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姜黄素通过激活过氧化物酶体增殖物激活

受体$

!

预防大鼠大肠癌变的实验研究

刘留宾"段长农"马增翼"许"刚

摘要"目的"探讨姜黄素对二甲基肼!

C,G

"诱导的大鼠大肠癌发生的防治作用及其机制# 方法

+0HI?/

大鼠按随机数字表法分为模型组!

!"

只"和姜黄素组!

!"

只"$同时设正常对照组!

#"

只"# 应用

C,G !" >JFKJ

皮下注射诱导制备大鼠大肠癌模型# 计算各组大鼠大肠肿瘤的诱癌率及抑制率%利用免疫

组化和
+;HI;/L M13I

方法观察姜黄素对大鼠大肠黏膜组织过氧化物酶体增殖物激活受体#
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"表达的影响# 培养人结肠癌
G* !6

细胞株$分为正常对

照组&姜黄素加
!

#氯#

$

#硝基$

5

$苯基苯酰胺!

S+6::!

"干预组和姜黄素组# 采用
,**

法检测不同浓度

姜黄素对人结肠癌
G* !6

细胞株生长的抑制作用$

+;HI;/L M13I

方法检测姜黄素对人结肠癌
G* !6

细胞株
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表达的影响# 结果"模型组大鼠诱癌率为
<"

!

""T
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#!F#$

"$明显高于姜黄素组
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!

#"F#E
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"$姜黄素对
C,G

诱导的大鼠大肠癌的抑制率达
!:

!
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# 与正常对照组比较$模型组和姜黄素

组
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表达均明显增强!

R U"

!
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"%与模型组同期比较$姜黄素组
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表达亦明显增强!

R U"
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实验表明姜黄素可以抑制体外培养人结肠癌细胞株
G* !6

的增殖$且呈剂量和时间依赖性# 与对照组

比较$

S+6::!

干预组及姜素组
RR-8!

表达均增强 !

R U "
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"%与
S+6::!

干预组比较$姜黄素组
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表达亦增强!
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"# 结论"姜黄素可抑制
C,G

诱导的大鼠大肠癌的形成$抑制体外培养的大

肠癌细胞增殖$这种作用可能是通过激活
RR-8!

途径实现#

关键词"姜黄素%过氧化物酶体增殖物激活受体$
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""大肠癌是一种发病率和病死率较高的恶性肿瘤!其

发病率呈不断增高的趋势'

#

(

) 选择安全有效的化学预

防剂是大肠癌防治研究的重点) 既往研究发现!姜黄素

能够抑制大肠癌*肝癌细胞的增殖*诱导细胞凋亡!具有

预防大肠癌发生的作用'

!
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) 过氧化物酶体增殖物激活

受体$

!

$

.;/3N0H3>; ./310O

$

;/?I3/

$

?BI0P;Q /;B;.I;/

J?>>?

!

RR-8!

% 是核激素受体超家族成员!在脂肪细

胞分化*代谢*炎症反应及细胞凋亡调节中发挥重要作

用'

%

#
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(

) 研究表明
RR-8!

参与调控结肠上皮细胞周

期和细胞分化!从而发挥抗肿瘤作用'

6

#
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(

) 本实验分

别从动物水平和细胞水平探讨姜黄素对大肠癌的防治

作用是否通过调控
RR-8!

途径而实现)

材料与方法
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大鼠!
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!购于山东大学实验动物中

心!实验动物生产许可证号#

Y'\b !""6"""#

!实验

动物使用许可证号#
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"药物"姜黄素$
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%购自美国
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公司$批号#
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"主要试剂及仪器"二甲基肼$
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$
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%&兔抗鼠
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单克隆抗体$

Y?L

$

I? '/Va
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$
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$
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公司!
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$
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%&鼠抗人
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单克

隆抗体$
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公司产品!
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$

E!E&

%&辣根过氧化

物酶标记二抗$

S;LYB/0.I '3/.3/?I03L

金思特科技有

限公司产品!羊抗兔
WN6!"#

!羊抗鼠
WN6&"#

%&人结肠

癌
G* !6

细胞株$购自南京凯基药物筛选中心%&

'D

!

细胞培养箱$日本
Y-5cD

公司%&

,V1I0HK?L d'

酶标

仪$美国
*W;/>3 Y')=5*)d)'

公司%&

,0L0H.0L

离心机

$德国
=RR=5CD8d

公司%&

d1V3/'W;> e

化学发光成

像系统$美国
';11 903YB0;LB;H

公司%&生物洁净工作

台$苏州安泰空气技术有限公司%&倒置显微镜$日本

D1X>.VH )\$&

$
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"动物模型的制备*分组及给药方法"参照文

献'

#!

