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基于Hippo/TAZ信号通路探讨胃苏颗粒对幽门螺杆菌
诱导的慢性萎缩性胃炎的作用

（1.榆林市中医医院 肝胆病科，陕西 榆林 719051；2.榆林市中医医院 老年病科，陕西 榆林 719051；

3.榆林市中医医院 脾胃科，陕西 榆林 719051）

【摘 要】目的 探讨胃苏颗粒（WSG）对幽门螺杆菌诱导的慢性萎缩性胃炎（CAG）动物模型的影响及其作用

机制。方法 将50只SD大鼠按随机数表法分为对照组、模型组和WSG低、中、高剂量组。除对照组外，其余组建立

幽门螺杆菌感染的CAG模型。从第8周开始，WSG低、中、高剂量组每日分别灌胃8 mg/kg、16 mg/kg、32 mg/kg

的WSG，连续4周。试验结束时，通过HE染色评估胃黏膜损伤的组织病理学改变。采用qPCR和Western Blot分

析胃组织中LATS2、TAZ 的mRNA和蛋白表达。用幽门螺杆菌感染GES-1细胞，并用WSG对其进行干预。采用

CCK-8试验分析细胞活力，并分析Hippo/TAZ信号通路表达情况。结果 干预4周后，WSG各剂量组胃黏膜损伤

明显减轻，胃黏膜糜烂长度明显缩短，UI评分和炎症评分均呈剂量依赖性降低，组间差异有统计学意义（P <0.05）。

幽门螺杆菌可显著增加TAZ的表达，并降低 LATS2的表达。WSG治疗以剂量依赖的方式逆转了TAZ和 LATS2

表达的变化，特别是与CAG组相比，WSG中、高剂量的TAZ和 LATS2蛋白和mRNA表达差异具有统计学意义

（P <0.05）。与幽门螺杆菌感染组相比，40 μmol/L（83.44±5.46）和20 μmol/L WSG组（75.47±8.31）的GES-1细胞

活力显著增加，组间差异有统计学意义（P <0.05）。qPCR和免疫荧光染色的结果显示，WSG干预增加了GES-1细

胞中LATS2、WWC2表达，但降低了TAZ表达。WWC2 siRNA预处理削弱了WSG诱导的LATS2活化，并促进了

TAZ的表达（P <0.05）。结论 幽门螺杆菌诱导CAG的形成与Hippo/TAZ信号通路有关，WSG可能通过抑制Hippo/

TAZ信号传导发挥了其胃肠道的保护作用。
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慢性萎缩性胃炎（chronic atrophic gastritis，CAG）

是胃癌的早期阶段之一。先前的研究表明[1]，CAG

的发病机制与氧化应激、炎症、内皮和黏膜功能障

碍有关。然而，其确切机制仍不清楚。幽门螺杆菌

是在胃内定植并占据人体胃微生物群的优势菌种，

导致多种胃肠道疾病，包括CAG、胃和十二指肠溃

疡以及胃癌等[2]。幽门螺杆菌感染时，组织内稳态

调节Hippo信号通路被激活[3]。Hippo信号是一种进

化保守的途径，它控制器官大小、细胞增殖、干细胞

自我更新和组织再生[4]。转录共激活因子PDZ结合

基 序（transcriptional coactivator with PDZ- binding

motif，TAZ）是重要的受Hippo信号通路负调控的转

录共激活因子，可诱导促生长基因的表达，从而促

进损伤后器官再生[5]。因此，对TAZ的控制激活可

用于再生医学。然而，由于 Hippo 通路的失调或

TAZ的过度表达而导致TAZ的异常激活可以促进

CAG的发展[6]。因此，药物抑制Hippo/TAZ信号通路

可能是治疗 CAG 的有效途径。胃苏颗粒（weisu

granule，WSG）是临床治疗CAG的常用方剂之一，其

能有效缓解临床症状，提高患者生活质量，但具体

作用机制尚不清楚[7]。本研究拟观察WSG对幽门螺

杆菌诱导的CAG动物模型的影响，并探讨其作用机

制是否与Hippo/TAZ途径相关。现报道如下。

1 材料与方法

1.1 WSG制备

WSG由以下8种生药组成：紫苏梗、香附、陈

皮、香橼、佛手、枳壳、槟榔、鸡内金，由扬子江制药

股份有限公司生产（批号：20190406）。按人和大鼠

间体表面积折算的等效剂量，WSG的给药剂量分为

三组，分别为1.65 g/kg·d（低剂量）、3.30 g/kg·d（中
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剂量）和6.60 g/kg·d（高剂量）。

