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Abstract
AIM: To investigate the effect of mofezolac, a 
selective cyclooxygenase (COX)-1 inhibitor, on 
beef tallow-promoted colon carcinogenesis in 
rats.

METHODS: One hundred and eight male 
Sprague-Dawley rats were used in this study. 
One group of rats were injected with azoxy-
methane (AOM) and fed diets containing differ-
ent percentages of beef tallow (with or without 
0.12% mofezolac) for 12 wk. Total aberrant crypt 

foci (ACF) and multicrypt ACF were counted to 
evaluate the effect of mofezolac on early carci-
nogenesis. Another group of rats were injected 
with AOM or saline and fed a 10% beef tallow 
diet (with or without 0.12% mofezolac) for 44 wk 
to evaluate the effect of mofezolac on tumor in-
cidence and number. To explore the mechanism 
behind the effect of mofezolac on carcinogenesis, 
the proliferation of normal-appearing colonic 
mucosa surrounding the tumor was evaluated 
by BrdU incorporation assay, and the expression 
of β-catenin in the normal-appearing colonic 
mucosa was analyzed by Western blot.

RESULTS: At week 12, the number of ACF in 
the mofezolac group was significantly lower 
than that in the control group (P < 0.05). At 
week 44, tumor incidence and multiplicity were 
significantly lower in the mofezolac group than 
in the control group (66.7% vs 100%, and 2.5 ± 2.3 
vs 5.3 ± 1.2, respectively; both P < 0.05). Prolif-
erative cells were much fewer in the mofezolac 
group than in the control group (5 ± 0.82 vs 3.25 
± 0.50; 7.75 ± 0.96 vs 4.75 ± 0.50, both P < 0.05). 
Besides, the distribution of proliferative cells in 
saline- and AOM-treated rats was similar to that 
under physiological condition. Down-regulation 
of β-catenin expression was also observed in the 
mofezolac group when compared with the con-
trol group.

CONCLUSION: Mofezolac effectively suppress-
es beef tallow-promoted colon carcinogenesis 
in rats probably by down-regulating β-catenin 
expression and inhibiting colonic proliferation.
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摘要
目的: 探讨环氧化酶-1(COX-1)选择性抑制剂莫
苯唑酸对牛脂促进的大鼠结肠癌发生的作用.
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■背景资料
结肠癌是目前威
胁人类健康的主
要 肿 瘤 之 一 ,  在
欧美等高饱和脂
肪酸饮食习惯国
家 发 病 率 较 高 . 
多 种 研 究 表 明 , 
脂类可通过各种
途径对结肠癌发
生 产 生 影 响 .  本
课题组先前研究
表 明 ,  牛 脂 饮 食
可促进化学诱导
大鼠结肠癌发生. 
牛脂饮食大鼠结
肠上皮具有高增
殖、低凋亡表现, 
肿瘤相关蛋白如
Wnt/β-catenin、
cyclin D1有高表
达. 在中国, 由于
饮食习惯向西方
国 家 靠 拢 ,  结 肠
癌发病率增长迅
速 .  因 此 在 高 脂
饮食人群中开展
结肠肿瘤化学预
防有积极意义.

■同行评议者
樊 晓 明 ,  主 任 医
师, 复旦大学附属
金山医院消化科



方法:  S D♂大鼠共108只 .  腹腔注射A O M 
(azoxymethane)后予不同牛脂含量饲料(混合
0.12%莫苯唑酸)12 wk, 通过对结肠总ACF及
多隐窝ACF(≥4个异常隐窝/病灶)计数, 评估
莫苯唑酸对结肠肿瘤形成早期的影响; 腹腔
注射生理盐水或A O M后予以10%牛脂饲料
(混合0.12%莫苯唑酸)44 wk, 观察莫苯唑酸对
肿瘤发病率及数量的影响. BrdU评估肿瘤周
围外观正常黏膜的增殖状况, Western blot检测
黏膜β-catenin的表达, 探讨莫苯唑酸影响肿瘤
发生的可能机制. 

结果: 12 wk时, 莫苯唑酸组ACF尤其是多隐
窝ACF显著低于对照组(P <0.05).44 wk时莫
苯唑酸组肿瘤发病率及平均肿瘤数量分别为
66.7%和2.5±2.3, 低于对照组(100%、5.3±
1.2)(P <0.05); 莫苯唑酸组隐窝增殖细胞的数
量均显示出下降趋势(5±0.82 vs  3.25±0.50; 
7.75±0.96 vs  4.75±0.50, 均P <0.05), 且表现
出趋向于生理分布的变化. β-catenin表达均低
于对照组(P <0.05).