()利用二甲基肼$

C,G

%诱导大鼠大肠癌模型)

%"

只大鼠按随机数字表法分为模型组$

!"

只%和姜黄

素组$

!"

只%!同时设正常对照组$

#"

只%) 模型组给

予标准固体饲料加
C,G

!姜黄素组给予含
"

!

!

&姜黄

素的固体饲料加
C,G

!

C,G

给药方法为
!" >JFKJ

体重!皮下注射!

#

周
#

次!每周称重
#

次以调整
C,G

的用量!持续
#<

周) 正常对照组给予标准固体饲料加

皮下注射与
C,G

等体积的生理盐水) 然后各组大鼠

给予标准固体饲料$姜黄素组加
"

!

!

&姜黄素%持续至

&!

周)

&

组实验周期均为
&!

周) 大肠癌诱癌率$

T

% '

荷瘤动物只数
F

受检动物只数 (

#""T

&大肠癌抑制

率$

T

%

_

$模型组肿瘤诱癌率 #实验组肿瘤诱癌率%

F

模型组肿瘤诱癌率 (

#""T

) 实验过程中模型组中有

$

只大鼠*姜黄素组
&

只大鼠于
#!

周后死亡)

$

"大鼠大肠癌组织学观察"模型组和姜黄素组

在第
#!

周分别取出
#"

只大鼠!检测大肠异常隐窝病

灶$

?M;//?LI B/X.I O3B0

!

-'d

%的形成及
RR-8!

蛋

白的表达) 其余大鼠于实验
&!

周后剖杀) 肉眼正常

组织*肿瘤组织各取两块!一块用于提取细胞蛋白质!

另一块用
%

&中性多聚甲醛固定) 组织固定
!% W

后

进行组织病理学及免疫组化检查)

:

"细胞培养及分组"人结肠癌细胞株
G* !6

常

规培养于含
#"T

胎牛血清!

#"" [F>Z

青霉素!

#"" #JF>Z

链霉素的
8R,) #:%"

培养液中! 培养条

件为
&E

)!

'D

!

浓度为
$T

! 根据细胞生长情况! 每

! f&

天 用
"

!

!$T

的胰酶消化!进行传代培养) 将细

胞分为对照组*姜黄素加
!

#氯 #

$

#硝基$

5

$苯基苯

酰胺$

S+6::!

%干预组*姜黄素组)

E

"

,**

法检测细胞生长状态"取处于对数生长

期的
G* !6

细胞进行实验) 将细胞按
#

(

#"

%

F

孔密度接

种于
6:

孔板! 每孔
#"" #Z

!

&E

)!

$T'D

!

条件下培
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养) 姜黄素和
S+6::!

均以
C,YD

溶解!细胞培养液

稀释至
#"

*

!"

*

%"

*

<" #>31FZ

加于细胞!同时设阴性对

照组$加
C,YD

作溶剂%*空白对照$不加细胞%) 每组

设
&

个复孔)

S+6::!

提前
&" >0L

加入) 加药培养

#!

*

!%

*

%<

*

E! W

后!每孔加入
,**

$

$ >JF>Z

%

!" #Z

!

&E

)继续孵育
% W

) 吸去上清液! 每孔加入
C,YD

!"" #Z

! 振荡
#" >0L

使结晶充分溶解) 用酶标仪在

$E" L>

波长处测定光吸收值) 按公式$细胞存活率
_

- 实验孔 F - 对照孔 (

#""T

%计算细胞存活率)

<

"

+;HI;/L M13I

检测
RR-8!

蛋白表达"组织

和细胞总蛋白提取及蛋白质定量按照试剂盒说明操

作) 所有抽提的蛋白均 #

E"

)保存待测) 取
$" #J

细胞总蛋白!

#" T

聚丙烯酰胺凝胶电泳后!转移至硝

酸纤维素膜上! 以含
$ T

脱脂奶粉的
*9Y*

液封闭

后! 加入
#

抗
"

$

?BI0L

抗体$

#

*

! """

%*
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抗体

$

#

*

$"

%!

%

)孵育过夜!洗涤后加入含辣根过氧化物

酶标记
!

抗!室温振摇
# W

)

='Z

底物化学发光显色

后曝光显影) 实验重复
&

次) 目标条带使用
dV/0

$

d8!6<"

图像分析系统进行分析!目标蛋白表达量使

用
"

$

?BI0L

进行校正)

6

"统计学方法"采用
YRYY #"

!

"

统计学软件

进行分析) 计量资料以
N

+

H

表示!若数据符合正态

分布方差齐!组间均数比较采用单因素方差分析!多个

样本均数间两两比较采用
ZYC

检验!非正态分布采用

$

! 检验)

R U"

!

