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摘要 目的 初步探讨复方血竭制剂对实验性溃疡性结肠

炎相关结直肠癌(UCＲCC)的疗效及可能机制。方法 60 只
5 周龄 BALB /c小鼠按照随机原则分为正常组、模型组、低剂
量复方血竭治疗组和高剂量复方血竭治疗组，实验中进行疾

病活动指数(DAI)评分，造模 11 周后处死小鼠，取出回盲部
至肛门全部结直肠，行大体及组织学观察，检测各组结直肠

组织 β-catenin活化水平以及 c-myc、PCNA基因转录、总蛋白
表达量。结果 模型组肉眼可见黏膜明显充血、水肿，多处
息肉状隆起形成;镜下可见大量炎性细胞浸润及不同程度上

皮内瘤变，散在癌变表现。两治疗组肉眼可见黏膜充血、水
肿，偶见息肉状隆起;镜下可见炎性细胞浸润，少量低级别上

皮内瘤变，未见癌变。与正常组相比，模型组及两治疗组小
鼠 DAI评分以及结肠上皮细胞 β-catenin 蛋白入核量、c-myc
和 PCNA基因的 mＲNA转录及蛋白表达量均显著升高(P ＜
0. 05)，两治疗组之间差异无统计学意义，但较模型组均显著
降低(P ＜ 0. 05)。各组小鼠结肠上皮细胞 β-catenin 基因在
mＲNA转录水平无明显差异。结论 复方血竭制剂能够显
著延缓实验性 UCＲCC的发生，其机制可能与促进结肠组织
炎症缓解以及抑制 Wnt /β-catenin通路的激活有关。
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随着人们生活水平的提高，饮食结构不断西化，

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis，UC)的发病率在我
国逐年上升。作为 UC 最严重的并发症，溃疡性结
肠炎相关性结直肠癌(ulcerative colitis related color-
ectal cancer，UCＲCC)也越来越受到人们的关注。
有报道

［1］
指出，UCＲCC 虽然只占所有癌症的 1%，

却可占 UC死亡原因的 1 /4。因此，开展 UCＲCC 的
预防及治疗研究有重要现实意义。近年来，天然药

物由于有较低的毒性，被越来越多地应用于肿瘤的

治疗，但目前尚未发现有关血竭对 UCＲCC 作用的
报道。本课题组前期对复方血竭制剂在 UC 治疗中
的作用进行了临床及基础研究，并取得显著成

果
［2 － 3］。该实验采用氧化偶氮甲烷( azoxymethane，

AOM) /葡聚糖硫酸钠(dextransodium sulphate，DSS)
建立小鼠 UCＲCC 模型，进一步观察复方血竭制剂
对 UCＲCC小鼠的影响，并检测与 UCＲCC 发生发展
密切相关的 Wnt /β-catenin 信号通路相关分子的变
化，初步探讨其可能的机制。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 SPF 级 5 周龄健康雄性 BALB /c
小鼠共 60 只，18 ～ 20 g，购自北京维通利华实验动
物有限公司。AOM 试剂购自美国 Sigma 公司，分子
量 74. 08。DSS试剂购自美国 MP Biochemical公司，
分子量36 000 ～ 50 000。大便潜血试剂购自北京华
晟科技公司。复方血竭制剂由解放军第 309 医院药
剂科配制。动物组织蛋白裂解液、蛋白酶抑制剂及
逆转录试剂盒均购自北京德路祺科技公司。c-myc、
PCNA及 β-actin引物由美国 Invitrogen 生物技术公
司合成。核蛋白提取试剂盒、ECL 化学发光试剂盒
购自上海碧云天公司。β-catenin、c-myc、PCNA、β-
actin及 histone H抗体均购自美国 CST公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 实验分组及建模 参照文献［4］，将小鼠随
机分成正常组、模型组、低剂量复方血竭治疗组和高
剂量复方血竭治疗组，每组 15 只，均饲养于解放军
第 309 医院实验中心，环境温度 20 ～ 25℃，湿度约
30%。先适应性喂养 1 周，模型组予以单次小剂量
(10 mg /kg) AOM 试剂经腹腔注射，1 周后，3． 5%
DSS溶液喂养 1 周，然后无菌蒸馏水自由饮用 2 周，
此 3 周为 1 循环周期，继续喂养 2 循环周期。正常
组持续用无菌蒸馏水喂养;低、高剂量治疗组每天分
别予以 13 ml /kg和 26 ml /kg等效剂量(按成人与实
验动物体表面积换算系数计算得出，低剂量组用药

