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  [摘要] 目的 探讨安胃汤对慢性萎缩性胃炎(CAG)大鼠中 m6A甲基化相关识别蛋白[YTH 结构域

N6-甲基腺嘌呤RNA结合蛋白1(YTHDF1)、YTH结构域N6-甲基腺嘌呤RNA结合蛋白2(YTHDF2)]表达

的影响。方法 采用脱氧胆酸钠和氨水联合饥饱失常饮食控制法建立CAG大鼠模型,造模成功后随机分为阴

性对照组,安胃汤高、中、低剂量组和阳性对照组;正常组正常饲养。安胃汤高、中、低剂量组给药剂量分别为

20.6
 

g/kg、10.3
 

g/kg、5.15
 

g/kg,阳性对照组给予剂量为4.43
 

g/kg的胃复春混悬液,正常组与阴性对照组给

予等体积的蒸馏水。采用 HE染色法观察大鼠胃组织病理变化情况,实时荧光定量PCR(qRT-PCR)检测

YTHDF1、YTHDF2
 

mRNA表达,Western
 

blot检测YTHDF1、YTHDF2蛋白表达。结果 与正常组比较,
阴性对照组大鼠胃组织YTHDF1、YTHDF2

 

mRNA和蛋白表达明显升高(P<0.05),大鼠胃组织发生炎性病

变。与阴性对照组比较,高剂量组YTHDF1、YTHDF2
 

mRNA和蛋白表达明显降低(P<0.05),大鼠胃组织

病理学改善,且各项指标变化与安胃汤剂量呈依赖性。结论 安胃汤能够修复CAG大鼠胃黏膜损伤,改善胃

功能,抑制病理进展,可能与调节YTHDF1、YTHDF2表达有关。
[关键词] 安胃汤;慢性萎缩性胃炎;YTH结构域N6-甲基腺嘌呤RNA结合蛋白1;YTH结构域N6-甲

基腺嘌呤RNA结合蛋白2
[中图法分类号] R573.3+2 [文献标识码] A [文章编号] 1671-8348(2023)01-0001-05

Effect
 

of
 

Anwei
 

Decoction
 

on
 

YTHDF1
 

and
 

YTHDF2
 

expression
 

of
 

chronic
 

atrophic
 

gastritis
 

rats*
ZHANG

 

Fan1,TANG
 

Youming2,ZHENG
 

Jinghui2,LIN
 

Shouning2,ZHU
 

Yongping2△

(1.Guangxi
 

University
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine,Nanning,Guangxi
 

530000,China;
2.Affiliated

 

Ruikang
 

Clinical
 

Medical
 

College,Guangxi
 

University
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine,Nanning,Guangxi
 

530002,China)
  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

Anwei
 

Decoction
 

on
 

m6A
 

methylation-related
 

recog-
nition

 

protein
 

YTH
 

domain
 

N6-methyladenine
 

RNA-binding
 

protein
 

1
 

(YTHDF1)
 

and
 

YTH
 

domain
 

N6-
methyladenine

 

RNA-binding
 

protein
 

2
 

(YTHDF2)
 

expression
 

in
 

chronic
 

atrophic
 

gastritis
 

(CAG)
 

rats.Meth-
ods The

 

rat
 

model
 

of
 

CAG
 

was
 

established
 

by
 

sodium
 

deoxycholate
 

and
 

ammonia
 

water
 

combined
 

with
 

hun-
ger

 

and
 

satiety
 

disorder
 

diet
 

control
 

method.After
 

successfully
 

modeling,the
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

negative
 

control
 

group,Anwei
 

Decoction
 

high,middle
 

and
 

low
 

doses
 

groups
 

and
 

positive
 

control
 

group.
The

 

normal
 

group
 

was
 

fed
 

normally.The
 

Anwei
 

Decoction
 

high,middle
 

and
 

low
 

doses
 

groups
 

were
 

given
 

the
 

drug
 

amounts
 

of
 

20.6
 

g/kg,10.3
 

g/kg,5.15
 

g/kg
 

respectively.The
 

positive
 

control
 

group
 

was
 

given
 

Weifu-
chun

 