结论:  莫苯唑酸可有效抑制牛脂促进的大
鼠结肠癌发生, 这可能与结肠隐窝上皮细胞
β-catenin的表达及增殖受到抑制有关.

关键词: 异常隐窝灶; 环氧化酶-1; β-catenin
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0  引言

结肠癌是世界范围内导致死亡的主要肿瘤之一,
在欧美日等发达国家尤为显著[1]. 在我国, 随着

饮食结构的变化, 其发病率呈逐年快速上升趋

势. 流行病学证实, 高脂饮食(主要为饱和性脂

肪酸)与结肠癌发病存在正相关[2-5]. 本实验室先

前研究表明, 牛脂饮食可通过Wnt/β-catenin途
经提高大鼠结肠癌的发病风险[6]. 考虑到饮食

结构转变的困难性, 化学预防或成为降低结肠

癌更加现实有效的手段. 流行病学及临床试验

证实, 长期摄入非甾体类抗炎药(non-steroidal 
anti-inflammatory drugs, NSAIDs)对结肠癌的发

生具有抑制作用[7]. 作为NSAIDs的靶目标, 环
氧化酶(cyclooxygenase, COX)在花生四烯酸转

化为前列腺素(prostaglandins, PGs)如前列腺素

E2(prostaglandin E2, PGE2)中发挥着限速酶的作

用, 而后者参与了一系列肿瘤相关活动, 如免疫

1768                                  ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2010年6月18日     第18卷     第17期

反应、细胞增殖、血管生成等[8]. 目前普遍认为, 
COX-2可催化合成前列腺素H2(prostaglandin H2, 
PGH2), 后者进一步转化为PGE2, 因此COX-2选
择性抑制在结肠癌防治中有重要作用[9,10]. 但近

年的研究表明, COX-2选择性抑制剂在安全性及

有效性发面仍存在很大缺陷[11,12], 限制了其在临

床的推广应用. 另一方面, COX-1在机体内广泛

表达, 参与了多种生理功能如维持胃黏膜完整

性, 维持正常肾功能等[13], 其在肿瘤发生发展方

面也具有重要作用[14], 但相关研究较少. 异常隐

窝灶(aberrant crypt foci, ACF)通常由单个或聚集

成灶的异常隐窝组成. 异常隐窝(aberrant crypt)
不同于正常隐窝之处在于: 开口呈锯齿状、裂

隙状等多种形状; 上皮层增厚; 细胞核多表现为

不典型增生等. ACF在结肠癌发生的早期即可

出现. 致癌剂处理后异常隐窝灶中隐窝的数量

(crypt/foci)常随时间增长, 且ACF常具有高水平

的细胞增殖表现. ACF目前被认为是肿瘤前期

或癌变前期损害[15]. 因此ACF在评估肿瘤发病

风险中具有较高价值. Apc基因最早发现于家族

腺瘤性息肉病(familial adenomatous polyposis, 
FAP)[16], 约85%散发型结肠癌显示具有Apc基因

功能的丢失[17]. 目前普遍认为Apc基因的重要功

能在于他可使聚集在细胞质内的β-catenin不稳

定化, 进而被降解[18-21], 而后者参与了胚胎发育

及肿瘤的发生[18,19]. 本研究旨在观察COX-1选择

性抑制剂莫苯唑酸对牛脂饮食大鼠结肠癌发生

的作用及对结肠隐窝增殖细胞和β-catenin表达

的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级SD大鼠108只, ♂, 周龄6 wk, 购
自佐贺大学动物中心, 体质量约200 g, 饲养环境

为日本佐贺大学医学部动物中心SPF实验室, 室
温24 ℃±2 ℃, 相对湿度55%±5%, 每12 h进行

一次亮/暗循环, 饲料、水均不受限. 动物饲料

由日本武田生物株式会社提供. 氧化偶氮甲烷

(azoxymethane, AOM)购自Sigma日本公司. 细胞

增殖检测试剂盒购自英国Amersham公司. 莫苯

唑酸由日本田辺三菱制药株式会社赠送. SZH10
立体显微镜购自奥林巴斯公司. 兔抗β-catenin单
克隆抗体购自美国Cell Signaling公司.
1.2 方法 
1.2.1 分组及饲养: (1)ACF诱导: 36只大鼠随机

