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背景:左卡尼汀( LC) 改善恶病质的作用已日渐受到关注。目的:探讨 PPARα、PPARγ在 LC改善结肠癌小鼠恶
病质中的作用。方法:建立结肠癌小鼠恶病质模型，并分为 LC组、左卡尼汀棕榈酸酰基转移酶( CPT) 抑制剂( ILC)

组、阴性对照组( NST) ，另设立正常对照组( NTB) 。实验第 19 d处死所有小鼠。测定小鼠体质量、去瘤体质量、摄
食量，以全自动生化仪检测血清白蛋白、血糖、胆固醇含量，ELISA 法检测血清 TNF-α、IL-6 含量，实时定量 PCR 和
蛋白质印迹法分别检测肝组织 PPARα、PPARγ mRNA 和蛋白表达。结果:与 NST 组、ILC 组相比，LC 组小鼠体质
量、去瘤体质量、摄食量、血清白蛋白、血糖均显著升高( P ＜ 0． 05) ，血清胆固醇、TNF-α、IL-6 含量均显著降低( P ＜
0． 05) ，PPARα、PPARγ mRNA和蛋白表达均显著升高( P ＜ 0． 05) 。结论: PPARα、PPARγ可能参与结肠癌小鼠恶病
质的发生; LC可能通过 PPARα、PPARγ相关肝脏脂质代谢信号通路来改善肿瘤恶病质。
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Background: The role of L-carnitine ( LC) in ameliorating cachexia has been focused on increasingly in recent years．
Aims: To investigate the role of PPARα，PPARγ in ameliorating colonic cancer cachexia by LC in mice． Methods:
Colonic cancer cachexia model was established in mice． Mice were randomly divided into tumor bearing group treated with
LC ( LC group) ，tumor bearing group treated with LC palmitoyl-transferase ( CPT) inhibitor ( ILC group) ，tumor bearing
group treated with normal saline ( NST group) ，and non-tumor bearing mice were served as normal controls ( NTB group) ．
On the 19th day，all the mice were sacrificed． Body weight，tumor-free body weight，food consumption were measured．
Serum levels of albumin，glucose，cholesterol were determined by automatic biochemistry analyzer． ELISA assay was used
to detect serum levels of TNF-α and IL-6． mRNA and protein expressions of PPARα，PPARγ in liver tissue were
determined by real time quantitive PCR and Western blotting，respectively． Results: Compared with NST group and ILC
group，body weight，tumor-free body weight，food consumption，serum levels of albumin and glucose in LC group were
significantly increased ( P ＜ 0． 05) ，serum levels of cholesterol，TNF-α，IL-6 were significantly decreased ( P ＜ 0． 05 ) ，
mRNA and protein expressions of PPARα，PPARγ were significantly increased ( P ＜ 0． 05 ) ． Conclusions: PPARα，
PPARγ may be involved in the formation of colonic cancer cachexia in mice． The ameliorating of cancer cachexia by LC
may be related to the regulating of PPARα-，PPARγ-related signaling pathway of hepatic lipid metabolism．
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恶病质是晚期恶性肿瘤患者的常见并发症，病死

率高达 80%，目前认为全身慢性炎症和代谢紊乱在
恶病质的发生、发展中起重要作用。左卡尼汀( LC)
是人体细胞的一种基本成分，是脂肪酸代谢必需的辅

助因子。有研究［1，2］结果显示，肿瘤恶病质患者体内
血清 LC含量严重不足，补充外源性 LC 可改善恶病
质状态。过氧化物酶体增殖物激活受体( PPAR) 具有
调节机体脂质代谢等的生物学功能。本研究通过补
充外源性 LC干预结肠癌小鼠恶病质模型，并观察肝
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脏 PPARα、PPARγ表达，旨在探讨 PPARα、PPARγ在
LC改善结肠癌小鼠恶病质中的作用。

