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重楼皂苷Ⅵ预防结肠炎癌变的作用及机制
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■背景资料
结/直肠癌是最为
常见的恶性肿瘤
之一. 近年来, 由
于国人饮食结构
的日渐西化, 结/直
肠癌的发病率也
呈逐年升高趋势: 
已经成为我国发
病率第4位, 死亡
率第5位的恶性肿
瘤, 其年增长率远
超国际水平. 寻找
高效低毒的结肠
癌预防、治疗药
物具有重要意义. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of polyphyllin Ⅵ 
(PPLⅥ) on colitis associated colorectal carcino-
genesis in mice and the underlying mechanisms. 

METHODS: Fifty male Institute of Cancer Re-
search (ICR) mice were randomly divided into 
five groups: a model group, three PPLⅥ-treated 
groups and a control group. The mice in the model 
group and three PPLⅥ-treated groups were given 
a single intraperitoneal injection of 1,2-dimeth-
ylhydrazine (DMH) at a dose of 15 mg/kg body 
weight. One week later, the mice were treated with 
2% (w/v) dextran sodium sulfate (DSS) in their 

drinking water for 1 wk. This was followed by no 
further treatment for 1 wk. After another 1 wk of 
2% DSS treatment, normal water was given for an 
additional 15 weeks. At week 9, the mice in PPL
Ⅵ-treated groups were intraperitoneally injected 
with PPLⅥ (2.5, 5.0 and 10.0 mg/kg, respectively) 
every 3 d, for 12 wk. All mice were sacrificed at 
week 20 by ether overdose and colon samples 
were collected for histopathological examinations 
and Western blot analysis.

RESULTS: HE staining showed that the inci-
dence of tumor formation was 90% in the mice 
treated with DMH/DSS; it decreased to 40% 
(4/10), 20% (2/10), and 10% (1/10) in mice 
treated with DMH/DSS plus 2.5, 5.0 and 10.0 
mg/kg of PPLⅥ, respectively. PPLⅥ treatment 
increased the expression of cleaved Caspase3, 
Caspase9 and Bax and decreased the expression 
of Bcl-2 in colonic epithelial cells. 

CONCLUSION: PPLⅥ can inhibit DMH/DSS-in-
duced colon tumor formation in ICR mice partly 
through inducing apoptosis of abnormal colonic 
epithelial cells via the intrinsic pathway of apop-
tosis. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 讨论从延龄草总皂苷中分离获得的重
楼皂苷Ⅵ(polyphyllin Ⅵ, PPLⅥ)对结肠炎相
关的结肠癌发生的影响及其机制. 

方法: 将♂5周龄I C R小鼠50只, 随机分为5
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■研发前沿
从天然产物中寻
找抗肿瘤药物是
药物研发的热点. 
延龄草是传统的
名贵中药. 主要含
甾体皂苷 ,  有降
压、镇痛、溶血
作用 ,  对镇静安
神、祛风活血有
良效.

组: 模型组、3个给药组和对照组. 模型组与
给药组小鼠腹腔注射15 mg/kg的1,2-二甲肼
(1,2-dimethylhydrazine, DMH). 1 wk后, 饮用
2%右旋葡聚糖苷钠(dextran sodium sulfate, 
DSS)蒸馏水溶液1 wk, 间隔1 wk后, 再次饮用
2%DSS蒸馏水溶液1 wk. 第9周时, 给药组小
鼠通过腹腔注射给予PPLⅥ(2.5、5.0、10.0 
mg/kg), 1次/3 d. 20 wk乙醚麻醉, 处死所有小
鼠, 收集小鼠肠道样本, 用于病理学检测及
Western blot实验. 

结果: HE染色显示: 模型组中, 90%的小鼠肠
道发生结肠腺癌和/或结肠腺瘤. PPLⅥ治疗
各组, 小鼠结/直肠肿瘤发生率依次下降为: 
40%、20%与10%. PPLⅥ可促进小鼠肠道黏
膜活化型Caspase3, 9及Bax的表达, 降低Bc1-2
的表达, 且均呈剂量依赖性. 

