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摘要：本文从不同中药水提物[白术、茯苓、陈皮、山药、复合多糖（白术、茯苓、陈皮、山药的混合水提物）]中筛选具有良好

抑制幽门螺杆菌（Helicobacter pylori，Hp）活性以及能促进人胃粘膜上皮（Human gastric epithelial cell line，GES-1）细胞增殖的物质。

对比不同水提物对 Hp 的抑菌活性，体外抑制脲酶的活性。结果显示，茯苓、复合多糖及白术水提物，具有一定程度的抑制 Hp 作用，

在浓度为 1000.00 μg/mL 时对 Hp 的抑制率分别为 93.29%、62.85%、47.14%。其中，以茯苓水提物的抑菌效果最显著。各种中药水提

物都具有不同程度的抑制脲酶活性，茯苓水提物的效果最好（IC50=618.90 μg/mL）。茯苓水提物对 Hp 的抑制呈现一定程度剂量依赖

效应。当其浓度达到 15.62 μg/mL 以上时，对 Hp 的抑制率达 80%以上。以 125.00 μg/mL 的茯苓水提物作用 24 h 后，即可显著地提高

胃粘膜上皮细胞（GES-1）的存活率至 128.35%。因此，茯苓水提物可能通过抑制幽门螺杆菌增殖及其毒力因子脲酶的活性，同时促

进 GES-1 细胞增殖来降低幽门螺杆菌感染胃部所引起的毒性作用。 
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Abstract: Inhibitory activity on Helicobacter pylori (Hp) of different water extracts of Chinese herb (Atractylodes rhizome, Poria, dried 

orange peel, Yam and polysaccharide complex (mixed water extracts of Atractylodes rhizome, Poria, dried orange peel and yam) was studied. 

The antibacterial experiment results showed that the water extract of Poria, polysaccharide complex and Atractylodes rhizome demonstrated a 

certain inhibitory activity on Hp. The inhibition rates were 93.29%, 62.85% and 47.14% at the concentration of 1000.00 μg/mL, respectively. 

The water extract of Poria showed the most significant effect. The water extract of Herb had different inhibitory effects on urease activity, and 

the water extract of Poria had the best effect (IC50=618.90 μg/mL). The water extract of Poria showed a dose-dependent effect on the inhibition 

of Hp. The inhibition rate was over 80% when the concentration reached 15.62 μg/mL or more. The survival rate of human gastric epithelial 

cells (GES-1) was significantly increased to 128.35% after treatment with 125.00 μg/mL of the water extract from Poria for 24 h. Therefore, the 

water extract of Poria might repair the Hp-injured stomach by inhibiting Hp proliferation and urease activity and promoting the proliferation of 

GES-1 cells. 
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幽门螺杆菌（Helicobacter pylori，Hp）是一种单

极多鞭毛杆状的革兰氏阴性微需氧细菌，是唯一能在

胃部生存的细菌[1]。它能分泌脲酶这一毒力因子，以

水解尿素生成氨和二氧化碳，中和周围的胃酸和缓解

炎性反应引起的杀菌作用，保护 Hp 定植于高酸性的

人体胃部环境。Hp 是全球范围内最常见的传染性病原

菌之一，据统计世界人群中 Hp 感染率已超过 50%[2]。

Hp 感染是引起胃炎、消化性溃疡、胃癌和相关性淋巴

组织淋巴瘤的主要病因[3,4]。据报道全球 75%的胃癌是

由 Hp 感染所引发的[5]，世界卫生组织国际癌症研究机

构（IAEC）已将 Hp 列为第Ⅰ类致癌因子[6]。此外，

Hp 感染还被认为与阿尔茨海默症[7]、帕金森病[8]、恶

性贫血[9]和妊娠剧吐[10]等疾病相关。 
根除 Hp 被认为防治 Hp 相关疾病最有效的方法。

传统的治疗方法是 Hp 三联疗法，质子泵抑制剂辅加

两种抗生素。但是，随着 Hp 对抗生素的耐药性增强，

传统三联疗法的治愈率不断降低。因此，寻找更安全、

有效的抑制 Hp 活性成分的研究势在必行。 
我国传统中药是天然活性成分的宝贵资源，其中

茯苓多糖[11,12]和陈皮黄酮[13]具有抑菌作用且其中的活

性成分有利于保护胃肠功能；白术黄酮[14]和山药多糖
[16]可有效抑菌，具有良好的上皮黏膜保护功能。故而

所选的这些原料可能具有潜在的抑制幽门螺杆菌和促

进胃粘膜上皮细胞增殖的活性。并且，相比于抗生素，

中药活性成分的优势在于不易引起耐药性、不会产生

严重的菌群失调以及副作用小等。因而，从中药原料

中寻求更安全有效的抑制 Hp 活性成分，成为防治 Hp
感染的新途径。 

目前，许多研究采用抑菌圈法[17]或二倍稀释法[18]

