ６７＋
ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ 细胞在组织损伤后消失 、 死亡 ， 这与

ＺｈａｎｇＭ ｉｎ
［
４９

］等的研究
一

致 ， 在正常的 胃黏膜组织中 ， 壁细胞作为泌酸细胞是大量存在

的 ， 但在
？

感染后炎症状态下 ， 胃黏膜壁细胞受损会大量的死亡 、 消失 。

我们在拟时间轴起始阶段还发现了成纤维细胞类群的存在 ， 成纤维细胞通常是静止

的 ， 但是 由于 在 胃腺体深处定植 ， 触发 Ｒ－

ｓｐｏｎｄｉｎ（Ｒｓｐｏ ） 信号 ［
５Ｑ

］

， 而 以０〇 通

过结合 ＬＧＲ５＋ｓｔｅｍ 细胞刺激产生的 Ｗｎｔ 信号驱动肠道千细胞的增殖 ， ＬＧＲ５＋ｓｔｅｍ 细

胞的缺失或成纤维细胞中 Ｒｓｐｏ 基因的敲除导致 了 胃腺中
？

的过度定植 ， 因此 ，

有学者认为 ， Ｒｓｐ〇３
－ＬＧＲ５ 轴能够同时调控抗菌防御机制和促进黏膜的再生 至此 ，

胃黏膜上皮细胞启动了黏膜损伤修复机制 。 在拟时间轴的后半段 ， 出现的是主细胞、 Ｐ ｉｔ

ｍｕｃｏｕｓ 细胞以及肿瘤细胞 ， 这也正是阐明 了各类 胃黏膜上皮细胞类群分化次序 。

同时我们构建 了细胞互作网络图来直观的展示各细胞类群之间的通讯关系 ， 通过单

个细胞类群与其他细胞类群之间 的互作关系 图 ， 可 以很清晰的看出在细胞强度互作方

面 ， ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ 细胞 、 肠 内分泌细胞与 Ｐ ｉｔｍｕｃｏｕｓ 细胞、 成纤维细胞、 潘氏细胞以及

主细胞之间存在较强的关联 ， 这与前文我们分析的 ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ 细胞分化轨迹
一

致 ， 然

后我们构建 ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ 细胞 、 肠 内分泌细胞与主细胞、 Ｐ ｉ ｔｍｕｃｏｕｓ 细胞、 成纤维细胞、

潘氏细胞之间 的相互作用关系网络 ， 发现 Ｍ ＩＦ（ ＣＤ７４－ＣＸＣＲ４ ） 、 ＭＤＦ（ ＣＤ７４－ＣＸＣＲ２ ）

以及 ＭＩＦ（ ＣＤ７４－ＣＤ４４ ） 配体－受体对在上述细胞类群互作关系之间普遍存在 ， 且相互

作用程度最强 。 ＭＩＦ 能够参与多条途径调控肿瘤的发生 ， 有研究指出 ， 在 诱导

的 胃炎 、 肠上皮化生和 胃癌的上皮和血清中 ＭＩＦ 的表达逐渐升高 ， 提出 ＭＩＦ 参与 胃癌

的发生 ， 可能是早期发现 胃癌的重要生物标志物 ［
５ ３

］

。 在 丑砂／ｏｎ
？

的主要毒力因子 Ｃａｇ
Ａ

蛋白诱导 胃上皮产生促炎因子 ， 包括 Ｍ ＩＦ ， 同时 ＣＤ７４ 在 胃上皮细胞表面髙度表达 ， ＣＤ７４

可作为 ＭＩＦ 的受体与 ＭＩＦ 进行结合 ， ＭＩＦ 与 ＣＤ７４ 结合后可增加不同上皮细胞类型的

增殖 ， 驱动细胞走向致癌表型 ， 同时可 以降低 ｐ５３ 磷酸化水平并上调 Ｂｃｌ
－２ 表达 ， 降低

了细胞凋亡的水平 ［
５ ３

］

， 从而调控肿瘤的发生 ， 这也提示了我们 ＭＩＦ／ＣＤ７４ 信号轴是否可

作为防止 胃黏膜上皮细胞恶性增殖的作用靶点 。

关于治疗兄ｐｙ／ｏｒ／ 相关的 胃癌前病变 ， 临床上 目 前尚无公认的有效的西药 。 中药以

８７
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其多靶点 、 副作用小等优势介入到 相关癌前病变的防治工作中 ， 中医治疗在于

其辨病辨证论治的核心 ， 因此得 以发挥
一

定的优势 。 我们可以发现关键活性成分为槲皮

素 、 木犀草素 、 山奈酚、 豆甾醇、
Ｐ
－胡萝 卜素 、 Ｐ

－谷 甾醇 。 槲皮素是柴胡 、 白花蛇舌草

中共有的活性成分 ， 属于黄酮醇家族 ， 是
一

种强大的抗氧化剂 ， 先前的研宄结果表明 ，

槲皮素具有抗炎 、 抗菌 、 抗病毒和免疫保护活性 ［
５４

］

， 不仅可以加强机体的抗氧化应激水

平 ， 还可以抑制促炎因子的释放 ； 此外 ， 有文献研宄结果显示 ， 槲皮素可以减轻

带来的 胃黏膜组织炎症 、 降低细胞凋亡带来的损伤 ［
５５

］

。

木犀草素属于黄酮类化合物 ， 目 前研究证实 ， 木犀草素能有效调节糖脂代谢 、 具有

抗炎抗氧化 、 抗肿瘤等多种药理作用 。 研究表明 ， 木犀草素的抗炎作用可能是通过降低

多种促炎细胞因子 、 趋化因子的表达发挥作用 ， 包括降低 白介素 ＯＬ ）
－

１ Ｐ 、 ＩＬ －２ 、 ＩＬ－

６ 、

ＩＬ－８ 、 ＩＬ－

３ ３ 、 肿瘤坏死因子－ａ（ ＴＮＦ －ａ ） 等因子水平 ［
５６

］

， 而在 ｉｆ．

＿ｐｙ／ｏｒｉ 相关 胃癌前病变

组织中 ， 根据单细胞 ＲＮＡ－

ｓｅｑ 结果 ， 我们可以发现在 丑处／ｏｒＺ 相关的 胃癌前病变组织中 ，

多种促炎因子的水平有所上升 ， 木尾草素可以有效的降低促炎因子的水平 。

山奈酚是中药柴胡 中 的有效成分 ， 属于类黄酮属 ， 有研宄发现 ， 山奈酚可以降低人

胃腺癌细胞 （ ＡＧＳ 细胞 ） 中促炎细胞因子 （ ＴＮＦ －ａ 、 ＩＬ －

ｉ
ｐ 、 ＩＬ－

８ ） 的表达和 ， 此外 ， 山

奈酚还可 以抑制 ＣａｇＡ 和 ＶａｃＡ 向 ＡＧＳ 细胞的易位 ［
５火 豆 甾醇是 白花蛇舌草 、 柴胡 、 薏

苡仁中共有的活性成分 ， 近年来关于豆 留醇 、 Ｐ
－谷 留醇抗 丑砂／ｏｒｚ

？

的研宄较少 ， 两者均

属黄酮类化合物 ， 具有较强的抗氧化和 自 由基清除活性 ｔ％
。

Ｐ
－胡萝 卜素是中药紫苏梗中的有效成分 ， 有研究显示 ， Ｐ

－胡萝 卜素可以通过增加过

氧化物酶体增殖物激活受体Ｙ
（Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ

ｐｒｏ ｌｉｆｅｒａｔｏｒ
－ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ

丫 ， ＰＰＡＲ－

ｙ ） 介导

的过氧化氢酶表达 同时 降低 感染的 胃 上皮细胞 的活性氧 （ Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ

ｓｐｅｃ ｉｅｓ
，
ＲＯＳ ） 水平 ， 抑制细胞侵袭和 ＭＡＰＫ 介导的 ＭＭＰ－

１ ０ 表达间 。

不可否认 ， 本研宄存在
一

定的局限性 ， 需要在后续的研宄中弥补不足 。 首先 由于分

析的样本中加入了来 自 ＧＥＯ 数据库 中下载的数据与本中心临床样本整合 ， 虽然在多样

本整合过程中使用 了Ｈａｒｍｏｎｙ 的方法进行样本的去批次 ， 但是不可否认的是 ， 在数据分

析过程中 ， 数据清洗的结果并不是十分理想 ， 这提示我们后续的研宄尽量采用 同
一

批次

的样本进行分析 。 其次 ， 虽然我们在本次研宄中对 感染的上皮进行了细致地分

８ ８
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析 ， 将 既往感染与 现症感染状态区分开 ， 但总样本共计 １ ０ 例 ， 样本量

相对较少 ， 虽然在炎症状态或癌前病变状态下壁细胞等特征性的上皮细胞类群会消失 ，

但本次研究中 ， 对于典型的上皮细胞捕捉的数 目 有限 。 因此 ， 本研究结果仍然需要基于

更大的样本量进行分析 ， 以验证上述结论 。 此外 ， 我们在本研宄中提出 了
一些重要的发

现 ， 对 ＬＧＲ５＋ｓｔｅｍ 细胞及其分化后的细胞进行了互作分析并提出 了
一

些重要的靶点同

时加入中药复方的靶点进行验证 ， 但是这些观点仍需要更多湿实验的验证以支持并阐 明

上皮细胞在 瓦Ｍ／〇ｎ

？

的诱导下如何调控细胞类群的细胞比例来控制
“

炎－癌转化
”

