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摘要：目的　探讨二甲双胍不同剂量对结直肠癌（ＣＲＣ）的抑制作用及其通过调
节胆汁酸代谢和环氧合酶 －２（ＣＯＸ－２）／前列腺素表皮生长因子受体（ＰＧＥ２）
通路的机制。方法　６０只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠分为对照组、模型组、低剂量实验组、中
剂量实验组和高剂量实验组，通过氧化偶氮甲烷（ＡＯＭ）／葡聚糖硫酸钠（ＤＳＳ）
诱导 ＣＲＣ模型。用游标卡尺测量肿瘤数量和直径；用液相色谱 －质谱联用
（ＬＣ－ＭＳ）法检测粪便中胆汁酸水平；用免疫组化法检测结肠组织中ＣＯＸ－２和
ＰＧＥ２蛋白表达。结果　对照组、模型组和低、中、高剂量实验组的肿瘤数量分别
为０、（１１５８±７１３）、（７８３±３３８）、（３３３±２０６）和（２８３±１４０）个；
肿瘤直径分别为０、（２９１±０３２）、（２４３±０３１）、（２１１±０３７）和
（１９８±０３８）ｍｍ；总 胆 汁 酸 浓 度 分 别 为 （２０ ９８９００ ±３０６６９）、
（４３２５６５０±１８７０８）、（３２２６５２６±３２５０８）、（２３ ０３５７２±１３６３３）和
（２２３５１５１±１４５３６）ｎｇ·ｇ－１；脱氧胆酸（ＤＣＡ）浓度分别为（３１６０１４±１１３３１）、
（１６６８４５８±４３９）、（１１ ５４４４７ ± ７８６）、（５ ４７２６０ ± ２５０３）和
（５２０１３６±７９９５）ｎｇ·ｇ－１；石胆酸（ＬＣＡ）浓度分别为（２１４０４３±７６２３）、
（１４４５２６０±４７８２）、（９ ０８５８７ ±１１１４）、（３ １４５０９ ±５４２０）和
（２９５５５１±３８０２）ｎｇ·ｇ－１；胆酸（ＣＡ）浓度分别为（６９１７７１±５１１２）、
（２０５１４１±８８４７）、（３１８１６４±２３７９）、（５５６４０１±３５４５）和（５８６６１０±６３８０）
ｎｇ·ｇ－１；鹅 脱 氧 胆 酸 （ＣＤＣＡ）浓 度 分 别 为 （５ ７２０３３ ±５３０７）、
（１１３５４３±４８３８）、（１ ５３０５６ ± ３７５７）、（４ ０６０１４ ± ３７０９）和
（４５４２８３±２７３９）ｎｇ·ｇ－１；牛磺胆酸（ＴＣＡ）浓度分别为（４９７２４±５９２９）、
（１５６０１５±２６０３）、（９５８１３±２８００）、（７０５２１±３６６）、（６６９２４±３３００）
ｎｇ·ｇ－１；牛磺鹅脱氧胆酸 （ＴＣＤＣＡ）浓度分别为 （１０２７９６±８４２８）、
（２９１８６０±１２２９０）、（２ ５１８２３ ±７０５０）、（１ ４１１３６ ±４９１５）和
（１３８９８７±５８）ｎｇ· ｇ－１；ＣＯＸ－２表 达 评 分 分 别 为 未 检 测 到 表 达、
（５７５±０９７）、（４５０±１７８）、（２７５±１６６）和（２６７±０８９）分；ＰＧＥ２表达评
分分别为未检测到表达、（５７５±０９７）、（４５０±１９３）、（２６７±１６７）和
（２５０±０９０）分，模型组的上述指标与对照组比较；低、中、高剂量实验组的上
述指标与模型组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。中、高剂
量实验组在降低肿瘤数量、直径及调节胆汁酸代谢方面效果均显著优于低剂量