来评价原料对幽门螺杆菌的抑菌活性；这些方法可以

比较直观地展现出原料的抑菌性强弱，但是未能进一

步探究其抑菌机制。本文以更为安全的药食同源中药

原料为研究对象，对其直接抑制幽门螺杆菌的功效进

行对比和分析并对其抑制脲酶的活性进行了研究，同

时对比了单方与组方的抑菌效果，以及探究了其对胃

粘膜上皮细胞增殖的影响，从而对其抑菌机制进行了

一定探究，以为研究和开发更安全有效的防治 Hp 感

染的活性成分及其在保健食品中的应用提供一定的参

考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

1.1.1  材料与试剂 
幽门螺杆菌（Hp SS1），由南方医科大学南方医

院消化科智发朝教授馈赠；复合多糖（白术、茯苓、

陈皮、山药的混合水提物），由无限极（中国）有限公

司提供；白术、茯苓、陈皮、山药，安国市一方药业

有限公司；无菌脱纤维绵羊血，广州鸿泉生物科技有

限公司（批号 180820）；胎牛血清，Gibco（批号

730840）；CM0331B 哥伦比亚血琼脂基础，广州翔博

生物科技有限公司；革兰染色液试剂盒，青岛海博生

物技术有限公司（批号 HB8278）；脑心浸液（BHI），
广州翔博生物科技有限公司。 
1.1.2  主要仪器和设备 

厌氧培养罐（细菌），上海安亭科学仪器有限公

司；超净工作台，苏州净化设备有限公司；高压灭菌

锅，上海安亭科学仪器有限公司；UV754N 紫外可见

光分光光度计，INESA 上海仪电分析仪器有限公司；

倒置相差显微镜，日本 Olympus 公司；离心机，

Thermo；万分之一电子天平，上海安亭科学仪器有限

公司。 

1.2  方法 

1.2.1  Hp 固体培养及鉴定 
将冻存的 Hp 菌株从-80 ℃超低温冰箱取出，在

室温下溶解后，复苏于哥伦比亚血琼脂培养基中，均

匀涂布，在微需氧条件（5% O2、10% CO2、85% N2）

下培养 48~72 h。 
革兰氏染色鉴定：将生理盐水滴一滴至洁净载玻

片上，用接种环刮取适量菌落，均匀涂在生理盐水中，

在室温下晾干后进行革兰氏染色。先用龙胆紫染液对

固定好的样本染色 10 s，水洗并晾干；碘液媒染 10 s，
再水洗并晾干；然后，酒精脱色，沙黄溶液复染 10 s，
水洗后用滤纸吸干。镜检。 

触酶试验：在 EP 管中加入 3%过氧化氢酶试剂以

及少量待测细菌菌落，产生连续气泡即为阳性结果。 
快速尿素酶试验：刮取适量菌落于尿素酶试纸上

涂开，接触处产生变红现象即为阳性结果。 
氧化酶试验：刮取适量菌落于氧化酶试纸上涂

开，接触处产生变蓝或黑现象即为阳性结果。 
1.2.2  Hp 的活化 

从-80 ℃超低温冰箱取出冻存的 Hp 菌株，在以

哥伦比亚培养基为基础、含 7.5%无菌脱纤维绵羊血的

血平板上复苏菌株。倒置平板置于微需氧（5% O2、

10% CO2、85% N2）、饱和湿度环境中培养 72 h，用于

实验或传代。 
1.2.3  Hp 菌悬液的制备及菌落浓度的检测 

将 Hp 刮取收集于含 10% FBS 的 BHI 培养液中，

在 600 nm 波长下检测 Hp 活菌悬液的光密度（Optical 
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Density，OD）值，以 OD600=1 值为 1.0×109 cfu/mL 细

