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【摘要】 目 的  研 究 华 支 睾 吸 虫 来 源 的 分 子 伴 侣 (molecular
 

chaperones
 

HscB,CsHscB)对 氧 化 偶 氮 甲 烷

(azoxymethane,AOM)联合葡聚糖硫酸钠(dextran
 

sodium
 

sulfate,DSS)诱导的小鼠炎症性结肠癌的治疗效果及潜在的

分子机制。 方法 C57BL/6小鼠随机分为正常对照组(NC,n=10),rCsHscB组(n=10),模型组(AOM+DSS,n=
15),干预组(AOM+DSS+rCsHscB,n=15)。模型组和干预组按8

 

mg/kg体重的剂量经腹腔注射AOM,1次/d,连续7
 

d。然后给予7
 

d
 

2%
 

DSS饮水和14
 

d正常饮水,共4个循环。在给予DSS饮水的第4
 

d、7
 

d,rCsHscB组和干预组小鼠

按照1.25
 

mg/kg体重的剂量经腹腔注射rCsHscB蛋白。记录小鼠体重和生存状况,第84
 

d剖杀小鼠,测量结肠长度,

记录结肠肿瘤个数,HE和 Masson染色观察结肠病变,ELISA检测结肠组织中IL-6、MCP-1和IL-10含量,Western
 

blot
检测结肠组织中α-SMA、MMP2、Occludin表达水平和ERK1/2、JNK、P38、AKT、STAT3的磷酸化及非磷酸化水平。 
结果 与正常对照组相比,模型组71.4%的小鼠结肠中出现肿瘤,小鼠体重和结肠长度显著降低缩短(均P<0.05),结
肠组织中有大量炎症细胞浸润和纤维化形成。与模型组相比,干预组小鼠的生存率显著升高(P<0.01),体重、结肠长

度和炎症纤维化均有所改善,仅有10%小鼠出现结肠肿瘤(P<0.01)。与模型组相比,干预组小鼠结肠组织中IL-6和

MCP-1显著降低(均P<0.05),IL-10显著升高(P<0.0501),α-SMA和 MMP2蛋白表达水平降低(均 P<0.05),

Occludin蛋白表达水平升高(P<0.05),ERK1/2、JNK、P38、AKT和STAT3蛋白的磷酸化和非磷酸化水平均显著降低

(均P<0.05)。 结论 rCsHscB可能通过抑制 MAPK和AKT/STAT3信号通路的活化改善AOM/DSS诱导的小鼠

炎症性结肠癌。
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【Abstract】 Objective To
 

study
 

the
 

effect
 

and
 

possible
 

mechanism
 

of
 

Molecular
 

chaperones
 

HscB
 

derived
 

from
 

Clonorchis
 

sinensis
 

(CsHscB)
 

on
 

colitis-related
 

colorectal
 

cancer
 

induced
 

by
 

Azoxymethane
 

(AOM)
 

and
 

Dextran
 

sodium
 

sulfate
 

(DSS). Methods Mice
 

with
 

C57BL/6
 

background
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

normal
 

control
 

group
 

(NC
 

group,

n=10),rCsHscB
 

group
 

(n=10),model
 

group
 

(AOM+DSS
 

group,n=15),and
 

rCsHscB
 

intervention
 

group
 

(AOM+
DSS+rCsHscB

 

group,n=15).
 

The
 

mice
 

in
 

AOM+DSS
 

group
 

and
 

AOM+DSS+
 

rCsHscB
 

group
 

were
 

given
 

8
 

mg/kg
 

body
 

weight
 

AOM
 

intraperitoneally
 

once
 

a
 

day
 

for
 

7
 

days.
 

Then,mice
 

were
 

given
 

drinking
 

water
 

with
 

2%
 

DSS
 

for
 

7
 

days,and
 

normal
 

drinking
 

water
 

for
 

14
 

weeks,which
 

repeated
 

four
 

times.
 

The
 

mice
 

in
 

rCsHscB
 

group
 

and
 

AOM+DSS+
rCsHscB

 

group
 

were
 

intraperitoneally
 

injected
 

with
 

1.25mg/kg
 

body
 

weight
 

rCsHscB
 

protein
 

after
 

four
 

and
 

seven
 

days
 

for
 

2%
 

DSS
 

drinking
 

water.
 

Body
 

weight
 

and
 

the
 

death
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

were
 

recorded.
 