分为3组, 即常规饲料组, 10%牛脂组, 20%牛脂

组, 每组再分为单纯饲料组(对照组), 单纯饲料

www.wjgnet.com

■研发前沿
COX-1在机体广
泛 表 达 ,  具 有 看
家 基 因 的 功 能 , 
目前对其在肿瘤
发生中作用的研
究尚不多.
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+0.12%莫苯唑酸(莫苯唑酸组)2个亚组. 各组大

鼠第7, 8周龄时分别腹腔注射AOM 1次, 共2次, 
剂量为15 mg/kg. 第1次AOM注射后次日起, 各
组予以相应饲料12 wk. (2)肿瘤诱导: 72只大鼠

随机分为生理盐水、AOM注射2组, 每组再分

为10%牛脂组, 10%牛脂+0.12%莫苯唑酸两个亚

组, 注射流程同前, 各组予以相应饲料44 wk.
1.2.2 ACF计数: 实验开始后第12周, 过量麻醉处

死ACF诱导大鼠后取出结肠, 沿肠系膜对侧纵轴

剪开, 暴露内腔后固定于40 g/L甲醛24 h, 0.2%
亚甲蓝甲醛溶液染色5 min, 生理盐水冲洗后

SZH10立体显微镜下ACF计数.
1.2.3 肿瘤数量及发病率: 实验第44周时, 过量麻

醉处死肿瘤诱导大鼠后取结肠组织, 于40 g/L甲
醛固定, 计算肿瘤数量及发病率.
1.2.4 BrdU评估瘤体周围外观正常黏膜的增殖状

况: 使用细胞增殖检测试剂盒BrdU结合法, 即第

2次注射AOM后第44周时, 大鼠腹腔注射BrdU
标记溶液10 mL/kg体质量, 2 h后取大鼠结肠. 标
本按照佐贺大学医学部免疫组织化学常规流程

处理. 40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋并切片. 采用

DBA显色、苏木紫复染两步法, 检测结肠隐窝

增殖细胞的数量和分布. 分别依次加入一、二

抗体[6]. 所有操作均按试剂盒说明书提供的浓度

和流程进行.

1.2.5 收集结肠黏膜及提取蛋白: 使用玻片轻而快

速的刮取结肠黏膜, PBS液离心清洗2次. 刮取黏

膜加入裂解液匀浆后, 1 000 g, 10 min离心, 而后以

10 000 g、15 min, 1 000 000 g、1 h的条件分别依

次离心上清液, 最终收集的上清液为胞质蛋白[6].
1.2.6 Western blot检测胞质β-catenin的表达: 蛋
白上样量40 µg, 十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离后转移至PVDF膜(美国Bio-Rad
公司). 5%牛奶PBST液(Tween-20, 美国Sigma公
司)4 ℃封闭过夜. 兔抗β-catenin单克隆抗体, 工
作浓度为1∶500, β-actin为内参, 室温下孵育1 
h. 辣根过氧化物酶标记猴抗兔IgG(美国Affinity 
BioReagent公司)二抗室温孵育1 h, 工作浓度为 
1∶500. ECL(英国Amersham公司)化学发光试剂

盒检测杂交信号. 使用Image Gauge VDS图像分

析仪测定条带的光密度(日本Fujifilm公司), 以
β-catenin/β-actin值代表蛋白的相对表达量.

统计学处理 使用SPSS11.5统计软件, 所得

数值均以means±SD表示. 采用独立样本t检验

或方差分析LSD法; 发病率以百分比表示, 使用

χ2检验分析. P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 ACF及肿瘤的变化 牛油饮食可增加经AOM
处理大鼠ACF数量, 多隐窝ACF数量与牛油呈剂

量依赖关系, 莫苯唑酸可显著降低ACF的数量

(P <0.05, 图1). 对多隐窝ACF, 其抑制作用非常

显著(图1B). 44 wk时, 肿瘤仅发生于AOM处理

组, 莫苯唑酸组发病率及平均肿瘤数量分别为

66.7%、2.5±2.3, 显著低于对照组的100%、5.3
±1.2(P <0.05, 表1).
2.2 结肠隐窝增殖细胞的变化 生理盐水组中, 单
纯牛油组与莫苯唑酸组BrdU阳性细胞分别为

5.00±0.82、3.25±0.50; AOM处理组中, 牛油

■相关报道
N i h o 等 报 道
COX-1抑制剂可
显著降低化学诱
导大鼠结肠肿瘤
的发病率, 数量及
体积.

