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泮托拉唑改善小鼠肿瘤恶病质骨骼肌消耗
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摘 要：【目的】研究泮托拉唑对肿瘤恶病质骨骼肌消耗的缓解作用。【方法】将 24只BALB/c小鼠随机分为 3组，分别

为正常组（NN）、恶病质组（CC）、干预组（PPI），每组 8只。荷瘤小鼠采用腋下接种小鼠结肠癌细胞（c26），建立肿瘤恶

病质模型。每日监测各组小鼠体质量、肿瘤大小及精神毛发等一般情况。接种后第 12天干预组采取泮托拉唑灌胃，其

余组采取生理盐水灌胃。干预后第 12天处死小鼠收集标本。称量腓肠肌及肿瘤质量，测量肿瘤大小，HE染色观察骨

骼肌形态变化，血清 ELISA法检测 IL-6、TNF-α水平，qRT-PCR和Werstern blot分别检测腓肠肌MuRF1、MAFBx、Myod1和

myf5的mRNA和蛋白表达水平。【结果】与 CC组相比，PPI组小鼠及腓肠肌质量分别增加 39.8%和 24.2%，腓肠肌纤维横

切面积增加 25.4%；PPI 组 Myod1 和 myf5 的 mRNA 水平及蛋白表达水平明显高于 CC 组（P < 0.05）；PPI 组血清 IL-6 及

TNF-α水平较 CC 组分别降低 30.7%和 18.9%；PPI 组 MuRF1、MAFBx 蛋白表达水平明显低于 CC 组（P < 0.05）。【结论】

泮托拉唑对肿瘤恶病质骨骼肌消耗具有保护作用，其机制可能与抑制炎症及泛素蛋白酶体途径（UPS），上调生肌调节

因子（MRF）有关。
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Effect of Pantoprazole on Skeletal Muscle Loss in a Mouse Model of Cancer Cachexia
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Abstract：【Objective】To investigate the effect of pantoprazole on skeletal muscle wasting in cancer cachexia and the possible
mechanism.【Methods】24 male BALB/c mice were randomly divided into control group（NN），cancer cachexia group（CC），pantrop⁃
razole treatment group（PPI）. The mice in CC and PPI were inoculated subcutaneously with mouse colon adenocarcinoma C26 cells to
establish a model of cancer cachexia. The mice in PPI group were gavaged with 75 mg/kg pantoprazole dissolving in physiological
saline，while those in NN and CC group were gavaged with 0.1 mL/10 g physiological saline. The mice were killed 12d after treatment.
The weight of gastrocnemius and tumour and the size of tumour were measured. The morphological change of skeletal muscle were evalu⁃
ated by the method of stain with hematoxylin and eosin（H＆E）. The levels of IL-6 and TNF-α in serum were tested by ELISA. qRT-
PCR was used to assess the expression of mRNA of Myod1 and myf5 in skeletal muscle. The protein expressions of MuRF1，MAFBx，
Myod1 and myf5 were measured by Western blot.【Results】Compared with CC group，pantoprazole can increase the weight of mice
and gastrocnemius（39.8% and 24.2%，respectively），cross section area（25.4%），levels of mRNA and protein of Myod1 and
myf5（P < 0.05），while the levels of IL-6 and TNF-α decreased（30.7% and 18.9%，respectively），as well as the levels of protein ex⁃
pression of MuRF1 and MAFBx（P < 0.05）.【Conclusion】Pantoprazole can attenuate the wasting of skeletal muscle，the potential
mechanism may be related to the inhibition of inflammatory factors and UPS，and up-regulation of Myod1 and myf5.
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肿瘤恶病质（cancer cachexia，CC）是晚期肿瘤