All
 

mice
 

were
 

killed
 

after
 

84
 

days
 

for
 

2%
 

DSS
 

drinking
 

water,and
 

the
 

length
 

of
 

colon
 

,number
 

of
 

tumors
 

were
 

recorded.
 

HE
 

and
 

Masson
 

staining
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

histopathology
 

of
 

colon.
 

The
 

levels
 

of
 

IL-6,MCP-1
 

and
 

IL-10
 

in
 

colon
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.
 

Western
 

Blot
 

were
 

conducted
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

α-SMA,MMP2,Occludin,ERK1/2,p-ERK1/2,JNK,p-
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JNK,P38,p-P38,AKT,p-AKT,STAT3
 

and
 

p-STAT3
 

in
 

colon. Results Compared
 

with
 

Normal
 

group,the
 

occurrence
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

was
 

71.4%.
 

The
 

body
 

weight
 

and
 

the
 

length
 

of
 

colon
 

in
 

AOM+DSS
 

group
 

decreased
 

significantly
 

(F
=14.136,P<0.05;F=60.875,P<0.01)

 

and
 

inflammatory
 

cells
 

infiltration
 

and
 

fibrosis
 

were
 

more
 

serious
 

in
 

colon.
 

However,compared
 

with
 

the
 

AOM+DSS
 

group,the
 

survival
 

rate
 

in
 

AOM+DSS+rCsHscB
 

group
 

increased
 

significantly
 

(χ2=6.652,P<0.01);the
 

body
 

weight
 

loss
 

(F=14.136,P<0.01),colon
 

shortening
 

(F=60.875,P<0.01),

inflammation
 

and
 

fibrosis
 

in
 

colon
 

were
 

all
 

improved;the
 

number
 

of
 

colon
 

tumors
 

reduced
 

significantly
 

(t=3.229,P<
0.01),only

 

10%
 

of
 

mice
 

developed
 

colon
 

tumor.
 

In
 

addition,IL-6
 

and
 

MCP-1
 

in
 

colon
 

also
 

decreased
 

significantly
 

(F=
35.351,P<0.05;F=21.118,P<0.01),while

 

IL-10
 

increased
 

in
 

this
 

group
 

(F=27.351,P<0.01).
 

Western
 

Blot
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

protein
 

levels
 

of
 

α-SMA
 

and
 

MMP2
 

decreased
 

(F=29.361,P<0.01;F=83.001,P<0.01),

but
 

the
 

Occludin
 

increased
 

(F=29.023,P<0.05)
 

in
 

AOM+DSS+rCsHscB
 

group.
 

Moreover,the
 

levels
 

of
 

p-ERK1/2/
 

ERK1/2
 

(F=11.565,P<0.01),p-
 

JNK/
 

JNK
 

(F=19.954,P<0.01),p-P38/
 

P38
 

(F=14.725,P<0.01),p-AKT
 

/

AKT
 

(F=44.02,P<0.01),p-STAT3
 

/STAT3
 

(F=15.411,P<0.05)
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

AOM
+DSS

 

group. Conclusion rCsHscB
 

alleviates
 

AOM/DSS-induced
 

colitis-related
 

colorectal
 

cancer
 

via
 

inhibiting
 

the
 

activation
 

of
 

MAPK
 

and
 

AKT/STAT3
 

signaling
 

pathways.
【Key

 