组（均 Ｐ＜００５）。ＣＯＸ－２／ＰＧＥ２表达抑制程度与二甲双胍剂量呈负相关。
结论　二甲双胍通过剂量依赖性调节胆汁酸代谢（降低 ＤＣＡ、ＬＣＡ、ＴＣＡ、
ＴＣＤＣＡ，恢复ＣＡ、ＣＤＣＡ水平）及抑制ＣＯＸ－２／ＰＧＥ２信号通路，发挥抗结直肠癌
作用，中、高剂量实验组（２５０～５００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）效果更显著。
关键词：二甲双胍；结直肠癌；胆汁酸代谢；环氧合酶－２／前列腺素表皮生长因子
受体通路；剂量依赖性
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２８３±１４０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｕｍｏｒｄｉａｍｅｔｅｒｓｗｅｒｅ０，（２９１±０３２），（２４３±０３１），（２１１±０３７）ａｎｄ
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（４３２５６５０±１８７０８），（３２２６５２６±３２５０８），（２３０３５７２±１３６３３）ａｎｄ（２２３５１５１±１４５３６）ｎｇ·ｇ－１，
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（１１５４４４７±７８６），（５４７２６０±２５０３）ａｎｄ（５２０１３６±７９９５）ｎｇ·ｇ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ（ＬＣＡ）
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｗｅｒｅ（２１４０４３±７６２３），（１４４５２６±４７８２），（９０８５８７±１１１４），（３１４５０９±５４２０）ａｎｄ
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ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｆｏｒｅｍｅｎｔｉｏｎｅｄｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｉｎｔｈｅｌｏｗ－，ｍｅｄｉｕｍ－ａｎｄｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
（ａｌｌＰ＜００５）Ｔｈｅｍｅｄｉｕｍ－ａｎｄｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｍｏｒｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｔｈａｎｔｈｅｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐｉｎ
ｒｅｄｕｃｉｎｇｔｕｍｏｒｎｕｍｂｅｒａｎｄｄｉａｍｅｔｅｒａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｂｉｌｅａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ（Ｐ＜００５）ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＣＯＸ－２／
ＰＧＥ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄｏｓｅｏｆｍｅｔｆｏｒｍｉｎＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｍｅｔｆｏｒｍｉｎｅｘｅｒｔｓａｎｔｉ－ＣＲＣｅｆｆｅｃｔｓ
ｔｈｒｏｕｇｈｄｏｓｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｂｉｌｅａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ（ｒｅｄｕｃｉｎｇＤＣＡ，ＬＣＡ，ＴＣＡ，ＴＣＤＣＡａｎｄｒｅｓｔｏｒｉｎｇＣＡ
ａｎｄＣＤＣＡｌｅｖｅｌｓ）ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅＣＯＸ－２／ＰＧＥ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙＴｈｅｍｅｄｉｕｍ－ａｎｄｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓ
（２５０－５００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）ｓｈｏｗｍｏｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ；ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ；ｂｉｌｅａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ－２／ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２ｐａｔｈｗａｙ；
ｄｏｓｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

　　胆汁酸由肝合成并在肠道内经微生物代谢生成
次级胆汁酸，其中脱氧胆酸（ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，ＤＣＡ）
和石胆酸（ｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，ＬＣＡ）被认为是结直肠癌
（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）的致癌因素［１］。高水平次级

胆汁酸可通过诱导 ＤＮＡ氧化损伤、促炎及促增殖作
用推动ＣＲＣ发生［２］。环氧合酶 －２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ－
２，ＣＯＸ－２）／前列腺素 Ｅ２（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎＥ２，ＰＧＥ２）
信号通路在此过程中起关键作用［３］，次级胆汁酸可激

活该通路进而加速肿瘤进展。此外，结合型胆汁酸亦

与肠道炎症及肿瘤发生密切相关［４］。鉴于 ＣＲＣ早期
症状隐匿且发病呈年轻化趋势，其预防尤为重要。二

甲双胍作为常用降糖药，近年被发现可降低糖尿病患

者ＣＲＣ发生风险［５］，其作用可能与改善胆汁酸代谢

有关［６］。前期研究提示，二甲双胍可能通过影响胆汁

酸代谢并发挥抗肿瘤作用的假设［７］，但剂量效应与胆

汁酸代谢 －ＣＯＸ－２／ＰＧＥ２通路的关联性仍需进一步
研究。本研究旨在探索中、高剂量二甲双胍通过双重

机制抑制 ＣＲＣ的潜力，为结直肠癌的临床预防和治
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疗提供新的思路。

材料与方法

１　材料
实验动物　本研究使用 ６０只 ６周龄清洁级

ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠，体质量１９～２０ｇ，购自上海斯莱克
实验动物有限公司，生产许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２０２１－
０００２，使用许可证号：ＳＹＸＫ（闽）２０２１－００３１，饲养在
实验动物中心。本实验经联勤保障部队第九医

