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苦参碱与氧化苦参碱对炎症相关结直肠癌的化学预防作用研究=
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摘= =要：目的= =研究苦参碱与氧化苦参碱对炎症相关结直肠癌的化学预防作用。方法= =采用氧化偶氮甲烷/葡聚糖硫酸钠

（AljLapp）模拟炎症相关的结直肠癌的发生发展过程。将小鼠分成对照组、模型组、苦参碱组与氧化苦参碱组，实验结束

后处死小鼠，取出结直肠，统计肿瘤发生率；病理切片观察肿瘤的发生程度、免疫组化法检测结肠组织中增殖细胞核抗原

（mCkA）的表达情况；tesíern= bäoííáng 法检测结直肠组织中环氧合酶JO（CluJO）、诱导型一氧化氮合酶（áklp）、核转录

因子JκB（kcJκB）、mRP 和 γeOAu 蛋白表达情况。结果= =对照组无肿瘤发生，模型组、苦参碱组与氧化苦参碱组均有肿瘤

发生，但肿瘤发生程度不同。苦参碱与氧化苦参碱能够降低 mCkA的表达而抑制肿瘤细胞的增殖，同时降低 CluJO、áklp、
kcJκB、mRP 与 γeOAu 蛋白的表达。结论= =苦参碱与氧化苦参碱均能减缓肿瘤的发展进程，降低肿瘤的严重程度，具有一

定的化学预防作用；同时能对溃疡性结直肠炎进行有效干预，减缓肿瘤的发生程度甚至降低肿瘤的发生率。=
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AbstractW=lbjective= = qo=síudy=íhe=chemoéreveníáon=of=maíráne=and=oxymaíráne=on=íhe=ánfäammaíáon=reäaíed=coäorecíaä=cancerK=jethods= =
qhe=occurrence=and=deveäoémení=of=íhe=ánfäammaíáon=reäaíed=coäorecíaä=cancer=was=esíabäáshed=by=AljLappK=qhe=máce=were=dáváded=ánío=
bäank=grouéI=coníroä=grouéI=maíráne=grouéI=and=oxymaíráne=grouéI=aí=íhe=end=of=íhe=exéerámeníI=íhe=máce=were=sacráfáced=and=íhe=coäon=and=
recíum=were=harvesíedI=and=íumor=áncádence=was=caäcuäaíedK=qhe=occurrence=degree=of=íumor=was=observed=by=éaíhoäogácaä=secíáonX=qhe=
exéressáon=of=éroäáferaíáng=ceää=nucäear=aníágen=EmCkAF=án=coäorecíaä=íássue=was=deíecíed=by=ámmunohásíochemásíryX=qhe=exéressáon=of=
CluJOI=áklpI=kcJκB, p53I=and γH2AX in colorectal tissue was detected by Western blotting method. oesults= = qhere=was=no=íumor=
occured=án=íhe=bäank=grouéI=wháäe=íhe=coníroä=grouéI=maíráne=grouéI=and=oxymaíráne=groué=had=íumor=occurrenceI=buí=íhe=degree=of=íumor=
was=dáffereníK=jaíráne=and=oxymaíráne=couäd=ánhábáí=íhe=éroäáferaíáon=of=íumor=ceääsI=and=decrease=íhe=exéressáon=of=kcJκB, P53, COXJOI=
áklpI=and γH2AX. Conclusion= =jaíráne=and=oxymaíráne=couäd=säow=down=íhe=deveäoémení=of=coäorecíaä=carcánomaI=reduce=íhe=severáíy=
of= coäorecíaä= cancerI= and= have= a= ceríaán= éreveníáve= effecíK= qakáng= an= effecíáve= áníerveníáon= án= uäceraíáve= coäáíásI= íhe= deveäoémení= of=
coäorecíaä=carcánoma=can=be=säowed=down=and=even=íhe=áncádence=can=be=reducedK=
hey=wordsW=maíráneX=oxymaíráneX=coäorecíaä=cancerX=chemoéreveníáonX=AljX=app=
=

