
头花蓼对 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染大鼠模式识别分子 ＤＣＳＩＧＮ、
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［摘　要］目的：观察头花蓼对幽门螺杆菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）感染ＳＤ大鼠对免疫应答模式识别受体 ＤＣＳＩＧＮ、ＴＬＲ４
蛋白和ｍＲＮＡ表达的影响，探讨头花蓼抗Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ可能的机制和调节作用。方法：ＳＤ大鼠分为空白组、模型组、
药物组及药物空白组，模型组及药物组用１×１０１１ｃｆｕ／ＬＨ．ｐｙｌｏｒｉ菌液进行灌胃，空白组和药物空白组用脑心浸
液肉汤灌胃，８周后，取大鼠胃黏膜显微镜观察组织学改变，鉴定造模是否成功；造模成功后，药物组和药物空白
组大鼠取头花蓼灌胃处理，空白组和模型组给予生理盐水灌胃；采用免疫组织化学法和实时荧光定量 ＰＣＲ法
（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）测定大鼠胃黏膜中 ＤＣＳＩＧＮ、ＴＬＲ４蛋白和 ｍＲＮＡ表达，观察各组大鼠胃黏不同部位的表达情
况。结果：大鼠感染Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ后，胃黏膜腺体排列不规则，黏膜下层可见血管充血及大量淋巴细胞浸润，表明造
模成功；免疫组织化学和ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ上调了 ＴＬＲ４、ＤＣＳＩＧＮ的表达（Ｐ＜０．０５），经头花蓼
处理后，表达明显下调（Ｐ＜０．０５）；ＴＬＲ４、ＤＣＳＩＧＮ主要在胃黏膜上皮细胞胞浆中表达，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染大鼠后
ＴＬＲ４、ＤＣＳＩＧＮ表达强阳性。结论：Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染可上调大鼠胃黏膜上皮细胞 ＤＣＳＩＧＮ、ＴＬＲ４的表达，头花蓼
处理后，其表达水平降低。
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　　幽门螺杆菌是一种螺旋形、多鞭毛、微需氧的
革兰阴性细菌，可以引发 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ相关性胃炎、消
化性溃疡及胃癌等［１－４］。以 Ｃ型凝集素受体
（ＣＬＲ）及Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲ）为代表的固有免疫分
子，它们能识别相应抗原进而通过不同的方式进行

抗原呈递，ＣＬＲ中的ＤＣＳＩＧＮ（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓｐｅｃｉｆ
ｉｃｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ３ｇｒａｂｂｉｎｇｎｏｎｉｎ
ｔｅｇｒｉｎ，ＣＤ２０９）属Ⅱ型跨膜蛋白，具有模式识别受
体功能，在针对病原微生物的免疫反应中，可通过

协同Ｔｏｌｌ样受体参与免疫反应；ＴＬＲ４作为 ＴＬＲ家
族主要成员，是机体激活固有免疫和适应性免疫对

抗病原微生物的重要因素［５－６］。本研究通过检测

Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染 ＳＤ大鼠及经头花蓼处理后大鼠胃
黏膜中 ＴＬＲ４、ＤＣＳＩＧＮ蛋白和 ｍＲＮＡ表达变化，
探讨Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ引起的固有免疫平衡调节机制。

１　材料与方法

１．１　试剂及仪器
苗药头花蓼浸膏，批号１４１９６，由浙江众益药

业有限公司提供。ＳＰＦ级ＳＤ大鼠，６～８周龄，１５０
～１８０ｇ，购买于第三军医大学实验动物中心，批号
ＳＣＸＫ（军）２０１２－００１１。Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ国际标准测序株
ＳＳ２０００，由中国疾病控制中心传染病所张建中教授
惠赠。哥伦比亚血琼脂（购于 ＯＸＯＩＤ公司）、万古
霉素、两性霉素、多粘菌素 Ｂ、ＴＭＰ（购于上海生工
生物）、兔抗 ＤＣＳＩＧＮ抗体（Ｂｉｏｓｓ公司）、ＴＬＲ４单
克隆抗体（ａｂｃａｍ公司）、二抗试剂盒（中杉）、ＰＢＳ
缓冲、柠檬酸缓冲液（Ｃ６Ｈ８Ｏ７·Ｈ２）、ＤＡＢ显色剂、
二甲苯、中性树胶、无水乙醇、苏木素、ＤＡＢ显色
液、ＯｍｅｇａＲＮＡ提取试剂盒、ＲＯＣＨＥＬｉｇｈｔＣｙ

ｃｌｅｒ４８０荧光定量ＰＣＲ仪。
１．２　方法
１．２．１　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ培养　按照文献［７］，从 －８０℃
冰箱中取出 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉＳＳ２０００，待室温溶解后，倾倒
于哥伦比亚血琼脂平皿内涂抹均匀，三气培养箱内

