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• 实验研究 • 

参苓白术散通过 TLR4/NFκB/Nrf2 通路和自噬对脂多糖诱导的 GES-1 细胞
炎症反应的影响 

范春兰，张润，王洪平，尹琼，李品，马全涛，杨涵，李晋生，王志斌* 

北京同仁堂股份有限公司 科学研究所，北京  100079 

摘  要：目的  探讨参苓白术散对幽门螺旋杆菌脂多糖诱导人胃黏膜上皮细胞（GES-1）炎症反应的影响及作用机制。方法  

建立幽门螺旋杆菌脂多糖诱导的 GES-1 细胞炎症模型。采用 Griess 法检测一氧化氮（NO）释放水平；CCK8 法检测细胞活

力；ELISA 检测炎性细胞因子[（肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素（IL）-6 和 IL-1β]的水平；荧光探针染色检测细胞

活性氧（ROS）和 Caspase 3/7 含量；荧光探针 JC-1 观察 GES-1 细胞线粒体膜电位的变化；免疫荧光技术检测核因子-κB（NF-

κB）p65 的核转位情况；荧光定量 PCR 检测 Toll 样受体 4（TLR4）和核因子 E2 相关因子 2（Nrf2）的基因表达水平；透射

电镜观察细胞中自噬小体数量；蛋白质免疫印迹法检测 TLR4、Nrf2、LC3II 和 p62 蛋白的表达水平。结果  与模型组比较，

参苓白术散 6.25、12.5 μg/mL 组可显著降低细胞上清 NO 含量（P＜0.01）；参苓白术散 6.25、12.5 μg/mL 组能显著降低 IL-6

和 IL-1β 含量，参苓白术散 12.5 μg/mL 组能显著降低 TNF-α 含量（P＜0.05、0.01）；参苓白术散 6.25、12.5 μg/mL 组 ROS

生成显著减少（P＜0.05、0.01）；参苓白术散 12.5 μg/mL 组细胞线粒体膜电位水平显著提高（P＜0.05）；参苓白术散可以显

著抑制细胞 NF-κB p65 核位移（P＜0.05）；参苓白术散 12.5 μg/mL 组 Caspase 3/7 绿色荧光强度显著降低（P＜0.05）；参苓

白术散 12.5 μg/mL 组细胞 TLR4 蛋白相对表达量显著降低、Nrf2 相对表达量显著升高（P＜0.05），参苓白术散各剂量组 TLR4 

mRNA 相对表达量均显著降低（P＜0.01），参苓白术散 6.25、12.5 μg/mL 组 Nrf2 mRNA 相对表达量均显著升高（P＜0.05、

0.01）。参苓白术散能够提高脂多糖环境下 GES-1 细胞内自噬小体的数量。与模型组比较，参苓白术散 12.5 μg/mL 组细胞内

LC3II 表达显著升高，p62 表达显著降低（P＜0.05）。结论  参苓白术散能改善脂多糖诱导的 GES-1 细胞炎症反应，其作用

机制可能与调节 TLR4/NF-κB/Nrf2 信号通路和促进细胞自噬有关。 
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Effects of Shenling Baizhu Powder on lipopolysaccharide-induced inflammatory 

response of GES-1 cells through TLR4/NFκB/Nrf2 pathway and autophagy 
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Abstract: Objective  To study the anti-inflammatory effect of Shenling Baizhu Power on human gastric mucosal epithelial cell (GES-

1) induced by Helicobacter pylori lipopolysaccharide, and its mechanism. Methods  The lipopolysaccharide -induced GES-1 cell 

inflammation model was established. NO production was assessed by Griess reagent. Cell viability was determined by CCK8 assay. 

The levels of TNF-α, IL-1β, and IL-6 in cell culture supernatant were measured by ELISA. ROS production were detected through 

fluorescent probe assay. Caspase 3/7 activation was evaluated using Caspase 3/7 Green Ready Probe. JC-1 was used for the detection  
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of the mitochondrial membrane potential. NF-κB was detected by immunofluorescence. TLR4 and Nrf2 mRNA expression were 

detected by qRT-PCR. Transmission electron microscopy was applied to observe the number of autophagosomes in GES-1 cells. The 

expression levels of TLR4, Nrf2, LC3II and p62 were determined by Western blotting. Results  Compared with model groups, Shenling 

Baizhu Powder 6.25 and 12.5 μg/mL groups could significantly reduce the content of NO in cell supernatant (P < 0.01). The contents 

of IL-6 and IL-1β in Shenling Baizhu Powder 6.25 and 12.5 μg/mL groups were significantly decreased, and the contents of TNF-α in 

Shenling Baizhu Powder 12.5 μg/mL groups were significantly decreased (P < 0.05, 0.01). Compared with model group, ROS 

production in Shenling Baizhu Powder 6.25 and 12.5 μg/mL groups was significantly decreased (P < 0.05, 0.01). The level of 

mitochondrial membrane potential in Shenling Baizhu Powder 12.5 μg/mL group was significantly increased (P < 0.05), Shenling 

Baizhu Powder could significantly inhibit NF-κB p65 nuclear shift (P < 0.05). Compared with model group, the green fluorescence 

intensity of Caspase 3/7 in Shenling Baizhu Powder 12.5 μg/mL group was significantly decreased (P < 0.05). The relative expression 

levels of TLR4 in Shenling Baizhu Powder 12.5 μg/mL group were significantly decreased, while Nrf2 expression levels significantly 

increased (P < 0.05), and the relative expression levels of TLR4 mRNA in each dose group were significantly decreased (P < 0.01). 