患者常见的一种并发症，其特点是进行性的骨骼

肌消耗，伴或不伴有脂肪组织的减少，且不能被传

统的营养支持完全逆转［1］。骨骼肌的消耗是肿瘤

恶病质最重要的临床表现，严重影响着患者的预

后及生活质量。恶病质状态下的骨骼肌萎缩机

制，目前尚未研究清楚，但炎症因子参与的炎性反

应在其发生发展中具有重要作用［2-3］。有报道肿

瘤恶病质模型的血清 TNF-α水平显著升高［4］，

Bonetto等［5］也发现 IL-6在恶病质骨骼肌萎缩进程

中发挥重要作用。进一步的研究也表明TNF-α及
IL-6等炎症因子能导致厌食、激活骨骼肌蛋白降

解、抑制蛋白合成，并且全身的炎症反应还会进一

步加剧恶病质的进程［6-7］。泮托拉唑是临床上常

用的一种质子泵抑制剂，属于二烷基吡啶类化合

物，具有抑制胃酸分泌的作用［8］。近年来有研究发

现泮托拉唑还具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤及化疗增

敏等作用，且这些作用并不能用抑制胃酸来解释，

这表明泮托拉唑还具有调节其他通路的功能［9-10］。

目前国内外尚缺乏泮托拉唑治疗肿瘤恶病质骨骼

肌消耗的相关研究。本实验用泮托拉唑干预肿瘤

恶病质模型小鼠，通过观察骨骼肌相关蛋白

MuRF1、MAFBx、Myod1、myf5的表达变化情况，并

检测与肿瘤恶病质密切相关的细胞因子 IL-6及

TNF-α水平变化，探讨泮托拉唑对肿瘤恶病质骨

骼肌消耗的保护作用以及相关的可能机制。

1 材料与方法

1.1 材 料

SPF级 6 ~ 8周雄性BALB/c小鼠，体质量 18 ~
20 g，购于重庆医科大学实验动物中心；ELISA试

剂盒购于武汉博士德生物工程有限公司；MuRF1、
MAFBx、Myod1、myf5、GAPDH 抗体和二抗购于

Proteintech 公司；Western blot 相关试剂盒购自上

海碧云天生物技术有限公司；qRT-PCR引物及相

关试剂盒购自 TaKaRa公司；泮托拉唑（40 mg）购

于辽宁诺维诺制药股份有限公司。

1.2 实验分组

24 只小鼠按照随机数字表法分为正常组

（NN）、恶病质组（CC）、干预组（PPI），每组 8 只。

取对数生长期 c26细胞悬浮于 PBS缓冲液，接种

于小鼠右前肢腋下［11］，每只小鼠 0.1 mL（约 1 × 106

个细胞），正常组注射等量PBS缓冲液。每日监测

各组小鼠体质量、肿瘤大小及精神毛发等一般情

况，肿瘤体积（V）=ab2/2，a、b分别表示肿瘤的长与

宽［12］。荷瘤小鼠平均体质量下降较对照组有统计

学意义，并出现活动减少、虚弱和精神不振等，即

进入恶病质状态［11-12］，按照分组给予不同干预。

1.3 干预方法

待小鼠进入恶病质状态后开始予以药物干

预。PPI 组，泮托拉唑 7.5 g/L 溶于 9 g/L NaCl 溶
液，每只小鼠灌胃量为 0.01 mL/g，其余组给予等

量 9 g/L NaCl溶液灌胃。连续灌胃 12 d。
1.4 标本采集

药物干预12 d后，称量小鼠体质量。摘除眼眶

取血，静置 1 h 后 4500 r/min（离心机半径 r = 10
cm），离心7 min，取上清，-80 ℃低温保存。称量去

瘤质量和右下肢腓肠肌质量，一部分腓肠肌组织经

40 g/L多聚甲醛溶液固定，其余组织-80 ℃冻存。

1.5 血清IL-6和TNF-α水平检测

严格采取 ELISA试剂盒说明书方法和步骤，

检测血清样本中 IL-6、TNF-α水平。

1.6 肌组织Myod1和myf5 mRNA水平测定

Trizol提取腓肠肌组织总RNA，测定浓度后逆

转录合成 cDNA。严格按照试剂盒说明进行扩

增。结果采用 2-ΔΔCT计算各个基因mRNA的相对

表达量（引物序列见表 1）。

1.7 肌组织MuRF1、MAFBx、Myod1 和 myf5 蛋

白水平测定

腓肠肌提取总蛋白，BCA法测定蛋白浓度，

Western blot法检测蛋白表达情况。蛋白质经 SDS
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，电转到 PVDF膜，脱

脂牛奶封闭，4 ℃摇床孵育一抗过夜，第 2天 TBST
洗膜后室温孵育二抗 1 h，洗膜，ECL法显影。凝

表 1 引物序列

Table 1 The primers for qRT-PCR assay

Gene
Myod1

mfy5

GAPDH

Primer sequences (5’→3’)
CCGACGGCCTTCTGCTCCTT
GCGCACATGCTCATCCTCACGA
CCACCTCCAACTGCTCTGAC
GCTCGGATGGCTCTGTAGAC
GGTGAAGGTCGGTGTGAACG
CTCGCTCCTGGAAGATGGTG