培养７２ｈ（３７℃、５％ Ｏ２、１０％ ＣＯ２、８５％ Ｎ２，相对
湿度＞９５％），观察细菌生长情况，稳定传代３次
后进行Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ鉴定（尿素酶、触酶、氧化酶阳性）。
１．２．２　动物模型复制及头花蓼处理　将５２只ＳＤ
大鼠随机分为造模组和对照组，造模组分为模型组

（１６只）和药物组（１０只），对照组分为空白组（１６
只）和药物空白组（１０只）。各种大鼠禁食不禁水
１２ｈ，用５ｇ／Ｌ的ＮａＨＣＯ３和消炎痛混合液按体质
量给雄鼠１０ｍＬ／只，雌鼠０５ｍＬ／只进行灌胃预
处理１次；预处理后继续禁食不禁水，６ｈ后模型组
及药物组给予 １×１０１１ｃｆｕ／ＬＨ．ｐｙｌｏｒｉ标准菌株
ＳＳ２０００菌液１５ｍＬ灌胃，灌胃后需禁食禁水４ｈ，
隔天１次，共５次；空白组及药物空白组以等量的
无菌脑心浸液肉汤灌胃。末次灌胃８周后，模型
组、空白组随机抽取６只大鼠，鉴定其造模是否成
功，大鼠胃黏膜有Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ定植且胃黏膜出现慢性
炎症病理学改变判断为造模成功［８－９］。造模成功

后，药物组及药物空白组大鼠参考文献［７］每天给
予头花蓼灌胃处理（１５８ｇ生药／ｄ），空白组和模
型组给予等量无菌生理盐水灌胃，１次／ｄ，连续给
药２周。末次灌胃结束后，正常饲养４周，处死大
鼠，取胃黏膜组织进行石包埋或－８０℃冻存备用。
１．２．３　ＤＣＳＩＧＮ、ＴＬＲ４蛋白表达　采用免疫组织
化学 （ＳＰ）法检测，石蜡切片常规脱蜡，柠檬酸盐
缓冲液微波修复，３％ Ｈ２Ｏ２溶液孵育 ３７℃孵育
１０ｍｉｎ，ＰＢＳ液冲洗，分别滴加 ＤＣＳＩＧＮ（Ｂｉｏｓｓ公
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司）、ＴＬＲ４（ａｂｃａｍ公司）一抗 ，４℃孵育过夜；次日
取出至室温，ＰＢＳ液冲洗，滴加二抗，室温孵育
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ液冲洗，应用 ＤＡＢ溶液（现配）显色，
ＰＢＳ冲洗，苏木素轻度复染 ２０ｓ，自来水冲洗，脱
水，透明，中性树脂封片。ＤＣＳＩＧＮ、ＴＬＲ４蛋白的
阳性表达为细胞质内出现棕黄色颗粒，选取５个高
倍镜视野，ＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ６．０软件测量各组阳性
产物的平均光密度值作为 ＤＣＳＩＧＮ、ＴＬＲ４蛋白的
阳性表达量。

１．２．４　ＤＣＳＩＧＮ、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达　采用 Ｒｅａｌ
ＴｉｍｅＰＣＲ检测，Ｏｍｅｇａ试剂盒提取样品的总ＲＮＡ，
将ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，以βａｃｔｉｎ作为内参基因，
采用 ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测 ＤＣＳＩＧＮ、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ
表达水平。采用 ｐｒｉｍｅｒ５设计 ＤＣＳＩＧＮ、ＴＬＲ４扩
增引物（见表１）。反应条件为：９５℃３ｍｉｎ，９５℃
７ｓ、５７℃ １０ｓ、７５℃ １５ｓ，４０个循环。每组做３
个生物重复，采用２－ΔΔＣＴ法对目标基因的表达差异
进行分析。

表１　ＰＣＲ扩增引物序列
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｏｆＰＣＲ

基因 基因序列号 　引物序列（方向５′－３′） 产物

βａｃｔｉｎ ＮＭ＿０３１１４４．３ Ｆ：ＴＧＴＣＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＴＡ
Ｒ：ＧＧＧＧＴＧＴＴＧＡＡＧＧＴＣＴＣＡＡＡ

１６５ｂｐ

ＴＬＲ４ ＮＭ＿０１９１７８ Ｆ：ＴＧＧＣＡＴＣＡＴＣＴＴＣＡＴＴＧＴＣＣ
Ｒ：ＣＡＧＡＧＣＡＴＴＧＴＣＣＴＣＣＣＡＣＴ

１１５ｂｐ

ＤＣＳＩＧＮＮＭ＿００１１９２００５ Ｆ：ＴＧＴＧＡＣＴＣＣＡＡＡＧＧＡＡＴＧＡＧＧ
１０８ｂｐ

Ｒ：ＴＣＣＡＧＣＡＡＡＧＡＧＡＡＴＧＡＧＧＡＡ

１．３　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计量资

料用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两两比较采用ｔ检
验（ＩｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔＳａｍｐｌｅＴｔｅｓｔ），多组比较采用单因
素方差（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）分析，方差齐采用 ＬＳＤ
检验，方差不齐采用 Ｄｕｎｎｅｔｔｔ进行方差分析，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ及动物模型
Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ经培养后，在哥伦比亚血平板上呈半

