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猪苓多糖在幽门螺杆菌相关胃炎中的保护作用及机制研究
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摘 要：目的 通过幽门螺杆菌（Hp）感染小鼠建立Hp相关胃炎模型，探讨猪苓多糖的保护作用及机制。方法 将C57BL/6

小鼠随机分为 4组：对照组、模型组、猪苓多糖（250 mg·kg−1）组、核转录因子-κB（NF-κB）通路的抑制剂——吡咯烷二硫

代甲酸铵（PDTC，阳性对照，100 mg·kg−1）组。除对照组外，其余各组小鼠 ig给予Hp悉尼株 1（SS1）菌液（1×109 CFU·mL−1），

第 1天每只 0.4 mL，以后连续 3 d每天 ig 1次，每次 0.2 mL。ig Hp完成 4周后，猪苓多糖组和PDTC组给予相应剂量的药物，对

照组和模型组小鼠给予无菌水，每只 0.4 mL，每天 1次持续 14 d。将胃取出，沿胃大弯切开，肉眼观察胃黏膜变化；吉姆萨染色

验证Hp在小鼠胃黏膜的定植；HE染色观察小鼠胃黏膜组织的炎症浸润状态；免疫组化检测核因子-κB（NF-κB）p65的表

达；Western blotting法检测小鼠胃腺组织炎症因子白细胞介素-8（IL-8）蛋白表达；酶联免疫吸附法（ELISA）检测小鼠血

清中 IL-8的表达。结果 与模型组比较，猪苓多糖组小鼠胃黏膜褶皱整齐，出血点消失，黏膜光滑，胃黏膜颜色红润有光泽；炎

症细胞浸润和其他组织损伤明显减少；细菌定植数量明显减少；胃上皮细胞中NF-κB p65的表达减弱；胃腺组织 IL-8蛋白表达

水平显著降低（P＜0.001）；小鼠血清中 IL-8表达水平显著降低（P＜0.001）。结论 猪苓多糖可能通过抑制炎症信号通路NF-

κB相关分子的表达在Hp相关胃炎中发挥保护作用。
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Abstract: Objective To investigate the protective effect and preliminary mechanism of Polyporus polysaccharide (PPS) in

Helicobacter pylori (Hp)-associated gastritis by simulating Hp infection in gastric mucosal epithelium in vitro. Methods C57BL/6

mice were randomly divided into four groups: control group, model group, PPS (250 mg·kg−1) group, and positive control group :

pyrrolidinedithiocarbamate ammonium (PDTC, 100 mg·kg−1, the inhibitor of NF- κB pathway). Except for control group, other

groups were ig given SS1 solution (1×109 CFU·mL−1), 0.4 mL for the first day, and 0.2 mL for each time, once a day for consecutive

3 days. Four weeks after ig Hp, PPS group and PDTC group were given corresponding doses of drugs, control group and model

group mice given a sterile water, each only 0.4 mL, once a day for 14 d. The stomach was removed, cut along the greater curvature

of the stomach, and the changes of gastric mucosa were observed by naked eye. After successful modeling, the gastric mucosa

tissues of mice were collected and HE staining was performed to observe the inflammatory infiltration status of gastric mucosa

tissues of mice. The colonization of Hp in gastric mucosa of mice was verified by Giemsa staining. The expression of NF-κB was

detected by immunohistochemistry (IHC). The expression of inflammatory factor interleukin-8 (IL-8) protein in gastric glands of

mice was detected by Western blotting. At the same time, Elisa was used to detect the expression of IL-8 in serum of mice. Results
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Compared with model group, the gastric mucosa of PPS group was folded neatly, hemorrhagic points disappeared, the gastric

mucosa was smooth, and the gastric mucosa was ruddy and shiny. Inflammatory cells infiltration and other tissue damage of PPS

group decreased significantly compared with model group. The number of bacterial colonization of PPS group decreased

significantly compared with model group. The expression of NF- κB p65 of PPS group was decreased in gastric epithelial cells

compared with model group. The expression level of IL-8 protein in gastric glandular tissue of PPS group was significantly

decreased compared with model group (P < 0.001). Serum IL-8 expression was significantly decreased of PPS group in mice

compared with model group (P < 0.001). Conclusion PPS may inhibit the expression of inflammatory signal pathway NF- κB-

related molecules plays a protective role in Hp related gastritis.