量:100 ml × 0. 0026 /0. 02 kg = 13 ml /kg，高剂量组
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用药量为 26 ml /kg)复方血竭制剂灌胃，自 AOM 腹
腔注射当天开始至实验结束，余步骤同模型组。正
常组予以生理盐水灌胃对照。实验开始后，每天进
行疾病活动指数(disease activity index，DAI)计分。
DAI评分标准，体质量下降:0 =无，1 = 1% ～ 5%，2
=6% ～10%，3 = 11% ～15%，4 = 15%以上;大便性
状:0 = 正常，1 = 松散，3 = 稀便;便血:0 = 隐血
( － )，2 =隐血( + )，4 =肉眼血便;DAI = 3 个项目
积分的总和 ÷ 3。
1． 2． 2 大体观察 11 周后，乙醚麻醉并脱颈处死
小鼠，取出回盲部至肛门全部大肠，用直尺测量长度

后，沿纵轴剖开结肠，PBS 溶液冲洗干净，使用放大
镜观察结肠组织大体病变。然后，取病变部位结肠
分为 3 部分:一部分用于提取 ＲNA，－ 80 ℃冰箱保
存;一部分用于提取总蛋白或者核蛋白，－ 80 ℃冰
箱保存;其余用于苏木精 －伊红(HE)染色。
1． 2． 3 组织学观察 取一部分结肠组织，切成 0. 5
cm大小，10%福尔马林溶液固定，常规石蜡包埋、切
片机切片，厚约 4 μm，脱蜡、透明后行 HE 染色。光
学显微镜下观察。
1． 2． 4 Western blot检测小鼠结肠上皮细胞 c-myc、
PCNA总蛋白及核内 β-catenin蛋白表达 总蛋白提
取:从 － 80 ℃冰箱取出结肠组织，匀浆后利用单去
污剂裂解缓冲液置于冰上持续裂解 30 min;4 ℃、
12 000 r /min 离心 10 min;取上清液，用于检测 c-
myc、增殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear anti-
gen，PCNA)等表达。核蛋白提取:按照核蛋白试剂
盒说明书步骤提取组织核蛋白，用于检测核内 β-
catenin 蛋白表达。提取蛋白后进行加样，SDS-
PAGE凝胶电泳，电转膜 1 h，5%脱脂奶粉封闭 1 h
后，4 ℃孵育一抗过夜;孵育二抗后 ECL试剂盒行化
学发光显色。
1． 2． 5 qＲT-PCＲ 检测小鼠结肠上皮细胞 c-myc、
PCNA及 β-catenin基因转录 从 － 80 ℃冰箱取出
结肠组织，运用液氮迅速研磨为粉末，转入无酶 EP
管内，每 100 mg 组织内加入 1 ml TＲIzol。4 ℃、
5 000 r /min离心 5 min，取上清液，转入新的无酶 EP
管中，加入 1 /5 体积的氯仿，混匀后室温静置 5 min。
4 ℃、12 000 r /min 离心 15 min。取上清液，加入等
体积异丙醇，－ 20 ℃静置 20 min。4 ℃、12 000 r /
min离心 15 min，弃上清液，加入 1 ml 75%乙醇洗涤
沉淀。4 ℃、12 000 r /min离心 5 min。之后用 DEPC
水稀释后测浓度、逆转录。Primer5. 0 设计引物(表
1)，反应条件为 95 ℃ 30 s、95 ℃ 5 s、60 ℃ 5 s、72