材料与方法

一、实验动物和主要试剂
36 只 SPF 级健康雄性 BALB /c 小鼠由上海第
二军医大学动物中心提供，体质量 22 ～ 26 g，常规
喂养。

LC( 东北制药总厂) ; 左卡尼汀棕榈酸酰基转移
酶( CPT) 抑制剂( ICL) 乙莫克舍( 上海洽姆仪器科
技有限公司) ; 小鼠结肠腺癌 Colon26 实体肿瘤( 上
海医药工业研究院) ; 肿瘤坏死因子( TNF) -α、白细
胞介素( IL) -6 ELISA 试剂盒( R＆D 公司) ; TRIzol
( Invitrogen公司) ; 一步法 SYBR Green Ⅰ实时荧光
定量 PCR试剂盒( Takara) ; PPARα 上游引物为 5’-
CTG TGG GCT CAC TGT TCT-3’，下游为 5’-AGG
GCT CAT CCT GTC TTT-3’，片度长度 164 bp，
PPARγ 上游引物为 5’-GCC CAA GTT CGA GTT
TGC-3’，下游为 5’-CTG GCT GTC AGG GTG GTT-
3’，片段长度 193 bp，GAPDH 上游引物为 5’-TGG
TGG ACC TCA TGG CCT AC-3’，下游为 5’-GCA
ACT GAG GGC CTC TCT-3’，片段长度 203 bp，均由
生工生物工程( 上海) 股份有限公司合成; PPARα、
PPARγ和 β-actin抗体( 美国 Abcam公司) 。
二、实验方法
1． 结肠癌小鼠恶病质模型建立: 将 36 只小鼠
随机分为恶病质模型组( TB) ( n = 24) 、正常对照组
( NTB) ( n = 12) ，小鼠分笼饲养，每笼 1 只。取新鲜
Colon26 实体肿瘤组织，每 50 mg 肿瘤组织中加入
0． 1 mL 0． 9% NaCl溶液，制成浓度约 1 × 107 /mL的
细胞悬液。TB 组小鼠皮下注射 Colon26 结肠腺癌
细胞悬液 0． 1 mL，NTB 组小鼠常规饲养，不予任何
处理。接种后第 11 d，两组各取 6 只小鼠处死，测定
生存状态、体质量、摄食量( 固定每天上午 10 时给
予 500 g饲料，次日上午 11 时测定盒内剩余饲料，
每日摄食量 = 500 g －次日剩余饲料重量) 、去瘤体
质量、左侧腓肠肌质量( 自肌肉起点至终点全部取
出) 、双侧附睾脂肪质量( 用剪刀剥离全部分离取
出) ，同时检测血清 TNF-α、IL-6 含量，以此判断是否
成功制备恶病质模型［3，4］。

2． 药物干预和标本采集: 建立恶病质模型后，

18 只 TB 组小鼠随机分为 LC 组、ILC 组、阴性对照
组( NST) ，每组各 6 只，并以剩余 6 只 NTB 组小鼠
作为正常对照。LC 组小鼠给予 LC 9 mg /kg 灌胃;
ILC组给予乙莫克舍 20 mg /kg 腹腔注射; NST 组给
予0． 9% NaCl溶液 9 mg /kg 灌胃; NTB 组不予任何
处理，连续干预 7 d。实验第 19 d断颈处死小鼠，眼
眶取血并分离血清 － 20 ℃保存待用; 取肝脏组织置
液氮冻存。测定小鼠摄食量、去瘤体质量和瘤体质
量; 取小鼠左侧腓肠肌、双侧附睾脂肪称重。

3． 血清营养指标测定: 血清白蛋白、血糖、胆固
醇水平采用全自动生化仪 AU400( Olympus) 检测。

4． ELISA法: 将标准品倍比稀释后配成梯度标
准液，取 10 μL待测样本和 40 μL 样本稀释液加入
样本孔，37 ℃温育 30 min 后弃孔中液体，洗涤后加
入辣根过氧化物酶( HRP) 标记的二抗，37 ℃温育
30 min，显色液显色，使用酶联免疫检测仪在 450 nm
波长处测定吸光度( A) 值，根据样品 A 值在标准曲
线图上查出相应 TNF-α、IL-6 含量。