The relative expression of Nrf2 mRNA in Shenling Baizhu Powder groups 6.25 and 12.5 μg/mL were significantly increased (P < 0.05, 

0.01). Shenling Baizhu Powder can increase the number of autophagosomes in GES-1 cells in lipopolysaccharide environment. 

Compared with model group, LC3II expression in Shenling Baizhu Powder 12.5 μg/mL group was significantly increased, and p62 

expression was significantly decreased (P < 0.05). Conclusion  Shenling Baizhu Power mitigated lipopolysaccharide-induced 

inflammatory response in GES-1 cells, which may be associated with the TLR4/NFκB/Nrf2 signaling pathway and activating 

autophagy. 

Key words: Shenlin Baizhu Power; human gastric mucosal epithelial cell; lipopolysaccharide; inflammatory response; TLR4/NF-κB 

signaling pathway; autophagy 

 

幽门螺杆菌（Hp）感染是消化道疾病发展的关

键因素，包括慢性胃炎、消化性溃疡以及胃癌[1]。据

统计，全球约有一半人口被 Hp 感染，且几乎所有

Hp 感染者都存在慢性活动性胃炎[2]。根据第 5 次全

国幽门螺杆菌感染处理共识报告，推荐铋剂四联作

为根除 Hp 的主要治疗方法[3]。西医根除 Hp 的疗效

受抗生素耐药性等因素的影响，在改善临床症状方

面尚待提高。目前已有较多研究证实了多种中药单

体及复方制剂有抑制或根除 Hp 的作用[4-6]，对 Hp

脂多糖诱导的胃黏膜炎症损伤具有保护作用[7-8]。因

此，从中医中药的角度探讨治疗幽门螺旋杆菌胃炎

具有广阔的前景。 

参苓白术散出自宋代官修《太平惠民和剂局

方》，由人参、茯苓、白术、山药、白扁豆、莲子、

薏苡仁、砂仁、桔梗和甘草组成。临床主治脾虚夹

湿证，其组方严谨、配方得当、疗效确切，受到历

代医家的广泛重视。临床研究表明，参苓白术散

辅助治疗伴 Hp 感染的慢性萎缩性胃炎的疗效显

著，可以明显减轻患者的临床症状，改善胃镜下

黏膜血流变化，且用药安全[9]；参苓白术散加减辅

助治疗对改善幽门螺旋杆菌脾胃湿热症状效果显

著[10]。但是参苓白术散治疗胃炎的相关作用机制

尚未明确。故本实验拟采用 Hp 脂多糖诱导人胃

黏膜上皮细胞 GES-1，建立胃黏膜细胞体外炎症

模型，探讨参苓白术散的抗炎作用及相关机制，

为其在治疗胃黏膜炎症损伤方面的临床应用提供

实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  细胞 

人胃黏膜上皮细胞株 GES-1（货号 CTCC-002-

0010），购自浙江美森细胞科技有限公司。 

1.2  药物及试剂 

参苓白术散（北京同仁堂股份有限公司制药厂，

规格 12 g/袋，批号 22101003）；RPMI 1640 细胞培

养基（美国 Thermo Scientific 公司，批号 2572138）；

胎牛血清（FBS，默克美国 sigma aldrich 公司，批

号 WXBD2091V）；Hp 脂多糖[卡迈舒（上海）生物

科技有限公司，批号 22111601]；CCK8 试剂盒（北

京翱擎生物科技有限公司，批号 2022005）；一氧化

氮（NO）检测试剂盒（北京百瑞极生物科技有限公

司，批号 20230417）；活性氧（ROS）探针（上海碧

云天生物技术有限公司，批号 062221210917）；线

粒体膜电位检测试剂盒（北京百瑞极生物科技有限

公司，批号 20230308）；人肿瘤坏死因子-α（TNF-

α）ELISA 试剂盒（美国 Proteintech Group 公司，批

号 KE00154，）；人白细胞介素-6（IL-6）ELISA 试

剂盒（深圳达科为生物技术有限公司，批号：72305-

2）；人 IL-β ELISA 试剂盒（美国 Proteintech Group
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公司，批号 KE00021）；动物组织细胞总 RNA 提取