目前，癌症已经成为人类健康的重要威胁，结

肠癌发病率和死亡率呈逐年上升趋势。结直肠癌的

具体发病机制尚不明确，而且临床上针对中晚期的

结直肠癌尚缺乏有效的治疗措施。一般认为溃疡性

结直肠炎相关的结直肠癌经历“炎症J不典型增生J

癌”的演变过程。炎性肠炎和克罗恩病是增加结直

肠癌发生的两个重要危险因素。研究报道溃疡性结

直肠炎能增加患结直肠癌的风险xNz。化学预防是防

治癌症的重要措施，是高风险癌症发病人群预防癌

症的策略之一xOz。=
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苦参为豆科植物苦参 pophora= flavescens= AáíK=
的干燥根，有清热燥湿、杀虫、利尿的功效xPJQz。苦

参常用来治疗下焦湿热，临床上有关苦参的复方也

用来治疗溃疡性结直肠炎，如肠愈宁胶囊xRJSz、复方

苦参汤xTJUz等。苦参中的重要有效成分苦参碱与氧化

苦参碱具有抗炎、抗肝纤维化、抗肿瘤等作用xVJNMz，

研究表明苦参碱与氧化苦参碱均能通过减少炎症

因子的分泌，对溃疡性结直肠炎起到治疗或减缓作

用xNNJNPz，并可以诱导结直肠癌细胞凋亡xNQz。本研究

在前期研究的基础上，采用氧化偶氮甲烷（Alj）

联合葡聚糖硫酸钠（app）建立溃疡性结直肠炎诱

发的结直肠癌模型，研究苦参碱与氧化苦参碱对炎

症相关结直肠癌的化学预防作用。=
N= =材料与方法=
NKN= =药品与试剂=

苦参碱（emiC 测得质量分数≥VUB，批号

NQMUMR）与氧化苦参碱（emiC 测得质量分数≥

VUB，批号 NQMUMN）均购自四川维克奇生物科技有

限公司。Alj、甘氨酸、十二烷基硫酸钠购自美国

págmaJAädrách公司；app（相对分子质量 PS=MMM～
RM= MMM）购自美国 jm 公司；增殖细胞核抗原

（mCkA）鼠抗 RP 兔抗、环氧合酶JO（CluJO）兔

抗和诱导型一氧化氮合酶（áklp）兔抗购自英国

Abcam公司；核转录因子JκB（kcJκB）兔抗购自美

国 Ceää=págnaäáng=qechnoäogy公司；βJacíán鼠抗购自

中杉金桥公司；山羊抗小鼠 fgd和山羊抗兔 fgd购

自美国 gackson 公司，脱脂奶粉购自内蒙古伊利公

司，msac 膜购自美国 qhermo 公司；丙烯酰胺、

甲叉双丙烯酰胺购自 jáääáéore 公司；过硫酸铵、

kIkIkIkJ四甲基乙二胺、聚山梨酯JOM、溴酚蓝二硫

苏糖醇购自美国 Amersco公司；_CA蛋白浓度测定

试剂盒购自北京康维试剂公司；蛋白酶抑制剂购自

瑞士 ooche公司；NMB中性福尔马林固定液购自北

京益利精细化学品有限公司；bCi发光液购自美国

jáääáéore公司。=
NKO= =实验动物=

pmc级雄性 _aäbLc小鼠购自斯倍福（北京）实

验动物科技有限公司，动物合格证号 pCuh（京）

OMNNJMMMQ，S周龄，体质量 NU～OO=g，饲养于北京

中医药大学动物实验中心，饲养室保持良好通风，

饲养环境温度为（OR±O）℃，湿度（RM±NM）B，

NO=h循环光照。高脂饲料饲养，自由饮水。正常饲

养 N周以适应环境，第 O周开始进行实验。=

NKP= =分组、模型制备及给药=
将 QM 只雄性 _aäbLc小鼠随机分成 Q 组，每组

NM 只，分别为对照组、模型组、苦参碱（PM=
mgLkgxNNINRJNSz）组和氧化苦参碱（PM=mgLkgxNNINRJNSz）
组。除对照组外，其余各组小鼠单剂量 áé=NM=mgLkg
的 Alj生理盐水溶液，同时给予 OB=app水溶液