结论: PPLⅥ能有效地预防小鼠结肠炎癌变. 
其可能机制是PPLⅥ通过线粒体途径诱导小
鼠肠道细胞凋亡. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 从延龄草总皂苷中分离获得重楼

皂苷Ⅵ(po lyphy l l in Ⅵ, PPLⅥ), 观察到PPL
Ⅵ能有效预防 1 , 2 -二甲肼 /右旋葡聚糖苷钠
(1,2-dimethylhydrazine/dextran sodium sulfate, 
DMH/DSS)诱导的结肠炎相关的结肠癌发生; 可
能机制与其诱导DMH/DSS处理后的异常肠道黏
膜细胞发生线粒体途径的凋亡有关.
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0  引言

结/直肠癌是最为常见的恶性肿瘤之一. 2013年, 
在美国, 其发病率及死亡率均位居肿瘤发病率和

死亡率的第3位[1]. 近年来, 由于国人饮食结构的

日渐西化, 结/直肠癌的发病率也呈逐年升高趋

势: 已经成为我国发病率第4位, 死亡率第5位的

恶性肿瘤, 其年增长率远超国际水平[2]. 我国南方

一些发达城市, 例如上海, 其死亡率已跃居恶性

肿瘤死亡率的第2位. 结/直肠癌的发生、发展与

结肠炎症的反复发作密切相关[3-6]. 因此, 寻找高

效低毒的结肠癌预防、治疗药物具有重要意义. 

从天然产物中寻找抗肿瘤药物是药物研发

的热点. 延龄草(Trillium tschonoskii Maxim. )是
传统的名贵中药. 主要含甾体皂苷, 有降压、

镇痛、溶血作用, 对镇静安神、祛风活血有良

效[7-10]. 我们已经发现: 延龄草总皂苷可有效抑

制结肠癌细胞的增殖[11]. 为进一步阐明延龄草

总皂苷抗肿瘤的机制, 我们对延龄草总皂苷进

行了分离提取、纯化、鉴定和筛选, 得到了单

体皂苷: 重楼皂苷Ⅵ(polyphyllin Ⅵ, PPLⅥ), 采
用结肠炎相关的结肠癌模型对观察其结肠癌的

预防作用. 

1  材料和方法 

1.1 材料 50只5周龄♂ICR小鼠, 购于上海斯莱

克实验动物中心. 小鼠购回后, 5只一组, 饲养于

中国人民解放军第四军医大学实验动物中心, 
给予自由饮水、饲以普通的颗粒饲料. 饲养环

境: 湿度50%±10%, 光照12 h照明, 12 h黑暗交

替, 温度23 ℃±2 ℃. 适应饲养7 d后, 按照体质

量被随机分为4个实验组和1个对照组. 1,2-二甲

肼(1,2-dimethylhydrazine, DMH)购于Sigma公司; 
右旋葡聚糖苷钠(dextran sodium sulfate, DSS), 
相对分子质量为36000-50000, 购于美国MP公司. 
Caspase3, 9抗体(CST公司), Bcl-2、Bax、β-actin
抗体(Santa Cruz公司). Caspase3活性检测试剂盒