"$

为差异有统计学意义)

结""果

#

"各组大鼠大肠癌诱癌率及抑制率比较$表
#

%

模型组*姜黄素组大鼠大肠癌诱癌率分别为
<"

!

""T

$

#!F#$

%*

$<

!

<!T

$

#"F#E

%!姜黄素组大肠癌诱癌率

明显低于模型组$

R U"

!

"$

%) 姜黄素对
C,G

诱导的

大鼠大肠癌的抑制率达
!:

!

%:T

)

表
#

$各组大鼠大肠癌诱癌率及抑制率比较

组别
L

荷瘤鼠数量

$只%

大肠癌诱癌率

$

T

%

大肠癌抑制率

$

T

%

正常对照
#" " "

,

""

+

模型"

#$ #! <"

,

""

+

姜黄素
#E #"

$<

,

<!

!

!:

,

%:

""注#与模型组比较!

!

R U"

,

"$

!

"各组大鼠大肠组织
RR-8!

蛋白表达情况

$图
#

%"正常对照组大鼠大肠组织
RR-8!

呈较弱表

达!

C,G

诱导大鼠组织肠上皮细胞
RR-8!

表达增强)

姜黄素组
RR-8!

表达增强!主要集中于细胞核部位)

图
#

$各组大鼠大肠组织
RR-8!

蛋白表达情况图

$免疫组化! (

%""

%

&

"各组大鼠
RR-8!

蛋白表达比较$表
!

!图
!

%

诱癌第
#!

*

&!

周时模型组及姜黄素组大肠癌组织

RR-8!

蛋白表达均明显高于正常对照组$

R U"

!

"#

%)

与模型组同期比较!姜黄素组诱癌第
#!

*

&!

周

RR-8!

表达增强$

R U"

!

"$

%)

表
!

$各组大鼠
RR-8!

蛋白表达比较"$

N

+

H

%

组别 时间
L RR-8!

蛋白表达

正常对照 第
&!

周
#" "

,

&&<

+

"

,

"<!

模型"" 第
#!

周
#"

#

,

#$:

+

"

,

#6!

!

第
&!

周
$

"

,

6!:

+

"

,

#:!

!

姜黄素 第
#!

周
#"

#

,

<":

+

"

,

"<6

!"

第
&!

周
E

#

,

6&!

+

"

,

!#"

!"

""注#与正常对照组比较!

!

R U"

,

"#

&与模型组同期比较!

"

R U"

,

"$

""注#

#

为正常对照组&

!

为模型组$

#!

周%&

&

为姜黄素组

$

#!

周%&

%

为模型组$

&!

周%&

$

为姜黄素组$

&!

周%

图
!

$各组大鼠大肠组织
RR-8!

蛋白表达比较图

%

"不同浓度姜黄素对
G* !6

细胞增殖的影响

$图
&

%"结果表明不同浓度的姜黄素$

"

*

#"

*

!"

*

%"

*

:" #>31FZ

%处理
G* !6

细胞
%< W

后!细胞的生长有

明显的抑制作用!并且随着浓度的升高!抑制作用更明

显$

)'

$"

_$6 #>31FZ

%!并且随药物作用时间的延长!

抑制作用逐渐增强) 说明姜黄素可以抑制体外培养的

人结肠癌细胞株
G* !6

的增殖!且呈剂量和时间依

赖性)
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%

图
&

$不同浓度姜黄素对
G* !6

细胞增殖的影响

$

"各组
G* !6

结肠癌细胞株
RR-8!

蛋白表达

比较$表
&

! 图
%

%"与对照组比较!

S+6::!

干预组

G* !6

结肠癌细胞株
RR-8!

表达增强$

R U "

!

"#

%!

姜黄素组
RR-8!

表达亦增强 $

R U "

!

"#

%& 与

S+6::!

干预组比较!姜黄素组
RR-8!

表达增强!差

异有统计学意义$

R U"

!

"$

%)

表
&

$各组
G* !6

结肠癌细胞株
RR-8!

蛋白表达相对量比较"$

N

+

H

%

组别
L RR-8!

蛋白表达

对照
& "

,

E%$

+

"

,

":&

S+6::!

干预
&

#

,

&E%

+

"

,

#"!

!

姜黄素
&

#

,

<!#

+

"

,

##6

!"

""注#与对照组比较!

!

R U "

,

"#

&与
S+6::!

干预组比较!

"

R U

"

,

"$

""注#

#

为对照组&

!

为
S+6::!

干预组&

&

为姜黄素组

图
%

$各组
G* !6

结肠癌细胞株
RR-8!