自由饮用 N周，造模第 O周正常饮水，第 P周给予

OB=app饮水，以此循环 P次，之后给予正常饮水，

直至第 NO 周实验结束。苦参碱组和氧化苦参碱组

从造模第 O周开始每天 ág给予苦参碱和氧化苦参碱

水溶液 N 次，连续给药 NN 周，模型组和对照组 ág
等量的水直至实验结束。造模时对照组 áé等量的生

理盐水，正常饮水，直至实验结束。=
NKQ= =取材及标本制作=

在实验过程中观察记录实验动物的活动状况、

进食量、毛发状况、食欲、大便性状等，每周称量

并记录体质量。至第 NO周实验结束，禁食 OQ= h，
脱颈椎处死，剪开小鼠腹腔，自盲肠末端将直肠与

小肠分离，直至肛门处，取下整段结直肠，并沿肠

管纵轴剖开，用预冷的 m_p溶液清洗肠内容物。将

冲洗干净的肠管黏膜面朝上，拍照测量。用洁净滤

纸吸干残留的水液，从结直肠的肿瘤发生部位取 O
段长 RM～TM=mm的肠段，一段置于 NMB中性福尔马

林溶液中用于 eb染色及免疫组化分析，另一段置

于液氮中保存，用于tesíern=bäoííáng分析。=
NKR= = eb染色与组织病理学检查=

将结直肠组织从 NMB中性福尔马林溶液中取

出，常规脱水，石蜡包埋，切片，进行 eb染色、

脱水、二甲苯透明。最后以中性树胶封片，光学显

微镜下观察组织并拍摄。由 O名经验丰富的病理医

师阅片，按照tel新分类确定各组动物结肠肿瘤

发生的程度。=
NKS= =结直肠黏膜中 mCkA蛋白的免疫组化分析=

将各组组织切片梯度脱蜡水化，抗原热修复，

放入 MKMN=moäLi枸橼酸盐缓冲液中，加热 R～NM=mán
后冷却至室温，mCkA按照 N∶R=MMM稀释后加入，

Q=℃过夜。后用 MKMN=moäLi的 m_p洗 O=mán，共洗

P次。a_A显色，镜下控制反应时间，蒸馏水洗涤。

苏木素轻度复染，脱水，透明，封片，观察。每张

切片在高倍镜（OM×NM）下随机选取 R个视野，采

用数码相机，läyméus=u=TN多功能显微镜及图像分

析软件（fmage=mro=mäus=SKM）进行数据采集及分析，

比较各阳性染色部位的平均吸光度值。=
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NKT= =testern=blotting=分析=
从液氮中取出结直肠肿瘤组织研碎，称取 NM=

