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灌胃不同剂量钙对大肠肿瘤模型大鼠肿瘤及血氨基酸的影响的实验研究
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摘要 目的：研究不同口服剂量钙对大肠肿瘤和血清中氨基酸代谢的影响。方法：50只雄性Wistar大鼠适应性喂养一周后随机分

为 5组每组 10只，碳酸钙灌胃 6个月。对照组（钙摄入量 0.5 g/kg/d）、模型对照组（钙摄入量 0.5 g/kg/d）、低剂量钙组（钙摄入量

1.0 g/kg/d）、中剂量钙组（钙摄入量 1.5 g/kg/d）和高剂量钙组（钙摄入量 2.0 g/kg/d）。模型对照组及低中高钙剂量组在实验的第 2

周开始，颈部皮下连续注射二甲基肼 20周进行大肠肿瘤造模。大鼠解剖后观察肿瘤数量和直径，亚甲蓝染色观察大肠内异常隐

窝（ACF）数量，HE染色观察腺癌发生情况。液相色谱 -质谱联用检测大鼠血液中相关氨基酸含量。结果：从第 20周开始，与模型

组相比，中剂量钙组的体重增加，有显著性差异（P＜0.05）。在肿瘤数、肿瘤发生率、肿瘤平均直径和肠重这些指标中，中剂量钙组

和高剂量钙组均显著低于模型对照组（均 P＜0.05）。病理组织学结果显示，正常对照组未见任何组织增生，模型对照组以腺瘤为

主，出现小部分腺癌。而其余各组均以腺瘤为主，未出现腺癌。与模型对照组相比，中剂量钙组的谷氨酸、谷氨酰胺、鸟氨酸均显著

升高。结论：钙灌胃对大鼠大肠肿瘤发生具有抑制作用，血清中谷氨酸、谷氨酰胺和鸟氨酸的代谢发生变化。
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Effect of Intragastric Administration of Different Doses of Calcium on
Tumors and Blood Amino Acids in Rats with Colorectal Tumor Model

To study the effect of different oral doses of calcium on tumorigenesis and amino acid metabolism in serum

of colorectal tumor rats. Fifty male Wistar rats were randomly divided into 5 groups of 10 rats after one week of adaptive feed-

ing, and calcium carbonate was intragastrically administered for 6 months. Control group (calcium intake 0.5 g/kg/d), model control

group (Calcium intake 0.5 g/kg/d), low-dose calcium group (calcium intake 1.0 g/kg/d), medium-dose calcium group (calcium intake 1.5

g/kg/d), and high-dose calcium group (Calcium intake 2.0 g/kg/d). Model control group and low-medium-high-calcium-dose group started

at the second week of the experiment. The neck was injected subcutaneously with dimethyl hydrazine for 20 weeks to perform colorectal

tumor modeling. The number and diameter of tumors were observed, malignant blue staining was used to observe the number of abnor-

mal crypts in the large intestine (ACF), and HE staining was used to observe the occurrence of adenocarcinoma. Liquid chromatogra-

phy-mass spectrometry was used to detect the content of related amino acids in the blood of rats. From the 20th week, compared

with the model group, the weight gain of the medium-dose calcium group was significantly different (P<0.05). Among the indexes of tu-
mor number, tumor incidence, tumor average diameter, and intestinal weight, the medium-dose calcium group and high-dose calcium

group were significantly lower than the model control group (all P<0.05). Histopathological results showed that there was no tissue prolif-
eration in the normal control group, and the model control group was mainly adenoma with a small proportion Adenocarcinoma. While

the other groups were mainly adenomas, no adenocarcinoma appeared. Compared with the model control group, the glutamic acid, glu-

tamine, and ornithine in the medium-dose calcium group were significantly increased. Calcium can inhibited the develop-

ment of colorectal cancer and change the serum glutamine and ornithine in colorectal tumor rats.
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前言
大肠肿瘤的发生在很大程度上取决于饮食和生活方式因