院动物伦理委员会批准（伦理批号：２０２１－２６）。小鼠
适应环境１周，环境条件（温度、湿度、光照）严格控
制。鼠笼、鼠盒、水瓶等均经过高压蒸汽灭菌和消毒。

试剂　氧化偶氮甲烷（ａｚｏｘｙｍｅｔｈａｎｅ，ＡＯＭ），纯
度：９５％，批号：ＹＡ０８０５、葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｆａｔｅ
ｓｏｄｉｕｍ，ＤＳＳ），分子量：３６０００～５００００，批号：Ｇ１１２４３，
均由美国Ｍｐｂｉｏ公司生产；磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ），纯度：００１ｍｏｌ·Ｌ－１，ＰＨ７２，
批号：２１７７３１４３，广州和为医药科技有限公司生产；重
组ＣＯＸ－２抗体、重组ＰＧＥ２抗体，均由美国Ａｂｃａｍ公
司生产；胆汁酸标准品，由上海甄准生物科技有限公

司提供；液相色谱 －质谱相关试剂（甲醇、乙腈、甲
酸），均由美国Ｔｈｅｒｍｏ－Ｆｉｓｈｅｒ公司生产。

仪器　ＨｉｓｔｏＳｔａｒ组织包埋机，江苏维林科生物
技术有限公司产品；ＥｘｃｅｌｓｉｏｒＡＳ组织脱水机，江苏
维林科生物技术有限公司产品；ＨｉｓｔｏＣｏｒｅＢＩＯＣＵＴ
组织轮转切片机，北京昊诺斯科技有限公司产品；

ＨＳ－１１４５摊片烤片机，北京莱博瑞杰科技有限公
司产品；Ｎ－ＳＩＭ显微镜，日本 Ｎｉｋｏｎ公司产品；
ＺＹ－６８０全自动生化分析仪，上海博奥思生物技术
有限公司产品；ＣＦＸ９６ＴＭＲｅａｌ－ＴｉｍｅＳｙｓｔｅｍ，美国
Ｂｉｏ－Ｒａｄ公 司 产 品；ＱＴＲＡＰ６５００＋质 谱 仪、
ＳｃｉｅｘＥｘｉｏｎＬＣＴＭＡＤ液相色谱系统，美国ＡＢＳｃｉｅｘ公
司产品。

２　实验方法
２１　主要溶液的配制

氧化偶氮甲烷（ａｚｏｘｙｍｅｔｈａｎｅ，ＡＯＭ）溶液　将
ＡＯＭ溶解于灭菌水中，制备浓度为１０ｍｇ·ｍＬ－１的储
存溶液，储存于－２０℃，使用时现用生理盐水稀释至
所需浓度。

２％葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍ，ＤＳＳ）
溶液　将ＤＳＳ１０ｇ溶解于无菌水５００ｍＬ中，储存于
４℃，每２天更换１次。

二甲双胍溶液［８］　用ＰＢＳ溶解盐酸二甲双胍，根

据小鼠体重配制 １２５、２５０、５００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１的溶
液，现配现用。

２２　模型建立、动物分组及处理方式［６－７］

根据前期研究，将６０只小鼠随机分为５组：对照
组、模型组、低剂量实验组、中剂量实验组和高剂量实

验组，每组１２只。对照组和模型组小鼠每日灌胃生
理盐水０４ｍＬ，低、中、高剂量实验组小鼠每日灌胃不
同剂量二甲双胍（１２５、２５０、５００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）。实
验进行期间，每周对小鼠进行 １次称质量，同时每
日监测其饮食、饮水、及整体状态。第１天，模型组
和低、中、高 剂 量 实 验 组 小 鼠 腹 腔 注 射 ＡＯＭ
（１０ｍｇ·ｋｇ－１），１周后开始给 ２％ ＤＳＳ溶液代替
正常饮用水，再过 １周换回正常饮用水（确保无
ＤＳＳ残留），连续 ２周自由饮用，如此“ＤＳＳ－正常
－ＤＳＳ－正常 －ＤＳＳ－正常”重复 ３个周期，第 １０
周诱导结束，全部小鼠改为正常饮水至第 １４周实
验结束。在腹腔注射 ＡＯＭ的同时开始药物灌胃干
预。对照组小鼠腹腔注射等量的生理盐水并全程

饮用正常饮用水。

２３　动物组织与粪便标本的留取
在第１４周末，收集所有小鼠粪便样本并保存在

－８０℃冰箱。实验终止前１２ｈ禁食。解剖时，使用
颈椎脱臼法处死小鼠，取出结肠并用 ＰＢＳ冲洗，肠腔
纵向切开以观察肿瘤形成，肿瘤组织保存在１０％福尔
马林溶液中，石蜡包埋。