5． 实时定量 PCR 法: TRIzol 试剂提取总 RNA，
逆转录成 cDNA，行 PCR扩增。实时定量 PCR 反应
体系 20 μL，包含总 RNA 2 μL，10 μmol /L 上下游引
物各 0． 8 μL，50 ×荧光定量 PCR参比燃料0． 4 μL，一
步法酶混合液 0． 8 μL，2 ×一步法扩增缓冲液 10 μL，
加 ddH2O补足至 20 μL。反应条件为 95 ℃ 10 min;
95 ℃ 5 s，54 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，共 40 个循环。连续
监测荧光信号变化进行熔解曲线分析，以 GAPDH作
为内参照行相对定量分析，采用 2 －△△Ct法计算样本

PPARα、PPARγ基因表达量。
6． 蛋白质印迹法: 肝脏标本常规匀浆、离心制
备组织蛋白抽提液，BCA 法蛋白定量。变性后上
样，经电转、转膜、5% 脱脂奶粉温室封闭，加入
PPARα( 1∶ 1000) ，PPARγ( 1∶ 400) 4 ℃摇床过夜; 加
入二抗( 1 ∶ 5000 ) 温室孵育 1 h，显色、显影、定影。
同时检测 β-actin 表达量作为内参照。每份样本单
独分析，重复 3 次。采用 BandScan 5． 0 软件，目的
蛋白的表达以目的条带积分光密度值与内参照的

比值表示。
三、统计学分析
采用 SPSS 13． 0 统计软件，每组资料分别进行

正态性检验，服从正态分布的资料以 珋x ± s 表示，两
组间比较采用独立样本 t 检验，多组间比较采用单
因素方差分析，P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。
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结 果

一、结肠癌小鼠恶病质模型建立
接种 6 ～ 7 d 后，成瘤率 100%。NTB 组小鼠摄

食量、活动度、毛色持续正常状态，体型略胖; TB 组
小鼠接种后活动度减少、迟缓，毛色逐渐灰暗，摄食
量逐渐减少。实验第 11 d，TB 组体质量、去瘤体质
量、摄食量、左侧腓肠肌质量、附睾脂肪质量均显著
低于 NTB组( P ＜ 0． 01) ，其中去瘤体质量较 NTB 组
小鼠减轻 20%以上，血清 TNF-α和 IL-6 水平显著高
于 NTB组( P ＜ 0． 01 ) ( 见表 1 ) ，说明 TB 组小鼠达
恶病质标准，模型制备成功。
二、LC改善荷瘤小鼠恶病质的作用
1． 恶病质指标变化: 以药物干预 7 d 后，LC 组
小鼠摄食量和活动度明显高于干预前以及干预后

NST组和 ILC组，毛色晦暗和体型瘦弱程度亦明显
好转。NST组、ILC组、LC 组小鼠体质量、去瘤体质
量、左侧腓肠肌质量和附睾脂肪质量均显著低于
NTB组( P ＜ 0． 05，P ＜ 0． 01) ，LC 组又显著高于 NST
组、ILC组( P ＜ 0． 05，P ＜ 0． 01) ; NST组、ILC 组摄食
量显著低于 NTB 组( P ＜ 0． 01 ) ，LC 组与 NTB 组之
间无明显差异( P ＞ 0． 05 ) ，但显著高于 NST 组、ILC
组( P ＜ 0． 01，P ＜ 0． 05 ) ; NST 组、ILC 组、LC 组瘤体