菌为标准[19]，确定 Hp 活菌悬液细菌浓度。 
1.2.4  Hp 生长曲线的测定 

Hp 培养于哥伦比亚血平板中，置于 37 ℃含 5% 
O2、10% CO2、85% N2的饱和湿度环境，每隔 12 h
取样固体培养 48 h 后计数菌落数。 
1.2.5  抗生素阳性模型的建立 

参照临床中用于治疗 Hp 阳性的三联疗法（艾普

拉唑 10 mg、阿莫西林 1000 mg、克拉霉素 500 mg），
选择阿莫西林和克拉霉素作为阳性药物，以 2:1 的比

例配成 0.195~100 μg/mL 的不同浓度，加入菌悬液中

液体培养24 h后，接种于哥伦比亚血平板上培养48 h，
计数菌落。 
1.2.6  中药水提物的制备 

称取中药原料 15 g，粉碎过 60 目筛，按料液 1:20
的比例加水，在 80 ℃下回流提取 2 h。过滤、弃去滤

渣，在 5000 r/min 条件下离心 10 min，减压浓缩，冷

冻干燥，得到中药水提物，干燥保存，备用。 
1.2.7  抑菌试验 

用 0.1%的 DMSO 充分溶解中药水提物后，再溶

于含 10% FBS 的BHI 培养液中配成一定浓度的药液，

过 0.22 μm 滤膜，备用。在 24 孔板中加入 10 μL Hp
菌悬液（109 cfu/mL）以及 990 μL 不同浓度的药液、

空白对照组加入不含药物的培养液（含 0.1% DMSO、

10% FBS 的 BHI 培养液）和菌悬液，阳性对照组则加

入含100 μg/mL阿莫西林和50 μg/mL克拉霉素混合抗

生素[20]的 BHI 培养液和 Hp 菌悬液。37 ℃微需氧条

件下培养 24 h 后，适当稀释，取 50 μL 转至哥伦比亚

血琼脂培养基上，培养 48 h 后计数菌落[21]。对比空白

对照组菌落数，计算抑制率。 
1.2.8  脲酶抑制活性的检测 

分别将脲酶溶液（10 U/mL）与不同浓度的药物

溶液（125、250、500、1000、2000、4000 μg/mL）各

100 μL 混匀至 1.5 mL 离心管中，于 37 ℃避光反应

20 min。加入 50 mM 尿素 100 μL，在室温下避光反应

20 min。加入贝特洛显色液并摇匀，在室温下避光反

应 10 min。吸取 150 μL 至 96 孔板中，在酶标仪上测

定 595 nm 处的 OD 值。每个浓度的药物平行操作 3
次。空白对照组加入相应溶液的溶剂[22]。根据公式计

算出 RA，运用 SPSS 统计软件求得药物的 IC50。 

%100(%) ×⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−

−
=

blankcontrol

blanksample

ODOD
ODOD

RA  

1.2.9  对 GES-1 细胞增殖的测定 
用胰酶消化对数生长期的GES-1细胞制成单细胞

悬液，计数，以每孔 1×104的量接种至 96 孔板中，每

组设置 6 个复孔，置于 37 ℃ 5% CO2培养箱内孵育

16 h。加入不同浓度中药水提物，继续孵育 24 h。为

防止药物与噻唑蓝（ Thiazolyl Blue Tetrazolium 
Bromide，MTT）反应影响显色，则需弃去原培养液，

用 PBS 轻轻冲洗 2~3 遍后，再加入 5 g/L MTT 溶液

20 μL，再孵育 4 h。弃去上清液，每孔加入 150 μL 二

甲基亚砜，振荡溶解结晶，在 570 nm 下测定 OD 值[23]。

计算 GES-1 细胞存活率。 

%100(%) ×⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−

−
=

blankcontrol

blanksample

ODOD
ODOD

细胞存活率  

1.3  数据分析 

所有数据均独立平行测定 3 次，数据结果以平均

值±标准差（mean±SD）的形式表示，采用 SPSS 24.0
软件对试验数据进行统计学分析，通过独立样本 t 检
验做显著性分析，p <0.05 为有统计学意义。  