２４　苏木精 －伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染
色法进行病理学观察

将结肠组织依次进行脱水、透明、浸蜡、包埋、切

片、烤片处理。切片厚度为５μｍ，烘烤４ｈ完成。进
行脱蜡、水化、染色（苏木素、伊红）和封片，最后用中

性树脂封片。由病理科医生阅片评估结果。

２５　免疫组化法检测ＣＯＸ－２与ＰＧＥ２蛋白的表达
切片脱蜡、水化后，进行抗原修复、内源性酶封

闭、血清封闭，并使用ＣＯＸ－２和ＰＧＥ２抗体进行免疫
组化染色。用 ３，３′－二氨基联苯胺四盐酸盐（３，３
Ｎ－ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅｔｅｒｔｒａｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＤＡＢ）显色，并
进行复染、透明、脱水、封片。ＣＯＸ－２和 ＰＧＥ２的阳
性表达判断标准：当细胞膜及（或）细胞质内出现棕黄

色颗粒沉积时视为阳性细胞。根据阳性细胞比例及

染色深度给予综合评分：阳性细胞比例 ＜５％记０分，
５％～２４％记１分，２５％ ～４９％记２分，５０％ ～７４％记
３分，≥７５％记４分；颜色无明显着色记０分，淡黄色
记１分，黄色记２分，棕黄色记３分。２项评分相加以
反映指标的表达水平。
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ２１Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４３）

２６　液相色谱－质谱联用技术检测小鼠粪便胆汁酸
代谢水平

小鼠粪便样本于－８０℃保存，２４ｈ内干冰转运至
北京诺禾致源生物信息科技有限公司进行检测。实

验参照文献［９］进行：小鼠粪便样本经研磨后，加入含
内标的甲醇溶液进行蛋白沉淀与代谢物提取，离心后

取上清液进样。色谱分离，用 ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ
ＢＥＨＣ１８色谱柱（２１ｍｍ×１０００ｍｍ，１７μｍ），以
０１％甲酸水溶液（Ａ）和乙腈（Ｂ）为流动相进行梯度
洗脱。质谱检测用 ＡＢＳｃｉｅｘＱＴＲＡＰ６５００＋系统，电
喷雾电离（ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙＩｏｎｉｚａｔｉｏｎ，ＥＳＩ）负离子模式，离
子源温度 ５５０℃，离子喷雾电压 －４５００Ｖ，气帘气
２４１３２ｋＰａ，用多反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏ
ｒｉｎｇ，ＭＲＭ）扫描。对标准液进行液相色谱 －串联质
谱联用技术（ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃ
ｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）检测，各胆汁酸在相应浓度范
围内线性良好（Ｒ２＞０９９），精密度、准确度及稳定性
均符合生物样本分析要求。

３　统计学处理
用Ｒｖ３５２软件分析液相色谱 －质谱联用技

术的检测结果并可视化。用ＳＰＳＳ２６０软件处理实验
数据，用ＧｒａｐｈＰａｄ－Ｐｒｉｓｍ９０软件作图。数据用珋ｘ±ｓ
表示，正态分布数据用ＡＮＯＶＡ单因素方差分析，多组
比较用ＬＳＤｔ检验，Ｋｒｕｓｋａｌ－ＷａｌｌｉｓＨ检验用于非正态
分布数据，用线性回归分析相关性。

结　　果

１　各组小鼠结肠肿瘤数量与大小的比较
对照组未见肿瘤形成，而模型组及低、中、高剂量

实验组小鼠均有肿瘤形成。低、中、高剂量实验组肿瘤

数量均显著少于模型组（均Ｐ＜００５），中、高剂量实验
组肿瘤数量较低剂量实验组显著减少（Ｐ＜００５），中、
高剂量实验组组间比较，在统计学上差异无统计学意

义（Ｐ＞００５）。低、中、高剂量实验组的肿瘤直径较模
型组均显著减小（均Ｐ＜００５），且中、高剂量实验组的
肿瘤直径较低剂量实验组均显著减小（均Ｐ＜００５），中
剂量实验组与高剂量实验组比较，在统计学上差异无

统计学意义（Ｐ＞００５）。进一步进行线性回归分析，随
着二甲双胍剂量的增加，实验组肿瘤平均直径及肿瘤

数量均显著减少（均Ｐ＜００１）。结果见表１。
２　小组结肠组织病理学特征

各组小鼠结肠组织经过 ＨＥ染色后显示，除对照
组外，模型组和低、中、高剂量实验组的小鼠皆出现肿

瘤，病理类型涵盖腺瘤伴低级别上皮内瘤变、腺瘤伴

高级别上皮内瘤变或癌，见图１。
３　粪便胆汁酸组成的变化

用液相色谱 －质谱联用技术检测了８种胆汁酸
的浓度。对照组、模型组、低剂量实验组、中剂量实验

组和 高 剂 量 实 验 组 总 胆 汁 酸 浓 度 分 别 为

（２０９８９００±３０６６９）、（４３ ２５６５０ ±１８７０８）、
（３２２６５２６±３２５０８）、（２３０３５７２±１３６３３）和
（２２３５１５１±１４５３６）ｎｇ·ｇ－１。与对照组相比，模型
组的总胆汁酸浓度显著升高（Ｐ＜００５）。经过二甲双
胍干预后，低、中、高剂量实验组的总胆汁酸浓度较模型