1.2 实验动物、模型建立与治疗方法

无特异性病原体（SPF）雄性Sprague-Dawley大

鼠（180±20）g购自北京斯贝福生物技术有限公司

（许可证号：SCXK-（京）2016-0002）。大鼠在SPF条

件下[温度：（25±0.5）℃，湿度：（55±5）%，明暗循

环：12 h]饲养，并提供无菌食物和水。参照文献方

法建立幽门螺杆菌感染的大鼠CAG模型[8]。幽门螺

杆菌（Hp菌株SS1，购自中国疾病预防疾控中心）生

长在弯曲杆菌琼脂基（英国Oxoid公司）含有1%幽

门螺杆菌选择性添加剂（英国Oxoid公司）和3%胎

牛血清，在37 ℃微需氧条件下（10%CO2、5%O2、85%

N2）培养。培养4 d后，收集活菌并调整至108个菌落

形成单位CFU/mL，在第1 d、3 d、5 d和7 d分别口服

1.5×108 CFU/mL幽门螺杆菌。感染后8周，对胃组

织进行组织学和组织培养计数幽门螺杆菌。证实

了大鼠慢性萎缩性胃炎的感染状况和幽门螺杆菌

诱导的慢性萎缩性胃炎。随后将50只大鼠按随机

数表法分为5组，分别为对照组、模型组（CAG）及低

剂量组（WSG-L）、中剂量组（WSG-M）和高剂量组

（WSG-H）。除对照组外，其余组建立CAG模型。各

组大鼠均于上午8：00-10：00灌胃给予相应的药物，

1次/d，最长4周。模型组和对照组给予等量生理盐

水。4周后处死所有大鼠，分离胃黏膜标本，沿大曲

度切成两半，用生理盐水冲洗。收集每只大鼠的血

清和胃组织样本，并在-80 ℃下保存，以检测

mRNA、蛋白质的表达和组织学变化。

1.3 胃黏膜解剖及组织病理学分析

取大鼠胃，用生理盐水清洗，并用游标卡尺测量

胃黏膜区的长度和宽度。胃黏膜溃疡指数（UI）按

Guth标准进行：点蚀（1分）、糜烂长度<1 mm（2分）、

糜烂长度1~2mm（3分）、糜烂长度2~3mm（4分）、>3mm

（5分）；糜烂宽度>1 mm，得分翻倍。将胃组织标本用

10%中性福尔马林缓冲液固定至少24 h，二甲苯清

除，石蜡包埋，切5 μm厚切片。将切片用苏木精-伊

红（HE）染色。用光镜摄影观察胃黏膜损伤的组织

病理学改变。按既定标准评价胃炎程度：正常胃黏

膜（1分），黏膜上皮细胞损伤（2分），腺体细胞损伤

（3分），淋巴细胞浸润、水肿、充血（4分），对每个切片

计算累积评分。

1.4 Western Blot分析

用RIPA裂解缓冲液从胃组织或细胞中提取总

蛋白，然后将蛋白质加载到SDS-PAGE凝胶上，电

泳转移到PVDF膜上。将膜用5%脱脂牛奶封闭1 h

后，与一抗LATS2（美国Abcam公司，1∶500）、TAZ（美

国Abcam公司，1∶500）或β-actin（美国Cell Signaling

公司，1∶2000）在4 ℃下孵育过夜。然后，将膜与结

合HRP的二抗（1∶5000）在室温下孵育1 h。使用Be-

yoECL Plus（上海碧云天生物技术有限公司）可视化

蛋白质条带。靶蛋白水平标准化为内源性β-actin。
1.5 细胞培养与刺激

人胃上皮细胞系（GES-1）购自购自美国ATCC

公司。将细胞常规接种在含有10%胎牛血清和1%

青霉素/链霉素的DMEM中，并在37 ℃、5%CO2的湿

润环境下培养。当GES-1达到至少80%的融合率

时，用幽门螺杆菌[感染复数（MOI）为10∶1、20∶1、

50∶1或100∶1]或WSG（10、20、40、80、160 μM）处理

细胞24 h后，收集细胞进行存活率检测分析。细胞

实验分为两部分，第一部分考察WSG对幽门螺杆菌

处理的细胞保护作用，将GES-1细胞分为：对照组、

幽门螺杆菌组和幽门螺杆菌+WSG组。幽门螺杆菌

组和幽门螺杆菌+WSG组中GES-1细胞与幽门螺杆

菌（感染倍数为50∶1）黏附24 h，随后向幽门螺杆

菌+WSG组中加入WSG（40 μM）处理24 h。对照组

和幽门螺杆菌组则加入等量空白介质处理24 h。第

二部分考察WSG是否通过WWC2依赖的机制调节

LATS2，将GES-1细胞分为：si-NC组、si-NC+WSG

组、si-WWC2组和si-WWC2+WSG组。各组GES-1

细胞与幽门螺杆菌（感染倍数为50∶1）黏附24 h前，

先用 si-NC 或 si-WWC2 转染细胞 24 h。si-NC+

WSG组和si-WWC2+WSG组细胞用幽门螺杆菌处

理后，加入WSG（40 μM）处理24 h。

1.6 CCK-8试验

采用细胞计数试剂盒8（CCK-8；日本DOJINDO

公司）测定用幽门螺杆菌或WSG处理后GES-1的存

活率。向每个孔中加入10 μL CCK-8溶液，并在

37 ℃下孵育2 h，然后使用ELX800光吸收酶标仪

（美国Bio-Tek公司）在450 nm处测量吸光度。

1.7 免疫荧光分析

将“1.5”项下第二部分处理后的细胞用抗

LATS2、TAZ和WWC-2（1∶200稀释度）在4 ℃下孵

育过夜，然后用FITC标记的羊抗兔IgG（1∶32稀释；

武汉Boster公司）在室温下孵育1 h。细胞核用DAPI

（美国Sigma公司）染色。用荧光显微镜（日本Nikon

公司）采集图像。

1.8 实时荧光定量PCR

采用TRIzol试剂（北京北欧生物科学公司）提

取所有大鼠胃组织和GES-1细胞的总mRNA，并用
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反转录试剂盒转化为cDNA（美国Promega公司）。