2  结果与讨论 

2.1  Hp 的鉴定结果 

将 Hp 涂片后进行革兰氏染色处理，在油镜下观

察到幽门螺杆菌被染成红色，即为革兰氏阴性。细菌

形态呈弯曲螺旋、长短不一的杆状、S 状（图 1a）。取

固体培养48 h后的菌落进行氧化酶试验产生蓝色反应

（图 1b）；触酶试验产生连续气泡（图 1c）；快速尿素

酶试验显示红色反应（图 1d）。四种实验的鉴定结果

均呈阳性，表明此菌株即为幽门螺杆菌。 

 
图1 Hp鉴定结果 

Fig.1 Identification of Helicobacter polyri 

注：a：油镜下观察到的 Hp 细胞形态；b：氧化酶试验，

接触部位出现深蓝或黑色反应者即为阳性结果；c：触酶试验，

左边无气泡为空白对照，出现连续气泡即为阳性结果；d：快速

尿素酶试验，黄色为空白对照，试纸变为红色或紫红色者即为

阳性结果。 

2.2  Hp 生长曲线 
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如图 2 所示，Hp 在 12~48 h 内处于对数生长期，

48~84 h 为稳定生长期，84 h 后则为衰退期。故选取

培养48 h的处于对数生长期的Hp进行后续抑菌实验。 

 
图2 幽门螺杆菌生长曲线 

Fig.2 The growth curve of Helicobacter polyri 

2.3  抗生素阳性模型 

一系列浓度梯度的抗生素对 Hp 生长的抑制情况

如图 3 所示，Hp 菌落数随着抗生素浓度升高而不断减

少，呈现明显的剂量-效应关系，当抗生素浓度达 100 
μg/mL 时，Hp 的生长几乎已完全被抑制，表明抗生素

阳性对照模型建立成功，故在此后实验中选择 100 
μg/mL 抗生素作为阳性对照。 

 
图3 抗生素阳性模型 

Fig.3 Antibiotic positive model 

注：***p <0.001。 

2.4  不同中药水提物对 Hp 增殖的影响 

目前临床上主要使用三联疗法（艾普拉唑、阿莫

西林、克拉霉素）来治疗 Hp 感染，本实验以其中 100 
μg/mL 阿莫西林和 50 μg/mL 克拉霉素混合抗生素作

为阳性对照药物。在 10 μL Hp 菌悬液（109 cfu/mL）
中加入复合多糖或各种中药水提物各 1 mg/mL，培养

24 h 后，Hp 细胞生长情况发生了不同的变化（图 3）。
其中，阳性对照组 Hp 已被混合抗生素完全抑制。中

药水提物中，茯苓、复合多糖以及白术水提物对 Hp
都呈现出一定的抑制作用。其中，茯苓水提物的效果

最为显著（p<0.001），Hp 菌落数由空白对照组的

3.50×107 cfu/mL 下降到 2.35×106 cfu/mL，抑制率达到

93.29%。复合多糖和白术水提物的作用次之，其抑菌

率分别达到 62.85%、47.14%。而山药水提物和陈皮水

提物则完全未表现出抑菌效果，甚至还对 Hp 生长起

到了明显的促进作用。 

 
图4 不同中药水提物对Hp增殖的影响 

Fig.4 Effects of different water extracts of herb on Hp 

proliferation 

注：** p <0.01；*** p <0.001。 

2.5  不同中药水提物对脲酶的抑制作用 

 
图5 不同中药水提物对脲酶活性的抑制作用 

Fig.5 Inhibition of water extracts of herb on urease activity 

Hp 的发病机制是一个复杂的过程，主要是通过其

产生的多种毒因子、环境和宿主之间的相互作用来引

发疾病。其中，脲酶是 Hp 致病的一种重要的毒力因

子。研究表明，脲酶产生的氨，可诱导细胞凋亡、抑

制细胞的增殖和吞噬细胞的吞噬作用，并能使组织溃

疡面积增大[24]。如图 4 所示，复合多糖及各种中药水

提物对脲酶活性均可产生不同程度的抑制作用，并呈

现一定的剂量-效应关系。复合多糖以及陈皮、白术、

山药、茯苓水提物抑制脲酶活性的 IC50 分别为：

1097.10、1258.79、790.18、771.23、618.90 μg/mL。
其中，以茯苓水提物抑制脲酶的效果最为显著，这与

其抑制 Hp 生长的作用是一致。说明茯苓水提物可通

过同时抑制 Hp 生长和脲酶活性的途径，来减弱 Hp
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对胃黏膜的损害。类似的，复合多糖和白术水提物对