中关键

的病理时期 ， 从而找到可 以阻断 胃癌发生的重要靶点 。

总之 ， 本研宄首次构建了不同状态下 胃黏膜上皮细胞类群变化的单细胞转

录组图谱 ， 填补 了 ／ 感染诱导的 胃黏膜上皮细胞类群变化研究领域的空 白 。 通过

构建 丑．仰／ｏｈ 感染后的 胃黏膜上皮细胞类群分化轨迹图谱 ， 我们表征了潘氏细胞、 成纤

维细胞 、 ＬＧＲ５＋ｓｔｅｍ 细胞 、 肠 内分泌细胞 、 主细胞以及 Ｐ ｉｔ ｍｕｃｏｕｓ 细胞在
？

相关

胃癌前病变组织中进展的动态变化 。 我们确定了 以 ＬＧＲ５＋ｓｔｅｍ 为主的细胞在 胃癌前病

变组织中恶性增殖的地位 。 而中药复方参白颗粒通过多靶点 、 多通路能够千预

相关 胃癌前病变 ， 探宄中药复方参 白颗粒干预 ＬＧＲ５＋ｓｔｅｍ 细胞异常增殖分化的作用靶

点具有重要的意义 。 因此我们将继续通过细胞实验阐 明参 白颗粒干预 感染 胃上

皮细胞的作用机制来明确参 白颗粒关键作用靶点 ， 为中 医药防治
‘

相关 胃炎提供

思路与对策 。

８９
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第三部分 参白颗粒干预 急 、 慢性感染过程中

胃黏膜细胞增殖、 自噬以及凋亡的机制

在前述章节中 已经阐 明在 丑 感染状态下 ， 胃黏膜上皮细胞类型发生了变化 ，

正如前述章节结果所示 ， 所用于人 胃上皮细胞后主要的 ＬＧＲ５＋ｓｔｅｍ 细胞多是

通过 ＭＩＦ 信号通路调控细胞分化的轨迹 ， 通过查阅大量的文献后发现 ， 细胞 自 噬和相关

蛋 白被证明可 以调节肠道干细胞损伤和炎症期间的上皮细胞凋亡和坏死性凋亡 ［
６？６３

］

， 在

炎症刺激下导致的细胞死亡过程中具有保护作用 。 ＭＩＦ 诱导的 ＩＬ －

１ Ｐ和 ＴＮＦ－ａ已经被证

明参与 了细胞 自噬的诱导过程 ［
６４

］

。 文献研宄也确实证实 感染可影响宿主细胞的

自噬途径 ， 但细胞 自噬这
一

途径对于 感染后的 胃黏膜细胞是保护作用还是破坏

屏障 ， 目 前此方面的机制 了解较少 。 有研宄认为 急性感染是启动细胞 自 噬而

丑Ｍ／ｏｒｆ 慢性感染则是抑制细胞 自噬的发生 ， 也即是说 丑砂／加 诱导的细胞 自 噬这在急

性感染期和慢性感染中是不同的 。

丑
／

？
３
＾〇？７

＿

现症感染与既往感染属于 ｉＪ
ｊ
ｓｙ／ｏｒｆ 感染的不同状态 ， 正如第

一

章 中结论所

述 ， 在 内镜下观察到的 现症感染与既往感染的表现是不同的 ， 但究竟细胞 自 噬

在这两种状态下 的作用机制如何尚不可知 ， 因此在本章节中 ， 通过建立 兄砂／ｏｒｆ 感染

ＧＥＳ －

１ 的共培养模型 ， 利用 丑外 ／ｏｈ 急性感染 （短期共培养 ） 和慢性感染 （长期持续共

培养 ） 两种模型来探究在此过程中 ＧＥＳ－

１ 细胞增殖 、 自 嗤 、 侵袭 、 迁移等 ， 同时加入了

课题组临床验证的有效方剂参 白颗粒 ， 并探宄参 白颗粒在急性感染与慢性感染过程中对

？

诱导的细胞异常增殖、 自噬以及凋亡等过程的影响 ， 为后续中医药防治

相关的 胃癌前病变的分子机制奠定基础 。

１ 材料与方法

１ ． １ 主要实验仪器和软件

９０
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表 １ ７ 主要实验仪器
￣￣

实验仪器名称设备型号生产厂家Ｗｍ

超净工作台 ＳＷ－ＣＪ
－

１ＦＤ苏州集团安泰空气技术有限公司

Ｃ０２恒温培养箱ＭＣＯ －

１ ５ＡＣ ＳＡＮＹＯ 日 本

－

８０
ｏ
Ｃ超低温冰箱ＦＯＲＭＡ７００ＳＥＲＩＥＳ ＴｈｅｒｍｏＦ ｉｓｈｅｒ美国

普通 ４
°

Ｃ冰箱 ＳＣ －２４０海尔 中 国

普通 ２０
°

Ｃ冰箱 ＳＣ －２４０海尔 中 国

倒置相差显微镜 ＩＸ－

５ １ ＯＬＹＭＰＵＳ 日本

低速离心机 ５ ７０２Ｒ Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ德国

酶标仪ＭＵＬＴＩＳＫＡＮ ＭＫ３ ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒ美国

透射电子显微镜Ｔｅｃｎａｉ Ｇ２Ｓｐ ｉｒ ｉｔ ＦＥＩ ， Ｈ ｉ ｌｌｓｂｏｒｏ美国

各规格移液器及枪头０ ． ５
－

１ ０成、 ２－２０＾Ｌ 、 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ德国

２０－２００ｐＬ 、 ２００－

１ ０００ｎＬ 等

台式高速冷冻离心机ＬＥＧＥＮＤ Ｍ ＩＣＲＯ ２ １ＲＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒ美国

分光光度计Ｎａｎｏｄｒｏｐ
ｌｉｔｅ ＴｈｅｒｍｏＦ ｉｓｈｅｒ美国

焚光定量ＰＣＲ 仪Ｓ ｔｅｐＯｎｅＳｏｆｔｗａｒｅＡｐｐ ｌｉｅｄｂ ｉｏｓｙｓ ｔｅｍｓ美国

电泳仪 ＥＰＳ３ ００ Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ美国

凝胶成像仪 ２５ ００ Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ美国

微量加样器－Ｇｉ ｌｓｏｎ 公司法国

电热恒温水浴槽ＨＷＳ －２４上海
一

恒 恒温设备厂中 国

ＰＶＤＦ膜 （ ０ ． ２２
ｊ

ｘｍ ） ＩＳＥＱ０００ １ ０Ｍ ｉ ｌＵｐｏｒｅ美国

３ＭＭ滤纸 ３０３０８６ １Ｗｈａｔｍａｎ英国

脱色摇床 ＴＳ －

１ ００海门其林贝尔仪器制造公司中 国

电泳伩 ＢＧ－

ｓｕｂＭＩＤ Ｉ北京百晶生物技术有限公司中 国

低温离心机 ３
－３０Ｋ Ｓ ｉｇｍａ德国

分钟ｉ
－ＰＲＯＴＥＡＮ？ Ｔｅｔｒａ

山 ｑ艺 分Ｃｅ ｌｌ ｗｉｔｈ
分钟ｉ Ｔｒａｎｓ

－Ｂ ｌｏｔ？
ＳＤＳ －ＰＡＧＥ电泳系统 Ｂ ＩＯ－ＲＡＤ

Ｍｏｄｕｌｅ ＡｎｄＰｏｗｅｒＰａｃ
？ＭＳ

Ｕｎ ｉｖｅｒｓａｌＰｏｗｅｒ Ｓｕｐｐｌｙ

凝胶成像系统ＧｅｌＤｏｃ
－

Ｉｔ３ １ ０ＵＶＰ美国

化学发光成像系统ＣｈｅｍｉＳｃｏｐｅ６ １ ００ ＣＬＩＮＸ 勤翔中 国

流式细胞仪ＣｙｔｏＦＬＥＸ ｂｅｃｋｍａｎｃｏｕ ｌｔｅｒ美国

９ １
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表 １ ８ 实验所用软件

版碎研发公５
^

ＳＰＳＳ ２９ ！〇ｆｆｉＭ ｉｌＨ

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ ． ５ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅ Ｉｎｃ美国

Ａｄｏｂｅ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ １ ９ ．０Ａｄｏｂｅ美国

ＩｍａｇｅＪ １ ．
５４ｇＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓｏｆ Ｈｅａｌｔｈ美国

１ ．２ 主要实验试剂

表 １ ９ 实验主要试剂

试剂名称货号 ／纯度生产厂家

ＤＭＥＭ高糖培养基 １ ２６３３ －０ １ ２Ｇ ｉｂｃｏ

胎牛血清 １ ００９ １
－

１４８Ｇ ｉｂｃｏ美国

青／链霉素混合液 １ ５０７０－０６３Ｇｉｂｃｏ美国

胰蛋 白酶 １ ５０５０ －０６５Ｇｉｂｃｏ美国

ＣＣＫ８ Ｃ００３ ７碧云天中 国

细胞培养皿－ Ｃｏｍｉｎｇ美国

ＴＲＩＺＯＬ １ ０２９６０２８ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ美国

无水乙醇分析纯国药中 国

异丙醇分析纯国药中 国

ＬＣ３ －

ＩＩ
抗体 ｂ ｓ

－

８ ８７８Ｒ Ｂｉｏ ｓ ｓ中 国

ＳＱＳＴＭ １ ／Ｐ６２抗体 ｂｓ
－２９５ １Ｒ Ｂ ｉｏ ｓ ｓ中 国

Ｂｅｃｌｉｎ ｌ抗体 ｂｓ
－

１ ３ ５３Ｒ Ｂ ｉｏ ｓｓ中 国

Ａｃｔｉｎ 抗体ＡＦ７０ １ ８Ａｆｆｉｎｉｔｙ澳大利亚

Ｕｌ ｔｒａＰｕｒｅＡｇａｒｏｓｅ １ ６５００ １ ００ＡＢ Ｉ
－

ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ美国

Ｓｕｐｅ
ｒｓｃｒｉｐｔ ＩＩＩ ＲＴ逆转录ｋｉｔ １ １ ７５２０５０ＡＢ Ｉ

－

ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ美国

Ｓｙｂｒ ｑｐｃｒ ｍｉｘ ４４７２９２０ＡＢ Ｉ
－

ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ美国

蛋 白分子量 ｍａｒｋｅｒＢＰ０６ １ ９３Ｓ博奥龙中 国

ＤＥＰＣ 水ＭＤ９ １ １ ８ ７５ＭＤＬ中 国

蛋 白提取液ＭＤＬ９ １ ２０ １ＭＤＬ中 国

蛋白酶抑制剂ＭＤ９ １ ２８９３ＭＤＬ中 国

ＢＣＡ 蛋 白浓度测定 ｋｉｔＭＤ９ Ｉ ３ ０５３ＭＤＬ中 国

？？

．


＂

９２
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表 １ ９ 实验主要试剂 （续表 ）

试剂名称货号 ／纯度生产厂家

ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ预制胶套装ｋｉｔＭＤ９ １ １ ９ １ ９ＭＤＬ

蛋 白二抗ＭＤ９ １２５６５ＭＤＬ中 国

蛋 白裂解液 Ｐ００ １ ３碧云天中 国

化学发光底物Ａ３ ８５５４ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉ ｓｈｅｒ美国

人ＩＬ
－

ｌ
ｐ
ＥＬＩＳＡ 试剂盒 ＦＵ－Ｒ２６７ ５ Ｂ ｉｏｆｉｎｅ中 国

人
ＩＬ－６ ＥＬＩＳＡ 试剂盒ＦＵ－Ｒ２６９ １ Ｂ ｉｏｆｍｅ中 国

人ＩＬ－８ ＥＬＩＳＡ 试剂盒ＦＵ－Ｒ２６９３ Ｂ ｉｏｆｍｅ中 国

人ＩＬ
－

１ ２ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 ＦＵ－Ｒ２６９８ Ｂ ｉｏｆｍｅ中 国

人
ＴＮＦ－ａ ＥＬＩＳＡ试剂盒ＦＵ－Ｒ３４５０ Ｂ ｉｏｆｍｅ中 国

Ｆｅ ｔａｌ ＢｏｖｉｎｅＳｅｒｕｍ １ ００９ １
－

１４８ Ｇ ｉｂｃｏ美国

Ｐｅｎｉｃ ｉｌ ｌ ｉｎ－Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ １ ５０７０
－０６３ Ｇ ｉｂｃｏ美国

０ ．２５％ Ｔｒｙｐｓｉｎ
（

ＩＸ
） １ ５０５０ －０６５Ｇ ｉｂｃｏ美国

ｌ ｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ １ １ ６６８ －０ １ ９ＡＢ Ｉ
－

ｉｎｖ ｉｔｒｏｇｅｎ美国

ＯＰＴＩ
－ＭＥＭ ３ １ ９８ ５ Ｇ ｉｂｃｏ美国

细胞凋亡检测试剂盒ＫＧＡ １ ０２６南京凯基生物中 国

１ ．３ 实验细胞 、 细菌 、 动物

细胞 ： 人 胃黏膜上皮细胞 ＧＥＳ －

１ ， 购买 自北纳生物技术有限公司 （ 中 国 ） ；

细菌 ： ／ｆ．

／
）

ｊ
；／ｏｒ／ＡＴＣＣ４３ ５０４ 购买北纳生物技术有限公司 （ 中 国 ）

；

动物 ： ＳＰＦ 级雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大 鼠 １ ２ 只 ， 体重在 ８０－

１ ００ｇ ， 购买 自北京维通利华实验动

物科技有限公司 ， 许可证号 ： ＳＣＸＫ（京 ） ２０２ １
－０００６ 。 实验大鼠在温度 ２３ －２５

°

Ｃ 、 湿度

在 ６５％－

８５％条件下词养 。

１ ．４ 中药复方参 白颗粒的制备

参 白颗粒由柴胡 １ ０ｇ 、 紫苏梗 ｌ ｏｇ 、 太子参 １ ０ｇ 、 白花蛇舌草 ３０ｇ 、 薏苡仁 ３０ｇ 、 莪

术 １ ０ｇ 共 ６ 味中药组成 。 根据 《 中华人民共和 国药典 》 （ ２０２０ 版 ） 以及国家中医药管理

局发布的 《医疗机构中药煎药室管理规范 》 中 的中药颗粒剂制备方法进行制备 。

２ 实验方法

２ ． １Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ培养

１
） 自

－

８０
°

Ｃ冰箱中取出冻存的 菌液 ， 在 ３ ７
°

Ｃ水浴锅中快速融化 ， 融化好后

放置到生物安全柜 中进行后续操作 ；

９３
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２
） 取出 １ ０ｐＬ 的菌液于哥伦比亚血平板上划线接种 ， 然后将血平板放置于 ３７