采用SYBR-Green-PCR-Master Mix（北京北欧生物

科学公司）进行qPCR检测。扩增程序包括加热至

95 ℃ 10 min，然后是95 ℃ 15 s和60 ℃ 60 s的40个

循环。以 β-actin为内源性参照物，并基于2-ΔΔCt计

算确定mRNA的相对量。引物购自上海捷瑞生物

工程有限公司。用于qPCR的引物序列如下：LATS1

正向：5'-CAGGATGCGACCAGGAGATG-3'，反向：

5'- CCGCACAATCTGCTCATTC- 3'；TAZ 正 向 ：5'-

CACAGCATGTTCGAGCTCAT- 3'，反 向 ：5'- GAT-

GCTGAGCTGTGGGTGTA- 3'；WWC2 正向：5'-TC-

GTCATCCAGTTTGGTGTC-3'，反向：5'-ACAACTC-

GTCATCGTCGAAA- 3'；β- actin 正向：5'-ACAAC-

TACTCCTCTACCTCCA-3'，反向：5'- GTTGATCTC-

GTAGTTGAGGCA-3'。

1.9 细胞转染

在24孔板中培养的GES-1细胞达到80%汇合

时，用对照RNA（si-NC，序列：5'-UAGCUUAUAU-

CAGAGGUUGA-3'）或 WWC2 siRNA（si-WWC2，序

列 ：5'- UGUGGAUGAGAUGGAUAGA- 3'）转 染 细

胞。转染24 h后，将细胞与幽门螺杆菌（感染倍数

为50∶1）黏附24 h，加入40 μM WSG处理24 h，检测

细胞生物学功能和基因水平。si-NC和 si-WWC2

由上海GenePharma公司设计和合成。

1.10 数据处理

所有结果均以平均值±标准差（x±s）表示，并

用SPSS 19.0统计学软件进行分析。组间比较采用

单因素方差分析和Bonferroni法，检验水准为α＝0.05，

P < 0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 WSG对幽门螺杆菌诱导的CAG的减轻作用

研究采用幽门螺杆菌感染大鼠探讨 WSG 在

CAG中的作用。从感染后第1周开始，CAG组大鼠

食欲下降，体质量缓慢增加（见图1A）。感染8周

后，胃黏膜的大体解剖结构分析显示，与对照组大

鼠相比，模型组大鼠胃黏膜出现糜烂、溃疡、出血等

现象（见图1B）；HE染色显示固有层变薄，腺体数目

减少，细胞排列不规则，单核细胞聚集浸润（见图

1C）。这些变化与临床上有幽门螺杆菌引起的CAG

的人群相似，表明幽门螺杆菌诱导的CAG模型已经

成功建立。干预4周后，WSG各剂量组胃黏膜损伤

明显减轻，胃黏膜糜烂长度明显缩短，UI评分和炎

症评分均呈剂量依赖性降低，组间差异有统计学

意义（P < 0.05）。

2.2 WSG对胃黏膜组织LATS2、TAZ表达的影响

与对照组相比，幽门螺杆菌可显著增加TAZ的

表达，并降低 LATS2的表达。WSG治疗以剂量依赖

的方式逆转了TAZ和 LATS2表达的变化，特别是与

CAG组相比，WSG中、高剂量的TAZ和 LATS2蛋白

表达表现出显著差异（P < 0.05）。此外，在qPCR分

析中，TAZ和 LATS2 mRNA表达变化情况与Western

Blot分析一致（见图2）。

（A）

（B）

（C）

图1 WSG可减轻幽门螺杆菌感染时胃黏膜
的病理损伤和炎症反应

（A）研究期间各组大鼠体质量变化（n=6）；（B）各组大鼠
胃黏膜解剖情况及溃疡指数（UI）评分；（C）各组胃组织HE染
色（放大200倍）及胃炎程度评分

注：与对照组相比，#P <0.05，##P <0.01，###P <0.001；与
CAG组相比，*P <0.05，**P <0.01，***P <0.001。

图2 WSG对胃黏膜组织LATS2、TAZ表达的影响
（A）Western Blot分析各组大鼠LATS2、TAZ蛋白表达情

况及定量分析；（B）qPCR分析各组大鼠LATS2、TAZ mRNA表
达情况

注：与对照组相比，#P <0.05，##P <0.01，###P <0.001；与
CAG组相比，*P <0.05，**P <0.01。

（A） （B）
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2.3 WSG对GES-1细胞活力的影响