suspension
 

by
 

a
 

dose
 

of
 

4.43
 

g/kg,and
 

the
 

normal
 

group
 

and
 

negative
 

control
 

group
 

were
 

given
 

the
 

same
 

volume
 

of
 

distilled
 

water.The
 

HE
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

pathological
 

changes
 

of
 

rat
 

gastric
 

tissue,
the

 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

(qRT-PCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

expression
 

of
 

YTH-
DF1

 

and
 

YTHDF2,and
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

YTHDF1
 

and
 

YTHDF2.
Results Compared

 

with
 

the
 

normal
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

YTHDF1,YTHDF2
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
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the
 

gastric
 

tissue
 

of
 

the
 

negative
 

control
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),and
 

the
 

gastric
 

tissue
 

of
 

the
 

rats
 

had
 

inflammatory
 

changes;compared
 

with
 

the
 

negative
 

control
 

group,the
 

expressions
 

of
 

YTHDF1
 

and
 

YTHDF2
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

the
 

high
 

dose
 

group
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),and
 

the
 

his-
topathology

 

lesions
 

of
 

the
 

rat
 

stomach
 

was
 

improved,and
 

the
 

change
 

of
 

each
 

index
 

was
 

dependent
 

on
 

the
 

dose
 

of
 

Anwei
 

Decoction.Conclusion Anwei
 

Decoction
 

could
 

repair
 

the
 

gastric
 

mucosal
 

injury
 

in
 

rats
 

with
 

CAG,
improve

 

the
 

gastric
 

function,and
 

inhibit
 

the
 

pathological
 

progression
 

of
 

CAG,which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

regulate
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

YTHDF1
 

and
 

YTHDF2.
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RNA-binding
 

protein
 

1;YTH
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N6-methyladenine
 

RNA-binding
 

protein
 

2

  慢 性 萎 缩 性 胃 炎(chronic
 

atrophic
 

gastritis,

CAG)是以胃黏膜上皮和腺体萎缩,黏膜变薄,黏膜肌

层增厚为特征的一种常见消化系统疾病[1-2],其已被

世界 卫 生 组 织 列 为 癌 前 疾 病,癌 变 率 0.5% ~
1.0%[3-4]。随着现代中医药的进步,学者们从中药单

体及复方治疗CAG进行各类研究[5-6]。近年来发现

YTH 结 构 域 N6-甲 基 腺 嘌 呤 RNA 结 合 蛋 白 1
(YTHDF1)、YTH结构域N6-甲基腺嘌呤RNA结合

蛋白2(YTHDF2)在各类癌症细胞中均有表达,对于

癌细胞的迁移、增殖等都起到关键作用。敲低YTH-
DF1、YTHDF2表达后,能够抑制胃癌细胞增殖并促

进细胞凋亡的发生[7]。课题组经过十几年的研究探

索,证实安胃汤对CAG的疗效较好[8-9]。m6A“阅读

者”(reader)负责识别 m6A位点,在RNA修饰中起

到关键作用[10-12]。本研究以CAG大鼠为模型,观察

安胃汤对YTHDF1、YTHDF2表达的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

SD大鼠,雄性,SPF级,体重(110±10)
 

g,购自

湖南莱克景达实验动物有限公司,饲养于广西中医药

大学实验动物中心,动物使用许可证号:SYXK 桂

2019-0001,经广西中医药大学动物福利伦理委员会批

准(DW20190310-045)。安胃汤:半夏13
 

g,黄连5
 

g,
干姜5

 

g,乌药7
 

g,丹参15
 

g,百合20
 

g,白芍20
 

g,薏
苡仁10

 

g,炙甘草5
 

g,由广西中医药大学附属瑞康医

院药剂科鉴定。阳性对照药物胃复春片(购自杭州胡

庆余堂药业有限公司),每片0.359
 

g。

1.2 主要仪器和试剂

Infinite
 

M200
 

PRO型全波长多功能酶标仪购自

瑞士Tecan公司;ChemiDoc
 

MP全能型成像分析系

统购自美国Bio-Rad公司;罗氏Light
 

cycler
 

96型荧

光定量PCR仪购自瑞士Roche公司。造模剂脱氧胆

酸钠(批号:SLBZ6975)和氨水(批号:SHBK0854)均
购自美国Sigma

 