Key words: Helicobacter pylori; Helicobacter pylori associated gastritis; gastric mucosal epithelial cells; Polyporus polysaccharide;

NF-κB pathway; inflammation

幽门螺杆菌（Helicobacter pylori，Hp）是胃癌的

最大危险因素，全世界近 75% 的胃癌是由它引起

的［1］。流行病学调查发现亚洲东部地区的胃癌发病

率最高，占全世界发病率的 68%以上；相比之下，西

欧、北美、非洲等是发病率较低的地区［ 2］。根除

Hp 对初级胃癌预防的有效性已在高发病率地

区和西方国家的几项临床试验和队列研究中得

到证明［ 3］。

猪苓，味甘，性淡、平，归属肾、膀胱经，具有利

水渗湿的功效，猪苓多糖（Polyporus polysaccharide）

是猪苓提取的多糖类物质，也是猪苓的主要活性物

质。现代药理学研究发现猪苓多糖具有抑制肿瘤

细胞增殖、诱导分化凋亡、抗氧化、护肝、抗炎、抗纤

维化等作用［4］。本课题组长期运用化痰消瘀方在临

床上治疗Hp相关胃炎及Hp感染后胃黏膜损，疗效

显著。猪苓是化痰消瘀方中的关键药物之一，近年

来本课题组对其主要成分猪苓多糖进行了研究，

Jiang 等［5］的研究证实了猪苓多糖在体内外对肺纤

维化的治疗作用和初步机制，林贞妍等［6］的研究表

明猪苓多糖在体外对胃上皮细胞的肠上皮化生有

一定的逆转作用，其作用机制可能是抑制尾型同源

盒 2（CDX2）的异位表达和活化，同时维持性别决定

区 Y 框 蛋 白 2（SOX2）、Kruppel 样 转 录 因 子

4（KLF4）的表达，发挥保护胃黏膜上皮细胞的作用。

但猪苓多糖对 Hp 造成的胃上皮损伤的作用尚不

明确。

多项研究已证实猪苓多糖的抗炎作用，脂多

糖（LPS）刺激小鼠巨噬细胞系 J774细胞后，不同浓

度的猪苓多糖均能抑制细胞中炎性因子白细胞介

素（IL）-1β、IL-6、IL-8 和诱导型一氧化氮合成

酶（iNOs）的高表达［7］。另外，猪苓多糖可以减少肺

纤维化组织的炎症浸润水平，降低 IL-1β、转化生长

因子-α（TGF-α）等的表达［8-9］。但猪苓多糖在Hp相

关性胃炎中是否也有类似的炎症抑制作用值得

进一步研究，本研究拟通过体内实验观察猪苓

多糖在 Hp 相关胃炎中的保护作用，并初步探索

其作用机制。

1 材料

1.1 实验动物

C57BL/6实验用小鼠，5～6周龄，雄性，体质量

16～18 g，购自南京市江宁区青龙山动物繁殖场，实

验动物生产许可证号 SCXK（浙）2019-0002，饲养于

南京医科大学实验动物中心。小鼠在饲养过程中

可自由获取小鼠标准饲料及纯净水，每 8 只小鼠 1

笼，每周定期更换鼠笼垫料，室温保持（23±2）℃，

相对湿度控制在（45±10）%，实验维持 12 h光照和

12 h暗循环。动物实验及操作均严格遵守南京医科

大学实验动物中心指定的动物实验伦理及规章制

度。本实验已被动物福利伦理委员会批准，伦理编

号为 IACUC-2108011。

1.2 药物及主要试剂

猪苓多糖，上海源叶生物科技有限公司（货号

S25309，质 量 分 数 98%）；吡 咯 烷 二 硫 代 甲 酸

铵（pyrrolidinedithiocarbamate ammonium，PDTC），

核转录因子 -κB（NF-κB）通路的抑制剂，美国

MCE 生物科技公司（货号 HY-18738，质量分数

99.04%）；奥硝唑，货号H20113125，中国仁和药业；

枸橼酸铋钾颗粒（丽珠得乐），货号H1090086，中国

丽珠医药；阿莫西林分散片，货号H20046510，中诺

药业（石家庄）有限公司；2% 碳酸氢钠片，货号

H42021753，中国远大药业；Hp 悉尼株 1（sydney

strain 1，SS1），江苏省人民医院消化科赠予；1% 戊

巴比妥钠，上海信裕生物科技有限公司。

4%多聚甲醛、牛血清白蛋白（BSA），武汉赛维

尔生物科技有限公司；二甲苯，国药集团化学试剂

有限公司；HE染色试剂盒、改良型柠檬酸钠抗原修

复液（50×）、抗体稀释缓冲溶液，上海碧云天生物

技术有限公司；全蛋白提取试剂盒，江苏凯基生物
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技 术 股 份 有 限 公 司 ；一 抗 β -actin、CXCL/IL8，

