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亚麻籽木酚素的分离纯化及其对裸鼠乳腺移植瘤影响

                      的初步研究

研究生:王晓蕾

导师:张莲英副教授

专业:生物化学与分子生物学

中 文 摘 要

研究目的:

    提取亚麻籽木酚素一一开环异落叶松树脂酚二葡萄搪昔

( Secoisolariciresinol diglycoside,SDG)并利用两种不同方法进行分
离和纯化，比较不同方法所得产品的产率及纯度;研究SDG对裸鼠

孚L腺移植瘤的影响。

研究方法:

    一、从亚麻籽中提取 SDG，利用两种不同的方法 (1、硅胶吸附

柱层析十硅胶吸附柱层析，2、硅胶吸附柱层析+C18反相柱层析)对

SDG提取液分离、纯化，计算SDG产率，高效液相色谱分析确定产

品纯度，对两种方法所得产品的产率及纯度对比并分析。

    二、选用人乳腺癌细胞株 MDA-MB-231对裸鼠进行异种移植;

第6周将移植成功的裸鼠随机分为3组:对照组、SDG组和亚麻籽

组。每周测量瘤体大小并计算移植瘤表面积，同时记录裸鼠体重、

摄食量;第 10周处死动物，测量瘤体质量、瘤块大小，记录肿大淋

巴结数。取肝脏、肺脏进行病理切片检查。RT-PCR检测各组肿瘤组

织中Cyclin D1, p21 mRNA的表达。

结果:

    获得 SDG纯化产品，方法 1, 2所得产品产率分别为 2.39%,

1.92%:高效液相色谱 (high performance liquid chromatographic,

HPLC)分析确定产品纯度分别为 82.38%, 87.96%;成功建立了人乳

腺癌细胞系 MDA-MB-231的裸鼠移植瘤模型;与对照组相比，SDG
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和亚麻籽组肿瘤表面积、瘤块质量、瘤体积均明显降低 (P<0.05)，

肿大淋巴结数目有所减少:各组动物体重及摄食量无明显差别，各

组肝脏、肺脏均未见明显的肿瘤细胞转移;与 BD组相比，SDG组

肿瘤组织中p21 mRNA的表达明显升高 (P<0.05)，FS组改变不显

著;三组肿瘤组织Cyclin D1 mRNA表达差异不显著。

结论:

    利用两次硅胶吸附柱层析分离纯化的产品，纯度略低于反相柱

层析产品，但产率提高0.47%，方法1较方法2更适合SDG的规模

化生产;SDG可抑制裸鼠MDA-MB-231细胞乳腺移植瘤的生长，SDG

使p21 mRNA的表达水平升高是其中一个重要的机制。

意义:

    近20年来，亚麻籽受到医药界的重视，首先发现它富含。-3多

不饱和脂肪酸，然后发现它含有对人体健康有重要保健作用的木酚

素，并且它是木酚素含量最高的食品，因此，美国国家肿瘤研究院

  (NCI)己把亚麻籽作为6种抗癌植物研究对象之一。

    近年来，以加拿大、澳大利亚、英国和美国为主的西方发达国

家，对亚麻籽作为功能食品的研究和开发做了大量的工作，以亚麻

籽粉为代表的产品早已面市多年，成为中、老年人的常备保健品。

最近，符合疗效性要求的高纯度、标准化木酚素提取物的产品已上

市，可以广泛应用于胶囊、压片、谷物早餐和快餐食品的添加剂。

此外含有。-3脂肪酸、可溶性食物纤维和木酚素的营养功能性超浓

乳状液和全乳饮料等多种产品也不断出现在市场上。我国在这方面

至今仍属空白，因此开展亚麻籽功能性成分的研究和开发工作刻不

容缓。

我国有着极为丰富的亚麻籽资源，内蒙、东北、新疆、山西等

地产量较大。以亚麻籽为原料进行木酚素SDG等功能性成分的提取

并对其药理作用进行研究，这在医学、食品等诸多领域内具有十分

积极的意义和巨大价值空间。

乳腺癌已经成为全球女性发病率最高的恶性肿瘤。调查显示，

经常食用富含木酚素食品的女性比其他女性患乳腺癌的几率低33%,

此外多项研究证明亚麻籽木酚素SDG具有抑制肿瘤的作用，但具体
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作用机制尚不清楚。因此，进一步研究SDG抑制乳腺癌的机制，对

于探讨乳腺癌的早期预防和治疗具有重要意义。

    本研究通过两种方法对SDG进行分离纯化，并对比两种方法所

得SDG产品的产率及纯度，为亚麻籽SDG的规模化生产探索更为简

单的可行性方案;同时，在动物水平及分子水平上初步探讨了SDG

对乳腺癌的抑制作用及可能机制。这些为亚麻籽功能性成分SDG的

研究和开发以及乳腺癌有效防治措施的探索等提供了技术对策和理

论支持。

关键词:亚麻籽;木酚素;开环异落叶松树脂酚二葡萄糖昔;乳腺癌

裸鼠
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ISOLATION OF FLAXSEED LIGNANS AND EFFECT

      OF IT ON THE HUMAN BREAST CANCER

              XENOGRAFTS IN NUDE MICE

                    Postgraduate: WANG Xiao-lei

                Supervisor: Prof. Zhang Lian-Ying

ABSTRACT

      Purpose

    To isolate and purify Secoisolariciresinol diglycoside(SDG) from

flaxseed with two different methods and compare the yield and purity

of it. To study the effect of SDG on the human breast cancer xenografts

in nude mice.