表  1  44 wk时莫苯唑酸对AOM处理大鼠肿瘤形成的影响

     
分组

	                肿瘤发病率(%)     平均肿瘤数量(个/鼠)

	          生理盐水       AOM     生理盐水     AOM

牛脂组	          0.0(0/6)  100.0(6/6)        0        5.3±1.2

牛脂+	          0.0(0/6)    66.7(4/6)a       0        2.5±2.3a

莫苯唑酸组     

aP<0.05 vs  10%牛脂组.
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图  1  莫苯唑酸对不同牛脂含量饮食大鼠ACF的影响. A: 平均总ACF的变化; B: 平均多隐窝ACF的变化. aP<0.05.
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组与莫苯唑酸组BrdU阳性细胞则分别为7.75±
0.96、4.75±0.50(图2). 生理盐水组大鼠BrdU阳

性细胞由隐窝底部向开口分布(图3A), AOM处

理组多在隐窝中上部广泛分布(图3C); 经莫苯唑

酸处理两组BrdU阳性细胞则多限于隐窝的下部

与基底部(图3B, D).
2.3 胞质β-catenin表达的变化 AOM处理可提

高β-c a t e n i n的表达水平, 莫苯唑酸处理两组

β-catenin均低于各自对照组(P <0.05, 图4).

3  讨论

尽管结肠癌具有高发病率和高死亡率的特点, 
但由正常结肠隐窝转变为腺瘤、腺癌瘤通常需

要10-20年, 因此在结肠癌发生前尚有相当长的

窗口期, 这为结肠癌的有效预防提供了条件[22].
我们以往的研究证实, 10%牛脂可增加经

AOM处理大鼠的结肠癌发生[6]. COX-1在机体

广泛表达, 具有看家基因的功能[13], 目前对其在

肿瘤发生中作用的研究尚不多. 有研究表明, 结
肠肿瘤组织内PGE2的含量明显高于其周边正常

组织, 而COX-1及COX-2共同参与了PGE2的合 
成[14]. 在Min-/+小鼠模型中, COX-1基因敲除可

减少约80%息肉的发生[14]. 这都表明, COX-1在
结肠肿瘤发生中可能具有重要作用. 对于COX-1
选择性抑制剂如莫苯唑酸能否抑制高脂饮食促

进的结肠癌发生, 本实验尚属首次. 本研究中12 
wk时, 莫苯唑酸可有效抑制ACF的发生. 44 wk
时, 莫苯唑酸可显著降低结肠肿瘤的发病率及

数量. 这些数据显示, 莫苯唑酸在此模型中具有

良好的肿瘤抑制作用. 有研究表明, n-6多不饱和

脂肪酸(polyunsaturated fatty acid, PUFA)及不饱

和脂肪酸(saturated fatty acid, SFA)可在结肠癌

始发后和/或加速期发挥促肿瘤作用[4,5,23,24]. 我们

的数据表明, COX-1在早晚期均参与了结肠癌的

发生, 这一结果与目前已有研究一致[14,25].
肿瘤通常具有过度增殖的异常分化细胞的

特点. 结肠隐窝细胞增殖失调被认为是结肠癌

变的最早事件之一, 如散发型结肠腺瘤[26]. 目前

已有研究主要集中在肿瘤组织上, 由于早期病

变及肿瘤多由正常黏膜转变而来, 因此, 对瘤体

周围正常黏膜的研究可能揭示这一演变过程. 
我们先前曾证实, 不同的脂肪酸对结肠隐窝增

殖细胞的数量及空间分布具有不同的影响[6]. 本
研究中, 长期给予牛油的大鼠, 结肠增殖细胞在

隐窝中呈由底部向上散在分布, 而经AOM处理

大鼠增殖细胞则多分布于隐窝中部以上. 这显

■创新盘点
本研究首次提出
COX-1抑制剂莫
苯唑酸可抑制高
脂饮食促进的结
肠癌发生, 为在高
脂饮食人群中开
展结肠癌的化学
预防提供了实验
依据.
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图  2  莫苯唑酸对10%牛脂饮食大鼠正常黏膜增殖细胞数
量的影响. aP<0.05.
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图  3  莫苯唑酸对10%牛脂饮食大鼠隐窝增殖细胞分布的
影响. A: 生理盐水; B: 生理盐水+莫苯唑酸; C: AOM; D: 

AOM+莫苯唑酸.

