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  [摘 要] 目的 研究中药活性成分———黄芩素、小檗碱、大黄酸、大黄素与阿莫西林(AMC)联用时对幽

门螺杆菌(Hp)诱导胃上皮细胞(GES-1)分泌白细胞介素-8(IL-8)的影响。方法 2022年10月采用酶联免疫

吸附测定法检测黄芩素、小檗碱、大黄酸、大黄素,以及与AMC联用时GES-1中IL-8的表达水平。结果 黄芩

素、小檗碱、大黄酸、大黄素单独使用时均能明显降低IL-8表达水平,小檗碱、大黄素联合AMC均能明显降低

IL-8表达水平,差异均有统计学意义(P<0.05);大黄素联用AMC时抑制
 

IL-8分泌的效果最强。黄芩素联用

AMC时IL-8表达水平与单独使用AMC比较,差异无统计学意义(P>0.05)。结论 小檗碱、大黄素均能通

过降低Hp诱导GES-1分泌IL-8表达水平而增强AMC的抗 Hp活性。黄芩素、大黄酸均不能通过降低IL-8
表达水平而增加AMC的抗Hp活性。
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[Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

effect
 

of
 

baicalin,berberine,rhein
 

and
 

emodin
 

combined
 

with
 

amoxi-
cillin

 

(AMC)
 

on
 

expressions
 

of
 

Inter
 

leukin-8
 

(IL-8)
 

in
 

GES-1
 

cells
 

with
 

the
 

treatment
 

of
 

Helicobacter
 

pylori
 

(Hp)
 

infection.Methods The
 

protocol
 

was
 

designed
 

by
 

ELISA
 

methods,determined
 

the
 

expressions
 

of
 

IL-8
 

in
 

GES-1
 

cells
 

pretreated
 

with
 

baicalin,berberine,rhein,emodin
 

and
 

combined
 

with
 

AMC
 

against
 

Hp
 

infection
 

in
 

October,2022.Results Baicalin,berberine,rhein
 

and
 

emodin
 

could
 

reduce
 

the
 

expressions
 

of
 

IL-8.Rhein,
emodin

 

combined
 

with
 

AMC
 

could
 

reduce
 

the
 

expressions
 

of
 

IL-8
 

(P<0.05).In
 

the
 

study,emodin
 

combined
 

with
 

AMC
 

has
 

the
 

strongest
 

effect
 

on
 

the
 

inhibition
 

of
 

IL-8
 

secretion
 

in
 

GES-1
 

cells.There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

baicalein
 

combined
 

with
 

AMC,compared
 

with
 

AMC
 

alone(P>0.05).Conclusion Berber-
ine

 

and
 

emodin
 

can
 

significantly
 

increase
 

the
 

anti-Hp
 

activity
 

of
 

AMC
 

by
 

decreasing
 

the
 

secretion
 

of
 

IL-8
 

in
 

GES-1
 

cells.However,baicalin
 

and
 

rhein
 

could
 

not
 

increase
 

the
 

anti-Hp
 

activity
 

of
 

AMC
 

by
 

decreasing
 

the
 

se-
cretion

 

of
 

IL-8.
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  全 球 近 一 半 以 上 的 人 口 感 染 过 幽 门 螺 杆 菌

(Hp),Hp是多种胃和十二指肠疾病的重要致病因

子,可长期定居于胃黏膜表面,与宿主形成一种持久

的平衡,伴随人终生,可形成持续感染。Hp感染的长
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期后果之一是胃恶性肿瘤,已被国际癌症研究机构列