Methods

SDG was isolated from flaxseed and two different

chromatographic methods(l.by silica

column).The yield was calculated and

gel

the

purified with

column,2.by

purity

(HPLC)

vVas

reverse-phase

determined by

high performance liquid chromatography ;’Nude mice were

xenografted with human breast cancer cell line MDA-MB-231;At week

6,mice were randomly divided into 3 groups(n=5 in each group):control

group, SDG group, Flaxseed group. Body weight and food intake were

recorded weekly. Tumors were measured and the surface areas were

calculated. Mice were sacrificed at week l0.At necropsy, body weight,

primary tumor weight and volume and the number of intumescent lymph

node were recorded. Lung and live were analyzed at pathology. The

expression of cyclin D1 and p21 were detected by RT-PCR.

      Results

    Purified SDG was obtained and the yield of SDG with the two

different methods was 2.39% and 1.92%. Correspondingly, the purity of
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isolated SDG was about 82.38% and 87.96% on

The human breast cancer model was set up

the analysis of HPLC

successively with the

MDA-MB-231

tumor weight

cell line on

and

lower

volumes

the nude mice; The tumor surface areas,

  of the SDG and Flaxseed group were

significantly

intumescent

than control The  mean  number

lymph node were also

group.

  lowed in the two   groups.

change

and live

significant difference in food intake or body weight

recorded between groups. No tumor metastasis in lung

w as

w as

n

n

勺
二

…

三

found in each group. Compared with BD group, p21 mRNA level

mammary tumor was significantly increased in SDG group, while not

FS" group. The expression

significant difference between

      Conclusion

of Cyclin D1 was detected, with no

the treatment groups.

    Compared with method 2,the yield was increased by 0.47

percentage point in method I.Although the purity was a little lower than

it in method 2,the method 1 was more suitable for the large-scale

preparation in workshop;Dietary SDG can inhibit the growth of tumor

in nude mice bearing human breast cancer cells MDA-MB-23 1,in which

the increasedexpressionof p21 by SDG was important.

Significance

In the past 20years, the flaxseed is paid attention to in the medical

field. Firstly, it was known that flaxseed is rich in w-3 polyunsaturated

fatty acid and than it was found that it contains lignans which is

beneficial to health. Flaxseed, the richest source of lignans, has been

regarded as one of the 6 kinds of anticancer plant by the national tumor

research institute of U.S.A. In recent years, the western developed

countries, such as Canada, Australia, Britain and U.S.A., have done a

large

Many

amount of work on the flaxseed regarding it as a functional food.

relevant products of flaxseed and SDG

market constantly. Our country is still a blank so

are appearing on the

far in this respect, so

it is very urgent to research the flaxseed and its functional composition.
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There are extremely abundant flaxseed resources in our

Inner Mongolia, the Northeast, Xinjiang and Shanxi,etc. are

country.

the high

producing area. Researching the flaxseed and its lignans has very

positive meaning and enormous value space in a great deal of fields

such as medicine and food industry.

    Breast cancer has already become a malignant tumour with highest

morbidity in the whole women's world. Diet rich in lignans have

exhibited anticancer activity with the lowed morbidity by 33%.It has

been proved that SDG has anticancer activity, but the related

mechanism

probing into

      In this

is not clear. So, it is important to further study of it for

the early preventing and treatment of breast cancel.

article, we compared and analyzed the yield and purity of

SDG of

providing

workshop;

two

m ore

different separation methods, which can make for

simple process for large-scale preparation of SDG in

Further research is performed to study the inhibitory effect

of SDG on the human breast cancer xenografts in nude mice., which is

meaningful to the development of flaxseed and prevention and cure of

human breast cancer.

Key Words: flaxseed; lignans; secoisolariciresinol diglycoside;

breast cancer; nudem ice



         目 录 

原创性声明及关于学位论文使用授权的声明 
中文摘要 
英文摘要 
符号说明 
前 言 
材料与方法 
结 果 
讨 论 
结 论 
附 表 
附 图 
参考文献 
致 谢 
攻读学位期间发表的学术论文 