(碧云天生物有限公司). 
1.2 方法
1.2.1 PPLⅥ的提取: 提取步骤参见本实验室文

献[12], 简述如下: 延龄草干燥根及根茎20 kg, 
经体积分数为700 mL/L的乙醇水溶液加热回

流提取3次, 每次2 h, 减压回收溶剂得醇提浸

膏; 将醇提浸膏加适量水分散, 经D101大孔吸

附树脂柱, 依次用体积分数为0、200、600、
950 m L/L的乙醇水溶液洗脱, 减压浓缩得各

部位浸膏, 其60%部位浸膏经硅胶柱色谱凝胶

SephadexLH-20柱色谱ODS柱色谱中低压液

相色谱及高效液相色谱, 分离得到化合物PPL
Ⅵ(图1). 
1.2.2 小鼠结肠癌模型复制: 造模方法参照文献

[13-16], 简述如下: 用生理盐水配置终浓度为1.5 
g/L、pH 6.5的DMH溶液. 实验组小鼠单次腹腔

注射15 mg/kg的DMH. 1 wk后令实验组小鼠连

续饮用2%DSS纯水溶液1 wk, 间隔1 wk(饮用正

常普通饮水). 上述2 wk为一个DSS处理循环, 一
共重复2次. 正常对照组用生理盐水代替DMH溶

液腹腔注射1次, 饮用水为不含DSS的纯水. 第9
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■相关报道
研究者们观察到: 
延龄草皂苷可以
有效抑制肺癌、
乳腺癌等肿瘤细
胞的增殖. 我们前
期的研究发现: 延
龄草总皂苷可有
效抑制结肠癌细
胞的增殖, 对正常
肠道上皮细胞无
明显毒性.



李志泉, 等. 重楼皂苷Ⅵ预防结肠炎癌变的作用及机制							                 4395

周时, 将4个实验组随机分为: 1个模型组和3个
治疗组. PPLⅥ腹腔注射给药, 每隔3 d给药1次, 
给药剂量分别为: 2.5、5.0和10.0 mg/kg. 在整

个造模和给药过程中密切观察并记录小鼠的便

血、脱肛数. 
1.2.3 采集标本: 在第20周时采用乙醚麻醉法

处死所有小鼠, 打开腹腔, 截取其从肛门到回

盲部的所有大肠. 纵向剖开整个肠道, 用PBS溶
液冲洗干净. 从肛门上方3 cm处截取4 cm长度

的结肠标本, 置于40 g/L多聚甲醛溶液中固定. 
将固定好的样本石蜡包埋后切片, 用于组织学

检测. 将剩余结肠组织的黏膜用玻片小心刮下

后迅速置于液氮中速冻, 保存于-80 ℃低温冰

箱中, 以备Western blot检测以及Caspase3活性

测定. 
1.2.4 蛋白提取及检测: 将小鼠肠道黏膜加入

RIPA(含PMSF蛋白酶抑制剂)细胞裂解液后匀浆

提取总蛋白, 用Bio-Rad酶标仪进行蛋白定量. 蛋
白变性后进行聚丙烯酰胺凝胶电泳, 转膜. NC膜
用5%脱脂牛奶室温封闭3 h, 加一抗Caspase3(1∶
500)、Caspase9(1∶500)、Bc1-2(1∶500)、
Bax(1∶500)、β-actin(1∶1000)室温孵育30 min, 
后4  ℃过夜, TBST洗膜后加1∶5000稀释的相应

HRP标记二抗室温孵育1 h, TBST及TBS洗膜后, 

进行化学发光. 
1.2.5 Caspase3活性检测: 按照说明书步骤操作: 
每3-10 mg组织加入100 µL裂解液的比例加入

裂解液, 在冰浴上用玻璃匀浆器匀浆. 然后把匀

浆液转移到1.5 mL离心管中, 冰浴再裂解5 min. 
4 ℃ 16000-20000 g , 离心10-15 min. 把上清转移

到冰浴预冷的离心管中. 立即测定Caspase3的酶

活性. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件中的单

因素方差分析(ANOVA)以及χ2
检验进行数据统

计, P <0.05示差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 小鼠整体观察及肠道组织病理表现 所有

DMH/DSS处理的ICR小鼠在造模过程中均出现

稀便体征. 如表1所示: 第3周和第6周时, DMH/
DSS处理后小鼠的血便率分别为60%(24/40)和
50%(20/40); 在第9周和第15周时, DMH/DSS
模型组小鼠的脱肛率分别为 6 0 % ( 6 / 1 0 )和
80%(8/10). 给予小鼠PPLⅥ腹腔注射治疗后, 第
15周时小鼠的脱肛率显著降低, 分别为40%、

30%和10%. 在第20周处死小鼠, 解剖后肉眼观

察可见: DMH/DSS模型组小鼠结肠中末端出现

了息肉状新生物. 而PPLⅥ治疗组小鼠结肠虽然
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图  1  PPLⅥ结构式. 