℃ 30 s，40 个循环。以 β-actin 作为内参，扩增完成
后，采用 2 － ΔΔCt检测目的基因相对表达量。

表 1 小鼠引物序列

基因 引物序列(5'-3') 长度(bp)
β-catenin F:CGCCTCACTCAGCTCCCCTC 108

Ｒ:CGCCTCACTCAGCTCCCCTC
c-myc F:ACGCTGACGAAAGTGTTGGT 112

Ｒ:TCTGGGTTTTCCGGGGTAGC
PCNA F:CCTGCTGGGATATTAGCTCCA 109

Ｒ:CAGCGGTAGGTGTCGAAGC
β-actin F:CTTCCAGCCTTCCTTCCTGG 110

Ｒ:CTGTGTTGGCGTACAGGTCT

1． 3 统计学处理 应用 SPSS 18. 0 软件进行统计
学分析，数据均以 珋x ± s 表示，多组间均数比较采用
单因素方差分析及两两比较的 SNK-q 检验，P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 DAI 评分及结肠长度 正常组小鼠皮毛顺
滑，活泼机敏，觅食正常，大便成形。模型组小鼠经
AOM腹腔注射第 3 天开始，部分出现懒动、拱背表
现;DSS喂养 1 周后逐渐出现腹泻、黏液脓血便，食
欲下降，皮毛无光泽，摄食减少，3 ～ 5 周后部分小鼠
逐渐出现脱肛;实验后期，小鼠一般情况极差，摄食

较少，活动量下降明显。治疗组小鼠腹泻、黏液脓血
便较模型组轻，持续时间短，后期无肉眼血便。模型
组及治疗组结肠长度较正常组明显缩短 ( P ＜
0. 05);与模型组相比，治疗组结肠长度较长(P ＜
0. 05)，两治疗组结肠长度差异无统计学意义。见
图 1、表 2。
2． 2 大体观察 正常组小鼠结肠组织未见明显异
常。模型组黏膜充血、水肿明显，可见息肉状隆起形
成。高、低剂量治疗组均可见结肠组织黏膜充血、水
肿，较模型组明显减轻，偶见息肉状隆起。
2． 3 组织学观察 正常组结肠黏膜上皮组织完整，
腺体排列规则，无明显炎性细胞浸润。模型组可见
广泛坏死、糜烂，上皮细胞脱落，大量炎性细胞浸润
及不同程度上皮内瘤变，并可见癌变表现，核大深

染，核质比例增大。低剂量治疗组可见广泛糜烂、坏
死，黏膜上皮脱落，多量炎性细胞浸润，少量低级别

上皮内瘤变。高剂量治疗组可见糜烂、坏死，伴多量
炎性细胞浸润，偶见低级别上皮内瘤变。见图 2。
2． 4 Western blot检测结果 与正常组相比，模型
组及两治疗组结肠上皮细胞PCNA、c-myc总蛋白及
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表 2 小鼠 DAI评分及结肠长度比较(n = 15，珋x ± s)

项目 正常组 模型组 低剂量复方血竭制剂组 高剂量复方血竭制剂组 F值 P值
DAI(分) 0． 34 ± 0． 10 4． 22 ± 0． 26* 3． 17 ± 0． 14* # 3． 09 ± 0． 16* # 1 295． 00 ＜ 0． 001
结肠长度(cm) 8． 87 ± 0． 53 6． 76 ± 0． 32* 7． 17 ± 0． 44* # 7． 22 ± 0． 37* # 86． 70 ＜ 0． 001

与正常组比较:* P ＜ 0. 05;与模型组比较:#P ＜ 0. 05

表 3 细胞 c-myc、PCNA总蛋白及核内 β-catenin蛋白表达量(n = 15，珋x ± s)

项目 正常组 模型组 低剂量组 高剂量组 F值 P值
β-catenin 0． 127 ± 0． 011 1． 826 ± 0． 192* 1． 063 ± 0． 144* # 1． 059 ± 0． 108* # 418． 1 ＜ 0． 001
c-myc 0． 141 ± 0． 022 0． 933 ± 0． 105* 0． 615 ± 0． 083* # 0． 620 ± 0． 079* # 259． 9 ＜ 0． 001
PCNA 0． 065 ± 0． 008 0． 238 ± 0． 026* 0． 132 ± 0． 016* # 0． 136 ± 0． 021* # 215． 7 ＜ 0． 001