words】 Clonorchis
 

sinensis;rCsHscB;colonitis;colon
 

cancer;MAPK
 

signaling
 

pathway;AKT/STAT3
 

signaling
 

pathways

  结肠癌是指结肠黏膜上皮在遗传或者环境等多种

致癌因素作用下发生的消化道恶性肿瘤[1],好发于乙

状结肠与直肠的交界处[2]。在我国,结肠癌的发病率

和死亡率均呈上升趋势,已成为第四大恶性肿瘤[3],在
全球范围内其发病率和死亡率均位于恶性肿瘤的第三

位[4]。因此,如何预防结肠癌的发生,抑制肿瘤的生长

成为目前亟待解决的问题。
研究显示,蠕虫感染可降低自身免疫性疾病和过

敏性疾病等的发生风险[5-6]。除此之外,蠕虫感染与肿

瘤的发生发展密切相关,如其可以通过调节宿主免疫

系统或者分泌一些活性物质抵抗一些肿瘤的生长、增
殖或转移[7]。一些针对蠕虫和宿主间相互作用蛋白的

疫苗不仅可以防止寄生虫的感染,而且有可能预防某

些肿瘤的发生[8]。华支睾吸虫是蠕虫的一种,其成虫

寄生在肝胆管内,通过直接接触或通过其排泄-分泌产

物(ESPs)可诱导机体产生I/II类免疫应答。研究发

现,CsHscB能诱导巨噬细胞产生高水平
 

IL-10,可显

著降低DSS
 

诱导慢性溃疡性结肠炎产生的促炎细胞

因子IL-6和 MCP-1的含量,进而缓解DSS
 

诱导的小

鼠慢性溃疡性结肠炎,提示该蛋白具有诱导宿主免疫

负调控的功能[9-10]。然而其是否能够调节炎症性结肠

癌发生发展尚不清楚。
本研究通过化学诱导 AOM 联合DSS成功诱导

小鼠炎症性结肠癌模型,并给与rCsHscB治疗,观察

rCsHscB对 AOM/DSS诱导的小鼠炎症性结肠癌发

生发展的影响,为研发新型结肠癌治疗药物提供可靠

的实验依据。

材料和方法

1 材料

1.1 实验动物 C57BL/6小鼠,雄性,29只,6~8周

(约20
 

g),SPF级,购自北京维通利华公司,动物生产

许可证号:SCXK(苏)2020-0011,饲养于徐州医科大学

实验动物中心清洁级屏障系统。本研究获徐州医科大

学实验动物伦理委员会批准。

1.2 主要试剂及仪器 重组蛋白rCsHscB由本室构

建并诱导纯化鉴定[10],保存于-80
 

℃冰箱。DSS(36~
50ku,MP

 

Biomedicals),AOM(上海北诺生物科技有

限公司),ELISA试剂盒(eBioscience),HE染色试剂

盒(碧云天),Masson染色试剂盒(南京建成),兔抗鼠

α-SMA、MMP2、Occludin、ERK1/2、JNK、P38、AKT、

STAT3抗体(CST),羊抗兔IgG(Affinity),全波长酶

标仪(Synergy
 

2,Bio-Tek)。

2 方法

2.1 分组及造模 50只C57BL/6小鼠按随机数字

表法分为4组:正常对照组(Normal组)、rCsHscB、模
型组(AOM+DSS组)、rCsHscB干预组(AOM+DSS
+rCsHscB组),其中 Normal组和rCsHscB组每组

10只,AOM+DSS组15只,rCsHscB干预组15只。
适应性饲养1周后,AOM+DSS组和rCsHscB干预

组小 鼠 腹 腔 注 射 8
 

mg/kg
 

AOM,Normal组 和

rCsHscB组注射等量生理盐水,正常饲养1周。继而

Normal组和rCsHscB组给与正常饮用水,AOM+
DSS组以及rCsHscB干预组给予含有2%

 

DSS的饮

用水7
 

d,再给予正常高压水饮水两周,此3周为一个

循环,共 4 个 循 环。DSS 周 的 第 4
 

d、7
 

d 给 予

rCsHscB组和rCsHscB干预组腹腔注射1.25
 

mg/kg
 

rCsHscB蛋白,Normal组和AOM+DSS组腹腔注射

等量无内毒素PBS,于第84
 

d进行剖杀。

2 方法
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2.1 样品采集 开始给予DSS饮水时,记录每组小

鼠生长、体重、存活情况;造模第84
 

d颈椎脱臼处死小

鼠,完整取出盲肠和结肠以及小肠,拍照并记录结肠长

度、记录肿瘤组织的大小及数量;留取部分结肠组织进

行组织包埋、蛋白检测和细胞因子检测。

2.2 HE和Masson染色 取1
 

cm远端结肠,通过固

定、脱水、透明后石蜡包埋,切4
 

μm厚度组织片,分别

进行HE和 Masson染色,显微镜下观察。

2.3 ELISA检测细胞因子 称取100
 

mg结肠组织,
加入600

 

μL细胞裂解液,充分匀浆,4
 

℃、12
 

000
 

r/

min(离心半径24
 

cm)离 心15
 

min,收 集 上 清 液,

ELISA测定IL-6、MCP-1和IL-10的含量,按照试剂

盒说明书操作。

2.4 Western
 

blot检 测 将结肠组织匀浆,4
 

℃、

12
 

000
 

r/min(离心半径24
 

cm)离心20
 

min,取上清加

入loading
 

buffer,混匀煮沸制成蛋电泳样品,每组各

取30
 

μg蛋白进行10%
 

SDS-PAGE,常规转膜,BSA
封闭;加入ERK1/2、p-ERK1/2、JNK、p-JNK、P38、p-
P38、AKT、p-AKT、STAT3、p-STAT3和GAPDH抗

