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摘   要 ：  目的：探讨疏肝和胃方含药血清对 GERD 食管上皮细胞损伤的干预作用。方法：实验分四组，除正常组外，其余三

组予胰蛋白酶刺激 HEEC 构建 GERD 体外细胞模型。正常组和模型组予生理盐水含药血清孵育，中药组予疏肝和胃

方含药血清孵育，西药组予雷贝拉唑肠溶胶囊含药血清孵育。24h 后通过 ELISA 方法检测 IL-8、IL-1β 和 PAF，

WB 检测 PAR-2、Claudin1和 Claudin4。所得结果采用 SPSS26.0统计分析。结果：与正常组相比，模型组 PAR-

2、IL-8、IL-1β 和 PAF 显著增加（P<0.05），Claudin1和 Claudin4显著降低（P<0.05）；与模型组相比，中西

药组 PAR-2、IL-8和 PAF 均显著降低（P<0.05），中药组 IL-1β 显著降低（P<0.05），西药组 IL-1β 呈降低趋

势（P>0.05），且中药组表达均低于西药组，其中中西药组 IL-8和 PAF 表达有统计学差异（P<0.05），中西药组

Claudin1显著升高（P<0.05），中药组 Claudin4显著升高（P<0.05），西药组 Claudin4呈升高趋势（P>0.05），且

中药组表达均显著高于西药组（P<0.05）。结论：  疏肝和胃方可以通过降低 PAR-2、IL-8、  IL-1β 和 PAF 的表达，

增加 Claudin1和 Claudin4蛋白的表达，改善食管黏膜炎性损伤，有效的治疗 GERD，且疗效优于雷贝拉唑。
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A b s t r a c t  :   Objective: To explore the intervention effect of serum containing soothing l iver and stomach 

decoction on injured esophageal epithelial cells. Methods: The experiment was divided into four 

groups. In addition to the normal group, the other three groups were given trypsin to stimulate HEECs 

to construct GERD cell model in vitro. The normal group and the model group were incubated 

with serum containing normal saline, the traditional Chinese medicine group were incubated with 

serum containing soothing liver and stomach decoction, and the Western medicine group were 

incubated with serum containing rabeprazole enteric capsule. IL-8,   IL-1β and PAF were detected 

by ELISA, PAR-2, Claudin1 and Claudin4 were detected by WB. The results were analyzed by 

SPSS26.0. Results: Compared with the normal group, PAR-2, IL-8, IL-1β and PAF increased 

significantly (P<0.05), Claudin1 and Claudin4 decreased significantly (P<0.05). Compared with the 

model group, PAR-2, IL-8 and PAF were decreased significantly(P<0.05) in the traditional Chinese 

medicine group and the Western medicine group, IL-1β was decreased significantly(P<0.05) in the 

traditional Chinese medicine group, while IL-1β in the Western group showed a decreasing trend, 

and the western medicine group was lower than that in the western medicine group(P>0.05). The 

expression of IL-8 and PAF in the traditional Chinese medicine group was significantly lower than in 

Western medicine group(P<0.05). Claudin1 was increased significantly in the Chinese and Western 

medicine group(P<0.05), Claudin4 was increased significantly in the traditional Chinese medicine 
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group (P<0.05), while Claudin4 in the Western group showed an increasing trend (P>0.05), and the 

expression of the traditional Chinese medicine group was significantly higher than that in Western 

medicine group(P<0.05). Conclusion: Soothing liver and stomach decoction can effectively treat 

GERD by decreasing the expression of PAR-2, IL-8, IL-1β and PAF, increasing the expression of 

Claudin1 and Claudin4, improving the inflammatory injury of esophageal mucosa, and it works better 

than rabeprazole.