素[1,2]。钙是细胞增殖和癌变过程中重要的营养物质。钙的摄入
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量与癌症的发生率呈现负相关关系，其中与大肠肿瘤的关系尤

为密切，遗传学、体内外实验和流行病学均已研究证实[3-5]。

膳食钙可通过沉淀细胞毒性表面活性剂来降低大肠肿瘤

的风险。钙在肠道中与次生胆汁酸和游离脂肪酸结合，形成不

溶性沉淀物，减少结肠上皮细胞的损伤作用，直接影响结肠上

皮细胞的增殖和分化[6]。钙直接与胆汁酸结合，使胆汁酸失去活

性，高剂量钙摄入可降低大肠内的氧化应激和氧化性 DNA损

伤，从而降低大肠肿瘤的风险[7]。

但是与大肠肿瘤中氨基酸代谢之间的关系还不是很明确。

近年来，由于肿瘤重编程学说的提出，有关氨基酸代谢的靶向

代谢组学研究已成为肿瘤领域研究的热点，可用于阐明发现肿

瘤标志物和治疗新靶点[8,9]。因此，本实验将大鼠为研究对象，以

靶向代谢组学为基础，研究不同剂量钙摄入对大肠肿瘤血清中

氨基酸代谢的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 50 只雄性 Wistar 大鼠，4-5 周龄，体重