体(分别按说明书稀释),4
 

°C孵育过夜,洗膜3次;加
入二抗(1∶2000),室温孵育2

 

h,洗膜后加入ECL发

光液显色成像。使用Image
 

J
 

软件对条带进行灰度值

分析。

2.5 统计学分析 采用SPSS16.0软件进行统计分

析,计量资料数据用均数±标准差表示,资料符合正态

分布,两组间比较采用t检验,多组间比较采用单因素

方差分析,计数资料以(%,n)表示,采用(χ2 检验,以

α=0.05
 

为检验水准,P<0.05为差异具有统计学意

义。统计图使用
 

GraphPad
 

Prism
 

7.0软件绘制。

结 果

1 rCsHscB对 AOM/DSS诱导的炎症性结肠癌小鼠

的体重及存活的影响

随着时间的延长,rCsHscB组和 NC组小鼠体重

不断升高。与NC组相比,AOM+DSS组小鼠体重下

降近 20% (P <0.01)(图 1A),AOM +DSS+
rCsHscB组小鼠体重下降不明显,差异无统计学意义

(P>0.05);与 AOM+DSS组相比,AOM+DSS+
rCsHscB组小鼠体重下降明显减缓(P<0.01)(图
1A)。生存分析显示,AOM+DSS+rCsHscB组小鼠

生存率(10/15,66.67%)高于 AOM+DSS组(3/15,

20%)(P<0.01)(图1B)。

2 rCsHscB对 AOM/DSS诱导的炎症性结肠癌小鼠

的结肠形态变化的影响

结肠长度比较分析显示,rCsHscB组小鼠的结肠

长度与 NC组结肠长度基本一致;与 NC 组相比,

AOM+DSS组小鼠结肠长度显著缩短(P<0.01)(图
2A,B),而AOM+DSS+rCsHscB组小鼠结肠长度无

显著变化(P>0.05);与AOM+DSS组相比,AOM+
DSS+rCsHscB组小鼠结肠长度缩短显著减小(P<
0.01)(图2A,B)。AOM+DSS组71.4%(5/7)的小

鼠出现 结 肠 肿 瘤 块,AOM+DSS+rCsHscB 组 有

10%(1/10)小鼠出现结肠肿瘤(P<0.01)(图2A,C)。

  A 小鼠体重变化 B 小鼠生存率变化(与 NC组比较,a
 

P<
0.05;与AOM+DSS组比较,b

 

P<0.01)
图

 

1 小鼠体重及生存率变化

A The
 

body
 

weight
 

in
 

each
 

group B The
 

survival
 

rate
 

in
 

each
 

group(a
 

P<0.05;b
 

P<0.01)
Fig.1 The

 

change
 

of
 

body
 

weight
 

and
 

survival
 

rate
 

in
 

each
 

group

  A 小鼠结肠长度测量 B 小鼠结肠长度统计 C 肿瘤个数统
计(与NC组比较,c

 

P<0.01;与AOM+DSS组比较,b
 

P<0.01)。
图

 

2 小鼠结肠长度变化及肿瘤数量
A The

 

length
 

of
 

colon
 

and
 

tumors
 

in
 

each
 

group B The
 

statistical
 

analysis
 

of
 

colon
 

length
 

in
 

each
 

group C The
 

statistical
 

analysis
 

of
 

the
 

number
 

of
 

tumors
 

in
 

colon(c
 

P<0.05;b
 

P<0.01)
Fig.2 The

 

length
 

of
 

colon
 

and
 

number
 

of
 

tumors
 

in
 

each
 

group
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3 rCsHscB对 AOM/DSS诱导的炎症性结肠癌小鼠

的结肠病理损伤的影响

结肠组织 HE染色检查显示,NC组、rCsHscB组

小鼠结肠组织结构完整,无炎性浸润、绒毛层的破坏;