Keywords  :  GERD; PAR-2; inflammatory factor; Claudin;  soothing liver and stomach decoction

一、材料与方法

（一）实验材料

1. 实验动物

采用清洁级8周龄雄性 SD 大鼠，体重300±50g，来源：上

海杰思捷实验动物有限公司，实验大鼠许可证号：SCXK（沪）

2018-0004。SD 大鼠适应性喂养一周，饲养于上海中医药大学

附属市中医医院动物房屏障环境内，室温20-26℃，相对湿度

55%±5%，光 / 暗循环12小时，4只 / 笼。所有的 SD 大鼠都得到

了充足的颗粒饲料及饮用水。所有程序均通过了上海中医药大学

附属市中医医院实验动物使用伦理及福利审查。

2. 实验药物

疏肝和胃方：柴胡12g、延胡索9g、炒白芍15g、枳壳12g、

旋覆花12g、代赭石15g、黄连3g、吴萸3g、太子参12g、甘草

6g；雷贝拉唑肠溶胶囊：20mg/ 粒，7粒 / 盒及生理盐水均为上海

中医药大学附属市中医医院药剂科提供。

3. 实验细胞

正常人食管上皮永生化细胞株（HEEC）购买于上海圆创生物

科技有限公司。

4. 实验试剂

DMEM 不 完 全 高 糖 培 养 基（KGM12800），PBS 缓 冲 液

（YXB5001），0.25% 胰蛋白酶（含 EDTA）（KGM125200），

澳 洲 胎 牛 血 清（10099-141C）， 胰 蛋 白 酶 粉（YC70855），

Cell Counting Kit-8（C0039），RIPA 裂 解 液 （P0013B），

PMSF（100mM）（ST506），BCA 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒

（P0010），PAGE 凝胶快速制备试剂盒（12.5%）（PG113），

SDS-PAGE 电泳液（P0014B），Western 转膜液（P0021B），

QuickBlockTM Western 封 闭 液 （P0252q），Anti-PAR2 

antibody（ab180953），Anti-Claudin1 antibody（ab15098），

Anti-Claudin4 antibody（ab53156），GAPDH（D110016），

HRP-conjugated Goat Anti-Rabbit IgG（D110058）， 三 色 预

染 蛋 白 Marker10kDa-250kDa（WJ103L），BeyoECL Plus

（P0018S），Human IL-8 ELISA Kit（E-EL-H6008），

人 IL-1 beta ELISA 试 剂 盒 （Ab214025），Human platelet 

activating factor,PAF ELISA Kit（CSB-E07929h）。

5. 实验仪器与设备

  二氧化碳培养箱（HF90），净化工作台（VS-840-1），高

速离心机（5200），显微镜（倒置式）（DMIL），0.2μm 过滤器

（4612），PVDF 膜（IPVH00010），酶标仪（Epoch2），电热

恒温培养箱（GHP-9160），电子天平（AL204-IC），三恒多用

电泳仪电源（DYY-12），MiniProGelTM 蛋白制胶、电泳与转

膜系统（E6150），Image Lab 影像采集系统（ChemiDoc XRS+ 

with Image Lab Software），生物安全柜（BIOsafe12）。

（二）实验方法

1.HEEC 细胞诱导刺激模型

实 验 设 置6个 实 验 组： 正 常 组、0.1nM、0.3nM、1nM、

3nM、10nM 胰蛋白酶刺激组，每组设置5个复孔。将 HEEC 以

1*105/ml 接种于96孔板中，每孔100μl，置于培养箱内孵育，24h

胃食管反流病（GERD）是由胃及十二指肠内容物反流到食管引起，通常伴有烧心、反酸或其他食管外症状，如胸痛、慢性咳嗽

等，是最常见的上消化道疾病之一 [1]。近年来，由于人们的生活水平提高以及生活方式和饮食习惯的改变，GERD 的发病率每年都在增

加 [2]。目前酸抑制剂是治疗 GERD 的主要药物 [3]，然而临床上发现约有10%-40% 的患者采用标准剂量 PPI 治疗8周后仍无效或症状不

能完全缓解 [4]，严重影响患者的生活质量。

  越来越多的中药有效成分因其广泛的生物活性和独特的药理作用被应用到新药物研究和开发中，为防治 GERD 提供新的思路。本研

究构建 GERD 体外细胞模型，予含药血清孵育损伤的 HEEC，探讨疏肝和胃方含药血清对 GERD 食管上皮细胞损伤的干预作用，为临

床使用疏肝和胃方治疗 GERD 提供可靠的理论依据。
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后更换为无血清的 DMEM 培养基平衡细胞。12h 后予对应的溶液