试剂盒（深圳达科为生物技术有限公司，批号

TR22101）；NovoScript®Plus All-in-one 1st Strand 

cDNA Synthesis SuperMix（苏州近岸蛋白质科技股

份有限公司，批号 0522011）；NovoStart® SYBR 

qPCR SuperMix Plus（苏州近岸蛋白质科技股份有

限公司，批号 05229413）；CellEvent Caspase-3/7 

Green ReadyProbes 试剂（美国 Thermo Scientific 公

司，批号 2486621）；兔源核因子-κB（NF-κB）抗体

（美国 Cell Signaling Technology 公司，货号 8242S）；

兔源核因子 E2 相关因子 2（Nrf2）抗体（美国 Cell 

Signaling Technology 公司，货号 12721S）；兔源 LC3 

A/B 抗体（美国 Cell Signaling Technology 公司，货

号 4108S）；兔源 p62 抗体（美国 Cell Signaling 

Technology 公司，货号 39749S）；兔源甘油醛-3-磷

酸脱氢酶（GAPDH）抗体（美国 Cell Signaling 

Technology 公司，货号 2118S）；辣根过氧化物酶

（HRP）标记的二抗（美国 Cell Signaling Technology

公司，货号 7074S）；IRDye 680CW Goat anti-Rabbit

荧光 WB 二抗（美国 LI-COR 公司，批号 D11103-

051）。 

1.3  主要仪器 

311 型 CO2 培养箱（美国 Thermo Scientific 公

司）；Epoch2型酶标仪（美国BioTek公司）；Nanodrop 

One 核酸定量仪（美国 Thermo Scientific 公司）；实

时荧光定量 PCR 仪（美国 Thermo Scientific 公司）；

垂直电泳仪（美国 Bio-Rad 公司）；LI-COR 双色荧

光与发光成像仪（美国 LI-COR 公司）；Operetta CLS

高内涵细胞分析仪（美国 PerkinElmer 公司）。透射

电子显微镜（日本 hitachi 公司）。 

1.4  细胞培养 

人胃黏膜上皮细胞 GES-1 用含 10% FBS 的

1640 完全培养基进行培养，加入 1%青链霉素，置

于 5% CO2、37 ℃恒温培养箱，隔天换液。培养于

培养瓶中，待细胞达到 70%～80%汇合时进行 1∶2

传代培养。 

1.5  Griess 法检测 NO 释放水平 

将 GES-1 细胞接种于 24 孔培养板上，每孔

6×104 个细胞，分别加入不同质量浓度（0.5、1、

2、4 μg/mL）脂多糖孵育 24 h。培养 24 h 后收集细

胞培养液，96 孔板每孔加入培养液 100 μL，再加入

Griess 试剂 100 μL，在室温孵育 10 min 后，在酶标

仪 490 nm 测定吸光度（A），利用 NaNO2标准曲线

计算 NO 的生成量。 

1.6  CCK8 法检测细胞的增殖活力 

取对数生长期的 GES-1 细胞，按每孔 6×103个

的密度接种于 96 孔板，每孔 100 μL。培养 24 h 待

细胞贴壁后，吸弃培养液。对照组加入完全培养基，

模型组加入含 1 μg/mL 脂多糖的培养液，参苓白术

散组在模型组的基础上分别加入含终质量浓度为

3.13、6.25、12.5、25、50、100、200、400、800 μg/mL

的参苓白术散，设 5 个复孔，药物作用 24 h 后，

吸弃培养液；每孔加入 10 μL CCK8 溶液，37 ℃避

光孵育 1 h，置于酶标仪中于 490 nm 波长下测定各

孔 A 值。参苓白术散采用 DMSO 制备母液，并采

用培养基稀释到相应浓度，并设立 DMSO 溶剂对

照组。 

细胞活性＝（A 给药－A 溶剂对照）/（A 对照－A 溶剂对照） 

1.7  细胞分组与处置方法 

将细胞随机分为对照组、模型组、参苓白术散

（3.13、6.25、12.5 μg/mL）组。对照组正常培养，模

型组用 1 μg/mL 幽门螺旋杆菌脂多糖处理细胞 24 h

以建立 GES-1 细胞炎性模型。参苓白术散组在模型

组的基础上分别用 3.13、6.25、12.5 μg/mL 参苓白

术散处理细胞 24 h。 

1.8  ELISA法检测细胞上清液中炎症因子TNF-α、

IL-6 和 IL-1β 的含量 

将 GES-1 细胞接种于 24 孔板中，细胞密度为

每孔 6×104 个，每孔 1 mL，培养 24 h 待细胞贴壁

后轻轻吸弃培养液，细胞分组及给药同 1.7 项下。

给药干预后，收集细胞上清液，3 000 r/min，离心半

径 9.5 cm，离心 10 min 去除沉淀物。按照 ELISA 试

剂盒说明书要求操作，检测细胞上清液中 TNF-α、

IL-6 和 IL-1β 的含量。 

1.9  荧光探针法检测细胞 ROS 含量 

GES-1 细胞以 6×103/孔的密度接种于 96 孔板

内，每孔 100 μL，培养 24 h 待细胞贴壁后轻轻吸弃

培养液，细胞分组及给药同 1.7 项下。用无血清培

养基 1∶5 000 稀释 Mito-Tracker Green 探针，使终

浓度为 20 μmol/L。弃培养基，每孔加入 200 μL 稀

释的 Mito-Tracker Green 探针。37 ℃细胞培养箱内

孵育 20 min，用无血清培养基洗 3 遍，充分洗去

Mito-Tracker Green 探针，采用高内涵细胞分析系统

观察，Harmony 4.9 软件分析荧光强度值。 

1.10  JC-1 探针法检测线粒体膜电位 

GES-1 细胞以 6×103 个/孔的密度接种于 96
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孔板内，每孔 100 μL，培养 24 h 待细胞贴壁后