组均显著降低（均Ｐ＜００５），其中，中、高剂量实验组的
总胆汁酸浓度均低于低剂量实验组（均Ｐ＜００５）。

表１　各组小鼠肠道平均肿瘤数量和平均直径（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ａｖｅｒａｇｅｎｕｍｂｅｒａｎｄｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｕｍｏｒｓｉｎ
ｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｎｕｍｂｅｒｏｆｔｕｍｏｒ－

ｂｅａｒｉｎｇｍｉｃｅ（ｎ）

Ａｖｅｒａｇｅｔｕｍｏｒ

ｎｕｍｂｅｒ

Ａｖｅｒａｇｅｔｕｍｏｒ

ｄｉａｍｅｔｅｒ（ｍｍ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０ ０ ０
Ｍｏｄｅｌ １２ １１５８±７１３ ２９１±０３２
Ｌｏｗ－ｄｏｓｅ １２ ７８３±３３８ ２４３±０３１

Ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅ １２ ３３３±２０６＃ ２１１±０３７＃

Ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ １２ ２８３±１４０＃ １９８±０３８＃

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ；
＃Ｐ＜００５；Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｍｉｃｅｗｅｒｅａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ０４ｍＬｏｆｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ

ｓａｌｉｎｅｄａｉｌｙｂｙｇａｖａｇｅ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｍｉｃｅｗｅｒｅａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ０４ｍＬｏｆ

ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｌｉｎｅｄａｉｌｙｂｙｇａｖａｇｅ；Ｌｏｗ －ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ：Ｍｉｃｅｗｅｒｅ

ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｍｅｔｆｏｒｍｉｎａｔａｄｏｓｅｏｆ１２５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ｄａｉｌｙｂｙｇａｖａｇｅ；

Ｍｅｄｉｕｍ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ：Ｍｉｃｅｗｅｒｅａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｍｅｔｆｏｒｍｉｎａｔａｄｏｓｅｏｆ

２５０ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ ｄａｉｌｙｂｙｇａｖａｇｅ；Ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ：Ｍｉｃｅｗｅｒｅ

ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｍｅｔｆｏｒｍｉｎａｔａｄｏｓｅｏｆ５００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ｄａｉｌｙｂｙｇａｖａｇｅ

图 １　苏木精伊红（ＨＥ）染色法检测小鼠结肠病变组织
（×１００倍）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｍｏｕｓｅｃｏｌｏｎｉｃｌｅｓｉｏｎｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄ
ｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇ（×１００ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ）
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｂ：Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｃ：Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ

ａｄｅｎｏｍａｗｉｔｈｈｉｇｈ－ｇｒａｄｅｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｎｅｏｐｌａｓｉａ；Ｄ：Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌａｄｅｎｏｍａ

ｗｉｔｈｌｏｗ－ｇｒａｄｅｉｎｔｒａｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｎｅｏｐｌａｓｉａ．
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　　进一步定量分析显示，对照组、模型组、低剂量实验
组、中剂量实验组和高剂量实验组的脱氧胆酸（ｄｅｏｘｙ
ｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，ＤＣＡ）浓度分别为（３１６０１４±１１３３１）、
（１６６８４５８±４３９）、 （１１ ５４４４７ ± ７８６）、
（５４７２６０±２５０３）和（５２０１３６±７９９５）ｎｇ·ｇ－１；
石胆酸 （ｌｉｔｈｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＬＣＡ）浓 度 分 别 为

（２１４０４３±７６２３）、（１４ ４５２６０ ± ４７８２）、
（９０８５８７±１１１４）、（３ １４５０９ ± ５４２） 和
（２９５５５１±３８０２）ｎｇ·ｇ－１；鹅脱氧胆酸（ｃｈｅｎｏｄｅｏｘｙ
ｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，ＣＤＣＡ）浓度分别为（５７２０３３±５３０７）、
（１ １３５４３ ±４８３８）、（１ ５３０５６ ±３７５７）、
（４０６０１４±３７０９）和（４５４２８２±２７３９）ｎｇ·ｇ－１；
胆酸（ｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，ＣＡ）浓度分别为（６９１７７１±５１１２）、
（２０５１４１ ± ８８４７）、（３ １８１６４ ± ２３７９）、
（５５６４０１±３５４５）和（５８６６１０±６３８０）ｎｇ·ｇ－１；
牛磺胆酸 （ｔａｕｒｏｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ，ＴＣＡ）浓 度 分 别 为
（４９７２４±５９２９）、 （１ ５６０１５ ± ２６０３）、
（９５８１３±２８００）、 （７０５２１ ± ３６６） 和