为Ⅰ类致癌因子[1]。与Hp相关的致癌机制一方面是

基于慢性炎症的发作;另一方面基于细菌特异性毒力

因子,这些毒力因子可破坏胃上皮细胞(GES-1)DNA
并促进基因组的不稳定性[2]。Hp一旦定植于胃黏膜

通过与GES-1的相互作用,GES-1就会发生细胞骨架

重组和酪氨酸磷酸化,进而激活细胞因子的转录基

因,分泌白细胞介素-8(IL-8),趋化并激活中性粒细胞

等炎症细胞,产生显著的炎症反应[3-4]。有研究表明,
IL-8表达水平与炎症程度呈正相关[5]。

Hp感染胃部后若未治疗、治疗不彻底可出现耐

药,由于抗生素耐药性逐渐增加,而中药具有耐药性

小的优势,植物来源的小分子化合物具有抗菌增敏剂

的应用前景。陈署洪[6]研究中药成分的不同组合对

Hp的抑制作用发现,大黄、黄连、黄芩等抗 Hp效果

最明显。有较多的研究发现,中药大黄、黄连、黄芩与

抗生素联合用药能在一定程度上提高抗生素敏感

性[7-9]。池志芳等[10]选取黄连、黄芩、大黄对72株Hp
菌株进行了药敏试验,结果显示,黄连、黄芩、大黄对

Hp均具有一定的抑制效果。黄连具有清热燥湿的功

效,国内外学者在筛选抗 Hp有效的天然药物中黄连

具有较好的抑菌效果,其抑菌的有效成分为小檗碱。
黄芩主要化学成分为黄酮类化合物,其中含量较高并

具有明显药理作用的是黄芩苷,具有抗炎、抗变态反

应等作用。大黄是我国常用的中药,具有泻下、抗菌、
抗肿瘤、止血等作用,大黄中的蒽醌类化合物———大

黄酸、大黄素均具有抗菌作用。本研究选取黄芩、黄
连、大黄中的单一成分黄芩素、小檗碱、大黄酸、大黄

素,分析其联合阿莫西林(AMC)抗Hp活性增敏的作

用机制,探讨了不同中药活性成分联合 AMC时对

Hp诱导GES-1分泌IL-8的影响,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 黄芩素(纯度大于或等于98%,批号:
ZL140725241)、小檗碱(纯度大于或等于95%,批号:
ZL141017521)、大黄酸(纯度大于或等于

 

98%,批号:
ZL140522336)、大黄素(纯度大于或等于98%,批号:
ZL140813321)均购自南京泽朗生物科技有限公司,
Hp

 

SS1菌株由中南大学药理实验室提供,GES-1的

细胞系由中南大学药理中心实验室提供。Hp琼脂培

养基基础、Hp选择性添加剂、脑心浸液肉汤培养基均

购自青岛日水生物技术有限公司,胎牛血清购自杭州

四季青生物工程材料有限公司,无菌脱纤维养血购自

南京便诊生物科技有限公司,高糖培养基购自赛默飞

世尔科技有限公司,微需氧袋购自日本三菱瓦斯化学

株式会社。酶联免疫吸附测定(ELISA)试剂盒购自

伊莱瑞特生物科技有限公司。
1.1.2 仪器 双人当面垂直送风净化工作台购自苏

州智净净化设备有限公司,多功能酶标仪购自美国

Beckman公司,Thermo
 

Forma生化培养箱购自美国

Thermo公司。
1.2 方法

1.2.1 试剂的配制

1.2.1.1 10%完全培养基 在超净工作台取经

56
 

℃水浴30
 

min灭活处理后的胎牛血清10
 

mL,加
入杜氏改良Eagle培养基稀释至约100

 

mL。
1.2.1.2 磷酸盐缓冲液 称取磷酸氢二钾3.49

 

g、
磷酸二氢钾0.24

 

g、氯化钠8.0
 

g、氯化钾0.2
 

g置于

洁净玻璃瓶中,加双蒸水800
 

mL使其完全溶解,用氯

化氢调节pH至7.4,再加双蒸水定容至1
 

000
 

mL,高
压蒸汽灭菌30

 

min,4
 

℃密封保存备用。
1.2.2 药物溶液的配制 (1)精密称定黄芩素10

 

mg
置于10

 

mL容量瓶中,加适量5%的甲醇溶解后再加

入纯 水 稀 释 至 刻 度 线,摇 匀,即 得 质 量 浓 度 为

1
 

mg/mL的黄芩素对照品储备溶液,用0.22
 

μm滤

器滤过除菌,置于4
 

℃保存。(2)精密称定小檗碱10
 

mg置于10
 

mL容量瓶中,加适量纯水,加热溶解后加

入纯水稀释至刻度线,摇匀,即得质量浓度为1
 

mg/
mL的小檗碱对照品储备溶液,用0.22

 

μm滤器滤过

除菌,置于4
 

℃保存。(3)精密称定大黄酸10
 

mg置

于10
 

mL容量瓶中,加适量碳酸氢钠溶液溶解后再加

入纯水稀释至刻度线,摇匀,即得质量浓度为1
 

mg/
mL的大黄酸对照品储备溶液,用0.22

 