<<返回 



山东大学硕十学位论文

符 号 说 明

DDW

DEPC

DMSO

EB

ED

EDTA

英 文 名 称

Base pair

Double distilled water

Diethylpyrocamate

Dimethyl sulfoxide

Ethidiumbromide

Enterodiol

Ethylenediamine tetra acetiacacid

写缩

bP

EGFR

EL

HEPES

Epidermal growth factor receptor

Enterolactone

Eppendorf

Estrogen receptor

N-2-hydroxyethy-liperazine-N-2-thanesulfonic

acid

HPLC

HRT

OD

PCR

PE

RI

rpm

High performance liquid chromatography

Hormone replacement therapy

Optical Density

    Polymerase Chain Reaction

Phytoestrogen

RNase inhibitor

Round per minute

SDG Secoisolariciresinol diglycoside

SECO Secoisolariciresinol

中 文 名 称

碱基对

双蒸水

焦炭酸二乙醋

二甲基亚讽

澳化已锭

肠二醇

乙二胺四乙酸

表皮生长因子受

体

肠内醋

EP管

雌激素受体

N-2-轻乙基呱嗦

-N'-2一乙磺酸

高 效 液 相 色 谱

(法)

激素代替疗法

光密度

聚合酶链式反应

植物雌激素

RNA酶抑制剂

每分钟转数

开环异落叶松树

月旨酚二葡萄糖昔

开环异落叶松脂

素
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材料与方法

一、材料:

    (一)主要材料及试剂

亚麻籽粕

SDG标准品

zCX- II型硅胶 (200-300目)

层析硅胶G板

乙睛、甲醇 (色谱纯)

RPMI 1640培养基

胰蛋白酶

DMSO, EDTA, HEPES,

新生牛血清

Trizol试剂、PCR试剂盒、

RT试剂盒

PCR引物

其他试剂均为国产分析纯。

    (二)细胞株

DEPC

Agarose

山西大同市华远实业有限责任公司

Dr.P.Winterhalter Technical University

of Braunschweig,Germany馈赠

青岛海洋化工有限公司

浙江四青生化材料厂

天津四友生物崔学技术有限公司

Fermentas公司

Sigma公司

加拿大 BioBasic Inc.

杭州四季青生物工程材料有限公司

加拿大 BioBasic Inc.

Fermentas公司

上海生工生物工程有限公司合成

      人乳腺癌细胞株 MDA-MB-231(雌激素受体阴性，ER-)，由本

  实验室液氮保存。

    (三)实验动物

      BABL/c裸鼠( SPF级)，雌性，4̂-5周龄，体重(20士2)g，购于上

  海斯莱克实验动物有限责任公司I许可证号:SCXK(V' )2003-0003].

  山东大学动物实验中心SPF级饲养。

  二、实验仪器

LH系列通风橱 济南隆宏净化设备有限公司

DK-98-I电子恒温水浴锅 天津市泰特斯仪器有限公司

80-2离心沉淀器 上海手术器械厂

S-1型迷你磁力搅拌器 北京倍的科学器材有限公司
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SIGMA 2-16K 高速冷冻离心机

-20低温冰箱

WF2 UV-2000型紫外可见分光光度计

YP600电子天平

BL-220H 电子天平

2110型收集器

N-10015-WA斜式旋转蒸发仪

SHB-1395型循环水式多用真空泵

真空冷冻干燥器alphal-4

蛋白质工作站

LA-6A高效液相色谱分析仪

TL9000系列色谱数据工作站

FAl 104电子天平

Finnpipette彩色单道可调式移液器

VXQG02型电热蒸汽消毒器

MDF392一861C超低温冰箱

C02细胞培养箱

SZ-D2倒置显微镜

S W-CT-TF型超净工作台

SZ-93自动双重纯水蒸馏器

Gelman25mm 可换针头式滤器

1L不锈钢正压滤器

青制00000003号电子卡尺

YX 型洁净动物柜

UV-120-02紫外分光光度计

PCR扩增仪

DYY-10型电泳仪、DYY-111型电泳槽

ZF-1紫外投射仪

Smart View凝胶扫描分析仪

  三、方法

    (一)SDG的提取及纯化

德 国 SIGMA 公司

西门子公司

尤尼柯 (上海)仪器有限公司

上海精科公司

日本 SHIMADZU 公司

美国 BIO-RAD 公司

日本 EYELA 公司

郑州长城科工贸有限公司

CHRIST公司

Amerhsham Biosciences公司

日本 SHIMADZU 公司

北京泰立化电子技术有限公司

上海天平仪器厂

芬兰 Finnpipette公司

山东新华医疗器械有限公司

日本 SANYO 公司

美国 Forma Scientific公司

重庆光学仪器厂

苏州净化仪器厂

上海玻璃仪器一厂

美国PALL公司

宁波新芝仪器厂

青海量具刀具有限责任公司

北京文惠净化设备厂

日本 岛津公司

Eppendorf公司

北京市六一仪器厂

上海长明光学电子仪器厂

上海复日生物试验技术研究所
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1.提取

  (1)粉碎、脱脂:

    称取一定量的亚麻籽粕，粉碎并研磨成粉末状;通风橱内，亚

麻籽粉末经正己烷脱脂(条件:100 ml/50g亚麻籽粉末，室温，充分搅

拌，1 h1501)，过滤去除正己烷，脱脂粉末在通风橱内充分干燥.