透明，针尖状细小菌落。触酶、尿素酶、氧化酶鉴定

呈阳性反应，革兰染色呈弧形、螺旋状、Ｓ形的革兰
阴性杆菌（图１Ａ）。Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染ＳＤ大鼠８周后，
取大鼠胃黏膜进行细菌微需氧培养结果显示 Ｈ．
ｐｙｌｏｒｉ定植密度约为１０５ｃｆｕ／ｇ；空白对照组大鼠胃

黏膜完整，腺体排列规则，无异常黏膜肌层（图

１Ｂ），模型组Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染后的胃黏膜腺体排列不
规则，胃黏膜下层可见血管内充血及大量淋巴细胞

浸润（图１Ｃ）。
２．２　ＤＣＳＩＧＮ、ＴＬＲ４蛋白表达

在胃黏膜上皮细胞胞浆可见 ＤＣＳＩＧＮ、ＴＬＲ４
蛋白表达，免疫组织化学染色见棕黄或棕褐色颗

粒。在空白组中，上皮细胞构成规则的腺体，基本

未见 ＤＣＳＩＧＮ、ＴＬＲ４蛋白表达。模型组中，ＤＣ
ＳＩＧＮ及 ＴＬＲ４表达强阳性，胃腺松散，排列不规
则，药物组经头花蓼处理后，表达减弱，其平均光密

度值比较，模型组高于空白组和药物组（Ｐ＜
００５），药物空白组与空白组比较，差异无统计学
意义（Ｐ＞００５），见图２。
表２　各组大鼠ＤＣＳＩＧＮ、ＴＬＲ４蛋白表达平均

光密度值（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＤＣＳＩＧＮａｎｄＴＬＲ４Ｏｐｔｉｃａｌ

ｄｅｎｓｉｔｙｖａｌｕｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

组别
平均光密度值

ＤＣＳＩＧＮ ＴＬＲ４
空白组 ０．０４５１±０．００８５０ ０．０４５４±０．００３８５
模型组 ０．１４４１±０．００５８９（１）０．０７２９±０．００４３１（１）

药物组 ０．０５５２±０．００２６６（２）０．０５４７±０．００１７７（２）

药物空白组 ０．０５９２±０．００３０２ ０．０５４７±０．００４２９
（１）与空白组比较，Ｐ＜０．０５；（２）与模型组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　ＤＣＳＩＧＮ、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达
结果显示，Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ刺激后，模型组的 ＴＬＲ４、

ＤＣＳＩＧＮｍＲＮＡ明显高于空白组 （Ｐ＜００５），药
物组经头花蓼处理后，ＴＬＲ４、ＤＣＳＩＧＮｍＲＮＡ的表
达水平下降 （Ｐ＜００５），而药物空白组与空白组
ＴＬＲ４、ＤＣＳＩＧＮｍＲＮＡ的表达水平比较，差异无统
计学意义（Ｐ＞００５），见图３。

３　讨论

Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ作为一种模式致病菌，其细胞壁主要
成分为脂多糖，含有病原体相关模式分子，而胃上

皮细胞表面具有的模式识别受体可调控前者识别

Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ，行使抗原提呈细胞功能，募集的炎症细胞
相互作用和协调，形成固有免疫局部防御乃至调节

后续的适应性免疫反应［１０－１２］。林凯等［１２］研究表

明，在 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染下，胃黏膜上皮细胞表达树突
状细胞表型ＤＣＳＩＧＮ，系ＣＬＲ的重要成员，在针对
病原微生物的免疫反应中，具有模式识别受体的功
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注：Ａ为Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ培养（１００×），Ｂ为空白组大鼠胃黏膜（ＨＥ，×４００），Ｃ为模型组大鼠胃黏膜（ＨＥ，×４００）

图１　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ培养及各组大鼠胃黏膜
Ｆｉｇ．１　Ｈ．ｐｙｌｏｒｉｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｒａｔｓ＇ｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａ

注：Ａ、Ｂ、Ｃ及Ｄ分别为空白组、模型组、药物组及药物空白组的ＤＣＳＩＧＮ表达
Ｅ、Ｆ、Ｇ及Ｈ分别为空白组、模型组、药物组及药物空白组的ＴＬＲ４表达

图２　各组大鼠胃黏膜ＤＣＳＩＧＮ及ＴＬＲ４蛋白表达（ＳＰ，×４０）
Ｆｉｇ．２　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＧｃｅｌｌｓｇａｓｔｒｉｃａｎｔｒｕｍ（ＳＰ，×４０）