μm滤器滤过

除菌,置于4
 

℃保存。(4)精密称定大黄素10
 

mg置

于10
 

mL容量瓶中,加适量碳酸钠溶解后加入纯水稀

释至刻度线,摇匀,即得质量浓度为1
 

mg/mL的大黄

素对照品储备溶液,用0.22
 

μm滤器滤过除菌,置于

4
 

℃保存。(5)精密称定AMC
 

10
 

mg置于10
 

mL容

量瓶中,加适量纯水溶解后再加入纯水稀释至刻度

线,摇匀,即得质量浓度为1
 

mg/mL的AMC对照品

储备溶液,用0.22
 

μm滤器滤过除菌,置于4
 

℃保存。
1.2.3 Hp的培养 2022年10月将 Hp

 

SS1菌株接

种于脑心浸液肉汤培养基于37
 

℃、5%氧气、10%二

氧化碳条件下培养。Hp从-80
 

℃快速解冻复苏,接
种于 Hp琼脂培养基,将培养皿置于低氧培养箱中

(5%氧气、10%二氧化碳)37
 

℃培养3~4
 

d,取其培养

3代后的菌株进行实验。Hp接种于 Hp琼脂培养基

平板37
 

℃培养3
 

d后以脑心浸液肉汤制成菌悬液,用
分光光度计调整菌悬液,在600

 

nm波长下测定细胞

活力,吸光度(OD)=1,对应的菌落数约为2×108
 

cfu/mL。
1.2.4 GES-1的细胞培养 采用含10%胎牛血清的

杜氏改良Eagle培养基,37
 

℃、5%二氧化碳条件下进

行GES-1的细胞培养。
1.2.5 药物分组 高峰等[11]研究表明,黄芩素的半数

抑制浓度为51.38
 

μg/mL,小檗碱为98.64
 

μg/mL,大
黄酸为67.31

 

μg/mL,大黄素为67.33
 

μg/mL,AMC
为47.47

 

μg/mL,且50
 

μg/mL的黄芩素、小檗碱、大

·506·现代医药卫生2025年3月第41卷第3期 J
 

Mod
 

Med
 

Health,March
 

2025,Vol.41,No.3



黄素、大黄酸均能明显增加 AMC在菌体内的聚集。
故统一采用50

 

μg/mL的药物浓度进行研究,便于单

因素分析比较。将单独使用黄芩素、小檗碱、大黄酸、
大黄素、AMC预处理 Hp设为单独药物组,黄芩素、
小檗碱、大黄酸、大黄素与AMC联用预处理 Hp设为

联合用药组,未处理Hp设为对照组。
1.2.6 

 

细胞分泌物IL-8收集 (1)将 Hp暴露于上

述各组药物后感染细胞,培养细胞2、4
 

h;(2)收集上

清液,按ELISA试剂盒操作说明书测定IL-8表达水

平;(3)将IL-8标 准 品 稀 释 成500.000、250.000、
125.000、62.500、31.250、15.625、7.800

 

pg/mL,并绘

制标准曲线;(4)将样本加入IL-8试剂盒多孔板中,
37

 