Length（bp）
200

189

233
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胶/发光图像分析系统进行灰度分析。

1.8 腓肠肌组织形态学观测

经 40 g/L多聚甲醛溶液固定后的组织，程序

脱水，石蜡包埋固定，5 μm连续切片，HE染色，光

镜下采集 200倍图片，使用 Image Pro Plus 6.0软件

计算 200个肌纤维的平均横切面积。

1.9 统计学分析

采用 SPSS17.0进行统计学分析。计量资料以

均数±标准差（x ± s）表示，多组均数比较采用单因

素方差分析，组间两两比较采用 SNK-q检验，P <
0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 一般情况

接种 c26细胞前，各组小鼠体质量差异无统计

学意义。接种 7 d后，荷瘤小鼠腋下可触及肿瘤结

节；接种11 d后，肿瘤明显增大，平均体质量较正常

组明显下降（P < 0.05），并出现活动减少、虚弱和精

神不振等，进入恶病质状态。药物干预 12 d后，

PPI组小鼠去瘤体质量明显高于CC组（P < 0.05），

肿瘤质量及大小则明显低于CC组（P < 0.05；表2）。
表 2 小鼠体质量、肿瘤质量和肿瘤体积

Table 2 The body weight，the mass and volume of tumor （x ± s）

Group
NN
CC
PPI
F

P

Original body mass/g
20.71 ± 0.28
20.63 ± 1.40
21.26 ± 0.74

0.8964
0.4231

Mass at 11d/g
26.59 ± 0.95
24.56 ± 1.082)

25.18 ± 0.482)

9.878
0.0009

Body mass after tumor removal/g
28.64 ± 1.52
15.94 ± 1.431)

22.29 ± 0.661)3)

177.5
< 0.0001

Mass of tumor/g
-

2.75 ± 0.90
1.85 ± 0.574)

0.0414

Volume of tumor/cm3

-
1.52 ± 0.42
1.02 ± 0.374)

0.0332
SNK-q test after ANOVA, n = 8/group, 1）P < 0.01 vs NN; 2）P < 0.05 vs NN; 3）P < 0.01 vs CC; 4）P < 0.05 vs CC

2.2 小鼠腓肠肌质量

CC组和 PPI组腓肠肌质量均明显低于NN组

（P < 0.05）。在泮托拉唑干预后，PPI组腓肠肌质

量较CC组增加 24.2%（P < 0.05；表 3）。

2.3 肌纤维横切面积

CC 组和 PPI 组腓纤维横切面积均明显小于

NN组（P < 0.05）。泮托拉唑治疗后，PPI组腓肠肌

横切面积较CC组增加 25.4%（表 3，图 1）。

2.4 腓肠肌组Myod1和myf5 mRNA水平

CC组和PPI组Myod1和myf5 mRNA相对水平

明显低于NN组（P < 0.05）；泮托拉唑干预后，PPI
组Myod1和myf5 mRNA相对水平较 CC组明显升

高（P < 0.05；图 2）。

2.5 腓 肠 肌 组 织 MuRF1、MAFBx、Myod1 和

myf5蛋白表达水平

CC组和 PPI组MuRF1和MAFBx蛋白表达水

平明显高于 NN组，而Myod1和myf5 蛋白表达水

平明显则明显低于NN组（P < 0.05）；泮托拉唑干

预后，PPI组MuRF1和MAFBx 蛋白表达水平明显

低于 CC组，Myod1和myf5蛋白表达水平较 CC组

明显升高（P < 0.05；图 3）。

2.6 血清IL-6、TNF-α水平

与 NN 组相比，CC 组和 PPI 组血清 IL-6 及

TNF-α水平明显升高（P < 0.05）。泮托拉唑干预

Group
NN
CC
PPI
F

P

Weight of gastrocnemius muscle/mg
140.8 ± 13.8
65.6 ± 5.71)

81.5 ± 8.01)3)

117.4
< 0.0001

Cross-sectional area of muscle fiber /μm2

2898 ± 217
1279 ± 2161)

1604 ± 2271)2)

477.3
< 0.0001

TNF-α/（ng/L）
34.5 ± 2.1

124.4 ± 14.71)

100.8 ± 13.31)2)

114.5
< 0.0001

IL-6（ng/L）
22.9 ± 1.1

158.8 ± 13.81)

110.1 ± 12.41)2)

286.0
< 0.0001

表 3 小鼠腓肠肌质量和肌纤维横切面积及血清TNF-α和 IL-6水平

Table 3 The weight of gastrocnemius muscle , the cross-sectional area of muscle fiber and the level of TNF-a and IL-6
（x ± s）

SNK-q test after ANOVA, n = 8/group, 1）P < 0.01 vs NN; 2）P < 0.01 vs CC; 3）P < 0.05 vs CC
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A: NN group，×200; B: PPI group，×200; C: CC group，×200.
图 1 各组小鼠腓肠肌横切面HE染色