°

Ｃ ，

微需氧条件的培养箱 （ １ 〇％Ｃ０２ ，５％０２ ，８５％Ｎ２ 以及 ９０％以上的湿度 ） 中培养 ３
－

５ 天待

长出单菌落 ；

３
） 挑取血平板上的 Ｈｐｙ／ｏｎ

？

单菌落 ， 接种于加入了２０ｍＬ 脑心浸液培养基的无菌锥

形瓶中 ；

４
） 然后将无菌锥形瓶培养在 ３ ７

°

Ｃ ， 微需氧条件的培养箱 （ １ ０％Ｃ０２ ，５％〇２ ，８５％Ｎ２

以及 ９０％以上的湿度 ） 中 ３
－

５ 天 ， 观察培养基变浑浊 ， 代表
？

生长茂盛 ， 处于稳

定期 ；

５
）
取 Ｈ

ｊ
ｓｙ／ｏｒｚ

＇

菌液 ， 进行离心 ３ｍｉｎ ， １ ２０００ｒｐｍ ， 得到上清液和细菌沉淀 ， 收集

细菌沉淀用于后续于 ＧＥＳ －

１ 细胞共培养 。

２ ．２ 细胞培养

１
） 将冻存在－

８０
°

Ｃ冰箱中 ＧＥＳ －

１ 细胞取出后立即置于 ３ ７
°

Ｃ水浴锅中解冻细胞 ， 轻

摇冻存管使冻存液溶解 ；

２
） 将解冻好的细胞在室温条件下离心 ５ｍｉｎ ， ｌ ＯＯＯｒｐｍ ， 然后弃掉上清液 ， 加入含

１ ０％胎牛血清的完全培养基将离心管中 的细胞吹散 ， 然后重悬细胞沉淀 ；

３
） 将 ＧＥＳ －

１ 细胞接种于高糖型 ＤＭＥＭ 培养基中 （含 １ ０％胎牛血清以及 １％青霉素

／链霉素双抗 ） ， 然后放入 ３ ７
°

Ｃ 、 ５％Ｃ０２培养箱中进行培养 ， 取对数生长期的细胞进行后

续实验 ；

４
） 取可以用于进行实验的 ＧＥＳ－

１ 细胞 ， 使用 ＰＢ Ｓ 清洗细胞 ２ 次后 ， 每瓶细胞中加

入胰酶适当消化细胞 ， 然后再加入完全培养基终止消化 ；

５
） 将上述混合细胞液转入到合适的离心管中 ， 在室温下进行离心 ３ ｔｎｉｎ ， ｌ ＯＯＯｉｐｍ ；

６
） 弃去上清液 ， 然后使用新培养基重悬细胞沉淀后用于后续的细胞实验或进行细

胞传代培养。

２ ．３ 建立
？

急性／慢性感染 ＧＥＳ－

１ 细胞模型

２ ． ３ ． １急性感染 ＧＥＳ－

１ 细胞模型

１
） 将处于对数生长期的 菌液在室温条件下离心 ３ｍｉｎ ， １ ２０００ｒｐｍ ， 然后弃

去上清液 ， 用完全培养基重悬细菌沉淀 ；

９４
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２
） 待到 ＧＥＳ －

１ 细胞贴壁密度达到 ８０％时 ， 使用不同的处理因素对细胞进行处理 ：

①空 白对照组 ： 弃去原来 ６ 孔板中的 ２ｍＬ 培养基 ， 更换新的 ２ｍＬ 培养 ； ②／ 培

养基组 ： 弃去原来 ６ 孔板中的 ２ｍＬ 培养基 ， 加入 ｌｍＬ 新培养基和 ｌｍＬ 培养 的

培养基 ； （１）尺砂／〇＾ 组 ： 弃去原来 ６ 孔板中的 ２ｍＬ 培养基 ， 用 ２ｍＬ 新培养基重悬第 １ ）

步中收集的
‘

细菌沉淀 ， 按照细菌感染复数 （ｍｕｌｔｉｐ ｌ ｉｃ ｉ ｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
，
ＭＯＩ

＝细菌

数 ： 细胞数 ）
＝

１ ００ ：１ 的比例加入 ； ④ 正常血清组 ： 与③组加入的培养条件
一

致培养 ２４ｈ 之后 ， 再用正常血清培养细胞 ２４ｈ ； ⑤ 含药血清组 ： 与③组加入的

培养条件
一

致培养 ２４ｈ 之后 ， 再用含药血清培养细胞 ２４ｈ
；

３
） 在正置显微镜下观察第二个 ２４ｈ 共培养状态下细胞 ６ｈ 、 １ ２ｈ 、 ２４ｈ 的形态学变化 ，

并进行拍照留存 。

２ ．３ ．２办却 慢性感染 ＧＥＳ －

１ 细胞模型

１
） 在慢性共培养过程中 ， 前两步与急性共培养过程

一

致 ；

２
） 为了保证细菌能够长期感染细胞 ， 因此每隔 日

一

次向培养瓶中种菌
一

次 ， 使用

此诱导方法持续 １ 个月 。

２ ．４ 中药复方参白颗粒含药血清的制备

将上述购买的 １ ２ 只 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠分为参 白颗粒组和正常对照组 ， 每组 ６ 只 ， 首先进

行适应性喂养 ５ 天 ；

１
） 参 白颗粒药物的配置及药物干预 ： 按照成人体重 ７０ｋｇ 计算 ， 每 日服用参 白颗粒

约 ２０ｇ ， 按照大 鼠灌 胃剂量是成人剂量的 ６ ．３ 倍计算 ， 大鼠每 日灌 胃剂量为 １ ． ８ｇ／ １ ００ｇ 。

实验当 日用 ２ 袋参 白颗粒 （参 白颗粒 １ ０ｇ／袋 ， ２ 袋为成人 １ 日 的剂量 ） 溶解于 １ ００ｍＬＳＰＦ

级动物饮用水中 ， 配置成浓度为 ２ｇ／Ｌ 的药液 ， 大鼠每 日灌 胃量为 ０ ．９ｍＩ７ １ ００ｇ ； 正常对

照组使用 同等体积量的蒸馏水进行灌 胃 ， 灌 胃 时间为每 日
一

次 ， 连续 ６ 天 ；

２
） 第 ７ 天末次给药 ２ 小时后 ， 使用 ２％水合氯醛腹腔注射麻醉两组大鼠 ， 于腹部皮

毛处喷洒 ７５％乙醇进行消毒 ， 然后剪开腹腔 ， 剥离腹主动脉后采血 ， 采血后室温静置

３０ｍ ｉｎ ， 然后平稳转移到 ４
°

Ｃ冰箱 中静置 ２ 小时 ， 室温下 ３０００ｒｐｍ 离心 ｌ Ｏｍｉｎ ， 移取上清

液 ， 对上清液进行除菌及灭活后 ， 将血清进行分装封存 ， 置于－８０
°

Ｃ冰箱中备用 ， 完成

含药血清的制备工作 。
—

． ； ：

９５
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２ ．５ 透射电镜观察细胞急性／慢性感染组细胞超微结构的变化

１
） 在上述细菌与细胞共培养模型 中培养

一

定时间后 ， 收集急性期以及慢性期的细

胞 ；

２
） 使用 ＰＢ Ｓ 洗涤后细胞后 ， 将 ２００ｐＬ ２％戊二醛溶液加入到离心后的细胞团块中过

夜 ， ＰＢＳ 再次洗漆 ， 然后使用锇酸 ４
°

Ｃ固定 ２ 小时后 ， 使用不同梯度的酒精进行脱水处

理 ；

３
） 使用超薄切片机对标本进行超薄切片处理 ， 处理过的切片使用 ３％醋酸铀 －枸橼

酸铅霜染色 ；

４
）
切片着色后使用透射电镜观察细胞形态 。

２ ．６ＣＣＫ８ 法检测细胞增殖活性

１
） 取处于对数生长期 ， 生长状态 良好的 ＧＥＳ －

１ 细胞 ， 以 ｌ ． Ｏ ｘ ｌ Ｏ
４

／孔的细胞密度接

种于 ９６ 孔板 ， 每孔 ｌ ＯＯ＾Ｌ 细胞悬液 ， 同时设置空 白组 ， 在周 围孔中加入 １ ００
｜

＿ｉＬ 无菌的

ＰＢＳ ， 放置于 ３ ７
°

Ｃ培养箱中过夜 ；

２
） 次 日每孔加入 ｌ 〇ｎＬ ＣＣＫ８ ， 在 ３ ７

°

Ｃ培养箱中孵育 ｍ ；

３
） 在全 自动酶标仪上测定每孔的吸光度 ， 计算每组细胞的增值率 。

２ ． ７ＥＬＩＳＡ检测

１
） 样本制备 ： 取急性感染共培养组在第二个 ２４ｈ 后得到的细胞 ， 在室温条件下离

心 １ ０ 分钟 ， ３０００ｒｐｍ 后 ， 取上清液进行检测 ；

２
） 按照试剂盒中相应的操作步骤进行操作 ， 具体操作如下 ：

①从 ４
°

Ｃ的冰箱中取出保存的试剂盒 ， 在室温下平衡 ２０ｍｉｎ ， 取出所需的板条 ；

②设置标准品孔和样本孔 ， 标准品孔各加不同浓度的标准品 ５０叫 ；

③待测样本孔先加待测样本 ｌ ＯｐＬ ， 再加入样本稀释液 ４〇ｎＬ ；

④随后标准品孔和样本孔中每孔加入辣根过氧化物酶 （ ＨＲＰ ） 标记的检测抗体

１ ００ｐＬ ， 用封板膜封住反应孔 ， ３ ７
°

Ｃ水浴锅温育 ６０ｍｉｎ
；

⑤弃去液体 ， 吸水纸上拍干 ， 每孔加满洗涤液 ， 静置 ｌｍｉｎ ， 甩去洗涤液 ， 吸水

纸上排干 ， 如此重复洗板 ５ 次 ；

⑥每孔加入底物 Ａ、 Ｂ 各 ５０ｐＬ ， ３ ７
°

Ｃ避光孵育 １ ５ｍｉｎ
；

９６
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⑦每孔加入终止液 ５０
｜

ｉＬ ， １ ５ｍｉｎ 内 ， 再 ４５０ｎｍ 波长处测定各孔的 ＯＤ 值 。

２ ．８Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ（ ｑＰＣＲ ） 检测

１
） 引物序列

表 ２０ 引物设计合成

Ｔａｒｇｅｔ Ｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒ

Ａｃｔｉｎ Ｆ ＴＣＣＴＣＣＴＧＡＧＣＧＣＡＡＧＴＡＣＴＣＣ

Ｒ ＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣＡＣ

Ｐ６２ Ｆ ＣＣＣＡＣＧＧＣＡＧＡＡＴＣＡＧＣＴＴ

Ｒ ＣＣＴＣＣＧＴＧＣＴＣＣＡＣＡＴＣＧ

ＬＣ３ ＩＩ Ｆ ＣＡＣＡＧＣＡＴＧＧＴＧＡＧＴＧＴＧＴＣ

Ｒ ＴＣＡＧＡＡＧＣＣＧＡＡＧＧＴＴＴＣＣＴ

Ｂ ｅＣ ｌ ｉｎ －

１ Ｆ ＡＡＣＣＴＣＡＧＣＣＧＡＡＧＡＣＴＧＡＡ

Ｒ ＣＡＧＴＧＡＣＧＴＴＧＡＧＣＴＧＡＧＴＧ

２
） 样本总 ＲＮＡ 提取 （ Ｔｒｉｚｏ ｌ 法 ） ： 收集细胞至 １ ． ５ｍｌＥＰ 管中 ， 加入适量的 ｌｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ

裂解细胞 ； 向 １ ． ５ｍｌ ＥＰ 管中加入 ５００＾Ｌ 氯仿振荡混勾后 ，静止 ５ｍｉｎ
； 在 ４

°

Ｃ下离心 ｌ Ｏｍｉｎ ，

１ ２０００ｒｐｍ ， 小心吸取上清液于新的 １ ． ５ｍＬＥＰ 管中 ； 向分离 出 的上清液中加入 ７００私 异

丙醇 ， 进行充分混匀 ； 在 ４
°

Ｃ下离心 ｌ Ｏｍｉｎ ， １ ２０００ｒｐｍ ， 小心弃去上清液 ； 用 ７５％乙醇

洗涤沉淀
一

次 ， 在室温下晾干 ； 用 ５０＾Ｌ 的 ＤＥＰＣ 水溶解 ＲＮＡ 沉淀 ； 然后进行琼脂糖

凝胶电泳检测 ；

３
）
总 ＲＮＡ 质量检测 ： 使用核酸测定仪测定 ＲＮＡ浓度和纯度 ， 测量前先用溶解 ＲＮＡ

的 ＤＥＰＣ 水调零 ： ①ＲＮＡ 浓度测定 ： 在 ２６０ｍｎ 处读值为 １ 表示 ４０ｎｇＲＮＡ４ｉＬ ， 样本 ＲＮＡ

浓度计算公式为 ： Ａ２６０ｘ４０ｎｇ／ｐＬ ； ②ＲＮＡ 纯度测定 ： ＲＮＡ 溶液的 Ａ２６０／Ａ２８０ 的 比值是

一

种 ＲＮＡ 纯度检测方法 ， 比值范围 １ ． ８
－２ ． １ 。

４
） 逆转录合成 ｃＤＮＡ ： 逆转录使用 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 的逆转录试剂盒 ｓｕｐｅｒｓｃ ｉｐｔＩＩＩ 。