AOM+DSS组结肠组织大量炎症细胞浸润,粘膜下层

水肿和纤绒毛破坏严重,而 AOM+DSS+rCsHscB
组结肠组织炎性细胞浸润和下层水肿以及纤绒毛破坏

现象均显著减轻。Masson染色显示,NC组、rCsHscB
组结肠胶原纤维所占比例基本一致;与 NC组相比,

AOM+DSS组小鼠结肠出现明显的纤维化,AOM+
DSS+rCsHscB组小鼠结肠纤维化明显减轻(图3)。

图
 

3 小鼠结肠组织HE染色和 Masson染色

Fig.3 HE
 

staining
 

and
 

Masson
 

staining
 

of
 

colon
 

in
 

each
 

group

4 rCsHscB对 AOM/DSS诱导的炎症性结肠癌小鼠

的结肠组织α-SMA﹑ MMP-2和 Occludin表达的影

响

Western
 

blot检测显示,与NC组相比,rCsHscB
组小鼠结肠组织的α-SMA、MMP-2和Occludin表达

水平无显著变化(P>0.05),AOM+DSS组小鼠结肠

α-SMA和 MMP-2蛋白表达水平升高(P<0.01)(图
4B,C),Occludin蛋白表达水平降低(P<0.01)(图
4D);与AOM+DSS组相比,AOM+DSS+rCsHscB
组小鼠结肠α-SMA和 MMP-2蛋白表达水平显著降

低(P<0.01)(图4B、C),Occludin蛋白表达水平显著

升高(P<0.05)(图4D)。

5 rCsHscB对 AOM/DSS诱导的炎症性结肠癌小鼠

的结肠组织匀浆上清细胞因子的影响

ELISA检测结果显示,与 NC组相比,rCsHscB
组结肠组织IL-6、MCP-1和IL-10的水平无显著变化

(均P>0.05),AOM+DSS组小鼠结肠组织IL-6、

MCP-1表达水平增高(P<0.05或
 

P<0.01)(图5A,

B),IL-10水平无显著变化(P>0.05);与AOM+DSS
组相比,AOM+DSS+rCsHscB组结肠组织IL-6、

MCP-1水平显著降低(P<0.05或P<0.01)(图5A,

B),IL-10水平显著增高(P<0.01)(图5C)。

6 rCsHscB对 AOM/DSS诱导的炎症性结肠癌小鼠

结肠组织中AKT、STAT3信号通路的影响

Western
 

blot检测各组小鼠结肠组织中 AKT、

STAT3蛋白的表达水平,结果如图6。与 NC组相

比,rCsHscB组结肠组织AKT和STAT3的磷酸化水

平无显著变化(均P>0.05),AOM+DSS组小鼠结

肠组织AKT和STAT3的磷酸化水平显著增高(均P
<0.01);与 AOM+DSS组 相 比,AOM+DSS+
rCsHscB组小鼠结肠组织AKT和STAT3的磷酸化

水平显著降低(P<0.05或P<0.01)。

  A Western
 

blot检测α-SMA﹑ MMP-2和 Occludin的蛋白表达
水平 B α-SMA

 

半 定 量 分 析  C MMP-2
 

半 定 量 分 析  D 
Occludin半定量分析(与NC组比较,a

 

P<0.05,c
 

P<0.01;与AOM+
DSS组比较,d

 

P<0.05,b
 

P<0.01)
图

 

4 小鼠结肠结肠组织α-SMA﹑ MMP-2和Occludin的表达情况

A The
 

expression
 

levels
 

of
 

α-SMA,MMP-2
 

and
 

Occludin
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot B The
 

statistical
 

analysis
 

of
 

α-SMA C 
The

 

statistical
 

analysis
 

of
 

MMP-2
 

D
 

The
 

statistical
 

analysis
 

of
 

Occludin
(a

 

P<0.05;b
 

P<0.01;c
 

P<0.01;d
 

P<0.05)
Fig.4 Expression

 

of
 

α-SMA,MMP-2
 

and
 

Occludin
 

in
 

colon
in

 

each
 

group

  A IL-6 B MCP-1 C IL-10(与NC组比较,a
 

P<0.05,c
 

P<
0.01;与AOM+DSS组比较,d

 

P<0.05,b
 

P<0.0,与rCsHscB组比
较,f

 

P<0.01)
图

 