Proteintech 公 司 ；一 抗 NF- κB p65，Affinity

Biosciences 公 司 ；二 甲 基 亚 砜（dimethyl

sμlfoxide，DMSO），Sigma Aldrich 公司；小鼠 IL-8

ELISA 检测试剂盒，上海碧云天生物技术有限

公司。

1.3 主要仪器

H2酶标仪，美国 BioTek公司；电泳槽、电泳仪、

转膜槽、转膜夹，美国 Bio-Rad 公司；ChemiDocXR

化学发光成像系统，上海天能科技有限公司；Nikon

Eclipse 光学倒置显微镜，日本尼康公司；AE240 电

子分析天平，瑞士 Mettle Toledo 公司；PH-XDS5 光

学显微镜，凤凰光学股份有限公司。

2 方法

2.1 Hp感染小鼠模型的建立［10-13］

将 32 只 6～8 周的 C57BL/6 小鼠，适应性地喂

养 1 周后 ，随机分成对照组、模型组、猪苓多

糖（250 mg·kg−1）组、PDTC（阳性对照，100 mg·kg−1）

组，剂量均根据参考文献设定［9，14］，每组 8只。配制

奥硝唑每只 2.6 mg、枸橼酸铋钾颗粒每只 1.2 mg，阿

莫西林每只 5 mg混合液体，ig给予小鼠清除胃内杂

菌，然后禁食 12 h、禁水 4 h。ig Hp前 1 h ig予 2%碳

酸氢钠 0.2 mL，除对照组外，其余各组小鼠 ig给予

SS1菌液（1×109 CFU·mL−1），第 1天每只 0.4 mL，以

后连续3 d每天 ig 1次，每次0.2 mL。ig完成后4周，

每组随机抽取 2只小鼠进行胃黏膜组织HE染色，检

验造模是否成功。

2.2 实验动物给药及取材

ig Hp完成 4周后，猪苓多糖组和 PDTC组给予

相应剂量的药物，对照组和模型组小鼠给予无菌

水，每只 0.4 mL，每天1次，持续14 d，每天观察各组

小鼠进食水、排便、精神活动及毛色变化情况。于

末次给药后分别禁食 12 h和禁水 4 h，用 1%戊巴比

妥钠 100 mg·kg−1 麻醉小鼠，剖腹，用 1次性采血

针收集腹主动脉血液，3 000 r·min−1离心 5 min获

取上层血清；并结扎胃贲门和幽门，将胃取出，沿胃

大弯切开，肉眼观察胃黏膜变化。放入 PBS溶液中

冲洗，将取出的胃黏膜标本分为 2部分，一部分置于

4% 多聚甲醛固定，经石蜡包埋、切片，用于后续吉

姆萨染色、HE染色和免疫组化；另一部分经液氮速

冻后，储存放至−80 ℃冰箱，用于提取组织蛋白。

2.3 HE染色

将 石 蜡 切 片 提 前 放 在 65 ℃ 烘 箱 中 ，烘

片 2 h ；然 后 常 规 进 行 脱 蜡 ，再 用 去 离 子 水

冲 洗 干 净 切 片 。 先 用 适 量 苏 木 素 染 液 染 色

控 制 时 间 5 min，水洗时间控制 5 s，保证切片

上无残留染液；再用适量伊红染液染色 25 s 左

右；最后增色液冲洗 2 次，晾干多余液体，保证

切片干燥；中性树脂封片，拍片。

2.4 吉姆萨染色

将石蜡切片提前放在 65 ℃烘箱中，烘片 2 h；然

后常规进行脱蜡，再用去离子水冲洗干净切片。将

玻片组织四周的水滴擦净，然后将配好的 1×吉姆

萨染液滴加在切片组织上，覆盖染色 1 h后，冲洗 2

次，晾干多余液体，保证切片干燥；中性树脂封片，

拍片。

2.5 免疫组织化学（IHC）染色检测NF-κB p65

将切片脱蜡后 ，分别经过高压抗原修复

1.5 min ，孵育一抗过夜 ，二抗孵育 ，显色后 ，

将 切 片 置 于 苏 木 素 染 液 中 复 染 2 min ，反 蓝

30 s ，梯度酒精脱水 ，二甲苯透明 ，中性树脂

封片和拍片。

2.6 Western blotting法检测 IL-8蛋白表达

按照试剂盒说明书分别提取核蛋白及全蛋白，

按照BCA试剂盒说明进行蛋白浓度测定。然后进

行 SDS-PAGE 凝胶电泳，PVDF 转膜，5% 的脱脂牛

奶室温封闭。加入一抗后放入 4 ℃孵育过夜。次日

孵二抗，洗膜后，滴加ECL化学发光液曝光成像，然

后使用 Image J软件分析。

2.7 ELISA法检测血清中 IL-8水平

根据试剂盒说明书检测血清中 IL-8水平。

2.8 统计分析

实验数据以 x
—
±s，用 Graphpad 8.0.2 软件进行

分析及数据图像呈现。2组间比较用 Student’s t检

验；3 组以上比较采用单因素方差分析（one-way

ANOVA）。

3 结果