mg左右，提取总蛋白，按 _CA试剂盒的说明书测

总蛋白的量，并用 ofmA 调整蛋白浓度，进行

papJmAdb 电泳、转膜，滴加一抗、二抗进行免

疫反应，化学发光、显影、定影，最后将胶片进

行拍照，用 fmageJg 软件测定各条带灰度值，以

βJacíán作为内参照，以 áklp、CluJO、mRP、kcJκB、
γH2AX 与 βJacíán 蛋白条带灰度值之比作为其相

对表达的值。=
NKU= =统计分析=

采用 pmpp= OMKM统计软件进行统计分析，计量

资料表示为 ±x s，各组数据采用单因素方差分析。

用 draéh=mad=mrásm=SKM作统计图。=
O= =结果=
OKN= =一般状况观察及剖检观察=

模型组在给予 OB=app饮水后小鼠活动减少，

进食量减少，精神萎靡不振，逐渐出现大便稀溏，

后逐渐发展为便血，换正常饮水后症状逐渐缓解，

在实验第 S～NO 周再次出现便血现象，并有动物

出现脱肛现象，有 P 只动物因便血过重而死亡。

给予苦参碱和氧化苦参碱后能显著改善动物的活

动状况，但也有 P 只动物在实验过程中因便血过

重而死亡。=

实验结束取材时发现模型组动物结直肠肠壁

增厚、皱缩，结直肠水肿、缩短、增重。结直肠肿

瘤的发生部位集中在结肠远端，主要在距离肛门

Q～S= cm的部位，呈弥散状铺开。对照组小鼠结直

肠呈淡红色，光滑，厚薄均匀。由于结直肠发生肿

瘤部位出现水肿，肿瘤弥散状，不宜统计其肿瘤个

数及体积，因此采用 fmageJg 统计肿瘤区域面积，

通过比较结直肠的长度、结直肠的质量、最大肿瘤

体积及肿瘤区域的面积所占比例宏观分析肿瘤的

发生程度。如表 N所示，给予苦参碱和氧化苦参碱

后，能够明显降低结直肠的质量，抑制结直肠的缩

短，减小肿瘤体积，减少肿瘤区域。=
OKO= =组织病理学检查=

根据tel消化系统肿瘤分级评判标准，模型

组和给药组的肿瘤全部在腺瘤阶段，未发展成为浸

润性腺癌xNTz，如图 N所示。在模型组可以明显看到

腺体增生，大小和形状十分不规则，细胞体积增大，

细胞核分裂增多，可见腺管共壁和筛样结构，但尚

未穿透黏膜肌层，仍局限在黏膜层。模型组存活的

T只小鼠全部发生肿瘤，肿瘤发生率为 NMMB，给药

组的肿瘤发生率虽然也为 NMMB，但苦参碱和氧化

苦参碱均能延缓肿瘤的发生程度，使肿瘤的发展停

留在低级上皮内瘤变，降低高级上皮内瘤变的发生

率。结果见表 O。=

表 N= =各组小鼠结直肠大体形态学指标= E x±sI=n=Z=TF=
qable=N= = =deneral=morphological=data=of=mouse=colorectum=in=each=group=E x±sI=n=Z=TF=

组别= 结直肠质量Lg= 结直肠最大肿瘤体积LmmP= 结直肠长度Lmm= 结直肠肿瘤区域面积比值LB=

对照= MKPM±MKMS MKMMM± MKMMM NNUKMR± SKRT MKMM± MKMM 

模型= MKVS±MKPR URKRVU±TNKVSTG UPKOS±NOKQMG SPKUV± TKSUG 

苦参碱= MKRU±MKNP QPKQNN±OPKUOMG@ URKRN±OQKPVG PSKQO±NOKVTG@ 

氧化苦参碱= MKQR±MKNQ OOKNUP±ORKUTPG@ NMQKVQ±NMKPPG@ OPKPU±NPKTRG@ 

与对照组比较：Gm＜MKMR；与模型组比较：@m＜MKMR=
Gm Y=MKMR=vs=coníroä=grouéX=@m Y=MKMR=vs=modeä=groué=

=

= = =
正常结直肠黏膜= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =低级上皮内瘤变= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =高级上皮内瘤变=

图 N= =小鼠结直肠组织 eb染色=
cigK=N= =eb=staining=of=colorectum=tissue=of=mice=
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表 O= =各组小鼠结直肠肿瘤的发生率及结直肠组织 mCkA免疫组化分析结果= =
qable= O= = fncidence= of= colorectal= carcinoma= and= results= of=mCkA= immunohistochemistry= of= colorectum= tissue= of= mice= in= =
each=group=