Hp 生长和脲酶活性都有一定程度的抑制作用，可以推

测其也可在一定程度上减弱 Hp 对胃黏膜的损伤，但

其效果明显较茯苓水提物更弱。山药水提物和陈皮水

提物虽对脲酶有一定的抑制作用，但它们对 Hp 生长

却有明显促进作用，推测其对 Hp 以及对胃黏膜的损

伤并无明显作用。 

2.6  不同浓度茯苓水提物对 Hp 的抑制作用 

茯苓性甘、淡、平，益脾和胃，具有抑菌、增强

机体免疫力、降血糖等诸多功效，现已用于肝炎、结

肠炎和脑血管等多种疾病的辅助治疗[25]，金黄色葡萄

球菌、大肠杆菌和等多种病菌也都有明显的抑制作用
[26]。在所试验的各种中药水提物中，以茯苓水提物对

Hp 增殖和脲酶活性的抑制作用最为显著。因此，本研

究针对其抑制 Hp 活性的剂量-效应关系做进一步分

析，以期为其实际应用提供一定的参考。 
如图 6 所示，当茯苓水提物浓度达到 15.62 μg/mL

以上时，其对 Hp 开始呈现出显著的抑制作用

（p<0.001），可将抑菌率维持在 80%以上。但若浓度

继续增加，其 Hp 菌落数却不再有更明显的降低。 
研究显示，茯苓的主要活性成分主要为多糖和三

萜类化合物，其中三萜类化合物对金黄色葡萄球菌

（Staphylococcus aureus）、大肠杆菌（Escherichia coli）
及绿脓杆菌（Pseudomonas aeruginosa）等各种病菌均

具有较强的抑制作用[27]，推测茯苓水提物中对 Hp 起

抑制作用的可能也是其中的三萜类化合物。 

 
图6 不同浓度茯苓水提物对Hp的抑制作用 

Fig.6 Inhibition of different concentrations of water extract of 

Poria on Hp 

注：*** p <0.001。 

2.7  不同浓度茯苓水提物对 GES-1 细胞增殖

的影响 

为探究茯苓水提物抑制 Hp 活性的同时对胃粘膜

细胞增殖情况的作用，故探究了不同浓度的茯苓水提

物对 GES-1 细胞存活率的影响。MTT 实验结果显示，

茯苓水提物对 GES-1 细胞具有促进增殖作用，且呈剂

量依赖效应。在浓度为 15.62 μg/mL 的茯苓水提物作

用下，GES-1 细胞的存活率达到 117.25%，促进细胞

增殖效果显著。在浓度达 125.00 μg/mL 时，GES-1 细

胞存活率可进一步提高至 128.35%。这表明茯苓水提

物能在有效抑制 Hp 的同时促进 GES-1 细胞增殖，从

而对受 Hp 侵染的胃粘膜具有一定保护作用。 

 
图7 茯苓水提物对GES-1细胞增殖的影响 

Fig.7 Effect of water extract of Poria on the GES-1 viability 

注：*p< 0.05；**p <0.01。 

3  结论 

本文对几种中药水提物抑制幽门螺杆菌作用进

行了初步的筛选与研究。茯苓物、复合多糖以及白术

水提物对 Hp 都呈现出一定的抑制作用。其中，茯苓

水提物的效果最为显著，并呈现一定程度剂量依赖效

应，当其浓度达到 15.625 μg/mL 以上时，对 Hp 的抑

制率达 80%以上。同时，茯苓水提物的抑制脲酶活性

的作用也最为明显，其半数抑制浓度 IC50值为 618.90 
μg/mL。茯苓水提物在浓度为 125.00 μg/mL 下作用 24 
h 后，即可将 GES-1 细胞存活率提高至 128.35%，具

有显著的促进胃粘膜上皮细胞增殖作用。因此，茯苓

水提物可能通过同时抑制Hp生长以及抑制脲酶活性，

来降低 Hp 感染引起的毒性作用，同时有效地促进

GES-1 细胞增殖，可望用于预防和缓解 Hp 感染引起

的胃部不适，在功能性食品和医药领域得到更广泛的

应用。本文针对茯苓水提物抑制幽门螺杆菌的作用及

机制以及对胃粘膜细胞的增殖作用做了初步的研究，

后续将对其作用机制（如相关基因及蛋白表达的具体

影响等）做更进一步的探讨。 
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