①反应体系 １ 建立 ：

表 ２ １ 反应体系 １

试剂加样量 （ ｐＬ ）

ＲＮＡ ２００ｎｇ（ ｌ Ｏ
＾
ｉＬ ）

Ｏ ｌｉｇｏ
－ｄＴ １

Ｒ ＾ａｎｄｏｍｔ
－

②进行混勾 ， 离心 。 ６５
。

（２ ， ５ｍｉｎ ， 结束后置于冰上 ；

９７
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③反应体系 ２ 建立 ：

表 ２２ 反应体系 ２

加样量 （汕 ）

反应体系 １ １ ２

ｄＮＴＰ（ １ 〇ｈＭ ） １

０ ． １Ｍ ＤＴＴ ２

５Ｘ Ｂｕｆｆｅｒ ４

ＲＴ 酶 １

④混匀 ， 离心 。 置于 ４２
°

Ｃ ， 水浴 ６０ｍｉｎ ；

⑤取出后置于 ８５
°

Ｃ ， 反应 ｌ Ｏｍｉｎ ， 灭活逆转录酶 ；

⑥反应结束后将产物置于－２０
°

Ｃ中待用 。

５
） 实时荧光定量检测 ：

①ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 反应体系建立 ：

表 ２３ 反应体系

加样量 （ ｐＬ ）

ｃＤＮＡ ２

ＰＣＲ ｍｉｘ １ ０

ｐｒｉｍｅｒ Ｆ １

ｐｒｉｍｅｒ Ｒ １

ｄｄＨ２０ ６

②将上述体系混匀后 ， 瞬离
一

下 ， 置于荧光定量 ＰＣＲ 仪器 ， 按照 以下条件反应 ：

表 ２４ＰＣＲ 反应条件

Ｗｍ温度 （

。

〇Ｗｎ循环数

预变性 ９５ ５ｍｉｎ １

变性 ９５ １ ０ 秒

退火 ５ ８ ２０ 秒 ４０

延伸 ７２ ２０ 秒

９５ １ ５秒

溶解曲线 ６０ ６０ 秒 １

９５ １ ５秒

６
） 样品相对定量结果分析 ： 相对表达量计算公示 ：

９８
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ＲＱ 

＝
２
如ｆ

＆Ｃｔ
ｃｂ ）

＝ 待测组 目 的基因平均Ｑ值 －待测组内参基因平均ＣＨ１

＝ 对照组 目 的基因平均Ｑ值－对照组 内参基因平均ＣＨｔ

２ ．９ 细胞划痕实验

１
）ｍａｒｋｅｒ 笔在 ６ 孔板背后 ， 用直尺比着 ， 均匀 的划横线 ， 大约每隔 ０ ． ５

－

ｌ ｃｍ
—

道 ，

横穿过孔 ， 每孔至少穿过 ３ 条线 ；

２
）
细胞处理所需时间后 ， 胰酶分别消化收集细胞 ；

３
） 以 ｌ

ｘ
ｌ 〇

６

个 ／孔接种于细胞培养 ６ 孔板 ， ３ ７
°

Ｃ 、 ５％ Ｃ０２饱和湿度条件培养过夜 ；

４
） 待细胞密度达到 ９０％以上 ， 铺满 ６ 孔板底部 ， 用枪头 比着直尺 ， 尽量垂至于背

后的横线划痕 ， 枪头要垂直 ， 不要倾斜 ；

５
） 使用 ＰＢ Ｓ 润洗细胞 ３ 次 ， 去除划下的细胞 ， 加入无血清培养基 ， 同时拍取 Ｏｈ

照片 ；

６
） 放入 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％ Ｃ０２培养箱中培养 ， 在 ２４ｈ 拍照 。

２ ． １０Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
侵袭实验

１
）
取处理好的 ＧＥＳ －

１ 细胞 ， 加入 ３ｍｌ ＰＢ Ｓ 清洗细胞 ， ０ ．２５％ 胰酶分别消化收集 ，

ｌ ＯＯＯｉｐｍ ， ５ｍｉｎ 离心 ， 去上清 ， ＰＢ Ｓ 润洗两次 ， 清洗掉残余血清 。

２
） 无血清 １ ６４０ 培养基重悬细胞 ， 细胞计数板计数 ， 无血清 １ ６４０ 培养基稀释细胞

浓度至 ２ ｘ １ ０
５

／ｍ ｌ ， 备用 。

３
） 将 Ｍａｔｒｉｇｅ ｌ 在 ４

°

Ｃ 提前
一

天融化 ， ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 小室 、 ２４ 孔培养板和枪头在－２０
°
Ｃ过

夜预冷 ；

４
） 用无血清培养基稀释 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 至终浓度 ｌｍｇ／ｍｌ ， 冰上操作 ；

５
）
在 ２４孔板中加入 ４

°

Ｃ预冷 ８０ （Ｈｉｌ１ ０％ＦＢＳ １ ６４０ 培养基 （含双抗 ） ， 并放入 ｔｒａｎｓｗｅ ｌｌ

小室 ， 在 ｔｒａｎｓｗｅ ｌｌ 小室上室底部中央垂直加入 １ ０００ 终浓度为 ｌｍｇ／ｍｌ 的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ ，３７
°

Ｃ

温育 ５ｈ 使其干成胶状 ， 待 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 干成胶状后在 ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 上室分别接入 ２０００ 各组细

胞悬液 ， ３７
°
Ｃ ， ５％ Ｃ０２培养箱培养 ２４ｈ

；

６
） 取出 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ， 用 ＰＢ Ｓ 小心清洗小室

一

遍 ， 用 ７０％冰乙醇溶液固定细胞 ｌｈ
；

７
）
用 ０ ． ５ ％结晶紫染液染色 ，

．

室温中放置 ２Ｑｍｉｎ ，
－
ＰＢ Ｓ 清 用于瘦的棉球糌

上室
一

侧的未迀移的细胞擦干净 ， 显微镜下观察拍照 。

９９
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２ ．１１ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＡＰＣ ／７－ＡＡＤ 双染色法检测细胞凋亡

１
） 取处于对数生长期 ， 生长状态 良好的 ＧＥＳ －

１ 细胞 ， 以每孔 ５ ｘ ｌ 〇
５个接种于细胞培养

６ 孔板 ， 在 ３ ７
°

Ｃ 、 ５ ％ Ｃ０２培养箱中培养过夜 ；

２
） 按照如下分组对细胞进行处理 ， 每组三个重复 ：

①对照组 （ Ｃｏｎｔｒｏ ｌ ） ；

②Ｋｐｙｌｏｒｉ组 （Ｋｐｙｂｒｉ ）

③Ｈｐ＿ｙ
／ｏｒｉ＋３０％正常血清组 （Ｈ

＿ｐｙ／ｏｒｉ＋３０
。
／。 Ｎｏｒｍａｌｓｅｒｕｍ ）

④ ３０％参 白颗粒含药血清组 ＋ ３０％Ｄｒｕｇ
ｓｅｒｕｍ ）

处理时间 ： ４８ｈ 。

３
） 待到细胞培养所需时间后 ， 收集细胞 ，

１ ５００ｒｐｍ ，５ｍｉｉｉ 离心 ， 去上清 ， 加 ＰＢＳ 重悬 ；

４
） 用 ＰＢＳ 将细胞润洗 ２ 次 ， １ ５００ｒｐｍ ， ５ｍｉｎ

；

５
） 按照 Ａｎｎｅｘ ｉｎＶ－ＡＰＣ／７－ＡＡＤ 细胞凋亡检测试剂盒操作说明进行 ：

① 加入 ５００
｜

〇１Ｂ ｉｎｄｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ ， 重悬细胞 ；

② ５４ ＡｉｍｅｘｉｎＶ－ＡＰＣ 混匀后加入 ５０ ７－ＡＡＤ ， 混匀 ；

③ 室温避光反应 ５ －

１ ５ｍｉｎ（ 同时设阴性对照 ， 即正常细胞不加 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＡＰＣ 和

７
－ＡＡＤ

； 阳性对照 １ ， 以凋亡效果最明显的溶剂组作为阳性对照 ， 只加 ５
［

ｉｌ ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＡＰＣ

单标 ； 阳性对照 ２ ， 以凋亡效果最明显的溶剂组作为阳性对照 ， 只加 ５ｐｌ ７ －ＡＡＤ 单标 ）
；

６
） 流式细胞仪上机检测 。

２ ． １２Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测蛋白质表达

１
） 提取蛋 白质

①加入ｌｍＬＰＢ Ｓ ， 离心５ｍｉｎ ， ５００ｒｐｍ ；

②吸干残留的 ＰＢ Ｓ ， 估计样品体积 ， 加入 ５ 倍体积裂解液 ， 混匀 ；

③冰浴中 以最大功率超声破碎细胞 （ ３ｘ ｌ 〇ｓ ）
；

④在 ４
°

Ｃ下 ， 离心 １ ５ｍｉｎ ， １ ２０００ｒｐｍ ， 收集上清液 ；

⑤使用 ＢＣＡ 蛋 白定量法测定蛋 白浓度 ， 蛋 白上样 Ｂｕｆｆｅｒ 将蛋 白定量为 ５ｍｇ／ｍＬ ，

－２０
°

Ｃ保存备用 ， 避免反复冻融 。

． ２
） 蛋白浓度测定－

．

．－
－ ？

１ ００
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①梯度稀释牛血清 白蛋 白 （Ｂ ＳＡ ） 标准品 ；

②制备 ＢＣＡ 工作液 ；

③将各个稀释浓度的蛋 白质标准品和待测蛋 白质样品加入到微孔板或试管中 ， 分

别加入 ＢＣＡ 工作液 ， 混匀 ；

④密封后 ， 在 ３ ７
°

Ｃ下 ， 保温 ６０ｍｉｎ
；

⑤冷却到室温后 ， 以空 白为对照 ， 测量样品在 ５６２ｍｎ 或该波长附近的吸光值 ；

⑥将各个标准品和待测蛋 白质在 ５６２ｎｍ 处的吸光值减去空 白标准品在 ５６２ｎｍ 处

的平均吸光值 。

３
）ＳＤＳ －ＰＡＧＥ电泳

①制备 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 凝胶 ： 将灌胶玻璃板洗净 ， 晾干固定 ， 确定灌制分离胶液面标

志线 （距样品梳子底部约 ０ ． ５
－

ｌ ．Ｏｃｍ 处 ） ， 然后配制 １ ０％分离胶 ８ｍＬ ， 快速灌入凝胶玻璃

槽中 ， 使其液面至标志线位置 （避免产生气泡 ）
；
立即用去离子水覆盖胶面 （ 隔绝空气 ，

有助于凝胶聚合 ） ， 室温放置约 ４０ｍｉｎ 至分离胶凝固 ； 配制 ５％浓缩胶 ４ｍＬ ； 倒掉去离子

水覆盖液 ， 并用吸水纸吸掉残留的液体 ； 将凝胶板重新垂直放置 ， 轻轻加入 ５％浓缩胶

液 （注意避免产生气泡 ） ， 插入样品梳 ， 室温凝胶放置约 ４０ｒｎｉｎ 后轻轻拔去梳子 ， 将玻

璃夹板
“

凹
”

面贴紧电泳槽 ， 两侧用夹子固定在 电泳槽上 ；

②电泳 ： 由 －８０
°

Ｃ冰箱 中取出提取的组织总蛋 白样品 ， 立即插入冰中 （减少蛋 白

降解 ） ， 待其融化 ； 根据蛋 白定量结果 ， 加入相应体积的总蛋 白样品与 ５ ｘ蛋 白质凝胶电

泳上样缓冲液混合 ， ９５
°

Ｃ变性 ｌ Ｏｍｉｎ ， 立即插入冰中待用 ； 将样品轻轻加至凝胶孔中 ，

电泳仪设置成稳压状态 ， 接通电源 ， 将电压调至 ８０Ｖ 使样品通过浓缩胶与分离胶 （ 电压

约 ８Ｖ／Ｃｍ ） ； 电泳使染料至分离胶适当位置 ， 结束电泳 ； 凝胶电泳结束后 ， 将凝胶上分

离到的蛋 白条带通过转移电泳方式转印至 ＰＶＤＦ 膜 。

４
） 转膜 ： ＰＶＤＦ 膜先置于 １ ００％甲醇中浸泡 ２－

３ｍｉｎ ， 水、 电转液依次漂洗 ２ｍｉｎｘ２

次 ， 置于电转液中备用 ； 剪裁与胶同样大小的 ６ 层滤纸 ， 用转移缓冲液浸泡后待用 ； 取

下电泳板 ， 将其平置 （使
“

凹
”

面玻璃板在下 ） ， 小心取出夹板中 的垫片及去掉上层玻璃

板 ， 切除多余凝胶 ， 将含样品胶用 电转液漂洗
一

次 ； 将样品胶与膜装入标有正 、 负极的

转膜夹板中 （ 由 阴极侧开始 ， 依次为海绵垫片—３ 层滤纸—样品胶—ＰＶＤＦ 膜—三层滤

１ ０ １
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纸—海绵垫片 ） ， 扣紧转膜夹板 ， 放入含有转膜缓冲液的转移电泳槽中 ； 正确连接转移