与正常组比较:* P ＜ 0. 05;与模型组比较:#P ＜ 0. 05

图 1 各组小鼠结肠组织标本
A:正常组;B:模型组;C:低剂量复方血竭制剂组;D:高剂量复

方血竭制剂组

图 2 各组小鼠结肠组织染色 HE ×200

A:正常组;B:模型组;C:低剂量复方血竭制剂组;D:高剂量复

方血竭制剂组

细胞核内 β-catenin蛋白均呈明显高表达状态(P ＜
0. 05);与模型组相比，两治疗组 PCNA、c-myc 总蛋

白及细胞核内 β-catenin 蛋白表达显著降低(P ＜
0. 05);两治疗组之间无明显差异。见表 3、图 3。

图 3 小鼠结肠上皮细胞 c-myc、PCNA

总蛋白及核内 β-catenin蛋白表达
A:小鼠结肠上皮细胞 c-myc、PCNA总蛋白表达;B:小鼠结肠上

皮细胞核内 β-catenin蛋白表达;a:正常组;b:模型组;c:低剂量复方

血竭制剂组;d:高剂量复方血竭制剂组

2． 5 qＲT-PCＲ 检测结果 各组之间 β-catenin 基
因表达差异无统计学意义(F = 0. 3304，P = 0. 803);
各组之间 c-myc 及 PCNA 基因表达不全相同，差异
有统计学意义(F = 579. 7、481. 8，P ＜ 0. 05)。与正
常组相比，模型组及各治疗组 c-myc 及 PCNA 表达
均明显升高(P ＜ 0. 05);与模型组相比，两治疗组 c-
myc及 PCNA表达均明显降低(P ＜ 0. 05);两治疗
组之间差异无统计学意义。见图 4。

3 讨论

UC目前已被证实是结直肠癌发生的 3 大独立
危险因素之一，因此，寻找能够预防及治疗 UC 癌变
的药物有重要现实意义。与散发性结肠癌不同，
UCＲCC的发展需要经过“炎症 －上皮内瘤变 － 癌
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变”的病理过程［5］。根据文献［6］报道，本研究选择
对 AOM敏感度最高的 BALB /c小鼠造模，很好地模
拟了 UCＲCC的病理进程。虽然关于该病理过程的
发生机制尚未明了，但研究

［7］
已经证实 Wnt /β-cate-

nin信号通路与其发生及发展关系密切。

图 4 小鼠结肠上皮细胞 β-catenin、

c-myc、PCNA的 mＲNA表达(n = 15，珋x ± s)

与正常组比较:* P ＜ 0. 05;与模型组比较:#P ＜ 0. 05

Wnt /β-catenin 信号通路是调控细胞增殖、分化
的一条重要通路;当该通路异常激活时，胞质内降解

复合体出现异常，导致正常情况下本该被降解的 β-
catenin蛋白在胞质内积聚并转移入核，入核后的 β-
catenin通过形成转录复合体激活下游靶基因，诱导
细胞恶变

［8］。在整个信号转导通路中，胞质内 β-
catenin的积聚及核内异常转位是 UC 癌变的核心事
件
［9 － 10］。所以，干预 Wnt /β-catenin 通路的关键就
是促进 β-catenin 的降解。本实验通过 Western blot
检测表明各 AOM/DSS处理组结肠上皮细胞核内 β-
catenin蛋白水平均显著高于正常组，提示在 UCＲCC
的发生及发展过程中存在 Wnt /β-catenin 通路的活
化，从而导致 β-catenin核内转位。由于肿瘤的发生
涉及多基因、多通路的激活，所以，核内 β-catenin 蛋
白的增多也可能与该基因的活化有关。为了进一步
明确原因，本研究 qＲT-PCＲ 检测结果显示，各组小
鼠结肠上皮细胞内 β-catenin 基因的转录水平并没
有明显差异，提示 β-catenin核内转位增加与该基因
的活化并无明显关联，主要由胞质内 β-catenin 的降
解减少所致。
研究
［11］
证实，c-myc基因是 Wnt /β-catenin 通路