刺激6h，使用 CCK-8试剂检测各组细胞活力。

2. 含药血清制备

采用随机数字法，将18只 SD 大鼠随机分为3组：正常组、疏

肝和胃方组和雷贝拉唑肠溶胶囊组。在适应性喂养结束后灌胃，

中药组灌胃生药量为11.25g/kg*d，西药组灌胃生药量为4.17mg/

kg*d，按1ml/100g* 次 * 日灌胃，连续灌胃5天，末次给药1h 后麻

醉大鼠，在无菌条件下行腹主动脉采血，4℃静置，待凝固析出血清

后离心，吸取上清即为含药血清，置于56℃水浴锅中灭活30min，

并用0.2μm 针孔滤器过滤除菌，置于 -80℃冰箱中保存备用。

3. 含药血清对 HEEC 细胞活力的影响

实验设置10个实验组：DMEM 培养基组，5%、10%、20% 生

理盐水组含药血清，5%、10%、20% 疏肝和胃方组含药血清，5%、

10%、20% 雷贝拉唑肠溶胶囊组含药血清，每组设置5个复孔。

将 HEEC 以8*104/ml 接种于96孔板中，每孔100μl，置于培

养箱内孵育，24h 后更换为无血清的 DMEM 培养基。12h 后予对

应浓度的含药血清培养 HEEC24h，使用 CCk-8试剂检测各组细

胞活力。

4.WB 检测 HEEC 细胞中 PAR-2、Claudin1和 Claudin4的表达

PBS 清洗后在冰上裂解，半小时后用细胞刮刀刮下。静置

数分钟后离心，收集上清；检测各组蛋白浓度后调整蛋白样品的

终浓度为1μg/μl。将所有样品加热充分变性蛋白。组装电泳槽，

倒入 SDS-PAGE 电泳液，拔去梳齿，上样，盖上上盖，接通电

源（每孔上样量为20μl）；电泳结束后取出玻璃板开始转膜；

将 PVDF 膜放置在封闭液中封闭1h 后孵育一抗，4℃冰箱内孵

育过夜；洗膜，室温下孵育二抗1h；用 TBST 洗膜后显影，利

用 Image Lab 影像采集系统拍摄照片。采用 Image J 分析软件

分析。

5.ELISA 检测 HEEC 细胞上清液中 IL-8、IL-1β 和 PAF 的表达

从 -80℃冰箱中取出样本，融化离心取上清检测，设定标准

品孔、样品孔和空白孔，每组3个复孔，加入100μl 对应样品，

贴上覆膜，37℃下孵育90min；甩尽液体，加入100μl 的生物素

化抗体工作液，孵育1h；甩干，加入350μl 洗涤液，浸泡1min，

甩干，重复3次；加酶结合物100μl，孵育30m  in；甩干，洗板5

次；加入底物溶液90μl，避光孵育15min；加入终止液50μl 终止

反应；在450nm 波长下测量各孔的 OD 值。

6. 统计方法

应用 SPSS26.0分析所得数据，计量资料以均数 ± 标准差表

示，满足正态分布及方差齐性检测的计量资料组间比较采用单因

素方差分析，两两比较采用 LSD 法，反之予非参数检验，P<0.05

时为有统计学差异。

二、实验结果

（一）不同浓度胰蛋白酶溶液对 HEEC 细胞活力的影响

细胞活力随着胰蛋白酶溶液浓度的增加而下降，采用 GraphPad 

Prism 9.0软件计算出半数致死浓度（LC50）为0.65nM，并用于后

续实验。（图中每一个数值均为三次实验的均值）

图1 不同浓度胰蛋白酶溶液对 HEEC 细胞活力的影响

（二）不同浓度、组别含药血清对 HEEC 细胞活力的影响

与5% 生 理 盐 水 组 含 药 血 清 相 比，5% 中 药 组 OD 值 升 高

（P>0.05），5% 西药组 OD 值降低（P>0.05），与5% 中药组相

比，5% 西药组 OD 值显著降低（P<0.05）；与10% 生理盐水组

相比，10% 中药组 OD 值显著升高（P<0.05），10% 西药组 OD

值降低（P>0.05），与10% 中药组相比，10% 西药组 OD 值显著

降低（P<0.05）；与20% 生理盐水组相比，20% 中药组 OD 值显

著升高（P<0.05），20% 西药组 OD 值降低（P>0.05），与20%

中药组相比，20% 西药组 OD 值显著降低（P<0.05）。上述结果

提示在10% 及20% 浓度下，细胞增殖均有统计学差异，而10%

与20% 细胞增殖无统计学差异，故选择10% 的血清浓度作为后续

实验。

表1 不同浓度、组别含药血清对 HEEC 细胞活力的影响（OD 值）

组别 5% 10% 20%

生理盐水

组
0.799±0.093 0.778±0.077 0.801±0.091

中药组 0.924±0.110 0.981±0.414* 1.007±0.128*

西药组 0.709±0.780# 0.709±0.108# 0.795±0.126#

注：与对应浓度生理盐水组相比，*P<0.05；与对应浓度中药组相比，#P<0.05。

图2 不同浓度、组别含药血清对 HEEC 细胞活力的影响

（ 三） 含 药 血 清 干 预 后 PAR-2、Claudin1和 Claudin4的

表达

PAR-2：与正常组相比，模型组表达显著升高（P<0.05），

与模型组相比，中药组和西药组表达显著降低（P<0.05），且中

药组表达低于西药组（P>0.05）。

Claudin1：与正常组相比，模型组表达显著降低（P<0.05），

与模型组相比，中药组和西药组表达显著升高（P<0.05），且中

药组表达显著高于西药组（P<0.05）。
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Claudin4：与正常组相比，模型组表达显著降低（P<0.05），