（１）与空白组比较，Ｐ＜０．０５；（２）与模型组比较Ｐ＜０．０５

图３　头花蓼对Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染ＳＤ大鼠胃黏膜ＴＬＲ４
和ＤＣＳＩＧＮｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰｏｌｙｇｏｎｕｍＣａｐｉｔａｔｕｍｏｎＴＬＲ４
ｍＲＮＡａｎｄＤＣＳＩＧＮｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｇａｓｔｒｉｃｍｕｃｏｓａｏｆＨｐｉｎｆｅｃｔｅｄｒａｔｓ

能，可通过协同Ｔｏｌｌ样受体参与免疫反应，ＴＬＲ４可
在人类胃上皮细胞上表达，ＴＬＲ４作为 ＬＰＳ的优先
受体，Ｈ．Ｐｙｌｏｒｉ及其菌体成分 ＬＰＳ等刺激均可使
ＴＬＲ４的表达上调，进而激活ＮＦκＢ，促进细胞因子

的合成与释放，引发炎症免疫反应。ＤＣＳＩＧＮ、
ＴＬＲ４作为重要的识别模式受体，通过激活一系列
的信号转到途径，调控着诸多细胞生物学行为，在

Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ感染后的免疫反应中，发挥着重要的调节
作用，ＳＤ大鼠在受到Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ刺激时，模式识别受
体发挥着关键的作用，识别模式受体 ＴＬＲ４、ＤＣ
ＳＩＧＮ通过识别病原菌相关分子脂多糖，引起炎性
因子的分泌，诱导机体免疫应答反应清除外来抗

原，构成了机体免疫反应的天然屏障。但是，Ｈ．ｐｙ
ｌｏｒｉ的持续作用，引起过度的炎症反应，会对组织、
器官造成严重的损害或导致其他相关疾病，如重症

细菌感染导致ＴＬＲ４通路持续活化，引起过度的炎
症反应，造成败血症、ＴＬＲ４信号通路过度激活从而
介导激素性股骨头坏死的发生［１３－１４］。因此，免疫

平衡的调节在免疫反应中及其重要。林凯［１２］研究

认为Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ可刺激ＴＬＲ４、ＤＣＳＩＧＮ的表达，产生
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炎症和免疫反应。本次研究与 ＣａｓｔａｎｏＲｏｄｒｉｇｕｅｚ
和林凯结果一致，免疫组化结果发现，感染Ｈ．ｐｙｌｏ
ｒｉ后，上皮细胞 ＤＣＳＩＧＮ、ＴＬＲ４表达明显上调，头
花蓼可能通过转录和翻译水平调节着免疫平衡。

多数研究表明，中药对ＬＰＳ介导的ＴＬＲ４信号通路
的抗炎作用，是通过影响 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ的信号转
导，调控释放相关炎性因子来完成的。谢毅等［１５］

研究发现ＴＬＲ４在肝组织的表达量在加味大柴胡
汤的作用下有所减少。李卿姬等［１６］研究发现，人

类脐静脉内皮细胞受 ＬＰＳ刺激后，ＴＬＲ４表达升
高，补阳还五汤治疗后，ＴＬＲ４明显下降；本研究中
在药物头花蓼作用后，ＤＣＳＩＧＮ、ＴＬＲ４的表达下
调，转录和翻译水平下调一致，头花蓼的主要成分

之一为黄酮，黄酮能抑制 ＮＦκＢ的核转位，它的单
体黄芪皂苷可以抑制 ＬＰＳ的核转位，头花蓼可能
通过相同的作用抑制ＴＬＲ４、ＤＣＳＩＧＮ的表达，也推
测头花蓼可能形成稳定的黏膜屏障，通过改变胃黏

膜周围的微环境，抑制了 ＴＬＲ、ＣＬＲ的表达，进而
减少ＴＮＦα、ＩＬ６等炎性因子的产生以及切断了部
分信号转导通路［１７］。在感染 Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ引起的固有
免疫中，ＴＬＲ４、ＤＣＳＩＧＮ一方面促进免疫细胞膜表
面有关免疫分子的表达和促进免疫细胞的成熟，另

一方面可促进细胞因子的合成和释放，引发一系列

的炎症反应，头花蓼可能通过调节 ＴＬＲ４和 ＤＣ
ＳＩＧＮ的表达水平来平衡机体的反应，ＴＬＲ与 ＣＬＲ
的识别与ＬＰＳ介导的信号通路以及基因多态性以
及收到岩藻糖基转移酶等诸多因素影响，因此，头

花蓼在模式识别过程中具体如何调控，该机制有待

深入研究。
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