组别=
发生肿瘤动物数L总动物数=

mCkA平均吸光度值= E ±x s I=n=Z=TF=
总体= 低级上皮内瘤变= 高级上皮内瘤变=

对照= MLU= MLU= MLU= MKMS±MKMQ 

模型= TLT= OLT= TLT= MKQU±MKOQ 

苦参碱= TLT= TLT= QLT= MKOT±MKMT 

氧化苦参碱= TLT= TLT= PLT= MKOS±MKMV 
=
OKP= =结直肠组织中 mCkA的阳性表达=

mCkA的表达与细胞增殖紧密相关，其阳性表达

主要位于细胞核内，呈棕黄色或者棕褐色，见图 O和
表 O。与对照组相比，模型组小鼠结直肠组织中 mCkA
阳性表达显著，在给以苦参碱和氧化苦参碱后其阳性

表达显著降低。表明苦参碱与氧化苦参碱抑制结直肠

癌的发生发展过程与抑制肿瘤的增殖有关。=

OKQ= =结直肠组织中 CluJO、iklp、mRP、kcJκB=mSR
与 γeOAu蛋白的表达=

如图 P 和表 P 所示，模型组 CluJO、áklp、
γeOAu、kcJκB P65、mRP 的蛋白表达量均显著增

加（m＜MKMR），在给予苦参碱和氧化苦参碱后

CluJO、áklp、γeOAu、kcJκB P65、mRP的蛋白

表达量均显著降低（m＜MKMR、MKMN）。=
=

= = = =
对照= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =模型= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =苦参碱= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =氧化苦参碱= =

图 O= =小鼠结直肠组织中 mCkA的阳性表达=
cigK=O= =bxpression=of=mCkA=in=colorectal=tissues=of=mice=

=

=
=

图 P= =各组小鼠结直肠组织中 CluJO、iklp、kcJκB=mSR、=
mRP和 γeOAu蛋白表达情况=
cigK=P= =bxpression=of=CluJOI=kcJκB,=mSRI=mRPI= iklpI=and=
γH2AX=in=colorectal=tissues=of=mice=in=each=group=

P= =讨论=
AljLapp 模型能够模拟炎性肠病诱发结直肠

癌的全过程，而被广泛用于研究炎症性肠病（f_a）
相关性结直肠癌的癌变机制以及结直肠癌的化学预

防研究，阐明化学预防药物的作用机制研究。本研

究大体观察结果表明 AljLapp 诱发小鼠发生了结

直肠肿瘤，使小鼠结直肠肠壁增厚、皱缩，结直肠

水肿、缩短、质量增加，苦参碱和氧化苦参碱给药

后能够明显降低结直肠的质量，抑制结直肠的缩

短，减小肿瘤体积，减少肿瘤区域。免疫组化结果

表明模型组小鼠结直肠组织中mCkA蛋白阳性表达

增多，苦参碱和氧化苦参碱能减少 mCkA的阳性表

达，表明苦参碱与氧化苦参碱抑制结直肠癌的发生

发展过程与抑制肿瘤的增殖有关。=
CluJO、áklp 与前炎症因子的分泌有关，与

肿瘤的发生和发展关系密切。kcJκB 与肿瘤细胞的=

对照= = =模型= = = =苦参碱=氧化苦参碱=

CluJO=

áklp=

kcJκB P65=

mRP=

γeOAu=

βJacíán=

=

=
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表 P= =各组小鼠结直肠组织中 CluJO、iklp、kcJκB=mSR、mRP、γeOAu蛋白的相对表达量= E x±sI=n=Z=QF=
qable= P= =oelative= expression= of=CluJOI= iklpI=kcJκB=mSRI=mRPI= and= γH2AX= in= colorectal= tissues= of=mice= in= each= group= =
E x±sI=n=Z=QF=