与对照组（100±6.93）相比，160 μM 浓度的

WSG（49.31±6.74）对细胞活力有显著的抑制作用

（P<0.01）。当WSG浓度为40 μM时，GES-1细胞活

力高于90%（91.91±7.92）。因此，40 μM的WSG具

有相对的保护作用，并被用来研究WSG对幽门螺杆

菌诱导的GES-1损伤的保护作用（见图3A）。然

后，将幽门螺杆菌（感染倍数为10∶1、20∶1、50∶1和

100∶1）与GES-1共培养24 h。在MOI为50∶1的条

件下，GES-1细胞活力约为（48.03±4.95）。因此，

本研究选择MOI 50∶1作为后续实验（见图3B）。将

浓度为40 μM和20 μM的WSG与幽门螺杆菌（MOI

50∶1）一起培养24 h。结果表明，与幽门螺杆菌感

染组相比，40 μM（83.44±5.46）和 20 μM（75.47±

8.31）WSG组的GES-1细胞活力显著增加，差异有

统计学意义（P < 0.05）（见图3C）。

2.4 Hippo/TAZ 信号通路参与 WSG 对 GES-1 细

胞保护作用

WSG干预增加了GES-1细胞中LATS2 mRNA

表达，但降低了TAZ mRNA的表达（见图4A）。这些

结果也通过WSG处理的GES-1中LATS2（见图4B）

和TAZ（见图4C）的免疫荧光染色得到证实。我们

评估了WSG治疗后WWC-2 mRNA水平。如图4A

所示，WSG 处理显著上调 GES- 1 细胞中 WWC2

mRNA表达，同时免疫荧光染色证实了WWC2表达上

调（见图4D）。WWC2 siRNA预处理削弱了WSG诱导

的LATS2活化，并促进了TAZ的表达（P < 0.05）（见

图4E）。

3 讨论

CAG是众所周知的胃癌癌前病变信号，目前已

成为全球第二大癌症相关死亡原因[9，10]。近年来，中

医药在CAG治疗中的地位越来越重要[11]。中医理

论[12]认为CAG患者先天禀赋不足，病期在湿、热、

浊、痰的作用下，正气受损，邪气胶着。其中，湿热

作为机体的病理代谢产物，在CAG的发生发展中起

着重要作用。大量证据表明[13]，中药祛湿热对CAG

及癌前病变有明显疗效。根据中医湿热论[14]，WSG

对慢性胃炎患者胃黏膜有明显保护作用。李锦绣

等[15]发现，WSG能有效降低胃黏膜钙黏附蛋白E、

COX-2 表达，抑制炎症因子释放，修复胃黏膜。

WSG是目前应用较广泛的治疗CAG的中药制剂之

一，具有燥湿健脾、理气和胃、清利湿热的功效。本

研究的药效学分析结果表明，WSG对CAG有一定

的治疗作用，其部分原因是改善了胃病理损伤和炎

症反应。

然而，WSG能有效缓解CAG症状的具体作用

机制尚不清楚。在啮齿类动物模型中，幽门螺杆菌

灌胃引起胃黏膜一系列炎症反应，如炎性细胞浸

润[16]。本研究采用幽门螺杆菌诱导的CAG动物模

型探讨WSG作用机制。幽门螺杆菌通过模拟宿主

图3 WSG对GES-1细胞活力的影响
（A）GES-1细胞在不同浓度WSG（10 μM~160 μM）中的

细胞活性；（B）幽门螺杆菌不同MOI中GES-1细胞的细胞活