轻轻吸弃培养液，细胞分组及给药同 1.7 项下。

用双蒸水 1∶100 稀释 JC-1 探针。弃培养基，每

孔加入 100 μL 稀释的 JC-1 探针。37 ℃细胞培

养箱内孵育 15 min，用 PBS 清洗 3 遍，采用高内

涵细胞分析系统观察，Harmony 4.9 软件分析荧

光强度值。 

1.11  免疫荧光法检测 NF-κB 核转位 

将 GES-1 细胞以 6×103/孔的密度接种于 96 孔

板内，每孔 100 μL，培养 24 h 待细胞贴壁后轻轻吸

弃培养液，细胞分组及给药同 1.7 项下。给药干预

后，用 PBS 洗涤细胞 3 次，4%多聚甲醛固定 15 min，

PBS 清洗细胞 3 次；采用 0.1% TritonX-100 破膜 3 

min，PBS 清洗细胞 3 次；10%山羊血清封闭 1 h 之

后孵育 NF-κB p65 抗体，4 ℃过夜；次日 PBS 洗涤

3 次，予相应种属二抗孵育；最后用 PBS 清洗细胞

3 次后，DAPI 进行细胞核染色，采用高内涵细胞分

析系统进行观察，Harmony 4.9 软件分析细胞的荧光

强度值。 

1.12  荧光探针法检测 GES-1 细胞凋亡 

将 GES-1 细胞以 6×103/孔的密度接种于 96 孔

板内，每孔 100 μL，培养 24 h 待细胞贴壁后轻轻吸

弃培养液，细胞分组及给药同 1.7 项下。给药干预

后，加入终质量浓度为 2 μmol/L 的 Cell Event™ 

Caspase-3/7 绿色检测荧光试剂，然后在 4%多聚甲

醛固定液中固定 15 min，PBS 清洗 3 次，采用高内

涵细胞分析系统观察，Harmony 4.9 软件分析细胞荧

光强度值。 

1.13  Western blotting 法检测 GES-1 细胞 Toll 样

受体 4（TLR4）、Nrf2、LC3II、p62 蛋白表达 

将 GES-1 细胞以 3×105 个/孔的密度接种于 60 

mm 培养皿中，每个培养皿 5 mL。培养 24 h 待细胞

贴壁后轻轻吸弃培养液，细胞分组及给药同 1.7 项

下。给药干预后，收集细胞。加入 RIPA 裂解液，冰

浴裂解 20 min，12 000 r/min，离心半径 9.5 cm，离

心 10 min，上清液即为细胞总蛋白。BCA 法测定蛋

白浓度，98 ℃变性，进行 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电

泳、冰浴电转，5% BSA 封闭液室温孵育 1 h，加入

相应的一抗，4 ℃孵育过夜，洗涤 3 次。二抗孵育

1 h，洗涤 3 次。蛋白条带图像用 LI-COR 图像软件

进行灰度和荧光强度分析，并除以内参蛋白

GAPDH 灰度值/荧光值，得到待测蛋白的相对表达

水平。 

1.14  实时荧光定量 PCR 检测 TLR4 和 Nrf2 基因

表达 

将GES-1 细胞按每孔 1.2×105个的密度接种于

6 孔板中，每孔 2 mL，培养 24 h 待细胞贴壁后轻轻

吸弃培养液，细胞分组及给药同 1.7 项下。给药干

预后，收集细胞，采用 RNA 提取试剂盒提取 GES-

1 细胞总 RNA，检测 RNA 含量和纯度。采用近岸

蛋白逆转录试剂盒进行逆转录反应，反应条件为：

95 ℃、1 min，95 ℃、20 s，60 ℃、1 min，共 40

个循环，4 ℃保持。然后进行 PCR 反应，反应体系

为 20 μL，反应条件：预变性 95 ℃、1 min，变性

95 ℃、20 s，退火 60 ℃、20 s，延伸 72 ℃、30 s，

共 40 个循环。扩增后进行熔解曲线分析，判断产物

是否有非特异性扩增；分析扩增曲线，计算 Ct 值。

以 β-actin 作为内参基因，采用 2−△△Ct法计算各组间

mRNA 表达水平差异，对照组基因表达量设为 1；

实验重复 3 次。引物由北京睿博兴科生物技术有限

公司合成，引物序列见表 1。 

表 1  qPCR 引物序列 

Table 1  Primer sequence for qPCR 

基因 引物序列（3’-5’） 长度/bp 

TLR4 正向：GATAGCGAGCCACGCATTCA 

反向：TAGGAACCACCTCCACGCA 

166 

Nrf2 正向：AGGTTGCCCACATTCCCAAA 

反向：AGTGACTGAAACGTAGCCGA 

118 

β-actin 正向：GTCATTCCAAATATGAGATGCGT 

反向：GCTATCACCTCCCCTGTGTG 

121 

 

1.15  透射电镜观察各组细胞自噬小体的数量 

GES-1 细胞密度调整为 1.2×105 个/mL，接种

于 6 孔板中，每孔 2 mL 细胞混悬液，细胞分组及