■创新盘点
我们观察到从延
龄草总皂苷中分
离的重楼皂苷Ⅵ
(polyphyllin Ⅵ , 
PPLⅥ)能有效预
防1,2-二甲肼 /右
旋 葡 聚 糖 苷 钠
(1,2-dimethylhy-
drazine/dextran 
sodium sulfa te , 
DMH/DSS)诱导
的结肠炎相关的
结肠癌发生 .  可
能机制与其诱导
DMH/DSS处理后
的异常肠道黏膜
细胞发生线粒体
途径的凋亡有关.

     

表  1  DMH/DSS造模过程中小鼠便血、脱肛及肿瘤发生率 [n  = 10, mean±SD, %(n 1/n )]

分组
便血 脱肛 肿瘤

3 wk 6 wk 9 wk 15 wk 20 wk

正常组 0(0/10) 0(0/10)   0(0/10)   0(0/10)   0(0/10)

DMH/DSS 60(24/40) 50(20/40) 60(6/10) 80(8/10) 90(9/10)

DMH/DSS+2.5 mg/kg PPLⅥ - - 50(5/10) 40(4/10)  40(4/10)a

DMH/DSS+5 mg/kg PPLⅥ - - 40(4/10)  30(3/10)a  20(2/10)a

DMH/DSS+10 mg/kg PPLⅥ - - 40(4/10)a  10(1/10)a  10(1/10)b

aP<0.05, bP<0.01 vs  DMH/DSS组. DMH: 1,2-二甲肼; DSS: 右旋葡聚糖苷钠.



可见不同程度的黏膜红肿, 但仅有部分小鼠肠

道发生息肉状增生. 

肠道组织病理切片染色后镜下观察可见: 
DMH/DSS模型组肠道黏膜细胞核分裂象明显, 
腺体排列紊乱, 增生明显(图2). 而PPLⅥ治疗各
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A B

C D
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图  2  小鼠肠道HE染色(×400). A: 正常对照组; B: DMH/DSS模型组; C: DMH/DSS+2.5 mg/kg PPLⅥ组; D: DMH/DSS+5 
mg/kg PPLⅥ组; E: DMH/DSS+10 mg/kg PPLⅥ组. DMH: 1,2-二甲肼; DSS: 右旋葡聚糖苷钠; PPLⅥ: 重楼皂苷Ⅵ.
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对照      --      2.5     5.0    10.0 mg/kg PPLⅥ
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 Caspase3
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Caspase9
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图  3  PPLⅥ对小鼠肠道黏膜细胞中活化型Caspase3、9、
Bcl-2、Bax表达的影响. DMH: 1,2-二甲肼; DSS: 右旋葡聚
糖苷钠; PPLⅥ: 重楼皂苷Ⅵ.
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图  4  PPLⅥ对小鼠肠道黏膜细胞中Caspase3活性的影响. 
bP<0.01 vs  DMH/DSS组. DMH: 1,2-二甲肼; DSS: 右旋葡聚
糖苷钠; PPLⅥ: 重楼皂苷Ⅵ.

■应用要点
为延龄草总皂苷
的结肠癌细胞增
殖抑制作用提供
了物质基础, 同时
提示: PPLⅥ具有
预防结肠炎癌变
的作用. 为延龄草
在结肠癌预防中
的使用提供依据.



组, 肿瘤发生率分别降至40%(4/10)、20%(2/10)
与10%(1/10). 病理切片显示: 黏膜层有程度不

等的淋巴细胞浸润, 黏膜下层发生程度不等的

增生, PPLⅥ能将小鼠肠道有效控制在炎症状态

(图2). 
2.2 PPLⅥ可通过内在途径诱导肠道黏膜细胞
凋亡 如图3所示, 与正常对照组相比, D M H/
DSS模型组小鼠肠道黏膜中活化Caspase3, 9及
Bax明显降低, Bcl-2明显升高. 而PPLⅥ治疗后, 
活化的Caspase3, 9及Bax的表达增加, 活化的

Caspase8无显著变化(未展示), 而Bc1-2的表达

减弱. 
Caspase3活性检测结果(图4)与Western blot

结果相符. 提示: PPLⅥ可诱导Caspase3依赖的

线粒体途径(内部途径)凋亡. 