(2)溶剂法提取:

    完全千燥的脱脂粉末经乙醇溶液充分浸提 (条件:70%乙醇，液

固比16: 1, 451C, 4h [411)。提取液经过滤、离心去除杂质，经旋

转蒸发器蒸发去除乙醇，并浓缩至浆状。

(3)碱水解:

    浆状的浓缩提取物经0.3 mol/L NaOH进行碱水解 (条件:500

ml/l00g亚麻籽粕的提取物，室温，连续磁力搅拌2 dl 161)。2

mol/LH2SO4小心调节NaOH水解液的pH值至弱酸性，中止上述水

解反应。蒸发、浓缩水解液，得到SDG提取物，作为上柱样品。

2.分离、纯化

  (1)方法一:硅胶柱层析一硅胶柱层析

    SDG提取物经硅胶吸附柱层析 (4X70cm)，洗脱液为氯仿一甲

醇一水，即体积比为65: 35: 10混合液的下层溶液(311; 280 nm波长

紫外检测洗脱产物，同时通过薄层色谱分析与标准品对比定性，合

并收集并浓缩得SDG粗品。

浓缩的 SDG粗品二次过硅胶柱。

(2)方法二:硅胶柱层析一反相柱层析

SDG提取物经硅胶柱吸附层析，条件同方法一，合并收集并浓

缩得 SDG粗品。

SDG粗品经C18反相柱色谱分析，进一步纯化，收集产物并旋

转蒸发浓缩、真空冷冻干燥，得到 SDG产品。

色谱条件:软件:Amerhsham Biosciences蛋白质工作站;

柱:

254

YMC-Pack Pro C18(511 m,12nm,150X4.6 mm);

动相，

280

  水，

nm:流速:1.0 ml/min;柱床温度，37'C:

检测波长:

洗脱条件

色谱

215,

:流

甲醇。

3.产率计算
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按如下公式计算:

    SDG产率=SDG产品质量 (g)/亚麻籽粕质量 (g) X 100%

4.纯度分析

(1)样品液的配制

    准确称取一定量的经纯化的SDG产品，置于 10 ml的容量瓶中，

用无水色谱甲醇溶解并定容，经 0.45 11 m微孔滤膜过滤，过滤所得

液体将作为高效液相色谱分析的上柱测试液。

(2)标准溶液的配制

瓶中

溶液

  (3)

准确称取3.3mg的SDG标准品(纯度>98%),置于10 ml的容量

，用无水色谱甲醇溶解并定容，配制成浓度为0.33mg/ml的标准

最大吸收波长的确定

    将所配制的标准溶液和测试液用甲醇进行适当稀释，以无水甲

醇为空白，按紫外分光光度法在200-400 nm范围内进行紫外光谱扫

描，发现标准品、乙醇提取物的水解产物均在280 nm附近有吸收峰，

因此，确定高效液相色谱分析时在280 nm波长条件下进行检测。

(4)色谱条件

色谱柱，Diamonsil C18 (5 u m,250X4.6 mm);紫外检测波长，

280nm:柱床温度，25'C;流速，l.Oml/min;流动相:乙睛:1%冰

醋酸溶液，体积比为20: 80，进样量:10111,

(5)标准曲线制作

    分别将配制好的 SDG标准液稀释配制成为 100%, 75%, 50%,

25%, 12.5%的5份浓度梯度溶液，分别进样 10111，按上述色谱条

件测定各个浓度对应标准品的峰面积，以峰面积(Y)对进样浓度(X)

进行线性回归分析，制作标准曲线。

(‘)纯度分析

    将制备好的两个样品溶液按一定比例适当稀释后进样 10111，在

上述相同的色谱条件下测定样品峰面积，按照外标法计算被测液中

SDG的含量，推算出提取液中SDG总量，进而确定SDG提取品的

纯度。
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  (二)细胞培养

1.细胞复苏

    从液氮中取出含有人乳腺癌MDA-MB-231细胞的冻存管，立即

投入37℃水浴中，不停摇晃，待 1分钟内完全融化后，置于超净工

作台上，75%酒精擦拭冻存管，将管内冻存液移至 loml离心管中，

续加。-Hanks液约5m1, 1000r /min，离心5min，弃上清，加入含

10%新生牛血清的RPMI 1640 5ml，吹匀后转入50ml细胞培养瓶，

置于370C, 5%CO2的恒温培养箱中培养。

2.细胞传代

    MDA-MB-231细胞在含有 10%新生牛血清的RPMI 1640培养基

中，371C, 5%CO2条件下培养，隔一天换一次液，‘三天传一代.细

胞传代时先倒掉旧培养基，适量D-Hanks液洗涤细胞两次，EDTA 5m1

冲洗，加入0.25%胰蛋白酶lml，镜下观察细胞，待细胞变圆游离后，

加入新鲜培养基5m1，吹匀细胞，分装细胞培养瓶，每瓶续加培基至

5m1培养。

3.细胞收集

    选择生长密度约为70% '̂90%的对数生长期细胞，提前24 h更换

新鲜培养基，胰蛋白酶消化、离心，无菌生理盐水洗涤2次，经白

细胞计数板计数，并调整细胞浓度约为5 X 107/m1.经台盼蓝染色确

定细胞活力在 95%以上。

  (三)建立裸鼠移植瘤模型

    购入BABL/c裸鼠 (SPF级)，雌性，4̂-5周龄，体重(2012)S。于

洁净动物柜中SPF级无菌饲养 (条件:昼夜明暗交替12: 12h,温度:

22-241C, 50%湿度)。待一周的适应期满后，接受MDA-MB-231细

胞株异种移植:取收集好的乳腺癌细胞，在每只裸鼠的右侧上肢腋部

皮下接种0.2 ml(含1X10个细胞)151. 521.记录初始体重，定期观

测裸鼠体重变化、摄食及接种部位肿瘤生长情况。

(四)动物分组及给药

1.饲料加工

    山东大学动物实验中心饲料加工房协助加工三种裸鼠饲料:采

用全价饲料配方配制普通饲料，颗粒饲料机加工制成直径为 lcm 的
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颗粒饲料，低温烘干。饲喂前经高温高压蒸汽灭菌处理。三种饲料

成分如下:

      (1)普通饲料 (Base diet,BD):全价饲料，未做任何添加处

理 。

      (2) SDG饲料:普通饲料添加 10%亚麻籽当量的 SDG.

      (3)亚麻籽饲料 (Flaxseed,FS ):普通饲料添加 10%亚麻籽。

2.动物分组及给药

    动物接种 10天后，可见接种部位有白色圆形的小突起，以后逐

渐明显，5周后，裸鼠移植瘤长径长至 0.8cm左右。

    移植后第6周起，将 巧 只模型鼠，根据肿瘤大小和体重随机分

为 3组:BD组 (对照组)、SDG组及 FS组，分别喂饲以上三种不

同的饲料。

3.观察指标

    每周记录动物体重、摄食量，测量移植瘤大小，并计算肿瘤表

面积。移植后第10周，处死动物，记录肿瘤质量、肿大淋巴结数，

同时计算肿瘤体积。

按下列公式【”]计算瘤表面积

S=(长/2X宽/2) X3.14

(S)和瘤体积 (V):

V=(长/2X宽/2X厚/2) X3.14

取动物肝脏、肺脏，经 4%多聚甲醛固定，

      (1)

      (2)

石蜡包埋，切片(51+

m),染色后进行组织病理学分析，观测脏器内肿瘤细胞转移情况。

(五)RT-PCR检测肿瘤组织Cyclin D1. p21 mRNA的表达

1.引物设计

Cyclin Dl引物:(扩增产物长度:408bp)

        F: 5'CTGTCGCTGGAGCCCGTGAAAAAG3'

        R: 5'GAAGTTGTTGGGGCTCCTCAGGTT3'

p21引物:(扩增产物长度:260bp)

      F: 5’-GATGTCCGTCAGAACCCA-3’

      R: 5’-CTGCCTCCTCCCAACTCA-3'

  0 -actin引物: (扩增产物长度:550bp)
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F: 5'-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3’

-CTCCTTAATGTCACGCACGATTT-3

2.总 RNA

  (1)裂解

    R: 5’

的提取

:在液氮中将肿瘤组织研磨成粉末状，并移至1.5 m1EP管

中，每l 00mg组织中加入LOml的Trizol进行细胞裂解。

(2)分离:将经过Trizol裂解的细胞在 15-30℃下放置5min后，加

入 200 u 1抓仿，盖紧管盖，用力振荡 15s，室温放置2-3min. 2-8 0C ,

12000rpm离心5min，离心后分三层，从上到下依次是无色水相层、

间层、酚/氯仿层，RNA存在于最上边的无色水相层。

(3) RNA沉淀:转移水相至另一个 RNAase-free的新 EP管中，加

入等体积的异丙醇，

沉淀 RNA.

清洗:小心移去上清

15-30℃放置5min, 2-8 0C , 12000rpm离心5min

，加入 75%乙醇清洗沉淀 (每次 7001+ 1), 2-8

C , 12000rpm离心2min.

(4)重溶:短暂晾干RNA(不可干透)，然后用30-50111 DEPC水

溶解RNA.

(5)贮存:已溶解的RNA贮存于一70 0C冰箱中。

(6)测 RNA的浓度和纯度:用紫外分光光度仪检测所提 RNA，要

求达到如下 范围:OD260/OD280=

3.将总RNA样品反转录成cDNA

Synthesis Kit)

1.82.0，浓度0.5-1.11+ g/ ii 1.