80-100 g，SPF级，由北京维通利华实验动物技术有限公司提

供。动物生产许可证编号为：SCXK（京）2016-0011。

1.1.2 主要仪器与试剂 Agilent 1260 快速高分辨液相色谱

仪、Agilent 6470 三重四极杆液质联用仪、Agilent InfinityLab

Poroshell 120 HILIC-Z色谱柱；全自动生化分析仪（日本 HI-

TACHI公司）。DMH、色谱纯甲酸铵、色谱纯甲酸、谷氨酸标准

品、谷氨酰胺标准品、鸟氨酸标准品、色氨酸标准品购自美国

Sigma-Aldrich公司。

1.2 方法

1.2.1 动物分组 50只雄性Wistar大鼠适应性喂养一周后，

完全随机分为 5组：对照组、模型对照组、低剂量钙组、中剂量

钙组和高剂量钙组（钙摄入量分别为 0.5 g/kg/d、0.5 g/kg/d、1.0

g/kg/d、1.5 g/kg/d、2.0 g/kg/d），每组各 10只。模型对照组和各剂

量钙组从实验第 2周开始通过颈部皮下注射二甲基肼（DMH）

造大肠肿瘤模型，每周 1次，每次注射剂量 20 mg/kg，连续注射

20周。对照组同部位注射等量生理盐水。保证每日同一时间段

进行灌胃，灌胃周期为 6个月。每日以低钙饲料（钙含量为 150

mg/100 g）喂养大鼠，低钙饲料由北京科奥协力饲料有限公司

提供（许可证号：SCXK（京）2014-0010）。每周称重一次，调整

DMH注射剂量和灌胃剂量，灌胃使用的各个剂量的碳酸钙溶

液现配现用。每日观察大鼠健康状况和饮食情况。

1.2.2 样品收集和准备 实验末，称各组大鼠体重后，计算出

每只大鼠所需要的麻醉剂量，使用 3％水合氯醛（每 100 g大鼠

注射 1 mL）腹腔注射深度麻醉大鼠后，沿腹中线剪开大鼠腹部

皮肤，使大鼠腹腔完全暴露，经腹主动脉取血后，将大鼠血室温

静置 30 min以上，用离心机以转速 3000 r/min离心 20 min，用

移液枪尽可能抽取上清血清，并分装于 1mL规格 EP管中存放。

1.2.3 肠癌情况及组织病理学检测 取整段大肠，观察肿瘤发

生情况并记录肿瘤发生的个数，并量取和记录肿瘤直径。完成

后，将大鼠大肠固定于 10%中性缓冲福尔马林溶液并过夜。24 h

后，取肿瘤标本进行苏木精 -伊红（HE）染色，进行组织病理学

观察。取大肠标本（约 7 cm）浸于 0.2%亚甲蓝溶液中进行染色，

染色进行 10～20分钟。用倒置显微镜在× 40倍镜下观察计数

异常隐窝灶（ACF）数目。

1.2.4 氨基酸标准品溶液配制和血清样品溶液配制 用万分

之一天平分别精密称取谷氨酸、谷氨酰胺、鸟氨酸、色氨酸标准

品各 1.98、1.44、1.91、1.74 mg，用蒸馏水完全溶解并定容，各自

配成浓度为 1 mg/mL标准溶液，即作为标准储备液备用。分别

依次使用移液管将适量的各氨基酸标准储备液移入 5 mL容量

瓶中，用蒸馏水稀释并最终定容到 5 mL刻度线，配置成浓度分

别为 0.5、1、2、5、10、20、50 滋g/mL的系列标准溶液，备用。将血
清样品从 -80℃冰箱取出，置于 4 ℃冰箱中溶解。配置样品处

置液，为含量分别为 74.9 %甲醇、24.9%乙腈和 0.2 %甲酸的混

合溶液，用来去除血清中所含蛋白含量。取大鼠血清 300 滋L，
加入混合试剂 900 滋L，混合摇匀 30s后，冰上放置 10 min。使用

离心机以 15000 r/min转速低温离心 15 min，取上清液置于样

品瓶中备用。

1.2.5 色谱和质谱条件 色谱条件：色谱柱为 Agilent Infinity-

Lab Poroshell 120 HILIC-Z，2.1× 100 mm，2.7 滋m。流动相 A相

为 0.2 %甲酸，5 %乙腈，5 mmol/L甲酸铵，B相为 0.2 %甲酸，5

%H2O，5 mmol/L甲酸铵。流速 0.3 mL/min，柱温 25℃，进样量

2 滋L，检测时间为 12 min。

质谱条件：电离模式：ESI正离子模式；扫描方式：多反应

监测（MRM）；雾化气：氮气，流速：13.0 L/min；干燥气温度：350

℃；雾化气压力：30 psi；鞘气温度：390 ℃；鞘气流速：12.0

L/min；毛细管电压：3500V。

1.3 统计学分析

用 SPSS statistics17.0统计软件统计实验数据，实验结果用

均值± 标准差（x± SD)表示，组间差异用单因素 ANOVA方差

分析方法和 t检验，P<0.05为具有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠体重变化情况

实验初，各组大鼠体重均无显著性差异（P＞0.05）。从第 20

周开始，与模型组相比，中剂量钙组的体重增加，有显著性差异

（P＜0.05）。各组大鼠的具体体重情况见图 1。

图 1各组大鼠体重变化

图注：NC：正常对照组；MC：模型对照组；L：低剂量钙组；M：中剂量钙

组；H：高剂量钙组。*:与模型对照组比较，P<0.05。
Fig.1 Weight changes of rats in each group

Note: NC: normal control group; MC: model control group; L: low-dose

calcium group; M: medium-dose calcium group; H: high-dose calcium

group.*: compared with the model control group, P<0.05.
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2.2 各组大鼠大肠肿瘤发生情况