最为重要的下游靶基因，该基因可促进细胞无限增

殖和分裂，在调节细胞生长、分化及恶性转化中发挥
作用。PCNA又称为周期蛋白，是 DNA 聚合酶 δ 的
辅助蛋白，其含量可以作为评价细胞增殖状态的一

项指标，与肿瘤的发生、发展关系十分密切［12］。本
实验模型组及两治疗组 c-myc及 PCNA 在转录及蛋
白表达水平均较正常组显著升高，而两治疗组较模

型组表达量显著降低，这也与本实验中各组小鼠结

肠组织病理学表现相符。
本实验所用复方血竭制剂处方来源于《伤寒杂

病论》，主要成分为血竭和白芨。血竭又名麒麟竭，
其既能降低血管通透性，清除自由基，激活白细胞，

同时还有杀伤癌细胞的功效，不仅可以增强机体的

免疫力，而且降低 UC 癌变的概率［13］。白芨是兰科
多年生植物，在中药中属止血类药。现代药理研
究
［14］
表明，白芨对多种革兰阴性及阳性菌有抑制作

用。本课题组前期已经验证了复方血竭制剂在 UC
中的疗效，本实验将其应用于 UCＲCC 模型小鼠，结
果显示，两治疗组病理损伤、DAI评分及结肠长度均
较模型组明显减轻，说明该中药制剂可以有效延缓

小鼠 UC癌变的进程;而且，该病理结果与对 PCNA、
c-myc及 β-catenin的检测结果呈正相关;由此推断
复方血竭制剂的作用机制可能为通过抑制 Wnt 信
号通路活化，促进 β-catenin 降解，从而减少其核内
转位及其下游癌基因的表达，抑制肿瘤细胞增殖;但

β-catenin的具体降解机制仍需深入研究。有报
道
［15］
显示，UCＲCC 中还存在 PI3K /Akt 通路活化，

而该通路与 Wnt /β-catenin 信号通路具有交叉分子
GSK-3β，因此，笔者推测复方血竭制剂很有可能通
过抑制 PI3K /Akt 通路活化，增加 Wnt /β-catenin 通
路降解复合体中 GSK-3β 的激活，进而促进 β-cate-
nin的降解，本课题组将在后续实验中进一步探索，
为推动复方血竭制剂在 UCＲCC 防治中的应用提供
重要依据。
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Efficacy and mechanism of compound
dracorhodin on ulcerative colitis-related colorectal cancer in mice

Li Fang，Zheng Nan，Zhao Yajiao，et al
(Graduate School of Hebei North University，Zhangjiakou 075000)

Abstract Objective To investigate the therapeutic effects and mechanism of compound dracorhodin on experi-
mental ulcerative colitis related colorectal cancer(UCＲCC) ． Methods Sixty male BALB /c mice were randomly as-
signed to four groups(n = 15):blank control group，model group，low dose of compound dracorhodin group and
high dose of compound dracorhodin group． Disease activity index(DAI) was evaluated daily during the experiment．
Mice were sacrificed after 11 weeks，from which the colons and rectums were removed． The colon histomorphology
was observed by naked eyes and microscope． The expressions of β-catenin，c-myc and PCNA were detected by
Western blot and real time quantitative PCＲ． Ｒesults In the model group，obvious congestion，edema and polyps
were found by naked eyes; lots of inflammatory cells，different degrees of intraepithelial neoplasia and even carci-
noma were observed under microscope． In the compound dracorhodin groups，mucosal congestion，edema were ob-
served，and the number of polyps was reduced; inflammatory cells and a small amount of low-grade intraepithelial
neoplasia were found under the microscope，no cancer was observed． Compared with the blank group，the DAI
scores，nucleus localization of β-catenin protein，the mＲNA transcription and protein expression level of c-myc and
PCNA were significantly higher(P ＜ 0. 05) in the model group and the treatment groups(P ＜ 0. 05) ． There was no
significant difference between the compound dracorhodin groups，but significantly decreased，compared with the
model group(P ＜ 0. 05) ． The transcription level of β-catenin showed no significant difference among 4 groups．
Conclusion Compound dracorhodin reduced malignant transformation of experimental ulcerative colitis at least
partially through relieving the inflammatory reaction and inhibiting the Wnt /β-catenin pathway．
Key words compound dracorhodin; ulcerative colitis related colorectal cancer; β-catenin
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