与模型组相比，中药组表达显著升高（P<0.05），西药组表达升

高（P>0.05），且中药组表达显著高于西药组（P<0.05）。

表2 四组 HEEC 细胞上清液中 PAR-2、Claudin1和 Claudin4相对灰度值

比较

组别 PAR-2 Claudin1 Claudin4

正常组 0.190±0.004 0.347±0.020 0.423±0.046

模型组 0.256±0.041* 0.275±0.023* 0.300±0.068*

中药组 0.176±0.026# 0.394±0.037# 0.414±0.007#

西药组 0.153±0.019# 0.339±0.022#∆ 0.308±0.026∆

F 值 8.631 10.679 7.082

P 值 P=0.007 P=0.004 P=0.012

注：与正常组相比，*P<0.05；与模型组相比 #P<0.05；与中药组相比，∆P<0.05。

图3 四组 HEEC 细胞上清液中 PAR-2、Claudin1和 Claudin4相对灰度值比较

（四）含药血清干预后 IL-8、IL-1β 和 PAF 的表达

IL-8：与正常组相比，模型组显著升高（P<0.05），与模型

组相比，中药组和西药组显著降低（P<0.05），且中药组显著低

于西药组（P<0.05）。

IL-1β：与正常组相比，模型组显著升高（P<0.05），与模

型组相比，中药组显著降低（P<0.05），西药组降低（P>0.05），

中药组低于西药组（P>0.05）。

PAF：与正常组相比，模型组显著升高（P<0.05），与模型

组相比，中药组和西药组显著降低（P<0.05），且中药组显著低

于西药组（P<0.05）。

表3 四组 HEEC 细胞上清液中 IL-8、IL-1β 和 PAF 的表达情况

组别 IL-8（pg/ml） IL-1β（pg/ml） PAF（ng/ml）

正常组
578.796

±14.114
59.220±3.986 233.167±3.326

模型组
637.582

±13.385*
74.206±5.424* 285.449±9.226*

中药组
591.483

±8.466#
62.607±3.836# 242.682±1.121#

西药组
615.359

±6.571#∆
65.967±4.445 259.278±7.668#∆

F 值 16.509 6.209 40.290

P 值 P=0.001 P=0.017 P<0.0001

图4 四组 HEEC 细胞上清液中 IL-8、IL-1β 和 PAF 的表达情况

三、讨论

蛋白酶激活受体2（PAR-2）是其家族唯一可被胰蛋白酶或

类胰蛋白酶激活的受体，广泛存在于消化道，在炎症、免疫、应

激等病理过程中并发挥重要作用 [5]。在 GERD 中，除胃酸反流外，

富含胰蛋白酶的十二指肠反流是另一个重要的致病因素 [6]，反流的

胰蛋白酶可以激活 PAR-2，这可能是造成 GERD 食管损伤的潜在

因素。

反流的胰蛋白酶激活 PAR-2可增加白细胞介素 IL-8的表达