2.2.1 对大鼠大肠肿瘤形成平均肿瘤数量和直径的影响 实

验末，处死大鼠后，解剖发现，除了正常对照组，每组均至少含

有 1个肿瘤的形成。与模型对照组相比，低剂量组肿瘤数减少

（P＜0.05）；中剂量钙组与高剂量钙组显著降低（均 P＜0.01），

结果见图 2（A）。

对于肿瘤发生率和肿瘤平均直径，各剂量组的肿瘤发生率

和肿瘤平均直径均低于模型对照组，其中，中剂量钙组和高剂

量钙组的肿瘤发生率与模型对照组有显著性差异（均 P＜
0.01），结果见图 2（B）和图 2（C）。

2.2.2 对大鼠大肠肿瘤的肠重影响 肠重结果表明，与模型对

照组相比，正常对照组肠重显著减小（P＜0.01）；各剂量组肠重

显著降低（均 P＜0.05）；但是中剂量钙组和高剂量钙组的肠重

无显著差异（P＞0.05），结果见图 2（D）。

2.2.3 对大鼠大肠肿瘤异常隐窝灶（ACF）计数结果的影响

异常隐窝灶（ACF）计数结果显示，正常对照组即正常大鼠大肠

中未观察到 ACF，模型对照组和其余剂量组均发现大量 ACF，

表明大肠肿瘤造模成功。与模型对照组相比，中剂量钙组与高

剂量钙组 ACF数均降低（均 P<0.01），说明一定剂量的钙摄入
能抑制大肠肿瘤中 ACF的生成，见图 2（E）。

2.2.4 对大鼠大肠肿瘤组织病理学的影响 病理结果显示，正

常对照组的大肠壁光滑，褶皱清晰，肉眼可见无任何组织增生。

模型对照组以腺瘤为主，出现小部分腺癌。细胞表现为大小不

等，呈不规则的排列，细胞核大小不一，多呈核分裂，而其他组

则以腺瘤为主，未出现腺癌，见图 3。

图 2 各组大鼠大肠肿瘤发生情况

图注：(A)各组大鼠肿瘤数；(B)各组大鼠肿瘤发生率；(C)各组大鼠肿瘤平均直径；(D)各组大鼠肠重；(E)各组大鼠 ACF计数结果。NC：正常对照

组；MC：模型对照组；L：低剂量钙组；M：中剂量钙组；H：高剂量钙组。*：与模型对照组比较，P<0.05。**：与模型对照组比较，P<0.01。
Fig.2 Incidence of colorectal cancer of rats in each group

Note: (A) tumor number of rats in each group; (B) tumor incidence in each group; (C) average tumor diameter of rats in each group; (D) colon weight of

rats in each group; (E) ACF count results of rats in each group. NC: normal control group; MC: model control group; L: low-dose calcium group;

M:medium-dosecalciumgroup;H:high-dosecalciumgroup.*: comparedwithmodelcontrol group,P<0.05.**: comparedwithmoodelcontrol group,P<0.01.

2.4 方法学验证结果

2.4.5 大鼠血清 4种氨基酸含量 根据标准曲线计算各组 4

种氨基酸含量。与阳性对照组相比，高剂量钙组谷氨酸、谷氨酰

胺、鸟氨酸含量均显著上升，且差异有统计学意义（P＜0.05）。

阴性对照组氨基酸含量高于阴性对照组（P＜0.05）。而色氨酸

的含量差异无统计学意义（P＞0.05）。各组大鼠血清 4种氨基

酸含量的数值见图 5。

3 讨论

本研究采用了注射二甲基肼（DMH）的方法进行造模，结

果显示，正常对照组未有任何肿瘤的生成，而其他造模组至少

有一个肿瘤的生成，在肿瘤数、肿瘤发生率、肿瘤直径和肠重等

一系列指标中，模型对照组与各剂量组均有显著性差异，说明

造模成功。异常隐窝病灶（ACF）作为一种重要的大肠肿瘤生物

标志物，被广泛应用于肿瘤抑制和启动子物质的检测。Bird[10]根

据 ACF的细胞、分子和形态学特征，认为 ACF是大肠肿瘤的

癌前病变。本实验中，正常对照组即正常大鼠大肠中未观察到

ACF，造模对照组和其余剂量组均发现大量 ACF，表明大肠肿

瘤造模成功。与阳性对照组相比，中剂量钙组与高剂量钙组

ACF数均降低（均 P<0.01），说明一定剂量的钙摄入能抑制大
肠肿瘤中 ACF的生成。病理结果显示，正常对照组的大肠壁光

滑，皱襞清晰，肉眼可见无任何组织增生。模型对照组以腺瘤为

主，出现小部分腺癌。细胞表现为大小不等，呈不规则的排列，

细胞核大小不一，多呈核分裂，而其他组则以腺瘤为主，未出现

腺癌，说明各剂量组与造模对照组之间肿瘤的发生程度存在差

异，其原因可能是与钙的摄入量有关，而肿瘤数、肿瘤发生率、

肿瘤平均直径和肠重这些指标的结果也与病理的结果相符。
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图 3 各组大鼠大肠组织病理切片 HE染色 × 200