给药同 1.7 项下。收集各实验组细胞，于 2.5%的戊

二醛组织固定液中 4 ℃固定 2 h，1%的四氧化锇

37 ℃固定 2 h，PBS 清洗，梯度乙醇、100%丙酮脱

水渗透并包埋; 包埋样品于超薄切片机切成 60～80 

nm 的薄片，铀铅双染色法染色，置于透射电子显微

镜下观察拍照。 

1.16  统计学处理方法 

采用 SPSS 27.0 软件进行统计分析。研究数据

采用x ± s 表示。多组数据若满足方差齐性，采用

单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验；

若方差不齐，多组间比较及两两比较均采用

Kruskal-Wallis 检验。 
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2  结果 

2.1  参苓白术散对 GES-1 细胞 NO 释放和细胞增

殖活力的影响 

与对照组比较，脂多糖刺激 GES-1 细胞 24 h 后，

脂多糖 1、2、4 μg/mL 组细胞 NO 释放明显增加，且

呈剂量相关性（P＜0.01），见图 1。选择 1 μg/mL 脂

多糖刺激 GES-1 细胞 24 h 作为后续实验条件。 

 
 与对照组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group. 

图 1  脂多糖刺激的 GES-1 细胞 NO 释放量（x ± s，    

n = 5） 

Fig. 1  Effects of lipopolysaccharide on nitric oxide release 

in GES-1 cells (x ± s, n = 5 ) 

给药 24 h 后，与对照组比较，模型组细胞增殖

活力无明显变化；与模型组比较，参苓白术散 400、

800 μg/mL 组 GES-1 细胞的存活率明显降低（P＜

0.01），提示因为浓度过高对细胞造成损伤。与模型

组比较，参苓白术散质量浓度为 3.13～200 μg/mL时

对细胞无明显损伤作用，其中参苓白术散 12.5 

μg/mL组对 GES-1 细胞的增殖活力有显著的促进作

用（P＜0.05），见图 2。故选择 3.13、6.25、12.5 μg/mL

作为后续参苓白术散的给药浓度。由图 2 可见，参

苓白术散 6.25、12.5 μg/mL 组可显著降低细胞上清

NO 含量（P＜0.01）。 

2.2  参苓白术散对 GES-1 细胞炎症因子的影响 

与对照组比较，模型组 TNF-α、IL-6 和 IL-1β

含量均显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，参苓

白术散 6.25、12.5 μg/mL 组能显著降低 IL-6 和 IL-

1β含量，参苓白术散 12.5 μg/mL组能显著降低TNF-

α 含量（P＜0.05、0.01）。表明参苓白术散可抑制脂

多糖诱导的 GES-1 细胞炎症因子的释放，见图 3。 

2.3  参苓白术散对 GES-1 细胞 ROS 生成的影响 

与对照组比较，模型组 GES-1 细胞 ROS 生成

显著增加（P＜0.01）；与模型组相比，参苓白术散 

 

   与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group. 

图 2  参苓白术散对脂多糖刺激的 GES-1 细胞 NO 释放和细胞活力的影响（x ± s，n = 5） 

Fig. 2  Effect of Shenling Baizhu Power on nitric oxide release and cell viability in lipopolysaccharide -induced GES-1 cells    

(x ± s, n = 5 ) 

6.25、12.5 μg/mL 组 ROS 生成显著减少（P＜0.05、

0.01），见图 4。 

2.4  参苓白术散对 GES-1 细胞线粒体膜电位的

影响 

JC-1 从红色荧光到绿色荧光的转变代表细胞

膜电位的下降。结果显示，与对照组比较，模型组

细胞线粒体膜电位水平显著降低（P＜0.01）；与模

型组比较，参苓白术散 12.5 μg/mL 组细胞线粒体膜

电位水平显著提高（P＜0.05），见图 5。 

2.5  参苓白术散对 GES-1 细胞 NF-κB p65 核转

位的影响 

与对照组比较，模型组 GES-1 细胞核、细胞质 
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   与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group. 