(Revert Aid TM First Stand cDNA

(1) 冰上准备好各反应液:

总 RNA

随机引物六聚体 (0.2 u g/ u 1)

DEPC水

轻轻混匀，并离心3-5so

(2) 70℃放置5min，冰上冷却

(3)冰上依次加入以下成分:

      1itg

        1111

up to 12 u 1

，短暂离心。
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5Xreaction buffer

RI(20U/ 11 1)

IOmM dNTP mixture

4u1

1111

2111

        轻轻混匀，短暂离心。

        (4) 25℃保温 Smino

        (5)加入M-MuLV反转录酶 (200U/111 l)

        (6) 25℃反应 l Omin,42 0C反应60 mine

        (7) 70'C . l Omin中止反应，冰上冷却，

4.PCR反应

      (1)冰上准备好反应体系:

line

-20 0C贮存。

模板

10 X PCR buffer

2.5mM dNTP mixture

引物 1 ( 0 -actin上下游引物)

引物2 (p21上下游引物)

灭菌三蒸水

2111

5111

      4111

  各 1111

    各 1“1

up to50u1

(2)'94℃预变性 5mino

(3)加入Taq酶 (5U/

(4)循环扩增:

p21:

940C          lmin

580C          lmin

721C          lmin

Cyclin D1:

94C           lmin

50C           lmin

72C           lmin

u 1) 0.25 11 lo
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    30个循环后，72℃延伸 10min中止反应，扩增产物存放于 41C

冰箱保存，待电泳分析。

5.PCR产物分析

    取PCR扩增产物 18 u 1, 1O X上样缓冲液2 u 1,混匀后上样，1.0%

琼脂糖凝胶电泳，0.5 X TBE缓冲液，100V电压电泳30min, EB染

色，然后经凝胶扫描仪扫描。
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结 果

一、SDG提取及分离纯化

    亚麻籽粕经过溶剂法提取，碱水解及层析分离、纯化 (图5)，

得到 SDG纯化产品。方法一、二所得 SDG产品产率分别为 2.39%和

1.92%0

    HPLC分析:回归方程及相关系数分别

y=2775.4x-1924.6,R2=0.999，回归线性图见图6。说明SDG标准品曲

线在0.04-0.33mg/mL浓度范围内线性关系良好。按照外标法计算，

方法一、二所得SD6产品纯度分别为82.38%和87.96%o SDG标准

品及样品 1, 2的HPLC洗脱曲线见图7e

二、裸鼠体内成瘤情况

    裸鼠自接种第10天开始，移植瘤开始稳定增长。至接种后第5周，

裸鼠移植瘤长径已长至 0.8cm左右，15只裸鼠全部成瘤，接种成功

率为100%0

三、裸鼠体重及摄食量变化

    如表 1所示，加药前后，各组裸鼠的体重及摄食量无明显改变，

组间差异无统计学意义。说明食物中添加亚麻籽或SDG对动物体重、

摄食量等基本无显著影响。

四、亚麻籽及SDG对裸鼠移植瘤生长的影响

    如图8所示，与BD组相比，SDG组及亚麻籽组肿瘤平均表面

积增长速度均下降;两组平均瘤块质量、瘤体积 (表2)均降低

(P<0.05) o FS的抑制效应较SDG强，但二者统计学差异并不明显。

五、腹腔肿大淋巴结计数及肝、肺转移情况

    图9显示，SDG, FS两组肿大淋巴结平均数少于 BD组，且 SDG

组最少。各组肝脏、肺脏的病理切片中均未发现明显的肿瘤细胞转

移现象。

六、RT-PCR检测肿瘤组织Cyclin D1, p21 mRNA的表达

    图1。显示，与BD组相比，SDG组肿瘤组织p21表达明显升高

(P<0.05)但FS组改变并不显著(图11) ; SDG组及FS组中Cyclin
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D1表达虽与 BD组相比有所降低，但统计学差异不显著 (图 12)。
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讨 论

    对于亚麻籽木酚素 SDG的提取和分离、纯化方法，国外学者多

年来一直致力于如何使其更加优化的研究当中，但是我国相关的研

究并不多见。目前研究已经证明，SDG具有多种重要的生物活性，

因此探讨如何能突破实验室研究的局限性以大规模工厂化生产SDG

产品是一项重要并且意义深远的工作。本课题中，我们首先采用了

刘大川等人经优化研究后的亚麻籽SDG醇提方案[481，得到了相当于

亚麻籽粕重量 1/10的提取精膏;SDG是以一种络合物而非游离的状

悉存在于亚麻籽当中[501，因此我们利用碱水解的方法解除了SDG提

取品的络合状态，使SDG从复杂的形式中释放、游离出来;在SDG

分离、纯化的实验室研究中，近年来涌现出越来越多的技术:反相

柱层析、高速逆流色谱法、在线液相色谱一核磁共振光谱一质谱藕

合法等一系列方法，然而，大部分方法由于技术条件的限制，无法

满足SDG规模化生产的工艺要求。本课题中，我们针对硅胶吸附柱

层析和反相柱层析两种不同的纯化方法，进行了对比性研究:研究

发现，经过两次硅胶吸附柱层析 (方法一)后的SDG产品，其产率

为2.39%，而经过一次硅胶吸附柱层析及一次反相柱层析 (方法二)