质量差异无统计学意义( P ＞ 0． 05) ( 见表 2) 。
2． 血清学指标变化: NST 组、ILC 组血清白蛋白
含量均显著低于 NTB 组和 LC 组( P ＜ 0． 05，P ＜
0． 01) ，而 LC 组与 NTB 组无明显差异( P ＞ 0． 05 ) ;
NST 组、ILC 组胆固醇含量均显著高于 NTB 组和 LC
组( P ＜0． 05，P ＜ 0． 01) ，而 LC组与 NTB组无明显差
异( P ＞0． 05) ; NST组、ILC组、LC组血糖含量显著低
于 NTB组( P ＜ 0． 01，P ＜ 0． 05) ，LC 组显著高于 NST
组、ILC 组( P ＜ 0． 05 ) ; NST 组、ILC 组、LC 组血清
TNF-α、IL-6含量均显著高于 NTB 组( P ＜ 0． 01) ，LC
组显著低于 NST组、ILC组( P ＜0． 01) ( 见表 3) 。
三、LC对肝脏 PPARα、PPARγ表达的影响
1． PPARα、PPARγ mRNA表达: LC组小鼠肝脏
组织 PPARα mRNA表达显著高于 NTB 组、NST 组、
ILC组( P ＜ 0． 05 ) ，NST 组、ILC 组又显著低于 NTB
组( P ＜ 0． 05 ) 。NST 组、LC 组、ILC 组肝脏组织
PPARγ mRNA表达显著低于 NTB组( P ＜ 0． 05) ，LC
组又显著高于 NST组、ILC组( P ＜ 0． 05) ( 见图 1) 。

2． PPARα、PPARγ 蛋白表达: LC 组肝脏组织
PPARα蛋白表达显著高于 NTB 组、NST 组、ILC 组
( P ＜0． 05) ，NST组、ILC 组又显著低于 NTB 组( P ＜
0． 05) 。NST组、LC组、ILC 组肝脏组织 PPARγ 蛋白
表达显著低于 NTB 组( P ＜ 0． 05) ，LC 组又显著高于
NST组、ILC组( P ＜0． 05) ( 见图 2、3) 。

表 1 NTB组和 TB组小鼠恶病质指标的比较( 珋x ± s)

组 别 例数
体质量

( g)

瘤体质量

( g)

去瘤体质量

( g)

摄食量

( g)

左侧腓肠肌

质量( g)

附睾脂肪

质量( g)

TNF-α

( pg /mL)

IL-6

( pg /mL)

NTB 6 27． 16 ±0． 69 0 27． 16 ±0． 69 0． 65 ±0． 11 0． 134 ±0． 004 0． 307 ±0． 008 2． 14 ±0． 17 2． 03 ±0． 04
TB 6 25． 17 ±0． 73＊＊ 3． 50 ±0． 48 21． 67 ±1． 12＊＊ 0． 54 ±0． 07＊＊ 0． 112 ±0． 005＊＊ 0． 032 ±0． 002＊＊ 38． 98 ±1． 13＊＊ 30． 10 ±0． 68＊＊

＊＊与 NTB组比较，P ＜ 0． 01

表 2 各组小鼠恶病质指标变化( 珋x ± s，g)

组 别 例数 体质量 瘤体质量 去瘤体质量 摄食量 左侧腓肠肌质量 附睾脂肪质量

NTB 6 27． 32 ±0． 93 0 27． 32 ±0． 93 0． 63 ±0． 12 0． 137 ±0． 017 0． 647 ±0． 051
NST 6 22． 31 ±1． 57＊＊ 7． 29 ±0． 84 15． 02 ±1． 45＊＊ 0． 27 ±0． 11＊＊ 0． 078 ±0． 010＊＊ 0． 021 ±0． 006＊＊

ILC 6 22． 37 ±1． 04＊＊ 7． 36 ±0． 63 15． 01 ±1． 33＊＊ 0． 35 ±0． 06＊＊ 0． 073 ±0． 012＊＊ 0． 036 ±0． 009＊＊#

LC 6 24． 66 ±1． 09＊＊#△ 7． 12 ±0． 23 17． 55 ±1． 09＊＊#△ 0． 51 ±0． 08##△ 0． 120 ±0． 010* ##△△ 0． 052 ±0． 008＊＊##△

与 NTB组比较，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01; 与 NST组比较，#P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01; 与 ILC组比较，△P ＜ 0． 05，△△P ＜ 0． 01

表 3 小鼠血清学指标的变化( 珋x ± s)