3  讨论

本实验中, 我们发现PPLⅥ能有效抑制DMH/
DSS引起的结肠炎癌变, 模型组中, 90%的小鼠

肠道发生结肠腺癌和/或结肠腺瘤. 腹腔注射给

予2.5、5.0及10.0 mg/kg的PPLⅥ ,  小鼠结 /
直肠肿瘤发生率依次下降为 :  40%、20%与

10%. 且多数肠道病理表现为淋巴细胞浸润, 黏
膜层、黏膜下层增生等急性、慢性炎症特征性

改变. 
细胞凋亡对于维持机体的正常生理功能

具有重要意义, 体内衰老或是分裂异常的细胞

可以通过凋亡机制被清除, 反之, 当凋亡调控

机制失调时 ,  体内异常细胞不能被及时清除

并逐渐积累, 就可能诱发恶性肿瘤. 研究表明, 
细胞凋亡调控紊乱是结肠癌发生发展的重要

原因[17,18]. 因此, 我们刮取小鼠肠道黏膜, 采用

Caspase3活性检测试剂盒以及Western blot方
法, 观察PPLⅥ是否通过诱导凋亡发挥结肠炎

癌变的预防作用. 结果显示PPLⅥ可剂量依赖

性地增加DMH/DSS处理小鼠肠道黏膜细胞中

Caspase3的活性. 引起细胞凋亡的途径主要有

三条: 线粒体途径、内质网信号途径和细胞表

面死亡受体途径[19]. 细胞凋亡途径之间相互联

系、相互作用 ,  共同参与了细胞的凋亡过程 . 
在所有细胞凋亡途径中, 线粒体是凋亡启动的

“主开关” [20]. 
C a s p a s e s, 是细胞凋亡重要的调节因子. 

Caspase9主要参与线粒体途径, 而Caspase8则主

要参与死亡受体途径的调节, 两者在激活后均

能引起下游通路的Caspase3活化, 进而降解细

胞骨架蛋白和核蛋白[21,22], Caspase9在线粒体程

序化死亡信号的作用下切割激活后, 可对执行

酶Caspase3进行切割并激活. PPLⅥ可剂量依赖

性地增加DMH/DSS处理小鼠肠道黏膜细胞中

cleaved-Caspase3和cleaved-Caspase9蛋白表达

量(cleaved-Caspase8未发生明显变化, 数据未提

供). 表明PPLⅥ可能通过依赖于Caspases的程序

化死亡途径诱导肿瘤细胞凋亡. 
线粒体介导的细胞凋亡过程中, Bcl-2蛋白

家族具有重要的调控作用. 研究发现Bcl-2蛋白

家族表达量异常可能是影响癌症包括结肠癌发

生发展的重要因素之一[23-30]. 在肿瘤细胞中, 抗
凋亡蛋白Bcl-2的表达量升高而促凋亡蛋白Bax
表达量下降, 导致肿瘤细胞对促凋亡刺激因素

的反应性下降. 在给予P P LⅥ处理后, 肠道黏

膜细胞中抗凋亡蛋白Bcl-2的表达量下降而促

凋亡蛋白Bax的表达量上升, 且呈剂量依赖性, 
说明PPLⅥ诱导肿瘤细胞凋亡的作用与其影响

Bcl-2蛋白家族抗凋亡和促凋亡蛋白的比例有关. 
据此我们推测PPLⅥ预防DMH/DSS诱导

的结肠炎相关的结肠癌发生的原因之一与其诱

导DMH/DSS处理后的异常肠道黏膜细胞发生

线粒体途径的凋亡有关. PPLⅥ具体的作用及

相关机制尚需进一步研究, 不过, 上述数据部分

解释了延龄草总皂苷具有抑制结肠癌细胞增殖

的作用, 同时提示: PPLⅥ具有预防结肠炎癌变

的作用. 
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