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摘要院目的 观察柞蚕抗菌肽体外抗肿瘤作用及对大鼠大肠肿瘤发生的影响遥方法 采用 MTT 法检测柞蚕抗菌肽对人

结肠癌细胞株 LS-174T尧人胃粘膜上皮细胞株 GES-1 的杀伤作用遥以二甲肼渊DMH冤诱发的 Wistar 大鼠大肠肿瘤为模

型袁观察柞蚕抗菌肽对大鼠大肠肿瘤的防治作用曰DMH 诱癌及柞蚕抗菌肽灌胃均 18 周袁第 33 周结束实验遥结果 柞蚕

抗菌肽在体外对人结肠癌细胞株具有选择性杀伤作用曰灌胃可明显降低大鼠大肠肿瘤发生率渊65%袁P<0.01冤袁但大肠癌

平均个数及肿瘤质量指数无显著性差异渊P>0.05冤遥 结论 柞蚕抗菌肽对 DMH 诱导的大鼠大肠癌具有预防作用遥
关键词院抗菌肽曰大肠癌曰二甲肼曰大鼠
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Effects of the antibacterial peptide cecropins from Chinese oak silkworm, Antheraea pernyi on 1,
2-dimethylhydrazine-induced colon carcinogenesis in rats
ZHANG Wei-min, LAI Zhou-shen, HE Mei-rong, XU Gang, HUANG Wen, ZHOU Dian-yuan
Institute of Digestive Diseases of PLA, Nanfang Hospital, First Military Medical University, Guangzhou 510515,
China

Abstract: Objective To gain insight into the putative anticancer effect of the antibacterial peptides, cecropins, from Chinese
oak silkworm, Antheraea pernyi, on the cancer cells and 1,2-dimethylhydrazine (DMH)-induced colon carcinogenesis in rats.
Methods Growth inhibitory effect of the cecropins on normal human gastric epithelial cell line (GES-1) and human colon
adenocarcinoma cell line (LS-174T) was observed using a microculture tetrazolium (MTT) colorimetric methods. Male Wistar
rats were divided into 4 groups. Group1 was given on a weekly basis cecropins from Antheraea pernyi (3 000 Ua/ml) by
gavage at 2 doses of 10 ml/kg body weight and exposed to subcutaneous injection of DMH at the dose of 20 mg/kg body
weight. Group 2 was received weekly DMH only. Group 3 was given the cecropins by gavage at the same dose as in group 1.
Group 4 was weekly exposed to subcutaneous injection of EDTA (1 mmol/L). All treatments were completed in a course of 18
weeks and the experiment was finished at week 33. Results MTT assay showed selective cytotoxic activity of the cecropins
against the human colon adenocarcinoma cells line. The viability of the cancer cells was about 54% and 100% for the normal
cells. There was a significantly lower incidence of large intestinal tumors in rats gavaged with cecropins (65%, P<0.01), but
the tumor burden (tumors/tumor-bearing animal) and tumor mass index were comparable between the groups (P>0.05).
Conclusion The cecropins possess effective anti-tumor activity with no cytotoxicity against normal eukaryotic cells, and
impede the neoplastic process in murine large intestines.
Key words: antibacterial peptides; colon tumor; 2-dimethylhydrazine (DMH); rats

自 1980 年 Steiner 等从惜古比天蚕分离出第一
个抗菌肽 -cecropins渊杀菌肽冤后袁在几乎所有生物中
均发现抗菌肽遥对其生物活性的研究表明袁抗菌肽对
细菌尧病毒尧某些原虫尧真菌及肿瘤细胞等具有选择性
杀伤作用咱1袁2暂遥柞蚕是我国特有的昆虫品种袁已证实柞
蚕抗菌肽在体外对肿瘤细胞具有选择性杀伤作用咱3暂遥
本研究应用二甲基肼诱发的 Wistar 大鼠大肠癌模
型袁观察柞蚕抗菌肽对大肠肿瘤的影响袁为抗菌肽应
用于肿瘤防治提供实验依据遥

1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 实验材料和试剂 正常胃粘膜上皮细胞株
GES-1 购自北京市肿瘤防治研究所细胞遗传室遥人结
肠腺癌细胞株 LS-174T 为本室保存遥柞蚕抗菌肽
渊3 000 Ua/ml袁Ua院absolute units 绝对单位咱4暂冤由华南农
业大学黄自然教授提供遥细胞培养基 RPMI 1640尧四氮
唑盐 渊MTT冤购自 Sigama 公司遥二甲基亚砜渊DMSO冤尧
多聚甲醛等试剂为国产分析纯试剂遥胎牛血清购自杭
州四季清生物工程材料有限公司 渊批号院20011212冤遥
细胞培养皿尧培养平板为康宁渊Coning冤公司产品遥酶
标分析仪为 Bio-Rad-550 型遥
1.1.2 动物及诱癌剂 Wistar 大鼠袁平均质量 140 g袁8
周龄袁雄性袁SPF 级袁由本校实验动物中心提供渊合格
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表 1 柞蚕抗菌肽对 DMH 诱发的大鼠大肠肿瘤发生的影响