诱发食管炎症，引起食道上皮损伤 [7]。IL-8吸引中性粒细胞，中

性粒细胞可以释放丝氨酸蛋白酶，从而进一步激活 PAR-2[8]。在

食管炎模型和慢性食管炎患者中，食管黏膜产生并释放的血小板

活化因子（PAF）异常增高，对外周白细胞具有强的趋化和活化

作用，在介导食管上皮损伤中起到重要作用 [9]。另有研究发现，

食管黏膜分泌的 PAF 可抑制肌肉的收缩，并刺激食道环形肌分

泌 IL-6，进而诱发 IL-1β 的分泌，IL-1β 可以独立改变神经源

性食道肌肉收缩，从而增加黏膜暴露机会，进一步加剧炎症 [10]。

这表明 PAR-2活化介导食管黏膜炎症是导致食管损伤发生的病

理基础，PAR-2在食管炎症反应中发挥了重要作用，可能是治疗

GERD 的有益靶点。

食管上皮的相对不渗透性是屏障功能的关键因素，与紧密连

接蛋白（TJ）有关 [11]。GERD 动物实验和体外模型研究表明食管

黏膜存在 Claudin 蛋白表达及定位的改变 [12]，Claudin1在鳞状上

皮中最丰富，Claudin4在各种组织的细胞膜上表达，在胃肠道中

表达最丰富 [13]，是食管鳞状上皮重要的紧密连接蛋白，其异常表

达导致 TJ 变弱，降低细胞 - 细胞黏附的稳定性，从而促进了分

离，提高了上皮渗透率。

中医学将 GERD 归属“反胃”“吐酸”“食管瘅”等范畴，病

位在食管，属胃，但还与脾和肝胆有关。肝胃失和引起的气机升降

失常是导致 GERD 的关键因素，情志不畅，肝失条达，横逆犯胃；

饮食不节伤胃滞脾，终至胃气不能下行，上逆为患。肝升发疏泄失

常，影响胃的通降，导致浊气不降或上逆，就会出现肝胃不和之

证。因此疏肝理气、和胃降逆成为治疗本病的基本治则，遂立疏肝

和胃方，方中诸药并用，使郁结得解，肝气条达，脾升胃降。

本研究结果显示，与正常组相比，模型组 PAR-2、IL-8、

IL-1β 和 PAF 显 著 增 加 （P<0.05），Claudin1和 Claudin4

显 著 降 低（P<0.05）； 与 模 型 组 相 比， 中 西 药 组 PAR-2、

IL-8和 PAF 均 显 著 降 低（P<0.05）， 中 药 组 IL-1β 显 著 降

低（P<0.05）， 西 药 组 IL-1β 呈 降 低 趋 势（P>0.05）， 且 中
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药组表达均低于西药组，其中中西药组 IL-8和 PAF 有统计学差

异（P<0.05）， 中西药组 Claudin1显著升高（P<0.05）， 中药

组 Claudin4显著升高（P<0.05），西药组 Claudin4呈升高趋势

（P>0.05），且中药组表达均显著高于西药组（P<0.05）。

综上所述，疏肝和胃方可以通过降低 PAR-2、IL-8、IL-1β

和 PAF 的表达，增加 Claudin1和 Claudin4蛋白的表达，改善食

管黏膜损伤，有效的治疗 GERD，且疗效优于雷贝拉唑。
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