电泳连线 ， 保证电荷 由负极向正极流动 。 接通电源 ， 恒压状态下 ， ６５Ｖ 转膜 ２ｈ
； 将转好

的膜 （参考 目 的条带分子量大小 ） 对照 ｍａｒｉｃｅ ｉ

■

进行裁剪 。

５
） 抗体孵育

①封闭 ； 小心取出转移膜置于封闭液中 ， 室温、 摇床上缓慢摇动状态下封闭 ｌ ｈ
；

②
一

抗反应 ： 将
一

抗用封闭液稀释 ， 将封闭后的膜分别加入对应的
一

抗工作液中 ，

４
°

Ｃ反应过夜 ；

③洗膜 ： 将反应膜放入平皿中 ， 用 ｌ ｘＴＢ ＳＴ 洗漆三次 ， （室温下缓慢摇动洗涤 ）

每次 １ ０ 分钟 ， 洗净未结合的
一

抗 ；

④二抗反应 ： 将二抗用 ｌ
ｘＴＢＳＴ 稀释 ３００ 倍 ； 将洗涤后的

一

抗反应膜放入二抗工

作液中 （室温、 避光缓慢摇动 ） 作用 ６０ｍｉｎ ；

⑤洗膜 ： 用 ｌ ｘＴＢＳＴ 洗膜 ， 洗去游离二抗。

６
）
显色及成像 ： 按照 １ ：１ 混合化学发光底物试剂盒中两种液体后 ， 将上述混合液

均匀铺在 ＰＶＤＦ 膜表面 ， 在室温下作用 ４ｍｉｎ ， 抖掉膜上液体 ， 将其放入化学发光成像

进行系统成像 。

２ ． １ ３ 统计方法

所有统计分析均在 ＧｒａｐｈＰ ａｄＰｒｉｓｍ９ ． ５ 软件中进行 。 计量资料数据采用平均值 土 标

准差 土
ｓ ） 表示 ， 首先进行正态性检验 （ Ｓｈａｐｉｒｏ －Ｗｉｌｋ 检验 ） ， 若是各组均符合正态

分布 ， 则单因素方差分析中 Ｄｕｎｎｅｔｔ 分析进行两两比较 ， 若不符合正态分布则使用 Ｕ 检

验 。 尸 ＜ ０ ．０５ 认为差异具有统计学意义 。

３ 结果

３ ． １ 参白颗粒干预最佳剂量筛选

为了筛选不同浓度的参 白颗粒含药血清对 ＧＥＳ －

１ 细胞增殖率的影响 ， 本研宄选取了

１ ０％－

５０％不同梯度的含药血清进行实验 ， 同时将 ５０％ＦＢＳ（胎牛血清 ） 作为阴性对照 ，

通过结果可以发现 ， 在加入含药血清 ２４ｈ 后 ， 不同浓度的含药血清均对 ＧＥＳ－

１ 细胞显示

出
一

定的增殖毒性 ， ４０％含药血清及以上浓度显示出较强的增殖毒性 （ 图 １ ７Ａ ） ， 因此 ，

本研宄中选择 １ 〇％－３ ０％浓度的参 白颗粒含药血清筛选后续细胞与 共培养实验中

１ ０２
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的细胞保护作用 的最佳浓度 ， 同时选择 ３ ０％浓度的正常血清浓度作为对照 。 在图 １ ７Ｂ 中

可 以发现 ， 与 ３ ０％正常血清干预 与细胞共培养相 比 ， ３ ０％参 白颗粒含药血清对

ＧＥ Ｓ －

１ 细胞有明显的保护作用 ， 而 １ ０％浓度的参 白颗粒含药血清细胞保护作用弱于 ３ ０％

正常血清 ， ２０％浓度的参 白颗粒含药血清则与 ３ ０％浓度的正常血清细胞保护作用相 当 ，

无明显差异 ， 因此在后续实验中 ， 本研究选择了３ ０％浓度的参 白颗粒含药血清及正常血

清作为最佳浓度进行干预 。 同时可 以发现 ， 与 ３ ０％正常血清培养 ＧＥ Ｓ －

１ 细胞相 比 ， 在

加入 ／ｆ．／ｙ／ｏｒ／ 共培养后 ， 细胞增殖能力显著下降 ， 表明 汉／＾／〇 ／７

＿

的存在能够显著损伤细

胞 。

Ａ Ｂ



？ ？ ？ ＊
＊ ＊ ＊

Ｉ
￣

 Ｉ

＊ ＊ ＊ ＊

Ｉ… ：
￣

｜
１ ５

＂

｜ Ｉ

￣￣

１

１ ． ５
－

｜ ｜

￣￣

 Ｉ
＊

 ．
Ｐ Ｓ

＾
￣

｜ ｓ ｜
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－
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！
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／

矿

图 １ ７ 参 白颗粒最佳干预剂量筛选 。 Ａ ． 不同浓度参 白颗粒含药血清对细胞增殖毒性作用 ；
Ｂ ． 不同浓度

参 白颗粒含药血清对 Ｈ；
７

＿
ｙ ／ｏｎ

＿

与细胞共培养状态下的保护作用 。 （Ａ 图 中与对照组 （ Ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ） 相 比 ，

＊ ＊
Ｐ ＜０ ． ０ １  ，

＊ ＊ ＊ ＊
尸 ＜０ ． ０ ００ １

；Ｂ图 中与３ ０％正常血清与作用 （ ３ ０％ Ｎｏｒｍ ａ ｌｓ ｅｒｕｍ＋／／．

ｊ

ｃｙ ／ｏｈ ）

组相 比 ，

＊ ＊ ＊
尸 ＜ ０ ． ００ １ ，

＊ ＊ ＊ ＊ 尸 ＜ ０ ． ０００ １ ）

３ ．２ 参 白颗粒含药血清提高 急性感染期抑制的 ＧＥＳ －

１ 细胞増殖水平

本研宄建立 了／／．ｐｙ／ｏｎ

？

与 ＧＥＳ －

１ 细胞共培养体系 ， 模拟
？

在 胃 中急性感染期

间发生的变化 ， 将 与 ＧＥＳ －

１ 细胞共培养 ２４ｈ 后 ， 分别设置了单独感染

组 （ ／／．砂／〇以 ， 在共培养模型中加入上述筛选得到 ３ ０％含药血清组 （ ／／．砂 ／ｏｎ

＿

＋３ ０％Ｄｕｒｇ

１ ０ ３
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ｓｅｒｕｍ ） ， 以及３ ０％正常血清组 ＋ ３ ０％Ｎｏｒｍａ ｌｓｅｒｕｍ ） 探宄参 白颗粒对