后产率为1.92%，前者较后者提高了0.47%。两种方法的产品纯度分

别经HPLC分析后确定为82.38%和87.96%，方法二较方法一的产品

纯度有所提高。对比两种方法的SDG产率和纯度可知，虽然方法一

的纯度稍低于方法二，但是产率却提高，综合而言它较后者更适用

于规模化的生产制备当中。同时，反相柱层析虽然可以进行小型制

备性分离纯化，但由于C18色谱柱价格昂贵、洗脱条件较为严格等

原因，它也并不适合SDG产品的规模化制备和生产。基于以上两方

面的原因，我们分析认为，采用两次硅胶吸附柱层析分离、纯化SDG

提取品，其流程简单、易于操作，比较适合亚麻籽SDG的规模化生

产制备。不过，值得注意的是，此种方法除简单，柱床填充物成本

相对反相柱低等优点之外，其洗脱溶液含高挥发的氯仿较多，这也

可能在实际的工厂化生产当中受到限制。因而，如何能运用更加简
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单、快捷的方法获得产率’更高、纯度更高的SDG产品，仍是我国目

前亚麻籽木酚素产业化生产的关键所在，需要进一步的不断优化研

究。

    在SDG对乳腺癌影响的研究当中，已经有动物实验证明，母代

大鼠哺乳期摄入 10%的亚麻籽或同样当量的 SDG，可促进子代正常

乳腺的分化，因而推测可潜在降低子代大鼠乳腺癌发生的风险[291

此外，可以抑制子代化学诱导乳腺癌的发生，降低肿瘤大小及数量;

Chen等[541在MCF-7细胞(ER十)乳腺癌裸鼠移植模型的研究中发现，

摄入 10%亚麻籽可以抑制肿瘤的生长，同时加强化疗药物他莫西芬

的抗肿瘤效应。以上研究中证明，摄入 10%剂量的亚麻籽对乳腺癌

具有确切的抑制作用，且木酚素 SDG是亚麻籽当中起主要作用的抑

癌成分。因此，本研究采用了10%亚麻籽或同样当量SDG这一剂量

水平进行研究，发现此剂量对 MDA-MB-231细胞 (ER-)乳腺癌移

植瘤的生长，也起到明显的抑制作用，其中亚麻籽的抑制效用更为

明显，这可能是由于亚麻籽中含有的其它植物雌激素及油脂成分所

造成。

    SDG虽是不发挥活性的前体物质，但在动物体或人类肠道消化

后，可经肠道内菌群厌氧发酵作用分别形成肠二醇和肠内酷，二者

即所谓的哺乳动物木酚素，它们与体内雌二醇结构类似，因而影响

一些激素相关性疾病，如乳腺癌、前列腺癌等。因此，对于雌激素

受体阳性的乳腺癌 (ER+)，SDG可以通过其弱雌激素及抗雌激素

作用发挥抑制肿瘤的效应。本研究建立的是雌激素受体阴性的乳腺

癌移植瘤模型 (ER-)，同样观察到亚麻籽及SDG对此类型的乳腺

癌移植瘤发挥了明显的抑制效应。因此，我们推测这一效应可能是

通过SDG的一些非雌激素相关机制来完成的，例如:亚麻籽及SDG

可明显降低大鼠血浆胰岛素类生长因子I水平【川，因此可能通过调

节信号转导通路来发挥抑癌作用;SDG是一种有效的抗氧化剂，这

种作用对于抑制肿瘤具有积极的作用，SDG抗氧化作用是由于它能

够捕捉经自由基，此外在体内的代谢产物ED, EL, SECO等也具有

较强的抗氧化活性[551

      正常细胞周期主要由G1, S, G2和 M期组成。G1期是从有丝
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分裂完成到DNA复制前期，制造产生rRNA, mRNA, tRNA和核蛋

白体:S期是DNA合成期;G2期是RNA和蛋白质的合成期;GUI期

是有丝分裂期，遗传物质分配到子代细胞中去。G1-S相和G2-M相

转换处各有一个节点(check point)，通过对这两个节点的控制可调节

细胞周期的进程，使不同的细胞周期事件在时间与空间上相互协调。

G。期是暂时脱离细胞周期不进行增殖的时期。G1/S调控点控制从

G1期进入S期，其相关基因包括p53, p2IWAFI/CIPI, GADD, CyclinD,
CyclinE及CDK4等，影响这些基因的表达就会导致细胞周期进展的

改变。

    细胞周期调控因子主要有三类:正向调节的细胞周期蛋白((Cyclin)