Aldrich公司。广谱磷酸酶抑制剂混

合物(批号:15J09A83)、增强型RIPA裂解液(批号:

14I03A02)、BCA 蛋 白 定 量 试 剂 盒 (批 号:

14G08A460)、特超敏ECL化学发光即用型底物(批

号:#1927c03)均购自武汉博士德生物工程有限公

司;SYBR
 

qPCR
 

Master
 

Mix(批号:7E342F9)、RT
 

Super
 

Mix
 

for
 

qPCR(批 号:7E352K9)、RNA-easy
 

TM
 

Isolation
 

Reagent(批号:7E303H9)均购自南京

诺唯赞生物技术股份有限公司;兔抗鼠 YTHDF1抗

体(批号:GR3267175-6)购自英国 Abcam
 

公司,兔抗

鼠YTHDF2抗体(批号:1#80014S)购自美国 Cell
 

Signaling
 

Technology公司,兔抗鼠GAPDH抗体(批
号:00078427)购自武汉三鹰技术有限公司。

1.3 方法

1.3.1 实验动物模型建立

SPF级SD大鼠72只,造模组大鼠从造模第1天

开始0.5
 

g/L氨水和20
 

mmol/L脱氧胆酸钠溶液交

替自由饮用,每天1次,饥饱失常喂养,共持续16
周[13];正常组正常饲养。

1.3.2 分组及给药方法

确认病理模型构建成功后将CAG大鼠分为阴性

对照组、安胃汤高剂量组、安胃汤中剂量组、安胃汤低

剂量组、阳性对照组。参照《药理实验方法学》中标准

动物的等效剂量折算系数法计算给药剂量,安胃汤

高、中、低剂量组安胃汤给药剂量分别为20.6
 

g/kg、

10.3
 

g/kg、5.15
 

g/kg(成人临床剂量的12、6、3倍),
胃复春混悬液[14]给药作阳性对照,剂量为4.43

 

g/kg,
每天灌胃1次,连续灌胃28

 

d,正常组与阴性对照组

给予等体积的蒸馏水。

1.3.3 样本采集与病理检测

各组药物干预处理后,禁食24
 

h,将大鼠用10%
水合氯醛按体重0.3

 

mL/100
 

g麻醉,剖腹取全胃,沿
胃大弯剪开,并向胃窦近幽门口至胃大弯方向取1.0

 

cm×1.0
 

cm×0.5
 

cm胃组织。通过 HE法染色处理

后在高倍镜下观察炎性细胞浸润、腺体数量、上皮细

胞形态等病理情况。

1.3.4 实 时 荧 光 定 量 PCR(qRT-PCR)检 测 大 鼠

YTHDF1、YTHDF2
 

mRNA表达

提取研磨后的大鼠胃组织总RNA,将RNA逆转

录合成cDNA。稀释后取2.5
 

μmol/L基因引物进行

qRT-PCR,以 GAPDH 为内参,反应配置体系共20
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μL。PCR 反 应 体 系 溶 液 为2×ChamQ
 

Universal
 

SYBR
 

qPCR
 

Master
 

Mix
 

10.0
 

μL,正 向 引 物(10
 

mmol/L)
 

0.4
 

μL,反向引物(10
 

mmol/L)
 

0.4
 

μL,

Template
 

DNA/cDNA
 

5
 

μL,最后加入 RNase
 

Free
 

ddH2O至总体积为20
 

μL。PCR反应条件:预变性(1
个循环95

 