力（10∶1~100∶1）；（C）在WSG干预下，GES-1细胞的细胞存活率

注：与对照组相比，#P <0.05，##P <0.01，###P <0.001；与幽
门螺杆菌感染组相比，*P <0.05。

（A） （B） （C）

（A） （B）

（C） （D）

（E）

图4 Hippo/TAZ信号通路参与WSG对GES-1细胞保护作用
（A）qPCR分析各组GES-1细胞中LATS2、TAZ和WWC-

2 mRNA 表达情况；（B~D）GES- 1 细胞中 LATS2、TAZ 和
WWC-2的免疫荧光分析（比例尺=100 μM）；（E）Western Blot
分析细胞中LATS2、TAZ蛋白表达情况及定量分析。将稳定
转染si-WWC2的GES-1细胞与幽门螺杆菌（感染倍数为50:
1）粘附24 h，再用WSG（40 μM）处理24 h。

注：与对照组相比，#P <0.05，##P <0.01，###P <0.001；与幽
门螺杆菌感染组相比，*P <0.05，**P <0.01。与si-NC组相比，
**P <0.01，***P <0.001；与si-NC+WSG组相比，###P <0.001。
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细胞因子触发细胞内信号级联，从而影响细胞膜动

力学，破坏细胞与细胞之间的连接以及促炎[17]。幽

门螺杆菌感染时，组织内稳态调节Hippo信号通路

被激活。Hippo核激酶大肿瘤抑制因子2（large tu-

mor suppressor 2，LATS2）被发现可以保护胃细胞免

受感染诱导的上皮-间质转化和化生，这是胃癌发

生的高危癌前转分化[6]。此外，全基因组分析显示，

LATS2及其底物TAZ构成的Hippo通路核心在幽门

螺杆菌诱导的CAG发生过程中发生明显变化，进一

步证实了Hippo信号通路驱动了幽门螺杆菌诱导的

病理过程[6]。在当前的研究中，我们发现幽门螺杆

菌可显著增加TAZ的表达，并降低 LATS2的表达。

WSG治疗以剂量依赖的方式逆转了TAZ和 LATS2

表达的变化。结果表明Hippo信号通路在WSG治

疗CAG中起关键作用。此外，我们还利用人胃上皮

细胞系GES-1的组织培养系统，在体外重现胃黏膜

内发生的幽门螺杆菌感染的早期事件，并进行感染

动力学和功能丧失研究，结果证实了LATS2在WSG

保护宿主细胞免受幽门螺杆菌诱导的CAG和GES-

1细胞损伤的作用。重要的是，削弱LATS2激活的

上游调节器WWC2抑制了WSG诱导的LATS2表达

上调，并促进了TAZ的表达，表明WSG通过WWC2

依赖的机制调节Hippo/TAZ信号通路。

综上所述，本研究支持幽门螺杆菌诱导CAG的

形成与Hippo/TAZ信号通路有关，WSG可能通过抑

制Hippo/TAZ信号传导发挥了其胃肠道保护作用。

这些结果表明，WSG在CAG和幽门螺杆菌感染的创

新药物开发中具有巨大的潜力和特定的治疗价值。
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