（６６９２４±３３００）ｎｇ·ｇ－１；牛磺鹅脱氧胆酸（ｔａｕｒｏｃｈｅ
ｎｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃ ａｃｉｄ， ＴＣＤＣＡ） 浓 度 分 别 为

（１０２７９６±８４２８）、 （２９１８６０ ± １２２９０）、
（２５１８２３±７０５０）、（１ ４１１３６ ± ４９１５）和
（１３８９８７±５８０）ｎｇ·ｇ－１；α－鼠胆酸（ａｌｐｈａ－ｍｕｒｉ
ｃｈｏｌｉｃａａｃｉｄ，α－ＭＣＡ）浓度分别为（１０２７９６±８４２８）、
（２９１８６０ ±１２２９０）、（２ ４４３２３ ±１８２９７）、
（１８１７１１±１０９０２）和（１１４７３７±３８３９）ｎｇ·ｇ－１；
β－鼠胆酸（ｂｅｔａ－ｍｕｒｉｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，β－ＭＣＡ）浓度分别
为 （４９７２４±５９２９）、（１ ５３５１５ ± １３１６０）、
（１００３１３±５０００）、 （８６０２１ ± ２２２１） 和

（５７９２５±２５０３）ｎｇ·ｇ－１。因此，模型组 ＤＣＡ和
ＬＣＡ浓度均显著高于对照组（均Ｐ＜００５）。同时，模
型组 ＴＣＤＣＡ 和 ＴＣＡ 的 浓 度 均 显 著 上 升 （均
Ｐ＜００５），而 ＣＡ和 ＣＤＣＡ浓度均显著下降（均
Ｐ＜００５）。二甲双胍干预后，与模型组相比，低、中、
高剂量实验组的ＤＣＡ、ＬＣＡ、ＴＣＡ和ＴＣＤＣＡ浓度均显
著降低（均Ｐ＜００５），且中、高剂量实验组的上述胆
汁酸浓度均显著低于低剂量实验组（均Ｐ＜００５）。
另一方面，与对照组相比，模型组中的 ＣＡ和 ＣＤＣＡ
浓度均显著下降，而在中、高剂量实验组中，ＣＡ和
ＣＤＣＡ的浓度均显著升高，且中、高剂量实验组的
浓度均显著高于低剂量实验组（均Ｐ＜００５），接近
对照组水平。上述结果表明，二甲双胍干预可以有

效逆转 ＣＲＣ小鼠胆汁酸的分子变化，并使其接近
正常组水平，其中中高剂量实验组的干预效果更为

显著。

４　ＣＯＸ２与ＰＧＥ２表达情况
通过免疫组化的方法检测各组小鼠结肠组织

ＣＯＸ－２与 ＰＧＥ２的表达情况，并使用染色综合评分
的方法进行统计学分析，结果如下：ＣＯＸ２在模型组和
低、中、高剂量实验组染色评分分别为（５７５±０９７）、
（４５±１７８）、（２７５±１６６）和（２６７±０８９）分；
ＰＧＥ２在模型组、低、中和高剂量实验组染色评分分别
为（５７５±０９７）、（４５±１９３）、（２６７±１６７）和
（２５０±０９０）分。在正常组织中，ＣＯＸ２和ＰＧＥ２几乎
不表达。在模型组中，ＣＯＸ－２和 ＰＧＥ２表达明显增
多。经过二甲双胍干预后，与模型组相比，低、中、高

剂量实验组ＣＯＸ２和 ＰＧＥ２蛋白表达均明显下降（均
Ｐ＜００５），其中中、高剂量实验组比低剂量实验组均
更明显（均Ｐ＜００５），而中、高剂量实验组之间在统计
学上差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