图注：(A)正常对照组; (B)模型对照组; (C)低剂量钙组；(D)中剂量钙组；(E)高剂量钙组。

Fig.3 The pathological section of colon tissues of rats in each group. HE staining × 200

Note: (A) normal control group; (B) model control group; (C) low-dose calcium group; (D) medium-dose calcium group; (E) high-dose calcium group.

图 4 大鼠血清 4种氨基酸含量

图注：(A)谷氨酸；(B)谷氨酰胺；(C)鸟氨酸；(D)色氨酸。*:与阳性对照组比较，P<0.05。
Fig.4 Contents of 4 amino acids in rat serum

Note: (A) Glu; (B) Gln; (C) Orn; (D) Trp. *: compared with the positive control group, P<0.05.

氨基酸是细胞生存所必需的一类重要营养物质，有些氨基

酸具有特定的生物学功能。在肿瘤的发生发展过程中，肿瘤细

胞为了异常快速的增殖起氨基酸的需求明显增加，因此核苷酸

生物合成是肿瘤细胞增殖的关键过程。最近的研究表明，肿瘤

细胞已经改变了包括谷氨酰胺、丝氨酸、苏氨酸和脯氨酸在内

的代谢途径[11,12]。尤其是谷氨酰胺在肿瘤选择性代谢途径中的

突出作用，从癌症生物学词汇中广泛使用的 "谷氨酰胺成瘾 "

和 "谷氨酰胺分解 "等术语可以明显看出，谷氨酰胺依赖受到

了相当大的关注。钙不同剂量与造模对照组相比，随着高剂量

钙的摄入大鼠血清中的谷氨酸、谷氨酰胺和鸟氨酸的含量均上

升，提示高剂量钙摄入可能影响谷氨酸、谷氨酰胺和鸟氨酸的

分解。

钙与氨基酸（如谷氨酸、谷氨酰胺、鸟氨酸）在大肠肿瘤中

的代谢循环均与 Wnt/茁-catenin信号通路有关 [20-22]，因此，我们

假设钙可能通过Wnt/茁-catenin信号通路来影响大肠肿瘤中氨
基酸代谢。Wnt/茁-catenin信号通路控制肠道稳态，该通路中各
组分的突变在人类大肠肿瘤中普遍存在。c-MYC是一种基本

的螺旋 -环 -螺旋拉链（bHLHZ）转录因子，是早期胚胎癌、大

肠肿瘤中Wnt信号通路的下游靶点[23]。Gao等[24]发现MYC过

表达细胞中 GLS蛋白水平显著上调，而 GLS的 mRNA表达水

平与蛋白水平升高无关可假设 MYC 通过转录后机制调节

GLS，进行实验后发现了 micro RNA中 miR-23a / b通过结合

其 31个非翻译区（UTR）来抑制 GLS翻译，使 GLS的靶蛋白表

达增高，这导致谷氨酰胺分解代谢的上调。

综上所述，本研究结果提示不同剂量的钙摄入对大肠肿瘤

大鼠有一定影响作用，其中中剂量钙组与高剂量钙组对大肠肿

瘤影响的指标并未有显著性差异，说明钙对大肠肿瘤的作用存

在的一定的剂量反应关系。本研究表明大鼠钙摄入量大于 1.5

mg/kg/d，对大肠肿瘤的影响并没有更显著的效果。钙摄入可能

引起大肠肿瘤大鼠中氨基酸代谢变化，如谷氨酸、谷氨酰胺和

鸟氨酸。具体的相关机制还需要后续实验进一步进行验证。
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