图 3  参苓白术散对脂多糖诱导的 GES-1 细胞炎症因子释放的影响（x ± s，n = 4） 

Fig. 3  Effect of Shenling Baizhu Power on the release of inflammatory factors in lipopolysaccharide - induced GES-1 cells   

(x ± s, n = 4 ) 

 

   与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group. 

图 4  参苓白术散对脂多糖诱导的 GES-1 细胞 ROS 生成的影响（x ± s，n = 5） 

Fig. 4  Effect of Shenling Baizhu Powder on ROS production in lipopolysaccharide - induced GES-1 cells (x ± s, n = 5 ) 

NF-κB p65 荧光强度显著增加，且细胞核 NF-κB p65

转移比值显著增加（P＜0.01），说明在脂多糖刺激

下，可以促进 GES-1 细胞 NF-κB p65 转位入核；与

模型组相比，参苓白术散可以显著抑制细胞 NF-κB 

p65 核位移（P＜0.05），见图 6。 

2.6  参苓白术散对 GES-1 细胞凋亡的影响 

与对照组比较，模型组 GES-1 细胞绿色荧光强

度显著增加（P＜0.01）；与模型组相比，参苓白术

散 12.5 μg/mL 组 Caspase 3/7 绿色荧光强度显著降

低（P＜0.05），见图 7。 

2.7  参苓白术散对 GES-1 细胞 TLR4 和 Nrf2 蛋白

及 mRNA 表达的影响 

与对照组比较，模型组 GES-1 细胞 TLR4 蛋白

和 mRNA 相对表达量显著增加（P＜0.01）。与模型

组相比，参苓白术散 12.5 μg/mL 组细胞 TLR4 蛋白

相对表达量显著降低，而 Nrf2 相对表达量显著升高

（P＜0.05），参苓白术散各剂量组 TLR4 mRNA 相对

表达量均显著降低（P＜0.01），参苓白术散 6.25、

12.5 μg/mL 组 Nrf2 mRNA 相对表达量均显著升高

（P＜0.05、0.01），见图 8。 

2.8  参苓白术散对 GES-1 细胞自噬小体的影响 

结果显示，对照组细胞线粒体未见明显肿胀，

膜完整，膜内基质均匀，嵴可见，可见较多自噬溶

酶体和自噬小体。与对照组相比，模型组细胞线粒

体轻微肿胀，部分嵴肿胀，嵴少量断裂减少，可见

少量自噬溶酶体。与模型组相比，参苓白术散 3.13、 
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   与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05。 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05 vs model group. 

图 5  参苓白术散对 GES-1 细胞的线粒体膜电位的影响（x ± s，n = 5） 

Fig. 5  Effect of Shenling Baizhu Powder on mitochondrial membrane potential of GES-1 cells (x ± s, n = 5 ) 

6.25 μg/mL 组细胞线粒体轻微肿胀，嵴少量断裂减

少，可见少量自噬溶酶体；参苓白术散 12.5 μg/mL

组细胞线粒体轻微肿胀，嵴少量断裂减少，可见较

多自噬溶酶体和自噬小体。各组粗面内质网未见明

显扩张。透射电镜结果表明参苓白术散能够提高脂

多糖环境下 GES-1 细胞内自噬小体的数量，见图 9。 

2.9  参苓白术散对 GES-1 细胞 LC3II 和 p62 蛋白

表达的影响 

如图 10 所示，与对照组相比，模型组 GES-1 细

胞内自噬蛋白 LC3II 表达显著降低，p62 表达显著

升高（P＜0.01）；与模型组相比，参苓白术散 12.5 

μg/mL 组细胞内 LC3II 表达显著升高，p62 表达显

著降低（P＜0.05），表明参苓白术散可增加 LC3II 表

达，减少 p62 表达，并上调脂多糖诱导的细胞自噬

水平。 

3  讨论 

Hp 是一种微需氧的革兰阴性菌，可自然定植于

人类胃黏膜，是目前所知能够在胃内高酸性条件下

生存的唯一的微生物种类。Hp 感染与十二指肠溃

疡，胃癌等多种胃肠道疾病密切相关。Hp 及其产物

脂多糖是炎症的强大诱导剂，暴露于 Hp 脂多糖会

导致胃黏膜 NO 和促炎细胞因子水平显著升高[11]。

NO 是炎症反应的重要调节分子，少量 NO 在炎症

早期可以清除病原体，为机体提供保护措施，但过

量的 NO 释放会与超氧阴离子反应产生过氧亚硝酸

盐，导致 DNA 破坏，低密度脂蛋白（LDL）氧化并

使其酪氨酸发生硝化作用，引起局部组织损伤，进

一步加重炎症[12]。脂多糖主要通过 TLRs 受体激活

NF-κB 信号通路，使 NF-κB 转位入核并调控相关细

胞因子和趋化因子的基因表达 [13]。NF-κB 位于

TLR4 信号通路的下游，可介导多种炎症过程。TLR4

可以招募下游信号分子髓样分化因子 88（MyD88），

促进 NF-κB 入核，诱导 IL-1β、TNF-α、一氧化氮合

酶等炎性介质的释放[14-16]。TLR4/NF-κB 通路是炎 
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   与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group. 