讨　　论

ＣＲＣ是全球范围内发病率和死亡率均较高的恶
性肿瘤之一，其发生发展遵循正常上皮→腺瘤→癌变
的多阶段模式。在这一漫长过程中，早期筛查与干预

尤为关键。近年来，二甲双胍作为一种常用于治疗

２型糖尿病的药物［１０］，被发现在结直肠癌的防治中显

示出潜在价值。临床研究表明，其可显著降低２型糖
尿病患者结直肠癌的发病风险并改善预后［１１］。此

外，改善胆汁酸代谢被认为是其在结直肠癌中发挥作

用的重要潜在机制之一。这些发现促使二甲双胍以

“老药新用”的方式走进了研究的视野，从而引起对其

转化研究的关注。

在本研究中，本研究通过构建 ＡＯＭ／ＤＳＳ诱导
的小鼠结直肠癌模型进一步验证了二甲双胍的抗

肿瘤作用。实验表明，二甲双胍能够以剂量依赖的

方式显著抑制结肠肿瘤的形成，具体表现为肿瘤数

量和直径的减少，且中、高剂量实验组（２５０～５００
ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１）效果更为显著。组织病理学评估
（ＨＥ染色）显示，二甲双胍干预组的肿瘤多维持在
腺瘤伴低级别上皮内瘤变阶段，提示其可能延缓了

肿瘤的恶性进展。尽管中、高剂量实验组之间未显

示出统计学显著性差异，但整体趋势提示二甲双胍

的抗肿瘤作用具有一定的剂量相关性，在后续研究

中需要扩大样本量进行进一步验证。

胆汁酸作为胆固醇在肝中的代谢产物，不仅能

够促进膳食脂肪及脂溶性维生素的消化与吸收，还
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ２１Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４３）

在调节肝脂质代谢过程中扮演关键角色［１２］。研究

表明，胆汁酸代谢紊乱与结肠直肠癌（ＣＲＣ）的发
生发展密切相关［１３］。其中，ＤＣＡ和 ＬＣＡ等次级胆
汁酸水平升高通过 ＤＮＡ氧化损伤、诱导炎症和促
进细胞增殖，推动 ＣＲＣ的发生［１４］。结直肠癌患者

粪便中ＤＣＡ和ＬＣＡ等次级胆汁酸浓度显著高于正
常人群［１５］。此外，结合型胆汁酸过多可能引发炎

症反应，促进有害菌的繁殖，从而对肠道健康产生

不利影响［４］。本研究发现，在 ＡＯＭ／ＤＳＳ诱导的结
直肠癌模型小鼠中，次级胆汁酸（如 ＤＣＡ和 ＬＣＡ）
及部分结合型胆汁酸（如 ＴＣＡ和 ＴＣＤＣＡ）水平显
著升高，而初级胆汁酸（ＣＡ和 ＣＤＣＡ）水平降低。
经二甲双胍干预后，上述具有肠道毒性的胆汁酸水

平均被显著逆转，表明二甲双胍可直接改善结直肠

癌发展过程中的胆汁酸代谢紊乱。

本研究进一步证实，胆汁酸代谢异常与关键致

癌信号通路 ＣＯＸ－２／ＰＧＥ２的激活密切相关。环
氧化酶 －２（ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ－２，ＣＯＸ－２）作为一种
诱导型酶，在结直肠癌等肿瘤组织中常显著高表

达，并通过生成前列腺素类物质（如 ＰＧＥ２）促进肿
瘤细胞增殖、抑制凋亡及诱导新生血管形成［１６］。

研究显示，次级胆汁酸如脱氧胆酸（ＤＣＡ）可通过
激活蛋白激酶 Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，ＰＫＣ）信号转导，
进而上调转录激活蛋白（ａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ１，ＡＰ－１）
等核因子，诱导 ＣＯＸ－２基因表达及 ＰＧＥ２合成增
加。异常升高的 ＰＧＥ２不仅可以抑制 ｐ５３介导的
细胞凋亡，还能通过激活 ｃＡＭＰ信号通路进一步促
进结直肠癌的发生发展［１７］。动物及细胞实验均显

示，ＤＣＡ处理可以显著提升结肠癌细胞中 ＣＯＸ－２
ｍＲＮＡ转录水平及蛋白表达，并伴随培养液内
ＰＧＥ２含量升高，而使用ＣＯＸ－２抑制剂（如尼美舒
利）则可有效阻断 ＤＣＡ促癌作用［１８－１９］。本研究中