图  4  莫苯唑酸对10%牛脂饮食大鼠正常黏膜β-catenin表
达的影响. aP<0.05.
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示出牛脂饮食大鼠尤其是AOM处理后其结肠

隐窝具有较强的增殖能力. 有研究表明, COX-1
在保护结肠干细胞免受γ射线损伤中具有重要

作用[27]. 被强致癌剂AOM损伤DNA的干细胞

可通过COX-1来源PGE2而存活[28]. 上述两者

均可产生基因损伤干细胞, 从而导致结肠癌发 
生[27,28]. 本实验中, 莫苯唑酸可显著减少增殖细

胞数量, 并使其局限于隐窝底部, 这一分布与生

理情况下相似[29]. 最近, Wu等[30]的体外实验证实, 
COX-1抑制剂sc-560可降低结肠细胞增殖使细

胞停滞于G0/G1期, 并诱导巨细胞自噬. 可见, 作
为COX-1选择性抑制剂, 莫苯唑酸似乎具有减少

异常增殖细胞的能力, 从而防止其进一步发展

导致结肠癌发生.
β-catenin信号通路在结肠隐窝的自我更新

及干细胞转化为各细胞株的过程中有极为重要

的作用[18,19]. 其信号失调可见于各种肿瘤患者, 
如散发型结肠癌[21]. β-catenin在胞质内聚集后

进入细胞核, 进而活化肿瘤相关基因如c-Myc、
cyclin D1等, 导致肿瘤发生. 由β-catenin, GSK-
3β, Axin及Apc组成的β-catenin降解复合物可在

胞质降解β-catenin, 避免其在胞质内聚集并向细

胞核内转移[6,21]. 近年来有研究证实, β-catenin降
解复合物与COX/PGE2通路有交联性[31], PGE2
可通过此复合物阻止β-c a t e n i n的降解. 作为

COX-1抑制剂, 这可能部分解释莫苯唑酸抑制

β-catenin表达的作用.
尽管COX-1选择性抑制剂对结肠癌具有良

好的预防作用, 其消化系统不良反应, 如胃溃疡, 
胃肠道出血等仍是值得注意的问题. 有文献报

道, COX-1基因敲除鼠并没有消化系损伤表现, 
甚至寿命更长[14]. 也有报道称在COX-1与COX-2
同时抑制的情况下, 胃肠道损伤才会出现[32]. 以
本实验中莫苯唑酸的使用剂量, 我们尚未观察

到胃肠道损伤表现. 但对此药物的长期安全性

尚有待进一步研究.
总之, 长期摄入COX-1选择性抑制莫苯唑酸

对牛脂饮食大鼠的结肠肿瘤发生具有良好的抑

制作用. 隐窝增殖细胞及β-catenin表达的抑制可

能参与了这一过程. 对于高脂饮食人群而言, 莫
苯唑酸可能是一种化学预防结肠癌的潜在药物.
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《2009 年版中国科技期刊引证报告》( 核心版 ) 发布
《世界华人消化杂志》2008 年影响因子 0.547   

本刊讯 中国科学技术信息研究所发布2008年《世界华人消化杂志》的总被引频次为2 480, 位居1 868种中

国科技论文统计源期刊的第100位, 41种内科学类期刊的第6位. 2008年《世界华人消化杂志》的影响因子为

0.547, 41种内科学类期刊的第17位. 大家最为关注的是《2009年版中国科技期刊引证报告》(核心版)中新增一

个综合评价指标, 即综合评价总分, 该指标根据科学计量学原理, 系统性地综合考虑被评价期刊的各影响力指

标(总被引频次、影响因子、他引率、基金论文比、引文率等)在其所在学科中的相对位置, 并按照一定的权

重系数将这些指标进行综合集成, 对期刊进行综合评价. 《世界华人消化杂志》总分为49.5, 在41种内科学类

期刊中排名第8位, 在1 868种中国科技期刊排名第341位. (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)

■同行评价
本文对用COX-1
选择性抑制剂用
于结肠癌的化学
预防提供了实验
依据, 具有较好的
学术价值.