5 小鼠结肠组织匀浆上清中细胞因子表达情况

A The
 

statistical
 

analysis
 

of
 

IL-6 B The
 

statistical
 

analysis
 

of
 

MCP-1 C The
 

statistical
 

analysis
 

of
 

IL-10(a
 

P<0.05;b
 

P<0.01;c
 

P<0.01;d
 

P<0.05;f
 

P<0.01)
Fig.5 The

 

concentration
 

of
 

cytokines
 

in
 

the
 

homogenate
 

supernatant
in

 

each
 

group

7 rCsHscB对 AOM/DSS诱导的炎症性结肠癌小鼠

结肠组织中 MAPK信号通路的影响

Western
 

blot检测各组小鼠结肠组织中 MAPK
信号通路相关蛋白的表达水平,结果显示,与NC组相

比rCsHscB组结肠组织ERK1/2、JNK和P38的磷酸
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化水平无显著变化(均P>0.05),AOM+DSS组小

鼠结肠组织ERK1/2、JNK和P38的磷酸化水平显著

升高(均 P<0.01)(图7);与 AOM+DSS组相比,

AOM+DSS+rCsHscB组小鼠结肠组织JNK(图7A、

B)、ERK1/2(图7A、C)、P38(图7A、D)的磷酸化水平

均显著降低(均P<0.01)。

  A Western
 

blot检测AKT/STAT3信号通路相关蛋白表达水平

 B p-AKT/AKT半定量分析 C p-STAT3/STAT3半定量分析
(与NC组比较,c

 

P<0.01;与AOM+DSS组比较,d
 

P<0.05,b
 

P<0.
0)
图

 

6 小鼠结肠结肠组织AKT/STAT3信号通路相关蛋白的表达水平

A The
 

expression
 

levels
 

of
 

p-AKT,AKT,p-STAT3
 

and
 

STAT3
 

were
 

detected
 

by
 

western
 

blot B The
 

statistical
 

analysis
 

of
 

p-AKT/
AKT C The

 

statistical
 

analysis
 

of
 

p-STAT3/STAT3(b
 

P<0.01;c
 

P
<0.01;d

 

P<0.05)
Fig.6 The

 

expression
 

levels
 

of
 

AKT/STAT3
 

signaling
 

pathway
in

 

colon
 

in
 

each
 

group

  A Western
 

blot检测MAPK信号通路相关蛋白表达水平 B p-
ERK/ERK

 

半定量分析 C p-JNK/JNK
 

半定量分析 D p-P38/P38
 

半定量分析(与 NC组比较,c
 

P<0.01;与 AOM+DSS组比较,b
 

P<
0.01)

图
 

7 小鼠结肠结肠组织 MAPK信号通路相关蛋白的表达水平

A The
 

expression
 

levels
 

of
 

p-ERK,ERK,p-JNK,JNK,p-P38
 

and
 

P38
 

were
 

detected
 

by
 

western
 

blot B The
 

statistical
 

analysis
 

of
 

p-
ERK/ERK C The

 

statistical
 

analysis
 

of
 

p-JNK/JNK D The
 

statistical
 

analysis
 

of
 

p-P38/P38(b
 

P<0.01;c
 

P<0.01)
Fig.7 The

 

expression
 

levels
 

of
 

MAPK
 

signaling
 

pathway
in

 