发现，模型组小鼠结肠组织中 ＣＯＸ－２与 ＰＧＥ２表
达均显著上调，而二甲双胍干预后２者表达均受到
抑制，且中、高剂量组效果更为明显。这表明，二甲

双胍在降低次级胆汁酸水平的同时，能够显著抑制

ＣＯＸ－２／ＰＧＥ２通路的活化，其作用机制可能与二
甲双胍调节胆汁酸代谢，减少 ＤＣＡ等可激活
ＣＯＸ－２／ＰＧＥ２通路的次级胆汁酸有关。

以上结果表明，二甲双胍可能通过纠正胆汁酸代

谢紊乱，间接抑制 ＣＯＸ－２／ＰＧＥ２信号通路的活化。
未来仍需更多细胞实验直接验证特定次级胆汁酸对

此通路的激活作用，并深入探索二甲双胍调控此过程

的具体分子机制。

本研究提示：二甲双胍在一定剂量范围内具有显

著的结直肠癌抑制作用，其抗肿瘤机制主要通过调节

胆汁酸代谢的稳态及抑制ＣＯＸ－２／ＰＧＥ２信号通路实
现。鉴于胆汁酸代谢在 ＣＲＣ防治中的关键作用，二
甲双胍调节这一机制的潜力为 ＣＲＣ的预防和治疗提
供了新的研究思路。因此，未来的研究应扩大样本

量，并在临床中进一步验证二甲双胍在预防结直肠癌

中的应用潜力。
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·科学文摘·

一项 Ｃ３肾小球病患者口服伊普可泮治疗的随机、
双盲、平行、多中心、安慰剂对照的３期研究

引自：ＫＡＶＡＮＡＧＨＤ，ＢＯＭＢＡＣＫＡＳ，ＶＩＶＡＲＥＬＬＩＭ，ｅｔａｌＯｒａｌｉｐｔａｃｏｐａｎｔｈｅｒａｐｙｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＣ３ｇｌｏｍｅｒｕｌｏｐａｔｈｙ：
Ａｒａｎｄｏｍｉｓｅｄ，ｄｏｕｂｌｅ－ｂｌｉｎｄ，ｐａｒａｌｌｅｌｇｒｏｕｐ，ｍｕｌｔｉｃｅｎｔｒｅ，ｐｌａｃｅｂｏ－ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ，ｐｈａｓｅ３ｓｔｕｄｙ［Ｊ］Ｌａｎｃｅｔ，２０２５，
４０６（１０５１２）：１５８７—１５９８

本研究是一项多中心、随机、双盲、安慰剂对照的３期临床研究，比较了伊普可泮（ＬＮＰ０２３）与安慰剂的疗效
和安全性。从１８个国家的３５家医院或医疗中心招募了经活检确诊的 Ｃ３肾小球病成年参与者（１８～６０岁）。
纳入标准包括筛查时血清Ｃ３浓度降低（即＜７７ｍｇ·ｄＬ－１），随机化前第 －７５天和第 －１５天的尿蛋白肌酸酐比
值（ＵＰＣＲ）为１０ｇ·ｇ－１或更高，筛查和第－１５天估计肾小球滤过率（ｅＧＦＲ）为每３０ｍＬ·ｍｉｎ－１·１７３ｍ－１或
更高。以及接种脑膜炎奈瑟菌和肺炎链球菌疫苗。所有符合条件的参与者以１∶１随机分配到伊普可泮组或安
慰剂组，根据皮质类固醇、霉酚酸或２者的治疗进行分层。在６个月的双盲期内，参与者口服２００ｍｇ伊普可泮
或安慰剂，每日２次；随后是６个月的开放标签期，所有参与者服用２００ｍｇ伊普可泮，每天２次。主要终点是
６个月时蛋白尿的相对减少。２０２１年７月２８日至２０２３年２月１５日，共筛选１３２例参与者，其中５８例未通过筛
选，最终，共７４例（６４％为男性；６９％为白人）被１∶１随机分配接伊普可泮（ｎ＝３８）或安慰剂（ｎ＝３６）进行治疗。
安慰剂组的１例参与者在开放标签期间停止了治疗。在６个月时，与基线相比，伊普可泮组的２４ｈＵＰＣＲ百分
比变化为－３０２％［９５％置信区间（ＣＩ）－４２８～－１４８］，安慰剂组为７６％（９５％ＣＩ－１１９～３１３）。在伊普
可泮组中，２４ｈＵＰＣＲ的几何平均值在基线时为３３３ｇ·ｇ－１（９５％ＣＩ２７９～３９７），在６个月时为２１７ｇ·ｇ－１

（９５％ＣＩ１６２～２９１）；在安慰剂组中，基线时为２５８ｇ·ｇ－１（９５％ＣＩ２１８～３０５），６个月时为２８０ｇ·ｇ－１

（９５％ＣＩ２３７～３３０）。与安慰剂相比，伊普可泮在６个月时的２４ｈＵＰＣＲ降低了３５１％（９５％ＣＩ１３８～５１１；
Ｐ＝０００１４）。在６个月时，伊普可泮表现出有统计学意义的且有临床意义的蛋白尿减少。伊普可泮在Ｃ３肾小
球病患者中具有良好的耐受性和可接受的安全性。