Fig.1 The myofiber cross-section of mice gastrocnemius in each group by HE staining

CCAA BB

的 PPI 组 IL-6 及 TNF-α水平则明显低于 CC 组

（P < 0.05），较CC组分别降低30.7%、18.9%（表3）。

3 讨 论

肿瘤恶病质是很多晚期肿瘤患者并发的一种

临床综合征。据统计，大约 20%的肿瘤病人直接

死于恶病质，而并非肿瘤本身［13］。肿瘤恶病质的

主要表现是进行性的体质量下降、骨骼肌消耗、蛋

白储备减少等，其中骨骼肌消耗是引起和加剧这

一过程的中心环节［14］。目前临床上缺乏十分有效

的预防和治疗肿瘤恶病质的药物。

肿瘤恶病质状态下的骨骼肌消耗机制，目前

尚未完全清楚，但骨骼肌消耗的主要原因在于蛋

白质合成减少和降解增加，其中炎症因子具有重

要的作用。TNF-α、IL-6的参与导致骨骼肌的分

解加剧、分化受阻，同时这些炎症因子还能加剧全

身炎症反应，进一步促进恶病质的发生［15］。近年

来，泮托拉唑有研究报道，泮托拉唑具有化疗增

敏、抗氧化、抗炎等作用。 Zeng等［7］发现泮托拉

唑能抑制肿瘤细胞生长，沈永华等［16］在恶病质小

鼠实验中发现泮托拉唑具有降低 TNF-α和 IL-6
的表达水平的作用。这些结果提示泮托拉唑可能

成为治疗肿瘤恶病质骨骼肌消耗的药物。本研究

结果也显示，肿瘤恶病质组 TNF-α和 IL-6的表达

水平明显升高，而泮托拉唑干预组则明显降低

TNF-α和 IL-6水平，这表明泮托拉唑可能通过抑

制炎性因子的表达来发挥保护作用。

泛素蛋白酶体途径（ubiquitin-proteasome sys⁃
tem，UPS）是骨骼肌蛋白水解过程中重要的一环，

MuRF1和MAFbx这两个 E3泛素连接酶在这一途

径中起到至关重要的作用［17］，参与恶病质进程中

的肌肉萎缩［18］。抑制这两个基因的表达，能明显

改善肿瘤恶病质肌肉萎缩和蛋白降解［19-20］。在我

们的研究当中，泮托拉唑能明显抑制恶病质小鼠

MAFbx和MuRF1这两个基因的表达。生肌调节因

子（MRF）家族有四个成员，包括Myod1、myogenin、
myf5、MRF4等，在肌肉发育中起到重要的调节作

用。Myod1-/myf5-小鼠，无法生成骨骼肌，也没有

前体成肌细胞群产生［21］。近年来有研究报道，

Myod1、myf5基因在骨骼肌萎缩中表达明显减少，

PCR results show that pantoprazole can increase the mRNA ex⁃
pression of Myod1 and myf5. n = 8/group，1）P < 0.01 vs NN；2）P <
0.01 vs CC
图 2 各组小鼠腓肠肌Myod1和myf5 mRNA表达水平

Fig.2 The level of relative mRNAs expression
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Western blot results show that pantoprazole can reduce the protein expression of MAFBx and MuRF1，increase the protein expression of Myod1
and myf5. n = 8/group，1）P < 0.01 vs NN；2）P < 0.05 vs NN；3）P < 0.01 vs CC；4）P < 0.05 vs CC

图 3 各组小鼠腓肠肌蛋白表达水平

Fig.3 The level of relative protein expression

在肌肉启动损伤修复过程中，起到关键作用［19-21］。

在本实验中，恶病质小鼠的Myod1和myf5表达水

平也低于正常组，而泮托拉唑能上调这两种生肌

调节因子的表达，并最终参与了肌肉损伤修复过

程。以上结果表明泮托拉唑能抑制骨骼肌的分

解，增强骨骼肌的合成。

综上所述，质子泵抑制剂泮托拉唑可抑制炎

症因子 TNF-α和 IL-6的表达，抑制泛素蛋白酶体

途径MuRF1和MAFbx的表达，上调生肌调节因子

Myod1及myf5的表达，起到改善肿瘤恶病质骨骼

肌消耗的作用。本实验结果还发现，干预组肿瘤

大小和肿瘤质量较恶病质组都有减少，提示泮托

拉唑对肿瘤本身可能也有一定的抑制作用，但具

体机制还需要进一步的探索。泮托拉唑在肿瘤恶

病质中的积极作用，将可能为临床预防和治疗恶

病质提供新的思路。
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