℃
 

30
 

s);循环反应(40个循环95
 

℃
 

3~10
 

s,60
 

℃
 

10~30
 

s);溶解曲线(1个循环
 

95
 

℃
 

15
 

s,

60
 

℃
 

60
 

s,95
 

℃
 

15
 

s)。扩增40个循环后计算Ct
值,以2-ΔΔct计算目的基因的相对表达量。基因引物

序列见表1。
表1  基因引物序列

基因 引物序列(5'-3')
产物大小

(bp)

YTHDF1

 正向 TGACAATGACTTTGAGCCCTACC 127

 反向 CTCGCTGAGGGAGTAAGGAAAT

YTHDF2

 正向 CGAACCTTACTTGAGCCCACAG 140

 反向 TGTCACCTCCAGTAGACCAAGC

1.3.5 Western
 

blot检测大鼠YTHDF1、YTHDF2
蛋白表达

将RIPA裂解液与研磨后的胃组织混合并离心

取上清液,按照蛋白浓度加入适量缓冲液,电泳分离

蛋白后利用PVDF膜形成蛋白印迹,5%BSA封闭蛋

白空隙。分别用YTHDF1和YTHDF2抗体4
 

℃孵

育过夜特异性识别目的蛋白,25
 

℃孵育二抗催化显色

剂。最后使用ECL发光剂显色,凝胶全能型成像分析

系统成像拍照,以目的条带与内参GAPDH条带的比

值作为相对定量,分析各样品中目标蛋白表达的差别。

1.4 统计学处理

采用SPSS23.0统计软件进行分析。计量资料以

x±s表示,多组间比较采用单因素方差分析,两两比

较采用 LSD-t 检验,以 P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 各组大鼠胃组织病理检测情况

正常组胃黏膜组织各层结构完整,胃底腺组织较

多且排列规整,无萎缩、中性粒细胞浸润、肠上皮化生

等组织学的胃炎状态;阴性对照组大鼠的胃黏膜固有

层可见炎症细胞浸润,胃底固有腺体组织因萎缩导致

数目、体积明显减少,透见网状、树枝状血管,排列不

规则;安胃汤高剂量组慢性炎症细胞浸润明显减少,
与阴性对照组相比,胃底腺体组织明显增多,排列规

整,萎缩有明显改善;安胃汤中剂量组可见炎症细胞

浸润有改善倾向,虽可见胃底腺组织,但量少,结构排

列较为规则,仍可见萎缩表现;安胃汤低剂量组固有

腺体减少,黏膜固有层可见炎症细胞浸润;阳性对照

组胃黏膜组织各层结构较为整齐,固有层腺体排列较

为紧密规则,见图1。

图1  各组大鼠胃组织病理染色光镜观察图(HE染色,×200)

2.2 各组大鼠胃组织 YTHDF1、YTHDF2
 

mRNA
表达比较

与正常组比较,阴性对照组大鼠胃组织 YTH-

DF1、YTHDF2
 

mRNA表达明显升高(P<0.05);与
阴性对照组比较,安胃汤高剂量组、中剂量组及阳性

对照组大鼠胃组织YTHDF1、YTHDF2
 

mRNA表达
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明显降低(P<0.05),且呈剂量依赖性,见表2。
表2  各组大鼠胃组织YTHDF1和YTHDF2

 

mRNA
   表达比较(x±s,n=12)

组别 YTHDF1 YTHDF2

正常组 0.976
 

7±0.051
 

3 0.966
 

7±0.032
 

2

阴性对照组 1.857
 

0±0.030
 

0# 2.439
 

6±0.040
 

6#

安胃汤高剂量 0.943
 

3±0.020
 

8* 0.646
 

5±0.037
 

9*

安胃汤中剂量 0.550
 

0±0.040
 

0* 0.770
 

3±0.035
 

9*

安胃汤低剂量 1.563
 

3±0.025
 

2 2.359
 

8±0.036
 

2

阳性对照组 0.936
 

7±0.035
 

1* 1.265
 

0±0.045
 

0*

  #:P<0.05,与正常组比较;*:P<0.05,与阴性对照组比较。

2.3 各组大鼠胃组织YTHDF1和YTHDF2蛋白表

达比较

与正常组比较,阴性对照组大鼠胃组织 YTH-
DF1、YTHDF2蛋白表达明显升高

 