Tab.1 DMH-induced colon carcinoma in rats gavaged with
the cecropins from Chinese oak silkworm, Antheraea pernyi

* P<0.01 vs model control

Group n Tumor inci-
dence(%)

NT/TBA
渊Mean依SD冤

TMI
渊Mean依SD冤

Model control 20 20 (100) 1.4依0.68 0.47依0.15

Cecropins 20 13 (65)* 1.7依0.85 0.42依0.22

证 号 为 2001A052冤遥 诱 癌 剂 为 1, 2 二 甲 肼 渊1,
2-dimethylhydrazine, DMH冤袁购自 Fluka 公司遥
1.2 方法
1.2.1 抗菌肽对结肠癌和胃癌细胞株的杀伤作用 采
用 MTT 法咱5暂遥人正常胃粘膜上皮细胞株 GES-1尧人结
肠腺癌细胞株 LS-174T 于 37 益 5% CO2 饱和湿度培
养于 RPMI 1640 培养基 渊内含灭活胎牛血清及抗生
素冤遥取对数生长期细胞渊105/ml冤接种于 96 孔细胞培
养板袁每孔 0.2 ml渊2.0伊104/ml冤袁培养 18 h 后更换培养
基袁加入 3 000 Ua/ml 柞蚕抗菌肽 10 滋l遥阴性对照组
加等量 RPMI 1640 培养基遥培养 48 h 后倾去上清液
加入 MTT袁继续培养 4 h 后吸去上清液加入 DMSO袁
充分振荡袁酶标仪 570 nm 测 D渊姿冤值遥设 3 个复孔袁
取平均值遥抑瘤率 =渊对照孔 D570 值-实验孔 D570 值冤/
对照孔 D570 值遥
1.2.3 动物实验 Wistar 大鼠随机分为模型对照组
渊20 只冤尧柞蚕抗菌肽防治组渊20 只冤尧阴性对照组及空
白对照组渊各 13 只／组冤袁每笼 5~6 只遥在温度为渊24依
1冤益和相对湿度为渊50依10冤%的条件下以常备饲料饲
养袁适应 1 周后开始实验遥DMH 用前用 1 mmol/L
EDTA 配制袁并以 1 mol/L NaOH 调 pH 至 7.0遥模型
对照组及柞蚕抗菌肽防治组按 20 mg/kg窑b.w.剂量于
背侧颈部或大腿内侧皮下注射 DMH 以诱发大鼠大
肠癌袁阴性对照组在相同部位皮下注射相同体积
EDTA袁均每周 1 次遥空白对照组及柞蚕抗菌肽防治
组于诱癌同时开始灌胃给药袁剂量为 10 ml/kg窑b.w.袁
均每周 2 次遥18 周末同时结束遥动物在注射 DMH 前
称重袁调整给药剂量遥第 33 周处死全部大鼠遥取肛门
以上结肠肠段袁沿结肠系膜缘纵向剖开袁PBS 缓冲液
漂洗袁置于滤纸上观察肿瘤生长情况袁记录有无肿瘤
发生及发生数目并测量肿瘤大小遥取肿瘤标本置于
4%多聚甲醛溶液中固定袁常规石蜡包埋袁切片袁HE 染
色袁行常规病理学检查遥每一样品至少制作 3 张间断
病理切片遥肿瘤发生率为各组发生肿瘤的动物数与各
组动物总数之比曰平均肿瘤个数为各组肿瘤总数与发
生肿瘤的动物数之比渊T/TBA, tumors/tumor-bearing
animal冤袁肿瘤质量指数渊TMI袁tumor mass index冤咱6袁7暂院
每只动物肿瘤面积总和的常用对数袁TMI=log10 {Sn仔[
(D1+D2)/2]2+C}袁D1尧D2 为肿瘤直径袁C 为常数渊1.57袁
避免常用对数值 <0冤遥
1.2.4 采用 SPSS10.0 统计软件分析 肿瘤发生率采
用卡方检验袁平均肿瘤个数及 TMI 采用单因素方差
分析遥

2 结果
2.1 柞蚕抗菌肽对肿瘤细胞株的选择性杀伤作用

柞蚕抗菌肽的抗菌活性为 3 000 Ua/ml遥柞蚕抗
菌肽对肿瘤细胞 LS-174T 具有生长抑制作用袁实验
组 D渊姿冤值院0.92依0.11袁对照组 D渊姿冤值院1.71依0.18袁抑
瘤率为 46%遥 柞蚕抗菌肽对胃粘膜上皮细胞株
GES-1无生长抑制作用袁实验组 D渊姿冤值院1.27依0.14袁
对照组 D渊姿冤值院1.22依0.13袁抑瘤率为 104%遥
2.2 柞蚕抗菌肽 AD 对二甲肼诱导大鼠大肠癌的影响