感染后 ＧＥＳ －

１ 细胞的作用 ； 同时设置 了 幽 门螺杆菌的专 门培养基滤液组 （ ＣＦ ） 来排除

ＣＦ 可能带来的影响 ， 各组结果见图 １ ８ 。 使用 ＣＣＫ８ 法检测各组 ＧＥ Ｓ －

１ 细胞活性 ， 发现

／／．ｐ＿
ｙ／ｏｎ

＿

能够 明显地抑制细胞增殖 Ｐ ｃ０ ． ０００ １ ）
； 而在急性感染模型中分别加入前述

实验中筛选出 的最佳浓度的正常血清 以及参 白颗粒含药血清后 ， 可 以惊喜地发现 ， ３ ０％

浓度的参 白颗粒含药血清可 以显著地提高被 抑制的 ＧＥＳ －

１ 细胞增殖的水平 （

＿

尸 ＜ ０ ． ０００ １ ） ， 而正常血清则无提高细胞增殖水平的能力 （尸 ＞ ０ ． ０５ ） （ 图 １ ８ ） 。

１ ． ５
—

１ ＊ ＊ ＊ ＊

ｆ ｜



Ｕ
． 〇

－

＿二^
〇．
ｄ■ ｎ ｓ

〇 ５

Ｉ

｜ ｜ ｜
｜〇 ． 〇

Ｉ 甲 ＿

Ｉ

— 甲 甲
°
々

／Ｖ＇／

Ｑ
°

ｌ

°

？Ｘ、０
人
、

图 １ ８ 参 白颗粒提髙 ／／
．

／
７

＿ｙ ／ｏｎ

＿

急性感染抑制 的 ＧＥＳ
－

１ 细胞增殖水平 。 与对照组 （ Ｃｏｎｔｒｏ ｌ ） 相 比 ，

＜ ０ ． ０ １ ，

＊ ＊ ＊ ＊
／

＞

＜０ ． ００ ０ １
； 与 ／／．沙 ／ｏＷ 组 （ ／／ｐｊ／ｏｒｆ ） 相 比 ，

＿
Ｐ ＜０ ． ０００ １ 。

３ ．３ 参 白颗粒提高 急性感染抑制的 ＧＥ Ｓ －

１ 细胞 自 噬相关基因 ／蛋 白水平

本研究通过 ｑＰＣＲ 对细胞 自 噬相关基因 Ｐ６２ 、 ＬＣ ３
－

Ｉ Ｉ／ＬＣ ３
－

Ｉ 以及 Ｂ ｅｃ ｌ ｉｎ－

１ 的表达进

行检测 ， 结果如 图 １ ９ 所示 ， 在 与 ＧＥＳ －

１ 细胞共培养的急性感染期间 ， 与对照

组 （ Ｃ ｏｎｔｒｏ ｌ ） 相 比 ，

？

组 （ ／／．

／
７

＿ｙ／ｏｒ 〖 ） ， Ｐ ６２基因表达显著提高 ０ ． ００ １ ） ，

ＬＣ３
－

Ｉ Ｉ／ＬＣ ３
－

Ｉ 以及 Ｂ ｅｃ ｌ ｉｎ－

１ 基因表达贝 Ｕ表现为明显下降 （
＊ 尸 ＜０ ． ０５ ，

＊ ＊
Ｐ＜０ ．０ １ ） ， 而

１ ０４
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？

培养基滤液组 （ ＣＦ ） 则无明显差异 ； 分别加入正常血清 以及参 白颗粒含药血清

后 ， 可 以发现 ， 与 汉砂 ／ｏｒ／ 组相 比 ， 加入参 白颗粒含药血清组 （ ｆ／．ｐｙ／ｏｒ／＋３ ０％Ｄｒｕｇ
ｓｅｒｕｍ ）

的 Ｐ６２ 基因表达显著下降 （

＿
／
？ ＜ ０ ． ０００ １ ） ， 而 ＬＣ ３

－

ＩＩ／ＬＣ３
－

Ｉ 以及 Ｂ ｅｃ ｌ ｉｎ－

１ 基因的表达

均有显著的提高 （

＿ ＊

／
＊

＜ ０ ． ０００ １ ）
； 在加入正常血清后 （ ／／．ｐ＿

ｙ／〇ｎ

＇

＋３ ０％Ｎｏｒｍａ ｌｓ ｅｒｕｍ ） ，

与 ｉ／．

／
７

＿
ｙ／ｏｒｚ

＿

组相 比 ， Ｐ ６２ 、 ＬＣ３
－

ＩＩ／ＬＣ ３
－

Ｉ 以及 Ｂ ｅｃ ｌ ｉｎ－

１ 等基因 的表达均无明显的差异 。

Ａ Ｐ６２ＢＬＣ ３ －

Ｉ Ｉ ／ＬＣ ３ －

ＩＣＢｅ ｃ ｌ ｉ ｎ －

１

ｎ ｓｅ２ ． ０
－

１ ｎ ｓｃ２ ． ０
－
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－

１一 〇 ＃？＃ ？〇


 ｔｍｕ？

〇
－

ｒＴＭ
—

＊

３
—

＾ｎ■ § ｉ － ５
＿

门 ￥ｉ ｓ
－

＿
Ｉ １ ． ０

－

＾
ｒｈＩＩ ｇ ｎ ｓＩＩ

Ｓ｜＝ａ１ ． ０
－

｜｜
ｒ
＾

ｉ
－■ ｌ １ ０

－

Ｍ

ｐ
ｉ＾Ｉ

ｊｌ ｉ！Ｍ ｌｉ｜Ｍ
，曹，你
Ｘ，

／ ；
／

图 １ ９ ／／．

／ｙ
； ／ｏｒ／ 与 ＧＥＳ －

ｌ 细胞共培养急性感染细胞 自 噬相关基因表达 。
ｑ
ＰＣＲ 检测 Ｐ６２（ Ａ ） 、

ＬＣ ３ －

Ｉ Ｉ ／ＬＣ ３
－

Ｉ（ Ｂ ） 以及Ｂ ｅｃ ｌ ｉｎ －

丨 （ Ｃ ） 的ｍＲＮＡ表达量 ， 与Ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ组相 比 ，

＊
尸＜ ０ ． ０ ５

，

＊ ＊ 尸 ＜ ０ ． ０ １ ，

＊ ＊ ＊
Ｐ ＜０ ． ００ １

； 与 ／／．

／
７

＿
ｙ／ｏｎ

？

组相 比 ，

＾
Ｐ ｃ０ ． ０００ １ 。

１ ０５
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图 ２０ ／／．

／
？

＿ｙｆｏ ｒ ｚ

？

与 ＧＥＳ －

１ 细胞共培养急性感染细胞 自 噬相关蛋 白表达 。Ａ ： ＷＢ 检测 Ｐ６２ 、 ＬＣ３
－

Ｉ Ｉ ／ＬＣ３
－

Ｉ 、

Ｂ ｅｃ ｌ ｉｎ －

ｌ 蛋 白表达图 ；
Ｂ ：ＷＢ 检测 Ｐ６２ 、 ＬＣ ３

－

Ｉ Ｉ／ＬＣ３
－

Ｉ 、 Ｂ ｅｃ ｌ ｉｎ－

ｌ 蛋 白 相对表达量 ， 与 Ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ 组比

较 ，

＊ 尸 ＜ ０ ． ０５ ，

＊ ＊ 尸 ＜ ０ ． ０ １
； 与 汉砂 ／ｏＷ 组相 比 ，

＿ 尸 ＜ ０ ． ００ １ 。

１ ０ ６
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

３Ｖ上寧 ：义

：

：

？
：樣ｖ

＿網嗎
：

＇

卜 ＇， ，
：真蒙

；蠢 ：

．［贏』
图 ２ １ 感染干扰细胞 自 噬的形成 。 透射电子显微镜 （ ＴＥＭ ） 可 以观察到不同干预组中 ＧＥＳ －

１

细胞中 自 噬体的典型图像 。 黄色方框示意局部放大图 。

本研究采用 ＷＢ 的方法检测细胞 自 噬相关蛋 白 的表达 ， 结果见图 ２０Ａ 、 Ｂ 。 在

与 ＧＥＳ －

１ 细胞共培养急性感染期间 ， 与对照组 （ Ｃｏｎｔｒｏ ｌ ） 相 比 ， Ｒｐ＿
ｙ／ｏｒ／ 组 （ ／／，＿

ｙ／ｏＷ ）

１ ０７





幽 门螺杆菌相关性 胃癌前病变上皮细胞动态变化规律机制与临床研究


Ｐ６２ 蛋 白表达水平显著增加 （
＊ ＊ 尸 ＜０ ．０ １） ， ＬＣ３

－

ＩＩ／ＬＣ３
－

Ｉ 及 Ｂｅｃｌ ｉｎ－

１ 蛋 白表达水平明显

下降 尸 ＜ 〇 ．〇 １ ，

＊ 尸 ＜ 〇 ．〇５ ） ， 而 ／／砂／〇？

？

培养基滤液组 （ ＣＦ ） 与对照组相 比 ， ：Ｐ６２ 、

ＬＣ３
－

ＩＩ／ＬＣ３
－

Ｉ 及 Ｂｅｃｌｉｎ－

１ 蛋 白的表达水平均无明显差异 （Ｐ＞０ ．０５ ）
； 与单纯 丑／＾／〇？

＿

组

（＂ ！

／
？＿

■

） 培养相 比 ， 在加入 ３ ０％参 白颗粒含药血清后 ， Ｐ６２ 、 ＬＣ３
－

ＩＩ／ＬＣ３
－

Ｉ 及 Ｂｅｃ ｌ ｉｎ－

１

蛋 白 的表达水平均有显著提高 （

＿
户 ＜ 〇 ．〇〇〇 １ ） ， 而加入 ３０％正常血清后 ， 细胞 自 噬相

关蛋 白的表达水平与 丑砂／ｏｎ
？

组相 比无明显差异 （Ｐ 
＞

０ ．０５ ） 。

透射电镜检测表明 ， 对照组 （ Ｃｏｎｔｒｏｌ ）ＧＥＳ －

１ 细胞以及使用 汉／
３＾／ｏｒ／ 培养基滤液组

（ ＣＦ ） 中均可以见到典型 自睡体的形成 （黄框所示 ） ， 而在加入 ／＾ 后 ， 自 噬体的

形成减少 ， 结果见图 ２ １ 。 正如上文所述 ， 细胞 自噬相关蛋 白 的表达相对减少 ， 细胞 自噬

收到抑制 ， 而加入参 白颗粒含药血清后 ， 细胞 自噬水平提髙 ， 自噬体的形成增多 。

综合上述实验结果所示 ， ｉ／．Ｍ／ｏｒ／ 急性感染可以抑制 胃黏膜 ＧＥＳ－

１ 细胞 自 噬的水平 ，

而加入参白颗粒含药血清后 ， 细胞 自 噬水平显著提高 ， 这表明参 白颗粒可以提高

抑制的 ＧＥＳ －

１ 细胞 自噬水平 。

３ ．４獅／〇＂ 急性感染诱导 ＧＥＳ－１ 细胞促炎因子分泌增加

本研究中通过 ＥＬＩＳＡ 检测可以发现 与 ＧＥＳ －

１ 细胞共培养后 ， 可以促进

ＧＥＳ －

１ 细胞释放大量的促炎因子 ， ＩＬ－６ 、 ＴＮＦ－

ｃｘ 、 ＩＬ－８ 、 ＩＬ －

１２ 以及 ＩＬ－

ｌ
ｐ等促炎因子的

水平与对照组 （ Ｃｏｎｔｒｏｌ ） 相比 ， 表现出显著性差异 ＜０ ．０００ １ ） ， 结果如图 ２２ 所示 。

而在加入正常血清 以及参 白颗粒含药血清后 ， 促炎因子的水平能够出现显著性的下降

（

麵
Ｐ ＜

０ ．０００ １ ） 。

１ ０８
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

？ 傘 《 ＊

Ａ ””ＲＰ １

｜

ｗ…ｗ２ ０ ０
－

１ ？…

５ ０
－

．？… ８０
－

１ ｜ Ｉ

１ ■

？… １

４ 〇 －Ｔ ■＾ １ ５ ０
－

丁

３门 ２！ ｉ
６〇

－

Ａｉ＿ ｉ门＿ ，
？

！ｉｕ 叠 偷
ｃ
°

，
ｃ

％ｗ

Ｄｒ
＾

ｎ Ｅ

６ ０
－

ｉ＊ ． ＊ ？ ８ ０ 

＂

Ｉ＿

￣

ｉ ｆ
－

ｉ

Ｍａｔ＊ａ

＾４０
－ｉ

謂 ■

剛 Ｓ８ －

１

！

：ｌｉｌｉ ｌｗｌ

、
、
，ｚ 、

、＂

图 ２２／／ ．沙／ｏｎ

＇

与 Ｇ ＥＳ －

ｌ 细胞共培养急性感染期诱导促炎因子分泌增加 。 ＥＬ Ｉ ＳＡ 检测不同分组细胞培

养液中促炎因子的浓度 。 与 Ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ 组 比较 ，

＊ ＊ ＊ ＊ 尸 ＜０ ． ０００ １
； 与 ／／．

；
７

＿
ｙ ／ｏＷ 组相 比 ，

＿ 尸 ＜ ０ ． ０００ １

３ ．５ 参 白颗粒含药血清抵抗 仗 慢性感染期 ＧＥＳ －

１ 细胞增殖水平

本研究继建立 了 丑 与 ＧＥＳ －

１ 细胞共培养慢性感染体系 ， 模拟 ｉ／．

／
７
＿
ｙ／ｏｒ／ 在 胃 中

慢性 、 长程感染期间发生的变化 ， 将 与 ＧＥ Ｓ －

１ 细胞共培养 ３ ０ 天后 ， 使用 ＣＣＫ８

法检测 ＧＥＳ
－

１ 细胞的增殖活性 。 与对照组 （ Ｃ ｏｎｔｒｏ ｌ ） 相 比 ， 慢性感染能够明显

地提高 ＧＥＳ －

１ 细胞增殖 （

＾

Ｐ ＜ ０ ． ０００ １ ） ， 加入正常血清后 ， 细胞增殖能力无明显变化 ，

而加入 ３ ０％参 白颗粒含药血清后 ， ＧＥＳ －

１ 细胞增殖能力 明显下降 （

＿
Ｐ ＜０ ． ０００ １ ） ， 具

体结果见图 ２３ 。

１ ０ ９
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

＿２ ． ０
？

｜ ＊ ＊ ＊ ＊

ｆ
—

Ｉｍ

＿＿
１ ￡１ 〇

－＾■ －

５

｜Ｈ ｉ
Ｉ〇 ■ 〇 ！

■ 學

Ｚ／
。

，
、

Ｖ

图 ２３ 参 白颗粒抵抗 ／／．砂 ／〇？

＿

慢性感染 ＧＥＳ －

１ 细胞增殖 。 与对照组 （ Ｃｏｎｔｒｏ ｌ ） 相 比 ，

＊ ＊ ＊ ＊ 尸 ＜ ０ ． ０００ １
；

与 ／／．炒 ／ｏｎ

？

组 （ ／／．ｐ＿
ｙ／ｏｒ； ） 相 比 ，

麵
尸 ＊

：
：０ ． ０００ １ 。

３ ．６ 参 白颗粒抑制 凡处／＃／ 慢性感染诱导增强的 ＧＥ Ｓ－

１ 细胞迁移与侵袭能力

本研究中将 ／／．

／
７

＿ｙ／ｏｎ

＿

与 ＧＥ Ｓ －

１ 细胞长期共培养 １ 个月 后 ， 进行细胞划痕实验检测 ，

分别观察 Ｏｈ 、 ２４ｈ 细胞迁移能力 ， 结果如 图 ２４Ａ 、 Ｂ 所示 ， ／／．ｐｙ／ｏｎ

？

慢性感染组的 ２４ｈ

后细胞愈合面积更大 ， 划痕宽度与对照组相 比 ， 明显变窄 （

＿
Ｐ ＜０ ． ０００ １ ） ， 而加入正

常血清后 ， 划痕宽度与对照组相 比 ， 变窄仍十分明显 （

＿
Ｐ ＜０ ． ０００ １ ） ， 在加入参 白颗

粒含药血清后 ， 划痕愈合面积与对照组相 比无明显差异 ， 划痕宽度与对照组相 比无差异

（户 ＞ ０ ． ０５ ） 。 细胞划痕实验结果表明 ， 长期的 慢性感染 ＧＥＳ －

１ 细胞 ， 能够增强

细胞的迁移能力 ， 而参 白颗粒含药血清能够有效的抑制 ＧＥＳ －

１ 细胞的迁移 。

一

般来说 ， 侵袭能力较强的细胞能够分泌消化基质胶蛋 白从而能够到达含有较高营

养成分的 ｔｒａｍｗｅ ｌ ｌ 下室 ， 因此可以通过计数到达下室的细胞来说明该细胞的侵袭能力 。

ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 小室实验结果见图 ２ ５Ａ 、 Ｂ ， 与对照组相 比 ， ｉ／．Ｍ ／ｏｎ

？

长期感染的 ＧＥＳ －

１ 细胞

的侵袭能力显著增强 ， 在加入含药血清后 ， 与 组 相 比 ， 细胞侵袭能

力显著下降 （

ｇ
ｐ ｃ０ ． ０００ １ ） ， 而加入正常血清后 ， 到达下室的细胞与 ／／．砂／以７

＿

组比较 ，

１ １ ０
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

则无统计学意义 （Ｐ ＞０ ． ０５ ） 。

丨 丨

麵■
Ｂ２ ００ ０

－

１ Ｅ９Ｏ ｈ

ｉ
－

＾＾Ｄ ２４ ｈ

ｉ

１ Ｓ０°

ｉ ｌ（｜
ｉ

１
１ ０ ０ ０

 ！ ！

ＩＬ，ｉ！ｙＩ

＾

Ｔｌｉｏｉｔｌ ｌ
ｕ ｉ ｉ ｉ ｒ

＾＾，

，
、

ｚ

图 ２４ ／／．

；＾ ／ｏｎ

＇

慢性感染对 ＧＥＳ －

ｌ 细胞迁移能力 的影响 。 Ａ ： 细胞划痕实验观察 Ｏｈ 、 ２４ｈ 的细胞迀移

能力 ；
Ｂ ： 细胞划痕实验 Ｏｈ 、 ２４ｈ 愈合百分 比 ， 黑实线代表 Ｏｈ 组别与对照组 （ Ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ） 比较 ， 黑虚

线代表 ２４ｈ 组别与对照组相 比 ，

＿
尸 ＜０ ． ０００ １ 。

１ １ １
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－
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ｗ
ｘ

图 ２５／／．

／
７

＿
ｙ ／ｏｒｒ漫性感染对 ＧＥＳ －

１ 细胞侵袭能力的影响 。 Ａ ： 通过光镜观察 ＧＥＳ －

１ 细胞穿过 ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ

小室的能力 ；
Ｂ ：ＧＥＳ －

１ 细胞穿过小室的数量 ， 与对照组 （ Ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ） 相 比 ，

＊ ＊ ＊ ＊ 尸 ＜ ０ ． ０ ００ １
； 与 ／／．

／ｙ
； ／ｏｎ

＇

组 （ ／／■砂 ／ｏｎ

’