(P<0.05)。与阴

性对照组比较,安胃汤高剂量组、中剂量组和阳性对

照组YTHDF1、YTHDF2蛋白表达明显降低,呈剂量

依赖性,见图2和表3。

图2  各组大鼠胃组织YTHDF1、YTHDF2蛋白印迹图

表3  各组大鼠胃组织YTHDF1和YTHDF2蛋白表达

   比较(x±s,n=12)

组别 YTHDF1 YTHDF2

正常组 0.607
 

3±0.009
 

9 0.811
 

3±0.021
 

6

阴性对照组 1.003
 

4±0.004
 

5# 1.013
 

1±0.035
 

7#

安胃汤高剂量 0.149
 

8±0.007
 

5* 0.212
 

5±0.015
 

2*

安胃汤中剂量 0.647
 

2±0.127
 

5* 0.568
 

0±0.029
 

5*

安胃汤低剂量 1.333
 

1±0.005
 

1 1.277
 

8±0.012
 

8

阳性对照组 0.127
 

0±0.006
 

5* 0.931
 

3±0.008
 

9*

  #:P<0.05,与正常组比较;*:P<0.05,与阴性对照组比较。

3 讨  论

m6A甲基化在CAG治疗应用研究较少。很多

恶性肿瘤都会伴随表观遗传异常,异常表达的相关基

因很有可能作为CAG早期诊断及预后的标志物新靶

点[15]。在m6A调控网络中,无论癌细胞和正常组织

都存在变化趋势,说明 m6A甲基化这一重要的表观

遗传学修饰可能在炎癌转变中密切相关。研究发现

YTHDF1和YTHDF2作为m6A甲基化中的识别蛋

白,在影响基因水平方面扮演重要角色,YTH结构域

蛋白中影响明显[16-18]。

本实验研究发现,与正常组比较,阴性对照组的

YTHDF1和YTHDF2
 

mRNA和蛋白表达明显升高

(P<0.05);而与阴性对照组比较,安胃汤高剂量组、
中剂量组的YTHDF1和YTHDF2

 

mRNA和蛋白表

达均明显下降(P<0.05)。
YTHDF2可靶向影响 mRNA 的定位,RNA 结

合蛋白(RBPs)可以调节炎症基因 mRNA转录物的

稳定性,激活丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)和核因

子-κB(NF-κB)信号通路,从而促进促炎细胞因子的表

达,参与炎症过程的调节[19]。实验研究发现,通过下

调 MAPK和NF-κB
 

信号通路,可明显改善胃组织萎

缩,减轻黏膜炎性反应[20-22],抑制癌前病变[23-24]。对

于通过影响YTHDF2表达改善CAG的炎症具有理

论指导意义。

YTHDF1通过 Wnt/β-catenin通路在细胞自我

更新和分化中发挥重要的致癌作用,可增强肿瘤 M1
巨噬细胞极化和CD8+

 

T细胞浸润,同时增强PD-L1
免疫抑制剂的作用[25-26]。Wnt拮抗基因高甲基化状

态可能与CAG的发生相关[27-28]。有研究表明 Wnt
参加了炎癌转变的发生过程,是促癌进程的关键基

因[29]。调节YTHDF1进而影响 Wnt/β-catenin通路

改善CAG的治疗理念值得进一步探索。
综上所述,安胃汤高剂量可以降低CAG大鼠胃

组织中 YTHDF1、YTHDF2
 

mRNA和蛋白表达,修
复CAG大鼠胃黏膜损伤,恢复胃黏膜功能,抑制炎癌

转变,可能与调节YTHDF1和 YTHDF2表达有关,
具体机制有待进一步研究。
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