实验第 33 周结束袁4 组动物体质量增加无显著
性差异渊资料未显示冤遥阴性对照组无肿瘤发生曰空白
对照组渊单纯柞蚕抗菌肽灌胃组冤无肿瘤发生袁对大鼠
无不良影响曰模型对照组大鼠全部发生肿瘤渊100%冤袁
柞蚕抗菌肽组大肠癌发生率渊65%冤明显低于模型对
照组渊字2=8.48, P=0.004冤遥但大肠癌平均个数及 TMI在两
组间无显著性差异渊P 值分别为 0.225 3 及 0.406 3冤遥
见表 1遥组织病理检查显示袁至实验结束时袁大肠肿瘤
均为大肠癌遥

3 讨论
研究证实袁抗菌肽由十余种氨基酸尧15~60 个氨

基酸残基组成袁相对分子质量 2 000~8 000遥PI 较高袁
对热稳定袁100 益30 min 仍保持杀菌活性袁对蛋白酶
及酸性环境较钝性袁作用广谱袁在一定浓度范围内对
肿瘤细胞株具有选择性杀伤作用咱2袁8袁9暂遥而柞蚕抗菌肽
的主要成分为抗菌肽 D 和 B渊Cecropin B尧D冤咱10暂遥本研
究显示袁柞蚕抗菌肽对野正常冶胃粘膜上皮细胞株的生
长无影响袁对结肠腺癌细胞株的抑制率为 46%袁表明
柞蚕抗菌肽对正常上皮细胞的影响小或无影响袁而对
肿瘤细胞株具有选择性杀伤作用遥抗肿瘤动物实验表
明柞蚕抗菌肽体外抗肿瘤作用确实袁模型对照组大鼠
全部发生肿瘤袁柞蚕抗菌肽组大鼠大肠癌发生率为
65%袁明显低于模型对照组渊P<0.01冤遥但大肠癌平均
个数及 TMI 在两组间无显著性差异 渊P 值分别为
0.225 3 及 0.406 3冤遥单纯柞蚕抗菌肽灌胃未见对大鼠
的不良影响袁与文献报导结果相同咱11暂遥Hui 等咱12暂通过
检测 cecropin A 对白血病细胞的 IC50 显示袁cecropin
A可裂解白血病细胞而对淋巴细胞毒性低袁而化学抗
肿瘤药物 5- 氟脲嘧啶渊5-FU冤尧阿糖胞苷渊Ara-C冤对肿
瘤细胞及正常细胞无选择性曰体外实验表明袁cecropin
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A与 5-FU尧Ara-C 联合静脉用药具有协同增效作用遥
Papo 等咱13暂采用合成的抗菌肽渊15 肽冤袁静脉注射于裸
鼠肺转移瘤模型袁证实合成抗菌肽明显减少裸鼠肺湿
重袁肺转移灶减少 86%袁而实验动物无任何毒副反
应遥但本研究利用抗菌肽对蛋白酶及酸性环境不敏感
的特点袁采用口服渊灌胃冤法给药袁简单方便遥

DMH 诱导的大鼠大肠肿瘤多在 18 至 20 周内
开始出现肉眼可见的肿物袁即 20 周内为肿瘤的启动
阶段咱14袁15暂遥本文柞蚕抗菌肽 AD 的使用期限仅 18 周袁
与注射 DMH 诱发大肠肿瘤同时终止袁目的为观察柞
蚕抗菌肽是否具有防止大肠肿瘤形成的作用遥结果表
明袁柞蚕抗菌肽可明显减少大鼠大肠肿瘤的发生率遥
18 周后即肿瘤经过启动阶段后未再给予柞蚕抗菌肽
AD袁因此发生肿瘤大鼠的平均肿瘤个数及 TMI 与模
型对照组比较无明显差异袁这从另一侧面说明柞蚕抗
菌肽对防止大肠癌形成作用确实遥因 DMH 诱导的大
鼠大肠癌多呈不规则形生长遥国内的文献中多以统一
的公式计算肿块体积袁计算结果并不准确遥而以每只
动物肿瘤总面积的自然对数作为肿块大小的参数似
更客观咱5袁6暂遥

柞蚕是我国特有的蚕业品种袁在北方广泛分布和
生长袁产量较高遥我国人民很早就有食用柞蚕蛹的习
惯并已入药渊僵蚕冤遥柞蚕抗菌肽耐热袁在 100 益30 min
仍保持杀菌活性遥纯化工艺流程中除大分子蛋白工艺
就是根据这一特性遥柞蚕抗菌肽也耐酸碱袁在 pH
2~14 仍保持生物活性遥因此袁长期食用柞蚕蛹可预防
大肠癌发生遥由于抗生素耐药性日益广泛袁目前国外
在抗菌肽临床应用方面进展较快遥抗菌肽应用于流行
性脑脊髓膜炎尧人幽门螺杆菌感染及抗真菌感染等已
进入临床试验咱16暂遥抗菌肽应用于肿瘤防治的文献及专
利文献较多袁但仍处于实验室研究阶段遥由于抗菌肽
具有独特的选择性作用袁因此抗菌肽有可能成为新型
抗肿瘤药物遥
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