） 相 比 ，

＿ Ｐ ＜ ０ ． ０００ １ 。

３ ．７ 参 白颗粒抑制 慢性感染诱发的 ＧＥ Ｓ －

１ 细胞 自 噬相关基因 ／蛋 白水平

在本研宄中 ， 与 ＧＥ Ｓ
－

１ 细胞进行长期共培养后 ， 利用 ｑ
ＰＣＲ 技术对细胞 自

噬相关基因进行检测 ， 结果见图 ２６ 。 与对照组相 比 ， 组的 Ｐ６２ 基因表达显著下

降 （
＊ ＊ ＊ ＊

尸 ＜ 〇〇〇〇 １ ） ，ＬＣ ３ －

ＩＩ／ＬＣ ３
－

Ｉ以及Ｂ ｅｃ ｌ ｉｎ－

１基因表达显著提高 （

＊ ＊ ＊ ＊
尸 ＜ ０ ． ０００ １ ） ，

这表明 长期慢性感染 ＧＥ Ｓ －

１ 细胞后 ， 提高其细胞 自 噬能力 ； 而加入正常血清后 ，

细胞 自 噬相关基因 的表达与 ／／．砂 ／ｏｒ ／ 慢性感染组无显著差异 （ Ｐ ＞ ０ ． ０ ５ ）
； 在加入参 白颗

粒含药血清干预后与 ／／．砂 ／〇 ／７

？

慢性感染组相 比 ， Ｐ６２ 基因表达显著提高 （

＿
Ｐ ＜ ０ ． ００ １ ） ，

ＬＣ ３
－

ＩＩ／ＬＣ ３
－

Ｉ 以及 Ｂ ｅｃ ｌ ｉｎ －

１ 基因 的表达均有显著的下降 （

■
尸 ＜ ０ ． ００ １ ，

＿
尸 ＜ ０ ． ０００ １ ） 。

１ １ ２





幽 门螺杆菌相关性 胃癌前病变上皮细胞动态变化规律机制与临床研究


Ａ Ｂ ＬＣ ３ －

Ｉ Ｉ ／ＬＣ３ －

ＩＣＢ ｅｃ ｌ ｉ ｎ －

１

Ｐ６２

＊ ＊ ＊ ＊

ｃ１ － ５
－

ｔｃ２ 〇
－

｜
１ｎ ｓｃ２ － ５

－

｜？？

１ ！， ５
－＿＿

，１
２ ＇ °

－

１ 。
－

＿ｉ．Ｉ ｌ ｌ＾Ｉｉ￡

！Ｌ ｉ ｉｉ證 丨論
々

；＜／场：
／

，Ｖ
、

／Ｖ，Ｖ
。

图 ２ ６ ／／
．

／
；ｙ ／ｏｒ／ 与 ＧＥＳ －

１ 细胞长期共培养后细胞 自 噬相关基因表达 。 ｑ
ＰＣＲ 检测 Ｐ６ ２（ Ａ ） 、

ＬＣ ３
－

Ｉ Ｉ／ＬＣ ３
－

Ｉ（ Ｂ ） 以及Ｂ ｅｃ ｌ ｉｎ
－

１（ Ｃ ） 的ｍＲＮＡ表达量 ， 与Ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ组相 比
，

＊ ＊ ＊ ＊
尸 ＜０ ． ０ １

； 与

组相 比 ，

■
尸 ＜ ０ ．００ １ 。

／ ／

／／
Ａ／Ｂ

＾／ Ｐ６２ ＬＣ ３
＇＂／ＬＣ ３

＇

＇

占＂ 务
， ５

１＾ｃ
１ 〇

］^
Ａｃｒｉｎ

卜＿
１ｏ ｓ

－
￣１

２ 〇
＿ｌ ｜■

― １

ｌ—ｊ人ｙｙ，今ｖ

，
／＾＾

＾

／
ｙ

图 ２７ ／／．砂／〇 ／７

＿

与 ＧＥＳ －

ｌ 细胞长期共培养后细胞 自 噬相关蛋 白表达 。 Ａ ：ＷＢ 检测 Ｐ６２ 、 ＬＣ３ －

Ｉ Ｉ／ＬＣ３
－

Ｉ 、

Ｂ ｅ ｃ ｌ ｉｎ－

１ 蛋 白表达图 ；
Ｂ ：ＷＢ 检测 Ｐ６２ 、 ＬＣ ３ －

Ｉ Ｉ ／ＬＣ３ －

Ｉ 、 Ｂ ｅｃ ｌ ｉ ｎ
－

１ 蛋 白相对表达量 ， 与 Ｃ ｏｎｔｒｏ ｌ 组 比

较 ，

料 ＊ ＊
／＾０ ． ０００ １

； 与 ／／．

／
？

＿
ｙ／ｏＷ 组相 比 ，

＃
尸 ＜０ ． ０ ５ ，

餅
尸 
＜ ０

． ０ １ ，

纖
尸 ＜ ０ ． ０ ０ １ ，

＿
尸 ＜０ ． ０００ １ 。

本研究还通过 ＷＢ 的方法检测细胞 自 噻相关蛋 白 的表达 ， 结果见图 ２ ７Ａ 、 Ｂ 。 细胞

１ １ ３




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

自噬相关蛋 白的表达趋势与其对应的基因表达趋势大致
一

致。 经 凡
／＾／ｏｎ

？

慢性感染的

ＧＥＳ －

１ 细胞 ， 与对照组相比 ， Ｐ６２ 蛋白 的表达显著下降 （
＊ ＊ ＊ ＊ 尸 ＜ ０ ．０００ １ ） ，ＬＣ３

－

ＩＩ／ＬＣ３ －

Ｉ

及 Ｂｅｃ ｌ ｉｎ－

１ 蛋 白表达水平明显提高 （
＊ ＊ ＊ ＊

Ｐ 
＜

０ ．０００ １ ） 。 在加入参 白颗粒含药血清干预后 ，

与单纯 丑砂／￡＞／７

？

慢性感染组相 比 ， Ｐ６２ 蛋白表达明显提高 （

＃＃＃
尸 ＜ ０ ． ００ １ ） ， ＬＣ３

－Ｈ／ＬＣ３ －

Ｉ

及 Ｂｅｃ ｌ ｉｎ－

１ 蛋 白表达水平明显下降 （

＃＃＃
尸 ＜ ０ ．００ １ ，

＿
尸 ＜ ０ ．０００ １ ） 。 而加入正常血清后 ，

Ｐ６２ 蛋 白的表达与单纯 慢性感染组相 比无统计学意义 ， ＬＣ３ －

ＩＩ／ＬＣ３ －

Ｉ 及 Ｂ ｅｃ ｌｉｎ－

１

蛋 白表达均呈现不同程度的下降 （

＃
尸 ＜ 〇 ．〇５ ，

＃
尸 ＜ ０ ．０ １ ） 。

对各个干预组的 ＧＥＳ －

１ 细胞进行透射电镜观察 ， 可以发现
？

慢性感染组中典

型 自噬体形成增多 （黄框所示 ） ， 结果见图 ２８ 。

综合上述实验结果所示 ， ／／．ｐｊ／ｏｎ
？

慢性感染 ＧＥＳ －

１ 细胞可以提高细胞 自噬水平 ， 而

加入参 白颗粒后可以降低 ＧＥＳ －

１ 细胞 自噬水平 ， 这表明参 白颗粒可以抑制 ／／．ｐｙ／ｏｒ／ 慢性

感染诱发的 ＧＥＳ －

１ 细胞 自噬水平 。

１ １ ４
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幽 门螺杆菌相关性 胃癌前病变上皮细胞动态变化规律机制与临床研究 ；



■麵麵

拿我
．

ｉｎ

谓， 齡ｆ ＇ＪＪ

ｓ

：

二，ｃ脅雜

图 ２ ８ ／／．

／＾ ／ｏｎ

？

感染诱导 ＧＥＳ
－

１ 细胞 自噬的形成 。 透射 电子显微镜 （ ＴＥＭ ） 可 以观察到不同干预

组中 ＧＥＳ －

１ 细胞中 自 噬体的典型 图像 。 黄色方框示意局部放大图 。

１ １ ５
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

３ ．８ 参白颗粒激活
？

慢性感染诱导的 ＧＥＳ－１ 细胞凋亡抵抗

与 ＧＥＳ－

１ 细胞长期共培养后 ， 进行流式细胞术检测 ， 发现 慢性感

染的 ＧＥＳ －

１ 细胞与对照组比较 ， 其细胞凋亡率显著下降 （
＊ ＊ ＊ ＊

Ｐ＜０ ．０００ １ ） ， 而加入参

白颗粒含药血清干预后 ， 与
？

慢性感染组相 比 ， 细胞凋亡率明显提高 （

＿
Ｐ＜

０ ．０００ １ ）
； 加入正常血清后与

？

慢性感染组相 比 ， ＧＥＳ－

１ 细胞凋亡率出现
一

定的下

降 （

＃
／
？ ＜ ０ ．０ １ ） ， 结果见图 ２９Ａ、 Ｂ 。 以上结果说明 ， 丑

；
ｊｙ／ｏｒ／ 慢性感染可以抑制 ＧＥＳ －

１

细胞凋亡 ， 而加入参 白颗粒干预后 ， 可以改善慢性 感染的 ＧＥＳ－

１ 细胞抗凋亡的

特性 。

１ １ ６
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

Ａ Ｃｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ ｆＬｐｙｌｏｒｉ
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２ 〇

－
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｜ １ ５
－

Ｏ

２ １ ０
－
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５

Ｉ＿■Ｉ
〇
丄 －＿＿＿＿

６妒 ＇／，

图 ２９ ／／．

／ｙ
；／ｏＨ 慢性感染诱导 ＧＥ Ｓ

－

ｌ 细胞凋亡抵抗 。 Ａ ： 流式细胞术检测细胞凋亡情况 ；
Ｂ ： 对凋亡

细胞进行统计分析 ， 与对照组相 比 ，

ｍｗ
／＾ Ｏ ． ＯＯ Ｏ Ｉ

； 与
？

组相 比 ，

ｗ ｐ ｃ Ｏ ． Ｏ ｌ ，
■ Ｐ ｃ Ｏ ． ＯＯＯ ｌ 。

１ １ ７
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幽 门螺杆菌相关性 胃癌前病变上皮细胞动态变化规律机制与临床研究


４ 讨论

４ ． １ 瓦仍办ｒ＊

？

急性感染与慢性感染共培养模型的建立

／／．Ｍ ／ｏｒｆ 与人 胃黏膜上皮细胞 （ ＧＥＳ －

１ ） 共培养模式是体外实验模拟 发挥致

病作用最直接有效的方式 。 为了模拟 汉砂／ｏｎ
？

在 胃 内急性感染与慢性长期感染的状态 ，

本研宄构建了短期共培养 （ 急性感染 ） 与长期共培养 （慢性感染 ） 两种模型 ， 研究在这

两种模型过程中 ＧＥＳ －

１ 细胞增殖 、 细胞 自噬、 迁移 、 侵袭以及凋亡等变化 。 在本研究中 ，

选取 ＡＴＣＣ４３ ５０４ 标准株作为实验菌株 ， 是因为该菌株是具有 ＣａｇＡ＋与 ＶａｃＡ＋

双阳性的强毒力菌株 ， 更能开展 丑 强毒力的研宄 ｆ
６５

］

； 在此次研宄中 ， 选取了人 胃

黏膜上皮细胞 ＧＥＳ－

１ 作为实验细胞株来模拟 Ｅｍ／ｏＷ 感染人体的过程 ， 而没有选择大部

分实验中的 胃腺癌 ＡＧＳ 细胞 ， 这是因为 ＡＧＳ 细胞作为己经癌化的细胞系 ， 丑
？

与

其共培养后对其机制进行研究 ， 实验结果可能并不能说明 的致病性 。

４ ．２ 参白颗粒用于治疗胃癌前病变临床研宄的源流

丑
／＾／ｏｈ 乃湿热邪气 ， 自 口侵入 胃腑 ， 初感邪气 ， 内镜望之 ， 胃黏膜

一

派弥漫发红 ，

白色黏液附着 ， 粘腻难以冲刷 ， 此乃湿热邪气侵袭 胃腑 ， 湿邪为病 ， 重浊黏滞 ， 胃经聚

水 ， 易阻气机 ， 此病初起在气分 ； 热邪初起 ， 迫血妄行横溢 ， 故镜下
一

派弥漫性发红之

象 ； 胃乃多气多血之腑 ， 火热盘踞中焦 日久 ， 热入血分 ， 燔灼津液 ， 邪热不得泄 ， 气郁

不得解 ， 津少血浓 ， 迟滞成瘀 ， 瘀血内阻 ， 故除菌后 内镜下可见小弯侧地图样发红表现 ，

胃黏膜褪色变薄 ， 血管网显露 ， 此期病进 ， 毒热入血分 ， 病在血分 ， 当气血兼顾 。

内镜乃中医望诊的延伸 。 现症感染与既往感染镜下表现各不相 同 ， 不同时期分属

／／：砂／ｏＷ 感染不同阶段 ， 病机不同则其治法各异 ， 中医诊病 ， 首要察病因 ， 明病机 ， 后
ｔ〇

辨证论治 ， 此为准则 ， 当先明其重 ， 而后知所从治 。

课题组前期 自 现症感染与既往感染不同阶段病机出发 ， 将
？

感染状

态分为三期论治 ， 导师李志红根据多年临证经验 ， 将 丑／＾／ｏｎ
？

感染分为三个阶段 ， 认为

现症感染阶段 ， 病情较轻 ， 病位在气分 ， 此期病机为湿热壅滞 ， 治 以清热利湿 ， 通利腑

气 ； 在根除 ／／：砂 ／〇＾
？

后 ， 即既往感染状态 ， 此时虽邪气已除 ， 但邪毒入血 ， 病位在血分 ，

此期热毒入络 ， 治 以理气活血解毒 ； 侵袭 胃腑 日久 ， 变生他疾 ， 正如 《灵枢 ？ 邪

气脏腑病形 》

“

邪气不出 ， 与其真相搏 ， 乱而不去 ， 反还内著 。

”