3.1 猪苓多糖对Hp感染的胃黏膜组织的保护作用

Hp感染 4周后，模型小鼠出现炎症感染症状，

如食欲减退、腹泻和体质量减轻，胃黏膜表面粗糙

晦暗，胃褶皱紊乱，黏膜下微血管暴露，目测可直接

看到许多出血点，如图 1箭头所示。与模型组比较，

猪苓多糖组小鼠胃黏膜褶皱整齐，出血点消失，黏

膜光滑，胃黏膜颜色红润有光泽。

3.2 猪苓多糖对Hp感染引起的胃黏膜炎性浸润和

黏膜损伤的作用

胃黏膜的组织学特征变化是猪苓多糖治疗

Hp 相关性胃炎疗效的直接证据。对照组小鼠
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形态正常，胃腺和壁细胞紧密有序；模型组小

鼠胃腺排列不规则，大量淋巴细胞和浆细胞浸

润；与模型组比较，猪苓多糖组和 PDTC 组在治

疗后 ，炎症细胞浸润和其他组织损伤明显减

少。结果见图 2。

3.3 猪苓多糖对Hp在胃黏膜组织定植的影响

如图 3所示，吉姆萨染色显示，Hp在模型组小

鼠胃黏膜中定植的数目很多，而对照组没有观察

到；与模型组相比，猪苓多糖和PDTC组细菌定植数

量明显减少。

3.4 猪苓多糖对Hp感染后NF-κB p65表达的影响

光镜下，阳性细胞为胃上皮细胞，细胞核呈

深棕色。如图 4 所示，与对照组相比，模型组的

NF- κB p65 免疫反应细胞明显增加；与模型组

相比 ，猪苓多糖和 PDTC 组胃上皮细胞中 NF-

κB p65 的表达减弱。

3.5 猪苓多糖对感染 Hp 的小鼠胃腺组织 IL-8 蛋

白表达的影响

如图 5所示，Western blotting结果显示，与对照

组比较，模型组小鼠胃腺组织 IL-8蛋白表达水平显

著升高（P＜0.001）；与模型组比较，ig 猪苓多糖和

PDTC后，小鼠胃腺组织 IL-8蛋白表达水平显著降

低（P＜0.001）。

3.6 猪苓多糖对小鼠血清中 IL-8的影响

结果显示，感染 Hp 后，与对照组比较，模型

组小鼠血清中 IL-8 水平显著升高（P＜0.001）；

与模型组比较，ig 猪苓多糖和 PDTC 后，小鼠血

清 中 IL-8 水 平 显 著 降 低（P＜0.001）。 结 果

见图6。

4 讨论

胃壁内侧是一层排列紧密的单层上皮柱状细

胞，在胃黏膜上皮表面有大量密集的胃腺体结构。

每一个胃腺结构有两层黏液层，一种是产生富含黏

蛋白 5AC（MUC5AC）的黏液小凹细胞；另一种是分

泌黏糖蛋白 6（MUC6）的腺体黏液细胞；胃腺体周围

的两层黏液是一种黏弹性流体［15］。在正常高胃酸

环境下，这种弹性黏液更密集，Hp鞭毛运动显著受

损。当Hp感染胃黏膜上皮发生炎症时，Hp通过质
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与对照组比较：***P＜0.001；与模型组比较：###P＜0.001
***P < 0.001 vs control group；###P < 0.001 vs model group

图5 胃腺组织 IL-8的蛋白表达（（x̄±s，n=8））

Fig. 5 Protein expression of IL-8 in gastric gland tissue（x̄±

s，n=8）
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图3 吉姆萨染色

Fig. 3 Giemsa stain
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图1 小鼠胃黏膜组织解剖图

Fig. 1 Gastric mucosal anatomy of mice
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                           250 mg∙kg−1     100 mg∙kg−1 

图2 HE染色

Fig. 2 HE stain

 

 

 

 
对照            模型           猪苓多糖          PDTC 

                              250 mg∙kg−1       100 mg∙kg−1 

图4 IHC染色

Fig. 4 IHC stain
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子门控通道吸收尿素，并用脲酶水解，产生 NH3和