蛋白表达比较图

讨""论

本研究前期实验研究证实姜黄素能够抑制
C,G

诱导的大鼠大肠异常隐窝病灶$

-'d

%的形成!同时研

究还证实姜黄素抑制大鼠大肠癌细胞增殖*促进大肠

癌细胞凋亡是其有效预防大鼠大肠癌发生的机制之

一'

!

!

&

!

#!

(

) 本实验证实姜黄素组大肠癌发生率明显低

于模型组$

R U"

!

"$

%) 姜黄素对
C,G

诱导的大鼠大

肠癌的抑制率达
!:

!

%:T

) 说明姜黄素能够抑制

C,G

诱导的大鼠大肠癌的发生)

RR-8!

为配体依赖的核转录因子!被配体激活后

与维甲酸
\

受体$

8\8

%结合形成异源二聚体!再与

C5-

上
RR-8

反应元件结合!调控下游靶基因包括

'D\

$

!

*

5d

$

%9

等的表达!从而调节糖脂代谢以及细胞

增殖*分化和凋亡等'

#&

!

#%

(

) 为进一步探讨姜黄素抑制

肿瘤细胞生长增殖的机制!本研究利用免疫组化和

+;HI;/L M13I

法检测
C,G

诱导的大鼠大肠癌细胞

RR-8!

的表达) 结果显示#正常对照组大鼠大肠组织

RR-8!

呈较弱表达!

C,G

诱导后大鼠组织肠上皮细胞

RR-8!

表达增强) 与模型组比较!姜黄素组
RR-8!

表达明显增强!主要集中于细胞核部位) 说明姜黄素能

够激活
RR-8!

的活性!后者进入细胞核调控靶基因的

表达)

+;HI;/L M13I

结果也显示#诱癌
#!

*

&!

周时模

型组及姜黄素组大肠组织
RR-8!

蛋白表达均明显高

于正常对照组$

R U"

!

"#

%) 与模型组比较!姜黄素组

RR-8!

表达增强$

R U"

!

"$

%) 说明姜黄素可能通过促

进
RR-8!

表达而达到抑制肿瘤细胞增殖的作用)

本课题进一步从分子水平研究了姜黄素对培养的

人结肠癌细胞株
G* !6

生长的影响及其对
RR-8!

表

达的调控作用) 结果发现姜黄素能够抑制
G* !6

细

胞的增殖! 且呈剂量和时间依赖性!随药物浓度的增

加和时间的延长!抑制作用逐渐增强)

+;HI;/L M13I

结果显示#姜黄素使
G* !6

细胞
RR-8!

的表达增强!

与对照组比较!差异有统计学意义$

R U"

!

"#

%) 应用

RR-8!

特异性阻断剂
S+6::!

能够部分阻断姜黄素

对
G* !6

细胞
RR-8!

表达的上调作用)

总之!本研究从动物和细胞水平深入探讨了姜黄

素预防
C,G

诱导的大鼠大肠癌发生的机制!体内研

究发现姜黄素可以通过促进
RR-8!

表达而达到抑制

肿瘤细胞增殖的作用) 细胞水平研究发现
RR-8!

特

异性阻断剂
S+6::!

能够部分阻断姜黄素对
G* !6

细胞
RR-8!

表达的上调作用!表明了姜黄素可能作

为
RR-8!

的配体发挥调控作用)
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第十九次全国儿科中西医结合学术会议征文通知

中国中西医结合学会儿科专业委员会拟于
!"#$

年
#"

月中旬在北京召开第十九次全国儿科中西

医结合学术会议$届时将进行专题报告&学术交流及儿科专业委员会改选换届工作# 欢迎踊跃投稿$

现将征文事宜通知如下#

征文内容"!

#

"中西医结合及中医&西医各专业的临床论著&实验研究&护理经验和专题综述%

!

!

"临床疑难&重症&少见病例报道%!

&

"中西医结合药理&药效研究%!

%

"中西医结合理论及方法研究%

!

$

"对儿科中西医结合工作的建议等#

论文要求"尚未公开发表%稿件需有全文及摘要%稿件一律用
,0B/3H3OI +3/Q

文档%稿件请注明

作者单位&准确通信地址&邮政编码&电话及
=

$

>?01

等联系信息%稿件一律发至
M]XXXX;K@H0L?4

B3>

%参会者可授予继续教育学分
:

分#

截稿日期"

!"#$

年
<

月
!"

日#

联系方式"杨爱君$

*;1

'

#&:$##"$E:&

%杨惠静$

*;1

'

#&:!##%::$E

%刘力戈$

*;1

'

#&$"#"!##&:

#