邪不早除 ， 邪不尽除 ，

１ １ ８
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损人体之真气 ， 侵入人体 日久 ， 邪气 日 盛 ， 此时即使根除 ， 其所遗余邪煎熬 胃

阴 ， 胃 汁竭 ， 引 动肝风 ， 终成肝 胃 阴虚之机 ， 此时病久己成虚体 ， 治疗当 以濡润甘寒养

阴为要 。

在辨证论治的指导下 ， 导师李志红在全国名 中医 田德禄教授治疗 胃癌前病变的中药

方剂
“

消痞灵
”

的基础上去原方中甘补之党参 ， 改用甘平之太子参 ， 平补气阴 ， 组成中药

复方参 白颗粒 ， 全方共六味 ， 方简效专 ， 用于治疗根除 后内镜下示小弯侧地图

样发红表现 ， 胃黏膜褪色变薄 ， 血管网显露等表现 ， 此期热毒入络 ， 全方共奏理气活血

解毒之治 。 方中柴胡味辛苦 ， 性微寒 ， 归肝、 胆 、 肺经 ， 具疏肝理气解郁之效 ； 紫苏梗

为紫苏茎入药 ， 性味辛 、 甘 ， 微温 ， 归肺 、 脾 、 胃经 ， 以梗入药 ， 更擅理 胃气之效 ， 两

药共同为君药 ， 疏肝气 ， 降 胃气 ， 理中焦气郁之弊 ； 白花蛇舌草功擅清热利湿 、 解毒消

痈 ， 配伍清热利水渗湿之生薏苡仁 ， 导余邪外 出 ， 辅 以行气活血化瘀之莪术 ， 三者共为

臣药 ， 清中焦郁热之邪 ， 化 胃腑入络之毒 ； 再于前述
一

队戕伐正气之品 中佐入平步脾 胃

气阴之太子参 ，

一

则健脾运以 固本 ， 二则补脾阴 以防诸药攻伐太过 。 药仅六味 ， 随证治

之 ， 热毒甚 ， 随证加入连翘、 蒲公英 、 紫花地丁等清热解毒之品 ； 阴虚甚 ， 则佐以石斛、

沙参 、 生地等甘寒养阴之类 。

组方在立意上重在
“

除邪务尽
”

的理念 ， 即使根除 后 ， 其残留的毒素以及

导致的免疫反应均持续
“

攻击
”

胃黏膜的稳态 ， 因此整个处方理气活血以逐气郁 、 血瘀

之邪外出 ， 平补气阴 以 固本维持 胃黏膜稳态 。

课题组前期使用参 白颗粒进行小样本临床疗效观察研究发现 ， 参 白颗粒干预 １２ 周

后的 胃癌前病变患者 ， 其组织病理学结果表明 胃黏膜中炎性细胞浸润程度、 异型细胞数

量、 分布范围 以及分布密度等均有所减轻 ｆ
４２

］

。

因此在本研宄中 ， 我们收集了参 白颗粒含药血清 ， 验证其体外抗
？

疗效 。 本

研宄为保证造模稳定性和质量 ， 采集到的大鼠参 白颗粒含药血清经过过滤 、 补体灭活后 ，

进行两次 ＣＣＫ８ 实验检测细胞增殖活性 ， 选取适合的含药血清浓度用于后续实验。

４ ．３ 参白颗粒对急 、 慢性感染中 胃黏膜细胞增殖、 自噬的影响

与 ＧＥＳ －

１ 细胞短期共培养时 ， 可抑制 ＧＥＳ －

１ 细胞增殖活性 ， 抑制

细胞 自 噬水平 。 细胞 自噬在调节宿主免疫和炎症反应中起着关键作用 ， 被认为是
一

种对

１ １ ９
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抗感染的先天防御机制 ， 正如文献研究结果所示 ， 丑砂／ｏＷ 的空泡细胞毒素可以抑制 自

噬体成熟 ， 形成扩大的 、 功能失调的溶酶体和 自噬体 ， 破坏 自噬途径 ［
６６

］

， 这些溶酶体和

自噬体充当细胞内生态位 ，

‘

可以在 自噬体的双层膜区室内冬眠并进
一

步复制 以

实现在 胃 黏膜中长期存活的 目 的 ［
６７

］

。 而在经过
一

个月 的长期共培养后 ， 持续暴露于

丑砂／ｏｎ
？

环境下的 ＧＥＳ －

１ 细胞增殖水平提高 ， 细胞 自噬增强 ， 细胞的侵袭 以及迁移能力

均有所提高 ， 并且长期感染后的细胞在透过 ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 小室时 ， 与对照组相 比 ， 可以发现

细胞形态发生了 明显的变化 ， 细胞牵拉伸长 ， 表现出
“

蜂鸟
”

的细长表型 ［
６８

］

， 类似于成纤

维细胞间叶细胞形态的改变 ， 侵袭能力增加 ， 这是细胞恶变的特质 ， 与此同时 ， 长期感

染的 ＧＥＳ －

１ 细胞的凋亡率明显下降 ， 具备了
一

定的抗凋亡特性 ， 这表明 ＧＥＳ －

１ 细胞具

备了
一

定的恶变特性 ， 出现了癌症干细胞 （ Ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
，
ＣＳＣ ｓ ） 的特性 ， 这与文献

研宄结果
一

致 ， 胃肠上皮化生的细胞凋亡水平下降 ， 而增殖水平提高 ， 这有利于细胞的

积累 ， 这正是肿瘤发生的
一

种趋势 ［
６９

］

。

在加入参 白颗粒含药血清后 ， 慢性感染的 ＧＥＳ－

１ 细胞增殖明显被抑制 ， 而细胞凋亡

率被提高 ， 导致凋亡指数／增殖指数比率显著增加 ， 这表明参 白颗粒可以扭转了上述细胞

恶变的趋势 。

长期感染的 ＧＥＳ －

１ 细胞表现出 的 ＣＳＣｓ 特性可能需要细胞 自噬来维持 ， 研究表明 ，

自 噬可减少间充质干细胞的活性氧生成并维持干性特征 ， 同时 自噬可 以控制 ＣＳＣ ｓ 细胞

的稳态 ， 因此这得以解释在慢性感染过程中细胞 自 噬的水平提高 。

在急性感染期间 ， 抑制细胞 自 噬 以获取在细胞 内 的生态位 ， 而在慢性感染

长期暴露于 毒素中 ， 这些包裹着 的 、 具有缺陷的 自噬体与溶酶体通过

其他未知的途径激活 ， 诱导细胞 自 噬的发生 ， 从而使封存的 得以继续感染细胞 ，

同时在此过程中 ， 细胞 自 噬的过程可以维持着 Ｃ ＳＣ ｓ 特性 。

综上所述 ， 急性感染期间 ， 抑制 ＧＥＳ －

１ 细胞增殖活性 ， 破坏细胞 自 噬途径

以实现在细胞 内存活的 目 的 ， 而在长期的
？

刺激下 ， 正常的 ＧＥＳ －

１ 细胞表现出

ＣＳＣｓ 样转化 ， 使细胞出现异常增殖、 抗凋亡以及激活细胞 自噬 以维持干细胞特性 ， 而

在加入参 白颗粒含药血清后 ， 能够有效的抑制细胞增殖、 提高细胞凋亡率 、 抑制细胞 自

噬 ， 降低 Ｃ ＳＣ ｓ 样细胞的迁移以及侵袭能力从而减少 ＣＳＣ ｓ 样细胞的动态生长 。

１ ２０
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结 语

研宄结论 ： 本研究围绕 丑冰奶
？

相关 胃癌前病变展开临床与实验研宄 ， 从

相关 胃癌前病变放大 内镜下的表现入手 ， 从宏观上把握癌前病变黏膜的形态变化 ， 以期

更准确的判定病变性质 ， 识别高危病变甚至恶性病变 ， 提高病变黏膜的诊断效能 ； 进
一

步基于单细胞测序技术绘制
？

相关 胃癌前病变黏膜上皮细胞的单细胞图谱与演化

轨迹 ， 继以细胞实验探宄中药复方参 白颗粒干预上皮细胞异常增殖分化的作用靶点 ， 为

中医药防治 相关癌前病变提供思路与对策。

结论如下 ：

１
． 在高危型 ＯＬＧＡ 的判别中 ， 我们发现

“

白光下可见肠化斑
”

是风险因素 ， 在 内镜

检查过程中 当提起重视 ， 同时虽然 ＤＬ 与癌变呈正相关 ， 但 ＭＣＤＬ 边界规整确是保护性

因素 ， 应当细致地对 ＤＬ 进行下
一

步的微细判别 ； 在高危型 ＯＬＧＩＭ 判别 中 ， 胃体小弯

侧发现 ＩＭ 、 ＶＥＣ
ｐａｔｔｅｒｎ 均是重要的风险因素。

２ ． 通过构建 感染后的 胃黏膜上皮细胞类群分化轨迹图谱 ， 我们表征了潘 氏

细胞 、 成纤维细胞 、 ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ 细胞、 肠 内分泌细胞 、 主细胞以及 Ｐ ｉｔｍｕｃｏｕｓ 细胞在

？

相关 胃癌前病变组织中进展的动态变化 。 我们确定 了 以 ＬＧＲ５＋ｓｔｅｍ 细胞在 胃

癌前病变组织中恶性增殖的地位 。

３ ． 通过细胞实验构建 细胞短期与长期共培养模型 ， 模拟 ／／卻／〇？７

＿

在人体 内急性感染与慢性感染的过程 ， 我们发现在急性感染期间 ， 抑制 ＧＥＳ －

１

细胞增殖 ， 破坏细胞 自噬 ， 分泌大量促炎因子 ， 而长期 刺激下 ， 正常的 ＧＥＳ－

１

细胞表现出 ＣＳＣｓ 样转化 ， 细胞出现异常增殖活性 、 抗凋亡特性 以及能够激活细胞 自 噬

以维持干细胞特性 ， 在加入参 白颗粒含药血清后 ， 能够有效的抑制细胞增殖、 提髙细胞

凋亡率、 抑制细胞 自 噬 ， 降低 ＣＳＣｓ 样细胞的迁移以及侵袭能力从而减少 ＣＳＣｓ 样细胞

的动态生长 。

创新点

１ ． 在本研宂中 ， 从临床现象入手 ， 探宂 胃黏膜病变的表象 ， 继而采用单细胞测序技

术解密微观上 胃上皮细胞的动态变化轨迹 ， 继以细胞实验验证发现 ， 同时加入中药复方
＊

 ｉ ． ：
？

．
？ 

：
－

ｆ

的干预 ， 以期为中医药防治 胃癌前病变提供思路 ， 本研究从宏观到微观 ， 从临床表现到

１ ２ １
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实验验证 ， 契合了 临床 问题指导科研过程 ， 科研结果促进临床疗效的闭环 。

２ ． 本研宄解密 了在 相关的 胃黏膜上皮细胞的动态发展过程中 ， 主要异常增

殖的 ＬＧＲ５＋ ｓｔｅｍ 细胞 ， 同时细胞实验证实了在 汉砂／〇？７

？

急性感染与慢性感染期间 ， 细

胞不同的增殖 、 自噬以及凋亡途径 ， 能够更好地为临床防治 丑．砂／〇＾

？

相关性 胃癌前病变

提供思路 ， 提示我们 ， 在根除
？

后 ， 胃黏膜依 旧有恶性进展的可能 。

不足与展望

１ ． 本研宄中临床研宄章节中选取的是单中心的数据 ， 患者人群及病种具有
一

定的局

限性 ， 同时 由于纳入的病例数较少 ， 未对得到的诊断模型实施外部验证 ， 在之后的研究

中 ， 可以联合多 中心 、 大样本探宄 胃癌前病变黏膜的特殊 内镜下表现 ， 同时加入外部验

证 ， 评判诊断模型的效能 。

２ ． 单细胞测序技术过程中 ， 采集的样本数量较少 ， 难以表征更全面的上皮细胞类群 ，

这提示我们在后续实验过程中 ， 应当进行更大样本量的单细胞测序技术 ， 尽量采用 同
一

批次的样本以矫正误差 。

３ ． 体外细胞实验验证了 中药复方参 白颗粒干预急性及慢性 Ｈ．Ｐ＿ｙ
／〇ｒ ｉ 感染的过程 ， 但

是不可否认的是 ， 缺少更加细致的靶点通路验证 ， 因此后续的研宄应当更加细致地阐 明

中药复方作用 的靶点 ， 乃至拆分中药复方以明确单药的作用靶点 。

１ ２２
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