组 别 例数 白蛋白( g /L) 胆固醇( mm/L) 血糖( μmol /L) TNF-α( pg /mL) IL-6( pg /mL)
NTB 6 10． 40 ± 0． 79 1． 95 ± 0． 11 7． 28 ± 0． 53 2． 31 ± 0． 41 1． 98 ± 0． 15
NST 6 9． 23 ± 0． 94* 3． 97 ± 0． 65＊＊ 5． 61 ± 0． 44＊＊ 42． 77 ± 2． 33＊＊ 32． 12 ± 1． 02＊＊

ILC 6 9． 13 ± 0． 71＊＊ 3． 69 ± 0． 54＊＊ 5． 52 ± 0． 37＊＊ 39． 76 ± 1． 22＊＊ 31． 87 ± 1． 08＊＊

LC 6 10． 67 ± 0． 87##△△ 2． 59 ± 0． 60#△ 6． 43 ± 0． 46* #△ 28． 05 ± 1． 46＊＊##△△ 25． 71 ± 1． 09＊＊##△△

与 NTB组比较，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01; 与 NST组比较，#P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01; 与 ILC组比较，△P ＜ 0． 05，△△P ＜ 0． 01
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* 与 NTB组比较，P ＜ 0． 05; #与 NST 组比较，P ＜ 0． 05; △与 ILC

组比较，P ＜ 0． 05

图 1 小鼠肝脏组织 PPARα、PPARγ mRNA表达

1 Da = 0． 9921 u

图 2 小鼠肝脏组织 PPARα、PPARγ 蛋白表达( 蛋白质电
泳图)

* 与 NTB组比较，P ＜ 0． 05; #与 NST组比较，P ＜ 0． 05; △与 ILC

组比较，P ＜ 0． 05

图 3 小鼠肝脏组织 PPARα、PPARγ蛋白的平均灰度值

讨 论

肿瘤恶病质致死率高达 80%，有效治疗恶病质
成为临床难点。恶病质的发生机制复杂，可能与代
谢异常、致炎细胞因子、全身炎症反应、氧化应激、
瘦素和神经肽等诸多因素有关［5，6］。其中脂质代谢
异常在恶病质发生中起重要作用［7］。恶病质状态
下机体表现为脂质分解增加，合成减少，游离脂肪

酸、胆固醇和三酰甘油增高。同时，TNF-α、IL-1、IL-
6、IL-8 等内源性细胞因子表达亦增高［8］。目前恶
病质的治疗主要为缓解症状的经验性治疗，但疗效

不稳定，且存在一些不良反应。如最早使用的孕激
素类药物能有效增加患者体重，改善食欲，减轻癌

痛等恶病质表现，但易诱发血栓形成、子宫出血、外

周水肿、高血压、肾上腺功能减退( 突然停药时) 等
不良反应［9］。新近 LC治疗肿瘤恶病质的疗效日渐
受到关注，LC 是脂肪酸代谢必需辅助因子，通过
CPT发挥生物学效应。LC为水溶性营养素，不良反
应少见。近年 LC 已应用于慢性心衰、肾衰竭血液
透析、脂质沉积等疾病的治疗，能明显改善患者心
衰症状以及心功能，改善急性肾功能衰竭患者的肾

功能，改善慢性肾衰竭血液透析患者低蛋白血症和

贫血［10 ～ 13］。有研究发现，恶病质患者因进食不足、
代谢异常以及抗肿瘤药物干扰等因素，体内 LC 含
量严重不足［6］。程晴等［14］的研究发现，42 例肝癌
晚期伴有恶病质患者的血清游离 LC、乙酰基 LC 和
丙酰基 LC 均显著降低，且血清游离 LC 与前白蛋
白、白蛋白、BMI、KPS 功能状态评分和 QOL 评分均
呈正相关。说明血清 LC 水平降低是恶病质的结
果，LC可能在某种程度上反映了恶病质的程度。国
外有研究［15，16］给予癌症患者口服 LC 1 周后，疲劳
症状明显改善，综合评分、躯体评分以及生活质量
评分中与氧化应激相关的疲劳指标均显著改善;