CO2，改变 pH 值，改变黏液流动弹性［16］，Hp 更容易

穿过黏液定植到胃黏膜上皮细胞上。Hp利用外膜

蛋白（OMPs）通过黏附因子癌胚抗原细胞黏附分

子（CEACAM）与高度多态的上皮表面受体结合，避

免脱落，介导调节细胞凋亡、增殖、免疫和运动的信

号［17］。Hp 定植在胃黏膜上皮细胞上后，可以通过

Ⅳ型 分 泌 系 统 将 毒 力 蛋 白 细 胞 毒 素 相 关 基

因（CagA）蛋白注入细胞内。细菌病原体相关分子

模式（PAMPs）激活模式识别受体（PPRs）启动促炎

症基因和介质的转录。启动这种反应的主要转录

因子是活化B细胞的NF-κB。NF-κB的活化诱导炎

症相关的细胞因子的产生，如 IL-1β、肿瘤坏死因

子 -α（TNF-α）、IL-18和 IL-8，以及固有免疫细胞的

招募，如淋巴细胞和中性粒细胞［18］。

目前研究已证实NF-κB可以增加炎症因子、趋

化因子及其相关受体的表达，被认为是刺激免疫系

统的促炎信号通路［19］。据报导 NF-κB 可以参与诱

导多种促炎因子的表达（IL-1β、IL-2、IL-6、IL-8、IL-12、

IL-15、IL-17、IL-β和TNF-α）［20］。NF-κB被认为是参

与自身免疫病（AD）类风湿性关节炎（RA）、慢性肝

炎、肾脏损伤等多种疾病的主要炎症途径之一［21］，

已有报导发现 Hp刺激胃黏膜上皮细胞后，会激活

NF-κB 通路，活化的 κB 激酶（即 IKK 复合体）促使

p65发生核易位，作为开关调控下游基因的转录［22］，

造成胃黏膜上皮的炎性损伤。且有报导发现猪苓

多糖可以通过抑制NF-κB信号通路相关分子，降低

TNF-α等炎症因子的表达［23］。

Hp相关胃炎是以中性粒细胞和淋巴细胞浸润

为主要病理表现的一种疾病，内镜下可见散发的黏

膜充血水肿、糜烂及出血点。如图 1所示，通过对小

鼠胃黏膜解剖，肉眼可见 Hp组胃黏膜表面粗糙晦

暗，胃褶皱紊乱，黏膜下微血管暴露，目测可直接看

到许多出血点。而与模型组相比，ig猪苓多糖后的

小鼠胃黏膜褶皱整齐，出血点消失，黏膜光滑，胃黏

膜颜色红润有光泽。

现代药理学研究和近年来的多项研究发现，猪

苓多糖具有抑制肿瘤细胞增殖、诱导分化凋亡、抗

氧化、护肝、抗炎、抗纤维化等作用［24］，同时有报道

发现，在治疗肺纤维化、慢性肝炎、膀胱癌等疾病

中，猪苓多糖可以抑制TNF-α、NF-κB信号通路相关

分子的表达［25］。Hp感染诱导的NF-κB信号通路相

关分子的激活又在 Hp 相关胃炎中发挥着关键作

用，推测猪苓多糖可对 Hp感染的胃黏膜的损伤有

修复作用。对此，小鼠黏膜包埋后制作切片，首先

用吉姆萨染色确定了 ig Hp后，小鼠胃黏膜可见Hp

定植，猪苓多糖与PDTC组小鼠Hp定植数量明显减

少；经HE染色后，模型组小鼠胃腺体与固有层之间

可见大量中性粒细胞和淋巴细胞浸润，而 ig猪苓多

糖和PDTC后，这种炎症浸润缓解。又通过Western

blotting及 ELISA实验分别检测小鼠胃黏膜组织蛋

白及血清中 IL-8表达，与对照组相比，模型组小鼠

IL-8表达量显著升高，而猪苓多糖组和 PDTC组小

鼠 IL-8表达量较模型组显著降低。

Hp 感染胃黏膜上皮细胞后，NF-κB 通路被激

活，并启动相关基因发生转录，启动下游炎症因子

的表达，这可能是导致 Hp感染后慢性活动性胃炎

的关键步骤。而猪苓多糖可能通过抑制 NF-κB 信

号通路的相关分子表达，进而抑制其下游炎性因子

的表达，对 Hp感染的胃黏膜上皮细胞发挥保护作

用。本研究在一定程度上证实了猪苓多糖在Hp相

关胃炎中的抗炎作用，补充了猪苓多糖的药理作

用，并为其修复被 Hp损坏的胃黏膜的临床应用提

供了一定的理论基础和实验依据。
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