和细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶(CDK)，负向调节的细胞周期蛋白依

赖性蛋白激酶抑制蛋白((CKI)o CKI根据其结构特征可分为KIP(Kinase

Inhibitor Protein)家族(p2IWAFI/CIPI,  p27KIPi,  p57KIP2)和INK4(Inhibitor

of CDK4)家族(p151NK4B,      P16INK4A, p18和p19) o p21是目前已知具有

最广泛激酶抑制活性的细胞周期抑制蛋白，通过依赖或者非依赖p53

途径，参与细胞生长、发育、分化、衰老及DNA损伤修复等多种功能

的调解。p21对广泛CDK的抑制作用预示了其在肿瘤发生、发展中的

作用。el-Deiry的体外实验表明，在表达野生型p53的细胞用DNAM伤

药物阿霉素作用后可发现p21表达水平的增高，提示p21的表达可能提

高了肿瘤细胞对化疗药物的易感性【561。因此，p21的表达升高可能对

肿瘤的化疗也起着重要的介导作用。许多研究己发现，p21与肿瘤的

发生、发展密切相关，它可抑制乳腺癌、结肠癌、白血病和脑肿瘤等

多种肿瘤细胞的增殖。

    为了探讨SDG及亚麻籽对雌激素受体阴性乳腺癌产生明显抑制效

应的机制，我们在分子水平上做了进一步的研究。实验结果显示:SDG

明显提高了肿瘤组织当中p21的mRNA表达水平。因此我们推测，SDG

可能通过提高p21的mRNA的表达量，促使肿瘤细胞在细胞生长周期中

的GI期处受到阻滞，并且促进了p21对肿瘤生长的其它方面的负性作

用，肿瘤生长因而受到明显抑制。但其具体的作用方式未清，有待于

后期实验进行更加深入的研究和探讨。此外，虽然SDG组和FS组中肿

瘤组织Cyclin D1的表达都有所降低，但是可能由于样本量较少等原因
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统计分析差异并不显著，认为SDG产生的抑制作用，并非主要基于对

此种细胞周期蛋白的调解来完成。

    此外，我们对亚麻籽及 SDG是否影响乳腺癌转移做了初步探索，

虽然各组都观察到了淋巴结肿大的现象，但各组间并未发现有明显

差异，肝脏、肺脏也未发现肿瘤细胞的明显转移现象。这可能是由

于样本量较少，干预时间较短等原因，值得进一步研究。

    乳腺癌已经成为严重危害女性身体健康的一种疾病，尽管不断

进步的治疗技术和药物水平使得乳腺癌致死率大为降低，但是患者

的数量却在不断攀升，乳腺癌的早期预防已经成为女性关注的焦点。

“美国癌症协会”估计，有 1/3的癌症患者死亡都与他们不健康的饮食

习惯以及缺乏锻炼有关，虽然到目前为止还没有确切证明食物能够

治疗乳腺癌或者预防乳腺癌，但是许多调查显示，食用某些食物确

实对治疗或预防有所帮助，探讨预防乳腺癌的饮食方法对于乳腺癌

的早期预防具有重要意义。一项由3000多名女性参加的研究显示，

经常食用富含木酚素食品的女性比其他女性患乳腺癌的几率低33%.

本研究显示，亚麻籽木酚素 SDG可以抑制人乳腺癌移植瘤的生长，

这为食用亚麻籽有助于预防乳腺癌的发生提供更加有利的证据。

    手术治疗是乳腺癌的主要治疗方法，随着患者对术后生活质量要

求的不断提高，外科术式逐渐趋向于保守，而根据患者的年龄、肿瘤

类型等综合因素制定合理有计划的综合治疗方案变得越来越重要。除

手术和放、化疗以外，内分泌治疗在乳腺癌的全身治疗中占有相当重

要的地位。雌激素受体是乳腺癌一个重要的预后和预期因子，对于乳

腺癌内分泌治疗的选择和预测内分泌治疗价值中具有重要意义。在乳

腺癌的内分泌治疗中，雌激素受体阳性患者的有效率可达50%̂ '60%.

而雌激素受体阴性患者的有效率仅为10%左右。本研究提示，SDG可

为雌激素受体阴性的乳腺癌患者或雌激素不敏感的晚期乳腺癌患者

提供一个可能有效的治疗措施。
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结 论

    利用硅胶柱层析一硅胶柱层析的分离纯化方法较硅胶柱层析一

反相柱层析的方法更为简单，适合于SDG的规模化生产;10%的亚

麻籽或同样当量的SDG可以使人乳腺癌细胞MDA-MB-231 (ER-)

裸鼠乳腺移植瘤的生长受到抑制。SDG使p21mRNA的表达水平升

高是其中一个重要的机制。加大亚麻籽木酚素SDG产品的开发并对

其抗癌机制进一步研究，对乳腺癌的预防和治疗具有十分重要的意

义。
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附 表

组别 体重//g 摄食量，g/天/只

BD

SDG

尸S

  加药前

22.99士0.91

22.5士1.12

23.12士1.10

  加药后

24.59士0.80

24.49士0.92

24.65士1.12

  加药前

3.13士0.31

2.85士0.34

2.92士0.31

  加药后

3.16士0.32

3.12士0.33

2.97士0.40

表 1各组干预前后裸鼠体重及摄食量变化 (x1s,n=5 )

Tab 1一hange of nude mice body weight and food intake

in each group before and after treatment

SDG

肿瘤体积/mm 3

1489.7士256.33

639.35士110.5△

肿瘤质量/g

2.19士0.18

1.01士0.15△

FS 459.28士110.0△    0.83士0.05A

A P<0.05

表2各组平均瘤质量及瘤块体积 (%士.s,n=5 )

Tab2 The mean volume and weight of xenografted tumor in each group
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