组别= CluJ2/βJacíán= áklp/βJacíán= kcJκB=P65/βJacíán= P53/βJacíán= γJH2AX/βJacíán=

对照= MKNOO±MKMPT MKNPV±MKMOV MKNVU±MKMPU MKNSN±MKMOR MKNPU±MKMRN 

模型= MKQVR±MKMNRG MKQRT±MKMSUG MKRMT±MKMONG MKQQT±MKMQQG MKQOP±MKMRPG 

苦参碱= MKOVT±MKMTN@@ MKOVM±MKMSO@ MKPSU±MKMOQ@ MKOUR±MKMRM@ MKPNP±MKMRT@ 

氧化苦参碱= MKOUQ±MKMSP@@ MKORN±MKMNR@@ MKPOU±MKMQM@ MKOQQ±MKMPP@@ MKOTN±MKMQT@@ 

与对照组比较：Gm＜MKMR；与模型组比较：@m＜MKMR= = @@m＜MKMN=
Gm Y=MKMR=vs=coníroä=grouéX=@m Y=MKMR= = @@m Y=MKMN=vs=modeä=groué=

生长和增殖关系密切，被认为是癌症预防的一个重

要靶点之一xNUJNVz。γeOAu被认为是 akA双链断裂

的分子标志，是 akA 双链断裂损伤感应的起始信

号分子，将一系列 akA损伤反应蛋白募集到 akA
损伤位点，形成 akA 损伤反应功能复合物，启动

akA 修复、细胞周期检查点等细胞损伤反应xOMz。

mRP 基因是一个非常重要的抑癌基因。它与细胞周

期蛋白结合形成复合体，抑制依赖细胞周期蛋白的

相关激酶活性，使细胞停滞在 dN 期，或者引起细

胞程序死亡。当 mRP基因发生突变时，可导致稳定

的蛋白质不能完成抑制细胞增殖的作用，并且促进

细胞恶性转化，侵袭力增强，使 mRP基因由抑癌基

因转化为原癌基因xONz。本研究结果表明模型组小鼠

结直肠组织中 CluJO、áklp、kcJκ_= mSR、mRP、
γeOAu蛋白表达量均增加，苦参碱和氧化苦参碱给

药后小鼠结直肠组织中 CluJO、áklp、kcJκ_=mSR、
mRP、γeOAu蛋白表达量均显著降低。说明苦参碱

和氧化苦参碱能够通过抑制 CluJO、áklp的表达，

降低炎症反应，延缓肿瘤的发生发展；同时苦参碱

与氧化苦参碱通过下调 kcJκB 而发挥作用；苦参碱

和氧化苦参碱组的 γeOAu 蛋白表达降低，说明苦

参碱与氧化苦参碱能够降低结直肠组织中 akA 的

损伤。在模型组中 mRP蛋白的表达量显著增加，说

明在肿瘤组织中 mRP基因发生了突变，给予苦参碱

和氧化苦参碱后，mRP 的蛋白表达量降低，说明苦

参碱与氧化苦参碱能够减少 mRP蛋白的表达，可能

与其抑制 mRP基因的突变有关。=
本研究结果表明，苦参碱和氧化苦参碱都表现

出对结直肠癌的预防作用，具体表现为能改善

AljLapp 模型小鼠便血、脱肛等症状，减缓肿瘤

的发生程度，抑制细胞的增殖。其作用的分子机制

与调节 CluJO、áklp、kcJκ_= mSR、mRP、γeOAu
蛋白表达有关。=

本研究中苦参碱与氧化苦参碱均没有减少结

直肠癌的发生率，这可能与苦参碱和氧化苦参碱在

结直肠组织中分布少，两者口服吸收后在结肠部位

分布很少，其药理效应不与血药浓度直接相关，而

与效应室J结肠的药物浓度呈良好相关xOOz。因此，

在未来的研究中，可通过口服结肠靶向制剂的制备

来提高苦参碱与氧化苦参碱在结直肠病灶部位的

浓度，从而发挥其癌症化学预防的作用。=
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