图 6  参苓白术散对 GES-1 细胞 NF-κB p65 核转位的影响（x ± s，n = 5） 

Fig. 6  Effect of Shenling Baizhu Powder on NF-κB p65 nuclear translocation in GES-1 cells (x ± s, n = 5 ) 

 

   与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05。 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05 vs model group. 

图 7  参苓白术散对 GES-1 细胞凋亡的影响（x ± s，n = 5） 

Fig. 7  Effect of Shenling Baizhu Powder on apoptosis of GES-1 cells (x ± s, n = 5 ) 

症反应过程中的关键信号通路。本研究结果表明，

模型组 GES-1 细胞 NO 释放显著增加，炎症因子

TNF-α、IL-6 和 IL-1β 水平明显升高，促进了细胞

NF-κB 核转位，并导致细胞 TLR4 蛋白和基因表达 

 

 

              

## 

NF-κB p65 

 

 

 

DAPI 

 

 

 

Merge 

对照                模型              3.13           6.25                12.5      

参苓白术散/(μg·mL−1) 
3 000 

 

 

2 000 

 

 

1 000 

 

 

0 

4 000 

3 000 

2 000 

1 000 

0 

1.5 

 

 

1.0 

 

 

0.5 

 

 

0.0 

N
F

-κ
B

 p
6
5
细
胞
质
内
荧
光
强
度

 

N
F

-κ
B

 p
6
5
细
胞
核

内
荧
光
强
度

 

N
F

-κ
B

 p
6
5
转

移
比

值
 

对照  模型  3.13  6.25  12.5                 对照  模型  3.13  6.25  12.5            对照  模型  3.13  6.25  12.5 

参苓白术散/(μg·mL−1)                        参苓白术散/(μg·mL−1)                   参苓白术散/(μg·mL−1) 

** 
** ** 

# 
# 

# 

## 
## 

# 

           

# 

C
as

p
as

e 
3
/7

荧
光
强
度

 

Caspase 3/7 

 

 

 

DAPI 

 

 

 

Merge 

5 000 

4 000 

3 000 

2 000 

1 000 

0 

对照            模型          3.13        6.25           12.5                      对照  模型  3.13  6.25  12.5 

参苓白术散/(μg·mL−1)                                     参苓白术散/(μg·mL−1) 

** 



第 39 卷第 9 期  2024 年 9 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 39 No.9 September 2024 ·2201· 

 

   与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group. 

图 8  参苓白术散对 GES-1 细胞 TLR4（A）和 Nrf2（B）蛋白及 mRANA 表达的影响（x ± s，n = 4） 

Fig. 8  Effects of Shenling Baizhu Powder on TLR4 (A) and Nrf2 (B) protein expression and mRNA in GES-1 cells (x ± s, 

n = 4 ) 

 

ASS：自噬溶酶体；M：线粒体；RER：粗面内质网；AP：自噬小体；N：细胞核。 

ASS: autolysosome; M: mitochondria; RER: rough endoplasmic reticulum; AP: autophagosome; N: nucleus. 

图 9  参苓白术散对 GES-1 细胞内自噬小体的影响（透射电镜，×15 000） 

Fig. 9  Effect of Shenling Baizhu Powder on autophagosomes in GES-1 cells (TEM, ×15 000) 

水平升高。参苓白术散组可以显著抑制细胞 NO 释

放，降低细胞上清炎症因子 TNF-α、IL-6 和 IL-1β

的分泌，抑制 GES-1 细胞 NF-κB 核转位，降低细胞

TLR4 蛋白和基因表达，说明参苓白术散可能通过

调节细胞 TLR4/NF-κB 信号通路发挥抗炎作用。

ROS 通过 NF-κB 等转录因子，进一步促进炎症细

胞因子的上调，从而导致组织损伤。当氧化应激发

生时，细胞内 ROS 积累而导致机体抗氧化系统失

衡，大量的 ROS 会使细胞线粒体膜的通透性发生改

变、线粒体通透转运孔道（mPTP）过度开放、线粒

体膜电位降低、线粒体功能发生异常，并诱使炎症

因子释放，发生炎症反应，最终导致细胞凋亡[17-18]。

已有文献研究表明，脂多糖可以通过 NF-κB 信号通

路诱导 ROS 过量产生，从而导致细胞凋亡[19-21]。 

                    

 

 

                   

TLR4 

 

GAPDH 

1.3×105 

 

3.5×104 

2.5 

2.0 

1.5 

1.0 

0.5 

0.0 

25 

20 

15 

10 

5 

0 

T
L

R
4
蛋
白
相
对
表
达
量

 