colon
 

in
 

each
 

group

讨 论

结肠癌是常见的消化道恶性肿瘤[11],其发生发展

是一个由多种因素共同影响的复杂过程。炎症反应在

肿瘤发生的不同阶段起着关键的作用[12],如有研究证

实胃肠道炎症反应过度的患者更容易发展为结肠

癌[13]。研究发现,rCsHscB可抑制 DSS诱导的小鼠

结肠炎症反应[9]。为了进一步研究rCsHscB在结肠

癌中 的 作 用,本 研 究 成 功 建 立 AOM/DSS诱 导 的

C57BL/6小 鼠 炎 症 性 结 肠 癌 动 物 模 型,并 给 与

rCsHscB干预治疗。结果显示rCsHscB干预可明显

改善结肠癌小鼠体重下降、结肠长度缩短等症状,并且

抑制肿瘤形成数量,减轻结肠组织病变,降低小鼠的死

亡率。表明rCsHscB对AOM/DSS诱导的炎症性结

肠癌有明显的预防改善作用。
肠道微环境稳态破坏是 AOM/DSS诱导的结肠

癌发生的重要机制,主要表现为肠道微生物群稳态失

衡以及过度的炎症反应[14]。Occludin作为紧密连接

蛋白,其表达低下可导致肠上皮屏障的破坏,与结肠癌

的发生、发展密切相关[15]。MMP-2是基质金属蛋白

酶家族成员之一,在结肠癌中高表达,该基因的过表达

与肿瘤的淋巴结转移和细胞黏附降低 有 关,而 且

MMP-2高表达的结肠癌患者的预后较差[16]。本研究

发现,在给予rCsHscB干预后,结肠癌小鼠的结肠长

度缩短的症状得到显著改善,结肠组织纤维化病变和

组织损伤显著减轻。同时,结肠组织中的Occludin蛋

白水平显著增高,α-SMA和 MMP-2蛋白水平显著降

低。以上结果提示rCsHscB能够减缓 AOM/DSS诱

导的结肠上皮屏障破坏以及纤维化病变,进而维持肠

道内环境稳态。
肠道炎症是导致结肠癌最重要的因素之一,其可

通过促进肠上皮细胞的异常增殖进而加剧结肠癌的发

生[17],结肠组织炎症微环境中的固有免疫细胞如巨噬

细胞、中性粒细胞、树突状细胞以及适应性免疫细胞T
细胞和B细胞等可分泌大量的促炎因子,如IL-6﹑

IL-1β和 MCP-1等,从而促进结肠癌的进程[18]。研究

证实结肠癌患者血清中IL-6含量有所上升[19],IL-6
可促进结肠癌上皮细胞的生长,其表达与肿瘤大小呈

正相关[20]。MCP-1是β趋化因子家族中的主要成员,
可诱导单核细胞募集至肿瘤组织周围,并发生增殖、活
化,从而发挥肿瘤调节作用[21]。本研究中AOM/DSS
诱导的炎症性结肠癌模型小鼠结肠组织中促炎细胞因

子IL-6、和 MCP-1含量显著升高,而rCsHscB干预后

结肠癌模型小鼠结肠中的IL-6、MCP-1水平显著降

低,肿瘤形成个数也显著减少,表明rCsHscB能够抑

制促炎因子和趋化因子的表达。此外发现,rCsHscB
能够促进抑炎因子IL-10的释放。研究证实,IL-10是

肠道内主要的抗炎细胞因子和必不可少的免疫调节因

子[22],可抑制
 

Th1和Th17细胞应答,进而抑制结肠

炎症[23]。因此,rCsHscB可通过抑制促炎因子的释放

和促进抑炎因子的释放来抑制 AOM/DSS诱导的结

肠癌模型小鼠炎症反应。
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结肠癌的发病机制涉及很多因素,与多种信号通

路失调相关,这些信号通路异常激活介导的下游靶基

因参与了结肠癌的发生发展,通过靶向作用相关基因

可以有效的缩小肿瘤,并抑制肿瘤扩散和转移。其中,

IL-6/STAT3信号通路是结肠癌发展的关键信号通路

之一。研究表明IL-6/STAT3通路激活下游靶基因

可抑制肿瘤细胞凋亡,促进结肠癌细胞 增 殖 和 迁

移[24],IL-6与其受体结合还可导致JAK磷酸化,进一

步通过调控PI3K/Akt信号通路导致Akt磷酸化水平

发生改变,并在肿瘤细胞的生长、增殖、存活、分化、侵
袭和转移中发挥关键作用[25]。另外,MAPK

 

作为细

胞内重要的炎癌转化信号通路,主要包括 ERKs、

JNKs和p38-MAPKs,大量的研究表明ERKs和p38
 

MAPKs可调节炎症反应和抗肿瘤免疫,进而促进肿

瘤的转移[26],而抑制p38和ERK/MAPK信号通路可

有效减小移植瘤和 AOM/DSS诱导的结肠癌的肿瘤

体积[27]。本研究发现,rCsHscB干预后结肠癌小鼠结

肠组 织 中 磷 酸 化 的 STAT3 和 AKT 水 平 降 低,

ERK1/2、JNK和P38的磷酸化水平也是降低的,提示

rCsHscB可能通过抑制IL-6/STAT3和 MAPK信号

通路从而抑制结肠癌的发生发展。
综上所述,rCsHscB可能通过抑制IL-6﹑IL-1β

和 MCP-1的表达以及 MAPK和AKT/STAT3信号

通路的活化改善AOM/DSS诱导的炎症性结肠癌,为
结肠癌生物治疗及药物研发提供了新思路。
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