Mantovani等［2］对恶病质治疗药物的Ⅲ期临床试验
发现，给予 LC( 4 g /d) 治疗的 88 例恶病质患者的格
拉斯哥预后评分( GPS) 显著降低。Liu 等［17］的动物
实验证实，恶病质小鼠补充外源性 LC 后血清卡尼
汀含量升高，TNF-α、IL-6 含量降低，CPTⅠ、CPTⅡ
mRNA表达增加、肝脏 CPTⅠ酶活性升高，从而促进
脂肪酸氧化，调节恶病质代谢紊乱。上述研究说明
补充外源性 LC可能对预防或治疗肿瘤恶病质有一
定作用。本研究发现补充外源性 LC 能增加结肠癌
恶病质小鼠体质量、去瘤体质量、摄食量、左侧腓肠
肌质量和附睾脂肪质量，增加血清白蛋白、血糖含
量，降低胆固醇含量，调节恶病质状态下的代谢紊

乱，降低血清 TNF-α、IL-6 含量，上述指标与 NST 组
和 ILC 组相比差异均有统计学意义。提示 LC 可改
善恶病质小鼠的生存状态，增加摄食量，促进体质

量恢复，减轻骨骼肌萎缩，调节代谢紊乱等，且证实

了 LC 发挥生物学效应是通过 CPT 来实现的。但
LC改善肿瘤恶病质的机制却仍不清楚。

PPAR是调节目标基因表达的核内受体转录因
子超家族成员，根据结构不同，可分为 α、β( 或 δ) 和
γ三种类型。PPAR与肝脏脂质代谢密切相关，目前
的研究热点主要是 PPARα和 PPARγ。PPARα 主要
在肝脏中表达，能增强脂肪酸 β 氧化; PPARγ 主要
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在脂肪组织和肝脏中表达，可促进脂肪酸在脂肪组

织中沉积和脂肪细胞分化，从而增加靶组织对胰岛

素的敏感性。PPARα 的合成激动剂苯氧乙酸酯通
过刺激肝脏中脂肪酸氧化，能显著降低血浆三酰甘

油水平，增加高密度脂蛋白水平，已被广泛用于心

血管疾病的治疗。PPARγ 的合成激动剂噻唑二酮
可降低血糖水平，临床已用于Ⅱ型糖尿病的治疗。
有研究［18］显示，PPARγ 激动剂能放大胰岛素信号
级联反应，改善恶病质状态下的代谢紊乱，可成为

治疗恶病质的新药。
恶病质状态下机体能量需求增加，基础代谢率

增高，导致血糖水平降低，骨骼肌蛋白大量消耗，脂

肪酸含量增加，外周血胆固醇、三酰甘油含量增加。
本实验证实恶病质状态下小鼠脂肪代谢异常，附睾

脂肪质量降低，血清胆固醇水平升高，小鼠肝脏中

PPARα、PPARγ mRNA和蛋白表达降低; 给予 LC 干
预治疗后，上述指标均明显改善。PPARα、PPARγ
主要的生物学效应是刺激 β 氧化，降低脂肪酸和三
酰甘油合成，纠正脂质代谢，进一步证实了在恶病

质状态下脂质代谢紊乱，而 LC 可能通过调控 PPAR
表达来纠正脂质代谢，从而改善肿瘤恶病质状态。
综上所述，恶病质小鼠肝脏 PPARα、PPARγ表达

降低，给予外源性 LC后可增强其表达，改善恶病质小
鼠的脂质代谢。说明 LC和 PPAR激动剂可能在治疗
肿瘤恶病质中存在潜在的药学效应，为肿瘤恶病质的

防治开发新途径和方法。但目前仍有许多问题亟待
深入研究，如 PPAR在肿瘤细胞增殖和分化中的确切
作用，LC-PPAR信号通路是否存在其他关键点，如何
选择性控制 PPAR介导的生物学效应等。
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