T
L

R
4

 m
R

N
A
相
对
表
达
量

 

## 

** 

** 

# 

## ## 

对照  模型   3.13  6.25   12.5                        对照  模型  3.13  6.25  12.5              对照  模型  3.13  6.25  12.5 

参苓白术散/(μg·mL−1)                               参苓白术散/(μg·mL−1)                    参苓白术散/(μg·mL−1) 

Nrf2 

 

GAPDH 

1.0×105 

 

3.5×104 

2.5 

2.0 

1.5 

1.0 

0.5 

0.0 

N
rf

2
蛋

白
相
对
表
达
量

 

6 

4 

2 

0 

N
rf

2
 m

R
N

A
相
对
表
达
量

 

对照  模型  3.13   6.25  12.5                       对照  模型  3.13  6.25  12.5              对照  模型  3.13  6.25  12.5 

参苓白术散/(μg·mL−1)                             参苓白术散/(μg·mL−1)                    参苓白术散/(μg·mL−1) 

# 

# 

## 
B 

A 

         

 
对照                             模型                         3.13                  6.25                          12.5      

参苓白术散/(μg·mL−1) 

1 μm    1 μm    1 μm    1 μm    1 μm    



第 39 卷第 9 期  2024 年 9 月      现代药物与临床    Drugs & Clinic      Vol. 39 No.9 September 2024 ·2202· 

 

    与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05。 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05 vs model group. 

图 10  参苓白术散对 GES-1 细胞中 LC3II、p62 蛋白表达的影响（x ± s，n = 4） 

Fig. 10  Effect of Shenling Baizhu Powder on the expression of LC3II, p62 protein in GES-1 cells (x ± s, n = 4 ) 

Nrf2 信号通路是机体抵御氧化应激的重要通路，在

静态条件下，Nrf2 主要存在于细胞质中处于非活性

状态，受到外来刺激后 Nrf2 转运至细胞核中与抗氧

化反应元件（ARE）结合，促进下游多种抗氧化酶

和 II 相解毒酶基因的表达，进而增强细胞的抗氧化

能力[22-24]。本研究结果显示，脂多糖处理后，GES-1

细胞内 ROS 生成显著性增加，线粒体膜电位显著性

下降，细胞内 Caspase 3/7 染色显著性升高，提示脂

多糖可以诱导细胞氧化应激和凋亡。结果还发现，

细胞 Nrf2 有较低程度的激活，这可能是细胞对脂多

糖损伤的适应性反应。参苓白术散给药后可以显著

抑制细胞 ROS 生成，升高细胞线粒体膜电位，抑制

细胞凋亡，并且在蛋白和 mRNA 水平有效激活 Nrf2

表达，这可能是参苓白术散对脂多糖诱导 GES-1 细

胞氧化损伤的作用机制。 

自噬是存在于真核细胞内的一种自我保护机

制。自噬通过消除细胞中受损、衰老的大分子物质

及细胞器，降解促炎信号分子，调节炎症细胞因子

的产生和释放，从而减少促炎信号的传导[25]。自噬

也可以控制感染的传播，细胞质中的游离微生物或

被吞噬体包裹的微生物可以被捕获，并最终由自噬

体传递给溶酶体降解[26]。自噬小体内外膜上的 LC3

蛋白在自噬发生中起了重要的作用。自噬发生时，

LC3 的细胞质形式 LC3-I 与磷脂酰乙醇胺结合形成

LC3-磷脂酰乙醇胺结合物 LC3-II，后者被募集到自

噬体膜。自噬体与溶酶体融合形成自噬溶酶体，而

自噬体内的成分则被溶酶体水解酶降解[27]。p62 是

自噬的经典受体，遍布于组织和细胞中，参与许多

信号转导途径，包括 Kelch 样 ECH 关联蛋白 1

（Keap1）/Nrf2 途径[28]。当自噬被激活，自噬接头蛋

白 p62 可识别泛素化底物并传递到自噬小体降解[29]。

实验结果显示，脂多糖处理 GES-1 细胞后，细胞自

噬溶酶体和自噬小体数量显著性下降，LC3II 蛋白

表达显著性降低，p62 蛋白表达显著性升高；参苓

白术散能够诱导GES-1细胞自噬相关蛋白LC3Ⅱ表

达增加，促进 p62 降解，提高脂多糖环境下 GES-1

细胞的自噬小体数量，诱导细胞自噬，表明参苓白

术散可能通过自噬机制保护细胞炎性损伤。 

综上所述，本实验在体外研究了参苓白术散对

脂多糖诱导的人胃黏膜上皮细胞模型炎症反应的影

响，并探索了相关作用机制。研究结果表明参苓白

术散可降低脂多糖刺激下人胃黏膜上皮细胞炎症介

质的表达，减少细胞 ROS 生成和细胞凋亡，调节

TLR4/NF-κB/Nrf2 信号通路和促进细胞自噬可能是

参苓白术散抗炎的作用机制。 
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