℃恒温孵育90
 

min后洗板5次,加入生物素化抗

体工作液,37
 

℃孵育60
 

min,洗板5次,清洗后加酶

结合工作液,37
 

℃避光孵育30
 

min,洗板5次,加入

显色底物,37
 

℃避光孵育15
 

min,加终止液终止反

应;(5)采用酶标仪(波长450
 

nm)分析测量记录。
2 结  果

2.1 黄芩素、小檗碱、大黄酸、大黄素、AMC单独使

用时对Hp诱导GES-1分泌IL-8的影响 各单独药

物组预处理Hp与GES-1共培养2
 

h时IL-8表达水

平均明显低于对照组,小檗碱、大黄酸、大黄素组IL-8
表达水平均明显低于黄芩素组,差异均有统计学意义

(P<0.05);其中大黄酸组IL-8表达水平下降最明

显。小檗碱组IL-8表达水平与大黄素组比较,差异无

统计学意义(P>0.05)。与对照组比较,各单独药物

组预处理Hp与GES-1共培养4
 

h时IL-8表达水平

也会出现明显下降,大黄酸组、大黄素组IL-8表达水

平较黄芩素组和小檗碱组下降更明显,差异均有统计

学意义(P<0.05);黄芩素组IL-8表达水平与小檗碱

组比较,大黄酸组IL-8表达水平与大黄素组比较,差
异均无统计学意义(P>0.05)。见图1。

  注:与对照组比较,aP<0.05;与 AMC组比较,bP<0.05,cP<
0.01。

图1  黄芩素、小檗碱、大黄酸、大黄素、AMC单独使用

时对 Hp诱导GES-1分泌IL-8的影响

2.2 黄芩素、小檗碱、大黄酸、大黄素与AMC联合使

用时对Hp诱导GES-1分泌IL-8的影响 各联合用

药组、AMC组预处理Hp与GES-1共培养2
 

h时IL-

8表达水平均明显低于对照组,AMC组IL-8表达水

平明显低于黄芩素联合用药组,小檗碱、大黄素联合

用药组IL-8表达水平均明显低于AMC组,差异均有

统计学意义(P<0.05);大黄酸联合用药组IL-8表达

水平与AMC组比较,差异无统计学意义(P>0.05)。
小檗碱、大黄酸、大黄素联合用药组预处理 Hp与

GES-1共培养4
 

h时IL-8表达水平均明显低于AMC
组,差异均有统计学意义(P<0.05);AMC组IL-8表

达水平与黄芩素联合用药组比较,差异无统计学意义

(P>0.05)。见图2。

  注:与对照组比较,aP<0.05,与AMC组比较,bP<0.01。

图2  黄芩素、小檗碱、大黄酸、大黄素与AMC联合使用

时对 Hp诱导GES-1分泌IL-8的影响

3 讨  论

  Hp可诱导胃和十二指肠的感染部位产生炎症反

应和免疫反应,引起胃黏膜感染部位炎症细胞浸润,
胃黏膜细胞变性、坏死,从而造成胃黏膜屏障的损害,
导致一系列病理生理变化,其虽然是一种非侵袭性细

菌,但却可通过定植于GES-1引起其发生细胞骨架重

组和酪氨酸磷酸化,从而激活细胞因子的转录基因,
分泌IL-8、单核细胞趋化蛋白-1、肿瘤坏死因子-α等

趋化因子,趋化并激活中性粒细胞等炎症细胞,从而

产生炎症反应。
IL-8作为一种促炎趋化因子在胃肠道的炎症反

应中具有非常重要的作用[12]。RAMIS等[13]发现,
IL-8基因-251位的A/A基因型与 Hp感染致消化道

溃疡风险增加相关。有研究表明,Hp高毒力菌株感

染患者血清IL-8、肿瘤坏死因子-α水平高于 Hp低毒

力菌株感染者和未感染者,胃癌患者黏膜IL-8表达水

平明显高于健康者,且预后情况与IL-8表达水平呈负

相关[14]。IL-8的生成受许多因素调控。有研究表

明,Hp
 

CagA阳性菌株诱导IL-8的分泌能力显著大

于 Hp
 

CagA阴性菌株[15]。IL-8可通过自分泌或旁

分泌促进胃癌组织新生血管生成,其在人类胃癌的发

生、发展中具有一定的作用[16-17]
 

。
本研究结果显示,采用黄芩素、小檗碱、大黄素、

大黄酸、
 

AMC预处理Hp后GES-1分泌IL-8
 

能力下

降,黄芩素、小檗碱、大黄酸、大黄酸对 Hp
 

的体外抑

制作用可能通过降低
 

IL-8表达水平而实现;小檗碱、
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大黄素与AMC联合使用时能显著降低
 

IL-8表达水

平,其中大黄素与AMC联用使用后抑制IL-8分泌的

效果最强,黄芩素与AMC联合使用IL-8
 

表达水平与

AMC单独使用无显著差异。表明小檗碱、大黄素可

能通过降低Hp诱导
 

GES-1分泌IL-8表达水平而增

强AMC的抗Hp活性。黄芩素、大黄酸不能通过降

低IL-8表达水平而增加 AMC的抗 Hp活性。本研

究还发现,黄芩素与AMC联合使用与AMC单用使

用比较,降低IL-8表达水平的作用不明显,黄芩素与

AMC联合使用是否产生拮抗作用尚有待于进一步

研究。
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